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  : آنزیم 
  

ل می شوند که امروزه جایگاه ویژه اي را در بیوشـیمی و   دسته بزرگی از پروتئین ها را شام آنزیم ها 
. وجود آنزیم ها براي نخستین بار در سده نـوزدهم آشـکارگردید    . بیوتکنولوژي به خود اختصاص داده اند       
 موفق شدند   1833آنان در سال    .  وابسته بود    2و پرسوز 1 وسیع پاین کشف آنزیم ها در واقع به پژوهش هاي         

 از جو سبز شده ترکیبی را به نام مالت کشف کنند که نشاسته را به قند مبدل می ساخت و ایـن ترکیـب را  

نام آنزیم را بـه جـاي    نخستین کسی بود که  4 کونه.  نامیدند که امروزه به نام آمیلاز معروف است 3دیاستاز
. آنزیم ها ترکیباتی هستند که توانایی سرعت بخـشیدن بـه واکنـشهاي زیـستی را دارنـد      . تاز به کار برد   دیاس

در . ارد انجام سریع یک واکنش ساده در موقعیت آزمایشگاهی به شرایط ویژه اي مانند دما و فشار بالا نیاز د 
 انجام چنین واکنشهایی بـسیار کنـد     .ته که شرایط محیطی در آن کاملاً ثابت است          سیستم زنده اي مانند یاخ    

لذا باید دریافت مکانیسمی دقیق وجود داشته باشد که بتوانـد سـریعاً واکنـشها را در جهـت              . پیش می رود    
 وسیله آنزیم ها انجام می گیرد که می توانند سرعت واکـنش را تـا              هل ب مع این. ایجاد فراورده به پیش ببرد      

تـه اي معرفـی   خرابر افزایش دهنـد بـه همـین دلیـل آنـزیم هـا بـه عنـوان کاتـالیزگر هـاي یا                 ب   710حدود  
  )103.(گردیدند

  
  ها زآمیلا) 1-1
  ه  نشاست يده انواع آنزیمهاي تجزیه کننبنديدسته ) 1-1-1

 واحـدهاي  لهر دو شام. پلیمرهاي کوبرهیدراتی روي زمین هستند ترین نشاسته و سلولز از فراوان     
لوکز می باشند که به صورتهاي مختلفی به هم متصل شده اند و زنجیره پلیمري را ایجاد کرده انـد        منومري گ 

وزیدي به یکدیگر متصل شده اند، در صورتی       گلیک - در نشاسته واحدهاي گلوکز از طریق پیوند هاي           . 
ایـن دو  .  گلیکوزیدي به یکدیگر پیونـد داشـته انـد           - هاي گلوکز توسط پیوندهاي         ه در سلولز منومر   ک

 از پلیمر ، منبع مهم انرژي براي حیوانات ، گیاهان ، میکروارگانیسمها می باشند و توسط دو گـروه مختلـف                 
  گلیکوزیـد - زها و سـلولز توسـط    گلیکوزید هیـدرولا - نشاسته توسط .  هیدرولیز می شوند آنزیم ها 

 گلوکـوزان   راآنه همین دلیـل  ب شوداز هیدرولیز کامل نشاسته گلوکز آزاد می   . گرددهیدرولازها تجزیه می    
داراي نـشاسته  . و دکسترین حاصل می شـود     میلوپکتین  آوکان نیز می نامند و از هیدرولیز ناقص آن          لگو یا   

  : دو بخش مجزا می باشد 

                                         
1 A.payen 
2 J.F.Persoz 
3 Diastase 
4 Kuhne 
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 15شده انـد و  متصل   به یکدیگر α )  1-4( گلوکانها که به صورت خطی و توسط پیوند         : آمیلوز  
  . درصد از نشاسته را تشکیل می دهد 20 تا

 ریـشه  30 تـا  24متـشکل از  و  زنجیره اي شاخه دار از نشاسته که)  درصد   85 تا   80: ( آمیلوپکتین  
 در نقاط انشعاب شـاخه هـا بـه    α)1-6( ه و    در داخل زنجیر   α)1-4( گلوکزي است که توسط اتصال هاي       

 آنزیمهاي هیدرولیز کننده نشاسته را آنزیمهاي آمیلولیتیک و یـا بـه صـورت سـاده          .یکدیگر  پیوند یافته اند      
  درصد از کل آنزیمهاي موجود در جهان را تشکیل مـی دهنـد              30این آنزیمها حدود    ). 32(آمیلاز می نامند    

-4( آمیلاز می باشد که با هیدرولیز اتـصالات  -کننده نشاسته ،   مهاي تجزیه   کی از مهمترین آنزی   ی) . 94(
1( نشاسته را به الیگوساکاریدهاي کوچکتر تبدیل می کند  )1-1شکل ) ( 70 (  

 ـ             1811تاریخچه آمیلاز به سال      ده نـشاسته توسـط    بر می گردد ، زمانی که اولـین آنـزیم تجزیـه کنن
Krichhoff 1930در سال .   کشف شد ، ohlsson    اولین دسته بندي آنزیمهاي تجزیه کننـده نـشاسته را 

 آمـیلاز  -   آمیلاز و - داد و توانست آمیلازها را دو دسته بر اساس نوع آنومر قندهاي تولید شده ارائه        
  ) .28(د تقسیم کن

(EC) Enzyme commission دسته بنـدي مـی     آنزیمها را بر اساس نوع واکنش کاتالیز کننده
 EC(آمیلازهـا  - مربوط بـه  ECبنابراین شماره .   خاصی داده می شود EC شماره و به هر آنزیم. کند 

   ) 1-4( اتصالات گلیکوزیـدي     " 1هیدرولیز اندو "بوده و واکنش کاتالیز شده عبارت است از          ) 3.2.1.1
 متفـاوتی مـی   ECآنزیمهایی که واکنشهاي بسیار مشابهی را کاتـالیز مـی کننـد ، داراي      در این دسته بندي     . 

که از لحاظ ساختاري و آنزیمی بسیار   ) CGases (2سیکلودکسترین گلوکانوترانسفواز مثال  به عنوان   . باشند  
بـر ایـن   ) . 69(  دارد (EC2.4.1.19) آمـیلاز یعنـی   -  متفـاوتی از  EC آمیلاز می باشـد ،   - به  مشا

  .  گروه قرار می دهند 4اساس آنزیمها در 
 آنومري را ایجاد می     -  را می شکنند و محصولات        ) 1-4(پیوندهاي داخلی   : 3آندوامیلازها-1

محـصول نهـایی    ) . 70( اسـت    (EC3.2.1.1) 4 آمـیلاز  -  شناخته شده ترین آنـدوآمیلاز ،       ) . 82(کنند  
 دکـسترینهاي محـدود بـا      - و    آمیلازها الیگوسـاکاریدهایی بـا طولهـاي مختلـف و سـاختار              -عمل

  ) .94(الیگوساکاریدهاي شاخه دار می باشد 
  

                                         
1 Endohydrolyse 
2 Cycoldextrio glucotransferase(CGT ases 
3 Endoamylaases 
4  -Amylase 
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 نشاسته هیدرولیز مـی     زنجیره  را از سر احیاء     )1-6( و یا     )1-4(پیوندهاي  : 1 اگزوآمیلازها -2

   2     امیلازه ـ آ-.  دکسترین بـا طـول محـدود ایجـاد مـی کننـد       ز ، مالتوز و و تنها گلوک) 82(کنند 

(EC3.2.1.2) هیدرولیز می کنند )   1-4( تنها پیوندهاي .  
   )1-6(یونـدهاي   بـه پ ( EC 3.2.1.20) 4 گلیکوزیدازها-و) EC3.2.1.3 (3گلوکوآمیلازها

   بـه     کـربن آنـومري مـالتوز آزاد شـده را از              آمیلازها و گلوکوآمیلازها ساختمان    - . حمله می کنند    
  . تبدیل می کنند 

