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 چکيده

نولين برای آبکافت اي PLPاصلاح با پس ازساختاری و عملکردی اندواينوليناز  یهاويژگی بررسیهدف اين پژوهش  

نکوباسيون در دقيقه ا 130پس از  )اصلاح شده و شاهد( آنزيماست. برای تعيين پايداری حرارتی، فعاليت باقيمانده هر دو 

طور ب روز 6تا و برای تعيين پايداری زمانی، فعاليت هر دو آنزيم  گيریاندازه C25-65°در محدوده دماهای مختلف 

 ،نولينازتغييرات ساختار دوم و سوم آنزيم اندوايجهت بررسی تغييرات ساختاری و نيز ارزيابی . ندنه سنجيده شدروزا

فلوئورسانس  ،nm 280در طول موج  سنجیجذب دورانی، نمايیدورنگ سنجیطيف هایروش از،  PLPبا  اصلاح پس از

شده با  اندواينوليناز اصلاحتوسط  اينولين آبکافتحاصل از استفاده شد. کروماتوگرام محصولات  زادزاد و درونبرون

PLP استفاده از  بانخورده ا اندواينوليناز دستيHPLC محاسبه  مهر دو آنزيپارامترهای کاتاليتيکی سپس  آمده و بدست

 شامل همچنين نتايج بررسی ساختار سومفت، افزايش يا PLPمحتوای ساختار مارپيچ آلفا پس از اصلاح با  .ندشد

. ندد نمودرا تايي PLP افزايش پايداری حرارتی اندواينوليناز بعد از اصلاح با ،و نشر فلورسان UVسنجی  مطالعات طيف

متر از ک PLPشده با  شده در آنزيم اصلاح که افت فعاليت مشاهده حاکی از آن بود ،های پايداری زمانینتايج آزمون

بت شد. ثا HPLC توسط PLP اينولين پس از اصلاح با آبکافتجهت آنزيم اندواينوليناز بهبود کارايی  است. شاهدآنزيم 

 است. PLPبا  اصلاحاز پسکاهش يافت که نشانگر بهبود عملکرد آنزيم  mKافزايش و  maxVپس از اصلاح آنزيم 

 

 PLPاينولين، اندواينوليناز، فروکتوز، اصلاح شيميايی با  :کليدي واژگان

 
 مقدمه

 اينولاهيلينيوم گياه ای ازماده ميلادی 19 قرن اوايل در

 اينولين بعد چند سال که گرديد استخراج شامی()زنجبيل

 D-های مولکول اينولين شيميايی ساختار شد. در ناميده

يکديگر  ( به1-2) βفروکتوزيل  پيوند توسط فروکتوز

 يک به گلوکز مولکول يک "معمولا و شده اند متصل

 1شکل  شده است. در متصل فروکتوزی ۀزنجير انتهای

-شده است )لوپز داده نشان اينولين شيميايی ساختار

  (.2005 و همکاران مولينا
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 و همکاران ولينام-)لوپزساختار شيميايي اينولين - 1شکل 

2005) 
 

 در ایذخيره هایکربوهيدرات بصورت طبيعت در اينولين

در  سلولی خارج هایساکاريد پلی صورت به يا نگياها

 شود. درجه می يافت هاميکروارگانيسم برخی

 و گياه نوع به توجه با اينولين پليمريزاسيون

 ;2005 است )روبرفرويد متغير 60تا 2 از ميکروارگانيسم

 کاسنی تيره (. گياهان2002 انکفر ;2002 بورنت

 آيند. در بينمی شمار به اينولين توليد منبع مهمترين

 کاسنی ريشه و 1فرنگی )آرتيشو(  کنگر تيره اين گياهان

 برخوردارند )فرانک خاصی اهميت از 2)چيکورتی(

 در خودرو صورت به گياهان اين ما کشور (. در2002

 يافت وفور به هادشت و زاگرس و البرز هایدامنه

 خوراکی هایبخش (. اينولين در1992 شوند )زرگریمی

 سير، تره فرنگی، فرنگی،کنگر  پياز، شامل گياهان انواع

 مخلوطی اينولين که آنجا شود. ازمی يافت جو و چاودار

 هاینمونه است، متفاوت مولکولی وزن با اليگومرهايی از

 شناخته پليمريزاسيون درجه ميانگين اينولين از روی

 انواع در ميان پليمريزاسيون درجه شوند. تفاوتمی

شود می عملکرد آنها در تغييراتی ايجاد باعث اينولين

 (.2005 و همکاران مولينا-)لوپز

 ایذخيره کربوهيدرات %20 تا تواند می کاسنی ريشه

 آبکافت از پس که است آن اينولين عمده که باشد داشته

)ونلينگ و  شودمی گلوکز تبديل %2 و فروکتوز %18 به

  (.1999همکاران 

 7فروکتان فروکتانوهيدرولاز( ) β- D 2،1اندواينوليناز )

