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بهينه سازي ميزان با  Streptomyces clavuligerusتوسط  افزايش توليد كلاولانيك اسيد

  اكسيژن محلول و دور همزن

  يروح الله يو عباس عباس حميد مقيمي ، *يجواد حامد

  شناسي، بخش ميكروبيولوژيتهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست

  27/11/87: شتاريخ پذير   13/4/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

دار توليد همزن در فرمانتورهاي  Streptomyces clavuligerus تجاري است كه  توسط  مفيدبيوتيك يك آنتيكلاولانيك اسيد 

با توجه به اهميت فراوان ميزان اكسيژن . اي، بشدت هوازي و حساس به نيروي برش استاين باكتري رشته. شودمي

دور همزن در رشد سويه مولد و توليد كلاولانيك اسيد، در اين پژوهش اثر  (Dissolved oxygen tension-DOT)محلول

و توليد كلاولانيك اسيد  S. clavuligerus DSM738غلظتهاي مختلف اكسيژن محلول و دورهاي مختلف همزن در رشد

 85/0و  g/l 61/0به ترتيب با  700و دور همزن  درصد DOT  20دهد ميزان دست آمده نشان ميه نتايج ب. سي شده استبرر

- توليد آنتي اثر منفي شديد در 700همچنين افزايش دور همزن بيشتر از . انديشترين ميزان كلاولانيك اسيد شدهموجب توليد ب

كاهش  يك رابيوتباعث افزايش رشد سلولي شده اما توليد آنتي درصد 20افزايش ميزان اكسيژن محلول از . داشته است بيوتيك

  .بيوتيك نيز بشدت كاهش يافته است، رشد و توليد آنتي درصد 10ژن محلول يو اكس rpm 200در . است داده

   Streptomyces clavuligerusاكسيژن محلول، كلاولانيك اسيد،  ،دور همزن: كليدي واژه هاي

   jhamedi@khayam.ut.ac.ir :كترونيك61113390 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  دمهمق

ف و در يضع بتالاكتام ك آنتي بيوتيكيكلاولانيك اسيد 

است كه  بتالاكتاماز يمهايآنز قوي مهاركننده يك ن حاليع

جايگاه فعال غير قابل برگشت به  از طريق اتصال

جلوگيري كرده و سبب  هااز فعاليت آن هابتالاكتاماز

درمقابل هيدروليز  بتالاكتام يهاحافظت آنتي بيوتيكم

 يدر ابعاد صنعت كيوتيبين آنتيا .)6( شودآنزيمي مي

ك يشود كه يد ميتول Streptomyces clavuligerusتوسط 

اين  رشد .)16و 6( است يو بشدت هواز يارشته يباكتر

موجب  تخمير نديآدر طي فراي رشته ميكروارگانيسم

تواند ميشده كه يري محيط تخمته يد ويسكوزيش شديافزا

 جرم و انتقال اكسيژن، همچون انتقال يدر شاخصها

 ايجاد اختلال كند ،همزدن مطلوب نيحرارت و همچن

مين اكسيژن مورد نياز باكتري جهت أهمين دليل تبه  .)12(

 از طرف .دارداي يش توليد آنتي بيوتيك اهميت ويژهافزا

ع بهتر يتواند موجب توزيش سرعت همزدن ميافزا گريد

ن كار يا يبه آن گردد، ول يباكتر يژن و بهبود دسترسياكس

با توجه به حساس ، كه كندجاد مييا ياديز يبرش يروين

ب يتخرامكان  ،نيرون يادن اين باكتري نسبت به بو

 كاهش بازده محصولو در سرعتهاي بالاي همزنها وميسليم

 وجود دارد و همچنين افزايش تجزيه محصول توليد شده

سلولها باعث بوجود آمدن ب يتخرهمچنين . )9 و 2(

ند يآفر يطفيلتراسيون محيط كشت در  در فراوان مشكلات

   .)5( شوديخالص سازي محصول م

و  ژن محلوليزان اكسيدر مورد اثر م ياديمطالعات زاگرچه 

صورت  .clavuligerus S در مختلف همزن ياثر دورها
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 گريدد يتولمورد  درن مطالعات يشتر ايب يگرفته است ول

