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  چكيده
و لاريجان براي غربالگري بيوكاتاليزور مناسب  شهر مشكين، هاي آبگرم محلات هاي جدا شده از حوضچه نمونه

 ساعت كشت داده 24 بمدت  C  °65بر روي محيط نشاسته آگار در درجه حرارت، واكنش هيدروليز نشاسته
سويه ايزوله شده از حوضچه آبگرم مشكين ، ضافه كردن معرف يد و تشخيص بيشترين هاله ايجاد شدهشده وبا ا

  .بعنوان سويه برتر انتخاب شد، شهر
  :نتايج زير بدست آمد ، با انجام تستهاي بيوشيميايي

رم مثبت، باسيل گ. هاي گرد با حالت موكوئيدي است باكتري مورد نظر داراي كلني، از نظر مورفولوژي كلني
. بي هوازي اختياري بوده و كاتالاز مثبت و اكسيداز منفي است. باشد  ميمتحرك و داراي توانايي توليد اسپور

توانايي تخمير . آن منفي است SH2اندول و ، اوره آز و سيترات مثبت. توانايي احيائ نيترات به نيتريت را دارد
بيشترين كدورت در . و قادر به استفاده از قند مانيتول نيست. ردلاكتوز و آرابينوز را دا، گزيلوز، قندهاي گلوكز

همچنين اين باكتري قادر به تحمل ميزان .   ديده شدC 50-80° و دماهاي بينpH 5/5-5/6هاي داراي  محيط
  .باشد  مي%2و1نمك 

- α براي توليد آنزيم pHمشخص شد كه مناسب ترين دما و ، با بررسي بهينه سازي شرايط محيط كشت
 pH  6 و   C 70°، نشاسته محلول در محيط كشت % 1آميلاز مقاوم حرارتي توسط سويه مورد نظر در حضور 

نشاسته محلول در محيط كشت % 1و بهمين ترتيب بيشترين فعاليت كاتاليزوري ويژه آنزيم در حضور ،مي باشد 
  .باشد مي ، pH    6  ،و   C  °70 ،در درجه حرارت 
عصاره مخمر ،به محيط كشت پايه افزايشي هم در مقدار % 5/0و، پپتون% mM 10Ca2+  ,  1 با اضافه كردن

  .توده سلولي و هم در توليد آنزيم مشاهده شد
كند   فعاليت آنزيم مورد نظر كاهش پيدا ميCu +2  و +Fe3همچنين مشخص شد كه با افزودن غلظت يونهاي 

  .شود رد نظر ايجاد نمي.بل ملاحظه اي در فعاليت انزيم مو تغيير قاC 100° دقيقه در درجه حرارت 45و بمدت 
مشاهده شدكه KD 56با انجام الكتروفورز در حضور سديم دو دسيل سولفات تك باند با وزن مولكولي تقريبي

  . مطابقت داشت، با مقايسه با باندهاي حاصل از فعاليت آنزيم در ژل سنجش آنزيم شده



Screening of thermostable α- amylase producing bacterium among thermophilic and 

hyperthermophilic bacteria population. 

Screening is a routine procedure for isolation of microorganisms which are able to produce 

special metabolites. 

Purified thermostable α-amylase  from bacterial resources, is widely used in different 

industries. 

Bacterial Isolates from three hot-spring sources in Larijan (67°C,pH 6.5), Mahallat (46°C, pH 

7), and Meshkinshahr (82°C, pH 6), were cultivated in screening starch agar plates, and 

incubated at 65°C for 24 hours. Thereafter, the plates were stained with Gram's iodine 

solution , and It was observed  that colonies of isolated bacterial strain from Meshkinshahr 

hot-spring has the largest haloforming zone. 

The strain was a Gram-positive bacillus, and facultative anaerobic., with polar spores. The 

strain possessed the ability to hydrolyse starch. Catalase was positive. Indole was not 

formed, and Nitrates were reduced to nitrites. The final pH after growth in nutrient broth 

was about 6. The strain grew in nutrient broth at 37°C to 80°C with an optimum at 70°C 

for 24 h. and is able to tolerate 1-2% concentration of  NaCl . From these results, the strain 

was identified as Bacillus sp by the criteria of Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology  

Optimization of the culture condition for α-amylase biosynthesis by the organism, showed : 

The maximum enzyme production was in the presence of soluble starch (1%), tempreture 

70 °C and pH value 6 respectively. 

