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  چکیده

  
-مالتوژنیک آمیلازها یک گروه از آنزیم هاي هیدرولیز کننده سیکلودکسترین ها و متعلق به خانواده آلفا     

آمیلازها داخل سلولی است -این آنزیم برخلاف سایر آلفا. می باشند) گلیکوزیل هیدرولازها 13خانواده (آمیلازها 
توجه به استفاده از این  ااخیر. ون را از خود نشان می دهدو همچنین فعالیت هیدرولازي و ترانس گلیکوزیلاسی

آنزیم در صنعت بخصوص در صنایع نانوایی، شیرینی پزي و همچنین پزشکی و نیز طراحی داروها چشمگیر بوده 
با توجه به اینکه مالتوژنیک آمیلازها از نظر کاربردي و تحقیقاتی بسیار با اهمیت هستند و تاکنون از سویه . است

 ژئوباسیلوساي بومی ایران گزارش نشده اند، در این تحقیق ژن آنزیم مالتوژنیک آمیلاز از یک سویه جدید ه
پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی تخلیص و سپس . کلون شد pET28aترموفیل جدا و در حامل 

هاي مختلف بر روي فعالیت  pHاثر دما و . خصوصیات بیوشیمیایی و ساختاري آنزیم مورد بررسی قرار گرفت
جداشده اي که  نشان داد که نسبت به مالتوژنیک آمیلازهاي C° 65مالتوژنیک آمیلاز نوترکیب، فعالیت بهینه را در

اثر غلظت هاي . بدست آمد 6آنزیم  اپتیمم براي فعالیت pHتاکنون تعیین خصوصیت شده اند بالاتر می باشد و  
افزایش، اما در  +Kو  +Liکه فعالیت کاتالیتیک آنزیم در حضور یون هاي  متفاوت یون هاي فلزي مشخص کرد

به ترتیب موجب افزایش و  +Ca2و  +Kهمچنین . حضور سایر یون هاي بکار رفته کاهش یافته و یا مهار می شود
لپیک کاهش پایداري حرارتی آنزیم شده و اثر ناپایدارکنندگی کلسیم و پایدارکنندگی پتاسیم به ترتیب آنتا

سیکلودکسترین، – α ،β ،γ(با بررسی اثر سوبستراهاي مختلف . تعیین شد) S#Δکاهش (و آنتروپیک ) H#Δکاهش (
- β-, γ-CD ,(بر روي فعالیت آنزیم مشخص شد که سه سوبستراي سیکلودکسترین ) آمیلوز، آمیلوپکتین و گلیکوژن

α ( نسبت به سوبستراهاي پلیمري)سوبستراهاي بسیار مطلوب تري براي ) کوژن و نشاستهآمیلوپکتین، آمیلوز، گلی
پارامترهاي سینیتیکی و . آنزیم می باشند و این می تواند به علت ممانعت فضایی بیشتر سوبستراهاي پلیمري باشد
در مورد سه سوبستراي . ترمودینامیکی محاسبه شده براي سوبستراهاي مختلف نیز این موضوع را تأیید می کنند

افزایش یافته، اما ویژگی  β-, γ-CD، نسبت به α-CDآنزیم در حضور  Kmرینی، علیرغم اینکه سیکلودکست
آنزیم در حضور این  kcatبه ترتیب افزایش یافته است زیرا  γ-CDبه  α-CDآنزیم از ) kcat/Km(سوبسترایی 

کنش فعال سازي نشان می بررسی ترمودینامیک وا. سوبستراها به ترتیب افزایش قابل ملاحظه اي را نشان می دهد
اتصال .  می باشد) S#Δافزایش (در سوبستراهاي فوق آنتروپیک ) G#Δکاهش (دهد که این افزایش فعالیت 

شبیه سازي میانکنش از نظر میانکنش هایی که با رزیدوي هاي جایگاه فعال دارند با روش  α-, β-CDسوبستراهاي 
می دهد سطح در دسترس رزیدوي هاي جایگاه فعال و  مورد بررسی قرار گرفت که نشان سوبسترا- آنزیم

است که می تواند نشان دهنده میانکنش هاي بیشتر   β-CDدر آنزیم به مراتب بیشتر از  α-CDکاتالیتیک در حضور 
بیشتر حالت گذار واکنش فعال سازي و  H#Δاین نتیجه، . باشد α-CD سوبسترا براي  -در حالت گذار آنزیم

