
 1400، 4، شماره 34جلد                                                         )           له زيست شناسي ايرانمج( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

 

432 

DOR: 20.1001.1.23832738.1400.34.4.5.8 

به روش  Aspergillus niger ازتوليد اسيد سيتريك از ضايعات كشاورزي با استفاده 
 توليد فرآيندتخميردر بستر جامد و بهينه سازي 

  *معصومه انوري و فرنگيس آتش نور
  ميكروبيولوژي گروه ،پايه علوم دانشكده رشت، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد رشت،، ايران

 17/10/1398 :اريخ پذيرشت  21/07/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

 .يردگاستفاده قرار ميدر صنايع غذايي و دارويي مورد صورت گسترده  بهكه  است اربردكآلي پر هاياز اسيداسيد سيتريك يكي 
 رتحقيقات اخي. ودشتوليد مي آسپرژيلوس نايجرطريق  از ي وحر يا تخمير سطوتخمير غوطه فرآيندآلي معمولا توسط اين اسيد

چهار در شرايط آزمايشگاهي  .اشدببستر جامد مي ميز بودن توليد اسيد سيتريك از طريق روش تخمير درآموفقيتنشان دهنده 
 ،)پوست بادام زميني ، سبوس برنج وكاه گندم، كاه برنج(نوع سوبسترا  :؛ شاملدر چهار سطحدر توليد اسيد سيتريك،  فاكتور مهم

)4،5،6،7 pH( ،ستراسوبدماي تيمار ) در )دقيقه 30،60،90،120( تيمار سوبستراو زمان  )سانتي گراد درجه 45،60،75،90شامل 
وهش حداكثر توليد اسيد سيتريك طبق نتايج اين پژ .اسيد سيتريك توسط قارچ آسپرژيلوس نايجر مورد بررسي قرار گرفت توليد
با استفاده از كاه گندم به عنوان بهترين  و سانتي گراددرجه  60 راتيمارسوبست دماي ،دقيقه 60 سوبسترازمان تيمار ،5برابر با  pHدر

يك ميكروارگانيسم مناسب جهت توليد آسپرژيلوس نايجر نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه قارچ  .آمد به دستسوبسترا 
تصادي اسيد سيتريك محسوب مي اسيد سيتريك مي باشد؛ همچنين كاه گندم با توجه قيمت ارزان آن بستر مناسبي جهت توليد اق

 ).>05/0P ( اري در توليد اسيد سيتريك داشتندچهار فاكتور مورد مطالعه در اين پژوهش اثر معني دتمام  .شود

  ، تخمير در بستر جامد، بهينه سازيآسپرژيلوس نايجراسيد سيتريك ، ضايعات كشاورزي،  :هاي كليديواژه

  anvari@iaurasht.ac.ir: پست الكترونيكي،  09112323482 :، تلفنمسئولنويسنده  *

  مقدمه
كه به تريك يك تركيب شيميايي تجاري است اسيد سي

- مياي تخميري هعنوان يكي از پر مصرف ترين فرآورده

هزار تن  700بر اساس آمار موجود سالانه بالغ بر . باشد
در سطح جهان توليد تخمير  فرآينداسيد سيتريك از طريق 

اي فيزيكي و هاين اسيد آلي به دليل ويژگي. )32( دوشمي
 اي عاملي در ساختار خود به وسيلههشيميايي و گروه

سازمان بهداشت و خواروبار جهاني براي استفاده درصنايع 
امروزه از  . )4( است دارويي و بهداشتي تأييد شده ذايي،غ

فق اسيد جهت توليد تجاري و مو قارچ آسپرژيلوس نايجر
از آنجايي كه ويژگيهاي  ).23( مي شودسيتريك استفاده 

توليد اسيد ريخت شناسي قارچ در محيط تخمير، در 

سيتريك اثر بسيار مهمي دارد؛ بنابراين شناسايي و انتخاب 
 شدباسويه مورد نظر از اهميت بسيار بالايي برخوردار مي

به طور كلي تكنيك تخمير بر بازده اسيد سيتريك ). 24(
به عنوان مثال يك سويه . اشدبر ميتوليد شده تأثير گذا

ر عملكرد خوبي داشته باشد وممكن است در تخمير غوطه
جامد عملكرد ضعيفي داشته در بسترتخمير فرآينداما در 
اي هروش ي توليد شده بايد به وسيلههاويهبنابراين س. باشد

سوبستراهاي صنعتي مورد آزمايش قرار در مختلف تخمير و
 تخمير براي توليد انتخاب شود روشگيرند تا بهترين 

وجود روش  چه با روش تخمير سطحي امروزه اگر ).25(
اما هنوز  ،استازدست داده  را ت خوداهمي كشت غوطه ور
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اين نوع . شودهم در مقياس كوچك و متوسط استفاده مي
تخمير براي هوادهي و اختلاط نياز به انرژي ندارد، اما 

د س است و احتمال ايجاحسا هانسبت به تغيير در واسطه
در  روش تخمير. كندآلودگي در محيط را زياد مي

در آنها ميكرو ود كه رميبه كار  هاييفرآيندجامد براي بستر
از مواد نامحلول در آب و در شرايط بدون ها ارگانيسم

اين نوع تخمير نياز به آب . نندكحضور آب آزاد استفاده مي
سازگاري بهتري با طرفي كمي دارد و از عملياتي  و هزينه

 تخمير در پس از طي چند دهه روش .محيط زيست دارد
بستر جامد براي توليد اسيد سيتريك به دليل امكان استفاده 
از ضايعات فراوان و ارزان كشاورزي به عنوان سوبسترا 

ا و هكربنبا توجه به افزايش قيمت هيدرو. ترواج يافته اس
پايه ايي بر هرحي آسان به اين منابع طعدم دسترس

 يي بر پايهطرحهابه  را جاي خودسوبستراهاي هيدروكربني 
يكي از مهمترين ). 10( ضايعات كشاورزي داده است

ايران،  به ويژهمباحث كليدي در سطح اقتصاد جهاني و 
اين امر به دليل آن است كه  و اشدبموضوع ضايعات مي

ي ملّ داخلي و درآمد طح تأثير ضايعات در توليد ناخالصس
هاي اخير شاهد افزايش در سال. بسيار نگران كننده است

درصد  30 ت كشاورزي بوده به طوري كهضايعا
 .شودمحصولات كشاورزي در ايران به ضايعات تبديل مي

كاهش ضايعات كشاورزي افزايش عرضه را در بر دارد و 
با اعمال . صرفن نظر مي گردداز عوامل توليد اضافي  لذا

بهره برداري از منابع طبيعي نيز صرفه  اين سياست در
جويي شده و منابع غير قابل تجديد كه در معرض تخريب 

 استمرار ميگيرند، جهت استفاده نسلهاي آينده قرار مي
اين امر دربردارنده توسعه پايدار كشور  يابند؛ همچنين

