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چيكده
ــولات  ــکر محص ــاگاس نیش ــیدی ب ــش تیماراس ــد پی ــی فرآین در ط
ناخواســته ای ماننــد فوران‌هــا و ترکیبــات فنولــی تولیــد می‌شــوند 
کــه اثــر ممانعــت کنندگــی بــر رشــد میکروارگانیســم هــا دارنــد. در 
ایــن تحقیــق تأثیــر ســمیت زدایــی بــا اســتفاده از آهــک اشــباع بــه 
منظــور بررســی اثــر فاکتــور هــای pH، دمــا و مــدت زمــان واکنــش 
ــت و  ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــل م ــل کام ــاری فاکتوری ــه روش آم ب
Saccharomyces cere�  مق�ـدار اتان�ـول تولی�ـد ش�ـده توس�ـط مخم�ـر
visiae  در تمــام شــرایط ســمیت زدایــی مــورد بررســی قــرار گرفــت. 
ســمیت زدایــی بــه روش آهــک اشــباع در pH هــای 10، 11 و 12 در 
ــه و  ــدت 30 و 60 دقیق ــه م ــانتی‌گراد ب ــه س ــای 40 و 60 درج دماه
پــس از آن رســاندن pH بــه 5 توســط اسیدســولفوریک انجــام شــد. 
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ســپس ســویه موتان Saccharomyces cerevisiae 5052PTCC در 
محیــط حــاوی هیدرولیــزات بــاگاس ســمیت زدایــی شــده و نشــده 
ــا و مــدت  ــج نشــان می‌دهــد افزایــش pH، دم کشــت داده شــد. نتای
زمــان ســمیت زدایــی ســبب افزایــش حــذف فورفــورال و در نتیجــه 
افزایــش تــوان تخمیــری ساکارومایســس شــده اســت، بــه طــوری 
ــه  ــانتی‌گراد ب ــه س ــای 60 درج ــی در 12pH و دم ــمیت زدای ــه س ک
مــدت 60 دقیقــه، ســبب %73 کاهــش غلظــت فورفــورال و از طرفــی 
%81 افزایــش بــازده تولیــد اتانــول، در مــدت زمان 18ســاعت، شــده 

اســت. امــا از طــرف دیگــر کاهــش غلظــت قنــد طــی ســمیت زدایــی 
ــکل در  ــن مش ــای بالا،اصلی‌تری ــباع در pH و دم ــک اش ــه روش آه ب
ــای 60  ــه در 12pH و دم ــوری ک ــه ط ــد، ب ــد می‌باش ــن فراین ــی ای ط
ــب %47 و 73%  ــه ترتی ــه، ب ــدت 60 دقیق ــه م ــانتی‌گراد ب ــه س درج

کاهــش در غلظــت قنــد کل و گلوکــز مشــاهده شــد.. 
ــدی: پیــش تیمــار اســیدی، بــاگاس نیشــکر، فــوران،  ــای کلی واژه ه

فنــول، ســمیت زدایــی، آهــک اشــباع، فاکتوریــل کامــل.
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مقدمه
علــت  بــه  جایگزیــن  ســوخت‌های  امــروزه 
فســیلی،  هــای  ســوخت  بــودن  محــدود 
گرم‌ترشــدن زمیــن و افزایــش جمعیــت جهــان 
مــورد توجــه بســیاری از محققیــن قــرار گرفتــه 
ــوخت‌های  ــواع س ــن ان ــی از مهم‌تری ــت. یک اس
اتانــول می‌باشــد کــه نــه تنهــا  جایگزیــن، 
ــه  ــو و در نتیج ــدن CO2 ج ــه ش ــبب اضاف س
ــوط  ــن نمی‌شــود بلکــه مخل ــر شــدن زمی گرم‌ت
آن بــا بنزیــن مقــدار کمتــری از اکســیدهای 
ــه  ــبت ب ــن را نس ــید کرب ــروژن و مونواکس نیت
 Cardona et می‌کنــد  آزاد  معمولــی  بنزیــن 
 al., 2011 ، Kent Hoekman, (2009) و

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

جایگزیــن نمــودن اتانــول بــه عنــوان ســوخت 
ــد  ــی نمی‌باش ــتی کاف ــط زیس ــل محی ــا عام تنه
بلکــه هزینــه تولیــد آن بایــد کمتــر یــا مشــابه با 
ســوخت هایــی ماننــد بنزیــن باشــد. در هنــگام 
تولیــد اتانــول از مــوادی ماننــد ذرت و عصــاره 
نیشــکر، 40-%70 هزینــه هــای تولیــد مربــوط 
ــد در  ــتفاده می‌باش ــورد اس ــه م ــاده اولی ــه م ب
ــات لیگنوســلولزی از  نتیجــه اســتفاده از ترکیب
جملــه باقيمانــده محصــولات كشــاورزی ماننــد 
ــی  ــل توجه ــش قاب ــبب کاه ــکر س ــاگاس نیش ب
 Quintero et al., می‌شــود  هــا  هزینــه  در 
 (2008) ، Carlos et al., (2007) و Oscar

