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ي  سیمبیولوژي مسیر متابولیکی تولید بیوبوتانول از گونه

  کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم
  

  3، کیخسرو کریمی*2دي جزینیها محمد، 1نوشین اسدي

  ، اصفهاني مهندسی شیمی، دانشگاه صنعتی اصفهان دانشکده دانشجوي کارشناسی ارشد، - 1
   ، اصفهاني مهندسی شیمی، دانشگاه صنعتی اصفهان استادیار، دانشکده - 2
   ي مهندسی شیمی، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان دانشکده دانشیار، - 3

  
  8415683111پستی  کداصفهان،  *

m.h.jazini@cc.iut.ac.ir 
  )20/10/95: پذیرش مقاله  19/5/94: دریافت مقاله(

  
 شود یمبا بنزین و محصولات هیدروکربنی شناخته  تر آسانترکیب  یتقابل باسوختی  عنوان به بوتانول -چکیده

چشمگیر  تولید قادر بهکلاستریدیوم استوبوتیلیکوم ي  گونه.داردکه ارزش حرارتی بیشتري نسبت به اتانول 
ساده  يها مدل .میکروبی هستند ي گونه یناتابولیکی محصولات دیگر مسیر ماستون و اتانول . بوتانول است

. هستند یسلول درونهاي فرایند بینی یشپدر تولید این محصولات مانند مونود داراي محدودیت  ي کننده یفتوص
 یژهو به نظر موردتولید محصول  سازي ینهبهروشی جهت  عنوان به یسلول دروني ها بیان ریاضی  تولید متابولیت

 منظور بهدر این پژوهش از مدل ساختارمند مسیر متابولیک سلولی  .در مهندسی متابولیسم سلولی کاربرد دارد
کلاستریدیوم ي  ی براي گونهبرون سلولي درون و ها بینی نحوه تغییرات پویاي متابولیت یشپتوصیف و 

حل گردید و  SimBiology مسیر متابولیک سازي ط ابزار شبیهمعادلات مدل توس .استفاده شداستوبوتیلیکوم 
تولید  پذیريتأثیر .ي تطابق مناسب بود دهنده ایشگاهی مقایسه شد که نشاننتایج حاصل از حل با مقدار آزم

افزایش تولید بوتانول در حضور این مواد در  ي دهنده نشانبررسی گردید و نتایج  بوتانول از بوتیریت و استات
ر تولید بوتانول و هم در کاهش زمان بیشتري هم ب تأثیریت در محیط کشت حضور بوتیر. محیط کشت است

و بوتیریت صفر  مولار میلی 100ي استات  ظت بوتانول تولیدي با غلظت اولیهغل. رسیدن به حداکثر تولید دارد
و استات صفر برابر با  مولار میلی 100ي بوتیریت برابر با  است و براي غلظت اولیه رمولا میلی 48/120برابر با 

 بوتانولنبودن تولید استون در مسیر متابولیک، این ماده بر تولید  یرپذ برگشتبه علت . است مولار میلی 35/138
  .شود یمندارد ولی حذف آن از مسیر سلولی سبب افزایش تولید  تأثیر

  

  .متابولیک مسیر، یلیکوماستوبوتکلاستریدیوم ، ، سیمبیولوژييساز مدلبیوبوتانول،  :واژگانککلید
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 مقدمه -1
 يها سوختچالش تأمین انرژي جهان و محدودیت منابع 

 هاي یآلودگو  طرف  یک از ها آنفسیلی و اتمام پذیر بودن 
از طرف دیگر  ها آنناشی از مصرف و تولید  محیطی یستز

هاي نوین در  است تا بشر با استفاده از پیشرفتموجب شده 
انرژي  .علم به شناسایی منابع جایگزین مناسب بپردازد

 یدبخشنوو  پایان یبگشاي تولید انرژي  تجدید پذیر راه
 مدیریت سازمان بینی یشپبر اساس . پاك است اي یندهآ

انرژي تجدید ي از  میزان استفاده 1اطلاعات انرژي آمریکا
درصد  7افزایشی به میزان  2040در تولید برق در سال  پذیر

در میان منابع  .]1[خواهد داشت  2000سبت به سال ن
داراي بیشترین سهم  توده یستز ،مختلف انرژي تجدید پذیر

براي متنوعی  يها روش. ]2[انرژي است این در تولید 
 یشنهادپ توده یستزدر  شده یرهذخدستیابی به انرژي زیستی 

هاي بیوشیمایی فرایند به ها روشاین  یطورکل به. است شده
هاي ترموشیمیایی مانند پیرولیز فرایندمانند تخمیر و 

هاي بیوشیمیایی فراینداده از با استف .]3[ شوند یم يبند دسته
ی و در ط 2این انرژي را از طریق مسیرهاي سلولی توان یم

به  ،گردد میها کاتالیست  زیستی که توسط آنزیم يها واکنش
 ازجملهبیوبوتانول  .]4[ زیستی تبدیل نمود يها سوخت
جایگزینی  عنوان بهتواند  زیستی است که می يها سوخت

. ی در آینده مطرح گرددفسیل يها سوختمناسب براي 
در آب نسبت به اتانول،  تر یینپاخوردگی کمتر و حلالیت 

