
نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هفتم    شماره 4    صفحات  248  تا  255    زمستان 1388

مقاله
تحقيقاتي

مهندسي متابوليك E. coli جهت توليد PHB و تسهيل فرآيند ليز باكتري 
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چكيد ه
سابقه و هدف: ژن هاي بيوسنتزي پلي هيدروكسي بوتيرات در باكتري رالستونيا يوتروفا درون يك اپران قرار گرفته است. مطالعات 
مختلف نشان داده اند كه مي توان اين اپران را در باكتري هاي گرم منفي ديگر نظير E. coli كلون كرد و محصول مناسب به دست 
آورد. براي اين منظور نيازي به تعويض پروموتر نيز نمي باشد، زيرا پروموتر اصلي اپران مي تواند در E. coli نيز با كارآمدي، فعاليت 
نمايد. استحصال گرانول هاي توليدي يكي از مباحث مهم بيوتكنولوژيكي جهت توليد صنعتي اين ماده مي باشد، زيرا روش هاي 
مبتني بر حلال، يا روش هاي فيزيكي علاوه بر بالابردن هزينه ساختار گرانول را نيز به هم مي زنند. به همين در اين مطالعه جهت 

استحصال گرانول ها از سيستم ليز E استفاده گرديد.
مواد و روش ها: در اين مطالعه، به منظور به دست آوردن اپران phb و نيز ژن E از تكنيك PCR استفاده گرديد. سپس هر كدام آنها 

توسط يك پلاسميد مجزا در باكتري E. coli كلون گرديد. جهت كنترل فرآيند ليز نيز از پروموتر القا شيميايي استفاده شد. 
يافته ها: باكتري هايي كه هر دو پلاسميد در آنها كلون شده بود اول PHB را در خود به مقدار زياد بيان نمودند و دوم در زمان مناسب 

با افزايش القاگر، ليز شده گرانول هاي خود را به درون محيط كشت رها نمودند.
بحث و نتيجه گيري: مي توان از اين روش جهت توليد و استحصال مقرون به صرفه ي PHB استفاده نمود. 
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مقدمه
امروزه پلاستيك ها به دليل خواص مفيدي كه دارند در بسياري از 
موارد كاربردهاي گسترده اي پيدا كرده اند، اما بزرگ ترين مشكل 
در راه استفاده از آنها چگونگي دفع زباله هاي آنها مي باشد [1]. اين 
پلي مرها دوام و پايداري بسيار زيادي دارند و اغلب در شرايط طبيعي 
قابل تجزيه شدن توسط فرآيند هاي طبيعي نمي باشند. سوزاندن آنها 
تركيبات سمي به محيط متصاعد مي كند، دفع آنها در محيط هاي آبي 
معضلات زيست محيطي به همراه دارد و دفن آنها نيز به دليل حجم 
بسيار زياد استفاده از آنها، مكان هاي دفن زباله را پر مي كند [2]. از 

اين رو پيدا كردن جايگزين هاي مناسبي براي آنها كه هم به لحاظ 
خواص كارايي لازم را داشته باشند و هم بتوانند توسط فرآيند هاي 

طبيعي تجزيه شوند، يكي از زمينه هاي مهم تحقيقاتي است.
برخي از باكتري ها اين توانايي را دارند كه تركيبات پلي مري را سنتز 
نمايند كه به لحاظ خواص مشابه برخي از انواع پلاستيك هاي صنعتي 
هستند.  اين تركيبات را كه تحت عنوان پلي هيدروكسي آلكانوآت ها 
مي شناسند، از اين مزيت نيز بهره مي برند كه توسط بسياري از 
باكتري ها تجزيه مي شوند [3-5]. لذا اول مشكل دفع زباله ها را 
حل مي كنند، و دوم در بسياري از موارد كه پلاستيك هاي صنعتي 
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را نمي توان استفاده نمود، يا استفاده از آنها مشكلاتي را به همراه 
دارد، نظير بسياري از كاربردهاي پزشكي، قابليت استفاده دارند. 

