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  فصلنامه 

  دانش ميكروب شناسي
   1387 ، زمستان1، شماره اولسال 

  
  
 
  
  

 بهينه سازي شرايط جهت توليد اسيدسيتريك از ضايعات خرما با استفاده از روش فاز مايع
  
  
  

  2اسدي مهناز مظاهري  و1*حميد راشدي
   علمي و صنعتي ايرانيها  سازمان پژوهشيپژوهشكده بيوتكنولوژ -hrashedi@ut.ac.ir 2  دانشگاه تهراني شيميدانشكده مهندس -1

 
  

  چكيده
 محصولات غذايي، اسيدهاي آلي است كه به عنوان مواد افزودني در صنايع غذايي و همچنين بـه                  هاز جمل 

فرآيندهاي تخميري، نقش زيادي در توليد اكثـر        . عنوان مواد شيميايي اوليه در بسياري از صنايع كاربرد دارد         
توان توسط ميكروبها     تري كربوكسيليك اسيد را مي      ه   اسيدهاي چرخ  اسيدهاي آلي دارند، به طوري كه تمامي      

شـوند    س مشتق مـي   ب كر هعلاوه بر اين اسيدهايي كه به طور غيرمستقيم از چرخ         . و با راندمان بالا توليد كرد     
در اين تحقيق سعي شده است كه       . ها توليد شوند    توانند توسط ميكروارگانيسم    نيز مي ) مثل اسيد ايتاكونيك  (
بخـش اول  . آيند تخميري توليد اسيدسيتريك بر روي ضايعات خرما در دو بخش مورد بررسي قـرار گيـرد               فر

 خرما است كه با توجه به تركيبات آن از نظر مواد قندي، مواد ازته و ساير مواد، محـيط مناسـبي                      هشامل شير 
 است كـه پـس از صـاف         خرماه   حاصل از شير   هرسد و بخش دوم شامل تفال       براي تخمير سيتريكي به نظر مي     

شود و يا به صورت محدود پس از خشك كردن به             اي نمي   آيد و معمولاً يا از آن استفاده        كردن شيره بدست مي   
بـه صـورت    )  درصد 35حدود  ( مذكور با توجه قند نسبتاً بالاي آن         هتفال. گردد  عنوان خوراك دام استفاده مي    

 نتايج حاصل از اين تحقيق نـشان        .رد مطالعه قرار گرفت   تخمير بستر جامد به منظور توليد اسيد سيتريك مو        
 توليـد اسـيد     ي بـرا  ي، داراي پتانسيل خـوب    ر مؤثر در فرآيند تخمي    يا   خرما از نظر عوامل تغذيه     هشيرداد كه   

 مثـل كمتـر بـودن       يتر بودن قيمت آن نسبت به مـلاس، داراي امتيـازات            رغم گران   يباشد و عل    يسيتريك م 
 امكـان   هبواسط( محيط در حين تخمير      ي مزاحم و همچنين كمتر بودن احتمال آلودگ       ي فلز يتركيبات و يونها  

 خرمـا، يـك محـيط       هشود كه شير    باشد كه اين محاسن در مجموع باعث مي         يم) تر   پايين يهاpHاستفاده از   
  . تخمير اسيد سيتريك به نظر برسدي برايجالب

  

   فاز مايع، ضايعات خرماوري، تخمير  اسيد سيتريك، تخمير غوطه : كليديواژگان

  
  

 قدمهم
بيوتكنولوژي دانشي است كه در رابطه با استفاده از 
امكانات ژنتيكي موجودات زنده و يا متابوليتهاي آنها جهت 

هاي مختلف غذايي، دارويي، شيميايي و  توليد فرآورده
و يا به عبارت ) 5(كند  غيره در مقياس صنعتي بحث مي

وتكنولوژي استفاده از قواي تر موضوع اصلي در بي ساده
ها در جهت توليد محصولات مختلف  حياتي ارگانيزم

در عين حال، از ميان تمام اسيدهاي آلي،  ).16(باشد  مي
فقط اسيد سيتريك است كه منحصراً از طريق تخمير 

شود و براي توليد اسيدهاي آلي ديگر، معمولاً  توليد مي
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ابت عظيمي بين فرآيندهاي شيميايي و بيولوژيكي رق

با توجه به گستردگي مصرف اسيد  ).5(وجود دارد 
غذايي، دارويي، بهداشتي، (سيتريك در صنايع مختلف 

و رقابت شديدي كه بين توليدكنندگان اين ) …آرايشي و
هاي  محصول در نقاط مختلف دنيا وجود دارد، كوشش

هاي توليد به عمل  زيادي در جهت پايين آوردن هزينه
، نظيرهاي مختلفي  ها، بخش  فعاليتاين. آمده است

سازي محيط كشت و شرايط  سازي سوش، بهينه بهينه
، پايين آوردن  تخمير، استفاده از مواد اوليه ارزان قيمت

 استخراج اسيد سيتريك از مايع نهايي تخمير و ههزين
در اين ارتباط مطالعات . شود موارد ديگر را شامل مي

ضايعات مختلف براي توليد زيادي نيز در جهت استفاده از 
 .)26 و 6،7،21،22،24 ( استاسيدسيتريك صورت گرفته

با توجه به اين كه توليد صنعتي اسيدسيتريك در دنيا 
 شروع شده، ولي تاكنون در كشور ما 1920 هتقريباً از ده

شود و هر ساله    فراوان، توليد نميه رغم موارد استفاد علي
رز مملكت را به خود واردات آن، مقادير زيادي از ا

دهد، از طرف ديگر ايران يكي از بزرگترين  اختصاص مي
 خرما است، به طوري كه در سال هكشورهاي توليد كنند

