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Abstract 

In recent years, the need for L-asparaginase in different industries has increased. L-asparaginase 

obtained from microorganisms is cost-effective, has no harmful effects on the environment, and 

improves the quality of products. In the present study, L-asparaginase-producing microorganisms 

were isolated and optimized from different sources, and selected strain enzymes were produced. 

L-asparaginase-producing yeasts were randomly isolated and purified from different parts of 

Isfahan. Strains were screened for L-asparaginase production. Then, the superior yeast strain with 

the highest enzymatic activity was selected for optimization. Under suitable pH, temperature, 

time, carbon source, and nitrogen source, multi-factor optimization was performed using 

response-level statistical software to investigate the simultaneous effect of several factors on 

production and the highest enzyme activity. 

In the present study, 5S2 yeast isolate led to the formation of the highest halo of L-asparaginase. 

This strain was first introduced as the L-asparaginase-producing strain and was registered in the 

NCBI database under Diutina mesorugosa strain SBG-IAUF-2 with access number MZ901211. 

Yeast 5S2 with enzyme activity equivalent to 1722.8 u / ml was selected as the selected strain for 

optimization. The results of multivariate optimization of enzyme activity showed that at pH 7, a 
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concentration of 2% glucose as carbon source, the attention of 10% L-asparagine, a temperature 

of 35°C, and a time of 120 hours, there is the highest enzyme production activity and curve RSM 

is located in the optimization area. 

In the present study, after recording 5S2 yeast isolate for the first time as an L-asparaginase-

producing strain in the NCBI database, extracellular L-asparaginase produced by the 5S2 yeast 

strain was introduced due to its high enzymatic activity as a potent strain in the production of L-

asparaginase enzyme. 

Keywords: L-asparaginase, Enzyme Activity Assay, Optimization, RSM, Yeast. 

 

Introduction 

L-asparaginase as a food processing aid, is capable of significantly reducing acrylamide formation 

in starchy foods by over 90% without altering their taste or appearance. L-asparaginase enzymes 

are produced by various microorganisms, including bacteria like Streptomyces goulbarjensis, 

Enterobacter cloacae, and Serratia marcescens, as well as fungi and yeasts. Different isoforms 

of L-asparaginase originating from plants, eukaryotes, and prokaryotes have been identified, with 

those isolated from microorganisms, especially bacteria, proving more effective. Microorganisms 

producing L-asparaginase are found across diverse ecological areas, showcasing desirable 

enzymatic activity. The most effective isoforms of L-asparaginase currently available as 

anticancer drugs and produced commercially are sourced from microbial origins like Escherichia 

coli, Erwinia carotovora, and various Bacillus strains. Reports also mention the enzyme's 

production by filamentous fungi and yeasts such as Saccharomyces cerevisiae and Candida. Like 

Saccharomyces cerevisiae, Yeast is highlighted for its single-cell nature, rapid reproduction in 

cultivation environments, and its significance in various ecosystems like soil, swamps, and rivers 

due to its cellular processes post-translation and lack of endotoxins. Saccharomyces cerevisiae 

intricately regulates L-asparagine metabolism through complex pathways involving unrelated 

citrate products. The current study focuses on isolating, purifying, and identifying yeast strains 

producing L-asparaginase, optimizing its production under various environmental conditions to 

find an optimal method for generating these enzymes with reduced side effects and increased 

therapeutic potential. 

Materials and Methods 

Sampling and isolation of L-asparaginase-producing yeast: Soil samples were collected 

randomly from various points in Isfahan, particularly from agricultural fields, and diverse yeasts 

were isolated from these samples. For initial enrichment of the yeasts, 1 gram of collected soil 

samples was mixed in 100 milliliters of L-asparagine culture medium. This mixture was placed 

on a shaker for 3 days at 31 degrees Celsius and a speed of 130 rotations per minute, repeated 

thrice. Subsequently, 1 milliliter of the culture medium was taken and transferred to YPG agar 

medium. 

Yeast screening based on L-asparagine enzyme production: A rapid assay method was 

employed using a minimum asparagine agar medium. Colonies were placed on this medium and 

incubated at 30 degrees Celsius for 24 to 72 hours. Changes in color and halo diameter were 

examined every 24 hours. Yeasts capable of producing the enzyme hydrolyze asparagine in the 
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culture medium, releasing ammonia and alkalinizing the medium. As a result, a shift in pH from 

acidic to alkaline changed the color of the medium from yellow to pink. Yeasts producing the 

enzyme caused an alkalinity shift, changing the medium color to a pinkish hue. Yeasts that did 

not produce this pink halo were eliminated. 

Molecular Identification of Superior Yeast Species Producing L-Asparaginase Enzyme: For 

molecular identification, the selected strains were incubated in YPG culture medium for 72 hours 

at 37 degrees Celsius. The colony-PCR method was employed to identify the genus and species 

of the yeasts. The DNA of each sample was added to the respective vials, and after adding the 

required reaction components and the designed primers, they were placed inside the thermocycler. 

Consequently, a 655 base pair fragment resulting from amplifying the gene encoding 18S-rRNA 

(ITS4, ITS1) using the forward and reverse primer was amplified via a polymerase chain reaction. 

Optimization of Enzyme Production via RSM Statistical Design: Multiple factors, including 

pH, carbon source, nitrogen source, temperature, time, and their various concentrations of carbon 

and nitrogen sources were examined in enzyme production. Based on the available sources in the 

culture medium, enzyme activity of Sizopek's Dax was subjected to various concentrations of 

glucose (from 1.5% to 2.5%) as a carbon source, a pH range from 5 to 9, L-asparagine as a 

nitrogen source (from 6% to 14%), temperature between 25 to 45 degrees Celsius, and time from 

80 to 160 hours as factors in the optimization process using the Response Surface Methodology 

(RSM). 

Research Findings 

In this study, yeast 5S2 was examined for the first time to produce the L-asparaginase enzyme. 

After sequencing and obtaining the relevant file, the sequence underwent evaluation and editing 

using the Choromas software. Sequence comparison via the BLASTN server in the NCBI 

database revealed that the 18S-rDNA sequence of the 5S2 yeast strain bears the highest similarity 

and coverage with a strain of Diutina mesorugosa. Following assessments, this isolate was 

registered as a new strain for L-asparaginase production under the name Diutina mesorugosa 

strain SBG-IAUF-2 with accession number MZ901181 in the NCBI database. The highest 

enzyme activity during the optimization stage was achieved in test number 6, with 2% glucose, 

pH at 7, a duration of 120 hours, a temperature of 35 degrees Celsius, and 10% L-asparagine. This 

resulted in an enzyme activity of 1722.8 U/mL, indicating the maximum level of enzyme activity. 

In the optimization of L-asparaginase enzyme from the 5S2 strain, the highest activity was 

observed at pH 7, showing sensitivity to both acidic and alkaline conditions. Additionally, the 

enzyme was temperature-sensitive, exhibiting the highest activity at 35 degrees Celsius but 

decreasing notably at 45 degrees Celsius. 

Discussion of Results and Conclusions 

Glucose and L-asparagine levels influenced enzyme production, achieving optimal enzyme yields 

at their moderate levels. Time was also a significant factor affecting enzyme production. This 

research successfully produced L-asparaginase using the isolated yeast strain 5S2 from the soil, 

optimizing its activity through the response surface method. The increased enzyme activity 

suggests the potential application of these results in various industries, including food processing 

and nanotechnology. The enzyme production levels in the optimization process suggest the 

potential for enhanced enzyme yields through strain optimization. 
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 کیداچ

 ام ه   دستاسپار ژیسا  به- ل.  ست یاف ه  فز یش اسپار ژیسا - ل انزیم به کشور مخ مف صسایع نیا   خیر، هایسال در

 پژوهش رد. شودمی محصولات کیفیت  فز یش و سبب محیطی  ست یست بار یان اثار ب ون صرفه وبهمقرون ریزموجود ت،

 خبمس  سویۀ انزیم تولی  میز ن سا ی ش ن  وبهیسه و ج  سا ی مسابع مخ مف خاک    اسپار ژیسا - ل مول  مخمرهای حاضر،

 .بررسی ش 

ها ویهس. ش ن  سا یخالص و ج  سا ی  صفهان شهر مخ مف نقاط خاک    تصادفیطور به اسپار ژیسا - ل انزیم مول  مخمرهای

 فعالیت یش رینب که برتر مخمر سویۀ ش ن  و گریاگار غربالکشت ح  قل اسپار ژیندر محیط اسپار ژیسا - ل تولی  میز ن نظر   

 سا یهیسهب نی روژن، مسبع کربن و مسبع  مان، دما، مساسب  سی ی ه، شر یط در. ش   ن خاب سا یبهیسه بر ی ر  د شت، انزیمی

 .ش   نجاز انزیمی یتفعال میز ن بیش رین بر فاک ور چس   مانهم تأثیر بررسی مسظوربه پاسخ سطح اماری  فز رنرز با چس فاک وره

 سویۀ وسو نهبار ب نخس ین بر ی سویه  ین. اسپار ژیسا ی ش - ل هالۀ بیش رین تشکیل سبب 5S2مخمری  ج  یۀ حاضر، مطالعۀ در

 در MZ901211 دس رسی شماره به Diutina mesorugosa strain SBG-IAUF-2 سویۀ ناز با و معرفی اسپار ژیسا - ل مول 

 تعیین سا یبهیسه بر ی مس خب سویۀ وسو نهب u/ml 8/3011معادل  انزیمی فعالیت با 5S2 مخمر. ش  ثبت NCBI  طلاواتی پایهاه

 34 غمظت کربن، مسبع وسو نبه گموکز درص  1 غمظت ،0  سی ی ۀ در د دن  نشان انزیم فعالیت چس فاک ورۀ سا یبهیسه ن ایج. ش 

