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 چکیده
های هیدرولیزی مواد ترکیبات سمی و بازدارنده موجود در فرآورده

فنلی، مشکل اصلی فرآیند  ترکیبات استیک و اسید قبیل لیگنوسلولزی از
های زیستی مانند تبدیل بیوشیمیایی مواد لیگنوسلولزی به سوخت

قارچ فیلامنتوس  چهارباشند. در این تحقیق، عملکرد بیواتانول می
Rhizopus oryzae ،Mucor indicus ،Neurospora 

intermedia  وAspergilus oryzae های سنتزی در محیط کشت
گرم بر لیتر اسید استیک بر روی تولید  هفت و پنج سه، صفر،حاوی 

بیومس قارچی، مصرف قند و اسید استیک و همچنین تولید اتانول 
 48بررسی شدند. مقدار بیومس قارچی به دست آمده بعد از زمان کشت 

 سبب کشت، محیط به استیک اسید افزودن که داد ساعت نشان 72و 
بازدارندگی  تأثیر .شد تأخیر فاز افزایش و هاقارچ رشد سرعت کاهش

ها بیشتر نسبت به سایر قارچ M. indicusاسید استیک بر رشد قارچ 
بوده و تولید بیومس حاصل از کشت این قارچ در غلظت بیشتر اسید 

 که قارچ گرم بر لیتر( به شدت کاهش یافت، درحالی پنجاستیک )
A. oryzae  .تحمل )بردباری( خوبی نسبت به اسید استیک نشان داد

اسید استیک بر مقدار بیومس قارچی و تولید  تأثیرنتایج نشان داد که 
تواند اتانول وابسته به غلظت اسید استیک و نوع قارچ مصرفی بوده و می
های اثر مثبت و یا منفی داشته باشد. غلظت اتانول حاصل از تخمیر قارچ

A. oryzae  وR. oryzae  در محیط کشت حاوی اسید استیک به
های ترتیب کاهش و افزایش پیدا کرد. با توجه به نتایج تخمیر، قارچ

فیلامنتوس آزمایش شده قادر به رشد و تولید اتانول در محیط کشت 
 گرم بر لیتر اسید استیک نبودند. هفتحاوی 
 
های قارچاسید استیک، بیومس قارچی،  ،اتانول های کلیدی:واژه

 .فیلامنتوس
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Abstract 
Toxic compounds and inhibitors in lignocellulosic 

hydrolysates such as acetic acid and phenolic 

compounds are the major challenge for 

biochemical conversion of lignocellulosic 

materials into biofuels like bioethanol. In this 

study, the performance of four filamentous fungi 

Rhizopus oryzae, Mucor indicus, Neurospora 

intermedia and Aspergilus oryzae on the fungal 

biomass production, sugar and acetic acid 

consumption as well as ethanol production was 

investigated in synthetic mediums containing 0, 3, 

5 and 7 g/L acetic acid. The fungal biomass 

obtained after 48 and 72 hours cultivation showed 

that the rate of the fungi growth and lag phase 

decreased and increased by acetic acid addition 

into the medium, respectively. The inhibitory 

effect of acetic acid on M. indicus growth was 

higher than those of other fungi, i.e., its biomass 

production decreased significantly at higher 

concentration of acetic acid (5 g/L), while A. 

oryzae showed pretty good tolerance to acetic acid. 

The results indicated that the effect of acetic acid 

on the fungal biomass and ethanol production was 

dependent on acetic acid concentration and the 

fungus type which can affect positively and/or 

negatively on the fermentation. The ethanol 

concentration from A. oryzae and R. oryzae 

cultivation in the medium containing acetic acid 

was decreased and increased, respectively. 

According to the fermentation results, the medium 

containing 7 g/L acetic acid was enough to stop the 

fungi growth and ethanol production. 
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fungal biomass 
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 مقدمه

های اخیر، تولید تخمیری اتانول از مواد سال رد
های کشاورزی به عنوان لیگنوسلولزی به ویژه پسماند

پذیر و پاک در بخش حمل و نقل رشد سوخت تجدید
(. با Sarkar et al., 2012چشمگیری داشته است )

یا سایر های کشاورزی و این وجود، استفاده از پسماند
مواد لیگنوسلولزی به عنوان مواد خام اولیه برای تولید 

های بیوشیمیایی و تخمیر، با دو اتانول از طریق روش
چالش مهم فنی روبرو است. یک چالش قابل ملاحظه 

و اقتصادی  مؤثرهای پیش تیمار و مهم، توسعه روش
های سازی قندهیدرولیز آنزیمی برای رهاو مراحل 

باشد و چالش از زیست توده سلولزی میقابل تخمیر 
است  بازدهدیگر، انتخاب میکروارگانیسم مناسب و پر

(Bellissimi et al., 2009; Casey et al., 2010; 

