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جداسازي، شناسايي مولكولي و بهينه سازي توليد آنزيم آميلاز در اكتينوميست دريايي 
)Acx1 ( از خور شادگان  

  *3و1باقر يخچاليمحمد و *2، سهيلا مطرودي1محمد امين شاوردي
  موسسه آموزش عالي غير انتفاعي غير دولتي نور دانشميمه، ايران،  1

  دريايي خرمشهر، دانشكده علوم دريايي، گروه زيست شناسي دريادانشگاه علوم وفنون خرمشهر، ايران،  2
 ژنتيك و زيست فناوري مهندسي پژوهشگاه مليتهران، ايران،  3

  30/8/96 :تاريخ پذيرش  11/2/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

ثانويه حاصله از آنها به طور هاي باشند كه متابوليتتركيبات زيستي فعال ميهاي گرم مثبت و منابعي سرشاراز باكتري هااكتينوميست
 به عنوانها مي باشند كه مترين  متابوليتهاي ثانويه آنزيميكي از مه. گسترده به عنوان تركيبات دارويي استفاده شده است

اين تركيبات به لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه و سازگار با محيط زيست . كنندبيوكاتاليست در پروسه هاي بيولوژيكي عمل مي
جهاني كرده است به طوري كه يكي از  ها كمك شاياني به صنعت واقتصادحصال انواع آنزيمها ازاكتينوميستاست. اشندمي ب

هدف از اين تحقيق جداسازي و شناسايي  .فته بهره مندي از اين آنزيمهاستي رونق اقتصادي در كشور هاي پيشرشاخصها
 شناسايي .باشدمنتخب مي توليد آنزيم آميلاز در جدايه و نه رشداكتينوميست از رسوبات خور شادگان و بررسي شرايط بهي

شرايط بهينه . انجام شد PCR فرآيندطي   1492Rو F 27بااستفاده از پرايمرهاي  16S rRNAمولكولي جدايه توسط تكثير ژن 
آمده در  به دستو مقدار آنزيم  پايش شددرجه سانتي گراد  35و نيز دماي   8pHو درصد 6در شرايط نمك  Acx1رشد جدايه

يك واحد فعاليت آميلازي مقدار آنزيم مورد نياز براي آزادسازي يك ميكرو مول گلوگز در يك (واحد  80150شرايط بهينه 
  .نتيجه حاصل  نشان داد كه توليد آنزيم با آهنگ رشد باكتري رابطه مستقيم دارد. بود) دقيقه است 

  .خور شادگان ،16S rRNAاكتينوميست ،آميلاز،  : كليدي ه هايواژ

  s.matroodi@kmsu.ac.ir: ، پست الكترونيكي06153533322: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ديده شده و هاي مختلفي به صورت در طبيعت باكتريها

صنعتي و  ،ازجمله كاربردهاي پزشكي كاربردهاي مختلفي
ي دريايي به ارگانيسمهاميكرو). 22(اقتصادي نيز دارند

ي متابوليتهاو اعجاب انگيز توليد كننده  غني عنوان منابع
داراي  هااكتينوميست ثانويه به شمار مي روند كه در اين ميان

ي ثانويه نظير ليتهامتابوپتانسيل بالقوه و قوي در توليد 
، مواد ضدسرطان، حشره كش ها و بيوتيكها، آنتي آنزيمها

در حدود  ارگانيسمهاميكرو ). 18(تركيبات ديگر مي باشند 
از . نوع متابوليت ثانويه مختلف توليد مي كنند 000/23

متابوليت ثانويه تا سال  7600نيز حدود اكتينوميستها ميان 
ترپتومايسس حاصل توسط گونه هاي مختلف اس 2010
راسته اي از خانواده بزرگ  باكتريهااين ). 10(شدند

ي مختلف و جنسهااكتينوباكترها هستند كه داراي 
جنس غالب و شناخته شده در ميان . گوناگوني اند
به  استروپتومايسسها. ، استرپتومايسس استاكتينوميستها

