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 چکيده
 در اير  . گرردد  مي روش تخمير حالت مايع توليد از استفاده با و نايجر آسپرژيلوس کپکي هاي گونه توسط عمدهطور  به سيتريك اسيد

 روش برا اسرتفاده از   سرپ   و One factor at time به روش نايجر آسپرژيلوس قارچي گونه از سيتريك اسيد يدلتو سازي بهينه تحقيق

 دور افزايش با سيتريك اسيد نشان داد که ميزان One factor at time نتايج روش. انجام شد با استفاده از تخمير حالت مايع پاسخ سطح

 و سرويا  افزايش يافرت و تيمارهراي حراوي    ،2به  pHو کاهش درجه سلسيوس  22به  11 دما از ،دور در دقيقه 211به  151همزن از 

چنري  نترايج    هم. داشتند( ليتر در گرم 25حدود )سيتريك  اسيد توليد توجهي در افزايش نسبت به بقيه تيمارها تأثير قابل معدني عناصر

آزمرون آمراري   . توجهي در افزايش اسيد سيتريك داشته است قابل که امواج اولتراسونيك در زمان رشد ميکروارگانيسم تأثير نشان داد

گررم در   211گرم در ليتر ساکارز و  51/221در سطوح ( گرم در ليتر 55)سطح پاسخ نشان داد که بيشتري  ميزان توليد اسيد سيتريك 

سيتريك در شرايط بهينه نسبت به شررايط اوليره   توجه توليد اسيد  افزايش قابلدست آمده  هبا توجه به نتايج ب. ليتر پودر سويا توليد شد

 . باشد سازي و انتخاب صحيح متغيرهاي اعمالي و سطوح استفاده شده مي دهنده روش آماري مناسب به منظور بهينه تخمير نشان
 

 سازي و سطح پاسخ اسيد سيتريك، بهينهآسپرژيلوس نايجر،  :هاي کليدي هواژ
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 مقدمه

ه ا در   میکروارگانیس م م اس تااده از  بیوتکنولوژی عل     

 Brock and) باش د  می های مختلف وردهآجهت تولید فر

Adigan, 1994) .حاصل های وردهآفر ازی بسیار امروزه 

 ص نایع  در مکم ل  و افزودنی عنوان بهمیکروبی  تخمیر از

نس   و   موس وی ) ش وند  م ی  ی اس تااده ی  و دارو غذایی

ت   ری   مه   م ازاس   یدهای آل   ی  . (1985 ،زاده داراب

عن وان افزودن ی در    که ب ه باشد  محصولات میکروبی می

 از میان تمام اس یدهای آل ی،  . کاربرد داردع غذایی صنای

فقط اسید سیتریک است ک ه منحص راا از تخمی ر تولی د     

شده و برای تولید اسیدهای آلی دیگ ر ب ی  فراین دهای    

در ب ی    .رقابت نزدیکی وجود دارد میکروبیشیمیایی و 

 Aspergillus )                     آس ررژیلو  ن ای ر   های میکروب ی  گونه

niger )  باشد     می                   تولید اسید سیتریک     جهت             گونه مناسبی     

(Papagianni, 2007 .)     با توجه ب ه گس تردگی مص ر

اف زای    مختل ف و ب ا ه د    اسید سیتریک در ص نایع  

تحقیقات  ،ای  گونه قارچیاسید سیتریک از  میزان تولید

 .(Majumder et al., 2010) وسیعی صورت گرفته است

سازی سوش،  های مختلای نظیر بهینه ها بخ  فعالیت ی ا

اس تااده از م واد اولی ه ارزان    )سازی محیط کش ت   بهینه

و کاه  هزینه استخراج اسید سیتریک از مایع ( تر قیمت

                       ه ای ايی ر تحقیق ات              در س ال  .باش د  م ی نهایی تخمی ر  

         از ای                           سازی تولید اسید سیتریک                       وسیعی در زمینه بهینه

 Papagianni and)اس ت                                 گون ه میکروب ی ان  ام ش ده     

Mattey 2004; Papagianni, 2007).  تحقیقی که توسط 

نق     که منابع کرب  ان ام شد نشان داد متی و همکاران

قابل توجهی در تولید اسید سیتریک از ای  گونه قارچی 

نش ان   کوبی ک و روه ر   .(Mattey et al., 1992) دارد

منبع مناسبی برای تولید اسید س یتریک   رزند که ساکاددا

 تحقیق  ات. (Kubicek and Röhr, 1989) باش  د م  ی

تولی د   ،مح یط کش ت   pH ک اه   نشان داد که پاپاگانی

اسیدهای آلی مانند اگزالیک اسید را کاه  داده و باعث 

 ش ود  در محیط کش ت م ی  ت مع اسید سیتریک افزای  

(Papagianni, 2007). ی  هم   طب  ن نت  ای   یچن   ه  م

ل وده ش دن مح یط کش ت     امکان آ pHبا کاه   مطالعه،

                                           با توجه به تحقیقات ان ام ش ده، ب ه نظ ر     .یافتکاه  

                                                   رسد ترکیبات مح یط کش ت در می زان تولی د اس ید          می

   از   .        باش ند              م ورر م ی                     آسررژیلو  ن ای ر             سیتریک توسط 

                             ترکیبات فیزیک ی و ش یمیایی   تأریر                 رو در ای  تحقین      ای 

                          سازی تولید اسید سیتریک از        بهینه                   محیط کشت به منظور

        بررس ی                     آسررژیلو  ن ای ر                       گونه جدید جداسازی شده 

                               استااده از امواج اولتراس ونیک                     با نظر گرفت  اهمیت   .  شد

 ;Jomdech et al., 2006)                       در سایر محصولات میکروبی

Resa et al., 2007; Wang et al., 2010)،       در ای         

                                      ار ر ای   ام واج در تولی د اس ید                        برای اولی  ب ار        تحقین

