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  ـ زايلوزيد اتانول از قند شناسائي مخمرهاي توليد كننده جداسازي و

    3333غلامرضا قزلباش**** و 2222گيتي امتيازي،2222ايرج نحوي ،1111مطلقاالله حميديروح

  ور ايرانسسه پاستؤاستور، متهران، خيابان كارگر جنوبي، ميدان پ 1111

  كروبيولوژياصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، بخش مي 2222

  شناسي، بخش ميكروبيولوژي، دانشكده علوم، گروه زيستاهواز، دانشگاه شهيد چمران 3333

  6/3/87: تاريخ پذيرش             22/12/85 :تاريخ دريافت

  چكيده

، از گياهانپيكره ي يكي از تركيبات اصلي تشكيل دهندهدومين قند فراوان در طبيعت و  بعنوانزايلوز ـ توليد اتانول از قند دي

توده ، برگ و هاهاي طبيعي از قبيل خاكهاي كشاورزي، كمپوسترسي، محيطدر اين بر. ناپذيزي برخوردار است اهميت انكار

ابتدا از  .گرفتند مورد بررسي قرارـ زايلوز، يي اتانول از قند درزيابي حضور مخمرهاي توليد كنندهبراي ا سادفدر حال گياهان 

كشت داده مخمر  عصاره -ـ زايلوزدر محيط كشت مايع حاوي دي ساعت 24مدت بمقدار يك گرم بشده  آوريهاي جمعنمونه

مصرف كننده اي مخمره تلقيح و آگار -مخمر عصاره - ـ زايلوزيد محيط كشت جامد هاز اين محيط ب ليترميلي 1/0سپس . شد

بررسي توانايي توليد اتانول در  ز مخمرها جهتدر پايان ني .ها منبع كربن و انرژي جداسازي شدعنوان تنه ـ زايلوز بقند دي

و  g/l 1سويه كمتر از پنج ،(g/l 20) ـ زايلوزيدشده در محيط  جدا سويه 61از  .قرار گرفتط هوادهي آرام مورد سنجش يشرا

 .Candida boidinii،C اتانول، g/l1 از  ي بيشهاي توليد كنندهگونه .نددكراتانول توليد مي g/l 1سويه بيش از هفت 

paludigena  ،3  ايزولهKluyveromyces marxianus  ايزوله  2و Aureobasidum pullulansبودند. C. boidinii توليد با 

g/l 08/5 هوادهي در شرايط ها نشان داد كهبر روي اين سويه همطالع. دارا بودرا  اتانول وليداتانول بيشترين ت rpm 100عصاره ، 

  . دكن ميرا توليد اتانول ميزان بيشترين  =5/4pHو  ساعت 60- 84مدت انكوباسيون ب، g/l 5 قداربممخمر 

 C.boidiniiاتانول، زايلوز، تخمير،  :واژه هاي كليدي

   rghezelbash@scu.ac.ir:، پست الكترونيك0611- 3331045 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

تهاي روزي سوخ اين واقعيت كه بحران جهاني انرژي و

توليد اتانول از منابع ارزان  ،فسيلي به اتمام خواهند رسيد

مكمل و يا حتي جايگزيني براي سوختهاي  بعنوان قيمت را

 انكار ناپذير ساخته است فسيلي، ضرورتي استراتژيك و

 گياهي،و هاي ليگنوسلولزي ماندهها و پستوده .)6(

 ابع براي توليدترين مندسترس ارزانترين و در مهمترين،

 توده .باشندبا استفاده از تخمير ميكروبي مي اتانول

 سلولز و ليگنينهمي سلولز،حاوي  ليگنوسلولزي گياهان

از وزن خشك  درصد 35سلولزي كه بخش همي .باشدمي

از پليمر  غالباً شود،گياهان چوبي و نهاندانگان را شامل مي

ـ زايلوز يهاي دزايلان تشكيل شده كه حاوي مونومر

پليمر زايلان فرم در  ـ زايلوزيد عبارت ديگره ب .است

 دهداز وزن خشك گياهان را تشكيل مي درصد 25 حدود

 مير كنندههاي تخابراين استفاده از ميكروارگانيسمبن .)7(

سازي  ضرورت اصلي اقتصادي كردن و بهينهـ زايلوز يد

 .باشداهي ميهاي گيو پس مانده هاتوليد اتانول از توده

درصد وزني و سبوس گندم  8/21براي مثال باگاس داراي 

  . دارددرصد وزني پليمر زايلان  29داراي 
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قادر به تخمير قند  مخمرها ها وقارچ ها،اكتريـاز ب تعدادي

 يمخمرهاتوان ميكه از اين ميان  ـ زايلوز هستند،يد

Candida stipitis،  C. shehatea  وPachysolen 

tannophilus را نام برد دارندز اهميت بيشتري برخوركه ا. 