و  Cاين باكتري و بخصوص سفامايسين  ثانوي يتهايمتابول

به . )18 و 15 ،14( بوده است نه توليد كلاولانيك اسيد

زان يم اثر نهين زميدر ا در مطالعه انجام شده عنوان مثال

توسط  Cن يسيد سفامايژن محلول در تولياكس

clavuligerus S. كاهش  كه باشده و مشاهده شده  يبررس

 30بيوتيك حدود آنتين يا توليد ،ن محلولژيزان اكسيم

 در مطالعه ديگر غلظت .)18( ابدييمكاهش درصد 

اكسيژن درصد  50توليد شده در حالت  Cسفامايسين 

اكسيژن محلول  درصد 100محلول دو برابر و در حالت 

 ش  غلظتيكه افزاه شده نشان داد و هسه برابر افزايش يافت

 به دليل ژن محلوليزان اكسيش ميافزا متعاقب Cن يسيسفاما

-يوسنتز آنتير بيمس يديم كليژه دو آنزيت ويش فعاليافزا

و  سنتاز Cسفالوسپورين  ياستوكس يك شامل ديوتيب

  .)15و14( سنتاز است Nن يليس يزوپنيا

 بازده بيوماس و مورفولوژيدر  اثر سرعت همزنهمچنين 

S. clavuligerus   با افزايش  كهان داده نشو شده مطالعه

-يجاد ميا يك شديدتغييرات مورفولوژيسرعت همزن 

با  ين مورفولوژيب ين پژوهش رابطه ايدر ا يشود، ول

 ياز سو. )3( بيوماس يا بازده توليد مشخص نشده است

رشد  ،ارتباط بين سرعت همزن يبررسضمن در گر يد

ه ه شدنشان دادبيوماس و تجزيه روغنها برروي اين باكتري 

غلظت ، rpm 900ش دور همزن تا يكه در صورت افزا

 rpmتر از همزن بالا در دور يابد، وليبيوماس افزايش مي

كاهش رشد باكتري نيز ، كاهش شديد توليد علاوه بر 700

زان يمورد رابطه متنها مقاله منتشر شده در در .)9( ابدييم

ي دورهااثر د يك اسيد كلاولانيژن و دور همزن با تولياكس

 يبررس vvm 5/0 يهواده مختلف همزن در ميزان ثابت

گزارش  rpm 1000در  كيوتيبين غلظت آنتيشتريب وشده 

در اين پژوهش دورهمزن متغير بوده و . )16( شده است

. باشد درصد 28سعي شده تا ميزان اكسيژن محلول حداقل 

نشان داده شده كه با  ن پژوهشيااز  يگريدر بخش د

زان ياشباع، م درصد 50 در محلولژن يسمقدار اككنترل 

ج ينتان يهمچن .ه استافتيبشدت كاهش  ديك اسيكلاولان

ثير أميزان اكسيژن محلول تدهد كه  ين پژوهش نشان ميا

-يبا غن وشته يد كلاولانيك اسيد ندالزيادي در ميزان تو

در  يشيافزا ،يورود يهواژن يزان اكسيم درصد 10 كردن

  . )16( ه استمشاهده نشد يديك توليوتيبيآنت زانيم

محدود بودن مطالعات منتشر شده و عدم وجود به با توجه 

مختلف  ياثر غلظتها ن پژوهشيدر ا ،يكل يريگجهيك نتي

 .Sرشد در مختلف همزن  يو دورهاژن محلول ياكس

clavuligerus شده است يد بررسيك اسيد كلاولانيو تول .

و اثر  ژن محلوليت اكسن غلظيير بالا و پايمقاداثر ن يهمچن

نشان داده ك يوتيبيد آنتيرشد و تولدر  افزايش دور همزن

  .استشده 

  اهمواد و روش

براي توليد كلاولانيك : سويه باكتري و محيطهاي كشت

افت يدر( Streptomyces clavuligerus DSM 738  اسيد از

استفاده ) DSMZ-آلمان يكربيون ميشده از مركز كلكس

ت باكتري از محيط اسپورزايي آگاردار براي كش .دگردي

ISP2 شد  با تركيبات زيراستفاده)g/l :(4، گلوكز10مالت ،

تركيب محيط . 20و آگار 2، كربنات كلسيم 4عصاره مخمر

:  )g/l(به شرح زير بوده است  seeding)(پيش كشت 

 1/0 محيط روي pH،  10و مالت 20، گليسرول10پپتون

، 30مالت:  )g/l(وليد تركيب محيط ت .تنظيم شد ±0/7

و سولفات منگنز  01/0، سولفات آهن5، گليسرول5سويا

01/0 .pH  تنظيم 8/6   ±1/0 درمحيط كشت ��.  

  ISP2در محيط S. clavuligerus ابتدا  :شرايط كشت

روز  14- 10به مدت درجه سانتي گراد  28 ودركشت 

از اين كشت يك سوسپانسيون داراي . گرماگذاري شد

10حدود 
8 – 10

از آن در  ml 1تهيه و   mlاسپور در   7

 ml 150و حاوي  ml 1000فلاسكهاي ارلن ماير با حجم 

ساعت  22تا  20به مدت  ومحيط پيش كشت تلقيح 

 rpmدر شيكر دوار با دور  درجه سانتي گراد 28دردماي 
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ش كشت ياز پ ml 250مقدار . گرماگذاري شد  220

فرمانتور به  )رتوفرمانكشت حجم محيط درصد  5(حاصل 

 ريند تخميآفر .شد تلقيح ونيط فرمانتاسيمح ليتر 10 يدارا

 يغلظتها و rpm 400دور  درجه سانتي گراد 28دماي  در

به  )درصد 40و  30، 20، 10(محلول اكسيژن  مختلف

مختلف  يدورهااثر در ادامه  .انجام شد ساعت 140مدت

در ) 800و  rpm 200  ،400 ،500 ،600 ،700(همزن 

  .شد يبررس ژن محلولينه اكسيبهغلظت 

در اين پژوهش از يك فرمانتور : مشخصات فرمانتور

 Microferm fermenter New(ليتري آزمايشگاهي 14

Brunswick, USA ( ليتر استفاده 10با حجم كاري

و ارتفاع آن  m 19/0قطر داخلي فرمانتور . دگردي

m48/0 ني داراي سه پروانه توربين فرمانتور يا .بود

از  m  075/0به قطر) Rushton turbine(نوع راشتون 

به  كشتكنترل اكسيژن محلول در محيط  و هم بوده

قابل  توسط يك سنسور گالوانيك و صورت خودكار

 ,Inpro6800 series, Mettlet-Toledo)( اتوكلاو

Switzerland  ه استانجام شد.  

