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 مقدمه  -1

هاي وسیع پاپن و پرسوز در واقع به پژوهش آمیلازهاکشف 

 ،موفق شدند از جو سبز شده 1833وابسته بود. آنان در سال 

ترکیبی را به نام مالت کشف کنند که نشاسته را به قند مبدل 

ساخت و این ترکیب را دیاستاز نامیدند که امروزه به نام  می

آمیلازها ساختاري پروتئینی . [1]آنزیم آمیلاز معروف است 

-، بتا(α-Amylase)آمیلاز-دارند و به سه زیرگروه آلفا

  Amylase-(γ ( آمیلاز -و گاما β)-Amylase( آمیلاز

 هايآنزیم تریناصلی از یکی آمیلازها. شوند بندي می تقسیم

با منشأ  لازهایاز آم ياریسب. هستند صنعت در استفاده مورد

 ندهیفزا يازهایرفع ن يبرا يبه صورت تجار یکروبیم

جایگزین  باًیها تقر. آنهستنددر دسترس  یصنعت

این  ي صنعتینشاسته در فرآورهاي شیمیایی هیدرولیزکننده

هاي هاي اصلی استفاده از آنزیمتیمزاند. از شده محصول

هاي شیمیایی جهت هیدرولیز نسبت به روش میکروبی

 ، تمایلهاآن ياقتصاد دیتولبالاي  تیظرف توان بهنشاسته می

 فشار آستانه تحمل بهبود و ي ژنتیکیدستکاربه  هاکروبیم

ها در صنعت همچنین این آنزیم. [2]د بالا اشاره کر

داروسازي، پزشکی، تخمیر، صنایع غذایی، نساجی و کاغذ 

درصد از کل  25 باًیتقر لازهایدر واقع آم .کاربرد دارند

خواصی از  دهند. یم لیرا تشک یجهانهاي میفروش آنز

آمیلازها مانند پایداري حرارتی، پایداري در برابر 

منابع کربنی به عنوان ، ، مدت زمان انکوباسیونpHتغییرات

ي مورد اندازه ذرات سوبسترا ،محـرک، منـابع نیتروژنـی

-آلفا امروزهاهمیت دارد. آن همزدن بر تولید  تخمیر، اثر

 نظر از هاآنزیم ترینتوجه قابل و مهمترین از یکی آمیلاز

 براي باشد.می هاکننده شیرین صنعت در خصوصا تجاري

 درجه 50 باید دما نشاسته، از کننده شیرین مواد فرآیند

 از استفاده نیازمند امر این باشد. 7معادل pH در گراد سانتی

کشف آمیلازهاي  .باشدمی حرارت به مقاوم آمیلاز-آلفا

کند، مقاوم در برابر حرارت نه تنها مسئله پایداري را حل می

هاي کند و آلودگیبلکه سرعت واکنش را تسریع می

دهد، بنابراین به احتمالی و ویسکوزیته محیط را کاهش می

طور مستقیم به صنایع فرآوري نشاسته در دماي بالا سود 

هاي  علاوه بر فرآوري نشاسته، کاربرد. همچنین رساندمی

-وسیعی در صنایع غذایی، دامی، تخمیري، بهداشتی، تولید

ها و تهیه محصولات کربوهیدراتی داشته و  کاغذ، شوینده

جایگزین روش هیدرولیز شیمیایی نشاسته در فرآوري 

 ،باسیلوس سوبتیلیسهاي صنعتی آن شده است. باکتري

 به باسیلوس آمیلوفاسینس و سترموفیلوروستئاا سباسیلو

در  آمیلاز  مقاوم به دماي بالا خوب تولیدکنندگان عنوان

آمیلازهاي -آلفاکلی،  بطور. [3]اند صنعت شناخته شده

بیشتري نسبت به حرارتی از منابع باکتریایی مقاومت  حاصل

زده داشته و دسته اخیر انواع تهیه شده از جو یا گندم جوانه

تر از انواع قارچی هستند. آنچه امروزه آمیلازهاي مقاوم

شوند حاصل منابع باکتریایی بوده و از مالتوژنیك نامیده می

اي حاصل از هنظر ترکیب و ساختار، بسیار شبیه به آنزیم

هایی با باکتري با هدف دستیابی به .دمنابع قارچی می باشن

 نشاسته پساب حاويپتانسیل تولید آمیلاز مقاوم به حرارت، 

هاي کنسروسازي در استان همدان به عنوان یکی از کارخانه

منبع بالقوه این باکتري استفاده شد و پس از شناسایی 

پتانسیل تولید این آنزیم و هاي میکروبی، مولکولی جدایه

ها بررسی آن به دست آمده از شرایط بهینه فعالیت آمیلاز

 گردید. 

