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 قارچ هايگالاكتورونازپلياز  ييكو بررسي پايداري و پارامترهاي ترموديناميكي استخراج 
Macrophomiona phaseolina  

  *1سعيد امين زادهو  3و 2، ناصر فرخي2و1الناز فهيمي بايرامي
  فرآيندتهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، پژوهشكده زيست فناوري صنعت و محيط زيست، گروه مهندسي زيست  1

  گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشكده كشاورزي، شاهرود، دانشگاه شاهرود، 2
  گروه بيوتكنولوژي دانشكده مهندسي فناوريهاي نوين،تهران، دانشگاه شهيد بهشتي،  3

 10/5/94 :تاريخ پذيرش  21/2/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

گالاكتورونازها به طور گسترده در پلي. شونددر گياهان سبب هيدروليز سوبستراي پكتيني مي عمدتاً، )GH28( گالاكتورونازهاپلي
به علت بازدهي بالاي توليد، كاربرد گالاكتوروناز از منابع قارچي، استخراج پلي. باشندها موجود ميگياهان عالي و ميكروارگانيسم

توليد پلي گالاكتوروناز  در محيط  ي، برايزغال، عامل بيماري پوسيدگي M. phaseolinaقارچ  در اين پژوهش،. فراوان دارد
سانتي درجه  60گالاكتورونازي محلول آنزيمي، در دماي بيشترين فعاليت پلي. گرديدعصاره قارچي جدا و توليد آنزيم كشت 

 70و  50حرارتي آن در دماي  ، نيمه عمرطوري كهاين آنزيم از پايداري دمايي و اسيديته بالايي برخوردار است به. بود  رادگ
درجه  70سازي حرارتي آنزيم در دماي دقيقه و ميزان تغييرات انرژي آزاد غير فعال 345و  627ترتيب حدود به سانتي گراددرجه 

اين  . باشدكيلو ژول بر مول بود كه حاكي از پتانسيل بالاي اين آنزيم جهت كاربرد در صنايع مي 114 معادل تقريباً سانتي گراد
- خصوصيات بيوشيميايي پليبررسي و مقايسه  .برخوردار استپايداري بسيار بالايي در شرايط بسيار اسيدي و قليايي از  آنزيم

را در گروه  M. phaseolina گالاكتورونازهاي نيز پلي  ProtParamمه با استفاده از برنا قارچي منابع مختلف گالاكتورونازهاي
  .گالاكتورونازهاي قارچي قرار دادپايدارترين پلي

  ProtParamگالاكتوروناز، پايداري حرارتي و اسيديته، ، پليM. phaseolina: كليدي ه هايواژ

  aminzade@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيكي 021-44787412: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
ها با پتانسيلهاي مختلف موجود  در طبيعت ميكروارگانيسم

نمايند كه اي از آنزيمها را توليد ميآنها مجموعه. باشندمي
ميان در . )8( گيرنددر ابعاد تجاري مورد استفاده قرار مي

آنزيمها، پكتينازها بسيار حائز اهميت و داراي پتانسيل 
 25 طوري كهبهباشند؛ لعاده جهت ارائه در صنعت ميافوق

را صنايع غذايي درصد از كل آنزيمهاي با توليد تجاري 
گسترده كاربرد ها داراي پكتيناز. )14 و 13(شوند شامل مي

فيبرهاي در صنايع گوناگون مانند نساجي، پردازش 
 ،، استخراج نفت)13( ، قهوه)6( ، چاي) 14(گياهي

 ي گياهيو خالص سازي ويروسها) 25و  24(كاغذسازي 

و از اجزاي كوكتل آنزيمي مورد استفاده  باشندمي) 26(
اين . )11(باشد سازي غذاي حيوانات ميجهت آماده

آنزيمها داراي اهميت بيولوژيكي، در تكنولوژي امتزاج 
همچنين . باشندشناسي گياهي ميو بيماري پروتوپلاست

عنوان جايگزين عملي و اقتصادي اين آنزيمها، به
هاي آنيوني و هاي سنتي، جهت كاهش زبالهفرآيند

آلودگيهاي پساب صنايع كاغذسازي مورد استفاده قرار 
هاي صنايع گياهي، منجر به فرآيند). 16 و 15(گيرند  مي

