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 Background and Objectives: Enzymes are selective proteins that catalyze all metabolic reactions found 
in living organisms. Millions of enzymes are produced by prokaryotes and eukaryotes. Marine sponges have 
developed a enormous quantity of diverse microorganisms such as bacteria, fungi, viruses, protozoa, and 
single-celled algae and the nature of the sponge-microbe interaction is diverse. Marine sponge's symbiotic 
bacteria can comprise as much as 40% of sponge tissue volume. At least 32 bacterial phyla and candidate 
phyla were described from marine sponges by both cultivation-dependent and cultivation-independent 
techniques. Symbiotic microorganisms in sponges can be sources of various natural products, because 
metabolites previously ascribed to sponges have recently been demonstrated to be biosynthesized by 
symbionts. If symbiotic microorganisms from which some natural products are derived can be cultured, the 
microorganism could be used in a mass production of the bioactive comopounds. The goal of this research 
is isolation of Amylolytic bacteria from marine sponges and optimization of bacterial growth and amylase 
production in most amylolytic isolate. Symbiot bacteria were isolated using serial dilution method and 
differential analyses done for isolated bacteria. Most effective isolate was selected by using qualitative 
starch hydrolysis method. 

Methods: Morphological and biochemical characteristics were studied using Bergey’s manual of 
systematic bacteriology. Differential analyses were performed by catalase and Gram test TSI, H2S, VP, MR 
tests. Preliminary screening and quantification of amylase activities were analysed in selected isolates by 
starch agar plate and dinitrosalicylic acid (DNS) method respectively. In order to optimize the enzyme 
production, the fermentation process was carried out under M9 medium using various sodium chloride 
concentrations (2–14%). To evaluate the effect of pH on the production of Amylase, the best amylase 
producer isolate was cultured at M9 medium with different pH rang 4-8. After incubation time it was 
subjected to amylase activity assay. Isolate SS1 was grown in M1 medium at 28°C for 7 days. DNA 
extraction was done using Cinnapure DNA Kit for isolation of DNA from gram positive bacteria. PCR 
amplification of 16S rRNA gene was performed, the specific actinomycete primers, F27 and R1492 were 
used to amplify 16S rDNA. The resultant 16S rRNA gene sequences were aligned manually with 
corresponding almost complete sequences. The 16S rRNA gene sequence search was performed using the 
BLAST program available from the National Centre for Biotechnology Information (NCBI) and the isolate 
was identified to generic level Using the CLUSTAL-X Multiple Sequence Alignment Program (Strasburg, 
France), The Phylogenetic tree was constructed by Neighbor-Joining method using MEGA 6.06. The 
reliability of the phylogenetic tree was tested by bootstrap analysis using 1,000 replicates. 

Findings: Biochemical analyses showed that all tests were catalase and Gram positive none of them 
produced H2S and TSI, MR, VP tests were negative. According to 16S rRNA sequences result the most 
effective isolate was belong to Bacillus genus and Optimum growth condition was found at 12% NaCl 
concentration, 35˚C temperature and pH 12. Maximum amylase activity in optimum condition was 109 Unit 
(one Unit is amount of enzyme that release one microgram of glucose in a minute). 

Conclusion: The results showed that enzyme production is related to growth of bacteria conditions and 
the amylase gene should amplify from selected isolate and clone in suitable host for more studies. 
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 (علوم دریایی) پژوهشی همقال

 دریایی هايدر باکتري همزیست با اسفنجسازي تولید آمیلاز بهینه

 3زادهنبی جمعه، 2سعیده شاکري، *،1سهیلا مطرودي
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هاي متابولیک را در موجودات زنده هایی هستند که بطور انتخابی تمام واکنشها پروتئینآنزیم پیشینه و اهداف: 
هاي هاي دریایی با ارگانیسمشوند. اسفنجها تولید میها و یوکاریوتنها آنزیم توسط پروکاریوتکنند. میلیوکاتالیز می

ها همزیستی دارند و طبیعت ها، پروتوزوآها وموجودات تک سلولی بنام جلبکها ویروسها، قارچمختلفی مانند باکتري
درصد از حجم توده اسفنج از باکتریهاي همزیست تشکیل  40تنوع است.حدود ها بسیار مها با میکروبمیانکنش اسفنج

هاي وابسته به کشت و است که توسط روشهاي دریایی شناخته شدهشاخه باکتریایی در اسفنج 32شده است. حداقل 
ند که در گذشته ها منبع ترکیبات مختلفی هستهاي همزیست با اسفنجاند. میکروارگانیسممستقل از کشت جداسازي شده

هاي همزیست مشتق شوند که اکنون مشخص شده که توسط این میکروارگانیسمها تولید میرفت توسط اسفنجگمان می
توان جهت تولید انبوه آنها را کشت داد. هدف از هاي تولید کننده این ترکیبات جداسازي شوند میاند. چنانچه باکتريشده

