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  چكيده
 Zymomonas mobilis كشت جهت بالا بردن توليد اتانل توسط باكتري بهينه سازي محيط و شرايط هدف از اين تحقيق

ختلف اثر منابع كربني و نيتروژني م one-factor-at-a-time)(ابتدا با استفاده از روش تغيير يك فاكتور در يك زمان . بود
سپس بهينه سازي بهترين منابع غذايي به روش آناليز آماري . درصد تلقيح اوليه در توليد بررسي گرديد و pH ،همچنين اثر دما

زايلوز، فروكتوز، رافينوز، لاكتوز، مانيتول، مالتوز، سوكروز و گلوكز در  منابع كربني مختلف مانند ابتدا اثر. تاگوچي انجام پذيرفت
مخمر،  عصارةپس از آن اثر منابع نيتروژني پيچيده و معدني مختلف مانند آب پنير، . وسط اين باكتري بررسي شدتوليد اتانل ت

آرد  عصارةاثر منابع نيتروژني ارزان قيمت مانند . پپتون، نيترات آمونيوم و نيترات پتاسيم در توليد اتانل توسط اين باكتري بررسي شد
نتايج نشان داد كه از . سيب زميني نيز در افزايش توليد اتانل بررسي شد ةعصارس برنج و سبو عصارةسبوس گندم،  عصارةجو، 

ولي چون هدف استفاده از منابع ارزان قيمت در توليد اتانل بود، شكر  .استميان منابع كربني سوكروز به عنوان بهترين منبع كربن 
مخمر، پپتون به عنوان  ةمنابع نيتروژني آب پنير، عصار از ميان .تبه جاي سوكروز جايگزين شد كه اثر خوبي در توليد اتانل داش

بهترين دما، درصد تلقيح . سبوس گندم به عنوان بهترين منبع شناخته شدند عصارةبهترين منابع نيتروژني و از ميان منابع ارزان قيمت 
مخمر روي توليد اتانل بررسي شد كه نتايج  ةاثر حذف پپتون و عصار. بودند 5/5و % 12) حجمي/حجمي(، Cº50 به ترتيب  pHو 

 67/2 ةزان توليد اتانل در شرايط اوليبا توجه به نتايج به دست آمده مي. نشان داد وجود هر دو منبع براي توليد اتانل ضروري مي باشد
و  one-factor-at-a-time)(تغيير يك فاكتور در يك زمان  صد بود كه با بهينه سازي شرايط توليد پس از انجام روشدر

  . درصد رسيد  07/86و   63/38به ترتيب  به ميزان   تاگوچي
  

  .اتانل ، بهينه سازي، Zymomonas mobilis  :كلمات كليدي
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  مقدمه
توجـه بـه حقـايقي همچـون محـدود بـودن منـابع        با 

ســوخت هــاي فســيلي، در خواســت رو بــه رشــد بــراي  
در  دريافــت انــرژي و همچنــين افــزايش بهــاي ســوخت

جهان، جوامع صنعتي را در اين انديشه فرو برد كه بـراي  
منـابع نفتـي بايـد در جسـتجو و      ءدريافت انرژي بـه جـز  

در . جايگزين كردن ساير منابع تجديدپـذير انـرژي بـود   
عنوان سـوخت كامـل و    اين ميان بهره جستن از اتانل به

افزودنـي بـه سـوخت در بسـياري از كشـورهاي       ةيا مـاد 
طرح شـده و اسـتفاده از الكـل بـه عنـوان      صنعتي جهان م

سوخت برتر در دستور كـار بسـياري از دولـت هـا قـرار      
از جملـه بسـياري ميكروارگانيسـم هـا كـه      . گرفته اسـت 
اتانل بودند، ساكارومايسس سرويزيه  هنـوز   ةتوليد كنند

  در مقـام بعـدي بـاكتري   . در رتبه اول باقي مانده اسـت 
Zymomonas mobilis  كانديداها براي از مهمترين
  ).1( توليد صنعتي اتانل مي باشد

در توليد اتانل بهتر است كه از  محيط هـاي كشـت   
ارزان قيمــت و مــواد غــذايي در دســترس  و مــورد نيــاز 

ــود  ــتفاده شـ ــم اسـ  Zymomonas .ميكروارگانيسـ

mobilis  يك باكتري بي هوازي، گرم منفي است كـه 
بـه   (ED)اتانل را از گلوكز توسط روش انتردئـودورف 
و  (PDC)كمك آنـزيم هـاي پيـروات دكربوكسـيلاز     

