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لیت در دماهاي بالا فعا دلیل پایداري وآلفاآمیلازها، انواع گرمادوست به. در میان هستندترین و پرکاربردترین آمیلازها در صنعت نشاسته آلفاآمیلازها، مهمچکیده. 

شوند. آلفاآمیلازهاي گرمادوست در صنایع مختلف از جمله فرآوري نشاسته، ها تولید میجمله باکتريهاي گرمادوست ازمیکروارگانیسم وسیلۀها بهرند. این آنزیمتمهم

 رمانهاي آب گرم روستاي گُروه واقع در استان کرمادوست از چشمههاي مولد آلفاآمیلاز گمواد شوینده و سوخت زیستی کاربرد دارند. در این تحقیق، باکتري

هاي مورفولوژیکی، بررسی .شدبرتر انتخاب  سویۀ منزلۀبه AT59 سویۀگري در محیط اختصاصی مایع و جامد، اساس نتایج غربالشدند. بر و جداسازي شناسایی

هاي قند ةکنندکازئین و تخمیر ةو گرم مثبت، کاتالاز مثبت، هیدرولیزکنند اسیلوس تعلق داردبه جنس ب سویهنشان داد این  16S rDNAبیوشیمیایی و مولکولی 

گرم بر لیتر)  2گرم بر لیتر)، ژلاتین ( 1، نشاسته (تحت بررسیسازي محیط تولید آنزیم نشان داد در میان منابع کربن، نیتروژن و یون . نتایج بهینهاستلاکتوز و ساکاروز 

 pH 5تولید آنزیم این سویه در محیطی با  بیشتریناین، براند. علاوهداشته AT59 سویۀم (یک گرم بر لیتر)، بیشترین اثر افزایشی را بر تولید آلفاآمیلاز و سولفات منیزی

 کند این آنزیم پتانسیل زیاديها پیشنهاد مییافته. این اندگراد داشتهنتیسا درجۀ 70و  80ترتیب بیشترین فعالیت و پایداري را در دماهاي دست آمد. این آلفاآمیلاز بهبه

   د.استفاده در صنعت نشاسته داربراي 

  

   گريغربال، گرمآب ۀچشمتولید، ، گرمادوست هاينزیمآ هاي کلیدي.واژه
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Abstract. Alpha-amylases are the most important amylases used in industry. Among them, thermophilic alpha-
amylases are of particular importance, which is due to their activity and stability in high temperatures. These enzymes 
produced by thermophile micro-organisms including bacteria. These thermophilic alpha-amylases are used in various 
industries such as processing of starch as well as production of detergents and biofuels. In this research, the bacteria 
which produce the thermophilic alpha-amylases were isolated and characterized in hot springs of Gorooh village in 
Kerman province. According to the results of screening on the specific liquid and solid media, AT59 was selected as the 
best strain. Morphological and biochemical characterization of the isolated strain indicated that it belonged to Bacillus 
sp. and was gram-positive, catalase positive, casein hydrolyzing and acid producing from lactose and sucrose. The 
results obtained from the optimization of the enzyme production medium showed that among the carbon, nitrogen and 
ion sources investigated, starch (1 gr/l), gelatin (2 g/l) and magnesium sulfate (1 g/l) had the most increasing effect on 
the production of AT59 alpha-amylase. Moreover, the highest enzyme production was obtained at pH 5. This enzyme 
also demonstrated the highest degree of activity and stability in 80 and 70 ℃, respectively. These findings suggested 
that this enzyme has a considerable potential for use in starch industry. 
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  مقدمه