از باكتري هايي كه مي تواند چنين تركيباتي را توليد كند باكتري 
Ralstonia eutropha مي باشد. پلي مري كه اين باكتري توليد مي كند 

پلي هيدروكسي بوتيرات يا به طور خلاصه PHB نام دارد. اين پليمر 
به لحاظ خواص بسيار مشابه پلاستيك هاي صنعتي پلي پروپيلني 
است و با كمي تغيير مي تواند در بسياري موارد جايگزين مناسبي 
براي اين دست از پلاستيك ها باشد. اپران سنتز PHB در اين باكتري 
PHB :از سه ژن تشكيل شده است كه به ترتيب قرارگيري عبارتند از
پلي مراز (phbC)، بتاكتوتيولاز (phbA) و استواستيل كوآ دهِيدروژناز 

 .[9-5] (phbB)

اگرچه اين باكتري مي تواند تا حجم بالايي از اين پلي مر را توليد 
كند اما به دليل دوره ي رشد طولاني و شرايط محيط كشت و مشكل 
بودن دست كاري هاي ژنتيكي مطالعات بسياري براي كلون كردن 
اپران سنتز PHBي اين باكتري در E. coli صورت گرفته است [6، 10، 
11]. اين مطالعات نشان داده اند كه پروموتر اين اپران از رالستونيا 
يوتروفا مي تواند با كارآيي بالايي در E. coli نيز سنتز ژن هاي خود 
را حمايت كند و مقادير بالايي از محصول در باكتري ميزبان تجمع 

يابد [1، 6، 12]. 
مهم ترين مشكل در راه جايگزيني اين دسته از پلي مرها به جاي 
پلاستيك هاي صنعتي، هزينه ي بالاي فرآيند توليد آنها مي باشد كه 
اين امر حتي با استفاده از سوبستراهاي ارزان قيمت و ميزبان هاي 
سريع رشدي نظير E. coli نيز هنوز مرتفع نشده است [1، 13، 
14]. يكي از علل بالا بودن هزينه هاي توليد، هزينه هاي مربوط به 
فرآوري هاي پايين دستي، يعني هزينه هاي مربوط به استحصال و 
خالص سازي است. استفاده از تركيبات شيميايي و آنزيم ها جهت 
ليز باكتري اول هزينه ي بالايي را به فرآيند تحميل مي كند و دوم 
خود به مراحل تخليص مي افزايد. روش هاي فيزيكي نيز مشكلات 
مربوط به دما و نيز بر هم زدن ساختار گرانول هاي حاوي پلي مر 

را به همراه دارد [3، 14].
سيستم هضم با واسطه ي ژن E از باكتريوفاژ Phi X 174 در حال 
حاضر كاربرد زيادي در توليد شبح هاي باكتريايي دارد. محصول 
اين ژن مي تواند تونلي در غشاهاي باكتري هاي گرم منفي ايجاد 
كند كه در نتيجه كل محتواي سلولي به دليل اختلاف فشار اسمزي 

به محيط تخليه مي گردد [3، 15]. مي توان از همين سيستم تحت 
كنترل پروموتر القايي شيميايي استفاده نمود تا باكتري را در زمان 
مناسب بي آنكه نياز به شرايط پيچيده باشد ليز نمود و در نتيجه 

محصول توليدي به محيط كشت وارد شود.
هدف اين مطالعه نيز اول كلون كردن يك باره ي كل اپران بيوسنتزي 
PHB از رالستونيا يوتروفا به E. coli و دوم استفاده از اين سيستم 

ليز E جهت كاستن هزينه هاي مربوط به استخلاص پلي مر توليدي 
مي باشد.

مواد و روش ها
باكتري ها و پلاسميدها و DNA ي مورد استفاده در اين تحقيق از 
سويه هاي E. coli DH 5 α و BL 21 و باكتري رالستونيا يوتروفا 
كه  گرديد  استفاده   ACM  1269 سويه ي   (Ralstonia eutropha)

سويه هاي E. coli از بانك ميكروبي انستيتو پاستور تهيه گرديد و 
سويه ي رالستونيا از مركز پژوهش هاي صنعتي خريداري گرديد. 
محيط كشت مورد استفاده براي سويه هاي E. coli محيط مرسوم 
لوريا برتاني (Loria Bertani) بود و جهت كشت باكتري رالستونيا از 

محيط كشت پيا (PYEA) استفاده گرديد. 
به منظور كلون كردن اپران PHB از پلاسميد pUC 18 استفاده گرديد 
كه از بانك پلاسميد انستيتو پاستور تهيه شد. جهت كلون كردن 
 ATCC استفاده شد كه از شركت pMR 103 نيز از پلاسميد E ژن ليز

