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 SR63و عدم حضور ترکیب  

 4، بابک خیرخواه4، محمد مهدی متقی4*سید رسول طیب
 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرمان،  2کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات کرمان، گروه میکروب شناسی،  1 

 گروه میکروب شناسی 

 چکیده

اسید سیتریک یکی از مهم ترین اسیدهای آلی می باشد که مصرف آن در جهان از اهمیت بالایی برخوردار بوده و سابقه و هدف: 

در  آسپرژیلوس نایجرسالیانه تقاضای آن رو به افزایش است. این مطالعه با هدف بهینه سازی تولید اسید سیتریک توسط قارچ 

 انجام شد. SR63حضور و عدم حضور ترکیب 
از نمونه های مختلف محیطی شامل هوا، سطح برگ گیاهان،  آسپرژیلوس نایجردر این مطالعه به منظور جداسازی مواد و روش ها: 

آب و خاک استفاده گردید. جدایه های برتر از نظر تولید اسید سیتریک بر روی محیط اختصاصی چاپ کداکس آگار غربالگری 

سازی شرایط تخمیر، دمای   بهینه  به محیط کشت مایع تخمیری اضافه گردید. SR63شدند. به منظور افزایش بازده تولید، ترکیب 

 محیط کشت و زمان تخمیر مورد بررسی قرار گرفت.

جدایه از محیط های مختلف به دست آمد که تنها یکی از آنها از نظر تولید اسید سیتریک نسبت به بقیه  11در مجموع   یافته ها:

 121120روز و استفاده از رقت  6درجه سلیسیوس، مدت زمان  01عملکرد بهتری داشت. از نظر بهینه سازی بهترین نتیجه در دمای 

 به دست آمد. pH 0در  SR63گرم بر لیتر از ترکیب 

می تواند  آسپرژیلوس  نایجربا جلوگیری از رشد بیشتر ریسه های قارچ  SR63با توجه به نتایج به دست آمده، ترکیب  نتیجه گیری:

 موجب افزایش در تولید اسید سیتریک گردد.

 .SR63اسید سیتریک، ترکیب  آسپرژیلوس نایجر،: واژگان کلیدی

 30اسفند ماه پذیرش برای چاپ:    30آذر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: کرمان، دانشگگگاه آزاد اسگلامگی، واحگد عگلگوم و تگحگقگیگقگات.

 s.rasool.t@gmail.comپست الکترونیک:      13102363102تلفن:    

 مقدمه     

پروپان تری              0،   2،   1هیدروکسی        -2اسید سیتریک یا                        

 کربوکسیلیک اسید یک محصو  مهم در تجارت جهانی است                                               

(. این ترکیب به دلیل انحلا  پذیری در آب،  عم ترش                                                 1  

 مطبوع، خوا  بافری، عدم سمیت، جذب آسان و شرکت                                              

در واکنش های شیمیایی به وسیله سازمان بهداشت و خواروبار                                                        

 جهانی برای استفاده در صنایع غذایی، دارو ی و بهداشتی                                                     

 (.    2ت یید شده است                 

در قرن بیستم میلادی میزان مصرف اسید سیتریک در جهان                                                   

 بسیار بالا گزارش شده و این اسید آلی به عنوان یکی                                                 

 از بزرگترین محصولات بیوتکنولوژی صنعتی مطر  می باشد.                                                    

بر اساس آمار موجود، میزان اسید سیتریک تولیدی از  ری                                                       

 (.  0تن در سا  است                   111 11 فرآیند تخمیر بال  بر                      

درصد در           1 -0 از مجموع اسید سیتریک مصرفی جهان،                                  

 درصد در صنایع دارویی و بهداشتی                                  11-12صنایع غذایی،              

 درصد باقی مانده به صنایع دیگر اختصا                                         10- 1و   

 (.      3می یابد           
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( برای                           آسپرژیلوس نایجر                 امروزه از قارچ                

