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 درتوليد همزمان اتانول و زايليتول منبع ازت و ميزان اكسيژن محلول براي بهينه سازي 
   Candida tropicalisوSaccharomyces cerevisiae ركشت همزمان دو مخم

  1فرامرز خداييان و *2، غلامرضا صالحي جوزاني1اميد زاهد
 گروه علوم و صنايع غذايي، مهندسي و فناوري كشاورزيدانشكده  ،پرديس كشاورزي و منابع طبيعي ،دانشگاه تهرانكرج،  1

 بخش تحقيقات بيوتكنولوژي ميكروبي و ايمني زيستي ، )ABRII(پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران كرج،  2

  23/12/93 :تاريخ پذيرش  10/8/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

يا  يك، توليد همزمان ي ليگنوسلولزي ل از پسماندهاوواتانبياقتصادي سازي توليد براي جديد و اميد بخش كي از راهكارهاي ي
هدف از اجراي تحقيق حاضر بهينه سازي . مي باشد) تصفيه زيستي( پسماند مد نظراز ديگر در كنار اتانول چند ماده با ارزش 

محيط در  Candida tropicalis و Saccharomyces cerevisiaeتوليد همزمان اتانول و زايليتول در كشت همزمان دو مخمر 
منبع  8در  دو سويه ابتدا منظور تعيين بهترين منبع ازت براي دو سويه، ه ب. بودسطح فرمانتور غير پيوسته كشت طراحي شده در 

به نتايج . كشت داده شدندصورت همزمان ه ب در قالب طرح يك فاكتور در يك زمان) گرم در ليتر 6(مختلف آلي و معدني ازت 
، )گرم در ليتر 41/24(اتانول ميزان بالاترينه مخمر بود و عصار كارآيياز نظر ختلف اختلاف معني دار منابع منگر آمده نشا دست

 اكسيژن محلولي مختلف غلظتها تأثيردر ادامه  .را نشان داد) گرم در ليتر 24/13(و زيست توده ) گرم در ليتر 7/22( زايليتول
 ميزان بيشترين. مورد بررسي قرار گرفتوليد دو محصول در سطح فرمانتور غير پيوسته ت كارآييبر درصد  30و  20، 10، 5شامل 
 درصد 5در اكسيژن محلول ) گرم گلوكز مصرف شده رگرم اتانول توليدي ب( 47/0با بازدهي  )گرم در ليتر 38(توليدي اتانول

گرم زايليتول توليدي نسبت ( 54/0در ليتر با بازدهي  گرم 6/21به ميزان  در حالي كه بيشترين ميزان زايليتول توليدي ،مشاهده شد
در  2/25با ميزان  همچنين بيشترين ميزان بيومس توليدي. به دست آمد درصد 10در اكسيژن محلول  )به گرم زايلوز مصرف شده

ليد همزمان اتانول و آمده براي تو به دستبا توجه به نتايج . آمد به دست درصد 30بالاترين ميزان اكسيژن مورد آزمايش يعني 
زايليتول در كشت همزمان دو مخمر مورد مطالعه، بهترين منبع ازت عصاره مخمر و بهترين غلظت اكسيژن محلول براي اين 

  . درصد مي باشد 5-10منظور 

  .Candida tropicalis،Saccharomyces cerevisiae  ، زايليتول،بهينه سازي تانول،بيوا: كليدي ه هايواژ

  gsalehi@abrii.ac.ir :، پست الكترونيكي026-32703536: تلفن  ،ه مسئولنويسند* 

  مقدمه
كشاورزي در استفاده از مواد ليگنوسلولزي در سالهاي اخير 

زيستي  فرآورده هايتوليد  به منظورتخمير هاي فرآيند
. مورد توجه بسياري از محققان قرار گرفته استمختلف 

اين مواد براي تبديل  دليل پتانسيل بالايه اين موضوع ب
به موادي كه داراي ارزش اقتصادي و افزوده بيشتري شدن 
ساليانه ميلياردها تن انواع زيست توده  ).4(، مي باشدهستند

ليگنوسلولزي كشاورزي در جهان توليد مي شوند كه 
سلولز و ليگنين با حاوي سه جز اصلي سلولز، همي

قندهاي ء از جز 3ين ا. دنباشمي 4:3:3 حدودي نسبتهاي
كربنه  6كربنه مثل زايلوز و آرابينوز و قندهاي ساده  5ساده 

مانوز و گالاكتوز تشكيل شده اند كه در حين  ،مانند گلوكز
وجود اين . آزاد مي شوندهيدروليز مواد ليگنوسلولزي 
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ميزان عظيم زيست توده ليگنوسلولزي در جهان، پتانسيل 
وختهاي زيستي و انواع بسيار مناسبي را براي امكان توليد س

ميزان  ).25و  15(زيستي ديگر نويد مي دهد  فرآورده هاي
 130ورد شده توانمندي توليد انرژي از زيست توده بين آبر
كه اين ميزان  مي باشد) EJ/year(اگزاژول در سال  170تا 

درصد انرژي سالانه مورد نياز جهان در  20مي تواند حدود 
  ). 4( را  جبران نمايد 2050سال 

 ،هاي پيش تيمار، هيدروليز و تخميرفرآيندبا توجه به 
امكان توليد انواع منابع انرژي، تركيبات بيوشيميايي و 