 رشد اي گرمادوست موجوداتی هستند که باهمیکروارگانیسم   

 از و سازگارند گراد)سانتی درجۀ 55بالا (بالاي  دماهاي رد بهینه

-رایج. اندشده جدا بالا حرارت درجۀ با خاکی و دریایی هايمکان

 هستند هابیابان و گرم آب هايچشمه هامکان این ترین

)Antranikian & Egorova, 2007هاي روارگانیسم). میک

 نظر از هم ند کهشوهایی شناخته میمنبعی از آنزیم گرمادوست

مقاومت بالایی نشان داده  فیزیولوژیکی نظر از هم و شیمیایی

)Haki & Rakshit, 2003در را شیمیایی هايواکنش ) و قادرند 

 مزوفیل هايمیکروارگانیسم هايآنزیم به نسبت بالاتري دماهاي

ها آمده از گرمادوستدستهاي بهاین، آنزیمبرنند. علاوهک کاتالیز

 مقابل در به فرد دیگري همچون پایداري زیاد منحصرهاي ویژگی

 اسیدي و مواد و شدیداً  قلیایی  هاي شدیداً  pH آلی، هايحلال

). از نکات مهم Zeikus et al., 1998دهند (ارائه می شوینده

هاي هاي گرمادوست توانایی تولید آنزیممیکروارگانیسم دربارة

که در فرآوري نشاسته  استلا آمیلولیتیک گرمادوست با کارایی با

کاربرد دارند  و تولید قند، صنعت نساجی و همچنین مواد شوینده

)Abdel-Fattah et al., 2012(ترین . آلفاآمیلازها، یکی از رایج

 پیوند تصادفی طوربه که هستند ترین آمیلازهاي صنعتیو مهم

)4→1(α خطی ةزنجیر در را هم مجاور گلوکز هايواحد بین 

 ,.Chandra et alشکافند (در کربوهیدرات نشاسته را می یلوزآم

). تولید آلفاآمیلازهاي گرمادوست در صنایع مختلف، خطر 2010

هاي هزینه هاي مزوفیل و نیزآلودگی ناشی از میکروارگانیسم

 صنعت طور ویژه درو به ددهسردکردن اضافی را کاهش می

 بهتر حلالیت سوبسترا، انتشار ضریب در نشاسته، افزایش فرآوري

 و پمپاژ (اجازة ترپایین ویسکوزیته محصولات و و سوبسترا

 دنبال دارددهد) را بهمی را سوبسترا سریع کردنمخلوط

)Kristjanson, 1989(آلفاآمیلازهاي مقاوم به  . تولید تجاري

جمله ۀ اعضاي جنس باسیلوس ازوسیلطور گسترده بهگرما به

Bacillus subtilis ،Bacillus stearothermophilus ،

Bacillus licheniformis  وBacillus amyloliquefaciens 

). با توجه به اهمیت صنعتی Souza, 2010صورت گرفته است (

هاي باکتریایی جدید جداسازي سویه ،هاي اخیرآمیلازها، در سال

تولید  قرار گرفته است. هاي مطلوب بسیار مهمویژگی با

ترکیبات  تأثیرمیکروبی به میزان زیادي تحت  آلفاآمیلازهاي

جمله منابع کربن و نیتروژن، مواد معدنی و همچنین محیط کشت از

 Babuو دماي انکوباسیون قرار دارد (  pHعوامل فیزیکی همچون

& Satyanarayana, 1995هاي ). در مقایسه با میکروارگانیسم

جداسازي و  دربارة مزوفیل و حتی سرمادوست، مطالعات کمتري

سازي بهینه گرمادوست، محیط رشدشان و نیز هايغربالگري سویه

  ). Asgher et al., 2007صورت گرفته است ( آنهاتولید آنزیم 

هاي باکتریایی این مطالعه جداسازي و شناسایی سویه هدف  

منظور تولید ، بههاي آب گرم استان کرمانگرمادوست از چشمه

، ابلیت استفاده در کاربردهاي مختلف صنعتیآنزیم آلفاآمیلاز با ق

-دستشرایط بهینه براي تولید آنزیم بهدر این مطالعه  بوده است.

  . شدتعیین  نیز آمده

  

  هامواد و روش

  بردارينمونه

گرم روستاي گُروه از توابع بخش هاي آبدر این تحقیق، چشمه   

برداري جیرفت در استان کرمان جهت نمونه جبالبارز شهرستان

موجود در  ۀهاي آب و رسوبات از دو چشمانتخاب شدند. نمونه

-فالکون گراد، در داخلسانتی درجۀ 70این منطقه با دماي تقریبی 

در موجود  منظور حفظ دمايو به شد آوريهاي استریل جمع

  فلاسک به آزمایشگاه منتقل شدند. ها در داخلها، فالکونچشمه

  هاي باکتریایی مولد آلفاآمیلازگري سویهجداسازي و غربال

ا توانایی هیدرولیز هاي باکتریایی بمنظور جداسازي سویهبه   

-از رقیقآوري شده پسجمع هايلیتر از نمونهیک میلی نشاسته،

 نشاستۀ درصدهاي نشاسته آگار حاوي یکسازي متوالی به محیط

 درصد 1/0 پپتون، درصد 5/0 ،مخمر عصارة درصد 2/0 ،محلول

کلسیم درصد 02/0 و کلریدسدیم درصد 1/0 ،منیزیم سولفات

 در ساعت 72 هامحیط این و تلقیح آگار درصد 5/1 و کلرید

شدند  داده قرار گرادسانتی درجۀ 55 دماي با انکوباتور دستگاه

)Oziengbe & Onilude, 2012(. تعدادي از بعد از این مدت ،

روي ها انتخاب و مجدداً ه روي این محیطیافتهاي رشدکلنی

 درجۀ 55ساعت در  72 استه آگار کشت داده شدند ومحیط نش

 ها درساعت، پلیت 72ند. بعد از گذشت شدگراد انکوبه سانتی

هاي داراي هاله شفاف بهور شدند و کلنیمحلول لوگول غوطه

 ,.Afrisham et al)مولد آلفاآمیلاز شناخته شدند سویۀ منزلۀ

2016; Ahmadi et al., 2010)اساس، از بین این کلنی. براین-
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ناشی از هیدرولیز  ۀاساس قطر هالبر AT59  سویۀهاي جداشده، 

 مثابۀ سویۀ برتر انتخاب و جهت مطالعات آنزیمی استفادهنشاسته به

  شد.

  شدهباکتریایی جدا سویۀشناسایی 

-آزمونجدا شده، تعدادي از  هايمنظور شناسایی نسبی سویهبه   

 آزمونآمیزي گرم، میکروبی از جمله رنگ-هاي بیوشیمیایی

KOH ،هیدرولیز  آزمونهیدرولیز ژلاتین،  آزمونکاتالاز،  آزمون

اساس کتاب بر TSI آزمونمصرف سیترات و  آزمونکازئین، 

 ,.Sneath et alشناسی برگی انجام شد (سیستماتیک باکتري

 16S ژن از تیقسم تکثیر با باکتري مولکولی ). شناسایی1986

rDNA هايپرایمر توسط Forward: 5'-AGTTTGATCC-

TGGCTCCAG-3ʹ باTm=53.7ºC  پرایمر و :Reverse -5'-

GGCTACCTTGTTACGACTT- 3ʹ با Tm = 53.4 ºC 

 ايزنجیره واکنش.  (Badoei-Dalfard et al., 2016)شد انجام

یتر میکرول 2شامل  ،میکرولیتر 25 نهایی حجم در ،)PCR( پلیمراز

DNA ) 10الگو mM ،(5/0 ) 50میکرولیتر از هر پرایمر 

 50) میکرولیتر  dNTP  ،1 (mM 10)میکرولیتر 2پیکومول)، 

2MgCl) mM ،5/2  میکرولیتر بافرPCR )x10(، 2/0  میکرولیتر

شده از خریداري  Taq DNA Polymerase (5u/ml) آنزیم

ذیل  با برنامۀآب مقطر دیونیزه  میکرولیتر 3/16ژن و شرکت سینا

 94 اولیه دماي) 1 (Badoei-Dalfard et al., 2016): انجام شد

) 3 ثانیه، 45 گراد،سانتی درجۀ 52) 2 ثانیه، 45 گراد،سانتی درجۀ

 درجۀ 72 نهایی تکثیر براي) 4 ثانیه، 90 گراد،سانتی درجۀ 72

 از پس  PCR محصول. دقیقه 8 مدت براي گراد،سانتی

 استخراج کیت از استفاده با درصدیک رزآگا ژل الکتروفورز

DNA شد سازيخالص(Ramezani-Pour et al., 2015; 

