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چکیده

و پذیرتخریبزیستویژگیپلیمرهایی با (PHAs) هااتآلکانوهیدروکسیپلی: مقدمه و هدف

جهت نفتیرسوباتاز ،مطالعهاین . در شوندمیتولید ها باکترياز برخیهستند که در سازگارزیست

عنوان بهنفتیپسابصنعتی کشتمحیطاز سپس ، اتآلکانوهیدروکسیپلیهاي مولدباکتريغربالگري

استفادهPHAسویه برتر مولد و شناساییجداسازيبراي ،و اقتصاديقیمتارزانکشتمحیطیک 

-1HوFTIRهاي با روششدهاستخراجپلیمر زیستیخصوصیات شیمیایی و فیزیکی درنهایت، .شد

NMR شد.بررسی

که از میان داشتند پلیمر زیستیتوانایی تولید سویه11جداشدهه باکتریایی سوی76مجموع از : هایافته

سویه بهترین عنوان هبساعت 27در گرم در لیتر2/1و وزن خشک سلول% 13/44با Sb8سویه آنها

پس از تعیین توالی سویه این . انتخاب شددر محیط کشت صنعتی آلکانواتهیدروکسیپلیتولیدکننده 

پلیمر ،نشان دادفیزیکوشیمیایینتایج آنالیزهاي علاوه هب.شداییشناسCitreicella thiooxidansعنوانبه

.است(PHB)بوتیراتهیدروکسیپلی، شدهاستخراجزیستی

یرانایبومCitreicella thiooxidansیهتوسط سوPHBیدگزارش از تولیناولپژوهشاین : گیرينتیجه

بررسی و شده یدتولپلیمر زیستینوع تعیین و کنندهیدتوليباکترشناسایی غربالگري و که در آناست

با پلیمر زیستیتولید با توجه به . شدیابیارزپساب نفتیقیمتارزاندر محیط کشت قابلیت تولید 

سویه گفتن توامی، نفتیپسابکشتمحیطگونه مکملی به هیچبدون افزودن وبسیاردرصد بازدهی 

.دداربوتیراتهیدروکسیپلیتولید اي در بالقوهوحشی جداشده توانایی 

باکتریاییه سوی، نفتیپساببوتیرات، غربالگري، هیدروکسیپلیکلمات کلیدي:
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مقدمه

در بـازار از  مصـرفی هاي پلاستیکاززیاديحجم امروزه

بـه  آینـد و برگشـت آنهـا    دسـت مـی  بههاي نفتی فرآورده

علـت اصـلی   .[1]کشـد چند هزار سال طول مـی ،محیط

اسـت کـه   یـن اهـا کیپلاستنیناپذیربودن اتخریبزیست

و یمرطول مولکول پليبلندیلدلبهکنندهیهموجودات تجز

کنندیهآن را تجزتوانندیآن نميمونومرهاینبيقویوندپ

هـاي پلاستیکنیجایگزی. بنابراین، پژوهشگران درپی [2]