.et al., 2008)

بــا ایــن حــال بــه علــت ســاختار محکــم مــواد 
لیگنوســلولزی ایــن مــواد نیازمنــد پیــش تیمــار 

جداســازی  جهــت    )pretreatment(اولیــه
لیگنیــن و همــی ســلولز از ســلولز، ایجــاد 
برهــم زدن ســاختار کریســتالی  تخلخــل و 
.Singh et al., (1984( می‌باشــند  ســلولز 

تــا کنــون تحقیقــات گســترده ای بــر روی انــواع 
مختلــف روش‌هــای پیــش تیمــار اولیه بــر روی 
 Singh & بــاگاس نیشــکر انجــام شــده اســت
 Cheng, (2002) و Taherzadeh & Eklund,

و  جزءرایج‌تریــن  اســیدی  تیمــار   .)1997)

ــه  ــار اولی ــش تیم ــای پی ــن روش‌ه کارآمدتری
ــا در دو  ــه و ی ــه طــور جداگان ــه ب می‌باشــد، ک
ــا روش  ــی ب ــورت ادغام ــه ص ــا ب ــه و ی مرحل
هــای هیدرولیــز آنزیمــی مــورد اســتفاده قــرار 
.Taherzadeh & Karimi, (2008( می‌گیــرد

ــز اســیدی مــواد  ــات حاصــل از هیدرولی ترکیب
لیگنوســلولزی شــامل قندهــای گلوکــز، زایلــوز 
.Ashori et al., (2011) و گالاکتــوز می باشــد

یکــی دیگــر از مشــتقات حاصــل از تیمــار 
ــی  ــات فنول اســیدی مــواد لیگنوســلولزی ترکیب
ــک  ــی بنزوئی ــن و 4-هیدروکس ــه وانیلی از جمل
اســید مــی باشــند. اثــر ممانعــت کنندگــی ایــن 
ترکیبــات هنــوز بــه طــور کامل شــناخته نشــده 
اســت. امــا بــه دلیــل حلالیــت کــم ایــن ترکیبــات 
ــد  ــر مهارکنندگــی آن کاهــش مــی یاب در آب اث
 Palmqvist & Hahn-Hägerdal, (2000) و

.Taherzadeh & Eklund, (1997)

اســیدهای آلیفاتیــک نیــز از تخریــب فراتــر 
لیگنیــن و قندهــا در اثــر تیمــار اســیدی ترکیبات 
از جملــه  لیگنوســلولزی حاصــل می‌گــردد. 
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ــید  ــک اس ــید، فرمی ــتکی اس ــوان اس ــان می‌ت آن
 Taherzadeh و لیوولینیــک اســید را نــام بــرد

.et al., (1999)

فورفــورال و 5- هیدروکســی متیــل فورفــورال 
ــات  ــده از ترکیب ــتق ش ــوران مش )HMF( دو ف
ــب در  ــه ترتی ــه ب ــند ک ــلولزی می‌باش لیگنوس
ــش  ــج و ش ــای پن ــر قنده ــز فرات ــر هیدرولی اث

ــده‌اند. ــل ش ــه حاص کربن
فورفــورال و هیدروکســی متیــل فورفــورال، 
اصلی‌تریــن محصــولات حاصــل از تجزیــه 
ارتبــاط  در  کــه  می‌باشــند  قندهــا  فراتــر 
ــش  ــای واکن ــید و دم ــت اس ــا غلظ ــتقیم ب مس
 Sun & Cheng, اســیدی می‌باشــند  تیمــار 
(2002(. ترکیبــات فورانــی حاصــل، جــزوه 

رشــد  کننــده  ممانعــت  اصلــی  عوامــل 
نتیجــه  در  می‌باشــند،  هــا  میکروارگانیســم 
ــد  ــی می‌توانن ــل در صورت ــزات حاص هیدرولی
بــه عنــوان محیــط کشــت تخمیــر اســتفاده 
ــط  ــات در محی ــن ترکیب ــدار ای ــه مق ــوند ک ش
 Taherzade & Eklund, ــد کشــت کاهــش یاب
(1997(. فورفــورال توســط الــکل دهیدروژنــاز 