 هامواد و روش -2

-از پساب یکی از کارخانه ناحیه مختلف 3 در این پژوهش

 کنسروسازي واقع در همدان، ایران براي جداسازي هاي

-هی. تمام جدااستفاده گردید لازیمولد آمهاي میکروارگانیسم

آمیزي گرم، هاي بیوشیمیایی از جمله رنگتوسط آزمونها 

 اولیه شدند. ينشاسته غربالگر تست کاتالاز و هیدرولیز

 از پساب کارخانه گیری  نمونه  -1-2
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چرب پساب حاصل از تولید سس مایونز کم تحقیق این در

صنایع غذایی سحر همدان که حاوي نشاسته است   کارخانه

احتمالی باکتري مولد آمیلاز انتخاب گردید و به عنوان منبع 

از سه قسمت اول، وسط و آخر مسیر پساب در ظروف 

ی با یهايجهت جداسازي باکترگیري شد و استریل نمونه

گراد تحت شرایط سانتی درجه 4فعالیت آمیلازي در دماي 

 شد. به آزمایشگاه منتقلاستریل 

یی مقاوم های باکتریاکشت و خالص سازی جدایه -2-2

 به حرارت از پساب

توسط رینگر  10-7تا رقت  هاي پسابنمونه

سازي بعد از رقیق سازي شدند.استریل)مرک،آلمان( رقیق

 ایران( ،طب انیپارسدقیقه در انکوباتور) 10ها به مدت لوله

هاي گراد قرار داده شدند تا باکتريدرجه سانتی 80

محیط کشت ها روي غیراسپورزا حذف شوند. سپس نمونه

آگار به صورت سطحی کشت داده شدند و در دماي نوتریت

گذاري شدند. گرمخانه 48گراد به مدت درجه سانتی 50

هاي متفاوت از نظر اندازه، رنگ و شکل انتخاب شدند کلنی

%  نشاسته به 1و روي محیط کشت نوترینت آگار حاوي 

-نتیدرجه سا 50صورت خطی کشت داده شدند و در دماي

گذاري شدند. در نهایت ساعت گرمخانه 24گراد به مدت 

محیط کشت هاي خالص در هاي مجزا به عنوان جدایهکلنی

)مرک، % گلیسرول 15، آلمان( حاوي مرک) نوترینت براث

 درجه سانتی گراد نگهداري شدند. -20در دماي آلمان( 

های مولد آمیلاز مقاوم به اولیه جدایه یغربالگر -2-3

های آمیلاز مقاوم به حرارت از جدایه استخراجو  حرارت

 متخب

ها، هریك تحت رنگجهت بررسی مورفولوژي جدایه

و  آمیزي گرم و سپس مشاهده میکروسکوپی گرفته شدند

%  3پراکسید هیدروژن ها توسط فعالیت کاتالازي جدایه

جهت غربالگري اولیه مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس 

هاي باسیلی گرم مثبت مولد آنزیم آمیلاز، جدایههاي جدایه

آگار حاوي با فعالیت کاتالازي مثبت روي محیط نوترینت

گراد به درجه سانتی50% نشاسته کشت شدند و در دماي1

از  پسگذاري شدند و ساعت گرمخانه 24مدت 

-پلیت يرو ین )مرک،آلمان(دلوگل ی، محلول ونیانکوباس

 كیشد. وجود  ریختهدقیقه  1به مدت نشاسته هاي حاوي 

کلنی و در اطراف  زیدرولیاز ه اي رنگو قهوه منطقه واضح

مثبت فعالیت آمیلازي هریك از  جهینتبه عنوان مناطق رشد 

ها و سازي جدایهپس از فعالهاي میکروبی ثبت شد. جدایه

هاي آمیلاز مثبت در غربالگري اولیه هریك از جدایه

و تلقیح شد  نشاسته ٪1 يحاو( نوترینت براث )مرک،آلمان

-گرمخانهساعت  24گراد به مدت  یدرجه سانت 50يدر دما

را به درون  طیمحلیتر از میلی 1سپس  شدند.گذاري 

به  g12000هاي استریل ریخته و با شدت دور میکروتیوپ

 وژیفیگراد سانتریدرجه سانت 4 يدر دما قهیدق 10مدت 

ها، بعد از آن ییروعیما . سپسشد سیگما، آلمان()

