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  Trichoderma atroviride PTCC5220از  42خالص سازي آنزيم كيتيناز 
  2 و محمدرضا زماني2، مصطفي مطلبي2و1محمدجواد حريقي

   تهران،پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري1
   كرمانشاه،گروه بيولوژي، دانشكده علوم، دانشگاه رازي2

  چكيده

يكي از راههاي كنترل بيماريهاي قارچي، محدود كردن .  اهان زراعي مختلف مي باشندقارچها يكي از عوامل مهم بيماريزا در گي
از مؤثرترين روشهاي مورد استفاده مي توان از ژنهاي كيتينازي در گياه جهت توليد .  رشد قارچها در ريزوسفر گياه مي باشد

.  مي پردازند بيماريزااختاري قارچها، به مبارزه با اين عواملاين آنزيمها، غالبا با فروپاشيدن اجزاي س.  آنزيمهاي كيتينازي نام برد
 قرار مي يدر ميان اجزاي ساختاري قارچ، ديواره قارچي، نخستين و مهم ترين سدي است كه در برابر اثر آنزيمهاي هيدرولاز

ز بين بردن اجزاي تشكيل دهنده ، وظيفه اختصاصي ا بويژه آنزيمهاي كيتينازيياز اين رو، بسياري از آنزيمهاي هيدرولاز. گيرد
 كيلو دالتوني در اين فرآيند، و جهت بررسي تأثير 42باتوجه به اهميت ويژه آنزيم كيتيناز  .  .ديواره قارچي را بر عهده مي گيرند

رما از  جدايه مختلف قارچ تريكود31  در اين تحقيق .اين آنزيم بر ديواره قارچهاي بيماريزا، خالص سازي آن ضروري مي باشد
 Trichoderma جدايه .   واجد كيتين با هم مقايسه شدCZ-DOXنظر توليد آنزيمهاي كيتينازي در محيط كشت مايع 

atroviride PTCC5220 با فعاليت ويژه آنزيمي U/mg 97/0جهت خالص .   آنزيم كيتيناز بعنوان جدايه برتر انتخاب گرديد
 و  CM-Sepharose Fast Flow، از كروماتوگرافي تعويض يوني در بستر  )Chit42( كيلو دالتوني 42سازي آنزيم كيتيناز 

DEAE- Sepharose Fast Flowنتايج مربوط به خالص سازي با استفاده از بستر .   استفاده گرديدCM-Sepharose نشان داد 
 مولار و در 6/0 تا 5/0ظت نمكي  همراه با سه پروتئين ديگر بصورت يك قله با فعاليت آنزيمي در ناحيه غلChit42كه آنزيم 

-SDSنتايج حاصل از .   مولار خالص مي گردد35/0 تا 25/0  اين آنزيم در ناحيه غلظت نمكي DEAE- Sepharoseستون 

PAGE قله بدست آمده از ستون DEAE بازده خالص .   كيلو دالتون را نشان مي دهد42 ، وجود يك باند با وزن ملكولي حدود
در ( برابر حالت غير خالص 8/61 و 2/41 بترتيب  DEAE و CM-Sepharoseه از كرماتوگرافي تعويض يوني سازي با استفاد

  .  مي باشد) محيط كشت مايع

 CM-sepharose, DEAE-sepharoseآنزيمهاي كيتينازي،  ،Trichoderma atroviride :واژه هاي كليدي

  مقدمه
 N-acetylglucosamineكيتين، پليمري خطي از واحدهاي

است كه علاوه بر نقش ساختاري كه در بدن حشرات و 
سخت پوستان ايفا مي كند، يكي از اجزاي مهم ديواره 

آنزيمهاي كيتينازي با شكستن . محسوب مي شود قارچها
 ميان زير واحدها، پليمر كيتين β-1,4پيوندهاي گليكوزيدي 

اين . )12 و 3 (را به اجزاي سازنده اش تجزيه مي كنند
ها در طيف وسيعي از موجودات زنده از قيبل آنزيم

باكتريها، قارچها، گياهان عالي ، حشرات ، سخت پوستان 
). 18 و 11، 2(شوند دريائي و برخي از مهرداران يافت مي

بدليل ترشح  ، .Terichoderma sp رشته اي هايقارچ
 ولاوه بر نقشي كه در رشد عهاي كيتيناز، انواعي از آنزيم
بعنوان عاملي قوي در كنترل  ، قارچي داردتقسيم سلولهاي

 بيولوژيك بيماريهاي ناشي از قارچها مورد استفاده قرار مي
نسبت اين قارچها هاي كيتينازي نزيم آ.)11 و 10، 6( دنگير
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جمله كيتينازهاي  از ي ديگرهاارگانيسم به كيتينازهاي
بعنوان مثال ، دنباش  متعددي مي ايايگياهي داراي مز

س أ فقط ر بر خلاف كيتينازهاي قارچيي گياهيكيتينازها
 و  را تحت تأثير قرار مي دهندهيفهاي قارچ پاتوژن) نوك(

همچنين .   نيستنديقادر به تجزيه ساختارهاي سخت كيتين
 وبوده  بتنهايي داراي اثرات ضد قارچي ضعيفي اين آنزيمها

از . ثر مي باشندؤها مهاي محدودي از قارچ فقط بر گونه
تمام پاتوژنهاي  كه  استها نشان دادهبررسيگر سوي دي

ره نسبت به كيتينازهاي قارچ اداراي كيتين در ديو
Trichoderma sp. حال ن در عي، حساس مي باشند

 ها براي گياهان اثرات سمي نداردتهاي بالاي اين آنزيمظغل
)14( .  