بالا بدون نیاز به  يها غلظتتر با بنزین در بیش یريپذ امتزاج
نقلیه نسبت به اتانول، انرژي حرارتی بالاتر  ي یلهوساصلاح 

این سوخت است که  هاي یژگیو ازجملهو فشار بخار کمتر 
پتانسیل  .]5[ دهد یمبرتري آن را نسبت به اتانول نشان 
فنی و  هاي یابیارزسنجی تولید این سوخت نیازمند 
مطالعات  صورت بهاقتصادي است که بخشی از آن 

 ازجملهسینتیک سلولی  ي مطالعه. شود یمم آزمایشگاهی انجا
سینتیک سلولی عبارت  .است ها یابیارزاین  یازموردنموارد 

                                                   
1 U.S. Energy Information Administration (EIA) 
2 Cell pathways  

است از بررسی ارتباط میان نرخ رشد و تولید محصول 
متابولیکی میکروارگانیسم در یک محیط مشخص و مدل 

ریاضی بیان  صورت بهسینتیکی، مدلی است که این رشد را 
به دو دسته  توان یمسینتیک سلولی را . ]6[ نماید یم

در مدل . ]7[ تقسیم نمود 4ساختار و بی 3ساختارمند
صریح مورد  طور بهي داخل سلولی ساختارمند، فرآیندها

در این نوع مدل رفتار یک سلول و . گیرد یمبررسی قرار 
ربط داده  ها آنرشد آن به اجزاي داخلی آن و نرخ رشد 

داخل  هايفراینداز  نظر صرفدر مدل بی ساختار . شود یم
سلولی روابطی میان رشد سلولی و شرایط محیط کشت آن 

ساده مانند  يها مدلکه  بدیهی است .کند یمرا بررسی 
موجود در سیستم  هاي یدهپداز برخی  تواند ینممونود 

را  یسلول درون هاي یمآنزتولید  ي نحوهمانند بیولوژیکی 
 منظور بهمسیر متابولیکی سلولی  يساز مدل .کند بینی یشپ

 تأثیر و طراحی بیوراکتورها و همچنین بررسی سازي ینهبه
مواد مختلف در محیط کشت بر رشد سلولی و تولید 

تانول بووبی .]10-8[ است قرارگرفته توجه موردها  متابولیت
اتانول و عمدتاً -بوتانول-در طی مسیر متابولیکی استون

 شود یمتولید  5کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم يها گونهتوسط 
مدلی بر اساس استوکیومتري ) 1984( ساکیسپاپوت. ]11[

 .]12[ پیشنهاد دادکلاستریدیوم  يها گونهمسیر متابولیک 
ی براي محیط کشت مدل ریاض) 1986(وتروبا و همکارانش 

بر اساس کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم  ي  گونه ي یوستهناپ
ي و همکارانش دسا. ]13[ گزارش کردند ها سنتز متابولیت

کلاستریدیوم  ي گونهمسیر تشکیل اسید را در ) 1999(
شینتو و همکارانش . ]14[کردند  يساز مدلاستوبوتیلیکوم 

تابولیکی زایلوز و مدلی پویا براي توصیف مسیر م) 2008(
پیشنهاد دادند کلاستریدیوم  هاي یکروارگانیسممگلوکز در 

پارامترهاي مدلی سینتیکی ) 2012(کیم و همکارانش . ]15[
اتانول را توسط الگوریتم ژنتیک  -بوتانول-تخمیر استون
تولید بر مسیر متابولیک  pH تأثیر .]16[ تخمین زدند

                                                   
3 Structured 
4 Unstructured 
5 Clostridium acetobutylicum 
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توسط میلات و  يا مطالعهاتانول در  -بوتانول -استون
  .]17[ شد يساز مدل) 2013(همکارانش 

-سازي تولید استون در پژوهش پیش رو هدف شبیه
اتانول توسط توصیف ریاضی مسیر متابولیکی -بوتانول

از ابزار  .است کلاستریدیوم استوبوتیلیکوممیکروارگانیسم 
. استفاده گردید سازي یهشباین  منظور بهسیمبیولوژي 

ي برون سلولی مانند بوتیریت، ها متابولیت پذیريتأثیر
ي  و همچنین نحوه ها یتمتابولو استون بر تولید سایر  استات

برخی از  عنوان به یسلول درونهاي  تغییرات پویاي متابولیت
سازي مسیر متابولیک سلولی در این  کاربردهاي شبیه

و چگونگی تغییرات و نقاط  گرفتقرار  موردبحثپژوهش 
بهینه براي غلظت بوتانول و نسبت غلظت بوتانول به 

ي استون و اتانول، با ترکیب نتایج حاصل ها مجموع غلظت
   .محاسبه گردید Design Expert افزار نرمبا  سازي شبیهاز 
 

 ي گونهسینتیک مسیر متابولیک  سازي یهشب -2
 کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم

-استوني  تولیدکننده کلاستریدیومهاي  مسیر متابولیک گونه
 2و حلال زائی 1شامل دو فاز کلی اسید زائی اتانول-بوتانول

میکروبی  ي گونهدیاگرام مسیر متابولیکی . است
  دادهنشان  2و  1هاي  شکلدر  کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم

 -میرهوف - است که به ترتیب بیانگر مسیر امبدن شده
از ) PP4(فسفات از گلوکز و مسیر پنتوز ) EMP3(پارنس 

