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 چکیده

آن به عمل آمده هاي زیادي براي کاهش هزینه تولید هاي تخمیري است و کوشش ترین فرآورده اسید سیتریک یکی از پرمصرف :سابقه و هدف
در  آسپرژیلوس نایجرمت، با یتولید اسید سیتریک از کاه گندم و باگاس نیشکر به عنوان سوبستراي ارزان ق  هدف این تحقیق مقایسه. است

اسپور،  ، رطوبت اولیۀ سوبسترا، غلظت اولیه قند، میزان تلقیح، سنpHهمچنین فاکتورهاي مؤثر بر تولید مانند . باشدتخمیر حالت جامد می
  .درصد متانول و منبع نیتروژن، دما، زمان تخمیر، نوع حلال و زمان اعمال بخار بررسی شدند

سوسپانسیون  گذاري و از آن گرمخانه C°30روز در دماي  5به مدت  PDAهاي ، در اسلنتPTCC 5010 آسپرژیلوس نایجر :هامواد و روش
پس از اتوکلاو سوبسترا، تلقیح و . رطوبت، قند و نیتروژن آن تنظیم شد ،pHسپس سوبستراي خشک توزین و . اسپوردار تهیه شد

جداسازي فاز مایع و جامد به کمک صافی و سانتریفوژ انجام  فروشویی شد وبا آب مقطر یا استون محیط کشت . گذاري انجام شد گرمخانه
  .گرفت
راندمان تولید بر مبناي مقدار . کیلوگرم کاه و باگاس نیشکر خشک به دست آمدگرم به ازاي  5/94و  47بیشترین تولید اسید سیتریک  :هایافته

دهی از کاه و باگاس به ترتیب به  بیشترین میزان بهره. درصد تعیین شد 97و  93قند قابل تخمیر کاه گندم و باگاس نیشکر به ترتیب برابر با 
  .لوگرم در روز رسیدیگرم بر ک 22/22و  21/11

پس از . کاه گندم و باگاس نیشکر سوبستراهاي مؤثر و اقتصادي در تولید اسید سیتریک هستند ایج این تحقیق نشان دادنت :گیري نتیجه
  .کشت تخمیر می توان به عنوان خوراك دام استفاده کردمحیط فروشویی اسید سیتریک و پاکسازيِ 

  آسپرژیلوس نایجراسید سیتریک، تخمیر حالت جامد، باگاس نیشکر، کاه گندم، تولید  :واژگان کلیدي

  مقدمه 
هـا  بیوتکنولوژي علم استفاده از قواي حیاتی ریزانـدامگان 

مانند اسـید سـیتریک   ) 1(در جهت تولید محصولات مختلف 
این اسید آلی به طـور طبیعـی در گیاهـان و جـانوران     . است

هـا  و باکتريها، مخمرها وجود دارد و توسط بسیاري از کپک
اولین بار اسید سیتریک توسط شیل از آبلیمو . شود تولید می
و   Grimouxبه صورت کریسـتال جـدا شـده،    1784در سال 

Adam  1880از گلیســرول در ســال را تولیــد شــیمیایی آن 
بر پایۀ  آسپرژیلوس نایجرانجام دادند و تولید تخمیري توسط 

صورت پذیرفت و امروزه نیز  1917در سال  Curryتحقیقات 
صـنعت  ). 2(شـود   این روش جهت تولید صنعتی استفاده می

هـاي   ترین صنایع فـرآورده  تولید اسید سیتریک یکی از عمده
ور، سطحی و حالت  تخمیري است و به سه روش کشت غوطه
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واژة بستر جامد براي محیطی بکـار  ). 3(شود  جامد تولید می
ندامگان بر روي مواد جامد فاقد مایع آزاد رشد رود که ریزا می

در حدود یک پنجم از تولیـد اسـید سـیتریک در    ). 4(نماید 
  ). 5(شود  کشور ژاپن به وسیله کشت حالت جامد حاصل می

با توجه به گستردگی مصرف اسـید سـیتریک در صـنایع    
کنندگان این محصول  مختلف و رقابت شدیدي که بین تولید

هـاي زیـادي در   دنیـا وجـود دارد، کوشـش   در نقاط مختلف 
در . هاي تولید به عمل آمـده اسـت   جهت پایین آوردن هزینه

این ارتباط مطالعات زیـادي بـه منظـور اسـتفاده از ضـایعات      
مختلف براي تولید اسید سیتریک صـورت گرفتـه اسـت کـه     

