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  هاي دوستدار طبيعت در توليد پلاستيكچربيهاي اشباع و غيراشباع  اثرمطالعه 

  Azotobacter chroococcum   سويه بوميتوسط باكتري
  

  1آنيتا خنافري، 2 نسيم رمضاني،*1عباس اخوان سپهي
  

  ه ميكروب شناسي و عضو هيئت علمي دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شمال، دانشكده علوم پايه، گروارنشياد -1 
  ده علوم پايه، رشته ميكروب شناسي ارشد، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد نهران شمال، دانشككارشناس -2

  )22/7/89 :رشي پذخي  تار16/5/89: افتي درخيتار(
  

  چكيده 
خته شده ترين مشتق آن پلـي  تجزيه پذير بوده كه شنا- يكي از مهم ترين پلاستيك هاي زيست(PHAs)كوپليمر پلي بتا هيدروكسي آلكانات    

از خاك جدا    Azotobacterدر اين تحقيق به منظور دستيابي به اين نوع از پليمرها، ابتدا باكتري               . مي باشد  (PHB)بتا هيدروكسي بو تيرات     
تيـك، روغـن زيتـون،    اسـيد پالم (  شامل چربيهاي اشباع و غير اشـباع  با تغيير شرايط محيط كشت از جمله تغيير منابع كربن         . و تخليص گرديد  

، روغن مـورد،    ه، روغن بادام شيرين، روغن نارگيل، روغن مار، روغن سياهدان         مروغن كرچك، روغن كنجد، روغن جوانه ي گندم، روغن بادا         
ت توليـد  شرايط رشد، جه و هوادهي درجه سانتيگراد،  ازت، دما،)روغن گردو، پارافين، اسيد استئاريك، اسيد اولئيك، گليسيرين، روغن بابونه

با استفاده از روش هاي كمي و كيفـي از جملـه سـنجش جـذب نـوري و       PHB بررسي ميزان توليد. بهينه بيوپليمر مورد بررسي قرار گرفت
 بيشترين ميزان . را  داشت PHB %793/80توانايي توليد Az7 جدايهه ازتوباكتر جداي 10 در بين .انجام شد )GC(روش گاز  كروماتوگرافي 

 C°و  دمـاي   rpm200 عصاره مخمر بعنوان منبع ازت، هـوادهي         %1،به عنوان منبع كربن   روغن بادام   % 2در شرايط    % 48/84 بيوپليمر توليد اين 
نـسبت بـه سـويه هـاي مـشابه       در شرايط مختلـف رشـد،    بيوپليمر 80-90% با توانايي توليد7AZ  جدايهبه نظر مي رسد  .مشاهده گرديد  33

  . باشد PHB هت توليدخارجي كانديد بومي مناسبي ج
  

   PHB،، پلاستيك هاي زيست تجزيه پذيرچربيهاي اشباع و غير اشباع بيوپليمر، ،Azotobacter: گان واژهكليد 
  

  مقدمه  -1
  .پلاستيك هاي تجزيه پذير را نام برد                در سالهاي اخير توجه زيادي به اثرات مضر پلاستيك هاي

  قت مش   و(PHAs)كوپليمر پلي بتا هيدروكسي آلكانات                 در  .  است  شده معطوف  يي  پتروشيميا   صنايع توليدي
  بعنوان  ) PHBپلي هيدروكسي بوتيرات ( استري آن يپل               آلوده  واقع مكانيسم سوخت و ساز طبيعي نمي تواند روي 

   پذير تجزيه زيست   پلاستيك هاي   مهم ترين يكي از                 براي   آنها   ناشناخته ساختار علت  به (كننده هاي جديد 
  اين بيوپليمر  كه بوسيله ي بسياري از. شناخته شده است                توسعه  به كشورهاي زيادي را  اين امر.  عمل كند)طبيعت

