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 چكيده
 در كههستند  دماي بالا به مقاوم هيدروليتيك هايآنزيم از ارزشي با منابع گرمادوست هايباكتري

 كاربرد نشاسته، كننده هيدروليز هايآنزيم در مقايسه با ساير. باشندمي بسيار اهميت داراي صنايع مختلف
از اهميت خاصي  كربوهيدراتي محصولات تهيه و تخمير نشاسته، فرآوري در آميلازتجاري آنزيم آلفا
 اينانجام  از هدف. شود صنعتي فرآوري در نشاسته شيميايي هيدروليز توانسته جايگزين برخوردار است و

 بومي باسيلوس سويه يك توسط دماي بالا به مقاوم آميلازآلفا آنزيم توليد تعيين شرايط مطلوب براي تحقيق
-Bacillus licheniformis نام به و جداسازي در استان اردبيل قينرجه آبگرم چشمه از تازگي به كه است

AZ2 شناسايي و ثبت  ،همدان يعلي سينادر كلكسيون باكتريايي گروه بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه بو
مورد عاليت آميلوليتيكي باكتري ف با استفاده از روش رنگ آميزي يداين، امكاناست. در اين مطالعه  گرديده

يستي سلول و توليد آنزيم در كه بيشترين فعاليت ز دهدمينشان  هابررسي قرار گرفته است. نتايج آزمايش
 84، پس از بود حجمي) تلقيح شدهح اوليه (حجمي/كه بوسيله يك درصد مايه تلقي شرايط محيط كشت پايه

مربوط به تعيين فعاليت آنزيم نيز هاي آزمايشهمچنين  محقق شده است. C40˚ و دماي pH=9ساعت در 
 pH=7با  Tris- HClو بافر  C80˚ترين فعاليت خود را در شرايط دماي بالا ،داد كه آنزيم توليد شده نشان

 (Bacillus licheniformis-AZ2). بر اساس اين نتايج، آنزيم توليد شده بوسيله سويه بومي دهدبروز مي
-صنايع غذايي مي كاربرد در هاي مورد نياز براي فرآوري نشاسته وويژگيبوده و داراي  مقاوم به دماي بالا
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 مقدمه

 غذايي رژيم اصلي اجزاي از يكي نشاسته،
 ,.Rasooli et al( دهدمي تشكيل را ما روزانه

 از شكل فراوانترين نشاسته براين علاوه). 2008
اي ساخته شده توسط ذخيره هايساكاريدپلي

 توليد براي قيمت ارزان منبعي بوده و گياهان
 مالتوز يا فروكتوز گلوكز، حاوي قندي هايشربت

 غذايي صنايع در وسيعي طور به و آيدمي شمار به
 هايقند چنين هم. است گرفته قرار استفاده مورد
 تخمير براي تواندمي آنزيم اين توسط شده توليد

 Goyal et( گيرد قرار استفاده مورد اتانول توليد و

al., 2005 .(به هامولكول نشاسته، هايگرانول در 
 كريستالينپلي حالت يك در متراكم صورت

 درون و بيرون هايپيوند با) متبلور بسيار(
 آب در اينرو از ،اندشده فشرده هم به مولكولي

 و شيميايي مواد اكثر به و بوده نامحلول سرد
). Hamilton et al., 1999( هستند مقاوم هاآنزيم
 از] آميلازگلوكو و آميلاز -ß آميلاز، -α[ هاآميلاز

 محسوب نوين بيوتكنولوژي در ها،آنزيم مهمترين
 بيشتري اهميت از گسترده كاربرد بدليل و شده

 ,.Ziaei ziabari et al ( باشندمي برخوردار

2008; Rasooli et al., 2009 .(بين هاآنزيم اين 
 مهم هايآنزيم جهاني بازاراز درصد  30-25

 جايگزين و داده اختصاص خود به را تجاري
 صنعتي فرآوري در نشاسته شيميايي هيدروليز

-α( آميلازآلفا). Rasooli et al., 2009( اندشده

1,4 -D-glucanohydrolase, E.C.3.2.1.1 (در 
-ميكرورگانيسم و گياهان جانوران، توسط طبيعت

 اندوهيدرولاز يك آنزيم، اين. شودمي توليد ها

 گليكوزيدي اتصالات تصادفي طور به كه است
 پلي و گليكوژن اي،نشاسته تركيبات در را α-1و4

 و كرده هيدروليز هاآن با مرتبط هايساكاريد
-اندازه در و 1 آلفا موقعيت با هايياوليگوساكاريد

 ,Antranikian( آوردمي وجود به متعدد هاي

 مكانيسم و فيزيكي ،شيميايي خواص). 1990
 بستگي آنزيم منبع به حدودي تا هاآميلازآلفا عمل
 و پستانداران آميلازآلفا آنزيم كه چند هر. دارد
 اند،گرفته قرار مطالعه مورد زياد گياهان هايدانه

 امروزه كه هستند باكتريايي هايآميلازآلفا اما اين
. گيرندمي قرار استفاده مورد تجارت و صنعت در

 بر باكتريايي منابع از حاصل هايآميلازآلفا معمولاً
 دسته دو به نشاسته روي بر عمل الگوي اساس
 سازمايع) ب ساز،شيرين) الف: شوندمي تقسيم

)Dordick, 1991 .(ميلادي 1960 دهه ابتداي از 
 Bacillus subtilis از حاصل آميلازآلفا كه زماني

