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 اكيدوست موجود در كمپوست قارچ خور هاي گرما ينوميستتتعيين فعاليت سلولازي آك
 ارزيابي با كاغذ صافيبه روش 

  3سعيد طريقي و 2، علي پاكدين پاريزي1، محمد فارسي*،1زاده نفيسه تقي

  بيوتكنولوژي ، دانشكده كشاورزي، گروه دانشگاه فردوسي مشهدمشهد،  1
 ژنتيك و زيست فناوري طبرستان پژوهشكده  ،رزي و منابع طبيعيدانشگاه علوم كشاو ،ساري 2

  ، دانشكده كشاورزي، گروه بيماريهاي گياهيدانشگاه فردوسي مشهدمشهد،  3
  11/4/91 :تاريخ پذيرش  19/12/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

 اي شناخته مهدكترين اجزاي ميكروفلور كمپوست قارچ خوراكي  اصلي به عنوانهاي گرمادوست،  ويژه گونهه ها، ب آكتينوميست
از گرمادوست هاي  آكتينوميست. توانايي زيادي دارندبيوتيكها  كننده و آنتي اين گروه از باكتريها در توليد آنزيمهاي تجزيه. اند شده 

تستهاي نتايج از  .گرديدتهيه  آنها كشت خالص و شدند جداسازيسازي  رقيق تكنيك اب  كمپوستتهيه  مختلفمراحل 
ام هر كددر توانايي تجزيه سلولز . ها استفاده شد جدايه براي شناسايي 16SrRNAه و تحليل الگوي برشي ژن بيوشيميايي و تجزي

فعاليت آنزيمي حداكثر . مورد بررسي قرار گرفتهاي مختلف     pH در دما و  صافيارزيابي با كاغذ  روشها با استفاده از  از جدايه
 به دستبر اساس نتايج . تعيين شدليتر عصاره ناخالص  رم گلوكز آزاد شده از يك ميليگ بر اساس ميليها  جدايهكدام از  براي هر

با ميانگين  23جدايه درجه سانتي گراد  45در دماي  .متفاوت بودهاي مختلف  جدايهبراي  فعاليت آنزيمي  بهينه pHدما و  ،آمده 
كار برده ه سازي كمپوست قارچ ب ها جهت بهينه اين ايزوله. ترين ايزوله سلولازي معرفي شد فعال ،ليتر گرم در ميلي ميلي 10/1

  .شدند

   كمپوستكاغذ صافي، فعاليت سلولازي، ارزيابي با هاي گرمادوست،  آكتينوميست :كليدي واژه هاي

  na65_taghizadeh@yahoo.com :كييالكترون پست ،09363251748: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
 اكيرخوو  داروييارزش  داراي قارچهاهاي دور  از گذشته

با عموميت يافتن كشت و پرورش قارچ . اند بشر بوده براي
تواند  توليد قارچ مي. يافته استتوليد جهاني آن افزايش 

را به طيف مقادير عظيمي از مواد زائد ليگنوسلولزي 
تبديل ) خوراكي و كود ،دارويي(اي از محصولات  گسترده

قارچ ). 1( نمايدمحافظت  كند و همچنين از محيط زيست
ي خوراكي مورد قارچهااي سفيد با ساير  خوراكي دكمه

اي و درماني تفاوت چنداني ندارد، اما  كشت، از نظر تغذيه
ساخته  قارچهامتمايز از ساير  آنچه كه اين قارچ را كاملاً

كه  طوريه توليد اين قارچ است، باست، گسترش جهاني 
هاي جهان فروش زيادي اين قارچ در تمامي سوپرماركت

سفيد اي  دكمهافزايش عملكرد قارچ خوراكي  ).5(دارد 
براي . وابستگي مستقيم با كيفيت كمپوست دارد

كنند تعيين  به كمپوست تحقيق مي پژوهشگراني كه راجع
تنوع و ساختار جمعيت ميكروبي درگير در فرآيند 

جمعيت ميكروبي . سازي بسيار مهم است وستكمپ
اساسي در توليد كمپوست با كيفيت كمپوست نقش 

  ).17(دارد  مطلوب

ترين  مهمهاي گرمادوست  ويژه گونهه ها ب آكتينوميست
 به عنوانهستند كه  جمعيت ميكروبي كمپوست ياجزا

