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چکیده
ــولات  ــکر محص ــاگاس نیش ــیدی ب ــش تیماراس ــد پی ــی فرآين در ط
ناخواســته ای ماننــد فوران هــا و تركیبــات فنولــی تولیــد می شــوند 
كــه اثــر ممانعــت كنندگــی بــر رشــد میکروارگانیســم هــا دارنــد. در 
ايــن تحقیــق تأثیــر ســمیت زدايــی بــا اســتفاده از آهــک اشــباع بــه 
منظــور بررســی اثــر فاكتــور هــای pH، دمــا و مــدت زمــان واكنــش 
ــت و  ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــل م ــل كام ــاری فاكتوري ــه روش آم ب
Saccharomyces cere�  مقــدار اتانــول تولیــد شــده توســط مخمــر
visiae  در تمــام شــرايط ســمیت زدايــی مــورد بررســی قــرار گرفــت. 
ســمیت زدايــی بــه روش آهــک اشــباع در pH هــای 10، 11 و 12 در 
ــه و  ــدت 30 و 60 دقیق ــه م ــانتی گراد ب ــه س ــای 40 و 60 درج دماه
پــس از آن رســاندن pH بــه 5 توســط اسیدســولفوريک انجــام شــد. 
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ســپس ســويه موتان Saccharomyces cerevisiae 5052PTCC در 
محیــط حــاوی هیدرولیــزات بــاگاس ســمیت زدايــی شــده و نشــده 
ــا و مــدت  ــج نشــان می دهــد افزايــش pH، دم كشــت داده شــد. نتاي
زمــان ســمیت زدايــی ســبب افزايــش حــذف فورفــورال و در نتیجــه 
افزايــش تــوان تخمیــری ساكارومايســس شــده اســت، بــه طــوری 
ــه  ــانتی گراد ب ــه س ــای 60 درج ــی در 12pH و دم ــمیت زداي ــه س ك
مــدت 60 دقیقــه، ســبب %73 كاهــش غلظــت فورفــورال و از طرفــی 
%81 افزايــش بــازده تولیــد اتانــول، در مــدت زمان 18ســاعت، شــده 

اســت. امــا از طــرف ديگــر كاهــش غلظــت قنــد طــی ســمیت زدايــی 
ــکل در  ــن مش ــای بالا،اصلی تري ــباع در pH و دم ــک اش ــه روش آه ب
ــای 60  ــه در 12pH و دم ــوری ك ــه ط ــد، ب ــد می باش ــن فراين ــی اي ط
ــب %47 و 73%  ــه ترتی ــه، ب ــدت 60 دقیق ــه م ــانتی گراد ب ــه س درج

كاهــش در غلظــت قنــد كل و گلوكــز مشــاهده شــد.. 
ــدی: پیــش تیمــار اســیدی، بــاگاس نیشــکر، فــوران،  ــای کلی واژه ه

فنــول، ســمیت زدايــی، آهــک اشــباع، فاكتوريــل كامــل.
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مقدمه
علــت  بــه  جايگزيــن  ســوخت های  امــروزه 
فســيلی،  هــای  ســوخت  بــودن  محــدود 
گرم ترشــدن زميــن و افزايــش جمعيــت جهــان 
مــورد توجــه بســياری از محققيــن قــرار گرفتــه 
ــوخت های  ــواع س ــن ان ــی از مهم تري ــت. يک اس
اتانــول می باشــد کــه نــه تنهــا  جايگزيــن، 
ــه  ــو و در نتيج ــدن CO2 ج ــه ش ــبب اضاف س
ــوط  ــن نمی شــود بلکــه مخل ــر شــدن زمي گرم ت
آن بــا بنزيــن مقــدار کمتــری از اکســيدهای 
ــه  ــبت ب ــن را نس ــيد کرب ــروژن و مونواکس نيت
 Cardona et می کنــد  آزاد  معمولــی  بنزيــن 
 al., 2011 ، Kent Hoekman, (2009) و

ــت  ــر جه ــی ديگ Demirbas, (2005). از طرف

جايگزيــن نمــودن اتانــول بــه عنــوان ســوخت 
ــد  ــی نمی باش ــتی کاف ــط زيس ــل محي ــا عام تنه
بلکــه هزينــه توليــد آن بايــد کمتــر يــا مشــابه با 
ســوخت هايــی ماننــد بنزيــن باشــد. در هنــگام 
توليــد اتانــول از مــوادی ماننــد ذرت و عصــاره 
نيشــکر، 40-%70 هزينــه هــای توليــد مربــوط 
ــد در  ــتفاده می باش ــورد اس ــه م ــاده اولي ــه م ب
ــات ليگنوســلولزی از  نتيجــه اســتفاده از ترکيب
جملــه باقيمانــده محصــولات کشــاورزی ماننــد 
ــی  ــل توجه ــش قاب ــبب کاه ــکر س ــاگاس نيش ب
 Quintero et al., می شــود  هــا  هزينــه  در 
 (2008) ، Carlos et al., (2007) و Oscar

.et al., 2008)

بــا ايــن حــال بــه علــت ســاختار محکــم مــواد 
ليگنوســلولزی ايــن مــواد نيازمنــد پيــش تيمــار 

جداســازی  جهــت    )pretreatment(اوليــه
ليگنيــن و همــی ســلولز از ســلولز، ايجــاد 
برهــم زدن ســاختار کريســتالی  تخلخــل و 
.Singh et al., (1984( می باشــند  ســلولز 

تــا کنــون تحقيقــات گســترده ای بــر روی انــواع 
مختلــف روش هــای پيــش تيمــار اوليه بــر روی 
 Singh & بــاگاس نيشــکر انجــام شــده اســت
 Cheng, (2002) و Taherzadeh & Eklund,