زيستي از پسماندهاي ليگنوسلولزي  فرآورده هاي
زيستي مد  فرآورده هاياز مهمترين . كشاورزي وجود دارد

نظر مي توان به بيواتانول، متانول، بوتانول، هيدروژن، 
ايليتول، اسيدهاي آلي، حلالهاي آلي، اسيدهاي آمينه، ز

مكملهاي خوراك دام، پروتئين تك سلولي  و غيره اشاره 
توليد اتانول  ،ورده هاآدر بين اين فر .)22 و 9 ،8 ،6( نمود

 2(پيدا نموده اند بيشتري بسيار ويژه و و زايليتول اهميت 
ين تر توليد بيواتانول به عنوان يكي از مهم ).15و 

سوختهاي تجديد پذير و جايگزين سوختهاي فسيلي با 
استفاده از گياهان زراعي نشاسته اي از قبيل ذرت در 
سالهاي گذشته همواره انجام شده است و ميزان توليد آن 

توليد اتانول با استفاده . بوده استمحدود  سالانه در جهان 
از گياهان زراعي با توجه به وجود فقر و گرسنگي در 

انتقاد بوده است  داري از كشورهاي جهان همواره موربسي
زايليتول يك قند الكل پنج كربنه با قيمت ). 16و  15(

 دلار و عملاً 4/3- 7/3كيلو گرم حدود به ازاي هر جهاني 
اين قند داراي . )40( مي باشد ارزش آن از اتانول بيشتر

در بدن به كم جذب  به دليلشيريني معادل شكر بوده و 
در صنايع زايليتول . قند رژيمي شناخته مي شود عنوان

مختلف از قبيل صنايع غذايي، داروسازي و دندانپزشكي 
 ،علاوه بر اين. )40و  16( مورد استفاده قرار مي گيرد

زايليتول در فرمولاسيون مواد غذايي داراي مزيتها و 
خواص فراواني است و در محصولاتي مانند انوع آبنبات، 

اين . گيردتني و آدامس مورد استفاده قرار مينوشيدنيها، بس

كند و به همين دليل قند الكل در واكنش ميلارد شركت نمي
در فرمولاسيونهاي مواد غذايي بدون اينكه در طول دوره 

باعث بهبود  ،نگهداري اين مواد باعث تغييراتي در آنها شود
  ).13و  10( شودرنگ و طعم مواد غذايي مي

پسماندهاي  تانسيل بسيار نويد بخشعلي رغم وجود پ 
، همچنان ليگنوسلولزي براي توليد فراوده هاي زيستي

در آنها از زيستي  فرآورده هايو ساير توليد بيواتانول 
هاي فرآيندگران بودن  اين امر دليل. ابتداي راه مي باشد

خالص سازي  پيش تيمار، هيدروليز آنزيمي، تخمير و نهايتاً
يكي از راهكارهاي مناسب  .)20و  15( اتانول مي باشد

 كارآييبراي كاهش هرينه هاي توليد و همچنين افزايش 
تبديل زيستي پسماندهاي كشاورزي، تصفيه زيستي 

)biorefinery ( هاي بالادستيفرآيندمي باشد كه در آن در 
هاي مختلف استفاده شده و ضمن كاهش فرآيندتلفيقي از 
ايين دستي نيز امكان هاي پفرآينددر قسمت  ،هزينه ها

توليد همزمان چند فراورده زيستي با ارزش از يك محيط 
  ).29و  19( يا بستر مورد استفاده وجود دارد

 6كربنه و  5قندهاي نتيجه هيدروليز مواد ليگنوسلولزي  در
توليد مي شوند كه  در اين ميان اكثر ميكروارگانيسم كربنه 

را دارند و ) كزگلو(كربنه  6قندهاي ها توانايي مصرف 
را به ميزان كمتري مصرف مي ) زايلوز(كربنه 5قندهاي 

،  .Pichia spميكروارگانيسم هايي مانند . كنند
Debaryomyces sp.  وCandida sp.  قابليت تبديل زايلوز
رند و ميكروارگانيسم هاي ديگر مانند به زايليتول را دا

Saccharomyces cerevisiae 6نايي توليد اتانول از توا 
به طور كلي از بين  ).31و  3( را دارا مي باشند كربنه ها

و  Candida guilliermondii يها، مخمرهاميكروارگانيسم
C. tropicalis در هترين توليد كنندگان زايليتول به عنوان ب

 .)41 و37، 12( شده اند نظر گرفته

ي تعريف فرآيندبا توجه به توضيحات ذكر شده مي توان 
كربنه و توليد محصولي  6كرد كه علاوه بر مصرف قندهاي 

كربنه حاصل از هيدروليز مواد  5قندهاي  ،مانند اتانول
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ليگنوسلولزي هم براي توليد زايليتول مورد مصرف قرار 
بسيار مورد توجه واقع  راًهايي كه اخيفرآينديكي از . بگيرند

در اين  .باشدمي) Co- culture(كشت همزمان شده است، 
چند ميكروارگانيسم مختلف كه از لحاظ فاكتورهاي  فرآيند

