
شماره 81، زمستان 1387

امور د ام و آبزیان161
د ر

 

bb bb
در 

امور دام و آبزیان شماره 81 زمستان 1387

 • مهناز فرهمند 
دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقیقات تهران
• نور امیر مظفری 
عضو هیات علمي دانشگاه علوم پزشکي ایران
• صدیقه مهرابیان
عضو هیات علمي دانشگاه تربیت معلم تهران
• رمضانعلی خاوری نژاد
عضو هیات علمي دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران
 تاریخ  د ریافت: آذر  ماه 1386   تاریخ  پذیرش: اردیبهشت  ماه 1387
Email: Farahmand90@yahoo. com

بررسي خصوصیات آلفا آمیلاز تولید شده به وسیله باكتري هاي 
ترموفیل جدا شده از چشمه های آب گرم ايران

چکید ه
 باکتري های ترموفیل منابع با ارزشی از آنزیم های هیدرولیتیک مقاوم به گرما هستند. آنزیم هاي مقاوم به گرما در صنعت داراي اهمیت بسیار 
مي باشند و براي اهداف تجاري مختلف استفاده مي شوند. از بین آنزیمهاي هیدرولیز کننده نشاسته، آلفا آمیلاز یکي از مهمترین و قابل توجه 
ترین آنزیم ها از نظر تجاري خصوصاً در صنعت مواد شیرین کننده مي باشد. برای فرایند تولید مواد شیرین کننده از نشاسته، دما باید 50 درجه 
سلس�یوس یا بالاتر و  pH در حدود 7 باش�د تا از به رنگ قهوه ای درآمدن جلوگیری به عمل آمده و چس�بندگی )ویسکوزیته( کاهش یابد. این 
امر نیازمند استفاده از آلفا آمیلاز مقاوم به حرارت به منظور مقاومت در برابر حرارت فرایند مي باشد. باکتري ها از دو چشمه آبگرم خرقان )در 
اس�تان قزوین ( و محلات ) در اراک( جدا ش�دند. نمونه های آب از 50 سانتی متری سطح آب چشمه جمع آوری شدند. دمای آب در زمان نمونه 
برداری در مکان های خرقان و محلات به ترتیب، 56 و 48  درجه سلسیوس بود. پس از سانتریفیوژ کردن نمونه های آب، رسوبات باقیمانده در 
نوترینت براث غنی شده با عناصر ضروری کشت داده شدند و در درجه حرارت مناسب قرار داده شدند. چهار باکتری جدا شده از نظر مولکولی 
  Anoxybacillus pushchinoensis. Bacillus licheniformis 16 شناس�ایی ش�دند. آنهاS rRNA و ریبوتایپینگ ژن PCR به وس�یله
Aneurinibacillus aneurinilyticus Aneurinibacillus  thermoaerophilus تش�خیص داده ش�دند. تولید α - آمیلاز در پلیت هاي 
آگار نشاسته دار مورد بررسي قرار گرفت و میزان فعالیت این آنزیم به روش دی نیتروسالیسیلیک)DNS( اندازه گیری شد. pH و حرارت مناسب 
براي فعالیت آنزیم آمیلاز تعیین گردید. حداکثر فعالیت آنزیم  B.licheniformis در 70 درجه سلسیوس وpH=7 مشاهده شد. حداکثر فعالیت 
آنزی�م A.aneurinilyticus  در 70 درج�ه سلس�یوس و pH=8   بود در حالیکه برای آنزیم A.pushchinoensis در 80 درجه سلس�یوس و 

pH=8 بود. 