و  جزءرايج تريــن  اســيدی  تيمــار   .)1997)

ــه  ــار اولي ــش تيم ــای پي ــن روش ه کارآمدتري
ــا در دو  ــه و ي ــه طــور جداگان ــه ب می باشــد، ک
ــا روش  ــی ب ــورت ادغام ــه ص ــا ب ــه و ي مرحل
هــای هيدروليــز آنزيمــی مــورد اســتفاده قــرار 
.Taherzadeh & Karimi, (2008( می گيــرد

ــز اســيدی مــواد  ــات حاصــل از هيدرولي ترکيب
ليگنوســلولزی شــامل قندهــای گلوکــز، زايلــوز 
.Ashori et al., (2011) و گالاکتــوز می باشــد

يکــی ديگــر از مشــتقات حاصــل از تيمــار 
ــی  ــات فنول اســيدی مــواد ليگنوســلولزی ترکيب
ــك  ــی بنزوئي ــن و 4-هيدروکس ــه وانيلي از جمل
اســيد مــی باشــند. اثــر ممانعــت کنندگــی ايــن 
ترکيبــات هنــوز بــه طــور کامل شــناخته نشــده 
اســت. امــا بــه دليــل حلاليــت کــم ايــن ترکيبــات 
ــد  ــر مهارکنندگــی آن کاهــش مــی ياب در آب اث
 Palmqvist & Hahn-Hägerdal, (2000) و

.Taherzadeh & Eklund, (1997)

اســيدهای آليفاتيــك نيــز از تخريــب فراتــر 
ليگنيــن و قندهــا در اثــر تيمــار اســيدی ترکيبات 
از جملــه  ليگنوســلولزی حاصــل می گــردد. 
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ــيد  ــك اس ــيد، فرمي ــتيك اس ــوان اس ــان می ت آن
 Taherzadeh و ليوولينيــك اســيد را نــام بــرد

.et al., (1999)

فورفــورال و 5- هيدروکســی متيــل فورفــورال 
ــات  ــده از ترکيب ــتق ش ــوران مش )HMF( دو ف
ــب در  ــه ترتي ــه ب ــند ک ــلولزی می باش ليگنوس
ــش  ــج و ش ــای پن ــر قنده ــز فرات ــر هيدرولي اث

ــده اند. ــل ش ــه حاص کربن
فورفــورال و هيدروکســی متيــل فورفــورال، 
اصلی تريــن محصــولات حاصــل از تجزيــه 
ارتبــاط  در  کــه  می باشــند  قندهــا  فراتــر 
ــش  ــای واکن ــيد و دم ــت اس ــا غلظ ــتقيم ب مس
 Sun & Cheng, اســيدی می باشــند  تيمــار 
(2002(. ترکيبــات فورانــی حاصــل، جــزوه 

رشــد  کننــده  ممانعــت  اصلــی  عوامــل 
نتيجــه  در  می باشــند،  هــا  ميکروارگانيســم 
ــد  ــی می توانن ــل در صورت ــزات حاص هيدرولي
بــه عنــوان محيــط کشــت تخميــر اســتفاده 
ــط  ــات در محي ــن ترکيب ــدار اي ــه مق ــوند ک ش
 Taherzade & Eklund, ــد کشــت کاهــش ياب
(1997(. فورفــورال توســط الــکل دهيدروژنــاز 

 NADH و آلدئيــد دهيدروژنــاز و بــا مصــرف
و NAD+ ســلولی تبديــل بــه فورفوربــل الــکل 
ــيد  ــك اس ــوازی( و فوروئي ــی ه ــرايط ب )در ش
ــی  ــا زمان ــردد و ت ــوازی( می گ ــرايط ه )در ش
کــه تمــام فورفــورال تبديل نشــده باشــد، رشــد 
ــل  ــی متي ــردد. هيدروکس ــف می گ ــلول متوق س
فورفــورال نيــز بــه فــرم الکلــی و اســيدی خــود 
در ســلول مخمــر تبديــل شــده امــا اثــر ممانعت 

ــد  ــورال نمی باش ــدازه فورف ــه ان ــی آن ب کنندگ
 Modig et al., (2002) و Taherzadeh &(

.Gustaffson, (2000)

جهــت کنتــرل و کاهش اثــر مواد ممانعــت کننده 
ــی  ــياری معرف ــداول بس ــای مت ــد روش ه رش
ــوان :  ــا می ت ــه آن ه ــه از جمل ــت، ک ــده اس ش
جــذب بــا ذغــال فعــال، خنثــی ســازی، اســتفاده 
ــی  ــادل يون ــز، تب ــباع، الکتروديالي ــك اش از آه
 Larsoson & ــرد ــام ب ــی را ن ــار آنزيم و تيم

.Reimann, (1999)

اســتفاده از آهــك اشــباع )Overliming( جهت 
کاهــش مــواد ســمی، بــه علــت کــم هزينــه بودن 
ــر روی مــواد  ــالای آن ب ــن عملکــرد ب و همچني
ــورد توجــه بســياری  ــده رشــد م ممانعــت کنن
 Martinez et ــت ــه اس ــرار گرفت ــن ق از محققي
al., (2001).در ايــن روش بــه محلــول حــاوی 

 pH تــا  ليگنوســلولزی  مــواد  هيدروليــزات 
ــزوده مــی شــود و در  10-12 آهــك اشــباع اف
ــف  ــای مختل ــدت زمان ه ــش در م ــه، واکن ادام
و دماهــای متفــاوت بــر حســب نــوع مــاده 
ــده  ــواد ممانعــت کنن ــدار م ليگنوســلولزی و مق
 Millati et al., (2002) و می گــردد  انجــام 
Purwadi et al., (2004). يکــی از مضــرات 

