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 روش به (PHBV)والرات -کو-هیدروکسی بوتیراتزیستی پلی پلیمر تولید سازیبهینه بر موثر عوامل بررسی

 کشت سلولی با تراکم بالا تکنیکوری تولید با سازی بهرهبرمن و بهینه-پلاکت

  3آذین مهرداد ،2* زارع داود ،1سینائی ندا

 چکیده

PHAs شوند. در ای از باکتریها تولید میسازگار هستند که توسط طیف گستردهپذیر و زیستتخریبهایی زیستپلیمر

 یوربهره با (PHBV)کو والرات -هیدروکسی بوتیراتکننده کوپلیمر پلیتولید Bacillus cereus سویه طبیعی پژوهش حاضر، از

بررسی قیمت پساب نشاسته بعنوان یک محیط کشت ارزانبه منظور تولید، جداسازی شده از پساب نشاسته استفاده گردید.  بالا دیتول

نتایج . گردید ارزیابی سلولی بالای تراکم با کشت روش بالاتر، وریبهره به دستیابی بمنظور و کشت محیط بهینه ترکیب ادامه، درو 

است. در  سلول وزن خشک %5/59 برمن، حدود-با استفاده از طراحی آزمایش پلاکت PHBVمیانگین حداکثر تولید نشان داد که 

افت. بنابراین روش کشت سلولی وزن خشک سلول افزایش ی %72بهینه سازی کشت با تراکم بالای سلولی، تولید به بیش از ادامه با 

 تیپساب، اهم متیقکشت ارزان طیمح یریتوجه به بکارگ بادارد.  PHBVوری تولید با تراکم بالا تاثیر معناداری بر بالا بردن بهره

 .دهدیم نشان را یصنعت اسیمق در دیتول لیپتانسدوچندان بوده و  جینتا نیا

 

 Bacillusبرمن، -پلاکت روش والرات،-کو-بوتیرات هیدروکسیپلی ،کلیدی: پساب نشاسته واژه های

cereus،PHBV  
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 مقدمه

 آنزیمی فعالیت توسط محیطی شرایط هر تحت که هستند مهمی صنعتی زیستی پلیمرهای زیستی، هایپلاستیک

 و هالاکتیکپلی ساکاریدها،پلی ها،آلکانهیدروکسیپلی مانند بیوپلیمرهایی حاضر حال در. شوندمی تجزیه هامیکروارگانیسم

 بیوپلیمرها، این میان در. هستند پتروشیمیایی هایپلاستیک جایگزیی جهت مناسب هاییگزینه آلیفاتیکاسترهایپلی

 قابلیت و سنتزی هایپلاستیک با مشابه بسیار فیزیکوشیمیایی هایویژگی بودن دارا دلیل به(PHAs)  هاآلکانواتهیدروکسیپلی

 ها،آلکانواتهیدروکسیپلی. (Guillet, 2004) اندکرده جلب خودبه را جهان محققان از بسیاری توجه محیط، در کامل پذیریتجزیه

 تا 2×510 محدوده در رشد شرایط و میکروارگانیسم نوع حسب بر هاآن مولکولی وزن و هستند هاآلکانواتهیدروکسی استرهای پلی

 .) ,2005Lenz & Marchessault( دارد قرار دالتون 3×610

 شامل ریزسازواره، نوع 300 تقریبا . شوندمی تولید خاص شرایط در هاباکتری از وسیعی دامنه توسط هاآلکانواتهیدروکسیپلی

 PHBV و PHB جمله از هاآلکانواتهیدروکسیپلی از انواعی سازی ذخیره به قادر که است شده شناسایی منفی و مثبت گرم انواع

 هاآلکانواتهیدروکسیپلی هایویژگی از. (Akaraonye et al., 2010) هستند خود سلول داخل در کربن ذخیره منبع عنوان به

. کرد اشاره پلاستیکی ترمو خاصیت و استری پلی طبیعت ، حیاتی هایسیستم با سازگاری پذیری، تخریب زیست خاصیت به توانمی

 ها،کشحشره و داروها شده کنترل رهایش منظور به پوشش عنوان به هاآلکانواتهیدروکسیپلی فراوان هایکاربرد سبب هاویژگی این

 درنهایت و خون عروق جایگزین عنوان به بکارگیری جراحی، هایدستکش و نخ ،(هاپروتز) استخوانی هایجایگزین عنوان به استفاده

 . (Mohan et al., 2016) است شده بندیبسته

های جدی روبروست. یکی ها، تولید این مواد به صورت صنعتی با چالشهای منحصر به فرد بیوپلاستیکوجود فواید و ویژگی با

. (Aragão et al., 2009)باشدها میی بالای تولید آنگردد هزینهاز بزرگترین مشکلاتی که مانع از تجاری شدن این بیوپلیمرها می

ی تولید بیشترین نقش را در کل هزینه و است زیستیپلاستیک شده تمام قیمت در ساسیا فاکتور یک کربن منبع قیمت

هایی که قیمت و دستیابی به سویهترتیب کاهش قیمت سوبسترا و استفاده از منابع کربنی ارزاناینها داراست. بهآلکانهیدروکسیپلی

قیمت . استفاده از منابع کربنی ارزانهستندهایی هستند که در حال بررسی توانایی مصرف این نوع منابع کربن را داشته باشند استراتژی

  ,.Dalcanton et al., 2010)تواند منجر به افزایش ارزش تجاری این پلیمرها گردد ها میآلکانهیدروکسیبه منظور تولید پلی

Batcha et al., 2014) . 

 از( تاپیوکا و برنج زمینی، سیب گندم، ذرت،) آن تولید منبع اساس بر که است گلوکز هایمولکول از پلیمری نشاسته،

 هموژن و خمیر تهیه مراحل انجام و گندم از نشاسته تولید فرایند طی. است مختلف غذایی محصولات در هاافزودنی ترینمصرف پر
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 دارای اکسیژن طرفی از که شودمی تولید پسابی نشاسته، کردن خشک و آبگیری و شستشو همچنین و گلوتن سازی جدا آن، کردن

 فراوانی محیطیزیست مشکلات طبیعت در آن رهاسازی و بوده بالایی (BOD)زیستی  خواهی اکسیژن و (COD)شیمیایی  خواهی

به تواندمی پساب این بنابراین. است باکتری توسط مصرف قابل نشاسته و قند توجهی قابل مقادیر دارای دیگر طرف از و دارد دنبالبه

 .گیرد قرار بررسی مورد هاهیدروکسی آلکانواتپلی تولید جهت قیمت ارزان کربنی منابع بهترین از یکی عنوان

 بالا تولید وریبهره و رشد قابلیت با هاجدایه غربالگری بهپیرو مطالعه پیشین که  حاضر تحقیق مذکور، موارد بررسی راستای در

 سویه برای کشت محیط بهینه ترکیب مؤثر، هایعامل بررسی با پرداخته بود، اینشاسته پساب ارزانقیمت کربن منبع از استفاده با

 قرار سنجش را مورد سلولی بالای تراکم با کشت روش تولید، بالاتر وریبهره به دستیابی منظور به را ارزیابی و مورد بررسی برتر

 .دهدمی

 

 ها روش و مواد

غربال شده از پساب نشاسته طی تحقیقات  Bacillus cereusدر این پژوهش باکتری وحشی سویه باکتری مورد مطالعه: 

 .(Sinaei et al., 2021)والرات مورد بررسی قرار گرفت -کو-عنوان سویه تولید کننده کوپلیمر پلی هیدروکسی بوتیراتقبلی به

 

 شتک تهیه محیط پیش

 در دقیقه 15 مدت به ،7 روی بر pH تنظیم از پس و تهیه لیترمیلی 250 هایارلن در Nutrient broth کشت پیش محیط

