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Coriolus cinsli termotolerant agacciiriidon qov gébalaxlarinin endoqliika-
naza fermentinin bazi molexulyar xassalori (temperatur va pH optimumu, ter-
moinaxtivasiyasi, substrat iizarinda adsorbsiyasi ve ingibirlogsma daracasi) Oyro-
nilmigdir. Bu gobalaxlarin endoqliixanazalar: ragabatsiz tormozlanma tipina mao-
ruz qalir, termostabilliyina gora endoqliikanaza fermenti bir-birindan farqlonan
bir neco izomera malixdir. Coriolus pubescens 82 gobaloyinin endoqliikanaza
fermenti ¢ox yiiksox temperatur (65° C) va nisbaton agsagr pH (pH 3,5) opti-
mumlarina malixdir.

Agacciiriiden ali bazidili gobsleklar, ilk novbads qov gobslaxlari
giclii ferment sistemins malixkdirler ve bunun sayesinde bitki substrat-
larinin parcalanmasinda axtiv istirax ederex, maddsler dévraninda ahae-
miyyatli rol oynayirlar.

Bu gobsleklar tedqiqatcilarin diqgetini bir necoe istigamatde calb
edirler ki, bunlardan biri gobslexlerin selliilaza, ksilanaza, ligninaza,
pektinaza vo basqa fermentlorin axtiv produsentlori olmasidir (3).

Osas maraq doguran fermentlar, termostabil fermentlordir ki, on-
larin produsentleri termofil ve ya termotolerant mikroorqganizmlardir
(1,4).

Selliillazanin substrati hidrolizetmoa somarsliliyi shamiyyatli derace-
do termostabillik, adsorbsiya xiisusiyyeti, son mahsulla tormozlanmaya
qars1 hessasliq ve bu kimi molekulyar xasssalari ile baglidir (6).

Fermentlorin somorsliliyini toyin eden molexkulyar xassslori ¢ox az
oyrenilmisdir. Yalniz agacciiriiden bazidili Bjerxandera adusta gobealayi-
nin endoqliikanazasinin molexulyar xassosi malumdur (5).

Qeyd etmor lazimdir ki, ferment produsentlori ximi mealum olan
agaccliriiden bazidili gébslek niimayendalori mezofil orqanizmlerdir, on-
larin fermentlori ise yiliksox termostabilliye malix deyilloar. Riitubatli —
subtropik Taligs messlorinden ayrilan Coriolus cinsli gébslexlorin beazile-
rinin iss termotolerant olmasi malumdur (2).

Bundan avvslki tedqgiqatlarda Coriolus cinsli termotolerant goébe-
loklorin fermentativ xasselori 6yrenilmigdir (3).

Toqgdim olunan igsin moaqsadi termotolerant agacciiriiden qov goébe-
laklorinden alinmis endoqliikanazanin biotexnoloji vacib molexulyar
xlisusiyyetlorini 6yrenmox olmusdur.
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Material vo metodlar

Toadgigat isinde Coriolus cervinus stam 28 ve 128, C. hirsutus stam
61, C. pubescens stam 82, termotolerant qov goébsloklorinin mitselili
kKulturalarindan istifade olunmusdur.

Inoxkulyum almaq fii¢iin agagidaxi sintetik duru gidali miihitden is-
tifade olunub: (q/1) gliikoza-10, pepton-3, NH4NO3-1.5, NaCl-0.5, Mg-
S04-0.5, KH2P04-0.4 va distille suyu-11, pH-5.5. Qidali miihitin sterili-
zasiyas1 0.5 atm, tozyiqde 0.5 saat avtoklavda aparilmigdir.

Soyudulmus qgidali miihite 2-3 parca goboalox mitselisi daxil edersxk,
5 sutka orzinde 37° C becorilmigdir. Alinmis biokiitle maqnit qarigdi-
ricisinin komayile steril olaraq suspenziya halina salindigdan sonra akin
materiali (inoxulyum) kimi istifade olunmusdur.

Gobolork Kulturasi bork fazali fermentasiya geraitinde bugda xepeyin-
do becorilmigsdir. Nemloegdirilmis ve sterilize olunmus bugda kepeyine
(petr qabinda) 1ml gobeslok suspenziyasi olave edilerex okilmis ve 37°C

horaretds 4-5 sutka orzinde becorilmisdir. Alinmis biokiitle 45°C-ds qu-
rudulmug ve ondan malum iisulla 10%-1i c6vhor hazirlanmigdir. Cévhor
filtrden siiziildiikden sonra alinan hisse ferment moahlulu kimi istifade
olunmugdur (3).

Endogliikanazanin axtivliyi viskozimetrikx metodla teoyin edilmis-
dir. Substrat ximi 0.1M NaCl-lu asetat buferinds (0.05M pH 4.5) hazir-
lanmis 0.3-0.4% karboxsimetilselliilloza (KMS ) mahlulundan istifades
olunub.