   Rhodospirillum      جدايه هاي   نظير     ري هاباكت                روشهاي  . واداشته استروش هاي حذف آنها در طبيعت 
 Bacillus         Beijerinckia      ,Alcaligenes ,               گرديده  زيادي براي حذف پلاستيك ها از طبيعت استفاده 

    , Azotobacter,    Pseudomona ,  Rhizobium                 توليد  و  بازيافت كه از آن دسته مي توان سوزاندن، است

                                                 
 akhavansepahy@gmail.com  :مسئول مكاتبات *
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  .توليد و در درون سلول ذحيره مي شود
كارايي و صرفه اقتصادي فرايند توليد انبوه پلي هيدروكسي         
بوتيرات، تحـت تـاثير سـويه باكتريـايي، فراينـد تخميـر و              
خالص سازي و منابع مغذي به كار رفته در طي توليد قـرار             

ديـد كـه    دارد بنابراين جستجو براي يافتن بـاكتري هـاي ج         
نايي توليد مقادير بالايي از پليمررا دارند        بصورت بالقوه توا  

اجتناب پذير و تلاش براي بهبود شرايط توليد در آنها امري        
ر اين راستا هدف از انجام ايـن تحقيـق حاضـر            د .]1[است

  PHBتغيير منابع چربي اشباع  و غيراشباع در توليد بهينه 
  .در جدايه ازتوباكتر مي باشد

  

  روش بررسي -2
  :جمع آوري نمونه ها -2-1

  سـانتيمتري خـاك    15تـا    5 در اين پژوهش ابتدا از عمـق        
 ، بـا رعايـت      مناطق مختلف پاركهاي جنگلي اسـتان تهـران       

 نمونه از خاك نواحي مختلف بـه منظـور    10،شرابط سترون 
بـراي  Azotobacter جداسازي و تخليص بهترين جدايه 

 آزمايــشگاه منتقــل   جمــع آوري شــده و بــهPHB توليــد
  . گرديدند

  : و شناساييجداسازيروش  -2-2
 هيدروكسي  -بتا–براي جداسازي ميكروارگانيسم مولد پلي      

ــار   ــاي خــاك، از محــيط مانيــت آگ ــه ه ــوتيرات از نمون                               ب
 گرم سـولفات  5/0گرم كربنات كلسيم،  3گرم مانيتول،   20(

 گـرم فـسفات     75/0نوپتاسـيم،    گرم فسفات م   25/0منيزيم ، 
موليبــدات   02/0گــرم ســولفات آهــن، 04/0  دي پتاســيم،

 بـه  روش كـشت غربـالي         ))~7pH(ر   گـرم آگـا    20سديم
)Biotest (    نمونـه هـا در دمـاي      . استفاده شـد°C 30  بـه 

   جدايــه ي  .ســاعت گرمــا گــذاري گرديــد 48 مــدت

Azotobacter آگار  پس از تجديد در محيط كشت مانيت 
ص گرديد، سپس با استفاده از تست هاي بيوشيميايي و          خال

  .شدندتاييد رنگ آميزي سودان  
   :نگهداري جدايه ها -2-3

به محـيط كـشت      جدايه هاي خالص شده        براي اين منظور  
ه شده، پـس از     داد انتقال    گليسيرين 1% مانيت براث حاوي    

 rpm  وردر د سـاعت  48  به مدتC 30° ماي در درشد 
سپس از رسوب حاصل بـه لولـه        . يفيوژ گرذيد  سانتر 4000

و % skim milk 10هاي اپندورف انتقال داده شد و به آن 
 نگهــداري -C20°ر دمــايداضــافه گرديــد و گليــسيرين  

  .]2[يددگر
ــزان  -2-4 ــد شــده PHBســنجش مي  تولي

   توسط جدايه ازتوباكتر 
 هيدروكــسي -بتــا –كليــه ســلول هــايي كــه توليــد پلــي از

ها با روش كيفي رنـگ آميـزي سـودان سـياه            بوتيرات در آن  
 -3 –يــين ميــزان توليــد پلــي عجهــت تتاييــد شــده بــود، 

