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ــاوی  ــارچ ح ــن ق ــت. ای ــان اس ــی جه ــای داروی ــده ترین قارچ ه ــی ازشناخته ش ــیدوم یک ــودر مالوس گن
مقادیــر قابــل توجهــی از دگرگشــته های ثانویــه و پلی ســاکاریدهای خــارج و داخــل ســلولی اســت کــه 
ــوکان )CGC( از  ــد. کمپلکــس کیتین-گل ــی و پزشــکی بخصوصــی دارن ــک از آن هــا مصــرف داروی هری
ــورد  ــه م ــاوت ک ــط کشــت متف ــن ده محی ــود. از بی ــارچ محســوب می ش ــن ق ــم ای ــاکاریدهای مه پلی س
 i((Potato Dextrose Broth) PDB) آزمایــش قــرار گرفــت، محیــط کشــت دارای مقــدار 24 گــرم در لیتــر
و 1 گــرم در لیتــر پپتــون بــا میــزان وزن خشــک ســلولی برابــر 11/6 گــرم در لیتــر، مقــدار CGC تولیــدی 
برابــر 3/2 گــرم در لیتــر و 27/6 درصــد CGC دروزن خشــک ســلولی به عنــوان محیــط کشــت مناســب 
انتخــاب شــد. بــرای مشــخصه یابــی CGC تولیــد شــده آزمــون FTIR و بررســی خاصیــت ضدباکتریایــی 
انجــام شــد. پروفیــل زمانــی رشــد و تولیــد CGCبــه مــدت 20 روز بــه دســت آمــد و بــا اســتفاده از مــدل 
رشــد منطقــی و لودکینــگ- پایــرت، ضریــب ویــژه رشــد قــارچ گنــودر مالوســیدوم )µm( ونــرخ بهــره وری 
حجمــی تولیــد محصــول بــه ترتیــب day-  1   0/5274 و g CGC L -1 day-1  2/85 محاســبه شــد. نتایــج نشــان 
داد کــه انطبــاق خوبــی بیــن داده هــای تجربــی رشــد ســلولی بــا مــدل منطقــی )R2 =0/9679 ( و داده هــای 
تجربــی تولیــد CGC بــا مــدل لودکینگ-پایــرت )R2 = 0/9901( وجــود دارد. مــدل ســینتیکی ارائــه شــده 
می توانــد راهنمایــی موثــر بــرای کنتــرل فراینــد تخمیــر در تولیــد صنعتــی پلیمــر ارزشــمند CGC باشــد.
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مقدمه 
در بیــن قارچ هــای دارویــی مهــم کشــف شــده توســط بشــر، 
گنودرمــا لوســیدوم یکــی از بــا ارزش تریــن قارچ هــا در طــب 
ــه  ــن ب ــام Lingzhi ، در ژاپ ــه ن ــن ب ــه در چی ــت ک ــنتی اس س
نــامReishi و در کــره بــا عنــوان Youngzhi شــناخته می شــود 
ــرات  ــودن اث ــل دارا ب ــه دلی ــز ب ــن نی ــی طــب نوی ]1[. به تازگ
درمانــی از جملــه تنظیــم ســامانه ایمنــی، ضــد آترواســکلروز، 
ــد  ــری، ض ــد باکت ــور، ض ــد توم ــد درد، ض ــاب، ض ــد الته ض
دیابــت، ضــد رگزایــی، آنتــی اکســیدانی و  مهــار رادیکال هــای 
ــی  ــرش محصــولات طبیع ــه پذی ــروع ب ــری ش ــد پی آزاد و ض
از طــب ســنتی چیــن (Traditional Chinese Medicine) از 
جملــه ایــن قــارچ کــرده اســت. امــروزه بیشــتر توجــه محققین 
ســازوکار  ودرک  فعــال  دارویــی  ترکیبــات  برجداســازی 
ــات  ــن ترکیب ــت. ای ــی اس ــارچ داروی ــن ق ــا از ای ــل آن ه عم
ــامل  ــلیوم ش ــارده ومیس ــدام ب ــده از ان ــازی ش ــی جداس داروی
آلکالوئید هــا،  اســتروئیدها،  و  تریترپن هــا  پلی ســاکارید ها، 

ــتند ]2[.  ــرب هس ــیدهای چ ــا و اس ــا، لاکتون ه نوکلئوتیده
مونوســاکاریدهای  از  گنودرمــا  قــارچ  پلی ســاکاریدهای 
فوکــوز،  زایلــوز،  آرابینــوز،  گالاکتــوز،  مانــوز،  گلوکــز، 
رامنــوز، گلوکورونیــک اســید و گالاکورونیــک اســید تشــکیل 
ــن  ــتی ای ــال زیس ــاکارید فع ــن پلی س ــت. مهم تری ــده اس ش
ــه از  ــت ک ــوکان اس ــه β-1-3 و β -1-6 دی گل ــارچ، گون ق
ــره  ــد از زنجی ــا 15-1 واح ــان ب ــک β-1-3 دی گلوکوپیرون ی
ــن  ــده اند ]3[. ای ــکیل ش ــل تش ــی β-1-6 مونوگلوکوزی جانب
ترکیبــات وزن مولکولــی بالایــی دارنــد کــه منجــر بــه افزایــش 
ــیدانی  ــت ضداکس ــودن فعالی ــر ب ــان در آب و موثرت حلالیتش
آن هــا می شــود. بعضــی از پلی ســاکاریدهای نامحلــول در 
آب هــم خاصیــت ضدتومــوری از خــود نشــان می دهنــد 
]4[. گــزارش شــده اســت کــه در کل میــزان پلی ســاکاریدهای 
در  نامحلــول  پلی ســاکاریدهای  از  بیشــتر  آب  در  محلــول 
ــارچ  ــن ق ــر ای ــوری دیگ ــات ضدتوم ــت ]3[. از ترکیب آب اس
می تــوان بــه گلیکوپروتئین هــا )پلی ســاکارید + پروتئیــن(، 
ــرد  ــاره ک ــای A،B و C اش ــاکاریدها و گانودران ه هتروپلی س
ــاره  ــی از عص ــای مختلف ــه 1980 گلوکان ه ــل ده ]5[. در اوای
ــه  ــدند ک ــتخراج ش ــا اس ــیله آب و قلی ــا به وس ــارچ گنودرم ق

