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  چکیده

 بوده و از نظر کشاورزي حائز  در طبیعتکنندگان خوبی  تجزیه، آکتینومیستهاي جنس  باکتري
ها و  بیوتیک  و منابع مهم تولید آنتیفراوانی حضور دارندپوست به  کمدرها   این باکتري.باشند  می اهمیت

 از مراحل متفاوت پژوهش مورد مطالعه در این آکتینومیستهاي  جدایه .هاي خارج سلولی هستند آنزیم
 و ، بیوشیمیایی تحلیل میکروسکوپی وها مورد تجزیه  جدایهسپس  و قارچ خوراکی تهیه شده سازي کمپوست

از روش  ،ها ي جدایهاندوگلوکانازگیري فعالیت   اندازهبراي .ر گرفتند و شناسایی شدندلکولی قراوم
 7، 5/6، 6، 7/5هاي  pH سازي شرایط، جهت بهینه. استفاده شد) CMC(ز کربوکسی متیل سلولاگیري  اندازه

 دمایی بود  بهترینC60°دماي .  شد بررسی دقیقه90 و 60، 30واکنش هاي   و زمانC65-45°دماهاي  5/7 و
 با 19در این دما جدایه . نازي را نشان دادندا بالاترین فعالیت اندوگلوک، مورد مطالعهيها که آکتینومیست

براساس نتایج مولکولی حاصل از . از نظر تولید اندوگلوکاناز بودلیتر فعالترین جدایه  میلی   واحد در289/0
  . ها از جنس استرپتومایسس بودند جدایه، اغلب 16SrRNA ژن RFLPبررسی شباهت جدایه ها با 
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  مقدمه
عنوان  به  هاي آکتینومیست اکتريبگروه 

 مواد سلولزي از نظر کشاورزي گانکنند تجزیه
 منابع مهم این گروه از. هستند  اهمیتبسیار حائز
به خارج سلولی هاي  آنزیمها و  بیوتیک تولید آنتی
 ).Jang & Chen, 2003( روند شمار می

 گرمادوست، گرم مثبت و داراي ها، آکتینومیست
باشند و در دیواره  دار می هاي شاخه فیلامنت

 Forbes( میکولیک وجود ندارد  اسیدسلولی آنها

et al., 2002 .( اصلی يعنوان اجزا بهآنها 
د و نقش رون میکروفلور کمپوست به شمار می

هاي بالا و شرایط  مهمی در تجزیه مواد آلی در دما
این  ).Seong et al., 2001(هوازي دارند 

 ،سلولی سلولاز، کیتیناز هاي خارج ها آنزیم باکتري
سلولاز . کنند  را ترشح میناز و بسیاري دیگرزایلا

هاي تولید شده توسط  ترین آنزیم یکی از مهم
 صنایع مختلف در هاست که کاربردهاي زیادي آن

حیوانات و تغذیه از جمله صنایع غذایی، پارچه، 
 ).Jang & Chen, 2003(تولید کاغذ دارد 

 باشند می گروه سه از آنزیمی، کمپلکسی سلولازها

 و کنند می عمل همدیگر با مشارکتی طور هکه ب

 سلولز ß(1 →4) گلیکوزیدي هاي پیوند توانند می

 4و1-بتا ها آنزیم این. نمایند هیدرولیزرا 
گلوکوزیداز  بتا و سلوبیوهیدرولاز اندوگلوکاناز،

 سیستم این در ها آنزیم ترین مهم یکی از. هستند

  CMCase اندوگلوکاناز است که 4و1- بتا آنزیمی
 ;Zahrei  et al., 2005 (شود  هم نامیده می

Chellapandi & Himanshu, 2008.(   

 طی یک واکنش شیمیایی هااندوگلوکاناز
هیدرولیز ربوکسی متیل سلولز را به گلوکز ک

گیري فعالیت اندوگلوکانازي  اساس اندازه. کند می
 با باشد که این گلوکز  می شدهگلوکز آزاد

