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Abstract 

Background & Objectives: Polyhydroxybutyrate is a biopolymer Produced by bacteria. Also,  

having chemical and physical characteristics similar with artificial plastics are completely  

biodegradable and compatible with life-environment. This study has been done with the purpose 

of separating and knowing one local strain with the ability of high-production for industrial  

purposes. 

Materials & Methods: In this analytical research, sampling from petrochemical wastewater has 

been accomplished. The existence of polyhydroxybutyrate in separations has been studied  

with Sudan black staining. A Bacillus strain was chosen to increase the production of  

polyhydroxybutyrate. This separation was distinguished with biochemical methods and 16S rRNA 

gene sequencing. The final confirmation of Polyhydroxybutyrate synthesis was done through  

Fourier transform infrared spectroscopy and Proton nuclear magnetic resonance. To increase  

polyhydroxybutyrate production, the effect of different factors including carbone, nitrogen, pH 

and temperature were assessed.  

Results: As a whole, eight bacterial isolation producing polyhydroxybutyrate were separated that 

among them one novel strain of Bacillus cereus was chosen. The best conditions to increase more 

production of polyhydroxybutyrate, was the application and usage of glucose as carbon source, 

ammonium sulphate as nitrogen source, pH 7and temperature of 30°C. 

Conclusion: Valuable data on optimized conditions for PHB production has been obtained 

through the present research which can be used at industrial level for PHB production, so it can be 

called a quick appearing alternation for petroleum based on synthetic plastic. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 9911( بهار 24سال سیزدهم شماره اول )پیاپی 

 49-93صفحات 

 باسیلوس سرئوس بهینه سازی تولید پلی هیدروکسی بوتیرات سویه جدید 
 جدا شده از پساب پتروشیمی

 2، سعید ضرابی4، میرساسان میرپور9*، زهیر حشمتی پور4، خسرو عیسی زاده9صبا امیری کجوری
 استادیار، گروه میکروب شناسی، واحد لاهیجان، دانشگاه 2واحد لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامی، لاهیجان، ایران، ،شناسی گروه میکروبدانشجوی دکتری، 9

 استادیار، گروه شیمی، واحد 4استادیار، گروه میکروب شناسی، واحد تنکابن، دانشگاه آزاد اسلامی، تنکابن، ایران، 3آزاد اسلامی، لاهیجان، ایران، 
 لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامی، لاهیجان، ایران.

 چکیده

پلی هیدروکسی بوتیرات یک بیوپلی مر تولید شده توسط باکتری ها است. این ترکیباات باا وداود داشاتن  اوا    : سابقه و هدف

فیزیکی و شیمیایی مشابه با پلاستیک های مصنوعی کاملاً زیست تخریب پذیر و سازگار با محیط زیست می باشند. ایان ماالهاه باا 

هدف دداسازی و شناسایی یک سویه بومی تولید کننده پلی هیدروکسی بوتیرات با قابلیت تولید مناسب برای اهداف صنهتی انجاا  

  شد. 
در این ماالهه تحلیلی، نمونه برداری از پساب شرکت پتروشیمی انجا  شد. ودود پلی هیدروکسی بوتیرات در   مواد و روش ها:

به منظور افزایش تولید پلی هیدروکسی بوتیرات  باسیلوسددایه ها با رنگ آمیزی سودان سیاه مورد بررسی قرار گرفت. یک ددایه 

تأیید نهایی سنتز پلی هیدروکسی   شناسایی شد. 16S rRNAانتخاب شد. این ددایه با روش های بیوشیمیایی و تهیین توالی ژن 

 بوتیرات توسط آنالیزهای طیف سنجی مادون قرمز و رزونانس مغناطیسی هسته پروتون انجا  شد. به منظور 

 و دما ارزیابی شدند.   pHتولید بیشتر پلی هیدروکسی بوتیرات تأثیر عوامل مختلف مانند منابع کربن و نیتروژن، 

باسیلوس ددایه باکتریایی تولید کننده پلی هیدروکسی بوتیرات دداسازی شد که از این میان یک سویه ددید  8در مجموع   یافته ها:
به عنوان ددایه برتر انتخاب گردید. شرایط بهینه به منظور تولید بیشتر پلی هیدروکسی بوتیرات، استفاده از گلوکز به عنوان  سرئوس

 درده سلسیوس بود.  33و دمای  pH 7منبع کربن، سولفات آمونیو  به عنوان منبع نیتروژن، 
 ماالهه حاضر نتایج ارزشمندی را در مورد شرایط بهینه برای تولید پلی هیدروکاسی بوتایرات فاراهو آورده اسات کاه  نتیجه گیری:

می تواند در ساح صنهتی برای تولید پلی هیدروکسی بوتیرات به عنوان یک دایگزین سریع پلاستیک های مصنوعی مبتنی بار نفات 

 مورداستفاده قرار گیرد. 

 . ، پساب پتروشیمی، بهینه سازیپلاستیک زیستی پلی هیدروکسی بوتیرات، واژگان کلیدی:

 88اسفند ماه پذیرش برای چاپ:    88آذرماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: تنکابن، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن، گاروه میکاروب شانااسای. 

 zheshmat@gmail.comپست الکترونیک:   38992899890تلفن:  

(. در واقع پلاستیک ها به بخشای                              9روز در حا  افزایش است                         

ددایی ناپذیر از زندگی ما تبدیل شده اند. پلاستایاک هاا در                                                      

مقادیر زیاد در محیط زیست انباشته شده، در نتیجه تاهادیادی                                                       

ددی را برای سیاره ما ایجاد می کنند. هم نین توسط مانااباع                                                       

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت  الاقااناه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارداع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب

 مقدمه     

امروزه پلاستیک ها به عنوان یکی از مهمترین منبع آلایندها در                                                          

دهان هستند که به دلیل کاربردهای گسترده، تولید آنها روز باه                                                           
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 غیر تجدیدپذیر مانند نفت، زغا  سنگ و گاز طبیهای تاولایاد                                                     

می شوند و چندین دهه زمان نیاز دارند تا در طبیهت تاجازیاه                                                       

(. سوزاندن پلاستیک ها باع  آزاد سازی تارکایاباات                                             2شوند        

سمی به محیط می شود و دفع آنها مه لات زیست محیای را                                                   

(. هم نین تجمع طولانی مدت پلی مارهاای                                    3به همراه دارد                 

غیر تخریب پذیر در  ا  علاوه بر مشکلات زیست محیااای                                                

(. چالش های زیسات                  4منجر به کاهش باروری  ا  می شود                                  

محیای، اقتصادی و ایمنی بسیاری از دانشمندان را برانگیخاتاه،                                                          

که پلیمرهای زیست تخریب پذیر یهنی پلاستیک های زیساتای                                                   

 را تا حدودی دایگزین پلی مرهای مبتنی بر پتروشیمی نمایاناد                                                        

(. پلاستیک های زیستی بهترین راه حل برای محافاظات از                                                  0    

محیط زیست در برابر  ارات ناشی از پلاستیک های بر پاایاه                                                     

نفت هستند زیرا طبیهت سازگار با محیط زیست دارناد. اناواع                                                       

بسیاری از پلاستیک های قابل تجزیه با درده های مختلفای از                                                       

تجزیه پذیری ودود دارند که در بین آنها تنها پلی هیدروکسای                                                         

 (.     ( صد در صاد تاجازیاه پاذیار اسات                             PHBبوتیرات           

PHB                                                     توسط باکتری ها به طور کامل به آب، دی اکسید کربن و