ــال  ــاکاریدهای فع ــد ]3[. پلی س ــال زیســتی بودن ــات فع ترکیب
زیســتی از بازیدیوکــراپ، بیومــس میســلیومی کشــت شــده در 
محیــط مایــع و بــه مقــدار کمتــر از محیــط کشــت جامــد جــدا 

شــده اند ]6-9[.
پلی ســاکاریدهای  از   )CGC( کیتین-گلــوکان  کمپلکــس 
محســوب  لوســیدوم  گنودرمــا  قــارچ  ســلولی  خــارج 
می شــود. ایــن کمپلکــس، کوپلیمــری اســت کــه در آن 
ــن  ــز آمی ــتیل گلوک ــای ان-اس ــری از واحده ــه پلیم ــن ک کیتی
(N-acetylglucosamine) اســت )دومیــن زیســت پلیمر فــراوان 

بعــد از ســلولز روی کــره زمیــن، کــه در بی مهــرگان دریایــی، 
ــا  حشــرات و دیــواره ســلولی برخــی قارچ هــا وجــود دارد( ب
دو پیونــد کووالانســی بــه بتاگلــوکان )پلی ســاکارید ی متشــکل 
از واحدهــای دی-گلوکزموجــود در دیــواره ســلولی مخمرها و 
 CGC ــا آب کافــت قارچ هاســت( متصــل شــده اســت ]10[. ب
بــه راحتــی می تــوان مــوادی از قبیــل کیتیــن، کیتــوزان )حالــت 
اســتیل  زدوده  شــده کیتیــن( و بتــا گلــوکان را بــه دســت آورد 
ــه  ــن ب ــن کیتی ــبت بی ــوکان نس ــس کیتین-گل ]11[. در کمپلک
ــع آن  ــه منب ــا ب ــوع نه تنه ــن موض ــت و ای ــر اس ــوکان متغی گل
ــز  ــی نی ــای قارچ ــت و گونه ه ــط کش ــرایط محی ــه ش ــه ب بلک
ــوان مخلوطــی از  ــه عن ــوان از CGC ب ــوط می شــود. نمی ت مرب
ــدار  ــای ناپای ــه به وســیله پیونده ــرد ک ــاد ک دو پلی ســاکارید ی
هیدروژنــی یــا یونــی بــه هــم متصــل شــده اند؛ بلکــه شــواهد 
ــوکان  ــن و گل ــن کیتی ــی بی ــد کووالانس ــرای پیون ــیاری ب بس
ــا توجــه  وجــود دارد.خــواص فیزیکی-شــیمیایی بتاگلــوکان ب
ــه  ــد، درج ــوع پیون ــد ن ــه مانن ــاختار اولی ــخصات س ــه مش ب
شــاخه زایی، وزن مولکولــی و شــکل فضایــی مولکــول متفاوت 
اســت. بســته بــه منبــع طبیعــی بتاگلــوکان، آن هــا ســاختارهای 
شــاخه  جدایــی را تشــکیل می دهنــد. بتاگلــوکان ترکیــب 
زیســتی  جــاذب  و  زیســت تخریب پذیر  زیست ســازگار، 
اســت و فعالیت هایــی ماننــد ترمیــم زخــم، ضــد فســاد، ضــد 
پیــری، ضدچــروک، اثــرات ضــد جــوش و محافظــت در برابــر 
اشــعه مــاورای بنفــش دارد. کیتیــن نیــز پلی ســاکاریدی اســت 
ــده در  ــور عم ــود دارد و به ط ــتی وج ــای زیس ــه در بافت ه ک
ــت  ــا یاف ــی، حشــره و اســکلت خارجــی قارچ ه پوســت ماه
ــای  ــوکان دارای ویژگی ه ــس کیتین-گل ــود ]12[.کمپلک می ش
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هــر دو ترکیــب اســت. ایــن ترکیــب در آب نامحلــول اســت 
ــی  ــای آب ــوده، در محیط ه ــت ب ــاده جــاذب رطوب ــک م ــا ی ام
و روغنــی بــه صــورت واضحــی متــورم می شــود. اگــر پــودر 
ــازی  ــا همگن س ــود ب ــرار داده ش ــی ق ــاز آب ــز CGC در ف ری
 pH ســاده در دمــای اتــاق بــه حالــت تعلیقــی درآمــده و دارای
ــه  ــوده و هیچ گون ــدار زیســتی ب ــاده پای خنثــی اســت. CGC م
ــی قابلیــت  ــه راحت ــدارد و ب ــده ای ن ــی و نگه دارن ــاده افزودن م
ترکیب شــدن بــا بســیاری از مــواد را دارد و ترکیبــات مفیدتری 
را ایجــاد می کنــد ]12[.وزن مولکولــی CGC خالــص برابــر بــا 
ــای  ــدن 50% و دم ــوری ش ــب بل ــون، ضری )105× 4/9( دالت

ــه 315 درجــه ســانتی گراد اســت ]13[. نقطــه تجزی
ــه اســتخراج  ــق ب ــکاران در ســال 2011 موف میشــیک و هم
CGC از دیــواره ســلولی قــارچ هم زیســت در گل ســنگ 

پلتی گــرا آفــت و زا شــدند ]14[. اردونــز و همــکاران در ســال 
ــا اســتفاده از  ــارچ آســپرژیلوس نایجــر ب 2013 توانســتند از ق
آب بحرانــی، کیتیــن و CGC اســتخراج کننــد. باربــارا چــاگاس 
و همــکاران  در ســال 2014 ضمــن اســتخراج CGC از مخمــر 
پیچیــا پاســتوریس، بــا تغییراتــی در محیــط کشــت ایــن مخمــر 
 CGC و دمــا، اثــرات ایــن تغییــرات را روی تولیــد pH ماننــد
بررســی کردنــد ]15[. محققــان دیگــری نیــز توانســته اند 
تاکنــون از منابــع میکروبــی مختلفــی ماننــد آســپرژیلوس 
آلیاســئوس (Aspergillus Alliasceus)، لنتینــوس ادودنــس، 
قــارچ   ،(Schizophyllum Commune) کمــون  شــیزوفیلوم 
میکوتالــوس (Mycothallus) ، کمپلکــس کیتین-گلــوکان را 
ــع  ــاز منب ــال 2014 آردیانتی ــد ]18-16[. در س ــتخراج کنن اس
ــرده  ــتخراج ک ــتی CGC را اس ــاده زیس ــتوریس، م ــا پاس پچی