کلمات کلید ی: : باکتري های ترموفیل، آنزیم α-آمیلاز، چشمه آب گرم
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مقد مه
  یک��ي از مه��م ترین و ب��ا قابلیت ترین میکروارگانیس��م ه��ا باکتري هاي 
ترموفیل مي باش��ند.  باکتري هاي ترموفیل میکروارگانیس��م هایي هستند 
که رش��د بهینه آنها در دماي بالاتر از ۴۵ درجه سلس��یوس مي باشند )۵ ، 
6 ، ۲1(. میکروارگانیس��م هاي ترموفی��ل داراي پروتئین هاي غیر عادي و 
یا وضعیت فیزیکي و ش��یمیایي خاصي هس��تند که فعالیت آنها را در درجه 
حرارتي که پروتئین هاي س��ایر میکروب ه��ا را تخریب مي کند، به صورت 
کام��لًا فعال حفظ مي نماید )11 (. این میکروارگانیس��م ها از محیط هاي 
مختلف��ي مثل نواحي  آتشفش��اني، خاک مناطق گرمس��یري، خاک برگ و 

چشمه هاي آب گرم جداسازي شده اند )٣،1۲،7،۴(.
باکتري هاي ترموفیل به دلیل قابلیت تحمل حرارت بالایي که دارند داراي 
آنزی��م هاي مقاوم به حرارت نیز مي باش��ند که حتي براي فعالیت، نیازمند 
ش��رایط دمایي بالا مي باشند )۲٣،17،1۴،1٠(. آنزیم هاي مقاوم به حرارت 
که از میکروارگانیس��م هاي ترموفیل به دس��ت مي آیند، ب��ه دلیل قابلیت 
تحمل حرارتي بسیار مورد توجه قرار گرفته اند و در بیشتر صنایع از جمله 
تولید ش��ربت گلوکز و فروکتوز، س��اخت منس��وجات و بخصوص پودرهاي 
شستش��و بسیار حائز اهمیت هستند )۲1،18(. از میان آنزیم هاي هیدرولیز 
کننده نشاس��ته، آلفا آمیلازها یکي از مهمترین آنزیم ها هس��تند که نقش 

مهمي در تولید شیرین کننده ها در صنعت دارند.
 در روند تولید مواد ش��یرین کننده مصنوعي از نشاسته دو نیاز اصلي وجود 
دارد: یکي از این ش��رایط حرارت پروسه اس��ت  که ۵٠ درجه سلسیوس یا 
بالاتر بوده و دیگري pH آن می باش��د که باید نزدیک به 7 باشد. به شرط 
رعای��ت دو اصل فوق، از بوجود آمدن رنگ قه��وه اي جلوگیري بعمل آمده 
و ویس��کوزیته نشاسته کاهش مي یابد. براي رفع این نیاز از α- آمیلازهاي 
مق��اوم به حرارت که قادرند حرارت بالا را تحمل کنند اس��تفاده مي ش��ود 

.) ۲7(
چشمه های آبگرم خرقان و محلات از چشمه هاي آب گرم ایران می باشندکه 
 pH درجه حرارت آب این چشمه ها به ترتیب ۵6 و ۴8 درجه سلسیوس و
آنها  برابر 7 و 8 می باشد. چشمه خرقان در ۹۵ کیلومتری قزوین به همدان 
و چشمه محلات در ٣٠ کیلومتری غرب دلیجان واقع شده است. با توجه به 
درجه حرارت بالاي آب این چش��مه ها، از نظر وجود باکتري هاي ترموفیل 

مورد بررسي قرار گرفتند.  

