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توليد گلوکز از ترکيبات ليگنوسلولزی موارد استفاده فراوانی به عنوان ماده اوليـه تخميـر بـراي توليـد اتانـل و               
لينتر که از ضايعات کارخانجات پنبه مي باشد حاوی درصد بـالائی سـلولز مـي                . بسياری از محصولات ديگر دارد    

در طی اين تحقيـق  . اوليه خود که گلوکز مي باشد تبديل شودسلولز ميتواند توسط آنزيم سلولاز به مونومر     . باشد
 که فعاليت بالاتری نسبت به B-TXL آلمان، آنزيم ASAاز ميان سه نوع آنزيم صنعتی سلولاز از محصولات شرکت      

برای انجام عمليات هيدروليز برای افزايش دسترسي آنزيم بـه          . بقيه داشت برای فرآيند هيدروليز انتخاب گرديد      
سپس لينتر در شرايط مناسب هيدروليز و گلوکز        .  سلولز لينتر، ابتدا بر روی لينتر پخت قليائي انجام گرديد          سطح

به ازاي هـر   ) برمبناي واحد فيلتر واتمن   ( واحد آنزيم  ٢٤نتايج آزمايشات نشان داده که با استفاده از         . تهيه گرديد 
  . .کز تبديل گرددلينتر ميتواند به گلو% ٥٠ ساعت ٤٨گرم لينتر پس از مدت 
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  مقدمه
از جمله مواد ارزان قيمتي هستند كه مي توانند مانند لينتر، باگاس ، ضايعات چوب تركيبات ليگنوسلولزي 

دي قابل مصرف براي ميكروارگانيسم هاي اين تركيبات در حالت عا. . بكار روندمواد اوليه تخمير براي توليد 
در . بنابراين ابتدا لازمست توسط عمليات هيدروليز به مواد قابل تخمير تبديل شوند. معمولي نمي باشند

 مرحله بعد با انجام عمليات تخمير، گلوكز و ديگر قندهاي حاصل از هيدروليز توسط ميكروارگانيسمهاي
 يكي از روشهاي تبديل تركيبات ليگنوسلولزي به ]١[.مي گردند تبديل مناسب به اتانول و يا محصولات ديگر

در اين روش سلولز موجود در اين تركيبات توسط آنزيم به گلوكز . باشد مواد قابل تخمير، هيدروليز آنزيمي مي
  ]٢ [.گردد تبديل مي

 و قارچهاي ]٤و٣[رهوازي آنزيم سلولاز به وسيله ميکروارگانيسم هاي مختلف از قبيل باکتريهاي هوازي و غي
سلولاز توليد شده از باکتري هنوزمرکز . توليد ميشود]Soft rot fungi٧ [ و]whitr rot fungi٦[و]٥[غيرهوازي 

  .مطالعات مي باشد
 واحد باکتري توليد ٤٦ سلولازهاي توليد شده از باکتريها را بازبيني کرده و ] ٨[ و همکارش١اخيراً لوگدال

  ،٤باکتريودس ،٣ کلوستريديوم،٢اکتيويبرو: بهترين باکتريهاي غيرهوازي شامل.عرفي نمودندکننده سلولاز را م

 ،٧اسيدوترموس:  ميباشد و همچنين بهترين نمونه باکتريهاي هوازي شامل٦ ورومينوکوکوس٥ميکرومونوسپور
 زمينه بيشتر قارچها در اين.  مي باشد١٢ وترمومونوسپور١١سودوموناس ،١٠،سلويبري٩، سلولوموناس٨باسيلوس

  .مي باشد١٣ تريکودرماريزي يکي از مهمترين قارچها.مورد توجه قرار گرفته اند
 باشد حداقل سه گروه از آنزيمهاي سلولاز درهيدروليز آنزيم سلولاز معمولاً مخلوطي از چندين نوع آنزيم مي