ــرد. ــه ک ــم تهی ــا ســاختار ژل و فیل وزخم پوشــی ب
ســریع  رشــد  طبیعــت،  در  قارچ هــا  فــراوان  حضــور 
میســیلیوم قارچــی، ترکیــب نشــدن CGC قارچــی بــا پروتئیــن 
و کــم بــودن مقــدار کربنــات موجــود در میســیلیوم های 
قارچــی باعــث کاهــش هزینه هــای اســتخراج CGC از قــارچ 
ــاختار  ــودن س ــر ب ــن کمت ــور و همچنی ــل مذک ــود. دلای می ش
بلــوری درCGC قارچــی و تولیــد آســان تر مشــتقات شــیمیایی 
ــوان  ــا به عن ــه پژوهشــگران از قارچ ه ــث شده اســت ک آن، باع
منبــع CGC تجــاری بــرای مطالعــات زیســت فناوری اســتفاده 

کننــد ]19[. اعتقــاد بــر ایــن اســت کــه ایــن کمپلکــس نقشــی 
کلیــدی در رشــد و نمــو دارد. فئوفیلــووا و همــکاران در 
مطالعــه ای کــه بــرای اولیــن بــاردر ســال 2006 انجــام دادنــد، 
 CGC ــب ــوا و ترکی ــر محت ــاره تغیی ــی درب ــتند اطلاعات توانس
در طــی نمــو آسکومیســت ها در کشــت ســطحی و غوطــه ور 
ــب و  ــه ترکی ــان داد ک ــه نش ــن مطالع ــد. ای ــت آورن ــه دس ب
ــه  ــه مرحل ــح ب ــور واض ــه ط ــوکان ب ــن و گل ــوای کیتی محت
 CGC ــد ــدار تولی ــن مق ــتگی دارد و بیش تری ــارچ بس ــو ق نم
ــاهده  ــط اسیددوســت مش ــیلیوم در محی ــع میس در کشــت مای
ــتر از  ــوکان بیش ــزان گل ــل، می ــت. در CGC حاص ــده اس ش
 CGC ــب ــدار و ترکی ــد مق ــان  می ده ــه نش ــت ک ــن اس کیتی
بــه فشــار عملکــردی محیــط کشــت بســتگی دارد ]20[. 
ــا اســتفاده  ــد محصــولات زیســتی ب طراحــی فرایندهــای تولی
ــینتیک  ــی از س ــتلزم آگاه ــارچ، مس ــف ق ــویه های مختل ازس
رشــد و تولیــد ایــن ریزجانداران اســت. کنتــرل فراینــد و حــل 
ــی  ــدل ریاض ــتفاده از م ــا اس ــر ب ــد تخمی ــکلات در فراین مش
و مدل هــای ســینتیکی تولیــد محصــول، بســیار مــورد علاقــه 
ــی  ــب ریشــه و منطق ــادلات مکع ــت زیســتی اســت. مع صنع
ــده  ــتفاده ش ــارچ اس ــد ق ــرای رش ــینتیکی ب ــدل س ــرای م ب
اســت ]21[. معادلــه لودکینگ-پــای رت به طورگســترده ای 
بــرای نشــان دادن رابطــه رشــد ســلولی ومحصــول سنتزشــده 
ماننــد پیش بینــی تولیــد اســیدگلوکونیک توســط آســپرژیلوس 
نایجــر ]22[، کنتــرل تولیــد لیپــاز توســط ریزوپــوس اریــزوس 
]23[، تولیــد پلروماتیلینــاز قــارچ پلوروتــوس موتیلیــس و 
ــی شــیتاکه ]24[  ــارچ داروی پلی ســاکارید خــارج ســلولی از ق
ــازی  ــکاران ]25[ مدل س ــگ و هم ــت. فن ــده اس ــتفاده ش اس
فراینــد کشــت مایــع غوطه ورشــده قــارچ گنودرمــا لوســیدوم 
بــا هــدف پیش بینــی ســینتیک غلظت هــای ســلولی،  را 
انجــام  نیتــروژن  اثــر حضــور  در  گلوکــز وتری ترپن هــا 
ــلولی و تشــکیل  ــد س ــه رش ــد ک ــج نشــان می ده ــد. نتای دادن
تریترپن هــا را می توان بــه صــورت معــادلات ریاضــی بــا 
اســتفاده از مدل هــای ســینتیک غیرســاختاری توصیــف کــرد. 
ــای  ــتفاده از داده ه ــا اس ــدل ب ــای م ــا، متغیره ــن مدل ه در ای
تجربــی به دســت می آیــد. مدل ســازی ریاضــی فراینــد بــرای 

ــت. ــد اس ــیار مفی ــد بس ــازی فراین تجاری س
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ــت  ــط کش ــواع محی ــی ان ــش بررس ــن پژوه ــدف از ای ه
ــتخراج  ــیلیوم و اس ــد میس ــرای تولی ــف ب ــات مختل ــا ترکیب ب
CGC بیشــتر از قــارچ بازیدیومیســت دارویــی گنودرمــا 

ــد  ــب تولی ــخصات ترکی ــی مش ــس از بررس ــت. پ لوسیدوماس
شــده مــدل ســینتیکی رشــد و تولیــد زیســت پلیمر ارزشــمند 
کیتیــن –گلــوکان بــا اســتفاده از مــدل منطقــی و لودکینگ-پای 

ــد. ــت آم ــه دس رت ب

مواد و روش ها
کشت قارچ گنودرما لوسیدوم

بانــک  از   Ganoderma lucidum CCGMC 5.616 قــارچ 
ــی دانشــگاه فردوســی مشــهد تهیــه شــد و در محیــط  میکروب
)i((Potato Dextrose Agar) PDA خریــداری شــده از شــرکت 
ــک  ــدت ی ــه م ــایC°30 ب ــان کشــت داده ودر دم Merck آلم

ــرار  ــان( ق ــاخت آلم ــور ) IKA-KS 4000 س ــه در انکوبات هفت
ــد. داده ش

ــش  ــرای افزای ــت ب ــط کش ــواع محی ــی ان بررس
CGC ــتی و ــوده زیس ــدار ت ــد مق تولی

پرگنــه ای بــه قطــر mm 5 از محیــط کشــت جامــد در شــرایط 

ــل  ــط کشــت منتق ــای  حــاوی ml 30 محی ــه ارلن ه ــترون ب س
شــد و مــدت 5 روز در لرزاننــده بــا دمــای C◦28 و دور 
rpm  180 و در شــرایط تاریکــی، گرمخانــه  گــذاری شــد. 

