
Journal of Babylon University/Pure and Applied Sciences/ No.(4)/ Vol.(21): 2013  

 

 ١٣٤٧

اط ص ا دة ا ر رو  د 

(PHB)   اBurkholderia cepacia ا وزم  و   
    شذى سلمان حسن،وجدان رضا تاج الدین   

 سم علوم الحیاة ق/ كلیة العلوم/ جامعة بغداد    ،  قسم علوم الحیاة/  كلیة العلوم  / جامعة بابل 

 

  الخلاصة 

 Burkholderia cepaciaمــن بكتریــا (PHB) طرائــق مختلفــة لاســتخلاص متعــدد بیتــا هیدروكــسي بیوتاریــت ةاســتخدمت خمــس        

الاســتخلاص بتكــسیر الخلایــا بوســاطة الموجــات   و بتراكیــز مختلفــة هــایبوكلورات الــصودیوممحلــول الاســتخلاص بوهــي المعزولــة محلیــا 

 وهـــایبوكلورات الــــصودیوم و SDSالاســــتخلاص بـــالخرز الزجاجیــــة و   و ةو الاســــتخلاص بـــالكحول الاثیلــــي والكلورفـــورمقـــ الفائالـــصوتیة

بینــــت النتــــائج ان احـــسن طریقــــة للاســــتخلاص هــــي طریقــــة التكــــسیر بــــالخرز . (NaOH)الاســـتخلاص باســــتخدام هیدروكــــسید الــــصودیوم

 متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت سـتخلاصذ كانـت النـسبة المئویـة لاإلورات الصودیوم   بوجود هایبوكSDSالزجاجیة مع المواد الماسخة 

 درس تـأثیر     . %51.3 تلتهـا طریقـة هـایبوكلورات الـصودیوم 50 وبدرجـة 11مـن الـوزن الجـاف للخلایـا فـي رقـم هیـدروجیني % 57

جزیئــي اللــوحظ ان الــوزن حیــث   Burkholderia cepacia  المــستخلص مــن بكتریــاPHBطرائــق الاســتخلاص فــي الــوزن الجزیئــي لـــ

دالتــون ثــم تــلاه المــستخلص   4.7×105وكــان) المــستخلص بــالطرائق الاخــرى( المــستخلص بطریقــة الكلورفــورم اعلــى مــن غیــره PHBلـــ

فـي وم دالتـون بطریقـة هیدروكـسید الـصودی105   2.4×و  دالتـون105×3.8 هـایبوكلورات الـصودیوم – SDSبطریقـة الخـزر الزجاجیـة و

   حین انخفض الوزن الجزیئي عن هذه الحدود في طرائق الاستخلاص الاخرى

 

Abstract 
      PHB was extracted from Burkholderia cepacia  locally isolated by five different methods iculding 
sodium hypochlorite(with different concentration ) ,by sonication ,glass beads –SDS- sodium 
hypochlorite,ethyl alcohol –chloroform and sodium hydroxide .The glass beads –SDS- sodium 
hypochlorite method at 50and pH 11 was more efficient  than other methods in PHB extraction 
57%PHB from cell dry weight than sodium hypochlorite method 51%PHB.The effect of extraction 
methods on molecular weight was studied,it observed The molecular weight of  the PHB was 4.7×105 
dalton when ethanol –chloroform was used while it was  3.8×105,3.8×105  ,2.4 × 105 dalton when 
sodium hypochloriteand , sonication , glass beads –SDS- sodium hypochlorite ,  sodium hydroxide 
respectively . 

 

 دمة قالم
 خطوة مكملة للانتاج وتـضیف هـذه الخطـوة كلفـة لعملیـة الانتـاج الـى جانـب كلـف PHBتشكل خطوة استخلاص وتنقیة     

یین بحثـت ودرسـت عـدة طرائـق اسـتخلاص المـادة لغـرض وفـي العقـدین الماضـ. الاوساط الزرعیة ومتطلبات عملیات الانتاج

  .ایجاد طریقة اقتصادیة تفي بالغرض

  :هنالك عدة طرائق لاستخلاص متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت تشمل

  .Solvent extractionالاستخلاص بالمذیبات  .١

  .hypochlorite digestionالهضم بهایبوكلورات الصودیوم  .٢

  .Enzymatic digestionالهضم بالانزیمات  .٣

 .Solvent extractionالاستخلاص بالمذیبات . ١

تــستخدم هــذه الطریقــة امــا علــى مــستوى ضــیق كمــا فــي التجــارب المختبریــة وعلــى نطــاق واســع لاغــراض الانتــاج   

كـسي التجاري ، وهي طریقة شائعة الاستعمال ویمكن تطبیقها على العدید من الاحیاء المجهریة التي تنتج متعدد بیتا  هیدرو

ثنـائي كلوریـد -٢، ١یذوب متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت في المذیبات العضویة مثل الكلورفورم ومثیلین كلوراید و.بیوتاریت