Endoqliikanaza axtivliyinin vahidi ximi reaxsiyanin ovvealinde
1mxmol gliikozid alagelerini 1daqiqe arzinds parcalayan ferment miqda-
r1 gotiirilmiigdir (vah/mg/zilal).

Fermentin substrata mohkxem adsorbsiya olunmus (ekstraksiya
olunmayan) ve zaif adsorbsiya olunmus ve ya adsorbsiya olunmamig (ekst-
raksiya olunan) miqdarini teyin etmex ticiin alinmis biokiitladen sulu
covhor aldiqdan sonra coxiintii 2 defe bufer mohlulu ile yuyulmusdur.
Bu yolla zeif adsorbsiya olunan ferment deo mohlula kecirildikden sonra,
alinan sulu covher ils sonraxi bufer mahlulu birlegdirilmis ve orada exrst-
raksiya olunan fermentin miqdari toeyin edilmisdir.

Cokiintiinlin 1g-na 10ml 1%-1i KMS ve 20ml bufer mahlulu slave
edilerak, garisiqg 50°C-de 30 daq inkxubasiya edilmisdir. Omala galen sads
sokorlorin miqgdarina gore fermentin axtivliyi teyin olunmusdur. Fer-
mentin exstraksiya olunmayan hissesinin (E) miqdar: asagidaxi diistur
asasinda hesablanmisdir.

El

El1+E2

Burada E1 - fermentin ¢oxiintiide olan aktivliyi, E2 - sulu covher-
do (mahlulda) olan fermentin axtivliyidir.

Endogliikanazanin adsorbsiya olunma =xassesi yuyulma emsalina
gora A.Klyosovun (A.Klesov) metodu iizrs toyin edilmigdir (4).

Endoqgliikanazanin hidroliz msahsullari ile ingibirse olunmasi malum
iisul ile teyin olunmugdur ve bu zaman ingibitor ximi qliikoza va sello-
bioza istifade olunmusdur (6).

Fermentin termoinaxtivasiyasi 65,70 vo 75°C temperaturda oOyre-
nilmigdir (6).

100%

41



Fermentin temperatur optimumu 30-70°C ve pH optimumu ise
3,5-6,0 intervalinda tayin olunmusdur (7).

Noaticolor vo onlarin miizakirosi

Endoqgliikanazanin hidroliz mahsullar1 ile ingibire olunmasinin
(tormozlanmasinin) oyrenilmesi gosterdi ki, qliikoza an yilikssx gatiligda
belo (205g/1) qov gobeloklorinden alinmis fermentin tormozlanmasina
sobab olmur. Malumdur ki qliikoza kif gobslexlorinden alinmigs endoqlii-
Kanaza iliciin samarsli ingibitor deyil (6). Ona gors de endoqliikanazanin
tormozlanmasi1 sellobioza ilo aparilib vo substrat ximi holl olmayan
(amorf) ronglonmig selliilozadan istifads edilib.

Sellobioza ile tormozlanmaya oen agag1 hassasliga Coriolus cervinus
28 vo 128 gobelaklorinden alinan endoqliikanazalar malix olmuslar. C.
pubescens 82 gobealoyinin endoqliikanazasi C. cervinus gobelayinin en-
dogliikanazasindan tormozlanmaya 2 defe cox hessasliq gostermisdir.
Biitiin hallarda reqabetsiz tormozlanma miisahide olunmusdur (ced. 1).
Belo nov tormozlanma hem baxteriyalarin, hom de xif gdbealerlorinin
endoqliikanazalari liciin malumdur.

Selliilazalarin 65°C ve daha yiliksex temperaturda fealiyyat gostor-
mosi, sellillaza preparatlarinin istifadesi ii¢iin vacib sertlerden biridir.
Ciinki bu, proses zamani mikrobla yoluxma ehtimalini azaldir ve reax-
siya siiratini artirir. Qov gobaleklorinin endoqliikanazalarinin termosta-
billik gostoricilori 2-ci codvelds 6z aksini tapmigdir. C.hirsutus ve C.cer-
vinus gobeloklorinin endoqliikanazalari asagi termostabillix gostermis-
lar. C.pubescens 82 go6bsloyinin endoqliikanazasi ise son derace yiiKsok
termostabillik géstormisdir. Bels ki, 65°C-ds 2 sutka arzindea

Cadval 1
Termotolerant agacciiriidon qov gobaloklorinin endoqliikanazalarinin
sellobioza ile ingibirlosmasinin amsallar1 (konstantalari)

Ferment monboyi (gobaloxlor) K, q/l M+m ingibirlogsmo tipi
Coriolus cervinus 28 121+9 raqabatsiz
Coriolus cervinus 128 126+8 “ »