سازي شرایط رشد و تولید آنزیم هاي دریایی و بهینهتولید کننده آنزیم آمیلاز از اسفنجهاي این تحقیق جداسازي باکتري
هاي افتراقی هاي همزیست با اسفنج با استفاده از روش رقیق سازي سریالی و آنالیزباشد. باکتريآمیلاز در ایزوله برتر می

 .هاي کیفی و کمی هیدرولیز نشاسته انتخاب شدز روشترین ایزوله با استفاده اهاي جداشده انجام شد. فعالدر باکتري

هاي ها انجام شد. انالیزویژگیهاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی با استفاده از کتاب برجی و سیستماتیک باکتري :هاروش
، ایندول VP ،MR، سیمون سیترات، اورنیتیل دکربوکسیلاز، لیزین دکربوکسیلاز، TSIهاي کاتالاز، گرم، افتراقی با انجام تست

هاي پلیت هاي تولید کننده آنزیم آمیلازبه ترتیب، با انجام آزمایشانجام شد. غربالگري اولیه جهت جداسازي ایزوله SIMو 
) SS1( لید آنزیم آمیلاز در ایزوله برتر) صورت گرفت. جهت بهینه سازي توDNSنیتروسالیسیلیک اسید (حاوي نشاسته و دي

بهینه از محیط  pHدرصد)انجام شد. براي یافتن  14تا  NaCl )2هاي مختلف حاوي غلظت M1با استفاده از محیط کشت 
ها مورد آزمایش قرار استفاده شد و پس ازگذشت زمان انکوباسیون فعالیت آمیلازي آن 8تا 4هاي مختلف  pHبا  M1کشت 

روز جهت تهیه توده سلولی مناسب براي  7درجه سانتیگراد به مدت  28در  M1در محیط کشت  SS1گرفت. ایزوله 
هاي گرم مثبت، انجام شد. تکثیر از باکتري DNAبا استفاده از کیت استخراج  DNAکشت داده شد. استخراج  DNAاستخراج 

بدست آمده توالی  PCRانجام شد. محصول  R1492و   F27تخراج شده و آغازگرهاي اس DNAبا استفاده از  16S rRNAژن 
موجود در داده  BLASTافزار با استفاده از نرم آمدهبدست  16S rRNAها مورد بررسی قرار گرفت. توالی ژن یابی شده و توالی

شناسایی شد. درخت فیلوژنی با  CLUSTAL-Xهمردیف شد و در سطح جنس با استفاده از نرم افزار  NCBIپایگاه ژنی 
تکرار  1000با بوت استرپ  صحت درخت فیلوژنی .رسم گردید Neighbor-Joiningو روش  MEGA 6.06افزار تفاده از نرماس

 صورت گرفت.

کنند. تولید نمی S2Hآنالیزهاي بیوشیمیایی نشان داد که هر سه ایزوله کاتالاز و گرم مثبت هستند و هیچکدام  ها:یافته
بدست آمده از فعالترین ایزوله تولیدکننده  16S rRNAمنفی بودند. توالیهاي  VPو  TSI ،MRهاي ها براي آزمایشتمام ایزوله
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باشد. شرایط بهینه رشد و تولید آنزیم آمیلاز در دهد که این ایزوله متعلق به جنس باسیلوس میآنزیم آمیلاز نشان می
باشد. بیشترین فعالیت می pH 12درجه سانتیگراد و  35، دماي NaClدرصد  12اشد: غلظت بایزوله برتر به شرح زیر می

واحد آنزیمی بود ( هرواحد آنزیمی عبارتست از  109آمیلازي مشاهده شده در شرایط بهینه رشد ایزوله برتر مورد مطالعه 
 میزان آنزیمی که یک میکروگرم گلوکز را در یک دقیقه آزاد کند).

که تولید آنزیم به شرایط رشد باکتري بستگی دارد و در مطالعات بعدي لازم است ژن  دهندج نشان مینتای ري:گینتیجه
 تکثیر و جهت تولید انبوه آنزیم در میزبان مناسب کلون شود.  کدکننده آنزیم آمیلاز

 
 

 قدمهم

هاي که در طبیعت به صورت هستند، هايها میکرو ارگانیسمباکتري
مختلفی دیده شده و کاربردهاي مختلفی ازجمله کاربردهاي پزشکی 

آنها می توانند به عنوان عوامل عفونت و . صنعتی و اقتصادي دارند
موجودات در اندام هاي مختلف  طبیعیبیماري زایی یا به صورت فلور 

موجود باشند و یا به صورت آزاد درمحیط پیرامون به وفور وجود  زنده
از سطح کره زمین را تشکیل  %70. اقیانوسها و دریاها داشته باشند

می دهند و داراي اکوسیستم هاي دریایی مختلفی نظیر بستر اعماق 
د. اکوسیستم هاي اقیانوس، صخره هاي مرجانی و سواحل می باشن

دریایی در مقایسه با جنگل هاي بارانی استوایی تنوع زیستی بالاتري 
دریایی امروزه به صورت روزافزون مورد  میکروبشناسی .]2, 1[ دارند