هاي شش کربنه طی ها یا قند5هگزوز. ]15[زایلوز است 
 2مول هگزوز به  1که در آن  شوند یممتابولیزه  EMPمسیر 

تبدیل  NADHو  ATPمول خالص  2مول پیروات و 
به  PPها یا قندهاي پنج کربنه طی مسیر 6پنتوز. شود یم

فسفات تبدیل می گردد که در مراحل بعد به  - 5-پنتوز
فسفات تبدیل  -3 -فسفات و گلیسرالدهید -6 - فروکتوز

                                                   
1 Acidogenesis 
2 Solventogenesis 
3 Embden–Meyerhof–Parnas 
4 pentose phosphate 
5 Hexose 
6 Pentose 

. ]11[ شوند یمکه سپس به مسیر گلایکولیز وارد  گردد یم
 7قندهاي غالب ازجملهلازم به ذکر است گلوکز و زایلوز 

بنابراین براي  ]18[حاصل از هیدرولیز کاه برنج هستند 
شده با مواد حاصل از  یده خوراكفرمانتور  سازي یهشب

کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم  ي گونههیدرولیز کاه برنج براي 
  .هر دو مسیر در نظر گرفته شوند بایست یم

  
 معادلات مدل مسیر متابولیکی -3
  8ي سینتیکیها نرخمعادلات  -3-1

 2و  1هاي  شکلبر روي  شده مشخصي سینتیکی ها نرخ
ن جایی از آ. ]15[گردد  یان می) 25(تا ) 1(توسط معادلات 

شود از  یمکه در نبود سوبسترا مسیر متابولیکی غیرفعال 
عدم وجود  F=0(شود  یمدر معادلات استفاده  Fضریب 

  ).حضور سوبسترا در محیط F=1سوبسترا و 
ଵݎ ) 1( = ௠ܸ௔௫ଵ[݁ݏ݋ܿݑ݈ܩ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

௠ଵܭ + [݁ݏ݋ܿݑ݈ܩ] ×  ܨ

ଶݎ )2( = ௠ܸ௔௫ଶ[6ܲܨ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଶܭ + [6ܲܨ] ×  ܨ

ଶݎ )3( = ௠ܸ௔௫ଷ[3ܲܩ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଷܭ + [3ܲܩ] ×  ܨ

ସݎ )4( = ௠ܸ௔௫ସ[݁ݐܽݐܿܽܮ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ସܭ + [݁ݐܽݐܿܽܮ] ×  ܨ

ହݎ )5( = ௠ܸ௔௫ହ[ܲ݁ݐܽݒݑݎݕ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ହܭ + [݁ݐܽݒݑݎݕܲ] ×  ܨ

଺ݎ )6( = ௠ܸ௔௫଺[ܲ݁ݐܽݒݑݎݕ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠଺ܭ + [݁ݐܽݒݑݎݕܲ] ×  ܨ

଻ݎ )7( = ௠ܸ௔௫଻[݁ݐܽݐ݁ܿܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠଻ܭ + [݁ݐܽݐ݁ܿܣ] ×  ܨ

ݎ଼ = ௠ܸ௔௫଼ ቌ
1

1 + ௄೘ఴಲ
[஺௖௘௧௔௧௘]

ቍቌ
1

1 + ௄೘ఴಳ
[஺஺஼௢஺]

ቍ  [ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

)8(  

ଽݎ )9( = ௠ܸ௔௫ଽ[ܣ݋ܥܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଽܭ + [ܣ݋ܥܣ] ×  ܨ

ଵ଴ݎ  )10( = ௠ܸ௔௫ଵ଴[ܣ݋ܥܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵ଴ܭ + [ܣ݋ܥܣ] ×  ܨ

ଵଵݎ )11( = ௠ܸ௔௫ଵଵ[ܣ݋ܥܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵଵܭ + [ܣ݋ܥܣ] ×  ܨ

                                                   
7 Predominant sugars 
8 Kinetic rate equations 
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  .]EMP( ]15مسیر ( از گلوکز  یلیکوماستوبوتمیکروبی کلاستریدیوم  ي گونهمسیر متابولیکی   1 شکل
  
  

  
  

 .]PP( ]15مسیر ( زایلوز از یلیکوماستوبوت کلاستریدیوم میکروبی ي گونه متابولیکی مسیر  2 شکل
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)12( 
ଵଶݎ
= ௠ܸ௔௫ଵଶ[ܣ݋ܥܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

௠ଵଶܭ ቀ1 + [஻௨௧௔௡௢௟]
௄೔೔భమ

ቁ + [ܣ݋ܥܣ] ቀ1 + [஻௨௧௔௡௢௟]
௄೔೔భమ

ቁ

ଵଷݎ )13( = ݇ଵଷ[ݏݏܽ݉݋݅ܤ] 

ଵସݎ  )14( = ௠ܸ௔௫ଵସ[ܣ݋ܥܣܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵସܭ + [ܣ݋ܥܣܣ] ×  ܨ

  
  
)15(  

ଵହݎ = ௠ܸ௔௫ଵହ ቌ
1

1 + ௄೘భఱಲ
[஻௨௧௬௥௔௧௘]

