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چكیده
اختصاص  خود  به  را  ها  آنزيم  جهانی  بازار  از   25% که حدود  هستند  صنعتی  عمده  های  آنزيم  از  يکی  آميلازها،  و هدف:  سابقه 
می دهند.  اين آنزيم ها در صنايع مختلف مثل نساجی، کاغذ سازی، داروسازی و صنايع غذايی مانند شيرين سازی و فرآوری نشاسته، 
استفاده می شوند. تحقيقات بسياری در ارتباط با کاربرد آنزيم های آميلوليتيك توليد شده توسط اعضاء جنس باسيلوس، در زمينه های 
مهم توليد قند، آبجو، صنايع غذايی، شوينده ها انجام شده است. گستردگی کاربرد آنزيم هاي آميلوليتيك ، موجب می شود که تحقيقات 
برای مشخص شدن ويژگی های آنزيم ها ادامه داشته باشد. به همين دليل، در اين پژوهش، بررسی روی پروفيل آنزيمی آميلوليتيك 

باکتری بومی و تعيين ويژگی های آن انجام شد.
 SDS ،با استفاده از روش های ،BEH 111 مواد و روش ها: در اين مطالعه، پروفيل آنزيمی باکتری باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس
PAGE، زايموگرام و TLC تعيين شد.  وزن مولکولی آلفا-آميلاز، با استفاده از روش SDS PAGE تخمين زده شد. جهت سنجش کمی 

فعاليت آنزيم α-آميلاز، از معرف دی نيتروساليسيليك اسيد )DNS( استفاده شد. بررسی ويژگی های آنزيم  جهت تايين بيشيته فعاليت 
آنزيم با روش DNS در شرايط مختلف دما، pH، غلظت سوبسترا )نشاسته( و زمان اجرا شد.

یافته ها: وزن مولکولی آلفا-آميلاز، با استفاده از روش SDS PAGE ،55 کيلودالتون تخمين زده شد. جهت سنجش کمی فعاليت آنزيم 
α-آميلاز، از معرف دی نيتروساليسيليك اسيد )DNS( استفاده شد. بررسی ويژگی های آنزيم نشان داد که بيشيته فعاليت اين آنزيم در 

50 درجه سانتی گراد، pH 7، در حضور غلظت %2 از نشاسته، طی 90 دقيقه است. ميزان فعاليت آنزيم در اين شرايطU/L 8222 می 
باشد. 

نتیجه گیری: اين مقدار بالای فعاليت آنزيم توليد شده توسط باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس BEH 111، می تواند از نظر اقتصادی 
شايان توجه باشد. علاوه بر اين توانايی فعاليت آن در دمای 50 درجه سانتی گراد و بالاتر، استفاده از آن را در فرآيندهايی که در دماهای 
بالا انجام می شوند، امکان پذير می کند. شرايط pH بهينه 6 تا7 ، جهت فعاليت بالای اين آنزيم، امکان استفاده در فرآيندهايی مثل مايع 

سازی و ژلاتينه کردن نشاسته را ايجاد می کند.
کلمات کلیدی: باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس BEH 111، کروماتوگرافی لايه نازک، دی نيترو ساليسيليك اسيد،α- آميلاز