 .را به خوبی تایید می کند α-CDدر مقایسه با  α-CDدر حضور  آنزیم Kmافزایش 
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د                                                                                                                                                                 چکیده فارسی           
ذ                                                                                                                                                              چکیده انگلیسی  

مقدمه و تئوري: فصل اول  
ها اکسترموفیل 1-1 2  
دما 1-1-1 2  

ها لیکروفیسا 1-1-1-1 3  
ها لیپرترموفیها و ها لیترموف  1-1-1-2 4  
ها لیترموف یتاکسونوم 1-1-1-2-1 4  

لوسیژئوباس جنس  1-1-1-2-1-1 6  

ها میترموزا 1-2 7  
؟سازد یم داریپا را ها میترموزا یعوامل چه 1-2-1 7  
9   (CAZy) 1-3 آنزیم هاي مؤثر بر کربوهیدرات ها  

10 CAZy   طبقه بندي فواید 1-3-1
11  (IUBMB)   محدودیت طبقه بندي 1-3-2

                                                                                                               11 CAZy 1-3-3 ها و اصطلاحات در تعریف  
طبقه بندي گلیکوزیل هیدرولازها 1-4 12  
مکانیسم ملکولی گلیکوزیل هیدرولازها  1-4-1. 15  
لازهایآم-آلفاساختار سه بعدي و سازمان دمینی  1-4-2 16  
16 A دمین  1-4-2-1  
17 B 1-4-2-2 دمین  
17 C   دمین 1-4-2-3
درولازهایه لیکوزیگل ماده شیپ 1-4-3 19  
نیکلودکستریس بر موثر يها میزآن 1-5 22  
نازیکلومالتودکستریس 1-5-1 24  

نئوپلولاناز  1-5-2 25              

  لازیآم کیمالتوژن 1-5-3 27
و دوم اول ساختار 1-5-4 29  
ساختار کلی  1-5-5 30  

                  کاربرد صنعتی مالتوژنیک آمیلاز 1-5-6 35
   35                                                                                                                                                        در این تحقیق 1-6
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  مواد و روش ها: فصل دوم
ها دستگاه 2-1 38  
ییایمیش مواد 2-2 38  
ها تیک 2-3 39  
  لازیآم کیمالتوژن ژن يبرا مریپرا یطراح 2-4 39
در میزبان پروکاریوتی  لازیآم کیمالتوژنکلونینگ ژن  2-5 39  

       40                                                                 مالتوژنیک آمیلازجهت تکثیر ژن  (PCR)واکنش زنجیره اي پلیمراز  2-5-1
41                                                           وي ژل آگارز                                            ر  PCR  الکتروفورز محصول 2-5-2

41                                                                                                             از ژل آگارز PCR استخراج محصولات 2-5-3  
   pET28a                                                                                                     41و ناقل لازیآم کیمالتوژنهضم ژن  2-5-4

42 pET28a اضافه کردن آلکالین فسفاتاز به  2-5-5  
43 (Ligation (جاگذاري ژن درون حامل  2-5-6  
انتقال ناقل نوترکیب به میزبان بیانی 2-5-7 43  
بیان پروتئین 2-6  45          
تهیه محتواي سلولی از باکتري ها 2-7 45  
45 (SDS-PAGE) پلی اکریلامید ژل الکتروفورز  -سدیم دودسیل سولفات 2-8  
تخلیص پروتئین نوترکیب 2-9 46  
سنجش غلظت پروتئین  2-10 46  
ـلازیآم کیمالتـوژن تیفعال نییتع 2-11 47  
لازیآم کیمالتوژن تیفعال بر 47  pH   اثر 2-12
ز 48 لایآم کیمالتوژن تیفعال بر  EDTA   فلزي و ونهايی اثر 2-13
لازیآم کیمالتوژن تیفعال بر دما اثر 2-14 48  

ریناپذ برگشت یحرارت شدن رفعالیغ یبررس 2-15 48  
  2/1t                                                                     48محاسبه کمی پایداري حرارتی بصورت میزان فعالیت باقیمانده  2-15-1
   kinactivation                                                                                                        (48(محاسبه ثابت غیر فعالسازي  2-15-2

  مختلف يسوبستراها يرو میآنز تیفعال یبررس 2-16 49
49                                                                                                                                کیینتیتعیین پارامترهاي س 2-16-1  
49                                                            محاسبات ترمودینامیکی                                                                            2-17  