Azadian et al., 2016) .توالی ،سپس DNA از استفاده با 

 تعیین نوبیج کرهواقع در  ،Bioneer شرکت DNA یابتوالی

 سویۀ16S rDN  ژن هاينوکلئوتید توالی شباهت. شد

 شدهثبت هايتوالی با BLAST افزارنرم کمکبه هیدرولیزکننده

 ،ترتیب این به. شد مقایسه Gene Bank ژنوم اطلاعاتی پایگاه در

. شد تعیین سویه با 16S rDNA ترادف با هاسویه تریننزدیک

 NCBI ژنی بانک در پژوهش این در آمدهدستبه توالی همچنین،

. شد دریافت (MG192311)   مربوط ژنی دستیابی شمارة و ثبت

 در جووجست از حاصل توالی با سویه توالی فیلوژنی درخت

 با MEGA4 افزارنرم کمکبه Gene Bank اطلاعاتی پایگاه

 .(Tamura et al., 2007) شد میرست neighbor joining روش

  محیط تولید آنزیم

لیتر میلی 20یک لوپ پر از کلنی باکتري مورد نظر به  ،در ابتدا  

 50ساعت در دماي  18-24تلقیح و براي  محیط نوترینت براث

لیتر) از میلی 2درصد ( 10 ،گراد قرار داده شد. سپسسانتی درجۀ

 نشاسته، گرم ساعته به محیط تولید حاوي یک 18-24کشت محیط

 گرم 2 تریپتون، گرم 2 فسفات، هیدروژن دي پتاسیم گرم یک

 لسیمک گرم 05/0  منیزیم،سولفات گرم 05/0  آمونیوم، سولفات

ساعت  72 فسفات اضافه و هیدروژنسدیمدي گرم 13/3 و کلرید

 شدانکوبه  rpm  160گراد با دورسانتی درجۀ 50در دماي 

)Samie et al., 2012.(  

  گلوکز استاندارد منحنی رسم

فعالیت  گیري مقدار گلوکز تولیدشده درنتیجۀي اندازهبرا   

شود. براي رسم فاده میآلفاآمیلاز، از منحنی استاندارد گلوکز است

درصد از گلوکز در آب  1/0این منحنی، ابتدا محلول استوك 

، 2/0هاي آزمایش حجم لولۀ 5شد، سپس در داخل  تهیه مقطر

و با استفاده از  شدلیتر از این محلول ریختهمیلی 8/0و  6/0، 4/0

همچنین در یک لولۀ  .لیتر رسانده شدآب مقطر به حجم یک میلی

شاهد ریخته شد. به هر کدام از  مثابۀلیتر آب مقطر بهیک میلی

اضافه،  (DNS)سالیسیلیک لیتر از معرف دي نیترومیلی 2ها لوله

دقیقه درآب  5 کان داده شد و سپس مخلوط حاصلخوبی تبه

اق، ها در دماي اتشدن محتواي لولهاز سردجوش قرار گرفت. پس

و جذب نوري  مقطر اضافه شدلیتر آب میلی 7ها به هر کدام از لوله

-خلوط. جذب مشدنانومتر محاسبه  540ها در هر کدام از مخلوط

، نهایتهاي حاوي گلوکز از جذب نمونۀ شاهد کم شد و در

گرم بر حسب غلظت گلوکز (میلیمنحنی استاندارد گلوکز بر

  ).Miller, 1959( شدنانومتر رسم  540لیتر) و جذب در میلی

  یلازسنجش فعالیت آلفاآم

کنندگی نشاسته و تعیین میزان منظور تأیید خاصیت هیدرولیزبه   

اساس سنجش فعالیت آنزیم آلفاآمیلاز برتولید آنزیم آلفاآمیلاز، 

) و با استفاده از معرف دي نیترو Bernfeld, 1955روش برن فلد (

-ن منظور، ابتدا از باکتري انتخابسالیسیلیک انجام گرفت. براي ای

شد. کشت تهیهبراث پیش-لیتر محیط نوترینتیلیم 20شده در 

لیتر محیط یمیل 20کشت باکتري به لیتر از پیشمیلی 2میزان  ،سپس
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-سانتی درجۀ 50ساعت در  انکوباتور با دماي  72 تولید تلقیح و

و  شد لیتر از محیط حاوي باکتري برداشتهمیلی 5. شدگراد انکوبه 

گراد سانتی درجۀ 4دماي  دقیقه و 10مدت ، بهrpm 10000در 

آنزیم مورد  مثابۀژ شد. محلول رویی فاقد باکتري بهسانتریفیو

 500رویی به لیتر از محلول میلی 500 ،گرفت. سپساستفاده قرار

درصد محلول در بافر سدیم فسفات میکرولیتر نشاسته یک

)7pH= ،100 جهت انجام شدمولار) به عنوان سوبسترا اضافه میلی .