Whereas the optimal pH and temperature for activity in the presence of soluble starch (1%), 

were 6and 70°C respectively. The addition of (10 mM) calcium and peptone (1%) to the 

mineral medium, shortened the lag period and improve the growth and α-amylase 

synthesis. The additions of glucose (1%) to the culture diminish greatly the syntheses and 

activity of α-amylase. 

Further more, the enzyme extract retained 100% activity when incubated for 45minutes at 

100°C. 
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 پژوهشپژوهش  مروري بر پيشينهمروري بر پيشينه: فصل اول  

   تعريف-1- 1
ميكروبيولوژي صنعتي علمي است در رابطه با استفاده صنعتي از پتانسيل متابوليسمي  

با هدف سنتز و توليد محصولات ) نظير آنزيمها ( و همچنين اجزائي از آنها  ميكروارگانيسمها

  )46،17. (مختلف و تجزيه و تبديل مواد

ميكروبيولوژي صنعتي امروزه سهم به سزائي در برطرف كردن نيازهاي مادي، بهداشت و  

  .  سلامت انسان و در عين حال در حفظ محيط زيست دارد

  :گيرد عبارتند از  آنچه در مبحث ميكروبيولوژي صنعتي مورد بحث و توجه قرار مي

  :نولوژيهاي كاربردي ميكروبيولوژي صنعتي و محصولات بيوتك زمينه •

هاي متابوليسمي آنها بطور كامل  امروزه ميكروارگانيسمهاي زيادي هستند كه پروسه

  .شناخته شده و در مقياس صنعتي مورد بهره برداري قرار گرفته اند

توليد محصولات غذائي و آشاميدني با فرآيندهاي بيوتكنولوژي؛  توليد اسيد آمينه ها، 

ها و ديگر  ن سلولي، آنزيمها، ويتامينها، طعم دهندهاسيدهاي چرب،  پلي ساكاريدهاي برو

اتانول، اسيدهاي آلي، بوتانول، و استن، : هاي بيولوژيك، توليدات حاصل از تخمير شامل  فرآورده

واكسنها، حشره كش ها، و  : بيوسورفاكتانتها، توليدات حاصل از جسم باكتري شامل 

ها ؛و توليدات حاصل از اكسيداسيون مانند پروتئينهاي سلولي،  آنتي بيوتيك ها، استروئيد

؛  محصولات بيولوژيك براي صنايع پزشكي، كشاورزي و تأمين مواد . ..استخراج مس، طلا و

  )46،4. (معدني در خاك توسط قارچها  از جمله اين موارد هستند

  بررسي روشهاي كشت ميكروارگانيسمهاي توليد كننده  •

 و ديگر روشهاي توليدي در حيطه (Fermentation)بررسي  فرآيندهاي تخميري •

 بيوتكنولوژي 

 ها  بررسي متدها و فرآيندهايي براي تثبيت بيوكاتاليزور •
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بررسي روشهاي افزايش راندمان، بهينه كردن راندمان و فعاليت ميكروارگانيسها از  •

بال طريق تغييرات در ماده ژنتيكي ميكروارگانيسمها با كمك مواد القاء كننده موتاسيون، غر

 )4(ها و متابوليتهاي ميكروبي   نمونه(Sscreening)سازي 

هاي مهم ميكروبيولوژي صنعتي، ارائه روشهايي براي بدست آوردن  يكي از بخش

  :كه در اين رابطه چند روش عمده وجود دارد . باشد متابوليتهاي جديد ميكروبي مي

 . گانيسمهاي تازه براي متابوليتهاي جديد يا ميكروار(Screening)غربال سازي  •

 اصلاح شيميايي متابوليتهاي ميكروبي شناخته شده  •

• Biotransformation يا Bioconversion كه عبارت است از دگرگونيهاي شيميايي 

تواند ميكروارگانيسم كامل  يك بيوكاتاليزور مي. اي با كمك بيوكاتاليزورها يك يا چند مرحله

