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بهینه سازی شرايط رشد و تولید آنزيم آمیلاز در باكتری
Janthinobacterium  sp. ATR812 با استفاده از روش 

Response Surface Methodology

راضیه قاضی بیرجندی1 ، بهارشهنواز2 *، معصومه بحرينی3، مريم محجوبین تهران4

چکیده
ــت  ــی اس ــای صنعت ــم ه ــن آنزي ــی از مهم تري ــلاز )EC 3,2,1,1( يک آمی
كــه كاربردهــای گســترده ای در صنايــع مختلــف دارد. ايــن آنزيــم پیوند 
گلیکوزيــدی )α )1-4 را در نشاســته هیدرولیــز كــرده و محصولاتــی بــا 
وزن مولکولــی كمتــر مثــل گلوكــز، مالتــوز و مالتوتريــوز تولیــد می كند. 
ــد  ــد و تولی ــرايط رش ــازی ش ــش بهینه س ــن پژوه ــام اي ــدف از انج ه
 Janthinobacterium  sp. آنزيــم آمیلاز در باكتــری مقاوم بــه ســرمای
ــا  ــه اول ب ــلاز در مرحل ــم آمی ــد آنزي ــد و تولی ــرايط رش ــد. ش می باش
اســتفاده از روش تــک متغیــره بــرای متغیرهــای دمــا، pH ، منبــع كربن، 
منبــع نیتــروژن، درصــد نشاســته و میــزان تلقیــح بهینه ســازی شــد. 
در مرحلــه بعــدی بــه منظــور بررســی اثــر برهم كنــش بیــن متغیرهای 
ــخ  ــطح پاس ــی روی س ــه روش طراح ــازی ب ــه متغیرس ــف بهین مختل
(Response Surface Methodology( صــورت گرفــت. شناســايی 

تاريخ دريافت: 94/11/17
تاريخ تصويب: 96/03/03



Janthinobacterium sp. ATR 812 بهینه سازی شرایط رشد و تولید آنزیم آمیلاز در باکتری راضیه قاضی بیرجندی و همکاران 272

مولکولــی جدايــه بــا اســتفاده از ژن 16srRNA نشــان داد كــه باكتــری 
ــره  ــک متغی ــد. روش ت ــق دارن ــس Janthinobacterium تعل ــه جن ب
نشــان داد كــه متغیرهــای دمــا، pH و درصــد نشاســته بیشــترين تاثیر 
را در تولیــد آنزيــم دارا می باشــند. مقايســه شــرايط قبــل و بعــد از بهینه 
ســازی نیــز مشــخص می ســازد كــه میــزان تولیــد انزيــم از 0/094 بــه 
0/116 واحــد آنزيمــی افزايــش می يابــد. در نتیجــه اعمــال شــرايط بهینه 
شــده بــا اســتفاده از روش RSM، ترشــح آنزيــم بــه میــزان 0/434 واحد 

آنزيمــی افزايــش پیــدا می كنــد.  

واژه هــای كلیــدی: Janthinobacterium sp. ،RSM، آمیــلاز، باكتــری 
مقــاوم بــه ســرما 

مقدمه
اغلــب ميکروارگانيســم های موجــود بــر روی زميــن قــادر بــه رشــد و گســترش در شــرايط محيطی 
 .)Cavicchioli, 2002( ــود ــاد می ش ــترموفيل ها ي ــوان اکس ــه عن ــا ب ــه از آنه ــتند ک ــوار هس دش
ــن  ــت ها فراوان تري ــخت، سرما دوس ــرايط س ــود در ش ــم های موج ــا ميکروارگانيس ــن آنه در بي
ــاط  ــر در ارتب ــن ام ــه اي ــتند، ک ــع هس ــوع و توزي ــوده، تن ــت ت ــر زيس ــم ها از نظ ميکروارگانيس
ــالا و  ــی ب ــای خيل ــا pH ه ــن در مقايســه ب ــای پايي ــه دماه ــری اســت ک ــار کمت ــرات زيانب ــا اث ب
 )Margesin and Feller, 2010( پاييــن و يــا دماهــای خيلــی بــالا روی ســاختار ســلولی دارنــد
ــب  ــه آنهــا اغل ــد کــه دمــای بهين ــد می کنن ــب آنزيم هايــی تولي ــه ســرما اغل ــاوم ب باکتری هــای مق
در دماهــای متوســط و يــا پاييــن اســت )Smith and Zahnley, 2005(. آنزيم هــای توليــد 
شــده توســط ايــن باکتری هــا در دماهــای پاييــن انــرژی فعــال ســازی پاييــن و فعاليــت بالايــی 
را نشــان می دهنــد )Morita et al., 1997(. بــه دليــل مزيت هايــی کــه ايــن آنزيم هــا نشــان 
ــا يــک  ــب ايــن آنزيم هــا ب ــد. اغل ــر بســيار مــورد توجــه قــرار گرفته ان ــد، در ســال های اخي می دهن
افزايــش متوســط در دمــا غيــر فعــال می شــوند و بــه دليــل انجــام واکنــش در دماهــای پاييــن خطــر 
آلــوده شــدن بــا باکتری هــای ميانــه دوســت کاهــش می يابــد. انجــام واکنــش در دماهــای پاييــن 
باعــث صرفه جويــی در مصــرف انــرژی می شــود).Gerday et al., 2000; Lu et al., 2010( بــا 
اســتفاده از ايــن آنزيم هــا زمــان انجــام واکنــش در دماهــای پاييــن کاهــش می يابــد و می تــوان 
ــای  ــن ويژگی ه ــار اي ــت. در کن ــت ياف ــا دس ــه گرم ــاس ب ــات حس ــالا در ترکيب ــدات ب ــه تولي ب
مطلــوب، ميکروارگانيســم های سرمادوســت و مقــاوم بــه ســرما می تواننــد منبــع ارزشــمندی از 
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آنزيم هــای جديــد بــا ويژگی هــای مطلوبــی ماننــد اختصاصيــت بــرای يــک سوبســترای جديــد و 
. )Margesin et al., 2002)ــازه باشــند ــد محصــول ت تولي