روش کار
جداسازی نمونه ها

در این تحقیق از عمق ۵٠ س��انتي متري چشمه های  آبگرم نمونه برداري 
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Characterization of α-amylase produced by thermophilic bacteria isolated from Iranian hot spring waters                                                                                             
By: M. Farahmand, Azad University, N. A. Mozaffari, Member of Scientific Board of Faculty of Medicine Sciences 
of Iran, S. Mehrabian, Member of Scientific Board of Tarbiat Moalem University and R. Khavarinejad, Member of 
Scientific Board of Azad University.
Thermophilic bacteria are valuable sources of thermostable hydrolytic enzymes. Heat-stable enzymes have immense 
importance in industry and are generally utilized for a variety of commercial Purposes. Among the starch hydrolyzing 
enzymes, α-amylases have considerable commercial value, especially in sweetener industry. For the production 
process of sweeteners from starch, the temperature should be 50ºc or higher and the pH close to 7 in order to prevent 
browning effects and reduce viscosity. It thus requires enzymes able to withstand the elevated process temperatures. 
Bacteria were isolated from two hot spring waters of Kharaghan (in Gazvin province) and Mahallat ( in Arak). Water 
samples were collected from 50cm below the spring water surface.The water temperatures at the time of sampling at 
the Kharaghan and Mahallat sites were 56º c and 48º c, respectively. Following centrifugation of the water samples, any 
remaining pellets were cultured in trace element enriched nutrient broth and incubated at proper elevated temperatures. 
The four recovered bacteria were identified molecularly by PCR and 16S rRNA gene ribotyping. They were identified 
as Aneurinibacillus aneurinilyticus, Aneurinibacillus thermoaerophilus, Anoxybacillus  pushinoensis  and Bacillus 
licheniformis. 
Amylase production was assayed on starch agar plates by dinitrosalicylic assay. The optimal pH and temperature 
for enzyme activity were characterized.The maximum activity for the B.licheniformis enzyme  was observed  at 70º 
c and at pH 7.0. The A.aneurinilyticus enzyme maximum activity was at 70º c and at pH 8.0 ; whereas , these for the 
A.pushinoensis enzyme was at 80º c and at pH 8.0 . 
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صورت گرفت. س��پس عمل جداس��ازي باکتري هاي ترموفیل از نمونه های 
آب گرم انجام ش��د. از محیط کش��تSea water agar  به همراه عناصر 
ضروري1 براي رش��د باکتري ها اس��تفاده گردید و روي این محیط به روش 

کشت سفره اي۲, باکتري ها کشت داده شدند.
س��پس از کلني هاي ظاهر شده با انجام کش��ت هاي مکرر٣, کشت خالص 
تهیه گردید و پس از بدست آوردن فاز لگاریتمي رشد باکتري هاي مذکور، 
در این فاز باکتري ها با استفاده از گلیسرول 1۵% در 7٠- درجه سلسیوس 

نگهداري شدند.

 تعیین ترادف ژنS rRNA 16 و شناسایي گونه هاي ترموفیل
محیط کش��ت مایع حاوي نوترنیت براث به همراه عناصر کمیاب لازم براي 
باکتري هاي ترموفیل انتخاب ش��د و باکتري داخل آن تلقیح ش��د. پس از 
گرماگذاري و هوادهي کشت مایع به مدت ۲۴ ساعت، از کشت مایع داخل 
لوله  اپندروف اس��تریل را پرکرده و س��پس با دورrpm 11۵٠٠ به مدت ٣ 
دقیقه س��انتریفوژ کرده و مایع رویي دور ریخته شد. مجدداً این عمل تکرار 
شد تا پس از چند نوبت میزان مناسبي بیومس باکتري رسوب نموده و جمع 
شود. . سپس استخراجDNA  از بیومس تهیه شده بوسیله کیت استخراج 
صورت گرفت. براي اطمینان از اس��تخراج DNA الکتروفورز انجام ش��د و 
باندهايDNA  تخلیص شده به کمک دستگاه نمایانگرژل مشاهده شدند.

روش PCR  و شرایط واکنش 
توال��ي  ب��ا    8F پرایمره��اي  از   PCR روش  ای��ن  در 

3CCTGGCTCAGAGAGTTTGAT5 ′−−′
 3GTTACGACTTGGTTTACCTT5 ′−−′ و  1۴۹۲R با توالي 

استفاده شد. نسبت هاي به کار رفته در PCR  به قرار زیر بود: 
  DNA،1٠ : ٠/۵ میکرولیترmM dNTps  ،باف��ر: ۲/۵ میکرولیتر  PCR
 : 1٠mM Primer،۵  : ٠/7۵ میکرولیترmM  Mgcl۲،الگو : 1 میکرولیتر
از هرکدام 1/۲۵ میکرولیتر،Smart taq polymerase  : ٠/۵  میکرو لیتر، 

