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Abstract 

Background and Aim: Bio-butanol has been regarded as an alternative to petroleum fuels 

environmental bacteria. 

Materials and Methods: In this study, samples were randomly taken from the depth of 50 

to 100 cm of Parishan Lake sediments. After culturing under anaerobic conditions and 

phenotypic diagnosis of the Clostridium genus, 16S rRNA primer was used for genotypic 

identification. Isolates were screened based on amylase activity in starch-agar medium. To 

evaluate the effect of environmental factors (pH, temperature and raw material) on amylase 

activity of the selected isolates, a modified culture medium containing starch was used. Then, 

in an optimal culture medium, merely consisting of water and dry bread, bio-butanol was 

produced and separated by fractional distillation. The accuracy of its presence was confirmed 

by chromic acid test and gas chromatography. 

Results: Out of a total of 530 isolated bacteria, three clostridium isolates had the highest 

amylase activity and bio-butanol production, which after 16S rRNA sequencing, were 

registered as Clostridium Beijerinckii (KM999944), Clostridium diolis (KM999945) and 

Clostridium roseum (KM999946) in NCBI. The highest yield with a concentration of 2.344g/l 

in the culture medium containing 25g/l bread waste, pH7 and 35°C has been related to 

Clostridium roseum. 

Conclusion: The results showed that under optimal conditions, environmental clostridia have 

a good potential for the production of bio-butanol from cheap raw materials like bread waste. 
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due to its renewability. The aim of this study was to produce bio-butanol using bread waste and 
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 مقاله پژوهشی

 

عات نان با استفاده از یاز ضا یستید بوتانول زیتول

 1شانیاچه پریجدا شده از در یتکیلولیآم یها ومیدیکلستر
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  چکیده
های نفتی مورد  بوتانول زیستی به دلیل تجدیدپذیر بودن، به عنوان یک جایگزین برای سوخت و هدف:زمینه 

های محیطی و ضایعات نان جهت تولید بوتانول  توجه قرار گرفته است. هدف این پژوهش استفاده از باکتری

 باشد.  زیستی می
انتی متری رسوبات دریاچه پریشان س 111تا  11در این پژوهش، به طور تصادفی از عمق  شناسی: روش

 16S rRNAهوازی و تشخیص فنوتیپی جنس کلستریدیوم، از پرایمر  نمونه تهیه شد. پس از کشت در شرایط بی

آگار -ها براساس فعالیت آمیلازی در محیط کشت نشاسته جهت شناسایی ژنوتیپی استفاده گردید. جدایه

های  ، دما و ماده اولیه( بر فعالیت آمیلازی جدایهpHمحیطی ) غربالگری شدند. برای بررسی تأثیر فاکتورهای

منتخب، از یک محیط کشت تغییر شکل یافته حاوی نشاسته استفاده گردید. سپس در یک محیط کشت بهینه، 

صرفاً شامل آب و نان خشک، بوتانول زیستی تولید و بوسیله تقطیر جزء به جزء جداسازی شد. صحتّ وجود آن 

 کرومیک و دستگاه کروماتوگرافی گازی تأیید گردید.با تست اسید

جدایه کلستریدیوم بیشترین فعالیت آمیلازی و تولید بوتانول  0باکتری جدا شده،  101از مجموع  ها: یافته

(، KM999944های کلستریدیوم بیجرینکی ) ، با نام16S rRNAزیستی را داشتند که پس از تعیین توالی 

ثبت گردیدند. بالاترین  NCBI( در KM999946( و کلستریدیوم روزئوم )KM999945کلستریدیوم دیولیس )

 درجه سلسیوس 01و دمای  0pHضایعات نان،  g/l01در محیط کشت حاوی  g/l044/0محصول با غلظت 

 مربوط به کلستریدیوم روزئوم بوده است.

پتانسیل خوبی برای تولید  های محیطی، نتایج نشان داد که در شرایط بهینه، کلستریدیوم گیری: نتیجه

 بوتانول زیستی از مواد اولیه ارزان قیمتی همچون ضایعات نان دارند.

