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  چكيده

اثـر تركيبـات محـيط    . هوازي مورد بررسـي قـرار گرفـت    رايط بيتوليد اتانول با استفاده از قارچ موكور هميليس تحت ش در اين مطالعه
، سولفات روي، كلريد كلسيم، هيدروژن دي پتاسيم فسفات، سولفات آمونيوم، سولفات منيزيم             ات كم مقدار  ها، فلز  كشت شامل ويتامين  

 نـشان داد كـه غلظـت        نتـايج .  بررسـي شـد    يفاكتوريل و تركيب مركز    كسري از ات بروش   و عصاره مخمر با استفاده از طراحي آزمايش       
 تـوده زيـستي     بـازدهي   و 47/0توليد اتـانول     بهينه بازدهي    در شرايط . داردعصاره مخمر تأثير بسيار زيادي بر روي رشد و توليد اتانول            

 4 مخمـر  ةز بود غلظت بهينـه عـصار  و گرم بر ليتر گلوك30در محيط كشتي كه شامل    .  قند مصرفي به دست آمد      گرم  هر  گرم بر  16/0
 ،اصلي تـرين محـصول جـانبي      .  توليد اتانول داشتند   ميزان اثر ناچيزي بر     ،گرم بر ليتر به دست آمد و نتايج نشان داد كه ساير تركيبات            

  .گرم بر هر گرم قند مصرفي بود 085/0 تا 012/0 بين با بازدهيگليسرول 
  

  ازي محيط كشتس ها، تخمير، بهينه اتانول، موكور هميليس، طراحي آزمايش: كلمات كليدي
  

  
  

  مقدمه -1
. كنـد   مـي  ايفـا  نقش مهمي را در بازار سوخت جهان       امروزه بيواتانول 

، يكـي از مناسـب      ساكارومايـسيس سرويـسيه   با نام علمي    مخمر نان   
براي توليد بيواتانول از مواد نشاسته اي و قنـدي          ها    ريز سازواره ترين  
زهـا بـسياري از     با وجود اين، عدم توانايي آن براي مصرف پنتو        . است

 موجود يا تغيير ژنتيكـي      ديگرهاي    محققين را بر آن داشته تا از گونه       
بـراي توليـد اتـانول       ساكارومايسيس سرويـسيه  جايگزينييافته براي   

موكـور، مونيليـا،    ،  فوساريوم از نوع    فيلامنتوس ها قارچ. استفاده كنند 
ا را به   هستند كه قادرند پنتوزه   هايي     قارچ  پاسيلومايسس ورايزوپوس  

 فيلامنتـوس  قـارچ     نوعي موكور هميليس  .]1و2[اتانول تخمير كنند    
 ليپاز، فسفوليپاز،  گلوكاناز،  پروتينازشامل  ها    است كه بسياري از آنزيم    

 داراي  موكور هميليس  .]3[كند  مي توليدرا   استيل گلوكوسامينيداز و  
باشد  مي ها براي توليد اتانول    ريزسازوارهدر مقايسه با بقيه     هايي    مزيت

مونوسـاكاريدها شـامل     از   طيـف وسـيعي   از   اسـتفاده ) 1(كه شـامل    
داشــتن مقــدار قابــل تــوجهي ) 2 ( و آرابينــوز،پنتوزهــا مثــل زايلــوز

 قـادر ) 3( و    كه ماده بسيار با ارزشي اسـت       كيتوزان در ديواره سلولي   
. باشـد   مـي   در مقايسه بـا مخمـر نـان        تربالا به رشد در دماهاي      بودن

باشد ولي در     مي  بوده كه در آب نامحلول     شكل  بيمد  كيتوزان يك جا  
. اسـت  محلـول اسيدهاي آلي مثـل اسـيد اسـتيك و اسـيد فرميـك              

كيتوزان در بسياري از صنايع، داروها و مـواد غـذايي مـورد اسـتفاده               
و يـا    توان از پوست آبزيان سخت پوست       مي راكيتوزان  . گيرد  مي قرار

  .]4[كردد تولي فيلامنتوسقارچهاي  ازتوده زيستي
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در حالـت  موكورهميليسازتوليد اتانول براي ] 1 [ميلاتي و همكارانش
 گـرم بـر     44/0و   39/0اتانول برابر با    توليد  ي  بازده و   هوازي استفاده 

ز و هيـدروليزيت اسـيدي رقيـق        و گلوك ـ ترتيب از سوبستراي  ه  بگرم  
 يك محيط    بالا از  يآنها براي رسيدن به بازده    . چوب به دست آوردند   

 5/3 گرم بر ليتر سـولفات آمونيـوم،         5/7غني كه شامل    بسيار  كشت  
 گرم بر ليتر سولفات 74/0گرم بر ليتر دي هيدروژن پتاسيم فسفات،   

 مخمـر و  ة گرم بر ليتر عـصار 5 گرم بر ليتر كلريد كلسيم،      1منيزيم،  
بـا وجـود    . استفاده نمودند  بود   ات كم مقدار   ليتر بر ليتر فلز    ي ميل 10

 در ارتباط با اثر تركيـب       ، اطلاعاتي موكورهميليس توجه   قابلخواص  
وجـود  توسـط آن   توليد اتـانول    روي ميزان  محيط كشت اين قارچ بر    

  .ندارد
  مختلـف  عاملتوان چندين     مي ها  آزمايشبا استفاده از روش طراحي      

آمـاري  هـاي     تقريب .دادمورد مطالعه قرار    را  در تركيب محيط كشت     
سـازي    مندي را براي مطالعه و بهينـه      ابزار قدرت  ها  آزمايشدر طراحي   