، )8(، تفالۀ انگور )3، 6، 7(توان به تفالۀ سیب  براي مثال می
، )11(، چـوب ذرت  )10(، ضـایعات قهـوه   )9(پوست کیـوي  

با توجه به ایـن کـه   . اشاره کرد) 13(و خزه ) 12(تفالۀ خرما 
 1920تولید صنعتی اسید سـیتریک در دنیـا تقریبـاً از دهـۀ     

شروع شده، ولی این اسید در کشـور تولیـد بسـیار نـاچیزي     
رغـم مـورد اسـتفادة فـراوان، دارد و هرسـاله واردات آن       علی

از . دهـد  دي از ارز مملکت را به خود اختصاص مـی مقادیر زیا
هاي اخیر اقتصـاد کشـور ایـران از لحـاظ     طرف دیگر در سال

تولید گندم به خودکفایی رسیده است و درصد بالایی از ایـن  
شود، همچنین باگاس  گیاه در صنعت به کاه گندم تبدیل می

شود و هـر  نیشکر نیز جزو ضایعات کارخانۀ قند محسوب می
  .راي نگهداري نیاز به فضاي بسیار زیادي دارنددو ب

متغیرهـاي  به فراوانی براي بررسـی  برمن  ـ  طراحی پلاکت
بــراي و بــه ویــژه )14(شــود  ه مــیاســتفادمــؤثر در فرآینــد 

اسـت  بیوتکنولوژي بسـیار مناسـب و پرکـاربرد    هاي  پژوهش
 کولتـوتریکم کوکــودز تولیــد اسـپورهاي  ماننـد فراینـد    )15(
، پلـی هیدروکسـی بـوتیرات    )17(سوکسـینیک  ، اسـید  )16(
 Nفـاکتور دو سـطحی در    Kاین طراحی براي مطالعه ). 18(

  .باشد می 4مضربی از  Nآزمایش مناسب است که در آن 
  ها مواد و روش 

 PTCC آسپرژیلوس نایجرریزاندامگان استفاده شده قارچ 

5010 )ATCC 9142 (هاي علمـی  بود که از سازمان پژوهش
هـاي  سوش مورد نظر در اسلنت. صنعتی ایران تهیه گردیدو 

روز  5، کشت داده شد و به مـدت  PDAحاوي محیط کشت 
گـذاري گردیـد و    گـراد گرمخانـه  درجـه سـانتی   30در دماي 

. گراد نگهداري شـد درجه سانتی 4سپس در یخچال با دماي 
هـاي  به منظور جلوگیري از کاهش فعالیت سوش و آلـودگی 

هـاي جدیـدي از آن تهیـه    ماه یک بـار اسـلنت   احتمالی، هر
ــد ــاده نمــودن سوسپانســیون اســپوردار،  . گردی  8جهــت آم

روزه  6و یـا   4هـاي  لیتر آب مقطر اسـتریل بـه اسـلنت    میلی
افزوده شد و پس از جدا سازي اسـپورها توسـط لـوپ و رهـا     

هـا در آب، شـمارش اسـپورها بـا کمـک لام تومـا       نمودن آن
هاي مورد نظر تهیه گرفت و رقتتوسط میکروسکوپ صورت 

کاه گندم این تحقیق از یک مزرعـۀ گنـدم در منطقـۀ    . شدند
طالقان و باگاس نیشکر مورد استفاده از کارخانۀ تولیـد قنـد   

سایز ذرات . هفت تپه تهیه و در دماي محیط نگهداري شدند
-سانتی 1-7و  5/0-5/3کاه گندم و باگاس نیشکر به ترتیب 

متخلخل بودن محـیط کشـت بـه حـد      .متر تخمین زده شد
مناسب سبب نفوذ بهینـۀ اکسـیژن و دفـع مناسـب گرمـاي      

با کاهش سـایز ذرات،  ). 19(شود  تولیدي در حین تخمیر می
ــراي   فضــاي خــالی بــین ذرات کــم شــده و آمــادگی ذرات ب

یابد، در نتیجه کاهش انتقال اکسـیژن و   فشردگی افزایش می
تر شـدن انـدازة ذرات،   دهد و بـا بیش ـ  کربن رخ می اکسید دي

لذا به دلیـل  ). 7(رود  تر شده و تولید بالا می هوادهی مطلوب
جویی در مصرف انرژي و مـوارد ذکـر شـده، از آسـیاب      صرفه

