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  كيدهچ

اي و آلودگي محيط زيست، افزايش تقاضاي جهـاني انـرژي و كـاهش منـابع      پديده گلخانه مشكلات ناشي از :مقدمه
هـاي زيسـتي را در    هـاي تجديدپـذير از جملـه سـوخت     در زمينه توليـد انـرژي   هاي زيادي پژوهشهاي فسيلي،  سوخت

بوتانول به عنوان يك سوخت مايع جـايگزين   ،هاي زيستي از ميان سوخت به تازگي .است هاي اخير به دنبال داشته  سال
انايي توليد اسـتن، اتـانول   تو كلستريديوم استوبوتيليكومهوازي مانند   هاي بي  باكتري. ده استشبنزين و گازوئيل معرفي 

آميلاز قادر به هيـدروليز نشاسـته و    -دارا بودن آنزيم آلفا علتاين باكتري به . و بوتانول را از منابع قندي مختلف دارند
    .   ستاا به عنوان سوبستراستفاده مستقيم از آن 

هـاي   از سوبستراهاي گلوكز، نشاسته تصفيه شده و نشاسـته تصـفيه نشـده در غلظـت     پژوهشدر اين  :ها  مواد و روش
     . دشبه روش بي هوازي استفاده  PTCC 1492استوبوتيليكومكلستريديوم توليد بوتانول توسط باكتري  برايمتفاوت 

نتايج نشان داد كه ايـن  . به دست آمد تريگرم بر ل 60براي هر سه منبع كربني استفاده شده، غلظت بهينه سوبسترا  :نتايج
غلظـت بوتـانول   . را دارد گونـه پـيش تيمـاري    باكتري توانايي توليد بوتانول با استفاده از هر سه منبع كـربن بـدون هـيچ   

 تريگرم بر ل 64/4و  81/5، 45/6توليدي با استفاده از نشاسته تصفيه نشده، نشاسته تصفيه شده و گلوكز به ترتيب برابر با 
     . بود كه نشان داد نشاسته تصفيه نشده به خوبي توانايي توليد بوتانول را دارد

نتايج نشان داد كه امكان استفاده از نشاسته بدون هيدروليز بـه عنـوان منبـع كـربن بـراي توليـد        :گيري بحث و نتيجه
تري نسبت به نشاسته تصفيه شده توليـد  نتايج نشان داد كه نشاسته تصفيه نشده بوتانول بيش ،همچنين. بوتانول وجود دارد

     . كند مي

 ، نشاسته، سوخت زيستياستوبوتيليكومكلستريديوم بوتانول،  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه.
هــاي اخير،كــاهش چشــمگير منــابع انــرژي،  در ســال 

هاي فسـيلي،   هاي ناشي از سوخت افزايش شديد آلودگي
افزايش آگـاهي دربـاره اثـرات شـديد و مضـر آلـودگي       

قيمـت  مـي  يدازيست، گرمـايش جهـاني و صـعود     محيط
شـده كـه     نفت خام به عنوان منبـع اصـلي انـرژي، باعـث    

هاي جايگزين با خاصـيت تجديدپـذيري و    يافتن سوخت
هـاي   تـرين دغدغـه   سازگاري با طبيعت بـه يكـي از مهـم   

وسـيعي   هـاي  پژوهشاز اين رو  .شودتبديل  پژوهشگران
هاي فسـيلي   در زمينه يافتن منابع انرژي جايگزين سوخت

به عنوان يكي  1هاي زيستي يجه، سوختودر نت انجام شده
هاي فسيلي معرفـي   هاي مناسب براي سوخت از جايگزين

اتـانول   هاي زيستي، تـاكنون  از ميان سوخت. )1(اند  شده
د را بـه خـود اختصـاص داده و هـم     ترين سـهم تولي ـ  بيش

اكنون در بسـياري از كشـورهاي توسـعه يافتـه جهـان بـه       
بوتـانول  ). 3و  2(شـود   عنوان سوخت خودرو استفاده مي

مزايايي  علتكه به  استهاي زيستي  نيز از ديگر سوخت
 ومحتواي انرژي بالاتر، فراريت و خورندگي كمتر مانند 

هـاي اخيـر    امكان تركيب با بنزين به هـر نسـبت، در سـال   
ــه   ــرار گرفت ــر اســاس . )4( اســتمــورد توجــه جــدي ق ب

دهنــده  و نتــايج بــه دســت آمــده كــه نشــان   هــا پــژوهش
ــا روش تخميــر   ــانول ب ، اســتاقتصــادي بــودن توليــد بوت

مقيــاس تجــاري  نخســتين 2011ســال در  2شــركت گــوو
ميليون گالن در سـال را بـا    18توليد بيوبوتانول با ظرفيت 