سالیسلیک تشکیل یک کمپلکس  نیترو دي اسید
 مشاهده شده، شدت رنگ  ودهد رنگی را می

نماینده میزان گلوکزي است که توسط نمونه 
 ,.Dashtban et al( استآنزیمی تولید شده 

 به بررسی فعالیت پژوهشدر این  ).2010
هاي کمپوست قارچ  ي آکتینومیستاندوگلوکاناز

خوراکی پرداخته شده است، با این هدف که 
هاي فعال آن در جهت بهبود حاصلخیزي  جدایه

  .کمپوست قارچ به کار برده شوند
  

  ها مواد و روش
  جداسازي باکتریها

مورد استفاده در این هاي کمپوست  نمونه
هاي خوراکی  تحقیق، از مرکز تحقیقات قارچ

دانشکده کشاورزي دانشگاه فردوسی مشهد تهیه 
برداري از مراحل مختلف فاز دوم  نمونه. شد

ها توسط تکنیک  نمونه. سازي انجام شد کمپوست
 کمپوست آگار غنی  کشتسازي در محیط رقیق

: CYM 20Xمواد تهیه ( CYMمحیط شده با 
 24/0 گرم، پتاسیم مونو هیدروژن فسفات 1پپتون 

،  گرم50/0گرم، پتاسیم دي هیدروژن فسفات 
 گرم، سولفات 10گرم، دکستروز  1عصاره مخمر 

 در )لیتر آب مقطر  میلی100 گرم در 50/0منیزیم 
در ها   باکتري  تا ظاهر شدن کلنیC°40دماي 

قرار  )Orbital Incubator F150( داخل انکوباتور
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هاي با ظاهر گچی و خشبی به  کلنی. اده شدندد
 منتقل ي از کمپوست آگار غنی شده،محیط جدید
ها  هاي خالص از هر کدام از جدایه شد و کشت

  .تهیه شد
  

  تشخیص آکتینومیست ها
هاي انتخاب شده از کمپوست توسط  جدایه

ساختار .  مورفولوژیکی شناسایی شدند روش
 توسط ها ها رنگ و شکل اسپور میسلیوم

آزمون هاي  .میکروسکوپ اینورت مشاهده شد
احیاي نیترات، کاتالاز، هیدرولیز اوره، اسیدفست 

ها انجام  جزئی و رنگ آمیزي گرم روي جدایه
 و اندام باکتریها براي بررسی ظاهر کلنی. شد

. آگار کشت شدند - روي محیط کشت آبهوایی
توانایی تولید ملانین با استفاده از محیط کشت 

ISP7ها با   و تولید رنگیزه در هر کدام از جدایه
  مورد بررسی قرارISP5استفاده از محیط کشت 

هاي  نتایج تست). Schaad, 1988(گرفت 
 Bergey’s با کتاب بیوشیمیایی و مورفولوژیکی

manual of Determinative Bacteriology 
 ژنومی ي Bergy, 1994.( DNA (یسه شدمقا

و ژن ) Cook & Meyers, 2003(استخراج شد 
16SrRNAهاي عمومی   از پرایمر استفاده باfD1 

توسط واکنش ) rP2، )Weisburg et al., 1991و 
منظور شناسایی  به. زنجیره پلیمراز تکثیر شد

هاي آکتینومیست، الگوي برشی ژن  جدایه
16SrRNAها پس از   براي هر کدام از جدایه

 MboI ,KpnI ,PstI ,HindIIIهاي هضم با آنزیم

SalI ,PaeI ,VspI  افزار  با استفاده از نرم
TotalLabTL120 الگوهاي برشی . تهیه شد

دست  هدست آمده براي هر جدایه با الگوهاي ب هب
هاي  هاي معتبر آکتینومیست آمده از هضم توالی

 که در محیط NCBIثبت شده در پایگاه داده 
با استفاده .  هضم شده بود مقایسه شد1سیلیکو این

هاي جداسازي شده  از این نتایج آکتینومیست
ها با  میان جدایهرابطه فیلوژنتیکی . شناسایی شدند
  . رسم شد NTSYSpcافزار استفاده از نرم

