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  یدهچ

تر اسهت. تر و آسهانهزینههآل ا آمیلاز از ژرکاربردترین آمیلازها در صنعت است. تولید آمهیلاز باکتریهایی کم مقدمه:

ها و بازیافت مواد زائد سرشهار از دلیل مزایایی همچون کاهش چشمگیر هزینههمچنین، رو  تخمیر در حالت جامد به

ند سهبوس بقایای کشاورزی حاوی ترکیبات مغ ی مانمواد مغ ی یک رو  کارآمد برای تولید آمیلاز صنعتی است. 

آمهیلاز از  سازی تولیهد آل هاتری برای تخمیر در حالت جامدند. هدف این ژ وهش، بهینههای اقتصادیگندم، سوبسترا

 یم بود.با است اد  از سبوس گندم در شرایط تخمیر در بستر جامد و تخلیص جزئی این آنز باسیلوس سابتیلیس

ر جامهد در شهرایط تخمیهر بسهت PTCC 1720 باسهیلوس سهابتیلیسدر این مطالعه تولید آل ا آمهیلاز  یا:مواد و روش

 75های تولیدشد  در شرایط بهینهه بها م لهو  اشهباع آمونیهوم سهول ات سازی شد  است. تمامی ژروتئینبررسی و بهینه

 اسهیدنیتهرو سالیسیلیکدهی، جداسازی، تغلیظ و دیالیز شدند. فعالیت آل ا آمیلاز بها کمهک معهرف دیدرصد رسوب

(DNS آمیهد اکریلبا رو  بردفورد و خلوص جزئی آنزیم با رو  الکتروفورز ژ  ژلی  سنجید  شد. درصد خلوص- 

   مشخص شد.SDS-PAGE)سدیم دودسیل سول ات 

 3لیتهر آب شههری مخلهود شهد و بها میلی15گهرم سهبوس گنهدم بها  10تولید بهینة آنزیم زمانی حاصل شد که: نتایج

سهاعت  72گراد بهه مهدت درجهة سهانتی 37در دمای  و  تلقیح CFU/mL 910) 1لیتر از مایه تلقیح با ج ب نوری میلی

بهود و میهزان  563/3  (U/mL)درصهد، 75سهول ات  دهی با آمونیومگرماگ اری شد. فعالیت آل ا آمیلاز بعد از رسوب

 کیلودالتون ارزیابی شد. 63شد  نیز درصد م اسبه شد. وزن آنزیم تخلیص 8/26خلوص آنزیم 

تواند مسیری جدید و می باسیلوسمیر بر بستر جامد با حضور های این ت قیق، تخبراساس یافته گیری:بحث و نتیجه

 ارزشمند برای تولید آنزیم آمیلاز فراهم کند.

 تخمیر در بستر جامد، تخلیص آنزیم ، سبوس گندم،باسیلوس سابتیلیسآل ا آمیلاز،  یای کلیدی:واژه
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 مقدمه

