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 و تولید آسپرژیلوس نایجر مطالعه کینتیکی هیدرولیز آنزیمی نشاسته توسط قارچ 
 ساکارومایسس سرویسیهاتانول با استفاده از مخمر 
 2، موسی نظری7*مسعود حاتمی منش

 دانشجوي دکتري، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم تحقیقات، تهران.2دانشجوي دکتري، دانشکده منابع طبیعی و محیط زیست، دانشگاه ملایر، همدان، 1

 چکیده

استفاده از فرآیندهاي بیولوژیکی و بهنیه سازي آنها به منظور تولید سوخت هاي زیستی نظیر اتانول و به دلیل مسایل  سابقه و هدف:

اقتصادي و محیط زیستی از اهمیت بسیار بالایی برخوردار است. به همین دلیل در مطالعه حاضر به بررسی مدل کینتیکی فرآیند 

 پرداخته شد.  ساکارومایسس سرویسیهو تولید اتانول با استفاده از مخمر آسپرژیلوس نایجر هیدرولیز آنزیمی نشاسته توسط قارچ 

و دما بر روي فرآیند  pHاین مطالعه در مقیاس آزمایشگاهی انجام گرفت. در این مطالعه، تاثیر پارامترهایی مانند مواد و روش ها: 

همچنین براي بررسی مدل کینتیکی فرآیند .  مورد بررسی قرار گرفتآسپرژیلوس نایجر هیدرولیز آنزیمی نشاسته توسط قارچ 

منتن استفاده گردید. به منظور تولید اتانول از نشاسته هیدرولیز شده از مخمر -هیدرولیز آنزیمی از مدل کینتیکی میکائلیس

استفاده شد. براي اندازه گیري غلظت اتانول تولیدي از دستگاه  pH  5/2درجه سلیسیوس و  22در دماي  ساکارومایسس سرویسیه

 کروماتوگرافی گازي استفاد گردید. 

 آسپرژیلوس نایجردرجه سلیسیوس بیشترین تاثیر را بر روي تولید گلوکز توسط قارچ  52و دماي  pH  2 نتایج نشان داد کهیافته ها: 

را نشان دادند. مقایسه دادهاي  35/25و  14/51برابر  mKو  maxVدارند. همچنین بررسی مدل کینتیکی و ثابت هاي مدل، به ترتیب 

. نتایج ) 2R=  5//4تجربی با داده هاي مدل به دست آمده، همبستگی بالاي داده هاي تجربی و داده هاي مدل کینتیکی را تایید نمود)

گرم بر لیتر  52از محیط کشت هیدرولیز شده با غلظت گلوکز اولیه به میزان  ساکارومایسس سرویسیهتولید اتانول توسط مخمر 

 گرم بر لیتر می باشد.  5/43و  14/54نشان داد که بیشترین میزان اتانول تولیدي و وزن خشک سلولی آن به ترتیب برابر 

منتن قادر به پیش بینننی هنیندرولنینز -بر اساس نتایج مطالعه حاضر می توان نتیجه گرفت که مدل کینتیکی میکائلیسنتیجه گیري: 

 آنزیمی نشاسته می باشد. نشاسته هیدرولیز شده می تواند به عنوان یک سوبستراي مناسب براي تولید اتانول به کار گرفته شود. 

 ساکارومایسس سرویسیه.، هیدرولیز آنزیمی، آسپرژیلوس نایجرمنتن، -اتانول، مدل کینتیک میکائلیسواژگان کلیدي: 

 9/آذر ماه پذیرش براي چاپ:   9/مهر ماه دریافت مقاله: 

 *) آدرس براي مکناتنبنه: هنمندان، منلاینر، دانشنگناه منلاینر، گنروه منحنینط زیسنت.

 masoud_hatami68@yahoo.comپست الکترونیک:  /4/59212255تلفن:    

 م دمه     

هناي     هاي فسیلی و آلودگنی                  با توجه به کاهش منابع سوخت                                  

 زیستی ناشی از تولید و مصرف آنها ننیناز بنه تنولنیند                                                 محیط    

هاي تجدیدپذیر، مناسب، غیر سمی و ارزان قینمنت کنه                                               انرژي     

هاي فسیلنی داشنتنه بناشننند،                        آلودگی کمتري نسبت سوخت                      

هناي       ). با این وجود در میان گنزینننه                            2و     1شود )     احساس می        

توده، آ  و ...) انرژي تولیند                             مختل  جایگزین )انرژي باد، زي                            

توده )بیومس) به دلایلی هنمنچنون فنراواننی، در                                         شده از زي         

تنري     حل مننناسنب            تواند راه         دسترس بودن و قیمت ارزان می                          

توده یک منبع تجدیدپذیر انرژي است که از مواد                                             زي    ).    5باشد )      

.   آیند     شامل موجودات زنده یا بقایاي آنها به دست منی                                            ، زیستی     
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هاي ترموشیمیایی و بیولوژیکنی                             تواند از طری  مسیر                  بنابراین می           

هاي زیستی، جامد، مایع و گاز مانند اتانول، بیودیزل،                                                    به سوخت       

 ).    5هیدروژن و متان تبدیل گردد )                           

ها اتانول به دلایلی همچون سادگی تولیند،                                       در میان این سوخت                

وجود منابع ارزان قیمت و مناسب بیشترین توجه را بنه خنود                                                      

جلب کرده است. این الکل به دلیل داشتن عدد اکنتنان بنالا و                                                      

تنوانند بنه          همچنین وجود اکسی ن در ساختار شیمایی خود می                                          

در بنزین به کار رود و محتوي اکسی ن                                           تنهایی به بجاي              

آن را افزایش دهد. در نتیجه موجب اکسیداسیون بهتر سنوخنت                                                      

 ).    2و کاهش گازهاي خروجی از اتومبیل گردد )                                     

تواند از ترکیبات و مواد مختلفی ماند گلنوکنز،                                            ا ولا  اتانول می               

نشاسته، مواد سلولزي و لیگنوسلنولنزي )پنوسنت درخنتنان،                                                 

ها طی فرآیند              توده جلبک         ضایعات کشاورزي، عل  و ...) و زي                               

تخمیر تولید شود. تخمیر اتانول یک فرایند زیستی است که در                                                         

تر ماننند          ها به ترکیبات ساده                    آن مواد آلی توسط میکروارگانیسم                              

شوند. سپس قندهاي تولید شده، طی فنرآیننند                                       قندها تبدیل  می               

    2هاي مناسب به اتانول و                         تخمیر به کمک میکروارگانیسم                          

 ).      9گردند )       تبدیل می        

با توجه به اهمیت تولید اتانول به عنوان یک سوخت سازگار بنا                                                          

زیست، امروزه محققان زیادي به بررسی و تولید آن از                                                    محیط    

 توان به مطالعنه ورمنا                     اند. از این میان می                   مواد مختل  پرداخته                    

   (V  ma             ( که به بررسی تولید اتانول از نشاستنه                                      3) و همکاران (

) کنه بنه         3) و همکاران )             a    ia هیدرولیز نشده، طالب نیا )                         