                    س ررژیلو  ن ای ر   آ                       در مراحل مختل ف رش د           سیتریک

                             ب رای ب ه ح داقل رس اندن                     در ای  تحقی ن    .        بررسی شد

و روش آم اری   One factor at time         ب ه روش             تیماره ا 

ش  رایط  (Response Surface Method) س  طپ پاس   

ب  رای تولی  د اس  ید  فیزیک  ی و ش  یمیایی مح  یط کش  ت

 .بهینه شد آسررژیلو  نای رسیتریک از 

 

   ها            مواد و روش
 مواد شيميايي مورد استفاده در فرايند تخمير

ج ز   مورد استااده در ای   پ ژوه ، ب ه    یمواد شیمیای   

کاريان ه قن د   ) و م س   (ش رکت س بحان  ) پودر س ویا 

مواد از ش رکت م رآ آلم ان يری داری     سایر ، (شاهرود

، پ  ودر س  ویا، ، م  س در ای    تحقی  ن از س  اکارز. ش د 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877406000161


 9311، پاییز 91، پیاپی 3، شماره 5دوره                                                                                                                                                بهداشت مواد غذایی             
 

01 

، (Corn steep liquor) ذرتب عص اره مخم ر، يیس ا   

 ؛FeSO4 (0.1g/l)مال  ت آگ  ار و ام  سي مع  دنی ش  امل 

(NH4)NO3 (5 g/l); ؛KH2PO4 (5g/l) ؛NaCl (1g/l) 

MgSO4 7؛ H2O (1 g/l)  9/6 ، اسید کلری دریک و س ود 

 .استااده شد نرمال

 داري ميکروارگانيسم  روش نگه

. استااده شد آسررژیلو  نای ر کرکدر ای  تحقین از    

و  از ياآ بسطام اس تان س منان   کرکجداسازی پس از 

دار در درج ه   آگار شی  روی محیط کشت آن، شناسایی

روز کش ت   7و مدت زمان درجه سلسیو   22حرارت 

درج ه   9درج ه ح رارت   داده شد و سرس در یخچال با 

کشت م دد میکروارگانیسم . داری گردید نگهسلسیو  

 .آن ان ام شد یدار بار برای نگه هر ش  ماه یک

 هاي اصلي مايه تلقيح و کشت

 یه ا  ب رای تلق یپ کش ت    یاز سوسرانسیون میس لیوم    

ب رای  . (Zhu et al., 2003) ش د  تولید محصول اس تااده  

لیتر محیط کشت شامل  یمیل 166تهیه ای  سوسرانسیون، 

در ( g/l 16) و عص اره مخم ر  ( g/l 96) آب ه  گلوکز ت ک 

تهیه شد و در درج ه ح رارت    یلیتر میلی 966یک ارل  

س رس  . دقیقه سترون گردید 19و درجه سلسیو   121

مح یط  در  آس ررژیلو  ن ای ر  وسیله آن س س ترون،    هب

و در درج ه ح رارت    گردیدوارد  «تلقیپتوسعه »کشت 

دور ب ر   176س اعت و   72به مدت سلسیو  درجه  20

 .(Singh and Ward, 1997) ش د  تخمی ر  (rpm) دقیق ه 

عنوان   های توسعه تلقیپ به درصد از کشت 16تا  9 تعداد

در . مایه تلقیپ به محیط کشت تولید محصول افزوده شد

 966ه  ای  ه  ای کش  ت تولی  د محص  ول از ارل    مح یط 

، ب ود ح یط کش ت   لیت ر م  میلی 166لیتری که شامل  میلی

تولید محصول با توجه   های کشت محیط. استااده گردید

م ورد   آماری طراحی و در هر مرحل ه، اج زای  به روش 

از اس ید کلری دریک و    pHبرای تنظ یم  . نیاز افزوده شد

دس تگاه  از  .(Zhu et al., 2003) س ود اس تااده گردی د   

 26ن س  با فرک ا  Q700مدل  Qsonicaکت شر اولتراسونیک

 درص د  16 (Duty cycle)میزان سیکل فع ال  ، رتزکیلوه

وات ب ر   1، ق درت  (رانی ه ي اموش   5رانیه روش  و  1)

 .شد استااده متر مربع سانتی

 جداسازي توده زيستي

جداسازی توده زیس تی توس ط کاغ ذ ص افی واتم           

، روی قی  ف ب  وينر م ه ز ب  ه پم    ي  س   91ش ماره  

اس ید  گی ری می زان    سرس ب رای ان دازه  . صورت گرفت

 مح  یط کش  ت برداش  ته ش  د  م  ایع روی  ی  س  یتریک 

(Sakuradani et al., 2004). 

 گيري اسيد سيتريك  اندازه

از محیط کشت تخمیری صا  شده  لیتر میلی 1مقدار    

در حم ام   سرعت مخلوط شد و به پیریدنلیتر  میلی 9/1با 

دقیق ه ق رار    96ب ه م دت    سلسیو درجه  92آب گرم 

ن انومتر   926در ط ول م وج   میزان ج ذب ن ور    .تگرف

با توجه ب ه منحن ی اس تاندارد می زان      و شدگیری  اندازه

 ,Marrier and Boulet (گردی د  تعی ی  اس ید س یتریک   

1958.)  