  :درگير هستند
زنجيره سلولزحمله نواحي باكريستاليني كمتركه به )  ١٤گلوکانوهيدرولاز-دي-٤و١اندو   مانند( اندوگلوكاناز -

  .كند ايجاد يك سر آزاد در زنجير ميکرده،
که به تخريب بيشتر  ) ١٥گلوکان سلوبيوهيدرولاک-دي-بي-٤و١ مانند(     اگروگلوكاناز يا سلوبيوهيدرولاز-

  .كندطريق جدا كردن واحدهاي سلوبيوز ميسلولز از 
  .كنده گلوكز تبديل ميگلوكوسيداز كه سلوبيوز را ب-بتا  -

                                                   
1 -Ljungdahl   
2 -Acetivibrio 
3 -Clostridium 
4 -Bacteroides 
5 -Micromonospora 
6 -Ruminococcus 
7 -Acidothermus 
8 -Bacillus 
9 -Cellulomonus 
10 -Cellvibri 
11-Pseudomonas  
12 -Thermomonospora 
13 -Trichoderma reesei 
14 -endo 1,4-D-glucanohydrolase 
15 -1,4-B-D-glucan cellobiohydrolak 
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   سلولز را تخريب نمايد مانند گلوگورونيداز،تواند هميدر كنار آنزيمهاي فوق تعدادي آنزيم وجود دارد كه مي

  ]٩ [.استيل استراز، زايلاناز، زايلوزيداز، گالاكتوماناز، و گلوكوماناز  
تحت عنوان که گيرد وليز صورت ميقبل از انجام هيدر برای افزايش راندمان آنزيم سلولاز فرآيندهائي

 انجام فرايندهاي مقدماتي براي داشتن راندمان بالا و سرعت هيدروليز بالا .هستندفرآيندهاي مقدماتي مطرح 
 راندمان اين روش شديداً وابسته به . يکي از روشهای معروف روش قليائی مي باشد] ١٠[.الزامي مي باشد

تواند موجب تورم  رقيق ميهيدروکسيد سديم] ١١[.باشدگنوسلولزي ميمقدار ليگنين موجود در تركيبات لي
.  ليگنين شودي، كاهش درجه پليمريزاسيون، كاهش كريستالينتي و جداساز)افزايش سطح تماس با آنزيم(

تواند افزايش مي% ٥٥تا % ١٤از ليگنين، از % ٢٠الي % ٥٥راندمان هيدروليز در اين روش بوسيلة كاهش 
 .اين تحقيق از روش قليائي به عنوان فرايند مقدماتي استفاده شده استدر ]٢[يابد

هزينة يوتيليتي روش آنزيمي . باشد محصولات هيدروليز آنزيمي معمولاً قندهاي مختلف و غالباً گلوكز مي
 و ٥حدود pH باشد زيرا شرايط عملياتي آن معمولاً در  تر از روش هيدروليز اسيدي و قليايي مي بسيار پائين

  ] ٩[. بوده و مسئلة خوردگي را نيز به دنبال ندارد٥٠ الي ٤٥دمائي درحدود 
آلمان خريداري و   ASAاز شرکت   B-TXL,TXL,TSدر اين تحقيق در ابتدا سه آنزيم سلولاز صنعتي به نامهاي 

ن آنزيم ميزان سپس با کمک اي. فعاليت آنها بررسي و سپس  نمونه با فعاليت بالاتر براي هيدروليز انتخاب شد
 .قند موجود در سوبسترا آناليز شد

 
  مواد و روش انجام آزمايشات

تريکودرما ريشيوبدست آمده ودر محدوده   آلمان از قارچASAآنزيم هاي خريداري شده از شرکت :  آنزيمها-١
اپتيمم  pH و ٥٥ c° الي٤٥ ° cدماي اپتيمم آنها.  فعال مي باشند٧ الي ٥/٢ بينpHوc٧٠° الي٤٠°cدمايي 