 هاي مختلف از جمله كنترل  آنزيمهاي كيتينازي در زمينهاز
 تهيه مواد دارويي ،)15 و 8، 5(ي گياهي يماريهاببيولوژيك 

 single-cellو نيز توليد ) 16(و بيوتكنولوژي ) 22(

proteins) 17 ( و حشره كشها استفاده مي شود)9  .(  

 و كيتينازهابطور كلي كيتينازهاي قارچي به دو دسته اندو
 42 آنها كيتينازز ميان شوند كه ا اگزوكيتينازها تقسيم مي

 37 و 33 كيتيناز نظيركيتينازها  لتوني نسبت به سايركيلو دا
در تجزيه ثرتري ؤمكيلو دالتوني و اگزوكيتينازها نقش 
بنابراين  .)15 و 13 (كيتين موجود در ديواره قارچها دارد

تحقيق ابتدا جدايه برتر از نظر توليد آنزيمهاي اين در 
 Chit42كيتينازي انتخاب و نسبت به خالص سازي آنزيم 

   .ن اقدام گرديدآ

  مواد و روشها
   :محيط كشت نگهداريهاي قارچ تريكودرما و  جدايه

  كه در طول اين تحقيق Trichoderma جدايه از قارچ 31
 از مناطق اًعمدتمورد بررسي و مطالعه قرار گرفته اند 

جهت نگهداري اين ). 7(مختلف ايران جمع آوري شده اند 
 PDA  (Potato Dextrose Agar)  از محيط كشتجدايه ها

 .  ده گرديداستفا

آماده سازي سوبسترا جهت بررسي فعاليت آنزيم 
ي كيتينازي در محيط كشت و هابراي القاء آنزيم  :كيتيناز
كيتين  از عنوان سوبسترا در سنجش فعاليت كيتينازي،نيز ب

براي تهيه سوبستراي مورد نظر، .  كلوئيدي استفاده گرديد
 85 ميلي ليتر اسيد فسفريك 100ين،  گرم پودر كيت10به 

 ساعت در 24مدت  افزوده شده و مخلوط حاصل بدرصد
براي ايجاد . شد نگهداري  درجه سانتي گراد4دماي 

Polysaccharide swelling به مخلوط فوق، آب اضافه ، 
مراحل افزودن آب و صاف .  صاف گرديد  و با پارچهشد

د موجود در تا اسي كردن محلول،  چندين بار تكرار
ماده خميري شكل حاصل، . مخلوط كاملا از بين برود

عنوان منبع كربن در محيط  و از آن بشد خشك و پودر
  .   كشت و سوبسترا در واكنش آنزيمي استفاده شد

جهت توليد   :سنجش فعاليت آنزيم كيتينازتوليد و 
آنزيمهاي كيتينازي از جدايه هاي مختلف قارچ تريكودرما 

براي سنجش فعاليت .   استفاده شد5 و 4، 3، 2 روزهايدر 
و  Zeilingerاز روش تغيير يافته   آنزيمهاي كيتينازي

مخلوط واكنش آنزيمي  .)23( استفاده گرديد همكاران
 ميكروليتر بافر استات 200 ميكروليتر آنزيم و 200شامل 
 سوبسترا  درصد5/0 داراي) pH =4( ميلي مولار 15سديم 

 40 در دماي  وپس از يك ساعت. بود) كيتين كلوئيدي(
 يك NaOH ميلي ليتر از 1درجه سانتي گراد، با افزودن 

 دور در دقيقه 6000ول حاصل در درصد و سانتريفيوژ محل
براي سنجش .   دقيقه، واكنش آنزيمي متوقف شد5مدت ب

 آزاد شده در طول واكنش، N-acetylglucosamineميزان 
 8/0(ر بافر پتاسيم تترا بورات  ميكروليت100پس از افزودن 

 دقيقه در 3مدت ، مخلوط حاصل، ب)9/8 برابر pHمولار با 
 ميلي ليتر 3آب جوش حرارت داده شد و با افزودن 

 dimetyl aminoده گرم پودر (، DMABواكنش گر 

benzaldehyde(DMAB) ميلي ليتر مخلوط اسيد 100 در 
ترتيب به  نرمال ب10استيك گلاسيال و اسيد كلريدريك 

 20مدت محلول حاصل ب)  درصد5/87 و 5/12نسبتهاي 
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  گراد قرار گرفت و سپس  درجه سانتي37دقيقه در دماي 
 نانومتر 544جذب نوري محلول، بلافاصله در طول موج 

    .خوانده شد

 بعنوان استاندارد N-acetylglucosamineدر اين آزمايش از 
، عبارت از  (U)هر واحد فعاليت آنزيمي . استفاده گرديد

مقدار آنزيمي است كه مي تواند در طول يك ساعت 
-N مشخص، يك ميكرومول از pHواكنش، در دما و 

acetylglucosamineيا اليگومرهايي از آن را آزاد كند  
)21(.  

