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 رنایج آسپرژیلوس ی بومیجهش یافته هایجدایهسیتریک توسط بررسی افزایش تولید اسید

 0*سید محمد رضا خوشرو

 9چکیده

های آسپرژیلوس نایجر از خاک و سطح بذرهای ذرت جدا سازی و بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی شناسایی و قارچ

بر حسب ژول بر متر مربع محاسبه شد. از  UVخالص سازی شدند. میزان پرتودهی بر اساس مدت زمان دریافت پرتو با اشعه 

ثانیه بیشترین تاثیر را  9755پرتودهی با زمان ستفاده شد. سیتریك ابولت برای سنجش كمی تولید اسید-روش اختصاصی ماریر

 59/49ب های برتر جهش یافته و والدینی به ترتیسیتریك در جدایهسیتریك نشان داد. میانگین تولید اسیدبر افزایش تولید اسید

های جهش یافته، داری ژنوتیپگرم بر لیتر افزایش نشان داد. در بررسی پای 95/95میلی گرم بر لیتر بود كه حدود  92/91و 

از نظر آماری  یدارثانیه پرتودهی در چهارمین كشت متوالی از كشت اول تفاوت معنی 9755سیتریك در میانگین تولید اسید

سیتریك را برابر افزایش تولید اسید 9والدینی  ی( در مقایسه با جدایهuv4 ) 4جهش یافته ی نداشت. عملکرد و كارایی جدایه

برابر و پارامترهای كنتیکی  7سیتریك( و والدینی آن پارامترهای كنتیکی تشکیل محصول )اسید uv4 ینشان داد. در جدایه

والدینی  ینسبت به جدایه uv5 سلولی در جدایه  یكه وزن خشك توده سوبسترا )مصرف گلوكز( تقریبا مساوی بود، در حالی

در محدوده زمانی یکسان،  uv 4  یپرتو دیده یدر جدایه ی سلولیتودهبا شیب یکسان افزایش یافت. در اثر جهش، وزن  4

باعث بهبود پارامترهای  UVهای تصادفی توسط اشعه در این مطالعه مشخص شد كه، جهشافزایش معنی دار نشان داده است. 

 شده است. ،مقابل مصرف گلوكز به عنوان سوبستراسیتریك در كنتیکی تولید اسید

 ، جهشUV، اشعه سیتریکنایجر، اسیدآسپرژیلوس كلیدی:  هایهواژ

 مقدمه

تجارت جهانی است، كه به دلیل انحلال پذیری در صنایع بیوتکنولوژی صنعتی و یك محصول مهم در  سیتریكاسید

 و اكسیدانی قوی، نقش آنتیهای شیمیاییآسان و شركت در واكنشآب، طعم ترش مطبوع، خواص بافری، عدم سمیت، جذب 

ع غذایی، صنای های مختلف پزشکی،خصوصا در زمینهبه عنوان یك مونومر برای تولید پلیمرهای سازگار با محیط زیست همچنین 

 بزرگترین میکروبی، یتولیدكننده یسویه بهبود. (Soccol et al., 2006)گیرد بسیار مورد استفاده قرار میداروئی و بهداشتی 

 است، نرژیا متابولیسم در تولید یواسطه یك سیتریكاسید كه آنجایی برای سنتز این اسید است. از هزینه كاهش برای فرصت
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 دمانن برتر، هایویژگی دارای هاییابد. سویه افزایش متابولیکی، تعادل عدم شرایط در دارمعنی مقدار به تواندمی آن غلظت

ر عوامل را دارند، بعد از اینکه ماده ژنتیکی آنها تحت تاثی تخمیر میزان افزایش بیشتر و سیتریكاسید تولید یكه توانای یهایسویه

 . (Lotfy et al., 2007)های برتر انتخاب شوند توانند به عنوان سویهزای شیمیایی و یا مکانیکی قرار گرفتند، میجهش

های تصادفی بر روی زا با ایجاد جهشو یا مواد شیمیایی جهش X، گاما، UV یهای كم سرعت، پرتوهای اشعهتاثیر الکترون

 دنمنهای توابا ایجاد سویه نایجر آسپرژیلوسقارچ  در های آسکومیست به ویژهقارچزنی اسپور، رشد و مورفولوژی ریسه در جوانه

 .(Khurshid et al., 2001)مورد مطالعه قرار گرفته است  سیتریكاسیددر تولید 

های دایهج یافزایش توانای های بومی،سیتریك در مقیاس وسیع و در دسترس بودن سویهدلیل نیاز به اسیدبه در این تحقیق، 

 های تصادفی با استفادهق جهشیاز طر سیتریكاسیدتولید  دروحشی جدا شده از خاک و سطح بذرهای ذرت  نایجر آسپرژیلوس

)بر اساس مقدار انرژی دریافت شده در مدت زمان تابش پرتو( مورد بررسی قرار گرفت و  UV ی های مختلف اشعهتاز غلظ

 .شدندمقایسه  سیتریكاسیدجهش یافته از نظر تولید والدینی )تیپ وحشی( و های بهترین جدایه

 هامواد و روش

گرم پوتیتو  PDA (Potato Dextrose Agar :)91محیط كشت مورد استفاده: های كشت آماده سازی محیط

 QSPDA (Quarter Strength Potato Dextrose Agar) :24/1محیط كشت ؛ در یك لیتر آب مقطر سترون (PDA)دكستروز آگار 

 در یك های باكتریایی()برای ممانعت از آلودگی میلی لیتر اسید لاكتیك 7گرم آگار و  75، (PDB) گرم پوتیتو دكستروز براث

گرم پتاسیم دی هیدروژن  9گرم نیترات سدیم،  CYEA (Czapek Yeast Extract Agar) :9  كشت محیط؛ لیتر آب مقطر سترون

گرم آگار در یك  94گرم گلوكز و  95گرم عصاره مخمر،  4/5گرم سولفات آهن آبدار،  59/5گرم پتاسیم كلرید،  4/5فسفات، 

گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات،  9ترات سدیم، گرم نی CDA (Czapek Dox Agar :)9 كشتمحیط ؛ لیتر آب مقطر سترون

رنگ  (،سیتریكاسیدتولید  برای)به عنوان منبع كربن  گرم گلوكز 95گرم سولفات آهن آبدار،  59/5گرم پتاسیم كلرید،  4/5

ش بیش از حد جلوگیری از گستر، به منظور تسهیل جداسازی)( tetrachloro-2',4',5',7'-tetraiodofluorescein-4,5,6,7) رزبنگال

رنگ  ، گرم كلرامفنیکل 9/5،  (از رشد سایر ساپروفیت ها ممانعت و ای در معرض نورهای ساپروفیت رشتهقارچ یرشد ریسه

گرم  94و زرد رنگ(  یبا ایجاد هاله سیتریكاسیدتولید میزان نگ برموكروزول گرین به منظور تایید )ر %9برموكروزول گرین 

گرم  4/7گلوكز، گرم  Fermented Liquid culture Medium) FLCM) :955؛ محیط كشتمقطر سترونآگار در یك لیتر آب 

گرم  9/5سولفات آهن،  گرم 9/5 فسفات دی هیدروژن پتاسیم،گرم  7آبه،  2سولفات منیزیم گرم  4/5سولفات دی آمونیوم، 

)تا زمان مصرف در یخچال در یك لیتر آب مقطر  لرنگ رزبنگا گرم 5974/5 آبه و 4سولفات مس گرم  51/5، آبه 2سولفات روی 

 نگهداری شد(.
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پوند بر اینچ  94درجه و فشار  979دقیقه در دمای  94دار به مدت های پلاستیکی درب پیچهای كشت و لولهمحیط

 درجه سانتیگراد كاملا سترون شدند.  755در دمای  (Ovenخشك كن ) ای قبل از استفاده در ها شیشهمربع اتوكلاو و ظرف

خاک از مزارع مختلف  نمونه 75های ذرت: و سطح بذر های خاکاز نمونه آسپرژیلوسهای قارچ جداسازی

میلی لیتری  95میلی لیتر آب سترون در یك لوله پلاستیکی  9 به هااستان كرمان جمع آوری شد. یك گرم از مخلوط خاک

( از نمونه ساخته 5-9) 15/9و  (5-7) 91/9برقی كاملا مخلوط شد. سپس رقت های  نزهمدقیقه بر روی  75اضافه و به مدت 

 9ها به مدت در داخل پلیت كاملا پخش شدند. پلیت CYEAمیلی لیتر از هر رقت بر روی سطح محیط كشت سترون  9شد. 

درصد  7بذر ذرت به مدت یك دقیقه در محلول  75گذاری شدند. تعداد خانهگرم ،درجه سانتیگراد در تاریکی 99روز در دمای 

حاوی  QSPDAمرتبه با آب مقطر سترون شستشو داده شدند. سپس بذرها بر روی محیط كشت  9سترون و  ،هیپو كلرید سدیم

گذاری شدند. خانهدرجه سانتیگراد گرم 99روز در دمای  9به مدت ها بذر در هر پلیت( قرار داده شد. پلیت 4لاكتیك اسید، )

مورد  نوری و توسط میکروسکوپ تشریحی نایجر آسپرژیلوسهای سازی و شناسایی كلونیبرای جدا ،كلونی قارچی تشکیل شده

 .(Pitt & Hocking, 2009)سی قرار گرفتند ربر

ك های تكشت  نایجر، آسپرژیلوس دست آوردن كشت خالص از قارچ   هبرای ب: نایجر آسپرژیلوس شناسایی قارچ   

ــپوری  با  اسـ ــپور/  9×295)تقری مای   PDAروی محیط  میلی لیتر( 75اسـ مدت       74در د به  جه ســـانتیگراد  روز  2تا   4در

كشــت  5های متوالی )های خالص شــده، كشــتهای قارچ، از كشــتبودن نمونه گذاری شــدند. برای اطمینان از خالصخانهگرم

دار در آب مقطر میلی لیتری در پیچ 95های پلاســـتیکی های خالص در لولهانجام شـــد. كشـــت CDAمتوالی( بر روی محیط 

. از كشت خالص قارچ برای  (Guchi et al., 2014) درجه سانتیگراد نگهداری شدند   5در دمای  ،های بعدیاستریل برای استفاده  

  ده،های جدا شقارچها و خصوصیات میکروسکوپی كلنی مورفولوژیبرای شناسایی   های مورفولوژی استفاده شد.   ویژگی یمطالعه

استفاده شد   با سوش استاندارد    سه یو مقا Lactophenol Cotton Blue (LCB)، از روش رنگ آمیزی با تعیین جنس و گونهبرای 

(Nyongesa et al., 2015; Zulkifli & Zakaria, 2017).   سوش سپرژیلوس از  شماره  نایجر آ شده از    4595PTCC با  خریداری 

سازمان پژوهش  ستاندارد     بانك قارچ و مخمر  سوش ا صنعتی ایران به عنوان  سه با قارچ  برای های علمی و  شده   مقای های جدا 

 .استفاده شد

تولید یی كه بیشترین توانا (4تا  9های برتر )جدایه یجدایه 4از تهیه سوسپانسیون اسپور قارچ و القاء جهش: 

از كشت ( استفاده شد. برای تهیه سوسپانسیون اسپور قارچ، uv4تا  uv9 یجدایهایجاد جهش ) منظوربهرا داشتند  سیتریكاسید

اده زایی( استفدر تاریکی )برای افزایش توانایی اسپور سانتیگراددرجه  74 یدر دما CYEAكشت  طیمح یروبر قارچ  یشش روزه

 Dioctyl) سترون شده درصد وزنی/حجمی دی اكتیل سولفو سوكسینات سدیم 554/5میلی لیتر محلول  95ابتدا  شد.
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sulfosuccinate sodiumsalt )های قارچ( بر روی محیط كشت اضافه و توسط لوپ سترون )به منظور سست كردن دیواره هیف