 طرح آزمايش

در . مرحله ان ام گردی د  2در  طري آماری ای  تحقین   

، One factor at timeمرحل ه اول ب ا اس تااده از روش    

دم ا، دور  )ارر عوامل فیزیکی  هصورت مرحله به مرحل به

م واد مع دنی،   ) و شیمیایی( زن و امواج اولتراسونیک هم

pH، م  ورر در  (و ات  انولذرت  یس  ابم  س ، س  ویا، ي

در هر مرحله ار ر  . تولید بهینه اسید سیتریک بررسی شد

یک عامل بر تولید اسید سیتریک بررسی و بهتری  میزان 
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و متغی ر   گردی د اده عنوان رابت اس تا  برای مرحله بعد به

. همی  ترتی  ارر هر عامل بررسی ش د  بعدی اعمال و به

 پاس    -از روش س  طپ  یس  از در مرحل  ه دوم بهین  ه

یابی ب ه ی ک    سازی، دست های بهینه آزمای  .استااده شد

ه ای   ط ري . بودبینی رفتار فرایند  مدل ریاضی برای پی 

ی های معمول سازی از عوامل کمتری نسبت به طري بهینه

ط ور قاب ل ت وجهی     های  عوام ل ب    اما هستندبريوردار 

با توجه ب ه   (.Strobel et al., 1999) باشند تأریرگذار می

 ،غرب الگری  دست آم ده از مرحل ه اول آزم ای     هنتای  ب

و منب ع نیتروزن ی    (س اکارز )سطوي مختلف منبع کربنی 

عنوان متغییر اص لی و کلی دی در تولی د اس ید      به (سویا)

ی از طري مرک  مرک ز  (.1جدول )ررسی شد سیتریک ب

(Central composite design ) تکرار  2آزمای  و  16با

، اس تااده ش د   ب ود  یآزمای  در نقطه مرکز 2که شامل 

 (.2 جدول)

 

 (گرم بر لیتر) ها سازی و سطوي مختلف آن بهینه در کرب  و نیتروژن متغیرهای -(1)جدول 

 نماد عامل
 سطوح مختلف متغيرها

11/1 1+ 1 1 -11/1 -

 X1 92/991 966 266 166 98/98 ساکارز

 X2 92/991 966 266 166 98/98 پودر سویا

 
 سازی طري مرک  مرکزی برای مرحله بهینه -(2)جدول 

 پودر سويا ساکارز آزمايش

2 6 6 

9 1 1 

9 6 6 

9 9/1 -6 

0 9/1 6 

7 6 9/1 

8 1 1 -

5 6 9/1 -

16 1 -1 -

 
 :درجه دوم زیر تحلیل شد یا براسا  معادله چند جمله ها زمای نتای  آ

  
  


k

j

k

j ji

jiijjjjjj XXXXy
1 1

2

0  
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ه ای   ترتی  ضری  به ijو  0 ،j ،jjکه در آن    

 درج ه )رگرسیون برای عرض از مب دا، يط ی، مربع ی    

مس تقل   یمتغیرها jXو  iXباشد و  و متقابل می( دوم

 یه ا  رگرسیون و منحن ی  یها ضری . باشند یکد شده م

 ,Design Expert) اف زار  سطپ پاس  و کنتور توسط نرم

USA)  شد محاسبه و رسم. 

 

 ها يافته
سريد  بررسي اثرات ترکيبرات محريط کشرت برر ميرزان ا     

  one-factor-at-a-timeسيتريك به روش آماري 
در  اثر منابع نيتروژني،کربني، مرواد معردني و دور همرزن   

 سيتريك توليد اسيد

م واد   نتای  تأریر ن و  من ابع نیتروژن ی،    (1)در شکل    

. مع   دنی و دور هم   زن مش    خ  ش   ده اس    ت   
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 بر تولید اسید سیتریک، مواد معدنی (شربت ذرت يیسانده سویا، مس  و) وتاررات منابع نیتروژنی متاا -(1) نمودار    
 .باشند نمودارها دارای يطای معیار در سه تکرار می *    

 

گ رم در لیت ر    196در ای  مرحله از تحقین از ساکارز    

 گ رم در لیت ر   96وتئینی رپو متغیر منبع  در همه تیمارها

نمونه م س   . ده شداستاا (يیساب ذرتپودر سویا و )

گ رم در لیت ر    76ته ک ه ح اوی   با در نظر گرفت  ای  نک

گ رم در   266ی   تیم ار در س طپ    در ا ،باشد ز میساکار

گونه  همان .از منبع نیتروژنی سویا استااده شد تنها ولیتر 

شود، منبع پروتئین ی س ویا    برداشت می (1) نمودارکه از 

ن ی س اکارز   چنی  منبع کرب و همرت ذ بيیسا نسبت به

بیش تری در اف زای    و ( >69/6p)دار  معنیارر  از مس 

می زان   هک  نت ای  نش ان داد    .شتتولید اسید سیتریک دا

تیماره ای ح اوی    واسید سیتریک با افزای  دور همزن 

. عناصر معدنی موج  افزای  میزان اسید سیتریک ش د 

از بی  تیمارهای مورد بررسی، ترکی   س ویا و عناص ر    

ب الاتری  می زان    دور در دقیقه 266 دور همزنمعدنی با 

گ رم در لیت ر را    29 حدودیعنی در  تولید اسید سیتریک

 . نشان داد

 محیط کشت

 سویا عناصر

 معدنی

 عناصر مس  سویا 

 معدنی

 يیسانده ذرت مس 

 معدنی عناصر
  يیساب ذرت

150 rpm 

200 rpm 

ک 
تری
سی
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سی
ا

(
در
رم 
گ

 
یتر
ل
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 در توليد اسيد سيتريك pHاثر ميزان کرب  و 