 سرعت و سلسیوس درجه 30 دمای با شیکردار انکوباتور در شده جداسازی باکتری با تلقیح از پس و اتوکلاو سلسیوس درجه 121

 فرابنفش مرئی اسپکتروفتومتر از استفاده با یکبار ساعت 3 هر( OD) هانمونه نوری جذب. شد گرماگذاری دقیقه بر دور 200

(Biochrom WPA Biowave II, Cambridge, UK) سلولی غلظت که هنگامی. شد گیریاندازه نانومتر 625 موج طول در 

 به کشت پیش محیط از لیترمیلی 5/2 گردید،( لیترمیلی هر در سلول 3×810) فارلند مک 1 برابر Nutrient broth محیط در

 .گردد ایجاد( حجمی/)حجمی ٪5 معادل غلظتی که یافت انتقال تولید کشت محیط لیترمیلی 50 حاوی هایارلن

 

  تولید صنعتی کشت محیط تهیه

. شد ذخیره سلسیوس درجه 4 تا 2 دمای در استفاده زمان تا و یآورجمع( اصفهان در واقع) نهیآرد شرکت اینشاسته پساب

. بود کل نیتروژن لیتر در گرم 1/19 و احیاشده قند لیتر در گرم 3/21 حاوی نظرمورد پساب انجام گرفته، آنالیزهای نتایج اساس بر
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. شدند داده رسوب دقیقه 15 مدت به دقیقه بر دور 5500 با سانتریفیوژ در شده اتوکلاو هاینمونه معلق، جامد مواد بردن بین از برای

 بررسی جهت تولید کشت محیط عنوان به و جدا کل، نیتروژن لیتر در گرم 9/2 و احیاشده قند لیتر در گرم 1/18 با رویی مایع سپس

که  DM9 مشابه محیطی به دستیابی منظور به. شد استفاده شده انتخاب باکتریایی هایجدایه توسط زیستی پلیمر تولید میزان

 49/4 حاوی تا گردید رقیق بار 4 میزان به شده گذاریرسوب پساب ی برای تولید پلیمر زیستی است،مناسب یساختگ کشتمحیط 

 .گردد کل نیتروژن لیتر در گرم 71/0 و احیاشده قند لیتر در گرم

 

 برمن-پلاکت روش با زیستی پلیمر تولید سازی بهینه بر موثر هایعامل بررسی

 توسطکه در مقالات به آنها اشاره شده بود،  موثر متغیرهای ترینمهم تعیین منظور به برمن -پلاکت روش به آزمایش طراحی

 کشت طیشرا. دیگرد انجام تکرار سه با و سطح دو در ریمتغ 7 با برمن-پلاکت شاتیآزما یطراح. شد انجام Minitab 16 افزار نرم

 در و کشت  Nutrient broth طیمح در یباکتر ابتدا یعامل تک روش مطابق شاتیآزما انجام جهت. است شده آورده ریز جدول در

 فارلندمک یک برابر آن جذب میزان که زمانی. گرفت رارق وسیسلس درجه 37 یدما و قهیدق بر دور 200 دور با کرداریش انکوباتور

 گرفت. قرار بررسی مورد و تلقیح تولید، شده طراحی کشت هایمحیط به جدول مطابق گردید

 

 برمن-پلاکت روش به آزمایش طراحی

 برمن-پلاکت روش به آزمایش طراحی: 1 جدول

 



 ...الراتو-کو-هیدروکسی بوتیراتزیستی پلی پلیمر تولید سازیبهینه بر موثر عوامل بررسی /72

 

 دارای تاثیر گذاریرسوب عامل فقط داد که نشان (1برمن )جدول -پلاکت روش به شده طراحی آزمایشات از حاصل جینتا

 افزایش را زیستیپلیمر تولید بتوان که موثری عامل یافتن منظور به دلیل و همین به. است شده تولید PHBV مقدار بر داریمعنی

 و بررسی عاملی تک بصورت هاعامل است، اینشاسته پساب دهیچیپ طیمح استفاده مورد صنعتی کشت محیط اینکه دلیل به و داد

 .گردید سنجی صحت نیز قبلی نتایج

 

 یصنعت کشت طیمح در تروژنین به کربن نسبت ریتاث یبررس

 که داد نشان نشاسته پساب اولیه آنالیز. شودمی محسوب ایذخیره هایپلیمر تولید در مهمی عامل نیتروژن به کربن نسبت

( نشاسته پساب) استفاده مورد صنعتی کشت محیط آنجاییکه از. است کل نیتروژن لیتر بر گرم 1/19 و قند لیتر بر گرم 3/21 حاوی

 کشت محیط هاینمونه نیتروژن، به کربن بهینه نسبت به دستیابی و نیتروژن میزان کاهش منظوربه است، نیتروژن بالایی مقدار حاوی

 هاآن نیتروژن و کربن میزان و بررسی کامل گذاریرسوب و جزئی گذاریرسوب گذاری،رسوب بدون حالت سه در اینشاسته پساب

 3000 سرعت با دقیقه 10 مدت به اینشاسته پساب جزئی، گذاریرسوب با صنعتی کشت محیط به دستیابی جهت. شد گیریاندازه

 با مذکور صنعتی کشت محیط سانتریفوژ از کامل، گذاریرسوب با نشاسته پساب کشت محیط و گردید سانتریفوژ دقیقه بر دور

پس از رسوب گذاری مقدار کربن و نیتروژن محلول رویی بررسی شد و  .گردید حاصل دقیقه 15 مدت به  دقیقه بر دور 5500سرعت

 از و اتوکلاو ،7 بر روی pH تنظیم از پس گردیده و منتقل لیتریمیلی 250 هایارلن به مذکور کشت محیط از لیترمیلی 50 سپس

 در. گرفت قرار دقیقه بر دور 150 چرخش و وسیسلس درجه 30 دمای با شیکردار انکوباتور در و گردید تلقیح کشت پیش محیط

 مقایسه و گیریاندازه ساعت 72 زمان مدت در رشد مختلف فازهای در شده تولید زیستی پلیمر و سلولی خشک ماده میزان نهایت

 .گردید

 

 صنعتی کشت محیط قند غلظت تاثیر بررسی

 زانیم از یعیوس محدوده یبررس منظوربه واست  دارا بالایی قند درصد و بوده بالایی گرانروی دارای نشاسته پساب آنجاییکه از

 قبل مرحله نهیبه طیشرا مرحله، نیا در. گرفت قرار سهیمقا مورد کشت طیمح نیا نشده قیرق نمونه و %50 و %25 رقت دو کربن،

 غلظت زانیم نیبهتر مربوطه، یوربهره و شده دیتول یستیز مریپل زانیم به توجه با سپس. ماند یباق ثابت هاعامل هیبق و دیگرد اعمال

 .آمد بدست یبعد مراحل یبرا یانشاسته پساب کشت طیمح
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 ظرف کل حجم به  کشت طیمح حجم نسبت رییتغ ریتاث یبررس

 در. باشد گذار ریتاث یسلول ریتکث سرعت و کشت طیمح یهواده زانیم بر تواندیم کل حجم به کشت طیمح حجم نسبت

 در کشت طیمح تریلیلیم 100 و 50 ،25 حجم سه ،یستیز مریپل دیتول یوربهره بر عامل نیا اثر یابیارز منظور به پژوهش نیا

  .دیگرد سهیمقا یتریلیلیم 250 یهاارلن

 

