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Abstract 

Introduction: L-asparaginase is a significant anticancer enzyme used both in medicine and 

food industries. Considering the importance of L-asparaginase in different industries, finding 

new sources of producer strains that can produce higher levels of this enzyme with minimum 

side effects is preferred. 

Materials and Methods: Initial screening for L-asparaginase-producing strain was performed 

via qualitative plate assay on modified Czapex Dox's agar medium using L-asparagine as the 

nitrogen source and phenol red as pH indicator. L-asparaginase activity of the fungal strain was 

quantified by the nesslerization method. Its identification was performed by using both 

morphological characteristics and phylogenetic analyses of DNA sequence data, including 

ribosomal DNA regions of ITS (Internal Transcribed Spacer) and LSU (large Sub-Unit) rDNA. 

L-asparaginase production was optimized by the One Factor-At-the-Time (OFAT) technique. 

The impacts of temperature, inoculum size, nitrogen, and carbon sources on the enzyme 

production were then evaluated. 
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Results: Sarocladium kiliense IBRC-M 30453 was isolated from soil and identified as a potent 

enzyme-producing strain. The enzyme production was based on the extracellular mode. An 

optimum enzyme activity of 62.4 U ml
−1

 was obtained at the temperature of 25°C with 

inoculum size of 9% (v/v) and sucrose containing carbon and ammonium chloride as the 

nitrogen source. The optimization process led to 2.8-fold increase in the enzyme production. 

Discussion and Conclusion: There is a market demand for an alternate source of L-

asparaginase with fewer adverse effects due to an increase in the clinical and industrial 

applications of this enzyme. Fungal L-asparaginase can be the proper answer to the current 

status of the market. However, application of statistical optimization processes and genetic 

manipulation have been recommended in other studies to achieve its maximum production level 

and improve feasibility of its industrial production. 

Key words: Anticancer, Isolation, L-asparaginase, Optimization, Submerged Fermentation, 

Yeast-Like Microorganisms 



  
 )نوع مقاله پژوهشی( هاها  میکروارگانیسممیکروارگانیسمشناسی شناسی   فصلنامه علمی زیستفصلنامه علمی زیست

 5858-144144  صاااا  هصاااا  ه          12411241تابساااا ا  تابساااا ا            2424شاااامار  شاااامار        ساااااز یاااااز هم  ساااااز یاااااز هم  
 

 12124444//4141//1111تااااریر پااا یر    تااااریر پااا یر      –  12441244//4848//4242تااااریر  ریافااات   تااااریر  ریافااات   
 

 

 وز مکاتباتئمس ۀنویسند *
 

 
 
2322-5181/ © 2022 The Authors. Published by University of Isfahan                                                               
This is an open access article under the CC-BY-NC-ND 4.0 License (https://creativecommons.org/licenses by-nc-
nd/4.0/) 

 
10.22108/BJM.2021.129749.1406 

 
20.1001.1.23225173.1401.11.42.5.4 

 
 

 آسپاراژیناز با استفاده از سویة قارچی جداشده از خاک: -Lشناسایی و بهبود تولید آنزیم 

Sarocladium kiliense IBRC-M 30453 
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 كیدهچ

،سپارا،یناز یم ،نمیم ضدسرطا  مهم است که  ر صنایع پمشکی و غ ایی کاربر   ار . با  ر نظر  اشا     -L  میدمه:میدمه:
ب وانند ساح  باارتر  از   یابد که  ها  مولد جدید  ارج یت می ،سپارا،یناز  ر صنایع مخ لف  یاف   سویه -Lاهمیت 

 ،نمیم با قداقل عوارض جانبی را تولید کنند.

زاپام  زاپام  ،سپارا،یناز با ،زماو  کی ای رو  پلیات م ایت کشات       -Lها  مولد  غربالسر  اولیه سویه  ها:ها:    مواد و روشمواد و روش
انجاای شاد. فلالیات     pHاندیکاتور اندیکاتور   عنوا  عنوا  منبع نی رو،  و فنل ر  به ،سپارا،ی  به -L اکس ،گار تغییریاف ه قاو   اکس ،گار تغییریاف ه قاو  

L-        گیار  شاد. شناساایی ساوی  قاار ی باا تلیای          ،سپارا،یناز  ساوی  مولاد باا اسا  ا   از رو  نسلریماسایو  اناداز
شاوندۀ  ا لای( و ،     اناداز رونویسای   )نواقی فاصله ITSها  ریبوزومی  ها  مورفولو،یم و ،نالیم فیلو،نی ،  ویژگی

LSU د. تولید )زیرواقد بمرگ ریبوزومی( انجای شL-    سااز  شاد.    ،سپارا،یناز با رو  یم عامل  ر هار زماا  بهیناه
 تأثیر  ما  میما  مایه تلقی   منبع کرب  و نی رو،  بر تولید ،نمیم ارزیابی شد.

 -Lعناوا  یام ساوی  باالقو  مولاد      عناوا  یام ساوی  باالقو  مولاد        جداساز  و باه جداساز  و باه  اک   ازاز  Sarocladium kiliense IBRC-M 30453سوی  : : نتایجنتایج
 رجاه   رجاه    4848 ر  ماا    ر  ماا     U ml−1  22//2424شناسایی شد. رو  تولید ،نمیم  ارج سلولی بو . فلالیت بهینا  ،نامیم   شناسایی شد. رو  تولید ،نمیم  ارج سلولی بو . فلالیت بهینا  ،نامیم   ،سپارا،یناز 

عناوا   عناوا     عنوا  منبع کرب  و ،مونیاوی کلرایاد باه   عنوا  منبع کرب  و ،مونیاوی کلرایاد باه      رصد و با اس  ا   از سوکروز به رصد و با اس  ا   از سوکروز به  99گرا   میما  مایه تلقی  قجمی گرا   میما  مایه تلقی  قجمی   سان یسان ی
 برابر  تولید ،نمیم منجر شد.برابر  تولید ،نمیم منجر شد.  44//55ساز  به افمایش ساز  به افمایش   منبع نی رو،  به  ست ،مد. فرایند بهینهمنبع نی رو،  به  ست ،مد. فرایند بهینه

،سپارا،یناز  ر بازار تجار   تقاضا بارا  ایا     -L لیل افمایش کاربر ها  پمشکی و غ ایی  به  گیری:گیری:  بحث و نتیجهبحث و نتیجه
تواند پاسخی مناسب به وضلیت  ،سپارا،یناز قار ی می -L،نمیم از منابع جدید و با عوارض جانبی کم ر وجو   ار  و 

ها  ،ن یکی  ر محاللات پایش    ورز   ساز  و  ست ها  ،مار  بهینه کارگیر  رو  با وجو  ای   بهکنونی بازار باشد؛ 
 شو . رو برا   س یابی به قداکثر میما  تولید و بهبو  قابلیت تولید صنل ی توصیه می

 مخمر ور  شبه ساز   تخمیر غوطه ،سپارا،یناز  بهینه -Lضدسرطا   جداساز     های ک یدی:های ک یدی:  واژهواژه
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 .میدمه

 -Lتر  ،سپارا،یناز یا به عبارت کامل -L،نمیم 

،نمیمی است که هیدرولیم  1،سپارا،ی  ،مینوهیدرورز

اسید ،مین  ،سپارا،ی  را به ،سپارتیم اسید و ،مونیاک 

(. ای  ،نمیم از ل اظ سا  ار  1کند ) کاتالیم می

 184تا  124هموت رامریم است و ملمور  وز  مولکولی 

ا   ،سپارا،یناز کاربر  گس ر   -L(. 4کیلو ال و   ار  )

