
 ١٣٨۴ بهار و تابستان٢ و ١، شماره ۵جلد                                                                            نشريه علوم دانشگاه تربيت معلم

٤٩٧ 

 
 

مولد لواستاتين، تعيين شرايط          جداسازى و شناسايى ميکروارگانيسم
بهينه توليد و ارزيابى بازده محصول با دو روش کشت غوطه ور و      

 تخمير  در بستر جامد
 

 دانشگاه آزاد اسلامى واحد رشت: معصومه انورى
 دانشکده فنى دانشگاه گيلان: غلام خياطى

 

 چکيده
  سويه با توليد مساوى يا بيش تر از سويه استاندارد                 ٦ه آسپرژيلوس جداسازى شده از خاک             سوي ٢٨از ميان    

)Aspergillus terreus ATCC 20542 ( آزمايش  ها بهينه سازى با بهترين سويه جداسازى شده به           . شناسايى شدند

ع کربن، نيتروژن آلى و معدنى در          نشان داد که لاکتوز، آرد سويا و نيترات پتاسيم به ترتيب بهترين مناب                   Gil-4نام  

، )وزنى به حجمى  (  درصد لاکتوز  ٤حاوى محيط با فرمولاسيون بهينه        ) غوطه ور(در روش کشت بسته    . توليد بودند 

در .  ميلى گرم به ازاى هر گرم لاکتوز بود        ١٠در اينحال بازده    .  ميکروگرم لواستاتين در هر ميلى ليتر توليد شد         ٤٠٠

حاوى عصاره سورگوم و آب پنير ميزان               ١ته، استفاده از روش تخمير در بستر جامد               مقايسه با روش کشت بس         

 ميلى گرم به ازاى هر گرم لاکتوز       ٥/٣٧ ميکروگرم به ازاى هر گرم وزن خشک و بازدهى            ١٥٠٠لواستاتين توليدى   

  . بود که نشانه برترى اين روش بر کشت بسته است

 

 مقدمه

 کلسترول خون است و اين عمل را از طريق مهار رقابتى آنزيم                             لواستاتين دارويى قوى براى کاهش              

که بيوسنتز کلسترول را کاتاليز مى کند،  ) HMG – Co A( ردوکتاز A ميتل گلوتاريل کوآنزيم     -٣ هيدروکسى -٣

 ،]٣[لواستاتين همچنين با مهار سنتز ايزوپرنوييد از رشد تومور ها ممانعت مى کند                             ]. ٢[،]١[انجام مى دهد  

 علاوه لواستاتين حاصل از فرايند تخمير پيش ساز سنتز سيمواستاتين است که خود يکى از انواع مهم                             به]. ٤[

لواستاتين يکى از متابوليت ثانويه انواعى از قارچ  هاى کپکى مانند ]. ٥[استاتين هاى نيمه سنتتيک محسوب مى شود    

توليد تجارتى اين ماده براساس        ]. ٦[ت اس ٢) آسپرژلوس ترئوس، مونسکوس روبر        ،sppپنى سيليوم   (گونه  هاى   

تخمير با تکنيک کشت بسته قارچ آسپرژلوس ترئوس است و غالب تحقيقات زمينه توليد اين ماده به اين گونه                               

 ].٧[خاص قارچ اختصاص دارد
 

 لواستاتين، کشت غوطه ور، تخمير در بستر جامد و آسپرژيلوس ترئوس : واژه  هاى کليدى

-١ Solid State Fermentation ( SSF)                        -٢ Penicillium spp., Monscus ruber , Aspergillus terreus 
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 انجام مى شود و    ٣/٦ تا   ٨/٥ بين   pH درجه و    ٢٨فرايند تخميرى قارچ آسپرژلوس ترئوس مشخصاً در دماى          

  . ]٨[ آن در نظر گرفته مى شود درصد اکسيژن موجود در هوا يا بيش از٤٠ميزان اکسيژن محلول معمولاً برابر

 روز به طول مى انجامد و در برخى موارد          ١٠يک مرحله فرايند تخميرى براى توليد محصول غالباً کم تر از             

درصورتى که ماده    . ]٩[محصولى که طى رشد توده اى قارچ توليد مى شود به مراتب بيش از رشد رشته اى است                  

د قارچ به حالت کنترل شده اى درمى آيد و در نتيجه رشد زياد                          اوليه به سرعت به مصرف قارچ برسد رش                

  . ]١٠[رشته  هاى قارچ، ويسکوزيته محيط افزايش يافته و در اين حال تيتر توليد محصول کاهش مى يابد

مواد تشکيل دهنده محيط تخمير در بيورآکتور تأثير چشم گيرى در نحوه تامين مواد غذايى توسط ميسليوم هاى                   