 یصنعت کشت طیمح به کشت شیپ طیمح حیتلق درصد ریتاث یبررس

 پساب) دیتول کشت طیمح به شده هیته کشت شیپ طیمح از حیتلق مختلف یدرصدها زانیم پژوهش، از قسمت نیا در

 هر در سلول 3×810) فارلندمک کی برابر کشت شیپ طیمح در یسلول غلظت که یهنگام. گرفت قرار یبررس مورد ،(یانشاسته

 کشت محیط لیترمیلی 50 حاوی هایارلن به کشت پیش محیط لیترمیلی 5 و 5/2 ،5/0 ریمقاداساس مقالات،  بر د،یگرد( تریلیلیم

 و شده تولید زیستی پلیمر میزان سپس. نمود ایجاد( حجمی/حجمی) %10 و %5 ،%1 معادل غلظتی ترتیب به که یافت انتقال تولید

 .گردید ارزیابی و گیریاندازه تولید وریبهره

 

 تولید کشت محیط به آلکانوات هیدروکسیپلی تولید محرک ترکیبات افزودن تاثیر بررسی

 پلیمر تولید افزایش باعث کشت، محیط ترکیب به اتانول و سدیم استات چون ترکیباتی افزودن که دهدمی نشان منابع بررسی

 مسیر و ساخته متوقف را باکتری رشد تواندمی کشت محیط در اتانول وجود که است این شده مطرح تئوری علت. شودمی زیستی

 به توجه با. است سلول در TCA چرخه کننده مهار نیز استات سدیم. رود پیش بیشتری سرعت با زیستیپلیمر تولید بیوشیمیایی

 هنگام بنابراین. دارد وجود رقابت پلیمر تولید مسیر و کربس چرخه بین کوآ استیل از استفاده در ها،باکتری در PHA سنتز مسیر

 بصورت ماده دو این تاثیر لذا. یابد می افزایش PHA تولید و شودمی مهار کربس چرخه کشت، محیط در اضافی استات سدیم وجود

 به لیتر بر لیترمیلی 10 و 1 هایغلظت در اتانول و لیتر بر گرم 2 و 1/0 غلظتهای در سدیم استات. گرفت قرار بررسی مورد جداگانه

 آماری مقایسه بود بررسی مورد ماده فاقد که بلانک نمونه با حاصل آلکانوات هیدروکسیپلی تولید میزان و افزوده کشت هایمحیط

 .گردید
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 صنعتی کشت محیط در پلیمر تولید وریبهره بر هوادهی میزان اثر بررسی

 میزان و شدند داده قرار دقیقه بر دور 200 و 120 متفاوت دورهای با شیکردار انکوباتور در صنعتی کشت محیط حاوی هایارلن

 .گرفت قرار بررسی مورد شده تولید زیستی پلیمر

 

 سلولی بالا تراکم با کشت روش با زیستی پلیمر تولید سازی بهینه

 در شاتیآزما انجام لیدل بهقرار گرفت.  یمورد بررس دیتول یوربالا بر بهره یکشت با تراکم سلول ریتاث ق،یمرحله از تحق نیا در

 از مراحل، هیکل در نیبنابرا. نبود سریم بالا یسلولکشت با تراکم  کیتکن یابیجهت ارز مداوم یدهخوراك طیشرا جادیا امکان ارلن،

 نیا ریتاث زانیم د،یکشت جد طیبه شرا یو سپس با انتقال توده سلول دیگرد استفاده قبل مراحل یط شده یسازنهیبه کشت طیمح

 شد.  دهیسنج PHBV دیتول یروش بر بهره ور

 

 تازه یصنعت کشت طیمح به یسلول توده انتقال زمان ریتاث یبررس

 ،(1)شکل  DM9 یکشت ساختگ طیمح در رشد مختلف یفازها در یستیز مریپل دیتول و یباکتر رشد یمنحن به توجه با

 50 در افتهیرشد یسلول توده کل منظور، نیا به. شد یبررس تازه یصنعت کشت طیمح به حاصل یسلول توده انتقال زمان نیبهتر

 فاز اواسط و( 12)ساعت  یتمیلگار فاز یانتها ،(6)ساعت  یتمیلگار فاز یابتدا زمان سهدر  یاکشت پساب نشاسته طیمح تریلیلیم

افزوده  تازه ولی مشابه صنعتی کشت لیتر محیطمیلی 50 به لیاستر طیشرا در وشد  یگذاررسوب وژیفیسانتر با(، 27)ساعت  سکون

 .گردید مقایسه زیستیپلاستیک تولید وریبهره میزان بر آن تاثیر و شد

 

 DM9 یکشت ساختگ طیمح در یبررسمورد  B. cereusزیستی توسط سویه : نمودار رشد و تولید پلیمر1شکل 
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 تولید وریبهره میزان بر کشت پیش محیط نوع تاثیر بررسی

 تولید مرحله از قبل هاسلول نمودن فعال جهت کشت پیش محیط نوع دو کشت، پیش محیط نوع تاثیر میزان بررسی منظور به

 مشابه اینشاسته پساب محیط دیگری و ،Nutrient broth محیط  هاآن از یکی. گرفت قرار مطالعه مورد صنعتی کشت محیط در

 .گرفت قرار مقایسه و بررسی مورد نتایج و محاسبه تولید وریبهره و پلیمر تجمع درصد سپس. است تولید کشت محیط با

 

 تولید وریبهره میزان بر شده منتقل سلولی توده غلظت تاثیر بررسی

 میزان گیریاندازه با و اضافه تولید صنعتی کشت محیط به 1:2 و 1:1 ،2/1:1 متفاوت نسبت 3 با سلولی توده مرحله، این در

رشد  سلولی توده کل 1:1 نسبت برای. گردید محاسبه سلولی غلظت بهترین یکبار، ساعت 3 زمانی فواصل در زیستی پلیمر تولید

 برای و شد اضافه تازه اینشاسته پساب کشت میلی لیتر محیط 50 به و گذاریرسوب اولیه، کشت لیتر محیطمیلی 50یافته در 

 محیط به آسپتیک شرایط در هاآن سلولی توده و گذاریرسوب کشت، محیط حجم برابر دو و نصف ترتیب به 2 و 2/1 هاینسبت

 .گردید محاسبه زیستیپلاستیک تولید وریبهره افزایش بر آن اثر و افزوده تازه ولی مشابه صنعتی کشت

 

  آلکانواتهیدروکسیپلی استخراج روش

 سپس .شد گذاریرسوب دقیقه 15 مدت به دقیقه در دور 7000 با سانتریفیوژ در نمونه حاوی کشت محیط لیترمیلی 50ابتدا 

 دمای در ساعت یک مدت به و اضافه شده باکتری رسوب به( 10 با برابر pH با فعال کلر %5) سدیم هیپوکلریت محلول لیترمیلی 10

 رسوب و سانتریفیوژ دقیقه 15 مدت به دقیقه در دور 7000 سرعت با سپس محلول حاصل. شد گرماگذاری سلسیوس درجه 37

 سانتریفیوژ مرحله هر پایان در و شسته مطلق اتانول لیترمیلی 20و  استون لیترمیلی 20جوش،  لیتر آبمیلی 30 با ترتیب به باکتری

 در و شد حل آب: متانول: کلروفرم از 1: 3: 7 نسبت با محلولی در حاصل رسوبات در ادامه. (Law & Slepecky, 1961)شدند 

 تری) لایه سه محلول یک سانتریفیوژ، از پس. (Hahn et al., 1993) شد گرماگذاری ساعت دو مدت به سلسیوس درجه 37 دمای

 در و جدا کلروفرم قسمت(. 2 شکل) آمد دست به کلروفرم محلول زیرین لایه و سلولی بقایای مرکزی لایه آب، بالایی لایه با( فازیک