هاي يكساني دارند را با هم كشت داده تا از رشد شباهت
سوبستراهاي مختلف محيط كشت موادي كه داراي ارزش 

 ).32و  17( توليد كننداقتصادي  و افزوده بيشتري دارند، 
توليد  به منظورقيق حاضر تلاش شده است تا حلذا در ت

مان دو مخمر زكشت هم همزمان اتانول و زايليتول شرايط
S. cerevisiae )و) تخمير كننده قند گلوكز C. tropicalis 

در سطح فرمانتور غيرپيوسته ) تخمير كننده قند زايلوز(
فاكتور مهم منبع ازت و بدين منظور دو . بهينه سازي شود

ميزان غلظت اكسيژن محلول در محيطهاي كشت مدل بهينه 
  . سازي شد

  و روشها مواد 
 شامل مخمردو سويه  :ي مورد استفادهميكروارگانيسم ها

S. cerevisiae NCIM 3090 )و) تخمير كننده گلوكز  
C. tropicalis NCIM 3119 )كه ) تخمير كننده قند زايلوز

ه عنوان ترتيب به كه ب) 39(لي نويسندگان در تحقيقات قب
زايليتول و اتانول انتخاب شده كننده توليد  برترسويه هاي 

ر محيط كشت سويه ها د. مورد استفاده واقع شدند ،بودند
) گرم در ليتر 3( قند زايلوز ،)گرم در ليتر 10(حاوي گلوكز

گرم  3(، عصاره مخمر)گرم در ليتر 5( سولفات آمونيوم، 
 )گرم در ليتر 15(و آگار  )گرم در ليتر 5(پپتون  ،)تردر لي

 24هاي كشت داده شده به مدت سپس نمونه. كشت شدند
درجه سلسيوس  29ر با دماي وساعت در داخل انكوبات

در محيط  مذكور پس از كشت خمرهايم .قرار داده شدند
درجه  - 70و در  هگليسرول قرار داده شد درصد 40حاوي 

  .شدند نگهداري سلسيوس 

و  S. cerevisiaeبررسي قابليت توليد اتانول توسط سويه 
براي بررسي قابليت توليد  : C. tropicalisتوسط  زايليتول

 40، سويه منتخب در  S. cerevisiae اتانول توسط سويه

گرم در  140(حاوي قند گلوكز  كشت ميلي ليتر محيط
تخراجي ، عصاره اس)گرم در ليتر 6(سولفات آمونيوم  ،)ليتر

 درصد 20( مينهآسبوس برنج به عنوان منبع ويتامين و اسيد 
) گرم در ليتر 1/0( و همچنين كلرايد كلسيم) حجم محيط
و دماي  rpm 200ر در دور ودر يك انكوبات كشت شد و

. روز كشت و نگهداري شد 3به مدت لسيوس درجه س 30
 HPLCبا  سويهدر نهايت ميزان اتانول توليد شده توسط 

 4حجم مايه تلقيح در اين سيستم . گيري گرديددازهان
  .بود درصد

  براي بررسي قابليت توليد زايليتول توسط سويه
C. tropicalis  كشت حاوي  ميلي ليتر محيط 40در

گرم در  5(سولفات آمونيوم  ،)گرم در ليتر 20( قندزايلوز
استخراجي  عصاره، )گرم در ليتر 10(، عصاره مخمر)ليتر

 درصد 20(ج به عنوان منبع ويتامين و اسيد امينهسبوس برن
در يك ) گرم در ليتر 1/0(و كلرايد كلسيم)حجم محيط

به لسيوس درجه س 30و دماي  rpm 200انكوباتر در دور 
روز كشت و نگهداري شد و در نهايت  ميزان  5مدت 

. شدگيري اندازه HPLCبا  سويهزايليتول توليد شده توسط 
  .بود درصد 4اين سيستم  حجم مايه تلقيح در

براي تعيين وزن خشك سلولي مقدار : وزن خشك سلولي
مشخصي از سوسپانسيون ميكروبي و محيط كشت برداشت 

ميكرومتر كه از قبل در دماي  2/0شد و سلولها از فيلترهاي 
 ،ساعت خشك شده بودند 4به مدت سلسيوس درجه  65

و داده سپس توسط آب تقطير شده شستش. عبور داده شدند
درجه  105شده و براي رسيدن به وزن ثابت در دماي 

ساعت  تا رسيدن به يك وزن ثابت  48به مدت سلسيوس 
در نهايت با توزين آن مقدار بيومس بر  .قرار داده شدند

  .حسب گرم در ليتر ماده خشك سلولي گزارش شد

براي كشت مخمر در اوليه آماده سازي مايه تلقيح 
براي تهيه مايه تلقيح يك لوپ  :محيطهاي آزمايشگاهي

به يك  C. tropicalis و S. cerevisiaeسويه هايكامل از 
ميلي ليتر از محيطي  50ميلي ليتري كه شامل  125ارلن 
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 گرم بر ليتر قند زايلوز، 40گرم بر ليتر گلوكز،  80حاوي
گرم بر ليتر عصاره مخمر 6گرم بر ليتر سولفات آمونيوم، 5

رلن حاوي محيط كشت در يك ا.اضافه شد pH 5با 
لسيوس درجه س 30و دماي  rpm 200ر در دور وانكوبات