های گلیکوزیهل هیهدروهزها آمیلازها به گرو  آنزیم

تعلق دارند که تجزیة ترکیبهات کربوهیهدراتی را کاتهالیز 

کنند. سه گرو  اصهلی از آمیلازهها شهامل آل ها، بتها و می

گامهها هسههتند کههه آل هها آمیلازههها در حیوانههات، گیاهههان، 

های گیاههان، هها  بتها آمیلازهها در دانههها و باکتریقارچ

هها ها و گاما آمیلازها در مخمهر و قارچها و قارچیباکتر

ههایی در سهاختار و ن هوۀ شوند. باوجود تقاوتیافت می

عمل آمیلازها عملکرد اصلی همه آنهها تجزیهة نشاسهته و 

طور تصهادفی نشاسهته را تجزیهه هاست. آل ا آمیلاز بهقند

دلیل همهین عملکهرد ریراختصاصهی سهرعت کند و بهمی

. آل هها [1]نسههبت بههه سههایر آمیلازههها دارد هضههم بههاهتری 

گلوکهان گلوکانوهیهدروهزها آل ها دی 1→4ها )آمیلاز

EC 3.2.1.1;اند کههه یههک هههای حههاوی کلسههیم  آنزیم

دهنهد و ژیونهدهای خانواد  از اندو آمیلازها را تشکیل می

گلیکوزیههههههدی را در نشاسههههههته و  1→4آل هههههها دی 

. آل ا آمهیلاز [2]کنند های مرتبط تجزیه میکربوهیدرات

ها را تجزیهه ههای طهوهنی کربوهیهدراتتواند زنجیر می

کند که درنهایت، مالتوز از آمیلهوز یها مهالتوز، گلهوکز و 

. [3]آیهد مقداری دکسترین از آمیلو ژکتین بهه دسهت می

صورت گسترد  در صنایع مختلف اسهت اد  آل ا آمیلاز به

شههود  ازجملههه بههرای هیههدرولیز نشاسههته در فراینههد می

سازی نشاسته، برای تبدیل نشاسته به شربت فروکتوز مایع

و گلوکز، برای بهبود آرد در صهنعت ژخهت و ژهز، بهرای 

شد  در صنعت کار ، بهرای حه ف تولید نشاستة اصلاح

عنوان افزودنهی مهر ر در تهیهه ید ژارچه و بهنشاسته در تول

زیسهتی . همچنهین، در فراینهد تولیهد اتهانو  [4]ها شویند 

های مهرتبط تواند در زمینههشود. این آنزیم میاست اد  می

های م یط زیسهت، فناوری مانند اصلاح آهیند با زیست

تبدیل نشاسته به سوبستراهای مطلهوب توسهط بسهیاری از 

ها، ن وذ به ژسهماندهای حهاوی نشاسهته و میکروارگانیسم

ی تولید مواد بیوشیمیایی اسهت اد  شهود. بها رههور مرزهها

فناوری طیههف کاربردهههای آمههیلاز بههه جدیههد در زیسههت

های دیگر مانند بالینی، دارویهی و شهیمی بسیاری از زمینه

 .[5]تجزیه گستر  یافته است 

ههههای فعههها  زیسهههتی از حیوانهههات، گیاههههان و آنزیم

های میکروبهی آیند. آنزیمها به دست میمیکروارگانیسم

تر، دلیل مزایههایی همچههون جداسههازی و تغلههیط آسههانبههه

 تولید بها هزینهة کمتهر در یهک بهازۀ زمهانی، ژایهداری در

حهین  شرایط سخت م یطی و کنتر  ترکیبات جهانبی در

هههای اند. بیشههتر آنزیمتولیههد آنههها بیشههتر توصههیه شههد 

دلیل ترشههح بههه م ههیط از ههها بهههتولیدشههد  از میکروب

های اند. از میان گونههفناوری دارای مزیتدیدگا  زیست

کننههد، تولیههد آمههیلاز از میکروبههی کههه آمههیلاز ترشههح می

تههر و ها ارزانههها نسههبت بههه سههایر میکروارگانیسههمباکتری

هها بهرای تولیههد ر اسهت. طیهف وسهیعی از باکتریتآسهان

 شهامل باسیلوس هایاند که بیشتر گونهآمیلاز معرفی شد 

، 2باسهههیلوس اسهههتئاروترموفیلوس، 1باسهههیلوس سهههابتیلیس

باسهههیلوس لیکنهههی ، 3باسهههیلوس آمیلولیکهههوئی فاسهههینس

 6میکسهاباسهیلوس ژلی، 5باسهیلوس کوآگهوهنس، 4فورمیس

های . آمیلازهههای تولیدشههد  توسههط گونههه[6]هسههتند 

هها نزیمدرصد بازار جهانی آ 50حدود  باسیلوسمختلف 

 باسهیلوس هایگونهه. [7]دهنهد را به خهود اختصهاص می

باسهههیلوس و  باسهههیلوس اسهههتئاروترموفیلوس، سهههابتیلیس

 آمیلاز مقاوم منابع مناسبی برای تولید آل افورمیس لیکنی

های گونهههانههد و درنتیجههه از ل ههای تجههاری بههه حرارت

باسهیلوس همچنهین،  [8]روند شمار می درخور توجهی به

را  قادر است سطح باهیی از این آنزیم سودمندسابتیلیس 

 .[9]تولید کند 
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درصد از بازار جهانی آنهزیم  23-33آمیلازها حدود 