در ميان مواد غذايى موجود در محيط           . متابوليسم آن ها و به طور مستقيم در توان توليدى تخمير دارند                قارچ و    

کشت، منابع کربن و ازت نقش تعيين کننده در اين فرايند دارند؛ زيرا مستقيماً بر تشکيل بيومس و متابوليت هاى                          

يق فرايندى موسوم به مهار کاتابوليکى متابوليسم به علاوه نوع و غلظت منبع کربن از طر   . قارچ، تأثير مى گذارند  

لذا تحقيقات مختلف دال بر آن است که بيوسنتز لواستاتين به منابع کربن و                          . ثانويه قارچ را نيز تنظيم مى کند         

  . ]١٢[،]١١[نيتروژن بستگى مستقيم دارد

لاسيون بهينه محيط براى توليد      لذا تحقيق حاضر با هدف شناسايى بهترين ميکروارگانيسم مولد و تعيين فرمو             

   . صورت گرفتSSFو نيز مقايسه بازده توليد بين دو روش کشت غوطه ور و 

 

 مواد و روش ها

 جداسازى ميکروارگانيسم

 ٣٠از خاک، کمپوست و مواد گياهى درحال فساد طى انکوباسيون در             A.terreus ميکروارگانيسم سويه  هاى   

ميلى گرم اکسى تتراسيکلين در هر ميلى ليتر جداسازى       ١٠٠ حاوى   PDAيط  درجه سانتى گراد پس از کشت در مح      

  . ]١٣[شدند و شناسايى بر اساس خصوصيات ظاهرى انجام شد

 A. terreus ATCCنمونه استاندارد نيز با مشخصه            .  نمونه خاک جداسازى شدند        ٤٥ سويه قارچ از      ٢٨

  . دى با سويه جداسازى شده مورد استفاده قرار گرفت براى تأييد شناسايى و مقايسه ميزان محصول تولي 20542

 )غوطه ور(تخمير به روش کشت بسته

 درجه و با استفاده از            ٣٠ در  rpm٢٢٠ با مشخصات       shakerتخمير با روش کشت بسته با استفاده از                   

 اسپور ١٠٦سوسپانسيون تلقيحى حاوى  .  ميلى ليتر محيط کشت انجام شد    ١٥٠ ميلى ليترى حاوى    ٥٠٠فلاسک هاى  

  .در هر ميلى ليتر بود
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  SSFتخميربه روش 

 ميلى ليتر، هر يک حاوى      ٢٥٠ به حجم     SSF در اين روش از ظروف پلاستيکى مخصوص کشت به روش              

 اسپور در هر      ١٠٧غلظت سوسپانسيون تلقيحى    . استفاده شد )  درصد وزن خشک محيط      ٢٥( گرم ماده اوليه     ٧٠

  .  درصد انجام شد٩٨ درجه و در رطوبت ٢٥باسيون در دماى انکو. ميلى ليتر آب مقطر استريل بود

 محيط کشت بسته

براى غربال گرى بهترين سويه  هاى مولد از سه محيط کشت در سيستم کشت بسته با فرمولاسيون هاى  ذکر                          

  .  )pH = ٥/٦(  استفاده شد ١شده در جدول 

  اجزا محيط هاى مورد استفاده در روش کشت بسته-١جدول
F3 F2 F1 نام محيط

  ) g/L( اجزا محيط 
- 
٥٠ 
١٠ 
- 
- 
١ 
١ 
٥/٠ 

- 
- 
٥/١ 

٣٠ 
- 
١ 
١ 
١ 

٢٠  
- 
٥/٢ 

- 
٢ 
١ 
١ 
١ 

 لاکتوز 
 سوکروز 

 *عصاره ذرت 
 آرد ذرت 
 آرد سويا 

KH2PO4  
NaCl 

MgSO4,7H2O 

* corn steep liquor  

ن سويه انتخابى براى آزمايش  ها      از بيش ترين توان توليدى برخوردار بود، به عنوا        Gil-4به دليل آن که سويه      

بعدى مورد استفاده قرار گرفت و اثر سه منبع کربن، سه منبع ازت آلى و سه منبع ازت معدنى و غلظت هاى                                  

 تمامى آزمايش  ها بر مبناى مدل        ).  ٣جدول( بر توليد اين سويه مورد بررسى قرار گرفت                KH2PO4متفاوت

»Latin Square «١٥[طراحى شد .[ 

 بخش اساسى تشکيل دهنده محيط      ٤غلظت بهينه    » Latin Square«ه بعدى مجدداً با استفاده از مدل      در مرحل 

