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چکیده

زیسـت بـا   آنزیم آلفا آمیلاز همههاي بومی تولیدکنندباکتريجداسازي و شناسایی مطالعهاین از هدف 

بـاکتري از ریشـه و بـرگ    45مطالعـه  در این .استایرانهرمزگان، استان قشمجزیرهدردرختان حرا 

Avicennia marina(کنارسیاه) سـویه  18از میـان آنهـا   .جداسـازي شـد  از سواحل غربی جزیره قشم

هاي داراي بیشترین تولید سویهمربوط به 16S rRNA توانایی تولید آلفا آمیلاز را داشتند. آنالیز توالی ژن

BacillusوBacillus sp.HR10به جنس باسیلوس شامل شدهجداسازيآنزیم نشان داد که هر دو سویه 

sp.HR11 ثیر دما و أتنتایج . دارندتعلقpHهـاي  سـویه ،نشـان داد تولید آنـزیم  روي HR10 وHR11

تعیـین ویژگـی بیوشـیمیایی    نتایج .دارند8pHو c◦35و 30در دماي رابیشترین تولید آنزیمترتیب به

بهینه pHوc◦70و 60در دماي رايآمیلازبیشترین فعالیتHR11و HR10هاي سویه،نزیم نشان دادآ

اي از منبع بالقوهA. marinaزیست جداشده از هاي همباکتري،دهدمینتایج این مطالعه نشان .دارند8

 ـ. کنندتحمل میرا pHدما و ازياگستردهدامنه هستند وآنزیم آلفا آمیلاز  طـورکلی براسـاس نتـایج    هب

حرارت بـا  کنندهتولید آنزیم آمیلاز تحملبرايهاي باکتریایی می توانند منبع مناسبی سویهحاصل، این 

.کاربرد در صنعت باشندو پایداري عملکردي بالا 

، جزیره قشمباسیلوس، مانگرو، 16S rRNA،دماي بهینهآمیلاز، -α:واژگانکلید
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مقدمه