ቍቌ
1

1 + ௄೘భఱಳ
[஺஺஼௢஺]

ቍ 

 [ݏݏܽ݉݋݅ܤ]										

ଵ଺ݎ )16( = ௠ܸ௔௫ଵ଺[݁ݐܽݐ݁ܿܽ݋ݐ݁ܿܣ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵ଺ܭ + [݁ݐܽݐ݁ܿܽ݋ݐ݁ܿܣ] ×  ܨ

ଵ଻ݎ )17( = ௠ܸ௔௫ଵ଻[݁ݐܽݎݕݐݑܤ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵ଻ܭ + [݁ݐܽݎݕݐݑܤ] ×  ܨ

ଵ଼ݎ )18( = ௠ܸ௔௫ଵ଼[ܣ݋ܥܤ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵ଼ܭ + [ܣ݋ܥܤ] ×  ܨ

ଵଽݎ )19( = ௠ܸ௔௫ଵଽ[ܣ݋ܥܤ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଵଽܭ + [ܣ݋ܥܤ] ×  ܨ

  :شوند براي زایلوز استفاده می PPدر مسیر  )25تا  20(معادلات 

ଶ଴ݎ = ௠ܸ௔௫ଶ଴[ܺ݁ݏ݋݈ݕ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

௠ଶ଴ܭ ቀ1 + [௑௬௟௢௦௘]
௄೔ೞభమ

ቁ + ቀ1[݁ݏ݋݈ݕܺ] + [஻௨௧௔௡௢௟]
௄೔೔మబ

ቁ
 

)20(  

ଶଵݎ )21( = ௠ܸ௔௫ଶଵ[ܺ5ܲ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଶଵܭ + [ܺ5ܲ]  

ଶଶݎ )22( = ௠ܸ௔௫ଶଶ[ܴ5ܲ][ݏݏܽ݉݋݅ܤ]
௠ଶଶܭ + [ܴ5ܲ]  

  
)23( 

ଶଷݎ = 

௠ܸ௔௫ଶଷ ቌ
1

1 + ௄೘మయಲ
[ோହ௉]

ቍቌ
1

1 + ௄೘మయಳ
[௑ହ௉]

ቍ  [ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

  
)24( 

ଶସݎ = 

௠ܸ௔௫ଶସ ቌ
1

1 + ௄೘మరಲ
[ௌ଻௉]

ቍቌ
1

1 + ௄೘మరಳ
[ீଷ௉]

ቍ  [ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

  

)25( 

ଶହݎ = 

௠ܸ௔௫ଶହ ቌ
1

1 + ௄೘మఱಲ
[௑ହ௉]

ቍቌ
1

1 + ௄೘మఱಳ
[ாସ௉]

ቍ  [ݏݏܽ݉݋݅ܤ]

  
سوبسترا  یومس،غلظت ب ییراتتغ یايمعادلات ناپا -3-2

  ها یتو متابول
 26(معادلات  توان یم ینتیکیس يها نرخبا توجه به معادلات 

توصیف تغییرات غلظت مواد مختلف  منظور بهرا  )41تا 
  :]15[حاضر در مسیر متابولیک سلولی نوشت 

[݁ݏ݋ܿݑ݈ܩ]݀ )26(
ݐ݀ =  ଵݎ−

[6ܲܨ]݀ )27(
ݐ݀ = ଵݎ − ଶݎ  

[3ܲܩ]݀ )28(
ݐ݀ = ଶݎ −  ଷݎ

[݁ݐܽݒݑݎݕܲ]݀ )29(
ݐ݀ = ଷݎ + ସݎ − ହݎ −  ଺ݎ

[݁ݐܽݐܿܽܮ]݀ )30(
ݐ݀ = ହݎ −  ସݎ

[ܣ݋ܥܣ]݀ )31(
ݐ݀ = ଺ݎ + ଻ݎ + ݎ଼ − ଽݎ − ଵ଴ݎ − ଵଵݎ −  ଵଶݎ

[ݏݏܽ݉݋݅ܤ]݀ )32(
ݐ݀ = ଵଶݎ −  ଵଷݎ

[݁ݐܽݐ݁ܿܣ]݀ )33(
ݐ݀ = ଽݎ − ଻ݎ − ݎ଼  

[݈݋ℎܽ݊ݐܧ]݀ )34(
ݐ݀ =  ଵଵݎ

[ܣ݋ܥܣܣ]݀ )35(
ݐ݀ = ଵ଴ݎ − ݎ଼ − ଵସݎ −  ଵହݎ

[݁ݐܽݐ݁ܿܽ݋ݐ݁ܿܣ]݀ )36(
ݐ݀ = ݎ଼ + ଵହݎ −  ଵ଺ݎ

[ܣ݋ܥܤ]݀ )37(
ݐ݀ = ଵସݎ + ଵହݎ + ଵ଻ݎ − ଵ଼ݎ − ଵଽݎ  

[݁ݐܽݎݕݐݑܤ]݀ )38(
ݐ݀ = ଵ଼ݎ − ଵହݎ − ଵ଻ݎ  

[݁݊݋ݐ݁ܿܣ]݀ )39(
ݐ݀ =  ଵ଺ݎ

[2ܱܥ]݀ )40(
ݐ݀ = ଺ݎ +  ଵ଺ݎ

[݈݋݊ܽݐݑܤ]݀ )41(
ݐ݀ =  ଵଽݎ

 يجا به )48تا  42(معادلات  PPهمچنین براي زایلوز در مسیر 
  :گیرند یممعادلات گلوکز قرار 