حائز  بسيار ،ر كشاورزيظكننده مواد سلولزي از ن تجزيه
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ها بيوتيك آنتي منابع مهم توليد باكتريهااين  .باشند مي  اهميت
  ). 4(روند شمار ميه ب

غير اسيد فست  و هاي گرمادوست هوازي آكتينوميست
هاي  اين موجودات گرم مثبت و داراي فيلامنت. دهستن
در ديواره سلولي آنها ميكوليك اسيد  و بودهدار  شاخه

بيشتر بر اساس خصوصيات  اين گروه). 10(وجود ندارد 
 هوايي و رويشيمورفولوژيكي از جمله توليد ميسليوم 

از جنسهاي مختلفي در اين گروه . اند بندي شده طبقه
  ).21( دنها وجود دار آكتينوميست

هاي  ترين آكتينوميست مهماز يكي  Streptomycesجنس 
هاي اين جنس توانايي تجزيه  گونه .استگرمادوست 

 تركيبات مختلف مانند يبسياري از ماكرومولكولها
هاي  نژاد. باشند ميدارا سلولزي، نشاسته، ليپيد و كيتين را 

مورد مطالعه قرار براي توانايي تجزيه سلولز  آنهامتفاوتي از 
مقادير زيادي پروتئينهاي  Streptomycesهاي  نژاد. ندا گرفته
 ). 13( كنند ترشح مياز جمله سلولاز سلولي  خارج

 بطور كه باشند مي گروه سه از آنزيمي كمپلكسي ها سلولاز

پيوندهاي  توانند مي و كنند مي لعم ديگريك با افزايي هم
 بتا از آنزيم اين .نمايند هيدروليزرا  β)1- 4(  گلوكوزيدي

 گلوكوزيداز بتا و سلوبيوهيدرولاز اندوگلوكاناز، -4و1
  .)20(است   تشكيل شده

انجام  2003 سال اي كه توسط جانگ و چن در در مطالعه
د تولي با توانايي Streptomycesاز جنس  اي جدايه ،شد

محققان ديگري  ).13( معرفي شد سلولاز مقاوم به حرارت
را  S. lividens ،S.albaduncus  ، S.reticuli هاي گونه نيز

پودر  استفاده ازو  بهينهدر شرايط  اند كه گزارش كرده
 اندوگلوكانازمنبع كربن داراي توليد آنزيم  به عنوانسلولز 

  ).6(بودند  قابل توجهي
كمپوست قارچ خوراكي در فاز  جمعيت ميكروبيتركيب 

ر ميزان عملكرد قارچ ثر دؤترين عوامل م دوم يكي از مهم
هاي داراي قدرت  شناسايي آكتينوميست. خوراكي است
تواند جهت دستورزي تركيب كمپوست  ميتجزيه سلولز 

استفاده گردد و عملكرد قارچ در واحد سطح را افزايش 
و تعيين  باكتريهان اي تنوع هدف از اين مطالعه بررسي. دهد

گيري سلولاز كل با  فعاليت سلولازي آنها به روش اندازه
ها براي  اين جدايه. بود 1سوبستراي كاغذ واتمن شماره 

تلقيح روي كمپوست قارچ خوراكي جهت بهبود كيفيت آن 
  . كار برده شدنده ب

  هاروش مواد و
 مورد استفاده درهاي كمپوست  نمونه :باكتريهاجداسازي 

ي خوراكي دانشكده قارچهامركز تحقيقات از تحقيق،  اين
برداري  نمونه. شدكشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد تهيه 

. انجام شدسازي  كمپوستفاز دوم مراحل مختلف از 
 كشت سازي در محيط يقها توسط تكنيك رق نمونه

 CYMتركيبات ( CYMمحيط كمپوست آگار غني شده با 

(5X): Peptone 1 ،گرم K2HPO4 24/0 ،گرم  

KH2PO45/0 گرم،  Yeast Extract 1  ،گرمDextrose 10 
ميلي ليتر آب  100گرم در  MgSO47H2O 5/0گرم و 

  تا ظاهر شدن كلني درجه سانتي گراد 40در دماي ) رمقط
 كلنيهاي با ظاهر گچي و خشبي. ندشد داده قرارباكتريها 