 -Lغ ایی و  اروساز   ار . ،نمیم  ر صنایع 

،سپارا،یناز  ر صنایع غ ایی با هدف کاهش میما  تولید 

،کریل ،مید  ر واکنش میور  و  ر هنسای پخت یا 

شد  موا  غ ایی غنی از نشاس ه به کار گرف ه  سرخ

 -L( و  ر صنایع  ارویی با مصرف 1شو  ) می

 م ها  سرطانی  موجب مهار سن ،سپارا،ی   ر سلوز

شو  و  می G1ها و توقف رشد سلوز  ر مرقل   پروتئی 

رو   هد؛ ازای  ها را به سمت ،پوپ وز سوق می سلوز

عنوا   ارو  ضدسرطا   ر  رما  لوکمی  به

صورت تمریق  رو  سیاهرگی یا  و به 4لن وبوس یم قا 

ها  سرطانی  (. سلوز2و  3شو  ) عضونی اس  ا   می

توانند اسید  سپارا،ی  سن  از نمی، - L لیل فقدا  ،نمیم به

رو  ،سپارا،ی  مور  نیاز  و  را بسازند و ازای  -L،مین  

ها   که سلوز اند؛  رقالی به منابع  ارجی ،  وابس ه

 لیل  اش   ،نمیم م کور قا رند پاسخسو  نیاز  سالم به

عوو  بر صنایع فوق   (.8،سپارا،ی  باشند ) - L و  به

 - Lتواند ازطریق تلیی  میما  ز می،سپارا،ینا -L،نمیم 

عنوا  سنسور زیس ی  ر صنایع غ ایی و  ،سپارا،ی  به

بازار جهانی (. 2سایر صنایع به کار گرف ه شو  )

ها  کاربر    ر بخش  رمانی روند رو به رشد   ،نمیم

 5 از  رصد  2/1 رو  ای  بازار با رشد  ار  و ان ظار می

 ساز  ر  رر میلیار  3/2 به 2016 ساز  ر  رر میلیار 

 ،نمیم کل  رصد 40 ،سپارا،یناز -Lبرسد. ،نمیم  2021

 ترکیبات به جها  و یم سوی نیاز  ر نیاز مور 

 (. 3) کند می تأمی  را ضدلن وما و ضدلوکمی

ها  قیوانی و توست  ،سپارا،یناز  ر بافت -L،نمیم 

شو ؛ اما انسا   ها تولید می گیاها  و میکروارگانیسم

( و منابع میکروبی 1قابلیت تولید ای  ،نمیم را ندار  )

ها و   لیل سرعت بار  رشد میکروارگانیسم تولید  به

کارگیر  سوبس را  ارزا  قیمت  ر فرایند تولید  امکا  به

(.  ر زما  4شوند ) منابع ترجی   ا   می نسبت به سایر

،سپارا،یناز  ارویی موجو   ر بازار از  -Lقاضر تمامی 

 Dickeya و Escherichia coli و منبع باک ریایی 

dadantii با نای قبلی( Erwinia chrysanthemi)  تولید

تواند با  ها می (؛ اگر ه مصرف ای  ،نمیم3و  1شوند ) می

واکنش قساسیت بیش از قد  ر عوارض جانبی مانند 

شد   ارو   نباز ،  شوک ،نافیوکسی و  نثی بیمارا  و به

(.  ر مقابل تولید ،نمیم از منابع یوکاریوتی 5همرا  شو  )

ها به انسا    لیل شباهت بیش ر ای  میکروارگانیسم به

تواند با عوارض جانبی کم ر  همرا  باشد و سمیت  می

بر ی از (. 14و  9را القا کند )کم ر و پاسر ایمنی کم ر  

ها  ای  ،نمیم مانند قساسیت قرارتی به  ماها   ویژگی

ها  ،لر،یم  فلار  قوزۀ  عمر کوتا  و واکنش بار  نیمه

 نباز یاف   منابع  بیوتکنولو،  را بر ،   اش ه است تا به

میکروبی جدید برا  تولید ای  ،نمیم با باز   تولید بارتر 

 -L،نمیم (. 14و  9ی کم ر باشند )و عوارض جانب

صورت  رو  سلولی  ها به ،سپارا،یناز  ر میکروارگانیسم

ها   ارج سلولی  شو ؛ اما ،نمیم و  ارج سلولی تولید می

هایی مانند تمایل بارتر برا    لیل  اش   ویژگی به

عنوا  سوبس را  سهولت اس خراج ،نمیم   ،سپارا،ی  به

ها  فرایند تولید نسبت به  ینهپایدار  بیش ر و کاهش هم

ها   رو  سلولی برتر   ارند. با توجه به اینکه  نمونه

ها   ارج سلولی  ها توانایی باریی  ر تولید ،نمیم قارچ
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عنوا  منابع میکروبی مناسبی برا  تولید  توانند به  ارند  می

  (.9و  4،نمیم به کار گرف ه شوند )

ار ی مولد هدف ای  پژوهش ملرفی سوی  جدید ق

،سپارا،یناز  ارج سلولی و بهبو  کارایی  -L،نمیم 

ساز   کارگیر  رو  بهینه تولید ،نمیم  ر ای  سویه با به

 ور است. یم عامل  ر هر زما  طی فرایند کشت غوطه

 .ها مواد و روش

  سوی  قارچ مدنظر از میكروارگانیسم و شرایط کشت

(  با N 51°18'15.4"E"46.1'42°35نمونه  اک )تهرا   

از م لوز نمکی  14-2تا  14-1ها  سریاز  تهیه رقت

(NaCl 9/4 و به رو  کشت سح ی )رو   3 رصد

جداساز  شد.  2م یت کشت رز بنساز کلرام نیکل ،گار

 رجه  48  ما با روز  ر اینکوباتور  1ت به مدها  پلیت

ترکیب م یت کشت رز شدند. ار   اگرماگگرا   سان ی

  14  گلوکم 8بنساز کلرام نیکل ،گار شامل پپ و  سویا 

  سول ات منیمیم ه ت ،به 1پ اسیم    هیدرو،  فس ات 

 11 و ،گار 1/4  کلرام ینیکل 48/4  رنگ رز بنساز 8/4

تنظیم  8/8م یت کشت رو   pHگری  ر هر لی ر است و 

عصارۀ (. سوی  قار ی پس از ،  به م یت کشت 11شد )

،گار( ان قاز  ا    YPD) 8،گار کس روز  -پپ و   -مخمر 

و نسهدار  موقت قارچ با تجدید کشت با فواصل زمانی 

 یم ماهه رو  همی  م یت انجای شد.

های قارچی برای دستیابی به  غربالگری سویه.

کشت تاز  از قارچ  آسپاراژیناز: -Lهای مولد  سویه

 25تلقی  شد و پس از  YPDهدف   ر م یت کشت مایع 

 48ساعت گرماگ ار   ر شیکر اینکوباتور  ر  ماااا  

 8/1  مقدار rpm 184 ور هممنی گرا  و   رجه سان ی

ا بر اش ه و به  رو  ه لی ر م یت کشت از لوله میلی

ها  ها  اس ریل ریخ ه شد. سپس میکروتیوب میکروتیوب

سان ری یو،  g 14444× قیقه  ر  ما  اتاق  ر  14به مدت 

شدند. پس از سان ری یو، مایع رویی تخلیه شد و مقدار 

 54 رصد تویی   1/4لی ر از م لوز تلقی  )قاو   میلی 1/4

و   و سپس همس   رصد ،گار( به میکروتیوب افم 8/4و 

از سوسپانسیو  سلولی با میکرولی ر  8شد. سپس مقدار 

مدنظر   اس  ا   از سرسمپلر اس ریل بر اش ه و سوی 

ا  رو  م یت کشت زاپم  اکس ،گار  صورت نقحه به

 رصد کشت  ا    449/4قاو  ملرف فنل ر   2تغییریاف ه

 8گرا  به مدت   رجه سان ی 48ها  ر  ما   شد و پلیت

اولیه م یت کشت  pH(. 14و  11ز گرماگ ار  شدند )رو

نشد   کن رز  ر نظر  ها  تلقی  تنظیم شد و پلیت 4/2رو  

 ،زا ساز  با ،سپارا،یناز ،نمیم (. فلالیت13گرف ه شدند )