ــدی )1-4 (  ــد گليکوزي ــه پيون ــت ک ــته اس ــده نشاس ــم تجزيه کنن ــک آنزي ــلاز )EC 3.2.1.1( ي آمي
ــوز و  ــز، مالت ــل گلوک ــر مث ــی کمت ــا وزن مولکول ــی ب ــز  و محصولات ــته هيدرولي α را در نشاس
ــی  ــای صنعت ــن آنزيم ه ــی از مهم تري ــلاز يک ــد (Souza, 2010(. آمي ــد می کن ــوز تولي مالتوتزي
اســت کــه کاربردهای گســترده ای در صنايــع مختلــف دارد(Pandey et al., 2000( . متداول ترين 
ــته در  ــز نشاس ــرای هيدرولي ــه از آن ب ــت، ک ــته اس ــع نشاس ــلاز در صناي ــا آمي ــرد آلف کارب
فراينــد مايــع ســازی نشاســته و تبديــل آن بــه شــربت فروکتــوز و گلوکــز اســتفاده می شــود 
)Gupta et al., 2003(. اســتفاده از ايــن آنزيــم بــا منشــا ميکروبــی در مــواد شــوينده توانايــی 
آنهــا را بــرای حــذف لکه هــای دشــوار بــالا بــرده و آنهــا را از نظــر کاربردهــای زيســت محيطــی 
ايمــن می ســازد. آميــلاز دوميــن نــوع از آنزيم هايــی هســتند کــه در فرمولاســيون شــوينده های 
آنزيمــی بــه کار می رونــد و 90% شــوينده های مايــع دارای آنزيــم آميــلاز می باشــند. آميلازهــا 
بــه طــور گســترده ای در صنايعــی ماننــد پارچه بافــی، پخــت نــان، توليــد کيــک، آبميــوه و شــربت 

