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  چكيده
 نيتروژني منابع   و  كربني  مختلف تحت تاثير منابع  ترئوس   ميكروبي توسط آسپرژيلوس     ستيتوده زي توليد لوواستاتين و    در اين پژوهش،    
 يكي از اين منابع مهم نيتروژني، كنجاله سويا است كه به دليل بومي بودن و ارزاني آن در ايران در اين مقالـه مـورد                  .بررسي شده است  

، غلظـت    غلظـت نيتـروژن    ، غلظـت كـربن    عامـل  چهاردر بررسي تاثير    از روش تاگوچي    ها    براي طراحي آزمايش   .توجه قرار گرفته است   
 و لوواستاتين توليد شـده در يـك كـشت غيـر مـداوم توسـط آسـپرژيلوس        )توده زيست(بيومس بر روي غلظت    تخمير مدت اكسيژن و 

 گـرم  24-48: رزيابي شـدند  كربن، نيتروژن، اكسيژن و مدت تخمير در اين آزمايش در گسترة معين به ترتيب زير ا    .ارزيابي شد  ترئوس
 گـرم   23/0 گرم بر ليتر لاكتوز به عنوان منبع كربن،          48در شرايط بهينه    .  روز 14 تا   11و   % 40-80 گرم بر ليتر،     23/0-46/0بر ليتر،   
 توليـد   ميلي گرم بـر ليتـر لوواسـتاتين   30±5 روز، 11حجمي اكسيژن و در مدت     % 60 به عنوان منبع نيتروژني با        كنجاله سويا  بر ليتر 

 . درصد غلظت توليدي لوواستاتين از روز هفتم به بعد بود80بر اساس نمودار، توليد لوواستاتين بر حسب مدت تخمير بيش از . شد
  

  ترئوس، بهينه سازي فرايند تخمير، تاگوچي آسپرژيلوس لوواستاتين،: كلمات كليدي
  

  
  

  مقدمه -1

) لوواستاتين كه با فرمول و با      )24 36 5C H O هـاي تجـاري مـوي         نام
گـردد، جـزء يكـي از      مـشخص مـي  2مواكـور  و K 1مونـاكلين   نالين،

 در كـاهش    3داروهاي خانواده استاتين است كه همانند سيمواستاتين      
ايـن دارو در واقـع بـا ايجـاد يـك       .كلسترول خون نقش بسزايي دارد

سـنتز  كه  (جي كوآنزيم    ام   محدودكنندگي رقابتي در مقابل آنزيم اچ     
. ]2 و 1[شـود  مانع از سنتز كلسترول مي) كند كلسترول را كاتاليز مي   

 رود،  لوواستاتين كـه از محـصولات متابوليـسم ثانويـه بـه شـمار مـي               
 5 و پنـي سـليوم     4تواند توسط آسپرژيلوس ترئوس، مونـاكس رابـر        مي

                                                                  
1. Monacolin K  
2. Mevacor®  
3. Simvastatin  
4. Monascus Ruber  

نـوعي قـارچ   ( توليد گردد، كه در اين تحقيق از آسپرژيلوس ترئـوس     
ــا اســتفاده از . ده شــده اســتاســتفا) ميلــه اي توليــد لوواســتاتين ب

 و در يـك     C28°ريزسازواره آسـپرژيلوس ترئـوس در دمـاي حـدود           
 روز طي يك فراينـد ناپيوسـته انجـام          11محيط اسيدي، در كمتر از      

  .]1[گرفته است
گيـرد، و در       از آنجا كه توليد اين دارو طي فرايند تخمير صورت مـي           

شـود،    بن و نيتروژن به وفور استفاده مـي       طول اين فرايند از منابع كر     
 تا با جايگزيني منابع ارزان و بومي      لذا در اين تحقيق سعي بر آن شد         
، گـامي در جهـت بهينـه    )وارداتـي (به جاي منابع گران و غير بـومي     

سازي محيط كشت لازم در توليد اين داروي حياتي برداشته شـود و             

                                                                                                      
5. Penicillium sp  
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 در كـشور بـه حـداقل        موانع و مشكلات موجود بر سـر راه توليـد آن          
  .ممكن برسد