  .ساعت كشت و نگهداري شد 24به مدت 

براي كشت همزمان دو انتخاب مناسبترين منبع نيتروژني 
به : يك فاكتور در يك زمان با استفاده از طرحمخمر 

كشت ترين منبع نيتروژني براي  منظور انتخاب مناسب
منبع  8تانول و زايليتول دو مخمر و توليد همزمان اهمزمان 

عصاره مالت، عصاره مخمر، باكتو (منبع آلي  4ازت شامل 
، كلريد آمونيوم(ازت معدني منبع  4و  )تريپتون و كازئين
با ) موليبدات آمونيومو سولفات آمونيوم ، نيترات آمونيوم

درصد  4(دو سويه . گرم در ليتر استفاده شدند 6غلظت 
صورت كشت همزمان در محيط حاوي يك ه ب )ايه تلقيحم

 50(گلوكز ،)گرم در ليتر 6(منبع ازت اشاره شده در بالا 
 1/0(و كلرايد كلسيم) گرم در ليتر 40(، زايلوز )گرم در ليتر
 30و دماي  rpm 200ر در دور ودر انكوبات) گرم در ليتر

به مدت پنج روز كشت و  5pHو سيوس لدرجه س
در نهايت ميزان اتانول و زايليتول توليد  .ندنگهداري شد

  .دشگيري اندازه HPLCشده در هر منبع نيتروژني با 

براي كشت ترين ميزان اكسيژن محلول انتخاب مناسب
براي توليد اتانول و در فرمانتور همزمان دو مخمر 

ترين ميزان غلظت اكسيژن  براي تعيين مناسب: زايليتول
 ،توليد اتانول و زايليتولجهت كشت همزمان محلول براي 

كشت همزمان  به صورت )درصد مايه تلقيح 4(دو سويه 
در  درصد 30و  20، 10، 5غلظت اكسيژن محلول  4در 

انجام ) Bioflo 310 )New Brunswik, USAفرمانتور مدل 
تنظيم اكسيژن  به سه روش تنظيم دبي هواي ورودي . شد

ز اكسيژن ، جريان گا)vvm 5/1(به وسل فرمانتور 
. هم زدن كنترل شده و سرعت ب) درصد 9/99(خالص

 6( بهينهمحيط حاوي منبع ازت در بدين منظور دو سويه 
گرم در  40(، زايلوز )گرم در ليتر 80(، گلوكز)گرم در ليتر

كشت به صورت )گرم در ليتر 1/0(و كلرايد كلسيم) ليتر
ر ليت 5/1ليتري كه حاوي  2مخزن  بادر فرمانتور  همزمان

درجه  30و دماي  rpm 300محيط كشت در دور 
محيط  pHدر طول تخمير . كشت شدند  5pHو سلسيوس 

سه نرمال كنترل  HCLسه نرمال و  NaOH به وسيلهكشت 
در نهايت ميزان . انجام شدروز  4به مدت و كشت شد مي

اتانول و زايليتول توليد شده در هر جريان ، زيست توده
  . شدگيري اندازه HPLCهوادهي با 

غلظت مواد  :اندازه گيري قندها، الكل و مواد بازدارنده
 )Knauer( HPLCتوسط )  زايليتولو  گلوكز،زايلوز،اتانول(

ستون  ،K-2301مدل  RIدتكتور  ،k1001شامل پمپ 
Eurokat H ، حلال آب اسيدي باPH= 2   و نرم افزار
Chromgate ا ميكرو ليتر از نمونه ب 20ميزان  .انجام شد

به قطر  Eurokat Hميلي ليتر در دقيقه از ستون  1جريان 
ميلي متر عبور داده و  300×  8و ابعاد ميكرومتر   10ذرات 

كل زمان هر تجزيه .تركيبات اندازه گيري و شناسايي شدند
تمام منابع نيتروژني شامل عصاره  .)23( دقيقه بود 15

تهيه  )آلمان(مخمر و سولفات آمونيوم و از كمپاني مرك 
مورد نياز به زايلوز، گلوكز، زايليتول و اتانول  هايقند. شد

از كمپاني  )HPLC( استاندارد براي كروماتوگرافيعنوان 
 . شدتهيه ) آلمان( سيگما

 نتايج و بحث

ارزيابي اوليه سويه هاي منتخب نشان داد كه سويه منتخب 
S. cerevisiae  140(حاوي قند گلوكز در محيط كشت 

با گرم در ليتر اتانول  66توانايي توليد ، )ليترگرم در 
گرم گلوكز گرم اتانول توليد شده نسبت به ( 47/0بازدهي 

نيز در  C. tropicalisو سويه منتخب  داردرا ) استفاده شده
 قابليت توليد) گرم در ليتر زايلوز 20(محيط كشت حاوي 

گرم ( 49/0با بازدهي گرم در ليتر زايليتول  10حدود 
ا ر )يليتول توليد شده نسبت به گرم زايلوز استفاده شدهزا

زيست اثر منابع مختلف نيتروژني بر توليد در ادامه . دارد
مخمر  2در كشت همزمان  اتانول و زايليتول توليدي توده،
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S. cerevisiae  وC. tropicalis  يك فاكتوردر قالب طرح 
وش اين ر كارآيي .مورد بررسي قرار گرفت در يك زمان