ــا تجزیــهز ــن پلاســتیکیســتی ی ــا ای ــذیر ب هــا هســتند. پ

گروهـی از پلیمرهـا   )PHAsهـا ( اتآلکانوهیدروکسیپلی

هـاي پلاسـتیک نند جایگزین خوبی براي توامیهستند که 

انواع گـرم  که نوع باکتري مختلف 300نفتی باشند. تقریباً 

انـواع  هسـتند قـادر شوند،را شامل میمثبت و گرم منفی

. کننــدخیــرهذرا تولیــد و هــااتآلکــانوهیدروکســیپلــی

Bacillus،Azotobacter،Alcaligenes،Pseudomonasو

Rhizobium پلیمرهاي هاي مهم تولیدکننده جنسازجمله

تحت شـرایط نـامطلوب   هاباکتريایندر هستند.زیستی

رشد مانند محدودیت در منبع نیتروژن، فسفات، منیزیم یـا  

ــادیر  ــور مقــ ــیژن در حضــ ــافاکســ ــربن، یاضــ کــ

داخـل سـلول تولیـد و ذخیـره     اتآلکـانو هیدروکسـی پلی

بر محدودیت در عناصر یادشده، محدودیت علاوه. شودمی

موادي مانند آهـن، منگنـز، منیـزیم، پتاسـیم وسـدیم هـم       

.[3 ,1]شود زیستیپلیمرتواند موجب تولید بیشتر می

کـربن طـول   14تـا 1بین هااتآلکانوهیدروکسیپلی

دارند و با توجه به اندازه و طول زنجیره به سه دسته تقسیم 

اسید ، (C3-C5)پلیمرهایی با طول زنجیره کوتاهشوند:می

اي که دستهو (C6-C14)هایی با طول زنجیره متوسطچرب

با طول اتآلکانوهیدروکسیپلیکهدارندکربن 14بیش از

بـوتیرات هیدروکسـی پلی.[4]شوندیده مینامزنجیره بلند

(PHB)،و هموپلیمري از کوتاهزنجیرهپلیمر ترین نوع رایج

بوتیراتهیدروکسیپلی. استاسید یکهیدروکسی بوتیر-3

مکانیکی بسـیار خـوب   خصوصیاتیک ترموپلاستیک با 

 ـتولبارهها دربیشترین گزارش. استمشابه پلی پروپیلن دی

Ralstonia eutrophaيبـه بـاکتر  راتیبوتیدروکسیهیپل

مـر یو تجمـع پل دیقادر به توليباکترنی. اشودمیمربوط 

يرهایمس ـ.% وزن خشک سلولی است80تا سلولن درو

خـوبی مطالعـه   بـه Ralstoniaدرمریپلنیامیو تنظدیتول

استیل بوتیرات از هیدروکسیپلیسنتزهاباکتريدر .اندشده

. شودمیانجام نزیم آسهبه واسطه فعالیت متوالی کوآنزیم آ

دو از کوآنزیم آتشکیل استو استیل آنزیم بتا کتو تیولازابتدا 

سپس احیاي این د،کنمیرا کاتالیز کوآنزیم آاستیل مولکول

استو توسط آنزیم کوآنزیم آبوتیریل هیدروکسی به مولکول 

.دشومیانجامNADPوابسته به ردوکتازکوآنزیم آاستیل 

مونومرهاي مورد نظـر بـه   سنتتازدرنهایت با فعالیت آنزیم 

هـا آلکـانوات هیدروکسیپلیهاي یکدیگر متصل و زنجیره

.[5]دنشومیساخته 

شـیمیایی خـاص،   هـاي فیزیکـو  ویژگیدلیل داشتن به

توانند کاربردهـاي تکنیکـی   ها میاتآلکانوهیدروکسیپلی

ات بـا داشـتن   بوتیرکسیروهیدپلی. داشـته باشـند  فراوانی 

در بـی  مناسگزینـه گلیکـول اتیلنپلیت مشابه خصوصیا

لیل دبـه همچنـین، . [6]رونـد میشمار هبيبندبستهصنایع 

ان تومیك خادر هـا آلکانواتهیدروکسیپلیيپذیرتجزیه

مناسبی که در پوششی کشحشرهاز بذربراي محافظت از

استفاده کـرد.  ت،اسگرفتهقراربوتیراتهیدروکسیپلیاز 

بـوتیرات هیدروکسـی پلیکننده تخریبي هاباکتريفعالیت 

تجزیه از ].7[شودمیکشحشرهسبب آزادشدن تدریجی 

کسیروهید، انســان نبددر بــوتیراتهیدروکســی پلــی

واسط بـراي  ماده حدیک که شودمیتولید سید ابوتیریک

،ینابنابر.]8[شـــود محســـوب مـــی هـــا  متابولیـــت

ر گازساکـاملاً هـاي زنـده  سلولبا ات بوتیرکسیروهیدپلی

زیستی و پذیريتجزیهي هاویژگیدلیل داشتنبهو هستند

نخ بخیه، داربست انعنوبهان از آن تومیزیستیسازگاري

شـده  کنتـرل زخم، پچ پریکارد در جراحی قلب و رهایش 

در .[10 ,9]دارو در پزشـکی و داروسـازي اسـتفاده کـرد    
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 ـبـاره درايگسـترده هاي اخیر تحقیقـات  سال زي سـا هبهین

 ـبـا وجـود   امـا  اسـت.  شدهانجامپلیمر زیستیتولید  نای

دلیـل  بـه هااتآلکانوهیدروکسیپلیها، تولید تجاريتلاش

محـدود اسـت.  همچنـان  ي بـالاي فراینـد تولیـد    هاهزینه

هـا اتآلکانوهیدروکسیپلیعوامل متعددي بر هزینه تولید 

میـزان تجمـع پلیمـر در    آنین تـر مهمگذارند کهتأثیر می

تولیـد  سلول، میزان استحصال، قیمت سوبسترا و بـازدهی  

ی. قیمـت منبـع کـربن عـامل    اسـت ازاي واحد سوبسترا به

اسـت  اتآلکانوهیدروکسیپلیشده تماماساسی در قیمت 

شـود مـی درصد از کل هزینه تولید را شـامل  38تقریباًو 

[11].