توجه محققان و دانشمندان مختلف قرار گرفته است و مهمترین دلیل 
 م وسیع استآن وجود ترکیبات فعال زیستی موجود در این اکوسیست

ثانویه به شمار می روند که در این میان باسیل ها داراي . ]3-5[
،  قوي در تولید متابولیت هاي ثانویه نظیر  آنزیم ها وپتانسیل بالقوه 

، حشره کش ها و ترکیبات دیگر  ، مواد ضدسرطان آنتی بیوتیک ها
و در صنایع  1914سال  می باشند. کاربرد آنزیم ها به طور صنعتی از

شوینده بوده که تا کنون نیز به صورت بسیار گسترده تر صورت می 
 .]6[ درپذی

حیوانات و گیاهان دریایی مانند اسفنج ها، مرجان ها، کرم ها و 
جلبک ها میزبان گوناگون و فراوانی از میکروارگانیسم هاي همزیست 
می باشند. همزیست هاي دریایی ممکن است تولید کنندگان واقعی 
باشند یا در بیوسنتز بعضی از محصولات طبیعی دریایی جدا شده از 

از جمله این همزیستی ها . ]7[ میزبان ارگانیسم دریایی شرکت کنند
می توان به روابط باکتري ها و اسفنج ها اشاره کرد، مانند باکتري 

Halobacterium salinarum MMD047  که از اسفنج
ساحل شبه جزیره هند جدا  Fasciospongia cavernosaدریایی

 .]8[ شده و قادر به تولید موثر آنزیم آمیلاز می باشد

 نیتر یمیاز قد یکی) به عنوان PHylum Poriferaها ( اسفنج
به سطوح  چسبنده هستند که  مهرگان یب، ساده ی،چند سلول جانوران
اسفنج ها تماس نزدیکی با  .]9[ می شوند متصل ها ستگاهیز درجامد 

 اي مختلف مثل ویروس ها، باکتري ها، قارچ ها،میکروارگانیسم ه

-پروتوزوآ و جلبک هاي تک سلولی ایجاد کرده اند که تعامل اسفنج
 این ه طور کلی،ب. ]10[ میکروب را چندین برابر کرده است

 و شوندمیکروارگانیسم ها توسط آب دریا به کوآنوسیت منتقل می
سپس به داخل مزوهیل جا به جا شده و به وسیله ي فاگوسیتوز هضم 

بسیاري از اسفنج ها حاوي کنسرسیوم میکروبی، در داخل  می گردند.
ماتریکس مزوهیل خود هستند که ممکن است به مقدار، نزدیک به 

 یمیکروب . جوامع]12, 11[ نیمی از زیست توده خود را تشکیل بدهد
 است اسفنج نماینده یکی از پیچیده ترین همزیستی بر روي زمین

.  توزیع میکروبی در اسفنج ها به دنبال یک الگوي کلی با ]11[
هاي ها در لایهمیکروارگانیسم هاي فعال فتوسنتزي مثل سیانوباکتري

هاي هتروتروف و که باکتريبیرونی واقع در معرض نوراست در حالی 
 .]13[ ي داخلی هستنداحتمالا اتوتروف ساکن هسته

هاي مختلفی براي جداسازي این میکروارگانیسم ها وجود دارد.  روش
 هاي مرسوم فاکتورهایی نظیر محیط کشت مناسب، در تمامی روش

 شرایط کشت و تشخیص کلونی هاي کاندید در جداسازي اولیه منبع،
 .بیوشیمیایی و رنگ آمیزي گرم لحاظ شده است آزمونهاي غربالگري،

را روي رسوبات از جمله خشک کردن و  تیمارهایی بعضی از محققان
 هاي نادر بکار می برند باسیلگرما دادن، جهت تحریک جداسازي 

]14[. 

 چندین آنزیم مانند آمیلاز، استیل کولین استراز و غیره از باکتري ها و
قارچ هاي همزیست با اسفنج هاي دریایی و جلبک ها جدا شده اند. 
تولید آنزیم هاي صنعتی از جمله آمیلاز ، اورئاز توسط باکتري هاي 

، نرم تنان، مرجان ها  جدا شده از موجودات زنده ساکن دریا (اسفنج ها
 دریایی باکتریایی هاي . آنزیم]15, 5[ صورت می پذیرد )و جلبک ها

دارند، تعداد زیادي از  مزیت چندین صنعتی هاي استفاده براي
میکروب هاي هالوفیل و هالوتولوانت در ساحل هاي نمکی به عنوان 

و مولکول هاي دارویی مورد بررسی  تولید کننده هاي بالقوه ي آنزیمی
قرار گرفته اند. این میکروارگانیسم ها می توانند درجه حرارت هاي بالا، 
تابش شدید خورشید و شوري بالا را تحمل کنند. آنزیم هاي با منبع 
میکروبی به صرفه تر و بهتر از آنزیم هاي با منبع گیاه و حیوان هستند 

-16[ ت تر و قابل اطمینان تر می باشندزیرا براي تولید ارزان تر، راح
ان تولید آنزیم آمیلاز در . هدف از این مطالعه ارزیابی توانایی و میز]22