 .)Souza, 2010( نشاســته کاربــرد دارنــد
ــه  ــلاز ب ــود. آمي ــد می ش ــا تولي ــا و قارچ ه ــوران، باکتری ه ــان، جان ــيله گياه ــه وس ــلاز ب ــا آمي آلف
دســت آمــده از منابــع گياهــی و باکتريايــی ســال ها بــه عنــوان افزودنــی غذايــی کاربــرد داشــت. 
 ; )Carrasco et al., 2016; Ominyi, 2013) ــی ــلاز قارچ ــی آمي ــلاز يعن ــی آمي ــع ميکروب مناب
(Kuddus et al., 2012; Halder et al., 2014( کاربــرد زيــادی در صنايــع  باکتريايــی  و 
ــد قيمــت مناســب، اســتحکام، زمــان و  ــاد آنهــا مانن ــه دليــل مزيت هــای زي ــد کــه ب مختلــف دارن
فضــای مــورد نيــاز کمتــر بــرای توليــد و نيــاز نداشــتن بــه مراحــل تغييــر و بهينه ســازی اســت. 
پژوهش هــای متعــدد نشــان می دهــد کــه آنزيــم آميــلاز در ميانــه فــاز لگاريتمــی و يــا بــا توجــه 
ــی  ــد. از طرف ــح می باش ــزان ترش ــن مي ــکون دارای بالاتري ــاز س ــل ف ــری در اواي ــوع باکت ــه ن ب
ماهيــت محيــط کشــت و شــرايط فيزيکــی آن ماننــد دمــا، pH، ميــزان هوادهــی در ميــزان توليــد 
آنزيــم تاثيــر می گــذارد(Cotârlet and Bahrim, 2011( . بــه هميــن دليــل بهينه ســازی شــرايط 
ــرايط  ــی رود. در ش ــمار م ــه ش ــی ب ــداف پژوهش ــواره از اه ــم هم ــد آنزي ــری و تولي ــد باکت رش
ــه می شــود و ســپس  ــم در يکــی از شــرايط بهين ــد آنزي ــره، شــرايط تولي ــک متغي بهينه ســازی ت
ــل طراحــی می شــود. در ايــن روش، بهينه ســازی  ــه قب شــرايط آزمايــش بعــدی براســاس مرحل
ــا  ــن آنه ــه بي ــی ک ــرد، در حال ــه صــورت مســتقل از هــم صــورت می گي ــا ب ــک از متغيره ــر ي ه
ــر هم کنش هــا از روش هــای آمــاری  ــن ب ــه منظــور بررســی اي ــی وجــود دارد. ب برهــم کنش هاي
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 )Response surface methodology( مختلــف ماننــد روش طراحــی رويــه ســطح پاســخ
اســتفاده می شــود. روش طراحــی رويــه ســطح پاســخ شــامل مجموعــه اي از روش هــای تجربــی، 
ــه  ــرايط بهين ــن ش ــازی، تعيي ــش، مدل س ــی آزماي ــرای طراح ــاری ب ــای آم ــی و تحليل ه رياض
بــرای هــر متغيــر و بررســی بــر هم کنــش بيــن متغيرهــای مختلــف می باشــد کــه رابطــه ميــان 
 Zou( ــد ــري مي کن ــل را اندازه گي ــخ حاص ــرده و پاس ــي ک ــش را ارزياب ــورد آزماي ــاي م متغيره
 Central( ايــن روش شــامل دو نــوع طراحــی می باشــد؛ طراحــی مرکــب مرکــزی .)et al., 2010

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

ميکروارگانيســم های فعــال در ســرما دارای ويژگی هــا و قابليت هــای منحصــر بــه فــردی جهــت 
ــرما  ــه س ــاوم ب ــای مق ــه باکتری ه ــن ک ــه اي ــه ب ــا توج ــند. ب ــوژی می باش ــای بيوتکنول کاربرده
قادرنــد آنزيم هايــی توليــد کننــد کــه فعاليــت بهينــه آنهــا در دماهــای پاييــن و نزديــک بــه دماهــای 
ــا وجــود مطالعاتــی کــه  ــز اهميــت کــرده اســت. ب محيــط اســت، آنهــا را از نظــر اقتصــادی حائ
 Caf et al., 2014; Liu et al., 2011; Lu et al.,( در دنيــا در ايــن زمينــه صــورت گرفتــه اســت
ــه  ــال در ســرما صــورت گرفت ــای فع ــاره باکتری ه ــه درب ــی مطالع ــداد کم ــران تع 2010(. در اي

اســت. در ايــن پژوهــش بــرای اوليــن بــار شــرايط رشــد و توليــد آنزيــم آميــلاز خــارج ســلولی 
در باکتــری   .Janthinobacterium sp  کــه يــک ســويه مقــاوم بــه ســرما بــوده و از ارتفاعــات 
بينالــود جداســازی و شناســايی شــده اســت، ابتــدا بــا روش تــک متغيــره بهينــه شــد. در مرحلــه 
بعــدی بــه منظــور بررســی برهــم کنــش بيــن متغيرهــا و تعييــن شــرايط بهينــه نهايــی از روش 