  .)5( كرداتانول ايجاد  تجهيزات توليد كننده
آمريكا و  3نفتي، شركت ديوپونت دو شركت بزرگ

انگليس آمادگي خود را بـراي   4شركت بريتيش پتروليوم
 زيسـتي كردن بوتانول بر پايـه سوبسـتراي    توليد و تجاري

   ).7و  6(اند  اعلام كرده
هـاي   هـاي اخيـر، بـا افـزايش قيمـت سـوخت       در سال

هاي به وجـود آمـده در زمينـه     فسيلي و همچنين پيشرفت

ينـدهاي تخميـري   آبوتـانول، اسـتفاده از فر   توليد زيسـتي 
از آنجـا  . بوتانول مورد توجه قرار گرفته است براي توليد

كه منبع كربن استفاده شده در محيط كشت سهم زيـادي  
هاي زيستي بـا ارزش افـزوده    در قيمت تمام شده فراورده

بوتـانول دارد، كـاهش هزينـه منبـع      پايين ماننـد  كمابيش
اهش قيمت و در نتيجه اقتصادي تواند موجب ك كربن مي

با توجـه بـه حجـم زيـاد و در      .)9و  8(شود  فرآيندشدن 
دسترس بودن نشاسته تصفيه نشده، قيمت ارزان آن و نيـز  

بـــراي  كلســـتريديوم اســـتوبوتيليكومتوانـــايي بـــاكتري 
بوتـانول توسـط    توليـد  پژوهشهيدروليز نشاسته، در اين 

نشاسـته   ،صـفيه نشـده  اين باكتري و با استفاده از نشاسته ت
  . تصفيه شده و گلوكز بررسي و مقايسه شد

 
  ها مواد و روش.  

 :ميكروارگانيسم، شرايط كشت، نگهـداري و تخميـر  .
ــا شــماره  كلســتريديوم اســتوبوتيليكوم بــاكتري   1492ب

PTCC سـازمان   ميكروبـي  ليوفيليزه ازكلكسيون شكل به
بـاكتري  ايـن  .شد تهيه هاي علمي و صنعتي ايران پژوهش

 5/1در ميكرتيـوب هـاي    5در محيط كشت گوشت پخته
ــزر   ــري در فري ــي ليت ــي ميل ــانتي  80 منف ــه س ــراد  درج گ

گرم بر (ميلي ليتر محيط كشت حاوي  50. نگهداري شد
محــيط ( 20 گلــوكز و 1، عصــاره مخمــر 3پپتــون ): ليتــر

ــون،  ــت پپتـ ــه     كشـ ــا بـ ــوكز يـ ــر و گلـ ــاره مخمـ عصـ
) حجمـي  /حجمي(درصد  05/0همراه با ) PGY:اختصار
ليتـري   ميلي 125هاي  سيستئين در ويال -L، 03/0محلول 

كه قبل از تلقيح توسط عبور جريان گاز نيتـروژن عـاري   
ــور(از اكســيژن  ــراي   عب داده شــده از ســتون داغ مــس ب

. كاملا بي هوازي شده بـود، ريختـه شـد   ) حذف اكسيژن
هـاي حـاوي سيسـتئين در     هوازي كردن، ويـال  پس از بي

ــاي  ــانتي  121دم ــه س ــدت   درج ــه م ــراد ب ــه و  20گ دقيق
درجــه  115هــاي حــاوي محــيط كشــت در دمــاي  ويــال



  
 

  3     كلستريديوم استوبوتيليكوماستفاده از نشاسته تصفيه نشده براي توليد بوتانول توسط باكتري 
 

 

از هر يـك از  . دقيقه اتوكلاو شد 10گراد به مدت  سانتي
) P2هاي  محلول(هاي بافر، ويتامين و مواد معدني  محلول

هـا   ميكرون استريل شده بود، به ويال 2/0كه توسط فيلتر 
به عنوان پيش كشـت  ) PGY+P2(اين محيط . شداضافه 

براي بررسي سوبستراهاي مختلف و غلظـت  . استفاده شد
و پپتــون و عصــاره مخمــر مثــل  P2هــاي  هــا، محلــول آن

و  40، 20هـاي   غلظـت  ،محلول پيش كشت تهيه و سپس
تخمير در شرايط . از سه سوبسترا به محلول اضافه شد 60

درجه  37ساعت در دماي  94هوازي و به مدت   كاملا بي
 8/6اوليـه   اسـيديته دور بر دقيقه با  160گراد و دور  سانتي

هـوازي    در حـين تخميـر بـراي اطمينـان از بـي     . انجام شد
. بودن شرايط كشت از شناساگر رزازوريـن اسـتفاده شـد   