جهت :   مناسب براي اتصال پروتئين به بسترpHتعيين 
  مناسب براي اتصال پروتئينهاي موجود در محيطpHتعيين 

 براي 5/0 با فواصل 5/7 تا 3 از pH دامنه ،كشت به ستون
اصل و با ف5/8 تا 4  وCM-Sepharose Fast Flowستون 

در نظر  DEAE -Sepharose Fast Flow براي ستون 5/0
به هر لوله يك ميلي ليتر از بستر مورد نظر .  گرفته شد
)  ميلي مولار50( ميلي ليتر بافراستات پتاسيم 10همراه با 

براي به .  هاي مورد مطالعه اضافه گرديد pHا هر يك از ب
.   بار تعويض گرديد5 بافر مذكور ،تعادل رساندن بستر

پروتئيني مورد سپس به هر لوله مقادير مساوي از محلول 
  درجه سانتي4 ساعت در دماي 24مدت مطالعه اضافه و ب

 280 در روييمقدار جذب محلول .  گراد نگهداري گرديد
  .تر و نيز فعاليت آنزيمي آنها اندازه گيري شدنانوم

  :CM-Sepharoseكروماتوگرافي تعويض يوني بر بستر 
يك ستون   كيلودالتوني42 كيتيناز  آنزيمسازيجهت خالص 

)  قطر ×ارتفاع ( متر  سانتي2 × 25كروماتوگرافي به ابعاد 
-CM   ميلي ليتر از بستر100مقدار .  انتخاب گرديد

Sepharose سوسپانسيون مي و به فرم ه بصورت تجاري  ك
، درون بشر ريخته و بر روي آن بافر (Pharmacia)باشد 

 4  برابرpH ميلي مولار با 50 سديم استات  متعادل كننده
بستر به كمك  پس از چند بار تعويض بافر، .اضافه گرديد

 60اي بطور يكنواخت و همگن با زاويه  يك ميله شيشه
ستون . ه شده و به سردخانه منتقل گرديددرجه به ستون اضاف

، تا بستر بانه روز به همان حالت باقي ماندبمدت يك ش
زيمي نميلي ليتر از محلول آ 20 مقدار . صورت فشرده درآيدب
 10-12 برابر cut off كه توسط كيسه دياليز با غليظ شدهت

 به آرامي و با  ساعت دياليز گرديده بود12مدت كيلودالتون ب
 سپس خروجي ستون باز  .قرار گرفتر روي ستون دقت ب

ورودي و خروجي ستون را .   تا نمونه وارد بستر شودهشد
ون را باز كرده  تا به دستگاه سيركولاتور متصل، خروجي ست

 ،هاي موجود در بستر با چرخش درون ستونكليه پروتئين
  .فرصت اتصال به بستر را پيدا كنند

 ميلي ليتر  بافر متعادل 160 ستون را با ، ساعت12 از پس
 ميلي ليتر 2كننده بصورت يك مرحله اي با سرعت جريان 

نظر گرفته تا در دقيقه شستشو داده و زمان كافي رادر 
در نظر گرفته  بستر  متصل نشده بهشستشوي پروتئينهاي

شستشو در مرحله  مربوط به ،  محلول خروجي ستون.شد
  نمونه گير ميلي ليتري توسط دستگاه 4هاي  نمونه

(Fraction Collector )ع آوري و مقدار جذب نوري  جم
.  نانومتر اندازه گيري گرديد280هاي متصل نشده در پروتئين

 ،به صفر رسيد خروجي ستون بعد از اينكه مقدار جذب 
 بافر از ،براي جداسازي پروتئينهاي متصل شده به بستر

 200ول  در ظرف اجهت تهيه بافر  .گراديان استفاده شد
 ميلي 200و دهنده و در ظرف دوم شميلي ليتر بافر شست

كمك ه و ب  ريخته شد(1M NaCl)ليتر بافر جدا كننده 
با ايجاد گراديان خطي بافر جدا كننده  (همزن مغناطيسي 

)NaCl M1-0 (هاي متصل شده به ستون جدا روتئينپ
سرعت  و اعمال 42گراديان نمك از نمونه شماره .شدند

هاي جمع   ميلي ليتر در دقيقه و حجم نمونه2فر جريان با
.  ميلي ليتر تنظيم گرديد 4 بميزان )فراكسيون (آوري شده

هاي حاوي بيشترين فعاليت آنزيمي جمع  سپس نمونه
آوري و مخلوط شده و پس از افزودن حجم برابر از استون 

  ، بوسيله سانتريفوژ در )گراد  درجه سانتي-20 (سرد 
rpm  14000 وب داده شدندرس.  
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-DEAEكروماتوگرافي تعويض يون بر بستر 

Sepharose  : كروماتوگرافي تعويض يوني در
 يك تعويض كننده آنيوني  DEAE-Sepharoseرزين

 ميلي ليتر از رزين با  مقدار 15مقدار .  انجام شد،ضعيف
 ( pH=7.5 ميلي مولار با 50كافي از بافر استات سديم 

فاده ت از تست ده لوله اسدداً بافر مج pHبراي تعيين 
ژل آماده شده به ستون دست . شستشو داده شد) گرديد

 سانتيمتر منتقل 16ارتفاع   سانتيمتر و5/1ساز با قطر
 بافر ورودي و خروجي pH برابر شدنسپس با بافر تا .شد

ن به ستوپس از آن محلول پروتئيني . ستون ، شسته شد
 ميلي ليتر 5اي هحلول خروجي در حجم و مگرديداضافه 

 تا اينكه جذب در طول از زير ستون جمع آوري گرديد،
شدن  براي جدا.  رسيد01/0 نانومتر به كمتر از 280موج 