وان با استفاده تاسيد سيتريك مي در توليد. )3( خواهد شد
رزي هم انرژي را مديريت كرد و هم با از ضايعات كشاو
ارزان ضايعات كشاورزي به مديريت  نسبتاًتوجه به قيمت 

وجود انواع ضايعات . و توليد پرداخت فرآينداقتصادي 
جامد در كشور كه سوزانده و يا به عنوان غذاي دام مصرف 

واند به عنوان منبع ارزان جهت توليد انواع توند ميشمي

حجم  .دنمورد استفاده قرار گير ،با ارزشمواد بيولوژيكي 
 300تجارت جهاني اسيد سيتريك و مشتقات آن بيش از 

هزار تن در سال است و با وجود تحقيقات بسيار وسيع كه 
تريك كشور بر روي توليد و استخراج اسيد سي در خارج از

هنوز اين ماده با ارزش  ايران انجام شده است، متأسفانه در
تمام موارد بيان  .)3(ود شمحسوب ميتي واردامواد  جزء

ين رو يك از ا هد،دنشان مي شده اهميت اسيد سيتريك را
سازي بهينه طراحي معين و مناسب جهت انجام آزمايشهاي

 پارامترهاي زمانيكه .ضروري استمهم و  ،تخمير فرآيند

 آن باشند، دخيل آزمايش يك در مختلف سطوح در متعددي

 به رسيدن براي كارا و مؤثر ربيتج طرح يك طراحي گاه

 آزمايش طراحي در .اشدبمي اهميت حائز بسيار بهينه نتيجه

 آزمايشهاي تعداد تعيين موضوع دو تاگوچي روش به

 اهميت مي باشد؛ حائز هرآزمايش، شرايط تعيين و موردنياز

 طراحي براي خاص هاي آرايه سري يك از منظور اين براي

 انجام تاگوچي روش به كه العاتيمط در .شد استفاده آزمايش

 كه پارامترهايي شناسايي جهت )آنووا(واريانس تجزيه از شد

 منظور اين براي. شد استفاده ذارندگيم اثر پاسخ بر

 و ،دش رسم پارامترها از يك هر مورد در ميانگين نمودارهاي
 بودند تأثير بيشترين داراي كه پارامترهايي نمودارها روي از

تحقيق با هدف اين  .)13( شد تعيين ،آنها بهينه مقادير و
ضايعات كشاورزي اسيد سيتريك از  توليد ماده ارزشمند

ه توليد ب فرآيندو بهينه سازي  آسپرژيلوس نايجر توسط
  .روش طراحي آزمايشي تاگوچي انجام شد

  مواد و روشها
سويه تهيه شده از مركز  :ميكروارگانيسم مورد استفاده

اي علمي و هي سازمان پژوهشقارچهاو ا هكلكسيون باكتري
  .بود PTCC5010 آسپرژيلوس نايجر، قارچ صنعتي ايران

در اين پژوهش  :آماده سازي سوبستراهاي مورد استفاده
 كاه برنج، سبوس برنج و ،گندمكاه  چهار سوبستراي از

سوبستراهاي مورد . سخت بادام زميني استفاده شدپوست 
 تقسيم شدند )ميلي متر 5( اندازه به قطعات ريز هماستفاده 
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عبور داده  با منافذ يكسانغربالهاي  و جهت اطمينان، از
اي هكدام از سوبستراها به ارلنگرم از هر 5 مقدار. شدند
براي شكستن حصار ليگنين . سي سي اضافه شدند 100

لز و استفاده بهتر آزاد سازي سلو ،بافت چوبي سوبستراها
حرارتي   -ها تحت تيمار اسيديسوبسترا  ،ميكروارگانيسم
جهت تيمار اسيدي، اسيد  ).27و  19، 18( قرار داده شدند

درصد به اندازه اي كه تمام سطح سوبسترا 01/0سولفوريك
در ادامه  .را بپوشاند به بسترهاي درون ارلن اضافه شد

ي تيمار متناسب توجه به زمان تيمار و دما با هاسوبسترا 
حمام آب گرم قرار داده  درون 1درج شده در جدول 

سوبسترا ها با آب  ،حرارتي -اسيديپس از تيمار. شدند
، پس از خشك شدن .راوان شستشو داده شدندف

سوبستراهاي تيمار شده جهت بهره برداري و تلقيح محلول 
  .قارچ آماده شدند

گرم 05/0براي تهيه بافر از  :روش تهيه بافرمورد استفاده
 نيترات آمونيومگرم KH2PO4( ،02/0( مونو پتاسيم فسفات

)NH4NO3( ،02/0 منيزيم سولفاتگرم )Mg S04 .7H20(، 
آب ميلي ليتر 8/9گلوكز و گرم 5متانول،  ميلي ليتر 2/0

از بافر تهيه ميلي ليتر  10. )17و  11، 5( مقطر استفاده شد
از  هريك ده به صورت قطره قطره در تمام سطحش

مي نيازهاي اوليه تما. سوبستراهاي تيمار شده پخش شد
. بافر تأمين شد وارگانيسم مورد نظر جهت رشد توسطميكر
pH به ) 4،5،6،7(در چهار سطح  1محلول بافرطبق جدول

 نرمال و محلول سود 2محلول اسيد سولفوريك  وسيله
   .تنظيم شد )سديم هيدروكسيد(

جهت آماده سازي  :تركيب و تهيه محيط پيش كشت
منيزيم  گرم 005/0 ز،گلوكگرم  5/2 محيط كشت از

دي پتاسيم گرم  Mg S04 .7H20( ،005/0( آبه7سولفات 
گرم  001/0 پپتون واتر و گرمK2HPO4(، 5/0( فسفات

به منظور . )17و  5( شداستفاده  )CaCl2( كلسيم كلريد
آب مقطر حل  ميلي ليتر100تهيه مايع تلقيح قارچ، مواد در 

پس از . ده شددقيقه در اتوكلاو قرار دا 5به مدت  شد و

عاري از (خنك شدن محيط در شرايط كاملأ آسپتيك
 نايجر آسپرژيلوس هاياستريل به اسپورلوپ  ،)آلودگي
استريل  مقطر آب ميلي ليتر 10 با شعله حضور ه و درآغشت

 سپس و شد اسپور درست سوسپانسون يك و شده مخلوط

 ترميلي لي بر اسپور105به  اسپورها تعداد نيوبار لام روش با

تور در انكوبا درسپس  .و به محيط انتقال يافتشده  تنظيم
ساعت گرم  72درجه سانتي گراد به مدت  35دماي 
  ).23و  21، 19( گذاري شدخانه

يك  هر از گرم5 :تهيه محيط كشت اصلي يا محيط تخمير
سي سي ريخته  100سوبستراهاي تيمار شده درون ارلن  از

