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  چكيده 
 بـا ايـن   . شـناخته شـده اسـت   ،هاي فـسيلي  با قابليت جايگزيني سوخت،در دنيا به عنوان سوختي سبز  اتانول  بيو
 بنزين است و ايـن      بهايبرابر    بيش از دو   ،... ذرت و  ، از موادي مانند چغندرقند     حاصل  بيواتانول  بهاي تمام شده   ،وجود
 ليگنوسـلولزي،  اتتركيب. آيدبه شمار مي    عمومي  در بخش حمل و نقل     بر سر راه استفاده از بيواتانول      ي خود مانع  ،امر

 به دنبـال     و  قابل استفاده شدن توده ليگنوسلولزي     .دانبه صرفه  ،فراوان و ارزان قيمت و براي توليد اقتصادي بيواتانول        
مـشكل اساسـي در ايـن       . آن است  تيمار اسيدي    منوط به انجام   ،ي مسئول ها توسط ميكروارگانيزم  تخمير فرآيند   ،آن

تركيبات سمي  حذف .است هيدروليز اسيدي طي روند د فورفورال،نمان  رشد،ننده و مهارك تركيبات سمي راستا ايجاد   
 و از   گيـر اسـت   وقت وبر  هزينه از يك سو     ،اين مرحله . پذيردصورت مي  سم زدايي     مرحله با واسطه ،  در صنعت مذكور  

  سـويه  گـري بـال غربا هـدف     پژوهش حاضر  .گردد باعث از دست رفتن مقداري از قند هيدروليز شده مي          ،سويي ديگر 
 صـنعتي   بـراي ايـن منظـور، از دو سـويه         .  سم زدايـي انجـام شـده اسـت         فورفورال و حذف مرحله    مقاوم به    ميكروبي

  بـر رانـدمان   )g.l-16- 0 ( لا فورفورهاي اثر غلظت.داستفاده ش) EC1118ايران ملاس و (رويزيه ساكارومايسس س
در  EC1118 مده حاكي از مقاومت بـالاي سـويه  آدست ه نتايج ب. گرديدي و ميزان جذب گلوكز، ارزيابل تانوتوليد ا

  . هاي بالاي فورفورال بوده استحضور غلظت
 

   فورفورال ، ساكارومايسس سرويزيه،بيواتانول: هاي كليديواژه
 
  مقدمه

 پـذير وان يك انرژي مطلوب و تجديد     اتانول به عن   
، شـدني هـاي فـسيلي و تمـام      زيني سوخت براي جايگ 

در دنيا براي توليد    در حال حاضر     .ه است شناخته شد 
 از مـوادي ماننـد چغنـدر قنـد، ذرت،           ،اتانول سوختي 

، قيمت نهـايي توليـد      شودگندم و نيشكر استفاده مي    
 بيش از دو برابـر      ،اتانول از چنين مواد اوليه كشاورزي     

 بـر سـر راه    خود مـانعي     ،اين امر قيمت بنزين است و     
 عمـومي بـه     ل نق ـ و در بخش حمل     اتانول،استفاده از   

 ،بـراي توليـد اقتـصادي اتـانول        .)1-4(آيـد   شمار مي 
 مـواد اوليـه ارزان قيمـت و تجديـد پـذير،             استفاده از 
تركيبــات (ماندهاي كــشاورزي و جنگلــي ماننــد پــس

). 5-8 (ســـت پيـــشنهاد شـــده ا )ليگنوســـلولزي
ليگنوســلولز، تركيبــي اســت كــه در ســاختار ديــواره 

ســلولز و  همــي،زســلول. ســلولي گياهــان وجــود دارد
 ســازندگان اصــلي تركيبــات ليگنوســلولزي ،ليگنــين
 تركيب اين ساختار از يك گونـه گيـاهي بـه            .هستند
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ــه ــه عــلاوه.اي ديگــر متفــاوت اســتگون  تركيــب ، ب
 ، مرحله رشد و ساير شرايط     ،ليگنوسلولزي گياه با سن   