مدل سازي ملکولی 2-18 50  
  پیشگویی ساختار آنزیم در حضور و عدم حضور سوبسترا 2-18-1 50
سه آن با الگو یو مقا پارامترهاي پایدارين ییتع 2-18-1-1 51  
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سوبسترا-شبیه سازي میانکنش آنزیم 51   2-18-2  
نتایج: فصل سوم  

لازیآم کیمالتوژن ژن ریتکث جهت 53  (PCR ( مراز یپل يا رهیزنج واکنشو  مریپرا یطراح 3-1  
لازیآم کیمالتوژنکلونینگ ژن  3-2 54  
یید کلونینگأمراحل ت 3-3 56  
56  (Colony-PCR ( انتخاب کلون هاي حاوي وکتور و ژن   3-3-1  

  57  ید نوترکیبید کلونینگ با استفاده از برش یگانه پلاسمأیت 3-3-2
  57  بیان پروتئین نوترکیب 3-4

تخلیص پروتئین نوترکیب 3-5 58  
   يداریپا و تیفعال مطالعات 3-6 59
لازیآم کیمالتوژن تیفعال يرو 59  pH ر یتاث 3-6-1   
آنزیمروي فعالیت  59  EDTA و  هاي فلزي اثر یون 3-6-2   
  لازیآم کیمالتوژن تیفعال يرو حرارت درجه اثر 3-6-3 61
پایداري حرارتی آنزیم 3-6-4 61  
دماهاي مختلف در آنزیم ریناپذ برگشت یحرارت شدن رفعالیغ یبررس 3-6-4-1 61  
  ریناپذ برگشت یحرارت شدن رفعالیغنمودار آرنیوس و ترمودینامیک فرایند  3-6-4-2 62
مختلف يسوبستراها در حضور لازیآم کیمالتوژن میآنز تیفعال یبررس 3-6-5 65  
)تعیین خصوصیات کاتالیتیک(ي سینتیکی آنزیم اپارامتره تعیین 3-6-5-1  65  

  68                                                                         تعیین انرژي فعال سازي آنزیم در حضور سوبستراهاي مختلف 3-6-5-2
مدلینگ مقایسه اي 3-7  69  

و    Geobacillus sp. Gh6 آنزیم نمکی در هاي هیدروژنی و پل هاياد پیوندتعد و سطوح در دسترس مقایسه 3-7-1
ThMA 71  روش تئوري به  

اسوبستر-شبیه سازي میانکنش آنزیم 71  3-7-2  
بحث: فصل چهارم   

   75 و بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب        در وکتور بیانی Geobacillus sp. Gh6 لازیآم کیمالتوژن ژن نگیکلون 4-1
                                              76 Geobacillus sp. Gh6   حاصل از لازیآم کیمالتوژنبررسی ویژگی هاي آنزیمی  4-2

 81                                                                                                                                                  تئوري   مطالعات  4-3
82                                         پیشنهادات                                                                                                                     4-4  

  84                                                                                                                                                                             منابع
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 فهرست شکل ها
صفحه                                                                                                                                          عنوان      

 60 از ییدمامحدوده  با يدیاس گرم آب يها چشمه از که است یلیپرترموفیها  T. D. Brock(Sulfolobus( 1-1شکل 
   5                                                                                                                 .است شده ییشناسا 5 تا 1 نیب pH و C95° تا
 اساس بر سرور نیا در موجود يها نیپروتئ و ها میآنز). CAZy( دراتهایکربوهموثر بر يها میآنز يبند طبقه 2-1شکل  