از به محيط جديد منتقل شده و كشتهاي خالص از هر كدام 
  . ها تهيه شد جدايه

نيترات، كاتالاز،  احياي آزمونهاي :بيوشيميايي آزمونهاي
هيدروليز اوره، اسيدفست جزئي و رنگ آميزي گرم روي 

و اندام  كلني بررسي ظاهرباكتريها براي  .انجام شد ها جدايه
توانايي  .شدندآگار كشت  - آب كشت روي محيط هوايي

تركيبات [ ISP7ط كشت توليد ملانين با استفاده از محي
ISP7 :Glycerol 15  ،گرمL-Tyrosine 5/0  ،گرمL-

Asparagine 1 م،  گرK2HPO4 5/0  ،گرمMgSO47H2O 
 تركيبات (ليتر  ميلي Trace Element HO -LE 1گرم،  01/0

Element HO-LE :H3BO3 85/2  ،گرمMnCl24H2O 8/1 
 FeSO47H2O 36/1گرم،  Sodium Tartate 77/1 گرم،
گرم،  CuCl22H2O  027/0گرم،  CoCl26H2O 04/0، گرم
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Na2MoO42H2O 025/0  ،گرمZnCl2  02/0  1000گرم در 
ليتر آب  ميلي 100گرم در  Agar 15و ) ليتر آب مقطر ميلي
ها با استفاده از  در هر كدام از جدايه رنگيزهو توليد  ]مقطر

-Lگرم،  ISP5 :Glycerol 10تركيبات  [ ISP5محيط كشت 

Asparagine 1  ،گرمK2HPO4 1  ،گرمTrace Salt 

Soulation 1 تركيبات (ليتر  ميليTrace Salt Soulation  :
FeSO47H2O 1  ،گرمMnCl24H2O  0/1  گرم و
ZnSO47H2O 1/0  و ) ليتر آب مقطر ميلي 100گرم در

Agar 15  مورد بررسي قرار ]ليتر ميلي 1000گرم در 
  . )18( گرفت

هاي  جدايهاز  DNAاستخراج ز پس ا :شناسايي مولكولي
ژن هاي عمومي  پرايمر با استفاده ازآكتينوميست، 

16SrRNA، fD1 ) توالي پرايمر رفتfD1 :5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ( وrP2 ) توالي
-'rP2 :5پرايمر برگشت 

ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' ()22 ( واكنش
ه ب  PCRچرخه حرارتي .گرديدپليمراز انجام  اي زنجيره
درجه سانتي  96مرحله دناتوراسيون اوليه در دماي  صورت

درجه  96دقيقه، دناتوراسيون در دماي  2مدت   به گراد
ها، مرحله  ثانيه در بقيه چرخه 45مدت   به سانتي گراد

ثانيه،  30مدت   به درجه سانتي گراد 56اتصال در دماي 
مدت   به درجه سانتي گراد 72شدن در دماي  مرحله طويل

 5مرحله آخر طويل شدن به مدت . دقيقه انجام گرفت 2
به  .دگرديچرخه تكرار  30اين برنامه در . انجام شد دقيقه
 ،آكتينوميستهاهاي  جدايه و تعيين تنوع شناسايي منظور

پس ها  براي هر كدام از جدايه 16SrRNAژن الگوي برشي 
 MboI ,KpnI ,PstI ,HindIII ,SalIاز هضم با آنزيمهاي

,PaeI ,VspI   با استفاده از نرم افزارTotalLabTL120  تهيه
آمده براي هر جدايه با  به دستالگوهاي برشي  .شد

آمده از هضم تواليهاي معتبر  به دستالگوهاي 
كه  NCBI اطلاعاتيهاي ثبت شده در پايگاه  آكتينوميست

با استفاده . سيليكو هضم شده بود مقايسه شد در محيط اين

هاي جداسازي شده شناسايي  آكتينوميستاز اين نتايج 
   .شدند

محيط كشت توليد آنزيم از  :گيري فعاليت آنزيمي اندازه
 Carboxymethylcellulose( CMC 1(( سلولاز با تركيب

