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ارزيابي آنهـا  . در اين تحقيقات پس از نمونه گيري از مناطق نفت خيز جنوب جداسازي ميكروارگانيزمهاي مناسب      
 به منظور پروتئين افزودني به خـوراك دام ، طيـور و آبزيـان    SCPبراي مصرف متان به عنوان منبع كربن و توليد   

نتـايج بدسـت آمـده    .يكروارگانيزم در فلاسك انجام شـد در ادامه تحقيقات مصرف گاز متان توسط م  .  انجام شد 
از گاز متان SCP طراحي سيستم مناسب براي توليد.بيانگر رشد ميكروارگانيزم در حضور گاز متان در فاز مايع بود

  . بصورت مداوم در ادامه كار در دستور كار قرار گرفت كه نتايج متعاقباً اعلام خواهد شد
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  مقدمه
فعاليتهـاي توليـد در   . سازد  افزايش روزافزون جمعيت جهان نياز به توليد مقدار بيشتري پروتئين را مطرح مي            

وا، علت اصـلي ايـن امـر شـرائط نـامطلوب آب و ه ـ       . اين راستا در اغلب كشورهاي جهان با مشكل روبرو است         
از ايـن رو كـشورهائي كـه بـا مـشكل      . كمبود امكانات در بخش كشاورزي و به كارگيري روشهاي سنتي است       

جمعيت زياد دست به گريبان هستند، براي رفع نيازهاي غذائي مردم ناچار به وارد كردن مقادير زيـادي مـواد     
لوژي دانشكده فني و مهندسي دانشگاه     گروه بيوتكنو . اوليه پروتئين گياهي و يا حيواني به طور ساليانه هستند         

انـد   ها بوده تربيت مدرس  در طي يك دهه گذشته در پي منابع جديد پروتئين با توليد انبوه از ميكروارگانيسم            
ياخته گفتـه   به اين محصول پروتئين تك. و از توده سلولهاي ميكروبي به عنوان خوراك دام استفاده شده است 

  .شود مي
كشور ما از جهت دارابودن منابع عظيم گاز طبيعي واز طرف ديگر نياز شديد كشور به مـواد       با توجه به شرايط     

كه در خارج از كشور اخيرا تـا  (افزودني پروتئيني به خوراك دام و طيور و آبزيان توليد پروتئين از گاز طبيعي           
قيـق بـا همكـاري و    در ايـن تح . كاملاً منطقي و اقتـصادي بـه نظـر ميرسـد    ) مقياس صنعتي توليد شده است 

  .از گاز طبيعي در دستور كار قرار گرفته استSCP  پشتيباني شركت ملي نفت  توليد 
  

  انتخاب سوبسترا
 ازگاز طبيعي مدنظر قرار گرفته S  CPبه علت در دسترس بودن، فراواني و ارزان بودن گاز طبيعي توليد 

  .ي استنشاندهنده درصد تركيبات موجود در گاز طبيع ) ١(جدول .است
  

   درصد تركيبات موجود در گاز طبيعي-١جدول 
  ٧٠-٩٠  CH4  متان
    C2H6  اتان

  ٠-٢٠  C3H8  پروپان
    C4H10  بوتان

  ٠-٨  CO2  دي اكسيد كربن
  ٠-.٢  O2  اكسيژن
  ٠-٥  N2  نيتروژن

 ٠-٥  H2S  سولفيد هيدروژن
 A,He,Ne,Xe  trace  گازهاي كمياب

  
شود، بسيار  گيري است، به آساني از محصول نهائي جدا مي ابل اندازهگاز طبيعي  به آساني و به صورت مداوم ق

رسد و فرآيند توليد مداوم آن  ها به حداقل مي انتخابي است به طوريكه احتمال آلودگي با ساير ميكروارگانيسم
  .باشد مؤثر و نسبتاً ارزان مي
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  ميكروارگانيزم
هاي گرم منفي هستند كه قدرت استفاده از متان  به ميكروارگانيزمهاي مصرف كننده متان گروهي از باكتري

باكتريهاي مصرف كننده ) ٢(جدول .عنوان تنها منبع انرژي و كربن را دارند ودر زير شاخه متيلوتروفها هستند
  .را نشان ميدهد تركيبات يك كربنه

ند و سپس متانل در ادامه كن  متانوتروفها در ابتدا توسط آنزيم مونواكسيژنازگاز طبيعي را به متانل اكسيد مي
مقداري . شود تبديل مي) آنزيم كليدي در مسير جذب و غيرجذب(به فرمالدئيد توسط آنزيم دهيدروژناز متانل 

الكترون آزاد شده در اين مسير به حلقه انتقال . شود تبديل مي) مسير جذب(زيستي  از فرمالدئيد به توده
  شود تا انرژي لازم براي   اكسيد ميCO2واد باقي مانده به م. شود  فرستاده ميATPالكترون براي سنتز 

 به اتانل مسيري مخالف در مقابل C O2تبديل شدن ). مسير غيرجذب(رشد و متابوليسم فراهم شود 
در شكل  زير مسير . شود مسير ريبولوز مونوفسفات و سرين انجام مياكسيداسيون متان است كه از دو 

  .گردداكسيداسيون متان ارائه مي
  

   مسير بيوشيميائي مصرف متان توسط متانوتروفها-١شكل 
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  C1 باكتريهاي مصرف كننده تركيبات -٢جدول 

Reference  Substrate  Obligate or 
Facultative  

Ribulose Mono-
Phosphate cycle  

Serine Pathway  Microorganism  

MCLENNA
N et al.. 