 یپل ،PL (iii) ترانسفرازها لیکوزیگل ،GT (ii) درولازهایه لیکوزیگل ،GH (i) شوند یم میتقس گروه چهار به یتوال
                     10.                                                                                                       استرازها دراتیکربوه ،CE (iv) و ازهایل دیساکار
  CAZy                                                                                               13طبقه بندي گلیکوزیل هیدرولازها در  3-1شکل 
            CAZy                                                                                              14گلیکوزیل هیدرولازها در  13خانواده  4-1شکل 
  15                                                                                            زهادر گلیکوزیل هیدرولا Invertingمکانیسم  5-1شکل 
  16                                                                                           در گلیکوزیل هیدرولازها Retainingمکانیسم  6-1شکل 
  Aspergillus oryzae                                                                                  17 لازیآم آلفا يبعد سه ساختار 7-1شکل 
  18                                                              است مشخص Eو A ،B ،C ،D هاي نیدم ،CGTase بونیر مدل 8-1شکل 
      20                                                                                                                         تار آمیلوز و آمیلوپکتینساخ 9-1شکل 
  21                                                                                                        سیکلودکسترین -γو  -α- ،βساختار  10-1شکل 
                                                 22                                                                                                                                       پلولان ساختار 11-1شکل 
  CDase                                                                                                                                       25 ساختار 12-1شکل 
  26                                                                                                                                      نئوپلولاناز ساختار 13-1شکل 
  27                                                                  آکارباز يروThMA تیفعال از حاصل محصول از یکل يشما 14-1شکل 
  CD/Pullulan                          32 کننــده هیتجــز يها ـــمیآنز دوم ساختــار و يــدیاس نویآم یتوال قیتطب 15-1شکل 
  ThMA                                                                                                                             33 بونیر ساختار 16-1شکل 
  34                                                                                        مریدا ThMA ییسوبسترا تیارجح از يریتصو 17-1شکل 
   ThMA                                                                                      34 فعال گاهیجا در قند اتصال یاضاف يفضا 18-1شکل 
  54        %    1  روي ژل آگارز لازیآم کیمالتوژنپرایمرهاي طراحی شده براي ژن با  PCR الکتروفورز محصول 1-3شکل 
   55                                                                                                        آنالیز استخراج پلاسمید روي ژل آگارز 2-3شکل 
   Sac I                                                                  55و   Hind IIIنه آنزیمی توسط دوگا آنالیز محصول هضم 3-3شکل 
پلاسمید  با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز بمنظور غربال کلونهاي حاوي Colony-PCRآنالیز محصولات  4-3شکل 

   56                                                                                                                                                                  نوترکیب   
    57                                                                                   استخراج پلاسمید حاوي ژن مالتوژنیک آمیلاز   زیآنال 5-3شکل 
    57                                    بیانی حاوي مالتوژنیک آمیلاز  نوترکیب پلاسمید هضم محصول آنالیز 6-3شکل 
   58                                             درجه سانتیگراد 30در دماي  BL21در سویه  لازیآم کیمالتوژنمراحل بیان ژن  7-3شکل 

 چ
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   58                                                                       روي ژل پلی اکریل آمید آنالیز پروتئین نوترکیب خالص شده 8-3شکل 
  Geobacillus sp. Gh6                                      59 از آمده بدست لازیآم کیمالتوژن تیفعال يرو pH اثر 9-3شکل 
  Geobacillus sp. Gh6                           61یه سو از آمده بدست لازیآم کیمالتوژن تیفعال يرو حرارت اثر 10-3شکل 
میلی مولار  10حضور عدم در دماهاي  مختلف در  حضور و  میآنز ریناپذ برگشت یحرارت شدن رفعالیغ 11-3شکل 

CaCl2  وKCl                                                                                                                                                         63   
در دماهاي  میآنز )kinact( منحنی آرنیوس واکنش دناتوراسیون حرارتی با استفاده از سرعت غیرفعال شدن 12-3شکل 

  KCl                                                              64و  CaCl2میلی مولار  10مختلف  براي آنزیم در  حضور و عدم حضور 
  65                                                                  مختلف يسوبستراها در حضور لازیآم کیمالتوژن میآنز تیفعال 13-3شکل 
  66                                                                                                                              منحنی استاندارد مالتوز 14-3شکل 
  66             راهاي مختلفسوبست براي هاي مختلف منتون فعالیت مالتوژنیک آمیلاز در غلظت-منحنی مکائیلیس 15-3شکل 
  67         دست آوردن پارامترهاي سینتیکی بدست آمده از سوبستراهاي مختلف براي به برك -منحنی لاین ویور 16-3شکل 
-γو  -α- ،β درجه سانتیگراد در حضور 30-50در دماهاي  میآنزمنحنی آرنیوس واکنش فعال سازي  17-3شکل 

   68                                                                                                                                                           سیکلودکسترین
که به عنوان الگو مورد استفاده قرار ) β-CDدر حضور سوبستراي ( ThMA، ساختار سه بعدي دایمر A 18-3شکل 
دایمر مالتوژنیک آمیلاز براي  MODELLER، مدل سه بعدي نهایی ساخته شده توسط نرم افزار  B.گرفت

Geobacillus sp. Gh6 .C ساختار سه بعدي دایمر مالتوژنیک آمیلاز ،Thermus sp. IM6501 ) در عدم حضور
، مدل سه بعدي نهایی ساخته شده توسط نرم افزار Dکه به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت و ) سوبسترا

