بررسي خصوصيات بيوشيميايي آنزيم آميلاز توليد شده توسط سويه اي از باکتري Exiguobacterium جدا شده از خاک
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چكيده
مقدمه و اهداف: جنس اگزيگوآباكتريوم شامل باكتري هاي جالب توجهي مي باشد كه از پراكندگي جغرافيايي زيادي برخوردار هستند. اين باكتري ها از چشمه هاي گرم پارك ملي يلواستون و همچنين يخ هاي گرين لند و يخچالهاي سيبري جداسازي شده اند. اكثر گزارشهاي مربوط به گونه هاي اگزيگوآباكتريوم به توليد آنزيم توسط آنها وهمچنين توانايي هايي آنها براي زيست در شرايط غير متعارف مربوط مي شوند.
روشها: باكتري توليد كننده آميلاز از نمونه هاي خاك بوسيله غني سازي در دماي 4 درجه جداسازي شد. براي اين منظور از نمونه هاي خاك رقت هاي سريالي در آب تهيه شد و از هر رقت 1/0 ميلي ليتر بر روي محيطLB  كشت داده شد. اين كشت ها در دماي 4 درجه بمدت دو هفته نگهداري شدند. در ميان كلني هاي رشد كرده يك باكتري با فعاليت آميلازي بالا انتخاب شد. اين باكتري بوسيله تعيين توالي ‍16S rDNA  شناشايي گرديد. فعاليت اين باكتري بوسيله روش DNS اندازه گيري شد. محيط كشت توليد آميلاز از مواد زير تشكيل شده بود (100/گرم):
K2HPO4, 0.1; Na2HPO4, 0.25; NaCl, 0.1; (NH4)2 SO4, 0.2; Trypton, 0.2; CaCl2, 0.005; MgSO4,7H2O, 0.005; Starch, 1. 
نتايج: باكتري سرمادوست توليد كننده آميلاز بر اساس توالي ژن 16S rDNA در جنس اگزيگوآباكتريوم طبقه بندي شد. دما و pH بهينه براي توليد آميلاز توسط اين باكتري بترتيب 37 درجه و 7 بودند. ولي اين باكتري در دامنه دمايي 45-4 درجه و دامنه pH بين 9-5 قادر به توليد آنزيم آميلاز بود. دماي و pH بهينه براي فعاليت اين آميلاز بترتيب 37 درجه و 7 تعيين شدند. آهن موجب افزايش فعاليت آميلازي تا 142 درصد شد ولي منيزيم،‌كلسيم و روي باعث كاهش آن به 32، 14 و 18 درصد شدند. مواد بازدارنده مثل SDS(1%)، ‌آب اكسي‍ژنه 100 ميلي مولار، EDTA (200 mM)، و اوره (8 مولار) بترتيب باعث كاهش فعاليت آميلازي به 40، 13، 24، و 27 درصد شدند.       
نتيجه گيري: آميلازها در بين پرمصرف ترين آنزيمها هستند و در صنايع مختلفي نظير نانوايي،‌فراوري قند،‌ و توليد شوينده هاي كاربرد دارند. تلاش براي شناسايي آنزيمهاي جديد در دست انجام بوده است زيرا اين آنزيمها نه تنها از جهت كاربرد بلكه همچنين از جهت مطالعات آنزيم شناسي نيز مهم هستند. آنزيم سرما دوست توصيف شده در اين تحقيق با توجه به فعاليت آن در سرما واجد ويژگي هاي جالب توجهي است و نيازمند بررسي هاي مولكولي و بيوشيميايي بيشتري مي باشد.  
Biochemical Characterization of the Amylase Produced by an Exiguobacterium spp. Isolated from Soil

Abstract
Background and Objective: The genus Exiguobacterium is composed of  interesting bacteria with impressive diversity in terms of geographic distribution. The bacteria of this genus have been isolated form hot springs in Yellowstone National Park as well as glacial ice core samples in Greenland and the Siberian permafrost environment. Most reported Exiguobacterium strains are known for their enzyme production and extremophilic abilities.

Methods: The cold-adapted amylase-producing bacterium was isolated from soil samples by cold enrichment at 4 ºC. For this purpose, serial dilutions of soil samples were prepared in water and 0.1 ml of each dilution was spread plated on LB medium. The cultures were incubated at 4 ºC in a refrigerator for 2 weeks. Among the colonies grown under this condition, a bacterium with high amylase activity was selected. This bacterium was identified by 16S rDNA sequencing. 
The amylolytic activity of this bacterium was measured using DNS method. The culture medium for amylase production was composed of (g/100):   K2HPO4, 0.1; Na2HPO4, 0.25; NaCl, 0.1; (NH4)2 SO4, 0.2; Trypton, 0.2; CaCl2, 0.005; MgSO4,7H2O, 0.005; Starch, 1. 
Results: The amylase producing cold adapted bacterium was classified in Exiguobacterium genus, based on 16S rDNA analysis. The optimum temperature and pH for amylase production were about 30°C and pH 7. However, this bacterium was able to produce amylase in a temperature range of 4-45°C, and a pH range of 5-9. The optimum temperature and pH for the activity of the amylase were 37°C and 7 respectively. Fe2+ significantly improved amylolytic activity up to 142 % but Mg2+, Ca2+, and Zn2+ repressed the activity to 32, 14, and 18% respectively. The repression by SDS (1%), H2O2 (100 mM), EDTA (200 mM), and urea (8M) were 40, 13, 24, and 27% respectively. 
Conclusions: Amylases are among mostly used enzymes with applications in various industries from bakeries and sugar processing to detergents manufacturing. Efforts to find novel enzymes are still underway because these enzymes are interesting not only from industrial but also from enzymology point of views. The cold adapted amylase characterized by this study shows interesting features demanding more studies in terms of molecular and biochemical characteristics. 