دهند  با ایهن حها ، هزینهة تولیهد را به خود اختصاص می

آنههزیم در مقیههاس صههنعتی باهسههت. بههرآورد شههد  اسههت 

 30-40رموهسههیون م ههیط کشههت میکروبههی حههدود ف

دههد. درصد هزینة نهایی آنزیم را به خهود اختصهاص می

ههای صهنعتی ها بهرای تولیهد آنزیمنیاز بهه کهاهش هزینهه

شهود. هزینه میباعث ت قیق برای یافتن م یط کشت کم

عنوان سوبسهترا های کشهاورزی بههدر این راستا باقیمانهد 

ی در شهرایط تخمیهر در حالهت ههای میکروبهبرای آنزیم

 .[10]شود جامد است اد  می

رو  بههرای تولیههد آل هها آمههیلاز در طور عمههد  دو بههه

تخمیهر در م هیط کشهت  -1مقیاس صنعتی وجهود دارد  

تخمیر در بستر جامد. تخمیهر در حالهت جامهد  -2مایع و 

یک رو  جدیهد و تخمیهر در حالهت مهایع یهک رو  

هها بها یهک سهابقة متداو  برای تولیهد آنهزیم از میکروب

  با وجود این، تخمیر در حالت جامهد [11]طوهنی است 

عنوان یههههک زیسههههتگا  شههههبیه زیسههههتگا  طبیعههههی بههههه

شهود. میکروارگانیسم جایگزین تخمیر در حالت مایع می

بودن، هزینههبودن، کمدلیل ساد تخمیر در حالت جامد به

نیاز به انرژی کمتر، خروجهی آب کمتهر و عهدم تشهکیل 

یاد نسبت به تخمیر در حالت مایع انتخهاب بهتهری کف ز

. مزیت اصلی در این رو  بازیافهت مهواد زائهد [3]است 

عنوان سوبسهترا سرشار از مواد مغ ی و است اد  از آنها بهه

. تعهههداد زیهههادی از [11]اسهههت  بهههرای م هههیط کشهههت

م صههوهت جههانبی ماننههد سههبوس گنههدم، ژوسههته بههرن ، 

شهدۀ بقایای فیبهر کاسهاوا، نشاسهته بهرن ، ژوسهت خشک

زمینی، ژوسههت مههوز، کیههک کلههزا، کیههک رورههن سههی 

رای عنوان سوبسهترا بهنارگیل و کیهک رورهن خهرد  بهه

اند. در ایهن میهان، تخمیر در حالهت جامهد اسهت اد  شهد 

دلیل وجهود ترکیبهات مغه ی، های کشاورزی بهباقیماند 

تری بهههرای تخمیهههر در حالهههت سوبسهههتراهای اقتصهههادی

دلیل اینکهه نسهبت بهاهتری از جامدند. سهبوس گنهدم بهه

درصهد  را نسهبت  80شهوند  )های متابولیز کربوهیدرات

های کشاورزی دارد، منبع کهربن بهتهری د به سایر باقیمان

عنوان سوبسترا بهرای تخمیهر است و بیشترین است اد  را به

در حالت جامد دارد. علاو  بر این، سبوس گنهدم حهاوی 

های ژروتئین، فیبرهای ر ایی، عناصر معدنی و اسید آمینه

ههها و ضههروری مختلههف بههرای رشههد و تکریههر باکتری

 .[12]درنهایت تولید آنزیم است 

هههایی کههه بههرای کاربردهههای صههنعتی اسههت اد  آنزیم

شوند به ژرداز  و درصد خلوص کمتری نیاز دارنهد  می

شهد  در صهنایع دارویهی و ههای است اد که آنزیمدرحالی

باهیی داشهته باشهند. همچنهین، بالینی باید درصد خلوص 

های بیوشهیمیایی و ها برای مطالعة وی گیزمانی که آنزیم

شهوند بایهد کامههل رابطهة سهاختار و عملکهرد اسهت اد  می

ههای ها بها اسهت اد  از تکنیکخالص شد  باشند. ژروتئین

دهی بها شوند که شامل رسوبسازی میمشخصی خالص

، دیهههههالیز، آمونیهههههوم سهههههول ات، اولترافیلتراسهههههیون

کرومههاتوگرافی تعههوین یههونی، کرومههاتوگرافی سههتونی 

سازی مرحله به مرحله نیاز ها به خالصاست  این تکنیک

های بهاه در یکسهری از مراحهل دارند. ترکی  این رو 

 .[11]شود برای رسیدن به درصد خلوص باه انجام می

تولید آل ها آمهیلاز  1390هاشمی و همکاران در سا  

را  KR-8104 سهویة باسیلوسریروابسته به کلسیم توسط 

ارزیههابی  ور و حالههت جامههددر دو سههامانة تخمیههر روطههه

 1392. همچنین، عظیمی و همکاران در سا  [13]کردند 

را در  باسیلوس لیکنهی فهورمیستولید آل ا آمیلاز توسط 

شرایط تخمیر در حالت جامد با است اد  از سهبوس گنهدم 

سهازی کردنهد های ژایه بهینهشد  با م لو  م یطترکی 

تولیههد آل هها  1393. کابوسههی و همکههاران در سهها  [14]
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را بهها  باسههیلوس آمیلههو لیکههویی فاسههینسآمههیلاز توسههط 

است اد  از عصهارۀ نخهود فرنگهی و کنجالهه تخهم ژنبهه بها 

صههمد و  [15]سههازی کردنهد ور بهینهرو  تخمیهر روطهه

تولید آل ا امیلاز از گونهة  1394در سا  لویی و همکاران 

 .[16]سههازی کردنههد بررسههی و بهینه را بههاکتری مهه کور

مولهد آل ها آمهیلاز  هایباسیلوس 1396درنهایت در سا  

مقاوم به حرارت شناسهایی شهدند و افریشهم و همکهاران 

سههازی تولیههد آنههزیم و بررسههی فعالیههت و ژایههداری بهینه

 .[17]آنزیم را بررسی کردند 

سهازی تولیهد آل ها هدف این ژ وهش، بررسی و بهینه

ر در شهرایط تخمیهر در بسهت باسیلوس سابتیلیسآمیلاز از 

جامد بها اسهت اد  از سوبسهترای سهبوس گنهدم و بررسهی 

میزان تولیهد و درصهد خلهوص آنهزیم تولیدشهد  بعهد از 

دهی بهها آمونیههوم سههازی جزئههی بههه رو  رسههوبخالص

 سول ات است.