میلی لیتر  74دار با حجم های پلاستیکی سترون در پیچدر لوله آوری وها از روی محیط كشت جمعچهای قارچی خرد و قارتوده

دقیقه  7به مدت  %95 درصد توئین 54/5یا  NaClدرصد وزنی/حجمی  1/5آوری شدند. سپس با آب مقطر سترون حاوی جمع

داده شدند. قطعات میسلیوم قارچ با لوپ سترون از داخل محیط  ودور بر ثانیه شستش 15زن لوله با كاملا و به شدت با دستگاه هم

صاف شدند. محلول صاف شده حاوی اسپورها با  ،ها توسط یك لایه گاز پانسمان سترونمانده در لولهجمع آوری و محلول باقی

شستشو  %95 کی یا توئیندقیقه سانتریفیوژ و اسپورهای رسوب داده شده مجددا با محلول نم 95دور در دقیقه به مدت  95555

های )از طریق ساخت رقت( CFU/ml)اسپور در هر میلی لیتر  495میلی لیتر با مقدار تقریبی  7داده شدند. از هر نمونه اسپور، 

 7های تیوبتهیه و در میکرو %95( توئین v/vدرصد ) 54/5سریالی تنظیم و توسط لام هموسیتومتر )نئوبار( شمارش شدند( در 

 .(Ikram-ul et al., 2004; Lotfy et al., 2007)ری ذخیره شدند میلی لیت

ــعه از برای ایجاد جهش،  جهش:و مدت زمان  القاء (  UVG-54مدل   MINERAL LIGHT LAMP) UVلامپ اش

شعه   745وات با طول موج  75 شدت      UVنانومتر به عنوان منبع ا شد.  ستفاده  تابش   سطح  گیریاندازه طریق تابش پرتو از ا

سطح تابش لامپ  از طریق اندازه (2J/m)نور  غلظت و UV (/s2J/m)لامپ  سبه   UVگیری  شدت  (2W/m) وات بر مترمربعو محا  ،

سب   ساس رابطه       s2J/m/تابش بر ح شد. بر ا سبه  از  2J/m بر مبنای UV)وات= ژول بر ثانیه(، غلظت پرتو   s2W/m2=J/m/محا

ضرب   ستقیم زمان با غلظت پرتو        s2J/m/طریق  شد. با توجه به رابطه م سبه  سب ثانیه، محا در مدت زمان تابش مورد نظر بر ح

محاسبه  یثانیه، غلظت پرتو دریافت 955دقیقه( با فاصله زمانی  94تا  4ثانیه ) 7955تا  955ت شده( در زمان های )انرژی دریاف

 .(Rattanakul & Oguma, 2018; Rodrigues et al., 2009; Valero et al., 2007)شد 

ها بر حسب زمان با زمان با استفاده از منحنی بقاء، كاهش درصد بقاء اسپورهای پرتودهی: بررسی كارایی غلظت

ثانیه، بهترین زمان پرتودهی برای جهش در اسپورها محاسبه شد.  955با فاصله زمانی  دقیقه( 94تا  4ثانیه ) 7955تا  955های 

و رشد خود را حفظ نمایند، از  ءبرای مشخص كردن زمان پرتودهی مناسب، به منظور جهش اسپورها كه اسپورها توانایی بقا

 ءدریافت شده توسط اسپور استفاده شد. كسر بقا، به عنوان كارایی غلظت پرتو (Plating efficiency)و از كسر بقاء  PEشاخص 

محاسبه و  یتمیلگار مقیاس درنشان می دهد،  تابش جذب دوز را در مثل تولیدیی توانا حفظو  هاسلول از یكسر نیب رابطهكه 

اسپور بر مبنای زمان پرتودهی )میزان  بقاءنمودار  از .شد ترسیم x محور درپرتو دهی  دوز مقابل درلگاریتم كاهش   y محور

از اسپورهایی  (ED20)درصد  75 (Effective Dose)ٍغلظت پرتودهی یا میزان انرژی دریافت شده توسط اسپور(، بر اساس دوز موثر 

رتودهی پاند، زمان مناسب و میزان حساسیت اسپور به غلظت خود را حفظ نموده بقاءكه بیشترین غلظت پرتو را دریافت و قدرت 
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. بعد از بررسی كیفی تولید اسید در (Joiner, 2009; Matsuya et al., 2015) ( محاسبه شدkبر حسب مدت زمان تابش )ضریب 

 از كشت اسپورهای پرتو دیده در این زمان برای بررسی كمی استفاده شد.های مورد بررسی، زمان مناسب انتخاب و زمان

میلی لیتر  9اسپور است را با  755های اسپور ذخیره شده كه تقریبا شامل میکرو لیتر از نمونه 75برای اعمال تیمارها، 

 UVو پس از اعمال پرتودهی با اشعه  سانتی متر تلقیح 95های با قطر در پتری CDA طیمح یرو برآب مقطر سترون مخلوط و 

 یهای جدا شدههای حاوی اسپور قارچی شدند. برای القاء جهش، پتریگذارخانهگرم یگرادسانت درجه74 یدماتکرار در  5در 

پرتودهی(، )شاهد بدون  5های با مدت زمان UVسانتی متر در معرض نور  95با فاصله  ،نایجر آسپرژیلوس داستاندار و والدینی پیت

منظور ممانعت از مکانیسم ترمیم به قرار داده شدند. ثانیه در یك محیط تاریك 7955و  9955، 9455، 9755، 155، 155، 955

 .(Lotfy et al., 2007) گرفتندقرار  UVدر معرض منبع اشعه  هاپتری، (Rodrigues et al., 2009)اثر جهش توسط نور 

ی خالص هااز هر یك از جدایه: و جهش یافته والدینیهای توسط جدایه سیتریکاسیدررسی كیفی تولید ب

)حاوی قند گلوكز به عنوان منبع كربن  CDAاسپور/ میلی لیتر( انتخاب و بر روی محیط  9×295یك تك كلنی )تقریبا از  شده،

ساعت یکبار به مدت  75و هرشد گذاری خانهدرجه سانتیگراد گرم74در مركز پلیت تلقیح و در دمای ( سیتریكاسیدجهت تولید 

 زرد ناشی از تولید اسید مورد بررسی قرار گرفتند.  یروز از لحاظ بروز هاله 1

ید تول گیری میزاناندازه برای: های والدینی و جهش یافتهتوسط جدایه سیتریکاسیدبررسی كمی تولید 

 سیتریكاسیدمیزان تولید كمی لیتر استفاده شد. میلی 745در ارلن مایر FLCMمحیط كشت میلی لیتر  945از  سیتریكاسید

 ،(4تا  9های های والدینی )جدایهاسپور از جدایه 295پس از تلقیح در حدود بعد از شش روز كشت مورد سنجش قرار گرفت. 