هـاي مختلـف منـابع كربنـي و نيتروژنـي و              در اين بررسي از غلظـت     
هاي متفاوت تخمير در طي آزمايش استفاده شده است تا تـاثير              زمان
هـا بـا      ها بر توليد لوواستاتين مشخص شود، كه مقـادير بهينـه آن             آن

فـاكتور   4در اين روش    . ]3[استفاده از روش تاگوچي مشخص گرديد     
اصلي در دو سطح، در گسترة غلظتي كه در چكيـده مقالـه بـه آنهـا                 

كه در نهايت با وارد كـردن       .اشاره شده است، مورد بررسي قرار گرفت      
سطوح غلظت هر كميت و سپس نتايج حاصل از هر يك از آزمـايش              
ها، مقدار بهينه مواد و منـابع مـورد اسـتفاده در توليـد لوواسـتاتين                

  .ر قسمت نتايج مقاله ارائه شده استمشخص گرديد كه د
 
   روش ها مواد و-2
  ح ريزسازواره، محيط كشت و تلقي2-1

ريزسازواره مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق، آسـپرژيلوس ترئـوس بـا               
هاي علمي وصنعتي   است كه از سازمان پژوهش  5267،  1شماره سويه 

 بـا توجـه بـه رفتـار       . تهيه شـد  ) مجتمع پژوهشي عصر انقلاب   ( ايران
متفاوت اين قارچ در مراحل مختلف رشد و توليد، براي هر مرحلـه از              
محيط كشت خاصي استفاده شده است تا هـدف مـورد نيـاز در هـر                

براي مراحل نگهـداري و اسـپورزايي قـارچ مـورد           . مرحله تامين شود  
 استفاده  2)آگار گلوكوز سيب زميني   (نظر، از محيط كشت پي دي اي      

ي از اسلنت اصـلي مـورد تلقـيح قـرار     هاي حاوي پي دي ا    پتري. شد
 در گرمخانه گذاشته شدند،     C28° روز در دماي     5گرفتند و به مدت     

ها بوسيله محلول آبي اسـتريل شـسته شـدند و محلـول           سپس پتري 
سانتريفوژ شـد تـا      =g168/609RCF دقيقه و با     5موردنظر به مدت    

رها همچنين غلظـت اسـپو  . اينكه مواد جامد موجود در آن جدا گردد    
 نـانومتر   360 در   (TS-55) 3)نورسـنج   طيـف (توسط اسـپكتروفوتومتر    

  .تعيين شد
  

   شرايط كشت2-2
 500 و   200هاي    مايرهاي به حجم     و در ارلن   C28°  تخمير در دماي  

 ميلي ليتر مايه تخمير صورت گرفت كه بـه          150ميلي ليتري حاوي    
داده قـرار   = g 4975/2RCF روز بر روي لرزاننـده بـا  14 تا 11مدت 

                                                                  
1. Persian Type Culture Collection  
2. Potato Dextrose Agar  
3. Spectrophotometer  

 از لاكتوز به عنوان منبع كربني و كنجاله سويا به عنـوان منبـع  . شد

 ميلي متر مكعـب     900ها با     ماير  همچنين ارلن . نيتروژني استفاده شد  
  در محــيط كــشت اســتفاده شــده . تلقــيح شــدند محلــول اســپوري

 .ارائه شده است) 1(جدول 

 
 ]2و4 [محيط كشت تخميراجزاي  -1جدول 

 ماده مقدار

 لاكتوز گرم 24و48

 كنجاله سويا  گرم23/0 و 46/0

 فسفات پتاسيم  گرم79/0

 سولفات منيزيم  گرم52/0

 كلريد سديم  گرم4/0

 نيترات آهن  گرم002/0

 سولفات روي  ميلي گرم1

 بيوتين  ميلي گرم04/0

  
  هاي تحليلي  روش2-3
  توده  تعيين وزن زيست2-3-1

شخـصي از محلـول بـا       توده از صاف كردن حجم م       وزن خشك زيست  
استفاده از كاغذ صافي ميليپور و سپس خشك كـردن و وزن كـردن              

