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بهینه سازی شرایط رشد و تولید آنزیم آمیلاز در باکتری
Janthinobacterium  sp. ATR812 با استفاده از روش 

Response Surface Methodology

راضیه قاضی بیرجندی1 ، بهارشهنواز2 *، معصومه بحرینی3، مریم محجوبین تهران4

چکیده
ــت  ــی اس ــای صنعت ــم ه ــن آنزی ــی از مهم‌تری ــاز )EC 3.2.1.1( یک آمی
کــه کاربردهــای گســترده‌ای در صنایــع مختلــف دارد. ایــن آنزیــم پیوند 
گلیکوزیــدی )α )1-4 را در نشاســته هیدرولیــز کــرده و محصولاتــی بــا 
وزن مولکولــی کمتــر مثــل گلوکــز، مالتــوز و مالتوتریــوز تولیــد میک‌ند. 
ــد  ــد و تولی ــرایط رش ــازی ش ــش بهینه‌س ــن پژوه ــام ای ــدف از انج ه
 Janthinobacterium  sp. آنزیــم آمیلاز در باکتــری مقاوم بــه ســرمای
ــا  ــه اول ب ــاز در مرحل ــم آمی ــد آنزی ــد و تولی ــرایط رش ــد. ش می‌باش
اســتفاده از روش تــک متغیــره بــرای متغیرهــای دمــا، pH ، منبــع کربن، 
منبــع نیتــروژن، درصــد نشاســته و میــزان تلقیــح بهینه‌ســازی شــد. 
در مرحلــه بعــدی بــه منظــور بررســی اثــر برهمک‌نــش بیــن متغیرهای 
ــخ  ــطح پاس ــی روی س ــه روش طراح ــازی ب ــه متغیرس ــف بهین مختل
)Response Surface Methodology( صــورت گرفــت. شناســایی 
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مولکولــی جدایــه بــا اســتفاده از ژن 16srRNA نشــان داد کــه باکتــری 
ــره  ــک متغی ــد. روش ت ــق دارن ــس Janthinobacterium تعل ــه جن ب
نشــان داد کــه متغیرهــای دمــا، pH و درصــد نشاســته بیشــترین تاثیر 
را در تولیــد آنزیــم دارا می‌باشــند. مقایســه شــرایط قبــل و بعــد از بهینه 
ســازی نیــز مشــخص می‌ســازد کــه میــزان تولیــد انزیــم از 0/094 بــه 
0/116 واحــد آنزیمــی افزایــش میی‌ابــد. در نتیجــه اعمــال شــرایط بهینه 
شــده بــا اســتفاده از روش RSM، ترشــح آنزیــم بــه میــزان 0/434 واحد 

آنزیمــی افزایــش پیــدا میک‌نــد.  

واژه‌هــای کلیــدی: Janthinobacterium sp. ،RSM، آمیــاز، باکتــری 
مقــاوم بــه ســرما 

مقدمه
اغلــب میکروارگانیســم‌های موجــود بــر روی زمیــن قــادر بــه رشــد و گســترش در شــرایط محیطی 
 .)Cavicchioli, 2002( ــود ــاد می‌ش ــترموفیل‌ها ی ــوان اکس ــه عن ــا ب ــه از آنه ــتند ک ــوار هس دش
ــن  ــت‌ها فراوان‌تری ــخت، سرما‌دوس ــرایط س ــود در ش ــم‌های موج ــا میکروارگانیس ــن آنه در بی
ــاط  ــر در ارتب ــن ام ــه ای ــتند، ک ــع هس ــوع و توزی ــوده، تن ــت ت ــر زیس ــم‌ها از نظ میکروارگانیس
ــالا و  ــی ب ــای خیل ــا pH ه ــن در مقایســه ب ــای پایی ــه دماه ــری اســت ک ــار کمت ــرات زیانب ــا اث ب
 )Margesin and Feller, 2010( پاییــن و یــا دماهــای خیلــی بــالا روی ســاختار ســلولی دارنــد
ــب  ــه آنهــا اغل ــد کــه دمــای بهین ــد می‌کنن ــب آنزیم‌هایــی تولی ــه ســرما اغل ــاوم ب باکتری‌هــای مق
در دماهــای متوســط و یــا پاییــن اســت )Smith and Zahnley, 2005(. آنزیم‌هــای تولیــد 
شــده توســط ایــن باکتری‌هــا در دماهــای پاییــن انــرژی فعــال ســازی پاییــن و فعالیــت بالایــی 
را نشــان می‌دهنــد )Morita et al., 1997(. بــه دلیــل مزیت‌هایــی کــه ایــن آنزیم‌هــا نشــان 
ــا یــک  ــب ایــن آنزیم‌هــا ب ــد. اغل ــر بســیار مــورد توجــه قــرار گرفته‌ان ــد، در ســال‌های اخی می‌دهن
افزایــش متوســط در دمــا غیــر فعــال می‌شــوند و بــه دلیــل انجــام واکنــش در دماهــای پاییــن خطــر 
آلــوده شــدن بــا باکتری‌هــای میانــه دوســت کاهــش میی‌ابــد. انجــام واکنــش در دماهــای پاییــن 
باعــث صرفه‌جویــی در مصــرف انــرژی می‌شــود).Gerday et al., 2000; Lu et al., 2010( بــا 
اســتفاده از ایــن آنزیم‌هــا زمــان انجــام واکنــش در دماهــای پاییــن کاهــش میی‌ابــد و می‌تــوان 
ــای  ــن ویژگی‌ه ــار ای ــت. در کن ــت یاف ــا دس ــه گرم ــاس ب ــات حس ــالا در ترکیب ــدات ب ــه تولی ب
مطلــوب، میکروارگانیســم‌های سرمادوســت و مقــاوم بــه ســرما می‌تواننــد منبــع ارزشــمندی از 
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آنزیم‌هــای جدیــد بــا ویژگی‌هــای مطلوبــی ماننــد اختصاصیــت بــرای یــک سوبســترای جدیــد و 
. (Margesin et al., 2002)ــازه باشــند ــد محصــول ت تولی

