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 ABSTRACT 
 

Background:  Ganoderma lucidum is a traditional medicinal mushroom that has many therapeutic applications. However, 
the application of this beneficial fungus has been limited due to its secondary metabolite’s low production. Many 
investigations have been carried out to improve the production of G. lucidum as well as Ganoderic Acid (GA); however, prior 
studies suffer from the lack of sufficient monitoring platform. A real-time monitoring study could be useful to find more 
information through cultivation and evaluating secondary metabolite production. 

Materials and Methods:  In the current study, aerated shaken flasks (AF) with different culture mediums were used for 
online measurement of the respiration activity of G. lucidum in small scale bioreactors. Then, to find more information 
through G. lucidum growth, four factors, including biomass formation, GA, residual sugar, and gene expression were 
evaluated on different days.  

Results:  Online monitoring of cell proliferation demonstrated that GA starts to synthesize in the second growth phase as a 
partially growth-associated metabolite. High maximum biomass and GA production were obtained at an initial glucose 
concentration of 35 g/L with vitamin and KH2PO4. During fermentation, the YO2/GA and Y O2/X the rate of oxygen consumption 
rate per GA production and biomass formation, respectively, were introduced as beneficial parameters to scale-up the 
process.  

Conclusions: A novel monitoring strategy was suggested which can be beneficial for future investigations. 
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Introduction
Ganoderma lucidum is widely used in Asia to treat 

health problems and increase vitality and longevity. 
These mushrooms offer various health benefits, 

including immunomodulatory, antitumor, 
antibacterial, antiviral, anti-diabetic, and anti-oxidant 
properties [1, 2]. Ganoderic Acid (GA) is a type of 
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triterpenoids produced by G. lucidum and is 
considered a secondary metabolite [3]. Some GAs can 
inhibit cholesterol synthesis and tumor growth, which 
can effectively cure cancer [4, 5]. However, due to the 
low efficacy of GA production from G. lucidum, these 
useful metabolite applications have been limited. 

Therefore, investigations are growing to enhance 
the GA biosynthesis’ efficiency by evaluating diverse 
conditions, in desired parameters such as pH, oxygen 
pressure and shear stress [6-8]. Furthermore, several 
studies have been performed to find suitable culture 
media for optimizing the production of mycelial 
biomass and secondary metabolite. Although 
available studies suggests that the more complex 
media are superior in cell growth and production of 
secondary metabolites compared to other media, 
such as semi-synthetic [9], further research is needed 
to improve the efficacy of production. It has also been 
reported that the biomass and secondary metabolite 
yields are increased by improving the oxygen supply 
[10, 11]. On the other hand, before scale-up studies, 
the traditional cultivation process has required the 
screening of large numbers of samples, and 
consequently, a vast number of development 
cultivations should be performed. So far, many 
investigations have been done to enhance G. lucidum 
production; however, in all of these studies, the lack 
of an efficient monitoring system is apparent. In fact, 
we can find useful information through the cultivation 
and obtain the necessary data for process 
development by monitoring the procedure. Several 
small-scale platforms have been developed for high 
throughput screening and process development.  

Nevertheless, one of the most efficient and useful 
platforms is miniaturized bioreactors. They are widely 
used as tools for drug screening and discovery, 
optimization of media, strain, and production [12]. 
Miniaturized shaken bioreactor systems are also 
applied to measure the Oxygen Transfer Rate (OTR) 
during fermentation. OTR is an essential factor in 
obtaining more data by culturing the strains [13]. 

In the present work, for the first time, online and 
offline monitoring using miniaturized bioreactors was 
used for G. lucidum production concurrently as well as 
GA biosynthesis. Many different media were used in 
earlier studies; however, we tried to evaluate their 
different components in this study.  

Moreover we examined the effects of these media 
on the growth of G. lucidum, level of oxygen 
consumption, and GA production. In practice, G. 
lucidum and secondary metabolite production’s 
growth behavior using a miniaturized shaken 
bioreactor system suggested the best culture medium 
for maximal production of GA. These data are so 

beneficial for find a better idea to increase G. lucidum 
yields, and it would suggest solutions for challenges. 

Materials and Methods 
Strains and Cultural Conditions 

G. lucidum (Sp. GIRAN17) was obtained from 
bioscience faculty, Shahid Beheshti University, 
Tehran, Iran. It has been screened from Carpinus 
betulus L. (Corylaceae) from Mazandaran, Iran [14, 
15]. The strain of G. lucidum was cultured on potato 
dextrose agar (PDA) plates according to prior study 
[16]. The optimum conditions for this fungus growth 
were temperature (25°C), aeration (130 rpm), and 
initial pH (6.5). Due to the effect of media pH on the 
stability of GA production and cell growth, the pH of 
media was kept constant during cultivation.  

Studies show that high concentrations of primary 
glucose lead to increased biomass production and GA 
biosynthesis [17]. Adding vitamin B1 to the culture 
medium also increases productivity [18]. The aerated 
shaken flasks (online) and ventilation flasks (offline) 
included 20 mL broth culture [15, 17]. Four broth 
culture media were chosen to evaluate the growth 
kinetics of G. lucidum (Table 1), and inoculum size was 
10% v/v for each broth flasks. In addition to online 
monitoring of the OTR during cultivation, we 
performed offline monitoring to measure biomass 
formation, residual sugar, and GA production using 
parallel flasks in given intervals during the 
fermentation time course. All the conditions of the 
online and offline flasks for each broth culture were 
kept constant. 

The Miniaturized Shaken Bioreactor System  

For online measurement of the respiration activity 
of G. lucidum in small scales bioreactors, aerated 
shaken flasks (AF) were used (Figure 1A). In this 
modified 250 ml Erlenmeyer flasks, all of the 
conditions except the culture medium were the same 
[19]. Each AF contained a different culture medium: 
AF1 contained PDB (basal medium), AF2 contained PDB 
and vitamin B1, AF3 contained YPG, and AF4 contained 
complex media (Table 1). Briefly, on-line monitoring 
based on OTR was performed and the partial 
pressures were monitored using an oxygen sensor. 
The OTR was calculated by the following equation: 

𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 =  Δp𝑂𝑂2 
Δt

𝑉𝑉𝐺𝐺
𝑅𝑅𝑅𝑅𝑉𝑉𝐿𝐿

                                       Equation 1 

Where ΔpO2 is a difference of oxygen partial 
pressure (Pa), VG is the gas volume (L), VL is the liquid 
volume (L), R is gas constant (L.Pa/K.mol), T is the 
temperature (K), and Δt is the time of the measuring 
phase (h).  
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Table 1. Operating conditions of aerated shaken flasks 

Flow rate 
(L/h) 

Flask 
volume 
(mL) 

Gas 
volume 
(mL) 

Working 
volume 
(mL) 

Culture medium 
Flask 

Number 
(AF and VF) 

1.2 260 240 20 Potato dextrose broth (PDB) 1 

1.2 260 240 20 PDB+ 0.05 g/L vitamin B1 2 

1.2 260 240 20 Yeast extract 2.5 g/L, peptone 5 g/L and glucose 35 g/L 
(YPG). 3 

1.2 260 240 20 
Complex media (glucose 35 g/L, peptone 5 g/L, yeast extract 

2.5 g/L, KH2PO4·H2O 1 g/L, MgSO4·7H2O 0.5 g/L, and 
vitamin B1 0.05 g/L) 

4 

AF1, AF2, AF3 and AF4: online monitoring VF1, VF2, VF3 and VF4: offline monitoring 

 

250 mL Erlenmeyer shake flasks, called ventilation 
flasks (VF), were also cultivated simultaneously under 
the same condition as used in the aerated shaken 
flasks system [20]. There are several VFs that have 
different gas transfer resistance of the sterile closure 
as described and modeled [21]. Since the aeration 
value of online monitoring flasks or AF is 1.2 vvm, VF 
type (diameter, D=2.80 cm; height, H= 2.12 cm) was 
used for offline monitoring which has the same 
aeration value as AFs (Figure 1). Equations 2 and 3 
relate the Oxygen Transfer Rate of the plug (OTRplug) 
and the gas transfer coefficient (kplug) in VF where VL is 
the filling volume, Pabs is the absolute pressure, PO2 is 
oxygen partial pressure in headspace of the flask, 
PO2,out is oxygen partial pressure in the surrounding 

environment and a, b and c are fitting parameters 
(dimensionless) of Eq.3. 