 دست به آلکانواتهیدروکسیپلی از رنگ سفید فیلم یک کلروفرم، کامل تبخیر از پس. شد داده قرار سلسیوس درجه 55 دمای با آون

  گرفت. قرار بررسی مورد کروتونونیک اسید سنجش روش با شده تولید زیستی پلیمر غلظت تعیین برای که آمد
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 و سلولی بقایای مرکزی لایه: b آب، بالایی لایه: a. پلیمر استخراج فرآیند طی( فازیک تری) لایه سه محلول تشکیل: 2 شکل

c :است کلروفرم محلول زیرین لایه 

 

  وزن خشک سلولی گیریاندازه

دقیقه  15دور در دقیقه به مدت  7000وژ یکشت تولید با سانتریف لیتر محیطمیلی 10برای تخمین وزن خشک سلولی، 

درجه سلسیوس در آون خشک شد تا وزن ثابت  55گذاری شد. پس از سه بار شستشو با آب مقطر، رسوب باکتریایی در دمای رسوب

 .(Pal et al., 2002) حاصل شود

 

  کروتونونیک اسید روش از استفاده با آلکانواتهیدروکسیپلی گیریاندازه

 این اساس. نمود گیریاندازه اسپکتروفتومتری روش از استفاده با توانمی را هاهنمون در آلکانواتهیدروکسیپلی پایین غلظت

 اسید نوری جذب. است حرارت و غلیظ سولفوریک اسید از استفاده با کروتونونیک اسید به آلکانواتهیدروکسیپلی تبدیل پایه بر روش

 به غلیظ سولفوریک اسید لیترمیلی 10 خلاصه، طوربه. شد گیریاندازه فرابنفش-مرئی اسپکتروفتومتر وسیله به حاصل کروتونیک

 شد داده قرار گرم آب حمام یک در سلسیوس درجه 100 در دقیقه 10 مدت به و اضافه شده استخراج هایآلکانواتهیدروکسیپلی

 اسید که بلانک محلول برابر در نانومتر 235 در محلول جذب سپس. گیرد انجام کروتونیک اسید به آلکانواتهیدروکسیپلی تبدیل تا

 (.Law & Slepecky, 1961) شد گیریاندازه بود جوشیده سولفوریک

 مقادیربه این منظور شد. ترسیم خالص شرکت سیگما  اتبوتیرکسیروهیدپلیده از ستفاابا  سنجش اردستاندا منحنیچنین هم

ها در جذب نمونهحل، اسید سولفوریک غلیظ و داغ  لیترمیلی 10 ات استاندارد دربوتیرکسیروهیدپلی میکروگرم( 100 تا 0) مختلف

 (.3گیری و منحنی استاندارد رسم گردید )شکل نانومتر اندازه 235
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سید اکه توسط ات بوتیرکسیروهیدیر مشخص پلیدمقااز سید حاصل اتونیک روکری نوب جذارد و ستاندا: منحنی 3شکل 

 نداهلیز شدروغلیظ هیدیک رسولفو

 

 آلکانواتهیدروکسیوری تولید پلیو بهره پلیمر گیری درصد تجمعاندازه

توسط  های جداسازی شدهاز تک تک جدایه استخراج شده یهاآلکانوات، پلیمرهیدروکسیپلیتولید  اییتوانبرای سنجش کمی

آلکانوات هیدروکسیآلکانوات بر اساس نسبت پلیهیدروکسیو درصد تجمع پلیقرار گرفت و  روش کروتونیک اسید مورد ارزیابی

آلکانوات در هیدروکسیوری نیز با محاسبه نسبت تجمع پلیمحاسبه شد. میزان بهره (1)تولیدی در وزن خشک سلولی طبق رابطه 

 . دست آمده ب (2)هر ساعت مطابق رابطه 

 

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

وزن خشک سلولی )گرم(
 ×  (1رابطه )    𝟏𝟎𝟎

 

=بهرهوری
وزن خشک پلیمر استخراج شده )گرم(

زمان )ساعت(
 (2رابطه )      
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 آنالیزها نتایج تحلیل و تجزیه

 تکرار، سه با بررسی مورد آزمایشات کلیه. گردید استفاده 16 نسخه SPSS آماری افزارنرم از هاداده تحلیل و تجزیه منظور به

 زوج مقایسه انجام برای همچنین،. گرفت قرار تحلیل و تجزیه مورد( one-way ANOVA) طرفه یک واریانس تجزیه از استفاده با

 .شد استفاده p >05/0 داریمعنی سطح در( Duncan) دانکن ایدامنه چند آزمون از هامیانگین

 

 و بحث نتایج

بود، به در تحقیقات قبلی غربالگری شده که  ایپساب نشاستهشده از ی جداساز سرئوس باسیلوسسویه در تمامی آزمایشات، 

والرات -کو-انتخاب شد. پلی هیدروکسی آلکانوات تولید شده نیز به عنوان کوپلیمر پلی هیدروکسی بوتیرات مورد بررسیسویه عنوان 

 دسته این وسیع جایگزینی زیستی، پلیمر تولید فرایند بالای هزینه دلیل به آنجاییکه از. (Sinaei et al., 2021)شناسایی شده بود 

 قیمتارزان کربن منبع یافتن برای تلاش و است نشده پذیرامکان تاکنون نفتی ترکیبات پایه بر شده تولید هایپلاستیک با هاپلیمر از

 بعنوان نشاسته پساب از پژوهش این در دارد، ادامه همچنان است زیستی هایپلاستیک شده تمام هزینه بودن بالا عامل ترینمهم که

 فراوان، آلی مواد بودن دارا دلیل به دیگر طرف از و بوده ارزان بسیار طرف یک از هاپساب این. است شده استفاده انرژی و کربن منبع

 چون مفیدی ترکیبات به را آلی مواد این توانندمی راحتیبه هاباکتری ولی کنندمی ایجاد فراوانی محیطی زیست مشکلات

 نیتروژن به کربن بالای نسبت که نمود ثابت 2015 سال در همکارانش و Ahn تحقیقات. نمایند تبدیل ها آلکانواتهیدروکسیپلی

. (Ahn et al., 2015)کند می مهیا باکتری توسط زیستی پلیمر سازیذخیره و تولید برای مناسبی شرایط هافاضلاب و پسماندها در

 نفتی هایپلاستیک صنایع پساب روی بر Pseudomonas putida باکتری رشد با 2007 سال در همکاران و Goff آن، از پیش

. (Goff et al., 2007) کنند تولید آلکانواتهیدروکسیپلی سلولی، خشک ماده %42 میزان به توانستند دهیخوراك سازی بهینه و

 هایباکتری کمک با و لبنی صنایع پساب در تولیدی زیستی پلیمر غلظت که داد نشان 2010 سال در Chiampo و Bosco نتایج

 فعال لجن هایباکتری رشد با 2020 سال در Yuan. (Bosco & Chiampo, 2010) است لیتر بر گرم 5/0 از کمتر فعال لجن

این در حالی است  .(Yuan et al., 2020) یافت دست هاسلول خشک وزن %15 میزان با زیستی پلیمر تولید به شهری پساب در

ای مورد بررسی در محیط کشت پساب نشاسته B.cereusوالرات تولید شده توسط سویه -کو-که غلظت کوپلیمر هیدروکسی بوتیرات

بنابراین  .(Sinaei et al., 2021)وزن خشک سلولی( است  %5/59) لیتر در گرم 07/3با سازی، برابر بدون اعمال شرایط بهینه

 قیمت پساب دارا است.زیستی در محیط ارزانسویه غربال شده دارای توانایی بالایی جهت تولید پلیمر
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 برمن-عوامل موثر بر بهینه سازی تولید پلیمر زیستی با روش پلاکت

 4به منظور دستیابی به محیط کشت بهینه، عوامل موثر با روش پلاکت برمن مورد ارزیابی قرار گرفتند. همانگونه که در شکل 

توان به نمی RSMدهد که با روش گذاری محیط کشت عامل موثر است. این نتایج نشان میقابل مشاهده است فقط عامل رسوب

اسبه شده محیط کشت صنعتی مورد استفاده دست یافت. به همین منظور و به دلیل اینکه میزان تولید بالاتری نسبت به شرایط مح

ها وجود دارد، تمامی عوامل مورد بررسی به روش محیط کشت مورد استفاده محیطی کمپلکس بوده و احتمال برهم کنش بین عامل

 تک عاملی نیز مورد ارزیابی قرار گرفتند.