 Aspergillus بوسيله شده توليد گلوكوآميلاز و

niger توليد در اسيدي كاتاليز جايگزين عنوان به 
 افزايش گرفتند، قرار استفاده مورد دكستروز

 افتاد اتفاق هاآن كاربرد و توليد در چشمگيري
)Bhutto and Dahot, 2010 .(توليد عليرغم 

 ميكروبي، منابع مختلف، موجودات در هاآميلاز
 بدليل باكتريايي، و قارچي هايآميلاز يعني

 ،بيشتر پايداري كمتر، هزينه جمله از مزايايي
 توليد براي نياز مورد مكان و زمان در جوئيصرفه

 در توليد ،سازيبهينه و بهبود فرآيند سادگي و
 El-Tayeb( اندگرفته استفاده مورد بيشتر صنعتي

et al., 2007 .(برخي بدليلباكتريايي  هايآميلاز 
 بيشتر قارچي هايآميلاز به نسبت ويژه مزاياي
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 ,Pandey and Nigam( شوندمي داده ترجيح

-آلفا باسيلوس جنس اعضاي همه تقريباً). 2000

 پتانسيل جنس اين بنابراين. كنندمي توليد آميلاز
 براي و دارد آنزيمي صنايع در بيشتري بالقوه
 Pretorius( گيردمي قرار استفاده مورد آن توليد

et al., 1986 .(فاز در باسيلوس هاينژاد برخي 
 است درحالي اين كنند،مي توليد آميلاز لگاريتمي

 مورد آنزيم ،سكون فاز اواسط در ديگر برخي كه
 هاييشباهت كلي طور به. نمايندمي توليد را نظر
 آميلاز در آنزيم توليد منحني و رشد الگوي در

Bacillus spp. بهينه شرايط ولي دارد، وجود 
 نوع به بسته وسيعي طور به هاآميلاز توليد براي
 ,.Thippeswamy et al( است متفاوت سويه

 طور به تخمير فرايند طي هاآميلاز توليد). 2006
 خارج اكثراً هاآميلاز ،است شده بررسي كامل

 فيزيكوشيميايي عوامل توسط و بوده سلولي
 اين بين در. گيرندمي قرار تأثير تحت مختلفي
 و سن كشت، محيط تركيب به توانمي عوامل
 منابع تكان دهي، دما، ،pH تلقيح، مايه حجم

 منابع ها،كنندهالقاء محلول، اكسيژن غيرآلي،
 در عوامل مهمترين عنوان به كربني و نيتروژني

 ,Forgaty and Kelly( كرد اشاره آميلاز توليد

1980; Forgaty and Joyce, 1974; Lonsane 
and Ramesh, 1990; Priest, 1977; Kuddus 
and Roohi, 2010.( در موارد  ،اينعلاوه بر

و  نبيامحصولات جكه  گزارش شدهمتعددي 
سبوس گندم،  مثل كشاورزيمختلف  ضايعات

-ذرت، شيرابه هسبوس برنج، ملاس نيشكر، پوست

منبع جايگزين  هاي گلوكزي و نشاسته ذرت
علاوه بر و  ،شده كربني اصلي در محيط تخمير

نيز به لحاظ اقتصادي  آميلاز،توليد آلفا افزايش
 كرده ارائهرا  يارزان قيمتهاي تخميري محيط
 ,.Singh et al., 2009; Ul-Haq et al( است

2003; Mahmoud et al., 1978(. به توجه با 
پتانسيل توليد  حاضر مطالعه در موارد فوق، همه

 بومي دوستگرما آميلاز از سويهآنزيم آلفا
Bacillus licheniformis-AZ2 از تازگي به كه 

 سازيجدا اردبيل استاندر  قينرجه آبگرم چشمه
كشت و فعاليت  محيط شده و هم چنين شرايط

و مدت زمان انكوباسيون pH از جمله دما،  آنزيم
 مورد بررسي قرار گرفته است. 

 

 هامواد و روش

 مسارگاني ميكرو
 Bacillus licheniformis-AZ2 بومي سويه

 بيوتكنولوژي گروه باكتريايي كلكسيون از
 عنوان به كه همدان سينا عليبو دانشگاه كشاورزي

 آبگرم چشمه از نسبي گرمادوست سويه يك
-كيلو 15در نزديكي روستاي موئيل در ( قينرجه

متري جنوب مشكين شهر، استان اردبيل، با 
و  يشرق 39΄,  46˚طول  ياييمختصات جغراف

) C82˚ي و دماي آب شمال 53΄,  36˚عرض 
 گرديد. فراهم است، شده شناسايي و جداسازي

 

 باكتري توسط آميلاز توليد پتانسيل بررسي
 تعيين منظور به شده جداسازي باكتري
 هيدروليز آزمون با آميلوليتيكي خصوصيات

 يك نشاسته حاوي آگارهاي پتري روي بر نشاسته
. گرفت قرار ارزيابي مورد (وزني/حجمي) درصد
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-پترياين  روي بر ايلكه شكل به ميكروبي سويه

ساعت  24به مدت  C40˚ دماي در و كشت ها
دوره سپري شدن شدند. پس از  نگهداري
با محلول يداين (تازه آگار  يهاپتري ،نگهداري

اي تهيه شده) رنگ آميزي شدند. ظهور هاله

اطراف كلوني نشانگر هيدروليز نشاسته در شفاف 
) كه آنرا به عنوان 1توسط باكتري است (شكل 

هاي بيشتر مورد كننده آميلاز براي بررسيتوليد
 دهد.توجه قرار مي

 

 
حاشيه در  تغيير رنگ براساس Bacillus licheniformis-AZ2 باكتري آميلازي فعاليت تعيين -1 شكل

 .كلوني
Figure 1- Detection of amylolytic activity in Bacillus licheniformis-AZ2 based on 
appearance of clear zones around the growing colonies. 