 بوتانول زیستی، کلستریدیم، ضایعات نان، آنزیم آمیلاز، دریاچه پریشان. ها: کلیدواژه

                                                        
هوازی  های بی جداسازی و شناسایی مولکولی باکترینامه کارشناسی ارشد مریم میرزاده، با عنوان  پایان پژوهش حاضر برگرفته از:. 1

 واحد جهرم است. ی، ارائه شده در دانشگاه آزاد اسلامتولیدکننده سوخت زیستی از ضایعات نان
 83/85/5288 تاریخ پذیرش:؛    49/81/5399 تاریخ دریافت:
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 . مقدمه1

 شوند، محدودیت ترین منبع تولید انرژی محسوب می های فسیلی مهم رغم اینکه سوخت علی
ای ناشی از احتراق این  ها، انتشار گازهای گلخانه دن آنیان رسیها و در نتیجه به پا ذاتی این سوخت

ها و به دنبال آن گرم شدن کره زمین، باران اسیدی، افزایش سطح دریا، عقب کشیدن  سوخت
 ها، از دست رفتن تنوع زیستی و...، توجه محققان را به جایگزین کردن انرژی در جهت یخچال

های زیستی  های جایگزین، سوخت (. از میان انرژی5،4،3ها جلب کرده است ) کاهش این نگرانی
)تولید شده از گیاهان و ضایعات( به دلیل تجدیدپذیر بودن و سازگاری با محیط زیست، به عنوان 

ه شده (. تاکنون تمرکز بر روی اتانول زیستی قرار داد2،1،6اند ) انتخابی مطلوب در نظر گرفته شده
های به خوبی توسعه یافته برای جداسازی  که دلیل آن در دسترس بودن مواد خام برای تولید و روش

 دهد که استفاده از بوتانول زیستی (. تحقیقات اخیر نشان می1،0سازی آن بوده است ) و خالص
 شار بخار،تر با آن، ف به دلیل محتوا و چگالی انرژی بالاتر، حلالیت ناچیز در آب و آلودگی کم

باشد  تر می تر، نقطه اشتعال بالاتر و تولید دی اکسید کربن خنثی مناسب خورندگی کم و فراریت
شود که از میان این دو، روش  (. بوتانول به دو روش شیمیایی و زیستی تولید می9،55،58،54)

یابیم  درمی زیستی تخمیر مورد توجه قرار گرفته است. با گذری اجمالی بر حوادث مهم قرن گذشته
 1، لوئی پاستور5064(. برای اولین بار در سال 52،53ای دور در زمان دارد ) که این روش ریشه

هوازی  های بی کشف کرد که بوتانول زیستی محصول تخمیری حاصل از فعالیت باکتری
ل مختلف یها( است. پس از آن، موفقیت و توسعه این فرایند تولیدی، بنا به دلا )کلستریدیوم

های جهانی و گسترش صنعت پتروشیمی، به شدت تحت تأثیر قرار گرفته است.  زجمله جنگا
ای طولانی در تولید این الکل، استفاده از آن به جای سوخت در سال  رغم وجود تاریخچه علی

(. از آنجا که ماده اولیه برای تبدیل به بوتانول زیستی یکی از 51،56گزارش شده است ) 4881
درصد هزینه کل را به خود اختصاص  68مل مؤثر بر تخمیر و تولید بوده و بیش از ترین عوا مهم

شک استفاده از محصولات غیر قابل استفاده برای تولید، بسیار سودآورتر است  داده است، بی
گرم پروتئین در  9/0گرم نیتروژن آلی و  16/5گرم نشاسته،  0/19 (. ضایعات نان حاوی50،51)

 (.59)باشد  گرم می 588
                                                        

1. Louis Pasteur 
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های کلستریدیوم تولیدکننده بوتانول  هدف مطالعه حاضر جداسازی و شناسایی مولکولی گونه
ارزان  یعات نان به عنوان منبعیسازی شرایط رشد میکروارگانیسم و استفاده از ضا زیستی، بهینه

 بوده است. یستید بوتانول زیمت در جهت تولیق

 ها . مواد و روش2

 های کلستریدیوم گونه یگر و غربال یآور الف( جمع
سانتی متری  588تا  18آوری نمونه در شرایط استریل به صورت تصادفی از عمق  جمع