وهــذه المــذیبات الثلاثــة تــستخدم لاســتخلاص متعــدد بیتــا هیدروكــسي بیوتاریــت مــن الكتلــة ) dichloroethane-1,2( الایثــان

ص متعــدد بیتــا هیدروكــسي بیوتاریــت بــالكلورفورم بمعاملتــه بــالكلورفورم الــساخن، وفــصل ان طریقــة اســتخلا .الحیویــة للبكتریــا



 

 ١٣٤٨

المتعــدد عــن بــاقي الــدهون بواســطة الترســیب مــع ثنــائي اثیــل ایثــر او الهكــسان او المیثــانول وغیرهــا واعیــد اذابــة متعــدد بیتــا 

ة مختلفـة وهـي الكلورفـورم وكلوریـد المثیلـین استخدمت ثلاثة مـذیبات مكلـور.(Doi,1990)هیدروكسي بیوتاریت في الكلورفورم

 -١،٢ثنائي كلورید الایثـان وقـد حـصل علـى احـسن طریقـة للاستخلاصـه عنـد اسـتخدام الكلوفـورم وكلوریـد المثیلـین و-١،٢و

  ) et al.1994) Ramsayثنائي كلورید الایثان على التوالي

  الهضم باستخدام هایبوكلورات الصودیوم. ٢

ات الصودیوم الى اذابة جمیع المكونات الخلویـة ماعـدا متعـدد هیدروكـسي الكـانوتیز أي انـه یتـرك متعـدد یؤدي هایبوكلور    

وهـضم الكتلـة الحیویـة بهـایبوكلورات الـصودیوم یـؤدى  الـى حـدوث نقـصان فـي . ًبیتا هیدروكـسي بیوتاریـت سـلیما بـدون تغیـر

اسـتخلص متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت مـن بكتریـا et al (  Berger . ١٩٨٩(من البـولیمر% ٥٠الوزن الجزیئي یقارب 

R.eutropha بطریقــة الهــضم بهایبوكلورایــت تــسبقه معاملــة اولیــة بمــادة ماســخة مثــل (Sodium dodecyl sulfate) 

(SDS) في هـذه الطریقـة تـم الحـصول علـى . بواسطة الهضم بهایبوكلورات الصودیوم% ١٠من البروتین % ٨٥ الدي یزیل

وبهـذه الطریقـة یمكـن المحافظـة علـى حبیبـات متعـدد هیدروكـسي بیوتاریـت ممـا یتـیح اسـتخدامها .  عالي للبـولیمروزن جزیئي

 )Ramsay et al. 1990 (.في عدة مجالات

 طریقة الهضم بالانزیمات. ٣

ة بسبب الكلفة العالیـة لطریقـة الاسـتخلاص بالمـذیبات اسـتبدلت بطریقـة الهـضم بالانزیمـات وطـورت مـن قبـل شـرك  

Imperial Chemical Industeries (ICI)١٠٠معاملة حراریة بدرجة تتـراوح بـین :   تتضمن الطریقة الخطوات الاتیة-

١٥٠ م لتكـــسیر الخلایـــا ومـــسخ الاحمـــاض النوویـــة ثـــم الهـــضم بالانزیمـــات والغـــسل باســـتخدام المنظفـــات الایونیـــة الـــسالبة

)anionic surfactant ( عــدا متعـدد بیتـا هیدروكــسي بیوتاریـت وفـي النهایــة قـصر متعـدد بیتــا لاذابـة المكونـات الخلویـة ما

ان الانزیمــات التــي تــستخدم فــي الهــضم هــي اللایــسوزایم وفوســفورلایبیز . هیدروكــسي بیوتاریــت مــع بیروكــسید الهیــدروجین 

phospholipase)  ( لیـسیتنزLicithinace )(والبروتیـز)protease(ب المكونـات ، تعمـل هـذه الانزیمـات علـى هـضم اغلـ

بحـــــث  نظـــــام اســـــترداد حبیبــــــات متعـــــدد بیتـــــا هیدروكــــــسي   .ًالخلویة ماعدا متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت الذي یبقى سلیما

ایم ینفـذ الـى زان انـزیم اللایـسو.  لانـزیم اللایـسورایمT7bacteriophage بواسـطة متغیـر جـین لــE.coliبیوتاریت مـن بكتریـا 

ًى اطـلاق حبیبـات متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت وان هـذه الطریقـة اتبعـت مـسبقا مـن قبـل الخلایا ویحطمها ویؤدي ذلـك الـ

Kalousek وجماعته ووجد ان هـذه الطریقـة غیـر فعالـة بـسبب عـدم الـسیطرة علـى بـروتین الفاجـات للحـصول علـى التحـرر 