 شد  قلیایی باعث ،سپارا،ی  هیدرولیم از ناشی ،مونیاک

 مخمرها تغییر کلنی م یت اطراف رنگ و شو  می م یت

عنوا  هاله هیدرولیم  کند. قحر ناقی  تغییر رنگ یاف ه به می

 (.12و  2گیر  شد ) انداز 

شامل عصارۀ مخمر  YPDمایع  ترکیب م یت کشت

(. 18گری  ر هر لی ر است ) 44و گلوکم  14  پپ و  8

 -L  4ترکیب م یت کشت غربالسر  شامل گلوکم 

  کلرید 84/1پ اسیم    هیدرو،  فس ات   14،سپارا،ی  

 44و ،گار  84/4  سول ات منیمیم ه ت ،به 84/4پ اسیم 

تنظیم  4/2م یت کشت رو   pHگری  ر هر لی ر است و 

 .(12) شد

فلالیت  گ وتامینازی: غربالگری برای لعالیت آنزیمی

L-  گلوتامیناز   ر سوی  قار ی مولدL-  سپارا،یناز،

کشت  ای  منظور  ر ترکیب م یتبررسی شد. برا  

،سپارا،ی  مقدار  -Lجا   زاپم  اکس ،گار تغییریاف ه به

گلوتامی  قرار گرفت و قابلیت تولید  -Lگری  ر لی ر  14

 رجه  48روز گرماگ ار   ر  ما   8گلوتامیناز پس از 

 (.11گرا  بررسی شد ) سان ی

برا  تلقی   کشت: تهیه مایه ت ییح در محیط پیش
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 3م یت تولید  سوی  قارچ مدنظر  ر لوله ،زمایش قاو  

لی ر م یت زاپم  اکس ،گار تغییریاف ه کشت  ا    میلی

ساعت  ر شیکر اینکوباتور با  ما   14شد و برا  مدت 

 rpm 184گرا  و  ور هممنی   رجه سان ی 48

 قیقه  ر  18گرماگ ار  شد. سپس مایع کشت به مدت 

×g 14444مایع رویی  ور ریخ ه شد.    سان ری یو، و

ها  رسوب  ا   شد   ر م یت کشت مایع  سلوز

سوسپانسیو  شدند و ج ب نور  م یت کشت تولید به 

 1/4نانوم ر رو   244ها  ر طوز موج  کمم ای  سلوز

 تنظیم شد.

آسپاراژیناز در محیط تولید به روش کشت  -Lتولید .

لی ر  میلی 44لی ر  قاو   میلی 144فوسم ور:  غوطه

م یت کشت مایع زاپم  اکس ،گار تغییریاف ه با سوی  

گرا  و  ور   رجه سان ی 48قار ی تلقی  شد و  ر  ما  

روز  2گرماگ ار  شد. پس از  rpm 184هممنی 

گرماگ ار   م یت کشت با سان ری یو، یخچالدار  ر 

 g× قیقه  ر  18گرا  به مدت   رجه سان ی 2 ما  

عنوا  ،نمیم    سان ری یو، و مایع ش اف رویی به14444

  ای  ر ،نالیمها  بلد  اس  ا   شد. 

رو  تغییریاف    اهم  ارزیابی روش تولید آنزیم:

،سپارا،یناز  -Lپلیت برا  ارزیابی ن وۀ تولید ،نمیم 

اس  ا   شد.  ر ای  رو  پلیت جامد قاو  م یت کشت 

 رصد  449/4همرا   زاپم  اکس ،گار تغییریاف ه به

رنگ فنل ر  تهیه و پس از جامدشد  م یت کشت 

م ر با اس  ا   از پیپت پاس ور  میلی 5هایی به قحر   اهم

میکرولی ر ،نمیم  ای  144ها با   ر ،نها ایجا  شد.  اهم

میکروم ر اس ات سلولم  4/4فیل رشد  )با اس  ا   از فیل ر 

س ریل ( پر شدند. ،ب مقحر ا1شرکت سارتوریوا

ها به مدت  عنوا  کن رز من ی اس  ا   شد. سپس پلیت به

گرا  گرماگ ار    رجه سان ی 48ساعت  ر  ما   14

شدند. تشکیل هاله تغییر رنگ یاف ه  ر اطراف  اهم 

،سپارا،یناز   ارج سلولی تلقی  -Lعنوا  فلالیت  به

 (.15 واهد شد )

 -Lمیما  تولید ،نمیم سنجش میزان لعالیت آنزیمی: 

،سپارا،یناز  ر سوی  قار ی مدنظر با اس  ا   از رو  

 ر ساز  9و یلی  5شد  توست ریس و  نسلریماسیو  ارائه

( 44) 1913و همکارا   ر ساز  14( و ایما ا19) 1913

عنوا   ازطریق سنجش میما  ،مونیاک ،زا شد  به

ساز  شد. مخلوط  م صوز نهایی واکنش ،نمیمی کمی

مورر   2/4،سپارا،ی   -Lلی ر  میلی 8/4واکنش قاو  

مورر  48/4اسید کلریدریم  -لی ر بافر تریس  میلی 8/4

لی ر غلظت مناسبی از ،نمیم  میلی 8/4و  2/5برابر  pHبا 

 رجه  31 قیقه  ر  34 ای است که برا  مدت 

گرا  گرماگ ار  شد. واکنش ،نمیمی با افمو    سان ی

ر  کلرو اس یم مورر ت 8/1لی ر از م لوز  میلی 8/4

شو . نمونه کن رز من ی با افمو   ،نمیم  اسید م وقف می

 34 ای غیرفلاز )تیمارشد   ر  ما  جو  به مدت 

 قیقه( پس از گرماگ ار   ر شرایت مشابه  وانش شد. 

کر    مخلوط واکنش  ها  رسوب برا  ق ف پروتئی 

  سان ری یو، و مایع ش اف g 14444× قیقه  ر  8به مدت 

،ور  شد. برا  سنجش  ی برا  انجای سنجش جمعروی

لی ر از مایع ش اف  میلی 1/4میما  ،مونیاک ،زا شد   

لی ر ،ب مقحر اس ریل  میلی 8/3رویی واکنش ،نمیمی با 

لی ر ملرف نسلر مخلوط شد. پس از مدت  میلی 4/4و 

 قیقه میما  ج ب نور  نمونه با اس  ا   از  14زما  

)شرکت  UV-1800مدز   س سا  اسپک روف وم ر

نانوم ر  وانش  284سوئیس(  ر طوز موج  11شیماتمو

شد. میما  ،مونیاک ،زا شد   ر نمونه مجهوز با مقایس  

میما  ج ب نور  ای  نمونه با من نی اس اندار  

مورر ،مونیوی  میلی 4-9/4ها   شد  برا  غلظت رسم
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 (U)،سپارا،یناز  -Lسول ات به  ست ،مد. یم واقد 

 1که  ر هر  قیقه  تلریف شدورت میما  ،نمیمی ص به

گرا  و   رجه سان ی 31میکروموز ،مونیاک  ر  ما  

2/5 pH کند. تولید می 

ها   ویژگیهای مورلولوژیک:  تعیین ویژگی

 14ماکروسکوپی و میکروسکوپی سوی  قار ی پس از 

 48،گار  ر  ما   YPDساعت رشد رو  م یت کشت 

 و تصویربر ار  شد.گرا  بررسی   رجه سان ی

به رو  فنل  DNAاس خراج  شناسایی مولكولی:

(. 41ا  انجای شد ) ها  شیشه کلروفری و با اس  ا   از  انه

 D1/D2   ،rRNAقار ی  ناقی   سوی  برا  شناسایی

 زا( با اس  ا   LSUزیرواقد بمرگ ریبوزومی )

-NL1 (5′پرایمرها  

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′ و )

NL4 (5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′ و )

زیرواقد  rRNA قسمت ان هایی ، )شامل  ITSناقی  

  ناقی  ITS1  ،  5.8S rRNAکو م ریبوزومی  ناقی  

ITS2   ، و قسمت اب داییLSU rRNA با اس  ا   از )

-ITS1 (5′پرایمرها  

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′ و )ITS4 (5′-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′  به رو )

PCR (. برنام  43و  44یابی شد ) تکثیر و سپس توالی

PCR رجه  98شد   ر  ما   شامل مرقل  واسرشت 

ثانیه  28سیکل شامل  38 قیقه و  8گرا  به مدت  سان ی

گرا   اتصاز پرایمر  ر   رجه سان ی 98شد   ر  واسرشت

شد   ثانیه  طویل 28گرا  به مدت   رجه سان ی 85 ما  

 1شد  نهایی  و یم مرقل  طویل  قیقه 1برا  مدت 

رو  ،ز  PCRم صوز واکنش ا  تنظیم شد.   قیقه

پس از  و  بارگ ار  X TAE 8/4 رصد  ر بافر  1،گارز 

رنگولت و  144 قیقه  ر ول ا،  28الک روفورز به مدت 

پس از  .شد بررسی برماید اتیدیوی رنگ با ،ز ،میم 

مشاهدۀ باند قاصل رو  ،ز الک روفورز  م صوز واجد 

کی یت مناسب برا  تلیی  توالی به شرکت فماپژو  

،مد  با   ست ها  به یابی  توالی پس از توالی .فرس ا   شد

ویرایش شدند و توالی قاصل از  ChromasProافمار  نری

 وانش  ر  و جهت مون ا، شد و توالی نهایی  ر 

و سویه بررسی  GenBankو  CBS ا    ها  پایسا 

  .شناسایی شد

ها  شا ص نم یم  سویه: رسم درخت لی وژنتیكی

ها  ،نها از پایسا   توالی  ر جنس مدنظر ان خاب شد و

ها از  تراز  توالی  ریافت شدند. برا  هم GenBank ا   

 MEGA7افمار  موجو   ر نریClustal W (42 )السوری م 

ها   برا  تلیی  موقلیت تاکسونومیم سویهاس  ا   شد. 