آماري در بهينه سازي منابع مورد نياز براي توليد زيست 
ده هاي زيستي به اثبات رسيده است روآتوده و ساير فر

مشاهده  1در جدول گونه كه  همان). 2و  1براي مثال (
شود عصاره مخمر بهترين نتيجه را از لحاظ توليد مي

مخمر  2اين . دهدشان ميناتانول و زايليتول زيست توده، 
 زيستگرم در ليتر  2/13حضور اين منبع نيتروژني  در

داري با بقيه منابع كه تفاوت بسيار معنيكردند توليد توده 
ميزان اتانول كل و زايليتول توليدي نيز به . شتنيتروژني دا

 2اين . باشندگرم در ليتر مي 7/22و 4/24ترتيب برابر با 
اتانول  مخمر در حضور عصاره مخمر بالاترين بازده توليد

گرم اتانول توليد شده به گرم گلوكز  48/0(از قند گلوكز 
و همچنين بالاترين بازده توليد زايليتول از ) استفاده شده 

گرم زايليتول توليد شده نسبت به گرم  56/0(قند زايلوز 
را نشان دادند كه نسبت به  ساير ) زايلوز استفاده شده

نتايج با نتايج ساير اين . شرايط بطور معني داري بيشتر بود
، )9()2007(محققين از قبيل كاروالهيرو و همكاران 

و پاراجو و همكاران  )15()2002(گرانستروم و همكاران 

در حين بررسي اثرات منابع ازت مختلف بر  )24() 1998(
زيرا آنها  ،توليد زايليتول در كشت تكي مخمر مشابه بود

بع ازت براي ترين و بهترين من كه مهم دهم نشان دادن
و راجرزهمچنين . توليد زايليتول عصاره مخمر مي باشد

عنوان كردند كه اضافه كردن در تحقيق ديگري همكارانش 
ي مختلف عصاره مخمر غلظتهاانواع مختلف منابع ازت و 

  .)26(متفاوتي در توليد اتانول دارد  تأثير

باكتو تريپتون يكي ديگر از منابع نيتروژني است كه بعد از 
، گرم در ليتر 1/12عصاره مخمر بالاترين مقدار بيومس

در  3/13به ميزان   و زايليتول گرم در ليتر  06/23اتانول 
از ميان منابع معدني نيتروژن،  .)1جدول ( كردرا توليد  ليتر 

در . مدآبهترين نتايج از مصرف سولفات آمونيوم به دست 
گرم  3/6حضور اين تركيب در هر ليتر محيط كشت 

گرم در ليتر  8اتانول و  در ليتر گرم 2/8، زيست توده
 به دست، با توجه به نتايج بنا براين. زايليتول توليد شد

عصاره مخمر به عنوان بهترين منبع نيتروژني براي آمده، 
  و S. cerevisiaeمخمر  2توليد اتانول و زايليتول با 

C. tropicalis  شدانتخاب.  

  

  

  همزمان دو مخمردر كشت  ف ازت بر رشد و توليد اتانول و زايليتولاثر منابع مختل -1 جدول

  )g/l(زايليتول  )g/l(اتانول )g/l(بيومس  منابع نيتروژني
  c15/011/11  d43/013/17  c*10/009/12  ي مالتعصاره
  a19/024/13  a28/041/24  a31/070/22  ي مخمرعصاره

  b15/017/12  b19/006/23  b69/032/13  باكتو تريپتون
  d06/083/9  c53/09/21  c16/031/12  كازئين

  f23/033/6  e81/024/8  d29/004/8  سولفات آمونيوم
  fg22/099/5  ef73/069/7  g49/091/3  موليبدات آمونيوم
  g37/056/5  g75/016/5  f92/062/5  كلريد آمونيوم
  e18/09/8  ef54/043/7  de46/047/7  نيترات آمونيوم

  .درصد را نشان مي دهد 95حروف كوچك انگليسي متفاوت اختلاف معني دار در سطح . خطاي استاندارد ميانگين*
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هاي مسثر در رشد ميكروارگانيؤيكي از فاكتورهاي مهم و م
 C. tropicalis و  S. cerevisiae.باشدهوازي، اكسيژن مي

باشند كه رشد آنها وابسته به اكسيژن زي ميدو مخمر هوا
در اين مطالعه اثر چهار  سطح . )35( محلول محيط است

بر رشد و توليد ) درصد 30و  20، 10، 5(اكسيژن محلول 
روفيل پ 3تا  1شكلهاي . اتانول و زايليتول بررسي شد

 زماني رشد و توليد اتانول و زايليتول را براي دو مخمر

S. cerevisiae وC. tropicalis  در شرايط كشت همزمان و
شكلها  اين . دهندنشان ميميزان اكسيژن محلول متفاوت 

به صورت  12دهند كه دو مخمر تا ساعت نشان مي
مي كنند و سپس رشد كاهنده آنها شروع لگاريتمي رشد مي

. شوندوارد فاز يكنواخت مي16در ساعت سپس . شود 
و مخمر در ابتداي همچنين مصرف قند گلوكز توسط اين د

گيرد و در عمل تخمير و زودتر از قند زايلوز صورت مي
قند  C. tropicalisو S. cerevisiaeساعت ابتدايي دو مخمر

