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 اطلاعات مقاله  چکیده

 توسط تجمع محصول یدمهار تول یج،را یهااز چالش یکی یر،به روش تخم یمیاییمحصولات ش یدتول در
  یطی،مح یطشرا ییرهمچون تغ ییهامشکل، روش ینغلبه بر ا یکشت است. برا یطدر مح

 شده است.  یشنهادپ یکروبیم هاییهو بهبود سو یطمح یوناصلاح فرمولاس ی،افزودن مواد کمک
 ، کورینه باکتریوم گلوتامیکوم با استفاده از یداس ینیکسوکس یدتول یهوازیب ینددر فرا
 روش  یریکارگپژوهش، با به ین. در اشودیموجب کاهش راندمان م یتمتابول ینتجمع ا
 ها شامل از حلال یمختلف یهاشد. گروه یبررس یددرجا، امکان بهبود راندمان تول یجداساز

 شدند.  یابیارز یاقتصاد یهاو جنبه سازگارییستاز نظر ز هالکانها و آالکل یاهی،گ یهاحلال
 نمودار  یج. بر اساس نتایدداستفاده گر اسپن پلاس افزارانتخاب حلال مناسب، از نرم یبرا

کشت  یطزمان به مح ینحلال در هم ین،مهار شد؛ بنابرا 24در ساعت  یمصرف گلوکز، رشد باکتر
جذب مطلوب  ییبالا، توانا سازگارییستز یلالکل به دل اولئیل ها،ینهگز یاناضافه شد. در م

 . یدحلال انتخاب گرد ینترعنوان مناسببه یر،تقط یقاز طر یابیباز یتو قابل یداس ینیکسوکس
  یدرصد 15حدود  یشحاصل شد که منجر به افزا 10% (v/v) در غلظت یجداساز یشترینب

 .یدگرد یرراندمان تخم

 

 

 های کلیدی:واژه

 یر،درجا، تخم یجداساز
 ید، اس ینیکسوکس

 .کورینه باکتریوم گلوتامیکوم

Keywords: 

In-situ separation, 

fermentation,  
succinic acid, 

Corynebacterium glutamicum. 

 1404/  05/  05  دریافت:
 1404/  07/  14 پذیرش:

 پژوهشی -علمی  نوع مقاله: 

 

 مقدمه

 به عنوان یک ماده شیمیایی واسطه و به عنوان 1سوکسینیک اسید
 ماده برای تولید محصولات تجاری مانند آدیپیک اسید، پیش

 .شودبوتان دیول استفاده می 4و1ها و ها، رزیندی متیل سوکسینات، رنگدانه
ماده واسطه  12را جزء  سوکسینیک اسید سازمان انرژی آمریکا،

. معرفی کرده استزشمند زیستی با ارزش افزوده بالا شیمیایی ار
  2021سال  بازار جهانی در سوکسینیک اسید در یستیزتولید 

                                                                                                                                                                                                   

 دار مکاتباتعهده                                                                                                                                                       +E- mail: shoja_sa@modares.ac.ir 

 (.1404) 174تا  167: 44(4) نشریه شیمی و مهندسی شیمی ایران، ،گلوتامیکوم ومیباکتر نهیکورجداسازی درجای سوکسینیک اسید از محیط تخمیر باکتری ، یشجاع السادات دعباسیس ،یچارداول سایپر ارجاع:
(1)  Succinic acid 

 2030 تا سال 2022از سال رشد تولید آن میلیون دلار و  4/110به ارزش 
 شده است.  بینیپیشدرصد  6/10 نرخ رشد مرکب سالانهبا 

 یستیتولید ز یتقاضا برا با افزایش تقاضای محصولات زیستی،
 ی زیستیزیرا محصولات برپایه ،یافته است شیسوکسینیک اسید افزا

 در صنایع پتروشیمی[. 1] برای انسان و محیط زیست کم خطر هستند
 ،فشار بالا های آلی و دما ودر حضور کاتالیست های فلزی و حلال
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 [.2] شودسوکسینیک اسید تولید می 1دار کردن مالئیک آنیدریدبا هیدروژن
 در چرخه  ها2های اخیر تولید این ماده توسط ریزاندامگاندر دهه

 برای تولید سوکسینیک اسید[. 1] تری کربوکسیلیک اسید انجام شده است
های تولید این ماده به یک دلار به ازای هر کیلوگرم باید هزینه

از مزایای تولید زیستی این محصول  [.2] سوکسینیک اسید برسد
کربس، کاهش نشر توان به مصرف کربن دی اکسید در چرخهمی