 .ياآنزيمي تخليص شده از آن باشد

پروتوپلاست بين گونه اي كه وسيله اي براي الحاق اطلاعات ژنتيكي حاصل از آميزش  •

 .باشند نژادهاي توليدكننده داراي خويشاوندي مي

• Gene Cloningتوان ژنها را بين نژادهاي غير خويشاوندي كه   كه با كمك آن مي

 )4،72. (توليد كننده تركيبات شناخته شده هستند انتقال داد

ها در صنايع مختلف، محققين همواره بدنبال يافتن  اربرد فراوان آميلازبدليل اهميت و ك

 آميلاز بوده اند و حتي امروزه ميكروارگانيسمهايي از -αميكروارگانيسمهاي جديد توليد كننده 

محيطهاي ويژه جداسازي شده اند كه آنزيم توليد شده توسط آنها داراي شرايط فعاليت بسيار 

  .باشد جالبي مي

از .  ران نيز تاكنون كارهاي زيادي برروي اين آنزيم و كاربردهاي آن انجام شده استدر اي

 از دانشگاه تربيت مدرس با 1375جمله پايان نامه كارشناسي ارشد رضا شريف آبادي در سال 

و  Bacillus.licheniformisفورميس آميلازترموفيل توسط باسيلوس ليكني - αموضوع توليد 

 )4. (خالص سازي آن
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 پژوهشپژوهش  مروري بر پيشينهمروري بر پيشينه: فصل اول  

هاي ژلي آلژينات  در ريزدانه Bacillus.licheniformisتثبيت باسيلوس ليكني فورميس 

آميلاز -α؛ و مقايسه ) 77( دانشگاه تهرانIBB از 1375 توسط مصطفي آقايي اقدم در سال

همچنين ) 3. ( دانشگاه تهرانIBB از 1375ترموفيل با مزوفيل توسط خسرو خواجه در سال 

آميلاز مقاوم حرارتي توسط خانم مهشيد عبدالعظيمي در سال - α توليد جداسازي سويه برتر در

 )2( از دانشگاه الزهرا1378
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

  هاي اكستريموفيل  ميكروارگانيسم-1- 2
    هاي خاص هاي اكولوژيكي نظير حرارت هاي اكستريموفيل با زندگي در نيچ ميكروارگانيسم

)°c 15-2-  و يا °c110-60(هاي يوني بالا  ، غلظت)2-5ن بي M NaCl ( و ياpH) 4< 9 و> (

 ثابت شده كه اكثريت 16SrRNAهاي ژنومي  از طريق مقايسه توالي. اند سازگار شده

هاي  با وجوديكه تعدادي از آنها درگروه باكتري. ها، اعضاء گروه آركي باكترها هستند اكستريموفيل

كه تحت (هاي ويژه  ها با مقاومت مها به عنوان منبعي از آنزي اكستريموفيل. گيرند معمولي قرار مي

و كاربرد آنها بعنوان بيوكاتاليست ) شود برده مي  از آنها نامExtremozymeعنوان اكستريموزيم 

اند چرا كه آنها تحت شرايطي مقاومت نشان داده و فعال هستند كه قبلاً به  مورد توجه قرار گرفته

علاوه، روشن شده است كه تعدادي از به . شد عنوان شرايط نامساعد زيستي از آن ياد مي

اي دارند و بنابر اين ممكن  ها به ويژه اعضاء آركي باكترها، راهكارهاي متابوليكي ويژه اكستريموفيل

، 1در جدول . ها و كاربردهاي خاص استفاده كرد ها با فعاليت است از آنها به عنوان منبعي از آنزيم

  )58. (نها مشخص شده استهايي از آركي باكتريها و فنو تيپ آ جنس
  ها و فنوتيپ آنها جنسهايي از آركي : 1-2جدول 

  
 

  

  

  

  

  

ها هستند و اين گروه عموماً در  ها، اعضاء شاخه آركي ها و اكستريم ترموفيل اكثر ترموفيل
 هاي عضو شاخه يوباكترها در در حالي كه ترموفيل. كنند  رشد ميC80°هاي بالاي  حرارت
ها در آن زندگي  هايي كه اكستريم ترموفيل محيط. كنند  رشد ميC70-60°هاي بين  حرارت
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

بنابر اين تعجبي ندارد كه بسياري از آنها از . باشد كنند براي انجام فتوسنتز بسيار داغ مي مي
  )58. (كنند كه تركيبات سولفوره در آنها نقش دارد هايي استفاده مي متابوليسم