 

 اندازه گيري رشد باكتري
منظور بررسي وضعيت رشد باكتري،  به

 ميزان تراكم سلولي با روش كدورت سنجي و
ر با استفاده از نانومت 600جذب در طول موج 

 )Varian-UV-vis 100تومتر (دستگاه اسپكتروف
در مقايسه با كنترل منفي تعيين شد 

)Cappuccino and Sherman, 1996 .( 

 تهيه مايه تلقيح
بر  Bacillus licheniformis-AZ2 سويه

 LBكشت  حاوي محيطآگار  هايپتري روي
 نگهداري C40˚ دماي ساعت در 24مدت  براي

با دو لوپ از  LB، محيط مايع آنشدند. پس از 
ها به تلقيح شد و فلاسكها پتريهاي اين سلول
 دماي در وساعت در شيكر انكوباتور  24مدت 

˚C40 سرعتو rpm 120 و در ابتداي  نگهداري
فاز لگاريتمي به عنوان مايه تلقيح استفاده شدند 

 ).2(شكل 
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 .LB كشت مايع در محيط Bacillus licheniformis- AZ2 رشد منحني -2 شكل

Figure 2- Growth curve of Bacillus licheniformis-AZ2 in LB medium. 
 

 آميلازآلفا توليد
/ حجميدرصد ( يك تلقيح مايه حجم

براي هر . شد گرفته نظر در توليد محيط )حجمي
 ليتر ميلي 100ليتري مقدار ميلي 250فلاسك 

مخمر  عصاره ،g/ℓ10 نشاستهتوليد (حاوي  محيط
g/ℓ3،  پپتونg/ℓ5، NaCl g/ℓ3 و 

MgSO4.7H2O g/ℓ5/0 ( شد) استفادهSuman 

and Ramesh, 2010ها فلاسك ،). پس از تلقيح
روي  C40˚ دماي ساعت در 120مدت  رايب

فعاليت  .شدند نگهداري rpm120شيكر با سرعت 
و  3آميلاز با استفاده از واكنشگر آلفاآميلوليتيكي 

تعيين شد  )DNS( دي نيتروساليسيليك اسيد -5
)Bernfield, 1955 .(نمونهيكبار  ساعت 6 هر-

 ها با كمك سانتريفوژو سلول گرديدگيري انجام 
به مدت  rpm 10000) با سرعت C4˚يخچالدار (

از محيط كشت جدا شدند. مايع رويي  دقيقه 10
مورد  آميلازآلفا براي سنجش فعاليت آنزيم

 ه قرار گرفت.استفاد

 آميلازآلفاسنجش فعاليت 
آميلازي با روش آلفافعاليت 

تومتري تعريف شده توسط ريك و اسپكتروف
 ,Rick and Stegbauer( استگبوئر تعيين گرديد

-آلفا). بر طبق روش مورد نظر فعاليت 1974

ميلي ليتر آنزيم  يكآميلازي با اضافه كردن 
(عصاره خام/ مايع رويي براث تخمير شده) به 

محلول  نشاستهدرصد يك ميلي ليتر محلول  يك
در  pH=2/7 مولار با Tris- HCl  ،05/0بافر  در

هاي آزمايش با د. لولهش اندازه گيريلوله آزمايش 
دقيقه در حمام آب  10پنبه پوشانده شده و براي 

 2شدند. سپس  ينگهدار C 65˚گرم با دماي 
نيترو  يد-5وDNS )3ميلي ليتر از واكنشگر 

به منظور توقف واكنش به هر ساليسيليك اسيد) 
 5ها اضافه گرديد و دقيقاً به مدت يك از لوله

قرار داده شدند. پس از سرد  جوشدقيقه در آب 
در ها نمونهشدن در حمام آب سرد، ميزان جذب 

دستگاه  ر با استفاده ازنانومت 540طول موج 
قرائت ) Varian-UV-vis 100تومتر (اسپكتروف

آميلازي برابر با مقدار آلفا. يك واحد فعاليت شد
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-گرم قند احياءميلي يكآنزيمي است كه بتواند 

شرايط واكنش از  دركننده معادل با مالتوز را 
 اي آزاد كند. سوبستراي نشاسته

 

محيط  ، شرايطمدت زمان انكوباسيون بررسي

 آميلاز فعاليت آلفاو كشت 
مدت زمان انكوباسيون،  اثر به منظور بررسي

ساعت پس از تلقيح محيط توليد، رشد و  120
-ساعته اندازه 6آميلاز در فواصل زماني توليد آلفا

هاي مربوط به رشد باكتري و و منحني هگيري شد
رسم گرديد. هم چنين براي تعيين  آميلازآلفاتوليد 

رشد باكتري و توليد  ،بهترين شرايط محيط توليد
 C 70˚تا  C 10˚در دامنه دمايي بين  آميلازآلفا

مورد  11تا  4محيط توليد در دامنه بين   pHو
بهينه براي فعاليت  pHميزان بررسي قرار گرفت. 