 بررسی تولید اتانول از کاه برنج و هنمنچنننینن سنبناینانن                                                

   (   aya               ( که به مطالعه تولنیند اتناننول از                                /) و همکاران ( 

 هاي سورگوم پرداختند، می توان اشاره نمود.                                          دانه    

به طور کلی در طول فرآیند تخمنینر اتناننول، دو گنروه از                                                   

هنا دخنالنت دارنند. گنروه اول شنامنل                               میکروارگاننینسنم             

هاي کاتالیز کننده )مانننند                            آنزیم       هاي تولیدکننده              میکروارگانیسم             

آنزیم گلیکوآمیلاز) هستند که در واقع واکنش شیمیایی تجنزینه                                                        

کننننند.         تر مانند گلوکز را کاتالیز منی                            سوبسترا به ترکیبات ساده                       

هاي هسنتننند کنه سنوبسنتنراهناي                         گروه دوم میکروارگانیسم                      

 ).      14کنند )      تخمیرپذیر را به اتانول تبدیل می                               

از آنجایی که میکروارگانیسم ا لی تولید کننده اتاننول ینعنننی                                                         

)   Saccharomyces cerevisiae)   ساکارومایسس سرویسیه                     مخمر      

بناشند.       قادر به هیدرولیز مواد پلی ساکاریدي مانند نشاسته ننمنی                                                   

ساکاریدي یک فرآیند دو                       بنابراین فرایند تولید اتانول از مواد پلی                                          

اي است. مرحله اول فرآیند ساکاریفیکاسیون )هیندرولنینز                                                   مرحله     

نشاسته) نام دارد که در آن نشاسته به کمک آنزیم یا اسنیند بنه                                                          

گردد. سپس در منرحنلنه                    تر مانند گلوکز تبدیل می                       قندهاي ساده           

دوم قندهاي حا ل از فرآیند سناکنارینفنینکناسنینون تنوسنط                                               

 هاي مناسب به اتانول )فرآیند تخمینر) تنبندینل                                          میگروارگانیسم             

 ).    12و     11گردد )      می  

هاي مختل  مورد استنفناده                        در همین راستا از میان میکروگانیسم                                 

 آسنپنرژینلنوس نناینجنر                 در  نعت تولنیند اتناننول قنارچ                           

   (Aspergillus niger                                    هناي       ) به دلیل توانایی بالا در تولید آنزینم

مواد پلی ساکاریدي مانند آنزیم گلیکوآمینلاز و                                              هیدرولیز کننده              

 ).    15بیشترین کاربرد را دارند )                         ساکارومایسس سرویسه                    مخمربه        

ساکاریدي مانند نشاسته، فاضلا  تولید شنده از                                           ا ولا  مواد پلی              

واحدهاي  نعتی، کشاورزي و خانگی تولیدکننده ینا مصنرف                                                   

ساکاریدي) مانند پسا  و ضایعات برنج                                    کننده آنها )ترکیبات پلی                       

داراي سوبستراهاي مناسب و ارزان قیمت براي تولنیند اتناننول                                                       

هاي تولیند کنننننده                 ). اما عدم توانایی میکروارگانیسم                                3هستند )       

اتانول در تجریه و تخمیر این ترکیبا  موجب ضنروري بنودن                                                     

فرآینده هیدرولیز این ترکیبات با استفاده از فرآیندهاي شیمیاینی                                                              

 یا بیولوژیکی شده است.                       

هاي که بنراي تنجنزینه                   ترین روش        در همین راستا یکی از رایج                         

ساکاریدي بنه منننظنور                   اي و دیگر مواد پلی                  ساختار مواد نشاسته                  

تولید قندهاي قابل احیا جهت تولید اتانول مورد استنفناده قنرار                                                           

گیرد، فرایند هنیندرولنینز آننزینمنی اینن منواد تنوسنط                                            می  

 باشد.       می    آسپرژیلوس نایجر               ها به وی ه قارچ                 میکروارگانیسم             

ها در واقع کاتالیزورهاي زیستی مهمی هستند کنه بناعن                                                   آنزیم     

افزایش سرعت تبدیل مواد پلیمري به واحدهاي سازننده آننهنا                                                      

ها به همراه  وی گی هاي دیگنري                              ). این وی گی آنزیم                  5شوند )      می  

 مانند انتخابی و اختصا ی بودن و کنننتنرل دقنین  سنرعنت                                                

اي از بازخوردهاي م بنت                       هاي شیمیایی به کمک مجموعه                         واکنش     
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زیستی آنها بناعن                  و منفی، علاوه بر مسایل اقتصادي و محیط                                      

هناي     شده که محققان زیادي به بررسی تولید آنها و ارائه مندل                                                   

هناي     کینتیکی آنها در کنار شناسایی و پرورش میکرواگانینسنم                                                   

تنوان بنه         تولید کننده آنها بپردازند. از نمونه این مطالعات منی                                                  

و     2443) و همنکناران در سنال                    d   mi مطالعه ادریمی )               

  2412) و همکناران در سنال                    Hatamima  shمنش )     حاتمی     

اشاره کرد. این محققان به ترتیب به بررسی مدل کنینننتنینکنی                                                     

هیدرولیز آنزیمی کاه برنج و هیدرولیز آنزیمی پسنا  بنرننج                                                      

 ).  12و     15پرداختند )            آسپرژیلوس نایجر               توسط قارچ           

گیري کمی سرعت               ا ولا  مطالعه کینتیک آنزیمی به منظور اندازه                                          

عوامل موثر بر سرعت آن بسنینار                               هاي آنزیمی و مطالعه                   واکنش     

هاي کینتیکی مهم که در فنرآیننند                              مهم و اساسی است. از مدل                       

توان به         اي کاربرد فراوانی دارد می                         هیدرولیز آنزیمی مواد نشاسته                           

منتن اشاره کرد. این مدل به بنررسنی                                  -مدل کینتیکی میکایلیس                    

رابطه بین سرعت واکنش هیدرولیز آنزیمی و غلظت سوبسنتنرا                                                     

توان سرعت واکنننش                 پردازد. در واقع به کمک این مدل می                                 می  

 آنزیمی را در هر غلظتی از سوبسترا به دست آورد.                                               

بنابراین با توجه به مطالب یاد شده در مطالعه حاضر به بررسنی                                                           

فرآیند هیدرولیز آنزیمی نشاسته و مدل کینتیکی آن با استفاده از                                                              

به مننظنور          آسپرژیلوس نایجر                 منتن توسط قارچ                -مدل میکائلیس            

تولید گلوکز پرداخته شد.  همچنین مراحل و منینزان اتناننول                                                      

ساکارومنایسنس             تولیدي از نشاسته هیدرولیز شده توسط مخمر                                         
 بررسی شد.         سرویسیه         

 مواد ورو  ها            

در اینن منطنالنعنه ابنتندا                     ال ) مخمر و منحنینط کشنت:                       

  آسپرژیلوس نایجر               هاي مورد استفاده شامل قارچ                            میکروارگانیسم             

      26      ساکارمایسیس سرویسیه                     ) و مخمر           82     )   