-.  اي خـود تفـاوت دارنـد    ر گلیگوزیلازها در اولویت دادن به سوبست    - گلوکوآمیلازها و         
 آزاد می کنند ، در کوتاه عمل می کنند و گلوکز با کنفوراسیون     گیلکوزیلازها روي مالتو الیگوساکاریدهاي     

  ).94(ه را بهتر هیدرولیز می کنند صورتی که گلوکوآمیلازها پلی ساکاریدهاي بلند زنجیر
 را هیدرولیز می کنند و پلـی سـاکاریدهاي بلنـد    ) 1-6(ندهاي  تنها پیو: 5 آنزیمهاي شاخه زدا   -3

 نمونـه اي  (EC 3.2.1.68)7  و ایزوآمیلازها ( EC 3.2.1.41) 6پلولانازها) . 82(خطی ایجاد می نمایند 
 ( 8نولاتفاوت اصلی بین پلولانازها وایزوآمیلازها در توانـایی هیـدرولیز پل ـ         . دا هستند   از آنزیمهاي شاخه ز     

                                         
1 Exoamylases 
2 - Amylaseβ 
3 -Glucoamylase 
4  Glicusidase -α  
5 Debranching enzymes 
6 Pullulanase 
7 Isoamylase 
8 Pullulan 
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-6(پلولانازها پیوند ). 37و7(می باشد   ) 1-6(پلی ساکاریدي با واحدهاي تکراري مالتوتریوز با اتصالات         
1 (   در صورتی که ایزوآمیلازهـا تنهـا پیونـد      ن را هیدرولیز می کنند ،       لان و آمیلوپکت  لو گلیکوزیدي در پ )
4-1 (      در آمیلوپکتین را می شکنند  )4(لولانازها را بر اساس توانایی هیدرولیز پیوند گلیکوزیدي پ). 94-
1 ( به دو گروه تقسیم می کنند )99 . (  

 را هیـدرولیز مـی کنـد، در     )1-6 ( تنهـا پیونـد گلیکوزیـدي    I ، پلولاناز   IIلولاناز   و پ  Iپلولاناز  
این ) . 94(د  ی را هیدرولیز نما    )1-6( و    )1-4( می تواند پیوندهاي گلیکوزیدي      IIصورتی که پلولاناز    

محصول اصلی عمـل ایـن آنـزیم ، مـالتوز و       .  نامیده می شود     2نازلا یا آمیلوپلو  1 پلولاناز – آمیلاز   -آنزیم  
مـی باشـد کـه تـرانس        3یکی از آنزیم هاي خاص متعلـق بـه ایـن گـروه نئوپلولانـاز                . ریوز می باشد    وتمالت

  )88. (  را انجام می هد ) 1-6( و  )1-4(گلیکوزیلاسیون همراه با ایجاد باند گیلکوزیدي جدید 
 را هیدرولیز و سپس مولکول گلیکوزید حاصل را  )1-4(ابتدا باند گلیکوزیدي  : 4 ترانسفرازها -4

 EC) 5آمیلومالتازها. به یک گیرنده گلیکوزید متصل می کنند و یا باند گلیکوزیدي دیگري حاصل می شود 

  )1-4(پیونـد گلیکوزیـدي    (EC 2.4.1.19) و سیکلو دکسترین گلیکوزیـل ترانـسفرازها   (2.4.1.25
   )1-6( پیونـد گیکوزیـدي   (EC 2.4.1.18) 6جدید ایجاد می کنند در صورتی کـه آنـزیم شـاخه سـاز    

رین گلیکوزیل ترانسفرازها فعالیت هیدرولیزي کمی دارند و الیگوسـاکاریدهاي          سیکلودکست. جدید می سازد  
 توسـط  7سیکلودکـسترین .  گلوکز و دکسترین پرشاخه با وزن مولکولی بالا تولید می کنند     8و7و6حلقوي با   

  را می شکنند و  )1-4(واکنش ترانس گلیکوزیلاسیون درون مولکولی ایجاد می شود و باند گلیکوزیدي      
نش آنزیمـی  آمیلومالتازهـا بـا توجـه بـه نـوع واک ـ     ) . 13و12(انتهاي احیایی را به غیر احیایی متصل می کند  

تازها با انجام واکنش ترانس لنها در این است که آمیلوماتفاوت اصلی آ . زیل ترانسفرازها هستند    ومشابه گلیک 
 8 صـورتی کـه سیکلودکـسترین گیلکوزیـل ترانـسفرازها          گیلکوزیلاسیون محصول خطی ایجاد می کننـد در       

آنزیمهاي شـاخه  ) . 90(آمیلومالتازها در میکروارگانیزمهاي مختلفی پیدا شده اند . محصول حلقوي می دهند   
ر گرچه گلیکـوژن د .  در زنجیره جانبی گلیکوژن را ایجاد می کنند ) 1-6(ساز گلوکان پیوند گلیکوزیدي     

، تنها در تعداد محدودي آنزیم شاخه ساز میکروبـی شناسـایی       ) 72( تعدادي از میکروارگانیزمها وجود دارد      
  ) . 6 و 89و46(شده است 

ه نظر می رسد که زمـانی کـه یـک      براي دسته بندي بسیار مناسب است ، ولی ب  ECگرچه سیستم   
بنابراین از سیـستم دسـته     ). 69(ی باشد    م ECعه می کنیم حاوي چندین کلاس       ل آنزیمی خاص را مطا    گروه

                                         
1 -Amylase-Pulluanase 
2 Amylopullulanse 
3 Neopullulanase 
4 Transferas 
5 Amylomaltase 
6 Branching enzyme 
7 Cyclodextrin 
8 Glycosyltransferase  
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 شد و با توجه به شباهتها و تفاوتها در ساختار اولیه آنزیمهاي هیدرولیز کننـده نـشاسته  بندي دیگري استفاده  
  ) . 30(این آنزیمها در سیستم طبقه بندي گلیکوزید هیدرولازها در سه خانواده قرار می گیرند 

  گلوکوآمیلازها : 15 آمیلازها      خانواده -  :14 آمیلازها     خانواده - : 13خانواده 
با توجـه  ) 17.(همچنین نشان دهنده تفاوتهایی در مکانیسم این سه خانواده می باشداین دسته بندي   

 آنـزیم و  30 تقریبـا شـامل    گسترش یافته اسـت و 13به شناسایی توالیهاي جدید در سالهاي اخیر ، خانواده    
امـروزه همـه   ) . 37( آمیلازها دارند- که توالی مشابه ) ایزوآمیلاز  ، نئوپلاناز     ( پروتئین مختلف می باشد     

عـلاوه بـر ایـن    ) . 14(  جزء گلیکوزید هیدرولازها مـی باشـند    قرار می گیرند و77و70و13خانواده آنها در  
هت تـوالی چنـدانی بـا       اکه آنزیمهاي کمی در ایـن خـانواده هـستند و شـب            ) 31( وجود دارد     نیز 57خانواده  
با توجه به توالی آنهـا      تمامی اطلاعات در مورد بسته بندي گلیکوزیل هیدرولازها         ) . 39( ندارند   13خانواده  

 هـا از  یماین آنز). 13(جمع آوري شده است  (Carbohydrate Active Enzyme)در پایگاه اطلاعاتی 
در اساس اثر سـاکاروژنیک و یـا        . منابع مختلفی مثل گیاهان ، حیوانات و میکرو ارگانیزمها مشتق می شوند             

. اپتیمم ، محدوده دمـایی و میـزان پایـداري طبقـه بنـدي مـی شـوند        pH میزان مایع سازي نشاسته خود ، 
 اگـر چـه پلیمـر    زهـاي مـایع کننـده    لی کـه آمیلا   الید می کنند در ح ـ    و آزاد ت  قندهايیک  نژوآمیلازهاي ساکار 

میلاز تولید می کنند  آ ارگانیسمها چندین نوع  اکثر. دهاي آزاد تولید نمی کنند       اما قن  نشاسته را می شکنند     
 .  

