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 چکیده

از  یساتیاتاانو  و ساوخت ز دیو تول ییغذا عینشاسته، در صنا زکنندهیدرولیه میآنز عنوانبه لازیآم-آلفا

 آماایلاز در-بررساای تولیااد آناازیم آلفاااپااژوه   نیااهاادا از ا برخااوردار اساات  یفراواناا تیاااهم

می رانیا یکروبیم ونیو مراکز کلکس مناطق مختلف ایراناز  لازیآم میکننده آنز دیتول یهاسمیکروارگانیم

 هیدو ساو ایاه دارای فعالیات آمایلازی بودناد جد 183جدایه غربالگری شده، تعداد  331از بین  .باشد

 یحداکثر نسبت سطح هاله به کلنا یدارا AGR91 و AGR228 با نام یشده از خاک کشاورز یجداساز

نشان دادناد کاه از آن  یلازیآم تیفعال ،یکروبیم ونیمتعلق به مراکز کلکس هیسو یهمه ،نیبودند  همچن

 میازان آمایلاز تولیادی در فعالیت را نشان دادناد  نیبالاتر PTCC- 1156 و PTCC- 1732 هیدو سو نیب

PTCC- 1732  وAGR228 بیشینه فعالیت آنازیم   شدلیتر برآورد واحد در میلی 18/11و  5/20 به ترتیب

در مورد جدایاه  باشد می 10برابر با  pHو  گرادسانتیدرجه  80در دمای  PTCC-1732آمیلاز از باکتری 

AGR228  و  گرادسانتیدرجه  60حداکثر فعالیت در دمایpH  گیری شد  اندازه 8برابر با 
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 مقدمه -1

با افزای  جمعیت و افزای  سطح زندگی و رفاه عماومی 

 هاامییابد  آنزها روز به روز افزای  میاهمیت تولید آنزیم

در صنایع غذایی، دارویای و بهداشاتی  یامصارا گسترده

های صنعتی تا ماه اندازه بازار جهانی آنزیم طبق آمار دارند 

 میلیاارد دلار باوده اسات  76/1حدودا  2024مارس سا  

( برابار باا CAGR) نرخ رشاد مرکاب شود بابینی میپی 

یما 2034تا ساا   یدلار اردیلیم9/2به درآمد  درصد 2/5

مختلاف مانناد غاذا،  یهاناهیدر زم هاامیاکناون آنز  رسد

 و  یدباغ ،ییمنسوجات، لباسشو نده،یخوراک، مواد شو

اساتفاده  ییایمیو مواد شا یشیآرا ،ییدارو عیصنا نیهمچن

 باازار از درصاد 80از   یبا یصانعت ی  کااربرشاوندیم

 یالا 25 لازیآما میآناز  که [1] دهندیم لیرا تشک هامیآنز

 نیدر باا  [2] شااودیرا شاامل ماابااازار ایاان از  درصاد 30

از  یکاااای (EC 3.2.1.1) لازهااااایآم -آلفااااا لازهاااا یآم

که هساتند یصنعت یلازهاینوع آم نیو مهمتر نیترممبوب

یی کاربری و مواد غذا ندهیاتانو ، مواد شو دیتول عیدر صنا

 فیاط ،یوتکنولاوژیدر ب دیاجد ی  با ظهاور مرزهاادارند

مانناد  دیاجد یهاناهیاز زم یاریدر بسا لازیآم یکاربردها

-آلفاا  [3] اسات افتاهیگساترش  یایدارو ،ینیباال یمیشا

را  یدیاکوزیگل -4و1-آلفا یداخل وندیپ زیدرولیه هالازآمی

  در واقاع دهدیانجام م دهایگوساکاریال ریدر نشاسته و سا

نشاساته باه  هیااول زیدرولیهستند که ه لازهایاندوآماز نوع 

 یونادهایشکسات پ قیطرتر را از کوتاه یدهایگوساکاریال

   [4] کنندیم زی کاتالیدیکوزیگل 4 و1-آلفا

 میمهم آناز یاز کاربردها یکینشاسته  زیدرولیه یتکنولوژ

 میامهام رژ یاز اجازا یکای  نشاساته باشدیم لازیآم-آلفا

حاصال از آن  یهاافراورده بناابراین،انسان اسات   ییغذا

 عیدر صانا یمایو آنز ییایمیش زیدرولیه فرایند یپس از ط

و  اننااد مشااتقات شااربت گلااوکز، فروکتااوزم ییغااذا

نشاساته   شودیاستفاده م نیکلودکستریا سی نیمالتودکستر

از غاذاها کااربرد دارد و باه یاریبس یبافت اتیدر خصوص

 یهادارکننادهیها، پاغلظت دهناده عیطور گسترده در صنا

 رودیعوامل ژ  کننده و نگهدارنده آب بکاار ما ،یدیکلوئ

[5]  

هااا و قارچمختلااف  یهااز گونااه تواناادیماا لازیآماا-آلفااا

باا کااربرد  لازیآما-شاود اماا تااکنون آلفاا دیتول هاباکتری

در  شده است  یجداساز لوسیعموما از جنس باس یتجار

 یبارا یباه طاور گساترده ا .Bacillus sp  ها،یباکتر انیم

یاستفاده ما یصنعت یازهاین نیتأم یبرا لازیآم -آلفا دیتول

 .B. subtilis ،B. stearothermophilus ،B .  شاااااااااود

licheniformis  و B. amyloliquefaciens  عنوانبااااااااه 

اند و به طاور شناخته شده لازیآم-آلفا کنندگان خوبدیتول

 یکاربردهاا یبارا میآناز یتجاار دیاتول یبارا یاگسترده

 کاهآنجائیاز   [6مختلف مورد اساتفاده قارار گرفتاه اناد]