متان تجزیه می شود. در نتیجه با تجزیه آن هی  نوع مواد سمای                                                          

(. پالای هایادروکسای                 7و م ری در طبیهت آزاد نمی گردد                                 

بوتیرات دارای  وا  فیزیکی مشابهی با پلی پروپیلن است. با                                                         

توده به این  صوصیات پلی هیدروکسی بوتیرات قادر اسات                                                   

 دید پ وهشگران را نسبت به ماالهه و تولید آن دالاب کاناد.                                                     

دلیل دیگر برای بدست آوردن اولویت این است که استفااده از                                                        

پلاستیک های زیست تخریب پذیر به طور قاع آلودگی نااشای                                                   

از انتشار دی اکسید کربن حاصل از ضایهات پلااساتایاکای را                                                   

(. پالای هایادروکسای باوتایارات یاک                            8کاهش می دهند                

 ماکرومولکو  تولید شده توسط باکاتاری هاا اسات. وقاتای                                                

باکتری ها در شرایط تنش های مختلف رشد می کاناناد ایان                                                  

بیوپلی مر به صورت گرانو  و به عنوان ذ یره انرژی در دا ال                                                         

در      PHBسیتوپلاسو باکتری تجمع می یابد. تجمع گرانو  های                                               

پاس  به شرایط نامالوب مانند کمبود مواد مغذی  نایاتاروژن،                                                       

فسفر، گوگرد، منیزیو، اکسی ن( و در ح ور مقدار اضافی منباع                                                         

کربن آغاز می شود. این گرانو  ها می توانند به عنوان ماناباع                                                         

مواد مغذی مورد استفاده قرار گیرند و از مر  سالاو  هاای                                                     

(. از مهمترین               8باکتریایی در شرایط گرسنگی دلوگیری نمایند                                            

باکتری هایی که توانایی تولید پلی هیدروکسی بوتیرات را دارند                                                            

،   Bacillus   ، seudo onasماای تااوان بااه گااونااه هااای                     

  otobacter   ،Ralstonia   ،Clostridiu    ،Corynebacteriu    ،

 ocardia   ،Rhodococcus   ، cinetobacter   ، ta hylococcus  

کاربردهای گسترده ای                       PHB(.      93اشاره کرد               tre to yces و   

در پزشکی، دام زشکی، داروسازی، بسته بندی مواد غاذایای و                                                      

از طری  سه واکنش آنزیمی                           PHB(. بیوسنتز            99کشاورزی دارد                

انجا  می شود. آنزیو های درگیر در این مسیر بیوسنتزی شامال                                                         

ساناتااز         PHBردوکتاز و             Aکتوتیولاز، استو استیل کوآنزیو                              -بتا   

  ،  hb هستند. ژن های کد کننده این آنزیو ها به ترتیب شامل                                                   

 hbB     و     hbC             دانگرا و نهرا                     (.    92هستندJangra     وNehra   )

را از  اا  و               PHBباکتری های تولید کننده                          2397در سا         

پساب دداسازی و شناسایی نمودند. باکتری های داداساازی                                                   

 باودناد         ساودوماونااس         و     باسیلوس       شده مربو  به دنس های                      

ماوفا         2390( و همکاران در سا                     Nehra(. هم نین نهرا                  93    

بااسایالاوس         و   باسیلوس آنتراسیاس                  به دداسازی دو باکتری                      
(. ماالهه حاضر                94از  ا  شدند                 PHBتولید کننده               سوبتیلیس        

با هدف دداسازی و شناسایی یک سویه بومی  تولید کاناناده                                                    

PHB                                                  .با قابلیت تولید بالا برای اهداف صنهتی انجا  شد   

 مواد و رو  ها               

نمونه پساب از شرکت                      الف( نمونه برداری و دداسازی باکتری:                                   

  9387متری در پاییز                 3پتروشیمی دو  عسلویه، ایران( از عم                                     

دمع آوری شد. نمونه پساب در  رف تیره نگاهاداری و باه                                                  

آزمایشگاه تحقیقات میکروب شناسی دانشگااه آزاد اسالامای                                                   

واحد تنکابن منتقل گردید. س س از نمونه پساب رقات هاای                                                    

میلی لیتر از هر رقات در                          9 3تهیه شد و             93    - تا      93    -9متوالی        

 محیط کشت نوترینت آگار  مر ، آلمان( حااوی تارکایاباات                                                 

گر        0 9گر  عصاره گوشت،                   NaCl   ،9 0گر        0گر  پ تون،              0    

میلی لیتر آب مقار استریل(                             9333گر  آگار،             90عصاره مخمر،             

درداه        37ساعت در دماای                24کشت داده شدند و به مدت                        
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 سلسیاوس گارماخااناه گاذاری گاردیادناد. باه ماناظاور                                        

 ال  سازی کلنی ها، کلنی های رشد یافته بر روی ماحایاط                                                   

 نوترینات آگاار کاه از ناظار رناگ و شاکال  ااهاری                                        

 متفاوت بودند به روش کشات  ااای، کشات داده شادناد                                            

 (.    90و این روش تا  لو  کامل کلانای هاا تاکارار شاد                                           

   ب( غربالگری باکتری تولید کننده پلی هیدروکسی باوتایارات:                                                    

به منظور انتخاب باکتری تولید کننده پلی هیدروکسی بوتیرات از                                                            

 روش رنگ آمیزی سودان سیاه به شر  زیر اساتافااده شاد.                                                 2

رنگ آمیزی سودان سیاه دا ل پلیت: در این روش کلنی تک                                                      -9

هر یک از ددایه ها به طور دداگانه، در مرکز پالایات حااوی                                                     

محیط نوترینت آگار کشت داده شد. س س تمامی پلایات هاای                                                   

درداه        37کشت داده شده برای بررسی های ماکروسکوپی در                                           

ساعت گرمخانه گذاری شدناد. پاس از                                  48سلسیوس به مدت               

گرمخانه گذاری محلو  سودان سیاه بر روی کلنی ها ریخته شد                                                        

دقیقه در دمای اتاق نگهاداری شادناد.                                    33و پلیت ها به مدت                  

 گار  ساودان سایااه در                     3 3برای تهیه محلو  سودان سیاه                            

درصد حل گردید. س س پلیت ها را با                                    73میلی لیتر اتانو                     933

درصد شستشو داده، در نهایت کلنی هایی که به رنگ                                                  8اتانو         

سیاه مشاهده شدند توانایی تولید پلی هیدروکسی بوتایارات را                                                        

 داشتند.         