  . شوند  گروه اجباري و اختياري تقسيم مي2ن به شا ها بر اساس نياز حرارتي ترموفيل
 .هاي بالا براي رشد نياز دارند به درجه حرارت) ها اكستريم ترموفيل(هاي اجباري  ترموفيل 

هاي  هاي بالا و هم در درجه حرارت هم در درجه حرارت) معتدل(هاي اختياري  ترموفيل 
 .كنند  به خوبي رشد ميC50°زير 

 )62(. كنند  رشد ميC ° 80ها هستند كه در بالاي ه اكستريم ترموفيلها مشخص هايپرترموفيل

هاي آنها در بسياري از  ها، آنزيم به خاطر مقاومت حرارتي بالاي اين ميكروارگانيسم
 )61. (شود كاربردهاي تجاري و صنعتي استفاده مي

 Folding ها، ديدگاه مهمي در مكانيسم هاي ترموفيل ها، مطالعه پروتئين بعلاوة آنزيم
ها بايستي نسبت به حرارتي كه سبب دناتوره شدن  چرا كه اين پروتئين. آيد پروتئين بشمار مي

  )61. (شود مقاومت نشان دهند هاي معمولي مي پروتئين
  . دهد هاي ترموفيل و هايپرترموفيل را در درخت فيلوژني جهاني نشان مي ، محل قرارگيري گونه1 -2شكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 هاي ترموفيل و هايپرترموفيل در درخت فيلوژني جهاني  قرارگيري گونه: 1-2شكل 

  : مقاومت مولكولي در برابر حرارت - 2- 2
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

هاي بالا، نيازمند آن است كه تمام اجزاء سلوليش  يك ارگانيسم براي رشد در درجه حرارت

  .ها، اسيدهاي نوكلئيك و ليپيدها نسبت به حرارت مقاوم باشند نظير پروتئين

)  Extremozymesها اكستريموزيم(هاي مختلف  هاي هايپر ترموفيل ومت گرمايي آنزيممقا

 هم فعال C140°بررسي شده است و مشخص شده است كه تعدادي از آنها در درجه حرارت 

شود، هنوز  ها مي شكل ساختماني كه سبب القاء مقاومت حرارتي در پروتئين. مانند باقي مي

ولي تشخيص داده شده است كه پيوندهاي غيركووالان در . بدرستي شناخته نشده است

هاي مقاوم حرارتي، بدون شك سبب استحكام قسمت داخلي پروتئين و در نتيجه  پروتئين

اي را در پروتئين ايجاد  شود و  شكل فشرده  ميUnfoldingمقاومت افزاينده نسبت به 

  )60.(كند مي

پذيري و در نتيجه ايجاد  ش انعطافمقدار گلايسين كمتر از حد معمول كه باعث كاه

  )61. (شود سختي بيشتر مي

هاي بالا  كند تا در حرارت اتصالات متقاطع يوني گسترده در سطح پروتئين، كمك مي

Unfoldاي به نام چاپرونين توسط  هاي ويژه بعلاوه تمام اين فاكتورها، پروتئين.  نشود

الا يي كه احتمال دناتوره شدن در اثر حرارت باها شوند كه به پروتئين ها سنتز مي هايپرترموفيل

هاست  كه   شكلي از چاپرونينThermosome. دارند چسبند و آنها را به فرم فعال نگه مي را دارند مي

  راC100°هاي بالاي  شود و به آنها توانايي رشد در حرارت ها ديده مي بطور وسيع در هايپرترموفيل

  ).P.Fumarii(بخشد  مي

ها، با هم تركيب   در هايپرترموفيلDNAكه چندين عامل، براي جلوگيري از ذوب  باوجودي 

  :اي دارند   عامل، اهميت ويژه2شوند،  مي

كند   حلقوي بسته ميDNA كه ايجاد سوپركوپل مثبت از Reverse DNA gyraseآنزيم  

 ).كند هاي غير هايپرترموفيل كه سوپركويل منفي ايجاد مي  گيراز باكتريDNAبر خلاف (
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

هاي شبه هيستوني   كه شامل پروتئينDNAهاي متصل به  اشكال متفاوتي از پروتئين 

 .هستند

 نسبت به سوپركويل منفي، DNAبنا به دلايل مختلف فيزيكوشيميايي، سوپركويل مثبت 

  )60، 61، 62. (تر است به دناتوره شدن حرارتي، مقاوم

 هستند كه نقش DNAتصل به هاي م چندين باكتري هايپرترموفيل، حاوي پروتئين

ها از نظر  بعضي از اين پروتئين. اي در حرارت بالا بعهده دارند  رشته2حفاظت آنرا به شكل 