Harner et al., 2014.) 
 مختلف اجزای تخریب اثر در تیمار، پیش طی
 ترکیبات از سرییک لیگنوسلولزی، مواد دهنده تشکیل
 اسید قبیل از اسیدی و آروماتیک ترکیبات شامل

 متیل هیدروکسی فورفورال، فرمیک، اسید استیک،
 که شوندمی تولید وانیلین و لوولینیک اسید فورفورال،

 کرده عمل تخمیر بازدارنده عوامل عنوان به توانندمی
 تولید و اتانول بازده ها،میکروارگانیسم رشد سرعت و

 ,.Limtong et alدهند ) کاهش را قارچی بیومس

2000; Oliva et al., 2006; Greetham, 2014;. 
Silva et al., 2016های زیادی برای از بین (. تلاش

بردن اثر منفی این عوامل بازدارنده بر تخمیر شامل 
ها از فرآورده هیدرولیزی ماده لیگنوسلولزی، خروج آن

 های مقاوم به عامل بازدارنده و بهینهغربال کردن مخمر
های عملیاتی برای تخمیر ماده کردن پارامتر

 ,.Zheng-yun et alلیگنوسلولزی انجام شده است )

2010; Harner et al., 2014; Silva et al., 2016.) 
اسید استیک که یک اسید ضعیف تولید شده از 

ها طی پیش تیمار است، مانع سلولززدایی همیاستیل
عنوان یک عامل گردد و بهها میرشد میکروارگانیسم

ضد میکروبی در صنایع غذایی و آشامیدنی استفاده 

 ,Casey et al., 2010; Greethamشود )می

ها و یا های کشت میکروارگانیسم(. در فرآیند2014
( HAcزیه نشده اسید استیک )تخمیر، شکل جدا یا تج

تواند از میان غشای که محلول در چربی است می
Acکنده گردد و به آنیون )پلاسما عبور کرده و پرا

( و -
Hیک پروتون )

( در سیتوزول نزدیک خنثی تجزیه +
( pHiداخل سلولی ) pHشود. این امر منجر به کاهش 

در مقدار نزدیک خنثی،  pHiشود. به منظور حفظ می
غشای  آزATPهای اضافی بایستی به وسیله پروتون

های زیاد اسید استیک، خارج شوند. در غلظتپلاسما 
ظرفیت پمپ کردن پروتون سلول محدود و تهی شده 

و اسیدی  ATPو منجر به تخلیه و کاهش مقدار 
هموستاز  گردد. علاوه بر اختلالشدن سیتوپلاسم می

pHi انباشتگی مقادیر زیاد آنیون استات داخل سلولی ،
ممکن است سمیت اسید آلی را افزایش دهد 

(Bellissimi et al., 2009; Greetham, 2014; 

Liu et al., 2015اسید مانند ضعیف هایاسید (. اما 
به عنوان یک توانند می کم هایغلظت در استیک

موجب بهبود  pHمنبع کربن استفاده شده و با تنظیم 
-Zheng) شوندافزایش بازده اتانول  و پذیریتخمیر

yun et al., 2010; Greetham, 2014). 

 Saccharomyces cerevisiaeکه مخمر  در حالی
ترین میکروارگانیسم برای تبدیل تخمیری مصرفپر

، ممکن است باشدهای شش کربنی به اتانول میقند
عوامل بازدارنده قرار گیرد که  تأثیرطور منفی تحت به

وری ضعیف و تخمیر ناقص خواهد شد منجر به بهره
(Millati et al., 2005; Johansson et al., 

2011; Nilsson et al., 2016رو، انتخاب (. از این
یک میکروارگانیسم تولید کننده اتانول مناسب که 

های عوامل بازدارنده موجود در فرآورده به مقاوم
قادر به همچنین هیدرولیزی مواد لیگنوسلولزی و 

های پنج کربنه و شش کربنه به اتانول تخمیر قند
رفع این مشکل خواهد بود. باشد، راه حل کلیدی برای 

پذیری های فیلامنتوس به واسطه تطبیققارچ
متابولیکی، نقش حیاتی در تولید صنعتی محصولات 
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های اند. قارچزیست فناوری مانند بیواتانول ایفا کرده
فیلامنتوس قادر به رشد تحت هر دو شرایط هوازی و 

هوازی هستند و توانایی هضم و تخمیر منابع کربنی بی
های پنج کربنه و شش کربنه را ختلف شامل قندم

حاصل از فرآیند کشت دارند. به علاوه، بیومس قارچی 
ها، حاوی مقادیر مفیدی از پروتئینها این نوع قارچ

توانند باشد که میهای آمینه و کیتین میها، اسیدلیپید
به محصولات با ارزش افزوده بیشتر فرآوری شوند 

(El-Enshasy, 2007; Ferreira et al., 2012.) 
با توجه به اینکه خروج اسید استیک و عوامل 

بر خواهد بود بازدارنده دیگر برای کل فرآیند هزینه
بنابراین، مطالعه مفصل و دقیق اثر این عامل بازدارنده 

