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 باكتري خالص سازي و بررسي برخي خصوصيات بيوشيميايي آنزيم آلفا آميلاز مقاوم به حرارت
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 22/04/1396، تاريخ پذيرش: 11/10/1395تاريخ دريافت: 

  چكيده

 يراب يازنيع، مقاوم به حرارت در صنا يلازهايكاربرد آم يعوس يفقابل توجه و ط ياقتصاد يتاهم
 ياييباكتر فلور داده است. يشافزا يريرا بطور چشمگ يمطلوب صنعت ياتبا خصوص يد آميلازهاتول

به عنوان منابع  تواننديمتفاوت م يهاpHدر  يداريبه حرارت و پا تحمل بالاآبگرم به واسطه  يهاچشمه
ي برا ينرجهق ماليپرترآبگرم ه پژوهش چشمه ين. در ايرندمورد استفاده قرار گ يلازآم-αيدي براي توليد جد

 ياييباكتر يهالونكقرار گرفت.  يمورد بررس يلازآم-αيزان توليد آبگرم به لحاظ م باكتريايي شناسايي فلور
شدند.  يياساشن يمولكول هايشرو ينو همچن يوشيمياييب يهايژگياساس ورب يلازكننده آم يدتول ياحتمال
ر دو  گرفت قرار يساز ينهمورد به يزن يلازآم يمآنز يدشده و تول يزولها يرشد باكتر ايطشر مرحله بعددر 

از لحاظ  لازيآم- αيوشيمياييب ياتشده خصوص ييشناسا ياييباكتر يهااز كلون يمآنز يصبعد از تخلنهايت 
 Bacillusنس جدا شده از ج باكتري نشان داد كه كلون يقتحق ينا يجنتا بررسي گرديد.كاربرد در صنعت 

بطوري . باشد يم ميكلس يونوابسته به  يرمقاوم به حرارت و غ يلازآم يت يك آنزيمبوده و به لحاظ خصوص
در ان داده و نشرا  دخو يتحداكثر فعال pH~8 يگراد وجه سانتدر 80 يدما در شده يصتخل يلازآم ميآنزكه 

 ين نتايجهمچن .كنديخود را حفظ م يدروليزيه يتاز فعال %80 يگراددرجه سانت 70-50 ييمحدوده دما
 يبطور كلباشد. يدار ميفعال و پا )10-5/3يدي (و اس ياييقل pHيعي از وس يفدر ط يمنشان داد كه آنز

ا حرارت ب مل بهمتح يلازآم يد آنزيمجهت تول يمناسب منبعتواند يم يباكتر يهسو ينحاصل، ا يجبراساس نتا
    بالا جهت كاربرد در صنعت باشد. يعملكرد يداريپا

    .يون كلسيم آميلاز، چشمه آب گرم، مقاوم به حرارت،: واژه كليدي
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  مقدمه

اري در صنايع رد بسيها كاربامروزه آنزيم

، كاغذ سازي، نساجي و حذف هاغذايي، شوينده

 Hmidet et( هاي شيميايي و نفتي دارندآلاينده

al., 2008; Suman & Ramesh, 2010; 

Asoodeh et al., 2013 .(هاي از ميان آنزيم

هاي آميلوليتيك، گروه بزرگي از صنعتي، آنزيم

را هاي خويشاوند هاي نشاسته و آنزيمهيدرولاز

ها روي نشاسته، اين آنزيم .دهندتشكيل مي

پولولان، گليكوژن و ديگر اليگو و پلي 

از  %30هاي مربوطه فعال اند و تقريبا ساكاريد

  ها را به خود اختصاص دادهبازار تجاري آنزيم

 ;Pandey et al., 2000; Janecek, 2009( اند 

Kikani & Singh, 2011(.  

