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Abstract 

Enzymes are essential in food, pharmaceutical, and bioenergy industries, with amylase playing a crucial role by 

hydrolysing starch into simpler sugars. Bacillus licheniformis is a notable source for producing thermostable and 

pH-tolerant amylase. This study evaluated the effect of three substrates  corn starch, maltose, and glucose  on 

amylase production by B. licheniformis under submerged fermentation. Enzyme activity was measured using the 

DNS method with absorbance at 540 nm. Results revealed that corn starch led to the highest amylase activity (150 

U/mL) at 36 hours, while maltose and glucose yielded significantly lower activities. Statistical analysis using 

ANOVA and Tukey tests confirmed significant differences (p < 0.05) among substrates. Additionally, the strain’s 

biochemical traits, such as motility and endospore formation, indicated strong environmental resistance. These 

findings highlight the importance of substrate selection for optimizing enzyme yield. Furthermore, submerged 

fermentation proved to be an effective and economical production method. This study contributes valuable 

insights into industrial enzyme production using B. licheniformis and supports further development of 

fermentation processes for enhanced amylase output . 
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EXTENDED ABSTRACT  

Enzymes, biological catalytic proteins, play an important role in metabolic reactions and are widely used in 

various industries due to their high speed, reaction specificity, biodegradability, and stability. Amylase, one of the 

most important industrial enzymes, converts starch polysaccharides into simpler sugars such as maltose and 

glucose. Alpha, beta, and gamma amylase types are used in various applications. Due to their activity under 

different temperature and pH conditions, amylase is applied in the food, textile, pharmaceutical, biosensors, and 

bioethanol production industries. Industrial production of amylase is mainly carried out through microbial 

fermentation, which is an efficient and economical method. 

Submerged fermentation (SmF) is one of the two main methods of enzyme production, in which microorganisms 

grow in a liquid medium. This method allows precise control of culture parameters such as temperature, pH, and 

oxygen, and is of great importance in industrial enzyme production due to its scalability and automation. 

Bacillus licheniformis is a thermophilic species and an important enzyme producer of the genus Bacillus. It is 

found in various environments such as soil, hot springs, and industrial waste. This gram-positive, rod-shaped, 

facultative aerobic, and endosporogenic bacterium is widely used in the detergent, food, pharmaceutical, and 

textile industries due to its tolerance to high temperature and pH and production of resistant enzymes. Native 

strains of Bacillus licheniformis in Iran also have a high ability to produce resistant enzymes under harsh 

conditions, making them suitable for industrial applications. 

Despite the importance of industrial amylase production, optimizing culture conditions and selecting appropriate 

substrates remain challenging. Understanding the effect of carbon sources and controlling fermentation conditions 

on an industrial scale is limited, and production costs are high; therefore, further research is needed. Native strains 

of Bacillus licheniformis have high potential for amylase production by tolerating harsh conditions. This study 

aims to investigate the effect of different substrates in submerged fermentation to improve production efficiency 

and develop industrial processes. 

The aim of this study is to investigate the effect of three substrates—corn starch, maltose, and glucose—on 

amylase production by Bacillus licheniformis PTCC 1721 under submerged fermentation conditions. This 

research was conducted to determine the best carbon source to increase enzyme production efficiency and 

optimize harvest time so that its results can be utilized in the development of industrial processes. 

The Bacillus licheniformis PTCC 1721 strain was obtained from the Iranian Microorganism Bank and cultured in 

nutrient agar and broth media. Each of the three substrates—corn starch, maltose, and glucose—was added to the 

sterile culture medium at a rate of 1%. Fermentation was carried out in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 100 

ml of culture medium and 5% bacterial inoculum volume, at a temperature of 37 °C for 48 hours with gentle 

shaking. Sampling was performed at 12, 24, 36, and 48 hours to determine amylase activity. 

Amylase activity was measured by the DNS colorimetric method according to Miller’s method. After 

centrifugation, the supernatant was used as the enzyme source, and the amount of starch hydrolysis was 

determined by measuring the color change at 540 nm. 

The results showed that the type of substrate has a significant effect on amylase production. The highest activity 

was observed with corn starch (150 U/mL), while maltose and glucose showed 110 and 75 U/mL, respectively. 

Analysis of variance (ANOVA) test showed significant differences between substrates (p < 0.05). Increased 

amylase activity is related to the molecular complexity of the substrate, and more complex polysaccharides such 

as starch stimulate enzyme production to a greater extent. 

Time-dependent amylase production in corn starch medium showed that the activity increased from 50 U/mL at 

12 hours to 150 U/mL at 36 hours, which was statistically significant (p < 0.05). After 36 hours, the activity 

stabilized and remained steady until 48 hours, possibly due to resource saturation or accumulation of inhibitory 

metabolites. 

Microscopic and biochemical studies of the Bacillus licheniformis strain showed that this bacterium is a Gram-

positive, motile, and endosporogenic bacillus. Catalase positive, oxidase negative, and starch and gelatin 

hydrolysis tests confirmed the metabolic capacities of the strain. Its ability to grow at temperatures above 50 to 

55 °C indicates its adaptability and resistance to harsh environmental conditions. 
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According to the findings, optimizing fermentation conditions—including temperature, pH, oxygen 

concentration, and inoculation rate—can improve amylase production and determine the optimal harvest time. 

Using genetic engineering techniques to modify the Bacillus licheniformis strain and increase the expression of 

genes related to amylase production and stress resistance can also significantly enhance production efficiency. 

The use of cheap and accessible substrates, such as agricultural and industrial wastes as carbon sources, is effective 

in reducing production costs and increasing the environmental sustainability of the process. Moreover, the 

development of large-scale fermentation systems with advanced bioreactor designs and precise control of process 

parameters allows for sustainable and economical industrial production of amylase. Additionally, combined 

studies of amylase production with related enzymes such as glucose oxidase or cellulase can lead to new industrial 

applications. 

Overall, the results of this research showed that Bacillus licheniformis has a high ability to produce amylase and 

that corn starch is the best substrate to increase production efficiency. Optimization of harvest time also helps 

increase process efficiency. These findings can be effective in developing industrial amylase production processes 

using environmentally and economically sustainable resources, especially in the food, textile, pharmaceutical, and 

biotechnology industries. Furthermore, the importance of substrate selection and optimization of submerged 

fermentation conditions has been highlighted and can serve as a basis for future research to improve enzyme 

performance and reduce production costs in the industry.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

m
fi

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
09

 ]
 

                             3 / 18

https://amfi.ir/article-1-170-en.html


 

 138ا ت 121 صفحات(.................................. 4شماره – 11 )دوره ییغذا عیدر صنا یکاربرد ی ولوژیکروبیفصلنامه م

 

 124 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

 

 

در   Bacillus licheniformisسازی زمان تولید آنزیم آمیلاز توسط  ارزیابی سینتیکی و بهینه 

 ور در محیط حاوی سوبستراهای نشاسته ذرت، گلوکز و مالتوزفرآیند تخمیر غوطه 

 1، مجتبی یزدانی 1زهرا مهری خوانساری ،1*فاطمه صادقی

 زیستی، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک، ایران گروه علوم و فناوری های  1*

 
 30/07/1404:پذیرش تاریخ       17/06/1404:تاریخ دریافت

 

 چکیده

تجزیه  ها  آنزیم  توانایی  هیدرولیتیکی،  آنزیم  عنوان  به  آمیلاز  دارند.  بیوانرژی  و  داروسازی  غذایی،  صنایع  در  کلیدی  نقش 

به قندهای سادهپلی نشاسته  بومی  ساکاریدهای  منبع    Bacillus licheniformisتر را دارد و کاربردهای صنعتی زیادی دارد. سویه 