آب مقطر : 16/٣۵ میکرولیتر.  
واکن��ش PCR  در ٣۵ س��یکل به مدت ۴۵ دقیقه ب��ا دماي ذوب اولیه ۹۵ 
درجه س��انتی گراد به  مدت ۵ دقیقه، دماي ذوب ۹۵ درجه س��انتی گراد به  
مدت ۴۵ ثانیه، دماي  انلینگ ۵۵ درجه سانتی گراد به  مدت 1 دقیقه، دماي 
س��نتز رش��ته ها 7۲ درجه س��انتی گراد به  مدت 1/۵ دقیقه و دماي اضافي 

نهایي 7۲ درجه سانتی گراد به  مدت 1٠دقیقه انجام گرفت. 

روش الکتروفورز
محص��ولات PCR روي  ژل الکتروف��ورز در ولت��اژ V/CM  ۵ حرکت داده 
ش��دند. ژل با ٠/۴ گرم آگارز همراه ۴٠ میلي لیترآب مقطر و 1٠ میلي لیتر 
بافر TBE تهیه ش��د که به این محلول ۲ میکرولیتر اتیدیوم بروماید اضافه 
ش��ده تان��ک الکتروفورز حاوي بافر TBE  بوده و مق��دار آن طوري بود که 
روي  ژل را مي پوش��اند. در کنار چاهک هاي نمونه  یک DNA  شاهد مثبت 
حرکت داده ش��د تا حدود قطعه هاي محصول PCR  مش��خص شود. پس 
از انجام عمل الکتروفورز، ژل در دس��تگاه نمایش��گر ژل) Gel Doc(  قرار 
داده شد و با تابش اشعه UV  به اتیدیوم بروماید و ایجاد رنگ فلوروسانس 
بانده��اي مربوط به محص��ولات PCR دیده و از درس��تي PCR اطمینان 

حاصل ش��د. س��پس محصولات PCR به کش��ور کره جنوبي ارسال شد و 
بوس��یله تعیین ترادف 16S rDNA گونه باکتري هاي جدا شده تشخیص 

داده شد.

سنجش فعالیت آنزیم آمیلاز
براي بررسي تولید آنزیم آمیلاز از نمونه هاي ترموفیل جدا شده کلوني هاي 
خالص ش��ده را در محیط حاوي نوترنیت آگار به همراه 1% نشاس��ته کشت 
داده و در انکوباتور با درجه حرارت مناسب ) بر حسب نمونه ۵6 و ۴8 درجه 
سلس��یوس( بمدت ۲۴-۴8 ساعت قرار داده شدند. سپس نمونه هاي آمیلاز 
مثبت پس از ریختن چند قطره معرف لوگل، با ظهور هاله اي شفاف اطراف 

کلوني که ناشي از هیدرولیز نشاسته است، مشخص گردید.
در تولید آنزیم توس��ط باکتري ها از محیط هاي کش��ت پیش تولید و تولید 
استفاده گردید. محیط کشت پیش تولید شامل نوترنیت براث g ٠/8، پپتون 
س��ویا g 1/٠ ، عصاره مخمر g 1/٠ ، نشاس��ته س��یب زمیني g 1/٠ ، نمک 
طعام g ٠/۵، و آب مقطر ml 1٠٠، و pH=6/8 مي باش��د. محیط کش��ت 
تولید شامل نشاسته سیب زمیني g 1/٠، پپتون سویا g ٠/۵، عصاره گوشت 
g ٠/٣، کلرید کلس��یم g ٠/٠۵، س��ولفات منیزیوم g ٠/٠٣، فسفات پتاسیم   