 .عنوان شده است٥/٤آنها 
 در طي فرايند هيدروليز از بافر سيترات سديم استفاده مي pHبه منظور ثابت نگه داشتن :  بافر سيترات-٢

  .کنيم
 ٥/٤با %)٩٨تهيه شده از شرکت مرک آلمان با خلوص (از اسيد سيتريک  M١براي اين عمل ابتدا محلول 

pH= تهيه نموده وmlقيق نموده و از محلول را ر ٥٠pH تنظيم مي کنيم٨/٤ آن را در . 
  .به عنوان سوبسترا براي تعيين فعاليت آنزيم استفاده مي شود: ١ شماره١٦ کاغذ واتمن-٣
٤- DNS :ترکيبي ازgr هيدروکسيد سديم و١٠gr دي نيترو ساليسيليک اسيد و٥/٣ mlفنل مايع و ٢gr 
  . تهيه شده است،در يک ليتر مي باشدمتا بي سولفيدسديم که همگي از شرکت مرک آلمان٥/٠
  .در يک ليترمي باشد)ت مرک آلمانتهيه شده از شرک( سديم پتاسيم تارتارات gr٤٠٠شامل:  نمک راشل-٥
  .سلولز مي باشد% ٢/٨٧ از ضايعات کارخانجات پنبه مي باشد وحاوي : لينتر برش دو-٦
  . گريد دارويي مي باشد: تتراسايکلين-٧

                                                   
16 -Whatman paper 
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ماکزيمم فشار اعمالي به اين . براي استريل آنزيم استفاده مي شود٢/٠ µmاز فيلتر با قطر : فيلتر استريل-٨
   . اتمسفر مي باشد٧فيلتر 

  
 روش تعيين فعاليت آنزيمهای سلولاز

 محاسبه مي  IUPAC (International Union Of Pure and Applied Chemists)فعاليت آنزيم به روش
 .خود آزاد نمايدml گلوکز به ازاي هر mg٢ که آنزيم مناسب، آنزيمي است.شود

در اين . آنزيم مي باشد٥/٠ ml سوبسترا در ٥٠ mgگلوکز به ازاي  ٢ mgنيز بر اساس توليدIUPAC روش 
گلوکز مي ٣٧/٠ µmol/(min.ml) شاملFPUهر واحد . عنوان مي شودFPU/MLروش فعاليت سلولز در واحد 

  .باشد
يک قطعه از کاغذ واتمن با .مورد نظر ابتدا آنها توسط فيلتر استريل مي نماييمبراي تعيين فعاليت آنزيم هاي 

وسپس به )   دقيقه١٠در حدود (قرار گرفته ٥٠ c°بافردرحمام با دماي١  mlغوطه ورشده در١*cm٦ اندازه
قرار مي  ٥٠°c ساعت در حمام با دماي١از آنزيم موردنظربه آن اضافه شده وبه مدت ٥/٠ mlميزان
 ] ١٢[. تعيين ميگردد DNSساعت غلظت قند به روش١بعدازپايان .گيرد

 
   بر روی لينترفرآيند مقدماتيروش انجام 

 ليتر ١٦ کيلوگرم لينتر خام را در ١مقدار .  براي عمليات مقدماتي از روش پخت قليائي استفاده گرديد 
)  اتمسفر٥/٢شار بخار ف( درجه١٢٥ ساعت در دماي ٥/٣وزني خيسانده و سپس به مدت % ٢محلول سود 
 .   بار با آب شهر شستشو گرديده وخشک شد٣سپس مخلوط فوق . اتوکلاو گرديد

 روش تعيين ترکيبات موجود در لينتر
در اين تحقيق .  ابتدا لازم است مقدار سلولز موجود در ماده اوليه مورد استفاده برای هيدروليز تعيين گردد

 بر مبناي روش آزمايشگاهي ارائه شده E1758-01   ASTMيح شده برای تعيين مقدار سلولز از روش تصح
در اين روش با استفاده از دو مرحله هيدروليز اسيدي يکي اسيدی غليظ در .   انجام گرفتNRELتوسط 