   OTRplug = kplug · (1/VL · pabs) · (pO2, out − pO2) 

 Equation 2 

𝑘𝑘plug =  𝑎𝑎 ・𝑂𝑂𝑅𝑅𝑅𝑅plug

𝑏𝑏 + 𝑂𝑂𝑅𝑅𝑅𝑅plug+ 
 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂plug

2

𝑐𝑐

                                   Equation 3 

for VF type 1;  a : 22.4×106 , b: 6.95×103, c: 19.97 [21] 

Therefore, to find more information through G. 
lucidum growth, four factors, including biomass 
formation, GA, residual sugar, and gene expression 
were evaluated on days 0, 2, 4, 6, 8, 9, 11, 13, and 14 
by 35 pcs of VFs. Each run was performed at 130 rpm 
and the temperature was set at 25°C for fourteen 
days. 

 

 
Figure 1. Miniaturized shaken bioreactor system. (A) Schematic drawing of gas transfer in an aerated flask (AF), (B) ventilation flask 

(VF) with sterile closures as offline technique which used in this research. 
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Determining dry biomass, residual sugar, specific 
growth rate, specific GA production rate, and oxygen 
uptake  

As mentioned earlier, an offline monitoring flask or 
ventilation flask was used to measure four parameters 
namely dry biomass, GA, residual sugar, and gene 
expression. The selected ventilation flasks have the 
same aeration value (1.2 vvm) as the aerated flask 
used in online monitoring. Mycelium was isolated 
from liquid media by centrifugation and was dried by 
a freeze dryer (Alpha 1–2 LD Plus, Christ, Germany) to 
measure dry cell weight. Residual sugar concentration 
was also measured by the phenol–sulfuric acid 
method [18]. The average specific growth rate (µ) and 
the specific GA production rate (qGA) were obtained 
from the following equations: 

µ = 
𝐿𝐿𝐿𝐿( Final biomass

Initial biomass)

fermentation time
                                    Equation 4 

qGA = 1
X

 𝑑𝑑𝑑𝑑
dt

                                                       Equation 5 

When X is cell concentration. Oxygen consumption 
during cultivation was also determined by the 
integration of the OTR profile as follows:  

Oxygen uptake = ∫ 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂.𝑑𝑑𝑑𝑑𝑡𝑡
0                               Equation6 

Assay of Ganoderic Acid 

According to literature [18], GA was extracted after 
obtaining dried mycelium. Briefly, to extract GA, 100 
mg of dried biomass is added to ethanol 50% (v/v) 
twice for one week, and then biomass was isolated by 
centrifugation (25 min, 12,000g). Additionally, the 
supernatants were dried at 50°C under vacuum 
conditions, and the residue was dissolved in a few 
milliliters of water besides extracting the aqueous 
solution with 2 mL of chloroform. The GA extraction 
from chloroform is performed with 5% NaHCO3 (w/v) 
and the pH of the solution is adjusted by the addition 
of hydrochloric acid (below 3). GA residues were then 
extracted by chloroform and in the next step, the 
remaining chloroform was evaporated at 40°C. The GA 
content was dissolved in absolute ethanol and 
measured at 245 nm in a spectrophotometer (T80, PG 
Instruments Limited, London) as standard [22]. 

RNA Isolation and Quantitative real-time PCR  

A 0.1g Aliquot of mycelium was separated from the 
culture medium and frozen by liquid nitrogen. Total 
RNA was extracted by RNX plus (Sinacolon, Iran). cDNA 
synthesis was performed by a synthesizing kit 
(Amplicon, Denmark). The random primer was used 
for cDNA synthesis. Then, transcript levels of hmgr and 
sqs were determined by quantitative real-time PCR 
using SYBR Green (Applied biosystem, USA). The 2 - ΔΔ 

CT method was employed to analyze relative gene 
expression [23]. 18srRNA primer was used as an 
internal control and to normalize the data for the gene 
expression. The sequences of the hmgr and sqs 
primers have been described in the literature. The 
primers sequences were as follows: hmgr forward: 5'-
GTCATCCTCCTATGCCAAAC-3', hmgr reverse: 5'-
GGGCGTAGTCGTAGTCCTTC-3', sqs forward: 5'-
ACAGTTGTCAGCGAAGAGC-3', sqs reverse: 5'-
CGTAGTGGCAGTAGAGGTTG-3', 18S rRNA forward: 5'-
TATCGAGTTCTGACTGGGTTGT-3', 18S rRNA reverse: 
5'-ATCCGTTGCTGAAAGTTGTAT-3' [24, 10]. 

The expression level 1 was selected for samples for 
the PDB culture and fold changes were done in 
comparison with it. An initial denaturation stage were 
at 95°C for 5 min, the amplification conditions were in 
a three-step procedure: 30s at 94°C (denaturation), 30 
s at 56°C (annealing), and 30 s at 72°C (extension) 
followed by 40 cycles. 

Statistical analysis 

Experimental results were analyzed statistically 
using Student’s t-test (S). All runs were carried out in 
triplicate. A probability (p) value of less than 0.05 
(P<0.05) was taken as the level of significance. 

Results 
Online monitoring 

Miniaturized shaken bioreactor system provides a 
rich source of data by studying the OTR profile in each 
fermentation period, such as physiological responses 
of aerobic microorganisms to specific culture 
conditions, inhibition of the product, diauxic growth, 
and other biological phenomena. The OTR evolutions 
of AF1, AF2, AF3, and AF4 during the cultivation of G. 
lucidum are shown in Figure 2. At first, in the first 100 
hr of cultivation, no fundamental changes were 
detected. The OTR for AF1 and AF2 achieved their 
maximal values of 2 and 3.2 mmol/Lh at 150 hr and 
160 hr, respectively. Although by culturing under AF1 
and AF2 the growth behavior of G. lucidum was the 
same, the maximal OTR of AF2 was more than that of 
AF1, which can be attributed to vitamin B1.  By 
analyzing the AF3 OTR profile, we found that two 
maximal values of 3.5 and 4.9 mmol/Lh occurred at 
140 hr and 210 hr, respectively. Furthermore, with 
fermentation in complex media (AF4), maximal values 
of 3.8 and 10 mmol/Lh occurred at 155 hr and 220 hr, 
respectively.  

The OTR evaluation results also indicated that with 
culturing in AF1 and AF2, the OTR curve sloped 
downward after achieving their maximum value. 
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Figure 2. Evolution of oxygen transfer rate, expressed in mol/L/h using aerated shake flask (AF) and GA production expressed in 
mg/mL using ventilation flask (VF) during culturing of G. lucidum with different media culture; AF1 and VF1: PDB; AF2 and VF2: PDB + 

vitamin B1; AF3 and VF3: YPG; AF4 and VF4: complex medium (n=3). 

 

Offline Monitoring 

Cultivation of G. lucidum using offline monitoring 
was also carried out to examine the biomass 
formation, GA biosynthesis, residual sugar, and gene 
expression during certain times. The combination of 
an offline and online monitoring can be beneficial for 
kinetic analysis of biomass formation and GA 
production. 

Figure 3 shows the biomass production of G. 
lucidum during cultivation. After 48 hr, the biomass 
formation increased under VF1-VF4, and the maximum 
cell concentration was achieved after 192 hr. Then, 
the biomass almost remained constant until the end 
of the period despite the corresponding depletion of 
sugar concentration. During cultivation, a lag phase of 
two-day was considered for all the flasks. It is also 
observed that the culturing of G. lucidum under VF4 
yielded the maximum biomass (18.5 g DW/L) 
compared to other flasks. The maximum biomass 
accumulation under VF3, VF2, and VF1 were 15.25, 
12.25, and 11.25 g DW/L, respectively. Evaluation of 
the total cell concentration during fermentation 
demonstrated that biomass production in a more 
complex broth culture (VF4) was 1.6-times higher than 
that in the basal medium (VF1). The sugar 
consumption profiles in all flasks have the same 
permanent declining trend. Further analysis shows 

that on the thirteenth day, residual sugar was almost 
depleted for all cases. Moreover, more complex media 
(flasks 3-4) that contain richer carbon sources 
experienced higher cell growth than less complex ones 
(flasks 1-2). 

GA production analysis demonstrated that GA was 
produced after 144 h in all flasks and then by the rest 
of culturing this substance was accumulated 
continuously (Figure 2). Maximum GA production of 
VF4 was obtained equal to 270 mg/L 4 times more than 
the VF1. 