 NADH و آلدئیــد دهیدروژنــاز و بــا مصــرف
و NAD+ ســلولی تبدیــل بــه فورفوربــل الــکل 
ــید  ــک اس ــوازی( و فوروئی ــی ه ــرایط ب )در ش
ــی  ــا زمان ــردد و ت ــوازی( می‌گ ــرایط ه )در ش
کــه تمــام فورفــورال تبدیل نشــده باشــد، رشــد 
ــل  ــی متی ــردد. هیدروکس ــف می‌گ ــلول متوق س
فورفــورال نیــز بــه فــرم الکلــی و اســیدی خــود 
در ســلول مخمــر تبدیــل شــده امــا اثــر ممانعت 

ــد  ــورال نمی‌باش 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  ــیاری معرف ــداول بس ــای مت ــد روش‌ه رش
ــوان :  ــا می‌ت ــه آن‌ه ــه از جمل ــت، ک ــده اس ش
جــذب بــا ذغــال فعــال، خنثــی ســازی، اســتفاده 
ــی  ــادل یون ــز، تب ــباع، الکترودیالی ــک اش از آه
 Larsoson & ــرد ــام ب ــی را ن ــار آنزیم و تیم

.Reimann, (1999)

اســتفاده از آهــک اشــباع )Overliming( جهت 
کاهــش مــواد ســمی، بــه علــت کــم هزینــه بودن 
ــر روی مــواد  ــالای آن ب ــن عملکــرد ب و همچنی
ــورد توجــه بســیاری  ــده رشــد م ممانعــت کنن
 Martinez et ــت ــه اس ــرار گرفت ــن ق از محققی
al., (2001).در ایــن روش بــه محلــول حــاوی 

 pH تــا  لیگنوســلولزی  مــواد  هیدرولیــزات 
ــزوده مــی شــود و در  10-12 آهــک اشــباع اف
ــف  ــای مختل ــدت زمان‌ه ــش در م ــه، واکن ادام
و دماهــای متفــاوت بــر حســب نــوع مــاده 
ــده  ــواد ممانعــت کنن ــدار م لیگنوســلولزی و مق
 Millati et al., (2002) و می‌گــردد  انجــام 
Purwadi et al., (2004). یکــی از مضــرات 

ایــن روش، کاهــش همزمــان قنــد و مــواد 
ــش اعــام 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 ای اس

.)2009)

در تحقیــق حاضــر اثــر ســمیت زدایــی توســط 
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آهــک بــر روی هیدرولیــزات حاصــل از تیمــار 
اســیدی بــاگاس نیشــکر مــورد بررســی قــرار 
گرفــت. اثــر ســه متغیــر pH، دمــا و مــدت زمان 
ــر روی غلظــت مــواد  ــی ب ــد ســمیت زدای فرآین
ــه  ــط و در ادام ــود در محی ــد موج ــمی و قن س
اثــر آن بــر روی تولیــد اتانــول و تــوان تخمیــر 
ســرویزیه  ساکارومایســس  موتــان  ســویه 
ــورد  ــوازی م ــی ه ــته ب ــت بس ــرایط کش در ش

ــت. ــرار گرف آزمایــش ق

مواد و روش‌ها
هیدرولیز اسیدی: 

ــق  ــن تحقی ــتفاده در ای ــورد اس ــزات م هیدرولی
ــه  ــاگاس نیشــکر تهی ــه ای ب ــار دو مرحل از تیم
ــه  ــت کارون ب شــده از شــرکت کشــت و صنع
دســت آمــد. ذرات بــاگاس نیشــکر در دســتگاه 

 MESH  80-35 انــدازه  بــا  الک-شــیکر 
ــپس  ــد، س ــال ش ــر( غرب ــی مت )0.175-0.5 میل
v/ ــاگاس نیشــکر حــاوی ــوطw/v10%  ب مخل

ــظ در دســتگاه   v0.6% اســید ســولفورکی غلی

)ســاخت    Microwave BatchSynth®

شــرکت Milestone  ایتالیــا( در دمــای 190 
دقیقــه  بــه مــدت 0.63  درجــه ســانتی‌گراد 
قــرار داده شــد. نمونه‌هــا بعــد از خــارج شــدن 
از دســتگاه توســط ســود 10 نرمــال خنثــی، و  

ــدند. ــانده ش ــه 4.8 رس pH آن ب

2-2-هیدرولیــز آنزیمــی: باقیمانــده بــاگاس 
توســط کاغــذ فیلتــر mm110MN و فیلتر خلاء 
ــن  ــا در نظــر گرفت ــی جــدا شــد. ب ــع روی از مای
ــکیل  ــلولز تش ــاگاس از س ــه w/w %40 ب اینک
شــده اســت نمونــه هــا بــه مــدت 48 ســاعت در 