 در RSM مسحسی و د رد وجود انزیمی فعالیت بیش رین ساوت، 314  مان و گر ددرجۀ سان ی 12 دمای اسپار ژین،- ل درص 

 .د رد قر ر سا یمسطقۀ بهیسه

ثبت و  NCBI  طلاواتی پایهاه در اسپار ژیسا - ل مول  سویۀ وسو نبه 5S2 ج  یۀ مخمر بار، نخس ین بر یحاضر  پژوهش در

 در قوی  یسویه وسو نبه 5S2 مخمر  ین سویه، سویۀ توسط تولی ش ه سمولیخارج اسپار ژیسا - ل  یاد انزیمی فعالیت بهباتوجه

  .ش  معرفی اسپار ژیسا - ل انزیم تولی 

 مخمر ،RSM سا ی،بهیسه انزیمی، فعالیت سسجش اسپار ژیسا ،- ل: کلیدی رایواژا
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 مقدم 

هننای د رویی کنناربردهننای فر و نی در درمننان انزیم

 کارگیریبه .(3)های  نسنننانی د رن  بسنننیناری    بیماری 

 هایو کسش مسنننیر در م  خمه مسظوربه هاانزیم ه فمس 

 هایموضنننو     یکی همو ره بیوشنننیمیایی و شنننیمیایی

ماده پیش .(1) ست  بوده و پزشکی صنسعت  توجهدرخور 

های مهمی ر  در ها نقش)سنوبس ر ( و محصول  ین انزیم 

رو،  ین کسسن ؛    ین سنننا وکنار تمناز موجود ت  یفننا می  

های فیزیولوژیک بسنننیاری د رن  و کس رل هنا نقش انزیم

ی تعادل بین میز ن امیسو سننی ها بیان و فعالیت انها سننبب

 .(1)شود ب ن می

انزیمی  سنننت که به دلیل درمان  ،ژیسا  اسنننپار - ل

لوسمی لسفوبلاس ی حاد در  اً نو   مخ مف سرطان و وم ت

وممکرد  .(9) د رد فر و نیدرمنناننی کنناربنرد   شنننینمنی  

اسنننپار ژیسا  -اسنننپار ژیسا  ) ل- خ صننناصنننی انزیم  ل

( سنننبب شننن ه  سنننت  ین E.C.3.5.1.1امی وهی رولا ، 

هننای وسو ن د رویی بننا ر ش در درمننان بیمنناریانزیم بننه

مخ مف مانس  لوسنننمی لسفوبلاسننن ی حاد دور ن کودکی، 

لوسننمی میمومونوسنن یک، سننارکوز رتیکولوز، سننارکوز  

غیرهوچکین، سنرطان پانکر   و سارکوز  ملانوما، لسفوز 

اسننپار ژیسا ، -انزیم  ل .(2)لسفوز گاوی  سنن فاده شننود  

ن، اسپار ژی-امی وهی رولا ی  ست که با دامیساسیون  ل

تب یل و به  1و امونیاک 3 سنننی اسنننپارتیک-ان ر  به  ل

منینز ن کنمن نری ننیز و کسش هینن رولیز گموتننامین بننه       

 .(6)کس   سی  ر  کاتالیز میگموتامیک

های توموری و سنرطانی به دلیل ن  ش ن انزیم  سنمول 

یا  اسپار ژین موردن-سنس  ا ، امیسو سی   ل اسنپار ژین - ل

کسسنن ؛ بسننابر ین، تزری  خود ر     جریننان خون تنأمین می 

اسپار ژیسا  سبب کاهش غمظت -د خل وری ی انزیم  ل

پار ژین در خون و جموگیری    رشنن  اسنن-امیسو سننی   ل

.  ین انزیم با فعالیت (0)شنننود های سنننرطانی میسنننمول

های سننرطانی، سننمول خ صنناصننی و  ن خابی خود روی  

کس  و سبب درمانی ومل میشنکل د رو یا وامل شنیمی  به

اسپار ژیسا ها در -شنود.  ل می های یادشن ه مرگ سنمول 

اتی امیسو سننی ها نیز نقش حیبیوسننس ز خانو دۀ اسننپارتیک

 .(8)د رن  

  دمو فراوری به کسس هکمک وسو نبه اسنننپار ژیسا 

 مو د در امینن  کریننل تشنننکینل  میز ن تو نن  غنذ یی می 

 ین  ب ون ده ؛ کاهش درص  44    بیش تا ر  د رنشاس ه

 .(4)شود  تغییر دس خوش غذ یی مادۀ ظاهر و طعم که

 مانس  هاباک ری شنننامنل  ریزموجود ت    بسنننیناری 

 و 9کمواکه  ن روباک ر ،1گولبارجسسننی   سنن رپ ومایسنن 

 های انزیم هاو مخمر هنا قنار  ، 2منارسنننس   سنننر شنننینا  

. تنناکسون (34-31) سنن کستولینن  می ر اسنننپنار ژیسننا   - ل

هننای م فنناوتی     ین انزیم بننا مسشنننأ گینناهی،   یزوانزیم

؛ (31) ن  یوکناریوتی و پروکاریوتی شنننساسنننایی شننن ه  

شنننن ه    هننای جنن  سننننا ی بنناوجنود ینن،  یزوانزیم  

 ها اسپار ژیسا-ها    سایر  لویژه باک ریریزموجود ت به

 اسپار ژیسا -ریزموجود ت تولی کسس ۀ  ل .(39)مؤثرترن  

و  شننون در طیف وسننیعی    مساط   کولوژیک یافت می

های م ع دی    اب و خاک ج    ین ر سننن ا، باک ریدر 

اسنننپار ژیسا ی مطموبی    خود - نن  که فعالیت  ل شننن ه

 هننای . منؤثنرتنرینن  یزوانزیم    (32)دهنسنن   نشننننان منی 

وسو ن د روی ض سرطان در اسپار ژیسا  که  مرو ه به- ل

 مسابع    شون ،تجاری تولی  میشکل دسن ر  هس س  و به 

 و  0کار توور   رویسیا ،6کمی  شنننریشنننیا  منانس   میکروبی

 .(36) ایس می دست به 8باسیمو  هایسویه

های هایی نیز دربارۀ تولی  انزیم توسننط قار گز رش

 4سننرویزیه سنناکارومایسنن   و مخمرهای (30) ی رشنن ه

وجود د رن . مخمرها در  نو    (34)  34کنانن ی     و (38)
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هنا یافت  هنا و رودخناننه   هنا منانسن  خناک، تنالاب     محیط

های طبیعی شون  و بخشی    فمور میکروبی  کوسیس ممی

مخمرهنا به دلیل قابمیت  نجاز   .(2)دهسن   ر  تشنننکینل می 

فر یس های سنمولی پ     ترجمه و ن  ش ن  ن وتوکسین،  

 .(14) همیت فر و نی در صسعت د رن  

 یسمولتک موجودی ،سرویزیه ساکارومایس  مخمر

کشننت محیط در سننمول هر  دنجو نه طری      سننت که

 سنناکارومایسنن در  .(13-19) شننودسننروت تکریر میبه

 سس ز.  ست پیچی ه اسپار ژین سنا وکار  تسظیم ،سنرویزیه 

 محصولات طری     مسنیری ناشساخ ه  در اسنپار ژین - ل

 تأثیر( تحتASN2 و ASN1) غیرمرتبط سننیسنن رون  دو

 وسطت اسپار ژین- ل مصرف گونه،  ین در .گیردمی قر ر

 شنننود:می  نجنناز اسنننپننار ژیسننا   م فنناوت شنننکننل دو

 و شودمی سس ز سناخ اری  طوربه که Iاسنپار ژیسا   - ل( 3

  ر ان و  ست فعال سمولیدرون اسنپار ژین - ل روی تسها

 گمیکوپروتئیسی ،II اسنننپار ژیسا - ل( 1. کس می دامیسه

 یوق  ر  اسپار ژین دی و  ل نو  دو هر تو ن می که  ست

 کس . دامیسه هس س ، سمول    خارج

 در II تیپ اسنننپنار ژیسنا   - ل انزیم بناوجود یسکنه  

اده  س ف درمانیشنیمی  در د روهایی که سنایر  با مقایسنه 

 ارهایسا وک و بافت با  یادی بسیار سا گاری شون ،می

 اراث  ست ممکن دیهر د روهای مانس  د رد، ب ن حیاتی

 پژوهشننهر ن رو، ین   ده ؛ نشننان ر  نامطموبی جانبی

 و یاد  درمانی تو ن که اسننپار ژیسا ی به دسنن یابی بر ی

 در .تلاشنننس  در د شننن ه باشننن ،  کمی جانبی وو رض

 شنساسایی  و سنا ی خالص ج  سنا ی،  پژوهش حاضنر، 

 سنننپ  و اسنننپننار ژیسننا  - ل انزیم مولنن  مخمرهننای

یطی مح شننر یط     سنن فاده با انزیم تولی  سننا یبهیسه

روشنننی بهیسننه بر ی تولینن    مسظور ینناف نبننه منخ مف 

 بررسی ش . اسپار ژیسا ی هایانزیم

 راموا  و روش

 مولد ریزموجو ات جداسننازی و گیرینمون 

 آسپاراژیناز-ال

  انزیم مولنن مخمرهننای  جنن  سننننا ی  منسنظنور   بننه

اط    نق تصادفی طوربه های خاکنمونه اسنپار ژیسا ، - ل

 مز ر  کشننناور ی ویژهبننه  صنننفهننان و شنننهر مخ مف

 هننانمونننه  ین    گوننناگون و مخمرهننای اوریجنمنع  

  ها،مخمر  ولیۀ سنننا یغسی مسظوربه .شننن ن  ج  سنننا ی

  بننه شنننن هاوریجمع خنناک هننایننمونننه     گنرز  3

 بر ثاسنننپننار ژین- ل کشننننتمحیط لی رمنینمنی    344

 ات فسننفهی روژنپ اسننیم، دی(برلی رگرز 1اسننپار ژین )[

و  (برلی رگرز 2هی ر ت )سنننولفات، مسیزیم(برلی رگرز 3)

 شنن ه باتکمیل (برلی رگرز 34هی ر ت )سننولفاتپ اسننیم

 فزوده و نمونه  0/9با  سی ی ۀ  ]کمر مفسیکل درصن   42/4

گر د و سننروت درجۀ سننان ی 13رو  در دمای  1 م تبه

 ین  شننن ؛ شنننیکر گرمناگذ ری  دوردردقیقنه روی  314

 محیط    لی رمیمی 3درنهایت، ا مایش سه بار تکر ر ش . 