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

جداسازی و شناسايی باكتری مقاوم به سرما
ــود واقــع در خراســان رضــوی شــمال  جدايــه ATR 812 از ارتفــاع 1000 متــری کوه هــای بينال
ــه و  ــه، 25 دقيق ــرض 36 درج ــرقی ـ ع ــه ش ــه، 9 ثاني ــه، 51 دقيق ــول 58 درج ــران )ط ــرقی اي ش
ــر  ــه و 100 ميکروليت ــه خــاک تهي ــی از نمون ــه شــمالی( جداســازی شــد. رقت هــای متوال 38 ثاني
 °C منتقــل و در حــرارت  )Tryptic Soy Agar) TSAاز سوسپانســيون خــاک بــه محيــط کشــت
ــرما و  ــه س ــاوم ب ــت، مق ــای سرمادوس ــايی جدايه ه ــور شناس ــه منظ ــدند. ب ــذاری ش 20 گرماگ
ميانه دوســت آزمــون دمايــی صــورت گرفــت. هــر يــک از جدايه هــای خالــص شــده بــه دماهــای 
ــد،  4، 20 و 37 درجــه ســانتی گراد منتقــل شــدند. جدايه هايــی کــه قــادر بــه رشــد در C° 4 بودن
ــی کــه در 4 و 20  ــه هاي ــوان سرمادوســت و جداي 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 ــانتی گراد ق ــه س درج
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ــه  ــادر ب ــانتی گراد ق ــه س ــد و در 20 و 37 درج ــد نکردن ــه رش ــه در C° 4 درج ــی ک جدايه هاي
ــس از  ــن ســويه پ ــی شــدند )Yu et al., 2011(. اي ــوان ميانه دوســت معرف ــه عن ــد، ب رشــد بودن
ــه  ــی ب ــای عموم ــتفاده از پرايمره ــا اس ــتفاده از ژن rRNA16s و ب ــا اس ــی ب ــايی مولکول شناس
 NCBI در KM459535 ــايی ــماره شناس ــا ش ــوان                .Janthinobacterium sp و ب عن

ثبــت گرديــد.
رشد و تولید آمیلاز

ــری                .Janthinobacterium sp در  ــح باکت ــا تلقي ــلازی ب ــت آمي ــه فعالي ــی اولي بررس
 10 µl حــاوی 1% نشاســته صــورت گرفــت. غلظــت اســتاندارد از باکتــری تهيــه و TSA محيــط
 20 °C ــه مــدت 5 روز در دمــای ــح شــده و ب ــط کشــت تلقي ــه محي ــری ب از سوسپانســيون باکت
نگهــداری شــد. ســپس محلــول لــوگل بــه محيــط اضافــه گرديــد. ايجــاد هالــه شــفاف در اطــراف 
ــی  ــنجش کم ــد. س ــته می باش ــه نشاس ــلازی و تجزي ــت آمي ــده فعالي ــان دهن ــری نش ــی باکت کلن
 ml بــه ايــن منظــور بــه .)Brenfeld, 1995( انجــام شــد Brenfeld فعاليــت آميــلازی بــا روش
20 محيــط TSB حــاوی 1% نشاســته )pH: 6/8( غلظــت 0/5 مــک فارلنــد از باکتــری تلقيــح شــده 
و در حــرارت C° 20 بــا دور rpm 150 گرماگــذاری گرديــد. بررســی فعاليــت آميــلازی هــر 24 
ســاعت و بــه مــدت شــش روز انجــام شــد. محيــط کشــت حاصــل جهــت حــذف باکتــری بــه مــدت 
ــم  ــاوی آنزي ــام ح ــاره خ ــی عص ــول روي ــد. محل ــانتريفيوژ گردي ــه در rpm 10000 س 15 دقيق

می باشــد.
مخلــوط واکنــش شــامل 250 ميکروليتــر محلــول رويــی حــاوی آنزيــم و 250 ميکروليتر نشاســته 
) w/v1%( محلــول در بافــر فســفات )pH: 6/8( در دمــای C° 30 بــه مــدت 15 دقيقــه می باشــد. 
ــف شــده و ســپس  ــر دی نيتروساليســيک اســيد متوق ــه کــردن 500 ميکروليت ــا اضاف ــش ب واکن
جــذب نمونه هــا در طــول مــوج  nm540 تعييــن شــد. يــک واحــد فعاليــت آنزيمــی مقــدار آنزيمــی 

اســت کــه يــک ميلی گــرم قنــد احيــا شــده مالتــوز را در يــک دقيقــه آزاد کنــد.
بهینه سازی شرايط رشد و تولید آنزيم به روش تک متغیره

ــان  ــد زم ــل مانن ــی عوام ــر برخ ــم اث ــد آنزي ــت و تولي ــرايط کش ــازی ش ــه س ــور بهين ــه منظ ب
گرماگــذاری، دمــا،pH ، نــوع منبــع کربــن، نــوع منبــع نيتــروژن، درصــد نشاســته و ميــزان تلقيــح 
مــورد بررســی قــرار گرفــت. بــه منظــور اندازه گيــری تاثيــر دوره انکوباســيون رشــد و توليــد 
ــه  ــی  24h ب ــه زمان ــط کشــت )TSB حــاوی 1% نشاســته( درC20°  و در فاصل ــلاز در محي آمي
مــدت  144h بــا دور  150mpr تعييــن شــد. بــه منظــور تعييــن دمــا و Hp  بهينــه، محيــط کشــت 
 Hp حــاوی باکتــری بــه ترتيــب در دماهــای مختلــف 15، 20، 25، 30 و 37 درجــه ســانتيگراد  و