 يك، از شيب غلظت صفر تا بستر به متصلپروتئينهاي 
نها در سيوفراك  كليه  جذب.مولار كلريد سديم استفاده شد

  . دنانومتر اندازه گيري ش 544و  280 هايطول موج

جهت بررسي پروتئينهاي   :بررسي الگوي پروتئيني
: از دو روش استفاده گرديدترشحي و رسوب دهي آنها 

در روش رسوب دهي .  هاي معدنين و نمكواستفاده از است
با استفاده از استن ، محلول حاوي پروتئين ترشحي  با 

به  ) گراد  درجه سانتي-20 (ن  سرد وحجمي برابر از است
 -20 ساعت در دماي 12وط گرديد و حدود آرامي مخل

سپس مخلوط فوق با .  قرار داده شدگراد درجه سانتي
. قيقه سانتريفوژ گرديد د30 و بمدت rpm 14000سرعت 

 ،دو بار تقطير  آب مقطر ميكروليتر500 در رسوب حاصل
.  شد نگهداري گراد  درجه سانتي-20 حل  شده و در دماي

 معدني از سولفات در روش رسوب دهي با نمكهاي
پس از حل كردن مقدار .  استفاده گرديد درصد90آمونيوم 

محلول حاوي  در سولفات آمونيوممحاسبه شده از نمك 
 12محلول نيمه اشباع حاصل حدود ، پروتئين ترشحي 
آنگاه .  قرار داده شدگراد  درجه سانتي4ساعت در دماي 

 ،rpm14000  دقيقه سانتريفيوژ  با سرعت30پس از 

 بار تقطير دورسوب حاصل در يك ميلي ليتر آب مقطر 
 -20پس از انتقال به لوله هاي اپندورف، در   حل وكاملاً

  . شد نگهداري گراد درجه سانتي

   Bradford براي اندازه گيري مقدار پروتئين از روش
 Bovine (BSA) كه در آن از پروتئين )1( استفاده شد

Serum Albominبراي .   د استفاده گرديد بعنوان استاندار
 استفاده SDS-PAGEمشخص كردن خلوص پروتئين از 

 Stacking ( الكتروفورز در سيستم ناپيوسته. )20( گرديد
 . انجام شد)  درصد12 برابر Resolving و  درصد5برابر 

 Comassieeرنگ آميزي ژلها با استفاده از رنگ آميزي 

blueكولي ، از براي تخمين وزن مل.    انجام گرديد
ماركرهاي وزن ملكولي استاندارد ساخت شركت 

Pharmacia و برنامه نرم افزاري UVIDocاستفاده گرديد  .  

   و بحثنتايج
قارچ تريكودرما بدليل ترشح آنزيمهاي كيتينازي بعنوان 
عاملي قوي در كنترل بيولوژيك قارچهاي بيماريزا مورد 

اين آنزيمها با ).  20 و 19، 15، 5(استفاده قرار مي گيرد 
تجزيه اجزاي سازنده ديواره قارچها باعث كنترل عوامل 

  .  بيماريزا مي شوند

 صنايع مختلف آنزيمهاي كيتينازي درعلاوه براين، 
كاربردهاي فراواني دارند از جمله در تهيه مواد دارويي 

از طرفي با توجه به اينكه ).  16(و بيوتكنولوژي ) 22(
ر موجود در طبيعت پس از سلولز ترين پليم كيتين فراوان

بشمار مي رود لذا مي توان با تجزيه آن جهت تأمين منبع 
 استفاده single-cell proteinsكربن و نيتروژن در توليد 

همچنين در توليد حشره كشها از مواد ).  17(نمود 
شيميايي مختلفي استفاده مي شود كه باعث خطرات زيست 

در ساختار پوششي حشرات از آنجا كه .  محيطي مي گردد
مقدار قابل توجهي كيتين وجود دارد لذا از آنزيمهاي 

 جهت است مي توانكيتينازي كه فاقد اينگونه مخاطرات 
باتوجه به اهميت ويژه ). 9(توليد حشره كشها استفاده نمود 
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 كيلو دالتوني نسبت به ساير آنزيمهاي 42آنزيم كيتيناز 
وليد و خالص سازي اين ، در اين تحقيق ت)15(كيتينازي 

  .آنزيم مورد مطالعه قرار گرفت

 ايزوله جمع آوري 31توجه به تنوع گونه اي موجود در با 
براي شناسايي جدايه برتر از نظر  قارچ تريكودرما،  ازشده

ه ها كه در محيط كشت جداي كيتينازي از اين آنزيمتوليد 
PDAهيه  واجد آنتي بيوتيك رشد داده شده بودند، اسپور ت

محيط ( حاوي گلوكز CZ-DOXو جهت تلقيح محيط مايع 
.  استفاده گرديد) مناسب براي تندش اسپور و توليد ميسليوم

 CZ-DOXميسليومهاي توليد شده جهت تلقيح محيط مايع 
كيتين .  حاوي كيتين كلوئيدي مورد استفاده قرار گرفت

كلوئيدي موجود در محيط كشت از طرفي بعنوان منبع 
ت توليد آنزيمهاي كيتينازي عمل نموده ضمن كربن جه

اينكه بعنوان يك عامل القاء كننده توليد آنزيمهاي مذكور 
براي بررسي و مقايسه توليد و فعاليت .  محسوب مي گردد

