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  چكيده

فعاليت آميلازي و پلولانازي باشد كه داراي دو هاي تجزيه كننده نشاسته و پلولان مي) از آنزيمEC. 3.2.1.41/1آميلوپلولاناز (
هاي خاص اين آنزيم سبب شده كه به باشد. ويژگيدر نشاسته مي α)1-6و ( α)1-4است و قادر به شكستن پيوندهاي (

خصوص در صنعت هيدروليز نشاسته مورد توجه قرار بگيرد. در اين پژوهش يك آميلوپلولاناز مقاوم به حرارت به نام 
Amy1136 ست از باكتري گرمادوCohnella sp. A01  و با استفاده از پرايمرهايي كه بر اساس توالي نوكلئوتيدي ژن
Amy1136  طراحي شد، تكثير گرديد، در باكتريE. coli DH5α  همسانه سازي و در باكتريE. coli BL21  بيان شد. سپس

سي قرار گرفت. اين پژهش نشان داد كه خصوصيات بيوشيميايي و كينتيكي آن بر روي دو سوبسترا نشاسته و پلولان مورد برر

) پايدار بوده؛ كه از مزاياي 90بهترين فعاليت را دارد. همچنين نسبت به دماي بالا( =pH 8و  50آنزيم مورد نظر در دماي 
باشد. از ويژگي مقاوم به استفاده از دماي بالا در صنعت، افزايش سرعت واكنش و همچنين كاهش آلودگي ميكروبي آن مي

نيز  pHحرات بودن براي خالص سازي آنزيم استفاده شد (خالص سازي به روش شوك حرارتي). آنزيم نسبت به تغييرات 
باعث افزايش چند  Ag+2اسيدي و قليايي پايداري خود را حفظ كرد).  pHروز قرار گرفتن در  2باشد (پس از پايدار مي

فعاليت آنزيم را به صفر رساند. همچنين يون كلسيم تاثيري بر افزايش يا كاهش  Co+2ر صورتيكه برابري فعاليت آنزيم شد د
تواند باشد؛ كه در صنعت شست و شو ميمي Ca+2دهد احتمالا فعاليت آنزيم غير وابسته به فعاليت آنزيم نداشت. اين نشان مي
  به راحتي مورد استفاده قرار بگيرد.

 Ca+2لاناز، مقاوم به حرارت، صنعت هيدروليز نشاسته، خالص سازي، غير وابسته به كلمات كليدي: آميلوپلو

  
  مقدمه

) عملكرد مهمي در فرآيندهاي مختلف بيولوژيكي از جمله بيوسنتز و تخريب گلوكان، سوخت و GHsگليكوزيد هيدرولازها (
 Guan(اند خانواده بر اساس ساختار كلي تقسيم شده 100ها تا به امروز به بيش از GH .ساز ديواره سلولي و سيگنالينگ دارند

et al., 2013(پلولان . در ميان آن) گلوكانوهيدرولاز؛  – 6ها پلولانازهاEC 3.2.1.41 ،1) بر اساس سوبسترا به دو گروه- 
پلولاناز نوع  -2كند.) و را در نشاسته، آميلوپكتين و گليكوژن هيدروليز مي α)1و4(كه به طور ويژه پيوندهاي ( Iپلولاناز نوع 

II ) يا آميلوپلولانازEC 3.2.1.1/411،4پيوندهاي گليكوزيدي ( ) كه(α ) 1،6و(α  را در نشاسته، پلولان، آميلوپكتين و ديگر
باشد. ترين روي زمين ميها، فراوانشوند. نشاسته در ميان كربوهيدراتكند، تقسيم مياوليگوساكاريدهاي آزاد را هيدروليز مي
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از جمله نوشيدني، شيريني، كنسرو و بستني  محصولات حاصل از فرآيندهاي نشاسته كاربردهاي زيادي در صنايع مختلف
شود. پلولانازها به ها براي هيدروليز نشاسته به محصولات مفيد، استفاده زيادي ميسازي دارند. در صنعت نشاسته از آنزيم