و سطپ قند ساکارز ب ه عن وان منب ع     pHنتای  اررات    

مشخ  ش ده   2کرب  در تولید اسید سیتریک در شکل 

دست آمده از آزمون گذشته در  هب با توجه به نتای . است

، منب ع پروتئین ی   دور در دقیق ه  266رابطه با دور هم زن 

درج  ه  29گ  رم در لیت  ر، دم  ای   96س  ویا ب  ه می  زان  

روز ب ه عن وان راب ت     0 و مدت زمان تخمی ر  سلسیو 

 pHدر ای  مرحله می زان  . های آزمون در نظر گرفته شد

گ رم در   966و 196) و سطپ ساکارز( 9/9و 9، 2) اولیه

 (. 2نمودار ) عنوان متغیر در نظر گرفته شد به( لیتر

در تولی د اس ید    2 اولی ه  pH ار ر  نتای  نش ان داد ک ه     

بیشتری  سطپ اسید و ( >69/6p)دار بوده  سیتریک معنی

س یتریک را نس  بت ب ه بقی  ه تیماره ا در ه  ر دو س  طپ    

داشت،  (گرم در لیتر) 966و (گرم در لیتر) 196ساکاروز 

اولی ه   pHکه بی  مقادیر تولید اسید سیتریک در  الیدر ح

  .(>69/6p) وجود نداشتمعنی داری تااوت  9/9و 9/9
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 در تولید اسید سیتریک  ساکارز مقدارو  pHاررات  -(2) نمودار

 
 توليد اسيد سيتريك بر اثر دما

مشخ   (9) نمودارنتای  ارر دما بر اسید سیتریک در    

ر عن وان متغی    حله از آزمون، دما بهمر در ای . شده است

. اعمال ش د  سلسیو درجه  92و  29، 17در سه سطپ 

و میزان س اکارز    =pH 2 ،دور در دقیقه 266 دور همزن

گرم در لیتر از  96میزان  گرم در لیتر و پودر سویا به 966

 92نتای  نشان داد ک ه دم ای   . عوامل رابت آزمون بودند

درج ه   29و  17ب ا دم ای   در مقایس ه  سلس یو   درجه 

بیش تری در تولی د   و ( >69/6p)دار  معن ی ارر  سلسیو 

با اف زای  درج ه   به ای  معنی که . اسید سیتریک داشت

میزان تولید اس ید   ،سلسیو درجه  92به  17حرارت از 

     دمای                 بالاتری  راندمان  .سیتریک نیز سیر صعودی داشت

   .    بودسلسیو       درجه     22
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 ر دما بر تولید اسید سیتریکار -( 9) نمودار

 

 اثر اتانول

عنوان متغی ر بع د از    در ای  مرحله از آزمون، اتانول به   

اس تااده  % 50با غلظت % 1ساعت از تخمیر به میزان  29

 92، دم  ا =pH 2 ،دور در دقیق  ه 266دور هم  زن. ش  د

گ رم در لیت ر و    966و می زان س اکارز   سلسیو  درجه 

رم در لیت ر از عوام ل راب ت    گ   96پودر سویا ب ه می زان   

ار ر   نت ای  نش ان داد ک ه اف زودن ات انول      .آزمون بودن د 

 داردتولی  د اس  ید س  یتریک    اف  زای  درداری  معن  ی

(69/6p<).  

 

 
 

 بر تولید اسید سیتریکدر ترکی  محیط و ارر آن اتانول  افزودن -(9) نمودار
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ده در توليد اسريد سريتريك و ترو    اثر امواج اولتراسونيك

 زيستي

% 50اتانول ب ا غلظ ت   % 1در ای  مرحله از تحقین از    

سلس یو   درجه  92، دما  =pH 2عسوه،  به. استااده شد

گرم در لیتر و پودر سویا ب ه می زان    966و میزان ساکارز 

نش ان  نتای   .گرم در لیتر از عوامل رابت آزمون بودند 96

 (>69/6p)داری  معن ی داد که امواج اولتراس ونیک ت أریر   

نم ودار  ) نتای  نش ان داد . ستدر تولید محصول داشته ا

ه ت ا  ریر اولتراسونیک در شرایطی بود ککه بیشتری  تأ (9

اس تااده   KHz26ت وان   با روز سوم تخمیر از اولتراسوند

به ط ول   9که استااده از اولتراسوند تا روز    اما زمانی .شد

  .تان امید، میزان تولید اسید سیتریک کاه  یاف

 

 
 

 

 بر تولید اسید سیتریک ارر اولتراسوند -(9)نمودار 

 
 سازي به روش آماري سطح پاسخ بهينه

( ساکارز)منبع کرب  مانند در ای  مرحله عوامل کلیدی    

دس ت   هکه از مرحله قبل ب  ( پودر سویا)و منبع نیتروژن 

سطپ برای بررسی بیشتر در نظ ر گرفت ه    9در بود، آمده 

ضرای  رگرسیون و مق ادیر   (9)جدول (. 1 جدول) شد

p همانطور که  .دهد های رگرسیون نشان می را برای مدل

، اررات يط ی س اکارز و   شود میمشخ   (9)از جدول 

پودر سویا در می زان اس ید س یتریک در مح یط کش ت،      

ار رات  . دار است معنیو غیر( >69/6p) دار ترتی  معنی به

مق دار اس ید س یتریک     متقابل ساکارز و پودر سویا برای

در م ورد ار ر درج ه دوم ب ر     . (>69/6p) دار است معنی

 و (>69/6p) دار ید سیتریک هر دو عامل معن ی تولید اس

در تولید اس ید   کرب  و نیتروژن متقابل منبعارر  چنی  هم

 . (>69/6p)دار است  سیتریک معنی
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 (پودر سویا Bاکارز و س A)تولید اسید سیتریک برای  ANOVAپارامترهای  -(9) جدول

 P F میانگی  مربع درجه آزادی منبع تغییرات

 اسید سیتریک اسید سیتریک اسید سیتریک اسید سیتریک 

0792/999 9 مدل  6169/6  2585/19  

A 1 9692/255  6927/6  2778/16  

B 1 6717/6  5028/6  6629/6  

AB 1 29/960  6196/6  9789/17  

A2 1 7897/817  6601/6  67208/28  

B2 1 099/1188  6691/6  86999/96  

19162/25 9 ماندهباقی    

07905/98 9 عدم تطابن  6899/6  99595/99  

9/6 1 يطای  يال     

 .باشد می 59/6برای فرمول رگرسیون اسید سیتریک  R2میزان                                   

  
 

