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مطالعه بر روي و  تجزيه كننده نشاستهسايكروتروف شناسايي باكتري و جداسازي 
  ويژگيهاي آميلوليتيك آن

  ٭2حسين شهباني ظهيريو  2، كامبيز اكبري نوقابي1، اعظم صفري1، فاطمه حسيني1غلامرضا بخشي خانيكي
 گروه زيست شناسيتهران، دانشگاه پيام نور، دانشكده علوم،  1

 گروه ژنتيك مولكوليگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، تهران، پژوهش 2

 21/9/90 :تاريخ پذيرش    8/6/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

با . تجزيه كننده نشاسته از نمونه هاي خاك جمع آوري شده از حومه جنوب غربي تهران جداسازي شد سايكروتروفباكتري 
گونه ايي از جنس  به عنواناين باكتري  16S rDNA استفاده از روشهاي بيوشيميايي و مولكولي براساس  تعيين توالي ژن

 48، و 37، 30، 4اين باكتري در دماهاي . نام گذاري گرديد SH3اگزيگوآباكتريوم شناسايي و تحت عنوان اگزيگوآباكتريوم سويه 
درجه  30سط اين باكتري ي  آميلوليتيك توآنزيمهادماي بهينه براي توليد . ي آميلوليتيك بودآنزيمهادرجه قادر به رشد و توليد 

ساعت  9به محيط كشت را در مدت ) درصد 1(اين باكتري قادر بود نشاسته اضافه شده . تعيين شدند 7 بهينه pHو سانتي گراد 
منبع خام آنزيم براي بررسي فعاليت آميلازي مورد استفاده  به عنوانسوپرناتانت محيط كشت باكتري . طور كامل تجزيه نمايده ب

 pHو دما . بود فعاليت آميلازيواجد  9تا  5بين  pHو درجه،  45تا  4ها بين دمادامنه رسيعي از اين سوپرناتانت در . تقرار گرف
دليل ه بسرما سازگار با ي آنزيمهانظر مي رسد كه ه ب. تعيين شدند  7pHدرجه و  37ترتيب ه بهينه براي فعاليت آميلازي ب

نسبت به انواع مزوفيل و وري غذا آو فر شستشوبراي كاربرد در دماي محيط مثل  از فعاليت كاتاليتيك زيادبرخورداري 
  . گرمادوست از مزيت بيشتري برخوردار هستند

 ، نشاسته، آميلوليتيك، فعاليت آنزيميسايكروتروفآگزيگوآباكتريوم، : كليدي واژه هاي

  Shahbani@nigeb.ac.ir :يپست الكترونيك ،021-44787340 :نويسنده مسئول، تلفن* 

 دمهقم

ي كه در دماي يآنزيمهاتوانايي موجودات زنده براي توليد 
مي  واكنشهانزديك به نقطه انجماد آب قادر به كاتاليز 

از جنبه هاي زيست شناسي و بيوتكنولوژي شايان  باشند
دماي پايين باعث كاهش لگاريتمي سرعت . توجه مي باشد

وتئيني مي ي شيميايي و فشردگي مولكولهاي پرواكنشها
كه  آنزيمهاشكلي  انعطاف پذيرياين فشردگي با . شود

مناسب و فعاليت كاتاليزوري ضروري  بر همكنشبراي 
سازگار با سرما  يآنزيمها ).17( هستند در تناقض مي باشد

 واكنشها در انجام كاتاليتيكو  ساختمانيدليل ويژگيهاي ه ب
و  رقباي مزوفيلبه در دماهاي پايين و معتدل نسبت 

ي آنزيمها). 7( از مزيت بيشتر برخوردار هستندگرمادوست 
ي آنزيمهابيش از دو برابر ي سازگار با سرما با سرعت

گار با دماهاي معتدل قادر به كاتاليز واكنشهاي شيميايي زسا
كارگيري ه علاوه، به ب). 2( در دماهاي سرد مي باشند