ها روی در محیط فوق، نمونهكشت چهارم  یجهش یافته uvr4 یو جدایه( uv4تا  uv9 یهای جهش یافته )جدایهجدایه

 بولت-از روش ماریر سیتریكاسیدسنجش اختصاصی  منظوربهدور در دقیقه قرار داده شدند. 945دهنده با سرعت دستگاه تکان

منحنی ترسیم  از سیتریكاسیدبرای محاسبه مقدار  .(Marier & Boulet, 1956) استفاده شد (استیك انیدرید  روش پیریدین)

ضریب تشخیص  و( سیتریكاسید گرم بر لیتر غلظت xجذب و  y) x5594/9=y-5957/5 با معادله خط سیتریكاسیداستاندار 

19/5=R  غلظت  یو در نهایت برای محاسبه شد تولید شده، محلول رقیق سیتریكاسیداستفاده شد. در صورت بالا بودن غلظت

 . گردیدفاكتور رقت ضرب  سدر عک

 هشج یهاهیجدا از یمتوال كشت مینچهار سیتریكاسیدمیزان تولید های جهش یافته: بررسی پایداری ژنوتیپ

و با ژنوتیپ شد گیری اندازه هیاول كشت و ریتخم طیشرا همان تحت FLCM طیمح یرو بر ،یپرتوده هیثان 9755 زمان با افته،ی

مقایسه مورد  α=54/5)حداقل تفاوت معنی داری( در سطح  LSDهای جهش یافته كشت اول در سه تکرار از نظر آماری با روش 

 .قرار گرفتند
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وری و هرهبكارایی، : سیتریکاسیدبرتر جهش یافته در مصرف قند و تولید  ی)كنتیک( جدایه یبررسی توانای

( pH=1گرم در لیتر گلوكز با  955)شامل  FLCMدر محیط كشت (، uv4برتر جهش یافته ) یجدایه سیتریكاسیدعملکرد تولید 

میزان قند مصرف شده در زمان تخمیر و قند باقی مانده با استفاده از روش دی مورد بررسی قرار گرفت.  ،اسپور 9×295با تلقیح 

گیری شد. برای سنجش مصرف اندازه (Gonçalves et al., 2010)نانومتر  455در طول موج  (DNS)نیترو سالیسیلیك اسید 

با ضریب تشخیص  59/5x+2112/5=y با معادله خط( yو جذب ) (xگرم بر لیتر گلوكز )منحنی استاندارد ترسیم از گلوكز، 

19/5=R .روز چهارم(،  11)روز سوم(،  27)روز دوم(،  59)روز اول(،  75، 5های در زمان سیتریكاسیدمیزان تولید  استفاده شد(

 ( )روز هشتم( اندازه گیری شد. hساعت ) 917)روز هفتم( و  919)روز ششم(،  955)روز پنجم(،  975

( h1-gl-1)تولید شده بر لیتر بر ساعت  سیتریكاسید= PQومصرف گلوكز شامل،  سیتریكاسیدپارامترهای كنتیکی تشکیل 

نسبت به مصرف گلوكز( گرم  سیتریكاسید= )بازدهی تولید P/SY (،h1-gl-1)= گلوكز مصرف شده بر لیتر بر ساعت sQوری(، )بهره

نسبت به تولید توده   سیتریكاسید= )بازدهی تولید P/XY(، gg-1)تولید شده بر گرم گلوكز مصرف شده )عملکرد(  سیتریكاسید

-1)خشك تولید شده  ی سلولیتودهتولید شده بر گرم  سیتریكاسیدزیستی( گرم 
xgg،) x/sY نسبت به  ی سلولیتوده= )بازدهی تولید

تولید  سیتریكاسید= گرم pq (،gl1-gl/-1)مصرف گلوكز( گرم بر لیتر توده زیستی خشك تولید شده به گرم بر لیتر گلوكز مصرف شده 

-h1-1)خشك بر ساعت  ی سلولیتودهشده بر گرم 
xgg ،)P غلظت اسید استیك تولید شده =(1-gl ،)S غلظت اولیه گلوكز =(1-gl ،)t =

تولید شده بر  سیتریكاسید= گرم pq= نرخ رشد ویژه،  µ (Specific growth rate)، (gl-1)خشك  ی سلولیتوده= X(، hزمان )ساعت 

 ,Najafpour)= گرم گلوكز مصرف شده بر گرم توده زیستی خشك بر ساعت محاسبه شد sqگرم توده زیستی خشك بر ساعت و 

2015; Nielsen et al., 2003; Panikov, 2014) .برتر والدینی و جهش یافته در تولید  یوری جدایهبرای بررسی كارایی و بهره

استفاده شد  (Moser)و موزر  (Monod)با مقدار گلوكز مصرف شده از مدل مونود  ی سلولیتودهو وزن خشك  سیتریكاسید

(Ardestani & Kasebkar, 2014). 