كاربرد گسترده . گردندميايجاد پساب حاوي مواد پكتيني
گالاكتورونازها در صنايع پالايش زيستي فاضلابهاي پلي
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-پلي). 11(حاوي مواد پكتيني نيز گزارش شده است 

گالاكتورونازها، گروهي از آنزيمهاي داراي ساختار 
باشند كه از گليكوپروتئيني و عملكرد  پكتينوليتيك مي

كول آب به حمله اكسيژن مول(طريق اكسيژن مولكول آب 
-، برش هيدروليتيكي زنجيره پلي)كربن گروه كربونيل

مواد پكتيني . )27( نمايندگالاكتورونيك اسيد را كاتاليز مي
- پلي .)1(باشند سلولهاي گياهي مي ديوارهتركيب اصلي 

ديواره سلولي، پكتيني گالاكتورونازها با تجزيه پليمرهاي 
 12، 9(سازند ميتشكيل كلنيهاي قارچي را روي گياه ميسر 

 فرآيندو فاكتور اصلي تخريب بافتهاي گياهي در  )21 و
اين آنزيمها به طور گسترده  ).4(باشند نفوذ فيتوپاتوژن مي

) 32( باشندها موجود ميدر گياهان عالي و ميكروارگانيسم
و در ميان خانواده آنزيمهاي پكتينوليتيك بيشترين سهم 

تمام ظرفيتهاي  تقريباً .اندمطالعات را به خود اختصاص داده
- تجاري آنزيمهاي پكتينوليتيك متعلق به منابع قارچي مي

جهت توليد مناسب انتخاب منبع ميكروبي ). 13(باشند 
از قبيل  ،گالاكتورونازها به فاكتورهاي مختلفپلي

و پايداري حراتي  pH مانند ،شيميايي وي ويژگيهاي فيزيك
- كاربرد گسترده آنزيم پلي با توجه به. آنزيمها بستگي دارد

مطالعه خواص گالاكتوروناز در صنايع گوناگون، 
بيوشيميايي اين آنزيمها جهت ارتقاي سطح توليد و فعاليت 

 .باشدو نيز تعيين منبع مناسب توليد آنزيم ضروري ميآنها 
در اين مطالعه توليد و بررسي ويژگيهاي كاتاليتيكي و 

 .M گالاكتوروناز قارچپلي آنزيم و اسيديته حرارتيپايداري 

phaseolina منظور تعيين پتانسيل اين آنزيم جهت كاربرد به
مورد توجه و البته شناخت نسبي ساختار آنزيم، در صنعت 

- خصوصيات بيوشيميايي پلي. قرار گرفته است

لحاظ  گالاكتورونازهاي اين قارچ و ساير منابع قارچي به
  . بيوانفورماتيكي نيز مورد بررسي و مقايسه قرار گرفت

  مواد و روشها
 اهدايي آقاي دكتر ابوالفضل سرپله  M. phaseolinaقارچ 

-پلي .بودپزشكي كشور تحقيقات گياه مؤسسه از

-دي- 5،3اسيد و گالاكترونيك- α-D اسيد،گالاكترونيك
ساير مواد از شركت سيگما و ) DNS(اسيد نيتروساليسيليك

تهيه ) Darmstadt,Germany(شيميايي از شركت مرك 
  .گرديد

قارچ  : M. phaseolinaقارچ از گالاكتوروناز توليد پلي
M. phaseolina پس از تكثير در محيط مايع ،PDB جهت ،

جهت القاي  . كشت شد PDAنگهداري در محيط جامد 
در  M. phaseolinaگالاكتوروناز، قارچ توليد آنزيم پلي

- به محيط بهينه توليد پلي  PDA شرايط استريل از محيط

گرم  3رونيك اسيد، وگالاكتگرم در ليتر پلي 5(گالاكتوروناز 
-گرم در ليتر فسفات دي 10در ليتر سولفات آمونيوم، 

- ميلي 7/0گرم در ليتر سولفات منيزيم،  2هيدروژن پتاسيم، 

موليبدات  گرم در ليترميلي5/0گرم در ليتر بورات سديم، 
- ميلي 3/0سولفات آهن، فرودر ليتر گرم ميلي 10آمونيوم، 