 (: 1) معادله
 Y =-29.92462+0.37118  × C+0.42095  × 

N+1.12500E-003  × C × N-1.33750E-003 × C2-

1.61250E-003 × N2 

مربوط به میزان اسید سیتریک  Y، میزان (1)در معادله    

ترتی  مرب وط ب ه می زان     به Nو  Cمحیط کشت بوده و 

. اس ت ( ب ر حس   گ رم در لیت ر    )ساکارز و پودر سویا 

ای درجه دوم پ س از ت زی ه و    ضرای  مدل چند جمله

دار  اف زار و ح ذ  عب ارات غیرمعن ی     ل توسط ن رم تحلی

دست آمد و نتی ه  هافزار ب در نرم Forward توسط روش

 .است( 1) حاصل، معادله

مدل رگرسیون را برای تولید اسید سیتریک  (1)معادله    

در يارج توده زیس تی پ س از ت زی ه و تحلی ل نت ای       

ر مق دا . ده د  نشان م ی  Design Expertافزار  توسط نرم

R) عددی ض ری  تعی ی   
2
ب رای فرم ول تولی د اس ید      (

دهن ده می زان انطب ا      باشد ک ه نش ان   می 59/6سیتریک 

ت وان چن ی  نتی  ه     ها در مدل رگرسیون است و می داده

اند رابط ه   های رگرسیون به يوبی توانسته گرفت که مدل

و می زان اس ید   ( ساکارز و پودر سویا) بی  شرایط کشت

. بینی کنن د  را نشان داده و پی  سیتریک در محیط کشت

( Lack of fit) چنی  مدل نه ایی دارای ع دم تط ابن    هم

دهن ده ب رازش ي وب م دل      دار است که نش ان معنیغیر

همراه  طري مرک  مرکزی روش سطپ پاس  به .باشد می

 . گزارش شده است (9)ها در جدول  میزان واقعی داده
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 RSMر اعمال شده بر روی پاس  در روش ای  دو متغیجدول طراحی آزمایشات و نت -(9) جدول

 نمونه (A)گلوکز  (B) پودر سويا (گرم در ليتر)ميزان اسيد سيتريك 

08/6±26 1- 1 1 

99/6±99 6 6 2 

90/6±8/99 1 1 9 

7/6±90 6 6 9 

8/6±9/22 91/1- 6 9 

9/6±15 91/1 6 0 

7/6±98 6 91/1 7 

90/6±19 1 1- 8 

82/6±19 6 91/1- 5 

9/6±1/99 1- 1- 16 

 
 نتايج ميزان توليد اسيد سيتريك

تأریر سطوي مختلف ساکارز و پودر س ویا   (0) نمودار   

روش س طپ  . ده د  را بر میزان اسید سیتریک نش ان م ی  

پاس  نشانگر بیشتری  می زان تولی د اس ید س یتریک در     

 . سطوي حد واسط ساکارز و پودر سویا است

 

 
  آسررژیلو  نای روسیله  به (گرم در لیتر) برای تولید اسیدسیتریک RSMمنحنی  -(0)نمودار                                       

 (C) و ساکارز( N) با متغییرهای پودر سویا                                      
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شده توسط مردل درجره دوم برراي     بيني مقادير بهينه پيش

 يرهامتغ

بین ی ش ده ب ا اس تااده از ن رم اف زار        مقادیر بهینه پ ی  

Design Expert   برای متغییره ای س اکارز (A )  و پ ودر

منظ  ور تولی  د ح  داکيری اسیدس  یتریک   ب  ه( B)س  ویا 

گرم در لیت ر ب ود و می زان     81/266و  87/296 ترتی  به

 . بینی شد گرم در لیتر پی  90محصول 
 

 ريكسيتمدل رگرسيون اسيد  اعتبارسنجي

هایی ب ا دو تک رار، ش رایط     منظور ارزیابی مدل، در آزمون به 

مح یط  . بینی شده مدل تولید اسید سیتریک اعمال گردید پی 

گ رم در   87/296کشت مناس  تولید اسید سیتریک ح اوی  

اولیه  pHگرم در لیتر پودر سویا بود و  81/266لیتر ساکارز و 

میزان تولید اس ید  روز تخمیر،  0پس از . تنظیم شد 2در عدد 

ین ی  ب دست آمد که با نتی  ه پ ی    هگرم در لیتر ب 98سیتریک 

گرم در لیتر بود، نزدیکی  90شده از فرمول اسید سیتریک که 

می زان يط ا ب رای مح یط بهین ه اس ید       . ش ت توجهی دا قابل

 .دست آمد هدرصد ب 9 سیتریک

 
 گيري و نتيجهبحث 

ریر ا ت  أش  ان داد ک  ه منب  ع پروتئین  ی س  وی  نت  ای  ن   

من ابع  توجهی در تولید اسید سیتریک نسبت به بقیه  قابل

و  واک ز  توس ط  مش ابهی ک ه  در تحقی ن   .پروتئینی دارد

که منب ع پروتئین ی ت أریر    ان ام شد نشان دادند  همکاران

 Xu et) است داشتهتوجهی در تولید اسید سیتریک  قابل

al., 1989).   دور در  196پ ایی   تیمارهای ب ا دور هم زن

. دارای کمتری  میزان تولید اس ید س یتریک بودن د   یقه دق

وسیله همزن را در تولی د   های  نتای  نق  مؤرر هوادهی ب

ه ای آزمایش ات    سازد و با یافته اسید سیتریک نمایان می

مطابق ت   پاپاگ انی و م اتی   بريی از دانشمندان از جمله

پژوهشگران گ زارش کردن د ک ه اف زای  دور     ای  . دارد

افزای  میزان اکس یژن ش ده و در نتی  ه    همزن موج  

تولید اسید سیتریک و غلظت زیست توده نهایی افزای  

          ی کمب ود      حت  نش ان داد ک ه    ی نتای  ای  محقق  . یابد می

                                                      کوتاه م دت اکس یژن محل ول موج   ای  اد تغیی رات       

       ش ود                                               غیرقابل برگشت در فرایند تولید اسید سیتریک می

( Papagianni and Mattey, 2004) .  

