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در آزمايش هاي به عمل آمده در اين تحقيق از ميكروارگانيسم 

Azotobacter Beijerinckii DSMZ 1041 كه از بانك ميكروبي 

آلمان تهيه شد، استفاده گرديد. بر اساس گزارش هايي كه قبلاً 

ارايه شده و آزمايش هاي صورت گرفته مشخص شد كه اين 

ميكروارگانيسم در شرايطي كه منبع كربني به ميزان فراوان 

در محيط موجود بوده و منبع نيتروژني محدود باشد، قابليت 

تجمع گرانول هاي پلي هيدروكسي بوتيرات را دارا است. 

در اين تحقيق منبع نيتروژني (كلريد آمونيوم) با غلظت هاي 

۰/۵ و gr/L ۲ و منبع كربني (گلوكز) با غلظت هاي ۳۰، ۴۰، 

۵۰ و gr/L ۶۰ مورد استفاده قرار گرفت و تأثير غلظت هاي 

اين دو ماده بر وزن خشك توده سلولي، ميزان مصرف قند 

توسط ميكروارگانيسم و ميزان توليد بيوپليمر بررسي گرديد. 

بيشترين ميزان توليد بيوپليمر در غلظت گلوكز gr/L ۶۰ و 

كلريد آمونيوم gr/L ۰/۵ حاصل شد، لازم به ذكر است كه 

غلظت هاي بالاتر گلوكز به علت بازدارندگي، ميزان توليد 

بيوپليمر را كاهش مي دهد. بيشترين بازده بيوماس (Yx/s) در 

گلوكز gr/L ۳۰ و كلريد آمونيوم gr/L ۲ حاصل شد. بيشترين 

نريمان منتصر*۱، امير حيدري نسب۱ و مهدي ارجمند۲

۱- دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات، دانشكده فني مهندسي، گروه مهندسي شيمي
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 ۰/۵ gr/L در گلوكز و كلريد آمونيوم ۳۰ و (Yp/s) بازده توليد

حاصل شد و حداكثر بهره دهي (Qp) در گلوكز وكلريد آمونيوم 

۵۰ و gr/L ۱ حاصل گرديد. همچنين ميزان بيوپليمر به دست 

آمده از روش آزمايشگاهي با روش آماري پاسخ سطح مقايسه 

شده و دقت آزمايش هاي انجام شده بررسي گرديد. پس از 

استحصال بيوپليمر خالص، طيف هاي FT-IR و NMR نيز 

صحت ماده فوق را تأييد نمود.

مقدمه
در حال حاضر اكثر پلاستيك هاي معمول در بازار از 

محصولات پتروشيميايي هستند. اين محصولات از 

فرآورده هاي نفتي و ذغال سنگ توليد شده و غير قابل 

بازگشت به محيط مي باشند و تجزيه آنها و بازگشت به محيط 

چند هزار سال طول مي كشد. همچنين منابع نفت و ذغال 

سنگ محدود مي باشند. به علت پايداري پلاستيك هاي
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متداول در طبيعت و در نتيجه آلودگي هاي زيستي ناشي 

از آنها، در حال حاضر حساسيت جهاني نسبت به اثرات 

زيان بار اين مواد بر حيات  وحش و جنبه زيبايي شهرها و 

جنگل ها  رو به افزايش است. از سوي ديگر قيمت بالاي 

انهدام زباله هاي جامد و نيز خطر سوزاندن آنها كه موجب 

انتشار تركيبات خطرناكي مانند كلريد هيدروژن و سيانيد 

هيدروژن به محيط مي شود، تا اندازه زيادي اين روش ها را 

محدود كرده است [۱ و ۲].

    با توجه به اين مطالب، چند سالي است كه به توليد 

پلاستيك هايي زيست تخريب پذير۱ كه از منابع تجديد 

شدني به دست مي آيند، توجه خاصي شده است. 

پلي هيدروكسي آلكانوات ها خانواده اي از اين گونه پليمرها 

هستند كه هم خاصيت تخريب پذيري زيستي دارند و 

هم از منابع تجديد شدني يعني ميكروارگانيسم ها حاصل 

مي شوند. پلي هيدروكسي بوتيرات۲ مهم ترين عضو از 

خانواده پلي هيدروكسي آلكانوات ها است كه به عنوان يك 

پلي استر زيست تخريب پذير شناخته شده و بسيار مورد 

توجه قرار گرفته است. پلي هيدروكسي بوتيرات داراي 

خواص فيزيكي و شيميايي شبيه به پلي اتيلن و پلي پروپيلن 

است و مانند پلاستيك هاي معمولي در زمينه هاي متعددي 

استفاده مي شود [۳-۵]. به عنوان مثال مي توان آن را 

قالب ريزي كرد، توسط پركن هاي غير آلي تقويت نمود، به 

صورت رشته هايي به هم تابيد يا به شكل ورق درآورد و 

داراي خواص آب بندي عالي است [۶].

