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کیدهچ
سـاکاریدها را هیـدرولیز   در پلـی که پیونـدهاي داخلـی گلیکوزیـدي   آمیلاز آنزیم هیدرولیزکنندة نشاسته است مقدمه:

وسیعی از کاربردهـا را دارا هسـتند؛ ازجملـه تبـدیل     ةهاي صنعتی مهم هستند که گسترآمیلازها یکی از آنزیم. کندمی
ها در صنعت داروسازي و پزشکی کاربرد دارند.زیمها؛ همچنین این آننشاسته به شربت قند، تولید سیکلودکسترین

گرمادوسـت و بـومی کـه از چشـمۀ آب گـرم روسـتاي       لیکنیفـورمیس باسیلوسدر این پژوهش، سویۀ ها:مواد و روش
سازي شده بود در محیط نوترینت براث، در معرض پرتو مـاوراءبنفش  قینرچه از توابع استان اردبیل جداسازي و خالص

هـاي  ثانیـه در دسـتگاه هودلامینـار قـرار داده شـد. کلیـۀ سـویه       45مدت متري به1نانومتر و از فاصلۀ 254موجبا طول
بیـوتیکی بـا   شده ازنظر تحمل دمایی و شوري، میزان تولید آمیلازو همچنین ازنظر مقاومـت آنتـی  یافتۀ جداسازيجهش

سویۀ والد مقایسه شدند.
توانسـتند میـزان   B.L.2.M.2و B.L.2.M.1هـاي نـام شده تنهـا دو سـویه بـه   اسازيیافتۀ جدنمونۀ جهش70از بین : نتایج

یافتـه  هـاي جهـش  بیشتري آمیلاز نسبت به سویۀ والد تولید کنند. تفاوت در تولید آنزیم با تغییر در میزان رشد بـاکتري 
دار بودنـد. میـزان تولیـد    درصـد معنـا  5شده ازنظر آماري در سطح هاي مشاهدهطوري که تمامی اختلافهمراه شد؛ به

درصد نسبت به سـویۀ والـد افـزایش    7/41ساعت 72درجه سانتیگراد بعد از 40در دماي B.L.2.M.1آنزیم در سویۀ 
هــاي از ســایر بـاکتري B.L.2.M.1یافتـۀ  نشـان داد. از طـرف دیگــر میـزان تحمــل دمـایی و شــوري در بـاکتري جهــش     

شده بیشتر ارزیابی شد.مطالعه
سـبب بـروز فنوتیـپ    B.L.2.M.1یافتـۀ  هاي تصـادفی ایجادشـده در بـاکتري جهـش    برآیند جهشگیري:نتیجهبحث و 

جدیدي شده است که افزایش میزان تولید آنزیم، افزایش سرعت رشد سلولی، افـزایش مقاومـت بـه دماهـاي بـالاتر و      
یافتـۀ  فـرد ایجادشـده در جهـش   منحصربههاي مثبت وترین آنها هستند. با توجه به ویژگیافزایش تحمل شوري از مهم

سازي آنزیم آمیلاز مقاوم به حرارت فراهم شده است.منظورتولید و بهینهذکرشده، زمینه براي مطالعات تکمیلی به
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1391تابستان، اولشماره اول، پیاپی اول، سال ها، شناسی میکروارگانیسمزیستمجله48

زایی، آمیلاز، پرتو ماوراءبنفش، گرمادوست، جهشلیکنیفورمیسباسیلوسهاي کلیدي:واژه
.مقدمه

کشـف  1833در سـال  2را انسـلم پـاین  1آنزیم آمیلاز
کننـدة نشاسـته اسـت    . آنزیم آمیلاز، آنزیم هضم)1(کرد 

سـاکاریدها را  پیوندهاي داخلـی گلیکوزیـدي در پلـی   که
3نـام دیگـر آنـزیم آمـیلاز، گلیکوژنـاز     . کندلیز میهیدرو

هسـتند کـه بـه یـون     4هاي آمیلاز متـالوآنزیم است. آنزیم
خـود فعالیـت انجـام  ایجاد ساختار کامـل و  کلسیم جهت 

ــق    ــیلاز متعلــ ــزیم آمــ ــد. آنــ ــاز دارنــ ــروه نیــ ــه گــ بــ
است. گلیکوزیدهیدرولازها قادر به 5گلیکوزیدهیدرولاز

هـا براسـاس   هیدرولیز وسیع ساکاریدها هستند. این آنـزیم 
شـوند.  بنـدي مـی  ها و اسیدهاي آمینه دسـته حالت واکنش

) اســت. ایــن N-Aآنــزیم آمــیلاز داراي چهــارده دســته (
ها براي گلیکوزیدها و ترانس گلیکوزیـدها تعریـف   دسته

هاي صـنعتی مهـم   آمیلازها یکی از آنزیم. )2(شده است 
وســیعی از کاربردهــا را دارا هســتند؛ ةهســتند کــه گســتر

ــربت قنـــد، تولیـــد        ــته بـــه شـ ــه: تبـــدیل نشاسـ ازجملـ
ین ایـن آمیلازهـا در صـنعت    هـا؛ همچن ـ 6سیکلودکسترین

درصـد  30هـا حـدود   این آنزیم. داروسازي کاربرد دارند
انـد  هاي جهـان را بـه خـود اختصـاص داده    از تولید آنزیم

هــا، گیاهــان و  یکروارگانیســممدر آنــزیم آمــیلاز .)3(
ــدهموجــودات ــهزن ــل یافت ــاهدهتکام ــمش ــود یم . )4(ش

شـوند:  یم ـگـروه تقسـیم   4اساسـاً بـه   آمـیلاز هـاي یمآنز
ــا،   ــدوآمیلازها، اگزوآمیلازهـــ ــاخهانـــ ــکنشـــ و 7شـــ

. اندوآمیلازها، پیوندهاي گلیکوزیـد داخلـی   8ترانسفرازها
و کننــــدیمــــنشاســــته را هیــــدرولیز 1،4-دي-آلفــــا

کننــــد. تولیـــد مـــی  9آنومریـــک -محصـــولات آلفـــا  
از 1،6-یــا آلفــا 1،4-ااگزوآمیلازهــا پیونــدهاي آلفـ ـ 

ــد ــی  10ةباقیمان ــدرولیز م ــارجی را هی ــوکز خ ــد و گل کنن
کننــد. آنومریــک را تولیــد مــی-محصــولات آلفــا یــا بتــا

1،6-شـکن، پیونــدهاي خـارجی آلفــا  هـاي شــاخه نـزیم آ

کنند و ترانسـفرازها  پلیساکاریدهاي خطی را هیدرولیز می
را 11دهنـده از مولکـول 1،4-پیوندهاي گلیکوزیدي آلفـا 

دهنــده بــه   کننــد و بخشــی از مولکــول   هیــدرولیز مــی  
ــول ــال داده مــی  مولک ــده انتق ــک پیونــد   پذیرن ــود وی ش

