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Abstract 

12Introduction: Vinegar is an ancient fermented food consumed by human since Babylons period. It is a condiment 

that produced from various carbohydrate sources by alcoholic and subsequently acetic acid fermentation. Alcoholic 
fermentation is carried out by Saccharomyces cerevisiae, while the acetic acid fermentation is performed by acetic acid 
bacteria. Most of the acetic acid bacterial strains are classified in the Acetobacter genus and derived from vinegar 
factories that are able to oxidize ethanol to acetic acid and some strains over oxidize acetic acid into CO2 and H2O 
(over-oxidation). In acetic acid fermentation, important physical parameters that affect the growth of A.aceti are 
temperature, aeration and pH. Other most important factors for enhancing production efficiency of acetic acid are the 
nutrients of substrate for increases microbial activity. Considering the significant role of carbon sources and 
micronutrients in the fermentation culture to increase the production of acetic acid, in the present study, the effect of 
adding ammonium phosphate (0- 0.75 g), potassium sulfate (0- 0.75 g) and Saccharomyces cerevisiae (0- 1.5 g), were 
investigated to increase the production of acetic acid using Acetobacter spp. 

 
Materials and methods: Yeast (Saccharomyces cerevisae) was obtained from the Iranian Research Organization 

for Science and Technology, Department of Biotechnology in Tehran, Iran with code number 5052. All chemicals were 
from Merck Co. Acetic acid production was performed by Acetobacter spp in a fermenter (Biostat B B.Brun) with a 
capacity of 10 L which contained 5000 ml of fermentation culture in 9.9 acidity. Mash with a capacity of 3000 ml 
containing 450 ml of vinegar with 9.9 acidity, 350 ml of ethanol 97%, 2.1 g of dextrose and the rest up to 3000 ml of 
water was produced and 300 ml of it was injected into the fermenter every 4 hours (in 10 steps). After complete 
injection, the fermentation operation continued for 9 hours. Agitation speed, aeration rate and temperature in the 
fermenter were 900 rpm, 50 L/min and 32°C, respectively. Determination of the best conditions for producing acetic 
acid was performed by Response Surface Methodology (RSM) in the form of central composite design. Independent 
variables were yeast concentration (0- 1.5 g), concentration of the ammonium phosphate (0- 0.75 g), and the potassium 
sulfate concentration (0- 0.75 g). RSM models were developed and optimization was done for the highest acidity, 
activity and oxidation value and the lowest residual alcohol content in the product. Optimal and control samples were 
examined in terms of qualitative characteristics such as acidity, activity, residual alcohol content, oxidation value, total 
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dissolved solids, reducing sugar, total phenol, ascorbic acid, sulfur dioxide and heavy metals. Comparison of the 
optimal and control samples was done in a completely randomized design using SAS ver: 9.1 software. 

 
Results and discussion: The results showed that increasing the concentration of yeast and ammonium phosphate 

led to increase the initial and final acidity, activity and oxidation value and decrease the amount of residual alcohol. The 
effect of increasing potassium sulfate was negative and reduced the initial and final acidity, activity and oxidation value. 
However, interaction effects of potassium sulfate concentration with other variables at its intermediate levels on 
reducing the amount of residual alcohol in the product was positive. The optimal levels of the studied variables were 
determined as 1.5 g of Saccharomyces cerevisiae, 0.75 g of ammonium phosphate and 0.38 g of potassium sulfate. In 
control sample (without the independent variables), initial and final acidity, activity and oxidation index were lower and 
the residual alcohol content was higher than the standard level. Therefore, the optimal sample was compared with the 
control and using industrial activator (Astasome). The optimal sample in terms of initial and final acidity, activity, 
residual alcohol content and oxidation value had not a significant difference (p> 0.05) with the control sample 
(containing Astasome). Moreover, the optimal and control samples were not significantly difference in ascorbic acid 
and reducing sugar (p> 0.05), while the optimal sample in terms of total phenol content, sulfur dioxide and heavy 
metals like lead, zinc and copper was superior compared to the control sample (p <0.05). Overall, the results of this 
study indicated the positive effect of yeast, ammonium phosphate, and the potassium sulfate at suitable concentration on 
qualitative characteristics of acetic acid. 

The results revealed that using of appropriate amounts of Saccharomyces cerevisiae, ammonium phosphate and 
potassium sulfate in substrate as a source of micronutrients improve quality of acetic acid production by Acetobacter 
spp.  
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 پژوهشی-مقاله علمی

 ساکارومایسز سرویزیهکمیت فسفات آمونیوم، سولفات پتاسیم و مخمر  یبایبهینهبررسی تاثیر و 

 تولید اسید استیک در فرمانتور ناپیوسته با استفاده از روش سطح پاسخ در 

 

 *2یهاجر عباس -1منشیموریمرجان ت

 

 18/02/1400تاریخ دریافت: 
 03/04/1400تاریخ بازنگری: 

 14/04/1400تاریخ پذیرش: 

 چکیده
باشد. یکی از بارزترین عوامل مؤثر در افزایش راندمان تولید اسید استیک، مواد مغذی تولید سرکه شامل دو مرحله تخمیر الکلی و اکسیداسیون استیکی می

گرم( و  صفر -75/0گرم(، سولفات پتاسیم ) صفر -75/0ونیوم )موجود در سوبسترا جهت فعالیت بیشتر میکروارگانیسم است. در این پژوهش اثر افزودن فسفات آم
از روش تیمارها با استفاده  استوباکتر مورد بررسی قرار گرفت.توسط گرم( با هدف افزایش راندمان تولید اسید استیک  صفر -5/1مخمر ساکارومایسز سرویزیه )

از نظر اسیدیته اولیه، اسیدیته نهایی، فعالیت، الکل باقی مانده و سپری شدن مراحل تولید، ایجاد و پس از سطح پاسخ و طرح مرکب مرکزی با چهار نقطه مرکزی 
ب )مواد جامد های کیفی محصول منتخویژگیارزیابی نتایج حاصل از  متغیرهای مستقل مشخص گردید و شرایط بهینه اندیس اکسیداسیون ارزیابی شدند.

که افزایش غلظت نتایج نشان داد  .قرار گرفتمقایسه مورد با نمونه شاهد اکسید گوگرد و فلزات سنگین( یک، دینامحلول، قند احیاء، فنول کل، اسید آسکورب
. اثر افزایش شوددر محصول میمخمر و فسفات آمونیوم باعث افزایش اسیدیته اولیه و نهایی، فعالیت و اندیس اکسیداسیون و کاهش میزان الکل باقی مانده 

بر اسیدیته اولیه و نهایی، فعالیت و اندیس اکسیداسیون کاهنده ارزیابی گردید. سطوح بهینه متغیرهای خصوصا در سطح بالای مورد بررسی یم غلظت سولفات پتاس
 لیدی از نظرتوبهینه نمونه  گرم سولفات پتاسیم در نظر گرفته شد. 38/0گرم فسفات آمونیوم و  75/0، ساکارومایسز سرویزیهگرم مخمر  5/1مورد بررسی شامل 

 نشان نداد.آستازوم( کننده صنعتی )دارای فعالبا نمونه  (<05/0p)داری معنیتفاوت و اندیس اکسیداسیون  میزان الکل باقی ماندهفعالیت، ، اولیه و نهایی اسیدیته
و ( mg/kg 45/0)، روی (mg/kg 0075/0) سرب، (mg/kg 25/6) اکسید گوگرددیمیزان و  (mg/L 5/6) بیشتراین نمونه دارای محتوی فنول کل حالیکه  در

 .(>05/0p) بودنسبت به نمونه شاهد  ( کمتریmg/kg 225/0) مس

 

 ، روش سطح پاسخ.ساکارومایسز سرویزیهاسید استیک، استوباکتر،  کلیدی: هایهواژ
 

 1مقدمه
به معنی  "Vinaigre"از واژه فرانسوی برگرفته کلمه سرکه 

های مختلف و با استفاده از به روشاست. این محصول  شراب ترش
مواد اولیه گوناکون قابل تولید است. براساس تعریف استاندارد ایران، 

ای است که از تخمیر الکلی ملاس و سپس تخمیر سرکه فرآورده
 %5گردد و بایستی دارای حداقل استیکی الکل رقیق شده حاصل می