  
2-1-1 (-  آمیلاز باکتریایی  

قاضاهاي صنعتی مـورد اسـتفاده قـرار مـی      براي تیکروبی حاصل می شوندآنزیم هایی که از منابع م   
 صنعت داروسازي ، شیمی تجزیـه  می توان به گیرند از جمله صنایعی که آمیلاز آنزیم مهمی در آن می باشد             

 بـه تنهـایی   این آنزیم  . سازي اشاره کردو، قندسازي ، پارچه بافی ، کاغذ سازي ، ساخت دترجنت ها ، آبج  
   . ی دهدآنزیم هاي صنعتی را تشکیل م%  25

ی با موفقیت می تواند جایگزین واکنش هاي شیمیایی می    امروزه دریافته اند که آنزیم آمیلاز میکروب      
سویه هاي جدید باکتري تولید کننده آنزیم آمیلاز مـی شـود     به همین دلیل توجه زیادي در جداسازي   .شود  

 آنزیم آمیلاز  داراي خصوصیاتی باشند و سعی بر این می گردد تا باکتري هاي جدا شده علاوه بر تولید زیاد         
  .که بتوان آنها را در صنعت مورد استفاده قرار داد و به مقدار فراوان از آن تولید کرد

این موضوع بـا آزمایـشاتی   . تولید آمیلاز باکتریایی ، به فعالیت ماشین پروتئین ساز سلول نیاز دارد             
هـت جلـوگیري از سـنتز    اگـر ج .  به اثبات رسیده است دهشفه که در آنها به کشت سلولی آنتی بیوتیک اضا     

 آمیلاز ها به وسیله باسیلوس از آنتی بیوتیک هاي اختصاصی استفاده شـود هـم   - پروتئین در حین تولید     
  . رشد و هم تولید آمیلاز متوقف می گردد 
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زیرا هنگامی که باکتري در فاز رشید     جهت تولید آمیلاز از روش تخمیر غیر مداوم استفاده می شود            
ی آغـاز مـی    نکه سرعت رشد کاهش یابد اسـپورزای      لگاریتمی قرار گیرد میزان تولید پایین است اما قبل از ای          

  . گردد تولید آمیلاز افزایش می یابد 
با توجه به اینکه نشاسته یک ماکرو مولکول است ، نمی تواند توسط سلولها جذب شود و در نتیجه 

لذا فرض بر این است که همیشه مقدار اندکی آنزیم ، تولید شده .  آمیلاز را القا نماید    - نیست سنتز    قادر
و به محیط ترشح می گردد و در اثر عمل آن ، بر روي نشاسته ترکیباتی با وزن مولکـولی پـایین ایجـاد مـی           

  . ند شوند ، که می توانند تولید آنزیم را القا نمای
  
   آمیلاز - ساختار آنزیم هاي خانواده ) 3-1-1

 آمـیلاز متعلـق بـه    - Taka-amylase A   آمـیلاز مربـوط بـه    -اولین ساختار سـه بعـدي   
Aspergillus oryzae مطالعه ساختاري ) . 25(  بوده- آمیلاز باکتریها و پستانداران با استفاده از اشعه 

x        نشان داده است که همه   -     نام   ه آمیلازها داراي سه دمین ب A,B,C  دمـین  ) . 1-2شکل ).(69(  هستند
A :           حفاظت شده ترین دمین که در همه آنزیم هاي خانواده -  شاهده می شود ، دمین  آمیلاز مA  اسـت  .

 آلفـا هلـیکس   8قرار گرفته اند و توسط   barrelا موازي می باشد که به صورت  رشته بت8شامل این دمین 
اولـین بـار در   )  / (barrel8 ).94(نـشان مـی دهنـد    ) barrel8)  /احاطه شده اند و به صورت 

ایـن سـاختار نـه    . نامیده شد barrel  TIMو ) 5(آنزیم تریوز فسفات ایزومراز ماهیچه جوجه مشاهده شد 
ي متنـوع هـستند   تنها در آنزیم هاي این خانواده وجود داد ، بلکه در آنزیمهاي دیگري که از لحاظ عملکـرد        

  ). 85(مشاهده می شود 
معمولا لوپهایی که رشته بتا را به هلیکس مجاور متصل می کنند داراي اسید آمینه هاي جایگاه فعال        

ه هاي بتاي این دمین قرار گرفتـه    ترمینال رشتCاین اسید امینه هاي حفاظت شده در لوپهاي       ). 59.(هستند  
  ) . 94(اند 
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  ) . 69( قرار گرفته اند TIM barrelدو سمت  در B,Cدمین 
 به عنوان مین هلیکس قرار گرفته است و آن را       یک لوپ بزرگ بین سومین رشته بتا و سو        : Bدمین  

ر غیر عادي دارد و از لحاظ    ساختا Bدمین  .  نامیده می شود     Bیک دمین جداگانه در نظر می گیرند و دمین          
 اسید آمینه متغیـر  133 تا 44 این دمین بین ) . 69(متفاوت استختلف ، اندازه و ساختار در آلفا آمیلازهاي م    

  ) . 32( در اتصال سوبسترا و یا کلسیم نقش دارد Bاست و دمین 
این دمین سـاختار  . قرار گرفته است TIM barrelتوالی و به دنبال  ترمینال Cدر انتهاي : Cدمین 
-Sandwich     به نظـر مـی رسـد دمـین     ) . 69(موتیف کلید یونانی است   دارد و شاملC   بـا ممانعـت از 

ممکن است این .  می شود با حلال ، سبب پایداري این دمینAسید آمینه هاي هیدروفوب دمین ینترکشنن اا
بنـابراین  . التازها این دمـین را ندارنـد        برخی از آمیلوم  ) . 71و52(شته باشد   دمین در اتصال سوبسترا نقش دا     

  ) . 73( ین دمین نمی تواند در همه شرایط در پایداري و یا فعالیت آنزیم نقش داشته باشد ا
  

  سایر دمین ها 
 در انتهـا  A آمیلازها و نه در همه آنها ، دمـین     - در اکثر   .  نیز نامیده می شود      Fدمین   : Nدمین  

N      ضاي این خانواده داراي دمین جداگانه اي به نام دمین  ترمینال قرار گرفته است ، ولی تعدادي از اعN در 
هنوز نقش ایـن  . و دمین کاتالیتیک قرار گرفته است   ) barrel8)  /ترمینال هستند که قبل از       Nانتهاي  
نزیم ها یکسان نمی باشد و در آنزیم هاي مختلف نقـشهاي  شخص نشده است ولی احتمالاً در همه آ     مدمین  

  ) . 59(متفاوتی دارد 
برخی از آنزیمهاي این خانواده ماننـد سـیکلو دکـسترین گلوکـان ترانـسفرازها داراي                 : D,Eدمین  

 نامیده می D,E قرار گرفته اند و دمین Cکه بعد از دمین . دمینهاي اضافی به صورت صفحات بتا می باشند  
 در اکثر آنـزیم هـاي       Eدمین  .  در نظر گرفته نشده است       Dگرچه هنوز نقشی براي دمین       ) . 33و32(د  شون

هیدرولیز کننده نشاسته وجود دارد و به نظر می رسد براي اتصال گرانولهاي نـشاسته مهـم مـی باشـد ، بـه                       
 جایگـاه  علاوه بر این سـبب گـستردگی  ) . 86(  است  Substrate Binding Domain (SBD)عنوان 

  ) .43و33 (. می شودترین گلوکان ترانسفرازهاال در سیکلو دکسفع
   
  یونهاي موجود در ساختار آنزیم)1-3-1-1
 آمیلازهاي شناخته شده داراي یـون کلـسیم حفاظـت شـده        - همه  :  یونهاي کلسیم و سدیم      -1

کـه بـراي پایـداري و فعالیـت آنـزیم      ) 62و61 و36و8(قـرار گرفتـه اسـت       A,Bهستند که بین دمین هـاي       
 دبه نظر می رس ـ. نشان داده شده است که یون کلسیم بسیار محکم متصل می شود  ) . 39(ضروري می باشد    