.1 .2 .3EC ای مرحلهنولين را در فرآيندی تکتواند اي( می

                                                      
1 Cynara scoolymus 
2 Cichorium intybus L 

ند. اندواينوليناز فروکتوز آبکافت ک %95و با بازده توليد 

شربت با ای برای آبکافت اينولين و توليد به طور گسترده

اينوليناز با پايداری شود. فروکتوز بالا استفاده می

برای آبکافت اينولين و توليد شربت با حرارتی بالا 

شود تا نرخ تبديل را افزايش فروکتوز بالا ترجيح داده می

از آلودگی ميکروبی جلوگيری نمايد و امکان  داده،

مقايسه . حلاليت بيشتر سوبسترای اينولين را فراهم کند

شده اسيدآمينه مناطق حفظتوالی اسيدآمينه و وجود 

به خانواده گليکوزيد  اينولينازدهد که نشان می

 تعلق دارند. GH 3 32هيدرولازها 

   آسپرژيلوس فيکومختار بلوري اندواينوليناز 

های نزدياک باه . حلقاهنادجايگاههای فعاال آن باه رناگ قرمز

شوند. مولکاول ماانوز ناميده می ٤تا  1جايگاه به ترتيب حلقه 

و مارپيچهاا باه  βشود. صافحات در حلقه سياه رنگ ديده می

 (.2012 رانرنگ زرد و قرمز هستند )پويز و همکا

 داده نشان 2شکل  در که اندواينوليناز یبعدسه ساختار

 با لبه 5 با N پايانه کاتاليتيکی شامل يک دميناست شده

 C پايانه دمينو  β 5صفحه  ٤و  ٤ای پروانه βخوردگی  تا

است.  β 7رشته با پنج  β-صفحه در دو β 6ساندويچ  با

 ساير آنزيم و مقايسه آن با تجزيه و تحليل ساختاری

جايگاه  اضافی در يک بسته حاکی از وجود GH32 های

 شدهحفاظت بخش و دو حلقهاست که از  INU2 فعال

WM (I) -ND (E) –P-N-G  می حفره اينتشکيل شده و

شکاف  و به ويژه Trp4 نقش مهم، فعاليت اندوآنزيم اندتو

 و همکاران زي)پو را توضيح دهد اينولين سوم از در واحد

 های بسياری به توليد فروکتوز از اينولينپژوهش (.2012

  همکاران و یميکر (اندپرداخته اندواينوليناز با استفاده از

a, b2016  ليو و  ;2016همکاران ينگ و  ;201٤و

 زمينیسيب) artichoke Jerusalem .(2016همکاران 

 مهمی بسيار اوليه مادهبوده و اينولين  غنی از (ترشی

صنعتی فرکتوز است )ونلينگ و همکاران  توليد برای

                                                      
3 Glycoside Hydrolase 
4 β-propeller 
5 β- sheet 
6 β- sandwich 
7 β- strand 
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 بازده دارد، کم یورودنياز به آن  کشتچراکه  (1999

 یمياقل طيشرا با یاگسترده یسازگار بالاست، محصول

 یهایماريب و آفات به یاديز مقاومت و دارد خاک و

. (2015 همکاران و نگي) دهدیم نشانخود  از یاهيگ

توسط آنزيم اينولين از فرکتوز  ديتول برآن،علاوه

 نيا مجموع .محيطزيست است اينوليناز فرآيندی دوستدار

را از لحاظ اينولين  از فرکتوز صنعتی توليدعوامل 

 نيدر صنعت ا امروزهو  کندیم ريپذاقتصادی توجيه

فرکتوز  ديتول یميقد يیايميش یهاروش نيگزيجا روش

 (2016ينگ و همکاران است )شده ديگوساکاريالو فرکتو

ناخواسته را نيز به حداقل که توليد محصولات ضمن آن

هدف اين پژوهش  .(201٤رساند )اينز و فرناندس می

ساختاری و عملکردی اندواينوليناز  یهایژگيو یبررس

 بازده و یآبکافت تيفعال سهيمقا و PLPاصلاح با  از پس

 باشد.  یم ميآنزدو  نيا فروکتوز ديتول

 