خريداري گرديد. 
DNAي فاژ في ايكس 174 (φX174) نيز از شركت سيناژن خريداري 

گرديد.
واكنش زنجيره اي پلي مرازي (PCR) و تعيين توالي جهت تأييد باكتري 
 16S رالستونيا يوتروفاي خريداري شده توسط پرايمرهاي عمومي
rDNA واكنش PCR انجام پذيرفت و قطعه ي تكثير شده جهت تعيين 

توالي به شركت بيونير ارسال گرديد. پرايمرها PCR به شرح زير است: 
Forward: 5´- cct acg gga ggc agc ag - 3´

Reverse: 5´- gac gtc rtc cnc dcc ttc ctc - 3´

  r= (a/g)، d= (a/g/t) و n= (a/t/c/g) كه
اين پرايمرها قطعه اي به طول bp 850را تكثير مي كنند.

مخلوط PCR بر اساس الگوي عمومي مورد استفاده جهت تيوپ 
  2/5 μl (2 mM) dNTPs ،0/8 μl (50 μl) MgC 12 :25عبارت بود از μl
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پرايمرها   ،2  μl (ژنومي)  الگو  DNA، 2/5 μl 10 PCR X ي  بافر 
 ، 0/25 μl (5 Unit/μl) پلي مراز   Taq  ،(0/5  +0/5)  μl (20 pmol)

.16 μl ddH 2O

(Pre- عبارت بودند از: واسرشت سازي اوليه PCR برنامه ي واكنش
 (Denaturation) 1 95، واسرشت سازي °C 3 دقيقه در denaturation)

دقيقه در C° 95، اتصال پرايمرها 30 ثانيه در C° 58، پلي مريزاسيون 
 72 °C 5 دقيقه در (Final extension) 72، گسترش نهايي °C 50 ثانيه در

كه سه مرحله ي مياني به صورت چرخه اي 35 بار تكرار گرديد.
جهت تكثير اپران phb از پرايمرهاي زير كه بر اساس ناحيه ي 
همولوژي ژنوم سويه ي H 16 طراحي شده بود و جهت كلون 
 EcoRI جايگاه برش آنزيم محدوده اي pUC 18 كردن در پلاسميد

در طرفين آن قرار داده شده بود استفاده گرديد: 
Forward: 5´- attaatgaattcttctcagcgctgtggcaggc- 3´

Reverse: 5´- attaatgaattcatgcgagcgctggctgagtg -3´

، 0/8 μl (50mM) MgC 12  :از عبارتند   PCR مخلوط  شرايط 
،  DNAي الگو     2/5 μl 10  X PCR 2/5 ، بافر μl (2 mM) dNTPs

،LA  Taq پلي مراز  (0/5 +0/5) μl (20 pmol)  2، پرايمرها μl (ژنومي)
.16 μl ddH 2O ، 0/25 μl (5 Unit/μl)

برنامه ي واكنش PCR عبارتند از: واسرشت سازي اوليه 3 دقيقه 
در C° 95، واسرشت سازي 1 دقيقه درC° 95، اتصال پرايمرها 30 
ثانيه در C° 57، پلي مريزاسيون 5 دقيقه درC° 72، گسترش نهايي 
10 دقيقه در C° 72 كه سه مرحله ي مياني به صورت چرخه اي 30 

بار تكرار گرديد.
جهت تكثير ژن ليز E از پرايمرهاي ذيل استفاده گرديد كه يك 
 BamHI 5 و يك جايگاه برش با آنزيم جايگاه برش NcoI در اپايانه ي́ 
3 آن قرار داده شد. توالي پرايمرها به شرح زير است:  در پايانه ي́ 
Forward: 5´- catgccatgggtacgctggactttgtgg-3´

Reverse: 5´-gcgcctagtcactccttccgcacgtaa-3´

، 0/8 μl (50mM) MgC 12  :از عبارتند   PCR تيوپ  محتويات 
،  DNAي الگو     2/5 μl 10  X PCR 2/5 ، بافر μl (2 mM) dNTPs

،Taq پلي مراز  (0/5 +0/5) μl (20 pmol)  2، پرايمرها μl (ژنومي)
.16 μl ddH 2O ، 0/25 μl (5 Unit/μl)

 ،94°C عبارتند از: واسرشت سازي اوليه 3 دقيقه در PCR برنامه ي
واسرشت سازي 30 ثانيه در C°94، اتصال پرايمرها 30 ثانيه در