 ههزار تن، رتب1100 در حدود ي ميلادي با توليد2007
اول را در دنيا به خود اختصاص داده است ولي متأسفانه 

)  درصد25 حدود (يمقادير نسبتاً زيادي از خرماي توليد
 دلايل   محصول و بهيدر مراحل مختلف توليد و فرآور

 اين ضايعات بدون هقسمت عمد. شوند مختلف ضايع مي
 از آن براي توليد ي مانده و فقط بخش كوچكياستفاده باق

) يعمدتاً به صورت سنت( خرما ه شيرنظير يهاي فرآورده
د رس يكه به نظر ميدر صورت. گيرد مورد استفاده قرار مي

تر از اين ضايعات، خصوصاً در    بهينهيها امكان استفاده
د فوق هدف  با توجه به موار.بخش بيوتكنولوژي وجود دارد

جهت توليد  بهينه سازي شرايط از انجام اين تحقيق
 اسيدسيتريك از ضايعات خرما با استفاده از روش فاز مايع

  . ده استبو
  
    د و روشهاموا

   خرماههاي تفاله و شير  نمونهيساز تهيه و آماده
 خرما از ه خشك شده از شيره و تفالييها ابتدا نمونه

 خرما هكارخانه پارس گهر كه توليد كننده سركه و شير
هاي تهيه شده براي  سپس نمونه. باشد، تهيه شد مي

 ي برخي از تركيبات شيميايي نظير قندهايگير اندازه
 با يوفتومتراسپكتر) قبل و بعد از هيدروليز(احياء كننده 

) DNSA(ساليسيليك  نيترو  دي5 و 3اسيد  معروف
، رطوبت با )2و1(، ازت از روش ميكروكلدال )15و9(

خاكستر با استفاده از ) Cْ 105) 9استفاده از آون در دماي 
  ).9(آماده سازي شدند C ْ 550 در دماي ي الكتريكهكور

 و 3 اسـيد  ده ازاستفا اساس واكنش   DNSAدر روش   
كـه فقـط بـا قنـدهاي        ) DNSA(ساليسيليك    تروني   دي 5

گـر    وقتي كه اين واكنش   . شود  احياء كننده وارد واكنش مي    
شـود، براثـر       احياء كننده حرارت داده مي     يدرحضور قندها 

 متمايل به قرمز به نـام       يا  احياء آن، محصولي به رنگ قهوه     
گـردد، كـه بـا        ساليسيليك توليد مـي     نيترو   دي 5 و   3اسيد  
 و مقايــسه بــا nm540 شــدت جــذب آن در يگيــر انــدازه

توان مقدار كربوهيـدرات موجـود        استانداردهاي مربوط، مي  
 احياء كننده   يها را پس از هيدروليز آنها به قندها         در نمونه 

  ).9(محاسبه نمود
از بخـش  ) PTCC 5010( آسـپرژيلوس نـايجر   هسوي

 ايـران   ي و صـنعت   ي علم ـ يها   سازمان پژوهش  يبيوتكنولوژ
 مراحل ايـن تحقيـق مـورد اسـتفاده قـرار            ه كلي تهيه، و در  

  . گرفت
 ليتر    ميلي 10، حدود   يبراي تهيه سوسپانسيون اسپور   

 Tween ي حـاو ياز آب مقطر استريل و يا سرم فيريولوژ
ــه( درصــد 1/0 80  بهتــر اســپورها از يمنظــور جداســاز ب

 سطح اسلانت ريخته    يرا بر رو  ) تر  يكديگر و شمارش دقيق   
 استفاده از لام نئوبـار شـمارش شـدند          و پس از شستشو با    

 اسـپور   108×2 ي حاو  به اين ترتيب سوسپانسيون    و) 20(
  .ليتر تهيه گرديد يدر هر ميل

بـا  ( خرمـا    ه تهيه محيط پيش كشت، ابتـدا شـير        يبرا
 درصـد   10تا رسيدن به غلظت قند      )  درصد 57غلظت قند   

منظـور حـذف فلـزات     سـپس بـه   . با آب مقطر رقيق گرديد    
منظـور    خصوص آهن و منگنـز و همچنـين بـه         سنگين به   

 5/0ليتـر از محلـول         ميلـي  1 مناسب، مقـدار     رسوبايجاد  
درصــد فروسيانيدپتاســيم در حالــت جــوش بــه آن اضــافه 

 1976 در سال    Hustede بقيه مراحل طبق روش      .گرديد
  ).28(صورت پذيرفت 

   خرماه شيري محيط كشت اصليساز آماده
 ه خرما ابتدا شيره تهيه محيط كشت اصلي شيريبرا

 درصد رقيق 14خرما با استفاده از آب مقطر تا غلظت قند 
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ها و مواد  يسپس جهت حذف برخي از ناخالص. گرديد
 دقيقه و با دور 20 موجود در آن به مدت يسلولز
rpm5000 سانتريفوژ شده و محلول بدست آمده از آن به 

ال  انتقيليتر  ميلي500 يليتر به ارلنها ي ميل100حجم 
 محيط ي حاوي از ارلنهايكدر ادامه به هر . داده شد

گرم % 2گرم فسفات هيدروژن پتاسيم و % 1كشت مقادير 
و پس از استريليزاسيون و ) 21(سولفات منيزيم افزوده 

 يها محيط، عمل تلقيح توسط پلتي سرد كردن تا دما
 درصد انجام 8بدست آمده از محيط پيش كشت به ميزان 

 در Poukas and Kotzekidouه روش با توجه ب. شد
.  روز تعيين گشت8مدت زمان تخمير ) 22 (1997سال 

، 6، 4   تلقيح مناسب، مقادير تلقيح ميزان تعيين يبرا
 درصد از محيط پيش كشت به محيط كشت 12و8،10