محصولات نهـایی  . )5(کندگلیکوزیدي جدید ایجاد می
بـر نشاسـته، مخلـوطی از    آنزیم آمیلازحاصل از عملکرد 

و 13، مــــــالتوتریوز12ات گلــــــوکز، مــــــالتوزترکیبــــــ
ــا ايشــاخهاولیگوســاکاریدهاي  ــا 6ب واحــد گلــوکز 8ت

را شـامل  1،6-و آلفـا 1،4-است که هـر دو پیونـد آلفـا   
.)6(شوند یم

وزن مولکولی آنزیم آمیلاز در موجودات گونـاگون  
کیلودالتـون اسـت.   210تا 10متفاوت است و از حدود 
باسـیلوس  کیلودالتـون بـراي   10کمترین وزن مولکولی، 

و بیشــــترین وزن مولکــــولی بــــراي 14کالــــدولیتیکوس
.)7(گزارش شده است 15کلروفلکسوسائورنتیکوس

کــاري در  ســازي عوامــل مختلــف و دســت   بهینــه
ازحـد  هاي مهم براي تولید بیشها، یکی از فناوريمحیط
هـاي صـنعتی   هـا در مقـادیر زیـاد بـراي درخواسـت     آنزیم

انـد  عوامل فیزیکی و شیمیایی مختلفی شناخته شـده است. 
؛ دهنــدمــیتــأثیر قــرار کــه تولیــد آنــزیم آمــیلاز را تحــت
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69بومی ایرانلیکنیفورمیس باسیلوسیافته هاي جهشدر سویهها و افزایش تولید آمیلازبررسی ویژگی

ــه  ــیازجمل ــان   م ــاي موت ــأثیر پرتوه ــه ت ــوان ب ــات ، زا، دم
ــهة، دور16اســیدیته ــابع  گرمخان گــذاري، منــابع کــربن، من

هـاي فلـزي   ، فسـفات، یـون  17نیتروژن، مواد فعال سـطحی 
و فعـل  د. اشـاره کـر  18و فشار اکسایشیمختلف، رطوبت 

تـوجهی را در  انفعالات حاصل از این فاکتورها تأثیر قابـلِ 
.)8(است نشان دادهتولید آنزیم

معناي تغییراتی است که بـر  سازي تولید آنزیم بهبهینه
گــذارد. هــا و تولیــد آنــزیم اثــر مــیرشــد پرگنــه بــاکتري

ــه ــد   ســازي و دســتبهین ــر رش ــف ب ــل مختل کــاري عوام
هـا  تـرین روش ها از مهـم ها و افزایش تولید آنزیمباکتري

ازحـد آنـزیم در صـنایع اسـت. در ایـن      براي تولیـد بـیش  
ــر پرتــو مــاوراءبنفش    پــژوهش، هــدف اصــلی بررســی اث

زاي فیزیکـــــی) بـــــر عنـــــوان عامـــــل جهـــــشبـــــه(
گرمادوست جداشـده از چشـمۀ   19لیکنیفورمیسباسیلوس

 ــ  ــۀ خصوصـ ــی و مقایسـ ــل و بررسـ ــرم اردبیـ یات آب گـ
مورفولوژي و فیزیولوژي و میزان تولید آنـزیم آمـیلاز در   

یافته بود.هاي والد و جهشسویه

.هامواد و روش
لیکنیفورمیس باسیلوس: هاي کشتسویه باکتري و محیط.

B.L.2  نوعی میکروارگانیسم بومی و گرمادوست اسـت ،
آن را بـا  20که در طی تحقیقات قبلـی، مبینـی و همکـاران   

سازي فرآیند تولید آنـزیم آمـیلاز و شناسـایی    عنوان بهینه
مولکولی باکتري گرمادوست از چشمۀ آب گرم اردبیل، 
جداسازي و شناسایی کردند؛ توانایی تولید آنزیم آمـیلاز  

لیتر/دقیقه اسـت. ایـن سـویه از    واحد/میلی76/3آن برابر 
ردبیـل  چشمۀ آب گرم روسـتاي قینرچـه از توابـع اسـتان ا    

).9سازي و شناسایی شد (جداسازي، خالص
گرمادوسـت  لیکنیفـورمیس  باسیلوساز کشت خالص 

فــوق در ایــن پــژوهش اســتفاده شــد. ســویۀ مــوردنظر در  
منظـور  محیط نوترینت براث (مرك) کشت داده شد و به

زاي فیزیکـی)  ایجاد جهش از پرتـو مـاوراءبنفش (جهـش   
استفاده شد.

با اشعۀ پرتو ماوراءبنفش و جداسازي زاییانجام فرآیند جهش.
نمونـۀ مـوردنظر در محـیط کشـت نوترینـت      : هایافتهجهش

100درجه سـانتیگراد بـا   37براث تلقیح شد و در دماي 

گـذاري شـد تـا    ساعت گرمخانه18مدت دور بر دقیقه به
رسـید.  5/0نـانومتر بـه   600مـوج  جذب نوري در طـول 

بـار رقیـق شـد،    106محیط کشت حاوي نمونۀ مـوردنظر  
سـلول  500لیتر محیط کشت، میلی1طوري که در هر به

شـده، در  لیتر از محیط کشـت رقیـق  میلی5وجود داشت. 
یک پلیت استریل در داخل هودلامینـار (ژال تجهیـز)، در   

نــانومتر و 254مــوج معـرض پرتــو مــاوراءبنفش بــا طــول 
، 2هاي زمانی متري از لامپ ماوراءبنفش در بازه1فاصلۀ 

دقیقه قرار داده شد. در 60و 50، 40، 30، 20، 10، 5
هنگام پرتودهی با پرتو ماوراءبنفش درِ پلیت برداشته شد. 

هاي پرتودیده به محیط کشت آگـار مغـذي منتقـل    نمونه
ساعت 24مدت درجه سانتیگراد به30شدند و در دماي 

ــه ــی و شــمارش     گرمخان ــس از بررس ــذاري شــدند. پ گ
یده بازة زمانی از دقیقـه بـه ثانیـه کـاهش     هاي پرتودپرگنه

254مــوج یافــت. درنهایــت پرتــو مــاوراءبنفش بــا طــول 

، 45، 30، 15متـري در بـازة زمـانی    1نانومتر در فاصـلۀ  
شده، هاي رقیقثانیه بر نمونه120و 105، 90، 75، 60

تابیده شد. از سوسپانسـیون پرتودیـده در هـر بـازة زمـانی      
حیط کشت آگار مغذي کشت میکرولیتر بر روي م100

داده شد. نمونۀ شاهد در این آزمون، محیط کشت حاوي 
بود که پرتو مـاوراءبنفش بـه   106نمونۀ موردنظر با رقت 

هاي پرتودیـده  هاي حاوي نمونهآن تابیده نشده بود. پلیت

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

1396، بهار 21شماره، ششمسال ها، شناسی میکروارگانیسمپژوهشی زیست-فصلنامه علمی70

ــاي  ــه  30در دم ــانتیگراد ب ــه س ــدت درج ــاعت 24م س
هاي زمانی هها در بازگذاري شدند. تمامی پرگنهگرمخانه