 ). ٤جدول ( تعيين شدKH2PO4يعنى لاکتوز، آرد سويا، نيترات پتاسيم و 

 :  حاوى ترکيبات زير بودSSFمحيط مورد استفاده در روش 

 بر حسب گرم بر ليتر) الف

  ٥/٠ NaCl، ٥/٠ MgSO4.7H2O، ٢ KNO3، ٤ KH2PO4 ،٤، آرد سويا ٢٠پودر آب پنير 

 بر حسب ميلى گرم بر ليتر ) ب

MnSO4 ٦/١ ،ZnSO4 ٤/٣ ،CaCl2.6H2O و ٢ FeSO4.7H2O ٥ 
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بستر جامد فوق به ترتيب          .  بود  pH=٢/٦ درصد و       ٧٥برخلاف روش کشت بسته رطوبت دراين روش               

 درجه  ١٢١محيط ها در    .  قطعات يک سانتى مترى بود     يک بار عصاره سورگوم و بار ديگر کاه گندم خرد شده به             

  .  دقيقه استريل شدند٣٠به مدت 

  روش آناليز محصول

 ١٥٠ * ٩/٣ ميکرومتر،     ٤ (Novapak و ستون        HPLCارزيابى توليد لواستاتين با استفاده از روش                 

انجام ) حجمى/  حجمى ٥٠ به   ٥٠به نسبست (  درصد و اسيد فسفريک    ١/٠با استفاده از حلّال استونيتريل      ) ميلى متر

 نانومتر، با استفاده از       ٢٣٥ظهور کروماتوگرام ها در    .  ميلى ليتر در دقيقه بود      ٥/١سرعت جريان در ستون        . شد

ميکروليتر اسيدفسفريک  ١٠٠ميلى ليتر استونيتريل و  ٢ميلى ليترآبگوشت تخمير با    ٢بدين منظور  . انجام شد UVپرتو

دقيقه سانتريفوژ شد و مايع         ١٠ دور در دقيقه به مدت             ٣٠٠٠پس با سرعت       س .  دقيقه انکوبه شد      ٣٠مخلوط و  

 گرم از    ٥ SSFدر مورد نمونه  هاى تهيه شده از روش            . به ستون کروماتوگرافى تزريق شد      ) سوپرناتنت(رويى

 دور در دقيقه    ٢٢٠ دقيقه روى روتارى با سرعت        ٦٠ ميلى ليتر استونيتريل مخلوط و به مدت          ١٥٠هر محيط با     

 ميلى ليتر  ٢ ميلى ليتر از مايع رويى با         ٢ .  دور سانتريفوژ شد    ٣٠٠٠ دقيقه در     ١٠قرار داده شد و سپس به مدت           

محلول هاى استاندارد نيز در استونيتريل       .  ميکروليتر اسيدفسفريک غليظ مخلوط و به ستون تزريق شد             ٥٠آب و 

 و تعيين غلظت آن بر اساس روش استاندارد         UVشناسايى لواستاتين بر اساس زمان ماندگارى و طيف       . تهيه شدند 

 ]. ١٤[انجام شد

 

 نتايج و بحث
 سويه آسپرژيلوس ترئوس جداسازى شده از خاک هاى مناطق چهارگانه استان گيلان با روش کشت                        ٢٨ از

  . )٢جدول ( سويه داراى توان توليد بيش از يک ميکروگرم لواستاتين در هر ميلى ليتر بودند۶بسته 
 

 توليد لواستاتين توسط سويه  هاى مختلف قارچ آسپرژيلوس ترئوس در محيط کشت بسته -٢جدول
 ) بر حسب ميکروگرم بر ميلى ليتر ( در مقايسه با سويه استاندارد 

 نام سويه  منبع جداسازى   F1محيط   F2محيط   F3محيط 
١ 
١ 
٢ 
٦٥ 
٦ 
٦٧ 
٤١ 

٠ 
١ 
١٠ 
٦١ 
٦ 
٥٢ 
٦٥ 

٣ 
٣ 
١١ 
١٤٧ 
١٠ 
٧١ 
٩١ 

 خاک 
 خاک 
 ک خا

 کمپوست 
 کمپوست 
 کمپوست 

- 

Gil – 1 
Gil - 2 
Gil - 3 
Gil - 4 
Gil - 5 
Gil - 6 

ATCC 20542 
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نتايج مربوط به تعيين بهترين منابع کربن، نيتروژن آلى و معدنى نشان داد که در ميان اجزا محيط لاکتوز،                           

افزايش غلظت   . تروژن معدنى بودند   آرد ذرت و نيترات پتاسيم به ترتيب بهترين منابع کربن، نيتروژن آلى و ني                   

KH2PO4          محيط  ٣بر اساس نتايج حاصل ازجدول        .)١نمودارو   ٣جدول( نيز سبب افزايش توليد لواستاتين شد 