برآورد  يبرامیکرومتري،  0.45فیلتراسیون با فیترهاي 

)سوپ عاري از سلول حاوي آمیلاز(  آمیلازي تیفعال

 . [5. 4] استفاده شد

 های جدایهمیزان فعالیت آمیلاز گیریاندازه  -2-4

هاي محلولاز ها ي جدایهبراي محاسبه میزان فعالیت آمیلاز

 100تا  10هاي با غلظت )مرک،آلمان(گلوکز استاندارد 

گیري جذب، براي اندازه .استفاده شدلیتر میکرومول بر میلی

لیتر میلی 1هاي استاندارد با لیتر از محلولمیلی 1ابتدا 

-3،5لیتر معرف میلی 2و )آریا طب،ایران( % 1بافرفسفات 

 4و بعد  مخلوط شد )DNS( نیتروسالیسیلیك اسید دي

 یدرجه سانت 50 يدر دمالیتر آب به آن اضافه شد و میلی

زانیمگذاري گردید. سپس گرمخانه قهیدق 10گراد به مدت 
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 نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر 540جذب در  

UV/VIS (Aquaytic)گیري شد. همچنین براي اندازه ، آلمان

هاي میکروبی آزمون مشابه استاندارد انجام شاهد و جدایه

لیتر میلی 1لیتر محلول استاندارد از میلی1شد اما به جاي 

اي % نشاسته بر1سوپ عاري از سلول حاوي آمیلاز حاوي 

 یمیواحد آنز كی .هاي میکروبی استفاده شدجدایه

(U/mlمعادل مقدار آنز )1 يآزادساز يبرا ازیمورد ن می 

 .[7-5]در نظر گرفته شد  قهیدر دق احیاءقند  کرومولیم

 و بررسی لازیآم تیفعال بهینه pHو  دما تعیین  -5-2

 لازیآم یحرارت یداریپا

-میلی 1 ، ابتدام آمیلازآنزی فعالیتجهت تعیین دماي بهینه 

% نشاسته به 1لیتر سوپ آمیلازي عاري از سلول حاوي 

لیتر معرف میلی 2% و 1لیتر بافرفسفات میلی 1همراه با 

DNS  لیتر آب به آن اضافه شد میلی 4و بعد  مخلوط شد

گراد به مدت یدرجه سانت 90تا 30 مختلف يدر دماهاسپس 

گذاري شد و سپس میزان فعالیت آمیلازي گرمخانه قهیدق 10

گیري شد. اندازه DNSجهت تعیین دماي بهینه با روش 

لیتر از سوپ میلی 1جهت تعیین پایداري حرارتی آمیلاز، 

% و 1لیتر بافرفسفات میلی 1عاري از سلول حاوي آمیلاز با 

لیتر آب میلی 4و بعد  مخلوط شد  DNSلیتر معرف میلی 2

به گراد درجه سانتی 90تا 60شد و در دماهاي به آن اضافه 

سپس تا غلظت شد.  ماري حرارت دادهدر بن قهیدق 60مدت

% نشاسته اضافه گردید و در دماي بهینه بدست آمده از 1

 540درآمیلازي  تیفعالشد و گذاري مرحله قبل گرمخانه

-ي ریگاندازه UV/VISنانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر 

به  لازیآم بر فعالیت آنزیم pHتغییرات راي بررسی اثرب. شد

لیتر سوپ آمیلازي میلی1این صورت عمل شد که ابتدا به 

هاي باکتریایی منتخب، تهیه شده از مراحل قبل براي جدایه

با  آنpH% اضافه شد و سپس  1لیتر بافرفسفات میلی4

نرمال )مرک،آلمان( و سود  0.1استفاده از اسیدکلریدریك 

متر pHتوسط  9و  8، 7، 6نرمال )مرک،آلمان( معادل  0.1

تنظیم شد. و فعالیت آمیلازي بعد از تنظیم  سوییس(متروم، )