  .)9-11(تغيير خواهد كرد 
ات  بيواتـانول حاصـل از تركيب ـ   استفاده از  مزاياي

 شـرح  بـدين تـوان  ليگنوسلولزي مانند باگـاس را مـي     
  :خلاصه كرد

) 2 ؛هــاي فــسيليجــايگزين مناســب ســوخت) 1
ــوب ســوخت ــسيليمكمــل مطل كــاهش ) 3 ؛هــاي ف

اي به همـراه منـافع زيـست محيطـي          گازهاي گلخانه 
) 5 و امنيـت انـرژي ملـي      افزايش ضـريب  ) 4 ؛فراوان

  .تأمين سوختي مطمئن و پاك براي آينده
دسترسي به بيواتانول حاصـل از تركيبـات        جهت  

 را از سـر راه       چنـد  ليگنوسلولزي بايد بتـوان مـوانعي     
 هيـــدروليز و شكـــستن ســـاختار تـــوده .برداشـــت

و اسـت    براي توليد بيواتانول     گام اولين   ،ليگنوسلولزي
 روش ، تيمار اسيدي يا استفاده از آنزيم      ،در اين راستا  
 .)11 ،7 ،3 ،1( آيـد بـه حـساب مـي   اي شناخته شده

 روشي آسـان و مقـرون بـه صـرفه           ،هيدروليز اسيدي 
هاي بــديل تركيبــات ليگنوســلولزي بــه قنــد بــراي ت
 در تــرين مــشكلاساســي .دهنــده آن اســتتــشكيل

ــلولزي    ــات ليگنوس ــر تركيب ــتاي تخمي ــاد  ،راس ايج
اي است كـه طـي تيمـار        تركيبات سمي و مهاركننده   

 يبـات  از مؤثرترين ايـن ترك     .آيندبه وجود مي  اسيدي  
 ي تركيبــفورفــورال. تــوان فورفــورال را نــام بــردمــي

ــ ــدي و س ــه اســتمي آلدهاي ــرد بهين ــانع عملك   و م
 ،3(شـود   هاي مسئول عمل تخمير مـي     نيزمميكروارگا

هـاي الكـل    اثرات منفي فورفـورال بـر روي آنـزيم       .)4
ــدروژناز  ــدروژناز  ، )ADH(دهيــ ــد دهيــ  آلدهايــ

)ALDH (  و پيــروات دهيــدروژناز)PDH ( مــورد
 ١ g.l-1 اثـر مهاركننـدگي      .بررسي قرار گرفته اسـت    

 ، شـديد بـود    ALDH و   PDHفورفورال در فعاليت    
 ملايـم   ،ADHدر صورتي كـه ايـن اثـر بـر فعاليـت             

 هر دو مسيري كـه پيـروات را         ، در نتيجه  .گزارش شد 
شوند؛ در   متوقف مي  ،رسانند مي Aبه استيل كوآنزيم    

 ميـزان  حالي كه مـسير پيـروات تـا اتـانول هنـوز بـه         
رسـد   به نظر مـي    ، بنابراين .محسوسي در جريان است   

تر از توليد    حساس ،كه رشد مخمر نسبت به فورفورال     
  ).12، 9 ،8 ،4(اتانول باشد 

ي شناخته   ميكروارگانيزم ،يهساكارومايسس سرويز 
ايـن   .آيـد  بـه شـمار مـي       در توليد اتـانول    شده و كارا  

ر برابـر    د  بـالا  اًمقاومت نـسبت  داشتن  واسطه  ه  بمخمر  
ها يكي از بهترين گزينه   به عنوان   ،  مهاركنندگان رشد 

 ،در رابطه با تخمير تركيبات ليگنوسلولزي بـه اتـانول         
در نتيجه اگر بتـوانيم     ). 8،  5 ،2 ( شناخته شده است  
اي مقـاوم بـه     ويهس ـ ،هاي مختلـف  با استفاده از روش   

  علاوه بر بـالا بـردن      خواهيم توانست  ،فورفورال بيابيم 
 زمان مـورد مـصرف       هزينه و  ، توليد بيواتانول  نراندما

در جهت حذف تركيبـات سـمي ماننـد فورفـورال را             
 از يـك    ،ين ترتيـب  بـد  وكـاهش دهـيم      فرايند توليد 