، كـسري  1هاي طراحي فاكتوريل كامل    روش. كند  مهيا مي  متغيرچند  
هـاي    روش عمـومي تـرين      CCRD(3( مركـزي   و تركيـب   2ازفاكتوريل

 هنگـامي   .]5[باشـند  سازي مي    و مدل  فرايندمورد استفاده براي آناليز     
 يـب مركـزي   يابـد، روش ترك     مي افزايشها     و پاسخ  هامتغيركه تعداد   

 و  داردهـا      ديگر روش   در مقايسه با   يكمترهاي    آزمايشنياز به تعداد    
 در اختيـار  هـا     در عين حال اطلاعات بيشتري نسبت بـه سـاير روش          

  .]6[گذارد مي
 بـا    زيستي ةتودتوليد اتانول و    سازي    بهينهتحقيق  هدف اصلي از اين     

،  هـا  يناثـر محلـول ويتـام     . باشد  مي موكور هميليس استفاده از قارچ    
، سولفات روي، كلريد كلسيم، هيـدروژن دي        ات كم مقدار  محلول فلز 

پتاسيم فسفات، سولفات آمونيوم و سولفات منيزيم مورد مطالعه قرار          
بـا اسـتفاده از روش      سـازي     ثرترين تركيبات بـراي بهينـه     ؤگرفته و م  

  .اند  آمدهدست ها به آزمايشطراحي 
  
 ها مواد و روش -2

   كشت آننوع قارچ و محيط 2-1
 CCUG16148 بـا مشخـصه      4موكـور هميلـيس   در اين مطالعه قارچ     

مـورد اسـتفاده قـرار      )  سـوئد  ،دانشگاه گوتنبرگ كلكسيون ميكروبي   (
 

1. Full Factorial Design 
2. Fractional Factorial Design 
3. Central Composite Rotatable Design 
4. Mucor Hiemalis 

، عصاره مخمر،   گلوكوز اين قارچ در محيط كشتي شامل     . گرفته است 
گـرم در    (10  و 20،  10،  20بـه ترتيـب     هـاي     آگار و پپتون با غلظت    

  و داده شد  روز رشد    5 به مدت    سلسيوسه   درج 30و در دماي    ) ليتر
 .شـد  نگهـداري  سلـسيوس  درجـه  4 در يخچال در دمـاي  پس از آن  

 ميلـي   100 ميلي ليتري كـه شـامل        250ارلنهاي در   مايعهاي    كشت
حلـول ويتـامين،    م حـاوي محيط كـشت    . شد انجام   ،ليتر محلول بود  

، سولفات روي، كلريد كلسيم، هيـدروژن دي        ات كم مقدار  محلول فلز 
هـاي    بـا غلظـت    پتاسيم فسفات، سولفات آمونيوم و سولفات منيـزيم       

مقادير مـواد محـيط كـشت بعنـوان متغيـر در طراحـي              . مختلف بود 
 افزار  نرمطراحي آزمايشات با استفاده از      .  در نظر گرفته شد    ها  آزمايش

MINITAB  بـه   پس از تهيه محـيط كـشت مـايع، ارلنهـا          .  انجام شد 
 از سرد    اتوكلاو شده و پس    سلسيوس درجه   121 دقيقه در    15مدت  
 تلقـيح   بـه آن بر ميلي ليتـر   5)±1(× 106  اسپور قارچ با غلظت    شدن
 تحـت شـرايط     ،سلـسيوس  درجه   30 در دماي    پس از آن كشت   . شد
انجـام   گرمخانـه همـزن دار    در   دور بر دقيقه   110و با دور     هوازي  بي
 در  و برقـرار شـد      هـوازي   بـي وپ   با استفاده از ل    هوازي  بي شرايط   .شد

گيري از گاز نيتروژن خـالص        و در طول نمونه    هوازي  بيابتداي كشت   
  .استفاده شد
  :بود شامل تركيبات زير TMS(5( ات كم مقدارمحلول فلز

EDTA )3   گـرم در ليتـر     9/0( آبـه    2، كلريد كلسيم    )گرم در ليتر ( ،
ــه 7ســولفات آهــن  ــر6/0( آب ــرم در ليت ــز ) گ ــد منگن ــه 2، كلري    آب

 Na2MoO4.2H2O، )گرم در ليتـر  2/0 (H3BO3، ) گرم در ليتر 16/0(

ــر08/0( ــر06/0 (CoCl2.2H2O، ) گــرم در ليت ــد ، ) گــرم در ليت يدي
  ) گرم در ليتر06/0 (CuSO4.5H2O، ) گرم در ليتر02/0 (پتاسيم

  :بودزير محلول ويتامين نيز شامل تركيبات 
، ) گرم در ليتـر    2/0(نزوئيك  ، اسيد پارا ب   ) گرم در ليتر   05/0(بيوتين  

 گـرم در    1(، پانتوتنـات كلـسيم      ) گـرم در ليتـر     1(اسيد نيكوتينيك   
، ) گرم در ليتر   25(، اينوسيتول   ) گرم در ليتر   1( كسين  و، پيريد )ليتر

  ). گرم در ليتر1(تيامين 
 ـ  مقادير عناصر كم مقدار و ويتامين      صـورت متغيـر در طراحـي        ههـا ب

  .ندا  در نظر گرفته شدهها آزمايش

 

5. Trace Metal Solution 
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  آناليزهاي  روش 2-2
 Jascoمورد استفاده در اين تحقيق سـاخت شـركت           HPLCدستگاه  

نمونه مورد آناليز بـا تزريـق دسـتي وارد پـيش            .  بود 900ژاپن سري   
ــد ــور از آشكارســازهاي  ازســتون و بع   ســتون شــده و در حــين عب