وسـیع از  یطیف ـ،ینوسعت زم%70ها با بیش از اقیانوس

هـا و  ها، اسفنجها، قارچها، باکتريجلبکچونیموجودات

ايبـالقوه که پتانسـیل  ندشوشامل میرا دیگري جانداران

ماننــدهــاي گونـاگون پرکــاربرد صــنعتی  آنــزیمدر تولیـد  

هـاي هاي مـانگرو از اکوسیسـتم  جنگل. [1]دارندآمیلازها 

.]2[شـوند میمحسوب پرتولید جهان وفردمنحصربهآبی

در خاك سسـت، مرطـوب و آب   طورکلیبهدرختان حرا

اي در امتـداد منـاطق   صـورت دوره بهکنند و شور رشد می

. ]3[رونـد جریـان جـزر و مـد زیـر آب مـی     بـا ساحلی 

درختی با ۀاز دو گونفقطهاي مانگرو در ایران اکوسیستم

) و درخـت چنـدل   Avicennia marinaنام درخت حـرا ( 

)Rhizophora mucronataــکیل ــده) تش ــتش .]4[اس

ــرا   ــان ح ــه درخت ــق ب ــنس متعل ــرهAvicenniaج از تی

Rerbenaceae وسیع از سواحل اسـترالیا  یبخشکههستند

هایی از سواحل انوس هند از جاوه تا فیلیپین و بخشو اقی

.]5[پوشـانند مـی و جزایر خلیج فارس و دریاي عمان را 

حـرا  هـاي در اکوسیستم جنگلي متنوعهامیکروارگانیسم

در تبدیل مواد آلی مرده به منابع نیتـروژن، فسـفر و سـایر    

بسـیاري  .]6[ایی مورد استفاده گیاهان نقش دارندمواد غذ

زیست با درختـان حـرا زنـدگی    صورت همبهها از باکتري

مختلف محیطی مانند دما، هايبا توجه به نوسانوکنندمی

pHبالایی باکتریاییشوري متفاوت در این منطقه تنوعو

هـاي گیـاهی   بافتطورکامل دربهها این باکتري. ]7[د دارن

کلنـی  ،هاي پیر گیـاه بافتومانند ساقه، ریشه، برگ، میوه 

پیچیـدگی محـیط زیسـت    ،. همچنین]8[دهندمیتشکیل 

کـه  یهـای هاي آنـزیم بین ویژگیشده است دریایی باعث 

کننـد درمقایسـه بـا    تولید مـی هاي دریاییمیکروارگانیسم

کننـد مـی زي تولیدهاي خشکیمیکروارگانیسمهایی آنزیم

هاي ساختاري و تفاوتاین .اردوجود دداري تفاوت معنی

در راآنزیم دریایی استفاده ازهاي اخیر در سال،عملکردي

. ]10, 9[اسـت نحـو چشـمگیري افـزایش داده   بهعتصن

هـا در صـنایع،   میکروارگانیسماینمزیت عمده استفاده از

رشد سریع آنها و ظرفیت تولید بالا و همچنـین اسـتخراج   

در مقایسه با گیاهان و حیواناتهاها از باکتريآسان آنزیم

هـا، آمیلازهـا از   در میان انواع مختلـف آنـزیم  . ]11[است

هاي صنعتی هستند و هیدرولیز نشاسـته را  ترین آنزیممهم

ــا پلیمرهــاي   ــه واحــدهاي کوچــک قنــدي دکســترین ی ب

هـا در سـه   . آمـیلاز ]12[کننـد یمتقسیمتر گلوکز کوچک

-بندي میطبقهآمیلازها γآمیلازها و βآمیلازها،آلفاگروه 

رایـج و مهـم  از آمیلازهـاي صـنعتی  آمیلازهـا آلفاشوند.

ــتند ــاي]13[هس ــیاريو کاربرده ــدد بس ــنایع متع در ص

هــا، کاغذســازي وازجملـه داروســازي، غــذایی، شــوینده 

هاي حاوي مواد شیمیایی شوینده.]14, 11[دارندنساجی 

ایـن امـر سـبب    ؛شـوند نمـی راحتی در فاضلاب تجزیه به

وارد مقدار زیادي مواد شیمیایی به محیط زیسـت  دشویم

آمیلاز جایگزین مواد شـیمیایی بـراي   آلفااگر آنزیم .شود

هاي سـخت شـود، ایمنـی محـیط زیسـت     لکهبردن بیناز

امروزه رو،. ازایندهدمیرا افزایش نسبت به مواد شوینده

.]15[هسـتند آمـیلاز آلفـا آنزیم شوینده حاويمواد90٪

تولیدشـده  هـاي فاضلابو نشاسته در ضایعات کشاورزي

هـاي  فاضـلاب هـاي فـرآوري مـواد غـذایی و     کارخانهاز 

باعـث  پسـماندها به فراوانی وجود دارد کـه ایـن   خانگی

شــود. تصـــفیه  ایجــاد آلــودگی محــیط زیســت مــی     

ها، محصولات ارزشـمندي ماننـد   فاضلاببیوتکنولوژیکی 

آلفابه کمک آنزیم همچنینزیست توده میکروبی تولید و 

. ]17, 16[د کن ـمـی را تصـفیه پسـماندها پسـاب و  آمیلاز

بـودن بیشـترین   دلیل قیمت پـایین و دردسـترس  نشاسته به

بـراي تولیـد   ،همچنـین .استفاده را براي تولید اتانول دارد

هیدرولیز و آمیلازآلفاسوخت زیستی ابتدا نشاسته توسط 

سپس این قندها توسط مخمر وقندهاي قابل تخمیر تولید

. استفاده از اتانول بـه جـاي  دشومیساختهتخمیر و الکل 

ــوخت ــد     س ــدار تولی ــاهش مق ــث ک ــیلی باع ــاي فس ه

ــاي  دي ــاهش گازه ــهاکســیدکربن و درنتیجــه ک اي گلخان
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اند که عبارتهاي باسیلوس بیشتر گونه[19 ,18].شودمی