 ).34و  5( كنندگلوكز را مصرف و توليد اتانول مي

دهند توليد اتانول تا نشان ميشكلها گونه كه اين  همان
ول با سرعت ساعت ششم ناچيز بوده و پس از آن سنتز اتان

به  20يابد تا اينكه در حدود ساعت بيشتري ادامه مي
كل قند گلوكز  20در ساعت . رسدحداكثر مقدار خود مي

موجود در محيط توسط اين دو مخمر مصرف شده و ميزان 
همچنين در اين دوره زماني . رسدآن در محيط به صفر مي

به  ناچيز بوده و C. tropicalis مصرف قند زايلوز توسط 
 قبلاًگونه كه  زيرا همان ،كندميزان كمي توليد زايليتول مي

را در مقايسه با ) هگزوز(اين مخمر قند گلوكز شد، اشاره 
بعد از اتمام قند .  كندزودتر مصرف مي) پنتوز(زايلوز 

همچنان فاز رشد ادامه داشته ) 20ساعت (گلوكز در محيط 
باشد كه مي  C. tropicalisكه اين رشد مربوط به مخمر 

پس از اتمام قند گلوكز، قند پنج كربنه زايلوز را مصرف 
شكل ها نشان اين . انجام مي شودكرده و توليد زايليتول 

كه روند بيوسنتز اتانول و زايليتول موازي با توليد  مي دهند
نيز اما توليد آنها در سيستم فرمانتور  ،زيست توده نيست

حدودي وابسته به رشد  توان تاسيستم ارلن ماير ميمقل 
  . مخمرها مي باشد

  و S. cerevisiaeمخمر  2ميزان رشد  1شكل 
 C. tropicalis و توليد اتانول و زايليتول را در اكسيژن

. دهدنشان مي) شرايط تقريبا بي هوازي( درصد 5محلول 
شود در اين شرايط دو مخمر تا گونه كه مشاهده مي همان

كنند و سپس رشد رشد ميبه صورت لگاريتمي  12ساعت 
وارد فاز 16كاهنده آنها شروع شده تا اينكه درساعت

همچنين مصرف قند گلوكز توسط اين . شونديكنواخت مي
دو مخمر در ابتداي عمل تخمير و زودتر از قند زايلوز 

گيرد و در ساعت ابتدايي دو مخمر قند گلوكز صورت مي
 5(يزان اكسيژن در اين م. كنندرا مصرف و توليد اتانول مي

، در )گرم در ليتر 80(قند گلوكز موجود در محيط) درصد
ساعت از كشت انجام شده به طور كامل مصرف  20طي 

-گرم در ليتر توليد اتانول مي 38شده و دو مخمر به ميزان 

كربنه  5قند تقريبا بي هوازي به طور كلي در شرايط . كنند
ن كمي متابوليزه به ميزا C. tropicalisزايلوز توسط مخمر 

غلظت قند  ،توان مشاهده كرداي كه ميشود و به گونهمي
 40ساعت از كشت از  80زايلوز در محيط بعد از گذشت 

كند و تمامي كاهش پيدا مي گرم در ليتر 30به   گرم در ليتر
گرم در ليتر  1/7شود و زايليتول به ميزان آن مصرف نمي

صرف قند زايلوز و گلوكز نتايج مشابهي از م. شودتوليد مي
توسط فورلان و همكارانش در كشت  بي هوازيدر شرايط 

C. parapsilosis  و همچنين ) 11(در محيط كشت سنتتيك
در محيط  C. guilliermondiiدر كشت روبيو و همكاران

  ).27(هيدروليزي پوسته سويا مشاهده گرديد 

شرايط (درصد  10محلول در ميزان اكسيژن 
 80قادر است در طي  Candida، مخمر )ميكرواروفيليك

ساعت از زمان كشت تمامي قند زايلوز موجود در محيط 
اين مصرف تمامي قند زايلوز در . كشت را مصرف كند

به اين علت است كه ) درصد 10(شرايط محدود اكسيژن 
است  سيستم انتقال الكترون در مخمرها به طور كامل قادر
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NAD+ توليد شده ازNADH   در مرحله اول متابوليسم
گرم در  6/21زايلوز را احياء كند، و در اين شرايط به ميزان 

در اين ميزان اكسيژن . ليتر توليد  قند الكل زايليتول كند

ساعت از كشت گلوكز موجود در  22محلول در طي 
ليد گرم در ليتر اتانول تو 9/16شود و محيط متابوليزه مي

  ).2شكل (شود مي

  
 درصد 5غلظت  در  C. tropicalisو S. cerevisiaeمخمر   2پروفيل زماني رشد، مصرف گلوكز و زايلوز، و توليد اتانول و زايليتول در  -1شكل 

  .اكسيژن محلول 

  
 درصد 10غلظت  در  C. tropicalisو S. cerevisiaeمخمر   2پروفيل زماني رشد، مصرف گلوكز و زايلوز، و توليد اتانول و زايليتول در  -2شكل 

  .اكسيژن محلول 

قند  2سينتيك رشد سلولي و مصرف  4و  3 هايشكل
 و S. cerevisiaeمخمر  2گلوكز و زايلوز را توسط 