α-هاي ين آنزيمترها شناخته شدهآميلاز

) GH13( 13آميلوليتيك و متعلق به خانواده 

ها هستند گليكوزيد هيدرولاز

)Sivaramakrishnan et al., 2006; Janecek et 

al., 2014 .( اعضاي خانوادهα -ها آميلاز

حاوي  A قلمرو هستند. 1قلمروهاي چند پروتئين

است  )β/α(8كاتاليتيكي اصلي در فرم بشكه  قلمرو

، دومين B قلمروشود. ختم مي B مروقلو به 

گيرنده لوپ سوم در محل كوچكي است در بر

، C قلمرو، است. α3به هليكس  β3اتصال رشته 

شود. تيپ را شامل مي β- دومين ساندويچ

- αآميلاز در تمام اعضا خانواده -αاي بشكه

آميلاز تاييد شد كه ساختار سه بعدي آنها در حال 

 & Nielsen(است  حاضر مشخص شده

                                                 
1Domain 

Borchert, 2000;Van der Maarel et al., 

2002; Janecek, 2009; Souza et al., 2010.( 

α-يلازآم )EC 3.2.1.1ينتر) شناخته شده 

 يسكوزيتهو يعسبب كاهش سر و است يلازاندوآم

 ,.Horváthová et al( شوديمحلول نشاسته م

- αداخلي  پيوندهاياين آنزيم هيدروليز  ).2000

يكوزيدي در پلي ساكاريدها با حفظ گل-O-4و1

 كاتاليزرا آنومريك در محصولات -αساختار 

 Mollania et al., 2010; Janecek et(كند مي

al., 2014(.  اكثرα -هاي شناخته شده آميلاز

داراي يون كلسيم حفاظت شده هستند، كه براي 

داشتن يك آنزيم پايدار و فعال ضروري شناخته 

ست كه يون كلسيم سبب شود. گزارش شده امي

و ايجاد  افزايش فعاليت و پايداري حرارتي آنزيم

 ,.Janecek et al( شوديك ساختار فشرده مي

2000; Nielsen & Borchert, 2000 

Sivaramakrishnan et al., 2006.(  

آميلاز در صنايع -αترين كاربرد گسترده

نشاسته براي هيدروليز نشاسته در فرآيند مايع 

هاي فروكتوز و گلوكز به شربت ستهسازي نشا

در اكثر مراحل فرآوري نشاسته دماي . باشدمي

) مورد نياز درجه سانتيگراد 90بسيار بالا (بيش از 

اگرچه  ).Kikani & Singh, 2011است (

توليد  براي Bacillusهاي متعلق به جنس باكتري

تجاري آميلاز مقاوم به حرارت با نيم عمر و 

بالا مورد استفاده قرار  پايداري عملكردي

 ;Bertoldo & Antranikian, 2002(گيرند مي

Rasooli, 2008.( در مرحله هيدروليز آنزيمي  ،اما
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شدن صورت  ينهبلافاصله بعد از ژلاتكه  نشاسته

است؛  5/4دوغاب نشاسته در حدود  pHگيرد، يم

آميلازهاي -αبهينه بسياري از  pHدرحاليكه 

هاي اسيدي pHو در است  7-6صنعتي تقريبا 

 Hassan et al., 2011; Asoodeh et( ناپايدارند

al., 2013.( هاي اخير، تلاش جهت يافتن در سال

α-هاي مقاوم به حرارت و فعال در آميلازpH 

پايين كه امتيازاتي براي افزايش كارايي فرآوري 

 ,.Kaneko et al(است نشاسته است، انجام گرفته 

2005; Sajadi et al., 2005; Hmidet et al., 

2008; Mollania et al., 2010; Bai et al., 

2012; Asoodeh et al., 2013.(  

در تحقيق حاضر، خالص سازي و بررسي 

آميلاز متعلق به -αخصوصيات بيوشميايي 

Bacillus sp.  قينرجه با جدا شده از چشمه آبگرم

آميلاز با خصوصيات -αهدف شناسايي آنزيم 

  العه قرار گرفته است.مورد مطمطلوب 

  

  هامواد و روش

هاي آب از چشمه آبگرم قينرجه واقع نمونه

 غربي جنوب كيلومتري 15 دردر استان اردبيل 

متري 1240شهرستان مشكين شهر و در ارتفاع 

 14َعرض شمالي و  º38 17َ( دامنه شمالي سبلان

º47 ها در جمع آوري شد. نمونه، )طول شرقي

) w/v( %1/0حاوي  آگار 2LBمحيط كشت 

 %5/0و  w/v (NaCl( %5/0تريپتون يا پپتون، 

)w/v ( %5/1) عصاره مخمر وw/v آگار كشت (

                                                 
2  Luria broth 

 24درجه سانتيگراد به مدت  37شدند و در دماي 

هاي باكتريايي ساعت انكوبه شد. سپس كلون

آميلازي در محيط -αجهت سنجش فعاليت 

آگار به همراه يك   LBكشت نشاسته آگار حاوي

درجه  37) در دماي w/v %1صد نشاسته (در

ساعت كشت شدند. بعد از  24به مدت  سانتيگراد

ساعت، بر روي محيط كشت محلول  24گذشت 

سپس براساس  ريخته شد. (معرف نشاسته) لوگول

دهنده هيدروليز قطر هاله سفيد رنگ كه نشان

 شدن نشاسته و توليد آنزيم توسط كلون است،

   خاب شدندانت ها جداسازي وكلون

  

  شناسايي مولكولي باكتري و آناليز فيلوژنيك 

در ابتدا شناسايي باكتري توليد كننده آميلاز 

با استفاده دستورالعمل برگي به روش بيوشيميايي 

سپس  ).Bergey & Holet, 1996(انجام گرفت 

 رمزكننده جهت تاييد شناسايي باكتري توالي ژن

16S rDNA  ژن گرفت. مورد تجزيه و تحليل قرار

16S rDNA  باكتري توليد كننده آميلاز توسط

  عمومي هايآغازگر

 8F:5´-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3´  و

1492R:5´-GGTTACCTTACGACGACTT-

). جهت Asoodeh et al., 2010تكثير شد (  ´3

بانك ژن  آناليز روابط فيلوژني، توالي مورد نظر در

NCBI  و آناليز مورد جستجوBLAST  قرار

 MEGA 5در انتها، با استفاده از نرم افزار  گرفت.