 

 یامواد و روش

لیتر میلی 50منظور تهیة مایه تلقیح، به: مایه تلقیح ۀتهی

بها یهک ژرگنهه ایزولهه از بهاکتری  TSBم یط کشت  از

 12، تلقهیح و بهه مهدت PTCC 1720 باسیلوس سابتیلیس

 و دمهای rpm 130 ساعت در انکوباتور شیکردار بها دور

لیتر میلی 50گراد گرماگ اری شد. سپس درجة سانتی 37

لیتهههر از تهههاز  بههها یهههک میلی TSBاز م هههیط کشهههت 

ج در طهو  مهو 1سوسپانسیون باکتری )بها جه ب نهوری 

آمد  از مرحلههة قبههل، تلقههیح و در دسههتنههانومتر  به 600

 130گراد و درجهة سهانتی 37انکوباتور شیکردار با دمای 

دور در دقیقهه بهه مهدت دو سهاعت گرماگه اری شهد تها 

   برسد.CFU/mL 910) 1ج ب نوری مایه تلقیح به 

گهرم از سهبوس  10: شرایط تخمیرر در بسرتر جامرد

 10لیتهری انتقها  داد  و بها میلی 250گندم به یهک ارلهن 

ههها بعههد از لیتههر از آب شهههری مخلههود شههد. ارلنمیلی

درجههة  121دقیقههه در دمههای  30گهه اری بههه مههدت ژنبه

گراد در اتوکلاو استریل شدند. بعد از سردشدن در سانتی

 ب نهوری لیتر مایه تلقیح با جمیلی 2ها با دمای اتاق ارلن

 37ساعت در انکوباتور بها دمهای  48، تلقیح و به مدت 1

 .[12]گراد نگهداری شدند درجة سانتی

شههرایط هههای تولیدشههد  در آنزیم: اسررتخراآ آنررزیم

لیتههر بههافر میلی 50کردن بها اضههافهتخمیهر در بسههتر جامههد 

گهرم سهبوس  10بهه  =pH 7موهر با  02/0فس ات سدیم 

و نگهههداری در انکوبههاتور  گنههدم بعههد از فراینههد تخمیههر

بهه  rpm 100گراد با دور درجة سانتی 4شیکردار با دمای 

ساعت، از فهاز جامهد بهه فهاز مهایع وارد شهدند و  2مدت 

ن بههرای جداسههازی آنههزیم از سههایر ترکیبههات سوسپانسههیو

گراد بها درجة سانتی 4دقیقه در دمای  10حاصل به مدت 

ها در مایه رویهی سانتری یوژ شد تا آنزیم rpm 6000دور 

 .]10و  8[تجمع یابند 

 DNSفعالیت آنهزیم بها رو     سنجش ف الیت آنزیم

. بهرای [18]نیترو سالیسیلیک اسید  انداز  گیری شد )دی

آمد  دستلیتر از م لو  بهمیلی 5/0تعیین فعالیت آنزیم، 

لیتر از م لو  نشاستة م لو  در میلی 5/0بل با از مرحلة ق

رصهد مخلهود شهد و بهه دآلدریچ  یهک  -آب )سیگما 

گراد درجة سهانتی 30دقیقه در انکوباتور با دمای  5مدت 

های دور در دقیقه قرار گرفت. سهپس رلظهت قنهد 100و 

گیری کاهنههدۀ آزادشههد  از سوبسههترای نشاسههته بهها انههداز 

 DNSنههانومتر بهها رو   540جهه ب نههوری م لههو  در 

 سنجش شد.

شهههد  بهههرای صههه رکردن دسهههتگا  شهههاهد است اد 

اسپکتوفتومتر شامل همه مواد درگیر در واکنش سهنجش 

جز م لهو  حهاوی آنهزیم تولیدشهد  فعالیت آنزیمهی بهه

 توسط باکتری است.
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گیری حهداکرر بهرای شهکل سازی تولید آنزیم:بهینه

کشههت ازنظههر ها بایههد شههرایط تولیههد میکروارگانیسههم

ژارامترهایی مانند زمان، دما، میزان رطوبت و میزان حجم 

 سازی شوند.مایة تلقیح بهینه

بعهد از منظور دسهتیابی بهه زمهان بهینهة انکوباسهیون به

 10در هر ارلن  لیتریمیلی 250عدد ارلن  15سازی آماد 

لیتهر از آب شههری مخلهود میلی 10گرم سبوس گندم با 

دقیقه در دمای  30گ اری به مدت ز ژنبهها بعد اشد. ارلن

گراد در اتوکلاو استریل شهدند. بعهد از درجة سانتی 121

لیتر مایهة تلقهیح میلی 2ها با سردشدن در دمای اتاق، ارلن

، 48، 24تلقیح شدند و بعهد از گ شهت  1با ج ب نوری 

سههاعت از زمههان کشههت در سههه تکههرار  120و  96، 72

 ارزیابی شدند.