به ) 4،5،6،7(سطح چهاردر pHمقادير 1طبق جدول . شد
، 75، 90(سطح  چهار درجه حرارت تيمار درمحلول بافر، 

 در چهارسطح نيز و زمان تيمار )سانتي گراددرجه  45، 60
به سوبستراهاي مورد استفاده  )دقيقه 30، 60، 90، 120(
 )پوست بادام زميني و سبوس برنجكاه برنج،  ،كاه گندم(

و منبع ) گلوكز( ربنكلازم به ذكر است كه منبع . اعمال شد
. به صورت ثابت بوده است) نيترات آمونيوم(كمكي  ازت

. داز اسيد و باز استفاده شهدف  pHبراي رساندن بافر به 
از ميلي ليتر 4سپس. در ادامه محيط تهيه شده استريل گرديد

يل به تمامي سطح محيط پت استريبا پ قارچ كشت شده
هر سي سي از تعداد اسپور هاي موجود در (شد  تلقيح

در طول دستگاه اسپكتروفتومتر به وسيلهمحيط كشت شده 
تمامي نمونه ها طي ). انداره گيري شد نانومتر 560موج

درجه سانتي  32روز در دستگاه انكوباتور در دماي  6مدت 
 زمان تعيين شده پس از طي مدت .گراد قرار داده شدند

شد و  آب مقطر به نمونه ها اضافه ميلي ليتر 40مقدار 
آب مقطر و مخلوط شدن  تركيب ايجاد شده به منظور

به مدت  ،د شده به وسيله قارچ بر روي بسترتركيبات تولي
ونه ها سپس محلول رويي نم. دقيقه تكان داده شد 10- 20

مجزا و مخصوص به خود در به درون لوله هاي آزمايش 
دقيقه قرار داده  30 به مدت 6000ون سانتريفيوژ با دوردر
 يبا پايان سانتريفيوژ محلول رويي نمونه ها از فيلترها .شد
يين ميزان اسيد به منظور تع .عبور داده شد ميكرومتر 45/0
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 به وسيلهي جدا شده محلولها OD ،سيتريك توليد شده
اندازه  نانومتر 405دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 

 محلول حاوي  بالاترين ميزان .)29و  21، 20( گرفته شد

OD با استفاده  ين ميزان اسيد سيتريك  توليد شدهجهت تعي
  .مشخص شد HPLCاز دستگاه 

  )pHبا توجه به ( گانه طبق روش طراحي آماري تاگوچي به منظورتوليد اسيد سيتريك 16آزمايشات  -1 جدول
   )سانتي گراد( دماي تيمار )دقيقه(زمان تيمار PH نوع سوبسترا رديف

 45 30 4 كاه گندم 1

 60 60 5 كاه گندم 2

 75 90 6 كاه گندم 3

 90 120 7 كاه گندم 4

 60 90 4 كاه برنج 5

 45 120 5 كاه برنج 6

 90 30 6 كاه برنج 7

 75 60 7 كاه برنج 8

 75 120 4 سبوس برنج 9

 90 90 5 سبوس برنج 10

 45 60 6 سبوس برنج 11

 60 30 7 سبوس برنج 12

 90 60 4 امپوست باد 13

 75 30 5 پوست بادام 14

 60 120 6 پوست بادام 15

 45 90 7 پوست بادام 16

  

اندازه گيري ميزان اسيد سيتريك به وسيله روش طيف 
به  ODنمونه ها جهت تعيين ميزان : سنجي نوري

نوع . برده شدند استان گيلان آزمايشگاه پارك علم وفناوري
 و مرئي اسپكتروفوتومتري دستگاه مورد استفاده ازنوع

ساخت   UV/Vis( ،WPA S 2000 ( بنفش ماوراء
ذب اين روش با استفاده ازميزان جدر  .كشورانگلستان بود

اسپكتروفتومتر  خروجي. شودنور، غلظت مشخص مي
. هميشه نموداري از شدت نور نسبت به طول موج است

ميلي  1ي فيلتر شده، به محلولها ODجهت تعيين ميزان 
. ميلي ليتر پيريدين اضافه شد 3/1،تر از عصاره تهيه شدهلي

چند ثانيه محلول مورد نظر جهت انجام واكنش تكان داده 
ميلي ليتر اسيد استيك به تركيب اضافه  7/5در ادامه . شد
 32در دماي ه مدت نيم ساعت آمده ب به دستتركيب . شد

سپس . درجه سانتي گراد در حمام آب گرم قرار داده شد
نانومتر  405در طول موج  محلولهاهر يك از  ذب نوريج

لازم به . به وسيله دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه گيري شد
از آب  بلانكذكر است كه براي صفر كردن دستگاه و تهيه 

  ).29و  21، 20( مقطر استفاده شد

در روش : ي استاندارد اسيد سيتريكمحلولهاتهيه 
زان اسيد سيتريك از اسپكتروفتومتري براي تعيين مي

 )ppm 100،300،500،1000،3000(ي استانداردمحلولها
ي استاندارد در محلولهاهر يك از  جذب نوري. استفاده شد

نتايج . نانومتر اندازه گيري شد 405طول موج 
اي استاندارد منجر به ايجاد منحني هاسپكتروفتومتري محلول

به  وجهبا ت. استاندارد براساس ميزان جذب بر غلظت شد
و بر اساس نتايج  y=ax+bخط ايجاد شده از طريق معادله 
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OD  ،تريك توليد شده غلظت اسيد سينمونه هاي استاندارد
بسترهاي اصلي به صورت تقريبي  درهريك از محلول

بهترين نتيجه جهت تعيين ميزان اسيد . اندازه گيري شد
 .مشخص گرديد HPLCسيتريك با استفاده از دستگاه 

جهت  )كروماتوگرافي مايع با كارآيي بالا( HPLCروش 
مورد نظرجهت  نمونه: تعيين مقدار اسيد سيتريك توليدي

HPLC  و اندازه گيري اسيد سيتريك توليدي به آزمايشگاه
نوع دستگاه . برده شد استان گيلان پارك علم و فناوري

 20مقدار . بود ساخت كشور امريكا Variamمورد استفاده 
 210حلول فيلتر شده مورد نظر در طول موج ميلي ليتر از م

نوع  .ناليز شدتر جهت تعيين ميزان اسيد توليدي آنانوم
  pH.بود 2برابر با  pHبا  حلال مورد استفاده آب مقطر

طراحي آزمايش و  ).28(حلال با اسيد فسفريك تنظيم شد
و روش   minitab 16آناليز آماري نتايج بر اساس نرم افزار 

همچنين جدول آناليز . ش تاگوچي انجام شدطراحي آزماي
واريانس حاصل از تحليل نرم افزار در مقاله به پيوست 