ــدی )1-4 (  ــد گلیکوزی ــه پیون ــت ک ــته اس ــده نشاس ــم تجزیه‌کنن ــک آنزی ــاز )EC 3.2.1.1( ی آمی
ــوز و  ــز، مالت ــل گلوک ــر مث ــی کمت ــا وزن مولکول ــی ب ــز  و محصولات ــته هیدرولی α را در نشاس
ــی  ــای صنعت ــن آنزیم‌ه ــی از مهم‌تری ــاز یک ــد (Souza, 2010). آمی ــد می‌کن ــوز تولی مالتوتزی
اســت کــه کاربردهای گســترده‌ای در صنایــع مختلــف دارد(Pandey et al., 2000) . متداول‌ترین 
ــته در  ــز نشاس ــرای هیدرولی ــه از آن ب ــت، ک ــته اس ــع نشاس ــاز در صنای ــا آمی ــرد آلف کارب
فراینــد مایــع ســازی نشاســته و تبدیــل آن بــه شــربت فروکتــوز و گلوکــز اســتفاده می‌شــود 
)Gupta et al., 2003(. اســتفاده از ایــن آنزیــم بــا منشــا میکروبــی در مــواد شــوینده توانایــی 
آنهــا را بــرای حــذف لکه‌هــای دشــوار بــالا بــرده و آنهــا را از نظــر کاربردهــای زیســت محیطــی 
ایمــن می‌ســازد. آمیــاز دومیــن نــوع از آنزیم‌هایــی هســتند کــه در فرمولاســیون شــوینده‌های 
آنزیمــی بــه کار می‌رونــد و 90% شــوینده‌های مایــع دارای آنزیــم آمیــاز می‌باشــند. آمیلازهــا 
بــه طــور گســترده‌ای در صنایعــی ماننــد پارچه‌بافــی، پخــت نــان، تولیــد کیــک، آبمیــوه و شــربت 

 .)Souza, 2010( نشاســته کاربــرد دارنــد
ــه  ــاز ب ــود. آمی ــد می‌ش ــا تولی ــا و قارچ‌ه ــوران، باکتری‌ه ــان، جان ــیله گیاه ــه وس ــاز ب ــا آمی آلف
دســت آمــده از منابــع گیاهــی و باکتریایــی ســال‌ها بــه عنــوان افزودنــی غذایــی کاربــرد داشــت. 
 ; (Carrasco et al., 2016; Ominyi, 2013) ــی ــاز قارچ ــی آمی ــاز یعن ــی آمی ــع میکروب مناب
(Kuddus et al., 2012; Halder et al., 2014) کاربــرد زیــادی در صنایــع  باکتریایــی  و 
ــد قیمــت مناســب، اســتحکام، زمــان و  ــاد آنهــا مانن ــه دلیــل مزیت‌هــای زی ــد کــه ب مختلــف دارن
فضــای مــورد نیــاز کمتــر بــرای تولیــد و نیــاز نداشــتن بــه مراحــل تغییــر و بهینه‌ســازی اســت. 
پژوهش‌هــای متعــدد نشــان می‌دهــد کــه آنزیــم آمیــاز در میانــه فــاز لگاریتمــی و یــا بــا توجــه 
ــی  ــد. از طرف ــح می‌باش ــزان ترش ــن می ــکون دارای بالاتری ــاز س ــل ف ــری در اوای ــوع باکت ــه ن ب
ماهیــت محیــط کشــت و شــرایط فیزیکــی آن ماننــد دمــا، pH، میــزان هوادهــی در میــزان تولیــد 
آنزیــم تاثیــر می‌گــذارد(Cotârlet and Bahrim, 2011) . بــه همیــن دلیــل بهینه‌ســازی شــرایط 
ــرایط  ــی‌رود. در ش ــمار م ــه ش ــی ب ــداف پژوهش ــواره از اه ــم هم ــد آنزی ــری و تولی ــد باکت رش
ــه می‌شــود و ســپس  ــم در یکــی از شــرایط بهین ــد آنزی ــره، شــرایط تولی ــک متغی بهینه‌ســازی ت
ــل طراحــی می‌شــود. در ایــن روش، بهینه‌ســازی  ــه قب شــرایط آزمایــش بعــدی براســاس مرحل
ــا  ــن آنه ــه بی ــی ک ــرد، در حال ــه صــورت مســتقل از هــم صــورت می‌گی ــا ب ــک از متغیره ــر ی ه
ــر هم‌کنش‌هــا از روش‌هــای آمــاری  ــن ب ــه منظــور بررســی ای ــی وجــود دارد. ب برهــم کنش‌های
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 )Response surface methodology( مختلــف ماننــد روش طراحــی رویــه ســطح پاســخ
اســتفاده می‌شــود. روش طراحــی رویــه ســطح پاســخ شــامل مجموعــه‌اي از روش‌هــای تجربــی، 
ــه  ــرایط بهین ــن ش ــازی، تعیی ــش، مدل‌س ــی آزمای ــرای طراح ــاری ب ــای آم ــی و تحلیل‌ه ریاض
بــرای هــر متغیــر و بررســی بــر هم‌کنــش بیــن متغیرهــای مختلــف می‌باشــد كــه رابطــه ميــان 
 Zou( ــد ــري ميك‌ن ــل را اندازه‌گي ــخ حاص ــرده و پاس ــي ك ــش را ارزياب ــورد آزماي ــاي م متغیره
 Central( ایــن روش شــامل دو نــوع طراحــی می‌باشــد؛ طراحــی مرکــب مرکــزی .)et al., 2010