ســپس یــک میلی لیتــر از محیــط کشــت حــاوی اســپور 
برداشــته و در ارلــن حــاوی ml 30 محیــط کشــت تــازه ریختــه 
و بــه مــدت 3 روز در شــیکر انکوباتــور بــا دمــای C◦28 و دور
ــت  ــح به دس ــه تلقی ــد. از مای ــذاری ش ــه  گ rpm 180 گرمخان

آمــده بــرای مراحــل بعــدی کار اســتفاده شــد. بــرای به دســت 
آوردن ترکیــب محیــط کشــت بهینــه به منظورتولیــد بیشــترین 
ــف  ــالات مختل ــه مق ــا مطالع ــوده زیســتی و CGC، ب ــدار ت مق
ــاب  ــت انتخ ــط کش ــاکاریدها ده محی ــد پلی س ــه تولی در زمین
شــد )جــدول 1(. پــس از اســتریل کــردن محیط هــای کشــت 
 ،28◦C ــای ــد و در دم ــه ش ــح اضاف ــه تلقی ــف 6% مای مختل
دور rpm 180 و بــه مــدت 14 روز، گرمخانه گــذاری شــد. 
آزمایــش بــا 3 بــار تکــرار انجــام شــد. تــوده زیســتی قارچــی 
بــا ســانتریفیوژ کــردن هــر یــک از محیط هــا و خشــک کــردن 

ــد.  ــت آم ــادی به دس ــن انجم ــک ک ــا درخش آن ه

استخراج CGC از قارچ گنودرما لوسیدوم
ــس از  ــیدوم پ ــا لوس ــارچ گنودرم ــتخراج CGC از ق ــرای اس ب

CGC جدول 1 ترکیب ده محیط کشت استفاده شده برای رشد گنودرما لوسیدوم و تولید

  شماره محيط كشت  تركيب محيط كشت  

  Glucose 70 g/l, KH2PO4 2.5 g/l, MgSO4·7H2O  0.75 g/l ١  
  Glucose 35 g/l,  peptone 5 g/l, yeast extract 2.5 g/l, KH2PO4· H2O 1g/l,  

MgSO4·7H2O 0.5 g/l, vitamin B1 0.05 g/l ٢  
  Glucose 20 g/l, soybean powder 5 g/l, KH2PO4 3 g/l, MgSO4·7H2O   2 

g/l ٣  
 Glucose 40 g /l, Peptone 4 g /l, yeast extract 2 g /l, KH2PO4 1.5 g /l, 

MgSO4.7H2O 0.75 g /l, vitaminB1 0.01 g /l ٤  
 Glucose 10 g /l,  Malt extract 5 g /l, potato dextrose  ( synthetic) 24 g /l,  

casein 1 g /l ٥  

 
NaCl   0.025 g /l,  Malt extract   5 g /l, Casein   1 g /l 

[NH4]2HPO4 0.25 g /l, KH2PO4   0.5 g /l, FeCl3   0.005 g /l, CaCl2   0.05 
g /l, MgSO4.7H2O   0.15 g /l,  Thiamin   0.1 g /l,  Glucose   10g /l 

٦  

  Potato 250 g/l,  Glucose 15 g/l,  Casein 1g/l ٧  
  Glucose 5 g/l,  Casein 1 g/l,  Yeast Extract 1 g/l,  KH2PO4    0.1g/l ٨  

 Yeast Extract  10 g/l,  Pepton   5 g/l,  Glucose  10g/l ٩  
  PDB 24g/l, Pepton 1g/l ١٠  
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ــه   ــا دور rpm 10000 ب ــا ب ــع، نمونه ه ــط مای ــر در محی تخمی
مــدت min 10 ســانتریفیوژ شــد. ســپس مایــع ســوپ رویي را 
بیــرون ریختــه و تــوده زیســتی قــارچ جــدا شــد. در مرحلــه اول 
 5 NaOH بــه مقــدار ســوپ رویي دور ریختــه شــده از محلــول
مــولار بــرای شکســتن و تغییــر ســاختار پروتئین هــای ســلولی، 
ــدت دو  ــه م ــه شــد و ب ــوده زیســتی قارچــی ریخت ــر روی ت ب
ســاعت در حمــام آب گــرم گذاشــته شــد. پــس از خنــک شــدن 
ــا آب  ــل ب ــوب حاص ــرده و رس ــانتریفیوژ ک ــول، آن را س محل
ــه  ــدی ب ــه بع ــد. در مرحل ــو داده ش ــون دو بارشستش ــدون ی ب
رســوب حاصــل، محلــول 1 مــولار HCl اضافــه شــد و مجــدد 
ســانتریفوژ شــد. رســوب را بــه همــان روش قبلــی دو بــار بــا 
ــت  ــوب به دس ــرانجام رس ــو داده و س ــون شستش ــدون ی آب ب
-50◦C( آمده به وســیله دســتگاه خشــک کن انجمــادی در دمــای

(  بــه مــدت 4 روز خشــک شــد )شــکل 1(.

ــنجی  ــط طیف س ــیمیایی توس ــاختار ش ــی س بررس
مــادون قرمــز FTIR بــر روی CGC قــارچ 

ــیدوم ــا لوس گنودرم
ــون  ــیدوم، آزم ــا لوس ــارچ گنودرم ــد CGC از ق ــس از تولی پ

FTIR  بــر روی آن هــا انجــام شــد. طیف ســنجي مــادون 

ــت.  ــتی اس ــات زیس ــراي مطالع ــد ب ــزاري قدرتمن ــز، اب قرم
امــکان اســتفاده از FTIR بــراي انــواع نمونه  هــا در حالت هــاي 
ــی  ــا بررس ــن روش ب ــود دارد. در ای ــي وج ــف فیزیک مختل
جــذب و پراکنش هــای حاصــل از جهش هــای ارتعاشــی 
مولکول هــا و یون هــای چنــد اتمــی ترکیبــات شــیمیایی، 

ســاختار و گروه هــای عاملــی آن هــا مشــخص می شــود.