(UV/Vis) و RI    افـزار   نـرم مربوطـه توسـط     هـاي     آناليز شدند و پيك 
Browin   بـراي .  رسم و سطح زيـر آنهـا محاسـبه گرديـد           5/1نسخه  

بـا اسـتفاده از سـتون       . آناليز محـصولات از دو سـتون اسـتفاده شـد          
Aminex (HPX-87H)     محصول اصـلي اتـانول و محـصولات جـانبي 

، اسيد استيك و اسيد لاكتيـك       گلوكوزكسينيك،  وگليسرول، اسيد س  
 5سـولفوريك   جريان حامل اين ستون، محلول اسـيد        . جداسازي شد 

 6/0 شـدت جريـان    و بـا     سلـسيوس  درجـه    65ميلي مولار در دماي     
، زايلوز، گالاكتوز،   گلوكوزبراي آناليز قندهاي    . ميلي ليتر بر دقيقه بود    

جريان .  استفاده شدAminex (HPX-87 P)آرابينوز و مانوز از ستون 
 درجــه 80حامــل ايــن ســتون عبــارت از آب بــدون يــون در دمــاي 

  . يك ميلي ليتر بر دقيقه بودشدت جريان  و باسلسيوس
 توسـط    زيـستي  ةتـود خـشك، ابتـدا       زيـستي  ةتود براي تعيين وزن  

 گرديـد و  ميكرومتر از نوع واتمن جدا 45/0 اندازه ه ب صافيكاغذهاي  
 در  ،سپس با آب مقطر شـسته شـد و در نهايـت قبـل از وزن كـردن                 

يوس سلـس درجـه    105  ساعت و در دماي    24 به مدت    كورهدستگاه  
 درهـا   تكـرار  اديردو بار انجـام شـد و مق ـ  ها    آزمايشهمه  . خشك شد 
 . قرار گرفت مورد استفادهآناليز آماري

   آناليز آماري2-3
فاكتوريــل و  كــسري ازطراحــي بــه روش  شــامل آمــاريهــاي  روش

 متغيـر  8براي تعيـين اثـر       بود كه  )CCRD(طراحي تركيب مركزي    
 سولفات روي، كلريـد كلـسيم،       محلول ويتامين، محلول فلزي،    :شامل
 مخمـر، سـولفات منيـزيم، هيـدروژن دي پتاسـيم فـسفات و               ةعصار

 متغيـر   ها  آزمايش در تمام    .سولفات آمونيوم مورد استفاده قرار گرفت     
 ،هـدف از ايـن بخـش      . اتانول بـود  توليد  ي  ، بازده پاسخ براي طراحي  

. بـود  براي توليد حـداكثر اتـانول     يافتن بهترين تركيب محيط كشت      
 5 شـامل    هـا   آزمايشروش طراحي كسري از فاكتوريل در اين سري         

به صورت كد اسـتاندارد آورده      ) 1( سطح بود كه در جدول       2 و   عامل
 بـر   هـا   آزمـايش طراحي و نتايج حاصـل از       ) 2(در جدول    .شده است 

. نـشان داده شـده اسـت       )1( حاصل از جدول     ةاساس مقادير كد شد   
سـولفات روي، محلـول     هـاي     ظـت غلهـا     عاملاين   )2(مطابق جدول   

ه بـه   بودنـد ك ـ و عصاره مخمـر   فلزي، محلول ويتامين، كلريد كلسيم    
 هـا  آزمـايش در اين . اند مشخص شده  X5و  X1 X4, X3, X2, ترتيب با

 ايـن مـواد شـامل دي پتاسـيم          ، مواد داراي غلظت ثابتي بودنـد      ساير
بـا   گلوكـوز هيدروژن فسفات، سولفات آمونيـوم، سـولفات منيـزيم و           

  . گرم در ليتر بودند30 و 75/0، 5/7، 5/3به ترتيب هاي  غلظت

  كسري از فاكتوريل روش از بااستفادهمقادير كد شده متغيرها  -1جدول 

 متغيرهاي كد شده

X5 X4 X3 X2 X1

 سولفات روي محلول فلزي محلول ويتامين كلريد كلسيم عصاره مخمر

  شماره آزمايش

1 1 1- 1- 1 1  
1 1 1 1- 1- 2  
1 1- 1- 1- 1- 3  
1- 1- 1 1 1 4  
1- 1- 1- 1- 1 5  
1- 1 1- 1- 1- 6  
1 1- 1 1 1- 7  
1- 1 1 1 1- 8  
1 1- 1- 1 1 9  
1- 1- 1 1- 1- 10  
1- 1 1- 1 1 11  
1- 1 1 1- 1 12  
1- 1- 1- 1 1- 13  
1 1- 1 1- 1 14  
1 1 1 1 1 15  
1 1 1- 1 1- 16  
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  ) گرم بر ليتر( مخمر ةسولفات روي، محلول فلزي، محلول ويتامين، كلريد كلسيم و عصارهاي  لظت مطالعه اثر غ-2جدول 
  طراحي كسري از فاكتوريل به روش بر روي محصولات تخميري