 هامواد و روش

ساختار  اصلاح انجام برای استفاده مورد آنزيم

 ، اينولينآسپرژيلوس نايجر(  3EC. 2. 1. 7اندواينوليناز )

 ، فروکتوز، ساکارز و پيريدوکسال (Dahliaکوکب ) ريشه

 Fluka (Fluka, switzerland)شرکت  فسفات ساخت- 5'

 دی پتاسيم، معرف و سديم مضاعف بودند. تارتارات

 -1اسيد، سديم هيدروکسيد و آنيلينو  ساليسيليک نيترو

-Sigma شرکت ساخت ( (ANSنفتالن سولفونيک اسيد

Aldrich (St. Louis, MO, USA) بودند. آسکوربيک 

 Acros (New Jersey, USA) شرکت اسيد ساخت

Organics .بود 

 فعاليت آنزيم اندواينوليناز تعيين

 در ليوفليزه را آنزيم اندواينوليناز mg 50 مقدار ابتدا در

mL5 استات سديم بافر mM 50 ٤/5 با pH بصورت 

با  دربدار )ويال( پلاستيکی ظرف در و درآورده محلول

نگهداری  -70℃ فريزر در تقسيم کرده و μL 100حجم 

 فعاليت آنزيم از روش تعيين شد. بمنظور

 استفاده شد DNSپايانی و معرف  نقطه اسپکتروفتومتری

 (1959)ميلر، 

غلظت  با فروکتوز استاندارد هایمحلول از استفاده با

mg/ml) )1 ،9/0 ،8/0 ،7/0 ،6/0 ،5/0 ،٤/0 ،3/0 ،2/0 ،1/0 

 ظتغل به نسبت جذب صورت به استاندارد نمودار 0و 

 آن از شد. پس تعيين nm 575 موج طول در فروکتوز

 بافر محلول در 2/0% (W/V) اينولين شده شفاف محلول

 ميزان سوبسترای آنزيم به ( بعنوان٤/5pH) سديم استات

μL ٤00 و μL 20 ويال  در محلول آنزيم اندواينوليناز

 به مدت ٤5℃دمای  در اينولين آبکافت واکنش و ريخته

 حجم معادل آبکافت خاتمه از پس انجام شد. دقيقه 30

 اضافه آن به DNSمعرف  ٤20 μL شده آبکافت محلول

گرفت.  قرار 90℃ دمای در دقيقه 10 به مدت و شد

 μL ميزان به و شد سرد از آبکافت حاصل محلول سپس

 تثبيت برای پتاسيم سديم مضاعف تارتارات محلول 170

 نوری محلول جذب شد و اضافه تيره ایقهوه تا زرد رنگ

 شاهد با مقايسه در nm 575 موج طول در شده آبکافت

 Camspec با استفاده ازاسپکتروفتومتر آنزيم( )بدون

M550 نمودار از استفاده با جذب مقدار. شد گيریاندازه 

توليد محصول غلظت به تبديل قابل (فرکتوز استاندارد

 مول هر گرفتن نظر در با و بوده( mg/ml حسب بر شده

 اساس فعاليت آنزيم بر ميزان ،g/mol 16/180 فروکتوز

(  (μmol/minدقيقه هر در توليدشده محصول ميکرومول

 (.a2016  کريمی و همکاران) شد محاسبه

 و PLP با ليزين آنزيم اندواينوليناز هايريشه اصلاح

 آسکوربيک اسيد با احياء

 های )با غلظت (PLP)فسفات  -5'محلول پيريدوکسال 

mM0-1 5/7( در بافر فسفات pH  تهيه شد و از هر

برداشته و در  µL 1035 غلظت به صورت جداگانه مقدار

دار که با فويل آلومينيومی پوشيده ظرف پلاستيکی درب

شده بود )ظروف تيره رنگ( قرار داده شد. به ظرف 

اندواينوليناز با غلظت معين  µL 115مقدار PLPمحتوی 

(g/µLµ 92/10اضافه )  گرديد و ظرف در تاريکی و در

دقيقه قرار داده شد و در شروع  0-60دمای اتاق بمدت 
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دقيقه يک  5( و فواصل زمانی هر t=0آزمايش )زمان