بعد ررسی ا ر رطوبت م یط بر تولید آنزیم منظور ببه

بههه هههر  لیتههری،میلی 250عههدد ارلههن  12سههازی از آماد 

ترتی  ههر ارلهن بها گرم سبوس گندم، اضافه و به 10ارلن

لیتههر از آب شهههری مخلههود شههد. میلی 20و  15، 10، 5

دقیقهه در دمهای  30گه اری بهه مهدت ها بعهد از ژنبهارلن

اتوکلاو استریل شهدند. بعهد از گراد در درجة سانتی 121

لیتر مایهة تلقهیح میلی 2ها با سردشدن در دمای اتاق، ارلن

سههاعت در  72، تلقههیح و بههه مههدت 1بهها جهه ب نههوری 

گراد نگههداری شهدند درجة سانتی 37انکوباتور با دمای 

 و بعد از این زمان تولید آنزیم بررسی شد.

بعهد یم برای بررسی ا ر حجم مایة تلقیح بر تولید آنهز

در هههر  لیتههری،میلی 250عههدد ارلههن  12سههازی از آماد 

لیتهر از آب شههری میلی 15گرم سبوس گندم بها  10ارلن

دقیقهه  30گ اری به مهدت ها بعد از ژنبهمخلود شد. ارلن

گراد در اتههوکلاو اسههتریل درجههة سههانتی 121در دمههای 

ترتی  هر ارلن بها شدند. بعد از سردشدن در دمای اتاق به

، تلقیح و به 1لیتر مایة تلقیح با ج ب نوری میلی 4و  3 ،1

درجههة  37سههاعت در انکوبههاتور بهها دمههای  72مههدت 

 گراد نگهداری شدند.سانتی

ا ر دمای انکوباسیون بر تولیهد آنهزیم  منظور بررسیبه

در ههر  لیتهریمیلی 250عهدد ارلهن  9سهازی بعد از آماد 

ر از آب شههری لیتهمیلی 15گرم سبوس گندم با  10ارلن 

دقیقهه  30گ اری به مهدت ها بعد از ژنبهمخلود شد. ارلن

گراد در اتههوکلاو اسههتریل درجههة سههانتی 121در دمههای 

 3ههها بهها شههدند. بعههد از سردشههدن در دمههای اتههاق، ارلن

، تلقهیح و بهه مهدت 1لیتر مایة تلقیح با ج ب نهوری میلی

جة در 40و  37، 30ساعت در انکوباتورهایی با دمای  72

 گراد نگهداری شدند.سانتی

شهود  فعالیت آنزیم آل ا آمهیلاز اینگونهه تعریهف می

سوبسترای مناس  تولیهد  گرم یک در که ژروتئینی میزان

 ماننهد کاهنهد  قنهد گهرممیلی یک تواندشد  است و می

 آنزیم فعالیت سنجش شرایط در دقیقه یک در مالتوز را

میهزان  gdsشود  مطرح می U/gdsصورت آزاد کند و به

 .[12]شود سوبسترای خشکی است که م اسبه می

شد  بهرای ژیشهگیری از ایجهاد خطها در شاهد است اد 

های دلیل وجهود کربوهیهدراتم اسبات تولید آنزیم، بهه

در سبوس گندم، شهامل همهه   )قندهای کاهند  متابولیز 

جز مواد درگیر در واکهنش سهنجش فعالیهت آنزیمهی بهه

جای م لو  نشاسته از آب دوبهار م لو  نشاسته است. به

 تقطیر است اد  شد.

دیی برا تخلیص جزئی آلفا آمیلاز ازطریر  رسرو .

های تولیدشد  توسط بهاکتری ژروتئین : آمونیوم سولفات

در شههرایط تخمیههر در بسههتر جامههد بتیلیس س سههاباسههیلو

لیتههههر از م لههههو  میلی 45هههههای موجههههود در )ژروتئین

آمد  در فرایند اسهتخراج آنهزیم  در حهداقل سهه دستبه

درصهد  75دهی بها م لهو  اشهباع تکرار ازطریق رسهوب

دهی، جداسهازی و تغلهیظ نمک آمونیوم سول ات رسوب
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از شههدند. سههپس بههرای حهه ف نمههک آمونیههوم سههول ات 

بهر   آمد ، فرایند دیالیز با کیسة دیالیز بادستم لو  به

در مقابهل آب مقطهر اسهتریل بها  دالتون 12000 7مولکولی

درجهة  4سهاعت در دمهای  24چرخش مهداوم بهه مهدت 

و  6، 4، 2های گراد و تعوین بافر دیالیز در فاصهلهسانتی

 ساعت انجام شد. 8

ال تروفررورز بررا ژی سرردیم دودسرری  سررولفات .

