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 مقدمه
 ن د يفرآ ياس ت ک د در       يآل   دياس کي، دياس کيکوج

، توسط انواع ونگوناگ يبا استفاده از سوبستراها يهواز ريتخم

. ن ام  [4-1]ش ود   يم ديتول يستيها، بد  ور ز از قارچ يمختلف

م اده   اي يقارچ ي کننده ، شروع"يکوج"از کلمد  دياس کيکوج

در  يشرق يهاغذا دياز کارخانجات تول ياريکد در بس يحيتلق

گرفتد شده است. ساختار  شود، ياز کشورها استفاده م ياريبس

ق رار گرف ت و ب د     يده مورد بررس  آن بد  ور گستر ييايميش

شناختد  رونيپ -γ-ليمت يدروکسيه-2-يدروکسيه-5عنوان 

ت وان ب د    يم   يدر پزشک دياس کيکوج ياز کاربردها .[5]شد 

در  [8-6]درد  ندهکن ضد قارچ و سرکوب ال،يباکتر يخواص آنت

 ع  و و  ي دهن  ده شيعن  وان اف  زا ب  د ييغ  ذا يه  ا ف  راورده
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 س،يملان وز  يبد عنوان آنت يکشاورز ، در[11-9] دانياکس يآنت

 يبهداش ت  يشيو در محصولات آرا [14-12]کش فعال  حشره

کنن ده از اش عد ف رابنفش،     کننده، محافظت ديبد عنوان عامل سف

آزاد  يه ا  ک ال يت مهارکنن ده راد ي  و فعال نازيروزيمهارکننده ت

 عيدر ص نا  دياس   کي  کوج دي  فوا نيتر شيب .[15]نقش دارد 

  ييتوان ا  دياس   کي  ش ود. کوج  يم   اف ت ي ياشتو بهد يشيآرا

 دي، تولآن لديبنفش را دارد کد بد وس يمحافظت از اشعد ماورا

 دي  از تول يريجل وگ  لدي، بد وس  در پوست زهيرنگ يبالا زانيم

کن د.   ي، متوقف منازيروزيت لياز تشک مانعتم قياز  ر نيملان

ب د   .[16]باش د   يدر پوست م   زهيرنگ ديمسئول تول ويآنز نيا

متعلق ب د گ روه    کد عمدتاً ها، لوسيآسپرژ يها گوند ،ي ور کل

A.tamari کي  کوج ري  در تخم يا دهباشند، بد  ور گستر يم 

از  هشده ب ا اس تفاد   ديتول دياس کيکوجشود.  ياستفاده م دياس

A.oryzae 26 راه  /گلوکز را بد ه و گرم دياس کيگرم از کوج

 ش  ده توس  ط دياس   کي  کوج دي  تول ن،ي  ع  لاوه ب  ر ا دارد.

A.candidus و A.parasiticus  توس       طEl-Aasar و 

 ي. منابع کربن[4]ست گزارش شده ا 2006همکارانش در سال 

 کي  کوج ريتخم يممکن است بد عنوان منبع کربن برا يمختلف

تواند شامل نشاستد، س اکارز،   يمنابع م نياستفاده شوند. ا دياس

 ن وز، يآراب ل وز، يگزمالتوز، گلوکز، فروکتوز، مانوز، گ الاکتوز،  

. اس تفاده  باشد نوزيو آراب سرولياستات، اتانول، گل تول،يسورب

مختلف از جملد نشاس تد، س وکروز، فروکت وز،     ياز منابع کربن

 A.oryzaeتوس ط   دياس   کيجکو ريدر تخم لوزيگلوکز و گز

 ني ي تع [1]ش ده اس ت    يو همکاران بررس   Kitada لديوس دب

مه و   دياس   کيکوج ديدر تول نتروژينسبت کربن بد ن راتييتغ

 نيچن   و ه و  دياس   کيکوج ديتول شيافزا ايبد مهار  رايبوده ز

 ،يجداس از  قي  تحق نيشود. هدف از ا يآن منجر م نديبه ديتول

شده  زولديا يها توسط قارچ دياس کيوجک يساز نديبه و ديتول

  .باشد يم  Response Surfaceبا روش  يبوم
 

 هامواد و روش
. دياس   کي  کنن د  کوج  دي  قارچ تول ييناساو ش يجداساز

مطالعه شاام    نيمحلول مورد استفاده در ا يکشت مغذ طيمح

 KH2PO4 (g/l 1 ،)MgSO4.7H2O  (g/l ،(g/l 07گلوکز )