ايــن روش، کاهــش همزمــان قنــد و مــواد 
ــش اعــلام شــده  ــده در طــی واکن ــت کنن ممانع
ــه  ــش دامن ــبب کاه ــد س ــی توان ــه م ــت ک اس
 Rabelo et al., ــردد ــن روش گ ــتفاده از اي اس

.)2009)

در تحقيــق حاضــر اثــر ســميت زدايــی توســط 
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آهــك بــر روی هيدروليــزات حاصــل از تيمــار 
اســيدی بــاگاس نيشــکر مــورد بررســی قــرار 
گرفــت. اثــر ســه متغيــر pH، دمــا و مــدت زمان 
ــر روی غلظــت مــواد  ــی ب ــد ســميت زداي فرآين
ــه  ــط و در ادام ــود در محي ــد موج ــمی و قن س
اثــر آن بــر روی توليــد اتانــول و تــوان تخميــر 
ســرويزيه  ساکارومايســس  موتــان  ســويه 
ــورد  ــوازی م ــی ه ــته ب ــت بس ــرايط کش در ش

ــت. ــرار گرف آزمايــش ق

مواد و روش ها
هیدرولیز اسیدی: 

ــق  ــن تحقي ــتفاده در اي ــورد اس ــزات م هيدرولي
ــه  ــاگاس نيشــکر تهي ــه ای ب ــار دو مرحل از تيم
ــه  ــت کارون ب شــده از شــرکت کشــت و صنع
دســت آمــد. ذرات بــاگاس نيشــکر در دســتگاه 

 MESH  80-35 انــدازه  بــا  الك-شــيکر 
ــپس  ــد، س ــال ش ــر( غرب ــی مت )0.175-0.5 ميل
v/ ــاگاس نيشــکر حــاوی ــوطw/v10%  ب مخل

ــظ در دســتگاه   v0.6% اســيد ســولفوريك غلي

)ســاخت    Microwave BatchSynth®

شــرکت Milestone  ايتاليــا( در دمــای 190 
دقيقــه  بــه مــدت 0.63  درجــه ســانتی گراد 
قــرار داده شــد. نمونه هــا بعــد از خــارج شــدن 
از دســتگاه توســط ســود 10 نرمــال خنثــی، و  

ــدند. ــانده ش ــه 4.8 رس pH آن ب

2-2-هيدروليــز آنزيمــی: باقيمانــده بــاگاس 
توســط کاغــذ فيلتــر mm110MN و فيلتر خلاء 
ــن  ــا در نظــر گرفت ــی جــدا شــد. ب ــع روي از ماي
ــکيل  ــلولز تش ــاگاس از س ــه w/w %40 ب اينک
شــده اســت نمونــه هــا بــه مــدت 48 ســاعت در 

جدول 1: طراحی فاكتوريل كامل جهت بررسی اثر شرايط سمیت زدايی

آزمایش pH Temperature) ( time)min(

1* 5 Non-Detoxified

2 10 40 30
3 10 40 60
4 10 60 30
5 10 60 60
6 11 40 30
7 11 40 60
8 11 60 30
9 11 60 60
10 12 40 30
11 12 40 60
12 12 60 30
13 12 60 60

*تيمار شماره 1 بدون سم زدايي انجام شد.
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ــيترات 0.5  ــر س ــر باف ــی ليت ــاورت 100 ميل مج
 Cellubrixe L 4.8 و آنزيــم pH ميلــی مــولار و
)محصــول شــرکت Novozyme دانمــارک(، بــه 
ميــزان FPU 18 بــه ازای هــر گــرم ســلولز در 
ــاری- ــن م ــانتی گراد در ب ــه س ــای 50 درج دم
 Ashori et al., (2011(ــد ــرار داده ش ــيکر ق ش
Ahi et al (2013) و. در انتهــا هيدروليــزات 

حاصــل از دو مرحلــه تيمــار اســيدی و آنزيمــی 
بــا يکديگــر ادغــام شــدند.

سم زدايی:
ســميت زدايــی نمونــه هــا درون بشــرهای 250 
ميلــی ليتــر بــر روی همــزن مغناطيســی انجــام 
 pH ،ــزات ــی هيدرولي شــد. جهــت ســميت زداي
نمونــه هــا بــا افــزودن پــودر آهــك بــه 10،11 و 
12 رســانده و بــه مــدت 30 و 60 دقيقــه در در 
دماهــای 40 و 60 درجــه ســانتی گراد درون 
ــپس  ــدند. س ــرار داده ش ــيکر ق ــن ماری-ش ب
 mm110MN آهــك نمونه هــا توســط فيلتــر
و تحــت خــلاء از هيدروليــزات جــدا شــد و 
ــولفوريك  ــيد س ــط اس ــده توس ــول باقيمان محل
طراحــی  شــد.  رســانده   5.5  pH بــه   98%

ــا  ــل ب ــل کام ــه روش فاکتوري ــا ب ــش ه آزماي
اســتفاده از برنامــه Minitab v. 16 )محصــول 
ــد  ــام ش ــکا( انج ــرکت Minitab Inc. آمري ش
ــام  ــدول 1 تم )Gerry & Keough, (2011. ج
تيمارهــای مــورد آزمايــش را نشــان مــی دهــد.