MODELLER  براي دایمر مالتوژنیک آمیلازGeobacillus sp. Gh6  ساختارها توسط نرم افزارChimera  نمایش
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 فهرست مطالب

  فهرست جدول ها 
 صفحه                                                                                                                                           عنوان    
          Clan GH-H(                                                                                             14( لازیآم-آلفا خانواده ياعضا 1-1جدول 
   19                                                   آنها نیدم یابی سازمان و مربوطه EC عدد لاز،یآم-آلفا خانواده يها میآنز 2-1جدول 
  29                                                                       از منابع مختلف NPase و CDase، MAase اتیخصوص 3-1جدول 
  39                                                                  لازیآم کیمالتوژنبراي  PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در  1-2جدول 
  PCR                                                                                  40در  لازیآم کیمالتوژن ژن تکثیر مراحل مختلف 2-2جدول 
  46                                                             مجهول يها به منظور تعیین غلظت نمونه یپروتئین يتهیۀ استانداردها 3-2جدول 
هاي فلزي مورد استفاده قرار  هاي کلرید یون نمک  میلاز،روي فعالیت مالتوژنیک آ EDTAهاي فلزي و  اثر یون 1-3جدول 

  60                                                                                                                                                                       اند گرفته
 64                                                                                 دینامیکی غیرفعال شدن حرارتی آنزیمپارامترهاي ترمو 2-3جدول 

  68                                                    پارامترهاي سنیتیکی و ترمودینامیکی آنزیم در حضور سوبستراهاي مختلف 3-3جدول 
  71               براي مدل و الگو) سطح دردسترس، پیوند هیدروژنی و پل نمکی(ایسه برخی فاکتورهاي پایداري مق 4-3جدول 
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  مقدمه :اول فصل

 

 

  1ها اکسترموفیل 1-1

 از را آنها اند توانسته و ی دارندطیمحي مختلف ها استرسیی هاي متفاوتی جهت سازگاري با توانا ها سمیکروارگانیم

 ریسا و انسان که است گستره اي از خارج طیمح ،بحرانی طیمح. کنند يجداساز نیزم يرو يمتعدد 2بحرانی يها طیمح

 .خوانند یماکسترموفیل  را کنند یم ـیزندگ ها طیمح نیا در کهرا  ییهاارگانیسم . بمانند زندهدر آن  توانند یمن وتهایوکاری

 ،) 10pH-12 ای  0pH-3( ــنییپا و بالا يهاpH  ا،یدر اعماق يبالا فشـار در یزندگـ به اکسترموفیل يها سمیکروارگانیم

 وفق یآتشفشان يها چشمه در بالا يدماها ای و سرد یقطب ینواح در نییپا يدماها ،)5-30(% نمک يبالا اریبس يها غلظت

 قلمرو از ییهااکسترموفیل  اما باشند یم کیلوژنیف یاصل قلمرو سه از یکی ،آرکئا ياعضا هااکسترموفیل  تیاکثر. اند افتهی

 عنوان به ها میآنز نیا کاربرد و 3باشند یم بالا يداریپا با هایی میآنز حاوي هااکسترموفیل . است شده ییشناسا زین ییایباکتر

 ییها طیمح ساکن که ییآنها ژهیبو ،هااکسترموفیل  کشف با .است کرده جلب خود به صنعت در را يادیز توجه ستیوکاتالیب

-5( است افتهی شیافزا، دارد انیجر آنها در یزندگ که يگرید بحرانی يها طیمح ییشناسا يبرا تلاش ،4هستند بالا يدما با

1.( 

  

 دما 1- 1-1

 يدما در را یزندگ توان یم حال، نیا با. کند حفظ C 10° از تر نییپا یکم را خود سمیمتابول تواند یم ندرت به گونه کی

  بزرگ دسته سه به کنند یم رشد آن در که ییدما اساس بر ها سمیکروارگانیم. کرد حفظ ،C 110° يبالا تا -50 ریز ،بحرانی

                                                
1. Extremophile 
2. Extreme 
3. Extremozymes 
4. thermophile 
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 3ها لیکروفیسا و بالا يدماها که نسبت به  2ها لیترموف کنند، یم یزندگ نرمال يدماها در که 1ها لیوفمز. اند شده میتقس

 یم بلکه سازگار شده اند اکستریم يدماها به تنها نه ها سمیکروارگانیم نیا از یبعض. اند شده سازگار نییپا يدماها نسبت به