 90تاا 80باالا ) ینشاسته در دما یسازعیما یمیآنز فرایند

 یداریاباا پا لازیآم میآنز  شودی( انجام مگرادیدرجه سانت

 دیاتول یو بارانشاساته  هیاتجز فرایندبهبود  یبرا یحرارت

شااربت  ،یسااتالیماننااد گلااوکز، دکسااتروز کر یممصااولات

   [5]کاربرد دارد  اریبس نیدکستروز، مالتوز و مالتودکستر

 یهاامیسکروارگانیم ییشناسا یرو یمطالعات یکارها اکثر

کشات  طیمما یها بار روآن ن یبا گز لازیآم میمولد آنز

هماراه و رنگ آمیزی بعدی باا یاد نشاسته  یحداقل حاو

هیساو ن یگز یبرا یمناسب تیموفق روش نیبوده است  ا

 توانادیما یمیساکروارگانیم رایاز ،دارد لازیمولد آما یها

 یبارا لازیآما دیاتول ییبستر رشد کند کاه تواناا نیا یرو

کاربن ماورد  نیتر و تاأمسااده یهاشکستن نشاسته به قند

  پاس از رشاد [3] رشاد خاود را داشاته باشاد یبرا ازین

ها در ممیط آگاردار حاوی نشاسته، از مملاو  یاد باکتری

هاای رشاد اساته در اطاراا کلنیجهت بررسی تجزیه نش

 عنوانبهترکیبات ید دار  کهاز آنجائی  شودمییافته استفاده 

ممیط کشات  ها درآنستفاده از ا ،هستندمهار کننده باکتری 

 (Trypan Blue)تریپاان بلاو   [7] باشادامکان پاذیر نمای

یک ترکیب بی ضرر با نشاسته کماپلکس تشاکیل  عنوانبه
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آمایلاز -های تولیاد کنناده آلفااداده و در شناسایی باکتری

روش جدیاد معرفای شاده اسات  در ایان روش  عنوانبه

  نتاای  [9, 8]شاودناحیه روشن در اطراا کلنی ایجاد می

 طبیعات متناوع دلیلایران بهنشان داده است که  هاپژوه 

  [11, 10]ها با ویژگی خاص اسات میکروارگانیسم حاوی

های تولید کننده آمیلاز از منااطق مختلاف غربالگری آنزیم

، کاویر [16-13]های آبگرم ، چشمه[12]ایران مانند خاک 

, 16] و ماانگرو  های حرا، جنگل[18]، دریاچه [17]لوت 

انجام شده است  اما پژوهشی در ارتباط با غرباالگری  [19

ام انجاها و پسماندهای حاوی نشاساته در ایاران از پساب

 است   نشده

ی حااوی نشاساته نشان می دهد که پساماندها هاپژوه 

زباله های آشپزخانه مکان مناسبی جهات غرباالگری مانند 

  [20]اسات آمایلاز -میکروارگانیسم های تولید کننده آلفاا

گزارشی از غربالگری هدفمناد آنازیم آمایلاز از  ،همچنین

 باشد مراکز کلکسیون میکروبی ایران موجود نمی

هاای تولیاد هدا از این پژوه ، بررسی فراوانای باکتری

مراکاز در  موجود هایباسیلوس درآمیلاز -کننده آنزیم آلفا

کلکسیون میکروبی ایران و مناطق با پتانسیل بالای حضاور 

های آمیلاز مانند زمین -های مولد آنزیم آلفامیکروارگانیسم

لیاد توهای های آبگرم، پسااب کارخاناهکشاورزی، چشمه

 باشد  نشاسته و تولید چیپس می گلوکز از

  هامواد و روش -2

 هاتهیه مواد آزمایشگاهی و میکروارگانیسم 2-1

پودر گلوکز، عصاره مخمر، سدیم کلرید و پاودر تریپتاون 

هاا و   ساایر نمکشاد، ایتالیا تهیاه Liofilchemاز شرکت 

تهیاه   شادآلادری  خریاداری -کت سیگماها از شرحلا 

( و PTCCها از مرکااز کلکساایون میکروباای ایااران )سااویه

باا   انجام شد( IBRCمرکز ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران )

در  لوسیمتعلق باه جانس باسا یهاهیسو تیتوجه به اهم

شاده  یداریاخر یهاهیساو هیاکل ،یصنعت یهامیآنز دیتول

با توجه به هدا  ی  از طرفاست لوسیمتعلق به جنس باس

یدر صنعت غاذا،  بااکتر میبر اسستفاده از آنز یطرح مبن

های تهیاه سویه( هستند  GRAC) منیمورد استفاده ا یها

 ذخایر مرکز) IBRCاز  به صورت آمپو  لیوفیلیز شده شده

 میکروبای کلکسیون مرکز) PTCC،(ایران زیستی و ژنتیکی

 شامل:  (ایران
Bacillus halosaccharovorans (IBRC -M10095), 

Bacillus licheniformis (IBRC- M10204), Bacillus 

spizizenii (PTCC- 1023), Bacillus licheniformis 

(PTCC- 1595), Bacillus cereus (IBRC- 10796), 

Bacillus subtillus subsp. Spizizienii (IBRC- 10808), 

Bacillus subtilis subsp. Subtilis (IBRC- 10997), 

Bacillus licheniformis (IBRC- 11172), Bacillus 

amyloliquefaciens (PTCC- 1156), Bacillus 

amyloliquefaciens (PTCC- 1732), Bacillus 

licheniformis (PTCC- 1320), Bacillus subtilis 

subsp. Subtilis (PTCC- 1795), Geobacillus 

stearothermophilus (PTCC- 1713), Bacillus 

licheniformis (PTCC- 1721), Bacillus spizizenii 

(PTCC- 1023) 
به ممیط کشات ناوترین باراس اساتریل  هاروارگانیسممیک

 12، تریپتاون 5عصاره مخمر ، 5: گلوکز لیترگرم در  شامل

شاااد و  اضاااافه 7برابااار باااا  pH باااا NaCl 5ک و نمااا

  انجاام شاد گراددرجه سانتی 35در دمای گذاری گرمخانه

  Geobacillus stearothermophilus در ماااورد بااااکتری

(PTCC- 1713دمااااای گرمخانه ) درجااااه  50گااااذاری

 گراد در نظر گرفته شد سانتی

 جداسازی میکروارگانیسم از محیط 2-2

 گیری نمونه 1-2-2

کاه یکای از ماوارد  انجاام شادهاایی مکان ازگیری نمونه

های دمای بالا یا وجود نشاسته در ممیط را داشاته پتانسیل

های خاک مازارع گیری از مکانباشند  بر این اساس نمونه

زمینای، ممصولاتی مانند گندم، ذرت و سیب تمت کشت

 چشمه آبگرم، خاک مناطق گرمسیری، فاضالاب کارخاناه

تولید گلوکز از نشاسته و فاضلاب کارخانه تولیاد چیاپس 

در فصال پااییز و زمساتان  هااگیریکلیه نموناه  انجام شد

   شدو دمای نمونه ثبت  pHانجام گرفته و 

 غربالگری  2-2-2
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کشت حااوی نشاساته غربالگری با استفاده از ممیط فرایند

