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سرعت  pHكنترل كننده  tOFFو  tONهاي  با تغيير پيش فرض شود؛ تأمين مي pHدر كنترل 
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  مقدمه  - 1

هاي  ها يا سلول يكي از انواع فرآيندهاي كشت ريزسازوارهي ده غيرمداوم با خوراك كشت فرآيند

 سلول موردنظر در شرايطكشت  ابتدادهي،  . در يك فرآيند غيرمداوم با خوراكاستجانوري و گياهي 

اتمام مواد مغذي . پس از شود انجام ميبا سرعت رشد ويژه بيشينه  در محيط كشت مربوط غيرمداوم

محصول  نهايتاً وشود  مي خوراك مغذي به فرمانتور افزودهموردنظر تا رسيدن به هدف ، محيط كشت

اي  تري ويژهدهي بر كشت غيرمداوم با خوراك ،شود. در برخي از فرآيندها در انتهاي فرآيند برداشت مي

با  هاتوليد آمينو اسيد، 1ي شامل مهار كاتابوليتيد، مانند فرآيندهابه كشت غيرمداوم دارنسبت 

 يگزيني اتلاف آب از طريق تبخير برايجا و ، افزايش زمان توليد2افته اكسوتروفهاي جهش ي سويه

دهي براي رسيدن به  فرآيندهاي غيرمداوم با خوراك معمولاً كاهش گرانروي محيط كشت. به علاوه،

 دهي مشكلات غيرمداوم با خوراك فرآيندروند.  به كار مي بالاتردهي  بالاي سلولي و محصول تراكم

يا ماده مغذي، تشكيل محصول فرعي  3گوهرمايهكشت تراكم سلولي بالا را، مانند بازدارندگي  ناشي از

 ,Yee & Blanch( رساند بازدارنده، و محدوديت اكسيژن محلول در كشت هوازي، به حداقل مي

1992( .  

توانند باعث  بع كربن يا نيتروژن، بالاتر از غلظت خاصي ميابرخي مواد مغذي، از جمله من

دهي اين  شود. با خوراك اطلاق مي» گوهرمايهبازدارندگي «ازدارندگي رشد شوند. به اين پديده عمدتاً ب

ها را در مقداري مناسب  گوهرمايهتوان غلظت اين  دهي، مي مواد مغذي در كشت غيرمداوم با خوراك

يا محدوديت  اضافي منبع كربن مقدار در حضور اغلببراي رشد و بدون اثر بازدارندگي نگه داشت. 

هاي بازدارنده وجود  وساز تا غلظت سوخت ناخواستهاكسيژن در محيط كشت، امكان تجمع محصولات 

احتمال بالا رفتن غلظت منبع كربن،  ،هاي محدود كننده رشد در سرعت گوهرمايهدهي  دارد. با خوراك

                                                            
1 catabolite repression  
2 auxotrophic  
3 substrate  



2 

هاي  مر در كشترود. اين ا محدود شدن اكسيژن محلول و تجمع محصولات فرعي تخمير از بين مي

  پذير است.  دهي امكان غيرمداوم با خوراك

 ويژه توده زيستي و هم بازدهي تراكموابسته به  هم بازدهي حجمي يك محصول نوتركيب

توده  تراكمدهي در اصل متمركز بر افزايش  ، فرآيندهاي غيرمداوم با خوراككه يدرحالاست.  سلولي

سازي  سلولي مؤثر باشد. بنابراين، براي بيشينه ويژه دهيبازتواند بر  ، شرايط كشت ميهستندزيستي 

هاي با تراكم سلولي بالا مدنظر قرار بگيرد  محصول بايد هر دوي اين عوامل در كشت حجمي بازدهي

)Yee & Blanch, 1992 .(  

در توليد انواع اي  به عنوان يك مخمر متيلوتروف به شكل گسترده پيكيا پاستوريس

در توليد  مورد نظرهاي  شاخص پيكيا پاستوريس مخمرب به كار رفته است. هاي نوتركي پروتئين

 ترشح كارا، رشد سريع، محيط كشت ارزان، فرآوري صحيح پروتئين،مانند هاي نوتركيب  پروتئين