  بررسي نقش هاي فيزيولوژيكي پلي هيدروكسي آلكانوات ها 

اولين بار بر روي باسيلوس مگاتريوم۳ صورت گرفت و 

فرمول آن به صورت n(C4H6O2) توصيف گرديد. ثابت شد 

كه در شرايطي كه نسبت كربن به نيتروژن در محيط كشت 

بالا باشد، ميكروارگانيسم به سرعت شروع به توليد و ذخيره 

اين پليمر مي كند. به دنبال آن در صورت كاهش منابع كربن 

در محيط به سرعت اين اندوخته را تجزيه مي نمايد. در 

نتيجه آشكار گرديد كه پلي هيدروكسي بوتيرات به عنوان 

تركيب ذخيره اي كربن و انرژي براي باكتري محسوب 

مي شود كه موجب بقاي سلول و يا حداقل به تأخير افتادن 

مرگ آن در شرايط كمبود كربن و انرژي مي گردد [۷ و ۸].

     برخلاف جذابيت اوليه اي كه در پلي هيدروكسي آلكانوات ها

1. Biodegradable
2. poly(3-Hydroxybutyrate)

۳. در سال ۱۹۲۶ توسط Maurice Lemoigne صورت گرفت.
4. Azotobacter Vinelandii
5. Azohydromonas Lata
6. Azotobacter Beijerinckii
7. Recombinant Escherichia Coli 
8. Cupriavidus Necator

ديده مي شود، توليد آنها ۵ تا ۱۰ برابر هزينه بيشتري نسبت 

به پليمرهاي مشتق شده از نفت خام دارد و چندان مقرون 

به صرفه نيست. همين مسأله مانعي در توليد انبوه اين گونه 

از پليمرهاي زيستي ايجاد كرده است [۹]. روش هايي مانند 

بهينه سازي محيط كشت، استفاده از ميكروارگانيسم هاي 

نوتركيب و نيز استفاده از سوبستراهاي ارزان قيمت به كم 

كردن هزينه هاي توليدي اين بيوپليمرها كمك مي كند [۱۰]. 

از اين مواد در كاربردهاي پزشكي مثل نخ بخيه، پروتزهاي 

استخواني، جانشين رگ هاي خوني و نيز در تهيه رنگ ها، 

بطري ها، حلال ها و لوازم آرايشي و بهداشتي استفاده 

مي شود [۱۱].

  پلي هيدروكسي بوتيرات توسط طيف وسيعي از 

ميكروارگانيسم ها و نيز منابع متفاوت كربني توليد مي شود. 

مانند توليد پلي هيدروكسي بوتيرات به وسيله گلوكز و 

پپتون ماهي توسط ميكروارگانيسم ازوتوباكتر وينلاندي۴  

و يا توليد پلي هيدروكسي بوتيرات به وسيله ساكاروز 

توسط ميكروارگانيسم ازوهيدروموناس لاتا۵ و يا توليد 

كوپليمر هيدروكسي بوتيرات - هيدروكسي والرات توسط 

ميكروارگانيسم آزوتوباكتربيجرينسكي۶ به وسيله گلوكز و 

يا توليد پلي هيدروكسي بوتيرات توسط ميكروارگانيسم 

اشرشيا كولاي نوتركيب۷ به وسيله گلوكز [۱۲]. همچنين 

در سال ۲۰۰۸ با استفاده از روغن نخل و اسيد پروپيونيك 

توسط ميكروارگانيسم كاپراويدوس نكاتور۸ پلي هيدروكسي 

بوتيرات توليد گرديد [۱۳].

   تحقيق حاضر در زمينه امكان سنجي و بهينه كردن شرايط 

توليد بيوپليمر در راستاي كاهش هزينه هاي توليدي اين 

مواد و همچنين توليد موادي سازگار با محيط زيست و 

كاهش اثرات زيانبار پليمرهاي مشتق شده از مواد نفتي 

صورت گرفته است. توليد پليمرهاي زيست تخريب پذير
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مي تواند راهگشاي بسياري از صنايع كشور از جمله صنايع 

پزشكي، داروسازي و بسته بندي مواد غذايي باشد. در حال 

حاضر اين مواد از كشورهاي ديگر تهيه مي گردد.