شود. در این مطالعه، تأثیر سه سوبسترای نشاسته ذرت، مختلف محسوب می   pHمهمی برای تولید آمیلاز با پایداری بالا در دما و  

و    DNSسنجی  ور بررسی شد. فعالیت آنزیم با روش رنگمالتوز و گلوکز بر تولید آمیلاز توسط این سویه در شرایط تخمیر غوطه 

اد استفاده از نشاسته ذرت به عنوان سوبسترا، بیشترین میزان  نانومتر تعیین گردید. نتایج نشان د  ۵۴۰گیری جذب در طول موج  اندازه

های آماری  های کمتری داشتند. آزمونتولید کرد، در حالی که مالتوز و گلوکز فعالیت  h  ۳۶( را در  U/mL  1۵۰فعالیت آمیلاز )

ANOVA  ( و توکی تفاوت معنادارp < 0.05 بین سطوح فعالیت آمیلاز در حضور سوبستراهای مختلف را تأیید کردند. ویژگی ) های

پذیری و تولید اندوسپور، مقاومت و توانایی بالای آن را در شرایط محیطی مختلف نشان داد. این  بیوشیمیایی سویه شامل حرکت 

د ور را به عنوان روشی اقتصادی و مؤثر تأیی سازی تولید آنزیم و تخمیر غوطه مطالعه اهمیت انتخاب سوبسترای مناسب برای بهینه

 کند.می

 آنزیم صنعتی  ور، نشاسته ذرت،، تخمیر غوطه Bacillus licheniformisآمیلاز، کلمات کلیدی:
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ور در  غوطه  ریتخم ندیدر فرآ Bacillus licheniformisتوسط  لازیآم میآنز د یزمان تول یسازنهیو به یکینتیس یابیارز 

 نشاسته ذرت، گلوکز و مالتوز  یسوبستراها یحاو طیمح
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 مقدمه 

پروتئینآنزیم  بالا، ها  سرعت  با  زیستی  کاتالیزوری  های 

زیست و  واکنشی  اختصاصیت  در تخریبپایدار،  پذیر 

هستند   متابولیکی  به   (.1-۳)فرایندهای  مختلف  صنایع  در 

کیفیت   بهبود  می منظور  کار  به  تولید  بازده  افزایش  روند.  و 

در به پروتئازها  نشاسته،  تجزیه  برای  آمیلازها  مثال  عنوان 

فرآوری گوشت و پنیر، و لاکتاز در محصولات لبنی، سلولاز 

های پزشکی، در صنعت نساجی و در صنایع دارویی، تشخیص 

فناوری، تصفیه زیستی و بازیافت مواد آلی همچنین در زیست

 (.۶-۴) اهمیت دارند

مهم   1آمیلاز  از  یکی  عنوان  آنزیم به  و ترین  گوارشی  های 

ساکارید نشاسته را به قندهای شود که پلی صنعتی شناخته می

(. این آنزیم 8کند )تر مانند مالتوز و گلوکز هیدرولیز میساده

آلفا اصلی  نوع  بتا-شامل سه  گاما -آمیلاز،  و  آمیلاز -آمیلاز 

شود  2)گلوکوآمیلاز(   توانایی   (.9-8،  ۴)می  آمیلاز   آنزیم 

و دما  از  وسیعی  گستره  در  در   pHفعالیت  بنابراین  دارد  را 

در  همچنین  و  نساجی  غذایی،  صنایع  مانند  متنوعی  صنایع 

دارویی حسگر-صنایع  و  زیستی پزشکی  تجزیه   ۳های  و 

تولید تودهزیست برای  تخمیر  قابل  قندهای  به  گیاهی  های 

 (.11و  1۰کاربرد دارد  ) ۴بیواتانول

آنزیم آمیلاز در صنایع تخمیری نقش کلیدی دارد و موجب 

میافزایش   مختلفی  محصولات  تولید  صنایع  بازده  شود. 

تخمیری، فرآیندهای بیوتکنولوژیکی هستند که با استفاده از 

محصولات میکروارگانیسم شده،  کنترل  شرایط  تحت  ها 

 
1 amylase 
2 Alpha-amylase, beta-amylase and gamma-

amylase (glucoamylase) 
3 Biosensor 
45 Bio ethanol 
5 Submerged Fermentation 

انرژی و  زیستی  دارویی،  غذایی،  مواد  شامل  های متنوعی 

می تولید  )تجدیدپذیر  باعث 1۳و    12کنند  فرآیندها  این   .)

بازده تولید و کاهش آلودگیکاهش هزینه افزایش  های ها، 

محیطی شده و به عنوان روشی پایدار در بیوتکنولوژی زیست

 .  (1۴و  1۳)شوند شناخته می

به طور کلی دو نوع روش اصلی تخمیر وجود دارد: تخمیر  

ها در یک که در این روش، میکروارگانیسم  (۵SmFور ) غوطه 

کنند و محصولات خود را تولید محیط مایع مغذی رشد می 

جامد  می بستر  در  تخمیر  روش، (۶SSF) کنند.  این  در  که 

نیمهمیکروارگانیسم یا  جامد  مواد  روی  )مانند ها  جامد 

می رشد  کشاورزی(  کمی ضایعات  بسیار  رطوبت  که  کنند 

ور به دلیل وجود محیط مایع، امکان کنترل دارد. تخمیر غوطه 

دما،دقیق مانند  کشت  پارامترهای  سبب     pHتر  اکسیژن  و 

و از طرفی محیط مایع امکان   (9)شود افزایش بازده تولید می

متابولیت دفع  و  مغذی  مواد  به  بهتر  در دسترسی  سمی  های 

کند ها را فراهم میمیکروارگانیسمنتیجه افزایش سرعت رشد  

ها بیشتر مورد استفاده  و به همین دلیل در تولید صنعتی آنزیم

پذیری مناسبی دارد گیرد. همچنین این روش مقیاسقرار می

(. 1۰را داراست ) 7و قابلیت اتوماسیون در راکتورهای زیستی 

با  سازگاری  روش  این  اینکه  تر  مهم  همه  از 

هوازی را دارد به این ترتیب های هوازی و بیمیکروارگانیسم

نشان  انعطاف میکروارگانیسم مصرفی  نوع  پذیری زیادی در 

 می دهد.

فورمیس   لیکنی  مهم8باسیلوس  از  گونه یکی  های ترین 

آنزیم  و  جنس  ترموفیل  از  در   9ها   اسیلوسبساز  که  است 

چشمه  زیستی خاک،  منابع  و  صنعتی  ضایعات  آبگرم،  های 

باکتری، گرم یافت می این  ای شکل، دارای مثبت، میلهشود. 

 طور معمول هوازی اختیاری است وتوانایی اسپورسازی و به

6 Solid State Fermentation 
7 Bioreactors 
8 Bacillus licheniformis 
9 Bacillus 
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شرایط   بالا،  دماهای  در  پایداری  تولید   pHقابلیت  قلیایی، 

( 8های ثانویه دارد )مقاوم به حرارت و متابولیتهای  پروتئین

می  میکروبی  با خواص ضد  عوامل به علاوه  عنوان  به  توانند 

شوند. استفاده  کشاورزی  در  توانایی  بیولوژیک  همچنین 

استفاده از منابع کربن متنوع، آن را برای تخمیر با سوبستراهای 

می مناسب  )متنوع  تولید (۴سازد  در  آن  توانایی  دلیل  به   .