توست  Neighbor-Joining ر ت فیلو،ن یکی به رو  

 و  14با اس  ا   از السوری م کیمورا MEGA7افمار  نری

ها توست  (. سحوح اطمینا  شا ه48پارام ر  رسم شد )

 تکرار تخمی  ز   شد. 1444( با 42) Bootstrap،نالیم 

ا روش یک عامل در هر سازی تولید آنزیم ب بهینه.

ساز  سوی  قار ی مدنظر  براساا  فرایند بهینه زمان:

انجای شد که  ر ،   ر هر  13رو  یم عامل  ر هر زما 

کند و بقیه  مرقله از ،زمایش تنها یم فاک ور تغییر می

 84شوند.  ر ای  بررسی  عوامل ثابت نسا   اش ه می

لی ر   میلی 484لی ر م یت کشت  رو  فوسم  میلی

عنوا  قجم تولید ل اظ شد. پارام رها  میما  مایه  به

ماگ ار   رصد قجمی(   ما  گر 9و  2  3  1تلقی  )

گرا (  منابع   رجه سان ی 31و  38  34  48  44  18)

 رصد )گلوکم  سوکروز   1کرب  مخ لف با غلظت 

اسید و گلیسروز(  منابع نی رو،  غیر،لی با غلظت  سی ریم

 رصد )کلرید ،مونیوی و نی رات سدیم( و منابع نی رو،   1

 -L رصد )عصارۀ مخمر  پرولی  و  1،لی با غلظت 
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بر ار  از م یت تولید   ی ( ارزیابی شدند. نمونه،سپارا،

ساعت گرماگ ار  انجای و تراکم سلولی  ر  92پس از 

نانوم ر و میما  فلالیت ،نمیمی  ر هر نمونه  244طوز موج 

 تلیی  شد.

ها با سه بار تکرار  تمامی ،زمایشآنالیزهای آماری: 

رها شد  قاصل میانسی  ای  تکرا انجای شدند و ن ایج ارائه

اند.  اس اندار   حا  میانسی  ای  سه تکرار مس قل ±

طرفه و ،زمو  توکی  ها به رو  ،نالیم واریانس یم  ا  

افمار   رصد با اس  ا   از نری 98با ضریب اطمینا  

Minitab  هایی با    ،نالیم و  ا  11ویرایشP values 

 ملنا ار تلقی شدند. 48/4کم ر از 

 

 .نتایج

های آسپاراژیناز و  غربالگری برای تولید آنزیم

 اک  از IBRC-M 30453سوی  قار ی گ وتامیناز: 

،سپارا،یناز توست  -Lجداساز  شد و قابلیت تولید ،نمیم 

،  رو  م یت کشت زاپم  اکس ،گار تغییریاف   

،سپارا،ی  و ملرف فنل ر  بررسی شد. پس از  -Lقاو  

گرا   تغییر   رجه سان ی 48روز گرماگ ار   ر  ما   8

ا  به رنگ  صورت تشکیل هاله رنگ  ر م یت کشت به

(. a1م ر مشاهد  شد )شکل  سان ی 8/4قرمم با قحر قدو  

،سپارا،یناز و  -Lکنندۀ تولید ،نمیم  ای  تغییر رنگ بیا 

شد  م یت بر اثر ،زا ساز  ،مونیاک ناشی از  قلیایی

ماگ ار   ر شرایت گرهیدرولیم ،سپارا،ی  است. 

 -Lکشت سوی  قار ی رو  م یت کشت قاو  یکسا   

ا  قرمم  گلوتامی  و ملرف فنل ر  نیم منجر به تشکیل هاله

کنندۀ تولید  م ر شد که بیا  سان ی 8رنگ به قحر قدو  

 ،نمیم گلوتامیناز توست ای  سویه است. 

منظور بررسی ن وۀ تولید ،نمیم ،سپارا،یناز  کشت  به

ور  ر م یت کشت زاپم  اکس ،گار تغییریاف ه   غوطه

،مد   به   ست انجای و فلالیت ،نمیمی مایع بدو  سلوز به

رو   اهم پلیت ارزیابی شد.  ر اطراف  اهم هاله 

م ر مشاهد  شد که  سان ی 3تغییر رنگ به قحر قدو  

د ،سپارا،یناز  ارج سلولی توست ای  سویه کنندۀ تولی بیا 

  (.b1است )شکل 

 

 
زاپم  اکس ت تشکیل هاله تغییر رنگ  ر م یت کش -1شکل 

( کشت a رصد رنگ فنل ر ؛  449/4همرا   به،گار تغییریاف ه 

( رو   اهم پلیت برا  bسوی  قار ی برا  غربالسر  اولیه  

 ،سپارا،یناز -Lبررسی  ارج سلولی بو   ،نمیم 

 

کشت ور:  تولید آنزیم آسپاراژیناز در کشت غوطه

 ر  IBRC-M 30453ور سوی  قار ی  غوطه

ها  قاو  م یت کشت مایع زاپم  اکس  فوسم

گرا    رجه سان ی 48روز  ر  ما   2تغییریاف ه به مدت 

انجای شد. فلالیت ،نمیمی مایع  rpm 184و  ور هممنی 

ونیاک ،زا شد  به رویی کشت با سنجش میما  ،م

رو  نسلریماسیو  و با اس  ا   از من نی اس اندار  

گیر  شد. میما  تولید ،نمیم  ( انداز 4)شکل 

U ml،سپارا،یناز توست ای  سویه 
به  3/44 ± 4/2 1-

  ست ،مد. 
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من نی اس اندار  برا  سنجش میما  ،مونیاک با اس  ا    -4شکل 

رابح   حی بی  ج ب نور  و غلظت کنندۀ  از ملرف نسلر که بیا 

 شدۀ ج ب و غلظت است. ها  مشخص یو  ،مونیوی  ر  امنه

ها   ویژگی شناسایی سویة مولد آسپاراژیناز:

پس از  IBRC-M 30453مورفولو،یم سوی  قار ی 

ساعت  14،گار به مدت  YPDرشد رو  م یت کشت 

(. 3گرا  بررسی شدند )شکل   رجه سان ی 48 ر  ما  

کلنی ای  سوی  گلبهی رنگ  مات  م دب  با قوای 

ها بیضی  ا  و با قاشی  میسلیومی گس ر   بو . سلوز کر 

زنی  ا  با ان ها  گر  بو ند و با جوانه شکل تا اس وانه

هیف نیم  ر  تر و ها  کشید  شدند. سلوز قحبی تکثیر می

کنندۀ قالت شبه  کشت ای  سویه مشاهد  شدند که بیا 

 بو   ،  هس ند.  مورفیم مخمر  و   

 

 
( b( و میکرومورفولو،  )aتصاویر ماکرومورفولو،  ) -3شکل 

پس از  Sarocladium kiliense IBRC-M 30453سوی  قار ی 

ساعت  ر  ما   14،گار به مدت  YPDرشد رو  م یت کشت 

 گرا   رجه سان ی 48

 