  درخت فيلوژني ترسيم شد.  UPGMA يتمرو الگو
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  سازي شرايط توليد آنزيم توسط باكتريبهينه

جهت تعيين دماي بهينه براي رشد باكتري 

درجه  50و  42، 37و توليد آنزيم سه دماي 

سانتيگراد و همچنين، براي انتخاب محيط كشت 

) M1يط كشت مختلف شامل: (بهينه چهار مح

LB 1، نشاسته مايع% )w/v) ؛(M2 (LB  مايع ،

 %1)، فروكتوز w/v( %1)، پپتون w/v( %1نشاسته 

)w/v) ؛(M3 ( %1) نشاستهw/v 1)، پپتون% 

)w/v ( %1)، مالتوزw/v) ؛(M4 1) نشاسته% 

)w/v ( %1)، پپتونw/v ( %1)، مالتوزw/v ،(

قرار گرفتند.  )مورد ارزيابيw/v( 1عصاره مخمر 

به منظور بررسي شرايط بهينه رشد در دوره هاي 

ساعت از محيط  84ساعت به مدت  4زماني هر 

كشت حاوي باكتري نمونه گيري انجام قرائت 

OD  گرفت. نانومتر انجام  600در طول موج

تعيين دما و محيط كشت بهينه براي توليد  براي

 rpmور دقيقه با د 15آنزيم، ابتدا نمونه به مدت 

درجه سانتيگراد سانتريفيوژ  4در دماي  12000

جهت سنجش فعاليت آنزيم مورد  روشناورشد و 

 Aiyer et al.2004; Vahidi( بررسي قرار گرفت

et al., 2005 .(  

  

  خالص سازي آنزيم 

) %85براي اين منظور، سولفات آمونيوم (

 24آنزيم خام افزوده شد و به مدت عصاره به 

درجه سانتيگراد نگه داري شد.  4ساعت در دماي 

 يدرصد 85رسوب حاصل از غلظت اشباع 

 Tris-HClسولفات آمونيوم در كمترين مقدار بافر 

ليتر) ميلي 4تا  2(بين  pH~ 4/7ميلي مولار با  20

حل و درون كيسه الترافيلتراسيون با توانايي 

 Asoodehكيلودالتون دياليز گرديد ( 12نگهداري 

& et al., 2013 محلول دياليز شده از ستون .(

 Q-sepharose كروماتوگرافي تبادل يوني، از نوع

آنيوني قوي سانتي متر) كه يك تبادل كننده  25(

است، عبور داده شد. سپس اين ستون با بافر 

Tris-HCl 20  4/7ميلي مولار با ~pH  بهpH 

مورد نظر رسيد. پس از بارگيري نمونه، ستون با 

غلظت هاي  باميلي مولار  Tris-HCl 20ر باف

شست شو داده شد. تمامي  NaClمولار  1/0-8/0

آوري شد و هاي خروجي ستون جمع فركشن

280OD  آنها براي بررسي فعاليت حضور پروتئين

ها از اين فركشن در نهايتهمچنين  خوانده شد.

 Asoodeh et( لحاظ وجود آنزيم ارزيابي شدند

al., 2010, 2013(.  

  

  سنجش فعاليت و غلظت آنزيم

جهت سنجش فعاليت آنزيم، در هر مرحله 

 Bernfeldاز روند خالص سازي از روش 

، ™Sigma-Aldrichتغيير يافته توسط  )1955(

يم در استفاده شد. براي سنجش ميزان فعاليت آنز

به بافر فسفات با  هر مرحله، آنزيم تخليص شده

5/6 ~pH شدفه اضا %1حلول حاوي نشاسته م .

سنجيده  DNS3فعاليت آنزيم با روش  در ادامه

كه مبتني بر غلظت قند احياء شده است. شد 

روتئين در هر همچنين به منظور اطلاع از غلظت پ

                                                 
3  3,5-dinitrosalicylic acid 
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سازي، از روش تغيير يافته مرحله از روند خالص

) و سپس Bradford, 1976برادفورد استفاده شد (

ن هاي مختلف سرم آلبومبا استفاده از غلظت

) نمودار 03/0-1(غلظت هاي بين ) BSAگاوي (

  استاندارد رسم گرديد.

  

  SDS-PAGEالكتروفورز 

هاي حذف به منظور بررسي ميزان پروتئين

سازي ه يا رسوب كرده در طي مراحل خالصشد

سازي كامل نمونه در اطمينان از خالص آنزيم،

كروماتوگرافي و تعيين وزن مولكولي نمونه آنزيم 

، از روش الكتروفورز پلي آكريل تخليص شده

. استفاده شد 4سديم دودسيل سولفات- آميد

بر طبق سيستم  SDS-PAGE هاي الكتروفورزبافر

) اجراشد. در اين Laemmli, 1970بافر لائملي (

درصد و ژل  12ژل جداكننده تحقيق از 

درصد استفاده شد. سپس  2ه كنندمتراكم

با بافر  1:4هاي حاوي آنزيم به نسبت فراكشن

 0/1ليتر آب مقطر ديونيزه، ميلي 9/3نمونه حاوي: 

 pH ،8/0~ 8/6مولار با  Tris base 5/0ليتر ميلي

درصد، SDS 10ليتر ميلي 6/1ليتر گليسرول، ميلي

ليتر ميلي 4/0مركاپتواتانول و -2ليتر ميلي 4/0

مخلوط گرديد. اين  يك درصدبرموفنل بلو 

ماري در دماي  دقيقه در بن 10مخلوط به مدت 

حرارت داده شد و سپس بر  درجه سانتيگراد 100

 400اري شد. ژل با محلول حاوي ذروي ژل بارگ

 500ليتر اسيد استيك، ميلي 100ليتر متانول، ميلي

                                                 
4SDS –Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS- PAGE) 