سولفات در ليتر گرم ميلي 11/0سولفات مس، در ليتر گرم 
) pH=  4سولفات روي، در ليتر گرم ميلي 17/6منگنز، 

 35(ساعت در شيكر انكوباتور  72منتقل گرديد و به مدت 
محيط  .گرفت رقرا) دور در دقيقه 180و  سانتي گراددرجه 

-  كشت حاوي قارچ تكثير يافته، از كاغذ صافي  عبور داده
عصاره حاوي آنزيمهاي ترشحي، مورد سنجش . شد

قرار گالاكتورونازي فعاليت پليپايداري حرارتي و اسيديته 
  .گرفت

- ميزان فعاليت پلي: گالاكتورونازيسنجش فعاليت پلي

 DNSگالاكتورونازي محلول واكنش با استفاده از روش 
در اين روش، محلول واكنش براي . شد تخمين زده) 20(

معرف  وحرارت  و با ديگردمدت زمان مشخصي انكوبه 
و ميزان فعاليت شد رنگي حاوي سود، واكنش متوقف 
. محاسبه گرديد ليديآنزيمي بر اساس ميزان محصول تو

گيري ميزان واحدهاي گالاكتورونازي با اندازهفعاليت پلي
D - ميزان محصولي كه توليد (گالاكترونيك اسيد آزاد شده

. شديي سنجيده احياء به عنوان گروههاي) شده است
گالاكتورونيك اسيد يك درصد محلول سوبستراي پلي
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و )  = 4pH(مولار ميلي 20حجمي در بافر استات / وزني
براي ) DNS( ساليسيليك اسيدنيترودي- 5و3محلول رنگي

جهت سنجش فعاليت . . سنجش فعاليت آنزيم به كار رفت
 200ميكروليتر محلول پروتئيني به  200گالاكتورونازي، پلي

ويال محتوي محلول . ميكروليتر محلول سوبسترا افزوده شد
درجه  50 دقيقه در بن ماري دماي 45مدت واكنش به

ميكروليتر  400از اين مدت پس . قرار داده شدسانتي گراد 
 (DNS)دي نيترو ساليسيك اسيد 5و  3محلول رنگي 

ويالها به مدت . افزوده شد تا فعاليت آنزيمي متوقف گردد
پس از خنك شدن در . دقيقه در آب جوش قرار داده شد 5

دقيقه سانتريفيوژ  10به مدت  g × 8000دماي اتاق در 
 .خوانده شد نانومتر 530ي در يگرديد و جذب مايع رو

DNS  كننده گروه احياء قادر به شناسايي انتهاي
- كربن شماره يك كربوهيدرات مي) - OH(هيدروكسيل 

دهد كه داراي جذب در باشد و با آن تشكيل كمپلكسي مي
-  Dياحياء نواحي. باشدنانومتر مي 530طول موج 

- در اثر فعاليت آنزيم پلي(يگالاكتورونيك اسيد توليد

در ) گالاكتورونيك اسيدبر سوبستراي پلي گالاكتوروناز
 قرمزرنگ ( افزايش جذب ، موجبDNS معرف واكنش با

ميزان جذب هر چه . دگردميدر محلول واكنش  )تيره
حاكي از توليد ميزان  ،باشد )ترتيرهرنگ تشكيل شده (بالاتر

و  تبع آن فعاليتو به  گالاكتورونيك اسيد-  Dبيشتري از
   .باشدگالاكتورونازي بيشتر ميپلي) 5( غلظت

آوردن  به دستو  دما بر فعاليت آنزيم  تأثيربررسي 
جهت تعيين دماي : )Temperature Profile(دماي بهينه 

سانتي درجه  80تا  20دماهاي  تأثيربهينه فعاليت آنزيمي، 
براي اين منظور،  .گيري شداندازهبر فعاليت آنزيم  گراد
ميكروليتر   200 بهميكروليتر از محلول سوبسترا  200

 80تا  20دقيقه در دماهاي  15و به مدت  شد زودهافآنزيم، 
بعد از گذشت اين زمان به . قرار گرفت سانتي گراددرجه 

اضافه  DNSميكروليتر  400و آنزيم،  مخلوط سوبسترا 
گرديد و از طريق سنجش فعاليت آنزيمي جذب هر كدام 