سویه هاي باسیلوس همزیست با اسفنج هاي دریایی و بهینه سازي 
 باشد.شرایط تولید در ایزوله برتر می
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 روش پژوهش

 هاسازي نمونهبرداري و آمادهمونه. ن1

 برداريمونهن 1-1

درجه  27با  جغرافیاییمنطقه  با و دریاي بوشهراز  ي اسفنجهامونه ن
دقیقه طول شرقی،   6درجه و  50دقیقه عرض شمالی و 14و 

 ، جمع آوري شده اند.97فروردین ماه 

 جداسازي ایزوله هاي باکتري  1-2

  M1راي جداسازي باکتریها از اسفنج هاي دریایی، محیط کشت ب
و همچنین، روش هاي رقت سازي متوالی و روش هاي پیش  ]23[

 دقیقه 6درجه سانتی گراد به مدت  55تیمار(انکوباسیون در دماي 
 درجه سانتی گراد به مدت 120دن در آون با دماي خشک ش ]24[

و تلفیقی از دو روش قبل) استفاده گردید. چند هاون  ]6[ ساعت 24
هاي آزمایش و آب دریاي استریل همراه با دسته، تیغه اسکالپل، لوله 

استریل به طور جداگانه براي هموژن هر کدام از اسفنج ها و رقت 
سازي، مورد استفاده قرار گردید، به این طریق که تمام نمونه هاي 
اسفنج را با آب دریاي استریل براي حذف باکتري هایی که آزادانه به 

یغه سطح بیرونی اسفنج ها متصل اند، شستشو داده و بعد با ت
سانتی متر مکعبی، برش داده شدند و درون 1اسکالپل به قطعات 

هاون استریل با ده حجم از آب دریاي استریل با دسته استریل، 
هموژن شدند تا سوسپانسیون غلیظ و یکدستی به دست آمد و بعد از 
آن، ضایعات بافتی اسفنج هموژن نشده، دور ریخته شدند و از 

 10ت هاي مختلف در سري هاي سوسپانسیون باقی مانده، رق
) درون لوله هاي آزمایش با آب 10-10تا  10-3، 10-2،  10-1برابر(

میکرولیتر از هر رقت در محیط  100دریاي استریل، تهیه گردید. 
براي جلوگیري از رشد باکتري پ.  ]25[ کشت داده شد M1کشت 

میکروگرم/ میلی  25هاي گرم منفی سریع الرشد و قارچ ها به ترتیب 
میکروگرم/ میلی لیتر نیستاتین به  25لیتر نالیدیکسیک اسید و 

. بعد از تلقیح، همه پلیت ها در ]23[ محیط کشت ها اضافه گردید
روز انکوبه  60تا  30درجه سلسیوس به مدت  30انکوباتور با دماي 

مقطر، از آب دریا استفاده شدو شدند. درتحقیق حاضر، به جاي آب 
 52/26( در صورت نبود آب دریاي طبیعی، از آب دریاي مصنوعی

، MgSO4 گرم 6H2OMgCl2 ،305/3گرم  NaCl، 228/5گرم 
، NaHCO3 گرم KCl ،202/0 گرم CaCl2، 725/0 گرم 141/1
استفاده می شد.  ]26[ لیتر آبدو بار تقطیر) 1و  NaBr گرم 083/0

بعد از شناسایی مورفولوژي، شناسایی بیوشیمیایی توسط انواع تست 
لایزین  ،SIM ،TSI یترات،، سیمون سMR-VP هاي کاتالاز،

 .دکربوکسیلاز و ارنیتین دکربوکسیلاز  انجام گرفت

 شناسایی ایزوله هاي جدا شده . 2

 PCRژنومی و  DNAاستخراج  2-1

DNA  اکتینومیستSS1  با استفاده از کیت استخراجDNA  باکتري
استخراج  Cat. No. PR881614Cinna pure DNAهاي گرم مثبت 

با استفاده از آغازگرهاي  PCRگردید. واکنش 
)AGAGTTTGATCCTGGCTCAG( 27F  و
)GGTTACCTTGTTACGACTT (1492R مواد مورد استفاده و ،

 10( . مقدار یک میکرولیترباشدبه ترتیب زیر می PCRشرایط واکنش 
استفاده شد.   PCRاستخراجی در تهیه محلول  DNA نانوگرم) از

استخراجی، دو  DNA، یک میکرولیتر از PCRجهت تهیه محلول 
 dNTP میکرولیتر 5/0پیکومول)،  10میکرولیتراز هریک از پرایمرها (

میکرولیتر  u/µ5 ،(5/2( پلمراز Taqمیکرولیتر  5/0میلی مولار)، 10(
میلی مولار) استفاده  MgCl2 )50و یک میکرولیتر  10X PCR بافر

رسانده میکرولیتر  25شد و در نهایت حجم محلول با آب مقطر به 
شد. با استفاده از دستگاه ترموسایکلر و طبق پروتکل دمایی واسرشت 

دقیقه واسرشت سازي  2درجه سامنتیگراد به مدت  95سازي اولیه 
درجه سامنتیگراد  95دقیقه  اتصال  2گراد به مدت درجه سانتی 95

ثانیه   45درجه سامنتیگراد به مدت  72ثانیه، بسط  30به مدت 
دقیقه   5نتیگراد به مدت درجه سا 72و بسط نهاییچرخه  30براي 
 بود. 