از طریق فیلتر كردن تحت خلاء محلول محیط  ی سلولیتودهبعد از جمع آوری : ی سلولیتودهمحاسبه وزن خشک 

ی ودهتآوری و دو مرتبه با آب مقطر شستشو داده شد. پس از فیلتر كردن نهایی جمع ی سلولیتودهكشت بر روی كاغذ صافی، 

 ساعت تا رسیدن به وزن ثابت خشك شد. 75درجه سانتی گراد به مدت  15 خشك كنآوری شده، در جمع سلولی

و رسم نمودارها توسط نرم افزار اكسل  SPSS v.25تحلیل آماری توسط نرم افزار و تجزیه تجزیه و تحلیل آماری: 

تکرار انجام، و میانگین و انحراف معیار )میزان  5در  سیتریكاسیدانجام شد. هر تیمار پرتودهی و سنجش كمی و كیفی تولید 

 به روش دانکن انجام شد.  54/5ها در سطح معنی داری خطا( محاسبه و مقایسه میانگین

 نتایج
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 ذرت یهادانهسطح  و خاک یهانمونه مجموع از یقارچ یهیجدا 25 حدودنایجر:  آسپرژیلوسجدا سازی و شناسایی قارچ 

 .شناسایی شدندآسپرژیلوس نایجر  یجدایه 94بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی، . شدند یساز جدا

هیجدا 4: افتهی جهشوالدینی و  نایجر آسپرژیلوس برتر یهاهیجدا توسط سیتریکاسید دیتول یكم و یفیك یبررس

 زرد رنگ شدت و زانیم اساس بر سیتریكاسید یفیك دیتول نظر از 4595به همراه سوش استاندارد ( 4 تا 9 یهاهیجدا) برتر ی

 برای 4595 استاندارد سوش همراه به( 4 تا 9 یهاهیجدا) برتر یهاهیجدا. شدند مشخص( رنگ زرد یهاله مساحت) شده دیتول

 پرتو غلظت با هیثان 7955 و 9955، 9455 ،9755 ،155 ،155 ، 955 ،(یپرتوده بدون شاهد) 5 یهازمان مدت در جهش، جادیا

-4و  99/4×95-4، 51/5×95-4 ،41/9×4-95، 11/7×95-4، 21/9×95-4، 12/9×95-1 ،5 بیترتبه( یافتیدر یانرژ شدت زانیم)

95×79/1 2J/m اشعه با ینورده تحت نور منبع از یمتر یسانت 59 یفاصله در UV یهاهیجدا) گرفتند قرارuv9 تا uv4 و 

uv4595)  ثانیه از نظر كیفی میزان تولید اسید بالاتری  9755جهش یافته با میزان پرتودهی  4 یجدایه (.9و شکل  9)جدول

ثانیه تایید كرد.  9755نیز افزایش میزان تولید اسید را با افزایش زمان پرتودهی تا  4595استاندارد  یرا از خود نشان داد. سویه

 افزایش نشان داد.  ،ثانیه 9755افزایش زمان پرتودهی تا های برتر نیز با در سایر جدایه سیتریكاسیدمیزان تولید 

 
در  5 یشش روز كشت جدایهCDA بر روی محیط  نایجر  آسپرژیلوس سیتریک توسطتولید اسیدكیفی  یمقایسه :0شکل 

 ثانیه    0511و  0211، 311، 611،  311. راست به چپ: زمان صفر )شاهد(، UVزمان پرتودهی با اشعه 

 

 UV اشعه با یپرتوده های زمان های برتر و درشش روز كشت جدایه CDA طیمح در سیتریکاسید دیتول یفیك یسهیمقا :0 جدول

 (ثانیه)

 

اسپور بر اساس زمان پرتودهی )میزان غلظت پرتودهی  بقاءرسم نمودار پس از : UVتعیین زمان مناسب القاء جهش با اشعه 

 جهش یهاهیجداثانیه به عنوان بهترین زمان انتخاب شد.  9755 بقاء(، زمان 7یا میزان انرژی دریافت شده توسط اسپور( )شکل 

 2011 0111 0511 0211 311 611 311 بعد از جهش 1 قبل از جهش

 - - + ++ ++ ++ + uv9جدایه  + 9جدایه 

 - - + ++ + + + uv7جدایه  + 7جدایه 

 - - ++ +++ ++ ++ + uv9جدایه  + 9جدایه 

 - - + ++ ++ ++ + uv5جدایه  + 5جدایه 

 - + ++ ++++ +++ +++ ++ uv 4جدایه ++ 4جدایه 

 - - + +++ +++ ++ ++ )شاهد( uv4595سویه  ++ )شاهد( 4595سویه 

uv هاله با مساحت كم، ++ هاله با مساحت متوسط،  +++ هاله با مساحت ،اسید(زرد )عدم تولید  یعدم تشکیل هاله -، دیده ی پرتو دیدهجدایه + 

 زیاد، ++++ هاله با مساحت زیادتر )تولید اسید بیشتر(
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 بعد( شاهد) 4595 هیسو. دادند نشان را یبالاتر دیاس دیتول ییتوانا یفیك نظر از والدینی یهاهیجدا به نسبت )پرتو دیده( افتهی

هیجدا به نسبت ،(دهید پرتو) uv4 یهیجدا برتر، یهاهیجدا نیب از. داد نشان را یشتریب سیتریكاسید دیتول ییتوانا زین جهش از

-4پرتو  غلظت با) هیثان 5975 تا یپرتوده غلظت زانیم شیافزا با. داشت را یبالاتر سیتریكاسید دیتول ییتوانا والدینی یها

95×41/9 2J/m ثانیه معادل  7955طور فزاینده افزایش یافت. با افزایش میزان غلظت پرتودهی تا هب سیتریكاسید( میزان تولید

4-95×79/1 2J/m زیستی و به دلیل كاهش  یمجددا میزان تولید اسید به شدت كاهش نشان داد. این امر به دلیل كاهش توده

ثانیه است. میزان حساسیت اسپور به غلظت پرتودهی بر حسب  7955و  9955غلظت پرتودهی در اسپور بعد از افزایش  بقاء

 ج(. 7دست آمد )شکل هب k (s =5551/5-1(، با مقدار ثابت xمدت زمان تابش )میزان انرژی دریافت شده( ضریب 