ATR812

ATR812
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)4، 6، 9 و 11( و در شــيکر بــا دور  rpm150 گرماگــذاری شــد. تاثيــر منبــع کربــن و نيتــروژن 
خارجــی روی رشــد و توليــد آميــلاز بــا افــزودن )w/v 1%( از هريــک از منابــع کربــن گلوکــز، 
ــکيم  ــون، اس ــر، پپت ــاره مخم ــروژن عص ــع نيت ــرول و مناب ــته و گليس ــاکارز، نشاس ــوز، س مالت
ميلــک، آمونيــوم ســولفات و محيــط بــدون منبــع نيتــروژن بررســی شــد. در بررســی اثــر مقاديــر 
متفــاوت نشاســته بــه محيــط کشــت درصدهــای ۰/5، 1، 1/5، 2 و 2/5 اضافــه شــد. اثــر مقاديــر 
مختلــف تلقيــح ) v/v، 5، 1، 2 و 3( روی رشــد و توليــد آميــلاز از کشــت باکتــری بــه محيــط بهينــه 

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

در ايــن پژوهــش ســه متغيــر دمــا،  pH  و درصــد نشاســته کــه بيشــترين تاثيــر را بــا اســتفاده 
از روش تــک متغيــره روی توليــد آميــلاز داشــتند، در ســه ســطح )+(، )0( و )-( و بــا ســه تکــرار 
بــرای تعييــن پاســخ ســطح درجــه دو مــورد بررســی قــرار گرفتنــد )جــدول 1(. آناليــز رگرســيون 
بــرای ارزيابــی دقــت و صحــت نتايــج حاصــل انجــام شــده اســت. بــرای ايــن منظــور، فعاليــت 
آنزيــم بــه عنــوان متغيــر وابســته يــا پاســخ )Y( در نظــر گرفتــه شــده اســت. بــر اســاس نتايــج 
ــده  ــه ش ــر گرفت ــخ در نظ ــگويی پاس ــرای پيش ــه دوم ب ــه ای درج ــدل چندجمل ــک م ــن روش، ي اي
ــورد  ــای م ــد. متغيره ــام ش ــزار )ver.16(                  انج ــرم اف ــا ن ــش ب ــی آزماي ــت. طراح اس

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

در ايــن روش يــک 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 متغيرهــای کــد گــذاری شــده در پژوهــش بــرای طراحــی آزمايش 

Box-Behnken

Minitab

0/5۱/5
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در ايــن معادلــه Y پاســخ پيش گويــی شــده، β0 ثابــت مــدل، X3 ، X2 ،X1و X4 متغيرهــای مســتقل، 
β3 ،β، β2 1 و β4 ضرايــب خطــی و β33 ،β، β22 11 و β44 ضرايــب درجه دو هســتند.

نتايج و بحث
بهینه سازی تک متغیره 

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

اســپور اســت. ايــن باکتــری در محيــط کشــت TSA دارای کلنــی صــاف بــوده و رنگدانــه بنفــش 
توليــد می کنــد. بيشــترين فعاليــت آنزيــم در فــاز ســکون و پــس از 96 ســاعت بدســت آمــد کــه 
نشــان می دهــد در ايــن ســويه توليــد آنزيــم وابســته بــه رشــد ســلول اســت. در بررســی اثــر 
دمــا بيشــترين ميــزان رشــد و  فعاليــت آنزيــم در دمــای 20 و 25 درجــه ســانتی گراد و پــس از 
آن در دمــای C° 15 مشــاهده شــد، در حالــی کــه افزايــش دمــا تــا حــدود C° 30 کاهــش رشــد و 
U/ : 7 بهينــه بــرای رشــد و توليــد آنزيــم در ايــن ســويه در pH .فعاليــت آنزيــم را بــه همــراه دارد

0/490Hp )lm( می باشــد )شــکل 1(. رشــد باکتــری در شــرايط قليايــی 9 ،11 و نســبتا اســيدی 6 

ادامــه دارد، و فعاليــت آنزيمــی در شــرايط قليايــی و نســبتا اســيدی همچنــان بالاســت، در حالــی 
کــه در pH= 4 تقريبــا متوقــف می شــود )شــکل 1(. 