با معلوم بودن وزن    . آيد  مواد جامد حاصل از صاف كردن به دست مي        
 .]5 و 6[آيد توده به دست مي كاغذ صافي، وزن خشك زيست

  

  تهيه سوسپانسيون اسپوري 2-3-2
سـپورزا را   براي تهيه سوسپانسيون اسـپوري، سـطح محـيط كـشت ا           

دهند تا سوسپانسيوني از اسپور      بوسيله آب مقطر سترون شستشو مي     
تـوان بـه      هـاي متـراكم، مـي       بـراي جـدا كـردن تـوده       . ]5[تهيه شود 

 درصد گليـسرول و     20 قطره محلول    4 الي   3سوسپانسيون اسپوري،   
از گليـسرول بـه منظـور نگهـداري         (  اضافه كـرد   40يك قطره توئين    

هـاي     بـراي جـداكردن تـوده      40و از تـوئين     سوسپانسيون در فريـزر     
  .]7[)متراكم سلول استفاده شده است
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  هاي تخميري  سنجش غلظت لوواستاتين در نمونه2-3-3
توان از كروماتوگرافي     براي سنجش غلظت لوواستاتين توليد شده مي      

كرومـاتوگرافي لايـه نـازك     و  2نورسـنج   ، طيـف  1مايع با عملكـرد بـالا     
 تحقيـق ابتـدا از كرومـاتوگرافي لايـه نـازك            استفاده كرد كه در اين    

استفاده شد و سپس توسط كروماتوگرافي مايع با عملكرد بـالا مـورد             
 .تاييد قرار گرفت

  
 
   محلول استاندارد لوواستاتين2-3-2-1

هـاي اسـتاندارد لوواسـتاتين، از پـودر لوواسـتاتين             براي تهيه محلول  
زي عبيـدي تهيـه     استفاده شد كه مادة اوليـه آن از شـركت داروسـا           

 .گرديد

  
 
   استخراج لوواستاتين موجود در مايه تخميري2-3-2-2

هـا    ماير  براي استخراج لوواستاتين، مقداري از محلول هر كدام از ارلن         
ــه مــدت    ــه همــراه همــان مقــدار بوتيــل اســتات ب ــا15ب    دقيقــه ب

g9/24 RCF =  ــه ــالاي لول ــي ب ــاي آل ــانتريفوژ شــد و فازه ــا   س   ه
 استفاده در مرحله شناسايي، در يخچال نگهـداري         جدا شدند تا براي   

  . شوند
  
  
   طراحي آزمايش ها2-4

هاي مختلف منابع كربنـي و   در اين بررسي به دليل استفاده از غلظت    
هـا و همچنـين       هاي تخمير متفاوت در طي آزمايش       نيتروژني و زمان  

هـاي    براي دستيابي به بهترين زمان تخمير و مقـادير بهينـه غلظـت            
كربني و نيتروژني، از روش تاگوچي استفاده شد تا تـاثير بهتـر             منابع  

  . اين متغيرها بر توليد لوواستاتين مشخص شود
  
  
   نتايج-3
   اثر مايه تلقيح بر ريخت ارگانيسم رشته اي3-1

در تخميرهاي قارچي، در برخي موارد، رشد قارچ به شكل رشـته اي             
                                                                  
1. High Performance Liquid Chromatography 
2. Thin Layer Chromatography  

 ريخت ريزسازواره   ارتباط. و در بعضي موارد به شكل گويچه اي است        
با روش توسعه مايه تلقيح اين است كه غلظت اسپورها و نوع محـيط            

معمـولا  . ]6[كشت توسعه تلقيح تا حدود زيادي بر ريخت موثر اسـت        
در حاليكـه   . شـود   مايه تلقيح با اسپور زياد به رشد پراكنده منجر مي         

 تـشكيل گويچـه را تـسريع        ) 107حـدود   ( مايه تلقيح با اسـپور كـم      
هـاي پيچيـده و غنـي     اصولا رشد پراكنده در محـيط كـشت     . كند مي