( و متعاقباً 58-3ها )تا  سازی نمونه نقطه انجام شد. پس از رقیق 38رسوبات دریاچه پریشان از 
 3و میت لیور گلوکز 2، تیوگلیگولات1های کشت کوکت میت محیط یریشوک حرارتی، با بکارگ

گارجداسازی باکتری ها بر  ، جدایهیساز هوازی صورت گرفت. جهت خالص ها در شرایط بی آ
گار خونیمح یرو  38 یساعت در دما 20تا  42به مدت  یهواز یدار کشت و درون جار ب ط آ

ارد مندرج استاند یها ها با استفاده از تست جدایه یپیوس قرار داده شدند. شناسایی فنوتیدرجه سلس
 (.48مانوئل صورت گرفت ) یشناسی سیستماتیک برج در کتاب باکتری

 لازیاولیه تولید آنزیم آم یب( بررس
کسان، تست یکاملًا  یطیگرفتند، در شرا یپیه فنوتیدییهای مختلفی که تا هیگری جدا غربال یبرا

گار، براساس ق -ط کشت نشاستهین منظور از محیلاز گذاشته شد. به همیآم طر هاله ناشی از آ
هایی که بیشترین هاله را تشکیل داده بودند، انتخاب  هیدرولیز نشاسته استفاده گردید و جدایه

 (.45قرار گرفت ) یابیها با معرف لوگل مورد ارز هیجدا یلازیشدند. قدرت آم
 یپیژنوت یو بررس DNAج( استخراج 

 یها ومیدیکلستر DNA)شرکت سیناژن، ایران(،  DNAدر ابتدا با استفاده از کیت استخراج 
 درجه  -48 یش در دمایآزما یدند و تا زمان انجام مراحل بعدیمنتخب، استخراج گرد

 یها یبا توال 16S rRNAمر ی، از جفت پرایپیژنوت یبررس یشدند. برا یوس نگهداریسلس
5'ACTCCTACGGGAGGCAGCAG3' به عنوان پرایمر رفت و 

                                                        
1. Cooked Meat Medium 

2. Thioglycolate broth 

3. Meat-liver Glucose Agar 
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5'TGACGGGCGGTGTGTACAAG3' ل باند یبه عنوان پرایمر برگشت با تشکbp 5821 
)با غلظت  PCRاز بافر  μl1/4شامل:  μl41 ییدر حجم نها PCR(. واکنش 44استفاده شد )

X58 ،)μl21/8  ،از هر نوکلئوتیدμl21/8  ازMgCl2 ،μl5  ،از هر پرایمرμl4  آنزیمTaq ،پلی مراز
μl5  ازDNA  ژنومی وμl6/56  از آب دیونیزه انجام شد. برنامه دمایی مورد نیاز برای انجام این

سیکل به صورت  31، وسیدرجه سلس 92دقیقه در دمای 3واکنش شامل واسرشت اولیه به مدت 
 ووس یدرجه سلس 10دقیقه اتصال در دمای  5، وسیدرجه سلس 92دقیقه واسرشت در دمای  5
 14دقیقه در دمای  58و گسترش نهایی به مدت وس یدرجه سلس 14 دقیقه گسترش در دمای 5

گارز  PCRبود. محصول وس یدرجه سلس  (.44الکتروفورز گردید ) 91% با ولتاژ 4بر روی ژل آ
 د( سویه استاندارد

ها، از سویه استاندارد کلستریدیوم  برای مقایسه میزان بوتانول زیستی تولید شده توسط جدایه
)خریداری شده از مرکز کلکسیون قارچ و باکتری ایران( به عنوان  PTCC1492استوبوتیلیکوم 

برای  1سویه شاهد در تمام مراحل کار استفاده گردید. محیط کشت رینفورسد کلستریدیوم براث
 سازی و نگهداری این سویه بکار گرفته شد.  فعال

 یکروبیسوسپانسیون م یهـ( استانداردساز
وس برای تهیه کشت تازه یدرجه سلس 31و دمای  براث از محیط کشت رینفورسد کلستریدیوم

سازی غلظت آن با استاندارد  گذاری و معادل خانه ساعت گرم 1میکروبی استفاده گردید و بعد از 
 ها از آن استفاده شد. نیم مک فارلند، به میزان مساوی در تمام آزمایش