  ).21و22 (انتقال داده شد ي مورد بررسياصل
 مـزاحم،  ي فلـز  يهـا    خرما بـا توجـه بـه يـون         هدر شير 

 در جهـت حـذف يـا        يا  صاً آهن و منگنز، تيمار اوليـه      خصو
 دوبه اين ترتيـب كـه از        ). 21(كاهش آنها صورت پذيرفت     

كلـسيم فـسفات در مقـادير         ي فروسيانيدپتاسيم و تـر    هماد
ــد 5/2 و 2، 5/1، 1، 5/0 ــرا )v/w( درص ــازيب  ي تيمارس

  .  خرما استفاده گرديدهاوليه شير
  

  زي توليد اسيد سيتريكبهينه سا
   اوليه pHثير تأ

 اوليه در راندمان توليد pHبا توجه به اهميت 
 و 6، 5/5، 5، 5/4 ، 4، 5/3 اوليه يهاpHاسيدسيتريك، 

% 25تيمار شده با ( خرما ه در محيط كشت اصلي شير5/6
. مورد مطالعه قرار گرفت) يمگرم در ليتر فروسيانيدپتاس

 قبل از استريليزاسيون و با استفاده از pHتنظيم 
  ).20( يدكلريدريك و سودنرمال انجام گرفتاس

  تأثير متــانــول
 از ي خرما از نظر برخهبعد از اين كه محيط شير

 و سولفات آمونيوم pH فروسيانيدپتاسيم، نظيرپارامترها 
 بعد اثر متانول در جهت افزايش هدر مرحل. بهينه گرديد

بيشتر راندمان توليد اسيدسيتريك مورد بررسي قرار 
در اين تحقيق متانول در مرحله بعد از . گرفت

  تيمار شده با(استريليزاسيون به محيط كشت اصلي 
g/L 25/0پتاسيم،   فروسيانيدg/L2 سولفات آمونيوم و 

5/4=pH ( درصد 5/2 تا 5/0در محدوده غلظت )V/V (
  ).20(اضافه گرديد 

  فرآيند تخمير بستر جامد
 تا 1دود ت حا ذره خرما با اندازه تفالهپودر خشك شد

منظور توليد اسيد سيتريك در فرآيند تخمير  متر به ي ميل2
 يليتر  ميلي250 ي ارلنهادر   گرم20بستر جامد با مقادير 

 به C ْ 121ريخته و بعد از تنظيم رطوبت، در حرارت 
 حاوي يها در ادامه ارلن.  دقيقه استريل گرديدند15مدت 

ط  محيط سرد شده و در شراييمحيط كشت تا دما
پيش   حاصل از محيط يها  درصد از پلت10استريل با 

  ).23(كشت تلقيح گرديدند 
 تا 60 رطوبتي ه تنظيم رطوبت مطلوب، محدوديبرا

 به منظور اين يبرا.  قرار گرفتي درصد، مورد بررس90
، 14، 12 به ترتيب مقادير ي محيط كشت اصليارلن حاو

  ).7و6(ليتر آب مقطر اضافه شد  ي ميل18 و 16
 5/0 اثر فروسيانيد پتاسيم ابتدا از محلول ي بررسيبرا

 4 و 3، 2، 1 يها درصد آن در حالت جوش، حجم
 محيط كشت ي حاويها ليتر برداشته و سپس به ارلن ميلي
 قبل از هدر مرحل%) 80رطوبت ( خرما ه تفالياصل

 قبل از pHتنظيم ). 20(استريليزاسيون اضافه گرديد 
 فاده از اسيد كلريدريك و سوداستريليزاسيون و با است

  ).21(نرمال انجام شد 
منظور افزايش توليد اسيد سيتريك، اثر    به،در نهايت

 قرار يمورد بررس) v/v( درصد 5 تا 1 همتانول در محدود
تيمار ( خرما ه تفالي به ارلنهاي حاوديگربه عبارت . گرفت

فروسيانيد ر درصد 5/0 از محلول ميلي ليتر 3شده با 
بعد از ) درصد 80 و رطوبت pH=4/4يم، پتاس

 يها  محيط، حجمياستريليزاسيون و خنك شدن تا دما
  از متانول اضافه گرديدميلي ليتر 1 و 8/0، 6/0، 4/0، 2/0
)21 .(  

در تعيين ) 13( ماريروبولت يروش اسپكتروفتومتر
اساس اين روش بر . ميزان اسيد سيتريك استفاده شد

 پيريدين و انيدريداستيك  تشكيل رنگ در حضوريمبنا
  . باشد مي

  
  نتايج و بحث

 يآزمايشات مربوطه، براي تعيين ميزان قندها -1
، ازت، خاكستر و ) بعد از هيدروليزوقبل (احياء كننده 
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با توجه به )  خرماهشيره و پودر تفال(رطوبت مواد اوليه 

. ها انجام شد توضيحات ارائه شده در بخش مواد و روش
 . آورده شده است1اصل در جدول ميانگين نتايج ح

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
 

  بر بازدهي توليد اسيد سيتريك بوسيله كشت غوطه ور  بررسي مطالعات غلظت فروسيانبد.2 نمودار
  

توان عنوان كرد، علاوه بر اين نكته كه نتايج حاصله  يم
مل باشد، عوا ور مي در اين تحقيق در رابطه با فرآيند غوطه

انجام تيمار و ه  مثل نوع سوش مورد استفاده، نحويديگر
توان در اين اختلاف مؤثر  ي تخمير را نيز ميشرايط محيط

  .دانست
) Kotzekidou)21 و Roukas براساس تحقيقات 
كلسيم فسفات   ي، استفاده از تريدر فرآيند كشت سطح