  .نانومتر خوانده شد 530ها در از نمونه

ناپذير آنزيم در بررسي غير فعال شدن حرارتي برگشت
سانتي درجه  70زمانهاي مختلف و در درجه حرارت 

-سازي حرارتي برگشتمنظور بررسي غير فعالبه: گراد

درجه  70و  50 يهادر دماگالاكتوروناز، آنزيم ناپذير پلي
سپس در  ودقيقه انكوبه  60در زمانهاي صفر تا  سانتي گراد

مورد  ،گالاكتورونيك اسيدمحلول سوبستراي پلي حضور
باقيمانده فعاليت  .قرار گرفت، آنزيميسنجش فعاليت 

  ):3(شود محاسبه مي) 1(آنزيمي از طريق رابطه 

  

  Residual PG activity % = 100(At/Ao)  1رابطه 

و بر  tميزان فعاليت آنزيم در زمان   Atدر اين رابطه  
  .باشدميزان فعاليت آنزيم در زمان صفر مي  A0حسب ثانيه، 

-firstغير فعال شدن حرارتي آنزيم اغلب با مدل كينتيكي 

order يعني فعاليت آنزيم به صورت . شودتوصيف مي
كند كه به زمان كاهش پيدا ميلگاريتمي خطي با گذشت 

   :)3( شودنشان داده مي) 2(صورت رابطه 

  Ln(At/AO)= -kt     2رابطه 

 ميزان A0و  tميزان فعاليت آنزيم در زمان  Atدر اين رابطه  

ثابت سرعت  kزمان تيمار آنزيم و  tفعاليت اوليه آنزيم، 
  .باشدغير فعال شدن مي

براي انرژي آزاد  ميزان: محاسبه پارامترهاي ترموديناميكي
از  با استفاده ،(#ΔG) گالاكتورونازآنزيم پلي غير فعال سازي

  :)3( گرددمحاسبه مي )3(رابطه 

  ΔG# = -RT ln(kh/KBT) 3رابطه 

 23-10 × 1.3806)ثابت پلانك و  h (J.s 34-10 × 6.62)كه 

JK-1) KB باشدثابت بولتزمن مي .  

 )4( رابطه از ،آنزيم حرارتي نيمه عمرميزان محاسبه  جهت
   :)3( شوداستفاده مي

  T1/2 = ln(2) /k (min-1)   4رابطه 
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ثابت سرعت غير  kآنزيم و حرارتي نيمه عمر  t1/2كه در آن 
فعال سازي است كه از روي شيب منحني لگاريتم درصد 

  .باشدفعاليت نسبت به زمان قابل محاسبه مي

جهت بررسي  :مختلفهاي pHبررسي پايداري آنزيم در 
گالاكتورونازي محلول پروتئيني در پايداري فعاليت پلي

pH مولار از فسفات ميلي 5هاي مختلف، ابتدا بافر مخلوط
تهيه  12تا  3هاي pHسديم، استات سديم و گلايسين در 

- pH(هاي مخلوط محلولهاي آنزيمي به هر يك از بافر. شد

- pHشد و اين محلولهاي آنزيمي در افزوده) 12تا  3هاي 

. دقيقه در دماي اتاق قرار داده شد 90هاي مختلف به مدت 
-بعد از گذشت اين زمان، محلول سوبستراي پلي

شد و ويالهاي ها افزوده گالاكتورونيك اسيد به نمونه
ماري و در دقيقه در بن 15مدت محتوي محلول واكنش به

از طريق سپس . رفتدماي بهينه فعاليت آنزيم قرار گ
 530ها در ، جذب هر كدام از نمونهسنجش فعاليت آنزيمي

  .شدنانومتر خوانده

خصوصيات بيوشيميايي بيوانفورماتيكي بررسي و مقايسه 
و ساير منابع  M. phaseolinaگالاكتورونازهاي پلي

از  ي قارچيگالاكتورونازهاپلي يتوالي پروتئين: قارچي
آوري جمع) CaZy   )www.afmb.cnrs-mrs.fr/cazyسايت
-بندي شدهطبقه 28تمامي اين آنزيمها در خانواده . گرديد