جدول 1: طراحی فاکتوریل کامل جهت بررسی اثر شرایط سمیت زدایی

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

*تیمار شماره 1 بدون سم زدايي انجام شد.
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ــیترات 0.5  ــر س ــر باف ــی لیت ــاورت 100 میل مج
 Cellubrixe L 4.8 و آنزیــم pH میلــی مــولار و
)محصــول شــرکت Novozyme دانمــارک(، بــه 
میــزان FPU 18 بــه ازای هــر گــرم ســلولز در 
ــاری- ــن م ــانتی‌گراد در ب ــه س ــای 50 درج دم
 Ashori et al., (2011(ــد ــرار داده ش ــیکر ق ش
Ahi et al (2013) و. در انتهــا هیدرولیــزات 

حاصــل از دو مرحلــه تیمــار اســیدی و آنزیمــی 
بــا یکدیگــر ادغــام شــدند.

سم زدایی:
ســمیت زدایــی نمونــه هــا درون بشــرهای 250 
میلــی لیتــر بــر روی همــزن مغناطیســی انجــام 
 pH ،ــزات ــی هیدرولی شــد. جهــت ســمیت زدای
نمونــه هــا بــا افــزودن پــودر آهــک بــه 10،11 و 
12 رســانده و بــه مــدت 30 و 60 دقیقــه در در 
دماهــای 40 و 60 درجــه ســانتی‌گراد درون 
ــپس  ــدند. س ــرار داده ش ــیکر ق ــن ماری-ش ب
 mm110MN آهــک نمونه‌هــا توســط فیلتــر
و تحــت خــاء از هیدرولیــزات جــدا شــد و 
ــولفورکی  ــید س ــط اس ــده توس ــول باقیمان محل
طراحــی  شــد.  رســانده   5.5  pH بــه   98%

ــا  ــل ب ــل کام ــه روش فاکتوری ــا ب ــش ه آزمای
اســتفاده از برنامــه Minitab v. 16 )محصــول 
ــد  ــام ش ــکا( انج ــرکت Minitab Inc. آمری ش
ــام  ــدول 1 تم )Gerry & Keough, (2011. ج
تیمارهــای مــورد آزمایــش را نشــان مــی دهــد.

سویه مخمر: 

 Saccharomyces cerevisiae ســویه موتــان
PTCC 5052، از مرکــز کلکســیون قارچ‌هــا 

ســازمان  ایــران،  صنعتــی  باکتری‌هــای  و 
پژوهشــهای علمــی و صنعتــی ایــران تهیــه 
شــد. ایــن ســویه حاصــل جهــش ســویه بومــی 
 ،Saccharomyces cerevisiae PTCC 5315

جــدا شــده از خــاک کارخانجــات تولیــد اتانــول، 
توســط اشــعه UV مــی باشــد. جهــش در ایــن 
ســویه در جهــت افزایــش بــازده تولیــد اتانــول 
و مقاومــت بــه فورفــورال انجــام شــده اســت. 

محیط کشت و پیش کشت: 
محیــط پیــش کشــت حــاوی 2% (w/v) گلوکز، 
ــوم  ــولفات ، %0.06 آمونی ــوم س %1.2 آمونی

فســفات و %1 پــودر خیســانده عصــاره ذرت  
بــود. گلوکــز بــه طــور جداگانــه از ســایر مــواد 
محیــط اســتریل شــد و ســپس بــه ســایر مــواد 

محیــط کشــت اضافــه شــد.
 (w/v) 1.2% محیــط کشــت تخمیــری حــاوی 
آمونیــوم ســولفات، %0.06 آمونیــوم فســفات 
و %1 پــودر خیســانده عصــاره ذرت  بــود. 
ــط  ــن( محی ــع کرب ــد )منب ــع قن ــه منب ــت تهی جه
کشــت، ابتــدا غلظــت قنــد کل هیدرولیــزات 
حاصــل از ســمیت زدایــی در شــرایط مختلــف، 
انــدازه گیــری شــد و ســپس بــا افــزودن گلوکــز 
صنعتــی بــه g/l 53 رســانده شــد. محلــول 
ــش  ــط پی ــد محی ــده مانن ــت آم ــه دس ــدی ب قن
کشــت بــه طــور جداگانــه اســتریل و بــه ســایر 
ــت  ــط کش ــد. محی ــه گردی ــط اضاف ــواد محی م
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اصلــی در حجــم 40 میلــی لیتــر در ویــال هــای 
دارای درپــوش لاســتیکی 50 میلــی لیتــری 

تقســیم شــد.