 بازدهی بالای تبدیل منبع کربنی به سوکسینیک اسید و ایگازهای گلخانه
 [.2] اشاره نمود
 ،کنندهوازی سوکسینیک اسید تولید میهای بیری از باکتریبسیا

هوازی موجود در شکمبه نشخوارکنندگان های بیاز جمله باکتری
 ،4اکتینوباسیلوس سوکسینوژنز، 3مانهمیا سوکسینیسی پرودوسنزمانند 

 .6، آنائروبیواسپریلوم سوکسینیسی پرودوسنز5باسفیا سوکسینیسی پرودوسنز
 تولید سوکسینیک اسید را اهورزی باکتریبا دستتوان همچنین می

  7کورینه باکتریوم گلوتامیکومالبته سویه دستکاری نشده باکتری  نمود.فراهم 

 در عدم حضور یون نیترات و کمبود اکسیژن توانایی تولید اسیدهای آلی
  .از جمله استیک اسید، سوکسینیک اسید و لاکتیک اسید را دارد

  دیاس کینیبا تجمع سوکس ،هوازیبی ندیدر فرآ نکهیبا توجه به ا
 ی محصولدرجا یجداساز، یابدکاهش می دیکشت راندمان تول طیدر مح

  ریهمزمان با تخم محصول را است که یروش حاصل از تخمیر
 ،علاوه بر این. است تولید را کاهش داده نموده و مهارخارج  طیاز مح

  .شودمی یدست نییپا یهاکاهش هزینه منجر بهاین روش 
 ،غشا جداسازی با ،جذب سطحی شاملهای جداسازی درجا انواع روش

جداسازی درجا با روش مایع مایع  .جود داردوجداسازی مایع مایع 
تر به عنوان به علت هزینه عملیاتی پایین و شرایط عملیاتی ساده

 ،همکارانو   8لی 2011در سال گیرد. مییک گزینه کارآمد مورد بررسی قرا
 توانستند به کمک روش جداسازی درجا و جاذب رزین آنیونی 

 سوکسینیک اسید g/L 2/145 آکتینوباسیلیوس سوکسینوژنز،باکتری با 
های از حلال همکارانو  9کائور 2014در سال [. 3] دنتولید کن

اکتانول برای جداسازی ایتاکونیک اسید  و مختلفی از جمله اکتان
استفاده کردند و درنهایت حلال اکتانول به عنوان حلال منتخب 

برای جداسازی  همکارانو   لموس 2017درسال  .[4] استفاده شد
های گیاهی از روغن کرچک و سایر روغناز محیط تخمیر اتانول 

 حدود استفاده کردند و میزان جداسازی اتانول با روغن کرچک 
  همکارانو انوری  2009 درسال .[5] درصد به دست آمد 18

برای  غیره های مختلفی از جمله اولئیل الکل، اکتان واز حلال
 محصول را غلظت ال استفاده کردند و توانستند دیجداسازی بوتان
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  دياس کينيسوکس ديتول یمؤثر برا يکيمتابول یرهايمس - 1شکل 

 .[3] کوميگلوتام وميباکتر نهيکوردر 
PEP: رووات،يفسفوانول پ  :OAA،اگزالواستات :MAL ،مالات 

:FUM   ،فومارات :ICTترات،يزوسيا   :CITترات،يس :AcCoA کوآ لياست،  
:GOXلات،ياکسيگل   :aceAاز،يتراتليزوسيا  :aceB   ،مالات سنتاز

:pyc لاز،يکربوکس روواتيپ  :ppcلاز،يکربوکس روواتيفسفوانول پ  
:pckA ناز،يک يکربوکس روواتيفسفوانول پ   :pykناز،يک روواتيپ  

:pta ترانسفراز، ليفسفات است   :ackAناز،ياستات ک  :gltAسنتاز، تراتيس 
:QOH نوليمناک،   :ldhدروژناز،يلاکتات ده   :mdhدروژناز،يمالات ده  

:fum ،فوماراز :frd   ،فومارات ردوکتاز :acnتاتيآکون دراتازيه. 