  . کردن کاه گندم و باگاس نیشکر صرف نظر شد
گرم از سوبستراي کاملاً خشک شـده در   4: عملیات تخمیر

روي  pHز تنظیم لیتر ریخته شد و پس امیلی 250هاي ارلن
، )با افـزودن آب مقطـر  % (75یا % 65، رطوبت روي 5/5یا  4

% 4یـا   2و افـزودن  ) وزنـی /وزنی % (18یا  14قند اولیه روي 
ــی ( ــی/وزن ــروژن  ) وزن ــع نیت ــا  3و ) اوره(منب ــی % (4ی وزن
گراد به مدت درجه سانتی 121، در اتوکلاو با دماي )حجمی/

از خنـک شـدن، در   پـس  . دقیقه اسـتریل گردیـد   90یا  20
یـا   1×105هاي شرایط استریل سوسپانسیون اسپوري با رقت

. به هر ظرف تخمیـر تلقـیح شـد   ) اسپور/ لیتر میلی( 1×107
گـراد  درجه سـانتی  30یا  25هاي تخمیر شده در دماي ارلن

ها با دو کلیۀ کشت. گذاري شدند روز گرمخانه 5یا  4به مدت 
  .بار تکرار بررسی گردیدند

جداسازي اسید سیتریک از محیط، با افـزودن دو  : فروشویی
مرحله آب مقطر یـا یـک مرحلـه آب مقطـر و یـک مرحلـه       

زدن بـه   لیتر به محیط و هـم میلی 150هاي استون، در حجم
مدت نیم ساعت در هر مرحله و سپس جداسازي فاز مـایع و  

پـس از ایـن   . جامد به کمک صافی و سانتریفوژ انجام گرفـت 
میزان اسید سیتریک تولیدي و قند باقیماندة موجـود  مرحله 

میزان قند اولیه و باقیمانـده بـه   . گیري شد در فاز مایع اندازه
یزان اسـید  و م) DNS) (20(نیتروسالیسیلیک اسید  روش دي

) 21(انیدریـد اسـتیک    ـ سیتریک تولیدي بـه روش پیریـدین  
  .گیري شدند اندازه
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ــدازه  متــر pHز دســتگاه ا pHبــراي تعیــین : pHگیــري  ان
)Crison Instruments S.A.از  با اسـتفاده  )، بارسلونا، اسپانیا

  . آبی استفاده شد% 10محلول 
اولین قدم در این روش : برمن  - روش طراحی پلاکت 

داري روي تولید  تشخیص متغیرهایی است که بصورت معنی
به . تأثیرگذار هستند آسپرژیلوس نایجراسید سیتریک توسط 

و تولید اسید  آسپرژیلوس نایجرمنظور بیشینه کردن رشد 
ها بر اساس سیتریک توسط آن، فاکتورهاي مؤثر و سطوح آن

متغیرهاي ارزیابی شده . تحقیقات گذشته انتخاب شدند
شامل شرایط محیط کشت و فاکتورهاي محیطی در جدول 

برمن را براي   ـ طراحی پلاکت 2جدول . اند آورده شده 1
آزمایش به همراه یازده متغیر در دو سطح، نشان  12انجام 

دهندة سطح بالا و علامت نیز نشان  نشان+ علامت . دهد می
مرحله اول براي . باشد دهندة سطح پایین هر متغیر می

برمن، محاسبۀ ضریب براي هر یازده متغیر  ـ طراحی پلاکت
با داشتن دو مقدار  .سپس تخمین راندمان براي هرکدام است

گاه  بینی شده پاسخ، خطاي استاندارد و آن آزمایشی و پیش
براي هر  tبا محاسبه مقدار . آید خطاي تخمینی به دست می
 10جداول آمار با درجه آزادي  tمتغیر و مقایسه آن با مقدار 

به ترتیب برابر با  درصد 95و  90، 75و سطح اطمینان 

. شودر متغیر مشخص میاهمیت ه 81/1و  37/1، 69/0
برمن روي تولید  ـ شده براي طراحی پلاکتمحاسبات ذکر 

و از باگاس  4و  3اسید سیتریک از کاه گندم در جداول 
  .اند آمده 6و  5نیشکر در جداول 