زیرا فاصله آن تا جایگاه فعال آنزیم بسیار زیادتر از ) 62و53و10( بیشتر ساختاري می باشد   نقش یون کلسیم  
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در ساختار چندین آنزیم بیش از یک یون کلسیم آرایـش  . الیز شرکت کنند آن است که بتواند مستقیم در کات    
  بـه آنـزیم     2caبه نظر می رسد زمـانی کـه         ) . 11و62( می باشد  Ca-Na-Caخاصی دارد و به فرم خطی       

 مـی گـردد   (order --- disorder)متصل می شود سبب تغییر ساختار از فرم نـامنظم بـه مـنظم    2caفاقد
)61 . (  

داراي یون کلرید هستند که نشان داده   آمیلاز در جایگاه فعال خود- چندین :  یونهاي کلرید -2
 آنزیم را  کارایی اسید آمینه هاي دهنده هیدروژن در جایگاه کاتالیتیکیpkaشده که این یون با افزایش 

 آمیلازهاي پستانداران مشاهده شده است - اکثر یونهاي کلرید در ) . 23و56(می دهد افزایش 
 Altermonas آمیلازهاي سرما دوست مربوط - ولی حضور یونهاي کلرید در )74و53و9(

haloplantis   (HAH)  م کلرید افزایش می ل به کلسیاصیم براي اتتمایل آنز) . 1(  گزارش شده است
بنابراین می توان گفت که اتصال کلرید القا کننده تغییرات کنفورماسیونی در اطراف جایگاه فعال ) . 45(یابد 

  می باشند که  C,A  در بین دمین Glu,Ser , His آمیلازهاي داراي کلرید داراي تریاد -. می باشد 
  ).69(ازها وجود دارد این آرایش در سرین پروتئ

  
  باندهاي دي سولفید موجود در ساختار ) 2-3-1-1
-    آمیلازهاي پستانداران داراي چندین پل دي سولفید می باشند که آنزیمهاي باکتریـایی فاقـد آن 

 پل دي سولفید مـی باشـد   4ي   دارا amylase- Altermonas haloplantis    (HAH).   هستند 
  ).10.(که از این نظر مشابه آنزیمهاي پستانداران می باشد

  
  جایگاه فعال آنزیم )3-3-1-1

 ترمینـال رشـته هـاي بتـا موجـود در      C قرار گرفته است و در انتهاي      A,Bجایگاه فعال آنزیم بین     
TIM barrel   در ) . 69( مـی باشـدTaka amylase Aاز سـه آمینـو اسـید    اف کاتالیتیـک کـز شـک    مر 

Asp297 , Glu230 , Asp 206   457  به ترتیب در رشته هاي  علاوه بـر  .   تشکیل شده است ,,
 هـر جایگـاه فعـال از     ) .73و39(آمینـو اسـید اضـافی اسـت     این بسته به فعالیت ویژه آنزیم داراي تعدادي        

که هر زیر جایگاه می تواند با یـک گلـوکز سوبـسترا     ) 1-3شکل (  تشکیل شده است 1تعدادي زیر جایگاه  
زیر جایگاهها شامل زنجیره هاي جانبی اسید آمینه هایی هستند که این اسید آمینه ها در لـوپی  . واکنش دهد   

  TIM barrel ترمینال هلـیکس مجـاور در  N ترمینال رشته هاي بتا را به انتهاي Cکه انتهاي قرار گرفته اند 
) . 19( و همکارانش صـورت گرفتـه اسـت          Davisنام گذاري زیر جایگاهها توسط      ) . 59 (متصل می کند    

 صورت گرفته است که زیر واحـدهاي بـا       Scissileشماره گذاري زیر جایگاهها با توجه به موقعیت پیوند          

                                         
1 Subsite 
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 زیر جایگاه در 3 یا   2لاز ها    آمی - در  .  قرار گرفته اند   Scissileپیوند    شماره منفی در سمت غیر احیایی       
  .  وجود دارد Scissileانتهاي احیایی پیوند 

 تعداد و طبیعت زیـر       آمیلاز   -  در آنزیمهاي خانواده     با توجه به تفاوت ساختاري لوپهاي     
  وي   برر آمیلاز ها،- ه آنزیمهاي مختلف خانواد. جایگاه در جایگاه فعال تیز متغیر است 

د و تنها وجه مشترك سوبستراهاي آنزیمهـاي مختلـف در پیونـد       ناهاي مختلفی عمل می کن    رسوبست
بنابراین باید شباهت زیادي بین اسید آمینه هاي این زیـر واحـدها وجـود    .  می باشد   -1گلوکز با زیر واحد     

  ) . 59( داشته باشد 
  

  مناطق حفاظت شده در ساختار آنزیم ) 4-3-1-1
که ایـن منـاطق در   در     ) I-IV( منطقه حفاظت شده وجود دارد       4 آمیلاز ها حداقل     - در توالی   

345رشته هاي     ) 1-4شکل ( فته اند   قرار گر7  هلیکس 7 لوپ متصل کننده رشته ,,
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ایـن منطقـه   .   قرار گرفتـه اسـت   TIM barrel ترمینال سومین رشته بتا در Cدر انتهاي  : Iمنطقه 
 براي پایداري Asp100.   می باشد His105 , Asn104 , Asp100حاوي سه اسید آمینه حفاظت شده 

 بـه طـور مـستقیم در    Asn104) . 69(  پیوند هیدروژنی می دهدArg229جایگاه فعال مهم می باشد و با      
(  نقـش دارد  B,Aپایداري ساختار جایگاه فعال نقشی ندارد ولی در قرار گیري یون کلـسیم بـین دمینهـاي         

  را از طریق پیوندهاي هیـدروژنی بـا   TIM barrel   و بقیه3 ترمینالc  اینتراکشن بین His105) 62و8
Tyr56 , Asn1042متصل کننده پ  که در لو 2 به این اسید آمینه .  قرار گرفته است ، پایدار می کند

 ) .69.(ا اینتراکشن می دهد ربا زیر واحدهاي گلوکز در سوبست

 بـه  Asp231.   مـی باشـد   Arg229 , Asp231 قرار گرفته اسـت و حـاوي   4در  : IIمنطقه 
 وجـود دارنـد و در فعالیـت     آمیلازهـا -عنوان نوکلئوفیل عمل می کنـد و ایـن دو اسـید آمینـه در تمـام                 

  ) . 87. (کاتالیتیک نقش دارند 
His235 , Lys234 2ایـن دو اسـید آمینـه بخـشی از زیـر جایگـاه       .   نیز در این منطقه هستند +

  ) . 69( به انتهاي احیایی زنجیره گلوکز متصل می شوند هستند و تصور می شود که
  5 ترمینال رشته C به عنوان دهنده پروتون می باشد که در بخشهاي  Glu261حاوي   : IIIمنطقه  

  .  تنها اسید آمینه حفاظت شده در این منطقه است Glu261. قرار گرفته است 
 قرار گرفته است و جایگاه فعال را از حلال دور نگـه          7 به   7ه  در لوپ متصل کنند    : IVمنطقه  

 , Asn326 , Val324.   مـی باشـد   Asp328تنها اسید آمینه حفاظت شـده در ایـن منطقـه    . می دارد 

Phe328        نیز اغلب مشاهده می شوند   .Asp328    بـسترا و افـزایش    در اتصال سوبـسترا تغییـر شـکل سو
apK   84و48و40(دارد  نقش 261   گلوتامات . (Janeck)  41پیشنهاد کرده است که علاوه بر ایـن  ) 100و

ــاختار     ــر در ســـ ــده دیگـــ ــت شـــ ــه حفاظـــ ــده دو منطقـــ ــت شـــ ــه حفاظـــ ــار منطقـــ   چهـــ
-      یکی از آنها شامل .   آمیلازها  وجود داردAsnد کـه در قـرار گیـري یـون کلـسیم نقـش دارد        می باش

  ) . 69(  می باشد Bمنطقه دیگر منطقه لولایی در دمین 
  

  
  مکانیسم عمل آنزیم) 4-1-1
 گلیکوزیدي بسیار پایدار است و سرعت هیدرولیز خود به خودي این پیونـد در دمـاي                 -پیوند   