52/7)،  NH4NO3(g/l 2/5 )يکشات مغاذ   طيباشد. مح يم 

 .ديآ يدست م هبراث فوق ب طيآگار به مح g/l 8 آگار با افزودن

 طيحا کنناده ششاساته، م   زيدروليا ه يهاا  رچقا يجهت جداساز

 و عصاره مخمر g/l 2 ششاسته ذرت، g/l 17 يحاو ديکشت با

g/l 18 يهاا  هيساو  يجهت جداساز کشت طيباشد. مح گارآ 

 ،(g/l 17گلاوکز ) شاام   گلاوکز    دياسا  کيا کننده کوج ديتول

KH2PO4 (g/l 1 ،)MgSO4.7H2O  (g/l 52/7،)  پپتااون

(g/l 2/7 .) PH با اساتفاده از  2/3 طيمح HCl  ماورر   کيا

 .شود ميکردن تنظ  يترقب  از اس

گرفتاه شاده از    يهاا  مناسب شموشه هيسو يجداساز جهت

 37 يروز در دماا  0به مادت   يبراث مغذ طيخاک را در مح

 يهاا  از شموشاه  کيا . از هر مييشما يگراد اشکوبه م يدرجه ساشت

 يششاسته آگار به صاورت خطا   طيمح يلوپ بر رو کيبراث 

درجااه  37 يروز در دمااا 0کشاات داده و سااپ  بااه ماادت 

جامد را در داخ   دي ي. مقدار اشدکمييشما يم کوبهگراد اش يساشت

 طيکه به صورت معکوس قرار گرفته گذاشته تا سطح مح يتيپل

متصاعد شاده قارار گرفتاه و هالاه      ديکشت در معرض بخار 

اشتخاا    يها مشاهده شاود. تاک کلنا    يدر اطراف کلن يروشن

 طياسپور را باه محا   ديو تول يبعد شاتيشده جهت اشجام آزما

شااده  جاادا يهااا هي. سااومييشمااا يگاااردار منتقاا  مااآ يمغااذ

 حيسپ  تلقا  دياس کيکوج ديکننده ششاسته جهت تول زيدروليه

 طيمحا  ml 17شاام    يمتار  يلا يم 11 يهاا  اسپورها در لوله

کنناده   ديا گوشاه جداشاده تول  . رديا گ يپپتون صورت م -گلوکز

آگااردار باه    يمغذ طيجهت کشت مجدد در مح دياس کيکوج

. مييشماا  يگراد اشکوبه م يدرجه ساشت 37 يدما رروز د 2مدت 

  171 باًياز محلول اسپور )تقر تريل يليم 2 حيتلق هيما هيجهت ته

 527کشات در ارلان    طيمحا  تار يل يلا يم 27را در ( تار يل يليم

 يز در دماا رو 15ها به مادت   . ارلنميده يکشت م يتريل يليم

 ريدر ز ييا.  جهت شناسمييشما يگراد اشکوبه م يدرجه ساشت 37

از  ي. جهت بررسا از رشگ رکتو فن  استفاده شد کروسکوپيم

 ،X 1277،X 5777 ييشماا  باا بازر    کروسکوپيم ريتصاو

X3777 گوشه قارچ با اساتفاده   ييشناسا نيچن استفاده شد. هم
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قارچ در  يلوپ از کلن کيبا استفاده از تنها  ياز روش مولکول

 يصيتشخ تيبلافاصله استفاده از ک عنوان شموشه و هآ  مقطر ب

Easyplex Real-time Multiplex PCR  کااه قااادر بااه

  يولوژيپاتوب شگاهياست در آزما يشاشزده گوشه قارچ صيتشخ

 .ديفرزان همدان اشجام گرد

 کي  سازي تولي د کوج  ور طي بهينه تخمير در بستر غوطه

جهات   ياشتخااب  هيور ساو  غوطاه  طيکشت در مح تجه. دياس

 طيشام  مح يتريل يليم 527را در ارلن  دياس کيکوج ديتول

Glucose (g/l 27)، KH2PO4 (g/l 1 ،)

MgSO4.7H2O  (g/l 2/7،)  Yeast extract (g/l 2  )

 اساپور  تار يل يلا يم 1 حيمحلول تلقا  هيته ي. براميده يکشت م

spore/ml 179×15  527در ارلن  طيمح تريل يليم 177را در 

 يبارا  rpm  527گراد و يدرجه ساشت 37 يدر دما يتريل يليم

در  دياس کيوجود کوج يم. جهت بررسيده يکشت م روز 51

 Thin layer Chromatographyکشاات از روش طيمحاا

(TLC) يوميا نيشاود. صافحه آلوم   ياستفاده م  TLC   کاه باا

 ديز آ ، اسا ا يراه مخلاوط  ژل پوشاشده شده را باه هام   کايسل

باه عناوان    1:1:3:2اساتات باه شتابت      ياستون و ات ک،ياست

به عناوان معارف    mol/l HCl 2/7 در  FeCl3 5% و حلال

در  دياسا  کيا . مقادار غلظات کوج  رديگ يمورد استفاده قرار م

 نيواکان  با   هيا بار پا  کيا با استفاده از روش کلرومتر طيمح

 Benty  (1920)بار اسااس روش   وFeCl3  و دياس کيکوج

 دازيگلوکز اکت يميگلوکز توسط آشز زاني. م[15شود ] يم نييتع

-177)با شماره کاتاالو    گمايس يصيتشخ تياستفاده از ک با

 .گردد يمشخص م شاشومتر 272( و در طول موج 312

 يريگ انداز  يها روش

 يه  ا ب  ا اس  ت اد  از روش دياس   کي  کوج زاني  م ني  يتع

 5/2را باا   يما يحلاول آشز از م تار يل يليم 1 زانيم به. ييايميش

مخلاو    µl 577،FeCl3  M 5/7و  HCl   M1/7تريل يليم

ومتر در طاول ماوج   . سپ  را با استفاده از اساپکتوفت ميکن يم

  آ تار يل يلا يم 1منظاور از   نيا ي. براميخواش يم شاشومتر 277

 µl 577 و HCl  M 1/7تااااريل يلاااايم 2/5مقطاااار و 

 M FeCl35/7     زانيا . مميکنا  يبه عناوان بلاشاک اساتفاده ما 

استاشدارد  ياساس رسم منحن کشت بر طيدر مح دياس کيکوج

گردد. جهت به  يمحاسبه م µg/ml 7-077 نيب دياس کيکوج

قاارچ را چناد باار باا آ       وميتليدست آوردن وزن خشک م

درجه  87ساعت در  50سپ  در آون به مدت  مقطر شتته و

را  خشاک قاارچ  . و ساپ  وزن  مييشما يخشک م ادگر يساشت

 .مييشما يمحاسبه م

 ب   ا اس   ت اد  از  دياس    کي   کوج ي    يک ني   يتع

Chromatography Thin layer .  گارم  از  5 زانيا باه م  

FeCl3  تريل يليم 177را در  N  HCl  2/7   حا  شماوده و در

 . بااااه مقاااادارميزياااار يکاااادر ماااا يبطاااار کياااا

 µl  0  از µl/ml277 و شموشه را بار   دياس کياستاشدارد کوج

که  P254 17يکروماتوگراف ومينيآلوم يها ک ورقشاز هير يرو

شده اسات. ساپ     دهيژل پوش کايشازک سل هير mm5/7 با 

 .شود ياز شقا  با استفاده از سشوار خشک م کيهر 

در دو  يطراحا  نيا ا. شيآزما يو طراح يساز نهيروش به

 Minitab افازار  دو روش متفاون با استفاده از شرممرحله و با 

 :شد ياشجام م 16

 Plackett-Burman  يآزما يطراح -1

 Response surface  (RSM) يآزماا  يطراحا  -5

methodology  
 Plackett-Burman  شيآزما يطراح

 کيا ابتادا   Plackett-Burman ياساتفاده از طراحا   باا 

و ازت کاربن   يمنبع کمکا  نيبهتر نييتع يبرا يمقدمات يبررس

 نيشاد. باد   اشجاام  دياس کيکوج ديکننده تول عنوان منابع القا هب

 دياسا  کيا کوج ديگذار بر تول ريتاث يفاکتورها نيتر مهم بيترت

  1- ساطح اساس هر فاکتور در دو  نيبر ا گردد. يم يگر غربال

قارار گرفات.    ي( مورد بررسيي)سطح بار 1( و +نيي)سطح پا

 يطراحا  3و 5، 1شاماره   يهاا  بر اساس جادول  بيترت نيبد

باه   رهاا يمتغ ريتااث  بيترت نيها اشتخا  شد. بد اشجام و غلظت

مشاخص   دياسا  کيا کوج ديا در تول يخط ريغ اي يشک  خط

 .گردد يم
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 ريا اساس مادل ز  بر Plackett-Burman  يآزما طرح