  .باشدمي

  نتايج
بدين منظور از كپسولهاي  :ميكروارگانيسم مورد استفاده

تهيه شده از  PTCC5010 آسپرژيلوس نايجرليوفيليزه قارچ 
بانك ميكروبي سازمان پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران 

  .)1شكل ( تفاده شداس

  
  در محيط كشت جامد آسپرژيلوس نايجر تصوير رشد -1شكل 

 نتايج حاصل از رشد :محيط كشت اصلي يا تخمير
بر روي سوبستراهاي مورد استفاده  آشپرژيلوس نايجر

به نمايش گذاشته  2جهت توليد اسيد سيتريك در شكل
  .شده است

  
  تصوير محيط كشت تخمير -2شكل

نتايج  3شكل : ستاندار اسيد سيتريكترسيم منحني ا
اسپكتروفتومتري محلولهاي استاندار اسيد سيتريك را در 

  .دهدقالب  منحني استاندارد اسيد سيتريك نشان مي

  
  منحني استاندارد اسيد سيتريك -3شكل
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نتايج مربوط به بهينه سازي توليد اسيد سيتريك به روش 
ش طراحي آزمايش تاگوچي با استفاده از رو

پس از انجام آزمايشات، نتايج در  :اسپكتروفتومتري
ن داده شده نشا 2گانه آزمايشي در جدول 16هاي بستر
ردد به گهمان گونه كه در جدول مذكور مشاهده مي. است

بستر شماره   HPLCاستناد روش اسپكتروفتومتري و روش 
و زمان  سانتي گراددرجه  60دماي تيمار و 5برابر pHدر  2

و با وجود استفاده از كاه گندم به عنوان  دقيقه 60تيمار
سوبسترا، بهترين بستر جهت توليد اسيد سيتريك با 

  .اشدبمي ppm763 توليدمقدار
  

  آسپرژيلوس نايجر مقدار اسيد سيتريك توليدي ازنتايج روش تاگوچي براي  -2جدول
 رديف سوبسترا pH (c.)دماي تيمار (min)زمان تيمار  ) ( ppm مقدار توليد اسيد سيتريك

 1 كاه گندم 4 45 30 723

 2 كاه گندم 5 60 60 763

 3 كاه گندم 6 75 90 513

 4 كاه گندم 7 90 120 578

 5 كاه برنج 4 60 90 713

 6 كاه برنج 5 45 120 473

 7 كاه برنج 6 90 30 563

 8 كاه برنج 7 75 60 612

 9 سبوس برنج 4 75 120 538

 10 برنجسبوس 5 90 90 622

 11 سبوس برنج 6 45 60 503

 12 سبوس برنج 7 60 30 553

 13 پوست بادام 4 90 60 508

 14 پوست بادام 5 75 30 548

 15 پوست بادام 6 60 120 548,7

 16 پوست بادام 7 45 90 548

  

كاه گندم طبق نتايج  2همانطور كه اشاره شد بستر شماره 
اسيد سيتريك بهترين  ppm763اسپكتروفتومتري با توليد

  .اشدببستر جهت توليد اسيد سيتريك مي

بر  HPLCنتايج حاصل از آناليز  : HPLC نتايج آزمايش
  .شان داده شده استن 4 در شكل 2روي بستر شماره 

كاه گندم به  2شود بستر شمارههمانطور كه مشاهده مي
  . توليد اسيدسيتريك داشته است ppm 763ميزان 

  ينه توليد اسيد سيتريك توسطبررسي شرايط به
اثرنوع سوبسترا بر ميزان اسيد  5شكل: آسپرژيلوس نايجر

را نشان مي  آسپرژيلوس نايجر سيتريك توليد شده توسط
  .دهد
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  كاه گندم 2مربوط به نمونه شماره  HPLC يزآنال -4شكل

  
  وس نايجرآسپرژيل نمودار اثر نوع سوبسترا بر ميزان توليد اسيد سيتريك توسط -5شكل

ود ميزان توليد شمشاهده مي 5 همان گونه كه در شكل
 ppmاسيد سيتريك در حضور سوبستراي كاه گندم برابر با 

 ppm 5908در حضور سوبستراي كاه برنج برابر با  ، 6399
و  ppm 5545در حضور سوبستراي سبوس برنج برابر با  ،

 ppm5387حضور سوبستراي پوست بادام زميني برابر با در
بنابراين مقدار توليد اسيد سيتريك در حضور . اشدبمي

 سوبستراي كاه گندم نسبت به سوبستراهاي كاه برنج،
  .سبوس برنج و پوست بادام زميني بيشتر است

بر ميزان توليد اسيد سيتريك  pHاثر  6شكل:  pHاثر 
  .دهدرا نشان مي آسپرژيلوس نايجر توسط 
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 آسپرژيلوس نايجر توسط  ان توليد اسيد سيتريكبر ميز pHنمودار اثر  -6شكل 

شود بالاترين ميزان همان گونه كه در تصوير مشاهده مي
افزايش يك با .اشدبمي 4برابر با pH سيتريك در توليد اسيد

سيتريك با ميزان توليد اسيد 5مقدار برابر  تا  pHواحدي
با افزايش مجدد يك واحدي  .ابديشيب كمي كاهش مي

سيتريك با شيب بيشتري اسيد ميزان توليد امتراين پار
كمترين  6برابر با  pH ي كه درا، به گونهيابداهش ميك

 pHبا افزايش  .ميزان توليد اسيد سيتريك مشاهده مي شود
  .ابدي، ميزان توليد اسيد سيتريك افزايش مي7تا مقدار برابر 

 نتايج بررسي اثر: اثر دماي تيمار در توليد اسيد سيتريك
آسپرژيلوس دماي تيمار در توليد اسيد سيتريك توسط 

  .نشان داده شده است  7شكلدر  نايجر

  
 آسپرژيلوس نايجر نمودار اثر دماي تيمار بر توليد اسيد سيتريك توسط  -7شكل

ن داد كه توليد آمده از اين پژوهش نشا به دستيافته هاي 
جه در 60در دماي  آسپرژيلوس نايجر اسيد سيتريك توسط

  .بيشترين بازدهي را دارد سانتي گراد

نتايج بررسي اثر : اثر زمان تيمار در توليد اسيد سيتريك
را ها در توليد مدت زمان تيمار اعمال شده بر روي سوبست

نشان  8شكل در  نايجر آسپرژيلوس اسيد سيتريك توسط
  .داده شده است
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  نايجر آسپرژيلوسك توسط سيترياسيد نمودار اثر زمان تيمار بر ميزان توليد  -8شكل 

آمده از بررسي اثر زمان تيمار بر ميزان توليد  به دستنتايج 
الاترين ميزان توليد اسيد هد كه بداسيد سيتريك نشان مي

  .آمده است به دستدقيقه  90در زمان  مذكور

سهم هر يك از فاكتورهاي مورد بررسي در توليد اسيد 
يك از فاكتورهاي سهم هر  9در شكل شماره :سيتريك