 چگونه که د،یآ یم شیپ سوال نیا. کنند یزندگ زین...  و بالا pH ،ي نمکبالا غلظت ،يدیاس طیشرا در توانند

  ).6 و 7( مانند یمی باق داریپا یطیشرا نیچن در این میکروارگانیسم ها يماکرومولکولها

  

 ها لیکروفیسا 1-1- 1-1

 جلبک ،مخمرها ها، يباکتر مختلفی، از قبیل يها سمیارگان و دنباش یم ما ارهیس يرو نقاط نیفراوانتر سرد، يها طیمح

 دراکسترموفیل  عنوان به سرما به سازگار يها سمیارگان نیا. ندا شده يساز جدااز این محیط ها  ها قارچ و یسلول تک يها

 به کینزد آنها یدرون يدما ندارد،وجود  ییدما میتنظ ستمیس چیه ها سمیارگان نیادر  با توجه به اینکه و شوند یم گرفته نظر

 و رشد مثل، دیتول ها سمیارگان نیا ،ییایمیش يها واکنش يرو نییپا يدماها یمنف اثر رغمیلع. دوشی محفظ  طیمح يدما

 ،4ترکیبات ضد یخ سنتز که شده مشاهده. دهند یم نشان معتدل يها طیمح درساکن  کینزد يها گونه با مشابه یحرکات

 و دنشو Noncolligativeاز طریق مکانیسم  دنب عیما انجماد نقطه شتریب کاهش باعث تواند یم دهایپپت و ها نیکوپروتئیگل

 راتییتغ به صورت را یمتفاوت يهایسازگار آنها نیبنابرا. کند یم يریجلوگآنها  انجماد ازنیز  ها Cryoprotectant سنتز

 يدماها رآو انیز اثرات جبران به قادر را آنها که ها نشان می دهند میآنز و ها نیپروتئ غشا، سطح در مثال طور به يساختار

  ).8-10( است کرده نییپا

 یزندگ شرایط مختلف با را آنها که باشند یم ها سمیارگانمورد نیاز  ییایمیوشیب يها واکنشتمام  زیکاتال به قادر ها میآنز

 تیفعال لیکروفیسا يها میآنز. دنباش یم سرد يها طیمح با ها سمیارگان يسازگار يبرا یاصل اهدافاز  و دنکنی م سازگار

و از نظر  شوند یم رفعالیغ دما شیافزا اندك با یآسان به و دهند یم نشان خود از متوسط و نییپا يدماها در ییبالا ژهیو

  .)11(کاربردي در طیف وسیعی از صنایع مفیدند 

   

                                                
1 . Mesophile 
2 . Thermophile 
3 . Psychrophile 
4 . Antifreeze protein 
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  ها لیپرترموفیها و ها لیترموف  1-2- 1-1

 به کینزد هايدما در ها لیپرترموفیها و C80-45° نیب هايدما در که هستند ها سمیکروارگانیم از یگروه ها لیترموف

 گونه از لیپرترموفیها يها گونه و ییایباکتر يها گونه از اغلب لیترموف يها گونه .کنند یم رشد )C80° بالاتر از( بخار يدما

 جدا بشر ختهسا و یعیطب يها طیمح شامل ،یخشک و ییایدر گرم يها طیمح انواع از ها سمیارگان نیا. باشند یم آرکئا يها

 در را يرینظ یب يعملکرد-يساختار اتیخصوص) لیپرترموفیها يها میآنز ای( ها سمیارگان نیا يها میآنز. اند شده يساز

 C  110°از بالاتر يدماها در ها میآنز نیا از یبعض. دهند یم نشان C70°  از بالاتر هايدما در تیفعال و بالا ییدما يداریپا

 ردیگ یم قرار  لیپرترموفیها و لیمزوف يها میآنز نیب ،لیترموف يها میآنز ،ییدما يداریپا اتیوصخصاز نظر  .هستند فعال

 مشابه یکل طور به ،ترموفیل ها. ندارند یتیفعال C 40° ياـدم ریز اغلب لیپرترموفیها و لیترموف يها میآنز. )6و  12 ،13(

 يرهایمس ،کنند یم استفاده یهابمش یتروژنین منابع کنند، یم ریتخم یمشابه يدراتهایکربوه :باشند یم خود لیمزوف يهمتاها

 یزندگ هتروتروف و اتوتروف ،ياجبار يهواز ای يرهوازیغ ،يهواز يها گونه شکل به توانند یم و دارند یمشابه ویداتیاکس