  ).9و 4، 1(توليـد مـي كنـد    (ADH)الكل دهيدروژناز 
اين باكتري جهت توليد اتانل بيش از سه دهه اسـت كـه    

و داراي برخي مزايا در زمينه توليـد  ) 1( مطالعه مي شود
اتانل نسبت به ساكاروميسـس مـي باشـد كـه ايـن مزايـا       

  جذب بـالاتر قنـد و بـازده بـالاتر الكـل،     ) 1 : عبارتند از 
كمتر بودن بيومس و تحمل غلظت هاي بالاتر الكل، ) 2
ــر،     ) 3 ــال تخمي ــيژن در ح ــزودن اكس ــه اف ــاز ب ــدم ني   ع
عدم وجود ) 5توانايي انجام دستكاري هاي ژنتيكي، ) 4 

توانـــايي رشـــد در ) 6بازدارنـــدگي سوبســـتر روي آن، 
  ).4(ائين پ pHتوانايي تحمل ) 7دماهاي بالا، 

توليد اتانل از منبع غذايي شكر و نشاسته  تكنولوژي
. )3(بررسي شد 2008و همكاران در سال  Baiتوسط 

در  Zymomonas mobilisطبق گزارش آن ها 
مقايسه با ساكارومايسس سرويزيه، محصول اتانل 

 ارزيابي زيموموناس مبني بر توليد اتانل از .بيشتري دارد

و  Davisروليز شده نيز توسطيك پسماند نشاسته هيد
بهينه سازي  ).3(بررسي شد  2006همكاران در سال 

 سطح براي توليد اتانل شرايط تخمير به روش واكنش

ثابت كردن همزمان  اه باساگو همر ةاز نشاست
 Zymomonas آميلوگلوكوسيداز و سلول هاي

mobilis  توسطVeera Venca  و همكاران در سال
همچنين بهينه سازي و بر هم  .)11( انجام شد 2006

كنش تركيبات محيط هاي كشت در توليد اتانل به 
 Zymomonas استفاده از روش واكنش سطح با

mobilis  توسطOthumpangat 1999 در سال 

و همكاران در سال Veera Venca  .)7( گزارش شد
2006 )11( ،Vasimon.R  2006و همكاران در سال 

)10 (Sonali Patle 2008ان در سال و همكار )و   )8
Yuya  از منابع ارزان ) 13( 2008و همكاران در سال

، مواد صنعتي )نشاسته كاساوا(قيمتي چون تاپيوكا 
Agro  وThippi هاي كاغذ در توليد اتانل  و تفاله

 2006و همكاران در سال  Davis. استفاده كردند
گزارش دادند كه در حال حاضر، توليد اتانل تجاري به 

ير سوكروز از  نيشكر و ملاس يا مشتقات گلوكز از تخم
نشاسته مبتني بر محصولاتي چون ذرت، گندم و نشاسته 

  .)3( كاساوا است
در اين تحقيق از منابع ارزان قيمتي چون آب پنير، 

آرد  عصارةسبوس برنج،  عصارةسبوس گندم،  عصارة
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منابع  ةب زميني استفاده شد كه در زمينسي عصارةجو و 
با . قيمت اولين تحقيقي بود كه انجام پذيرفته است ارزان

 ةنجام شده اطلاعاتي كمي در زمينتوجه به مطالعات ا
بهينه سازي توليد اتانل توسط اين باكتري در محيط 
كشت با منابع ارزان قيمت ذكر شده وجود دارد و اين 

بهينه سازي . اولين گزارش علمي در اين زمينه مي باشد
ي دو مرحله انجام شد كه در مرحله به روش تاگوچي ط

تايي بررسي شد كه با توجه به نتايج  12اول يك آرايه 
و انتخاب فاكتورهايي كه بيشترين اثر را داشتند مرحله 

تايي مورد  9دوم انجام شد كه در اين مرحله آرايه 
  . بررسي قرار گرفت

  
  مواد و روش ها

 Zymomonas mobilisبـاكتري   :  ارگانيسـم 

PTCC 1718 (DSMZ 424)   ــازمان از سـ
طـول   در و هاي علمي و صنعتي ايران تهيـه شـد   پژوهش

  . اين تحقيق استفاده شد
محـيط كشـت زيمومونـاس مـوبيليس     : محيط كشت

  :كيبات ذيل برحسب گرم در ليتر بودحاوي تر
Bacto peptone 10.0g , Yeast extract 
10.0g , Glucose 20.0g , Agar 15.0g , 
Distilled water 1000.0ml. 