 80- 75و توليد)گونه 500بيش از (دليل تنوع گونه اي بالا 
آنتي بيوتيكهاي موجود در بازار، از اهميت ويژه اي درصد 

ي دريايي اكتينوميستهابه نظر مي رسد  ).11(برخوردارند 
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منبع بالقوه اي از تركيبات فعال زيستي و همچنين منبع 
آنها به دليل توانايي در . غني از  متابوليتهاي ثانويه باشند

با اهميت ي مولكولهاي جديد و همچنين متابوليتهاتوليد 
دارويي داراي موقعيت ويژه در اهداف برنامه هاي مطالعاتي 

  ).3(هستند 

يي هستند كه مولكول نشاسته را به آنزيمهاآميلازها 
و در  دكسترينهامحصولات متنوعي تبديل مي كنند ازجمله 

بين مولكولهاي  ß- 1-4مراحل بعدي با شكستن پيوندهاي 
لب شامل واحدهاي گلوكز،  به پليمرها ي كوچكتر كه اغ

اهميت  آنزيمهااين  ).14(گلوكزمي باشد تبديل مي كند 
امروزي با كاربردهاي وسيع در  زيادي در زيست فناوري

علي . صنايع غذايي، تخميري، نساجي و كاغذسازي دارند
: رغم اينكه آميلازها مي توانند از چندين منبع از جمله

مشتق شوند،  اما  ارگانيسمهاگياهان، حيوانات و ميكرو
امروزه . آميلاز هاي ميكروبي مورد استفاده صنايع مي باشند

تعداد زيادي از آميلازهاي ميكروبي به صورت تجاري قابل 
جايگزين تمامي  تقريباًاستفاده و در دسترس هستند كه 

روشهاي سنتي هيدروليز شيميايي نشاسته در صنايع شده 
يك ويژگي بارز به  يستهااكتينومتوليد آميلاز در ). 21(اند 

حساب مي آيد و به طور معمول در استرپتومايسس، كه به 
ي آميلازي مطرح مي باشد، آنزيمهاعنوان منبع غني از 
وجود آميلاز در اكتينوباكترها ). 14(مشاهده شده است 

، استروپتومايسسهادر مشخصه اي بارز  است وعموماً
آميلازي است  جنسي كه منبع غني و بالقوه دارنده آنزيم

در اين مطالعه به منظور شناسايي ). 9(مشاهده مي شود
اكتينومسيتها با توانايي توليد آنزيم آميلاز از رسوبات خور 

ترين ها و انتخاب فعالشادگان اقدام به جداسازي ايزوله
همچنين شرايط بهينه . ايزوله در توليد آنزيم آميلاز گرديد

  در توليد آنزيم  NaClك و غلظت نم pHرشد از قبيل دما، 

  .آميلاز مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
 از ،خورشادگان از 1395   ارديبهشت در برداري نمونه

 طول با خور ساحل جزرومدي بين ساحلي رسوبات
 جغرافيايي عرض و غربي دقيقه 55و درجه 48جغرافيايي

انجام  سانتيمتري 15 عمق از شمالي دقيقه 29 و درجه 30
 شده تهيه رسوبات ابتدا اكتينوميستها، جداسازي جهت .شد
 رسوب نمونهرقتهايي از  ازآن پس. رسيدند اتاق دماي به

 20منظور، اين براي .شدتهيه   استريلي دريا آب به وسيله
 ليترميلي 100حجم به استريل درياي آب با رسوب گرم

 آزمايشگاه شيكر روي بر ساعت 1 مدت بهه شده و رساند
 آن از پس. شد همگن سانتي گراد درجه 28 دماي در و

 از رقت بدون لوله نيز و଺¯10  تا مختلفي رقتهاي
 جهت آن از بعد .)10( گرديد تهيه مذكور سوسپانسيون
 استارچ انتخابي كشت محيط از اكتينوميستها جداسازي

ميكروگرم  5/0مقدار ).15( شد استفاده (SCA) آگار كازئين
ميكروگرم بر  1/00 و نيستاتين بيوتيك آنتيبر ميلي ليتر 