1970  

CH4 Methanol  obligate  +    Methylophius 
methylorophus 
NCIB 10515  

HOHENLOS
ER et al.. 

1978  

CH4 Methanol  Obligate  _    Methylomonas clara 
ATCC 31226 

BYROM 
1981  

Methanol  Obligate  +    Achromobacter 
methanophilia 
ATCC 21275 

KOUNO et 
al.. 

1973  

Methanol  Obligate  +    Methylomonas methylovora 
ATCC 21963 

DOSTALEK 
et al.. 
1972  

Methanol  Obligate  +    Methylomonas methanolica 
NRRL B-5458 

WHITENBU
RY et al.. 

1970  

CH4 Methanol  Obligate  +    Methylococcus capsulatus 
ATCC 19069 

MALASHEN
KO and 

MALASHEN
KO 

1981  

CH4  Obligate  +    Methylococcus 
thermophilus 

WHIITENB
URY et al.. 

1970  

CH4 Methanol  Obligate    +  Methylocysis parcus 
NRRL B-11. 198 

-  CH4 Methanol  Obligate    +  Methylosinus trichosporum 
NRRL B-11, 196 

TAYLOR 
and 

ANTHONY 
1976  

Methanol  Facultative    +  Pseudomonas AMI 
NCIB 9133 

HIRSCH, 
1964  

Methanol  Facultative    +  Hyphomicrobium vulgare 
NCIB 9698 
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  مواد و روشها
  نمونه برداري

براي بدست آوردن ميكروارگانيزمهاي مصرف كننده متان ،نمونه برداري از مناطقي كه احتمال زيست اين 
اين مناطق شامل نواحي نفت خيز وگازي ،حاشيه چاههاي نفتي .ميكروارگانيزمها وجود داشت ،انجام گرفت

  ين منظور طي مسافرتي به مناطق نفت خيز جنوببه هم.،پس آب پالايشگاههاي نفتي و غيره مي باشند
  .در شكل زير اين مناطق نشان داده شده است..نمونه برداري شد)دره خرسان در مسجد سليمان ( 
  

  دره خرسان در مسجد سليمان كه حاوي مواد نفتي در طي هزاران سال ميباشد-٢شكل
  
  

در نمونـه بـرداري از خـاك ،    .   جمـع آوري گرديـد  نمونه ها با لوازم سترون ودر ظروف سترون  نمونه برداري         
 سانتي متري برداشته شد، چون در اين قسمت ها باكتريهـاي هـوازي        ٥-١٠نمونه ها از قسمت رويي تا عمق        

براي اطمينان ، از .براي نمونه برداري از پس آب ، با استفاده از سرنگ سترون  ، نمونه برداري شد       . وجود دارند 
.  نمونه ، در ظـروف سـترون  جمـع آوري شـد          ٧٠حدود  . نمونه برداشته شد   ٥عيين شده     هر كدام از مناطق ت    

نمونه ها پس از جمع آوري ، براي آزمايش هاي غني سازي و جداسازي در اسرع وقت بـه آزمايـشگاه منتقـل          
  .گرديد

  

  روش جداسازي و خالص سازي سويه ها
 ميلي ٥٠٠ري از خاك مورد نظر توزين شده وبه ارلن  براي جداسازي باكتريهاي مورد نظر از خاك ، ابتدا مقدا         

% ارلن را درزبندي كرده و مخلوط گازي با نسبت .   ميلي ليتري محيط كشت زير منتقل شد    ٥٠ليتري حاوي   
 ٤٨بـراي   ١٥٠  rpm   درجـه سـانتي گـراد ودور بهـم زن     ٣٦ارلن تحت دماي .  هوا وارد شد٨٠% متان و٢٠

شـد باكتريهـا ،مقـداري از آن محـيط بـه محـيط كـشت جـا مـد منتقـل           پـس از ر .ساعت  گرماگـذاري شـد    
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براي خالص سـازي وبدسـت آوردن كلنـي    . ساعت صورت گرفت٤٨گرماگذاري در دماي مذكور و به مدت     .شد
تك از باكتريهاي رشد يافته ، يك لوپ از باكتريها را برداشته و بصورت خطي روي محيط مورد نظركشت داده      

به منظور اطمينان از جداسـازي  .در دماي مذكور رشد باكتريها مورد بازبيني قرار گرفت   پس از گرماگذاري    .شد
بـا تكرارهـاي متعـدد و انجـام كـشت خطـي،       .تمامي باكتريها ،تمامي آزمايشها در سه بار تكرار صورت گرفـت  