سويه مخمر: 

 Saccharomyces cerevisiae ســويه موتــان
PTCC 5052، از مرکــز کلکســيون قارچ هــا 

ســازمان  ايــران،  صنعتــی  باکتری هــای  و 
پژوهشــهای علمــی و صنعتــی ايــران تهيــه 
شــد. ايــن ســويه حاصــل جهــش ســويه بومــی 
 ،Saccharomyces cerevisiae PTCC 5315

جــدا شــده از خــاک کارخانجــات توليــد اتانــول، 
توســط اشــعه UV مــی باشــد. جهــش در ايــن 
ســويه در جهــت افزايــش بــازده توليــد اتانــول 
و مقاومــت بــه فورفــورال انجــام شــده اســت. 

محیط كشت و پیش كشت: 
محيــط پيــش کشــت حــاوی 2% (w/v) گلوکز، 
ــوم  ــولفات ، %0.06 آموني ــوم س %1.2 آموني

فســفات و %1 پــودر خيســانده عصــاره ذرت  
بــود. گلوکــز بــه طــور جداگانــه از ســاير مــواد 
محيــط اســتريل شــد و ســپس بــه ســاير مــواد 

محيــط کشــت اضافــه شــد.
 (w/v) 1.2% محيــط کشــت تخميــری حــاوی 
آمونيــوم ســولفات، %0.06 آمونيــوم فســفات 
و %1 پــودر خيســانده عصــاره ذرت  بــود. 
ــط  ــن( محي ــع کرب ــد )منب ــع قن ــه منب ــت تهي جه
کشــت، ابتــدا غلظــت قنــد کل هيدروليــزات 
حاصــل از ســميت زدايــی در شــرايط مختلــف، 
انــدازه گيــری شــد و ســپس بــا افــزودن گلوکــز 
صنعتــی بــه g/l 53 رســانده شــد. محلــول 
ــش  ــط پي ــد محي ــده مانن ــت آم ــه دس ــدی ب قن
کشــت بــه طــور جداگانــه اســتريل و بــه ســاير 
ــت  ــط کش ــد. محي ــه گردي ــط اضاف ــواد محي م
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اصلــی در حجــم 40 ميلــی ليتــر در ويــال هــای 
دارای درپــوش لاســتيکی 50 ميلــی ليتــری 

تقســيم شــد.

تلقیح محیط كشت: 
بديــن منظــور ابتــدا يــك لــوپ کامــل از مخمــر 
ــی  ــری حــاوی 50 ميل ــی ليت ــن 250 ميل ــه ارل ب
ــدت  ــه م ــح و ب ــش کشــت، تلقي ــط پي ــر محي ليت

در  ســانتی گراد  درجــه   30 در  ســاعت   20
 rev.min-1 150 شــيکر انکوباتــور بــا دور
ــی  ــط کشــت اصل ــه محي ــح ب ــه شــد. تلقي انکوب

ــد. ــام ش ــزان v/v 10% انج ــه مي ب
نمونــه هــا بــه انکوباتــور 30 درجــه ســانتی گراد 
منتقــل شــدند. پــس از 18 و 36 ســاعت، نمونه ها 
ــد  ــدار قن ــر، مق ــلول های مخم ــداد س ــر تع از نظ
کل، گلوکــز باقيمانــده و مقــدار اتانــول توليــدی 

جدول 2 : تركیبات حاصل از دو مرحله هیدرولیز

(g/l) ترکیبغلظت
قند کل29.571
گلوکز14.516
فورفورال4.208
فنول1.219

مــورد بررســی قــرار گرفــت.
روش های سنجش: 

شــمارش تعــداد ســلول هــای مخمر توســط لام 
نئوبــار انجــام شــد. غلظــت کل قندهــای احيــاء 
کننــده بــه روش DNS )دی نيتــرو ساليســيليك 
اســيد( ســنجش شــد )Ghose, (1987. غلظــت 
گلوکــز  اختصاصــی  کيــت  توســط  گلوکــز 
)محصــول شــرکت پــارس آزمــون ايــران( 
ســنجش شــد. مقــدار فنــول توســط روش 
 Folin-Ciocalteau Micro Method انــدازه 

)Waterhouse, (2001. مقــدار  گيــری شــد 
ــپکتروفوتومتری  ــط روش اس ــورال توس فورف
ــدازه گيــری قــرار گرفــت  جــذب UV مــورد ان

)25(. اتانــول توليــد شــده در طــی مراحــل 
تخميــر نيــز توســط روش دی کرومات پتاســيم 
 Manivannan et مــورد بررســی قــرار گرفــت

.al., (2006)

ــات  ــی آزمايش ــور طراح ــه منظ ــزار: ب ــرم اف ن
بــه روش فاکتوريــل کامــل، از نــرم افــزار 
 Minitab محصــول شــرکت Minitab 16®

.Inc آمريــکا اســتفاده شــد.

نتايج 
تركیبات حاصل از هیدرولیز: 

ترکيبــات حاصــل از ادغــام هيدروليزات ناشــی 
از دو مرحلــه هيدروليــز اســيدی و آنزيمــی در 
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جــدول 1 آورده شــده اســت.
سمیت زدايی: 

ــا و  ــر pH، دم ــر 3 متغي ــر اث ــق حاض در تحقي
ــط  ــی توس ــميت زداي ــش س ــان واکن ــدت زم م
فورفــورال،  غلظــت  روی  بــر  آهــك  پــودر 
فنــول، قنــد کل و گلوکــز هيدروليــزات حاصــل 
از تيمــار بــاگاس نيشــکر مــورد بررســی قــرار 
 pH ــاندن ــط رس ــی توس ــميت زداي ــت. س گرف

هيدروليــزات بــه 11،10 و 12 توســط پــودر 
آهــك و ثابــت نگــه داشــتن آن در دماهــای 
40 و 60 درجــه ســانتيگراد بــه مــدت 30 و 
60 دقيقــه و ســپس کاهــش pH تــا مقــدار 5.5 