 تکثیریافته قطعه یابیتوالی 2-2

 به یابی توالی موردنظرجهتهاي باند با مطلوب  PCRتحصولام
روش  سنجر و  ،شدند. روش تعیین توالی ارسالماکروژن کره  شرکت

 مدل آن ABIتوالی یابی به صورت کاپیلاري و با استفاده از دستگاه 
XL3730 .صورت گرفت 

 مولکولی هاي داده آنالیز 2-3

-نرم وسیله به ابتدایابی  ازتوالی آمده بدست هايکروماتوگرام
 دسته بهاي توالی ازآن پس.شدند ویرایش و بررسی  Chromesافزار
 با توالی Blast برنامه از استفاده باپایگاه اطلاعات زیستی  در آمده

براي  رسم درخت هاي ثبت شده در پایگاه همردیف و شناسائی شد. 
استفاده گردید. به این صورت که توالی  MEGA6 فیلوژنی از نرم افزار 

گونه هاي مشابه  یا نزدیک با نمونه مورد مطالعه از   DNA هاي 
 DNA پایگاه  داده هاي ژنتیکی استخراج شد و به همراه توالی هاي 

 رد این نرم افزار  شدند. ه واعمورد مطال
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 بررسی فعالیت آنزیم آمیلاز . 3

 آمیلاز ها در تولید آنزیممقایسه کیفی ایزوله 3-1

هاي باکتریایی به صورت جهت تست فعالیت آمیلازي ابتدا ایزوله
ساعت بر  72کشت داده شدند. پس از  M1خطی بر روي محیط 

 آنزیم دارايهایی که روي خط کشت ها لوگل ریخته شد. ایزوله
 وه داد نشان خود از بهتري فعالیت محیط بررويفعالی هستند  آمیلاز
 .بودند ایجادکرده شفاف اي هاله میکروبی کشت خط اطراف

 آمیلاز تولیدآنزیم شرایط سازي بهینه 3-2

پس از انتخاب گونه مقدار آنزیم آمیلاز در واحد زمان اندازه گیري و 
کلونی مستقیماً به  2الی  1بررسی شد. شرایط تولید حداکثري آنزیم 

و عصار مالت % 35/0، پپتون %2(سوکروز  میلی لیتر محیط پایه 50
)  تلقیح شد. پس از آن محیط کشت بر روي شیکر با سرعت  15/0%

rpm 150   12درجه سانتیگراد قرار داده شد. هر  28در دماي 
طول  محیط کشت در مقابل محیط کشت پایه در ODساعت یک بار 

 . نانومتر اندازه گیري شد 578موج 

براي تعیین شرایط بهینه رشد ابتدا محیط پایه اي با درصدهاي  
با تلقیح باکتري منتخب   ساخته و 14و  NaCl (2 ،6 ،10 ،12نمک (

ها  بررسی شد. در مرحله بعد براي  ODرشد باکتري با اندازه گیري
هاي حاصله از رشد باکتري، محیط پایه اي با  ODسنجش مقدار 

ساخته شد. آزمایشات  10و  pH 4 ،6 ،8و در چهار  12درصد نمک 
میلی لیتر  50به همان صورت گفته شده در قبل براي ارلن هاي 

ها  ODهاي مختلف صورت پذیرفت و  pHحاوي محیط پایه با 
رشد  ODبالاترین  =pH 6همگی ثبت شد. با توجه به اینکه در

باکتري ثبت شد براي سنجش مرحله بعدي یعنی ارزیابی رشد باسیل 
درصد  12منتخب در دماهاي مختلف محیط پایه اي با غلظت نمک 

ساخته شد. حال محیط ساخته شده در دماهاي مختلف  pH= 6 و
درجه  40و  35، 28، 20رشد دماهاي  ODمورد بررسی قرار گرفت. 

د. جهت سنجش تولید آنزیم آمیلاز سانتگیراد جمع آوري و ثبت گردی
 50در شرایط بهینه رشد نمونه باکتري به صورت مستقیم درون 

میلی لیتر محیط کشت مایع بهینه و دماي مطلوب تلقیح و بر روي 
ساعت یکبار  12قرار گرفت. پس از آن هر  rpm150شیکر با سرعت

و آن اندازه گیري  ODمیلی لیتر از محیط جمع آوري شد  2مقدار 
 4500(rpm) سپس براي انجام آزمایش سنجش آنزیم آمیلاز با دور

 سانتریفیوژ شد.