  . باكتريها جدا ودر نهايت خالص سازي آنها صورت گرفت
  

   تركيبات محيط كشت متان-٣جدول 
NH4SO4 .5 g/l 
KH2PO4 .3 g/l 

Na2HPO4.12H2O 1.8 g/l  
MgSO4.7H2O .2 g/l 
FeSO4.7H2O 10 mg/l 
CuSO4.H2O 1 mg/l 

  
ذكـر شـده سـترون      ميلي ليتـر محـيط كـشت        ٢٠بعد از جداسازي ميكروارگانيزمهاي مورد نظر ، ارلن حاوي          

دانسيته نوري نمونه مورد نظر در سپس .درصد تلقيح تزريق گرديد١٠ تا  ٥تحت شرايط سترون   به ميزان        .شد
 هـوا وارد  ٨٠%متـان و % ٢٠بـا نـسبت   )) ٣(طبـق شـكل   ( مخلوط گازي.دستگاه جذب نوري اندازه گيري شد     

  .ارلن درزبندي شد.شد
بعد از زمان . ساعت  گرماگذاري شد٤٨براي ١ ٥٠ r pmهم زن  درجه سانتي گراد ودور ب٣٦ ارلن تحت دماي 

ذكر شده براي اندازه گيري رشد سلولي نمونه اي ازمحتويات درون ارلن در شرايط سترون در دسـتگاه جـذب          
با انجام اين آزمايشها در چند مرحله و اندازه گيـري دانـسيته نـوري ، رشـد سـلولي مـورد       .نوري قرار داده شد 

با تغيير نسبت متان و گاز طبيعي  نسبت بهينه در مقياس آزمايـشگاهي در حـال بررسـي         .  گرفت ارزيابي قرار 
) (C   NGطبق شكل زير منبع گاز طبيعي مي تواند گاز شهري و يا كپسول گاز طبيعـي فـشرده شـده   . است
  . باشد

  SCP فلاسك آزمايشگاهي توليد -٣شكل 
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  نتيجه وبحث
  غلظت متان واكسيژن

، رشدي قابل ملاحظه اتفاق   O2 درصد حجمي    ٩٧مايشها مشخص است تحت شرائط غيرمداوم با        با توجه به آز   
درصد حجمـي مـساوي از متـان و اكـسيژن منجـر بـه            . دهد   درصد متان رشد اندكي روي مي      ٩٧با  . افتد  نمي

از متان رشد بهينه زماني است كه جريان گاز ورودي تأمين كننده مقادير استوكيومتري . شود  افزايش رشد مي  
در صورت .  درصد حجمي است٩٧ بين يك و O2درصد مناسب گاز . كشت باشد   و اكسيژن حل شده در محيط     

  .گذارد ، اكسيژن اثرات سمي برجاي مي٩٧بكارگيري درصد حجمي 
  

pH  
 ٧ تـا  ٥ بـين    pHبراي اغلب ايـن باكتريهـا   . كشت بر رشد باكتريهاي متيلوتروف موثر است      محيط pHمقدار  
 مناسـب سـرعت رشـد ويـژه بـه حـداكثر       pHدر . شود  بالا و پائين سبب كاهش  بازدهي ميpH اديرمق. است
  .رسد  مي

سـازي   ولـي بـراي تـأمين منبـع نيتـروژن و خنثـي         . شود   توسط سود و سولفات آمونيم تنظيم مي       pHمعمولاً  
 و pHيندهاي مـداوم،  در فرآ. هاي اسيدي، لازم ست كه يون آمونياك در محيط واكنش موجود باشد      متابوليت

  .شود كشت به صورت خودكار تنظيم مي مقدار نيتروژن محيط
 

  دما   
هـا    از هيـدروكربن SCPهـاي باكتريـائي در توليـد     تحمل دماي بالاتر يكي از خصوصيات مورد نظر براي سويه       

بنـابراين  .  كـاهش دمـاي فرمـانتور قابـل توجـه اسـت              از متـان هزينـه     SCPبه عنوان مثال براي توليد      . است
كننـد و بـازدهي وكيفيـت مناسـبي را دارا هـستند، از نظـر اقتـصادي              باكتريهائي كه در دماي بالاتر رشد مي      

 بر سرعت رشـد، تركيـب ماكرومولكولهـا،         SCPها براي توليد      درجه حرارت كشت ميكروارگانيسم   .ترند    مناسب
  .زيستي موثر است  هاي درون سلولي و در نهايت بر روي بازدهي توده مقدار متابوليت

  
  كشت مواد معدني محيط
مناسب بودن . كشت تأثير زيادي بر كيفيت و كميت سلولهاي باكتريهائي توليد شده دارد تركيب اجزاء محيط

مقادير زياد عناصر .گذارد كشت به مقدار زيادي بر سرعت رشد، بازدهي و پايداري كشت ميكروبي اثر مي محيط
كشت  در  محيط. زيستي دارد  اثرات مشخصي را بر بازدهي توده(Mg, K, P, N, C)كشت  پر مقدار در محيط

  .باشد   ميg/L٠٠٠١/٠ و يون آهن g/L٠٠٥/٠حداقل ميزان يون منگنز 
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    ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، ولوژبيوتکن :۸محور علمي 

  
 

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٦٣٤
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