تلقیح محیط کشت: 
بدیــن منظــور ابتــدا یــک لــوپ کامــل از مخمــر 
ــی  ــری حــاوی 50 میل ــی لیت ــن 250 میل ــه ارل ب
ــدت  ــه م ــح و ب ــش کشــت، تلقی ــط پی ــر محی لیت

در  ســانتی‌گراد  درجــه   30 در  ســاعت   20
 rev.min-1 150 شــیکر انکوباتــور بــا دور
ــی  ــط کشــت اصل ــه محی ــح ب ــه شــد. تلقی انکوب

ــد. ــام ش ــزان v/v 10% انج ــه می ب
نمونــه هــا بــه انکوباتــور 30 درجــه ســانتی‌گراد 
منتقــل شــدند. پــس از 18 و 36 ســاعت، نمونه‌ها 
ــد  ــدار قن ــر، مق ــلول‌های مخم ــداد س ــر تع از نظ
کل، گلوکــز باقیمانــده و مقــدار اتانــول تولیــدی 

جدول 2 : ترکیبات 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 احیــاء 
کننــده بــه روش DNS )دی نیتــرو سالیســیلکی 
اســید( ســنجش شــد )Ghose, (1987. غلظــت 
گلوکــز  اختصاصــی  کیــت  توســط  گلوکــز 
)محصــول شــرکت پــارس آزمــون ایــران( 
ســنجش شــد. مقــدار فنــول توســط روش 
 Folin-Ciocalteau Micro Method انــدازه 

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

)25(. اتانــول تولیــد شــده در طــی مراحــل 
تخمیــر نیــز توســط روش دی کرومات پتاســیم 
 Manivannan et مــورد بررســی قــرار گرفــت

.al., (2006)

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

.Inc آمریــکا اســتفاده شــد.

نتایج 
ترکیبات حاصل از هیدرولیز: 

ترکیبــات حاصــل از ادغــام هیدرولیزات ناشــی 
از دو مرحلــه هیدرولیــز اســیدی و آنزیمــی در 
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جــدول 1 آورده شــده اســت.
سمیت زدایی: 

ــا و  ــر pH، دم ــر 3 متغی ــر اث ــق حاض در تحقی
ــط  ــی توس ــمیت زدای ــش س ــان واکن ــدت زم م
فورفــورال،  غلظــت  روی  بــر  آهــک  پــودر 
فنــول، قنــد کل و گلوکــز هیدرولیــزات حاصــل 
از تیمــار بــاگاس نیشــکر مــورد بررســی قــرار 
 pH ــاندن ــط رس ــی توس ــمیت زدای ــت. س گرف

هیدرولیــزات بــه 11،10 و 12 توســط پــودر 
آهــک و ثابــت نگــه داشــتن آن در دماهــای 
40 و 60 درجــه ســانتیگراد بــه مــدت 30 و 
60 دقیقــه و ســپس کاهــش pH تــا مقــدار 5.5 

انجــام شــد.
ــی  ــات طراح ــام آزمایش ــل از انج ــج حاص نتای
ــای  ــل فاکتوره ــل کام ــه روش فاکتوری شــده ب
ــر روی  ــر را ب ــن تاثی دارای بیشــترین و کمتری

جدول 3: نتایج حاصل از سمیت زدایی 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  میــزان 
ــه روش  ــش ب ــورد آزمای ــای م ــت ه ــام حال تم
فاکتوریــل کامــل همــراه بــا نتایــج آن مــی 

ــد. ــی ده ــان م ــد را نش باش
ــی  ــج حاصــل از تیمــار ســم زدای مقایســه نتای
نشــده بــا تیمارهــای مختلــف ســم زدایــی شــده 
نشــان میدهــد غلظــت فورفــورال و قنــد کل بــه 
ــتقیم  ــاط مس ــاهده ای در ارتب ــل مش ــور قاب ط

ــی  ــی م ــمیت زدای ــش س ــای واکن ــا pH و دم ب
ــش  ــدار کاه ــترین مق ــه بیش ــه طوریک ــد ب باش
 pH در مقــدار فورفــورال و قنــد کل محیــط در
ــدت  ــه م ــانتی‌گراد ب ــه س ــای 60 درج 12 و دم
60 دقیقــه حاصــل شــده اســت کــه بــه ترتیــب 
مقــدار  از   47.5% و   73.3% کاهــش  باعــث 