گ رم در لیت ر ب ا     966ب ه   196افزای  کرب  از سطپ    

رابت بودن منبع نیتروژن، موج   اف زای  می زان تولی د     

تحقیق ات وس یعی نت ای     (. 2 نمودار)سیتریک شد  اسید

 -Rohr et al., 1981 El ) یید می کنندأدست آمده را ت هب

Hussein et al., 2009;  ،Xu et al., 1989 Sukesh  et 

al., 2013; )  ده د ک ه   ه ا نش ان م ی    نت ای  تحقی ات آن 

اف زای  می زان    افزای  میزان تولی د اس ید س یتریک ب ا    

 (2) نم ودار ط ور ک ه در    هم ان . اس ت ساکارز هماهنگ 

بیشتری  سطپ اسید سیتریک را نس بت   2اولیه  pHآمده 

گ رم   966و 196به بقیه تیمارها در هر دو سطپ ساکارز 

   ی   ی  پا  pH  ان داد کهنش پاپاگانی تحقیقات .داشت در لیتر

      ه  ا                 میکروارگانیس  م         را ب  ا                            يط ر آل  ودگی مح  یط کش  ت  

                               چن ی  تولی د اس یدهای آل ی         هم  .    دهد               مختلف کاه  می

   و                                            گزالیک اسید و گلوکونیک اس ید متوق ف ش ده          نظیر ا

 Papagiani)      ش ود                   اسید سیتریک م ی   بیشتر تولید     باعث 

and Mattey, 2004).  

ک را در افزای  تحقیقات وسیعی ارر امواج اولتراسونی   

گ زارش   مختل ف      ه ا                   میکروارگانیس م از  تولید محص ول 

ولی تاکنون تحقیقی در تولی د اس ید س یتریک از     کردند

ریر امواج اولتراسونیک ان  ام  تحت تأ آسررژیلو  نای ر

اف  زای   تحقیق  ات ايی  ر نش  ان داده ک  ه .نش  ده اس  ت

در ارر اس تااده از ام واج    محیط کشتسوبسترا حسلیت 
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ش ده       ه ا                   میکروارگانیس م باعث رشد بیشتر  نیکاولتراسو

 ش ود م ی   موج  افزای  تولید محص ول که در نهایت 

(Jomdecha et al., 2006) .  اس   تااده از ام   واج

باعث ش ده می زان ناوذپ ذیری     اولتراسونیک غیرمخرب

دیواره سلول به کلسیم با دوبار ميب ت و آن زیم پروتئ از    

 حصول مورر اس ت ید ملافزای  یافته که در نهایت در تو

(Lanchun and Bochu 2003). و  ن  گاو چن  ی  ه  م

ی زان  مهمکاران نشان دادند که اولتراسونیک باعث ش ده  

کرب  و ج  ذب اکس  یژن مح  یط اکس  ید ي  روج گ  از دی

در ع ی  ح ال اولتراس ونیک     .ده د  میافزای   را کشت

که باعث اف زای  تولی د    هنزیم شدآباعث تحریک تولید 

 ,.Wang et al) گردد می         انیسم        میکروارگمحصول توسط 

ايیر و عوام ل م ورر   با توجه به نتای  تحقیقات . (2010

آس ررژیلو   در تولید اس ید س یتریک از گون ه ق ارچی     

ش ود ک ه اف زای  ناوذپ ذیری      چنی  برداشت می نای ر

اکسیژن و فعالیت آنزیمی نق  مورری در افزای  تولی د  

در لتراس ونیک  در ارر اس تااده از ام واج او   اسید سیتریک

 .استداشته  ای  تحقین

پاس  نشان  -ماری سطپآدست آمده از روش  هنتای  ب   

با افزای  می زان س ویا، اس ید س یتریک اف زای       داد که 

ک ه ب ا راب ت مان دن      در صورتی( 9و  1های  نمونه)یافته 

سطپ سویا و با افزای  می زان س اکارز در س طوي ب الا     

سیتریک کاه  یافت ک ه   میزان اسید( 7و  2های  نمونه)

 .علت افزای  ارر اسمزی محیط کش ت باش د   تواند به می

گ رم در   266 بیشتری  مقدار اسید س یتریک در غلظ ت  

  .(9ج  دول ) س  اکارز و پ  ودر س  ویا بدس  ت آم  د لیت  ر

با افزای  سطپ    که    است   تحقیقات دانشمندان نشان داده

ه  ای اینورت  از فع  ال ش  ده و می  زان     س  اکارز آن  زیم 

ساکارز ت زیه شده، که محرآ تولی د اس ید    یجهتو قابل

             افزای  ب ی   چنی  نشان دادند که  هم. باشد سیتریک می

   د    ده             کاه  م ی    را             اسید سیتریک        تولید   ،               از حد بهینه قند

( Benuzzi and Segovia 1996; Papagiani, 2007) .  