هاي يوكاريوتي هستند و عملكردشان بر اساس  هاي هستة سلول ساختماني مرتبط با هيستون

 بقيه هيچ  براي تشكيل ساختار شبه نوكلئوزومي است وDNAمتراكم و فشرده كردن بيشتر 

شوند، ساختار آنرا   متصل ميDNAولي هنگامي كه به . ها ندارند ارتباط ساختاري به هيستون

  .رود دهند كه بطور خاصي، درجه دناتوره شدن آن، بالا مي طوري تغيير مي

 جلوگيري DNAهايي كه از ذوب  به احتمال زياد، تركيب سوپركويل مثبت و پروتئين

  )61، 62. (باشد  در حرارت بالا ميDNAظ و باقي ماندن كنند، راه حل اصلي حف مي

  :مقاومت غشاء •
اي كه در  در موجودات زنده. گذارد حرارت روي مقاومت و پايداري غشاء هم تأثير مي

قسمت : باشد   لايه ليپيدي مي2برند، غشاء سلولي به صورت  هاي معتدل بسر مي حرارت

در سطح قرار ) ها گليكو پروتئين(يدروفيل در داخل و قسمت ه) اسيدهاي چرب(هيدروفوب 

  .كند گيرد و بطور نسبي با فاز آبي تماس برقرار مي مي

شود و منجر به   لايه از هم باز مي2در صورتيكه چنين غشايي در مقابل حرارت قرار گيرد، 

در براي جلوگيري از اين اتفاق، . شود از بين رفتن غشاء و افزايش نفوذپذيري به سيتوپلاسم مي

  : اي هستند ها داراي غشاء ويژه حرارت بالا، هايپرترموفيل
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

هاي هيدروفوبيك را از يك  اي گفته شده، قسمت  لايه2ها، بجاي تشكيل غشاء  اين باكتري

اي، از ذوب غشاء در حرارت  اين فرم ليپيدي تك لايه. كنند لايه، بطور شيميايي بهم متصل مي

 آركي ها ، پيوندهاي اتري بين گليسرول و زنجيره هاي در ليپيد هاي. كند بالا جلوگيري مي

هاي چرب هستند و به جاي  ها فاقد اسيد هاي آركي بعلاوه، چربي. شود جانبي آبگريز ديده مي

 )Isoprene(هاي جانبي دارند كه از واحدهاي تكراري هيدروكربني به نام ايزوپرن  آن زنجيره

هايي هستند كه در  هاي اصلي چربي ل تترا اتر گروهگليسرول دي اتر و گليسرو. تشكيل شده اند

 )Phytanyl(هاي جانبي فيتانيل  در گليسرول تترااتر زنجيره. باكترها حضور دارند هاي آركي گونه

تك  شوند و ايجاد يك غشاء از هر ملكول گليسرول به صورت كووالانت به همديگر متصل مي

  .دهند لايه را مي

ها و  اي به گونه ديگر متفاوت است، تنها مختص هايپرترموفيل ونههر چند اين فرم غشاء از گ

  .به عنوان پاسخي به حرارت بالاست

گونه در  حرارت بالا  به  نايي پاسخ  توا توضيحات داده شده،  به  توجه  ا  هاي  ب

رگانيسم ا به  هايي  آركي.  يوكاريوتيك و يوباكترها متفاوت استهاي هايپرترموفيل نسبت 

 با كاهش فعاليت چندين ژن و Methanosarcina Mazei و Methanococus Voltaeنظير 

هاي حرارتي به اين استرس محيطي پاسخ  هاي شوك هاي مسئول در پاسخ افزايش فعاليت ژن

هاي ترموفيل و اكستريم  البته بايد به اين نكته توجه داشت كه ميكروارگانيسم. دهند مي

كنند و  ها رشد مي ز براي ساير ميكروارگانيسمترموفيل در محدوده دمايي بالاتر از حد مجا