pH مورد نظر توسط معرفDNS مطابق روش قبل اندازه-

 .[7-5]گیري شد 

  هاجدایهشناسایی مولکولی  -6-2

 های منتخبجدایهاز  DNAاستخراج  -1-6-2

هاي جهت استخراج ژنوم باکتري، ابتدا هریك از جدایه

چند  خالص در محیط نوترینت آگار کشت داده شد سپس

سازي شدند و  به کلنی باکتري در بافر فسفات تعلیق

شد و از رسوب  وژیفیسانتر g7500 در دقیقه  10مدت

توسط کیت  DNAحاصل از باکتري جهت استخراج 

 استفاده شد و کیفیت)سیناکلون، ایران(  DNAاستخراج 

DNA  ( بررسی 1ژل آگارز ) یسالکتروفورزتوسط ژل%

 گردید.

 PCRواکنش زنجیره ای   -2-6-2

 μl2،آب دیونیزه استریل μl16شامل  PCRمحلول واکنش 

)بایونیر، کره( با غلظت U1492Rو  B27Fهاي پرایمراز 

picomol/µl10 ،μl25  )مستر میکس )یکتاتجهیز، ایران

بود. مراحل انجام این واکنش بعد از فعال  μl5 DNAو

سیکل  35 دقیقه، 5گراد به مدت درجه سانتی 95سازي در 

درجه  94سازي در زمانی شامل واسرشته -برنامه دمایی

گراد درجه سانتی 50ثانیه، اتصال در  30گراد به مدت سانتی

 2گراد به مدت درجه سانتی 72ثانیه، توسعه در  45به مدت 

گراد به مدت درجه سانتی 72توسعه نهایی در  دقیقه و سپس

دقیقه در  5به مدت  دقیقه و در مرحله پایانی سرد کردن 10

حدود  PCRگراد بود. محصول درجه سانتی 4دماي 

bp1200 8] ماکروژن، کره( ارسال شدیابی )جهت توالی .

9]. 
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شامل  16S rRNAجهت تکثیر ژن  1هاي یونیورسال پرایمر

B27F  وU1492R  بایونیر، کره( با توالی زیر با غلظت(

picomol/µl 10 شدند تهیه: 

Forward: B27F (5´-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) 

Reverse: U1492R (5´-

ACGTGGTTTGAAGAGATTTTCG-3´) 