  ممایط انجاام شاددر دو مرحله غنی سازی و جداسازی 

گراد باه درجاه ساانتی 121قبل از استفاده در دمای کشت 

  شددقیقه استریل  15مدت 

 سامیکروارگانیتعاداد م  یافازا بارای سازی:مرحله غنی

یگ گرم نموناه جاماد و یاا یاک  ،آمیلاز میآنز کنندهدیتول

غربالگری مایع اضاافه لیتر نمونه مایع به ممیط کشت لیمی

، تریپتاون درصاد 1  این ممیط کشت حاوی نشاساته شد

 5/0و عصاره مخمار  درصد 5/0، کلرید سدیم درصد 2/1

در دو کشات ممایط  باشادمی 5/5برابار باا  pHو  درصد

گااذاری و بااا گراد گرمخانهدرجااه سااانتی 50و  35دمااای 

و گذاری به مدت یک هفته گرمخانهدور بر دقیقه  150دور

کشات، ظارا جلوگیری از تبخیر ممایط برایهمزده شد  

 آب در انکوباتور قرار داده شد 

 100 زانیا، میک هفتاهپس از گذشت  مرحله جداسازی:

سااازی باار روی های مرحلااه غنینمونااهاز  تااریکرولیم

آگار های دارای ممیط کشت غربالگری جامد حاوی پلیت

و  35 یدر دما هاتیپل گرم در لیتر منتقل و پخ  شد  15

روزانه  هایو رشد کلن یگذارگرمخانه گرادیسانتدرجه 50

هاایی کاه کلنی ت،یمشاهده رشد در پل پس از  شدی بررس

از نظر شکل ظاهری، سایز و رنگ متفاوت بودند به پلیات 

  شدجدید منتقل شده تا از آن کشت خالص تهیه 

 سنجش کیفی فعالیت آمیلازی -2-3

های های مراکاااز کلکسااایون و جدایاااهمیکروارگانیسااام

باا هاای ممایط کشات حاداقلی غربالگری شده باه پلیت

تهیاه  بارای  منتقال شادند لیاستفاده از خلا  دندان استر

 50در یک لیتر بافر پتاسایم فسافات ممیط کشت حداقلی 

گارم،  3گارم، ساولفات آمونیاوم  10 ، نشاساتهمولارمیلی

گارم، ساولفات  5گارم، سادیم کلریاد  1فسفات آمونیوم 

گرم، کلرید کلسیم میلی 02/0اسید بوریک گرم،  1منیزیوم 

ساولفات  گارم،میلای 1/0منگناز مولار، سولفات میلی 2/0

گارم، سادیم میلای 1/0گرم، سولفات نیکل میلی 1/0مس 

گارم، میلای 05/0وبالات گارم، کلریاد کمیلای 2مولیبدات 

و  گارممیلی 4گارم، ساولفات آهان میلی 1/0کلرید روی 

 5/5برابار باا  pHگرم اضافه شده و پس از تنظیم  15آگار 

 20گرم در لیتر( در میلی 20رنگ تریپان بلو )  شداتوکلاو 

 لتااریبااا اسااتفاده از ف لیتاار آب مقطاار حاال شااده ومیلاای

کشات  طیبه مما و پس از اتوکلاوشد  لیاستر یسرسرنگ

کشت باعا   طیبلو در مم پانیرنگ تر   حضورشداضافه 

رشااد  فراینااد نیدر حاا میآنااز تیاامشاااهده هالااه فعال

 پاانی)تر شودیها مآن یرو یمهار اثربدون  سمیکروارگانیم

 (   شودینشاسته متصل م مریبلو به پل

 48باه مادت  گارادیدرجاه ساانت 35 یدر دماهاا هاپلیت

 48و  24پاس از   در اداماه ندشاد یگذارساعت گرمخانه

 فرایناد و یباردارعکس هااتیاز پل ونیانکوباسساعت از 

  شادرصاد  یبرداربا عکسها در اطراا کلنیتوسعه هاله 

هساتند انتخااب  یهاله اطاراا کلنا یکه دارا ییهاهیجدا

 و توساط نرماافزار یریگانادازه یشده و قطر هاله هر کلن

Digimizer در مااورد باااکتری  شااد زیآنااال Geobacillus 

stearothermophilus  از مرکز کلکسیون میکروبای دماای

گراد در نظر گرفتاه شاد  درجه سانتی 50گرمخانه گذاری 

های آماری تملیلوبرای آنالیز، تجزیه Rافزار ، از نرمسپس

  شدو ترسیم نمودارها استفاده 

 بررسی میکروسکوپی 2-4

متار بودناد میلی 20هایی که دارای قطر هاله حداقل جدایه

آمیزی گارم انتخااب بررسای میکروساکوپی و رناگ برای

لیتار یک کلنی از باکتری به سه میلای برای این کار،شدند  

یاک قطاره  ،  ساپسشادمنتقل  ممیط کشت نوترین براس

روی لام میکروسکوپی قارار گرفتاه و در مجااورت هاوا 

تمات رناگ ،  ساپسشادو با حرارت تثبیت شد خشک 

لام تهیاه شاده باا   [21]آمیزی به روش گرم قرار گرفات 

   شدمیکروسکوپ نوری بررسی 

روی  pHسننجش کمننی و بررسننی تننا یر دمننا و  2-5

 فعالیت آنزیم
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در ممیط کشت مایع  دایه،های منتخب از نظر قطر هاله،ج