  
  ياندوگلوکانازگیري فعالیت  اندازه

از محیط کشت تولید آنزیم سلولاز با 
 Yeast extract 5/0، درصد CMC 1 (ترکیب
 NaCl 02/0، درصد K2HPO4 05/0، درصد
 NH4NO3، درصد MgSO4×7H2O 02/0، درصد

 براي تعیین )درصد FeCl3 002/0 و درصد 1/0
ها در  باکتري. ها استفاده شد فعالیت آنزیمی جدایه

محیط  ساعت در این 72 به مدت C°40دماي 
ها پس از   داده شدند، محیط کشترشدکشت 

 20به مدت  rpm 10000عبور از کاغذ صافی، در 
 Partorisسانتریفوژ یخچالدار  (تریفیوژ ساندقیقه

σ 3-18K(عصاره حاصل پس از عبور از .  شدند
عنوان منبع  به)  میکرومتر22/0(فیلتر میلی پور 

مقدار پروتئین در عصاره . آنزیم استفاده گردید
گیري شد   ناخالص با روش برادفورد اندازهآنزیمی

)Bradford 1976 .(هاي آنزیمی بدست  از عصاره
ه از رشد هر جدایه براي توانایی هیدرولیز آمد

 در بافر CMC (درصدCMC 1 سوبسترهاي
مخلوط .  شداستفاده) :7/5pH-5/7فسفات با 

یمی و یک لیتر عصاره آنز سوبسترا با یک میلی

                                                             
1  In silico 
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، 30 به مدت :pH 7/5-5/7لیتر بافر فسفات  میلی
 Behdad ( دقیقه در حمام آب گرم90 و 60

Water Bath(با دماهاي  °C65-45 نگهداري 
 DNSمقدار قند احیا شده با استفاده از روش . شد

)Miller, 1944; Ghose, 1987 (گیري شد اندازه 
دستگاه و میزان رنگ ایجاد شده توسط 

 540در طول موج ) S2100مدل (اسپکتروفتومتر 
 براي تعیین میزان صحیح جذب . شدنانومتر تعیین

هد در نظر گلوکز در تمامی شرایط یک نمونه شا
گرفته شد که تمامی ترکیبات واکنش به جز 

 سپس میزان جذب بر اساس ، بوداسوبسترا را دار
 استاندارد يها نمونهمنحنی استانداردي که توسط 

گرم   میلی2 و 33/1، 1، 5/0 هاي گلوکز در غلظت
لیتر، تهیه شده بود به میزان گلوکز  لوکز در میلیگ

 ها زي جدایهنافعالیت اندوگلوکا. تبدیل شد
لیتر عصاره ناخالص  صورت واحد در میلی هب

یک واحد  مبنا که نبر ای .آنزیمی گزارش شد
که از یک میلی لیتر بود آنزیمی میزان گلوکزي 

آزاد می در مدت یک دقیقه یعصاره ناخالص آنز
  .شد می
  

  نتایج و بحث
  ها تشخیص آکتینومیست

 يها لیومیسها و ساختار م شکل اسپور
شده توسط میکروسکوپ اینورت مشاهده 

 بر .ها را تایید کرد ساختار انشعابی آکتینومیست
هاي بیوشیمیایی،  اساس نتایج حاصل از آزمون

هاي آکتینومیست جدا شده گرم مثبت، غیر  باکتري
آز  اسید فست، کاتالاز مثبت و اغلب آنها اوره

 مطابق با مشخصات نتایج حاصله،. مثبت بودند
 Bergey’s manual ofر  کتاب ها د آکتینومیست

Determinative Bacteriologyبود ) Bergy, 

1994.(  
براي تایید  16SrRNAالگوي برشی ژن 

بر این اساس .  بررسی شدیکیژمورفولونتایج 
 اي واکنش زنجیرهتوسط  16SrRNAژن ابتدا 

 MboIهاي برشی تکثیر شد و توسط آنزیمپلیمراز 

KpnI ,PstI ,HindIII ,SalI ,PaeI ,VspI برش 
هاي آکتینومیست با   روابط شباهتی جدایه.داده شد