 
كاهش بقاء، ج: نسبت بقاء اسپور بر اساس زمان  Log، الف:  منحنی كسر بقاء، ب: uv5 یمنحنی های بقاء اسپور جدایه :2شکل 

 پرتودهی

 

 ی والدینیاهیکنواختی واریانس بین جدایهابتدا  در محیط كشت شش روزه، سیتریكاسیدمیزان تولید  در بررسی كمی

. بررسی قرار گرفت مورد ثانیه )با توجه به بهترین نتایج كیفی( 9755پرتودهی با زمان و  (4595سویه استاندارد ) و جهش یافته با

 یمنظور مقایسهطرفه بههای مورد مطالعه، تجزیه و تحلیل واریانس یكپس از مشخص شدن یکنواختی واریانس بین گروه

با سوش استاندارد ثانیه(  9755)پرتودهی شده با زمان و جهش یافته برتر والدینی های بین جدایه سیتریكاسیدمیانگین تولید 

( از نظر تولید α≤54/5دار )های مورد بررسی تفاوت معنیبراساس این آزمون مشخص شد كه بین جدایهانجام شد.  4595

های مورد بررسی از نظر تولید جدایه ،میانگین به روش دانکن یبراساس مقایسه (.7وجود دارد )جدول  سیتریكاسید

و كمترین مقدار مربوط  uv4 یجهش یافته یگروه قرار گرفتند. بیشترین مقدار تولید اسید مربوط به جدایه 2در  سیتریكاسید

 ها )حروفمیانگین یو مقایسه دست آمدههمشاهده شد. بر اساس نتایج ب یپرتوده هیثان 9755 زمان با 7 یو جدایه 9یبه جدایه

a  تاf) اند كرده كسب والدینیهای بالاتری نسبت به سویه سیتریكاسیدهای جهش یافته توانایی تولید مشخص شد كه سویه

 .(7)جدول 
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 0211 پرتودهی زمان با (uv)یافته جهش ی برتر و هاتوسط جدایه )گرم بر لیتر( سیتریکمیانگین تولید اسید یمقایسه :2 جدول

 (α=15/1)به روش دانکن  هیثان

 جدایه و سوش
جدایه 

0 

جدایه 

2 

جدایه 

3 

جدایه 

4 

جدایه 

5 

سوش 

5101 

جدایه 

uv0 

جدایه 

uv2 

جدایه 

uv3 

جدایه 

uv4 

جدایه 

uv5 

سوش 

uv5101 

 94/52 47/12 11/54 9/54 97/54 99/59 1/71 75/72 75/71 15/71 59/74 91/74 میانگین

 55/9 95/5 79/5 52/9 55/5 12/5 97/5 91/5 54/9 24/5 95/5 91/5 انحراف معیار

 f f d ef e ef b c c c a b مقایسه میانگین

 است. α=54/5دار در سطح ی عدم تفاوت معنیحروف مشابه نشان دهنده

 

و سوش ثانیه پرتودهی  9755با زمان یافته  و جهش والدینی برتر هایبین جدایه سیتریكاسیدتولید میانگین  یمقایسه

 . (9یافته است )جدول افزایش  سیتریكاسیدمیانگین میزان تولید  ،جهشبا ایجاد نشان داد كه استاندارد 

 دینیوال بابرترهای سیتریک )گرم بر لیتر( توسط جدایهتولید اسیدمیانگین  یمقایسه :3 جدول

 یپرتوده هیثان 0211 زمان در جهش یافته

 بیشترین تولید كمترین تولید کسیتریاسیدتولید  جدایه و سوش

 79/72 79/71 92/91 برتر والدینیهای جدایه

 55/51 22/54 59/49 جهش یافتهبرتر های جدایه

 15/71 72/74 51/71 )استاندارد( 5101سوش 

 15/59 17/51 94/52 )استاندارد( جهش یافته 5101سوش 

 

و  uv4تا  uv9)های جهش یافته جدایه سیتریكاسیدهای جهش یافته، میانگین تولید در بررسی پایداری ژنوتیپ

uv4595 نثانیه پرتودهی و در چهارمی 9755( در ( كشت متوالی از كشت اولuvr9  تاuvr4  وuvr4595 )یتوده ستیز با 

 پیژنوت یداریپااین می تواند  كه دار بین هر یك از جدایه نشان ندادیکسان در كشت اول و چهارم از نظر آماری تفاوت معنی

 .(5كند )جدول توجیه  را افتهی جهش یها

های جهش سیتریک )گرم بر لیتر( جدایهی میانگین تولید اسیدمقایسه :4جدول 

 LSDثانیه پرتودهی به روش  0211یافته در كشت اول با كشت چهارم در زمان 

(15/1=α) 

 سطح معنی داری  (I-Jتفاوت میانگین ) (Jكشت چهارم ) (Iكشت اول )

 uvr0 91/5 ns 59/5جدایه  uv0جدایه 

 uvr2 22/5- ns 92/5جدایه  uv2جدایه 

 uvr3 51/5 ns 99/5جدایه  uv3جدایه 

 uvr4 15/5 ns 95/5جدایه  uv4جدایه 

 uvr5 94/5- ns 49/5جدایه  uv5جدایه 

 uvr5101 91/5 ns 97/5جدایه  uv5101جدایه 
nsمعنی دار نبودن : 
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 9755اسپورهای قارچ ) بقاء برای( و بهترین زمان پرتودهی 4 ی)جدایه سیتریكاسیدبرتر بر اساس تولید  یدر جدایه

ی جدایهدر مقایسه با  uv4برتر جهش یافته  یهای كنتیکی( جدایه(، توانایی و كارایی )پارامترuv4 یثانیه پرتودهی( )جدایه

( بر تریكسیاسیدعنوان منبع كربن به محصول )در تبدیل )تخمیر( قند گلوكز بهبهبود یافت. این بهبودی ( 4 ی)جدایه والدینی

 (. 9 لو شک 4اساس مدل مونود و موزر است )جدول 

ی والدینی در محیط كشت ی برتر پرتو دیده با جدایهوری( در جدایهسیتریک )بهرهی تولید اسیدمقایسه :5جدول 