ویژه در شرایط آمیلاز، پروتئاز و لیپاز، به-هایی نظیر آلفاآنزیم 

شوینده،   صنایع  جمله  از  مختلف  صنایع  در  محیطی،  سخت 

گسترده  کاربرد  نساجی  و  دارویی  دارد)غذایی،    (.9ای 

سویه  از  برخی  پیشین  بومی  مطالعات  لیکنی های  باسیلوس 

چشمه  فورمیس از  را  ار ایران  استان  آبگرم  دبیل، های 

های صنعتی جداسازی های شور در سمنان و کمپوستخاک

برای تولید آنزیم بالایی  پتانسیل  اند که  های مقاوم در کرده 

تولید آمیلاز (. توانایی  1۵قلیایی دارند )   pHبرابر دمای بالا و  

توان از آنها در فرایندهای صنعتی با بازدهی بالا دارند که می 

( کرد  برای 1۶استفاده  غذایی  صنعت  در  مثال  عنوان  به   .)

شربت تولید  در  ساده  قندهای  به  نشاسته  های تجزیه 

(.  17پزی، و صنایع نوشیدنی کاربرد دارد )کننده، نانشیرین

بالا در صنایع    pHهمچنین با توجه به فعالیت آنزیم در دما و  

لکه  منظور حذف  به  الیاف در شوینده  و اصلاح  لباس  از  ها 

 (. 9رود )صنعت نساجی به کار می

صنایع   در  آمیلاز  آنزیم  اهمیت  به  عنایت  با  ترتیب  این  به 

کننده نوع سوبسترا بر کمیت و کیفیت مختلف و تأثیر تعیین

باکتری   در  پارامترها  این  بررسی  آنزیم،  این  باسیلوس تولید 

فورمیس   روش  لیکنی  و  است  برخوردار  بالایی  اهمیت  از 

ور به عنوان یک فرایند کارآمد در تولید صنعتی تخمیر غوطه 

وری تولید سازی شرایط کشت و افزایش بهره ها، بهینهآنزیم 

می  در فراهم  آمیلاز  آنزیم  گسترده  کاربرد  وجود  با  نماید. 

در باسیلوس لیکنی فورمیس  صنایع مختلف و نقش کلیدی  

انواع   تأثیر  درباره  جامعی  اطلاعات  آنزیم،  این  تولید 

 
1 Bacillus licheniformis 

توسط آمیلاز  تولید  کیفیت  و  میزان  بر  باسیلوس   سوبستراها 

ور در دسترس نیست، در شرایط تخمیر غوطه   لیکنی فورمیس

و که این موضوع مانع بهینه سازی کامل فرآیندهای صنعتی 

می  آنزیم  این  از  بهینه  نشان  استفاده  پبشین  تحقیقات  شود. 

اند که این باکتری با توانایی تولید آمیلاز پایدار در دما و داده

مناسب   pHشرایط   بسیار  صنعتی  کاربردهای  برای  مختلف 

ور به دلیل امکان کنترل تکنیک تخمیر غوطه   (.9-8،  ۴)است  

بهتر پارامترهای محیطی به عنوان روشی کارآمد برای تولید 

با این حال، نیاز   (.18و    1۰)ها شناخته شده است  صنعتی آنزیم

دقیق بررسی  انبه  تأثیر  بهینهتر  سوبستراها،  شرایط واع  سازی 

آمیلاز  تولید  افزایش  برای  سوبستراهای  انتخاب  و  کشت 

می بهره احساس  افزایش  با  تا  هزینهشود  وکاهش  به وری  ها 

های بیوتکنولوژیکی صنعتی کمک کند. این  پیشرفت فناوری

می پاسخ  پژوهش  اصلی  پرسش  به  نوع  مطالعه  آیا  دهد: 

می آمیلاز سوبسترا  آنزیم  تولید  کیفیت  و  کمیت  بر  تواند 

فورمیستوسط   لیکنی  غوطه   باسیلوس  تخمیر  شرایط  ور در 

حاضر،   پژوهش  اصلی  هدف  باشد؟  داشته  معناداری  تأثیر 

توسط  آمیلاز  تولید  بر  سوبسترا  مختلف  انواع  اثر  ارزیابی 

باشد، ور میدر شرایط تخمیر غوطه باسیلوس لیکنی فورمیس 

مؤثر در توسعه فرآیندهای تولید   تواند گامی که نتایج آن می 

زیست و  اقتصادی  منابع  از  استفاده  با  قابل آنزیمی  محیطی 

 دسترس باشد.

 هامواد و روش  

 مواد اولیه 

فورمیس   سویه لیکنی  کد    1باسیلوس  از   PTCC 1721با 

تهیه شد.    (PTCC)   های ایرانمجموعه بانک میکروارگانیسم

ای استاندارد و تجاری در آزمایشگاه  این سویه به عنوان نمونه 

با توجه به اینکه این  احیا و به صورت فعال نگهداری گردید. 

میکروارگانیسم روی  بر  صرفاً  نمونه مطالعه  و  های ها 

انجام شده و هیچ انسانی یا حیوانی آزمایشگاهی  نمونه  گونه 
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نرفته است، لذا  کد اخلاق اخذ  به کار  در فرآیند آزمایش 

ذرت، نگردید نشاسته  شامل  استفاده  مورد  سوبستراهای   .

گلوکز و مالتوز بودند که از منابع تجاری و کشاورزی محلی 

معرف   شامل  آزمایشگاهی  شیمیایی  مواد  گردیدند.  تأمین 

DNS  .شدند تهیه  بالا  خلوص  با  مواد  سایر  و  ید  محلول   ،

کار محیط به  براث  نوترینت  و  آگار  نوترینت  کشت  های 

 رفتند.

 سازی کشت باکتری آماده .1

 باسیلوس لیکنی فورمیس   سویه  اندازی کشت اولیه،برای راه

آگار   نوترینت  محیط  و1روی  شد  داده  با   کشت  مطابق 

و   ISO 7218استاندارد   میکروبیولوژیکی(  کشت  )روش 

ایران   ملی  و روش )  ISIRI 6610استاندارد  کشت  های 

  Co  ۳7انکوباسیون در دمای    h  2۴پس از    ها(شمارش باکتری

کلنی کلنی،  سپس  شدند.  انتخاب  تازه  محیط های  در  ها 

  rpm  1۵۰و    Co  ۳7و در دمای    h  18نوترینت براث به مدت  

و   ۵ها به فاز رشد برسند )در شیکر کشت داده شدند تا سلول

1۰.) 

 سازی سوبستراآماده .2

درصد )وزنی/حجمی( در   1هر یک از سوبستراها در غلظت  

صورت جداگانه استریل شدند.  محیط نوترینت براث حل و به

 و فشار   Co  121ها در اتوکلاو با دمای  بدین منظور محلول

atm1  به مدت min1۵ .استریل گردیدند 

 ور شرایط تخمیر غوطه  .3

ارلنفرآیند تخمیر غوطه  هر    ml  2۵۰های  ور در  انجام شد. 