  

 

 عوامل تاثیرگذار بر بهینه سازی تولید پلیمر زیستی: نمودار پرتو و 4شکل 

 

 نسبت کربن به نیتروژن در محیط کشت صنعتی بررسی تاثیر

گردد، نسبت سازی پلیمر زیستی در شرایط محدودیت نیتروژن و وجود مقدار کافی کربن القا میاز آنجایی که تولید و ذخیره

ای در مراحل مختلف سازی تولید پلیمر زیستی موثر باشد. نتایج آنالیز پساب نشاستهتواند بر بهینهبالای کربن به نیتروژن می

دهد که جداسازی رسوب تاثیر بسزایی بر کاهش میزان نیتروژن موجود در محیط کشت دارد. این نتایج در گذاری نشان میرسوب

های کشت مذکور مقایسه گردید. در محیط B. cereusنمایش داده شده است. در مرحله بعد میزان رشد و تولید سویه  2جدول 

گذاری کامل شود که حاصل رسوبکربن به نیتروژن حاصل می 1به  6نتایج نشان داد  بهترین شرایط تولید در محیط کشت با نسبت 

 قابل مشاهده است.  2ای است. نتایج حاصل در جدول پساب نشاسته
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 گذاریدر شرایط مختلف رسوب کشت صنعتی محیطارزیابی میزان کربن و نیتروژن  : 2جدول 

 

 

 

 

 

 کشت صنعتی در محیط مورد بررسی سویهوری تولید توسط درصد تجمع پلیمر زیستی و بهره :3جدول 

 یکدیگر ندارند.داری با اختلاف معنی %5های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح احتمال میانگین

 

هیدروکسی آلکانوات دارا است. نکته جالب توجه گذاری تاثیر معنی داری بر میزان تولید پلیرسوب، 3بر اساس نتایج جدول 

گذاری کامل مشابه است درحالیکه بین میزان گذاری جزئی نیز میزان رشد سلولی با شرایط رسوباینجاست که در شرایط رسوب

تواند موید این مساله باشد که شرایط مناسب برای داری وجود دارد. این نتایج میر این دو شرایط اختلاف معنیزیستی دتولید پلیمر

وری تکثیر سلول و تولید پلیمر زیستی توسط سویه مورد بررسی یکسان ناست. از آنجاییکه عامل مورد مقایسه در صنایع میزان بهره

 ایپساب نشاسته )گرم در لیتر(نیتروژن کل  )گرم در لیتر(قند کل 

 گذاریبدون رسوب 6/0±3/21 3/0±1/19

 گذاری جزئیرسوب 3/0±7/11 4/0±4/18

 گذاری کاملرسوب 4/0±9/2 3/0±1/18

وری )گرم بر لیتر بهره

 در ساعت(

درصد 

تجمع 

پلیمر 

 زیستی

 ساعت()نزما

آلکانوات هیدروکسیپلی

)گرم در  تولید شده

 لیتر(

وزن خشک 

)گرم در  سلول

 لیتر(

پساب 

 اینشاسته

a0010/0±700/0 71/29 39 a022/0±268/0 a006/0±902/0 
بدون 

 گذاریرسوب

b00070/0±0396/0 84/20 30 b041/0±891/1 b071/0±226/5 
گذاری رسوب

 جزئی

c0001/0±1459/0 49/59 21 c032/0±650/3 b063/0±152/5 
گذاری رسوب

 کامل
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گذاری کامل به عنوان بهترین محیط برای ه در واحد زمان است، بنابراین شرایط رسوبتولید یعنی مقدار پلیمر زیستی تولید شد

گردد. قابل توضیح است که در تمام موارد ذکر شده، آزمون دانکن اختلاف معنی داری را در سطح معنی مراحل بعدی انتخاب می

 ها نشان داد. وریبین میانگین بهره  (P value < 0.05)درصد 5داری 

های مناسب بودن محیط کشت پساب نشاسته جهت رشد باکتری توان چنین استنباط نمود که یکی از علتتوجه به نتایج میبا 

Bacillus cereus، نسبت C/N  این محیط کشت است. عاملC/Nهیدروکسی ، یکی از عوامل مهم موثر بر میزان تولید پلی

 که بود 1به  6 حدود با نسبت در C/Nدارای  شده تیمار ایپساب نشاسته 2آلکانوات است. در این تحقیق، بر اساس نتایج جدول 

 Mohapatra)شده است پیشنهاد محققان توسط که بود باسیلوس جنس باکتریایی در PHB تولید به بهترین نسبت برای نزدیک

et al., 2015) .به و شده زیستی تجزیه هاباکتری توسط که علاوه بر این پساب نشاسته حاوی مقادیر بالایی مواد آلی است PHA 

 به را ماده این که است یافته کاهش قندهای زیادی مقادیر حاوی نشاسته پساب شد، داده توضیح قبلا  که همانطور. شوندمی تبدیل

 مناسب COD / BOD نسبت دارای شده گذاریرسوب پساب همچنین،. کندمی تبدیل تخمیر فرایندهای برای ارزش با محیطی

 صنعت فاضلاب در Bacillus sp. NG220 که داد نشان همکارانش و Bhuwalنتایج تحقیقات . بود میکروبی رشد برای( 57/4)

 ,.Bhuwal et al) تولید کند PHB لیتر در گرم 951/3 تواندساعت، می 72 در 5تا  9/3بین  COD / BOD نسبت با مقوا

 ساعت 21 در( لیتر در گرم 07/3وزن خشک سلولی و غلظت  %60تولیدی، )حدود  PHA میزان حداکثر حاضر، مطالعه در. (2014

غربال شده در محیط   B. cereusسویه  وریبهره بنابراین،(. 3 جدول) آمد بدست شده گذاریرسوب ایپساب نشاسته از استفاده با

 .است همکاران و Bhuwalگزارشات  از بیشتر برابر 3 کشت صنعتی مورد بررسی، تقریبا 

 

 رقت محیط کشت صنعتی بررسی تاثیر

هیدروکسی از آنجایی که میزان دسترسی باکتری به ترکیبات محیط کشت تاثیر مستقیمی بر رشد سلولی و تولید پلی

زیستی مربوطه، سه غلظت مختلف مورد ارزیابی آلکانوات دارد، به منظور دستیابی به غلظت بهینه محیط کشت جهت تولید پلاستیک

 شود.  نمایش داده می 4قرار گرفت. نتایح در جدول 
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 کشت صنعتی محیطهای مختلف غلظتدر  مورد بررسی سویهوری تولید توسط درصد تجمع پلیمر زیستی و بهره: 4جدول 

 

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح احتمال میانگین

دهد، ( با نمونه اولیه رقیق نشده نشان می%25و  %50ای)های رقیق شده پساب نشاستهگونه که مقایسه نتایج نمونههمان