رشاد داده شادند   گرادساانتیدرجاه  35و دمای حداقلی 

داساازی باا ساوپرناتانت ممایط کشات پاس از ج ،سپس

دقیقه  5دور در دقیقه به مدت  5000 استفاده از سانتریفیوژ

ماایع رویای ممایط برای بررسی دماای بهیناه،  شد آنالیز 

در باافر  درصاد 1میکرولیتر نشاسته مملو   100کشت به 

، 40، 30یدر دماهاااضافه شده و  9/6برابر با  pHفسفات 

باه مادت  گرادیدرجه سانت 100و  90، 80،  70 ، 60، 50

  هار واکان  در ساه شادگذاری انجام دقیقه گرمخانه 10

  شدتکرار انجام 

لیتار از ماایعع میکرو 100میازان بهیناه،  pHبررسای  برای

 1میکرولیتار نشاساته مملاو   100رویی ممیط کشت به 

-Glycine-HCl ،Glycineهاای آمااده شاده در بافر درصد

NaOH ،Tris-HCl ،Citrate-Sodium Citrate ،

KH2PO4-NaOH ،Phosphate-Citrate  در اضافه شاده و

ترتیااب باارای بااه گاارادیدرجااه سااانت 60و  80ی دماهااا

دقیقه  10به مدت  AGR228و  PTCC- 1732های باکتری

  هر واکن  در سه تکرار انجاام شدگرمخانه گذاری انجام 

  شد

 DNSبررسی میازان واحاد تولیادی آنازیم از روش  برای

ناانومتر باه  570جاذب در طاو  ماو    [22]شداستفاده 

گیاری انادازه  BioTek Epoch Microplateوسیله دستگاه 

های مختلف قند   منمنی استاندارد با استفاده از غلظتشد

میکرومولار مالتوز   هر واحد آنزیم برابر با شدمالتوز رسم 

   باشد واحد دقیقه می تولیدی در

 جینتا -3

آمایلازی در باین -در این پاژوه  مقایساه فعالیات آلفاا

کلکسایون میکروبای ایاران و غرباالگری های مرکز جدایه

هاای تهیاه شاده از ی باکتریهمه  انجام شدشده از ایران 

گراد درجاه ساانتی 35مراکز کلکسیون میکروبی در دماای 

 Geobacillus stearothermophilusبه جاز   ،کردندرشد 

 رشد نشان داد   گراددرجه سانتی 50که در 

 هاجداسازی میکروارگانیسم 1-3

 گیرینمونه 3-1-1

، دماای ممایط و  pH  انجام شدگیری از مناطق زیر نمونه

ثبات شاده  2در جادو  های غربالگری شده تعداد جدایه

  است

دانشاگاه خاک مازارع کشااورزی: مزرعاه کشااورزی  -1

واقاع شاده اسات   فردوسی مشهد در نزدیکی شهر مشهد

 80دلیل کشاورزی بلند مدت )بیشتر از خاک این منطقه به

تواناااد غنااای از ساااا ( ممصاااولات گنااادم و ذرت می

از خااک  ،همچناین های تجزیه کننده نشاسته باشد ریباکت

  انجام شدزمینی نیز نمونه گیری گلخانه کشت سیب

های آبگارم و آب دریاای مسیر: چشامهآب مناطق گر -2

جداسازی باکتری برایهای مناسبی توانند مکانجنوب می

ز آب چشامه آبگارم اگیری نمونه های گرمادوست باشند 

از آب  ،  همچنینانجام شدسرعین، فردوس و دیگ رستم 

  شدگیری دریای بندرعباس و جزیره هنگام نمونه

های مانند جزیره ،گرمسیرخاک مناطق گرمسیر: خاک مناطق -3

هاای عنوان مملی بارای جداساازی باکتریههنگام و هرمز نیز ب

  شدگیری گرمادوست نمونه

 پسااابکارخانااه تولیاادی ماارتیط بااا نشاسااته:  پساااب-4

زمینی کاه دلیال شستشاوی سایبکارخانه تولید چیپس به

هاای حاوی نشاسته است دارای پتانسیل جداسازی باکتری

 پساااب ،باشااند  همچنااینآناازیم آماایلاز میتولیااد کننااده 

اساتفاده از نشاساته  دلیلباهکارخانه تولید کننده گلوکز نیز 

ماده اولیه پتانسیل بالایی در القای تولید آمایلاز در  عنوانبه

 ها دارند  باکتری

 هاغربالگری و جداسازی میکروارگانیسم 2-1-3

گراد در ممیط کشت درجه سانتی 35ها در دمای نمونه تمام

های خاک نمونهرشد نشان دادند  به استتثنای ری غربالگ

( که در SER( و چشمه آب گرم سرعین )HESجزیره هنگام )

ها در دمای نمونه باقی رشد داشتند  گرادسانتیدرجه  50دمای 

 گراد رشدی نشان ندادند درجه سانتی 50
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 هاجداسازی میکروارگانیسم 1جدو 

 ها با فعالیت آمیلازیسویه تعداد سویه (°C)دما pH اسم اختصار باکتری گیریمکان نمونه

 AGR 5/7 25 313 167 خاک کشاورزی و گلخانه

 HES 9/8 25 2 2 خاک هنگام

 HOS 9/8 25 0 0 خاک هرمز

 ABS 0/7 35 0 0 آب دریای بندر عباس

 SER 3/6 42 4 4 آب چشمه سرعین

 FER 41/7 48 2 2 آب چشمه فردوس

 ROS 5/7 50 2 2 آب چشمه دیگ رستم

سچیپ یدیکارخانه تولپساب   Tapis 5/6 30 4 2 

کزپساب کارخانه تولیدی گلو  GNE 6/3 30 4 4 

 183 331 تعداد کل جدایه های غربالگری شده

 