محیط کشت حاوی یکی از سوبستراهای   ml  1۰۰ارلن حاوی  

درصد حجم کشت اولیه   ۵مورد مطالعه بود. پس از افزودن  

ارلن،   هر  به  در نمونه   ISIRI 13982براساس  باکتری  ها 

به مدت  rpm 1۵۰و سرعت    Co  ۳7انکوباتور شیکر با دمای  

h  ۴8   ها در فواصل زمانی  برداریقرار گرفتند. نمونهh  12 ،h 

 
1 Nutrient Agar 

2۴  ،h  ۳۶    وh  ۴8  گیری شود انجام شد تا فعالیت آمیلاز اندازه

 (.1۳و  ۵)

 تعیین فعالیت آنزیمی آمیلاز .4

توسط اندازه برای   شده  تولید  آمیلاز  آنزیم  فعالیت  گیری 

سنجی با استفاده از ، از روش رنگ   باسیلوس لیکنی فورمیس

DNS (3,5-dinitrosalicylic acid)    با روش  مطابقMiller  

براساس  19۵9) . بدین ترتیب که تعیین شد  ISO 3093( و 

های برداشت شده ابتدا سانتریفیوژ شدند و سوپرناتانت نمونه 

عنوان منبع آنزیم مورد استفاده قرار گرفت. در هر واکنش، به

ml1    با ذرت    ml1سوپرناتانت  نشاسته    ٪1محلول 

بافر فسفات   در  )  ۰.۰۵)وزن/حجم(  نسبت PH=7مولار  به   )

مدت    1:1 به  و  شد  مخلوط  حجم(  به  در  min1۰ )حجم 

 ml  1گردید. سپس واکنش با افزودن  انکوبه    Co ۵۰دمای  

و  DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) معرف   متوقف شد 

در حمام جوش قرار گرفتند تا رنگ  min۵ ها به مدت نمونه 

ای ایجاد شود. پس از خنک شدن، شدت قرمز مایل به قهوه 

  nmها با استفاده از اسپکتروفتومتر در طول موج  رنگ نمونه 

گیری شد. میزان فعالیت آمیلاز با استفاده از منحنی اندازه   ۵۴۰

لیتر  المللی بر میلیاستاندارد گلوکز تعیین و بر حسب واحد بین

(U/mL گزارش گردید. یک واحد آمیلاز به عنوان مقدار )

می  تعریف  به آنزیمی  قادر  آزمایش  شرایط  در  که  شود 

 (.9و  ۵نشاسته در یک دقیقه است) mM 1هیدرولیز 

 ها تحلیل داده .5

و تمام آزمایش انجام شدند  مستقل  تکرار  به صورت سه  ها 

انحراف معیار گزارش شدند. برای   ±نتایج به صورت میانگین  

تفاوت گروه بررسی  بین  آماری  تحلیل های  آزمون  ها، 

( سطح   (ANOVAواریانس  با  توکی  تعقیبی  آزمون  و 

دادهاستفاده  ۰۵/۰داری  معنی تحلیل  نرمشد.  توسط  افزار ها 

SPSS  انجام گردید. 2۵نسخه 
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 نتایج

 رشد و کشت باکتری 

فورمیس   سویه لیکنی  محیط   1باسیلوس  در  کشت  از  پس 

های یکنواخت کلنی  Co  ۳7در دمای    h  2۴نوترینت آگار طی  

با رنگ سفید تا کرم روشن و سطح صاف و براق ایجاد کرد.  

داده شد و طی   انتقال  براث  نوترینت  به محیط   h  18کشت 

(، به فاز لگاریتمی رسید و به عنوان  rpm  1۵۰رشد در شیکر )

بررسی  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  تخمیر  برای  اولیه  تلقیح 

مورد استفاده    Bacillus licheniformisمیکروسکوپی سویه  

آمیزی گرم نشان داد که این باکتری به صورت پس از رنگ

شماره  باسیل )شکل  مثبت  گرم  صورت 1های  به  معمولاً   ،)

شود. همچنین  های کوتاه ظاهر میهای تکی یا زنجیرهسلول

ها تشکیل اندوسپور در موقعیت مرکزی یا کمی جانبی سلول

و این  که  شد  مشاهده  روشنی  این  به  مقاومت  بیانگر  یژگی 

های مربوط باکتری در شرایط نامساعد محیطی است. بررسی

است)شکل  متحرک  مذکور  سویه  که  داد  نشان  حرکت  به 

 (. 2شماره

                                                      

 simتست حرکت باکتری بر روی محیط-2شکل                                                    باسیل گرم مثبت   _ 1شکل

ویژگی  نظر  روی از  باکتری  این  کشت  ماکروسکوپی،  های 

دمای   در  آگار  نوترینت  از    Co  ۳7محیط  ،    h  2۴پس 

ایجاد کلنی مشخص  مرزهای  و  کرم  تا  سفید  رنگ  با  هایی 

ها سطحی صاف و بافتی ضخیم و نسبتا خشک نمود. این کلنی

داشتند. در محیط مایع نیز رشد این باکتری با ایجاد کدورت 

از  برخی  بود.  همراه  رنگ  خاکستری  رسوب  و  توجه  قابل 

ها نیز بوی مشخصی شبیه به بوی پنیر یا خاک را از خود سویه 

 باشد.های شناسایی آن مینشان دادند که از نشانه

 باسیلوس لیکنی فورمیس نتایج بیوشیمیایی سویه 

مورد استفاده در این مطالعه، 2باسیلوس لیکنی فورمیس سویه  

های مشخصی بود. این  های بیوشیمیایی دارای پاسخدر آزمون

( که ۳سویه در آزمون کاتالاز، واکنش مثبت نشان داد)شکل

 
1 Bacillus licheniformis 

آزمون   در  که  حالی  در  است  کاتالاز  آنزیم  تولید  بیانگر 

اکسیداز نتیجه منفی به دست آمد. همچنین توانایی هیدرولیز  

دهنده قابلیت نشاسته و ژلاتین به روشنی مشاهده شد که نشان

پلی  بررسی تجزیه  است.  باکتری  این  توسط  پیچیده  مرهای 

به  قادر  تایید کرد که سویه  نیز  بالا  دماهای  قابلیت رشد در 

باشد. تولید اندوسپور به می   ۵۵تا    Co   ۵۰رشد در دمای حدود

در  باکتری  مقاومت  بیانگر  که  شد  گزارش  مثبت  صورت 

تست سایر  است.  محیطی  نامساعد  بیوشیمیایی شرایط  های 

مانند  قندها  تخمیر  و  بوده  منفی  معمولاً  اوره  تجزیه  مانند 

ام شد. این نتایج گلوکز به صورت اسیدی بدون تولید گاز انج

سویه   هویت  تأیید  فورمیسبه  لیکنی  تایید   باسیلوس  و 

2 Bacillus licheniformis 
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کمک قابلیت آمیلاز  آنزیم  تولید  برای  آن  متابولیکی  های 

 نمود.

 

تست کاتالاز مثبت-3شکل

 نوع سوبسترا بر تولید آنزیم آمیلازتاثیر 

سه  حاوی  براث  نوترینت  محیط  در  آمیلاز  آنزیم  تولید 

بررسی  مورد  گلوکز  و  مالتوز  ذرت،  نشاسته  شامل  سوبسترا 

توجهی قرار گرفت. نتایج نشان داد که نوع سوبسترا اثر قابل 

در  آنزیمی  فعالیت  بیشترین  دارد.  آمیلاز  فعالیت  میزان  بر 

 حضور نشاسته ذرت مشاهده شد.

 در حضور سوبستراهای مختلف باسیلوس لیکنی فورمیسمقایسه فعالیت آمیلاز تولید شده توسط   – 1جدول 

 (±انحراف معیار) ( U/mLآمیلاز ) سوبسترا

 1۰ 1۵۰ نشاسته ذرت 

 8 11۰ مالتوز 

 ۵ 7۵ گلوکز 

توسط   1جدول   شده  تولید  آمیلاز  آنزیم  فعالیت  نتایج 

در حضور سه نوع سوبسترا مختلف   1باسیلوس لیکنی فورمیس 

دهد که نتایج حاکی از تفاوت قابل توجه در میزان  را نشان می

بیشترین فعالیت آمیلاز  تولید آنزیم بسته به نوع سوبسترا است.