تولید سرکه شامل دو . (Sharifi et al., 2015) اسید استیک باشد
باشد. عوامل مرحله اساسی تخمیر الکلی و اکسیداسیون استیکی می
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مؤثر در مرحله تخمیر الکلی که کنترل آنها از اهمیت زیادی برخوردار 
 ، غلظت اکسیژنpHاست شامل نوع مخمر، غلظت قند، مواد مغذی، 

ترین عوامل تأثیرگذار در باشد. از مهمو درجه حرارت می محلول
توان به نوع میکروارگانیسم، مرحله اکسیداسیون استیکی نیز می

و درجه حرارت اشاره نمود محلول غلظت الکل، غلظت اکسیژن 
(Robert, 2006 سرکه .)دیابتی، اثرات مفیدی از جمله اثرات ضد

بود خستگی، تنظیم فشار اکسیدانی، بهتحریک اشتها، خواص آنتی
خون و کاهش چربی و کلسترول خون با مهار اکسیداسیون 

کنندگان به ( برای مصرفLDLهای با چگالی پایین )لیپوپروتئین
وه بر مصرف مستقیم سرکه، . علا(Sharifi et al., 2015) دنبال دارد

عنوان تلف بهدر فرآوری محصولات غذایی مخ این محصول
 ,.Budak et al) گیرددهنده مورد استفاده قرار مینگهدارنده و طعم

ترین اسیدهای آلی است که دارای اسید استیک یکی از ساده (.2014
عنوان یکی از مواد حد واسط مهم در بهو  بوی تیز و مزه ترش است
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های مختلف ید استیک از روششود. اسبسیاری از صنایع شناخته می
های تولیدکننده اسید میکروبی توسط باکتری تخمیرشیمیایی و 

های تولیدکننده اسید استیک از شود. تاکنون باکتریاستیک تولید می
اند. سویهمناطق مختلف جهان جدا شده و مورد مطالعه قرار گرفته

های خاص خود های بومی هر منطقه ممکن است دارای ویژگی
با تواند رو پیشرفت فرایندهای تولید اسید استیک میباشند. از این
شرایط جغرافیایی و آب و هوایی  ،های بومیتر سویهمطالعه دقیق

های اسید بندی باکتریهای اخیر، طبقه. در سالهمراه شودمختلف 
جنس تقسیم  15ها به استیک گسترش یافته و این میکروارگانیسم

 اند.شده
)منبع کربن و نیتروژن، مخمر، مواد تأمین دهای زیستی، در فراین
خود را بهو اصلی های اولیه ای از هزینهبخش عمده ها(ریز مغذی

از  ها و منابع نیتروژنیدهند. تاکنون انواع کربوهیدارتاختصاص می
لاکتوز آب  و جمله گلوکز، سوکروز، مالتوز، مانیتول، ملاس، ذرت، کاه

سیدهای مختلف از جمله اسید استیک، اسید برای تولید اپنیر 
 Sharifi et) اندکار رفتهسیتریک، پروپیونیک اسید و اسید لاکتیک به

al., 2015). مورد استفاده هایو باکتری های بارز مخمرهااز مشخصه 
یع در تخمیر سرآنها توان به توانایی برای تولید اسیدهای مختلف، می

و کامل مواد خام و ارزان، نیاز به حداقل مواد نیتروژنی و بازدهی بالا 
مطالعات پیشین نشان داده است که . برای تولید محصول اشاره کرد

مخمر و  مقدارعوامل متعددی نظیر نوع و غلظت منبع کربن، نوع و 
ها تأثیر زیادی در افزایش سرعت مغذی استفاده از عناصر معدنی و ریز

 ,Ding & Tan) ند تخمیر و بازده تولید اسیدهای مختلف دارندفرای

با توجه به گستردگی مصرف اسید استیک در صنایع مختلف . (2006
 این اسید، تاکنون تحقیقات متعددی در و با هدف افزایش میزان تولید

ها و عوامل مختلف مؤثر در تخمیر اسید نقش ریزمغذی خصوص
 Aguilar بر تولید این محصول صورت گرفته است.ستیک ا

Uscanga ( 2006و همکاران) که منابع کربن نقش قابل  ندنشان داد
تولید اسید استیک دارند. این محققان از گلوکز، بازده توجهی در 

ملاس نیشکر، نیشکر تصفیه شده، آناناس و آب نیشکر و چغندرقند به
عنوان منبع کربن استفاده کردند و به این نتیجه دست یافتند که 

و بازده تولید اسید استیک اسید استیک تولیدی،  غلظت بیشترین
 ،g/g 24/0برابر با  ترتیببهکه اتانول راندمان تولید همچنین 

g/L/h 14/0 و g/L 5/14 آید که از ملاس دست میزمانی به، هستند
لیتر سوکروز به عنوان منبع انرژی استفاده  گرم بر 60نیشکر حاوی 

و همکاران  Awad. (Aguilar Uscanga et al., 2006) شده باشد
 استوباکترسازی فرایند تولید اسید استیک توسط با بهینهنیز  (2012)

، (g/L 53) د اسید استیکترین میزان تولیگزارش نمودند که بالا استی
 144 مخمر و g/L 12پپتون،  g/L 5گلوکز،  g/L 100 حضوردر 

در تحقیق  .(Awad et al., 2012) آیدحاصل میساعت تخمیر 
ها بر تولید های رشد و ریزمغذیبه بررسی اثر محرکمحققان  دیگری

، اتانولغلظت  %5 د که درنتایج آنها نشان دا اسید استیک پرداختند.
آمونیوم سولفات بیشترین میزان   %25/0دی پتاسیم فسفات و  5/0%

Rosada (2018 ،) (.Joshi et al., 2016) شوداسید استیک تولید می
سبت حجمی(، ن وزنی/ %20، 10، صفربا مطالعه اثر غلظت قند اولیه )

( و سرعت اختلاط 7:3، 1:1، 3:7به استوباکتر ) ساکارومایسز سرویزیه
دور بر دقیقه( بر تولید اسید استیک، شرایط بهینه جهت  160، 80)

گلوکز،  صفر درصددستیابی به حداکثر مقدار اسید استیک را غلظت 
 160به استوباکتر، سرعت اختلاط  ساکارومایسز سرویزیه 3:7نسبت 

 ,.Rosada et al) کردند توصیهروز تخمیر  10ه طی مدت دور بر دقیق

2018). Abdolalizadeh ( 2010و همکاران) غلظت  4، با بررسی اثر
گرم بر لیتر(،  8، 5، 2، صفرمنبع ازت شامل عصاره مخمر ) مختلف
 15، 12، 8، 5ر لیتر( و سولفات آمونیوم )گرم ب 8، 5، 2، صفرپپتون )

لاکتوباسیلوس گرم بر لیتر( بر راندمان تولید اسید لاکتیک توسط 
به این نتیجه دست یافتند که با افزودن پپتون به محیط کشت،  کازئی

 Abdolalizadeh) یابدتولید اسید لاکتیک افزایش قابل توجهی می

et al., 2010) همچنین با افزایش غلظت عصاره مخمر و سولفات .
لاکتیک افزایش  راندمان تولید اسید ،آمونیوم در محیط کشت

منابع اهمیت غلظت اکسیژن محلول و علاوه بر . چشمگیری نشان داد
کشت باید با ، محیط مورد استفاده در محیط کشت تخمیر کربن

تخمیر مخمر ضروری  که جهت رشد و عناصر کم مقدار دیگری
توان به عناصر معدنی ترین آنها میسازی شود که از مهمهستند، غنی

لذا، در پژوهش حاضر نظیر نیتروژن، فسفر، گوگرد و روی اشاره کرد. 
عنوان محرک رشد فعالیت هب ساکارومایسز سرویزیهتأثیر عصاره مخمر 

م و فسفات آمونیو های مختلفو غلظتاستی  استوباکترباکتری 
عنوان ریز مغذی و عناصر ریز مقدار جهت افزایش به سولفات پتاسیم

یابی و همچنین بهینه ،راندمان تخمیر و بازدهی تولید اسید استیک
و  سولفات پتاسیم ،فسفات آمونیوم متغیرهای مورد بررسی )غلظت

 تولید حداکثر دستیابی به فرمانتور ناپیوسته برای عصاره مخمر( در
مورد بررسی قرار مناسب  کیفیهای ویژگیستیک با اسید ا غلظت
 .گرفت
 

  ها مواد و روش
از بخش  (PTCC 5052) ساکارومایسز سرویزیهسویه 

های علمی و صنعتی ایران تهیه، و در بیوتکنولوژی سازمان پژوهش
کلیه مواد کلیه مراحل این تحقیق مورد استفاده قرار گرفت. 