 تکشمحیط به مخمرها ج  سا ی بر ی و برد شن ه  رویی

YPG پپ ون (برلی رگرز 34وصننننارۀ منخمر ) [ اگننار ، 

 و اگننار  (برلی رگرز 14، گنمنوکز )  (بنرلنین نر    گنرز  14)

 و تمقیح ]کمر مفسیکل 42/4ش ه با تکمیل (برلی ر)گرز 14

 مان  شنن نطی    شنن . پ  د ده شننکل خطی کشننتبه

  یبمو برم یمن رنگ با امیزی سنننادهرنگ گرماگذ ری،

 م فاوت های   کمن هرک  ز و  نجاز رش کرده هاینمونه

اگار خالص  YPGهای روی محیط خطی کشت روش با

 .(12)ش  

 

 آنزیم تولید نظر از مخمررا گریغربال

 انزیم تولی کسس ۀ مخمرهای شنننسناسنننایی   مسظوربنه 

 محیط    سننریع سننسجش روش  سننا  بر اسننپار ژیسا 
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برلی ر(، گرز 3اسنننپار ژین )[اگار اسنننپار ژین حن  قنل  

 پ نناسنننیم برلی ر(، کمر ینن گرز 42/4مسیزیم )سنننولفننات

برلی ر(، گرز 41/4سنننن یم )برلی ر(، کمر ینن گرز 42/4)

 ]برلی ر(گرز 2/3برلی ر( و اگننار )گرز 431/4رد )فسننل

  دهد قر ر محیط روی نمونه هر    کمسی یک. ش   س فاده

  دمای در سننناوت 01تا  19 م تگرماگذ ری به و شننن 

 بار، یک سنناوت 19 هر.  نجاز شنن  گر دسننان ی درجۀ 14

 یبررسنن  یجادشن ه  هالۀ قطر و رنگ تغییر نظر    هامحیط

 اسنننپار ژین هی رولیز با اسنننپار ژیسا - ل انزیم. شننن ن 

 و امونیوز ا  دسنننا ی سنننبب کشنننتمحیط در موجود

یر تغی با ن یجه در شنننود؛می کشنننتمحیط شننن نقمیایی

    محیط رنگ تغییر قمیایی، به  سننی ی    محیط  سننی ی ۀ

پژوهش حاضننر، شننود. در مشنناه ه می صننورتی به  رد

 ر  تو نسنن س  امونیاک کردن ، تولی  انزیم که مخمرهایی

 هالۀ و دهسن   تغییر ر   سنننین ی نه   ا  د کسسن ،  محیط در

  رغو نی هالۀ که مخمرهایی. کسس   یجاد رننگ  رغو نی

 .(12)ش ن   حذف نکردن ،  یجاد

 

 آسپاراژیناز آنزیم تولید سنجش

 هر    تمقیح، مایع تهیۀ و مخمرها کشنننت مسظوربه

 محیط لی رمیمی 24 حاوی لی ریمیمی 344  رلن به مخمر

YPD  پپ ون ،(برلی رگرز 34) منخمر  وصننننارۀ[ بنر ث  

و  ش  تمقیح ](برلی رگرز 14) دکس رو  و (برلی رگرز 14)

  شنننیکرد ر  نکوبنناتور در سننناوننت 19 منن تبننه نموننه 

 گر دسننننان ی درجننۀ 14 دمننای بننا( دوردردقیقننه 314)

  موج طول در تمقیح مننایع جننذب. شننن  گرمنناگننذ ری

 به سننی نر با شنن  و خو ن ه  سننپک روف وم ر با نانوم ر 644

 هب تمقیح مایۀ   ( لی رمیمی 3) درصنن  3 مق  ر ،2/4 جذب

 سنننیزپک  محیط لی رمیمی 24) انزیم تولینن  منحنینط   

  نکوباتور در سننناوت 19 م تبه و  ضنننافه( 33د ک 

 گر ددرجۀ سان ی 14 دمای با( دوردردقیقه 314) شیکرد ر

 .ش  نهه  ری

 انزیم تولینن  محیط د کنن ، سنننینزپنکن     منحنینط   

 لن ر در اسنننپار ژیسا  تولی  بر ی که  سنننت اسنننپار ژیسا 

  د ک سننیزپک  کشننتمحیط لی رمیمی 24شنن .   سنن فاده

 ،(برلی رگرز 34) اسنننپننار ژین ،(برلی رگرز 1) گنمنوکز  [

 ،(برلی رگننرز 12/3) پن نناسنننیننم دیهنینن روژن فسنننفننات

  اهنسنننولفننات ،(برلی رگرز 21/4) پن نناسنننینم  کنمنر ینن   

 در ](برلی رگرز 21/4) رویسننولفات و (برلی رگرز 41/4)

  ریل، س شنر یط  در سنپ   و تهیه لی ریمیمی 124 های رلن

 ش هولی ت کشتمحیط به تمقیح مایع( لی رمیمی 3) درص  3

 گرماگذ ری ساوت 19    پ  مخمرها رش  میز ن و مس قل

 دوردردقیقه 314 سروت با گر دسنان ی  درجۀ 14 دمای در

 سسجیرنگ روش به اسپار ژیسا  تولی  میز ن. شن   بررسنی 

 با و  یماد  روش  سنننا  بر امونیاک رنگ تغییر پایۀ بر

 .(12) ش  سسجی ه  سپک روف وم ر دس هاه

 

 آنزیمی فعالیت سنجش

 به سا اسپار ژی فعالیت سنسجش  بر ی تی ر سنیون  روش

 هایمحیط    لی رمیمی 3 نخسنننت، مرحمۀ در. رفت کار

 دقیقه 14 م تبه هانمونه و ش  برد رینمونه مخمر کشت

  سنننپ . شننن ننن   سنننان ریفیوژ دقیقننهبردور 34444 در

  بننه( انزیمی محمول) رویی محمول    لنین ر  منینمنی    3/4

 رباف لی رمیمی 3 و مولار 43/4 اسپار ژین- ل لی رمیمی 4/4

. شننن   ضنننافه 8/6 با  سنننی ی ۀ مولار HCL 2/4-تری 

  دمای با بسماری در دقیقه 14 م تبه حناصنننل  مخموط

  مان،  ین    پ  و گرماگذ ری گر دسنننان ی درجۀ 10

  سی کمرو س یکتری لی رمیمی 3/4 کردن ضافه با و کسش

 رسننوبات، نمونه حذف مسظوربه. شنن  م وقف مولار 2/3

 دوردردقیقه 34444 با  تاق دمای در دقیقه 34 م تبنه 
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. ش  اده سن ف  بع  مرحمۀ بر ی رویی محمول و سنان ریفیوژ 

  کردن ضنننافه با رویی محمول در ا  دشننن ه امونیاک

 حاوی هایلوله به( سننیهما) 31نسننمر معرف لی رمیمی 12/4

 به مقطر اب لی رمیمی 02/3 و سننوپرناتانت لی رمیمی 2/4

 هاهلول ورتک ،    پ . ش  شساسایی سنسجی رنگ روش

. شننن ن  گرماگذ ری  تاق دمای در دقیقه 34 من ت بنه 

 دسننن هاه با نانوم ر 924 موج طول در هانموننه  جنذب 

 اب لی رمیمی 3/4 د ر ی شنناه  بر بر در  سننپک روف وم ر

 اسننپار ژیسا  انزیم فعالیت و ح  هر. شنن  خو ن ه مقطر

 ر  میکرومول امونیاک 3 که  سننت انزیمی مق  ر معادل

 مق  ر. کس ا  د می اسپار ژین- ل    دقیقه یک م ت در

 دقیقه 14    ی در ا مایش  ین در ا  دشننن ه امونیاک

 لی رمیمی 3/4 گر د،سان ی درجۀ 10 دمای در گرماگذ ری

 .(12)بود  انزیم محمول

 نامشننخص به  هاینمونه نوری جذب تب یل مسظوربه

 6 ش . محمول  سن فاده   سن ان  رد  مسحسی    انزیمی و ح 

 ،3/4 ،42/4 هایحجم و تهیه سولفاتامونیوز مولارمیمی

    لی رمیمی 92/4 و 9/4 ،12/4 ،1/4 ،12/4 ،1/4 ،32/4

 مر حل سننپ  و  ضننافه ا مایش هایلوله به محمول  ین

 تکر ر 1 در ا مایش. شنن   نجاز انزیم فعالیت سننسجش

 محاسبه ش . هاد ده جذب میانهین و  نجاز

 