صــنعتی و هــاي پســابدر حــال حاضــر، اســتفاده از 

بـراي  قیمـت ارزانعنوان منبع کربن و انرژيبهکشاورزي

پیشنهاد هااتآلکانوهیدروکسیپلیي تولید هاهزینهکاهش 

پسـاب کارخانجـات  ، ]13[، وینـاس ]12[ملاس. شودمی

و [15]نشاسته سیب زمینـی محصول فرعی ، [14]لبنیات

پلیمـر زیسـتی  این اقتصادي دیگر براي تولید نبعمینچند

بـاره مطالعـات محـدودي در  حـال . بـااین انـد شدهبررسی 

و شـده انجـام نفتـی  هـاي پالایشگاههاي پساباستفاده از 

عنـوان  بـه پساب نفتیکاربرد بارهدرهیچ پژوهشیتاکنون 

پلیمـر  تنها منبع دردسترس باکتري جهـت رشـد و تولیـد    

ایـن  بررسـی  بـراي تحقیـق  این . تاسانجام نشدهزیستی

و رشد بالا دهی بهرهبا قابلیت ها موارد، به غربالگري سویه

ــیمناسب با استفاده از  ــردازد. ازآنجاکــه مــیپســاب نفت پ

کننــــده تولیدهــــاي باکتریــــایی جداســــازي ســــلول

اعمـاق خلـیج   رسـوبات نفتـی  از بوتیراتهیدروکسیپلی

که قدرت سازگاري رد، فرضیه آن است گیمیانجام فارس 

افـزایش ، بـر  پساب نفتـی هاي مولد با محیط کشتسویه

در ،منظـور همینبهداشته باشد. تأثیر مثبتی وري تولید بهره

جداســازي بــراي بــار اولـین بــراي ،پــژوهشمرحلـه اول 

اعماق خلیج فارس با رسوبات نفتیموجود در يهاسویه

پس از بررسی میزان .شداقدام پلیمر زیستیقابلیت تولید 

و شناسـایی  سـویه برتـر  غربالگريو پلیمر زیستیتولید 

کشـت محـیط درزیسـتی سـتیک پلاتولیـد ،لکولی آنوم

نـه  گوهـیچ افـزودن  بـدون  بندر امامپالایشگاه پساب نفتی

ســاختار فیزیکوشــیمیایی انتهــادر.شــدبررســیمکملــی 

.شدبررسی تولیدشده پلاستیک زیستی

هاروشمواد و 

از کربن غنینفتیرسوباتکه آنجا: ازهاباکتريجداسازي 

پـژوهش، از این، درکمی دارندو نیتروژن و فسفر هستند 

یی کـه طـی یـک    هـا باکتريسویه 1000مجموع بیش از 

پروژه غربالگري از رسـوبات اعمـاق خلـیج فـارس و از     

منبـع عنـوان  بـه هاي آلوده به نفت جدا شده بودند، قسمت

بـوتیرات  هیدروکسـی ي مولـد پلـی  هـا بـاکتري غربالگري 

هـایی کـه سـرعت رشـد     سویه، منظوراینبهشد.استفاده

بررسی انتخـاب  براي،تر داشتندهاي درشتکلنیبالاتر و 

Marine agarکشـت محـیط روي سطح پلیت حـاوي  و 

48بـه مـدت   گرادسانتیدرجه 28و در دماي کشت داده 

در مرحلـه بعـد براسـاس    . [16]شدندگرماگذاريساعت 

. شدندري اولیه گي سودان سیاه بررسی و غربالآمیزرنگ

Marineکشـت  پـیش محـیط  : شتکپیشمحیط تهیه 

broth هـاي ترکیبات مشابه با آب دریا در ارلـن متشکل از

بـه مـدت   ، 7رويpHو پس از تنظیمتهیهلیترمیلی250

. هـر  [16]اتوکلاو شدگرادسانتیدرجه 121دقیقه در 15

تلقـیح و در  اينـه در فلاسـک جداگا سویه مورد بررسـی 

و گـراد سـانتی درجـه  28±1دمـاي با شیکردارانکوباتور 

نـوري  جـذب شد. گرماگذاريدور بر دقیقه110سرعت

اسپکتروفتومتر مرئی فـرابنفش ) با استفاده از OD(هانمونه

(Biochrom WPA Biowave II, Cambridge, UK)در

گیـري انـدازه باریکساعت3هرنانومتر 625طول موج

Marine brothدر محـیط  یکه غلظت سـلول هنگامی. شد

5/2،شد)لیترسلول در هر میلی3×108(فارلندمک1برابر 

 ـلیتر از محیط میلی 50ي حـاو يهـا بـه ارلـن  کشـت یشپ
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معـادل که غلظتی یافتل انتقایدتولیط کشتمحلیترمیلی

.شدایجاد )حجمی/حجمی(5٪

شـرکت  نفتـی ب پسا:صنعتی تولیدکشتمحیطتهیه 

در دمايتا زمان استفاده ري و آوجمعپتروشیمی بندر امام 

آنالیزهـاي . طبـق  شـد ذخیـره  گـراد سـانتی درجـه  4تا 2

ــزان انجـــام و 1شـــیمیاییخـــواهیاکســـیژنشـــده، میـ

در لیتر) وگرممیلی931ترتیب (به2زیستیخواهیاکسیژن

براسـاس نتـایج   .شـد گیـري اندازهدر لیتر) گرممیلی88(

83/4حـاوي  مـورد نظـر   پساب،آنالیزهاي واحد تولیدي

بـود.  گرم در لیتـر فسـفر  37/0و نیتراتدر لیترگرممیلی

ي اتوکلاوشـده  هـا نمونهبردن مواد جامد معلق، بینبراي از

دقیقه رسوب 15مدت بهg5500گرانشبا سانتریفیوژ در 

کشتمحیطعنوان بهمایع رویی جدا و ،. سپسداده شدند

توسـط پلیمـر زیسـتی  تولیـد  بررسـی میـزان  بـراي تولید

. شداستفاده،شدهانتخابي باکتریایی هاسویه

انتخـــاب ســـویه برتـــر براســـاس بـــازدهی تولیـــد 

وريبهـره بازدهی و براي ارزیابی بوتیرات:هیدروکسیپلی

پسـاب نفتـی  لیترمیلی50ات، آلکانوهیدروکسیپلیتولید 

بـه تولیـد کشـت محیطعنوان بهاز مرحله قبلهشدصاف

محـیط  pHپس از تنظیم ومنتقليلیترمیلی250ي هاارلن

به میزان. سپسشدعنوان محیط کشت استفاده به،7روي

کشـت  پیشهاي از هریک از محیط) حجمی/حجمی(5٪

تلقـیح شـد.  آنهـا شـده بـه   انتخـاب ي هاباکتريمربوط به 

دور بر دقیقه 110سرعتباشیکردارانکوباتور ها در ارلن

ــايو  ــرادســانتیدرجــه 28دم ــدت گ ــه م ســاعت 72ب

و کشـت ط محـی ) ODنـوري ( جـذب شدند. گرماگذاري

بـار  یکساعت 3هر اتآلکانوهیدروکسیپلیتولید میزان

تولیدوريبهرهبالاترین با شد. سویه باکتریایی گیرياندازه

.شدبراي مطالعات بیشتر انتخاب پلیمر زیستی

خصوصیات مورفولوژیکی و مولکـولی بـاکتري برتـر    

شـکل  سویه باکتریایی براساس واکنش گرم، : شدهانتخاب

.١  COD: Chemical Oxygen Demand

.٢  BOD: Biological Oxygen Demand

، همچنـین کلونی و مورفولوژي سـلول شناسـایی شـدند.    