 هـوازي   باكتري در شرايط بي :شرايط محيط كشت

(anaerobic) در دمـــايC º30   از آمپـــول ليـــوفيليزه
  .شد كشت داده 

ساعت در پليت ها و  24-32باكتري ها بعد از زمان 
محيط براث رشد كردند و سـپس پليـت هـا در يخچـال     

ز نگهداري شدند و بنا به نياز هر مرحله بـه مـايع تلقـيح ا   
كلني هاي شكل گرفته در پليت بـراي تلقـيح در محـيط    
براث استفاده شد و هر سـه هفتـه يـك پاسـاژ جديـد در      

تركيب محيط كشت  .پليت حاوي محيط تازه انجام شد
  : حاوي تركيبات ذيل برحسب گرم در ليتر بود پايه

Bacto peptone 2.5g , Yeast extract  2.5g 
, Glucose 1.5g , KH2PO4 0.1g , MgSO4 

0.1g , (NH4)2SO4 0.1g 
  

 از  %8 تلقيح به اين محيط كشت به ميزان
  pH=5/4و   Cº37سوسپانسيون كشت اوليه در دماي 

  . انجام پذيرفت
 سنجش اتانل به روش  در اين تحققيق: سنجش اتانل

Dichromate Colorimetric method  انجام
كه دستور كار آن توسط ويليام و همكاران  در  .شد

  . )13( گزارش شد 1950سال 
   :كه مراحل سنجش آن به شرح ذيل بود

) سانتريفيوژ شده(از نمونه رويي  ml 1ابتدا با پيپت
 ml1 محلول دي كرومات پتاسيم و ml1 برداشته و

. شدمحلول اشباع دي فنيل كاربازيد به آن  اضافه  
دقيقه تا ايجاد رنگ  5-15براي  Cº90سپس تركيب در 

محلول  ml1ي گرما داده شد سپس قرمز قهوه ا
براي ) Rochelle salt( %40پتاسيم سديم تارتارات 

بعد از خنك كردن و . پايدار كردن رنگ اضافه شد
رساندن به دماي اتاق در يك حمام آب سرد، ميزان 

. خوانده شد nm575جذب با يك اسپكتوفتومتر در 
 اتانل توليد شده با كمك منحني استاندارد تعيين غلظت

  . شد
اتانل با  Time course)(ماكزيمم توليد  زمان

ابتدا زمان ماكزيمم توليد در محيط   :يهاستفاده از محيط پا
 .كشت پايه  بررسي شد

جهت بهينه  :و مقادير آنبهينه سازي منابع كربني 
سازي منبع كربن از هفت منبع مانيتول، لاكتوز، 

ميزان  به سوكروز، زايلوز، فروكتوز، رافينوز، گلوكز
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استفاده شد و پس از بررسي نتايج و به  گرم در ليتر 5/1
دست آوردن بهترين منبع كربن، مقادير آن نيز بهينه 

  .شد
جهت  بهينه   :بهينه سازي منابع نيتروژني و مقادير آن

 عصارةسازي منبع نيتروژن از پنج منبع كربن آب پنير، 
ستفاده شد پتاسيم ا نيتراتمخمر، پپتون، نيترات آمونيوم، 

و پس از بررسي نتايج و به دست آوردن بهترين منبع 
  .نيتروژن، مقادير آن نيز بهينه شد

توليـد اتانـل    Time course)(بررسي زمان ماكزيمم 
پس از بهينـه سـازي منبـع كـربن و منـابع      : در محيط بهينه

نيتروژني و بدست آوردن بهتـرين مقـادير منـابع در ايـن     
 .يد در اين محيط بررسي شدمرحله زمان ماكزيمم تول

جهت تعيين بهترين  :شرايط محيط كشتبررسي تغيير 
 .بهينه شد  pHميزان  تلقيح ، دما و شرايط محيط كشت

ثير استفاده از منابع ارزان نيتروژني در ميزان توليد أت
هدف اصلي از اين تحقيق استفاده از منابع ارزان : اتانل

ي اين منظور آب پنير، قيمت براي توليد اتانل بود كه برا
زميني تهيه  آرد جو، سبوس گندم، سبوس برنج و سيب

شد و توليد اتانل در محيط هاي حاوي اين تركيبات به 
  .سنجيده شد گرم در ليتر 5/2ميزان 