٠g/۴و آب مقطر ml 1٠٠ و pH=6/8  مي باشد)1، ۲7,۲۴(.
پس از کش��ت باکتري ها در محیط پیش تولید، آنها به محیط تولید انتقال 
یافتند. در زمانهاي مش��خص 6٠،۴8،۲۴ س��اعت از ظ��روف حاوي محیط 
کش��ت تولی��د قرار گرفته در انکوباتور ش��یکردار، مق��دار ml 1٠ از محیط 
 ٣٠٠٠ xg بصورت آسپتیک برداشته شده و با استفاده از سانتریفوژ معمولي
ب��ه م��دت 1۵ دقیقه و دماي ۴ درجه سلس��یوس، محل��ول رویي جدا و در 

شیشه استریل نگهداري شد.
در این تحقیق قندهاي احیاء شده با استفاده از معرف دي نیتروسالیسیلیک 
اس��ید )DNS ( اندازه گیري ش��دند. این روش توس��ط Brifield در سال 
1۹۴۵ ارائه گردید. )8 ،1۵ ،1۹، ۲6 ، ۲7 (. براي س��اختن این معرف یک 
گرم از پودر دي نیتروسالیس��یلیک اس��ید را در ml ۵٠ آب حل کرده و به 
آهس��تگي ٣٠ گرم تارتارات مضاعف سدیم پتاس��یم را به آن اضافه کردیم. 
س��پس ml ۲٠ هیدروکس��ید سدیم )س��ود( ۲ نرمال اضافه کردیم و با آب 
مقطر حجم را به ml 1٠٠ رساندیم. محلول نارنجي رنگي به دست آمد که 

دور از نور و اکسیژن در شیشه هاي تیره نگهداري شد.
 س��پس از سه لوله کنترل مثبت، کنترل منفي و بلانک استفاده کردیم. در 
لوله بلانک بافر و نشاسته محلول در بافر با pH = 7، در لوله کنترل مثبت 
نمونه آنزیم اس��تخراج شده، بافر و نشاس��ته و در لوله کنترل منفي، آنزیم، 
بافر و نشاس��ته را افزودیم. در لوله کنترل منف��ي بلافاصله DNS را اضافه 
کردیم. در لوله کنترل مثبت بعد از گذش��ت 1٠ دقیقه )یا بیش��تر که مدت 
زمان تأثیر آنزیم اس��ت( DNS را اضافه کردی��م. تمامي لوله ها را به همراه 
لوله هاي اس��تاندارد مالتوز به مدت 1٠ دقیقه در بن ماري جوش قراردادیم. 
س��پس لوله ها را خارج کرده و پس از خنک شدن مقدار ml ۲/۵ آب مقطر 
ب��ه لوله ها اضافه کردیم و پس از مخلوط کردن، جذب آنها را در طول موج 

nm ۵۴٠ به وسیله دستگاه اسپکتروفتومترخواندیم.
 علاوه بر این اثر pH و دما بر فعالیت آنزیم آمیلاز مورد بررسي قرار گرفت. 
همچنین دماي بهینه و pH بهینه براي رش��د باکتري ها تعیین شد. براي 
س��نجش pH اپتیمم براي فعالیت آنزیم آمیلاز در نمونه هاي جدا ش��ده، 
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بافرهاي مورد نیاز ش��امل: Tris )۲٠میلي مولار (، اس��تات س��دیم ) ۲٠٠ 
میلي مولار (، فس��فات س��دیم) ۲٠٠ میلي مولار (، گلایس��ین )۲٠٠ میلي 
مولار( تهیه ش��د.)1(. س��پس اثر pH از ۲ ت��ا 1۲ روي فعالیت آلفا آمیلاز 

بررسي گردید. 
براي س��نجش دماي اپتیمم براي فعالیت آنزی��م آمیلاز در نمونه هاي جدا 
ش��ده بافرتریس)۲٠ میل��ي مولار (، کلرید کلس��یم ) 1٠ میلي مولار ( آب 
مقطر)ml 1٠٠ ( و pH =7/۴ مورد نیاز است. پس از آماده سازي نمونه ها، 
دما را از ۴٠ درجه سلسیوس، 1٠ درجه 1٠ درجه افزایش دادیم )۴٠-1٠٠ 
درجه سلس��یوس ( و با اس��تفاده از خواندن ج��ذب در ۵۴٠ نانومتر، مقدار 

فعالیت آنزیم اندازه گیري شد. 