C° 63، پلي مريزاسيون 1 دقيقه در C° 72، گسترش نهايي 5 دقيقه در
 C° 72 كه سه مرحله ي مياني به صورت چرخه اي 30 بار تكرار گرديد.
كليه ي پرايمرها به كمك نرم افزار GENE RUNNER نسخه ي 3/05  
و نيز بررسي چشمي ناحيه ي مورد نظر طراحي گرديدند و به منظور 
نداشتن اشكالات ساختاري و بر هم كنش هاي مزاحم با همان نرم افزار 
بررسي گرديدند. سپس جهت بررسي اختصاصيت توسط نرم افزار 

بلست (BLAST) در سايت NCBI بررسي شدند.
محصولات PCR پس از تكثير بر روي ژل آگارز مورد بررسي 
قرار گرفتند و جهت تأييد صحت كلون شدن جهت تعيين توالي 
به شركت بيونير ارسال گرديدند. سپس هضم آنزيمي طبق روش 

مرسوم مرسوم انجام پذيرفت.

كلون نمودن
محصولات PCR پس از هضم آنزيمي مطابق روش كلريد كلسيم 
ذكر شده در كتاب كلون كردن مولكولي [16] به وكتور مورد نظر 
پيوند (Ligation) داده شدند و سپس هر كدام از آنها به طور مجزا به 
باكتري E. coli DH5α منتقل گرديدند. سپس پلاسميدهاي نوتركيب 
از اين باكتري استخراج شدند و پس از تأييد از نظر داشتن قطعه ي 

الحاقي (Insert) به E. coli سويه ي DE 21 (BL 3) منتقل گرديدند.

استخراج DNA از ژل21
استخراج DNA از ژل توسط كيتGel purification kit  محصول شركت 
بيونير و بر اساس دستورالعمل پيشنهادي آن شركت انجام گرفت.

رنگ آميزي باكتري ها
به منظور اطمينان از آلوده نبودن سويه ي رالستونيا يوتروفا از رنگ 
آميزي گرم استفاده شد. روش رنگ آميزي به طور خلاصه به شرح 
زير است: سوسپانسيون باكتري تثبيت شدن روي لام را به ترتيب 
در معرض كريستال ويوله و لوگول قرار مي دهيم. سپس نمونه را 
توسط استون الكل شستشو مي دهيم و در معرض محلول سافرانين 
قرار مي دهيم و در نهايت پس از شستشو و خشك كردن در زير 

ميكروسكوپ نمونه را بررسي مي نماييم. 
  E. coliانتقال داده شده به phb جهت بررسي صحت عملكرد اپران
و توليد گرانول هاي PHB از رنگ آميزي توسط سودان سياه استفاده 
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به شرح زير است: پس از تهيه ي  گرديد كه پروتكل آن اجمالاً 
گسترش باكتريايي آن را در معرض سودان سياه به مدت 10 دقيقه 
قرار مي دهيم. پس از شستشو با آب و خشك كردن نمونه، آن را با 
زايلن شستشو مي دهيم و در نهايت آن را در معرض سافرانين قرار 

مي دهيم و پس از شستشو مورد مشاهده قرار مي دهيم.

يافته ها
تأييد سويه ي باكتري

نتيجه ي رنگ آميزي گرم سويه ي خريداري شده ي رالستونيا يوتروفا 
از  حاكي  توالي  تعيين  ونتايج  مي نمود  تأييد  را  باكتري  خلوص 
شباهت99% با سويه ي H 16 اين باكتري داشت. (داده نشان داده 

نشده اند) 

E و ژن ليز phb تكثير اپران
پس از تكثير اپران phb يك باند بر روي ژل آگارز به دست آمد 
(شكل1) كه از ژل استخراج گرديد. همچنين ژن E تكثير گرديد و 

يك باند در ناحيه ي مورد نظر به دست آمد (شكل2) كه اين باند 
نيز از ژل استخراج گرديد. اين محصولات استخراج شده جهت 

استفاده در مراحل بعدي مورد استفاده قرار گرفتند. 

كلونينگ
اپران phb در ناقل pUC 18 كلون گرديد و تأييد وجود الحاق در 
ناقل از طريق هضم آنزيمي و مقايسه با ناقل بدون الحاق انجام 
گرفت. (شكل3) به طريق مشابه ژن ليز E نيز در ناقل بياني 103 
pMR كلون گرديد و وجود الحاق در آن مورد بررسي قرار گرفت. 

