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Abstract
Research Subject: Aspergillus niger stands as a versatile filamentous 
fungus renowned for its industrial significance in producing various or-
ganic acids, notably citric acid and oxalic acid. Low sugar concentration 
as substrate leads to the production of oxalic acid, therefore, this article 
delves into the intricate metabolic machinery orchestrating the synthe-
sis of these acids within A. niger, shedding light on the pivotal role of 
culture media composition and metabolic activity.
Research Approach: Through a comprehensive review of A. niger 
metabolism, this study elucidates the pathways involved in the biosyn-
thesis of citric acid and oxalic acid, unraveling the intricate interplay of 
enzymatic cascades and regulatory mechanisms governing their pro-
duction. Furthermore, it explores the impact of small molecules on met-
abolic flux through regulatory media, offering insights into strategies for 
controlling metabolic flux in order to eliminate oxalic acid production 
and amplify the citric acid production considering low sugar content of 
30 g/L.
Main Results: After careful review of previous researches, key reac-
tions and genes was found and introduced for future researches in or-
der to control the A. niger products. Examination of small molecule as a 
regulator in culture media not only elucidated the importance of culture 
media composition but also employing them helped us to redirect flux 
from oxalate toward citrate. NH4, Leucine, Cysteine, NaF, Glutathione, 
and Metformin were all found to be effective in the elimination of oxalic 
acid. In this regard, employing them leads to the production of 1868, 
1530, 2093, 2250, 787, and 675 mg/L oxalic acid in comparison to the 
control culture media in which 5560 mg/L oxalic was produced. In ad-
dition, elimination of oxalic acid in some cases leads to the production 
of more acids like the culture containing NH4 , Cysteine and Metformin.
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چکیــده

موضــوع تحقیــق: آســپرژیلوس نایجــر می توانــد به عنــوان کارخانــه ســلولی 
تولیدکننــده انــواع اســیدهای آلــی و آنزیم هــا بــه کار گرفتــه شــود. از مهم تریــن ایــن 
محصــولات می تــوان بــه سیتریک اســید و اگزالیک اســید اشــاره کــرد. غلظــت پاییــن 
قنــد در کشــت ایــن قــارچ منجــر بــه تولیــد اگزالیک اســید به عنــوان محصــول جانبــی 
ــلولی و  ــاز س ــی سوخت وس ــر، بررس ــن ام ــه ای ــه ب ــا توج ــود. ب ــید می ش سیتریک اس
ــن  ــر و یافت ــن ام ــل ای ــد روشــنگر دلی ــط کشــت می توان ــا اجــزای محی ــاط آن ب ارتب

راهــی بــرای افزایــش بازدهــی تولیــد در ایــن قــارچ باشــد.
ــن  ــزی ای ــلولی مرک ــاز س ــه سوخت وس ــه همه جانب ــس از مطالع ــق: پ روش تحقی
قــارچ، تمــام مســیرهای منتهــی بــه تولیــد سیتریک اســید و اگزالیک اســید و 
ــر یکدیگــر مــورد بررســی  برهم کنــش مــواد درون ســلولی و نقــش تنظیمــی آن هــا ب
ــن  ــرای ای ــلولی ب ــم درون س ــرای تنظی ــم ب ــیرهای مه ــوان مس ــا بت ــت ت ــرار گرف ق
پژوهــش و پژوهش هــای آتــی را یافــت. پــس از آن مــواد تنظیمــی بــا روشــی دقیــق 
مبتنــی بــر تشــابه آنزیمــی از پایــگاه داده برنــدا به دســت آمــد و در آزمایشــگاه توســط 
ــارچ آســپرژیلوس نایجــر  محیــط کشــت های تنظیمــی مــورد بررســی روی کشــت ق
قــرار گرفــت. ایــن مهــم بــا ایــن هــدف انجــام شــد تــا بتــوان در مقادیــر کــم قنــد 30 
گــرم بــر لیتــر گلوکــز، شــار را از اگــزالات بــه ســیترات منتقــل و تولیــد اگزالیک اســید 

ــش داد. ــید را افزای ــش و سیتریک اس را کاه
نتایــج اصلــی: پــس از بررســی مطالعــات قبلــی واکنش هــا و ژن هــای کلیــدی بــرای 
تحقیقــات آتــی معرفــی شــدند. بررســی اثرگــذاری کوچک مولکول هــا به عنــوان 
ــرای  ــت را ب ــط کش ــود در محی ــواد موج ــب م ــت ترکی ــا اهمی ــی نه تنه ــواد تنظیم م
ــزالات  ــازی را از اگ ــار سوخت وس ــن روش توانســتیم ش ــا ای ــه ب ــرد بلک ــا روشــن ک م
ــدیم آزید،  ــتئین، س ــین، سیس ــوم، لوس ــم. آمونی ــت کنی ــیترات هدای ــمت س ــه س ب
گلوتاتیــون و متفورمیــن همگــی در از بیــن بــردن اگزالیک اســید مؤثــر بودنــد. در ایــن 
ــدار 1868، 1530، 2093، 2250، 787 و 675  ــه مق ــید ب ــد اگزالیک اس ــتا، تولی راس
mg/L در مقایســه بــا محیــط کشــت شــاهد کــه در آن mg/L 5560 اگزالیــک تولیــد 
ــوارد  ــی م ــید در برخ ــذف اگزالیک اس ــن، ح ــر ای ــاوه ب ــد. ع ــاهد ش ــود، مش ــده ب ش
ــوم، سیســتئین و  ــه تولیــد اســیدهای بیشــتری ماننــد کشــت حــاوی آمونی منجــر ب

متفورمیــن شــد.

کلمـات کلیـدی

 آسپرژیلوس نایجر
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1 مقدمه
ــی  ــای قارچ ــی از گونه ه ــوان یک ــر به عن ــپرژیلوس نایج آس
ــل  ــال 1917 به دلی ــوری در س ــط ک ــار توس ــن ب ــرای اولی ب
قابلیــت بــالای آن در تولیــد سیتریک اســید کشــف شــد ]1[. 
عــاوه بــر سیتریک اســید ایــن ســویه قابلیــت تولید اســیدهای 
گلوکونیــک، اگزالیــک و مالیــک و بســیاری از آنزیم هــا اعــم از 
ســلولاز، پکتینــاز و گلوکوآمیــاز را دارد. تخمیــر ایــن ســویه 
توســط ســازمان غــذا و داروی آمریــکا به عنــوان ســویه عمومــاً 
ــیدآلی  ــید اس ــت ]2[. سیتریک اس ــده اس ــناخته ش ــن  ش ایم
ــید  ــن اس ــت. ای ــیمیایی C6H8O7  اس ــول ش ــا فرم ــف ب ضعی
به عنــوان یکــی از اصلی تریــن محصــولات ایــن قــارچ در 
ــی و شــوینده ها  ــی، آرایشــی و بهداشــتی، داروی ــع غذای صنای
کاربــرد فراوانــی دارد. تولیــد ایــن محصــول پرکاربــرد، حــدود 
ــش از 80  ــه بی ــده ک ــزارش ش ــال گ ــن در س ــون ت 2 میلی
درصــد آن توســط قــارچ آســپرژیلوس نایجــر و بــه روش 
تخمیــری تولیــد می شــود ]3[. دلیــل اســتفاده گســترده 
ــودن  ــر ب ــب، کمت ــره وری مناس ــی و به ــویه، بازده ــن س از ای
محصــولات جانبــی در مقایســه بــا ســویه های دیگــر و ترشــح 
ــی  ــع ارزان کربن ــتفاده از مناب ــرای اس ــوع ب ــای متن آنزیم ه
ــا  ــوان شــده اســت ]4[. اگزالیک اســید ب همچــون مــاس عن
فرمــول شــیمیایی C2H2O4 به عنــوان یکــی از محصــولات 
می شــود.  محســوب  سیتریک اســید  تولیــد  در  جانبــی 
ــزکاری،  ــای تمی ــی در فرآینده ــن اســید آل ــی ای ــرد اصل کارب
ــده زنــگ آهــن بیــان شــده  ســفیدکاری و عامــل از بیــن برن
ــده  ــل تثبیت کنن ــوان عام ــد به عن ــور می توان ــت. همین ط اس

در رنگ هــا بــه کار رود ]5[.
اصلــی  عنصــر  دو  به عنــوان  کشــت  محیــط   و  ســویه 
فرایندهــای تخمیــری محســوب می شــوند به طــوری کــه 
میــزان و نــوع مــواد محیــط کشــت تعیین کننــده رفتــار ســویه 
در رشــد و تولیــد محصــول اســت. نــوع مــواد محیــط کشــت 
ــروری  ــواد ض ــرای م ــا ب ــعی و خط ــام س ــا انج ــوان ب را می ت
مختلــف مثــل منبــع کربــن یــا مهندســی سوخت و ســاز بســته 
ــه نــوع ســویه تعییــن کــرد. همین طــور غلظــت مناســب را  ب
می تــوان بــا روش هــای مختلــف طراحــی آزمایــش مثــل روش 
ســطح پاســخ )Response Surface Methodology(، پاکــت 
برمــن )Placket Burman( و غیــره به دســت آورد. یافتــن 
غلظــت بهینــه، پارامتــر بســیار مهمــی اســت از ایــن جهــت 
کــه کــم یــا زیــاد بــودن غلظــت می توانــد بــر شــار مســیرهای 
سوخت و ســازی ســویه یــا در شــبکه تنظیمــی تأثیــر گذاشــته 
و عملکــرد بهینــه ســویه را دچــار اختــال کنــد. در پژوهشــی 
ــد،  ــام ش ــش انج ــی آزمای ــطح طراح ــخ س ــا روش پاس ــه ب ک
غلظــت بهینــه منبــع کربــن و pH اولیــه بــرای تولیــد بیشــتر 
ــد  ــت آم ــر به دس ــپرژیلوس نایج ــارچ آس ــط ق ــیترات توس س
]6]. محیــط هــای کشــت مختلفــی ماننــد ســابورو دکســتروز 
آگار )Sabouraud Dextrose Agar - SDA(، پوتیتو دکســتروز 
 ،)Czapek( ســیزاپک ،)Potato Dextrose Agar - PDA( آگار
ــرای  ــولاً ب ــت اکســترکت )Malt Extract Agar( آگار معم مال
تســهیل رشــد و شناســایی قــارچ هــای از گونــه آســپرژیلوس 

اســتفاده می شــوند. هــر محیطــی ترکیبــات غذایــی و شــرایط 
مناســب بــرای کشــت را در خــود دارد. به طــور خــاص بــرای 
آســپرژیلوس نایجــر، SDA به دلیــل تطبیق پذیــری آن اغلــب 
ــی از  ــوان یک ــیزاپک به عن ــرد. س ــرار می گی ــتفاده ق ــورد اس م
ــع  ــت مای ــت های حال ــرای کش ــد ب ــا می توان پرکاربرد ترین ه