و يك ميلي ليتر از  ريفامپسين بيوتيكميلي ليتر آنتي 
-آنتي از استفاده. شد افزوده محيط بهي تهيه شده رقتها

 قارچهاي و باكتريها رشد از جلوگيري جهت بيوتيكها
 سانتي گراد درجه 28انكوباتور به پليتها .باشدمي احتمالي
  .شدند انكوبه روز14 مدتبه  و شده منتقل

اكتينوميست  PCR :DNAژنومي و  DNAاستخراج 
1Acx  با استفاده از كيت استخراجDNA ي گرم باكتريها

استخراج  Cat. No. PR881614Cinna pure DNAمثبت 
و  27Fبا استفاده از آغازگرهاي  PCRواكنش  .گرديد
1492R) مواد مورد استفاده و شرايط واكنش )1جدول،
PCR  8(انجام شد  3و جدول  2مطابق جدول.(  

  مشخصات پرايمر مورد استفاده -  1جدول 
  نام پرايمر  توالي آغاز گر

F:5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ 27F   
R: 5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´ 1492R  
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 PCR مواد و مقادير مصرفي در واكنش  -2جدول 

  ميكروليتر25مقدارجهت واكنش  غلظت  ماده
DNA 100ميكروليتر 2 نانوگرم  

  ميكروليتر/. Taq DNA Polymerase u/µl5 5آنزيم 
PCR Buffer x10 5/2 ميكروليتر  

Mgcl2 50ميكروليتر 1 ميلي مولار  
dNTP 10ميكروليتر 5/0 ميلي مولار  
  ميكروليتر2 پيكومول10 1آغازگر 
  ميكروليتر2 پيكومول20 2آغازگر 

  ميكروليتر 5/14 - آب تزريقي
  

  PCRسيكل حرارتي دستگاه  -3جدول 
  )چرخه(تعداد سيكل   زمان  )Ԩ(درجه حرارت   مراحل

  1 دقيقه2 95  واسرشت سازي اوليه
  - ثانيه30 95  واسرشت سازي

  30 ثانيه30 50  اتصال
  -  ثانيه 45  72  بسط

  1 دقيقه5 72  بسط نهايي
  

 حاوي ارلن :شده شناسايي تساكتينومي رشد منحني رسم
 150بادور و شيكر برروي بيشتر هوادهي براي كشت محيط

 داده قرار سانتي گراد درجه 28دماي در ودور در دقيقه 
 از ليترميلي 2مقدار يكبار ساعت 12هر آن از بعد .شد

 و شد برداشته استريل پيپت يك به وسيله كشت محيط
  .شد گيرياندازه نانومتر 578 موج طول در آنجذب نوري 

پس از : آميلاز توليدآنزيمرشد براي  شرايط سازي بهينه
مقدار آنزيم آميلاز در  اكتينوميستهاانتخاب گونه منتخب 

توليد حداكثري آنزيم  واحد زمان اندازه گيري و شرايط
ميلي ليتر محيط  50مستقيماً به كلوني  2الي  1. شد بررسي

و عصار مالت درصد  35/0، پپتون درصد 2سوكروز (پايه
پس از آن محيط كشت بر روي  .تلقيح شد) درصد 15/0

 سانتي گراددرجه  28در دماي  rpm 150شيكربا سرعت 
محيط كشت در  ODساعت يك بار  12هر . قرار داده شد

نانومتر اندازه  578مقابل محيط كشت پايه در طول موج 
  . شد گيري

بهينه سازي شرايط نمك  براي :رشد نهيبه طيشرا نييتع
)NaCl(، اي با درصدهاي نمك محيط پايه ابتدا)NaCl (2 ،
تلقيح اكتينوميست منتخب  رشد  با ساخته و 10و  6

  .شد ها  بررسي ODباكتري با اندازه گيري

در مرحله بعد براي سنجش  ،pHبهينه سازي شرايط براي 
 هاي حاصله از رشد باكتري، محيط پايه اي با ODمقدار 