Coriolus hirsutus 61 1057 “ »
Coriolus pubescens 82 68=+4 “ »

Cadvel 2
Termotolerant qov gobaloklarinin endoqliikanazalarinin

65°C-do termostabilliyi

Ferment moanbayi (gébsloxler)

Yarim inaktivasiya vaxti (deq)

Coriolus cervinus 28 5,0 = 0,3
Coriolus cervinus 128 5,6 +0,2
Coriolus hirsutus 61 12 +0,4

Coriolus pubescens 82

utka orzinde inaxtivlegsmoyib (264

2 s
+ 12,4 — 70°C-doa)
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Cadval 3
Mixkrokristallik selliilozada termotolerant qov gobaloklorinin
Endoqliikanazalarinin adsorbsiya amsali
(barabar migdarda paylanma xkoeffisenti-Kp)

Ferment monbayi Kp, 1/q (%)
(goboaloklar) exstraksiya olunmayan ekstraksiya olunan
hisso hisse
Coriolus cervinus 28 0,017 (32) 0,015 (68)
Coriolus cervinus 128 0,023 (33) 0,022 (67)
Coriolus hirsutus 61 0,04 (29) 0,03 (71)
Coriolus pubescens 82 0,25 (25) 0,017 (75)

fermentin axtivliyi tormozlanmamig ve 70°C-de fermentin yariminaxti-
vasiya vaxti 264 deqige tegkil etmisdir (coad. 2). Qeyd etmor lazimdir ki,
goboalok kulturasi 45°C-den yuxari temperaturda inkisaf eds bilmir. De-
moli, fermentin temperatura davamliligi gébaloyin temperatura davamli-
I1g1 ile mieyyeonlesmir ve fermentin temperatura davamligi gobalaye
nisbaton daha genis serhadlere malik ola bilir.

C.pubescens 82 gobelayinin sellillaza xompleksi biitiin komponent-
lorinin 70°C-de termostabilliyinin Oyrenilmesi gosterdi ki, on yiliksex
termostabilliye P-qliikozidaza (inaxtivasiya vaxti 1232 deqige) on az
termostabilliye filtr kagiz1 iizre selliilaza (inaxtivasiya vaxti 108 daqiqga)
malixdirler.

Endoqliikanaza ve xarboxsimetilsellilloza iizre selliilaza inaxtiva-
siya vaxtina gore bir-birinden sec¢ilmirdiler ve pilleli enme axtivliyine
malikdirler (sox. 1). Inkubasiyanin 4 saati orzinde aktivlik 35% asag1
diismiisdiir, sonra 4 ve 5-ci saatlar arasinda sinma bas vermisdir. Bels ki,
axtivlik xoskin - 30% -0 goder asag1 diigiir, 5 saatdan sonra axtivliyin ze-
iflomasi songiyir, 5 ve 8- ci saatlarda axtivlik 7% asag1 diigiir. Demsli,
C. pubescens 82 go6bsloyinin endoqgliikanazasinin termostabilliye gors
forqlenen on azi1 2 izofermenti mévcuddur.

C.cervinus ve C. hirsutus gdbsaloklerinin endoqliikanazalar1 {i¢iin
termostabilliye gors forglenen izoformalar miisahide olunmamisgdir.

Selliilazanin substrat (selliiloza) iizerinde adsorbsiya olmaq xassesi
barabar paylanma amsali (Henri amsali) ssasinda miisyysn olunmus ve
alinan noticelor 3-cii cadvelde verilmisdir. C.pubescens ve C.cervinus
gobeloklorinin endoqliikanazalari nisbeaten yiiksex paylanma emsallarina
(Kp) malik olmuslar. Qeyd etmox lazimdir ki, termotolerant goboloxls-
rin endoqliikanazalari, Bjerkandera cinsli agacciiriidon qov goéboloklori-
nin endoqliikanazalari ile miigaisede imumen asag1 paylanma xoeffisen-
ti ile xarakterizo olunurlar (5).

Todqiq etdiyimiz gobealoklorin endoqliikanazalar1 iiciin xaraxterik
izotermlar hiperbola sexlindadir. Bu, selliillozada adsorbsiya olunma
xlisusiyyoatine gors bir nec¢o izofermentin olmasina doalalat edir.