و همچنین ها و تولید اتانول بر رشد میکروارگانیسم
روری مهم و ضارائه یک راهکار مناسب برای رفع آن، 

باشد. از طرف دیگر، بیشتر تحقیقات انجام شده به می
ها مانند اسید استیک بر رشد مخمر تأثیربررسی 

Saccharomyces cerevisiae  و تخمیر اتانول
 تأثیرلذا در این تحقیق،  پرداختند. هاحاصل از آن

مقادیر مختلف اسید استیک در محیط کشت حاوی 
و تخمیر اتانول  های )منومری( مخلوط بر رشدقند

 Rhizopus oryzae ،Mucorهای فیلامنتوس قارچ

indicus ،Neurospora intermedia  و
Aspergilus oryzae .مطالعه شده است 

 
 هامواد و روش

 هاقارچ

های ن تحقیق از خانوادهیهای استفاده شده در ارچاق
 مشخصه با Rhizopus oryzaeها شامل زیگومیست

28958 CCUG و Mucor indicus مشخصه با 

22424CCUG  دانشگاه ونیکلکسشده از  هی)ته 
 Aspergillus شاملها و آسکومیست (سوئد گوتنبرگ

oryzae 72/819 مشخصه با CBS وNeurospora 

intermedia  92/131 مشخصه با CBS (شده هیته 
 (هلندWesterdijk یقارچ یستیز تنوع موسسه از

 یط کشتی که حاویمح یها بر رون قارچیا .بودند

و  (تریگرم بر ل 15) ، آگار(تریگرم بر ل 20) گلوکز
 یبودند، نگهدار( تریگرم بر ل 4) عصاره سیب زمینی

ل کردن آن یپس از تهیه محیط کشت و استر .شدند
گراد به یدرجه سانت 121 یبه وسیله اتوکلاو در دما

درجه  50-60قه، مخلوط حاصل تا دمای یدق 20مدت 
تر یلیلیم 20 یبیزان تقریگراد خنک شده و به مسانتی

ش استریل یدیپتر یهات در ظرفیساخت پل یبرا
های ها به پلیتح اسپور قارچیخته شدند. پس از تلقیر

ها بر ها به داخل انکوباتور، قارچتهیه شده و انتقال آن
گراد درجه سانتی 30 یط کشت جامد در دمایمح یرو

خچال در یرشد کرده و سپس در  روز چهارو به مدت 
 .شدند یگراد نگهداریدرجه سانت چهار یدما

 
 مواد شیمیایی

مورد استفاده در  ییایمیبات شیهای مونومری و ترکدنق
گلوکز، گالاکتوز، زایلوز، : ها عبارت بودند ازشیآزما

مانوز، سولفات آمونیوم، مونوپتاسیم فسفات، کلرید 
د یدرکسیم هفت آبه، هکلسیم دو آبه، سولفات منیزی

م، اسید استیک، اتانول، عصاره مخمر، آگار و یسد
-Sigmaهای عصاره سیب زمینی که از شرکت

Aldrich ،ACROS  وScharlau .خریداری شدند 
 

ح اسپور قارچ در داخل یع و تلقیط کشت مایه محیته

 آن برای تخمیر

ط یلیتر محمیلی 100های تخمیر، ای کلیه آزمایشرب
لیتری که میلی 250های ع در ارلن مایریکشت ما

تهیه  قرار گرفت،ها آنبر روی پنبه  ی از کلافدرپوش
شدند. منابع کربنی )قندی(، مغذی و مواد معدنی 

ها ثابت بوده و موجود در محیط کشت برای کلیه تیمار
ها براساس گرم بر لیتر محیط کشت عبارت مقادیر آن

، 5/1، زایلوز 4، مانوز 5/1، گالاکتوز 3بودند از: گلوکز 
 ، پتاسیم5/7 ، سولفات آمونیوم4عصاره مخمر 

و سولفات  1 ، کلرید کلسیم5/3 فسفات هیدروژن دی
گرم بر لیتر. اسید استیک در چهار سطح  75/0منیزیم 

گرم بر لیتر، به عنوان متغیر  هفت و پنج سه، صفر،
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محیط کشت در نظر گرفته شد. افزودن اسید استیک 
و شده در شرایط کاملاً استریل انجام گردید و اتوکلا

های تهیه شده با استفاده از محیط کشت pHسپس 
مولار  10ق و هیدروکسید سدیم یک رقید سولفوریاس

م شد. به منظور تلقیح اسپور قارچ در یتنظ 5/5 در حد
تر آب یلیلیم 20های مایع، ابتدا داخل محیط کشت

های مورد اوی قارچهای حمقطر استریل به داخل پلیت
له لوپ پلاستیکی استریل، یوس خته شده و بهینظر ر
ها جدا و در درون آب پراکنده شدند. های قارچاسپور

