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 مقاله تحقیقی
 

 روش سطح پاسخاستفاده از  با Bacillus alkalitellurisباکتری  آمیلاز توسط-αآنزیم  دسازی تولیبهینه
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 چکیده

ساکاریدها و الیگوساکاریدها از جمله در پلی  گلیکوزیدی α(1→4تواند با هیدرولیز پیوندهای )آمیلاز می-αآنزیم 
و الیگوساکاریدهای کوچکتر را تولید نماید. با توجه به اینکه نشاسته به عنوان یکی  نشاسته، آنها را هیدرولیز نموده و دی

آمیلاز برای تجزیه و تبدیل این -αشود، استفاده از آنزیم ساکاریدهای موجود در طبیعت محسوب میترین پلیاز فراوان
است. در این مطالعه میزان تولید آنزیم آمیلاز با ماده اولیه به محصولی با ارزش افزوده بیشتر بسیار مورد توجه قرار گرفته 

در  B. alkalitellurisباکتری با استفاده از روش سطح پاسخ مورد بررسی قرارگرفته است.  pHسازی دو پارامتر دما و بهینه
متر دما سطح برای دو پارا 5و در نظر گرفتن طرح مرکب مرکزی با استفاده از روش  براث کشت اولیه داده شد.LBمحیط 

آزمایش طراحی شد. سپس هر آزمایش بصورت مجزا در آزمایشگاه با سه تکرار انجام شده و در نهایت  13مجموعا  pHو 
بدست آمد. نتایج این مرحله با استفاده از روش سطح  DNSآمیلاز در هر آزمایش با استفاده از روش -αمیزان فعالیت آنزیم 

تعیین  5/8و  C 38°به ترتیب  بصورت pHهایت شرایط بهینه برای دو فاکتور دما و پاسخ مورد ارزیابی قرارگرفته و در ن
شد. به منظور بررسی شرایط بهینه پیشنهادی، آزمایشی با درنظر گرفتن شرایط بهینه پیشنهادی انجام شده و میزان تولید 

میزان تولید آنزیم تحت شرایط بهینه نسبت به شرایط غیربهینه شد. با توجه به نتایج بدست آنزیم با شرایط غیربهینه مقایسه
 درصد افزایش داشت.2/114
 

 ، طراحی آزمایشاتطرح مرکب مرکزی، روش سطح پاسخ، Bacillus alkalitellurisآمیلاز، -α کلیدی:واژه های 
 

 مقدمه
α- آمیلاز(α-1 ,4-D glucan glucanohydro lases 

,E.C.3.2.1.1 )طور به که است سلولی خارج آنزیم 
 پکتین آمیلو خطی )1α→4(داخلی  پیوندهای تصادفی
 کوتاه الیگوساکاریدهای به را نشاسته مولکول در منشعب

 پایین مولکولی وزن با واحدهایی نتیجه در و شکندمی
 ایجاد ویسکوزیته تواندمی ترتیب این به. کندمی تولید
 محیط و دهد کاهش را محیط در آمیلوپکتین توسط شده

-مایع آنزیم آن به که است نظر همین از .نماید رقیق را
 (.1-3) شودمی گفته نیز کننده

 امروزه ،نشاسته تجزیه در آمیلازها مهم نقش بدلیل
 غذایی، صنایع جمله از نشاسته تجزیه مختلف صنایع

-ظرف پودرهای تولید و کاغذسازی نساجی، تخمیری،
 .کنندمی استفاده آمیلازها از وسیعی بصورت شویی
 و کلینیکی پزشکی، صنایع نظیر امروزی جدید صنایع
 این مصرف محل ،مورد حسب بر نیز شیمیایی آنالیز
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 از یکی آمیلاز-α امروزه دلیل همین به .هستند آنزیم
 مختلف هایشرکت فروشی محصولات مهمترین

 باشدمی مختلف صنایع در استفاده برای تولیدکننده آن
(4).  