 سازی شرایط تولید آنزیم آمیلاز و( بهینه
، دما و غلظت نشاسته( بر فعالیت آمیلولیتیکی pHثیر عوامل محیطی)به منظور بررسی تأ

ساخته شد.  5ای مطابق با جدول  سازی تولید، محیط کشت پایه تغییر شکل یافته ها و بهینه جدایه
pH  یمولار بر رو 5مولار و اسید کلریدریک  5اولیه محیط کشت با استفاده از هیدروکسید سدیم 

وس تنظیم گردید. جهت تعیین یدرجه سلس 21و  31، 41گذاری  خانه با دمای گرم 0و  1، 6
غلظت نشاسته و بررسی فعالیت آنزیم آمیلاز از روش شرح داده شده توسط اسمیت و رو استفاده 

 (.43گردید )
                                                        

1. Reinforced clostridial broth 
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 افته آنیر شکل ییط تغیبا مح Mineral base mediaط یسه محیمقا -1جدول 

Mineral base media 
(MBM) 

 گرم زان برحسبیم
  MBM ط کشتیمح

 افتهیر شکل ییتغ
 زان برحسب گرمیم

 5 -50* نشاسته 00 دراتیکربوه

  0 دروژن فسفاتیه یم دیآمون 0 دروژن فسفاتیه یم دیآمون

  5 دیم کلرایسد 5 دیم کلرایسد

 0 آب  7م سولفات یزیمن 0 آب  7م سولفات یزیمن

 0 دروژن فسفاتیپتاسم ه 0 دروژن فسفاتیپتاسم ه

 2 گلوکز - -

  0 پپتون - -

 1/0 آگار - -

 میلی لیتر 0000 آب میلی لیتر 500 آب

 ازیبرحسب غلظت مورد ن * 

 یستید بوتانول زیز( تول
های  سازی عوامل محیطی، با توجه به غلظت نشاسته موجود در ضایعات نان، محیط پس از بهینه

تر نشاسته( یگرم بر ل 51عات نان )حاوی یتر پودر ضایگرم بر ل 41میلی لیتر آب و  318کشت حاوی 
و بدون اضافه کردن هرگونه ماده مغذی تهیه گردید و پس از تلقیح سوسپانسیون میکروبی،  1pHبا 

گذاری شدند. در انتهای  خانه وس گرمیدرجه سلس 31ساعت در دمای 14تمامی فرمانتورها به مدت 
شده در محیط کشت به وسیله دستگاه تقطیر جزء به  دوره زمانی تخمیر، بوتانول و اتانول زیستی تولید

ه قرار ید اولییجزء جداسازی شدند. صحت وجود این دو محصول با تست اسید کرومیک مورد تا
 (.42ز با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی گازی انجام شد )ین یید نهاییگرفت و تا
 ك رشدینتیح( س

به طور جداگانه ساخته  یهای کشت ، محیطیستیول زد بوتانیزمان با تول به صورت مشابه و هم
محیط کشت در  یها، هر یک ساعت یکبار از طریق خوانش جذب نور شد و سینتیک رشد سویه

 نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر بررسی گردید. 688طول موج 
 منتخب یها نمونه یلوژنیو رسم درخت ف یابی یط( توال

(، از کیت 16S rRNAسازی و تعیین توالی قطعه ژنی تکثیر یافته ) خالصبه منظور 
 ین توالیی، آلمان( استفاده شد. نتایج حاصل از تعRocheاز ژل )شرکت  DNAسازی  خالص
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های موجود در بانک جهانی ژن مقایسه و جهت تأیید  شگام، تهران( با دیگر توالیی)توسط شرکت پ
 رسم گردید. یدرخت فیلوژن MEGA6افزار  این نتایج، با استفاده از نرم

 ی. تجزیه و تحلیل آمار2-1

زان خطا در سه تکرار ین مییها و تع ن دادهیانگیرسم نمودارها، م یبرا 4858 افزار اکسل از نرم
 استفاده شد.