های اسپور قارچ به داخل شیکر سوسپانسیون
های استریل انتقال داده شدند تا به صورت  تیوپ

 100محلول کاملاً همگن در آیند. سپس به ازای 
تر از محلول یلیلیم دوع، یکشت ما طیتر از محیلیلیم

های حاوی محیط ح به ارلن مایریاسپور قارچ برای تلق
های تخمیر به در نهایت، آزمایش .کشت اضافه شدند

درجه  35 یدار در دماوسیله حمام آب شیکر
ساعت  72 قه و به مدتیدور بر دق 125 گراد و یسانت

اتانول و  ز قند،یها برای آنالیریگنمونه. انجام شدند
 ،صفرمختلف  یهااسید استیک طی تخمیر در زمان

ها تا ساعت انجام شدند و نمونه 72و  48، 24، 12
 یزر نگهداریدرون فر HPLCزمان آنالیز توسط 

 .شدند
 
 های آنالیزروش

های قارچی تولید شده در محیط کشت مایع ومسیب
 با فلزی ساعت، توسط یک صافی 72و  48بعد از 

از محلول  (مربع میلیمتر 1 منفذ مساحت با) ریز مش
لیتر آب مقطر شستشو میلی 500وسیله  جدا شده و به

درجه  70 یشدند و سپس در درون آون با دما
 ثابت زمان خشک شدن تا. گردیدند گراد خشک یسانت

در نهایت، مقدار . یافت ادامه قارچی ومسیب وزن شدن
 محاسبه شد.بیومس براساس گرم بر لیتر محیط کشت 

های مونومری، اتانول و برای تعیین غلظت کل قند
اسید استیک از دستگاه کروماتوگرافی مایع با راندمان 

مجهز به ستون تبادل یونی مبتنی بر  (HPLC) بالا

( Aminex HPX-87H, Bio-Radیون هیدروژن )
ساز ضریب شکست استفاده گردید. دمای و آشکار
 5اسید سولفوریک  گراد ودرجه سانتی 60ستون 

 6/0عنوان شوینده با سرعت جریان  مولار به میلی
 لیتر بر دقیقه در نظر گرفته شدند.میلی

نسخه  SPSSافزار  محاسبات آماری به کمک نرم
و براساس تجزیه واریانس دو طرفه انجام شد. از  16

ها گانه میانگینمنظور مقایسه چندآزمون دانکن به
 استفاده شد.

 
 نتایج

قارچی تولید شده در محیط  غلظت بیومس ،1دول ج
کشت مایع تحت شرایط مختلف تخمیر را نشان 

 دهد. می
های بدون اسید استیک )نمونه برای محیط کشت

به  R. oryzaeو  N. intermediaهای شاهد(، قارچ
گرم بر لیتر( و کمترین  622/4ترتیب بیشترین )

 48گرم بر لیتر( میزان بیومس قارچی را طی  806/3)
ساعت نخست تخمیر تولید کردند. با افزایش زمان 

ساعت، میزان بیومس  72ساعت به  48برداشت از 
های قارچی در محیط آمده توسط تمام نژاد دست به

شاهد( کاهش های بدون اسید استیک )نمونه کشت
تواند اتمام منابع کربنی )قندی( یافت که علت آن می

ساعت تخمیر باشد  48موجود در محیط کشت بعد از 
ها ناگزیر به استفاده از منابع که به موجب آن قارچ

مغذی موجود در بیومس برای ادامه حیات و زنده 
 د.بودنماندن 

 48مادامی که برداشت بیومس قارچی بعد از 
آمده  دست بهیر انجام گرفت، میزان بیومس ساعت تخم

و  سههای حاوی ها در محیط کشتتوسط تمام قارچ
گرم بر لیتر اسید استیک، کمتر از میزان بیومس  پنج

های بدون اسید استیک تولید شده در محیط کشت
برخلاف نمونه شاهد، با افزایش زمان برداشت از  بود.
رچی در ساعت، تولید بیومس قا 72ساعت به  48

گرم بر لیتر اسید  پنجو  سههای حاوی محیط کشت
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 تأثیراستیک افزایش یافت. نتایج نشان داد که 
 بازدارندگی اسید استیک بر رشد قارچ 

M. indicus ها بیشتر بوده و نسبت به سایر قارچ
تولید بیومس حاصل از آن در غلظت بیشتر اسید 

. گرم بر لیتر( به شدت کاهش یافت پنج)استیک 

تحمل )بردباری( خوبی به  A. oryzaeهمچنین، قارچ 
اسید استیک نشان داد. مطابق جدول تجزیه واریانس 

(، اثر مستقل قارچ و اسید استیک و همچنین 2)جدول 
تولید  قارچی اثر متقابل قارچ و اسید استیک بر بیومس