، درصدK2HPO4 05/0 ،درصد Yeast extract 5/0، درصد
NaCl 02/0درصد ،MgSO47H2O 02/0درصد ،NH4NO3 

براي تعيين فعاليت  )درصدFeCl3 002/0و  درصد1/0
درجه  40در دماي  باكتريها. ها استفاده شد آنزيمي جدايه
 قرار كشتمحيط  اين درساعت  72به مدت  سانتي گراد

محيط  ،(OD600nm=1) يكسان نوري در تراكم .ندداده شد
به مدت  rpm 6000در پس از عبور از كاغذ صافي،  هاكشت
س از عبور از حاصل پ عصاره. ندسانتريفيوژ شد دقيقه 15

منبع آنزيم  به عنوان) ميكرومتر 22/0(فيلتر ميلي پور 
 باناخالص  در عصاره آنزيميپروتئين مقدار . گرديداستفاده 

 ينزيمهاي آ عصاره از .)7( گيري شد روش برادفورد اندازه
آمده از رشد هر جدايه براي توانايي هيدروليز  به دست
واتمن شماره (ري مت سانتي 1×6 فيلتر كاغذي ،يسوبسترا

ا با يك مخلوط  سوبستر. مورد استفاده قرار گرفت) 1
 5/6- 9ليتر بافر فسفات  ليتر عصاره آنزيمي و يك ميلي ميلي

pH :  دقيقه در حمام آب گرم با  90و  60، 30به مدت
مقدار . نگهداري شد گراد سانتي درجه 65تا  45دماهاي 
 روشكننده آزاد شده با استفاده از  ءقند احيا

)Dinitrosalicylic acid( DNS )16 (گيري شد اندازه .
ليتر عصاره  در ميلي واحد به صورتهاي آنزيمي  فعاليت

   .)11( گزارش شد ناخالص آنزيمي

  گيري نتيجه بحث و
ي باكتريهانتايج حاصل از آزمونهاي بيوشيميايي 

اين . آورده شده است 1آكتينوميست جدا شده در جدول 
    .ها بود خصوصيات آكتينوميست نتايج منطبق بر

 به دستبراساس نتايج  :نتايج تجزيه و تحليل مولكولي
با  16SrRNAسيليكوي تواليهاي ژن  آمده از هضم اين
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آنزيم  به عنوان MboIاستفاده از آنزيمهاي برشي، آنزيم 
هاي جداسازي شده  كليدي در شناسايي آكتينوميست

آمده  به دستبرشي  با استفاده از الگوي ).9(انتخاب شد 

توان به سه گروه  ها را مي جدايه) 1شكل (از اين آنزيم 
  ).2جدول (بندي كرد  متمايز دسته

  
  ها همراه با نتايج تستهاي بيوشيميايي آنها مشخصات جدايه -1جدول

ISP7  ISP5  آزمون
احياي 
  نيترات

آزمون 
  آز اوره

آزمون
 كاتالاز

آزمون
 اسيدفست

آزمون
 گرم

حل م رنگ اسپور
آوري  جمع

  )كمپوست(

شماره 
  ها جدايه

+  +  +  +  + - +   1  2فاز  سفيد
+  +  +  -  + - +   2  2فاز  سفيد
+  +  +  +  + - +   3  2فاز  سفيد
+  +  +  -  + - +   4  2فاز  خاكستري
+  +  +  +  - - +   5  2فاز  سفيد
+  +  +  +  + - +   6  2فاز  سفيد
-  +  - +  + + +   7  2فاز  خاكستري
+  +  +  +  +  -  +   8  2فاز   دسفي
+  +  +  +  + - +   9  2فاز  سفيد
+  +  +  -  +  +  +   10  2فاز   سفيد

+  +  +  +  + - +   11  2فاز  خاكستري

-  +  +  -  +  +-  +   12  2فاز   سفيد

-  +  +  +  + + +   13  2فاز  سفيد

+  +  +  +  +  -  +   14  2فاز   خاكستري

-  +  -  +  + + +   15  2فاز  سفيد

+  +  -  +  + - +   16  2فاز  سفيد

-  +  + +  + - +   17  2فاز  خاكستري

+  -  - +  + - +   18  2فاز  سفيد

-  +  + +  + - +   19  2فاز  سفيد

+  +  + +  + - +   20  2فاز  سفيد

-  +  - +  + - +   21  2فاز  خاكستري

+  +  + -  + + +   22  2فاز  سفيد

+  +  + -  + - +   23  2فاز  سفيد

+  +  + -  + + +   24  2فاز  زرد

  