 مولد ربرت مخمری رایگون  مولکولی شناسایی

 آسپاراژیناز-ال آنزیم

 هایسنننوینه   ب ن    مولکولی، شنننسناسنننایی   مسظوربنه 

 و YPG کشتمحیط در سناوت  01 م تبه شن ه  ن خاب

   . شنن ن   گرماگذ ری گر ددرجۀ سننان ی  10 دمای در

 مخمرها گونۀ و جس  شنساسایی  بر ی PCR-کمسی روش

. ش  یطر ح  فز رنرز با پر یمر مسظور، به  ین ش ؛  س فاده

 در مخمر کمسی تننک یننک    مقنن  ری روش،  ین در

 در دقیقه 34 من ت بنه  و حنل  مقطر اب میکرولی ر 34

 هر DNA. شنن  د ده قر ر (PCR)ترموسننایکمر  دسنن هاه

 کردنپ      ضنننافه و  فزوده مربوطه هایویال به نمونه

ه، شننن ترکیبنات لا ز بر ی و کسش و پر یمرهای طر حی 

جفت  622 ۀقطعش .  د ده قر ر ترموسایکمر دس هاه درون

، 18S-rRNA (ITS4ک کسس ۀ  کریر ژنتبا ی حاصل    

ITS1) پننننر یننننمننننر رفننننت  وسننننننیننننمننننۀبننننه

('CCTTACTACTTGGATAACCGTGG3'5)  و

 (CCCTATTATCATTACGATGGTCC3'5')  برگشت

 ش . پمیمر  ی تکریر  ی نجیره و کسش طی

 ش نثانیه و سرشت 14 دمایی شر یط با PCR و کسش

 چرخه 12 سپ  و گر ددرجۀ سان ی 42دمای  در  ب   یی

 گر دسننان ی درجۀ 49 در دمای شنن نو سننرشننت شننامل

 درجۀ 22 دمای با  تصنننال مرحمنۀ  ثنانینه،   14 من ت بنه 

  دمای در سنننس ز مرحمۀ ثانیه، 14 من ت بنه  گر دسنننان ی

 گسنن رش مرحمۀ و ثانیه 64 م تبه گر دسننان ی درجۀ 01

 گر دسنننان ی درجۀ 01 دمای در ثانیه 14 م تبه نهایی

 حاصل PCR محصول کیفیت بررسنی     پ .  نجاز شن  

 -rDNA 18S کن کسسنن ۀ  ژن بننه مربوط قطعنۀ  تکریر   

(ITS4، ITS1 )   میکرولی ر 14 بودن،بنناننن تننک نظر 

 اب ن ایج. شنن   رسننال تو لی تعیین بر ی PCR محصننول

 کمک به و تصننحیح و بررسننی Chromas 3/1  فز رنرز

 مربوطه گونۀ و  ر یابی NCBI پایهاه در BASTN سرور

 ش . شساسایی نزدیک یا

 

ا ب فاکتوراچنند  و فناکتورا تن   سننازیبهینن  

 RSM آماری آزمون طراحی

 ا یسبهیسه  میسۀ در پژوهشهر ن هایمطالعه  سا  بر

 م ع دی وو مل گفت تو نمی اسنننپار ژیسا ،- ل انزیم

 و مان  دما، نی روژن، مسبع کربن، مسبع   جممه  سننی ی ه،
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 انزیم سنننا یبهیسه فر یس  روی انها مخ مف هایغمظت

قل مسننن  طورکه به  ین وو ملبر ولاوه گذ رن ؛تأثیر می

 و همم یادشنن ه فر یس  در نیز انها کسشمیان تأثیر د رن ،

ش ا مای در رو، ین   شود؛می م فاوت ن ایج  یجاد سنبب 

  هگرف پاسخ بهره سنطح  مرکزی مرکب ا مون    حاضنر 

 نب و  محیطی، وو مل  ثر رسننان نح  قلبه ضننمن تا شنن 

  ین رد. کرد بررسننی نیز ر  مخ مف م غیرهای کسشمیان

 ک سیزپ کشتمحیط در موجود مسابع  سا  بر ا مایش

  گموکز مخ مف هننایغنمننظننت  من نغنینر     پنسنج   د کن ، 

 ۀمح ودۀ  سی ی  کربن، مسبع وسو نبه( درص  2/1 تا 2/3)

 39 تا 6) نی روژن مسبع وسو نبه اسنننپار ژین- ل ،4 تا 2

 بین  مان و گر دسننان ی درجۀ 92 تا 12 بین دما ،(درصنن 

 فر یس  در فاک ورهای مؤثر وسو نبه سننناوت 364 تا 84

 برده کار به( RSM) پاسننخ سننطح روش در سننا یبهیسه

  گموکز، لی ربرگرز 1 شننر یط با 6 شننمارۀ ا مون. شنن ن 

درجۀ  12 دمای ،0 اسپار ژیسا ،  سی ی ۀ- ل لی ربرگرز 34

 ا مون نخس ین و برترین ساوت، 314  مان و گر دسان ی

 و 3 رۀشننما هایا مون. شنن  تعیین  ثر بیشنن رین د شنن ن با

 که بودن  سنننوز و دوز هایا مون ترتیببه 38 شنننمارۀ

 (.3 ج ول) د ش س  ر   ثر بیش رین

 RSM باش ه ا مایش طر حی 94اسپار ژیسا  طی  - لطر حی ب ون فعالیت انزیم  -3ج ول 

Table 1 – RSM design experiments for L-asparaginase activity evaluation of isolated yeast 
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 3 شننکل در سننا یبهیسه مخ مف سننطو  و فاک ورها

 و+( 3) بالا سطح دو در و دی م غیرهای  ن .شن ه  اورده

 طر حی مسظوربه. شنن ن  مطالعه( -3) پایین سننطح یک

 33 ی، نسنننخننهDesign-Expert  فز رنرز    ا مننایش

 ا درانه سطو  و م غیرها و ردکردن    پ  ش  و  س فاده

 بررسی ا مون مرحمه 23 طی سنا ی بهیسه فر یس   فز ر،نرز

 ش ه ن خاب پار م رهای مخ مف سطو  تأثیر نهایت، در و

 .ش  بررسی
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 (RSM)سا ی به روش سطح پاسخ بهیسه ش ۀفاک ورهای و دی و سطو  بررسی -3شکل 

Fig 1 – Factors and levels of RSM in optimization test 
 

 را ا ا وتحلیلتجزی 

 بننر ی RSM  فننز رنننرز    حنناضنننر  مننطننالننعننۀ در

 نالیزا با  طلاوات. ش   س فاده هاا مایش وتحمیلتجزیه

 فاک ورها تأثیر شننن نن  و  تحمینل  ANOVA و رینان  

 .ش  بررسی

 

 نتایج

 اولی  سویۀ جداسازی

 هنناینمونننه سننننا یخننالص و جنن  سننننا ی پ    

 که هالۀ  ن خاب شننن ن  هاییسنننویه شننن ه،اوریجمع

 د شنننن ننسنن    تننریبننزرگ یننا تننرپننررنننگ صننننورتننی 

 تکش     سن فاده  با انزیمی فعالیت و( 9 تا 1 هایشنکل )

 .تعیین ش  5sبر ی سویۀ  مایع
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 ساوت 19   ساوت، ب( پ   19 لف( پیش     ساوت 01   کسار پمیت پ      Ew2کشت مخمر تغییر رنگ محیط -1شکل 

Fig 2 – Color changing in EW2 yeast culture medium after 72 hours incubation (a) before 24 hours  

(b) after 24 hours 

 

 
 ساوت 19ساوت، ب( پ      19 لف( پیش     ساوت 01پ      5S2کشت مخمر تغییر رنگ محیط -1شکل 

Fig 3 – Color changing in 5S2 yeast culture after 72 hours incubation (a) before 24 hours (b) after 24 hours 

 

 
 ساوت 19ساوت، ب( پ      19 لف( پیش     ساوت 01پ      wjکشت اب ر ک  تغییر رنگ محیط -9شکل 

Fig 4 - Color changing in WJ yeast culture after 72 hours incubation (a) before 24 hours (b) after 24 hours 
 

  آنننزیننم مننولنند مننخننمننررننای جننداسنننازی 

 آسپاراژیناز-ال

 بین    5S2مخمر  ا  دش ه، امونیوز مق  ر  سنا   بر

  د مۀ کار  صمی بر ی سنویۀ  وسو نبه های ج  شن ه سنویه 

  ین توسننط انزیم تولی  ، مسحسی2 شننکل. شنن   ن خاب

 هایبه سننویه نسننبت سننویه  ین. ده می نشننان ر  سننویه

  مننان در کم رین ر  انزیم تولینن  دینهنر، بنیشننن نرین    

 د د و نشننان رشنن  خود مسحسی    سنناوت( )چهاردهمین

  حلشنن . تماز مر برگزی ه سننویۀ  صننمی وسو نبسابر ین به

 از ش . نج تولی  بیش رین  مان توجه به با سا یبهیسه
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مر مخ توسط تولی شن ه  اسنپار ژیسا   ، میز ن1 ج ول

5S2 و OD بر   سننپک روف وم ر دسنن هاه با شنن هسننسجی ه

 نبیشنن ری ن ایج، بهباتوجه. ده می نشننان ر   مان  سننا 

 معادل و سنناوت 314    پ  مخمر  ین در انزیم فعالیت

u/ml 4/1192 ش  گیری ن   ه. 