هينه از نظر شرايط بررسي توليد اتانل در شرايط ب
پس از به دست آوردن بهترين شرايط : محيطي و منابع

منابع كربني و نيتروژني و منابع ارزان  محيطي و بهترين
قيمت ماكزيمم ميزان توليد اتانل در شرايط بهينه 

  .سنجيده شد
تا اين : مرحله اول بهينه سازي محيط به روش تاگوچي

-oneمرحله بهينه سازي توليد اتانل به روش كلاسيك 

factor-at-a-time  انجام گرفت و تغييري در
از لحاظ كربن و فرمولاسيون محيط كشت بهينه 

 با استفاده از روش آناليز آماري . نيتروژن انجام نشد

Taguchi  بهينه سازي فاكتورهاي غذايي محيط كشت
اول با توجه به هشت  مرحلةدر . شد انجامدر دو مرحله  

فاكتور غذايي محيط كشت همه فاكتورها در دو سطح 
 12با اين شرايط از يك آرايه ي . در نظر گرفته شدند

آناليز آماري . )1جدول( استفاده شد) L12(ايي ت
هاي هاي بدست آمده با كمك نرم افزار داده

Minitab15    و Splus انجام شد.  
  

سازي  دير فاكتورهاي محيط كشت در بهينهسطح و مقا :1جدول 
  به روش تاگوچي مرحله اول

  
بـا  : دوم  مرحلـة بهينه سازي محيط بـه روش تـاگوچي   

اول  چهـار   مرحلـة توجه به آناليز نتايج به دست آمده از 
ــاثير را در محــيط داشــتند   فــاكتور اوليــه كــه بيشــترين ت

ــا ــد  انتخ ــي گردي ــطح بررس ــه س ــده و در س ــه . ب ش بقي
  .فاكتورها در همان ميزان بهينه اضافه شدند

  
  
  
  
  

  سطح
  فاكتورها 

  2سطح   1سطح 

  5/1  75/0  شكر
  5/0  25/0  آب پنير

  5/0  25/0  مخمر ةعصار
  5/0  25/0  مخمر ةعصار

  5/0  25/0  پپتون
KH2PO4  1/0  2/0  

 (NH4)2SO4  1/0  2/0  
MgSO4  05/0  1/0  
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سطوح مورد استفاده براي فاكتورهاي محيط كشت  :2جدول 
  مختلف تاگوچي مرحله دوم) Trials(آزمايش در آزمايش هاي 

  سطح
  فاكتورها 

  3سطح   2سطح   1سطح 

  5/2  0/2  5/1  شكر
  5/1  0/1  5/0  آب پنير

KH2PO4  2/0  7/0  12/0  
MgSO4  05/0  1/0  15/0  

       
  .فاكتورها به همان ميزان اوليه اضافه شدند ةبقي

  
مخمر  عصارةبررسي ميزان توليد اتانل با حذف پپتون و 

: به دست آمده در تاگوچي مرحله اولدر بهترين شرايط 

جهت بررسي ميزان اثر عصاره مخمر و پپتون در توليد 
ه يكي حاوي بهترين مقادير به دست دو محيط ك اتانل

آمده از مرحله تاگوچي بود و يكي حاوي مقادير محيط 
مخمر و  عصارةبهينه با اين تفاوت كه در هر دو آن ها 

پپتون حذف شد و سپس توليد اتانل در هر دو سنجيده 
  .شد

  
  نتايج

اتانل با  Time course)(زمان ماكزيمم توليد بررسي 
زمـان مـاكزيمم   ) 1(طبـق نمـودار    :ز محـيط پايـه  استفاده ا

  .ساعت به دست آمد 56توليد اتانل در محيط پايه 

  
  در محيط پايه Zymomonas mobilis زمان ماكزيمم توليد اتانل توسط باكتري :1نمودار 

  
ــابع كربنــي     ــه ســازي من ــق : و مقــادير آنبهين طب

كــربن مــورد اســتفاده  منبــع 8از بــين ) 3و2(نمودارهــاي 
رين اثر را در توليد اتانل داشته و در بررسي سوكروز بهت

گــرم درصــد  75/0بهتــرين غلظــت هــاي آن ســوكروز 
  .بيشترين اثر را در  توليد اتانل داشت
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  تاثير سطوح مختلف سوكروز در توليد اتانل :2نمودار 

  

