
هامیکروارگانیسموسیلهبه)تهیدروکسی آلکانوالیپ(تولید پلاستیک زیستی 

)قسمت چهارم(

)دانشیار دانشگاه(رنژادیم، دکتر رضا )کارشناس ارشد(یعرفانمحمد ، )ارشدکارشناس(رانفریپوهاب 

و ، خصوصیات فیزیکیهاگیویژازجمله ساختار، ) تهیدروکسی آلکانوالیپ(قبل در خصوص پلاستیک زیستی هايقسمتدر 

از طریق مطالبی ارائه شد که در این بخش به ادامه تولید آن هامیکروارگانیسمو تولید توسط بعضی از سنتز این مادهايهراه

.گرددمیکوتاه اياشارهنوترکیب و استخراج بیوپلاستیک از توده زیستی

بوترکیناشریشیاکلیوسیلهبههیدروکسی آلکانوات تولید پلی

نتز بیوپلیمر داخل سلولی در س،هیدروکسی آلکانواتآنالیز سریع مولکولی بیوسنتز پلیازجملهفراوانی هايکاربردکلیاشریشیا

هیدروکسی بوتیرات سنتز پلیمطالعات نشان داده است که . باشدیمي ژنتیکی را دارا هاياستراتژجوابگو بودن در وسطح بالا

از . باشدیمآ موجود کوآنزیمی وابسته به مقدار استیلول،نوترکیب نیاز به محدودیت غذایی خاصی نداردکلیاشریشیاوسیلهبه

قابلیت ،گالی بالاي سلولیچ،به رشد سریعتوانیمهیدروکسی آلکانوات نوترکیب براي تولید پلیکلیاشریشیامزایاي استفاده از 

افزایش مقدار ،کلیاشریشیاتوجه به گستردگی دانش در رابطه با ژنتیک اب. ره کردآسان اشاسازيخالصاستفاده از منابع ارزان و 

خود را در توجهقابلنقش کلیاشریشیاطورکلیبه،هیدروکسی آلکانوات ضروري استتبط با وقایع متابولیکی سنتز پلیمعلومات مر

.ولید تجاري آن ادامه خواهد دادتاحتمالاًهیدروکسی آلکانوات و ي سنتز پلیهاسمیمکانتعیین و تشخیص 

هیدروکسی ي بیوسنتزکننده پلیهاژننوترکیب حامل کلیاشریشیاوسیلهبههیدروکسی آلکانوات ولید پلیتدر مطالعات مختلفی 

درصد 90تا 80تواندمینوترکیب کلیاشریشیااین این مطالعات نشان دادند که. گردیدبررسی رالستونیا اتروفاآلکانوات از باکتري 

گرم در 80دروکسی بوتیرات بیش از ـهیغلظت پلی. سی بوتیرات اختصاص دهدهیدروکخشک خود را در پایان کشت به پلیاز وزن

مشکل نیاز بالا به اکسیژن در طی تخمیر حالدرعینولی ،بتچ مشاهده شد-گرم در ساعت در کشت فید2بیش از وريبهرهلیتر با 



اغلب براي تولید 1از مولاز.و جایگزین خوبی براي روش امروزي واقع شود،بدهد که این فرآیند مفیدتا اجازه گرددباید حل 

باشد،یمTZ18u-PHBید سمکه حاوي پلاHMS174/pTZ18u-PHBنوترکیب کلیاشریشیاهیدروکسی بوتیرات از پلی

و ژن مقاومت به رالستونیا اتروفا آلکانوات هیدروکسیي پلیکنندهي بیوسنتزهاژنحاوي پلاسمیداین . شودیماستفاده 

گرم در لیتر و 5/39ساعت تخمیر به ترتیب 35هیدروکسی بوتیرات بعد از وزن خشک نهایی و محتواي پلی. باشدیم2نیلیسیآمپ

- 4پلیاستریپلتولید هوموثباعpKSSE5.3پلاسمیدحاوي XL1-Blueاشریشیاکلیبا دستکاري.ددرصد بدست آم80

هیدروکسی بوتیریک اسید با استفاده از محیط معدنی حاوي گلوکز و

زن خشک سلول ودر این صورت .گرددمیبتچ-ثابت طی تخمیر فیدpHمنبع کربن و در عنوانبههیدروکسی بوتیریک اسید - 4

.ددگرمیگرم در لیتر حاصل 4/4و 6/12ساعت به ترتیب 60هیدروکسی بوتیریک بعد از -4نهایی و پلی