دقیقه  20 گراد به مدتسانتی درجۀ 50، مخلوط حاصل در واکنش

 کردنبعد، واکنش آنزیماتیک با اضافه گرماگذاري شد. در مرحلۀ

 دقیقه 5دادن آن به مدت به مخلوط و قرار DNSلیتر از یک میلی

استاندارد  مثابۀ وضعیتدر آب جوش پایان یافت. این وضعیت به

وکز غلظت نحنی استاندارد گلدر نظر گرفته شد. با استفاده از م

فعالیت آنزیم آلفاآمیلاز  قندهاي احیاکننده تولیدشده درنتیجۀ

بر . دست آمدترتیب مقدار فعالیت آنزیمی بهو به این  شد محاسبه

 مقدار آنزیمی است که در این اساس، یک واحد فعالیت آنزیمی

یک دقیقه، یک میکرومول سوبسترا را به یک میکرومول محصول 

  وکز) تبدیل کند.(گل

  هاي مختلفرد آنزیم آلفاآمیلاز در حضور متغیبررسی تولی

  اثر منابع مختلف کربن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز

براي شناسایی منبع کربن مناسب براي تولید آنزیم آلفاآمیلاز،    

مختلف کربن در حضور منابع باکتریایی شده باکتري جدا سویۀ

توز، فروکتوز و نشاسته هرکدام در شامل گلوکز، گالاکتوز، مال

 درجۀ 50ساعت و در دماي  48مدت غلظت یک گرم بر لیتر به

 محیط). Amoozegar et al., 2013گراد کشت داده شد (سانتی

تریپتون، گرم  2 هیدروژن فسفات،پایه حاوي یک گرم پتاسیم دي

گرم  05/0 گرم سولفات منیزیم، 05/0 آمونیوم،گرم سولفات 2

ازاي یک سدیم هیدروژن فسفات بهگرم دي 13/3 کلرید ویمکلس

 ها درلیتر از این محیطمیلی 5، بعد از این مدتبود.  لیتر آب مقطر

rpm10000گراد سانتی درجۀ 4دقیقه و دماي  10مدت ، به

آنزیم مورد استفاده  منزلۀهاي رویی بهسانتریفیوژ شده و محلول

می مطابق با شرایط استاندارد در سنجش فعالیت آنزی قرار گرفت.

حسب ها برنانومتر صورت گرفت. وزن تر رسوب باکتري 540

گیري معیاري از میزان رشد اندازه منزلۀلیتر، بهگرم بر میلیمیلی

  سه بار تکرار شد و میانگین گرفته شد.  هاشد. تمامی آزمایش

  اثر منابع مختلف نیتروژن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز

باکتري  ساعتۀ 18-24کشت  پیشدرصد از  10در این بررسی،    

مختلف  گرم بر لیتر از منابع 2 هاي حاوي غلظتنظر به محیطمورد

مخمر و ژلاتین (منابع نیتروژن آلی) و  نیتروژن شامل پپتون، عصارة

و سدیم نیترات (منبع نیتروژن آمونیوم کلراید، سولفات آمونیوم 

 ,.Ramachandran et alمنبع اضافه شد (آلی) و محیط بدون غیر

گرم پتاسیم دي  حاوي یک گرم نشاسته، یک ۀ). محیط پای2004

-گرم کلسیم 05/0 گرم سولفات منیزیم، 05/0 هیدروژن فسفات،

ازاي یک لیتر سدیم هیدروژن فسفات بهگرم دي 13/3 کلرید و

 گرادسانتی درجۀ 50ساعت در دماي  48 هابود. محیط آب مقطر

ها سانتریفیوژ لیتر از محیطمیلی 5 ساعت، 48پس از . انکوبه شدند

 540موج هاي رویی در طولشد و سنجش فعالیت آنزیمی محلول

دور ریخته شدند و  رویی هايمحلول ،نانومتر انجام گرفت. سپس

  گیري شد.وزن رسوبات باکتریایی اندازه

  تولید آنزیم در حضور ترکیبات یونی مختلف

هاي فلزي مختلف بر تولید آنزیم، غلظت ي بررسی اثر یونبرا   

و  کلریدکلرید، کلسیمکلرید، سدیمیک گرم بر لیتر از پتاسیم

 شدفلزي اضافه کشت بدون یونبه محیط منیزیمسولفات

)Amoozegar et al., 2013حاوي یک گرم  ۀ). محیط پای

 48از ود. بعدب مقطرازاي یک لیتر آبگرم تریپتون به 2نشاسته، 

لیتر از میلی 5گراد، سانتی درجۀ 50انکوباسیون در دماي  ،ساعت

شده و هاي حاوي باکتري رشدیافتۀ سانتریفیوژاز محیطکدام هر

قرار  همنظور سنجش فعالیت آنزیمی مورد استفادمایع رویی به

-اندازه آمدهدستبه باکتریایی رسوبات تر وزن ،همچنین گرفت.

  .شد گیري

  بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز pHاثر  بررسی

محیط مایع  pHبر تولید آنزیم آلفاآمیلاز، با تنظیم  pHاثر   

 & Aullybuxسنجیده شد ( 5-9 اختصاصی در محدودة

Puchooa, 2013 .(پایه حاوي  یک گرم نشاسته، یک  محیط

-گرم سولفات 2تریپتون، گرم  2 فسفات،هیدروژنگرم پتاسیم دي

 کلرید وگرم کلسیم 05/0 گرم سولفات منیزیم،  05/0 آمونیوم، 

 ازاي یک لیتر آب مقطرهیدروژن فسفات بهسدیمگرم دي 13/3

هاي باکتریایی در این ساعت از رشد سویه 48. بعد از گذشت است

 و فعالیت آنزیمی دها سانتریفیوژ شلیتر از محیطمیلی 5ها، محیط

  .شد گیرياندازه نیز یاییباکتر رسوبات تر وزن شد وسنجش  مایع

  بررسی فعالیت دمایی آنزیم آلفاآمیلاز 
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-میلی 5/0براي بررسی فعالیت دمایی آنزیم آلفاآمیلاز، مخلوط   