وص بالا، دارند. ويژه آميلوپلونازها پتانسيل بالايي براي كاربردهاي صنعتي، از جمله توليد قند مالتوز، گلوكز و فروكتوز با خل
هاي ، و آميلوپلولانازهاي با منشا ميكروارگانيسمGH13در خانواده  1هاي مزوفيلآميلوپلولانازها با منشا ميكروارگانيسم

. آميلوپلولانازهاي متحمل )Nisha & Satyanarayana, 2015(شوند طبقه بندي مي GH57و  GH13هاي در خانواده 2ترموفيل
باشند. دماي بالا معمولا موجب تسهيل در ژلاتينه شدن نشاسته، همچنين موجب تر ميبه حرارت در هيدروليز نشاسته مطلوب

. در اين گزارش، يك )Li & Li, 2015(شود سرعت بخشيدن به انجام واكنش و كاهش احتمالي آلودگي ميكروبي مي
باشد، كلون و بيان شد و بومي ايران مي Cohnella sp. A01آميلوپلولاناز متحمل به حرارت كه منشا آن باكتري گرمادوست 

هاي بيوشيميايي و كينتيكي آن را بر روي دو سوبسترا (نشاسته و پلولان) مورد بررسي قرار گرفت و شرايط همچنين ويژگي
هاي تعيين شده بتواند در صنايع مربوطه به طور بالقوه مورد اكنش را تعيين  گرديد؛ كه با توجه به ويژگيبهينه براي انجام و
  استفاده قرار بگيرد.

 
  هامواد و روش

  مواد مورد استفاده در طول پژوهش
عنوان ميزبان بياني، به  BL21 (DE3) Escherichia coliعنوان ميزبان كلونينگ، باكتري  به Escherichia coli DH5αباكتري 

(دماي بهينه رشد  1136باشد به عنوان منبع ژن آميلوپلولاناز كه بومي ايران مي Cohnella SP. A01باكتري گرما دوست 

جهت  pfuبه عنوان وكتور كلونينگ و بيان، آنزيم  pET26bباشد) مورد استفاده قرار گرفتند، پلاسميد سانتيگرداد مي 50آن
براي اتصال ژن به  T4 DNA Ligaseجهت برش دو سر ژن و وكتور، آنزيم  Not Iو  Nde Iهاي محدود كننده ر ژن، آنزيمتكثي

براي LB4، محيط SP. A01 Cohnellaبراي رشد باكتري  NB3جهت بيان ژن، آنتي بيوتيك كانامايسين، محيط  IPTGوكتور، 
 آكريل آگارز،، IPTG ، القاگرpET26bهاي حاوي پلاسميد ي انتخاب باكتري، آنتي بيوتيك كانامايسين براE. coliرشد باكتري 

 استخراج پلاسميد، استخراج هاي كيت پروتئين، و DNA ، ماركرنشاسته پلولان، ايميدازول، ،TEMED آميد، اكريل بيس آميد،
DNA محصول سازي خالص جهت ژل از PCR استخراج و DNA .ژنومي  

  Amy1136كلونينگ ژن 
از باكتري را برداشته و با استفاده از پروتوكل  ml2كشت داده شد رسوب  NBدر محيط كشت  Cohnella sp.A01ي باكتر

استفاده شد. دو پرايمر  PCRدر واكنش    Amy1136ژنوم باكتري استخراج گرديد. از آن به عنوان الگوي ژن  سازندهشركت 
ر بالادست و پايين دست پرايمرها خارج از ژن (توالي پرايمر بالا د براي تكثير آن طراحي و سنتز شد كه جايگاه برش آن

با  PCR،) طراحي گرديد. واكنش Not I، و توالي پرايمر پايين دست داراي جايگاه برش Nde Iدست داراي جايگاه برش آنزيم 

 يوندهايپ نمودن باز جهت قهيدق 5 مدت به 94 يدما با به صورت سيكل ابتدايي دناتوراسيون  pfuاستفاده از آنزيم 

                                                            
1 Mesophile 
2 Thermophile 
3 Nutrient Broth 
4 Luria Bertani 
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 مرحله ثانيه، 30 مدت به 94 يدما با ونيدناتوراس مرحله سه شامل ليكس هر كه ياصل ليكس 35 الگو، DNA يدروژنيه

