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بررسي خصوصيات آلفا آميلاز توليد شده به وسيله باکتري هاي 
ترموفيل جدا شده از چشمه های آب گرم ايران

چيكد‌ه
 باکتري های ترموفيل منابع با ارزشی از آنزيم های هيدروليتيک مقاوم به گرما هستند. آنزيم هاي مقاوم به گرما در صنعت داراي اهميت بسيار 
مي باشند و براي اهداف تجاري مختلف استفاده مي شوند. از بين آنزيمهاي هيدروليز کننده نشاسته، آلفا آميلاز يکي از مهمترين و قابل توجه 
ترين آنزيم ها از نظر تجاري خصوصاً در صنعت مواد شيرين کننده مي باشد. برای فرايند توليد مواد شيرين کننده از نشاسته، دما بايد 50 درجه 
سلس�يوس يا بالاتر و  pH در حدود 7 باش�د تا از به رنگ قهوه ای درآمدن جلوگيری به عمل آمده و چس�بندگی )ويسکوزيته( کاهش يابد. اين 
امر نيازمند استفاده از آلفا آميلاز مقاوم به حرارت به منظور مقاومت در برابر حرارت فرايند مي باشد. باکتري ها از دو چشمه آبگرم خرقان )در 
اس�تان قزوين ( و محلات ) در اراک( جدا ش�دند. نمونه های آب از 50 سانتی متری سطح آب چشمه جمع آوری شدند. دمای آب در زمان نمونه 
برداری در مکان های خرقان و محلات به ترتيب، 56 و 48  درجه سلسيوس بود. پس از سانتريفيوژ کردن نمونه های آب، رسوبات باقيمانده در 
نوترينت براث غنی شده با عناصر ضروری کشت داده شدند و در درجه حرارت مناسب قرار داده شدند. چهار باکتری جدا شده از نظر مولکولی 
  Anoxybacillus pushchinoensis. Bacillus licheniformis 16 شناس�ايی ش�دند. آنهاS rRNA و ريبوتايپينگ ژن PCR به وس�يله
Aneurinibacillus aneurinilyticus Aneurinibacillus  thermoaerophilus تش�خيص داده ش�دند. توليد α - آميلاز در پليت هاي 
آگار نشاسته دار مورد بررسي قرار گرفت و ميزان فعاليت اين آنزيم به روش دی نيتروساليسيليک)DNS( اندازه گيری شد. pH و حرارت مناسب 
براي فعاليت آنزيم آميلاز تعيين گرديد. حداکثر فعاليت آنزيم  B.licheniformis در 70 درجه سلسيوس وpH=7 مشاهده شد. حداکثر فعاليت 
آنزي�م A.aneurinilyticus  در 70 درج�ه سلس�يوس و pH=8   بود در حاليکه برای آنزيم A.pushchinoensis در 80 درجه سلس�يوس و 

pH=8 بود. 

كلمات کليد‌ی: : باکتري های ترموفيل، آنزيم α-آميلاز، چشمه آب گرم
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مقد‌مه
  يک��ي از مه��م ترين و ب��ا قابليت ترين ميکروارگانيس��م ه��ا باکتري هاي 
ترموفيل مي باش��ند.  باکتري هاي ترموفيل ميکروارگانيس��م هايي هستند 
که رش��د بهينه آنها در دماي بالاتر از 45 درجه سلس��يوس مي باشند )5 ، 
6 ، 21(. ميکروارگانيس��م هاي ترموفي��ل داراي پروتئين هاي غير عادي و 
يا وضعيت فيزيکي و ش��يميايي خاصي هس��تند که فعاليت آنها را در درجه 
حرارتي که پروتئين هاي س��اير ميکروب ه��ا را تخريب مي کند، به صورت 
کام�اًل فعال حفظ مي نمايد )11 (. اين ميکروارگانيس��م ها از محيط هاي 
مختلف��ي مثل نواحي  آتشفش��اني، خاک مناطق گرمس��يري، خاک برگ و 