 

 5S2 مخمر بر ی اسپار ژیسا - ل فعالیت سسجش -1 ج ول
Table 2 – L-Asparaginase activity of 5S2 yeast isolate 

 

 

 

 
  ساوت، 314- مان  م ت سیزپک  د ک  در  خ صاصی کشتمحیط در مخمر سویۀ توسط اسپار ژیسا - ل انزیم تولی  -2شکل 

 دوردردقیقه 314 هو دهی سروت و گر دسان ی درجۀ 14 دمای
Fig 5 – L-Asparaginase production by yeast isolate after 120 hours at 30°C and 130 RPM of aeration speed 

 

 آسپاراژیناز-ال آنزیم مولد مخمر شناسایی

  ین میکروسنننکوپی و ظاهری هایبررسنننی ویژگی

 ای سننفی  گرد، بزرگ، صنناف هاید د کمسی نشننان سننویه

 زری هایسنننمول نیز گرز امیزیرنگ ن یجۀ و د رد کرز

 .د د نشان شکل ر بیضی کروی،

 

 رانمون  ثبت و توالی تعیین
 ه،مربوط فایل درینافت  و تو لی تعیین  نجناز     پ 

 ویر یش و  ر یابی Choromas  فز رنرز با م نظر تو لی

 در 5S2 توسنط سویۀ  تکریرشن ه  rDNA-18S قطعۀ. شن  

 . ست ش ه اورده 6 شکل
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 ژن تکریر    حاصل با ی جفت 622 قطعۀ محصول  لک روفور  -6 شکل

  اگار  ژل روی 5S2 مخمر سویۀ بر ی( ITS4، ITS1) ک کسس ه

 (.bp 100 ل ر: M)درص   3

Fig 6 – Electrophoresis of the product of the 655 bp 

fragment resulting from amplification of the coding 

gene (ITS4, ITS1) for yeast strain 5S2 on 1% 

agarose gel (M: ladder bp 100). 

 5S2مخمر  بار،نخسننن ین پژوهش حناضنننر بر ی  در

    پ  .ش  بررسنی  اسنپار ژیسا  - ل انزیم تولی  مسظوربه

  نظرم مربوطه، تو لی فایل دریافت و تو لی شنن نخو ن ه

 مقایسننۀ. شنن  ویر یش و  ر یابی Choromas  فز رنرز با

 NCBI پایهاه در BASTN سننرور     سنن فاده با هاتو لی

 د ر ی 5S2 مخمر سننویۀ 18S-rDNA تو لی د د نشننان

 ادیوی یس     یسنننویه با پوشنننش و شنننباهت بیشننن رین
 قطعۀ فیموژنی درخت ،0 شننکل سننت.  31مسننروگوسننا 

 .ده می نشان ر  5S2 ج  یۀ ش ۀ یابیتر دف

 ۀسوی ناز با ج  یه  ین شن ه،  نجاز هایبررسنی     پ 

Diutina mesorugosa strain SBG-IAUF-2 شماره با 

 NCBI طلاواتی  پنایهاه  در MZ901181 دسننن رسنننی 

 اسننپار ژیسا - ل انزیم تولی  در ج ی   یج  یه وسو نبه

 (.2 شکل)ش   ثبت

 
 NCBI  طلاواتی پایهاه    ش هگرف ه 5S2 سویۀ در ش هیابیتو لی قطعۀ فیموژنی درخت -0 شکل

Fig 7 - Phylogeny tree of the sequenced fragment in strain 5S2 from NCBI  
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 RSM آماری آزمون از استفا ا با سازیبهین 

نشننان د دن   شنن ه نجاز هایبررسننی تماز   انجاکه

 ا یسنننبهیسه د رد، ر  انزیمی فعالیت به رین 5S2 مخمر

  فز رنرز با ا مایشننی که 94. شنن   نجاز 5S2 نمونۀ بر ی

Design-Expertشننرکت) 33 ، نسننخۀ Stat-Ease, Inc 

  ن ش  نجاز بودن ، ش ه طر حی( امریکا پولی میسه شهر

 2/1 تا 2/3) گموکز مخ مف هایغمظت فاک ور 2 تأثیر و

 مسبع وسو نبه اسننپار ژین- ل کربن، مسبع وسو نبه( درصنن 

 درجۀ 92 تنا  12 بین دمنا  ،(درصننن  39 تنا  6) نی روژن

 تا 84 بین  مان و مخ مف  سننی ی ه سننطو  گر د،سننان ی

 ا اسننپار ژیس- ل انزیم سننا یبهیسه فر یس  در سنناوت 364

 فعننالیننت انزیم بیشننن رین  .شننن  بررسنننی 5S2 سنننویننۀ

های ا مایش با شننمارهشنن ه سننا یبهیسه اسننپار ژیسا - ل

بر  سننا  ن ایج، اورده شنن ه  سننت.  1 ج ولدر  مربوطه

ۀ در مرحمنن (u/ml 8/3011)  رین فعننالیننت انزیمشنننبنی 

،  صدر 1با مق  ر گموکز  6 ۀدر ا مون شمار سا یبهیسه

گر د درجۀ سان ی 12ساوت، دمای  314،  مان 0  سی ی ۀ

 ۀدهس که نشان درصن  به دست ام   34اسنپار ژین  - لو 

 . رین مق  ر فعالیت انزیم  ستشبی

 

به ترتیب ح  کرر میز ن  RSMا مایش طر حی ش ه توسط  94سا ی طی اسپار ژیسا  در بهیسه -میز ن فعالیت انزیم  لح  کرر ن ایج  -1 ج ول

 فعالیت انزیمی

Table 3- The maximum L-asparaginase activity in optimization during 49 experiments designed by RSM 

 
 

 Burman Plackett طر حی    ام ه دسننت به هاید ده

 5S2 سویۀ توسط اسنپار ژیسا  - ل انزیم تولی  روی PBD یا

نرز و گرف س  قر ر ANOVA و ریانسننی تحمیل معرض در

  ،(9 جننن ول) Design Expert 11 امننناری  فنننز ر

  ثر دهس هنشننان ANOVA و ریانسننی انالیز و اماری تحمیل

 P-value یعسی مربوطه همبسنن هی ضننریب کسار در م غیر هر

 .بودن   F-valueو
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 5S2ۀ اسپار ژیسا  توسط سوی -سا ی تولی  انزیم  لدر بهیسه ANOVAتحمیل اماری و انالیز و ریان   -9  ولج

Table 4- Statistical analysis and analysis of variance ANOVA in optimization of L-asparaginase enzyme 

production by strain 5S2 

 
 

 ش ص شنخ م (9 ج ول) رگرسنیون  لبر  سنا  تحمی 

  مفخسنننطو  م اسنننپنار ژین، - ل مف خهنای م غمظنت 

ت برم هسالفاک ورهای سننیهای مخ مف، و  مان  سننی ی ه

 د دان شنننن 42/4کم ر     P-valueمنقنن  ر   .هسننن نسنن  

د ری اطور معسو به هس س د ر امعس لم یادش ۀ  فاک ورهای

  بسننابر ین،  رتبنناط بین گننذ رننن ؛میر ثبر تولینن  انزیم  

(، BC مان )-اسننپار ژین-(،  لBEدما )-اسننپار ژین- ل

 مان -(، گموکزAEدما )-(، گموکزDE سنننین ی ه ) -دمنا 

(ACگموکز ،)- سنی ی ه  (ADو  مان )- ( سی ی ه CD با )

همچسین د ر  سنننت. معسنا  42/4کم ر     P-valueر یدامقن 

تساسب و ز د دان شن ن 42/4 ر    یشن ب Lack of Fitمق  ر 

 .ها وجود ن  ردبین د ده

 اسنننپننار ژیسننا  - ل انزیم فعننالیننت میز ن بیشننن رین

  در مربوطه هایا مایش شنننماره با شننن هسنننا یبهیسنه 

 بخش نشننان د دن   ین ن ایج.  سنت  شنن ه اورده 1 ج ول

 ا مون رد سا ی،بهیسه مرحمۀ طی انزیم فعالیت بیشن رین 

   مان ،0 درصنن ،  سننی ی ۀ  1 گموکز مق  ر با 6شننمارۀ 

 اسپار ژین- ل و گر دسان ی درجۀ 12 دمای ساوت، 314
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 u/mlانزیمی  فعالیت و ای بنه دسنننت می  درصننن  34

 عالیتف میز ن بیش رین دهس ۀنشان که ش  حاصل 8/3011

 Burmanام ه    طر حی دستهای بهد ده . سنت  انزیم

Plackett   یناPBD  اسنننپنار ژیسننا   -روی تولین  انزیم  ل

 ANOVAو ریانسی  لدر معرض تحمی 5S2 ۀسوی طتوسن 

 Design Expert 11 فز ر امنناری و نرز سنن قنر ر گرف  

 ANOVAاماری و انالیز و ریانسنننی  لتحمی، (9 ج ول)

 یهسننن بر هر م غیر در کسار ضنننریب همث  ۀدهسن  نشنننان

 تحمیل بر  سا  بودن . F-valueو  P-valueمربوطه یعسی 

  مخ مف هننایغنمظننت  شنننن  رگنرسنننینون مشنننخنص    

 های مان و مخ مف  سنننی ی ه سنننطو  اسنننپار ژین،- ل

  رمق  . هسننن س  مربت سنننیهسننال فناک ورهنای   مخ مف،

P-value یادشنن ۀ  فاک ورهای د د نشننان 42/4    کم ر 

  ثر انزیم تولی  بر د ریمعسا طوربه و هسنن س  د رمعسا م ل

 دما-اسنننپار ژین- ل بین  رتباط بسنابر ین،  گنذ رنن ؛  می

(BE)، مان-اسنپار ژین - ل  (BC)، سی ی ه -دما  (DE)، 

 سی ی ه -گموکز ،(AC)  مان-گموکز ،(AE) دما-گموکز

(AD) سی ی ه - مان و (CD) مقادیر با P-value کم ر    

 بیشنن ر Lack of Fit مق  ر همچسین. هسنن س  معساد ر 42/4

 .ن  رد وجود هاد ده بین تساسب و ز د د نشان 42/4   

بررسننی  پاسننخ(، سننطح بع یسننه )مسحسی 8 شننکل

و  اسنننپننار ژین- ل مخ مف هننایغمظننت دوفنناک وری  ثر

    سویۀ  اسپار ژیسا- ل تولی  انزیم سنا ی بهیسه بر  سنی ی ه 

5S2 ه  سننی ی-اسننپار ژین-ده .  رتباط بین  لر  نشننان می 

(BD  بنا )  مقن  رvalue-P معساد ر نیسنننت  42/4    بیشننن ر

 ۀ دهسبع ی سطح پاسخ؛ باوجود ین، مسحسی سه(9 ج ول)

