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دانشگاه اصفهان
دانشکده علوم و فناوری های زیستی، گروه زیست شناسی 

سلولی و مولکولی، آزمایشگاه میکروبیولوژی



زمینه نظری

.می شودیافتمرکباتدرکهباشدمیضعیفآلیاسیدیکسیتریکاسید

هاغذادرترشمزهایجادبرایخوبچاشنییکوغذاییموادخوبدارندهنگهمادهیکسیتریکاسید
وباتمرکاکثردرسیتریکاسید.می باشدهمخوبیاکسیدانآنتیعاملیکهمچنین.می باشدهانوشابهو

دارایسیتریکاسیدمی باشدخشکمیوهوزناز%8شاملکهمی شودیافتآبلیموولیموترشدرمخصوصا
.می باشدCOOHعاملسهباکربوکسیلیکاسیدیکوبودهC5H6O7شیمیاییفرمول

دهودویستمولکولیوزنبا(اسیدکربوکسیلیکتری-٣و٢و١پروپان،هیدروکسی-٢)سیتریکاسید
بزرگترینازیکیجهانی،زیادتقاضایمیزانبهتوجهباکهباشدمیتجاریشیمیاییترکیـبیـکدالتـون،

اسیدکلمصرف%٧٠وشودمیتولیدزیادیتناژهایباجهاندرکـهباشـدمـیتخمیریمحصولات
موردصنعتیکاربردهایسایردربقیه%١8وداروییصنایعدر%١٢وغذاصنعتدرتولیدیسیتریک
.گیردمیقراراستفاده
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در قرن دانشمندان قرون وسطی در اروپا. کشف شده استجابر بن حیان اسید سیتریک در قرن هشتم توسط
توسط شیمیدان ١٧84اسید سیتریک اولین بار در سال . آشنا شدندلیمو و آبلیمو سیزدهم با خواص اسیدی 

.آبلیمو جداسازی شدمتبلور کردن بوسیله سوئدی

تاریخچه

وسطتمتابولیسم،جانبیمحصولیکعنوانبهسیتریکاسیدتولیددر Aspergillus niger یانایجرآسپرژیلوسکپکتوانایی
آنبهدادناجازهو Aspergillus niger کشتفرایند.شدکشف١۹١٧سالدرکوریجیمزآمریکاییغذاییمواددانشیمی

.بودارزانوکارآمدسیتریکاسیدآوردندستبهبرایگلوکزیاساکارزکردنمتابولیزهبرای

راآنتولید Citrique Belge و Pfizer مانندهاییشرکتشد،پذیرامکانپایان،بیظاهربهسیتریکاسیدتولیدکههنگامی
.شودمیاستفادهسیتریکاسیدتولیدبرایامروزهمهنوزکوریدکترتکنیک.کردندآغازصنعتیمقیاسدر

. تولید کندر شکتوانست اسید سیتریک را بوسیلهکپک پنی سیلیومبا کشف١8۹٣C.Wehnerدر سال 
ف کرد که در روش صنعتی مهمی کشجنگ جهانی اول هر چند که تولید میکروبیولوژیکی اسید سیتریک تا

ش استفاده امروزه بیشتر اسید سیتریک تولیدی در جهان با این رو. تولید اسید سیتریک کار آمد بودند
.انجام می گیردکپک آسپرژیلوس از
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می چرخه تری کربوکسیلیک اسید وEMPمسیره در بیوسنتز اسیدسیتریک شرکت می کنند کمسیرهای متابولیکی •
.باشند

.کندقابترکربنواحدهایبرایگلیکولیزباتواندمیوگیردمیکاربهنیزراپنتوزفسفاتمسیرA.nigerگونه•

دکربوکسیلهآنازپسکهباشدمیگلیکولیزطریقازپیرواتبههگزوزهاشکستناسیدسیتریک،تشکیلمرحلهاولین•
.دهدمیتشکیلراAکوآنزیماستیلوشده

تشکیلدرکربوکسیلازپیرواتطریقازبلکهرودنمیهدرواکنشاینطیدرآزادشدهCO2،مهمترهمهاز•
.میرودکاربهاگزالواستات