 يدما با يينها لكسي يك زين اانته در و قهيدق 5 مدت به 72 يدما با ريثكت مرحله ثانيه و 30مدت  به 57 يدما با اتصال

جهت  Not Iو  Nde Iهاي با آنزيم 1پس از تخليص از روي ژل آگارز % PCRمحصول  .ديمنظور گرد قهيدق 10مدت  به 72

 Nde Iاي هنيز با آنزيم pET26bساعت) هضم گرديد. همزمان پلاسميد  16به مدت  37ايجاد دو انتهاي چسبنده (در دماي 

به  22در دماي  T4 DNA Ligaseمورد هضم قرار گرفت. واكنش اتصال ژن و وكتور هضم شده به وسيله آنزيم  Not Iو 
به روش شوك  DH5αهاي مستعد باكتري محصول حاصل از اتصال آنزيمي به سلول lµ5ساعت انجام گرفت. حجم  3مدت 

داراي ژن مقاومت به كانامايسين است، از اين ويژگي براي انتخاب  pET26bكه پلاسميد  جاييحرارتي ترنسفورم گرديد. از آن
و برش آنزيمي تاييد  PCRروش اختلاف حركت روي ژل آگارز،  3هاي نوتركيب با هاي نوتركيب استفاده شد. كلنيكلني

  فرستاده شد. 1st BASE Sequencing INTشدند. نهايتا كلني نوتركيب تاييد شده جهت تعيين توالي به شركت 
  Amy1136بيان و خالص سازي 

هاي حاوي پلاسميد نوتركيب در محيط ترنسفورم گرديد. باكتري E. coli BL21هاي به سلول pET26b-Amy1136پلاسميد 

LB  حاويmg/mL30  و شيك  37ساعت در دماي  5آنتي بيوتيك كانامايسين به مدتrpm180 .زماني  كشت داده شدند
به محيط اضافه گرديد.  Amy1136) براي القا بيان IPTGتيوگالاكتوپيرانوزيد ( - β-D-شد، ايزوپروپيل 8/0برابر با  600ODكه 

ها در بافر ساعت انكوبه گرديدند. رسوب باكتري 16به مدت rpm150و شيك  25در دماي  IPTGها در حضور باكتري
ها آزاد شدند. ) حل شده و با استفاده از دستگاه اولتراسونيك، ديواره سلول شكسته و پروتئينmM50 )8=pHفسفات -پتاسيم

) سانتريفيوژ گرديد. محلول رويي، به منظور خالص سازي به روش شوك 4( دماي  rpm8000دقيقه با دور  45مدت 

سانتريفيوژ گرديد. در  rpm11000دقيقه با دور  15. پس از اين مدت، قرار گرفت 90دقيقه در دماي  15حرارتي، به مدت 
مراحل بيان و خالص سازي نمونه برداري انجام گرفت و براي بررسي روي ژل پلي اكريل آميد حاوي سديم دو دسي 

  الكتروفورز گرديد. SDS-PAGE (12سولفات (
  Amy1136 سنجش فعاليت آنزيم 

) به mM50 )pH=8فسفات -در بافر پتاسيم 1و پلولان % 1به وسيله دو محلول نشاسته % 1136يلوپلولاناز فعاليت آنزيم آم
دقيقه  5محلول سوبسترا، به مدت  µL20محلول آنزيمي،  µL20عنوان سوبسترا، بررسي گرديد. مخلوط واكنش شامل 

دي - 5-3) 1گرديد. سپس براي توقف واكنش محلول(% انكوبه 50دقيقه (براي پلولان) در دماي  20(نشاسته) و 
دقيقه جوشانده شد. سپس جذب آن با دستگاه اسپكتوفتومتري در  10) به آن افزوده و به مدت DNSنيتروسالسيليك اسيد (

محصول توليد و يا سوبسترا  µmol1باشد كه خوانده شد. يك واحد فعاليت آنزيم، مقداري از آنزيم مي nm530طول موج 
 mM50بر فعاليت آنزيم، همانند روش بالا، اما شامل چند مخلوط واكنش در  بافر ميكس  pHكند. براي تعيين اثر مصرف مي

) انكوبه 50ها در دماي بهينه (بوده، تمامي نمونه )11تا  4برابر با  pHشامل پتاسيم فسفات، سديم استات و گلايسين (