 .استوار است
                                      ∑    

 

 و يخط بيظر βi ثابت مدل و β0 پاسخ و Y مدل نيا در

 Xiاثرات  يمدل امکان بررس نياست. در ا ريمتغ ييسطح ابتدا

 يباارا وجااود شاادارد و صاارفاً رگااذاريتاث يمتقاباا  فاکتورهااا

بار پاساخ    رگاذار يمهام تاث  يفاکتورهاا  يابيو ارز يگر غربال

 جيشتاا  نياشگيو م ديبار تکرار گرد 3  يکاربرد دارد. هر آزما

 زيآشاال  يدر شظار گرفتاه شاد. باا بررسا      ييعنوان پاسخ شها هب

 کيا کوج ديا تول يمعناادار بارا   يفاکتورها رها،يتغم ونيرگرس

مورد استفاده قارار   RSM به روش يبعد يساز نهيبه يط دياس

 اشجااام شااده بااه روش  يزياار اساااس برشامااه گرفتنااد. باار

 Plackett-Burmanبه   يآزما 15در مجموع   يبه شرح ذ

 .ديگرد يفاکتورها طراح نياشتخا  بهتر منظور

 RSM  به روش دياس کيوجک ديتول يآمار يساز نهيبه

 دياس کيکوج ديرا بر تول يتوان اثرات اصل يروش م نيا با

 0شمود. طراحي مرکب مرکازي از   يابيرا ارز ديتول يبازده اي

 pH و (C3) دما ،(C2) پپتون ،(C1) متغير متتق  شام  گلوکز

(C4) تشکي  گرديد دياس کيکوج ديبراي تخمير در تول. 

ه صفر، مقاديري تعيين گرديد کاه  براي هر فاکتور شتبت ب 

 0ده از ايان  گاردد. باا اساتفا    ها مقادير کد شده اتلاق مي به آن

آزماااي  طراحااي گرديااد.  37ده، شاا سااطح کااد 2فاااکتور و 

هاي حاص  از آزماي  در معادله باا بررساي اثارات هار      داده

 .رديدفاکتور به تنهايي و اثرات متقاب  هر متغير پيشگويي گ
𝛾     ∑        ∑      

 
 ∑ ∑        

 
     

 
   

 
   

 
     

 دياسا  کيبيني شده )فعاليت کوج اين معادله پاسخ پي  در

    ثابات مادل     گاردد(،   ( بياان ماي  Uکه به شک  واحد )

 ات متقابا  اثار      اثرات مربع )هر متغير(     ضريب خطي

ي سااز  هتتند. از اين معادله براي بهينهو و... متغيرها     و   

. شاود  گذار بر پاسخ استفاده مي مقادير پارامترهاي متتق  تاثير

هاي سطح  گاشه و ترسيم پلات براي تعيين آشاليز رگرسيون چند

 Minitab 16افازار   شجاام آشااليز واريااش  از شارم    پاساخ و ا 

 .(1)جدول  داستفاده ش
 

با توليد کوجيک اسيد  درمتغيرهاي حقيقي  ومتغيرهاي کدشده . 1 جدول

   RSMطراحياستفاده از 

 فاکتور واحد -5 -1 7 +1 +5

57 12 17 2 7 % (w/v) گلوکز 

0 2 3 1 7 % (w/v) پپتون 

07 32 37 52 57 ˚C دما 

8 0 1 2 0  pH 

ز تعي ين  بدين منظور پ س ا 

اف زار( هم ين ش رايط     بهترين مقادير توليد ) ي پيشگويي ن رم 

حاص لد ب ا    جي ور تجربي مورد آزمايش قرار گرفت و نت ا  دب

 .قرار گرفت سديمورد مقا ييشگويپ جينتا

ص  ورت )انح  راف معي  ار(   دنت  ايج ب   

mean±SD  تکرار آزمايش ارائد ش د و آن اليز    3حداقل  ي

از نظ ر   >05/0Pانجام ش د. احتم ال    t-testون آماري با آزم

 .[11]دار تلقي گرديد  آماري معنا

 

 نتايج
 ويدر اين پژوهش جداسازي و شناس ايي س ويد مول دآنز   

 قرار گرفتد است. مورد بررسي دياس کيکوج

دس تد   2توان بد  دست آمده در اين پژوهش را مي بد نتايج

 کلي تقسيو کرد:

 .

 ي گون د  ييروز، شناس ا  14 يه ا      نموند ونياز انکوباس بعد

 ياختصاص     يه    ا طيمح     در لوسيق    ارچ آس    پرژ

 (CY20s, CYA25° C, CYA37° C, MEA و CZ)  ب ا 

از مطالع  ات  شي. پ  ک  الص ص  ورت گرف  ت  ديکم  ک اس  لا

( mmمت ر   يل  يبر حسب م، بد کمک خط کش )يکروسکوپيم

از  .شد يريگ ندازها يکشت اختصاص طيمح 5در  ها يکلن زيسا

 يه ا  تي. پلاستفاده شد قيدق يريگ جهت اندازه تيپل يدو سر

. در هر تک يکلن يحاو يها تيو پل ييتا چند يها يکلن يحاو
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مد نظر است  يمشخص يبند زيسا ياختصاص يها طيکدام از مح