گالاكتورونازهايي كه به عنوان اندو و اگزو تنها پلي. اند
 .اند جهت آناليز استفاده شد معرفي شده گالاكتورونازپلي

حاكي از وجود هفت ، M. phaseolinaژنوم نتايج آناليز 
با شماره دستيابي  در اين قارچ، گالاكتورونازپلي

40792390 ،407922771 ،407917170 ،407925949 ،
 407925004و  407920911، 407921266، 407924329

 پايگاه داده هاي بيوتكنولوژي در
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov( خصوصيات . باشدمي

و  M. phaseolinaقارچ  گالاكتورونازهايبيوشيميايي پلي
  ProtParamقارچي با استفاده از برنامه ساير منابع 

)/tools/ch.expasy.www://http ( و مقايسه مورد بررسي
 .)10( قرار گرفت

  نتايج و بحث 
هاي آنزيمي در صنعت، در دماي بسيار بالا فرآينداغلب 

رابطه آنزيمهاي ترموفيل از گيرند و در اين صورت مي
ايش حلاليت افز. باشنداي برخوردار مياهميت ويژه

كاهش خطر آلودگي ميكروبي و  سوبسترا و سرعت واكنش
شود، از مزاياي از منبع استخراج آنزيم ناشي مي عمدتاًكه 

- اكثر پلي. باشندمهم استفاده از دماي بالا در اين صنايع مي

سانتي درجه  30-40دمايي  گالاكتورونازها در محدوده
- اما معدودي از آنها مانند پلي) 13(نمايند فعاليت مي گراد

 Bacillus licheniformisگالاكتورونازهاي جدا شده از 
باشند و ، ترموفيل مي)23(  Fusarium oxysporumو ) 27(

درجه  60تا  50داراي اپتيمم فعاليت در محدوده دمايي
گالاكتوروناز در اين مطالعه پلي) 13(باشند مي سانتي گراد

داراي  سانتي گراددرجه  60در دماي  M. phaseolinaقارچ 
همچنين مشخص گرديد آنزيم . بيشترين ميزان فعاليت بود
داراي  سانتي گراددرجه  80 و 70مورد بررسي در دماهاي 

  .)1شكل (باشد درصد فعاليت حداكثر مي 50بيش از 

  

  

  

  

  
گالاكتوروناز در دما بر ميزان فعاليت آنزيم پليبررسي تأثير  - 1شكل

، آنزيم در دماي  = 3pHگالاكتورونيك اسيد و حضور سوبستراي پلي
 .درجه سانتي گراد داراي فعاليت بيشينه مي باشد 60

پايداري دمايي پروتئينهاي ترموفيل ويژگي ذاتي است و به 
ا ترتيب و نوع اسيدهاي آمينه موجود در ساختار اول آنه

پايداري دمايي پروتئينها، نتيجه بهينه نمودن . بستگي دارد
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تراكم ساختاري و آرايش  برهمكنشهاي درون مولكولي، 
داخلي اسيدهاي آمينه هيدروفوب و در سطح پروتئين قرار 

-پايداري آنزيم پلي. باشدهيدروفيل ميگرفتن اسيدهاي آمينه 

گراد بررسي درجه سانتي  70و  50گالاكتوروناز در دماهاي 
دقيقه تيمار در اين دماها،  60اين آنزيم پس از ). 2شكل (گرديد 
در هيچ يك از  .درصد از فعاليت خود را حفظ نمود 93حدود 

- مطالعاتي كه تاكنون در مورد پايداري حرارتي پلي

گالاكتورونازهاي منابع گوناگون صورت گرفته اين ميزان از 
طوري كه مارتينز و است بهپايداري حرارتي آنزيم گزارش نشده 

درجه سانتي  60دماي اپتيمم فعاليت آنزيم را ) 2013(همكاران 
حال آنها اعلام نمودند اين آنزيم گراد گزارش نمودند، با اين

درجه  60دقيقه انكوباسيون در دماي  60نسبتاً ترموفيل، پس از 
  ).19(دهد درصد فعاليت خود را از دست مي 90سانتي گراد ، 

  

  

  

  

  

  

  

  

 60درجه سانتي گراد، اين آنزيم پس از  70و  50دقيقه در دماهاي  60و  20گالاكتوروناز در زمانهاي نمودار بررسي پايداري حرارتي پلي - 2شكل 
 .وددرصد از فعاليت خود را حفظ نم 93درجه سانتي گراد،  70و 50دقيقه تيمار در دماي 