 .(P≤ 01/0) دار گردیدشده معنی
 

 کشت مایع تحت شرایط مختلف تخمیر غلظت بیومس قارچی تولید شده در محیط .1جدول 

 قارچ
 زمان برداشت

 )ساعت(
 غلظت اسید استیک

 )گرم بر لیتر(
 غلظت بیومس قارچی

 )گرم بر لیتر(

Aspergilus oryzae 

48 
0 167/0 ± 339/4 
3 178/0 ± 631/3 
5 088/0 ± 435/3 

72 
0 189/0 ± 532/2 
3 224/0 ± 753/4 
5 066/0 ± 872/4 

 

 
Neurospora intermedia 

48 
0 177/0 ± 622/4 
3 105/0 ± 848/3 
5 087/0 ± 913/3 

72 
0 061/0 ± 947/2 
3 033/0 ± 107/4 
5 096/0 ± 398/4 

Rhizopus oryzae 

48 
0 111/0 ± 806/3 
3 092/0 ± 112/3 
5 078/0 ± 11/2 

72 
0 083/0 ± 546/1 
3 139/0 ± 767/3 
5 09/0 ± 474/2 

 
Mucor indicus 

48 
0 056/0 ± 098/4 
3 098/0 ± 228/1 
5 027/0 ± 785/0 

72 
0 094/0 ± 825/1 
3 032/0 ± 152/3 
5 02/0 ± 892/0 

 
 ریمختلف تخم طیتحت شرا عیکشت ما طیشده در مح دیتول یقارچ ومسیبتجزیه واریانس  .2جدول 

 محاسبه شده F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

  031/1023**  372/16 115/49 3 نوع قارچ

  182/132 **  115/2 231/4 2 غلظت اسید استیک
  846/169 **  718/2 308/16 6 غلظت اسید استیک ×نوع قارچ 

  016/0 384/0 24 خطا
   038/70 35 کل

 داری در سطح احتمال یک درصد.** اختلاف معنی         
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 در جریانهای مونومری قند غلظت کل، 1شکل 
های های فیلامنتوس در محیط کشتتخمیر قارچ

های بدون در محیط کشت دهد.مختلف را نشان می
های اسید استیک )نمونه شاهد(، غلظت کل قند

ساعت اولیه تخمیر تقریباً به صفر  48مونومری در 
ساعت  72های مونومری در طول ندرسید و کل ق

تخمیر به طور کامل مصرف شده بودند اما سرعت 
های آزمایش شده متفاوت ها برای قارچمصرف قند

 M. indicusتخمیر  طیها بود. سرعت مصرف قند
ها بوده و این قارچ توانست بسیار بیشتر از سایر قارچ

ها را ساعت اولیه تخمیر، بخش اعظم قند 12طی 

گرم  پنجنماید. با افزودن اسید استیک تا سطح  مصرف
های آزمایش ها توسط قارچبر لیتر، سرعت مصرف قند

شده نسبت به نمونه شاهد کاهش یافت و غلظت قندها 
 ساعت تقریباً به صفر رسید. قارچ  72بعد از گذشت 

M. indicus  در محیط کشت حاوی اسید استیک هم
ها بود. دارای سرعت مصرف بیشتری نسبت به سایر قارچ

های فیلامنتوس در دو محیط نتایج نشان داد که قارچ
گرم بر لیتر اسید استیک، با  پنجو  سهکشت حاوی 

ها را مصرف نمودند و به لحاظ سرعت تقریباً مشابهی قند
دو محیط کشت در  داری بین اینآماری اختلاف معنی

  .(P> 05/0)ها مشاهده نشد مصرف کل قند
 

        
(a )                                                               (b) 

 

 
(c )                                                             (d) 

( صفر گرم بر لیتر اسید استیک aهای حاوی )شده در محیط کشتهای آزمایشهای مونومری طی تخمیر قارچغلظت کل قند .1شکل 
 گرم بر لیتر اسید استیک. هفت( dگرم بر لیتر اسید استیک و ) پنج( cگرم بر لیتر اسید استیک، ) سه( b)نمونه شاهد(، )
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های غلظت اسید استیک طی تخمیر قارچ
و  پنج، سههای حاوی فیلامنتوس در محیط کشت

نشان داده  2گرم بر لیتر اسید استیک در شکل  هفت
 شده است.

های همه قارچ شود،می که مشاهدهطورهمان
فیلامنتوس آزمایش شده توانایی تحمل )بردباری( 

گرم بر لیتر را داشتند و  پنجاسید استیک تا حد 
توانستند اسید استیک را طی تخمیر مصرف نمایند. 

به ترتیب با  A. oryzaeو  R. oryzaeهای قارچ
سرعت بیشتر و کمتری اسید استیک را مصرف کردند. 

ر لیتر اسید گرم ب هفتهای حاوی در محیط کشت
های فیلامنتوس رشد و فعالیتی نداشتند استیک، قارچ

و مقدار اسید استیک دست نخورده باقی ماند. علت 
افزایش ناچیز غلظت اسید استیک در این حالت 

تواند تبخیر محیط کشت مایع و کاهش اندک  می
 غلظت آن طی تخمیر باشد.