آسپرژيلوس  بررسي در توليد اسيد سيتريك توسطمورد 
  .نشان داده شده است نايجر

  
  سهم هريك از فاكتورهاي مورد بررسي در توليد اسيد سيتريك -9شكل

هد كه نوع سوبستراي مورد دآمده نشان مي به دستنتايج 
و  درصد 23، دماي تيماردرصد pH 21، درصد28استفاده 

را در توليد اسيد سيتريك به خود درصد 15تيمار زمان 
درصد خطا در توليد اسيد . اختصاص داده اند

 .اشدبميدرصد 8سيتريك

نتايج حاصل از جدول آناليز : جدول آناليز واريانس
  .نشان داده شده است 3واريانس در جدول 

 تحليل داده هاي به دست آمده از پژوهش با استفاده از نرم

سطح مورد  4فاكتور در  4كه  .انجام شد Minitab 16افزار 
 4تحليل اين داه ها نشان داد كه هر . بررسي قرار گرفتند

-معنادار مي P ˂05/0فاكتور مورد بررسي در سطح آماري 

، دماي pHبدين ترتيب كه فاكتورهاي نوع سوبسترا، . باشند
، 0274/0آنها به ترتيب  Pتيمار و زمان تيمار كه مقدار 

مي باشد، اثر معنا داري در  0382/0، 0313/0، 0328/0
  .نداداشته آسپرژيلوس نايجرتوليد اسيد سيتريك توسط 

  تحليل واريانس داده هاي نتايج آزمايشات -3جدول
Source  P  
  0274/0  سوبسترا

pH  0328/0  
  c(  0313/0.(دماي تيمار

  min(  0382/0(زمان تيمار
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در  :رم افزارتطابق بين داده هاي تجربي و پيشگويي ن
تطابق بين داده هاي تجربي و پيشگويي نرم افزار  10شكل 

  .نشان داده شده است

  
  تطابق داده هاي تجربي و پيشگويي نرم افزار -10شكل 

ود ميزان شملاحظه مي 10ونه كه در شكل گهمان
همبستگي وتطابق داده هاي تجربي و پيشگويي نرم افزار 

عبارتي ميزان صحت داده  درصد مي باشد، وبه 94مقدار 
  .اشدبدرصد مي 94آمده  به دستهاي 

  و نتيجه گيري بحث
بررسي پارامترهاي مؤثر بر بهينه سازي شرايط توليد اسيد 

- يي مياسيد سيتريك داراي پتانسيل اقتصادي بالا: سيتريك

دارد؛  بسيار زيادي در بخش صنعتاي هكاربرد و اشدب
توليد  هاي مؤثر درازي پارامترسه بهينهبنابراين همواره نياز ب

به طوري كه امكان توليد اسيد . اسيد سيتريك وجود دارد
در بهينه سازي  سيتريك بدون توجه به پارامترهاي مؤثر

توليد  عوامل مؤثر در در نهايت مجموعه. وجود ندارد توليد
ورند كه آاسيد سيتريك شرايطي را به وجود مي

حداكثري اسيد سيتريك  ميكروارگانيسم را به سمت توليد
- نمي ييهر يك از عوامل به تنها حالي كهدر . ردبپيش مي

وانند در به حداكثر رساندن توليد اسيد سيتريك نقش ت
ها در تبديل استفاده از قابليت ميكروارگانيسم. داشته باشند

مواد كم ارزش به مواد با ارزش افزوده از اهداف مهم 
ها به امروزه ميكروارگانيسم ).1(باشدهاي زيستي ميفرآيند

عنوان زيست واكنشگر قادر به ايجاد تركيبات شيميايي از 
ر زمان د). 1(باشندگرفته شده ميبه كار  هايسوبسترا

تخمير پيشنهاد يك مدل كلي براي رشد ميكروارگانيسم ها 
در بستر جامد كار چندان ساده اي نيست، چرا كه رشد در 

محيط طبيعي است و مواد بستر جامد بيشتر شبيه رشد 
). 7( مغذي موجود در سوبسترا به طور ايده آل نمي باشد

در اين پژوهش چهار فاكتور مهم در بهينه سازي توليد 
  .بررسي قرار گرفتنداسيد سيتريك مورد 

يكي از پارامترهاي بسيار مهم در ميزان  :اثر نوع سوبسترا
-ده ميتوليد اسيد سيتريك اثر نوع سوبستراي استفاده ش

امروزه ضايعات فراوان صنايع كشاورزي و فرآوري  .اشدب
ميوه به عنوان منابع غني براي توليد تركيبات مختلف توسط 

تاكنون ). 30( شودبرده ميبه كار  هاميكروارگانيسم
تحقيقات زيادي در داخل وخارج از كشور در زمينه كاربرد 

ه اسيد انواع مختلفي از ضايعات كشاورزي جهت توليد بهين
كارانش موه تحقيقات سوكسول. سيتريك انجام شده است

ي از اين سوبستراها از جمله به مثالهاي 2006ر سال د
روغن كلزا،  همي سلولز، نشاسته لوبيا، ،چغندرملاس، 

در پژوهشي . )35( اشاره دارد.... روغن زيتون و سويا،
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توليد اسيد سيتريك از كاه  2013سال ذوقي و همكاران در 
لوس آسپرژي را با استفاده از  و باگاس خام نيشكر دمگن

مورد بررسي قرار دادند، كه بيشترين توليد  نايجر
و  گندم گرم به ازاي كيلوگرم كاه 5/94و  47اسيدسيتريك 

نتايج حاصل از  .)36( آمد به دستباگاس نيشكر خشك 
مناسب بودن سوبستراي كاه گندم  نشان دهنده مقالات

در مورد ساير . باشدسيتريك ميجهت توليد اسيد 
كارهاي  در اين پژوهش تاكنون مورد استفاده يسوبستراها

پژوهش از چهار در اين . تحقيقاتي زيادي انجام نشده است
كاه برنج، سبوس برنج و پوست سوبستراي كاه گندم، 

 ه شده است كه بيشترين ميزان سخت بادام زميني استفاد
 به مقدار اي كاه گندميتريك از سوبستراسيد ستوليد 

ppm763 اسيد سيتريك توليد باشد، كه در مقايسه با مي
-شده توسط ذوقي و همكارانش مقدار قابل توجهي مي

تواند ناشي البته بايد توجه داشت كه اين اختلاف مي. باشد
 .از اثر عوامل گوناگون از جمله تفاوت در نوع تيمار باشد

برنج و پوست سخت كاه برنج، سبوس  پس از كاه گندم،
بادام زميني به ترتيب جايگاههاي بعدي را در توليد اسيد 