در اين  ها جدايه جدايه تريكودرما، 30  اينآنزيم كيتيناز در
 كشت داده هاي كيتينازي جهت توليد آنزيممحيط كشت
  .)1جدول (گرديد ي آنها مقايسه آنزيماليت شده و فع

  هاي مورد مطالعه نشان ميجدايهبررسي فعاليت آنزيمي 
 ها، از نظر توليد آنزيم كيتينازي، تنوع جدايهدهد كه اين 

 جدايهكه، را از خود نشان مي دهند، ضمن اين زيادي اًنسبت
T. atroviride (PTCC 5220) با فعاليت آنزيمي U/ml 

) روز سوم  (U/mg 97/0عاليت ويژه آنزيمي  و ف97/2
 هاي كيتينازيه از نظر توليد آنزيمجدايبعنوان فعالترين 

  .گرديد مشخص 

توجه به اينكه برخي گياهان، قارچها و باكتريها داراي  با
آنزيمهاي كيتينازي مي باشند لذا گزارشهاي متعددي در 

ي خصوص خالص سازي اين آنزيمها با استفاده از ستونها
 و Chao-Yun.  كروماتوگرافي مختلف وجود دارد

 Benincasa   گياههمكارانش  براي جداسازي كيتيناز دانه

hispida  با استفاده از از كروماتوگرافي تعويض يوني 
و Kazuo Kando  .)2( استفاده كردند CM-Sepharoseبستر

 همكارانش اقدام به جداسازي و تخليص آنزيم كيتيناز قارچ
Trichoderma viride جذبي ستون  كروماتوگرافي توسط 

 و همكارانش با استفاده از Wen همچنين ). 10 (ندنمود
 Penyl sepharose (Hydrophobicستون كروماتوگرافي 

interaction column) و سپس كروماتوگرافي ژل 
 آنزيم كيتيناز Sephadex G-75 فيلتراسيون بر روي بستر

Bacillus sp. NCTU2ص تهيه و مورد بررسيلر خا را بطو 
  .)22 ( قرار دادندو مطالعه 

 .T كيلو دالتوني از جدايه 42در اين تحقيق آنزيم كيتيناز 

atroviride خالص سازي و برخي از خصوصيات ملكولي 
خالص سازي آنزيم مذكور .  آن مورد مطالعه قرار گرفت

با استفاده از روش كروماتوگرافي تعويض يوني دو مرحله 
 CMدر مرحله اول از ستون كاتيوني .  انجام شداي 

Sepharose جهت افزايش كارائي ستون، .   استفاده گرديد
شرايطي مورد بررسي قرار گرفت كه در آن بيشترين مقدار 
از پروتئين مورد نظر بصورت اختصاصي به ستون متصل 

 و پروتئينهاي ديگر تا حد امكان به بستر متصل ودش
 بستر با واسطه برهم كنشهاي اتصال به.  نگردند

الكترواستاتيك صورت مي پذيرد كه خود اين برهم كنشها 
  pIاز آنجائيكه .   و قدرت يوني محيط مي باشندpHتابع 

 بنابراين )4 ( مي باشد6 كيلودالتوني، حدود 42كيتيناز 
 بار مثبت پيدا كرده به ستون فوق متصل pH=4كيتيناز در 

يه بسترهاي ستون تعويض يوني با   بنابراين با ته.شود مي
pH مقادير 5/0 با فاصله هاي 5/7 تا 3 هاي مختلف بين ،

.  يكساني از نمونه پروتئيني اوليه در اين بسترها وارد گرديد
نتايج بررسي ميزان آنزيم كيتيناز  متصل نشده به بسترها در 

pH هاي مختلف نشان داد كه مناسبترين pH جهت خالص 
  مي باشد 4اتوگرافي تعويض يوني سازي توسط كروم

 مقدار پروتئين آزاد و نيز pHزيرا در اين ).  1شكل (
جذب .  فعاليت آنزيمي كاهش محسوسي را نشان مي دهد

 نانومتر نشان دهنده اتصال بيشتر پروتئينها به 280پائين در 
بستر بوده ضمن اينكه فعاليت آنزيمي كم محلول روي 
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زيمهاي كيتينازي در جدايه هاي مختلف قارچ تريكودرما در روزهاي دوم، سوم، چهارم و پنجم براساس ميزان فعاليت آنزيم ميزان توليد آن) 1جدول 

(U/ml) و فعاليت ويژه آنزيمي (U/mg).  
  نام جدايه  دوم روز  سوم روز  چهارم روز  پنجم روز