 هاي صنعتي ممكنفرآينددر  سرماسازگار با  يآنزيمها
است موجب كاهش هزينه هاي مصرف انرژي و توليد 

 1/2صنعتي به  ي آنزيمهازار جهاني با. محصول شود
مي رسد و بنظر مي رسد كه با رشدي در سال ميليارد دلار 

از  درصد 25آميلاز ها . درصد همراه باشد 10-15حدود 
بازار آنزيم را به خود اختصاص مي دهند و  در صنايع 
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يه منسوجات، غذا، و تخميري كاربرد تجزيه نشاسته، ته
هاي متداول يك منبع نشاسته فرآينددر اكثر ). 18( دارند

نظير ذرت ابتدا آسياب مي شود و سپس با آب خمير شده 
سپس در . و با آميلاز هاي گرمادوست مخلوط مي شود

درجه حرارت داده مي شود تا به صورت  105- 150دماي 
صنايع توليد سوختهاي در . ژلاتيني و مايع تبديل شود

درصد از هزينه توليد  20تا  10بين  فرآيندزيستي اين 
). 19( به خود اختصاص مي دهداتانول سوختي را 

ي آنزيمها هايي صورت گرفته تا بتوان از بنابراين، تلاش
سازگار با سرما براي مايع سازي نشاسته در دماي محيطي 

  ). 27و  21( استفاده شود

ر شرايط سرما همچنين براي توليد آميلازهاي فعال د
مي  را هيدروليز لكهشوينده هايي كه به سرعت كثيفي و 

كارگيري اين شوينده ها ه ب. كنند مورد توجه قرار گرفته اند
در شستشوي البسه ممكن است موجب كاهش مصرف 

همچنين تغييراتي مثل . انرژي و اثرات زيست محيطي شود
ه از دست رفتن رنگ البسه شدن و يا پوسيدگي لباس، كوتا

توليد آميلاز هاي گرمادوست و يا مقاوم به . كاهش يابد
وسيله باكتريها و آركئا به خوبي مورد توجه قرار ه گرما ب

، تاكنون بلدر مقا). 25 و 20، 14 ،13، 5، 4( گرفته است
عمل آمده ه توجه كمتري به آميلاز هاي سرما دوست ب

 سايكروتروفي باكتري در اين مقاله، جداساز). 23( است
 يآميلازي آنزيمهامتعلق به جنس اگزيگوآباكتريوم و توليد 

  .گزارش مي گردد اين باكتريتوسط 

 مواد و روشها

: سايكروتروفجداسازي و شناسايي اگزيگوآباكتريوم 
از خاكهاي نمونه گيري شده از  SH3اگزيگوآباكتريوم 

انسيون رقتهاي متوالي از سوسپ. حومه تهران جداسازي شد
ميكروليتر بر روي  100ميزان ه خاك در آب تهيه و ب

 peptone, 0.5%; beef)پليتهاي حاوي نوترينت آگار 

extract, 0.3%; NaCl, 0.5%; agar, 1.5%; pH 7)   كشت
سرما دوست در شرايط  باكتريهاجداسازي . داده شدند

از طريق  باكتريهادرجه صورت گرفت و كلني  4دماي 
پي بر روي محيط جامد خالص سازي  ي پي دركشتها
عيين ت و همچنينظاهري بررسيهاي بيوشيميايي و . شدند

براي شناسايي باكتري جداسازي  16S rDNAتوالي ژن 
پرايمرهاي عمومي . شده مورد استفاده قرار گرفتند

براي تكثير  1492R و 27Fنام هاي ه ب باكتريهاي حقيقي
16S rDNA واكنش  .مورد استفاده قرار گرفتندPCR  در

 200ميلي مولار كلريد منيزيم،  5/1مخلوط حاوي 
ميكرومولار پرايمرها و يك  dNTPs ،3/0ميكرومولار 