  
  مناسب  تعيين منبع كربن :3نمودار 

  
ودارهـاي  طبـق نم   :بهينه سازي منابع نيتروژني و مقادير آن

ــابع نيتروژنــي عصــاره ي مخمــر، آب پنيــر و  ) 5و  4( من
گرم درصد بيشـترين اثـر را    25/0پپتون به ميزان مساوي 
  .در توليد اتانل داشتند
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  29   ... اتانل با استفاده از سوبستر هاي بهينه سازي توليد

  
  نيژتاثير سطوح مختلف منابع نيترو :4نمودار 

  

  
  ني مناسبژتعيين منابع نيترو  :5 نمودار

                                                            
 

توليد اتانل  Time course)(بررسي زمان ماكزيمم 
زمان ماكزيمم ) 7و  6(طبق نمودارهاي : در محيط بهينه

چون هدف . ساعت شد 32توليد اتانل در محيط بهينه 
استفاده از منابع ارزان قيمت بود در اين مرحله شكر 

ط زمان بهينه در محي) 6(نمودار . جايگزين سوكروز شد
زمان بهينه در محيط حاوي ) 7(و نمودار  شكرحاوي 
  .را نشان مي دهد سوكروز
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  )منبع كربن شكر(زمان ماكزيمم توليد اتانل در محيط بهينه  :6نمودار 

  
  )سوكروزمنبع كربن (زمان ماكزيمم توليد اتانل در محيط بهينه  :7نمودار 

 
در ) 8(طبق نمودار : تغيير غلظت تلقيح در محيط بهينه

ــاي  ــيح هـ ــين تلقـ ــد 20و 16، 12، 8، 4بـ ــيح درصـ  تلقـ
بيشترين ) حجمي/حجمي( %12 تلقيح) حجمي/حجمي(

  .توليد اتانل را داشت
 

  
  تغيير غلظت تلقيح در محيط بهينه :8نمودار 
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  .درجه سانتي گراد بهترين اثر را در توليد اتانل داشت 50دماي ) 9(طبق نمودار  :تغيير دما در محيط بهينه

  
  تغييردما در محيط بهينه شده  :9نمودار 

  
  .بهترين اثر را در توليد اتانل داشت pH=5/5) 10(طبق نمودار  :در محيط بهينه pHتغيير 

  
  در محيط بهينه pHتغيير  :10نمودار 

  
م  بهتـرين اثـر را در   عصـاره ي سـبوس گنـد   ) 11(مـودار  طبق ن :ثير استفاده از منابع ارزان نيتروژني در ميزان توليد اتانلأت

  .توليد اتانل داشت
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  در توليد اتانل تاثير منابع ارزان نيتروژني :11نمودار 

  
بررســي توليــد اتانــل در شــرايط بهينــه از نظــر شــرايط  

ــي  ــي، نيتروژن ــابع كربن ــق  : و ارزان قيمــت محيطــي و من طب
منـابع   ةيـزان توليـد اتانـل در شـرايط بهين ـ    م) 12(نمودار 

نــي حــاوي ســوكروز و شــكر بــه ترتيــب ژكربنــي، نيترو
  .شددرصد  629/38و  065/24  معادل

  

  
  ) سبوس گندم(توليد اتانل در شرايط بهينه و بهترين منبع ارزان نيتروژني  :12نمودار 

  
 :مرحلـه اول  بهينه سازي محيط بـه روش تـاگوچي  

نشــان داده شــده ) 3(ارلــن در جــدول  12ميــزان توليــد 
 11ن مـي دهـد ارلـن شـماره ي     نشـا ) 13(نمودار . است

نسبت بـه بقيـه بيشـترين توليـد اتانـل را دارد كـه معـادل        

تحليل نتـايج  ) 4 (طبق جدول  .درصد مي باشد 148/56
طبق نتايج نتيجه  .تحليل واريانس انجام پذيرفت ةبه وسيل
ــرفتيم ــاكتور  گ ــار ف  ، MgSO4   ، KH2PO4چه

Sugar ، Wheyرندبيشترين اثر را در توليد اتانل دا.  
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  33   ... اتانل با استفاده از سوبستر هاي بهينه سازي توليد