دست آمده از  ه بدوتاییاستفاده از ماتریکس 
افزار   با استفاده از نرم16SrRNAالگوي برشی ژن 

NTSYSpcبندي  گروه 1شکل .  بررسی شد
 و 2 بر اساس ضریب شباهت جاکارد راها جدایه

  .دهد  نشان میUPGMAبندي  روش خوشه
توان این گونه تفسیر کرد  ن نمودار را میای

درصد محاسبه شده براساس تعداد ( درصد 90که 
 جدایه مورد 24 به کل 1باکتري هاي خوشه 

هاي جدا شده با هم شباهت  جدایه) بررسی است
ها هستند که با   درصد از جدایه10دارند و تنها 

 2ها در خوشه  اند که این جدایه بقیه متفاوت بوده
بر طبق الگوي برشی حاصل از . اند رار گرفته ق3و 

 1هاي خوشه  هاي بررسی شده، جدایه آنزیم
البته .  هستند3ها متعلق به جنس استرپتومایسس

 به سه زیر خوشه تقسیم شده است که 1خوشه 
هاي این جنس در سطح  دهنده تفاوت این نشان

  . گونه است
  

                                                             
2 jakard 
3 Streptomyces 
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اي  ر اساس ضریب شباهت جاکارد و روش خوشههاي آکتینومیست ب  جدایهبندي گروه -1شکل
UPGMA. 

Figure 1- Clustering of actinomycetes isolates by Jakard similarity coefficient and 
UPGMA clustering method. 

  
  . جدایه مورد آزمایش24هاي طبقه بندي شده براي  هاي مربوط به خوشه  جنس-1جدول

Table 1- Genus of clusters for 24 isolates. 
 شماره جدایه

 (Number of isolate)  
 خوشه  مربوط به هرهاي جنس 

(Genus of each cluster) 
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17, 

 استرپتومایسس: 1خوشه  19,20,21,22,23
Cluster 1: Streptomyces  

 ترمونوسپورا: 2خوشه  24
Cluster2: Thermomonospora  

 ساکارومونوسپورا: 3خوشه  18
Cluster 3: Saccharomonospora  
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این نتیجه مشابه نتایج محققین پیشین بود 
ها را جنس غالب  که استرپتومایسس

 & Chellapandi(دانستند  ها می آکتینومیست

Himanshu, 2008; Aboul-Enein et al., 
 از جنس 18 جدایه 2در خوشه ). 2010

 از 24 جدایه 3 خوشه ا، در4ساکارومونوسپور
  .  قرارگرفته است5جنس ترمونوسپورا

  
  ياندوگلوکانازفعالیت 

 درصد یک CMC در محیط کشت ها جدایه
.  انکوبه شدندrpm 150 ساعت در 72به مدت 

ها را در این محیط  ه رشد تعدادي از جدای2شکل 
ها به خاطر گرم مثبت  دهد، این باکتري نشان می

 تولید 3شکل  .اند اي بودن، داراي رشد گلوله
دهد که  می  مورد بررسی را نشانيها اسپور جدایه

ها را در این  خاصیت اسپورزایی آکتینومیست
  .کند ها تایید می جدایه

  
  گیري پروتئین کل اندازه

گیري پروتئین کل از روش  براي اندازه
بر . استفاده شد) Bradford, 1976(برادفورد 

ارد سرم آلبومین اساس این روش، نمودار استاند
)BSA (میکروگرم در 75-750هاي  را در غلظت 

ها با محلول  لیتر رسم شد و سپس نمونه میلی
 595و جذب آنها در  مخلوط شد برادفورد

ه اسپکتروفتومتري نانومتر توسط دستگا
براساس نمودار استاندارد سرم . گیري شد اندازه

                                                             
4Saccharomonospora 
5 Thermomonospora 

 2در جدول. آلبومین میزان پروتئین آنها تعیین شد
 .ها بیان شده است میزان پروتئین کل جدایه