هاي علمی          از وزارت علوم وتحقیقات فناوري، سازمان پ وهشی                                            

هاي  نعنتنی           ها و باکتري           و  نعتی ایران )مرکز کلکسیون قارچ                                

 وعفونی) به  ورت پودر لیوفلیزه در ویال هاي سترون تنهنینه                                                      

 . شد و سپس در محینط کشنت اسنتنرینل، کشنت گنردیند                                      

  ) هیدرولیز آنزیمی:                     

به مننظنننور           محیط کشت اولیه و دخیره آسپرژیلوس نایجر:                                           -1

، از      آسپرژیلوس نناینجنر               هاي کشت اولیه و ذخیره                       تهینه محیط          

هاي استریل ینکنبنار مصنرف و                         محیط کشت آگار در تشتک                     

دار استفاده شد. ابتدا یک سوسپانسیون از پنودر                                             هاي شیب       کشت   

لیتر آ  مقطر استریل تهیه                          میلی        2در    س نایجر         لیوفلیزه آسپرژیلو                 

گردید. از این سوسپانسون به عنوان مایه تلقنی بنراي تنهنینه                                                      

دار     هاي شینب           ها و محیط         تشتک    .     هاي خیره استفاده شد                   کشت   

درجه سلیسیوس به مندت                       22تلقی  شده در انکوباتور در دماي                                

سناعنت،         25ساعت قرار داده شدند. به طوري که پس از                                         53

هاي رویشی سفید قارچ بر روي سط  آگار مشاهنده                                            رشد رشته        

ساعت  اهر شندنند. در                      53شد. اسپورهاي سیاه رن  پس از                             

درجه سنلنینسنینوس                -24دار در دماي             هاي شیب           ادامه محیط          

هاي اولیه و مصرفی براي                        ها به عنوان کشت               ذخیره شدند. تشتک                

درجه سلیسیوس نگهنداري                        5استفاده در مراحل بعدي در دماي                               

   ).  19شدند )      

سازي منحنینط           براي آماده            سازي محیط کشت رشد:                    آماده           -2

)گرم بر لینتنر)               از ترکیبات            آسپرژیلوس نایجر                 کشت تک یر قارچ                

پنتناسنینم          ، 1عصاره مخنمنر                گرم بر لیتر             54ساکاروز             شامل:     

، منینزینم          1هیدروژن فسفات               دي  ، پتاسیم          1/2هیدروژن فسفات               

،   4/442    ، سنولنفنات آهنن            /آمونیوم سولفات                ،   2/2    سولفات      

  و سنولنفنات روي              2//کلرید کبالت             ،   4/419    سولفات منگنز            

سازي، محیط            )مر  و سیگما) استفاده شد. پس از آماده                                       4/4415

  24درجه سلیسیوس به مندت                       124کشت در اتوکلاو در دماي                       

دقیقه استریل گردید. عمل تلقی  قارچ موجود در محیط کشنت                                                      

اولیه با استفاده از لوپ آزمایشگاهی استریل شده به آن اننجنام                                                           

در      آسپرژیلوس نایجر               . سپس محیط کشت حاوي قارچ                          پذیرفت      

روز تنا          2به مدت          pH    2سلیسیوس و           54انکوباتور در دماي                   

ساعت اولیه پس از تلقی ) و                             53رسیدن به مرحله نمایی رشد )                          

همچنین در             تزری  به محیط کشت حاوي نشاسته نگهداري شد.                                         

  2H     (1   با اسید سولفوریک )                      pHطول مراحل آزمون، تنظیم                        

 )  نورت        منر ، آلنمنان          منولار )        a H     (1 مولار و سود )            

 ).      13) پذیرفت        

 به منظور انجام فرآیند هیدرولیز آنزیمی                                       هیدرولیز آنزیمی:                    -5
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ابتدا محیط کشت حاوي                     آسپرژیلوس نایجر                 نشاسته توسط قارچ                  

لیتر محیط کشت حاوي نشناسنتنه در                              میلی      244نشاسته آماده )              

لیتر ریخته شد) و پس از اسنتنرینل                               میلی        244هاي با حجم            ارلن    

در د محیط کشت نشاسنتنه                        2شدن عمل تلقی  قارچ به نسبت                            

لیتر از محیط کشنت حناوي قنارچ).                              میلی      14 ورت گرفت )           

در منرحنلنه          ژیلوس نایجر             باتوجه به رشته اي بودن قارچ آسپر                                

 تلقی  به محیط کشت حاوي نشاسته جهت محناسنبنه نسنبنت                                               

در د از میزان حجم محیط کشتی که بنایند                                       2در د، میزان               2

منینلنی        144قارچ به آن افزوده شود محاسبه گردید. به ازاي هر                                                

میلی لیتر از محیط کشنت                         2لیتر از محیط کشت حاوي نشاسته،                               

به استفاده از سرن  برداشته شد و                                   آسپرژیلوس نایجر               رشد قارچ          

به محیط کشت نشاسته به منظور هیدرولیز و تنولنیند تنزرین                                                     

  35گردید. سپس براي بررسی مراحل تولید گلوگز در طی مدت                                                   

ساعت، و از زمان  فر )لحظه انجام عمل تلقی  قارچ به محینط                                                        

ساعنت        12ساعت پس از تقلیج آن  هر                           35کشت) تا مدت زمان                

لیتر) از محیط کشت براي اندازه گینري                                    میلی      2یک نمونه )حجم               

بنرداشنت شند.              آسپرژیلوس ناینجنر               قند تولیدي توسط قارچ                      

  54سري آزمایش و با غلظت نشاسنتنه                               2طراحی آزمون شامل                  

) و     2/2و     pH        (5/2   ،2گرم بر لیتر به منظور مطالعه تاثیر گستره                                       

درجه سلیسیوس) بر روي                        54و     52،   54،   22دماهاي مختل  )                

در هیدولیز آنزیمی نشاسته و در                               آسپی یلوس نایجر                 توانایی قارچ              

 باشند.        و دماي بهینه جهت تولید گلوکز می                                 pHنتیجه انتخا               

 ) مدل کینتیکی هیدرولیز آنزیمی تولید گلوکز تنوسنط قنارچ                                                      

پس از دست یابی به شرایط بهینه رشد قارچ                                        آسپرژیلوس نایجر:                  

به منظور بررسی مدل کینتیکی هنیندرولنینز                                       آسپرژیلوس نایجر               

منننتنن      -آنزیمی نشاسته توسط آن از مدل کینتیکی میکائنلنینس                                             

استفاده شد. به منظور بررسی مدل، یک سنري آزمناینش بنا                                                  

،   54،   54،   24،   12هاي     هاي مختل  نشاسته شامل غلظت                            غلظت    

درجنه        54)گرم بر لیتر) در دمناي                         124و     144،   34،   94،   24

لیتنر      میلی      244طراحی شد. در هر آزمایش                              pH    2سلیسیوس و           

هاي با        از محیط کشت حاوي نشاسته با غلظت مشخ  در ارلن                                            

لیتر ریخته شد و از زمان  فر)زمان تلقی  قارچ                                             میلی      244حجم     

