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Kinetic Study on Bioethanol Production from Enzymatic 
Hydrolysates of Microalgal Biomass
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Microalgae with stores of carbohydrates are introduced as a promising energy resource 
to produce bioethanol. In this study, a mixed microalgae culture was used for reducing the 
processing costs. Afterward, nitrogen starvation strategy was used to increase the carbohydrates 
storage in microalgae. The application of mixed microalgae cultures enhances the economic 
feasibility of the process due to the elimination of culture sterilization. After harvesting and 
drying of microalgae, enzymatic hydrolysis of microalgal biomass for carbohydrates extraction 
was performed. Afterward, the enzymatic hydrolysate of microalgal biomass (25, 50, 100g/L) 
underwent fermentation with Saccharomyces cerevisiae and kinetic models for fermentation 
were studied. The inhibition of glucose substrate and bioethanol product was considered in the 
kinetic model. AQUASIM 2.0 software was used as a tool to simulate the fermentation process. 
The estimated values of the maximum specific growth rate (μmax) and Monod constant (Ks) 
were found to be 0.281h −1 and 1.8g/L, respectively. Also, the results indicate that the kinetic 
model predicted the behavior of the system well.
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  چکيده
ترین منابع  عنوان یکی از نویدبخش  ها به ها با ذخایری از کربوهیدرات ریزجلبک

های  برای کاهش هزینه ،در این تحقیق اند. اولیه برای تولید بیواتانول معرفی شده
قحطی  استراتژیسپس  ریزجلبک استفاده شد. طهای مختل گونهاز فرآیندی 

ها در ریزجلبک به کار گرفته شد.  نیتروژن برای افزایش تجمع کربوهیدرات
کردن،  دلیل عدم نیاز به فرآیندهای استریل بهکشت مختلط ریزجلبک استفاده از 
ودن نم بعد از برداشت و خشک. یند خواهد شدآپذیری اقتصادی فر باعث توجیه

منظور  ریزجلبک به توده یند هیدرولیز آنزیمی زیستآتوده زیستی ریزجلبک، فر
هیدرولیز  محصولاتسپس  .صورت گرفت های ریزجلبک کربوهیدراتاستخراج 

مخمر گرم بر لیتر)، با استفاده از ١٠٠و  ٥٠، ٢٥جلبک (ریزآنزیمی توده زیستی 
های سینتیکی فرآیند تخمیر مورد  تخمیر شد و مدل سروزیا ساکارومایسس

های سینتیکی، اثر مهارکنندگی سوبسترای گلوکز و  . در مدلگرفتمطالعه قرار 
یند رآسازی ف مدل برای ۰/۲اکوسیم افزار  نرمدر نظر گرفته شد.  اتانولمحصول بیو

و  (μmax)مخمر  رشد مخصوصسرعت حداکثر  مقادیر. به کار رفت اتانولبیوتولید 
 دست آمد. گرم بر لیتر به۸/۱و  h-1٢٨١/٠ترتیب  به (KS)مونود  ثابت اشباع رشد

خوبی رفتار سیستم را  مدل سینتیکی به که نتایج نشان دادندهمچنین 
  .بینی کرده است پیش
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  مقدمه
های زیستی سازگار با محیط زیست بوده و منبع پایدار برای  سوخت

طور عمده به سه دسته  اتانول بهبیو .شوند آینده جهان محسوب می
اتانول بیوشوند. هزینه تولید  بندی می نسل اول و دوم و سوم طبقه

 نسل دومهمچنین دلیل رقابت با غذا بالا است.  نسل اول به
های زیستی لیگنوسلولزی تولید  اتانول زیستی با استفاده از تودهبیو
شوند. محدودشدن رقابت بین خوراک و سوخت مزیت عمده  می

تولید نسل دوم از منابع گیاهی غیرخوراکی است که این محدودیت 
داشت. با توجه به  اتانول نسل اول وجودبیودر ارتباط با تولید 
های زیستی نسل اول و دوم، تحقیقات اخیر در  مشکلات سوخت

اتانول از محصولات کشاورزی به سوی تولید با بیوزمینه تولید 
استفاده از موجودات میکروسکوپی معطوف شده است. نسل سوم 

عنوان منبع  هبا ه اتانول براساس پتانسیل استفاده از ریزجلبکبیو
های زیستی  است که مشکلات مربوط به سوختجایگزین انرژی 

  .[3-1]نسل اول و دوم را ندارد
ای در خصوص امکان تولید بیواتانول از  اخیراَ تحقیقات گسترده

شروع شده است که این امر  ک)جلب ها (ریزجلبک و درشت جلبک
دلیل سرعت رشد بالا و بازده بالای فتوسنتز، فرآیندهای  به

 .استها  ن کشت در تمام طول سال جلبکدستی آسان و امکا پایین
توان به چهار دسته  ها را می سلولی ریزجلبک مواد درون
طور  بندی کرد. به ها دسته ها، لیپیدها و پروتئین کربوهیدرات

ها در محدودیت  وسیعی پذیرفته شده است که برخی از ریزجلبک
مقادیر مواد مغذی مانند نیتروژن و فسفر، توانایی تجمع و ذخیره 

  تولید بیواتانول بهیه ها را دارند که از منابع اول بالایی از کربوهیدرات
صورت  طور عمده به ها به ها در ریزجلبک کربوهیدرات د.آین شمار می

تیمار و  سلولز و نشاسته و در غیاب لیگنین هستند، بنابراین پیش
. [4]است لیگنوسلولزیتر از سایر مواد  هیدرولیز آنها به مراتب آسان

زیستی ه تود، ها در جلبک استفاده از ذخایر کربوهیدراتمنظور  به
و انجام  تیمار جلبک بعد از رشد بازیابی شده و پس از پیش