، از روش تعیین تـوالی  سویه برترمولکولی شناساییبراي 

16s rRNA همگانیپرایمرهايبا

´3AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG´5-16sFو

´3 ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT´5-
16sR

هـاي حاصـل از دو   تـوالی نتیجه خوانش . شداستفاده

و شـد بررسـی  Vector NTI 11توسط نرم افزار،زنجیره

سـویه مـورد   S rRNA16کامل ناحیه ژنی نهایت توالی رد

از S rRNA16هاي توالیبراي شناسایی .دست آمدبهنظر 

بـه  NCBI BLAST Search toolدر پایگاهBlastnبرنامه 

ــتفادهhttp:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTآدرس  اس

.شد

ــیاســتخراج روش  محــیط: اتآلکــانوهیدروکســیپل

دور در 7000وژ بـا  یسـانتریف نمونـه در  حاوي هايکشت

لیترمیلی10شدند. ذاريگرسوبدقیقه 15دقیقه به مدت 

) 10برابر با pH% کلر فعال با5(سدیم محلول هیپوکلریت

در دمـاي  سـاعت  یک و به مدت اضافهباکتري رسوب به 

بـا سـرعت   ،سـپس شد. گرماگذاريگراد درجه سانتی37

ــه مــدت 7000 دقیقــه ســانتریفیوژ و 15دور در دقیقــه ب

با آب جـوش، اسـتون و اتـانول    به ترتیب باکتريرسوب 

. ندوژ شـد یهـر مرحلـه سـانتریف   پایـان مطلق شسته و در

از7،3،1محلولی بـا نسـبت   درحاصلاترسوب،سپس

گراد درجه سانتی37و در دماي حل آب ،متانول،کلروفرم

ــه مــدت  . پــس از [17]شــدندگرماگــذاريســاعت دوب

بـا لایـه   )کتـري فازی ـ (لایـه سهسانتریفیوژ، یک محلول

و لایـه زیـرین   یسـلول بقایـاي بالایی آب، لایـه مرکـزي   

کلروفرم جـدا و در  قسمت.دست آمدهمحلول کلروفرم ب

. پـس از  قـرار داده شـد  گراد درجه سانتی55با دماي آون

ــفید     ــیلم س ــک ف ــرم، ی ــل کلروف ــر کام ــگتبخی از رن

بـراي تعیـین   کـه  دسـت آمـد   بـه اتآلکانوهیدروکسیپلی

اسـید  سـنجش  روش بـا تولیدشـده پلیمر زیسـتی غلظت 

و هـا بـاکتري ري لگ. پس از غربـا شدبررسیکروتونونیک
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توسـط شـده ذخیـره اتآلکـانو هیدروکسیپلیگیرياندازه

ی ازبـــالایمیـــزان تولیـــدســـویه منتخـــب، ازآنجاکـــه 

هدهدر مقادیر گرم بـر لیتـر مشـا   اتآلکانوهیدروکسیپلی

(شـکل  محصول تغییر یافتتوزینروش محاسبه به ، شد

ــهوزن ).1 ــانمون ــتخراجي ه ــدهاس ــا  ش ــه آن ب ــا مقایس ب

با اسـتفاده از روش  واتآلکانوهیدروکسیپلیگیرياندازه

.تأیید شدونیکاسید کروتون

نفتیب پساصنعتی کشتمحیطبرتر درتوسط سویه شدهتولیداتآلکانوهیدروکسیپلی. 1شکل 

بـا اسـتفاده از   اتآلکـانو هیدروکسـی پلـی گیرياندازه

ــک روش  ــید کروتونونیـــ ــت: اســـ ــایینغلظـــ پـــ

با اسـتفاده از روش را هانمونهدر اتآلکانوهیدروکسیپلی

ایـن  اسـاس .دکـر گیـري انـدازه توان میاسپکتروفتومتري

بـه اسـید   اتآلکـانو هیدروکسـی پلـی تبدیل روش بر پایه

بــا اســتفاده از اســید ســولفوریک غلــیظ و ،کروتونونیــک

-بـه حاصـل کروتونیکاسید. جذب نوري استحرارت 

Biochrom WPA)فرابنفش-مرئیاسپکتروفتومتروسیله

Biowave II, Cambridge, UK)ــدازه ــريان ــدگی . ش

ــوع ــی10، درمجمــ ــرمیلــ ــه H2SO4لیتــ ــیظ بــ غلــ

اضـافه و بـه   شـده اسـتخراج ي هاآلکانواتهیدروکسیپلی

گـراد در یـک حمـام    درجه سانتی100دقیقه در 10مدت 

اسیدبه اتآلکانوهیدروکسیپلیشد تاقرار داده آب گرم 

235جـذب محلـول در   سـپس  . شـود تبـدیل  کروتونیک

اســید ســولفوریک بلانــک کــهمحلــول نـانومتر در برابــر  

با ارد ستاندامنحنی . [18]شـد گیـري انـدازه ،بـود یده جوش

شرکت از خالص ات بوتیرکسیروهیدپلیده از ستفاا

100تا0(مختلفمقادیربه این منظورشد. ترسیم سیگما 

10اســــتاندارد درات بوتیرکسیروهیدپلی)میکروگــــرم

هانمونهجذب ،حلغلیظ و داغ اسیدسولفوریک لیترمیلی

شـد رسـم  استانداردمنحنیوگیرياندازهنانومتر 235در

).2(شکل 
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یک غلیظ رولفوسیدساباکه ات بوتیرکسیروهیدپلییر مشخص دمقااز سید حاصل اتونیک روکري نوب جذارد و ستاندامنحنی .2شکل 

ند.اهشدلیز روهید

براي تخمین وزن خشـک  : تخمین وزن خشک سلولی

وژ یتولیـد بـا سـانتریف   کشـت محـیط لیترمیلی10سلولی، 

گذاري شد. رسوبدقیقه 15دور در دقیقه به مدت 7000

مقطر، رسوب باکتریـایی در  پس از سه بار شستشو با آب 

گـراد در آون خشـک شـد تـا وزن     درجه سانتی55دماي 

.[19]دست آیدبهثابت 

وريبهـره درصـد تجمـع و   گیـري اندازهمیزان تولید، 

بــراي ســنجش کمــی : اتآلکــانوهیدروکســیپلــیتولیــد 

تـرازوي  بـا شـده استخراجآلکانوات، پلیمر هیدروکسیپلی

ــع    ــد تجمـــ ــوزین و درصـــ ــددي تـــ ــق عـــ دقیـــ

ــی ــیپلــ ــانوهیدروکســ ــبت  آلکــ ــاس نســ ات براســ

ات تولیـدي در وزن خشـک سـلولی    آلکانوهیدروکسیپلی

نیز با محاسبه وريبهرهطبق رابطه زیر محاسبه شد. میزان 

در هر ساعت مطابق اتآلکانوهیدروکسیپلینسبت تجمع 

دست آمد:ه رابطه زیر ب

=درصد تجمع پلیمر
شده (گرم)وزن خشک پلیمر استخراج

(گرم)وزن خشک سلولی
×

100 )1رابطه (

وريبهره =
شده (گرم)وزن خشک پلیمر استخراج

(ساعت)زمان

رابطــه 

)2(

شدهاستخراجپلیمر زیستیفیزیکوشیمیاییخصوصیات

ــوریر (    طیــف ــدیل ف ــادون قرمــز تب : )FTIRســنجی م

مفید ر بسیاکــی قرمز تکنیدون یر مارسنجی تبدیل فوطیف

ــدهاي شناسایی اي بر ــروهشیمیایی پیون ــاملی و گ ــاي ع ه

پلیمـر زیسـتی  هـاي مهـم عـاملی موجـود در     . گروهاست

مشـخص  FTIRسـنجی  طیـف با استفاده از شدهاستخراج

KBr٪2بـا  اتآلکـانو هیدروکسـی پلـی ي هانمونهشدند. 