.B. subtilis ،B. stearothermophilus ،Bاز

amyloliquefaciens،B. licheniformis ،B. coagulans ،

B. polymyxa،B. mesentericus ،B. vulgaris،B.

megaterium،B. cereus ،B. halodurans ــا ــزیم آلف آن

عوامل مختلف فیزیکـی و  . ]21, 20[کنندمیتولید آمیلاز 

، دوره انکوباسـیون، منـابع کـربن    pHشیمیایی مانند دمـا،  

نیتروژن، فسفات منابعها،سورفکتانتها،عنوان القاکنندهبه

هاباکتريهاي مختلف فلزي میزان تولید آلفا آمیلازیونو

اسـتفاده از با توجـه بـه   .]22[دهندثیر قرار میأرا تحت ت

دار دوسـت یندهايافرگوناگونصنایع درآمیلازآلفاآنزیم

تصـفیه  ،]15[تولیـد مـواد شـوینده   چـون محیط زیسـت  

و تولید الکل ]17, 16[کشاورزيپسماندهايفاضلاب و 

ــوختی ــر و[19 ,18]س ــن ام ــین ای ــاره همچن ــه درب ک

زیست درختـان حـرا   هاي تولیدکننده آلفا آمیلاز همباکتري

 ـدر این پـژوهش ،خلیج فارس گزارشی وجود ندارد راي ب

هاي بومی تولیدکننـده آنـزیم آلفـا آمـیلاز     بار باکترياولین

رختان حـرا از سـواحل غربـی جزیـره قشـم      زیست دهم

هـاي  ویژگیبرخی از و شدند شناسایی و (کنارسیاه) جدا

.دشتعیین نیز بیوشیمیایی آنها 

هامواد و روش

Avicennia marinaهاي برگ و ریشه نمونهآوري جمع

هـاي هـوایی درختـان حـرا از     هـاي بـرگ و ریشـه   نمونه

جزیره قشم استان در سواحل غربیواقعروستاي کنارسیاه 

در ظروف ،آوري شدند. سپسجمعهرمزگان جداسازي و

به آزمایشـگاه  سریعاc◦10ً-4استریل حاوي یخ در دماي 

بـرداري در سـه مرحلـه و روزهـاي     نمونـه . نـد انتقال یافت

[23] .شدمتفاوت و همچنین از نقاط مختلف منطقه انجام 

Avicenniaهــا از بـرگ و ریشــه  بــاکتريکردنجـدا 

marina
هاي بـرگ و ریشـه از ذرات شـن و    نمونهسازي براي پاک

شـو،  وشسـت ها بـا آب دریـاي اسـتریل    نمونهابتدا ،ماسه

1به مدت % 70ها با الکل نمونهگرم از هرکدام از 2سپس 

ثانیـه، هیپوکلریـت سـدیم    30به مدت %96دقیقه، متانول 

دقیقه و همچنین در آب مقطر استریل در 4به مدت ،5/2

لیتر نرمال میلی6درنهایت با شدند.شو وتشسهر مرحله 

هـاي  باکتريجداسازي برايها همگن شدند. نمونهسالین 

) از عصـــاره 10-1-10-4(زیســت رقـــت ســریالی  هــم 

ــه و بعــد  همگــن ســاعت انکوباســیون  3از شــده تهی

میکرولیتر ازc◦30 ،10انکوباتور با دماي سوسپانسیون در

ار کشـت داده و بـه   عصاره روي محیط کشت نوترینت آگ

.]24[انکوبه شد c◦30ساعت با دماي 48مدت 

هاي تولیدکننده آلفا آمیلازغربالگري اولیه باکتري

درختان حـرا روي محـیط کشـت    هاي جداشده ازباکتري

به مدت c◦30در دماي ) و %1اختصاصی حاوي نشاسته (

ها باکتريساعت رشد 48ساعت کشت شدند. پس از 48

هایی کـه  نمونهو شدندروي محیط کشت نشاسته بررسی 

تند، بـراي ادامـه کـار    توانایی رشد در این محـیط را داش ـ 

در ایـن مرحلـه روي محـیط کشـت     .]25[انتخاب شدند

،سپس.اختصاصی حاوي نشاسته محلول لوگل ریخته شد

براســاس قطــر هالــه شــفاف اطــراف کلنــی بــاکتري کــه 

توسـط بـاکتري   را هیدرولیزشدن نشاسـته و تولیـد آنـزیم    

آمـیلاز  آلفـا هـاي تولیدکننـده آنـزیم    ، کلنـی دهدمینشان 

.]26[جداسازي و انتخاب شدند 

هاي تولیدکننده آلفـا آمـیلاز و   غربالگري ثانویه باکتري

سنجش فعالیت آنزیم

آمـیلاز کـه در مرحلـه    آلفـا هاي تولیدکننده آنـزیم باکتري

تري تولیـد کـرده بودنـد، بـراي     قويغربالگري اولیه، هاله 

غربالگري ثانویه و سنجش فعالیت آنزیمی انتخاب شدند. 