رنگ آمیزی سودان سیاه و بررسی زیر میکروسکوپ ناوری:                                                    -2

به منظور بررسی میکروسکوپی بر روی لا  یاک گساتارش                                              

مناسب از ددایه ها تهیه شد. پس از  شک شدن با عبور سریع                                                       

لا  از روی شهله ت بیت شدند. س س ساح اسمیر به ماحالاو                                                    

دقیقه لا  را باا زایالان                        93سودان سیاه آغشته گردید. پس از                               

شست و شو داده تا شفاف شود. س س گسترش با سافرانین باه                                                     

گار        0ثانیه رنگ شد. برای تهیه محلو  سافرانیان،                                           93مدت     

میلی لیتر آب مقار استریل حل گردید. پاس                                         933سافرانین در             

از شست و شو با آب مقار و  شاک کاردن، لا  هاا زیار                                              

 (.       9بررسی شادناد                933میکروسکوپ نوری با بزر  نمایی                              

فولوژیکی و بیوشیمیایی باکتری تولید کاناناده                                           ( شناسایی مور              

 بررسی های میکروسکوپای مااناناد                            پلی هیدروکسی بوتیرات:                       

رنگ آمیزی گر  و رنگ آمیزی اس ور به روش شیفر فاولاتاون                                                    

(. وی گی های ماکروسکوپی مانند شکل و رناگ                                         97انجا  شد            

کلنی مورد بررسی قرار گرفت. وی گی های مورفولوژیاکای و                                                    

 بیوشیمیایی ددایه بر اساس کتاب راهنمای سایاساتامااتایاک                                                 

بررسی شاد. باه ماناظاور                      (   Bergeysباکتری شناسی بردی                     

شناسایی وی گی های بیوشیمیایی از آزمون های مختلفی ماناناد                                                        

  متیل رد و         ،   S2Hکاتالاز، اکسیداز، حرکت، تولید اندو ، تولید                                           

وگس پروسکوئر، مصرف سیترات، احیا نیتارات، هایادرولایاز                                                  

 و     93،   0،   3کازئین و اوره، رشد در غلظت                              ، نشاسته، ژلاتین             

 (. بااه ماانااظااور             98اسااتاافاااده شااد                 NaClدرصااد      90

انجا  آزمون تخمیر قندها مانند  گلوکز، ساکاارز، فاروکاتاوز،                                                        

 لاکتوز، ماالاتاوز، گاالاکاتاوز، ساوربایاتاو ، آدونایاتاو ،                                             

(   Vashistرافینوز، مانوز، زایلوز و مانیتو ( از روش واشیست                                                   

 .   (   98        اساتافااده گاردیاد                 2393و هاماکااران در ساا                   

 د( تااولاایااد پاالاای هاایاادروکساای بااوتاایاارات:                              

 نتیجه آزمون

 م بت کاتالاز
 م بت اکسیداز

 م بت مصرف سیترات
 م بت احیا نیترات
 منفی متیل رد

 م بت پروسکوئر-وژس
 م بت هیدرولیز کازئین
 م بت هیدرولیز ژلاتین
 م بت هیدرولیز نشاسته
 منفی هیدرولیز اوره

 م بت NaCl% 3رشد در غلظت 
 م بت NaCl% 0رشد در غلظت 
 م بت NaCl% 93رشد در غلظت 
 م بت NaCl% 90رشد در غلظت 
 م بت حرکت
 منفی اندو 
 منفی S2Hتولید 

   تخمیر قندها
 م بت گلوکز
 م بت ساکارز
 م بت فروکتوز
 م بت لاکتوز
 م بت مالتوز

 م بت گالاکتوز
 منفی سوربیتو 
 منفی آدونیتو 
 منفی رافینوز
 م بت مانوز
 م بت زایلوز
 م بت مانیتو 

 نتایج آزمون های بیوشیمیایی برای شناسایی ددایه برتر.: 9ددو  
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برای این منظور از دو محیط کشت استفاده شد. محیاط کشات                                                      

 ( شاامال        Pre culture        او  با عنوان ماحایاط کشات اولایاه                           

گار        0گر  پا اتاون،              0محیط نوترینت برا ، حاوی ترکیبات                                 

NaCl   ،9 0                   ،گر  عصاره مخمر در حجو                         0 9گر  عصاره گوشت

میلی لیتر بود. پس از آماده سازی این محیط، یک کالانای از                                                        0

ددایه منتخب در شرایط استریل به آن تلقیح، و در اناکاوبااتاور                                                         

به مادت          g    903درده سلسیوس و سرعت                      37شیکردار با دمای                 

  محیط کشت اولیاه              میلی لیتر از                0ساعت نگهداری شد. س س                        24

 ماک فاارلاناد باه                0 3پس از رسیدن به کادورت ماهااد                             

میلی لیتر محیط کشت تولید پلی هیدروکسی بوتیرات کاه                                                    9333

(  مر ، آلمان( باا                   Mineral Salt Medium        MSMشامل محیط           

،   O2. 12H4HPO2Na     :8   ، 4HPO2Na     :9 0ترکیبات  گر  بر لیتر(:                        

O 2.7H4MgSO     :3 2   ،Cl4NH     :9   ،O2.2H2CaCl     :3 32 ، 

citrate 4NH+3Fe     :3 3392                          ماحالاو        بود تلقیح شد. هم نیان

،   EDTA     :03   ،3FeCl     :8 3عناصر کمیاب حاوی  گر  بر لیتار(:                                 

2ZnCl   :    3 84   ،O2.2H2CuCl     :3 93 ،O 2.6H2CoCL:3 9   ،

O2.6H2MnCl   :    3 39      3وBO3H     :3 9               بااود کااه پااس 

سازی و اتوکلاو شدن به طور دداگانه در شرایط استریل                                                  از آماده          

 میلی لیتر به محیط کشت تاولایاد اضاافاه گاردیاد.                                            9به میزان          

 ساا ااس ارلاان در انااکااوباااتااور شاایااکااردار بااا دمااای                                     

 بااه      g    903و ساارعاات          ساالااساایااوس      دردااه        37  

 (.    29و     23سااعات گارماخااناه گاذاری شاد                           48مدت     

ساعت گرمخانه گذاری در دمای                              48پس از           ه( استخرا  بیوپلیمر:                    

 ، ماحایاط کشات تاولایاد باه مادت                         سلسایاوس      درده        37

درداه سالاسایاوس               4و دماای          g    4033دقیقه، با سرعت                  93

 سانتریفیوژ شد. روماند دور ریخته شد و رسوب سلولای را باا                                                       

( شست و شو داده و                   pH    0 7میلی لیتر فسفات بافر سالین                                93

دوباره سانتریفیوژ گردید. س س روماند را دور ریخته و رساوب                                                         

درده سلاسایاوس  شاک و وزن                         03حاصله در آون با دمای                      

 میلی لیتر سدیو هی وکلاریات                            93 شک سلو  اندازه گیری شد.                          

ساعت در گرمخانه                   0 9%( به رسوب سلولی اضافه و به مدت                                      

درده سلسیوس قرار گرفت. مخلو  حاصله به مدت                                             37با دمای         

درداه سالاسایاوس               4در دماای           g  4033دقیقه با سرعت                 23

رسوب سلولی را باا آب                     سانتریفیوژ و روماند دور ریخته شد.                                   