 
متغیرهاي مؤثر در تولید اسید سیتریک از کاه گندم و . 1جدول 

  باگاس نیشکر

  )- (سطح پایین   (+)سطح بالا   متغیر
  w/w(  4  2(درصد منبع نیتروژن 

  v/w(  4  3(درصد متانول 
  20  90  )دقیقه(زمان اعمال بخار 
  w/w(  18  14(درصد قند اولیه 

  ºC(  30  25(دماي تخمیر 
  4  5  )روز(زمان تخمیر 

  آب  استون  حلال
PH 4  5/5  اولیه  

  spore/ml(  107  105(سایز تلقیح
  65  75  درصد رطوبت

  4  6  )روز(سن اسپور 

  
  

  
 متغیر در تولید اسید سیتریک 11برمن براي مطالعۀ   ـ طراحی پلاکت .2جدول 

K  J  I  H  G  F  E  D  C  B  A No  
-  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  1  
-  +  -  -  -  +  +  +  -  +  -  2  
+  -  -  -  +  +  +  -  +  -  -  3  
-  -  -  +  +  +  -  +  -  -  +  4  
-  -  +  +  +  -  +  -  -  +  -  5  
-  +  +  +  -  +  -  -  +  -  -  6  
+  +  +  -  +  -  -  +  -  -  -  7  
+  +  -  +  -  -  +  -  -  -  +  8  
+  -  +  -  -  +  -  -  -  +  +  9  
-  +  -  -  +  -  -  -  +  +  +  10  
+  -  -  +  -  -  -  +  +  +  -  11  
-  -  +  -  -  -  +  +  +  -  +  12  
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 هایافته  
دهی تجربی و  یسۀ بین راندمان و بهرهمقا 5و  3 هاي جدول
و  بینی شده در فرآیند تولید اسید سیتریک از کاه گندم پیش

 6و  4ول اجدهمچنین در . دهند را نشان می باگاس نیشکر
دهی تولید اسید سیتریک از  آنالیز واریانس راندمان و بهره

  .و باگاس نیشکر آورده شده است کاه گندم
دهند که سطح بالاي  نتایج این تحقیق نشان می :اثر متانول

، براي هـر دو سوبسـترا بـالاترین    )حجمی/وزنی % 4(متانول 
نماید و اثـر بیشـتري    دهی تولید را حاصل می راندمان و بهره

  .دهی نسبت به راندمان دارد روي بهره
شود  مشخص می 6و  4اول با توجه به جد :اثر رطوبت اولیه

دهی براي کاه و باگاس به ترتیـب   که بالاترین راندمان و بهره
  .شود حاصل می درصد 75و  65در رطوبت 

 5/5اولیۀ  pH دهد که نشان می 6و  4جداول  :اولیه pHاثر 
روي  pHاثـر  . باشـد  مـی  4تـر از   براي هر دو سوبسترا مناسب

بـا توجـه بـه ضـریب      دهی بیشتر از راندمان است، یعنی بهره
تغییـرات میـزان    pHمتغیر و محاسبات انجام شده، با تغییـر  

  . باشد دهی نسبت به تغییرات راندمان، قابل توجه میبهره

دماي تخمیـر مناسـب تولیـد اسـید      :اثر دما و زمان تخمیر
سیتریک در این تحقیق براي کاه و باگاس به ترتیب معـادل  

تخمیر نیـز بـراي هـر دو     گراد و زماندرجه سانتی 30و  25
تفـاوت زیـادي    6و  4البته طبق جـدول  . روز بود 5سوبسترا 

دهـی و رانـدمان تولیـد     بین میزان اثـر دو سـطح روي بهـره   
   .شود مشاهده نمی

بـراي تولیـد بیشـتر اسـید      :اثر سن اسپور و سایز تلقـیح 
 PTCC 5010 آسپرژیلوس نایجر سیتریک از هر دو سوبسترا،

 105روز رشـد کـرد و میـزان     6ه مـدت  ب PDAروي اسلنت 

اثـر  .از آن به محـیط کشـت تلقـیح شـد    ) لیترمیلی/اسپور (
قنـد در  غلظت مـؤثر  در صنایع تخمیري  :غلظت قند اولیه

قند محلول کاه . درصد باشد 14-22کشت جامد باید محیط 
 5/2و  4گندم و باگاس نیشکر استفاده شده به ترتیب برابر با 

تـر بودنـد، از    مقادیر از حد لازم پـایین  درصد بود و چون این
ملاس نیشکر براي بالا بردن قند اولیۀ محیط کشت اسـتفاده  