 )گرم بر ليتر(متغيرها  )گرم بر گرم(بازده محصولات 

تودة زيستي گليسرول اتانول
  سولفات روي

)X1(  
 ارات كم مقدفلز

)X2(  

  محلول ويتامين
)X3(  

  كلريد كلسيم
)X4(  

  عصاره مخمر
)X5( 

  شماره
  آزمايش

41/0  045/0 13/0 25/0 0 0 1 5 1 

42/0 048/0 12/0  0 0 1 1 5 2 

39/0 045/0 05/0 0 0 0 0 5 3 

18/0 045/0 11/0 25/0 1 1 0 0 4 

12/0 019/0 11/0 25/0 1 0 0 0 5 

13/0 026/0 08/0 0 0 0 1 0 6 

38/0 048/0 12/0 0 1 1 0 5 7 

20/0 038/0 09/0 0 1 1 1 0 8 

34/0 041/0 07/0 25/0 1 0 0 5 9 

19/0 029/0 10/0 0 0 1 0 0 10 

15/0 032/0 07/0 25/0 1 0 1 0 11 

17/0 049/0 09/0 25/0 0 1 1 0 12 

13/0 027/0 08/0 0 1 0 0 0 13 

36/0 045/0 10/0 25/0 0 1 0 5 14 

41/0 056/0 11/0 25/0 1 1 1 5 15 

38/0 046/0 05/0 0 1 0 1 5 16 

  
  

كلريد كلسيم، عصاره مخمـر، دي پتاسـيم   هاي  در مرحله بعد، غلظت  
 سـطح   5هيدروژن فسفات، سولفات آمونيـوم و سـولفات منيـزيم در            

اسـتفاده   CCRDبراي اين منظور از روش      . مورد بررسي قرار گرفتند   
به صـورت كـد      )3( آزمايش طراحي شد كه در جدول        32تعداد  . شد

ــتاندارد ــت   اس ــده اس ــشان داده ش ــاي   .ن ــدول متغيره ــن ج   در اي
,X1 X4,X3,X2  وX5     بــه ترتيــب ســولفات آمونيــوم، دي پتاســيم 

هيدروژن فسفات، سولفات منيزيم، كلريـد كلـسيم و عـصاره مخمـر             

نمـايش داده   ) 4( نيز در جدول     ها  آزمايشنتايج حاصل از اين     . بودند
 آن در   أي مورد نياز با در نظر گرفتن مبد       ها  آزمايشتعداد   .شده است 

همچنين تعداد  . است فاكتوريل كسري از  2k ه صورت مجموع   ب ،كزمر
2k در  مكـرّر  آزمـايش  به صورت محوري به همراه تعـدادي         آزمايش 

.  تعـداد متغيرهاسـت    k  در اينجـا   شـود، كـه     مـي  مركز در نظر گرفته   
 صـفر   ،فاكتوريـل   براي نقاط كـسري از     ±1مقادير متغيرها به صورت     

  .]6[باشد  مي،ط محوري براي نقا±2براي نقاط مركزي و 
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  پاسخ سطح از روش طراحي استفاده  با مقادير كد شده متغيرها -3جدول 
 متغيرها

X5 X4 X3 X2 X1  

 سولفات آمونيوم دي پتاسيم هيدروژن فسفات سولفات منيزيم كلريد كلسيم عصاره مخمر

 شماره

 آزمايش

0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 2- 2 

1- 1- 1 1 1 3 

1- 1- 1- 1 1- 4 

1 1 1 1- 1- 5 

1 1 1- 1 1- 6 

0 0 0 2 0 7 

1 1- 1- 1 1 8 

1- 1 1 1- 1 9 

1- 1 1- 1- 1- 10 

0 2- 0 0 0 11 

1 1- 1 1- 1 12 

0 0 0 0 0 13 

0 2 0 0 0 14 

0 0 0 2- 0 15 

1- 1 1- 1 1 16 

1 1- 1- 1- 1- 17 

0 0 0 0 0 18 

2 0 0 0 0 19 

1 1- 1 1 1- 20 

1 1 1 1 1 21 

0 0 2- 0 0 22 

0 0 0 0 0 23 

0 0 2 0 0 24 

1- 1- 1- 1- 1 25 

0 0 0 0 2 26 

2- 0 0 0 0 27 

1 1 1- 1- 1 28 

1- 1- 1 1- 1- 29 

1- 1 1 1 1- 30 

0 0 0 0 0 31 

0 0 0 0 0 32 
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  CCRDه روش ب ها آزمايشطراحي با استفاده از  يبر روي محصولات تخميرتركيبات محيط كشت  مطالعه اثر -4جدول 