انجــام شــد.
ــی  ــات طراح ــام آزمايش ــل از انج ــج حاص نتاي
ــای  ــل فاکتوره ــل کام ــه روش فاکتوري شــده ب
ــر روی  ــر را ب ــن تاثي دارای بيشــترين و کمتري

جدول 3: نتايج حاصل از سمیت زدايی هیدرولیزات باگاس نیشکر.

phenol 
)g/l(

Glucose
)g/l(

Sugar
)g/l(

Furfural
)g/l(

Time
)min(

Temperature
(ºс)

pHآزمایش

1.21914.51629.5714.208non-Detoxified1

1.25412.14523.8133.8183040102

1.21312.29024.2143.4576040103

1.30613.30623.6793.6313060104

1.15412.96824.7503.3376060105

1.33013.21025.1523.2533040116

1.28913.06525.8213.1766040117

1.68110.74222.2052.6853060118

1.71110.01621.6702.2916060119

1.74610.21021.1341.80030401210

1.8458.17721.4021.19960401211

2.5844.93518.5891.28630601212

2.4083.19415.5091.12260601213
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 3 جــدول  داد.  نشــان  قنــد  کاهــش  ميــزان 
ــه روش  ــش ب ــورد آزماي ــای م ــت ه ــام حال تم
فاکتوريــل کامــل همــراه بــا نتايــج آن مــی 

ــد. ــی ده ــان م ــد را نش باش
ــی  ــج حاصــل از تيمــار ســم زداي مقايســه نتاي
نشــده بــا تيمارهــای مختلــف ســم زدايــی شــده 
نشــان ميدهــد غلظــت فورفــورال و قنــد کل بــه 
ــتقيم  ــاط مس ــاهده ای در ارتب ــل مش ــور قاب ط

ــی  ــی م ــميت زداي ــش س ــای واکن ــا pH و دم ب
ــش  ــدار کاه ــترين مق ــه بيش ــه طوريک ــد ب باش
 pH در مقــدار فورفــورال و قنــد کل محيــط در
ــدت  ــه م ــانتی گراد ب ــه س ــای 60 درج 12 و دم
60 دقيقــه حاصــل شــده اســت کــه بــه ترتيــب 
مقــدار  از   47.5% و   73.3% کاهــش  باعــث 

ــه ايــن دو مــاده شــده اســت. اولي
از  يــك  هــر  اصلــی  آثــار  بررســی  نتايــج 

شکل 1: اثرات اصلی فاکتورها برروی کاهش فورفورال در شرايط مختلف سميت زدايی.
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شکل 2: واکنش متقابل عوامل مورد آزمايش با يکديگر
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ــميت  ــف س ــرايط مختل ــول)( در ش ــز) ( و اتان ــد کل )♦(، گلوک ــت قن ــر( غلظ ــرم در ليت ــرات )گ ــکل 5:  تغيي ش
ــزات  ــه(. )a هيدرولي ــر حســب دقيق ــاگاس نيشــکر در طــول زمــان )ب ــزات ب ــا آهــك اشــباع در هيدرولي ــی ب زداي

ــه. ــس از 60 دقيق ــی پ ــه. )c ســميت زداي ــس از 30 دقيق ــی پ ــی. )b ســميت زداي ــدون ســميت زداي ــاگاس ب ب

pH12pH11pH10

T=сº60 

T=сº40 

(b)

(a)

T=сº40 

T=сº60 
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فاکتورهــا بــر روی تغييــرات مقــدار فنــول، 
روش  بــه  گلوکــز  و  کل  قنــد  فورفــورال، 
فاکتوريــل کامــل در شــکل شــماره 1 آورده 
ــی  ــر م ــکل ب ــن ش ــه از اي ــت. چنانچ ــده اس ش
ــور بررســی شــده، افزايــش  ــد، از ســه فاکت آي
pH بيشــترين اثــر را بــر روی کاهــش غلظــت 

ــته  ــط داش ــد کل محي ــز و قن ــورال، گلوک فورف
فنــول  افزايــش  باعــث  درمقابــل،  و  اســت، 
بــر  ملموســی  اثــر  اســت. زمــان  گرديــده 
پاســخها نداشــته اســت. افزايــش حــرارت نيــز، 
ــدار  ــش مق ــث کاه ــول، باع ــورد فن ــز در م بج
گلوکــز، قنــد کل و فورفــورال شــده اســت.

اثــرات متقابــل بيــن عوامــل در شــکل 2 آورده 

شــده اســت. ايــن نمودارهــا اثــرات متقابــل بيــن 
عوامــل را نشــان می دهــد. در صورتــی کــه 
ــر  ــه يکديگ ــا نســبت ب ــداد آن ه ــا امت خطــوط ي
حالــت متقاطــع داشــته باشــند، نشــانگر آن 
ــل وجــود  ــرات متقاب اســت کــه بيــن عوامــل اث
دارد و اگــر متقاطــع نباشــد، يعنــی بيــن آن هــا 

ــدارد. ــی وجــود ن ــر متقابل اث
همــان طــور کــه در شــکل 2 نشــان داده شــده 
ــا افزايــش دمــا  اســت در pH هــای 11 و 12 ب
ــاهده  ــمگيری مش ــش چش ــد کاه ــدار قن در مق
می شــود امــا در pH 10 بــا افزايــش دمــا 
در مقــدار قنــد تغييــر محسوســی مشــاهده 
کــه  گفــت  می تــوان  نتيجــه  در  نمی شــود، 

جدول 3: بازده و بهره وری تولید اتانول.