يري و گاز فرمانتور نمونه ml50روزانه : نمونه برداري

ميزان قند باقيمانده و  ، pH يزان وزن خشك سلولي،م

  .دگردينيك اسيد توليد شده آن بررسي كلاولا

هاي مورفولوژي نمونه براي ارزيابي: مورفولوژي سويه

از مايع فرمانتاسيون به روش گرم رنگ آميزي  ،تهيه شده

 ,Carl Zeiss, Jena)سپس با استفاده از ميكروسكوپ. شد

Germany) ميدان ديد بررسي  30طور تصادفي حداقل  به

مورفولوژي غالب در بين اين ميدانهاي ديد . دگرديو ثبت 

 گزارش شده استبه عنوان مورفولوژي نمونه انتخاب و 

 .)9شكل (

براي اندازه گيري وزن : وزن خشك سلوليسنجش 

دقيقه در  20خشك سلولي، مايع فرمانتاسيون به مدت 

rpm 4000 و رسوب باقيمانده پس از يك  شده سانتريفوژ

اتانول  ml 2 بار شستشو با آب مقطر و سانتريفوژ مجدد با

شسته شده و به پليت شيشه اي از قبل وزن شده منتقل 

 درجه سانتي گراد 105ساعت در  24د و به مدت گردي

درصد وزن خشك به وزن مايع فرمانتاسيون . نگهداري شد

 ر نظر گرفته شدمحاسبه و به عنوان وزن خشك سلولي د

)11(. 

از  هاسنجش قند در نمونه يبرا :قند باقيماندهسنجش 

رقتهاي  اين منظور يبرا. استفاده شد روش فنل سولفوريك

 µg/ml 100-10لازم از مايع فرمانتاسيون و نيز غلظتهاي 

محلولهاي آماده شده فوق با  وگلوكز بدون آب تهيه 

و  شده ورفنل و اسيد سولفوريك مجادرصد  5محلول 

به كمك  nm 490ميزان جذب نمونه ها در طول موج 

-اندازه) ,Japan Shimadzu, UV160A(اسپكتروفتومتر 

ها با استفاده از سپس غلظت تام قند در نمونه. رديدگيري گ

هاي ذكر شده گلوكز منحني استاندارد حاصل از غلظت

   .)4( محاسبه گرديد

با  ،نيك اسيدبراي سنجش كلاولا: كلاولانيك اسيدسنجش 

 مشتق ايميدازولي كلاولانيكه يتهز روش رات اييتغ يكم

هاي ين منظور ابتدا نمونهدب. )7(فاده شد اسيد است

دور سانتريفوژ   4000دقيقه در  15فرمانتاسيون به مدت 

مايع رويي جدا شده و به منظور پروتئين زدايي، با  و

سپس  .تنظيم شد  7/2 ± 1/0رآن د HCl )1N( pHافزودن 

 هدور سانتريفوژ شد  4000دقيقه در  15ها به مدت نمونه

به . نشين شوندتهنهاي موجود در نمونه ئيپروتاغلب تا 

در نمونه ها،   منظور تهيه مشتق ايميدازولي كلاولانيك اسيد

ml2  از مايع رويي باml 5/0  از محلول ايميدازول تركيب

. گذاشته شددر دماي آزمايشگاه  دقيقه 15شده و به مدت 

ايميدازولي  و غلظت مشتق قتزري HPLCسپس به دستگاه 

. سنجيده شده است  nm  311كلاولانيك اسيد در

 ,Adept 4900, Cecil)به كار رفته از نوع   HPLCدستگاه

UK)   مجهز به دتكتورUV  (CE4200, Cecil, UK) 

بوده ) C18  )Hichrom UK 250×4.6وستون فاز معكوس
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و بافر ) درصد 30(مخلوط متانول  ،فاز متحرك. است