مقدمه 
مهم هيدروليز  که  هستند  اندوآميلازها  واقع  در  آلفا-آميلازها 

طريق  از  را  تر  کوتاه  اليگوساکاريدهای  به  نشاسته  اوليه  و 
کنند.  می  کاتاليز  آلفا-D-1و4  گليکوزيدی  پيوندهای  شکست 
را  آلفا-1و6  پيوندهای  روی  از  عبور  توانايی  آلفا-آميلازها 
کنند. آزاد  هم  را  داخلی  گلوکز  واحدهای  توانند  می  و  دارند 
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با  اليگوساکاريدهايی  آلفا-آميلاز،  عمل  از  حاصل  محصولات 
  limit-و دکسترين های آلفا α طول های متفاوت و کنفيگوراسيون
است که يك مخلوط از مالتوز، مالتوتريوز و اليگوساکاريدهايی 
دارای 8-6 واحد گلوکز، تشکيل می دهند )6(. آميلازها، يکی 
از   25% حدود  که  هستند  صنعتی  های  آنزيم  ترين  اصلی  از 
بازار جهانی آنزيم ها را به خود اختصاص می دهند. اين آنزيم ها در 
صنايع  و  داروسازی  سازی،  کاغذ  نساجی،  مثل  مختلف  صنايع 
غذايی مانند شيرين سازی و فرآوری نشاسته، استفاده می شوند 
های  آنزيم  کاربرد  با  ارتباط  در  بسياری  تحقيقات   .)2  ،1(
آميلوليتيك توليد شده توسط اعضاء جنس باسيلوس، در زمينه 
های مهم توليد قند، آبجوسازی، صنايع غذايی، شوينده ها انجام 
آلفا-آميلازها مثل مقاومت نسبت  شده است )4(. ويژگی های 
اين،  بنابر  باشد.  متناسب  آن  کاربردهای  با  بايد   pH و  گرما  به 
گستردگی کاربرد آنزيم ها، موجب می شود که تحقيقات برای 
نرخ  باشد.  داشته  ادامه  ها  آنزيم  های  ويژگی  شدن  مشخص 
مثل  شرايطی  به  وابسته  آلفا-آميلاز  توسط  نشاسته،  هيدروليز 
آنزيم، وجود  pH، منشا سوبسترا، غلظت سوبسترا، غلظت  دما، 
يا عدم وجود يون کلسيم و ديگر عوامل پايدارکننده آنزيم است 
)2(. آنزيم های مقاوم به گرما جهت استفاده در صنايعی که با 
بالا همراه هستند، بسيار مورد توجه می باشند. آنزيم  دماهای 
های با گستره فعاليت در pH 6 تا 7 از نظر تجاری ترجيح داده 
روی  بررسی  پژوهش،  اين  در  دليل،  همين  به   .)6( شوند  می 
پروفيل آنزيمی باکتری بومی و تعيين ويژگی های آن انجام شد.

مواد و روش ها
ميکروارگانيسم  از   ،BEH 111 آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس   
هايی که طی تحقيقی با عنوان: جدا سازي و شناسايي يك سويه 
بومي باکتريايي مناسب مولد آنزيم هاي آميلولتيکي، که توسط 
خانم دکتر پروين شريعتی در پژوهشگاه ملی ژنتيك و زيست 
فناوری انجام شده است، انتخاب شد.طبق گزارشات پيشين، اين 

باکتری دارای فعاليت آميلوليتيکی بسيار زيادی بوده است. 
محیط کشت اختصاصی تولید آنزیم آلفا-آمیلاز

باکتری مورد نظر در محيط کشت حاوی، K2HPO4، 14 گرم 
ليتر،  در  ليتر، NaNo3، 2 گرم  در  KH2PO4، 6 گرم  ليتر،  در 

Trisodium citrate، 1 گرم در ليتر، عصاره مخمر، 5 گرم بر ليتر 

و نشاسته، 10 گرم در ليتر، کشت داده شد و هر 4 ساعت از آن 
نمونه برداری شد. نمونه ها،  تحت rpm 5000 و به مدت 10 
دقيقه سانتريفيوژ شد و سوپرناتانت به عنوان محلولی که حاوی 

آنزيم بود، جداسازی گرديد. 
کروماتوگرافی لایه نازک1

آناليز متابوليت های حاصل از فعاليت آنزيم، توسط کروماتوگرافی 
لايه نازک )TLC( انجام شد. 150 ماکروليتر از سوپرناتانت حاوي 
آنزيم را با 150 ماکروليتر از ترکيب سديم فسفات 1/. مولار با 
pH 7 و نشاسته ٪1راباهم مخلوط شده و ويال حاوی اين مواد 