درصـد  50. بـازة زمـانی کـه واجـد     )10(شمارش شـدند  
عنـوان بهتـرین بـازة زمـانی در نظـر      باکتري زنده است، به

45گرفته شد. تمامی مراحل دو بار تکرار شد. درنهایـت  

عنـوان بهتـرین بـازة زمـانی در نظـر گرفتـه شـد. از        ثانیه به
محیط کشت نوترینت براث حاوي نمونۀ موردنظر که در 

ــه  ــاوراءبنفش ب ــو م ــار، پرت ــر هودلامین ــه 45مــدت زی ثانی
ــت    ــۀ کش ــه تهی ــدام ب ــرد، اق ــت ک ــدد در  دریاف ــاي متع ه

هاي حاوي آگار مغذي شد و تمامی آنهـا در دمـاي   پلیت
گـذاري  ساعت گرمخانه24مدت درجه سانتیگراد به30

هـاي پرتودیـده کـه توانـایی ایجـاد پرگنـه       شدند. باکتري
ــا   ــۀ سـ ــا روش تهیـ ــتند بـ ــازي و  داشـ ــالچر جداسـ ب کـ

هـایی کـه   سازي شدند. با این روش در ابتدا سـویه خالص
مقــاوم بــه پرتــو مــاوراءبنفش بودنــد، جداســازي شــدند و 

هـاي مقـاوم بـه پرتـو مـاوراءبنفش از جهـت       تمامی سـویه 
هـایی کـه   میزان تولید آنزیم آمیلاز بررسـی شـدند. سـویه   

ــه   ــزیم آمــیلاز بیشــتري داشــتند، ب ــد آن ــمیــزان تولی وان عن
یافتـه  هـاي جهـش  یافته در نظر گرفته شـدند. سـویه  جهش

ــه  ازنظــر ویژگــی هــاي مورفولــوژي و فیزیولــوژي ازجمل
شکل ظـاهري، تحمـل دمـایی، تحمـل شـوري، رشـد در       

هـا (آزمـون   بیوتیـک دماهاي گوناگون و مقاومت به آنتی
بیوگرام) نسبت به سویۀ والد بررسی شدند.آنتی

ــت : ســنجش آنــزیم آمــیلاز   ــا اس ــرف ب -3،5فاده از مع
(سـیگما) تولیـد آنـزیم آمـیلاز     21اسـید نیتروسالیسیکدي
هـــاي پرتودیـــدة صـــورت کمـــی در تمـــامی پرگنـــهبـــه

هاي پرتودیده در محـیط  آمده، بررسی شد. پرگنهدستبه
درجـه سـانتیگراد بـا    30کشت نوترینت بـراث در دمـاي   

ــه گرمخانـــه  100 ــر دقیقـ ــذاري شـــدند.  دور بـ 50گـ

هاي نوترینت براث حـاوي هـر پرگنـه    حیطمیکرولیتر از م
بر روي محیط کشت نوترینت آگـار کشـت داده شـدند.    

10هاي موجود در سطح پلیت، یـک پرگنـه بـه    از پرگنه

30لیتر محیط نوترینت براث تلقیح شـد و در دمـاي   میلی

گـذاري  دور بـر دقیقـه گرمخانـه   100درجه سانتیگراد با 
200رسـید،  5/0شد. زمانی که جـذب نـوري نمونـه بـه     

میکرولیتر به محیط کشت نوترینت براث تلقیح شـد و در  
دور بـــر دقیقـــه 100درجـــه ســـانتیگراد بـــا 30دمـــاي 

گــذاري شــد. پــس از ســانتریفیوژ نمونــه در هــر گرمخانــه
میکرولیتـر از سـوپرناتانت بـه    500زمان موردنظر، حجم 

درصد وزن/حجـم) در  1میکرولیتر محلول نشاسته (500
5/6مــولار بــا اســیدیتۀ برابــر 02/0فات ســدیم بــافر فســ

30دقیقـه در دمـاي   3مدت اضافه شد. محلول حاصل به

گـذاري  دور بـر دقیقـه گرمخانـه   100درجه سانتیگراد با 
ــس از آن   ــد. پــ ــی1شــ ــول  میلــ ــر از محلــ -3،5لیتــ

15ها افزوده شد. حـدود  اسید به نمونهنیتروسالیسیکدي

رجه سانتیگراد قرار داده د95ماري در دماي دقیقه در بن
ها در دماي آزمایشـگاه سـرد   شد. پس از آن تمامی نمونه

ــدند و  ــی10ش ــوگیري از   میل ــراي جل ــر ب ــر آب مقط لیت
واکنش اضافه شـد. در نمونـۀ کنتـرل آب مقطـر اسـتریل      

جاي سوپرناتانت استفاده شد. درنهایـت، جـذب نـوري    به
نــــانومتر بــــا کمــــک دســــتگاه 540مــــوج در طـــول 

).11فتومتر (فارماسیا) خوانده شد (اسپکترو
ــزیم در  ــد آن ســاعت 120و 96، 72، 48، 24تولی

پس از کشت بررسی شد. از هر بازة زمـانی سـه تکـرار و    
از هر تکـرار سـه سـنجش آنـزیم صـورت گرفـت. بـراي        

هاي گونـاگون گلـوکز   ترسیم منحنی استاندارد از غلظت
لیتـر  گرم در میلیمیلی25و 20، 15، 10(مرك) شامل

) میــزان گلــوکز آزادشــده 1اســتفاده شــد و طبــق رابطــۀ (
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د:شمحاسبه 
1شماره رابطۀ 

Y= 0313/0 X+ 088/0

) بــراي ســنجش میــزان فعالیــت آنــزیم  2و از رابطــۀ (
لیتر/دقیقه) استفاده شد:آمیلاز (واحد/میلی

2رابطۀ شماره 

آمیلاز آنزیم فعالیت میزان = 2× شده آزاد گلوکز میزان
آزمایش انجام زمان

هـایی  پس از بررسی کمی تولید آنزیم آمیلاز، سـویه 
که تولید بیشري داشتند، جداسازي شدند و ازنظـر کیفـی   

هم بررسی شدند.  
آزمـون تحمـل دمـایی بـراي سـه      : بررسی تحمل دمـایی 

ــویۀ  ــیط  B.L.2.M.2و B.L.2 ،B.L.2.M.1ســ ــا محــ بــ
ــا 55و 50، 45، 40، 30نوترینــت بــراث در دماهــاي  ب

ســاعت و در ســه تکــرار 24دور بــر دقیقــه پــس از 100
صــورت گرفـــت. میــزان جـــذب نــوري سوسپانســـیون    

).12نانومتر بررسی شدند (600موج ها در طولباکتري
، 3هاي آگار مغذي حاوي محیط: بررسی تحمل شوري

هـا بـا نسـبت    ه شدند. نمونهدرصد کلریدسدیم آماد7و 5
شـده بـر   میکرولیتـر نمونـۀ رقیـق   100رقیق شدند و 106