فقدان دليل ه ب Saccharomyces cerevisiaeمخمر 

 مصرف اين قند نيسته هاي فيزيولوژيك لازم قادر بسيستم

هاي ساير سويه باره مطالعات كمي در كنون اما تا ).17(

 هيچ گزارشي از صورت گرفته و زايلوز ـيد كنندهتخمير

هدف از اين  .بومي ايران در دسترس نيستهاي سويه

 كمي    شناسايي و بررسي خصوصيات  ،مطالعه جداسازي

  .باشدـ زايلوز مييد هاي بومي تخمير كنندهمخمر

  روشها و مواد

در اين بررسي از منابع محيطي  :جداسازي مخمرها

هاي آميخته خاك ،هاي كشاورزيخاك .مختلفي استفاده شد

باگاس  ،در حال فسادو يا  شده گياهي هاي فاسدتودهبا 

تهران و  هاي اصفهان،ي درختان از شهرساقه برگ، نيشكر،

. گرديداستفاده  كه در اين مطالعه دبودن هايياز نمونهاهواز 

بررسي مورد استفاده در اين  ست كه تمام موادازم به ذكر لا

يك گرم از هر يك از اين . از شركت مرك آلمان تهيه شد

ـ يوارد محيط كشت حاوي قند د مستقيماً ي فوقهانمونه

. شد =4pHدر  )g/l5 ( مخمر عصارهو  )g/l20 (زايلوز

 )g/l005/0 ( كلرآمفنيكلاز ها براي ممانعت از رشد باكتري

و درجه سانتي گراد  25ها در دماي ارلن .گرديد استفاده

 ساعت  48و بعد از  گرفتقرار  rpm180 هوادهي 

ml1/0 حاوي  ، روي محيط كشت جامدرشد محيط از اين

 حاوي) g/l5 ( مخمر عصارهو  )g/l20 ( ـ زايلوزيقند د

پس از  .كشت داده شدكشت خطي با روش  ،)g/l20( آگار

با تهيه سازي شده و ساعت كلنيهاي مخمري جدا 48

درجه سانتي  4(در يخچال خالص از آنها اسلنت كشت 

  .)13( نگهداري شدند) گراد

براي  : ـ زايلوزيوانايي توليد اتانول از قند دبررسي ت

شرايط مخمرها در بررسي توليد و يا عدم توليد اتانول، 

و  )g/l20 ( ـ زايلوزيقند د حاوي محيط در مناسب تخمير

در شرايط هوادهي و ) =g/l5( )4pH ( مخمر عصاره

و  72در ساعتهاي سپس . كشت داده شدند rpm 100آرام

صورت توليد  درو  صورت گرفتري بردا نمونه 96

  .)13و  12( گيري شداندازه ، اتانول توليد شدهاتانول

طول  باروش كدورت سنجي  : سلولي توده گيرياندازه

رشد  تراكمگيري روشي بود كه براي اندازه nm600 موج 

  .)8( و تعيين جرم سلولي استفاده شد

-ديسنجي رنگاتانول با روش  :گيري اتانولاندازه

 .)5( مورد سنجش واقع شدكمي صورت بپتاسيم كرومات

داراي  ml 100اتانول در يك بالن ابتدا بدين ترتيب كه 

بخار حاصله از و سپس  تبخير شدطي حرارت لوله جانبي 

 ml 10وارد يك مخزن كاپيلاري حاوي جانبي لوله طريق 

 .گرديداسيد سولفوريك  ml 2 پتاسيم وكروماتمحلول دي

هاي نامبرده فوق بين اتانول و معرفنجام شده اواكنش 

بعد از اين  .دگردميها اوليه معرفتغيير رنگ موجب 

جذب نمونه كاپيلاري به حجم رسانده شد و  ،واكنش

بر اساس خط در پايان . خوانده شد nm 588در آن نوري 

  .گزارش شد g/lكاليبراسيون ميزان اتانول موجود بر حسب 

 نيتروديد باقيمانده با روش قن :ماندهگيري قند باقياندازه

  ).9( گيري شدساليسيليك اسيد اندازه

 g/l 1مخمرها با توانائي توليد بيش از  :شناسائي مخمرها 

در  ).10(د شاستاندارد شناسائي  هاياتانول با روش