 خرما، باعث افزايش راندمان ه شيره اولييجهت تيمارساز
براين اساس در اين . گردد وليد اسيد سيتريك ميدر ت

 كلسيم فسفات يتر   مختلفيها تحقيق نيز تأثير غلظت
  . قرار گرفتيور مورد بررس در فرآيند غوطه

دهد كه  ي نشان م2نتايج بدست آمده در جدول 
باعث ) w/v( %5/1 كلسيم فسفات تا سطح ي تر افزودن

د احياء  و افزايش مصرف قنيكاهش شديد رشد سلول
از طرف ديگر بيشترين مقدار توليد اسيد . گردد مي

 كلسيم فسفات حاصل يسيتريك نيز در همين مقدار از تر
  .شده است

  

  ور توليد اسيد سيتريك  تري كلسيم فسفات در فرآيند غوطه هاي مختلف  تأثيرتيمار با غلظت.2جدول
وزن خشك جرم سلولي    نهاييpH  (%)تري كلسيم فسفات  راندمان اسيد سيتريك  ند احياء مصرفيق

)g/L(  
(%)  )g/L(  (%)  )g/L(  

5/0  5/2  37  9/61  7/86  7/23  6/20  
1  4/2  4/34  6/69  5/97  4/24  8/23  
5/1  3/2  7/24  8/70  1/99  6/34  3/34  

2  3/2  2/40  3/62  5/87  4/33  2/29  
5/2  3/2  5/47  1/61  6/85  8/32  1/28  

  

، )g/L250( خرما   هشير: كشت روز، تركيب محيط     8دوره تخمير   
KH2PO4) g/L1/0 ( وMgSO4 7H2O) g/L2/0.(  

. باشـند    تكرار مي  3اعداد فوق ميانگين نتايج حاصل از       
 و مصرف قند احياء     ي كه بين رشد سلول    ياز نسبت معكوس  

 كــرد كــه يگيــر تــوان ايــن طــور نتيجــه يوجــود دارد مــ
ضـمن  %) w/v 5/1(كلسيم فسفات تا غلظت مشخص        يتر

، باعث تـسريع در مـصرف قنـد احيـاء           يجرم سلول كاهش  
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، عمدتاً در جهت توليد     يكه اين قند احياء مصرف    . گردد  مي

  .گيرد ياسيدسيتريك مورد استفاده قرار م
كلـسيم فـسفات      يبا توجه به اين كه بيشترين تأثير تر       

 مـزاحم  ي فلـز يهـا  پتاسيم، حذف يـون    همانند فروسيانيد 
رسد كه غلظت مـشخص       يمنظر   ، بنابراين به  )22(باشد  يم

 يتواند بيشترين پيونـد را بـا ايـن يونهـا            ياز اين تركيب م   
برقرار كرده و آنهـا را      ) خصوصاً آهن و منگنز   ( مزاحم   يفلز

به صورت كمپلكس از محيط خارج سـازد كـه ايـن عمـل              
 توليـد اسـيد سـيتريك       يباعث بهبـود در فرآينـد تخميـر       

بـالاترين   مشخص است    2 همانطور كه در جدول   . گردد  مي
 در سـطح    g/L 3/34ميزان توليد اسـيد سـيتريك يعنـي         

 كـه البتـه     ، كلسيم فسفات بدست آمده است     ياز تر % 5/1
  اسـت كـه از طـرف    g/L 55اين مقدار كمتر از راندمان 

Roukas و Kotzekidou)22 (  ــر ــستم تخمي در سي
 يعوامل.  روزه گزارش شده است    14 تخمير   ه و دور  يسطح
 مورد استفاده، نوع سوش، مدت      ير نوع سيستم تخمي   نظير

توان در اين اختلاف بـين        يزمان تخمير و عوامل ديگر را م      
 هبه طور كلي در مورد تيمار اوليه شـير         .نتايج مؤثر دانست  

تـوان ايـن      خرما با توجه به نتايج حاصل از آزمايشات، مـي         
و، اسـتفاده از      گيري كرد كه در سيـستم غوطـه         طور نتيجه 

از نظـر بهبـود در فرآينـد توليـد اسـيد            فروسيانيد پتاسيم   
 ي را در مقايـسه بـا اسـتفاده از تـر           يسيتريك، نتايج بهتر  

  .كلسيم فسفات، به همراه داشته است
تنظـيم    قابل مـشاهده اسـت  3همانطور كه در نمودار 

pH   انجام تخمير و راندمان توليد اسـيد        ي اوليه در چگونگ 
 تـا   5/3ه از    اولي ـ pHبا افزايش   . سيتريك بسيار مؤثر است   

تـر شـده و ضـمن          مناسـب  ي رشـد سـلول    ي شرايط برا  5/6
 نيـز   ي بيـشتر  يمصرف قند بيشتر، بيومس يا جـرم سـلول        

در مورد توليد اسيد سـيتريك وضـعيت بـه          . شود  توليد مي 
 ، توليـد اسـيد      6 تـا    5/4 اوليه   pHاين صورت است كه تا      

 حـدود  pHسيتريك در بيشترين حد خود قرار داشته و از        
  . شود  بعد با يك كاهش نسبي رو به رو مي به5/5

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  ا مصرفي و بازدهي توليد اسيد سيتريك بوسيله كشت غوطه وريبر روي قند احpH  بررسي مطالعات .3 نمودار
  

 كنترل فرآيند ي از راههاي يكpHدر واقع تنظيم 
در مورد . تخمير در جهت توليد محصول مورد نظر است