مواد و روش آزمايش
ميكروارگانيسم و شرايط محيط كشت

ميكروارگانيسمي كه در اين تحقيق استفاده مي شود 

 Azotobacter Beijerinckii DSMZ ميكروارگانيسم 1041 

از بانك ميكروبي آلمان۱ مي باشد. محيط كشت شامل مواد 

زير است (گرم بر ليتر):

 ،NH4Cl  :۱ ،Na2HPO4.2H2O  :۲/۹ ،KH2PO4  :۲/۳

 ،CaCl2.2H2O  :۰/۰۱ ،NaHCO3  :۰/۵ ،MgSO4.7H2O:۱

Glucose :۲ ،Fe(NH4) :۰/۰۵ و ۵ ميلي ليتر از محلول عناصر 

كمياب.

،MgSO4.7H2O :۲/۲ :محلول عناصر كمياب شامل      

 ،ZnSO4.7H2O ۰/۰۸ ،MnSO4.5H2O :۰/۱ ،FeSO4.7H2O :۰/۱ 

CuSO4 :۰/۰۸ ،H3BO3 :۰/۰۲ ،K2SO4 :۲/۲ مي باشد [۱۴].

 ۱۲۱ °C مواد ذكر شده بايد به صورت جداگانه در دماي    

و فشار atm ۱/۵ به مدت min ۲۰ اتوكلاو شوند و پس از 

سرد شدن در شرايط استريل در زير هود به يكديگر اضافه 

گردند. محيط كشت بايد در ارلن هاي cc ۱۰۰۰ كه تنها 

حاوي cc ۲۰۰ از محيط كشت بوده و بقيه حجم ارلن براي 

تنفس ميكروارگانيسم خالي باشد، تهيه گردد. پس از اين 

مرحله در زير هود ميكروبي و در شرايط كاملا استريل، 

ميكروارگانيسم از محيط جامد (آگار) به اين محيط كشت 

اضافه شده و تلقيح صورت مي گيرد. متعاقباً اين ارلن ها به 

 ۳۰ °C مدت ۲۴ ساعت در دستگاه شيكرانكوباتور در دماي

و ۱۸۰ دور در دقيقه قرار مي گيرند تا ميكروارگانيسم ها به 

بالاترين ميزان فعاليت خود برسند. محيط كشت تخمير نيز 

مطابق شرايط بالا ولي با غلظت هاي دلخواه از منابع كربن 

و نيتروژن ساخته مي شود. سپس از محيط كشت آماده شده 

قبل كه در آن ميكروارگانيسم به رشد و فعاليت بالايي 

رسيده در محيط كشت تخمير(محيط كشت با غلظت هاي 

دلخواه از منابع كربن و نيتروژن) عمل تلقيح صورت 

مي گيرد. سپس به مدت ۵ روز و هر ۱۲ ساعت يك بار 

ميزان رشد ميكروارگانيسم (وزن خشك توده سلولي۲)، 

1. DSMZ, medium 81
2. Cell dry weight(CDW)
3. PG Instrument T.80, UK
4. DNS

ميزان مصرف منبع كربني (قند) و ميزان توليد بيوپليمر 

اندازه گيري مي شود [۱۵].

اندازه گيري وزن خشك توده سلولي
رشد توده سلولي توسط ميزان جذب نور به روش 

اسپكتروفتومتري اندازه گيري مي شود. هر ۱۲ ساعت يك 

بار cc ۰/۱ از محيط كشت را با cc ۹/۹ آب مقطر رقيق 

كرده و ميزان كدورت توسط دستگاه اسپكتروفوتومتر۳ در 

طول موج mn ۶۲۰ اندازه گيري مي شود. سپس با استفاده 

از منحني استاندارد و ميزان كدورت به دست آمده در 

زمان هاي مختلف، وزن خشك توده سلولي محاسبه 

مي گردد [۱۶]. 