فرآیندهای هیدرولیز آنزیمی یا اسیدی به قندهای قابل تخمیر 
ها به  مزتوسط میکروارگانی شود، این قندها متعاقباً  تبدیل می

ازای  توان گفت به صورت تئوری می هب .[5]وندش اتانول تبدیل میبیو
آمده  دست شود. ولی بازده به گرم اتانول تولید می۵۱/۰هر گرم گلوکز 

علت  ، که این بهنیست% مقدار تئوری ۹۵بیشتر از  از فرآیند معمولاً 
ترکیبات مورد از شدن مقداری از سوبسترا برای سنتز برخی  مصرف

  .[6]استنیاز سلولی 
فرآیند در این پژوهش، بعد از عملیات کشت و برداشت ریزجلبک، 

استخراج قند از ریزجلبک با استفاده از هیدرولیز آنزیمی انجام 
مخمر از  ،ریزجلبک تخمیر محصولات هیدرولیز برای شود. می

استفاده  (Saccharomyces cerevisiae) ساکارومایسس سروزیا
شده در رابطه تولید  انجامبا توجه به تعدادی از تحقیقات شد. 
و نیز مطالعات بسیار اندکی  [8 ,7 ,4]از کشت خالص جلبک اتانولبیو

های مختلط  ، در این تحقیق از کشت[10 ,9]درباره جلبک مختلط
صورت کشت  هها ب کشت ریزجلبکجلبک استفاده شده است. 
که این موضوع،  هستندکردن فرآیند  خالص، نیازمند ضدعفونی

گذاری و عملیاتی خواهد شد.  های سرمایه رفتن هزینه   سبب بالا
دلیل عدم نیاز به  بهبنابراین استفاده از کشت مختلط ریزجلبک 

 کردن و سازگاری در شرایط مختلف عملیاتی، فرآیندهای استریل
اگرچه، مطالعات  .[9]پذیری اقتصادی فرآیند خواهد شد باعث توجیه

تخمیر گلوکز در تحقیقات سینتیکی تولید بیواتانول در نتیجه 
بررسی است، اما در این تحقیق، گرفته  مورد مطالعه قرارزیادی قبلاً 

از محصولات هیدرولیز آنزیمی  اتانولبیوسینتیکی تولید 
 های زیستی) انجام شده (نسل سوم سوختتوده ریزجلبک  زیست
عبارتی، در این تحقیق، بررسی رفتار سینتیکی مخمر در  . بهاست

های کشت متداول برای تخمیر انجام  تفاوت با محیطمحیطی م
  شده است.

دلیل زمان طولانی مورد  در بسیاری از تحقیقات بهبا توجه به اینکه، 
ها  های بسیار، انجام تمامی آزمایش نیاز و علاوه بر آن صرف هزینه

ها  سازی در کنار آزمایش . امروزه استفاده از مدلنیستپذیر  امکان
شده با محاسبات  گیری های اندازه بوده و مقایسه دادهبسیار متداول 

ها در  های تست تئوری ترین روش مهم سازی، از آمده از مدل دست به
برای  ٠/٢م اکوسیافزار  در این تحقیق از نرماست. علوم طبیعی 

استفاده شد. مقادیر تولید  اتانولبیوفرآیند تولید  سازی مدل
های ریاضی سینتیکی و بدون نیاز به  با استفاده از مدل اتانولبیو

بررسی پارامترهای بنابراین،  بینی است. قابل پیش ،انجام آزمایش
تواند نقطه شروع مناسبی برای طراحی  میسینتیکی فرآیند، 

  .واحدهای صنعتی باشد
  
  ها مواد و روش - ۲
در  :محیط کشت ریزجلبک و فتوبیوراکتورهای مورد استفاده - ۱- ۲

های  آباز ریزجلبک  مختلطهای  ابتدا گونهمطالعه تجربی حاضر 
 .شدآوری  جمع های شهرستان اسکو در استان آذربایجان شرقی برکه

- ۱های موجود در این نمونه در شکل ( تصویر میکروسکوپی از گونه
شده  در تحقیق انجامها سپس  الف) نشان داده شده است. این گونه

در تحقیق حاضر، سپس ، کشت اولیه داده شدند. [11]قبلی ما
 ای تخت به حجم در فتوبیوراکتور صفحه ،ریزجلبک عملیات کشت

محیط ، جلبکریزکشت  منظور به .ب) -۱(شکل  لیتر انجام شد١٠
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گرم ٨/٠ سدیم نیتراتگرم بر لیتر، ٢٥/١ سدیم کربنات کشت شامل بی
گرم بر ١/٠ منیزیم ، سولفاتگرم بر لیتر٢/٠ پتاسیم ، فسفاتبر لیتر
و گرم بر لیتر ١/٠ ، کلریدپتاسیمگرم بر لیتر١/٠ ، کلریدکلسیملیتر

نوردهی  منظور به. به کار رفتلیتر بر لیتر  میلی٢المنت  محلول تریس
 برمربع میکرومول بر متر٢٦٠ شدت نوربا  های فلورسنت از لامپ
استفاده شد. شرایط عملیاتی فتوبیوراکتور  )µmol/(m2.s1(( ثانیه

 لیتر بر دقیقه٨ و سرعت هوادهی برابر C۲۵°، دمای ۹/۸برابر  pHدر 
منظور  بعد از اتمام منبع نیتروژن در محیط کشت جلبک، به. است

اکسیدکربن با دبی  افزایش تجمع کربوهیدرات در ریزجلبک، دی
محیط کشت جلبک لیتر بر دقیقه در شرایط قحطی نیتروژن به ٢/٠
از تصویری  ج -۱ در شکل دهی شد. مدت یک هفته خوراک به