ك همانطور كه در منابع آورده شده توليد اسيد سيتري
 باشد كه يا بايست به گونه  شرايط محيط كشت نمي،است
 را به قارچ آسپرژيلوس نايجر ي نامحدودي رشد سلولهاجاز

بدهد، زيرا كه در اين شرايط قند محيط صرفاً در جهت 
، مصرف شده و اسيد سيتريكي ي سلولهافزايش مقدار تود
 اوليه، ضمن كنترل رشد pH با تنظيم. توليد نخواهد شد

توان شرايط تخمير را در جهت توليد اسيد  ي، ميسلول
 pH اپتيمم هاز محدود) 19 و 16(سيتريك تغيير داد 

 طبيعي pH كه 5/4 ه اوليpH، )6 تا 5/4(بدست آمده 
 مورد استفاده قرار ي آزمايشات بعدي خرما است براهشير

دن محيط ، احتمال آلوده شpHبا انتخاب اين . گرفت
. رسد كشت در طول فرآيند تخمير نيز به حداقل مي

 مشخص است، در كشت بستر 3همانطوريكه در نمودار
 pH كه pH=4/4جامد، مقدار توليد اسيد سيتريك در 
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6
 بيشتر pH پودر خرما است نسبت به ساير سطوح يطبيع

 افزايش pH=5/5روند مصرف قند احياء نيز تا . باشد يم
تجزيه و . مي يابداز آن اندكي كاهش پيدا كرده و بعد 

 از نظر pH كه سطوح مختلف نشان داد يتحليل آمار
 مقدار اسيد سيتريك ي بر رويدار ي تأثير معنيآمار

 ههمچنين در مقايس.  دارندي و قند احياء مصرفيتوليد
 نيز اين نتيجه حاصل ي اسيد سيتريك توليديها ميانگين

 5طح احتمال  در س5/5 و pH4/4شد كه بين سطوح 
 وجود ندارد اما بين اين دو ي داريدرصد، اختلاف معن

pH با سطوح ديگر pH درصد، 5 ، در سطح احتمال
گردد، در عين حال  ي مشاهده مي دارياختلاف معن

بيشترين مقدار مصرف قند احياء نيز در اين محدوده از 
pH حساسيت كمتر محيط ). 3نمودار( حاصل شده است

 pH و از جمله يبت به شرايط محيط جامد نسيها كشت
تر در   پايينيهاpHشود كه امكان استفاده از  يسبب م

كه اين مسئله به ) 5(ها وجود داشته باشد  اينگونه محيط
خصوص در فرآيند توليد اسيد سيتريك، علاوه بر تأثير 

 يگذارد، احتمال آلودگ ي راندمان مي كه بر رويمثبت
نتايج حاصل از اين . دهد يمحيط كشت را نيز كاهش م

  .كند يآزمايش نيز، مطالب فوق را تأييد م

 ي همچون ساير فرآيندهايدر فرآيند تخمير سيتريك
 ويژه اي نسبت بين كربن و نيتروژن از اهميت يتخمير

با توجه به ناچيز بودن مقدار ازت موجود . برخوردار است
 خرما از سولفات آمونيوم به عنوان منبع ازت هدر شير

 مختلف آن در يها ط كشت استفاده شد و غلظتمحي
.  قرار گرفتيفرآيند توليد اسيد سيتريك مورد بررس

 منابع به تفصيل آمده است هرچند يهمانطور كه در بررس
 توليد ي برايكه در ابتدا اعتقاد بر اين بود كه شرايط اساس

) 11( اسيد سيتريك، ايجاد محدوديت در ميزان ازت است
 نشان دادند كه در صورت وجود ي تحقيقات بعديول

 ي فلزي از يونهايمحدوديت در ميزان فسفات و برخ
 براي توليد يخصوصاً منگنز و آهن، وجود ازت نه تنها مانع

 از آن باعث بالا ياسيد سيتريك نيست بلكه مقدار مشخص
با توجه به . گردد يرفتن راندمان توليد اسيد سيتريك م

و همينطور ) 3( خرما هر فسفات در شيرناچيز بودن مقدا
   آن با استفاده از فروسيانيد پتاسيم بهه اولييتيمارساز

 بود كه استفاده يبين ، قابل پيشي فلزيمنظور حذف يونها
) سولفات آمونيوم( از يك منبع ازت ياز مقادير مشخص

تواند منجر به افزايش در توليد اسيد سيتريك گردد  مي
  ).25و12(

  
  ور توليد اسيد سيتريك  تري كلسيم فسفات در فرآيند غوطه هاي مختلف  تأثيرتيمار با غلظت.2جدول

وزن خشك جرم سلولي    نهاييpH  (%)تري كلسيم فسفات  راندمان اسيد سيتريك  قند احياء مصرفي
)g/L(  (%)  )g/L(  (%)  )g/L(  

5/0  5/2  37  9/61  7/86  7/23  6/20  
1  4/2  4/34  6/69  5/97  4/24  8/23  
5/1  3/2  7/24  8/70  1/99  6/34  3/34  

2  3/2  2/40  3/62  5/87  4/33  2/29  
5/2  3/2  5/47  1/61  6/85  8/32  1/28  

  ).g/L2/0 (MgSO4 7H2Oو ) g/L250( ،KH2PO4) g/L1/0( خرما هشير:  روز، تركيب محيط كشت8دوره تخمير *      
  

 .باشند  تكرار مي3اعداد فوق ميانگين نتايج حاصل از 
 و مصرف قند احياء ي كه بين رشد سلولياز نسبت معكوس
 كرد كه يگير توان اين طور نتيجه يوجود دارد م

ضمن %) w/v 5/1(كلسيم فسفات تا غلظت مشخص  يتر
، باعث تسريع در مصرف قند احياء يكاهش جرم سلول