بــه کارگرفتــه شــود.
ــعه  ــر توس ــان دیگ ــه بی ــا ب ــویه ی ــرد س ــازی عملک بهینه س
ســویه مجموعــه روش هــا و ابزارهایــی اســت کــه بــه کار 
گرفتــه می شــود تــا عملکــرد ســویه در جهــت رشــد و تولیــد 
ــویه های  ــری س ــد. غربالگ ــوب برس ــدار مطل ــه مق ــول ب محص
ــی  ــه کارهای ــی از جمل ــی و اصاحــات ژنتیک ــر، جهش زای بهت
انجــام  ســویه  توســعه  در  ســنتی  به طــور  کــه  اســت 
بهینه ســازی  راســتای  در  متعــددی  مطالعــات  می شــود. 
تولیــد اســیدهای آلــی توســط ایــن ســویه انجــام گرفتــه کــه 
ــازوکار  ــود س ــد. بهب ــال کرده ان ــی را دنب ــای متفاوت رویکرده
مصــرف منبــع کربنــی و آنزیم هــای آب کافت کننــده، رفــع یــا 
کاهــش بازدارندگــی مــواد مختلــف موجــود در محیــط کشــت 
یــا مــواد درون ســلولی روی آنزیــم مســیرهای هــدف، افزایــش 
ــه  ــی و واکنش هــای آناپلروتیــک در تهی شــار مســیرهای اصل
پیش ســازها، کاهــش فعالیــت واکنش هــای تجزیه کننــده 
محصــولات هــدف، افزایــش فعالیــت چرخــه تنفســی و چرخــه 
تنفســی جایگزیــن، بهینه ســازی مقادیــر مــواد محیــط کشــت 
ــای  ــان پروتئین ه ــش بی ــدار، افزای ــم مق ــود ک ــزات موج و فل
ــط  ــه محی ــدف ب ــولات ه ــح کننده محص ــده و ترش انتقال دهن
ــی  ــه کارهای ــی از جمل ــولات جانب ــان ژن محص ــش بی و کاه
ــرای افزایــش تولیــد و بهینه ســازی  هســتند کــه می تواننــد ب
ــعه  ــس، توس ــای امیک ــتفاده از داده ه ــد ]7[. اس ــه کار رون ب
مدل هــای مقیــاس ژنــوم و الگوریتم هــای مختلــف، ابزارهــای 
نویــن مهندســی ژنتیــک همچــون فنــاوری کریســپر همگــی 
ــرعت  ــاز را س ــی سوخت و س ــه مهندس ــتند ک ــی هس ابزارهای
ــوان  ــویه می ت ــم س ــد و تنظی ــعه هدفمن ــیدند. در توس بخش
تــا عــاوه  را کنتــرل کــرد  تولیــد محصــولات جانبــی 
ــای  ــی، فراینده ــع کربن ــوده مناب ــرف بیه ــش مص ــر کاه ب
ــر کــرد. جداســازی و خالص ســازی را آســان تر و کــم هزینه ت

روجتــر و همــکاران در ســال 1999 موفــق شــدند بــا 
ــیداز و  ــز اکس ــای گلوک ــده آنزیم ه ــای بیان کنن ــذف ژن ه ح
ــز،  ــور منگن ــر 5 در حض ــدرولاز در pH براب ــتات هی اگزالواس
ــی  ــولات جانب ــد محص ــد و تولی ــد کنن ــید تولی سیتریک اس
ــم ــده آنزی ــوان بازدارن ــیترات به عن ــد ]8[. س ــن ببرن را از بی

PFK  می توانــد شــار مســیر گلیکولیــز را کاهــش دهــد. 
ــد  ــان تولی ــز در زم ــیر گلیکولی ــار مس ــش ش ــن افزای بنابرای
سیتریک اســید امــری ضــروری اســت. کاپــودر و همــکاران در 
ســال 2009 بــا اصاحــات پســاترجمه روی ایــن آنزیــم موفــق 
بــه تولیــد گونــه ای از ایــن آنزیــم شــد کــه کوتاه تــر و مؤثرتــر 
ــد  ــد، می توان ــش یاب ــان آن افزای ــر بی ــه اگ ــت؛ به طوری ک اس
منجــر بــه افزایــش تولیــد سیتریک اســید بــه میــزان70 
درصــد شــود ]9[. اثــر بازدارندگــی ATP روی PFK و کاهــش 
ــیر  ــدن مس ــر ش ــا فعال ت ــویه ب ــیونی روی س ــار اکسیداس ب
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اکسایشــی جایگزیــن )AOX( می توانــد کاهــش یابــد. ســویه 
ــای  ــری از همتافت ه ــرون کمت ــداد الکت ــیر تع ــن مس در ای
ترتیــب  بدیــن  و  می دهــد  عبــور   4 و   3  )Complexes(
 ATP ــت ــرون ایجــاد می شــود و فعالی ــری از الکت شــیب کمت
ــد  ــری تولی ــت ATP کمت ــد و در نهای ــش می یاب ــنتاز کاه س
ــا  ــد ب ــال 2018 نشــان دادن ــکاران در س ــو و هم می شــود. ه
ــد  ــش می یاب ــیترات افزای ــد س ــان ژن aox1 تولی ــش بی افزای
ــش آن در  ــط نق ــز در محی ــز منگن ــرات فل ــی از اث ]10[. یک
ــود  ــا نب ــه ب ــکل ک ــن ش ــت بدی ــت 1 اس ــازی همتاف فعال س
ــت  ــه و فعالی ــش یافت ــت 1 کاه ــت همتاف ــر، فعالی ــن عنص ای
فعال ســازی  می یابــد.  افزایــش   AOX جایگزیــن  مســیر 
عملکــرد ایــن مســیر و بهبــود تولیــد سیتریک اســید بــا 
مــوادی  توســط   c ســیتوکروم  سوکســینات  بازدارندگــی 
همچــون آنتی مایســین آ نیــز بررســی شــده اســت کــه نتیجــه 
ــال  ــکاران در س ــن و هم ــت ]11[. نیلس ــته اس ــت داش مثب
2008 بــا مهندســی چرخــه rTCA موفــق شــدند بــا افزایــش 
ــاراز  ــاز  )Mdh2(، فوم ــالات دهیدروژن ــای م ــان ژن آنزیم ه بی
)FumR( و فومــارات ریداکتــاز)Frds1(  از اگزالواســتات، مالات 
و سوکســینات به عنــوان سوبســترای تولیــد ســیترات اســتفاده 

ــند ]12[. ــود ببخش ــید را بهب ــد سیتریک اس ــد و تولی کن
ــدف  ــای ه ــان ژن ه ــم بی ــویه و تنظی ــت س ــاح فعالی اص
را می تــوان از طریــق اصاحــات ژنتیکــی انجــام داد، امــا 
ایــن روش دارای محدودیت هایــی اســت. به عنــوان مثــال، 
ــه محصــول  ــرای دســتیابی ب ــر اســت و ب ــد زمان ب ــن فراین ای
ــا  ــنل ب ــی، پرس ــزات تخصص ــه تجهی ــوب ب ــی مطل و بازده
ــاوه  ــاز دارد. ع ــون و خطــا نی ــه آزم ــن مرحل ــه و چندی تجرب
ــر ایــن، اســتفاده از ســویه های اصاح شــده ژنتیکــی شــامل  ب
ــه  ــده هســتند ک ــرایط کنترل ش ــی و ش ــای قانون محدودیت ه
کاربــرد گســترده آن هــا را محــدود می کنــد. محدودیــت 
ــان  ــن ســویه هایی در طــول زم ــرد چنی ــر کاهــش عملک دیگ
ــوان  ــت. به عن ــده اس ــویه دستکاری نش ــا س ــه ب ــا در مقایس ی
از پاســمید  اســتفاده  بــا  نوترکیب ســازی ســویه  مثــال 
ــبب  ــد س ــداری آن می توان ــودن و ناپای ــر ب ــر هزینه ب ــاوه ب ع
ــی از  ــود ]13[. یک ــویه ش ــی روی س ــار متابولیک ــش ب افزای
روش هــای جایگزیــن بــرای ایــن فرایندهــای دشــوار، تعریــف 
ــار  ــد ش ــم هدفمن ــدف تنظی ــا ه ــی ب ــت تنظیم ــط کش محی
ــش  ــا نق ــواد ب ــن روش م ــویه اســت. در ای ــازی س سوخت و س
ــر  ــا مقادی ــای هــدف ب بازدارندگــی و فعال کنندگــی واکنش ه
ــه  ــت اضاف ــط کش ــه محی ــذی ب ــواد مغ ــر از م ــبتاً کمت نس
ــتخوش  ــویه را دس ــازی س ــت سوخت و س ــا فعالی ــوند ت می ش
تغییــر در جهــت مطلــوب بــرای تولیــد محصــول کننــد 
]14[. ایــن مــواد می تواننــد فعالیــت آنزیــم واکنش هــای 
سوخت وســازی  شــار  و  دهنــد  تغییــر  را  پیش برنــده 
ــددی  ــات متع ــد. مطالع ــم بزنن ــد رق ــپ جدی ــد و فنوتای جدی
ــه  ــت ک ــده اس ــام ش ــال انج ــه ح ــا ب ــرد، ت ــن رویک ــا ای ب
ــن  ــا یافت ــه ای ب ــی نشــان داده اســت. در مطالع ــج مطلوب نتای
ــرای ســویه سینکوسیســتیس   ــد ب ــده آمونیوم کلرای تنظیم کنن
)Synechocystis( تولیــد الکتریســیته در پیــل ســوختی تا 40 

برابــر افزایــش پیــدا کــرد ]15[. در تحقیقــی دیگــر بــا بررســی 
ــزای  ــا اج ــتی ب ــط کش ــف، محی ــای مختل ــر تنظیم کننده ه اث
معیــن تعریــف شــد کــه نتیجــه آن افزایــش میــزان ســیانید 
در فروشــویی زیســتی بــود کــه به وســیله آن اســتخراج طــا 

ــید ]16[. ــد رس ــه 55 درص ــد ب ــر 10 درص از زی
در ایــن پژوهــش، در مــورد مــوادی کــه در مطالعــه قبلــی 
ــار از  ــت ش ــر جه ــید و تغیی ــذف اگزالیک اس ــور ح ــا به منظ م
ــه ســیترات اســتفاده شــده اســت، بحــث خواهــد  اگــزالات ب
شــد و اثرگــذاری مــوادی کــه در پژوهــش قبــل بــه آن 
پرداختــه نشــده بــود همچــون اســیدهای آمینــه بــه تفصیــل 
ــید  ــد سیتریک اس ــرد ]17[. تولی ــرار می گی ــی ق ــورد بررس م
ــی  ــع کربن ــادی منب ــه و اقتص ــت بهین ــتفاده از غلظ ــا اس ب
بــرای مصــارف مختلــف امــری ضــروری اســت کــه ایــن قــارچ 
توانایــی تولیــد ایــن اســید بــا مقــدار کــم 30 گــرم بــر لیتــر 
ــی  ــولات جانب ــذف محص ــه ح ــن اینک ــدارد. ضم ــز را ن گلوک
می توانــد هزینه هــای جداســازی در فرایندهــای زیســتی کــه 
ــود  ــامل ش ــد ش ــد را می توان ــای تولی ــد هزینه ه ــا 80 درص ت
بســیار حیاتــی بــه حســاب می آیــد. بنابرایــن بــا به کارگیــری 
ــه تولیــد  روش تنظیمــی پســاترجمه، ایــن پژوهــش موفــق ب
ــا محتــوای گلوکــز کــم 30 گــرم در لیتــر و  سیتریک اســید ب