اندازه گيري ميزان قند مصرفي
براي محاسبه ميزان قند مصرفي هر ۱۲ ساعت يك بار 

cc ۵ از محيط كشت را برداشته و در داخل سانتريفيوژ 

 ۲۰ min با سرعت چرخش ۳۶۰۰ دور در دقيقه به مدت

قرار مي دهيم تا به دو فاز تبديل گردد. فاز بالايي براي 

تست ميزان قند مورد استفاده قرار مي گيرد و فاز زيري 

كه ته نشين شده است، براي تست ميزان پليمر توليدي به 

كار مي رود. اين روش بر اساس ميزان كاهش قند توسط 

دي نيترو سالسيليك اسيد۴ صورت مي پذيرد. ميزان جذب 

محلولي كه شامل cc ۱ از سوپرناتانت و cc ۱ از دي نيترو 

سالسيليك اسيد مي باشد، توسط اسپكتروفوتومتر و در 

طول موج mn ۵۴۰ اندازه گيري مي گردد. سپس با استفاده 

از منحني استاندارد، قند مورد نظر محاسبه مي شود [۱۷].

استخراج بيوپليمر
براي شناسايي پلي استر در ابتدا cc ۵ از محيط كشت 

برداشته و به مدت min ۲۰ با سرعت چرخش ۳۶۰۰ دور 

در دقيقه در سانتريفوژ قرار مي گيرد تا به دو فاز تبديل شود 

سپس فاز بالايي براي تست قند استفاده شده و فاز پاييني 

براي شناسايي نوع و ميزان بيوپليمر به كار مي رود. در
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 ۲ cc ۲ كلروفرم و cc ،اينجا پس از جداسازي فاز بالايي

متانول اسيدي (متانول به اضافه ۳% اسيد سولفوريك) به 

آن اضافه شده و سپس در ويال حاوي مواد، بسته شده و 

در حمام آب جوش به مدت ۳ ساعت قرار مي گيرد. پس 

از اين مرحله محتويات ويال ها با cc ۱ آب مقطر رقيق 

شده و اجازه مي دهيم تا به ۳ فاز تبديل شود. فاز زيرين 

محتوي بيوپليمر مي باشد كه براي آناليز توسط دستگاه گاز 

كروماتوگرافي جدا مي گردد [۱۸].

آناليز بيوپليمر 
روش اسپكتروفوتومتري۱ از روش هايي است كه در گذشته 

به طور گسترده براي اندازه گيري كمي پلي هيدروكسي 

بوتيرات استفاده مي شد. اين روش كه وابسته به ميزان 

تبديل پليمر به اسيد كروتونيك در دماي بالا در حضور 

اسيد سولفوريك غليظ مي باشد، به تدريج با روش هاي 

دقيق تري كه از دستگاه هاي كروماتوگرافي گازي و 

كروماتوگرافي مايع به دست آمد، جايگزين گرديد. براي 

اندازه گيري بيوپليمر پلي هيدروكسي آلكانوات از دستگاه 

گازكروماتوگراف (Phillips PU4400, US) مجهز به 

آشكارساز FID ۲ و ستوني با مشخصات m ۲۵ طول و 

mm ۰/۲۵ قطر داخلي استفاده شد. دماي محل تزريق و 

آشكارساز به ترتيب C°۲۵۰ و C°۲۸۰ تنظيم گرديد. هليوم 

بعنوان گاز حامل با جريان ml/min ۲ استفاده شد. جريان 

 ۳۰۰ ml/min گاز هيدروژن، نيتروژن و هوا به ترتيب ۳۰، ۷۰ و

بود و از متيل بنزوات به عنوان استاندارد داخلي استفاده 

گرديد [۱۸].

روش آماري
براي مقايسه جواب هاي بيوپليمر به دست آمده از روش 

آزمايشگاهي با يك روش تئوري، از روش محاسباتي 

پاسخ سطح۳ استفاده شد. روش پاسخ سطح، مجموعه اي 

از فنون رياضي و آماري  مفيد براي مدل سازي و  تحليل 

مسائلي است كه پاسخ مورد نظر تابعي از چندين متغير 

است. هدف از به كارگيري اين روش، بهينه نمودن پاسخ 

مي باشد. در بيشتر مسائل روش پاسخ سطح، ارتباط بين 

پاسخ و متغيرهاي مستقل، نامشخص است. بنابراين اولين 

1. Spectrophotometric 
2. Flame Ionization Detector
3. Response Surface Methodology (RSM)

گام در روش پاسخ سطح، يافتن يك تابع تقريبي مناسب 

بين (y) و مجموعه متغيرهاي مستقل مي باشد. اين تابع 

تقريبي معمولاً يك چند جمله اي درجه پايين از متغيرهاي 

مستقل است. در اينجا براي مدل سازي از چند جمله اي 

درجه دوم كمك گرفته شد. (معادله ۱)

      (۱)

روش تهيه پليمر خالص
براي انجام آزمايش هاي FT-IR و NMR ابتدا بايد بيوپليمر 

با خلوص بالا تهيه شود. براي اين منظور باكتري در زماني 

كه بيشترين ذخيره پليمر را دارد (۴۸ ساعت)، به وسيله 

سانتريفيوژ (Kokusan,Japan) از محيط كشت جدا گرديد. 