 ,glucan, xylan(پليمر كربوهيدراتها )  درجه١٢١(و ديگري اسيدی رقيق در دماي بالا)  درجه٣٠(دماي پايين

  با استفاده از ستونHPLCتبديل گرديده و سپس قندهای توليد شده توسط روش  هاي مربوطه به قند)…

AMINEX HPX-87P گرم از لينتر در يک لوله آزمايش با حجم ١/٠±٣در اين روش .  اندازه گيري مي شود 
ک سپس برای مدت ي. اضافه مي شود% ٧٢ سي سي اسيد سولفوريک ٣ سي سي قرار داده و بر روی آن ٢٠

 سي سي انتقال و ١٠٠سپس نمونه ها از لوله آزمايش به يک بالن .  درجه قرار مي گيرد٣٠ساعت در دمای 
سپس ). بدست مي آيد% ٤بدين ترتيب محلول اسيدي ( سی سی آب مقطر اضافه مي گردد٨٤بر روی آن 

 ها آناليز مي سپس مخلوط سانتريفوژ و نمونه).  درجه١٢١دماي (مخلوط بمدت يک ساعت اتوکلاو گرديد
برای گلوکز نيز شاهدی همانند لينتر قرار داده مي شود تا مشخص شود چه مقدار از گلوکز نشکيل . گردد

برای اندازه گيري قند توليد شده با . شده در اين روش تخريب مي شود تا در محاسبات در نظر گرفته شود
اندازه گيري انجام  درجه سانتيگراد ٦٠ در دماي HPX-87P  با استفاده از ستونHPLC استفاده از روش
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 ميل ٦مولار و آب مقطر بدون يون با دبي ٠٥/٠ در اين اندازه گيري  اسيد سولفوريک ١٧سيال شوينده. گرفت
گاز .  درجه استفاده شده است٤٠ در دمای RI برای اندازه گيري گلوکز از دتکتور. ليتر در دقيقه بوده است

  )  ١٣.( مي باشد١٩٩٣ ژاپن در سالJasco ستون و دتکتورها ساخت شرکت زدا، پمپ، آون مربوط به دماي 
  روش انجام هيدروليز آنزيمي

که مطلوبترين آنزيم موجود بوده تحت شـرايط  B-TXLلينتر را پس از انجام عمليات مقدماتي به وسيله آنزيم       
الي  ٤ بهينه pHو ٥٠ ° cالي ٤٠°cبرطبق اطلاعات موجود براي آنزيم دماي بهينه .استريل هيدروليز مي کنيم

 لينتـر بـه   gr٣٠ و٥٠ grنمونه حـاوي  دو .ثابت نگه مي داريم ٨/٤ را در مقدار pH  و ٤٥ °cدما را.  مي باشد٥
در اتوکلاو استريل نموده و سـپس آنـزيم   ١٢١ ° cدقيقه دردماي ١٥ ليتر تهيه نموده و آنها را به مدت         ١ازاي  

 ٥ gr تترا سـايکلين بـه ازاي هـر    ٦٠ mg هر گرم سلولز و همچنين  به ازاي=FPU ٢٤و=FPU ١٢بترتيب با 
 در ٤٥ ° c ساعت در دمـاي    ٤٨به آن  اضافه نموده و نمونه ها به مدت           )براي جلوگيري از رشد باکتريها    (لينتر  

  . دور بر دقيقه قرار گرفته و در زمانهاي مختلف نمونه گيري شده وآناليز مي شود١٥٠يک همزن با سرعت 
اليز قندروش آن  

در اين روش نمونه ها را بعد از اينکه به .  استفاده مي شودDNSبراي آناليز ميزان قند بدست آمده از روش  
 نمک راشل ١ ml دقيقه در آب جوش قرار داده و سپس ١٥ قرار گرفتند به مدت ٥٠ ° c در دماي١ hrمدت 