اين شناسـاگر در شـرايط هـوازي داراي رنـگ صـورتي      
تغيير شرايط به شـكل بـي هـوازي، رزازوريـن     است و با 

رنــگ  همچنــين بــا اســتفاده از. )10(شــود   مــي رنــگ بــي
محــيط كشــت اطمينــان  آميــزي گــرم از عــدم آلــودگي

  .حاصل شد
گرم (اين محلول شامل : محلول بافر: P2هاي  محلول

پتاســيم  ، دي50پتاســيم دي هيــدروژن فســفات ): در ليتــر
ــفات  ــدروژن فســـ ــتات 50هيـــ ــوم اســـ   . 220، آمونيـــ

بيـوتين  ): گرم در ليتر(اين محلول شامل  :محلول ويتامين

ــامين 001/0 ــيد  و 1/0، تيـ ــارا آمينوبنزوئيـــك اسـ   1/0پـ
سولفات  ):ليتر گرم در(اين محلول شامل  :محلول معدني

، سولفات 1، سولفات منگنز يك آبه 20منيزيم هفت آبه 
   .است 1و كلريد سديم  1آهن دو ظرفيتي هفت آبه 

ــلروش  ــاعات مختلــف پــس از شــروع  : تحلي در س
هـا   حـلال . گيـري شـد   ها نمونـه  تخمير، از هريك از ويال

و اسـيدهاي موجـود در محـيط    ) بوتانول اتانول و استن،(
گشت با كروماتوگرافي گازي ساخت شـركت اجيلنـت   

 6و ستون اينوواكس FIDمجهز به آشكارساز  6890مدل 
درجــه  170تــا  80دمــاي آون از . انــدازه گيــري شــد  

افزايش گراد بر دقيقه  درجه سانتي 3با سرعت گراد  سانتي
ــت ــاي ورو. يافـ ــاز در دمـ ــه  250دي و آشكارسـ درجـ
از نيتروژن به عنوان گـاز حامـل بـا    . تنظيم شدگراد  سانتي

ــان   ــي 2/1شــدت جري ــد   ميل ــتفاده ش ــه اس ــر دقيق ــر ب . ليت
بوتانول، اسـيد اسـتيك    اتانول، هاي مربوط به استن، پيك

، 9/3، 4/3 هاي اقامت و اسيد بوتيريك به ترتيب در زمان
ــد    1/21و  9/15 ،6/6 ــاهده ش ــق مش ــس از تزري ــه پ دقيق
  ).1شكل (

ــا   مقــدار نشاســته موجــود در نشاســته تصــفيه نشــده ب
 شـد مشخص  4/92 ± 2%برابر با  7استفاده از روش ان رل

)11(.  
  

 
  ها و اسيدها كروماتوگرام حلال -1 شكل
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 نتايج.

ــف  ــتراهاي مختل ــي سوبس ــم: بررس ــل   مه ــرين عام ت
، ستبوتانول مربوط به هزينه سوبسترا اقتصادي در تخمير

گيـرد   درصـد هزينـه توليـد را در برمـي     60 در حدودكه 
استه، استفاده از مواد ارزان قيمت مانند نش ،اينبنابر. )12(

بـه منظـور   . در اقتصادي شدن فرآيند سهم به سزايي دارد
هـا، محـيط    بررسي سوبسـتراها و تعيـين غلظـت بهينـه آن    

گرم بر ليتر از  60و  40 ،20هاي  هاي حاوي غلظت كشت
گلوكز، نشاسته تصـفيه نشـده و نشاسـته تصـفيه شـده در      

ليتر تهيه و با ثابت نگـه داشـتن سـاير     ميلي 125ويال هاي 
ينـد  آفر. دش ـبوتـانول مقايسـه    ثر، ميـزان توليـد  ؤعوامل م

مشـخص   شكلبه  )ABE( اتانول -بوتانول -تخمير استن
. شـود  به دو مرحله توليد اسيد و توليد حـلال تقسـيم مـي   

ساعت اوليه تخمير مشاهده شـد   16 مرحله توليد اسيد در
كه در آن توليد توده سلولي و اسيدهاي آلي بـه سـرعت   

. گرم بر ليتر بود 1حداكثر ميزان توليد اسيد . دهد رخ مي
توليــد زيــاد اســيد در مرحلــه توليــد اســيد ســبب كــاهش 

شد و مقدار اندكي حلال نيز توليد  5/4به  5/6از  اسيديته
هــا بــه فــاز ســكون رشــد خــود  هنگــامي كــه ســلول. شــد

در ايـن مرحلـه،   . رسيدند، مرحله توليد حلال شروع شـد 
اسيدهاي توليد شـده در مرحلـه قبـل بـراي توليـد حـلال       