.)Box and Behnken, 1960( و باکــس بنکــن )Composite Design

میکروارگانیســم‌های فعــال در ســرما دارای ویژگی‌هــا و قابلیت‌هــای منحصــر بــه فــردی جهــت 
ــرما  ــه س ــاوم ب ــای مق ــه باکتری‌ه ــن ک ــه ای ــه ب ــا توج ــند. ب ــوژی می‌باش ــای بیوتکنول کاربرده
قادرنــد آنزیم‌هایــی تولیــد کننــد کــه فعالیــت بهینــه آنهــا در دماهــای پاییــن و نزدیــک بــه دماهــای 
ــا وجــود مطالعاتــی کــه  ــز اهمیــت کــرده اســت. ب محیــط اســت، آنهــا را از نظــر اقتصــادی حائ
 Caf et al., 2014; Liu et al., 2011; Lu et al.,( در دنیــا در ایــن زمینــه صــورت گرفتــه اســت
ــه  ــال در ســرما صــورت گرفت ــای فع ــاره باکتری‌ه ــه درب ــی مطالع ــداد کم ــران تع 2010(. در ای

اســت. در ایــن پژوهــش بــرای اولیــن بــار شــرایط رشــد و تولیــد آنزیــم آمیــاز خــارج ســلولی 
در باکتــری   .Janthinobacterium sp  کــه یــک ســویه مقــاوم بــه ســرما بــوده و از ارتفاعــات 
بینالــود جداســازی و شناســایی شــده اســت، ابتــدا بــا روش تــک متغیــره بهینــه شــد. در مرحلــه 
بعــدی بــه منظــور بررســی برهــم کنــش بیــن متغیرهــا و تعییــن شــرایط بهینــه نهایــی از روش 

طراحــی روی ســطح پاســخ RSM اســتفاده شــد.
مواد و روش ها

جداسازی و شناسایی باکتری مقاوم به سرما
ــود واقــع در خراســان رضــوی شــمال  جدایــه ATR 812 از ارتفــاع 1000 متــری کوه‌هــای بینال
ــه و  ــه، 25 دقیق ــرض 36 درج ــرقی ـ ع ــه ش ــه، 9 ثانی ــه، 51 دقیق ــول 58 درج ــران )ط ــرقی ای ش
ــر  ــه و 100 میکرولیت ــه خــاک تهی ــی از نمون ــه شــمالی( جداســازی شــد. رقت‌هــای متوال 38 ثانی
 °C منتقــل و در حــرارت  (Tryptic Soy Agar) TSAاز سوسپانســیون خــاک بــه محیــط کشــت
ــرما و  ــه س ــاوم ب ــت، مق ــای سرمادوس ــایی جدایه‌ه ــور شناس ــه منظ ــدند. ب ــذاری ش 20 گرماگ
میانه‌دوســت آزمــون دمایــی صــورت گرفــت. هــر یــک از جدایه‌هــای خالــص شــده بــه دماهــای 
ــد،  4، 20 و 37 درجــه ســانتی‌گراد منتقــل شــدند. جدایه‌هایــی کــه قــادر بــه رشــد در C° 4 بودن
ــی کــه در 4 و 20  ــه های ــوان سرمادوســت و جدای ــه عن ــد، ب ــی در C° 20 درجــه رشــد نکردن ول
ــرما و  ــه س ــاوم ب ــد، مق ــد نکردن ــد و در C° 37 رش ــد بودن ــه رش ــادر ب ــانتی‌گراد ق ــه س درج
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ــه  ــادر ب ــانتی‌گراد ق ــه س ــد و در 20 و 37 درج ــد نکردن ــه رش ــه در C° 4 درج ــی ک جدایه‌های
ــس از  ــن ســویه پ ــی شــدند )Yu et al., 2011(. ای ــوان میانه‌دوســت معرف ــه عن ــد، ب رشــد بودن
ــه  ــی ب ــای عموم ــتفاده از پرایمره ــا اس ــتفاده از ژن rRNA16s و ب ــا اس ــی ب ــایی مولکول شناس
 NCBI در KM459535 ــایی ــماره شناس ــا ش ــوان                .Janthinobacterium sp و ب عن