به هر حال، شايد بارزترين . استرا دارا  سلولي بالا تراكمو رشد تا  ،كاربرد وافزايش مقياس  سهولت

، 1وجود پروموتر قوي ژن الكل اكسيداز  ،به عنوان ريزسازواره ميزبان استوريسپيكيا پويژگي 

pAOX1شود.  ، است كه با حضور متانول به عنوان منبع كربن القا مي  

هاي  در كشت هاي نوتركيب دهي پروتئين سلولي بالا براي بهبود محصول تراكمهاي كشت  روش

پيكيا پاستوريس سلولي بالاي  تراكميشتر براي كشت اند. روشي كه ب توسعه يافته پيكيا پاستوريس

اي است. در مرحله اول، توده سلولي  دهي چهار مرحله شود يك فرآيند غيرمداوم با خوراك استفاده مي

يابد. مرحله بعد كشت  افزايش ميبا كشت غيرمداوم روي محيط كشت معين با منبع كربن گليسرول 

سلولي بالا افزايش  تراكمكه طي آن توده زيستي تا سطح  دهي گليسرول است غيرمداوم با خوراك

شود و در عين حال سرعت  متانول به مقدار كم به كشت تزريق مييابد. در مرحله انتقال،  مي

يابد تا با عدم حضور  شود يا با سرعت غير مهار كننده ادامه مي دهي گليسرول متوقف مي خوراك

مرحله چهارم، مرحله القا يا توليد است كه ل شود. فعا pAOX1گليسرول اضافه در محيط كشت 

مختلفي تا به  دهي يا كنترل خوراك راهبردهايدهي مداومي از متانول است.  شامل خوراك معمولاً
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 متداول راهبردهاياند.  امروز براي افزايش توليد پروتئين نوتركيب در اين مرحله ايجاد شده

دهي سرعت رشد ويژه ثابت،  ثابت، خوراك) DO( 1دهي اكسيژن محلول دهي شامل خوراك خوراك

  . استدهي غلظت متانول ثابت، كشت اكسيژن محدود و كشت دما محدود  خوراك

 گوهرمايهدهي  در محيط كشت با كنترل سرعت خوراك DOثابت، غلظت  DOدر فرآيندهاي 

هاي تراكم  شتدهي به شكل ويژه مناسب ك شود. اين راهبرد خوراك در سطح ثابتي نگه داشته مي

به هر حال، هنگامي كه تجمع رود.  احتمال وقوع كمبود اكسيژن مي ها آنسلولي بالايي است كه در 

در  DOپذير نيست چون كنترل  دهي امكان با تغيير سرعت خوراك DOمنبع كربن وجود دارد كنترل 

پيكيا بالاي  سلولي تراكمهاي  كشتعلاوه، ه دهد. ب چنين شرايطي حساسيت خود را از دست مي

ثابت رفتاري نوساني دارند. اين امر ممكن است به از بين رفتن  DOدهي  در خوراك پاستوريس

  دهي كشت منجر شود.  بازگشت ناپذير محصول

ثابت به عنوان يك راهبرد كنترل حلقه باز ذاتاً مشكلاتي از نظر مقاومت و پايداري  µكنترل 

ها و  توانند پاسخي به اختلال نمي اما حلقه باز ساده است هاي فرآيند دارد. اگرچه كاربرد سامانه

ممكن هاي احتمالي كشت اعمال كنند. اختلال در متغيرهاي فرآيند و تغيير در شرايط اوليه  نوسان

در مقدار  µاست باعث تجمع بيش از حد متانول شوند. بنابراين، براي دوري از تجمع متانول معمولاً 

  دهي را پايين بياورد.  تواند محصول شود كه مي حفظ مي µmaxتر از  فرضي پايين پيش

ملزومات ايجاد فرآيندهاي زيستي مقاوم و  ،پايش دقيق و متعاقب آن كنترل مؤثر غلظت متانول

» خاموش- روشن« متانول كنترل راهبرد. هستنددهي غلظت متانول ثابت  تكرارپذير در راهبرد خوراك