پژوهش، با خلوص بالا از شرکت  آزمایشگاهی مورد استفاده در این
 خریداری شدند. (،آلمان) مرک



 401     ...و میسولفات پتاس وم،یفسفات آمون تیکم یابینهیو به ریتاث یبررس/ ی عباس و منشیموریت

 اهسازی نمونهآماده
 Biostat Bتولید اسید استیک توسط سویه مورد نظر در فرمانتور )

B.Brun لیتر محیط کشت میلی 5000لیتر که حاوی  10( با گنجایش
ر لیتمیلی 3000مش با ظرفیت  بود، انجام گرفت. 9/9با اسیدیته اولیه 

، %97اتانول  لیترمیلی 350، 9/9لیتر سرکه با اسیدیته میلی 450حاوی 
، فسفات آمونیوم و ساکارومایسز سرویزیهمخمر ، گرم دکستروز 1/2

مطابق مقادیر ارائه شده برای تیمارهای مختلف  سولفات پتاسیم
در فواصل  ده شد ولیتر آب آمامیلی 3000بقی تا حجم ما( و 1جدول )

پس از به فرمانتور تزریق شد. لیتر میلی 300 یک بار ساعت 4زمانی 
ساعت ادامه یافت.  12تزریق کامل آن، عملیات تخمیر به مدت 

دور در  900 ترتیب،و دمای فرمانتور به ، میزان هوادهیسرعت اختلاط
 د.در نظر گرفته ش گراددرجه سانتی 32و  لیتر در دقیقه 50، دقیقه

 -5/1) ساکارومایسز سرویزیهدرصد مخمر  شاملمتغیرهای مستقل 
درصد درصد( و  صفر -75/0) درصد فسفات آمونیوم(، درصدصفر 

ارزیابی برای . نددرنظر گرفته شد درصد(صفر  -75/0) سولفات پتاسیم
ترکیب مختلف از  20دست آوردن نقطه بهینه، هبتاثیر متغیرها و 

 (Design Expert) افزار دیزاین اکسپرتمآزمایش توسط نرمتغیرها 
و مقادیر متغیرهای متغیرهای مستقل سطوح  کهپیشنهاد گردید 

 .   آورده شده است 1جدول گیری شده آنها در وابسته اندازه

 
 ه آنهاسطح پاسخ و مقادیر متغیرهای وابست سطوح متغیرهای مستقل در تیمارهای مختلف -1جدول 

Table 1- Levels of independent variables in different treatments and the values of their dependent variables 

Treatments 
 تیمار

 

Saccharomyces 

cerevisiae (g) 
ساکارومایسز مخمر 

 (گرم) سرویزیه

Ammonium 

phosphate  (g) 
 (گرمفسفات آمونیوم )

Potassium 

sulfate  (g) 

سولفات پتاسیم 

 (گرم)

1 0.25 0.13 0.13 
2 0.75 0.38 0.38 
3 0.75 0.38 0.38 
4 0.75 0.38 0.38 
5 0.75 0.38 0.00 
6 1.5 0.38 0.38 
7 0.25 0.63 0.13 
8 0.75 0.75 0.38 
9 0.75 0.38 0.38 

10 1.25 0.13 0.63 
11 1.25 0.63 0.13 
12 0.25 0.63 0.63 
13 1.25 0.13 0.13 
14 0.75 0.38 0.38 
15 0.75 0.00 0.38 
16 0.00 0.38 0.38 
17 0.25 0.13 0.63 
18 1.25 0.63 0.63 
19 0.75 0.38 0.75 
20 0.75 0.38 0.38 

 
 شیمیایی های ارزیابی ویژگی

  گیری اسیدیتهاندازه
 9بعد از در دو مرحله اسیدیته اولیه ) هاگیری اسیدیته نمونهاندازه

مطابق با  (،ساعت تخمیر 12بعد از ( و اسیدیته نهایی )اعت تخمیرس
و بر اساس تیتراسیون با سود  ،AACC – 31.01-02روش استاندارد 

 گرفت. انجامنیم نرمال در مجاورت معرف فنل فتالئین 
 

 ارزیابی فعالیت
، و از سیدیته در واحد زمان استافزایش ا پارامتر فعالیت بیانگر

 ساعت 3محدوده زمان  در یکاولیه و اسیدیته نهایی  تفاوت اسیدیته
میزان فعالیت برای تمامی در این پژوهش  .(1)رابطه  دگردمیمحاسبه 

از آنجایی  .گیری گردید( اندازهساعت 3تیمارها در واحد زمان ثابت )
ساعت در فرایند تولید، شدت این تغییر  12تا  9که بین محدوده زمانی 

 زیابی این پارامتر در این بازه زمانی انجام گرفت. تر است، ارچمشگیر



 1401آبان  -، مهر4، شماره 18نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران، جلد     402

 اسیدیته نهایی(= فعالیت -زمان/ )اسیدیته اولیه                       ( 1)
 

 ماندهگیری الکل باقیاندازه

میزان الکل باقی مانده مطابق با استاندارد ملی ایران به شماره 
در آن و  دو مرحله تقطیر سرکه و سپس اکسید کردنو طی  1394

گردید. بدین  تعیین ماندهکرومات پتاسیم باقیبیگیری اندازهنهایت 
لیتر آب درون یک بالن تقطیر میلی 60لیتر سرکه و میلی 10 منظور،

لیتری مخلوط گردید. در حضور معرف فنل فتالئین، سدیم میلی 250
نرمال قطره قطره به محلول اضافه گردید تا به رنگ  1/0هیدروکسید 

لیتر میلی 50ابت )قرمز ارغوانی( برسد. فرایند تقطیر تا دستیابی به ث
محلول تقطیر شده انجام گرفت و با آب مقطر به حجم رسانده شد. در 

لیتر سرکه تقطیر شده به درون یک ارلن میلی 20مرحله اکسید کردن، 
لیتر محلول نیتروکرومیک به آن اضافه میلی 10مایر انتقال داده شد و 

گراد درجه سانتی 18دقیقه در دمای  30محلول حاصل به مدت  شد.
گرم یدور پتاسیم  1لیتر آب مقطر و حدود میلی 50قرار گرفت. سپس 

نرمال تیتر  1/0به محلول اضافه گردید و ید آزاد شده با تیوسولفات 
دست به 2شد. مقدار الکل باقی مانده )حجمی/ حجمی( مطابق رابطه 

 آمد. 
(2   )                                (A- B× ) 114/0  =ماندهالکل باقی 

 

: B: حجم تیوسولفات مصرفی برای نمونه و Aدر رابطه فوق، 
 باشد.حجم تیوسولفات مصرفی برای شاهد می

 
 سیداسیوناندیس اک تعیین

 متر مکعب پرمنگنات پتاسیمسانتی بیانگرارزش اکسیداسیون 
در تحت شرایط استاندارد رم از نمونه گ 100است که نرمالی  100/1

 ،اندیس اکسیداسیونگیری برای اندازهکند. مصرف میدقیقه  30مدت 
لیتر اسید میلی 10بالن انتقال داده شد و  بهلیتر از نمونه میلی 5

 002/0لیتر محلول پتاسیم پرمنگنات میلی 15سولفوریک رقیق شده و 
 دقیقه در دمای 30به مدت  مولار به آن اضافه گردید. محلول حاصل

لیتر محلول یدور میلی 5. پس از آن گراد قرار گرفتدرجه سانتی 18
مولار و با  02/0شد و یدور آزاد شده با تیوسولفات  افزوده %10پتاسیم 

تیتر گردید. ارزش اکسیداسیون با  %1استفاده از محلول نشاسته 
 Institute of Standards andشد )محاسبه  3استفاده از رابطه 

Industrial Research of Iran, 2003) . 
(3        )                             (A- B× )40اندیس اکسیداسیون = 

 

: B: حجم تیوسولفات مصرفی برای نمونه و Aرابطه فوق، در 
 باشد.حجم تیوسولفات مصرفی برای شاهد می

 

 ه پارامترهای کیفی نمونه بهینه و شاهدبررسی و مقایس
سازی و بررسی تاثیر متغیرهای مستقل بر تغییرات پس از مدل

متغیرهای وابسته، سطوح مناسب متغیرهای مستقل تعیین و نمونه 
های بهینه با استفاده از سطوح مناسب متغیرها تهیه گردید. نمونه

زان مواد جامد های کیفی از جمله میبهینه و شاهد از نظر ویژگی
نامحلول، فلزات سنگین، اسید آسکوربیک، محتوی فنول کل، میزان 

 .قند احیاء و دی اکسید گوگرد مورد بررسی و مقایسه قرار گرفتند
 

 گیری مواد جامد نامحلولاندازه
و همکاران  Dahdouhمیزان مواد جامد نامحلول مطابق با روش 

 Dahdouh et) تعیین شد بر اساس خشک کردن در آون و (،2016)

al., 2016). 
 

