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هاي   گرمایش جهانی و محدودیتباره اثرات شدید و مضر آلودگی محیط زیست،  با افزایش آگاهی در -چکیده
 صورت گرفته بوتانل و اتانل مانند زیادي براي تولید انرژي هاي تجدیدپذیر هاي تلاش، هاي فسیلی  سوخت

 ها،  پوشش ،)الکلی لاك( لیکور ها،کننده نرم تولید براي بوتانل از صنعت در سوختی، مصارف بر علاوه. است
 وسیله به صنعتی بیوبوتانل. شود  می استفاده ها اتومبیل ترمز در استفاده براي هیدرولیکی سیالات و ها  کننده پاك

 طبیعت به بسته. شودمی تولیدهوازي  در شرایط بی استوبیوتیلیکام کلستریدیوم باکتري از استفاده با تخمیر فرایند
 )لبوتان اتانل و استن،( ها حلال تولید نسبت گیرد، می قرار باکتري این اختیار در که مغذي مواد و کربوهیدرات

 این وسیله به بوتانل تولید براي هاي مختلف گلوکز  و غلظت مغذي نوع مواد ثیرأت پژوهش این در. است متنوع
 به حلال تولید براي استوبوتیلیکام کلستریدیوم باکتري که دهدمی نشان نتایج. ه استدش بررسی باکتري
 فسفات منیزیم، آهن، منگنز، هايیون حضور به همچنین و اسید آمینوبنزوئیک پارا و تیامین بیوتین، هايویتامین

 رشد وجود با مواد، این حضور عدم در و دارد نیاز مخمر عصاره کنار در جزئی بسیار مقدار به استات آمونیوم و
 برايهمچنین غلظت گلوکز بهینه  .یابد می کاهش توجهی قابل مقدار به تولیدي حلال میزان باکتري، مناسب

  و حداکثر حلال تولیدي g/l7/6 که در این غلظت حداکثر بوتانل تولیدي  است g/l 40حداکثر تولید حلال 
g/l 5/10  باشد  می% 26/25با بازده.  
 

  .هوازي  مغذي، غلظت گلوکز، شرایط بی مواد تخمیر، استوبوتیلیکام، کلستریدیوم بوتانل، :کلیدواژگان
 

 مقدمه -1
بنزین، افزایش  قیمت افزایش دلیل به اخیر هاي سال در

 مناطق در مستمر هاي کشمکش اي، انتشار گازهاي گلخانه

هاي  سوخت به مربوط منابع کاهش و دنیا نفت کننده مینأت

 هاي سوخت روي بر سازي تجاري و تحقیقات ،فسیلی

 بوتانل و اتانل مانند ،پذیر تجدید منابع از آمده بدست

در این بین استفاده از بوتانل به . ]1[ است یافته افزایش
عنوان سوخت، نیاز به تغییرات کمتري در موتور اتومبیل 
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تواند با بنزین  خلاف اتانل به هر نسبتی می بر دارد و
مورد نیاز در کشور هاي  استن نیز از حلال. ترکیب شود

است که در حال حاضر بخش عمده آن به کشور وارد 
ترین  بیواتانل هم اکنون به عنوان یکی از مهم .شود می

هاي زیستی در بسیاري از کشورهاي دنیا به  سوخت
سوخت وسایل نقلیه  برايصورت افزودنی و یا خالص 

 کربنه4بیوبوتانل که یک الکل . گیرد مورد استفاده قرار می
به عنوان یک  است،توده  مشتق شده از تخمیر زیست

سوخت زیستی مورد توجه قرار گرفته و مزایاي زیادي 
توان به مقدار  از جمله این مزایا می. نسبت به اتانل دارد

 کردتر و خوردگی کمتر اشاره انرژي بالاتر، فراریت پایین
 ها،کنندههمچنین در صنعت از بوتانل براي تولید نرم. ]2[

ها و سیالات کننده ها، پاك، پوشش)الکلیلاك( لیکور
. شود استفاده در ترمز ماشین استفاده می برايهیدرولیکی 

بوتانل در بیوبیلیون پوند  12-10 در حال حاضر تقریباً
، که سهم ایران از این مقدار صفر ]2[د شو سال تولید می

تواند  تولید این ماده در کشور می کردنصنعتی  .است
مین سوخت و أدر کاهش مشکلات ناشی از ت زیاديقش ن