نتایج:
از چشمه آبگرم خرقان ) دو نمونه KH - 1-1 و KH - ۲ ( و محلات )دو 
نمونه SH - ۲  و ٣- SH ( چهار باکتری ترموفیل جدا شد که تمام باکتري 
های جدا شده به دلیل داشتن رشد بهینه در بالای ۴۵ درجه سلسیوس در 
دس��ته باکتري هاي ترموفیل قرارگرفتند )1۹،18 (. دماي بهینه براي رشد 
هر دو باکتري KH - 1 و KH - ۲ ۵6 درجه سلسیوس و pH اپتیمم براي 
آنها 7- 6/۵ تعیین گردید. در مورد س��ویه های SH - ۲  و ٣- SHبهترین 

رشد در دمای ۴8 درجه سلسیوس pH =7 مشاهده گردید. 
بر اساس رنگ آمیزي گرم، تست هاي بیوشیمیایي انجام شده ) بررسي نتایج 
بر طبق کتاب مرجع برجي( و تعین ترادف ژن  16S rRNAچهار باکتري 
جدا شده شناسایی شدند و گونه آنها تعیین شد . بر اساس این بررسي های 
 Bacillus ش��کل ش��ماره ۲( در گونه KH - ۲ مولکولی س��ویه ترموفیل
licheniformis و س��ویه ترموفیل KH - 1 )ش��کل ش��ماره1( در گونه 
Anoxybacillus pushchinoensis  قرار داش��تند. همچنین س��ویه 
 Aneurinibacillus ب��ه ترتیب در گونه های SH -و  ٣  SH - ۲ ه��ای
 Aneurinibacillus و   )٣ ش��ماره  )ش��کل   aneurinilyticus

thermoaerophilus  تشخیص داده شدند.

Anoxybacillus pushchinoensisَ  1-KH -1شکل شماره

Bacillus licheniformis 2-KH    -2شکل شماره

Aneurinibacillus aneurinilyticus  3-SH   -3شکل شماره

شکل شماره 4-تولید آنزیم آمیلاز درKH ) 1-نمونه3( وKH-2  )نمونه2(

بررسی خصوصیات آلفا آمیلاز ...
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2-KHنمودار1- بررسي اثر دما بر فعالیت آنزیم آمیلاز تولید شده بوسیله نمونه

1-KH نمودار 2- اثر دما بر فعالیت آنزیم آمیلاز تولید شده بوسیله نمونه

  )KH -۲ ، KH -1 ، SH-از بین ۴ س��ویه ترموفیل جدا شده ٣ سویه )٣
تولی��د آمیلاز قوي داش��تند که میزان فعالیت آنزیم در آنها مورد س��نجش 

قرار گرفت.
نتایج حاصل از بررس��ي اثر دما بر فعالیت آنزیم آمیلاز تولید ش��ده بوسیله 
نمونه ها نش��ان داد دماي بهینه فعالیت آنزیم در نمونه KH -1  8٠ درجه 
سلس��یوس و در نمونه KH -۲  7٠ درجه سلس��یوس مي باشد )نمودار 1 
 pHه��اي مختلف، اپتیمم pH و ۲(. در بررس��ي فعالی��ت آنزیم آمیلاز در

در نمون��ه  pH = 8 ، KH -1  و در نمون��ه pH = 7 ، KH -۲ تعیی��ن 
گردید)ج��دول1(. در نمونه  ٣- SH بیش��ترین فعالیت آنزیم در دمای 7٠ 
درجه سلس��یوس و pH=8 مشاهده گردید.)نمودار ٣( با توجه به نمودار 1 
آنزیم آمیلاز تولید ش��ده بوس��یله نمونه KH - ۲ در دماي 7٠ ، 8٠ و ۹٠ 
درجه سلسیوس به ترتیب داراي 1٠٠ ، 7٠ و 66 درصد فعالیت مي باشد.