اختلاف در ميزان  .هندديك به خود اختصاص ميسيتر
جمله تفاوت در  اند ناشي از عوامل مختلفي ازتوتوليد مي
ميزان ليگنين و پليمرهاي پيچيده موجود  و شيميايي تركيب

ثيرگزاري تيمار بر در ساختار سوبستراها، تفاوت ميزان تأ
 توانايي رشدمتفاوت بودن مختلف،  يروي سوبستراها

بر روي هر يك از سوبستراها و غيره  آسپرژيلوس نايجر
توليد اسيد سيتريك از ديدگاه بيوشيميايي امري  .باشد

ي در اپيچيده است كه ناشي از تأثير عوامل مختلف تغذيه
بسترا به طور مستقيم با تخمير يك سو. اشدبمحيط مي

بستر كه خود به  ماهيت ت منبع ارتباط دارد وكيفيت و كمي
ت متابوليك تأثير مشخصي بر فعالي دارد،منبع كربن بستگي 

بنابراين سوبستراي مورد  .)34( سويه هاي ميكروبي دارد
يست نيازهاي تغذيه اي ميكروارگانيسم را بااستفاده مي

ه به كاربرد گسترده اسيد با توج. جهت رشد فراهم كند
سيتريك و در راستاي استفاده از سوبستراهاي بدون 

 آلودگي محيط زيستي و ارزان قيمت با هدف كاهش هزينه
استفاده از ضايعات كشاورزي از جمله  ،اسيد سيتريك توليد

از طرفي ساليانه بيش . )16( اشدبكاه گندم بسيار مناسب مي
 در بخش كشاورزي توليد شده در صد گندم 13-15از 

كاه گندم ؛ ازطرفي ودشدرصنعت تبديل به كاه گندم مي
را ندارد و به دليل تيمار نشده قابليت استفاده براي دام 

در دارد،  زيادي جهت نگهداري فضاي نياز به حجم زياد،
استفاده از اين سوبسترا با توجه به مقدار توليد اسيد نتيجه 

. اشدبفه و ضروري ميسيتريك از آن بسيار مقرون به صر
ود شحجم زيادي از كاه گندم در كشور سوزانده مي هامروز

. شودكه اين امر خود موجب آلودگي محيط زيست نيز مي
 ديواره سلولزي كاه گندم شامل پلي ساكاريدهاي سلولزي و

سبوس برنج و ). 3(پكتين و ليگنين مي باشد همي سلولزي،
جانبي آسياب برنج و  ايهكاه برنج يك محصول از فرآورده

تن از اين  100شند كه ساليانه باكارخانجات شاليكوبي مي
آن سهم درصد96در جهان توليد مي شود كه محصول 

سبوس برنج از نظر . اشدبكشورهاي در حال توسعه مي
اشد بتغذيه اي به علت تركيبات ليپيدي آن مورد توجه مي

بادام  پوست). 15( است اي مختلفهي از ويتامينو غن
رآورده بادام را تشكيل از ضايعات ف درصد3/1-15حدود 

از لحاظ ميزان سديم و قند فقير است  پوست بادام .هددمي
  . )6(غذايي و كلسيم غني مي باشدولي از لحاظ فيبر 

يكي از پارامترهاي بسيار مهم در توليد اسيد  : pHاثر
ر ر مهم ديكي از فاكتورهاي بسيا pH. اشدبمي pHسيتريك 

يكي از    pHتنظيم واقع در. كشت حالت جامد مي باشد
تخمير در جهت توليد حداكثري  فرآيندراههاي كنترل 

و همكاران  ن هاو وانآم). 12( شدبامحصول مورد نظر مي
به بررسي بهينه سازي و توليد اسيد سيتريك  2013در سال 

 قارچ آسپرژيلوس نايجراز نشاسته ذرت با استفاده از 
محلول بر روي  pHدر اين پژوهش اثر . )37( دپرداختن

غلطت اسيد سيتريك با استفاده از روش تجزيه و تحليل 
طبق نتايج اين . مورد بررسي قرار گرفت پاسخ سطحي

ثبت شده  pH5 -8 پژوهش ميزان بالاي اسيد سيتريك در 
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، غلظت سوبسترا و دماي pHاست كه اثر همزمان سه متغير 
مي بيشترين مقدار اسيد سيتريك  تخمير منجر به مشاهده

محلول از دو جهت مهم  pHميزان آنها در يافتند  .باشد
 اول جهت جوانه زني اسپور و در مرحله است در مرحله
وند و مواد مغذي حاوي شآزاد مي پروتونهادوم زماني كه 

نيتروژن توسط اسپورهاي جوانه زني در طول تخمير جذب 
از اين رو . ودشمي pH وند كه اين عمل باعث كاهششمي

پيشرفت تخمير و توليد اسيد  نشان دهنده pH كاهش
و همكارانش توليد اسيد سيتريك  پازوكي. اشدبسيتريك مي

آسپرژيلوس  توسط 2000 سال در را كراستفاده از نيش با
ماهيت بستر  كهند دريافتو ؛مورد مطالعه قرار دادند نايجر
تأثير  pHميزان اي توليد بر هاستفاده و تكنيك مورد
نشان  از اين پژوهش آمده به دستنتايج  .)38( ارندذگمي

- مي 4برابر با  pHدهنده توليد حداكثري اسيد سيتريك در

اوليه در راندمان توليد اسيد pH  با توجه به اهميت. اشدب
در ) 4،5،6،7(در چهار سطح  pH سيتريك در اين پژوهش

د بررسي محيط كشت تخميري سوبستراهاي مختلف مور
طبق نتايج اين پژوهش  بالاترين ميزان توليد  .قرار گرفت

از سوبستراي كاه گندم  4برابر با  pHاسيد سيتريك در 
توليد  يزانم 6برابر با pH اين مقدار تا  با افزايش توليد شد،

د توليد اسي pH 6از . ابديكاهش مينيزاسيد سيتريك 
اين طبق ابربن. بدياسيتريك به صورت نسبي افزايش مي

آمده  به دست pHاپتيمم  آمده از محدوده به دستنتايج 
)4 -5( ،pH  بهترين 4اوليه ،pH  براي توليد اسيد سيتريك
اين در حالي  اشد؛بمي PTCC5010 آسپرژيلوس نايجر  از

است كه بهترين بستر توليد كننده اسيد سيتريك با بررسي 
كاه گندم  2ره بستر شما  متغير مورد بررسي ، 4اثر متقابل 

 مناسب براي رشد pH گستره .اشدبمي 5اوليه  pHبا 
وليد اسيد در ت. اشدبمي 4-5در بازه  آسپرژيلوس نايجر

ايست به گونه اي باشد بسيتريك شرايط محيط كشت نمي
 آسپرژيلوس نايجر رشد سلولي نامحدود را به  كه اجازه