 
  2013در سال  .[6] گرم بر لیتر برسانند 01/23به  6/17از 

الکل حلال اولئیل به کارگیری با  همکارانو   10بیونگ سونگ جئون
  کننداستخراج توانستند هگزانوئیک اسید را از محیط تخمیر 

 .[7] دادندگرم افزایش  32گرم به  6و تولید محصول را از 

 1 شکل در با بررسی مسیر بیوشیمیایی تولید سوکسینیک اسید
 شودبه عنوان کوفاکتور احیا کننده مصرف می NADHشود که  مشاهده می

 زندبرهمرا  ( 𝑁𝐴𝐷+/NADH) تواند تعادل ردوکسو تجمع سوکسینات می
 کند تولید نمی NADHباکتری  ،زیرا با تجمع سوکسینیک اسید

قادر به باکتری  +𝑁𝐴𝐷شود و بدون تمام می  +𝑁𝐴𝐷در  نتیجه 
شود. و مصرف گلوکز متوقف می نیستگلوکز  متابولیزه کردن

های کلیدی مانند همچنین سوکسینیک اسید ممکن است آنزیم
 در مسیر گلیکولیز را مهار کند 12و پیرووات کیناز 11فسفوفروکتوکیناز

لذا لازم است از تجمع  و باعث کاهش جریان گلیکولیز شود
وسیله سوکسینیک اسید از محیط تخمیر جلوگیری شود تا بدین

 .[8] راندمان افزایش یابد

7  
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(1)  Maleic Anhydride     (2)  Microorganism 
(3)  Mannheimia succiniproducens    (4)  Actinobacillus succinogenes 
(5)  Basfia succiniproducens    (6)  Anaerobiospirillum succiniproducens 
(7)  Corynebacterium glutamicum    (8)  Li 
(9)  Kaur       (10)  Byoung eung Jeon 
(11)  Phosphofructokinase     (12)  Pyruvate kinase 
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با توجه به اهمیت تولید سوکسینیک اسید به عنوان یک ماده 
 تولید اقتصادی  ،متنوع شیمیایی اولیه مهم برای تولید محصولات

 محیط زیست آن حائز اهمیت است. از جمله مشکلات تولیددار و دوست
 سوکسینیک اسید مهار تولید و کاهش راندمان با تجمع سوکسینیک اسید

تواند هایی که میهوازی است. از جمله روشدر محیط تخمیر بی
 خارج ساختن سوکسینیک اسید از محیط تخمیر این مشکل را برطرف کند

بنابراین در این پژوهش استخراج  است، و جلوگیری از مهار تولید آن
 ندآیهوازی در خلال فرو جداسازی سوکسینیک اسید از محیط تخمیر بی

  های آلی مورد بررسی قرار گرفته است.با استفاده از حلال
 

 هامواد و روش

  سویه مورد استفاده
کشت مورد استفاده  هاییطو مح یمیاییپژوهش، مواد ش ینا در

 کورینه باکتریوم گلوتامیکومباکتری  شدند. یهاز منابع معتبر ته
ATCC 13032 های سازمان پژوهش از مرکز کلکسیون ریزاندامگان

خشک شده و به صورت ( خریداری PTCC)علمی و صنعتی ایران 
 گلوکز یصتشخ یتسنجش قند، از ک یبرا .شددریافت  به روش انجمادی

 ید،اس ینیکسوکس ی. جهت واکاویدپارس آزمون استفاده گرد ساخت شرکت
 (، یسولفات )دکتر مجلل یمکار گرفته شد: سدبه یرمواد ز
 (،Merck) یداس ینیک(، سوکسیمجلل دکتر) یداس یکسولفور
، ی، آب با خلوص کروماتوگرافیبا خلوص کروماتوگراف یتریلاستون

 (. Merck از ی)همگ یو متانول با خلوص کروماتوگراف
شامل  یمتعدد یباتاز ترک MCGCکشت  یطمح یهته برای

 ،یکربناتب یمآبه، اوره، سدبدون آب، گلوکز تک یتراتس یم، سدیوتینب
 آبه،تترا بورات ده یمدو آبه، سد یدکلر یم، کلسیدروکلریده یامین، تینبتائ
 دو آبه، یدکلر (II) مس ،آبهیکم سولفات یزیچهار آبه، من یبداتمول یومآمون
 آبه،سولفات هفت( II) آبه، فروشش یدکلر (III) یکفر ،آبهسولفات هفت یرو
 استفاده شد یدکلر یمسد سولفات، و یومآبه، آمونسولفات هفت یزیممن

مگر آنکه خلاف آن  یدند،گرد یهته Merckاز شرکت  یکه همگ
 یبرسکوفسفات از شرکت ا یدروژنه سدیمید ین،شده باشد. همچن کرذ

 شد. یهته Merckاز  فسفات هیدروژنید یمو پتاس
 ( ی)دکتر مجلل یسرولاز گل ها،یزاندامگانبانک ر یهته برای

 ی،جداساز ینددر فرا ین،استفاده شد. همچن )BHI 1)Merck کشت یطو مح
، روغن کرچک )هنا(، (Merck) الکل یلمانند اولئ ییهااز حلال