 ها افتهی. 3

های  جدایه مختلف کلستریدیوم با استفاده از تست 54باکتری جدا شده،  138از مجموع 
سازی شدند که از این بین،  ( جداسازی و خالص5)شکل 16S rRNAفنوتیپی و ژنوتیپی بر مبنای 

و  98KJ ،93ARهای جدایه با بیشترین قدرت تجزیه نشاسته انتخاب و برای ادامه کار نام 3
21MR در نظر گرفته شد.آنها  برای 

ها  بر فعالیت آمیلولیتیکی سویه 0و  1، 6های  pH، بررسی تأثیر4طبق نتایج مندرج در جدول 
 1pHگرم بر لیتر نشاسته نشان داد که  1و غلظت درجه سلسیوس  21و  31، 41در دماهای ثابت 

را فراهم کنند. در ای برای تولید بوتانول زیستی  توانند شرایط بهینه می درجه سلسیوس 31و دمای 
 به عنوان نمونه نشان داده شده است. 21MRو دما در سویه  pH بررسی تأثیر 4و  5نمودار 

 های کلستریدیوم ها و دماهای مختلف بر فعالیت آمیلولیتیکی سویه pHبررسی تأثیر  -2جدول 

 گرم بر لیتر نشاسته 5در غلظت 

C°45 C°35 C°25  

 ساعت چهارم
 60KJ/60AR/05MRسویه شاهد/

 ساعت چهارم

 60KJ/05MRسویه شاهد/
 ساعت ششم

 60KJ/05MRسویه شاهد/
6pH 

 ساعت ششم
60AR 

 ساعت هشتم
60AR 

 ساعت چهارم

 60KJ/60AR/05MRسویه شاهد/
 ساعت چهارم

 60KJ/60AR/05MRسویه شاهد/
 ساعت ششم

 60KJ/60AR/05MR 7pHسویه شاهد/

 ساعت ششم
 ساعت ششم 60AR/05MRسویه شاهد/

 60KJ/60AR/05MRسویه شاهد/
 ساعت دهم

 60KJ/60AR/05MR 4pHسویه شاهد/
 ساعت چهارم

60KJ 

 ساعت به صفر رسیدن غلظت نشاستهساعت: 
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 جنس کلستریدیوم 16S rRNAتصویر الکتروفورز ژل آگاروز - 1شکل 

(M ،45: نمونه 2: کنترل مثبت، 1: مارکرMR ) 

 
بر فعالیت آمیلولیتیکی سویه   pHتأثیر  -1نمودار 

 45MRکلستریدیوم روزئوم 

تأثیر دمابر فعالیت آمیلولیتیکی سویه  -2نمودار 

 45MRکلستریدیوم روزئوم 

بر نشاسته گرم بر لیتر  18و  48، 51، 58، 1های  به دست آمده از بررسی تأثیر غلظت نتایج
های  نشان داد که ترشح آنزیمسیوس درجه سل 31 و دمای 1pHدر ها  سویه فعالیت آمیلولیتیکی

 دارد،قرار  محیط کشتنشاسته طور قابل توجهی تحت تأثیر غلظت  نشاسته به هیدرولیزکننده
طور چشمگیری  ها به این آنزیم و فعالیت ترشحنشاسته که با افزایش متناوب غلظت اولیه  ای به گونه
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  افزایش یافته است.
طور  ها به در تمام سویه ،های مورد بررسی کشت با غلظت های محیط همههیدرولیز نشاسته در 

گرم  1غلظت با در ساعت چهارم ) ،های تخمیری ای در محیط کامل صورت گرفته و هیچ نشاسته
ها به جز سویه  در تمام سویه گرم بر لیتر 58-18غلظت با ششم )، ساعت (ها در تمام سویه بر لیتر
 گرم بر لیتر در سویه شاهد( 18غلظت با هشتم )ت ساع و( گرم بر لیتر 18غلظت  باشاهد 

به عنوان نمونه نشان داده  21MRبررسی تأثیر غلظت نشاسته در سویه  3در نمودار  .مشاهده نشد
 شده است. 