Further analysis demonstrated that by culturing G. 
lucidum under different media (flasks 1-4), gene 
expression of hmgr and sqs had been experienced a 
sharp increase after 96 hr (Figure 4), which coincides 
with the starting of GA biosynthesis (Figure 2). For 
more complex media (flasks 3-4), another increase is 
observed after 192 hr. Also, gene expression of hmgr 
and sqs at the end of cultivation were 1.45- and 2-
times higher than their initial value at beginning of 
culturing, respectively. The final gene expression 
analysis under different culture media demonstrated 
this parameter was increased 1.25 and 1.81 times in 
VF3, and 1.2 and 1.6 times in VF2 for hmgr and sqs, 
respectively. In all cases, the gene expression of sqs 
was higher than that of hmgr.
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Figure 3. Monitoring of residual sugar and biomass formation expressed in g/L and g DW/L, respectively using ventilation flasks (VF) 
during culturing of G. lucidum with different media culture (n=3). 

 

 

Figure 4. Comparison analysis of gene expression of hmgr and sqs in flasks 1-4 (*indicates P < 0.05 compared to PDB culture). 

 

DISCUSSION 
Kinetic Analysis of Biomass Formation and GA 

Production 

The kinetic profiles of the mycelial growth and the 
GA accumulation of G. lucidum in the miniaturized 
shaken bioreactor systems in addition to residual 
sugar and gene expression were monitored and 
shown in four different media simultaneously. 

According to the OTR profile of AFs through 
fermentation, the oxygen consumption for AF4, AF3, 
AF2, and AF1 were calculated to equal with 1.47, 0.76, 
0.40, and 0.17 mol/L, respectively. It is concluded that 
the oxygen consumption of AF4 including more 
complex media is 8.6-fold higher than that of AF1 as a 
basal broth culture. Residual sugar analysis suggested 
that reducing in OTR values can be attributed to the 
depletion of carbon sources from media cultivation.  

Measuring the average specific growth rate (μ) 
indicated that the μ for VF4, VF3, VF2, and VF1, was 
0.237, 0.211, 0.190, and 0.175 d-1, respectively. 

Culturing under VF4 was approximately 1.4-times 
higher in growth compared to VF1.  

With culturing by a more complex carbon medium 
(flask 4), the specific cell growth rate (μ) achieved two 
maximal values of 0.276 d-1 and 0.247 d-1 at 6 d and 8 
d respectively. Moreover, culturing by using more 
than one carbon source (flask 3) the specific cell 
growth rate (μ) of VF4 obtained two maximal values 
equal to 0.252 d-1 and 0.190 d-1 at the same time.  
However, with fermentation under VF2 and VF1 (basal 
medium), the specific cell growth rate (μ) achieved 
maximal value of 0.190 d-1 and 0.175 d-1 at 8 d.  At 
maximum GA production, the growth curve can be 
divided into two phases: growth and production. Each 
phase has a specific growth rate (μ).  

Also, by cultivation under VF4, the maximal specific 
GA production rate (qGA) was obtained 1.84×10-3 (g 
GA. g/DW.h), which was almost 2.8-times higher than 
VF1 0.65×10-3 (g GA. g/DW.h). Consequently, 
compared to VF2 and VF1, the growth rate of VF4 and 
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VF3 sharply increased, and the main GA was produced 
between 144-216 h.  

Transcript levels of hmgr and sqs indicated that the 
maximum gene expression is accessible when GA 
starts to produce and after that, they have a steady 
trend, until the end of fermentation. Furthermore, 
more gene expression levels of flasks 3-4 can be 
attributed to enhancing in GA production. 

Table 2 presents the growth behavior of G. lucidum 
in flask 4 during fermentation. The critical time 
courses are highlighted. It seems that the interval 
between hours 134 and 312 when the changes of 
biomass and GA production coincided with the OTR 
evolution, was the crucial time for G. ludicum. 
Therefore, this interval is suggested as the critical time 
for G. lucidum growth.  

 

Table 2. Growth behavior of G. lucidum under AF4 and VF4 

Time range (h) 
Monitoring 0-96 96-134 134-168 168-216 216-312 312-336 

AF 
(online) 

OTR 
(mmol/Lh) 

0 increase 
up to 3.5 

constant 
3.5 

increase up 
to 10 

OTR max: 10 

decrease to 
2 

constant 
2 

→ ↑ → ↑ ↓ → 

VF 
(offline) 

biomass 
(g DW/L) 

increase up to 11.3 
µ1 :0.276 (d-1) 

increase up to 
µ2 :0.247 (d-1) 

almost constant 
 

↑ ↑ → 

GA 
(mg/L) 

almost no production increase up to 270 constant 

--- ↑ → 
Residual 

sugar 
(g/L) 

almost steady depletion main sugar consumed almost 
exhausted 

→ ↓ ↓ 
 

The Yield of Oxygen Consumption per GA 
Production, Biomass Formation, and Productivity 

As shown in Figures 2 and 3, the ratio of biomass per 
GA production rose in 216 initial hours; however, it 
reached its lowest value afterward. Further, between 
hours 216 and 312 of fermentation, no cell growth is 
observed despite GA production. It can be argued that 
in this interval the GA production is partially growth-
associated. To obtain more information about this 
interval, we measured the yield of oxygen 
consumption per GA biosynthesis (YO2/GA), the yield of 
oxygen consumption per biomass production (YO2/X), 
and the productivity (YX/GA) (Eq. 7, 8, and 9).  

𝑌𝑌 𝑂𝑂2
𝐺𝐺𝐺𝐺 

 (mol. g−1) = Oxygen consumption (mol.L−1) 
GA production (mg.mL−1)

                     

Equation 7 

𝑌𝑌 𝑂𝑂2
𝑋𝑋 

 (mol. gDW−1) = Oxygen consumption (mol.L−1) 
biomass production  (gDW.L−1)

                 

Equation 8  

𝑌𝑌  𝑋𝑋
𝐺𝐺𝐺𝐺 

 (gDW. g−1) = biomass production  (gDW.L−1) 
GA production (mg.mL−1)

                    

Equation 9 For this purpose, a more complex medium 
(i.e. flask number 4) was chosen due to its high cell 
growth and secondary metabolite production. Based 
on oxygen consumption, GA production, and biomass 

formation, desired parameters such as YO2/GA, Y O2/X, 
and productivity during fermentation were measured 
at given times (Figure 5). 

The maximum YO2/X was obtained in 264 h while no 
increase in cell growth is observed at this time (Figure 
3). So, it can be concluded that a large portion of 
oxygen has been consumed to produce GA. Also, the 
highest amount of oxygen per GA biosynthesis is seen 
at 144h in which GA starts to produce (Figure 2). In 
fact, at the beginning of GA production, the majority 
of oxygen was consumed. At this time, culturing G. 
lucidum has the highest productivity. As a 
consequence, these results could approve OTR trends 
(Figure 2). 

Since most GA was synthesized between hours 192 
and 312, this interval was further analyzed to obtain 
more useful information. Between these ranges, 
oxygen consumption was not specified, and, this value 
should be subtracted from the amount of oxygen 
consumption by biomass formation to determine a 
better estimation of oxygen uptake by GA production. 
Therefore, two intervals were chosen; interval one (0-
144 h) in which there was no GA biosynthesis, and 
interval two (192-312 h) with the main GA production. 
In the first interval, oxygen consumption was 
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calculated to be 0.225 mol/L. This value for the next 
interval, when GA began to produce, was 0.986 mol/L. 
Based on biomass analysis (Figure 3), the main mycelia 
was produced in the first interval (0-144 hr). On the 
other hand, the cell growth rate decreased in the 
second interval, suggesting that by secondary 
metabolites (GA) consumed most of the oxygen. 
Therefore, to measure GA’s oxygen consumption 

during the second interval, we should obtain the 

amount of oxygen consumed by mycelia in interval 
two. Finally, the actual oxygen consumption by GA 
production and YO2/GA was calculated to be equal with 
0.761 mol/L and 3.81 mol/g, respectively. It can be 
concluded that after reaching maximal biomass 
accumulation, most of the oxygen has been consumed 
by secondary metabolite, and consequently GA 
production was partially growth-associated. 

 

Figure 5. Yield of oxygen consumption per GA production (YO2/GA) (■), Yield of oxygen consumption per biomass production (YO2/X) 
(▲), and productivity (YX/GA) (●) of culturing G. lucidum under more complex media (flask 4). The error bars show the standard deviation 

(n=3). 