 يها گوند ريز نييها و با مراجعد بد جدول تع کد با توجد بد آن

شده  ييشناسا ي . گوندديانجام گرد يياعمل شناس لوسيآسپرژ

 يجداساز ي نشان داد کد گوند جي. نتانامبرده شده است ريدر ز

 ياز نظر ماکروسکوپاست.  sp. Aspergillus شده مربوط بد

مشاهده  يخاکستر يبوده کد بد رنگ سبز آب يکرک يکلن يدار

 اراه ب هو وميسليم ياراد يکروسکوپياز نظر م نيچن شود. هو يم

 وفور،يدي  کون ياس ت ک د ب ر رو    فوريدي  کون ،يعرض   وارهيد

 يرو 3/1-3/2گرد قرار گرفتد است،  اًيبو تقر دهيکش کوليوز

 گماياستر يقرار دارد و بر رو يفيرد کي يگماياستر کوليوز

وج د   نيت ر  توان د از مه و   يعلائو م نيکد ا قرار دارد. يديکون

 لوسيآس پرژ  يها گوند ديووس از بقفلا لوسيآسپرژ صيتشخ

گوند قارچ با اس تفاده از   ييشناسا نيچن (. هو2و1باشد )شکل

 Easyplex Real-timeيص  يتشخ تي  ب ا ک  يروش مولکول

Multiplex PCR اف زار دس تگاه   با ن رم  جينتا زيپس از آنال ،

 داده شد. صيتشخفلاووس  لوسيآسپرژ قارچ

Plackett-Burman

 ياب زار اس ت ب را    Plackett-Burman شيآزما ي راح

مختل ف را ب د عن وان اج زا      ياث ر فاکتوره ا   عيس ر  يابيدست

 يبررس   دياس   کي  کوج دي  کشت در تول طيدهنده مح ليتشک

روش ترکيبي رابط د   نيا فاکتورهاي مورد بررسي در .دينما يم

 (.2داري با توليد آنزيو داشتند )جدول  معني

 

 Burmanآزمايش  راحي ش ده ب د روش   12اساس  بر

Placket فروکت  وز، س  اکاروز، گل  وکز، لاکت  وز،  ده پ  ارامتر(

و  وميآمون ديکلر وم،يمالتوز، عصاره مخمر، پپتون، سولفات آمون

 رسي قرار گرفتند.اوره(  مورد بر

 بررس  ي نتيج  د نش  ان داد فعالي  ت آن  زيو در مح  دوده  

 g/l)  )298-5 .واحد متغير است 

 فلاووس شموشه هاي ميکروسکوپي قارچ آسپرژيلوس .1شک  

 
 A:1500X; B:2000X: C:3000Xبزرگنمايي  فلاووس با شموشه قارچ آسپرژيلوس الکتروشي تصاويرميکروسکوپ .5شک  

C A B 
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 کوجيک اسيدمتغير حقيقي با فعاليت حاصلد در توليد ده براي  Burman  Plackett ي  راح. 2 جدول

 شماره آزمايش % فروکتوز ساکاروز% گلوکز% لاکتوز% مالتوز% مخمر% عصاره پپتون% سولفات آمونيوم% کلريد آمونيوم% اوره% (g/l)کوجيک اسيد 

29/8 1/0 5/0 5/0 1/0 5/0 10 10 5 5 5 1 

6/817 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 5 5 5 5 5 2 

5/567 5/0 1/0 5/0 5/0 1/0 10 10 10 5 5 3 

3/385 5/0 1/0 5/0 5/0 5/0 5 5 5 10 5 4 

3/2 5/0 1/0 1/0 1/0 5/0 5 10 10 5 10 5 

26/049 5/0 5/0 5/0 1/0 1/0 5 10 5 10 10 6 

4/759 1/0 1/0 1/0 5/0 1/0 10 10 5 10 10 1 

4/811 1/0 1/0 5/0 1/0 5/0 10 5 10 10 10 8 

3/456 5/0 5/0 1/0 5/0 5/0 10 5 5 5 10 9 

0/5 1/0 5/0 1/0 5/0 5/0 5 10 10 10 5 10 

0/10 1/0 5/0 5/0 5/0 1/0 5 5 10 5 10 11 

7/358 5/0 5/0 1/0 1/0 1/0 10 5 10 10 5 12 

 

دار نبودند، معادلد براي توليد  از متغيرهايي کد معنا صرفنظر

 شود: صورت زير نوشتد مي دآنزيو ب
Y=7/97-4/39X1+3/67X2-03X3+3/63X4+3/24X5 

 (X1= گلوکز , X2=لاکتوز , X3 پپتون=  , X4 سولفات آمونيوم=  ,X5 

 (کلريد آمونيوم= 

س ازي   محاسبد ش ده در مرحل د بهين د    tاساس مقادير  بر

 کارگرفتد شدند. دب RSMوکز وپپتون بد روش گل

پ ارامتر   10مربوط بد  t-value رگرسيون ضرائب و آناليز

( ک د از ب ين پارامتره اي    3مورد بررس ي نش ان داد )ج دول    

 پپت ون بهت رين منب ع ک ربن و     مختلف مورد آزمايش گلوکز و

 (.  >05/0P) باشند يم تروزنين

ور انج ام ش د.    تحقيق بد روش تخمير در بستر غو  د اين 

س ازي ب د روش س ط      ايج حاکي از اين بود کد   ي بهين د  نت

 30اساس  دار بود. بر ور معنا غو دپاسخ، نتايج تخمير در بستر 

سازي  چهار فاکتور بهيند RSM آزمايش  راحي شده بد روش

 مورد بررسي قرار گرفت.

RSM گذار  رد آماري است کد فاکتورهاي تاثيريک رويک

صورت منفرد و متقابل شامل درجد حرارت انکوباس يون،   درا ب

pH م ورد   دياس   کي  ، گلوکز و ميزان پپتون براي تولي د کوج

 (.4دهد )جدول  بررسي قرار مي

 ور تجربي نش ان   داي ضريب رگرسيون ب جملد معادلد چند

 ره ا يمتغ ( وY) دياس   کي  دهد کد بين فعاليت آن زيو کوج  مي

 دار وجود دارد.  ارتباط معني
Y=33/97+3C2-0/63C3+3/6C4-2/21C12-

3/04C22-4/75C32-5/35C42-1/61C1C3+0/9C2C4 

 (C1=  ,گلوکزC2 ,پپتون =C3 ,دما =C4= pH ) 

اشطباق بين مقدار تجربي و مقدار پي  بيني شده در توليد کوجيک  .3شک 

 اسيد

 