سپس به مدت ۲۴ ساعت در آوني با دماي C°۵۰ قرار داده 

شد تا خشك گردد. سپس سلول خشك به نسبت ۱:۵۰ 

با كلروفرم مخلوط شده و به مدت ۱۶ ساعت در دستگاه 

سوكسله در دماي C° ۶۰ قرار داده شد تا ديواره سلولي 

تخريب و پليمر درون آن در كلروفرم حل شود. سپس براي 

حذف قطعات ديواره سلولي، محلول از فيلتر ۰/۴۵ميكرون 

عبور داده شد. محلول شفاف حاصل قطره قطره به محلول 

متانول و آب (۳۰:۷۰) سرد در حالي كه روي شيكر قرار 

دارد، اضافه شد تا محلول شيري رنگ حاصل گردد.

    بعد از قرار دادن محلول به حالت سكون و جدا شدن 

فازها، فاز پاييني جدا شده و در دماي محيط قرار گرفت تا 

متانول آن بخار شود.

طيف سنجي مادون قرمز 
جهت انجام آزمايش، mg ۱ از بيوپليمر استخراج شده 

با mg ۳۰۰ برميد پتاسيم به صورت قرص نيمه شفاف 

درمي آيد. سپس طيف مادون قرمز با استفاده از دستگاه 

FTIR طيف سنجي مي گردد. تابش مادون قرمز توسط 

ملكول آلي جذب شده و به ارتعاشات ملكولي تبديل 

مي شود كه اين عمل جذب كوانتايي است. اگرچه طيف 

مادون قرمزمشخصه تمامي ساختمان ملكولي يك تركيب 
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است، ولي بعضي از گروه هاي آلي صرف نظر از ساير 

قسمت هاي تركيبي كه در آن قرار دارند، داراي فركانس 

مشخصي مي باشند.

طيف بيني رزونانس مغناطيسي هسته۱ 
طيف بيني رزونانس مغناطيسي هسته اي مهم ترين و 

پركاربردترين فني است كه به وسيله شيميدانان براي 

تشخيص ساختار تركيبات آلي و غير آلي استفاده مي شود. 

طيف بيني رزونانس مغناطيسي هسته اي تنها فن طيف نمايي 

است كه براي آن، تمام طيف هاي يك تركيب تحليل و 

تفسير مي شود. اين تكنيك امروزه يك روش بسيار 

نيرومند و توسعه يافته براي مشخص كردن ساختمان 

ملكول هاي پيچيده است. اين تكنيك تعداد هسته ها را به 

شكل شيميايي غير معادل (هيدروژن هاي غير معادل) به ما 

مي دهد و همچنين اطلاعاتي در مورد محيط اطراف هسته 

و وضعيت جفت شدن اتم ها، اتم هاي ضميمه و غيره در 

اختيار ما مي گذارد.  

   براي انجام اين آزمون، بيوپليمر استخراج شده در 

 NMR كلروفرم دوتريم دار حل شده و با استفاده ازدستگاه

1. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

۳۰۰ مگاهرتز آناليز مي گردد.

تفسير نتايج
gr/L ۰/۵ و گلوكز با غلظت هاي   استفاده از كلريد آمونيوم 

۶۰ gr/L ۵۰،۴۰،۳۰ و

در اينجا دماي شيكر انكوباتور C° ۳۰ و دور همزن ۱۸۰ 

دور بر دقيقه تنظيم مي شود. در مرحله اول غلظت منبع 

نيتروژني (كلريد آمونيوم) gr/L ۰/۵ و غلظت منبع كربني 

(گلوكز) در چهار آزمايش مختلف با غلظت هاي  ۵۰،۴۰،۳۰ 

و gr/L ۶۰ در نظر گرفته مي شود. در اين آزمايشات، بيشترين 

 ۲/۹۵ gr/L ۶۰، به ميزان gr/L توليد بيوپليمر در غلظت گلوكوز

مي باشد كه ۲۴ ساعت پس از تلقيح حاصل مي گردد. در اين 

مدت، حداكثر رشد توده سلولي gr/L ۶/۵ و ميزان قند مصرف 

 ،۰/۴۴ g/g (Yx/s) ۱۴/۶ مي باشد. بازده توده سلولي gr/L شده

 g/L.hr برابر (Qp) ۰/۲۰۲ و بهره دهي g/g (Yp/s) بازده توليد

۰/۱۲۳ به دست مي آيد.