  12ساعت پس از تلقی  هنر                       35به محیط کشت) تا مدت زمان                          

گیري قند تنولنیندي                 نمونه از محیط کشت براي اندازه                               1ساعت      

توسط قارچ گرفته شد. همچنین به منظور بررسی مدل کینتیکنی                                                       

بنا      آسپرژیلویس ناینجنر                هیدرولیز آنزیمی نشاسته توسط قارچ                                  

منتن از نمودار سرعت واکنننش در                              -استفاده از مدل میکائلیس                       

  ).  15) )   1مقابل غلظت سوبسترا استفاده شد ) معادله                                        

  

 

حداک ر ننر  سنرعنت                     max Vسرعت واکنش،             Vدر این معادله               

 غنلنظنت سنوبسنتنرا                 sثابت سرعت واکنش و                     mKواکنش،        

در      mKو     maxVگیري مستقیم             باشد. ا ولا  تعیین و اندازه                          می  

منتن نیاز به غلظت هاي بالاي سوبستنرا دارد                                           -رابطه میکائلیس              

). زینرا         13که براي رسیدن به شرایط اشبا  غیر عملی اسنت )                                           

افزایش غلظت سوبسترا ممکن است موجب اینجناد شنراینط                                               

نامناسب براي انجام فرآیند )واکنش هیدرولیز آنزیمی) از روش                                                          

گردد. به عنوان نمونه افزایش قابل توجه                                         pHت ییر عواملی مانند                    

تواند موجب حذف مهار کننننده رقنابنتنی                                غلظت سوبسترا می               

هاي که براي اتصال به آنزیم آزاد با سوبسترا رقابنت                                                    )مهارکننده          

  mKمنانند، امنا           ثابت منی         maxVکنند) گردد. در این حالت                         می  

یابد. این امر موجب کاهش سرعت یا متوق  شندن                                           افزایش می         

 ).      /1گردد )      واکنش آنزیمی می               

دهد که با افنزاینش غنلنظنت،                        از طرف دیگر شواهد نشان می                         

هاي آنزیم           یابد تا اینکه تمام مولکول                           سرعت واکنش افزایش می                    

اشبا  شوند. پس از آن، افزایش غلظت دیگر اثنري بنر روي                                                    

کند. بنابراینن               سرعت ندارد و سرعت مستقل از غلظت عمل می                                      

باشد. به همنینن               مشکل می           1با استفاده از معادله                        maxV    تخمین     

دلیل براي تعیین این پارامترها نیاز به شکل خطی این منعنادلنه                                                          

تواند با استفاده از نمودارهاي مختلفنی منانننند                                            باشد. که می           می  

 i    a   - u       و adi -Ho st                            مقدار این پارامتنرهنا را

  Kmو     maxVتعیین نماید. در این مطالعه به منظور تعیین مقدار                                                 

، به دلیل ایننکنه رابنطنه بنینن                             i     a    – u از روش        

مت یرهاي مستقل و وابسته را نسبت به سایر نمودارها بهتر نشان                                                            

 ).    2دهد، استفاده شد )معادله                         می  

                    (2 ( 

 (1 (  
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 در این روش با رسم نمودار ت ییرات عکس سرعنت واکنننش                                               

   (V /                              ( یک خط مستقینم                 /  ) در مقابل عکس غلظت سوبسترا (

آید. به طوري که محل برخورد این خط با منحنور                                           به دست می         

باشند. در          می    max V   /Kmو شیب آن برابر با                    / V  عر  ها نقطه           

نتیجه با جایگزینی مقادیر به دست آمده )عر  از مبدا و شیب                                                         

پنذینر      بر اساس این معادلنه امنکنان                          mKو     maxVخط) محاسبه            

 ).  13خواهد بود )           

محیط کشت تک یر مخمر سناکنارومنایسنس                                 د) فرآیند تخمیر:                  

عصناره         ، 12    گنلنوکنز     )گرم بر لیتر):                حاوي ترکیبات                سرویسیه       

هنیندروژن           پتاسینم دي         ،   14، پتاسیم هیدروژن فسفات                      1مخمر      

  آماده شده             /و آمونیوم سولفات                    2/2، منیزیم سولفات                 2فسفات       

دقیقنه         24درجه سلسیوس به مدت                      124در اتوکلاو در دماي                     و 

استریل شد. پس از استریل کردن محیط کشت و سرد شدن در                                                    

دماي محیط در شرایط کاملا  استریل و در نزدیک شعله عنمنل                                                     

تلقی  مخمر با استفاده از لوپ آزمایشگاهی سنتنرون از روي                                                      

محیط رشد آگار برداشته و به محیط کشت مایع )رشد) اننجنام                                                      

پس انجام عمل تلقی ، محنینط کشنت حناوي                                   ).      24پذیرفت )        

در      pH    5/2درجه سلیسیوس و                  53در گرمخانه در دماي                    مخمر      

مرحله نمایی رشد مخمر، و تزری  بنه منحنینط                                       فاز تاخیري تا               

کشت به دست آمده از مرحله هیدرولیز آنزیمی نگهداري شند.                                                      

پس از دست یابی به شرایط بهینه تولید گلوکز تنوسنط قنارچ                                                     

، نشاسته در شرایط بهینه هیدرولیز گنردیند.                                         آسپرژیلوس نایجر               

میلی لیتر از آن در ارلن هاي                               124پس از تعیین میزان گلوکز آن،                             

میلی لیتري به منظور تولید اتانول ریختنه شند. پنس از                                                    224

اتوکلاو نشاسته هیدرولیز شنده، عنمنل تنلنقنین  منخنمنر                                            

لنینتنر)       مینلنی      12در د )        5به نسبت         ساکارومایسس سرویسسه                     

حجم محیط کشت )نشایسته هیدرولیز شده) در شرایط کنامنلا                                                     

گیري قند کنل، اتناننول                     استریل  ورت گرفت. به منظور اندازه                                 

تولیدي و غلظت زي توده در طول فرآیند تخمیر از زمان  فنر                                                       

نمونه از محیط کشت گرفته شند.                               5ساعت        5ساعت هر           25تا    

است در این مطالعه به منظورتولید اتانول از پسا  هیندرولنینز                                                         

  23از غلظت گلوکز اولینه                     آسپرژیلوس نایجر                 شده توسط قارچ               

 ).  21و     24گرم بر لیتر استفاده شد )                        

در اینن        گیري قند، اتانول تولیدي و غلظت بینومنس:                                       ه) اندازه         

مطالعه براي تعیین غلظت قند تنولنیند شنده تنوسنط قنارچ                                                

و همچنین قند مصرف شده توسط منخنمنر                                   آسپیرژیلوس نایجر                

استفاده شد. براي تهینه                            از روش        ساکارومایسس سرویسیه                     

گرم از          24اسید) ابتدا             سالیسیلیک         دي نیترو        - و      )          محلول       