FLCM  ساعت( 044گرم بر لیتر گلوكز در روز ششم ) 011با غلظت اولیه 

 P X S نمونه
 پارامترهای كنتیکی مصرف گلوكز یتریكساسیدپارامترهای كنتیکی تشکیل 

p/sY p/xY pQ pq µ* 
x/sY sQ sq 

 57/5 12/5 52/5 572/5 59/5 79/5 91/5 57/5 79/14 41/95 75/72 4جدایه 

 uv4 47/12 95/57 75/95 95/5 49/9 25/5 57/5 575/5 49/5 99/5 579/5جدایه 

 علائم اختصاری و كمیت ها در بخش مواد و روش ها توضیح داده شده است.
*

1t=59  ،1ساعتX=95/7  1و  4برای جدایهX=9/5  برای جدایهuv4  (.9)بر اساس شکل 

  

 

 
 ی سلولی با مقدار گلوكز مصرف شدهسیتریک و وزن خشک تودهدر تولید اسید uv5و  5 یمقایسه كارایی جدایه :3شکل 

 

 ی والدینیجدایهنسبت به  سیتریكاسیدبرابر تولید بیشتر  9تقریبا  uv4جهش یافته  ی، جدایه4اساس جدول بر 

 در محیط سیتریكاسیدمقدار تولید  یگرم بر لیتر( تعیین كننده 955داشته است. مقدار قند اولیه )گلوكز( در محیط كشت )

در  تریكسیاسیدگیری است. میزان تولید در محیط كشت از روز دوم با دقت قابل اندازه سیتریكاسیدكشت است. مقدار تولید 

 هتو دیدپر یدر جدایه سیتریكاسیددر روز ششم به بیشترین مقدار خود رسیده است. اما سرعت افزایش تولید  uv4و  4 یجدایه

 یایه)محصول( در جد سیتریكاسیدترهای كنتیکی تشکیل ساعت( به شدت افزایش نشان داده است. پارام 27از روز سوم )بعد از 

uv4  یجدایهكه پارامترهای كنتیکی مصرف گلوكز )سوبسترا( در است در حالی 4 ی والدینیجدایه)جهش یافته( تقریبا دو برابر 

در این جدایه باعث افزایش  ( تقریبا مساوی است. این نتایج نشان دادند كه جهش4 یو والدینی آن )جدایه uv4 یدیده پرتو دیده
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و  4شده است )جدول  سیتریكاسیدخود در تبدیل گلوكز به  ی والدینیجدایهنسب به  uv4 یدیده ی پرتو دیدهجدایهكارایی 

با شیب تقریبا یکسان  4 ی والدینیجدایهو  uv4در جدایه  ی سلولیتوده(. ضمنا با توجه به این نکته كه وزن خشك 9شکل 

زمانی یکسان، افزایش معنی  یدر محدوده uv4 یی پرتو دیدهجدایهدر  ی سلولیتودهوزن  ،فته است ولی در اثر جهشافزایش یا

 (.9دار نشان داده است )شکل 

 بحث 

سیتریك با استفاده از منابع مختلف وجود دارد. تولید اسید با استفاده از قارچ های متعددی برای تولید اسیدروش

باشد و پژوهشگران متعددی سعی ترین روش میور، بهترین و اقتصادیو منبع گلوكز و روش تخمیر غوطه نایجرآسپرژیلوس 

 . (Alvarez‐Vasquez et al., 2000; Sankpal et al., 2001)كردند تا با ایجاد شرایط مختلف به بالاترین بازده تولید برسند 

یرا كه های دیگر قارچی است. زدارای مزایای دیگری نسبت به استفاده از گونه آسپرژیلوس نایجرسیتریك از تولید اسید

آید. این قارچ توانایی تخمیر، تولید طیف وسیع، فراوان دست میاین قارچ به آسانی از منابع مختلف همچون خاک، آب و هوا به

سیتریك را به عنوان یك میکروارگانیسم اسید %25و ارزان قیمت از تركیبات حاوی مواد قندی و همچنین عملکرد تولید بالای 

 امن در صنایع مختلف دارد. 

ها بستگی به میزان حساسیت اسپور در مدت زمان در معرض اشعه در قارچ UVهای تصادفی توسط اشعه ایجاد جهش

UV       سپور قارچ سیت ا سا شده در زمان پرتودهی دارد. ح سپرژیلوس یا مقدار انرژی دریافت   k (s-1(مرتبط با مقدار ثابت  نایجر آ

(kt)-=exp(0/ntSurvival ratio=n )      ضریب شدن ) سرعت غیر فعال  ست  به 5551/5برابر با  uv4 ی( كه برای جدایهxیا ثابت  د

شان دهنده 7آمد )شکل   ست. ب     ج(، ن سپور قارچ در مقابل زمان پرتودهی ا   kطوری كه هر چه مقدار هی میزان حساسیت پایین ا

شان دهنده   شد، ن شد. بنابراین زمان   كمتر با سپور قارچ در مقابل میزان غلظت پرتودهی می با ثانیه كه معادل   9755ی مقاومت ا

سپور قارچ توان تولید       41/9×95-4انرژی  شد در حالی كه ا سب برای پرتودهی انتخاب  ست به عنوان زمان منا ژول بر متر مربع ا

 ی میکروبی متغیر است. بسته به گونه و حتی سویه k(. بنابراین مقدار 7است )شکل مثل و بقاء خود را نیز حفظ كرده 

سپرژیلوس ، آلترناتا آلترناریادر تحقیقات، برای  kمقدار  سپرژیلوس ، كربوناریوس آ پنی  ، ربارومه كلادوسپوریوم ، نایجر آ

ــیلیوم جانتینلیوم ــت  99/5و  5/ 997، 97/5، 5979/5، 595/5، 5749/5به ترتیب  آلبیکانس كاندیداو  سـ ــده اسـ گزارش شـ

(Farrell et al., 2009; Valero et al., 2007). 