از  كيفولوژيرواز خصوصيات م شناسايي مخمرها جدا

تخمير بررسي در . نيز استفاده شدخصوصيات متابوليسمي 

ستفاده يميايي اقندهاي مختلف از تستهاي بيوشو جذب 

در لوله دورهام و معرف  CO2معرف تخمير توليد  .شد

در محيط كشتهاي + 4تا + 1جذب ايجاد كدورت 

  .اختصاصي بود
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  (Assimilation)  جذب و   (Fermentation)شناسائي مخمرها با استفاده از آزمايشات تخمير -1جدول 
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  قند عنو

  

    گلوكز  +  +  +  +  +  -  -
  
  
  
  تخمير

  
  

  گالاكتوز  -  -  +  +  +  -  -

  سوكروز  -  -  +  +  +  -  -

  مالتوز  -  -  -  -  -  -  -

  لاكتوز  -  -  -  +  -  -  -

  رافينوز  -  -  +  +  +  -  -

  ترهالوز  -  -  -  -  -  -  -

    گلوكز  +  +  +  +  +  +  +
  
  
  
  
  
  
  
  

  جذب

  گالاكتوز  -  +  +  +  +  +  +

  سوكروز +  +  +  +  +  +  +

  مالتوز  -  +  -  -  -  +  +

  سلوبيوز  -  +  -  -  +  +  +

  ترهاتوز  -  +  -  +  -  +  +

  لاكتوز  -  +  +  +  +  +  +

  بيوزملي  -  -  -  -  -  +  +

  نوزرافي  -  +  +  +  +  +  +

  زيتوزملي  -  +  -  -  -  +  +

  ـ زايلوزيد  +  +  +  +  +  +  +

  آرابينوز -ال  -  +  +  +  +  +  +

  ريبوز - يد  +  -  +  -  +  +  +

  رامنوز -ال  -  -  -  -  -  +  +

  مانيتول - يد  +  +  +  -  +  +  +

  ساليسين  -  +  +  +  -  +  +

  اينوزيتول  -  +  -  -  -  +  +

  نينكراتي  -  -  -  -  -  +  +

  سيترات  -  +  -  -  -  +  +

  نتايج

سويه جدا شده در اين  61از : لكلاسازي و توليد جدا

توليد ـ زايلوز را داشتند، يي مصرف قند ديمطالعه كه توانا

سويه بيشتر  هفتدر و  g/l 1سويه كمتر از  پنجدر  اتانول

ي هاي توليد كنندهسويهدر اين بررسي تنها  .دبو g/l 1از 

 ).1جدول ( ي قرار گرفتمورد شناسائ g/l 1بيش از 

 با C. boidinii ساعت 72از پس  بررسيها نشان داد كه
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 g/l 08/5 ،  Aureobasidium pullulans A2 توليد حداكثر

 با Kluyveromyces marxianous K3 سويه،  g/l4  توليد با

 g/l8/3 ندربيشترين توليد اتانول را دا ،ساعت 84 پس از 

 و مصرف قند ليد اتانول،روند تو 3و 2،1شكل . )2جدول(

  . دهدها را نشان مياين سويهتوده سلولي توليد 
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 هزايلوز و توليد اتانول را در سوي -يروند مصرف قند د  -1شكل

C.boidinii  : با شروع رشد و متابوليسم و كاهش قند، توده سلولي

توليد اتانول و شروع  تخميريابد و متعاقب اين افزايش افزايش مي

ساعت بعد از تخمير  60ماكزيمم توليد اين سويه در . يابدمي افزايش

گرم بر ليتر، هوادهي  20 ايلوزز_يقند دغلظت اوليه (گيرد صورت مي

 rpm 100  ،pH  گراد درجه سانتي 26و دما  5/4اوليه محيط.(  
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زايلوز و توليد اتانول در  -يمصرف قند د روند -2شكل