-Rگرم كوماسي بلو  يكليتر آب ديونيزه، ميلي

رام طبق دستور ايموگز رنگ آميزي شد. 250

) انجام 2003( ليم و همكاران العمل تغيير يافته

درصد  12گرفت. جهت زايموگرام ژل جداكننده 

 Asoodehدرصد نشاسته تهيه شد ( يكبه همراه 

et al., 2013 پس از پايان الكتروفورز، براي .(

(شامل  يونژل در بافر رناتوراس، SDSحذف اثر 

و  pH~7/4 با مولاريليم Tris- HCl 20بافر 

 گرفت. درصد) قرار X-100 5/2 يتونمحلول ترا

در انتها ژل براي رنگ آميز ژل در محلول لوگول 

  قرار داده شد.

  

بر فعاليت و پايداري  pHبررسي اثر دما و 

  آنزيم آميلاز

مختلف بر  يها pHاثر  يبررس يبرا

انتخاب  3-10 يهاpH محدوده يمآنز يتفعال

آماده  يرز يبافر يستمكار سه س ينا يشدند. برا

 يبيتقر pHمولار (يليم 50 يمبافر استات سد: شد

 pH( مولاريليم 50بافر فسفات )، 5-3

 مولاريليم Tris-HCl 50بافر )، 5/5-5/7يبيتقر

)pH گيري پايداري ه). براي انداز8-10 يبيتقر

pH درصد  يكهاي فوق كه حاوي آنزيم با بافر

انكوبه  درجه سانتيگراد 42شاسته در دماي ن

آنزيم در  فعاليت ،بررسي اثر دمابراي شدند. 

در  درجه سانتيگراد 95 -30وده دمايي محد

اپتيمم آنزيم انجام  pHدرجه در  5فواصل دمايي 

درصد  100گرفت. حداكثر فعاليت آنزيم به عنوان 

در نظر گرفته شد و بر اساس آن درصد فعاليت 
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گيري شد. جهت هآنزيم در دماهاي متفاوت انداز

يي فوق بررسي پايداري دمايي آنزيم محدوده دما

دقيقه درون  45در نظر گرفته شد. آنزيم به مدت 

  اپتيمم قرار گرفت. pHبن ماري در 

  وابستگي و عدم وابستگي به يون كلسيم

به منظور بررسي وابستگي و عدم وابستگي 

فعاليت آنزيم به يون كلسيم، تست پايداري آنزيم 

ميلي مولار از يون كلسيم  5در حضور غلظت 

)2CaCl.براي اين منظور آنزيم خالص  ) انجام شد

ميلي  5شده در سيستم بافري مشابه با غلظت 

) دياليز شد و سپس 2CaClمولار از يون كلسيم (

روند سنجش مشابه مرحله قبل بدون يون كلسيم 

انجام و نتيجه براي وابستگي يا عدم وابستگي به 

 ,.Asoodeh et alيون كلسيم بررسي شد (

2013.(  

  

  و بحثنتايج 

ج آناليز بيوشيميايي و بررسي نتاي

ميكروسكوپي نشان داد كه باكتري مورد نظر گرم 

اي شكل) بوده و فعاليت مثبت به فرم باسيل (ميله

باشد و با توجه به آميلازي قابل توجهي دارا مي

هاي باسيلوس گرم مثبت اين اصل كه اكثر باكتري

اي شكل و بوده و به لحاظ مورفولوژي ميله

باكتري مورد  احتمالاًباشند، شكل مياي استوانه

(شكل  هاي جنس باسيلوس استنيز از گونهنظر 

جفت  1021همچنين نتايج نشان داد كه توالي  ).1

با  16S rDNAبازي تكثير شده مربوط به ناحيه 

قطعات اين ژن از منابع باكتريايي مختلف 

درصدي  98همولوژي دارد. با توجه به همولوژي 

بدست آمده با توالي هاي  16S rDNA توالي

باكتري مورد  ،Bacillus cereus گونهمربوط به 

 .)2(شكل نظر نيز به اين گونه تعلق دارد 

  

ه يك آگار حاوي ب LBبررسي قابليت توليد آنزيم آميلاز كلني باكتريايي جدا شده روي محيط كشت  (A)- 1شكل 

پي تصوير ميكروسكو (B)ساعت؛  24سانتيگراد بعد از درجه  37و محلول لوگول در دماي  (w/v)درصد نشاسته 