 ٥٤٠ nmگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج  آب مقطر به آن اضافه نموده و ميزان جذب آن را با دست٥ mlو 
 بافر سيترات بدون حضور سوبسترا ٥/١ mlبراي کاليبره نمودن دستگاه از نمونه اي حاوي . بدست مي آوريم
  . استفاده مي کنيم

:بازده عمليات هيدروليز بر اساس رابطه زير تعيين مي گردد  
  

(% )بازده = )قند توليد شده (gr)×  ١٠٠×((gr)سوبسترا / ٩/٠

 ١در تبديل سلولز به گلوکز . ( مربوط به آب جذب شده در هنگام هيدروليز توسط گلوکز مي باشد٩/٠ضريب 
  .)مول آب جذب مي شود

  
  نتايج حاصل از آزمايشات و بحث پيرامون آنها

  نتايج آناليز لينتر
ــر خــام ــدماتي ( لينت ــد مق ــل ازفراين ــدماتي مقدارســلولز   % ۲/۸۷ارايد)قب ــد مق ــس از فراين ــوده وپ ســلولز ب

  .ميباشد%۱/۹۸آن
 نتايج تعيين فعاليت آنزيم 

ميزان فعاليت آنزيم ها طبق جدول زير مي . تعيين مي شودIUPACفعاليت آنزيم هاي موجود براساس روش
  .باشد بيشترين فعاليت را در اين بين دارا مي B-TXLمشاهده مي شود که آنزيم .باشد

  

                                                   
17 -Eluent 
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   فعاليت آنزيم ها-۱جدول 
TS  TXL B-TXL نوع آنزيم  

٥/١٨   )FPU/ML(ميزان فعاليت ٣٧  ١/١١ 

  
   و بحث پيرامون آن  نتايج هيدروليز آنزيمي

 ساعت اول با سرعت بيشتري انجام مي ٢٤ مشاهده مي شود توليدگلوکز در ٢و١  همانطور که در نمودارهاي 
 ساعت اوليه واکنش است ، بعد از آن ميزان توليد قند بتدريج کم شده ١٠ گيرد ماکزيمم سرعت توليد نيز در

دليل کاهش توليد قند در انتهاي واکنش ناشي از .ودر زمانهاي انتهايي عمليات به يک حد ثابتي مي رسد
 ديمر در اثر هيدروليز آنزيمي ابتدا سلولز به سلوبيوز که.کاهش فعاليت آنزيمو اثر بازدارندگي محصول مي باشد

سپس سلوبيز توسط قسمتي ازآنزيم سلولاز به نام سلوبيوز به گلوکز تبديل . گلوکز مي باشد تبديل مي شود
به طوري که اين ماده که . مي باشد) اندو و اگزو گلوکوناز (سلوبيوز قويترين بازدارنده آنزيم سلولاز .مي گردد

پس از سلوبيوز ،گلوکز . بازدارنده قوي مي باشدخود واسطه اي در هيدروليز آنزيمي مي باشد براي سلولاز 
سلوبيز (بنابراين با پيشرفت عمليات هيدروليز و با توليد محصول .قويترين بازدارنده سلولاز شناخته شده است

 در بحث هيدروليز ١٨اين پديده به نام پديده بازدارندگي محصول. سرعت توليد قند کاهش مي يابد) و گلوکز 
 مشاهده ميگردد ٢ و همچنين جدول ٢و١ همانگونه که در شکلهاي ] ١٤[. مطرح مي باشدآنزيمي با سلولاز

هيدروليز بوده  برابر سرعت توليد در ساعات نهايي ٤ ساعت اوليه بيشتر از ١٠سرعت هيدروليز آنزيمي در 
اثر ميزان  ) ٥٠ gr/lit( مشاهده ميگردد که هنگامي که مقدار لينتر بيشتر باشد ٢و١از مقايسه نمودار .است