115102اتاق    S   اعضاي خانواده   ) . 20(د    می باش-           آمیلازها  سرعت واکنش را به حد زیادي افـزایش 
 آمیلاز -مکانیسم کاتالکتیک خانواده . می دهند به گونه اي که این آنزیمها از موثرترین آنزیمها می باشند            

در نتیجه واکنش از شکـست سوبـسترا انتهـاي    )  . 94( می باشد    جانشینی دوگانه با حفظ کنفیگوراسیون      
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همه گلیکوزیل هیدرولاز هـا داراي ایـن مکانیـسم    .  دارد  ) شکل(1احیایی آزاد می شود که کنفگوراسیون     
ژن پیونـد گلیکوزیـدي را      کاتالکتیک هستند و در طی اولین جانشینی گروه اسیدي در ساختار آنزیم ، اکـسی              

ساختار گذاري اکسونیوم یون دوست ایجـاد مـی   .   می شودC—Oپروتونه می کند و سبب شکست پیوند   
 -گروه اسیدي نوکلئوفیل آنزیم به مرکز آنومري قنـد حملـه مـی کنـد و حـد واسـط                ) 93و58و20( شود  

. زمان آگلوکان سوبـسترا جایگـاه فعـال را تـرك مـی کنـد               آنزیم را شکل می دهد و درهمین         –گلیکوزیل  
درهیدرولیز در طی دومین جانشینی مرحله بالا بر عکس می شـود و بـدین گونـه مولکـول فعـال شـده آب            

دومین مرحله واکـنش  . توسط فرم کربوکسیلات اسید آمینه پروتون دهنده قبلی به مرکز آنومر حمله می کند             
 ایجادمی شود ست همانند قبل ادامه می یابد و محصولی با کنفیگوراسیون    از طریق حالت گذاري یون دو     

اگر در دومین واکنش جانشینی به جاي آب گروه هیدروکـسیل         . و گروه اسیدي نیز دوباره پروتونه می شود         
 Glu230در ) 1-5شـکل  ) ( 93و92(آزاد قند حمله کند واکنش ترانس گلیکوزیلاسیون صورت می گیـرد  

Taka-amylase بــه عنــوان دهنــده پروتــون Asp206 بــه عنــوان نوکلئوفیــل عمــل مــی کنــد و داراي  
Asp207                    حفاظت شده می باشدکه به نظر می رسد در پایداري حالت گـذاري اکـسوکربنیم یوندوسـت و 

  درHis 122،  His296. در وضعیت صحیح پروتـون دهـی بـراي فعالیـت نقـش دارد     Gluهمچنین حفظ
  . مهم می باشند و نقش آنها هنوز کاملاً مشخص نشده است -1جایگاه 

  
    آمیلازها13خصوصیات خانواده ) 5-1-1

   روه در خصوصیات زیر مشترك هستند هاي این گنزیمهمه آ
  .  گلیکوزیدي عمل می کنند - روي پیوندهاي -1
 آنـومري ایجـاد   - ا الیگوسـاکارید  لیکوزیدي را هیدرولیز می کنند و منو ی        گ -  پیوندهاي   -2

  .  گلیکوزیدي ایجاد می کنند - سیون پیوند انس گلیکوزیلامی کند و یا با تر
(    همه آنها داراي  -3   .  هستند TIM barrelیا  )  /
 منطقه حفاظت شده در توالی اولیه خود هستند که شامل جایگاه هـاي اتـصال   4نها داراي  همه آ  -4

  . ترا می باشند سسوب
این سه اسـید آمینـه در   .   دارند Asp , Asp , Glu در جایگاههاي کاتالیتیک خود اسید آمینه -5

   ) .94. (تیک بسیاري از آنزیمها مشاهده شده است یجایگاه هاي کاتال
  

                                         
1 Configuration 
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   آمیلازها - خصوصیات بیوشیمایی ) 6-1-1
. نهـا مطـابق بـا کاربردشـان مـی باشـد       آ pHارتـی و  رداري حیاد پ آمیلازها مانن - خصوصیات  

  با خصوصیات بهتر را تـوجیح  ي جدید آمیلازها- بنابراین تنوع کاربردها و مصارف ، نیاز به جستجوي         
  دمـا ، سوبـسترا ، غلظـت     pH آمیلاز به بـسیاري از شـرایط  - میزان هیدرولیز نشاسته توسط . می کند 

  ) . 82( دارد ی   و سایر عوامل پایدار کننده بستگ2caسوبسترا ، غلظت آنزیم حضور یونهاي 
   مناسب براي پایداري و فعالیت آنزیم دماي) 1-6-1-1

کمتـرین  ) . 97( آمیلازها متناسب با رشد میکروارگانیسم می باشد         - اسب براي فعالیت    دماي من 
ــت آنــزیم      ــا بــراي فعالی Ccدم 00 2530   ــراي آمــیلاز ــشترین دمــا  ) F.Oxysporum) 12   ب و بی

CC 00 130100    براي آرکـی باکتریهـايPyrococcus Furiosus , Dyrococcus woesi  گـزارش  
  ) . 77و26و24( شده است 

وابـسته   NaCl به نمـک  و در برخی دیگر) 2ca) 68  وجودبه در برخی از آمیلاز ها دماي بهینه   
این عوامل شامل حضور کلسیم .  گذارد  تاثیر می  عوامل زیادي روي پایداري حرارتی آنزیم     ) . 70(می باشد   

  ) . 97(سوبسترا و سایر پایدار کننده ها می باشد 
  
2-6-1-1( pH   مناسب براي فعالیت و پایداري آنزیم  

pH     مناسب براي   -     97( متغیراست   12 تا   2 آمیلازها  از . (pH   بهینه آمیلازهاي بیشتر باکتریها 
 آمـیلاز  -  و 3اسـیدي  pH  آمیلاز اسیدي در - ) . 70(حدود اسیدي تا خنثی می باشد و قارچها در م

 تـا  PH  4 آمیلازها در محدوده وسـیعی از  -  لاًومعم.  فعالیت می کند pH   9-5/10قلیایی در محدوده
  ) . 68 . (ي در محدوده کم نیز گزارش شده است آمیلازها با پایدار-   پایدار هستند ولی11

  
  هاي فلزي اثر یون) 3-6-1-1

ــی        ــاي دوظرفیت ــه فلزه ــند و ب ــی باش ــزي م ــون فل ــه ی ــسته ب ــاي واب ــا آنزیمه ــیلاز ه ــشتر آم بی
مانند 2222|2 ,,,, FeZnMnMgca        ایل  تم) 70(    نیازمند می باشند2ca    به  -   آمیلاز ها بیـشتر از 

  . سایر یونها می باشد 
 کافی 2ca یک یون     متغیر می باشد در برخی سیستمها معمولاً       10 تا   1مقدار کلسیم متصل شده از      

 را جـدا  2ca  و یـا الکترولیـز   EDTAیه می توان با دیالیز کردن آمیلازها عل. است تا آنزیم را پایدار کند      
 2caعـلاوه بـر ایـن حـضور     .  فعـال شـود     2ca می تواند با اضافه کردن یونهاي        2caآنزیم فاقد   . کرد  

  ) .68(پایداري حرارتی آمیلاز را افزایش می دهد 
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  مهار کننده ها ) 4-6-1-1
-nبسیاري از کاتیونهاي فلزي به خصوص یونهاي فلزات سنگین مواد موثر روي گروه سـولفیدرل        

 EGTA , EDTA , BSA هیدروکـسیل مرکـور بنزوئیـک اسـید ،یداسـتات      -pبرمـو سوکـسینامید و   
  ) 68. ( آمیلاز ها هستند -مهارکننده 
 
  لی وزن مولکو) 5-6-1-1

 کیلـو دالتـون     10کمترین مقـدار    .  کیلو دالتون متغیر است      210-10 آمیلاز ها از     -وزن موکلولی   
 Chloroflexus aurantiacus کیلو دالتون براي 210و بیشترین ) bacillus caldolyticus) 75براي 