با  IBRC-M 30453شناسایی مولکولی سوی  قار ی 

ا  به  اس  ا   از ،نالیم  و توالی ریبوزومی انجای شد. قحله

برا  هر  PCRعنوا  م صوز  باز به ج ت 244طوز قدو  

یابی  توالی  (. پس از توالی2 و ناقیه تکثیر شد )شکل 

ب با ترتی به ITSو  LSU rDNA ر ،   D1/D2ناقی  

 ر پایسا   MN128515و  MN128534شمار   س رسی 

،مد    ست ها  به ثبت شد. مقایس  توالی GenBank ا   

و  GenBankها   ا    ها  موجو   ر پایسا  با توالی

CBS رصد به  99-144ها به میما   نشا   ا  ای  توالی 

 Sarocladiumهایی از گون   ها  مربوط به سویه توالی

kiliense ها  ناقی   اهت  اشت. با جس جو  توالیشب

D1/D2 ر  12ها  شا ص ها  سویه میا  توالی 

تری  توالی مربوط به  ها   ا   مشخص شد نم یم پایسا 

 53/99با میما  تشابه  S. kilienseسوی  شا ص گون  

 144(. ای  توالی همچنی  به میما  1 رصد است )جدوز 

ها   هایی از ای  گونه مانند سویه  رصد با توالی سویه

CBS 145.62  وCBS 377.70F  شمار   س رسی(

MH878541  وMH871482  شباهت  اشت. با مقایس )

الی تری  تو ها   ا   نیم نم یم  ر پایسا  ITSتوالی ناقی  

با میما  تشابه  S. kilienseمربوط به سوی  شا ص گون  

ای   ITS(. توالی ناقی  1 رصد است )جدوز  24/99

هایی از ای   سویه ITS رصد با توالی  144سویه به میما  

 Kw63-15و  AUMC 11033ها   گونه مانند سویه

( شباهت LN864540و  KX384658)شمار   س رسی 

  ار . 

لیاات تاکسااونومیم سااوی  قااار ی  باارا  تلیاای  موق

،ماد  و    سات  هاا  باه    ر ت فیلو،ن یکی براساا توالی

ها  نم یم رسم شد.  ها  شا ص گونه ها  سویه توالی

شاد  بارا     هاا  فیلاو،ن یکی رسام    ای  ساویه  ر  ر ات  

y = 0.1062x 
R² = 0.9803 
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و  8هاا    )شکل ITSو  D1/D2   ،LSU rRNAنواقی 

قرار گرفات.   S. kiliense(   ر جایسا  یکسانی با گون  2

 BLAST،ماد  از    ست ای  جایسا  فیلو،ن یم با ن ایج به

ها   ا   نیم محابقت  اشات؛ بناابرای      ها  ر پایسا  توالی

ها  براساا میما  تشابه و همچنی  ،نالیم فیلو،ن یکی توالی

 .Sبااه گوناا   IBRC-M 30453تللااق سااوی  قااار ی  

kiliense .تأیید شد  

 

 
تکثیرشد  از  PCRروفورز م صورت تصویر ،ز الک  -2شکل 

(  ر سوی  b) ITS( و ناقی  a) LSU rRNA ر ،   D1/D2ناقی  

 Sarocladium kiliense IBRC-M 30453قار ی 
 

 CBSو  GenBankها   ا    ها  شا ص موجو   ر پایسا  ها  سویه ،مد  با توالی  ست ها  به توالی BLASTن ایج  -1جدوز 

 Score پوشانی )%( هم تشابه )%( شمار   س رسی ها  شا ص تری  سویه نم یم طوز توالی قحله ،نی

D1/D2 855 

S. kiliense CBS 122.29T MH866490 53/99 144 1451 

S. zeae CBS 800.69T NG_067385 51/95 144 1425 

S. strictum CBS 346.70T MH871457 21/95 144 1431 

ITS 821 

S. kiliense MUCL 9724T NR_130684 24/99 92 912 

S. strictum CBS 346.70T AY138845 42/92 144 514 

S. hominis UTHSC 04-1034T NR_155779 24/98 98 523 
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موقلیات ساوی  ماور     موقلیات ساوی  ماور      کاه کاه   LSU rDNA D1/D2    برا  توالی ناقیا  برا  توالی ناقیا    Neighbor-Joiningشد  با اس  ا   از ،نالیم شد  با اس  ا   از ،نالیم    ر ت فیلو،ن یکی رسم ر ت فیلو،ن یکی رسم  -88شکل شکل 

 ر پران م نوش ه شاد    ر پران م نوش ه شاد     GenBankها  ر ها  ر    س رسی به توالی س رسی به توالی     هد. شمار  هد. شمار   نشا  مینشا  می  Sarocladiumها   ویشاوند  ر جنس ها   ویشاوند  ر جنس   ( را  ر میا  گونه( را  ر میا  گونه♦♦بررسی )بررسی )

تکارار(  ر م ال انشالابات    تکارار(  ر م ال انشالابات      14441444))  Bootstrapعنوا  گرو   ارجی تلیای  شاد. میاما     عنوا  گرو   ارجی تلیای  شاد. میاما       بهبه  Acremonium variecolor CBS 130361Tاست. قارچ است. قارچ 

  هد.  هد.   ازا  هر جایسا  نوکلئوتید  را نشا  میازا  هر جایسا  نوکلئوتید  را نشا  می  جایسمینی نوکلئوتید  بهجایسمینی نوکلئوتید  به  44//4141 ر ت نشا   ا   شد  است.  ت مقیاا   ر ت نشا   ا   شد  است.  ت مقیاا  

 

 
( را  ر ( را  ر ♦♦کاه موقلیات ساوی  ماور  بررسای )     کاه موقلیات ساوی  ماور  بررسای )       ITS    برا  توالی ناقی برا  توالی ناقی   Neighbor-Joiningشد  با اس  ا   از ،نالیم شد  با اس  ا   از ،نالیم    ر ت فیلو،ن یکی رسم ر ت فیلو،ن یکی رسم -2شکل 

 ر پران ام نوشا ه شاد  اسات. قاارچ       ر پران ام نوشا ه شاد  اسات. قاارچ        GenBankهاا  ر  هاا  ر     س رسی باه تاوالی   س رسی باه تاوالی       هد. شمار  هد. شمار   نشا  مینشا  می  Sarocladiumها   ویشاوند  ر جنس ها   ویشاوند  ر جنس   میا  گونهمیا  گونه

Acremonium alcalophilum CBS 114.92  عنوا  گرو   ارجی تلیی  شد. میما  عنوا  گرو   ارجی تلیی  شد. میما    بهبهBootstrap  ((14441444      ر م ل انشلابات  ر ات نشاا  )ر م ل انشلابات  ر ات نشاا    تکرار  )تکرار

  هد.  هد.     هر جایسا  نوکلئوتید  را نشا  می  هر جایسا  نوکلئوتید  را نشا  میازاازا  جایسمینی نوکلئوتید  بهجایسمینی نوکلئوتید  به  44//4848 ا   شد  است.  ت مقیاا   ا   شد  است.  ت مقیاا  
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بارا  تلیای    سدازی تولیدد آندزیم آسدپاراژیناز:      بهینه