 )گرم بر ليتر(متغيرها   )گرم برگرم(بازدهي محصولات 

 گليسرول اتانول
تودة 
 زيستي

عصارة مخمر 
)X5(  

كلريد كلسيم 
)X4(  

سولفات منيزيم 
)X3(  

دي پتاسيم هيدروژن 
  )X2(فسفات 

سولفات 
  )X1(آمونيوم 

شماره 
 آزمايش

46/0 056/0 14/0 4 5/0 5/0 3 5 1 

45/0 060/0 04/0 4 5/0 5/0 3 0 2 

46/0 047/0  04/0 2 25/0 75/0 5/4 5/7 3 

45/0 053/0 07/0 2 25/0 25/0 5/4 5/2 4 

47/0 056/0 12/0 6 75/0 75/0 5/1 5/2 5 

47/0 051/0 17/0 6 75/0 25/0 5/4 5/2 6 

47/0 053/0 10/0 4 5/0 5/0 6 5 7 

47/0 055/0 11/0 6 25/0 25/0 5/4 5/7 8 

46/0 053/0 08/0 2 75/0 75/0 5/1 5/7 9 

44/0 058/0 08/0 2 75/0 25/0 5/1 5/2 10 

45/0 057/0 06/0 4 0 5/0 3 5 11 

47/0 058/0 12/0 6 25/0 75/0 5/1 5/7 12 

46/0 052/0 12/0 4 5/0 5/0 3 5 13 

47/0 061/0 06/0 4 1 5/0 3 5 14 

45/0 057/0 19/0 4 5/0 5/0 0 5 15 

45/0 062/0 05/0 2 75/0 25/0 5/4 5/7 16 

45/0 061/0 04/0 6 25/0 25/0 5/1 5/2 17 

46/0 051/0 09/0 4 5/0 5/0 3 5 18 

45/0 051/0 17/0 8 5/0 5/0 3 5 19 

46/0 058/0 12/0 6 25/0 75/0 5/4 5/2 20 

47/0 053/0 13/0 6 75/0 75/0 5/4 5/7 21 

46/0 067/0 1/0 4 5/0 0 3 5 22 

46/0 047/0 11/0 4 5/0 5/0 3 5 23 

44/0 050/0 08/0 4 5/0 1 3 5 24 

45/0 048/0 10/0 2 25/0 25/0 5/1 5/7 25 

47/0 048/0 16/0 4 5/0 5/0 3 10 26 

1/0 015/0 04/0 0 5/0 5/0 3 5 27 

47/0 060/0 13/0 6 75/0 25/0 5/1 5/7 28 

44/0 060/0 07/0 2 25/0 75/0 5/1 5/2 29 

45/0 060/0 1/0 2 75/0 75/0 5/4 5/2 30 

46/0 060/0 1/0 4 5/0 5/0 3 5 31 

46/0 054/0 1/0 4 5/0 5/0 3 5 32 

  

  
 افـزار   نـرم مقادير بهينه براي متغيرهاي انتخاب شـده بـا اسـتفاده از             

MINITAB    يبـازده  هـا   آزمـايش متغير پاسخ در ايـن      . مدآ به دست 
 ، مخمـر  ةعـصار هـاي      اتانول و متغيرهاي مستقل شامل غلظـت       توليد

كلريد كلسيم، سـولفات منيـزيم، محلـول ويتـامين، محلـول فلـزي،              
ن فــسفات و ســولفات آمونيــوم ســولفات روي، دي پتاســيم هيــدروژ

  .بودند
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 نتايج -3

   اثرات عناصر جزيي و ويتامين ها3-1
 در  گلوكـوز  گـرم بـر ليتـر از         30 در محـيط حـاوي     موكور هميليس 

 تحـت شـرايط   شتند، قرار داpH=5/5و  C30°كه در دماي هايي    ارلن
در سـري اول    . ندد سـاعت كـشت داده ش ـ      24 و بـه مـدت       هوازي  بي

، محلول ويتامين، كلريد    ات كم مقدار  فات روي، فلز   اثر سول  ها  آزمايش
 مخمر بر روي محيط كـشت ايـن قـارچ كـه غلظـت           ةكلسيم و عصار  

در ايـن سـري      . مورد بررسي قرار گرفت    ،تركيبات ثابت آن آورده شد    
شـامل   داراي غلظـت ثـابتي بودنـد كـه         ديگـر  ، تركيبـات  ها  آزمايش

فات منيـزيم بـه     سولفات آمونيوم، دي پتاسيم هيدروژن فسفات، سول      
نتـايج  . ]7[ گرم بر ليتر بودند    75/0 و   5/3 ،   5/7هاي    ترتيب با غلظت  

  .آورده شده است) 2( در جدول ها آزمايشحاصل از اين 
هـا،  عامل   ة شامل مقادير تخمين زده شد     ها  آزمايشآناليز آماري اين    

 )5(در جـدول     p و مقادير  tبرهم كنشي، ضريب    هاي    عبارتضرايب،  

هـاي     به ترتيـب غلظـت     X5 و   X1   ، X2  ،X3  ،X4.شده است نشان داده   
محلول فلزي، سولفات روي، كلريد كلسيم، عـصاره مخمـر و محلـول          

 Xj و   Xi بيانگر بر هم كنش مرتبه اول مـابين          Xij. باشند  مي ويتامين
 ةدهنـد   نـشان  p و مقـادير كـوچكتر       tمقادير بزرگتر ضريب     .باشد مي

كـوچكتر از    pري كـه مقـادير      طـو ه   ب باشد  مي اهميت بيشتر ضرايب  
آنـاليز  . باشد  مي  اهميت آن متغير   ةدهند  براي يك متغير، نشان    05/0

دهد كه عصاره مخمر و كلريد كلـسيم داراي اهميـت             مي نتايج نشان 
 ـ p زيـرا مقـدار    هستندبيشتري براي توليد اتانول      راي آنهـا كمتـر از    ب

به همين   ت و اس 05/0بزرگتر از    p،  عوامل براي ساير    .باشد  مي 05/0
 داشـتند  توليد اتـانول    يبازده  ناچيزي بر روي    تأثير دليل اين عوامل،  

د كه محلول فلزي، محلول     نده  مي  نتايج نشان   بنابراين ).)5(جدول  (
  اثـر  زيـستي ةتـود  اتـانول و   توليديبازدهويتامين و سولفات روي بر     

  .دشتنناچيزي داخيلي 
  

  

  اتانول توليد ي بازدهگرسيون خطي چندگانه براي وسيله ره  تخمين ضرائب مدل ب-5جدول 
  وسيله روش طراحي كسري از فاكتوريله ب

  هاي مورد استفاده متغير P -عدد  t -عدد  ضريب
  ثابت 0 78/37 27323/0
00583/0 81/0 432/0 X1 

01104/0- 53/1- 146/0  X2 

02094/0 89/2 011/0 X3  

11705/0 18/16 0 X4 

01184/0 64/1 121/0 X5 

00831/0 15/1 267/0 X12 

00228/0- 31/0- 757/0 X13 

01051/0- 45/1- 166/0 X14 

00529/0 73/0 475/0 X15 

0112/0 55/1 141/0 X23 

00326/0- 45/0- 659/0 X24 

0007/0- 1/0- 924/0 X25 

00792/0 09/1 29/0 X34 

00409/0 56/0 58/0 X35 

01392/0- 87/1- 08/0 X45 



  

  Iranian Chemical Engineering Journal – Vol. 12 - No. 68 (2013)    11  

ينه
به

 
اي
 بر

شت
ط ك

حي
ي م

ساز
 

ول
اتان

يد 
تول

 
رچ

ز قا
ده ا

تفا
 اس

با
...  