حنل شند.              شنده     زدایی     سود )سدیم هیدرواکسید) در آ  یون                                 

مینلنی لنینتنر             224پس از سرد شدن، در بالن حجمی به حجم                                    

لنینتنر از         میلی        244به         گرم از          14رسانده شد. پس از آن                     

مولار اضافه گردید. ترکیب به دست آمده بر روي هیتنر                                                   2سود     

گذاشته و یک مگنت براي هم زدن محلول درون آن قنرار داده                                                      

  544زمان با این عمل                 شد تا زمانی که نمک کاملا  حل شود. هم                                   

تارتارات )ساخت شرکت شارلو) بنه طنور                                   سدیم        گرم پتاسیم          

شده ریختنه و تنا                زدایی       لیتر آ     یون                میلی      244جداگانه در            

حل شدن کامل گرم شد. سپس دو محلول به دسنت آمنده در                                                 

شرایطی که هر دو دا  هستند به هم اضافه شدند. این منرحنلنه                                                       

باید بدون تاخیر انجام شود تا از رسو  محلول جنلنوگنینري                                                    

لیتري ریخته و با                    1شود. پس از سرد شدن در یک ارلن حجمی                                    

به منظنور تنعنینینن                  .   شده به حجم رسانده شد                      آ  یون زدایی            

غلظت قندها در طول فرایند آزمون ابتدا منحنی کالیبراسیون آنها                                                             

).  در نهایت بر اساس منحنی مورد نظر منینزان                                           22رسم گردید )           

 قند محلول )تولیدي یا مصرفی) مطنابن  بنا روش منوجنود                                                

لنینتنر از         میلی      1گیري شد. براي رسم منحنی کالیبراسیون                                     اندازه      

،   4/3،   4/3،   4/9،   4/2،   4/5،   4/5،   4/2،   4/1هاي     گلوکز با غلظت             

سري لوله آزمایش تهینه شندنند.                              14)گرم بر لیتر) در                    1و     //4

اضافه گردیند.                   لیتر معرف           میلی      1ها    سپس به هر یک از آن                  

لیتر آ  مقطر به عنوان نمونه شناهند ننینز                                      میلی      1همین کار با             

دقیقه در حنمنام آ                     14هاي بالا به مدت                انجام شد. محلول               

جوش قرار داده شدند و پس از این مدت بلافا له به حنمنام                                                    

آ  ی  منتقل گردیدند )براي متوق  کردن سنرینع واکنننش).                                                     

هنا    لیتر آ  مقطر به هر ینک از آن                           میلی        3پس از سرد شدن               

 ها با دستگاه اسنپنکنتنروفنتنومنتنر                            اضافه شد و میزان جذ  آن                       

   (    ay 6      K                 ناننومنتنر قنرائنت                 254) و در طول مو

 ).      22گردید )       
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بار       5توده سلولی یکی از نمونه هاي گرفته شده                                       براي تعیین زي             

نناننومنتنر بنا              924رقی  شد و میزان جذ  آن در طول مو                                    

) تعیین شد. سپس وزن                     K      6        اسپکتروفتومتر )               

خشک سلولی با استفاده از نمودار کالیبراسیون )میزان جد  بنه                                                          

نانومتر درمقابل وزن خشک سنلنولنی) بنه                                     924دست آمده در             

گیري غلظت اتانول تولیندي                         دست آمد. همچنین به منظور اندازه                               

ساعت یکبار از محیط کشنت حناوي                               5ساعت هر         25به مدت        

لیتر)       میلی      5یک نمونه )به حجم                    ساکارومایسس سرویسیه                   مخمر      

برداشت شد. پس از سانتریفیوژ کردن آن، نمونه مستقینمنا  بنه                                                        

دستگاه کروماتوگرافی گازي تزری  گردید. در این مطالعه بنراي                                                          

  گیري غلظت اتانول از دستگاه کنرومناتنوگنرافنی گنازي                                            اندازه      

 hi ips              a d                    و ننرم            مجهز به آشکارساز

) اسنتنفناده           a ity   2   ata  p x     ch R pu  ic  افزار )       

 اي پننرشننده          گننردینند. هننمننچنننننیننن از سننتننون شننیننشننه                          

   (   2   phi ips ،              متر و و قطر داخنلنی                     2/1) به طول

   m  mi     54    متر با گاز حامل ننینتنروژن بنا جنرینان                                میلی      3/1

 ).    21استفاده شد )            

به منظور انجام محاسبات، رسم نمنودارهنا و                                        و) آزمون آماري:                 

بررسی مدل رگرسیونی کینتیک هیدرولیز آنزیمی نشاسته توسط                                                       

هناي     و مقایسه همبستگنی بنینن داده                         آسپرژیلوس نایجز                 قارچ      

  2414افزار مایکروسافت آفیس                       تجربی با مدل مورد نظر از نرم                            

 استفاده گردید.              

 ها  یا ته     

بر روي میزان تولید گلوکز تنوسنط قنارچ                                         pال )  اثر دما و                 
نتایج بررسی اثر دماهاي مختل  بنر روي                                     آسپرژیلوس نایجر:                  

در هیدرولیز نشاستنه                    آسپرژیلوس نایجر                 فعالیت و توانایی قارچ                       

نشان داده شده اسنت. هنمنان                           1جهت تولید گلوکز در نمودار                           

شود بالاترین و کمترین منقندار گنلنوکنز                                  طور که مشاهده می                

  59زمانی         در طول دوره           آسپرژیلوس نایجر                 تولیدي توسط قارچ                  

  22و     52ساعت پس از تلقی  قارچ به ترتیب در دماي                                          53تا    

گرم بر لیتر به دست آمد.                           5/15و     23درجه سلیسیوس به میزان                       

اولیه محیط کشنت بنر                     pHهمچنین نتایج حا ل از بررسی اثر                                

در هیندرولنینز               آسپرژیلوس نایجر               روي فعالیت و توانایی قارچ                           

نشان داده شده اسنت.                      2نشاسته جهت تولید گلوکز در نمودار                                  

شود بالاترین میزان گلوکنز                         همان طور که در نمودار مشاهده می                               

  pH    2ساعت پس از تلقی  در                       53تا      59تولیدي در مدت زمان                    

 گرم بر لیتر به دست آمد.                         19/2به میزان          

 ) مدل کینتیکی هیدرولیز آنزیمی تولید گلوکز توسنط قنارچ                                                      

میزان گلنوکنز تنولنیندي تنوسنط قنارچ                              آسپرژیلوس نایجر:                  

  5هاي مختل  نشاسته در نمودار                            در غلظت         آسیرژیلوس نایجر               

شود با افنزاینش               نشان داده شده است. همانطور که مشاهده می                                       

محیط کشت میزان گلوکز تولیدي افزایش یافنتنه                                            غلظت نشاسته           

است. به طوري که بیشترین و کمترین میزان گلوکز تولیدي بنه                                                        

تنا      53گرم بر لیتر در مدت زمان                           12و     144ترتیب در غلظت               