 

Conclusion  
On-line and off-line G. lucidum cultivation 

monitoring provided insight into its growth kinetics 
during fermentation. Production of valuable 
metabolite, i.e, GA in various cultures media indicated 
that maximum oxygen consumption, cell 
concentration, and GA production occurred when this 
mushroom was cultured under a more complex 
medium (flask 4). High maximum biomass and GA 
production were obtained at an initial glucose 
concentration of 35 g/L with the presence of vitamin 
and KH2PO4. Under these conditions, the growth curve 
was two-phase and oxygen limitation did not occur. A 
high cell respiratory activity, superior cell growth, and 
secondary metabolite production were observed 
under the cultivation of a more complex medium and 
as a result, this media can be suggested as an 
optimized media for G. lucidum. The start time of 
secondary metabolite production can also be 
estimated by using the OTR evaluation. It was 
indicated that GA production was partially growth-
associated. Additionally, overexpression of hmgr and 
sqs genes, which are involved in the GA’s biosynthesis 

pathway, confirmed the results of monitoring. Earlier 
investigations have tried to examine different factors 
and conditions to enhance the production of G. 
lucidum. Despite prior research on G. lucidum, this 
study has introduced an online monitoring strategy 
that is more efficient, unsophisticated, and cost-
effective than conventional methods. Finally, since 
finding cell growth behavior during cultivation is 
always considered a challenging issue, this method 
can be beneficial for studying the growth kinetics of 
other mushrooms.  
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 باشد. دیمف هی ثانو تیمتابول دیتول یاب یکشت و ارز قیاز طر شتریاطلاعات ب افتنی

لوسیدومتنفسی    فعالیت  آنلاین  گیرياندازه  براي  مطالعه،  این  در  مواد و روش کار:  از  مقیاس،  کوچک  راکتورهاي  در  گنودرما 
  مانده باقی  قند  ،GA  توده،زیست  تشکیل  متغیر  اثر چهار  سپس،.  شد  استفاده   مختلف  هايکشتمحیط  با)  AF(  هوادهی  شیکر  هايفلاسک

 .گرفت قرار ارزیابی مورد گنودرما لوسیدومبر  فرآیند رشد  مختلف روزهاي در ژن بیان و
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 .هستند
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  رشد   در   سنتتیک   نیمه   محیط   مانند   ها کشت محیط   سایر   با   مقایسه 
  بهبود   اما براي   ، ) 9(   هستند   برتر   ثانویه   هاي متابولیت   تولید   و   سلول 
 . است   لازم   بیشتري   تحقیقات   تولید، 

بازده تولید    رسانی، اکسیژن   بهبود   با   است   شده   گزارش   چنین هم 
  دیگر،   سوي  از   . ) 11  ، 10(  یابد می  افزایش   ثانویه   متابولیت  و   توده زیست 

  تعداد   غربالگري   نیازمند   سنتی   کشت   افزایش مقیاس،   مطالعات   از   قبل 
در نمونه   از   زیادي  است؛  بسیاري    تکمیلی   هاي کشت   باید   نتیجه،   ها 

گنودرما  تولید    افزایش   براي   بسیاري   تحقیقات   تاکنون .  شود   گذاشته 
  سیستم   یک   فقدان   مطالعات   این   همه   در   است؛   شده   انجام   لوسیدوم 
  توانیم می   فرآیند   بر   پایش   با   حقیقت،   در .  است   آشکار   کارآمد   نظارتی 

  توسعه   براي   را   لازم   هاي داده   و   کرد   قارچ پیدا   کشت   از   مفیدي   اطلاعات 
با    غربالگري   براي   مقیاس   کوچک   سامانه   چندین .  آورد   به دست   فرآیند 

  و   کارآمدترین   از   یکی   اما، .  است   شده   ایجاد   فرآیند   توسعه   و   بالا   توان 
مقیاس   بیوراکتورهاي   ها سامانه   مفیدترین  این  .  هستند   کوچک 

  کشف  و   غربالگري   براي   ابزاري   عنوان به   اي گسترده   طور به  بیوراکتورها 
  شوند می   استفاده   تولید   و   سویه   کشت، محیط   سازي بهینه   دارویی،   مواد 

براي   بیوراکتورهاي .  ) 12(  مقیاس    انتقال   نرخ   گیري اندازه   کوچک 
  عامل   OTR.  شود می   استفاده   نیز   تخمیر   حین   در )  OTR(   اکسیژن 

 . ) 13(   است   ها سویه   کشت   از   بیشتر   اطلاعات   آوردن   دست   به   در   مهمی 

  و   آنلاین   پایش   زمان هم   طور به   بار،   اولین   براي   حاضر،   مطالعه   در 
گنودرما  تولید    براي   کوچک مقیاس   بیوراکتورهاي   از   استفاده   با   آفلاین 

  از   قبلی   مطالعات   در .  شد   اسید استفاده   گنودریک   بیوسنتز   و   لوسیدوم 
  مطالعه،   این   در   حال، بااین .  بود   شده   استفاده   مختلفی   هاي کشت محیط 

 . ارزیابی شود   مختلف   متغیرهاي   اثر   سعی شده است 

گنودرما    رشد قارچ   بر   کشت محیط   ات در مطالعات پیشین ما اثر 
  اسید مورد بررسی   گنودریک   تولید   و   اکسیژن   مصرف   میزان   ، لوسیدوم 

  متابولیت   تولید   و   گنودرما لوسیدوم   رسد رشد نظر می به .  قرار گرفت 
مقیاس   از   استفاده   با   ثانویه آن    بهترین   بیوراکتورهاي شیکر کوچک 

  منظور به   ها داده   این .  باشد اسید    گنودریک   حداکثر   تولید   براي   روش 
  است   سودمند   بسیار   گنودرما لوسیدوم   بازده   افزایش   براي   راهی   یافتن 

 . باشد   ها غلبه بر چالش   براي   حلی راه   تواند می   و 

 هاشمواد و رو
 سویه و شرایط کشت 

از دانشکده علوم زیستی    ) GIRAN17( گنودرما لوسیدوم  قارچ  
درخت   از  قارچ  این  شد.  تهیه  ایران  تهران،  بهشتی،  شهید  دانشگاه 

Carpinus betulus L. (Corylaceae)    ایران جداسازي در مازندران، 
است   سویه ) 15،  14( شده  لوسیدوم   .  مطالعات    گنودرما  اساس  بر 

  . ) 16( کشت داده شد   (PDA) پیشین در محیط پتیتو دکستروز آگار 
( شر  دما  قارچ،  این  رشد  براي  مطلوب  سلسیوس)،    25ایط  درجه 

 ) و rpm  130هوادهی   ( pH  ) تأثیر 6/ 5اولیه  به  توجه  با  بود.   ( pH 

محیط در دوره کشت     pHو رشد سلولی،  GA کشت بر تولید محیط 
 داشته شد. ثابت نگه 

می  نشان  به  مطالعات  منجر  اولیه  گلوکز  بالاي  غلظت  دهد 
تولید   بیوسنتز زیست افزایش  و  می   گنودریک  توده  .  ) 17( شود  اسید 

وري  کشت سبب افزایش بهره به محیط  1B چنین افزودن ویتامین هم 
فلاسک فلاسک   . ) 18( شود  می  و  (آنلاین)  هوادهی  شیکر  هاي  هاي 

شامل   (آفلاین)  بودند  محیط   mL  20تهویه  مایع    . ) 17،  15( کشت 
کشت  چهار محیط   م، گنودرما لوسیدو   منظور بررسی سینتیک رشد به 

  v/v  ) و مقدار مایه تلقیح در هر فلاسک 1مایع انتخاب شد (جدول  
در دوره کشت، پایش   OTR بود. علاوه بر پایش آنلاین مقدار   10%

 توده، قند باقیمانده و تولید گیري تشکیل زیست آفلاین نیز براي اندازه 

از فلاسک   گنودریک  استفاده  با  بازه اسید  موازي در  زمانی  هاي  هاي 
مشخص در طول دوره کشت انجام شد. تمام شرایط کشت فلاسک  

 .آنلاین و آفلاین براي هر کشت ثابت نگه داشته شد 

 بیوراکتور شیکر کوچک مقیاس
لوسیدوم   هوازي   فعالیت   آنلاین   گیري اندازه   براي    در   گنودرما 

هوادهی فلاسک   از   مقیاس،   بیوراکتورهاي کوچک  )  AF(   هاي شیکر 
  کشت در محیط   جز   به   شرایط کشت   همه ).  A  ، 1  شکل (   شد   استفاده 