 گیری فلزات سنگیناندازه
 هانمونه از لیترمیلی 5ابتدا ، سنگین فلزاتمنظور تعیین میزان هب

 1/0و اسید نیتریک  نرمال 6کلریدریک  مخلوط اسیدلیتر میلی 3با 
دست آمده محلول شفاف بهم اسیدی شدند. ( هض1:3 نسبت) نرمال

ها و محلول لیتر رسانده شدمیلی 50با استفاده از آب دیونیزه به حجم 
گیری غلظت عناصر سنگین آماده شدند. غلظت فلزات جهت اندازه

سنگین سرب، آرسنیک، آهن، روی و مس، با استفاده از دستگاه جذب 
های تیب در طول موجتر، ایتالیا( بهGBC، شرکت Avantaاتمی )

-Balali) نانومتر تعیین شد 8/324و  9/213، 3/248، 7/193، 3/283

Mood et al., 2018) . 
  

 اکسید گوگردگیری دیاندازه

اکسید گوگرد با روش یدومتری مستقیم فرآورده مطابق میزان دی
 .گیری شدهانداز 4308با استاندارد ملی ایران به شماره 

 

 گیری اسید آسکوربیک اندازه

-AOAC مصوب استاندارد مطابق با روش Cمیزان ویتامین 

بر اساس استخراج اسید آسکوربیک نمونه، با استفاده از و  967/21
دی کلروفنل  -6و 2، و عیارسنجی با معرف %2 اگزالیکمحلول اسید 

سید . مقدار اشدایندوفنل تا ظهور رنگ صورتی روشن تعیین 
 .گرم وزن خشک بیان گردید 100گرم در بر حسب میلیآسکوربیک 

 
 گیری فنول کلاندازه

سنجی و با استفاده از محتوی فنولیک کل بر اساس روش رنگ
و  Hafzanمعرف فولین سیوکالتو مطابق با روش ارائه شده توسط 

لیتر آب مقطر، میلی 9/3، ربدین منظو( تعیین گردید. 2017همکاران )



 403     ...و میسولفات پتاس وم،یفسفات آمون تیکم یابینهیو به ریتاث یبررس/ ی عباس و منشیموریت

 10معرف فولین سیوکالتو ) میلی لیتر از 5/0ا نمونه بلیتر میلی 1/0
 5/0دقیقه، مقدار  3-6رابر رقیق شده با آب( مخلوط شد. پس از ب

درصد به محلول اضافه و مخلوط گردید.  20لیتر سدیم کربنات میلی
در طول  دقیقه در تاریکی 30ها پس از گذشت جذب نوری محلول

ها با نانومتر قرائت گردید. مقدار فنول کل موجود در نمونه 725موج 
والان گالیک اکیاستفاده از منحنی استاندارد گالیک اسید بر حسب 

 . (Hafzan et al., 2017) حاسبه شد( مmg/L) در لیتر اسید
 

 احیاءگیری قند اندازه
قند احیاء مطابق با روش مصوب استاندارد گیری میزان اندازه

AOAC 920.51آنیون و با استفاده از  -، و بر اساس روش لین
 انجام گرفت.  Bو  Aهای فهلینگ محلول

 
 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

بررسی تأثیر متغیرهای مستقل شامل  منظوربهتحقیق، این در 
( و B) ت آمونیومفسفا(، درصد A) ساکارومایسز سرویزیهمخمر درصد 

ها )اسیدیته اولیه، اسیدیته نهایی، بر پاسخ (C) درصد سولفات پتاسیم
دیزاین  افزار( از نرمفعالیت، الکل باقی مانده، اندیس اکسیداسیون

روش سطح پاسخ در قالب طرح مرکب مرکزی با و  9اکسپرت ورژن 
و یا  داریهای آماری و معنیکلیه بررسی. استفاده شد نقطه مرکزی 5

. جستگردیددرصد انجام  95طمینان ها در سطح اداری دادهغیرمعنی
ی مطلوب هاپاسخجهت دستیابی به شرایط عملیاتی بهینه  وجوی

در . گرفتسازی عددی انجام با استفاده از تکنیک بهینهمورد نظر 
برای هر افزار، ها توسط نرمداده تجزیه و تحلیلپس از  RSMروش 

( و مجموع مربعات باقیSDانحراف استاندارد )با دلی متغیر وابسته م
 ( بالا2Rو ضریب همبستگی ) اندک (PRESSمانده برآورد شده )

را  مربوطه فاکتوربر اصلی و متقابل متغیرها  آثارو  گرددتعریف می
، برای پاسخ شودمشاهده می 1در معادله همانطور که . کندبیان می

اثرات ، aβ، bβ، cβ، اثرات خطی 0βضریب ثابت   ،Yبینی شده پیش
 . شوندتعریف می abβ ،acβ، bcβو اثرات متقابل  aaβ ،bbβ ،ccβ مجذور

Y=β0+βaA+βbB+βcC+βaaA2+βbbB2+βccC2+βabAB+βacAC

+βbcBC                                                                  )4( 
 

در  شاهدو  های بهینهاز مقایسه نمونهدست آمده هآنالیز نتایج ب
 SAS ver: 9.0افزار قالب طرح کاملا تصادفی و با استفاده از نرم

دار بودن سی معنیها و بررمنظور مقایسه میانگینصورت گرفت. به
در  ،میان آنها (LSDر )داحداقل اختلاف معنی ها،اختلاف بین داده

   گردید.  تعیین درصد 95 اطمینانسطح 

 و بحث نتایج

بینی متغیرهای پاسخ ست آوردن مدل تجربی برای پیشدهبرای ب
مانده، اندیس اسیدیته اولیه، اسیدیته نهایی، فعالیت، الکل باقی)

خطی، دو فاکتوریلی  ایهای چند جملهابتدا رابطه( اکسیداسیون
دست آمده از این پاسخ ههای بدرجه دو و درجه سه بر داده)تعاملی(، 

ها مورد آنالیز آماری قرار گرفتند. برازش داده شدند و سپس این مدل
دار از نظر آماری مدلی مناسب است که آزمون عدم برازش آن معنی

نبوده و دارای بالاترین ضریب تبیین و ضریب تبیین اصلاح شده 
اسیدیته دل مناسب برای پیشگویی تغییرات نتایج نشان داد م باشد.
 12)بعد از  ، اسیدیته نهاییساعت تخمیر( 9)پس از گذشت  اولیه

تغیر اثر محصول در در ، فعالیت و الکل باقی مانده ساعت تخمیر(
غلظت مخمر، غلظت فسفات آمونیوم، ) متغیرهای مورد بررسیکمیت 

یرات اندیس و برای تغی(، مدلی درجه دو غلظت سولفات پتاسیم
می 90/0 حدود نبا ضریب تبییاکسیداسیون مدل خطی درجه اول 

شده  آورده 2جدول در نتایج تجزیه واریانس متغیرهای پاسخ  باشد.
 است.