در واكنش  pHبه كمك تغييرات  آميلازآلفا
مولار  05/0هاي ي با استفاده از بافرسنجش آنزيم

براي ( بررسي شد 11تا  3بين  pHدر دامنه 
pHبافر استات سديم/ اسيد  از 5و  4، 3 هاي

و  pH 8 بافر فسفات سديم،از  7و pH 6 استيك،
هاي pHو براي  بافر تريس/ اسيد كلريدريكاز  9
بافر گليسين/ هيدروكسيد  نيز از 11و  10، 9

درجه حرارت  ميزانهم چنين  .)داستفاده ش سديم
گيري فعاليت با اندازه آميلازآلفافعاليت مطلوب 

مولار تريس/ اسيد  05/0آميلاز در بافر آلفا
در دامنه  pH=2/7 با )Tris-HCl( كلريدريك

. همه تعيين گرديد C100˚ تا C30˚ بين دمايي
ي ارائه هاداده .در سه تكرار انجام شد هاآزمايش

 .باشندميانگين سه تكرار مي شده

  نتايج و بحث

 آميلازآلفاتأثير دما بر رشد، توليد و فعاليت 
استفاده در اين انتخاب دامنه دمايي مورد 

 موجودمشابه منابع  با در نظر گرفتنآزمايش 
)Ul-Haq et al., 2005; Thippeswamy et al., 

2006; Rasooli et al., 2009( صورت گرفت .
 3گيري در شكل مورد اندازه OD600nmمقادير 

هاي . طبق اين نتايج در دمانشان داده شده است
˚C10  تا˚C20  سرعت تقسيم سلولي بسيار كند و

روند تغييرات منحني رشد قابل توجه نبوده است 
 يافزايش چشمگير C40˚تا  C30˚اما در فاصله 

در تراكم سلولي مشاهده شد و حداكثر آن در 
مشابه چنين الگوي  ،اتفاق افتاده است C40˚دماي 

آميلاز نيز توسط سويه رشد ارگانيسم و توليد آلفا
Bacillus licheniformis GCB-36  مشاهده شده

هر چند كه اين  ).Hamad Ashraf, 2004است (
هم به  C70˚ سويه باكتري توانسته است در دماي

-خود ادامه دهد و دماي چشمه مورد نمونه حيات

بوده است، اما بالاترين سرعت  C82˚ مبرداري ه
 Baysal etباشد. مي C40˚ رشد مربوط به دماي

al. )2003 ( نيز با جداسازي سويهBacillus 

subtilis  از چشمه آبگرمي در تركيه كه دماي
 است، دريافتند C85˚تا  C62˚ فصلي آن در دامنه

 باشد.مي C37˚ي كه دماي بهينه رشد اين باكتر
تواند ناشي از آن باشد كه هر چند اين تفاوت مي

هاي ارگانيسم قادر به رشد و توليد آنزيم در دما
هاي ي ساير فرآينداما بهينه دماي ،باشدبالا مي

ها در متابوليسم و بيوسنتز آنزيم دخيل در رشد،
اي سويه .افتدتري اتفاق ميدماي پايين
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كه  Bacillus licheniformis از گرمادوست
) از خاك جداسازي Ashraf et al. )2005توسط

 شده است نيز بيشترين توليد آنزيم را در دماي
˚C40 و بيشترين فعاليت خود را در دماي ˚C65 

) نيز سويه Rasooli et al.  )2009. داشت
Bacillus licheniformis shahed-07  كه از خاك

غربالگري شده بود را مورد مطالعه قرار دادند و 
آميلاز در ارش كردند كه حداكثر ميزان آلفاگز

درحاليكه فعاليت مطلوب  ،توليد شد C50˚دماي 
 گرمادوستي. سويه بود C70˚اين آنزيم در دماي 

شير تازه گوسفند جدا كه از  Bacillus subtilisاز 
-توليد آلفا ميزان بيشترين وجود دارد كه نيز شده

 را در دماي بالامقاوم به خارج سلولي آميلاز 
ولي دماي بهينه فعاليت  ه استداشت C40˚ دماي

،  pH=  5/6حضور نشاسته و كلسيم در  آن در
˚C135 باشد مي)Konsula and Liakopoulou-

Kyriakides, 2004(. توان نتيجه بنابراين مي
گرفت كه معمولاً بيشترين فعاليت آنزيم در دمايي 

-فاق ميبسيار بالاتر از دماي بهينه رشد باكتري ات

آميلاز بدست اليت آلفاافتد و بالاتر بودن بهينه فع
هاي جداسازي آمده از اين سويه نسبت به سويه

تواند بدليل شرايط محيط مبدأ شده از خاك مي
ها در جداسازي آن و تغييرات ژنتيكي كه طي سال

اين سويه براي سازگار شدن با محيط پيراموني 
بهينه رشد و  دماي مشابه خود بوده است، باشد.

-در گونه در سويه مورد بررسي آميلازآلفاتوليد 

 B. licheniformis SPT27 )Dharaniهاي 

Aiyer, 2004 ،(Bacillus sp. Marini 
)Ashiwini et al., 2011 ،(B. megaterium 

)Bhutto and Dahot, 2010 ،(B. licheniformis 

BS1  ،B. licheniformis FS1 و B. 

licheniformis GS1 )Vaseekaran et al., 

2010 ،( B. subtilis GCBM-2 )Ul-Haq et 

al.,2005 شده است به طوري كه  گزارش) نيز
براي  آميلازآلفاحد مطلوب دماي رشد و توليد 

تأثير دما بر توليد آنزيم . است C37˚ها اين سويه
كه اين  به رشد ميكروارگانيسم وابسته است.