  .باشد  مي)1(و بازدهي توليد اتانول به صورت رابطه ها  ارتباط مابين متغير) 5(وجه به جدول با ت
  

Yeth=0/27+ 0/006X1 -0/01X2 +0/02X3+ 0/117X4+0/01X5+0/01X12-0/002X13-0/01X14+0/005X15 + 0/01X23-0/003X24-

0/0007X25+0/008X34+0/004X35 -0/013X45 )1(  
 

  .نشان داده شده است) 6( نيز در جدول ها آزمايشبه اين آناليز واريانس مربوط 
  

  فاكتوريلكسري از  اتانول با استفاده از روش طراحي يبازدهمدل درجه دوم دو  آناليز واريانس براي -6جدول 
F 

P درجه آزادي  
مجموع مربعات 

 متوالي

مجموع مربعات 
 تنظيم شده

مربعات ميانگين 
 تنظيم شده

 منبع

 اثرات اصلي 0924/0 462/0 462/0 5 0 18/55

17/1 377/0 10 019/0 019/0 0019/0 
بر هم كنش دو 

 مرحله اي

 خطاي باقيمانده 00167/0 027/0 027/0 16  

 خطاي خالص 00167/0 027/0 027/0 16  

 مجموع   508/0 31  

  
  

  
از كل تغييرات توسط مدل قابـل پـيش بينـي نيـست زيـرا               % 5تنها  
95 =%R2 بـين معادلـه داده شـده و      يخـوب  خيلي تطبيق   هكباشد  مي 

  .دارد توسط آزمايش  آمدهدست بهمقدار 
 

  اصلي غذايي  اثرمواد3-2
سولفات آمونيوم، دي پتاسـيم     هاي    غلظتاثر،  ها  آزمايشدر اين سري    

 شــده در هيــدروژن فــسفات، ســولفات منيــزيم و دو مــاده مــشخص
بررسـي قـرار    ، يعني كلريد كلسيم و عصاره مخمر مـورد          قسمت قبل 

 پاسخ براي بهينه كردن محيط كـشت        يسطحروش طراحي   . گرفتند
 ةدر هم ـ .  شده است  ارائه )4(مورد استفاده قرار گرفت كه در جدول        

 كشت و دماي محيط كشت بـه        مدت،  گلوكوز، غلظت   ها  آزمايشاين  
در نظر گرفته شـده     C30° ساعت و    24 گرم در ليتر،     30ترتيب برابر   

 )4( در جـدول      زيستي ةتود گليسرول و    ، اتانول يد تول يبازدهو نتايج   
در جـدول     مندرج آناليز آماري حاصل از   نتايج  . نشان داده شده است   

 كـه سـولفات آمونيـوم، دي پتاسـيم هيـدروژن            دهـد   مـي   نشان )7(
بر بازدهي فسفات، سولفات منيزيم و كلريد كلسيم اثر خيلي ناچيزي     

 يمـؤثر خمـر جـزء بـسيار     مة در حالي كـه عـصار   ،درنداتوليد اتانول   
بـه   X5 و   X1  ،X2  ،X3  ،X4متغيرهـاي شـامل     ) 7( در جدول    .باشد مي

 فـسفات،  سولفات آمونيوم، دي پتاسـيم هيـدروژن    هاي    ترتيب غلظت 
 نيـز  Xij .باشـند   مـي   مخمـر  ةسولفات منيزيم، كلريد كلسيم و عصار     

  .باشد  میXj و Xiبيانگر بر هم كنش مرتبه اول مابين 
و بازدهي توليد اتانول به     ها    ارتباط مابين متغير  ) 7(ل  با توجه به جدو   

 .باشد  مي)2(صورت رابطه 

  
Yeth=0/285-0/01X1-0/02X2-0/09X3 + 0/035X4 + 0/1X5 + 

0/0007X1
2 + 0/006X2

2 + 0/025X3
2 + 0/115X4

2 - 0/01X5
2-

0/0004X12 + 0/03X13-0/017X14-0/0004X15-0/013X23-0/02X24-

0 /0002X25 – 0 /023X34 -0 /005X35 +0 /002X45 )2(  
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 وسيله روش سطح پاسخه  اتانول ببازدهي توليد تخمين ضرائب مدل بوسيله رگرسيون خطي چندگانه براي -7جدول 

  مورد استفادههاي  متغير P -عدد  t -عدد  ضريب

 ثابتعدد  246/0 223/1 2848/0

0108/0- 333/0- 745/0 X1 

0208/0- 33/0- 748/0 X2 

0899/0- 278/0- 786/0 X3 

0359/0 111/0 914/0 X4 

1028/0 544/2 027/0 X5 

0007/0 358/0 727/0 X1
2 

0062/0 897/0 389/0 X2
2 

0256/0 135/0 895/0 X3
2 

1148/0 605/0 558/0 X4
2 

0103/0- 469/3- 005/0 X5
2 

0004/0- 094/0-  926/0 X12 

0289/0 129/1 283/0 X13 

0173/0- 673/0- 515/0 X14 

0004/0- 115/0- 91/0 X15 

013/0- 304/0- 766/0 X23 

0211/0- 493/0- 631/0 X24 

0002/0- 031/0- 975/0 X25 

0235/0- 091/0- 929/0 X34 

0054/0- 169/0- 868/0 X35 

0024/0 073/0 943/0 X45 

  
  .استنشان داده شده ) 8( نيز در جدول ها آزمايشآناليز واريانس مربوط به اين 

  
  پاسخ سطح  اتانول با استفاده از روش طراحيبازدهيمدل درجه دوم دو  آناليز واريانس براي -8جدول 