. اند بوده نیزم حسط يرو اتیح شکل نیاول ها لیپرترموفیها که دنده یم نشان موجود شواهد و ریاخ يها يتئور. کنند

 تکامل درك ه منظورب کیزیف -یمیش ي وولوژیب يبرا مدل يها ستمیس عنوان به توانند یم لیپرترموفیها يها میآنز نیبنابرا

 استفادهها مورد  میآنز عملکرد يبرا ییدما يبالا تیمحدود و ها نیپروتئ یحرارت يداریپا یمولکول يها سمیمکان ،ها میآنز

بعلاوه چنین آنزیم هایی  و شود نیپروتئ یمهندس دیجد يها ياستراتژ گسترش به منجر تواند یم اطلاعات نیا. قرار گیرند

  .)14و  15( دارند يوتکنولوژیب در یعیوس يها کاربرد

  

 ها لیترموف یتاکسونوم 1-2-1- 1-1

 و ها لیترموف .است کرده جلب خود به را يادیز توجه که است یموضوعات از ها لیترموف یتاکسونوم و تکامل

 طور به. است گرفته قرار یبررس مورد آنها یتکامل روابط اما اند، نشده ییشناسا یخوب به یتاکسونوم نظر از ها لیپرترموفیها

 عیتوز وتهایپروکار و ائآرک وتها،یوکاری یاصل قلمرو سه در ومی دهند ن اختصاص خود به را یخاص قلمرو ها لیترموف یکل

  .)16و  17( اند شده
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 ها تیکلروف جانوران، ها، جلبک ها، قارچ یکیلوژنیف يمجزا يگروها از که هستند موجودات از یبزرگ گروه ،وتهایوکاری

از این دسته می توان  که ناچیزند ،اند شده ییشناسا که تاکنون  لیترموف يوتهایوکاریتعداد  یکل طور به. اند شده لیتشک... و

 یپل گروه از Alvinella pompejana و C° 57 يدما تا رشد به قادر که ها لبکج گروه از Cyanidium caldriumبه 

   ).16(ت  اس نشده ییشناسا لیپرترموفیها وتیوکاری ،تاکنون. کرد اشاره ،دنکن یم رشد C° 68 يدما تا حداکثر که ها تیک

 براساس و ؛Korarchaeota و Crenarchaeota، Euryarchaeota :هستند یکیلوژنیف مجزا گروه سه شاملئا آرک

 )Extreme thermophile )Hyperthermophile و Methanogens، Extreme halophile دسته سه به يولوژیزیف

  .شوند یم میتقس

Crenarchaeota، ًو سولفور به وابسته یلپرترموفیها يوتهایپروکار شامل عمدتا Euryarchaeota و ها متانوژن يحاو 

 لیپرترموفیها مناطق ساکن يها سمیارگان از هعمد ، به طور16S rRNA Korarchaeotaژن ی توال. دنباش یم ها لیهالوف

  .)16( دهد یم نشان را لیپرترموفیها يائآرک کی 1-1شکل .است شده يجداساز

 

     

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 يولوژیزیف و کیژنت در یعیوس تنوع يدارا اما بوده، يساختار تنوع فاقد هستند که یسلول تکهاي  سمیارگان ،وتهایپروکار

 Thermus جنس دو و لیپرترموفیها يها گونه يدارا Aquifex و Thermotoga جنس دو ها،یباکتر قلمرو در. باشند یم

  ).17(می باشد  شده شناخته لیترموف يها گونه يدارا Geobacillus و

 C95° تا 60 از ییدمامحدوده  با يدیاس گرم آب يها چشمه از که است یلیپرترموفیها  T. D. Brock(Sulfolobus( 1-1شکل
  .است شده ییشناسا 5 تا 1 نیب pH و
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  لوسیژئوباس جنس  1-2-1-1- 1-1

Taxon: Aneurinibacillus danicus 

Phylum: Firmicutes 
Class: Bacilli  

Order: Bacillaceae 
Genus: Geobacillus  

 می باشد مثبت گرم و شکل يا لهیم ،يرهوازیغ و يهواز يهایباکتر از ی متشکلبزرگ و متنوع مجموعه ،لوسیباس جنس

 يهایباکتر شامل ،وابسته يها جنس و لوسیباس. ه استشد يدیجد يها يبند طبقه متحمل ،یمولکول يولوژیب شرفتیپ با که

  .)18-21( هستند یکربن مختلف منابع در رشد به قادر که هستند لیترموف و لیهالوف ،لیآلکالوف ل،یدوفیاس ل،یکروفیسا