 

 تغییرات اسیدیته اولیه و نهایی
معیارهای مناسبی جهت ارزیابی سرعت تخمیر  pHاسیدیته و 

دهنده تولید اسید شوند. افزایش اسیدیته نشاناستیکی محسوب می
(. نتایج Ozturk et al., 2015باشد )استیک و تبدیل الکل به اسید می

دهد که افزایش غلظت مخمر و غلظت می نشان 3جدول حاصل از 
زان اسیدیته اولیه و نهایی دار بر میفسفات آمونیوم اثر مثبت و معنی

طوریکه افزایش غلظت مخمر و غلظت فسفات آمونیوم داشت، به
سبب افزایش اسیدیته گردید. اثر متقابل غلظت مخمر و فسفات 
آمونیوم در مقادیر بالا نیز باعث افزایش اسیدیته اولیه و نهایی 

ترکیبات شیمیایی  ساس(. بر االف و ج -1شکل )محصول گردید 
موجود در عصاره مخمر، مخمر نه تنها یک منبع نیتروژن آلی بلکه 

ها از جمله اسیدهای آمینه، منبع عالی از بسیاری از ریز مغذی
ها و فاکتورهای رشد با وزن مولکولی کم است. به همین علت ویتامین

محیط  کار رفته درافزایش تولید اسید استیک تابعی از غلظت مخمر به
(. از طرف دیگر، یکی از عوامل Awad et al., 2012باشد )کشت می

مهم و کلیدی در افزایش راندمان تولید اسید استیک، ترکیب مواد 
مغذی محیط تخمیر برای رشد و سوخت و ساز مخمر است که به 

اسیدیته و گذارد. لذا، افزایش شدت بر کیفیت محصول نهایی تأثیر می
یا به عبارتی تولید بیشتر اسید استیک با افزایش غلظت فسفات 

توان اینگونه توضیح داد که افزایش نیتروژن معدنی آمونیوم را می
تر گردد که رشد مخمر سریع)نمک آمونیوم( در محیط باعث می

صورت گیرد و قند بیشتری از سوبسترا را برای تکثیر مصرف کند و 
رسد نظر میفزایش سرعت تخمیر شود. اگرچه بهدرنهایت باعث ا
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مقادیر بالاتر فسفات آمونیوم عامل محدودکننده رشد باکتری 
استوباکتر بوده و سبب کاهش اسیدیته اولیه و نهایی شده است 

(Pooja & Soumitra, 2013.) 

 
های کیفی )اسیدیته اولیه، اسیدیته نهایی، ویژگیبر آمونیوم و سولفات پتاسیم  مخمر، غلظت فسفات سطح اتتجزیه واریانس اثر -2دول ج

 فعالیت، الکل باقی مانده، اندیس اکسیداسیون( اسید استیک

Table 2- Variance analysis of the effects of yeast level, ammonium phosphate and potassium sulfate concentration on the 

qualitative characteristics (initial acidity, final acidity, activity, residual alcohol, oxidation index) of acetic acid 

 

Response 
 پاسخ

Initial acidity 
 اسیدیته اولیه

Final acidity 
 اسیدیته نهایی

Activity 
 فعالیت

Residual alcohol 
 الکل باقی مانده

Oxidation index 
 یس اکسیداسیوناند

Source of 

changes 
منبع 

 تغییرات

Degre

e of 

Freed

om 
درجه 

 آزادی

Total 

Squares 
مجموع 

 مربعات

Degree 

of 

Freedom 
 

درجه 

 آزادی

Total 

Squares 
 

مجموع 

 مربعات

Degr

ee of 

Free

dom 
 

درجه 

آزاد

 ی

Total 

Squares 
 

مجموع 

 مربعات

Degre

e of 

Freed

om 
 

درجه 

 آزادی

Total 

Squares 
 

مجموع 

 مربعات

Degre

e of 

Freed

om 
 

درجه 

 آزادی

Total 

Squares 
 

مجموع 

 مربعات

Model 
 4435391*** 6 16.26*** 6 0.01*** 8 ***21.88 6 19.07*** 6 مدل

A 1 ***1.66 1 ***2.27 1 ***0.005 1 ***2.40 1 ***1657315 

B 1 ***9.63 1 ***10.92 1 0.002*** 1 8.46*** 1 ***1161027 

C 1 ***1.59 1 ***2.01 1 ***0.004 1 **1.13 1 ***675072.4 

AB 1 ***0.85 1 ***0.95 1 ***0.001 1 **0.69 1 ***714012.5 

AC - - - - 
1 *-8.19*10

5 
- - 1 ns46512.5 

BC 1 ***1.81 1 ***1.86 1 ***0.0003 1 **1.32 1 *132612.5 
2A - - - - - - - - - - 

2B 1 ***3.58 1 ***3.93 
1 -5.41*10

5ns 
1 ***2.27 - - 

2C - - - - 1 5*-6.8*10 - - - - 
Residual 
 304829.5 13 0.97 13 0.0001 11 1.18 13 1.09 13 باقی مانده

Lack of fit 

عدم 

 برازش

1 ns0.74 8 ns 0.83 6 ns0.0001 1 ns0.62 8 ns268946.1 

Total 

error 
 خطای کل

5 0.35 5 0.35 5 5-3.68*10 5 0.35 5 35883.33 

Total 
 4740220 19 17.23 19 0.01 19 23.06 19 20.16 19 کل

 .گیری شده استهای اندازهتأثیر بودن متغیر مربوطه در پاسخوط تیره در جدول نشان دهنده بیخط
 .درصد 5دار در سطح درصد، *: اختلاف معنی 1دار در سطح درصد، **: اختلاف معنی 001/0دار در سطح : اختلاف معنی***

nsدار: عدم وجود اختلاف معنی 

The dark lines in the table indicate that the relevant variable has no effect on the measured responses. 
***: significant difference at the 0.001%, **: significant difference at the 1% level, *: Significant difference at the 5%. 

ns: no significant difference 
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 زش یافته بر صفات مورد مطالعههای براضرایب مدل -3جدول 

Table 3- Coefficients of developed models on the studied parameters 
Response  پاسخ  

 
Coefficient 

 ضریب

Oxidation 

index 
اندیس 

 اکسیداسیون

Residual alcohol 
()% الکل باقی مانده  

Activity 
  فعالیت

Final acidity 
()% اسیدیته نهایی  

Initial acidity 
 )%( اسیدیته اولیه

1025.66*** 1.55*** 0.05*** 9.78*** 9.63*** 0β 

324.97*** -0.39*** 0.02*** 0.38*** 0.32*** 1β 

271.90*** -0.73*** 0.01*** ***0.83 0.78*** 2β 

-207.33** 0.27** -0.02*** -0.36*** -0.23*** 3β 

237.65*** -0.23** 0.01*** 0.27*** 0.26*** 12β 

ns60.66- - -0.003* - - 13β 

102.42* -0.32*** 0.005*** 0.38*** 0.38*** 23β 

- - - - - 11β 

- 0.37*** ns 0.002- -0.49*** -0.47*** 22β 

- - *-0.002 - - 33β 

0.93 0.94 0.98 0.94 0.94 R2 

268946.10 0.62 0.0001 0.83 0.74 Lack of Fit 

 .غلظت سولفات پتاسیم: 3، غلظت فسفات آمونیوم: 2، غلظت مخمر :1 ا،عرض از مبد صفر:

 دهد.را نشان میدار بودن عدم معنی ns و %9/99 و %99، %95داری در سطح احتمال ترتیب، نشان دهنده معنیبه ****، **، 
0: intercept 1: yeast concentration, 2: ammonium phosphate concentration, 3: potassium sulfate concentration  

*, **, *** indicate significance at the probability level of 95%, 99% and 99.9% respectively and ns indicates non-significance. 