    اشكال ۱ تا ۴ ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و 

رشد توده سلولي را در غلظت gr/L ۰/۵ كلريد آمونيوم و 

غلظت هاي مختلف گلوكز نشان مي دهد.

 ۰/۵ gr/L شكل ۱- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۳۰ و
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۰/۵ gr/L شكل ۲- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۴۰ و

۰/۵ gr/L شكل ۳- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۵۰ و

۰/۵ gr/L شكل ۴- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى برحسب زمان به ازاى گلوكز وكلريد آمونيوم ۶۰ و
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۶۰ gr/L ۲ و گلوكز ۵۰،۴۰،۳۰ و gr/L استفاده از كلريد آمونيوم
 ۲ gr/L (كلريد آمونيوم) دراين مرحله غلظت منبع نيتروژني

و غلظت منبع كربني (گلوكز) ۵۰،۴۰،۳۰ و gr/L ۶۰ در نظر 

گرفته شد. در اين بين، بيشترين توليد بيوپليمر در غلظت 

gr/L ۶۰ از گلوكز به ميزان gr/L ۲/۴۹ است كه ۲۴ ساعت 

پس از تلقيح حاصل مي گردد. حداكثر رشد توده سلولي در 

 ۱۵/۹ gr/L ۹/۳۷ و ميزان قند مصرف شده در اين مدت gr/L

 ،۰/۶۸ g/g برابر (Yx/s) مي باشد. همچنين بازده توده سلولي

بازده توليد (Yp/s) برابر g/g ۰/۱۵۷ و بازده توليد (Qp) برابر 

g/L.hr ۰/۱۰۴ به دست مي آيد.

    اشكال ۵ تا ۸ ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و 

رشد توده سلولي را در غلظت gr/L ۲ كلريد آمونيوم و 

غلظت هاي مختلف گلوكز نشان مي دهد.

۲ gr/L شكل ۵- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز وكلريد آمونيوم ۳۰ و

15

۲ gr/L شكل ۶- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۴۰ و

25
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۲ gr/L شكل ۷- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز وكلريد آمونيوم ۵۰ و

35

 ۲ gr/L شكل ۸- ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى بر حسب زمان به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۶۰ و

40

روش پاسخ سطحي
ثوابت و پارامترهاي روش پاسخ سطح براي دو آزمايشي 

كه بيشترين ميزان بيوپليمر را داشت، محاسبه گرديد تا 

صحت جواب هاي آزمايشگاهي با مدل رياضي سنجيده 

شود. در اينجا x1 ميزان وزن خشك سلولي و در واقع 

همان ميزان توده سلولي و x2 ميزان غلظت قند در هر زمان 

است و Y ميزان بيوپليمري است كه از روش آماري به دست 

مي آيد. ٬a ٬b ٬c ٬d e و f ثوابت معادله مي باشند متوسط مربعات 

رگلاسيون، متوسط مربعات خطا و ضريب همبستگي مدل نيز 

گزارش شده است و همان طور كه مشخص است اختلاف 

بسيار ناچيزي بين جواب هاي آزمايشگاهي و تئوري وجود 

دارد. اين اطلاعات در جدول ۱ آورده شده است.

    شكل هاي ۹ تا ۱۲ نمودار سه بعدي و كانتور به دست 

 gr/L ۶۰ و كلريد آمونيوم ۰/۵ و gr/L آمده از غلظت گلوكز

۲ را نشان مي دهد.

 (FT-IR) طيف سنجي مادون قرمز
                                                                                           ۴۰۰۰ cm -۱ ۵۰۰ تا cm -۱ مهم ترين قسمت عملي اين طيف، ناحيه بين

مي باشد. همان گونه كه در شكل ۱۳ مشاهده مي شود، طيف ثبت 

                                                                                              ۱۷۰۰ cm -۱ ۱۳۰۰ و cm -۱ ۱ شده داراي دو باند جذبي قوي در

 C=O و C-O مي باشد كه به ترتيب نشان دهنده گروه هاي

در استر است. البته در اين طيف گروه C-H در فركانس 

                                                                                               ۳۴۰۰ cm -۱ در فركانس O-H ۳۰۰۰ و گروه الكلي cm -۱

نيز به طور واضح مشخص مي باشند.
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۰/۵ gr/L شكل ۹- نمودار سه بعدي توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۶۰ و

48

 ۰/۵ gr/L شكل ۱۰- نمودار كانتور توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد توده سلولى به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۶۰ و