قبل از برداشت ( ۳۷ روز پایاندر  های غالب درون فتوبیوراکتور گونه
بعد از برداشت ریزجلبک، عملیات  نشان داده شده است.جلبک) 
کردن و پودرسازی ریزجلبک انجام شد. برای تمام آزمایشات،  خشک

  آمده مورد استفاده قرار گرفت. دست بهپودر جلبک 
  

                           الف

                             ب

                              ج
 یها آبموجود در این نمونه های  تصویر میکروسکوپی از گونه - الف )۱شکل 
تصویر  - ، جقين تحقيدر ا شده هتساخ یورهاتوراکير فتوبيتصو - ، ببرکه

و قبل از  ۳۷موجود در فتوبیوراکتور در پایان روز های  میکروسکوپی از گونه
  )۴۰×بزرگنمایی با  اویر میکروسکوپیتص( جلبک برداشت

  
، بعد از عملیات کشت ک:توده ریزجلب هیدرولیز آنزیمی زیست - ۲- ۲

فرآیند استخراج قند از توده جلبک،  نمودن زیست خشکبرداشت و 
. فرآیند شدانجام ریزجلبک با استفاده از روش هیدرولیز آنزیمی 

 قارچتولیدی از  زاز آنزیم سلولابا استفاده هیدرولیز آنزیمی 
 با فعالیت آنزیمی )Trichoderma reesei( یتریکودرمائس

واحد فعالیت ۶با فعالیت آنزیمی  تولیدی از المندس (EC 3.2.1.21) ، آنزیم بتاگلوکوزیدازمنزیآگرم  برواحد فعالیت آنزیمی ۴۰
از  (EC. 3.2.1.1)ز ، آنزیم آلفاآمیلامنزیآگرم  میلی برآنزیمی 
واحد فعالیت ۵۰با فعالیت آنزیمی  سابتیلیسس باسیلوی باکتر

 (EC. 3.2.1.3)ز و آنزیم آمیلوگلوکوزیدام نزیآگرم  میلی برآنزیمی 
واحد ۷۰با فعالیت آنزیمی  آسپرژیلوس نایجرتولیدی از قارچ 
هیدرولیز  منظور بهنجام شد. انزیم آگرم  میلی برفعالیت آنزیمی 

گرم بر ۱۰۰و  ۵۰، ۲۵( های مختلف آنزیمی، پودر جلبک با غلظت
های  افزوده شدند. محیط ۵ برابر pHبه محیط بافر سیترات با  لیتر)

واحد فعالیت ۱۰۰های مذکور با غلظت ( از افزودن آنزیم پسحاصل 
هیدرولیز سلولز و نشاسته موجود در  منظور به) نزیمی بر گرم جلبکآ

قرار گرفتند.  C°۶۰حمام آب همراه با همزدگی در دمای جلبک، در 
با  حاصل از فرآیند هیدرولیز گلوکزهیدرولیز، مقدار  فرآیند در طول

  .گیری شد اندازه گذشت زمان
 ساکارومایسسسویه مخمر  :تخمیر محصولات هیدرولیز - ۳- ۲

نیز  (Saccharomyces cerevisiae; ATCC 7921) سروزیا
صنعتی های علمی و  شده از سازمان پژوهش صورت لیوفیلیزه به

ایران تهیه شد. این مخمر در محیط کشت سترون دارای گلوکز، 
گرم بر لیتر ۱۰و  ۱۰، ۲۰ترتیب  های به پپتون و عصاره مخمر با غلظت

ساعت کشت داده ۲۴مدت  دور در دقیقه به ۱۵۰و  C°۳۸و در دمای 
عنوان مایه تلقیح  گرم بر لیتر به۵/۰سپس مخمر با غلظت اولیه شد. 

تخمیر  منظور به. به کار رفتلات هیدرولیز ریزجلبک در تخمیر محصو
تنظیم و در  ۵/۶ نمونه هیدرولیزشده برابر pH محصولات هیدرولیز،

ساعت ۲۴زمان  مدت ودار ریخته  لیتری درپوش میلی۲۰های  شیشه
  برای تخمیر محصولات هیدرولیز در نظر گرفته شد.

گیری جرم  اندازهجلبک از طریق  غلظت بیومس :های آنالیز روش - ۴- ۲
، TSS گیری مقدار اندازه منظور بهشود.  محاسبه می (TSS)خشک کل 

از طریق سانتریفیوژ و  شد لیتر از سوسپانسیون ریزجلبکی برداشته میلی٤٠
کردن  کردن مایع رویی، خشک دقیقه، خالی٥مدت  دور بر دقیقه به٦٠٠٠در 

. مقدار مدبه دست آساعت در آون مقدار آن ٢٤مدت  توده به زیست
از طریق  (VSS). جرم آلی معلق محاسبه شدساعت  مدت یک به ٥٥٠°C شده در کوره، در دمای توده خشک خاکستر، از طریق سوزاندن زیست

. برای به دست آمدده و مقدار خاکستر ش خشکه تود اختلاف جرم زیست
 .[12]شدها از معرف آنترون استفاده  گیری مقدار کل کربوهیدرات هانداز

 ١٩٧٥گیری نیترات، روش مبتنی بر تغییر رنگ که در سال  برای اندازه
گیری مقدار  همچنین برای اندازه. [13]ارایه شده، به کار رفت کاتالدوتوسط 
با ستون  (HPLC) یی بالاآکروماتوگرافی مایع با کاراز  اتانولو گلوکز  Eurokat H .ر، توده مخم گیری غلظت زیست برای اندازه استفاده شد
ساعت در آون ٢٤مدت  لیتر از محیط تخمیر برداشته شد و به میلی یک C°قرار گرفت و بعد از سردشدن آن در دسیکاتور وزن آن خوانده شد.  ١٠٠