(%w/w( بازده وزنی )g/l/h( بهره وری 

36(h)18(h)36(h)18(h)آزمایش

0.570.6438.6421.631

0.530.6836.3323.112

0.570.7738.8126.253

0.550.7637.6525.764

0.550.6737.6522.785

0.580.7839.6326.586

0.590.8039.9627.247

0.590.7440.1325.268

0.580.9239.3031.219

0.600.9940.9533.6810

0.591.0839.9636.6611

0.601.0640.9536.0012

0.641.1643.4339.3013
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عامــل pH در ســطوح 11 و 12 بــا عامــل دمــا 
 pH ــا در ــرد دم ــی دارد و عملک ــش بالاي واکن

ــت. ــاهده اس ــل مش ــر قاب ــای بالات ه

تخمیــر هیدرولیــزات حاصــل از ســمیت 
زدايــی:

 غلظــت قنــد کل تمــام نمونــه هــای هيدروليــزات 
ــا افــزودن گلوکــز  حاصــل از ســميت زدايــی ب
ــا  ــه ه ــد. نمون ــانده ش ــه g/l55 رس ــی ب صنعت
در شــرايط بــی هــوازی در دو تکــرار توســط 
ســويه ساکارومايســس ســرويزيه کشــت داده 
شــدند. شــمارش ســلولی نمونــه هــا در زمــان 

ــه تلقيــح cell/ml 107×2  بــود. اولي
نتايــج مصــرف قنــد کل، گلوکــز و توليــد اتانول 
در زمــان هــای 18 و 36 بــه ترتيــب در شــکل 
3 آورده شــده اســت. شــکل 3 بخــش a شــيب 
مصــرف قنــد و توليد اتانــول را در هيدروليزات 
بــاگاس بــدون ســميت زدايــی نشــان مــی دهــد. 
ــده  ــاد ش ــای ي ــکل ه ــه در ش ــور ک ــان ط هم
مشــاهده می شــود، هــر قــدر pH، دمــا و مــدت 
زمــان واکنــش ســميت زدايــی بــا آهــك اشــباع 
افزايــش می يابــد شــيب مصــرف قنــد و توليــد 

ــد. ــش می ياب ــول افزاي اتان
ــازده  ــده از ب ــت آم ــه دس ــج ب ــه، نتاي در ادام
 3 جــدول  در  اتانــول  توليــد  وری  بهــره  و 
ــازده  ــدار ب ــترين مق ــت. بيش ــده اس آورده ش
ــول پــس از18 ســاعت  ــد اتان و بهــره وری تولي
اوليــه تخميــر در هيدروليــزات بــاگاس ســميت 
ــه  ــای 60 درج ــده در pH 12 و دم ــی ش زداي

ســانتی گراد بــه مــدت 60 دقيقــه مشــاهده 
ــازده  ــه موجــب1.81 برابرشــدن ب می شــود، ک
g.l-( ــول ــد اتان ــره وری تولي )% yield( و  به

بــدون ســميت  بــاگاس  بــه  h-1.1( نســبت 

زدايــی، شــده اســت. بــا اينحــال بــا توجــه بــه 
نتايــج بــه دســت آمــده پــس از 36 ســاعت، از 
آنجائيکــه زمــان کافــی در اختيــار مخمــر بــوده 
ــام  ــابهی در تم ــره وری مش ــازده و به ــت ب اس
ــی  ــان م ــه نش ــود، ک ــاهده می ش ــا مش نمونه ه
ــه روش  ــی ب ــميت زداي ــتقيم س ــر مس ــد اث ده
ــان  ــدت زم ــش م ــر روی کاه ــباع ب ــك اش آه
تخميــر و در نتيجــه افزايــش بهــره وری آن 

ــت. ــوده اس ب

بحث
ــميت  ــت س ــی جه ــای گوناگون ــون روش ه تاکن
ترکيبــات  از  حاصــل  هيدروليــزات  زدايــی 
ليگنوســلولزی ارائــه شــده اســت کــه از جملــه 
آن هــا می تــوان : جــذب بــا ذغــال فعــال، خنثــی 
ســازی، آهــك اشــباع، الکترودياليــز، تبــادل 
يونــی و روش هــای آنزيمــی را نــام بــرد. 
اســتفاده از آهــك اشــباع )Overliming( جزوه 
کارآمدتريــن و همچنيــن ارزان تريــن روش های 
زدايــی  ســميت  می باشــد.  زدايــی  ســميت 
توســط آهــك جــزوه روش هــای جديــد ســميت 
ــه Leonard و   ــه طوريک ــد ب ــی باش ــی نم زداي
Hajny در ســال 1945 گزارشــی مبنــی بــر 

ــك  ــط آه ــر از 10 توس ــا بالات ــش pH ت افزاي
اشــباع و بررســی اثــر آن بــر روی تخميــر 
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 Leonard & Hajni. انــد  نمــوده  اعــلام  را 
(1945(. در تحقيقــات ديگــری کــه توســط 

بــر   2002 ســال  در  همکارانــش  و   Millati

ــيدی  ــار اس ــل از تيم ــزات حاص روی هيدرولي
درختــان کاج انجــام شــد اثــر pH، دمــا و مــدت 
زمــان واکنــش را بــر روی ترکيبــات حاصــل از 
ــرار داد.  ــی ق ــورد بررس ــيدی م ــز اس هيدرولي
نتايــج تمــام ايــن تحقيقــات نشــان می دهــد 
کــه ترکيبــات فورانــی بــه طــور مســتقيم تحــت 
ــباع  ــك اش ــه روش آه ــی ب ــميت زداي ــر س تاثي
قــرار می گيرنــد و بــه طــور قابــل ملاحظــه ای 
ــات  ــت ترکيب ــی غلظ ــد، از طرف ــش می يابن کاه
فنولــی در محيــط گاهــی کاهــش و گاهــی 
اصلــی  حــال،  ايــن  بــا  می يابــد.  افزايــش 
ــش  ــن روش کاه ــتفاده از اي ــکل اس ــن مش تري
ترکيبــات قنــدی همزمــان بــا کاهــش ترکيبــات 
فورانــی مــی باشــد )Millati et al., (2002 و 