  شامل   AF  هر .  ) 19(   بود   یکسان   mL  250طراحی شده    مایرهاي   ارلن 
  2AF  ، ) پایه   محیط (   PDB  حاوي   1AF:  بود   متفاوت   کشت محیط   یک 

  حاوي   4AF  و   YPG  حاوي   B1  ،  3AFویتامین   و   PDB  حاوي 
  بر   آنلاین   پایش   خلاصه،   طور به ).  1  جدول (   بود   پیچیده   کشت محیط 
  سنسور   یک   از   استفاده   با   جزئی   فشارهاي   و   شد   انجام   OTR  اساس 

 : شد   محاسبه   زیر   معادله   با   OTR.  شد   کنترل   اکسیژن 

𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 =  Δp𝑂𝑂2 
Δt

𝑉𝑉𝐺𝐺
𝑅𝑅𝑅𝑅𝑉𝑉𝐿𝐿

                                       Equation 1 

این معادله     Pa ( ،  VG(   اکسیژن   جزئی   فشار   اختلاف   2pOΔدر 
  دما   L.Pa/K.mol ( ،  T(   گاز   ثابت   R  ، ) L(   مایع   حجم   VL  ، ) L(   گاز   حجم 

 )K  ( و  Δt   گیري اندازه   فاز   زمان   )h  ( است . 
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 هوادهیشیکر  هايفلاسک  . شرایط 1 جدول

Flow rate 
(L/h) 

Flask 
volume 
(mL) 

Gas 
volume 

(mL) 

Working 
volume 

(mL) 
Culture medium 

Flask 
Number 
(AF and 

VF) 

1.2 260 240 20 Potato dextrose broth (PDB) 1 

1.2 260 240 20 1PDB+ 0.05 g/L vitamin B 2 

1.2 260 240 20 Yeast extract 2.5 g/L, peptone 5 g/L and glucose 35 g/L 
(YPG). 3 

1.2 260 240 20 
Complex media (glucose 35 g/L, peptone 5 g/L, yeast 

O 0.5 g/L, and 2·7H4O 1 g/L, MgSO2·H4PO2extract 2.5 g/L, KH
vitamin B1 0.05 g/L) 

4 

: online monitoring4and AF 3, AF2, AF1AF : offline monitoring4and VF 3, VF2, VF1VF 

 

  تهویه   فلاسک  هاآن  به  که  مایر،  ارلن  mL  250هاي  فلاسک
)VF  (مشابه   شرایطی  در  همزمان  طوربه   نیز  شود،می   گفته  

هوادهی،  هاي فلاسک گرفتند  شیکر  نوع  .)20(  قرار    VF  چندین 
ها آن  استریل  محفظه  در  گاز  جابجایی  مقاومت   که  دارد  وجود

 پایش   هاي فلاسک  هوادهی  مقدار  که  آنجایی  از  .)21(  متفاوت است 
  ارتفاع،   ،  D  =cm80/2  قطر،(  VF  از  است،   AF  ،vvm  2/1یا    آنلاین

H  =cm  12/2  ( مقدار  همان  که  شد  استفاده  آفلاین  پایش  براي 
 میزان  به  مربوط  3  و  2  معادلات).  1  شکل(  دارد  را  AF  هوادهی

 در)  plugk(   گاز  انتقال  ضریب  و)  plugOTR(  ارتباط  اکسیژن  انتقال
VF   که   است  LV  پر،  حجم  absP  مطلق،  فشار  O2P  جزئی   فشار  

 محیط   در  اکسیژن  جزئی  فشار  O2,outP  فلاسک،  فضاي   در  اکسیژن

 3  معادله  در)  بعد  بدون(   مناسب  پارامترهاي   c  و  a،  b  و  اطراف
 . هستند

OTRplug = kplug · (1/VL · pabs) · (pO2, out − pO2)          Equation 2 

𝑘𝑘plug =  
𝑎𝑎 ・𝑂𝑂𝑅𝑅𝑅𝑅plug

𝑏𝑏 + 𝑂𝑂𝑅𝑅𝑅𝑅plug+ 
 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂plug

2

𝑐𝑐

                               Equation 3 

for VF type 1;  a : 22.4×106 , b: 6.95×103, c: 19.97 (21) 

گنودرما    رشد  از  بیشتر  اطلاعات  یافتن  براي   بنابراین،
،زیست  تشکیل  شامل  متغیر  چهار   ،لوسیدوم   قند  ،GA  توده 
 14  و  13  ،11  ، 9  ،8  ،6  ،4  ،2  ،0  روزهاي   در   ژن  بیان  و  باقیمانده

  25  دماي   در  آزمایش   هر.  بررسی شدند  VF  سیستم  35  توسط
. شد داري نگه  روز چهارده مدت به  rpm 130سلسیوس و  درجه

 

 
شدن   بسته با ) VF(  تهویه فلاسک  (B)  ، (AF) هوادهی شیکرفلاسک  یک  در  گاز انتقال شماتیک   رسم ) A( شیکر کوچک مقیاس.  بیوراکتور سیستم .1 شکل

 شد. استفاده  تحقیق این در آفلاین روش  عنوان  به استریل محفظه
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 میزان   رشد،  نرخ ویژه   باقیمانده،  قند   توده،زیست  تعیین
 اکسیژن  جذب  و GA تولید

  فلاسک   یا  آفلاین  پایش  فلاسک  یک  شد،  بیان   که  همانطور
  باقیمانده   قند  ،GA  توده،زیست  متغیر  چهار  گیري اندازه  براي   تهویه

 همان  شده  انتخاب  تهویه  هاي فلاسک.  شدند  استفاده  ژن  بیان  و
  پایش   در  استفاده  مورد  هوادهی  فلاسک )  vvm  2/1(  هوادهی  مقدار
دارند  آنلاین قارچ .  را  سانتریفیوژ   با   میسلیوم  از   از  استفاده 
(    کنخشک  توسط  شد،  جدا  کشتمحیط   Alpha 1-2انجمادي 

LD plus  ،Christ،  توده زیست  خشک  وزن  و  شد  خشک)  آلمان  
-فنل  روش  با   نیز  باقیمانده  قند  غلظت.  شد  گیري اندازه

)  µ(  رشد  ویژه  نرخ  میانگین.  )18(   شد   گیري اندازه  اسیدسولفوریک
 : است   دست آمدهبه  زیر  معادلات  از  (qGA)ویژه  GAتولید    میزان  و

µ = 
𝐿𝐿𝐿𝐿( Final biomass

Initial biomass)

fermentation time
                                              Equation 4 

   qGA = 1
X

 𝑑𝑑𝑑𝑑
dt

                                                                Equation 5 

  دوره   در  اکسیژن  مصرف.  است  سلول  غلظت  X  در این معادله
 شد:  تعیین  زیر شرح به OTR مشخصات ادغام با نیز کشت

Oxygen uptake = ∫ 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂.𝑑𝑑𝑑𝑑𝑡𝑡
0                              Equation 6 

 ک اسیدگنودری  سنجش
 استخراج  GA  ،)18(  خشک  میسلیوم  آوردن  دست  به  از  پس

 در  بار  دو  خشک  تودهزیست  GA   ،mg  100  استخراج  براي .  شد
  توسط  تودهزیست  سپس،.  شد  اضافه  v/v  50%  اتانول  به  هفته  یک

رویی  سوپ  براین،علاوه.  شد  جدا)  g12000  دقیقه،  25(  سانتریفیوژ
بقایاي   شد،  خشک  سلسیوس  درجه  50  دماي   در  خلا  شرایط  در

میلی چند  در  با  آن  سپس  و  شد  حل  آب   کلروفرم  mL  2لیتر 
  3NaHCO  )w/v  با  کلروفرم  از  GA  استخراج.  انجام شد  استخراج

  تنظیم  کلریدریک  اسید  افزودن  با  محلول  pH  و   شد  انجام )5%
 استخراج  کلروفرم  توسط   GA  باقیمانده  آن  از  پس).  3  زیر(  گردید

  درجه   40  دماي   در  باقیمانده  کلروفرم  بعدي،  مرحله  در.  شد
  اتانول   در  استاندارد  صورت  به  GA  محتواي .  شد   تبخیر   سلسیوس

شد  مطلق دستگاه   nm  245در    و  حل    اسپکتروفتومتر   توسط 
انجاماندازه  ,T80, PG Instruments Limited)  شد  گیري 

London)  )22( . 