گ رم در لیت ر    266با افزای  سویا تا سطپ نتای  نشان داد،    

ی ک ه نیت روژن   یج ا  از آن .ریک افزای  یافتمیزان اسید سیت

 اه   میکروارگانیسممحرآ رشد بوده و موج  تحریک رشد 

توان گات که ب ا اف زای  نیت روژن می زان رش د       شود، می می

 یاب  د اف  زای  یافت  ه و تولی  د اس  ید س  یتریک، اف  زای  م  ی 

(Papagiani, 2007) .     در سطوي ب الاتر س ویا می زان تولی د

 تحقیقی که توس ط افته که با توجه به اسید سیتریک کاه  ی

 ک ه  دست آمد، نشان داده ش د  هب یانس  و سینکلیرکریست

باعث افزای  فشار اسمزی  نیتروژن افزای  بی  از نیاز

تولید اس ید س یتریک    کاه از عوامل اصلی  شود که می

ط ور   هم ان  .(Kristiansen and Sinclair, 1978) است

د س یتریک تولی د از   آمده می زان اس ی   (9)که در جدول 

 غال   ه ای   گونه قارچی ایزوله ش ده نس بت ب ه گون ه    

آسررژیلو  جدا شده از س ایر ن واحی ب الاتر ب وده ک ه      

دهنده اهمیت ای  گون ه میکروب ی در تولی د اس ید      نشان

  .باشد سیتریک می
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 آسررژیلو  نای راز  های مختلف یزان اسید سیتریک تولیدی در گونهم -(9)جدول 

با بررسی میزان اسید س یتریک تولی دی فق ط دو       

شده در ای     گونه میزان بالاتری نسبت به گونه جدا

 دهنده اهمیت گونه جدا ش ده  داشته که نشانتحقین 

در تولی د اس ید س یتریک     و شرایط مناس  تخمی ر 

 .باشد می

ش رایط اولی ه   در دس ت آم ده    هبا توجه به نتای  ب   

گ رم در لیت ر    8 یمیزان اسید سیتریک تولید تخمیر

گرم  98سازی ای  میزان به  و با بهینه( 1 نمودار)شد 

دهن ده   نش ان   توجه قابل  افزایای  که رسید در لیتر 

نتخ اب  سازی و ا منظور بهینه هروش آماری مناس  ب

های اعم الی و س طوي اس تااده ش ده     تغیرصحیپ م

در عی  ح ال ح داکير متغیی ر اعم الی ب ا      . باشد می

دهن ده روش   که نش ان  ان ام شدهای  حداقل آزمون

برای رسیدن ب ه نقط ه بهین ه     آماری سریع و مناس 

ش ده منب ع قن دی و     ي بهین ه در س طو  .اس ت تولید 

منظور تولید اسید سیتریک با اس تااده از   نیتروژنی به

 اس ید س یتریک  پاس  و مقایسه میزان  -روش سطپ

دس ت آم ده از    هبا نتای  ب (گرم در لیتر 98) تولیدی

چن  ی  تحلی  ل ( 9ج  دول )تحقی  ن س  ایر محقق  ان 

روش آم اری و   سویه جداس ازی ش ده،   شود که می

ریر ت أ مناس بی انتخ اب ش ده ک ه      متغیرهای اعمالی

ت اری نسبت ب ه   توجهی در تولید ای  محصول قابل

 .داشته است دیگر تحقیقات

 

 سپاسگزاري

ای    تحقی  ن ب  ا اس  تااده از اعتب  ارات پژوهش  ی     

 .دانشگاه صنعتی شاهرود به ان ام رسیده است

منبع () ميزان اسيد سيترک شرايط تخميرمحيط کشتيکروارگانيسمم

 مطالعه ايیر 98 ارل  عصاره مخمر/ساکارز آسررژیلو  نای ر

 .Sukesh et al., 2013 66/1 ارل  پوست نارگیل آسررژیلو  نای ر

 El-Holi and Al-Delaimy, 2003 96/160 ارل  ساکارز/آب پنیر نای ر آسررژیلو 

 Majumder et al., 2010 99/16 ارل  Pumpkin 14/20  نای ر یلو آسررژ

 .Sukesh et al., 2013 06/1 ارل  Tapioca نای ر آسررژیلو 

 .Sukesh et al., 2013 16/2 ارل  سی  نای ر آسررژیلو 

 Majumder et al., 2010 72/7 ارل  مس  14/20  نای ر آسررژیلو  

 Vaishnavi et al., 2012 29/6 ارل  باکا  نای ر آسررژیلو 

 Lotfy et al., 2007 16/296 ارل  مس  چقندر نای ر آسررژیلو 

 Lotfy et al., 2007 96/16 ارل  شربت ذرت يیسانده نای رآسررژیلو  

    



 صمدلوئی و قرنجیك                                                                                                                             آسپرژیلوس نایجررچی سازي تولید اسید سیتریك از گونه قا بهینه
 

72 

 منابع  

 نش ریه  . م س   و بی لایزی  ب ا اس تااده از آب پنی ر   تولید میکرو. (1985)نازنی   ،زاده دارابو  مرضیه ،نس  موسوی

 .  161 -169 :صاحات 2، شماره 0 دورههای علوم و صنایع غذایی ایران،  پژوه 
 Benuzzi, D.A. and Segovia, R.F. (1996). Effect of the copper concentration on citric acid productivity 

by an Aspergillus niger strain. Biochemistry and biotechnology, 61(3): 93-397. 

 Bochu, W., Lanchun, S., Jing, Z., Yuanyuan, Y. and Yanhong, Y. (2003). The influence of Ca on the 

proliferation of S. cerevisiae and low ultrasonic on the concentration of Ca
2+ 

in the S. cerevisiae cells, 

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 32: 35–42. 
 Brock,T.D. and Adigan,T.M. (1994). Microbial Biotechnology. McGraw Hill Company, USA, p. 377. 

 El-Holi, M.A. and Al-Delaimy, K.S. (2003). Citric acid production from whey with sugars and 

additives by Aspergillus niger, African Journal of Biotechnology, 2: 356–359. 

 El-Hussein, A.A., Tawfig, S.A.M., Mohammed, S.G., Siddig M.A.E. and Siddig, A.M. (2009). Citric 

acid production from kenana cane molasses by Aspergillus niger in submerged fermentation. 

Journal of genetic engineering and biotechnology, 7(2): 51-57. 