را در دمای 50 درجه سانتی گراد و به مدت 5/1 ساعت انکوبه 
گشت و هر 30 دقيقه از آن نمونه برداری شد. سپس 1 ماکرو 
مالتوتتراوز،  مالتوتريوز،  مالتوز،  گلوکز،  )حاوی  نشانگر  از  ليتر 
مالتوپنتاوز( و هر کدام از نمونه ها را با فاصله 2 سانتی متر از 

پايين ورقه TLC لکه گذاری شد )17(.
تعیین وزن مولكولی آنزیم

وزن مولکولی آلفا-آميلاز با استفاده از روش الکتروفورز ژل سديم 
دودسيل سولفاتSDS PAGE( 2(، تعيين شد. ملاک تعيين وزن 
پروتئين ها در اين روش، يك نشانگر پروتئينی بود که از شرکت 

Fermentas، تهيه شد )14(.

زایموگرام
 X-100 تريتون3  بوسيله  ژل  الکتروفورز،  انجام  از  بعد 
SDS، شست و شو  به مدت 15 دقيقه جهت حذف   )v/v( 5%
داده شد. سپس، ژل محلول نشاسته %2 در فسفات بافر، در 50 
بافر  در  ژل  شد.  انکوبه  دقيقه   20 مدت  به  گراد  سانتی  درجه 
فسفات در 50 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقيقه انکوبه شد 
و سپس بوسيله محلول لوگول )يد %0.3 در يديد پتاسيم %3( به 
مدت 3 دقيقه رنگ آميزی گرديد. محل اثر آنزيم بر روی ژل به 
صورت يك لکه زرد رنگ مشخص گرديد. علاوه بر اين، نمونه های 

ساعات مختلف نيز در ژل زايموگرام بررسی شد )14(.
سنجش فعالیت آنزیم 

1-Thin Layer Choromatography
2-Sodium dodecyl sulfate
3- Triton

- مولکولی دوره دوم، شماره هفتم، تابستان 1391، بررسی پروفیل آنزیمی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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- مولکولی دوره دوم، شماره هفتم، الهام آریاپور و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 

اساس  بر  که  فلد  برند  روش  از  آنزيمی  فعاليت  جهت سنجش 
استفاده از معرف دي نيترو ساليسيليك  اسيد ) DNS( می باشد، 
استفاده شد. 150 ماکروليتر از سوپرناتانت حاوي آنزيم با 150 
ماکرو ليتر از ترکيب سديم فسفات1/.  مولار با pH 7 و سوبسترا 
1٪ مخلوط گرديد و ويال حاوی اين مواد در دمای 37 درجه 
سانتي گرادو به مدت 1 ساعت انکوبه شد، پس از پايان اين زمان 
ويال را بر روی يخ منتقل شده و به آن 900 ماکروليتر معرف  
DNS اضافه گرديد. سپس 5 دقيقه در آب در حال جوش قرار 

داده شد. واکنش به وسيله قرار دادن ويال بر روي يخ متوقف شد 
و جذب آن ها به وسيله دستگاه اسپکتروفتومتر، در طول موج 
550 نانومتر اندازه گيری گرديد. مقدار آنزيمی که 1 ميکروگرم 
مالتوز را طی 1 دقيقه، از نشاسته ايجاد کند، يك واحد آنزيمی 
 ،0/8  ،0/6  ،0/4  ،0/2 های  رقت  در  مالتوز  از  شود.  می  گفته 
استفاده  مالتوز  استاندارد  نمودار  ليتر جهت کشيدن  بر  1 گرم 

گرديد )2(.
تعیین ویژگی های آنزیم آلفا-آمیلاز

تعیین دمای بهینه فعالیت آنزیم
از  ماکروليتر   150 همراه  به  سوپرناتانت  از  ماکروليتر   150
مدت  به   ،pH  7 با  فسفات  بافر  در   )٪1( محلول  سوبسترای 
1ساعت در دماهای 25، 30، 35، 40، 45، 50، 55 و 60 درجه 
فعاليت   ،DNS معرف  توسط  سپس  و  شد.  انکوبه  گراد  سانتی 