در حضور نشاسته ذرت ثبت شده است که با مقدار میانگین  

U/ml1۵۰  دهنده کارایی بالای این  ، نشان1۰و انحراف معیار

ساکارید پیچیده به عنوان منبع کربن برای تحریک تولید پلی

تواند ناشی از این باشد که نشاسته باشد. این امر می آنزیم می 

 
1 Bacillus licheniformis 

های ذرت به عنوان سوبسترای پیچیده، باعث القای بیشتر ژن

 شود.مرتبط با سنتز آمیلاز در باکتری می

ساکارید( به فعالیت آمیلاز در محیط حاوی مالتوز )یک دی

U/ml  11۰   رسید که کمتر از نشاسته ذرت است اما به طور

اندازه فعالیت  از  بیشتر  توجهی  حضور قابل  در  شده  گیری 

با   باشد. این روند می   U/ml  7۵گلوکز )یک مونوساکارید( 

گلوکز،   سپس  و  مالتوز  به  ذرت  نشاسته  از  فعالیت  کاهش 

این   متابولیسم  نحوه  و  مولکولی  پیچیدگی  دلیل  به  احتمالاً 

پلی است،  باکتری  در  پیچیدهقندها  مانند ساکاریدهای  تر 
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تری برای تولید آنزیم نشاسته ذرت ممکن است محرک قوی

 باشند. آمیلاز

 

 در حضور سوبستراهای مختلف   Bacillus licheniformisتوسط   U/mlآمیلاز تولید شده در واحد  فعالیتمقایسه  -1نمودار 

دهد که نشان می  1در مجموع نتایج جدول و نمودار شماره  

بهینه در  کلیدی  نقش  سوبسترا  آمیلاز انتخاب  تولید  سازی 

دارد و نشاسته ذرت به عنوان   1باسیلوس لیکنی فورمیس توسط  

 شود.بهترین گزینه در این مطالعه معرفی می

نشان حالت  سه  هر  در  پایین  معیارهای  دهنده  انحراف 

آماری  تحلیل  است.  آزمایش  دقت  و  تکرارپذیری 

(ANOVA  )ها معنادار است ها بین گروه تأیید کرد که تفاوت

(p < 0.05 بنابراین نوع سوبسترا به طور مستقیم بر میزان تولید ،)

 آنزیم آمیلاز تأثیرگذار است.

 تأثیر زمان بر تولید آمیلاز در حضور نشاسته ذرت 

فعالیت آمیلاز در محیط حاوی نشاسته ذرت طی زمان تخمیر  

  1۵۰به حداکثر مقدار خود رسید )  h  ۳۶افزایش یافت و در  

U/ml  از این مدت میزان فعالیت، تثبیت شده و تغییر (. پس 

 (.2مشاهده نشد )جدول  h ۴8توجهی در قابل

 ( در حضور نشاسته ذرت طی زمان U/mL: تغییرات فعالیت آمیلاز )2جدول 

 (±انحراف معیار ) ( U/mLمیانگین فعالیت آمیلاز ) ( hزمان )

12 ۵۰ ۶ 

2۴ 1۰۰ 8 

۳۶ 1۵۰ 1۰ 

۴8 1۵۵ 9 

 

باسیلوس لیکنی روند زمانی تولید آنزیم آمیلاز توسط  بررسی  

در محیط حاوی نشاسته ذرت نشان داد که فعالیت   2فورمیس 

به  افزایش می آنزیمی  یابد طور قابل توجهی با گذشت زمان 

 
1 Bacillus licheniformis 

، میانگین فعالیت آمیلاز برابر با h 12(. در 2)جدول و نمودار 

U/mL۵۰  دهنده آغاز گزارش شد که نشان ۶با انحراف معیار

فاز تولید آنزیم و رشد اولیه باکتری است. در ادامه، با ورود 

در U/mL  1۰۰باکتری به فاز لگاریتمی رشد، فعالیت آمیلاز به   

2  Bacillus licheniformis 
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h  2۴  ( که حاکی از افزایش بیان ژن 8±افزایش یافت ،) های

عنوان   به  نشاسته  به  دسترسی  تأثیر  تحت  آمیلاز  کدکننده 

 باشد.سوبسترا می

 

 ( در حضور نشاسته ذرت طی زمان U/mLتغییرات فعالیت آمیلاز )-2نمودار

  U/mL  1۵۰، حداکثر فعالیت آنزیمی با مقدار میانگین  h  ۳۶در  

زمان با اوج ثبت شد. این نقطه احتمالاً هم  1۰و انحراف معیار  

،  h  ۴8رشد باکتری و بیشترین فعالیت متابولیکی آن است. در  

اندکی افزایش یافت   U/mL 1۵۵  (±9)فعالیت آنزیم با مقدار  

دهنده رسیدن  اما این تغییر از نظر آماری معنادار نبوده و نشان

می  آنزیم  تولید  تعادل  یا  اشباع  مرحله  پدیده  به  این  باشد. 

تغییر   غذایی،  منابع  شدن  محدود  از  ناشی  است   pHممکن 

در  که  باشد  بازدارنده  جانبی  محصولات  تجمع  یا  محیط 

 کنند.نهایت تولید بیشتر آنزیم را محدود می 

داده )در تحلیل  معناداری  تفاوت  بین  p < 0.05های زمانی،   )

مختلف زمانی تعقیبی   سطوح  داد. درحالی که آزمون  نشان 

،  12های  توکی نشان داد که اختلاف فعالیت آنزیم بین ساعت

های تفاوت بین ساعت(، اما  p < 0.05معنادار است )  ۳۶و    2۴

عنوان    ۴8و    ۳۶ به  و  نبوده  نظر گرفته معنادار  تثبیت در  فاز 

 شود.می

دهد که زمان نقش مهمی در طور کلی این نتایج نشان می به

در  تولید  بازده  بهترین  و  دارد  آمیلاز  آنزیم  تولید  افزایش 

می  h  ۳۶حدود   حاصل  تلقیح  از  برای پس  بنابراین  شود. 

باسیلوس سازی فرایند تولید صنعتی آمیلاز با استفاده از  بهینه

 
1 Bacillus licheniformis 

شود برداشت آنزیم در این بازه  پیشنهاد می،    لیکنی فورمیس

زمانی صورت گیرد تا از مصرف بیهوده منابع جلوگیری شود 

و کارایی فرایند افزایش یابد. به طور کلی این روند افزایشی 

دهد که نشاسته ذرت به عنوان سوبسترا تأثیر مثبت و نشان می

مؤثری بر تولید آمیلاز دارد و زمان بهینه برای برداشت آنزیم 

 است. h ۴8تا  h ۳۶در حدود 

 سنجش فعالیت آنزیمی 

( نشان داد که تفاوت ANOVAنتایج آزمون آنالیز واریانس )

میانگین فعالیت آمیلاز تولید شده در ( بین  p < 0.05معناداری )

آزمون  محیط دارد.  وجود  مختلف  سوبستراهای  حاوی  های 

تعقیبی توکی نشان داد که فعالیت آمیلاز در حضور نشاسته 

معنی طور  به  است. ذرت  گلوکز  و  مالتوز  از  بیشتر  داری 

بین تولید آمیلاز در محیطهمچنین، تفاوت معنی های داری 

 (.p < 0.05حاوی مالتوز و گلوکز مشاهده شد )

این نتایج بیانگر اهمیت انتخاب نوع سوبسترا در افزایش بازده  

توسط   آمیلاز  آنزیم  فورمیس تولید  لیکنی  است.   1باسیلوس 

پلی به سوبستراهای  ذرت  نشاسته  مانند  پیچیده  ساکاریدی 

بیان ژن  مؤثرتر در تحریک  منبع کربن  با عنوان  مرتبط  های 
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می عمل  آمیلاز  آنزیم تولید  تولید  افزایش  به  منجر  و  کنند 

 شوند.می

 بحث

آنزیم باکتری مهم  تولیدکنندگان  عنوان  به  مختلفی  های 

شده شناخته  گستردهآمیلاز  کاربرد  که  صنایع  اند  در  ای 

غذایی، نساجی و دارویی دارند. مطالعات خارجی بسیاری به 

گونه  لیکنیمانند  هایی  بررسی  باسیلوس ،  فورمیسباسیلوس 

آمیلولیکوییو    سوبتیلیس و   اندداختهپر1فاشینس باسیلوس 

ها را در تولید آمیلاز تحت شرایط عملکرد بهینه این باکتری

 (.1۳و19اند )مختلف گزارش کرده 

که    12۰2و همکاران در سال    2کومار دادند  باسیلوس نشان 

فورمیس و  می  لیکنی  بالا  دماهای  در  متنوع  تواند  شرایط 

برای  که  بپردازد  بالا  بازده  با  آمیلاز  تولید  به  محیطی 

( است  مناسب  بسیار  صنعتی  دیگر  ۵کاربردهای  سوی  از   .)