بدهد، زيرا در اين شرايط قند محيط صرفاٌ در جهت 
افزايش مقدار توده سلولي، مصرف شده و اسيد سيتريك 

ا يك هبا رشد قارچ pHرابطه  .)22( توليد نخواهد شد
رابطه پيچيده است كه علت آن حساسيت بعضي و بالعكس 

قاومت تعدادي از آنها نسبت به اين نوع فاكتور مي م
نتايج پژوهش حاضر با نتايج كار بسياري از . )22(باشد

 لودهي، )38()2000( پازوكي ملهپژوهشگران از ج
، مطابقت دارد كه در )40( (1975)بانيك، )39((2001)

 pH ا حداكثر توليد اسيد سيتريك درهتمامي اين پژوهش
ا در هكه قارچ هد،دآزمايشات نشان مي. اشدبمي 4برابر با 

 .به محيط قليايي رشد بهتري دارند محيط اسيدي نسبت
سلول يري غشاء، پذمحيط بر روي نفوذ  pHهمچنين 

سلول از  ياسيدي غشا pH ذارد؛ درگا تأثير ميهوآنزيم
 .)8( ندكا جلوگيري ميهاشباع واز نفوذ كاتيون H+اي هيون

pH اي ميكروبي و عمدتاًهمحيط كشت به دليل فعاليت 
 .ندكاي ارگانيك به صورت ناخواسته تغيير ميهترشح اسيد
تريك باعث كاهش اي ارگانيك مانند اسيد سيهترشح اسيد

pH كاهش مقدار توليد اسيد سيتريك در . )8(ودشميpH 
ممكن است به در اين پژوهش ) 4,5-6محدوده (هاي بالا 

ايي باشد كه در كنار اسيدسيتريك به هعلت تجمع اسيد
از طرفي بعد از توليد اسيد  .دونشطور ناخواسته توليد مي

اكسيد شدن  به دليلهاي پايين به تدريج  pHسيتريك در 
. )9( ودربالا مي pHاسيد سيتريك توسط ميكروارگانيسم 

بسته به وا آسپرژيلوس نايجر ليد اسيد سيتريك درتو فرآيند
به عنوان نيرو محركه  اهآنزيم و اشدبا ميهفعاليت آنزيم

 pHدر  آسپرژيلوس نايجر طرفي رشد از نند،كعمل مي
محدود  را يك اسيدكونيد و گلوتوليد اگزاليك اس ،پايين
اسيد سيتريك همراه كه اين امر خود با افزايش توليد ندكمي
به عنوان يك عامل تأثير گذار باعث   pH.)26( اشدبمي

). 14( ودشكاهش تجمع پروتون در محلول تخمير مي
 مرتبط است pHفعاليت آنزيم گلوتامين سنتاز با اثرات 

)26( .pH نيسمابتدايي يك محيط براساس نوع ميكرو ارگا، 
نوع سوبسترا  ود وشليد تعيين مياي توهتكنيك نوع بستر و

كه  مؤثر هستند، pHاي توليد بر روي سنتيك هو تكنيك
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همين عوامل خود مي توانند از علل عدم تطابق نتيجه 
  .اي مختلف با يكديگر باشدهپژوهش

 ابر حملهسلولزي در برمواد ليگنو :اثر تيمار سوبسترا
ند كه دهاز خود مقاومت نشان مي اهآنزيمي ميكروارگانيسم

ساختمان  -1:اين مقاومت به عوامل زير بستگي دارد
سلولز به صورت  ،در تركيبات سلولزي :كريستالي سلولز

آمورف يا بدون شكل نسبت به قسمت كريستالي توسط 
لذا با افزايش نسبت  .ودشر هضم ميتحمله آنزيمي راحت

 -2.ودشبيشتر مي به قسمت بدون شكل سرعت هيدرو ليز
: ه آنزيمياي قابل دسترسي براي حملهمحدود بودن مكان

اي هكه علت اين امر اين است كه اندازه ميانگين رشته
كه بات ليگنو سلولزي آنقدر كوچك است مويينه در تركي

زرگ را به درون اجازه وارد شدن مولكولهاي آنزيمي ب
ارجي لذا حمله ميكروبي به سطح خ ؛هنددساختمان نمي

 ليگنين كه سلولز را احاطه كرده است و - 3.ودشمحدود مي
مهمترين عامل هضم آنزيمي . يك منبع فيزيكي است

زيكي حمله حضور يك مانع في .اشدبليگنين مي ،سلولز
كه با انجام يك پيش تيمار مناسب  ندكآنزيمي را مشكل مي

وان در دسترس بودن سلولز و در نتيجه سرعت تمي
ذوقي و همكاران در سال  ).31( ا افزايش دادهيدروليز ر

تيمار شده را  ميزان توليد اسيد سيتريك از كاه گندم 1392
 مورد بررسي قرار دادند آسپرژيلوس نايجر با استفاده از

دقيقه بخار تحت فشار بر روي  90آنها با اعمال  .)36(
 به دستسوبسترا بيشترين راندمان اسيد سيتريك را 

واند به تگرفتن سوبسترا در معرض بخار ميقرار  .آوردند
به همين دليل  عنوان يك پيش تيمار فيزيكي عمل كند،

در پژوهشي ديگر  .ودشموجب افزايش توليد اسيد مي
اسيدي و سپس تيمار  و همكارانش ميزان تأثير تيمار ابيشك

 2015حرارتي وتيمار با اوره را برباگاس نيشكر در سال 
نتايج اين پژوهش نشان  .)41( دندمورد مطالعه قرار دا

دهنده اثر مثبت اين تيمار در افزايش ميزان توليد اسيد 
در اين پژوهش نقش دو پارامتر مهم در  .اشدبسيتريك مي

زمان تيمار بر روي  تيمار سوبستراها شامل دماي تيمار و

سوبستراهاي مختلف مورد بررسي و ارزيابي قرار گرفت 
 رويبر  گسترده به صورت انيكه تا كنون تحقيقات چند

سطح  4دماي تيمار در  .انجام نشده است آنها
مورد بررسي قرار گرفت كه ) سانتي گراد 45،60،75،90(

درجه 60ريك توليدي در دماي حداكثر توليد اسيد سيت
مدت زمان اعمال تيمار بر روي . آمد به دست سانتي گراد

ورد م) دقيقه30،60،90،120(سطح  4سوبسترا نيز در 
كه حداكثر توليد اسيد سيتريك در  ،بررسي قرار گرفت

كه در واقع نتيجه اثر تك  آمد به دستدقيقه  90مدت زمان 
با در نظر گرفتن مجموع  حالي كهدر؛ باشدفاكتور مي

پارامترهاي مهم در توليد اسيد سيتريك حداكثر توليد در 
در اين پژوهش . آمد به دستدقيقه  60دت زمان تيمار م
ي خرد كردن، تيمار طور كلي ازسه روش تيمار فيزيك به