، غلظت قند اولیـۀ مناسـب   6و  4مطابق با نتایج جدول . شد
% 18براي تولید بیشینۀ اسید سیتریک براي هر دو سوبسترا، 

  .بود) وزنی/وزنی (
  

  
  بینی شده در فرآیند تولید اسید سیتریک از کاه گندم دهی تجربی و پیش مقایسۀ بین راندمان و بهره. 3جدول 

  )g/kg.day(دهی اسید سیتریک  بهره    )اسید/قند% (راندمان اسید سیتریک    شمارة آزمایش
  بینی شده پیش  تجربی          بینی شده پیش  تجربی        

1  
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  

10  
11  
12  

853/0  
135/0  
527/0  
042/0  
473/0  
095/0  
344/0  
930/0  
423/0  
470/0  
876/0  
696/0  

891/0  
177/0  
567/0  
083/0  
513/0  
137/0  
385/0  
483/0  
459/0  
511/0  
913/0  
735/0  

21/11  
24/3  
34/6  
09/1  
59/5  
54/2  
41/4  
71/3  
09/4  
09/4  
03/8  
71/3  

57/11  
64/3  
72/6  
48/1  
98/5  
94/2  
82/4  
68/0  
48/4  
48/4  
42/8  
10/4  
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همـان طـور کـه در     :اثر استفاده از استون در فروشویی
اثـر بیشـتري    ،آمده است، استون نسبت به آب 6و  4جداول 

  .داردروي فروشویی 
شـود   معلوم می 6و  4از جداول  :اثر افزودن منبع نیتروژن

که بیشترین میـزان تولیـد اسـید سـیتریک از کـاه گنـدم و       
اوره ) وزنی/وزنی % (4و % 2باگاس نیشکر به ترتیب با افزودن 

  به عنوان منبع نیتروژن، حاصل شده است

دقیقه  90در این تحقیق استفاده از  :اثر زمان اعمال بخار
اعمال بخار روي کاه گندم و باگاس نیشکر، بیشترین 

قرار ). 6و  4طبق جداول (دهی و راندمان را حاصل نمود  بهره
تواند به عنوان یک  گرفتن سوبسترا در معرض بخار می

تیمار فیزیکی عمل کند، به همین دلیل موجب افزایش  پیش
  .ه استتولید اسید سیتریک شد

  
  دهی تولید اسید سیتریک از کاه گندم آنالیز واریانس راندمان و بهره. 4جدول 

  (b)دهی اسید سیتریک  بهره    (a)راندمان اسید سیتریک     متغیر
  tمقدار   ضریب متغیر    tمقدار   ضریب متغیر

  %)w/w(منبع نیتروژن 
  )v/w(درصد متانول 

  )دقیقه(اعمال بخار زمان 
  %)w/w(قند اولیه 

  )ºC(دماي تخمیر 
  )روز(زمان تخمیر 

  نوع حلال
pH اولیه  

  )spore/ml(سایز تلقیح 
  (%)رطوبت اولیه 

  )روز(سن اسپور 

013/0 -  
010/0  
086/0  
057/0  
093/0 -  
020/0  
062/0  
032/0  
020/0 -  

196/0-462/1-  
060/0 -447/0  

097/0 -  
074/0  
641/0  
425/0  
694/0-  
149/0  
462/0  
238/0  
149/0 -  

  

01/0  
22/0  
78/1  
67/0  
56/0  
43/0  
54/1  
70/0  
09/0-  

19/1- 5/1 -  
88/0-93/0  

01/0  
21/0  
87/1  
71/0  
59/0  
45/0  
62/1  
74/0  
09/0-  

  

)a(  است 134/0و خطاي تخمینی برابر با  217/0، خطاي استاندارد برابر با 488/0میانگین راندمان تجربی برابر با.  
)b(  باشد می 95/0و خطاي تخمینی برابر با  85/10، خطاي استاندارد برابر با 83/4دهی تجربی برابر با  بهرهمیانگین.  