 Real-time PCR و RNA جداسازي
 نیتروژن  توسط  و  جدا  کشتمحیط   از  میسلیوم  g  1/0مقدار  

 شد   استخراج  RNX plus  توسط  کل   RNA.  شد  منجمد  مایع

 سنتزي  کیت   یک  توسط   cDNA  سنتز).  ایران  سیناکولون، (
)Amplicon ،  سنتز   براي   تصادفی  آغازگر   از.  شد  انجام)  دانمارك  

cDNA   رونویسی   سطح  سپس،.  شد  استفاده  hmgr  و  sqs  
 Applied(سایبرگرین    از  استفاده  با   Real-time PCRتوسط

biosystem،  تحلیلوتجزیه  براي . شد  تعیین)  متحده آمریکا  ایالات 
 آغازگر  از.  است  شده  استفاده   CTΔΔ - 2  روش  از  ژن  نسبی   بیان

18srRNA   بیان   براي   هاداده  سازي نرمال   و  داخلی  کنترل   عنوانبه  
 شرح  مطالعات  در  sqs  و  hmgr  آغازگرهاي  توالی.  شد  استفاده  ژن

 hmgr:  بود  زیر  شرح  به  آغازگرها  هاي توالی.  است  شده  داده

forward: 5'-GTCATCCTCCTATGCCAAAC-3'  ،hmgr 

reverse: 5'-GGGCGTAGTCGTAGTCCTTC-3'،  sqs 

forward: 5'-ACAGTTGTCAGCGAAGAGC-3'،  sqs 

reverse: 5'-CGTAGTGGCAGTAGAGGTTG-3'،  18S 

rRNA forward: 5'-TATCGAGTTCTGACTGGGTTGT-3'  ،
18S rRNA reverse: 5'-ATCCGTTGCTGAAAGTTGTAT-

3' )24 ،  10( . 

  انتخاب   PDBکشت  محیط   براي   ها نمونه   براي   1  بیان   سطح 
  دناتوراسیون   مرحله اول .  شد   بررسی   آن   با   مقایسه   در   تغییرات   و   شد 

شرایط    بود،   دقیقه   5  مدت   به   سلسیوس   درجه   95  دماي   در   اولیه 
در    سلسیوس   درجه   94  در   ثانیه   30:  بود   مرحله   سه   ازدیاد 

  ثانیه   30  اتصال) و (   سلسیوس   درجه   56  در   ثانیه   30  ، ) دناتوراسیون ( 
 . چرخه انجام شد   40  در )  (طویل شدن   سلسیوس   درجه   72  در 

 آماري  تحلیل
  Student’s t-test (S)  آزمون  از  استفاده  با  هاآزمایش   نتایج

تکرار انجام   سه ها باهمه آزمایش. گرفتند  قرار  تحلیلوتجزیه  مورد
  سطح   عنوان  به )  >05/0P(  05/0  از  کمتر)  P(  احتمال  مقدار.  شد

 . شد  گرفته نظر در داري معنی 

 ها یافته
 آنلاین  پایش

  OTR  مشخصات  مطالعه  با  شیکر کوچک مقیاس  بیوراکتور
هر   فیزیولوژیکی  هاي پاسخ  جمله  از   تخمیر،  دوره  در 

  محصول،   مهار  خاص،   کشت  شرایط  به  هوازي   هاي میکروارگانیسم 
 فراهم  را  داده  از  غنی   منبع  زیستی،  هاي پدیده  سایر  دوفازي و  رشد
  کشت   طی  4AF  و  1AF، 2AF،  3AF، در   OTR  تغییرات.  کندمی 

ساعت    100  در.  است   شده  داده  نشان   2  شکل  در  گنودرما لوسیدوم 
  و   1AF  براي   OTR.  نشد  مشاهده  اساسی   تغییر  هیچ  کشت،  ابتدایی

2AF  2  مقادیر  حداکثر  به  ساعت  160  و  ساعت  150  در  ترتیب  به 
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  رشد   رفتار  2AF  و  1AF  در  کشت  با  اگرچه.  رسید  mmol/Lh  2/3  و
 از   بیشتر 2AFدر     OTRاما حداکثر  است،  یکسان  گنودرما لوسیدوم 

1AF  ویتامین  به  تواندمی  که   بود  B1   با .  شود  داده  نسبت  
   مقدار دو مشاهده شد ،3AFدر   OTRمشخصات  تحلیلوتجزیه

  و   ساعت  140  در  ترتیب  به  mmol/Lh  9/4  و   5/3  حداکثر
 .  است  افتاده اتفاق ساعت 210

  ترتیب   به   ،)4AF(  پیچیده   هاي محیط   در  تخمیر  با   این،برعلاوه
 ساعت   220  و  ساعت  155  در  mmol/Lh  10  و  8/3  حداکثر  ترتیب
 در  کشت  با  که  داد  نشان  چنینهم  OTR  نتایج  ارزیابی  .افتاد  اتفاق

1AF 2  وAF ،  منحنی  OTR   خود  مقدار  حداکثر  به  دستیابی   از  پس  
 . یابدمی   شیب  پایین سمت به

 

 
  فلاسک  از استفاده با mg/mL  در شده بیان GA تولید  و) AF(  هواده فلاسک  از استفاده  با mol/Lh  در شده بیان  اکسیژن،  انتقال سرعت . بررسی 2 شکل

  و  4AF  ؛ 3VF:  YPG  و 3AF  ؛ B1 ویتامین+   2VF :PDB و 2AF  ؛VF PDB:1 و  1AF مختلف؛ هايکشتمحیط  با گنودرما لوسیدوم کشت طی   در)  VF( تهویه
4VF :تکرار 3( پیچیده  محیط( . 

 پایش آفلاین 
  براي   نیز  آفلاین  پایش  از  استفاده  با   گنودرما لوسیدوم  کشت

  ژن  بیان  و باقیمانده  قند ، GA بیوسنتز توده،زیست تشکیل  بررسی
  آنلاین   و   آفلاین  پایش  از  ترکیبی.  شد  انجام  مشخص  هاي زمان  در

 تولید  و  تودهزیست  تشکیل  سینتیک  تحلیلوتجزیه  براي   تواندمی 
GA  باشد   مفید . 

لوسیدوم  تودهزیست  تولید  3  شکل  طول دوره  در  گنودرما 
 در  تودهزیست  تشکیل  ساعت،  48  از  بعد.  دهدمی  نشان  را  کشت

4VF-1VF  غلظت   حداکثر  به  ساعت   192  از  پس   و  یافته   افزایش  
 با   کشت  دوره  پایان  تا  تقریباً  تودهزیست  سپس، .  رسدمی   سلول

 یک  کشت،  حین  در.  ماند   باقی  ثابت  قند  غلظت  متناظر  کاهش
.  شد   گرفته  نظر  در  هافلاسک  همه   براي   روزه  دو   تاخیر  مرحله

  4VF  در  گنودرما لوسیدوم  کشت  که  است  شده  مشاهده  چنینهم
 سایر   با  مقایسه  در  را)  g DW/L  5/18(  تودهزیست  حداکثر
  و   3VF ، 2VF در   توده زیست  تجمع   حداکثر .  دارد   همراه  به  ها فلاسک 

1VF   11/ 25  و   12/ 25  ، 15/ 25  ترتیب   به  g DW/L   ارزیابی .  بود  
  در   توده زیست   تولید   داد   نشان   تخمیر   طی   در   سلول   کل   غلظت 
  پایه   محیط   در   آن   از   بیشتر   برابر   VF  6 /1)4(  پیچیده   کشت محیط 

 )1VF  ( روند   یک   ها فلاسک   همۀ   در   شکر   مصرف   هاي پروفایل .  بود  
  تحلیل و تجزیه .  دهند می   نشان   را   مداومی   نزولی   روند   و   داشت   مشابه 
  تمام   براي   تقریباً  باقیمانده   قند   سیزدهم،   روز   در   دهد می   نشان   بیشتر 
- 3 هاي  فلاسک (  پیچیده  هاي محیط  این، بر علاوه . شد  مصرف  موارد 

  هاي محیط   با   مقایسه   در   هستند،   تري غنی   کربن   منابع   حاوي   که )  4
 ). 2- 1  هاي   فلاسک (   دارند   را   بیشتري   سلول   رشد   پیچیده   کمتر 

  ساعت   144  از  پس  GA  داد  نشان  GA  تولید  تحلیلوتجزیه
  کشت  مابقی   توسط  GA  تجمع  و  شودمی   تولید  هافلاسک  همه  در