.Purwadi et al., (2004)

نتايــج بــه دســت آمــده در ايــن تحقيــق اهميــت 
انتخــاب مقــدار هــر يــك از عوامــل pH، دمــا و 
مــدت زمــان واکنــش ســميت زدايــی را نشــان 
ــرات  ــا اث ــن متغيره ــك از اي ــر ي ــد. ه ــی ده م
ــی و  ــميت زداي ــج س ــر روی نتاي ــتقيمی ب مس
ــه  ــز را دارد. ب ــل از هيدرولي ــد حاص ــدار قن مق
ــل را مــی  ــك از عوام ــرات هــر ي ــی اث طــور کل

ــان نمــود: ــر بي تــوان بــه شــرح زي
ــش  ــبب افزاي ــش در pH س ــه افزاي ــر گون 1. ه
تــوان  افزايــش  و  زدايــی  ســميت  عملکــرد 
نيشــکر  بــاگاس  هيدروليــزات  تخميــری 

می گــردد، امــا از طرفــی ســبب کاهــش غلظــت 
نيــز می شــود. قنــد محيــط 

2. فرآينــد ســميت زدايــی رونــد ســريعی نمــی 
باشــد. بــا ايــن حــال، مــدت زمــان ايــن فرآينــد 

نقــش مهمــی بــر کاهــش غلظــت مــواد نــدارد.
n.3اثــر دمــا بــر روی ســميت زدايــی بــه 
انــدازه عملکــرد pH نمــی باشــد. بــا ايــن حــال، 
ــوان  ــدن ت ــر ش ــبب بهت ــز س ــا ني ــش دم افزاي

ــردد. ــی گ ــزات م ــری هيدرولي تخمي
بــر حســب نتايــج مشــاهده شــده در جــدول 1 
اثــر ســميت زدايی در کاهــش غلظــت فورفورال 
ــول  ــت فن ــد در غلظ ــد، هرچن ــی باش ــی م بديه
ــال  ــی مشــاهده مــی شــود. احتم ــش جزئ افزاي
ــروع  ــی ش ــرايط قلياي ــن در ش ــی رود ليگني م
ــش  ــه افزاي ــد، در نتيج ــی کن ــدن م ــل ش ــه ح ب
مقــدار مــواد فنولــی مــی توانــد ناشــی از ايــن 

موضــوع باشــد.
در نتيجــه شــرايط ســميت زدايــی کــه در ايــن 
مرحلــه انتخــاب گرديــد عبــارت بــود از 60 
ــای  ــا در 12pH و دم ــه ه ــار نمون ــه تيم دقيق
ــن شــرايط  ــه در اي 40 درجــه ســانتی گراد، البت
عــلاوه بــر کاهــش مقــدار فورفــورال محيــط، و 
ــول،  ــد اتان ــره وری تولي ــش به ــه افزاي در نتيج
از مقــدار قنــد اوليــه موجــود در محيــط کمتــر 
کاســته شــده اســت، بــه طــوری کــه بــه ترتيــب 
%70 و %27 کاهــش در مقــدار فورفــورال 

و قنــد کل محيــط ودر نهايــت، 1.68 برابــر 
افزايــش در بهــره وری توليــد اتانــول مشــاهده 

شــد.
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ــزات ســميت  ــری هيدرولي ــوان تخمي ــش ت افزاي
زدايــی شــده در شــکل 5 قابــل مشــاهده اســت. 
ــر روی  ــتقيمی ب ــر مس ــا اث ــشpH  و دم افزاي
کاهــش ســريع شــيب مصــرف قنــد و در نتيجــه 
افزايــش شــيب توليــد اتانــول داشــته اســت. بــه 
طوريکــه اتانــول توليــد شــده در 60 دقيقــه 
تيمــار نمونــه هــا در 12pH و دمــای 40 درجــه 
ســانتيگراد در مــدت زمــان 18 ســاعت معــادل 
اتانــول توليــد شــده در مــدت زمــان 36 ســاعت 
در نمونــه تخميــری بــدون ســميت زدايی شــده 

اســت.
نتايــج بــه دســت آمــده در ايــن تحقيــق در 
ــميت  ــده از س ــلام ش ــات اع ــتای گزارش راس
مــی  ليگنوســلولزی  مختلــف  مــواد  زدايــی 
 Purwadi و   Millati et al., (2002(باشــد
گفــت،  می تــوان  نتيجــه  در   .et al., (2004)

ــه  ــك ن ــط آه ــی توس ــميت زداي ــتفاده از س اس
تنهــا ســبب کاهــش زمــان تخميــر و در نتيجــه 
)g.l-1.h-1(  افزايــش بهــره وری توليــد اتانــول

مــی شــود، بلکــه بــه علــت ارزان و در دســترس 
ــترده ای در  ــور گس ــه ط ــد ب ــی توان ــودن م ب
صنعــت بيواتانــول مــورد اســتفاده قــرار گيــرد.

سپاسگزاری
نويســندگان از ســازمان پژوهشــهای علمــی 
محــل  تاميــن  بخاطــر  ايــران  صنعتــی  و 
از  بخشــی  و  تجهيــزات  تحقيقــات،  انجــام 
ــادن  ــع، مع ــگاهی، وزارت صناي ــواد آزمايش م
و تجــارت و کنسرســيوم تحقيقاتــی توليــد 
ــام  ــای انج ــه ه ــن هزين ــر تامي ــل بخاط بيواتان

طــرح سپاســگزاری مــی نماينــد.  