محـيط افـزايش يافـت     اسيدتيهاستفاده شدند و به تدريج 
بوتـانول بـه    كه حـداكثر توليـد  نتايج نشان داد ). 2شكل (

ترتيب در نشاسـته تصـفيه نشـده، نشاسـته تصـفيه شـده و       
و  81/5، 45/6 گرم بر ليتـر، برابـر بـا    60گلوكز با غلظت 

ساعت پس  71گرم در ليتر بوده و اين بيشينه توليد  64/4
 ،همچنـين ). 3شكل (دهد  يند تخمير رخ ميآاز شروع فر

افـزايش توليـد حـلال،    بـا   بر اساس نتايج به دست آمـده، 
  ). 2شكل (توليد اسيدها كاهش يافت 

  
گرم بر ليتر از نشاسته تصفيه نشده با استفاده از باكتري  60در غلظت  تغييرات غلظت حلال و اسيدهاي توليدشده بر حسب زمان -2 شكل
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  گيري  بحث و نتيجه.
بوتانول توليدي با استفاده از  نتايج نشان داد كه مقدار

 .اسـت نشاسته تصفيه نشـده بيشـتر از سوبسـتراهاي ديگـر     
بوتـانول بـا اسـتفاده از نشاسـته      بالاتر بـودن ميـزان توليـد   

تـوان   تصفيه نشده در مقايسه با دو سوبستراي ديگر را مي
) درصـد  7/0(به محتواي نيتـروژن نشاسـته تصـفيه نشـده     

انجام شده نشـان دهنـده اثـر     هاي پژوهش زيرانسبت داد 
بوتــانول بــوده اســت  مثبــت نيتــروژن اضــافي روي توليــد

ــابع نشاســته. )13( ــراي توليــد اســتفاده از من ــانول  اي ب بوت
و  8جسه ،مثال براي. توسط ديگران نيز بررسي شده است

بـا   درصـد  6/23بوتانول با بـازده   موفق به توليدهمكاران 
ــط     ــي توس ــادام زمين ــته ب ــتفاده از نشاس ــتريديوم اس كلس

و همكاران نيـز بـا اسـتفاده از     9لي. )14(شدند  بيجرينكي
جهش يافته نشاسته كاساوا را  كلستريديوم استوبوتيليكوم

 درصـد  31به طور مسـتقيم بـه بوتـانول تبـديل كردنـد و      
در ايـن  ). 15(بوتانول نسـبت بـه سوبسـترا توليـد كردنـد      

بوتانول توسط نشاسـته تصـفيه شـده و     مطالعه بازده توليد
افـزايش   درصـد  39و  25تصفيه نشده به ترتيب به ميـزان  

اي  يافت كه نسبت به كارهاي قبل مقـادير قابـل ملاحظـه   
ــين. هســتند ــانول توليــدي در انتهــاي   كــاهش ،همچن بوت

 علـت و بـه   اسـت  تبخير از محـيط  علتتخمير احتمالا به 
هاي حاوي نشاسته با سرسرنگ  گيري از ويال اينكه نمونه

 انجـام شـده  شد، در انتهاي تخمير تبخير  يبزرگتر انجام م
  .است

نشاسته پتانسيل خوبي به عنـوان منبـع كـربن     ،بنابراين
بوتــانول توســط  ارزان قيمــت و در دســترس بــراي توليــد

  .دارد كلستريديوم استوبوتيليكومباكتري 
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Abstract 

Introduction: Greenhouse effect problems, environmental pollution, global increase in oil 
demand, and reduced fossil fuel resources have boosted research on the production of renewable 
energies such as bioenegries in recent years. Amongst various biofuels, biobutanol has been 
recently introduced as a replacement liquid fuel for gasoline and gas oil. Anaerobic bacteria 
such as Clostridium acetobutylicum are able to produce acetone, butanol, and ethanol using 
different sugar sources. This bacterium exhibits amylolytic activity and therefore is able to 
hydrolyzes starch to glucose and use it directly as carbon source. 

Materials and methods: In this study, three substrates including glucose, treated starch and 
starch were used in different concentrations to produce butanol by Clostridium acetobutylicum 
PTCC 1492. 

Results: For all three carbon sources, 60 g/ l of substrate was found as the optimum 
concentration. The results revealed that this bacterium is capable of producing butanol using all 
three carbon sources without any treatment. Butanol concentrations of 6.45, 5.81, and 4.64 g/ l 
were obtained using non-treated starch, treated starch, and glucose as carbon sources, 
respectively. 

Discussion and conclusion: The results suggested the possibility of using non-hydrolyzed 
starch as carbon source for butanol production. Also it was shown that non-treated starch 
produces more butanol compared to the treated starch. 

Key words: Butanol, Clostridium acetobutylicum, Starch, Biofuel 
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