های ، تجزیه واریانس مصرف کل قند3جدول 
های فیلامنتوس و اسید استیک توسط قارچمونومری 

ساعت را نشان  72تحت شرایط مختلف تخمیر بعد از 
دهد. براساس این جدول، اثر مستقل اسید استیک می

های مونومری و مصرف کل اسید بر مصرف کل قند
. اثر مستقل قارچ و (P≤ 01/0) دار شداستیک معنی

اثر متقابل قارچ و اسید استیک بر مصرف کل اسید 
و اما بر مصرف کل  (P≤ 01/0)دار معنیاستیک 

 .(P> 05/0) دار نشدندقندهای مونومری معنی
های فیلامنتوس غلظت اتانول حاصل از تخمیر قارچ

گرم بر لیتر  پنجو  سه، صفرهای حاوی در محیط کشت
 نشان داده شده است. 3اسید استیک در شکل 

 

 
(a )                                                               (b) 

 

 
(c) 

 گرم بر لیتر اسید استیک،  سه( aهای حاوی )های آزمایش شده در محیط کشتغلظت اسید استیک طی تخمیر قارچ .2شکل 
(b )پنج ( گرم بر لیتر اسید استیک وc )گرم بر لیتر اسید استیک. هفت 
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بعد از  ریمختلف تخم طیتحت شرا لامنتوسیف هایتوسط قارچ ی و اسید استیکمونومر هایمصرف کل قندتجزیه واریانس  .3جدول 
 ساعت 72

 محاسبه شده F میانگین مربعات مربعاتمجموع  درجه آزادی متغیر وابسته منبع تغییرات

 نوع قارچ
 ns 070/0  0 001/0 3 های مونومریمصرف کل قند

 495/449 **  558/1 674/4 3 مصرف کل اسید استیک

 غلظت اسید استیک
 712/121334 **  042/301 125/903 3 های مونومریمصرف کل قند

 57/11755 **  749/40 498/81 2 مصرف کل اسید استیک

 غلظت اسید استیک ×نوع قارچ 
 ns 141/0  0 003/0 9 های مونومریمصرف کل قند

 832/142 **  495/0 971/2 6 مصرف کل اسید استیک

 خطا
  002/0 079/0 32 های مونومریمصرف کل قند

  003/0 083/0 24 مصرف کل اسید استیک

 کل
   208/903 47 های مونومریمصرف کل قند

   226/89 35 مصرف کل اسید استیک
 ،**ns :درصد 5داری در سطح احتمال اختلاف معنیو نبود  داری در سطح احتمال یک درصداختلاف معنی. 

 

    
(a)                                                               (b) 

 

 
(c) 

 ( صفر گرم بر لیتر اسید استیک aهای حاوی )آزمایش شده در محیط کشتهای غلظت اتانول حاصل از تخمیر قارچ .3شکل 
 گرم بر لیتر اسید استیک. پنج( cگرم بر لیتر اسید استیک و ) سه( b)نمونه شاهد(، )

 
در محیط کشت بدون اسید استیک )نمونه شاهد(، 

ه ساعت نخست تخمیر ب 24طی  A. oryzaeقارچ 
گرم بر لیتر( دست  68/2بیشترین غلظت اتانول )

یافت. سپس غلظت اتانول در جریان تخمیر کاهش 
ساعت تقریباً به صفر رسید.  72پیدا کرد و بعد از 

افزودن اسید استیک به محیط کشت منجر به کاهش 
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و افزایش فاز  A. oryzaeحاصل از غلظت اتانول 
 A. oryzaeتأخیر شد. حداکثر غلظت اتانول طی تخمیر 

ساعت  48های حاوی اسید استیک در در محیط کشت
اولیه تخمیر به دست آمد و بعد از آن کاهش پیدا کرد. 

 پنجبه  سهبه علاوه، افزایش غلظت اسید استیک از 
گرم بر لیتر سبب کاهش غلظت اتانول شد. نتایج 

اد که افزودن اسید نشان د N. intermediaتخمیر 
بر غلظت اتانول  واضح و قابل توجهی تأثیراستیک 

که فاز تأخیر اندکی افزایش پیدا حداکثر نداشت درحالی
 N. intermediaکرد. غلظت اتانول حداکثر طی تخمیر 

 24های با و بدون اسید استیک در در محیط کشت
ساعت نخست تخمیر به دست آمد. در بررسی تخمیر 

R. oryzae و  سه، صفرهای حاوی در محیط کشت
گرم بر لیتر اسید استیک، غلظت اتانول حداکثر  پنج

و  36/3، 84/2ترتیب ساعت نخست تخمیر به 24طی 
دست آمد. در تمام موارد، غلظت بهگرم بر لیتر  23/3