  اي شكل.باسيلوس گرم مثبت جدا سازي شده با مورفولوژي ميله باكتري

Figure 1:(A) Screening of bacterial isolate for capability of amylase production was done 

by starch hydrolysis plate assay method on agar medium with 1% (w/v) starch and 

lugol's solution at 37°C after 24-h incubation; (B) Microscopic image of gram-positive, 

rod shaped Bacillus bacterium.  
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ا بباكتري جدا شده  16S rDNAجفت بازي  1021درخت فيلوژني و مقايسه همولوژي توالي  -2شكل 

 UPGMA با استفاده از الگوريتم. درخت فيلوژني رسم شده NCBIپايگاه ساير توالي هاي ثبت شده در

را  رسم گرديده است. علامت پيكان موجود در شكل توالي مورد بررسي. درخت MEGA5و نرم افزار 

  دهد.نشان مي
Figure 2- Phylogenetic tree showing the relationship of 16S rDNA sequences cloned 

sample (Red arrow) compared with previously described bacterium species 16S rDNA 

sequences deposited in databases using UPGMA algorithm and MEGA5 software.  

  

  بهينه سازي شرايط رشد باكتري

نتايج بررسي اثر دما نشان داده است كه 

باكتري در هر سه دما رشد مطلوبي دارد ولي 

به علت ميزان و سرعت درجه سانتيگراد  42دماي 

درجه و عدم  37اوليه رشد بيشتر نسبت به دماي 

درجه سانتي گراد،  50اختلاف معني دار با دماي 

در مطالعات ). 3مورد استفاده قرار گرفت (شكل

 .sp يدر مورد باكتر يمشابه يججداگانه، نتا

Ferdowsicous Bacillus  جدا شده از چشمه

جدا Bacillus sp. DR90 يس و باكترآبگرم فردو

رستم بدست آمد،  يگشده از چشمه آبگرم د
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مورد  يلوسجنس باس يها يباكتر يكهبطور

 42 يسرعت رشد را در دما يشترينمطالعه ب

 ,.Asoodeh et al( نشان دادند دگرا يدرجه سانت

 يدما يگرحال در مطالعه د ينبا ا ).2013 ,2010

،  B. subtilis DR8806يباكتر يرشد برا يمماپت

گراد گزارش شده است  يدرجه سانت 60

)Asoodeh & Lagzian, 2012.(  همچنين نحوه

رشد باكتري و ميزان توليد آنزيم مورد بررسي در 

محيط كشت نشان داد كه محيط كشت حاوي 

LB درصد و  يكدرصد، پپتون  يك، نشاسته

تري  درصد، محيط كشت مناسبيك فروكتوز 

يم است. در اين محيط كشت زمان براي توليد آنز

فاز سكون به طور نسبي در مقايسه با ساير 

هاي كشت، كاهش داشته است و سرعت محيط

رشد باكتري افزايش يافت. همچنين واحد فعاليت 

آنزيم يا در واقع ميزان توليد آنزيم در اين محيط 

ها افزايش پيدا كشت نسبت به ساير محيط كشت

) 2013( ه و همكارانآسود).4 كرده بود (شكل

در  Bacillus sp. DR90 يباكتر نشان دادند كه

پپتون  درصد،يك نشاسته  يحاو كشت يطمح

مخمر  درصد و عصارهيك مالتوز  درصد،يك 

سرعت رشد را دارا بوده؛ اما  يشتريندرصد بيك 

 با يدار ياختلاف معن يجنتا يمآنز يدبه لحاظ تول

 ,.Asoodeh et al( نشان نداد M2كشت  يطمح

 يدتول يزانم يشترينب يگرد يق). در تحق2013

 يطدر مح  .Bacillus spيتوسط باكتر يمآنز

 ,.Asoodeh et alگزارش شد ( M2كشت 

2010.(  

  

  تخليص آنزيم 

به منظور بررسي خصوصيات بيوشيميايي، 

تخليص آنزيم با استفاده كروماتوگرافي انجام شد. 

ست آمده نتايج حاصل نشان داد نمونه آنزيمي بد

از ستون كروماتوگرافي نسبت به عصاره خام 

حاوي آنزيم در طي اجراي مراحل خالص سازي 

از  %15/47تر شده، و آنزيم برابر خالص 33تقريبا 

فعاليت خود را طي مراحل خالص سازي حفظ 

-SDS ). نتايج الكتروفورز1كرده است (جدول 

PAGE   آنزيم تخليص شده تك باند با وزن

كيلو دالتون را مشخص نمود  35/68مولكولي 

-Native). همچنين زايموگرام در A5(شكل

PAGE12% انتخاب شده به عنوان  درستي باند

باند حاوي آنزيم را مورد تاييد قرار داد (شكل 

B5.( ها طي اي در ساير باكتريهاي مشابهآنزيم

مراحل خالص سازي به ميزان متفاوتي نسبت به 

آميلاز -آنزيم آلفا شدند. عصاره خام آنزيم خالص

Geobacillus sp. LH8 6/13  برابر با عملكرد

10% )Mollania et al., 2010آميلاز - )، آنزيم آلفا

Bacillus amyloliquifaciens TSWK1-1 3/13 

 & Kikani 2012( %71/45برابر با عملكرد 

Singh,آميلاز -)، آنزيم آلفاBacillus sp. 