های رشد یافته به پلیت حاوی ممیط پس از انتقا  نمونه

(  1جداسازی شد )جدو  جدایه  331کشت غربالگری، تعداد 

های خاک هرمز و آب های رشد یافته از نمونهدر مورد ممیط

حداقلی رشدی از باکتری های دریای بندرعباس به پلیت

دلیل عدم توانایی باکتری در تواند بهمشاهده نشد  این امر می

ست ا عنوان منبع کربن باشد  این در حالیاستفاده از نشاسته به

دلیل داشتن عصاره مخمر که ممیط کشت اولیه )غربالگری( به

 و پپتون یک ممیط غنی برای رشد باکتری بوده است  

 فعالیت آمیلازی فیکی ارزیابی 2-3

های مراکز کلکسیون میکروارگانیسمهای بررسی کشت سویه

(ICCs( و غربالگری شده )JDM)  روی ممیط کشت

حاوی نشاسته به منظور بررسی توانایی تولید آنزیم  غربالگری

ها رشد ساعت پس از کشت سویه 24آمیلاز نشان داد که 

بیانگر  آنهاگیری هاله در اطراا همچنین شکلو ها کلنی

سویه  167  باشدمیسویه جداسازی  183فعالیت آمیلازی در 

) شکل از خاک کشاورزی شده غربالگری  هایمتعلق به جدایه

های کلنیدر اطراا باشند  و مابقی از سایر مناطق می (1

هاله  ،شکست نشاسته توسط آنزیم آمیلاز دلیلبه ،حاوی آمیلاز

 باسیلوسهای ی سویههمه ،شود  همچنینایجاد میشفاا 

تهیه شده از مراکز کلکسیون نیز فعالیت آمیلازی را با میزان 

 اطراامساحت هاله شفاا  ( 2متفاوت نشان دادند )شکل 

 متر مربع متغیر بود سانتی 16/ 82تا  001/0ها از کلنی

 

 
 حاوی تریپان بلو کشت ممیط روی غربالگری شده از خاک کشاورزیهای در سویه هاله تولید و هاسویه رشد 1شکل
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 حاوی تریپان بلو کشت ممیط روی های باسیلوس متعلق به مراکز کلکسیون میکروبیدر سویه هاله تولید و هاسویه رشد 2شکل

( و ICCsمراکز کلکسیون )های در سویهساعت  48و  24ها برای تولید آمیلاز براساس شاخص سطح کلنینمودار فراوانی توانایی سویه 3شکل

 (JDMغربالگری شده در جهاد دانشگاهی مشهد )
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مراکز کلکسیون های در سویهساعت  48و  24در ها برای تولید آمیلاز براساس شاخص سطح هاله نمودار فراوانی توانایی سویه 4شکل 

(ICCs( و غربالگری شده در جهاد دانشگاهی مشهد )JDM) 

 

ها از نظر توانایی تولید کلنی و گی سویهبررسی پراکنده

دارای نشاسته نشان داد که در بین هاله در ممیط حداقل 

وع وجود دارد  با وجودی که در علم تنها از این نظر سویه

  دارد  نمودار فراوانی نشان ایع نرمزآمار جوامع معمولا تو

داد که از نظر توانایی ایجاد کلنی و رشد آن و چه از نظر 

هاله، جامعه مورد بررسی ما نرما  نیست و میانگین جامعه 

بین سویه(  در 4و 3به سمت صفر چولگی دارد )شکل 

ساعت متوسط سطح کلنی  24های مورد مطالعه پس از 

متوسط هاله ایجاد شده  سانتیمتر مربع و 24/0ایجاد شده 

 ش سانتیمتر مربع بود  بیشترین رشد کلنی با سطح  40/1

سانتیمتر مربع در سویه شماره  سیزدهاله هسانتیمتر مربع و 

AGR251  )در  مشاهده شد )ایزوله خاک مزارع کشاورزی

( و ICCsهای مراکز کلکسیون )بین میکروارگانیسم

ای مساحت هاله های که دار(، سویهJDMغربالگری شده )

متر هستند، دارای فراوانی کمتر سانتی 5و کلنی بیشتر از 

های اصلی آنالیز تجزیه به مولفه(   4هستند )شکل 

(PCA)1 ها و آمده از رشد کلنی دستبههای روی داده

تولید هاله در دو آزمون ارزیابی فعالیت آمیلازی به خوبی 

این  نتای   (5کرد )شکلها را از یکدیگر تفکیک سویه

داد درصد تغییرات را توضیح می 60آنالیز در بعد او  که 

 ها را بر اساس توانایی تولید آمیلاز تفکیک کرد سویه

                                                           
1 Principal Component Analysis 
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آنالیز  مطالعه  ب(های مورد در سویه یلازیآم تیفعال  یحاصل از آزما یهاداده ی( روPCA) یاصل یهابه مولفه هینمودار تجزالف(  5شکل

 ( PCAهای اصلی ) تجزیه به مولفه

 
 های منتخب تولید کننده آمیلازجدایه 2جدو  

 نسبت سطح هاله به سطح کلنی سویه ردیف

1 AGR228 82/16 

2 PTCC-1732 62/16 

3 AGR91 08/11 

4 PTCC-1156 52/8 
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در بعد او  نمودار هر چه از  )الف( 5 در شکلبه نموی که 

کنیم بر سمت راست نمودار به سمت چپ نمودار حرکت می

 شود  توانایی تولید آنزیم توسط سویه افزوده می

داد ات را توضیح میردرصد از تغیی 22در بعد دوم نیز که 

آمیلازی از هم تفکیک شدند  به ها بر اساس فعالیت سویه

باکلنی بزرگتر  هاینموی که در قسمت بالای نمودار سویه

 ،AGR251های سویهترتیب به ،بر این اساس  گرفتند قرار

ATCC-6051  ،AGR310 ،HES1 ،AGR250  ،AGR232  و

AGR229   دارای بیشترین سطح کلنی هستند 

سطح هاله به ب(، از نظر  5در قسمت پایین نمودار )شکل 

و  PTCC-1732 هایلاترین نسبت متعلق به باکتریکلنی با

AGR228 سویه ) 2باشد  براین اساس، میAGR228  و

PTCC-1732 با بالاترین نسبت میزان فعالیت آنزیمی بر )