همچنین اثرات مخرب زیست محیطی ناشی از استفاده از 
  .هاي فسیلی داشته باشد سوخت

 ـ نرمـال  به شدید نیاز  بـراي  اساسـی  تحقیقـات بـه  ل بوتان

 بـه  مـاده  ایـن  تولید به قادر هاي میکروارگانیسم جداسازي

 1فرنـدباخ  1911 سـال  در. منجر شده است تخمیر وسیله

محـدوده   ولی، کرد جدا را لبوتان-استن کننده تولید باکتري
 بازده نتیجه در و کم میکروارگانیسم این سوبستراي مصرف

تـا   1912 هاي سال در. ]3[د بو کم نیز آن محصولات تولید
 مسأله این روي بر جداگانه طور به که 2ویزمن چیم 1914

 سوبستراي که کرد جدا را میکروارگانیسمی کرد می تحقیق

 بیشتري استن و بوتانل تولید به قادر و تخمیر را اي نشاسته

 بعـدها  داشـت ولـی   دیگري نام ابتدا باکتري این. ]4[ بود

                                                
1. Fernbach 
2. Chaim Weizmann 

 کلسـتریدیوم  نـام  همکـارانش  و 3کـوي  مـک  وسـیله  بـه 

هـاي   هـا و یوکـاریوت  بـاکتري  .]5[ گرفت 4استوبوتیلیکام
. ]8-6[را دارنـــد مختلفـــی توانـــایی تولیـــد بیوبوتانـــل 

بـه عنـوان تولیـد کننـده طبیعـی       5هاي کلسـتریدیا  باکتري
هاي معـدودي از  ولی تنها گونه شوند بیوبوتانل شناخته می

از  یهاي کلستریدیا توانایی تولید مقادیر قابل توجه باکتري
در میـان  . بوتانل طی تخمیر در شـرایط مناسـب را دارنـد   

تـرین   رایج استوبوتیلیکام هاي کلستریدیا، کلستریدیومگونه
کلســتریدیوم  .]9[ اســتگونــه بــراي تولیــد بوتانــل    

 رشد به مواد مغذي خاصـی نیـاز دارد   براياستوبوتیلیکام 
همچنین تولید حلال به حضور مواد مغذي و یـا   ]10،11[

بسته بـه طبیعـت   . ]13-10[ استعدم حضور آنها وابسته 
ها  حلالکربوهیدرات و شرایط محیط کشت نسبت تبدیل 

در این تخمیـر محصـول   . ]12-10[ تواند متفاوت باشد می
نهایی تخمیر یعنی بوتانل اثر ممانعت کنندگی دارد و بسته 
به طبیعت سوبسترا و مقدار آن، غلظت متفاوتی از بوتانـل  

با تمام سختی این فرایند  .]14[شود باعث توقف تولید می
کــه طــرح اي کــه نیــاز دارد بــه دلیــل این و شــرایط ویــژه

جایگزینی بنزین بـا بوتانـل در کشـورهاي توسـعه یافتـه      
اقتصادي کردن ایـن فراینـد و یـا یـافتن      برايوجود دارد 

هـاي   تـلاش  همچنـان تولید ایـن مـاده    برايسویه بهتري 
 .استانجام در حال زیادي 

ثیر مواد مغذي موجود در محیط کشت أدر تحقیق حاضر ت
مغذي در محیط وجود زمانی که مواد  ،و نیز غلظت گلوکز

باکتري استوبوتیلیکام  وسیله بهبر تولید بوتانل  دارند،
  . ه استدشبررسی 

  
 ها مواد و روش -2

تمامی مواد استفاده شده در این تحقیق به جز مواد استفاده 
تهیه  Sigmaشده در ساخت محلول ویتامین که از شرکت 

                                                
3. McCoy 
4. Clostridium Acetobutylicum 
5. Clostridia 
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همچنین  .ندهستمحصول شرکت مرك آلمان  شده است،
 براي) ساخت انگلستان( Biocromدستگاه جذب نوري 
  .ه استدشبررسی رشد استفاده 

  
  میکروارگانیسم، شرایط کشت، نگهداري و تخمیر  -1- 2

 PTCC 1492ه استوبوتیلیکام با شمار باکتري کلستریدیوم
 1خشک پودر صورت به) NRRL B-591 معادل با باکتري(
 در و تهیه 2ایران میکروبی کلکسیون مرکز از شده منجمد و