غير فعال براي انرژي آزاد  محاسبه نيمه عمر حرارتي و ميزان
با استفاده از ثابت سرعت غير  (#ΔG)حرارتي آنزيم  سازي
اين ثابت، معادل شيب . سازي حرارتي آنزيم صورت گرفتفعال

ناپذير آنزيم سازي حرارتي برگشتخطوط نمودار غير فعال
) min/1(درجه سانتي گراد معادل  50باشد كه در دماي  مي

همين ترتيب ثابت سرعت به). 3شكل (شد  تخمين زده 0011/0
درجه سانتي گراد  70سازي آنزيم در دماي غير فعال

-نتايج نشان داد پلي. تخمين زده شد min/1 (002/0(معادل

درجه  70و  50در دماي  M. phaseolinaگالاكتوروناز قارچ 
ترتيب داراي نيمه عمر حرارتي معادل انتي گراد احتمالاً بهس

- مقدار نيمه عمر حرارتي پلي. باشددقيقه مي 345و  627تقريباً 

گالاكتوروناز اين قارچ بسيار بزرگتر از مقدار محاسبه شده براي 
 )3()دقيقه Tetracoccosporium sp. )01/63 گالاكتورونازپلي
 60، در دماي )22()دقيقه Aspergillus giganteus )30و 

باشد كه بر پايداري حرارتي بسيار بالاي درجه سانتي گراد، مي
مقدار . دلالت دارد M. phaseolinaگالاكتوروناز قارچ پلي

و  50سازي حرارتي آنزيم در دمايتغييرات انرژي آزاد غير فعال
كيلو ژول بر  114و  109ترتيب حدود درجه سانتي گراد، به 70

ميزان بالاي اين پارامتر حاكي از ثبات قابل ملاحظه . بودمول 
بعدي آنزيم و مقاومت آن نسبت به ساختمان شيميايي و سه

بنابراين مشخص گرديد، آنزيم قادر به حفظ . باشدحرارت مي
فعاليت خود در درجه حرارت بسيار بالا در مدت زمان طولاني 

ت انرژي آزاد غير مقدار تقريباً مشابهي براي تغييرا. باشدمي
 .Tetracoccosporium spگالاكتوروناز سازي حرارتي پليفعال

تا  83( Erwinia carotovoraو  )3()كيلوژول بر مول 35/94(
  .تخمين زده شده است )17()كيلوژول بر مول 1/86

گالاكتورونازهاي مطالعات صورت گرفته تاكنون، پايداري پلي
و يا در ) 17(، قليايي )18(هاي اسيدي pHمنابع مختلف را در 
. اندگزارش نموده) 31و  30، 29 ،28، 7(بازه مياني اسيديته 

نشان  M. phaseolinaگالاكتوروناز بررسي پايداري اسيديته پلي
از پايداري قابل توجهي  12تا  2هاي pHداد ساختار آنزيم در 

 90پس از  12و  2هاي  pHطوري كه در به. باشدبرخوردار مي
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. درصد فعاليت آنزيم حفظ گرديد 50و  60ترتيب حدود ه بهدقيق
  گالاكتورونازگزارش نمودند پلي) 2013(زاده و فرخي امين

M. phaseolina3، در =  pH   داراي حداكثر فعاليت آنزيمي
براساس نتايج حاصل از بررسي پايداري اسيديته ). 2(باشد  مي
حاضر، آنزيم در  در مطالعه M. phaseolinaگالاكتوروناز پلي
pH 5  درصد، پايداري بيشتري نسبت به  14ميزان به 7وpH 

همچنين مشخص شد ميزان پايداري آنزيم پس . بهينه نشان داد
بهينه، بيشتر از ميزان پايداري پس از  pHدقيقه تيمار در  90از 
ساختار آنزيم  رسدنظر ميبه. است pHدقيقه تيمار در اين  30

بهينه تا حدي از  pHفعاليت در  جهت داشتن حداكثر
حالت فولدينگ خارج و همچنين احتمالاً شكل تاخورده 