لیتر سوبسترا در میلی 5/0 لیتر سوپ باکتریایی حاوي آنزیم و

دقیقه انکوبه  20گراد به مدت سانتی درجۀ 30-90دمایی  محدودة

واکنش متوقف شد و پس  DNSدن معرف کربا اضافه ،شد. سپس

دقیقه،  5ماري به مدت دادن مخلوط واکنش در دستگاه بناز قرار

زیم آن ماندةنومتر خوانش شد. فعالیت باقینا 540جذب مخلوط در 

  ).Prakash et al., 2009صورت درصد محاسبه شد (به

  بررسی پایداري دمایی آنزیم آلفاآمیلاز

 لیترمیلی 5/0 ابتدا آنزیم، دمایی پایداري انمیز گیرياندازه براي   

 در ساعت یک مدتبه تنهاییبه آنزیم حاوي باکتریایی سوپ

 ,.Karakaş et al( شد داده قرار گرادسانتی درجۀ 30-90 دماهاي

 مخلوط و اضافه سوبسترا لیترمیلی 5/0 هانمونه به سپس،). 2010

 ةماندباقی عالیتف درنهایت،. شد انکوبه سنجش شرایط در حاصل

دي  معرف از استفاده با ،آنزیم حاوي باکتریایی سوپ

 در واکنش مخلوط جذب خوانش سپس و اسیدنیتروسالیسیلیک

 . شد گیرياندازه نانومتر 540 موج طول

  

  نتایج

  هاي باکتریایی مولد آلفاآمیلازگري و شناسایی سویهغربال

 آزمونگرمادوست، مولد آلفاآمیلاز  جهت غربالگري باکتري   

-هیدرولیز نشاسته با استفاده از معرف لوگول روي محیط نشاسته

-، که نشانگرفت و هاله شفاف اطراف کلنی باکتري آگار انجام

تولید آنزیم آلفاآمیلاز و هیدرولیز نشاسته بود، مشاهده شد  دهندة

مورد توانایی  15شده، تعداد باکتریایی جدا سویۀ 65). از 1(شکل 

منظور شناسایی بهي را داشتند. اآمیلاز قابل ملاحظهآنزیم آلفاتولید 

هاي آزمونباکتریایی مولد آلفاآمیلاز، برخی  هايابتدایی سویه

هاي باکتریایی بیوشیمیایی انجام گرفت و مشاهده شد سویه

. نتایج مربوط به هستند شده گرم مثبت و داراي فرم باسیلجدا

توالی ژن  آمده است. مقایسۀ 1 ولهاي بیوشیمیایی در جدآزمون

16S rDNA  هاي نزدیک از نظر توالی گونه باباکتریایی  سویۀاین

قرار گرفت. نتایج  بررسیتحتNCBI نظر موجود در ژن مورد

که گونه  الی و درخت فیلوژنتیکی نشان دادحاصل از تطبیق تو

توالی . استنزدیک  Bacillus licheniformisبه  گفتهپیش

با شماره دسترسی  NCBIشده در بانک ژنی وتیدي ارائهنوکلئ

MG192311  .ثبت شده است  

  اثر منابع مختلف کربن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز

 48اثر منابع مختلف کربن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز بعد از    

ساعت انکوباسیون تحت بررسی قرار گرفت و مشخص شد تولید 

حضور منابع مختلف کربن شامل  در AT59آنزیم آلفاآمیلاز 

مالتوز، فروکتوز و گلوکز افزایش یافته و در حضور نشاسته، 

نشاسته بیشترین مقدار بوده است، ولی گالاکتوز تأثیر ناچیزي بر 

میزان تولید آنزیم داشته است. حداکثر رشد این سویه نیز در 

  3آمده در شکل ستنتایج بهددست آمد. حضور منبع گلوکز به

  شان داده شده است.ن

  اثر منابع مختلف نیتروژن بر تولید آنزیم آلفاآمیلاز

 مختلف منابع حضور در AT59 آلفاآمیلاز آنزیم تولید بررسی   

 کلراید،آمونیوم ژلاتین، مخمر، عصارة پپتون، شامل نیتروژن

تولید آنزیم در این کرد  مشخص نیتراتسدیم و آمونیومسولفات

منابع نیتروژنی افزایش یافته است و ژلاتین سویه در حضور اکثر 

همچنین،  تولید آنزیم را تا بیش از سه برابر افزایش داده است.

 مخمر عصاره حضور در را رشد میزان سویۀ مورد نظر حداکثر

  .است آمده  4 شکل در شدهگفته نشان داد. نتایج

  تولید آنزیم آلفاآمیلاز در حضور ترکیبات یونی مختلف

 ترکیبات افزودن با آنزیم، تولید بر مختلف معدنی هايونی اثر   

 و کلریدسدیم منیزیم،سولفات کلرید،پتاسیم شامل مختلف یونی

 بدون پایۀ محیط به درصد، 1/0 غلظت با کدام هر کلریدکلسیم

 48 گذشت از بعد نظر، مورد هايباکتري تلقیح سپس و یون

 تحت بررسی گرادسانتی درجۀ 50 دماي در انکوباسیون ساعت

 دهد تولیدمی نشان که است آمده 5 شکل در نتایج. گرفت قرار

 هايیون حضور در و مقدار بیشترین منیزیم یون حضور در آنزیم

 این رشد میزان کمترین .است بوده مقدار و پتاسیم کمترین سدیم

و بیشترین مقدار در  کلریدپتاسیم حاوي محیط در نیز باکتري

  .شد دیم مشاهدهسحضور کلرید

  هاي مختلفpHبررسی تولید آنزیم آلفاآمیلاز در حضور 

 مایع هايمحیط در نظرمورد سویۀ آنزیم تولید بررسی، این در  

 تحت بررسی 5-9 محدودة در مختلف هايpH با نشاسته حاوي

با  شد تولید آنزیم مشخص 6 شکل نتایج به توجه با و گرفت قرار

 pHترین مناسب =5pHکرده و  محیط کاهش پیدا pHافزایش

 با طورکلیبه نیز باکتري این رشد براي تولید آنزیم است. همچنین

و pH=5 داراي محیط در و کرده پیدا کاهش محیط pH افزایش
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            Afrisham et al. Production and investigation of Bacillus producing alpha amylase آلفاآمیلاز مولد باسیلوستولید و بررسی . افریشم و همکاران

