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 المستخلص 

 

رابطة جليكوسيدية بين جزيئات الجلوكوز في النشا. يتمّ   -4، 1-لذي يحفز التحلل من ألفاي األفا أميليز هو انزيم الأيض الأول

إنتاج الإنزيم في اللعاب البشري والبنكرياس، ويوجد أيضا في مجموعة واسعة من الكائنات الحية. ألفا أميليز له تطبيقات 

ة. هنالك سوق كبير لهذا الانزيم لاستخدامه على نطاق ائيصناعيّة  في الخبْز والمشروبات والورق والنسيج والصناعات الدو

صناعي. الإنزيمات من الكائنات الحية الدقيقة المحبة للحرارة لديها تنوع كبير واستقرارأفضل في درجات الحرارة الصناعية. 

ة البكتريا الجديدة جيوباسيلس أدوات وتقنيات الهندسة الوراثية الحديثة جعلت بالإمكان إنتاج وتنقية الإنزيم بكميات كبيرة. سلال

درجة مئوية( لم يتم استكشاف خصائص  65المحبة للحرارة المعتدله )درجة النمو المثلى °  465 -ثيرمودينايتريفيكنس دسم

انزيماتها وبروتيناتها. يعزز استكشاف هذه السلالات البكتيرية من فرص اكتشاف بعض الإنزيمات الجديدة بخصائص فريدة. 

اسة المقترحة إلى الإنتاج المطعم ، والتنقية ، وخصائص ألفا أميليز من سلالة جيوباسيلس حددت حديثا. تهدف الدر  

، ثم ) تقنية تفاعل البلمرة المتسلسلة (  PCR حمض أميني تم تكثيره عن طريق 565شفره جينيه لـ  1698الجين المتكون من   

.pET21a (+) وتم إعادة تكثيره في البلازميد PTZ57R  باستخدام تقنية T/A  تم ربط وتكثير الجين في البلازميدستنساخ للا 

وتنقيته جزئيا باستخدام تقنية الكروموتوغرافي ذي   RIL  شفرة ( DE3   (  BL21 تم تكثير الانزيم في سلالة بكتريا القولون 

مع درجة حموضة مثلى   66 KDa وقد ظهر الانزيم بوزن جزيئي حوالي .DEAE-Sephadex  ل الأيوني بناء علىالتباد  

درجة مئوية عند حضنه 100إلى  90درجة مئوية. احتفظ الانزيم بنشاطه عند  70اس هيدروجيني، ودرجة حرارة مثلى  8  

157.7.   µM ه دقائق وكانت قيمت 5لمدة    
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ABSTRACT 

Alpha-amylase is the enzyme of primary metabolism that catalyzes the hydrolysis of α-1, 4-

glycosidic linkage in the starch molecules. The enzyme is ubiquitous in nature, found in the 

human saliva, pancreatic secretions, plants, fungi and bacteria. There is a big market for this 

enzyme in the baking, beverage, paper, textile and pharmaceutical industries. The present study 

describes cloning, E. coli expression, partial purification, kinetic properties, in silico structural 

and molecular docking analysis of alpha amylase from Geobacillus thermodenitrificans DSM-

465. A 1698 bp gene coding for 565 amino acid protein was PCR amplified, T/A cloned in 

pTZ57R/T plasmid and subcloned in pET21a (+) expression plasmid. The enzyme was expressed 

in BL21 (DE3) RIL codon plus strain of E. coli under 0.5mM IPTG in LB broth containing 

100µg of ampicillin per milliliter of medium adjusted at 200 rpm at 37°C. The enzyme was 

purified by DEAE-Sephadex based anion exchange chromatography. It gave a protein band at 

about 63 kDa on SDS-PAGE with optimum pH and temperature at 8 and 70°C respectively. The 

KM value of recombinant alpha amylase was 157.7µM and Vmax was 333 U/mg. The enzyme 

retained considerable activity at 90 to 100°C when incubated for 5 minutes. A 3D protein model 

comprising of 31% α-helix, 15% β-Sheet, and 52% loop was built by Raptor-X, validated by 

Ramachandran plot and selected for molecular docking studies. Molecular Operating 

Environment (MOE) software was used for docking of protein model with selected ligands. The 

best bonding affinity of enzyme was found with amylopectin as indicated by the lowest docking 

energy (∆G -10.59). The main interacting residues Asp232, Arg448, Glu385, Asp99 and, Arg175 

with a distance less than 2.86Å make the potential active site of enzyme. In conclusion, the study 

provides an insight into the biochemical and structural properties of the enzyme. Stability and 



activity at a broad range of pH and temperature makes it a strong candidate for industrial 

applications. 

 