 آمیلاز ها و توالی اسید آمینـه هـا نـشان داده شـده     -با آنالیز ژنهاي کلون شده  ) 98. (گزارش شده است    
وزن گلیکوپروتئین در   ) 97(باشد    کیلو دالتون می   60-50است که وزن مولکولی آمیلازهاي میکروبی حدود        

 بنـدرت گلیکوزیـل مـی    میلازها وزن مولکولی آنزیم را افزایش می دهد ولی آنزیمهـاي باکتریـایی           ساختار آ 
  ) . 68 (باشند

   آمیلاز ها-منابع ) 7-1-1
-  میکروارگانیزمها تولید می شوند و ایی هستند که توسط گیاهان حیوانات تنها آنزیمه   آمیلاز ها ، 

عنـوان  میلازها با منشا گیاهی و میکروبی چنـدین قـرن بـه             آ. تابولیسم  کربوهیدراتها دارند     نقش مهمی در م   
 آمـیلاز هـاي   -در چند دهه اخیر تحقیقـات قابـل تـوجهی روي    . افزودنی مواد غذایی استفاده می شوند       

مزیت اصلی اسـتفاده از  . خارج سلولی که توسط انواع میکروارگانیزمها تولید می شوند صورت گرفته است        
عـلاوه  . ولید بالاي این آنزیم توسط میکروارگانیزمها می باشد         میکروارگانیزمها براي تولید آمیلازها توانایی ت     

بر این می توان به راحتی تغییراتی در میکروبها به وجود آورد که بتوانند آنزمیهایی با خصوصیت مـورد نظـر    
  ) . 68(را تولید کنند 

به حرارت بـه صـورت وسـیعی در     آمیلاز  مقاوم -  به دلیل تولید bacillus sp از میان جنس
ــود    ــی شـ ــتفاده مـ ــنعت اسـ  , B.amyloliquefaciens , B.Stearothermophlius. صـ

B.licheniformis     از تولید کننده هاي خوب   -     آمیلاز ها هستند و به طـور وسـیعی از ایـن باکتریهـا 
 -از قارچها نیز به عنوان تولید کننده .  می شودبراي تولید تجاري این آنزیم بري مصارف مختلف استفاده      

  ) . 37. ( آمیلاز  استفاده می شود 
  
  تولید انواع آمیلازها در میکروارگانیزمهاي مختلف ) 1-7-1-1

خصوصیات آنزیمهاي هیدرولیز کننده نشاسته و سـایر پلـی سـاکاریدها متغیـر اسـت و بـه محـیط                     
این موضوع به خصوص در مورد آمیلازهاي میکروبی صادق  ) . 98( کننده آنزیم بستگی دارد     ارگانیزم تولید   
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 ـ 2فیلمو و اکتـسر 1است و بر اساس این کـه توسـط باکتریهـاي مزوفیـل         دي مـی شـوند آنزیمهـاي     دسـته بن
  و نمـک   6 ، اسـید   5، قلیـا  4 ، سرمادوست  3نهایی هستند که توسط میکروارگانیزمهاي گرمادوست     اکسترموفیل آ 

فشار هیدروستاتیک بالا نیز عامل محیطی دیگري می باشد و میکروارگانیـسمهایی        . تولید می شوند    7دوست  
سبت بـه  نعلاوه بر این مقاومت آنزیم .  می نامند 8در این شرایط زندگی کنند را فشار دوست. که می توانند  

از آنزیمهـاي اکتـسرموفیل     برخـی   ) . 32(حلالهاي آلی از خصوصیات جالب فیزیکوشـیمیایی آنـزیم اسـت            
کـع  ) 76(ممکن است ترکیبی از خصوصیات مانند پایداري در حرارت بالا و اسید دوسـتی را نـشان دهنـد                 

در کل آنزیمهاي قارچها پایداري بیـشتري  ) 75. (عمدتا این دسته از آنزیمها توسط آرکی ها تولید می شوند         
میکروارگانیـسمهاي پیـدا   . تریایی حرارتی بیشتري دارنـد  در برابر اسیدها دارند در صورتی که آمیلازهاي باک  

یمهاي آنها در شرایط اکستریم خصوصیات نرمـال خـود  را          زنه بهترین منبع آمیلازها هستند و آ      شده است ک  
  : این میکروارگانیزمها عبارتند از ) . 98(دارند 

کننـد و   رشد می  C·60   ازین میکروارگانیزمها در دماي بالاتر ا : میکروارگانیزمهاي گرمادوست-1
 رشد می کنند و آنزیمهـایی تولیـد مـی کننـد کـه در برابـر        C·80  بالاينوع بسیار گرمادوست آنها در دماي

آنزیمهاي آمیلاز با مقاومت حرارتی بالا افقهاي جدیدي در میکروبیولوژي ، بیوشیمی    . حرارت مقاوم هستند    
این آنزیمهاي در این است کـه در دماهـاي بـالا پایـدار و فعـال            اهمیت  ) . 96( ، بیوتکنولوژي باز می کنند      

ري افزایش می یابد ات واکنش به خصوص سوبستراهاي پلیم در دماي بالا حلالیت بسیاري از ترکیب      . هستند  
اسـت کـه   نکته قابل توجـه  ) . 96(می یابدهمچنین در دماي بالا خطر آلودگی با ترکیبات ناخواسته کاهش       . 

 آمیلاز ي هستند که از لحاظ مولکـولی بـا سـایر            -هاي بسیار گرمادوست داراي آنزیمهاي      برخی ارگانیزم 
و ) Dictioglomus thermophilus)  25نمونه آن آنزیم گرمادوست از باکتري . آمیلازها تفاوت دارند  

ایـن آنزیمهـا همولـوژي    مـی باشـد کـه تـوالی     ) Pyrococcus furiosus)  54آرکی بسیار گرمادوسـت  
   . دسته گلیکوزید هیدرولازها دارد  از57واضحی با آمیلازهاي خانواده جدید 

 رشد می کنند ایـن   C·15این میکروارگانیزمها در دماي کمتر از     :  میکروارگانیزمهاي سرمادوست    -2
پـایین و یـا دماهـایی کـه      میکروارگانیزمها از لحاظ دمایی سازگاري زیادي دارند و میتوانند در دماهاي نسبتاً  

آنزیمهاي این میکروارگانیزمهـا بـه دلیـل انـرژي     ) 34(مناسب میکروارگانیزمهاي مزوفیل می باشد رشد کنند  
اده از آنزیمهـاي  بـه عنـوان مثـال تمایـل زیـادي بـراي اسـتف       . مصرفی کم در صنایع داراي اهمیـت هـستند         

                                         
1 Mesophiles 
2 Extermophiles 
3 Thermophiles 
4 Psychrophiles  
5 Alkaliphiles 
6 Acidophiles 
7 Halophiles 
8 Barophile 
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 ي هـستند و در صـنایع  ردوست داراي اهمیت تجا میلازهاي سرما آ. دارد   د شوینده وجود  سرمادوست در موا  
یک نمونه آمـیلاز سرمادوسـت متعلـق بـه         ) 96( هستند   ین داراي اهمیت  ائماي پ کاغذ سازي آمیلازهاي با د    

Altermonus haloplancis می باشد که دماي بهینه فعالیت آن بـین  C· 20- C·30    مـی باشـد گرچـه از 
  ) . 2(  می باشد TIM barrel آمیلاز  با ساختار   -دي مشابه علحاظ ساختار سه ب

 -که ایـن آنـزیم تـوالی بـسیار مـشابه بـه      ) 42و22( در دو مطالعه جداگانه نشان داده شده است        
  .  و پانکراس انسانی دارد  آمیلاز  بزاق-آمیلاز هاي جانوري دارد و این آنزیم ارتباط نزدیکی با 

وست می توانند با شرایط اسـیدي      دمیکروارگانیزمهاي اسید    :  میکروارگانیسمهاي اسید دوست   -3
) 66( را در حد خنثی نگـه دارنـد   سیتوپلاسمی خود pH سازگاري پیدا کنند و 4-1هاي    pHو رشدر در 