 تعیین فعالیت آنزیم آمیلازبه روش کمی 3-3

در تمامی آزمایشات سنجش فعالیت آنزیم، دو لوله آزمایش یکی به  
عنوان شاهد و دیگري به عنوان  آزمون انتخاب شد، سپس مراحل 

میلی لیتراز محلول  1کاري به ترتیب زیر انجام شد:در هر دو لوله 

 5/0در لوله تست  به عنوان سوبستراي آنزیم ریخته شد. %1نشاسته 
سی سی آب مقطر  5/0یمی و در لوله شاهد میلی لیتر نمونه آنز

مولار با  5/0بافر سیترات  میلی لیتر 5/0به هر دو لوله  ریخته شد.
8/4 =pH .درجه  50دقیقه در دماي  5نمونه ها به مدت  اضافه شد

 2سانتیگراد در بن ماري انکوبه شدند. براي انجام واکنش آنزیمی 
دقیقه در آب  10ه مدت لوله ها ب اضافه شد. DNSمعرف  میلی لیتر

توسط قند احیا شده  DNSجوش قرار داده شدند تا در اثر احیا معرف 
میلی  1 (گلوکز)، تغییر رنگ معرف از زرد به قرمز ایجاد شود.

براي پایداري رنگ  %40لیترمحلول تارتارات مضاعف سدیم و پتاسیم 
نانومتر خوانده  578محیط اضافه شد. جذب نوري در طول موج 

ایج ثبت شد. اختلاف جذب بین لوله شاهد و لوله تست بیانگر ونت
میزان قند احیا کننده به وجود آمده از فعالیت آنزیم آمیلاز در طی 

 مدت واکنش است.

 شده شناسایی رشد منحنی رسم 3-4

 با و شیکر روي بر بیشتر هوادهی براي کشت محیط حاوي ارلن 
 هر آن از بعد. شد داده قرار سانتیگراد درجه28 دماي در و 150دور
 پیپت یک بوسیله کشت محیط از لیتر میلی2  مقدار یکبار ساعت12

 578 موج طول در آنجذب نوري  و شد برداشته استریل
 .شدنانومتراندازه گیري 

 نانومتر 578 تهیه منحنی استاندارد گلوکز در طول موج 3-5

جهت  ترسیم منحنی استاندارد گلوکز در طول موج  
محاسبه میزان گلوکز حاصله از فعالیت آنزیم آمیلاز ضروري است. 

میلی مولار گلوکز از آن به عنوان محلول  100پس از تهیه محلول 
 100و  80، 50، 40، 30، 20، 10اصلی در تهیه محلول هاي صفر، 

میلی مولار استفاده می شود. محلول صفر داراي تنها بافر سیترات 
باشد. حجم هر لوله با استفاده از همین بافر به  pH 8/4 مولار با 5/0

به هر لوله  DNSمیلی لیتر معرف  2میلی لیتررسیده سپس  10
دقیقه قرار داده  15افزوده شده و لوله ها در بن ماري جوش به مدت 

 شدند. پس از سرد شدن لوله ها میزان جذب نوري خوانده  شد.

 هاآنالیز داده. 4

 هاي مولکولیآنالیز داده 4-1

 نرم وسیله به ابتدایابی  ازتوالی آمده بدست هاي کروماتوگرام
 .شدند ویرایش و بررسی  Chromesافزار

 از استفاده باپایگاه اطلاعات زیستی  در آمده بدست توالی آن از پس
هاي ثبت شده در پایگاه همردیف و شناسائی  با توالی Blast برنامه
 استفاده گردید. MEGA6 براي  رسم درخت فیلوژنی از نرم افزار شد. 



 .Matroodi, et al و همکارانمطرودي 
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 هاي رشدآنالیز داده 4-2

هاي رشد و تولید آنزیم آمیلاز با استفاده هاي حاصل از آزمایشداده
 رسم و آنالیز شده است. 2010از اکسل 

 نتایج و بحث

ها ها و فیرمیکوتها، اکتینوباکتريدر بیوتکنولوژي، پروتئوباکتري
 و باسیلوس ]30, 29[ ، استرپتومایسس]28, 27[ مانند سودوویبریو

عمده ترین شاخه هاي همزیست با اسفنج هاي دریایی هستند  ]31[
ها، ترکیبات زیست فعال که منبع اصلی جداسازي و شناسایی آنزیم

هاي باسیلوس بعنوان یکی از تولید شوند. گونهثانویه  محسوب می
 هاي عمده ترکیبات زیست فعال ثانویه شناخته شده استکننده

ها طیف متنوعی از ترکیبات یست با اسفنج. از باسیلوسهاي همز]32[
ها، هاي متنوع، مهارکنندهباکتري، ضدقارچی، به همراه آنزیمضد

-33[ استبیوسورفاکتانت و ترکیبات سیتوتوکسیک جداسازي شده
35[. 