 
افزایش غلظت سولفات پتاسیم بر  مستقل اثر ،بر طبق نتایج

ابی شد منفی و کاهنده ارزیمحصول اسیدیته اولیه و نهایی 
(P<0.001)یا  تواند به بازدارندگی یون پتاسیم و. علت این امر می

-و همچنین برهم ساکارومایس سرویزیهسولفور بر رشد و تخمیر 

های فلزی موجود در محیط و اثر محدودکنندگی های میان یونکنش
 البته(. Gorji et al., 2007) ه شودنسبت داددر انجام واکنش آنها 

افزودن همزمان شود، مشاهده می ب و د( -1شکل )که در همانطور 
تغییرات اسیدیته اولیه و سولفات پتاسیم، تاثیر مثبت بر  فسفات آمونیوم

منابع در خصوص تاثیر سوبسترا بر بررسی  .محصول داردو نهایی 
متفاوت عناصر تاثیر  نشان از، های تولیدکننده اسیدفعالیت باکتری

و  Haq. در این راستا کیفیت محصول داردکمیت و مختلف بر 
(، نشان دادند که افزودن یون مس تأثیر مستقیمی در 2002همکاران )

 ,.Haq et al) دارد سپرژیلوس نایجرآتولید اسید سیتریک توسط 

نیکخواه ممان  و در تحقیقی که توسط مظاهری اسدی .(2002
( در رابطه با تولید اسید سیتریک از تفاله خرما انجام گرفت، از 2003)

 سازی محیط تخمیر استفاده شدفروسیانید پتاسیم جهت غنی
(Mazaheri Asadi, and Nikkhah Maman, 2003) نتایج نشان .

ستفاده از فروسیانید پتاسیم اثر محسوسی در افزایش راندمان داد که ا
و اضافه کردن فروسیانید پتاسیم تا غلظت  ولید اسید سیتریک نداشتت

گرم در هر کیلوگرم تفاله خرما فقط تا حد کمی آهنگ تولید  75/0

(، 2017و همکاران )  Nadeemاسید سیتریک را افزایش داده است.
بازده  %15تا  %10گزارش نمودند که با افزایش غلظت سوبسترا از 

های غلظتدر افزایش  سپرژیلوس نیجرآتوسط تولید سیتریک اسید 
ای دیگر نتایج بیانگر آن بود در مطالعه. یابدکاهش می %15بالاتر از 

نی، سویا، بادام زمینی(، که با افزایش غلظت سوبسترا )ذرت، سیب زمی
گرم میزان تولید اسید استیک و اسید بوتریک و همچنین  10به  2از 

 ه استطور قابل توجهی افزایش یافتغلظت قندهای احیاءکننده به
(Nadeem et al., 2017)غلظت های مورد بررسی. در میان غلظت ،
یش لیتر به عنوان شرایط بهینه جهت افزامیلی 100گرم به ازای  8

 (.Zhang et al., 2020بازده تخمیر معرفی شد )
 

 تغییرات فعالیت

تغییرات فعالیت میزان افزایش اسیدیته در واحد زمان را نشان 
به درجه دومدهد که مدل نشان می 2جدول حاصل از نتایج دهد. می

دار ارزیابی لیت در تیمارهای مختلف معنیدست آمده از تغییرات فعا
اثرات متقابل متغیرهای مورد بررسی در سطح  (.P<0.001)شد 

دهنده تأثیر توأم متغیرهای دار بود که نشاندرصد معنی 9/99 اطمینان
دست آمده از اس نتایج بهباشد. بر اسمستقل بر تغییرات فعالیت می

ضریب رگرسیون خطی غلظت مخمر و فسفات  مثبت بودن ،3جدول 
فسفات  مخمر وبا افزایش غلظت آمونیوم مؤید این مطلب است که 
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درحالیکه، روند . یابدمصرفی، میزان فعالیت افزایش میآمونیوم 
تغییرات میزان فعالیت با افزایش غلظت سولفات پتاسیم کاهشی بود 

(P<0.001).  در محدوده سفات آمونیوم غلظت مخمر و فاثر متقابل
به ویژه مقادیر بالاتر آنها موجب دو متغیر نسبتا وسیعی از تغییرات هر 
اثر حالیکه،  ( دره -1شکل ها شده است )افزایش میزان فعالیت نمونه

 پتاسیم در سطوح مختلف متفاوت بود. متقابل غلظت مخمر و سولفات
وسط متغیرها، افزایش و پس از آن کاهش مت تا سطوحکه  نحویبه

(. اثر متقابل غلظت و -1شکل ) چشمگیر فعالیت مشاهده گردید
فسفات آمونیوم و سولفات پتاسیم در مقادیر بالا نیز در افزایش میزان 

کلی  طوربه (.ز -1 شکلدار ارزیابی شد )فعالیت تیمارها مثبت و معنی
با سایر متغیرها و  سولفات پتاسیماثر متقابل باید اشاره داشت که 

نتایج بر تغییرات فعالیت مثبت بود.  آن مقادیر متوسطهمچنین 
مطالعات متعدد حاکی از آن است که نوع و غلظت سوبسترا تأثیر به

ختلف سزایی بر سرعت فرایند تخمیر و افزایش بازده تولید اسیدهای م
( گزارش نمودند که با افزایش 2009و همکاران ) Cevrimli دارد.

گرم بر لیتر تولید اسید سیتریک توسط  140تا  50غلظت قند از 
گرم بر لیتر  140های بالاتر از افزایش و در غلظت سپرژیلوس نیجرآ

 .(Cevrimli et al., 2009) یابدبازده تولید اسید سیتریک کاهش می
که افزودن فروکتوز در محیط کشت  نشان داددیگر نیز نتایج تحقیقی 

موجب  %20تا  %5حاوی سبوس جو و همچنین افزایش غلظت آن از 
شده است.  سپرژیلوس نیجرآافزایش تولید اسید سیتریک توسط 

 وزنی/ %1تا  %25/0از  درحالیکه با افزایش غلظت آمونیوم نیترات
 Rao) دست آمده استحجمی روند کاهشی در تولید اسید سیتریک به

& Reddy, 2013). 

  
 ماندهمحتوی الکل باقی

فرایند تولید سرکه شامل دو نوع فرایند تخمیری الکلی و استیکی 
در سوبسترا های موجود باشد. در مرحله تخمیر الکلی، کربوهیدراتمی

شود. در مرحله استیکی، توسط مخمرها به الکل اتیلیک تبدیل می
عنوان سوبسترا توسط استوباکترها، طی الکل حاصل از مرحله قبل به

شود. ابتدا اتانول در فرایند اکسیداسیون به اسید استیک تبدیل می
حضور اکسیژن هوا به استالدئید تبدیل و سپس توسط آنزیم آلدئید 

گردد. بنابراین در وژناز باکتری به اسید استیک دهیدروژنه میدهیدر
فرایند تولید سرکه، الکل یک محصول حد واسط است که میزان تولید 

های مختلف تخمیر الکلی و استیکی متفاوت و مصرفش در زمان
رو وجود الکل در مرحله پایانی فرایند تولید سرکه دور از است، از این

مطابق  میزان مجاز و حد قابل قبول الکل در سرکه انتظار نخواهد بود.
 ,.Nascimento et alدرصد تعریف شده است ) 5/0 با استاندارد ملی

دهد که مدل درجه دوم بهنشان می 2جدول نتایج حاصل از (. 2005

دار اقی مانده در محصول معنیمحتوی الکل بدست آمده از تغییرات 
دار بودن اثرات متقابل برخی از معنی (.P<0.001) ارزیابی گردید

دهنده درصد نشان 99و  95متغیرهای مورد بررسی در سطح احتمال 
باشد. منابع تغییرات تأثیر توأم متغیرها بر میزان الکل باقی مانده می

یزان ت آمونیوم مبا افزایش غلظت مخمر و فسفادهد، مدل نشان می
افزایش  مشاهده بهاین  (.3کاهش یافت )جدول  ل باقی ماندهالک

ی هاحضور ریز مغذی لکلی و اکسیداسیون استیکی درسرعت تخمیر ا
بر همچنین  (.Maris et al., 2006ست )موجود در محیط مرتبط ا

ایشی میزان الکل باقی روند افز ،3جدول  ازدست آمده اساس نتایج به
رسد به نظر می مانده با افزایش غلظت سولفات پتاسیم مشاهده شد.

باکتری مخمر و  عامل محدودکننده رشدیک که سولفات پتاسیم 
دیل الکل به اسید باعث کاهش راندمان تببوده و در محیط استوباکتر 

های معینی از سولفات پتاسیم باعث تغییر غلظت .استیک شده است
است، و رشد و هوازی شده رایط محیط از حالت هوازی به بیش

کند و یا  فعالیت استوباکتر که یک باکتری هوازی اجباری است را
متقابل غلظت مخمر  اتاثر (.Gorji et al., 2007متوقف کرده است )
 نیزو محتوی فسفات آمونیوم و سولفات پتاسیم و فسفات آمونیوم 

میرا نشان محتوی الکل باقی مانده در محصول  دارکاهش معنی
اثر متقابل سولفات پتاسیم با  در مجموع (.ح -1، ی -1شکل ) دهند

سایر متغیرها و همچنین مقادیر متوسط آن بر میزان الکل باقی مانده 
که کاهش محققان بر این باورند  در محصول مثبت ارزیابی گردید.