بخار آب و تيمار اسيدي با استفاده از  به وسيلهحرارتي 
خرد كردن . استفاده شد) H2SO4(اسيد سولفوريك غليط 

سوبسترا به قطعات ريز مقاديري از ليگنين و سيليس 
 ،از اثرات مهم خيس كردن كاه. كندشمحتوي آنرا مي
 ).27( هي از اگزالات موجود در آن استابخروج مقادير متن

مارهاي فيزيكي طبقه تيمار با بخار آب اگر چه در گروه تي
، اما در حقيقت استفاده از بخار آب يك بندي شده است

بخار شد؛ بااسيدي طبيعي ميترموشيميايي هيدروليز  فرآيند
درات قابل استفاده آب تحت فشار در افزايش ميزان كربوهي

 فيبري و محصولات فرعي آن مؤثر است لوفهموجود در ع
شرايط اسيدي ايجاد شده  در درجه حرارت بالا و. )21(

اتصالات گروههاي استيل و فرميل همي سلولز وپكتين 
اي آلي هعلاوه بر اين آزاد شدن اسيد وند،ششكسته مي

هيدروليز فيبر را بالا  ،داخلي نيز با عمل كاتاليزوري خود
). 19( دندهماده غذايي را افزايش ميوقابليت هضم  برده

ي براي حذف اپيش تيمارهاي شيميايي به طور گسترده
ده تركيبات ليگنو سلولزي استفا يليگنين و املاح ساختمان

اي هبه طور كلي نتايج حاصل از پژوهش. )19( ودشمي
 نشان دهنده و همچين نتايج حاصل از اين پژوهش مختلف
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-وي ميزان توليد اسيد سيتريك ميتأثير معني دار تيمار بر ر

 .اشدب

  نتيجه گيري

اسيد سيتريك به دليل كاربرد گسترده در صنايع گوناگون با 
ود با رافزايش تقاضا در جهان مواجه است؛ و انتظار مي

در حال . ودافزايش تقاضا ميزان توليد جهاني بيشتر ش
مناسب ترين ميكروارگانيسم  آسپرژيلوس نايجرحاضر 
- در نتيجه مي. ودشد اسيد سيتريك محسوب ميبراي تولي

را  PTCC5010 آسپرژيلوس نايجر توان نتيجه گرفت كه
مناسب جهت توليداسيد  وان به عنوان يك سويهتمي

براي  راحي تاگوچي مكرراًط. سيتريك انتخاب نمود
مفيد . ودشبه كار گرفته مي فرآيندمؤثر در يك  متغيرهاي

ين كردن تأثير هر متغير به بودن اين طراحي به منظور مع
حسن استفاده از روش . اشدبطور مستقل روي سيستم مي

طراحي تاگوچي دقت بالاي طراحي و كم شدن تعداد 
ازي و پايين آمدن هزينه و سآزمايشات لازم جهت بهينه

 به دستد، علاوه بر اين نتايج ر زمان مي باشويي دجصرفه
توانايي  يلوس نايجرآسپرژ ده از اين پژوهش نشان داد كهآم

 توليد اسيد سيتريك در سوبسترهاي كاه گندم، كاه برنج،

سبوس برنج وپوست بادام زميني را دارد و با توجه به اينكه 
اين سوبستراها به عنوان ضايعات كشاورزي و دور  همه

ريز صنايع در كشور محسوب مي شوند، مي توان نتيجه 

ستراها با توجه به گرفت كه توليد اسيد سيتريك از اين سوب
بهينه سازي توليد علاوه بر توليد ارزان قيمت اسيد 

از . دندر بر دار نيز پاك سازي محيط زيست را ،سيتريك
طرفي پس از استخراج اسيد سيتريك از كشت تخمير شده 
و از بين بردن ميكروارگانيسم ها، مي توان از مواد باقيمانده 

ر اين پژوهش اثر نوع د. به عنوان خوراك دام استفاده نمود
 سوبسترازمان تيمار وسوبسترا ، دماي تيمار  pH،سوبستراها

بر توليد اسيد سيتريك مورد بررسي قرار گرفت كه نتايج 
  : حاصل از اين تحقيق به صورت زير مي باشد

، بيشترين توليد اسيد در بررسي اثر نوع سوبسترا .الف
  .آمد تبه دسسيتريك با استفاده سوبستراي كاه گندم 

يشترين ميزان توليد اسيد سيتريك ب ،pH در بررسي اثر. ب
  .آمد به دست 4برابر با pHدر

، بيشترين ميزان توليد سوبسترادماي تيمار بررسي اثر در  .ج
  .آمد به دست سانتي گراددرجه  60يد سيتريك در دماي اس

، بيشترين ميزان توليد سوبسترادر بررسي اثر زمان تيمار .د
آمده وبا توجه  به دستدقيقه  90تريك در زمان اسيد سي

 يبسيار مناسب كاه گندم از نظر قيمت، سوبسترايبه اينكه 
را  فرآيندبراي توليد اسيد سيتريك مي باشد، مي توان اين 

به عنوان يك روش مؤثر و اقتصادي در توليد اسيد 
  .سيتريك مد نظر قرار داد
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  پيوست ها

 

 اسيد سيتريك(ppm)120منحني استاندارد: پيوست الف
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 اسيد سيتريك (ppm) 24منحني استاندارد : پيوست ب 
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  كاه گندم قبل از اضافه نمودن اتانول به محيط كشت2بستر شماره  HPLCمنحني آناليز : پيوست پ
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Citric acid production by agricultural wastes with Aspergillus 
niger using solid state fermentation and process optimization 

Atashnoor F. and Anvari M.* 

Dept. of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Rasht Branch, Islamic Azad University, Rasht, I.R. of 
Iran. 

Abstract 

Citric acid is one the most commonly used organic acid in the food and pharmacntical 
which is produced mainly by submerged or surface fermentation by Aspergillus niger. 
As the most important of commereial producer. Recent works showed successful citric 
acid production through solied state fermentation. Under our experimental conditions, 
four important factor each one in four levels including substracte type (wheat straw, rice 
straw, rice bran, peanut skin) and pH (4,5,6,7) substrate treatment tempretures 
(45,60,75,90,.c) and substracte treatment time (30,60,90,120min) on citric acid 
production by Aspergillus niger were assayed. Maximum amount of citric acid 
production was pH =5, treatment time and temperature of 60(min) and60 (.c) 
respectively also the wheat straw was the best substrate for citric acid production. The 
results of this study showed that Aspergillus niger is a suitable microorganism for citric 
acid production and wheat straw is a good base for economical production of citric acid 
due to its low price. All of four understudied factors had significant effect on citric acid 
production in solid state fermentation (P < 0.05). 

Key words: Citric Acid, Agricultural Wastes, Aspergillus Niger, Optimization, Solid 
state fermentation 

 

  