دقيقه در يخ  15برداشت شد و به مدت  µL 50نمونه 

 به شده افزوده نمونه آنزيم اندواينوليناز قرار گرفت. به

PLP بردارینمونه هدقيق 60-0 زمانی مختلف فواصل که 

 mM 1 آسکوربيکاسيد محلول µL230مقدار  است، شده

 20 بمدت يخچال در و کرده اضافه pH 7 فسفات بافر در

 حاوی آنزيم در محلول آن از شد. پسداده قرار دقيقه

 استات بافر در و Da 12٤00حذف برشی با دياليز کيسه

 از شد. پس دارینگه يخچال در طول شب دمای در سديم

 نظر از PLPاصلاح شده با  دياليز، آنزيم عمل خاتمه

 مورد ساختاری ويژگيهای همچنين و کاتالتيکی فعاليت

 (.2011 زاده و همکاران)ترابی شدداده قرار مطالعه

 از پس و قبل آنزيم اندواينولينازبررسي ساختاري 

روش طيف سنجي فرابنفش با  PLP باساختار  اصلاح

 و مرئي

وی الکترومغناطيس با پرتدر اثر برخورد 

توان مطالعات ساختمانی و های حياتی میماکرومولکول

ديناميک و انرژيتيک  نقش محيط، مطالعات

بررسی کرد. از آبی ها را در محيط ماکرومولکول

ی فرابنفش و مرئی در ترين کاربردهای طيف سنجمهم

های حياتی، تعيين غلظت، تعيين دقيق ماکرومولکول

يميايی، تشخيص مواد از ديدگاه کمی و فرآيندهای ش

پارامترهای ساختمانی کيفی و تعيين 

ها از جذب هاست. برای تشخيص پروتئينماکرومولکول

ماتيک اسيد های آرو)مربوط به حلقه nm 280ناحيه 

 موسوی موحدی و همکارانشود )ها( استفاده میآمينه

طبيعی و  آنزيم اندواينولينازغلظت مساوی (. 2002

 mM استات سديم بافر mL1 در را PLPصلاح شده با ا

  در طول موجکرده و جذب آنها  لحpH  ٤/5 با 50

nm280  استفاده ازاسپکتروفتومتربا Camspec M550 

 د.شویمگيری اندازه

 زادو برون زاددرون فلوئورسانس سنجيطيف روش

توان بعنوان روشی بسيار اسپکتروفلوريمتری را می

ها بکار برد. ينپروتئ تجزيه وتحليل ساختارحساس برای 

های روتئين بخاطر گروهزاد پفلوئورسانس درون

ای است که بطور ذاتی خاصيت فلوئورسانس اسيدآمينه

توان توفان و تا حدی هم تيروزين که میدارند مانند تريپ

در مورد تغييرات ساختاری با اين روش اطلاعاتی 

 قبل آنزيم اندواينوليناز ها بدست آورد. ساختارپروتئين

زاد و توسط فلورسانس درون ، PLPاصلاح با از بعد و

 Hitachi spectrofluorimeter) زاد با استفاده ازبرون

Model MPF-4, Tokyo, Japan)  در کووتcm 1  در

C°25 1غلظت آنزيم  با و-mg.mL 1/0  بررسی شد. در

انجام  nm 280مورد فلورسانس تريپتوفان، تحريک در

تا  nm 300گرفت، در حالی که نشر در حد فاصل بين 

ها در شرايط مشابهی ثبت شدند و ثبت گرديد. طيف ٤50

به طور گرافيکی کسر شدند. طول شکاف تحريک و نشر 

nm 5 .تنظيم شد 

به  ANSزاد، ر پژوهش حاضر برای فلورسانس بروند

شد. عنوان نشانگر بسته های هيدروفوبی به کار برده 

در بافر   PLPاندواينوليناز قبل و بعد از اصلاح ساختار با

تهيه  M 05/ 0 ANSاستات سديم و با غلظت نهايی 

و نشر  nm 380در  ANSگرديد. طول موج برانگيختگی 

 بود.  nm 600و  ٤00بين 

  دوراني نماييدورنگ سنجيطيف روش

هايی هستند که در نواحی خاصی ها حاوی گروهپروتئين

جذبی بوده و  ناحيه مرئی و فرابنفش دارای ناحيه از

شوند. ناحيه فرابنفش دور کروموفور ناميده می

(nm2٤0-190(  برای ارزيابی محتوای کمی ساختمان

 قبل ها استفاده می شود. آنزيم اندواينولينازپروتئيندوم 

 و 0/٤  mg.mL−1غلظت با PLPساختار با اصلاح از بعد و

و بوسيله  شد ساخته pH ٤/5 سديم استات بافر در

 C°25دمای  در (Model 215)دستگاه اسپکتروپولاريمتر 

 يده شد. اسپکتروپولاريمتر ناحيه فرابنفش دور درسنج

در سل با طول  nm 260-190در محدوده  C°25 دمای

mm 1 گيری شد. نرم افزار اندازه(model JWSSE-480, 

JASCO, Japan) ها به کار تحليل داده و برای تجزيه

 برده شد.
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 و قبل ساختاري آنزيم اندواينوليناز سنجش پايداري