ابت کرد ک د پپت ون، دم ا و    ( ثANOVA) انسيوار زيآنال

pH صورت منفرد، گلوکز، پپتون، دما و  دبpH صورت مرب ع   دب

 ريصورت متقاب ل ت اث   دب pHپپتون و  نيچن و گلوکزو دما و هو

(. >05/0Pدارن د )  دياس   کي  کوج ويآن ز  ديدر تول يمعنادار

R
2
=0.994 
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% و 10در غلظ ت گل وکز    دياس   کيکوج ديتول زانيحداکثر م

   34/605 زاني  ب  د م pH=6و  C˚ 30 ي% در دم  ا3 نپپت  و

 نيانطب ا  ب    زاني  م 3ش کل  نيچن (. هو5مشاهده شد )جدول

 دراياس   کيکوج ديشده در تول ينيب شيو مقدار پ يمقدار تجرب

 .دهد ينشان م

 

 Plackett-Burman انتخاب منابع کربن و ازت با روش  راحي براي  (ANOVA) نتايج آناليز واريانس . 3 جدول

 منبع مجموع مربعات درجد آزادي نگين مربعاتميا P  F مقدار

 ثابت 1013 10 39/101 49/125 0289/0

0149/0 61/11 01/10 1  فروکتوز 01/10

 ساکاروز 40/0 1 40/0 85/2 3406/0

 گلوکز 11/230 1 11/230 25/1651 0115/0

 لاکتوز 63/161 1 63/161 58/1165 0118/0

 زمالتو 18/20 1 18/20 13/148 0521/0

 رعصاره مخم 60/2 1 60/2 64/18 1449/0

 پپتون 16/303 1 16/303 58/2113 131/0

 سولفات آمونيوم 90/151 1 90/151 84/1129 0189/0

 کلريد آمونيوم 65/125 1 65/125 12/899 0212/0

 اوره 38/0 1 38/0 12/2 3411/0

 
 

 يدتوليد کوجيک اس دربراي متغيرهاي حقيقي    RSM راحي .4جدول 

 کوجيک اسيد 

(g/l) 
pH 

 دما
(˚C) 

 % پپتون

(w/v) 

 % گلوکز

(w/v) 

شماره 

 آزمايش

412/20 1 25 1 15 1 

59/33 6 30 3 10 2 

44/5 4 30 3 10 3 

94/11 5 35 1 15 4 

355/26 1 25 5 5 5 

09/13 6 40 3 10 6 

15/26 1 35 5 5 1 

15/14 5 25 5 5 8 

93/19 8 30 3 10 9 

815/25 6 30 3 20 10 

35/11 1 35 1 15 11 

215/20 1 35 1 5 12 

115/11 6 20 3 10 13 

105/18 5 35 5 5 14 

45/33 6 30 3 10 15 

 کوجيک اسيد 

(g/l) 
pH 

 دما
(˚C) 

 % پپتون

(w/v) 

 % گلوکز

(w/v) 

شماره 

 آزمايش

64/24 6 30 3 0 16 

8/9 5 25 5 15 11 

655/11 5 25 1 5 18 

03/15 5 30 5 15 19 

13/28 1 25 5 15 20 

655/15 1 25 1 5 21 

25/15 6 30 0 10 22 

605/34 6 30 3 10 23 

602/34 6 30 3 10 24 

21/13 5 30 1 5 25 

605/28 6 30 1 10 26 

45/33 6 30 3 10 21 

33/15 5 25 1 15 28 

965/22 1 35 5 15 29 

13/24 6 30 3 10 30 
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براي مدل مربع سط  پاسخ در توليد  (ANOVA)  آناليز واريانس. 5جدول
 کوجيک اسيد

 منبع ضريب درجد آزادي Pمقدار 

 مدل 9/1932 14 0001/0

 خطي   

 گلوکز 16/2 1 1024/0

 پپتون 59/216 1 0001/0

 دما 45/9 1 0024/0

0001/0 1 05/311 pH 

 مربع  1 

 گلوکز× گلوکز 56/133 1 0001/0

 پپتون×پپتون 34/253 1 0001/0

 دما× دما 65/611 1 0001/0

0001/0 1 00/158 pH× pH 

 متقابل  1 

 پپتون× گلوکز 81/0 1 3035/0

 دما× گلوکز 48/41 1 0001/0

 pH ×گلوکز 95/0 1 2651/0

 دما× پپتون 69/2 1 0114/0

 pH ×پپتون 91/12 1 0001/0

 pH ×دما 025/0 1 5842/0

1158/0 10 20/9 Lack of fit 

 جمع 1944 29 

 45/99% R2= 93/98% R2.adj=  

 