  .MboIبه سه گروه اصلي براساس الگوي برشي آنزيم  اباكتريهبندي  تقسيم -2جدول
 MboIالگوي برشي با آنزيم  شماره جدايه

  )1گروه (جفت باز  DNA > 750بزرگترين قطعه  1،2،3،4،5،6،7،8،9،10،11،12،13،14،15،16،17،19،20،21،22،23
  )2گروه (جفت باز  980<دو قطعه مشخص كه با هم   24



 1393، 1، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

30 

 

جفت باز  1350تا  980ابر با بر DNAبزرگترين قطعه  18
  )3گروه (

  
  MboI ، توسط آنزيم برشي16SrRNAبر اساس ژن   ها الگوي برشي جدايه -1شكل

  
  درجه سانتي گراد 45-65در دماهاي  FPU ها بر اساس تغييرات دما در روش نمودار تغييرات فعاليت سلولازي جدايه -2شكل
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بندي  طبقه MboIآنزيم  برشياساس الگوي  گروه اول كه بر
 AsnI,ي آنزيمهاتوسط الگوي برشي حاصله از  شده بودند،

KpnI  وSphI هاي اين گروه به  تمام جدايه. شناسايي شدند
بر اين اساس جنس . تعلق داشتند  Streptomycesجنس 

Streptomyces، هاي جنس غالب در ميان آكتينوميست 
نيز رشات ساير محققين گزا در. جدا شده بودگرمادوست 
). 8و6(جنس غالب معرفي شده است  به عنواناين جنس 

تنها يك  MboIبر اساس الگوي برشي آنزيم گروه دوم در 
الگوهاي برشي جدايه وجود داشت كه با استفاده از 

اين  .شدشناسايي  SphIو  AsnI, PstI, HindIII آنزيمهاي
براي  .قرار گرفت Thermomonosporaجدايه در جنس 

الگوي برشي آنزيم در  شناسايي تك جدايه گروه سوم
MboI،  ي آنزيمهاازAsnI, SphI, KpnI, HindIII, SalI  و

Psp14061 بر اساس الگوي برشي اين . استفاده شد
 Saccharomonosporaجدايه گروه سوم در جنس  ،آنزيمها

ي برشي آنزيمهاعلت استفاده از الگوي برشي  .گرفت قرار
ي برشي در آنزيمهاها اين بود كه  بندي جدايه جهت طبقه

توانند مورد  علاوه در هر آزمايشگاهي ميه ب. ند تر دسترس
 PCRيابي محصول  استفاده قرار گيرند در حالي كه توالي

. نياز به امكانات بيشتر و صرف هزينه و وقت بيشتر دارد
هاي فعال  بعلاوه در اين تحقيق هدف پيدا نمودن جدايه

با استفاده از نتايج بود كيفيت كمپوست بود كه جهت به
  .محقق شد حاصله

سلولازهاي پروكاريوتي  :گيري فعاليت سلولازي اندازه
، )12(دهند  هاي متفاوت نشان مي حداكثر فعاليت را در دما

ها  بنابراين براي تعيين دماي بهينه فعاليت سلولازي جدايه
قرار  مورد بررسي درجه سانتي گراد 45- 65دماهاي 

عصاره  سلولازي ، نمودار تغييرات فعاليت2شكل. گرفت
  .دهد را در دماهاي مختلف نشان مي ها جدايه ناخالص

تغييرات دما سبب تغيير در فعاليت سلولازي عصاره 
درجه سانتي  45فعاليت سلولازي از . ها شد آنزيمي جدايه

درجه سانتي  55شروع به افزايش نموده است و در  گراد

حداكثر خود رسيده اما روند فعاليت سلولازي بعد  به گراد
بنابراين در بين ). α=05/0(از اين دما كاهشي شده است 

با بيشترين  درجه سانتي گراد 55دماهاي بررسي شده دماي 
ها، بهترين دماي  ميانگين فعاليت سلولازي در تمام جدايه