Ferdowsicous 23  61عملكرد برابر با% 

)Asoodeh et al., 2010 آنزيم آميلاز باكتري ،(

Bacillus sp. DR90  2/4با عملكرد% )Asoodeh 

et al., 2013.خالص سازي شدند (  
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  درجه سانتي گراد) بر رشد باكتري. 50و  42، 37اثر دما ( -3شكل 

Figure 3- Effect of temperature (37, 42 and 50°C) on the bacterial growth. 
  

  
 ،مايع M1 (LBتاثير چهار محيط كشت مختلف بر سرعت رشد و ميزان فعاليت آنزيمي.  ( -4شكل 

) M3)؛ (w/v( %1)، فروكتوز w/v( %1)، پپتون w/v( %1، نشاسته  مايع LB) M2)؛ (w/v( %1نشاسته 

)، w/v( %1پپتون )، w/v( %1) نشاسته M4)؛ (w/v( %1)، مالتوز w/v( %1)، پپتون w/v( %1نشاسته 

  ).w/v( 1)، عصاره مخمر %w/v( %1مالتوز 
Figure 4- Effects of four different media on the enzyme activity and bacterial growth. 

(M1) LB broth + 1% starch; (M2) LB broth + 1% starch, peptone, and 

fructose; (M3) 1% starch + 1% peptone and 1% maltose; (M4) 2% yeast extract + 0.1% 

maltose, 1% starch and 1% peptone. 
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   Bacillus cereus ياز باكتر يلازآم يمآنز يمراحل خالص ساز -1جدول 

Table 1- Steps involved for the purification of amylase enzyme from Bacillus cereus. 

  حل خالص سازيامر

Purification steps 

  غلظت پروتئين

Total 

protein 

)mg/ml(  

  فعاليت

Total 

activity 

)u/ml(  

  فعاليت ويژه

Specific 

activity 

 )u/mg(  

  ضريب خالص سازي

Purification 

fold  

  عصاره خام

Crude extract 
82  1.4  0.017  1  

  سولفات آمونيوم 85محلول سوپر ناتانت رسوب %

Supernatant solution with 85% 

ammonium sulfate 
0.007  0  0  0  

  درصد سولفات آمونيوم 85دياليز رسوب 

Dialysis of 85% ammonium sulfate 

precipitation   
3.5  0.947  0.270  15 

  نمونه حاصل از كروماتوگرافي

Sample of chromatography 
1.2  0.66  0.56 33  

  

وزن  علاوه در مطالعات مختلف،به 

 يلوك 210تا  10 ينب يلازآم هاييمآنز يمولكول

 ;Souza et al., 2010(دالتون گزارش شده است 

Saranraj & Stella, 2013.(  بررسي اثر pH بر  

  

  فعاليت و پايداري آنزيمبر  PHبررسي اثر

بر فعاليت آنزيم مشخص   pHدر بررسي اثر

 ~8pHگرديد كه آنزيم داراي حداكثر فعاليت در

برابر با  Hp) و در دامنه وسيعي از optpH 8است (

گيري و قابل داراي فعاليت قابل اندازه 10تا  3

  اي است.ملاحظه

همچنين نتايج نشان داد فعاليت نسبي در 

رو به افزايش است و كاهش  5تا  pH 3دامنه 

 pH 5/5 – 7اندك در فعاليت آنزيم در محدوده 

ايجاد شده است.   pHاحتمالا به علت تغيير بافر

روند افزايشي فعاليت آنزيم تا رسيدن به بيشترين 

) ادامه يافته و در optpH 8بهينه ( pHفعاليت در 

بهينه،  pHنهايت به علت خارج شدن از محدوده 

رود. بطوركلي در فعاليت آنزيم رو به كاهش مي

هاي مختلف pHبررسي پايداري آنزيم در 

بهينه  pHآنزيم در  همانطور كه مورد انتظار است،

درصد  100خود بيشترين پايداري را داشته و 

كند. همچنين نتايج نشان فعاليت خود را حفظ مي

 5/3و  3هاي اسيدي  pHمي دهد كه آنزيم در 

فعاليت نسبي مناسبي داشته، با اين حال آنزيم در 

دقيقه از  60پس از گذشت زمان  pHاين دامنه از 

دهد. در را از دست ميانكوباسيون پايداري خود 

، آنزيم بصورت پايدار 8-5/9هاي  pHمحدوده 

كند درصد از فعاليت آنزيمي خود را حفظ مي 70

  ).B6 ،A6(شكل 
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چاهك  .Bacillus cereusبراي آنزيم آميلاز باكتري  SDS-PAGE  12%ژل الكتروفورز  (A)-5شكل 

ن باند با . آنزيم آميلاز تخليص شده با روش كروماتوگرافي، اي4؛ چاهك PS11 ،سايز ماركر پروتئين1

. 8درصد؛ چاهك  85.محلول رويي رسوب سولفات آمونيوم 6فلش قرمز مشخص شده است؛ چاهك

به رنگ  زايموگرام آنزيم خالص شده. باند نمونه آنزيم خالص شده كه (B)نمونه رسوب دياليز شده. 