همانطور که در نمودار ۲ مشاهده مي شود دماي بهینه فعالیت آنزیم تولید 
شده از نمونه  KH-1 8٠ درجه سلسیوس است، اما این آنزیم در دماي ۹٠ 
درجه سلس��یوس ۵۵ درصد فعالیت خود را حفظ کرده اس��ت. آنزیم آمیلاز 
تولید ش��ده بوسیله س��ویه ترموفیل ٣ - SH  دردمای 8٠ درجه سلسیوس 
ح��دود ۵٠ درصد فعالی��ت اولیه خود را داراس��ت و در دم��ای 1٠٠درجه 
سلس��یوس این میزان فعالیت به ۴۴ درصد کاهش م��ي یابد. این نتایج در 
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3-SH نمودار 3- اثر دما بر فعالیت آنزیم آمیلاز تولید شده بوسیله نمونه

نمودار ٣ مشخص می باشد. 

بحث
در سال ۲٠٠٣ در تحقیقي مشابه با این پژوهش، تولید آمیلاز در 1٠ گونه 
از جنس باس��یلوس مورد بررس��ي قرار گرفت. در این بررسي مشخص شد 
 B. polymyxa و B . licheniformis )S۲ ( و  B.coagulans گونه هاي

داراي فعالیت آنزیمي بالایي بود )٣(. 
در س��ال ۲٠٠۵ طي تحقیقي به وسیله Thaddeus و همکارانش باکتري 
هوازي آمیلولیتیک و ترموفیل از خاک جدا ش��د که در 6٠ درجه س��انتی 
گراد بهترین رش��د را نشان داد و از نشاس��ته به عنوان منبع کربن استفاده 
کرد. این باکتري سویه HRO 1٠ نام گرفت و مشخص گردید که به گونه 
Geobacillus thermodenitrificans تعلق دارد.  آمیلاز تولید شده 
به وسیله این باکتري در pH = 6/۵-7/۵ بالاترین فعالیت را نشان داد )۲۵(. 

این نتایج با نتایج پژوهش انجام شده همسوئي دارد.
یک��ي از مصارف اصل��ي آمیلازها تولید ش��یرین کننده هاي مورد اس��تفاده 
در صنای��ع غذایي اس��ت )۲6(. در روند تولید مواد ش��یرین  کننده مصنوعي 
از نشاس��ته دو نی��از اصلي دیده مي ش��ود. یکي این که درج��ه حرارت باید 
۵٠ درجه سلس��یوس  یا بیش��تر باش��د و دیگر این ک��ه pH نزدیک به 7 
باش��د. در بین آمیلازهاي جدا شده در این تحقیق آمیلاز حاصل از باکتری 
B.licheniformis KH۲ ک��ه داراي دم��اي بهین��ه فعالی��ت  7٠ درجه 
سلس��یوس  و pH بهینه فعالیت 7 مي باش��د از نظر کارب��رد در تولید مواد 
ش��یرین کننده مي تواند حائز اهمیت باشد. زیرا براي رفع دو نیاز فوق باید از 
آمیلازه��اي مقاوم به حرارت که قادرند حرارت بالا را تحمل کنند، اس��تفاده 
ش��ود. این نتایج به دس��ت آمده با مطالعات Z. Al – Qodah در س��ال 

۲٠٠7 و Jei – FU در سال 1۹۹۵ همخواني دارد )۲7،1۵(.
در سال ۲٠٠7 به وسیله Z. Al – Qodah اثر pH و دما بر آنزیم آمیلاز 
تولید ش��ده به وسیله باکتري ترموفیل B. sphaericus مورد بررسي قرار 
گرفت و مش��خص ش��د که ماکزیم��م فعالیت آنزیم در pH = 7 مي باش��د 
و دم��اي بهینه نیز براي فعالیت 6۵ درجه س��انتی گراد تعیین ش��د )۲7(. 