 بهره گرفته شد.( Merck) (، و اکتانولیاکتان )دکتر مجلل

 نمونه بردارفیلتراسیون،  مجموعهتجهیزات مورد استفاده شامل 
میکرولیتر، دستگاه سانتریفیوژ و میکروسانتریفیوژ،  1000و  100

 ، اسپکتروفوتومتر، زیستیانکوباتور و شیکر انکوباتور، هود 
 ،دستگاه اتوکلاو، حمام اولتراسونیک، 2با کارایی بالادستگاه کروماتوگرافی 

pH  متر، پمپ خلا، دستگاه تنظیمpH ،استدرجه سلسیوس  -70 فریزر.  
                                                                                                                                                                                                   

1 Brain Heart Infusion 

 منحنی رشد باکتري
ها برای بررسی  و مقایسه شرایط و زیست سازگاری حلال

 دار با دوبار تکرار رسم شد.ساعته باکتری در ارلن بافل 24منحنی رشد 
 داردر ارلن بافل هوازی محیط کشتلیتر میلی 20 ،منحنی رشدبرای رسم 
 مقدارسترون به  طسپس در شرای لیتر اضافه شد.میلی 100با حجم 
 به محیط کشت، ( لیترسلول به میلی تعداد، 9104) مایه تلقیحدو درصد 
 دور بر دقیقه 220 با برای کشت از دستگاه شیکر انکوباتور .اضافه شد
 منحنی رشد باکتری . درجه سلسیوس استفاده شد 33و دمای 

 نوری چگالیگیری اندازه برداری وبا نمونههای مشخص در فاصله زمانی
 .[9] رسم شد با دوبار تکرار نانومتر 600در 
 

 منحنی مصرف گلوکز
 دستگاه کروماتوگرافیبا با توجه به اینکه واکاوی سوکسینیک اسید 

با زمان بازداری   اسیدهای آلی متنوع ه دلیل تولیدب با کارایی بالا
لذا با توجه به تجربه  ،رو استبا دشواری و خطا روبه نزدیک به هم

تناسب مصرف گلوکز با تولید  و به دست آمده از صدها واکاوی
 روند مصرف گلوکز در حین تخمیر مدنظر  ،سوکسینیک اسید

افزودن  رای به دست آوردن زمان مناسببلذا  .[11، 10] قرار گرفت
 منحنی مصرف گلوکز توسط باکتری ، حلال به محیط کشت

 هوازی محصول رابا توجه به اینکه باکتری در شرایط بی .آمدبه دست 
 رسم شد.نیز هوازی منحنی مصرف گلوکز در شرایط بی ،کندتولید می

درصد  15تهیه شد و به میزان  ،برای حالت بی هوازیمحیط کشت 
 به دست آمده (محیط کشتلیتر میلیسلول به  9104) از مایه تلقیح

 در شرایط سترون سپس  اضافه شد. آنبه  از مرحله رشد،
به طوری که  ،منتقل شدلیتر میلی 20با حجم سیلین به شیشه پنی

 و با فواصل زمانی مناسب فضای خالی بالای ظرف وجود نداشته باشد
 در فواصل زمانی مناسبها شده و میزان مصرف گلوکز نمونه رینمونه بردا

سنجش گلوکز تهیه شده از شرکت  با استفاده از کیت مخصوص
 محلول ذخیره به این صورت که  شد.گیری اندازه پارس آزمون

های غلظت سازیسپس با روش رقیق  گلوکز تهیه وگرم بر لیتر  8
 لیتر میلی 1مقدار  .تهیه شد گلوکز گرم برلیتر 4و2و1و  5/0و  0
 به مقدار . سپسهای خالی اضافه شدسنجش گلوکز به ریزلوله محلولاز 

 و مجهول، با غلظت مشخص های گلوکز یک میکرولیتر از نمونه
 ها در انکوباتور سنجش گلوکز اضافه شد. ریزلوله هایمحلولبه 

 درجه سلسیوس به مدت ده دقیقه قراداده شدند  37در دمای 
 نانومتر  546طول موج و سپس با دستگاه اسپکتوفوتومتر در 

از آب مقطر  دستگاه . برای صفر کردنخوانده شد هاجذب نمونه
 از معادله  و استفاده شد، سپس منحنی استاندارد رسم شد

 های مجهولبه دست آمده برای سنجش میزان گلوکز موجود در نمونه
 استفاده شد.