آلکانوات دارا است. احتمالا وجود ترکیبات خاص در پساب نشاسته و حتی هیدروکسی داری بر میزان تولید پلیسازی تاثیر معنیرقیق

هیدروکسی آلکانوات غلظت بالای قند در محیط کشت پساب نشاسته بدون رقیق سازی مانعی برای رشد سلولی و تولید حداکثری پلی

های داری بین رقتاست که اختلاف معنیگردد. نکته مورد توجه این این ممانعت برطرف می %50است که با رقیق سازی به میزان 

تر محیط کشت ویژگی به حساب می آید، شود و از آنجاییکه جهت تولید در مقیاس صنعتی، غلظت پایینمشاهده نمی %25و  50%

 به عنوان بهترین رقت برای مراحل بعدی انتخاب گردید.  %25بنابراین رقت 

 

 نسبت حجم محیط کشت صنعتی به حجم کل ظرف بررسی تاثیر

لیتر جهت دستیابی به بهترین نسبت حجم محیط کشت به حجم ارلن میلی 100و  50، 25در این مرحله سه حجم مختلف 

 توضیح داده 5ها دارا است. نتایج این بررسی در جدول مورد بررسی قرار گرفت. این عامل تاثیر مستقیمی بر میزان هوادهی نمونه

 شده است.

 

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع 

پلیمر 

 زیستی

 نزما

 ساعت()

آلکانواهیدروکسیپلی

)گرم در  ت تولید شده

 لیتر(

وزن خشک 

)گرم در  سلول

 لیتر(

 اینشاستهپساب 

a0010/0±8850/0 80/51 24 a230/0±123/2 

a031/0±90

8/4 
 رقیق سازیبدون

b0001/0±143/0 05/58 21 b051/0±050/3 

b071/0±17

6/5 
 %50رقت 

b00009/0±1462/

0 
51/59 21 b044/0±720/3 

b063/0±16

2/5 
 %25رقت 
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 کشت صنعتی محیطنسبتهای مختلف در  مورد بررسی سویهوری تولید توسط درصد تجمع پلیمر زیستی و بهره :5جدول 

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5احتمال های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح میانگین

 

ای به حجم محیط کشت پساب نشاسته 10به  1و  5به  1های وری در نسبتدهد بهرهنشان می 5همانگونه که جدول 

 1سبت هیدروکسی آلکانوات در نتواند هوادهی کافی جهت تولید پلیدهد. دلیل این امر میداری نشان نمیحجم ارلن اختلاف معنی

باشد. هوادهی بالاتر سرعت رشد سلولی را افزایش داده است ولی روی میزان تولید پلیمر تاثیری نداشته است. از طرف دیگر،  5به 

نشان  4های جدول دهد. بررسی دادهاختلاف معنی داری نشان می 5/2به  1ها با نسبت وری این نسبتمقایسه نتایج میزان بهره

ای به حجم ارلن، نسبت پایینی بوده که منجر به هوادهی ناکافی برای حجم محیط کشت پساب نشاسته 5/2 به 1دهد که نسبت می

 1زیستی شده است. بنابراین با توجه به اینکه نسبت چنین کاهش میزان تولید پلیمرو در نتیجه پایین آمدن نرخ رشد سلولی و هم

گردد و بصرفه اقتصادی ناست، در این پژوهش های جانبی تولید میتن هزینه، منجر به کاهش حجم محیط کشت موثر و بالارف10به 

 برابری ظرف به محیط کشت به عنوان نسبت بهینه تعیین گردید. 5نسبت 

 

 درصد تلقیح محیط پیش کشت به محیط کشت صنعتی بررسی تاثیر

های شد. به همین منظور در مرحله انتقال سلولوری تولید سنجیده در این قسمت از پژوهش تاثیر میزان مایه تلقیح بر بهره

درصد از این محیط به محیط  10و  5، 1در حال تقسیم از محیط پیش کشت به محیط کشت تولید، درصدهای مختلف حجمی 

 نمایش داده شده است. 5کشت صنعتی تلقیح گردید. نتایج این بررسی در جدول 

 

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع 

پلیمر 

 زیستی

 ساعت()نزما
آلکانوات هیدروکسیپلی

 )گرم در لیتر( تولید شده

وزن خشک 

)گرم در  سلول

 لیتر(

حجم نسبت 

پساب 

ای به نشاسته

 حجم ارلن

a0020/0±7310/0 66/55 24 a032/0±754/1 a042/0±151/3 1  5/2به 

b0001/0±1471/0 86/59 21 b051/0±90/3 b031/0±162/5 1  5به 

b0002/0±1467/0 49/59 21 b045/0±790/3 b050/0±235/5 1  10به 



 ...الراتو-کو-هیدروکسی بوتیراتزیستی پلی پلیمر تولید سازیبهینه بر موثر عوامل بررسی /84

 

درصدهای مختلف تلقیح از محیط پیش  در مورد بررسی سویهوری تولید توسط درصد تجمع پلیمر زیستی و بهره :6جدول 

 کشت صنعتی محیطکشت به 

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5احتمال های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح میانگین

 

داری بین درصدهای مختلف تلقیح محیط پیش کشت وجود نداشته و این دهد که اختلاف معنینشان می 6نتایج جدول 

لی باکتری تواند بعنوان عامل موثر مورد توجه قرار گیرد. دلیل این مساله سرعت بالای رشد و پایین بودن زمان تکثیر سلوعامل نمی

Bacillus cereus  شود. بنابراین این اختلاف غلظت در مدت دقیقه دو برابر می 18است. تعداد این باکتری در مدت زمان حدود

 کند.هیدروکسی بوتیرات آن تاثیر قابل توجهی ایجاد نمیکوتاهی جبران شده و در روند تولید پلی

 

 تولید پلیمر زیستی با افزودن ترکیبات محرک تولید به محیط کشت بررسی تاثیر

در این مرحله تاثیر افزودن ترکیباتی که در سایر مقالات بعنوان ترکیبات موثر بر افزایش تولید اشاره شده است، مورد بررسی 

وری مورد ر آن بر میزان تولید و بهرههای مختلف به محیط کشت تولید اضافه شده و اثقرار گرفت. اتانول و استات سدیم با نسبت

 مطالعه قرار گرفت.

 

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع پلیمر 

 زیستی

 نزما

 ساعت()

آلکانوات هیدروکسیپلی

 )گرم در لیتر( تولید شده

 وزن خشک سلول

 )گرم در لیتر(

درصد تلقیح از 

محیط پیش 

کشت به محیط 

 کشت تولید

a0002/0±1469/

0 
70/59 21 a062/0±850/3 

a042/0±167/

5 
1 

a0001/0±146/0 25/59 21 a053/0±670/3 

a035/0±176/

5 
5 

a0002/0±1466/

0 
63/59 21 a043/0±780/3 

a054/0±161/

5 
10 
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 بررسی اثر افزودن ترکیبات اضافی به محیط کشت صنعتی بر میزان تولید پلیمر زیستی :7جدول 

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح احتمال میانگین

وری تولید پلیمر زیستی مورد داری بر میزان تولید یا بهرهمعنیدهد افزودن ترکیبات افزودنی تاثیر نشان می 7نتایج جدول 

بررسی نداشته است. البته افزودن استات سدیم تا حدی بر میزان تکثیر سلول باکتری موثر بوده و میزان وزن خشک سلولی را افزایش 

 Mothesاست. این مشاهدات با نتایج تحقیقات هیدروکسی والرات مورد بررسی نداشته داده است ولی تاثیر مثبتی بر میزان تولید پلی

تواند به این دلیل باشد که محیط کشت مورد بررسی کمپلکس بوده و دارای ترکیبات و همکاران همخوانی ندارد که دلیل آن می

نیاز به  قیمت. بنابراین این نتایج موید این موضوع است که این محیط کشت صنعتی ارزان(Mothes et al., 1997)زیادی است 

شمار این مواد افزودنی نداشته و احتمالا ترکیبات مشابهی در محیط مورد بررسی وجود دارد که از مزایای این محیط کشت صنعتی به

نشان داد که ترکیباتی چون اتانول که با اعمال اثر   و همکاران Mothesو همکاران و  Andersonنتایج می آید. از طرف دیگر 

توانند موثر باشند که تولید پلیمر هیدروکسی آلکانوات را تقویت می کنند فقط زمانی مییر سلولی، مسیر سنتز پلیمهاری خود بر تکث

هیدروکسی آلکانوات وابسته به رشد بوده های رشد و تولید سویه مذکور، سنتز پلیهمراه رشد سلولی اتفاق نیافتد. با توجه به منحنی

 (Anderson & Dawes, 1990., Mothes et al., 1998)نتایج حاصل قابل انتظار است و با توجه به غنی بودن محیط کشت

. 