فرآيندي  پيكياعموماً توليد پروتئين ناهمگون در  كه يدرحال ،است هاي خطي مناسب تنها براي سامانه

فرض  پيچيده و غيرخطي است. بنابراين، ممكن است اين راهبرد كنترل باعث نوسان حول نقطه پيش

نسبي در كنترل غلظت متانول مؤثر - انتگرالي- نسبي و مشتقي-هاي كنترل تجربي انتگرالي . روششود

 ،دگي و غيرخطي بودن فرآيند تخمير كه متأثر از تغييرات ذاتي و بيروني استاند. به دليل پيچي بوده
                                                            
1 dissolved oxygen (DO)  
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هاي  نسبي از طريق تنظيم سعي و خطايي يا روش-انتگرالي-تنظيمات بهينه كنترل كننده مشتقي

  شود.  تجربي ديگر تعيين مي

اكسيژن  شود اما غلظت هاي اكسيژن محدود، غلظت متانول ثابت نگاه داشته مي در كشت

يابد كه  كاهش مي %0تا  DO ،هميشه به علت محدوديت اكسيژن متغير است. در اين فرآيندها حلولم

شود. اگرچه بايد از محدوديت اكسيژن در خلال  اين امر باعث افزايش نيروي محركه انتقال اكسيژن مي

در برخي از  مرحله القا دوري جست، به دليل اثر منفي كه بر توليد و بازده پروتئين نوتركيب دارد،

ها حتي  هاي اكسيژن محدود توليد موفق پروتئين گزارش شده است. به علاوه، بعضي از پروتئين كشت

  اند.  هاي متانول محدود توليد شده هاي اكسيژن محدود نسبت به كشت هاي بالاتري در كشت با بازدهي

 كه يدرحال ،شود يم نگه داشتههاي دما محدود، غلظت متانول در محيط كشت ثابت  در سامانه

شود.  دماي كشت كاهش داده مي ،فرض در مقدار پيش DOبراي كاهش مصرف متانول و حفظ 

شود. از اين جهت،  سلولي بالا اعمال مي تراكممحدوديت دما اغلب براي دوري از كمبود اكسيژن در 

اين  هاي زيرا در كشت ،مناسب است +Mutهاي  كشت دما محدود به شكل خاص در كشت فنوتيپ

شود. به هر حال،  فنوتيپ وجود غلظت نامحدود متانول منجر به محدوديت اكسيژن و مرگ سلولي مي

كشت روند افزايش مقياس را در جايي كه ظرفيت انتقال حرارت محدود است  پايين كاربرد دماي

  كند.  دچار مشكل مي

 هاي در كشت اد شدهيمرتبط با هر يك از راهبردهاي كنترل  هاي محدوديتبا در نظر گرفتن 

 هنوز نياز به توسعه راهبردهاي كنترل جديدي ،دهي غيرمداوم با خوراك به صورت پيكيا پاستوريس

 ها در آن گوهرمايهدهي و تجمع  كه مبتني بر بازخوردي از كشت باشند، احتمال بيش خوراك است

ول در راكتور انجام شوند، و هاي معم دماي پايين فرآيندي نباشند، با كمك كنترل كننده داراي نباشد،

چنداني در زمينه  هاي پژوهش همچنين تا كنون باشند.هاي بالا را دارا  دهي توانايي رسيدن به محصول

مختلف در  دهي راهبردهاي خوراك هاي مسير سوخت و ساز متانول طي تغييرات فعاليت آنزيم

پروتئين نوتركيب صورت نگرفته است. و رابطه آن با توليد دهي متانول  هاي غيرمداوم با خوراك كشت
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در مرحله اول از طريق دهي  توسعه راهبردهاي جديد خوراك اصلي بنابراين، در پژوهش حاضر هدف

دهي براي توسعه يك راهبرد متانول محدود و در مرحله بعد از طريق  هاي متداول خوراك مطالعه روش

  نيتروژن محدود بود.  براي توسعه يك راهبرد pHيك كنترل كننده  يريكارگ به
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