 با 16 و 23براساس برادفورد انجام شده جدایه 
میکروگرم در 63/165 و 17/183میزان پروتئین 

اند و  لیتر داراي بیشترین مقادیر بوده میلی
 و 73/5 با میزان پروتئین 18 و 19هاي  جدایه

لیتر داراي کمترین مقادیر   میکروگرم در میلی12/7
 اند بوده

  
  تعیین شرایط بهینه براي ارزیابی اندوگلوکاناز

اندوگلوکانازهاي : بهینه  pHتعیین
 و pHپروکاریوتی براي حداکثر فعالیت نیاز به 

 اثر 3جدول ). Heck, 2002(دماي بهینه دارند 
pH  بررسی را بر فعالیت اندوگلوکانازي هاي مورد

 .دهد نشان می
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 ساعت در 72 بعد از درصد یک CMC در محیط  هاي آکتینومیست  رشد جدایه-2شکل

 .C40°حررات   درجه
Figure 2- Growth of actinomycetes isolates after 72h in % 1CMC at 40°C. 

  
 

  
 .C40°حررات   ساعت در درجه72بعد از ها   تشکیل دو نوع اسپور در جدایه-3شکل

Figure 3- Producing two kinds of spores in isolates after 72 h at 40°C  
  

1 1

2
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  . روش برادفوردباگیري شده  اندازه) لیتر میکروگرم در میلی(   پروتئین کل-2جدول
Table 2- Total protein (ug/ml) of 24 isolates by Bradford procedure. 

 ها اره جدایهشم
(Number of isolate) 

 )لیتر میکروگرم در میلی(پروتئین مقدار 
(Protein content (ug/ml)) 

1 86/73 
2 83/96 
3 85/70 
4 80/86 
5 43/43 
6 42/70 
7 108/91 
8 82/41 
9 92/40 

10 72/10 
11 124/38 
12 75/19 
13 88/60 
14 78/28 
15 90/34 
16 165/63 
17 26/71 
18 5/73 
19 7/12 
20 67/65 
21 104/26 
22 71/58 
23 183/17 
24 16/92 

  .هاي مورد بررسیpHها براي  ي جدایهاندوگلوکاناز مقادیر میانگین فعالیت - 3جدول 
Table 3- Means of endogluconase activity of isolates in different pHs. 

pH اندوگلوکانازيفعالیت  

(Endogluconse activity) 
5/7 0/036 
6 0/043 

6/5 0/05 
7 0/0001 

7/5 0 
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فعالیت اندوگلوکانازي تا رسیدن به 
5/6=pHاما در.  در حال افزایش استpH  هاي

شدت  ، فعالیت اندوگلوکانازي به5/6بعد از 
علت . کند کاهش یافت و به سمت صفر میل می

زیم در توان در عدم پایداري این آن این امر را می
pHالبته این فرض در صورتی .  هاي بالا دانست

درست است که هیچ محدودیتی از سایر منابع 
در این مورد از لحاظ . متوجه واکنش نباشد

سوبسترا و دیگر شرایط واکنش اطمینان حاصل 
  .شده است

 زمان واکنش نیز فاکتور :اثر زمان واکنش
 زیرا هرچه زمان تماس سوبسترا با ،مهمی است

نزیم بیشتر باشد امکان تجزیه کربوکسی متیل آ
 ,.George et al (سلولز به گلوکز بیشتر است

هاي  بنابراین در این آزمایش زمان واکنش. )2001
ها  دایهج دقیقه بررسی شد که همه 90 و 60، 30

ي خود را در زمان اندوگلوکانازبیشترین فعالیت 
ته البته این نک). α=05/0(  دقیقه نشان دادند30

زمان تماس بیشتر مدت قابل توجه است که 
 سبب افزایش محصول واکنش ،سوبسترا با آنزیم

توان در کاهش  شود که علت این کاهش را می می
  . دقیقه دانست30قابل ملاحظه آنزیم بعد از 