هـايي كـه تركيـب آنهـا از نظـر       دهد، در صورتيكه در محيط    روي مي 
. شـود   شيميايي مشخص است، معمولا رشد گويچه اي مـشاهده مـي          

بنابراين محيط كشت مورد استفاده در مرحله تكثير اسـپور بايـد بـر              
 همچنين در توليـد صـنعتي       .]6[اساس ريخت مايه تلقيح بهينه شود     

محصولات قارچي، رشد ارگانيسم در ريخت مطلوب اهميـت زيـادي           
اگـر  . دارد كه اين امر نيز نيازمند استفاده از مايه تلقيح مناسب است           

مرحله توليد با سوسپانسيون اسپوري تلقيح شود، غلظت اسپور بايـد           
در . ]8 و   9[چنان باشد كه كشت توليد منجر به ريخت مطلوب شـود          

اسپور و محيط كـشت از       107اين مقاله با توجه به مايه تلقيح حاوي         
  ).)1(شكل (نوع مشخص، رشد قارچ به شكل گويچه اي بود 

  
تـوده   رشد آسپرژيلوس ترئوس و تغييرات غلظت زيست 3-2

  در تخمير
 منحني رشد آسپرژيلوس ترئوس در طي تخمير نـشان          )2 (شكلدر  

فاز رشد، فـاز سـكون و فـاز         : در اين منحني، سه فاز    . داده شده است  
تـوده در روز      با توجه به نمودار، غلظت زيست     . شود  مرگ مشاهده مي  

 0182/0 گرم بوده كه با سرعت زيادي تا روز پـنجم بـه              008/0اول  
از روز  .  روز نهم به دست آمد      گرم در  02/0حداكثر مقدار   . گرم رسيد 

نهم به بعـد منحنـي رشـد وارد فـاز مـرگ شـد و در نهايـت در روز                     
 گرم به ازاي هـر ليتـر   0186/0توده به مقدار    چهاردهم غلظت زيست  

   .مايه تخمير رسيد
  
  تغييرات چگالي در طي تخمير 3-3

در اين تحقيق به طور مستقيم از چگالي سنج براي محاسبه چگـالي             
تغييرات چگالي مايه تخميري طـي مـدت        ) 3 (شكلدر   . شد استفاده

بـا  . ، نـشان داده شـده اسـت       سلـسيوس  درجه   28تخمير و در دماي     
هـا نيـز بزرگتـر     تـوده   گذشت مدت تخمير و رشد ريزسازواره، زيـست       

  .شود بيشتر مي) چگالي( شدند و نسبت وزن به حجم
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  ط كشت ،طي تخمير  ريخت رشد قارچ در داخل محي–1شكل 
  روز يازدهم-9 روز دهم -8 روز نهم -7 روز هشتم -6 روز هفتم -5 روز ششم -4 روز پنجم -3 روز چهارم -2 روز سوم -1

  
  

  
  

  )روز(مدت تخمير 

   توده در طي تخمير  مراحل توليد زيست-2شكل 
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   تغييرات چگالي مايه تخمير در طي تخمير-3شكل 

   قدرت اسيدي مايه تخميري تغييرات3-4
در طي فرايند تخمير با گذشت زمان تخمير، لوواستاتين در محلـول            

شـود، لـذا محلـول اسـيدي          به صورت بتا هيدروكسي اسيد ظاهر مي      
  .به خوبي نمايان است) 4 ( شكلشود كه اين مورد در مي
  

3
3.5

4
4.5

5
5.5

6
6.5

7
7.5

1 3 5 7 9 11 14

زمان تخمير (روز)

pH

  
  

   تغييرات قدرت اسيدي مايه تخمير در طي تخمير-4شكل 
  
  د لوواستاتين در طي تخمير تولي3-5

كه از نتايج آزمايشگاهي و روش تـاگوچي        ) 2(و جدول   ) 5 (شكلدر  
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به دست آمده است، ميزان توليد لوواستاتين در غلظـت معـين مايـه              
هـاي    هاي مختلف كشت با توجـه بـه غلظـت           تلقيح اسپوري در زمان   