منابع

Cardona  C. Quintero J. Paz I. (2011)Production of bioethanol from sugarcane 

bagasse: status and perspectives. Bioresource technology. 101:4754-4766.

Quintero J. Montoya M. Sanchez O. Giraldo O. Cardona C. (2008) Fuel ethanol 

production from sugarcane and corn: comparative analysis for Colombian 

case. Energy. 33:385-399.

Carlos A. Cardona C. Oscar J. Sanchez O. (2007) Fuel ethanol production: 

process design trendsand integration opportunities. Bioresource technology. 

98:2415-2457.

Oscar J. Sanchez O. Carlos A. Cardona C. (2008) Trends in biotechnological 

production of fuel ethanol from different feedstocks. Bioresource 

technology. 99:5270-5295.



91دوره سی ام، شماره 1، بهار و تابستان 1396مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

Taherzadeh M. Karimi K. (2008) Pretreatment of lignocellulosic wastes to 

improve ethanol and biogas production: a review. International journal of 

molecular sciences. 9:1621-1651.

Palmqvist E. Hahn-hagerdal B. (2000) Fermentation of lignocellulosic 

hydrolysates. II: inhibitors and mechanisms of inhibition. Bioresource 

technology. 74:25-33.

Modig T. Liden G. Taherzadeh M. (2002) Inhibition effects of furfural on alcohol 

dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase. 

Biochemical Journal. 363:769-776.

Taherzadeh M. Gustafsson I. (2000) Physiological effects of 5-hydroxy methyl 

furfural on saccharomyces cerevisiae. Microbiology and biotechnology. 

53:701-708.

Kent Hoekman S. (2009) Biofuels in the U.S. – Challenges and Opportunities. 

Renewable Energy. 34:14-22.

Taherzade M. Eklund R. (1997) Characterization and fermentation of dilute-acid 

hydrolyzates from wood. Industrial & engineering chemistry research; 

36:4659-4665.

Larsoson S. Reimann. (1999) Comparison of different methods for the 

detoxification of lignocellulose hydrolyzates of spruce. Biochemistry and 

biotechnology. 77:91-103.

Martinez A. Rodriguez M. Well M. York S. Oreston J. Ingram L. (2001) 

Detoxification of dilute acid hydrolysates of lignocellulose with lime. 

Biotechnology progress. 17:287-293.

Millati R. Niklasson C. Taherzadeh M. (2002) Effect of pH, time and temperature 

of overliming on detoxification of dilute-acid hydrolyzates for fermentation 

by saccharomyces cerevisiae. Process Biochemistry. 38(4):525-522.

Purwadi R. Niklasson C. Taherzadeh M. (2004)Kinetic study of detoxification of 

dilute-acid hydrolyzates by Ca(OH)2. Biotechnology. 114:187-198.

Rabelo S. Filho R. Costa A. (2009) Lime pretreatment of sugarcane bagasse for 

bioethanol production. Applied biochemistry and biotechnology. 153:139-



سپیده شکری خانقاه و همکاران سم زدایی هیدرولیزات باگاس نیشکر توسط آهک اشباع به منظور تولید اتانول زیستی 92

150.

Gerry P. Keough J. (2002) Experimental Design and Data Analysis for Biologists. 

Cambrige University press. ISBN 9780521009768 

Singh A. Das K. Sharma D. (1984) Integrated process for production of xylose, 

furfural, and glucose from bagasse by two-step acid hydrolysis. Industrial 

& engineering chemistry product research and development. 23:257-262.

Sun Y. Cheng J. (2002) Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol 

production: a review. Bioresource technology. 83:1-11.

Taherzadeh M. Ekund R. (1997) Characterization and fermentation of dilute-

acid hydrolyzates from wood. Industrial & engineering chemistry research. 

36:4659-4665.

Demirbas A. (2005) Bioethanol from cellulosic materials: a renewable motor 

fuel from biomass. Energy sources. 27:327-337.

Ashori A. Hamzeh Y. Amani F. (2011) Lemon Balm (Melissa officinalis) Stalk: 

Chemical Composition and Fiber Morphology. Journal of Polymers and the 

Environment. 19:297-300.

Taherzadeh M. Niklasson C. Liden G. (1999) Conversion of dilute-Acid 

hydrolyzates of spruce and birch to ethanol by fed-batch fermentation. 

Bioresource Technology. 69:59-66.

Ghose T. (1987) Measurement of cellulose activities. Applied chemistry division 

commission on Biotechnology. 59(2):257-268. 

Waterhouse A. (2001) Folin-ciocalteau micro method for total phenol in wine. 

Current Protocols in Food Analytical Chemistry.

Martinez A. Rodriguea M. York S. Prestone J. Ingram L. (2000) Use of UV 

absorbance to monitor furans in dilute acid hydrolysates of biomass. 

Biotechnology progress. 16:637-641.

Manivannan A. Jayarani P. Narendhirakannan. (2012) Enhance acid hydrolysis 

for Bioethanol production from water hyacinth using fermentating yeast 

Candida intermedia NRRL Y-981. Scientific and industrial research. 

71(1):51-56.



Ahi M. Azin M. Shojaosadat Ebrahimi A. Nosrati M. (2013) Optimization of 

sugarcane bagasse hydrolysis by Microwave-Assisted Pretreatment for 

Bioethanol Production. Chemical Engineering Technology. 36(11):1997-

2005.

Leonard R. Hajny G. (1945) Fermentation of wood sugars to ethyl alcohol. 

Industrial & engineering chemistry research. 37:390-395.