دو بار حداقل  ها، آزمایش تمام اطمینان از صحت نتایج،استفاده برای 
ریزجلبک در محیط ت. بازده استخراج گلوکز از توده زیستی تکرار شده اس

100  ) محاسبه شد:١هیدرولیز آنزیمی، مطابق رابطه زیر ( ൈ ሺگرمሻ مقدار گلوکز  ൫گرم൯ها کربوهیدرات در ریزجلبک مقدار کل  ൌ  % بازده گلوکز

  
د برای معادله مونو طور معمول، بهتخمیر:  یمدل سینتیک - ۵- ۲

  :)۲است (معادله  رشد مخمر در محیط کشت صادق
  
  
  

 سرعتحداکثر  maxμ  در این رابطه

max

S

.S
                  

K S


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(گرم بر لیتر)  ضریب ثابت اشباع رشد KS و (h-1)رشد مخصوص 
 آمده دست هب اتانولبیومحصول غلظت گلوکز و در شرایطی که . است

و  اندرو مانع رشد مخمر باشد، معادله مونود با استفاده از مدل
  :[14]) ٣(معادله  شود زیر نوشته می صورت هب اشپیل لول

  
  
  
  

اتانول و سرعت رشد مخمر با بیوتولید مخصوص  سرعتهمچنین 
 شوند بیان می صورت معادلات زیر همدل مذکور ب استفاده از
  :)۵و  ۴(معادلات 

  

  

  

  

  

صورت زیر  ه، این معادله ب۵در معادله  ۳با جایگذاری معادله 

  ):٦شو (معادله  بازنویسی می
  

  

  
 سرعت تولید

توان نشان  با معادله زیر میرا  اتانولبیو
  :)٧(معادله  داد

  

صورت زیر  ه، این معادله ب۷در معادله  ۴با جایگذاری معادله 

  ):٨شو (معادله  بازنویسی می
max

2
E,max

SE
IE

q .SdE E
X.( ).(1 )        

dt ES
K S

K

 
   

رشد تولید بیواتانول، با توجه به اینکه مصرف گلوکز برای همچنین 

صورت  هگلوکز ب، سرعت مصرف استمورد نیاز ر تداوم حیات مخم و

  :)٩(معادله  شود می نوشتهمعادله زیر 

  
  

ضریب ثابت  KIS ،(گرم بر لیتر) اتانولبیوضریب ثابت مهار  KIE ،(گرم بر لیتر) اتانولبیوبرابر ضریب ثابت اشباع  KSEدر این روابط 
، (گرم بر لیتر) توده مخمر غلظت زیست X، لیتر) (گرم بر مهار گلوکز S  (گرم بر لیتر) گلوکزغلظت ،E (گرم بر لیتر) غلظت اتانول ،EX, max  (گرم بر لیتر) برای رشد مخمر اتانولبیوغلظت حد بیشترین ، EE, max  (گرم بر لیتر) غلظت اتانول برای تولید اتانولحد بیشترین ، qE گرم اتانول بر گرم گلوکز بر بیواتانول (مخصوص تولید  سرعت

گرم ( اتانولبیوبیشترین سرعت مخصوص تولید  qmax، ساعت)
گرم اتانول بر گرم  بهره اتانول YE/S، اتانول بر گرم گلوکز بر ساعت)

 m ،گرم زیست توده مخمر بر گرم گلوکزبهره رشد  YX/Sو  گلوکز
 β و α. همچنین ضرایب هستند (h-1) ضریب تداوم حیات مخمر

  .لیتر) هستند (گرم بر ضرایب مهار
سازی فرآیند تولید  برنامه اکوسیم برای مدل ،در این تحقیق

لبک مورد استفاده قرار گرفت. جاز محصولات هیدرولیز ریز اتانولبیو
خصوص در  یک برنامه بسیار کارا به [15]اکوسیم افزار نرم

کاربری آسان و انعطاف زیاد محیطی با قابلیت  های زیست سیستم
ه نمودارهای مورد لزوم یسازی و ارا بوده که علاوه بر انجام شبیه

هایی برای برآورد پارامترها و تجزیه و تحلیل عدم  دارای روش
افزار  توسط نرم ،مقادیر پارامترهای سینتیکی مدلاست. اطمینان 

بین نتایج تجربی و  (m)2 نمودن مقدار اکوسیم با مینیمم
  ):١٠(معادله  شود دست آورده میه بینی مدل ب پیش

n
exp,i i 2

i 1 exp,i

X X (m)
2(m) ( )




 

  

بینی مدل،  مقدار تجربی و مقدار پیش Xi (m), Xexp, iدر این رابطه 
exp,i معیار،  انحرافm و پارامتر مدل n های تجربی تعداد داده 

  است.
  