  )62. (شود حرارت بالا از جمله نيازهاي رشدي آنها محسوب مي

  هاي ترموفيليك  پايداري آنزيم-3- 2
هاي  ها براي بقاء و رشد و تكثير فعال در دماهايي كه پروتئين توانايي ميكروارگانيسم

موضوع جالبي براي تحقيقات در مورد مباني شوند،  ها غير فعال مي معمولي و مخصوصاً آنزيم
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

هاي  هاي مشابه بين گونه اي آنزيم مطالعات مقايسه. مولكولي گرمادوستي ايجاد كرده است

به طور كلي عوامل . گرمادوست و غيرگرمادوست به وسيله تعدادي از محققين انجام شده است

ها عوامل دروني دارند كه  دوستگرما) 4. (متعددي براي اين پايداري بيشتر پيشنهاد شده است

ها عوامل دورني دارند كه  شود و يا برعكس غير گرمادوست باعث افزايش پايداري حرارتي مي

هاي مختلف براي انتقال خاصيت پايداري حرارتي به  تلاش. شود باعث كاهش پايداري حرارتي مي

غيرگرمادوست ناموفق هاي  هاي گرمادوست به باكتري وسيله عصاره محيط كشت سلولي باكتري

هاي گرمادوست ثابت شده است كه در دماي مطلوب رشد  براي بعضي از آنزيم. بوده است

ها و يا  هاي گرمادوست پايدار نيستند و به وسيله تركيبات خاص سلول مانند غشاء باكتري

 غشاء سلولي  پايداري حرارتي آلكالين فسفاتاز به وسيله1976 در 1ولكر. شوند كوفاكتورها پايدار مي

   :شود  نيز نشان داد گلوتامات سنتتاز به وسيله سه عامل زير پايدار مي1987ولكر در . را نشان داد

(I اتصال گلوتامات ATP و Mn2+  

(II تغيير در ساختمان پروتئين ناشي از افزايش تعداد اسيد آمينه قطبي   

(IIIروفوبي تا خوردن آنزيم در اثر انرژي آزاد شده از اتصالات هيد  

  .هاي خارج سلولي مانند آميلاز و پروتئاز نشان داده شده است كلسيم به عنوان عامل پايداري آنزيم

كنند كه پايداري ساختمان پروتئين،  هاي گرمادوست، پيشنهاد مي بيشتر مطالعات بر روي پروتئين

دين پروتئين نشان داده شده است كه چن. بستگي به توالي اسيدهاي آمينه و تركيب آنها دارد

حال آنكه تفاوت آنها در . گرمادوست و غيرگرمادوست تنها در تعداد كمي اسيدآمينه با هم اختلاف دارند

ساختار دوم و سوم مولكول پروتئين از طريق افزايش باندهاي هيدروژني، پيوندهاي هيدروفوب و تداخل 

هاي گرمادوست  هند كه در پروتئيند بيشتر اطلاعات نشان مي. باشند هاي يونيزه، نيز مؤثر مي گروه

  )4. (هاي غيرگرمادوست وجود دارد سولفيد كمتر از مشابه پيوندهاي دي

                                                 
1- Welker 
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

هاي گرمادوست و غيرگرمادوست  ها در بين گونه هاي كلستريديوم مطالعه بر روي فرودوكسين

 تشابه قابل توجهي را در مورد وزن مولكولي، ميزان آهن، گوگرد معدني، سيستئين و تعداد

هاي گرمادوست پايداري حرارتي بيشتري  هاي گونه با وجود اين، پروتئين. اسيدهاي آمينه نشان داد

هيچ ساختمان دوم و سوم ندارد و به )  دالتون6000با وزن مولكولي (فرودوكسين . را نشان دادند

. باشد ه ميهمين دليل تغيير در پايداري حرارتي آن احتمالاً ناشي از تغيير در نوع اسيدهاي آمين

 هيستيدين ،هاي گرمادوست ها نشان داد كه فقط در فرودوكسين اي توالي پروتئين مطالعات مقايسه