چشمه هاي آب گرم جداسازي شده اند )12،7،4،3(.
باکتري هاي ترموفيل به دليل قابليت تحمل حرارت بالايي که دارند داراي 
آنزي��م هاي مقاوم به حرارت نيز مي باش��ند که حتي براي فعاليت، نيازمند 
ش��رايط دمايي بالا مي باشند )23،17،14،10(. آنزيم هاي مقاوم به حرارت 
که از ميکروارگانيس��م هاي ترموفيل به دس��ت مي آيند، ب��ه دليل قابليت 
تحمل حرارتي بسيار مورد توجه قرار گرفته اند و در بيشتر صنايع از جمله 
توليد ش��ربت گلوکز و فروکتوز، س��اخت منس��وجات و بخصوص پودرهاي 
شستش��و بسيار حائز اهميت هستند )21،18(. از ميان آنزيم هاي هيدروليز 
کننده نشاس��ته، آلفا آميلازها يکي از مهمترين آنزيم ها هس��تند که نقش 

مهمي در توليد شيرين کننده ها در صنعت دارند.
 در روند توليد مواد ش��يرين کننده مصنوعي از نشاسته دو نياز اصلي وجود 
دارد: يکي از اين ش��رايط حرارت پروسه اس��ت  که 50 درجه سلسيوس يا 
بالاتر بوده و ديگري pH آن می باش��د که بايد نزديک به 7 باشد. به شرط 
رعاي��ت دو اصل فوق، از بوجود آمدن رنگ قه��وه اي جلوگيري بعمل آمده 
و ويس��کوزيته نشاسته کاهش مي يابد. براي رفع اين نياز از α- آميلازهاي 
مق��اوم به حرارت که قادرند حرارت بالا را تحمل کنند اس��تفاده مي ش��ود 

.) 27(
چشمه های آبگرم خرقان و محلات از چشمه هاي آب گرم ايران می باشندکه 
 pH درجه حرارت آب اين چشمه ها به ترتيب 56 و 48 درجه سلسيوس و
آنها  برابر 7 و 8 می باشد. چشمه خرقان در 95 کيلومتری قزوين به همدان 
و چشمه محلات در 30 کيلومتری غرب دليجان واقع شده است. با توجه به 
درجه حرارت بالاي آب اين چش��مه ها، از نظر وجود باکتري هاي ترموفيل 

مورد بررسي قرار گرفتند.  

روش کار
جداسازی نمونه ها

در اين تحقيق از عمق 50 س��انتي متري چشمه های  آبگرم نمونه برداري 

Pajouhesh & Sazandegi No 81 pp: 161 - 167

Characterization of α-amylase produced by thermophilic bacteria isolated from Iranian hot spring waters                                                                                             
By: M. Farahmand, Azad University, N. A. Mozaffari, Member of Scientific Board of Faculty of Medicine Sciences 
of Iran, S. Mehrabian, Member of Scientific Board of Tarbiat Moalem University and R. Khavarinejad, Member of 
Scientific Board of Azad University.
Thermophilic bacteria are valuable sources of thermostable hydrolytic enzymes. Heat-stable enzymes have immense 
importance in industry and are generally utilized for a variety of commercial Purposes. Among the starch hydrolyzing 
enzymes, α-amylases have considerable commercial value, especially in sweetener industry. For the production 
process of sweeteners from starch, the temperature should be 50ºc or higher and the pH close to 7 in order to prevent 
browning effects and reduce viscosity. It thus requires enzymes able to withstand the elevated process temperatures. 
Bacteria were isolated from two hot spring waters of Kharaghan (in Gazvin province) and Mahallat ( in Arak). Water 
samples were collected from 50cm below the spring water surface.The water temperatures at the time of sampling at 
the Kharaghan and Mahallat sites were 56º c and 48º c, respectively. Following centrifugation of the water samples, any 
remaining pellets were cultured in trace element enriched nutrient broth and incubated at proper elevated temperatures. 
The four recovered bacteria were identified molecularly by PCR and 16S rRNA gene ribotyping. They were identified 
as Aneurinibacillus aneurinilyticus, Aneurinibacillus thermoaerophilus, Anoxybacillus  pushinoensis  and Bacillus 
licheniformis. 
Amylase production was assayed on starch agar plates by dinitrosalicylic assay. The optimal pH and temperature 
for enzyme activity were characterized.The maximum activity for the B.licheniformis enzyme  was observed  at 70º 
c and at pH 7.0. The A.aneurinilyticus enzyme maximum activity was at 70º c and at pH 8.0 ; whereas , these for the 
A.pushinoensis enzyme was at 80º c and at pH 8.0 . 
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صورت گرفت. س��پس عمل جداس��ازي باکتري هاي ترموفيل از نمونه های 
آب گرم انجام ش��د. از محيط کش��تSea water agar  به همراه عناصر 
ضروري1 براي رش��د باکتري ها اس��تفاده گرديد و روي اين محيط به روش 