دار طبيعت و مقرون  دوستمنبع انرژي تجديد شونده  
  .مند شويمبه صرفه بهره

ــژوهشد ــر ر پ ــويه حاض ــسبي دو س ــت ن  ، مقاوم
EC1118   مايـسس سـرويزيه   ساكارو و ايران ملاس، 

گيـري   با انـدازه   ،هاي بالاي فورفورال   غلظت در حضور 
 مــورد مقايــسه قــرار ،رانــدمان رشــد و توليــد اتــانول

و در محـيط     batch  تخمير بـه روش    يندآ فر .گرفتند
هـوازي   تحـت شـرايط هـوازي و بـي         ،كشت سنتتيك 

  . استانجام گرفته
  

   هامواد و روش
 Saccchromyces cerevisiaeسويه صنعتي 

Lalvin EC1118 از Lallomands (Scott 
Laboratories, Canada)     و سـويه ايـران مـلاس

ها در محيط كـشت      مخمر .مورد استفاده قرار گرفتند   
PDA ) و  ، درصـد  3 درصد، گلـوكز     30 سيب زميني 
 محــيط .داري شــدندگهــ نoC4در)  درصــد5/1آگــار 
ــيش ــشت پ ــادير ) preculture(ك ــا مق  3 (w/v) ب

 فـسفات   ، درصـد  1  عـصاره مخمـر    ،درصد دكـستروز  
 ، درصد 12/0 آمونيوم    و سولفات   درصد 06/0آمونيوم  

 1اسـيد كلريـدريك   بـا كمـك    pH=  3/5 و درتهيـه 
ــد  ــيم ش ــولار تنظ ــتم ــشت.ه اس ــيط ك ــد مح   تولي

)production(،     كشتمحيط پيش  در همان مقادير، 
افـزايش    درصـد  20  گلوكز بـه   ميزان و تنها     شد تهيه
- غلظت ،ميكروارگانيزم مورد نظر    قبل از تلقيح   .يافت

هي از فورفورال تـازه تقطيـر شـده بـه           هاي قابل توج  
 با توجه به متفاوت بودن      .هاي كشت اضافه شد   محيط

تركيب ساختار ليگنوسلولزي از يك گونه گيـاهي بـه          
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  بـين  ، غلظت فورفـورال اسـتفاده شـده       ،اي ديگر گونه
g.l-16- 0  يــك لــوپ ازميــزان بــه .انتخــاب شــد  
كـشت  ارگانيزم مـورد نظـر بـراي تلقـيح پـيش          ميكرو

 و در oC 30  ســاعت در20بـه مـدت   . اسـتفاده شـد  
ــيكردار  ــاتور شـــ  ,Clim-O-Shake)انكوبـــ

Switzerland)،    150 با دور (rev/min)   هـوادهي
 ح محـيط كـشت     تلقـي  ،در مرحله بعـد   . صورت گرفت 

 در سـاعت    8بـه مـدت     و   انجام% 10 ميزان به   ،توليد
oC 30ر شيكردار  و در انكوباتو(Clim-O-Shake, 

Switzerland)،    150 با دور (rev/min)  هـوادهي  
 40هـا بـه مـدت        نمونـه  ،پس از ايـن مرحلـه      .گرديد

انكوبـه   oC 30ساعت تحـت شـرايط بـي هـوازي در           
  .)13 ،2 ،1 (شدند

 وزن  با كمك ) biomass(مقادير توده زيستي    
 از  ،در ايـن مرحلـه    . هـا بـه دسـت آمـد       خشك سلول 

 Hermle.Z200CS- Germany مدل سانتريفوژ
و طـي   شد  استفاده   g 10000  دقيقه در  10به مدت   

وزن خـشك بـه     .  خشك شـدند   oC95 ساعت در    24
هـا در لام نئوبـار و نيـز          با شمارش سلول   ،دست آمده 

 نــانومتر 620تعيــين كــدورت محــيط كــشت در    
)Shimadzu-Uv-160A-Japan (   ــورد ــز مـ نيـ