F P درجه آزادي 
مجموع مربعات 

 تناوبي

مجموع مربعات 
 تنظيم شده

مربعات ميانگين تنظيم 
 شده

 منبع

 رگراسيون 0046/0 0925/0 0925/0 20 434/0 13/1

 باقيمانده 00411/0 0452/0 0452/0 11  

  مجموع   1376/0 31  
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از كل تغييرات توسط مدل قابل پـيش بينـي نيـست زيـرا              % 20تنها  
80 =%R2 خوبي بـين معادلـه داده شـده و          نسبتاًكه تطبيق    باشد مي
 البتـه ايـن     .دهـد   را نـشان مـي     توسـط آزمـايش       آمده دست  بهر  امقد

نيز مـي باشـد و در        خيلي كمتر از اين مقدار       ،انحراف در بعضي نقاط   
  .استمعتبر ) 2(كل رابطه 
 مصرفي بود و زمـاني      گلوكوز گرم بر گرم     1/0 اتانول   بازدهيكمترين  

 به دست آمد كه هيچ عصاره مخمري در محـيط كـشت             بازدهياين  
 تـا  44/0ي ديگـر مـابين     هـا   آزمايش اتانول در    بازدهي. وجود نداشت 

 كـه  ي به دسـت آمـد    گلوكوز مصرف  گرم اتانول به ازاي هر گرم        47/0
  .بود مخمر در محيط كشت ة اهميت بسيار زياد عصارةدهند نشان

  
   مخمرةغلظت عصارسازي   بهينه3-3

 گلوكـوز  كه شامل غلظت ثـابتي از     ي مخمر در محيط كشت    ةاثر عصار 
 مـورد بررسـي     موكـور هميلـيس    بوده توسط قارچ     ) گرم در ليتر   30(

 كـه در تمـام      گلوكـوز عـلاوه بـر     هـا     در اين محيط كشت   . قرار گرفت 
مختلـف  هـاي     داراي غلظت ثابت بود، عصاره مخمر با غلظت       ها    نمونه

، 5/0،  صفرهاي   وجود عصاره مخمر با غلظت    . مورد بررسي قرار گرفت   
 زيـستي   ةتود گرم بر ليتر در محيط كشت موجب توليد          6 و   4،  2،  1

ــا    ــر ب ــب براب ــه ترتي ــارچ ب ــن ق  و 24/0، 16/0، 14/0، 1/0، 03/0اي
 بـازدهي نمودارهـاي   . شـد   سـاعت  48پس از مدت     گرم بر ليتر  26/0

حاصل از اين     مصرفي  گلوكوز غلظتگليسرول و  بازدهيتوليد اتانول،   
  . آورده شده است)1( در شكل ها آزمايش

 گـرم در ليتـر      2 در محيط كـشتي كـه شـامل          موكور هميليس  قارچ
 د موجوگلوكوز يتمامنتوانست  ساعت   48 در مدت    ،عصاره مخمر بود  

 يـا  4هاي    ولي هنگامي كه محيط كشت شامل غلظت      . را مصرف كند  
 موجـود در    گلوكـوز  تمـام    ، گرم در ليتر عصاره مخمـر بـود، قـارچ          6

  شــكل( ســاعت مــصرف كــرد 24محــيط كــشت را در مــدت زمــان 
 نياز به زمان طولاني تر براي       موكور هميليس اين،   با وجود ). )ج(-)1(

  . ر ليتر عصاره مخمر داشت گرم ب2 در حضور گلوكوزمصرف كامل 
  
 بحث -4

نوع زيگومايست است كه قادر بـه رشـد         از   يك قارچ    موكور هميليس 
هوازي بر روي منابع كربني مختلفي در محيط         صورت هوازي يا بي    به

  و هـا     قارچ قادر به توليد آنـزيم     اين  . ]3 و   8-12[باشد    مي كشت مايع 

  
  

  توليدبازدهي، )الف( اتانول د توليبازدهينمودارهاي  -1شكل 
مختلف هاي  با افزودن غلظت) ج( گلوكوزو غلظت ) ب( گليسرول

 0هاي با غلظت شامل عصاره مخمرها  نشانه .از عصاره مخمر
   گرم2، (▲) گرم بر ليتر 1، (■) گرم بر ليتر5/0، (●)گرم بر ليتر 

  .ندباش مي (*) گرم بر ليتر 6 و (♦) گرم بر ليتر 4، (+)بر ليتر 

  
 آن نيز شـامل مقـدار        زيستي ةتود بوده و  متنوعي يزيستمحصولات  

 ـ    . ]1و3و11و13و14 [اسـت  كيتوزان   زيادي وسـيله  ه  توليـد اتـانول ب
 قابـل مقايـسه بـا       ،توليـد سرعت   و   بازدهي بر حسب    موكور هميليس 

توانـد بـه عنـوان يـك جـايگزين بـراي              مـي  باشـد و    مـي  مخمر نـان  
ــراي تول  ــسيه ب ــسيس سروي ــد ساكاروماي ــانول ي ــه  ات ــر گرفت در نظ