، عمدتاً در جهت توليد يكه اين قند احياء مصرف. گردد مي
  .گيرد ياده قرار ماسيدسيتريك مورد استف

كلسيم فسفات  يبا توجه به اين كه بيشترين تأثير تر
 مزاحم ي فلزيها پتاسيم، حذف يون همانند فروسيانيد

رسد كه غلظت مشخص  ينظر م ، بنابراين به)22( باشد يم
 يتواند بيشترين پيوند را با اين يونها ياز اين تركيب م

كرده و آنها را برقرار ) خصوصاً آهن و منگنز( مزاحم يفلز
به صورت كمپلكس از محيط خارج سازد كه اين عمل 

 توليد اسيد سيتريك يباعث بهبود در فرآيند تخمير
 مشخص است بالاترين 2 همانطور كه در جدول. گردد مي

 در سطح g/L 3/34ميزان توليد اسيد سيتريك يعني 
 كه البته ، كلسيم فسفات بدست آمده استياز تر% 5/1

 است كه از g/L 55كمتر از راندمان اين مقدار 
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در سيستم ) Kotzekidou )22 و  Roukasطرف

.  روزه گزارش شده است14 تخمير ه و دوريتخمير سطح
 مورد استفاده، نوع ي نوع سيستم تخميرنظير يعوامل

توان در اين  يسوش، مدت زمان تخمير و عوامل ديگر را م
در مورد تيمار به طور كلي  .اختلاف بين نتايج مؤثر دانست

 خرما با توجه به نتايج حاصل از آزمايشات، هاوليه شير
و،  گيري كرد كه در سيستم غوطه توان اين طور نتيجه مي

استفاده از فروسيانيد پتاسيم از نظر بهبود در فرآيند توليد 
 را در مقايسه با استفاده از ياسيد سيتريك، نتايج بهتر

  . است كلسيم فسفات، به همراه داشتهيتر

تنظيم    قابل مشاهده است3همانطور كه در نمودار 
pHانجام تخمير و راندمان توليد اسيد ي اوليه در چگونگ 

 تا 5/3 اوليه از pHبا افزايش . سيتريك بسيار مؤثر است
تر شده و ضمن   مناسبي رشد سلولي شرايط برا5/6

 نيز ي بيشتريمصرف قند بيشتر، بيومس يا جرم سلول
در مورد توليد اسيد سيتريك وضعيت به . شود توليد مي

 ، توليد اسيد 6 تا 5/4 اوليه pHاين صورت است كه تا 
 حدود pHسيتريك در بيشترين حد خود قرار داشته و از 

  .شود  به بعد با يك كاهش نسبي رو به رو مي5/5

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ليد اسيد سيتريك بوسيله كشت غوطه ورا مصرفي و بازدهي تويبر روي قند احpH  بررسي مطالعات .3 نمودار
  

 كنترل فرآيند ي از راههاي يكpHدر واقع تنظيم 
در مورد . تخمير در جهت توليد محصول مورد نظر است

توليد اسيد سيتريك همانطور كه در منابع آورده شده 
 باشد كه يا بايست به گونه  شرايط محيط كشت نمي،است
قارچ آسپرژيلوس نايجر  را به ي نامحدودي رشد سلولهاجاز

بدهد، زيرا كه در اين شرايط قند محيط صرفاً در جهت 
، مصرف شده و اسيد سيتريكي ي سلولهافزايش مقدار تود
 اوليه، ضمن كنترل رشد pHبا تنظيم . توليد نخواهد شد

توان شرايط تخمير را در جهت توليد اسيد  ي، ميسلول
 pHتيمم  اپهاز محدود) 19 و 16(سيتريك تغيير داد 

 طبيعي pH كه 5/4 ه اوليpH، )6 تا 5/4(بدست آمده 
 مورد استفاده قرار ي آزمايشات بعدي خرما است براهشير

، احتمال آلوده شدن محيط pHبا انتخاب اين . گرفت
. رسد كشت در طول فرآيند تخمير نيز به حداقل مي

 مشخص است، در كشت بستر 3همانطوريكه در نمودار

 pH كه pH=4/4يد اسيد سيتريك در جامد، مقدار تول
 بيشتر pH پودر خرما است نسبت به ساير سطوح يطبيع

 افزايش pH=5/5روند مصرف قند احياء نيز تا . باشد يم
تجزيه و . مي يابدپيدا كرده و بعد از آن اندكي كاهش 

 از نظر pH كه سطوح مختلف نشان داد يتحليل آمار
ر اسيد سيتريك  مقداي بر رويدار ي تأثير معنيآمار

 ههمچنين در مقايس.  دارندي و قند احياء مصرفيتوليد
 نيز اين نتيجه حاصل ي اسيد سيتريك توليديها ميانگين

 5 در سطح احتمال 5/5 و pH4/4شد كه بين سطوح 
 وجود ندارد اما بين اين دو ي داريدرصد، اختلاف معن

pH با سطوح ديگر pH درصد، 5 ، در سطح احتمال
گردد، در عين حال  ي مشاهده مي داريناختلاف مع

بيشترين مقدار مصرف قند احياء نيز در اين محدوده از 
pH حساسيت كمتر محيط ). 3نمودار( حاصل شده است

 pH و از جمله ي جامد نسبت به شرايط محيطيها كشت
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تر در   پايينيهاpHشود كه امكان استفاده از  يسبب م

كه اين مسئله به ) 5(ها وجود داشته باشد  اينگونه محيط
خصوص در فرآيند توليد اسيد سيتريك، علاوه بر تأثير 

 يگذارد، احتمال آلودگ ي راندمان مي كه بر رويمثبت
نتايج حاصل از اين . دهد يمحيط كشت را نيز كاهش م