ثبــت گردیــد.
رشد و تولید آمیلاز

ــری                .Janthinobacterium sp در  ــح باکت ــا تلقی ــازی ب ــت آمی ــه فعالی ــی اولی بررس
 10 µl حــاوی 1% نشاســته صــورت گرفــت. غلظــت اســتاندارد از باکتــری تهیــه و TSA محیــط
 20 °C ــه مــدت 5 روز در دمــای ــح شــده و ب ــط کشــت تلقی ــه محی ــری ب از سوسپانســیون باکت
نگهــداری شــد. ســپس محلــول لــوگل بــه محیــط اضافــه گردیــد. ایجــاد هالــه شــفاف در اطــراف 
ــی  ــنجش کم ــد. س ــته می‌باش ــه نشاس ــازی و تجزی ــت آمی ــده فعالی ــان دهن ــری نش ــی باکت کلن
 ml بــه ایــن منظــور بــه .)Brenfeld, 1995( انجــام شــد Brenfeld فعالیــت آمیــازی بــا روش
20 محیــط TSB حــاوی 1% نشاســته )pH: 6/8( غلظــت 0/5 مــک فارلنــد از باکتــری تلقیــح شــده 
و در حــرارت C° 20 بــا دور rpm 150 گرماگــذاری گردیــد. بررســی فعالیــت آمیــازی هــر 24 
ســاعت و بــه مــدت شــش روز انجــام شــد. محیــط کشــت حاصــل جهــت حــذف باکتــری بــه مــدت 
ــم  ــاوی آنزی ــام ح ــاره خ ــی عص ــول روی ــد. محل ــانتریفیوژ گردی ــه در rpm 10000 س 15 دقیق

می‌باشــد.
مخلــوط واکنــش شــامل 250 میکرولیتــر محلــول رویــی حــاوی آنزیــم و 250 میکرولیتر نشاســته 
) w/v1%( محلــول در بافــر فســفات )pH: 6/8( در دمــای C° 30 بــه مــدت 15 دقیقــه می‌باشــد. 
ــف شــده و ســپس  ــر دی نیتروسالیســیک اســید متوق ــه کــردن 500 میکرولیت ــا اضاف ــش ب واکن
جــذب نمونه‌هــا در طــول مــوج  nm540 تعییــن شــد. یــک واحــد فعالیــت آنزیمــی مقــدار آنزیمــی 

اســت کــه یــک میلی‌گــرم قنــد احیــا شــده مالتــوز را در یــک دقیقــه آزاد کنــد.
بهینه‌سازی شرایط رشد و تولید آنزیم به روش تک متغیره

ــان  ــد زم ــل مانن ــی عوام ــر برخ ــم اث ــد آنزی ــت و تولی ــرایط کش ــازی ش ــه س ــور بهین ــه منظ ب
گرماگــذاری، دمــا،pH ، نــوع منبــع کربــن، نــوع منبــع نیتــروژن، درصــد نشاســته و میــزان تلقیــح 
مــورد بررســی قــرار گرفــت. بــه منظــور اندازه‌گیــری تاثیــر دوره انکوباســیون رشــد و تولیــد 
ــه  ــی  24h ب ــه زمان ــط کشــت )TSB حــاوی 1% نشاســته( درC20°  و در فاصل ــاز در محی آمی
مــدت  144h بــا دور  150mpr تعییــن شــد. بــه منظــور تعییــن دمــا و Hp  بهینــه، محیــط کشــت 
 Hp حــاوی باکتــری بــه ترتیــب در دماهــای مختلــف 15، 20، 25، 30 و 37 درجــه ســانتیگراد  و

ATR812

ATR812
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)4، 6، 9 و 11( و در شــیکر بــا دور  rpm150 گرماگــذاری شــد. تاثیــر منبــع کربــن و نیتــروژن 
خارجــی روی رشــد و تولیــد آمیــاز بــا افــزودن )w/v 1%( از هریــک از منابــع کربــن گلوکــز، 
ــکیم  ــون، اس ــر، پپت ــاره مخم ــروژن عص ــع نیت ــرول و مناب ــته و گلیس ــاکارز، نشاس ــوز، س مالت
میلــک، آمونیــوم ســولفات و محیــط بــدون منبــع نیتــروژن بررســی شــد. در بررســی اثــر مقادیــر 
متفــاوت نشاســته بــه محیــط کشــت درصدهــای 0/5، 1، 1/5، 2 و 2/5 اضافــه شــد. اثــر مقادیــر 
مختلــف تلقیــح ) v/v، ۵، 1، 2 و 3( روی رشــد و تولیــد آمیــاز از کشــت باکتــری بــه محیــط بهینــه 