ــار  ــی انتش ــت ضدباکتریای ــی خاصی ــون بررس آزم
ــکی دیس

ــط کشــت  ــي از محی ــون حساســیت میکروب ــراي انجــام آزم ب
ــر هینتــون آگاراســتفاده شــد. ایــن محیــط ازنظــر شــرایط  مول
ــن  ــدار تایمیدی ــا و مق ــت کاتیون ه ــد pH، غلظ ــط مانن محی
ــري  ــت. باکت ــده اس ــتاندارد ش ــازنده اس ــه س ــط کارخان توس
گــرم منفــی E.coli در محیــط کشــت بــه روش چمنــی کشــت 
داده شــد به طــوری  کــه در همــه جــاي پلیــت، باکتــري 
به صــورت یکنواخــت پخــش شــد. حداکثــر تــا پانــزده دقیقــه 
پــس از تلقیــح قطعــات CGC فشــرده شــده و دیســک کنتــرل 
در شــرایط اســتریل و بــا اســتفاده از پنــس بــه صــورت کامــلًا 

شکل 1تصویر(a) جسم میوه ای گنودرما لوسیدوم؛ (b) کشت جامد روی محیط PDA؛ (c) محیط کشت مایع و (d) مراحل استخراج کمپلکس 
کیتین-گلوکان از قارچ گنودرما لوسیدوم.
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تخــت بــر روي ســطح آگار قــرار داده شــد. بــه مــدت 18 تــا 
24 ســاعت در دمــای 37 درجــه ســانتی گراد داخــل انکوباتــور 

قــرار گرفــت.

ــد  ــد و تولی ــینتیکی رش ــای س ــی متغیره بررس
ــیدوم ــا لوس ــارچ گنودرم ــرای ق CGC ب

ــن  ــا و همچنی ــد گنودرم ــی رش ــت آوردن منحن ــرای به دس ب
ــا  ــت ب ــط کش ــن کل محی ــزان کرب ــرف می ــن مص ــاط بی ارتب
مقــدار تــوده زیســتی و CGC به دســت آمــده از محیــط کشــت 
ــور  ــن منظ ــد. بدی ــتفاده ش ــماره 10( اس ــط ش ــب )محی منتخ
گنودرمالوســیدوم درشــرایط C° 28 و  rpm 180 رشــد داده شــد 
و از روز صفــر تــا روز بیســتم هــر دو روز، یک بــار نمونه گیری 
ــپ  ــا، رس ــردن نمونه ه ــانتریفیوژ ک ــس از س ــد. پ ــام ش انج
ــوب  ــد. رس ــه داری ش ــن کل نگ ــنجش کرب ــرای س ــی ب روی
حاصــل ابتــدا بــا روش انجمــادی خشــک شــد تــا میــزان تــوده 
ــتخراج CGC روی  ــد، ســپس مراحــل اس زیســتی بدســت آی
آنهــا انجــام شــد و دوبــاره بــا خشــک کــن انجمــادی خشــک 

ــزان CGC خشــک ثبــت شــد. و می
معادلــه منطقــی بــرای انطبــاق بــا منحنی توده زیســتی ســلولی 
ــی مســتقل از  ــه، مدل ــن معادل ــت. ای ــرار گرف ــورد اســتفاده ق م
ــور  ــاختار به ط ــدون س ــدل ب ــوان م ــت و به عن ــترا اس سوبس

ــود:  ــتفاده می ش ــلولی اس ــد س ــح رش ــرای توضی ــترده ب گس

                                                                                     dC/dt= μm  (1- C/Cm ) C                             :1 معادله

ــر  ــرم ب ــب گ ــلولی )برحس ــتی س ــوده زیس ــه C ت درمعادل
ــژه )برحســب day-1) و  ــر ســرعت رشــد وی ــر(، μm حداکث لیت
ــوده زیســتی ســلولی به دســت  ــزان غلظــت ت ــر می Cm، حداکث

ــر لیتــر( اســت. مــدل لودکینــگ- آوردنــی )برحســب گــرم ب
پایــرت بــرای منحنــی تولیــد CGC اســتفاده شــد. ایــن معادلــه 
به طــور گســترده بــرای پیش بینــی متابولیت هــا اســتفاده 

شود.  می 
(dP)/dt= α (dC)/dt+ βC                            :2 معادله

ــوکان )برحســب  ــن گل در اینجــا P غلظــت کمپلکــس کیتی

ــرم  ــب گ ــلولی )برحس ــوده س ــزان ت ــر(، C می ــر لیت ــرم ب گ
 (g× (g×h) -1 برحســب( (g×g−1)، β برحســب α ،)بــر لیتــر
ــی(  ــی )آزمایش ــدل، تجرب ــن م ــتند. ای ــت هس ــای ثاب مقداره
بــوده کــه در آن dC/dt، میــزان تولیدکمپلکــس کیتیــن گلــوکان 
را نســبت بــه ســرعت رشــد نشــان می دهــد و C نشــان دهنده 
ــد  ــه رش ــه ب ــدون توج ــوکان ب ــن گل ــس کیتی ــد کمپلک تولی
  day-1g بــر حســب rp یــا CGC  اســت.بهره وری حجمــی

ــود.  ــبه می ش ــر محاس ــه زی ــق معادل CGC L-1 از طری

                                                   rp= ∆P/∆ t                                        :3 معادله  
                                  

 ∆ t ــان ــدت زم ــب g/l در م ــر حس ــد CGC ب ــا تولی P ∆ ب
ــا مقــدار CGC بــر حســب g در  بــر حســب روز و %CGC ب

ــر اســت. ــر حســب g (wt % ) براب ــتی ب ــوده زیس ــدار ت مق

   ∆P= CDW×CGC%                              :   4 معادله   

CGC بررسی انواع محیط کشت برای تولید
بــا مقایســه مقــدار وزن خشــک تــوده زیســتی و CGC حاصــل 
درده محیــط کشــت مختلــف، بهتریــن محیــط کشــت انتخــاب 
ــز مشــخص شده اســت،  ــه در شــکل 2 نی ــور ک ــد. همان ط ش
ــماره 2، 5،  ــط کشــت های ش ــط کشــت، محی ــان ده محی از می
7 و 10 بیشــترین وزن خشــک ســلولی را داشــتند کــه  محیــط 
کشــت شــماره 2 و 10 به ترتیــب بیشــترین مقــدار را بــه خــود 
اختصــاص داده  و مقــدار تولیــد CGC نیــز در آن هــا از ســایر 
ــت  ــط کش ــن دو محی ــت. ای ــتر اس ــت، بیش ــای کش محیط ه
ــدند و  ــاب ش ــش انتخ ــرار آزمای ــدد و تک ــت مج ــرای کش ب
ــزان  ــا در آن هــا انجــام شــد. می ــارچ گنودرم ــاره کشــت ق دوب
ــزان  ــر g/l 7/54، می ــط 10 براب ــی در محی ــوده قارچ ــد ت تولی
CGC برابــر g/l 2/02 و درصــد وزنــی CGC در تــوده قارچــی 