بعد از . پليمراز انجام شد Taq DNAواحد آنزيم  
درجه براي مدت سه دقيقه،  98در دماي  DNAواسرشتگي 

چرخه شامل واسرشتگي در دماي  30در  16S rDNAژن 
 52، جفت شدن پرايمرها در دماي )انيهث 30(درجه  94

) دقيقه 1(درجه  72و تكثير در دماي )  ثانيه 30(درجه 
مدت ه درجه ب 72مرحله نهايي واكنش در دماي . انجام شد

وسيله كيت ه ب PCRمحصول . دقيقه صورت گرفت 10
 (Qiagen, Valencia, CA, USA)ركت كياژن شاختصاصي 

لي توسط شركت اخالص سازي شد و مورد تعيين تو
seqlab درختچه فيلوژنيتكي با استفاده از نرم  .قرار گرفت

 16S rDNAو بر اساس توالي ژن  (MEGA 4) 4افزار مگا 
  ).26( دست آمده ب

باكتر جداسازي شده بر روي محيط : رشد و توليد آميلاز
، )گرم 1( KH2PO4: )در ليتر( استارچ آگار حاوي

Na2HPO4 )5/2 گرم( ،NaCl )1 مگر( ،(NH4)2SO4 )2 
 starch، )گرم 2(  Tryptone، )گرم 05/0(  CaCl2، )گرم

) گرم 15(، و آگار )گرم 05/0( MgSO4.7H2O، )گرم 10(
ه ي مايع بكشتهااز همين محيط براي تهيه . كشت داده شد

بر توليد شرايط مختلف محيطي  تأثيرمنظور بررسي 
 ر ارلنهايتوليد آميلاز د. ي استفاده شدآميلازي آنزيمها

ميلي ليتر محيط مايع استارچ  100حاوي  ميلي ليتري 500
صورت گرفت و براي تلقيح اين محيطها از كشت شبانه 

 .م در محيط نوترينت براث استفاده گرديدآگزيگوآباكتريو
، مقدار تلقيح طوري محاسبه مي كشتهااني مين همزمأبراي ت
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منظور  هب. تنظيم شود 1/0شد كه جذب نوري اوليه حدود 
دما بر روي رشد و توليد آميلاز توسط  تأثيربررسي 

، 4در دماهاي مختلف شامل  كشتها،  SH3اگزيگوآباكتريوم 
 تأثير. گرماگذاري شدندبر روي شيكر درجه  45، و 37، 30
pH  اوليه محيط كشت بر روي رشد اين باكتري و توليد

ن براي اي. بررسي شد 9، و 8، 7، 6، 5هاي  pHآميلاز در 
 1/0از افزودن هيدروكسيد سديم و اسيد كلريدريك منظور 
در فواصل  كشتهااز . استفاده شد pHبراي تنظيم نرمال 
و از گرديد ميلي ليتر نمونه گيري انجام  1ميزان ه منظم ب

نظر رشد سلولي و فعاليت آميلازي مورد بررسي قرار 
ي در طول رشد از طريق اندازه گيري جذب نور. گرفتند
 g سپس نمونه ها در دور. شدنانومتر بررسي  600موج 
وژ يدرجه سانتريف 4دقيقه در دماي  10 براي مدت  9300

. شدند و فعاليت آميلازي سوپرناتانت اندازه گيري شد
ميلي ليتر  5/0ميلي ليتر سوپرناتانت با  5/0براي اين كار 

ميلي مولار  100نشاسته در بافر  درصد 1(محلول نشاسته 
مخلوط و در دماي مناسب ) pH 7فات ، سديم فس

ميلي ليتر از  2بعد از يك ساعت، . گرماگذاري گرديد
دي نيتروساليسيليك اسيد براي متوقف كردن  -3،5محلول 

اين معرف در حضور قندهاي احياء . واكنش اضافه شد
ند در قكننده توليد كمپلكس رنگي مي كند كه با مقدار 