و پپت ون در تولي  د   گل وکز  زاني   راح ي ت اثير متقاب ل م   

در  راحي  دياس کيدهد کد توليد کوج نشان مي دياس کيکوج

درج د   30دم ا   و pH=6سط  پاسخ در صورتي ک د مي زان   

صد پپتون گلوکز در مقابل در زانيم شيباشد با افزا گراد يسانت

 اهشک   دي  بد نقطد ح داکثر تول  دنيرس پس از و شيافزا ابتدا

ب د   دياس   کيکوج ديتول زانيدرصد پپتون م شيافزا با .ابدي يم

 ديتول زانيپس از آن م و شيتا حدود چهار درصد افزا جيتدر

 راحي تاثير  (.4)شکل   ابدي يکاهش م جيبد تدر دياس کيکوج

نش ان   دياس کيدما در توليد کوج زانيگلوکز و م زانيمتقابل م

در  راحي س ط  پاس خ    دياس کيکوج ويدهد کد توليد آنز مي

باشد با   pH=6و ميزان  %3در صورتي کد ميزان درصد پپتون 

 دياس   کيتوليد کوج زانيم %10درصد گلوکز تاحدود  شيافزا

ب د نقط د ح داکثر ب د      دنيبا رس   نو پس از آ ابدي يم شيافزا

 شيک د ب ا اف زا    يحال شود در يکاستد م ديولت زانياز م جيتدر

 دي  تول شيباع   اف زا   گ راد  يدرج د س انت    30دما تا  زانيم

 دياس   کيکوج ديدما تول شيپس از آن با افزا و دياس کيکوج

 (.5)شکل  ابدي يکاهش م يتند بيبا ش

در تولي د   pH زاني  گل وکز و م  زاني راحي تاثير متقابل م

در  راحي  دياس کيليد کوجدهد کد تو نشان مي دياس کيکوج

  30و دم ا   %3صورتي کد ميزان درصد پپت ون  سط  پاسخ در 

 درصد گلوکز با زانيمحدوده از م هر باشد در گراد يدرجد سانت

 از پس و افتدي شيافزا دياس کيتوليد کوج زانيم pH شيافزا

درص د   شياف زا  زاني  م pH=6 در يبد نقطد ح داکثر  دنيرس

داشت  نخواهد دياس کيکوج ديتول در يريچشمگ ريگلوکز تاث

 (.6)شکل 

دم ا در تولي د    زاني  پپت ون و م  زاني راحي تاثير متقابل م

در  راحي  دياس کيدهد کد توليد کوج نشان مي دياس کيکوج

و مي زان   %10ورتي کد ميزان درصد گل وکز  سط  پاسخ در ص

pH=6 در مقاب ل  % 4ح دود   درصد پپتون تا شيافزا باشد. با

 بت دا ا گ راد  يدرج د س انت   30 زانيم حرارت تا درجد شيافزا

ب د نقط د    دنيرس و پس از ابدي يم شيافزا دياس کيتوليد کوج

 يتند بيش با دياس کيتوليد کوج زانيدما م شيحداکثر با افزا

پپتون ک اهش   درصد زانيم شيمقابل با افزا . درابدي يکاهش م

 (.1شود )شکل  يمشاهده م جيتدر دب دياس کيتوليد کوج

در تولي د   pH زاني  پپت ون و م  زانيراحي تاثير متقابل م 

در  دياس   کي  کوج ويدهد کد توليد آنز نشان مي دياس کيکوج

و  %10ورتي کد ميزان درصد گلوکز  راحي سط  پاسخ در ص

درصد  زانيمحدوده از م هر در باشد گراد يدرجد سانت 30دما 

 و افتدي شيافزا دياس کيتوليد کوج زانيم pH شيپپتون با افزا

 شياف زا  زاني  م pH=6در  يبد نقطد ح داکثر  دنيرس پس از

 دي  تول در يري، ت اث %6 کي  نزد زاني  م ب ا  يدرصد پپتون حت  

 (.8داشت )شکل  نخواهد دياس کيکوج

در تولي د   pH زاني  دم ا و م  زاني   راحي تاثير متقاب ل م 

در  راحي  دياس کيدهد کد توليد کوج نشان مي دياس کيکوج

و مق دار پپت ون    %10ي کد ميزان گل وکز  در صورت سط  پاسخ

 زانيم ابتدا pH شيمقابل افزا ميزان دما در شيباشد با افزا 3%
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ح داکثر   نقطدبد  دنيپس از رس و شيافرا دياس کيکوج ديتول

 دو از کي   ه ر  يکاهش ب د ازا  و شيافزا نيا .ابدي يکاهش م

 (.9دهد )شکل يمتناسب رخ م  ور دب يبررس مورد رييمتغ

معادل د رگرس يون    اس اس  ب ر 

دست آمده، بهيند س طو  متغيره اي م ورد آزم ايش ب راي       دب

 Minitab 16 اف زار آم اري   وسيلد ن رم  دب ويحداکثر توليد آنز

وس يلد   دبيني شامل ميزان انطبا  مدل ب بيني شد. اين پيش پيش

 ( است.  تعيين ضريب )

  ي   تولي د  منظ ور پ س از تعي ين بهت رين مق ادير      بدين

 9/29%، دم ا  31/4، پپتون %11/8)گلوکز  افزار پيشگويي نرم

 کي  کوج دي  تول زانيبوده کد م pH=6.75و  گراد يدرجد سانت

 ني  ب ر اس اس ا   يش  يخواهد ب ود(. ل ذا آزما   g⁄l 6/34 دياس

 g/l  4/34دياس   کي  کوج دي  تول زاني  انجام شد و م شنهاديپ

 .ديحاصل گرد

 ب  ميزان گلوکزو پپتون در توليد کوجيک اسيدطراحي تاثير متقا. 0شک  

 طراحي تاثير متقاب  ميزان گلوکز و ميزان دما در توليد کوجيک اسيد .2شک  
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 در توليد کوجيک اسيد pHطراحي تاثير متقاب  ميزان گلوکز و ميزان  .1شک  

  طراحي تاثير متقاب  ميزان پپتون و ميزان دما در توليد کوجيک اسيد. 0شک  

 

 در توليد کوجيک اسيد pHطراحي تاثير متقاب  ميزان پپتون و ميزان . 8شک  
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 در توليد کوجيک اسيد pHو ميزان  دماطراحي تاثير متقاب  ميزان  . 9 شک 