ــد. ــید ش ــی اگزالیک اس ــی یعن ــول جانب ــذف محص ح

2 مواد، دستگاه ها و روش ها
ــط  ــرای محی ــب ب ــده مناس ــاب تنظیم کنن 2-1 انتخ

کشــت تنظیمــی
هــدف  واکنش هــای  تنظیم کننده هــای  یافتــن  بــرای 
ــدا )BRENDA( اســتفاده  ــگاه داده برن ــده، از پای به دســت آم
شــد. بــرای ایــن کار، در صفحــه آنزیــم واکنــش، مــواد 
ــده  ــواد بازدارن ــا م ــت ت ــرار گرف ــتجو ق ــورد جس ــی م تنظیم
و فعال کننــده مناســب انتخــاب شــوند. ایــن مــواد قبــاً 
ــن  ــه و در ای ــرار گرفت ــش ق ــورد آزمای ــی م ــورت تجرب به ص
پایــگاه داده گــزارش شــده اند. بــرای انتخــاب اصولی تــر 
ــم  ــیدآمینه ای آنزی ــی اس ــدا توال ــب، ابت ــده مناس تنظیم کنن
 UNIPROT ــگاه داده ــرای ســویه آســپرژیلوس نایجــر از پای ب
ــرای  ــن BLAST ب ــد پروتئی ــا انجــام فراین ــد و ب به دســت آم
توالــی مذکــور و ســویه های دارای تنظیم کننــده گــزارش 
ــه دارای  ــد ک ــاب ش ــده ای انتخ ــدا، تنظیم کنن ــده در برن ش
بیشــترین تشــابه توالــی بــود. ایــن فراینــد انجــام شــد چراکــه 
آنزیــم  روی  کوچک مولکول هــا  از  اســتفاده  بــا  تنظیــم 
ــه بیــان دیگــر تنظیــم در مرحلــه  ــا ب واکنش هــای مســتعد ی
پســاترجمه در حــال انجــام اســت. لــذا نیــاز اســت تــا ســاختار 
ــده  ــن دارای تنظیم کنن ــا و پروتئی ــم م ــورد تنظی ــن م پروتئی
گــزارش شــده تشــابه بالایــی داشــته تــا بــه دنبــال آن احتمال 

ــد. ــش یاب ــورد نظــر افزای ــول م ــر کوچــک مولک اث
2-2 کشت قارچ آسپرژیلوس نایجر

ــون  ــی و آزم ــک میکروب ــویه، بان ــه س 2-2-1 تهی
ــی آلودگ

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

rc
pe

.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-1

2-
12

 ]
 

                             4 / 18

https://arcpe.modares.ac.ir/article-38-74842-en.html


فصلنامه علمي پژوهشی بین رشته ای پژوهش های کاربردی مهندسی شیمی - پلیمر

ارزیابی سوخت وساز سلولی قارچ آسپرژیلوس نایجر...

53

ــزه از  ــول لیوفیلی ــر به صــورت آمپ ــپرژیلوس نایج ــارچ آس ق
ــماره  ــا ش ــران ب ــی ای ــی و صنعت ــای علم ــازمان پژوهش ه س
شناســه PTCC 5010 خریــداری شــد. توســط هــود میکروبی، 
ــه صــورت کشــت  ــت ب ــد پلی ــدا چن ــترون، ابت ــرایط س در ش
ــت  ــط کش ــی روی محی ــپور قارچ ــد اس ــرای رش ــزی ب مرک
ــرزان در  ــه ل ــدت 7 روز در گرم خان ــه م ــد و ب ــه ش PDA تهی
دمــای 28 درجــه سلســیوس قــرار گرفــت. بــرای تهیــه بانــک 
ــی، از اســپورهای کشــت داده شــده روی اســلنت های  میکروب
حــاوی PDA، اســتفاده شــد و در یخچــال، در دمــای 4 درجــه 
سلســیوس ذخیــره شــدند. بــرای اطمینــان از عــدم آلودگــی 
 PDB )Potato ســویه خریــداری شــده، دو کشــت در محیــط
Dextrose Broth(، یکــی در حضــور کلرامفنیــکل و دیگری در 
ــل  ــک و عام ــوان آنتی بیوتی ــکل به عن ــور کلرامفنی ــدم حض ع
ــه  ــورد مقایس ــد و م ــام ش ــا انج ــرای باکتری ه ــد ب ــد رش ض

قــرار گرفــت.
2-2-2 تهیه مایه تلقیح

ــه  ــاز ب ــع نی ــن مای ــت معی ــط کش ــارچ در محی ــت ق کش
مایــه تلقیــح دارد کــه ایــن مایــه تلقیــح از تعــداد مشــخصی 
از اســپورهای کشــت داده شــده اولیــه تشــکیل شــده اســت. 
ــود  ــر ه ــترون، زی ــرایط س ــح، در ش ــه تلقی ــه مای ــرای تهی ب
میکروبــی، اســپورهای کشت داده شــده بــا آب مقطــر ســترون 
ــع  ــپس مای ــد. س ــور داده ش ــی عب ــذ صاف ــو و از کاغ شستش
ــکوپ توســط  ــر میکروس ــد و در زی ــق ش ــده رقی به دســت آم
ــب  ــت مناس ــه غلظ ــا ب ــد ت ــمارش ش ــا )Thoma( ش لام توم

107 اســپور در میلی لیتــر برســد.
ــه و  ــت پای ــط کش ــارچ در محی ــت ق 2-2-3 کش

ــی ــت تنظیم ــط کش محی
ــا  ــیزاپک ب ــه س ــت پای ــط کش ــارچ، محی ــت ق ــرای کش ب
ــاب  ــدول 1 انتخ ــده در ج ــزارش ش ــر گ ــات و مقادی ترکیب
شــد. ایــن محیــط کشــت عمدتــاً بــرای تولیــد اگزالیک اســید 
ــد  ــم قن ــر ک ــاوی مقادی ــرد و ح ــرار می گی ــتفاده ق ــورد اس م
ــه  ــده ب ــی اضافه ش ــواد تنظیم ــر م ــی اث ــرای بررس ــت. ب اس
محیــط کشــت بــرای هرکــدام کشــت جداگانــه ای انجــام شــد. 
ــزان 50  ــا می ــر ب ــن 250 میلی لیت ــی در ارل ــت ها همگ کش
میلی لیتــر محیــط کشــت در شــرایط هــوازی بــا دور 140 دور 

در دقیقــه و دمــای 30 درجــه سلســیوس در گرم خانــه لــرزان 
انجــام شــدند. ابتــدا بــا توزیــن مقــدار مناســب مــواد محیــط 
کشــت بــدون اضافــه کــردن قنــد، آب بــه مقــدار 45 سی ســی 
بــه هــر ارلــن اضافــه شــد و ســپس اتــوکاو شــد. منبــع کربــن 
ــس  ــن و در غلظــت مناســب پ ــه توزی ــز به صــورت جداگان نی
ــه  ــط کشــت اضاف ــه محی ــر ب ــزان 5 میلی لیت ــوکاو به می از ات
شــد. در تهیــه غلظــت مناســب مــواد تنظیمــی ابتــدا از هــر 
کــدام محلــول 0/1  مــولار در شیشــه پنی ســیلین تهیــه شــد 
ــه  ــرنگی ب ــی سرس ــا صاف ــی ب ــود میکروب ــر ه ــپس در زی س
درون شیشــه پنی ســیلین ســترون انتقــال داده شــد. پــس از 
اتــوکاو محیــط کشــت، مقــدار مناســبی از هــر یــک از مــواد 
ــه  ــه محیــط کشــت اضاف ــا جــدول 2 ب تنظیمــی متناســب ب
ــر  ــزان 0/5 میلی لیت ــه می ــح ب ــه تلقی ــت، مای ــد. در نهای ش
یعنــی 1% بــه محیــط اضافــه شــد. از بیــن مــواد گزارش شــده 
ــده  ــزارش ش ــدول 4 گ ــه در ج ــر ک ــورد نظ ــدف م ــرای ه ب
ــه شــد  ــای جــدول 2 تهی ــواد موجــود در آزمایش ه اســت، م
ــورد بررســی  ــن کشــت ها م ــا ای ــه کار در آزمایشــگاه ب و ادام
ــاز  ــرای واکنــش مــالات دهیدروژن ــرار گرفــت. همین طــور ب ق
بــا توجــه بــه فراوانــی مــواد گــزارش شــده در برنــدا، مــوادی 
کــه در آزمایشــگاه در دســترس بودنــد، بــدون در نظــر گرفتــن 
ــه  ــدول 2 ب ــه در ج ــدند ک ــاب ش ــی انتخ ــابه توال ــرط تش ش
همــراه غلظــت مــورد آزمایــش آن هــا گــزارش شــده اند. 
ــزارش شــده  ــواد گ ــر اســاس غلظــت م ــدا ب جــدول 2 در ابت
ــدد کشــت و  ــدا طراحــی شــد ســپس در مراحــل متع در برن
ــری  ــب ت ــای مناس ــر، مقداره ــن مقادی ــل ای ــی و تحلی بررس
بــرای آن هــا اســتفاده شــد کــه در بخــش بررســی pH مــورد 

ــده اند. ــه ش ــرار گرفت ــی ق بررس
2-3 اندازه گیــری پارامترهــای رشــد و مقــدار 

محصــولات
ــد  ــی می توان ــیدهای آل ــه اس ــا از جمل ــد متابولیت ه تولی
ســبب کاهــش pH بــه میــزان قابل توجهــی در محیــط کشــت 
ــت  ــر فعالی ــد بیانگ ــش pH می توان ــد و کاه ــن تولی ــود. ای ش
ــد.  ــز باش ــب نی ــزان مناس ــه می ــد آن ب ــویه و رش ــت س درس
ــای  ــام ارلن ه ــف، از تم ــای مختل ــش در روزه ــن پژوه در ای
کشــت قــارچ بــه میــزان 1 میلی لیتــر در میکروتیــوب 8 
میلی لیتــری نمونــه گرفتــه شــد و رونــد pH در آن هــا مــورد 

جدول 1 اجزای تشکیل دهنده محیط کشت پایه سیزاپک
Table 1 Czapek-Dox Broth culture medium composition

Composition Concentration (g/l)

Glucose 30

K2HPO4 1

NaNO3 3

MgSO4.7H2O 0.5

KCl 0.5

FeSO4.7H2O 0.01
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ــت. ــرار گرف بررســی ق
ــورد اســتفاده  ــواد تنظیمــی م ــه از م ــرای غربالگــری اولی ب
و بررســی اثــر آن هــا در کاهــش تولیــد اگزالیک اســید، 
ابتــدا جداســازی اگزالیک اســید بــا روش رســوب دهی بــا 
ــزان  ــی می ــرای بررس ــپس ب ــد. س ــام ش ــیم کلرید انج کلس
اگزالیــک از روش عنوان شــده در پژوهــش قبــل اســتفاده شــد 
ــری  ــدی در غربالگ ــید تولی ــری کل اس ــرای اندازه گی ]17[. ب
از روش تیتراســیون رنگ ســنجی بــا سدیم هیدروکســید و 
شناســاگر فنل فتالئیــن اســتفاده شــد. بــه ایــن شــکل کــه 1 
ــر  ــولار تیت ــا سدیم هیدروکســید 0/1 م ــه ب ــر از نمون میلی لیت
ــط از  ــود در محی ــاگر موج ــگ شناس ــه رن ــی ک ــا زمان ــد ت ش
نارنجــی بــه قرمــز تغییــر پیــدا می کــرد کــه بیانگــر تکمیــل 
واکنــش اســیدهای موجــود در محیــط بــا هیدروکســید تیتــر 
شــده اســت. بــرای اندازه گیــری دقیــق مــواد غربالگــری 
شــده در مراحــل اول نیــز از ســوانگاری مایــع بــا کارایــی بــالا 