، 45 دماهاي بررسی شده :اثر دماي واکنش
 دماهاي بررسی 4شکل .  بودC°65 و60، 55، 50

در . دهد ه آزمایش را نشان می جدای24شده در 
در نظر  pH=5/6 دقیقه و 30بررسی دما زمان 
در بین دماهاي بررسی شده  .گرفته شده است

 بیشترین میانگین فعالیت C°60 دماي
ها را به خود اختصاص داده  ي جدایهاندوگلوکاناز

تا قبل از رسیدن به این دما  .)α=05/0( است
عالیت خود ها در حال افزایش ف تمامی جدایه

اما به محض رسیدن به این دما فعالیت . هستند
. سرعت کاهش یافته است ي بهاندوگلوکاناز

هاي مورد   جدایهاندوگلوکانازبنابراین آنزیم 
 را نداشته C°60بررسی تحمل دماي بیشتر از 

  .است
 به عنوان دماي بهینه C°60بنابراین دماي 

دارد البته گزارشاتی مشابه نیز وجود . مشخص شد
هاي ترموفیل  که در  بررسی آکتینومیست

اند   را پیشنهاد نمودهC°60دماي قلیادوست 
)George et al., 2001( همچنین در پژوهش ،

 J2  استرین.Streptomyces sp دیگري براي 
، دماي بهینه معرفی شده است C°60دماي 

)Jaradat et al., 2008 .(گزارشات ،علاوه بر این 
دماي ه شده است، به عنوان مثال متفاوتی هم ارائ

 C°50دماي  T3-1مناسب ایزوله استرپتومایسس 
 و )Jang & Chen, 2003(شده است معرفی 

 بهینه بوده  S. reticuliبراي  C°55دماي همچنین 
  ). Schremp & Walter., 1995(است 

:  جدایه مورد بررسی24جدایه برتر در بین 
 C°60ر دماياي که بیشترین میانگین را د جدایه

لیتر   واحد در میلی289/0 با 19نشان داد، جدایه 
این جدایه با توجه به . فعالیت اندوگلوکانازي بود
داري در سطح فعالیت  این که داراي تفاوت معنی

عنوان  تواند به اندوگلوکانازي در این دما است می
یک جدایه کاندید براي تحقیقات بعدي مورد 

  .استفاده قرار گیرد
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  . جدایه مورد آزمایش24ي اندوگلوکاناز روي فعالیت C65-45° اثر دماهاي -4شکل

Figure 4- Effect of tempetures 45-65°C on endogluconase activity of 24 isolates. 
  
  

  سپاسگزاري
هاي  م از مرکز پژوهشیدان بر خود لازم می

  اعضايقارچ خوراکی دانشگاه فردوسی مشهد و
هاي خوراکی  رورش قارچهیئت علمی پ

، آقاي  مشهدپژوهشکده اقبال دانشگاه فردوسی
 اکه مزاده  زاده و خانم مهندس جلال مهندس ملک

  در انجام این پروژه یاري نمودند تقدیر وار 
  .میتشکر نمای
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Abstract 

Actinomyces bacteria are the best parser microrganisms in environment and agriculture. 
These bacteria are frequent in compost and produce antibiotics & extracellular enzymes. In 
this study, some strains of actinomycetes were separated from different steps in composting 
process. After that, morphological, biochemical and molecular tests were performed for 
identification of them. Carboxy Methyl Cellulase assay was applied for endoglucanase 
activity. For optimizing conditions different treatments including pHs: 5.7, 6, 6.5, 7, 7/5, 
temperatures 45-65°C and times 30, 60 and 90 minutes were used. Optimum temperature for 
high endoglucanase activity was 60°C and isolate No.19 with 0.289 unit/ml showed the 
highest endoglucanase activity in this temperature. According to molecular result obtained 
from RFLP of 16SrRNA, most of actinomyces isolates were from streptomyces genus. 
 
Keywords: Actinomyces, Carboxy methyl cellulase, Enzyme activity. 
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