 گيريبحث و نتيجه
ممک ن اس ت ب د     يمختلف   يمنابع کربن   کد نيبا توجد بد ا

کز، عنوان منبع ک ربن ش امل نشاس تد، س اکارز، م التوز، گل و      

استات،  تول،يسورب نوز،يآراب لوز،يفروکتوز، مانوز، گالاکتوز، گز

اس تفاده ش وند    دياس کيکوج ريتخم يو برا سرولياتانول، گل

مانن د   ،ي  ولان  رهي  با زنج يها ديساکار يتوان گفت کد پل يم

در  دياس کيکوج ريتخم يبرا رينشاستد، بد عنوان منبع کربن فق

( S33-2ف لاووس )  لوسيس پرژ شوند. گون د آ  ينظر گرفتد  م

س ط  قاب ل    دي  قادر ب د رش د در نشاس تد پخت د ش ده و تول     

 دي  تول زاني  م ک د  ي  ور  دباشد. ب يم دياس کيکوج يا ملاحظد

با اس تفاده از   ريخمگرم نشاستد در ت/دياس کيگرم کوج 0/25

بد دست آمد. غلظت گلوکز ب د   ينشاستد ذرت در مطالعات قبل

 دي  تول ب ر  يادي  ز زاني  توان د ب د م   يم   زيعنوان منبع کربن، ن

در  1961در س ال   Kitadaباش د.   گ ذار  ريتاث دياس کيکوج

ت ا   25خود نشان داد کد غلظت گلوکز در ح دود   يها يبررس

 دي  توان د در تول  يم   A. oryzaeتوس ط   ت ر يگ رم در ل  150

 در سال El-Aasar نيچن هو [1] باشد. يموثر م دياس کيکوج

ب ا   دياس  کيکوج ديتول زانيم نيرت شيگزارش داد کد ب 2006

 60ک د   يهنگام ريدر تخم دياس کيکوج g 43/0حدود  بازده

م لاس   ت ر يلگرم/ 60ساکارز و  تريلگرم/ 40گلوکز،  تري/لگرم

  [.4]بد دست آمده است  ودچغندر بد کار گرفتد ش

ک رد   عمل نيتر شيانجام شده در مطالعات ب يها يبررس در

ستفاده از گل وکز ب د عن وان منب ع     با ا ريدر تخم دياس کيکوج

کربن ب د دس ت آم ده ب ود، پ س از آن س اکارز و فروکت وز        

مش اهده ش ده در    دي  تول زاني  رشد را دارا بودند. م نيتر شيب

بر گرم قند بوده ک د از   دياس کيگرم کوج 6/0-5/0محدوده 

ب د   دياس   کي  کننده کوج ديمختلف تول يها توسط گوند ريتخم

منب ع   کيگلوکز ند تنها بد عنوان  ن،يابرا. بن[5]دست آمده بود 

 شي، بلکد بد عن وان پ   سويکروارگانيم يرشد سلول يکربن برا

در  Chenگ ردد.   ياستفاده م زين دياس کيسنتز کوج يماده برا

ت ر ک ربن    مناسب بعمن کيگزارش داد کد ساکارز  1991سال 

 .A توس ط  دياس   کي  کوج دي  تول ينس بت ب د گل وکز ب را    

candidus کي  گرم کوج 5/0 ديتول زانيشد کد در آن مبا يم 

دس ت   ب د با استفاده از س اکارز   ريتخم يگرم ساکارز برا/دياس

 کرد ب د دس ت آم ده از قن د گل وکز      با عمل سديآمد کد در مقا

ح دود دو براب ر    ديلگرم گلوکز( تو/دياس کيگرم کوج 25/0)

و  قيتحق نيحاصلد در ا جي. بر  بق نتا[18]بوده است  تر شيب

 Burmanروش ده ب د  اس تفاده از آزم ايش  راح ي ش      ب ا 

Placket فروکتوز، س اکاروز، گل وکز،    يقندها نيب سديدر مقا

لاکتوز، مالتوز مورد بررسي بد عنوان منب ع ک ربن، گل وکز ب د     

توس ط   دياس   کيکوج ديتول رمنبع کربن د نيتر عنوان مناسب

 شده در نظر گرفتد شد. زولديا لوسيقارچ آسپرژ
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Kitada  گ زارش دادن د ک د     1961همکاران در س ال  و