 زیاد هایآنزیم از ،ها شوینده تولید در امروزه
 و شدن خورده آنزیم فاقد های شوینده. شودمی استفاده

 شوینده ولی .شوندمی چوبی وای پارچه سطوح شدنزبر
ی بوده و ملایمتر شرایط دارای حیث این از آنزیمی های

 چون. کنندآسیب کمتری به سطح مورد نظر وارد می
 و بوده نشاسته مصرفی غذایی مواد ترین عمده از یکی

 ست،ا بالا حرارت با و قلیایی اکثراً هم ها شوینده محیط
α-مترینمه از یکی قلیا و حرارت به مقاوم هایآمیلاز 

 باشندمی آنزیمی های شوینده دهندهتشکیل هایآنزیم
(5). 

B. alkalitelluris، هوازیبی مثبت، گرم باکتری 
 روی بر آن کلنی. باشدمی شکل ایمیله و اختیاری

 در. است شکل ایدایره و صاف ای،خامه ،R2A محیط
 است رشد دارای 7-11بین  pH و C 40- 15° بین دمای

-می رخ pH 9/5-9 و C 30° دمای در رشد حداکثر که
قلیایی در این  pHبا توجه به ویژگی مقاومت به  .(6) دهد

های تولیدشده توسط این رود پروتئینباکتری انتظار می
آمیلاز ( نیز قابلیت مقاومت به -αباکتری )از جمله آنزیم 

pH  را داشته باشند. بهمین دلیل در این مطالعه سعی
شده است تا با استفاده از روش بسیار کارآمد سطح 

ن باکتری آمیلاز توسط ای-αمیزان تولید آنزیم  1پاسخ
افزایش یابد تا زمینه با استخراج و انجام مطالعات 

 بیوشیمیایی و تکمیلی در مورد این آنزیم فراهم شود.
 

 مواد و روش ها
 کشت اولیه باکتری

تمامی مراحل کشت و تلقیح باکتری با رعایت 
شرایط استریل به منظور پیشگیری از آلودگی توسط 

 B. alkalitellurisها انجام شد. باکتری سایر میکروب

(KCTC3947)  به صورت پودر لیوفیلیزه، از مرکز ملی
شد. به منظور تهیه ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران تهیه

 R2Aکشت فعال، باکتری توسط سرنگ به محیط کشت 
به  C30°براث تلقیح شد. این محیط کشت در دمای 

                                                           
1 Response surface methodology 

دور در دقیقه  135ساعت با سرعت همزن  48مدت 
 انکوبه شد. 

 
 تولید آنزیم آمیلاز 

براث به عنوان محیط تولید  LBاز محیط کشت 
 ساعت کشت باکتری 48آنزیم آمیلاز استفاده شد. پس از 

دور در دقیقه،  135و سرعت همزن  C30°در دمای 
)دور در دقیقه( سانتریفیوژ  5000محیط کشت با دور 

شده و سوپ رویی که حاوی آنزیم آمیلاز است برای 
 ت آنزیم مورد استفاده قرارگرفت. سنجش فعالی

 
 آمیلاز -αسنجش فعالیت 

بر اساس روش برنفلد و با آمیلاز -αفعالیت آنزیم 
استفاده از سوبسترای نشاسته تعیین گردید. برای این 

-2با انحلال یک گرم پودر  DNSمنظور ابتدا معرف 
گرم سدیم  30ئیک اسید، دی نیتروبنزو-5و3هیدروکسی

 100مولار در  2میلی لیتر سود  25پتاسیم تارتارات و 
عالیت . برای سنجش ف(9)شد مقطر تهیهلیتر آبمیلی

یتر میکرول 250میکرولیتر از عصاره آنزیمی و  250آنزیم، 
 محلول نشاسته میلی لیتر 5/1مولار و  05/0بافراستات 

 به بافر استات افزوده شد. این مخلوط به (w/v)درصد  2
انکوبه شد. سپس دو  C50°ساعت در دمای  1مدت 
 DNSلیتر معرف میلی 2به  لیتر از این مخلوطمیلی

دقیقه جوشانده شد. در مرحله  10اضافه شد و به مدت 
ائت گردید قر nm540ها در طول موج بعد جذب نمونه

میلاز بصورت مقدار قند آ-α. هر واحد فعالیت آنزیم (10)
 مولار( در واحد زمان )دقیقه(میکرومالتوز آزادشده )

 شود.تعریف می
 

 طراحی آزمایشات با استفاده از طرح مرکب مرکزی
سازی شرایط تولید با در نظر گرفتن به منظور بهینه