در . ساخته شد 10و  pH 4 ،6 ،8و در چهار 6درصد نمك 
نمك بيشترين رشد اكتينوميست منتخب  درصد 6غلظت 
آزمايشات به همان صورت گفته شده در قبل  .ثبت شد

هاي  pHميلي ليتر حاوي محيط پايه با  50ي ارلنهابراي 
  .ها همگي ثبت شد ODمختلف صورت پذيرفت و 

رشد باكتري ثبت  ODبالاترين  8pHبا توجه به اينكه در
شد براي سنجش مرحله بعدي يعني ارزيابي رشد 
اكتينوميست منتخب در دماهاي مختلف محيط پايه اي با 

اخته شده حال محيط س. ساخته شد pH 8و 6غلظت نمك 
رشد  OD. در دماهاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت 
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گراد جمع آوري و ي درجه سانت 40و  35، 28، 20دماهاي 
  .ثبت گرديد

جهت سنجش توليد آنزيم آميلاز در شرائط بهينه رشد 
 50نمونه اكتينوميست منتخب به صورت مستقيم درون 

ح و تلقي ميلي ليتر محيط كشت مايع بهينه و دماي مطلوب
پس از آن هر . قرار گرفت rpm150بر روي شيكر با سرعت

ميلي ليتر از محيط جمع آوري  5ساعت يكبار مقدار  12
آن اندازه گيري و سپس براي انجام آزمايش  ODشد 

  .سانتريفيوژ شد4500(rpm) سنجش آنزيم آميلاز با دور

در تمامي : تعيين فعاليت آنزيم آميلازبه روش كمي
فعاليت آنزيم، دو لوله آزمايش يكي به آزمايشات سنجش 

انتخاب شد، سپس  عنوان شاهد و ديگري به عنوان آزمون
  :مراحل كاري به ترتيب زير انجام شد

به  درصد 1ميلي ليتراز محلول نشاسته  1در هر دو لوله  - 1
 .عنوان سوبستراي آنزيم ريخته شد

ميلي ليتر نمونه آنزيمي و در لوله  5/0در لوله تست  - 2
 .سي سي آب مقطر ريخته شد 5/0شاهد 

مولار با  5/0ميلي ليتربافر سيترات  5/0به هر دو لوله  - 3
8/4 pHاضافه شد. 

سانتي درجه  50دقيقه در دماي  5نمونه ها به مدت  - 4
 . در بن ماري انكوبه شدند گراد

-3,5(معرف  ميلي ليتر 2واكنش آنزيمي  براي انجام - 5

Dinitro-2-hydroxybenzoic acid( DNS اضافه شد. 

دقيقه در آب جوش قرار داده شدند  10لوله ها به مدت  - 6
شده  ءقند احيا توسط DNSمعرف  يتا در اثر احيا

 .، تغيير رنگ معرف از زرد به قرمز ايجاد شود)گلوكز(

ميلي ليترمحلول تارتارات مضاعف سديم و پتاسيم  1 - 7
 .براي پايداري رنگ محيط اضافه شد درصد 40

نانومتر خوانده ونتايج  578موج جذب نوري در طول  - 8
 .ثبت شد

اختلاف جذب بين لوله شاهد و لوله تست بيانگر ميزان قند 
كننده به وجود آمده از فعاليت آنزيم آميلاز در طي  ءاحيا

  .مدت واكنش است

: نانومتر 578تهيه منحني استاندارد گلوكز در طول موج
 ومترنان 578ترسيم منحني استاندارد گلوكز در طول موج 

جهت محاسبه ميزان گلوكز حاصله از فعاليت آنزيم آميلاز 
ميلي مولار گلوكز  100پس از تهيه محلول . ضروري است 

، 10ي صفر، محلولهااز آن به عنوان محلول اصلي در تهيه 
. ميلي مولار استفاده مي شود 100و  80، 50، 40، 30، 20

 8/4مولار با 5/0محلول صفر داراي تنها بافر سيترات 
pHميلي  10حجم هر لوله با استفاده از همين بافر به . باشد