دارد با شرایط اکستریم سازگاري پیدا کنند ولـی  لولی این میکروارگانیزمها نیازي ن   سبنابراین آنزیمهاي درون    
) 96(   پائین فعالیت کنند  pHاین امر در مورد آنزیمهاي خارج سلولی صادق نمی باشد و باید در محیط با

 -ین رگرچـه بیـشت  . برخی از این میکروارگانیزمها داراي آنزیمهاي آمیلاز پایدار در محیط اسیدي هستند    . 
 با Bacillus sp.11-15ست و سرمادوست وآمیلاز  اسید دوست احتمالا آمیلاز جدا شده از باکتري گرماد

pH   91( می باشد    2بهینه (-        ن صـورت گرفتـه اسـت متعلـق بـه        روي آ  آمیلاز ي که مطالعات بیـشتري
Aricyclobacillus acidocaldariusبا pH  5 و 80(  می باشد 3  بهینه . (  

د می کنند به عنـوان  هاي بالا رش  pH دراین میکروارگانیزمها :  میکروارگانیزمهاي قلیا دوست -4
که ) 3(ه است   گزارش شدbacillus sp.Ksm – 1378لاناز قلیایی از باکتري قلیا دوست مثال آمیلو پلو

 و دیگـري در   )1-4(لیز پیونـد  یک دمین در فعالیت آمیلاز و هیـدرو  .  می باشد    يد دمین عملکر  2شامل  
  .  نقش دارد ) 1-6( فعالیت پلولاناز و هیدرولیز پیوند 

ز یزمهـا در عمـق دریـا کـه فـشاري بـیش ا      ایـن میکروارگان  : انیزمهاي فشار دوسـت   گ میکروار -5
Mpa120       م به فشار در صنایع غذایی که فرآیندهاي استریل         پروتئینهاي مقاو ) 32( می باشد زندگی می کنند

هـاي  تاکنون هیچ گزارشی در موردآمیلاز) 96(کردن مواد غذایی نیازمند فشار بالایی است قابل توجه هستند    
  فشار دوست قارچها و حیوانات      آمیلاز هاي  - ولی فعالیت و پایداري    فشار دوست باکتریایی وجود ندارد    

  ) . 67 و 63( ررسی شده است ب
مـک  ارگانیزمها براي رشد خـود نیازمنـد ن  این دسته از میکرو   :  میکروارگانیزمهاي نمک دوست   -6

  .  دسته تقسیم می شوند 4به ) Kushner ) 1978با توجه به دسته بندي . هستند
 نمک رشد مـی کننـد بـسیاري از موجـودات          %   W/V  3در محیط حاوي     : 1 نمک دوست کم   -1

  . دریایی از این دسته هستند 
  . نمک است % 15 -% 3شرایط مطلوب براي رشد انها غلظت  : 1 نمک دوست متوسط-2

                                         
1 Slight halophiles 
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  . نمک رشد می کنند % 25در غلظت  : 2 افراطی نمک دوست -3
  ) . 65(نمک نیاز دارند % 12حداقل به  : 3 افراطی اجباري نمک دوست -4

روي سطح خود هستند که    تعداد زیادي اسید آمینه با بار منفی        آنزیمهاي این میکروارگانیزمها داراي     
ل بسیار پائین است نها می گردد و در محیطهاي با غلظت نمک پائین حلالیت آنزیمهاي هالوفی       مانع رسوب آ  

داراي آنـزیم    Halomonas meridianباکتري نمـک دوسـت   ) . 64( نها را محدود می کند که کاربرد آ
-      نمک فعالیت دارد و از لحاظ توالی مشابه % 3 آمیلاز  می باشد که این آنزیم در غلظت- آمیلاز هاي 

 آمـیلاز  مـی   -داراي انـزیم    Natronococcus sp Ah-36همچنین بـاکتري  ) 16(جانوري می باشد 
  .  مولار فعالیت دارد 5/2ت که این آنزیم در غلظ) 51( باشد 

  
  کاربرد آلفا آمیلازها ) 8-1-1

در صنایع مـی باشـد و اسـتفاده تجـاري از آمیلازهـا           آمیلازها از مهمترین آنزیمهاي هیدرولیز کننده     
امـروزه از   .   به عنوان دارو براي درمان ناراحتیهاي گوارشی صـورت گرفتـه اسـت                1984اولین بار در سال     
رولیز نشاسته در فرآیندهاي صنعتی مانند صنایع غذایی ، مواد شـوینده ، نـساجی و کاغـذ         آمیلازها براي هید  

در این زمینه آمیلازهاي میکروبی کاملا جایگزین هیـدرولیز کننـده هـاي شـیمیایی               . سازي استفاده می شود     
د ایـن آنزیمهـا   علاوه بر این داراي پتانسیل استفاده در داروسازي و صنایع تصفیه شـیمیایی هـستن     . شده اند   

   .  بازار آنزیمها را به خود اختصاص داده اندبخش بزرگی از
  
  صنعت تهیه نان ) 1-8-1-1

 آنزیمهاي که نـشاسته  -1.  نقش مهمی را ایفا می کنند   آنزیم ها هستند که       گروه از  در تولید نان دو   
   پنتوسانازها-2را می شکنند 

میلازها ، دیاستاز و گلوکوآمیلازي می باشند که   آو بتا   آنزیمهایی که نشاسته را می شکنند شامل الفا         
.  کیفیت نـان کنتـرل مـی گـردد      و خمیر شدندر نهایتدر نتیجه فعالیت آنها هیدرولیز بهتر صورت گرفته و      

)44(  
.  کننـد  در صنعت تهیه نان براي تولید محصولات متنوع با کیفیت مناسـب از آنزیمهـا اسـتفاده مـی         

اضـافه  . ث می شود  که محصولاتی با حجم بیشتر رنگ بهتر و نرمتـر تولیـد شـود   باعحضور آنزیمها در نان   
کردن آلفا آمیلازها به آرد نه تنها سرعت تخمیر را افزایش می دهد بلکـه ویـسکوزیته خمیـر را کـاهش مـی        

ه بر بهبود حجم و بافت محصول قندهاي اضافی در محصول ایجاد می کنـد کـه رنـگ طعـم و             .دهد که علا  

                                                                                                                               
1 Moderate halophiles  
2 Extreme halophiles  
3 Borderline extreme halophiles  
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خته شده مـی  پیکی از کاربردهاي جدید امیلازها کاهش بیات شدن محصولات         . ت نان را بهتر می کند       کیفی
تغییرات نامطلوب در نان مانند خـشک و سـفت شـدن    . باشد که سبب کاهش مدت نگهداري نان می شود          

مـانع ایـن امـر    افزودنی هاي متعددي استفاده می شـود تـا   . نان و تغییر در طعم نان را بیات شدن می نامند         
  ) .68(گردد و سبب بهبود طعم و مزه شود 

  
  استفاده از آمیلازها به عنوان هضم کننده نشاسته و شیرین کننده) 2-8-1-1

مـی   از نـشاسته    مانند گلـوکز و فروکتـوز         تولید هیدرولیز محصولاتی   ا آمیلازها در  لفکاربرد اصلی آ  
 به دلیـل خـصوصیت شـیرین      .شود تبدیل می ) HFCS( 1 ی با میزان فروکتوز بالا    ینشاسته به شربتها  . باشد  

 براي فرایند هضم نشاسته نیاز به آلفا      .شود نوشیدنی استفاده می  صنایع تولید   کنندگی بالا به میزان زیادي در       
  )68.(باشد آمیلاز با پایداري حرارتی بالا می

  
  صنایع نساجی) 3-8-1-1

 ـ         در فرایند هاي جدید در صنعت نساجی فشار قابل           افتن وارد  توجهی بر تار و پود پارچه در طـی ب
 بدین منظور یک لایه محافظ و قابـل برداشـتن روي   . بنابراین باید به نحوي مانع پاره شدن نخ شد       .شود می

 دلیـل  .شـود  شود این مواد محافظ آهار نامیده میشود و از نشاسته به عنوان آهار استفاده می نخ قرار داده می  
 بـراي  .باشـد  ارزان بودن ،در دسترس بودن و برداشتن راحت نشاسته از روي پارچه مـی استفاده از نشاسته ،   