سطح کلنی برای بررسی کمی آنزیم آمیلاز انتخاب شد 

 ( 2)جدو  

از مرکز کلکسیون  PTCC-1156و  PTCC-1732 دو سویه

 Bacillusو هاردو متعلاق باه گونااه  شادتهیاه میکروبای 

amyloliquefaciens   می باشند 

 میکروسکوپیبررسی  -3-3

 4های منتخب جدو  نتای  بررسی میکروسکوپی جدایه

های غربالگری شده از نظر شکل نشان داد که باکتری

نشان داده  6باشند  که در شکل باسیل و گرم مثبت می

ساعت در مورد  24میزان آنزیم آمیلاز پس از شده است  

ترتیب برابر با به AGR228و  PTCC-1732های باکتری

سبه شد  نتای  آزمایشات بررسی مما 18/11و  5/20

و  PTCC-1732دمایی فعالیت آمیلازی در جدایه های 

AGR228  باDNS  نشان داد که جدایهPTCC-1732 

گراد درجه سانتی 80حداکثر فعالیت آمیلازی در دمای 

گراد بهدرجه سانتی 100و  90دارد  با افزای  دما به 

صد فعالیت در 73و  97ترتیب فعالیت نسبی آمیلازی به 

(  با توجه به فعالیت آنزیم 7اولیه کاه  یافت )شکل الف 

باشد  در مورد آمیلاز در دمای بالا، آنزیم ترموفیل می

گراد حداکثر درجه سانتی 60  دمای AGR228جدایه 

درصد آمیلازی اولیه  90فعالیت آنزیمی دارد  و آنزیم با 

  ( 7باشد )شکل ب در سایر دماها فعا  می

 

 
 ( جدایه   PTCC-1732ب( جدایه   AGR228الف( جدایه    × 1000های منتخب با بزرگ نمایی بررسی میکروسکوپی جدایه 6شکل

AGR91   د( جدایهPTCC-1156 
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  AGR228 ب( سویه PTCC-1732بررسی دمای بهینه فعالیت آنزیم آمیلاز الف( سویه  7شکل

 

های متفاوت در مملو  رویی  pHبررسی اثر بافرها در 

در  AGR228و  PTCC- 1732های جدایهممیط کشت در 

بالاترین فعالیت آمیلازی  نشان داده شده است  8شکل 

در بافر  PTCC- 1732سوپرناتانت ممیط کشت باکتری 

درصد  93  حدود شدمشاهده  9/6برابر  pHفسفات 

 Phosphate Citrate (pH= 8) فعالیت آمیلازی در بافر

  شدمشاهده 

 Glycin-NaOH (pH=10)، Tris-HCl بافرهاای پس از آن

(pH=9،) Citrate sodium citrate (pH=6 ،)KH2PO4 

(pH=8, pH=7 ،)Phosphate Citrate buffer (pH=8 ) بااا

را نشاان داد   درصد، بالاترین فعالیت آمایلازی 90الی  88

کمترین فعالیت آمیلازی مربوط باا باافر اسایدی فسافات 

 (  8)شکل الف  شدثبت  pH 5سیترات 

 حداکثر فعالیات آنزیمای را در باافر 228AGRدر باکتری 

(8 =(pH 4PO2KH با  نشان داد  در بافر فسفاتpH برابار 

  در ساایر شداز فعالیت نسبی حفظ  درصد 96حدود  9/6

 Citrateو بافر  Phosphate Citrate (pH=8) بافرهای مانند

Sodium citrate (pH=6 ) درصااد از فعالیاات  70حاادود

  در سایر بافرهای ماورد اساتفاده شدنسبی آمیلازی حفظ 

)شاکل  شددرصد فعالیت آمیلازی نسبی حفظ  60الی  50

 ( 8ب 
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  AGR228، ب( سویه  PTCC-1732سویه  بر فعالیت آمیلازی الف(ی متفاوت بررسی اثر بافرها 8شکل

 

  بم -4

تجزیاه  فراینادآنزیم آمیلاز با پایداری حرارتی برای بهبود 

نشاسته  و برای تولید ممصولاتی مانند گلاوکز، دکساتروز 

کریستالی، شربت دکستروز، مالتوز و مالتودکسترین بسایار 

 میآنز یپژوه  حاضر با هدا غربالگر  [23]کاربرد دارد 

از منااطق  های جداساازی شادهدر میکروارگانیسام لازیآم

ناام  باه رانیا یکروبیم ونیو دو مرکز کلکس رانیمختلف ا

( و مرکاز IBRC) رانیا یستیو ز یکیژنت ریذخاملی مرکز 

   انجام شد (PTCC) ی ایرانکروبیم ونیکلکس

که  شدجدایه غربالگری اولیه  331حاضر تعداد  مطالعهدر 

جدایه فعالیت آمیلازی روی پلیت حداقلی نشان  183فقط 

 یهااکشات شاامل نمک طیاز مما یغربالگر برایدادند  

 پپتون و عصاره مخمار ،منبع کربن عنوانبه نشاسته ،یمعدن

 دیاتول ییهاهیا  جداشداستفاده  تروژنیتنها منبع ن عنوانبه

 عنوانباهآمیلاز با قابلیت استفاده از نشاساته  میآنز یکننده

 کشات ماذکور هساتند  طیقادر به رشد در مم منبع کربن

با توجه باه حضاور عصااره مخمار و پپتاون در  ،همچنین

به همین  ها نیز رشد نشان دادند ر باکتریسایممیط کشت 

ها به پلیت حاوی ممایط کشات جهت پس از انتقا  سویه

های معدنی به همراه منباع حداقلی )حاوی نشاسته و نمک

جدایاه رشاد  183جدایاه فقاط  331نیتروژن معادنی( از 

  کردند

یک  عنوانبهلونی به قطر هاله بزرگتر از یک، نسبت قطر ک

روش انتخااب ساویه تولیاد کننااده آنازیم آمایلاز توسااط 
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Bajpai   در [24]معرفای شاد  2015و همکاران در ساا  