موضوع به وضوح در نتايج مشاهده گرديد و با 
هاي مختلف ميزان افزايش و كاهش رشد در دما

نيز متناسب با تغييرات رشد در  آميلازتوليد آلفا
 C35˚دامنه وسيع دما بين ( هاي مختلف بود.دما
آميلاز در ) براي رشد و توليد بهينه آلفاC80˚ تا

 Burhan etها گزارش شده است (باكتري

al.,2003 .(در پژوهشيSatio and Yamamoto 
هاي موجود ) نيز اظهار داشتند كه تفاوت1975(

هاي مختلف ممكن است در بهينه دما در جنس
آميلاز باشد. به آلفابدليل تأثير دما در سطح توليد 

عبارت ديگر زماني كه دماي انكوباسيون افزايش 
هاي آنزيم دتولي در سطح ايشيابد همراه با افزمي

آميلاز آزاد شده از آلفاتثبيت شده به سلول، ميزان 
 B. stearothermophilusسلول توسط باكتري 

-آلفادهد فعاليت كه نشان مي ،يابدكاهش مي

آميلازي كل (آزاد شده و تثبيت شده به سلول) 
 كم و بيش در هر دو دما يكسان خواهد بود. اين

 اشاره بر آن دارد كه تفاوت مشاهده شده موضوع
-آلفا ممكن است بدليل اثر مستقيم دما بر توليد

تواند اين آميلاز نباشد. بنابراين توضيح ديگر مي
باشد كه دما ممكن است به طور غير مستقيم 
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در محيط را آميلاز رها شده از سلول آلفاسطح 
 Mamo andكشت تحت تأثير قرار دهد (

Gessesse, 1999.( هاي توليد بعضي از آنزيم
شده در داخل سلول قابليت انتشار در محيط 

هاي كشت را نداشته و فقط در تشكيل بلوك
-ساختماني و اجزاء سلولي دخيل هستند. اما پاره

ها در داخل سلول تجمع اي ديگر از اين آنزيم
نيافته و به منظور تجزيه مواد غذايي پيرامون براي 

دي سلول و توليد تركيبات هاي عملكرفعاليت
تر از طريق فرآيند آنابوليسم به محيط رشد پيچيده

و  Priest, 1977.( Mayشوند (باكتري آزاد مي
Elliott )1968 دريافتند كه در (Bacillus 

subtilis  حذف ديواره سلولي به طور چشمگيري
 كند.با توليد آنزيم خارج سلولي تداخل ايجاد مي

هاي آميلاز جزء دسته آنزيمفابنابراين آنزيم آل
هاي سلولشود. خارج سلولي محسوب مي

ها هاي مختلفي دارند كه به آنمسباكتريايي مكاني
دهد. امكان كنترل دقيق ترشح آنزيم را مي

-تواند رهاتغييرات در طبيعت پوشش سلول مي

هاي خارج سلولي را به محيط كشت سازي آنزيم
). دما Antranikian, 1990تحت تأثير قرار دهد (

هايي است كه اين چنين تغييراتي را يكي از فاكتور
كند. هم در غشاء سلولي و ديواره سلولي القاء مي

ها لايه پروتئيني چنين گزارش شده كه در باسيل
هاي سازي آنزيم) كنترل آزادS -سطحي (لايه

دارد. تغيير در اين لايه  اختيار خارج سلولي را در
تواند با تفاوتي در سطح اكسيژن القاء يسطحي م

شده باشد. بنابراين، دماي انكوباسيون ممكن است 
هاي ماورائي غشاء با تحت تأثير قرار دادن ساختار

با تغيير در سطح اكسيژن حل  S -سلولي و يا لايه
هاي دما براي هايي در بهينهباعث تفاوت شده

 ,Mamo and Gessesseرشد و توليد آنزيم شود (

هاي جنس باسيلوس پايداري آميلازآلفا .)1999
گرمايي دارند و اين ويژگي مطلوبي در صنايع 

رود. علي رغم مطالعات ذوب نشاسته به شمار مي
 در دماي بالاآميلاز مقاوم به زيادي كه روي آلفا

Bacillus licheniformis اما  ه است،انجام شد
به  هنوز پذير بودن دماي بالامنشاء طبيعي تحمل

صورت يك معما باقي مانده است به اين معني كه 
دماي آميلاز مقاوم به آلفا B. lichenifromisآيا 
كند و يا تحت را به صورت تصادفي توليد مي بالا

هاي شرايط انتخابي در دماي بالا يا ديگر شوك
 Rasooli etشود (توليد ميآميلاز آلفامحيطي 

al.,2009.( ژنتيكي تواند منشاءاين موضوع مي 
و  هااسيدتغييرات در توالي آمينوبه و داشته 

رخي منابع اما در بنسبت داده شود. ساختار آنزيم 
آميلاز در ي و فعاليت آلفانيز آمده است كه پايدار

 يپيوند سه گانهيك  ايجاد وحضور يون كلسيم 
اين پيوند  ،يابدافزايش ميكلسيم  -سديم -كلسيم

آنزيم شده و  Bو  Aاتصال نواحي كلسيمي باعث 
 دهدمقاومت و پايداري دمايي آن را افزايش مي

)Machius et al.,1995.(  با توجه به فراواني
هاي فلزي مختلف از جمله كلسيم در وجود يون

هاي آبگرم اين مسئله توجيه پذير آب چشمه
آميلاز است. براي سنجش دماي بهينه فعاليت آلفا

