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دانشگاه اصفهان
دانشکده علوم و فناوری های زیستی، گروه زیست شناسی 

سلولی و مولکولی، آزمایشگاه میکروبیولوژی



آمیلاز

کترکوچواحدهایبهرانشاستهکهمیروندبشمارنشاستههیدرولیزکنندههایآنزیمازگروهیآمیلازها
رونددرکهآمیلاتیکهایآنزیمسایراگرحتی.کنند میتبدیلمختلفهایبازدهبادکسترولگلوکز،
.باشد میفرایندشروعبراینیازپیشیکآمیلازسهمباشند،داشتهحضورنشاستهتجزیه

آنزیماینلیدتوبرایمختلفیمنابع.داردنساجیوغذاییصنایعداروئی،صنایعدرفراوانیکاربردآنزیماین
بایکروبیممنابعازآنزیمتهیهحالاینبا;میکروبیمنابعوگیاهیمنابعحیوانی،منابعجملهاز.داردوجود
آنزیمادزیمقادیرتولیدنتیجهدروهامیکروببالارشدسرعتجملهازداردوجودکهزیادیمزایایبهتوجه

.استهگرفتقرارزیادیتوجهموردمنابع،اینتوسطآنزیمتولیدبالایوریبهرهنیزوکوتاهزمانمدتدر

.آیندمیشماربهمیکروبیصورتبهآنزیمتولیداصلیمنابعباکتریهاوکپکها
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مقدمه

حلولمناسردآبدرنشاستههایدانه.کنندمیهیدرولیزرانشاستهکههستندهاییآنزیمآمیلازها
بهکهاستزگلوکازپلیمرینشاستهواقعدر.هستندمقاومشیمیاییموادوهاآنزیمبهبیشتروبوده

.اندشدهمتصلیکدیگربهگلیکوزیدیپیوندهایواسطه

کاربردعلتبههاآناهمیتوشوندمیمحسوبفناوریزیستدرهاآنزیمترینمهمازآمیلازها
،ازیسکاغذنساجی،نظیرمختلفصنایعدروسیعیکاربردهایآمیلازها.هاستآنزیماینگسترده
نشیری،هامیوهآبگلوکز،وفروکتوزهایشربتتهیهازاعمغذاییصنایعونانوایی،هاشوینده
نیزجزیهتشیمیوپزشکیزمینهدرامروزههاآنزیماینکاربرد.دارندالکلیهاینوشیدنیوهاکننده

.استشدهگسترده
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آنزیماینیولدارندراآمیلازآنزیمتولیدتواناییهامیکروارگانیسموجانورانگیاهان،ازبسیاریچهاگر
هایآنزیمزاوسیعیطیفباسیلوسجنسبین،ایندر.استصنعتیمصارفدارایمیکروبیمنشاءبا

ولدمهایباسیلوساز.داردصنعتدرمهمیکاربردکهکندمیتولیدراآمیلازقبیلازسلولیخارج
باسیلوسورئوسسباسیلوس،فورمیسلیکنیباسیلوس،سوبتیلیسباسیلوسبهتوانمیآمیلازآنزیم
.کرداشارهمیکساپلی

زمانوسلولرشدکشت،روشکشت،محیطترکیب،هاسویهقبیلازمواردیبهآمیلازآنزیمتولید
مربوطریفناوسپس،ومناسبسویهبهنیازصنعتیهایآنزیمتولیدبرای.داردبستگیگرماگذاری

.است

مقدمه
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ها جهت انجام آزمایشمواد و روش 

oآگارنوترینتکشتمحیط

oآگارنشاستهکشتمحیط

oبراثسویتریپتیکیسمحیط

oبراثنوترینت

oلوگول

oزمینیسیبنشاسته

oسویادانه

oگوشتعصاره
oکلرایدکلسیم
oمنیزیمسولفات
oمخمرعصارهوپتاسیمفسفات
oاسیدنیتروسالیسیلیکدی
oفسفاتسدیمبافر
oمالتوزومحلولنشاسته
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:از منابع مختلفگیری نمونه

یطشرارعایتبا.شدآوریجمعاستریلوتمیزظروفدرکشاورزیخاکهاینمونه:خاکازگیرینمونه❖
.شودهدادعبورریزهایالکیاصافیازوشدهنرموساییدهخوبیبههانمونهشدن،خشکازپساستریل

هبوآوریجمعلیترییکاستریلظروفدردیگرمنابعوتالابازآبهاینمونه:آبازگیرینمونه❖
تالابباغلاتکشتزیرکشاورزیهایزمینهمجواریاساسبرعمق،انتخاب.شودمنتقلآزمایشگاه