ــه ایــن دو مــاده شــده اســت. اولی
از  یــک  هــر  اصلــی  آثــار  بررســی  نتایــج 

شکل 1: اثرات اصلی فاکتورها برروی کاهش فورفورال در شرایط مختلف سمیت زدایی.
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شکل 2: واکنش متقابل عوامل مورد آزمایش با یکدیگر
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ــمیت  ــف س ــرایط مختل ــول)( در ش ــز) ( و اتان ــد کل )♦(، گلوک ــت قن ــر( غلظ ــرم در لیت ــرات )گ ــکل 5:  تغیی ش
ــزات  ــه(. )a هیدرولی ــر حســب دقیق ــاگاس نیشــکر در طــول زمــان )ب ــزات ب ــا آهــک اشــباع در هیدرولی ــی ب زدای

ــه. ــس از 60 دقیق ــی پ ــه. )c ســمیت زدای ــس از 30 دقیق ــی پ ــی. )b ســمیت زدای ــدون ســمیت زدای ــاگاس ب ب

pH12pH11pH10

T=сº60 

T=сº40 

)b(

)a(

T=сº40 

T=сº60 
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فاکتورهــا بــر روی تغییــرات مقــدار فنــول، 
روش  بــه  گلوکــز  و  کل  قنــد  فورفــورال، 
فاکتوریــل کامــل در شــکل شــماره 1 آورده 
ــی  ــر م ــکل ب ــن ش ــه از ای ــت. چنانچ ــده اس ش
ــور بررســی شــده، افزایــش  ــد، از ســه فاکت آی
pH بیشــترین اثــر را بــر روی کاهــش غلظــت 

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

اثــرات متقابــل بیــن عوامــل در شــکل 2 آورده 

شــده اســت. ایــن نمودارهــا اثــرات متقابــل بیــن 
عوامــل را نشــان می‌دهــد. در صورتــی کــه 
ــر  ــه یکدیگ ــا نســبت ب ــداد آن‌ه ــا امت خطــوط ی
حالــت متقاطــع داشــته باشــند، نشــانگر آن 
ــل وجــود  ــرات متقاب اســت کــه بیــن عوامــل اث
دارد و اگــر متقاطــع نباشــد، یعنــی بیــن آن‌هــا 

ــدارد. ــی وجــود ن ــر متقابل اث
همــان طــور کــه در شــکل 2 نشــان داده شــده 
ــا افزایــش دمــا  اســت در pH هــای 11 و 12 ب
ــاهده  ــمگیری مش ــش چش ــد کاه ــدار قن در مق
می‌شــود امــا در pH 10 بــا افزایــش دمــا 
در مقــدار قنــد تغییــر محسوســی مشــاهده 
کــه  گفــت  می‌تــوان  نتیجــه  در  نمی‌شــود، 

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 بالای واکن

ــت. ــاهده اس ــل مش ــر قاب ــای بالات ه

تخمیــر هیدرولیــزات حاصــل از ســمیت 
زدایــی:

 غلظــت قنــد کل تمــام نمونــه هــای هیدرولیــزات 
ــا افــزودن گلوکــز  حاصــل از ســمیت زدایــی ب
ــا  ــه ه ــد. نمون ــانده ش ــه g/l55 رس ــی ب صنعت
در شــرایط بــی هــوازی در دو تکــرار توســط 
ســویه ساکارومایســس ســرویزیه کشــت داده 
شــدند. شــمارش ســلولی نمونــه هــا در زمــان 

ــه تلقیــح cell/ml 107×2  بــود. اولی
نتایــج مصــرف قنــد کل، گلوکــز و تولیــد اتانول 
در زمــان هــای 18 و 36 بــه ترتیــب در شــکل 
3 آورده شــده اســت. شــکل 3 بخــش a شــیب 
مصــرف قنــد و تولید اتانــول را در هیدرولیزات 
بــاگاس بــدون ســمیت زدایــی نشــان مــی دهــد. 
ــده  ــاد ش ــای ی ــکل ه ــه در ش ــور ک ــان ط هم
مشــاهده می‌شــود، هــر قــدر pH، دمــا و مــدت 
زمــان واکنــش ســمیت زدایــی بــا آهــک اشــباع 
افزایــش میی‌ابــد شــیب مصــرف قنــد و تولیــد 

ــد. ــش میی‌اب ــول افزای اتان
ــازده  ــده از ب ــت آم ــه دس ــج ب ــه، نتای در ادام
 3 جــدول  در  اتانــول  تولیــد  وری  بهــره  و 
ــازده  ــدار ب ــترین مق ــت. بیش ــده اس آورده ش
ــول پــس از18 ســاعت  ــد اتان و بهــره‌وری تولی
اولیــه تخمیــر در هیدرولیــزات بــاگاس ســمیت 
ــه  ــای 60 درج ــده در pH 12 و دم ــی ش زدای