غلظت الکل باقی مانده در محیط با افزایش غلظت اسید )راندمان 
(. Maris et al., 2006است ) لید اسید و افزایش اسیدیته( همراهتو

طور باشد. بهنتایج برخی از مطالعات قبلی نیز مؤید این مطلب می
سازی محیط (، اذعان داشتند که غنی2017) Das و Sarkarمثال، 

کشت تخمیر با آمونیوم نیترات و آمونیوم سولفات موجب افزایش 
گرم  15راندمان تولید اسید سیتریک نسبت به نمونه شاهد )حاوی 

شود. اما افزایش غلظت آمونیوم نیترات و آمونیوم سولفات سوکروز( می
 Sarkar and) دهدرا کاهش می راندمان تولید اسید %1تا  %25/0از 

Das, 2017) همچنین نتایج آنها نشان داد که با افزایش غلظت قند .
راندمان تولید اسید سیتریک افزایش  %15تا  %5گلوکز و سوکروز از 

ولید اسید یابد و قند سوکروز نسبت به گلوکز در افزایش راندمان تمی
 . اردتأثیر بیشتری د

 

 تغییرات اندیس اکسیداسیون
دست دهد که مدل خطی بهنشان می 2جدول  نتایج حاصل از

دار آمده از تغییرات اندیس اکسیداسیون در تیمارهای مختلف معنی
  (.P<0.001)ارزیابی شد 
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اثرات متقابل برخی از متغیرهای مورد بررسی نیز در سطح احتمال 
دهنده تأثیر توأم متغیرهای دار بودند که نشاندرصد معنی 99 و 95

-باشد. بر اساس نتایج بهمستقل بر تغییرات اندیس اکسیداسیون می

شود که با افزایش غلظت مخمر و مشاهده می 3جدول دست آمده از 
رسد که یفسفات آمونیوم، اندیس اکسیداسیون به حداکثر مقدار خود م

توان به غنی شدن محیط از مواد مغذی مورد دلیل این مشاهده را می
نیاز برای رشد و فعالیت مخمر و باکتری استوباکتر نسبت داد که این 
امر به نوبه خود منجر به افزایش شدید فعالیت مخمر و استوباکتر و در 

(. با توجه به Plessi, 2003شود )نتیجه اسید استیک حاصل از آن می
دلیل اثر ، افزایش غلظت سولفات پتاسیم به3جدول نتایج 

محدودکنندگی رشد مخمر و باکتری، ممانعت از تخمیر کامل قندها و 
طولانی شدن زمان تخمیر باعث کاهش اندیس اکسیداسیون تیمارها 

رسد که (. همچنین به نظر میAtaye Salehi., 2010گردید )
های های مشخص سولفات پتاسیم به واسطه برهمکنش با یونغلظت

فلزی خصوصا آهن و منیزیم، باعث ایجاد اختلال در فرایند تخمیری 
 Rashidi and Mazaheri Asadiشود )تولید اسید استیک می

اثر متقابل غلظت مخمر و فسفات آمونیوم در مقادیر بالا در (. 2008
شد دار ارزیابی افزایش اندیس اکسیداسیون تیمارها مثبت و معنی

 (. ط -1شکل )
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 استیک های کیفی اسیداثر متقابل متغیرهای مستقل بر تغییرات ویژگی -1 کلش

Fig. 1. The interaction effect of independent variables on quality characteristics of acetic acid 
 

دهد که اثر متقابل غلظت فسفات نشان می نیز ق( -1شکل )
آمونیوم و سولفات پتاسیم در مقادیر بالا افزایش اندیس اکسیداسیون 

بال داشت. باید تذکر داشت که اثر متقابل سولفات پتاسیم با را به دن
سایر متغیرها و همچنین مقادیر متوسط آن بر اندیس اکسیداسیون 

 Erkmenو  Albenدست آمد. نتایج مطالعه محصول مثبت به
های مختلف آمونیوم نیترات بر (، در رابطه با تأثیر غلظت2004)

ان تولید اسید سیتریک نشان داد که با افزایش غلظت آمونیوم راندم
یابد، و همچنین نیترات راندمانو تولید اسید سیتریک افزایش می

طور قابل روز )فاز اول تولید( را به 4سرعت تولید اسید سیتریک طی 
دهد. از آنجایی که نیتروژن یک عامل توجهی افزایش می

سید سیتریک است، تأثیر نیتروژن از محدودکننده در فرایند تخمیر ا
دلیل متابولیزه شدن کامل آن طی فرایند طریق آمونیوم نیترات به

سزایی در افزایش راندمان تولید اسید سیتریک دارد تخمیر اثر به
(Alben and Erkmen, 2004.) 

 

 سازی فرمول و اعتبارسنجیبهینه

تعیین شرایط بهینه  رهای کیفی موردنظر،سازی متغیپس از مدل
منظور دستیابی به ماکزیمم مقدار اسیدیته اولیه، متغیرهای مستقل به

اسیدیته نهایی، فعالیت و اندیس اکسیداسیون و مینیمم مقدار الکل 
 5/1شامل  شرایط بهینه فرایند باقی مانده در محصول انجام گرفت.

در گرم سولفات پتاسیم  38/0 گرم فسفات آمونیوم و 75/0گرم مخمر، 
های حاصل، منظور اعتبارسنجی مدلبهگردید.  مرحله تولید تعیین

کیفی مورد پارامترهای درصد خطای هر یک از نمونه بهینه تهیه و 
های کیفی محاسبه گردید. نتایج ویژگی 4با استفاده از رابطه  نظر

توسط مدل و بینی شده و پیشدر شرایط آزمایشگاهی نمونه تهیه شده 
. تفاوت شده است آورده 4جدول در درصد خطای برآورد هر ویژگی 

بینی شده و همچنین درصد اندک میان نتایج ارزیابی شده و پیش
 های حاصل است. بیانگر صحت عملکرد مدلخطای محاسبه شده 

  درصد خطا= (عدد واقعی -بینی شدهعدد واقعی/ )عدد پیش         (4)

 اسید استیکبینی فاکتورهای کیفی های حاصل شده با استفاده از روش سطح پاسخ در پیشبینی مدلبررسی صحت پیش -4 ولجد

in predicting the quality characteristics of acetic acidiction accuracy of the response surface models redP -Table 4 
Percentage 

error 
 درصد خطا

Predicted amount 
 بینی شدهمقدار پیش

Empirical 

value 
 تجربیمقدار  

Test 
 آزمون

0.365 10.91 10.95 Initial acidity 
 اسیدیته اولیه

0.267 11.22 11.25 Final acidity 
 اسیدیته نهایی

10.00 0.11 0.10 Activity 
 فعالیت

0.00 0.05 0.05 Residual alcohol 
 ی ماندهالکل باق

7.13 2699.87 2529.00 Oxidation index 
 اندیس اکسیداسیون

 

 ق
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 بهینه و شاهد  های کیفی نمونهویژگی مقایسه
اسیدیته اولیه و نهایی، در پژوهش حاضر، پارامترهای کیفی )
( نمونه بهینه با دو نمونه فعالیت، الکل باقی مانده، اندیس اکسیداسیون

 صفرگرم فسفات آمونیوم،  صفرخمر، گرم م صفرشاهد )شامل نمونه 

به تجاری ای حاوی ترکیب فعال کننده نمونهو  پتاسیم(،گرم سولفات 
مورد ارزیابی و که استفاده آن در صنعت رایج است  نام آستازوم

 شده است. آورده 5جدول در  هامقایسه قرار گرفت که نتایج آن

 
 ه بهینه با نمونه شاهد و نمونه حاوی آستازومنمون مقایسه -5جدول 

Comparison in the optimal sample with the control and the sample containing Astasom -Table 5 
Oxidation index 