) C82˚چشمه مبدأ باكتري (با توجه به دماي 
تا  C30˚ميزان فعاليت آنزيم در شرايط دمايي بين 

˚C100  و با فواصل˚C10  مورد بررسي قرار
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دماي بهينه براي دهد نتايج نشان مي گرفت.
آميلاز در واكنش سنجش آنزيمي براي آلفافعاليت 
مي باشد.  B. licheniformis-AZ2 ˚C80سويه 

در  هاآميلازلفااي فعاليت آهاي بهينه مختلفي بردما
هاي مختلف باسيلوس گزارش شده است جنس

و  Mamoكه نتايج بدست آمده با نتايج 
Gessesse )1999 ،(Velcheva  وGalabova 

) با بهينه 2008( .Farahmand et al) و 1985(

 C80˚و  C90˚تا  C80 ، ˚C80˚تا  C75˚ فعاليت
 Bacillus sp. Strainهاي به ترتيب در سويه

WN11 )Mamo and Gessesse, 1999 ،(
Bacillus licheniformis MB-80 )Velcheva 

and Galabova, 1985 و (Anoxybacillus 

pushchinoensis )Farahmand et al.,2008 (
 مطابقت دارد.

 
 .آميلازآلفا، توليد و فعاليت باكتري تأثير دما بر رشد -3شكل 

Figure 3- Effect of temperature on bacterial growth, alpha amylase production and 
activity. 
 

 آميلازآلفا بر رشد، توليد و فعاليت pHتأثير 
با توجه به مطالعات مشابه انجام شده 

)Rasooli et al., 2009(  و رشد  آميلازآلفاتوليد
 pH در دامنه B. licheniformis-AZ2باكتري 

همانطور  مورد بررسي قرار گرفت. 11تا  4 معادل
 6از  pHافزايش  شودمشاهده مي 4كه در شكل 

توليد آنزيم رشد و محركي براي  C40˚در  9تا 
تراكم با بيشينه   pH=9بود به طوري كه در 

آب pH ، نيز افزايش يافت توليد آنزيم، سلولي

اين  .بوده است 5/6برداري چشمه در زمان نمونه
بهينه رشد را  pHمبدأ باكتري و  pHتفاوت بين 

 ) نيزFarahmand et al. )2008دهد. نشان مي
هاي جداشده از آزمايش مشابهي را روي باكتري

چشمه  pH چشمه آبگرم خرقان انجام دادند كه
تا  7حدود  pHبوده اما بهينه رشد در  8/5 معادل

شده است. شباهت نتايج اين دو  گزارش 8
هاي ديده شده دهد كه تفاوتآزمايش نشان مي

بهينه محيط كشت  pHچشمه و آب  pHبين 
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هاي واقعي بوده و ممكن است تحت تأثير تفاوت
ها و تركيبات محيط موجود بين آب چشمه

هاي مصنوعي باشد زيرا اطلاع دقيقي از كشت
ها در دست وجود در آب چشمهعناصر و املاح م

هاي بالاي نيست. از طرف ديگر تحمل غلظت
-گرم بر ليتر) مي 90نمك بوسيله اين باكتري (

تواند نشانه نمك دوست بودن اين باكتري و 
هاي قليايي  pHكننده بهينه توليد آنزيم در توجيه

 pHبه عنوان  pH=9 نيز قبلاً ) باشد.9(در حدود 
 Bacillus licheniformis هايبراي سويهبهينه 

SPT27  وBacillus sp. DM-15  گزارش شده
. در مورد اول مبدأ جداسازي اين سويه است

مشخص نيست اما در مورد سويه دوم از چشمه 
آبگرم سيفتهان واقع در نجده، تركيه جداسازي 

 Dharani Aiyer, 2004; Akcan et( شده است

al., 2011 .( كتري در با دادنتايج همچنين نشان
pHرشد رضايت  10و بالاتر از  5تر از هاي پايين

نيز  آميلازآلفاو در نتيجه آن توليد  بخشي نداشت
در  ها كاهش يافت.pHداري در اين به طور معني

محيط كشت  pH، بررسي شدههاي بين پارامتر
ارگانيسم  فيزيولوژيكينقش مهمي را در تغييرات 

). Rasooli et al., 2008كند (و توليدآنزيم ايفا مي
در طي رشد ارگانيسم بر روي پايداري  pHتغيير 

معلوم شده هم چنين  آنزيم توليد شده موثر است.
پلاسمايي  ياست كه تركيب ديواره سلولي و غشا

 و گيردقرار مي pHها تحت تأثير ميكرو ارگانيسم
سلولي  ييير در طبيعت ديواره سلولي و غشاتغ با

 ها رادماي رشد ميكرو ارگانيسم ممكن است دامنه
 ,Mamo and Gessesse( تحت تأثير قرار دهد نيز

بهينه رشد و توليد آنزيم در بيشتر  اسيديته). 1999
هاي باسيلوس كه به طور تجاري براي توليد سويه

 9تا  6گيرند، بين آميلاز مورد استفاده قرار ميآلفا
تا  5بين  pH). دامنه Rasooli et al., 2008است (

هاي آميلاز بهينه در سويهآلفابراي توليد  9
 B. subtilis CM3 )Swain etباكتريايي 

al.,2006 ،(B. brevis )Tsvetkov and 

Emanuilov, 1989،( B. coagulans )Medda 

and Chandra, 1980،( B. licheniformis 

CUMC305 )Krishnan and Chandra, 

1983،(B. thermooleovorans NP54 
)Malhotra et al.,2000،(  B. subtilis )Baig et 

al., 1984،( B. subtilis AX20 )Najafi et al., 

2005( ، B. licheniformis )Hung et al., 

 يداريبر پا pH نيز گزارش شده است. اثر )2003
دهد كه يرا نشان م ييهاينهبه ،آميلازآلفا يتو فعال