هاي مخصـوص بـراي آنـالیز    قرصصورت بهنیزمخلوط

قرار FTIR (Bruker IFS 120 HR)آماده و در طیف سنج 

. [20]ندشدداده 

: )1HNMRاي (هستهونانس مغناطیسی زرسنجی طیف

اي نقـش بسـیار   هسـته سنجی رزونـانس مغناطیسـی   طیف

1H-NMRمهمی در یافتن ساختار گسترده مولکـول دارد.  

بــوتیرات بــا دیگــر هیدروکســی-3بــراي تشــخیص بــین 

ــیدهاي  ــاس ــر   -3رب چ ــک هتروپلیم ــی در ی هیدروکس
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1H-NMRطیف . شودمیاستفاده اتآلکانوهیدروکسیپلی

در دوتروکلروفـرم  شـده اسـتخراج کـردن بیـوپلیمر  حلبا 

)CDCl3 یـک  درلیتـر  میلـی گـرم در  میلـی 10) با غلظت

درجـه  20در دمـاي  Bruker Avance II 500سـنج  طیف

ــانتی ــسـ ــراد بـ ــی  هگـ ــتاندارد داخلـ ــد. اسـ ــت آمـ دسـ

tetramethylsilane[21]بود.

مورفولـوژي  : )SEM(نگـاره میکروسکوپ الکترونـی  

ــیلم ــاي ف ــتی ه ــر زیس ــتخراجپلیم ــدهاس ــک  ، ش ــا کم ب

با یـک  هانمونه. شدبررسی نگارهمیکروسکوپ الکترونی 

نــانومتر پوشــش داده شــدند و تجزیــه و 10لایــه طــلاي 

JEOLمــدل SEMبــا هــانمونــهتحلیــل ســاختار  

LSM5600LV کیلو ولت انجام شد.15در

تجزیـه و تحلیـل   براي: تجزیه و تحلیل نتایج آنالیزها

. شـد اسـتفاده  16نسـخه  SPSSآمـاري افزارنرمز ها اداده

واریـانس ه ز تجزیابا سه تکرار، با استفادههاآزمایشهمه

 ـوتجزیه و تحلیـل  (one-way ANOVA)طرفهیک راي ب

اي دانکـن آزمـون چنددامنـه  ز هـا ا مقایسه زوج میـانگین 

(Duncan)05/0داريمعنیح سطدرp<شداستفاده.

و بحثنتایج

شـده از  يجداسـاز سـویه  1000: هاسویهغربالگري اولیه 

ــوبا ــیت رس  ــ نفت ــه محقق ــارس ک ــیج ف ــازمان اخل ن س

کـرده  جمـع آوري  هاي علمـی و صـنعتی ایـران    پژوهش

تعـداد  .ندشـد عنوان منبع اولیه غربالگري بررسی به، ندبود

سویه که از لحـاظ مورفولـوژیکی، کلـونی درشـت و     76

Marine agarمحـیط کشـت  به ،سرعت رشد بالا داشتند

آمیزي سـودان سـیاه   رنگاساس منتقل و در مرحله بعد بر

بـراي  دقیـق  یي روش ـآمیـز رنـگ که اآنجاز.شدندبررسی 

ات آلکـانو هیدروکسـی پلیکننده تولیدي هاسویهغربالگري 

هـایی از وجـود   نشانهآنهادر که ییهاسویهتمامی،یستن

Marine brothمحـیط کشـت  بـه بـود، اي هاي ذخیرهدانه

میـزان تولیـد   .شـد ارزیابی تولیدمحیط کشتمنتقل و در

ی صـنعت کشـت ط محـی درهسـوی 24توسطپلیمر زیستی

از ایـن  .شـد گیـري انـدازه بررسـی و  دقت بهنفتیب پسا

زیـادي اتآلکـانو هیدروکسـی پلـی میزانسویه11تعداد،

نشـان داده  1در جـدول شـماره   آنکه نتایجندتولید کرد

.استشده

محیطدر آلکانوات هیدروکسیپلیبا قابلیت تجمع هاي باکتريسویهدر آلکانواتهیدروکسیپلیمیزان وزن خشک و تولید . 1جدول 

صنعتیکشت

(گرم بر لیتر وريبهره

در ساعت)

زمان

)ساعت(

درصد تجمع 

اتآلکانوهیدروکسیپلی

ات آلکانوهیدروکسیپلی

*(گرم در لیتر)تولیدشده

وزن خشک سلول

در لیتر)(گرم
سویه

0183/0 ± 00005/0 69 88/40 268/1 ± 004/0 102/3 ± 003/0 Sb1

0042/0 ± 00003/0 24 47/10 103/0 ± 002/0 984/0 ± 001/0 Sb2

0072/0 ± 00006/0 54 37/28 389/0 ± 004/0 371/1 ± 002/0 Sb3

0085/0 ± 00004/0 63 73/33 537/0 ± 003/0 592/1 ± 002/0 Sb4

0218/0 ± 00007/0 42 43/38 918/0 ± 006/0 389/2 ± 004/0 Sb5

0198/0 ± 0001/0 51 47 012/1 ± 009/0 153/2 ± 003/0 Sb6

0005/0 ± 00004/0 72 71/3 038/0 ± 003/0 023/1 ± 002/0 Sb7

0445/0 ± 00009/0 27 13/44 203/1 ± 007/0 726/2 ± 003/0 Sb8

0026/0 ± 00005/0 45 15/17 117/0 ± 004/0 682/0 ± 002/0 Sb9

0043/0 ± 00003/0 39 58/16 169/0 ± 001/0 019/1 ± 002/0 Sb10

0138/0 ± 00004/0 30 33/16 415/0 ± 003/0 541/2 ± 003/0 Sb11
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سویه در فواصـل زمـانی   11، 1براساس نتایج جدول 