  نتایج و بحث - ۳
  رشد و ذخیره کربوهیدرات در ریزجلبک- ۱- ۳

جلبک در  غلظت بیومسنتایج حاصل از رشد ریزجلبک نشان داد 
افزایش گرم بر لیتر ۰۵/۲ به گرم بر لیتر)۱۰/۰( روز از ۳۷طول 
. همچنین مقدار خاکستر، جرم آلی معلق و کربوهیدرات در یابد می

گرم بر لیتر ۴۳/۰، ۵۶/۱، ۴۹/۰مقادیر  ۳۷ روز پایانجلبک در 
در شده  بنابراین مقدار کربوهیدرات ذخیره گیری شدند. دازهان

همچنین،  .استجرم آلی معلق  اساس% بر۲۷برابر ریزجلبک 
ام، منبع نیترات به  های آزمایشگاهی نشان داد که در روز سی بررسی

خ به ها در پاس اتمام رسیده و ذخیره کربوهیدرات در ریزجلبک
جرم آلی  اساسبر %۲۷% به ۱۴روز از  ۷قحطی نیتروژن در طول 

یابد. این روند با  (تقریباً دو برابر مقدار اولیه) افزایش می معلق
نتایج تحقیقات دیگر که از کشت خالص جلبک در شرایط قحطی 

اند،  ها استفاده کرده منظور افزایش تجمع کربوهیدرات نیتروژن به
  .[17 ,16]سازگاری دارد

های  انتخاب کشت خالص جلبک، احتمال آلودگی سیستم به گونه
آمدن نرخ  تواند سبب پایین دهد که می مهاجم را افزایش می

های بزرگی همراه  محور، با چالش وری شود. بنابراین فرآیند گونه بهره
نظریه بار  برای اولین ،۲۰۱۳در سال  [10]و همکاران یموجاست. 

ارایه کردند و برای های مختلط جلبک را  ، در کشتترین بقایای چاق
ای ریزجلبکی در کشت مختلط  بار به تولید مواد ذخیره اولین

کننده  جای انتخاب گونه ذخیره ترین، به پرداختند. نظریه بقایای چاق
ای استوار  محور" بودن، بر مشخصه تولید مواد ذخیره مناسب و "گونه

یک "محیط انتخابی" به تجمع مواد آوردن  آنها با فراهم .[10]است
ای در کشت مختلط ریزجلبک پرداختند. اساس کار آنها بر  ذخیره

ای استوار است، به این معنا که هر  نقش اکولوژیکی ماده ذخیره
. [10]ماند ای که توانایی ذخیره داشته باشد در سیستم باقی می گونه

ها در  لبکطور وسیعی پذیرفته شده است که ریزج این موضوع، به
شرایط قحطی مواد ضروری برای رشدشان، اقدام به تولید مواد 

کنند. بنابراین، قحطی سیکلی یک عنصر ضروری رشد،  ای می ذخیره
کننده باشد. اگر یکی از  های ذخیره تواند اساس غربالگری گونه می

مواد مغذی از محیط کشت جلبک حذف شود، ریزجلبک استراتژی 
دهد. در  توده، تغییر می ا تغییر در ترکیب زیستمتابولیزمی خود را ب

توده، مربوط به تجمع  اکثر موارد، تغییر در ترکیب درصد زیست
. در این تحقیق نیز، کاهش در تعداد [18]کربوهیدرات و لیپید است
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 درهای ریزجلبک در محیط کشت، در تصاویر میکروسکوپی  گونه
ها، در  افزایش ذخیره کربوهیدراتالف و ج) همراه با  - ۱( شکل

، ۳۷در روز  نهایتاً  مشاهده شد.پاسخ به قحطی نیتروژن 
شوند. سپس ریزجلبک، خشک شد و پودر  بیوراکتورها تخلیه می

  گرفت.جلبک برای تمام آزمایشات مورد استفاده قرار 
غلظت اولیه : ه ریزجلبکدتو هیدرولیز آنزیمی زیست - ۲- ۳

پارامتر مهمی در فرآیند هیدرولیز آنزیمی توده ریزجلبک،  زیست
توده ریزجلبک  است. با افزایش بیش از حد غلظت اولیه زیست

دلیل افزایش ویسکوزیته محلول، فرآیند هیدرولیز متوقف خواهد  به
توده  منظور بررسی اثر غلظت اولیه زیست . بنابراین، به[19]شد

گلوکز در  های تریزجلبک در فرآیند هیدرولیز آنزیمی، مقادیر غلظ
توده  اولیه زیستغلظت  سهازای  محیط هیدرولیز آنزیمی، به

های  و مقادیر ثابت غلظت گرم بر لیتر)۱۰۰و  ۵۰، ۲۵ریزجلبک (
ها از محیط هیدرولیز  گیری شدند. نمونه آنزیم، با گذشت زمان اندازه
ساعت برداشته و غلظت گلوکز ۲های زمانی  آنزیمی ریزجلبک در بازه

بازده استخراج گلوکز به دست  ۱گیری شد و با استفاده از رابطه  اندازه
  ).١آمد (نمودار 

  

 
 توده تسیز اوليه غلظت سه یازا به زجلبک،یر از گلوکز استخراج بازده )١نمودار 

  گرم بر لیتر)۱۰۰و  ۵۰، ۲۵( زجلبکیر
  

طور عمده  ها در ریزجلبک به با توجه به اینکه اکثر کربوهیدرات
، بنابراین در این تحقیق، از [4]صورت سلولز و نشاسته  هستند به

آمیلاز، های سلولاز و  آنزیمهای سلولاز و آمیلاز استفاده شد.  آنزیم
صورت قند گلوکز  ترتیب سلولز و نشاسته موجود در ریزجلبک را به هب

توده  ازای غلظت زیست نمایند. نتایج نشان دادند که به میهیدرولیز 
بعد از گرم بر لیتر، بازده تولید گلوکز  ١٠٠و  ٥٠، ٢٥ریزجلبک برابر 
ساعت، به مقادیر نهایی ۱۲و  ۸، ۶ترتیب  زمان به گذشت مدت

 ٢٥توده ریزجلبک از  نتایج، وقتی غلظت زیستسند. براساس ر می
زمان  بعد از مدتیابد، بازده تولید گلوکز  گرم بر لیتر افزایش می٥٠به 
، در حالی که یابد % کاهش می١٤/٩٧% به ٦٦/٩٨از مقدار ساعت، ۸