  
  ) مرحله اول(بهينه سازي توليد اتانل توسط روش تاگوچي  :13نمودار  

  
  مرحله اول  تاگوچي ةيزان توليد اتانل در شرايط بهينم :3جدول 

  فاكتورها
  آزمايش

  آب  سوكروز
  پنير 

  ةعصار
  گندم 

  ةعصار

  مخمر
  KH2PO4  (NH4)2SO4  MgSO4  پپتون

توليد برحسب 
  درصد

1  1  1  1  1  1  1  1  1  485/16  
2  2  2  2  1  1  1  1  1  8/14  
3  1  1  1  2  2  2  1  1  254/13  
4  2  2  1  2  2  1  2  1  505/35  
5  2  1  2  2  1  2  2  1  788/30  
6  1  2  2  1  2  2  2  1  254/43  
7  2  2  1  1  2  2  1  2  627/20  
8  1  2  2  2  1  2  1  2  471/49  
9  2  1  2  2  2  1  1  2  591/43  

10  2  1  1  1  1  2  2  2  952/51  
11  1  1  2  1  2  1  2  2  148/56  
12  1  2  1  2  1  1  2  2  727/50  
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  )مرحله اول تاگوچي(اكتورهاي مختلف در توليد اتانل آناليز واريانس اثر ف :4جدول 
  درصدتوليد برحسب   DF  SUM OF Sq Mean Sq  F  value  فاكتورها
  00/0  7990/418  658/2452  658/2452  1  سوكروز
  00/0  6939/349  950/2047  950/2047  1  آب پنير

  98/0  0005/0  003/0  003/0  1  گندم ةعصار
  13/0  5697/2  049/15  049/15  1  مخمر ةعصار

  00/0  2268/12  605/71  605/71  1  پپتون
KH2 PO4 1  240/363  240/363  0244/62  00/0  

(NH4)2SO4  1  933/0  933/0  1593/0  69/0  
MgSO4  1  265/156  265/156  6828/26  00/0  

  00/0  4205/18  878/107  878/107  1  آب پنير *شكر 
  KH2PO4  1  414/195  414/195  3676/33  00/0 *شكر 
  MgSO4  1  581/226  581/226  6895/39  00/0 *شكر 

Residual  12  277/70  856/5  -  -  
  

 :دوم مرحلةبهينه سازي محيط به روش تاگوچي 
بيشترين  9ة نشان مي دهد كه ارلن شمار) 14( نمودار

. درصد مي باشد 07/86اشت كه معادل توليد اتانل را د
تحليل واريانس  ةتحليل نتايج به وسيل )6(طبق جدول 

 سه فاكتور طبق نتايج نتيجه گرفتيم .انجام پذيرفت
MgSO4  ، Sugar ، Whey بيشترين اثر را در توليد
  .اتانل دارند

  

  
  )مرحله دوم(بهينه سازي توليد اتانل توسط روش تاگوچي  :14نمودار 
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  35   ... اتانل با استفاده از سوبستر هاي بهينه سازي توليد

  تاگوچي مرحله دومة يزان توليد اتانل در شرايط بهينم: 5جدول
  فاكتورها

  آزمايش
  توليد برحسب درصد  KH2PO4  MgSO4  آب پنير  شكر

1  1  1  1  1  385/41  
2  1  2  2  2  762/39  
3  1  3  3  3  012/49  
4  2  1  2  3  914/56  
5  2  2  3  1  799/51  
6  2  3  1  2  877/44  
7  3  1  3  2  275/45  
8  3  2  1  3  03/45  
9  3  3  2  1  07/86  

  
  

  )مرحله دوم تاگوچي( آناليز واريانس اثر چهار فاكتور موثرتر در توليد اتانل  : 6 جدول 
  توليد برحسب درصد  DF  SUM OF Sq Mean Sq  F  value  فاكتورها
  00/0  99421/24  722/506  722/506  1  شكر

  00/0  78503/23  411/344  411/344  1  آب پنير
KH2PO4 1  664/48  664/48  36075/3  09/0  
MgSO4  1  454/412  454/412  48406/28  00/0  

  00/0  47296/89  583/1295  583/1295  1  آب پنير *شكر 
  KH2PO4  1  964/453  964/453  35077/31  00/0 *شكر 
  MgSO4  1  177/136  177/136  40437/9  01/0 *شكر 

Residual  12  321/130  480/14  -  -  
  

حذف پپتون و عصارة مخمر در بررسي توليد اتانل با 
يك  :بهترين شرايط به دست آمده در تاگوچي مرحلة اول

ارلن محتوياتش به همان ميزان شرايط بهينه بود و يك 
تاگوچي مرحله اول ة لن محتوياتش به ميزان ارلن بهينار

درصد و  758/24بود كه ميزان توليد اتانل در ارلن اول 
ا توجه به نتايج به درصد بود و ب 32/32در ارلن دوم 