 Jomdecha, C., Prateepasen, A. (2006). The research of low ultrasonic energy affects to yeast growth 

fermentation process. Asia-Pacific Conference on NDT, 5
th
 – 10

th
 Nov 2006, Auckland, New Zealand 

 Hang, Y.D. and Woodams E.E. (1984). Apple pomace: a potential substrate for citric acid production 

by Aspergillus niger. Biotechnology Letters, 5: 763-764. 

  Iqba. J., Haq. I.U., Javed. M.M., Hameed. U., Khan. A.M., Parveen. N., et al. (2015). Isolation of 

Aspergillus niger strains from soil and their screening and optimization for enhanced citric acid 

production using cane molasses as carbon source, Journal of Applied Environmental and Biological 

Sciences, 5(4): 128-137 
 Kristiansen, B. and Sinclair, C.G. (1978). Production of citric acid in batch culture. 

Biotechnology and Bioengineering, 20: 1711-1722. 

 Lanchun, S., Bochu, W., Lianchai, Z., Jie, L., Yanhong, Y. and Chuanren, D. (2003). The influence of 

low intensity ultrasonic on some physiological characteristics of Saccharomyces cerevisiae, Colloids 

and Surfaces B: Biointerfaces, 30: 61–66. 

 Lotfy. W.A. Ghanem. K.M. and El-Helow. E.R. (2007). Citric acid production by a novel Aspergillus 

nigerisolate: II. Optimization of process parameters through statistical experimental designs. 

 Bioresource Technology, 98: 3470–3477.   

 Majumder, L. Khalil. I. and Munshi. M.K. (2010). Citric acid production by Aspergillus niger using 

molasses and pumpkin as substrates.  European Journal of Biological Sciences, 2: 1–8.  

 Marier, I.R. and Boulet, M. (1958). Direct determination of citric acid in milk with an improved 

pyridine-acetic anhydride method. Journal of Dairy Science, 41: 1683-92. 

 Moosavi Nasab, M. and Darabzadeh, N. (2010). Microbial production of lysine using whey permeate 

and molasses, Iranian Food Science and Technology Research Journal, 6(2): 104-101. [in Persian] 
 Papagianni, M. and Mattey, M. (2004). Modeling the mechanisms of glucose transport through the cell 

membrane of Aspergillus niger in submerged citric acid fermentation processes. Biochemical 

Engineering Journal, 20: 7–12. 

 Papagianni, M. (2007). Advances in citric acid fermentation by Aspergillus niger Biochemical aspects, 

membrane transport and modeling. Biotechnology Advances, 25: 244–263. 

 Sakuradani, E., Hirano, Y., Kamada, N., Nojiri, M., Ogawa, J. and Shimizu, S. (2004). Improvement 

of arachidonic acid production by mutants with lower n-3 desaturation activity derived from 

Mortierella alpina 1S-4. Applied Microbiology and Biotechnology, 66: 243–248. 

 Singh, A. and Ward, O.P. (1997). Production of high yields of arachidonic acid in a fed-batch system 

by Mortierella alpina ATCC 32222. Apply Microbiology Biotechnology, 48: 1–5. 



 9311، پاییز 91، پیاپی 3، شماره 5دوره                                                                                                                                                بهداشت مواد غذایی             
 

79 

 Steinbock, F.A., Held, S. Choojun, H. Harmsen, M. Kubicek-pranz, E.M. and Kubicek, CP. (1991). 

Regulatory aspect of carbohydrate metabolism in relation to citric acid accumulation by Aspergillus 

niger. Acta Biotechnol, 11: 571-581. 

 Strobel, R.J. and Sullivan, G.R. (1999). Experimental design for improvement of fermentations. In: 

Manual of industrial Microbiology and Biotechnology, Demain, A.L. and Davies, J.E. Editors., ASM 

Press, Washington, DC, pp. 80-93. 

 Sukesh, K., Jayasuni, J.S., Goku, C.N. and Anu, V. (2013). Citric acid production from agronomic 

waste using Aspergillus niger isolated from decayed fruit. Journal of Chemical, Biological 

and Physical Sciences, 3(2): 1572-1576 

 Samson, R.A., Houbraken, J., Summerbe, R.C., Flannigan, B. and Miller, J.D. (2001). 

Microogranisms in home and indoor work environments.Taylor and Francis, NewYork, p. 348. 

 Resa, P., Bolumar, T., Pérez, G. and Espinosa, F.M.d. (2007). Monitoring of lactic acid fermentation 

in culture broth using ultrasonic velocity. Journal of Food Engineering,  78(3): 1083–1091 

 Rohr, M., Zehentgruber, O. and Kubicek, C.P. (1981). Kinetics of biomass formation and citric acid 

production by Aspergillus niger on pilot plant scale. Biotechnology and Bioengineering, 23: 2433–45. 

 Vaishnavi, R., Chairman, K., Ranjit Singh, A.J.A., Ramesh, S. and Viswanathan, S. (2012). Screening 

the effect of bagasse—an agro waste for the production of citric acid using Aspergillus niger through 

solid state fermentation. Bioscience Methods, 3: 48–54.   

 Wang, Z.M., Cheung, Y.C., Leung, P.H. and Wu, J.Y. (2010). Ultrasonic treatment for improved 

solution properties of a high-molecular weight exopolysaccharide produced by a medicinal fungus.  

Bioresource Technology, 101(14): 5517-22.  

 Xu, B.D., Madrit, C., Röhr, M. and Kubicek, C.P. (1989).The influence of type and concentration of 

the carbon source on production of citric acid by Aspergillus niger. Applied 

Microbiology and Biotechnology, 30: 553–8. 
 Zhu, M., Yu, L.J. and Wu, YX. (2003). An inexpensive medium for production of arachidonic acid by 

Mortierella alpina. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 30: 75–79. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877406000161
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877406000161
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877406000161
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877406000161
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774/78/3
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774/78/3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20ZM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20171885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheung%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20171885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leung%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20171885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20171885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20171885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20171885