سویه  روی  بر  نیز  داخلی  باکتریتحقیقات  بومی  های های 

تولیدکننده آمیلاز متمرکز شده است. رضایی و همکاران در 

به بررسی تأثیر عوامل محیطی مانند نوع سوبسترا    1۳98سال  

تولیدشده توسط سویه آمیلاز  فعالیت  بر  های و زمان تخمیر 

نتایج آن  باسیلوس و  پرداختند  داد که شرایط بومی  نشان  ها 

آنزیم  تولید  بازده  افزایش  در  بسزایی  نقش  تخمیر  بهینه 

سال  2۰دارد) در  همکاران  و  محمدی  همچنین  با   1۳99(. 

، تولید آمیلاز را گیری از سوبستراهای کشاورزی محلیبهره 

( کردند  بهینه  پایدار  و  اقتصادی  صورت  مقایسه 17به   .)

دهد که هر دو گروه با مطالعات داخلی و خارجی نشان می 

سازی شرایط رشد و انتخاب سوبسترای مناسب تمرکز بر بهینه

بهره افزایش  این  به دنبال  با  وری تولید آنزیم آمیلاز هستند. 

حال مطالعات داخلی با توجه به شرایط اقلیمی و منابع محلی 

کاربردیاند روشتوانسته مقرونهای  و  برای صرفهبهتر  تری 

 
1 Bacillus licheniformis ،Bacillus subtilis  وBacillus 
amyloliquefaciens 
2 Kumar 
3 Garg 

تواند در توسعه صنایع بومی تولید این آنزیم ارائه دهند که می 

 نقش مؤثری ایفا کند.

بر روی سویه   2۰22و همکاران در سال    ۳گارگ مطالعاتی 

های انجام دادند که به دلیل ویژگی باسیلوس لیکنی فورمیس

های مقاوم بیوشیمیایی منحصر به فرد خود به ویژه تولید آنزیم 

ها برای در برابر شرایط محیطی سخت، یکی از بهترین گزینه

می  محسوب  صنعتی  )کاربردهای  و ۴سینگ   (.21شود 

سال   در  توانایی   2۰2۳همکاران  باکتری  این  که  داد  نشان 

متغیر دارد  pHبالایی در تولید آنزیم آمیلاز در دماهای بالا و 

که برای فرایندهای صنعتی از جمله صنایع غذایی، دارویی و 

 (.۳2و  1۳نساجی بسیار اهمیت دارد )

بیان کردند   2۰21علاوه بر این، محمود و همکاران در سال  

فورمیس که   لیکنی  تولید   ۵باسیلوس  و  سریع  رشد  توانایی 

از  استفاده  قابلیت  و  نامطلوب  شرایط  در  بقا  برای  اندوسپور 

منابع کربنی متنوع را دارا است که باعث افزایش بازده تولید 

و   2۰22(. مطالعاتی در سال  22شود)آنزیم می  توسط شارما 

ویژگی   ۶یاداو بررسی  به   که  شد  و انجام  ژنتیکی  های 

بهینه امکان  که  باکتری  این  فرایندهای متابولیکی  سازی 

تخمیری می پردازد و این امر باعث محبوبیت آن در مطالعات 

سینگ است.  شده  صنعتی  و  در  بیوتکنولوژیکی  وهمکاران 

سویه ویژگی 2۰17سال   بیوشیمیایی  و  مورفولوژیکی  های 

های را بررسی کردند. تشکیل کلنی باسیلوس لیکنی فورمیس

باسیل ساختار  و  کرم  تا  اندوسپور سفید  با  مثبت  گرم  های 

و  سینگ  توسط  شده  ارائه  نتایج  مشابه  جانبی  یا  مرکزی 

دهنده تطابق ها نشان است. این ویژگی   2۰17همکاران در سال  

تنش برابر  در  مقاومت  و  صنعتی  شرایط  با  سویه  های این 

های کاتالاز مثبت (. همچنین نتایج آزمون19باشد)محیطی می 

یافته با  نیز  شابه در مطالعات اخیر که های مو اکسیداز منفی 

4 Singh 
5 Bacillus licheniformis 
6Sharmaو Yadav  
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شیولا  درسال    1توسط  همکاران  مطابق   2۰2۳و  شد  انجام 

ژلاتین  2۴دارد) و  نشاسته  هیدرولیز  در  سویه  این  توانایی   .)

پلی  تجزیه  برای  متابولیکی  بالای  ظرفیت  از  مرهای نشان 

و   2پیچیده و تولید آنزیم آمیلاز دارد که در مطالعات کومار

(. این سویه ۵نیز گزارش شده است)  2۰21همکاران در سال  

( بالا  دماهای  در  رشد  سانتی  ۵۵-۵۰توانایی  را درجه  گراد( 

های اخیر به عنوان مزیتی داراست که این ویژگی در پژوهش 

مهم برای کاربردهای صنعتی معرفی شده است همان طور که 

سال    ۳پاتل  در  همکارانش  عنوان  2020و  به  توانایی  این  از 

ها در شرایط عملیاتی عاملی که سبب افزایش پایداری آنزیم

را ممکن می بسیار شدید  آمیلاز  تولید صنعتی  برای  و  سازد 

 (.2۵ارزشمند است)

در  پایدار  سوبسترا  یک  عنوان  به  گندم  سبوس  از  استفاده 

و همکاران   ۴تخمیر حالت جامد برای تولید آمیلاز توسط ژو

نشان    2۰22در سال   نتایج  و  داد که سبوس صورت گرفت 

فیبری،  و  کربوهیدراتی  غنی  ترکیبات  بودن  دارا  با  گندم 

کند ها فراهم می محیط مناسبی را برای رشد میکروارگانیسم

تولید   چشمگیر  افزایش  به  منجر  می-αو  این  آمیلاز  شود. 