قين كه البته محق . ها است توليد سلولاز براي اين جدايه
دماي بهينه گزارش نموده  به عنوانبلي نيز اين دما را ق

  ).19و15(بودند 

ها مورد بررسي اين بود كه  نكته قابل توجه در بين جدايه
هاي متفاوتي حداكثر فعاليت را از خود  در هر دما جدايه

هاي فعال در هر دما نيز مهم  جدايهبنابراين . دادند نشان مي
  .هستند

ها  جدايه :ي در دماي كمپوستهاي فعال سلولاز جدايه
مورد بررسي از كمپوست جدا شدند و هدف نهايي آنها نيز 

ترين  سازي كمپوست است، بنابراين از مهم براي بهينه
كه دماي  درجه سانتي گراد 45 دماي د نظررهاي مو دما

بررسي فعاليت  به منظور. است شود، كمپوست محسوب مي
تحت  درجه سانتي گراد 45ها در دماي  آنزيمي تمام جدايه

سوبسترا  به عنوانواتمن شرايط يكسان در تماس با كاغذ 
قرار گرفتند تا تفاوت فعاليت آنزيمي آنها در اين دما تعيين 

  . شان تعيين شود فعاليت آنزيميشود و تغييرات 

درجه  45در دماي  FPUدر روش سنجش آنزيمي به روش 
ليتر آنزيم  ميليواحد در  10/1با  23جدايه  ، سانتي گراد
جدايه  بعد از اين. را داشت فعاليت آنزيميبيشترين 

 97/0و  00/1، 01/1ترتيب با ه ب 24و  18، 12هاي  جدايه
را نشان  مقادير، بيشترين يآنزيمفعاليت  ليتر واحد در ميلي

ند ها داشت دادند و بيشترين اختلاف را با ساير جدايه
)05/0=α.( 

 :درجه سانتي گراد 55ر دماي د سلولازي هاي فعال جدايه
فعاليت  بيشترين ميانگين درجه سانتي گراد 55دماي 
بهترين دما  به عنواننشان داد و  ها را در بين جدايه آنزيمي

. معرفي شدها  جهت فعاليت سلولازي بالا در همه جدايه
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ليتر آنزيم  واحد در ميلي 18/1با  3جدايه ر اين دما د
 ،بعد از اين جدايه و داشت را فعاليت آنزيميبيشترين 

 82/0و  87/0، 88/0ترتيب با ب 15و  11، 8هاي  جدايه
را نشان  مقادير، بيشترين يآنزيمفعاليت ليتر  واحد در ميلي

ها داشتند  دادند و بيشترين اختلاف را با ساير جدايه
)05/0=α.(  

 .شود ميهاي خاصي  هاي فعال در هر دما استفاده از جدايه
درجه  55و  درجه سانتي گراد 45ال در دماي هاي فع جدايه

چرا  .ند سازي شرايط كمپوست مفيد براي بهينه سانتي گراد
 درجه سانتي گراد 45- 55كه محدوده دمايي كمپوست 

بهينه سازي  برايها  ها فعال اين دما بنابراين جدايه. است
  .روند شمار ميه مهم و ضروري ب كيفيت كمپوست

كه اگر  چرا .است pHاليت آنزيمي در فعفاكتور مهم ديگر 
 pHاما  .تمام عوامل فراهم باشنددر يك واكنش آنزيمي 

به بنابراين . گيرد كنشي صورت نميهيچ وا ،نامناسب باشد
هاي مورد بررسي  بهينه براي جدايه pHتعيين  منظور

تغييرات  3جدول . در نظر گرفته شد pH=7/5- 9محدوده 
  .دهد ها نشان مي  pHدر اين  فعاليت سلولازي را

در روش   pHتغييرات فعاليت سلولازي بر اساس تغييرات  -  3جدول 
FPU  

 unit/ml( pH(ميانگين فعاليت سلولازي

48/0  7/5 
5/0  6 
7/0  5/6 

ميزان فعاليت آنزيمي در تمام جدايه  5/6تا  pHبا افزايش 
 5/6داري نشان داده است، اما بعد از  ها افزايش معني

به صفر  pH=  9تا جايي كه در زيمي كاهش يافتهفعاليت آن
توان در قليايي شدن محيط  را مي  رسيده است، كه علت آن