بنابراين آزاد شدن . دمحيط واكنش ارتباط مستقيم دار
قندهاي احياء كننده در اثر فعاليت آميلاز با اندازه گيري 

نانومتر قابل اندازه  570ميزان جذب نور در طول موج 
 به عنوانفعاليت آنزيمي يك واحد ). 16( گيري خواهد بود

كه منجر به آزاد شدن يك تعريف مي شود مقدار آنزيمي 
مي  واكنشاز زمان دقيقه  ميكرومول قند احياء كننده در هر

   ). 6( گردد

براي : آميلوليتيك بر روي فعاليت pHو  اثر حرارت
آنزيمي تحت شرايط تعريف شده فعاليت مطالعه اثر دما، 

درجه در  45، و 37، 30، 20، 4در دماهاي محتلف شامل 
مورد اندازه گيري ) ميلي مولار 100(بافر فسفات سديم 

آميلوليتيك از طريق  يآنزيمها پايداري حرارتي. قرار گرفت

، 60، 50گرماگذاري سوپرناتانت در بن ماري در دماهاي 
مورد بررسي ساعت  7و  1براي زمانهاي  درجه 80، و 70

بعد از اين زمانها، فعاليت آنزيمي باقيمانده . قرار گرفت
درجه اندازه  37تحت شرايط تعريف شده و در دماي 

  . گيري شد

 100( ت آنزيمي در بافر هاي مختلفبر روي فعالي pHاثر 
، فسفات (pH 5-5.5)شامل استات سديم  )ميلي مولار

-pH 9)، و گلايسين (pH 7.5-8)، تريس (pH 6-7)سديم 

اثر يونهاي فلزي بر روي فعاليت . اندازه گيري شد (10
كلريد كلسيم، سولفات در حضور نمكهاي آميلوليتيك 

ولفات منگنز، و منيزيم، سولفات آهن، كلريد كبالت، س
هر يك از اين نمكها در . سولفات روي اندازه گيري شد

  (pH 7) ميلي مولار به بافر فسفات سديم 2غلظت نهايي 
 37ه در دماي قدقي 60براي مدت  واكنشهااضافه شدند و 

  . درجه انجام گرفتند

 نتايج

ميكروب جداسازي شده يك باكتري گرم مثبت، ميله ايي 
كلني هاي سطحي . ، و بدون اسپور بودشكل، كاتالاز مثبت

رنگ نارنجي روشن، ه بر روي محيط نوترينت آگار ب
با نگهداري . مشاهده مي شدندمحدب با حاشيه صاف 

درجه رنگ كلني ها بعد از چند روز به  4در يخچال  پليتها
رنگدانه نارنجي اين باكتري با . ندنارنجي پررنگ تبديل شد

جذب . استخراج گرديد) 70/30(كلروفرم /مخلوط متانول
اندازه گيري   UV-VISنوري ماده استخراج شده در طيف  

دست آمده شباهت زيادي را با منحني ه شد و منحني ب
اين باكتري قادر به ). 1شكل (كاروتنوثيد ها نشان مي داد 

هيدروليز ژلاتين و كازئين، تخمير گلوكز، ساكاروز و 
 Voges-Proskauer)پروسكائر - واكنش وگس. نشاسته بود

test)  در مورد اين باكتري مثبت بود كه از طريق اضافه
 5(و محلول   آلفا نفتول %) 40(كردن هيدروكسيد پتاسيم 

به محيط كشت باكتري نشان داده ) در اتانول درصد
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تشكليل  در اين آزمايش تشكيل رنگ قرمز نشانه. شود مي
   .مي باشداز تخمير گلوكز بوتان ديول  3، 2

به اتي منجر به قطع PCRبا روش  16S rDNAثير ژن تك
براي  ،جفت باز گرديد كه پس از تعيين توالي 1461طول 

 باكتريهادست آمده از ساير ه شباهت آن با ژنهاي بمقايسه 
بررسي . مورد استفاده قرار گرفت NCBIدر سامانه اينترنتي 