هاي آگار مغذي حـاوي کلریدسـدیم کشـت    روي محیط
صــورت وارونـه در گرمخانــه (ممــرت) در  داده شـد و بــه 

ــاي  ــه 37دمـ ــانتیگراد بـ ــه سـ ــدت درجـ ــاعت 24مـ سـ
گذاري شدند. دو تکرار براي هر آزمون تحمـل  گرمخانه

). در ایـن بررسـی تـأثیر پرتوهـاي     13م شـد ( شوري انجا
یافتـه بـا   هاي جهشماوراءبنفش بر تحمل شوري در سویه

سویۀ والد مقایسه شد.
آزمون جهـت بررسـی مقاومـت    این : بیوگرامآزمون آنتی

هـا  بیوتیـک یافتـه و سـویۀ والـد بـه آنتـی     هـاي جهـش  سویه
صــورت گرفــت، تــا تــأثیر پرتــو مــاوراءبنفش بــر مقاومــت 

یافتـه بـا سـویۀ والـد     هـاي جهـش  هـا در سـویه  بیوتیکآنتی
هایی در این آزمون اسـتفاده شـد   بیوتیکمقایسه شود. آنتی

هـاي سـلولی   ئینکـه بـر سـنتز دیـوارة سـلولی و سـنتز پـروت       
بیوتیــک استرپتومایســـین،  تأثیرگــذار بودنــد. از ده آنتـــی  

ــی  ــین، آمپــــ ــین، آزیترومایســــ ــیلین، اریترومایســــ ســــ
ــی ــی آموکس ــین، پن ــیلین، آمیکاس ــین،  س ــیلین، جنتامایس س

ــا روش انتشــار دیســک در ســه    سفالکســین و نئومایســین ب
ــی   ــد. آنت ــتفاده ش ــرار اس ــکتک ــی بیوتی ــاي آمپ ــیلین، ه س

سیلین بر سنتز دیوارة پپتیـد و گلیکـان   و پنیسیلین آموکسی
هـاي  هـا بـر بـاکتري   ها بر سنتز پـروتئین بیوتیکو سایر آنتی

مثبــت تأثیرگــذار بودنــد. بــراي انجــام ایــن آزمــون از گــرم
محیط کشت مـولر هینتـون آگـار (شـارلو) و سوسپانسـیون      

مک فارلند اسـتفاده شـد و   5/0ها معادل استاندارد باکتري
تفسیر نتایج، جداول استاندارد مقاومت/حساسـیت  منظور به

).14هاي مختلف استفاده شدند (بیوتیکبه آنتی
ــون : آنـــالیز آمـــاري  ــرم t-Testاز آزمـ ــا نـ افـــزار بـ

جهـت بررسـی آمـاري تمـامی     1722اس نسخۀ اسپیاس
ــل داده ــاي حاصـ ــون هـ ــده از آزمـ ــف و  شـ ــاي مختلـ هـ

چنـین رسـم   ها اسـتفاده شـد. هم  معناداربودن یا نبودن داده
انجام شد.201323افزار اکسل کمک نرمنمودارها به

.نتایج
در ابتدا سوسپانسیونی از نمونۀ موردنظر طبـق مراحـل   
ذکرشده تهیه شد. تنها در دو پلیـت پرگنـه مشـاهده شـد،     

پرگنـه و  40ها حـاوي نمونـۀ شـاهد بـا     یکی از این پلیت
2بـا  دقیقـه 2پلیت دیگر نمونۀ پرتودیده در بـازة زمـانی   

ها، بازة زمـانی از  بودن تعداد پرگنهعلت کمپرگنه بود. به
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، 45، 30، 15هـاي  دقیقه به ثانیه کاهش داده شد و زمان
ــد.    120و 105، 90، 75، 60 ــه ش ــر گرفت ــه در نظ ثانی

هاي پرتودیده در هر بازة زمانی دو بار تکرار شـد و  نمونه
پـس از  شـده  زنده حاصـل هاينتایج میانگین تعداد پرگنه

نشان داده شده است. 1در جدول پرتو ماوراءبنفشتأثیر 
ــه  ــن جــدول، تعــداد پرگن ــایج ای ــو  نت ــه پرت ــاوم ب هــاي مق

دهـد.  هاي زمانی موردنظر نشان میماوراءبنفش را در بازه
درصـد تعـداد   50زمانی انتخاب شد کـه  ةاساس بازبراین
هاي شاهد را داشت.پرگنه

پرتو ماوراءبنفش بر نمونـۀ  با بررسی نتایج، بهینه تأثیر
ثانیـه در نظـر گرفتـه شـد. در     45موردنظر در بازة زمانی 

این بازة زمـانی تمـامی مراحـل چهـار بـار تکـرار شـد. از        
ثانیه پرتـو مـاوراءبنفش دریافـت    45مدت اي که بهنمونه

گـذاري در مجمـوع   کرده بود، پس از کشت و گرمخانـه 
ایــن شــد.ســازيپرگنــه جداســازي و خــالص70تعــداد 
تأثیر پرتـو مـاوراءبنفش زنـده مانـده     هایی که تحتپرگنه

بودند، ازجهت میزان تولید آنزیم آمیلاز سنجش شدند و 
عنـوان  هایی که آنزیم آمیلاز بیشتري تولید کردند بهسویه
سازي شدند.یافته جداسازي و خالصهاي جهشسویه

ي پس از تأثیر هاي حاصل از باکترمیانگین تعداد پرگنه- 1جدول 
پرتو ماوراءبنفش

تعداد پرگنهزمان (ثانیه)
045

1537
3031
4527
6015
7513
907

1053
1201

ــزیم آمــیلاز    ــنجش تولیــد آن ــیلاز   : س ــزیم آم ــد آن تولی

پرگنـه) در دمـاي   70ها (صورت کمی در تمامی نمونهبه
، 72، 48، 24هـاي زمـانی   درجه سـانتیگراد در بـازه  30
ساعت بررسی شدند و تنها دو پرگنه فعالیـت  120و 96

ــا     ــد داشــتند کــه ب ــه ســویۀ وال آنزیمــی بیشــتري نســبت ب
B.L.2.M.1 وB.L.2.M.2گـذاري شـدند و در اصـل    نام

آیند. نتـایج حاصـل در   هاي اصلی به شمار مییافتههشج
، 2نشان داده شده است. طبق جدول 1و شکل 2جدول 

یافتـه کـه پرتـو مـاوراءبنفش را     مورد بـاکتري جهـش  10
درصد باقیمانـده هسـتند، رشـد    15اند و جزء تحمل کرده

کنند و تولید آنزیمی متفـاوت بـا سـویۀ والـد را نشـان      می
یافته قطعـی اسـت و   یابی به سویۀ جهشدهند. پس دستمی

هــاي پرتــو مــاوراءبنفش توانســته اســت بــا اعمــال جهــش
تصادفی، تغییراتی در سلول ایجاد کند که منجر بـه تولیـد   