 PLPساختار با  اصلاح از پس

 از بعد و قبل حرارتی آنزيم اندواينوليناز سنجش پايداری

 UV- Thermalبوسيله دستگاه  PLP با ساختار اصلاح

(Model Carry100Bio) تا  15 دمای درC°95 تعيين 

يش يافت و جذب افزا C°1دقيقه  1گرديد. دما هر 

در طول  PLP با اصلاح از پس و های آنزيم قبلنهنمو

 سپس در دماهای مذکور خوانده شد و nm 280 موج

 گرديد. دما رسم جذب در مقابل نمودار

 پس و قبل سنجش پايداري زماني آنزيم اندواينوليناز

 PLPساختار با  اصلاح از

به حفظ  "های آنزيمی عمدتاواکنشبودن پذيزامکان

فعاليت بيوکاتاليکی طی زمان بستگی دارد. برای تعيين 

 رساختا اصلاح از بعد و قبل پايداری، آنزيم اندواينوليناز

 6تا ی شد و فعاليت آنها نگهدار ٤°Cدر دمای  PLP با

 .روزانه سنجيده شدبطور  روز

اندواينوليناز، فعاليت  1برای تعيين پايداری حرارتی

 C25-65°باقيمانده آنزيم در دماهای مختلف در محدوده 

دقيقه  130پس از  pH ٤/5در بافر استات سديم با 

 انکوباسيون در دماهای مختلف رسم گرديد.

بررسي محصولات حاصل از فعاليت آنزيم 

 PLPساختار با  اصلاح از پس و قبل اندواينوليناز

 HPLCتوسط 

با  اينوليناز آبکافتاز  حاصلکروماتوگرام محصولات 

اينولين  آبکافتبدست آمد. محصولات  HPLCاستفاده از 

شده با اصلاح نخورده وتوسط آنزيم اندواينوليناز دست

PLP  با استفاده ازHPLC ( فاز معکوسKnauer K-

، با ستون /l.minμ 5-1، نرخ جريان ºC30، آلمان( در2301

Eurotech ز متحرک و فاN) 0.01( 4SO2H0.مشخص شد 

 

 

                                                      
1 Thermal stability 

 بررسي پارامترهاي کاتاليتيکي آنزيم اندواينوليناز

  PLPساختار با  اصلاح از پس و قبل

 برای مقايسه پارامترهای سينتيکی آنزيم اندواينوليناز

از اينولين در غلظت PLPساختار با  اصلاح از پس و قبل

استفاده گرديد و  5/1و  2/1، 9/0، 7/0، 5/0، 1/3،0/0های 

بدست  v/1و 1/ [S]بر حسب Lineweaver-Burk نمودار

 آمد.
 

 يجه گيري نت

های تريپتوفان رسی فلوئورسانس بر پايه ريشهبر

نشانگر افزايش قله نشری آنزيم دست nm 280درناحيه 

است.  PLPپس از اصلاح شدن با  nm 330نخورده در 

انگر نشر زاد نشزاد و درونآزمون فلوئورسانس برون

است. نتايج  PLPپس از اصلاح شدن با  فلورسانس

کاهش  دورانی حاکی از نمايیدورنگ سنجیطيف

افزايش محتوای مارپيچ  ،و در مقابل β-contentمحتوای 

(. افزايش 1است )جدول  PLPآلفا پس از اصلاح شدن با 

محتوای مارپيچ دلالت بر پايدار شدن آنزيم پس از 

اينولين پس از  آبکافتدارد. کارايی  PLPاصلاح با 

توسط  بهبود يافت و بازده توليد فروکتوز PLP اصلاح با

برابر  PLP 11/1شده با  اصلاح آنزيم اندواينوليناز

(. نسبت 2افزايش يافت )جدول 
فروکتوز

اينولين
که نشانگر کارايی  

برابر افزايش  PLP  ،65/1آنزيم است پس از اصلاح با

وان نتيجه گرفت که توليد ساکارز و گلوکز ت، لذا میفتيا

ز افزايش کاهش و توليد فروکتو PLPپس از اصلاح با 

اصلاحکاهش توليد گلوکز و ساکارز در آنزيم  يابد.می

به دليل توليد بيشتر  PLPبا شده 

يی است که متشکل از چندين اينولواوليگوساکاريدها

که به  واحد فروکتوز و نيز گلوکز انتهای زنجير هستند

 PLPبا شده اصلاح گزينی آنزيمدليل افزايش ويژه

 (.2011 زاده و همکارانترابیباشد )می



 1397سال  /1شماره  28هاي صنایع غذایي/ جلد نشریه پژوهش و ...                                                                        یيرضا يبیحب، يمیکر     20