ميزان پايداري در . شودتشكيل نمي  pHكامل آنزيم در اين 
pH رسد بررسي نظر ميكاهش يافت و به 12تا  7هاي

پذير ها امكان pHحدواسطهاي ساختار آنزيمي در اين 
الگوي پايداري اسيديته تاكنون چنين گزارشي از . باشد
  .گالاكتورونازها ارائه نشده استپلي

  

  

  

  

  

  

  

ناپذير آنزيم نمودار بررسي غير فعال شدن حرارتي برگشت - 3شكل 
درجه سانتي گراد، شيب خط معادل  50در زمانهاي مختلف و در دماي 
 .باشدسازي آنزيم در اين دما ميضريب سرعت غيرفعال

ورماتيكي خصوصيات بيوشيميايي بررسي و مقايسه بيوانف
و ساير منابع  M. phaseolinaگالاكتورونازهاي پلي

-خصوصيات بيوشيميايي تمامي اندو و اگزو پلي: قارچي

گالاكتورونازهاي و پلي) 1جدول(گالاكتورونازهاي قارچي
M. phaseolina ) مورد بررسي قرار گرفت) 2جدول .

گالاكتورونازها با بررسي خصوصيات بيوشيميايي پلي
نشان داد، وزن مولكولي  protparamاستفاده از برنامه 

بيني شده، داراي محاسبه شده و نقطه ايزو الكتريك پيش
گالاكتورونازها در منابع مختلف تنوع فاحشي بين انواع پلي

مطالعات انجام گرفته بر روي ساختار  .باشدقارچي مي
نزيم نشان داده است آنزيمهاي مختلف اين آمولكولي ايزو

از  در بخشياي كليه ايزوآنزيمها جز كه توالي اسيد آمينه
ناحيه كربوكسيلي آنها، كه جايگاه فعال آنزيم در آن قرار 

و اين عامل  باشداراي همولوژي بسيار كمي ميدارد، د
شيميايي متفاوت ي و سبب بروز خصوصيات فيزيك

هاي مختلف هايزوآنزيمهاي مختلف اين آنزيم در بين سوي
قارچي و حتي در درون يك سويه، خصوصاً از نظر وزن 

شاخص  ).18( الكتريك آنها شده استايزو pHمولكولي و 
ناپايداري پروتئينها بيانگر ميزان پايداري آنها در لوله 

كه پروتئينهايي با شاخص كمتر  باشد به طوريآزمايش مي
). 8( شوندمي بنديجزء پروتئينهاي پايدار تقسيم 40از 

در  )67/5( گالاكتورونازها بينپليشاخص ناپايداري اندو
-پليكه داراي اندو Heterobasidion aff.annosumقارچ 

در قارچ  39/36اسيد آمينه تا  79گالاكتوروناز با 
Aspergilus niger 495گالاكتوروناز با پليكه داراي اندو 

باشد، متفاوت است، كه حاكي از پايداري اسيد آمينه مي
 A.nigerنسبت به قارچ  H.annosumاين آنزيم در قارچ 

گالاكتورونازهاي ميزان شاخص ناپايداري پلي. باشدمي
نيز بر پايداري اين آنزيمها دلالت  M. phaseolinaقارچ 
، پايداري حرارتي و فعاليت طور كه اشاره شدهمان. دارد
ها در فرآيندهاي بيوتكنولوژيكي بسيار گالاكتورونازپلي

شاخص آليفاتيك به عنوان يك عامل . باشد حائز اهميت مي
منظور برآورد مقاومت پروتئينها در برابر حرارت  مهم به

 M. phaseolinaگالاكتورونازهاي قارچ پليباشد، مي
براساس اين پارامتر نيز در گروه پايدارترين پلي 

  .گيردرار ميگالاكتورونازهاي قارچي ق

  بنديجمع
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نتايج حاصل از بررسي ميزان فعاليت و پايداري حرارتي و 
 M. phaseolina گالاكتورونازي كه توسط قارچ اسيديته پلي

توليد گرديد، حاكي از ثبات بسيار بالاي ساختار شيميايي و 
مولكولي اين آنزيم و مقاومت بسيار بالاي آن نسبت به 

بنابراين اين . باشدحرارت و شرايط گوناگون اسيديته مي
قارچ به عنوان منبع مناسب جهت توليد آنزيم 