ســانتی‌گراد بــه مــدت 60 دقیقــه مشــاهده 
ــازده  ــه موجــب1.81 برابرشــدن ب می‌شــود، ک
g.l-( ــول ــد اتان ــره‌وری تولی )% yield( و  به

بــدون ســمیت  بــاگاس  بــه  h-1.1( نســبت 

زدایــی، شــده اســت. بــا اینحــال بــا توجــه بــه 
نتایــج بــه دســت آمــده پــس از 36 ســاعت، از 
آنجائیکــه زمــان کافــی در اختیــار مخمــر بــوده 
ــام  ــابهی در تم ــره‌وری مش ــازده و به ــت ب اس
ــی  ــان م ــه نش ــود، ک ــاهده می‌ش ــا مش نمونه‌ه
ــه روش  ــی ب ــمیت زدای ــتقیم س ــر مس ــد اث ده
ــان  ــدت زم ــش م ــر روی کاه ــباع ب ــک اش آه
تخمیــر و در نتیجــه افزایــش بهــره وری آن 

ــت. ــوده اس ب

بحث
ــمیت  ــت س ــی جه ــای گوناگون ــون روش‌ه تاکن
ترکیبــات  از  حاصــل  هیدرولیــزات  زدایــی 
لیگنوســلولزی ارائــه شــده اســت کــه از جملــه 
آن‌هــا می‌تــوان : جــذب بــا ذغــال فعــال، خنثــی 
ســازی، آهــک اشــباع، الکترودیالیــز، تبــادل 
یونــی و روش هــای آنزیمــی را نــام بــرد. 
اســتفاده از آهــک اشــباع )Overliming( جزوه 
کارآمدتریــن و همچنیــن ارزان‌تریــن روش‌های 
زدایــی  ســمیت  می‌باشــد.  زدایــی  ســمیت 
توســط آهــک جــزوه روش هــای جدیــد ســمیت 
ــه Leonard و   ــه طوریک ــد ب ــی باش ــی نم زدای
Hajny در ســال 1945 گزارشــی مبنــی بــر 

ــک  ــط آه ــر از 10 توس ــا بالات ــش pH ت افزای
اشــباع و بررســی اثــر آن بــر روی تخمیــر 
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 Leonard & Hajni, انــد  نمــوده  اعــام  را 
(1945(. در تحقیقــات دیگــری کــه توســط 

بــر   2002 ســال  در  همکارانــش  و   Millati

ــیدی  ــار اس ــل از تیم ــزات حاص روی هیدرولی
درختــان کاج انجــام شــد اثــر pH، دمــا و مــدت 
زمــان واکنــش را بــر روی ترکیبــات حاصــل از 
ــرار داد.  ــی ق ــورد بررس ــیدی م ــز اس هیدرولی
نتایــج تمــام ایــن تحقیقــات نشــان می‌دهــد 
کــه ترکیبــات فورانــی بــه طــور مســتقیم تحــت 
ــباع  ــک اش ــه روش آه ــی ب ــمیت زدای ــر س تاثی
قــرار می‌گیرنــد و بــه طــور قابــل ملاحظــه ای 
ــات  ــت ترکیب ــی غلظ ــد، از طرف ــش میی‌ابن کاه
فنولــی در محیــط گاهــی کاهــش و گاهــی 
اصلــی  حــال،  ایــن  بــا  میی‌ابــد.  افزایــش 
ــش  ــن روش کاه ــتفاده از ای ــکل اس ــن مش تری
ترکیبــات قنــدی همزمــان بــا کاهــش ترکیبــات 
فورانــی مــی باشــد )Millati et al., (2002 و 

.Purwadi et al., (2004)

نتایــج بــه دســت آمــده در ایــن تحقیــق اهمیــت 
انتخــاب مقــدار هــر یــک از عوامــل pH، دمــا و 
مــدت زمــان واکنــش ســمیت زدایــی را نشــان 
ــرات  ــا اث ــن متغیره ــک از ای ــر ی ــد. ه ــی ده م
ــی و  ــمیت زدای ــج س ــر روی نتای ــتقیمی ب مس
ــه  ــز را دارد. ب ــل از هیدرولی ــد حاص ــدار قن مق
ــل را مــی  ــک از عوام ــرات هــر ی ــی اث طــور کل