هيدروكـــــسي بـــــوتيرات از روش توصـــــيه شـــــده 
سوسپانسيوني در   .]3[شد استفاده   Quillaguamanتوسط

 هد نـيم مـك فارلنـد      محيط كشت مانيت براث مطابق با شا      
 دور   و C 33°تهيه شد و در انكوبـاتور شـيكردار بـا دمـاي           

 ميلـي ليتـر از      30.  گرماگـذاري گرديـد    rpm 200چرخش
 20 ساعت، به مدت     48محيط هاي تلقيح شده فوق بعد از        

رسوب  حاصل . سانتريفوژ شدند rpm4000 دور دقيقه در
ــا  ــار ب ــده    دوب ــسته ش ــر ش ــار تقطي ــت آب دوب و در نهاي

  .آن تعيين گرديد وزن و خشك C 75°دمايدر
 -بتا –شك شده حاوي پلي     براي آناليز كمي، سلول هاي خ     

ــا اســتفاده از اســيد  ــوتيرات درون ســلولي ب  هيدروكــسي ب
 ml 10 براي اين منظور  . سولفوريك غليظ هيدروليز شدند     

 بيـومس خـشك شـده در لولـه           به   اسيد سولفوريك غليظ،  
بـن    و به مدت يك سـاعت در       افزوده شد   هاي در پيچ دار     

ري  نگهـداري گرديـد و حـداكثر جـذب نـو        C 100°ماري
)λmax (    در طول موجnm 235         بررسـي و بـا اسـتفاده از 

   ].4[فرمول زير محاسبه گرديد
PHB% = Absorbance in ٢٣۵ nm / CDW / 
١٠ml * ١٠٠ 

CDW=  بيومس بر حسب ميكروگرم  
mlحجم اسيد سولفوريك در رقيق سازي اول =١٠   
 -بتــا – روش تاييــد توليــد پلــي   -2-5

  هيدروكسي بوتيرات
دانــه  )GC)Gas Chromatography روش -

 هيدروكسي بـوتيرات بـا اسـتفاده از روش          -بتا –هاي پلي   
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 GCبـراي آنـاليز     ) با تغييرات ) 2008(عطايي و همكاران    (
  .]5[آماده شدند

ابتدا از كشت خالص باكتري مولد، سوسپانسيون با كدورت         
 مك فارلند تهيه شد و از آن به محيط كشت مايع            نيممعادل  

ارلـن هـاي مـاير تلقـيح        . قيح صورت گرفت  تل% 1به ميزان   
ــاي ــده در دم ــا دور C 33°ش ــذاري rpm 200 و ب  گرماگ

  .شدند
 rpm 13000 محيط كشت واجد باكتري دراز  ml5سپس  

مايع رويي دور ريختـه     .  دقيقه سانتريفوژ شدند   30به مدت   
  . شده و بيومس حاصل دو باربا آب دوبار تقطير شسته شد

ml2 ــه همــراه ــل، اســيد cc 0,85 كلروفــرم ب محلــول متان
براي آماده سازي محلول متانول ، اسيد بنزوئيـك         (بنزوئيك  

ــه   ــود ml1ب ــي ش ــافه م ــانول اض ــيد ml 15/0و )  مت  اس
سولفوريك غليظ به بيومس در لوله اضافه شده و نمونه هـا            

 دقيقه در داخل بن ماري قرار       15 به مدت    C 100°در دماي 
 دقيقـه هـم     2 به مدت    بعد از خنك شدن، نمونه ها     . گرفتند

 دقيقـه در وضـعيت سـكون قـرار          1زده شده و براي مدت      
بعـد از    .گرفتند تا فازهاي تشكيل شده از هـم جـدا شـوند           

فـاز  (تشكيل دو فاز آبي و آلي كاملا مجـزا، از فـاز پـاييني               
بـه ميـزان    . كه واجد پلي مر محلول در كلروفـرم بـود         ) آلي

lµ2/1    به دستگاه GC  ذكـر اسـت كـه       لازم به .  تزريق شد 
 هيدروكسي بوتيرات   -بتا – گرم نمونه استاندارد پلي    002/0