K.marxianus  :ابوليسم و كاهش قند، توده شروع رشد و مت با

توليد و  يابد و متعاقب اين افزايش تخمير شروعسلولي افزايش مي

ت به ماكزيمم ساع 84بعد از   K.marxianus. شوداتانول آغاز مي

گرم بر ليتر،  20 زايلوز_يقند دغلظت اوليه (رسد توليد خود مي

 درجه سانتي 26و دما  5/4اوليه محيط  rpm 100 ،pH هوادهي

  ).گراد

  

ميزان هوادهي يكي از مهمترين عوامل تنظيم و  :اثرهوادهي

ـ يي دكنترل توليد اتانول در مخمرهاي مصرف كننده

 rpm100 هوادهي در  .)3( شودزايلوز محسوب مي

بطوريكه كاهش ميزان شود، موجب ميبيشترين توليد را 

باعث  rpm150 به  يا افزايش آنو  rpm70 به هوادهي 

 rpm70  در هوادهي .دگرديزان توليد اتانول ميكاهش م

ي يحاكي از كاهش توانا مي يابد كهتوده سلولي نيز كاهش 

است، بهمين دليل اتانول توده سلولي مقدار كاهش  ورشد 

 rpm 150با دور  هوادهي بالا بعلاوه .شود كمتري توليد مي

در سلولها نيز گرچه توده سلولي را افزايش مي دهد اما 

و تمايل داشته  بسمت مسير اكسيداتيوحضور اكسيژن بالا 

  ).4شكل(يابد كاهش ميي تخمير يتوانادر نتيجه 
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 .A زايلوز و توليد اتانول در سويه  -روند مصرف قند دي - 3شكل

pullulanse : با شروع رشد و متابوليسم و كاهش قند، توده سلولي

توليد اتانول آغاز و مير شروع تخ يابد و متعاقب اين افزايشافزايش مي

ساعت به ماكزيمم توليد اتانول  60بعد از   A. pullulanse .شودمي

 گرم بر ليتر، هوادهي 20 زايلوز_يقند دغلظت اوليه ( رسدخود مي

rpm 100  ،pH  گراد درجه سانتي 26و دما  5/4اوليه محيط(.  

Candida  boidinii
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 .Cيد اتانول و توده سلولي در مخمر اثر هوادهي در تول - 4 شكل

boidinii  : 70با افزايش هوادهي از rpm  100به rpm  توده سلولي

اما افزايش بيش از حد . يابدو همينطور توليد اتانول افزايش مي

برد و هوادهي متابوليسم اين مخمر را بسمت متابوليسم تنفسي مي

يند تخمير آول طي فربه دليل اين افزايش تنفس توليد اتان ˝متعاقبا
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  .)گراد درجه سانتي 26و دما  5/4اوليه محيط  pHگرم بر ليتر، 20زايلوز _غلظت اوليه قند دي(يابد كاهش و توليد بيومس افزايش مي

  هاي جدا شدهو بازده توليد سويه ماكسيمم توليد -2جدول  

Time of 

Fermentation(h) 
Theoritical 

Yield**  
YP/S*  max 

Ethanol(g/l)  
 

60  50%  25/0  08/5  C. boidinii 

72  14%  07/0  44/1  C. paludigena 

96  23%  12/0  4/2  K.marxianous K1 

84  41%  21/0  28/4  K.marxianous K2 

84  49%  251/0  02/5  K.marxianous K3 

72  29%  15/0  95/2  A. pullulans A1 

72  40%  20/0  00/4  A. pullulans A2 

YP/S=غلظت محصول(g/l)/غلظت قند(g/l):* :است درصد 100بازده تخمير  از قند دـ  زايلوز مصرفي تبديل به اتانول شود، درصد 51نظر تئوري زماني كه  از 

:)3(. ** 

  بحث

 1981زايلوز در سال  ـيي توليد اتانول از قند ديتوانا

ابتدا تصور بر آن بود كه فقط مخمرهاي  .كشف شد

 .Pو  P. stipitis، C. shehatae محدودي نظير 

tannophilus 12و 4( را دارند ـزايلوزيتوانائي تخمير د( .