دست آمده متوجه شديم كه حذف پپتون و عصارة 
مخمر موجب كاهش قابل توجه توليد اتانل مي شود و 

نتايج به . هر دو عامل وجودشان در محيط لازم است
.نشان داده شده است) 15(دست آمده در نمودار 
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  خمر م عصارةميزان توليد اتانل در محيط بدون پپتون و  :15نمودار 

  
   بحث

به عنوان منبع توليد  Z. mobilis، 1970از سال 
اتانل مورد توجه بسياري از محققين قرار گرفته  ةكنند
ويژگي رشد و تخمير سريع، مقاومت بالا به اتانل . است

جزء خصوصيات واقعاً منحصر به فرد در اين باكتري 
 Saccharomycesمي باشد و محصول بيشتري از 

cerevisiae ددار.  
ميزان توليد اتانل سه تا پنج برابر بيشتر از 

Saccharomyces cerevisiae  بوده و محصول
از ماكزيمم تئوري را دارد، در حاليكه  براي  %97اتانل 

Saccharomyces cerevisiae 92-90% مي باشد 
)2( .  

به One-factor-at-a-time  استفاده از روش
شرايط  راستي ممكن است تركيبات مواد غذايي و

محيط كشت را براي به دست آوردن اتانل بيشتر توسط 
. وجود آورده ب Zymomonas mobilis  باكتري

مخمر،  عصارةمواد غذايي همچون شكر، آب پنير، 
گندم كانديداهاي مناسبي به عنوان مواد ارزان  عصارة

 .قيمت در راستاي كاربرد صنعتي هستند

كتور در يك ابتدا با استفاده از روش تغيير يك فا
اثر منابع كربني و  )one-factor-at-a-time( زمان 

و درصد تلقيح  pH ،نيتروژني مختلف همچنين اثر دما
سپس بهينه سازي بهترين . اوليه در توليد بررسي گرديد

منابع غذايي به روش آناليز آماري تاگوچي انجام 
نتايج نيز از طريق تحليل واريانس تحليل و . پذيرفت

زايلوز،  منابع كربني مختلف مانند ابتدا اثر. بررسي شد
فروكتوز، رافينوز، لاكتوز، مانيتول، مالتوز، سوكروز و 
گلوكز در توليد اتانل توسط اين باكتري بررسي گرديد 
و پس از به دست آوردن بهترين منبع ميزان آن بهينه شد 

گرم درصد  75/0كه نتايج نشان داد رافينوز و سوكروز 
را در توليد دارند و چون هدف استفاده از بهترين اثر 

منابع ارزان قيمت در توليد اتانل بود و چون رافينوز قند 
ادي مقرون به صرفه نبود گراني است و از لحاظ اقتص

مراحل از سوكروز استفاده شد و با جايگزين  ةدر بقي
كردن شكر به جاي سوكروز نيز افزايش توليد بدست 

نيتروژني پيچيده و معدني  پس از آن اثر منابع. آمد
مخمر، پپتون، نيترات  عصارةمختلف مانند آب پنير، 

آمونيوم و نيترات پتاسيم در توليد اتانل توسط اين 
باكتري بررسي شد و پس از به دست آوردن بهترين 
منابع ميزان آن ها نيز بهينه شد كه نتايج نشان داد كه سه 

ه به ميزان مخمر، پپتون و آب پنير هر س عصارةمنبع 
ثير را در توليد اتانل أگرم درصد بيشترين ت25/0مساوي 
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  37   ... اتانل با استفاده از سوبستر هاي بهينه سازي توليد

آرد  عصارةاثر منابع نيتروژني ارزان قيمت مانند . دارند
 عصارةسبوس برنج و  عصارةسبوس گندم،  عصارةجو، 

سيب زميني نيز در افزايش توليد اتانل بررسي شد كه با 
سبوس گندم  عصارةتوجه به نتايج به دست آمده 

بهترين دما، درصد . ترين اثر را در توليد اتانل داشتبيش
% Cº50  ،12به ترتيب عبارت بودند از  pHتلقيح  و 

مخمر  عصارةاثر حذف پپتون و . 5/5، )حجمي/حجمي(
روي توليد اتانل بررسي شد كه نتايج نشان داد وجود 

بهينه . هر دو منبع براي توليد اتانل ضروري مي باشد
كه در . ي در دو مرحله انجام شدسازي به روش تاگوچ

  اول ترتيب اثر فاكتورها به شكل ذيل بود مرحلة
Sugar>Whey>KH2PO4>MgSO4> 
peptone>Wheat extract> (NH4)2SO4> 
Yeast extract 