گیرد. انهننا در مسطقننۀ بهیسننه )مسطقننۀ قرمزرنننگ( قر ر می

 دو،  ین فناک ورها بر میز ن بنه بنه مسحسی  رتبناط دو  بناتوجنه  

لاوات به  طبنا ده تولین  انزیم  ثر مسننن قیم د رن  و باتوجه  

 ،  ین  ثر    نظر اماری معساد ر نیست.9ج ول 

 
 5S2   سویه  اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه اسپار ژین و  سی ی ه بر- لهای مخ مف  ثر غمظت ۀهس دمسحسی سه بع ی سطح پاسخ نشان -8شکل 

Fig 8 -The three-dimensional response surface curve showing the effect of different L-asparagine concentrations 

and acidity on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
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پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 4 شننکل

دما  و اسپار ژین- ل مخ مف هایغمظت دوفاک وری  ثر

 5S2 ۀ   سوی اسپار ژیسا - ل تولی  انزیم سنا ی بهیسه بر

( با BEدما )-اسپار ژین-ده .  رتباط بین  لر  نشان می

( 9ج ول د ر  سننت )معسا 42/4    کم ر value-Pمق  ر 

دهس ۀ انها در مسطقۀ بهیسه بع ی سطح پاسخو مسحسی سه

بننه مسحسی گیرد. بنناتوجننه)مسطقننۀ قرمزرنننگ( قر ر می

نزیم میز ن با ده تولی  ادو،  ین فاک ورها بر  رتباط دوبه

  ثر مس قیم د رن .

 
 5S2 ویهس    اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه اسپار ژین و دما بر- لهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -4 شکل

Fig 9 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different concentrations of L-

asparagine and temperature on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 

 

 بررسننی پاسننخ(، سننطح بع یسننه مسحسی) 34 شننکل

  مان و اسپار ژین- ل مخ مف هایغمظت  ثر دوفاک وری

 5S2 ۀ   سننوی اسننپار ژیسا - ل انزیم تولی  سننا یبهیسه بر

 با (BC)  مان-اسپار ژین- ل بین  رتباط. ده می نشان ر 

 ؛(9 ج ول)  سننت د رمعسا 42/4    کم ر value-P مق  ر

 رد دهس ۀ انهاپاسننخ سننطح بع یسننه مسحسی  ین، باوجود

 بههباتوج. گیردمی قر ر( قرمزرنگ مسطقۀ) بهیسنه  مسطقنۀ 

 تولی  هبا د میز ن بر فاک ورها  ین دو،دوبه  رتباط مسحسی

 .مس قیم د رن   ثر انزیم
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 5S2 ۀ  سوی  اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه اسپار ژین و  مان بر- لهای مخ مف  ثر غمظتۀ دهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -34 شکل

Fig 10 – Three-dimensional response surface curve showing the effect of different concentrations of L-asparagine 

and time on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
 

 بررسننی پاسننخ(، سننطح بع یسننه )مسحسی 33 شننکل

 در و  سنننین ی ه  دمنا  مخ مف هنای غمظنت   ثر دوفناک وری 

 نشان ر  5S2 سویۀ اسپار ژیسا    - ل انزیم تولی  سنا ی بهیسه

 P-value مق  ر با (DE) و  سننی ی ه دما بین  رتباط. ده می

 مسحسی ؛ باوجود ین،(9 ج ول)  سننت د رمعسا 42/4    کم ر

 مسطقۀ) بهیسه مسطقۀ در انها دهس ۀپاسنننخ سنننطح بع یسنننه

 دو،بهدو  رتباط مسحسی بهباتوجه. گیردمی قر ر( قرمزرننگ 

 .د رن  یممس ق  ثر انزیم تولی  با ده میز ن بر فاک ورها  ین

 
 5S2ه    سوی اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه دما و  سی ی ه برهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -33 شکل

Fig 11 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different concentrations of 

temperature and acidity on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
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پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 31 شننکل

 رب  مان و  سنننی ی ه مخ مف هایغمظت دوفاک وری  ثر

ر   5S2    سننویۀ اسننپار ژیسا -انزیم  ل تولی  سننا یبهیسه

مق  ر ( با CD)  سننی ی هو  ده .  رتباط بین  ماننشننان می

value-P (؛ 9جنن ول د ر  سننننت )معسننا 42/4    کم ر

 در انها دهس ۀپاسننخ سننطح بع یسننه مسحسی باوجود ین،

به هباتوج. گیردمی قر ر( مسطقۀ قرمزرنگ) بهیسنه  مسطقنۀ 

 دو،  ین فاک ورها بر میز ن با ده تولی بهمسحسی  رتبناط دو 

 مس قیم د رن .انزیم  ثر 

 
 5S2 ۀی   سو اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه  مان و  سی ی ه برهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -31 شکل

Fig 12 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different concentrations of 

time and acidity on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
 

پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 31 شننکل

 بر دمننا و  مننان مخ مف هننایغمظننت دوفنناک وری  ثر

ر   5S2    سننویۀ اسننپار ژیسا - ل تولی  انزیم سننا یبهیسه

-Pمق  ر ( با CE) دما و ده .  رتباط بین  ماننشنننان می

value (؛ 9جنن ول د ر نیسننننت )معسننا 42/4    بیشننن ر

 در انها دهس ۀپاسننخ سننطح بع یسننه مسحسی باوجود ین،

به گیرد. باتوجهمی قر ر( مسطقنۀ قرمزرنگ ) بهیسنه  مسطقنۀ 

 دو،  ین فاک ورها بر میز ن با ده تولی بهمسحسی  رتبناط دو 

، 9ج ول به  طلاوات انزیم  ثر مسننن قیم د رنن  و باتوجه 

  ین  ثر    نظر اماری معساد ر نیست.
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 5S2 ۀ   سوی اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه  مان و دما برهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس نشانبع ی سطح پاسخ مسحسی سه -31 شکل

Fig 13 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different concentrations, time, 

and temperature on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
 

پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 39 شننکل

  و گموکز منخن نمنف     هننایغنمنظننت    ثنر  دوفنناکن نوری  

 ار ژیسا اسپ- ل انزیم تولی  سا یبهیسه بر اسنپار ژین - ل

  و گموکز بین  رتباط. ده می نشنننان ر  5S2    سنننویۀ

 42/4    بیشنن ر P-value مق  ر با( AB) اسننپار ژین- ل

 بع یسننه مسحسی ؛ باوجود ین،(9 ج ول) نیسننت معساد ر

 (مسطقۀ قرمزرنگ) بهیسه مسطقۀ در دهس ۀ انهاپاسنننخ سننطح 

 اک ورهاف  ین دو،بهدو  رتباط مسحسی بهباتوجه. گیردمی قر ر

 بهوجهبات مسننن قیم د رنن  و   ثر انزیم تولین   بنا ده  میز ن بر

 .نیست معساد ر اماری نظر     ثر  ین ،9 ج ول  طلاوات

 
 5S2 ۀ  سوی  اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه اسپار ژین بر-گموکز و  لهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -39 شکل

Fig 14 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different concentrations of 

glucose and L-asparagine on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
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پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 32شننکل 

 بر  هو  سننی ی گموکز مخ مف هایغمظت دوفاک وری  ثر

ر   5S2 سننویۀ اسننپار ژیسا    -انزیم  ل تولی  سننا یبهیسه

( با AD) و  سنننی ی ه دهن .  رتباط بین گموکز نشنننان می

(؛ 9ج ول معساد ر  سننت ) 42/4    کم ر value-Pمق  ر 

دهس ۀ انها در بع ی سننطح پاسننخباوجود ین، مسحسی سننه

به گیرد. باتوجهرننگ( قر ر می مسطقنۀ بهیسنه )مسطقنۀ قرمز   

 دو،  ین فاک ورها بر میز ن با ده تولی بهمسحسی  رتبناط دو 

 انزیم  ثر مس قیم د رن .

 

 
 5S2  سویه   اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه گموکز و  سی ی ه برهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -32 شکل

Fig 15 – Three-dimensional response surface curve showing the effect of different concentrations of glucose and 

acidity on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 

 

پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 36 شننکل

 گموکز و دمننا بر مخ مف هننایغمظننت دوفنناک وری  ثر

ر   5S2    سننویۀ اسننپار ژیسا - ل تولی  انزیم سننا یبهیسه

 مق  ر ( با AE) دما و دهن .  رتباط بین گموکز نشنننان می

value-P (؛ 9جنن ول د ر  سننننت )معسننا 42/4    کم ر

دهس ۀ انها در بع ی سننطح پاسننخباوجود ین، مسحسی سننه

به هباتوجگیرد. مسطقنۀ بهیسنه )مسطقنۀ قرمزرننگ( قر ر می    

 دو،  ین فاک ورها بر میز ن با ده تولی بهمسحسی  رتبناط دو 

 انزیم  ثر مس قیم د رن .
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 5S2   سویه  اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه گموکز و دما برهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانمسحسی سه -36 شکل

Fig 16 – The three-dimensional response surface curve showing the effect of different glucose concentrations and 

temperatures on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
 

پاسننخ(، بررسننی  سننطح بع یسننه )مسحسی 30 شننکل

 گموکز و  مان در مخ مف هنای غمظنت  دوفناک وری  ثر 

ر   5S2    سننویۀ اسننپار ژیسا -انزیم  ل تولی  سننا یبهیسه

 گموکز وهای مخ مف غمظتدهن .  رتباط بین  نشنننان می

د ر  ست معسا 42/4    کم ر value-Pمق  ر ( با AC مان )

بعنن ی سنننطح (؛ بنناوجود ین، مسحسی سننننه 9جنن ول )

دهس ۀ انها در مسطقۀ بهیسه )مسطقۀ قرمزرنگ( قر ر پاسنننخ

 ورها دو،  ین فاکبنه مسحسی  رتباط دوبه گیرد. بناتوجنه  می

 بر میز ن با ده تولی  انزیم  ثر مس قیم د رن .