اســتفاده شــد.
2-4 واکاوی و تجهیزات

 20-WIS دمــا و اختــاط بــا اســتفاده از گرم خانــه ی لــرزان

WiseCube )Daihan Scientific، کــره جنوبــی( بــرای انجــام 
ــا اســتفاده  ــارچ کنتــرل شــد. pH محیــط ب کشــت خالــص ق
ــش  ــره( پای ــال )500L، ISTEK-CP، ک ــر دیجیت از مولتی مت
 )Thoma( ــا ــتفاده از لام توم ــا اس ــپور ب ــمارش اس ــد. ش ش
بــا عمــق و مســاحت 0/1 میلی متــر و 0/0025 میلی متــر 
 Standard( شــد  مشــاهده  میکروســکوپ  زیــر  در  مربــع 
Zeiss, Germany ,25(. غلظــت اســید آلــی در محیــط از 
)LC-MS؛  مایع-طیف ســنجی جرمــی  طریــق ســوانگاری 
 Alliance 2695 Quattro micro API micro mass waters

اندازه گیــری شــد.  )Separations

3 نتایج و بحث
3-1 سوخت وساز مرکزی آسپرژیلوس نایجر

آســپرژیلوس نایجــر به عنــوان ریزاندامــگان کموارگانوتــروف 
از منابــع کربنــی آلــی به عنــوان منبــع غذایــی و انــرژی 
ــع  ــد. مناب ــتفاده می کن ــول اس ــد محص ــد و تولی ــرای رش ب
کربنــی، نیتروژنــی و عناصــر دیگــر موجــود در محیــط کشــت، 
ــرای  ــارچ، ب ــن ق ــددی را در ای ــاز متع ــیرهای سوخت وس مس

جدول 2 آزمایش های انجام شده بر اساس مواد تنظیمی در دسترس با غلظت مشخص
Table 2 Experiment based on available small molecules and their concentration

Culture 
No.

Regulators mM Culture 
No.

Regulators mM

1 30 g/L Glucose - Control - 20 Urea 0.1

2 60 g/L Glucose - Control - 21 Urea 2

3 30 g/L Sucrose - Control - 22 L-glutamate 5

4 60 g/L Sucrose - Control - 23 Cd2+ 1

5 Hg2+ 2 24 Cd2+ 0.2

6 Ag+ 2 25 Glutathione 2

7 Ag+ 0.5 26 Glutathione 0.1

8 NH4+ 2 27 CuSO4.5H2O 5

9 2-oxoglutarate + Aspartic acid 0.01 + 0.01 28 EDTA 1

10 2-oxoglutarate + Aspartic acid 0.1 + 0.1 29 ZnSO4.7H2O 2

11 2-oxoglutarate + Aspartic acid 1 + 1 30 Cysteine 2

12 2-oxoglutarate 1 31 Na2H-
PO4·7H2O

2

13 Aspartic acid 2 32 Carvedilol 2

14 Leucine 2 33 Carvedilol 0.5

15 NaNO3 0.1 34 Carvedilol 0.1

16 NaNO3 1 35 Metformin 2

17 NaF 0.1 36 Metformin 0.5

18 NaF 1 37 Metformin 0.1

19 Urea 0.01 38 Temozolo-
mide

2
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ــع  ــد. از عمــده مناب ــف طــی می کنن ــد محصــولات مختل تولی
ــه  ــوان ب ــویه می ت ــن س ــط ای ــول توس ــی معم ــی مصرف کربن
ــوان  ــاکارز به عن ــرد. س ــاره ک ــاس اش ــاکارز و م ــز، س گلوک
به عنــوان  سیتریک اســید  تولیــد  بــرای  بهتــری  منبــع 
محصــول اصلــی گــزارش شــده اســت؛ چــرا کــه در pHهــای 
بهینــه آنزیــم اینورتــاز فعالیــت بهتــری دارد و می توانــد 
ســبب آب کافــت ایــن منبــع کربــن شــود. غلظــت بــالای منبع 
کربــن به دلیــل خاصیــت بازدارندگــی روی ســنتز آنزیــم آلفــا 
ــه ســیترات ضــروری  ــاز و عــدم تجزی ــارات دهیدروژن کتوگلوت
اســت. نمک هــای آمونیومــی در زمــره منابــع نیتروژنــی، 
ــتند،  ــتفاده هس ــت اس ــید در اولوی ــد سیتریک اس ــرای تولی ب
زیــرا ضمــن مصــرف می تواننــد ســبب آزاد شــدن پروتــون در 
ــه  ــرای تولیــد ایــن مــاده، ب محیــط شــوند و pH محیــط را ب

ــانند ]18[. ــه برس ــدار بهین مق
گلوکزاکســیداز به عنــوان آنزیمــی کلیــدی در مراحــل 
ــز را  ــلولی، گلوک ــارج س ــورت خ ــد به ص ــد می توان ــه رش اولی
بــه گلوکونیک اســید 6 کربنــه تبدیــل کنــد. تولیــد اســیدهای 
ــلولی رخ  ــازوکار س ــه س ــول میان ــورت محص ــا به ص ــر ام دیگ
می دهــد. مســیر گلیکولیــز به عنــوان شــاهراه اصلــی مصــرف 
ــاندن  ــرای رس ــع ب ــن منب ــرف ای ــن مص ــن، ضم ــع کرب منب
پیش ســازهای  تری کربوکسیلیک اســید،  مســیر  بــه  شــار 
ــیرهای  ــی مس ــد را ط ــرای رش ــویه ب ــاز س ــورد نی ــر م دیگ
پنتوزفســفات و ســازوکارهای مختلــف دیگــر مثــل مســیرهای 
تولیــد اســیدهای آمینــه مهیــا می کنــد. در ایــن مســیر قنــد 
ــل  ــروات تبدی ــه پی ــد ب ــویه می توان ــط س ــده توس مصرف ش
شــود و به عنــوان پیش ســاز تولیــد مــواد دیگــر بــه کار 
ــه  ــیتوزول ب ــد در س ــتقیم می توان ــور مس ــروات به ط رود. پی
ــا آب کافــت آن توســط آنزیــم  اگزالواســتات تبدیــل شــود و ب
اگزالواســتات هیــدرولاز بــه اگــزالات و اســتات تبدیل شــود که 
مســیر تولیــد اگزالیک اســید اســت. در مســیر دیگــر پیــروات 
می توانــد بــه میتوکنــدری رفتــه و بــه اســتیل کوآنزیم آ 
ــا بتوانــد به عنــوان مولکــول 2 کربنــه توســط  تبدیــل شــود ت
ــود در  ــه موج ــتات 4 کربن ــا اگزالواس ــنتاز ب ــم سیترات س آنزی
ــید  ــد سیتریک اس ــبب تولی ــود و س ــب ش ــدری ترکی میتوکن
ــازد ]19[.  ــا س ــه TCA را مهی ــه چرخ ــود و ادام ــه ش 6 کربن
ــید  ــنتز سیتریک اس ــیر س ــه در مس ــی ک ــای مهم از آنزیم ه
 ،)PDH( دهیدروژنــاز  پیــروات  بــه  می تــوان  دارد  وجــود 
اســتیل کوآنزیــم آ ســنتاز )ACS( و ATP ســیترات لیــاز 
)ACL(  اشــاره کــرد. گــزارش شــده اســت کــه ممکــن اســت 
تولیــد اســتیل کوآنزیم آ به وســیله ســیترات لیاز منجــر بــه 
مصــرف ســیترات شــود زیــرا مشــاهده شــده اســت بــا حــذف 
ــی  ــا در تحقیق ــه ام ــش یافت ــیترات افزای ــد س ژن acl1 تولی
ــن ژن  ــذف ای ــه ح ــده ک ــاهده ش ــس مش ــه عک ــر نتیج دیگ
ســبب کاهــش تولیــد شــده اســت ]20[. در مســیر گلیکولیــز 
یکــی از آنزیم هــای مهــم و تأثیرگــذار فســفوفروکتوکیناز 
)PFK( اســت. مطالعــات انجام گرفتــه روی ایــن آنزیــم نشــان 
داده اســت کــه فعالیــت ایــن آنزیــم تحــت تأثیــر مجموعــه ای 
از مــواد درون ســلولی مثــل ســیترات، ATP، آمونیــاک و مــواد 

ــد  ــت تولی ــوان گف ــر می ت ــور دقیق ت ــت. به ط ــدار اس کم مق
ســیترات در ســیتوزول می توانــد نقــش بازدارندگــی روی 
ایــن آنزیــم داشــته باشــد و به دنبــال آن ســبب کاهــش شــار 
ــت  ــرات مثب ــر از اث ــی دیگ ــود ]21[. یک ــز ش مســیر گلیکولی
ــیترات و  ــی س ــر بازدارندگ ــش اث ــی، کاه ــای آمونیوم نمک ه
ــبب  ــد س ــه می توان ــت ک ــده اس ــزارش ش ATP روی PFK گ
افزایــش تولیــد و فعالیــت مؤثرتــر ســویه شــود ]22[. تجمــع 
ــت  ــی اس ــویه از موضوعات ــرون س ــه بی ــیترات ب ــال س و انتق
ــه حــال  ــا ب ــا ت ــه بیشــتر دارد، ام ــه مطالع ــاز ب ــوز نی ــه هن ک
تریکربوکســیات ترنســپورتر به عنــوان عامــل انتقــال ســیترات 
بــه خــارج میتوکنــدری و ژن cexA به عنــوان مســئول پمــپ 
ســیترات بــه خــارج ســلول شناســایی شــدند ]23و24[. تجمع 
ســیترات همــواره در رقابــت بــا تجزیــه آن توســط آنزیم هــای 
ــاز اســت. در سوخت وســاز  ــاز و ایزوســیترات دهیدروژن آکونیت
ــد  ــی در تولی ــول جانب ــوان محص ــیترات به عن ــلولی ایزوس س
بــر  عــاوه  آمونیــوم  می شــود.  شــناخته  سیتریک اســید 
ــش بازدارندگــی ســیترات روی PFK می توانــد ســبب  کاه
کاهــش تولیــد آلفاکتوگلوتــارات دهیدروژنــاز و کاهــش تجزیــه 
ــد  ــش ده ــید را افزای ــع سیتریک اس ــود و تجم ــیترات ش س
به عنــوان  کربنــه   4 اســید  به عنــوان  مالیک اســید   .]25[
ــدری از  ــد درون میتوکن ــارچ می توان ــن ق ــر ای ــول دیگ محص
فومارات و در ســیتوزول توســط مســیر rTCA از اگزالواســتات 
به دســت آیــد. واکنــش اول توســط آنزیــم فومــارات هیدراتــاز 
و واکنــش برگشــت پذیر دوم توســط مــالات دهیدروژنــاز 
ــا حــذف  ــه ای ب ــرد. در مطالع درون ســیتوزولی انجــام می پذی
ــان  ــش بی ــدرولاز )oahA( و افزای ــتات هی ــم اگزالواس ژن آنزی
ژن آنزیم هــای مســیر rTCA مثــل پیــروات کربوکســیاز 
ــد 5  ــه تولی ــق ب ــاز )mdh3(  موف ــالات دهیدروژن )pyc( و م
برابــری مالیک اســید شــدند ]26[. چرخــه گلی اکســیات 
ــبب  ــد س ــه TCA می توان ــر در چرخ ــیر میانب ــوان مس به عن
ــات  ــا مطالع ــود، ام ــید ش ــید از سیتریک اس ــنتز اگزالیک اس س
نشــان داده اســت کــه ایزوســیترات لیــاز کــه اولیــن آنزیــم در 
واکنش هــای ایــن مســیر اســت حیــن تولیــد سیتریک اســید 
ــد از  ــتات بای ــالات و اگزالواس ــن، کل م ــت. بنابرای ــال نیس فع
ــروات تولیــد شــود و اگزالیک اســید  کربوکســیل دار کــردن پی
نیــز بایــد در ســیتوزول، توســط آنزیــم اگزالواســتات هیدرولاز 
ســنتز شــود ]27[. افزایــش بیــان ایزوســیترات لیــاز در چرخه 
گلی اکســیات می توانــد ســبب افزایــش فومــارات و ســیترات 