  .وجود دارد كه جايگزين سرين و يا تيروزين شده است

 هاي گرمادوست باكتري كلستريديوم ترموساكاروليتيكم درفرودوكسين

Clostridium thermosuccharolyicumشود، در   يوني تشكيل مي حداكثر چهار پيوند

. فقط يك پيوند يوني وجود دارد C. ucidurici حالي كه در كلستريديوم اوسيدوريكي 

شش عدد اسيد . پايداري بيشتر با تعداد افزايش يافته اسيد گلوتاميك، در ارتباط است

  B. stearothermophilusگلوتاميك در فرودوكسين باسيلوس استئاروترموفيلوس

 - αو ثابت شده است كه اسيد گلوتاميك بهترين اسيد آمينه براي تشكيل وجود دارد 

  .باشد هليكس مي

با وزن مولكولي (پپتيدي  پيوند هيدروژني براي افزايش دماي ذوب شدن زنجيرة پلي% 3افزايش 

 در انرژي فعال سازي Kcal/mol 10 كافي است  و تفاوت C40° به C35°از )  دالتون35000

 در c60°پايداري حرارتي سي برابر در دماي . يق تعويض چند اسيدآمينه ايجاد شودتواند از طر مي

توان به تفاوت انرژي  آنزيم تريوزفسفات ايزومراز عضلة خرگوش و باسيلوس استئاروترموفيلوس را مي

ها  هاي پايداري حرارتي فرودوكسين تفاوت.  مربوط دانستKcal/mol 2/2فعالسازي فقط به ميزان 

 )4.( دانستKcal/mol 5/8-5/4هاي  توان فقط ناشي از تفاوت را مي

 به ميزان C70° دقيقه در 10 فسفات دهيدروژناز عضلة خرگوش بعد از -3گليسرآلدئيد 

 stearothermophilus B .شود، درحاليكه آنزيم باسيلوس استئاروترموفيلوس غيرفعال مي93%
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 مقــدمهمقــدمه: دومفصل   

آنزيم حاصل از ترموس . شود  غيرفعال ميC90°  دقيقه در10بعد از % 5نسبتاً پايدار است و فقط 

پايداري آنزيم .  پايدار استC90° براي چندين ساعت در دماي Thermus aquaticus آكواتيكوس

 با نيروهاي هيدروفوبيك و پيوندهاي يوني B. stearothermophilusباسيلوس استئاروترموفيلوس 

ه تغييرات كوچك و ناچيز در تعداد اسيدهاي دهد ك مدارك نشان مي. شود اضافي بيشتري ايجاد مي

گردد كه معمولاً تشابه  هايي مي آمينه باعث ايجاد تغييرات قابل توجه در پايداري حرارتي آنزيم

ها مسئول افزايش امكان ايجاد پيوندهاي  اين جايگزين. دهند ساختماني نزديكي را نشان مي

رسد در افزايش پايداري  باشند كه به نظر مي ميهيدروژني، پيوندهاي هيدروفوبي و پيوندهاي يوني 

  )4، 56، 58. (هاي گرمادوست ضروري هستند هاي حاصل از ميكروارگانيسم آنزيم

  :ها ها از اكستريموفيل  توليد بيوكاتاليست و بيومولكول- 4- 2
ها و بالخصوص  هاي مختلف اكستريموفيل چندي است كه تحقيق و بررسي بر روي گونه

ها بواسطه مصارف عمده صنعتي، افزايش پيدا كرده است و مشخص شده است كه  فيلاكستريم ترمو

منحصراً بواسطه وجود ) اكستريم(هاي ويژه  ها براي بقا در محيط توانايي عمده اين ميكروارگانيسم

هاي يك ميكروارگانيسم  در حقيقت، اين آنزيم. باشد ها و مسيرهاي ويژه بيوشيميايي آنها مي آنزيم

تواند به عنوان  دهند و اين مقاوت و سازگاري، مي  كه خود را با شرايط محيطي ويژه وفق ميهستند

 )59. (هاي زيستي و بيوشيميايي باشد اهرمي كمك كننده در پروسه

مسير كلاسيك توليد آنزيم ميكروبي شامل جداسازي ميكروارگانيسم از طريق كشت 

 و بيان ژن مربوطه، براي بدست cloning بوسيله خالص، با تخليص آنزيم يا از ميزبان طبيعي يا

  )56. (باشد مي) ها هاي بدست آمده از اكستريموفيل آنزيم(ها  آوردن اكستريموزيم

هاي  پذير نباشد كه روش شود كه كشت خالص، امكان مسير ديگر، در شرايطي استفاده مي

  :اين مسير شامل 

   محيطيDNAهاي بدست آمده از  گري ژن ـ غربال