عوامل ماثثر بار میاما  تولیاد ،نامیم ،ساپارا،یناز   هاار        

عامل میما  مایه تلقی  یا اینوکولوی   ما  گرماگا ار    

بررسای شادند. بارا      ترتیب منبع کرب  و منبع نی رو،  به

مقایس  شرایت مخ لف  میاما  فلالیات ،نمیمای و میاما      

ساااعت  92رشااد براساااا جاا ب نااور  کشاات پااس از 

 گیر  شدند. انداز  rpm 184گرماگ ار  با  ور هممنی 

کشات باا    سااز  میاما  اینوکولاوی  پایش     برا  بهیناه 

 رصد به م یت کشات تولیاد    9و  2  3  1نسبت قجمی 

. بیش ری  میما  فلالیت ،نمیمی باا میاما    ،نمیم تلقی  شد

 رصد مشاهد  شد که ت ااوت ،  از ل ااظ    9اینوکولوی 

 رصاد ملناا ار باو ؛ اماا باا       1،مار  نسبت به اینوکولوی 

 ار  نشااا    رصااد ت اااوت ملناای 3و  2هااا   اینوکولااوی

 رصاد کاه باارتری  میاما       9ندا ؛ بناابرای   اینوکولاوی   

عناوا  اینوکولاوی    اهد  شاد  باه  فلالیت ،نمیمی با ،  مشا 

هاا  بلاد   ر نظار گرف اه شاد.       من خب بارا  ،زماایش  

 رصاد مشااهد     9بیش ری  میما  رشد نیام باا اینوکولاوی    

هااا  مخ لااف  شااد؛ اگر ااه ت اااوت رشااد  ر اینوکولااوی

 (.a1ملنا ار نبو  )شکل 

ها  ر م یت تولیاد ،نامیم    ساز   ما  کشت برا  بهینه

گارا     رجه سان ی 31و  38  34  48  44  18 ر  ماها  

گرماگ ار  شادند. بیشا ری  میاما  فلالیات ،نمیمای  ر      

گرا  مشااهد  شاد کاه ت ااوت ،        رجه سان ی 48 ما  

گارا  ملناا ار باو ؛ اماا       رجاه ساان ی   18نسبت به  ماا   

نسبت به سایر  ماهاا از ل ااظ ،ماار  ت ااوت ملناا ار       

گارا    جه ساان ی  ر 48نداشت. با توجه به اینکه  ر  ما  

عناوا    فلالیت ،نمیمی بارتر  به  ست ،مد  ایا   ماا باه   

ها  بلد   ر نظر گرف اه شاد.     ما  من خب  ر ،زمایش

گاارا    رجااه سااان ی 38بیشاا ری  میااما  رشااد  ر  مااا   

 48و  44  18مشاهد  شد که ت اوت ،  نسبت به  ماها  

و  34گرا  ملنا ار بو ؛ اما نسبت باه  ماهاا      رجه سان ی

گرا  ت اوت ملناا ار  از ل ااظ ،ماار       رجه سان ی 31

 (. b1نداشت )شکل 

اثار منااابع کاارب  مخ لاف شااامل گلااوکم  سااوکروز    

 رصد بر میما  رشاد و   1گویسی  و گلیسروز با غلظت 

تولید ،نمیم بررسی شاد. میاما  تولیاد ،نامیم  ر قضاور      

منابع کرب  مخ لاف از ل ااظ ،ماار  ت ااوت ملناا ار       

؛ اما با توجه باه مقادار فلالیات ،نمیمای بیشا ر  ر      نداشت

قضور ساوکروز و ارزا  و  ر  سا را باو   ایا  منباع      

عنااوا  منبااع کاارب  من خااب باارا    کاارب   سااوکروز بااه 

،زماایش بلااد   ر نظاار گرف ااه شااد. میااما  رشااد سااوی   

قار ی  ر قضاور مناابع کارب  مخ لاف م  ااوت باو  و       

گلااوگم   ترتیااب  ر قضااور  بیشاا ری  میااما  رشااد بااه  

اسید به  ست ،مد )شکل  سوکروز  گلیسروز و سی ریم

c1 .) 

اثر سه منبع نی رو،  ،لی شامل ،ساپارا،ی   پارولی  و   

عصارۀ مخمار و  و منباع نی ارو،  ملادنی شاامل سادیم       

 رصاد بار میاما      1نی رات و ،مونیوی کلرایاد باا غلظات    

رشد و تولید ،نمیم بررسی شاد. بیشا ری  میاما  فلالیات     

ی و بیش ری  میما  رشد با ت اوت ملناا ار از ل ااظ   ،نمیم

عناوا    ،مار    ر قضور ،مونیوی کلرایاد  مشااهد  و باه   

منبع نی رو،  بهیناه  ر نظار گرف اه شاد. پاس از ،مونیاوی       

 -Lترتیاب  ر قضاور    کلراید  بیشا ری  تولیاد ،نامیم باه    

،سپارا،ی  و عصارۀ مخمر به  ست ،مد. کم اری  میاما    

پارولی  و سادیم نی ارات باه  سات       -Lم با تولید ،نمیم نی

 (.d1،مد )شکل 

ساز  به رو  یم عامل  ر هر زما     ر پایا   بهینه

 Sarocladium kilienseمیما  تولید ،نمیم توست سوی  

IBRC-M 30453 U ml
 ر شااارایت  2/24 ± 2/1 1−

 رصد و  9گرا  و میما  مایه تلقی    رجه سان ی 48 ما  
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عناوا  منباع کارب  و ،مونیاوی      با اسا  ا   از ساوکروز باه   

عناوا  منباع نی ارو،  باه  سات ،ماد؛ بناابرای           کلراید به

 5/4ساااز  بااه افاامایش  میااما  تولیااد ،ناامیم فراینااد بهینااه

 برابر  تولید ،نمیم منجر شد.

 

  

  
-Sarocladium kiliense IBRCها  س ید( سوی  قار ی  ها   اکس ر ( و رشد )س و  اثر عوامل مخ لف بر میما  تولید ،نمیم )س و  -1شکل 

M 30453  ساعت و  ور هممنی  92. شرایت ثابت ،زمایش  گرماگ ارrpm 184 

 

 .گیری بحث و نتیجه

،سپارا،یناز  کاربر ها  مخ ل ی  ر  رما   -L،نمیم 

هاا   او ایمنی و ع اونی  فار،ور       ها و بیمار  سرطا 

(. بااا 41و  3مااوا  غاا ایی و فناااور  بیوسنسااورها  ار  ) 

هاا    توجه به کاربر ها  گسا ر   ایا  ،نامیم و ویژگای    

 -Lبیوشاایمیایی  ساااا  ار  و فارماااکولو،یکی م ناااوع   

تمایل به یاف   منابع جدید  شد   ،سپارا،ینازها  شناسایی

تولیااد ایاا  ،ناامیم بااا باااز   بااارتر و  ااوا  عملکاار   

هااا  فرایناادها    م  اااوت و سااهولت و کاااهش همینااه  

فرو ساا ی وجااو   ار . امااروز  از میااا  منااابع میکروباای 

هااا    لیاال واکاانش هااا بااه ،سااپارا،یناز  قااارچ -L،ناامیم 

 اارج  ،لر،یم کم ر  بااز   تولیاد باار و تولیاد ،نامیم      

(. 45و  14و  9و  4اناد )  سلولی  ر ور توجه قارار گرف اه  

،ساپارا،یناز قاار ی    -Lهنوز م صوز تجاار  از ،نامیم   

بااارا  کااااربر   ارویااای  ر باااازار وجاااو  نااادار ؛ اماااا 

PreventASeهاااا   م صاااورت تجاااار  باااا ناااای  
و  ®
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®
Acrylawayهااا   ترتیااب تولیدشااد  توساات قااارچ   بااه

Aspergillus niger  وA. oryzae ر صاانایع غاا ایی   

(. ایا  پاژوهش باا هادف شناساایی      41شوند ) اس  ا   می

،سپارا،یناز و بررسای اولیاه    -Lسوی  قار ی مولد ،نمیم 

 ور انجای شد. شرایت تولید ،نمیم  ر کشت غوطه

هاا    ،ساپارا،یناز  ر ساویه   -Lقابلیت تولید ،نامیم  

تااری   قااار ی م لااد   گاامار  شااد  اساات. از مهاام  

  Aspergilusهاا    توا  به جانس  ا  می رش هها   قارچ

Penicillium  Fusarium  Cladosporium  

Trichoderma  وRhizomucor  (  3اشاااااار  کااااار .)