بهينه) انجام گرفت. براي سنجش پايداري نسبت به  pH(در  90تا  10ها در دماهاي نيز واكنششدند. براي تعيين اثر دما 



 

 ٤

pHدقيقه در  120هاي آنزيمي ، نمونهpH) قرار گرفتند. همچنين پايداري آنزيم نسبت به 11تا  4هاي مختلف (pH و  8، 4هاي

به  90تا  10هاي آنزيمي در دماهاي يم نسبت به دما نيز، نمونهدر طول زمان سنجيده شد. براي سنجش پايداري آنز 11
هاي فلزي، در طول زمان هم سنجيده شد. اثر يون 90و  70، 50دقيقه انكوبه گرديدند. پايداري آنزيم به دماهاي  90مدت 
ها بر فعاليت آميلازي و پلولانازي بررسي گرديد. براي بررسي مطالعات ها، مواد شيميايي و مهاركنندههاي آلي، دترجنتمحلول

) سوبسترا ( نشاسته و پلولان) در شرايط 0، 125/0، 25/0، 5/0، 1، 5/1، 2هاي مختلف (كينتيكي، فعاليت آنزيمي در غلظت
  و اندازه گيري شدند.  ، ، منتن رسم شد. پارامترهاي كينتيكي از جمله -بهينه اندازه گيري و نمودار ميكائيليس

 نتايج و بحث

  Amy1136كلونينگ ژن 
  الف نشان داده شده است. -1مراحل كلونينگ در شكل 

 Amy1136بيان و خالص سازي 

 kDولي حدود بيان شد و باند پروتئيني با وزن مولك Amy1136، پروتئين mM5/0 IPTGپس از القاي پروموتور در حضور 
ب باند پروتئيني نشان داده شده است. به علت پايداري آنزيم به دماي -1الكتروفورز شد. در شكل  SDS-PAGEروي ژل  76

هاي ديگر (ستون كروماتوگرافي)، از هاي باكتري به جاي استفاده از روشبالا، براي خالص سازي آن از بين تمامي پروتئين
هاي باكتري به غير از پروتئين مورد نظر دقيقه تمامي پروتئين 15يد؛ به طوري كه بعد از روش شوك حرارتي استفاده گرد

ب نشان - 1در محلول باقي ماند. باند پروتئين خالص شده در شكل  Amy1136رسوب كرده و پس از سانتريفيوژ، پروتئين 
  داده شده است. 

  ب                                                                                             الف                                                                              
 Nde I  هضم دو آنزيمي با -Nde I 4پلاسميد نوتركيب با برش تك آنزيمي  -3پلاسميد نوتركيب -DNA 2: نشانگر 1تست كلونينگ، -: الف1 شكل

 .پلاسميد غير نوتركيب -7از پلاسميد نوتركيب   Amy1136تكثير ژن  -Cohnella sp. A01 (6از منبع اصلي ( Amy1136تكثير ژن  -Not I 5و 

  )90خالص شده با شوك حرارتي ( Amy1136 3-Amy1136بيان پروتئين -2نشانگر پروتئين -1 -ب
  

7    6    5    4    3     2     1    3           2         1

2 kb  
2/5 kb 2/166kb  

75 kD

63 kD
72 kD
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  Amy1136 و دما بر فعاليت آنزيم و پايداري pHاثرات 
 pHالف نشان داده شده است. بيشترين فعاليت آنزيم در –2در شكل  Amy1136بر فعاليت آميلازي و پلولانازي  pHاثرات 

ده شد، اما فعاليت پلولانازي در مشاه 11تا  pH 5فعاليت آميلازي بين  60بود (هم فعاليت آميلازي و پلولانازي)، % 8برابر با 
6= pH % دقيقه در  120ب، آنزيم پس از گذشت -2بود. با توجه به شكل 20تنهاpH 8، در 50حدود % 7تا  4هاي= pH )pH 