شــده در مرحلــه قبــل تلقیــح شــد.
Response surface methodology بهینه سازی تولید آمیلاز با روش

در ایــن پژوهــش ســه متغیــر دمــا،  pH  و درصــد نشاســته کــه بیشــترین تاثیــر را بــا اســتفاده 
از روش تــک متغیــره روی تولیــد آمیــاز داشــتند، در ســه ســطح )+(، )0( و )-( و بــا ســه تکــرار 
بــرای تعییــن پاســخ ســطح درجــه دو مــورد بررســی قــرار گرفتنــد )جــدول 1(. آنالیــز رگرســیون 
بــرای ارزیابــی دقــت و صحــت نتایــج حاصــل انجــام شــده اســت. بــرای ایــن منظــور، فعالیــت 
آنزیــم بــه عنــوان متغیــر وابســته یــا پاســخ )Y( در نظــر گرفتــه شــده اســت. بــر اســاس نتایــج 
ــده  ــه ش ــر گرفت ــخ در نظ ــگویی پاس ــرای پیش ــه دوم ب ــه‌ای درج ــدل چندجمل ــک م ــن روش، ی ای
ــورد  ــای م ــد. متغیره ــام ش ــزار )ver.16(                  انج ــرم اف ــا ن ــش ب ــی آزمای ــت. طراح اس

بررســی در ایــن پژوهــش و محــدوده اثــر آنهــا در جــدول 1 ذکــر شــده اســت.

در ایــن روش يــك مــدل چنــد جملــه اي درجــه دوم بــراي پيشــگويي پاســخ در نظرگرفتــه شــده 
اســت .مــدل پيشــنهادي بــراي هــر پاســخ )Y( بــه صــورت معادلــه اســت:

Y = β0 + β1X1 +β2X2 + β3X3 + β4X4 + β22X22 +β33X32 + β44X42+ β12X1X2+ 

β13X1X3+ β14X1X4+β23X2X3+ β24X2X4+ β34X3Xs

جــدول 1: جــدول ســطوح و متغیرهــای کــد گــذاری شــده در پژوهــش بــرای طراحــی آزمایش 

Box-Behnken

Minitab

۰/۵۱/۵
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در ایــن معادلــه Y پاســخ پیش‌گویــی شــده، β0 ثابــت مــدل، X3 ، X2 ،X1و X4 متغیرهــای مســتقل، 
β3 ،β، β2 1 و β4 ضرایــب خطــی و β33 ،β، β22 11 و β44 ضرایــب درجه دو هســتند.

نتایج و بحث
بهینه‌سازی تک متغیره 

 Janthinobacterium sp.  ATR812 باکتــری گــرم منفــی، میلــه‌ای شــکل، کاتــالاز مثبــت و فاقــد 

اســپور اســت. ایــن باکتــری در محیــط کشــت TSA دارای کلنــی صــاف بــوده و رنگدانــه بنفــش 
تولیــد می‌کنــد. بیشــترین فعالیــت آنزیــم در فــاز ســکون و پــس از 96 ســاعت بدســت آمــد کــه 
نشــان می‌دهــد در ایــن ســویه تولیــد آنزیــم وابســته بــه رشــد ســلول اســت. در بررســی اثــر 
دمــا بیشــترین میــزان رشــد و  فعالیــت آنزیــم در دمــای 20 و 25 درجــه ســانتی‌گراد و پــس از 
آن در دمــای C° 15 مشــاهده شــد، در حالــی کــه افزایــش دمــا تــا حــدود C° 30 کاهــش رشــد و 
U/ : 7 بهینــه بــرای رشــد و تولیــد آنزیــم در ایــن ســویه در pH .فعالیــت آنزیــم را بــه همــراه دارد

0/490Hp (lm( می‌باشــد )شــکل 1(. رشــد باکتــری در شــرایط قلیایــی 9 ،11 و نســبتا اســیدی 6 

ادامــه دارد، و فعالیــت آنزیمــی در شــرایط قلیایــی و نســبتا اســیدی همچنــان بالاســت، در حالــی 
کــه در pH= 4 تقریبــا متوقــف می‌شــود )شــکل 1(. 

رشــد در حضــور همــه منابــع کربنــی دیــده می‌شــود، در حالــی کــه بالاتریــن فعالیــت آنزیمــی در 
حضــور 1% نشاســته )U/ml 0/094( و ســپس مالتــوز )U/ml 0/035( دیــده می‌شــود. بــا توجــه 
بــه ایــن کــه در نمونــه کنتــرل کــه فاقــد منبــع کربــن خارجــی می‌باشــد، هیــچ فعالیــت آمیــازی 
ــن ســویه  ــاز در ای ــم آمی ــان آنزی ــه بی ــد ک ــده نشــان می‌ده مشــاهده نشــد، نتیجــه بدســت آم
ــد.  ــب می‌باش ــن مطل ــد ای ــز موی ــز نی ــور گلوک ــاز در حض ــد آمی ــش تولی ــد. کاه ــی می‌باش القای
Smith و همکارانــش گــزارش کردنــد کــه بیشــترین تولیــد آمیــاز در حضور نشاســته بــه عنوان 