شــود.
مســیری کــه در خــارج میتوکنــدری و در ســیتوزول 
ــارات  ــالات، فوم ــزالات، م ــد اســتات، اگ ــد ســبب تولی می توان
ــده  ــاه ش ــه کوت ــود را چرخ ــتات ش و سوکســینات از اگزالواس
همان طــور  گوینــد.   rTCA یــا  تری کربوکسیلیک اســید 
ــن  ــد اگزالیک اســید در ای ــی تولی ــه شــد مســیر اصل کــه گفت
ــا  ــی ب ــه در پژوهش ــت به طوری ک ــیر rTCA اس ــویه، مس س
اگزالیــک  اســیدهای  تولیدکننــده  آنزیم هــای  ژن   حــذف 
و   )oahA( هیــدرولاز  اگزالواســتات  یعنــی  گلوکونیــک  و 
گلوکزاکســیداز )gocX( موفــق شــدند در pH غیربهینــه 5 
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ــن  ــید را ممک ــن اس ــد ای ــید، تولی ــد سیتریک اس ــرای تولی ب
ــویه  ــن س ــی ای ــه ژنتیک ــی در برنام ــور کل ــازند] 8[. به ط س
بــرای تولیــد هــر نــوع اســید pH بهینــه ای وجــود دارد. ســویه 
ــالای  ــن در pHهــای ب ــه منبــع کرب ــا دسترســی ب ــدا ب در ابت
ــبب  ــد و س ــید می کن ــد گلوکونیک اس ــه تولی ــروع ب 5/5 ش

ــیدهای  ــد اس ــرای تولی ــرایط ب ــا ش ــود ت ــش pH می ش کاه
ــا 5 مهیــا شــود. ســپس  اگزالیــک و مالیــک در pHهــای 3 ت
ــرای تولیــد  ــا تولیــد اســید و کاهــش مــداوم pH شــرایط ب ب
ــه ای  ــه در مطالع ــوری ک ــود. به ط ــا می ش ــید مهی سیتریک اس
بــا اســتفاده از مــدل مقیــاس ژنــوم و داده هــای ترنســکرپتوم 
ــه ــطح بهین ــد س ــان دادن ــید، نش ــد اس ــن تولی ــویه حی س

ــدول 3  ــرح ج ــه ش ــدی ب ــیدهای تولی ــد اس ــرای تولی pH  ب
ــن نقــاط، تولیــد  ــد کــه در خــارج از ای اســت و نشــان داده ان
ــد  ــال تولی ــوان مث اســید مدنظــر ممکــن نیســت ]28[. به عن
ــی  ــویه وحش ــرای س ــر 3، ب ــر زی ــید در مقادی گلوکونیک اس
ــد  ــدن تولی ــی ش ــر اختصاص ــاوه ب ــت. ع ــر نیس امکان پذی
ــی  ــرات آلودگ ــوان خط ــن، می ت ــید در pH پایی سیتریک اس

ــش داد. ــت را کاه ــط کش محی
تنظیــم بــار اکسیداســیونی قــارچ از عوامل مهــم و تأثیرگذار 
در فراینــد تولیــد اسیدهاســت. عــاوه بــر مختل شــدن فعالیت 
ســلولی به دلیــل خاصیــت ســمی ایــن مــواد، نقــش تنظیمــی 
ــوان  ــود. به عن ــی ش ــر در بازده ــد موجــب تغیی ــا می توان آن ه
ــه  ــه ازای هــر مــول گلوکــز کــه ب مثــال در حالــت ایــده آل ب
1 مــول سیتریک اســید تبدیــل می شــود، 1 مــول ATP و 
 NADH ــول ــید 3 م ــود. اکس ــد می ش ــول NADH تولی 3 م
 ATP توســط زنجیــره انتقــال الکتــرون ســبب تولیــد بیشــتر
شــده کــه اثــرات بازدارندگــی آن روی PFK قبــاً بیــان شــده 

اســت ]29[.
مطالعــات ســامانه ای و امیکــس متعــددی روی فعالیــت ایــن 
ســویه حیــن تولیــد سیتریک اســید صــورت گرفتــه اســت. بــا 
ــا بازدهــی  مطالعــه ای کــه روی داده هــای ژنــوم ســه ســویه ب
متفــاوت و داده هــای ترنســکریپتوم یکــی از آن هــا بــا بازدهــی 
بــالا در زمان هــای مختلــف تولیــد سیتریک اســید انجــام 
شــد و مشــاهده شــد کــه 479 ژن، تفــاوت قابل توجهــی 
ــزی،  ــم مرک ــامل متابولیس ــا ش ــن ژن ه ــتند. ای ــان داش در بی
حامل هــا  و   )GABA( آلفا-آمینوبوتیریک اســید  مســیر 
بودنــد. در ایــن بیــن در ســازوکار گلیکولیــز، دو آنزیــم 
ــاز  ــروات کین ــان و پی ــش بی ــراز افزای ــفات ایزوم ــوز فس تری
ــه در بیشــتر  ــب توجــه اســت ک ــان داشــتند. جال کاهــش بی

ــود  ــان مشــاهده شــده ب آنزیم هــای چرخــه TCA کاهــش بی
ــود. آنزیــم  کــه دلیــل آن کاهــش شــدید pH عنــوان شــده ب
ATP ســیترات لیــاز در مرحلــه تجمــع سیتریک اســید در 
ــری  ــان 7 براب ــش بی ــد، افزای ــه رش ــل اولی ــا مراح ــه ب مقایس
داشــت کــه ســبب تولیــد مجــدد اگزالیک اســید و ورود آن بــه 

ــای  ــود. از آنزیم ه ــاز ب ــوان پیش س ــدری و TCA به عن میتوکن
ــان  ــش بی ــیترات، کاه ــع س ــن تجم ــه حی ــری ک ــم دیگ مه
ــیترات  ــاز و ایزوس ــنتاز، آکونیت ــیترات س ــتند، PFK، س داش
دهیدروژنــاز عنــوان شــده اند. از مســیرهای مهمــی کــه 
افزایــش بیــان قابــل توجهــی داشــتند مســیر GABA عنــوان 
ــرا  ــات اســت زی ــزان گلوتام ــش می ــل آن افزای ــه دلی شــده ک
بــا مصــرف پروتون هــای درون ســلولی  ایــن اســیدآمینه 
ســبب افزایــش مقاومــت ســویه بــه شــرایط اســیدی در تولیــد 
سیتریک اســید می شــود. همین طــور ایــن مســیر ســبب 
ــت  ــه از خاصی ــود ک ــیتوزول می ش ــه س ــوم ب ــح آمونی ترش
بازدارندگــی ســیترات روی PFK می کاهــد ]30[. در مطالعــه 
ــا  ــت ب ــکریپتوم در کش ــای ترنس ــن داده ه ــه بی ــری ک دیگ
ــا بازدهــی  نشاســته و عصــاره ذرت بیــن دو ســویه صنعتــی ب
بــالا و ســویه وحشــی ATCC1015 صــورت گرفــت مشــاهده 
منابــع  دریافت کننــده  و  تجزیه کننــده  آنزیم هــای  شــد 
ــتند.  ــری داش ــد براب ــان چن ــش بی ــی افزای ــی و پروتئین کربن
ــوان  ــر به عن ــپرژیلوس نایج ــارچ آس ــه ق ــی ک ــن معن ــه ای ب
یکــی از ســویه هایی کــه قابلیــت اســتفاده از طیــف وســیعی 
ــرای  از منابــع کربنــی را دارد می توانــد آنزیم هــای متنوعــی ب
تجزیــه ایــن منابــع کربنــی ترشــح کنــد تــا بتوانــد ایــن منابــع 
ــن ســویه های  ــد. ای ــر جــذب و مصــرف کن ــی را راحت ت کربن
بــرای  آنزیم هــا  ایــن  زیــاد ژن  بیــان  توانایــی  صنعتــی 
اســتفاده بیشــتر از ایــن منابــع را دارنــد. در بررســی داده هــای 
ــزی و ســازوکار اســیدچرب مشــاهده شــد  سوخت وســاز مرک
 ATP ،بســیاری از آنزیم هــای کلیــدی مثــل ســیترات ســنتاز
ــالات  ــاز، م ــاز، آکونیت ــیترات دهیدروژن ــاز، ایزوس ــیترات لی س
دهیدروژنــاز، سوکســینات دهیدروژنــاز تغییــر بیــان چندانــی 
ــرآلدهید  ــیات و گلیس ــیر گلی اکس ــای مس ــتند. آنزیم ه نداش
نقــش  بیشــتر  کــه   )GAPDH( دهیدروژنــاز  فســفات   3
ــور  ــتند. همین ط ــان داش ــش بی ــد افزای ــی دارن غیرمتابولیک
اســتیل کوآنزیــم آ ســنتاز کــه در تبدیــل اســیدهای چــرب بــه 
ــش دارد،  ــیترات نق ــاز س ــه پیش س ــم آ و تهی ــتیل کوآنزی اس
ســطح بیــان بیشــتری داشــت. در بررســی نتایــج ایــن پژوهش 
ــالای  ــت ب ــرون، فعالی ــال الکت ــره انتق ــالای زنجی ــت ب فعالی

جدول 3 محدوده pH بهینه تولید اسیدهای آلی مختلف توسط قارچ آسپرژیلوس نایجر
Table 3 The ideal pH for each organic acid generated by Aspergillus niger