به هر لوله افزوده  DNSميلي ليتر معرف  2ليتررسيده سپس 
دقيقه قرار  15شده و لوله ها در بن ماري جوش به مدت 

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

 يابي ازتوالي آمده به دست كروماتوگرامهاي: يز داده هاآنال
 .شدند ويرايش و بررسي  Chromesافزار نرم به وسيله ابتدا
پايگاه اطلاعات زيستي  در آمده به دست توالي آن از پس
با تواليهاي ثبت شده در پايگاه  Blast ازبرنامه استفاده با

براي رسم درخت فيلوژني از   .شد شناساييهمرديف و 
  .استفاده گرديد MEGA6 نرم افزار 

  نتايج
 :PCRو توالي يابي محصول  16S rDNAتأييد تكثير ژن 
توسط  1Acxجدايه 16S rDNAژن  PCRتوالي محصول 

ثبت شده ي تواليهاشركت ماكروژن كره اي انجام شد و با 
نتايج نشان داد تشابه جدايه  .در بانك ژني مقايسه گرديد

 Streptomycesدرصد تشابه متعلق به  89الي 88مورد نظربا 

spp. مي باشد.  

رسم درخت فيلوژني گونه مورد مطالعه و مقايسه با 
دربخشي از تحقيق حاضر، روابط  :گونه هاي مشابه

 16Sفاده از ژنفيلوژني بين گونه هاي اكتينوميست با است
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rRNA به منظور رسم درخت . مورد بررسي قرار گرفت
توالي مربوط به گونه هاي اكتينوميست و  10فيلوژنتيكي، 

 .Nocardiopsis  sp   گونه 16S rRNAتوالي مربوط به ژن 
در نظرگرفته شده است، ازبانك ژن  out groupكه به عنوان 

سپس  .گرديدگرفته شد و درتجزيه و تحليل داده ها وارد 
ترسيم  )NJ( همجواري پيوند درخت فلوژنتيكي به روش

  ).1 شكل( شد

  
بر اساس  ACX1گونه  Neighbor Joiningدرختچه  -1شكل 

به   Nocardiopsis sp.AH2و  16SrDNAتوالي ژن 
  .باشدميoutgroupعنوان

پس از : ي مختلف نمكغظتهادر  Acx1كشت جدايه
و  6، 2ي غلظتهادر محيط پايه اي با  Acx1كشت جدايه

آمد كه در آن بيشترين  به دستدرصدي نمك نتايجي  10
شكل ( ثبت شد درصد 6رشد جدايه مورد نظر در نمك 

2.(  

  
درغلظتهاي مختلف  نمك  1Acxمنحني مقايسه اي رشد  -2شكل 

  دريايي

 1Acxاز كشت جدايه: مختلف pHدر  1Acxكشت جدايه
نتايجي طبق جدول 10و  pH4 ،6 ،8 در محيط پايه اي با

بيشترين رشد جدايه مورد نظر . آمد به دستومنحني زير 
  ).3شكل ( ثبت شد 8pHدر 

  
  مختلف pHدر 1Acxمنحني مقايسه اي رشد  -3شكل 

دراين مرحله : در دماهاي مختلف 1Acxكشت جدايه
 45و  35، 28، 20در محيط پايه اي با دماهاي  1Acxجدايه

بيشترين رشد جدايه . كشت داده شد گرادسانتي درجه 
شكل (ثبت شد سانتي گراددرجه  35مورد نظر در دماي 

4.(  

  
  دردماهاي مختلف 1Acxمنحني مقايسه اي رشد  -4شكل 

: در شرايط بهينه 1Acxمحاسبه توليد آنزيم آميلازجدايه
پس از تعيين شرايط بهينه رشد توليد آنزيم آميلاز در 

بررسي و نتايج حاصله نشان داد بيشترين  1Acxجدايه 
 در) ميكرومول( آميلاز واحد 80150آميلاز  مقدار توليد

 درصد 6و غلظت نمك  pH 8 ،سانتي گراددرجه  35 دماي
  ) .5شكل (است
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  1Acxمنحني توليد آنزيم آميلاز در شرايط بهينه رشد  -5شكل 