 گرم بر لیتر ضایعات نان با 41حاوی  بهینه های کشت ها در محیط نمودار سینتیک رشد سویه
1pH  نشان داده شده است.  2نمودار در  درجه سلسیوس 31دمای و 

اند و پس از  در فاز تأخیری رشد بوده ساعت 5، یانتخاب سه سویه ساعت و هر 3سویه شاهد 
ت با مصرف و هیدرولیزنشاسته شروع به رشد کرده و وارد فاز نمایی رشد شدند. با ااین ساع

ان رشد و تولید بیشتر و میز ،کشت های های ترشح شده به محیط مقدار آنزیم ،گذشت زمان
اند  به ماکزیمم فعالیت خود رسیدهنهم سویه در ساعت چهار  های اسیدی افزایش یافته و متابولیت

بیشترین غلظت سلولی را < شاهد، 93AR>98KJ>21MRو در حالت مقایسه به ترتیب سویه 
 اند. تولید کرده

 
 45MRیدیوم روزئوم تأثیر غلظت نشاسته بر فعالیت آمیلولیتیکی سویه کلستر -3نمودار 
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 گرم بر لیتر ضایعات نان 25های کشت بهینه حاوی های مورد مطالعه در محیط سینتیک رشد سویه -4نمودار

(7pH  35دمای و )درجه سلسیوس 

 . تولید بوتانول زیستی3-1

، که مقادیر نشان دادنتایج حاصل از جداسازی بوتانول و اتانول زیستی و بررسی میزان تولید 
، سویه شاهدوسیله ه ب ،گرم بر لیتر اتانول زیستی 205/8گرم بر لیتر بوتانول زیستی و  181/8
، 98KJسویه  وسیلهه ب گرم بر لیتر اتانول زیستی 393/8گرم بر لیتر بوتانول زیستی و  522/8
 و 93ARسویه وسیله ه ب گرم بر لیتر اتانول زیستی 331/8گرم بر لیتر بوتانول زیستی و  111/8
 گرم بر لیتر بوتانول زیستی 322/4

 تولید 21MRسویه  وسیلهه ب
 مورد آخر هیچ اتانولشده است. 

 (.1)نمودار  نکرد تولیدزیستی 
 
 
 

مقایسه تولید بوتانول زیستی و  -5نمودار 

های شاهد و  اتانول زیستی توسط سویه

91KJ ،93AR،45MR 
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 یابی . نتایج توالی3-2

مشخص شد که  MEGA6افزار  پس از تطبیق توالی و رسم درخت فیلوژنی با استفاده از نرم
های کلستریدیوم بیجرینکی، کلستریدیوم دیولیس  جدایه منتخب و گونه 3درصدی بین  99شباهت 

، کلستریدیوم 98KJهای کلستریدیوم بیجرینکی و کلستریدیوم روزئوم وجود دارد. بنابراین، نام
های  انتخاب گردید و به ترتیب با شمارهآنها  برایMR 21و کلستریدیوم روزئوم AR 93دیولیس

 4در بانک ژن ثبت شدند. در شکل  KM999946و   KM999944،KM999945دسترسی 
 های ثبت شده نشان داده شده است. درخت فیلوژنی سویه

 

 (NCBIژن ) یثبت شده در بانک جهان یها هیسو یلوژنیدرخت ف -2شکل 
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 بحث. 4

های  گونه یکیتیلولیت آمیه، فعالیعات نان به عنوان ماده اولیضا یرین مطالعه با بکارگیدر ا
مورد  یستید بوتانول زیدر تولآنها  شان و قدرتیاچه پریوم جدا شده از رسوبات دریدیکلستر

تا د یگرد ی، دما و غلظت ماده اولیه(، سعpH) یطیط محیشرا یساز نهیقرار گرفت و با به یبررس
، 1pHدر  21MRن پژوهش نشان داد که کلستریدیوم روزئوم یج اید شود. نتایتول یشتریمحصول ب

گرم بر لیتر نشاسته(  51)حاوی  گرم بر لیتر پودر نان خشك 41و غلظت وس یدرجه سلس 31دمای 
ساعت تخمیر، بالاترین مقدار  14های غذایی، در طی مدت زمان  و بدون افزودن هرگونه مکمّل

 د کرده است.یگرم بر لیتر را تول 322/4بوتانول زیستی با غلظت 
ند یك فرایدر  2HN(، توانستند با استفاده از کلستریدیوم سویه 4850و همکاران ) 1کوئین