جدول ۱- پارامترهاي روش پاسخ سطح

۲ g/L ۰/۵غلظت گلوكز وكلريد آمونيوم ۶۰و g/L پارامترهاغلظت گلوكزو كلريد آمونيوم ۶۰ و

-۱۰/۸۶۷-۲۲/۶۹۷a

۱/۵۳۷-۳/۰۳۹b

۰/۲۷۷۱/۴۰۸c

-۰/۱۲۰/۳۹۴d

-۰/۰۰۱۶-۰/۰۱۷e

۰/۰۰۳۰/۰۰۵f

ميانگين مربعات خطا۰/۰۰۱۹۰/۰۰۱۶

ميانگين مربعات رگرسيون۱/۰۸۱/۵۱۸

تطبيق پذيري۰/۹۹۷۸۰/۹۹۸۶

DCW (gr/L)
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شكل ۱۲- نمودار كانتور ميزان توليد بيوپليمر، مصرف قند و 
۲ gr/L رشد توده سلولى به ازاى گلوكز وكلريد آمونيوم ۶۰ و

شكل ۱۱- نمودار سه بعدي توليد بيوپليمر، مصرف قند و رشد 
۲ gr/L توده سلولى به ازاى گلوكز و كلريد آمونيوم ۶۰ و

شكل ۱۳- طيف حاصل از طيف سنجي مادون قرمز
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(NMR) :طيف بيني رزونانس مغناطيسي هسته اي
براي تشخيص حضور پليمر P(3 HB) استخراجي از 

سلول باكتري Azotobacter beijerinckii از اسپكترومتري 

رزونانس مغناطيسي هسته پروتون (HNMR) استفاده شد. 

شكل ۱۴ طيف به دست آمده را نشان مي دهد. طيف 

HNMR حاصل، حضور پيك هاي شاخص در موقعيت هاي 

 (CH) ۵/۲ ppm و (CH2) ۲/۵ ppm ٬(CH3) ۱/۲ ppm شيميايي

را نشان مي دهد.

نتيجه گيري
در اين آزمايش ها مشخص شد كه بيشترين ميزان توليد 

بيليمر در غلظت gr/L ۶۰ گلوكز و gr/L ۰/۵ كلريد آمونيوم 

پس از گذشت ۲۴ ساعت از زمان تلقيح حاصل مي گردد 

كه ميزان آن gr/L ۲/۹۵ مي باشد. حداكثر رشد توده سلولي 

 ۱۴/۶ gr/L ۶/۵ و ميزان قند مصرف شده در محيط gr/L

 ،۰/۴۴  g/g برابر (Yx/s) است. در اين غلظت بازده توده سلولي

 gr/L برابر (Qp) ۰/۲ و بهره دهي g/g برابر (Yp/s) بازده توليد

hr ۰/۱۲ به دست آمد.

در بين آزمايش هاي صورت گرفته، حداكثر بازده توده 

 ۲ gr/L ۳۰ و كلريد آمونيوم gr/l سلولي در غلظت گلوكز

به ميزان g/g ۰/۸۲۵ به دست آمد. حداكثر بازده توليد در 

غلظت گلوكز gr/L ۳۰ و كلريد آمونيوم gr/L ۰/۵ به ميزان 

g/g ۰/۳۱ مي باشد و همچنين حداكثر بهره دهي توليد در غلظت 

 ۰/۱۷ gr/L.hr ۲، به ميزان gr/L ۵۰ و كلريد آمونيوم gr/L گلوكز

حاصل شد.

Wasturia eutro- در مطالعه اي با استفاده از ميكروارگانيسم   

pha ACM 1296 و كاربرد از فروكتوز به عنوان منبع كربني، 

ميزان بازده توده سلولي g/g ۰/۳ فروكتوز به دست آمد [۱۹]. 

در مطالعه اي ديگر با استفاده از باكتري Ralstonia eutropha و 

كاربرد از گلوكز به عنوان منبع كربني، حداكثر بهره دهي پس از 

۴۸ ساعت، به ميزان gr/L hr ۰/۱۴۲ به دست آمد [۱۰۶]. در 

 Capriavidus necator 545 آزمايش ديگري كه توسط باكتري

DSMZ و در محيط گلوكز صورت گرفت، حداكثر بازده توليد 

gr/L ۰/۲۴ حاصل گرديد [۲۰].