کشت سفره اي2, باکتري ها کشت داده شدند.
س��پس از کلني هاي ظاهر شده با انجام کش��ت هاي مکرر3, کشت خالص 
تهيه گرديد و پس از بدست آوردن فاز لگاريتمي رشد باکتري هاي مذکور، 
در اين فاز باکتري ها با استفاده از گليسرول 15% در 70- درجه سلسيوس 

نگهداري شدند.

 تعيين ترادف ژنS rRNA 16 و شناسايي گونه هاي ترموفيل
محيط كش��ت مايع حاوي نوترنيت براث به همراه عناصر کمیاب لازم براي 
باكتري هاي ترموفيل انتخاب ش��د و باكتري داخل آن تلقيح ش��د. پس از 
گرماگذاري و هوادهي كشت مايع به مدت 24 ساعت، از كشت مايع داخل 
لوله‌ اپندروف اس��تريل را پركرده و س��پس با دورrpm 11500 به‌مدت 3 
دقيقه س��انتريفوژ كرده و مايع رويي دور ريخته شد. مجدداً اين عمل تكرار 
شد تا پس از چند نوبت ميزان مناسبي بيومس باكتري رسوب نموده و جمع 
شود. . سپس استخراجDNA  از بيومس تهيه شده بوسيله کيت استخراج 
صورت گرفت. براي اطمينان از اس��تخراج DNA الكتروفورز انجام ش��د و 
باندهايDNA  تخليص شده به كمك دستگاه نمايانگرژل مشاهده شدند.

روش PCR  و شرايط واكنش 
توال��ي  ب��ا    8F پرايمره��اي  از   PCR روش  اي��ن  در 

3CCTGGCTCAGAGAGTTTGAT5 ′−−′
 3GTTACGACTTGGTTTACCTT5 ′−−′ و  1492R با توالي 

استفاده شد. نسبت هاي به كار رفته در PCR  به قرار زير بود: 
  DNA،10 : 0/5 مكيروليترmM dNTps  ،باف��ر: 2/5 مكيروليتر  PCR
 : 10mM Primer،5  : 0/75 مكيروليترmM  Mgcl2،الگو : 1 مكيروليتر
از هركدام 1/25 مكيروليتر،Smart taq polymerase  : 0/5  مكيرو‌ليتر، 

آب مقطر : 16/35 مكيروليتر.  
واكن��ش PCR  در 35 س��كيل به‌مدت 45 دقيقه ب��ا دماي ذوب اوليه 95 
درجه س��انتی گراد به ‌مدت 5 دقيقه، دماي ذوب 95 درجه س��انتی گراد به‌ 
مدت 45 ثانيه، دماي ‌انلينگ 55 درجه سانتی گراد به ‌مدت 1 دقيقه، دماي 
س��نتز رش��ته‌ها 72 درجه س��انتی گراد به ‌مدت 1/5 دقيقه و دماي اضافي 

نهايي 72 درجه سانتی گراد به ‌مدت 10دقيقه انجام گرفت. 

روش الكتروفورز
محص��ولات PCR روي ‌ژل الكتروف��ورز در ولت��اژ V/CM  5 حركت داده 
ش��دند. ژل با 0/4 گرم آگارز همراه 40 ميلي‌ليترآب مقطر و 10 ميلي ليتر 
بافر TBE تهيه ش��د که به اين محلول 2 ميکروليتر اتيديوم برومايد اضافه 
ش��ده تان��ك الكتروفورز حاوي بافر TBE  بوده و مق��دار آن طوري بود كه 
روي ‌ژل را مي‌پوش��اند. در كنار چاه‌كهاي نمونه‌ كي DNA  شاهد مثبت 
حركت داده ش��د تا حدود قطعه‌هاي محصول PCR  مش��خص شود. پس 
از انجام عمل الكتروفورز، ژل در دس��تگاه نمايش��گر ژل) Gel Doc(  قرار 
داده شد و با تابش اشعه UV  به اتيديوم برومايد و ايجاد رنگ فلوروسانس 
بانده��اي مربوط به محص��ولات PCR ديده و از درس��تي PCR اطمينان 

حاصل ش��د. س��پس محصولات PCR به کش��ور کره جنوبي ارسال شد و 
بوس��يله تعيين ترادف 16S rDNA گونه باکتري هاي جدا شده تشخيص 

داده شد.