[݁ݏ݋݈ݕܺ]݀ )42(
ݐ݀ =  ଶ଴ݎ−

)43( ݀[ܺ5ܲ]
ݐ݀ = ଶ଴ݎ + ଶଶݎ −  ଶଵݎ

)44( ݀[ܴ5ܲ]
ݐ݀ = ଶଵݎ − ଶଶݎ − ଶଷݎ  

)45( ݀[ܵ7ܲ]
ݐ݀ = ଶଷݎ −  ଶସݎ

[4ܲܧ]݀ )46(
ݐ݀ = ଶସݎ −  ଶହݎ

[6ܲܨ]݀ )47(
ݐ݀ = ଶସݎ + ଶହݎ − ଶݎ  

[3ܲܩ]݀ )48(
ݐ݀ = ଶݎ + ଶହݎ − ଷݎ −  ଶସݎ

  

 حل عددي -4
از جعبه ابزار  )48(تا  )26(حل دستگاه معادلات  منظور به

قبل از تعریف . شود یماستفاده  لب مت افزار نرم 1سیمبیولوژي
                                                   
1 SimBiology toolbox 
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معادلات در سیمبیولوژي توجه به چگونگی مصرف 
 کلاستریدیوم ي گونهسوبستراي گلوکز و زایلوز توسط 

در  ها یکروارگانیسمم. حائز اهمیت است یلیکوماستوبوت
ز خود در چند سوبسترایی رفتار متفاوتی ا هاي یطمح

نتایج آزمایشگاهی . دهند مصرف سوبستراها نشان می
 Diauxic( يا مرحله دورشد  ي دهنده نشان ]20,19[

growth ( است یلیکوماستوبوت کلاستریدیوم ي گونهبراي .
میکروبی براي مصرف گلوکز بیش از  ي گونه ینایعنی تمایل 

زایلوز است و در محیط حاوي این دو سوبسترا ابتدا گلوکز 
و پس از اتمام آن زایلوز شروع به مصرف  شده  مصرف
 .]19[ نماید یمشدن 

هر دسته معادلات مربوط به مصرف  بایست یمبنابراین 
ابتدا . گردد سازي یهشبجداگانه  صورت بهگلوکز و زایلوز 

حاکم بر فرمانتور  ي یهاولمعادلات مصرف گلوکز با شرایط 
شرط اولیه  عنوان بهو سپس نتایج حاصل از آن  شده حل

  .گردد یمبراي معادلات زایلوز استفاده 
بر  1شکل در  شده  دادهنشان  EMPنمودار مسیر  3شکل 
 4شکل در . دهد یمرا نشان ) 19(تا  19(معادلات مبناي 

در این . نشان داده شده است PPدیاگرام سیمبیولوژي مسیر 
جانشین معادلات گلوکز ) 25(تا ) 20(معادلات دیاگرام 

بولیکی ارتباط میان مواد مختلف موجود در مسیر متا. شود یم
) 48(تا ) 26( پذیرد که معادلات انجام می يا گونه بهسلول 
مسیر  يها واکنش يها نرخثوابت سینتیکی . گردد برقرار
EMP  وPP  15[است  شده دادهنشان  1در جدول[.  

  
 نتایج و بحث -5
  اعتبارسنجی مدل -5-1

سازي سیمبیولوژي با نتایج تجربی  یهشبابتدا نتایج حاصل از 
ي  یهاولي ها غلظتبراي این منظور از . گردد یممقایسه 

گلوکز، بیومس، استات، استون، بوتیریت و بوتانول به ترتیب 
 مولار مندرج میلی 83/3و 95/1، 2، 40، 53/1، 6/70برابر با 

استفاده  افزار نرمدر  ]21[در پژوهش شینتو و همکاران 
سازي و تجربی  یهشبي نتایج  دهنده نشان 5شکل . شود یم

است که گویاي تطابق نسبتاً مناسب مدل با نتایج تجربی 
  .بینی روند تغییرات است یشپیژه در و به

  

  
  .در سیمبیولوژي) EMPمسیر ( گلوکز از یلیکوماستوبوت کلاستریدیوم میکروبی ي گونه متابولیکی مسیرسازي  دیاگرام شبیه  3 شکل
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  در سیمبیولوژي) PPمسیر ( زایلوز از یلیکوماستوبوت کلاستریدیوم میکروبی ي گونه متابولیکی مسیر سازي یهشبدیاگرام   4 شکل

  

  
  .سیمبیولوژي سازي یهشببا نتایج  ]21[نتایج تجربی  ي یسهمقا  5 شکل
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   EMPي مسیر ها واکنشي ها نرخثوابت سینتیکی   1 جدول