دسـت  پلیمـر زیسـتی  ساعت به حداکثر تولیـد  72تا 27

پلیمر بالاترین تولید Sb1سویه ،ددهمییافتند. نتایج نشان 

مدت زمان تولید حـداکثر  با توجه به اینکه د.داررا زیستی

وريبهـره در تولیـد صـنعتی   سـاعت و  69در این سـویه  

این سـویه  ،استتري براي انتخاب سویه برتر فاکتور مهم

آن وريبهـره زیـرا میـزان   ،ند سویه انتخابی باشـد توامین

در مقایسه، . استبار کمتر بیش از دوSb8نسبت به سویه 

سـاعت بـه  24در کمترین زمان یعنـی  با اینکه Sb2 سویه 

پلیمـر  تولیـد  کـم میـزان دلیلبه،رسدمیي تولید حداکثر

به پایینی خواهـد داشـت.  وريبهره، تولید و در آنزیستی

ــین ــب هم ــویه ترتی ــع   Sb6س ــد تجم ــالاترین درص ــا ب ب

در ند سویه انتخابی باشد. توامیات نآلکانوهیدروکسیپلی

 ـ P)ي درصـد 5دار اتمام موارد، آزمون دانکن اختلاف معن

value < 0.05) سویه ،بنابراینها نشان داد.بین میانگینرا

Sb8 عنوان سویه برتـر بـراي   بهوري بالاترین میزان بهرهبا

مراحل بعدي غربالگري شد.

: برتری سویه مولکولشناسایی بررسی مورفولوژیکی و 

،هاي مورفولوژیکی و بیوشـیمیایی نشـان داد  نتایج بررسی

و غیـر هوازيشکل، لیموییگرم منفی، شده لغربايباکتر

هــاي ژنبررســی میــزان تطــابق ژنتیکــی متحــرك اســت. 

تشـابه NCBIي موجود در بانـک ژن  هاسویهتکثیرشده با 

کنندهداکسـی شده و گونـه باکتریـایی  لغربا% بین سویه 99

که دهدرا نشان میCitreicella thiooxidansگوگرد با نام 

ــار در ســال اولــین از دریــاي ســیاه جداســازي و 2005ب

عنوان با سویه این ترتیب، اینبه. [22]استشدهشناسایی 

،. درنهایتشدشناسایی Citreicella thiooxidansفرضی 

درختچه فیلوژنتیکی باکتري MEGAافزار با استفاده از نرم

نشـان داده  3در شـکل  شد. ایـن درختچـه   مذکور ترسیم 

.شده است

ــایی بسیاي هاسویهن تاکنو ــدهري شناسـ ــد شـ که انـ

،. همچنینکننـد تولید آلکـانوات  کسیروهیدپلیتواننـد می

برتر ي هایژگیوهایی با سویهیافتن اي برش تلا

ین اسـت. ا بوده ردار همیت خاصی برخوژي از ابیوتکنولو

مناسب ي ما، دسرعت تولید بیشترانـد از: عبارتها یژگیو

ــین تولید بالاتر،شدر ــایی او همچنـ طیف ده از ستفاتوانـ

ــتارزانمنابع کربنی ع متنوو سیع و ین تحقیق . در اقیمـــ

بهترین سویه ان عنوبهCitreicella thiooxidansسویه 

اي یی برازيربیمافعالیتحـال بهتا.شدمعرفی ه تولیدکنند

.سته انشدارش گزران جانون و یاهاگدر ین سویه ا

اد هایی با مومحیطدر توانـــدمـــیگانیسم ارین ا،همچنین

ه ندزيدیان زمات زمدبرايك خاآب و یی پایین مثل اغذ

و همکــارانش در ســال Sorokinنتــایج تحقیقــات بماند. 

ــد روي  يین باکتري انایی بالااتو2005 ــراي رشــ را بــ

استات، مالات، لاکتات، پیروات، چونمختلف هاي محیط

، گلوکونـات گلی اکسالات، سیترات، پروپیونات، بوتیرات، 

. نـد کردسوبسـتراهاي دیگـر ثابـت    و بسـیاري  گلیکولات

ــر     ــویه برتـ ــیمیایی سـ ــوژیکی و بیوشـ ــایج مورفولـ نتـ

بر نتـایج تحقیقـات   کاملاًدر این پژوهش، شده جداسازي

Sorokinبا وجود اینکـه  .[22]استمنطبق و همکارانش

هـاي باکتریـایی رشـدیافته وجـود     در سـلول ن ااین محقق

بـه اثبـات   را بـوتیرات هیدروکسیپلیدرشتهاي گرانول

ــاندند، ــاکنون رسـ ــیتـ ــارهدرگزارشـ ــزان بـ تولید میـ

.ستانشدهچاپسویه ایناز بوتیرات کسیروهیدپلی

دلیل هزینه بالاي فرایند تولید بهاست که ن ایمهم نکته 

ایـن دسـته از پلیمرهـا بـا     وسیعپلیمر زیستی، جایگزینی

تـاکنون  نفتـی  تولیدشده بـر پایـه ترکیبـات    هاي پلاستیک

افتن منبـع کـربن   و تـلاش بـراي ی ـ  است نبوده پذیر امکان

شـده  تمـام نـه یهزبودنترین عامل بالاکه مهم(قیمت ارزان

منـابع ازیک ـیادامـه دارد. )اسـت یسـت یزيهاکیپلاست

هسـتند. ایـن   عیصـنا يهـا پسابمورد توجه، قیمت ارزان

مـواد  داشـتن دلیل بههمو هستندبسیار ارزانهمها پساب

محیطــی فراوانــی ایجــاد آلــی فــراوان، مشــکلات زیســت

راحتی این مواد آلـی را  بهتوانند میهاباکتريولی ،کنندمی
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ها تبدیل آلکانواتهیدروکسیپلیبه ترکیبات مفیدي چون 