U/mg U/ml  U/mg  U/ml  U/mg  U/ml  U/mg  U/ml    
0.17  0.1 0.06 0.1  0.136  0.136 0.175 0.105  Trichoderma sp.(T1) 
0.25  0.25 0.23 0.2  0.41  0.31 0.42 0.231  Trichoderma sp.(T2) 
0.03  0.15 0.23 0.9  0.47  1.6 0.4 1.15  Trichoderma sp.(T3) 
0.13  0.2 0.125 0.2  0.36  0.36 0.4 0.257  Trichoderma sp.(T4) 
0.44  0.1 0.23 1  0.2  1.86 0.54 1.431  Trichoderma sp.(T6) 
0.05  0.05 0.075 0.06  0.27  0.19 0.38 0.11  Trichoderma sp.(T7) 
0.13  0.1  0.095  0.1  0.38  0.31  0.47  0.22  Trichoderma sp.(T9) 
0.03  0.12 0.06 0.2  0.41  0.92 0.16 0.3  Trichoderma sp.(T10) 
0.39  1.5 0.51 1.8  0.91  2.86 0.84 2.1  Trichoderma sp.(T11) 
0.05  0.2 0.58 2.3  0.95  3.11 0.87 2.64  Trichoderma sp.(T12) 
0.05  0.09 0.07 0.1  0.53  0.48 0.36 0.142  Trichoderma sp.(T13) 
0.02  0.08 0.25 0.9  0.66  1.73 0.7 1.17  Trichoderma sp.(T24) 
0.04  0.15 0.06 0.2  0.37  0.85 0.3 0.36  Trichoderma sp.(T26) 
0.07  0.26 0.1 0.31  0.51  1.23 0.3 0.48  T. harzianum (T7) 
0.19  0.1 0.08 0.12  0.59  0.65 0.41 0.19  T. harzianum (T8) 
0.15  0.18 0.23 0.21  0.54  0.38 0.68 0.26  T. longibrachiatum (T5) 
0.12  0.19 0.16 0.21  0.5  0.5 0.54 0.27  T. longibrachiatum (T6) 
0.13  0.26 0.19 0.31  0.48  0.53 0.42 0.37  T. hamatum (T12) 
0.02  0.07 0.03 0.09  0.12  0.27 0.11 0.13     T. viride(T1) 
0.02 0.08 0.29 0.1  0.11  0.3 0.14 0.157  T. viridae (T2) 
0.03  0.27 0.1 0.3  0.3  0.7 0.48 0.53  T. virens (T9) 
0.08  0.24 0.3 0.9  0.66  1.73 0.46 1.36  T. virens (T10) 
0.02  0.08 0.26 0.1  0.18  0.36 0.184 0.184  T. koningii (T11) 
0.16  0.1 0.18 0.1  0.28  0.31 0.3 0.150  T.parceramosum (T3) 

0.021  0.05 0.06 0.09  0.21  0.21 0.315 0.126  T. parceramosum (T4) 
0.23  1 0.4 1.6  0.97  2.9 0.87 2.18  T. atroviride (PTCC5220) 
0.03 0.07 0.04 0.08 0.8 0.83 0.34 0.12 Trichoderma Sp. (PTCC5138) 

 0.05 0.06 0.07 0.07 0.65 0.67 0.41 0.13 T. koningii (PTCC5139) 
0.12 0.1 0.12 0.12 0.78 0.56 0.45 0.2 T. lebgibrachiatum (PTCC5140) 
0.04 0.08 0.15 0.1 0.58 0.59 0.28 0.136 T.  reesei (PTCC5142) 
0.05 0.08 0.12 0.1 0.4 0.36 0.41  0.16 T. viride (PTCC5157) 

  

بستر بيانگر اتصال اختصاصي آنزيم به بستر مي باشد 
 .Tآنزيم كيتيناز بدست آمده از جدايه ). 1شكل (

atroviride كه در محيط مايع CZ-Dox واجد كيتين 
كلوئيدي بعنوان محيط القايي كشت داده شده بود، پس از 

 cut off(هي با سولفات آمونيوم و انجام دياليز رسوب د
جهت خالص سازي مورد )  كيلو دالتون10 -12برابر 

ابتدا ستون با استفاده از بافر استات .  استفاده قرار گرفت
  ميلي 20سپس مقدار .  به تعادل رسيد) 4 برابر pH(سديم 

 U/mgليتر از محلول نمونه پروتئيني با فعاليت ويژه آنزيمي 

در اين مرحله ستون با بافر اوليه .   به ستون اضافه گرديد2
تا هنگامي شستشو داده شد كه تمام پروتئينهايي كه به 

در .  ستون متصل نشده بودند از ستون خارج گرديدند
  ميلي ليتري جمع 4 فراكسيون 42مرحله شستشو تعداد 

اندازه گيري مقدار پروتئين اين فراكسيونها .  آوري گرديد
 حاوي مقادير 39 تا 2ان داد كه فراكسيونهاي شماره نش

مختلف پروتئين بوده ولي فاقد فعاليت آنزيمي مي باشند 
  ).  2شكل (
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   لوله10 هاي مختلف در تست pH در CM-Sepharoseمقدار پروتئين و ميزان فعاليت آنزيمي محلول روي بستر ) 1شكل 
  

 
   CM-Sepharose Fast Flowوماتوگرام حاصل از كروماتوگرافي تعويض يوني با استفاده از ستون كر) 2شكل 

  

براي جدا كردن پروتئينهاي متصل شده به ستون از 
  به بعد، از شيب غلظت نمكي صفر تا يك 43فراكسيون 

اندازه گيري مقدار پروتئين، .   استفاده گرديدNaClمولار 
 ويژه آنزيمي هر يك از فعاليت آنزيمي و فعاليت

 نشان داد كه فراكسيونهاي 120  تا 43فراكسيونهاي شماره 
  حاوي مقادير مختلف پروتئيني بوده 93 تا 76 و 68 تا 50

 فعاليت آنزيم 89 تا 76در حاليكه فقط فراكسيونهاي شماره 
شكل (دادند  از  خود نشان مي) U/ml 7/0- 2/0(كيتينازي 

در ناحيه غلظت نمكي بين ) 89 تا 76(اين فراكسيونها ).  2
بررسي فعاليت .   مولار از ستون خارج شده اند6/0 تا 5/0

