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  :چکیده

 این آنـزیم در صـنایع  . داز بازار مصرف جهان را تشکیل میده% 25نزیم آمیلاز در حال حاضر حدود آ
باکتري هاي گرمادوسـت قادرنـد در دماهـاي    . نانوایی کاربرد داردنساجی و دارویی،  مختلف از جمله

پایداري در دماي  برخی از این باکتریها قادر به تولید آنزیم آمیلاز با فعالیت و .بالارشد و فعالیت کنند
مادوسـت  در این مطالعـه بـاکتري گر  . که در صنایع از اهمیت بالایی برخوردار می باشد دبالا می باشن

 ـ. اکهاي اطراف تهران جدا گردیدار خ تولید کننده آنزیم آمیلاز % 1اکتري در محـیط شـامل  کشت این ب
 K2HPO4 ،25/0Na2HPO4  ،2/0 (NH4)2SO4،1/0 NaCl ،Mg So4 1/0٪نشاســـــته، 

7H2O05/0،CaCl2  05/0 وTripton  2/0    و  صورت گرفت و میـزان تولیـد آنـزیم در دمـاpH   هـاي
  pH 9و C º48  در دماي u\ml150 میزان تولید آنزیم توسط باکتري  بیشترین .متفاوت بررسی گردید

 16s ژن   ،پیش برنده و معکوسبا استفاده از آغازگرهاي  ،به منظور شناسایی این باکتري. اداتفاق افت

rDNA  بـا  شباهت این بـاکتري  بیشترین نتایج بیانگر  .ریبوزومی این باکتري تکثیر و تعیین توالی شد
 80تـا 40  دامنـه دمـایی   بررسی فعالیت و پایداري آنزیم در با .بودند Bacillus licheniformis باکتري

همچنین این آنزیم بعلت  .درجه سانتیگراد بدست آمد 40فعالیت آنزیم در دماي  بهینهدرجه سانتیگراد 
قنـد  از جمله صنعت  صنایع زیادي در ارزش واجد  ،C  º80در دماي% 78حفظ فعالیت خود به میزان 

استفاده گردیـدو    pTrc99Aاز وکتور   E.coliهمچنین به منظور انتقال ژن آمیلاز به  .می باشدسازي 
  .مورد تایید قرار گرفت E.coliپس از انتقال، بیان آن در 
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 مقدمھ
  : فصل اول

  : Bacillus licheniformisطبقه بندي باکتري-1
، راسته ي  Bacilli، رده ي  Firmicutesشاخه ي   Bacteriaباکتري باسیلوس از سلسله ي 

Bacillales خانواده ي ،Bacillaceae  جنس ،Bacillus   گونه ي،licheniformis  می باشد. 
[the LabRat.com-Biotech Jobs and Research Resources,2005]  

  
  :Bacillaceaeي  مشخصات خانواده-1-1

این . این خانواده در بر گیرنده ي کلیه ي باکتري هاي میله اي شکل هستند که تولید اسپور می کنند
  .باکتري ها به علت خصوصیات زیر از نظر صنایع غذایی حائز اهمیت می باشند

قابل حرارت بسیار مقاوم هستندو در شرایط به علت ایجاد فرمهاي اسپوري که در م)الف
  .پاستوریزاسیون از بین نمی روند

تعداد زیادي ازگونه هاي مختلف این خانواده قادر به هیدرولیز شدید پروتئین هستند ضمن اینکه )ب
  .در بعضی موارد ایجاد متابولیتهاي سمی خطرناك هم می گردد

ي هم مثلا در کنسروهامی توانند رشد و تکثیر وجود گونه هایی که در شرایط کاملا بی هواز)ج
  .نمایند

قرار دارد مهمترین جنس این خانواده  c°50وجود گونه هایی که اپتی مم رشد و تکثیر آنها بالاتر از )د
  ]1384سید علی مرتضوي ،[.جنس باسیلوس می باشد که در زیر مورد بحث قرار خواهد گرفت

  
  :Bacillus جنس -1-2 

این باکتري ها هوازي تا بی هوازي اختیاري غالبا گرم .گونه ي مختلف می باشد 25این جنس شامل 
سلولها . متحرکند مثبت و کاتالاز مثبت هستند، غیر متحرك و یا اینکه به وسیله ي تاژکهاي پیرامونی

از نظر شکل ظاهري و فرمهاي . به شکل میله اي و بیشتر به صورت زنجیر دنبال هم قرار می گیرند
اندوسپور آنها بیضوي شکل و یا گاهی .وري این باکتري ها با سلولهاي رویشی تفاوتی ندارنداسپ