هاایی مانناد    ها  مخمر  و شبه مخمر  از جانس  سویه

Candida  Cryptococcus  Saccharomyces  

Pichia  Rhodotorula  Yarrowia  

Sporobolomyces  Aureobasidium  

Fereydounia  وConiochaeta هاا    عنوا  قارچ نیم به

(.  ر ایاا  9و  3انااد ) مولااد ایاا  ،ناامیم گاامار  شااد  

 Sarocladium kilienseمخمار     محالله  ساویه شابه  

IBRC-M 30453 عنااوا  سااوی  مولااد ،ناامیم    بااهL- 

ازنظاار  Sarocladium،سااپارا،یناز ملرفاای شااد. جاانس 

  ر ۀ Ascomycotaتاکساااااااااونومی  ر شاااااااااا    

Sordariomycetes   راساا  Hypocreales  و  ااانوا ۀ

Sarocladiaceae مورفیم  ها     قرار  ار  و از قارچ

ها  شبه مخمار    رو . قارچ یا شبه مخمر  به شمار می

ا    لیل امکا  تغییار بای   و قالات مخمار  و رشا ه      به

 تاوا  فاری   اند؛ زیرا می ازنظر بیوتکنولو،   ر ور توجه

ا  را بارا    مخمر  را برا  تکثیر سالولی و فاری رشا ه   

و  49هاا   اارج سالولی باه کاار گرفات )       تولید ،نمیم

،سااپارا،یناز  ر ایاا  جاانس  ر   -L(. تولیااد ،ناامیم 34

 S. terricolaو  S. kiliense  S. strictumهاا    گوناه 

 (.34و  31و  45گمار  شد  است )

،سااااااپارا،یناز  ر بیشاااااا ر   -Lتولیااااااد ،ناااااامیم  

صورت  رو  سلولی است.  ر مقیاا  ها به میکروارگانیسم

 لیال امکاا  تولیاد     ها به صنل ی  ترش   ارج سلولی ،نمیم

بیشااا ر  ر شااارایت طبیلااای  پایااادارتربو   م صاااوز و   

هاا  تولیااد   سااز  و کااهش همینااه   ترشاد   ااالص  ،ساا  

  شااد (.  ر ایاا  محاللااه نشااا   ا 33و  3ارج یاات  ار  )

 Sarocladium kiliense IBRC-Mمخمار     ساوی  شابه  

صاورت  اارج سالولی     ،سپارا،یناز را به -L،نمیم  30453

صاورت   ها باه  کند. تولید ای  ،نمیم  ر بیش ر قارچ تولید می

 ااارج ساالولی اساات؛ امااا تولیااد  رو  ساالولی ،  نیاام  ر 

 Penicilliumا  مانناااد  هاااا  رشااا ه  بر ااای قاااارچ 

brevicompactum  P. funicolosum  Aspergillus 

fumigatus  وA. phoenicis (32 و بر اای گونااه )   هااا

  Saccharomyces cerevisiaeمخماااااار  ماننااااااد 

Schizosaccharomyces pombe  وLeucosporidium 

scottii ( 31و  32و  38گمار  شد  است .) 

،ساپارا،یناز فلالیات ثانویا      -Lبر ی از انواع ،نامیم  

کر   ،مینواساید گلوتاامی  نیام  ارناد      مینههیدرولیم و  ،

 -Lها عوو  بر تولید ،نامیم   (. بر ی میکروارگانیسم35)

کننااد  گلوتامیناااز نیاام تولیااد ماای -L،سااپارا،یناز  ،ناامیم 

هاایی اسات    گلوتامیناز نیم یکی از ،نمیم -L(. ،نمیم 39)

 لیاال فلالیاات ضاادتومور  و ضدویروساای  ر     کااه بااه 

(.  ر بر ااای 24کاربر هاااا  پمشاااکی اهمیااات  ار  )  

محاللات نشا   ا   شد  است فلالیت ثانوی  گلوتامیناز  

،سپارا،یناز برا  فلالیت ضادتومور  ،  نیااز    -L،نمیم 

کننادۀ   سار  بیاا   (؛ با وجو  ایا   محاللاات  ی  21است )

هاا  ،لر،یام     بروز اثرات جاانبی من ای مانناد واکانش    

 لیال فلالیات گلوتامینااز      قالت تهاوع و پانکراتیات باه   

هاا  فاقاد    رو  سویه غیرا  صاصی ای  ،نمیم است. ازای 

یا  ارا  مقا یر اندک ای  فلالیات ،نمیمای بارا  تولیاد     
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(. 3) اناد  ،سپارا،یناز  ر ور توجه قارار گرف اه   -L،نمیم 

 ر ای  پژوهش  فلالیات گلوتامینااز  باه رو  سانجش     

گلوتاامی   ر ساوی     -Lکی ی رو  م یت جاماد قااو    

مدنظر مشاهد  شد؛ با وجو  ای    ر شرایت تولید ،نامیم  

L- هاا  ،نمیمای    ،سپارا،یناز قضور هممما  ای  فلالیت

هاا  تجاار  امکاا  قا ف یاا       بررسی نشد. بارا  ساویه  

ها  مهندسی ،ن یم  میناز  با رو کاهش فلالیت گلوتا

(  4441) 12و ما هور  18وجو   ار .  ر محالل  بارگاو 

،ساپارا،یناز   -Lتولید ،نمیم گلوتامیناز توست سوی  مولد 

S. kiliense ( ؛ اما  ر سوی  34بررسی نشد)S. strictum 

و  11شاد  توسات گلباباائی    ،ساپارا،یناز گامار    -Lمولد 

را  صاصاای گلوتامیناااز  ( فلالیاات غی4444همکااارا  )

،سااپارا،یناز تولیدشااد  شناسااایی نشااد   -Lباارا  ،ناامیم 

(45 .) 

هاا   ،سپارا،یناز توست باک ر  -Lتولید صنل ی ،نمیم 

شاو    ور انجاای مای   ها بیش ر به رو  کشت غوطاه  و قارچ

(. میااما  تولیااد ،ناامیم تأثیرگرف ااه از ترکیااب م اایت 41)

عوامال فیمیکای   ویژ  منابع کارب  و نی ارو،  و    کشت  به

  هممنی  تراکم اینوکولاوی و مادت زماا     pHمانند  ما  

هاا   اا     کشت است. هار میکروارگانیسام نیازمناد    

 و  را برا  بیش ری  میما  تولیاد ،نامیم  ار ؛ بناابرای      

ساااز  شاارایت باارا  بررساای قابلیاات تولیااد ،ناامیم  بهینااه

(.  ر ایا   24ها  میکروبی مخ لف ضرور  است ) سویه

ش  اثاار  هااار عاماال میااما  اینوکولااوی   مااا      پااژوه

 -Lگرماگاا ار  و منااابع کاارب  و نی اارو،  باار تولیااد     

،سپارا،یناز توست سوی  مادنظر باه رو  یام عامال  ر     

 هر زما  بررسی شد.

میااما  اینوکولااوی یااا تااراکم اولیااه ساالولی یکاای از  

رو   فاک ورها  مهم  ر فرایندها  زیس ی به شامار مای  

(.  ر ایاا  محاللااه  بیشاا ری  میااما  تولیااد ،ناامیم    23)

(Uml
 رصاد و کم اری     9( با اینوکولوی ±2/35 14/8−

U mlمیما  تولید ،نمیم )
( با اینوکولاوی  9/42 ± 4/4 1−

فامایش نسابی تولیاد ،نامیم  ر      رصد به  ست ،مد. ا 1

میما  اینوکولوی بیش ر که  ر ای  محالله مشاهد  شد  با 

هااا   یساار محابقاات  ار ؛ باارا  مثاااز   ن ااایج پااژوهش

( نشا   ا ند افمایش تاراکم  4444و همکارا  ) 15موگل

اولیااه ساالولی  بااه افاامایش ساارعت مصاارف سوبساا را   

ناز ،ساپارا،ی  -Lافمایش سارعت و میاما  تولیاد ،نامیم     

منجاار شااد.  Leucosporidium scottiiتوساات مخماار 

تراکم اولیه بار  سلولی راهکار  برا  تولید ،نمیم باا  

قداقل میما  رشد و قداقل میما  موا  مور  نیاز بارا   

ق ظ بقا  سلوز است و  ر طراقای فرایناد تولیاد  باه     

 (.31ها نیم منجر  واهد شد ) کاهش همینه

ثر بار فراینادها  تولیاد     ما یکی  یسر از عوامال ماث  

م صااورت زیساا ی اساات و باار رشااد میکروباای  ترشاا  

هاا  شاایمیایی و میاما  فلالیاات    ،نامیم  سارعت واکاانش  

(.  ماا  بهیناه بارا  تولیاد     22گا ار  )  ،نمیمی تأثیر مای 

هاا  ر   ،سپارا،یناز توست بیش ر میکروارگانیسم -L،نمیم 

(. 3گامار  شاد  اسات )   گرا    رجه سان ی 48-31 امن  

 رجاااه  48 ر ایااا  محاللاااه  تولیاااد ،نااامیم  ر  ماااا   

بیشا ر  گارا     رجاه ساان ی   18نسبت به  ماا   گرا   سان ی

 48بو ؛ اما باوجو  میانسی  تولید ،نامیم بیشا ر  ر  ماا     

U ml)گاارا     رجااه ساااان ی 
(  ت ااااوت 5/31 ± 4/1 1−

  رجاه  48-31ملنا ار   ر میما  تولیاد ،نامیم  ر  امنا     

 -Lمشاااهد  نشااد؛ بنااابرای   تولیااد ،ناامیم  گاارا   سااان ی

،سااپارا،یناز توساات ایاا  سااویه  ر  امناا   مااایی نسااب ا     

ا  رو  سااوی   شااو .  ر محاللااه  ا  انجااای ماای  گساا ر  

،ساپارا،یناز  ر   -Lتولیاد ،نامیم    S. kiliense یسر  از 

 24بررسای و  ماا    گارا     رجاه ساان ی   44-24 ماها  

 (. 34عنوا   ما  بهینه گمار  شد ) هبگرا    رجه سان ی
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ان خاااب سوبساا را  مناسااب براساااا ارز  غاا ایی   