بیشتر آنزیم شود.
SPSSافـزار  براي بررسی معناداربودن نتـایج، از نـرم  

درصـد اخـتلاف فعالیـت آنـزیم     5استفاده شد و در سطح 
یافتــه کــاملاً یۀ والــد و دو ســویۀ جهــشآمــیلاز بــین ســو
ــت (  ــادار اس ــد  Pvalue>05/0معن ــی رش ــه منحن ). در ادام

درجه سانتیگراد رسم شـد. نتـایج   30ها در دماي باکتري
ــۀ   B.L.2.M.2و B.L.2 ،B.L.2.M.1حاصــل از ســه نمون

2نـانومتر در شـکل   600مـوج  در جذب نوري بـا طـول  

نشان داده شده است.
آنــالیز شــد و نشــان داد کــه t-Testنتــایج بــا آزمــون 

ــاکتري  ــد ب ــتلاف رش ــویۀ   اخ ــد و دو س ــویۀ وال ــا در س ه
درصد کـاملاً معنـادار اسـت    5یافته اصلی در سطح جهش

)05/0<Pvalue  منحنــی رشــد و نمــودار میــزان فعالیــت .(
ــش    ــویۀ جه ــد س ــه رش ــان داد ک ــیلاز نش ــزیم آم ــۀ آن یافت

B.L.2.M.1   ــد و ــویۀ وال ــر دو س ــتر بیB.L.2.M.2از ه ش
رشد کمتـري نسـبت   B.L.2.M.2که سویۀ است. درحالی
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به سـویۀ والـد داشـت، امـا میـزان فعالیـت آنـزیم آمـیلاز         
هـا ازنظـر   بیشتري را نشان داد. بـراي بررسـی بیشـتر سـویه    

مورفولوژي، تحمل دمایی و شوري و تولید آنزیم آمیلاز 

در دماهاي مختلف بررسی شدند.

یافته در مقایسه با سویۀ هاي جهشلیتر/دقیقه) در تعدادي از باکتريیلیمواحد/(معیار میانگین آنزیم آمیلازیزان فعالیت و انحرافم- 2جدول 
والد

زمان (ساعت)
24487296120نمونه

B.L.205/0±007/0±70/01/0±96/12/0±60/206/0±2

B.L.2.M.105/0±01/0±80/208/0±24/309/0±70/304/0±3

B.L.2.M.205/0±01/0±91/01/0±81/202/0±60/203/0±2

B.L.2.M.305/0±001/0±40/001/0±90/001/0±101/0±70/0

B.L.2.M.405/0±001/0±40/001/0±20/001/0±11/001/0±10/0

B.L.M.505/0±001/0±10/004/0±35/001/0±60/001/0±50/0

B.L.2.M.605/0±0001/0±01/0001/0±04/0001/0±08/0001/0±06/0

B.L.2.M.705/0±001/0±10/001/0±15/001/0±20/001/0±14/0

B.L.2.M.805/0±001/0±52/001/0±62/001/0±73/006/0±55/0

B.L.2.M.905/0±001/0±65/001/0±75/001/0±86/001/0±70/0

B.L.2.M.1005/0±001/0±30/001/0±40/001/0±50/001/0±40/0

درجه 30یافتۀ اصلی در مقایسه با سویۀ والد. فعالیت آنزیم در سه تکرار و در دماي میزان فعالیت آنزیم آمیلاز در دو سویۀ جهش-1شکل 
errorسانتیگراد محاسبه شده است. ( barدهندة انحراف معیار سه تکرار است)نشانها
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درجه سانتیگراد و در محیط 30یافتۀ اصلی در مقایسه با سویۀ والد. منحنی رشد در سه تکرار، در دماي منحنی رشد دو سویۀ جهش-2شکل 
errorترسیم شد. (rpm100کشت نوترینت براث با  barدهندة انحراف معیار سه تکرار است)ها نشان

هاي اولیه است؛ پـس در  ها جزء متابولیتآنزیمتولید 
شـوند.  ها تولید میزمان با رشد سلولی آنزیمفاز رشد، هم

ساعت بـه بعـد   24شود در زمان همانطور که مشاهده می
آنزیم شروع به تولید کرده است و با گذشت زمان میـزان  
تولید افزایش داشته است. این احتمـال نیـز دربـارة آنـزیم     

شود که تا زمانی که مقـدار منبـع   نظر گرفته میآمیلاز در
کربن (گلوکز) کافی در محـیط کشـت اسـت نیـازي بـه      
تولید زیاد آنزیم نیست. با گذشت زمان و ورود سلول بـه  
فــاز رکــود، مقــدار منبــع کــربن یعنــی گلــوکز در محــیط 

تبع میزان تولید آنـزیم آمـیلاز توسـط    یابد و بهکاهش می
منظــور مصــرف هیــدرولاز بــههــايهــاي مولــد آنــزیمژن

2و 1یابـد. همـانطور کـه در شـکل     نشاسته افـزایش مـی  

ساعت آنزیم آمـیلاز  24شود بعد از گذشت مشاهده می
کند و بهترین بازة زمانی براي بیشـترین  شروع به تولید می
ساعت است.96و 72میزان تولید آنزیم 

بـراي بررسـی   : بررسی شکل ظاهري و واکنش گرم نمونه
آمیزي گـرم اسـتفاده   ها از کیت رنگکل ظاهري سویهش

هـا در زیـر   آمیزي و مشـاهدة لام برداري، رنگشد. نمونه
میکروسکوپ نوري در شرایط یکسانی صـورت گرفـت.   

ــی لام ــویۀ    بررس ــه س ــر س ــه ه ــان داد ک ــا نش ــیلوسه باس
از B.L.2.M.2مثبت هستند و ازنظر سـاختاري سـویۀ   گرم

تـر اسـت. نتـایج    بـزرگ B.L.2.M.1هر دو سـویۀ والـد و   
نشان داده شده است.3ها در شکل میکروسکوپی نمونه

نتایج رشد سـه سـویه در دماهـاي    : بررسی تحمل دمایی
گوناگون با هم مقایسه شد. نتـایج نشـان داد کـه بیشـترین     

ساعت در تمـامی دماهـا بـه دسـت آمـده      24رشد بعد از 
سـویۀ دیگـر   نسـبت بـه دو   B.L.2.M.1است. رشد سـویۀ  

رشـد تقریبـاً   B.L.2.M.2و B.L.2بیشتر بود؛ اما دو سویۀ 
30مشابهی داشـتند. ایـن نتیجـه در منحنـی رشـد در دمـا       

ها بعد درجه سانتیگراد هم مشاهده شد. بهترین رشد سویه
ــاي 24از  ــاعت در دمـ ــانتیگراد 45و 40سـ ــه سـ درجـ

مشاهده شد. نتایج حاصـل از مقایسـۀ رشـد سـه سـویه در      
نشان داده شد.3جدول
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جبالف

B.L.2.M.2و ج) B.L.2.M.1، ب) B.L.2یافته. الف) بومی و جهشباسیلوس هايلام میکروسکوپی سویه- 3شکل 