آنزيم اندازه گيری شد.
تعیین pH بهینه فعالیت آنزیم

از  ماکروليتر   150 همراه  به  سوپرناتانت  از  ماکروليتر   150
های 5،   pH با  بافر )20 ميلی مولار(  سوبسترا که در سيترات 
5/5، 6، 6/5، فسفات بافر )20 ميلی مولار( با pH های 7، 7/5،  
8، گلايسين NaOH بافر )20 ميلی مولار( با pH های 8/5،  9، 
9/5و 10به ميزان 1٪ حل شده بود، در 50 درجه سانتی گراد 
به مدت 1ساعت انکوبه شد. سپس توسط معرف DNS، فعاليت 

آنزيم اندازه گيری شد.
تعیین زمان بهینه فعالیت آنزیم

از  ماکروليتر   150 همرا  به  سوپرناتانت  از  ماکروليتر   150
سوبسترا که در بافر با pH 7  به ميزان 1٪ حل شده بود، در 50 
 ،DNS درجه سانتی گراد انکوبه شد. هر 30 دقيقه توسط معرف

فعاليت آنزيم اندازه گيری شد.
تعیین درصد سوبسترا بهینه فعالیت آنزیم

نشاسته با نسبت های 0/5، 1، 1.5، 2 و 2/5 درصد در بافر با  
pH 7 حل شد. سپس 150 ماکروليتر از سوپرناتانت به همراه 
150 ماکروليتر از سوبسترا ، در 50 درجه سانتی گراد به مدت 
1/5ساعت انکوبه شد. و سپس توسط معرف DNS، فعاليت آنزيم 

اندازه گيری شد.
یافته ها

کروماتوگرافی لایه نازک
از  برای محصولات حاصل  نازک  انجام کروماتوگرافی لايه  از  پس 
روی   ،BEH 111 آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس  آنزيم  عملکرد 
نشاسته و مشاهده محل قرار گيری لکه ها و مقايسه آن ها با 
اين  توليد شده توسط  آنزيم  استاندارد، مشخص شد که  نمونه 
باکتری، پس از تجزيه نشاسته، مالتوپنتاوز،  مالتوتريوز، مالتوز و 
با گذشت زمان بيشتری از انکوباسيون )90 دقيقه(، مقادير بسيار 
کمی گلوکز توليد کرده است. اين يافته مويد اين مطلب بود که 
آنزيم مورد نظر، از نوع آلفا-آميلاز است. نتيايج حاصل در شکل 

شماره 1 نمايش داده شده است.

تعیین وزن مولكولی آنزیم و زایموگرام
به اين با توجه  باند در ژل زايموگرام مشاهده شد و  فقط يك 

آنزيم  توسط  نشاسته  تجزيه  از  حاصل  های  متابوليت  آناليز   -1 شکل 
آلفا-آميلاز بوسيله کروماتوگرافي لايه نازک.
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که فقط آنزيم آلفا-آميلاز توسط باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس 
آنزيم 55 کيلو  اين  BEH 111 توليد شده است، وزن مولکولی 

ساعات  در  توليدی  های  آنزيم   .)2 )شکل  شد  تعيين  دالتون 
ساعات  همه  در  که  شد  بررسی  زايموگرام  ژل  در  نيز  مختلف 
فقط آنزيم آلفا-آميلاز توليد می شد. در ساعت 4، توليد آنزيم 
ديده نمی شود و ساعت 16، زمان توليد بيشترين ميزان آنزيم 

است )شکل 3(.

ویژگی های آنزیم آلفا-آمیلاز
تعیین دمای بهینه فعالیت آنزی آلفا-آمیلاز

بررسی دمای مناسب جهت فعاليت آنزيم آلفا-آميلاز توليد شده 
توسط  باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس BEH 111 نشان داد که 
اين آنزيم در گستره دمايی 60-35 درجه سانتی گراد، فعاليت 

بالايی را دارد. ولی بهترين دما برای فعاليت آن 50 درجه سانتی 
بود.   4384  U/L آنزيم  فعاليت  ميزان  حالت  اين  در  بود.  گراد 

نتايج بدست آمده در شکل شماره 4، نشان داده شده است.
تعیین pH بهینه فعالیت آنزیم آلفا-آمیلاز

آنزيم آلفا-آميلاز بدست آمده از  باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس 
بالايی  فعاليت  توانايی   pH  8 تا   6/5 محدوده  در   ،BEH 111

ميزان  بود.   pH  7 آن  فعاليت  برای   pH بهترين  ولی  داشت  را 
U/L 4334 بود. نتايج حاصل در شکل   pHفعاليت آنزيم در اين

 نمايش داده شده است.5 نمايش داده شده است.