این جنس شیمیو ارگانوتروف .کروي یا استوانه اي بوده و نسبت به شرایط خیلی سخت مقاوم هستند
هاي سلول در بعضی از گونه ها در مرکز یا در انت. یا تنفسی دارند)فرمنتاتیو(بوده و متابولیسم تخمیري 

بسیاري از باسیلوسها در . در اثر تولید اسپور باد کرده و حجیم تر ازسلول رویشی به نظر می رسند
سطح محیط کشت ایجاد پرگنه هایی می کنند که قطر آنها از چند سانتی متر تجاوز کرده با سطحی 
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ها در حین رشد در محیط هاي کشت مایع بعضی از باسیلوس. زبر و خشن و کمی قهوه اي رنگ دارند
باسیلوسها از مواد قندي ایجاد اسید ولی به ندرت . و تکثیر تولید پوسته اي در سطح محیط می نمایند

این باکتري ها به طور وسیعی . آمونیاك حاصل می شود گاز می کنندو از تجزیه ي پروتئین ها معمولا
  DNAدر   G+C درصد مولی. ددر طبیعت منتشر می شودو براحتی می توان آنها را از زمین جدانمو

  .می باشد 32-62این جنس 
نتابج آزمایشات انجام شده بر روي افزودنی هاي مورد استفاده در صنایع غذایی نشان می دهد که 

 stearothermophilus, subtilis, coagulans, licheniformis, circulans,pumilis(انواع باسیلوس 

نشان  1-1میزان پراکندگی این باکتري ها در شکل . ور دارندبر روي این گونه مواد خوراکی حض)
  ]1384سید علی مرتضوي،[.داده شده است

   

  
  

 ]1384سید علی مرتضوي،[میزان پراکندگی باسیلوسها بر روي مواد غذایی :1-1شکل 
 

  :باسیلوس لیکنی فورمیس  باکتري-3-1
Bacillus licheniformis  اما این باکتري بر . خاك بدست می آید باکتري است که به طور معمول از

مثل (روي پر و بال پرندگان نیز یافت شده است بخصوص پرندگانی که بیشتر بر روي زمین 
این باکتري گرم  .[Snoke, 1965, 415-420]زندگی می کنند)مانند اردکها(یا بر روي آب )گنجشکها 

اما قابلیت زنده ماندن در  .می باشد c °50مثبت و گرمادوست بوده و اپتیمم دماي رشد آن حدودا
در محیط هاي نا مناسب می تواند وارد فاز اسپور زایی شده و با برگشت  .دماهاي بالاتر را نیز دارد
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-veith, 2004,204].محیط به حالت طبیعی این باکتري نیز می تواند دوباره به فاز رویشی بر گردد

211] 
  

  ساختار ژنومی باکتري  - 4-1
می باشد   bp 336/222/4داراي یک کروموزوم حلقوي با  Bacillus licheniformisمی  از نظر ژنو
 72 اپران، bp 873 (،rDNA  7به طور متوسط در اندازه ي (ژن کد کننده ي پروتئین  208/4که شامل 

. همچنین هیچ پلاسمیدي درون این باکتري یافت نشده است .می باشد GCداراي tRNA ،2/42%ژن 
 ,2004شباهت دارد Bacillus subtilisبا   Bacillus licheniformisوسیعی از کروموزوم منطقه ي 

R77]..[Rey,  
  
  :آنزیمها-2

به  1894اولین آنزیمی که به صورت صنعتی تولید شد، تاکادیاستاز آمیلاز قارچی بود که در سال 
، 1915در سال .ی شدعنوان یک ماده ي دارویی براي اختلالات گوارشی در ایالات متحده یافت م

داراي آنزیم تریپسین به  وان شستشوي البسه با افزودنی هايتحت عن  Otto Roehmاختراع ثبت شده 
مواد شستشوي لباس حاوي آنزیمهاي مختلف بویژه %  80، 1969تا سال . اطلاع عموم رسید

، پکتیناز و اکسیدو ردوکتاز به همراه پروتئاز ها، از آنزیمهاي دیگري نظیر لیپاز، آمیلاز. پروتئازها بود
میزان تولید آنزیمهاي صنعتی در . ها نیز به صورت آزمایشی در صنعت تولید مواد شوینده استفاده شد

   ]335، 1997کروگر،ولف،[.آورده شده است 1-1سال در جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  

Enzyme Enzyme protein  Sales, persent  