درجه  31و دمای  4/6pHگرم بر لیتر ضایعات غذایی در  38-548غلظت  یریو با بکارگ یتخمیر
گرم  54/52) کنند. نتایج نشان داد که بالاترین محصول یبررس، تولید بوتانول زیستی را وسیسلس

و  2(. در تحقیقی دیگر لو41گرم بر لیتر ضایعات غذایی بوده است ) 548بر لیتر( مربوط به 
سازی آن با کربوهیدارت و سایر  (، با استفاده از پسماند نشاسته گندم و غنی4850همکاران )

گرم بر لیتر  25/9-14/52ط، موفق به تولید یدرصد مواد مح رییها همچون نیتروژن و با تغ مکمّل
(، نیز با بکارگیری کلستریدیوم 4850و همکاران ) 3(. هوسین46بوتانول زیستی شدند )

)ضایعات به دست آمده از  ٤گرم بر لیتر همپاس ساگو 18و استفاده از 042ATCCاستوبوتیلیکوم 
گرم بر لیتر بوتانول  64/2های رشد، میزان  ندهکن فرآوری نشاسته ساگو( و اضافه کردن تشویق

و همکاران  ٠(. جان راویندر41تولید کردند )وس یدرجه سلس 31و دمای  1/1pHزیستی در 
سازی  از پساب کارخانه نشاسته AS3(، در پژوهشی موفق به جداسازی کلستریدیوم سویه 4859)

، به ویژه تفاله یا نشاسته یگنوسلولزهای این کارخانه حاوی مقدار زیادی مواد لی شدند. زباله
باشد. این تیم تحقیقی با بکارگیری منابع مختلف کربن )از جمله پسماند کاساوا( در  یکاساوا م

                                                        
1. Queen 

2. Luo 
3. Hosín 

4. Sago hampas 

5. Johnravindar 
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3/6pH تولید بوتانول زیستی را مورد بررسی قرار دادند. بیشترین وسیدرجه سلس 33و دمای ،
لیتر پسماند کاساوا گزارش شده است که گرم بر  68گرم بر لیتر در غلظت  20/6زان یمحصول با م

(. 40گرم بر لیتر افزایش یافت ) 85/0گرم بر لیتر عصاره مخمر، به  48این میزان، با اضافه کردن 
ش در یباشد که افزا ین نکته مید ایمؤ یجه مطالعه حاضر همگیج مطالعات فوق با نتیسه نتایمقا

شود. لکن، با  یور ش بهرهیتواند باعث افزا یم ه و اضافه کردن عوامل محرك رشدیزان ماده اولیم
باشد و از طرف  یگری هم مید یها یزمغذیر ینکه ضایعات نان علاوه بر نشاسته، حاویتوجه به ا

است، لذا در این مطالعه، تصمیم گرفته  یور بهبود بهره یها از شاخص یکیگر کاهش هزینه، ید
اضافه  یگریز دیچ یریتخم یها طیت نان در مح، به ضایعایطیط محیر شراییر از تغیشد که به غ

 نشود. 
گرم بر لیتر آرد کاساوا تیمار شده با آنزیم آمیلاز، موفق به  18(، از 4859و همکاران ) 1لین

و همکاران  2(. در تحقیقی دیگر نیز، یانگ49گرم بر لیتر بوتانول زیستی شدند ) 6/55تولید 
کردند  یرا بررس یستید بوتانول زییدرولیز شده جو، تول(، با استفاده از نشاسته از پیش ه4851)
د یانتخاب گرد یا هیك رشد، سوینتیس یریق حاضر با بکارگی(. این در حالی است که در تحق38)

 ط کشت را به صفر برساند.یه محیکوتاه مقدار ماده اول یکه بتواند در فاصله زمان

کلستریدیوم استوبوتیلیکوم  ی(، با بکارگیری سویه فوق آمیلولیتیک4885و همکاران ) 3بدر
192-NRRL Bکشت  ، محیطTPSY  گرم بر لیتر نشاسته محلول سیب زمینی  18حاوی غلظت

(. 35گرم بر لیتر بوتانول زیستی تولید کردند ) 48/2، مقدار وسیدرجه سلس 31و دمای  4/1pHبا 
 85GX(، با استفاده از سویه کلستریدیوم استوبوتیلیکوم 4851و همکاران ) ٤  گر لیید یدر پژوهش