رشــد در حضــور همــه منابــع کربنــی ديــده می شــود، در حالــی کــه بالاتريــن فعاليــت آنزيمــی در 
حضــور 1% نشاســته )U/ml 0/094( و ســپس مالتــوز )U/ml 0/035( ديــده می شــود. بــا توجــه 
بــه ايــن کــه در نمونــه کنتــرل کــه فاقــد منبــع کربــن خارجــی می باشــد، هيــچ فعاليــت آميــلازی 
ــن ســويه  ــلاز در اي ــم آمي ــان آنزي ــه بي ــد ک ــده نشــان می ده مشــاهده نشــد، نتيجــه بدســت آم
ــد.  ــب می باش ــن مطل ــد اي ــز موي ــز ني ــور گلوک ــلاز در حض ــد آمي ــش تولي ــد. کاه ــی می باش القاي
Smith و همکارانــش گــزارش کردنــد کــه بيشــترين توليــد آميــلاز در حضور نشاســته بــه عنوان 

ــری  ــلاز در باکت ــم آمي ــد آنزي ــد و تولي 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 چنيــن توليــد آميــلاز در حضــور گلوکــز تــا حــد زيــادی کاهــش يافتــه کــه 
 Smith( می توانــد بــه دليــل اثــر مهارکنندگــی گلوکــز بــر روی توليــد آميــلاز در ايــن گونــه باشــد
and Zahnley, 2005( )شــکل 2(. بيشــترين ميــزان فعاليــت آنزيمــی در محيــط دارای اســکيم ميلک 

)U/ml 0/116( مشــاهده شــد. در برخــی مطالعــات کاهــش توليــد آميــلاز بــا افــزودن منابــع نيتروژن 
 .)Lu et al., 2010( غيــر آلــی، عصــاره مخمــر و کازئيــن گــزارش شــده اســت

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

می توانــد باعــث مهــار توليــد آميــلاز می شــود )Anto et al., 2006( بــا توجــه بــه ايــن کــه در 
بررســی ها نشــان داد ايــن ســويه دارای فعاليــت پروتئــازی مثبــت بــوده و اســکيم ميلــک القاکننــده 
توليــد پروتئــاز می باشــد، بنابرايــن ســويه بــه دليــل داشــتن فعاليــت پروتئــازی منبــع نيتــروژن 

اســکيم ميلــک اثــر مهارکنندگــی نداشــته اســت )شــکل 2(. 

بررســی آمــاری در ســطح اطمينــان 95% نشــان داد توليــد آنزيــم در جدايــه ATR 812 در 
1% نشاســته اختــلاف معنــا داری بــا ديگــر مقاديــر دارد )شــکل 3(. در بررســی هايی کــه بــر روی 
درصدهــای مختلــف نشاســته صــورت گرفــت، مقاديــر مختلفــی بــه عنــوان ســطح بهينــه گــزارش 
 Cotarlet and Bahrim, 2011; Couda and Elbahloul, 2008; Tanyildizi et al.,( شــد 
ــه برحســب ســويه  ــن پژوهش هــا نشــان می دهــد کــه درصــد نشاســته بهين 2006(. مجمــوع اي

باکتــری مــورد نظــر می توانــد متغيــر باشــد. بررســی آمــاری در مــورد جدايــه ATR812 اختــلاف 
معنــاداری را بيــن مقاديــر 0/5 و 1 درصــد تلقيــح نشــان نــداد و بــه دليــل رشــد بيشــتر باکتــری 

در 1% تلقيــح، ايــن مقــدار بــه عنــوان بهينــه در نظــر گرفتــه شــد )شــکل 3(.

شــکل 2: اثــر )a( منابــع کربنــی و )b( اثــر منابــع نيتروژنــی روی رشــد و توليــد آنزيــم آميــلاز در 

  Janthinobacterium sp.                باکتــریATR812
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بهینه سازی به روش طراحی رويه سطح پاسخ
ــور  ــه منظ ــد. ب ــری دارن ــش مهم ت ــلاز نق ــد آمي ــته در تولي ــدار نشاس ــا، pH و مق ــای دم متغيره
بررســی برهــم کنــش بيــن ايــن متغيرهــا و تعييــن شــرايط بهينــه، طراحــی آزمايــش بــه روش 
ــطوح  ــر در س ــورد نظ ــای م ــر متغيره ــی و اث ــش طراح ــد. 15 آزماي ــام ش Box-Behnken انج

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

ــلاز در  ــم آمي ــد آنزي ــد و تولي ــح  روی رش ــد تلقي ــته و )b( درص ــد نشاس ــکل a( :3( درص ش

Janthinobacterium sp. ATR812 باکتــری 

ــری  ــای اندازه گي ــخ ه ــا پاس ــراه ب ــای Box-Behnken هم ــش ه ــی آزماي ــدول 2: طراح ج

ــری ــلاز در باکت ــم آمي ــد آنزي ــازی تولي ــور بهينه س ــه منظ ــده ب ــگويی ش ــده و پيش ش

Janthinobacterium sp. ATR812  
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pH در  تاثيــر متغيرهــای دمــا و   Janthinobacterium sp. strain ATR812 باکتــری  در 
توليــد آميــلاز معنــی دار می باشــند. pH محيــط کشــت از مهمتريــن متغيرهايــی اســت کــه انجــام 
 Banerjee and( ــرار می دهــد ــر ق ــم را تحــت تاثي ــداری آنزي ــد و پاي واکنش هــای آنزيمــی، تولي
 pH 25 و °C در روش ســطح پاســخ دمــای بهينــه بــرای توليــد آميــلاز .)Bhattacharyya, 1992