  

  بینی شده در فرآیند تولید اسید سیتریک از باگاس نیشکر دهی تجربی و پیش مقایسۀ بین راندمان و بهره .5جدول 

  راندمان اسید سیتریک  شمارة آزمایش
  )اسید/قند% (

  اسید سیتریکدهی  بهره  
)g/kg.day(  

  بینی شده پیش  تجربی  بینی شده پیش  تجربی
1  
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  

10  
11  
12  

930/0  
917/0  
710/0  
053/0  
605/0  
564/0  
310/0  
422/0  
971/0  
862/0  
896/0  
738/0  

984/0  
970/0  
764/0  
108/0  
660/0  
618/0  
366/0  
184/0 -  
024/1  
916/0  
950/0  
792/0  

22/22  
02/14  

59/8  
09/1  
84/4  
32/13  

82/5  
54/2  
03/8  
65/7  
78/11  

58/5  

94/22  
75/14  
32/9  
82/1  
60/5  
04/14  
56/6  
50/5  
74/8  
38/8  
52/12  
32/6  
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 ١٦٠

  دهی تولید اسید سیتریک از باگاس نیشکر آنالیز واریانس راندمان و بهره .6جدول 

  (b)دهی اسید سیتریک  بهره    (a)راندمان اسید سیتریک   متغیر
  tمقدار   ضریب متغیر  tمقدار   ضریب متغیر

  %)w/w(منبع نیتروژن 
  )v/w(درصد متانول 

  )دقیقه(زمان اعمال بخار 
  %)w/w(قند اولیه 

  )ºC(دماي تخمیر 
  )روز(زمان تخمیر 

  نوع حلال
pH اولیه  

  )spore/ml(سایز تلقیح 
  (%)رطوبت اولیه 

  )روز(سن اسپور 

022/0  
189/0  
161/0  
064/0  
020/0  
073/0  
103/0  
009/0  
023/0 -  
003/0  
227/0  

120/0  
038/1  
884/0  
351/0  
109/0  
401/0  
565/0  
049/0  
126/0-  
247/1  
016/0  

424/0 -  
162/2  
622/3  
215/2  
622/2  
060/1-  
944/2  
497/0  
869/0-  
264/0  
332/2  

381/0 -  
965/1  
292/3  
013/2  
383/2  
963/0-  
676/2  
451/0  
790/0 -  
240/0  
120/2  

)c(  است 182/0و خطاي تخمینی برابر با  399/0، خطاي استاندارد برابر با 664/0برابر با میانگین راندمان تجربی. 
  .باشد می 10/1و خطاي تخمینی برابر با  65/14، خطاي استاندارد برابر با 79/8دهی تجربی برابر با  میانگین بهره

  
  
  بحث  

استفاده از متانول به منظور افزایش تولید اسید سـیتریک  
توسـط   1953، اولین بـار در سـال   آسپرژیلوس نایجر توسط

Moyer  متانول نفوذپذیري دیواره سـلولی  ). 22(انجام گرفت
اثـر  . دهـد  را براي ترشح اسید سیتریک به خارج افزایش مـی 

لید اسید سیتریک به سطح رطوبت کـاربردي  متانول روي تو
، از طرف دیگر ایـن الکـل روي متابولیسـم    )23(بستگی دارد 

گذارد و چنانچـه بـیش از حـد انـدازه      میکروارگانیسم اثر می
افزوده شود، رشـد میکروارگانیسـم را تـا حـد زیـادي پـایین       

  ). 24(آورد  می
یکی از فاکتورهاي مهم و مؤثر در سیستم تخمیـر حالـت   

سـطح رطوبـت   ). 25(باشـد   جامد، رطوبت اولیۀ سوبسترا می
سوبسترا توسط ماهیت سوبسترا، نوع محصول نهـایی و نیـاز   

بالا رفتن رطوبـت بـیش از   ). 26(شود  ریزاندامگان تعیین می
حد سبب کاهش فضاي خالی بین ذرات و افت انتقـال جـرم   

، کاهش بیش از حـد رطوبـت نیـز موجـب     )27(شود  گاز می
  ).7(نتقال جرم و در نتیجه کاهش تولید خواهد شد کاهش ا

مناسـب بـراي رشـد     pHهاي موجود گسترة بنابر گزارش
هاي انجام شـده  بررسی). 4(باشد  می 4-5 آسپرژیلوس نایجر

و  2-5/2حدود  pHتوسط دانشمندان نشان داده است که در 
اســید تولیـد شــده اســید ســیتریک  % 95تقریبــاً  2کمتـر از  

بدلیل اکسید شدن اسید  pH، بعد از آن مقدار )28(باشد  می
  ).29(رود  سیتریک توسط ریزاندامگان بالا می

میزان تولید اسید سیتریک نسبت بـه دمـا و زمـان داراي    
یک حداکثر است، با عبور از نقطۀ حداکثر، رشد و اسپورزایی 