سنجش فعاليت آنزيم آميلاز
براي بررسي توليد آنزيم آميلاز از نمونه هاي ترموفيل جدا شده کلوني هاي 
خالص ش��ده را در محيط حاوي نوترنيت آگار به همراه 1% نشاس��ته کشت 
داده و در انکوباتور با درجه حرارت مناسب ) بر حسب نمونه 56 و 48 درجه 
سلس��يوس( بمدت 24-48 ساعت قرار داده شدند. سپس نمونه هاي آميلاز 
مثبت پس از ريختن چند قطره معرف لوگل، با ظهور هاله اي شفاف اطراف 

کلوني که ناشي از هيدروليز نشاسته است، مشخص گرديد.
در توليد آنزيم توس��ط باکتري ها از محيط هاي کش��ت پيش توليد و توليد 
استفاده گرديد. محيط کشت پيش توليد شامل نوترنيت براث g 0/8، پپتون 
س��ويا g 1/0 ، عصاره مخمر g 1/0 ، نشاس��ته س��يب زميني g 1/0 ، نمک 
طعام g 0/5، و آب مقطر ml 100، و pH=6/8 مي باش��د. محيط کش��ت 
توليد شامل نشاسته سيب زميني g 1/0، پپتون سويا g 0/5، عصاره گوشت 
g 0/3، کلريد کلس��يم g 0/05، س��ولفات منيزيوم g 0/03، فسفات پتاسيم   

0g/4و آب مقطر ml 100 و pH=6/8  مي باشد)1، 27,24(.
پس از کش��ت باکتري ها در محيط پيش توليد، آنها به محيط توليد انتقال 
يافتند. در زمانهاي مش��خص 60،48،24 س��اعت از ظ��روف حاوي محيط 
کش��ت تولي��د قرار گرفته در انکوباتور ش��يکردار، مق��دار ml 10 از محيط 
 3000 xg بصورت آسپتيک برداشته شده و با استفاده از سانتريفوژ معمولي
ب��ه م��دت 15 دقيقه و دماي 4 درجه سلس��يوس، محل��ول رويي جدا و در 

شيشه استريل نگهداري شد.
در اين تحقيق قندهاي احياء شده با استفاده از معرف دي نيتروساليسيليک 
اس��يد )DNS ( اندازه گيري ش��دند. اين روش توس��ط Brifield در سال 
1945 ارائه گرديد. )8 ،15 ،19، 26 ، 27 (. براي س��اختن اين معرف كي 
گرم از پودر دي نيتروساليس��يلكي اس��يد را در ml 50 آب حل كرده و به 
آهس��تگي 30 گرم تارتارات مضاعف سديم پتاس��يم را به آن اضافه کرديم. 
س��پس ml 20 هيدروكس��يد سديم )س��ود( 2 نرمال اضافه کرديم و با آب 
مقطر حجم را به ml 100 رسانديم. محلول نارنجي رنگي به دست آمد كه 

دور از نور و اكسيژن در شيشه‌هاي تيره نگهداري شد.
 س��پس از سه لوله كنترل مثبت، كنترل منفي و بلانك استفاده کرديم. در 
لوله بلانك بافر و نشاسته محلول در بافر با pH = 7، در لوله كنترل مثبت 
نمونه آنزيم اس��تخراج شده، بافر و نشاس��ته و در لوله كنترل منفي، آنزيم، 
بافر و نشاس��ته را افزوديم. در لوله كنترل منف��ي بلافاصله DNS را اضافه 
کرديم. در لوله كنترل مثبت بعد از گذش��ت 10 دقيقه )يا بيش��تر كه مدت 
زمان تأثير آنزيم اس��ت( DNS را اضافه کردي��م. تمامي لوله‌ها را به همراه 
لوله‌هاي اس��تاندارد مالتوز به مدت 10 دقيقه در بن‌ماري جوش قرارداديم. 
س��پس لوله‌ها را خارج كرده و پس از خنك شدن مقدار ml 2/5 آب مقطر 
ب��ه لوله‌ها اضافه کرديم و پس از مخلوط كردن، جذب آنها را در طول موج 