ــن  ــاوت می باشــد. اي ــره اندکــی متف ــک متغي ــج حاصــل از روش ت ــا نتاي ــه 9 می باشــد کــه ب بهين
پديــده می توانــد بــه دليــل برهــم کنــش دمــا بــا pH در ايــن ســويه  باشــد. ايــن بــر همکنــش بــه 
صــورت جالبــی نشــان می دهــد کــه فعاليــت آنزيمــی در حــرارت پاييــن و شــرايط قليايــی در حالــت 
بهينــه قــرار دارد. آنزيم هــای باکتری هــای مقــاوم بــه ســرما و قليادوســت کاربردهــای گســترده ای 

)Abou-Elela et al., 2009( در توليــد شــوينده ها و صنايــع پارچــه بافــی کاربــرد دارنــد
  Janthinobacterium sp.ــرای ــيون ب ــز رگرس ــده از آنالي ــت آم ــه ای بدس ــد جمل ــه چن معادل
ATR812 بــه صــورت زيــر می باشــد کــه در ايــن معادلــه فعاليــت آميــلاز )Y( بــه عنــوان تابعــی 

ــدار متغيرهــای 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 ايــن معادلــه Y فعاليــت آنزيمــی و متغيرهــای X2 ،X1  و X3 بــه ترتيــب دمــا،pH  و درصــد 
ــه نشــان می دهــد کــه ضريــب هــر ســه متغيــر مثبــت می باشــد. مثبــت  نشاســته هســتند. معادل
ــث  ــا باع ــن متغيره ــر اي ــر بالات ــه مقادي ــد ک ــان می ده ــا نش ــيون متغيره ــب رگرس ــودن ضري ب
افزايــش توليــد آميــلاز می شــود. دمــا اثــر بيشــتری در توليــد آنزيــم آميــلاز دارد، زيــرا ضريــب 

ــد.   ــته )0/007( می باش ــد نشاس ــر از pH )0/059( و درص ــی آن )0/141( بالات خط
ــای  ــدول 3(. داده ه ــد )ج ــی ش ــس)ANOVA(  بررس ــز واريان ــتفاده آنالي ــا اس ــدل ب ــت م صح
ANOVA دقــت ايــن مــدل درجــه دوم را تأييــد می کنــد. پارامتــر F معيــاری از انحــراف داده هــا 

از مقــدار ميانگيــن اســت. مقــدار پارامتــر F Prob کمتــر از 0/05 نيــز بــه معنــی معنــی دار بــودن 
ــا  ــن متغيره ــش بي ــلاز و برهــم کن ــد آمي ــا روی تولي ــر متغيره ــودن اث ــی دار ب ــدل اســت. معن م
ــودن  ــی دار ب ــان دهنده معن ــر <05/0P نش ــود. مقادي ــن می ش ــر p-value تعيي ــق مقادي از طري
اثــر متغيــر در توليــد آميــلاز و برهــم کنــش بيــن دو متغيــر می باشــد. در ايــن پژوهــش مقــدار 
 p-valueبــرای متغيــر دمــا )0/001( و pH )0/021( می باشــد کــه نشــان دهنده معنــی دار بــودن 

 pH ــا و ــای دم ــن متغيره ــش بي ــم کن ــر p-value بره ــويی ديگ ــد. از س ــا می باش ــر متغيره اث
ــند. ــا می باش ــن آنه ــی دار بي ــش معن ــان دهنده واکن ــه نش ــت ک ــوده اس (X1X2( 0/001 ب

ــه  ــود ک ــرح داده می ش ــدار R2 ش ــری مق ــيله اندازه گي ــه وس ــدل ب ــی م ــی کل ــی پيش بين تواناي
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 R2 .ــت ــده اس ــی ش ــج پيش بين ــا نتاي ــده ب ــت آم ــج بدس ــری نتاي ــق پذي ــزان تطبي ــاری از مي معي
بــرای ايــن ســويه 96/81 درصــد بــود. هــر قــدر مقــدار R2 بــه 100 در صــد نزديک تــر باشــد، 
ــاق  ــدم انطب ــت. ع ــده اس ــی ش ــر پيش بين ــا مقادي ــی ب ــای تجرب ــر داده ه ــق بهت ــان دهنده تطاب نش
ــش و  ــه آزماي ــود در دامن ــای موج ــدل در داده ه ــدی م ــاری از ناکارآم ــه معي  (Lack- of- fit(ک