C. tropicalis  اكسيژن  درصد 30و  درصد 20در شرايط

 همان. دهدمحلول موجود در محيط كشت را نشان مي
شود مشابه شرايط كشت مشاهده ميلها شكگونه كه در اين 

اكسيژن محلول، تمامي قند گلوكز و زايلوز  درصد 10
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در ميزان . شودمخمر مصرف مي 2موجود در محيط توسط 
 2/25(، ميزان بيشتري از زيست درصد 30اكسيژن محلول 

اي كه با افزايش به گونه. آيدبه دست مي) گرم در ليتر
ل بر ميزان زيست توده ميزان هوادهي و اكسيژن محلو

تحقيقات قبلي نيز نشان . شودتوليدي در محيط افزوده مي
افزايش ميزان هوادهي رشد مخمر در محيط  داده اند كه با

ميزان محصولات اتانول و  .)33و  1( يابدافزايش مي
زايليتول توليد شده در اين شرايط نسبت به شرايطي كه 

 ،باشدمي) درصد 10و  5(ميزان اكسيژن محلول در محيط 
 درصد 30اي كه در شرايط اكسيژن يابد به گونهكاهش مي

مخمر به ترتيب برابر  2اتانول و زايليتول توليد شده توسط 
  .باشدميگرم  8/14و  7/15با 

  
 درصد 20غلظت در  C. tropicalisو S. cerevisiaeمخمر   2پروفيل زماني رشد، مصرف گلوكز و زايلوز، و توليد اتانول و زايليتول در  -3شكل 

  .اكسيژن محلول 

  
 درصد 30غلظت  در  C. tropicalisو S. cerevisiaeمخمر   2پروفيل زماني رشد، مصرف گلوكز و زايلوز، و توليد اتانول و زايليتول در  -4شكل 

  .اكسيژن محلول 
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آمده براي  به دستفاكتورهاي سينتيكي حداكثر  2جدول 
مختلف اكسيژن محلول نشان  دو مخمر را در شرايط

بالاترين ميزان شود گونه كه مشاهده مي و همان دهد مي
گرم در ليتر  38توليد اتانول  و زايليتول به ترتيب با ميزان 

گرم  47/0بازدهي (گرم در ليتر در ساعت  9/1و بهره دهي 
 5در غلظت اكسيژن ) اتانول توليدي به گرم گلوكز مصرفي

كه بالاترين ميزان  ت، در صورتيآمده اس به دستدرصد 
گرم در ليتر و بهره دهي  6/21توليد زايليتول با غلظت  

گرم زايليتول  54/0بازدهي ( گرم در ليتر در ساعت 28/0
 10در غلطت اكسيژن  )توليدي به گرم زايلوز مصرفي

اما در خصوص توليد زيست  .آمده است به دستدرصد 
ل در محيط بر ميزان با افزايش ميزان اكسيژن محلوتوده 

زيست توده افزوده شده و بالاترين ميزان زيست توده 
گرم در ليتر در  36/0و با بهره دهي ) گرم در ليتر 2/25/0(

آمده  به دستدرصد اكسيژن محلول  30در غلظت ساعت 
شات متعددي در خصوص كشت همزمان رگزا. است

ليد با ساير ميكروارگانيسم ها براي تو ساكارومايسسمخمر 
لطيف و همكاران در سال براي مثال . اتانول وجود دارد

 از كشت همزمان دو مخمر مخمر) 18( 2001

S. cerevisiae  وC. tropicalis   بر روي محيط حاوي

 21عصاره مخمر و پسماندهاي ذرت تنها توانستند به ميزان 
گرم  21و ميزان  )19/0بازدهي  با(گرم در ليتر اتانول توليد 

رودمويي و . زايليتول توليد نمايند 45/0ر با بازدهي در ليت
 با بهينه سازي كشت همزمان دو مخمر) 2005(همكاران 

S. cerevisiae  وC. tropicalis  بر روي محيط حاوي
گرم  7گلوكز و زايلوز توانستند تا اتانول با غلظت حداكثر 

گرم بر ليتر به طور   2/9بر ليتر و زايليتول با غلظت 
 )38()2011(ياداو و همكاران ).  28(نه توليد نمايند جداگا

 P. stipitisو  S. cerevisiaeبا كشت همزمان دو مخمر نيز 
 ي پايينغلظتهابر روي كاه و كلش هيدروليز شده برنج 

بازدهي گرم در ليتر و  12غلظت (تري اتانول توليد نمودند 
و  طور كه مشاهده مي شود اين مقادير اتانول همان). 4/0

از ميزان غلظت و ن دو تحقيق يدر ا شده توليدزايليتول 
البته  .بازده اتانول توليدي در تحقيق حاضر كمتر است

 با كشت تك سويه 2007سانچز و همكاران در سال 

C. tropicalis  توانستند مقادير قابل توجهي زاليتول با بازده
گرم زايليتول توليدي بر گرم زايلوز ( 56/0

تول توليد نمايند كه كمي از ميزان زايليتول زايلي)مصرفي
   ).30(توليدي در اين تحقيق بيشتراست 

مختلف ي غلظتهادر  همزماندر شرايط كشت S. cerevisiaeو   C. tropicalisسينتيكي كشت دو مخمر حداكثري مقايسه فاكتورهاي  -2جدول
  اكسيژن محلول