.است

یحاوکهسازینوشابهوکیک،سازیبستنیهایکارخانهازپسابهاینمونه:پسابازگیرینمونه❖
.شدآوریجمعاستریلوتمیزظروفدر،استالیگوساکاریدیترکیباتونشاسته
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هاتهیه رقت از نمونه

ودهشوزنگرمیکمقداردقیقترازویوتمیزکاغذازاستفادهباخاکنمونههراز:خاکنمونهسازیرقیق❖
علتبه.آیددستبه0/1رقتتاشوداضافهاستریلمقطرآبلیترمیلی9حاویآزمایشلولهبهشعلهکناردر

تا10-1رقتازهاآندقیقجداسازیبرایاستزیادبسیاردرخاکموجودهایاسپوروهاباکتریمقدارکهاین
.شوداستفاده5-10

لیترمیلی1مقداراستریلشرایطدرشدهآوریجمعپسابوآبهاینمونهاز:پسابوآبنمونهسازیرقیق❖
از0/1رقتآمدندستبهازپس.شداضافهاستریلمقطرآبلیترمیلی9حاویآزمایشلولهبهشعلهکناردر

نیزآبنمونهازآزمایششرایطبودنیکسانبرایسپس،.شدتهیه10-5تا10-1هایرقتپساب،نمونه
.شدتهیه10-5تا10-1هایرقتپسابوخاکنمونهدوبامشابه

سازیخالصوکشتخطیشکلبهآگارنوترینتمحیطرویبرپسابوآبخاک،هاینمونه:هانمونهکشت❖
.شودمقدماتیهویتتعیینمیکروسکوپیمشاهداتوگرمآمیزیرنگازاستفادهباسپس،.شد

دکتر سهیلا عباسی

9



گونه مناسب مولد آنزیم آمیلازگری غربال

آگارتهنشاسکشتمحیطازابتدادرآمیلازآنزیممولدمناسبگونهگریغربالبرای
درجه30دمایدرساعت72تا48مدتبرایکشتهایمحیطوشودمیاستفاده
ودوجعلتبهآگارنشاستهکشتمحیطرنگ.شوندمیگرماگذاریگرادسانتی

شدنافشفباعثکندهیدرولیزرانشاستهبتواندکهایگونهواستکدرنشاسته
تککلونیاطرافدرکههاییگونهساعت72تا48ازپسبنابراین،.شودمیمحیط

خابانتبعدمراحلبرایوبودهآمیلازآنزیممولدبودندکردهایجادشفافهالهخود
.شوندمی

تیرهیآبرنگکهشداستفادهلوگولمعرفازنشاستههیدرولیزعملتاییدبرای
زهیدرولیازحاصلهالهکهجاییدرآگار،نشاستهکشتمحیطدرلوگولمعرف

.شودمیمتمایلرنگبیتارنگکمآبیرنگبهداردوجودنشاسته
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تولید آمیلاز

ارلنکیدربراثسویتریپتیکیسمحیطلیترمیلی30مقدار•
.شودتهیهتمیز

درساعت24مدتبهوتلقیحنمونهباشدناستریلازپس•
بردور150سرعتباشیکردروگرادسانتیدرجه30دمای
.شودگذاریگرماخانهدقیقه

اث،برسویتریپتیکیسمحیطدرنمونهشدنفعالازپس•
لیترمیلی2میزانبه5/1×108رقتباباکتریاییسوسپانسیون

تلقیحآنزیمتولیدمحیطبهشعلهکناردرواستریلشرایطدر
.شود

30دمایدرساعت144مدتبهتولیدمحیطگرماگذاری•
.شودمیانجامدقیقهبردور150وگرادسانتیدرجه
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Bacillus sp. Thermo alkali stable Amylase
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سنجش فعالیت آنزیم آمیلاز
آنزیمفعالیتگیریاندازهبرای.شودمیاستفادهDNSروشازشدهتولیدآمیلازآنزیمفعالیتمیزانبررسیبرای❖

اسیدیتهبافسفاتبافرسدیمودرصد1نشاستهمحلوللیترمیلی0/5خام،آنزیملیترمیلی0/5ازابتدادرآمیلاز

استفادهواکنشتوقفبرای DNSاسیدنیتروسالیسیلیکدیرنگیمعرفلیترمیلی0/5ازسپس،.شداستفاده6/9
روشرببنا.شودمیخواندهاسپکتروفتومتردستگاهتوسطنانومتر540موجطولدرمحلولنوریجذب.شودمی

راکنندهاحیاقندمیکرومولیکبتواندکهاستآنزیمیمقداربابرابرآمیلازآنزیمفعالیتواحدیکشدهاستفاده
برترینوهمقایسروشایناساسبرمنتخبهاینمونهترتیببدین.کندآزادواکنششرایطدردقیقهیکمدتدر