آمیهد اکریلالکتروفورز عمودی ژ  ژلی: آمیدآکری پلی

اهدۀ   برای مشهSDS-PAGEسدیم دودسیل سول ات ) -

شد  و اطمینان از تخلیص نسهبی اندازۀ آل ا آمیلاز حاصل

 12طبق رو  زیر انجهام شهد  ژ  جداکننهد  بها رلظهت 

درصد تهیهه شهد و  5کنند  با رلظت درصد و ژ  متراکم

شههد  درون هریههک از های آماد نمونهههمیکرولیتههر از  40

هههای کنههار ههها تزریههق شههد. در یکههی از چاهکچاهک

س ها نیز مارکر انداز  ژروتئینی در نظر گرفته شد. ژهنمونه

ها به ژایین ژ ، جریان برق قطهع شهد، دو از رسیدن نمونه

ر شیشة قال  به آرامی از هم جدا شدند و ژ  با آب مقطه

سهاعت  16آن، ژ  بهه مهدت  شو داد  شد. بعد ازوشست

 4زا قههرار داد  شههد و سههپس بههه مههدت در م لههو  رنهه 

بر قهرار گرفهت تها بانهدها قابهل ساعت در م لهو  رنه 

 .]19[مشاهد  شدند 

بهرای بررسهی م تهوی   ت ییی میرزا  للترت آنرزیم

شهد  و درصهد خلهوص آل ها های تخلیصژروتئینی نمونه

لیتهر میلی 8/1آمیلاز، آزمون بردفورد انجهام شهد. مقهدار 

لیتر م لو  ذخیهرۀ بردفهورد میلی 6م لو  کار بردفورد )

 20درصههد و  95گههرم کوماسههی بلههو، اتههانو  میلی 53 -

اتهانو  لیتهر میلی 3 -درصهد  85لیتر اسید فسه ریک میلی

درصهد را بها  85لیتر اسهید فسه ریک میلی 6درصد و  95

رسههانیم  در لولههه می 100آب دوبههار تقطیههر بههه حجههم 

میکرولیتر نمونة ژروتئینی به آن  200آزمایش ریخته شد، 

جای عنوان شاهد در یک لوله آزمهایش نیهز بههاضافه و به

میکرولیتر نمونة ژروتئینی، آب مقطر ریختهه شهد. از  200

عنوان بلانهک در مرحلهة بعهد اسهت اد  خلود حاصل بههم

نهانومتر  595ههای ژروتئینهی در شد. ج ب نوری مخلود

گیری شد. با است اد  از نمودار استاندارد بردفهورد، انداز 

 .[20]میزان ژروتئین موجود در هر نمونه م اسبه شد 

 

 
 [21]مودار استاندارد بردفورد ن -1شکل 

 

ههای تمهامی داد : یراتجزیره و تحلیر  آمراری داده

 SPSSافزار آماری های مختلف با نرمیشحاصل از آزما

  ANOVAو با کمک آزمون آنالیز واریانس ) 23نسخه 

 درصد تجزیه و ت لیل شدند. 95در سطح اطمینان 

 

 نتایج

 2شهکل : اثر مدت زما  ان وباسیو  بر تولید آنرزیم

ز ا ر مدت زمان انکوباسهیون بهر میهزان تولیهد آل ها آمهیلا

را در شهرایط تخمیهر س یباسهیلوس سهابتیلتوسط باکتری 

طور کههه مشههاهد  دهههد. همههاندر بسههتر جامههد نشههان می

شود بها گ شهت زمهان تولیهد آنهزیم افهزایش مشاهد  می

 ساعت تولید آنزیم به بیشترین مقدار 72یابد، در زمان می

رسد و بعد از آن با گ شهت زمهان تولیهد آنهزیم خود می

 یابد. کاهش می
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، بهینه شرایط برای گ اریساعت ژس از گرمخانه 72

در شهرایط  سیباسهیلوس سهابتیلتولید آل ا آمیلاز توسهط 

شهد  افتد. اختلاف مشاهد تخمیر در بستر جامد ات اق می

با فعالیهت آنهزیم در سهایر  24بین فعالیت آنزیم در زمان 

  .p<0.05درصد معنادار است ) 5ها در سطح زمان

 ا هر 3شهکل : اثر رطوبرت محریط برر تولیرد آنرزیم

 رطوبههت بههر میههزان تولیههد آل هها آمههیلاز توسههط بههاکتری

را در شهرایط تخمیهر در بسهتر جامهد  سیباسیلوس سهابتیل

میزان تولیهد  شودطور که مشاهد  میدهد. هماننشان می

یابد و بیشترین آنزیم با افزایش رطوبت م یط افزایش می

گهرم  10آیهد کهه میزان تولید آنزیم زمانی بهه دسهت می

لیتهر آب مخلهود شهود و از آن میلی 15سبوس گندم بها 

ژس با افزایش رطوبت تولید آنهزیم کهاهش یابهد. میهزان 

 لیتهر آب بهه م هیطمیلی 5فعالیت آنزیم در شرایطی کهه 

کشت اضافه شد  اسهت، بها سهایر مهوارد اخهتلاف نشهان 

درصهد معنهادار اسهت  5دهد ایهن اخهتلاف در سهطح می

(p<0.05.  