 
  .هاي باکتریاییبراي شناسایی سویه هاي بیوشیمیاییآزمون -1جدول 

Table 1. Biochemical tests for identification of the bacterial strains. 
    

  

 باکتري

  

 آمیزي گرمرنگ

  

KOH 
 

  

هیدرولیز کازئین در 

 میلک آگار- محیط اسکیم

  

هیدرولیز کازئین در 

 آگار- محیط کازئین

  

هیدرو

لیز 

 ژلاتین

  

 کاتالاز

  

مصرف 

 سیترات

  

TSI 

قطر هاله حاصل از 

هیدرولیز نشاسته (سانتی 

  متر)

AT25 3/0 یا/ قلیاقل -  + -  -  -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT55 3/0 قلیا /قلیا -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT56 1/0 قلیا/اسید -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT57 2/0 قلیا/ قلیا -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT58 3/0 قلیا / قلیا -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT59 6/0 یااسید/ قل -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT60 1/0 قلیا/ اسید -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT61 1/0 قلیا/  قلیا -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT62 1/0 قلیا / قلیا -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT63 2/0 اسید/ قلیا -  + -  -  -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT64 2/0 اسید/ اسید -  -  -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT65 1/0 اسید/ قلیا -  + -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT66 4/0 قلیا /قلیا -  + -  -  -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT67 3/0 اسید/ قلیا -  -  -  + -  -  باسیل و گرم مثبت  

AT68 3/0 اسید/ اسید -  + -  -  -  -  باسیل و گرم مثبت  

  

  
 آنزیم تولید دهنده نشان باکتري رشد ناحیه اطراف شفاف هاله ایجاد(نشاسته.  هیدرولیز آزمونمنتخب با استفاده از  سویۀبررسی تولید آنزیم آلفاآمیلاز  - 1شکل 

  ).است نشاسته هیدرولیز و آلفاآمیلاز

Fig. 1. Investigation of alpha-amylase production from the selected strain by using starch hydrolysis test. (Clear zone 
around bacterium growth indicates alpha-amylase production and starch hydrolyses).  

 
 

  
-neighbor. سودوموناس ایروزینا بعنوان گروه خارجی استفاده شد. درخت بر اساس روش AT59باسیلوس لکنی فورمیس  سویۀدرخت فیلوژنی  - 2شکل 

joining تکرار بیان شده است. س درصدي از هزارها بر اسامقیایس ه وتولید شد  

Fig. 2. The phylogenetic tree of Bacillus licheniformis AT59. P. aeruginosa NBRC 12689 was used as outgroup. The 
tree was generated using the neighbor-joining method. Bootstrap values expressed as percentages of 1000 replications.  
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  ).لیترمیلی گرم برمیلی( )قرمز) و وزن تر (آبیبررسی تولید آنزیم آلفاآمیلاز در حضور منابع مختلف کربن ( - 3شکل 

Fig. 3. Investigation of alpha-amylase production in different carbon sources (blue) and wet mass (red) (mg/ml)  
  

  
  ).لیترمیلی گرم برمیلی( )(آبی) و وزن تر (قرمز  د آنزیم آلفاآمیلاز در حضور منابع مختلف نیتروژنبررسی تولی - 4شکل 

Fig. 4. Investigation of alpha-amylase production in various nitrogen sources (blue) and wet mass (red) (mg/ml).    
  

  
  ).لیترمیلی گرم بر(میلی )(آبی) و وزن تر (قرمزیونی مختلف ترکیبات بررسی تولید آنزیم آلفاآمیلاز در حضور - 5شکل 

Fig. 5. Investigation of alpha-amylase production in various ion compounds (blue) and wet mass (red) (mg/ml).  

  

  
  

  ).لیترمیلی گرم بر(میلی )مز(آبی) و وزن تر (قرهاي مختلف pHبررسی تولید آنزیم آلفاآمیلاز در حضور  - 6شکل 

Fig. 6. Investigation of alpha-amylase production in various pH (blue) and wet mass (red) (mg/ml).
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9=pH است داده نشان را رشد میزان کمترین و بیشترین ترتیببه.  

فعالیت و پایداري آنزیم آلفاآمیلاز در دماهاي انکوباسیون 

  مختلف

آنزیم  یک ذاتی ساختار بر اثرگذار عوامل ترینمهم زجملها دما  

انجام  بالا دماهاي در صنعتی فرآیندهاي اکثر جاکهازآن است.

 را خود ساختار قادرند بالا دماهاي در که هاییآنزیم پذیرند، یافتن

 8و  7هاي شکل. دارد زیادي اهمیت بمانند، فعال و کنند حفظ

 AT59 توسط تولیدشده آلفاآمیلاز ريفعالیت و پایدا نتایج میزان

دهد. این آنزیم در دماهاي مختلف را نشان می مختلف دماهاي در

فعالیت و  فعالیت و پایداري خوبی نشان داده است. بیشترین

-درجه به 70 و 80دماي  این آنزیم به ترتیب در دمایی پایداري

  دست آمد.