زمیـد مفـصول وبـدأ التعبیـر عنـه فـي في اعلى مستوى لتجمیع متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت، وفي طریقة اخرى استخدم بلا

 ethyleneمـــــــستوى قلیـــــــل خـــــــلال دورة الخلایـــــــا وفـــــــي نهایـــــــة طـــــــور التجمیـــــــع حـــــــصد ت الخلایـــــــا وخلطـــــــت مـــــــع 

diaminetetraacetate . ان هذه الطریقة فعالة لان اللایسورایم سوف یحطـم التراكیـب الخلویـة ویحـرر حبیبـات متعـدد بیتـا

 Fidler and)صل بـه تجمیـع متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت الـى اعلـى مـستوىهیدروكـسي بیوتاریـت فـي الوقـت الـذي یـ

Dennis.,1992). تهــا فــي اســتخلاص ومعرفــة الاســلوب ءاتبعــت فــي هــذه الدراســة خمــس طرائــق مختلفــة للمقارنــة بــین كفــا

  .PS3 B.cepaciaالافضل لاستخلاص متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت من بكتریا

  المواد وطرائق العمل 

  .من الماء  المعزولة محلیا Burkholderia cepaciaتم استخدام بكتیریا - :السلالة البكتیریة

 NH4Cl غـم وK2HPO4 1 غـم و 10 كلوكـوز  -: الـذي یتكـون مـن الامـلاح المعدنیـة اسـتخدم وسـط - :الاوساط الزرعیة

مـن المـاء المقطـر، ثـم اكمـل ذوبـت المـواد فـي كمیـة  غـم FeCl3.6H2O 0.005 غـم و MgSO4.7H2O. 0.2  غـم و0.5

  . دقائق10 لمدة 121وعقم الوسط بالموصدة بدرجة . 7الحجم الى لتر وضبط الرقم الهیدروجیني الى 

  طرائق الاستخلاص

  . طرائق لتكسیر واستخلاص مادة بیتا هیدروكسي بیوتاریت من خلایا البكتریا٥استخدمت   

 (Aslim et al., 2002) هایبوكلورات الصودیوممحلول الاستخلاص ب
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  %).٥، %٣، %٢، %١، %٠.٢(استخدمت في هذه الطریقة تراكیز مختلفة من هایبوكلورات الصودیوم وهي 

 دقیقـــة واخـــذ الراســـب، ١٥دقیقـــة لمـــدة /  دورة٦٠٠٠ مللتـــر مـــن المـــزروع البكتیـــري بجهـــاز النبـــذ المركـــزي بـــسرعة ١٠ نبـــذ -

  .م لمدة ساعة٣٧ وحضنت الانابیب بدرجة  مللتر من محلول هایبوكلورات الصودیوم١٠اضیف الیه 

  . دقیقة واخذ الراسب وغسل بالماء المقطر المعقم١٥دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠ نبذ المحلول بجهاز النبذ المركزي بسرعة -

  . واخذ الراسبطافي مللتر من الایثانول ثم نبذ بجهاز النبذ المركزي واهمل ال١٠ اضیف الى الراسب -

  . من الاسیتون ونبذ بجهاز النبذ المركزي واهمل الطافي واخذ الراسب مللتر١٠ اضیف -

بالمـاء المقطـر PHBغـسل . بتبخیر الكلورفـورمPHB ت المادة المتبقیة  مللتر من الكلورفورم الساخن وجفف١٠ اضیف له -

  . ساعة ٢م لمدة٤٥وجفف بدرجة 

  (Mercan et al.,2002)ةقالاستخلاص بتكسیر الخلایا بوساطة الموجات الصوتیة الفائ

 واخـذ طـافي دقیقـة، اهمـل ال١٥دقیقـة لمـدة /  دورة٦٠٠٠ مللتر من المزروع البكتیري بجهاز الطرد المركزي بسرعة ١٠نبذ -

، .(Vortex)ً جیـدا بوسـاطة جهـاز المـازج الكهربـائي مزجـتمللتر من الماء المقطر المعقـم و٥اضیف الى الراسب -.الراسب

ــــى )  دقیقــــة٦، ٤، ٢( طاقــــة للجهــــاز لفتــــرات ىلــــى الموجــــات الــــصوتیة الفائقــــة باقــــصكــــسرت الخلایــــا بتعریــــضها ا ًكــــلا عل

 مللتــر مــن محلــول عــالق الخلایــا ٢ لكــل  (2N) مللتــر مــن حــامض الهیــدروكلوریك الــى المحلــول بتركیــز ٢اضــیف -.حــدة

 . ساعة٢وحضن بدرجة الغلیان في حمام مائي لمدة 

 . دقیقة واهمل الطافي واخذ الراسب٢٥دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠رعة نبذ المحلول بجهاز النبذ المركزي بس-

م طـــوال ٢٨دقیقـــة بدرجـــة /  دورة١٥٠لتـــر مـــن الكلورفـــورم وحـــضن بالحاضـــنة الهـــزازة بـــسرعة لم٥اضـــیف الـــى الراســـب -

راسب والذي یمثل  دقیقة، واهمل الطافي واخذ ال٢٠دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠نبذ المحلول بجهاز النبذ المركزي بسرعة -.اللیل

PHB ٤٥ وجففت بدرجة ساعة٢م لمدة . 