گرم بر لیتر، بازده  ١٠٠به  ٥٠توده ریزجلبک از  غلظت زیستافزایش 
یابد. بنابراین با توجه  % کاهش می٧١/٨٥% به ١٤/٩٧تولید گلوکز از 

گرم بر ٥٠و  ٢٥های  به مقادیر تقریباً یکسان بازده گلوکز در غلظت
های بیشتری از قندهای قابل تخمیر  به غلظت لیتر و برای دستیابی

گرم بر لیتر را ٥٠توده  در محیط هیدرولیز جلبک، غلظت زیست
افزایش غلظت اب نمود. عنوان غلظت بهینه انتخ توان به می

های مهم  قندهای قابل تخمیر در محیط هیدرولیز یکی از چالش
نمودن فرآیند تولید بیواتانول است. در شرایطی که  برای اقتصادی

غلظت اتانول در نتیجه تخمیر قندها، مقادیر کمی باشد، انرژی 

بیشتری در مرحله بعدی یعنی تقطیر، مورد نیاز است، که این امر 
  های عملیاتی فرآیند خواهد شد. افزایش هزینه باعث

غلظت متفاوت  در سهبعد از اتمام فرآیند هیدرولیز آنزیمی نهایتاً، 
مقدار گلوکز در محیط گرم بر لیتر)، ١٠٠و  ٥٠، ٢٥(ریزجلبک 
گرم بر لیتر ٠٥/٢٠و  ٢/١٠، ١٨/٥ ترتیب مقادیر ههیدرولیز ب

نزیمی، تحت گیری شدند. سپس محصولات هیدرولیز آ اندازه
  .گیرند آزمایشات تخمیر قرار می

محصولات هیدرولیز آنزیمی  سینتیک تولید بیواتانول: - ۳- ۳
ترتیب دارای مقادیر غلظت گلوکز  آمده از مرحله قبل که به دست به

مخمر لیتر هستند، توسط  بر گرم٠٥/٢٠ و ٢/١٠ ،١٨/٥برابر با 
پارامترهای برای محاسبه شوند.  تخمیر می ساکارومایسس سروزیا

هایی از محیط تخمیر  ساعت، نمونه۶های زمانی  ، در بازهسینتیکی
شود  گیری می برداشته شده و غلظت مخمر، گلوکز و اتانول اندازه

  ). ٢(نمودار 
  

  

  

 
غلظت ، (ب) غلظت گلوکز و اتانولسازی (الف)  تجربی و مدلمقادیر  )٢نمودار 

ازای محصولات هیدرولیز  هب )μ( رشد مخمر سرعت ، (ج)زیست توده مخمر
  گرم بر لیتر)١٠٠و  ٥٠، ٢٥( ولیهجلبک در سه غلظت اریز
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اتانول از محصولات بیوسازی فرآیند تولید  مدل ،در این تحقیق
 انجام شداکوسیم  برنامهبا استفاده از  ،لبکجریز آنزیمی هیدرولیز 

ها مقایسه و  آمده از آزمایش دست و نتایج حاصل از آن با نتایج به
 ،مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. مقادیر پارامترهای سینتیکی مدل

بین نتایج  (m)2 نمودن مقدار افزار اکوسیم با مینیمم توسط نرم
شده با  در تحقیقات مقایسه آمد.دست ه بینی مدل ب تجربی و پیش

، [24]عصاره نیشکر، [23-20]مانند گلوکز خامتحقیق حاضر، از موادی 
ای  ساقه ذرت خوشهعصاره ، [14]ای شیرین ذرت خوشهعصاره 
سوبسترای اولیه برای تخمیر استفاده شده عنوان  به [25]شیرین
  است.
شود که مقایسه پارامترهای  مشاهده می ۱طور در جدول  همان

آمده در  دست آمده در این تحقیق، با ضرایب به دست سینتیکی به
مقایسه با  (m)2تحقیقات دیگر، تطابق قابل قبولی دارد. مقدار 

 ٢٥/۴برابر بینی مدل  حاصل از پیش مقادیر آزمایشگاهی و مقادیر
تطابق بسیار خوبی بین نتایج مدل و نتایج محاسبه شد، بنابراین 
. مخمر، گلوکز و سایر مواد مغذی موجود در آزمایشگاهی وجود دارد

منظور رشد و تولید  محیط هیدرولیز آنزیمی ریزجلبک را، به
بیومس بر گرم گلوکز به دست آمد. این  گرم ۴۸/۰ برابر (YX/S) از گلوکز توده مخمر زیست بازده تولیدنماید.  بیواتانول مصرف می

و  آریاجارونوانگآمده از تحقیق  دست مقدار، برابر مقدار به
از آمده  دست این مقدار با مقدار بهاست. از سوی دیگر،  [14]همکاران
عنوان  که از عصاره نیشکر به [24]و همکاران الیویراتحقیق 

منظور تخمیر استفاده نمودند، نیز تطابق قابل  سوبسترای اولیه به
  قبولی دارد.