استفاده شد.  2، از طرح مرکب مرکزیpHدو فاکتور دما و 
 -1، 0 ،+1 ،+4/1)سطح  5در این طرح هر دو پارامتر در 

آزمایش  13در نظر گرفته شدند و در مجموع ( -4/1 و
. تمامی (11)شد طراحی Minitab 17افزار توسط نرم

بار  3با  1جدول شده در آزمایشات طبق الگوی مشخص
نتایج بدستتکرار در آزمایشگاه انجام شده و در نهایت 

2 Central composite design 
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مورد تجزیه و  Minitab 17افزار با کمک نرمآمده  
 تحلیل آماری قرارگرفت. 

 
 با استفاده از طرح مرکب مرکزی. pHفاکتور دما و  2طراحی آزمایش و نتایج مربوطه به تغییرات اعمال شده بر روی - 1جدول 

 (Uواحد آنزیمی) (C°دمای انکوباسیون ) pH آزمایش
1 7 35 073/0 
2 10 35 057/0 
3 7 45 048/0 
4 10 45 030/0 
5 3/6 40 032/0 
6 6/10 40 026/0 
7 5/8 32 075/0 
8 5/8 47 088/0 
9 5/8 40 042/0 

10 5/8 40 096/0 
11 5/8 40 096/0 
12 5/8 40 096/0 
13 5/8 40 096/0 

 
 نتایج

نتایج حاصل از آزمایشات طراحی شده با استفاده از 
نشان داده شده است.  1جدول روش مرکب مرکزی در 

درجه  یمدل چند جمله ا یبجدول ، ضرا این به توجه با
توسط نرم افزار و حذف  یلو تحل یهدوم پس از تجز

 Box-Coxدار توسط روش یمعنیرغ یهاعبارت

transformation ارائه شد افزار بصورت زیرتوسط نرم: 
 
α-amylase (U) = -13.58 + 1.509 pH + 0.430 Temp - 0.0932 pH*pH - 0.00595 Temp*Temp+0.00294 
pH*Temp3 

 
( ANOVA) یانسوار یزمدل توسط آنال یفیتک

 88/9 یزانبا م Fاحتمال  یزانم(. 2جدول )شد  یبررس
-ینشان م ینچندار بودن مدل دارد و همیدلالت بر معن

احتمال وجود دارد که مدل، دچار درصد  12/0دهد که 
 ی( برا2R)یونرگرس  یبضر یاختلال شود. مقدار عدد

 میزان دهندهاست که نشان 59/87آمیلاز -α یدتول
باشد یم رگرسیون مدل از ها دادهقابل قبول انطباق 

 یخوبه ب یونرگرس یهاگرفت که مدل یجهنت ینچن
 یدما) کشت یطیمح یطشرا بین رابطه اندتوانسته
-یشرا نشان داده و پ آمیلاز-α ید( و تولpHو  یونانکوباس

 ینو هم چن یبمعنادار بودن ضرا Pکنند. احتمال  ینیب
                                                           

 .دما دلالت دارد یبه معن Temperatureبر  Tempعبارت  3

-یرا مشخص م یرهامتغ ینمتقابل ب هایواکنش یتاهم
-α یدتول یزاندر م یونانکوباس یدما ی.  اثر خطکند

 یزاندر م pH ی. اثر خط(P <05/0) استدار یمعن آمیلاز
همچنین  (.P >05/0)باشد نمیدار یمعن آمیلاز-α یدتول

 آمیلاز-α یدون بر تولیانکوباس یو دما pHاثرات متقابل 
 ،. در مورد اثرات درجه دوم(P >05/0) یستن داریمعن

 <05/0) باشندمی داریعن( م2دماو   2pHهر دو عامل )
P .)،یمعنیربرازش غ عدم یدارا ییمدل نها علاوه براین-

. باشدیدهنده پردازش خوب مدل ماست که نشان دار
 یانگرمدل ب یک یبودن آزمون عدم برازش برا داریمعن

اند و اطراف مدل قرار نگرفته یاست که نقاط به خوب ینا
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تابع  یرهایمتغ یرمقاد پیشگویی یاز مدل برا توانینم
آزمون عدم  دارییبا عدم معن رایناستفاده نمود. بناب