بوده و براي تهيه منحني استاندارد از ) درصد 70(فسفات 

كلاولانيك اسيد تهيه شده توسط شركت دارو سازي كوثر، 

  .تهران، ايران استفاده شد

انجام  يمارهاياز تهر يك : تكرار پذيري و آناليز داده ها

 بچ مستقل تكرار شده و 3 شده در شرايط يكسان و

 يهاها پس از محاسبه انحراف معيار در شكلگين دادهميان

عنادار بودن براي مقايسه م. نشان داده شده است مربوطه

ها و يكديگر از آناليز يكطرفه واريانسها با ميانگين داده

هاي براي آناليز داده. ده استگرديتفاده آزمون توكي اس

شدت : تتخمير از مدل موناد و روابط زير استفاده شده اس

( رشد dtdx /  ,(rx=ژه رشد يشدت و) x/ µ= rx ,( 

( شدت مصرف سوبسترا dtds /− rs=  ,( ژه يشدت و

د محصول يشدت تول ، x/ (qs= rs( مصرف سوبسترا

(rp=dp/dt)، د محصول يژه توليشدت و) x (qp= rp/ بازده ،

محصول توليد شده نسبت به بيوماس توليد شده 

(Yp/x=∆p/∆x)  و بازده محصول توليد شده نسبت به

  .(Yp/s=∆p/-∆s)سوبستراي مصرف شده 

  نتايج

ژن محلول يغلظتهاي مختلف اكس اثر ابتدا در اين پژوهش

 يو سپس اثر دورها) اشباعدرصد  40 و 30، 20 ،10(

و  rpm 200 ،400 ،500  ،600 ،700(مزن مختلف ه

و  Streptomyces clavuligerus DSM738رشددر ) 800

  .د مورد مطالعه قرار گرفتيك اسيد كلاولانيتول

رشد  يژن محلول رويمختلف اكس ياثر غلظتها يررسب

بررسي رشد سلولي در غلظتهاي مختلف اكسيژن  :يلولس

ي وزن خشك گيربا اندازه ،rpm400محلول و دور همزن 

نشان داده شده ) 1( سلولي انجام و نتايج آن در شكل

بيشترين ميزان رشد سلولي در محيط داراي اكسيژن . است

 10و كمترين آن در ) در پايان روز دوم( درصد 40 محلول

  . به دست آمده است) در پايان روز سوم( درصد

در : در رشد سلول همزن هاي مختلفدور بررسي اثر

دورهاي مختلف همزن در رشد سلول، در  اثر) 2(شكل

درصد  20محيط داراي غلظت ثابت اكسيژن محلول 

زان ي، كه حداكثر مrpm200به جز حالت . شودمشاهده مي

ط يه شرايدر روز سوم به دست آمده، در بق يرشد سلول

مطالعه شده، بيشترين ميزان بيوماس توليد شده در پايان 

ده شده كه ين ديهمچن .روز دوم تخمير مشاهده شده است

 يزان قابل توجهيبا افزايش دور همزن، مقدار بيوماس به م

 96/1 (g/l)بيشترين مقدار بيوماس به مقدار . شودمي اديز

ولي در اين . در روز دوم به دست آمده است rpm 800در 

-بعد مقدار بيوماس شديداً كاهش ميشرايط در روزهاي 

در  ، 3/1 (g/l)مقدار  كمترين ميزان رشد سلولي به. يابد

rpm 200  است در پايان روز سوم به دست آمدهو.  

 راتييتغدر ژن محلول يمختلف اكس ياثر غلظتها يبررس

pH : ميزان رات ييتغpH رديند آدر طول فر محيط كشت 

-يهمانگونه كه مشاهده م. اده شده استنشان د) 3(شكل

ز سه رو يط كشت در طيمح يبات قنديه تركيبا تجزشود 

 غلظتدر حالت  وافته يط كاهش يمح pH نديآاول فر

ن يشتريبواحد كاهش  1/1با  درصد 40اكسيژن محلول 

 يج در طيبتدر pHزان يم .را داشته است مقدار كاهش

با افزايش غلظت  وافته يش يافزا چهارم تا ششم يروزها

ز ينو شتر يبط كشت كاهش يمح pHاكسيژن محلول، مقدار 

  . افته استي شتريب شيافزا يزان رشد سلوليم

در  : pHتغييرات در  همزن مختلف يهادور اثر بررسي

 .Sرشد  ير طيع تخميما pHرات ييتغ) 4(شكل

clavuligerus شوديهمزن مشاهده ممختلف  يدورها در .

ن آن يشتريو ب rpm 200مربوط به  pHرات يين تغيكمتر

 يدورهادر  pHرات ييتغ يول. است rpm 800مربوط به 

rpm 600 -400  با  )48به عنوان مثال ( نيك زمان معيدر

  (P value<0.03).دار نبوده است  يمعنگر يكدي
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بررسي اثر غلظتهاي مختلف اكسيژن محلول برروي 

ميزان قند باقيمانده ) 5(در شكل : ماندهيباق ياسوبستر

اندازه گيري شده در محيطهاي داراي غلظتهاي مختلف 

همانگونه كه مشاهده . ده استاكسيژن محلول نشان داده ش

و  pHشود تغييرات قند باقيمانده متناسب با تغييرات مي

 همراه با رشد سلولي بوده و در بين روزهاي دوم و سوم

كاهش شديد كربوهيدراتهاي محيط كشت، افزايش بيوماس 

در . مشاهده شده است) 3شكل( pHو كاهش ) 1شكل(

مانده در ياقدرات بين مقدار كربوهيروز چهارم، كمتر

 10شترين آن در يو بدرصد  40غلظت اكسيژن محلول 

ولي در روزهاي بعد در همه شرايط  .مشاهده شددرصد 

و بالاتر مقدار سوبستراي باقيمانده درصد  DOT 20داراي 

  .ناچيز بوده است

 يسوبسترادر همزن  مختلف يهادور اثر بررسي

ط كشت يمحمانده يات قند باقرييتغ) 6(در شكل : ماندهيباق

ش دور يبا افزا. شوديمختلف همزن مشاهده م يدر دورها

با دا كرده كه يش پيازهمزن سرعت مصرف سوبسترا اف

ش دور يبا افزاهمزمان زان انتقال جرم يش ميافزاتوجه به 

مصرف ن شدت يشتريب. رسديبه نظر م يمنطق همزن

 مشاهده شده ريتخم دوم و سوم يروزها در دراتيكربوه

 يرشد سلولش يافزا و) 4شكل ( pH سب با كاهشكه متنا

  . است ريط تخميدر مح )2شكل (

د يتولدر ژن محلول يمختلف اكس ياثر غلظتها يبررس

دار يك ناپايوتيبيك آنتيد يك اسيكلاولان :ديك اسيكلاولان

ع يبسرعت در ما آنو بعد از د يضمن تولاست كه در 

زان يمظور من نيبه هم. )5( شود يه ميون تجزيفرمانتاس

 يريه صورت روزانه اندازه گد شده بيد توليك اسيكلاولان

 يد را در غلظتهايك اسيد كلاولانيزان توليم) 7(شكل. شد

 ينشان م rpm400در دور همزن  ژن محلوليمختلف اكس

 يدر غلظتهادر پايان روز چهارم و ديزان توليحداكثر م .دهد

 g/lا ب بيبه ترتژن محلول ياكس درصد 30و  درصد 20

 و  40% يهاآن در غلظت ن مقداريو كمتر 48/0و  61/0

ه ب 28/0و  g/l  39/0ب بايژن محلول به ترتياكس  %10

   .است دست آمده

توليد كلاولانيك  درهمزن مختلف  يبررسي اثر دورها

در د يك اسيد كلاولانيزان توليم) 8( در شكل : اسيد

ش يزافبا ا. ف همزن نشان داده شده استمختل يورهاد

ش يك افزايوتيبيد آنتيزان توليم rpm 700تا همزن  دور

 mg/l 85/0د يك اسين غلظت كلاولانيشتريب ودا كرده يپ

اما در  .ده استدست آمه ب rpm 700در  و روز پنجمدر 

و  يرشد باكتري بر ديشد ياثر منف  rpm 800 دور همزن

 .مشاهده شدبه بعد روز دوم  ك خصوصاً ازيوتيبيد آنتيتول

د يزان توليحداكثر م  500و  rpm 400همزن  يدر دورها

 700و  600ان روز چهارم و در يدر پاد يك اسيكلاولان

rpm ه استان روز پنجم مشاهده شديدر پا.  