  

  بحث

-انجام بالا دماهاي در معمولاً صنعتی فرایندهاي اکثر جاکهازآن   

 فعالیت توانایی که ،گرمادوست از آلفاآمیلازهاي استفاده ند،پذیر

 پیشبرد جهت تواندمی دارند، را دماها این در خود ساختار حفظ و

 ,.Bouzas et al( باشد کنندهکمک فرایندها این بیشتر هرچه

 در گرمادوست آلفاآمیلازهاي کاربرد ، مفیدبودنامروزه). 2006

 شوینده مواد غذایی، مواد فراوري نساجی، جمله از مختلف صنایع

 و سازيمایع فرایند زمانهم انجام جهت نشاسته ویژهبه و

 شده اثبات کردن،خنک هايهزینه کاهش و نشاسته ژلاتیناسیون

-Abdel-Fattah et al., 2012; Antranikian & Egor(است 

ova, 2007; Zeikus et al., 1998(. منظوربه پژوهش، ینا در 

 گرمادوست، آلفاآمیلاز مولد هايباکتري گريغربال و جداسازي

 واقع گرادسانتی درجۀ 70 تقریبی دماي با گُروه گرم آب چشمۀ

 گريغربال جهت. شد انتخاب بردارينمونه جهت کرمان استان در

 انجام نشاسته هیدرولیز آزمون و شد استفاده آگار-نشاسته محیط از

 هاي تولیدکنندةمنزلۀ سویهشفاف به هاي داراي هالۀکلنی .گرفت

هاي اند و براساس قطر هالهز گرمادوست شناخته شدهآلفاآمیلا

العات آنزیمی برتر جهت انجام مط سویۀ، AT59 سویۀشده ایجاد

 Sajjadianو  Fooladi تحقیق در مشابه، طوردر نظر گرفته شد. به

 به مقاوم آمیلاز آلفا مولد هايویهس به دستیابی منظوربه ،(2010)

 گرم آب چشمۀ سه از شده آوريجمع هاينمونه حرارت،

 کلنی و قرارگرفت تحت تحلیل شهر مشکین و لاریجان محلات،

 گرم آب چشمۀ از بالا هیدرولیزکنندگی خاصیت با باکتریایی

 ،)2013(ن همکارا و Asoodeh .شد جداسازي شهرمشکین

 آب چشمۀمولد آلفاآمیلاز گرمادوست از  باکتریایی هايسویه

 ایران جنوب در درجه 55 دماي و  =2/7pH با رستم دیگ گرم

 توانمی گرفتهصورت هايپژوهش به توجه با. کردندجداسازي 

 بزرگی میکروبی ذخایر ایران آب گرم هايچشمه گرفت نتیجه

 نندما مختلف بیولوژیکی محصولات منابع مثابۀبه توانندمی و دارند

-علاوه). Fooladi & Sajjadian, 2010( شوند استفاده هاآنزیم

 واقع گرم آب چشمۀ یک از بردارينمونه بر مبنی گزارشی براین،

 آلفاآمیلاز مولد هايباکتري به یابیدست جهت هند در

 .است شده منتشر (2014) همکاران و Sen کوششبه گرمادوست،

 چشمۀ یک از آلفاآمیلاز مولد گرمادوست هايباکتري جداسازي

 ,.Baysal et al( است گرفته صورت ترکیه در واقع گرم آب

مولد آلفاآمیلاز  هايباکتري ابتدایی شناسایی منظوربه ).2003

 قبیل از بیوشیمیایی هايآزمون از تعدادي شده،گرمادوست جدا

... و ژلاتین هیدرولیز کازئین، هیدرولیز کاتالاز، گرم، آمیزيرنگ

 گرم و باسیل شکل به نظر مورد هايباکتري شد مشخص و انجام

تولید تجاري آلفاآمیلازها با استفاده از  ،. امروزههستند مثبت

 ,.Pandey et alگیرد (اعضاي جنس باسیلوس صورت می

 نسبتا سویۀ از گرما به مقاوم آلفاآمیلاز ،ايمطالعه ). در2001

 شد جدا JS-2004 نام به Bacillus subtilis از گرمادوست

)Asgher et al., 2007 .(Mahdavi آلفا (2010) همکاران و 

 Bacillus از ايسویه از را وسیع دمایی فعالیت با آمیلازي

cereus نام به GUF8 کردند خصوصیت تعیین و جداسازي. 

-می نیز دیگر باکتریایی هايجنس ها،باسیلوس برعلاوه حال،بااین

 گرمادوست و گرما به مقاوم میلازهايآلفاآ تولیدکنندگان توانند

-Neste از گرمادوست-نمک آلفاآمیلاز تولید د،شون شناخته

renkonia strain F قلمبه Amoozegar  (2013) همکاران و 

 متابولیسم بر اثرگذار عوامل ترینمهم ازجمله. شد گزارش

-خارج آنزیم تولید بازده تواندمی که است کربن منبع میکروبی

 ،بنابراین. )Bozic et al., 2011دهد ( قرار تأثیر تحت اسلولی ر

آنزیم  تولید بهینه، محیط به یابیدست منظوربه پژوهش، این در

 نشاسته، شامل کربن مختلف منابع حضور در AT59آلفاآمیلاز 

 گرم یک غلظت با کدام هر گالاکتوز و مالتوز فروکتوز، گلوکز،

 در منبع مؤثرترین نشاسته که داد نشان نتایج .شد بررسی لیتر بر
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 تولید براي بهینه محیط یافتن پی است. در بوده آنزیم تولید