 طبيعيو اندواينوليناز  PLPمقايسه ساختار اندواينوليناز اصلاح شده با  -1جدول 
 

CD 

β-content 
(%) 

 )%( βمحتوی 

CD 
α-Helix 

(%) 
α- هليکس(%) 

EF 
(λmax) (nm) 

 حداکثر لاندا )نانومتر(

IF (λmax) (nm) 
 حداکثر لاندا )نانومتر(

VS-UV 280Abs 

(nm) 
 جذب در

 )نانومتر( 280

 

 طبيعیاندواينوليناز  0/3٤ 29/٤ ٤0/8 2/13 ٤0

 

  PLPشده با اصلا اندواينوليناز 36/0 6/35 5/53 17/٤ 1/33

 

CD :دورانی نمايیدورنگ سنجیطيف ،EF :زادبرون فلوئورسانس ،IF :زادفلوئورسانس درون ،UV-VS :طيف سنجی فرابنفش و مرئی 

 

 توسط PLPساختار با  اصلاح از پس و قبل محصولات حاصل از فعاليت آنزيم اندواينولينازبررسي  -2جدول 
HPLC 

 اينولين
 

)%( 

 ساکارز

 )%( 
 گلوکز

 )%( 
 فروکتوز

 )%( 
فروکتوز

اينولين
 

 

 طبيعیاندواينوليناز  7/7 ٤8/1 8/37 7/1 2/6

 PLPاصلاحشده با  اندواينوليناز 7/12 3/53 12/٤ - ٤/2

 

 

 پارامترهاي کاتاليتيکي آنزيم اندواينوليناز -3جدول

 PLPساختار با  اصلاح از پس و قبل

mK maxV m/Kcatk  

 طبيعیاندواينوليناز  750 25/2 03/0

 

 PLPشده با  اصلاح اندواينوليناز 2105 ٤/21 02/0

 

 

 و قبل حرارتی آنزيم اندواينوليناز نتيجه بررسی پايداری

 -UVبوسيله دستگاه  PLP با ساختار اصلاح از بعد

Thermal  نشان داده شده است. بر اين  3در شکل

زوال فعاليت بوده و  نشانگر سرعت خط شيب اساس،

حرارتی آنزيم دارد. نرخ زوال  رابطه عکس با پايداری

 و قبل فعاليت محاسبه شد که برای آنزيم اندواينوليناز

و  0061/0به ترتيب  PLP با ساختار اصلاح از بعد

همان طور که در شکل ديده می شود . بود /003٤

 با شدهاصلاح سرعت زوال فعاليت آنزيم اندواينوليناز

PLP نخورده کمتر است در مقايسه با اندواينوليناز دست

 از بعد که مويد افزايش پايداری حرارتی اندواينوليناز

باشد. پايداری حرارتی می  PLP با ساختار اصلاح

لپيريدوکسااندواينوليناز با استفاده از روش اصلاح 

زاده و همکاران در اسيدآسکوربيک توسط ترابی/فسفات

آنزيم  ارش شده است. فعاليت باقيماندهگز 2011سال 

 ٤در شکل  C25-65°در دماهای مختلف در محدوده 

نشان داده شده است که اين نمودار نيز افزايش پايداری 

شده طی اصلاح حرارتی اندواينوليناز مهندسی

PLP/دهد. اين پايداری سکوربيک را نشان میآاسيد

شده با ی و ساختاری اندواينوليناز اصلاححرارت

PLP/در مقايسه با اندواينوليناز  آسکوربيکاسيد

مولکولی جديدی نخورده به خاطر پيوندهای بيندست

و سرين  526آرژنين  و 381ليزين -PLPاست که بين 

 (.2011 رانزاده و همکااست )ترابیايجاد شده 376

نخورده و ليت باقيمانده اندواينوليناز دستفعا 5شکل 

 ٤ °Cروز نگهداری در  6را طی  PLPشده با اصلاح
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شده در آنزيم عاليت مشاهدهدهد. افت فیم نشان