 تعیین مدت زمان بهینه فعالیت آنزیم آلفا-آمیلاز 
آلفا-آميلاز  آنزيم  فعاليت  بيشينه  که  داد  نشان  نتايج  بررسی 
 90  ،BEH 111 آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس  از  آمده  بدست 
شکل در  آمده  بدست  نتايج  است.  واکنش  آغاز  از  پس  دقيقه 
U/L اين مدت زمان،  آنزيم در  فعاليت  . ميزان  6، آمده است. 

شکل 4- بررسی دمای مناسب فعاليت آلفا-آميلاز

شکل5- بررسی pH بهينه فعاليت آنزيم آلفا-آميلاز
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5782 گزارش شد.

تعیین میزان بهینه سوبسترا فعالیت آنزیم آلفا-آمیلاز
آلفا-آميلاز  آنزيم  فعاليت  ميزان  بيشترين  که  داد  نشان  نتايج 
در   ،BEH 111 آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس  از  آمده  بدست 
حضور مقدار 2 درصدی نشاسته است. همان طور که در شکل 
 U/L اين حالت،  آنزيم در  7 مشاهده می شود، ميزان فعاليت 

8222 بوده است.

بحث
جهانی  توليد  عمده  قسمت  آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس 
آلفا-آميلاز   .)12( است  داده  اختصاص  خود  به  را  آلفا-آميلاز 
صنايع  مخصوصاً  مختلف،  صنايع  در  باکتری  اين  از  حاصل 

باسيلوس  از  آمده  آلفا-آميلاز بدست  استفاده می شود.  غذايی 
آميلوليکوئيفاسينس BEH 111  اولين آنزيمی بود که در مقياس 
صنعتی برای مايع سازی و شيرين سازی نشاسته استفاده شد 
)10(. به دليل اهميت آلفا-آميلازها در بخش صنعتی و اختصاص 
دادن 15 تا 20 درصد بازارهای جهان در بخش شيرين سازی 
اين  توليد  برای  بومی  های  سويه  اهميت  همچنين  و  خود  به 
توانايی  با  بومی  سويه  بررسی  هدف  با  پژوهش  اين  ها،  آنزيم 
ای  گونه  به  شد،  انجام  -آميلاز،  آلفا  آنزيم  بالای  ميزان  توليد 
با  اين منظور،  برای  استفاده کرد.  که بتوان از آن در صنعت 
استفاده از روش های PAGE،Native PAGE ،TLC، پروفايل 
شد.  تعيين   BEH 111 آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس  آنزيمی 
پس از انجام کروماتوگرافی لايه نازک  برای محصولات حاصل از 
عملکرد آنزيم  باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس BEH 111، روی 
ها  آن  مقايسه  و  ها  لکه  گيری  قرار  محل  مشاهده  و  نشاسته 
توسط  شده  توليد  آنزيم  که  شد  مشخص  استاندارد،  نمونه  با 
مالتوتريوز،   مالتوپنتاوز،   نشاسته،  تجزيه  از  پس  باکتری،  اين 
انکوباسيون )90 دقيقه(،  از  بيشتری  با گذشت زمان  مالتوز، و 
مقادير بسيار کمی گلوکز  توليد کرده است. اين موضوع تاييد 
الگوی  است.  آلفا-آميلاز  نوع  از  نظر،  مورد  آنزيم  که  کند  می 
کروماتوگرافی لايه نازک در تحقيقاتی که توسط محققين ديگر 
های  متابوليت  توليد  نشان دهنده  نيز  انجام شده،   .)8  ،7  ،2(
از  گلوکز  کمی  بسيار  مقدار  و  مالتوتتراوز  مالتوتريوز،  مالتوز، 
نشاسته، توسط آنزيم آلفا-آميلاز می باشد. در ژل زايموگرام فقط 
يك هاله ديده شد، پس باکتری باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس 
علاوه  است.  آلفا-آميلاز  آنزيم  توليد  به  قادر  فقط   ،BEH 111