وترینت بـراث کشـت   ها در محیط نباکتريدر این مرحله 

rpm100و دورc◦30داده و در شیکر انکوبـاتور دمـاي   

به 12000ساعت، با دور 24انکوبه شدند. پس از گذشت 

عنـوان محلـول   بهرویی مایعدقیقه سانتریفیوژ و20مدت 

آمیلاز در مراحل بعدي آزمایش اسـتفاده  آلفاحاوي آنزیم
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از نیـز  آمـیلاز  آلفـا براي سنجش فعالیت آنزیم . ]27[شد

400بـدین منظـور،   . ]28[اسـتفاده شـد  Bernfeldروش

عصـاره  میکرولیتـر 100میکرولیتر محلول بـافر فسـفات،   

عنـوان  بـه %1میکرولیتـر نشاسـته   500آمیلاز و آلفاآنزیم

انکوبـه شـدند.  دقیقه20مدت بهc◦60 سوبسترا در دماي

به ، به لوله آزمایش افزودهDNSلیتر محلول میلی1سپس 

ــ5مــدت  ــه و پ س از دقیقــه در حمــام آب جــوش انکوب

لیتر آب مقطر به آن اضافه شـد. پـس از   میلی1سردشدن، 

540زدن محتویات لوله جذب نمونه در طـول مـوج   همهب

خوانش شد.نانومتر در برابر نمونه شاهد

آمیلازبالقوه تولیدکننده آلفاهايباکتريشناسایی

هـاي بـالقوه تولیدکننـده    بـاکتري در این مطالعه شناسـایی  

ــا ــوتیپی و آمــیلاآنــزیم آلف ــا بررســی خصوصــیات فن ز ب

انجـام  16S rRNAبا اسـتفاده از آنـالیز ژن   وبیوشیمیایی 

Boilingروش از هـا بـاکتري DNAاسـتخراج  براي.شد

با)PCRاي پلیمراز (واکنش زنجیره. ]30, 29[شداستفاده

جفـت بـاز از ژن   1500ازدیاد قطعه براياستانداردروش

16S rRNA باDNA هـاي  بـاکتري شـده  استخراجالگوي

ــا ــالقوه تولیدکننــده آلف ) تحــت HR11وHR10آمــیلاز (ب

AGA GTT TGA TCCTGGʹ5)پـیش رو پرایمرهـاي 

CTC AG3ʹ)5(معکـوس وʹAAG GAGGTG ATC

CAGCC3ʹ( 2شـــامل میکرولیتـــر50نهـــاییدرحجــم

شـده، اسـتخراج باکتریـایی سویهيالگوDNAمیکرولیتر

میکرولیتـر پرایمـر   5/0پـیش رو،  پرایمـر میکرولیتـر 5/0

میکرولیتر محلول مستر میکس قرمـز آمـاده   25معکوس، 

انجـام شـد   دیـونیزه مقطـر میکرولیتر آب 22آمپلیکون و 

1شـرایط  در دستگاه ترموسـیکلر بـا   PCRواکنش . ]31[

30و در ادامـه c◦95شـدن اولیـه در دمـاي    دنـاتوره دقیقه 

ثانیه، 20به مدت c◦95شدن در دماي دناتورهسیکل شامل

در شـدن طویلثانیه و 30به مدت c◦63اتصال در دماي 

نهایی شدنطویلدقیقه و درنهایت 1به مدت c◦72دماي 

بعد از بررسـی  انجام شد.دقیقه5به مدت c◦72در دماي 

روي الکتروفـورز ژل  PCRکیفیت و کمیـت محصـولات   

جهت تعیین تـوالی بـه شـکل    و اسپکتروفتومتر%1آگارز 

ها با استفاده توالیدوطرفه به شرکت فزاپژوه ارسال شدند. 