هم به روش فوق آماده سازي شد و بعد از استخراج جهت            
  . برده شدGCتاييد روش به كار رفته براي 

ــتگاه    ــا دس ــومري ب ــترهاي مون ــل اس ــن روش متي  در اي
SHIMADZU GAS chromatograph  ,GC-

14A 5[ اندازه گيري شدند[.  
رسم منحني رشد باكتري بر حـسب        -2-6  

  :PHBميزان توليد 
در اين مرحله، جدايه اي كه توليد بـالاتر را نـشان مـي داد               

بـاكتر در محـيط    ابتـدا سوسپانـسيوني از ازتـو   . انتخاب شد 
كشت مانيت براث و مطابق با شاهد نيم مك فارلند  تهيه و             

 rpm 200 و دور    C  33°  در انكوباتور شيكردار با دمـاي     
 يكبـار بـا     120 'ميزان رشد باكتري هـر    . گرماگذاري گرديد 

  nm 600 استفاده از روشهاي اسپكتوفتومتري در طول موج

 توليـد   PHBميـزان   . و تعيين وزن خشك محاسبه گرديـد        
  . تعيين شدQuillaguamanشده در هر مرحله با روش 

 بهينه سازي شرايط رشد بـراي توليـد         -2-7
  توباكتر ايه منتخب ازبيشينه بيوپليمر در  جد

  منبع كربن -2-7-1
 به منظور بررسي نقش منابع مختلف كربن بر ميـزان توليـد     
بيوپليمر، از محيط پايه مانيت  بـراث  اسـتفاده شـد و تنهـا                

از محيط كشت حذف گرديد و      ) مانيتول(منبع كربن محيط    
 حـاوي هفـده     هايجدايه منتخب ازتوباكتر  بر روي محيط        

متيك، روغن زيتون، روغن كرچك، روغـن       اسيد پال (روغن  
كنجد، روغن جوانه ي گنـدم، روغـن بـادام، روغـن بـادام              
شيرين، روغن نارگيل، روغن مار، روغن سـياهدانه، روغـن          
مورد، روغن گردو، پارافين، اسيد استئاريك، اسيد اولئيـك،         

كشت داده شـد  و      بطور جداگانه   ) گليسيرين، روغن بابونه    
 سـاعت   48 بـراي مـدت      rpm200  و دور  C 33°در دماي 

، ميـزان   Quillaguaman طبق روش .  گرماگذاري  شد
  هيدروكسي بوتيرات در هر يـك از محـيط         -بتا–توليد پلي   

   .دها با منابع كربن  مختلف بررسي ش
در اين مرحله، به عنوان شـاهد يـك محـيط كـشت بـراث               

  .  استريل حاوي روغن مورد نظر، مورد استفاده قرار گرفت
    منبع نيتروژن -2-7-2

  توليد سي نقش منابع نيتروژن مختلف بر ميزان      ربه منظور بر  
  منابع ازت آلـي شـامل       پليمر، به محيط مانيت براث پايه      بيو

 آمونيـوم   و ازت معـدني شـامل       پپتون، اوره، عصاره مخمـر    
  . اضافه گرديد ٪1 به ميزان استات و سولفات آمونيوم

  دما -2-7-3
كربن اث پايه حاوي مناسبترين منابع      محيط كشت مانيت بر   

محـيط هـا   ٪2تهيه و پس از افزودن كشت تلقيح به نـسبت   
 درجـه سـانتيگراد   40، 35 ،33 ،27،30در محدوده دمـايي  

 بـا روش   PHB، سـپس ميـزان توليـد   گرماگـذاري شـدند  
Quillaguamanتعيين گرديد .  

محيط كشت مانيت براث  پايه       :ميزان هوادهي  -2-7-4
بترين منابع كربن تهيه و پس از افـزودن كـشت           حاوي مناس 

 rpm 150  ،200  ،250محيط ها در دور    ٪2تلقيح به نسبت    
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 بـا روش   PHBگرماگذاري شـدند، سـپس ميـزان توليـد     
Quillaguamanتعيين گرديد .  