  
آمده از این تحقیق با مقادیر  دست همقایسه پارامترهای سینتیکی ب )۱جدول 

  آمده از تحقیقات دیگر دست هب

 نتایج تحقیق پارامترها
 حاضر

نتایج تحقیقات 
 دیگر

 [14] ٣١٣/٠ ٢٨١/٠ (h-1) رشد مخصوص سرعتحداکثر 
 [14] ۵۱/۴۷، [20] ٨٦/١ ٨٠/١ (گرم بر لیتر) ضریب ثابت اشباع رشد

برای رشد  اتانولبیوغلظت حد رین بیشت
، [21] ۱۱۲، [14] ٥/٨٣ ٥/٨٣ (گرم بر لیتر) مخمر

۱۰۷ [22] 
 غلظت اتانول برای تولید اتانولحد بیشترین 

 [23] ۱۲۵، [14] ٧٩/١٠٧  ۱/۸۲ (گرم بر لیتر)
 [26] ۰۱۶/۲۰، [14] ٣٩/٢٨ ٣٩/٢٨ (گرم بر لیتر) اتانولبیوضریب ثابت اشباع 
، [14] ١٣/٣٠٨ ١٣/٣٠٨ (گرم بر لیتر) لوکزضریب ثابت مهار گ

۰۰۳/۲۹۰ [26] 
، [14] ٦٧/٢٩٩ ٦٧/٢٩٩ گرم بر لیتر)( اتانولبیوضریب ثابت مهار 

۷/۳۶۶ [23] 
 ۰۳۱/۰ [26]، [14] ٠٠١/٠ ٠٠١/٠ (h-1) ضریب تداوم حیات مخمر

 اتانولبیوبیشترین سرعت مخصوص تولید 
 [25] ۹۱۵۷/۱، [14] ٦٩/٣ ۶۶/۵ (گرم اتانول بر گرم گلوکز بر ساعت)

[23]۶۸/۳، [14] ٥٣/١ ٥٣/١ ضریب مهار
[23] ۷۲/۱، [14] ٥٣/١ ٥٣/١ ضریب مهار
توده مخمر بر گرم  (گرم زیست بهره رشد

، [24] ۵/۰، [14] ٤٨/٠ ٤٨/٠ گلوکز)
۲۳۵/۰ [26] 

 [14] ۵۰/٠ ۵۰/٠ (گرم اتانول بر گرم گلوکز) بهره اتانول
  

-hبرابر  )maxμ( رشد مخصوصسرعت حداکثر  مقدار همچنین ) که در ٢٥٩/٠- h-1٤٦٣/٠به دست آمد، که در بازه ( 1٢٨١/٠
به دست آمد که کمتر از مقادیر  گرم بر لیتر٨/١مقدار  (KS) مونود رشدثابت اشباع گزارش شده است.  [27-24]تحقیقات دیگر نیز

 [20]گرم بر لیتر ۸۶/۱و  [28]گرم بر لیتر۲۵، [14]گرم بر لیتر۵۱/۴۷
ممکن است به نوع سوبسترا و نوع  KSاست. تفاوت در مقدار عددی 

  .[29]کاررفته بستگی داشته باشد گونه مخمر به
این گرم بر لیتر به دست آمد، که ٥/٨٣برابر با  EX, maxمقدار ضریب 

آمده توسط تحقیقات دیگر بسیار  دست مقدار، به مقادیر عددی به
گرم بر ١/٨٢برابر با  EE, max. از سوی دیگر، مقدار [22 ,21]نزدیک است

لیتر به دست آمد که این مقدار نیز نزدیک به مقادیر عددی 
و  جیو  [14]کارانو هم آریاجارونوانگشده توسط  گزارش
به دست آمد، زیرا این پارامتر تاثیر  h-1 ۰۰۱/۰برابر مقدار ثابت (m) ضریب تداوم حیات مخمر همچنین، مقدار است. [23]همکاران

با مقادیر این مقدار،  بینی مدل در رشد مخمر دارد. اندکی بر پیش
  .[23 ,14]آمده توسط تحقیقات دیگر تطابق مناسبی دارد دست عددی به

سازی  تجربی و مدلمقادیر مقایسه ب) و  (الف ٢نمودار در 
ازای محصولات  به ،توده مخمر زیست و اتانول ،گلوکز های غلظت

 گرم بر لیتر)١٠٠و  ٥٠، ٢٥( هیدرولیز ریزجلبک در سه غلظت اولیه
ازای  به )μ( شدت رشد مخمرهمچنین نشان داده شده است. 

در  مذکور سه غلظت محصولات هیدرولیز آنزیمی ریزجلبک در
  داده شده است.نشان (ج)  ٢نمودار 

شود، سرعت مصرف گلوکز  (الف) مشاهده می ٢چنان که در نمودار 
و تولید اتانول با افزایش غلظت اولیه سوبسترای گلوکز در محدوده 

یابد. با توجه به اینکه مقدار عددی  مورد مطالعه، افزایش می
های گلوکز در  زیاد بوده، و از سوی دیگر، غلظت KSآمده  دست به

محیط تخمیر چندان بالا نیست. بنابراین، در شرایط مورد مطالعه، 
سوبسترا در  اولیهوجود داشته و افزایش غلظت  محدودیت سوبسترا

 جی، با نتایج تحقیق این نتایجمحیط تخمیر، امری مطلوب است. 
ان سوبسترای اولیه در محیط عنو که از گلوکز خام به [23]و همکاران

کشت تخمیری استفاده نمودند، تطابق مناسبی دارد. با این وجود، 
سرعت بالاتر گلوکز، ممکن است موجب کاهش  های خیلی غلظت

دلیل اثر بازدارندگی سوبسترای  تولید اتانول شود، که این امر به
با مجذور غلظت  (KIE)رابطه ضریب بازدارندگی  .[23]گلوکز است

های  دهد که در غلظت نیز نشان می ۴در معادله  (S2)وبسترا س
بالاتر سوبسترا، از تاثیر بازدارندگی سوبسترا بر سرعت  خیلی

  توان صرف نظر نمود. ، نمی(qE)مخصوص تولید اتانول 
با افزایش غلظت  دهد که مینشان  (ب و ج) ۲همچنین، نمودار 
 در محیط گرم بر لیتر۰۵/۲۰به  ۱۸/۵از مقدار گلوکز اولیه سوبسترای 

این امر نیز با توجه  یابد. افزایش می نیز سرعت رشد مخمر، تخمیر
به شرایط محدودیت سوبسترا، که در محیط تخمیر وجود دارد، قابل 