.شودمیانتخابسویه

دارداستانمنحنیازشده،جداهاینمونهآمیلازفعالیتمیزانمحاسبهبرای:مالتوزاستانداردمنحنیرسم❖
4و0/1،0/4،0/8،1/2،1/6،2هایرقتبامالتوزازاستاندارد،منحنیترسیمبرای.شودمیاستفادهمالتوز
.شوداستفادهاسیدنیتروسالیسیلیکدیرنگیمعرفوتقطیرباردوآبدرصد
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:دارندوجودتجاریمقیاسدرآمیلازآلفاتولیدبرایروشدوکلیصورتبه

 (Submerged fermentation)وریغوطهتخمیر

 (Solid State fermentation)جامدحالتتخمیر

ازهاآنزیمتولیدبرایشدهشناختهوقدیمیروشیاولروشدرحالیکهاست،جدیدینسبتاروشدومروش

.هاستمیکروب

روش های تولید 
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SmFروش❖

وپروتئینحاویمایعیاوملاسآزادجریانبامایعبسترهایاز (SmF)وریغوطهیاغرقابیتخمیر
دریرتخمازحاصلمحصولاتحالتایندر.کندمیاستفادهمیکروبکشتبراینیازموردموادسایر
این.شوندنجایگزیسریعابایدرواینازشوند،میاستفادهسریعابسترها.شوندمیترشحتخمیرمایع
.دارندیازنزیادیرطوبتبهرشدبرایکهاستهاییمیکروبوهاییمیکروارگانیسمبرایتخمیرروش

SSFروش❖

هکگیردمیقراراستفادهموردهاییمیکروببرای (SSF)جامدحالتتخمیر
نایبرایکهجامدیبسترهای.استنیازکمتریرطوبتبهآنهارشدبرای
مزیت.کاغذخمیرونیشکرتفالهسبوس،ازعبارتندشوندمیاستفادهروش
.استمغذیمواداززائدموادراحتجداسازیامکانروشایناصلی
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دهستنفرآینداینبرایبرایمناسبهایمیکروارگانیسمعنوانبههامخمروهاقارچ
.آیندمیشماربهنامناسبهاباکتریدرحالیکه

میقراراستفادهموردآهستهکاملاصورتبهبسترهاروشایندر SmFروشخلافبر
از.ردکاستفادهتریطولانیزمانمدتبهراجامدبسترهایاینتوانمیروهمیناز.گیرند
:کرداشارهزیرمواردبهتوانمی SmFبهنسبتSSFمزایایدیگر
ترسادهتجهیزات❖
بالاترتولیدحجم❖
کمترپسابتولیدومحصولاتبالاترغلظت❖

برایمناسبیجایگزین SSFروشکهداردوجودامیدواریاینشدهذکرمورادبهتوجهبا
SmF باشد.
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اینجاریتکاربردهایبرایاماکرد،تولیدمتفاوتیهایمیکروارگانیسمازاستفادهباتوانمیراآمیلازآلفا
  ،licheniformisهایباسیلوسازشدهتولیدآمیلاز-آلفا.شودمیتولید genus Bacillusازعموماًآنزیم

stearothermophilus وamyloliquefaciens دارندکاربردکاغدونساجی،غذاییصنایعدر.

باکتریاییآمیلاز

قارچهبمربوطغالباًووهستندمحدودکرداستفادهتوانمیکاراینبرایکههاییقارچ
 Penicilliumو Aspergillusنوعدوبهمعمولاقارچیمنابع.هستندمزوفیلیکهای

.شوندمیمحدود

قارچیآمیلازهای
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لیز و منشا شدیداً تحت تاثیر دما، شرایط هیدروهیدرولیز نشاسته ترکیبات بدست آمده از 
.است7ای که برای این کار بدست آمده بهینه  pH. آنزیم هستند

واند منجر به آلفا آمیلاز به دلیل توانایی در هیدرولیز نشاسته و انجام فعالیت هایی که می ت
قادر به یکی از کارهایی که این آنزیم. هیدرولیز شود، بسیار مورد توجه قرار گرفته است

حله این این ماده اولین مر. از نشاسته استفروکتوزوشربت گلوکزانجام آن است، تولید
.فرآیند را کاتالیز می کند

هیت هیدرولیز می شد، اما این روش به دلیل مااسیددر گذشته نشاسته با استفاده از 
ا این محدودیت ه. اسیدی و دمای بالای مورد نیاز مشکلات و محدودیت های زیادی داشت

.با استفاده از آنزیم کاتالیستی مرتفع شدند

نشاستههیدرولیزدرموثرپارامترهای
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با تشکر از توجه شما
با آرزوی سلامتی و موفقیت
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