در اين مرحله ميزان تلقيح      :ميزان كشت تلقيح   -2-7-5
ــت ،     ــرار گرف ــي ق ــورد بررس ــي م ــسيون ميكروب سوسپان

 %6و  % 5،  %4،  %3،  %2،  %1نسيون ميكروبي با غلظت     سوسپا
  و C 33° تلقـيح شـدند و در دمـاي        به كشت مانيت براث     

ــد گرماگــذاري شــدند rpm 200 دور ــزان تولي ، ســپس مي
PHB  با روش Quillaguaman گرديد تعيين.   

در همه مراحل فوق، به عنـوان شـاهد يـك محـيط كـشت               
   .]6[مانيت براث استريل مورد استفاده قرار 

  
  نتايج و بحث  -3

 جدايه ازتوبـاكتر از خـاك جـدا و          10 در اين تحقيق ابتدا       
تخليص شد و توليد بتا هيدروكسي بوتيرات بـا اسـتفاده از            
تست هاي اوليه و تائيدي از جمله رنـگ آميـزي سـودان و           
تست هاي بيوشيميائي مورد بررسي قرار گرفـت و بهتـرين           

  PHBينه ميـزان توليـد   بيش. تعيين گرديد  )7AZ( جدايه 
  .)1نمودار (تعيين شد%80,793 به ميزان AZ 7در جدايه
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 ميزان درصد توليد پلي هيدروكسي بوتيرات در 1نمودار 

  جدايه هاي ازتوباكتر
در مراحل بعد بهبود روش هاي كشت و شـرايط رشـد در             
جهت توليد بالاتر بيوپليمر در سلول انجام گرفت ، ابتدا بـا            

تلقيح سوسپانـسيون ميكروبـي، بهينـه ي ميـزان       تغيير ميزان   
پـس از  بهينـه سـازي فاكتورهـاي           .تلقيح  بـه دسـت آمـد       

محيطي مانند  زمان، دما و دور شيكر، منـابع ازت مختلـف             
طي مراحل مختلف به محيط كشت بـاكتري افـزوده شـد و            

 ،C33° در دمـاي AZ 7 توسط جدايـه   PHBبهينه توليد 
  .)2ودار نم(تعيين شد  rpm  200دور  
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  در دمايAZ 7جدايه ( منحني رشد لگاريتمي2نمودار 

°C  33،   دورrpm  200( 

بهينــه  ميــزان تلقــيح  ،%6تــا %1بــا تغييــر ميــزان تلقــيح از 
نمـودار  (تعيـين گرديـد     % 4غلظت  سوسپانسيون ميكروبي     

 در اين غلظت بيشينه رشـد بـاكتري و توليـد بيـوپليمر              ).3
  . اهده شدشم
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مودار ميزان توليد پلي هيدروكسي بوتيرات ن 3نمودار 

 نسبت به درصد تلقيح

 منبع كربن مختلف اشباع و غيـر        17پس از جايگزين كردن     
بهترين منبع جهـت توليـد   اشباع و تغيير ميزان درصد تلقيح   

PHB     نتايج حاصل مبنـي بـر       . چربي اشباع بادام تعيين شد 
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  در حــضور روغــن هــاي اشــباع بــودPHBتوليــد بيــشتر 
    .) 1دول شماره ج(

  ازت  اوره ، عصاره مخمر، پس از اضافه نمودن منابع 

، بهترين منبع جهت    ، پپتون آمونيوم استات، سولفات آمونيوم   
نمـودار  ( تعيين شد% 1عصاره مخمر، به ميزان    PHBتوليد  