این باکتري در محیط کشـت   .گرفت قرار پروژه این اختیار
هاي  تیوبودر میکرگلیسرول % 15همراه با  3گوشت پخته

ــی 5/1 ــزر  میل ــري در فری ــه -C80°لیت ــد نگ  20 .داري ش
 ، عصاره مخمر3پپتون ): g/l(لیتر محیط کشت حاوي  میلی

 005/0همـراه بـا   ) PGY(هاي مختلف گلوکز  و غلظت 1
)v/v ( ــول ــال  -L،  03/0محل ــتئین در وی ــاي  سیس  60ه

نیتروژنـی کـه از   گـاز   وسیله بهلیتري که قبل از تلقیح  میلی
عبور کـرده   )گراد درجه سانتی 300ي دما( ستون داغ مس

هـوازي   بـی  ملاًکا ،)حذف کامل اکسیژن از گاز براي( بود
کردن ویـال  هوازي  ، بعد از بی]15[ شده بودند ریخته شد
دقیقـه و ویـال    20به مـدت   C 121°حاوي سیستئین، در 

دقیقـه اتــوکلاو   10بـه مـدت    C 115° حـاوي محـیط در  
از هر یـک از  ) v/v( 01/0بررسی مواد مغذي  براي. شدند

کـه  ) P2هـاي   محلول(ویتامین و معدنی  هاي بافر، محلول
هـا   بـه ویـال  میکرو استریل شده بودند،  2/0فیلتر  وسیله به

هوازي و بـه مـدت     بی تخمیر در شرایط کاملاً. دشاضافه 
اولیـه   pHبـا   rpm160دور  و C 37°ساعت در دماي  57
هـوازي    در طول تخمیر براي اطمینان از بی. انجام شد 8/6

این  .بودن شرایط کشت از شناساگر رزازورین استفاده شد
با  شرایط هوازي داراي رنگ صورتی است ودر شناساگر 

 رنـگ مـی   رزازورین بی ،تغییر شرایط به شکل بی هوازي
در  آمیـزي گـرم   همچنین بـا اسـتفاده از رنـگ   . ]16[ شود

                                                
1. Freeze-Dried 
2. Persian Type Culture Collection (PTCC) 
3. Cooked Meat 

به طور  ،ساعات مختلف تخمیر از مقداري از محیط کشت
ــد و مســتقیم ــه گردی ــودگی در محــیط  لام تهی از عــدم آل

  .اطمینان حاصل شد
  

  P2هاي  محلول -2-2
پتاسیم دي  ):گرم در لیتر( این محلول شامل: محلول بافر

، 50:، دي پتاسیم هیدروژن فسفات50:هیدروژن فسفات
محلول ویتامین این محلول شامل . 220:آمونیوم استات

و پارا  1/0: ، تیامین001/0: بیوتین): گرم در لیتر(
این محلول شامل : محلول معدنی 1/0: آمینوبنزوئیک اسید

سولفات منگنز  ،20:سولفات منیزیم هفت آبه ):گرم درلیتر(
 و 1:، سولفات آهن دو ظرفیتی هفت آبه1:یک آبه

  .باشد می 1:کلریدسدیم
  

  روش آنالیز -2-3
و اسیدهاي موجود در ) استن، اتانل و بوتانل(ها  حلال

مجهز به آشکارساز  4سوپرناتانت با کروماتوگرافی گازي
FID  و ستونInnowax دماي آون از . گیري شدند اندازه

°C80  تا°C170  با سرعت°C/min3 دماي . افزایش یافت
از هلیم به . تنظیم شد C250°ورودي و آشکارساز در 

 .استفاده شد ml/min 3عنوان گاز حامل با شدت جریان 
استن، اتانل، بوتانل، استیک اسید و بوتیریک اسید به 

بعد از تزریق  4/21و  3/16،  9/6، 4، 5/3ترتیب در دقایق 
  .شوند دیده می

  
 نتایج -3
  اثر غلظت گلوکز -3-1

هاي حاوي  بررسی غلظت بهینه گلوکز، محیط کشت براي
هاي  گرم بر لیتر گلوکز در ویال 60و  40،  20هاي  غلظت

سی تهیـه گردیـد و بـا ثابـت نگـه داشـتن سـایر         سی 60
 تمـام  .دش ـثر، میزان تولیـد بوتانـل مقایسـه    ؤفاکتورهاي م