ــه  ــرای محیــط 2 ایــن مقادیــر ب ــا %26/8 و ب ــر ب خشــک براب
ــد. ــا g/l ، 9/54 g/l 1/05 و %11 به دســت آم ــر ب ترتیببراب

محیــط 10 بــا ترکیــب g/l 24 از پــودر PDB و g/l 1 از 
ــرای به دســت آوردن  ــط کشــت ب ــن محی ــون، بهتری ــودر پپت پ
ــت.  ــیدوم اس ــا لوس ــارچ گنودرم ــدار CGC از ق ــترین مق بیش
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ــای  ــد در محیط ه ــان می ده ــوق نش ــودار ف ــه نم ــور ک همان ط
شــماره 2 و 5 برخــلاف اختــلاف محســوس بیــن داده هــای وزن 
خشــک ســلولی، درصــد تولیــد CGC در هــر دو تقریباً مســاوی 
ــزان وزن  ــم می ــماره 7 علی رغ ــط ش ــی در محی ــت. از طرف اس
خشــک ســلولی بــالا، درصد تولیــد CGC بســیار ناچیز اســت و 
گمــان مــی رود کــه بــالا بــودن وزن خشــک ســلولی مربــوط بــه 
ــم  ــا ه ــایر محیط ه ــد. در س ــی باش ــای قارچ ــایر متابولیت ه س
میــزان تــوده قارچــی و هــم تولیــد CGC هــر دو کــم هســتند. 
محیــط شــماره 10 بــا وجــود ســادگی توانســته اســت عوامــل 
ــری از  ــن کــرده و درصــد بالات ــد CGC را تأمی ــرای تولی لازم ب

CGC را تولیــد کنــد.

FTIR تحلیل داده های
ــم،  ــی مه ــای عامل ــی از گروه ه ــی  برخ ــیم منحن ــس از ترس پ
قله هــا در شــکل3 مشــخص شــده اند. پیوندهــای جذبــی 
در محــدوده 1650، 1552 و cm-1 1376 بــه علــت حضــور 
گروه هــای آمیــدی، نشــان دهنده کیتیــن هســتند. حضــور 
ــی  ــا حضــور پیوندهــای جذب ــوزان ب ــات کیت ــوکان و ترکیب گل
در محــدوده 2800 تــا 3400، 1020 وcm-1 1160 مشــخص 
می شــود. پیوندهــای ذکــر شــده بــه علــت حضــور گروه هــای 
N-H ،O-H ،C-H ،C-O ، C-C اســت کــه هــم در کیتیــن و هــم 

در گلــوکان وجــود دارد. پیوندهــای محــدوده cm-1 854 مربوط 

شکل 2 مقایسه بین وزن خشک سلولی g/l ، میزان g/l CGC، درصد CGC% در ده محیط کشت مختلف.

بــه حضــور پیونــد بتــا اســت. عــلاوه بــر این،پیوندهــای 1039، 
ــا )1،6(  ــای بت ــور پیونده ــه حض 1076،1159 و cm-1 1120 ب

ــد ]27،26[. ــاره می کن ــوکان اش گل

آزمون خاصیت ضدباکتریایی انتشار دیسکی
ــز  ــرده نی ــورت فش ــه ص ــودر CGC ب ــت ضد باکتریاییپ خاصی
بررســی شــد. شــکل 4 نتیجــه آزمــون ضــد باکتریایــی روش 
ــه در شــکل  ــد. همانطــور ک انتشــار دیســکی را نشــان می ده
ــودر  ــیه پ ــده در حاش ــاد ش ــه ایج ــود هال ــاهده می ش 4 مش
ــی آن اســت. حضــور  ــت ضد باکتریای CGC نشــان دهنده فعالی

گلــوکان در کمپلکــس کیتین-گلــوکان فعالیــت ضدباکتریایــی 

شکل 3 طیف FTIR مربوط به کمپلکس کیتین-گلوکان از قارچ 
گنودرما لوسیدم
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شکل 4 آزمون ضد باکتریایی پودر فشرده CGC در برابر باکتری گرم 
E.coli منفی

ــد.  ــاد می کن ــوی ایج ق
 

منحنــی رشــد قــارچ گنودرمــا لوســیدوم و تولیــد 
CGC

ــی  ــازه زمان ــیدوم در ب ــا لوس ــارچ گنودرم ــت ق ــس از کش پ
بیســت روزه درون محیــط کشــت بهینــه به دســت آمــده 
و ســنجش میــزان کربــن کل محیــط پــس از جداســازی 
ــول  ــن در ط ــرف کرب ــدار مص ــی از آن، مق ــلول های قارچ س
ــزان وزن خشــک  ــن می ــاط بی ــن شــد و ارتب مــدت رشــد معی
ــط  ــن محی ــدار کل کرب ــده و مق ــتخراج ش ــلولی، CGC اس س

در بــازه زمانــی ذکــر شــده بــه صــورت نمــودار ســه عاملــی 
ــد. ــیم ش ترس

ــد وزن  ــدار تولی ــه بیشــترین مق ــد ک شــکل 5 نشــان می ده
ــا 14 روز  ــی 12 ت ــلولی و CGC در محــدوده زمان خشــک س
اســت و مقــدار CGC، ارتبــاط مســتقیم بــا میــزان توده زیســتی 
دارد. بــر اســاس منحنی هــای بــه دســت آمــده مشــخص شــد 
کــه از روز صفــر تــا روز 11 فــاز لگاریتمــی رشــد، از روز 13 
ــاز  ــرگ آغ ــاز م ــد ف ــه بع ــکون و از روز 18 ب ــاز س ــا 17 ف ت
ــان  ــه پای ــه در روز 18ک ــه این ک ــب توج ــه جال ــود. نکت می ش
ــد  ــت آم ــه دس ــدار CGC ب ــترین مق ــت بیش ــکون اس ــاز س ف
ــف  ــلولی متوق ــد س ــه رش ــه اگرچ ــت ک ــدان معناس ــن ب و ای
شده اســت ولــی تولیــد CGC هنــوز ادامــه دارد. بنابرایــن 
بــرای تولیــد بیشــتر CGC نیــاز اســت کــه زمــان رشــد قــارچ 