براين، نمونه های بدست آمده از ساعات مختلف کشت نيز فقط 
در يك باند قرار گرفته و وزن مولکولی همه آن ها نيز يکسان 
بود. بنابر اين، اين باکتری در تمام طول مدت انکوباسيون فقط 
يك نوع آنزيم که همان آلفا-آميلاز است، توليد می کند. با توجه 
ميزان  بيشينه  است،  مشخص  شده  ايجاد  های  هاله  شدت  به 
اتفاق انکوباسيون  از  پس  ساعت   16 آلفا-آميلاز،  آنزيم  توليد 

نيز  زايموگرام  و    SDS-PAG های  ژل  ازمقايسه  افتد.  می 
مشخص شد که  وزن اين آلفا-آميلاز، 55 کيلو دالتون است. وزن 

شکل6-نمودار تعيين مدت زمان بهينه فعاليت آنزيم آلفا-آميلاز

شکل7- نمودار تعيين ميزان  بهينه سوبسترا فعاليت آنزيم
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متفاوت  بسيار  ها  باسيلوس  از  آلفا-آميلازهای حاصل  مولکولی 
از  حاصل  آلفا-آميلاز  مولکولی  وزن   1 شماره  جدول  در  است. 
باکتری باسيلوس آميلوليکوئيفاسينس BEH 111، با چند جنس 
و گونه ديگر مقايسه شده است )6، 14، 5 (. گستردگی کاربرد 
مشخص  برای  زيادی  تحقيقات  که  شود  می  موجب  ها،  آنزيم 
شدن ويژگی های آن ها انجام شودنرخ هيدروليز نشاسته توسط 
منشا سوبسترا،   ،pH دما،  مثل  به شرايطی  وابسته  آلفا-آميلاز، 
غلظت سوبسترا، غلظت آنزيم، وجود يا عدم وجود يون کلسيم و 
ديگر عوامل پايدارکننده آنزيم است. در سال 1992، تحقيقاتی 
روی Archaebacterium Natronococcus sp، انجام شد. آميلاز 
 74 آنزيم،  اين  مولکولی  وزن  و  شد  سازی  خالص  آن  توليدی 
دمای  در  آميلاز،  فعاليت  بيشينه  گرديد.  اعلام  کيلودالتون 
8/7، در کلريد سديم 2/5 مولار   pH 55 درجه سانتی گراد و
بود. آميلاز بدست آمده در گستره pH 6 - 8/6 دمای 50 درجه 
همچنين،   .)11( کرد  می   را حفظ  خود  پايداری  گراد  سانتی 
 Bacillus توسط  توليد شده  آلفا-آميلاز  آنزيم  در سال 1995، 
را خالص سازی  است،  قليادوست  باکتری  GM8901، که يك 
آميلاز  پنج  باکتری  اين  کردند.  تعيين  را  آن  های  ويژگی  و 
توليد   10/5  pH و  سانتيگراد  درجه   50 دمای  در  را  قليايی 
می کرد. يکی از اين آميلازها خالص سازی شد و وزن مولکولی 
  pH آن 97 کيلودالتون اعلام گرديد. بيشينه فعاليت آن آنزيم در
حفظ   pH 6 تا را در گستره 13  پايداری خود  بود و  11تا 12 
می کرده است. پايداری دمايی آن در حضورCa+2، افزايش پيدا 
می کرده است )10(.در تحقيقی که بر روی آلفا-آميلاز حاصل 
از Bacillus SP.marini در سال 2011 انجام شد، مشخص شد 
بهينه فعاليت اين آنزيم در 40 درجه سانتيگراد، pH 7و حضور 
آمده  بدست  آلفا-آميلاز   .)3( باشد  می   ٪1 ميزان  به  نشاسته 
از Bacillus subtilis نيز در دمای 50-70 درجه سانتی گراد،