و    4VFدر    GA  ،mg/L  270  تولید  حداکثر ).  2  شکل(  یابدمی  ادامه
 .دست آمد به  1VF  از بیشتر برابر 4
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 در  گنودرما لوسیدوم  کشت  با  داد   نشان  بیشتر  تحلیلوتجزیه
 از   پس  sqs  و  hmgr  ژن  بیان  ،)4-1  فلاسک(  مختلف  هاي محیط 

 همزمان   افزایش  این).  4  شکل(  یابند می   شدیدي   افزایش  ساعت   96
  پیچیده   هاي محیط  در).  2  شکل(  است  GA  بیوسنتز  شروع  با
  مشاهده   دیگري نیز  افزایش  ساعت  192  از  بعد  ،)4-3  هاي فلاسک(

  ترتیب  به کشت پایان در sqs و hmgr ژن بیان چنین،هم. شودمی 

 بیان   تحلیل نهاییوتجزیه.  است  کشت  آغاز  از  بیشتر  برابر  2  و  45/1
بیان  نشان   کشت  مختلف  هاي محیط   در  ژن  به   3VF  در  ژن  داد 

  1/ 6 و برابر  2/1  ترتیب  به  2VF در برابر،  81/1 و برابر 25/1 ترتیب
  ژن   بیان  موارد،  همه  در.  است   یافته  افزایش  sqs  و  hmgr  براي   برابر
sqs  از بالاتر hmgr بود . 

 

 
گنودرما    کشت طول در ) VF( تهویه فلاسک  از استفاده با ترتیب به ،g DW/L و  g/L  در شده بیان تودهزیست  تشکیل و باقیمانده قند پایش  .3 شکل

 ). n=   3( مختلف هايکشتمحیط  با لوسیدوم

 
 ) PDB کشتمحیط به نسبت p <0.05  دهدمی نشان *(  4-1 گلدان در  sqs و hmgr  ژن بیان مقایسه وتحلیل. تجزیه4 شکل

 بحث 

 GA  تولید  و   تودهزیست  تشکیل  سینتیک  تحلیلوتجزیه 
 تجمع   و  گنودرما لوسیدوم  میسلیوم  رشد  سینتیک  پروفایل

GA  و   باقیمانده  قند  همراه  به  شیکر کوچک مقیاس  بیوراکتور  در  
 و  گرفت  مورد بررسی قرار  مختلف  کشتمحیط   چهار  در  ژن  بیان

 .شد داده نشان همزمان طوربه

  مصرف   در طی تخمیر،  هاAFدر     OTR  مشخصات  به  توجه  با
  ، 47/1  با  برابر  ترتیب  به  1AF  و  4AF، 3AF،  2AF براي   اکسیژن

می .  شد  محاسبه  mol/L  17/0  و  40/0  ،76/0 نشان   دهند نتایج 
 بیشتر  برابر  6/8  تر بودپیچیده   محیطی  که  4AF  اکسیژن در  مصرف

 قند  تحلیلوتجزیه.  است  پایه  کشتمحیط  یک  عنوان   به  1AF  از
  منابع   کاهش  به  توان می   را   OTR  مقادیر  کاهش  داد  نشان  باقیمانده

  .داد نسبت کشتمحیط  در کربن

4VF براي   μ  داد   نشان )  μ(   رشد   ویژه   نرخ   میانگین   گیري اندازه 

 ، 3VF ،  2VF   1  وVF   1  0/ 175  و   0/ 190  ، 0/ 211  ، 0/ 237  ترتیب   به-d  
 . بود   برابر   1/ 4  تقریباً   1VF  با   مقایسه   در 4VF  در کشت   رشد .  بود 

https://ijmm.ir/search.php?sid=1&slc_lang=fa&auth=%D8%AD%DB%8C%D8%AF%D8%B1%DB%8C%D8%A7%D9%86
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 ویژه  نرخ  ، )4  فلاسک(  پیچیده  کربنی  محیط  یک  در  کشت  با
  247/0  و  d-1  276/0  حداکثر  مقدار  دو  به   ترتیب  به)  μ(  سلول   رشد

1-d   منبع   یک  از  بیش  کشت  با  براین،علاوه .  رسید  روز  8  و   6  در  
  d-1  252/0 حداکثر مقدار دو) μ(  رشد ویژه نرخ ) 3 فلاسک ( کربن

 تخمیر   با  حال،بااین.  دست آوردبه  4VF  با  همزمان  را   d-1  190/0  و
 حداکثر  مقدار)  μ(  رشد  ویژه  نرخ  ،)پایه  محیط(  1VF  و  2VF  در

190/0  1-d   1  175/0  و-d   حداکثر  در.  دست آوردبه   روز  8  در  را 
  کرد که   تقسیم  مرحله   دو  به  توانمی  را  رشد  منحنی  ،GA  تولید
 ویژه   یک نرخ  فاز  هر.  دارد  اشاره  تولید  به  دیگري   و  رشد  به  یکی
 .دارد) μ( رشد

 ویژه   GA  تولید   میزان  حداکثر  ، 4VF  در  کشت  با  چنین،هم
)qGA  (میزان    به(g GA. g/DW.h)  10-3  ×  84/1  تقریباً   که  رسید  
 در  . ) بود1VF   )g GA. g/DW.h  10-3   ×  65/0  از  بیشتر  برابر  8/2

  شدت   به  3VF  و  4VF  رشد  سرعت  ،1VF  و  2VF  با  مقایسه  در  نتیجه،
 . شد  تولید ساعت 216-144 بین  GA و یافت افزایش

حداکثر   نشان  sqs  و  hmgr  رونویسی  سطح   ژن   بیان  داد، 
تولید    سپس،  و  شودمی   شروع  GA  که تولید  افتدمی   اتفاق  زمانی

 سطح  توانمی   این،برعلاوه.  دارند  تخمیر  پایان  تا  پایداري  آن روند
 .داد نسبت  GA تولید افزایش به را 4-3 فلاسک درژن  بیان بالاتر

  هنگام   در  4  فلاسک  در  گنودرما لوسیدوم  رشد  رفتار  2  جدول
 به .  مشخص شدند  حساس  زمانی  هاي دوره.  دهدمی  نشان  را  تخمیر

 براي   مهمی  بسیار  زمان  ساعت  312-134  زمانی  بازه  رسدمی   نظر
 توده،مقدار زیست  تغییراتاست که همزمان با    گنودرما لوسیدوم

  اصلی   زمان  عنوان  به   بازه   این  بنابراین،.  است  OTRو    GA  تولید
 .شودمی   پیشنهاد گنودرما لوسیدوم رشد

 

 4VF  و  4AF  در  گنودرما لوسیدوم رشد  رفتار .2 جدول

Time range (h) 
Monitoring 

0-
96 96-134 134-168 168-216 216-312 312-336 

AF 
(online) 

OTR 
(mmol/Lh) 

 

0 increase up to 
3.5 

constant 3.5 
 

increase up to 
10 

: 10maxOTR  

decrease 
to 2 

constant 
2 

→ ↑ → ↑ ↓ → 

 
 
 

VF 
(offline) 

biomass 
(g DW/L) 

increase up to 11.3 
)1-:0.276 (d 1µ 

increase up to 
)1-:0.247 (d 2µ 

almost constant 
 

↑ ↑ → 

GA 
(mg/L) 

almost no production increase up to 270 constant 

--- ↑ → 

Residual sugar 
(g/L) 

almost steady depletion main sugar consumed almost 
exhausted 

→ ↓ ↓ 
 

ازاي  مصرفی  اکسیژن   بازده  تشکیل  ،GA  تولید  به 
 وريبهره و تودهزیست

  نسبت   است،  شده  داده  نشان  3  و  2  شکل  در  که  همانطور
ابتدایی  216در    GA  تولید  به  توده  زیست  یافته   افزایش  ساعت 
  بین   علاوه،به .  رسید  خود  مقدار  کمترین  به  آن  از  پس  اما.  است

  مشاهده   سلولی  رشد  ،GA  تولید  وجود  با  تخمیر،  ساعت  216-312
  به   حدي   تا  GA  تولید  فاصله  این  در  کرد  ادعا  توانمی   .شودنمی
 مورد  در  بیشتر  اطلاعات  آوردن  دست  به  براي .  است  مرتبط  رشد
  ، GA  )O2/GA(Yبیوسنتز    در  مصرفی  اکسیژن  بازده  بازه زمانی،  این

 وري بهره  و)  O2/XY(  تودهزیست  تولید   در  مصرفی  اکسیژن  بازده
)X/GAY (شد گیري اندازه )9 و 8 ،7 معادله .( 