2 HPLC (1)  Brain Heart Infusion     (2)  HPLC 
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 Aspen Plusافزار در نرم سازييهشب یطانتخاب حلال و شرا

منظور انتخاب حلال مناسب جهت استخراج پژوهش، به ینا در
افزار با استفاده از نرم یندفرآ سازییهشب ی،از فاز آب ینیکسوکس یداس

Aspen Plus انجام شد  1یعما-یعبرج استخراج ماواحد  ییهو بر پا
 مختلف یطفازها و راندمان استخراج در شرا یرفتار جداساز یتا امکان بررس

 یوس،درجه سلس 25 یشامل دما یندفرآ یورود یط. شرارددفراهم گ
 یدر فاز آب ینیکسوکس یداس یهبار، غلظت اول یک یاتیفشار عمل
  1:1 یبه فاز آل یفاز آب ینسبت حجم یتر،گرم بر ل 20برابر با 

 یقهدق 10( معادل یقیتطب یو زمان تماس فازها )بر اساس آزمون تجرب
ها مناسب، دو گروه از حلال حلالانتخاب  یدر نظر گرفته شد. برا

 یصنعت یهاقرار گرفتند؛ گروه نخست شامل حلال یمورد بررس
 یزوپروپیلمانند اکتان، دکان، دودکان، هگزادکان، نونان، هپتان، ا

 یاهیگ یهاالکل و اکتانول و گروه دوم شامل حلال یلاولئ یریستات،م
 روغن کرچک، روغن آووکادو، روغن کانولا و روغن جوجوبا بودند. یلاز قب

 خالص  یبصورت ترکبه یاهیگ یهاحلال یاز آنجا که برخ
ها سازنده آن یاصل یافزار موجود نبودند، اجزاداده نرم یگاهدر پا

 شدند  یستمطور جداگانه وارد سمتناظر به یبیهمراه با درصد ترک
 فراهم شود. ینامیکیرفتار ترمود یقدق بینییشتا امکان پ

  یریپذانحلال بینییشو پ یرفتار فاز سازییهشب برای
  NRTL2 ینامیکیسه مدل ترمود ی،در فاز آل ینیکسوکس یداس
 آل،یرایدهغ یهادر مخلوط مایع–یعرفتار ما یقدق بینییشپ یبرا

RK-UNIQUAC3 ی،و چندجزئ یقطب هاییستمس یسازجهت مدل 
فشار بخار بالا و  یدارا یباتترک یبرا  Peng-Robinson (PR)و
 کنشبرهم یمورد استفاده قرار گرفتند. پارامترها یدروکربنیه هاییستمس
 ی،افزار استخراج شد و در موارد عدم دسترسداده نرم یگاههر مدل از پا یژهو

 [.2] یدوارد گرد یستممعتبر محاسبه و به س عبر اساس مناب یازمورد ن یرمقاد

 
 سازييهشب یجنتا یاعتبارسنج

شده و صحت  سازییهشب یهااعتبار مدل یمنظور بررس به
 یطدر شرا یجداساز یتجرب یشافزار، آزمانرم یخروج یهاداده
 از  یمنظور، محلول ین. بدیداجرا گرد سازییهسان با شبهم
صورت جداگانه شده و به یهته g/L 20 با غلظت ینیکسوکس یداس

 منتخب از جمله اکتانول، اکتان و روغن کرچک  یهابا حلال
 سلسیوسدرجه  25 یدر دما یشدرون لوله آزما 1:1 یدر نسبت حجم

 شده  یفیوژها سانتراختلاط، نمونه یقهدق 10مخلوط شد. پس از 
  ینیکسوکس یداس یماندهغلظت باق یریگجهت اندازه یو فاز آب

 [. 9] شد یقتزر بالا ییبا کارا یعما یدستگاه کروماتوگرافبه 
 یمناسب یپوشانهم سازی،یهشب یهابا داده یتجرب یجنتا یسهمقا

 .کندیم ییدافزار را تأنرم یجنشان داد که اعتبار نتا

                                                                                                                                                                                                   

1 Liquid-Liquid Extractor 

2 Non-Random Two Liquid 

 آزمون سميت 
 سازی حاصل از شبیه های منتخبحلال سمیت برای بررسی

کشت در حضور و عدم حضور حلال انجام  ،هاریزاندامگانروی بر 
 بدین منظور  .[9] گیری شدو میزان کدورت محیط کشت اندازه

 درصد دو میزانمایه تلقیح به  وتهیه محیط کشت سترون  لیترمیلی 200
(9104  ،محیط کشت لیترمیلی/سلول) ارلن 12 به ، سپساضافه شد 

 اضافه حاوی مایه تلقیح سترونلیتر از محیط کشت میلی 15 هرکدام
 منتخب درصد از حلال 20،10، 8، 6، 4، 2 ارلن  6از  کدامو به هر 