Organic acid Optimum range

Gluconic 5.5

Malic 5-8

Oxalic 5-8

Citric Less than 3
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ــخه برداری و  ــه و نس ــای ترجم ــده پروتئین ه ــای کدکنن ژن ه
 )ROS( ســامانه مؤثرتــر مــواد مقــاوم بــه مــواد اکســیدکننده
ــر ســویه  ــر در تولیــد بیشــتر و کارکــرد بهینه ت از عوامــل مؤث
عنــوان شــده اســت ]31[. در مطالعــه ای بــا تفســیر داده هــای 
متابولومیــک ســویه حیــن تولیــد دریافتنــد شــار بــالای مســیر 
امبــدن میرهــوف )EMP( و ســطح بــالای پیش ســازهای 
ــول  ــن محص ــتر ای ــد بیش ــد در تولی ــید می توان سیتریک اس
مؤثــر باشــد. مشــاهده شــد کــه در مرحلــه تولیــد ایــن اســید، 
ــب 5 و  ــلولی به ترتی ــتات درون س ــروات و اگزالواس ــطح پی س

ــدند ]32[. ــر ش 12 براب
ــگاه داده  ــم از پای ــتعد تنظی ــای مس 3-2 لیگانده

ــدا برن
ــپرژیلوس  ــزی آس ــم مرک ــق متابولیس ــی دقی ــس از بررس پ

مــدل  روی  بــر  ســامانه ای  شبیه ســازی  و  نایجــر 
ــا،  ــی م ــق قبل ــارچ از تحقی ــن ق ــوم ای ــاس ژن متابولیکــی مقی
ــور  ــدا به منظ ــگاه داده برن ــبی از پای ــای مناس تنظیم کننده ه
ــد  ــه ش ــه کار گرفت ــا ب ــن کوچک مولکول ه ــر ای ــی اث ارزیاب
]17[. نــام و آنزیــم مســئول واکنشــی کــه مــا بــرای کوچــک 
ــده  ــان داده ش ــدول 4 نش ــم در ج ــاب کردی ــول انتخ مولک
ــی  ــباهت توال ــاس ش ــر اس ــب ب ــده مناس ــت. تنظیم کنن اس
پروتئیــن و فراینــد پروتئیــن BLAST بیــن پروتئیــن هــدف 
ــویه های  ــده در س ــن ذکرش ــر و پروتئی ــپرژیلوس نایج در آس

ــد. ــاب ش ــدا انتخ ــط برن ــم توس ــده روی آنزی گزارش ش
نکتــه قابــل توجــه در مــورد مــواد انتخاب شــده ایــن اســت 
کــه برخــاف تشــابه بــالا در توالــی و اطمینــان از اثرگــذاری 
مــواد، درصــد زیــادی از مــواد در فراینــد کشــت قــارچ مؤثــر 

شکل 1 سوخت و ساز مرکزی قارچ آسپرژیلوس نایجر به همراه نقش تنظیمی مواد درون سلولی
Figure 1 Aspergillus niger core metabolism and regulatory effect of intracellular metabolites
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جدول 4 تنظیم کننده های مستعد انتخابی اولیه بر اساس پایگاه داده برندا و بررسی درصد تشابه توالی اسید آمینه ای آنزیم ها
Table 4 Potential small molecules obtained from BRENDA considering amino acid sequence identity of responsible enzymes

Ligand Regulation E.C Number Enzyme Name Organism Seq 
Identity

Hg2+ Inhibition 1.1.3.4 Glucose oxidase A. niger 100

DTT Inhibition 1.1.3.4 Glucose oxidase A. niger 100

DTNB Inhibition 1.1.3.4 Glucose oxidase A. niger 100

Ag+ Inhibition 1.1.3.4 Glucose oxidase A. niger 100

NH4
+ Activation 2.7.1.11 6-phosphofructokinase A. niger 100

Metformin Inhibition 3.7.1.1 Oxaloacetase A. niger 100

Carvedilol Inhibition 3.7.1.1 Oxaloacetase A. niger 100

Temozolomide Inhibition 3.7.1.1 Oxaloacetase A. niger 100

3,3-difluoroxaloacetate Inhibition 3.7.1.1 Oxaloacetase A. niger 100

2-oxoglutarate Inhibition 6.4.1.1 Pyruvate carboxylase A. nidulans 93

L-Asp Inhibition 6.4.1.1 Pyruvate carboxylase A. nidulans 93

L-aspartate Inhibition 6.4.1.1 Pyruvate carboxylase A. terreus 93

Oleoyl-CoA Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase A. niger 100

Palmitoyl-CoA Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase A. niger 100

ADP Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase A. nidulans 94

L-Leu Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase A. nidulans 94

Malonyl-CoA Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase A. nidulans 94

lauroyl-CoA Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase L. starkeyi 85

Stearoyl-CoA Inhibition 2.3.3.8 ATP citrate synthase L. starkeyi 85

NaF Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase A. niger 100

Iodoacetic acid Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase A. niger 100

Potassium ferricyanide Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase A. niger 100

Oxalomalate Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase S. cerevisiae 74

Sodium mersalyl Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase Y. lipolytica 73

PCMB Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase Y. lipolytica 73

Urea Inhibition 4.2.1.3 Aconitate hydratase Y. lipolytica 73

Glyoxylate Inhibition 1.1.1.41 Isocitrate dehydrogenase Y. lipolytica 68

L-glutamate Inhibition 1.1.1.41 Isocitrate dehydrogenase R. toruloides 65

Cd2+ Inhibition 1.1.1.42 Isocitrate dehydrogenase Mus mus-
culus

65

Desferroxamine Inhibition 1.1.1.42 Isocitrate dehydrogenase R. norvegicus 68
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ــکل  ــن ش ــه ای ــوان ب ــوع را می ت ــن موض ــل ای ــد. دلی نبودن
ــرایط ــاً در ش ــده عمدت ــزارش ش ــواد گ ــه م ــرد ک ــه ک توجی

ــه  ــی ب ــده اند و لزوم ــزارش ش ــده  و گ ــش ش invitro  آزمای
 invivo ــی ــی یعن ــت اصل ــرایط کش ــا در ش ــذاری آن ه اثرگ
وجــود نــدارد. بــه بیــان دیگــر، اثرگــذاری ایــن مــواد تنظیمــی 
روی ســامانه های آنزیمــی موثــر اســت؛ امــا اطمینانــی از 
اثرگــذاری آن هــا در شــرایط کشــت اصلــی وجــود نــدارد. دلیل 
دوم ایــن عــدم اثرگــذاری، را می تــوان عــدم آگاهــی از غلظــت 
مناســب عنــوان کــرد. چراکــه غلظــت بیــش از حــد و کمتــر از 
حــد می توانــد اثرگــذاری صحیــح ایــن مــواد را از بیــن ببــرد. 
ــم  ــت علی رغ ــن اس ــی ممک ــواد تنظیم ــن م ــور ای همین ط
ــا را  ــدف م ــد و ه ــدف دارن ــم ه ــه روی آنزی ــی ک ــر مطلوب اث
ــری  ــدف دیگ ــای غیره ــر روی آنزیم ه ــد، ب ــرآورده می کنن ب
ــه  ــکل مواج ــا مش ــد را ب ــی رش ــند و حت ــذار باش ــز اثرگ نی
ــیداز و  ــم گلوکزاکس ــرای آنزی ــا ب ــته اول لیگانده ــازند. دس س
بــرای جلوگیــری از تجزیــه گلوکــز در محیــط کشــت انتخــاب 
ــر  ــپرژیلوس نایج ــویه آس ــرای س ــه ب ــواد اگرچ ــن م ــد. ای ش
گــزارش شــده اند امــا دارای خــواص ســمی اند پــس می تــوان 
ــن  ــم ای ــته دوم و مه ــذاری را داشــت. دس ــدم اثرگ ــار ع انتظ
ــم اگزالواســتات هیــدرولاز هســتند  ــواد، بازدارنده هــای آنزی م
کــه مســئول تولیــد اگزالیک اســید از سوبســترای اصلــی 
بعــد  مــورد  اســت.  اگزالواســتات  یعنــی  سیتریک اســید 
آنزیــم  یعنــی  پیروات کربوکســیاز  آنزیــم  بازدارنده هــای 
تولیدکننــده اگزالواســتات از پیــروات اســت. دســته مهــم بعــد 
ــر  ــتند و در آخ ــید هس ــده سیتریک اس ــای تجزیه کنن آنزیم ه
ــرای  ــاز ب ــه مالات دهیدروژن ــوط ب ــی مرب ــواد تنظیم ــز م نی
بررســی عــدم تجزیــه اگزالواســتات بــه مــالات یافــت شــدند.
ــد و  ــر رش ــی ب ــواد تنظیم ــر م ــی اث 3-3 بررس

تولیــد محصــولات
ــف وســیعی  ــد طی ــت تولی ــارچ آســپرژیلوس نایجــر قابلی ق
ــن  ــد ای ــدار تولی ــوع و مق ــه ن ــی را دارد ک ــیدهای آل از اس

ــرون  ــف درون و ب ــه پارامترهــای مختل محصــولات بســتگی ب
ســلولی دارد. به عنــوان مثــال ژنــوم برخــی از ســویه های 
ــه ای  ــه گون ــی ب ــت داخل ــل محدودی ــوان عام ــی به عن صنعت
ــه  ــی ب ــید حت ــد اس ــی تولی ــویه ها توانای ــن س ــه ای ــت ک اس
ــن و  ــع کرب ــوع منب ــد. ن ــر را دارن ــر لیت ــرم ب ــزان 200 گ می
ــزان  ــوع و می ــر ن ــل خارجــی ب ــوان عام ــز به عن غلظــت آن نی
محصــولات تولیــدی تأثیرگــذار هســتند. غلظــت بــالای 
ــالا  ــار ب ــان ش ــاد جری ــل ایج ــه دلی ــد ب ــن می توان ــع کرب منب
ســبب تولیــد بیشــتر سیتریک اســید شــود، چــرا کــه ســویه 
ــاد  ــد زی ــی و تولی ــار متابولیک ــاد ب ــری از ایج ــرای جلوگی ب
ــدی در  ــیترات تولی ــردن س ــه خارج ک ــل ب ــازها، تمای پیش س
ابتــدای چرخــه TCA را دارد ]33[. در مقابــل، غلظــت پاییــن 
ــن  ــد شــار سوخت وســازی را در جهــت ادامــه ای قنــد می توان
ــر  ــن ام ــه ای ــد ک ــوق ده ــید س ــد اگزالیک اس ــیر و تولی مس
ــاهده  ــز مش ــته نی ــای گذش ــج پژوهش ه ــوان در نتای را می ت
ــوان محصــول  ــردن اگزالیک اســید به عن کــرد ]34[. از بیــن ب
جانبــی، نیــاز بــه غلظــت بــالا و غیراقتصــادی قنــد دارد ]6[. 
در ایــن پژوهــش از محیــط کشــت پایــه ســیزاپک بــا غلظــت 
قنــد 30 گــرم بــر لیتــر اســتفاده شــد کــه دلیــل آن ســادگی و 
وجــود اجــزای معیــن بــود. ضمــن اینکــه ایــن محیــط کشــت 
و غلظــت کــم منبــع کربنــی منجــر بــه تولیــد سیتریک اســید 
بــه مقــدار ناچیــز می شــود کــه می تــوان بــا رویکــرد 
سوخت وســازی اتخــاذ شــده، تولیــد سیتریک اســید را در 
غلظت هایــی از منبــع کربــن کــه مقرون به صرفــه باشــند، 
ــد سیتریک اســید  ــکان تولی ــن موضــوع ام ــود بخشــید. ای بهب
ــدار  ــی کم مق ــع کربن ــلولوزی و مناب ــی لیگنوس ــع کربن از مناب