شده توسط  انجام پیشین این نتایج با تحقیقاتتوجیه است. 
تطابق  [30]و همکاران لاپایبونو نیز  [14]و همکاران آریاجارونوانگ

 - عصاره مخمر بیواتانول را از تولید [30]و همکاران لاپایبوند. دار
 سروزیا ساکارومایسسمخمر با استفاده از  (YM)عصاره مالت 

در غلظت گلوکز وقتی بررسی نمودند. آنها به نتیجه رسیدند که 
سرعت رشد  یابد، گرم بر لیتر افزایش می۲۴۰به  ۱۰از  تخمیر محیط
های بالاتر گلوکز  با این وجود غلظتیابد.  نیز افزایش میر مخم

شود، که این امر سرعت رشد مخمر  ممکن است باعث کاهش
دلیل فشار اسمزی یا اثر بازدارندگی سوبسترا  ممکن است، به

با مجذور  (KIS) همچنین، ارتباط ضریب بازدارندگی. [31]باشد
دهد که از تاثیر  ، نیز نشان می۶در رابطه  (S2)غلظت سوبسترا 

بالاتر  های خیلی بازدارندگی سوبسترا بر سرعت رشد مخمر در غلظت
  پوشی نمود. توان چشم سوبسترا، نمی

توان تاثیر غلظت  ، میαآمده  دست طور با توجه به مقدار به همین
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اتانول بر سرعت رشد مخمر را مورد بررسی قرار داد. در این تحقیق، 
تر از یک است. با  به دست آمد، که مقداری بزرگ α ،۵۳/۱مقدار 

دهنده یک افت  ، نشانαتر از یک  ، مقادیر بزرگ۳توجه به رابطه 
آهسته در سرعت رشد مخمر با افزایش غلظت اتانول در محیط 
تخمیر و سپس در ادامه یک افت سریع در سرعت رشد مخمر به 

در سه  αتاثیر پارامتر  [21]و همکاران لانگ. در تحقیق [21]صفر، است
) بر سرعت رشد مخمر در برابر غلظت 1α>و  α=1، >1αحالت (

  اتانول، نشان داده شده است.
های کشت  اگر چه، مطالعات سینتیکی تولید اتانول در محیط

است.  منظور تخمیر، در تحقیقات زیادی قبلاً انجام شده متداول به
اما در این تحقیق، رفتار سینتیکی مخمر در محیطی متفاوت با 

منظور ایجاد این  های کشت متداول بررسی شده است. به محیط
هیدرولیز آنزیمی  قندهای قابل تخمیر که در نتیجهمحیط، از 

مطالعات ، به دست آمد، استفاده شد. های مختلط ریزجلبک گونه
آنزیمی ریزجلبک، نشان داد  سینتیکی تخمیر محصولات هیدرولیز

 بینی کرده است. را پیش رفتار فرآیندخوبی  که مدل سینتیکی به
دلیل استفاده از معادلات سرعت، امکان  های سینتیکی به مدل
های  ها در انواع راکتورها و نیز راکتورها با حجم بینی غلظت پیش

رآیند دهند، که این از مزایای بررسی سینتیکی ف مختلف را به ما می
شرایط در شده  سینتیکی انجامبا توجه به مطالعه است. همچنین، 

توان، با نوشتن معادلات موازنه جرم،  ، میاین تحقیق ناپیوسته در
های پیوسته، نیز استفاده نمود.  از این مدل سینتیکی برای حالت

تواند نقطه  آمده، می دست بنابراین، استفاده از مدل سینتیکی به
  برای طراحی واحدهای صنعتی باشد.شروع مناسبی 

یند آسازی فر از محدودیت های مطالعه حاضر، عدم انجام مدل
شود تا در  . بنابراین، پیشنهاد میاستتخمیر در شرایط پیوسته 

زمایشگاهی تخمیر در شرایط آمطالعات آینده بعد از انجام شرایط 
  .شودیند نیز انجام آسازی فر پیوسته، مدل

  
  گیری نتیجه - ۴

های  گونه ازاتانول از ریزجلبک، بیومنظور تولید  هبدر این تحقیق 
کربوهیدرات  تجمع نشان دادنتایج استفاده شد ریزجلبک لط مخت

برابر دو روز به  ۷در ریزجلبک در پاسخ به قحطی نیتروژن در طول 
بعد از عملیات برداشت و یابد.  میافزایش خود مقدار اولیه 

فرآیند استخراج قند از ریزجلبک با ها،  نمودن ریزجلبک خشک
های سلولاز و آمیلاز،  استفاده از هیدرولیز آنزیمی انجام شد. آنزیم

صورت قند گلوکز  ترتیب سلولز و نشاسته موجود در ریزجلبک را به هب
توده  با توجه به تاثیر مهم غلظت اولیه زیست نمودند.هیدرولیز 

دیر بازده استخراج گلوکز، ریزجلبک در فرآیند هیدرولیز آنزیمی، مقا
گرم بر ۱۰۰و  ۵۰، ۲۵توده ریزجلبک ( اولیه زیستغلظت  سهازای  به

گرم بر لیتر ٥٠توده  بررسی شد. براساس نتایج غلظت زیستلیتر) 
از  هابعد از استخراج قندعنوان غلظت بهینه انتخاب شد.  به

اتانول از محصولات بیوریزجلبک، بررسی سینتیکی فرآیند تولید 
نتایج  صورت گرفت.افزار اکوسیم  با استفاده از نرم آنزیمییدرولیز ه

را  رفتار فرآیندخوبی  سازی نشان داد که مدل سینتیکی به مدل
  .کرده است بینی پیش
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