هیدروکسی - 3پلیمري پلیيتولید تر،ائروموناسهیدروکسی آلکانوات در ي بیوسنتزکننده پلیهاژننوترکیب حاوي کلیاشریشیا

هیدروکسی هگزانوات با استفاده از دوکانوئیک اسید همراه با اسیدهاي چرب با زنجیره -3- کو-هیدروکسی والرات- 3-کو-بوتیرات

-4- کو-هیدروکسی بوتیرات-3پلی رنوترکیب گزارش شده است که کوپلیماشریشیاکلیي از اهیسو. شودمیسبب کربنی فرد را 

با DH5αکلیاشریشیاوسیلهبهاین فرآیند . کندیمرشد بر روي محیط مرکب حاوي گلوکز تولید هیدروکسی بوتیرات را به هنگام

و رالستونیا اتروفاهیدروکسی آلکانوات بیوسنتزکننده پلیي هاژنها به ترتیب حاوي پلاسمیداین . هاي جداگانه انجام شدپلاسمید

.بودند4کلستریدیوم کلایورياز باکتري 3ي تخریب سوکسیناتهاژن

ي کلون و پس از آن پلاسمیدرا در وکتور 5NRRL 2209ساسترپتومایسس ائروفاسینباکتري DNAي از اقطعهمطالعهدر یک 

هاي سیتوپلاسمی با وزن انکلوزیونصورتبههیدروکسی بوتیرات را نوترکیب حاصله پلیکلیاشریشیا.کردندکلیاشریشیاوارد 

نس استرپتومایسس ائروفاسیبرابر بیشتر نسبت به 28تا 25نوترکیب کلیاشریشیااین . دکیلو دالتون ذخیره کرد28مولکولی 

.کردسازيذخیرههیدروکسی بوتیرات پلی،بودکه بر روي گلیسیرول رشد کرده 6بومی

-VG1نوترکیب کلیاشریشیاسویه جدید در یک تحقیق  pTU14از باکتري 7کلونینگ ژن گلوبین ویتروسیلاوسیلهبه

بلکه بر ضریب شود،یمسبب کاهش غلظت اکسیژن بحرانی تنهانهداخل کردن این . حاصل شدکلیاشریشیابه داخل1ویتروسیلا

1 Molasse
2 Ampicillin
3 Succinate
4 Clostridium kluyveri
5 Streptomyces aureofaciens
6 Native S. aureofaciens
7 Vitreoscilla globin gene (vgb)



-VG1ي هاسلولبسیار بالا بود و با رشد kLaدر ابتدا . گذاردیمثر انتقال حجمی اکسیژن در سویه نوترکیب ا pTU14،عاًیسر

هیدروکسی بوتیرات با ین چگالی بالاي سلول و ذخیره پلیبنابرا؛ درصد رساند50کاهش پیدا کرد و اکسیژن نامحلول را به کمتر از 

.بدست آمد،هزینه تولید پایین در غلظت پایین اکسیژن نامحلول

3DSMالوباکتر کریسنتوسک،2اتایوسفرا پنتوتروفوسیلهبههیدروکسی بوتیرات تولید پلیالذکرفوقي هامیکروارگانیسموه بر علا

6ودوموناس پالوستیریسر،5PCC6803ینکوسیتسس،4MA19سینکوکوکوسونه گ،FA8سویه ازتوباکتر ونهگ،4727

42OL،اسیلوس سرئوسبUW85،زوگلواونه گZ5 GII،7تیلوباکتریوم رودوسیانوممMB 126،8تیلوباکتریوم اکستورکوئنسم

P14،9اسیلوس مایکوئیدزبRLJ B-017،ردیگیمصورت هم 11سسنسیآمریکوکوکوس کاپلیو 10سزوسپیریلوم برازیلینآ،

.وجود نداردهاممیکروارگانیسي این هاکشتهیدروکسی بوتیرات توسط هیچ گزارشی از تولید انبوه پلیهرچندکه تاکنون 

تهیدروکسی آلکانوااستخراج پلی

یک سیستم استخراج کارآمد به معنی . دیآیمشمار بي تولید این مادههاچالشاستخراج بیوپلاستیک از توده زیستی یکی دیگر از 

بلافاصله بعد از اتمام منبع کربن و قبل از شروع هیدروکسی آلکانواتبهترین زمان براي استخراج پلی. باشدیمکاهش هزینه تولید 

هامیکروارگانیسمهیدروکسی آلکانوات از پلیبراي استخراجچندین روش در حال حاضر . باشدیمآنزیم دپلیمراز وسیلهبهتجزیه آن 