 ژل الکتروفورزیس -3-6-2

)سینا  آگاروزدرصد، پودر  1ز وژل آگار هیدر ابتدا جهت ته

 بایوتك، ایرانTBE 0.5x(DNA ) در بافر  کلون، ایران(

سپس  ه شد.حرارت داد عیتا شفاف شدن ما گردیده وحل 

)سیناکلون،  فیسبریسا μl 1قبل از سرد شدن ژل به آن 

پس از مخلوط شدن داخل سینی  و گردیداضافه   ایران(

به گذاري شده ریخته شد. ژل بسته شده چسب زده و شانه

منتقل  )پدیده نوژن پارس، ایران( تانك الکتروفورز

در هر چاهك  PCR. جهت بارگزاري محصول [9]گردید

 یکیانتقال داده شد درون  PCRمحصول واکنش  μl 7 ارمقد

شد  قی( تزررانیا ناکلون،ی)س kb 1لدر  μl 3 زیها ن از چاهك

 PCRمحصول واکنش  یبه عنوان کنترل منف زین چاهك كی

 قهیدق 30 تالکتروفورز به مد ،در نظر گرفته شد DNAفاقد 

. در نهایت تشکیل باند ولت اجرا شد 75تا  70با ولتاژ 

با مطابقت با مارکر  توسط  bp 1500معادل  PCRمحصول 

 .[9]دستگاه ترانس الیمیناتور بررسی گردید 

تکامل نژادی و آنالیز  PCRیابی محصول توالی -2-6-4

 هاجدایه
-با کیت خالص PCRسازي محصول پس از خالص

سازي)اینترون، کره( طبق دستورالعمل شرکت سازنده 

μl50-40  از محصول خالص سازي شده مربوطه براي

یابی به شرکت ماکروژن کره ارسال شد، عملیات توالی

توسط  U1492Rو  B27Fهاي  یابی با استفاده از پرایمرتوالی

این شرکت انجام شد. هر توالی مورد خوانش دو طرفه قرار 

نوکلئوتید به ازاي  1200تا  bp850گرفت. به طور متوسط 

                                                      
1 -Universal 

هاي موجود در  هر توالی در هر طرف خوانش شد و با توالی

بانك اطلاعاتی ژن با کمك برنامه بلاست در سایت 

NCBI.nlm.nih.govhttp://www.  .مقایسه گردید

درصد مشابهت به عنوان  100درصد تا  99هایی با  جدایه

هاي  همان گونه باکتریایی شناسایی شد. با وارد کردن توالی

خوانش شده در نرم افزار مگا درخت خویشاوندي از 

 ها تهیه شد. ها براي جدایه توالی

  آماری روش-2-7

، 60، 50، 40، 30در هفت سطح )دما  تیمارها شامل اثرات

 8، 7، 6در چهار سطح  pHو گراد( درجه سانتی 90، 80، 70

 و فاکتوریل آماري براساس روشبر فعالیت آمیلازي  9و 

 تجزیه .شد بررسی در سه تکرار تصادفی کاملا آماري طرح

 . گردید انجام SPSSافزار  نرم با هاداده واریانس تحلیل و

 نتایج و بحث-3

 های میکروبیآزمون-3-1

نشان داد ناحیه  (CFU/ml)ها نتایج شمارش کلی باکتري

فلور میکروبی بیشتري از  26×103ابتدایی پساب داراي 

 3×103و انتهایی پساب  8×103نسبت به نواحی میانی 

جدایه باکتري مقاوم به  14از نمونه پساب، برخوردار بود. 

حرارت، گرم مثبت، باسیلی شکل و کاتالاز مثبت حاصل 

متعلق به هاي مولد آمیلاز، ر مطالعه حاضر باکتريدگردید. 

هاي تولید از پساب یکی از کارخانه جنس باسیلوس،

 محصولات غذایی جداسازي گردید.

 های باکتریاییبررسی تولید آمیلاز توسط جدایه -2-3

 Bو  19هاي جدایه میکروبی ترموفیل، تنها جدایه 14در بین 

نوترینت آگار را تجزیه  توانستند نشاسته موجود در محیط

نتایج ها بود. کنند که نشانه مثبت بودن فعالیت آمیلازي آن

هاي میکروبی با کمك استاندارد فعالیت آمیلازي جدایه

 شود.نمایش داده می 1گلوکز مطابق جدول 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Table 1. Amylase activity of microbial isolates after 

15 and 30 minutes 

Microbial isolates 
Enzyme activity (U/ml) 

15min 30min 

B 3.39 6.33 

19 6.20 7.67 

 هاتعیین شرایط بهینه فعالیت آمیلازی جدایه-3-3

جهت مقایسه تاثیر دما بر فعالیت آنزیم آمیلاز، فعالیت دو 

گیري شد. الگوي ( در دماهاي مختلف اندازهBو19)جدایه 

در محدوده دمایی تاثیر دما بر دو جدایه تقریبا یکسان بود، 

آمیلازي روند افزایشی گراد فعالیت درجه سانتی 60تا  30

-درجه سانتی 60 بطوري که بیشینه فعالیت در دماي داشت

-درجه سانتی 90تا  60سپس از دماي و گراد مشاهده شد 

( که 1کاهشی نشان داد )شکل روند آنزیمی د فعالیت گرا

 .تواند به دلیل دناتوره شدن آنزیم در دماي بالا باشدمی

درجه  60در دماي   Bبیشتر از  19فعالیت آنزیمی جدایه 

نتایج آنالیز آماري نشان داد که  .گراد نشان داده شدسانتی

 دارد. (p<0.05)داري بر فعالیت آمیلازي دما اثر معنی

 