 اندیس اکسیداسیون

Residual 

alcohol 
 الکل باقی مانده

Activity 
 فعالیت

Final acidity 
 اسیدیته نهایی

 

Initial acidity 
 اسیدیته اولیه

Samples 

 هانمونه

2520± 9ab 0.05± 0.002b 0.1± 0.03ab 11.25± 0.45a 10.95± 0.12a Optimum 

 بهینه

2630± 7a 0.02± 0.005b 0.15± 0.02a 11.28± 0.33a 10.82± 0.24a Sample containing Astasom 

 نمونه حاوی آستازوم
330± 5c 40± 0.23a 0± 0.00c 7.3± 0.59b 7.3± 0.67b Control 

 شاهد

 
 های کیفی نمونه بهینه و شاهدمقایسه ویژگی -6جدول 

Table 6- Comparison in the qualitative characteristics of the optimal and the control samples 
Samples 

 هانمونه
Qualitative parameters 

 پارامترهای کیفی
Control 

 شاهد

Optimum 

 بهینه

0.185± 0.02a 0.10± 0.00b Insoluble solids 

 (g/100ml)مواد جامد نامحلول 

4.50± 0.70a 5.00± 0.00a Ascorbic acid 

 (mg/100g)اسید آسکوربیک 

1.95± 0.07b 6.05± 0.07a Total phenol 

 (mg/L)فنول کل 
0.045± 0.007a 0.05± 0.00a Rejuvenation sugar 

 (g/100g)قند احیاء 
8.87± 0.28a 6.25± 0.21b Sulfur dioxide 

 (mg/kg)دی اکسید گوگرد 
0.0095± 0.001a 0.0095± 0.001a Arsenic 

 (mg/kg)آرسنیک 
0.0095± 0.001a 0.0075± 0.004b pb 

 (mg/kg)سرب 
0.87± 0.01a 0.45± 0.07b Zn 

 (mg/kg)روی 
0.50± 0.00a 0.225± 0.04b Cu 

 (mg/kg)مس 
1.16± 0.02a 1.095± 0.03a Fe 

 (mg/kg)آهن 

 .(p<0.05دارند )با هم دار حروف متفاوت، از لحاظ آماری تفاوت معنی ای دارایه، میانگینردیف در هر

Averages with different letters in rows are different statistically (p<0.05) 

 
دهد اسیدیته اولیه، اسیدیته مینشان  5جدول همانطور که نتایج 

داری طور معنینهایی، فعالیت و اندیس اکسیداسیون در نمونه بهینه به
(. >05/0pبالاتر و میزان الکل باقی مانده کمتر از نمونه شاهد است )

بنا بر نتایج حاصل و با توجه به حد قابل قبول تعیین شده برای 



 411     ...و میسولفات پتاس وم،یفسفات آمون تیکم یابینهیو به ریتاث یبررس/ ی عباس و منشیموریت

 %5/0ل باقی مانده حداکثر پارامترهای فوق الذکر که برای میزان الک
در نظر گرفته شده است  700-3000و برای اندیس اکسیداسیون 

گفت که نمونه شاهد نمونه  توان(، می1394استاندارد ملی ایران، )
کننده مطلوب و مناسبی از نظر صنعت نیست و درواقع نیاز به فعال

ای به نام رورت دارد. لذا، فعال کنندهبرای انجام مطلوب فرایند ض
دهنده آن مشخص نشده است در حد آستازوم که ترکیبات تشکیل

 3000گرم به ازای  5/1توصیه شده در صنعت به نمونه شاهد )
های کیفی محصول تولیدی با لیتر مش( اضافه گردید و ویژگیمیلی

ه بهینه از نظر نمونه بهینه مورد مقایسه قرار گرفت. از آنجایی که نمون
پارامترهای کیفی صنعتی با نمونه حاوی آستازوم تفاوت چشمگیری را 

های کیفی (، نمونه حاوی آستازوم جهت ارزیابی<05/0pنشان نداد )
 بیشتر و مقایسه با نمونه بهینه مورد استفاده قرار گرفت.

و شاهد های کیفی نمونه بهینه نتایج حاصل از بررسی برخی ویژگی
که نمونه بهینه و  ( نشان دادکننده آستازومحاوی ترکیب فعال)نمونه 

-نمونه شاهد از نظر میزان اسید آسکوربیک و قند احیاء تفاوت معنی

دست آمده از (. با توجه به نتایج به<05/0pداری با یکدیگر ندارند )
توان گفت که مقایسه محتوی فنول کل نمونه بهینه و شاهد می

طور قابل توجهی بالاتر از نمونه بهینه به محتوی فنول کل نمونه
(. این افزایش محتوی ترکیبات فنولیک در نمونه >05/0pشاهد است )
توان به استفاده از مواد مغذی و وجود منابع نیتروژن و بهینه را می

پتاسیم که مکمل غذایی برای رشد و فعالیت بیشتر مخمر محسوب 
ثانویه توسط استوباکتر ناشی  هایشوند، و همچنین سنتز متابولیتمی

از حضور این مواد مغذی در محیط در حین فرایند تولید اسید استیک 
(. کاهش میزان مواد جامد نامحلول Maris et al., 2006نسبت داد )

در نمونه بهینه نسبت به نمونه شاهد به افزایش فعالیت مخمر و 
یبات قندی توسط مخمر و تبدیل بیشتر باکتری، مصرف بیشتر ترک

(. Plessi, 2003اتانول به اسید استیک در نمونه بهینه مرتبط است )
اکسید گوگرد کمتری نمونه بهینه از میزان دی ،6جدول بر طبق نتایج 

همچنین میزان (، >05/0pنسبت به نمونه شاهد برخوردار است )
سرب، روی و مس در نمونه بهینه نسبت به نمونه شاهد کاهش 

(. این مشاهدات به فعالیت >05/0pدهد )چشمگیری را نشان می

ها کنندگی فسفات آمونیوم و سولفات پتاسیم در حضور کاتیونشلاته
(Gorji et al., 2007و وجود ناخاصی )آستازوم مربوط  های موجود در

 شود.می

 

 گیرینتیجه
در فرمانتور ناپیوسته تحت تأثیر عوامل  اسید استیکتولید 

، دما، غلظت اکسیژن و مواد pHمختلفی مانند نوع و غلظت مخمر، 
گیرد. در این مطالعه اثر غلظت مخمر، مغذی محیط کشت قرار می

دمان غلظت فسفات آمونیوم و سولفات پتاسیم با هدف افزایش ران
نتایج  تولید اسید استیک توسط استوباکتر مورد بررسی قرار گرفت.

عنوان یک ماده حاصل از پژوهش نشان داد که فسفات آمونیوم به
و  ساکارومایسز سرویزیهمغذی مکمل باعث افزایش رشد مخمر 

گردد. استوباکتر و در نتیجه تولید بیشتر اسید استیک میباکتری 
الاتر مخمر نیز تأثیر مطلوبی در افزایش های باستفاده از غلظت

دست آمده، افزایش بر اساس نتایج به راندمان تولید اسید استیک دارد.
غلظت مخمر و فسفات آمونیوم باعث افزایش اسیدیته، فعالیت و 

شود، قی مانده میاندیس اکسیداسیون و کاهش میزان الکل با
اسیدیته، کاهش  موجبغلظت سولفات پتاسیم  درحالیکه سطوح بالای

هرچند استفاده از  .گرددمحصول میفعالیت و اندیس اکسیداسیون 
های کیفی محصول مؤثر است. سطوح متوسط آن در بهبود ویژگی

گرم  5/1 سطوح بهینه متغیرهای مستفل این پژوهش، استفاده از
بهسولفات پتاسیم گرم  38/0 وفسفات آمونیوم گرم  75/0 ،مخمر

دارای نمونه شاهد  در مقایسه با بهینه تولیدی هآید. نموندست می
اکسید داری مواد جامد نامحلول، دیفعال کننده تجاری آستازوم 

 محتوی فنول کل بالاتر است و س کمترگوگرد، سرب، روی و م
(05/0p< .) 

 

 تشکر و قدردانی

های دلیل همکاریبه تاکستان زاینده رود )سرکه سارینا(ز شرکت ا
 .یمن این تحقیق کمال تشکر را دارشد ستای محققدر را اجرایی
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