تولید تجاری و موف  اسید سیتریک استفاده می شود. به  وری                                                        

که با تنظیم شرایط، تولید اسیدهای آلی دیگر مانند اسید                                                      

 اگزالیک، اسید ایزوسیتریک و غیره می تواند متوقف گردد                                                     

 (.  0و تولید اسید سیتریک آغاز شود                                

با پیشرفت روش های تجزیه ای، مطالعات زیادی بر روی                                                  

نقش ریز م ذی ها در تخمیر اسید سیتریک صورت گرفته                                                 

(. برای رسیدن به بازده بهینه در تولید این محصو ، به                                                     0است       

کارگیری مقادیر مناسبی از روی، منگنز، آهن، مس و مولیبدن                                                        

ضروری است. از این                     آسپرژیلوس نایجر               در محیط رشدی              

 میان نقش عنصر آهن جالب توجه می باشد.                                      

به منظور حداک ر رشد قارچ به غلظت های بالاتر آهن نیاز                                                     

  120تا      1210است. اما برای حداک ر تولید اسید سیتریک تنها به                                                

میلی گرم در لیتر آهن نیاز می باشد. میزان آهن مورد نیاز به                                                           

نوع کربوهیدرات مصرفی بستگی دارد. به عنوان نمونه در                                                    

میلی گرم در لیتر آهن برای رشد                                 2مورد ساکارز خال ،                   

مناسب است. اما اگر مواد اولیه ای مانند قند انورت یا نشاسته                                                            

 میلی گرم در لیترآهن                       122هیدرولیز شده استفاده شوند،                            

 (.  6برای رشد کافی است                     

به برخی از عناصر برای رشد نیاز دارد. در                                           آسپرژیلوس نایجر                 

مقابل، محدود بودن برخی عناصر برای تولید اسید سیتریک                                                     

لازم است. به عنوان نمونه در تخمیر غو ه ور، میزان عناصری                                                          

مانند روی، منگنز، مس، فلزات سنگین و فلزات قلیایی باید                                                       

 (. سطح پایین گلوکز بر ریخت شناسی                                   محدود شوند              

ریسه ها ت  یر به سزایی دارد. به نحوی که با کاهش سطح                                                     

گلوکز از رشد ریسه ها جلوگیری شده و همین امر سبب                                                 

 (.     افزایش تولید اسید سیتریک می شود                                   

از آنجایی که وی گی ریخت شناسی قارچ در محیط تخمیر در                                                     

تولید محصو  مورد نظر، ا ر به سزایی در تولید اسید سیتریک                                                         

دارد، بنابراین شناسایی و انتخاب جدایه مورد نظر از اهمیت                                                         

 (.  3بالایی برخوردار است                      

 هدف از این مطالعه ایجاد شرایط بهینه، در فرآیند تولید                                                      

 با اضافه کردن                 آسپرژیلوس نایجر               اسید سیتریک توسط                  

 بود.            SR63ترکیب       
 

 مواد و رو  ها             

به منظور جداسازی                    الف( نمونه برداری و جداسازی:                            

از نمونه های مختلف محیطی شامل هوا،                                      آسپرژیلوس نایجر               

 سطح برگ گیاهان، آب و خاک مورد نظر به ترتیب از                                               

روش های ته نشینی، سوآپ، تهیه رقت و کشت سطحی                                             

     استفاده شد. تمامی نمونه ها در محیط                                    

 otato    tros   gar                 روز در دمای               0( کشت و به مدت 

 درجه سلیسیوس نگهداری شدند.                            20

سپس بر اساس خصوصیات  اهری کلنی و میکروسکوپی                                             

شناسایی           آسپرژیلوس نایجر               جدایه های مورد نظر تحت عنوان                              

جداسازی و در                آسپرژیلوس نایجر               و گزارش شدند. کلنی های                        

 (.    11کشت های متوالی خال  سازی شدند                                 

  ب( غربالگری و انتخاب جدایه برتر  تولید کننده اسیدسیتریک:                                                        

به منظور انتخاب جدایه توانمند در تولید اسیدسیتریک،                                                          

جدایه ها برای ارزیابی کیفی بر روی محیط چاپ  کداکس آگار                                                        

  مرک، آلمان( در مرکز پلیت تلقیح و در دمای                                           

 (.    1درجه سلیسیوس گرمخانه گذاری شدند  جدو                                          20