 فيلوژنتيكي نشان داد كه اين باكتري قرابت نزديكي با جنس
 به عنوانو به همين دليل ) 2شكل (اگزيگوآباكتريوم دارد 

  .گذاري گرديد از اين جنس نام SH3سويه 
Wavelength [nm]

350 400 450 500 550 600

A
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 از رنگدانه هاي كاروتنوئيدي  UV-VISطيف  -1شكل 

كلروفرم / متانولاستخراج شده به وسيله  SH3اگزيگوآباكتريوم 
)70/30(  

 
  16S rDNAبر اساس توالي   SH3تريوم درختچه فيلوژنتيكي ارتباط تكاملي اگزيگوآباك -2شكل 

باكتري : اثر دما بر رشد و توليد آنزيمهاي آميلوليتيك
جداسازي شده در محيط استارچ كشت داده شد كه واجد 

ساعت  12در مدت . نشاسته به عنوان تنها منبع كربن بود
درجه نمونه  48، و 37، 30، 4گرماگذاري در دماهاي 
اعته براي اندازه گيري فعاليت س 3گيريها در فواصل زماني 

اين . آميلازي و غلظت گلوكز انجام گرفتند
اگزيگوآباكتريوم در تمام دماهاي مورد آزمايش قادر به 

 12درجه رشد آن بعد از  30رشد بود و در دماي بهينه 
نانومتر  600در طول موج  9/2ساعت به جذب نوري 

اهش درجه رشد اين باكتري اندكي ك 37در دماي . رسيد
رشد . رسيد 2نشان مي داد و نهايتاً به جذب نوري حدود 

درجه به  48درجه آهسته تر بود و در دماي  4در دماي 
ساعت رشد باكتري  12بعد از . كمترين ميزان خود رسيد

محيط كشت به  جذب نوريدرجه   48و  4در دماهاي 
بعد از سانتريفيوژ ). 3شكل (رسيد  35/0و  6/0ترتيب به 
ونه ها، سوپرناتانت براي اندازه گيري فعاليت كردن نم

بيشترين فعاليت آنزيمي . آنزيمي مورد استفاده قرار گرفت
ساعت در شرايط دماي  9بعد از حدود  U/ml 253حدود 
گلوكز محيط كشت نيز . درجه اندازه گيري شد 30كشت 

براي نشان دادن نشاسته . در اين دما به همين نسبت بالا بود
ميكروليتر سوپرناتانت با  50در محيط كشت، باقيمانده 

مخلوط مي شد ) lugol’s solution(همان مقدار محلول يد 
كه در صورت وجود نشاسته منجر به تشكيل رنگ آبي مي 

با اين آزمايش نشان داده شد كه پس از كشت باكتري . شود
درجه، تمام نشاسته اضافه شده به محيط بعد  30در دماي 

مي شود كه با بيشينه فعاليت آنزيمي  ساعت مصرف 9از 
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درجه، منحني فعاليت آميلازي در  37در دماي . همزمان بود
ساعته كشت باكتري هرگز به قله نرسيد و  12مدت 

شكل (اندازه گيري شد  U/ml 198بيشترين فعاليت آنزيمي 
3 .(  
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تأثير دما بر روي رشد و توليد آنزيمهاي آميلوليتيك توسط  -3شكل 

  :درصد 1در محيط استارچ  SH3وآباكتريوم اگزيگ
▼, 4ºC; ♦, 30ºC; ■, 37ºC; ●, 48ºC  

هاي  pHتأثير : بر روي رشد و فعاليت آميلازي pHتأثير 
بر روي رشد و فعاليت آميلازي باكتري  9تا  5مختلف بين 

درجه مورد بررسي قرار  30در دماي  SH3اگزيگوآباكتريوم 
نه براي رشد و فعاليت به عنوان بهي pH 7شرايط . گرفت