است که اثر  طبيعیکمتر از آنزيم  PLPشده با اصلاح

 پايدارکنندگی اصلاح شيميايی اندواينوليناز را اثبات

 2016در تحقيقی که توسط ينگ و همکاران در  کند.می

های استفاده از روشبا جديدی  اندواينوليناز انجام شد

ترمينال و جهش سايت  Cاصلاح ژنتيکی مانند برشی 

تحت شرايط بهينه،  که پروتئاز با موفقيت کلون شد

د. اين مطالعه نمو آبکافتبه اوليگوفروکتوز را اينولين 

و يک مرجع قوی  را تسهيل کرده اينولينازتوليد عمده 

برای توليد  اينوليناز برای کاربردهای صنعتی

نوترکيب حاصل از ژن ژن  کند.يگوفروکتوز فراهم میاول

و ژن  1انوسيمارکس سسيورومايکل زواينوليناگزا

يا ترکيب با به تنهايی  2جرينا آسپرژيلوس اندواينوليناز

 زمينی ترشیاينولين در غده سيب آبکافتبرای  ديگريک

 آبکافتدر  افزايی آنهااستفاده شدند. تحقيقات اثر هم

ای طيف گسترده آبکافتدر فرآيند  اينولين را ثابت کرد.

سپس به  که توليد شدنددر ابتدا  از اليگوساکاريدها

 (.2016تبديل شدند )ليو و همکاران  فروکتوز

نشانگر  201٤اينز و فرناندس در سال قيق تحنتايج 

از  پس اينولينازافزايش ثبات حرارتی، عملياتی و زمانی 

استفاده از گلوتارآلدئيد در روش تثبيت است. توليد 

اينولين به مدت  ٪ 5( W/V) پيوسته فروکتوز از محلول

و  1٤6/٤ (h1-L. g-1) با بهرهوری حجمی اوليه روز 20

که نشانگر قابليت انجام شد  ٪100بازده محصول 

در مقياس يندهای آفر درموردمطالعه  استفاده روش

 2009در سال  و همکاران ريکو قيقتحدر  است.بزرگ 

 آسپرژيلوسقارچ  اينولينازفعال کردن برای يک مدل غير

يک کينتيک مرتبه اول با ثابت  ;ارائه شده است نايجر

که از طريق مدل آرنيوس به درجه  dkفعال کردن غير

شود. اين مدل يک ابزار قدرتمند برای حرارت مربوط می

واکنش برای  هينهدرک مسير واکنش و انتخاب شرايط ب

فرآيندهای با مقياس زمانی طولانی است. مشکل مربوط 

                                                      
1 Kluyveromyces marxianus  
2 Aspergillus niger 

فرايند آنزيمی با استفاده از مدل در سازی دما بهينهبه 

همکاران در سال و کيم شود.حل می شدهبينیپيش

 از يک پروتئينای حلقه ، آنزيم اگزواينوليناز را در2009

آمده از بدست مالتودکستريندوست متصل به گرما

، وارد کردند و پايداری 3وسوسيفور روکوکوسيپ

 در فعاليت تغييرگونه بدون هيچ را 37℃کينتيکی در 

دهد که نشان می بخشيدند. تحقيقات بهبوديم زآن

ممکن است از يک مانع يافته پايداری کينتيکی بهبود

قابل برگشت واسطهبرای تبديل غير يافتهافزايشجنبشی 

 .باشدناشی شدهفعال غير "کاملا انواعبه  های تانخورده

آمينه در های زنجيرهجانبی اسيددر مطالعه، اثرات گروه

بر  کوميف لوسيآسپرژاز واينوليناز اندو اگزواينوليناز 

توسط اصلاح شيميايی با استفاده از اينوليناز فعاليت 

، بوتانيديونپيروکربنات، اتيلدیبروموسوکسينيميد، -ان

 سولفونيل، کربوديميد،متانفنيل، (EDC)، تی-کلرامين

فلورايد و ديتيوتريتول به عنوان معرف اصلاح مورد 

مانده گرفت. نتايج نشان داد که باقیمطالعه قرار

اسيدهای آمينه حاوی تريپتوفان و کربوکسيل در 

درگير واينوليناز اندو اگزواينوليناز های فعال در جايگاه

ش طرح زو برآورد شد که تعداد شدند. با استفاده از رو

و دو تا واينوليناز اندمانده تريپتوفان يکی برای باقی

مانده هيستيدين ممکن است. باقیاگزواينوليناز برای 

و  )چن ضروری باشداينوليناز است برای جايگاه فعال 

اينوليناز مانده تريپتوفان در باقی (.2009همکاران 

 سوکسينيميدبرومو-انهای شيميايی توسط معرف

اصلاح شد. نتايج روش اسپاند نشان می دهد که هفده 

وجود دارد و پنج تا از اينوليناز مانده تريپتوفان در باقی

ماندهآنها در سطح آنزيم واقع شدند. سه تا از اين باقی

ضروری بودند که های غيرماندههای تريپتوفان باقی

دو باقی ها را با طرح ژو نشان دادند.ترين نرخسريع

مانده نسبتا سريعتر واکنش هر دو برای فعاليت آنزيم 

مانده ديگر کمترين سرعت را ضروری بود. دوازده باقی

                                                      