شود و درنتیجه نولید  شدید ریزاندامگان سبب توقف رشد می
در زمان تخمیر پیشنهاد یک مـدل  ). 30(آید  اسید پایین می

اي  براي رشد ریزاندامگان در بستر جامـد کـار چنـدان سـاده    
نیست، چراکه رشد در بستر جامد بیشتر شبیه رشـد محـیط   

آل  طبیعی است و مواد مغذي موجود در سوبسترا بطـور ایـده  
  ).31(باشد  نمی

Fernandez  و همکاران اظهار داشتند که بیشترین میـزان 
روز باشد،  7شود که سن اسپور کمتر از  اسید زمانی تولید می

که زمان  زیرا اسپورهاي پیرتر بعد از تولید اسید و قبل از این
 ).32(نماینـد   تخمیر کامل شود، مجدداً اسید را مصـرف مـی  

غلظت مؤثر قند در محیط کشـت جامـد   طبق گزارش منابع 
یش تعـداد  افـزا  ).33(درصـد باشـد    14-22در محدوده باید 

بـرد   ریزاندامگان تلقیح شده، در ابتدا میزان تولید را بـالا مـی  
ها فرآیند را به سمت ولی در ادامه، افزایش تعداد ریزاندامگان

انبوه شدن سلول و مصرف قند را به نفع تولید تـودة زیسـتی   
کنـد،   دهد، در نتیجه تولید محصول کاهش پیدا می سوق می

ح نیز سبب طولانی شدن فـاز  کاهش بیش از حد میزان تلقی
  ).30(وري است  سازگاري و در نتیجه کاهش بهره

هـاي عملیـات واحـد    تـرین قسـمت  فروشویی یکی از مهم
است که براي استخراج یک یا بیشـتر مـواد تشـکیل دهنـده     
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. پذیرد وسیلۀ تماس با یک حلال صورت میه مخلوط جامد ب
درصـد   فروشویی اسید سیتریک با استون منجر بـه افـزایش  

گردد و با توجه بـه نقطـۀ جـوش     استخراج نسبت به آب می
، بازیافت و اسـتفادة  )درجه سانتیگراد 2/56(پایین این حلال 

تیمار بـا بخـار    پیش ).34(پذیر خواهد بود  مجدد از آن امکان
هـاي اسـتیل و فرمیـل    سبب شکسته شـدن اتصـالات گـروه   

م شـدن  ویتراسـیون لیگنـین، نـر   سلولز و پکتین، دپلـی  همی
  ).35(گردد  دیوارة سلولی و افزایش ظرفیت نگهداري آب می

به محیط کم نیتـروژن یـا    آسپرژیلوس نایجرهنگامی که 
فاقد نیتروژن اضافه شود، بـه انـدازة تولیـد اسـید سـیتریک،      

کند، ولی افزایش زیاد منبع نیتـروژن   اسید اگزالیک تولید می
نتیجــۀ عکــس دارد و موجــب افــزایش رشــد ریزانــدامگان و  

 ).30(شود  کاهش تولید اسید سیتریک می
باگـاس   در فرآیند تولید اسـید سـیتریک از کـاه گنـدم و    

نیشکر به روش تخمیر در بستر جامد، میزان اسید سـیتریک  
بـه   PTCC 5010 آسـپرژیلوس نـایجر  تولیدي توسـط قـارچ   

ــا   ــر ب ــب براب ــوگرم   5/94و  47ترتی ــک کیل ــه ازاء ی ــرم ب گ
ایـن مقـادیر در مقایسـه بـا     .سوبستراي خشک به دست آمـد 

-مقادیر اسید سیتریک تولیدي از سوبستراهاي مختلف پایین
 ـ ، علت ایـن امـر مـی   )3، 6-13(باشند یتر م دلیـل  ه توانـد ب

ساختار لیگنوسلولزي کاه گندم و باگاس نیشکر باشـد، زیـرا   
. شکستن دیوارة سلولی بـراي میکروارگانیسـم مشـکل اسـت    

بیشترین راندمان تولید اسید سیتریک بر مبناي قند مصرفی 
بـود و  % 97و % 93براي کـاه و باگـاس بـه ترتیـب برابـر بـا       

و  21/11دهـی تولیـد نیـز بـه ترتیـب حـدود        ترین بهـره بالا
طبق نتایجی که . حاصل شد) کیلوگرم در روز/ گرم ( 22/22

متغیـر زمـان   % 95آورده شده، با سطح اطمینان  4در جدول 
متغیر مؤثر و  ،نوع حلال% 90اعمال بخار و با سطح اطمینان 