آميلازي باكتري تعيين گرديد كه در اثر آن رشد باكتري به 
 U/mlو فعاليت آميلازي محيط كشت به  5/2جذب نوري 

هاي  pHرشد باكتري و فعاليت آميلازي آن در . رسيد 265
بودند ولي در  pH 7تقريباً مشابه و اندكي كمتر از  8و  6

pH  يت آميلازي به شدت رشد باكتري و فعال 9و 5هاي
  ). 4شكل (مهار مي شد 
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محيط كشت بر رشد و توليد آنزيمهاي آميلوليتيك  pHتأثير  -4شكل 
 ,▼ ;pH 5 ,■%: 1در محيط استارچ  SH3اگزيگوآباكتريوم تويط 

pH 6; ♦, pH 7; ●, pH 8; ▲, pH 9. 
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م اگزيگوآباكتريو تأثير غلظت نشاسته بر توليد آميلاز بوسيله -5شكل 
SH3  7درجه و  30در محيط استارچ در دمايpH  :▼, 0.2 g/l; 

♦, 0.4 g/l; ■, 0.6 g/l; ●, 0.8 g/l; ▲, 1 g/l 
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 تأثير: غلظت نشاسته بر روي فعاليت آميلازي تأثير
گرم در ليتر  1، و 8/0، 6/0، 4/0، 2/0غلظتهاي  در شاستهن

در  SH3بر روي فعاليت آميلازي باكتري اگزيگوآباكتريوم 
  pH 7درجه و  30دماي ساعت كشت باكتري در  12دت م
 5طور كه در شكل  همان .ورد بررسي قرار گرفتم

القاء كننده و  به عنوانملاحظه مي شود، بين غلظت نشاسته 
. دارد جودمقدار فعاليت آميلازي ارتباط مستقيمي و

گرم در ليتر  1و  8/0بيشترين فعاليت آميلازي در غلظتهاي 
در . ساعت گرماگذاري بدست آمد 9 نشاسته پس از

غلظتهاي كمتر نشاسته منحني فعاليت آميلازي در طي 
استفاده از . كشت هيچگاه به قله نرسيدساعته  12 مدت

ساير منابع كربن شامل گلوكز، فروكتوز، گليسرول، و مالتوز 
باكتري جاي نشاسته باعث مهار شديد فعاليت آميلازي ه ب

  . )5شكل ( شد SH3اگزيگوآباكتريوم 

در : منابع ازت بر روي رشد و فعاليت آميلازي تأثير
نشاسته، كشت باكتري در  درصد 1محيط كشت واجد 

ساعت انجام شد  12براي مدت   pH 7درجه و  30دماي 
منابع مختلف ازت شامل پپتون، عصاره مخمر،  تأثيرو 

. نيترات سديم، و نيترات پتاسيم مورد مطالعه قرار گرفتند
بهترين منبع براي رشد باكتري بود و در اين آزمايش پپتون 

 2نانومتر به  600محيط كشت در طول مدج  جذب نوري
در حضور عصاره مخمر، نيترات پتاسيم، ). 6شكل (رسيد 

، 6/0، 5/1ترتيب ه و نيترات سديم، بيشترين رشد باكتري ب
با  U/ml 402شترين فعاليت آميلازي تا يب. بودند 5/0و 

). 6شكل (دست آمد ه ساعت ب 9ر بعد از عصاره مخم
با . گرديد U/ml 306پپتون نيز موجب فعاليت آميلازي تا 

نيترات پتاسيم، و نيترات سديم منحني فعاليت آميلازي در 
ه ساعت ب 12مدت كشت باكتري به قله نرسيد و پس از 

  . )6شكل ( واحد رسيد 171و  292ترتيب به 

فعاليت آميلازي  :آميلازيبر روي فعاليت  pHتأثير دما و 
درجه  45، 37، 30، 4سوپرناتانت در دماهاي مختلف شامل 