ورتصآکونیتازآنزیمعملازممانعتبوسیلهعملاین.شودمسدودآنمتابولیسمبایدسیتراتآوریجمعبرای•
.میپذیرد

اسیدسیتریکبیوسنتز
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سیتریک به یون اسید. از دست دهندپروتون اسیدیته اسید سیتریک ناشی از وجود سه گروه کربوکسی می باشد که می توانند
فلزات یون سیترات با بسیاری از. محلولهای اسیدی هستندpHکنترلسیتراتها بافرهای خوبی برای . معروف استسیتراتنام

وش طعم غذا از فساد و خنگهداریمی باشد که برای ( جوهر لیمو)سیترات کلسیم نمک سیترات ایجاد می کند که مهمترین آن
.ایجاد کندمهمی ترکیبات فلزاتیون سیترات می تواند با . کردن آن بکار می رود

ه دو فرم بی در دمای اتاق اسید سیتریک ، یک پودر کریستالی سفید می باشد که می تواند ب
در آب گرم فرم بی آب از کریستالیزه شدن اسید سیتریک. آب و یا یک آبه وجود داشته باشد

ه با فرم یک آب. آن در آب سرد ایجاد می شودتبلورایجاد می شود در حالی که فرم یک آب از
حرارت اسید سیتریک در. درجه سانتیگراد به فرم بی آب تبدیل می شود4٧حرارت دادن در 

.آزاد می کندآب و CO2درجه تجزیه شده و ١٧5بالای 

خواص
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رفمصنوشیدنیوغذابرایشدهتولیدسیتریکاسیددرصد۶5ازبیشکهشودمیزدهتخمین
واهباکتریازبرخیباتخمیرطریقازجهانسیتریکاسیددرصد۹۹حدودحاضرحالدر.شود
.شودمیتولیدهاقارچ

فوقیبیوتکنولوژیکاهمیتباهاییمیکروارگانیسمدستهبه Aspergillus niger ایرشتهقارچ
هامآنزیو(آلیاسیدهای)اولیهمختلفهایمتابولیتتولیدبرایآناززیرادارد،تعلقالعاده

ازییکوریبهرهنظرازقارچاینتوسطسیتریکاسیدتولیدحقیقت،در.شودمیاستفاده
بهرابستراز٪8٠تاتواندمی Aspergillus niger زیرااست،زیستیهایفرآیندکارآمدترین

موادازتفادهاساست،کالاشیمیاییمادهیکسیتریکاسیدکهآنجااز.کندتبدیلنهاییمحصول
ریتمناسببسترهایایمواد.استضروریتجاریتولیدبرایدسترسدروقیمتارزاناولیه
ترارزاننرخباوزیادمنشاستهقادیردروهستندپذیرتجدیدزیراهستندسیتریکاسیدتولیدبرای

.هستنددسترسدر

تخمیر و تولید اسید سیتریک
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کاربرد اسید سیتریک در صنایع غذایی❖
در . شوداز این اسید به صورت گسترده در بسیار از صنایع از جمله صنایع پخت و پز و فرآوری نواد غذایی استفاده می

دادامه با مهمترین کاربردهایی این اسید در صنایع غذایی آشنا خواهید ش

نگهدارنده مواد غذایی❖
از آنجا که بسیاری از باکتری ها قادر به رشد . اسید سیتریک همچنین آن را به عنوان ماده نگهدارنده مفید می کند ph میزان و سطح

ی در محیط اسیدی نیستند، اسید سیتریک اغلب به عنوان نگهدارنده به مربا، ژله، آب نبات، کنسرو و حتی محصولات گوشتی اضافه م
نگهدارندگی از جالب ترین کاربرد اسید سیتریک است. شود

کاربرد اسید سیتریک به عنوان تقویت کننده طعم❖
اسید . درصد از تولید اسید سیتریک در جهان به عنوان تقویت کننده طعم در نوشیدنی ها استفاده می شود5٠حدود 

سیتریک کمی مزه و طعم ترش و طراوت ایجاد می کند و شیرینی موجود در نوشابه ها، چای، آب میوه ها و سایر نوشیدنی 
.ها را متعادل می کند