                                                
4. Agilent Technologies 6890 
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نتایج نشـان داد کـه در   . تکرار همراه بودند 2ها با  آزمایش
گرم بر لیتـر از گلـوکز حـداکثر تولیـد حـلال       40غلظت 

، در این غلظـت  )1شکل (وجود دارد ) گرم بر لیتر 1/11(

کـه   اسـت گـرم بـر لیتـر     8/6ل تولید شده نیز مقدار بوتان
هـاي دیگـر    نسـبت بـه مقـدار تولیـد شـده آن در غلظـت      

  . باشد حداکثر می
  

 
 هاي مختلف  حداکثر میزان تولید حلال در غلظت fتولید اسیدها و  eو   d ،هاي مختلف گلوکز  غلظتدر    تولید حلال cو  a ،b  1شکل 

  .دهد  نشان میرا  گلوکز
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گـرم در لیتـر از    20نتایج همچنین نشان داد که در غلظت 
از (بـه ترتیـب    50:1:49گلوکز نسبت تولید حلال تقریبـاً  

گرم در  60در غلظت . است، استن، اتانل و بوتانل )راست
ها تـا حـدودي بـه سـمت تولیـد       لیتر از گلوکز این نسبت

گـرم در لیتـر    40بوتانل افـزایش یافـت ولـی در غلظـت     
 62:1:37بـه سـمت    32:3:65ر ساعات اولیه از ها د نسبت

دهد با افزایش میزان تولید  نمودارها نشان می. رود  پیش می
). 1شـکل  (شـود    حلال از مقادیر تولید اسیدها کاسته مـی 

  .گرم بر لیتر بود 20اسید تولید شده در غلظت  بیشینه
  

  اثر وجود مواد مغذي -3-2
 20با غلظت قند  PGYبراي بررسی مواد مغذي از محیط 

و  PGYهــاي  سـپس محـیط  . گـرم بـر لیتـر اسـتفاده شـد     
PGY+P2 بررسـی رشـد    به منظور. تلقیح و انکوبه شدند

گیري  هاي مختلف از محیط نمونه میکروارگانیسم در زمان
تمـام  . خوانـده شـد   OD600بهینـه آن در   چگالیگردید و 

کـه   نتایج نشـان داد . بار تکرار انجام شدند 4ها با  آزمایش
هاي بـافر، ویتـامین و معـدنی بـراي تولیـد       وجود محلول

آنها با وجـود رشـد کـافی     نبودحلال ضروري بوده و در 
شود، ولـی در    میکروارگانیسم، هیچ گونه حلالی تولید نمی

گـردد و بـا تغییـر     حلال تولید مـی  p2هاي  حضور محلول
  .توان تولید حلال را افزایش داد پارامترها، می

  
 گیري نتیجهبحث و  -4

 بـراي عنوان منبع کربن اثر مواد مغذي و غلظت گلوکز به 
 بررسـی  استوبوتیلیکام ل از باکتري کلستریدیومتولید بوتان

انتقال از فاز تولید اسید به فاز  براينتایج نشان داد که . شد
 .اسـت هـا نیـاز     تولید حلال به مواد معدنی، بافر و ویتامین

افزایش غلظت گلوکز در ابتدا باعث افزایش تولید بوتانـل  
شود ولی از یک غلظت مشخص، افزایش غلظت باعث  می

توانـد بـدلیل    له میأاین مس .کاهش تولید حلال شده است
 ـ  و ]17،18[اثر ممانعت کنندگی بوتانل  دلیـل  ه همچنـین ب

خوبی ثابت شده اسـت   به .کنندگی گلوکز باشد اثر ممانعت
گذارد و  ثیر میأباکتري ت ينل بر روي ساختار غشاکه بوتا

ــروتئین ــر در پ ــال   باعــث تغیی ــل انتق هــاي غشــایی از قبی
و  ]19[د شـو  مـی  ATPaseکمـپلکس   هاي اجـزا و  دهنده

ممکن است با افزایش غلظت قند همراه با وجـود بوتانـل   
ها نتواننـد گلـوکز را وارد مسـیر فسـفو انـول       این پروتئین

یعنی با . کنندباکتري  وسیله بهجذب  براي (PEP)پیروات 
توانایی استفاده از گلوکز د خارج کردن بوتانل از محیط بای

  .و تولید محصول افزایش یابد
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