پروفايل به دست آمده نشان داد . مورد بررسي قرار گرفت

درجه موجب بيشترين فعاليت آميلازي مي  37كه دماي 
  ).7شكل (گردد 
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تأثير منابع مختلف ازت بر رشد و توليد آميلاز توسط  -6شكل 
درجه و  30درصد در دماي  1در محيط استارچ  SH3ريوم اگزيگوآباكت

7pH  :     ●, peptone; ▼, yeast extract;■, potassium 

nitrate; 
♦, sodium nitrate.  
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  SH3 اگزيگوآباكتريوممنحني فعاليت آنزيمهاي آميلازي  -7 شكل

  دردماهاي محتلف
. درصد كاهش يافت 97درجه به  45اين فعاليت در دماي 

 57درجه نيز تا حدود  4لب آينكه اين فعاليت در دماي جا
نتايج نشان مي دهند كه . درصد مقدار بيشينه حفظ گرديد
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اين فعاليت آميلازي مربوط به آنزيمهاي مقاوم به سرما 
باشد كه مي توانند در دامنه وسيعي از دماها فعاليت  مي

  . خود را حفظ نمايند

Incubation temperature (°C)
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  SH3 اگزيگوآباكتريومآميلازي منحني پايداري آنزيمهاي  -8شكل 

  .h; ■, 7 h 1 ,▼: دردماهاي محتلف
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در   SH3 اگزيگوآباكتريومآنزيمهاي آميلازي منحني فعاليت  -9شكل 

pH هاي محتلف 

، 60، 50پايداري حرارتي سوپرناتانت در دماهاي همچنين، 
گرماگذاري در بن ساعت  7و  1 بعد ازدرجه  80، 70

گرماگذاري  در بعد از  . مورد بررسي قرار گرفتماري 
 37در دماي  فعاليت آميلازي باقيمانده دماهاي مورد نظر،

نتايج نشان دادند كه بيش از  .شددرجه مورد اندازه گيري 
بعد از يكساعت گرماگذاري و بيش از درصد فعاليت  72
ساعت گرماگذاري سوپرناتانت  7درصد فعاليت بعد از  59

  ). 8شكل ( دماها حفظ شده بوددر تمام 

هاي مختلف نشان داد كه  pHمطالعه فعاليت آنزيمي در 
. مشاهده مي شود pH 7در ميلازي بيشترين فعاليت آ

تقريباً متقارن  9تا  5هاي  pHپروفايل فعاليت آميلازي در 
نيز  9و  5هاي  pHدر حتي  .بود pH 7و واجد يك قله در 
درصد مقدار بيشينه  72و  59 ترتيب تا ه فعاليت آميلازي ب

   . )9شكل (  شده بودحفظ 

  بحث
كه قادر به زندگي در سرما  SH3اگزيگوآباكتريوم باكتري 

مي باشد از نمونه هاي خاك جداسازي شد و رشد اين 
اين . درجه نشان داده شد 48تا  4باكتري در دامنه دمايي 

لاز باكتري در محيط واجد نشاسته قادر به توليد آنزيم آمي
آميلوليتيك توسط  ي آنزيمهاتوليد . مقاوم به سرما مي باشد

كه ميزان  طوريه اين باكتري وابسته به نشاسته بود ب
 30ساعته در دماي  12فعاليت آميلازي در طي دوره كشت 

درجه به مقدار نشاسته افزوده شده به محيط وابسته بود و 
از محيط بيشينه فعاليت آنزيمي با زمان حذف كامل نشاسته 

بررسي فعاليت در دماهاي مختلف نشان . همزماني داشت
بهينه براي فعاليت درجه شرايط  37دماي داد كه 

سرما دوست مي  ي آنزيمهاكه از ويژگيهاي  بود وليتيكآميل
در مقايسه با باكتري سرمادوست ديگري  ).24 و 9( باشد