24یافتۀ اصلی و والد در دماهاي مختلف بعد از هاي جهشهاي مربوط به رشد سویهمیانگین جذب نوري و انحراف معیار میانگین-3جدول 

ساعت در سه تکرار.
دما (درجه سانتیگراد)

3040455055نمونه

B.L.204/0±70/005/0±50/105/0±20/104/0±0/101/0±03/0

B.L.2.M.104/0±81/003/0±80/104/0±50/105/0±0/101/0±05/0

B.L.2.M.203/0±80/005/0±50/105/0±20/104/0±0/101/0±03/0

یافتـۀ اصـلی میـزان تولیـد آنـزیم      هر دو سویۀ جهـش 
هـایی کـه بـر رشـد     آمیلاز بیشتري داشتند اما طی بررسـی 

ها صورت گرفـت، مشـخص شـد کـه سـویۀ      سلولی سویه
B.L.2.M.1 کنـد،  تـر رشـد مـی   در دماهاي بالا نیز سـریع

درجـه سـانتیگراد رشـد    55تا 40که در دماهاي درحالی
برابـر بـا رشـد سـویۀ والـد بـود. سـپس        B.L.2.M.2سویۀ 

تولید آنـزیم آمـیلاز در دماهـاي مختلـف سـنجش شـد و       
در دمـاي  B.L.2.M.1نتایج نشان داد تولید آنزیم آمـیلاز  

ــد و    45و 40 ــویۀ والـ ــتر از سـ ــانتیگراد بیشـ ــه سـ درجـ
B.L.2.M.2    بـود. نتــایج میـزان فعالیــت آنـزیم آمــیلاز در

شده است.نشان داده4دماهاي مختلف در جدول 

ي مختلف در سه تکرار.دماهالیتر/دقیقه) در یلیممیانگین و انحراف معیار فعالیت آنزیم آمیلاز (واحد/-4جدول 
دما

(درجه سانتیگراد)
(ساعت)زمان

24487296 نمونه

40

B.L.205/0±004/0±32/106/0±40/205/0±40/2

B.L.2.M.105/0±003/0±40/202/0±80/506/0±03/3

B.L.2.M.205/0±003/0±32/103/0±40/204/0±30/0

45

B.L.205/0±002/0±30/104/0±30/106/0±30/0

B.L.2.M.105/0±004/0±40/202/0±45/302/0±40/2

B.L.2.M.205/0±001/0±30/002/0±50/102/0±70/0

50

B.L.205/0±001/0±30/001/0±30/001/0±30/0

B.L.2.M.105/0±001/0±30/001/0±30/001/0±30/0

B.L.2.M.205/0±001/0±30/001/0±30/005/0±0
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یافته ازنظر تحمل دو سویۀ جهش: بررسی تحمل شوري
یافتـه ماننـد   هـاي جهـش  شوري هم بررسـی شـدند. سـویه   

سویۀ والد با افـزایش مقـدار نمـک دچـار کـاهش میـزان       
5رشد شدند. نتایج حاصل از تحمـل شـوري در جـدول    

نشان داده شده است.
این آزمون طبق مراحـل ذکرشـده   : بیوگرامآزمون آنتی

بیوتیـک صـورت گرفـت. براسـاس     هـاي آنتـی  با دیسـک 
ــتاندارد، مقـــاوم و      ــدول اسـ ــود در جـ ــات موجـ اطلاعـ

هـا بررسـی شـد. هـر سـه      بودن سویهحساس و حساسنیمه
ــی  ــر آنتـ ــویه در برابـ ــکسـ ــین،  بیوتیـ ــاي اریترومایسـ هـ

ــین و پنــی  ــاوم بودنــد و در برابــر    آزیترومایس ســیلین مق
ســـیلین، ســـیلین، آموکســـیهـــاي آمپـــیبیوتیـــکآنتـــی

آمیکاسین، جنتامایسین، سفالکسین و نئومایسـین حسـاس   
در نـه  یافتـه بـا سـویۀ والـد    بودند. درواقع دو سویۀ جهـش 

بیوتیک نتایج یکسـانی را نشـان دادنـد؛ امـا در برابـر      آنتی
B.L.2.M.2بیوتیک استرپتومایسین دو سویۀ والـد و  آنتی

حسـاس بـود. درنهایـت    نیمـه B.L.2.M.1حساس بودند و 
نتیجه گرفته شد که پرتو مـاوراءبنفش بـر مقاومـت سـویۀ     

B.L.2.M.2 بیوتیـک مـوردنظر تغییـري    نسبت به ده آنتـی
جاد نکرده است، امـا توانسـته اسـت بـر مقاومـت سـویۀ       ای

B.L.2.M.1 بیوتیـک استرپتومایسـین مـؤثر    نسبت به آنتـی
تواننـد  باشد. گفتنی است کـه پرتوهـاي مـاوراءبنفش مـی    

هـاي غشـایی و مسـیرهاي متابولیـک     باعث تأثیر بر پمـپ 
). این احتمال وجـود  17و 16، 15(تولید آنزیم) شوند (

پرتـــو B.L.2.M.1یافتـــۀ جهـــشدارد کـــه در ســـویۀ  
هـاي غشـایی اثـر گذاشـته     بر عملکـرد پمـپ  ماوراءبنفش 

ورود از ، هــاعملکــرد ایــن پمــپکــاهش ضــمن باشــد و 
. بنابراین باشدشده ممانعت به سلول باکتري بیوتیکآنتی

حساس تغییر کرده عملکرد سویه از حالت حساس به نیمه
داده شــده نشــان 6اســت. نتــایج ایــن آزمــون در جــدول 

.است

ا نسبت به هنتایج حاصل از بررسی مقاومت باکتري- 6جدول 
هاي مختلفبیوتیکآنتی

نمونه
B.L.2B.L.2.M.1B.L.2.M.2بیوتیکآنتی

حساسحساسنیمهحساساسترپتومایسین
مقاوممقاوممقاوماریترومایسین
مقاوممقاوممقاومآزیترومایسین

حساسحساسحساسسیلینیآمپ
حساسحساسحساسسیلینیآموکس

حساسحساسحساسآمیکاسین
مقاوممقاوممقاومسیلینیپن

حساسحساسحساسجنتامایسین
حساسحساسحساسسفالکسین
حساسحساسحساسنئومایسین

ها در سه تکرار.شده در پلیتهاي شمارشمیانگین و انحراف معیار تعداد پرگنهنتایج تحمل شوري.- 5جدول 
محیط کشت

نمونه
نوترینت آگار

درصد 3نوترینت آگار با 
کلرید سدیم

درصد 5نوترینت آگار با 
کلرید سدیم

درصد 7نوترینت آگار با 
کلرید سدیم

B.L.26/0±286/0±236/0±186/0±9

B.L.2.M.16/0±326/0±306/0±236/0±15

B.L.2.M.26/0±286/0±206/0±186/0±8

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

77بومی ایرانلیکنیفورمیس باسیلوسیافته هاي جهشدر سویهها و افزایش تولید آمیلازبررسی ویژگی