هایی که فعالیت آمیلازی باالا پژوه  حاضر از بین جدایه

 13بااا مساااحت حاادود  AGR251جدایااه نشااان دادنااد، 

اماا   متر مربع حداکثر فعالیت آمایلازی را نشاان دادسانتی

این مساحت را کلنی ایان بااکتری تشاکیل  زنیمی احدود 

بالای بیومس درنتیجه تولیاد  دهد که نشان دهنده میزانمی

 AGR228ی باشد  به همین جهت جدایاهبیشتر آمیلاز می

برای ادامه کار انتخاب شد کاه فعالیات آمایلازی باالا باه 

 PTCC-1732 همراه سطح کلنی کمتر داشته باشند  باکتری

متعلق به مراکز کلکسیونی نیز فعالیت آمیلازی بالایی نشان 

 Bacillus amyloliquefaciensدادند کاه متعلاق باه گوناه 

زی بوده و یک باکتری کلاونیزه باشند  این باکتری خاکمی

کنتر  بیولوژیک بر علیاه پااتوژن عنوانبهشده در ریشه و 

   [25]باشد های ریشه گیاه می

است که به نظار  پژوه  نیا  یرباره نتانکته قابل توجه د

 یخااکز یهاهیاز سو لازیآم دیتول ییتوانا یرسد فراوانیم

باه  یباالا امکاان دسترسا یفراوان نیبالا است  که ا اریبس

مطالعاات و  یمختلاف بارا یمایآنز یاز ساختارها یتنوع

داشته باشند را فراهم  یصنعت تیکه قابل ییهامیآنز ن یگز

با توجه باه  یخاکز تیساپروف یهاسمیکروارگانیکند  میم

باه یو جاانور یاهیاگ یخود را از بقاا ییمنابع غذا نکهیا

کنناده و هیاتجز یهاامیآناز یدارا دیاآورناد بایدست ما

خاک باشاند   طیرشد در شرا یکننده مناسب برا زیدرولیه

باا نااگزیر باه تطبیاق هاا سمیکروارگانیم نیکه اییاز آنجا

انتخااب ممال  نیبنابرا هستند،خود  یممل زندگ اختارس

کاه در صانعت  یمایآنز تیبر اساس خصوص یریگنمونه

 موثر باشد  اریتواند بسیاست م ازیمورد ن

های آنازیم گیری در جداساازی ساویهانتخاب ممل نمونه

باشد  غرباالگری از خااک کشاور آمیلاز ترموفیل موثر می

یک مطقاه گرمسایر جغرفیاایی منجار باه  عنوانبهسودان 

آمایلاز باا پایاداری حرارتای از دو ساویه -جداسازی آلفا

Bacillus cereus  وBacillus licheniformis ترتیاب در به

    [26] شدگراد درجه سانتی 70و  50دمای 

های آبگرم هم دهد که چشمهتمقیقات نشان می ،همچنین

یکی از منابع مناسب بارای غرباالگری آمایلاز باا  عنوانبه

پایداری حرارتای اسات  غرباالگری از چشامه آبگارم در 

 Anoxybacillusمااالزی منجاار بااه جداسااازی باااکتری 

flavithermus 60آمایلاز پایادار در -با قابلیت تولید آلفاا 

های آبگرم ایران تاکنون چشمه  [22] شدگراد درجه سانتی

در  اناد ر آنازیم آمایلاز قارار گرفتهوتمت غربالگری حض

انجاام از منابع آب گرم سمنان  1388که در سا   پژوهشی

 باسیلوس لیچینی فاورمیس، نمونه گرمادوست باکتری شد

 شادبا توانایی تولید آمیلاز با روش کیفی و کمی شناسایی 

دریاچه حاو  های هالوفیل نیز از غربالگری جدایه  [27]

( 1392توسط فهیمی و همکااران )سلطان در استان فارس 

یاه غرباالگری شاده، یاک از جدا 205  از باین انجام شاد

 48لیتار پاس از واحد بر میلی 18فعالیت آنزیمی  هاجدایه

سم نشاان داد  بهیناه فعالیات ساعت از کشت میکروارگانی

گاراد درجاه ساانتی 40و دماای  5/7تاا  7باین  pHآنزیم 

 و یآقامعااال توسااط کااه پژوهشاای در  [18] شاادگاازارش 

 آب چشامه از لازیآما میآناز ،شد انجام (1393) همکاران

 اتیخصوصاا نیایتع و یجداسااز شااهر نیمشاک در گارم

مااانگرو  یلازی در رساوبات جنگال  فعالیات آما[28]شاد

( بررسای 1394زاده و همکااران )خوزستان توساط کفیال

هاای اکتینومیسات باا فعالیات   در این پژوه  باکتریشد

درجاه  40در دماا  لیتارواحاد در میلی 60حدود یلازی آم

 و یجداسااز ،همچناین  [16]گراد شناسایی شادند سانتی

با پایداری حرارتی از خاک  لازیآم-آلفا میآنز یسازخالص

  بهیناه انجاام شاد(1387ایران توسط رسولی و همکاران )

برابار باا  pHگراد و درجاه ساانتی 70فعالیت آنزیم دمای 

    [12] شدگزارش  5/7

مکاان  عنوانباهزمینای نیاز صنایع وابسته به فراوری سیب

هاای تولیاد کنناده انازیم غرباالگری باکتری برایمناسب 
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  در [29]ی در کشور هلند معرفی شادند آمیلاز در پژوهش

این پژوه  نیز غربالگری از کارخانه های تولید چیپس و 

و تعداد ش  جدایه تولیاد کنناده آنازیم  انجام شدگلوکز 

  شدآلفا آمیلاز جداسازی 

از  تواناادیماا لازیآماا -منااابع نشااان داد کااه آلفااا یبررساا

شود اما تااکنون  دیتول هاسمیکروارگانیمختلف م یهاگونه

 یهاایعموماا از ناوع بااکتر یبا کاربرد تجار لازیآم -آلفا

اناد  جداسازی شاده لوسیاز جنس باس شتریگرم مثبت و ب

آمیلاز تولید شده توساط -بیشترین تولید جهانی آنزیم آلفا

  میازان تولیاد [6] باشدمی  B.amyloliquefaciensباکتری 

سازی ممیط کشت توسط ساویه آنزیم آمیلاز پس از بهینه

لیتار گازارش شاده اسات واحد در میلای 190000مذکور 

یلاز، وابسته باه آم-نرخ هیدرولیز نشاسته توسط آلفا  [30]