Fig 1. Optimum temperature of amylase activity of 

isolates in 15, 30 and 45 min 

بدون  یمیسوپ آنز آمیلاز،حرارتی  بررسی پایداري جهت

در  قهیدق 60به مدت ( Bو19جدایه )حاصل از دو نشاسته 

سپس  ،قرار داده گراد سانتی هدرج 90تا  60در رنج  ماريبن

 گراد سانتی هدرج 60در دمايها نشاسته افزوده شد و به آن

قرار  که در مرحله قبل به عنوان دماي بهینه تعیین شده بود

فعال  ساختارعد تیمار حرارتی آنزیم ظاهرا اما بداده شد، 

یافت کاهش  و فعالیت آن دادهخود را از دست  پروتئینی

 (.2)شکل 

 

Fig 2.  Thermal stability of amylase activity of 

isolates at 60 °C to 90 °C 

 گردید مشخص آنزیم آمیلازي فعالیت بر pH در بررسی اثر

است و  7برابر  pHدر  فعالیت حداکثر داراي آنزیماین  که

داري بر فعالیت اثر معنی pHنتایج آنالیز آماري نشان داد که 

که همچنین نتایج نشان داد  دارد. (p<0.05)آمیلازي 

 بود افزایش به رو 7تا  pH 6 در دامنهآمیلازي فعالیت نسبی 

کاهشی روند  9تا  pH 8 در دامنه فعالیت درحالیکه این

در مقایسه شرایط بهینه به دست آمده براي فعالیت داشت. 

آنزیم مورد مطالعه با سایر مطالعات انجام شده نتایج نشان 

آمیلاز به دست آمده بطور مشابهی داراي فعالیت داد که 

بهینه تقریبا  pHگراد و درجه سانتی 60-50بهینه در دماي 

تیپسوامی و بطور مشابه مطالعه ما، باشد. می 7معادل 

فعالیت بهینه  pHدما و ( نشان دادند که 2006همکاران )

آمیلازي باسیلوسی که از فاضلاب صنعتی جدا شده بود به 

. همچنین ساگزنا [10]بود  6.5گراد و سانتیدرجه 60ترتیب 

فعالیت نه بهی pH( نشان دادند که دما و 2011و سینق )

درجه  50ها به ترتیب آمیلازي باسیلوس مورد مطالعه آن
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(، دما 2004. داس و همکاران )[11]باشد می 6گراد و سانتی

فعالیت آمیلاز قلیایی و مقاوم به حرارت بهینه  pHو 

-درجه 55-52را به ترتیب  سابتیلیس باسیلوسمستخرج از 

ها نشان دادند که پایداري گزارش کردند. آن 9گراد و سانتی

گراد به مدت ده سانتیدرجه 95حرارتی این آنزیم، دماي 

% از فعالیت خود را از 60دقیقه است اما در این شرایط 

. اما مطالعاتی هم انجام شده است که دما [12]دست داد 

 اند. در این زمینه،کردهبهینه بالاتري براي آمیلاز گزارش 

کوردیرو و همکاران اعلام کردند که فعالیت آمیلازي 

شان داراي دماي باسیلوس مقاوم به حرارت تحت مطالعه

گرادي است اما مشابه مطالعه ما داراي درجه سانتی 70بهینه 

مقاومت حرارتی پایینی در دماي بالا بود این باکتري دماي 

کرد اما ساعت تحمل می 2مدت گراد را به درجه سانتی 50

%، 4گراد به ترتیب درجه سانتی 90و  70، 60در دماهاي 

ها گزارش داد، آن% از فعالیت خود را از دست 38% و 13

. همچنین [13]بود  7.5بهینه این باکتري  pHکردند که 

آمیلاز (، شرایط بهینه فعالیت 2010اچمیدت و همکاران )

 80را دماي بالایی معادل  باسیلوس مجاونسیسمستخرج از 

و سریواستاوا و باروآه  pH6.5 [14]گراد و سانتیدرجه

 pH 6.9گراد و درجه سانتی 82( دماي بالایی معادل 1986)

گزارش کردند را به عنوان شرایط بهینه فعالیت این آنزیم 

. در ارتباط با میزان فعالیت آمیلازي استخراج شده از [15]

ها، مقادیر مختلفی ها، بخصوص باسیلوسمیکروارگانیسم

گزارش شده است که به عوامل مختلفی از جمله نوع سویه 

یافته(، شرایط کشت، مقیاس میکروبی )وحشی یا جهش

توان اشاره کرد. یا آزمایشگاهی( و غیره میتولید )صنعتی 

گراد درجه سانتی 70-50(، دماي بهینه 2011الخلیل و گافر )