جایگزین آب لیمو❖
از آنجا که اسید سیتریک می تواند به صورت پودر تهیه شود، در صورت تمایل به طعم ترش می توان از آن در 

اسید سیتریک یک جایگزین خشک برای آب لیمو یا سرکه در غذاهای خشکی . غذاهای خشک نیز استفاده کرد
.استشمانند نمک چاشنی، پودرهای طعم دهنده و میان وعده های تر
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تسریع در تولید انواع پنیر❖
هیه پنیر این اسید گاهی اوقات برای ایجاد یک محیط اسیدی و تسهیل فرآیند رسیدن در هنگام ت

محلول ها هنگام تولید  pH اسید سیتریک همچنین برای تنظیم. به ویژه موزارلا استفاده می شود
.آبجو و شراب نیز استفاده می شود

مکمل غذایی❖
pH ذب بهبسیاری از مواد معدنی برای ج. اسید سیتریک نیز به عنوان یک مکمل غذایی مفید است 
pH تامین ها از اسید سیتریک به مکمل های ویتامین اضافه شده است تا برخی وی. اسیدی احتیاج دارند

نظر بیولوژیکی برای جذب در دسترس باشد

گوناگون ات فلزنمکهای سیترات با. مواد غذایی و چاشنی غذا مورد استفاده قرار می گیردمحافظعمدتا به عنوان ماده اسید سیتریک ▪
.در افراد مریض به عنوان کمکهای غذایی مورد استفاده قرار می گیرد

.در مواد تمیزکننده خانگی استفاده می شودpHکنترل از خواص بافری سیتراتها در▪

کاربردهای ویژه

رکیب شدن با یونهای این ماده با ت. استفاده می شودشوینده ها در ترکیبکیلیت با فلزاتاسید سیتریک به دلیل توانایی تشکیل ▪
به عنوان هم کاربرد دارد واسید سیتریک در داروسازی .فلزی مانع مزاحمت آنها در ترکیب با اجزا تمیز کننده شوینده ها می شود
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اسیدتادمی دهنکشتشکررویراکپکاین،وسسپرژیلآکپکباسیتریکاسیدتولیدروشدر
آبباکردنننشیتهبوسیلهراسیتریکاسیدحاصل،محلولازجداسازیازبعدکندتولیدسیتریک

،ولفوریکساسیدحضوردرکلسیمسیترات.می کنندجداسازیکلسیمسیتراتنمکصورتبهآهک
.می کندتولیدسیتریکاسید

کاسید سیترینحوه تولید
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 PDAمحیط کشت ✓

لوپ ✓

محیط کشت آسپرژیلوس نایجر✓

سی سی محیط کشت لاکتوز براث١5٠ارلن حاوی ✓

بن ماری ، انکوباتورشیکر، ✓

pHکاغذ ✓

کاغذ صافی✓

قیف✓

پودر ذغال فعال✓

کربنات کلسیم✓

:مواد و وسایل لازم
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جداسازی آسپرژیلوس❖

رنگهنمونابتداکردیم،استفادهزدهکپکناننمونهازآسپرژیلوسجداسازیبرایآزمایشایندر•
.داشترانظرموردکپکمشخصاتکهکردیممشاهدهمیکروسکوپزیررالامرویشدهامیزی

کشتاینقطهبصورتPDA محیطرویراشدهتشکیلهایکپکازمقداریلوپکمکباسپس•
.دهیممی

.کنیممیمشاهدهمیکروسکوپزیرراآنزییمآرنگکمکبهانکوباسیون،دوبارهطیازپس•

:آزمایشانجاممراحل

.کردیمخالص PDAمحیطرویراآننمونهبودندرستازاطمینانازوپس•

رنگازاسیدسیتریکتولیدصورتدرکهکردیماستفادهBYG جامدمحیطازاسیدسیتریکتولیدتشخیصبرای•
.دهدمیرنگتغییرزردبهآبی
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تهیه پری کالچر. 1

تلقیح کرده و به مدت یک هفته در دمای PDAبر روی محیط قارچ آسپرژیلوس نایجر با استفاده از لوپ و در شرایط آسپتیک، از 
.آزمایشگاه قرار می دهیم