  
 .Sاكسيژن محلول در  رشد  هاي مختلفاثر غلظت -1شكل 

clavuligerus DSM738 . در دور همزنrpm400 . (■) 

DOT:10% ،)▲( DOT: 20% . DOT: 30% (�)  .(О) 

DOT:40% .  

  

 S. clavuligerus  همزن در رشد  اثر دورهاي مختلف -2شكل 

DSM738  اكسيژن محلول  20%در محيط داراي

rpm:200(▲).rpm:800(�), rpm:700(�), rpm:600(∆), 

rpm:500(О), rpm:400(�),.  
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ژن يزان اكسيورهاي مختلف همزن و مبررسي اثر د 

 .Sمورفولوژي :  S.clavuligerus يولوژمورفدر  محلول

clavuligerus  وجودو بوده  يند تخمير آدر فر يمهم عامل 

بيوتيك لازم وليد حداكثر آنتيت يبرامورفولوژي مطلوب 

و  S. clavuligerus يمورفولوژرابطه  يبررسج ينتا .است

در  ژن محلول و دور همزنيزان اكسير مييآن با تغ ارتباط

 10ژن محلول يدر غلظت اكس .شده است ارائه) 9(شكل 

 (Pellet)متراكم  ها به شكلوميسليم يمورفولوژدرصد 

ش رشد يزان دور همزن و افزايش ميافزا با .ه استده شديد

 ياصل وميسليدر طول م يكاهش محسوس) 2شكل(سلول 

S. clavuligerus جه شكسته يكه احتمالاً نت همشاهده شد

برش حاصل از  يرويش نيافزاها در اثر وميسليشدن م

و  rpm 200در دور همزن  متراكم يمورفولوژ. همزن است

rpm 400 دور همزن مقدار آن در  يلو ده شدهيز دينrpm 

بوده  rpm 200ار كمتر از مقدار مشاهده شده در يبس 400

به  rpm 400ش از يدور همزن بدر  يمورفولوژ. است

ط يشرا ينابه استث .بوده است (disperse)پراكنده شكل 

،  rpm 200و دور همزن درصد  10ژن محلول ياكس يدارا

در وماس يزان بيمن يشتريبط مطالعه شده، يه شرايدر بق

وم يسلين حالت ميدر اه كه مشاهده شدان روز دوم يپا

اطراف آن كاملاً رشد كرده و  يهابه همراه شاخه ياصل

ده ن مشاهيهمچن. ندجاد كرده ايا را مانندك منظره كلافي

 lag) كه با افزايش ميزان اكسيژن محلول، دوره سكونشده 

phase)  اكسيژن محلول به درصد  20ساعت در  8رشد از

اكسيژن محلول كاهش يافته و درصد  40ساعت در  4

همزمان با افزايش بيوماس طول ميسليوم اصلي كاهش يافته 

  .و در مقابل بر تعداد انشعابات آن افزوده شده است

  در شرايط مختلف دورهمزن و غلظت اكسيژن محلول S. clavuligerusمقايسه عوامل مختلف تخمير كلاولانيك اسيد توسط  -1 جدول

Yp/s Yp/x qp  qs µ  rp  s r  x  r rpm  DOT  Vtip  ��  

54/21  69/237  08/95  41/4  28/3  56  6/2  468/0 400  10%  6/1  1  

12/38  85/361  93/225  92/5  93/5  5/152  4  8/0 400 20%  6/1  2  

32  300  200  25/6  68/6  160  5  875/0 400 30%  6/1  3  

46/23  41/229  94/152  12/6  08/7  130  2/5  92/0 400 40%  6/1  4  

29/14  38/115  60 2/4 46/2 30  1/2 43/0  200  20%  8/0  5  

53/37  28/375  44/214 71/5 33/5 11/150  4 8/0  400  20%  6/1  6  

18/38  82/381  84/212 24/5 64/6 5/157  875/3 83/0  500  20%  2  7  

52/36  35/382  12/203 38/5 08/7 5/162  3/4 85/0  600  20%  4/2  8  

13/42  67/416  27/227 22/5 2/7 5/187  3/4 9/0  700 20%  8/2  9  

44/19  29/182  54/155 8 6/9 66/116  6 95/0   800 20%  2/3  10  

Vtip  ،سرعت نوك پروانهDOT  ،ميزان اكسيژن محلولrpm  ،ميزان دور همزنx  r  ،شدت رشدs r  ،شدت مصرف سوبستراrp  ،شدت توليد محصول

µ  ،شدت ويژه رشدqs  ،شدت ويژه مصرف سوبستراqp ويژه توليد محصول،  شدتYp/x  ،بازده توليد محصول توليد شده نسبت به بيوماس توليد شده

Yp/s اين داده ها مربوط به زمانهاي ابتداي تخمير . بازده توليد محصول توليد شده نسبت سوبستراي مصرف شده(t0)  و زمان رسيدن به حداكثر توليد


 بوده (t96)است كه در بيشتر موارد روز چهارم تخمير  بيوتيك آنتي��.  