 هانمونهمیزان کدورت  و آزمایش با دوبار تکرار انجام. اضافه شد
 .ندبررسی و مقایسه شد

 
 توليد محصول تخمير و  بررسی
 برای بررسی و مقایسه میزان ها، توجه به مقدار نمونه با
 محیط تخمیر  میزان مصرف گلوکز ،سوکسینیک اسیدتولید 

 بدین منظور .[12، 9] در حضور و عدم حضور حلال سنجیده شد
  یابتدا روند مصرف گلوکز در شرایط عدم حضور حلال بررس

  .مدو مهار مصرف گلوکز به دست آ تخمیرو زمان توقف 
سپس حلال  د.مآزمان مناسب افزودن حلال به دست  از این طریق

 به محیط تخمیر اضافه شد و  بررسی ، به دست آمده زمانر د
  بدین منظور .ها سنجیده شدبرای نمونهمیزان مصرف گلوکز 

 درصد ده حاوی  سترونلیتر محیط کشت میلی 100 ابتدا به
 هوازی کشت بی .شیشه پنی سیلین منتقل شد 4مایه تلقیح به 

 دور بر دقیقه 220 سرعت همزدنساعت در انکوباتور با  40به مدت 
  تخبو سپس حلال منانجام شد درجه سلسیوس  33و دمای 

 باید توجه داشت به محیط کشت تخمیر اضافه شد.، به میزان ده درصد
 هوازی به درستی شیشه پنی سیلین باید پر باشد تا شرایط بی

 مصرف گلوکز محیط کشت تخمیر در انتها نیز  رعایت شود،
 در حضور و عدم حضور حلال بررسی شد. برای سنجش 

 تهیه شده  میزان مصرف گلوکز از کیت سنجش گلوکز
  شد.استفاده  از شرکت پارس آزمون

 
 نتایج و بحث

 منحنی رشد باکتري

 کورینه باکتریوم گلوتامیکوم منحنی رشد با کشت باکتری ینتیجه
 نشان  2هوادهی و اختلاط مناسب در شکل  بادار در ارلن بافل

 شود باکتری پس از همانطورکه ملاحظه می داده شده است.
 یک فاز تاخیر کوتاه وارد فاز لگاریتمی رشد شده و به فاز سکون 

 .ه استرسید 30حدود  ODبا 

3 Universal Quasi-Chemical–Redlich-Kwong (1)  Liquid-Liquid Extractor     (2)  Non-Random Two Liquid 
(3)  Universal Quasi-Chemical–Redlich-Kwong 
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 .مکورينه باکتريوم گلوتاميکو نمودار رشد باکتری - 2شکل 

 

 اسپن پلاسنرم افزار  سازيشبيه

نتایج حاصل از انتخاب حلال برای جداسازی سوکسینیک اسید 
شود ملاحظه می همانطورکهآورده شده است،  1در جدول 

 های گیاهی توانایی جداسازی سوکسینیک اسید را ندارندروغن
از محیط ها به خوبی سوکسینیک اسید را سایر حلال کهدرصورتی
 دهد که اولئیل الکلافزار نشان مینتایج کاوش با نرمجدا کردند. واکنش 
 های مورد بررسی جداسازی بیشتری دارند.ل نسبت به سایر حلالوو اکتان

 
 هابررسی صحت نتایج انتخاب حلال

های مربوطه سازی، آزمایشبرای بررسی و تایید نتایج شبیه
 ها اشاره شده، انجام گردید. نتایج حاصل ازمطابق آنچه در بخش روش

دهد میزان جداسازی سوکسینیک اسید با حلال ها نشان میآزمایش
 1سازی جدول درصد و نزدیک به نتایج حاصل از شبیه 87 اکتانول

که از آن برای جداسازی سوکسینیک اسید به دست آمد بطوری
 کارگیری روغن کرچکتوان استفاده نمود. نتایج به دست آمده از بهمی

  2017ای در برنداشت. در سال برای جداسازی سوکسینیک اسید نتیجه
در پژوهشی برای جداسازی اتانول از محیط  لموس و همکاران

میزان جداسازی اتانول . کشت تخمیر از روغن کرچک استفاده کردند
بدیهی است که  .سوکسینیک اسید بیشتر بود با این روغن نسبت به

 میزان قطبیت سوکسینیک اسید درمقایسه با اتانول بالاتر بودن 
 باعث عدم حلالیت سوکسینیک اسید در روغن کرچک در مقایسه با

 .[5]اتانول شده است 
 

 آزمون سميت
  3های مختلف در شکل میزان رشد باکتری در حضور حلال

طور که همان است.گیری چگالی نوری نشان داده شده با اندازه
 برای حلال اولئیل الکل، باکتری به خوبی شود، مشاهده می
درصد حجمی حلال رشد کرده و چگالی نوری محیط  10در حضور 

 کشت تخمیر شده در حضور حلال به نمونه شاهد نزدیک است. 