هـاي تـوالی بـا  NCBIابزار بلاست موجـود در سـایت   از 

پس.مقایسه شدندNCBIشده در پایگاه داده ثبتآمیلازي

Sترین سـویه براسـاس تـوالی ژن    نزدیک،از این مقایسه

rRNA16 هاي بیوشیمیایی انتخاب شد. آزمونو نتایج

هـاي مـورد نظـر در    تـوالی ، فیلوژنیآنالیز روابطبراي 

. در انتهـا،  شدندجستجو و آنالیز بلاست NCBIبانک ژن 

Joiningو الگـوریتم  MEGA4افـزار  نـرم بـا اسـتفاده از   

(NJ)-Neibour درخــت تکــرار 1000بــا بــوت اســترپ

.]32[شدترسیم فیلوژنی 

بر تولید آنزیم آلفا آمیلازpHو بررسی اثر دما

کـردن محـیط   انکوبـه اثر دما بر تولید آنزیم آلفا آمـیلاز بـا   

هاي بالقوه تولیدکننده آلفا آمیلاز در محدوده کشت باکتري

پس از گذشت ،منظوربدینسنجیده شد.c◦35-25ییدما

شـده در  انتخـاب هاي باکتریـایی  ساعت از رشد سویه48

حاوي نشاسـته فعالیـت آنزیمـی    محیط کشت اختصاصی

.]33[شدسنجیده

کردن محیط انکوبهبر تولید آنزیم آلفا آمیلاز با pHاثر

هاي بالقوه تولیدکننده آلفا آمیلاز در محدوده کشت باکتري

pHپـس از گذشـت   دلیل،همینبهده شد. سنجی6-8هاي

شـده در  انتخـاب هاي باکتریـایی  ساعت از رشد سویه48

محیط کشت اختصاصی حاوي نشاسـته، فعالیـت آنزیمـی    

[34].سنجیده شد

فعالیت آنزیم آلفا آمیلازردpHدما و بررسی اثر

20در بـافر  c◦40-20آمیلاز در دماهاي آلفافعالیت آنزیم 

کـه  کردتعیین شد. باید توجه pH4/7،مولار فسفاتمیلی

سنجش فعالیت آنزیمی در هر دما، سوبسترا (نشاسته براي

و عصاره آنزیم) هـر دو بایـد   %) و محلول آنزیمی (بافر1

سپس فعالیت آنزیمی سـنجش  ،در آن دما به تعادل برسند

.]35[شود
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در 2-12هـاي مختلـف   pHدرنسـبی آنـزیم   فعالیت 