های مواد اولیه، به عنوان  روش تولید علاوه بر کاهش هزینه

زیست راهکار  صنعتی یک  تولید  برای  اقتصادی  و  محیطی 

بهینهآنزیم  است.  شده  معرفی  کاربردی  شرایط های  سازی 

بر اساس ویژگی تواند عملکرد های سبوس گندم میتخمیر 

منبع   این  از  استفاده  و  بخشد  بهبود  را  آمیلاز  تولید  فرایند 

 (.2۶زیستی را در صنعت بیوتکنولوژی گسترش دهد)

نشاسته از  عنوان  استفاده  به  کشاورزی  ضایعات  و  غلات  ی 

سوبستراهای اقتصادی و پایدار، نقش مهمی در افزایش تولید 

بیان   2۰2۳و همکاران در سال     ۵ها دارد. داس میکروبی آنزیم 

کربوهیدراتی  ترکیبات  حاوی  طبیعی  منابع  این  که  کردند 

رشد  تحریک  به  که  هستند  مغذی  مواد  سایر  و  پیچیده 

 
1Shyaula  
2 Kumar 
3 Patel 

کمک میکروارگانیسم آنزیمی  فعالیت  افزایش  و  ها 

بررسی27کنند)می می (.  نشان  اخیر  بهینههای  که  سازی دهد 

تواند بازده  شرایط کشت و انتخاب سوبستراهای مناسب، می

ها را به طور قابل توجهی افزایش دهد و جایگزین  تولید آنزیم

گران  و  سنتتیک  منابع  برای  این  مناسبی  آورد.  فراهم  قیمت 

هزینه تنها  نه  را کاهش میرویکرد  تولید  به های  بلکه  دهد، 

فناوری توسعه  و  زیست  محیط  صنعت حفظ  در  سبز  های 

می کمک  مرور بیوتکنولوژی  به  حاضر  مطالعه  کند. 

تولید  در  غلات  ضایعات  و  نشاسته  مختلف  کاربردهای 

این  پردازد و چشمهای صنعتی میآنزیم  آینده در  اندازهای 

 دهد.مورد بحث قرار می حوزه را 

سال  محمدی   در  همکارانش  انواع  1۳98و  اثر  بررسی  به 

سوبستراهای کشاورزی شامل نشاسته ذرت، سبوس گندم و 

تفاله چغندرقند بر تولید آنزیم آمیلاز توسط باکتری باسیلوس 

بود. کشت باکتری در محیط مایع حاوی هر یک ۶سوبتیلیس 

از سوبستراها در شرایط کنترل شده انجام شد و میزان فعالیت 

اندازه  مختلف  زمانی  فواصل  در  نتایج آنزیم  گردید.  گیری 

نشان داد که سبوس گندم به طور قابل توجهی بیشترین تولید 

( در حالی که نشاسته p < 0.05آنزیم آمیلاز را به همراه داشت ) 

قابل قبولی داشتند مشابه  تولید  نیز  ذرت و ملاس چغندرقند 

به میزان   نشاسته ذرت  تحقیق فوق فعالیت آمیلاز در حضور 

از U/mL  1۵۰میانگین    بیشتر  قابل توجهی  طور  به  که  رسید 

( و گلوکز  U/mL  11۰میزان تولید آنزیم در حضور مالتوز )

(U/mL7۵(بود می28(  نشان  مطالعه  این  انتخاب (.  که  دهد 

می مناسب  بهینه سوبستراهای  در  مهمی  نقش  سازی تواند 

 ها داشته باشد.فرآیند تولید صنعتی آنزیم

4 Zhou 
5 Das 
6 Bacillus subtilis 
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سازی تولید آنزیم زمان تخمیر یکی از عوامل کلیدی در بهینه

توسط   فورمیس آمیلاز  لیکنی  مطالعات   1باسیلوس  است. 

Kumar    اند که فعالیت نشان داده   2۰21وهمکارانش در سال

محیط در  به  آمیلاز  ذرت  نشاسته  حاوی  با های  پیوسته  طور 

 hیابد و به اوج خود در بازه  افزایش زمان کشت افزایش می 

 (.۵رسد)پس از شروع تخمیر می  h ۴۰تا  ۳۰

مشابه بررسی پیش رو که مطالعه روند زمانی تولید آمیلاز از 

h  12    تاh  ۳۶  در  ،h  ۳۶  فعالیت میانگین  به  U/mL 1۵۰با 

فعالیت آنزیمی تثبیت   h  ۴8حداکثر رسید و پس از آن در  

زمانی اوج تولید آنزیم با مرحله دهنده همشد. این الگو نشان 

مدت،  این  از  پس  است  باکتری  رشد  اوج  فاز  و  لگاریتمی 

می یا کاهش  تثبیت شده  آنزیم  تولید  یابد که معمولاً سطح 

محیط   pHممکن است ناشی از محدودیت منابع غذایی، تغییر  

یا تجمع محصولات جانبی بازدارنده باشد. بنابراین تعیین زمان  

تولید  بازده  بیشترین  به  دستیابی  برای  آنزیم  برداشت  بهینه 

 ضروری است.

آمیلاز  آنزیم  تولید  میزان  بر  توجهی  قابل  تاثیر  کشت  زمان 

در محیط حاوی نشاسته ذرت   باسیلوس لیکنی فورمیستوسط  

پاتل  تحقیقات  سال    2دارد.  در  همکارانش  نشان    2۰22و 

افزایش می تخمیر  زمان  افزایش  با  آمیلاز  فعالیت  که  دهد 

رسد سپس به اوج خود می   h  ۴8تا    h ۳۶یابد و در حدود  می

تجمع   یا  غذایی  منابع  کاهش  مانند  محیطی  عوامل  دلیل  به 

(.  2۵یابد)محصولات جانبی، میزان تولید تثبیت یا کاهش می 

برای  برداشت  زمان  دقیق  کنترل  اهمیت  بیانگر  روند  این 

 سازی فرآیند تولید آنزیم در مقیاس صنعتی است.بهینه

مطالعات داخلی متعددی به بررسی تأثیر زمان بر تولید آنزیم 

محیط در  نشاستهآمیلاز  سوبستراهای  حاوی  ای های 

  1۳97اند. پژوهش های رضایی و همکاران در سال  پرداخته

مشابه تحقیق پیش رو نشان داد که فعالیت آمیلاز تولید شده  

 
1 Bacillus licheniformis 
2 Patel 

با توسط سویه نشاسته ذرت  باسیلوس در محیط حاوی  های 

یابد و بیشترین میزان تولید در افزایش زمان کشت افزایش می

آید. پس از این مدت به دست می   h  ۴8تا    h  ۳۶بازه زمانی  

تجمع   و  مغذی  مواد  کاهش  دلیل  به  آنزیم  تولید  میزان 

(. همچنین  1۴ماند)های بازدارنده کاهش یا ثابت میمتابولیت

نشان    1۳98مطالعاتی مانند تحقیق محمدی و همکاران در سال  

سازی تواند بهینهداد که کنترل دقیق زمان برداشت آنزیم می 

را  بازده تولید  بهبود بخشد و  بیوتکنولوژیکی را  فرآیندهای 

یافته این  دهد.  مناسب افزایش  زمان  تعیین  اهمیت  بر  ها 

 (.28دارند)برداشت آنزیم در تولید صنعتی تأکید 

با توجه به نتایج این تحقیق که نشاسته ذرت را به عنوان یک 

مقرون  و  مؤثر  توسط بهسوبسترای  آمیلاز  تولید  در  صرفه 

فورمیس  لیکنی  می  ۳باسیلوس  پیشنهاد  کرد،  در معرفی  شود 

صنعتی مطالعات آتی امکان استفاده از این ماده در مقیاس نیمه

شود. بهینه بررسی  )همچنین  تخمیر  شرایط  دما، pHسازی   ،

روش از  استفاده  با  تلقیح(  نسبت  و  مانند زمان  آماری  های 

تواند به افزایش بازده کمک ( می RSMطراحی سطح پاسخ )

به  بیان ژن کند.  های کارگیری اصلاح ژنتیکی جهت تقویت 

تواند عملکرد آنزیمی را ارتقا دهد.  مسئول تولید آمیلاز نیز می

از سوی دیگر، بررسی ترکیب نشاسته ذرت با سایر سوبستراها 

افزا و بهبود تولید مانند سبوس گندم ممکن است به اثرات هم

توانند مسیر توسعه پایدار و آنزیم منجر شود. این اقدامات می

 اقتصادی تولید آمیلاز در صنایع مختلف را هموار سازند.