گالاكتوروناز به منظور استفاده در صنعت، پيشنهاد  پلي
  .دگرد مي

بر اساس نتايج حاصل از بررسي خصوصيات بيوشيميايي 
گالاكتورونازهاي منابع مختلف قارچي،  پلي
مقاوم در برابر ، M. phaseolina گالاكتورونازهاي پلي

 Chondrostereumهمچنين قارچ . باشند حرارت مي

purpureum  به عنوان منبع  96/14با شاخص ناپايداري
گالاكتوروناز به  زيم پليميكروبي مناسب جهت توليد آن

 . گردد منظور استفاده در صنعت، پيشنهاد مي

  گالاكتورونازهاي منابع مختلف قارچيخصوصيات بيوشيميايي پلي-1جدول
ProtParam  

نقطه شاخص ناپايداري  شاخص آليفاتيك
 ايزوالكتريك

وزن مولكولي
 )دالتون(

-پليماهيت 

  گالاكتورونازي
  هاقارچ

  Alternaria macrospora  اندو  1/38812  85/4  88/21  04/75

  Emericella nidulans  اگزو 1/49161 51/5 92/31  03/84

  Aspergillus niger  اندو  5/50782  28/4  39/36  53/74

spergillus niger   اگزو 2/48383 64/4 71/32  35/86

  Bispora sp. MEY-1  اندو  4/49014  26/4  48/32  48/69

  Botryotinia fuckeliana  اندو 7/35005 94/5 15/27  41/78

  Botryotinia fuckeliana  اگزو 0/49468 97/4 23/38  68/78

  Botrytis fabae  اندو 1/46722 70/4 07/29  06/75

  Chondrostereum purpureum  اندو 3/155652 97/4 96/14  43/72

  .Fusarium oxysporum f  اگزو 4/51654 56/8 84/29  03/71
cubense  

  Gibberella intermedia  اندو 8/38769 13/6 67/24  10/76
 Heterobasidion aff. annosum  اندو 7/7915 93/7 67/5  20/96

 Penicillium sp. CGMCC 1669  اندو 5/38145 09/7 77/21  44/85

 Sclerotinia sclerotiorum  اندو 2/39368 21/5 92/30  65/72

 Sclerotinia sclerotiorum  اگزو 3/28644 38/6 54/34  85/58

 Thanatephorus cucumeris  اندو 9/37517 93/8 96/20  91/72

  M. phaseolinaگالاكتورونازهايخصوصيات بيوشيميايي پلي-2جدول
  شماره دستيابي  )دالتون( وزن مولكولي نقطه ايزوالكتريك شاخص ناپايداري  شاخص آليفاتيك

46/74  81/33 41/4 6/46542  gi|407923909|  

61/67  96/33  77/4  8/44328  gi|407922771|  

48/87  19/22 4/6 8/37429  gi|407917170|  

61/67  32/29  4/4  2/54638  gi|407925949|  

63/75  6/21 4/4 9/38198  gi|407924329|  

51/77  64/34  58/4  7/48671  gi|407921266|  

60/81  78/29 49/4 9/41316  gi|407920911|  
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Abstract 

Polygalacturonases (GH28) hydrolyze the pectic substances, present mostly in plants. 
Polygalacturonases are widely distributed among microorganisms and higher plants. 
Microbial polygalacturonases, mainly produced by fungi, are utilized in many large-
scale industrial processes. Production of a polygalacturonase from a fungal 
phytopathogen, M. phaseolina was evaluated. M. phaseolina was cultured in production 
medium. The crude extract was separated from fungal cells. The highest enzyme 
activity was observed at 60 °C. This enzyme had a high stability at wide ranges of pH 
and temperature and exhibited a t1/2 of 400 min at 70 °C. The value for free energy of 
the heat inactivation at the temperature of 70 °C was about 108 kJ, suggesting its 
potential to be used as an industrial enzyme. Analysis of biochemical characteristics of 
polygalacturonase from different fungi using ProtParam demonstrated that the M. 
phaseolina polygalacturonase was amongst the most stable fungal polygalacturonases. 

Key words: Polygalacturonases; Macrophomiona phaseolina; Thermal and pH 
stability; ProtParam 
 

 

 

  