ــری  ــده در آزمايش هــا اســت، در باکت ــن خطــای خالــص و خطــای باقــی مان بيانگــر مقايســه بي
ــا مــدل اســت. مــورد نظــر 0/118 بدســت آمــد کــه نشــان دهنــده انطبــاق داده هــا ب

اثــر ســه متغيــر مــورد بررســی روی توليــد آميــلاز بــه صــورت نمــودار در شــکل 4 نشــان داده 
شــده اســت. ايــن نمودار هــا اثــر برهم کنــش بيــن دو متغيــر دمــا و pH، دمــا و درصــد نشاســته 
و pH و درصــد نشاســته روی توليــد آنزيــم در باکتــری   Janthinobacterium sp. ATR812را 
نشــان می دهــد. در هــر يــک از ايــن نمودارهــا متغيــر ســوم ثابــت بــوده و بــر هم کنــش بيــن دو 
 pH متغيــر ديگــر روی توليــد آميــلاز بررســی شــد. نتايــج نشــان می دهــد کــه متغيرهــای دمــا و
دارای بــر هــم کنــش می باشــند، و ضريــب رگرســيون مربــوط بــه بــر هم کنــش ايــن دو متغيــر 
مثبــت می باشــد. بــه ايــن ترتيــب کــه افزايــش دمــا تــا C° 25 همزمــان بــا افزايــش pH تــا 9 توليــد 
آميــلاز را افزايــش می دهــد )شــکل a4(. در بــر هم کنــش بيــن درصــد نشاســته و دمــا افزايــش 
دمــا تــا C° 25 باعــث افزايــش توليــد آميــلاز می شــود، در صورتــی کــه افزايــش ميــزان نشاســته 
تاثيــری در افزايــش توليــد آنزيــم نــدارد. مقــدارp-value  بــرای درصــد نشاســته و برهــم کنــش 

.)b4 آن بــا دمــا معنــی دار نمی باشــد )شــکل
 Janthinobacterium sp. strain نــرم افــزار بهتريــن شــرايط توليــد آنزيــم را بــرای باکتــری
ــرايط  ــن ش ــد. اي ــازی می کن ــته مدلس ــد نشاس ــای pH=9 ،25 °C و 0/5 درص ATR812 در دم

بــه منظــور توليــد آنزيــم در شــرايط تجربــی بازســازی شــده و فعاليــت آنزيمــی حاصــل از آن 
اندازه گيــری شــد. ميــزان فعاليــت آنزيــم در ايــن شــرايط 0/434 واحــد فعاليــت آنزيمــی بــود و 
ــن نتيجــه  ــت آنزيمــی می باشــد. اي ــزار 564/. واحــد فعالي ــرم اف ــدار پيشــنهاد شــده توســط ن مق

مقدمــه
بيمــاری بــرگ بادبزنــی مــو يکــی از مهمتريــن بيمــاری هــای تاکســتان هــای انگــور مــی باشــد 

جدول 3: آناليز واريانس )ANOVA( مدل چند جمله ای درجه دو فعاليت آميلازی
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ــد  ــته روی تولي ــد نشاس ــته  وc) pH(  و درص ــد نشاس ــا و درص ــا و (pH، )b دم ــر (a( دم ــکل 4: اث ش

ــلاز در نمودارهــای ســه بعــدی  ــم آمي آنزي
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پاسخ سطح
در نهايــت بــا انجــام بهينــه ســازی بــه روش RSM ميــزان توليــد آنزيــم 3/7 برابــر نســبت بــه روش 
تــک متغيــره و 8/5 برابــر نســبت بــه شــرايط اوليــه افزايــش يافــت. Cotârlet و همــکاران با اســتفاده 
از روش RSM ميــزان توليــد آميــلاز در باکتــری مقــاوم بــه ســرما Streptomyces MIUG 4 را 2/8 
ــد )Cotârleţ, 2013(. مطالعــات انجــام شــده نشــان می دهــد کــه بهينه ســازی  ــر افزايــش دادن براب
توليــد آنزيــم بــه روش RSM روش مناســبی بــرای بهبــود توليــد آميــلاز بــوده و اهميت ايــن روش را 

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

ــت پژوهشــی دانشــگاه فردوســی مشــهد  ــی معاون ــت مال ــا حماي ــی ب ــن طــرح تحقيقات انجــام اي
در قالــب طــرح شــماره 27140/3 انجــام شــده اســت. از آزمايشــگاه های ميکروبيولــوژی و 
ــهد  ــی مش ــگاه فردوس ــوم دانش ــکده عل ــی دانش ــروه زيست شناس ــی گ ــوژی ميکروب بيوتکنول

تشــکر و قدردانــی می گــردد.
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