ثابت نیز 2015و همکارانش در سال Ahnتحقیقات . کنند

نســبت بــالاي کــربن بــه نیتــروژن در پســماندها و کــرد،

سـازي  ناسب بـراي تولیـد و ذخیـره   مییطراشها فاضلاب

پیش از آن، .[23]کندپلیمر زیستی توسط باکتري مهیا می

Golf بـــا رشـــد بـــاکتري 2007و همکـــاران در ســـال

Pseudomonas putida هـاي  پساب صنایع پلاستیکروي

% 42سـتند بـه میـزان    دهـی توان سازي خوراكبهینهنفتی و 

تولیـد کننـد  آلکانواتهیدروکسیپلیماده خشک سلولی، 

،نشان داد2010در سال ChiampoوBosco. نتایج [24]

غلظت پلیمر زیستی تولیدي در پساب صـنایع لبنـی و بـا    

گـرم بـر لیتـر    5/0ي لجن فعال کمتـر از  هاباکتريکمک 

بــا رشــد 2020و همکــاران در ســال Yuan. [25]اسـت 

پلیمـر  تولیـد  ي لجن فعال در پساب شـهري بـه   هاباکتري

هـا دسـت یافتنـد.    % وزن خشک سلول15زیستی با میزان 

زمان از چند منبع کـربن  با استفاده هم،نتایج نشان داداین 

این مقایسه،در.[26]توان به تولید بالاتري دست یافتمی

بوتیرات تولیدي بـا  هیدروکسیپلییزانحداکثر مبامطالعه 

در خشک سلولی % وزن 13/44و یترگرم در ل2/1غلظت 

ــی  ســاعت27 ــابع کربن ــه من ــالایی را نســبت ب ــد ب ، تولی

ایـن نتـایج براسـاس  دهـد. نشـان مـی  مشـابه قیمتارزان

و نفتیب پسابا استفاده از شدهجداسازيباکتري،پژوهش

توانایی رشد و تولید، قیمتنمواد مکمل گرابدون نیاز به 

. ایـن خصوصـیت   دارداتآلکانوهیدروکسیپلیاززیادي 

عنـوان یـک   را بهاستفاده از این سویه شرایطند توامیارز ب

فراهم پلیمر زیستیبراي تولید انبوه بیوتکنولوژیکیسویه 

.کند

Citreicella thiooxidansدرختچه فیلوژنتیکی سویه باکتریایی.3شکل 
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شدهاستخراجپلیمر زیستیشیمیایی وشناسایی فیزیک

وجـود : )FTIRسنجی مادون قرمـز تبـدیل فـوریر (   فطی

تعیـین بـراي عـاملی هـاي گروهاي براختصاصیهايباند

اهمیـت بـا بسـیار نظـر موردماده ار ساختو خصوصیات

درجـذبی يهاباندنبودنیا بودنبررسی FTIR.هستند

تفسـیر برايدتوانمیهابانددیگرهمراهانگشتیاثرناحیه

،4شـکل  در . رودکـار هبآنالیزموردمادهمولکولیساختار

داده شـده  نشـان شدهجاستخراپلیمر زیستیFTIRطیف 

.است

Citreicella thiooxidansشده از باکتري استخراجپلیمر زیستی FTIRطیف . 4شکل 

هـاي  گـروه وجـود  cm3400-1اند پهن در محـدوده  ب

NHبانـدهاي  در این ناحیـه  . ددهمیرا نشان هیدروکسیل 

از بانـدهاي هیدروکسـیل   شوند که معمولاًنیز مشاهده می

بـراي  C-Hپیونـدهاي  در ایـن طیـف،   هسـتند.  تـر  واضح

و cm2984-1در نزدیکـی (Asymmetric)یلهاي متگروه

-1حـدود در (Asymmetric)هـاي متـیلن در   براي گـروه 

cm29351باند ناحیه شوند. دیده می-cm2359  مربوط بـه

یعنی بانـد  . باند کربونیل استر استکربن اتمسفر اکسیددي

cm1731-1در نزدیکـی  بـوتیرات هیدروکسیپلیشاخص 

از C=Oاین باند توسط ارتعـاش پیونـد  . شودمیمشاهده 

و. این بانـد دآیمیوجود ه پیوند استري اسیدهاي چرب ب

) cm1500-1و cm500-1باندهاي ناحیه اثر انگشت (بـین  

-1. بانـدهاي  دارنـد نقش پلیمر زیستیدر تشخیص نهایی 

cm1456 1و-cm1382گـــروه متیـــلبـــه ترتیـــب بـــه

(Asymmetric bending) و(Symmetric bending)

وجود عامل کربنی متـیلن  cm1286-1باند هستند.مربوط 

Waggingترتیـب بـه   بـه بعـدي  دو باند. دهدرا نشان می

مربـوط Symmetricو C-O-CAsymmetricهـاي  گروه

را نشـان  C-Cو C-Oو دو باند آخر پیونـدهاي  شوندمی

ــی ــدها   دهمـ ــن بانـ ــیر ایـ ــد. تفسـ ــر  نـ ــود پلیمـ وجـ

. [27 ,21]دکنمیرا اثبات بوتیراتهیدروکسیپلی
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ــایج  ــانس مغناطیســی طیــفنت اي هســتهســنجی رزون

)1HNMR( : ــکل ــه 5ش ــانس  طیــفنتیج ــنجی رزون س

تولیدي را نشان پلیمر زیستی) 1HNMRهسته (مغناطیسی 

د. دهمی

شدهجداسازيCitreicella thiooxidansشده از باکتري استخراجپلیمر زیستی 1HNMRطیف . 5شکل 