بر روي میزان گلوکز تولیدي توسنط   pHتاثیر گستره هاي مختل :  2نمودار 

 یجر )گرم بر لیتر).آسپرژیلوس ناقارچ 

تاثیردماهاي مختل  بر روي میزان گلوکز تولید شده توسط قنارچ  :  1نمودار 

 )گرم بر لیتر).آسپرژیلوس نایجر 
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ساعت پس از شرو  واکنش به دست آمده است. به منظنور                                                   94

بررسی مدل کینتیکی هیدرولیز آنزیمی با اسنتنفناده از مندل                                                     

منتن از نمودار میزان سرعت اولیه تنولنیند                                       -کینتیکی میکائلیس                

 ).    5گلوکز در مقابل غلظت سوبسترا استفاده شد )نمودار                                                

             i همچنین به منظور تعیین پارامترهاي مدل از نمنودار                                                

  a    – u                                              استفاده شد. که در واقع این نمودار به شنکنل

mK خط برابر          و شیب         maxV   /1عر  از مبدا             یک خط راست با               

maxV                   2می باشد )نمودار    .( 

بنه      mKو     maxVمنتن      -با توجه به این نمودارمعادله میکائلیس                                    

مقایسه همبستنگنی                  .   به دست آمد            35/25و     14/51ترتیب برابر             

  2R        2//4هاي تجربی با مدل نشان از همبسنتنگنی                                  بین   داده          

باشد. نتناینج بنررسنی                   بالاي این دادها با مدل مورد مطالعه می                                    

دهد که        نشان می         5کینتیک هیدرولیز آنزیمی با استفاده از معادله                                             

با افزایش غلظت سوبسترا سرعت واکنش و در نتیجنه منینزان                                                    

یابد. اما این افزایش به  ورت خطی                                  گلوکز تولیدي افزایش می                        

 کند.    هاي بالاتر اثر بازدارندگی ایجاد می                                 نبوده و در غلظت               

    

 

به منظور ارزیابی و تجریه و تحلیل دقی  مدل، از رگنرسنینون                                                         

خطی استفاده شد. نتایج رگرسیون و پارامترهاي مدل که در آن                                                         

V                                                    سرعت هیدرولیز یا سرعت گلوکز تولیدي برحسب )گرم بنر

ثنابنت        mKحداک ر نر  سرعت واکنش،                            max Vلیتر در ساعت)،                

غلظت سوبسترا برحسب )گرم بر لنینتنر)                                      سرعت واکنش و              

هناي     ) داده      2Rباشد. نتایج نشان داد که میزان همبستنگنی )                                       می  

    a u - باشد. همچنین مقادیر بنالاي                        می    5//4آزمایشی با مدل                

دار بنودن و            بیانگر منعنننی               p- a uو کم بودن           145/93برابر       

 ).  9باشد )نمودار              هاي تجربی با مدل می                   همبستگی بالاي داده                 

منخنمنر         ) بررسی میزان بیومس و اتانول تولیدي  به وسیلنه                                              

ساکارومایسس سرویسیه از پسا  هیدرولیز شده توسط قنارچ                                                    

 در  آسنپنرژینلنوس نناینجنرمیزان گلوکز تولیدي توسط قنارچ :  5نمودار 

 غلظت هاي مختل  برحسب )گرم بر لیتر).

هیدرولیز آنزیمی به  ورت تابعی از غلظت هاي مختل  سوبسترا :  5نمودار 

 منتن. -به کمک مدل میکائلیس 

 منتن.-معادله میکائلیس   i     a   – u  نمودار : 2نمودار 

مقایسه بین سرعت پیش بینی شده توسط مدل و داده هاي تجربی :  9نمودار 

 به دست آمده از آزمایشات.

 (3         (  
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براساس مطالعات  ورت گرفته یک گنرم                                    آسپرژیلوس نایجر:                

گرم اتانول تولیند کننند.                         4/21تواند       گلوکز از نظر ت وریکی می                       

تواند به اتانول تبدیل شود. هنمنان                                 در د گلوکز می               21بنابراین          

شود، میزان تولید اتانول ابتدا با                                  مشاهده می           3طور که در نمودار                  

ساعت وارد فناز                 9الی       5یک فاز تاخیري شرو  شده و پس از                                

گردد. پس از گذشتن از فاز رشد نمایی به ینک                                            رشد نمایی می            

هناي بنالا اینن               که در غلظنت            رسد. به طوري            میزان ثابت می             

 شود.      مراحل با وضو  بیشتري دیده می                            

نتایج حا ل از بررسی میزان اتانول تولیدي از پسا  هیدرولینز                                                          

)گرم بر لیتر) نشان داد که بیشنتنرینن                                     52شده با غلظت گلوگز                   

میزان اتانول تولیدي و همچنین بیشترین میزان بازده تولیدي آن                                                            

 )گنرم اتناننول بنر گنرم کنلنوکنز) و                             14/42به ترتینب          

   tha o    tota  su a     4/53                                (گرم اتانول بر میزان قند کنل(

هاي حا ل از بررسی رشند منخنمنر                            باشد. همچنین یافته                  می  

)   3در فرآیند تخمیر نشان داد )نمودار                                    ساکارومایسیس سرویسیه                    

هاي اولیه پس از تلقی  در منرحنلنه فناز                                    که مخمر در ساعت                 

تاخیري رشد قرار دارد و پس از آن وارد مرحله نمناینی رشند                                                      

 ساعت به حداکن نر رشند خنود                          19الی       15شود و تا زمان               می  

شود. همان طور کنه                  رسد. پس از آن نهایتا  وارد فاز مر  می                                     می  

گرم بیوماس              5/43شود بیشترین میزان تولید بیومس                               مشاهده می         

 و همچنننینن بنینشنتنرینن بنازده وزن خشنک سنلنولنی                                    

        tota  su a   4/15      .بود 

همنان      د) چگونگی ت ییرات میزان قند پسا  در  فرایند تخمیر:                                                    

منخنمنر منحنی ت ییرات میزان زي توده و اتانول تولیدي توسنط :  3نمودار 

 طی فرآیند تخمیر بر حسب )گرم بر لیتر).ساکارومایسیس سرویسیه 

منحنی کاهش میزان گلوکز )گرم بر لیتر) محینط کشنت تنوسنط : 3نمودار 

 در طول فرآیند تخمیر.ساکارومایسیس سرویسیه مخمر 

شود، میزان گلوکز موجنود در                           مشاهده می           3طور که در نمودار                  

هاي مخمر به             محیط کشت با شرو  فرآیند تخمیر توسط سلول                                         

یابد. همچنین هماهنگی بین کاهش                               مصرف رسیده و کاهش می                      

میزان غلظت گلوکز کل با تولید اتانول بیانگر مصرف قند توسط                                                          

 باشد.     مخمر و تولید اتانول می                      

 

 بح    

ترین سوخت زیستی موجود در جهان اسنت                                   امروزه اتانول رایج                  

اي، سلولزي و دیگنر                   تواند از مواد مختل  قندي، نشاسته                                که می     

مواد کربوهیدراتی تولید شود. این سنوخنت بسنتنه بنه ننو                                                   

تواند به  ورت مستقیم و یا غیر مستقیم از                                         سوبستراي اولیه می                 