مقار استریل، استون و متانو  شستشو داده و مجدداً سانتریفیوژ                                                            

میلی لیتر کلاروفار                      93گردید. در این مرحله به رسوب سلولی                                   

درده سلسیوس قرار داده شد.                             43اضافه و در بن ماری با دمای                            

پس از تبخیر کلروفر  پلی هیدروکسی بوتیرات حاصل در آون                                                      

درده سلسیوس قرار گرفت تا  شک شود. سا اس                                         3 با دمای         

وزن  شک بیوپلیمر استخرا  شده به وسیله ترازو اندازه گیری                                                         

تولید شده با استفاده از فرمو  زیر ماحااساباه                                            PHBو درصد        

 (.      22-24گردید         

 وزن      933      گر  بر لایاتار(                 PHBوزن  شک               PHBدرصد      

  شک سلو   گر  بر لیتر(                      

و( بهینه سازی  به منظور افزایش تولیاد پالای هایادروکسای                                                   

 بوتیرات:        
 تأثیر منابع کربن: ددایه منتخب باه ارلان هاای حااوی                                                  -9

( باا      Mineral Salt Medium        MSMمیلی لیتر محیاط                  9333

منابع مختلف کربن شامل   گلوکز، فروکتوز، مالتوز، ساکاارز و                                                          

% تلقیح شد. ارلن ها در انکوباتور شیکردار                                          9نشاسته( در غلظت                 

 باه مادت          g    903درده سلسیوس و سارعات                      37با دمای         

ساعت گرمخانه گذاری شدند. س س میزان پلی هیدروکسی                                                   48

 بوتیرات تولید شده بررسی و بهترین منبع کربن انتخاب گردید.                                                          

تأثیر منابع نیتروژن: به منظور انتخاب بهترین منبع نیاتاروژن                                                            -2

 در تولید پلی هیدروکسی بوتیرات، باکتاری ماورد ناظار باه                                                   

 Mineral Saltمیلی لایاتار ماحایاط                9333ارلن های حاوی                 

Medium        MSM                                           به همراه بهترین منبع کربن و منابع مختلاف )

نیتروژن شامل  آمونیو  سولفات، آمونیو  کلارایاد، آماونایاو                                                        

 % تالاقایاح شاد.             9نیترات، پ تون و عصاره مخمر( در غلظت                                     

درده سلسایاوس و                 37ارلن ها در انکوباتور شیکردار با دمای                                      

ساعت گرمخانه گاذاری شادناد.                            48به مدت          g    903سرعت      

تولید شده بررسی و بهترین منبع نایاتاروژن                                         PHBس س میزان           

 انتخاب گردید.               

محیط در تولیاد پالای هایادروکسای                              pH: تأثیر         pHتأثیر         -3

 بوتیرات، با تلقیح ددایه مناتاخاب باه ارلان هاای حااوی                                                

به همراه بهترین منبع کاربان و                               MSMمیلی لیتر محیط                  9333
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ماحایاط باه           pH( انجا  شد. تنظیو                   0-8های         pHنیتروژن در            

صورت گرفت. سا اس ارلان هاا در                             NaOHو     HClوسیله       

 درده سلسایاوس و سارعات                    37انکوباتور شیکردار با دمای                           

g    903          سااعات گارماخااناه گاذاری شادناد.                            48به مدت 

  pHپلی  هیدروکسی بوتیرات تولید شده اندازه گیری و بهترین                                                      

 اناتاخااب شاد.              PHBبه منظور افازایاش باازده تاولایاد                             

، ددایاه         PHBتأثیر دما: به منظور تهیین دمای بهینه در تولید                                                 -4

باه      MSMمیلی لیتر محیط                  9333منتخب به ارلن های حاوی                        

تلقیح، و در گرمخانه با                          pHهمراه بهترین منبع کربن، نیتروژن و                                   

 ( درده سلسیاوس باه مادت                    40و     43،   37،   33،   20دماهای          

ساعت نگهداری شدند. س س میزان تولید پلی هیدروکسای                                                   48

 (.  23بوتیرات در دمااهاای ماخاتالاف باررسای گاردیاد                                       

 پلی هیدروکسی بوتیرات:                     آزمون های تأییدی تولید                        ز(      
 (: برای تاهایایان ح اور                    FTIRطیف سنجی مادون قرمز                          ( 1

استخرا  شده از دساتاگااه                         PHBگروه های عاملی مختلف در                         

، چین( استافااده شاد.                    W F-510Aطیف سنجی مادون قرمز                       

  2390( و همکاران در سا                     Tamerبه روش تامر                 FTIRآنالیز        

با پتاسیو             PHBمیلی گر  از نمونه                     0انجا  شد. برای این منظور                          

 در    FTIR( مخلاو  شاد و طایاف داذب                      Br برومید          
9-cm  4333-433               20ثبت گردید    .) 

(:    H NMRطیف سنجی رزونانس مغناطیسی هسته پروتون                                            ( 2

میلی لیتر کلروفر                      9میلی گر  از بیوپلیمر استخرا  شده در                                       93

 ( حل شد. س س با استفااده از دساتاگااه                                 3CDClدوتریو دار              

H-NMR         Bruker Avance II 500 MHz                  2( آنالیز گردید     .)

از کیت          DNAبه منظور استخرا                      ( شناسایی مولکولی ددایه:                         

 کاره( اساتافااده شاد.                    ene All  شرکات         DNAاستخرا          

 از پارایامارهاای              16S rRNAبه منظور تک یر ناحایاه ژنای                          

      -A A TTT ATCCT  CTCA -3       )fD1     و 

      -AC  CTACCTT TTAC ACTT-3    )rP2           اساتافااده

 باا حاجاو        (     PCRواکنش زنجیره ای پالای ماراز                            گردید.        

 شارکات         Master Mixمیکرولایاتار             92میکرولیتر شامل                  20

میکرولیتر آب مقار                      میکرولیتر از هر پرایمر،                           9تاکارای ژاپن(،                

الگو انجا  شد. واکناش                        DNAمیکرولیتر             0دو بار تقایر شده و                    

PCR                  دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماای                                    0با شرایط دمایی

چر ه شامل واسرشت شدن                        43و در ادامه            درده سلسیوس               80

دقیقه، اتصا  در دماای                      9به مدت          سلسیوس      درده        84  در دمای       

 دقیقه، طویل شادن در دماای                           9درده سلسیوس به مدت                      3 

دقیقه و در نهایت طویل شدن                             0 9به مدت          سلسیوس      درده        72

دقیقه انجا  شد                  93درده سلسیوس به مدت                      72نهایی در دمای               

درصد مناتاقال و                0 9بر روی ژ  آگارز                   PCR(. محصو           27    

پس از الکتروفورز به منظور تهیین توالی به شرکت ژن فنااوران                                                          

ارسا  گردید. نتیجه حاصل از تهیین توالای در بااناک ژنای                                                    

B                                                و همولوژی آن بررسی شد. در ت فیلوژناتایاک باه

( و باا        neighbour-joiningهمسایگای           –اتصا      وسیله روش           

 تاارساایااو شااد.                   Mاسااتاافاااده از ناار  افاازار                    

تجزیه و تحلیل داده ها با استافااده از                                       آنالیز آماری داده ها:                          (  

 انجا  شد. آزماون هاا در                             نسخه بیست و دو  نر  افزار                           

تکرار انجا  و نتایج به صورت میانگین و  اای استاندارد از                                                           3

میانگین بیان گردید. هم نین به منظور بررسی تأثیر متغیارهاای                                                          

و دما در تولید پلی هیدروکسی بوتیرات از                                          pHکربن، نیتروژن،                