nm 540 به وسيله دستگاه اسپكتروفتومترخوانديم.
 علاوه بر اين اثر pH و دما بر فعاليت آنزيم آميلاز مورد بررسي قرار گرفت. 
همچنين دماي بهينه و pH بهينه براي رش��د باکتري ها تعيين شد. براي 
س��نجش pH اپتيمم براي فعاليت آنزيم آميلاز در نمونه هاي جدا ش��ده، 
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بافرهاي مورد نياز ش��امل: Tris )20ميلي مولار (، اس��تات س��ديم ) 200 
ميلي مولار (، فس��فات س��ديم) 200 ميلي مولار (، گلايس��ين )200 ميلي 
مولار( تهيه ش��د.)1(. س��پس اثر pH از 2 ت��ا 12 روي فعاليت آلفا آميلاز 

بررسي گرديد. 
براي س��نجش دماي اپتيمم براي فعاليت آنزي��م آميلاز در نمونه هاي جدا 
ش��ده بافرتريس)20 ميل��ي مولار (، کلريد کلس��يم ) 10 ميلي مولار ( آب 
مقطر)ml 100 ( و pH =7/4 مورد نياز است. پس از آماده سازي نمونه ها، 
دما را از 40 درجه سلسيوس، 10 درجه 10 درجه افزايش داديم )100-40 
درجه سلس��يوس ( و با اس��تفاده از خواندن ج��ذب در 540 نانومتر، مقدار 

فعاليت آنزيم اندازه گيري شد. 

نتایج:
از چشمه آبگرم خرقان ) دو نمونه KH - 1-1 و KH - 2 ( و محلات )دو 
نمونه SH - 2  و SH -3 ( چهار باکتری ترموفيل جدا شد که تمام باکتري 
های جدا شده به دليل داشتن رشد بهينه در بالای 45 درجه سلسيوس در 
دس��ته باکتري هاي ترموفيل قرارگرفتند )19،18 (. دماي بهينه براي رشد 
هر دو باکتري KH - 1 و KH - 2 56 درجه سلسيوس و pH اپتيمم براي 
آنها 7- 6/5 تعيين گرديد. در مورد س��ويه های SH - 2  و SH -3بهترين 

رشد در دمای 48 درجه سلسيوس pH =7 مشاهده گرديد. 
بر اساس رنگ آميزي گرم، تست هاي بيوشيميايي انجام شده ) بررسي نتايج 
بر طبق کتاب مرجع برجي( و تعين ترادف ژن  16S rRNAچهار باکتري 
جدا شده شناسايی شدند و گونه آنها تعيين شد . بر اساس اين بررسي های 
 Bacillus ش��کل ش��ماره 2( در گونه KH - 2 مولکولی س��ويه ترموفيل
licheniformis و س��ويه ترموفيل KH - 1 )ش��کل ش��ماره1( در گونه 
Anoxybacillus pushchinoensis  قرار داش��تند. همچنين س��ويه 
 Aneurinibacillus ب��ه ترتيب در گونه های SH -3  و  SH - 2 ه��ای
 Aneurinibacillus و   )3 ش��ماره  )ش��کل   aneurinilyticus

thermoaerophilus  تشخيص داده شدند.

Anoxybacillus pushchinoensisَ  1-KH -1شکل شماره

Bacillus licheniformis 2-KH    -2شکل شماره

Aneurinibacillus aneurinilyticus  3-SH   -3شکل شماره

شکل شماره 4-توليد آنزيم آميلاز درKH ) 1-نمونه3( وKH-2  )نمونه2(
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2-KHنمودار1- بررسي اثر دما بر فعاليت آنزيم آميلاز توليد شده بوسيله نمونه

1-KH نمودار 2- اثر دما بر فعاليت آنزيم آميلاز توليد شده بوسيله نمونه

  )KH -2 ، KH -1 ، SH-3( از بين 4 س��ويه ترموفيل جدا شده 3 سويه
تولي��د آميلاز قوي داش��تند که ميزان فعاليت آنزيم در آنها مورد س��نجش 