، افزارارائه شده توسط نرم مدل یافتدر توانیبرازش، م
شود.   منطبق یمورد بررس یها بر داده تواندیم یخوبه ب

   
 .نتایج تحلیل واریانس برای مدل درجه دوم - 2جدول 

 Pاحتمال  Fاحتمال  میانگین مربعات درجه آزادی مجموع مربعات 
 004/0 88/9 98/106 5 91/534 مدل
pH  1 08/31 87/2 134/0 
 023/0 43/8 28/92 1  دما

2pH  1 61/30 28/28 001/0 
 007/0 23/14 40/15 1  2دما

 pH  1 194/0 18/0 648/0دما*
 153/0 74/42 57/7 1  عدم برازش

 
عیین و ت آمیلاز-αبررسی تاثیر پارامترها بر تولید 

 شرایط بهینه
بر  pHدر شکل نحوه تاثیر هر یک پارامترهای دما و 

میلاز نشان داده شده است. با توجه به نمودار آ-αتولید 
مشخص است که اثر هر دو پارامتر در محدوده مورد 

ای شکل است. نگولهزآمیلاز بصورت -αبررسی در تولید 
یزان م 5/8تا حدود  3/6از  pHبه این ترتیب که با افزایش 

ر نمودا pH 5/8تولید آنزیم نیز افزایش دارد اما پس از 
ا بگیرد. در مورد پارامتر دما نیز، خود میشکل نزولی ب
زایشی روند تولید آمیلاز اف C 38°تا  C 32°افزایش دما از 

 شود.است اما پس از آن روند کاهشی مشاهده می

از آنجا که اثر همزمان پارامترها در پاسخ مورد 
تواند متفاوت از اثر هر یک به تنهایی باشد، بررسی می

اس نتایج بدست آمده برای اثر نمودار سطح پاسخ بر اس
در تولید  pHهمزمان مقادیر متغیر از دو پارامتر دما و 

رسم شد  Minitab 17افزار آمیلاز توسط نرم-αآنزیم 
ن نمودار مشخص است که (. با توجه به ای2شکل )

 .Bآمیلاز در باکتری -αبیشترین تولید آنزیم 

alkalitelluris  در محدوده دمایی°C 35-40  8-9و pH 
 pHقابل دستیابی است. بر این اساس شرایط دمایی و 

بهینه برای دستیابی به بیشترین مقدار تولید آنزیم به 
 افزار تعیین شد.توسط نرم 5/8و  C 38°ترتیب 

 

 آمیلاز.-αدر تولید  pHنمودار اثرات اصلی دو پارامتر دما و  1شکل 
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 آمیلاز.-αبر تولید  pHنمودار سطح پاسخ جهت نمایش اثر دو پارامتر دما و  - 2شکل 
 

صحت عملکرد مدل پیشنهادی در به منظور بررسی 
بینی شرایط بهینه، دو آزمایش طراحی و انجام شد. پیش

در آزمایش نخست شرایط اولیه کشت باکتری و در 
آزمایش دوم شرایط بهینه پیشنهادی مورد استفاده 
قرارگرفت. بر اساس نتایج بدست آمده در این دو آزمایش 

و با در  U 092/0میزان تولید آنزیم تحت شرایط اولیه 
بدست آمد. به این  U 105/0نظر گرفتن شرایط بهینه 

 .Bآمیلاز توسط باکتری -αترتیب میزان تولید آنزیم 

alkalitelluris 2/114شده به میزان تحت شرایط بهینه 
 دهد. درصد افزایش نشان می

 
 بحث

آمیلاز به دلیل توانایی در هیدرولیز -αهای آنزیم
بالایی برای استفاده در صنایعی نشاسته، دارای پتانسیل 

مانند تولید غذا، شوینده، داروها، چرم، پارچه، آرایشی و 
با توجه به چنین زمینه گسترده از باشند. کاغذ می

، به آمیلاز-αکاربردهای بیوتکنولوژیک و صنعتی آنزیم 
های کاربردی های منطبق با زمینههای با ویژگیآنزیم

ن دلیل، محققین بطور مورد نظر نیاز است. به همی
هایی با های تولید آنزیمپیوسته در حال بررسی روش

باشند. خصوصیات سینتیکی و یا عملکردی مختلف می
های جدید رویکردهای مختلفی از شناسایی و کشف گونه