قابلیات  س رسای و همینااه نقاش مهماای  ر تولیاد تجااار      

(. م یت کشت زاپم  اکاس تغییریاف اه   28ها  ار  ) ،نمیم

تااری  م اایت کشاات   قاااو  گلااوکم و ،سااپارا،ی  رایااج 

،ساپارا،یناز  ر کشات    -Lشد  برا  تولید ،نامیم   گمار 

(. منااابع کاارب  24و  3هااا اساات ) ور توساات قااارچ غوطااه

مخ ل ی مانند گلوکم  سوکروز  فروک وز  رک وز  مال وز  

 -Lاساید بارا  تولیاد ،نامیم      گلیسروز  نشاس ه و سی ریم

،سپارا،یناز گامار  شاد  و محاللاات بسایار  گلاوکم را      

(.  ر 24و  41د )انا  عنوا  منبع کرب  بهیناه ملرفای کار      به

ای  محاللاه  مناابع کارب  گلاوکم  ساوکروز  گویسای  و       

 رصاد بررسای شادند. میاما  تولیاد       1گلیسروز با غلظت 

،نمیم  ر قضور ای  منابع کرب  از ل ااظ ،ماار  ت ااوت    

U mlملنا ار  نداشت؛ اما بیش ری  میما  تولید )
−1 4/4 ± 

شاد نیام   (  ر سوکروز مشاهد  شد. بیشا ری  میاما  ر  2/38

اب دا  ر قضور گلوکم و سپس  ر قضور ساوکروز انجاای   

گرفت؛ بنابرای   با توجه به مقدار فلالیت ،نمیمی بیشا ر  ر  

قضااور سااوکروز و ارزا  و  ر  ساا را بااو   ایاا  منبااع  

عنوا  منبع کرب  بارا  ،زماایش بلاد      کرب   سوکروز به

سااکارید  اساات کااه توساات  ان خاااب شااد. سااوکروز   

 هنااد  شااامل  بااه مونوساااکاریدها  تشااکیل هیاادرورزها 

گلااوکم و فروک ااوز  تباادیل و توساات میکروارگانیساام     

یاف سی صانلت    لیل توسله شو . ای  سوبس را به مصرف می

فنااور  صانل ی    طور گس ر    ر فرایندها  زیست شکر به

(. گلیسااروز نیاام منبااع کاارب  ارزا  22شااو  ) اساا  ا   ماای

جاانبی صانایع ساو ت    عناوا  م صاوز    قیم ی است که به

هاایی باا    شاو  و تبادیل ،  باه فار،ور       زیس ی تولیاد مای  

(. میاما   21ارز  بار شایا  توجه پژوهشسرا  قارار  ار  ) 

 شامسیر  از تولیااد ،ناامیم توساات سااوی  ماادنظر  ر ایاا   

پژوهش   ر قضاور گلیساروز باه  سات ،ماد؛ بناابرای         

توست ایا   تواند همین  تولید ،نمیم  اس  ا   از گلیسروز می

شاد  رو  ساوی     سویه را کاهش  هاد.  ر پاژوهش انجاای   

  از میاا   S. kiliense BKJM2 یسر  از ای  گونه  یلنی 

 رصاد  بیشا ری     1/4شد  با غلظت  پنج منبع کرب  بررسی

ترتیاب باا گلاوکم      ،ساپارا،یناز باه   -Lمیما  تولیاد ،نامیم   

 (34مال وز  سوکروز  فروک وز و رک اوز باه  سات ،ماد )    

 لیال   تواناد باه   که با ن ایج ای  محالله م  ااوت اسات و مای   

هااا  مخ لااف و شاارایت  بااو   فیمیولااو،  سااویه م  اااوت

 ها باشد.   ،زمایش

منبع نی رو،  یکی از مثثرتری  عوامل بر میما  تولید 

 -L،سپارا،یناز است.  ر محاللات م لد    -L،نمیم 

نی رو،   عنوا  به ری  منابع پرولی  به -L،سپارا،ی  و 

(. اگر ه 24و  11اند ) برا  تولید ای  ،نمیم گمار  شد 

L- تواند  ،سپارا،ی  القاگر تولید ای  ،نمیم است  می

عنوا  عامل م دو کنندۀ تولید ،نمیم نیم به شمار رو   به

(. عوو  بر ای  ،مینواسیدها  ترکیبات  یسر  مانند 25)

،مونیوی  اور   عصارۀ مخمر  پپ و   ،مونیوی نی رات 

سول ات و ،مونیوی کلراید نیم عوامل مهمی  ر تولید 

(.  ر ای  پژوهش  24،سپارا،یناز هس ند ) -L،نمیم 

بیش ری  میما  رشد و تولید ،نمیم  ر قضور ،مونیوی 

کلراید با ت اوت  شمسیر  نسبت به  یسر منابع 

،سپارا،ی   ومی  منبع  -Lشد  به  ست ،مد و  بررسی

اثر مثبت بر تولید ،نمیم بو .  ر پژوهش نی رو،  ازنظر 

  از میا   هار منبع S. kiliense BKJM2شد  رو   انجای

ترتیب  شد   بیش ری  میما  تولید ،نمیم به نی رو،  بررسی

 ر قضور پپ و   ،مونیوی سول ات  عصارۀ گوشت و 

(. اثر مثبت ،مونیوی و اثر 34عصارۀ مخمر مشاهد  شد )

تولید ،نمیم  ویژگی مش رک من ی عصارۀ مخمر بر 

 .S،مد  از محالله رو  ای   و سوی  م  اوت   ست به

kiliense شد  رو  شبه مخمر  است.  ر پژوهش انجایS. 
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strictum AG90  ن ایج م  اوتی به  ست ،مد و اثر مثبت

،سپارا،ی  و اثر من ی برا   -Lبرا  عصارۀ مخمر و 

 (.45،مونیوی سول ات گمار  شد )

،سپارا،یناز  -L ر ای  پژوهش  میما  تولید ،نمیم 

 S. kiliense IBRC-M 30453توست سوی  شبه مخمر  

 Uساز  به رو  یم عامل  ر هر زما  به  پس از بهینه

ml
 .Sرسید. میما  تولید ای  ،نمیم توست  2/24 ± 2/1 1−

kiliense BKJM2  وS. strictum AG90 ترتیب  بهU 

ml
U mlو  54/44 1−

و  45گمار  شد  است ) 514/1 1−

شد   ،سپارا،یناز گمار  -L(. از بیش ری  میما  تولید 34

U mlتوا  به تولید  ها می ها  وقشی قارچ  ر سویه
−1 124 

U ml( و تولید 29) Penicillium cyclopiumتوست 
−1 

( اشار  کر .  ر 84) .Aspergillus spتوست  158

طور  تولید ،نمیم به ساز  اب دایی  ر ای  محالله بهینه

 شمسیر  افمایش یافت؛ اما رسید  به شرایت بهینه به 

ها  بیش ر  بررسی عوامل مخ لف و  انجای ،زمایش

ها  طراقی ،زمایش  برهمکنش ،نها و اس  ا   از رو 

نیازمند است. همچنی   محاللات فراتر مانند بررسی 

سوبس راها  ارزا  قیمت  کشت  ر بیوراک ور و 

ز  و تلیی   صوصیات ،نمیم امکا  بررسی سا  الص

  کند. پ انسیل تجار  ای  سویه را فراهم می
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