 فعال شود نشان دهنده هيدروليز شدن نشاسته در آن منطقه و در نتيجهه ميآبي روشن در شكل ديد

از   . نمونه فركشن حاصل3درصد سولفات آمونيوم 85. نمونه دياليز رسوب 2و1بودن آنزيم است. 

  كروماتوگرافي.
Figure 5- (A) SDS-PAGE Electrophoresis on 12% polyacrylamide gel of α-amylase from 

Bacillus cereus. Lane 1: size marker, PSI1; Lane 4: purified amylase (Coomassie blue 

staining) from Q-Sepharose (Red arrow); lane 6: 85% ammonium sulfate supernatant; 

lane 8: dialyzed α-amylase sample. (B) Native-PAGE of the purified enzyme. Lane 1,2: 

dialyzed 85% ammonium sulfate sediment. Lane 3: purified amylase from Q-Sepharose 

chromatography.  

  

A B 
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با توجه به خصوصيات ذكر شده، اين آنزيم 

شود. هم چنين هاي قليايي محسوب ميجزء آنزيم

اسيدي يا قليايي  pHاين آنزيم در دامنه وسيعي از 

يلازي ) فعال است كه در كمتر آنزيم آم3-10(

آنزيم در مطالعات مختلف، گزارش شده است. 

 آميلاز اسيدي از ترمواسيدوفيل -آلفا

Alicyclobacillus sp. A4 با pH  5/4بهينه )Bai 

et al., 2012آنزيم آميلاز متعلق به  )؛

Geobacillus sp. LH8 با pH  5-7بهينه 

)Mollania et al., 2010آنزيم آميلاز متعلق به  )؛

Bacillus sp. DR90 با pH  4بهينه )Asoodeh 

et al., 2013 ؛ آنزيم آميلاز استخراج شده از(

 بانيز  B. amyloliquifaciens TSWK1-1باكتري 

pH  7بهينه )Kikani & Singh, 2012 گزارش (

يت با مطالعه فعال يزن در پژوهشي شده است.

 Bacillus sp. KR-8104ياييباكتر يهسو آميلازي

خود را  يداريپا يشترينب يمنشان دادند كه آنز

آنزيم آميلاز خالص شده يدي دارد. اس يها pHدر

بيش  pH 5/9-5/8در تحقيق حاضر در محدوده 

درصد از فعاليت خود را حفظ  75از 

نتايج مشابهي . )Sajadi & et al., 2005(كندمي

 .Bacillus spآميلاز متعلق به  يدر مطالعه

isolate A3-15  طوري كه بدست آمده است به

 ,Burhanباشد (مي 11بهينه  pHآنزيم داراي 

2008.(  

ها به جهت فعال و پايدار تمامي اين آنزيم

هاي شديدا اسيدي و بازي بايد به  pHبودن در 

هاي مشابهي لحاظ ساختار پروتئيني از ويژگي

تشكيل  عواملي نظير عدم وجود برخوردار باشند.

 پپتيدي بين 5هايخودبخودي ساكينيميد

هاي ، دفن گروهAsn-Glyو   Asp-Glyهايتوالي

يونيزه و نيروي الكترواستاتيك همراه شده با بار 

مي تواند از دلايل پايداري خالص بزرگ پروتئين 

 Creighton, 1993; Yang( اين پروتئين ها باشد

et al., 1993; Declerck et al., 2002.( اگر آلفا -

است،  فعال pHاز  يعيدر دامنه وس يلازيآم

 يلنوكلئوف pKaمقدار  ييرممكن است به علت تغ

 يهايوندشبكه پ يندهنده پروتون باشد. همچن يا

قابل  يهاگروه يو دسترس يمحل يدروژنيه

باردار به حلال،  يهاگروه يگرو د يتراسيونت

. در دهنديقرار م يرتحت تاث يكالكترواستات يروين

 يا يلنوكلئوف  pKaدر  ييراتيهر گونه تغ يجهنت

 يلدر پروفا ييرتواند منجر به تغ يدهنده پروتون م

 ;Nielsen & Borchert, 2000دگرد pH يتفعال

Declerck et al, 2002) .(  

  

  بررسي اثر دما بر فعاليت و پايدار آنزيم

درجه  80 ينتايج نشان داد كه آنزيم در دما

سانتيگراد حداكثر فعاليت خود را دارا بوده و در 

درجه سانتيگراد نيز بيش  70تا  50ي محدوده دماي

درصد فعاليت خود را حفظ كرده است  80از 

). در بررسي اثر دما بر پايداري آنزيم، C6(شكل 

درجه سانتيگراد  65تا  35مشاهده شد كه از دماي 

درصد فعاليت خود را و در  90تقريبا بيش از 

 70درجه سانتيگراد تا  85تا  70دامنه دمايي 

كند و در نهايت خود را حفظ مي درصد فعاليت

                                                 
  است. 2NO5H4Cساكينيميد يك ايميد حلقوي با فرمول  ٥
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درجه سانتيگراد  فعاليت خود  90آنزيم در دماي 

دهد. همچنين پس از دياليز شدن را از دست مي

) با غلظت 2CaClآنزيم با بافر حاوي يون كلسيم (

ميلي مولار، هيچ گونه تاثير قابل ذكر و  5

بر محسوسي بر روي پايداري آنزيم مشاهده نشد.