بـافر مخلـوط   منظوربراي این شد. گیرياندازهدماي اتاق 

باز، گلایسین، فسفات -تریسmM25(مخلوطی از غلظت 

NaOHتهیه و با استفاده از محلول سدیم) سدیم و استات 

تنظـیم شـد. محلـول    12تا 2هاي مختلف pHدر HClو 

ن سوبسترا تهیه و فعالیـت آنـزیم در   عنوابهنیز %1نشاسته 

.دشهاي مختلف سنجش pHبافر فوق با 

نتایج و بحث

Avicennia marinaها از برگ و ریشه باکتريکردنجدا

شده بـرگ و ریشـه   آوريجمعهاي نمونهدر این مطالعه از 

A. marina ،45 17کلنی از ریشه و 28که شدکلنی جدا

هـاي  بـاکتري ،دهدمیها نشان هیافت. این بودکلنی از برگ 

جدا A. marinaدرخت )نسبت به برگ(بیشتري از ریشه 

با توجه به اینکه رسوبات دریا حـاوي ذخیـره   .استشده

وسیعی از کربن ارگانیک، شیبی از غلظت اکسیژن و مـواد  

کننـد کـه   مـی ، ترکیبی فراهم هستندغذایی آلی و غیر آلی 

, 36[هاي متفاوت باشـد سممیکروارگانیاي براي ویژهکنام 

هاي جداشـده از ریشـه   باکتريتعداد بیشتر ،. بنابراین]37

رسد.میمنطقی به نظر A. marinaنسبت به برگ 

هاي تولیدکننده آلفا آمیلازغربالگري اولیه باکتري

ازآمـیلاز آلفاهاي تولیدکننده آنزیمباکتريکردنجدابراي

درشـد. اسـتفاده حاوي نشاسـته اختصاصیکشتیطمح

 ـنشاستهاینکهبهتوجهباکشتمحیطاین منبـع عنـوان هب

کـه کننـد  رشـد مـی  هاییباکتريفقط،رودیمکارهکربن ب

کلنـی 28تعـداد کننـد. سـنتز  راآمـیلاز آلفاآنزیمبتوانند

ــده ــرگ و ریشــه  ازجداش محــیطرويA. marinaب

. ایـن  نداشـتند رشديگونههیچهحاوي نشاستاختصاصی

آلفـا آنـزیم سـنتز توانـایی هاباکترياین،دادنشان میامر

ــیلاز را ــتند. آم ــین، نداش ــاکتري18همچن ــیطرويب مح

درشـفافی هالـه وکردنـد رشداختصاصی حاوي نشاسته

را آمـیلاز آلفـا آنـزیم تولیـد کـه شدتشکیلکلنیاطراف

هاي تولیدکننـده  باکتري.دادنشان میها باکترياینتوسط

سویه جداشده از ریشـه  10و 8ترتیب بهآمیلاز آلفاآنزیم 

سویه هاله قوي تشکیل دادند که تولیـد  7و برگ بودند و 

نیـز ي دیگـر هـا باکتريداد.را نشان میبالاي آنزیم آمیلاز 

هاي گذشته نیز . در پژوهشدداشتنهاله متوسط یا ضعیف 

یط کشـت اختصاصـی حـاوي    مح ـمطالعه ازهمچون این

آنزیمتولیدکنندههايباکترياولیه غربالگريبراينشاسته

و Mansi،مثالراي. ب]39, 38[اند کردهاستفاده آمیلازآلفا

عنـوان منبـع   بـه استفاده از نشاسـته  با)2013(همکارانش

هاي تولیدکننده آنزیم آلفا آمـیلاز  باکتريشدند کربن موفق 

و کننـد  شناسـایی  را هاي آب دریاچه لونـار هنـد   از نمونه

رشد مناسب بـاکتري هـا و فعالیـت    نیز آمده دستهبنتایج 

.]38[داد را نشان آنزیمی 

هاي تولیدکننده آلفا آمـیلاز و  گري ثانویه باکتريغربال

سنجش فعالیت آنزیم

، A. marinaهاي جداشده از برگ و ریشـه  ازمیان باکتري

بیشترین میزان تشکیل هاله (قـوي  دارايباکتريسویه11

و متوسط) در مرحله غربالگري اولیه براي سنجش فعالیت 

HR10آنزیمی انتخـاب شـدند. در ایـن میـان، دو سـویه     

065/0ترتیببهرابیشترین مقدار فعالیت آنزیمیHR11و

درنهایـت ایـن دو سـویه    داشتند.یونیت آنزیمی 034/0و 

هاي بعـدي  آمیلاز براي بررسیه آنزیم آلفابالقوه تولیدکنند

و شناسایی مولکولی انتخاب شدند.

آنـزیم  ههاي بـالقوه تولیدکننـد  شناسایی مولکولی سویه

آلفا آمیلاز

آمیلازيآلفاکه بیشترین فعالیت HR11وHR10ۀسویدو

شناسایی شدند (شکل 16S rRNAآنالیز ژنبا، را داشتند

ــوالی1 ــایج بلاســت ت ــدي ژن). نت 16S rRNAنوکلئوتی

هـر دو  ،نشـان داد NCBIهاي جداشده در پایگاه باکتري

بالقوه تولیدکننده آلفا آمیلاز بیشترین تشابه را با جنسۀسوی

Bacillus از خانوادهBacillaceae براسـاس ایـن   دداشـتن .

%) را 99( بیشترین تشابهHR11و HR10هاي سویهنتایج 
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Bacillus amyloliquefaciens strainTS.18ترتیب بـا  به

S.BK)MH250028 و (Bacillus infantis sp. Strain

C4)MF993020(16هـاي ژن نشان دادند. توالیS rRNA

.Bacillus spو Bacillus sp. strain HR10هـاي سـویه 

strain HR11,پایگاه درNCBIهـاي  شـماره ترتیب بـا  به

ثبت شدند. MN988923و MN988922دسترسی 

جفت بازي قرار دارد.1500، باند در راستاي HR11و HR10هايسویهPCRتکثیرشده با استفاده از 16S rRNAالکتروفورز ژن .1شکل 

16Sهـاي نوکلئوتیـدي ژن  درخت فیلوژنتیکی تـوالی 

rRNAهاي سویهHR10 وHR11 جداشده در این مطالعه

Bacillusانـد از که عبـارت NCBIتوالی موجود در5با 

amyloliquefaciens strain TS.18 S.BK،Bacillus

amyloliquefaciens strainUACC2،Bacillu

velecensis CB02999،Bacillus siamensis strain

YJ15، Bacillus infantis. Strain C4 ــد از بعــ

Methanobacterium. گونـه  شـد رسـم  کـردن ردیفهم

fornicium AY196659.1دشگونه انتخاب برونعنوان به .