سیلوا مطالعه  سال    ۴سالیناس -در  در  همکاران  یک   2۰21و 

از  -αآنزیم   گرما  به  مقاوم  فورمیس آمیلاز  لیکنی   باسیلوس 

آمده  دستسازی شد. آنزیم به استخراج و خالص   LB04سویه  

های قلیایی pHدر دماهای بالا پایدار بود و قابلیت فعالیت در  

را نیز داشت. نتایج نشان داد که این آنزیم برای کاربردهای 

نشاسته  تبدیل  زیست  و  غذایی  مواد  فرآوری  مانند  صنعتی 

3 Bacillus licheniformis 
4 Silva-Salinas 
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در این   2۰21وهمکاران در سال    1فینکان  (.  29مناسب است)

سویه  باسیلوس لیکنی فورمیسآمیلاز را از -αپژوهش آنزیم 

So-B3  (. این آنزیم قادر بود نشاسته ۳۰سازی کردند )خالص

بدون   بالا  دماهای  در  و  کند  هیدرولیز  مؤثر  طور  به  را  خام 

ویژگی  این  بماند.  باقی  پایدار  فعالیت  نشانکاهش  دهنده  ها 

سازی نیاز از ژلاتینهکاربرد بالای آن در فرآیندهای صنعتی بی

 نشاسته است.

های ترمودینامیکی مطالعه ای بر روی ویژگی   2۰22درسال   

استخراج-αآنزیم   گونه آمیلاز  از  توسط   باسیلوس  هایشده 

و همکاران صورت گرفت و نتایج نشان دادندکه این   2مایکل

فعالآنزیم  انرژی  دارای  مناسب ها  بهینه  دمای  و  بالا  سازی 

(. به این ترتیب ۳1برای استفاده در کاربردهای صنعتی هستند)

مطالعه حاضر اطلاعات مهمی برای مهندسی آنزیم و طراحی 

 کند.فرایندهای صنعتی فراهم می

ذرت،  نشاسته  شامل  سوبسترا  نوع  سه  تأثیر  پژوهش  این  در 

باسیلوس لیکنی  مالتوز و گلوکز بر تولید آنزیم آمیلاز توسط

بررسی شد.  در شرایط تخمیر غوطه   فورمیس نشان  ور  نتایج 

وری تولید داد که نوع سوبسترا نقش مهمی در افزایش بهره 

تواند منجر به بهبود آنزیم دارد و انتخاب سوبستراهای بهینه می

با این وجود، مشکلات و  عملکرد فرآیندهای صنعتی شود. 

لازم محدودیت که  گردید  مشاهده  مطالعه  این  در  نیز  هایی 

با  مطالعه  شود.این  توجه  آنها  به  آینده  تحقیقات  در  است 

به سه نوع   محدودیت هایی مانند بررسی سوبستراها محدود 

)نشاسته ذرت، مالتوز و گلوکز( بود و استفاده از منابع متنوع  

می کشاورزی  ضایعات  یا  گندم  سبوس  مانند  نتایج تر  تواند 

تر فراهم نماید. از سوی دیگر پارامترهای مهم مانند کاربردی

pH   سازی فرآیند وت بررسی نشد که برای بهینهو دماهای متفا

ساز تحقیقات تکمیلی کاربردی تواند زمینهضروری  که می 

باشد آینده  مطالعات  در  می.صنعتی  توصیه  نهایت،  شود در 

 
1Fincan  
2 Miłek 

اقتصادی و  پایدار  تولید  به  دستیابی  آمیلاز، برای  آنزیم  تر 

زمان تأثیر پارامترهای محیطی، های آتی به بررسی هم پژوهش

اقدامات  این  بپردازند.  تخمیر  شرایط  و  سوبستراها  انواع 

وری و کاهش تواند راهکارهای عملی برای افزایش بهرهمی

ساز ها در صنایع بیوتکنولوژی و غذایی ارائه دهد و زمینههزینه

 های نوین در این حوزه باشد.توسعه فناوری

 گیری نتیجه

رشد مناسبی   ۳باسیلوس لیکنی فورمیس در این مطالعه، سویه  

در محیط نوترینت آگار و نوترینت براث از خود نشان داد و 

های مورفولوژیکی، میکروسکوپی و بیوشیمیایی این  ویژگی 

های قبلی در مورد این گونه کاملاً منطبق بود.  باکتری با یافته

باسیل صورت  به  باکتری  و این  متحرک  مثبت،  گرم  های 

اندوسپورزا مشاهده شد که بیانگر مقاومت و سازگاری آن با 

شرایط محیطی مختلف است. همچنین، فعالیت مثبت کاتالاز، 

بالا،  دماهای  در  رشد  و  ژلاتین  و  نشاسته  هیدرولیز  توانایی 

ویژگی برای تأییدکننده  سویه  این  زیستی  و  متابولیکی  های 

کاربردهای صنعتی است. بررسی تأثیر نوع سوبسترا بر تولید 

یک  عنوان  به  ذرت  نشاسته  که  داد  نشان  آمیلاز  آنزیم 

بیاپلی افزایش  در  کلیدی  نقش  پیچیده،  ژنساکارید  های ن 

مرتبط با سنتز آمیلاز و در نتیجه تولید بالای این آنزیم دارد.  

 U/mLفعالیت آمیلاز در حضور نشاسته ذرت به میزان میانگین  

رسید که به طور قابل توجهی بیشتر از میزان تولید آنزیم  1۵۰

( بود. این  U/mL  7۵( و گلوکز )U/mL  11۰در حضور مالتوز )

تفاوت با توجه به انحراف معیار پایین و تکرارپذیری نتایج، 

بهینه در  انتخاب سوبسترا  نشان  اهمیت  را  آنزیم  تولید  سازی 

افزایش می بیانگر  نیز  آمیلاز  تولید  زمانی  روند  مطالعه  دهد. 

بود، به   h  ۳۶تا    h  12تدریجی و قابل توجه فعالیت آنزیم از  

به حداکثر   U/mL 1۵۰با میانگین فعالیت   h ۳۶طوری که در 

این    h  ۴8رسید و پس از آن در   فعالیت آنزیمی تثبیت شد. 

زمانی اوج تولید آنزیم با مرحله لگاریتمی دهنده همالگو نشان

3 Bacillus licheniformis 
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 و همکاران صادقی
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شرایط  یا  منابع  محدودیت  است.  باکتری  رشد  اوج  فاز  و 

فعالیت  افزایش  از  بعدی  مرحله  در  است  ممکن  محیطی 

پیشنهاد می نتیجه،  در  برداشت آنزیمی جلوگیری کند.  شود 

پس از شروع تخمیر انجام شود تا ضمن    h  ۳۶آنزیم در حدود  

حاصل  تولید  بازده  حداکثر  منابع،  هدررفت  از  جلوگیری 

سویه  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج  کلی،  طور  به  شود. 

ای مناسب برای تولید صنعتی گزینه باسیلوس لیکنی فورمیس

آنزیم آمیلاز است و با انتخاب سوبسترای مناسب مانند نشاسته 

توان تولید آنزیم را بهینه ذرت و کنترل دقیق زمان تخمیر می 

یافته این  میکرد.  زمینهها  فرایندهای تواند  توسعه  ساز 

غذایی،  مانند  مختلف  صنایع  در  کارآمد  بیوتکنولوژیکی 

برای  پایدار  و  اقتصادی  و راهکاری  باشد  نساجی  و  دارویی 

  .های صنعتی ارائه دهدتولید آنزیم
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