، منشاا و غلظات سوبساترا، غلظات pHشرایطی مثل دما، 

آنزیم، وجود یا عدم وجاود یاون کلسایم و دیگار عوامال 

و  pH، اثار دماا، پاژوه پایدار کننده آنزیم است  در این 

  شادنشاسته بر میزان فعالیت آنزیم بررسای منابع مختلف 

که بیشینه فعالیت آنازیم آمایلاز از بااکتری  نتای  نشان داد

PTCC-1732  گرادسانتیدرجه  80در دمای ،pH  برابار باا

 90باشاد  ایان آنازیم می Glycin-NaOHدر بافرهای  10

 کند حفظ می 10برابر با   pH درصد فعالیت خود را در 

 60حاداکثر فعالیات در دماای  AGR228در مورد جدایه 

 4PO2KHدر بااافر  8براباار بااا  pH، گرادسااانتیدرجااه 

 pHبیشاینه فعالیات را در  گیری شاد  هار دو ساویهاندازه

قلیایی نشان دادند  در آمیلازهای قارچی به طاور معماو  

   [31]اسیدی بیشترین فعالیت را دارند  pHدر 

و  Nureddin Yassinه توسااط پژوهشاای دیگاار کاا در

  شاد انجاامگیری خاک اتیاوپی از نمونه (2021همکاران)

هایی از جنس باسیلوس با فعالیت آمایلازی حادود جدایه

لیتر شناسایی شدند  آنزیم آمایلاز یکای واحد در میلی 7/0

 55باا حاداکثر فعالیات در دماای  M13ها به نام از جدایه

از فعالیات پاس از  درصد 80گراد با باقیمانده درجه سانتی

درجااه  80انکوباساایون بااه ماادت یااک ساااعت در دمااای 

گراد گزارش شد  قطر هاله شفاا حاصل از فعالیت تیسان

روز  2آماایلازی روی پلیاات حااااوی نشاسااته بعاااد از 

گراد، در درجاااه ساااانتی 50گاااذاری در دماااای گرمخانه

انادازه گیاری  مترمیلی 9/5تا  1/1ی مختلف بین هاجدایه

فعالیت آنازیم در حضاور کلسایم افازای   ،همچنین  شد

  [3] یافت

سنج  کمی اولیه میزان آنزیم آمیلاز ترشامی در ممایط 

در ماورد نشان داد که  DNSکشت حاوی نشاسته با روش 

برابار باا ترتیب به AGR228و  PTCC- 1732 یهایباکتر

 نظارگیری شد  بهلیتر اندازهدر هر میلیواحد  18/11و  42

 ساویه گازین  بارای مناسابی کاارایی شایوه این رسدمی

اگرچه آزمایشات کمای   آمیلاز دارد-آلفا آنزیم کنندهترشح

نشان داد که بارای اساتفاده از آنازیم در صانعت نیااز باه 

باشاد  بررسای مناابع لیتار میافزای  واحد آنزیم در میلی

دهاد کاه عموماا کشاورهای هناد، چاین، اخیر نشان مای

پاکستان و آفریقا پاژوه  در زمیناه تولیاد آنازیم آمایلاز 

آماایلاز تولیاادی توسااط -فاااآناازیم آل کااه دهناادانجااام می

لیتار متغییار واحد در میلی 26،000واحد تا  1از  هاباکتری

  اما بررسی صنایع تولید کننده آنزیم نشاان [36-32]است 

دهد که حداقل واحد تولیادی آنازیم در هار فرماانتور می

باشاد کاه باا میازان لیتار میواحاد در میلی 1000بی  از 

لیتار( واحاد در میلی 42ارلان ) تولیدی ایان پاژوه  در

 فاصله زیادی دارد 

دهاد های تولید کننده آنزیم صنعتی نشان میبررسی سویه

 هیبهباود ساو ،تولیاد آنازیممرحله در توسعه  نیترمهمکه 

 یصنعت یهامیآنز دیاست که به تول ژنتیک یتوسط مهندس

کند  معماولا  یمقرون به صرفه کمک مو  بزرگ اسیدر مق

را کاه  یساخت صانعت طیتوانند شراینم یعیطب یاهمیآنز

تممال کنناد   را شاودیما آنازیم ؤثرفولادینگ مامانع از 

 Directed) شااده تیماننااد تکاماال هاادا ییهااایاسااتراتژ

evolution)یمهندساا ،یمنطقاا مااهین ایاا یمنطقاا ی، طراحاا 
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 یعایطب یهامیآنز یداریو پا ییاصلاح کارا یبرا کیمتابول

 شاود یاساتفاده ما [38]ممیط کشات  سازیو بهینه [37]

های از آنزیم درصد درصد 90دهد که نشان می هاپژوه 

صاانعتی موجااود در بااازار از ارگانیساام نوترکیااب تولیااد 

   [39]شوند می

 سپاسگزاری

نویسندگان از معاونت پژوهشای جهااد دانشاگاهی بابات 

بخشای از طارح  عنوانبههای انجام این پروژه تامین هزینه

 میکننده آنز دیتول یهاهیجدا یغربالگر "با عنوان  مصوب

 "صنعت غذا یهافراینددر  یحرارت یداریبا پا لازیآم-آلفا

 کما  تشکر را دارند 
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Abstract 
As a starch hydrolyzing enzyme, α-amylase is important in the food industry 

and ethanol and biofuel production. This research aims to investigate the 

production of α-amylase enzyme in microorganisms from different regions of 

Iran and microbial collection centers of Iran. The results showed that 183 out 

of 331 isolates screened had α-amylase activity. Of these, two strains isolated 

from agricultural soil, named AGR228 and AGR91, had the maximum halo-

to-colony ratio. In addition, all the strains belonging to the microbial 

collection centers showed amylase activity, of which PTCC- 1732 and PTCC- 

 1156 showed the highest activity. The amount of amylase produced in 

PTCC- 1732 and AGR228 was estimated to be 20.5 and 11.18 units/ml, 

respectively.  The maximum activity of the amylase enzyme from PTCC- 

 1732 is at 80°C, and pH 10. In the case of AGR228, the maximum activity 

was measured at 60°C, and pH 8. 
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