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع پلیمر 

 زیستی

 نزما

 ساعت()

آلکانوات هیدروکسیپلی

 )گرم در لیتر( تولید شده

خشک وزن 

)گرم  سلول

 در لیتر(

 ماده افزودنی مقدار

a0002/0±146

6/0 
49/52 21 a033/0±80/3 

a042/0±868/

5 

1/

0 

استات سدیم 

 )گرم بر لیتر(

a0001/0±146

5/0 
6/49 21 a043/0±770/3 

b033/0±204/

6 
2 

استات سدیم 

 )گرم بر لیتر(

a0002/0±145

9/0 
27/59 21 a034/0±650/3 

c035/0±171/

5 
1 

لاتانول)میلی

 یتر بر لیتر(

a0002/0±146

2/0 
50/59 21 a045/0±720/3 

c054/0±163/

5 
10 

لاتانول)میلی

 یتر بر لیتر(
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 وری تولید پلیمر در محیط کشت صنعتیبررسی تاثیر میزان هوادهی بر بهره

وری تولید پلیمر زیستی، هوادهی بالاتر بعنوان عامل موثر احتمالی مورد بررسی قرار گرفت. به منظور افزایش میزان بهره

 نمایش داده شده است.  8نتایج در جدول 

 

 بررسی اثر هوادهی بر میزان تولید پلیمر زیستی :8 جدول

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5احتمال های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح میانگین

 

داری بر افزایش سرعت تکثیر سلولی دارا است ولی بر افزایش دهد که افزایش هوادهی تاثیر معنینشان می 8نتایج جدول 

استفاده، عامل هوادهی داری ندارد. بنابراین با توجه به سویه منتخب و محیط کشت صنعتی مورد وری آن اثر معنیدرصد تولید و بهره

 تواند بعنوان عامل موثر انتخاب گردد.نمی

 

  بهینه سازی تولید پلیمر زیستی در سویه برتر با روش کشت با تراکم سلولی بالا

 تازه صنعتی کشت محیط به سلولی توده انتقال زمان تاثیر بررسی

، در فازهای مختلف رشد و تولید پلیمر زیستی B. cereus منحنی رشد باکتریدر این بخش از تحقیق حاضر، به کمک 

بهترین زمان انتقال توده سلولی حاصل به محیط کشت صنعتی تازه بررسی شد. به این منظور، انتقال توده سلولی در سه زمان ابتدای 

و اثر آن بر افزایش گذاری و در شرایط آسپتیک به محیط کشت تازه منتقل فاز لگاریتمی، اواسط فاز لگاریتمی و فاز سکون رسوب

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع 

پلیمر 

 زیستی

آلکانوات هیدروکسیپلی ساعت()نزما

 )گرم در لیتر( تولید شده

وزن خشک 

)گرم در  سلول

 لیتر(

دور بر 

 دقیقه

a0003/0±1463/0 41/59 21 a043/0±720/3 a042/0±171/5 120 

a0004/0±1468/0 37/55 21 a051/0±830/3 

b053/0±568/

5 
200 
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جهت بررسی انتخاب  27و  12، 6های زیستی، مورد مطالعه قرار گرفت. با توجه به نمودار رشد باکتری، ساعتوری تولید پلاستیکبهره

 نمایش داده شده است. 9ها به محیط کشت صنعتی تازه در جدول گردید و نتایج حاصل از انتقال سلول

 B. cereusوری تولید پلیمر زیستی در سویه تاثیر زمان اعمال روش کشت با تراکم سلولی بالا بر درصد تجمع و بهره :9 جدول

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5هر ستون در سطح احتمال های دارای حروف مشترك در میانگین

 

های جوان )قبل از ورود به فاز سکون( به محیط کشت تازه بسیار موثر دهد که اولا روش انتقال سلولنشان می 9نتایج جدول 

و   Bourqueنتایج با مشاهدات  شود. اینهیدروکسی آلکانوات تولید شده میاست و باعث افزایش وزن خشک سلولی و میزان پلی

های فاز لگاریتمی دهد که این تاثیر بر سلول. مقایسه سایر نتایج نشان می(Bourque et al., 1995)همکارانش کاملا منطبق است 

است، اثر افزایشی  نظر نیززیستی در سویه موردها در این فاز که دقیقا زمان تولید و ذخیره سازی پلیمربسیار بیشتر بوده و انتقال سلول

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع پلیمر 

 زیستی

 نزما

 ساعت()

آلکانوات هیدروکسیپلی

 )گرم در لیتر( تولید شده

وزن خشک 

)گرم  سلول

 در لیتر(

 زمان

a0200/0±1513/0 15/59 21 a420/0±177/3 5/371±0/033a 

ابتدای فاز 

 لگاریتمی

)ساعت 

6) 

b0300/0±1851/0 03/72 24 b440/0±443/4 b045/0±168/6 

اواسط فاز 

 لگاریتمی

)ساعت 

12) 

c0200/0±1028/0 16/50 27 c400/0±778/2 c037/0±538/5 

فاز 

 سکون

)ساعت 

27) 
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زیستی تولید وزن خشک سلولی را پلیمر %70وری آن داشته است. تا جایی که بیش از زیستی و بهرهموثری بر میزان تولید پلاستیک

های باسیلوس مورد بررسی به محیط کشت صنعتی تازه، فاز لگاریتمی رشد شده تشکیل داده است. بنابراین بهترین زمان انتقال سلول

 است.