 

 
 5S2 ۀ   سوی اسپار ژیسا - لسا ی تولی  بهیسه گموکز و  مان برهای مخ مف  ثر غمظت ۀدهس پاسخ نشانبع ی سطح مسحسی سه -30 شکل

Fig 17 – Three-dimensional response surface curve showing the effect of different glucose concentrations and 

time on the optimization of L-asparaginase production from strain 5S2 
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 پاسننننخ(، دوبعنننن ی سننننطح )مسحسننننی 38 شننننکل

 سننطو   سننا  بننر ر  اسننپار ژیسا - ل انننزیم فعالیننت

اسنننپار ژیسا ، دمنننا،  منننان،  -فاک ورهنننای  ل مخ منننف

دهننن .   انجاکنننه  ینننن گمنننوکز و  سنننی ی ه نشنننان منننی

مسحسننی در ناحیننۀ بهیسننه )ناحیننۀ قرمزرنننگ( قننر ر گرف ننه  

سنننا ی، در  ینننن بخنننش    بهیسنننه 5S2 سنننت، مخمنننر 

 گمننننوکز بیشنننن رین میننننز ن فعالیننننت ر  در غمظننننت  

 لی نننر،  منننان بنننرگنننرز 34اسنننپار ژیسا  -درصننن ،  ل 1

 گننر د و  سننی ی ۀ درجننۀ سننان ی  10اوت، دمننای سنن 314

 ده .نشان می 0

 

 
انزیم ولی  سا ی تبهیسه اسپار ژین، دما،  مان و  سی ی ه بر-،  لهای مخ مف گموکز ثر غمظت ۀدهس مسحسی دوبع ی سطح پاسخ نشان -38 شکل

 5S2مخمر    اسپار ژیسا  - ل
Fig 18 – Two-dimensional response surface curve showing the effect of different concentrations of glucose,  

L-asparagine, temperature, time and acidity on the optimization of L-asparaginase enzyme production  

from 5S2 yeast 
 

 یمیآنز فعالیت روی نیتروژن منبع سازی بهین

یر أثت (،بع ی سنننطح پاسنننخسنننهمسحسی ) 34 شنننکل

ولی  بر ت اسنننپار ژین- لفاک ور تک های مخ مفغمظنت 

در . ده ر  نشان می5S2 مخمر     اسنپار ژیسا  - لانزیم 

یر أثت ، ر باش شن فاک وری بی طهرچه شنیب خ  ین مسحسی، 

و ده  می اننشر   ر شفاک ور بر پاسخ و تولی  انزیم بیان 

 ر ان یر کمأثتدهس ۀ انشن ،تر باش ملایم طهرچه شیب خ

، در شننر یطی که . در  ین ا مونتفاک ور بر پاسننخ  سنن 

گر د(، درجۀ سان ی 12لی ر(، دما )برگرز 1غمظت گموکز )

 بر بر مقادیر و قعی در سننناوت( 314و  مان ) 0 سنننی ی ه 

 شنننود، بیشننن رین فعنالینت انزیمی در غمظت   نظر گرف نه  

 ود؛شننمشنناه ه می اسننپار ژین- ل فاک ور لی ربرگرز 34

تو ننن  غمظننت بهیسننه بر ی تولینن  بسنابر ین،  ین غمظننت می 

 معرفی شود. 5S2انزیم توسط مخمر 
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     اسپار ژیسا-انزیم  لتولی   روی سا یدر بهیسهاسپار ژین - ل های مخ مف ثر غمظت ۀدهس نشانبع ی سطح پاسخ سهمسحسی  -34 شکل

 5S2 مخمر 

Fig 19 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different concentrations of  

L-asparagine in optimizing the production of L-asparaginase enzyme from 5S2 yeast. 

 

 آنزیم تولید محیط اولیۀ سازی اسیدیتۀبهین 

 قادیرمیر أثت (،بع ی سطح پاسخسهمسحسی ) 14 شنکل 

 بر تولینن  انزیم  فنناکن نور  سنننینن ی ننه   منخن نمنف تننک    

. در  ین ده ر  نشنننان می5S2 اسنننپار ژیسا     مخمر - ل

لی ر(، دما برگرز 1، در شر یطی که غمظت گموکز )ا مون

 اسنننپننار ژین -درجننۀ سننننانن ی گر د(، غمظننت  ل   12)

بر بر مقادیر و قعی  سنناوت( 314لی ر( و  مان )برگرز 34)

 0در نظر گرف ه شود، بیش رین فعالیت انزیمی در  سی ی ۀ 

 تو ن  مق  ر بهیسۀمی شود؛ درن یجه،  ین مق  رمشاه ه می

 معرفی شود. 5S2 سی ی ه بر ی تولی  انزیم توسط مخمر 

 
  5S2خمر م    اسپار ژیسا -انزیم  لتولی   روی سا یدر بهیسه سی ی ه  مخ مف مقادیر ثر  ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانسهمسحسی  -14 شکل

Fig 20 – The three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different amounts of acidity 

in optimization on the production of L-asparaginase enzyme from 5S2 yeast. 

Archive of SID.ir

Archive of SID.ir

http://dx.doi.org/10.22108/bjm.2023.138189.1549


 

 

 3941 بهار، 94شماره ، سیزدهمسال  ،یکروبیم یشساسستی   96

 

http://dx.doi.org/10.22108/bjm.2023.138189.1549 
 

 

 

 آنزیمی فعالیت روی  ما سازیبهین 

 مقادیریر أثت 13 شننکلسننطح پاسننخ بع ی سننهمسحسی 

 ژیسا     اسننپار- لبر تولی  انزیم فاک ور دما مخ مف تک

، در شنر یطی  . در  ین ا مونده ر  نشنان می 5S2 مخمر 

 ، غمظت 0لی ر(،  سنننین ی نۀ   برگرز 1کنه غمظنت گموکز )  

بر بر  ساوت( 314لی ر( و  مان )برگرز 34اسپار ژین )- ل

نزیمی شود، بیش رین فعالیت امقادیر و قعی در نظر گرف ه 

درن یجه،  شود؛گر د مشاه ه میدرجۀ سان ی 12در دمای 

تو ننن  مقنن  ر بهیسننۀ دمننا بر ی تولینن  انزیم  ین مقنن  ر می

 معرفی شود. 5S2توسط مخمر 

 

 
 5S2 مخمر     اسپار ژیسا -انزیم  لتولی   روی سا یبهیسهدما در  مخ مف مقادیر ثر  ۀدهس نشانبع ی سطح پاسخ سهمسحسی  -13 شکل

Fig 21 – Three-dimensional response surface curve showing the effect of different temperature values in 

optimization on the production of L-asparaginase enzyme from 5S2 yeast. 

 

 آنزیمی فعالیت روی زمان سازیبهین 

 قادیرمیر أثت (،بع ی سطح پاسخسهمسحسی ) 11 شنکل 

ار ژیسا  اسنننپ- لبر تولی  انزیم  فاک ور  مانمخ مف تک

، در . در  ین ا موندهنن ر  نشننننان می5S2    مخمر 

درجۀ  12لی ر(، دما )برگرز 1شر یطی که غمظت گموکز )

 اسنننپننار ژین -، غمظننت  ل0سنننان ی گر د(،  سنننینن ی ننه  

بر بر مقادیر و قعی  سنناوت( 314لی ر( و  مان )برگرز 34)

شننود، بیشنن رین فعالیت انزیمی در  مان  درنظر گرف ه می

بسابر ین، مق  ر یادش ه  شود؛ساوت مشاه ه می 314بر بر

تو ن  مق  ر بهیسۀ  مان بر ی تولی  انزیم توسننط مخمر یم

5S2 .معرفی شود 
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 5S2 مخمر     اسپار ژیسا -انزیم  لتولی   روی سا یبهیسه مان در  مخ مف مقادیر ثر  ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانسهمسحسی  -11 شکل

Fig 22 – Three-dimensional curve of the response surface showing the effect of different amounts of time in 

optimization on the production of L-asparaginase enzyme from 5S2 yeast. 