روز از لحا  بروز هاله زرد                              ساعت یک بار به مدت                      23هر    

(. در این           11ناشی از تولید اسید مورد بررسی قرار گرفتند                                             

مطالعه از محیط چاپ کداکس آگار حاوی قند ساکارز و رن                                                      

 برموکروزو  سبز به ترتیب به منظور تولید اسید سیتریک                                                    

 (gr/l)مقدار نوع ترکیب

 01 قند ساکارز

 2 نیترات سدیم

 120 آبه  سولفات منیزیم 

 1 فسفات هیدروژن دی پتاسیم

 1211 سولفات آهن

 120 کلریدپتاسیم

 21 آگار

 cc 1111 آب مقطر

 cc 31 درصد 1رن   برموکروزو  گرین

 .ترکیب و مقدار مواد محیط چاپ کداکس آگار: 4جدول 
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 و مشخ  کردن اسید سیتریک استفاده گردید.                                      

تولید اسید سیتریک به وسیله                                برای     ( تخمیر غو ه ور:                   

از محیط کشت مایع تخمیری حاوی                                آسپرژیلوس نایجر               

 (، سولفات دی              101ترکیبات  گرم بر لیتر(: قند ساکارز                                     

(، فسفات دی             120آبه          (، سولفات منیزیم                  220آمونیوم           

   (، سولفات روی               121(، سولفات آهن                 2هیدروژن پتاسیم                  

   SR63(، ترکیب          1216آبه         0(، سولفات مس              121آبه       

 (.    12( و آب مقطر  یک لیتر( استفاده گردید                                       121120  

میلی لیتر از این محیط برای انجام فرآیند تخمیر                                                 111مقدار       

 میلی لیتری ریخته شد.                        201غو ه ور در ارلن                 

 پس از تلقیح جدایه برتر در محیط یاد شده،  نمونه ها بر                                                      

 (.  10دور در دقیقه قرار داده شدند                                 101روی شیکر با سرعت                  

 به منظور ایجاد شرایط                        د( بهینه سازی محیط کشت مایع:                            

 ،   آسپرژیلوس نایجر               بهینه در تولید اسید سیتریک توسط                                 

 جدایه های برتر در محیط مایع تخمیری تلقیح شدند.                                                

 بودند.          SR63برخی از تیمارها دارای ترکیب                             

بود. تمامی تیمارها در شرایط                               SR63نمونه شاهد فاقد ترکیب                       

 روز بر          6( به مدت          pH    0درجه سلیسیوس،                 01یکسان  دمای             

 دور در دقیقه قرار گرفتند و از نظر                                     101روی شیکر با             

ماریر بررسی             -میزان تولید اسید سیتریک با روش کمی بولت                                       

(. مقایسه میانگین تیمارها به روش دانکن توسط                                             13شدند        

 انجام گرفت.                 نسخه بیست و یکم نرم افزار                           

 

 یا ته ها        

جدایه         11در مجموع            الف( نمونه برداری و جداسازی:                            

      تا        خال  سازی گردیدند و از                        آسپرژیلوس نایجر               

 نامگذاری شدند.              

  ب( غربالگری و انتخاب جدایه برتر  تولید کننده اسید سیتریک:                                                         

جدایه خال  سازی شده بر روی محیط چاپ                                       11از میان         

به دست آمد. شایان                     2کداکس آگار نتایج ارایه شده در جدو                                     

 ساعت او  هی  هاله ای تشکیل نشد.                               23یادآوری است که در                   

بر تولید اسید سیتگریگک:                              ( ت  یر زمان و غلظت ترکیب                            
 در این مطالعه تولید اسید سیتریک به روش تخمگیگر در  گی                                                    

بگه      SR63روز با استفاده از غلظت ترکگیگب                                 تا      1زمان های          

گرم در لیتر و ت  یر متقابل عوامل زمان  فرآیگنگد                                                 121120مقدار       

بر تولید اسید سیتریک به روش دانگکگن                                     SR63تخمیر و ترکیب               

 مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت. نتایج حگاصگل در جگدو                                                  

 نشان داده شده است.                    1و نمودار            0

 بر تولید اسید سیتریک:                             د( ت  یر دما و ترکیب                      
 درجه سلیسیوس و با استفاده از ترکیب                                    20در دمای         