  
اول نشان داد  مرحلةنتايج بهينه سازي در تاگوچي 

بيشترين توليد اتانل را دارد كه محتويات  11كه ارلن 
  :زير بود شامل موادآن 

Sugar (1/5%), Whey (0/5%), Wheat 
extract (0/25%), Yeast extract (0/5%), 
peptone (0/25%), KH2PO4 (0/2%), 
(NH4)2SO4 (0.1%), MgSO4 (0.05%) 

  
اول  مرحلةكه پس از تحليل واريانس نتايج 

اول انتخاب و  مرحلةتاگوچي چهار فاكتور موثرتر در 
  ةنتايج نشان داد ارلن شمارشد كه در سه سطح بررسي 

كه محتويات آن شامل بيشترين توليد اتانل را دارد  9
  :مواد زير بود

Sugar (2/5%), Whey (1/5%), Wheat 
extract (0/25%), Yeast extract (0/5%), 
peptone (0/25%), KH2PO4 (0/7%), 
(NH4)2SO4 (0.1%), MgSO4 (0.05%) 

زان توليد اتانل در يبا توجه به نتايج به دست آمده م
درصد بود كه با بهينه سازي شرايط  67/2 ةشرايط اولي

تغيير يك فاكتور در يك  توليد پس از انجام روش
و تاگوچي توليد ) one-factor-at-a-time( زمان

  .رسيد  07/86و  63/38به ترتيب  به ميزان 
نيشكر  عصارةاز  2003جوآ و همكاران در سال 

 استفاده كردند Z. mobilisط جهت توليد اتانل توس
مانيلدرا  ةاز نشاست 2006، ليندا و همكاران در سال )5(
)Manildra(  جهت توليد اتانل توسطZ. mobilis  

در اين تحقيق بهينه سازي به روش . )3( استفاده كردند
تاگوچي طي دو مرحله انجام شد در تحقيقات انجام 

سازي شرايط وراونكاتا و اتومپانگات بهينه شده توسط 
روش  ةوسيله ساگو ب ةاز نشاست تخمير براي توليد اتانل

 .Zثابت كردن همزمان آميلوگلوكوسيداز و سلول هاي 

mobilis  سطح  به كمك روش آناليز آماري واكنش
و بهينه سازي و بر هم كنش تركيبات محيط هاي كشت 

 د ميزان توليد اتانل را به مقدارانجام شد و آن ها توانستن

در اين تحقيق از . )11و7( گرم در ليتر برسانند 3/55
منابع ارزاني چون آب پنير، عصاره آرد جو، عصاره 
سبوس گندم، عصاره سيب زميني و عصاره سبوس برنج 
استفاده شد در تحقيقات سونالي پاتل و همكاران در 

 2008يويا ياميشيتا و همكاران در سال  و) 8( 2008سال 
نشاسته (قيمتي چون تاپيوكا از منابع ارزان ) 13(

و تفاله هاي  thippiو  agro، مواد صنعتي )كاساوا
  . كاغذ در توليد اتانل استفاده شد

در بررسي هاي انجام گرفته با حذف پپتون و 
ه هر دو فاكتور در مخمر اين نتيجه بدست آمد ك عصارة

ثير مهمي دارند و حضورشان در محيط أتوليد اتانل ت
حقيق صورت گرفته توسط در ت. ضروري است

مخمر اتانل  عصارةاتومپانگات و همكاران نيز با فقدان 
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آن ها محصول اتانل به طور رايج  ةطبق نتيج .توليد نشد
ا مخمر افزايش مي يابد، ام عصارةتوسط افزايش غلظت 

دن به سطح ماكزيمم محصول كاهش بعد از رسي
ه اين اتومپانگات و همكاران در تحقيقات خود ب. يابد مي

نتيجه رسيدند كه افزايش غلظت سولفات آمونيوم 
افزايش محصول اتانل را سبب مي شود و بالاتر از سطح 

در اين تحقيق . )7( اپتيمم محصول اتانل كاهش مي يابد
در . سولفات آمونيوم اثر زيادي در توليد اتانل نداشت

اين تحقيق در بررسي منابع كربني گلوكز كمترين اثر را 
در بررسي هاي انجام شده توسط . د اتانل داشتدر تولي

و ليندا ) 6( 2006علي محققي و همكاران در سال 
نيز گلوكز ) 2( 2005داويس و همكاران در سال 

 .كمترين اثر را داشت
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