با  5/6در نقطه pHدر نتيجه ). α=05/0(جستجو نمود 

بهترين  به عنوانها  اليت آنزيمي در تمام جدايهبيشترين فع
pH در محدوده بررسي شده، معرفي شده است.   

pH  ي كار ساير محققين بود كه رومعرفي شده مشابه
طور مثال جرديت و ه كردند ب ها كار مي آكتينوميست

- 7 شان، مورد بررسي pHدر محدوده  2008همكارانش در 
6=pH  را برايStreptomyces Sp. (J2) مناسب دانستند 

-Streptomyces T3. همچنين جانگ و چن كه براي. )14(

1 ،pH  13( معرفي نمودند 6بهينه را.(   

جمعيت نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه بررسي 
بهبود كيفيت آن  تثري در جهؤكمپوست گام م ميكروبي

با توجه به تعيين تعدادي جدايه فعال و شرايط . باشد مي
توان شرايطي فراهم نمود كه سلولز  مساعد فعاليتشان، مي

قارچ خوراكي كمپوست به خوبي تجزيه شده و در استفاده 
  .ردقرار گي

 براي نساجي صنايع دركاربردهاي ديگر سلولاز 

علاوه ه ب. باشد مي جين هاي پارچه نمودن شويي سنگ
شدن  جدا سبب شوينده پودرهاي به سلولاز افزودن
توجهي  قابل طوره ب هك شود مي پنبه الياف هاي ريزرشته

 در .دهد مي افزايش را اي پنبه منسوجات شفافيت و نرمي

 ديواره هضم جهت سلولاز ازقاتي تحقي آزمايشگاههاي

 الحاق مطالعات و توليد پروتوپلاست در گياهان سلولي

 دراين آنزيم  همچنين. شود استفاده مي ها پروتوپلاست

. گردد مي استفاده طيور و دام توليدي خوراك صنايع
 عصاره و آب سازي شفاف در ها پكتيناز همراهه ها ب سلولاز

در  قهوه، استخراج حين موسيلاژ هيدروليز جات، ميوه
 از پوست طبيعي رنگهاي استخراج تسريع و تبديلي صنايع

 زايد مواد تيمار و سركه توليد گياهي، مواد و جات ميوه

 .)2و1( گيرد مي قرار استفاده مورد

 

 

 



 1393، 1، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

33 

 

  منابع

سازي ميكروفلور كمپوست  شناسايي وبهينه. 1386، .ع ،پاكدين .1
دانشگاه  ،كارشناسي ارشدپايان نامه  .اي قارچ خوراكي دكمه

  .ص 80،دانشكده كشاورزيفردوسي مشهد، 

بهينه . 1388، .، عنصري، ح.، مطلبي، م.، زماني، م.رجب خاني، ز .2
قارچ ) سلولاز(وگلوكاناز دان 4و 1سازي آنزيم بتا 

Aspergillus niger (R4)  و همسانه سازي ژنeglB . مجله
 .682- 690، ص4،شماره 22زيست شناسي ايران، جلد 

كلون كردن، . 1384، .ع ،، بابايي.، م، مطلبي.، م، زماني.، صزهري .3
 4و 1بتا  cDNAتعيين توالي و مطالعه خصوصيات ژن و 

مجله  .Trichoderma reesei قارچ Iاندوگلوكوناز 
  . 129- 140، ص2، شماره 18شناسي ايران، جلد  زيست

ها و  آكتينوميست. 1388، .، دهناد ع.، صعبدي صوفياني .4
ي  آموزش زيست شناسي، دوره .هاي ضد ميكروبي آنها ژگيوي

 .47-50، ص2بيست وسوم، شماره 

  پرورش و اصلاح قارچ. 1390، .ح ر،ف ، پوريان.م ،فارسي .5
 275. انتشارات جهاد دانشگاهي مشهد. اي سفيد خوراكي دكمه

  . ص

6. Aboul-Enein, A., Abou elalla, F., Serour, E., 
Hussien, T., 2010. Purification and 
characterization of novel thermoactive cellulase 
thermophilic actinomycetes isolated from 
sample of Egypt. International Journal of 
Academic Research, 2: 81-86.  