 (Das et al., 2004)   الاستخلاص بالكحول الاثیلي والكلورفورم

 دقیقــة ، واخــذ الراســب، ٢٠دقیقــة لمــدة /  دورة٦٠٠٠ مــل عــن المــزروع البكتیــري بجهــاز الطــرد المركــزي بــسرعة ١٠ نبــذ -

  .وغسلت الخلایا بالماء المقطر

م ولمـــدة ســـاعة ، ثـــم نبـــذ بجهـــاز النبـــذ ٥٠وبدرجـــة % ٨٠ر مـــن الكحـــول الاثیلـــي الـــى الراســـب بتركیـــز  مللتـــ١٠ اضـــیف -

  . دقیقة واخذ الراسب٢٠دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠المركزي بسرعة 

م لمدة ساعة، اخذ الجزء الرائق ونقل الى ٨٠ مللتر من الكلورفورم الساخن وحضن في حمام مائي بدرجة ١٠ اضیف له -

  .PHBللحصول على ) بوضعه في حمام ماء مغلي بدرجة الغلیان لیتبخر(زجاجي نظیف وبخر الكلورفورم انبوب 

  (Tamer et al.,1998) وهایبوكلورات الصودیومSDSالاستخلاص بالخرز الزجاجیة و 

  .اسب دقیقة ، اهمل الراشح واخذ الر٢٠دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠ مللتر من المزروع البكتیري بسرعة ١٠ نبذ -

 0.5 الـى الخلایـا واضـیف الیـه الخـرز الزجاجیـة المعقمـة بقطـر٧.١رئ الفوسـفات بـرقم هیـدروجیني امللتـر مـن د٥ اضیف -

  . دقیقة بفترات متقطعة٣٠ لمدة (Vortex)وكسرت الخلایا باستعمال المازج الكهربائي ملم 

  .دقیقة ، واهمل الراشح واخذ الراسب ٢٠دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠ نبذ المحلول بجهاز النبذ المركزي بسرعة -

م كـل تجربـة علــى )٥٠ و٣٧( وبـدرجتین مختلفتـین ١٣ و١١وبـرقم هیــدروجیني % ١.٥بتركیـز  [SDS مـزج الراسـب مـع -

  .لمدة ساعة] حدة

 دقیقــة واهمــل الطـــافي واخــذ الراســب ، غـــسل ٢٠دقیقـــة لمــدة /  دقیقــة٥٠٠٠ نبــذ المحلــول بجهــاز النبـــذ المركــزي بــسرعة -

  ثم.ب بالماء المقطر الخالي من الایوناتالراس

  .م٤٥ل الایونات ثم جففت بدرجة ازلمونبذ واخذ الراسب وغسل بالماء المقطر ا% ٥.٦٤بهایبوكلورات الصودیوم بتركیز 

  (Lee et al.,1999) (NaOH)الاستخلاص باستخدام هیدروكسید الصودیوم

 دقیقـة، اهمـل الطـافي واخـذ ٢٠دقیقة لمـدة /  دورة٦٠٠٠مركزي بسرعة  مللتر من المزروع البكتیري بجهاز النبذ ال١٠ نبذ -

  .الراسب، وغسلت الخلایا بالماء المقطر
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ً كـلا علـى حـدة (4N, 3N, 2N, 1N) مختلفـة عیاریـة المحـضر بتراكیزNaOH مللتـر مـن محلـول ١٠الخلایـا مـع مزجت -

  .م لمدة ساعة٦٠م و٣٠وحضن بدرجتین حراریتین 

 دقیقــة، اهمــل الطــافي واخــذ الراســب وهــو یمثــل ٣٠دقیقــة لمــدة /  دورة٢٥٠٠٠ المركــزي بــسرعة نبــذهــاز ال نبــذ المحلــول بج-

PHB.   