ــد. ــم کن ــد فراه ــز می توان را نی
تعــداد 20 مــاده مختلــف تنظیمــی در 38 کشــت بــا 
غلظت هــای متفــاوت مــورد بررســی قــرار گرفــت کــه 
ــت. از  ــده اس ــدول 2 آم ــا در ج ــه آن ه ــوط ب ــات مرب اطاع
بیــن ایــن مــواد 6 مــاده یافــت شــد کــه می تــوان بــا افــزودن 

Diphenylchloroarsine Inhibition 1.1.1.42 Isocitrate dehydrogenase Sus scrofa 67

Glutathione Inhibition 1.1.1.42 Isocitrate dehydrogenase Sus scrofa 67

(NH4)2SO4 Inhibition 1.1.1.37 Malate dehydrogenase C. glutam-
icum

AgNO3 Inhibition 1.1.1.37 Malate dehydrogenase A. lwoffii 

Cu2+/CuCl2 Inhibition 1.1.1.37 Malate dehydrogenase Some

EDTA Inhibition 1.1.1.37 Malate dehydrogenase F. frigidi-
maris 

HgCl2 Inhibition 1.1.1.37 Malate dehydrogenase F. frigidi-
maris 

Zn2+/ZnCl2 Inhibition 1.1.1.37 Malate dehydrogenase Some

Cysteine Activation 1.1.1.37 Malate dehydrogenase M. phlei

Glutathione Activation 1.1.1.37 Malate dehydrogenase M. phlei 

Sodium phosphate Activation 1.1.1.37 Malate dehydrogenase H. crassispina  
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ــش  ــد سیتریک اســید را افزای ــط کشــت، تولی ــه محی ــا ب آن ه
و اگزالیک اســید را کاهــش داد. اســامی ایــن مــواد بــه همــراه 

ــت. ــده اس ــزارش ش ــدول 5 گ ــا در ج ــر آن ه ــت مؤث غلظ
ــه  ــت ب ــدا کش ــی، ابت ــر تنظیم ــواد مؤث ــر م ــی اث در بررس
 pH همــراه غلظــت مشــخص از آن هــا صــورت گرفــت. ســپس
ــری  ــان اندازه گی ــک روز در می ــورت ی ــدام به ص ــر ک ــرای ه ب
شــد تــا مطالعــه دقیقــی روی نحــوه رشــد و تولیــد محصــول 
از قارچ هــای کشــت داده شــده، انجــام شــود. ســپس در 
ــری  ــرای جلوگی ــی، ب ــی دو روز متوال ــای 13 و 14 ط روزه
از خطــا و اطمینــان از اندازه گیری هــای انجــام شــده، از 
کشــت ها نمونــه گرفتــه شــد تــا بــا تیتراســیون توســط ســود، 
ــزان  ــا روش رسوب ســنجی می ــدی و ب ــزان اســید کل تولی می
ــود. 38  ــی ش ــا بررس ــط قارچ ه ــدی توس ــید تولی اگزالیک اس
کشــت بیان شــده طــی 4 مرحلــه پشــت ســر هــم و منقطــع 
انجــام شــد تــا غلظــت مناســب بــرای تنظیم کننده هــا 

ــد. ــت آی به دس
3-3-1 اثر مواد تنظیمی بر رشد

ــیاری  ــن pH بس ــالا رفت ــت ها، ب ــه از کش ــن مرحل در اولی
ــد  ــاهده ش ــد مش ــروع رش ــد روز از ش ــس از چن ــا پ از آن ه
ــده در  ــزارش ش ــت گ ــودن غلظ ــر مطلوب نب ــت ب ــه دلال ک
پایگاه هــای داده بــرای شــرایط invivo بــود. بــه همیــن دلیــل 
در مراحــل بعــد، غلظــت مــواد تنظیمی با حساســیت بیشــتری 
بــه محیــط افــزوده شــد. مــواد تنظیمــی در بعضــی مــوارد فــاز 
تأخیــر را بســیار طولانــی یــا حتــی رشــد را بــا مشــکل مواجــه 
کردنــد. به عنــوان مثــال رشــد قــارچ در محیــط کشــت دارای 
ــر 6 روزه  ــا تأخی ــپارتات ب ــارات و آس ــا کتوگلوت ــده آلف بازدارن
ــده  ــا تنظیم کنن ــن کشــت ب ــاز شــد )کشــت 11 و 12(. ای آغ
ــاوت  ــای متف ــا غلظت ه ــا و ب ــورت تنه ــارات به ص آلفاکتوگلوت
ــاده  ــن م ــان ای ــه همچن ــد و مشــاهده شــد ک ــام ش ــز انج نی
می توانــد خاصیــت بازدارندگــی بــر روی رشــد داشــته باشــد. 
ــورد بررســی  ــه م ــوادی اســت ک ــه pH م ــوط ب شــکل 2 مرب
قــرار گرفتنــد. در همــه  کشــت های حــاوی مــواد موثــر یعنــی 
کشــت های شــماره 8، 14، 17، 26، 30 و 36 مشــاهده شــد 
ــی  ــرل یعن ــت کنت ــر از حال ــت ها پایین ت ــن کش ــه pH ای ک
ــواد  ــن م ــد ای ــان می ده ــه نش ــت ک ــماره 1 اس ــت ش کش
ــی  ــت بازدارندگ ــه خاصی ــر اینک ــاوه ب ــور ع ــت مذک ــا غلظ ب
ــید  ــتر اس ــد بیش ــبب تولی ــد س ــد، می توانن ــد ندارن روی رش
ــا  ــد ی ــری برس ــداد پایین ت ــه اع ــته ب ــه pH توانس ــده ک ش

ــا  ــوند ت ــط ش ــه محی ــون ب ــار پروت ــبب انتش ــته اند س توانس
pH بــه مقادیــر بهینــه تولیــد سیتریک اســید برســد و مقــدار 
آن افزایــش یابــد. کشــت کنتــرل کــه بــدون مــاده تنظیمــی 
ــی  ــد اگزالیک اســید یعن ــرای تولی ــه ب ــود، در محــدوده بهین ب
مقادیــر بــالای 3 باقــی مانــد. نکتــه اینکــه شــماره کشــت های 
ــزارش  ــت های گ ــاس کش ــر اس ــکل 2 ب ــده در ش ــزارش ش گ
شــده در جــدول 2 اســت. در مــورد کشــت های حــاوی 
ســاکارز همان طــور کــه گفتــه شــد می تواننــد به عنــوان 
ــل  ــیتریک عم ــد س ــرای تولی ــری ب ــن مطلوب ت ــع کرب منب
ــته اند pH را  ــت توانس ــخص اس ــه مش ــور ک ــد. همان ط کنن

ــانند. ــری برس ــه محدوده هــای پایین ت ب
3-3-2 اثر مواد تنظیمی بر تولید محصول

پــس از بررســی pH به عنــوان معیــاری بــرای رشــد و 
ــارچ  ــد 14 روزه  ق ــی رش ــای پایان ــول، در روزه ــد محص تولی
ــود  ــیون س ــا تیتراس ــا ب ــد ت ــه ش ــه گرفت ــن نمون ــر ارل از ه
ــید  ــدودی اس ــن، غلظــت ح ــاگر فنل فتالئی ــراه شناس ــه هم ب
ایــن  نتایــج  اندازه گیــری شــود.  کل موجــود در کشــت 
ــرای مــواد تنظیمــی آورده  تیتراســیون در نمــودار شــکل 3 ب
ــان از  ــل بررســی غلظــت اســید کل، اطمین شــده اســت. دلی
ــان از  ــن اطمین ــود. ضم ــب ب ــد مناس ــول و رش ــد محص تولی
عــدم خاصیــت بازدارندگــی مــواد تنظیمــی در رشــد و تولیــد 
ــه  ــود در مقایس ــید موج ــر اس ــوان از مقادی ــول، می ت محص
آن هــا بــا اندازه گیــری اگزالیک اســید به عنــوان محصــول 
ــه  ــرد ک ــل ک ــان حاص ــوب دهی اطمین ــا روش رس ــی ب جانب
ــا  ــت ام ــرده اس ــدا ک ــش پی ــید کاه ــه اگزالیک اس ــا اینک ب
اســید کل تولیــدی توســط قــارچ کاهــش نداشــته و محصــول 
جانبــی بــه ســمت تولیــد محصــول مطلــوب مــا یعنــی 
سیتریکاســید رفتــه اســت. بررســی نتایــج تیتراســیون نشــان 
داد در مراحــل اولیــه کشــت کــه غلظــت مــواد تنظیمــی زیــاد 
ــت  ــی داد غلظ ــودار pH نشــان م ــه نم ــور ک ــود، همان ط ب
اســید تولیــدی نیــز کمتــر از حالــت کنتــرل بــود. تیتراســیون 
ــود  ــزان س ــوارد می ــر م ــان داد در اکث ــر نش ــواد مؤث ــرای م ب
مصرفــی در مقایســه بــا نمونــه کنتــرل افزایــش داشــته اســت. 
ــی بیشــتر،  ــید آل ــد اس ــل تولی ــد به دلی ــش می توان ــن افزای ای
تغییــر نــوع اســید آلــی یــا انتشــار پروتــون بــه محیــط باشــد 
چــرا کــه روش تیتراســیون بــا ســود میــزان پروتــون موجــود 
ــید  ــوع اس ــخیص ن ــی تش ــنجد و توانای ــط را می س در محی
را نــدارد، اگرچــه می تــوان گفــت در اثــر تولیــد بیشــتر 

جدول 5 مواد موثر تنظیمی به همراه غلظت مناسب
Table 5 Effective rgulatory small malecules

Ligand Concentration (mM)
NH4 2

Leucine 2
Cysteine 2

NaF 0.1
Glutathione 0.1
Metformin 0.5
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اســیدهای آلــی همچــون ســیتریک کــه می تواننــد 3 پروتــون 
آزاد کننــد عــدد تیتراســیون نیــز می توانــد مقادیــر بیشــتری 

نشــان دهــد.
غلظــت  کل،  اســید  میــزان  اندازه گیــری  از  پــس 
به دســت  رســوب دهی  روش  بــا  تولیــدی  اگزالیک اســید 
آمــد. رســوب کلســیم اگزالات، در نمونه هــای گرفتــه شــده از 
ــال  ــوان مث ــل مشــاهده اســت. به عن ــه وضــوح قاب کشــت ها ب
ــی و  ــر تنظیم ــاده مؤث ــامل م ــه ش ــه ک ــکل 4 دو نمون در ش
ــل  ــی اســت، قاب ــاده افزودن ــدون م ــرل ب دیگــری کشــت کنت
موجــود  اگزالیک اســید  غلظــت  نتایــج  اســت.  مشــاهده 
در نمونه هــا پــس از تیتراســیون در شــکل 4 آورده شــده 
اســت. بررســی نتایــج تیتراســیون بــرای اندازه گیــری میــزان 
اگزالیک اســید نشــان داد کاهــش قابل توجهــی در میــزان 
ایــن اســید آلــی در مقایســه بــا نمونــه کنتــرل وجــود دارد. اثر 
3 مــاده از مــواد مؤثــر به دســت آمــده از مرحلــه غربالگــری در 