):1جدول و شکل (باشندمیتررایجوجود دارد که دو روش زیر 

دوستچربیلیپیدها و دیگر اجزاي . باشدیمآلکانوات در کلروفرم و نامحلولی در متانول هیدروکسیاساس حلالیت پلیرروش اول ب

گرم از سلول جدا کلروفرمهیدروکسی آلکانوات در ول داغ و به دنبال آن حل شدن پلیفرورفتن در متانوسیلهبهدر سلول باکتري 

متانول بازیافت وسیلهبهبه روش تبخیر حلال و یا رسوب دادن آن توانیمرا کلروفرمهیدروکسی آلکانوات محلول در لیپ.شوندیم

هیدروکسی خلوص بالایی از پلیاگرچه.تهیدروکسی آلکانوات نیز گزارش شده استفاده از استون براي استخراج پلیلبته اسا. کرد

1 Vitreoscilla
2 Thiosphaera pantotropha
3 Caulobacter crescentus
4 Synechococcus
5 Synechocystis
6 Rhodopseudomonas palustris
7 Methylobacterium rhodesianum
8 Methylobacterium extorquens
9 Bacillus mycoides
10 Azospirillum brasilense
11 Americoccus kaplicenses



این روش نه روازاین،دنیاز به تکرار داروبوده بسیار خطرناكهامحلولاما استفاده از این شود،یماین روش تهیه واسطهبهآلکانوات 

.)1جدول شکل و (استصرفهبهمقرونو نه براي تولید بیوپلاستیک زیستمحیطسازگار با 

هامیآنزترکیبی از وسیلهبهي باکتریایی هاسلول. ي آلی طراحی شده استهاحلالدومین روش براي جلوگیري از مصرف 

و شوندیمیمار ت،نوکلئیک و دیواره سلولی باکتريسیدا،پروتئینسازيخارجها براي 1و دترجنت)اهو لیزوزیمزهانوکلئا،روتئازهاپ(

.ماندیمباقی نخوردهدستهیدروکسی آلکانوات پلیدرنهایت

ولی را حمل یستم لیز سلس،در این باکتري یک کاست ژنی.باشدیمتخریبی دداراي یک سیستم خو2باسیلوس مگاتریومباکتري 

ي هاژن،در بیان این کاست. گیردمیقراراشریشیا کلیدر باکتري باسیلوس سوبتیلیس3شاتل وکتوروسیلهبهاین کاست . کندیم

xylA وxylR،با لیز خودبخودي زمانهم. شوندیمگلوکز محدود وسیلهبهتحریک و 4زایلوزوسیلهبهکه باشندیمي هدف هاژن

وسیلهبهتواندیماز این فرآیند تنظیمی وريبهره. شودیمرها ،شدههیدروکسی آلکانوات ذخیرهپلی،سوبستراسلولی و اتمام 

.فزایش پیدا کندا،که یک پروتئین وابسته به دیواره سلولی استYoeBدستکاري

1 Detergent
2 Bacillus megaterium
3 Shuttle Vector
4 Xylose



مختلف استخراج بیوپلاستیکهايروششماي تولید و :1شکل 

ي مختلفهامیکروارگانیسمدر یوپلاستیکستخراج باهايروش: 1جدول 

Classes Techniques Acting Principle Microorganism

Physical/
Mechanical

Disruption

Thermolysis Disruption of Cell wall by the affect of
ionic strength, pH and temperature with
chelating agent

Ultrasonication Ultrasonic waves, followed by

centrifugation

Bacillus flexus

Bead Mill Grinding cylinder containing beads made
of wear resistant materials like glass,
alumina, titanium carbide, zirconium oxide
and zirconium silicate is driven by motor

Alcaligenes
latus

High Pressure
Homogenizer

Disrupter fitted with a displacement pump
monitors the pressure and a discharge
valve to homogenize the solution pushed
through pump

Gram Negative

Bacteria



Chemical
Disruption

Alkali

Treatment

Exposure to basic pH (mild alkaline

hydrolysis)

Bacillus flexus

Detergent

Solubilization

Detergents like SDS, CTAB, Triton X
100, Saponins, Tween 20 and Tween 80
etc, are used

Ralstonia

eutropha

Cell Wall

Permeabilisation

Organic solvents like toluene, acetone,
chloroform and ethylene
carbonate are used, followed by non-

solvent precipitation

Bacillus cereus
SPV and
Cupriavidus
necator,
respectively.

Enzymatic Disruption Lytic enzymes in medium with detergent or

chelating agent

Cupriavidus

necator
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