  .ساعة ٢م لمدة ٤٥ف بدرجة  بالماء المقطر وجفPHB غسل -

 (Hong et al., 1999)التحلیل النوعي لمتعدد هیدروكسي الكانویتز  

 :بطریقة ًتم تحلیل مادة متعدد هیدروكسي الكانوتیز نوعیا 

  FT-IRدراسة الاطیاف تحت الحمراء باستخدام جهاز 

بكتریـا بطرائـق الاسـتخلاص  ال المستخلـصة مـنPHB،مـع اخـذ كمیـة قلیلـة مـن 1 -سم500-4000  تراوحت  موجیة  اطوالب

  .المختلفة المستخدمة في الدراسة ومن انواع البكتریا المعزولة

  (Das et al.,2004) ي بیوتاریت محتوى الخلایا من متعدد بیتا هیدروكسقدیرت

  :تم تحدید محتوى الخلایا البكتیریة من متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت وذلك من خلال

  cell dry mass الوزن الجاف للخلایا ردیق ت-

اخـذ  دقیقـة واهمـل الطـافي و٢٠دقیقة لمدة /  دورة٦٠٠٠ مللتر من المزروع البكتیري في جهاز النبذ المركزي بسرعة ١٠نبذ 

 ســاعة ثــم ٢٤م لمــدة ٤٠وغــسلت مــرتین بالمــاء المقطــر الخــالي مــن الایونــات ثــم جففــت الخلایــا بدرجــة ) الخلایــا(الراســب 

  . ووزنت بمیزان حساسdesiccatorبردت في 

   وزن متعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریتردیقت-

  . ساعة ووزن بمیزان حساس٢م لمدة ٥٠ من الخلایا وجففت بدرجة PHBاستخلص 

وقد تـم فـي جمیـع التجـارب حـساب محتـوي الخلایـا مـن متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت مـن خـلال حـساب النـسبة المئویـة -

  .١٠٠) بالغرام(وزن الخلایا الجاف / بالغرام (pHBوزن [ الى الوزن الجاف للخلایا PHBلـ

  (Akita et al., 1976)تقدیر الوزن الجزیئي 

جـارب الخاصـة بالاسـتخلاص والتحلـل الحـراري والكیمیـاوي بطریقـة قیـاس اللزوجـة باسـتخدام قدر الوزن الجزیئي في جمیع الت

 مللتـر مـن ١٠٠المذابـة فـي ) غـم١.٥، ١، ٠.٥، ٠.٢ (PHB، حضرت تخافیف مـن مـادة viscometeryقیاس اللزوجة م

مللتـر مـن كـل تركیـز یحـسب  ٣ مللتر من كل تركیـز، و٧الكلورفورم وحسب زمن الجریان لكل تركیز وذلك من خلال امرار 

  : زمن الجریان للمذیب ثم نحسب اللزوجة النوعیة النسبیة من خلال القانون التاليحسب له الكثافة، و

000 t

t








  

0


  .اللزوجة النسبیة = 

 =  الكثافة لكل تركیز  t = ن جریان لكل تركیززم.  

0 = 0    كثافة المذیبt = زمن جریان المذیب  

ومن خلال رسم العلاقة مابین اللزوجة النوعیة 







1

0


 لتركیز المادة وحسب اللزوجة وهي نقطة التقاطع مـع محـور 

Y التالي ثم نحسب الوزن الجزیئي من القانون:  

 rk  
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k= ٧.٧×10-5         ،  =٠.٧٤         kو  الكلورفــــــــــــــــورم(ثوابـــــــــــــــت خاصــــــــــــــــة بالمـــــــــــــــذیب.           (

  r =الوزن الجزیئي         = اللزوجة المطلقة.  

  

  النتائج والمناقشة

   (PHB)التحلیل النوعي لمتعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت 

   بجهاز الاطیاف تحت الحمراء PHBتحلیل 

 بجهــاز ١-ســم٤٠٠٠-٥٠٠ المستخلــصة مــن البكتریــا بــاطوال موجیــة تراوحــت بــین PHBبینــت نتــائج قــراءة امتــصاص مــادة 

ان ظهــور حزمــة امتــصاص عنــد ١٧٢٨ اعطــت حزمــة امتــصاص الطــول المــوجي -IR FTة تحــت الحمــراء مطیــاف الاشــع

 دلیل على ان البكتریا تجمع متعدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت ولـیس نوعـا آخـر مـن انـواع متعـدد ١-سم١٧٢٨الطول الموجي 

 طیــف امتــصاص عنــد اطــوال موجیــة لان الانــواع الاخــرى مــن متعــدد هیدروكــسي الكــانویتز تعطــي. هیدروكــسي الكــانویتز

 Hydroxyoctanoate (HO)ًمختلفــــة مــــثلا ان متعــــدد هیدروكــــسي الكــــانویتز الــــذي یتكــــون مــــن وحــــدات احادیــــة مــــن 

ان ظهـور  ) Hong et al., 1999 (١ -سـم١٧٤٠ یعطي طیف امتصاص عنـد الاطـوال الموجبـة Hydroxydecanoatو

یــدل علــى مجموعــة الكاربوكــسیل وان ظهــور حــزم امتــصاص ١-م ســ١٤٥٠-٩٠٠حــزم امتــصاص عنــد الطــول المــوجي مــابین

 دلیــل علــى مجموعــة ١- ســم٣٥٠٠ یــدل علــى مجــامیع المثیلــین والمثیــل  وكــذلك عنــد الطــول المــوجي ١- ســم٣٠٠٠-٢٠٠٠