کنند  کنند که به صورت انتخابی آهار را حذف می        حذف نشاسته از روي پارچه از الفا آمیلاز ها استفاده می          
کنند کـه  ش ـ  آلفا آمیلاز نشاسته را به صورت تـصادفی بـه دکـسترین مـی              . کند  نمی و به فیبرها آسیب وارد      

  )68.(توان آن را برداشت باشد و با شستشو می ب میآدکسترین محلول در 
  
  صنایع کاغذ سازي ) 4-8-1-1

همانند صنایع نساجی در کاغذ سازي براي محافظت کاغـذ از آسـیبهاي مکـانیکی در طـی مراحـل             
 کاغذ و قابلیـت پـاك   بخشد ،استحکام شود آهار کیفیت نهایی کاغذ را بهبود می    مختلف از اهار استفاده می    

نشاسته به عنوان یک اهـار خـوب بـراي کاغـذ     . دهد، پوشش مناسبی براي کاغذ است  کردن را افزایش می   
اشد در طی مراحل تولید کاغذ، کاغذ از درون محلول نشاسته با ویـسکوزیته مـشخص در دمـاي     ب نهایی می 

الا است و در یک فرایند پیوسته توسط آلفا ویسکوزیته نشاسته براي اهار بسیار ب.شود   عبور داده می   45-60
 اسـتفاده بـستگی    مـورد رولیز به منبع نشاسته و آلفـا آمـیلاز   شرایط هید.شود آمیلاز تا حدودي هیدرولیز می  

  )68.(دارد

                                         
1 High fructose corn syrup 
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  صنایع شوینده ) 5-8-1-1
  سبب بهبود شـرایط اسـتفاده از    باشد آنزیمها  امروزه یکی از اجزاي شوینده هاي جدید ،آنزیمها می        

در پـودر هـاي شـوینده     از آلفـا آمـیلاز هـا    1975 از سال .شوند  و کاهش دماي شست و شو می  ه ها شویند
یکـی از محـدودیتهاي      .باشـد   مواد شوینده مایع ، حاوي آلفـا آمـیلاز مـی           90/0امروزه    .استفاده شده است  

 آنزیم در محیط بـا کلـسیم   میلازها به کلسیم و کاهش پایداري آمیلاز ها در شوینده ها حساسیت آ استفاده از 
 .شـود حـساس هـستند     انتهایی که در تهیه مواد شوینده مصرف می       دباشد همچنین آمیلاز ها به اکسی      کم می 
 محققین دو شرکت بین المللی تهیه آنزیم هاي مواد شوینده با اسـتفاده از مهندسـی پـروتئین پایـداري           اخیراً

ا بـا سـایر اسـیدآمینه جـایگزین     ه هاي حساس به اکـسیداسیون ر آنها اسید آمین.اند  آمیلاز ها را افزایش داده 
 کـرده انـد کـه ایـن امـر        197لوسین را جایگزین متیونین در موقعیت        B.licheniformisمیلاز  کردند در آ  

توان از این آنزیم جهش یافته در شـوینده هـاي    شود و می سبب پایداري بهتر آنزیم در هنگام نگهداري می   
  )68.(یو استفاده کردحاوي مواد اکسیدات

  
  استراتژیهاي تخلیص) 2-1

  :براي اینکه بتوانیم یک پروتئین را به خوبی تخلیص کنیم باید موارد زیر را در نظر بگیریم
بـا چـه درجـه      باید دانست پروتئین تخلیص شده ،چه اسـتفاده و کـاربردي دارد و            :  تعیین هدف  -1

  .خلوصی مورد  نیاز است
وان اطلاعات درستی در   ت می: در مورد پروتئین و ناخالصیهاي پروتئین        بدست آوردن اطلاعاتی     -2

بـا  .ورد قالات سـایر منـابع در دسـترس بدسـت آ    مورد خصوصیات فیزیکی و شیمیایی پروتئین از کتابها ، م        
مشخص نمودن ناخالصیهاي پروتئین میتوان مراحل تلخیص را به گونه اي طراحی کرد کـه بتـوان بـه طـور                

  . ها را از پروتئین مورد نظر جدا کردموثري آلودگی
بایـد یـک روش سـریع و قابـل       :  انتخاب روشی مناسب براي ارزیابی فعالیت زیستی پـروتئین           -3

  .اطمینان براي تعیین کیفیت و فعالیت زیستی پروتئین انتخاب کرد
در نظـر  مورد باید منبعی انتخاب کرد که داراي غلظت بالایی از پروتئین           :  انتخاب منبع پروتئین     -4

  .یک محیط پایدار باشد 
  .باید روشهاي مناسب براي استخراج پروتئین انتخاب کرد:  استخراج پروتئین-5
، تخلـیص متوسـط     ) Capture(باید روشـهاي مناسـب تخلـیص اولیـه          : تعیین مراحل تخلیص  -6

)Intermediate (  و تخلیص نهایی )Polishing ( را مشخص کرد.  
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  اهداف تخلیص ) 1-2-1
تخلیص پروتئین فرایندي است که نیاز به زمان ، هزینه، تلاش ،  دستگاهها و تجهیزات مناسب دارد  

در هـر تخلیـصی   . بنابراین بهتر است که همیشه قبل از شروع کار ، ابتدا دلایل تخلیص را در نظر گرفـت               . 
دلایـل عمـده   .د تخلیص کـرد هیچ وقت بیش از حد نیاز نهایی نبای   . باید این قانون طلایی را مد نظر داشت         

  :تخلیص پروتئین ممکن است
  ) به عنوان مثال آنزیم ( تعیین عملکرد پروتئین -1
   تعیین ساختار پروتئین -2
   استفاده از انزیم براي تولید محصول مورد نظر به عنوان بخشی از پروژهاي تحقیقاتی -3
  ) 51( تهیه یک محصول تجاري مانند دارو -4
  
  صوصیات پروتئین هدفتعیین خ) 2-2-1

اطلاعاتی در مورد خصوصیات و عملکرد پروتئینی که باید خالص شـود از جملـه وزن مولکـولی ،          
ها ، تمایل به سوبستراها ، حساسیت به یونهاي فلزي        ک ،هیدروفوبیسیته ، حضور کربوهیدرات    نقطه ایزوالکتری 

  )51.(تواند در طی مراحل تخلیص به ما کمک شایانی کند می
ها و دماهـاي مختلـف ، در حـضور     pHحله بعد باید اطلاعاتی در مورد پایداري پروتئین در  در مر 

 اگر شرایط پایداري پروتئین مشخص باشـد  .حلالهاي آلی و یونهاي فلزي سنگین و پروتئازها به دست آورد  
 فعـال  توان در طی مرحله خالص سازي مانع از غیـر  ر خواهد بود و می  ت انتخاب تکنیکهاي تخلیص راحت   

  )81.(شدن پروتئین شد
  
   انتخاب روشهایی براي اندازه گیري فعالیت پروتئین )3-2-1

 کل و پروتئین هدف،     میزان خلوص نمونه ، میزان پروتئین     ضروري است بعد از هر مرحله تخلیص        
  .فعالیت زیستی پروتئین را مشخص کرد

ي نور توسط الکترونهـاي اسـید    جذب فوتونها  (nm 280میزان کل پروتئین با استفاده از جذب در         
 nm 210و یا جذب باندهاي پپتیدي پروتئینهـا در       ) امینه آروماتیک مانند فنیل آلانین ، تیروزین ، تریپتوفان          

 با استفاده از روش برادفورد و لوري که  .شود  کمتر استفاده می   nm210شود ولی از طول موج       مشخص می 
تعیـین فعالیـت در       )85و 81    (.ین کل را تعیین نمـود     زان پروتئ براي تعیین غلظت پروتئین است میتوان می      

و  pHفرایند تخلیص آنزیم کار معمولی میباشد و شامل اضافه نمودن آنزیم  به سوبسترا در محلول بافري با 
  .باشد دماي استاندارد می