.گیريبحث و نتیجه
هـاي مهـم صـنعتی    هاي آمـیلاز ازجملـه آنـزیم   آنزیم

هستند که سـالانه چنـد تـن از آنهـا در صـنایع گونـاگون       
نوع باکتري و قـارچ، آنـزیم   50شوند. حدود مصرف می

باسـیلوس هـاي  کنند. بارزترین آنها گونهآمیلاز تولید می
ــه  ــیلوسازجمل ــوبتیلیسباس ــیلوسو س ــورمیسباس لیکنیف

پــــــــژوهش ســــــــویۀ ). در ایــــــــن18هســــــــتند (
استفاده شده است.لیکنیفورمیسباسیلوس

نتایج پژوهش حاضر ثابـت کـرد کـه محـیط کشـت      
متــداول آزمایشــگاهی بــراي تولیــد آنــزیم آمـــیلاز از      

آمیزي طور موفقیتگرمادوست بهلیکنیفورمیسباسیلوس
هاي پیشین از محیط کشت استفاده است. در پژوهشقابلِ

درصد (وزن/حجم) براي رشد 1نوترینت براث با نشاسته 
و همچنین بررسی تولید آنزیم آمـیلاز  سوبتیلیسباسیلوس

). در این پژوهش نیـز بـراي   20و 19استفاده شده است (
گرمادوست و بررسـی تولیـد   لیکنیفورمیسباسیلوسرشد 

ــزیم آمــیلاز از محــیط ــراث و  آن هــاي کشــت نوترینــت ب
تفاده درصـد (وزن/حجـم) نشاسـته اس ـ   1نوترینت آگار با 

شد.
هـاي  در این پژوهش براي القاي جهش و ایجاد سویه

یافته از عوامل فیزیکی استفاده شد. پیش از بررسی جهش
اثر پرتو ماوراءبنفش بر میزان فعالیت آنزیم آمیلاز، تعداد 

هـاي زمـانی بررسـی شـد و     هـاي باقیمانـده در بـازه   پرگنه
نفش هــاي زمــانی بــراي تــابش پرتــو مــاوراءببهتـرین بــازه 

زایی در سـویۀ والـد بـه دسـت آمـد      منظور ایجاد جهشبه
). تابش پرتو ماوراءبنفش در بـازة زمـانی   22و 21، 18(

هاي گرمادوست درصد از باکتري50ثانیه باعث شد 45
مقاوم به پرتو مـاوراءبنفش زنـده بمانـد. درنتیجـه احتمـال      

شـده بیشـتر   هـاي تشـکیل  یافته در بـین پرگنـه  ایجاد جهش
هـایی کـه   ه همین دلیل ابتدا جدولی از تعداد پرگنـه بود. ب

در اثر تیمار توسط پرتو ماوراءبنفش زنده ماندند تهیه شد 
منظـــور القـــاي جهـــش و ایجـــاد ).پـــس از آن، بـــه23(

جهت افزایش میزان تولیـد آنـزیم   یافته بههاي جهشسویه
آمیلاز از پرتو ماوراءبنفش استفاده شـد. درنهایـت از بـین    

هایی که با پرتو ماوراءبنفش تیمار شده بودند، یافتهجهش
حاصــل B.L.2.M.2و B.L.2.M.1هــاي دو ســویه بــا نــام

یافتــه، آنــزیم آمــیلاز بیشــتري شــد. ایــن دو ســویۀ جهــش
از 25و گوپـدا 24نسبت به سویۀ والد تولیـد کردنـد. پانـدي   

سـازي  دقیقـه بـراي بهینـه   8و 4مدت پرتو ماوراءبنفش به
اســتفاده کردنــد و ســوبتیلیسباســیلوسآنــزیم آمــیلاز در 

). 10درصـد افـزایش داشـت (   08/2تولید آنزیم آمـیلاز  
هاي رشدیافته در محیط کشـت  پرتو ماوراءبنفش به سویه

هاي ثانیه تابیده شد و از سویه45مدت نوترینت براث، به
هـاي  یافتـه بـا نـام   شده دو سویۀ جهـش یافتۀ ارزیابیجهش

ي شـدند. در  جداسـاز B.L.2.M.2و B.L.2.M.1انتخابی 
یافتـه در  هاي جهشسازي با پرتو ماوراءبنفش، نمونهبهینه

ــرف    ــتفاده از معــ ــا اســ ــد بــ ــۀ والــ ــا نمونــ ــه بــ مقایســ
) و نتــایج 11اســید ســنجش شــدند (نیتروسالیســیلیکدي

ــۀ نشــان داد ســویۀ جهــش  ــاي B.L.2.M.1یافت 40در دم

ــت    ــد از گذشـ ــانتیگراد بعـ ــه سـ ــاعت 72درجـ 8/5سـ

انـد کـه در   لیتر/دقیقه تولید آنزیم آمیلاز داشتهیواحد/میل
درصـد آنـزیم بیشـتري تولیـد     7/41مقایسه با سویۀ والـد  

کردند. نتایج بازدهی تولید آنـزیم در سـویۀ گرمادوسـت    
ــد افزایشــی داشــت    ــدي و گوپــدا رون ــایج پان همچــون نت

)؛ امــا در ایــن پــژوهش درصــد تولیــد آنــزیم بســیار  10(
یافتـه ازنظـر مورفولـوژي و    جهـش هـاي  بالاتر بـود. سـویه  

فیزیولوژیکی نسبت به سـویۀ والـد بررسـی شـدند. ازنظـر      
تـر  ازنظر ساختاري بـزرگ B.L.2.M.2مورفولوژي سویۀ 

از سویۀ والد مشاهده شد. بررسی شـکل ظـاهري هـر سـه     
ــش   ــویۀ جهـ ــد و دو سـ ــویه (والـ ــرایط  سـ ــه) در شـ یافتـ
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آزمایشگاهی و میکروسـکوپی یکسـان صـورت گرفـت.     
ــه   ازنظــر ــا و مقاومــت ب ــأثیر شــوري، دم ــوژیکی ت فیزیول

بیوگرام جهـت مقایسـۀ   ها توسط آزمون آنتیبیوتیکآنتی
تأثیر پرتـو مـاوراءبنفش بـر روي سـویۀ والـد بـا دو سـویۀ        

). نتـایج نشـان   14و 13، 12یافته صورت گرفت (جهش
داد که تابش پرتو مـاوراءبنفش بـر تحمـل بـه شـوري در      

ت بـه سـویۀ والـد اثـر گذاشـته      یافتـه نسـب  هاي جهشسویه
ــۀ اســت و ســویۀ جهــش هــاي در محــیطB.L.2.M.1یافت

هاي بیشتري تولیـد کـرد، بـا توجـه بـه      نمکی تعداد پرگنه
اینکــه هماننــد ســویۀ والــد بــا افــزایش درصــد شــوري در 