 

Equation 7 

𝑌𝑌 𝑂𝑂2
𝐺𝐺𝐺𝐺 

 (mol. g−1) = Oxygen consumption (mol.L−1) 
GA production (mg.mL−1)

  

Equation 8 

𝑌𝑌 𝑂𝑂2
𝑋𝑋 

 (mol. gDW−1) = Oxygen consumption (mol.L−1) 
biomass production  (gDW.L−1)

 

Equation 9 

 𝑌𝑌  𝑋𝑋
𝐺𝐺𝐺𝐺 

 (gDW. g−1) = biomass production  (gDW.L−1) 
GA production (mg.mL−1)

  

  فلاسک  مثال  عنوانبه(  ترپیچیده   محیط  یک  منظور،  بدین
  ثانویه،   متابولیت  تولید  و  سلول  بالاي   رشد   دلیل  به )  4  شماره

 تشکیل   و  GA  تولید   اکسیژن،  مصرف   اساس  بر.  شد   انتخاب
 هاي زمان   در  تخمیر  طی  در  وري بهره   و  O2/GAY،  O2/XY  توده،زیست

 ). 5 شکل( شد گیري اندازه شده مشخص
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 ) ● ( (YX/GA) وريبهره  و ) ▲(  (YO2/X)  تودهزیست  تولید در  مصرفی اکسیژن  بازده ، )■( GA (YO2/GA)تولید  مصرفی در  اکسیژن  بازده . 5 شکل

 ). n=   3( دهندمی  نشان را   استاندارد  انحراف خطا هايمیله). 4 فلاسک ( پیچیده کشتگنودرما لوسیدوم در محیط

 

 این  در  کهدرحالی  آمد  دستبه   ساعت  264  در   O2/XY  حداکثر
).  3  شکل(  شودنمی   مشاهده  سلولی  رشد  در  افزایشی  هیچ  زمان

  GA  تولید  براي   اولیه  اکسیژن  گرفت  نتیجه  توان می   بنابراین،
 بیوسنتز  در  اکسیژن  میزان  بیشترین  چنین،هم .  است  شده   مصرف 

GA  تولید  که  شودمی   دیده   ساعت  144  در  GA  شود می   شروع
اکسیژن  واقع،  در).  2  شکل( از  زیادي    GA  تولید  آغاز  در  مقدار 

لوسیدوم    کشت  زمان،  این  در.  شد   مصرف   بالاترینگنودرما 
  تایید  را  OTR  روند  توانندمی  نتایج  این  ،نتیجه   در.  دارد  را  وري بهره 
 ). 2 شکل( کنند 

  شده  تولید ساعت  312 تا 192  بین GA بیشتر کهآنجایی از
 مورد  بیشتر  بازه زمانی  این  بیشتر،  اطلاعات  به  دستیابی  براي   است،
  مشخص   اکسیژن  مصرف   ها،بازه   این  بین .  گرفت  قرار  تحلیلوتجزیه
 تشکیل   با  مصرفی  اکسیژن  مقدار  از  باید  مقدار  این  و  بود  نشده

  GA  تولید   با  اکسیژن  جذب  از  بهتري   برآورد  تا  باشد  کم  تودهزیست
)  ساعت  144-0(  اول  بازه.  شد  انتخاب  بازه  دو  بنابراین،.  شود  تعیین

نمی   GA  هیچ  که وتولید  که  )  ساعت  312-192(  دوم  بازه  شود 
عمده    مصرفی   اکسیژن  بازه،   اولین  در.  شودمی   تولید  GA  مقدار 

225/0  mol/L  که   زمانی  بعدي،  بازه  براي   مقدار  این.  شد  محاسبه  
GA  986/0  کرد،  تولید  به   شروع  mol/L  اساس  بر.  بود 

  اول   بازه  در  اصلی  میسلیوم  ،)3  شکل(  تودهزیست  تحلیلوتجزیه
 در  سلول  رشد  سرعت  دیگر،  طرف  از.  شد  تولید)  ساعت  0-144(

 هايمتابولیت   توسط  دهدمی   نشان  که  یابد،می   کاهش   دوم  بازه
 براي  بنابراین،.  شودمی   مصرف  اکسیژن  بیشتر)  GA(  ثانویه
  مقدار  باید  دوم،  بازه  در  GA  مصرفی  اکسیژن  میزان  گیري اندازه

. آوریم  دستبه   دوم  بازه  در  را  میسلیوم  توسط  شده  مصرف   اکسیژن

 761/0  با  برابر  GA  تولید   با   واقعی  مصرفی   اکسیژن  میزان  سرانجام،
mol/L   نتیجه،   در.  شد  محاسبه  YO2/GA  81/3  مقدار  mol/g  

 تجمع  حداکثر  به  رسیدن  از  پس  گرفت   نتیجه  توانمی .  شد  محاسبه
  شده   مصرف  ثانویه  متابولیت  توسط  اکسیژن  بیشتر  توده،زیست
 . بود رشد با  مرتبط حدي  ات GA تولید نتیجه در و است،

 

 گیري نتیجه
کشت  پایش آفلاین  و  لوسیدوم  آنلاین   از   بینشی   گنودرما 

  متابولیت  تولید.  است  کرده  فراهم  تخمیر   طی  در  آن  رشد  سینتیک
 حداکثر  داد  نشان  کشت  مختلف  هاي کشتمحیط   در  GA  ارزشمند
 آیدمی دست  به  زمانی  GA  تولید  و  سلول  غلظت  مصرفی،   اکسیژن

 حداکثر ).  4  فلاسک(  شود  کشت  تري پیچیده   محیط  در  قارچ  این  که
  حضور   ، g/L  35  گلوکز  اولیه  غلظت  در  GA  تولید  و  توده  زیست

 دو  رشد   منحنی   شرایط،  این  در.  دست آمد به   4PO2KH  و  ویتامین 
بالا،  فعالیت.  نداد  رخ  اکسیژن  محدودیت  و  بود  فاز  رشد   تنفسی 

پیچیده محیط   در  ثانویه  متابولیت   تولید  و  بهتر  سلول  ترکشت 
 یک  عنوان  به  توانمی   کشت رامحیط  این  نتیجه،  در   و  شد  مشاهده
  زمان .  کرد  پیشنهاد  گنودرما لوسیدوم  براي   شده  کشت بهینهمحیط 
  ارزیابی   از  استفاده  با  توانمی   نیز  را  ثانویه  متابولیت  تولید  شروع
OTR  تولید  شد  مشخص.  زد   تخمین  GA  وابسته  رشد   به  حدي   تا  
 در   که  ،sqs  و  hmgr  هاي ژن  حد  از  بیش  بیان  این،برعلاوه .  است
  قبلی   تحقیقات  در.  کرد  تأیید  را  نتایج   دارند،  نقش   GA  تولید   مسیر
گنودرما   تولید  افزایش  براي   مختلف  شرایط  و  عوامل  بود  شده   سعی

گنودرما   مورد  در  قبلی  تحقیقات  رغمعلی.  شود  بررسی   لوسیدوم
  است   داده  ارائه  را  آنلاین  پایش  استراتژي   یک  مطالعه  این  ،لوسیدوم

https://ijmm.ir/search.php?sid=1&slc_lang=fa&auth=%D8%AD%DB%8C%D8%AF%D8%B1%DB%8C%D8%A7%D9%86
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 معمول  هاي روش  از  ترصرفه   به  مقرون  و  ترپیچیده   کارآمدتر،  که
  کشت   حین  در  سلول  رشد  رفتار  یافتن   کهازآنجا  سرانجام،.  است

 براي   تواندمی  روش  این  است،  برانگیز  چالش  اي مسئله  همیشه
 . باشد نیز مفید  هاقارچ  سایر رشد  روند مطالعه

 سپاسگزاري 
وسیله از تمام اساتید محترم دانشکده علوم و فنون نوین  بدین 

قدردانی  و  تشکر  نمودند  یاري  را  ما  که  ایران  تهران،  دانشگاه 

هممی  جناب  از  چنینگردد.    عموعابدینی  ابراهیم  آقاي   زحمات 
 .گرددسپاسگزاري می ربسیا

 تعارض در منافع  
  مالی   حمایت  بدون  که   است  مستقل  پژوهشی  مقاله،  این
  نویسندگان   حاضر،  مطالعۀ  انجام  در.  است  شده  انجام  سازمانی

 .اندنداشته  منافعی تضاد گونههیچ
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