سـیتریك، یـك راهبـرد مـوثر     منظـور دسـتیابی بـه بـازده بـالای تولیـد اسـید       ، بـه UV یایجاد جهش توسـط اشـعه  

در ایـن مطالعـه،   . (Gupta & Sharma, 1995; Wei et al., 2014)هـای میکروبـی بـا كـارایی بـالا اسـت       بـرای ایجـاد سـویه   

طــوری كــه هدار نشــان داد؛ بــســیتریك افــزایش معنــیهــا كــاهش و میــزان تولیــد اســیدبعــد از پرتــودهی، گســترش ریســه

ــه جدایــه 71/95هــای جهــش یافتــه، میــانگین تولیــد اســید توســط جدایــه  هــای والــدینی افــزایش تولیــد درصــد نســبت ب
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سـیتریك نیـز توسـط لطفـی     . تـاثیر جهـش بـر افـزایش بـازده تولیـد اسـید       (9و شـکل   9سیتریك را نشان داد )جـدول  اسید

  .(Lotfy et al., 2007)درصد گزارش شده است  74/15تا  7552و همکاران در سال 

سیتریك مدت زمان رشد قارچ می باشد. در بررسی های انجام گرفته مشخص شده است از عوامل موثر بر تولید اسید

ابتی را سیتریك روند ثروز هفتم به بعد میزان تولید اسید سیتریك تا روز ششم سیر صعودی داشته و ازكه میزان تولید اسید

ین، های انجام شده توسط محققسیتریك، در بررسییابد. علت ثابت ماندن و یا كاهش تولید اسیددهد و سپس كاهش مینشان می

 . (Ikram-ul et al., 2004; Shetty, 2015)كاهش و یا تمام شدن قند مصرفی در محیط كشت بیان شده است 

شود، بنابراین بر تمامی شرایط تخمیر و تشکیل از آنجایی كه جهش باعث تغییر رفتار فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی می

های دائمی )جهش دگرقالب( باعث جهش DNAزا با ایجاد تغییرات در ساختمان ها تاثیر می گذارد. عوامل جهشمتابولیت

 اسپورزایی شدید و رشد حداكثر، نقطه از عبور با است؛ حداكثر دارای یك زمان، به نسبت سیتریكاسید تولید شوند. میزانمی

سمت  به تخمیر را فرآیند اسپور قارچ تعداد افزایش. آید می پایین د اسیدتولی  در نتیجه و شودمی رشد توقف سبب توسط قارچ

 نتیجه كاهش در و محصول تولید این امر باعث كاهش دهد، می زیستی سوق توده تولید نفع به را قند مصرف و سلول شدن انبوه

دنبال آن باعث افزایش می شود. در این مطالعه مشخص شد كه جهش باعث ثابت ماندن پارامترهای مصرف گلوكز و به وریبهره

 ی جهش یافته شده است. سیتریك در جدایهپارامترهای تولید اسید

 نتیجه گیری

های تصادفی با استفاده از اشعه ، با ایجاد جهشنایجر آسپرژیلوسهای بومی در این بررسی سعی شد كه توانایی جدایه

UV جه وری، مورد توی كمی عملکرد و بهرههمراه توجه به بهبود و افزایش كارایی دو مؤلفهسیتریك، بهدر افزایش تولید اسید

از  وری،د و بهرهی عملکرقرار گیرد. بررسی كمی فرآیندهای سلولی، ابزار حیاتی در طراحی فرآیندهای تخمیر است. دو مؤلفه

تریك یك سیكه اسید یینمایند. از آنجاصول را تعیین میساز به محهای كمی هستند كه چگونگی تبدیل پیشمهمترین مؤلفه

، ممکن است تجمع uv4 یی ژنتیکی )پایدار( مانند جدایهجهش یافته یواسطه متابولیسم در تولید انرژی است، در یك جدایه

تشکیل زیست توده، به دلیل ایجاد عدم تعادل متابولیکی انجام شود. علت احتمالی این است كه سطوح  سیتریك از طریقاسید

های جهش یافته، منجر به كاهش غیر طبیعی میزان مصرف سیترات شود. با توجه پایین فعالیت آنزیم آكونیتاز در چنین سلول

وان محصول( سیتریك )به عن)به عنوان سوبسترا( و تولید اسید به بررسی انجام شده در خصوص پارامترهای كنتیکی مصرف گلوكز

( 4ایه )جد نایجر آسپرژیلوس یهای تصادفی پایدار، توانایی افزایش كارایی تبدیل سوبسترا به محصول را در این جدایهجهش

 ایجاد كرده است.
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Investigation of increase of Citric acid produced by Aspergillus niger native mutant 

strains 

S.M.R.Khoshroo1* 

 

 

Abstract1 

Aspergillus niger was isolated from the soil and surface of corn seeds purified and identified according 

to morphological characteristics. The irradiation rate was calculated based on the duration of UV radiation in Jules 

per square meter. The specific method of Marier and Boulet was used to quantitatively measure the production of 

Citric acid. Radiation with 1200 seconds showed the greatest effect on the increase of production of Citric acid. 

The mean production of Citric acid in the preferable mutated isolates and parents cultures were 51.01 and 37.87 

mg/l respectively, which increased by 14.14 g/l. In the study of the stability of mutated genotypes, the mean 

production of Citric acid with 1200 seconds of radiation in the fourth consecutive culture of the first culture was 

not statistically significant. The performance and efficiency of mutated isolates (5uv) showed an increase in the 

production of Citric acid by about 3 times compared to parent isolates. In isolation of 5uv and its parents, the 

kinetic parameters of product formation (Citric acid) were twice as much and the kinetic parameters of the substrate 

(glucose consumption) were approximately equal compared to parent isolates, while the dry weight of cell mass 

in the isolate 5uv increased relatively to the parental isolate 5 with the same gradient. In this study, it was found 

that random mutations with UV radiation have improved the kinetic parameters of the production of Citric acid 

versus glucose consumption as a substrate. 

 

Key words: Aspergillus niger, Citric acid, Mutation, UV radiation. 
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