خود  فعاليت  بيشينه   ٪1 ميزان  به  نشاسته  حضور  و   7pH  
از  حاصل  آلفا-آميلاز  آنزيم  مولکولی  وزن   .)11( داد  نشان  را 
دالتون  کيلو   43  ،  Bacillus amyloliquifacienceTSWK1-1

گزارش شد. دما و pH بهينه جهت فعاليت اين آنزيم آلفا-آميلاز، 
به ترتيب 70 درجه سانتی گراد و 7 بود. علاوه بر اين، اين آنزيم 
از انواع آلفا-آميلازهای غير وابسته به کلسيم بود )2(. همانگونه 

خود  توليد  منبع  به  توجه  با  آلفا-آميلازها  است،  مشخص  که 
اثر  تحقيق،  اين  هستند.در  متفاوتی  بسيار  های  ويژگی  دارای 
دما، pH، غلظت سوبسترا و مدت زمان واکنش، بر ميزان فعاليت 
آنزيم آلفا-آميلاز بررسی شد. و مشخص شد که بيشينه فعاليت 
در دمای 50 درجه سانتی گراد، pH مناسب، 7، بهترين غلظت 
است.  دقيقه   90 واکنش،  زمان جهت  بهترين  و  سوبسترا، ٪2 

نام باکتری وزن مولکولی 
)KDa(

Bacillus amyloliquifacien-
 ceTSWK1-1

43

 Geobacillus species 52
Bacillus sp. HUTBS71 58.8
Bacillus licheniformis 100

Alicyclobacillusacidocaldarius 94
 Bacillus sp. US 147 30

نتیجه گیری
به ويژگی های  توجه  با  آلفا-آميلازها  آنجا که زمينه کاربرد  از 
آن ها بسيار گسترده است، تعيين ويژگی ها و خصوصيات اين 
دسته از آنزيم ها می تواند در انتخاب صحيح و استفاده از آن ها 
و  بالا  دمايی  گستره  در  که  آلفا-آميلازهايی  باشد.  موثر  بسيار 
که  هايی  واکنش  برای  تجاری  نظر  از  دارند،  فعاليت   pH  6-7
از  استفاده  هستند.  توجه  مورد  شوند،  می  انجام  بالا  دمای  در 
اين  انجام  طی  در  هزينه  و  زمان  کاهش  موجب  ها  آنزيم  اين 
گونه فرآيندها می شود. ميزان بالای فعاليت آنزيم توليد شده 
از  تواند  می   ،BEH 111 آميلوليکوئيفاسينس  باسيلوس  توسط 
فعاليت  توانايی  اين  بر  علاوه  باشد.  توجه  شايان  اقتصادی  نظر 
را  آن  از  استفاده  بالاتر،  و  آن در دمای 50 درجه سانتی گراد 
در فرآيندهايی که در دماهای بالا انجام می شوند، امکان پذير 
فعاليت  جهت   ، تا7   6 بهينه   pH شرايط  همچنين،  کند.  می 
بالای اين آنزيم، امکان استفاده در فرآيندهايی مثل مايع سازی 

و ژلاتينه کردن نشاسته را ايجاد می کند.

جدول1- مقايسه وزن  مولکولی آلفا-آميلاز حاصل از باکتری باسيلوس 

آميلوليکوئيفاسينس BEH 111، با چند جنس و گونه ديگر.
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تشكر و قدردانی
مهندسی  ملی  پژوهشگاه  محترم  همکاران  همه  از  بدينوسيله 
ژنتيك و زيست فناوری و معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی 
واحد فلاورجان در خصوص در اختيار گذاشتن فضای تحقيقاتی 

کمال تشکر را داريم.
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