الا يون كلسيم در پايداري آنزيم اين اساس احتم

 نكته، اين با توجه به). D6تاثيري ندارد (شكل 

مقاوم به  هاييمجزء آنز خالص شده آنزيم

متعلق  يلازآم يم. آنزگردديم يحرارت دسته بند

 75 يدر دما Alicyclobacillus sp. A4 يبه باكتر

برخوردار  يتگراد از حداكثر فعال يدرجه سانت

متعلق به  يلاز). آمBai et al., 2012است (

Bacillus sp. Ferdowsicous ينهبه يدما يدارا 

درجه  75 يگراد است و در دما يدرجه سانت 70

خود را  يتدرصد از فعال 75از  يشگراد ب يسانت

   ).Asoodeh et al., 2010( كنديحفظ م

مقاوم به حرارت  يلازآمدر گزارشي ديگر، 

 رم متعلق بهآبگ يهاچشمه ياييفلور باكتر

در ، Anoxybacillus beppuensis TSSC-1گونه

 يتاز حداكثر فعال گراديه سانترجد 80 يدما

). در Kikani & Singh, 2012برخوردار است (

 يمكلس يونبه  يعدم وابستگ يقمورد تحق يلازآم

 ياياز مزا يتخصوص ينمشاهده شده است، ا

 هاييلازاز آم يدر اندك گردد،يمحسوب م يمآنز

جمله  ينمقاوم به حرارت مشاهده شده است از ا

، Geobacillus sp. LH8 يلازتوان به آميم

Alicyclobacillus sp. A4،Bacillus sp. 

Ferdowsicous  وB. amyloliquifaciens 

TSWK1-1 ) اشاره كردAsoodeh et al., 2010; 

Mollania et al., 2010; Bai et al., 2012; 

Kikani & Singh, 2012.( هاييمآنز يتمام 

جهت  يمختلف ايسمهيبه حرارت از مكان يدارپا

 يجادا هايمسي. مكانكنندياستفاده م يداريپا يجادا

 هاييونشامل حضور  يحرارت يداريكننده پا

حضور  يم،كلس يون يگاهجا يم،كلس يژهبه و يفلز

 يداسيونعدم اكس يداسيون،دآم ين،پرول ينهآم يداس

 هاييتخاص در موقع هايينهآم يدو وجود اس

  ).Nielsen & Borchert, 2000است ( يژهو

  

  كلي نتيجه گيري

با توجه به خصوصيات ذكر شده براي 

آنزيم آميلاز خالص شده كه شامل فعال بودن در 

هاي قليايي، pHو پايداري در  pHدامنه وسيعي از 

كه هاي بالا به طوريفعاليت و پايدار بودن در دما

د از فعاليت خود را در محدوده درص 70بيش از 

درجه سانتي گراد حفظ مي كند.  85تا  70دمايي 

 هم چنين، عدم وابستگي به يون كلسيم اين آنزيم

را به آنزيمي مطلوب جهت كاربرد در صنعت به 

 ويژه صنايع غذايي و شوينده تبديل كرده است.
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 (C) لف.هاي مختpHتغييرات ميزان پايداري آنزيم در  (B) . آنزيم نسبي بر فعاليتpHتاثير تغييرات (A)-6شكل 

  .لسيمكعدم حضور يون و بررسي پايداري آنزيم در دماهاي مختلف در حضور و  (D) تاثير دما بر فعاليت آنزيم
Figure 6- (A) Effect of pH on relative activity of enzyme (B) Effect 

of pH on enzyme stability (C) Effect of temperature on enzyme activity (D) and effect of 

temperature on enzyme stability in the presence and absence of Ca2+ ion.  
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Abstract 

Considerable economic importance and wide range of applications of thermo-stable 

amylases in various industries has significantly increased the demand for amylase production 

with optimal stability properties. Natural bacterial flora of hot springs can be used as new 

sources for α- amylase production due to high tolerance to heat and stability in different pH 

ranges. In this study, Ghinarjeh hyperthermal hot spring was studied to identify the bacterial 

species that have amylase activity. Bacterial clones producing amylase were identified based 

on biochemical characteristics and molecular methods. In the next step, the growth conditions 

of isolated bacteria and amylase production were optimized. Finally, after extraction and 

purification of α- amylase enzyme from isolated clones, biochemical characteristics were 

evaluated. The results showed that isolated bacterial clone is a member of the genus Bacillus, 

and also indicated that the purified enzyme is a thermostable, and calcium-independent 

amylase enzyme. The purified amylase showed maximum activity at pH˷ 8, however the 

enzyme is active and stable in a broad range of acidic and alkaline pH (3.5- 10). The enzyme 

has maximum hydrolysis activity at 80°C and 80% of this activity remains at 50-70°C. 

According to this study, this bacterial strain can be suitable and promising source for 

production of high performance, thermostable amylase in order to use at industrial level. 
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