ا هر  4شهکل : اثر حجم مایۀ تلقیح برر تولیرد آنرزیم

حجههم مایههة تلقههیح بههر میههزان تولیههد آل هها آمههیلاز توسههط 

را در شرایط تخمیهر در بسهتر  سیباسیلوس سابتیلباکتری 

میزان بهینهه و بیشهترین میهزان تولیهد  دهد.جامد نشان می

لیتهر از مایهة میلی 3گرم سبوس گنهدم  10آنزیم با تلقیح 

ههای کمتهر و بیشهتر از حجهم تلقیح حاصل شد. در حجم

بهینههة مایههة تلقههیح، میههزان تولیههد آنههزیم کههاهش یافههت. 

هههای م بهین حجمشهد  در فعالیههت آنهزیاخهتلاف مشاهد 

درصهد معنهادار اسههت  5لیتهر در سهطح میلی 3و  1تلقهیح 

(p<0.05 معنههاداربودن اخههتلاف فعالیههت آنههزیم بههین . 

درصهد تیییهد شهد   5نیز در سطح  4و  3های تلقیح حجم

 اما بین سطوح دیگر خیر.

 
 . بررسی ا ر مدت زمان انکوباسیون بر فعالیت آنزیم2شکل 

 

 
 بررسی ا ر رطوبت م یط بر فعالیت آنزیم -3شکل 

 

 

 
 بررسی ا ر حجم مایة تلقیح بر فعالیت آنزیم -4شکل 
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ز در ا ر دما بر تولید آل ا آمیلا: اثر دما بر تولید آنزیم

شهود. دمهای بهینهه بهرای تولیهد آل ها مشاهد  می 5شکل 

شهرایط تخمیهر در  باسهیلوس سهابتیلیسآمیلاز از باکتری 

گراد اسهت و در دماههای درجة سهانتی 37 در بستر جامد

تر و بیشهتر از ایهن دمها میهزان تولیهد آنهزیم کهاهش ژایین

شههد  بههین فعالیههت آنههزیم در یابههد. اخههتلاف مشاهد می

درصههد معنههادار اسههت  5دماهههای مختلههف در سههطح 

(p<0.05.  

 

 
 بررسی ا ر دمای انکوباسیون بر فعالیت آنزیم -5شکل 

 

تخلیص جزئی آل ا آمیلاز : آمیلازتخلیص جزئی آلفا 

تولیدشهههد  توسهههط بهههاکتری  ههههایاز مجموعهههه ژروتئین

در شهرایط تخمیهر در بسهتر جامهد بها  باسیلوس سابتیلیس

درصههد نمههک آمونیههوم  75اسههت اد  از م لههو  اشههباع 

از    و فعالیت آل ا آمیلاز بعهد6سول ات انجام شد )شکل 

 م اسبه شد. U/mL 563/3 دهی، تغلیظ و دیالیزرسوب

بعهد از : یای آلفرا آمریلاز و درصرد خلرو ویژگی

تخلیص جزئی آل ا آمیلاز تولیدشد  در شهرایط بهینهه بها 

درصد آمونیوم سهول ات بهرای بررسهی  75م لو  اشباع 

کی یت و وزن مولکولی آل ا آمیلاز تخلیص شد  است و 

درصهد بهارگزاری  12آمیهد آکریلها روی ژ  ژلینمونه

شهود آل ها مشهاهد  می 7طور که در شکل اناند. همشد 

کیلودالتههون اسههت و همچنههین  63شههد  آمههیلاز تخلیص

حضور این باند تییید کی ی تخلیص آل ا آمیلاز را ا بهات 

کنههد. بههرای م اسههبة درصههد خلههوص آل هها آمههیلاز می

شد  آزمهون بردفهورد انجهام شهد. فعالیهت ویه ۀ تخلیص

 8/26 و درصههد خلههوص آنههزیم U/mg 268/0آنههزیم 

 م اسبه شد  است.