( و س س           One way   O    واریانس یک طرفه               آزمون آماری             

   استفاده شد. نتایج باا ماقادار                            ost hoc روش دانکن در آزمون                    

  P 0.05                                    .به عنوان نتایج مهنی دار تلقی شد ) 

 

 یا ته ها        

 الف( دداسازی و شناسایی باکتاری هاای تاولایاد کاناناده                                               

ددایه         90تهداد         پلی هیدروکسی بوتیرات و انتخاب ددایه برتر:                                         

باکتریایی از پساب شرکت پتروشیمی دداساازی شاد. تاماا                                                   

ددایه ها براساس رنگ آمیزی سودان سیاه، مورد غارباالاگاری                                                     

دادایاه         8باکتری دداسازی شده،                       90قرار گرفتند. از مجموع                       

توانایی تولید پلی هیدروکسی بوتیرات را نشان دادند. به منظاور                                                            

،   PHBانتخاب ددایه برتر، از بین ددایه ها با پتانسیل تاولایاد                                                     

براساس ماحاتاوای پالایامار درون                            باسیلوس       تنها یک ددایه               

 سیتوپلاسو باکتری انتخاب شد. در ددایه ماناتاخاب پاس از                                                 

ساعت گرمخانه گذاری، براساس بررسی میاکاروساکاوپای                                               48

افزایش میزان تجمع پلیمر درون سیتوپلاسو نسبت باه ساایار                                                    
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ددایه ها مشاهده شد. پلی هیدروکسی بوتیارات باه صاورت                                                  

گرانو  های سیاه درون سیتوپلاسو صورتای رناگ مشااهاده                                                

گردید. هم نین رنگ آمیزی سودان سیاه دا ل پلیات ح اور                                                   

گرانو  های لی وفیلیک را در ددایه ها نشان داد و کلنی ها باه                                                           

رنگ سیاه  اهر شدند که از نظر شدت رنگ پذیری ماتافااوت                                                   

بودند. ددایه منتخب براساس این تکنیک نایاز شادت رناگ                                                 

 پذیری بیشتری را نسبت به ساایار دادایاه هاا نشاان داد.                                               

  ب( وی گی های مورفولوژیکی و بیوشیمیایی دادایاه بارتار:                                                 

براساس نتیجه حاصل از رنگ آمیزی گر  ددایه به شکل باسیل                                                       

گر  م بت مشاهده شد. براساس رنگ آمیزی اس ور، اندوسا اور                                                      

به رنگ سبز، بی وی شکل و در موقهیت مارکازی و سالاو                                                 

رویشی به رنگ صورتی مشاهده گردید. هم نین کلنی هاا در                                                    

محیط نوترینت آگار به شکل گرد و زرد رنگ مشاهده شادناد.                                                     

 نشااان داده شااده اساات.                        9سااایاار نااتااایااج در داادو                     

 ( بهینه سازی شرایط محیط کشت به منظور افزایش تولید پلی                                                        
 هیدروکسی بوتیرات:                 

تأثیر منابع کربن: در بین منابع مختلف کربن مورد آزمایاش،                                                          -9

باه      PHBگلوکز به عنوان بهترین منبع کربن برای تولید حداک ر                                                   

  PHBگر  بر لیتر بود. هم نین کمترین مقدار تولید                                               0 2میزان       

گر  بر لیتر حاصل شد. نتایج در                                 34 3از منبع نشاسته به میزان                         

 نشان داده شده است.                      9شکل     

تأثیر منابع نیتروژن: نتایج حاصل از بررسی تأثایار مانااباع                                                        -2

و انتخاب بهترین منباع                        PHBمختلف نیتروژن در تولید حداک ر                               

نشان داد که سولفات آمونیو ، کلراید آمونیو ، نیترات آمونیاو ،                                                             

   PHBپ تون و عصاره مخمر به عنوان ساوبساتارای تاولایاد                                            

 می توانند توسط ددایه منتخب مورد استفااده قارار گایارناد.                                                     

در بین منابع مختلف نیتروژن مورد آزمایش سولفات آمونیو  به                                                          

باه      PHBعنوان بهترین منبع نیتروژن به منظور افزایش تولیاد                                                 

گر  بر لیتر بود. پس از سولفات آمونیاو ، کالارایاد                                                 9 3میزان       

آمونیو  به عنوان بهترین منبع انتخاب شد. کمترین مقدار تجماع                                                           

PHB            گار  بار لایاتار از عصااره ماخامار                             0 3به میزان 

 نشاان داده شاده اسات.                      2حاصل شد. نتایج در شاکال                       

بهیاناه باه              pHبه عنوان            pH    7نتایج نشان داد که                     pHتأثیر:          -3

سناتاز          PHBتوسط ددایه برتر است. میزان                                PHBمنظور تولید             

گر  بر لیتر می باشد. کاماتاریان                               4 3به میزان              pHشده در این            

 گار  بار لایاتار                9 3باه مایازان            pH    0میزان سنتز در               

 نشاان داده شاده اسات.                    3مشاهده شد. نتایج در شاکال                         

تأثیر دما: نتایج بررسی دماهای مختلف نشان داد که مناساب                                                         -4

درداه        33دماای        PHBترین دما به منظور تولید حداکا ار                                

گر  بار           سلسیوس می باشد. ددایه در این دما قادر به تولید                                                

درده سلسیوس با میانگایان                          40بود. هم نین دمای                      PHBلیتر      

را باه  اود             PHBگر  بر لیتر کمترین مقدار تولید                                   4 3تولید       

با استفاده             نشان داده شده است.                    4ا تصا  داد. نتایج در شکل                          

( و     (Oneway ANOVAاز آزمون آنالیز واریانس یک طرفاه                                 

 مشااخاا         post hocساا ااس روش دانااکاان در آزمااون                        

و دما در تاولایاد                  pHگردید که تأثیر متغیرهای کربن، نیتروژن،                                        

 پلی هایادروکسای باوتایارات ماهانای دار مای بااشاناد.                                           

در طیف سنجای ماادون قارماز                          د( طیف سنجی مادون قرمز:                       

 تأثیر منابع کربن مختلف بر تولید پلی هیدروکسی بوتیرات.: 9شکل  تأثیر منابع نیتروژن مختلف بر تولید پلی هیدروکسی بوتیرات.: 2شکل 
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حاصل از پلی هیدروکسی بوتیرات تولید شده توساط دادایاه                                                   

مارباو          cm    3442-9منتخب، باند دذبی مشاهده شده در ناحیه                                      

، باندهای دذبی مشاهاده شاده در                              H-Oبه ارتهاشات کششی                  

به ترتیب مربو  به ارتهاشاات                              9442و     cm  2824-9عدد مودی          

، هم نین باند دذبی در عادد ماودای                                      H-Cکششی و  مشی             
9-cm

و باند دذبی  اهار شاده                        C Oبه ارتهاش کششی                  9723  

 مارباو          O-Cبه ارتهاش کششای                  cm  9233-9در عدد مودی             

 (.  0می باشد  شکل              

طیف سنجی            ه( طیف سنجی رزونانس مغناطیسی هسته پروتون:                                         