طری  فرآیندهایی مانند هیدرولیز و تخمیر به دو روش جداگانه                                                          

هناي     یا همزمان از مواد مختل  به کمک منینکنروارگناننینسنم                                            

 ).      25گوناگون تولید گردد )                    

فرآیند هیدرولیز آنزیمی و تخمیر جنداگناننه تنوسنط قنارچ                                                  

ینکنی از        ساکارومایسس سرویسیه                     و مخمر          آسپرژیلوس نایجر               

مهمترین فرآیندهاي تولید اتانول است. کینتنینک هنیندرولنینز                                                     

هاي آنزیمی و اینکه چنگنوننه                          آنزیمی با بررسی سرعت واکنش                          

 تحت تاثیر فاکتورهاي فیزیکی و شیمیناینی منخنتنلن  قنرار                                                 

هاي اسناسنی واکنننش                 گیرند، اطلاعاتی در مورد مکانیسم                                می  

دهد. همچنین با محاسنبنه سنرعنت                            آنزیمی در اختیار قرار می                        

توان به اطلاعاتی مانند زمان واکنننش،                                   واکنش هاي آنزیمی می                   

 بازده تولیدي و نحوه بهینه سازي  شرایط واکنش  )در طراحی                                                      
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 ).      25راکتورهاي زیستی بسیار مهم است)، دست یافت )                                          

منتن با استفناده                 -هاي کینتیکی مدل میکائلیس                        نتایج بررسی ثابت                

بنه      mKو     maxV    نشان داد کنه                u   – i    a از نمودار         

) و     ous  بناشند. گنروس )            می    35/55و     14/45ترتیب برابر             

همکاران به بررسی کینتیک هیدرولیز آنزیمی سلوبیوز به منظنور                                                          

تولید گلوکز با استفاده از آنزیم سلوبیاز تولیدي توسط دو قنارچ                                                             

با غلظت اولیه سنوبنیناز                        آسپرژیلوس نایجر               و     تریکودرما تیسیه               

mmo       23                             منتن پرداختننند.                -به کمک مدل کینتیکی میکائلیس

بنه      Kmو      Vmax    هاي کینتیکنی           نتایج آنها نشان داد که ثابت                           

پاینینن در            mK). میزان          22باشند )       می    532و   15/45ترتیب برابر             

تواند ناشی از استفاده همنزمنان دو                                 مقایسه با مطالعه حاضر می                        

آنزیم باشد که در واقع اثر ترکیبی آنها بیشتر از زمانی است کنه                                                             

 به  ورت تنها هستند.                   

ها، دما و           از میان عوامل موثر بر  رشد و فعالیت میکروارگانیسم                                                 

pH                                                        از اهمیت زیادي برخوردار هستند. نتایج این مطالعه نشنان

درجه سنلنینسنینوس                52داد که در بین دماهاي مختل ، دماي                                  

بیشترین تاثیر را بر میزان گلنوکنز تنولنیندي تنوسنط قنارچ                                                  

اي که در دماهاي بالاتنر و                         گونه    گذارد. به         می  آسپرژیلوس نایجر                 

درجه سلیسیوس میزان گلوکز تولیندي تنوسنط                                        52تر از       پایین       

 یابد.       قارچ کاهش می            

هاي تولیدي توسط آننهنا                      ها و آنزیم            ا ولا  اک ر میکروارگانیسم                        

فعال هستند. بنه طنوري کنه                          pHخا ی از دما و                 در محدوده         

تر از این حد موجب کاهش شدید واکنش                                   دماهاي بالاتر یا پایین                     

آنزیمی شده است. زیرا افزایش دما با شکستن پیوندهاي ینوننی                                                        

کننند. در         ها را تخریب می              و هیدروژنی ساختار پروت ینی آنزیم                                

گردد. همچنین بررسنی                    نتیجه موجب کاهش واکنش آنزیمی می                               

در    سپرژیلوس نناینجنر                بر روي توانایی قارچ آ                       pHاثر گستره           

بیشترین اثر را بنر روي                           pH 2هیدرولیز نشاسته نشان داد که                             

درجه سلیسیوس                52میزان گلوکز تولیدي توسط قارچ در دماي                                      

) و      ohai دارد. نتایج حا ل از این آزمایش با مطالعه سوهایل )                                                 

و دماهاي مختل                   pHکه به بررسی اثر                   /244همکاران در سال                

در تنولنیند آننزینم                  آسپرژیلوس نایجر               بر توانایی و رشد قارچ                       

 ).  29سلولاز پرداختند، مطابقت دارد )                             

هناي       pHاثر       ///1) و همکاران در سال                      d  s  پدرسون )        

) را بر روي رشد و تنولنیند آننزینم                               9تا      2/2مختل  )گستره              

آنها نشان داد کنه                    گلیکوآمیلاز مورد بررسی قرار دادند. نتایج                                         

تاثیر چندانی بر روي رشد و توانایی تولید آننزینم                                                 pHت ییرات         

گلیکوآمیلاز ندارد. با این حال، نتایج آنها حاکی از آن بنود کنه                                                            

بنه      2/2تنا      pH       5بیشترین مقدار آنزیم تولیدي در  گستره                                      

طوري که بیشترین مقدار آنزیم تنولنیندي                                      دست آمده است. به                

مشاهده شد که با نتایج حا ل از این مطالعه مطابقنت                                                   pH    2در  

 ).  23دارد )      

فعال هستند، اما بنراي                        9تا      pH    5ها در دامنه             هرچند اک ر قارچ               

مناسب آنها بهینه                    pHافزایش راندمان فعالیت آنها لازم است که                                       

هناي دینواره            ، ترکیب    پروت ین                  pHسازي شود. زیرا ت ییرات                        

که با کاهش آن، اسنیندهناي                          طوري      سلولی را ت ییر می دهد. به                         

 شنود. اینن امنر              تر تبندینل منی           هاي اشبا            چر  غشا به فرم              

تر شدن و غیر قابل نفوذتر شدن آن و در نتیجه کناهنش                                                 محکم    

 رشد و فعالیت میکروارگانیسم را به همراه دارد.                                              

توده و اتانول تولنیندي بنه                         به طور کلی نتایج بررسی میزان زي                               

از نشاسته هیدرولیز شده                          ساکارومایسس سرویسیه                   مخمر        وسیله     

نشان داد که با افزایش غلنظنت                                آسیرژیلوس نایجر               توسط قارچ           

گلوکز پسا  هیدرولیز شده میزان اتانول تولیدي افزایش یافنتنه                                                          

اي که بیشترین میزان اتانول و بازده تولنیندي آن                                            گونه      است. به       

)گرم اتاننول بنر                  4/53گرم بر لیتر و                 14/42)اتانول) به ترتیب                   

 )   a i  ) و بیگی )          Ka imiمیزان قند کل) به دست آمد. کریمی)                                

و غلظت سوبسترا                  pH    عامل دما،           5به بررسی اثر                2414در سال        

اتانول تولیدي و گلیسرول به عنوان منهنمنتنرینن                                            بر روي بازده            