%64بـا  HR10براساس نتایج درخت فیلـوژنتیکی سـویه   

ــه    ــه گونـ ــوط بـ ــلاد مربـ ــانی در کـ Bacillusهمسـ

amyloliquefaciens strain TS.18 S.BK و سویهHR11

Bacillusهمســانی در کــلاد مربــوط بــه گونــه %76بــا 

infantis. Strain C4 2(شـــکل حمایـــت شـــد.(

1500 bp

HR11HR10
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که موقعیت NCBIهاي موجود در بانک ژنیو سایر توالیHR11و HR10هايسویه16S rRNAژندرخت فیلوژنتیکی توالی. 2شکل 

.دهدنشان میي دیگرهادر میان سویهراهاي این باکتري

Castro میکروارگانیسـم 2014و همکارانش در سال-

مـانگرو  زیست با برگ و شاخه درختان هاي اندوفیت هم

Rhizophora(در کشـور برزیــل از دو گونـه مــانگرو   را 

mangleوAvicennianitida (  .هـا باسـیلوس جدا کردنـد

مثـل  .]40[دبیشترین جنس جداشده از این منطقـه بودن ـ 

.Bچونهاي متعلق به جنس باسیلوس باکتري،مطالعهاین

subtilis ،B.stearothermophilusوB.

Amyloliquefaciensهــاي بــالقوه   بــاکتريعنــوان  هبــ

. ]43-41, 22[ندآمیلاز شناسایی شدتولیدکننده آنزیم آلفا

B. amyloliquefaciensآنزیم آلفا آمیلاز تولیدشده توسـط 

به خود اختصاص داده بیشترین تولید جهانی این آنزیم را

ري اولین آنزیمـی  توسط این باکتآمیلاز تولیديآلفا.است

سـازي نشاسـته   مـایع سازي و شیرینبود که در صنعت در 

ها باسیلوسفرد توانایی منحصربهامر این[44].شداستفاده

.دهدنشان میآمیلاز آلفاهايدر تولید آنزیمرا 

آمیلازآلفابرمیزان تولید آنزیمpHدما و اثر 

و کمترین میزان تولید تحقیق، بیشتریناین براساس نتایج 

ترتیـب در  بـه Bacillus sp.HR10آمیلاز توسطآلفاآنزیم

در Bacillus sp. HR11و توسط سویه c◦35-25دماي

روي پژوهشـی Burhan. )3بود (شـکل c◦35-30دماي

.Bacillus spز تولیدشـده از بـاکتري   آمـیلا -آلفـا آنـزیم  

ANT-6آنـزیم در  تولید بهینـه ایـن   حاکی از داد که انجام

.]45[بودc◦37دماي 
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تولید آلفا آمیلاز در دماهاي مختلفکردنبهینهنتایج . 3شکل 

آمیلاز توسط آلفاو کمترین مقدار تولید آنزیمبیشترین

.Bacillus spوBacillus sp.HR10 هاي باکتریـایی  سویه

HR11ترتیب در بهpH که افـزایش میـزان   بود6و 8هاي

در شرایط قلیایی نسبت به اسـیدي توسـط  راتولید آنزیم

Bacillus sp.4(شکلدادنشان می.(Sivaramakrishnan

ــز  ــابهینــهpHو همکــارانش نی ــزیم آلف ــد آن ــیلاز تولی آم

Bacillus sp. 22[گـزارش کردنـد  7-8را در محدوده[.

بهینه تولید pH، 1994و همکارانش در سال Leeهمچنین

قلیایی pHجداشده از خاك را در .Bacillus spآمیلازآلفا

.]46[مطالعه تطابق دارداین که با گزارش کردند9و 8
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هاي مختلفpHتولید آلفا آمیلاز در کردنبهینهنتایج . 4شکل 