 استئاروترموفیلوس باسیلوسرا براي آمیلاز مستخرج از 

درجه داراي  70گزارش کردند اما بطور قابل توجهی در 

ها با اصلاح شرایط و دقیقه بود. آن 60پایداري حرارتی 

 57.7-63.3 (U/ml)حیط کشت موفق به تولید ترکیبات م

هاي مولد . در ارتباط با سایر میکروارگانیسم[16]شدند 

ها اشاره کرد که اي از استرپتومایسستوان به گونهآمیلاز، می

-50در دماي  11.7 (U/mg) داراي فعالیت آمیلازي معادل

با توجه به اینکه . [17]بود  6برابر  pHدرجه و  60

سازي شرایط تولید آمیلاز گزارشات متعددي در زمینه بهینه

مقاوم به حرارت در مقیاس صنعتی و افزایش راندمان بالاي 

هاي مقاوم به حرارت وجود این آنزیم حاصله از باسیلوس

عالیت آمیلازي به دارد، اما براساس نتایج مطالعه ما مقدار ف

در مقایسه با سایر مطالعاتی  6.2-7.67 (U/ml)دست آمده 

که تنها در مقیاس آزمایشگاهی روي سویه میکروبی وحشی 

جدا شده از طبعیت انجام شده است، نسبتا مطلوب است. 

(، فعالیت آمیلازي 2003به عنوان مثال آجایی و فگد )

(U/ml) 4.2  و باسیلوس لیچنیفورمیس براي(U/ml)  6.24 

و نماسیواوام  و نیرمالا  [18] باسیلوس سابتیلیسبراي 

را براي  6-8.5 (U/ml)( فعالیت آمیلازي 2013)

. البته احتمال اینکه در [19]آسپرژیلوس گزارش کردند 

گراد در کاهش سانتیدرجه 50مطالعه ما، دماي رشد باکتري 

فعالیت آمیلازي موثر بوده باشد دور از انتظار نیست. در 

زمینه ارتباط میزان فعالیت آمیلازي با دماي رشد باکتري می 

ها در ن( اشاره کرد. آ1994توان به مطالعه ویند و همکاران )

 باسیلوس استئاروترموفیلوستحقیقی که موفق به شناسایی 

با پتانسیل بالاي تولید آمیلاز مقاوم به حرارت شدند گزارش 

ها داراي دماي بهینه فعالیت کردند که آمیلاز مورد مطالعه آن

در دماي بهینه رشد است و  pH=  6-5.5درجه و  70

وابسته به رشد فعالیت درجه، به عنوان یك آنزیم  65باکتري 

-درجه سانتی 40به  65اما با کاهش دماي رشد از کند، می

-افزایش می 143تا  3.9از   (U/ml)گراد میزان تولید آمیلاز 

تولید آن . بنابراین کاهش دما در افزایش میزان [20]یابد 

در مطالعه ما، کاهش فعالیت آمیلاز  موثر است و بالعکس. 

تواند ناشی گراد میدرجه سانتی 60با افزایش دماي بالاتر از 

یداري ساختار پاباشد. از دناتوره شدن ساختار پروتئینی 

پروتئین ها بستگی به نیروهاي تثبیت کننده ناشی از تعداد 

. در اینداردمولکولی ضعیف نسبتا  هايبرهمکنشزیادي از 
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هاي هیدروفوبی و پیوندهاي هیدروژنی بین میان برهمکنش 

ها نقش اصلی در افزایش مقاومت حرارتی اتمها و مولکول

در ساختار پایدار گر هاي اصلی تجزیهمکانیسم دارد.