های مهندسی پروتئین مولد آنزیم تا استفاده از تکنیک
 اند. هبرای دستیابی به این هدف مورد استفاده قرارگرفت

هایی که در مناطق حاد از ها، گونه در میان باکتری
، فشار و غلظت نمک حضور دارند به دلیل pHنظر دما، 

ها را با شرایط دارابودن ویژگیهایی که این میکروارگانیسم
اند نظر محققین را مورد نظر سازگار نموده است توانسته
بسیار های پژوهشی به خود جلب نمایند. علاوه بر زمینه

ها، آنها به دلیل گسترده در مطالعه این میکروارگانیسم
ها و سایر ترکیبات دارای اهمیت دارا بودن متابولیت

بیوتکنولوژیک و صنعتی از نظر اقتصادی نیز حائز اهمیت 
باشند. با این رویکرد، امروزه مطالعات بسیاری در می

های جدید از منابع دارای زمینه کشف میکروارگانیسم
-شرایط حاد زندگی مانند اعماق دریا، چشمه های آب

 .B .(7) گیردهای نمکی و غیره صورت میگرم، دریاچه

alkalitelluris  یک گونه مقاوم به قلیا است که انتظار
های تولیدشده توسط این باکتری از رود پروتئینمی

قلیایی  pH آمیلاز نیز قابلیت مقاومت نسبت به -αجمله 
  .(8)داشته باشند 

یکی از مهمترین مراحل در بررسی خصوصیات 
آنزیمی، تولید انبوه آنزیم مورد نظر است تا در ادامه بتوان 

های آنزیم از آن به منظور تخلیص و تعیین ویژگی
استفاده نمود. در این مرحله رویکردهای مختلفی از 

سازی ژن مربوطه در سازی شرایط تولید تا کلونبهینه
گیرند. در شرایطی میزبان مناسب مورد استفاده قرارمی

که توالی ژن مورد نظر در دسترس نباشد، بهترین رویکرد 
سازی شرایط تولید محسوب های بهینهاستفاده از تکنیک

 .Bآمیلاز در باکتری -αز آنجا که ژن آنزیم شود. امی
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alkalitelluris  هنوز شناسایی نشده است در این مطالعه
دستیابی سازی شرایط تولید سعی شده است تا با بهینه

به مقادیر بیشتری از این آنزیم جهت مطالعات بعدی 
 فراهم شود. 

سازی شرایط رویکردهای مختلفی در زمینه بهینه
گیرند. اولین قدم در فرایند تفاده قرارمیتولید مورد اس

سازی تولید، شناخت پارامترهای موثر در دستیابی بهینه
 4برمن–به پاسخ مورد نظر است. امروزه از روش پلاکت

بر یک متغییر در یک گیر و هزینههای وقتبجای روش
برای شناسایی پارامترهای موثر در فرایند مورد  5زمان

شود. در ارامترهای موجود استفاده مینظر از میان انبوه پ
شد، ای که توسط عزیزی و همکاران انجاممطالعه

 B. alkalitellurisای و رشد پارامترهای متعدد تغذیه
به عنوان فاکتور  pHمورد بررسی قرارگرفته و تنها فاکتور 

. با توجه به (7)آمیلاز گزارش شد -αموثر در تولید 
در این مطالعه  اهمیت فاکتور دما در فرایندهای تولید،

سازی شرایط با در نظر گرفتن سعی شده است تا بهینه
 انجام شود.  pHهر دو فاکتور دما و 

متغیره برای تعیین شرایط  های تکدر گذشته روش
گرفت. اما از آنجا که در این بهینه مورد استفاده قرار می

روش اثر همزمان فاکتورهای مورد بررسی در نظر گرفته 
ابراین از دقت کافی در پیشگویی شرایط بهینه بن شودنمی

برخوردار نیستند. به همین دلیل، امروزه از روش سطح 
پاسخ که در آن علاوه بر اثر هر فاکتور، تاثیر همزمان 

گیرد بطور گسترده فاکتورها نیز در مورد بررسی قرارمی
شود. در سازی شرایط تولید استفاده میای برای بهینه
سازی ز از روش سطح پاسخ برای بهینهاین مطالعه نی

استفاده شده  B. alkalitellurisآمیلاز توسط -αتولید 
با استفاده از این روش بهترین شرایط برای تولید است. 