 انتخاب حلال با استفاده از نرم افزار اسپن پلاس  - 1جدول 
 و نتيجه جداسازی در مواد مختلف.

 درصد جداسازی نام حلال
 5 روغن کرچک
 0 روغن جوجوبا
 0 روغن کانولا
 0 روغن آووکادو

 0 ایزوپروپیل میریستات
 98 اولئیل الکل
 4/93 اکتانول
 5/84 دکان
 5/87 دودکان
 7/82 هگزادکان
 88 اکتان
 88 هپتان

 

 
 کورينه باکتريوم گلوتاميکومسازگاری باکتری ی زيستمقايسه - 3شکل 

 های اولئيل الکل، اکتان و اکتانول.در حضور حلال

 
در نتیجه با توجه به سمیت کم حلال برای جداسازی درجای 

 طورکهمحیط تخمیر از این حلال استفاده شد. همان سوکسینیک اسید از
 شود ترتیب سمیت از زیاد به کم شامل اکتانول،مشاهده می 3در شکل 

اکتان و اولئیل الکل است. این تفاوت سمیت مربوط به تفاوت 
 ساختار شیمیایی سه حلال است. به دلیل اشباع بودن و طول 

ها ه حمله ریزاندامگانزنجیره کربنی کمتر و ساختار خطی، منجر ب
. همچنین بالاتر بودن وزن [3]شود به حلال برای مصرف آنها می

مولکولی حلال اولئیل الکل در مقایسه با دو حلال دیگر موثر است. 
. [13]سازگاری آن تاثیرگذار است بالا بودن وزن مولکولی بر زیست
 شود های کوچک جذب غشای باکتریعلاوه بر این ممکن است مولکول

. همچنین [14]و در نتیجه منجر به از بین رفتن باکتری گردد 
 درصد به دست آمد. 10ترین مقدار حلال اولئیل الکل و اکتان مناسب

زیرا هرچه مقدار حلال در محیط بیشتر باشد به معنی تماس بیشتر 
 با باکتری است و غلظت بالای آن سبب آسیب رساندن به غشای سلول

 اکتری شود.و از بین رفتن ب
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هوازی روند مصرف گلوکز توسط باکتری در مرحله کشت بي - 4شکل 

 بدون حضور حلال

 

 توليد محصولتخمير و 
هوازی کشت بی یروند مصرف گلوکز توسط باکتری در مرحله

نشان داده شده است. با توجه به   4بدون حضور حلال در شکل 
 .مهار شده است ام مصرف گلوکز 24ساعت حدود آزمایش از  نتایج

 .شد پیشنهادام  24در ساعت زمان مناسب افزودن حلال  بنابراین
 

 هاتوليد محصول در حضور حلال

ها انجام و میزان هوازی باکتری در حضور حلالتخمیر بی
 شود ملاحظه می 2مصرف گلوکز بررسی شد. طبق جدول 

 .استکه مصرف گلوکز در محیط تخمیر با حلال اولئیل الکل بیشتر 
 در مقایسه با اولئیل الکل و اکتانول اکتان هایحضور حلال در تخمیر
 مصرف گلوکز  کاهش این . دهدرا نشان میگلوکز  کمتر مصرف

 .فعالیت باکتری برای تولید سوکسینیک اسید است کاهشبه معنای 
برای جداسازی درجای  و اکتانول اکتان هایحلال لذا استفاده از

  نیست. در اولویت در مقایسه با اولئیل الکل سوکسینیک اسید
آن سازگاری بالای حلال اولئیل الکل و توانایی با توجه به زیست

تخمیر، این حلال  کشت جداسازی سوکسینیک اسید از محیط در
تخمیر انتخاب شد. سوکسینیک اسید از محیط کشت  استخراجبرای 

 مصرف گلوکز توسط باکتری شده  برداشتن مهارباعث این امر 
 شود.میتولید محصول  افزایش و درنتیجه

با توجه به مسیرمتابولیکی تولید سوکسینیک اسید بازده تئوری 
گرم به  0.19مول به مول گلوکز یا  1.71تولید سوکسینیک اسید 

اما موارد مختلف از جمله تولید محصولات جانبی  گرم گلوکز است.
فرمیک اسید و لاکتیک اسید باعث کاهش  همچون استیک اسید،