پروتئینی مربوط به دآمیناسیون آسپاراژین و گلوتامین، و 

آمید در آسپارتات و گلوتامات است که تشکیل سوکسین

 .[21]شود منجر به هیدرولیز پیوند پپتیدي می

 های میکروبیشناسایی مولکولی جدایه -3-4

هاي میکروبی، ابتدا محصول جهت شناسایی مولکولی جدایه

PCR 16 ناحیهS rRNA روي ژل اکتروفورز برده  هاجدایه

و انجام  bp 1500نشان از تایید تشکیل باند  3شد که شکل 

 براي  primeGeneious افزار نرماز دهد. می PCRواکنش 

دو گونه و  استفاده شدنوکلئوتیدي  هايتوالیش ویرای

توسط  Bacillus safensisو  Bacillus pumilusباکتري 

در سایت  بلاست توالی ویرایش شده

http://www.NCBI.nlm.nih.gov  99با %identity  مورد

، درخت تکامل نژادي 3طابق شکلشناسایی قرار گرفت. م

 شود. ها نمایش داده میجدایهرابطه خویشاوندي این 

 

Fig 3.  Phylogenetic tree of thermostable amylase producing isolates obtained from wastewater of canning factory  

 

 Bacillusو  Bacillus pumilusباکتري توالی ژنی دو گونه 

safensis  باAccession number به ترتیب OL774705 و 
OL774706  درNCBI  .براساس نتایج شناسایی ثبت گردید

آمیلازي  ها و همچنین ارزیابی نتایج فعالیتمولکولی جدایه

به عنوان باکتري با پتانسیل  Bacillus safensisها، بنابراین آن

 Bacillus pumilusتولید آمیلاز با فعالیت بیشتر نسبت به 

 تایید شد.

 گیری نتیجه-4

 بالا دماهاي در معمولا غذایی ندهايیفرا اکثر که ازآنجا

با منشا  گرمادوست لازهايیآم-آلفا از استفاده رند،یپذ انجام

 نیا در ساختارخود حفظ و تیفعال ییتوانا که ،باکتریایی

 نیا شتریب هرچه بردشیپ جهت تواندیم دارند، را دماها

با افزایش تقاضاي آمیلاز در  .دنباش کنندهکمك ندهایفرا

صنعت، مطالعه حاضر به هدف دستیابی به آمیلاز مقاوم به 

به چرب را اي سس مایونز کمپساب کارخانهدماي بالا، 

هاي مولد این آنزیم در نظر عنوان منبع احتمالی براي باکتري

 میلاز با توجه بهآاز آنجا که زمینه کاربرد آنزیم گرفت. 

ها و ها بسیار گسترده است، تعیین ویژگیهاي آنویژگی

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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تواند در انتخاب صحیح ها میخصوصیات این دسته از آنزیم

ها بسیار موثر باشد. نتایج مطالعه ما نشان داد و استفاده از آن

 7برابر pHگراد و درجه سانتی 60که این آنزیم در دماي  

فعالیت آن در این  اي دارد که با گذشت زمانفعالیت بهینه

-درجه سانتی 60دماي کمتر از شود بنابراین دما کاسته می

تواند براي این آنزیم گراد میدرجه سانتی 55گراد و حدود 

هاي . جهت شناسایی جدایهدماي بهینه تعریف شود

میکروبی مولد آمیلاز مقاوم به حرارت، دو جدایه میکروبی 

دو قرار گرفتند و  غربالگري شده مورد شناسایی مولکولی

تایید  Bacillus safensisو  Bacillus pumilusگونه 

 Bacillus( 7.67 (U/ml))شد. از نظر فعالیت آنزیمی، 

safensis فعالیت آمیلازي بیشتري نسبت به ) داراي 

(U/ml)6.33) Bacillus pumilus ،بنابراین به  بود

عنوان باکتري منتخب براي مطالعات بعدي جهت کاربرد 
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

The aim of this study was to isolate thermostable amylase producing 

bacteria from starch-rich wastewater of one of the canning factories and 

then molecular identification of these isolates. In addition, the thermostable 

amylase extracted from the bacterium was investigated for the optimum 

temperature and pH of enzyme activity. In this study, 14 heat-resistant 

microbial isolates were isolated from wastewater and only two isolates had 

amylase activity.  Molecular identification of isolates based on 

amplification of 16S rDNA gene by B27F and U1492R primers and then 

sequencing of PCR product confirmed the presence of Bacillus pumilus 

and Bacillus safensis. The results showed that the optimum temperature 

and pH of amylase activity were 60°C and 7, respectively, and Bacillus 

safensis 7.67 (U/ml) had more amylase activity than of Bacillus pumilus 

6.33 (U/ml).   
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