مختلف منابع كربني و نيتروژني و ميـزان اكـسيژن مـصرفي در هـر                
از آنجا كه براي بهينه كردن شرايط و        . يش نشان داده شده است    آزما

غلظت منابع از روش تاگوچي استفاده شد، حداكثر لوواسـتاتين نيـز            
) 5 (شـكل همـانطوري كـه در    . در شرايط بهينه تاگوچي توليـد شـد       

مشخص است، تا روز سوم هيچ توليدي مشاهده نشد و همچنـين بـا              

اسايي نبود ولي بعـد از روز سـوم          قابل شن  كروماتوگرافي لايه نازك  
به تدريج لوواستاتين توليد شد و اين توليد با يك رونـد افزايـشي تـا                

پس از روز يازدهم ميزان توليـد لوواسـتاتين         . روز يازدهم ادامه يافت   
ايـن  (  ميلي گـرم بـر ليتـر رسـيد         30 ±5تقريباً ثابت شد و به ميزان     

 ميلي گـرم    23 حدود   لاكروماتوگرافي مايع با عملكرد با    مقدار توسط   
، در اين مرحله بهتر است تخميـر متوقـف شـود و نوبـت     )بر ليتر شد  

 .بعدي توليد آغاز گردد كه به بهره وري بيشتري منجر خواهد شد
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  ميزان توليد لوواستاتين در مدت تخمير-5شكل 
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   بحث و نتيجه گيري-4
در اين تحقيق سعي شد تا بـا تغييراتـي در محـيط كـشت توليـدي،           
گامي در توسعه محيط كشت براي بومي سازي مواد اوليه آن و توليد     

لذا با مطالعـه كارهـاي مـشابه        . بهينه و بيشتر اين دارو برداشته شود      
هـاي غلظتـي مـورد        هاي عملي ديگر، بـازه      نجام شده و بررسي روش    ا

استفاده در اين آزمايش تعيين شد، و اين نتيجه حاصـل گرديـد كـه              
تواند يكـي از عوامـل مهـم در توليـد             مقدار و نوع منبع نيتروژني مي     

لوواستاتين باشد، به همـين دليـل از سـويا كـه يكـي از محـصولات                 
شود به جاي     به وفور در ايران كشت مي     كشاورزي بومي ايران است و      

ساير منابع گران و وارداتي مثل شربت ذرت خيسانده و عصاره مخمر            
همچنين ايده انتخاب حجم بيشتري از هوا براي فرايند         . استفاده شد 

تخمير مورد بررسي قرار گرفت كه تاثير خوبي بر ميزان لوواسـتاتين            
امـل و سـه عامـل ديگـر،     و در نتيجه اثر ايـن ع . توليدي در بر داشت  

  تخميـر  مـدت  كربن، غلظت اكسيژن و    غلظت   نيتروژن، غلظت   يعني
توان نشان    مي) 8(تا  ) 6(هاي   شكلدر توليد لوواستاتين را به صورت       

همانطور كه مشخص است، اكسيژن نقش مـؤثرتري دارد چنـان    .داد
. توان با تغيير مقدار اكسيژن، لوواستاتين بيشتري توليـد كـرد            كه مي 

توان به اين نتيجـه رسـيد         لي با مقايسه مقادير كربن و نيتروژن مي       و
كه نقش كربن پر رنگ تر از نيتروژن است، زيرا غلظـت نيتـروژن تـا                

كند و پس از ايـن مقـدار،     حدي به بهبود توليد لوواستاتين كمك مي      
همچنـين بـا    . شـود   نقش محدودكنندگي نيتروژن بيشتر نمايان مـي      

توان گفت كه اين      مي)) 5 (شكل(دت تخمير   توجه به منحني تاثير م    
  .عامل بعد از يك مقدار مشخص عملاً بي تاثير خواهد بود

  

  
  

  
   غلظت لوواستاتين بر حسب منبع نيتروژني-6 شكل
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   غلظت لوواستاتين بر حسب منبع كربني-7شكل 
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  غلظت لوواستاتين بر حسب درصد اكيسژن -8شكل 

 
 
  

 مراجع
[1] Lopez J.L; Perez J.A; Sevilla J.M; "Fermentation 

optimization for the production of lovastatin by 
Aspergillus terreus: use of response surface 
methodology" Chem Technol Biotechnol ;79:1119–
1126, (2004). 