 وری تولیدبررسی تاثیر غلظت توده سلولی منتقل شده بر میزان بهره

به محیط کشت صنعتی تولید اضافه و با  1:2و  1:1، 2/1:1 نسبت متفاوت 3با  سلولی محدوده وسیعی از توده در این مرحله،

 سلولی محاسبه گردید.وری، بهترین غلظت گیری میزان تولید پلیمر زیستی در فواصل زمانی و محاسبه بهرهاندازه

 B. cereusزیستی در سویهوری تولید پلیمرتاثیر نسبت توده سلولی منتقل شده بر درصد تجمع و بهره :10 جدول

 داری با یکدیگر ندارند.معنیاختلاف  %5های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح احتمال میانگین

 

توده سلولی انتقال یافته از محیط کشت تولید اولیه به محیط کشت تازه، تاثیر  نسبتدهد که نشان می 10نتایج جدول 

های محیط کشت اولیه، به دلیل پایین بودن غلظت وری تولید دارد. در شرایط انتقال نیمی از سلولداری بر روی میزان بهرهمعنی

گردد )ساعت ها در محیط کشت تازه شروع به تکثیر نموده و این مساله باعث تاخیر در زمان تولید حداکثری پلیمر میی، سلولسلول

وری ساعت به حداکثر تولید و بهره 24های باکتری در مدت گردد، سلولاعمال می 1:1(. این در حالی است که هنگامی که نسبت 32

(، زمان تولید 1:2رسد. نکته جالب توجه این است که در نسبت تلقیح بالاتر )های دیگر دارا است، میکه اختلاف معنی داری با نسبت

دهد که با وجود وزن خشک بالاتر، تواند غلظت بالای سلولی باشد. از طرف دیگر، نتایج نشان میحداکثری پایین آمده که دلیل آن می

ها پس از نامساعد شدن شرایط رشد محیط کشت، از دهد باکترینتایج نشان می تری حاصل شده است. ایندرصد تجمع پلیمر پایین

ها ، غلظت بالای سلولی باعث شده است که سلول1:2کنند. بنابراین در نسبت پلیمر ذخیره شده بعنوان منبع کربن استفاده می

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع 

پلیمر 

 زیستی

 ساعت()نزما
آلکانوات هیدروکسیپلی

 )گرم در لیتر( تولید شده

وزن خشک 

)گرم در  سلول

 لیتر(

نسبت 

توده 

 سلولی

a0300/0±1200/0 47/68 32 a310/0±842/3 5/611±0/042a 2/1:1 

b0200/0±1857/0 44/72 24 b430/0±458/4 b053/0±154/6 1:1 

c0300/0±1611/0 25/50 21 c410/0±384/3 c040/0±733/6 1:2 
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انگین تولید و درصد تجمع پلیمر گردد. بنابراین تر وارد فاز سکون تولید شده و همزمانی تولید و مصرف پلیمر باعث کاهش میسریع

 است.1:1های باسیلوس مورد بررسی به محیط کشت صنعتی تازه، نسبت بهترین غلظت انتقال سلول

 

 وری تولیدبررسی تاثیر نوع محیط پیش کشت بر میزان بهره

ها تر رفته و دو نوع محیط پیش کشت جهت فعال نمودن سلولبه منظور ارزیابی تاثیر نوع محیط پیش کشت، یک مرحله عقب

ای مشابه ، و دیگری محیط پساب نشاستهNutrient brothها محیط قبل از ورود به مرحله تولید مورد مطالعه قرار گرفت. یکی از آن

 ده است.نمایش داده ش 10وری تولید در جدول محیط کشت تولید است. نتایج درصد تجمع پلیمر و بهره با

 

 B. cereusوری تولید پلیمر زیستی در سویه تاثیر نوع محیط پیش کشت بر درصد تجمع و بهره :11 جدول

 داری با یکدیگر ندارند.اختلاف معنی %5های دارای حروف مشترك در هر ستون در سطح احتمال میانگین

 

دارای توانایی تولید بالاتری نسبت  Nutrient brothهای رشد یافته در محیط پیش کشت دهد که سلولنتایج نشان می

ای هستند. این نتایج موید این نکته است که شرایط رشد های تکثیر یافته در محیط مشابه تولید یعنی پساب نشاستهبه باکتری

 ها موثر است. بر میزان تولید آنها قبل از ورود به محیط کشت تولید سلول

ها به محیط کشت تازه بسیار موثر است و دیگر اینکه بهترین زمان انتقال دهد اولا  روش انتقال سلولنتایج فوق نشان می

است. مقایسه نتایج  Nutrient brothهای باسیلوس مورد بررسی، فاز لگاریتمی بوده و محیط پیش کشت انتخابی، محیط سلول

وری )گرم بر بهره

 لیتر در ساعت(

درصد 

تجمع 

پلیمر 

 زیستی

 ساعت()نزما
آلکانوات هیدروکسیپلی

 )گرم در لیتر( تولید شده

وزن خشک 

)گرم در  سلول

 لیتر(

نوع 

محیط 

 پیش کشت

a0200/0±1863/0 31/72 24 a540/0±472/4 a043/0±184/6 

Nutrient 

broth 

 

b0300/0±1526/0 73/63 24 b410/0±662/3 b052/0±746/5 
پساب 

 اینشاسته
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ساعت در شرایط کشت با تراکم سلولی بالا نسبت به شرایط  3موید این مطلب است که حتی با وجود افزایش زمان تخمیر به مدت 

است، اینگونه درصد( افزایش یافته 45ای )حدود هیدروکسی والرات به میزان قابل ملاحظهبهینه قبلی، چون میزان تولید پلی

بسیار اثربخش  B. cereusهیدروکسی والرات بوسیله سویه شود که روش کشت با تراکم سلولی بالا در تولید پلییگیری منتیجه

و همکارانش کاملا هم خوانی دارد  Yamaneدهد که با نتایج تحقیقات وری تولید را به میزان چشمگیری افزایش میبوده و بهره

(Yamane & Shimizu, 1984) .هایی که تولید پلیمر زیستی با رشد و تکثیر سلولی د که این روش برای سویهایشان نشان دادن

و همکارانش  Kanjanachumpolنیز  2013وری تولید داراست. در سال همراه است، موثر بوده و تاثیر بسزایی بر بالابردن میزان بهره

برابر افزایش  2حدود  B. megateriumدر باکتری  هیدروکسی بوتیراتنشان دادند که با استفاده از این روش، درصد تجمع پلی

به چاپ رسید که  2021و همکارانش در سال  Nygaardنتایج مشابهی توسط  .(Kanjanachumpol et al., 2013)است یافته

 Cupriavidusهای هیدروکسی بوتیرات در سلولدهد استفاده از این روش، باعث افزایش بیش از دوبرابری میزان تجمع پلینشان می

necator  شده است(Nygaard et al., 2021)دهد که تکنیک کشت . با در نظر گرفتن مجموع نتایج، تحقیق حاضر نشان می

 B. cereusوالرات توسط سویه -کو-وری کوپلیمر ارزشمند پلی هیدروکسی بوتیراتسازی تولید و بهرهسلولی با تراکم بالا جهت بهینه

 از بیش) g/l  45/4مقدار به وزن خشک سلول( %5/59)معادل  g/l 07/3حدود  رآمد بوده و میزان تولید را ازمورد بررسی، بسیار کا

زیستی از یک سو و بکارگیری پساب این نتایج به همراه اهمیت بالای این نوع پلیمر .داده است افزایش( سلول خشک وزن 72%

زیستی پلی شده پتانسیل تولید صنعتی پلیمرن مهم اشاره دارد که سویه غربالعنوان محیط کشت مورد استفاده از سوی دیگر بر ایبه

 والرات را دارا است. -کو-هیدروکسی بوتیرات
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Abstract 

PHAs are biodegradable and biocompatible polymers produced by a wide range of bacteria. In the present study, the 

wild strain of Bacillus cereus producing polyhydroxybutyrate-co-valrate (PHBV) copolymer with high productivity, 

isolated from starch effluent was used. To produce, starch effluent was studied as a cheap medium. Then, the optimal 

composition of the culture medium was evaluated and in order to achieve higher productivity, the high cell density 

method was evaluated. The results showed the maximum production of PHBV using Plackett–Burman test design was 

about 59.5% of CDW. Subsequently, by optimizing culture with high cell density, the production rate increased to 

more than 72% of CDW. Therefore, the high cell density has a significant effect on increasing the productivity of 

PHBV production by B. cereus. Due to the use of cheap culture medium, the importance of these results is twofold 

and shows the potential for production on an industrial scale. 

Keywords: Bacillus cereus, polyhydroxybutyrate-co-valerate, Plackett–Burman method, PHBV, starch 

wastewater, 
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