 يآل   ريغ تروژنيبهتر از منابع ن يبد  ور کل يآل تروژنيمنابع ن

 ق،ي  تحق ني  در ا [.1] ن د ينما يعمل م دياس کيکوج ريدر تخم

 دي  کلر وم،ي  عصاره مخم ر، پپت ون، س ولفات آمون    يفاکتورها

با اس تفاده از آزم ايش    تروژنيو اوره بد عنوان منبع ن وميآمون

مورد بررسي ق رار   Burman Placket راحي شده بد روش 

 نيت ر  حاصلد پپتون ب د عن وان مناس ب    جيگرفت و بر  بق نتا

 لوسيتوسط قارچ آسپرژ دياس کيکوج ديدر تول تروژنيمنبع ن

عل ت اس ت ک د     ني  ب د ا  ني  شده در نظر گرفتد شد. ا زولديا

ن مخمر ممک ارهمانند پپتون و عص يآل تروژنيکمپلکس منابع ن

 شيپ کيتواند بد عنوان  يباشد، کد م ييها نيتاميو ياست حاو

از  يبرخ   ن،يچن . هوديعمل نما دياس کيکوج ديتول يماده برا

مناس ب ب وده، در    يبافر ستويس کي يدارا يآل تروژنيمنابع ن

قابل  زانيبد م اک،يمانند آمون ،يآل ريغ تروژنيکد منابع ن يحال

ش وند.   ي+ مNH4 ذبدر هنگام ج pH باع  کاهش يتوجه

pH ري  در  ول تخم دياس کيممکن است در سنتز کوج نييپا 

عص اره   يباع  مهار رش د آن ش ود. در م وارد   موثر بوده و 

 کي  کوج ديتول يمطلوب برا يآل تروژنيمخمر بد عنوان منبع ن

گزارش شده است.  polypeptoneبا پپتون و  سديدر مقا دياس

و  Couplandو  1961و همک  اران  Kitadaح  ال،  ني  ب  ا ا

Niehaus  کردند کد پپتون بهتر از عص اره   انيب 1981در سال

. [19،1] دي  نما يعم ل م    دياس   کيکوج دياس ديمخمر در تول

ه  ا و  نيت  اميو لي  مه  و رش  د از قب  يحض  ور فاکتوره  ا 

oligoelements را در  ينقش مهم   تروژن،يدر منابع خاص ن

و  Coupland جيکنند. نت ا  يم فايا دياس کيکوج ديتول شيافزا

Niehaus  نش  ان داد ک  د اف  زودن 1981در س  ال mM 10 

 2 يکش  ت ح  او طيب  د مح   نيريس  يس  ولفات و گل ومي  آمون

ش ود. از   يم دياس کيپپتون باع  سرکوب سنتز کوج تريلگرم/

 يب الا  دي  تول    1992در سال  Rhee و Kwak گر،يد يسو

 تروژنيناز منابع  ي، با استفاده از مخلو (g/l83) دياس کيکوج

(g/l 5/0 )   عص        اره مخم        رg/l15/0+  

NH4)2SO4)  نيچن   . ه و [11]( گزارش دادن د Megalla  و

عصاره  g/l 1از منابع ازت ) يمخلو  1981همکاران در سال 

ک رد   ک رده و عم ل   سولفات( استفاده وميآمون g/l  2مخمر +  

 لوسيتوسط آس پرژ  (g/l 25) دياس کيکوج يبالا نسبتاً ديتول

.  بق مطالع ات انج ام ش ده،    [20]ارش نمودند ا گزفلاووس ر

 گلوکز ب د عن وان منب ع ک ربن و     g/l 100 يکشت حاو طيمح

 اي  و  g/l 5/0-5/2غلظت عصاره مخمر در محدوده غلظ ت  

بد عنوان منبع ازت بد   ور معم ول    g/l 1-5پپتون در غلظت 

اس تفاده   لوسيآسپرژ ياه توسط گوند دياس کيکوج ريدر تخم

 اي  از عص اره مخم ر    يتوجد بد وجود غلظت بالا شود. با يم

 دياس   کيبد کوج ليقادر بد تبد کشت، گلوکز طيپپتون در مح

 تيشود. مح دود  يها استفاده م رشد سلول يبرا نينبوده بنابرا

بد منظور محدود ک ردن رش د ب د     ازيمورد ن تروژنين نيدر تام

 ليتب د  دياس   کي  بتوان بد کوج ار يتر شيکد گلوکز ب ي ور

 کي  کوج دياس نديبه ديگلوکز، تول g/l 100نمود. با استفاده از 

 پپتون بد دست آمد. g/l 2( و g/l 3/0 NH4) 2SO4  در

بد منظ ور مح دود    طيمح تروژنيمحدود کردن ن ن،يبنابرا 

 ياز ح د  شيکد گلوکز ب   ياست، بد  ور يکردن رشد ضرور

و  دياس کيتواند بد کوج ياست م دهمان يکشت باق طيکد در مح

 .[20]شود  ليقارچ تبد يها م رشد سلولعد

 کي  کوج دي  موثر در تول يطيدر مورد عوامل مح نيچن هو

کش ت   طيمح   pHاثر  يمطالعات انجام شده رو تر شيب د،ياس

کشت  طيمح دياول pHبر اساس  دياس کيکوج ديبر رشد و تول

 دي  تول يرو دي  اول pH اث رات . [21،22]شده است  يزير ديپا

و  Lin لديب  د وس   A. parasiticusتوس  ط  دياس   کي  کوج

همکارانش مطالعد شد کد از عص اره مخم ر ب د عن وان منب ع      

 نديبه pHگزارش دادند کد  ني. محقق[21]استفاده شد  تروژنين

و  Katagiri. [23]ب ود   2/6و  5/4 دياس کيکوج ديتول يبرا

Kitahara ک د   افتنديدرpH رش د  يب را  5 زاني  ب د م  دي  اول 

 A. oryzae کي  طلوب بود اما م pH 4/2 زاني  ب د م  دي  اول 

 ني  ب وده ک د ا   ازي  م ورد ن  دياس   کيسنتز کوج شيافزا يبرا

 دي  تول يب را  ن د يبه pHموض وع اس ت ک د     نيا ي دهنده نشان

 نيکننده ا ديتول يها ديرشد سو يبرا نديبه pHبا  دياس کيکوج

 زاني  م انگريب قيتحق نيحاصل از ا جديمتفاوت است و نت دياس

pH ق ارچ   لديب د وس    دياس   کي  کوج ديدر تول 15/6د حدو
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 ب ر  گ ر ي. از   رف د [24]باش د   يشده م   زولديا لوسيپرژآس

 يب را  pH نيو همکارانش، بهت ر  El-Aasar قاتياساس تحق

باش د   يم A. parasiticus، pH5توسط  دياس کيکوج ديتول

ان واع ک ربن و    بد دياس کيکوج يبرا نديبه pH نيچن هو [16]

مه و اس ت.    اريبس   دارد ياس تفاده ش ده بس تگ   کد  يتروژنين

Kitada گلوکز  بيکد ترک يو همکارانش مشخص کردند زمان

عص اره   اي  پپت ون   نيچن   و ساکاروز بد عنوان منبع کربن و هو

م ورد   دياس   کيکوج ديتول يبرا تروژنيمخمر بد عنوان منبع ن

بود. از  4-5 زانيبد م طيمح نيا نديبه pHاستفاده قرار گرفتند 

 ت روژن ين عب د عن وان منب     ومي  آمون ت رات ين يوقت گريرف د 

 08/4ب د   دياس   نيا ديتول مويماکز يبرا نديبه pHاستفاده شد 

و همکارانش منتشر کردند ک د   Tatsumiعلاوه  د. ب[25] ديرس

 ن د يبه pHدر  A. flavusتوسط  دياس کيکوج ديتول مويماکز

وان منب ع  کد از استات بد عن   يزمان رديگ يم صورت 1–6 نيب

ب د ص ورت    دياس کيکوج د. کاربر[26]شود  يکربن استفاده م

استفاده از  يدر حال رشد و تقاضا برا عيصنا خصوصاً يصنعت

 يمختلف   ري  تخم يها کياست. اگرچد تکن شيآن در حال افزا

، ثابت شده تواند بد کار برده شود يم دياس کيکوج ديتول يبرا

 کيکوج ديرا در تول يازدهب زانيم نيور بالاتر غو د ريکد تخم

 ج د يت وان نت  يم   ياز خود نشان داده است. بد   ور کل    دياس

 تروژنيمنابع کربن و ن نيگرفت کد گلوکز و پپتون بد عنوان بهتر

ه ا   مختلف قارچ يها ديسو ي لديبد وس دياس کيکوج ديدر تول

بر  يمبن يگوند گزارش صيتاکنون ه گريد ياستفاده شوند. از سو

 ني  ا در داخل کشور ارائد نش ده اس ت و   دياس کيکوج ديتول

 .باشد يم يبوم يجداساز ديدر داخل کشور با سو قيتحق نياول
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Introduction: Kojic acid with the chemical structure of 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-ˠ-Piron is an 

organic acid that is biologically produced through aerobic fermentation process by using various substrates 

and via the function of variety of fungi. This study was aimed to study the optimization of Kojic acid 

production by Locally Isolated Fungi Aspergillus sp., using ‘Response Surface Methodology’.  

Materials and Methods: Kojic acid was produced by fermentation of isolated strain of genus 

Aspergillus in submerged culture medium. Initial investigation in Kojic acid  production process was 

performed via Plackett-Burman method and by using different nitrogen sources such as yeast extract, 

peptone, ammonium sulfate, ammonium chloride, urea as well as different carbon sources, including 

fructose, sucrose, glucose, lactose and maltose.  

Results: Based on our study, peptone and glucose were the most effective factors with carbon and 

nitrogen sources in production of kojic acid (P <0.05). The next step was production of 34.4g/L kojic acid 

by optimizing the effect of environmental factors such as temperature, pH, glucose and peptones, such as 

carbon and nitrogen sources, used in production of kojic acid and by employing ‘Response Surface 

Methodology’.  

Conclusion: Based on the results of this study, the maximum production of kojic acid can be achieved 

by using; glucose (% 8.71), peptone (37.4%), temperature (29.9 ° C) and adjusting pH to 6.75 in the 

production process. 
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