3 Pyrococcus furiosus 
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)ليو  کدام برای واکنش ضروری نبودندداشتند و يا هيچ

  (.2007و همکاران 

 88-ان یت وميليس یپندر غربالگری قارچ اينولينيتيک، 

وليناز انتخاب شد. اين کننده اينبه عنوان بهترين توليد

، با U9/9 ميلی ليتر/ وری اينوليناز بالای سويه بهره

نشان  2/11نسبت فعاليت اينوليناز به فعاليت انورتاز 

پلی آکريل-SDSداد. اين آنزيم توسط ژل الکتروفورز 

دالتون، همگن نشان دادهکيلو0/68ظاهری  rMآميد با 

بوده است. فعاليت آنزيم  U/mg 105شد. فعاليت ويژه 

 P-II، بالاترين بود. اندواينوليناز 50℃و pH 2/5در

نمود و اينولوتريوز  آبکافت ٪70اينولين را به ميزان 

محصول اصلی آزاد بود، اما فاقد فعاليت برای ساکارز، 

جهت  (.1997و همکاران  ناکامورا)بود  رافينوز يا لوان

و تسهيل اينوليناز اندو شناسايی منابع ژنتيکی جديد ژن 

يک ژن  ،های صنعتی برای توليد اوليگوفروکتوزبرنامه

 پوروم یاکس وميفوزاراز يک سويه قارچ اينوليناز اندو 

کلون گرديد و بيان در سطح بالا در اصلاح شده ژنتيکی 

در يک بيوراکتور در  سيتوريپا ايچيپ سويه مخمر

های مانند برشی مقياس پايلوت با استفاده از استراتژی

C های حساس پروتئاز بهزايی از سايتترمينال و جهش

و اينوليناز دست آمد. پس از آن پارامترهای واکنش 

مقدار آنزيم مورد استفاده برای هيدروليز اينولين و 

نتايج حاصل از اين  بهينه شد.توليد اوليگوفروکتوز 

ايد و تسهيل نماينوليناز را توليد عمده  می تواندمطالعه 

يک مرجع برای توليد صنعتی اوليگوفروکتوز از اينولين 

   (.2015و همکاران  ما) ارائه دهد

 
 PLPو اندواينوليناز اصلاح شده با طبيعي اندواينوليناز  اسکن حرارتي -3شکل 

 
دقيقه انکوباسيون در بافر  130پس از  PLPشده با نخورده و اصلاحفعاليت باقيمانده اينوليناز دست -4شکل 
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Abstract 

Inulinase with high thermal stability is preferred to hydrolyze inulin and produce high fructose 

syrup to increase the rate of conversion, prevent microbial contamination and make inulin more 

soluble. The aim of this study was to evaluate the structural and functional characteristics of endo 

inulinase after modification with PLP. To determine the thermal stability, the residual activities of 

the endo inulinase before and after modification with PLP was measured after 130-minute 

incubation at 25-65°C while, their activities were measured daily to estimate the shelf stability. 

Circular Dichroism, absorbance in 280 nm, extrinsic and intrinsic fluorescence were carried out to 

assay the structural changes and the secondary and territory structure of the endo inulinase before 

and after modification with PLP. Chromatograms of inulin hydrolysis products were plotted after 

hydrolysis with either native or PLP modified endo-inulinase using HPLC and the catalytic 

parameters of both enzymes were calculated. α-helix content increased after modification with PLP. 

The results of assaying the territory structure including UV-vis and fluorescence emissions 

confirmed the improved thermal stability of endo inulinase after PLP modification. The results of 

the shelf stability proved the reduced activity loss of PLP modified inulinase, compared to the 

native one. Efficiency improvement of PLP modified inulinase for inulin hydrolysis was 

demonstrated by HPLC. After enzyme modification, Vmax increased and Km decreased which proves 

the improved efficiency of the PLP modified enzyme. 
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