  بحث و نتيجه گيري
منابع ميكروبي غني از زيستگاههاي خشكي و دريايي پر از 
در اين ميان ). 8 و 2، 1(لحاظ تركيبات فعال زيستي هستند

ي دريايي به علت اينكه كمتر از ميكرو ارگانيسمهاميكرو
ي خشكي مورد مطالعه و بررسي قرار گرفته اند ارگانيسمها

ي دريايي منابع محيطها. بيشتر مورد توجه واقع شده اند
ي جديد با پتانسيل ارگانيسمهاغني براي جداسازي ميكرو 

در بين اين ميكرو ). 7و  4(ي ثانويه هستند متابوليتهاتوليد 
اهميت بسيار ويژه دارند و آن به  اكتينوميستها، ارگانيسمها

علت توليد تركيبات زيستي فعال متنوع با طيف وسيعي از 
هدف از تحقيق ). 16و  5(ي بيولوژيكي است فعاليتها

ي دريايي توليد اكتينوميستهااسايي حاضر جداسازي و شن
و )خور شادگان(كننده آميلاز در منطقه جنوب غرب كشور

  .معرفي گونه هاي جديد و شرايط بهينه رشد آنها مي باشد

در اين تحقيق جدايه اكتينوميست از ناحيه جزر و مدي 
ساحل خور شادگان، براساس خصوصيات مورفولوژي، 

توليد آميلاز جداسازي تستها بيوشيميايي و بررسي كيفي 
شده و جدايه اي كه بيشترين توليد آميلاز را در آزمايشات 

 16Sكيفي از خود نشان داد مورد شناسايي با استفاده از ژن 

rRNA  قرار گرفت و شرايط توليد آنزيم آميلاز در آن بهينه
 16S rRNAآناليزهاي فيلوژنتيك با استفاده از ژن .سازي شد

منجر به شناسايي جدايه اكتينوميست از رسوبات ساحل 
بر اساس درخت فيلوژني رسم . خور شادگان شد

 .شناخته شد Streptomycesبه عنوان جنس  1Acxشده
 .Streptomyces spبا گونه هاي  1Acxايزوله شناسايي شده 

(LMG19344 , NRRL B-1658 , CSSP544 , …)  در يك

شد كه مي تواند  تأييد درصد 40كلاد با بوت استرپ بالاي 
نشان دهنده جديد بودن گونه باشد كه در صورت مطالعات 

  .بيشتر امكان دارد گونه اي جديد به دست آيد

در مطالعه حاضر به منظور ارزيابي فعاليت آنزيمي،آزمون 
بر روي محيط  اكتينوميستكيفي تعيين فعاليت آميلازي 

نتايج حاضر با مطالعه اي كه . صورت گرفت SCAكشت
Acharyabhatta  بر روي  2013و همكاران در سال

منطقه  .BTSS 1001Streptomyces spاكتينوميست دريايي
 .)23( در بنگال هند انجام دادند يكي بود Bayساحلي 

BTSS 1001  35بيشترين فعاليت آميلازي را در دماي 
در حالي . دارد درصد NaCl 7 و  9pH سانتي گراددرجه 

دماي  1Acxكه در مطالعه حاضر بهينه شرايط توليد آنزيم 
 NaCl( 6(و غلظت نمك   8PH، سانتي گراددرجه  35

اين اختلاف در شرايط بهينه مي تواند .تعيين شددرصد
، منطقه جغرافيايي نمونه برداري و مربوط به نوع گونه

) 2009(و همكاران   Ramesh .شرايط انجام آزمايش باشد
موفق به جدا سازي تعدادي اكتينوميست با توانايي توليد 

ي صنعتي مانند آميلاز، سلولاز ، ليپاز و ژلاتيناز آنزيمها
خليج عدن اكتينوميستهايي از همچنين از ). 19(شدند 

جنس استرپتومايسس با توانايي توليد آنزيمهاي صنعتي 
دوازده ) 2017( و همكاران  Shaik). 12(جدا شده است 