قرار گرفت.
نتايج حاصل از بررس��ي اثر دما بر فعاليت آنزيم آميلاز توليد ش��ده بوسيله 
نمونه ها نش��ان داد دماي بهينه فعاليت آنزيم در نمونه KH -1  80 درجه 
سلس��يوس و در نمونه KH -2  70 درجه سلس��يوس مي باشد )نمودار 1 
 pHه��اي مختلف، اپتيمم pH و 2(. در بررس��ي فعالي��ت آنزيم آميلاز در

در نمون��ه  pH = 8 ، KH -1  و در نمون��ه pH = 7 ، KH -2 تعيي��ن 
گرديد)ج��دول1(. در نمونه  SH -3 بيش��ترين فعاليت آنزيم در دمای 70 
درجه سلس��يوس و pH=8 مشاهده گرديد.)نمودار 3( با توجه به نمودار 1 
آنزيم آميلاز توليد ش��ده بوس��يله نمونه KH - 2 در دماي 70 ، 80 و 90 
درجه سلسيوس به ترتيب داراي 100 ، 70 و 66 درصد فعاليت مي باشد.

همانطور که در نمودار 2 مشاهده مي شود دماي بهينه فعاليت آنزيم توليد 
شده از نمونه  KH-1 80 درجه سلسيوس است، اما اين آنزيم در دماي 90 
درجه سلس��يوس 55 درصد فعاليت خود را حفظ کرده اس��ت. آنزيم آميلاز 
توليد ش��ده بوسيله س��ويه ترموفيل SH - 3  دردمای 80 درجه سلسيوس 
ح��دود 50 درصد فعالي��ت اوليه خود را داراس��ت و در دم��ای 100درجه 
سلس��يوس اين ميزان فعاليت به 44 درصد کاهش م��ي يابد. اين نتايج در 
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3-SH نمودار 3- اثر دما بر فعاليت آنزيم آميلاز توليد شده بوسيله نمونه

نمودار 3 مشخص می باشد. 

بحث
در سال 2003 در تحقيقي مشابه با اين پژوهش، توليد آميلاز در 10 گونه 
از جنس باس��يلوس مورد بررس��ي قرار گرفت. در اين بررسي مشخص شد 
 B. polymyxa و B . licheniformis (S2 ( و  B.coagulans گونه‌هاي

داراي فعاليت آنزيمي بالايي بود )3(. 
در س��ال 2005 طي تحقيقي به وسيله Thaddeus و همكارانش باكتري 
هوازي آميلوليتكي و ترموفيل از خاك جدا ش��د كه در 60 درجه س��انتی 
گراد بهترين رش��د را نشان داد و از نشاس��ته به عنوان منبع كربن استفاده 
كرد. اين باكتري سويه HRO 10 نام گرفت و مشخص گرديد كه به گونه 
Geobacillus thermodenitrificans تعلق دارد.  آميلاز توليد شده 
به وسيله اين باكتري در pH = 6/5-7/5 بالاترين فعاليت را نشان داد )25(. 

اين نتايج با نتايج پژوهش انجام شده همسوئي دارد.
كي��ي از مصارف اصل��ي آميلازها توليد ش��يرينك‌ننده‌هاي مورد اس��تفاده 
در صناي��ع غذايي اس��ت )26(. در روند توليد مواد ش��يرينك‌‌ننده مصنوعي 
از نشاس��ته دو ني��از اصلي ديده مي‌ش��ود. كيي اين كه درج��ه حرارت بايد 
50 درجه سلس��يوس  يا بيش��تر باش��د و ديگر اين ك��ه pH نزدكي به 7 
باش��د. در بين آميلازهاي جدا شده در اين تحقيق آميلاز حاصل از باکتری 
B.licheniformis KH2 ك��ه داراي دم��اي بهين��ه فعالي��ت  70 درجه 
سلس��يوس  و pH بهينه فعاليت 7 مي‌باش��د از نظر كارب��رد در توليد مواد 
ش��يرينك‌ننده مي‌تواند حائز اهميت باشد. زيرا براي رفع دو نياز فوق بايد از 
آميلازه��اي مقاوم به حرارت كه قادرند حرارت بالا را تحمل كنند،‌اس��تفاده 
ش��ود. اين نتايج به دس��ت آمده با مطالعات Z. Al – Qodah در س��ال 

2007 و Jei – FU در سال 1995 همخواني دارد )27،15(.
در سال 2007 به وسيله Z. Al – Qodah اثر pH و دما بر آنزيم آميلاز 
توليد ش��ده به وسيله باكتري ترموفيل B. sphaericus مورد بررسي قرار 
گرفت و مش��خص ش��د كه ماكزيم��م فعاليت آنزيم در pH = 7 مي‌باش��د 
و دم��اي بهينه نيز براي فعاليت 65 درجه س��انتی گراد تعيين ش��د )27(. 