رزونانس مغناطیسی هسته پروتون ترکیب پلای هایادروکسای                                                 

 نشاان داده شاده اسات.                       بوتیرات تولید شده در شاکال                          

همان  طور که مشاهده می شود سیگنا  مربو  به پروتون های                                                       

3CH                                              به صورت دوتایی با ساح زیر پیاک ماهااد  ساه اتاو

، سیگنا  مربو  باه                   ppm    9 28هیدروژن در دابجایی شیمیایی                            

به صورت دو سیگنا  دوتایای                          2CHپروتون های دیاستروتاپیک                         

دوتایی با ساح زیر پیک مهاد  دو اتو هیدروژن در دابجایای                                                       -

و سیگنا  مربو  به پروتاون هاای                                 ppm    2  0-2 4شیمیایی         

CH                                               به صورت چندتایی با ساح زیر پیک ماهااد  یاک اتاو

 اهر شد کاه               ppm  0 33-0 2هیدروژن در دابجایی شیمیایی                            

 با ساا اتاار تارکایاب ماورد ناظار هاو  اوانای دارد.                                       

 ژن    PCRالکتاروفاورز ماحاصاولات                     و( شناسایی مولکولی:                   

  16S rRNA                   درصد ح ور قاهه حدوداً                         0 9بر روی ژ  آگارز

دفت بازی را تأیید کرد. با بررسی نتایج حاصل از تهیین                                                       9033

و با مقایسه               NCBIدر سایت               Bتوالی، با استفاده از برنامه                             

ددایه منتخب با سایر توالی های ثابات                                     16S rRNAتوالی ژن          

ددایه با سایر باکتری ها باه                              شباهت     شده در این پایگاه درصد                        

دست آمد. بر اساس این نتایج و رسو در ت فایالاوژناتایاک                                                 

و     باسیلوس       مشخ  گردید که باکتری منتخب متهل  به دنس                                         

 بر تولید پلی هیدروکسی بوتیرات. pHتأثیر گستره : 3شکل 

 تأثیر دماهای مختلف در تولید پلی هیدروکسی بوتیرات. :4شکل 

لید شده تاوساط تو  PHBنمودار طیف سنجی مادون قرمز حاصل از :  0شکل 

 باسیلوس سرئوس.باکتری 

حااصال از طیف سنجی رزونانس مغناطیسی هسته پروتون نمودار :   شکل 

PHB  باسیلوس سرئوس.تولید شده توسط باکتری 
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درصد هاماولاوژی باا                   88است و ددایه دارای                     سرئوس     گونه      

(. هم نین شباهتی با سایر                          7می باشد  شکل                باسیلوس سرئوس             

سویه های شنا ته از این  انواده ندارد. بنابراین می توان ایان                                                            

ددایه را به عنوان یک سویه ددید از نظر تاکسونومی در ناظار                                                        

 گرفت.       

 بح    

انواع آلودگی های منابع مختلف به وی ه پسماندهای پلی اتیلان                                                            

(. محصولات پتاروشایامای                    2در زندگی روزمره ما ودود دارد                                

غیر تخریب پذیر مورد استفاده برای سا ت پلاستیک هاا، در                                                     

 صورت عد  مدیریت پسماند و کنتر  بساتارهاا باه عاناوان                                                

 تهدید بزرگی برای محیط زیسات ماحاساوب مای شاوناد.                                           

میکروارگانیسو ها از پتانسیل بالایی برای تبدیل بایاولاوژیاکای                                                        

پلیمرهای پلاستیکی به محصولات ساده تر توسط مکانیسو های                                                     

(. بنابراین نیاز زیادی                        28هوازی و بی هوازی بر وردار هستند                                   

به شناسایی سویه های میکروبی ددید و مکانیسو هاای آناهاا                                                     

برای تجزیه پلی مرهای مبتنی بر فسیل ودود دارد. تااکاناون                                                      

 باکتری های تولید کننده پالای هایادروکسای باوتایارات از                                                

 محیط های گوناگون از دمله  ا ، کاار ااناه هاای نافات،                                                

مناط  آلوده به روغن ماشین، فاضلاب  انگی، لجن، آب دریاا،                                                       

پساب های صنهتی مانند صنهت لبنایاات، قاناد و نساادای                                               

دداسازی شده اند. هم نین ماالهه ای به منظاور داداساازی                                                    

باکتری های تولید کننده پلی هیدروکسی بوتایارات از پسااب                                                     

صنایع پتروشیمی عسلویه صورت نگرفته است. پ وهش حاضر                                                   

اولین گزارش مبنی بر دداسازی باکتری تولید کاناناده پالای                                                    

هیدروکسی بوتیرات از این مناقه است. محایاط هاای آلاوده                                                   

حاوی مواد مغذی ضروری هستناد و بارای تاولایاد پالای                                             

(. پسااب صاناایاع               28هیدروکسی بوتیرات غنی می باشناد                                 

پتروشیمی به دلیل آلودگی صدمات زیادی را بارای دااماهاه                                                   

 انسانی ایجاد می کنند که امروزه ایان مساالاه باه یاکای از                                                    

نگرانی های عمده در ارتبا  با تأثیر صنایع بر سلامات انساان                                                        

(. پساب صنایع پتروشیمی در ماهار                                 33تبدیل شده است                 

آلاینده های هیدروکربنی یا نفتی قرار دارند. بنابرایان در ایان                                                           

اکوسیستو باکتری ها از هیدروکربن ها به عنوان منبع کاربان و                                                         

انرژی استفاده می کنند و آن را به فر  پلی هیدروکسی بوتیرات                                                           

ذ یره می کنند. در ماالهه حاضر از میان باکتری ها با تواناایای                                                            

به عاناوان          باسیلوس         تولید پلی هیدروکسی بوتیرات یک ددایه                                     

ددایه برتر براساس روش رنگ آمیزی سودان سیاه دا ل پلیات                                                      

و مشاهده میکروسکوپی انتخاب شد. روش رنگ آمایازی باا                                                 

استفاده از سودان سیاه دا ل پلیت به عنوان روشی به ماناظاور                                                        

غربالگری سریع باکتری های تجمع کننده پلای هایادروکسای                                                  

 بوتیرات است. مهیار انتخاب در این روش باراسااس شادت                                                 

 .Boot Strap 933و ضریب  Neighbor Joiningبا استفاده از روش  باسیلوس سرئوسدر ت فیلوژنی سویه ددید : 7شکل 
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( و هماکااران در                Desouky(. دسوکی            28رنگ پذیری است                 

باسیالاوس         از این روش به منظور دداسازی باکتری                                      2394سا      

از  اا  اساتافااده                    (   Bacillus thuringienesis  تورنجینسیس            

( و     Hamshary(. در ماالهه دیگری هاامشااری                              39نمودند          

به منظور دداسازی باکتری های تولیاد                                     2398همکاران در سا                 

باه    (.      23کننده پلاستیک زیستی از این روش استفاده کاردناد                                               

طور کلی میکروب ها به دلیل سازگاری زیاد در شرایط مختلف                                                       
پلی هیدروکسی باوتایارات                      محیای تولید کننده های قدرتمند                               

هستند. هزینه زیاد تولید پلاستیک زیستی یکی از موانع عاماده                                                        

می باشد، از این رو تکنیک های مختلفی به منظاور                                                PHBتولید       