 گونـه  با اسـتفاده از  توليد اتانول ]1 [ميلاتي و همكارانش. ]1و8[شود
 گـرم   39/0 برابر بـا      را اتانولتوليد  ي  بازدهمشابه را آزمايش كردند و      

 ي اتـانول  همچنـين بـازده    و   گلوكـوز   محيط با سوبستراي   بر گرم در  
دي رقيق چـوب     محلول هيدروليزيت اسي   ر بر گرم د    گرم 44/0برابر با 

 روي يك محـيط      توليد، بر  يبازدهاين  با اين وجود،    . به دست آوردند  
 گرم بـر    5/3 گرم بر ليتر سولفات آمونيوم،       5/7كشت غني كه شامل     
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 گـرم بـر ليتـر سـولفات         74/0ليتر دي هيـدروژن پتاسـيم فـسفات،         
 گرم بر ليتر عـصاره مخمـر و   5 گرم بر ليتر كلريد كلسيم،      1منيزيم،  

، در صـورتي     بود به دست آمد    ات كم مقدار  فلزليتر بر ليتر     ي ميل 10
 نتايج ايـن كـار نـشان داد كـه ايـن قـارچ نيـاز بـه مـواد غـذايي                       كه

  . ردندا اي پيچيده
 زيـادي بـر روي      تـأثير  مخمر   ةعصارغلظت  نتايج حاضر نشان داد كه      
حـضور   كـه    در حالي ،  ارد د موكور هميليس توليد اتانول بوسيله قارچ     

 و  ات كـم مقـدار    فلـز  كلريد كلسيم، ويتامين هـا،       از جمله ديگر   مواد
 اتـانول توليـدي     بـازدهي  خيلي نـاچيزي بـر روي        تأثيرسولفات روي   

، ه باشـد  هنگامي كه عصاره مخمر در محيط كشت وجود داشت        . رنددا
اثر افزودن سولفات آمونيوم، دي پتاسيم هيـدروژن فـسفات، كلريـد            

هنگـامي كـه    . بودند كردن   كلسيم و سولفات منيزيم قابل صرف نظر      
 يبـازده ،   گرم بر ليتر عـصاره مخمـر بـود         6 و   4محيط كشت شامل    

در محيط كشت به    )  گرم بر گرم   47/0حدود  (  بالايي از اتانول     نسبتاً
 ةسـت آمـد كـه بـه جـز عـصار            در حالي به د    بازدهي اين   .دست آمد 

 ولـي سـاير مـواد     وجـود داشـت    نيز در محيط كـشت       گلوكوز ،مخمر
عصاره مخمر شامل پـروتئين     . بودندوجود ن م محيط كشت    غذايي در 

%) 40تـا 35(آزادهـاي     و آمينو اسـيد   %) 15تا10(، پپتيد    %)30تا20(
مختلف، كربوهيدراتها،  هاي    موادغذايي ديگري نيز شامل ويتامين    . بود

. ]15 [ مخمر وجود دارندةموادي مثل تري هالوز و گليكوژن در عصار     
 ,Mg, Ti ,Al اننـد ياري از عناصـر م  مخمر همچنين شامل بسةعصار

Ba, Cu, Fe, Mn, Sr, Cd, Co, Cr, Ga , Mo, Ni, Pb, Sn, V و Zn 

 هيچكـدام از مـواد غـذايي        تحقيـق در ايـن    . ]16-17[باشـد     مـي  نيز
ــست نقــشي م ــدنتوان ــصارانن ــد ة ع ــا كن ــر ايف ــا اســتفاده از .  مخم ب

م  گر 4مشخص شد كه غلظت بيش از        ،گرفتكه انجام   هايي    آزمايش
 گـرم در ليتـر      30در محيط كشتي كـه شـامل         مخمر   ةبر ليتر عصار  

. تواند نقـش تمـام مـواد غـذايي ديگـر را ايفـا كنـد                 مي  باشد گلوكوز
گليسرول در محيط كشت به عنـوان اصـلي تـرين محـصول جـانبي               

سـوخت   توليد شـد در حـالي كـه هـيچ     موكور هميليستوسط قارچ   
 توليد اتانول، گليسرول    يبازدهبيشترين  .  ديگري شناسايي نشد   وساز

 كـه   در محيط كـشتي  توسط قارچهوازي  بي در كشت    توده زيستي و  
 و  08/0،  48/0 بود به ترتيـب برابـر بـا          گلوكوز گرم بر ليتر     30شامل  

 ديگـر   يبـازده .  مصرفي بـه دسـت آمدنـد       گلوكوز گرم بر گرم     19/0
لاكتيك، پيروويـك و ساكـسينيك      هاي    مثل اسيد ها    سوخت و سازها  

  .  دست آمدندبه  مصرفي گلوكوز گرم بر گرم01/0 از كمتر

از نظـر بـازدهي توليـد        هميليسموكور   قارچ كه   دادنتايج نشان   اين  
 ـ.  شباهت زيادي بـه مخمـر نـان دارد   الكل و محصولات جانبي آن     ه ب

 بـالاي   بـازدهي  بـا    ساكارومايسيس سرويـسه  عنوان مثال يك مخمر     
 بر ليتر سولفات آمونيوم،      گرم 5/7روي محيط كشتي حاوي     ر  اتانول ب 

 گـرم بـر ليتـر       75/0 گرم بر ليتر دي هيدروژن پتاسيم فسفات،         5/3
 ة گرم بر ليتر عـصار     5 گرم بر ليتر كلريد كلسيم،       1سولفات منيزيم،   

 ]18[نمايد   ميگرم اتانول توليدهر  گرم بر    48/0 برابر   بازدهي ،مخمر
  .باشد  ميكه مشابه نتايج بهينه اين تحقيق
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