ساعت و در جریان تخمیر کاهش  24اتانول بعد از 
ک به محیط یافت. نتایج نشان داد که افزودن اسید استی

 مثبت بر غلظت اتانول حاصل از  تأثیرکشت، 
R. oryzae  داشته و منجر به افزایش غلظت اتانول شد

گرم بر لیتر  پنجو  سههای حاوی اما بین محیط کشت
دار اسید استیک به لحاظ غلظت اتانول، اختلاف معنی

های دیگر، خلاف قارچ. بر(P>05/0)آماری مشاهده نشد 
 M. indicusسرعت و مقدار تولید اتانول در تخمیر 

که غلظت اتانول حداکثر در محیط  طوری بیشتر بود، به
کشت بدون اسید استیک و همچنین محیط کشت حاوی 

ساعت نخست  12استیک طی  گرم بر لیتر اسید سه
گرم بر لیتر رسید. نتایج  64/3و  61/3ترتیب به تخمیر به

نشان داد که افزودن اسید استیک  M. indicusتخمیر 
منفی  تأثیرگرم بر لیتر، نه تنها  سهبه محیط کشت تا حد 

بر تولید اتانول نداشت بلکه نرخ کاهش غلظت اتانول بعد 
ساعت نسبت به نمونه شاهد کمتر بود. اضافه  12از 

تا حد  M. indicusکردن اسید استیک به محیط کشت 
فزایش فاز تأخیر تولید اتانول شد گرم بر لیتر موجب ا پنج

 24لیتر( طی  گرم بر 56/3و غلظت اتانول حداکثر )
های یک از قارچدست آمد. هیچساعت نخست تخمیر به

فیلامنتوس قادر به تولید اتانول در محیط کشت حاوی 
  گرم بر لیتر اسید استیک نبودند. هفت

(، اثر مستقل 4مطابق جدول تجزیه واریانس )جدول 
رچ و اسید استیک و همچنین اثر متقابل قارچ و اسید قا

 .(P≤ 01/0)دار شد استیک بر مقدار اتانول حداکثر معنی
 

 گیرینتیجهبحث و 

های هیدرولیزی حضور ترکیبات بازدارنده در فرآورده
مواد لیگنوسلولزی، یکی از موانع اصلی پیش روی 

این سلولزی است به علت این که صنعت تولید اتانول 
ها را به طور ترکیبات عملکرد تخمیری میکروارگانیسم

دهند. تأثیر اسید استیک، به منفی تحت تأثیر قرار می
عنوان یکی از این ترکیبات بازدارنده، بر فرآیند تخمیر 

 Rhizopus oryzae ،Mucorهای فیلامنتوس قارچ

indicus ،Neurospora intermedia  و
Aspergilus oryzae .مورد بررسی قرار گرفتند 

 
 ریمختلف تخم طیتحت شرا های فیلامنتوستجزیه واریانس مقدار اتانول حداکثر تولید شده توسط قارچ .4جدول 

 محاسبه شده F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 924/587 ** 966/2 897/8 3 نوع قارچ

 096/5390 ** 191/27 572/81 3 غلظت اسید استیک

 502/117 ** 593/0 335/5 9 غلظت اسید استیک ×نوع قارچ 

  005/0 161/0 32 خطا

   965/95 47 کل

 .داری در سطح احتمال یک درصداختلاف معنی**           
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نشان داده شده است،  1جدول که در طورهمان
ها با افزودن اسید استیک به سرعت رشد این قارچ

تر شدن یابد و موجب طولانیمحیط کشت کاهش می
که مقدار طوریگردد. به)دوره خواب( می 1فاز تأخیر

ساعت تخمیر در  48آمده بعد از دستبیومس قارچی به
های حاوی اسید استیک کمتر از مقدار محیط کشت

های بدون اسید ومس تولید شده در محیط کشتبی
 تواند به این دلیل باشد کهمی امر استیک بود. این

در اثر افزودن اسید  (pHi)سلولی  داخلpH کاهش 
 آزATP استیک به محیط کشت، از طریق فعالیت

 غشای میان ها ازسازی پروتونگردد و با آزادخنثی می
خنثی  در حد سلولی داخل pH حفظ موجب سلول

 مصرف افزایش به فعالیت منجر این گردد امامی
ATP گرددمی کشت محیط به استات شدن اضافه و 

دارد  همراه به را شده تولید قارچی بیومس کاهش که
(Wang et al., 2013; Greetham, 2014).  در

Limtong et al. (2000 )تحقیق انجام شده توسط 
کننده های تخمیرمشخص شد که رشد برخی مخمر

 Candida shehatae ،Pichiaزایلوز از قبیل 

stipitis CBS5773 ،fusant F101  وfusant 

F198  درصد اسید  5/0در محیط کشت زایلوز حاوی
استیک )حجمی/حجمی( به طور کامل مهار شده بود. 