 يبند طبقه در 1991 سال درسرانجام  .باشد یم 1ناهمگون یکیلوژنیف نظر از لوسیباس جنس که داد نشان هیاول شواهد

 ،Alicyclobacillus، Brevibacillus یکیوژنلیف يمجزا هاي گروهبه  جنس نیا و شد نظر دیتجد ها لوسیباس

Aneurinibacillus، Salibacillus ،Paenibacillus ،Virgibacillus ،Gracilibacillus ،Ureibacillus و 

Bacillus یم یگريی دکیژنت گروه به لقـمتع ،لیترموف يها يباکتر اکثر که داد نشان یمولکول يزهایآنال. شد يبند طبقه 

را  ینیزم ای یخاک يها لوسیباس یمعن به Geobacillus جنس و همکارانش Nazina، 2001 سال در جهینت در. باشد

  . )22و  23( باشند یم 5/98-2/99% نیب ي همولوژيدارا، 16S rRNAدر توالی ژن  که دند،کر یمعرف

ي ها قاره ومختلف  ژئوترمال ینواح از داشته و اي پراکنش گسترده طور به ها لوسیژئوباس شامل ل،یترموف يها لیباس

 ژئو ،یحت. اند شده يجداساز زین ایدر اعماق گرم آب يها چشمه از نیهمچن ،ها لوسیژئوباس. اند شده يجداساز مختلف

  . )22و  23( شده اند يجداساز ینفت ینواح از G. uzenensis و G. subterraneus همـچون ییها لوسیباس

 سال تا .باشد یم C78-35°  آنها رشد يدما که هستند اسپور دهنده لیتشک يهواز يها يباکتر املش ها، لیژئوباس

     .G. stearothermophilus، G. thermocatenulatus ،G، از جمله جنس نیا از گونه 25، 2009

thermoleovorans ،G. kaustophilus و G. thermoglucosidasius افزوده آنها عدادت به روزه هر و شد ییشناسا 

  .شود یم

                                                
1. Hetrogenous 
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Geobacillus و پروتئاز پاز،یل لاز،یآم یحرارت داریپا يها میآنز منبع عنوان بهدر صنعت  ، به طور قابل توجهیها 

 ).24- 26( دنباش یمداراي اهمیت  پلولاناز

  

 ها 1میترموزا 1-2

 میآنز نیا. باشد یم C° 125-60محدوده دمایی در  آنها ممیاپت تیفعال که هستند یحرارت داریپا يها میآنز ،ها میترموزا

نیز  يوتکنولوژیب و توسعه حال در عیصنادر ، نیهمچن .می باشند محققان بسیار مورد توجه، نیپروتئ يداریپا مطالعهاز نظر  ها

بدست  لیمزوف يهامدل يدارسازیپا مطالعه قیطر از ،ها نیپروتئکننده  داریپا يها سمیمکانشناسایی اکثر . دارند وسیعی کاربرد

  . )12( است کرده دییأت را ها سمیمکان نیا ها میترموزا و لیمزوف يها میآنز سهیمقا اخیراً آمده است و

  

  ؟سازد یم داریپا را ها میترموزا یعوامل چه 1- 2- 1

  هستند 2تر سخت ها میترموزا. 1

 به نسبت بنابراین باید هستند، فعال لیمزوف يها میآنز کننده دناتوره طیشرا در ممیاپت طور به ها میترموزا کهییآنجا از

 حفظ شدن دناتوره از را آنها و بوده ازین مورد آنها کیتیکاتال فعال ساختار حفظ يبرا یسخت نیا. باشند تر سخت ها میمزوزا

 دنش دناتوره و کیتیپروتئول بیتخر يبرا کمتر تیحساس و دروژنیه ضیتعو سرعت کاهش قیطر از یسخت نیا. کند یم

هاي آمینواسیدي به  در باقیمانده ینیگزیجا چیه اگرچه. است دهیرس اثبات به ییگرما و ییایمیش يکننده ها دناتوره لهیبوس

 را ها میآنز ی هانیگزیجااین  ،ها میآنز ازدر بسیاري که  است شده مشاهده اما باشد، ینم یحرارت يداریپا نیا مسئولتنهایی 

   .)13و  15(می شود  میآنز یکل یسختع باعث وتغییر می دهند که در مجم آبگریز هسته شیاافز و حفره کردن پر قیطر از

  

  

  

                                                
1. Thermozyme 
2. Rigid 
 