 

 
بعد از  DNSنتیجة سنجش فعالیت آنزیم با معرف  -6شکل 

لانک، ب -Bدرصد و دیالیز. ) 75دهی با آمونیوم سول ات رسوب

A-  نمونة بعد از دیالیز 

 

 
سازی خالص  SDS-PAGEتصویر الکتروفورز عمودی ) -7شکل 

در  سسابتیلیباسیلوس جزئی آل ا آمیلاز تولیدشد  توسط باکتری 

 کنتر  -Aوتئینی، مارکر ژر -M) شرایط تخمیر در بستر جامد

سازی جزئی آل ا آمیلاز تولیدشد  مونة حاصل از خالصن - مربت،

 در بستر جامد 
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 بحث

ترین منابع تولید آل ها آمهیلاز مهم باسیلوسهای گونه

. در این [3]میرند های مختلف تخها با رو و سایر آنزیم

مهیلاز آبرای تولید آل ا  باسیلوس سابتیلیسمطالعه توانایی 

در شهرایط تخمیهر بسههتر جامهد بررسهی و تیییههد شهد کههه 

خود واجهههد اهمیهههت فهههراوان اسهههت. همچنهههین نوبههههبه

هههای م یطههی ماننههد دمههای انکوباسههیون، زمههان ژارامتر

انکوباسهیون، رطوبهت م هیط و حجههم مایهة تلقهیح بههرای 

 در باسهیلوس سهابتیلیستولید آل ا آمیلاز توسط بهاکتری 

تخمیر در حالت جامد با اسهت اد  از سهبوس گنهدم رو  

سازی شدند. بیشترین میهزان تولیهد آنهزیم زمهانی بهه بهینه

لیتهر آب میلی 15گرم سبوس گنهدم بها  10دست آمد که

 72لیتر از مایة تلقیح به مهدت میلی 3شهری، مخلود و با 

گه اری گراد گرمخانهدرجهة سهانتی 37ساعت در دمای 

 شد.

با توجه به  ان وباسیو  بر تولید آنزیم: اثر مدت زما 

 72بعههد از گ شههت  باسههیلوس سههابتیلیس اینکههه بههاکتری

رسهد، حهداکرر تجمهع آل ها ساعت به فاز سکون رشد می

 آمیلاز در انتهای فهاز لگهاریتمی رشهد و در همهین زمهان

شود. همچنین کاهش میهزان تولیهد آل ها آمهیلاز دید  می

دلیل انتشههار بههه سههاعت ممکههن اسههت 72بعهد از گ شههت 

زمههان بهها سههطح بههاهیی از ژروتئازهههای درون سههلولی هم

 تشکیل آندوسپور باشد.

افهزایش میهزان  اثر رطوبت محیط برر تولیرد آنرزیم:

توان به با افزایش رطوبت م یط کشت را می تولید آنزیم

ها به فعالیت باهی آب مرتبط دانست. بدیهی نیاز باکتری

ی است بهترین میزان رطوبت برای تولید آنزیم در بهاکتر

افتهد کهه بهینهة رشهد انجهام شهود و در شرایطی ات اق می

های آب مانع انتشهار مطلهوب اکسهی ن و حضور مولکو 

 های باکتری نشود.ه درون سلو انتقا  مواد مغ ی ب

علت میهزان کهم  اثر حجم مایۀ تلقیح بر تولید آنزیم:

تهوان های ژایین از مایة تلقهیح را میتولید آنزیم در حجم

های زنههد  در م هیط تولیههد مههرتبط بهه تعههداد کهم سههلو 

ها بههه زمههان بیشههتری بههرای رشههد و دانسههت و ایههن سههلو 

از مهواد مغه ی  رسیدن بهه تعهداد مطلهوب بهرای اسهت اد 

م ههیط کشههت بههرای تولیههد بهینههة آنههزیم نیههاز دارنههد  

کههه ممکههن اسههت دلیههل میههزان کههم تولیههد در درحالی

بهودن مهواد های بیشتر از حجم بهینة مایة تلقیح، کمحجم

های زنههد  و تجمههع مغهه ی بههرای تعههداد زیههاد سههلو 

 های سمی باشد.متابولیت

ا افزایش دمها تهتولید آنزیم با  اثر دما بر تولید آنزیم:

دههد کهه بهرای بهاکتری ای روند افزایشهی نشهان مینقطه

با  اما دهد مناس  است و رشد خود را به خوبی انجام می

یابد. این ممکهن افزایش بیشتر دما تولید آنزیم کاهش می

علت از دست دادن رطوبت در بستر جامد و عدم است به

ه بهه های میکروبهی باشهد کهشرایط بهینهة فعالیهت سهلو 

 شود.کاهش رشد و کاهش تولید آنزیم منجر می

نتههای  حاصههل از تولیههد و تخلههیص جزئههی آنههزیم و 

همچنههین درصههد خلههوص آل هها آمههیلاز در ایههن مطالعههه 

کنندۀ این موضهوع اسهت کهه رو  تخمیهر در بسهتر بیان

گیری از ضایعات دورریهز کشهاورزی ماننهد جامد با بهر 

ز تولید آل ا آمهیلا سبوس گندم یک ژیشنهاد مناس  برای

 در مقیاس صنعتی است.

 

 سپاسگزاری

از مههدیریت ت صههیلات تکمیلههی دانشههگا  شهههرکرد 

بابت حمایت مالی و از دکتهر صهادق فرهادیهان اسهتادیار 

سهازی شناسی بابت مشاور  در زمینهة خالصگرو  زیست

 آنزیم کما  تشکر و قدردانی را داریم.
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