ــری  ــاز در باکت ــم آمی ــد آنزی ــد و تولی ــا  و )pH )c  روی رش ــذاری، )b( دم ــان گرماگ ــر )a( زم ــکل 1: اث ش

Janthinobacterium sp. ATR812
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منبــع کربــن بــوده هــم چنیــن تولیــد آمیــاز در حضــور گلوکــز تــا حــد زیــادی کاهــش یافتــه کــه 
 Smith( می‌توانــد بــه دلیــل اثــر مهارکنندگــی گلوکــز بــر روی تولیــد آمیــاز در ایــن گونــه باشــد
and Zahnley, 2005( )شــکل 2(. بیشــترین میــزان فعالیــت آنزیمــی در محیــط دارای اســکیم میلک 

)U/ml 0/116( مشــاهده شــد. در برخــی مطالعــات کاهــش تولیــد آمیــاز بــا افــزودن منابــع نیتروژن 
 .)Lu et al., 2010( غیــر آلــی، عصــاره مخمــر و کازئیــن گــزارش شــده اســت

ــویه‌ها  ــی س ــی در برخ ــروژن خارج ــع نیت ــزودن منب ــه اف ــد ک ــزارش کردن ــکاران گ Anto و هم

می‌توانــد باعــث مهــار تولیــد آمیــاز می‌شــود )Anto et al., 2006( بــا توجــه بــه ایــن کــه در 
بررســی‌ها نشــان داد ایــن ســویه دارای فعالیــت پروتئــازی مثبــت بــوده و اســکیم میلــک القاکننــده 
تولیــد پروتئــاز می‌باشــد، بنابرایــن ســویه بــه دلیــل داشــتن فعالیــت پروتئــازی منبــع نیتــروژن 

اســکیم میلــک اثــر مهارکنندگــی نداشــته اســت )شــکل 2(. 

بررســی آمــاری در ســطح اطمینــان 95% نشــان داد تولیــد آنزیــم در جدایــه ATR 812 در 
1% نشاســته اختــاف معنــا‌داری بــا دیگــر مقادیــر دارد )شــکل 3(. در بررســی‌هایی کــه بــر روی 
درصدهــای مختلــف نشاســته صــورت گرفــت، مقادیــر مختلفــی بــه عنــوان ســطح بهینــه گــزارش 
 Cotarlet and Bahrim, 2011; Couda and Elbahloul, 2008; Tanyildizi et al.,( شــد 
ــه برحســب ســویه  ــن پژوهش‌هــا نشــان می‌دهــد کــه درصــد نشاســته بهین 2006(. مجمــوع ای

باکتــری مــورد نظــر می‌توانــد متغیــر باشــد. بررســی آمــاری در مــورد جدایــه ATR812 اختــاف 
معنــاداری را بیــن مقادیــر 0/5 و 1 درصــد تلقیــح نشــان نــداد و بــه دلیــل رشــد بیشــتر باکتــری 

در 1% تلقیــح، ایــن مقــدار بــه عنــوان بهینــه در نظــر گرفتــه شــد )شــکل 3(.

شــکل 2: اثــر )a( منابــع کربنــی و )b( اثــر منابــع نیتروژنــی روی رشــد و تولیــد آنزیــم آمیــاز در 

  Janthinobacterium sp.                باکتــریATR812
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بهینه‌سازی به روش طراحی رویه سطح پاسخ
ــور  ــه منظ ــد. ب ــری دارن ــش مهم‌ت ــاز نق ــد آمی ــته در تولی ــدار نشاس ــا، pH و مق ــای دم متغیره
بررســی برهــم کنــش بیــن ایــن متغیرهــا و تعییــن شــرایط بهینــه، طراحــی آزمایــش بــه روش 
ــطوح  ــر در س ــورد نظ ــای م ــر متغیره ــی و اث ــش طراح ــد. 15 آزمای ــام ش Box-Behnken انج

ــت )جــدول 2(. ــرار گرف ــف مــورد بررســی ق مختل

ــاز در  ــم آمی ــد آنزی ــد و تولی ــح  روی رش ــد تلقی ــته و )b( درص ــد نشاس ــکل a( :3( درص ش

Janthinobacterium sp. ATR812 باکتــری 

ــری  ــای اندازه‌گی ــخ ه ــا پاس ــراه ب ــای Box-Behnken هم ــش ه ــی آزمای ــدول 2: طراح ج

ــری ــاز در باکت ــم آمی ــد آنزی ــازی تولی ــور بهینه‌س ــه منظ ــده ب ــگویی ش ــده و پیش ش