: اثر ميزان اكسيژن محلول بر توليد كلاولانيك اسيد  بحث

در برابر  و حساس يبشدت هواز S. clavuligerus يباكتر
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با توجه  ).9( است حساس همزنحاصل از برش  يروين

در  زان دور همزنيو م ژن محلولياكس ت فراوانيبه اهم

 يبراعوامل ن يا ينه سازيبه ،ديك اسيد كلاولانيو تولرشد 

ن يد از جمله مهمتريزان رشد و توليدن به حداكثر ميرس

در  .ديآيفرمانتور به شمار مدر  يد صنعتيتول يازهايش نيپ

و  Rosaتوسط  ن ارتباطيادر ستقيم انجام شدهتنها مطالعه م

در دو حالت بدون كنترل  ژن محلولياكس اثر همكاران،

درصد  50ژن محلول يغلظت اكسژن محلول ويغلظت اكس

پروتئينهاي سويا و عصاره  يمحيط كمپلكس حاوك يدر 

كه  هعنوان شد و يبررس مالت به عنوان تركيبات اصلي

د يتول يبر رو يدانر چنيثأژن محلول تيزان اكسيم

 ير پژوهشهايدر سا يول ).16( د ندارديك اسيكلاولان

ك ياكسيژن محلول  S. clavuligerus يرو انجام شده

با توجه ). 18و15، 14، 3(است دانسته شده  يديكلعامل 

ك يوتيب يد آنتين گزارشها هدف تولينكه در اغلب ايبه ا

ط ياو با توجه به محدود بودن شربوده  Cن يسيسفاما

در ، )2005(و همكاران  Rosaمطالعه شده در پژوهش 

 درمختلف اكسيژن محلول  ياثر غلظتها يكنون پژوهش

) 1( در جدولكه  .شده است يبررس ديك اسيكلاولاند يتول

  .ن عوامل به اختصار آورده شده استير ايثأت

ژه يمربوط به شدت رشد و شدت و يسه داده هايبا مقا

 يم )1( جدولدر  DOTزان يا مب S. clavuligerusرشد 

ژن محلول يزان اكسيبا م يرشد سلولجه گرفت كه يتوان نت

زان يمژن يش غلظت اكسيو با افزا داردم يرابطه مستق

ژه رشد يكه شدت و يگونه ابه . شود يمشتر يز بيوماس نيب

 19 و 6ب يبه ترتدرصد  40ژن محلول يدر غلظت اكس

درصد  20 و 30 غلظتهايمربوط به  يداده هااز درصد 

مربوط  يفوق با داده ها يسه داده هايمقا يول. بيشتر است

د محصول در يژه توليد محصول و شدت ويبه شدت تول

ش رشد الزاماً همراه ين افزايا دهد كه ينشان م) 1(جدول 

د يژه توليشدت وو ست يك نيوتيبيد آنتيش توليبا افزا

 47و  13ب يبه ترتدرصد  20ژن يمحصول در غلظت اكس

 30 ژن محلولياكس غلظتهايمربوط به  يداده هااز درصد 

د به يبازده تول يسه داده هايمقا .شتر استيبدرصد  40و 

ش غلظت يدهد كه افزا يمصرف شده نشان م يسوبسترا

شده Yp/sموجب كاهش  درصد 20ش از يژن محلول بياكس

ط يشرامانده در يزان قند باقيمسه ين مقايهمچن. است

 يسوبسترا شتريمصرف بدهد كه يم مختلف نشان

 pHكاهش  ياصل ليدل نديآدر سه روز اول فر يدراتيكربوه

شتر در يب يرشد سلول ژن محلول ويش اكسيهمراه با افزا

با توجه به . )5شكل ( بوده استژن بالاتر ياكس يغلظتها

ع يجه گرفت كه شروع سنتز سريتوان نتيم 7و  5شكل 

ند همراه با شروع كاهش يفرا روز دومك در يوتيبيآنت

 .استسوبستراي كربوهيدراتي و محدود شدن  ديشد

ژن ياكس اشاره شده كه قبلي دست آمدهه ج بين در نتايهمچن

نقش  Cن يسيوسنتز سفامايب يهاميالقاء آنزدر محلول 

سه ه دهد ك ينشان مها افتهي نيمچنه .)15( دارد يمهم

، كه توسط مرحله بيوسنتز كلاولانيك اسيد 8مرحله از 

نيازمند  شود،  يز ميكاتال (CAS)سنتتازآنزيم كلاوامينات

ن يا دست آمده دره ب جينتا ).10(اكسيژن مولكولي است 

ژن محلول يغلظت اكست فراوان ينشانگر اهمز يپژوهش ن

وسنتز يبر خلاف ب يول .استد يك اسيد كلاولانيدر تول

ول ژن محليد با غلظت اكسيكه مقدار تول Cن يسيسفاما

ن رابطه يد ايك اسيوسنتز كلاولانيم دارد در بيرابطه مستق

و  Rosa ،فوق ج يبرخلاف نتادر هر صورت  .ستين يخط

ژن يزان اكسيماند كه رده زارش كگ) 2005(همكاران 

 ).16( د ندارديك اسيد كلاولانيدر تول ير چندانيثأمحلول ت

د يك اسيزان كلاولانيسه ميفقط با مقا يريجه گين نتيا يول

بدون كنترل غلظت اكسيژن محلول د شده در دو حالت يتول

. به دست آمده است درصد 50و غلظت اكسيژن محلول 

ژن محلول، دور يزان اكسيكنترل م يدر پژوهش آنها برا

  .استر بوده شده يند متغيهمزن در طول فرا

ك يزان كلاولانيدر مورد كاهش مديگر  جمله عواملاز 

تشكيل  توان بهمي اد،يلول زژن محيد در غلظت اكسياس

كف و ناهمگن شدن محيط در شرايط هوادهي شديد و 
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مصرف سوبستراي محيط كشت در جهت رشد سلول 