كردند كه پنج  ياز رسوبات جداساز ستينومياكت زولهيا
 و دادند نشان نيآسپاراژ-L ديدر تول ييبالا ييتوانا زولهيا
 ميآنز ديدر تول يخوب ييتوانا) VMS-A10( زولهيا كي
 نيهمچن). 20(گزارش كردند ) U/ml 5/25(  لازيآم

Narayana  يخارج سلول ديتول طيشرا) 2008(و همكاران 
 هيدر سو يآمار يهارا با استفاده از روش لازيآم ميآنز

Streptomyces badius DBS نيا در. كردند يساز نهيبه 
 رشد يفاكتورها ليقب از رفتهبه كار  يروشها با قيتحق
 شيافزا را ديتول زانيم برابر پنج از شيب تا توانستند يسلول
 Bacillus هيتوسط سو  لازيام ديو تول رشد). 13( دهند

sp.WN11 مختلف كشت توسط  طيتحت شراMamo  و
رشد  نيشتريمطالعه ب نيدر ا. مطالعه شد) 1999(همكاران 
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 حالي كهمشاهده شد در  سانتي گراددرجه  65 يدر دما
 سانتي گراددرجه  55 يدر دما لازيآم ديتول زانيم نيشتريب

 هم و ميآنز ديتول هم 6 و pH، 5در  نيهمچن. ثبت شد
توسط  يمطالعه ا در). 12( شد مشاهده يخوب رشد زانيم

Naryana  وVijayalakshmi )2008 (هيانجام شد سو 
Streptomyces albidoflavus طيو شرا ياز خاك جدا ساز 

 نيدر ا. شد يبررس ميآنز ديتول يساز نهيبه يرشد برا
ساعت پس از  84 ميآنز ديتول يزمان برا نيمطالعه بهتر

درجه  30و  5/6 بيمناسب به ترت يو دما pHكشت و 
و همكاران  Poornima). 13(گزارش شد  سانتي گراد

 يآور جمع رسوبات از ستينومياكت از ييهازولهيا) 2008(
 از. كردند يجداساز گويم پرورش يهاحوضچه از شده

 Streptomyces زولهيجدا شده ا يهازولهيا نيب

aureofasciculus را نشان داد يلازيآم تيفعال نيشتريب .

 تيفعال نيشتريگونه ب نينشان داد كه ا شتريمطالعات ب
  و  سانتي گراددرجه  45 ي، دما9برابر  pHرا در  يلازيآم

  ).17(دارد  NaClدرصد   05/0

 35در مطالعه حاضر بهينه شرايط توليد آميلاز در دماي 
و  تعيين درصد 6 نمكو غلظت  8pH ،سانتي گراددرجه 

و همكاران Chakrabortyحدود زيادي با مطالعه  تا
و نشان داده شد مقدار توليد آنزيم با  همخواني داشت

 .)6(مقدار رشد باكتري رابطه مستقيم دارد 
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Isolation, molecular identification and optimization of amylase 
production of marine actinomycete (Acx1) from Shadegan estuary 
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Abstract 

Actinomycetes, Gram positive bacteria, are rich sources of bioactive compounds. 
Secondary metabolites of these bacteria are used as pharmaceutical compounds 
Enzymes are one of the most important secondary metabolites which act as bio-catalysts 
to perform reactions in bio-processes in an economical and environmentally-friendly 
manner. Enzyme production from actinomycetes makes significant facility in industrial 
and world economic. So, that it is becoming one of the economic indexes of developed 
countries. The goal of this research is isolation of actinomycetes from Shadegan 
estuary, optimization of bacterial growth and amylase production. Molecular 
identification was done by amplification of 16S rRNA gene using R1492 and F27 
primers. Optimum growth condition was found at 6% NaCl concentration, 35˚C 
temperature and pH 8. Maximum amylase activity in optimum condition was 80150 
Unit (one Unit is amount of enzyme that release one microgram of glucose in a minute). 
The results showed that enzyme production is related to growth of bacteria conditions.  

Key words: Actinomycete, Amylase, 16S rRNA, Shadegan estuary 