  ].R25 ( ]15 تا R20 از( PPمسیر و  ) R19 تا R1 از(
-Vmax (h  واکنش

1)  
Km 

(mM)  واکنش  Vmax (h-

1) 
Km 

(mM)  
R1 320  0/46  R14 0/10  20/5  
R2 0/40  0/10  R15 0/80    
R3 120  5/26  R16 0/12  0/10  
R4 50/7  177  R17 35  90/4  
R5 70/9  500  R18 100  10/6  
R6 180  150  R19 15/3  00/5  
R7 30/0  0/50  R20 09/1  026/0  
R8 0/19    R21 83/0  026/0  
R9 5/26  0/51  R22 0/45    
R10 0/20  00/1  R23 0/45    
R11 45/7  0/30  R24 0/45    
R12 10/8  10/1  R25 0/65    

 
 مختلف بر میزان تولید غلظت مواد تأثیر ینیب یشپ -5-2

  بوتانول یدتول يساز ینهو به
غلظت بوتانول از  پذیريتأثیرتحقیقات آزمایشگاهی گویاي 

یکی از مزایاي . ]22[ بوتیریت موجود در محیط کشت است
. است هاتأثیر گونه ینامسیر متابولیکی بررسی  يساز مدل

بوتیریت و استات بر تولید بوتانول  تأثیربراي این منظور 
. است شده  دادهنشان  6 بررسی شد و نتایج آن در شکل

مطابق با این نمودار، افزایش هر دو ماده سبب ازدیاد تولید 

 7 این در صورتی است که مطابق شکل. شود یمبوتانول 
علت  .است تأثیر یبتغییرات غلظت استون بر تولید بوتانول 

  اصلی با توجه به 
، این است که واکنش تولید استات و بوتیریت در 1 شکل

براي استون  که یدرحالاست،  یرپذ برگشتمسیر متابولیکی 
بنابراین مازاد بوتیریت و استات به مسیر . نیست گونه ینا

 هرچند .ودش یماصلی برگشته و سبب تولید بیشتر بوتانول 
با  که یدرصورت ؛نگذاشته است تأثیراستون در تولید بوتانول 

بتوان مسیر تولید  )همانند اصلاح ژنتیکی( استفاده از روشی
دیگري حاصل  ي یجهنتآن را در سلول متوقف نمود، 

با در نظر گرفتن سرعت تولید صفر  8در شکل . شود یم
نمودار تولید بوتانول با  ،لیکیبراي این ماده در مسیر متابو

. مقدار تولیدي آن در حضور تولید استون مقایسه شده است
میزان بوتانول تولیدي در  شود یمکه مشاهده  طور همان

است که علت آن تبدیل  یافته یشافزاغیاب تولید استون 
 .استون است يجا بهکز به این ماده بیشتر گلو

بیشتر  تأثیر ،دآی می به دست 6ي دیگري که از شکل  نکته
. غلظت بوتیریت بر تولید بوتانول در مقایسه با استات است

استات  ي یهاولبراي مثال غلظت بوتانول تولیدي با غلظت 
 مولار میلی 48/120و بوتیریت صفر برابر با  مولار میلی 100

 مولار میلی 100بوتیریت برابر با  ي یهاولاست و براي غلظت 
 . است مولار میلی 35/138و استات صفر برابر با 

 

  .ي استات و بوتیریت محیط کشت بر بوتانول تولیدي یهاولغلظت  تأثیر سازي شبیه  6 شکل
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  .ي استون محیط کشت بر بوتانول تولیدي غلظت اولیه تأثیرسازي  یهشب  7 شکل

  

 
  تغییرات غلظت بوتانول با در نظر گرفتن تولید استون و بدون در نظر گرفتن تولید استون در مسیر متابویک سلول سازي یهشب  8 شکل

  
ي  یشینهبعلاوه بر این زمان کمتري براي رسیدن به مقدار 

که غلظت بوتیریت در محیط  یهنگامبوتانول تولیدي براي 
 50براي مثال، در غلظت بوتیریت . تبیشتر است، نیاز اس

 13ي استات صفر این زمان برابر با  یهاولمولار و غلظت  میلی
که غلظت استات و بوتیریت  یهنگامساعت است و براي 
مولار است برابر با  و صفر میلی 100اولیه به ترتیب برابر با 

   .استساعت  55
غلظت مواد مختلف موجود در  که مشاهده شد طور همان

 تأثیربر میزان تولید محصول  تواند میمسیر متابولیک سلولی 
در این زمینه و  آزمایشگاهی مطالعات رو ازاینداشته باشد؛ 

و  ]26,25[، استات ]24,23[بوتیریت سه ماده  تأثیر ویژه به
 عنوان بهافزودن این مواد  .ارائه شده است ]27[لاکتات 

محیط کشت نسبت سه  از ها آنیا حذف ترکیبات مکمل 
  .دهد میاستون، بوتانول و اتانول را تغییر  محصول

تغییرات غلظت بوتیریت،  زمان هم تأثیربررسی  منظور به
 RSMو روش  Design Expert افزار نرماستات و لاکتات از 
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 افزار نرماین  در ها دادهبر اساس برازش  .مرکزي استفاده شد
به مدل ریاضی براي تابعیت غلظت بوتانول از این  توان می

 0محدوده فوق در  ي مادهسه  هاي غلظت .مواد دست یافت
غلظت بوتانول  ،ین شد و توابع هدفتعی مولار میلی 100تا 

اتانول و  هاي غلظتو نسبت غلظت بوتانول به مجموع 
علت آنکه نسبت غلظت بوتانول . استون در نظر گرفته شد