ان طریقـة تحلیـل المتعـدد بوسـاطة المطیـاف المعتمـد علـى الاشـعة تحـت ).١( شـكل ) Hong et al., 1999(الهیدروكـسیل 

 طریقـة لهــا عـدة ممیــزات ایجابیـة منهـا انهــا طریقـة ســهلة وسـریعة ولا تحتـاج الــى وقـت طویــل إذ ان وقـت التحلیــل لا الحمـراء

 ;Kansiz et al., 2000)ً ملغـم تقریبـا ٠.٤ً دقیقة ولا یحتاج الى مذیبات وكمیة العینة المراد تحلیلها قلیلة جدا ٣٠یتجاوز 

Hong et al., 1999).التي تستخدم في تحلیل بینما الطرائق الاخرى PHB مثل كروماتوغرافیا الغاز (GC) طریقـة شـاقة 

 Flow، وطریقة (Riis and Mai,1988; Huijberts et al.,1992) وغیر سریعة وتحتاج الى وقت وكثیر من المذیبات

cytometry تعتمد على تلوین الخلایا مع صبغة النیل الاحمر المتفلورة (Degelau et al.,1995;Muller et .  

  PHBتأثیر طرائق تكسیر الخلایا المختلفة في استخلاص  

ان من اهم العوامل التي تؤثر في كمیة متعدد بیتا هیدروكسي من الناحیة الاقتصادیة هـو عملیـة استخلاصـه مـن   

 البكتیریـة ق لاسـتخلاص متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت مـن الخلایـائ وهنالـك عـدة طـرا(Poirier et al., 1995)البكتریـا 

 Organic solvent extraction) ((Ramsay et al., 1994; Brandl منهـا طریقـة الاسـتخلاص بالمـذیبات العـضویة

et al., 1990) والهــضم بالانزیمــات  (Holmes and Lim, 1990) والطرائــق الآلیــة  )Machenical methods 

((Yoshida et al., 1995)تهـا ءت في هذه الدراسة خمس طرائق مختلفة للمقارنة بین كفـااتبع.  وغیرها من الطرائق العدیدة

بینـت .PS3 B.cepaciaالافـضل لاسـتخلاص متعـدد بیتـا هیدروكـسي بیوتاریـت مـن بكتریـا في استخلاص ومعرفة الاسـلوب

ات  بوجـود هـایبوكلورSDSالنتائج ان احسن طریقة للاسـتخلاص هـي طریقـة التكـسیر بـالخرز الزجاجیـة مـع المـواد الماسـخة 

مــن الــوزن الجــاف % ٥٧ذ كانــت النــسبة المئویــة لتجمیــع متعــدد بیتــا هیدروكــسي بیوتاریــت إم ٥٠الــصودیوم بدرجــة حــرارة 

ولـوحظ ان احـسن ).١(جـدول % ٥١.٣م تلتهـا طریقـة هـایبوكلورات الـصودیوم ٥٠ وبدرجـة ١١للخلایا في رقـم هیـدروجیني 

ذ یعمـل هـایبوكلورات الـصودیوم علـى تكـسیر الخلایـا واذابـة إ%. ٥.٦ هو PHBتركیز لهایبوكلورات الصودیوم لاستخلاص 

ان المعاملة بهـایبوكلورات الـصودیوم فعالـة فـي اذابـة المكونـات الخلویـة الا انـه یقـوم بتكـسیر . PHBالخلویة عدا  المكونات 

ؤثر فـي الـوزن الجزیئـي  وهـو مؤكـسد قـوي وبـذلك فانـه یـPHB (Hahn et al., 1994; Ramsay et al., 1990)المتعدد 

 ملوثـة (Chlorinated waste)ً، فضلا عن ذلـك فـان الاسـتخلاص بهـایبوكلورات الـصودیوم یتـرك فـضلات مكلـورة PHBلـ

فـي بعـض .(Budwill et al., 1992; Ramsay et al., 1990)للبیئة، وتستخدم هذه الطریقة في التحـضیرات المختبریـة 

 Mild(وم مع  مذیبات عضویة كالاسـیتون والكحـول وهـي مـذیبات متوسـطة القطبیـة الحالات یستعمل هایبوكلورات الصودی

polar ( تعمل على اذابة معظم المكونات الخلویة مثل الاحماض النوویة  
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غظ بف ذزةف  .والدهون الفوسفاتیة والببتدوكلایكان والمواد البروتینیة ط بث ذزظ ه  اعد فـي تكـسیر الخلایـا بـشكل م یـس٥٠ب

 تــستخدم طریقــة تكــسیر الخلایــا بــالخرز الزجاجیــة بــشكل .)١(م ممــا یــسهل اســتخلاص المتعــدد جــدول٣٧افــضل مــن درجــة 