  .بيوتيك  اشاره كردبيشتر به جاي سنتز آنتي

: دورهاي همزن مختلف در توليد كلاولانيك اسيد اثر

 يشاخصها برم ير مستقيثأبا ت ريتخمع يهمزدن مطلوب ما

د يش توليدر افزا ياديت زيدر فرمانتور اهممواد  انتقال

حاصل از  يروياما ن. ك دارديوتكنولوژيب يها وردهآفر

 ياديز ير منفيثأتواند با شكستن سلولها تيد ميهمزدن شد

ژه در تخميرهاي حاوي يوه ب محصول دير رشد و تولد

  Rosa اگرچه .)8( داشته باشداي هاي رشتهميكروارگانيسم

به  S. clavuligerus ه اند كهاعلام كرد )2005(ن و همكارا

 rpmبرش حساس نيست و با افزايش دور همزن حتي تا 

ولي گزارشهاي  ،)16(كند نيز توليد افزايش پيدا مي 1000

به نيروي برش  S. clavuligerus ديگر نشانگر حساسيت

  ).13و 9(است 

  
در  pHات اكسيژن محلول روي تغيير هاي مختلفاثر غلظت -3شكل 

. rpm400در دورهمزن . S. clavuligerus DSM738 طي تخمير

(■) DOT:10% .)▲( DOT: 20% . DOT: 30% (�)  .

(О) DOT:40%  .  

خلاصه نتايج اثر دور همزن در رشد و توليد كلاولانيك 

بر اساس يافته هاي . ارائه شده است) 1(اسيد در جدول 

 rpm700مزن اين پژوهش مي توان عنوان كرد كه  دور ه

با بيشترين ميزان بازده توليد كلاولانيك اسيد نسبت به 

و بالاترين بازده توليد =Yp/x) 67/416(بيوماس توليد شده 

آنتي بيوتيك نسبت در مقابل سوبسترا مصرف شده 

)13/42 (Yp/s= حالت بهينه براي توليد كلاولانيك است. 

 پس از روز rpm800از سوي ديگر سرعت رشد در دور 

از  تواند ناشيكه مي) 2شكل(يابد دوم كاهش سريعي مي

بررسي ). 1(اثر منفي نيروي برش روي رشد سلولي باشد 

مورفولوژي باكتري در اين دور همزن نيز ادعاي فوق را 

 rpm800ها در متلاشي شدن رشته ).9شكل(كند تاييد مي

موجب كاهش شديد بازده توليد محصول به ازاي بيوماس 

 3/2به ميزان   (Yp/x)ه، به طوري كه اين نسبت توليد شد

كاهش يافته است  rpm700برابر نسبت به دورهمزن 

بر اساس نتايج به دست آمده مشخص شده ). 1جدول (

است كه كاهش شديد قند باقيمانده در اوايل فرآيند تخمير 

تا  3شكلهاي(محيط كشت شده است  pHمنجربه كاهش 

تواند از روز سوم به بعد ميمشاهده شده  pHافزايش ). 6

نتيجه مصرف سوبستراهاي پروتئيني محيط كشت باشد 

نشان ) 8(و ) 6(از سوي ديگر مقايسه شكلهاي ). 17(

بيوتيك با كاهش شديد دهد كه شروع سنتز سريع آنتي  مي

اين مشاهده با نتايج به دست . قند باقيمانده همراه است

  ). 16(مطابقت دارد آمده در مطالعات ساير پژوهشگران نيز 

  
 .S  در تخمير pHهمزن روي تغييرات  اثر دورهاي مختلف -4شكل 

clavuligerus DSM738 . اكسيژن محلول  20%در محيط داراي  

 rpm:200(▲).rpm:800(�), rpm:700(�), 

rpm:600(∆), rpm:500(О) rpm:400(�),   

مطالعات مختلفي در مورد اثرات فيزيولوژيك و 

 .Sدورهاي مختلف همزن در رشد مورفولوژيك

clavuligerus   و توليد كلاولانيك صورت گرفته و نتايج

در بيشتر ). 16و 13، 9، 3(متفاوتي نيز ارائه شده است 

و افزايش   S. clavuligerus اين مطالعات بين رشد سلولي

دورهمزن يك ارتباط مستقيم گزارش شده است كه با 

ب افزايش مواد غذايي توجه اينكه افزايش دورهمزن موج
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در دسترس و انتقال حرارت و اكسيژن بهتر به 

. رسدشود اين روند منطقي به نظر ميها ميميكرارگانيسم

ولي بايد توجه داشت كه در بيشتر اين مطالعات نيز در 

دورهاي بالاي همزن يك ارتباط معكوس بين دور همزن و 

د در توانرشد سلولي گزارش شده است كه اين حالت مي

نتيجه مستقيم نيروي منفي برش حاصل از همزن در 

  ).13و 3،9(دورهاي بالا باشد 

  

  
اكسيژن محلول در تغييرات  هاي مختلفاثر غلظت -5شكل 

در  S. clavuligerus DSM738سوبستراي باقيمانده در تخمير 

 .rpm400 . (■) DOT:10% .)▲( DOT: 20%دورهمزن 

DOT: 30% (�)  .(О) DOT:40% .   

  

  

همزن روي تغييرات قند باقيمانده در  ثر دورهاي مختلفا -6شكل 

اكسيژن  20%در محيط داراي  S. clavuligerus DSM738تخمير 

 ,(�)rpm:200(▲).rpm:800(�), rpm:700   . محلول

rpm:600(∆) rpm:500(О), rpm:400(�).  