ها مايشها و آز   كشت تمام. مقايسه و تأييد قرار گرفت    
  .در سه تكرار انجام شد

) Chimenzyme, Iran(كيت سنجش گلوكز 
 مورد ،جهت ارزيابي مقادير گلوكز در محيط كشت

 در اين راستا ميزان جذب به .استفاده قرار گرفت
  اسپكتروفتومتردستگاه وسيله 

)Shimadzu-UV-160A-Japan ( در طول موج

خوانده شد و در انتها ميزان قند هر  نانومتر 500
 با استفاده از منحني استاندارد گلوكز محاسبه ،نمونه
  . گرديد

 به ،تقطير نمونهپس از  سنجش ميزان اتانول
 14A مدل ماتوگرافيرك كمك دستگاه گاز

Shimadzu با استفاده از ستونو Carbowax 
20M (diameter 0.2 mm) دماي . انجام شد

 N2گاز حامل  و oC٢٠٠اي نهايي  دم،oC۵٠ اوليه
(50 ml/min) در انتها ميزان اتانول .انتخاب گرديد 

حني استاندارد اتانول هر نمونه با استفاده از من
  . دمحاسبه ش

  
  محاسبه پارامترهاي تخمير

 Yp/s) ( راندمان توليد اتانول دست آوردنه براي ب
  پـس از   ،غلظـت اتـانول   . از فرمول زيـر اسـتفاده شـد       

در و غلظت گلـوكز       از زمان كشت    ساعت 48 گذشت
  .)14 ،7 ،6 (زمان صفر منظور شده است

 = Yp/s  

  جينتا
 هيسـو  دو بـر  فورفـورال  مختلـف ي  هـا غلظـت  اثر
ــساكاروما يصــنعت ــا (هيزيســرو سسي  و مــلاس راني

EC1118 (ي هـا غلظـت  .گرفـت  قـرار  شيآزما مورد
 قنـد  رفمص و شد انتخاب g.l-16 - 0  نيب فورفورال

 قـرار  سـنجش  مورد (Y p/s) اتانول ديتول راندمان و
 شـده  داده نـشان  1 نمـودار  در كه گونه همان. گرفت
 شـده  زهيمتـابول  قنـد  ،فورفورال محيط فاقد  در است،
  .است زانيم ك يبه اًبيتقر ،هيسو دو توسط
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سويه ايران ملاس Ec1118 سويه
 

در  )g/100 ml 19 ،نسبت به قند اوليه( EC1118لاس و هاي صنعتي ايران م مقايسه ميزان متابوليزه شدن گلوكز توسط سويه-1 نمودار
  .هاي مختلف فورفورالغلظت
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ميـزان قنـد     فورفورال، g.l-1 6- 4 هايلظتغ در
 نـسبت بـه   EC1118  هيسـو  متابوليزه شده توسـط 

 در قنـد  مـصرف  زاني ـم .بود كمتر ملاس رانياسويه  
 g.l-1 حضور در ملاس رانيا و EC1118ي هاهيسو

 ،فورفورال فاقد كشت طيمح با سهيمقا در فورفورال 4
ــه ــترت ب ــ و 3/1 بي ــشان كــاهش ،3/2 از شيب  .ددا ن

ي هـا غلظـت  در EC1118 هيسو قند مصرف كاهش
 ؛بودتدريجي   صورت به) 5 و   g.l-1 6 (فورفورال بالاتر

 ميزان قند متابوليزه شده در      كاهش روند كه يحال در
 4 و g.l-1 5 يهــاغلظــت نيبــ، مــلاس رانيــا هيســو

ــورال ــسوس فورف ــود مح ــت در و هنب  g.l-1 6 غلظ
-g.l يهاغلظت به نسبت كم اريبس بيش با فورفورال

  .داد نشان كاهش 4  و5 1
ي صنعت هيسو لواتان ديتول راندمان ،ي ديگر از سو 

EC1118 ي كم ـ،  فورفـورال  فاقـد  كـشت  طيمح در
   .)2 -نمودار( بود ملاس رانيا هيسو از شيب
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سويه ايران ملاس  EC1118سويه
 