 Chisti and Moo-Young,1996;1994; Harrison,1991;Kula and)واســع لاســترداد البروتینــات الداخلیــة 

Schutte, 1987; Middelberg, 1995) ویضاف SDS للمساعدة فـي التكـسیر وذلـك مـن خـلال تفاعلـه مـع المكونـات  

 SDSمــن ) micelles( الدهنیــة لغــشاء الخلیــة ممــا یــؤدى الــى زیــادة حجمهــا ومــن ثــم  الــى انفجــار الغــشاء لینــتج مــذیلات 

 ,.Ramsay et al) مغلفــة بالببتــدوكلایكان وبقایــا الخلیــة PHBوالفوســفات الدهنیــة للغــشاء وبــذلك ســوف یتــرك حبیبــات 

 القابلیة على تكسیر الخلایا بشكل یسمح باطلاق جمیع بروتیناتها الداخلیة وقد لـوحظ خـلال دراسـة SDSذ  لیس لـإ.(1990

 مــع الكلورفــورم لــم یكــن طریقــة فعالــة فــي SDSً المهندســة وراثیــا ان اســتخدام Sacchromyces cervisiaeعلــى الخمیــرة 

فـي هـذه . (Garrido et al., 1994) اكفـأ عنـد معاملـة الخلایـا بـالخرز الزجاجیـة تحلـل الخلایـا الا ان تحلـل الخلایـا یكـون

 ,.Tamer et al)  هایبوكلورات الصودیوم وهو طریقة كفوءة في تحلل الخلایا SDSالدراسة استخدم مع الخرز الزجاجیة و

%. ٣٧.٨ هــي PHBبة ولــم تكــن طریقــة الاســتخلاص بالمــذیبات العــضویة كفــوءة فــي الاســتخلاص فقــد كانــت نــس(1998

-1,1,2 وdichloroethane وهــــي PHBوهنالــــك عــــدة مــــذیبات عــــضویة غیــــر الكلورفــــورم اســــتخدمت فــــي اســــتخلاص 

trichloroethane و Aceticanhydrideو propylene-carbonate. ثــم اســتخدمت الــشركة الانجلیزیــةICI فــي بدایــة 
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 PHB انــه  هــذه الطریقــة مكلفــة وباهظــة الــثمن ، الا(Berger et al .,1989) المــذیبات العــضویةPHBاســتخلاص 

(Poirier et al., 1995).  تحتاج عملیة الاستخلاص بالمذیبات العضویة مثل الكلورفورم الى كمیات كبیـرة مـن الكلورفـورم

ًلان المحلول یكون لزجا جدا ویصعب استخلاص  ًPHB منه (Lee et al., 1999) .  ان الاستخلاص بالمذیبات العضویة

 وهــذه الناحیــة مهمــة فــي بعــض التطبیقــات المهمــة مثــل انتــاج PHB عــن انــه بــاهظ الــثمن فانــه یحطــم شــكل حبیبــات فــضلا

ان طریقـة تكـسیر الخلایـا باسـتخدام . Strong fiber ((Ramsay et al., 1990; Barham, 1990)(الالیـاف القویـة 

البیئــة أذ ان فــضلات الاســتخلاص غیــر مــضرة هیدروكــسید الــصودیوم طریقــة ســهلة وبــسیطة ورخیــصة الــثمن وغیــر ضــارة ب

   ).. Ramsay et al  , 1989( خلال الاستخلاص PHBولایحدث تحلل لـ

  النسب المئویة لمتعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت في طرائق الاستخلاص المختلفة: )١(جدول 

  

  

  PHBالنسبة المئویة لمتعدد   طریقة الاستخلاص

    طریقة هایبوكلورات الصودیوم. ١

  %١٣  %٠.٢. أ

  %٢٣  %١. ب

  %٣٦.٧  %٣. جـ

  %٥١.٣  %٥.٦. د

    طریقة استخدام الامواج فوق الصوتیة. ٢

  %١١   دقیقة٢لمدة . أ

  %٢٦.٥   دقیقة٤لمدة . ب

  %٢١.٣   دقیقة٦لمدة . جـ

  %٣٧.٨  الاستخلاص بالكلورفورم. ٣

   NaOHالاستخلاص بـ. ٤

    م لمدة ساعة٣٠بدرجة . أ

  %٨ عیاري1

  %٢٠  ري عیا2

  %٣٠.٨  عیاري3

  %٢٦.١  عیاري4

   م لمدة ساعة٦٠بدرجة . ٥

  %١٤.٣  عیاري1

  %٣٣  عیاري2

  %٢١.١  عیاري3

  %١٧.٧  عیاري4

ــة . ٥ ــالخرز الزجاجی ــا ب ــت + SDSالمــواد الماســخة + تكــسیر الخلای هایبوكلورای