   .)4شماره 
  

  غيراشباع  بهينه توليد پلي هيدروكسي بوتيرات در حضور منابع روغن هاي اشباع و 1جدول 

carbon sources OD(325nm) CDW(mg/ml) PHB% 

SAMPLE (manitol) 1.95 0.24 80.793 
(Castor oil)  0.21 0.54 39.11 
(Snake oil)  0.34 0.70 48.70 

(Coconut oil) 0.21 0.15 15.53 
(Sesame oil)  1.39 0.20 68.98 
(Olive oil)  1.71 0.22 76.90 

(Myrtles oil)  1.05 0.13 41.02 
(Nigella seeds oil)  1.51 0.19 78.75 

 (Oleic acid) 0.11 0.28 3.84 
(Stearic acid)  0.37 0.54 6.79 

(Sweet almond oil)   1.61 0.20 80.30 
(Almond oil)  1.88 0.22 84.48 

(Sprout wheat oil) 1.51 0.23 80.18 
(Paraffin) 0.46 0.31 1.48 
(Glycerin) 1.64 0.10 16.07 

(Walnut oil)  1.00 0.24 41.98 
(palmitic  acid) 0.46 0.34 13.53 

   (Chamomile oil) 1.65 0.23 73.12 
 

 هيدروكـسي   -3-پليمر بـه دسـت آمـده و همچنـين پلـي             
بوتيراتي كه به عنوان شاهد تهيه شـده بودنـد، از فـاز آلـي               

  .جدا شده و به دستگاه تزريق شدند) محلول كلروفرم (
و مقايـسه آن   به دسـت آمـده     )5شماره  نمودار  (در نهايت   

 نـشان دهنـده و تاييـد         به عنوان شاهد،   )6 نمودار شماره (با  
 وجـود پلـي هيدروكـسي بـوتيرات و همچنـين پلـي              كننده

  .هيدروكسي والرات است
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 پلي هيدروكسي 2 مربوط به حلال كلروفرم، پيك 1پيك . استاندارد به دست آمده از شاهد استانداردGC طيف   5نمودار 
   استاندارد داخلي يا همان اسيد بنزوئيك است4 پلي هيدروكسي والرات و پيك شماره 3، پيك شماره بوتيرات

  
  

  به دست آمده از جدايه ازتوباكتر GC طيف  6نمودار 
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   بحث -5
در اين پژوهش جداسازي سويه اي از ازتوباكتر كروكوكوم         
بومي ايران مد نظر قـرار گرفـت كـه بيـشترين مولـد پلـي                
هيدروكسي آلكانات و بطور ويژه پلي هيدروكسي بوتيرات        

 كـه بيـشترين توليـد را        AZ 7در ادامه جدايـه      .بوده است 
نشان داد ، شناسايي شده و اثر عوامل مختلف روي رشد و            

سـپس جدايـه فـوق از نظـر      .پليمر در آن بررسي شد توليد  
صفات فيزيولوژيك ، بيوشيميايي ، ريخـت شناسـي مـورد           

 7كـه بـاكتري    بررسي ها نـشان دادنـد     .ارزيابي قرار گرفت  
AZ          يك باكتري هتروتروف، هوازي، گرم منفي بوده ، ايـن 

باكتري بيشتر به صورت دوتايي ديـده مـي شـود كلنـي آن              
 است و قادر به تشكيل كيست مـي  گتيره رن–بصورت لزج 

 با توجه به تـست هـاي بيوشـيميايي انجـام شـده              باشد كه 
نشان مـي    Azotobacterكامل به اعضاي جنس شباهت 

 .]7[دده

نتايج بدست آمده در اين تحقيق، توانايي جدايه ازتوبـاكتر           
كروكوكوم جداسازي شده از خاك به منظور توليـد بيـشينه           

اين جدايـه در  . وتيرات نشان ميدهد   هيدروكسي ب  -بتا –پلي
محيط كشت بهينه سازي شده داراي روغن بادام  به عنـوان            

نثي  خ pHمنبع كربن، عصاره مخمر به عنوان منبع نيتروژن،         
 دور در   200دور چـرخش     درجـه سـانتيگرادو      33و دماي   

