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ABSTRACT 

 

Pravastatin is a clinically useful cholesterol-lowering agent, selectively inhibiting 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase, the regulatory enzyme in 

cholesterol biosynthesis. Currently, industrial production of this statin is based on a 

two-step fermentation process: the initial production of compactin and its subsequent 

biotransformation to pravastatin. The development of a one-step fermentation process 

using pravastatin-producing microfungi may be a commercially attractive approach. To 

facilitate this, isolation of novel fungal strains from different natural sources and their 

screening for pravastatin production is required. Soil being a reservoir for a wide 

variety of filamentous fungi has been recognized for a long time. In this study, 54 

fungal cultures were obtained from soil samples collected in Pahang State (Malaysia). 

Isolates were cultivated in submerged fermentation and tested for their ability to 

produce pravastatin using high-performance liquid chromatography. Five selected 

pravastatin producers were identified to species level using cultural and morphological 

characteristics, physiological and biochemical tests, and molecular techniques. 

Screening of the important variables affecting pravastatin production by the best of 

these producers was initially carried out using 2
7-3

 fractional factorial design and these 

selected variables were then optimized using rotatable central composite design. 

Kinetic studies of substrate uptake, fungal growth and pravastatin production in shake 

flask culture under optimized conditions were also conducted. Among 25 Penicillium 

isolates that were capable of producing pravastatin directly by fermentation, only five 

(ESF2M, ESF19M, ESF20P, ESF21P, and ESF26P) did so in relatively high 

concentrations, with Penicillium sp. ESF21P being the most active pravastatin 

producer, achieving a concentration of 196.83 mg/L. Fungal identification methods 

used in this study confirmed that the isolates Penicillium sp. ESF2M and ESF19M are 

referable to Penicillium citrinum, Penicillium sp. ESF20P and ESF26P were most 

closely related to Penicillium janthinellum, and Penicillium sp. ESF21P showed the 

highest homology with Eupenicillium brefeldianum. All sequence data from this study 

have been deposited in the GenBank database. A maximum concentration of 234.36 

mg/L of pravastatin was produced by E. brefeldianum ESF21P under the optimized 

conditions suggested by the Design-Expert 6.0.8 software. Pravastatin fermentation 

using this fungus showed the typical kinetics of a secondary metabolite, with 

maximum yield obtained after about 288 h of fermentation. 
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ABSTRAK 

 

Pravastatin merupakan satu agen perendah-kolesterol yang merencat 

3-hidroksi-3-methilglutaril-koenzim A reductase secara klinikal.  

3-hidroksi-3-methilglutaril-koenzim A reductase merupakan enzim pengatur dalam 

biosintesis kolesterol. Sehingga kini penghasilan statin adalah berasaskan satu proses 

fermentasi dua-langkah: penghasilan kompaktin pada peringkat permulaan dan diikuti 

dengan biotransformasinya kepada pravastatin. Pembangunan satu proses fermentasi 

satu-langkah menggunakan mikrofungi penghasil-pravastatin adalah satu pendekatan 

komersil yang menarik. Pemencilan strain fungi novel daripada sumber semulajadi dan 

penyaringannya adalah perlu untuk penghasilan pravastatin. Sejak dahulu lagi tanah 

merupakan sumber terbaik untuk pelbagai fungi berfilamen. Dalam kajian ini, 54 

kultur fungi didapati daripada sampel-sampel tanah yang dikutip dalam negeri Pahang 

(Malaysia). Pencilan-pencilan ini dibiakkan dalam fermentasi tenggelam dan diuji 

kemampuannya untuk menghasilkan pravastatin menggunakan kromatografi cecair 

berprestasi tinggi. Lima spesis fungi penghasil pravastatin telah dikenal pasti daripada 

pencirian kultur dan morfologi, ujian-ujian fisiologi dan biokimia, dan teknik-teknik 

molekul. Penyaringan pembolehubah-pembolehubah penting yang mempengaruhi 

penghasilan pravastatin oleh penghasil terbaik telah dilakukan pada peringkat awal 

dengan menggunakan rekabentuk faktorial 2
7-3

. Kemudian aras 

pembolehubah-pembolehubah yang dipilih melalui saringan ini dioptimumkan dengan 

menggunakan rekabentuk boleh-putar komposit berpusat. Kajian kinetik penggunaan 

substrat, tumbesaran fungi dan penghasilan pravastatin dalam kultur kelalang goncang 

pada keadaan optimum telah juga dilakukan. Daripada 25 pencilan Penicillium yang 

boleh menghasilkan pravastatin, hanya lima (ESF2M, ESF19M, ESF20P, ESF21P, dan 

ESF26P) boleh menghasilkannya dalam kepekatan yang relatif tinggi. Didapati 

Penicillium sp. ESF21P merupakan penghasil pravastatin yang paling aktif, mencapai 

kepekatan 196.83 mg/L. Kaedah-kaedah pengenalpastian fungi yang digunakan dalam 

kajian ini telah mengesahkan bahawa pencilan-pencilan Penicillium sp. ESF2M dan 

ESF19M boleh dirujuk kepada Penicillium citrinum. Penicillium sp. ESF20P dan 

ESF26P adalah paling berkait rapat dengan Penicillium janthinellum, dan Penicillium 

sp. ESF21P menunjukkan homologi tertinggi dengan Eupenicillium brefeldianum. 

Semua data jujukan daripada kajian ini telah telah disimpan di pengkalan data 

GenBank. Pada keadaan optimum yang dicadangkan oleh perisian Design-Expert 6.0.8, 

E. brefeldianum ESF21P telah mencatatkan kepekatan maksimum pravastatin (234.36 

mg/L). Fermentasi pravastatin menggunakan fungi ini menghasilkan nilai kinetik 

tipikal bagi metabolit sekunder di mana hasil maksimum dicapai selepas kira-kira 288 

jam fermentasi.
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