یکی از توابع هدف انتخاب  عنوان بهبه دو محصول دیگر 
که با کاهش میزان استون و اتانول، گردید، آن است 

ل بوتانو سازي خالص منظور بههاي پایین دستی فرایند
خواهند بود؛ ولی در مواردي که  تر ارزانو  تر راحت

، غلظت رسد میبه فروش  ABEمخلوط  صورت بهمحصول 
پس از  .انتخاب گردد تواند میتابع هدف  عنوان بهبوتانول 

 Design افزار نرموارد نمودن مقادیر غلظت طراحی شده در 

Expert سبت فوق به سیمبیولوژي، غلظت بوتانول و ن
  .آورده شده است 2 محاسبه شد که نتایج آن در جدول

و ) R1(، توابع هدف افزار نرمدر  ANOVAبر اساس تحلیل 
)R2 (صورت به و لاکتات ، استاتغلظت بوتیریت برحسب 

  :زیر محاسبه گردید
R1=3/99613-3/90356-3×Butyrate-3/66003-3× Acetate-

0.031708×Lactate-6/09326 -

5×Butyrate×Acetate+3/79803-

5×Acetate×Lactate+1/22538-4× Butyrate-2+5/00150-5× 

Acetate2 +1/15507-4× Lactate2 

R2=51/69271+0/72108×Butyrate+0/62548×Acetate+0/5
4651× Lactate-4/96748-4×Butyrate×Acetate +3/75363-

4×Acetate×Lactate+1/34708-3×Butyrate2+5/78678-

4×Acetate2-6/94484-4×Lactate2 

براي معادلات فوق به ترتیب ) R2(مقادیر ضریب تعیین 
 ي دهنده نشانمحاسبه شد که  9995/0و  9851/0برابر با 

با توابع فوق  سازي مدلتطابق مناسب میان نتایج حاصل از 
   .است

آمده، تأثیر غلظت سه ماده بر  دست با استفاده از معادلات به

 9در شکل ) R1(استون و اتانول نسبت بوتانول به مجموع 
  .ترسیم شده است

  

  .RSMنتایج طراحی با   2جدول 

شماره
بوتیریت 

   میلی(
  )مولار

استات 
  میلی(
  )مولار 

لاکتات 
   میلی(

  )مولار

نسبت غلظت بوتانول 
به مجموع استون و 

  )R1(اتانول 

بوتانول 
) مولار میلی(

)R2(  
1  50  50  50  2/71  149/09  
2  50  100  50  2/93  185/97  
3  50  50  100  2/21  171/03  
4  100  0  0  5/01  138/25  
5  0  0  100  2/08  101/15  
6  50  50  50  2/71  149/09  
7  50  50  50  2/71  149/09  
8  50  50  0  3/70  123/83  
9  100  100  100  2/71  252/97  
10  50  50  50  2/71  149/09  
11  0  50  50  2/71  110/64  
12  100  0  100  2/71  184/55  
13  0  100  100  2/37  170/44  
14  0  100  0  4/21  120/48  
15  50  0  50  2/66  115/26  
16  0  0  0  3/98  50/84  
17  50  50  50  2/71  149/09  
18  100  100  0  4/32  198/82  
19  50  50  50  2/71  149/09  
20  100  50  50  3/24  194/43  

  

 R1با تغییر غلظت بوتیریت و استات، الف،  -9مطابق شکل 
و الزاما افزایش غلظت این  افزایش و یا کاهش یابد تواند می

دو ماده سبب افزایش تولید بوتانول نسبت به دو محصول 
علت این موضوع به متابولیسم درون سلول . شود نمیدیگر 

که این دو  شود میمشاهده  3با دقت در شکل . گردد میباز 
تون و سبب تغییر غلظت بوتانول، اس زمان هم طور بهماده 

 هاي غلظتدیگر آن است که در  ي نکته. اتانول خواهد شد
بالاي استات و بوتیریت، مسیر تولید بوتانول غالب شده 

   .است
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 50=غلظت استات(لاکتات و بوتیریت ) ب(، )مولار میلی 50=غلظت لاکتات(استات و بوتیریت ) الف(تغییرات غلظت  تأثیر  9شکل 

  .بر نسبت بوتانول به مجموع اتانول و استون )مولار میلی 50=غلظت بوتیریت(استات و لاکتات ) ج(و ) مولار میلی
  

تأثیر افزایش غلظت لاکتات برخلاف تأثیر دو ماده قبل، 
، هر 3بر اساس شکل صورت نزولی است؛ چراکه  همواره به

تغییري در مقدار لاکتات ابتدا بر تولید اتانول و استون تأثیر 
گذاشته و سپس بر تولید بوتانول؛ بنابراین با افزایش غلظت 

علاوه بر . گردد این ترکیب، استون و اتانول بیشتر تولید می
، تأثیر افزایش غلظت جب و  -9هاي  این مطابق شکل

استفاده با  .بوتیریت و استات استلاکتات بسیار بیشتر از 
، حداکثر نسبت بوتانول به مجموع افزار نرم سازي بهینهابزار 

که غلظت بوتیریت  شود میهنگامی حاصل  اتانول و استون
و غلظت لاکتات و استات صفر باشد  مولار میلی 100برابر با 