  موکور ایننندینکنس             محصول جانبی فرآیند تخمیر توسط قارچ                                    

هاي آنها نشان داد که در شراینط بنهنینننه                                     ). یافته        23پرداختند )          

گنرم بنر          4/55اتانول و گلیسرول به ترتیب                             بازده       مقدار پیشینه            

 میلی گرم بر گرم گلوکز بوده است.                                   /4/3گرم و       

به مقایسه میزان اتانول                          2411) و همکاران  در سال                     aha ساها )      

تولیدي از کاه گندم با استفاده از فرآیند هیدرولیز و تخمینر بنه                                                             

 دو  ورت همزمان و جداگانه تنوسنط سنوینه ننوتنرکنینب                                          

پرداختند. در پایان اتانول به تنرتنینب بنه                                          R  اشریشیا کلی             
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).    /2گرم بر لیتر در هر فرآیند به دست آمد)                                      //25و     //21میزان       

ا ولا  میزان کربوهیدرات موجود در محیط کشنت ینکنی از                                                 

ترکیبات اساسی محیط کشت است که بر رشد و منتنابنولسنم                                                 

هاي پایینن قننند،                مخمر بسیار تاثیر گذار است. زیرا در غلظت                                       

 دهی آن به شندت کناهنش                    مخمر دچار گرسنگی شده و بهره                           

هاي بالاي سوبسترا، بازدارندگی                              می یابد. در حالی که در غلظت                           

ها شده و سرعت تبدیل قند بنه اتناننول                                   قند مانع از عمل آنزیم                     

 ).      24یابد )      کاهش می       

با توجه به عدم توانایی کامل هیدرولیز پسا  تنوسنط قنارچ                                                     

و در نتیجه میزان گلوکز پایین محیط کشنت                                       آسپیرژیلوس نایجر                  

توان این احتمال را داد که میزان پایین اتانول تولیندي                                                     تخمیر می        

ناشی از پایین بودن میزان قند محیط کشت نسبت به مطالنعنات                                                       

 مشابه  ورت گرفته باشد.                        

همچنین در این مطالعه میزان مصرف قند سنوبسنتنرا و رشند                                                   

سلولی در طول فرایند تخمیر نشاسته توسط مخمر مورد بررسی                                                       

قرار گرفت. نتایج نشان داد که با افزایش زمنان منینزان رشند                                                       

یابد. به طوري که بیشنتنرینن وزن خشنک                                  سلولی افزایش می               

گرم       5/43سلولی و بازده وزن خشک سلولی به ترتیب به میزان                                               

)گرم وزن خشک سلولی بر میزان کل گلوکز)                                         4/15توده و          زي  

ها نشان داد که فرآیند تخمینر                             به دست آمد. در همین راستا یافته                               

بنا      ساکارومایسس سرویسیه                   نشاسته هیدرولیز شده توسط مخمر                               

کاهش قند کل همراه بوده و پس از پایان فاز رشد نمایی مخمنر                                                         

میزان قند سوبستراي تخمیر به میزان زیادي کاهش یافته اسنت.                                                         

  به  ساکارومایسیس سرویسیه                      توان بیان کرد که مخمر                       بنابراین می           
عنوان میکروارگانیسم ا لی تولید کننده اتناننول قنادر اسنت                                                      

قندهاي موجود در نشاسته هیدرولنینز شنده تنوسنط قنارچ                                               

را به عنوان منبع کربنی مناسب جهت تولنیند                                          آسپرژیلوس نایجر               

 اتانول استفاده نماید.                       

  یری    نتیجه     

در این مطالعه به بررسی فرآیند هیدرولیز آنزیمی نشاسته توسط                                                           

و مدل کینتیکی آن با استفاده از مندل                                      آسپرژیلوس نایجر               قارچ      

منتن به منظور تولید گلوکز به منظور تولید اتناننول                                                 -میکائلیس        

توان ننتنینجنه            پرداخته شد. با توجه به نتایج به دست آمده،  می                                             

 قادر به هیدرولیز آنزیمی                           آسپرژیلوس نایجز               گیري کرد که قارچ                  

 باشد. مدل هیدرولنینز آننزینمنی بنررسنی شنده                                     نشاسته می         

باشند. بنر          هاي تجربی فرآیند یاد شده می                           بینی داده         قادر به پیش           

اساس نتایج به دست آمده از فرآیند تخمیر نشاسته هیندرولنینز                                                        

 ساکارومایسنینس سنرویسنینه                    توان بیان کرد که مخمر                       شده می      

تواند از قندهاي موجود در نشاسته هیدرولیز شنده تنوسنط                                                   می  

به عنوان منبع کربنی مناسب به منظنور                                      آسپرژیلوس نایجر               قارچ      

تولید اتانول استفاده نماید. اما از طرفی پایین بودن میزان اتاننول                                                                 

تواند ناشی از عواملی ماننند کنم بنودن                                    تولیدي و بازده آن می                    

میزان گلوکز تولیدي در محیط تخمیر به دلیل عدم توانایی کامل                                                           

در هیدرولیز کامل نشاسته و یا وجنود                                     آسیرژیلوس نایجر               قارچ      

عوامل بازنداره رشد مخمر شامل ترکیباتی مانند لاکتیک اسید و                                                          

 نمک هاي معدنی در محیط کشت باشد.                                 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از آقایان محسن میرزایی و سعید رحیمیان                                                           

 به دلیل همکاري  میمانه در اجراي اینن پن وهنش کنمنال                                              

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Background & Objectives: The use of biological processes and optimizing them in order to  

produce biofuels such as ethanol is very important due to economic and environmental issues. 

Therefore, this study was conducted to investigate the kinetic model of starch enzymatic  

hydrolysis by Aspergillus niger and ethanol production using Saccharomyces cerevisiae. 

Materials & Methods: The study was performed on a laboratory scale. The effect of different  

parameters such as pH and temperature on starch enzyme hydrolysis by A. niger was investigated. 

Also, the Michaelis-   t  ’s mod    as us d to ass ss th  Ki  tic mod   o  th     ymatic  

hydrolysis process. In order to produce ethanol from the hydrolyzed starch, S. cerevisiae (yeast) 

was used at the temperature of 25 °C and pH of 4.5. 

Results: The results showed that the pH of 5 and the temperature of 35 °C have the highest effect 

on glucose production by A. niger. In addition, assessment of the kinetics and the constants of the 

model measured Vmax and Km as 10.41 and 73.23, respectively. Comparison between the  

experimental data and those predicted from the rate model indicated good agreement (R2= 0.93). 

The results of ethanol production by S. cerevisiae on hydrolyzed medium with glucose initial  

concentration of 32 g/l showed the maximum ethanol production and cell dry weight as 10.04 g/l  

and 3.08 g/l, respectively. 

Conclusion: According to the results of this study Michaelis–Menten kinetics model is able to  

predict enzymatic hydrolysis of starch. Furthermore, hydrolyzed starch can be used as an  

appropriate substrate for ethanol production. 

Keywords: Ethanol, Michaelis–Menten kinetics model, Aspergillus niger, Enzymatic hydrolysis, 

Saccharomyces cerevisiae. 
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