(شكل 4) در نهايت هر دو پلاسميد با همديگر به E. coli سويه ي 
DE 21 (BL 3) انتقال داده شدند. (شكل 5) 

 E القا ژن ليز
جهت بررسي القاء ژن E از كشت باكتري تراريخته شده و باكتري 
كه تنها با ناقل فاقد الحاق تراريخته شده بود در OD يكسان نمونه 
گيري شد و سپس به هر دو نمونه مقدار يكساني از IPTG اضافه 
گرديد و در ادامه در فواصل زماني 10 دقيقه اي OD نمونه بررسي 

گرديد. (شكل 6) 

شكل 1- نتيجه ي تكثير اپران phb. باند تشكيل شده بين باندهاي 4000، 
5000 ماركر مي باشد.

كنترل منفينمونهماركر

5000 bp

4000 bp

شكل 2- نتيجه  تكثير ژن ليز E. باند 300 كه مورد انتظار است تشكيل شده است.

نمونهماركر

300 bp
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شكل 3- تأييد وجود الحاق در ناقل نوتركيب. باند 3000 نوكلئوتيدي مربوط 
است به ناقل و باند بين 4000-5000 نوكلئوتيد مربوط است به الحاق.

5000 bp

3000 bp

ركر
ما

يب
ترك

ل نو
ناق

طعه
د ق

 فاق
قل
نا

شكل 4- بررسي وجود الحاق در ناقل. باند 300 نوكلئوتيدي مربوط است 
به ژن ليز و باند 5000 نوكلئوتيدي مربوط به ناقل مي باشد.

5000 bp

300 bp

ركر
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يب
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اق
الح

قد 
ل فا

ناق

شكل 5- همان طور كه در شكل ديده مي شود در ستون (line) مربوط به هر 
دو ناقل، باندهاي مربوط به هر دو ناقل كه در رديف هاي مجاور به عنوان 

شاخص ارائه شده اند ديده مي شود.
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شكل 6- نمودار مربوط به ليز باكتري در اثر القا. منحني قرمز كنترل و منحني 
آبي باكتري تراريخته با ژن E را نشان مي دهد. زمان صفر زماني است كه 

القاگر به هر دو نمونه اضافه مي شود.
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PHB بررسي توليد
جهت بررسي توليد PHB در باكتري نوتركيب از رنگ آميزي سودان 

سياه استفاده شد. (شكل 7) 

بحث و نتيجه گيري
براي توليد پلاستيك هاي سازگار با محيط زيست با منشأ زيستي 
روش هاي گوناگوني در دست است. براي مثال اين امكان وجود 
دارد كه سويه هاي طبيعي توليد كننده ي اين تركيبات را به صورت 
صنعتي كشت نماييم. اين امر اگرچه در ابتدا جالب توجه به نظر 
مي رسد، اما مشكلات حين فرآيند مانع از توليد گسترده ي صنعتي 
با هزينه ي قابل قبول مي گردد و تا كنون عمده مانع بر سر راه 
آنها  كامل  شدن  جايگزين  و  تركيبات  اين  از  تجاري  استفاده ي 
به جاي پلاستيك هاي صنعتي همين مسأله ي هزينه بوده است. 
سويه هاي توليد كننده ي طبيعي اين تركيبات دوره ي رشد طولاني 
دارند و براي ذخيره كردن اين تركيبات بايستي محيط كشت آنها 
را از شرايط بهينه خارج نمود كه اين امر خود دوره ي رشدي آنها 
را طولاني تر نيز مي نمايد. همچنين استحصال محصول نيز در آنها 
به آساني صورت نمي گيرد. و روش هاي مهندسي ژنتيك نيز براي 
آنها بهينه سازي نشده است. به علاوه آنها معمولاً مسيرهايي نيز 
براي هضم پلي استرهاي توليد شده دارند كه طبيعتاً به كاهش ميزان 

محلول مي انجامد [6، 10، 11].
راه حل جايگزين اين است كه ژن هاي بيوسنتزي اين پلي مرها را 
به ميزبان هاي مناسبي انتقال دهيم كه اول به سهولت قابل دست 