SR63                 میکروگرم بر میلی لیتر و در شرایط                                    1221میانگین تولید

 درجه سلیسیوس میانگین تولید                              01مشابه در دمای               

   میکروگرم بر میلی لیتر اندازه گیری شد.                                       121

 جدایه

42 
ساعت 
 اول

42 
ساعت 
 دوم

42 
ساعت 
 سوم

42 
ساعت 
 چهارم

42 
ساعت 
 پنجم

42 
ساعت 
 ششم

42 
ساعت 
 هفتم

 +++ ++ + + + + - An1جدایه 

 ++ + + + + + -  An2جدایه

 + + - - - - - An3جدایه 

 + + - - - - - An4جدایه 

 + + - - - - - An5جدایه 

 + + - - - - - An6جدایه 

 + + - - - - - An7جدایه 

 + + - - - - - An8جدایه 

 ++ + + + + + - An9جدایه 

 An10جدایه 

 5010سویه 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

++ 

 : عدم تشکیل هاله،     + : هاله کم،    ++ : هاله متوسط،  +++ : هاله بزرگ  -                                              

 مقایسه کمی تولید اسید سیتریک در محیط چاپ کداکس آگار.: 4جدول 

 روز دانکن

 هفتم  

 ششم  

   B پنجم 

     C چهارم 

 سوم  

      E دوم 

   F اول 

 (. مقایسه تولید اسید سیتریک بر حسب زمان به روش دانکن : 9جدول 
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 پس از انجام مقایسه میانگین ها، مشخ  شد که اختلاف                                                 

   SR63معنی داری بین سطو  مختلف دما با ترکیب                                       

 (.         1210وجود دارد             

 

 بح    

در این مطالعه، در مرحله او  غربا  گری و انتخاب جدایه                                                      

برتر تولیدکننده اسیدسیتریک، انجام شد. در مرحله بعد، اضافه                                                           

به محیط مایع تخمیری در شرایط بهینه از                                         SR63کردن ترکیب            

 نزدیک          pHروز( و            6درجه سلیسیوس(، زمان                         01نظر دما           

 ( در افزایش تولید اسید سیتریک مورد بررسی قرار گرفت.                                                     0

 با جلوگیری از رشد زیاد                          SR63نتایج نشان داد که ترکیب                         

موجب افزایش تولید اسید                          آسپرژیلوس نایجر               ریسه های          

سیتریک می گردد. اما نمونه هایی که در شرایط مشابه فاقد                                                       

این ترکیب بودند، چنین افزایشی در تولید اسید سیتریک                                                    

 مشاهده نشد.           

روش های متعددی برای تولید اسید سیتریک با استفاده از                                                     

 منابع متفاوت و روش های گوناگون وجود دارد. در                                              

پ وهش های گذشته چنین نتیجه گیری شده است که تولید                                                  

و منبع ساکارز به                    آسپرژیلوس نایجر               اسید با استفاده از قارچ                         

 عنوان منبع کربن و روش تخمیر غو ه ور بهترین و                                              

 اقتصادی ترین روش می باشد.                         

پ وهشگران بسیاری تلاش نمودند تا با ایجاد شرایط مختلف                                                     

به بالاترین بازده تولید برسند. از مهمترین عواملی که در                                                       

افزایش تولید اسید سیتریک دخالت دارد، ریخت شناسی قارچ                                                      

و کاهش اندازه ریسه های آنها می باشد. کاهش اندازه و خرد                                                        

شدن ریسه ها و تبدیل ریسه های بلند و رشته ای  توده های                                                       

غیرکروی و کلاف مانند( به ریسه های کروی شکل  توده ی                                                   

 زیستی( یکی از مهمترین عوامل افزایش تولید اسیدسیتریک                                                     

 (.  0می باشد           

ت  یر دماهای                2110( و همکاران در سا                      illo  دیلون         

 مختلف بر تولید اسیدسیتریک را مورد ارزیابی قرار دادند.                                                       