 .  بهترين محيط براى توليد لوستاتين محسوب مى شود ٧کشت شماره 

 Aspergillus terreus Gil-4 بهينه سازى منابع کربن، نيتروژن و غلظت  فسفات براى -٣جدول
محيط 

٩  
 نوع اجزا ١محيط  ٢محيط  ٣محيط  ٤محيط  ٥محيط  ٦محيط  ٧محيط  ٨محيط 

% ( W/V )  
- 
- 
٢ %  

- 
٢ %  

- 

٢ %  
- 
- 

- 
- 
٢ %  

- 
٢ %  

- 

٢ %  
- 
- 

- 
- 
٢ %  

- 
٢ %  

- 

٢ %  
- 
- 

 لاکتوز
 سوکروز
 نشاسته

- 
- 
٣/٠ % 

- 
- 
٣/٠ % 

- 
- 
٣/٠%  

- 
٣/٠ %  

- 

- 
٣/٠  % 

- 

- 
٣/٠ %  

- 

٣/٠ %  
- 
- 

٣/٠%  
- 
-  

٠/.٣ % 
- 
- 

 آرد سويا
CSL 
 آرد ذرت

- 
١/٠ % 

- 

١/٠ %  
- 
- 

- 
- 
١/٠ % 

١/٠ %  
- 
- 

- 
- 
١/٠ % 

- 
١/٠ %  

- 

- 
- 
١/٠ % 

- 
١/٠ %  

- 

١/٠%  
- 
- 

( NH4)2SO4 
( NH4)2HPO4 

KNO3 

٠ %  
- 
- 

- 
١/٠ %  

- 

- 
- 
٢/٠ % 

- 
- 
٢/٠ % 

٠ %  
- 
- 

- 
١/٠  % 

- 

- 
١/٠ %  

- 

- 
- 
٢/٠ % 

٠ %  
- 
- 

KH2PO4 ( 0.0) 
KH2PO4 ( 0.1) 
KH2PO4 ( 0.2) 

  )µg/ml(لواستاتين  ٢٢  ١  ١٩  ١٣٣  ٩  ٧  ١٦٦  ١  ١

 : درصد، محلول عناصر کمياب شامل٠٥/٠ NaCl درصد، ٠٥/٠ MgSO4.7H2O: هر محيط حاوى 
 )MnSO4 1.6 g/L , ZnSO4.7H2O 3.4 g/L , CoCl6.H2O 2 g/L , FeSO4.7H2O 5 g/L ( درصد٠٥/٠ .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )٣براساس جدول (  اثر بهينه سازى منابع کربن، نيتروژن و فسفات در توليد لواستاتين -١نمودار
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نشان داد که افزايش غلظت لاکتوز از ) ٤جدول (بررسى نتايج مربوط به بهينه سازى فرمولاسيون محيط کشت      

يتر سبب افزايش بازده مى شود در حالى که افزايش آرد سويا بر افزايش بازده تأثيرى                      گرم در ل    ٤٠ گرم به     ٢٠

 درصد نيز منجربه توليد بهينه محصول        ٣/٠ و   ٢/٠ به ميزان    KH2PO4 و   KNO3افزايش غلظتت هاى    . ندارد

  .      )٢ و نمودار٤جدول(مى شوند 

 Aspergillus terreus Gil-4 بهينه سازى اجزا محيط کشت انتخابى  - ٤جدول 
محيط 
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 لواستاتين ٢٤٥ ٢٢٦ ٣٧٨ ٢٦٤ ٣١٢ ٢٠٨ ٢٣١ ٢٥٦ ٣٢٤
 )µg/ml(  

 : درصد، محلول عناصر کمياب شامل٠٥/٠ NaCl درصد، ٠٥/٠ MgSO4.7H2O: هر محيط حاوى 
 )MnSO4 1.6 g/L , ZnSO4.7H2O 3.4 g/L , CoCl6.H2O 2 g/L , FeSO4.7H2O 5 g/L ( درصد٠٥/٠ .  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )۴براساس جدول (  اثر بهينه سازى اجزا محيط کشت در توليد لواستاتين - ٢دار نمو
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 به  F1 , F2اين سويه در محيط      .  استفاده شد  Gil-4نيز از سويه    ) تخمير در بستر جامد   (SSFدر روش کشت    

که اين ميزان    . هر گرم وزن خشک سوبسترا لواستاتين توليد کرد           ميکروگرم بر ليتر به ازاى          ١٥٤ ٩٢٠ترتيب

 بازدهى اين اين روش     .  توليد در مقايسه با روش کشت غوطه ور به مراتب از بازدهى بيش ترى برخوردار بود                   

 ميکروگرم محصول به ازاى هر گرم لاکتوز در برابر ميلى گرم محصول به ازاى هر گرم لاکتوز در                                ٥/٣٧

  .    طه ور استروش کشت غو
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