 

ك اكسيژن محلول  در توليد كلاولاني هاي مختلفاثر غلظت -7شكل 

در دورهمزن  S. clavuligerus DSM738 اسيد در تخمير

rpm400 .(■) DOT:10% .)▲( DOT: 20% . DOT: 30% 

(�)  .(О) DOT:40%  .  

  
همزن در توليد كلاولانيك اسيد در  اثر دورهاي مختلف -8شكل 

 20%در محيط داراي . S. clavuligerus DSM738  تخمير

 ,(�)rpm:200(▲).rpm:800   .اكسيژن محلول

rpm:700(�), rpm:600(∆), rpm:500(О) rpm:400(�).  

مختلف  يهمزن مختلف و غلظتها يارتباط دورها

در اين مطالعه مورفولوژي : يژن محلول با مورفولوژياكس

 باكتري در دورهاي مختلف همزن بررسي شده است

بيوتيك در روز چهارم و بيشترين مقدار آنتي). 9شكل(

رشد خود قرار دوره اكتري در پايان پنجم مشاهده شده كه ب

اصلي به قطعات كوچكتر شكسته شده  گرفته و ميسليوم

بودند كه اندازه آن با افزايش دور همزن كاهش بيشتري 

دست آمده ليز سلولي ه براساس نتايج ب .داده استنشان 

 rpm 600ناشي از برش در دورهاي همزن بيشتر از 

پس از رشد   rpm 800ولي در دور همزن  مشاهده شد

هاي باكتري در دو روز سريع و تراكم بسيار بالاي ميسليوم

ها بسرعت قطعه قطعه شده اول، در روزهاي بعد ميسليوم

بيوتيك در اين دور دليل كاهش شديد توليد آنتي. است
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مي تواند ناشي از همين تجزيه شدن  )rpm 800( همزن

بر  ). 12و1(اشد ها در اثر دور همزن بالا بگسترده ميسليوم

توان نتيجه گرفت كه شكستن اساس نتايج مورفولوژيك مي

هاي جوان داراي قطر زياد و طول ميسليومي بالا و ميسليوم

انشعابات كم كه معمولاً در طول و  با پذير وكاملاً  رنگ

شوند منجربه كاهش قابل انتهاي فاز رشد باكتري ديده مي

لازم به ذكر است . شودملاحظه توليد كلاولانيك اسيد مي

هاي جوان نياز به نيروي كه براي شكستن اين ميسليوم

برش بالايي است كه در اين پژوهش فقط در دور همزن 

rpm 800 چنين حالتي مشاهده شد .  

  
هاي گرفته شده در  نمونه  S. clavuligerus DSM738   .A-J بررسي اثر دورهاي مختلف همزن و ميزان اكسيژن محلول در مورفولوژي -9شكل

  .rpm 800هاي ليز شده در روز چهارم در دور همزن ميسليوم Kپايان روز دوم فرايند، 

 20بهترين غلظت اكسيژن محلول توان گفت  يمت يدر نها

. است rpm700حالت اشباع و بهترين دور همزن  درصد

S. clavuligerus  ها يك باكتري مثل ساير اكتينومايست

 rpm 700ست و دور همزن بيشتر از حساس به برش ا
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باعث اثرات نامطلوب روي رشد باكتري و كاهش شديد 

بهترين مورفولوژي براي توليد . شودبيوتيك ميتوليد آنتي

ش يافزا .هاي پراكنده استكلاولانيك اسيد حالت ميسليوم

افزايش نه موجب يژن از حدود بهيدور همزن و غلظت اكس

. شود يمك يوتيب يآنت ديكاهش تولبيوماس به هزينه 

با در نظر گرفتن داده هاي فوق ند يآن طول دوره فريهمچن

و ارزش افزوده بسيار بالاي كلاولانيك اسيد نسبت به مواد 

  .شودروز پيشنهاد مي 4يند، آاوليه مورد استفاده در فر

اين پژوهش با استفاده از اعتبارات طرح : تشكر و قدرداني

ران به شماره پژوهشي مصوب دانشگاه ته

انجام شده، كه بدينوسيله قدرداني و  01/1/6104001

ار يدر اخت يكوثر برا ياز شركت داروساز. تشكر مي شود

  .دگرد يم يد استاندارد سپاسگزاريك اسيگذاشتن كلاولان
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Enhancing of clavulanic acid production by Streptomyces 

clavuligerus by optimization of dissolved oxygen concentration 

and agitation rate 

Hamedi J., Moghimi H., and Abbasi Rohollahi A. 

Microbiology Dept., School of Biology, College of Sciences, University of Tehran, Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 

Clavulanic acid (CA) is a useful antibiotic that is produced by Streptomyces 

clavuligerus, in conventional agitated and aerated fermenters. This filamentous 

bacterium is strictly aerobic and very sensitive to shear force. Dissolved oxygen tension 

(DOT) level and mixing have remarkable effect on CA production. In the present study, 

the effect of various stirrer speeds and DOT concentrations on CA production by S. 

clavuligerus DSM738 was investigated. The results showed that the highest CA 

production (0.61g/l) was obtained when the DOT was controlled at 20% DOT. The 

highest CA production (0.85 g/l) was obtained when the agitation rate was controlled at 

700 rpm. When stirrer speed was increased than 700 rpm, the CA production was 

decreased drastically. In the medium containing more than 20% DOT, more growth of 

the strain was seen, but the concentration of the antibiotic was decreased. In the media 

with 200 rpm and DOT 10%, the growth of the strain and CA production was decreased 

drastically. 

Keywords: Clavulanic acid, Streptomyces clavuligerus, Dissolved oxygen tension, 

Agitation rate 
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