7. Bradford, M. M., 1976. A rapid and sensitive 
method for the quantization of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 
72: 248-254.  

8. Chellapandi, P., Himanshu, M.J., 2008. 
Production of endoglucanase by the native 
strain of Streptomyces isolated in submerged 
fermentation. Brazilian Journal of 
Microbiology, 39: 122-127.  

9. Cook, A.E., Meyers, P.R., 2003. Rapid 
identification of filamentous actinomycetes to 
the genus level using genus-specific 16SrRNA 
gene restriction fragment patterns. International 
Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology, 53: 1907-1915.  

10. Forbes, B.A., Sahm, D.F., Weissfeld, A.S., 
2002. Bailey and Scott’s diagnostic 
microbiology.11th ed, Mosby Publications. 

11. Ghose, T.K., 1987. Measurment of cellulase 
activity. Applied chemistry, 59:257-268. 

12. Heck, J.X., Hertz, P.F., Ayub, M.A.Z., 2002. 
Cellulase and xylanase production by isolated 
Amazon Bacillus strains using soya been 
industrial residue based solid-state cultivation. 
Brazilian Journal Microbiology, 33: 213-218.  

13. Jang, H.D., Chen, K.S., 2003. Production and 
characterization of thermostable cellulases from 
Streptomyces transformant T3-1. World Journal 
of Microbiology & Biotechnology, 19: 263-268.  

14. Jaradat, Z., Dawagreh, A., Ababneh, Q., 
Saadoun, I., 2008. Influence of Culture 
Conditions on Cellulase Production by 
Streptomyces Sp. (Strain J2). Jordan Journal of 
Biological Sciences, 1(4): 141-146 

15. McCarthy A J., 1987. Lignocellulose degrading 
actinomycetes. FEMS Microbiology, 46: 145-
163.  

16. Miller, G.L., 1959. Use of Dinitrosalicylic acid 
reagent for determination of reducing sugar. 
Analytical Chemistry, 31:426-428.  

17. Rebollido, R., Martine, J., Aguilerai, Y., 
Melchori, K., Koerner, I., Steegmann, R., 2008. 
Microbial population during composting 
process of organic fraction of municipal solid 
waste. Applied and Environmental Research, 
6:61-67.  

18. Schaad, N. W., 1988. Laboratory guide for 
identification of plant pathogenic bacteria. APS 
press, USA. 

19.  Schrempf, H., Walter, S., 1995. The cellulolytic 
system of Streptomyces retyiculi. International 
Journal Macromolecules, 15: 353-355.  

20. Schulein, M., 2000. Protein engineering of 
cellulose. Biochemical et Biophysical Acta, 
239-252 

21. Seong, C.N., Choi, J.H., Baik, K.S., 2001. An 
improvment selective isolation of rare 
actinomycetes from forest soil. Journal  of 
Microbiology, 39:17-23.  

22. Weisburg, W.G., Barns, S.M., Pelletier, D.A., 
Lane, D.J., 1991. 16S ribosomal DNA 
amplification for phylogenetic study. Journal of 
Bacteriology, 173: 697-703. 



 1393، 1، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

34 

 

Determination cellulase activity of mushroom compost 
thermophilic actinomycetes by filter paper assay 
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Abstract 
One of the most important substrate for producing of the edible white button 
mushrooms is compost. Thermophilic actinomycetes are one of the most important 
microflora in composting. So these actinomycetes were isolated from different steps in 
composting process by dilution technique. The isolates were incubated at 40°C. The 
chalky colonies were selected and transformed to new solid media to prepare pure 
culture of each isolate. Bacterial isolates were identified based on biochemical tests and 
amplified 16SrRNA restriction analysis technique. Ability of the isolates to break down 
cellulose, was assessed by using Filter paper in different temperature and pH. Maximum 
enzyme activity for each isolate were measured based on milligrams of glucose released 
from one milliliters extract. The isolates with high cellulase activity were screened for 
determination of the optimum pH and temperature. Isolate 23 had 1/10 mg/ml enzyme 
activity and it demonstrated a higher cellulase activity at 45°C. These isolates was 
applied for improvement quality compost. 
Keywords: cellulase activity, compost, Filter paper assay, Thermophilic actinomycetes  