دما  و pHاين اثر علاوه بر استوابسته به زمان 
تواند يهستند. دما نه تنها م مرتبطبا يكديگر  يزن

نيز  pHقرار دهد بلكه  يررا تحت تأث pH ينهبه
 يرتحت تأث يزرا ن ييدما يداريپا يتواند منحنيم

به طور كلي  .)Hamad Ashraf, 2004( قرار دهد
حاصل از سويه  هايآميلازآلفا بهينه فعاليت

Bcillus licheniformis  درpHپايين  ،هاي اسيدي
اي است كه تحمل است و ساختار آن به گونه

 دهدهاي قليايي نشان ميpHبيشتري نسبت به 
)Shaw et al., 1986 بيشترين ). در اين مطالعه

با  Tris- HClبافر  حضور در آميلازيآلفافعاليت 
7 =pH .با توجه به رشد باكتري در  بدست آمد

خصوصيات و  pH=9هاي بالاي نمك و غلظت
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نسبي نمك دوستي كه اين سويه از خود نشان 
متابوليسم و  دهد، سويه مورد نظر براي رشد،مي

هاي قليايي نياز داشته ولي pHبه  آميلازآلفاتوليد 
بدست آمده در  آميلازآلفابهينه پايداري و فعاليت 

7=pH كه تفاوت تقريبي بين  ،دهدرخ ميpH 
كند. مشابه را توجيه مي آميلازآلفاو فعاليت  توليد

-كه به Bacillus sp. DM-15اين رفتار در سويه 

لحاظ خصوصيات رشدي كمي قليا دوست بوده 
بدست آمده از آن در شرايط  آميلازآلفااما فعاليت 

pH افتد، مشاهده شده كمي اسيدي اتفاق مي
 در پژوهشي ).Akcan et al., 2011است (

Rasooli et al. )2009 نيز گزارش كردند كه (
 رد نظر بيشترين فعاليت خود را درآنزيم مو

5/7=pH در  آن داشته و فعاليتpH 8و  7هاي 
بهينه به ميزان  pHتر) نسبت به بالاتر و پايين(

 pHقابل توجهي كاهش يافته است. اهميت 

ها در به كاربرد اين آنزيم هاآميلازآلفافعاليت 
هاي مختلفي با دامنه آميلازلفاآ .رددگميصنعت بر
هاي اسيدي و يا قليايي وجود دارند pHتحمل به 

ه نياز در صنايع مختلف به كار كه هر كدام بسته ب
روند. براي مثال در صنايع شويندگي اين مي

هاي قليايي تحمل pHها بايستي نسبت به آنزيم
 سازيمايعبالايي داشته باشند. يا در صنعت 

بايستي  ،شودانجام مي pH 5/4در كه ه نشاست
تحمل بالايي داشته  اسيديهاي pHنسبت به 

هاي با تحمل به اسيديته بالا نيز آميلازآلفا .باشند
هاي مختلف گونه ها از جملهاغلب توسط قارچ

Aspergillus شوند (توليد ميHamad Ashraf, 

بهينه آميلاز مورد نظر ما داراي فعاليتي ). آلفا2004
هايي در تواند كاربرددر اسيديته خنثي بوده و مي

 زمينه صنايع ذوب نشاسته داشته باشد.

 

 
 .آميلازآلفا، توليد و فعاليت باكتري بر رشد pHتأثير  -4شكل 

Figure 4- Effect of pH on bacterial growth, alpha amylase production and activity. 
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 تأثير مدت زمان انكوباسيون
ميلاز و رشد باكتري در مقاطع آآلفاتوليد 

نشان داده شده است.  5زماني مختلف در شكل 
 84آميلاز و رشد ارگانيسم آلفابيشترين توليد 

 .ساعت پس ازتلقيح محيط توليد مشاهده گرديد
) اشاره بر Park and Rivera )1982 در پژوهشي

اين موضوع داشتند كه مدت زمان انكوباسيون 
هاي ارگانيسم كشت شده و اساساً تحت ويژگي

هاي در سويه گيرد.وي توليد آنزيم آن قرار ميالگ
Bacillus megaterium Aq-2007 )Bhutto and 

Dahot, 2010 ،(Bacillus sp. Strain KCPSS-

12ss )Suman and Ramesh, 2010،(SPT27  
Bacillus licheniformis )Dharani Aiyer, 

 Bacillus licheniformis shahed-07) و 2004
)Rasooli et al., 2009 آميلاز آلفا) بيشترين توليد

ساعت  26و  24، 24، 12به ترتيب پس از 
 Huangهم چنين گزارش شده است. انكوباسيون 

et al. )2003 بيشترين توليد  كردند كه) گزارش
 48پس از  B. subtilis JS-2004آميلاز توسط آلفا

 96ساعت انكوباسيون بدست آمده و پس از 
ساعت بتدريج توليد آنزيم كاهش يافته است. 