فعاليت آميلازي ). 23( كه قبلاٌ گزارش شده بود
پايداري حرارتي بيشتري را نشان مي  SH3كتريوم اگزيگوآبا

را ممكن است تپيشنهاد شده است كه حضور سوبس. داد
سرمادوست را از واسرشتگي حرارتي محافظت  ي آنزيمها
همچنين پيشنهاد شده است كه ناپايداري ). 24( نمايد

دليل پايين بودن پايداري ه سرمادوست ب ي آنزيمهاحرارتي 
). 10 و 8، 3( ل و يا نزديكي آن مي باشدآنزيم در مكان فعا

دليل ناپايداري نواحي انعطاف پذير اطراف ه در واقع ب
مكان فعال، غير فعال شدن اين آنزيمها پيش از واسرشتگي 

نظر مي رسد كه ه ب. حرارتي تمام مولكول اتفاق مي افتد
صحيح آنزيم و  بر همكنشاين انعطاف پذيري براي 

ساير سازگاريهاي . باشد سوبسترا در سرما ضروري
سرمادوست پيشنهاد شده  ي آنزيمهاساختماني نيز در مورد 

 ،)28( مثال، وجود ناحيه انعطاف پذير بلند به عنوان. اند
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مناسب بودن ، )1( مكان فعال بزرگتر و قابل دسترس تر
 وضعيت الكترواستاتيك آنزيم در مكان فعال يا نزديكي آن

 ثر درؤچهارم از عوامل مو باز آرايي ساختمان ، )12(
 سرمادوست در دماهاي پايين مي باشندي آنزيمهافعاليت 

، آنزيمهاويژگيهاي مربوط به پايداري  اساس بر). 22(
درجه  40با دماي بهينه نزديك  كه آميلازهاييشده  پيشنهاد

براي كاربرد در شرايط دماي محيط مناسب تر از 
درجه مي  35متر از آميلازهايي هستند كه دماي بهينه آنها ك

از اين نظر، آميلازهاي توليد شده توسط . باشد
واجد ويژگيهاي جالب توجهي  SH3اگزيگوآباكتريوم 

خصوص آنهايي كه از ه سرمادوست و بي آنزيمها .هستند
پايداري كافي براي مواجه با تغييرات محيط برخوردار 
هستند براي كاربرد در شرايط دماي محيط مورد توجه 

ي تجزيه كننده آنزيمها). 15 و 11، 4( قرار گرفته اندزيادي 
مي شوند از  توليد SH3اگزيگوآباكتريوم نشاسته كه توسط 

هاي مختلف جالب توجه  pHنظر دامنه فعاليت در دماها و 
ه در اين مطالعه سوپرناتانت محيط كشت براي ب. هستند

. دست آوردن اطلاعات اوليه مورد بررسي قرار گرفت
ي آنزيم و مطالعات بيوشيميايي دقيق تر در خالص ساز
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Abstract  

A psychrotrophic bacterium with amylolytic activity was isolated from soil samples 
collected from the southwestern suburb of Tehran. Using biochemical tests and a 
molecular approach based on 16S rDNA sequencing this bacterial isolate was identified 
as closely related with Exiguobacterium genus. This bacterium designated as 
Exiguobacterium sp. SH3 was able to grow and produce amylolytic enzymes at 4, 30, 
37, and 48 °C. The best temperature for amylase production by this bacterium was 30 
°C at which the starch (1%) added as inducer to the culture medium was totally digested 
during 9 h of culture. The supernatant of culture medium was used as a source of crude 
enzyme for amylase assay. The amylolytic activity was observed over a wide range of 
the tested temperatures from 4 to 45 °C and a wide range of the tested pH conditions 
from 5 to 9. Cold adapted enzymes with high catalytic activity seem to be more efficient 
than their mesophilic or thermophilic counterparts for applications at ambient 
temperature such as laundry and food processing.  
Key words: Exiguobacterium, psychrophile, starch, amylolytic, enzyme activity 

 

 

 

  