ر روي با اعمـال بخـا   از آنجا که. اندبا اهمیت در بررسی بوده
تیمـار فیزیکـی انجـام    کاه گندم و باگاس نیشکر، نوعی پیش

پذیرفته است، بنابراین مهم بودن متغیر زمـان اعمـال بخـار    
 34(همچنین طبـق تحقیقـات گذشـته    . بینی بودقابل پیش

رفت فروشویی با استون رانـدمان   ، همانگونه که انتظار می)6،
لال نیـز جـزء   بالاتري را حاصل نمود، درنتیجه متغیر نوع ح ـ

، در 6با توجه به جـدول  .  متغیرهاي با اهمیت تعیین گردید
متغیرهاي درصد متـانول، زمـان اعمـال    % 95سطح اطمینان 

بخار، غلظت قند اولیه، دماي تخمیر، نوع حلال و سن اسپور 
براي سوبسـتراي باگـاس نیشـکر متغیرهـاي مـؤثر شـناخته       

ید بستگی بـه  آ پاسخی که براي هر متغیر به دست می. شدند
ــابی دارد  ــطوح انتخ ــادیر س ــی  . مق ــع در روش طراح در واق

برمن، اگر فاصلۀ بین دو سـطح انتخـاب شـده بـراي      - پلاکت
هـاي  متغیرهاي کم اثر خیلی زیاد نباشد، ممکن است پاسـخ 

از طرف دیگر احتمـال دارد سـطح   . قابل توجهی حاصل شود
ب شود کـه  بالا یا پایین برخی از متغیرهاي مؤثر طوري انتخا

قدري بزرگ باشـد کـه اثـر متغیرهـاي     ه اختلاف پاسخ آنها ب
بـرمن   - از آنجـا کـه روش طراحـی پلاکـت    . دیگر را بپوشـاند 

رود،  سـازي اولیـه بکـار مـی     معمولاً به عنوان یک روش بهینه
گونه متغیرها در تولیـد اسـید سـیتریک     براي بررسی اثر این

  . باشد یتري م گیري دقیق هاي اندازهنیاز به روش
که کاه گندم  با ارزیابی نتایج به دست آمده و با توجه به این

و باگاس نیشکر از نظر قیمت سوبسـتراهاي بسـیار مناسـبی    
توان این فرآیند را به  باشند، می براي تولید اسید سیتریک می

عنوان یک روش مؤثر و اقتصادي در تولید اسید سیتریک مد 
روشـویی و اسـتخراج اسـید    از طرفـی پـس از ف  . نظر قرار داد

هـا،  سیتریک از کشت تخمیر شده و از بین بردن ریزاندامگان
  .توان از مواد باقیمانده به عنوان خوراك دام استفاده نمود می
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Background and Objectives: Citric acid is a widely-used fermented product and several methods for 
decreasing its production cost have been developed. This study compared citric acid production from 
wheat straw and sugarcane baggase as inexpensive sources using A. niger and solid state fermentation. 
Process variables that influence production, such as pH and moisture of substrate, initial sugar 
concentration, inoculum size, age of spore, methanol concentration, nitrogen source, temperature, 
fermentation time, type of solvent, and steaming time were evaluated. 
 
Materials and Methods: A. niger ATCC 9142 was incubated at 30°C for 5 d on potato dextrose agar 
slants and the suspended spores were collected. The dried substrates were weighed and the pH and 
moisture recorded. Sugar and nitrogen content were adjusted accordingly. After autoclaving the substrate, 
inoculation and incubation were done. The medium was leached using distilled water or acetone, then 
separation was done  by filtration and centrifuging. 
 
Results: The maximum citric acid products were 47 g per kg for wheat straw and 94.5 g per kg (dry) for 
sugar cane bagasse. The citric acid yield based on the consumed fermentable sugar of wheat straw was 
93% and of sugar cane bagasse was 97%. The maximum productivity for wheat straw was 11.21 g/kg day 
and for sugar cane bagasse was 22.22 g/kg day. 
 
Conclusion: The results suggest that wheat straw and sugarcane baggase are effective and inexpensive 
substrates for production of citric acid. In addition, the fermented medium can be used as an animal feed 
component after leaching of the citric acid and decontamination. 
 
Keywords: Citric acid production, Solid state fermentation, Sugar cane bagasse, Wheat straw, A. niger 
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