شكل ۱۴- طيف حاصل از رزونانس مغناطيسي هسته



شماره ۶۹ ۸۴

مراجع
[1] Reddy C.S.K., Ghai R., Rashmi and Kalia V.C., “Polyhydroxyalkanoate: an overview, Bioresource Technology”, 

87, pp. 137-146, 2003.

[2] Shimao M., “Biodegradation of plastics”, Current Opinion in Biotechnology., 12, pp. 242-247, 2001.

[3] Sudesh K., Abe H. and Doi Y., “Synthesis, structure and properties of polyhydroxyalkanoates”, progress in 

polymer science., 25, pp.1503-1555, 2000.

[4] Lee S.Y., “Bacterial polyhydroxyalkanoates”, Biotechnology and Bioengineering., 49, pp. 1­14, 1996. 

[5] Khanna S. and Srivastava A.K., “Optimization of nutrient feed concentration and addition time for production of 

poly(β­hydroxybutyrate)”, Enzyme and Microbial Technology., 30, pp. 1145­1151, 2006. 

[6] Sharma L., Singh A. K., Panda P. and Mallick N., “Process optimization for poly­β­hydroxybutyrate production in 

a nitrogen fixing cyanobacterium”, Nostoc muscorum using response surface methodology, Bioresource Technol., 

98, pp. 987-993, 2007. 

[7]Mallick N., Grupta S., Panda B. and Sen R., “Process optimization for poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyval-

erate) co-polymer production by Nostoc muscorum”, Biochemical Engineering Journal., 37, pp. 125­130, 2007.

[8] Anderson A.J. and Dawes E.A., “Occurrence, metabolism, metabolic role and industrial uses of bacterial poly-

hydroxyalkanoates”, Microbial., 54, pp. 450­472, 1990.  

[9] Lenz R.W. and Marchessault R.H., “Bacterial polyesters: Biosynthesis”, Biodegradable plastics and Biotechnol­

ogy, Biomacromolecules., 6, pp.1-8, 2005. 

[10] Li, Rui, Hanxing, Qi and Qingsheng., “The production of polyhydroxyalkanotes in Recombinant Escherichia 

coli”, Bioresource Thecnology., 98, pp. 2313­2320. 2000.

[11] Holmes P.A., “Application of PHB microbial produced biodegradable thermoplastics”, Technol., 16, pp. 32­36, 

1985.

[12] Khanna S. and Srivastava A.K., “Recent advances in microbial polyhydroxyalkanoates”, Process Biochemistry., 

40, pp. 607-619, 2005.

[13] Lee W.H., Loo C.Y., Nomura C.T. and Sudesh K., “Biosynthesis of polyhydroxyalkanoate copolymers from 

mixtures of plant oils and 3-hydroxyvalerate precursors”, Bioresourse Technology., 99, pp. 6844­6851, 2008.

[14] Kasuya K.i. and Doi Y., “Adsorption kinetics of bacterial PHB depolymerase on the surfaces of polyhydroxyal-

kanoate film”, International Journal of Biological Macromolecules., 19, pp. 35­40, 1996.

[15] Sharma L., Kumar singk A., Panda B. and Mallick B.N., “Process optimization for poly β–hydroxybutyrate 

production in a nitrogen fixing cyanobacterium”, Nostoc muscorum using response surface, Bioresource Technol­

ogy., 98, pp. 987-993, 2007. 

[16] Daneshi A., Younesi H., Ghasempouri M. and Sharifzedeh M., “Production of biodegradable biopolymer”, 

poly-3-hydroxybutirate from corn syrup by Ralstonia eutropha: Effect of nitrogen source, Journal of Biotechnol-

ogy., 136, 402-459, 2008.

[17] Miller G.L., Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar, Analytical Chemistry., 31, 

426–8, 1959.



۸۵بهنيه سازي كشت ميكروبي پلي هيدروكسي...

[18] Braunegg G., Sonnleitner B. and Lafferty R.M., “A rapid gas chromatographic method for determination of poly-b-

hydroxybutyric acid in microbial biomass”, European Journal Applied Microbiology and Biotechnology., 6, pp. 22­37, 

1987.

[19] Tabandeh F. and Vasheghani E., “Biosynthesis of Poly­β­hydroxybutyrate as a biodegradable polymer”, Ira­

nian Polymer Journal., 12, pp. 37-42, 2003.

[20] Beaulieu M., Beaulieu Y., Melinard J., Pandian S. and Goulet J., “Influence of Ammonium Salts and Cane 

Molasses on Growth of Alcaligenes eutropohus and Production of Polyhydroxybutyrate”, Microbiol., 61, pp.165­

169, 1995.