ويژه آنزيمي فراكسيونهاي مختلف نشان داد كه 
داراي ) مرحله اعمال شيب نمكي (89 تا 76فراكسيونهاي 

.    مي باشندU/mg 66/0- 41/0فعاليت ويژه اي برابر 
 كيلو دالتوني در 42روش خالص سازي آنزيم كيتيناز 

نشان داد ) CM-Sepharose(كروماتوگرافي تعويض يوني 
كه اين روش مي تواند ميزان فعاليت ويژه آنزيمي را از 
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U/mg 97/0 قبل از رسوب دهي و خالص سازي به U/mg 
 برابر افزايش 2/41  بعد از خالص سازي و به ميزان 40

  ).2جدول (دهد 

  
-DEAE و CM-Sepharoseبا استفاده از دو ستون  Trichoderma atroviride جدايه Chit42ازي آنزيم مراحل و ميزان خالص س) 2جدول 

Sepharose.  
Purification 

fold 
Yield  Specific activity 

(U/mg)  
Activity 

(U)  
Protein 

(mg) 
 مراحل

  محيط صاف شده  2350  2300  0.97  100  1
  رسوب  600  1200  2  52.1  2

41.2  6.9  40  160  8  CM-Sepharose 

61.8  1.3  60  30  0.5  DEAE- Sepharose  
  

 استفاده SDS-PAGEبراي مشاهده ميزان خلوص آنزيم از 
 كه 89 تا 76ين منظور فراكسيونهاي شماره دب.  گرديد

داراي فعاليت آنزيمي بودند با يكديگر مخلوط و 
پروتئينهاي موجود در نمونه هاي مخلوط شده پس از 

.  تون سرد مورد مطالعه قرار گرفتندرسوب دهي با اس
 در اين الگوي پروتئيني بدست آمده نشان داد كه

، ) بعد از اعمال شيب غلظت نمك89 تا 76(فراكسيونها 
 كيلو 42علاوه بر يك باند پروتئيني با وزن ملكولي تقريبي 

دالتون، سه باند پروتئيني با وزن ملكولي بالاتر نيز مشاهده 
  ).3شكل (مي شوند 

  

  
 T. atrovirideالگوي پروتئيني مربوط به پروتئينهاي جدايه ) 3شكل 

-CMقبل و بعد از خالص سازي بوسيله ستون كروماتوگرافي 

Sepharose ، 1 ( ،50-68فراكسيونهاي شماره ) 2قبل از خالص سازي 
مربوط  (2-39فراكسيونهاي شماره ) 3، ) خالص سازيقله دوممربوط به (

قله مربوط به  (76-93فراكسيونهاي شماره ) 4، ) سازي خالصقله اولبه 
   ماركرM، ) خالص سازيسوم

  DEAE Sepharoseدر مرحله دوم خالص سازي از ستون 
در اين مرحله نيز جهت اتصال بيشتر آنزيم .  استفاده گرديد

 با فاصله 5/8 تا 4 هاي مختلف بين pHمورد نظر به ستون، 
مقدار پروتئين و ميزان .   مورد بررسي قرار گرفت5/0هاي 

فعاليت آنزيمي در محلول رويي بسترها نشان داد كه 
جهت خالص ).  4شكل ( مي باشد 5/7 برابر pHمناسبترين 

 كيلو دالتوني از ساير پروتئينهاي 42سازي آنزيم كيتيناز 
 بدست آمده از 89 تا 76موجود، محتويات فراكسيونهاي 

ي به ستون  پس از رسوب دهCM Sepharoseستون 
DEAE Sepharoseابتدا ستون با استفاده . .   اضافه گرديد

سپس .  به تعادل رسيد) 5/7 برابر pH(از بافر استات سديم 
  ميلي ليتر محلول نمونه پروتئيني فراكسيونهاي 5/2مقدار 

  به U/mg 40 مرحله اول با فعاليت ويژه آنزيمي 89 تا 76
ستون با بافر اوليه تا در اين مرحله .  ستون اضافه گرديد

هنگامي شستشو داده شد كه تمام پروتئينهايي كه به ستون 
در مرحله .  متصل نشده بودند از ستون خارج گرديدند

 ميلي ليتري جمع آوري 5 فراكسيون 25شستشو تعداد 
اندازه گيري مقدار پروتئين اين فراكسيونها نشان .  گرديد

اوي مقادير مختلف  ح23 تا 4داد كه فراكسيونهاي شماره 
  .  پروتئين بوده ولي فاقد فعاليت آنزيمي مي باشند

براي جدا كردن پروتئينهاي متصل به ستون از فراكسيون 
 NaCl به بعد، از شيب غلظت نمكي صفر تا يك مولار 26

 1        2          3          4       M 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385تابستان ، 2، شماره 19لد ج                              مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  211

اندازه گيري مقدار پروتئين، فعاليت آنزيمي .  استفاده گرديد
 26يونهاي شماره و فعاليت ويژه آنزيمي هر يك از فراكس

 70 تا 56 و 52 تا 28 نشان داد كه فراكسيونهاي 80تا 
حاوي مقادير مختلف پروتئيني بوده در حاليكه فقط 

 فعاليت آنزيم كيتينازي 40 تا 36فراكسيونهاي شماره 
)U/ml 5/2-1 (اين فراكسيونها .  از خود نشان مي دادند
 مولار 35/0 تا 25/0در ناحيه غلظت نمكي بين ) 40 تا 36(