مخمرهاي ديگري نظير  1984تايولا در سال اما مطالعات 

Brettanomyces اضافه كردجمع كلكسيون مخمري را ب، 

ـ زايلوز و يتوانائي مصرف د باسويه  174 حاوي كه

همكاران در  و اما مطالعاتي كه نيگام .تخمير گلوكز بود

 (Screaning) انجام دادند شامل يك غربالگري 1985 سال

هاي ي از جنسيهاكه گونههاي طبيعي بود وسيع از محيط

Candida، Citeromyces، Kloeckera و Klyveromyces 

 ـ زايلوز معرفي كرديكننده دهاي تخميرسويه عنوانه برا 

يد اتانول ي تولياطلاعات كمي درباره توانا .)16و  9، 2(

اين مخمر  زيرادر دست است  Candida boidiniiبوسيله 

يكي از محصولات ديگر ، بيشتر در توليد زايليتول

توانائي  .)15و 14( استمطرح ـ زايلوز يمتابوليسم د

تا به  K. marxianousـ زايلوز بوسيله يتوليد اتانول از د

ه در طوريكه ب .  )11و  8، 1( است انگيز بودهامروز بحث

 .ي با ديده شك نگريسته مي شوديمجامع علمي به اين توانا

ي اين گونه را يتوانااست كه اين حاضر در اهميت مطالعه 

با توجه به  .رساندـ زايلوز به اثبات مييدر تخمير د

اين مخمر در دماهاي بالا مطالعه تكميلي تخميري توانائي 

-نظر مي هتخميري اين گونه ضروري بفيزيولوژي  در مورد

شود حسوب ميم كه يك شبه مخمر A .pullulans .رسد

البته مطالعات ديگر  .ـ زايلوز را داردينيز توانائي تخمير د

هاي اين گونه داراي دهد كه بعضي از سويهنشان مي

اين شبه مخمر داراي . ـ زايلوز نيستنديتخمير دي يتوانا

و با  رددالي زيادي در رشد و تجزيه تركيبات فنتوانائي 

حضور تركيبات مزاحمي نظير در  ـ زايلوزيتخمير دتوجه 

جهت مطالعات تكميلي  ،هاي صنعتيدر فرآيندفورفورال 

اين شبه مخمر در حضور  يتخميرهاي ييتوانا تشخيص
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Isolation and Identification of Ethanol Producer Yeasts from D-

Xylose 
Hamidimotlagh R., Nahvi I., Emtiazi G. and Ghezelbash Gh. 

Biology Dept., Faculty of Science, Shahid Chamran University, Ahvaz, I.R. of IRAN 

Abstract 

D-xylose, is the second most abundant sugar in nature and it is one of the main constituents of 

plants. Hence, ethanol production from D-xylose has an ignorable importance in the world 

future energy trends. In this research, natural environments and materials such as compost and 

decaying body of plants and agricultural wastes, were investigated for finding xylose 

fermentating yeasts, which can produce ethanol using D-xylose. First, one gram of different 

samples were cultured in broth culture media comprising xylose as the only energy source and 

yeast extract and after 24 hours 0.1 ml of brothes were transferred on solid medium 

containing the same elements. D-xylose utilizing yeasts were examined for their ability to 

ferment D-xylose using their culture in mild agitation. From 61 isolates, 5 isolates could 

utilize D-xylose and produce less than 1 g/l ethanol from 20 g/l D-xylose and 7 isolates could 

produce more than 1 g/l ethanol from 20 g/l D-xylose. These later isolates were Candida 

boidinii, Candida paludigena, three isolates of Kluyveromyces marxianus and two isolates of 

Auerobasidium polullans. Among these isolates, Candida boidinii with 5.8 g/l ethanol from 

20 g/l D-xylose was the best ethanol producer. As a result of this study, 100 rpm agitation, 5 

g/l yeast extract, 60-84 hours incubation time and pH=4.5 were the best environmental 

condition for the maximum production. 

Keywords: Ethanol, Xylose, Fermentation, C. boidinii 

 

 

 

 

 

 

 