  .كند يآزمايش نيز، مطالب فوق را تأييد م
 ي همچون ساير فرآيندهايدر فرآيند تخمير سيتريك

 ويژه ايسبت بين كربن و نيتروژن از اهميت  نيتخمير
با توجه به ناچيز بودن مقدار ازت موجود . برخوردار است

 خرما از سولفات آمونيوم به عنوان منبع ازت هدر شير
 مختلف آن در يها محيط كشت استفاده شد و غلظت

.  قرار گرفتيفرآيند توليد اسيد سيتريك مورد بررس
 به تفصيل آمده است هرچند  منابعيهمانطور كه در بررس

 توليد ي برايكه در ابتدا اعتقاد بر اين بود كه شرايط اساس
) 11( اسيد سيتريك، ايجاد محدوديت در ميزان ازت است

 نشان دادند كه در صورت وجود ي تحقيقات بعديول
 ي فلزي از يونهايمحدوديت در ميزان فسفات و برخ

 براي توليد يمانعخصوصاً منگنز و آهن، وجود ازت نه تنها 
 از آن باعث بالا ياسيد سيتريك نيست بلكه مقدار مشخص
با توجه به . گردد يرفتن راندمان توليد اسيد سيتريك م

و همينطور ) 3( خرما هناچيز بودن مقدار فسفات در شير
   آن با استفاده از فروسيانيد پتاسيم بهه اولييتيمارساز

 بود كه استفاده ينبي ، قابل پيشي فلزيمنظور حذف يونها
) سولفات آمونيوم( از يك منبع ازت ياز مقادير مشخص

تواند منجر به افزايش در توليد اسيد سيتريك گردد  مي
  ).25و12(

  

  )ور تخمير غوطه(هاي مختلف سولفات آمونيوم در فرآيند توليد اسيد سيتريك   تأثير غلظت.3جدول 

و ) g/L 250( ،KH2PO4) g/I1/0( ،MgSO47H2O) g/L2/0( خرما هشير: ، تركيب محيط كشت) g/L 25/0(تيمار با فروسيانيد پتاسيم  روز، 8دوره تخمير *
5/4=pH.   
  

 مختلـف متـانول، نـشان       يها  نتايج حاصل از اثر غلظت    
) v/v% (2دهد كه با افزايش غلظت متـانول تـا سـطح              يم

 اسيد سـيتريك    ضمن مصرف بيشتر قند احياء مقدار توليد      
اثر متـانول   .  افزايش پيدا كرده است    ينيز به نحو چشمگير   

 كاملاً مـشخص    يدر اين آزمايش به خصوص در رشد سلول       
مشخص اسـت، بـا افـزايش    4بوده و همانطور كه در نمودار  

ــود  ــانول دائمــا از وزن ت ــسيليومهغلظــت مت  كاســته ي مي
  .گردد يم

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ا مصرفي و بازدهي توليد اسيد سيتريك بوسيله كشت غوطه ورينول بر روي قند احمتا  بررسي مطالعات .4 نمودار

 وزن خشك جرم   نهاييg/L(  pH(سولفات آمونيوم 
  )g/L(سلولي 

(%)   راندمان اسيد سيتريك  )g/L( (%)قند احياء مصرفي
)g/L(  

5/0  4/2  4/21  1/58  4/81  7/48  7/39  
1  4/2  2/22  5/61  1/86  4/52  1/45  
5/1  3/2  6/25  2/67  1/94  0/53  3/50  

2  3/2  5/26  6/68  1/96  7/54  6/52  
5/2  5/2  7/33  4/52  4/73  4/49  3/36  
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قنѧد احيѧѧا مصѧѧرفي    - غوطه ور%

قنѧد احيѧѧا مصѧѧرفي    - حالت جامد%

اسѧѧѧѧيد سѧѧѧѧيتريك   - غوطه ور %

اسѧѧѧѧيد سѧѧѧѧيتريك   - حالت جامد%
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9
 به وضوح مشاهده شد كه متانول علاوه يدر اين بررس

 ي نيز در مورفولوژي، تغييراتيبر محدود كردن رشد سلول
 يها دهتوبطوريكه در مقايسه با . كند  ايجاد ميي سلولهتود

قد متانول، در  حاصل از محيط فايبزرگ ميسيليوم
 از متانول بودند، ي بالاتري درصدهاي كه حاويهاي محيط

 تشكيل شده يتر ميسيليوم  كوچكتر و متراكمتوده هاي
 يمكانيسم عمل متانول در فرآيند تخمير سيتريك. بود

 به احتمال يهنوز به طور كامل مشخص نشده است ول
بوط زياد اثر آن در افزايش راندمان توليد اسيد سيتريك مر

 قارچ ي سلولي غشاي و نفوذپذيريبه تغيير خواص كاركرد
 يا افزايش قابل ملاحظه). 10(باشد يآسپرژيلوس نايجر م

 از متانول در راندمان يكه با استفاده از درصد مشخص
توليد اسيد سيتريك بدست آمده با نتايج دانشمندان 

كند  اند، مطابقت مي  كه در اين زمينه تحقيق كردهيديگر
  ).22 و 10، 8 ،7(

 توليد اسيد بيشينه در كشت جامد 4 نمودار مطابق
 ه ششم تا هشتم از دوري روزهاهسيتريك در فاصل

 ي و ابتداي فاز رشد لگاريتميهم زمان با انتها (يتخمير
همانطور . افتد ياتفاق م) فاز سكون در آسپرژيلوس نايجر

 روز اول با شدت 2كه مشخص است مصرف قند احياء در 
 افزايش پيدا يتر  با روند آهستهي بعديتر و در روزهابيش
 نيز بيشترين مقدار، مربوط يدر مورد جرم سلول. كند يم