ورزي باشند و دومً روش هاي مهندسي ژنتيك و نيز استحصال 
 E. coli محصول در آنها بهينه شده باشد. يكي از اين ارگانيزم ها
است. E. coli علاوه بر موارد ياد شده دوره ي رشدي كوتاهي دارد 
و سوبستراهاي ارزان قيمت براي آن جهت توليد صنعتي محصول 
تهيه شده است. همه ي اينها نويد توليد ارزان قيمت تر اين محصول 
را مي دهد. مطالعات بسياري نشان داده است كه E. coli در صورت 
انتقال ژن هاي مورد نياز توانايي توليد اين پلي مرها را دارد. به علاوه 
بررسي هاي ساختار پروموتر اپران phb حاكي از اين است كه اين 
اپران با استفاده از پروموتر خود مي تواند در E. coli با كارآمدي 

بالايي بيان شود [11-5].
نتايج آزمايشات تعيين هويت سويه ي رالستونيايي كه در اختيار ما 
قرار داشت حاكي از مشابهت99 % با سويه ي H 16 اين باكتري بود 
كه در بيشتر فعاليت هاي صنعتي جهت توليد پلاستيك هاي زيستي 
از آن استفاده مي شود. به همين دليل اينكه جهت طراحي پرايمر به 
منظور به دست آوردن اپران phb از توالي اين باكتري استفاده گردد 
به نظر منطقي بود. پس از طراحي نيز نتيجه آزمايشات، انتظارات 
را برآورد نمود و قطعه اي با اندازه ي دلخواه به دست آمد كه آزمون 
تعيين توالي جزيي دو طرفه نيز صحت قطعه ي به دست آمده را 
تأييد نمود. به همين دليل اين توالي كه حاوي توالي پروموتري و 
نيز پايان رونويسي باكتري مبدأ نيز بود در ناقل pUC 18 الحاق شد 
و در ميزبان كلون گرديد. بررسي باكتري نوتركيب با رنگ آميزي 
سودان سياه حاكي از توليد گرانول هاي PHB بود. در مطالعات بسيار 
ديگري نيز انتقال ژن هاي اين اپران منجر به توليد قابل ملاحظه ي 
پلي مر در باكتري ميزبان انجاميده بود [17، 18]. در برخي از اين 
مطالعات هر كدام از ژن هاي بيوسنتزي به طور مجزا انتقال داده شده 
بودند، اما برخي ديگر نظير مطالعه ي حاضر هر سه ژن را با يكديگر 
انتقال داده بودند. نكته ي شايان توجهي كه در اين مطالعات آمده 
است اين است كه اول پلي مر بخش اعظم وزن خشك باكتري را 
تشكيل مي دهد، و دوم كيفيت اين پلي مر به لحاظ وزن مولكولي 
بهتر از پلي مري است كه در ارگانيزم مبدأ توليد مي گردد [1، 9، 17]. 
بخش اعظم هزينه ي توليد پلي مرهاي زيستي مربوط به استحصال 
محصول است. روش هاي گوناگوني جهت ليز كردن و خارج نمودن 
PHB وجود دارد. اما اين روش ها كيفيت پلي مر را پايين مي آورند، 

خود هزينه اي به فرآيند مي افزايند، و در پاره اي موارد خود آلودگي 

شكل 7- رنگ آميزي باكتري هاي نوتركيب دارنده ي اپران phb. لكه هاي 
سياه رنگ گرانول هاي PHB را نشان مي دهند.
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Abstract

Background: The polyhydroxybutyrate biosynthetic genes of Ralstonia eutropha are organized in single 

operon. There are many studies which show that this operon could be cloned in gram negative bacteria 

like E. coli. As its original promoter could work efficiently in E. coli, there is no need to change it with host 

ones. Granule extraction is one of the most important considerations of industrial production of PHB. Solvent 

base or physical approaches increase the cost of production and compromise the integrity of PHB granules. 

Therefore, E mediated lysis was used in this study to extract the granules. 

Materials and Methods: In this study, the whole operon of phb from Ralstonia eutropha and E gene from 

phage phiX174 were obtained by PCR technique, and cloned transferred to E. coli by separate plasmids. To 

control the lysis process, the chemical inducible system was used. 

Results: Bacterial cells which have both plasmids could produce high levels of PHB, and their PHB 

content could be released into the medium, nearly perfectly, at the correct time by adding IPTG as a chemical 

inducer.

Conclusion: This method could be used to produce and extract PHB with more cost effectiveness in 

industrial scales.

Keywords: Polyhydroxybutyrate, Ralstonia eutrophia, Phage phiX174, Biodegre adable Plastics
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