ــان نمــود: ــر بی تــوان بــه شــرح زی
ــش  ــبب افزای ــش در pH س ــه افزای ــر گون 1. ه
تــوان  افزایــش  و  زدایــی  ســمیت  عملکــرد 
نیشــکر  بــاگاس  هیدرولیــزات  تخمیــری 

می‌گــردد، امــا از طرفــی ســبب کاهــش غلظــت 
نیــز می‌شــود. قنــد محیــط 

2. فرآینــد ســمیت زدایــی رونــد ســریعی نمــی 
باشــد. بــا ایــن حــال، مــدت زمــان ایــن فرآینــد 

نقــش مهمــی بــر کاهــش غلظــت مــواد نــدارد.
n.3اثــر دمــا بــر روی ســمیت زدایــی بــه 
انــدازه عملکــرد pH نمــی باشــد. بــا ایــن حــال، 
ــوان  ــدن ت ــر ش ــبب بهت ــز س ــا نی ــش دم افزای

ــردد. ــی گ ــزات م ــری هیدرولی تخمی
بــر حســب نتایــج مشــاهده شــده در جــدول 1 
اثــر ســمیت زدایی در کاهــش غلظــت فورفورال 
ــول  ــت فن ــد در غلظ ــد، هرچن ــی باش ــی م بدیه
ــال  ــی مشــاهده مــی شــود. احتم ــش جزئ افزای
ــروع  ــی ش ــرایط قلیای ــن در ش ــی رود لیگنی م
ــش  ــه افزای ــد، در نتیج ــی کن ــدن م ــل ش ــه ح ب
مقــدار مــواد فنولــی مــی توانــد ناشــی از ایــن 

موضــوع باشــد.
در نتیجــه شــرایط ســمیت زدایــی کــه در ایــن 
مرحلــه انتخــاب گردیــد عبــارت بــود از 60 
ــای  ــا در 12pH و دم ــه ه ــار نمون ــه تیم دقیق
ــن شــرایط  ــه در ای 40 درجــه ســانتی‌گراد، البت
عــاوه بــر کاهــش مقــدار فورفــورال محیــط، و 
ــول،  ــد اتان ــره‌وری تولی ــش به ــه افزای در نتیج
از مقــدار قنــد اولیــه موجــود در محیــط کمتــر 
کاســته شــده اســت، بــه طــوری کــه بــه ترتیــب 
%70 و %27 کاهــش در مقــدار فورفــورال 

و قنــد کل محیــط ودر نهایــت، 1.68 برابــر 
افزایــش در بهــره‌وری تولیــد اتانــول مشــاهده 

شــد.
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ــزات ســمیت  ــری هیدرولی ــوان تخمی ــش ت افزای
زدایــی شــده در شــکل 5 قابــل مشــاهده اســت. 
ــر روی  ــتقیمی ب ــر مس ــا اث ــشpH  و دم افزای
کاهــش ســریع شــیب مصــرف قنــد و در نتیجــه 
افزایــش شــیب تولیــد اتانــول داشــته اســت. بــه 
طوریکــه اتانــول تولیــد شــده در 60 دقیقــه 
تیمــار نمونــه هــا در 12pH و دمــای 40 درجــه 
ســانتیگراد در مــدت زمــان 18 ســاعت معــادل 
اتانــول تولیــد شــده در مــدت زمــان 36 ســاعت 
در نمونــه تخمیــری بــدون ســمیت زدایی شــده 

اســت.
نتایــج بــه دســت آمــده در ایــن تحقیــق در 
ــمیت  ــده از س ــام ش ــات اع ــتای گزارش راس
مــی  لیگنوســلولزی  مختلــف  مــواد  زدایــی 
 Purwadi و   Millati et al., (2002(باشــد
گفــت،  می‌تــوان  نتیجــه  در   .et al., (2004)

ــه  ــک ن ــط آه ــی توس ــمیت زدای ــتفاده از س اس
تنهــا ســبب کاهــش زمــان تخمیــر و در نتیجــه 
)g.l-1.h-1(  افزایــش بهــره‌وری تولیــد 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 بیواتانــول مــورد اســتفاده قــرار گیــرد.

سپاسگزاری
نویســندگان از ســازمان پژوهشــهای علمــی 
محــل  تامیــن  بخاطــر  ایــران  صنعتــی  و 
از  بخشــی  و  تجهیــزات  تحقیقــات،  انجــام 
ــادن  ــع، مع ــگاهی، وزارت صنای ــواد آزمایش م
و تجــارت و کنسرســیوم تحقیقاتــی تولیــد 
ــام  ــای انج ــه ه ــن هزین ــر تامی ــل بخاط بیواتان

طــرح سپاســگزاری مــی نماینــد.  
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