 را از خود     ) %80,793(دقيقه  بيشترين ميزان توليد بيوپليمر     
يجه با بررسي و مقايسه بـا  سوسپانـسيون   نشان داد و اين نت 

باكتري كشت داده شده در محـيط مانيـت بـراث بـا منـابع               
  .  مختلف بدست آمدpHكربن و نيتروژن و شرايط دما و 

PHBــست   در ــيش از بيــــ ــان بــــ ــه ميــــ  جدايــــ
 Azotobacter , Bacillus, Beijerinckiaباكتريـايي 

,Alcaligenes , Pseudomonas , Rhizobium , 
Rhodospirillum  هاي جدايه در ميان  ،ديده شده است

   )%48,13( در PHB  بيــشترين ميــزان باســيلوس 

B.megateriumY6   6,53(  ميـزان آن در و كمترين%(  
B.subtilis سويهK1  8[استمشاهده شده[.  

ي سـويه هـاي گونـاگون       ودر طي بررسي انجام شده بـر ر       
Cyanobacter  ــيط - 00/65 بــين  BG11 و در مح

ــيط% 80/10   Allen  45/85-  89/11 %PHBو در مح
   .استمشاهده شده 

 در PHBدر بررســـــي ديگـــــري بـــــر روي توليـــــد
Lactococcus ، Lactobacillus Streptococcus     

در جدايـــه هـــاي  PHBنـــشان داد كـــه ميـــزان توليـــد 
Lactobacillus00/09- 93/0%،actococcus00/16-

مي باشـد  و   % Streptococcus15/21 -47/5 و % 09/7
 S. thermophilus   درPHBبيـشترين ميـزان توليـد    

Ba21S)  w/v 15/21 % ( 9[استگزارش شده[.  
Ghatnekar     نـشان دادنـد   2002و همكارانش در سال 

 Methylobacterium در را PHBكه مي تـوان ميـزان   

sp V49   5 %محلـول (كـشت   با تغيير محـيط (SDS  بـه 
  .]10[دادافزايش  % 98ميزان 

 نشان دادنـد كـه ميتـوان        2006خنافري و همكاران در سال      
 در  Whey brothبـاكتري ازتوبـاكتر در محـيط    كشت با 

ميـزان  ،  rpm  122   ودرجـه سـانتيگراد  35درجه حرارت 
PHB را به  ml/lit 4 2[رساند[.  

Aslim B بـا جـايگزين كـردن    2002 و همكاران در سال 
 PHB ميزان  Bacillusگلوكز در محيط كشت جدايه % 1

  .]11[ تخمين زدندµg 2,64-1,56را 
شايان ذكر است كم شدن سرعت جريان كـربن در چرخـه            

 عـاملي بـراي بـالا بـردن      ،)TCA(تري كربوكسيليك اسيد    
  .است PHB م سلول و تجمع جح

به علت ويژگي هاي مفيد، پلي هيدروكـسي آلكـانوات هـا            
ار گرفتـه   مي توانند براي كاربردهاي تكنيكي فراواني بـه ك ـ        

شوند چون اين تركيبات ترموپلاستيك هايي الاسـتوم، غيـر          
توانند از منابع قابـل      سمي و تجزيه پذير زيستي بوده و مي       

 هيدروكـسي   -3(كـوپليمر پلـي      .]12[ شـوند   ديد توليد جت
كــه بــا نــام تجــاري  ،)والــرات  هيدروكــسي-3- بــوتيرات
Biopol  ــوپليمر ــي رســد و هم ــروش م ــه ف ــا PHB ب ، ب

سيون موتانت هـاي مـصرف كننـده گلـوكز بـاكتري            فرمانتا
H16 C.necator اين مواد زيـستي از  .  به دست مي آيند

منابع قابل تجديد ايجاد شده و مي توانند براي توليـد مـواد             
 بـه كـار     تجزيه پذير زيستي مثل بطري و فويـل       بسته بندي   