آمیلازفاآلبر فعالیت آنزیمpHو اثر دما

در آلفـا آمـیلاز  بر فعالیت آنـزیم pHدر بررسی اثر دما و 

آنـزیم  ایـن  کـه  شـد  مشخص HR11و HR10هاي سویه

داراي حـداکثر  pH8و c◦70و 60در دماي ترتیب در به

زیم بیشـترین پایـداري   در هر دو سـویه آن ـ .استفعالیت 

دو . )5(شکلرخ دادc◦70تا 50دماییمحدودهدمایی در

ترتیـب در  بـه بیشترین پایداري را ،HR11و HR10 سویه

pH براسـاس  ). 6نشان دادنـد (شـکل  9تا 7و8تا 6هاي

.Bacillus spآمـیلاز جداشـده از   هاي قبلی، آلفـا گزارش

ANT-6 در دمايc◦80]45[ و ازBacillus sp. MB6 در

.را داشــتندبیشـترین فعالیــت آنزیمـی  .]c◦55]47دمـاي  

آلفـا آمـیلاز   براساس مطالعات قبلی گزارش شده است که

هــاي قلیــایی بیشــترین pHدر .Bacillus sppجداشــده از

روي شـده انجـام هـاي پـژوهش .]50-48[را دارد فعالیت 

بیشـترین  آنزیماین ،نشان دادB. cereusآنزیم آلفا آمیلاز

دارد. 8حـدودي pHو c◦80در دمـاي  را فعالیت آنزیمی 

تـا 50فعـالیتش را در محـدوده دمـایی   %80نزیم بیش از آ

c◦70 حفظ کرد و درpH فعـال و پایـدار   5تا 3محدوده

ــود  ــل  در. ]51[بــ ــاکتري ترموفیــ Geobacillusبــ

stearothermophilus هـــاي آب گـــرم غیـــر چشـــمهاز

نشان داده شـد کـه بیشـترین فعالیـت     سولفوري جداشده

8-5بهینـه  pHو c◦70 تا 40ی محدوده دمایآمیلازي در 

آنزیم آلفـا  ،دهدمیورکلی مطالعات نشان طبه.]52[است

امـا  ،اسـت پایـدار  11تـا  4بـین  pHآمیلاز در محدوده 

هاي آلفا آمیلاز قلیایی بازده کاتالیزوري بالایی دارنـد  آنزیم

بیشترین پایداري و فعالیت را 10تا pH8و  این آنزیم در

با توجه به شرایط مطلوب هاي قلیاییآنزیمدارد. درنتیجه 

در کاندیداي مسـتعدي pHنزیم از نظر پایداري دمایی و آ

. ]53[هستندصنایع نساجی و تولید مواد شوینده 
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.شدگرفتهنظردر%100نهیبهيدمادرتیفعال. HR11وHR10اثر دما بر فعالیت آلفا آمیلاز. 5شکل

.شدگرفتهنظردر% 100نهیبهpHدرتیفعال. HR11وHR10آلفا آمیلازآنزیمبر فعالیتpHاثر . 6شکل 
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گیري کلینتیجه

Bacillus sp. HR10زیست هاي همريباکتدر این مطالعه، 

ــت A.marinaجداشــده از Bacillus sp. HR11و  فعالی

و 60ترتیب در دمـاي بهمناسبی را براي تولید آنزیم آمیلاز 

c◦70 وpH8 خصوصـیات ایـن   نشان دادند. با توجه بـه

قلیــایی وpHبـودن آن در دماهــاي بـالا و   فعــالآنـزیم و  

عنوان کاندیـداي  توان آن را بهمیز پتانسیل آنزیم آلفا آمیلا

در صنایع غذایی و و تولید انبوه کردنتجاريبرايمستعد 

ــوینده  ــه     ش ــی در زمین ــام عمل ــک گ ــرد و ی ــی ک معرف

تولید محصولات کاربردي بـا ارزش  دربیوتکنولوژي دریا 

زیستی بالا برداشت.
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Island (Konar siah) and investigation of some biochemical
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Abstract
The aim of this study was to isolate and identify �-amylase-producing
bacteria present in mangrove ecosystems on Qeshm Island, Hormozgan,
Iran. Samples of mangrove leaves and roots were screened for �-amylase
activity using Lugol’s solution. Crude extracts were prepared of positive
samples, and their �-amylase activity was determined by the Bernfeld
method. The two strains with the highest activity were identified by
molecular analysis of their 16S rRNA genes. �-Amylase production and
activity were optimized by varying temperature and pH. 46 bacterial strains
were isolated from mangrove tree leaf and root samples. Of these, 28 strains
were capable of producing �-amylase. 16S rRNA gene sequence analysis of
two strains with the highest enzyme production identified them as Bacillus
sp. strain HR10 and Bacillus sp. strain HR11. The optimum temperature for
enzyme production was 35 and 30 °C for strains HR10 and HR11,
respectively, and the optimum pH was pH 8 for both strains. The highest
enzyme activity was observed at 70 °C and 60 °C for the HR10 and HR11
strains, respectively, and the optimum pH was pH 8 for both strains. In
conclusion, we have shown that bacteria isolated from mangrove leaf and
root samples are potential source of��-amylases, tolerating a wide range of
temperature and pH. Such �-amylases  may  be  of  interest  for  use  in
environmentally friendly industries.

Keywords: α-  Amylase,  Optimum  temperature,  16S  rRNA,  Mangrove,
Bacillus, Qeshm Island
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