 .EC1118هاي ايران ملاس و  سويهSaccharomyces cerevisiae در ،(w/v)وليد اتانول  راندمان ت-2 نمودار
  
 در لواتـان  دي ـتول رانـدمان   بـر  فورفورالي  منف اثر
ــاغلظــت ــه EC1118 هيســو  در،g.l-1 6 - 4ي ه  ب
 بـه صـفر     ، ايـران مـلاس    هيسـو   و در  تدريجي صورت

نـسبي   تيحـساس  نـشان دهنـده     امر نيا .رسيده بود 
 فورفـورال  تيسم شيافزا به نسبت ،مخمري  هاسلول

  . است كشت طيمح در
  
  ي ريگ جهينتبحث و 
ــ ــ جاينت ــته ب ــده دس ــا از آم ــاشيآزم ــر ،ه  اث

 - g.l-1) 6 فورفـورال ي بـالا ي هاغلظتي مهاركنندگ
ــر )4 ــو لواتـــان ديـــتول بـ ي صـــنعتي هـــاهيسـ

Saccharomyces cerevisiae EC1118 و 
در  .دهـد يم ـ نـشان  batch كشت در  را ملاس رانيا

رانـدمان   ) g.l-1 6 - 4(هاي بـالاي فورفـورال      غلظت
توليد اتـانول سـويه ايـران مـلاس نـسبت بـه سـويه               

EC1118     كـه تحـت      درصـورتي  ؛ بسيار نـاچيز بـود
ه ايران ملاس    مصرف گلوكز توسط سوي    ،شرايط مشابه 

هاي به دست آمده حاكي از اثـر        داده. مشاهده گرديد 

 ـ     زيم الكـل دهيـدروژناز     تخريبي بيشتر فورفورال بر آن
 بـوده   EC1118سويه ايران ملاس نسبت بـه سـويه         

 ميزان مصرف قند سـويه ايـران        ، از سويي ديگر   .است
ــلاس ــويه  ،م ــشتر از س ــأثير  EC1118 بي ــت ت  تح

هاي بالاي فورفورال قـرار گرفـت        غلظت مهاركنندگي
 توان زيستي سويه ايـران مـلاس در      دهدنشان مي  كه

 .بسيار پايين اسـت    ،فورالهاي بالاي فور  ر غلظت حضو
 الكـل  ميآنـز  بـر   فورفـورال  يب ـيتخر اثـر  بـه  توجه با

 كه مـسئول تخميـر الكلـي بـه          )14-18 (دروژنازيده
 مقاومت ازي  حاك آمده دسته  ب جينتا ،آيدحساب مي 

ــسب ــل در EC1118ي ن ــت مقاب ــاغلظ ــالاي ه ي ب
 لواتـان  دي ـتولزيـستي و    تواني  نسب حفظ و فورفورال

اي ماننـد تركيبـات    از مـواد اوليـه     لواتـان  ديتول .است
 بـه  مقاومي  هاهيسواستفاده از    مندازين،  ليگنوسلولزي

 ضـايعات ي  دياس ـ زيدروليه از حاصلي  سم باتيترك
 تواند به حذف مرحلـه     اين امر مي   . است يگنوسلولزيل

در توليــد  ،وريبهــره و بــالابردن رانـدمان  زدايــيسـم 
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سـب بـراي    به عنوان جـايگزيني منا      بيواتانول صنعتي
   .نمايدكمك هاي فسيلي سوخت

  
  تشكر و قدرداني

مـــسئولين و كاركنـــان  دريـــغاز زحمـــات بـــي
مـي  هاي عل  سازمان پژوهش  ، بيوتكنولوژي پژوهشكده

ــه خــاطر مــساعدت  ــران ب ــأمين و صــنعتي اي هــا و ت
تجهيزات و فضاي پژوهش، و همچنـين از مـسئولين          

د ماتوگرافي دانـشگاه آزاد اسـلامي واح ـ      وبخش گازكر 
 به جهت همكاري و هماهنگي      تهران علوم و تحقيقات  

- قدرداني و تـشكر مـي      ،در انجام آناليزهاي شيميايي   
  .نماييم
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