 دوم تا چهارم بوده و بعد از روز چهارم از شدت يبه روزها
همانطوريكه از نتايج مشخص . گردد ي كاسته ميرشد سلول

، اثر ي مورد بررسهاست، استفاده از متانول در محدود
 ي در افزايش اسيد سيتريك نداشته و اختلاف كميدانچن

 مختلف يها بين مقادير اسيد سيتريك حاصل در غلظت
ور، تغيير  شود در حاليكه در تخمير غوطه يمتانول ديده م

 ي در مقادير كم، اثرات به مراتب بيشتريغلظت متانول حت
در مورد . كرد يدر راندمان توليد اسيد سيتريك ايجاد م

 با افزايش درصد متانول مقدار آن تقريباً ياء مصرفقند احي
  ).4نمودار(ماند  ي ميثابت باق

 مختلف رطوبت در ي درصدهاينتايج حاصل از بررس
دهد كه بالاترين ميزان توليد اسيد  يكشت جامد، نشان م
 درصد حاصل شده 80 تا 70 ي رطوبتهسيتريك در محدود

نيز در ضمن اينكه بيشترين مصرف قند احياء . است
درصد بدست 90 رطوبت ي يعنيبالاترين درصد رطوبت

درصد عملاً 60تر از   پايينيها در رطوبت. آمده است
 بالاتر از يها شد و در رطوبت ي از قارچ مشاهده نميرشد
 درصد نيز، آسپرژيلوس نايجر، سريعاً وارد فاز 90

كرد كه اين مسأله در  ي شده و توليد اسپور مياسپورزاي
 مطلوب نبوده و باعث افت و يخمير سيتريكفرآيند ت

در واقع . گردديكاهش راندمان در توليد اسيد سيتريك م
، قند موجود در محيط ي اسپورزايهبا ورود قارچ به مرحل

 تبديل به اسيد سيتريك، در جهت توليد يكشت به جا
بنابراين در فرآيند تخمير بستر . گردد ياسپور مصرف م

 مهيا شود كه يا بايست به گونه ي ميجامد، شرايط محيط
 به تأخير يي اسپورزاهتا حد امكان ورود قارچ به مرحل

 از عوامل مهم در اين رابطه، تنظيم رطوبت يبيفتد كه يك
 ي ، تأثير درصدها4جدول .  محيط كشت استهاولي

 را در فرآيند تخمير بستر جامد  مختلف رطوبت اوليه
  .دهد ينشان م

  

  )تخمير بستر( مختلف رطوبت در فرآيند توليد اسيد سيتريك يها تأثير درصد.4جدول  
  ي نهايpH  (%)رطوبت  يقند احياء مصرف   اسيد سيتريك راندمان

1(%)  )g/kg(  2(%)  )g/kg(  
60  7/2  2/68  1/115  6/45  7/168  
70  6/2  9/72  7/129  1/48  0/178  
80  6/2  8/70  0/134  1/51  3/189  
90  7/2  6/62  9/118  3/51  9/189  

  *1درصد راندمان اسيد سيتريك= اسيد سيتريك توليدي / قند احياء مصرفي × 100  

*2درصد راندمان احياء مصرفي= كل قند پودر تفاله خرما / قند احياء مصرفي × 100  
  

 هشيرنتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه 
، ر مؤثر در فرآيند تخمييا خرما از نظر عوامل تغذيه

 توليد اسيد سيتريك ي برايسيل خوبداراي پتان

تر بودن قيمت آن نسبت به  رغم گران يباشد و عل يم
 مثل كمتر بودن تركيبات و يملاس، داراي امتيازات

 مزاحم و همچنين كمتر بودن احتمال ي فلزييونها
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 امكان هبواسط( محيط در حين تخمير يآلودگ

باشد كه اين محاسن  يم) تر  پايينيهاpHاستفاده از 
 خرما، يك محيط هشود كه شير در مجموع باعث مي

 از . تخمير اسيد سيتريك به نظر برسدي برايجالب
 ه كردن شير  اوليه و بهينهيتيمارسازسوي ديگر، 

 ي، برا)ي و شرايط محيطياز نظر مواد مغذ(خرما 
 به يك راندمان بالاتر از اسيد سيتريك يدستياب
  نيد پتاسيماستفاده از فروسيا همچنين . استيضرور

 مزاحم، تأثير نسبتاً ي فلزيها منظور حذف يون  به
 . در افزايش راندمان توليد اسيد سيتريك دارديمطلوب

، اثرات حاصل از ياز ميان عوامل مورد بررس
، ازت و متانول، در افزايش راندمان اسيد pHعوامل 

 .باشد يسيتريك، به مراتب بيشتر از عوامل ديگر م

، هم از نظر قيمت و هم از نظر عناصر  خرماهپودر تفال
 توليد ي براي در فرآيند تخمير، محيط مناسبيمغذ

 ي شرايط محيط بهينه سازي .باشد ياسيد سيتريك م
 در فرآيند تخمير يخصوصاً رطوبت اوليه، نقش مهم

 .اسيد سيتريك و افزايش راندمان توليد دارد
يكي از امتيازات تخمير بستر جامد، نسبت به 

 يهاpHور، حساسيت كمتر آن به  ر غوطهتخمي
باشد كه احتمالاً به   مزاحم ميي فلزيپايين و يونها

 ههمين دليل، استفاده از فروسيانيد پتاسيم در تفال
 در افزايش راندمان اسيد يخرما، تأثير چندان

استفاده از متانول در تخمير . گذارد يسيتريك نم
 در ييزتأثير ناچ)  خرماهپودر تفال(بستر جامد 

 .كند يافزايش توليد اسيد سيتريك ايجاد م
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