Janthinobacterium sp. ATR812  
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pH در  تاثیــر متغیرهــای دمــا و   Janthinobacterium sp. strain ATR812 باکتــری  در 
تولیــد آمیــاز معنــی‌دار می‌باشــند. pH محیــط کشــت از مهمتریــن متغیرهایــی اســت کــه انجــام 
 Banerjee and( ــرار می‌دهــد ــر ق ــم را تحــت تاثی ــداری آنزی ــد و پای واکنش‌هــای آنزیمــی، تولی
 pH 25 و °C در روش ســطح پاســخ دمــای بهینــه بــرای تولیــد آمیــاز .)Bhattacharyya, 1992

ــن  ــاوت می‌باشــد. ای ــره اندکــی متف ــک متغی ــج حاصــل از روش ت ــا نتای ــه 9 می‌باشــد کــه ب بهین
پدیــده می‌توانــد بــه دلیــل برهــم کنــش دمــا بــا pH در ایــن ســویه ‌باشــد. ایــن بــر همکنــش بــه 
صــورت جالبــی نشــان می‌دهــد کــه فعالیــت آنزیمــی در حــرارت پاییــن و شــرایط قلیایــی در حالــت 
بهینــه قــرار دارد. آنزیم‌هــای باکتری‌هــای مقــاوم بــه ســرما و قلیادوســت کاربردهــای گســترده‌ای 

)Abou-Elela et al., 2009( در تولیــد شــوینده‌ها و صنایــع پارچــه بافــی کاربــرد دارنــد
  Janthinobacterium sp.ــرای ــیون ب ــز رگرس ــده از آنالی ــت آم ــه‌ای بدس ــد جمل ــه چن معادل
ATR812 بــه صــورت زیــر می‌باشــد کــه در ایــن معادلــه فعالیــت آمیــاز )Y( بــه عنــوان تابعــی 

ــدار متغیرهــای مســتقل اســت.  از مق
YJanthinobacterium sp.=0.110+0.141X1+059X2+0.007X3+0.131X12-0.048X22-

0.0003X32+0.162X1X2-0.056X1X3+0041X2X3

در ایــن معادلــه Y فعالیــت آنزیمــی و متغیرهــای X2 ،X1  و X3 بــه ترتیــب دمــا،pH  و درصــد 
ــه نشــان می‌دهــد کــه ضریــب هــر ســه متغیــر مثبــت می‌باشــد. مثبــت  نشاســته هســتند. معادل
ــث  ــا باع ــن متغیره ــر ای ــر بالات ــه مقادی ــد ک ــان می‌ده ــا نش ــیون متغیره ــب رگرس ــودن ضری ب
افزایــش تولیــد آمیــاز می‌شــود. دمــا اثــر بیشــتری در تولیــد آنزیــم آمیــاز دارد، زیــرا ضریــب 

ــد.   ــته )0/007( می‌باش ــد نشاس ــر از pH )0/059( و درص ــی آن )0/141( بالات خط
ــای  ــدول 3(. داده‌ه ــد )ج ــی ش ــس)ANOVA(  بررس ــز واریان ــتفاده آنالی ــا اس ــدل ب ــت م صح
ANOVA دقــت ایــن مــدل درجــه دوم را تأییــد می‌کنــد. پارامتــر F معیــاری از انحــراف داده‌هــا 

از مقــدار میانگیــن اســت. مقــدار پارامتــر F Prob کمتــر از 0/05 نیــز بــه معنــی معنــی‌دار بــودن 
ــا  ــن متغیره ــش بی ــاز و برهــم کن ــد آمی ــا روی تولی ــر متغیره ــودن اث ــی دار ب ــدل اســت. معن م
ــودن  ــی‌دار ب ــان‌دهنده معن ــر >05/0P نش ــود. مقادی ــن می‌ش ــر p-value تعیی ــق مقادی از طری
اثــر متغیــر در تولیــد آمیــاز و برهــم کنــش بیــن دو متغیــر می‌باشــد. در ایــن پژوهــش مقــدار 
 p-valueبــرای متغیــر دمــا )0/001( و pH )0/021( می‌باشــد کــه نشــان‌دهنده معنــی‌دار بــودن 

 pH ــا و ــای دم ــن متغیره ــش بی ــم کن ــر p-value بره ــویی دیگ ــد. از س ــا می‌باش ــر متغیره اث
ــند. ــا می‌باش ــن آنه ــی‌دار بی ــش معن ــان‌دهنده واکن ــه نش ــت ک ــوده اس (X1X2) 0/001 ب

ــه  ــود ک ــرح داده می‌ش ــدار R2 ش ــری مق ــیله اندازه‌گی ــه وس ــدل ب ــی م ــی کل ــی پیش‌بین توانای
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 R2 .ــت ــده اس ــی ش ــج پیش‌بین ــا نتای ــده ب ــت آم ــج بدس ــری نتای ــق پذی ــزان تطبی ــاری از می معی
بــرای ایــن ســویه 96/81 درصــد بــود. هــر قــدر مقــدار R2 بــه 100 در صــد نزدیک‌تــر باشــد، 
ــاق  ــدم انطب ــت. ع ــده اس ــی ش ــر پیش‌بین ــا مقادی ــی ب ــای تجرب ــر داده‌ه ــق بهت ــان‌دهنده تطاب نش
ــش و  ــه آزمای ــود در دامن ــای موج ــدل در داده‌ه ــدی م ــاری از ناکارآم ــه معی  (Lack- of- fit)ک