 

 تولیند  بررسنی  بنرای  کنربن  منبنع  سنازی بهین 

 آنزیم

 تمناز مسنابع کربسنی    در سنویه   ینن  نشنان د دنن    ن ایج

فعالیننننت  و  سنننت رشنننن  بننننه قننننادر شننن ها منننایش

 در انزیمننننی فعالینننت  بیشنننن رین  منننا  د رد، انزیمننننی 

 انزیمننی در فعالیننت کم ننرین و نشاسنن ه محننیط حنناوی

 درصننن  به نننرین. شنننودمشننناه ه منننی منننال و  حضنننور

  مقننن  ر در انزیمنننی فعالینننت بنننر ی بیشننن رین نشاسننن ه

 فعالیننت میننز ن و امنن  نشاسنن ه بننه دسننت   درصنن  4/3

 گنننرزمیمنننی بنننر و حننن  260/0 خ صاصنننی  انزیمنننی

 بننه ترتیننب  9 و 1 هننایشننکل. شنن  محاسننبه پننروتئین

سنننا ی بهیسنننه و کربسنننی مخ منننف مسنننابع سنننا یبهیسنننه

ر   کربسننی )نشاسنن ه( مسبننع به ننرین مخ مننف درصنن های

 .دهس می نشان

یر أثتنن (،بعنن ی سننطح پاسننخ سننهمسحسننی ) 11 شننکل

روی تولینن   فنناک ور گمننوکزمخ مننف تننک هننایغمظننت

ر  نشنننننان  5S2اسنننننپار ژیسا     مخمنننننر - لاننننننزیم 

 ، در شنننر یطی کنننه  منننان . در  ینننن ا منننوندهننن منننی

گننننر د(، درجننننۀ سننننان ی  12سنننناوت(، دمننننا )  314)

لی ننر( بننرگننرز 34اسننپار ژین )-، غمظننت  ل0 سننی ی ه 

شنن رین شننود، بیبر بننر مقننادیر و قعننی در نظننر گرف ننه مننی

 فعالیننننت انزیمننننی در غمظننننت گمننننوکز بر بننننر بننننا   

بسنننابر ین، غمظنننت  شنننود؛برلی نننر مشننناه ه منننیگنننرز 1

تو ننن  غمظننت بهیسننۀ گمننوکز بننر ی تولینن     یادشنن ه مننی 

 معرفی شود. 5S2انزیم توسط مخمر 
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  5S2مخمر     اسپار ژیسا -انزیم  لتولی   روی سا یبهیسهگموکز در  مخ مف های ثر غمظت ۀدهس بع ی سطح پاسخ نشانسهمسحسی  -11 شکل

Fig 23 – Three-dimensional response surface curve showing the effect of different glucose concentrations in 

optimization on the production of L-asparaginase enzyme from 5S2 yeast. 
 

 خ مفمیر فاک ورهای أثتبع ی سنطح پاسخ  سنه  مسحسی

اورده ش ه  19 شکلدر اسنپار ژیسار  - لروی تولی  انزیم 

یر ان أثت ، ر باشنن شننفاک وری بی ط سننت. هرچه شننیب خ 

 طب خ ر و هرچه شننیشننفاک ور بر پاسننخ و تولی  انزیم بی

ین یر ان فاک ور بر پاسخ کم ر  ست. در  أثت ،تر باش ملایم

 طشننیب خ  سننت،  مان ۀدهس که نشننان Cفاک ور  ،ا مون

، فاک ور ینبسابر  ؛د شننت نسننبت به سننایر فاک ورها  ریشننبی

 د رد. ری روی تولی  انزیم شیرگذ ری بیأثت  مان
 

 
 روی سا یهبهیساسپار ژین، دما،  مان و  سی ی ه در -گموکز،  ل های مخ مف ثر غمظت ۀدهس نشان تأثیر فاک ورهایبع ی سهمسحسی  -19شکل 

 5S2 مخمر    اسپار ژیسا  -انزیم  لتولی  
Fig 24 – The three-dimensional curve of the effect of factors showing the effect of different concentrations of 

glucose, L-asparagine, temperature, time, and acidity in optimizing the production of L-asparaginase enzyme from 

5S2 yeast 
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  تولی شننن ۀبیسیپیش مقادیر ، ح  کرر12شنننکل در 

.  سننت شنن ه اورده  فز رنرزسننا ی توسننط در بهیسه انزیم

که  ا یسننبهیسه مرحمۀ در انزیم فعالیت میز ن بیشنن رین

 کننرد، در غننمننظننت گننمننوکننز   بننیننسننیپننیننش  فننز رنننرز

لی ر،  مان برگرز 46/34اسنننپار ژین -لی ر،  لبرگرز 40/1

گر د درجۀ سان ی 12و دمای  0 سی ی ۀ  سناوت،  44/334

بود؛    سنننویی، حنن  کرر میز ن  u/ml 00/3030بر بر بننا 

شننن ه در شنننر یط  های طر حیفعالیت انزیم در ا مایش

ترتیب بر بر با به 3و  6های شنننمارۀ مشنننابنه طی ا مایش 

u/ml 8/3011  وu/ml 29/3034 ( ؛ 1جنن ول بننود)

 RSM طتوسنن شنن هبیسیپیش ن ایج و ن ایج درن یجه،  ین

 .د رن  مطابقت یک یهر با یطور تقریببه

 ی مقادیر و قعی و بررسنننی مقایسنننه ، 16شنننکل در 

 فز ر نشننان د ده شنن ه  سننت.  نرز باشنن ه بیسیمقادیر پیش

هرچه ق ر  ،شننودطور که در  ین شنکل مشنناه ه می همان

 ر روی  فزنرز باشننن ه بیسیو مقادیر پیش هان ایج ا مایش

قر ر گرف ه باشنس  و با یک یهر مطابقت د ش ه  خط مورب 

 ش ه  ست.زا نج هایدرس ی ا مایش ۀدهس نشان ،باشس 

 

 
 سا ی میز ن فعالیت انزیم در بهیسه بر ی RSM فز ر ش ه توسط نرزهای  نجازبیسیپیش -12 شکل

Fig 25 – Predictions made by RSM software for the amount of enzyme activity in optimization 
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 سا یبهیسه رش ه دبیسیمقادیر پیش بر بربررسی مقادیر و قعی در  -16 شکل

Fig 26 – Checking the actual values against he predicted values in the optimization 
 

 گیریو نتیج  بحث

پنار م رهنای بسنننیناری بر تولی  و فعالیت انزیم تأثیر    

در ا مایش جاضر، بر  سا  مسابع موجود در  گذ رن .می

م غیر  2کشننننت تشنننخیص کمی فعننالیننت انزیم  محیط

درصنن ( به وسو ن  2/1تا  2/3های مخ مف گموکز )غمظت

اسنننپار ژین به -،  ل4تا  2بین  pHی مسبع کربن، مح وده

 تننا  12درصنننن (، دمننا بین  39تننا  6مسبع نی روژن ) وسو ن

سننناوت به  364تا  84گر د و  مان بین درجه سنننان ی 92

سنننا ی با روش سنننطح  وسو ن فناک ورهنا در فرایس  بهیسه  

 .( به کار برده ش ن RSMپاسخ )

 سنننا یدر بررسنننی حاضنننر با  سننن فاده    ن ایج بهیسه 

، 5S2مسظور  فز یش فعالیت انزیم سنننویۀ فاک وره، بهتنک 

 (RSM)ا منایش با  سننن فاده    روش سنننطح پاسنننخ    94

فاک ور یادش ه بررسی  2های مخ مف طر حی ش  و غمظت

سننا ی شنن ن . ن ایج نشننان د دن  بیشنن رین فعالیت    و بهیسه

ای . ( به دسننت می1ج ول ) 6ارۀ انزیم در ا مایش شننم

، مسحسی سطح پاسخ فعالیت انزیم در ناحیۀ 6شنکل  مطاب  

 سا ی رسی ه  ست.قرمز رنگ قر ر د رد و به نقطۀ بهیسه

سنننا ی، بیشننن رین میز ن فعالیت در  ین بخش    بهیسه

در  5S2ام ه    سنننویۀ دسنننتاسنننپار ژیسا  به -انزیم  ل

های قمیایی یا  سی ی، مشناه ه ش . در  سی ی ه  0 سنی ی ۀ  

فعنالینت ان کاهش یافت و نسنننبت به شنننر یط قمیایی و    

 سی ی حسا  بود. انزیم تولی ش ه توسط سویۀ یادش ه 

 12که در دمای طوریحسننا  بود؛ بهنسننبت به حر رت 

گر د، بیش رین میز ن فعالیت انزیم مشاه ه و درجۀ سان ی

گر د، فعنالیت انزیم کاهش  درجنۀ سنننان ی  92در دمنای  

بر  اسپار ژیسا  نیز-گیری د شت. میز ن گموکز و  لچشنم 

وسنننط که در میز ن م طوریتولی  انزیم تأثیر د شننن س ، به

یم  نجناز شننن .  مان نیز    دیهر  انهنا، به رین تولین  انز  

فاک ورهایی  سننت که در تولی  انزیم تاثیر د شننت و طب  

ترین و تأثیرگز رترین و شننیب خط،  مان مهم 31شننکل 

 فاک ور روی تولی  انزیم بود.
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ش ه بیش رین میز ن ج  سا ی 5S2بسابر ین سنویۀ قارچی  

درجننۀ  12اسنننپننار ژیسننا  ر  در دمننای  -فعننالیننت انزیم  ل

سنناوت،  سننی ی ۀ  314گر د، م ت  مان گرماگذ ری سننان ی

وسو ن مسبع درص  گموکز به 1اسپار ژین و -درص   ل 34، 0

 تعیین ش . u/ml 8/3011کربن د شت و فعالیت انزیم 

 5S2مخمری  در پژوهش حاضننر با  سنن فاده    سننویۀ

 شنننن ه    خنناک بننا  ر منناهننی، انننزیننم  جنن  سننننا ی 

اسنپار ژیسا  تولی  و انزیم به روش سنطح پاسخ بهیسه   - ل

زون به  سننن قبال رو  فتوجهو فعالیت ان  فز یش یافت. با

های مو د غذ یی و صنسایع مخ مف   جممه صسایع فر ورده 

های گوناگونی ننانو یی، ن نایج پژوهش حناضنننر کاربرد   

د شنننت. ن نایج پژوهش حاضنننر در بخش میز ن   خو هن   

های پیشین فعالیت انزیم تولی ش ه قابل مقایسه با پژوهش

بننه  یسکننه میز ن تولینن  انزیم در فر یسنن  توجننه سنننت. بننا

سا ی هشنود با بهیس سنا ی  فز یش یافت، پیشنسهاد می  بهیسه

شنننر یط تولی  انزیم، میز ن تولی  انزیم توسنننط سنننویه  

 .مخمری  فز یش یاب 
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