درصد  5/0که در محیط کشت گلوکز حاوی درحالی
حجمی( در مقایسه با محیط  اسید استیک )حجمی/

 های مختلف کشت بدون افزودن اسید استیک، نژاد
S. cerevisiae  مانندM30 ،Sc90 ،N1 ،G/3 ،

G/5 ،G/2 ،TJ3  وSH1089  با نرخ رشد ویژه و
 حداکثر غلظت سلول کمتر رشد کردند.

ها قادر به رشد و با توجه به نتایج تخمیر، قارچ
گرم بر لیتر اسید  هفتفعالیت در محیط کشت حاوی 
 استیک، اسید مقدار استیک نبودند زیرا با افزایش

ATP منفی  اثر تا شود هیدرولیز بایستی بیشتری

                                                                      
1. Lag phase 

 به که نماید جبران را( pHi) سلولی داخل pHکاهش 
 سلولی رشد از دور به تریبیش آزاد انرژی آن موجب

 یا و ATP تولید سرعت نهایت، در. گرددمی آزاد
 و رشد توقف به منجر و شده محدود آزATP ظرفیت

 ,.Bellissimi et alشود )می سلول مرگ حتی

2009). Taherzadeh et al. (1997 ) نیز دریافتند
غلظت شکل تفکیک )جدا( نشده اسید استیک در که 

گرم بر لیتر بیشتر باشد تا  5محیط کشت نبایستی از 
 اتفاق بیافتد. S. cerevisiaeعمل رشد مخمر 

های توسط قارچها سرعت مصرف قندکاهش 
آزمایش شده در محیط کشت حاوی سه و پنج گرم بر 

 .Casey et alلیتر اسید استیک، با نتایج تحقیق 
 1( مطابقت دارد. همان طور که در شکل 2010)

ها به علت اثر بازدارندگی نشان داده شده است، قارچ
به اسید استیک در غلظت زیاد هفت گرم بر لیتر، قادر 

ها در این محیط نبودند. افزایش ناچیز قندمصرف 
های مونومری طی فواصل زمانی تخمیر در غلظت قند

گرم بر لیتر اسید استیک  هفتمحیط کشت حاوی 
تواند به علت تبخیر شدن آب و کاهش اندک حجم می

 محیط کشت مایع در طول دوره کشت یا تخمیر باشد.
ند به عنوان تواهای کم میاسید استیک در غلظت

یک منبع کربنی استفاده شود و در جریان تخمیر به 
 همچنین گردد وها مصرف وسیله میکروارگانیسم

شود تخمیر می طی pH مقدار تغییر به منجر
(Zheng-yun et al., 2010.)  در 2مطابق شکل ،

های فیلامنتوس آزمایش این تحقیق نیز همه قارچ
موجود در محیط شده توانستند تا حدی اسید استیک 

کشت را مصرف نمایند اما سرعت مصرف اسید 
 ها متفاوت بود.استیک به وسیله این قارچ

نشان داده شده است،  3طورکه در شکل همان
های کم )به ویژه سه افزودن اسید استیک در غلظت

مثبتی بر تولید اتانول حاصل از  تأثیرگرم بر لیتر( 
داشت، بدین  M. indicusو  R. oryzaeهای قارچ

صورت که به ترتیب موجب افزایش غلظت اتانول و 
 .Wikandari et alکوتاه شدن فاز تأخیر گردید. 
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خلاف اثرات بازدارندگی (، تأیید کردند که بر2010)
دروکسی متیل فورفورال، افزایش غلظت فورفورال و هی

اسید استیک تا یک مقدار مشخص سبب افزایش بازده 
 Taherzadehگردد. به علاوه، می وری اتانولو بهره

et al. (1997 ) گرم بر  3/3در غلظت دریافتند که
لیتر اسید استیک تفکیک )جدا( نشده، بازده اتانول 

در مقایسه با حالت  S. cerevisiaeحاصل از مخمر 
 درصد بیشتر بود. 20بدون اسید استیک اضافه شده، 

 .Casey et al توسط شده براساس تحقیق انجام
 S. cerevisiae(، سرعت تولید اتانول مخمر 2010)

در زمان حضور اسید استیک کاهش یافت اما بازده 
متابولیک اتانول تحت شرایط یکسان افزایش پیدا 

 کرد.
گرم  پنجطورکلی، با افزودن اسید استیک تا حد به

های فیلامنتوس آزمایش بر لیتر به محیط کشت، قارچ
تابولیکی از قبیل مصرف شده قادر به رشد و فعالیت م

های مونومری، مصرف اسید استیک و تولید اتانول قند
بودند اما هیچ گونه رشد و فعالیت قارچی در محیط 

گرم بر لیتر اسید استیک  هفتهای حاوی کشت
های مشاهده نشد. از طرف دیگر، سرعت مصرف قند

مونومری، اسید استیک و تولید اتانول متأثر از غلظت 
 استیک اضافه شده و نوع قارچ مصرفی بود.اسید 
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