همچنين كاربردهاي بسيار زيادي براي ايـن دسـته از           .روند
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كه مي تـوان بـه مـوارد زيـر            پيشنهاد شده است   بيوپليمرها
   : اشاره كرد

توليد بيوتكنولوژيك و نانو، كاربرد اكولوژيك، كاربردهـاي        
 عروقـي، پـچ هـاي پريكـارد،         –پزشكي، كاربردهاي قلبـي     

رگ ها، استنت هاي قلبي عروقي، ترميم نقص هاي          افزايش
ــزي  ــب،   –دهلي ــاي قل ــا، دريچــه ه ــد رگ ه ــي، پيون  بطن
ي دنــداني و آرواره اي، بازســازي هــدايت شــده كاربردهــا

بافت، بازسازي هدايت شده استخوان، ايمپلنت ها و قـرص       
ــر  ــاملين ذره اي، پــــــيش دارو، تعميــــ ــا، حــــ                   هــــ

ــات،  اســتفادهاعــصاب،  ــسان و حيوان ــه ان ــه، تغذي  در تغذي
، ]13[ ارتوپدي، اورولوژي، رسيدگي به زخم ها، نخ بخيـه        

  .]14[ نرم بندي و ترميم بافت ذرات پودري، زخم
  

  نتيجه گيري  -6
 10از ميـان    نشان مي دهد  كه      نتايج حاصل از اين پژوهش      

 توليـد   كانديد بـومي     7AZ، جدايه Azotobacter  جدايه
اسـتخراج  .  در شرايط بهينه رشد مي باشـد      بيشينه بيوپليمر   

PHB ــاكتري ــرايط Azotobacter از ب ــتفاده از  در ش اس
 آزمـايش   هاي  و مقايسه آن بـا شـاهد       روغن  منابع مختلف   

در محـيط كـشت   % 80,793از PHBافزايش توليد مبني بر 
 روغن  %2 در محيط حاوي       %84,48حاوي قند مانيتول به       

چنـين  هم .مي باشد )به عنوان سوبستراي ارزان قيمت    (بادام  
دما، ميـزان هـوادهي، زمـان ،        (با تغيير شرايط رشد باكتري      

 ميتـوان توليـد بيـوپليمر را بـه        ) بع نيتروژن ميزان تلقيح و من   
  . داد افزايش محسوسميزان
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Effect of saturated and unsaturated oils in bioplastic (PHB) 

Production via Azotobacter chorrochocum Bacteria 
 

Akhavan Sepahei, A. 1*,  Ramezani, N. 2, Khanafari, A.1 
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Copolymer   Polyhydroxyalkanoat (PHAs) is the most well known degradable product of Poly-
beta-hydroxybutyrate (PHB). In this research, for producing this kind of polyesters, Azotobacter 
was separated from soil, and then purified. By changing culture media conditions such as 
saturated and unsaturated oils( palmitic  acid, Olive oil,Castor oil, Sesame oil, Sprout wheat oil 
,Almond oil, Sweet almond oil,Coconut oil, Snake oil, Nigella seeds oil ,Myrtles oil ,Walnut oil 
,Paraffin, Stearic acid, Oleic acid, Chamomile oil, Glycerin), nitrogen, temperature and air 
blowing, optimum biopolymer growth condition inside the cell was evaluated. With using 
quantities and qualities methods like spectrophotometer assay and percentage counted by using 
gas chromatography (GC), and rate of PHB production were investigated. Result shows that 
among 10 separated Azotobacter strains, AZ7 was capable to produce 80.793% amount of PHB. 
Maximum amount of this biopolymer (84.48 %) in 2 % Almond oil as carbon source, 1% yeast 
extract as nitrogen source, 200 rpm air blowing and 33°C were observed. It seems that AZ7 
strain accumulated 80-90% of their cellular dry weight of PHB in different media and in 
competitive of foreign strain is a native candidate for production of PHB. 
 
Key words: Azotobacter, Biopolymer, Saturated and unsaturated oils, Degradable plastics, 
PHB. 
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