 شود.بازده تئوری می
 

7C6H12O6 + 6CO2 → 12C4H6O4 + 6H2O                     (1)  

                                                                                                                                                                                                   

 

 ها.مقدار گلوکز باقي مانده در شرايط تخمير برای حلال - 2جدول 
مانده در کشت مقدار گلوکز باقی

 بدون حلال )گرم بر لیتر(
 مانده در کشت مقدار گلوکز باقی

 با حضور حلال )گرم بر لیتر(
 )اوکتانول( 66/85 52/62
 )اوکتان(  23/80 13/61
 )اولئیل الکل(  23/54 63/62

 
قادر به تولید  کورینه باکتریوم گلوتامیکومسویه وحشی 

 .مول بر مول گلوکز گزارش شده است 0.29سوکسینیک اسید با بازده 
های قبلی و با علم به اینکه در فرایند تخمیر با توجه به پژوهش

 شوندهوازی تولید سوکسینیک اسید، سایر اسیدهای آلی نیز تولید میبی
 .وجود ندارد HPLCگیری دقیق سوکسینیک اسید با روش امکان اندازه

 MS-LC برای نتایج نهایی استفاده شد. نتایج MS-LC1از روش بنابراین 
 ر دقیق میزان سوکسینیک اسید را در حضور سایر اسیدهای آلیطوبه

 .[12، 9] دهدمینشان 
 

 گيري نتيجه
 کارگیریبه باو  روش جداسازی درجا استفاده ازنشان داد این پژوهش 

 تولید سوکسینیک اسید افزایش و بهبود راندمان موجب ،های مناسبحلال
 اسپن پلاسافزار نرم ازبا توجه به نتایج به دست آمده  .شودمی

بینی میزان جداسازی سوکسینیک اسید از محیط کشت امکان پیش
منتخب های مختلف . سمیت حلالوجود داردهای مختلف با حلال
 مورد آزمایش قرار گرفت کورینه باکتریوم گلوتامیکومدر حضور افزار با نرم

 با توجه به زیست سازگاری نتایج جداسازی سوکسینیک اسید، و
این حلال  .حلال اولئیل الکل به عنوان بهترین حلال انتخاب شد

 اسید  است. برای سوکسینیک مناسبحلالیت  دارایسازگاری بالا،  برعلاوه 
 ها از بیشترین مقدارسازگاری حلالمیزان زیستها و نتایج، طبق داده

 ،با توجه به نتایج نهایت اکتانول بود. به ترتیب اولئیل الکل، اکتان و در
 و بیشترین میزان جداسازی انتخاب شدترین حلال اولئیل الکل مناسب

به دست آمد و راندمان تخمیر حدود  حلال )حجمی/حجمی( %10در 
نقطه جوش  اختلاف همچنین با توجه به درصد افزایش یافت. 15

 را اولئیل الکل و سوکسینیک اسید این حلال قابلیت بازیابی از روش تقطیر
برای استفاده  .را برای استفاده مجدد بازیابی نمود توان آندارد و می

این پژوهش نشان داد  در مقیاس صنعتی نیاز به بررسی بیشتر دارد.
 با به کارگیری روش استخراج درجای سوکسینیک اسید در محیط تخمیر

 های مناسب همانند اولئیل الکل که در این پژوهشبا به کارگیری حلالو 
 تخمیرتوان راندمان تولید سوکسینیک اسید از محیط معرفی شد، می

 زیست  یطو دوستدار مح پایداریستز یتتوجه به ماه با ارتقا داد.
 یانداز مطلوباز چشم یکردرو ینا ید،اس ینیکسوکس یستیز یدتول یندفرا

 ی،صنعت یاسدر مق سازییادهتوسعه و پ یحال، برا ینبرخوردار است. با ا

(1)  Liquid Chromatography – Mass Spectrometry 
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ضرورت دارد.  یاتیو عمل یاقتصاد ی،تر فنجامع هاییانجام بررس
 یر،تخم یطز محا درجااستفاده از روش استخراج  بلیتقا ین،افزون بر ا

 یهاگردد، افق یدراندمان تول یشمنجر به افزا تواندیکه م
 .کندیم یمترس یندفرا ینا یبرا یو اقتصاد یرا از نظر فن یدبخشینو

 تشکر و قدرداني

 دانشگاه تربیت مدرس و ستاد توسعه و زیست فناوری از 

 معاونت علمی و فناوری ریاست جمهوری به دلیل حمایت مالی 

 آید.تشکر و قدردانی بعمل میاین پژوهش از 
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