به طوري که  ) ٣٠ gr/lit(کم باشد ) لينتر ( آنزيم بر روي توليد قند بيشتر از هنگامي است که مقدار سوبسترا 
 لينتر وجود داشته باشد ٥٠ ) gr/lit( براي هنگامي که ٢٤ FPU به ١٢ FPUبا دو برابر کردن ميزان آنزيم از 

 برابر ١ لينتر ميزان توليد قند کمتر از ٣٠) gr/lit(ي غلظتدر حالي که برا.  برابر مي شود٥/١ميزان قند 
 آنزيم بکار رود به نظر ميرسد محدود کننده هيدروليز مقدار FPU/gr١٢ هنگامي که ميزان . افزايش مي يابد

حدود (  لينتر مقدار تقريباً يکساني از قند ٥٠ gr/lit و ٣٠ gr/litمي باشد زيرا در غلظت ) سوبسترا ( لينتر 
gr/lit يعني ( در حالي که در هنگامي که مقدار آنزيم زيادتر باشد . توليد شده است ) ١٠FPU/gr مقدار  ) ٢٤

 gr/lit لينتر مقدار ٥٠ gr/litلينتر تعيين کننده ميزان قند نهايي مي باشد به طوري که در اين حالت غلظت 
  . است قند توليد نموده١٦ gr/lit لينتر مقدار ٣٠ gr/lit قند توليد نموده در حالي که مقدار ٢٥
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  ميزان گلوکز توليد شده-۲جدول 
)gr/lit (لينتر٥٠  

٢٤=FPU 
  

)gr/lit (لينتر٥٠  
١٢=FPU  

)gr/lit (لينتر٣٠  
٢٤=FPU 

  

)gr/lit (لينتر٣٠  
١٢=FPU 

  زمان
)hr(  

٠  ٧٨/٠  ٠٣/١  ١  ٦٢/١  
٦  ٩/٢  ٥/٨  ٦/٤  ٦/١٢  
١٣  ٩/٥  ٥/١٠  ٧/٦  ٦/١٧  
٢٤  ٧/٧  ٢٦/١٣  ١١/٧  ٩/٢٠  
٢٩  ١٧/٨  ٤/١٥  ٩٦/٨  ١/٢١  
٣٧  ٦٧/٩  ٦/١٦  ٢/٩  ٤/٢٤  
٤٨  ٤/٩  ٨/١٥  ٤/١٠  ٤/٢٥  

 
 
 
 

میزان تبدیل براي 30gr/litلینتر
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   لينتر٣٠) (gr/lit  ميزان گلوکز توليد شده براي-۱نمودار
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میزان تبدیل براي 50gr/lit لینتر
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   لينتر٥٠ )gr/lit(  ميزان گلوکز توليد شده براي-۲نمودار 

  

  ه گيري     جتين 
با اين روش راندمان نسبتاً بالائي از .   هيدروليز آنزيمي يک روش مناسب براي هيدروليز لينتر مي باشد

در اين روش افزايش ميزان توليد گلوکز در ساعات اوليه با سرعت . قندهاي قابل تخمير بدست مي آيد
در .  نقاط انتهايي تقريباً ثابت مي ماندکاهش مي يابد ودر بيشتري انجام شده و سپس ميزان آن بتدريج

اثري بر توليد قند ندارد در حالي که در غلظت ) لينتر ( غلظت هاي پايين آنزيم ، افزايش ميزان سوبسترا 
بازده عمليات هيدروليز آنزيمي نيز  . هاي بالاي آنزيم با افزايش سوبسترا غلظت قند توليدي افزايش مي يابد

  . باشد-مي% ٥٠براي آنزيم مورد نظر
.  

 تشکر و قدرداني
 نويسندگان اين مقاله برخود لازم مي دانند که از زحمات شرکت فراتک و شرکت داج که در تهيه لينتر وآنزيم 

  . آنان را ياري نمودند کمال تشکر و قدرداني را ابراز نمايند
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