  درصد اكسيژن محلول  گيريفاكتورهاي اندازه
5% 10%  20%  30%  

  d4/0±18 c5/0±1/19  b5/0±6/22  a7/0±  2/25 )گرم بر ليتر(زيست توده 
  a3/1± 38 b8/0±9/16  c7/0±9/14  bc8/0±  7/15  )گرم بر ليتر(اتانول 

  d 4/0±  1/7 a8/0±6/21  b6/0±3/16  c4/0±  8/14  )گرم بر ليتر(زايليتول 
گرم بر ليتر در(زيست تودهحجمي بهره دهي
  )ساعت

bc 03/0±25/0 b04/0±27/0  ab04/0±32/0  a04/0±36/0  

  a1/0±9/1 c06/0±84/0  d05/0±67/0  b07/0±04/1 )گرم در ليتر در ساعت(اتانولحجمي دهي بهره
  d01/0±09/0 a03/0± 28/0  b03/0±21/0  bc03/0±19/0 )گرم در ليتر در ساعت(زايليتولحجمي دهي بهره

  

جمع بندي نمود كه در اين طوركلي در پايان مي توان ه ب
ترين عوامل محيطي در توليد  برخي از مهم تأثيرتحقيق 

اتانول و زايليتول از قند گلوكز و زايلوز  كبيوتكنولوژي
  و S. cerevisiaeدو مخمر  كشت همرمان توسط 
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C. tropicalis  مورد بررسي قرار گرفت و در نهايت بهترين
منبع ازت،  در بحث. شرايط مورد انتخاب قرار گرفت

بهترين منبع ازتي براي كشت همرمان دو مخمر مورد 
مطالعه و توليد همزمان اتانول و زايليتول، عصاره مخمر 

 نيز بالاترينميزان اكسيژن محلول محيط در زمينه  . بود
گرم اتانول توليد شده به گرم گلوكز استفاده ( اتانول بازده 
به ) درصد 5(در شرايط اكسيژن پايين =47/0YP/S) شده
آمد در حاليكه بيشترين ميزان بازده زايليتول به ميزان  دست

54/0YP/S= ) گرم زايليتول توليدي نسبت به گرم زايلوز
. آمد به دستدرصد  10در شرايط اكسيژن ) مصرف شده

ي اكسيژن بين اين دو دامنه غلظتهالذا لازم است در آينده 
نهايي  مورد بررسي قرار بگيرد و غلظت) درصد 5- 10(

نتايج تحقيق حاضر در برنامه تحقيقاتي .  آيد به دستبهينه 

آتي نويسندگان كه توليد همزمان اتانول و زايليتول از 
پسماند كاه و كلش برنج در شرايط فرمانتور پيوسته خواهد 

  .بود مورد استفاده واقع خواهد شد

  :سپاسگزاري

نويسندگان بر خود لازم مي دانند تا از همكاريهاي 
صميمانه آقاي مهندس سعيد عباسعليزاده و همچنين ساير 
همكاران بخش تحقيقات بيوتكنولوژي ميكروبي و ايمني 
زيستي پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران تقدير و 

اين تحقيق در قالب پروژه مصوب . تشكر نمايند
پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران طراحي و اجرا 

  . شده است
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Optimization of nitrogen source and dissolved oxygen 
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co-culture system of two Saccharomyces cerevisiae andCandida 
tropicalis strains 
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Abstract 

Application of biorefinery approach in which in addition to bioethanol, simultaneously 
one or more other biological products are produced, has attracted attention as a new and 
hopeful strategy to economize ethanol production from lignocellulosic biomass. So, 
objective of the present study was to optimize co-production of ethanol and xylitol in a 
co-culture system of two Saccharomyces cerevisiae and Candida tropicalisstrains in a 
batch fermentor. To determine the best nitrogen source, two strains were co-cultured on 
the medium containing one of 8 different organic and mineral nitrogen sources (6 g/l). 
The results showed that different nitrogen sources showed significantly different 
biorefinery efficiency, and the maximum ethanol (24.41 g/l), xylitol (22.7 g/l) and 
biomass (13.24 g/l) production was observed when yeast extract was used.  At the next 
step, effect of different dissolved oxygen concentrations, 5, 10, 20 and 30%, was 
evaluated on the efficiency of ethanol and xylitol production at batch fermentor level.  
The maximum ethanol production (38 g/l) and yield efficiency (Yp/s= 0.47 gram ethanol 
per gram used glucose) was achieved when dissolved oxygen concentration was 5%, 
whereas the maximum xylitol production (21.6 g/l) and yield efficiency (Yp/s= 0.54 
gram produced xylitol per gram used xylose) was achieved when dissolved oxygen 
concentration was 10%. Also, the maximum biomass (25.7 g/l) was achieved at 30% 
dissolved oxygen concentration. Finally, it could be concluded that the yeast extract and 
5-10 % oxygen concentrations were selected as the best nitrogen source and oxygen 
concentrations, respectively, for co-production of xyltitol and ethanol by co-culture of 
the studied yeasts. 

Keywords: Bioethanol, Candida tropicalis, Optimization, Saccharomyces cerevisiae,   
Xylitol.   

 

 