هـا رونـد کاهشـی    محیط کشـت پایـه، میـزان رشـد سـویه     
ــی   ــون آنت ــد. در آزم ــاهده ش ــک  مش ــا در ی ــوگرام تنه بی

ــ B.L.2.M.1بیوتیــک (استرپتومایســین) و در ســویۀ  یآنت

حسـاس تغییـر کـرده    مقاومـت از حالـت حسـاس بـه نیمـه     
ــی   ــه آنت ــت ب ــر مقاوم ــن تغیی بیوتیــک در ســویۀ اســت. ای

توانـد در اثـر تـأثیر پرتـو مـاوراءبنفش بـر       یافته مـی جهش
هاي غشایی صـورت گرفتـه باشـد و باعـث     عملکرد پمپ

شــود کــه نتیجــۀ آن، هــا کمتــر شــده عملکــرد ایــن پمــپ
هـا بـه داخـل بـاکتري اسـت.      بیوتیـک کاهش ورود آنتـی 

حسـاس  بنابراین عملکرد سویه از حالت حسـاس بـه نیمـه   
تغییر کرده است.

هـا  تأثیر دما براي تولید آنزیم به رشد میکروارگانیسم
ــین    ــا ب ــۀ وســیع دم ــا 35وابســته اســت. دامن درجــه 80ت

). 25، 24سـت ( هـا گـزارش شـده ا   سانتیگراد در باکتري
ــو ــویه 26لی ــارانش س ــنس و همک ــیلوساي از ج ــدا باس ج

ــد کــه در دمــاي   44درجــه ســانتیگراد بعــد از  45کردن

لیتـر) را  واحـد/میلی 53ساعت بیشتر تولید آنزیم آمیلاز (
اي از و همکـــارانش ســـویه27). کنشـــولا26نشـــان داد (

درجـه  40جدا کردنـد کـه در دمـاي    سوبتیلیسباسیلوس
لیتـــر) واحـــد/میلی22ســـاعت (36ســـانتیگراد بعـــد از 

ــیلاز را داشــت (  ــزیم آم ــد آن ــن 27بیشــترین تولی ). در ای
ها در دماهـاي بررسـی شـدند و    پژوهش میزان رشد سویه

و 40سـاعت در دماهـاي   24ها بعد از بهترین رشد سویه
در B.L.2.M.1درجه سانتیگراد مشـاهده شـد. سـویۀ    45

درجه سانتیگراد بیشترین رشـد سـلولی   45و 40دماهاي 
هـاي  را نسبت به سویۀ والد داشت. تولید آنـزیم در سـویه  

شـده در دماهـاي مختلـف بررسـی شـدند و میـزان       مطالعه
بعـد  B.L.2.M.1یافتـۀ  تولید آنزیم آمیلاز در سویۀ جهش

ــاي  72از  ــاعت در دماه ــانتیگراد  45و 40س ــه س درج
لیتر/دقیقه بود، که ایـن  واحد/میلی45/3و 8/5یب ترتبه

میزان تولید آنزیم نسـبت بـه دو سـویۀ دیگـر بیشـتر بـود.       
سـاعت در  72بعـد از  B.L.2.M.1تولید آنزیم در سـویۀ  

درصد افزایش نسبت به سویۀ 7/41درجه سانتیگراد، 40
والد را نشان داد.

ــد     ــزان رشـــــ ــارانش میـــــ ــولی و همکـــــ رســـــ
گرمادوست و میـزان تولیـد آنـزیم    سلیکنیفورمیباسیلوس

سـاعت  36مدتدرجه سانتیگراد به50آمیلاز در دماي 
ــد از      ــه گرفتنــد بع ــی کردنــد و نتیج ســاعت، 26بررس

جمعیت توده سلولی به حداکثر مقدار خود رسیده باشـد،  
یابد. پس میزان تولید آنزیم میزان تولید آنزیم افزایش می

). نتـایج ایـن   28دارد(آمیلاز با رشد سویه رابطـۀ مسـتقیم  
ترتیـب  ساعت به28و 26پژوهش نشان داد که در زمان 

، تولید آنـزیم آمـیلاز بـا    B.L.2.M.2و B.L.2.M.1براي 
افزایش رشد سلولی، افزایش داشت که این نتایج با نتایج 

سـاعت  72و 96رسولی وهمکارانش منطبق بود، امـا تـا   
لیــد آنــزیم توB.L.2.M.2و B.L.2.M.1ترتیــب بــراي بــه

دیگر، با گذشت زمان دسترسی عبارتییابد. بهافزایش می
هــا بــه منبــع کــربن کـاهش یافتــه اســت کــه باعــث  سـلول 

ــزیم آمــیلاز مــی  ــان آن ــزایش بی ). 28و 27، 26شــود(اف
هاي آمیلاز از منابع کربنی همچون گلوکز، لاکتوز آنزیم
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که منابع اصلی کـربن  کند. درصورتیو مالتوز استفاده می
در محــیط کــم باشــند، از منبعــی چــون نشاســته اســتفاده   

ــزایش مــی  مــی ــیلاز اف ــزیم آم ــد آن ــد و تولی ــد. در کنن یاب
هاي مشابهی که بر تولید آنـزیم آمـیلاز صـورت    پژوهش

گرفته است؛ نشان داده شده است که تولید آنزیم آمـیلاز  
). از طرفـی  28و 27یابـد ( در حضور نشاسته افزایش می

ســاعت، تولیــد آنــزیم 120زمــان تــا دیگــر، بــا افــزایش
تـوان علـت کـاهش را افـزایش بیـان      کاهش یافت که می

هاي پروتئاز و پپتیداز مختلف دانست که بـر آنـزیم   آنزیم
هــاي گــذارد و باعــث هیــدرولیز پــروتئینآمــیلاز اثــر مــی

و 18شوند (آنزیمی و درنتیجه کاهش فعالیت آمیلاز می
29.(

ین پـژوهش حاصـل شـد،    بنابراین دستاوردي که در ا
یافته بودند که میزان تولید آنزیم آمـیلاز  هاي جهشسویه

بیشتري نسبت به سویۀ والد داشتند و تولید آنزیم تا دماي 
یافتـه  هـاي جهـش  درجه سـانتیگراد در یکـی از سـویه   45

دهد. بدیهی اسـت کـه   همچنان روند افزایشی را نشان می
آنـزیم و مقاومـت   هایی کـه میـزان تولیـد    استفاده از سویه

فنـاوري  حرارتی بیشتري دارند در صنایع مرتبط با زیسـت 
تـوان زمینـه را   تـر هسـتند ومـی   صـرفه بهتر و مقرونمناسب

براي تولید انبوه آنزیم با حضور آنها فراهم کرد.

تشکر و قدردانی
هاي آقاي مهندس فرهاد بنـی  از همکاري و مساعدت

فنـاوري و  زیسـت عنـوان کارشـناس آزمایشـگاه    مهدي به
مولکولی دانشکده علوم پایه که در انجام این پژوهش مـا  

شود.را یاري کردند، تشکر و قدردانی می
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