ــری  ــده در آزمایش‌هــا اســت، در باکت ــن خطــای خالــص و خطــای باقــی مان بیانگــر مقایســه بی
ــا مــدل اســت. مــورد نظــر 0/118 بدســت آمــد کــه نشــان دهنــده انطبــاق داده‌هــا ب

اثــر ســه متغیــر مــورد بررســی روی تولیــد آمیــاز بــه صــورت نمــودار در شــکل 4 نشــان داده 
شــده اســت. ایــن نمودار‌هــا اثــر برهم‌کنــش بیــن دو متغیــر دمــا و pH، دمــا و درصــد نشاســته 
و pH و درصــد نشاســته روی تولیــد آنزیــم در باکتــری   Janthinobacterium sp. ATR812را 
نشــان می‌دهــد. در هــر یــک از ایــن نمودارهــا متغیــر ســوم ثابــت بــوده و بــر هم‌کنــش بیــن دو 
 pH متغیــر دیگــر روی تولیــد آمیــاز بررســی شــد. نتایــج نشــان می‌دهــد کــه متغیرهــای دمــا و
دارای بــر هــم کنــش می‌باشــند، و ضریــب رگرســیون مربــوط بــه بــر هم‌کنــش ایــن دو متغیــر 
مثبــت می‌باشــد. بــه ایــن ترتیــب کــه افزایــش دمــا تــا C° 25 همزمــان بــا افزایــش pH تــا 9 تولیــد 
آمیــاز را افزایــش می‌دهــد )شــکل a4(. در بــر هم‌کنــش بیــن درصــد نشاســته و دمــا افزایــش 
دمــا تــا C° 25 باعــث افزایــش تولیــد آمیــاز می‌شــود، در صورتــی کــه افزایــش میــزان نشاســته 
تاثیــری در افزایــش تولیــد آنزیــم نــدارد. مقــدارp-value  بــرای درصــد نشاســته و برهــم کنــش 

.)b4 آن بــا دمــا معنــی‌دار نمی‌باشــد )شــکل
 Janthinobacterium sp. strain نــرم افــزار بهتریــن شــرایط تولیــد آنزیــم را بــرای باکتــری
ــرایط  ــن ش ــد. ای ــازی می‌کن ــته مدلس ــد نشاس ــای pH=9 ،25 °C و 0/5 درص ATR812 در دم

بــه منظــور تولیــد آنزیــم در شــرایط تجربــی بازســازی شــده و فعالیــت آنزیمــی حاصــل از آن 
اندازه‌گیــری شــد. میــزان فعالیــت آنزیــم در ایــن شــرایط 0/434 واحــد فعالیــت آنزیمــی بــود و 
ــن نتیجــه  ــت آنزیمــی می‌باشــد. ای ــزار 564/. واحــد فعالی ــرم اف ــدار پیشــنهاد شــده توســط ن مق

مقدمــه
بیمــاری بــرگ بادبزنــی مــو یکــی از مهمتریــن بیمــاری هــای تاکســتان هــای انگــور مــی باشــد 

جدول 3: آنالیز واریانس )ANOVA( مدل چند جمله ای درجه دو فعالیت آمیلازی
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ــد  ــته روی تولی ــد نشاس ــته  وpH (c)  و درص ــد نشاس ــا و درص ــا و pH، (b) دم ــر )a( دم ــکل 4: اث ش

ــاز در نمودارهــای ســه بعــدی  ــم آمی آنزی
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پاسخ سطح
در نهایــت بــا انجــام بهینــه ســازی بــه روش RSM میــزان تولیــد آنزیــم 3/7 برابــر نســبت بــه روش 
تــک متغیــره و 8/5 برابــر نســبت بــه شــرایط اولیــه افزایــش یافــت. Cotârlet و همــکاران با اســتفاده 
از روش RSM میــزان تولیــد آمیــاز در باکتــری مقــاوم بــه ســرما Streptomyces MIUG 4 را 2/8 
ــد )Cotârleţ, 2013(. مطالعــات انجــام شــده نشــان می‌دهــد کــه بهینه‌ســازی  ــر افزایــش دادن براب
تولیــد آنزیــم بــه روش RSM روش مناســبی بــرای بهبــود تولیــد آمیــاز بــوده و اهمیت ایــن روش را 

  .)Shabbiri et  al., 2012; Kuddus, 2014( نســبت بــه روش تــک متغیــره نشــان میدهــد
سپاسگزاری

ــت پژوهشــی دانشــگاه فردوســی مشــهد  ــی معاون ــت مال ــا حمای ــی ب ــن طــرح تحقیقات انجــام ای
در قالــب طــرح شــماره 27140/3 انجــام شــده اســت. از آزمایشــگاه‌های میکروبیولــوژی و 
ــهد  ــی مش ــگاه فردوس ــوم دانش ــکده عل ــی دانش ــروه زیست‌شناس ــی گ ــوژی میکروب بیوتکنول

تشــکر و قدردانــی می‌گــردد.
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