فعاليت آميلازي خود را حفظ كرد. فعاليت پلولانازي آنزيم پس از گذشت  80حدود % 11تا  9هاي pHو در  100بهينه)، %
هاي pHو در  pH %100 =8، در  80حدود % 9و  7هاي pH، در 60حدود % 6و  5هاي pH، در pH%  ،20 =4دقيقه در  120
 pH =4فعاليت آميلازي به ترتيب در  70و %  40ساعت حدود % 48حفظ شد، همچنين پس از گذشت  50حدود % 11و  10
  ج).-2حفظ شد (شكل  pH =11و 

بوده (هم  50د نشان داده شده است. دماي بهينه آنزيم -2در شكل  Amy1136اثرات دما بر فعاليت آميلازي و پلولانازي 

 50بوده؛ در صورتي كه حدود % 60تا  40فعاليت آميلازي آنزيم بين دماي  50فعاليت آميلازي و پلولانازي)، حدود %

ت آنزيم (هم آميلازي و هم پلولانازي) پس از قرار فعالي 60حفظ شد. همچنين حدود % 90فعاليت پلولانازي آن تا دماي 

 Amy1136دهد كه آنزيم نوتركيب هاي به دست آمده نشان ميساعت پايدار ماند. داده 2به مدت  90گرفتن آنزيم در دماي 
همچنين در دماهاي بالا هاي اسيدي و بازي و pHتواند فعاليت خود را در پايدار بوده و مي pHنسبت به تغييرات دمايي و 

ها در دماي بالا در صنعت، افزايش سرعت واكنش و همچنين كاهش آلودگي ميكروبي آن حفظ كند. مزيت استفاده از آنزيم
  باشد. مي

 ها بر فعاليت و پايداري آنزيمها و مهاركنندههاي فلزي، مواد آلي، دترجنتاثر يون

مواد شيميايي، تحت شرايط بهينه واكنش آنزيمي انجام گرفت و نتايج آن در  هاي آلي و ديگرهاي فلزي، حلالتاثير يون
اي در موجب كاهش قابل ملاحظه Co+2و  Mg ،2+Li ،2+Ba+2هاي فلزي، نشان داده شده است. در ميان يون 1جدول    

لولانازي را چند برابر كرد. با فعاليت آميلازي و پ Ag+2فعاليت را به صفر رساند.  Co+2فعاليت آميلازي شدند، به طوري كه 
براي   Ca+2توان گفت احتمالا آميلاز مورد نظر غير وابسته به وجود تاثيري بر فعاليت آنزيم نداشته مي Ca+2توجه به اينكه 

  تواند مورد استفاده قرار بگيرد. فعاليت بوده و به راحتي   در صنايع شست و شو مي
  كينتيك آنزيم

هاي مختلف نشاسته و پلولان تعيين گرديد. آنزيم از راي هيدروليز نشاسته و پلولان با استفاده از غلظتپارامترهاي كينتيكي ب
سرعت آنزيم  mg/mL10رفتار ميكائيليس منتني تبعيت كرده؛ به طوري با افزايش غلظت سوبسترا (نشاسته و پلولان) تا 

  ، ، اع جايگاه فعال آنزيم، افزايش سرعتي رخ نداد. افزايش يافته و بعد از آن افزايش در غلظت سوبسترا، با اشب
، µmol min6/109-1و براي پلولان به ترتيب µmol min6/211 ،1-mg ml219/4 ،1-min012+e248/1-1براي نشاسته به ترتيب 

1-mg ml740/1 ،1-min011+e467/6 .محاسبه شد  
                                                  



 

 ٦

هاي pHمختلف ( سنجش فعاليت پس از قرار دادن آنزيم در  يهاpHپايداري آنزيم در  -هاي مختلف بر فعاليت آنزيم بpHتاثير  -: الف2 شكل
بررسي پايداري آنزيم نسبت به دماهاي  -هاي مختلف بر فعاليت آنزيم هتاثير دما -د11، 8، 4هاي pHپايداري آنزيم در  -ساعت) ج 2مختلف به مدت 

رسم نمودار ميكائيليس منتن به منظور بررسي تاثير غلظت  -دقيقه) و 90هاي مختلف به مدت مختلف ( سنجش فعاليت آنزيم پس از قرار گرفتن در دما
  باشد)در تمامي نمودارها بر حسب % مي Relative activityسوبسترا بر سرعت فعاليت آنزيم (
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هاي در نظر گرفته شد به جز تاثير يون 100هاي آلي در تمامي موارد كنترل ( بدون هيچ افزودنده ) ها و حلالهاي فلزي،مهاركننده: اثر يون1 جدول
  ر در نظر گرفته شد.فلزي بر فعاليت پلولانازي كه كنترل ( بدون يون) صف