در تحقی��ق دیگري به وس��یله Jel – FU یک آمیلاز برون س��لولي از یک 
اکسترموفیل از جنس Thermus جدا شد و مشخص شد که pH و دماي 
بهینه فعالیت آنزیم روي سوبستراي نشاسته به ترتیب 6/۵-۵/۵ و 7٠ درجه 

سلسیوس بود )1۵(.
در س��ال Marcus  ۲٠٠۴ و همکاران��ش ط��ي مطالعاتي ب��ر روي تولید 
 B. آنزیم هاي هیدرولیز کننده نشاس��ته متوجه ش��دند که آنزیم حاصل از
coagulans به دلیل این که داراي pH بهینه ۹-7 و دماي بهینه ۵۵-6۵ 
درجه سلسیوس اس��ت مي تواند در صنعت هیدرولیز نشاسته مورد استفاده 

قرار گیرد زیرا که این pH و دما کاملًا با این پروسه سازگاري دارد )18(.
در س��ال  ۲٠٠6  مطالعه اي بر روي خصوصیات  آمیلاز قلیایي تولید ش��ده 
بوسیله باکتری Bacillus Sp.AB٠۴  صورت گرفت و pH و دماي بهینه 
 pH = 8 فعالی��ت این آنزیم تعیین گردید. ماکزیمم فعالی��ت این آنزیم در
مشاهده شد اما در pH = 1٠ باکتري 8٠% فعالیت اولیه خود را حفظ کرده 
بود )1(. در این پژوهش نیز چنین نتایجي در آمیلاز تولید ش��ده به وسیله 

سویهKH - 1 مشاهده شد.
همچنین Igaranshi  و همکاران در سال 1۹88 میلادي ، یک آلفا آمیلاز 
فعال در ش��رایط قلیایي جداس��ازي کردند که pH بهینه فعالیتش 8-8/۵  
بود و این α- آمیلاز از باکتری Bacillus firmus  بدس��ت آمده و دماي 

بهینه فعالیت آنزیم ۵۵ درجه سلسیوس بود )1٣(. 
 در س��ایر تحقیقات، همانند این پژوهش، باکتري هاي ترموفیل از چش��مه 
هاي آب گرم جدا ش��ده اند. در سال 1۹۹8 باکتري هاي هایپر ترموفیل از 
جنس Aquifex  از چش��مه هاي آب گرم  Ganiba و Nakanoyu در 
 pH ژاپن جدا شدند . دماي آب این چشمه ها ۵۲ تا 7۲ درجه سلسیوس و
آنها 8 – 7/۲ بود )۹ (. در س��ال ۲٠٠6 بوس��یله Weidong و همکارانش 
یک س��ویه ترموفیل جدید  از چشمه آب گرم Zarvarzin در روسیه جدا 
 Thermalkalibacillus شد. با بررسی های انجام شده گونه این باکتری

uzoniensis تشخیص داده شد.)۲8(
با توجه به اینکه در صنایع مختلف بخصوص صنایع نساجي، شوینده و تولید 
مواد ش��یرین کننده از آنزیم آمیلاز در سطح وسیعي استفاده مي شود)8 (, 
لذا باکتري هاي ترموفیل تولید کننده چنین آنزیم هایي همواره مورد توجه 
قرار گرفته اند. در صنعت تولید مواد ش��یرین کننده که نیاز به دماي بالاتر 
از ۵٠ درجه سلس��یوس و pH خنثي  مي باش��د )۲۲,۲٠,۲( ، آنزیم آمیلاز 

مقاوم به حرارت جدا شده از نمونه KH-۲  مي تواند حائز اهمیت باشد.
 همچنین آنزیم های آمیلاز جدا شده از نمونه های KH -1 و٣ - SH که 
دارای ماکزیمم فعالیت در pH =8 مي باشند، مي توانند از لحاظ کاربرد در 

صنایع شوینده مورد بهره برداري قرار گیرند.

پاورقی ها
1- Trace Element
2-Spread Plate
3- Sub Culture
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