تا ppm26/1فاصلهدر CH3متیل یا هاي گروهسیگنال 

ppm60/1  هــاي بــین پیــک. شــودمــیدیـدهppm47/2 و

ppm66/2یـا هـاي متـیلن  به وجود گروهCH2  و مربـوط

یـا نیهاي متبا گروهppm31/5تا ppm26/5هاي سیگنال

CH مرتبط هستند. پیک مشخصppm28/7   بـه کلروفـرم

،هاي موجود در طیف رزونانستمام پیک.شودمیمربوط 

راشدهاستخراجپلیمر زیستیبودن بوتیراتهیدروکسیپلی

.[21]کنندتأیید می

ــی    ــکوپ الکترون ــاویر میکروس ــارهتص : (SEM)نگ

بـوتیرات هیدروکسـی پلـی لص خایلمف6تصویر براساس

.داردتـرك  بـدون و فصـا لاًکـام طحیس ـشدهجاستخرا

متخلخل و اندازه منافـذ آن  بیوفیلم حاصل کاملاًهمچنین،

شکل هستند و صدفیاین منافذ . استیکنواخت نیز تقریباً

قطـر منافـذ   ،شـویم هرچه به عمـق بیـوفیلم نزدیـک مـی    

را فیلم بیواین پتانسیلاین خصوصیات. شودمیتر کوچک

ه شدلکنترهایش رویژه هشکی ببراي استفاده در مقاصد پز

. دهدنشان میدارو
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شدهاستخراجبوتیراتهیدروکسیپلیهاي فیلم) مربوط به SEM(نگارهتصویر میکروسکوپ الکترونی . 6شکل

گیرينتیجه

دلیل وجود منابع غنی نفت و گاز، تعداد بهدر جنوب ایران 

است و ایـن مـواد نفتـی از    شده زیادي پالایشگاه احداث 

پساب حاصل .اندشدهترکیبات شیمیایی گوناگونی تشکیل 

هـاي  مناسـب وارد آب نااز این صنایع در صورت تصـفیه  

شودمیخیزو حتی خاك مناطق نفتزیرزمینیسطحی و 

همچنین،گذارد. میمحیطی نامطلوبی برجا زیستو اثرات 

با توجه به حجم بسیار بـالاي پسـاب خروجـی، اسـتقرار     

ــ ــرايثر تصــفیه ؤواحــدهاي م ــا ب ــه پســاب ب دســتیابی ب

المللـی محـیط   بـین هاي متناسب با اسـتانداردهاي  ویژگی

یافتن سویه باکتریـایی  ،بنابراین. داردزیستی هزینه بالایی 

، قابلیت اسـتفاده از  پلیمر زیستیکه با وجود توانایی تولید 

داشـته عنوان تنهـا منبـع کـربن و انـرژي     هبرانفتیب پسا

اهمیـت  زیسـت محیطـی حـائز    جنبه اقتصادي و باشد، از 

عنوان بهپساب با بررسی بیشتر، اینرسدنظر میبه است. 

کـار  بـه بـوتیرات  هیدروکسیمنبع کارآمدي براي تولید پلی

بـراي  در این پژوهش، استفاده از منابع مشـابه  شود. گرفته

نتایج بسیار جالبی پلیمر زیستیها و تولید جداسازي سویه

شده از رسوبات جداسازيسویه وحشی .دربر داشته است

استفاده در (Citreicella thiooxidans)اعماق خلیج فارس 

بـراي رشـد و   غـذایی  منبع تنها عنوان بهنفتی ب فاضلااز 

گونـه  بـدون افـزودن هـیچ   (بـوتیرات هیدروکسیپلیتولید 

ایـن مسـئله   .از خـود نشـان داد  بسـیاري توانایی )مکملی

افـزایش شده بررسیفرایند ارزش اقتصادي شودمیاعثب

پلیمـر زیسـتی  محصـول دادنشـان نتـایج  ،همچنین.یابد

و اسـت خـالص بـوتیرات هیدروکسـی پلی، شدهاستخراج

امیـد ن تـوا می، روایناز.را داردشکیکاربرد در پزقابلیت 

ــت  ــی داش ــا بررس ــه ب ــوان از ک ــتر بت ــاي بیش ــویه ه س

بـراي  و محیط کشت صنعتی مورد بررسیشدهجداسازي

صـرفه در مقیـاس  بـه مقرونبوتیراتهیدروکسیپلیتولید 

.کرداستفادهبزرگ
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قدردانی و تشکر

هاي علمی و سازمان پژوهشهمکاران محترم اساتید و از 

صنعتی ایران، جناب آقـاي دکتـر کیـانی و سـرکار خـانم      

هــاي ســویهدراختیارگذاشــتن بانــک  بابــت عمیــدي 

ینو همچن ـشده از رسوبات نفتی خلیج فـارس  جداسازي

حمایـت در شناسـایی   رايسرکار خانم دکتـر محسـنی بـ   

.کنیممیتشکر شده غربالی سویه مولکول
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Abstract
Background and Objective: Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymers
with biodegradable and biocompatible properties that are produced by some
bacteria. In the present study, petroleum sediments were applied to screen
PHA-producing bacteria.
Method: The industrial  culture medium of  petroleum effluent  was used as  a
low-cost and economical medium for isolating and identifying the superior
PHA-producing strain. Finally, the chemical and physical properties of the
extracted biopolymer were investigated by Fourier-
transform infrared spectroscopy and proton nuclear magnetic resonance.
Results: In general, 11 out of 76 isolated bacterial strains could produce
biopolymers among which, the Sb8 strain was selected as the best PHA-
producing strain in the industrial medium with the cell dry weight of 44.13%
and 1.2 g/l in 27 h. This strain was identified as Citreicella thiooxidans by
sequencing determination. Eventually, the results of physicochemical
analyses revealed that polyhydroxybutyrate (PHB) was the extracted
biopolymer.
Conclusion: The present study is the first report on PHB production by
Iranian native Citreicella thiooxidans strain by focusing on identifying and
separating producing bacteria, as well as determining the type of the
produced biopolymer and the production capability in a low-cost culture
medium of the petroleum effluent. Considering the production of the
biopolymer with a relatively high yield percentage without adding any
supplement to the petroleum effluent medium, the isolated wild strain has
the potential to produce PHB.

Keywords: polyhydroxybutyrate (PHB), screening, petroleum effluent,
bacterial strain
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