 Bacillusتوسط  آميلازآلفابيشترين توليد 

licheniformis-AZ2  زماني مشاهده شد كه نيز
شي به اوج جمعيت توده سلولي در فلاسك لرز

 ). پس از اين مدت زمان رشد5خود رسيد (شكل 
 آميلاز بتدريج كاهش يافت.آلفاو توليد  باكتري

-تواند بدليل اثر مهار كاتابوليتي قنداين كاهش مي

هاي آزاد شده در محيط بر توليد آنزيم، دناتوره 

شدن آنزيم بدليل ميانكنش آن با ساير اجزاء 
يا بدليل تخليه مواد محيط كشت، تغيير اسيديته و 

م باشد سغذايي در دسترس ميكروارگاني
)Ghasemi et al., 2007; Akcan, 2011 گفته .(

شده توليد آنزيم در ارتباط با رشد ميكروارگانيسم 
قرار دارد و رشد ميكروارگانيسم ممكن است به 

اي برسد كه به دليل مواد غذايي ناكافي به مرحله
هاي ثانويه را وليتطور غير مستقيم توليد متاب

در برخي از  ).Akcan et al., 2011ارتقاء بخشد (
منابع زمان توليد آنزيم به فاز رشد باكتري نسبت 

) Wanderley et al. )2004 داده شده است.
در  آميلازآلفاالقاء بيشتر توليد اعتقاد داشتند كه 

Crypyococcus flavus مگر  ،افتداتفاق نمي
 رسيده باشد و خود زماني كه رشد به فاز سكون

هايي كه به ساير منابع در دسترس از جمله قند
ز محيط تخليه شده سادگي در دسترس هستند ا

به اين  نيز) Sudharhsan et al. )2007 .باشند
آميلاز آلفااشاره داشتند كه معمولاً توليد  موضوع

ز ائل فااو درطي فاز لگاريتمي رشد آغاز شده و 
رسد. هم چنين سكون به بالاترين ميزان خود مي

تشخيص داده شده است كه شرايط محيط رشد 
 در پژوهشي آميلاز دارد.آلفاتأثير زيادي بر توليد 

Ghosh and Chandra )1984 اظهار داشتند (
-CBML  هاي كشتهاي غذايي و ويژگينياز

152  Bacillus apiariues آميلاز كننده آلفا، توليد
هاي اين سويه را براي پتانسيل ،دماي بالامقاوم به 

دهد. اين سويه آميلاز نشان ميتوليد صنعتي آلفا
يك طبيعت رشد دو فازي را در محيط پيچيده 

دهد. تحت شرايط كشت ساكن و نشان مي
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 درلرزشي، بيشترين ميزان توليد آنزيم به ترتيب 
ن آن ابتداي فاز سكو و لگاريتميابتداي فاز 

بهينه مدت زمان انكوباسيون براي  آيد.بدست مي
هاي در كشت توسط اين سويه آميلازتوليد آلفا

-25ساعت و  32-38ساكن و لرزشي به ترتيب 
 .Ul-Haq et alساعت بوده است. هم چنين  20

) گزارش دادند استفاده از فرمانتور براي 2010(
 Bacillusآميلاز در سويه موتانت توليد آلفا

amyloliqeifaciens EMS-6  علاوه بر افزايش
برابري در توليد آنزيم، مدت زمان  4/1

ساعت كاهش  48ساعت به  72انكوباسيون را از 

تواند بدليل شرايط رشد متفاوت به داد كه مي
لحاظ همزدن، هوادهي و سطح اكسيژن بالاتر در 

نيز  5شرايط فرمانتور باشد. همانطور كه در شكل 
توليد آنزيم در اين سويه از  ،شودمشاهده مي

ابتداي فاز لگاريتمي آغاز شده و همگام با رشد 
و در فاز  ه استارگانيسم ميزان آن افزايش يافت

سكون به حداكثر ميزان خود رسيده است و پس 
از آن ميزان توليد آنزيم احتمالاً بدليل اثر مهار 

هاي آزاد شده در محيط بر توليد كاتابوليتي قند
 آنزيم كاهش يافته است.

 

 
  .آميلازآلفا و توليد آنزيم باكتري تأثير مدت زمان انكوباسيون بر رشد -5شكل 

Figure 5- Effect of incubation time on bacterial growth, alpha amylase production and 
activity. 
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Abstract 

Thermophilic microorganisms are the main sources of valuable thermostable hydrolytic 
enzymes hence they have very importance in different industries. In comparison with other 
amylolytic enzymes, application of alpha amylase in starch processing industries, 
fermentation and carbohydrate products is a great importance and they could also be 
substituted with chemical hydrolysis of starch in industries. Determination of optimal 
conditions for thermostable α-amylase production by native strain Bacillus licheniformis was 
the aim of this study. Bacillus licheniformis strain has been isolated from Qinarje Hotspring 
(Ardebil Prov.) recently which have been identified and registered as the name of Bacillus 
licheniformis-AZ2 in bacterial collection of agricultural biotechnology department of Bu-Ali 
Sina University. In this article, possibility of the amylolytic activity of this microorganism has 
been evaluated using Gram’s iodine staining method. Results showed that maximum growth 
rate and also amylase production in basal medium conditions which was inoculated with 1% 
(V/V) inoculums achieved at 40˚C and pH=9, 84 hours after inoculation. Amylase assay also 
showed that the optimum enzyme activity was achieved at 80˚C and pH=7, so this enzyme 
has been considered to be thermostable. Our results showed that Bacillus licheniformis-AZ2 
strain produced thermostable α-amylase with characteristics suitable for application in starch 
processing and other food industries. 
Keywords: Bacillus licheniformis- Thermostable α-amylase, Optimization, Production 
medium. 2F
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