تولیدشان در مقیاس صنهتی پیشنهاد شده است. انتخااب اناواع                                                       

در ماقایااس            PHBمناسب باکتری ها که قادر به تولید یا تجمع                                          

(. از این میان باکتری های                           2بزر  هستند مهمترین مهیار است                                

از      PHB    بارای تاولایاد          باسیلوس         گر  م بت مانند گونه های                         

توانایی بسیار بالایی بر وردار هستند و به طور گستارده بارای                                                         

استفاده می شوند. به نظر مای رساد ایان                                      PHBتولید صنهتی             

باکتری ها به دلیل بازده تولید بیشتر در شرایط تخمیر، شارایاط                                                           

(،    (LPSفقر مواد مغذی و عد  ودود لیا اوپالای سااکااریاد                                          

 هساتاناد. هاما انایان                 PHBکاندیدای مناسبی برای تولید                            

 ال  تری تولید می کنند و بدیان                                 PHBباکتری های یاد شده                    

ترتیب می توانند هزینه تولید را به میزان قابل تودهی کااهاش                                                         

(. بر این اساس در ماالهه حاضر به منظور تولید                                              32و     28دهند        

PHB                                        باه      باسیلاوس       و با هدف بهینه سازی تولید آن یک گونه

عنوان ددایه برتر انتخاب شد. براساس نتاایاج آزماون هاای                                                    

بیوشیمیایی مشخ  شد که ددایه منتخب در این ماالاهاه باه                                                    

 تهل  دارد. سا اس باراسااس تاکا ایار ژن                              باسیلوس         دنس     

16S rRNA                                            و ماالهات مربو  به روابط فیلوژنتیک مشاخا

شد که این ددایه می تواند به عنوان یک ساویاه دادیاد از                                                   

مهرفی گردد. تأیید ناهاایای ساناتاز پالای                                    باسیلوس سرئوس             

هیدروکسی بوتیرات توسط ددایه مورد ماالهاه باه وسایالاه                                                  

آنالیزهای طیف سنجی مادون قرمز و رزونانس مغناطیسی هسته                                                       

پروتون انجا  و با پ وهش های گزارش شده قبلی مقایسه شاد.                                                       

آنالیز فیزیکوشیمیایی پلی هیدروکسی بوتیرات تولید شاده در                                                        

ماالهه حاضر نشان داد که این نتایج با طیف های حااصال از                                                      

PHB                           مورد ماالهه توسط                    باسیلوس       استخرا  شده از گونه های

 و هااساان           2397( در ساا            Nehraو   Jangraدانگرا و نهرا                 

    Hassan                     هاو  اوانای دارد                  239( و همکاران در ساا 

و دما         pH(. با توده به نقش مهو منابع کربن، نیتروژن،                                             2و   93    

در تولید پلی هیدروکسی بوتیرات، اثر این پارامترها به ماناظاور                                                           

تاوساط        PHBتهیین شرایط بهینه برای به حداک ر رساندن تولید                                               

ددایه منتخب بررسی شد. یکی از مهمترین عوامل ما ثار در                                                    

(. به همیان             9تولید پلی هیدروکسی بوتیرات منبع کربن است                                            

منظور در این ماالهه تأثیر منابع مختلف کربن مانند گالاوکاز،                                                         

بررسی شاد.             PHBفروکتوز، مالتوز، ساکارز و نشاسته بر تولید                                           

تأثیر این منابع بر بازده تولید این بیوپلیمر نشان داد که باکاتاری                                                                

%، قاادر         9در ح ور قند گلوکز به عنوان بهترین منبع در غلظت                                                

% از این بیوپلیمر است. هم نین کمترین میازان                                            38 8 به تولید          

 % حااصال شاد.            22 22تولید از منبع نشاستاه باه مایازان                               

منبع کربن به عنوان یکی از موارد کلیادی در تاولایاد پالای                                                    

هیدروکسی بوتیرات به وسیله میکروارگانیسو ها است. مانااباع                                                       

عملکرد مختلف را شامل می شوند: سنتز زیست تاوده،                                                 3کربن      

 محافظت از سلو ، پلی مریزاسیون پلی هیدروکسی باوتایارات                                                    

گلاوکاز را باه               2390( و همکاران در سا                     Nehra(. نهرا           22    

مهارفای         PHBعنوان بهترین منبع کربن به منظور تولید حداک ر                                              

با دداساازی              2397(. رستو زاد و همکاران در سا                                9نمودند          

از  ا  آلوده باه پسااب                        PHBتولید کننده               باسیلوس سرئوس             

کار انه شیر بیان نمودند که شرایط بهینه به ماناظاور تاولایاد                                                       

(.    33استفاده از گلوکز به عنوان منبع کربن است                                             PHBحداک ر        

با توده به نتایج حاصل از پ وهش حاضر و نتایج قبلاً گازارش                                                        

شده می توان بیان نمود که قند ساده ای مانند گلوکز به راحتای                                                           

توسط باکتری ها استفاده شده و این امر منجر به افزایش باازده                                                           

می شود. در مقابل قند پی یده ای مانند نشاسته باه                                                  PHBتولید       

راحتی توسط باکتری ها مورد استفاده قرار نمی گیرد. در نتیجاه                                                           

افزایش پی یدگی نشاسته منجر به کاهش تولید پلی هیدروکسی                                                       

(. در پ وهش حاضر در بین منابع مختلف                                      9بوتیرات می شود                  

%    3 70نیتروژن مورد بررسی سولفات آمونیو  با میزان تولیاد                                                  
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پلی هیدروکسی بوتیرات به عنوان بهترین منبع انتاخااب شاد.                                                      

، آمونیو  سولفات را به                        2397( و همکاران در سا                     Imanایمان         

  33 9به میزان            PHBعنوان منبع مناسب نیتروژن به منظور تولید                                         

   w 7    ساودوماونااس آئارودایاناوساا                    گر  بر لیتار تاوساط                  

      seudo onas aeruginosa  w   )                    34مهرفی ناماودناد    .)

تولید شده در ماالهه آنها در مقاایساه باا                                         PHBهم نین میزان              

ماالهه ما کمتر بود. در بررسی انجا  شده توسط راناگااناادهاا                                                        

  2398( و هاماکااران در ساا                     Ranganadha Reddyردی       

آمونیو  سولفات به عنوان بهترین منبع نیتاروژن باه ماناظاور                                                      

  اسینتوباکتر نوساوکامای آلایاس                        در      PHBبیشترین میزان تولید                     

RR20     cinetobacter nosoco ialis RR20            گازارش شاد ) 

به منظور تاولایاد                  2398( در سا           Alshehrei(. آ  شهری              23    

( را از         Bacillus. sp        باسیلوس       پلی هیدروکسی بوتیرات باکتری                             

 ا  در عربستان سهودی دداسازی نمود. این باکتری به عنوان                                                        

ددایه برتر در محیط حاوی آمونیو  سولفات به عنوان بهتاریان                                                        

(.    30باود         PHBدرصاد        38 48منبع نیتروژن قادر به سنتز                           

بنابراین نوع منبع نیتروژن و نوع میکروارگانیسو هایی که از آن                                                             

 هساتاناد         PHBاستفاده می کنند عامل اصلی برای تولید کارآمد                                             

نشان داد کاه               pH(. در ماالهه حاضر بررسی تأثیر ارزیابی                                       22    

pH    7            به عنوانpH                                         بهینه برای تولید بیوپلی مر توسط دادایاه