  .  از ستون خارج شده اند
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   لوله10 هاي مختلف در تست pH در DEAE-Sepharoseمقدار پروتئين و ميزان فعاليت آنزيمي محلول روي بستر ) 4شكل 
    

بررسي فعاليت ويژه آنزيمي فراكسيونهاي مختلف نشان داد 
) مرحله اعمال شيب نمكي (40 تا 36كه فراكسيونهاي 

.    مي باشندU/mg 1-33/0ويژه اي برابر داراي فعاليت 
 كيلو دالتوني در 42روش خالص سازي آنزيم كيتيناز 

نشان ) DEAE-Sepharose(كروماتوگرافي تعويض يوني 
داد كه اين روش مي تواند ميزان فعاليت ويژه آنزيمي را از 

U/mg 40 قبل از خالص سازي توسط اين ستون به U/mg 
 برابر افزايش دهد 5/1ه ميزان  بعد از خالص سازي و ب60

  مشاهده مي شود 2همانطور كه در جدول ).  2جدول (
 در محيط كشت U/mg 97/0ميزان خلوص آنزيم كيتيناز از 

 از رسوب دهي توسط آمونيوم سولفات و در قبلاوليه 
 و CM Sepharoseمرحله خالص سازي توسط ستونهاي 

DEAE به U/mg 60 ص سازي  برابر خال8/61 و بميزان
  .  شده است

 استفاده SDS-PAGEبراي مشاهده ميزان خلوص آنزيم از 
  بخشي از محلول حاوي پروتئينين منظوردب.  گرديد

 كه داراي فعاليت آنزيمي 40 تا 36فراكسيونهاي شماره 

بودند با يكديگر مخلوط و پروتئينهاي موجود در نمونه 
ورد هاي مخلوط شده پس از رسوب دهي با استون سرد م

الگوي پروتئيني بدست آمده نشان داد .  مطالعه قرار گرفتند
 علاوه بر يك باند قوي پروتئيني با وزن ملكولي حدود كه
 كيلو دالتون، دو باند ضعيف با وزن ملكولي بيشتر نيز 42

نتايج ).   الف5شكل (در اين فراكسيونها ديده مي شود 
SDS-PAGE 38 و 37 مربوط به دو فراكسيون شماره 

نشان داد كه اين فراكسيونها حاوي فرم خالص آنزيم كيتيناز 
  ). ب5شكل ( دالتوني مي باشند 42

 خالص شده مي توان جهت مطالعه chit42از آنزيم 
ملكولي اين آنزيم و نيز بررسي اثر آن بر ديواره قارچهاي 

 و همچنين نحوه استفاده از آن in vitroبيماريزا در شرايط 
  .اي صنعتي استفاده نموددر ساير كاربرده

هزينه هاي اجراي اين تحقيق از محل :  تشكر و قدرداني
 پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 248طرح شماره 

فناوري تأمين شده است كه بدينوسيله تشكر و قدرداني مي 
   .گردد
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 DEAE-Sepharoseقبل و بعد از خالص سازي بوسيله ستون كروماتوگرافي  T. atrovirideيه الگوي پروتئيني مربوط به پروتئينهاي جدا: الف) 5شكل 
فراكسيونهاي شماره ) 3، ) خالص سازيقله سوممربوط به  (56-70فراكسيونهاي شماره ) 2، ) خالص سازيقله اولمربوط به  (4-23فراكسيونهاي شماره ) 1، 

  ، ) خالص سازيقله دوممربوط به  (52-28
   ماركرM،  38 و 37فرم خالص شده پروتئينهاي فراكسيونهاي شماره : ب
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Purification of chitinase 42 from Trichoderma atroviride 
PTCC5220 

Harighi M.J1,2., Motallebi M1., and Zamani M.R.1 
1National Institute for Genetic Engineering & Biotechnology (NIGEB), Tehran, I.R. of Iran 

2Biology Dept., Faculty of Science, Razi Univ., Kermanshah, I.R. of Iran 

Abstract 
Chitinases are widely distributed in nature and play important roles in degradation of 
chitin.  Chitin, a linear polymer of  N-acetylglucosamine residues, has been the most 
abundant polymer in nature after cellulose. It plays a major role in fungal cell walls. 
Chitinase enzymes degrade the chitin polymer into its component residues by breaking 
the β-1,4 glycosidic bonds. As a producer of a variety of chitinase enzymes, the 
filamentous fungus, Trichoderma sp., has become an important means of biological 
control for fungal diseases.  

The aim of this study was to identify a Trichoderma sp. isolate with over production of 
chitinase.   Trichoderma atroviride  PTCC5220 was selected as over producer of 
chitinase enzyme among 31 different isolates of Trichoderma sp.  Also chitinase 42 kDa 
(Chit42) was purified from supernatants of T. atroviride grown in medium 
supplemented with colloidal chitin as the sole carbon source.  Enzyme purification was 
achived in two steps ion exchange chromatography using CM-Sepharose and DEAE- 
Sepharose.  Elution of the column was carried out with 1 M NaCl gradient.  The purity 
of chit42 was investigated by SDS-PAGE.  The results showed one band about 42 kDa 
after the second step of chromatography.  The purified protein showed chitinase activity 
in enzyme assay technique.   

Key words:  Trichoderma atroviride- chitinase- CM-Sepharose- DEAE- Sepharose.  
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