ــش داد.  ــه 17-18 روز افزای را ب

 CGC بررســی متغیرهــای ســینتیکی رشــد و تولیــد
بــرای قــارچ گنودرمــا لوســیدوم

در شــکل 5 تغییــرات وزن خشــک ســلولی )CDW( بــا نمــاد 
ــول  ــوان محص ــه عن ــوکان ب ــس کیتین-گل ــزان کمپلک C و می

ــا لوســیدوم نســبت  ــارچ گنودرم ــرای ق ــا نمــاد p ب تولیــدی ب
ــت.  ــده اس ــان داده ش ــی 19 روز نش ــازه زمان ــان در ب ــه زم ب
نــرخ بهــره وری حجمــی تولیــد محصــول (rp) از معادلــه 

شکل 5 تغییرات زمانی رشد میسیلیوم، تولید کمپلکس کیتین- گلوکان و میزان مصرف کربن آلی در محیط کشت قارچ گنودرما لوسیدوم، 
منحنی تولید CGC(•)، منحنی مصرف کربن )(، منحنی رشد میسیلیوم)∆(.
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ــاگاس  ــد. چ ــبه ش ــا g CGC L -1 day-1 2/85 محاس ــر ب 3براب
 CGC ــره وری محصــول ــرخ به ــال 2014 ن ــکاران در س و هم
از مخمــر پیچیــا پاســتوریس )یــا Komagataella Pas toris( را 
g CGC L -1 day- ــدوده ــد CGC در مح ــازی تولی ــا بهینه س ب
ــه  ــه بهین ــان داد ک ــج نش ــد. نتای ــزارش کردن 1 4/03 -2/53 گ

ســازی دو متغیــر دمــا و pH بــر روی شــرایط رشــد و تولیــد 
 h -1ــا محصــول، موجــب افزایــش ضریــب ویــژه رشــد (µm) ت

ــود ]15[. 0/18 می ش
قارچ هــا شــکل های مختلفــی را در محیــط کشــت غوطــه ور 
از خــود نشــان می دهنــد. آن هــا عمدتــاً بــه شــکل رشــته های 
ــه  ــم بافت ــای دره ــوس( و توده ه ــده )فیلامنت ــلیومی پراکن میس
ــد  ــر رشــد و تولی ــن شــکل ها ب ــم )پلت هــا( هســتند. ای حجی
و  2002پــارک  ســال  در  می گذارنــد.  تأثیــر  متابولیت هــا 
ــا، شــکل مناســب میســلیومی  ــه پلت ه ــد ک همــکاران دریافتن
بــرای تولیــد پلیمرهــای زیســتی خــارج ســلولی توســط 
Cordyceps Militaris هســتند ]28[، درحالــی کــه لــی و 

همــکاران در تخمیــر Grifola Frondosa رشــته های میســلیومی 
راباعــث افزایــش عملکــرد تــوده ســلولی وپلیمرهــای زیســتی 
خــارج ســلولی دانســتند ]29[. شــکل پلــت، معمــولاً گرانــروی 
کمتــری نســبت بــه شــکل رشــته ای دارد کــه بــه ویژگی هــای 
ــوده  ــوان ت ــه عن ــی نزدیــک اســت. شــکل پلــت ب ــع نیوتن مای
ــه  ــود ک ــوب می ش ــد محس ــل رش ــروی غیرقاب ــلیومی ک میس
توســط پوســته بیرونــی رشــته هــای فعــال احاطه شــده اســت. 
قســمت های مرکــزی شــکل پلــت احتمــالاً بــه علــت کمبــود 
تغذیــه ای اتولیــز می شــوند. در شــکل رشــته ای )فیلامنتــوس(، 
ــته و از  ــرار داش ــط کشــت ق ــرض محی ــا در مع ــام هیف ه تم
ــه رشــد میســلیومی را  ایــن رو تمــام آن هــا توانایــی کمــک ب
ــن باعــث می شــود  ــد رشــد ســریع اســت. ای داشــته و نیازمن
کــه گرانــروی محیــط کشــت بیشترشــده، بــه ویژگی هــای مایع 

ــک شــود. شبه پلاســتیکی نزدی
ــد CGC را در  ــوده ســلولی و تولی ــازده ت ــزان ب شــکل 6 می
طــول تخمیــر نشــان میدهــد. بعــد از فــاز تأخیری)حــدوداً 1 
روز(، میســلیوم وارد فــاز نمایــی شــده و تولیــد CGC هم زمــان 
ــلولی در10-8 روز و  ــوده س ــزان ت ــود. می ــاز می ش ــا آن آغ ب
ــه بیشــترین مقــدار  میــزان تولیــد EPS نیــز در همــان زمــان ب

خــود رســیدند. از معادلــه منطقــی مســتقل از سوبســترا بــرای 
شبیه ســازی تغییــرات در توده ســلولی و از معادلــه لودکینــگ-
ــده  ــد ش ــای CGC تولی ــازی غلظت ه ــرای شبیه س ــرت ب پای
ــر نوشــته شــده  ــول )1( به صــورت زی ــه فرم اســتفاده شــد ک

است:  
C(t) = Cm/(1+((Cm/C0)-1)e-μmt)        :5 معادله

معادله )5( درون معادله )2( به صورت زیر جایگزین شد: 
معادله 6:

P(t)=P0+ α [C(t)-C0]+ βCm {ln]C0/C(t)]+ μm.t} /μm

بــا تطابــق داده هــای تجربــی بــا مدل هــای منطقــی و 
لودکینگ-پایــرت )معادلــه 5 و 6( مقادیــر ثابــت ایــن معــادلات 
به دســت آمدکــه در جــدول شــماره 2 آمــده اســت. بــا تطبیــق 
ــی  ــدل منطق ــا م ــا ب ــارچ گنودرم ــد ق ــی، رش ــای تجرب داده ه

شکل 6 داده های آزمایشگاهی و منحنی رگرسیون (a) توده زیستی و 
(b) تولید CGC در شکل میسیلیومی تخمیر قارچ گنودرمالوسیدوم 