روش کار آزمایش

تولید میکروبی اسید سیتریک.2

سیتریک قارچ میکروارگانیسم مورد نظر جهت تولید میکروبی اسید. احتیاج داریملاکتوز براث جهت انجام این آزمایش به محیط کشت 
ه تهیه شده بپری کالچر تلقیح کرده و بعد از یک هفته که رشد کامل شد از این PDAی قبل روی آسپرژیلوس نایجر است که هفته
.کنیمهای حاوی محیط کشت لاکتوز براث استفاده میعنوان مایع تلقیح به داخل ارلن

تریل اقدام به قبل از تلقیح به روش نوار چسب اسکاچ از قارچ لام تهیه کرده و مورفولوژی آن را بررسی کنید، سپس به کمک پی پت اس
-های محیط کشت می، اقدام به تلقیح قارچ به داخل ارلنpHمحیط کشت خواهیم کرد و بعد از مشخص کردن اولیهpHگیری اندازه

.نماییم

درجه سانتیگراد در انکوباتور شیکردار قرار داده٣٠ارلن های تلقیح شده را به مدت یک هفته در دمای 
.و آزمایش لازم تولید اسید سیتریک  را بررسی کنیمpHو هفته بعد با اندازه گیری 

دکتر سهیلا عباسی
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:روش شناسایی اسید سیتریک. 3

کنیمرا تعیین میpHتغییرات رنج کنیم و ارلن را اندازه گیری میpHبرای شناسایی اسید سیتریک ابتدا 

ن منظور نمونه به ای. سپس باید میکروارگانیسم مورد استفاده یعنی قارچ آسپرژیلوس نایجر را از نمونه جدا کنیم
د شده در زیر کنیم که محیط کشت همراه با اسید سیتریک احتمالی تولیرد میکاغذ صافی کشت میکروبی را از 

.شود و معمولاً قارچ پشت کاغذ صافی می ماندقیف جمع می

گرم پودر ٢سپس . دهیم تا همدما شوددرجه سانتیگراد قرار می8٠دقیقه در بن ماری ١٠ها را به مدت نمونه
تریک با در صورت موجود بودن اسید سیتریک در محیط کشت، اسید سی. اضافه می کنیمکربنات کلسیم 

رسوب ه صورت کند که بعد از عبور دادن از کاغذ صافی بمیسیترات کلسیم کربنات کلسیم واکنش داده و تولید 
.در پشت کاغذ صافی قابل مشاهده استگچی

را پودر ذغال فعال گرم ١-٢برای این منظور . انجام دهیمرنگبریکند، بنابراین باید عمل اسپورهای قارچ نمونه ها را سیاه می
صورت پذیرد هوادهیدهیم تا عمل دقیقه روی شیکر قرار می5به ارلن حاوی محیط کشت اضافه کرده و ارلن ها را به مدت 

.دهیم تا صاف و شفاف شودو ذغال فعال به خوبی با محیط مخلوط گردد و دوباره محیط را از صافی عبور می
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د، اما با استفاده از ابزارهای شیمیایی نیز به خوبی توسعه یافته اناسید سیتریک گرچه روش ها برای سنتز ا
موفقیت های بهتری با استفاده از تخمیرات میکروبی حاصل شد و در طی مدت زمان، این روش به دلیل 

انتخاب اقتصادی برای تولید تجاری، به روش اصلی تبدیل شده است، که این بیشتر به دلیل مزیت 
.اقتصادی بیولوژیکی است

است، اما اگر درجه حرارت محیط بالاتر از درجه سانتی گراد ٣٠برای تولید اسید سیتریک دمای مطلوب 
این ممکن است به دلیل درجه . می یابدکاهشدرجه سانتی گراد باشد، بیوسنتز اسید سیتریک ٣٠

و تجمع سایر اسیدهای فرآورده دناتوراسیون آنزیم سیترات سنتاز حرارت بالا باشد که می تواند باعث 
.و سرکوب آنزیم کاتابولیت شود و همچنین از رشد آن جلوگیری می کنداسید اگزالیک جانبی مانند 
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اسید سیتریک

اسید سیتریک
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با تشکر از توجه شما 
با آرزوی موفقیت و سلامت
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