  8و     pH    0منتخب است. هم نین با توده به بازده کو تولید در                                                

بالاتر و پایین تر از حد بهینه مماکان                                     pHمی توان بیان نمود که                      

است آنزیو های درگیر در سنتز بیوپلی مر را تحت تأثیار قارار                                                         

( و     owdhaman داده و باع  تخریب آنها شود. گودهاماان                                        

برای تاولایاد              pH    7گزارش نمودند که                    239همکاران در سا                 

PHB        باسیلوس سرئوس             توسط    BB613-A          3اسات         بهینه    )   .
این نتیجه همسو با یافته های ماالهه ما بود. در ماالهه دیگاری                                                            

را به عناوان               pH    7     239و همکاران در سا                     (Hawas(هاواس       

سودومونااس           % توسط        9 به میزان            PHBبرای تولید              pHبهترین        

مهرفی کردند                 (   J1    J1   seudo onas boreo olis    بورئوپولیس          

تولید شده در ماالهه آنها کمتر از ماااالاهاه                                           PHB(. میزان          24    

  PHB    مایازان         pH    7حاضر بود. نتایج ماالهه ما نشان داد که در                                          

 % اسات. هاما انایان چاانادانای                       74  7تولید شده به میزان                    

    Chandani                     نشان دادند که حداک ار                        2398( و همکاران در سا

گر  بار لایاتار تاوساط                    77 2به میزان            pH    8از      PHBتولید       

 cinetobacter sp.  3                                      حاصل شد. این نتیجه ناهمسو با نتایاج

پ وهش حاضر بود. این تفاوت در نتایج می تواناد باه دلایال                                                     

ا تلاف در باکتری های مورد ماالهه باشد. بنابارایان کاناتار                                                       

می تواناد            pHبسیار مهو است. زیرا تغییر دزئی در                                     pHصحیح      

(. از بایان           22در فرآیند متابولیک یک ارگانیسو تأثیرگذار باشد                                                 

شرایط دمایی مختلف، حداک ر میزان تولید بیوپالای مار در                                                      0

گر  بار لایاتار صاورت                     درده سلسیوس به میزان                        33دمای      

ساط    تاو    PHBپذیرفت. این دما به عنوان دمای بهینه برای تولید                                                

درداه        40در دمای           PHBددایه برتر بود. کمترین ساح تولید                                  

در واقع به نظر می رسد با افزایش دماا                                     سلسیوس مشاهده شد.                   

کاهش مای یااباد و                  PHBفهالیت آنزیو های د یل در سنتز                               

حساسیت آنزیو ها به دمای بالا را می توان عامل کاهش تولایاد                                                        

 اس ناهاا        این نتایج مااب  با یافاتاه هاای                              بیوپلی مر دانست.                  

    Sneha                     درداه        33است که دمای               2397( و همکاران در سا

  PHBسلسیوس را به عنوان دمای بهینه به منظور تولید حداک ر                                                     

(. در مااالاهاه              37گزارش نمودند                  باسیلوس سرئوس             به وسیله          

، دماای         239( در ساا           Faridو     Belalدیگری بلا  و فرید                    

ددا شاده           باسیلوس سرئوس             توسط        PHBبهینه به منظور تولید                      

(. باا       38درده سلسیوس مهرفی نمودند                              33از  ا  را دمای                

شناسایی شده در ماااالاهاه                         باسیلوس سرئوس             این تفاوت که              

حاضر توانایی بالاتری را در تولید پلی هیدروکسی باوتایارات                                                      

نسبت به نتایج ماالهات گزارش شده نشان داد. در ماااالاهاه                                                     

درداه        37دماای        2390( و همکاران در سا                     Irsathایرسات          

باه وسایالاه            PHBسلسیوس به عنوان دمای بهینه برای تولید                                       

( و     Hamieh. هامایاه          (   38        مهرفی شد          باسیلوس سوبتیلیس                

درده سلسیوس را به عاناوان                           37دمای        2393همکاران در سا                 

تورنجینسیس            باسیلوس         توسط        PHBدمای بهینه به منظور تولید                           

 ( مهرفای ناماودناد                Bacillus subtilis        سوبتیلیس            باسیلوس       و   

(. نتایج به دست آمده از ماالهه حاضر و ساایار ناتاایاج                                                  43    

( و     Thirumalaگزارش شده، تأیید کننده یافته های تایرومالا                                             

تاوساط        PHBاست که گزارش نمودند                       2393همکاران در سا                 
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درده سلسیوس تولیاد                       33-38در محدوده           باسیلوس         گونه های          

 (.      32می شود          

 نتیجه  یری          

را      PHBتولیاد       میزان           نتایج حاصل از این ماالهه نشان داد که                                    

بناابارایان            می توان با بهینه سازی شرایط تخمیر بهبود بخشید.                                                

توسط باکتری ددا                   PHBشرایط بهینه کشت برای تولید حداک ر                                   

شده از پساب پتروشیمی شامل گلوکز به عنوان مناباع کاربان،                                                     

 و دماای          pH    7سولفات آمونیو  به عنوان منباع نایاتاروژن،                                       

درده سلسیوس است. شناسایی سویه های باکتاریاایای باا                                                  33

و بهینه سازی شرایط به منظور تولیاد                                     PHBپتانسیل تولید بالای                    

حداک ر این بیوپلی مر برای دایگزینی پلاستیک های زیستی باه                                                        

دای پلاستیک های غیر تخریب پذیر و کاهش آلودگی محایاط                                                  

زیست بسیار م ثر است. بنابراین ددایه باکتریایی ماالهه حاضر                                                           

می تواند به عنوان یک سویه بومی کاندیدای مناسب به مناظاور                                                        

تولید صنهتی پلی هیدروکسی بوتیرات با استفااده از شارایاط                                                      

کشت بهینه باشد. هم نین پساب صنایع پتروشیمی به عاناوان                                                     

 یک زیستگاه مناسب به منظاور داداساازی بااکاتاری هاای                                              

تولید کننده این بیوپلی مر با ارزش است. به ماناظاور باهاباود                                                       

توانایی تولید این پلی مر تاجازیاه پاذیار زیساتای تاوساط                                                

میکروارگانیسو ها و کاهش هزینه های تولایاد، اساتافااده از                                                     

سوبستراهای ارزان قیمت مانند ملاس، پسماندهای پتروشیمی و                                                       

کشاورزی به عنوان منبع کربن پیشنهاد می شود. هم نیان مای                                                      

توان با دستکاری های ژنتیکی در ژن های مسا او  ساا ات                                                 

 بیوپلی مر بازده تولید را افزایش داد.                                    

 م ح ات اخ  ی             

نویسندگان تمامی نکات ا لاقی شامل عد  سرقت ادبی، انتشار                                                       

دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این مقاله رعاایات                                                         

 کرده اند.         

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از پرسنل محتر  آزمایشاگااه مایاکاروب                                                     

شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن به دلیل حمایت های                                                        

 ادرایی کما  امتنان را دارند.                              

 

 تعار  در منا                

 ودود ندارد.           
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