)0( داده های آزمایشگاهی و ) - ( منحنی رگرسیون.
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ــه  ــد ک ــت آم ــا 0/9699 به دس ــر ب ــدار R2 براب ــه 5( مق )معادل
توافــق بــالای داده هــای تجربــی بــا مــدل پیشــنهادی را نشــان 
می دهــد. بنابرایــن رشــد ایــن قــارچ در محیــط بهینــه به دســت 
ــا مــدل منطقــی قابــل بیــان اســت. مقــدار  آمــده بــه خوبــی ب
R2 به دســت آمــده ) 0/9954 ( بــرای تطبیــق داده هــای تجربــی 

تولیــد CGC توســط گنودرمــا لوســیدوم بــا مــدل لودکینــگ-
پایــرت )معادلــه 6( نیــز توافــق بــالای مــدل لودکینگ-پایــرت 
را بــا داده هــای تجربــی نشــان می دهــد. مقــدار محاســبه شــده 
ــرم در  ــش )11/6 گ ــده از آزمای ــت آم ــر ازداده به دس Cm کم ت

لیتــر( بــوده اســت. مقــدار ثابــت آلفــای وابســته به رشــد بیشــتر 
از مقــدار ثابــت بتــای مســتقل از رشــد بــوده کــه بــه ایــن معنــی 
ــوده ســلولی و CGC وجــود  ــن ت ــه رابطــه خطــی بی اســت ک
دارد و در نتیجــه تولیــد CGC وابســته بــه رشــد اســت. نتایــج 
نشــان داد کــه شــرایط تخمیــر ایجــاد شــده باعــث فراهــم کردن 
ــر و نگــه داشــتن محیــط کشــت در  ــا هوادهــی موث اکســیژن ب
حالــت مخلــوط اســت .میســلیوم ها به طــور موثرتــری پراکنــده 
ــزان  ــوس( می ــته ای )فیلامنت ــکل رش ــه، ش ــده  اند و در نتیج ش
تولیــد بیشــتری در زمــان چرخــه ســلولی کوتاهتــری با ســرعت 
 )µm =0/5274 ( ــلولی ــوده س ــد ت ــری تولی ــژه حداکث ــد وی رش
داشــته اســت. مــدل ســینتیکی می توانــد بــرای کنتــرل ســامانه 
تخمیرگنودرمــا لوســیدوم، از جملــه تعییــن مــدت دوره تولیــد 
ــال،  ــه هرح ــود. ب ــتفاده ش ــد اس ــی فراین ــلیومی و پیش بین میس
ــر  ــد در تخمی ــرایط فراین ــه ش ــته ب ــینتیکی بس ــای س ضریب ه

خــاص، متفــاوت خواهــد بــود.

CGC جدول 2 ضرایب سینتیکی رشد میسیلیومی و تولید

  سينتيكيهاي متغير  مقادير

١٤/١  
١٣/١١  

٥٢٧٤/٠  
١/٠  

٢٥٦٣/٠  
٠٠٤٨٨١/٠  

C0 (g/l) 
Cm (g/l) 

µm (day-1) 
P0 (g/l) 

α ( g×g−1) 
g× (g×h) -1)(β  

 

نتیجه گیری 
قــارچ گنودرمــا لوســیدوم یکــی از قارچ هــای دارویــی شــناخته 
شــده در جهــان اســت. در حــال حاضــر متابولیت هــای 
ــده و در  ــتخراج ش ــیدوم اس ــا لوس ــارچ گنودرم ــی از ق مختلف
ــورد  ــتی م ــی و بهداش ــی، آرایش ــکی، داروی ــای پزش زمینه ه
اســتفاده قــرار می گیــرد. کمپلکــس کیتیــن گلــوکان )CGC( از 
ــوب  ــیدوم محس ــا لوس ــارچ گنودرم ــم ق ــاکاریدهای مه پلی س
ــوان  ــه به عن ــی از جمل ــتفاده های مختلف ــون اس ــود. تاکن می ش
ــی  ــی و افزودن ــا چاق ــه ب ــور مقابل ــم، فاکت ــود زخ ــل بهب عام
غذایــی به عنــوان جــاذب فلــزات ســنگین و رادیواکتیــو از ایــن 
مــاده ارزشــمند شــده اســت. هــدف از ایــن مطالعــه، انتخــاب 
محیــط کشــت مناســب بــرای تولیــد CGC بیشتراســت. از بیــن 
ده محیــط کشــت متفــاوت کــه مــورد آزمایــش قــرار گرفــت 
محیــط کشــت بــا ترکیــب 24 گــرم در لیتــر PDB  و 1 گــرم 
ــر 11/6  ــلولی براب ــک س ــزان وزن خش ــا می ــون ب ــر پپت در لیت
گــرم در لیتــر، مقــدار CGC تولیــدی برابــر 3/2 گــرم در لیتــر و 
27/6 درصــد CGC در وزن خشــک ســلولی، به عنــوان محیــط 

کشــت بهینــه انتخــاب شــد.
 بــا رســم منحنــی رشــد قــارچ و تولیــد CGC، ضریــب ویــژه 
 0/5274 day-1 برابــر بــا )µm( رشــد قــارچ گنودرمــا لوســیدوم
ــول،  ــد محص ــی تولی ــره وری حجم ــرخ به ــد ون ــت آم به دس
برابــر بــا g CGC L -1  day-1 2/85 محاســبه شــد. مقایســه 
ــد  ــد و تولی ــینتیکی رش ــای س ــا مدل ه ــی ب ــای تجرب داده ه
ــیدوم  ــا لوس ــارچ گنودرم ــد ق ــه رش ــان داد ک ــول نش محص
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ــینتیک  ــی و س ــدل منطق ــده از م ــن ش ــه تعیی ــط بهین در محی
تولیــد CGC از مــدل لودکینگ-پایــرت پیــروی می کنــد.
داده هــای به دســت آمــده در ایــن پژوهــش نشــان داد کــه بیــن 
تولیــد تــوده ســلولی و CGC رابطــه خطــی وجــود دارد. مــدل 

ســینتیکی ارائــه شــده می توانــد راهنمایــی موثــر بــرای کنتــرل 
پیشــرفته در فراینــد تخمیــر بــرای تولیــد صنعتــی متابولیــت از 

ــد. ــیدوم باش ــا لوس ــی گنودرم ــارچ داروی ق
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