Gobelaklorin selliilaza komplekslorinde giiclii vo zeif adsorbsiya
edon izofermentlorin olmasi lignoselliiloza substratlarinda hem amorf,
hom ds kristallix selliiloza sahslarinin yiiksex effextli hidrolizini temin
edo bilor. Demsali, Coriolus cinsli termotolerant qov goébslexlorinin sellii-
lazalari bu cehetden miikemmsal fermentlardir.
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Gobolaklarin endoqliikanazalar:i temperatur optimumlarina gors
bir-birinden forqlenirler. On yiiksex temperatur optimumu C. pubescens
82 gobeloyinden alinan endoqgliikanazada miigsahide olunmusdur. Fer-
ment 60°C, hotta 70°C belo yiliksok aktivlik goéstormigdir. Lakin C.cervi-
nus ve C.hirsutus gobelexlarinin endoqliikanazalar1 miivafiq olaraq 50
va 55°C temperatur optimumuna malixk olmuslar (sex. 2).

Goboloklerin endogliikanazalarit pH optimumlarina goére de farglen-
migler (sok.3). Belo ki, C.pubescens 82-den alinan endoqliikanaza daha
turs miihitlords (pH 3,8) yiikserk axtivlik gostormigdir. C.cervinus ve
C.hirsutusun endoqliikanazalari ise miivafiq olaraq pH 4,5 vo 4,3-do
yiksok akxtivliye malixk olmuslar. Demsli, Coriolus cinsli termotolerant
gobaleklorin endoqliikanazalari daha turs miihit gostericilorine malikdirler
Ki, bu onlar1 miixtalif termofil bakteriya ve kif gobeloxlarinin endoqliika-
nazalarindan shomiyyeatli deracads forqlondirir (4).

Beloalikla, C. pubescens 82-don alinan ferment yiiksox termostabil-
liye malik olub, termostabilliyi ile foerglenen bir nece izofermentden iba-
rotdir. Bu goébeleaklarden alinan endoqliixanaza da yiiksex temperatur ve
tursuluq optimumlarina malixdir.

100 ~
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Sek. 1. Coriolus pubecsens 82 gdbslayinin ferment xompleksinin
70°C-ds vo pH 3,9 substratsiz termoinaxtivasiyasi:
1 — endoqliikanaza; 2 — KMS-selliilaza;
3 — FK-selliilaza; 4 — B-qliikozidaza;
A — Fermentlarin nisbi axtivliyi, %.
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Sok. 2. Termotolerant qov gobsloxlori-
nin endoqliikanazalarinin temperatur-
dan asililigi: Coriolus pubecsens (1),
C.cervinus 28 (2) vo 128 (3);

A - ferment aktivliyi vah-q! preparat.
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Sex. 3. Termotolerant qov gobaloxlori-
nin endoqliikanazalarinin miihit pH-
dan asililigi: Coriolus pubecsens 28 (2)
vo 128 (3), C.hirsutus (4) C.pubescens
82 (1); D — optiki sixhgq.
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MOJIEKYJISIPHBIE CBOMCTBA IEJIIFOJIA3 TPUBOB POJA CORIOLUS
X.I.TAHBAPOB, I'1.CYJIEUMAHOBA
PE3IOME

B nanHo#i paboTe ObIIM HCCIIEIOBaHBI BaXKHBIE MOJIEKYJISIpHBIE CBOMCTBA (CTEeNeHb MH-
rHOMpOBaHMS, TEPMOMHAKTUBALIMS, TEMIIEpaTypHbIi U pH ONTHMYyMBI) SHIOTIIIOKAHA3 U3 Tep-
MOTOJIEPAHTHBIX JIEPEBOpa3pyIaONIMX TPYTOBBIX IpuOoB poxa Coriolus. Y sHpormokaHas
TEPMOTOJIEPAHTHBIX TPYTOBBIX T'PHOOB HAOIIONAECTCSI HEKOHKYPEHTHBIH THII MHIMOWPOBAaHUS.
CryneH4arasl TEpMOMHAKTUBALNS 3HAOTIIIOKAHAa3bl y JaHHBIX TpHOax CBHIETENBCTBYET O Ha-
JMYUHA HECKOJBKUX HM30(OPM, PasIHYarOIIMXCs MO TEPMOCTaOMIBHOCTBIO. DHIOTIIOKaHa3a
rpuba C.pubescens 82 obmamaeT BBICOKHM TeMiepaTypHbIM (65°C) M OTHOCHTENBFHO HU3KHM
pH ontumymamu.

THE MOLECULAR FEATURES OF CELLULASE OF CORIOLUS GENUS FUNQI
Kh.Q.QANBAROV, G.KH.SULEYMANOVA
SUMMARY

The article studies the important molecular features (the degree of inhibition, thermoin-
activation, temperature and pH optimums) of endogluconase from thermotolerant wood-
destroying tinder funqi of Coriolus genus. The uncompetitive type of inhibition is observed in
endogluconase of thermotolerant fungi. Ladder-shaped thermoinactivation of endogluconase in
these funqi indicate the presence of several isoforms, which differ in thermostability. The en-
dogluconase of fungus C.pubescens 82 has high temperature (65°C) and rather low pH opti-
mums.
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