هاي  از اسفنجهاي جدا شده باسیلجداسازي و شناسایی جدایه هاي 
در : براساس خصوصیات ظاهري و بیوشیمیایی آنها دریاي بوشهر

کلونی مختلف بدست آمد و مجددا براي  25روز  60مجموع بعد از 
هاي باکتریهاي دریایی از کشت داده شدند. ایزولهخالص سازي 

یوم و منطقه جداسازي شده با توجه به شکل کلونی ،رنگ میسیل
 ). 1از یکدیگر تفکیک شدند (شکل رنگیزه هاي تولیدي 

 

 هاي دریایی.ایزوله هاي جدا شده از اسفنج :1 شکل

  1SSو  3SS ،SS2 چپ به راستبه ترتیب از 

Fig.1: Bacteria strain isolated from marine sponges. 

From left to right, SS1, SS2 and SS3, respectively. 

ایزوله هاي بدست آمده براساس فعالیت آنزیمی کیفی آمـیلازي سـه 
). همانگونـه کـه در 2انتخاب شـدند (شـکل  SS3و  SS1 ،SS2ایزوله 
نشـان  بیشترین هاله شـفاف را SS1مشاهده می شود ایزوله  2شکل 

میدهد.  اندازه هاله شفاف اطراف باکتري میزان فعالیـت آمـیلازي را 
 ).2نشان می دهد (شکل 

 
 هاي دریاییآنالیز کیفی ایزوله هاي جدا شده از اسفنج: 2 شکل

 آنالیز پلیت روشبا استفاده از

Fig.2: qualitative estimation of isolated strain from marine sponges 

for amylase activity, plate assay method was used 

آمـده اسـت.  1ر شـکل ویژگیهاي ظاهري سه ایزوله انتخاب شـده د
نتایج آزمونهاي بیوشیمیایی سه ایزوله انتخاب شده نشان داد که هـر 

و کانالاز مثبت بودند و براي سایر  TSIسه ایزوله براي آزمونهاي گرم، 
 ).4تستها منفی بودند (جدول 

 هاي بیوشیمیایی نتایج آزمون :4 جدول

Table 4: Biochemical assay results 

Sample SS1 SS2 SS3 

Gram + + + 

TSI + + + 

catalase + + + 

MR - - - 

VP - - - 

Ornithine decarboxylase - - - 

Simmoncitrate - - - 

H2S - - - 

Motility - -  

Indol - - - 

پـس از کشـت : در غظت هاي مختلف نمـک  SS1نتایج کشت جدایه
 14و  12، 10 ،6 ، 2در محیط پایه اي بـا غلظـت هـاي   SS1 جدایه

درصدي نمک نتایجی بدست آمد کـه در آن بیشـترین رشـد جدایـه 
 ).3 (شکل ثبت شد% 12مورد نظر در نمک 

 کشتنتایج بدست آمده از  :مختلف  pHدر  SS1 نتایج کشت جدایه
 نشان می دهد، 8و  pH 4 ،6 محیط پایه اي بادر   SS1 ایزوله

 ).4(شکل   به دست آمد pH 6 در میزان تولید آنزیمبیشترین 

  6pH(  در شرایط بهینه زلاتولید آنزیم آمیو   SS1میزان رشد ایزوله
نتایج ) در زمانهاي مختلف اندازه گیري شد %12و غلظت نمک 

ساعت پس از کشت  16 زلاآمی حاصله نشان داد بیشترین مقدار تولید
در حالیکه بیشترین میزان رشد  استآنزیمی  واحد 109 و برابر با
 ).5ساعت پس از کشت بدست آمد (شکل  22باکتري 
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 12، 01 ،6 ، 2در غلظت هاي مختلف  SS1منحنی مقایسه اي رشد ایزوله  :3شکل 

انحراف ، هر آزمایش با سه تکرار انجام شده است. میله خطا درصدي نمک 14و 

 معیار را نشان می دهد.

Fig.3: Effect of NaCl on growth rate of SS1 isolate using 2,6,10,12 and 

14% Nacl concentration. Error bars represent standard deviation. 

 
مختلف هر آزمایش با سه تکرار انجام  PHدر  SS1منحنی مقایسه اي رشد : 4 شکل

 انحراف معیار را نشان می دهد. شده است. میله خطا

Fig.4:  Effect of pH on growth rate of SS1 isolate using pH 2,6 and 8. 

Each experiment repeated 3 times and error bars represent standard 

deviation. 

 

هاي مختلف در زمانمقایسه منحنی رشد و مقدار تولید آنزیم آمیلاز : 5 شکل

 SS1درایزوله 

Fig.5:  Effect of time on growth rate and enzyme activity of SS1 

isolate. 

 و رسم درخت فیلوژنی:SS1 شناسایی مولکولی جدایه. 1

و آغازگرهاي عمومی ژنومی   DNAبا استفاده از  16S  rRNA نژ
در  DNA تکثیر قطعهطول قطعه تکثیر شد.   PCRمربوطه توسط

با توالی هاي   PCRتوالی محصول جفت باز می باشد.1500  محدوده
نتاج رسم درخت فیلوژنی  ثبت شده در بانک ژنی مقایسه گردید.