 افزوننده غلظت نهايي فعاليت نسبي (%)

 آميلاز پلولاناز
 كنترل - 100 0
هاي فلزييون   
0 56/94  ± 59/2  3mM Ca2+ 

0 52/32  ± 51/9  3Mm Li2+ 

46/1 ± 77/39  25/78  ± 47/13  3mM Na+ 

37/3 ± 53/29  0 3mM Co2+ 

0 72/57  ± 56/13  3mM Mg2+ 

59/3 ± 31/57  02/14  ± 38/7  3mM Ba2+ 

0 18/411  ± 39/7  3mM Ag2+ 

55/2 ± 47/20  83/70  ± 62/1  3mM Fe2+ 

58/0 ± 86/12  22/77  ± 98/1  3mM Fe3+ 

0 98/89  ± 33/1  3mM Cu2+ 

87/5 ± 74/13  56/94  ± 34/2  3mM Zn2+ 

16/14 ± 100  46/89  ± 38/1  3mM Mn2+ 

 هامهاركننده  

55/60  ± 13/3  09/63  ± 12/4  1mM EDTA 
44/64  ± 31/4  72/90  ± 45/4  1Mm PMSF 

11/56  ± 84/4  19/75  ± 71/2  1mM SDS 

33/63  ± 88/4  98/44  ± 78/6  1mM Guanidin HCl 

29/73  ± 1/5  45/101  ± 91/2  1mM NaN3 

65/51  ± 09/4  86/59  ± 22/3  1mM CTAB 

20/58  ± 16/4  16/76  ± 48/2  1mM يدو استيك اسيد
  1mM رهاو  

98/101  ± 45/6  23/38  ± 59/0  1mM دي تيوتريتول 
16/114  ± 68/3  47/37  ± 6/0  1mM بتامركاپتواتانول 

هاي آليحلال  
88/87  ± 76/3  58/64 ± 43/5  %1  گليسرول 
98/48  ± 75/3  61 ± 08/1  %1  ايزوپروپانول 
59/82  ± 97/0  99/46  ± 94/3  %1  متانول 
94/68  ± 8/5  57/50  ± 33/7  %1  اتانول 
77/75  ± 64/1  69/37  ± 6/0  %1  ايزوبوتانول 
18/79  ± 89/4  87/50  ± 56/8  %1  استون 
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Abstract 
Amylopullulanase (EC.3.2.1.41/1) of enzyme that break down starch and pullulan which has two different 
activities ( pullulanase and amylase). Amylopullulanase is able to hydrolysis of α(1-4) and α(1-6) linkages in 
starch. Special features of the enzymatic hydrolysis of starch industry was especially taken into consideration. In 
this study, a thermostable amylopullulanase that called Amy1136 was amplified thermophilic bacterium 
Cohnella sp. A01 and using primers that were designed based on the nucleotide sequence Amy1136 gene, cloned 
in E. coli DH5α bacteria was expressed in E. coli BL21 bacteria. The biochemical and kinetic characterization on 
the substrate starch and pullulan was measured. This research showed that the enzyme has the best activity in 
50ºC and pH=8. In addition this enzyme is stable in high temperature (90ºC) ; that the advantages of high 
temperatures in the industry, it is the increase in reaction speed and reduce microbial contamination. 
Thermostable feature of the enzyme was used for purification (purification of heat shock method). The enzyme 
is stable to pH changes (after 2 days of exposure to acidic and alkaline pH maintained its stability). Ag2+ 

increased the enzyme activity was several times but CO2+ decreased the enzyme activity to 0. The Ca2+ had no 
effect on increasing or decreasing enzyme activity. This shows likely hence this amylase is considered Ca2+ 
independent enzyme, which can be easily used in the washed industry. 
Keywords: Amylopullulanase, Thermostable, Hydrolysis of starch industry, Purification, Ca2+ independent 
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