α- آمیلاز با در نظر گرفتن دو فاکتور دما وpH  به ترتیب
°C 38  پیشنهادشد. میزان تولید آنزیم  5/8وα- آمیلاز

درصد نسبت به شرایط  2/114تحت شرایط بهینه میزان 
عدم بهینه افزایش نشان داد. در سایر مطالعات نیز اثر 

-آمیلاز مورد ارزیابی و بهینه-αاین فاکتورها در تولید 
ای که توسط باکری و سازی قرارگرفته است. در مطالعه

سط آمیلاز تو-αسازی تولید در ارتباط با بهینههمکاران 
به  pH گونه باسیلوس انجام شد، بهترین شرایط دما و 

                                                           
4Placket-Burman 

. در مطالعه دیگری (9)بدست آمد  4-6و  C 37°ترتیب 
اران انجام شد این شرایط به که توسط پائول و همک

در مطالعه دیگری . (10)گزارش شد  6و  C 37°ترتیب 
 C°دمای بهینه  رامان انجام شدکه توسط آنوپاما و جایا

به عنوان شرایط بهینه پیشنهاد شد  pH 8و شرایط  37
در مطالعات متعددی استفاده از روش سطح پاسخ  .(11)

ها مورد استفاده سازی شرایط تولید آنزیمبرای بهینه
سازی ای که در زمینه بهینهقرارگرفته است. در مطالعه

صورت  B. amyloliquefaciensآمیلاز توسط -αتولید 
 6سازی گرفت، میزان تولید این آنزیم پس از بهینه

در  .(12)برابر افزایش یافت  3میزان  پارامتر مورد نظر به
 .Bآمیلاز توسط -αمطالعه مشابه دیگری تولید آنزیم 

amyloliquefaciens KCP2  پارامتر  3با در نظر گرفتن
سولفات و کلریدکلسیم و با استفاده از نشاسته، آمونیوم

روش سطح پاسخ به میزان قابل توجهی افزایش داشت 
پارامتر نشاسته،  4سازی دیگری با بهینه . در مطالعه(13)

عصاره مخمر، کلریدسدیم و دما با استفاده از روش سطح 
به  B. subtilis 168ط آمیلاز توس-αپاسخ، میزان تولید 

. رائو و همکاران از (14)برابر افزایش نشان داد  3میزان 
آمیلاز بسیار -αسازی تولید روش سطح پاسخ برای بهینه

 Geobacillusمقاوم به حرارت توسط 

thermoleovorans  درصد افزایش  70استفاده کردند و
آمیلاز تحت شرایط بهینه از -αدر میزان تولید 

. (15)پارامترهای مورد نظر کشت را گزارش نمودند 
-آمیلاز، از روش سطح پاسخ برای بهینه-αعلاوه بر آنزیم 

های دیگر مانند لیپاز و پروتئاز نیز سازی تولید آنزیم
استفاده شده و در تمامی موارد گزارش شده میزان تولید 

نظر افزایش قابل توجهی را تحت شرایط محصول مورد 
با توجه به نتایج بدست (. 16-20) دهدبهینه نشان می

آمده از این مطالعه و سایر مطالعات مشابه استفاده از 
تواند به عنوان تکنیکی قدرتمند در روش سطح پاسخ می

سازی پارامترهای موثر در تولید محصولات زیستی بهینه
علاوه براین، با استفاده از شرایط  مورد استفاده قرارگیرد.

توان تولید تولید بهینه بدست آمده در این مطالعه می
آمیلاز توسط را تنها با تغییر در این دو پارامتر -αآنزیم 

به میزان  و بدون دخالت در سایر پارامترهای رشد باکتری
قابل توجهی افزایش داد

5One parameter at a time 
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 تقدیر و تشکر

از همکاری صمیمانه جناب آقای راندی کارشناس 
محترم آزمایشگاه میکروبیولوژی واحد صمیمانه تشکر و 

های شود. همچنین به این وسیله از حمایتقدردانی می
سرکار خانم دکتر هنرمندجهرمی مدیر گروه 

نامه کمال تشکر و میکرویبولوژی در انجام این پایان
قدردانی را داریم
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