نهایــت بــا ســوانگاری مایــع بــا بازدهــی بــالا بررســی شــد تــا 
ــد. ــت آی ــولات به دس ــد محص ــق تولی ــزان دقی می

ــر  ــده از غربالگــری دارای اث ــر به دســت آم ــواد مؤث ــه  م هم
یکســان بودنــد؛ امــا رســیدن بــه ایــن هــدف بــا ســازوکارهای 
ــی  ــای آمونیوم ــال نمک ه ــوان مث ــد. به عن ــام ش ــاوت انج متف
اثــرات متفاوتــی در کشــت قــارچ آســپرژیلوس نایجــر دارنــد. 
ــوان  ــوم به عن ــرف آمونی ــا مص ــارچ ب ــن ق ــده ای ــزارش ش گ
منبــع نیتــروژن می توانــد پروتــون بــه محیــط آزاد کنــد کــه 
ــه  ــر بهین ــه مقادی ــد pH را کاهــش داده و ب ــر می توان ــن ام ای
همین طــور   .]18[ برســاند  سیتریک اســید  تولیــد  بــرای 
ــد  ــش تولی ــبب کاه ــد س ــک می توان ــن نم ــالای ای ــت ب غلظ
آلفاکتوگلوتــارات دهیدروژنــاز شــده کــه به عنــوان عامــل 
ــر دیگــر اینکــه  ــده ســیترات شــناخته می شــود. اث تجزیه کنن
ایــن نمــک می توانــد نقــش بازدارندگــی ســیترات روی آنزیــم 
PFK را کاهــش دهــد و شــار گلیکولیــز را افزایــش دهــد و بــه 

شکل 2 تغییرات pH مواد آزمایش شده در رشد 14 روزه قارچ بر اساس شماره کشت های جدول 2
Figure 2 pH of regulatory medium within 14 days of fungus culture based on table 2
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ــن پژوهــش  ــه در ای ــم باشــد ک ــن آنزی ــده ای نوعــی فعال کنن
نیــز بــا همیــن هــدف مــورد انتخــاب قــرار گرفــت. دو مــاده 
اثرگــذار بعــدی اســیدآمینه های لوســین و سیســتئین بودنــد. 
انتخــاب لوســین از پایــگاه برنــدا بــرای خاصیــت بازدارندگــی 
اگزالواســتات  و  اســتیل کوآنزیم آ  بــه  ســیترات  تجزیــه 
ــرای نقــش  صــورت گرفــت ]35[. انتخــاب سیســتئین نیــز ب
فعال کنندگــی آنزیــم مــالات دهیدروژنــاز بــرای تولیــد بیشــتر 
ــود ]36[. ــتات ب ــی اگزالواس ــیتریک یعن ــد س ــاز تولی پیش س

اســیدهای آمینــه به دلیــل نقــش پیش ســازی کــه در 
ــده  ــوان تنظیم کنن ــد به عن ــلولی دارن ــاز س رشــد و سوخت وس
ــر  ــه غلظــت مؤث ــه خصــوص ک انتخــاب مناســبی نیســتند ب
ــت دارد.  ــط کش ــزای محی ــا اج ــر ب ــداری براب ــواد مق ــن م ای
ــالای  ــت ب ــواد و غلظ ــن م ــالای ای ــت ب ــه قیم ــه ب ــا توج ب
مــورد نیــاز، هزینــه زیــادی بــرای رســیدن بــه هــدف مدنظــر 
ــوادی کــه نقــش تنظیمــی  ــل م ــن دلی ــه همی ــاز اســت. ب نی

داشــتند و غلظــت پایین تــری از آن هــا مــورد نیــاز بــود 
مــورد ســنجش دقیــق میــزان محصــولات بــا ســوانگاری مایــع 
ــش  ــه نق ــوادی ک ــن م ــد. از بی ــرار گرفتن ــالا ق ــرد ب ــا عملک ب
ــخص  ــوانگاری مش ــج س ــی نتای ــا بررس ــتند ب ــی داش تنظیم
شــد متفورمیــن مؤثرتریــن مــاده به عنــوان بازدارنــده در 
تولیــد اگزالیک اســید اســت کــه مقــدار ایــن اســید از 
ــه mg/L 122 رســید. ایــن مــاده همان طــور کــه در  7783 ب
ــم  ــده آنزی ــرار گرفــت، بازدارن مطالعــه قبــل مــورد بررســی ق
اگزالواســتات هیــدرولاز اســت کــه می توانــد بــا جلوگیــری از 
ــید،  ــد اگزالیک اس ــش تولی ــن کاه ــتات، ضم ــه اگزالواس تجزی
سوبســترای بیشــتری بــرای تولیــد سیتریک اســید مهیــا کنــد 
]17[. مــاده مهــم بعــدی گلوتاتیــون اســت کــه بــا خاصیــت 
ســبب  ایزوســیترات دهیدروژناز،  آنزیــم  روی  بازدارندگــی 
ــده  ــد آن ش ــش تولی ــید و افزای ــه سیتریک اس ــش تجزی کاه
ــت  ــدیم فلورید اس ــدی س ــذار بع ــاده تأثیرگ ــت ]37[. م اس

(mg/L) شکل 4 اگزالیک اسید تولیدی برای کشت های جدول 2 در روز سیزدهم و چهاردهم اندازه گیری شده با روش رسوب دهی با کلسیم کلرید
Figure 4 Oxalic acid concentration in 13th and 14th day based on table 2 measured by precipitation with CaCl2 (mg/L)

)mM( شکل 3 اسید تولیدی برای کشت های جدول 2 در روز سیزدهم و چهاردهم
Figure 3 Acid concentration in 13th and 14th day based on table 2 (mM)
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کــه بــا کاهــش فعالیــت آنزیــم آکونیتــاز، تجزیــه ســیترات را 
ــود  ــع آن می ش ــش تجم ــه افزای ــر ب ــد و منج ــش می ده کاه
]38[. محــل اثــر هــر یــک از مــواد تنظیمــی توضیح داده شــده 
در شــکل 1 آمــده اســت کــه مــواد بازدانــده بــه رنــگ قرمــز 
و مــواد فعال کننــده بــه رنــگ ســبز روی آنزیــم مــورد 
نظــر نمایــش داده شــده اند. نکتــه قابــل توجــه کــه در 
سوخت وســاز ســلولی بایــد بــه آن اشــاره داشــت، ایــن اســت 
ــا تجمــع  ــم اگزالواســتات هیدرولاز ی ــا بازدارندگــی آنزی ــه ب ک
بیشــتر اگزالواســتات، امــکان افزایــش میــزان مالیک اســید در 
ــورد  ــال در م ــوان مث ــود دارد. به عن ــلولی وج ــاز س سوخت وس
ــده  ــوان فعال کنن ــاده به عن ــن م ــه ای ای ــون در مطالع گلوتاتی
آنزیــم مالات دهیدروژنــاز گــزارش شــده کــه می توانــد شــار را 
از ســمت اگزالواســتات بــه ســمت تولیــد مــالات ببرد و ســبب 
ــوان  ــور خاصــه می ت ــد بیشــتر مالیک اســید شــود. به ط تولی
ــدی در کشــت های حــاوی  ــزان اگزالیک اســید تولی ــت می گف
مــواد موثــر تنظیمــی آمونیــوم، لوســین، ســدیم آزیــد، 
ــماره  ــا ش ــب ب ــن به ترتی ــتئین و متفورمی ــون، سیس گلوتاتی
ــوب دهی  ــا روش رس ــت های 8، 14، 17، 26، 30 و 36 ب کش
به ترتیــب بــا مقــدار 1868، 1530، 2250، 787، 2093 و 
 mg/L 675 در مقایســه بــا مقــدار کشــت کنتــرل کــه mg/L
ــاده  ــه م ــرای س ــر ب ــن مقادی ــد. ای ــت آم ــود، به دس 5560 ب
ــوانگاری  ــن از واکاوی س ــون و متفورمی ــد، گلوتاتی ــدیم آزی س
مقــدار 2711، 533 و mg/L 122 در مقایســه بــا کنتــرل 
ــدار  ــور مق ــد. همین ط ــود، گــزارش ش کــه mg/L 7783 ب
ــن  ــدی توســط محیــط کشــت شــامل ای سیتریک اســید تولی
مــواد نیــز توســط ســوانگاری برابــر بــا 2175، 5390 و 8100 

ــزارش شــد. mg/L گ

4 نتیجه گیری
ــاز  ــر سوخت وس ــل ب ــه کام ــدا مطالع ــش ابت ــن پژوه در ای
مرکــزی قــارچ آســپرژیلوس نایجــر انجــام شــد تــا بتــوان بــه 
ــی  ــش تنظیم ــم و نق ــای مه ــبی از واکنش ه ــناخت مناس ش
ــن مســیرها رســید. در ادامــه  ــر شــار ای مــواد درون ســلولی ب
ــید  ــی سیتریک اس ــول جانب ــردن محص ــن ب ــدف از بی ــا ه ب
ــت  ــط کش ــی در محی ــواد تنظیم ــید از م ــی اگزالیک اس یعن
ــدف  ــای ه ــان واکنش ه ــلولی هم ــم درون س ــور تنظی به منظ
ــا  ــد ت ــام ش ــدف انج ــن ه ــا ای ــم ب ــن مه ــد. ای ــتفاده ش اس
ــا مقــدار قنــد کــم 30 گــرم  بتــوان سیتریک اســید زیســتی ب
ــویه  ــرایط س ــن ش ــه در ای ــرا ک ــرد چ ــد ک ــر را تولی ــر لیت ب
وحشــی آســپرژیلوس نایجــر قــادر بــه ایــن امــر نیســت. مــواد 
ــابه  ــا بررســی تش ــدا ب ــگاه داده برن ــت از پای ــا دق ــی ب تنظیم
ــا بررســی  ــه بعــد ب آنزیمــی انتخــاب شــدند ســپس در مرحل
ــوم، اســیدآمینه های لوســین و سیســتئین،  ــواد، آمونی ــن م ای
ــخیص داده  ــر تش ــن موث ــدیم آزید و متفورمی ــون، س گلوتاتی
ــه  ــال شــار از اگزالیک اســید ب شــدند و توانســتند ســبب انتق
سیتریک اســید شــوند. ســویه وحشــی اگزالیک اســید بــا 
ــس  ــدار پ ــن مق ــه ای ــرد ک ــد می ک ــدار mg/L 7783 تولی مق
از افــزودن مــواد اضافه شــده به ترتیــب بــه مقــدار 1868، 

1530، 2093، 787، 2250 و mg/L 675 رســید.

قدردانی
ایــن پژوهــش توســط دانشــگاه تربیــت مــدرس ]بــا شــماره 

گرنــت IG-39701[ حمایــت مالــی شــد.
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