، Bacillus amyloliquefaciens ATCC23842 آلفاآمیلاز

 محلول، کربن شامل نشاستۀمختلف از منابع  5/0-2هاي غلظت

 تولید محیط به مالتوز و لاکتوز گلوکز، هیدرولیزشده، نشاستۀ

 نشاستۀ درصدیک کردناضافه با داد نشان نتایج و دش اضافه آنزیم

 خواهد دستبه آنزیم تولید بازده بیشترین کشت، محیط به محلول

 مطالعۀ در ،همچنین). Gangadharan et al., 2006( آمد

Amoozegar نشاسته درصدیک غلظت ،)2013( همکاران و 

 Nesterenkonia strain F آلفاآمیلاز تولید براي بهینه غلظت

 آنزیم تولید محیط در پژوهش حاضر، ،همچنین .شد معرفی

 منابع از لیتر بر گرم 2 غلظت کردناضافه با AT59آلفاآمیلاز 

 سدیم ژلاتین، مخمر، عصارة پپتون، شامل غیرآلی و آلی نیتروژن

 فاقد پایۀ محیط به کلرایدآمونیوم و آمونیومسولفات نیترات،

 این در. شد بهینه استفاده مورد نیتروژن منبع نظر از نیتروژن،

بر تولید آنزیم اثر جز پپتون هب تحت مطالعهتمام منابع  بررسی،

به ژلاتین حاوي محیط در تولید بازده و بیشترین افزایشی داشت

و  )Aiyer )2005آمد. این در حالی است که در پژوهش  دست

Oziengbe  وOnilude )2012آلی نیتروژن منبع بهترین ) پپتون 

سازي محیط تولید آنزیم بهینه. شد شناخته آلفاآمیلاز تولید براي

در حضور منابع مختلف  Nesterenkonia strain F سویۀ

 سویۀهاي مختلف صورت گرفت و مشخص شد نیتروژن با غلظت

درصد عصاره مخمر بیشترین میزان  75/0نظر در محیط حاوي مورد

). Amoozegar et al., 2013آلفاآمیلاز را تولید کرده است (

 تولید میزان بر مختلف فلزي هايیون اثر بررسی پژوهش، این در

 از درصد 1/0 غلظت کردناضافه وسیلۀبه AT59 آلفاآمیلاز آنزیم

 محیط به کلریدسدیم و کلریدپتاسیم کلرید،کلسیم منیزیم،سولفات

 مشخص آمده،دستبه نتایج براساس. گرفت انجام یون فاقد تولید

تولید آنزیم در حضور یون منیزیم (تا  باوجود افزایش فراوان شد

طور کامل به هاي سدیم و پتاسیم تقریباً برابر نمونه کنترل)، یون 5/1

ر کردند. در بررسی پراکاش و تولید آنزیم این سویه را مها

سازي محیط تولید آنزیم آلفاآمیلاز، منظور بهینههمکاران به

 25مولار توانسته میلی 50لظت مشخص شد یون کلسیم در غ

). در Prakash et al., 2009دهد (درصد تولید آنزیم را افزایش

 مولار منبع بهینۀ، سولفات منیزیم در غلظت یک میلییک مطالعه

). Sodhi et al., 2005تولید آنزیم آلفاآمیلاز معرفی شد (

در  Nesterenkonia sp. Fبالاترین سطح تولید آلفاآمیلاز 

 ,.Amoozegar et al( شدمولار سدیم کلرید مشاهده  2ت غلظ

 آنزیم تولید براي بهینه pH تعیین منظوربه پژوهش، این ). در2013

 و شد تنظیم 5-9 محدودة در آنزیم تولید محیط pH آلفاآمیلاز،

 تولید ها،محیط این باکتري در رشد از ساعت 48 گذشت از پس

 5در  بهینه شد تولید مشخص و گرفت قرار تحت بررسی آنزیم

pH  .صورت گرفته استpH شده براي تولید بهینۀ گزارش

آمده در دستبهینۀ به pHهاي قبلی بالاتر از آلفاآمیلاز در پژوهش

 Oziengbe & Onilude, 2012این پژوهش است (

Amoozegar et al., 2013; Prakash et al., 2009;مطالعۀ .( 

نشان داد این آنزیم  AT59آمیلاز فعالیت و پایداري دمایی آلفا

وسیعی از فعالیت و پایداري در دماهاي مختلف  ةداراي محدود

 70و  80ن آنزیم در دماي بوده و حداکثر فعالیت و پایداري ای

 فعالیت )2012( همکاران و Abdel-Fattah دست آمد.درجه به

تحت  را Bacillis licheniformis از ايسویه آلفاآمیلاز دمایی

-80دمایی محدودة در آنزیم این شد مشخص و دادند قرار ررسیب

 مطالعۀ در. است داشته را فعالیت بیشترین گرادسانتی درجۀ 60

Kolcuoğlu نوعی فعالیت براي بهینه دماي ،)2010( همکاران و 

 شده معرفی درجه 50 بالا، دمایی مقاومت با و مالتوژنیک آمیلاز

 پایداري و فعالیت حداکثر )2012( همکاران و Shafiei. است

 45 دماهاي در ترتیببه را Nesterenkonia sp. F آلفاآمیلاز

 آلفاآمیلاز پایداري و فعالیت حداکثر. دادند گزارش 35-60و

Bacillus sp. ANT-6   دستبه درجه 50 و 80 در ترتیب نیز به 

سازي و بررسی ساختاري خالص). Burhan et al., 2003(آمد 

این  . این نتایج قابلیت فراواناستدر دست بررسی این آنزیم 

  دهد.نشان می استفاده در صنایعبراي را آنزیم 

 

  سپاسگزاري

دانشگاه شهید باهنر کرمان نویسندگان مقاله از معاونت پژوهشی   

  .کنندت مالی در انجام این پروژه تشکر و قدردانی میدلیل حمایبه
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