بخشی از تحقیق  دره گونه مورد مطالعه و مقایسه با گونه هاي مشاب
 16S با استفاده از ژن باسیل، روابط فیلوژنی بین گونه هاي  حاضر

rRNA  مشاهده می  6ت.همانگونه که در شکل بررسی قرار گرف مورد
از جنس باسیلوس می  100شود ایزوله مورد مطالعه با بوت استرپ 

  دارد  B.subtilis strain w2باشد.و بیشترین شباهت را با گونه 
 ).6(شکل

 
با استفاده از روش  16S rRNAبر اساس توالی  SS1درخت فیلوژنی ایزوله  :6شکل 

Joining-Neighbor  1000و بوت استرپ 

Fig.6: Phylogenetic tree of SS1 isolate based on 16S rRNA gene 

sequence, using Neighbor-Joining method and bootstrap 1000. 

 2011 در سالو همکارانش  Annamalaiمطالعه اي که توسط 
جدا شده از  در ایزوله باسیلوسشح آمیلاز گزارش کردند از تر ]36[

می باشد   pH 9بهینه شرایط تولید این انزیم در سواحل دریاي هند  
 ،SS1درحالیکه در مطالعه حاضر بهینه شرایط تولید آنزیم در گونه 

pH=6  .مربوط به  این اختلاف در شرایط بهینه می تواند  می باشد
برداري و شرایط انجام آزمایش منطقه جغرافیایی نمونه  نوع گونه ،

یکی از مهمترین عوامل تعیین کننده رشد و مورفولوژي  PHباشد.
ها به غلظت یون  زیرا میکروارگانیسممی باشد میکروارگانیسم ها 

در سنتز و   pH هاي هیدروژن موجود در محیط حساس هستند.
با بررسی بر  2120در سال  Indira ترشح آمیلاز تاثیر می گذارد.

مشاهده کردند این   B. cereusاز باسیل هاي گروه وي تعدادي ر
رشد و بصورت بهینه  NaCl10%  pH , 9د درنباکتري ها می توان

 2120در سال و همکاران    Bandal.]37[ دنآمیلاز تولید کنآنزیم 
استفاده از روشهاي آماري شرایط بهینه تولید آنزیم آمیلاز با  ]38[

 , 9شرایط  مشاهده کردند این باکتري در  .Bacillus sp در سویه

NaCl 5.5 % pH را داشته باشدآمیلاز آنزیم  بیشترین میزان تولید 
. با توجه به اینکه تنها اختلاف در شرایط بهینه با مطالعه حاضر ]36[

است این اختلاف را می توان به  NaClاختلاف در میزان درصد نمک 
غلظت نمکی بالاي محیط زیست خلیج فارس که سویه مورد مطالعه 

و  Khusroشده است ارتباط داد. همچنین  ما از آن جداسازي
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آنزیم آمیلاز از باکتري جدا کردند که  ]19[  2014همکاران در سال 
و همکاران در سال  Kuddusدر محیط قلیایی فعالیت مناسبی دارد و 

موفق به جداسازي آنزیم آمیلازي شدند که در دماهاي  ]39[ 2012
این اختلاف در شرایط بهینه می تواند پایین بخوبی فعالیت می کند. 

 مربوط به عوامل متعددي از جمله منطقه جغرافیایی باشد.

 گیرينتیجه
باسیل ها در تولید انواع گسترده اي از توجه به اهمیت زیاد  با

متابولیت هاي ثانویه و نیز استفاده هاي دارویی وسیع، خلاء مطالعه 
 دقیق و شناسایی گونه ها ي باسیل در منطقه بسیار احساس میشود.

شناسایی باکتریها علاوه بر حفظ و حراست تنوع زیستی شان راه را 
 .ري اقتصادي باز کندبراي استفاده هاي بیوتکنولوژي و بهره و

 مشارکت نویسندگان
در نگارش این مقاله نویسندگان سهم یکسانی داشتند. تمرکز اصلی 

بیشتر است که نویسنده مسئول مقاله ) سهیلا مطرودي( اول نویسنده
نظارت بر انطباق مقاله ها و نگارش مقاله. ها، آنالیز دادهیافتن روش بر

آوري مطالب، ترجمه و ویراستاري ، نگارش و جمعبا فرمت مجله
تمرکز  .ه استبر عهده داشتنیز ی مقاله را یهماهنگی محتوامقالات و 

انجام مراحل آزمایش و بر بخش نویسنده دوم (سعیده شاکري) اصلی 
سوم (نبی جمعه زاده) نظارت و کمک به   نویسندهتمرکز اصلی 

  باکتریایی را برعهده داشته است.بخش میکروبی و جداسازي سویه 

 تشکر و قدردانی

که شایسته است مراتب 143داخلی به شماره مصوب کار حاصل طرح 
 و همچنینقدردانی خود را از دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر 

شناسی جناب آقاي از سردبیر و مدیر داخلی محترم نشریه اقیانوس
 .دارمدکتر اکبرپور و تیم ایشان اعلام 

 تعارض منافع
 ».گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان نشده استهیچ«
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