در تحقي��ق ديگري به وس��يله Jel – FU كي آميلاز برون س��لولي از كي 
اكسترموفيل از جنس Thermus جدا شد و مشخص شد كه pH و دماي 
بهينه فعاليت آنزيم روي سوبستراي نشاسته به ترتيب 6/5-5/5 و 70 درجه 

سلسيوس بود )15(.
در س��ال Marcus  2004 و همكاران��ش ط��ي مطالعاتي ب��ر روي توليد 
 B. آنزيم‌هاي هيدروليز كننده نشاس��ته متوجه ش��دند كه آنزيم حاصل از
coagulans به دليل اين كه داراي pH بهينه 9-7 و دماي بهينه 55-65 
درجه سلسيوس اس��ت مي‌تواند در صنعت هيدروليز نشاسته مورد استفاده 

قرار گيرد زيرا كه اين pH و دما كاملًا با اين پروسه سازگاري دارد )18(.
در س��ال  2006  مطالعه‌اي بر روي خصوصيات  آميلاز قليايي توليد ش��ده 
بوسيله باکتری Bacillus Sp.AB04  صورت گرفت و pH و دماي بهينه 
 pH = 8 فعالي��ت اين آنزيم تعيين گرديد. ماكزيمم فعالي��ت اين آنزيم در
مشاهده شد اما در pH = 10 باكتري 80% فعاليت اوليه خود را حفظ كرده 
بود )1(. در اين پژوهش نيز چنين نتايجي در آميلاز توليد ش��ده به وسيله 

سويهKH - 1 مشاهده شد.
همچنين Igaranshi  و همکاران در سال 1988 ميلادي ، يک آلفا آميلاز 
فعال در ش��رايط قليايي جداس��ازي کردند که pH بهينه فعاليتش 8-8/5  
بود و اين α- آميلاز از باکتری Bacillus firmus  بدس��ت آمده و دماي 

بهينه فعاليت آنزيم 55 درجه سلسيوس بود )13(. 
 در س��اير تحقيقات، همانند اين پژوهش، باکتري هاي ترموفيل از چش��مه 
هاي آب گرم جدا ش��ده اند. در سال 1998 باکتري هاي هايپر ترموفيل از 
جنس Aquifex  از چش��مه هاي آب گرم  Ganiba و Nakanoyu در 
 pH ژاپن جدا شدند . دماي آب اين چشمه ها 52 تا 72 درجه سلسيوس و
آنها 8 – 7/2 بود )9 (. در س��ال 2006 بوس��يله Weidong و همکارانش 
يک س��ويه ترموفيل جديد  از چشمه آب گرم Zarvarzin در روسيه جدا 
 Thermalkalibacillus شد. با بررسی های انجام شده گونه اين باکتری

uzoniensis تشخيص داده شد.)28(
با توجه به اينکه در صنايع مختلف بخصوص صنايع نساجي، شوينده و توليد 
مواد ش��يرين کننده از آنزيم آميلاز در سطح وسيعي استفاده مي شود)8 (, 
لذا باکتري هاي ترموفيل توليد کننده چنين آنزيم هايي همواره مورد توجه 
قرار گرفته اند. در صنعت توليد مواد ش��يرين کننده که نياز به دماي بالاتر 
از 50 درجه سلس��يوس و pH خنثي  مي باش��د )22,20,2( ، آنزيم آميلاز 

مقاوم به حرارت جدا شده از نمونه KH-2  مي تواند حائز اهميت باشد.
 همچنين آنزيم های آميلاز جدا شده از نمونه های KH -1 وSH - 3 که 
دارای ماکزيمم فعاليت در pH =8 مي باشند، مي توانند از لحاظ کاربرد در 

صنايع شوينده مورد بهره برداري قرار گيرند.

پاورقی ها
1- Trace Element
2-Spread Plate
3- Sub Culture
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