[2] Lopez J.L; Sanchez Perez J.A; Fernandez Sevilla, J.M; 
"Production of lovastatin by Aspergillus terreus: effects 
of the C:N ratio and the principal nutrients on growth 
and metabolite production"; Elsevier-Enzyme and 
Microbial Technology; 33: 270–277, (2003). 

طراحي آزمايشها  كارگاه آموزشي   " جزوة آموزشي  ،ايوبآرپناهي   ]3[
ــاگوچي ــا اســتفاده از روش ت  ســازمان پژوهــشهاي علمــي و "ب

  .)1380(صنعتي ايران، پژوهشكده اصفهان؛ 
[4] Hajjaj H; Niederberger; Peter; Duboc; Philippe; 

"Lovastatin Biosynthesis by Aspergillus terreus in a 
Chemically Defined Medium" American Society for 
Microbiology; DOI: 10.1128/AEM.67: 2596–2602; 
(2001). 

 

35  
30  
25  
20  
15  
10  
5  
0 

ن 
اتي
ست
ووا

ار ل
قد
م

)
لي

مي
 

يتر
بر ل

رم 
گ

( 

5/0  45/0  4/0  35/0  3/0  25/0  2/0  15/0  1/0  05/0  0  
 )گرم بر ليتر(نيتروژن مقدار منبع 

35  
30  
25  

2  
15  
10  
5  
0 

60 50 40  30  20  10  0  
 )گرم بر ليتر(مقدار منبع كربني 

35  
30  
25  

2  
15  
10  
5  
0 

100% 80%  60%  40%  20%  0%  
 درصد حجمي اكسيژن

ن 
اتي
ست
ووا

ار ل
قد
م

)
لي

مي
 

يتر
بر ل

رم 
گ

(  
ين

تات
واس

د لو
ولي

ار ت
قد
م

)  
لي

مي
 

يتر
بر ل

رم 
گ

(  



 

  )1389 (چهل و هشتم ـ شماره نهم مجله مهندسي شيمي ايران ـ سال 84  

لات
مقا

  

ــداللهي     ]5[ ــي، اس ــد عل ــساداتي؛ محم ــجاع ال ــاس، ش ــيد عب  " س
 21-25 و   9-13  دانشگاه تربيت مـدرس،    "بيوتكنولوژي صنعتي 

  ).1381 (،321-320 و 301-309 و 137-138 و 42-57و 
مايسين بررسي ارتباط مورفولوژي و توليد اريترو     " حسن، قجاوند    ]6[

 پايــان نامــه كارشناســي   "بــا اســتفاده از بــاكتري اريتريــا   
 ).1382(ارشد،دانشگاه صنعتي اميركبير، 

 مبــاني بيوتكنولــوژي و " حــسن، لامــع؛ محمــد رضــا، احــساني ]7[
 و  152-160 دانـشگاه آزاد اسـلامي،    "ميكروب شناسي صـنعتي   

  ).1375(، 182-185 و 166-162

[8] Rodriguez Parcel, E.M; Lopez J.L; Sanchez Perez J.A 
"Effects of pellet morphology on broth rheology in 
fermentations of Aspergillus terreus" Elsevier, 
Biochemical Engineering Journal 26: 139–144; (2005). 

[9] Rodriguez Porcel E. M; Casas Lopez J. L; Sanchez Perez 
J. A; Fernandez Sevilla J. M; Garcıa Sanchez J. L; Chist 
Y "Aspergillus terreus Broth Rheology, Oxygen 
Transfer, and Lovastatin Production" Ind. Eng. Chem. 
Res; 45: 4837-4843; (2006). 