) 4شماره ( 2همان نقطه حداکثري در جدول  درواقعکه 
مشابه نتایج حاصل از تغییرات بوتیریت،  طور به .است

آورده شده  10استات و لاکتات بر میزان بوتانول در شکل 
، با افزایش غلظت این سه ماده غلظت R1 برخلاف .است

این مطلب توسط مشاهدات . یابد بوتانول افزایش می
بر اساس شکل  .]28,24[آزمایشگاهی نیز اثبات شده است 

واکنش را به سمت  ،، حضور بیشتر این مواد در محیط3
. تولید بوتانول و همچنین اتانول و استون پیش خواهد برد

 100تا  0در محدوده تغییرات غلظت  سازي بهینهنتایج 
براي این سه ماده نیز گویاي همین امر است و  مولار میلی
 هاي غلظتبهینه براي حداکثر غلظت بوتانول در  ي نقطه
در  هرچند. شود می از این سه ماده حاصل مولار میلی 100

حساب  مولار میلی 97/252این نقطه غلظت بوتانول برابر با 
شده است؛ ولی نسبت بوتانول به مجموع استون و اتانول 

  .)2جدول ( است R1کمتر از مقدار بهینه بر اساس تابع 
  

  سلولی درونو مواد  ها آنزیمتغییرات  بینی پیش -5-3
بینی  یشپي مسیر متابولیکی، ساز مدلاز کاربردهاي دیگر 

براي بررسی . ی استسلول درونهاي  یمآنززمان تولید مواد و 
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ی در سلول دروناین موضوع تغییرات غلظت برخی از مواد 
مطابق کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم ي  گونهطول زمان براي 

بر اساس این شکل مشاهده . سازي شد یهشب 11با شکل 
ی تابعیت از سلول درونواد شود که عمده تغییرات م یم

 10گلوکز در  5در شکل . ي غذایی دارد مادهغلظت 
است و تغییرات مواد مختلف در  شده مصرفساعت اول 

  .دهد یمساعت رخ  10درون سلول نیز در این 

  

  
 50=غلظت استات(لاکتات و بوتیریت ) ب(، )مولار میلی 50=غلظت لاکتات(استات و بوتیریت ) الف(تغییرات غلظت  تأثیر  10شکل 

  .بر غلظت بوتانول) مولار میلی 50=غلظت بوتیریت(استات و لاکتات ) ج(و ) مولار میلی
  

  
  کلاستریدیوم استوبوتیلیکوم ي گونهدر طول زمان براي  یسلول درونتغییرات غلظت برخی از مواد  سازي شبیه  11 شکل
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اي از تولید رسیده و سپس  یشینهباکثر مواد تولیدي به 
بنابراین براي جدا یک ماده خاص از درون . یابند یمکاهش 
توان پیش از رسیدن به مقدار تولید حداکثر، محیط  یمسلول 

  .قرارداد 1کشت را آماده براي شکست سلولی
  
 گیري یجهنت -6

هاي  مسیر تولید متابولیت يساز مدلدر این مطالعه، کاربرد 
 يها سامانه سازي ینهبهدرون و برون سلولی در طراحی و 

نشان داد که  سازي یهشبنتایج . قرار گرفت موردبحثزیستی 
حضور برخی از مواد حاضر در مسیر سلولی، در محیط 

غلظت . شود یمکشت سبب تغییرات غلظت سایر مواد 
. یریت افزایش یافتتتولیدي در حضور استات و بو بوتانول

و  35/138(بوتیریت در تولید بوتانول بیشتر بود  تأثیر
 مولار میلی 100به ترتیب در غلظت  مولار میلی 48/120

و همچنین زمان رسیدن به حداکثر تولید ) بوتیریت و استات
ساعت در غلظت  55از (در حضور بوتیریت کاهش یافت 

 50ساعت در غلظت  13استات به  لارمو میلی 100
بودن واکنش تولید این  یرپذ برگشت). بوتیریت مولار میلی

استون به . افزایش تولید بوتانول بود اصلی دو ماده علت
از . بر تولید بوتانول نداشت يتأثیر، یريناپذ برگشتعلت 

طرفی حذف مسیر تولید استون از مسیر متابولیکی سبب 
ي ها تولید متابولیت .به بوتانول شدتبدیل بیشتر گلوکز 

 .تابعیت از غلظت سوبستراي محیط دارد یسلول درون
در زمان خاصی به  یسلول دروني ها متابولیت ي عمده

حداکثر غلظت خود رسیدند و سپس با کاهش غلظت 
مسیر  يها مدلاستفاده از  ؛ بنابراین باسوبسترا کاهش یافتند

در  یآسان بهرا که  ییروندها توان یممتابولیک سلولی 
از  ي استفاده. بررسی نمود ،نیستند بینی یشپآزمایشگاه قابل 

و جداسازي مواد و  يساز خالصدر تعیین زمان  ها مدلاین 
تولید مواد  سازي ینهبهو همچنین  یسلول درون هاي یمآنز

مختلف  يها متابولیت تأثیر بینی یشپبرون سلولی از طریق 
                                                   
1 Cell disruption 

بسیار مفید و کاربردي  تواند یمحاضر در مسیر سلولی 
  . که نیازمند کارهاي بیشتر و ترکیب با آزمایش است ؛باشد
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