  الصودیوم
  

  %٤١  .م٣٧ وبدرجة حرارة ١١ برقم هیدروجیني SDS. أ

  %٥٧  م٥٠ ودرجة حرارة ١١م برق. ب

  %٣٢.٥  م٣٧ وبدرجة حرارة ١٣برقم هیدروجیني . ج



 

 ١٣٥٤

  الوزن الجزیئي

هـي اوزانهـا الجزیئیـة، لان الـوزن الجزیئـي هـو مـن  )polymers( ان من ابرز السمات التي تؤخذ بنظر الاعتبار للبـولیمرات

ة التـي لهـا اهمیـة فـي التطبیقـات الـصناعیة، تقـل هـذه الـصفات  اهم العوامل التي تؤثر في صفاته الفیزیائیة مثل الشد والمرون

ً مــادة هــشة جــدا عنــدما یكــون PHBالمتعــدد   دالتــون ویــصبح٤×١٠٥بــصورة واضــحة عنــدما یكــون الــوزن الجزیئــي اقــل مــن 

عـدد وهنالك عـدة عوامـل  تـؤثر فـي الـوزن الجزیئـي للمت. (Wong et al., 2005) دالتون ٢٠٠٠٠٠الوزن الجزیئي اقل من 

 .منها طریقة الاستخلاص وطبیعة وتركیب وسط نمو للكائن المنتج

 PHBتأثیر طرائق الاستخلاص في الوزن الجزیئي لـ

تؤثر طریقة الاستخلاص في الوزن الجزیئي للمتعدد لذا یجب ان تكون طریقة الاستخلاص كفوءة وملائمة للمحافظة على 

لوحظ من . (Luzier, 1992)مناسب لتطبیقات البلاستك الحراریة  دالتون لیكون ٤٠٠٠٠٠الوزن الجزیئي على الاقل 

بطریقة الكلورفورم اعلى Pseudomonas cepacia PS3 المستخلص من بكتریا PHBخلال النتائج ان الوزن جزیئي لـ

 – SDS دالتون ثم تلاه المستخلص بطریقة الخزر الزجاجیة و٤.٧×١٠٥وكان ) المستخلص بالطرائق الاخرى(من غیره 

 دالتون في حین انخفض الوزن الجزیئي عن هذه الحدود في طرائق الاستخلاص الاخرى ٣.٨×١٠٥هایبوكلورات الصودیوم 

یختلف الوزن الجزیئي لمتعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت باختلاف الكائن المجهري المنتج له فالوزن الجزیئي ). ٢جدول(

 دالتون اما الوزن ٣.٤×١٠٦ كان Azotobacter vinelandii UWD المستخلص بطریقة الكلورفورم من بكتریا PHBلـ

، ان (Page & Cornish,1993)  دالتون٢.٨٣×١٠٦الجزیئي للمتعدد المستخلص بطریقة هایبوكلورات الصودیوم فكان  

 .(Zhang et al., 1994) دالتون ١×١٠٦ً المهندسة وراثیا هو  E.coli المستخلص من بكتریا PHBالوزن الجزیئي لـ

 دالتون ٢.٩٠×١٠٥ A.latus دالتون و٣.٥٣×١٠٥ بA.eutrophus المستخلص من بكتریا PHBوقدرالوزن الجزیئي لـ

(Turesin et al., 2000) .وبالمقارنة لسلالة اخرى لبكتریا Pseudomonas cepaciaقدر الوزن الجزیئي لـ PHB 

 المستخلص pHBوقدر الوزن الجزیئي لـ.(Ramsay et al., 1989) دالتوان ٥.٣٧×١٠٥المستخلص بطریقة الكلورفورم 

 PHBـ بینما كان الوزن الجزیئي ل. (Suzuki et al., 1986) دالتون ٣×١٠٥بـ Pseudomonas sp.Kمن بكتریا 

 وقدر الوزن الجزیئي (Daniel et al., 1992)  دالتون٣.٧×١٠٥  هوPseudomonas135المستخلص من بكتریا 

  .(Wendlandt, 2001) دالتون ٢×١٠٦ عند نموها على المیثان ب.Methylocystis SPPلبكتریا 

   الوزن الجزیئي لمتعدد بیتا هیدروكسي بیوتاریت في طرائق الاستخلاص المختلفة):٢(جدول 

  )دالتون(الوزن الجزیئي   طریقة الاستخلاص

  ١٠٥×٤.٧  الاستخلاص بالكلورفورم. ١

  ١٠٥×٣.٨   یت الصودیومهایبوكلورا– SDS-الاستخلاص بالخرز الزجاجیة. ٢

  ١٠٥×٣.٥  الاستخلاص بهیدروكسید الصودیوم. ٣

  ١٠٥×٢.٤  الاستخلاص بالامواج فوق الصوتیة. ٤

  ١٠٥×٣.٧  %٠.٢الاستخلاص بهایبوكلورایت الصودیوم بتركیز . ٥
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