گرم بر لیتر نشاسته کاساوا و با اضافه کردن آرد سویا، موفق به تولید  588یحاو یریط تخمیدر مح
و  ٠(. ال شورگانی34شدند ) وسیدرجه سلس 31و دمای  6pHگرم بر لیتر بوتانول زیستی در  3/50

های  اضافه کردن مکمّل گرم بر لیتر نشاسته بدون 68(، با استفاده از غلظت 4854همکاران )
                                                        

1. Leen 

2. Yang 

3. Badr 

4. Li 
5. Al-Shorgani 
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در  5N-2( 53162گذاری سویه کلستریدیوم ساکاروپربوتیل استونیکوم )  خانه و گرم 6pHغذایی،
گرم بر لیتر بوتانول زیستی تولید کردند. همچنین این  96/3، میزان وسیدرجه سلس 38دمای 

گرم بر  03/9بر تولید، بالاترین مقدار تولید ) 4Pو  TYAهای  محققان، در مقایسه تأثیر محیط
و 1(. دینگ33گرم بر لیتر نشاسته ساگو گزارش کردند ) 18با غلظت  4Pلیتر( را در محیط 

و استفاده از محیط کشت  042ATCCکلستریدیوم استوبوتیلیکوم  (، با بکارگیری4859همکاران )
ز، موفق شدند یا پاستوریچیگرم بر لیتر مخمّر پ 08درصد نشاسته ذرت و با افزودن  2/6پایه حاوی 

(. معمولًا به طور 32گرم بر لیتر بوتانول زیستی تولید کنند ) 1/9-1/58از هفت لیتر محیط، میزان 
شود، اما از آنجا که نشاسته گران  نول زیستی از نشاسته خالص استفاده میسنتی برای تولید بوتا

ت بزرگ یك مزیقیمت است، استفاده از ضایعات نان به عنوان ماده اولیه به جای نشاسته خالص، 
 باشد. ینشاسته م یحاو یر پسماندهایم به سایشود که قابل تعم یمحسوب م

د شده، یز تولین یستی، اتانول زیستید بوتانول زیتولدر اغلب مطالعات انجام شده، همزمان با 
ن موضوع ید اتانول زیستی بوده است. ایدهنده عدم تول نشان 21MRه یز محصولات سویآنال یول

ه فقط به بوتانول ختم ین سویدر ا یستید محصول زیباشد، چرا که تول ت مییار حائز اهمیبس
کند. در کل، بکارگیری ضایعات و به دنبال آن  یم یریه جلوگیشود که از هدر رفت ماده اول یم

گردد تا بتوان از  یهای تولید و همچنین برتری بوتانول زیستی نسبت به بنزین سبب م کاهش هزینه
 مناسب در آینده استفاده کرد. یاین الکل به عنوان سوخت

 گیری  . نتیجه5

وم، یدیکلستر یها هیجداط رشد یشرا یساز نهیج پژوهش حاضر نشان داد که در صورت بهینتا
ها،  یزمغذیر ریو سا یل داشتن منابع کربنیعات نان به دلیاز ضا یستید بوتانول زیتوان جهت تول یم

، دما و pHنه همچون یط بهیجاد شرایاستفاده کرد. ا یگریبدون افزودن هر نوع فاکتور رشد د
ق موفق ین تحقیمطالعه در امورد  یها هیدهد. سو یش میرا افزا یور بهره زانیغلظت نشاسته، م

گرم نشاسته را به طور کامل  18ساعت،  6مدت زمان  ی، در طیشگاهینه آزمایط بهیشدند در شرا
برخوردار بوده است.  یشتریقات انجام شده، از سرعت بیر تحقیند که نسبت به سایمصرف نما

                                                        
1. Ding 
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د یش بازده تولیمناسب به منظور افزا یدیبه عنوان کاند 21MR وم روزئومیدیکلستر یه بومیجدا
 گردد. یم یعات نان معرفیاز ضا یستیبوتانول ز

 ی. تشکر و قدردان6

 یل همکاریواحد جهرم، به دل ین محترم دانشگاه آزاد اسلامیمحققان این پژوهش از مسئول
 ن پژوهش کمال تشکر را دارند. یمانه در اجرا ایصم
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