یافته های آنها نشان داد که دمای بهینه در تولید اسید سیتریک                                                            

(. در مطالعه حاضر نیز دمای                            10درجه سلیسیوس می باشد                          01

 درجه سلیسیوس به عنوان بهترین دما در تولید                                             01

 مورد ت یید قرار گرفت.                         SR63اسید سیتریک با ترکیب                      

دماهای پایین تر مانع رشد اسپورها و تشکیل قارچ شده و                                                     

دماهای بالاتر باع  ت ییر ریخت شناسی قارچ می شود. در هر                                                       

 (.  10دو مورد تولید اسید سیتریک کاهش می یابد                                          

قطعات         2116( و همکاران در سا                     apagia  i پاپاجیانی             

را در کشت             آسپرژیلوس نایجر                بیعی از تجمع ریسه های قارچ                             

غو ه ور مورد بررسی قرار دادند. این محققان عوامل مو ر در                                                         

تخمیر، مانند میزان تلقیح اسپور، غلظت فسفات و منگنز و                                                      

ریخت شناسی ریسه های قارچ را در محیط کشت تخمیر به                                                  

 کار بردند و با آنالیزهای تصویری بررسی نمودند. قطر                                                   

(. نتایج به             16میلی متر گزارش گردید                          120توده های زیستی                

دست آمده در این مطالعه با شرایط مشابه مطالعه یاد شده و با                                                           

نشان داد که قطر توده های زیستی                                  SR63اضافه کردن ترکیب                  

 میلی متر می باشد.                   122برابر با          

ا ر اضافه کردن یون مس                         2112( و همکاران در سا                      Haح       

مورد ارزیابی قرار                     آسپرژیلوس نایجر               را در ریخت شناسی                  

دادند. یافته های آنها نشان داد که یون مس ت  یر مستقیمی بر                                                           

افزایش تولید اسید سیتریک دارد. به این صورت که یون مس                                                      

میلی متر کاهش می دهد و محصو  را                                   120قطر توده زیستی را                   

(. در مطالعه حاضر نیز با اضافه کردن                                      1افزایش می دهد                 

به محیط کشت تخمیری، قطر توده زیستی                                      SR63ترکیب       

میلی متر( و تولید اسید سیتریک                                 122کاهش چشمگیری داشت                     

 با افزایش همراه بود.                    

 تولید اسید سیتریک بر حسب زمان.: 4نمودار 
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 نتیجه  یری          

   SR63با توجه به نتایج به دست آمده در این مطالعه ترکیب                                                  

با کاهش اندازه ریسه های قارچی و جلوگیری از رشد بیش از                                                       

اندازه ریسه ها، می تواند موجب افزایش تولید اسید سیتریک                                                        

گردد. به  وری که با اضافه                             آسپرژیلوس نایجر               توسط قارچ           

کردن این ترکیب به محیط کشت مایع تخمیری، بازده تولید                                                     

 درصد افزایش می یابد.                      1 اسید سیتریک تا                
 

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از جناب آقای دکتر جاوید امینی و جناب                                                          

آقای دکتر سید محمدرضا خوشرو به دلیل همکاری صمیمانه در                                                       

 اجرای این پ وهش کما  امتنان را دارند.                                     
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Abstract 

Background & Objectives: Citric acid is one of the most important organic acid, which is used 

wildly in different industries, and this demand has been growing every year. This study was aimed 

to investigate the optimal conditions for the production of citric acid by Aspergillus niger  

in the presence and absence of SR63. 

Materials & Methods: In this study, we used different environmental samples such as air, soil,  

water and leaves to isolate the fungus. Colonies with the ability to growth on czapek dox agar  

medium were screened. To increase the production efficiency, SR63 was added to fermentation 

liquid medium. Also, optimising of fermentation condition, temperature of medium and time of 

fermentation were examined. 

Result: Overall, 10 colonies were isolated from different environment, which one of them had the 

best citric acid production ability in compare to the others. The best result was achieved in 30°c 

for 6 days into a medium with 0.0125g/L SR63 at pH 5. 

Conclusion: Regarding the results, SR63 could increase the production of citric acid by inhibition 

of overgrowth of A. niger fungal thread.  
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