
  

  

  

  

  



  

  
  



  

 نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علمي آيين

  دانشگاه تربيت مدرس
 

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه در راستاي تحقـق عـدالت و كرامـت انسـانها كـه لازمـه        با عنايت به سياست :مقدمه
ران، لازم است اعضاي هيأت علمـي،  شكوفايي علمي و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگ

، رساله  نامه آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشهاي علمي كه تحت عناوين پايان دانشجويان، دانش
  :و طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، موارد زير را رعايت نمايند

و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنـوي   رساله/ حق نشر و تكثير پايان نامه -1ماده 
  .پديد آورندگان محفوظ خواهد بود

رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يـا ارائـه در مجـامع    / نامه انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -2ماده 
ي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشـاور و يـا دانشـجوي مسـئول     بايد به نام دانشگاه بوده و با تاييد استاد راهنما علمي 

ولي مسئوليت علمي مقاله مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اسـاتيد راهنمـا و دانشـجو مـي     . مكاتبات مقاله باشد
  .باشد

رساله نيز / نامه نآموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پايا در مقالاتي كه پس از دانش :تبصره
  .شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود منتشر مي

حاصل از نتايج  )اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي و نمايشنامه( انتشار كتاب و يا نرم افزار و يا  آثار ويژه -3ماده 
راكز تحقيقـاتي، پژوهشـكده   رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، م/ نامه پايان

-نامـه ها، پارك علم و فناوري و ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي دانشگاه و براساس آئـين 

  .هاي مصوب انجام شود
المللـي كـه حاصـل     اي و بـين  هاي ملي، منطقـه  ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته ها در جشنواره -4ماده 

هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجري طرح از  رساله و تمامي طرح/ نامه ايج مستخرج از پاياننت
  .طريق معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد

در هيـأت   23/4/87در شـوراي پژوهشـي و در تـاريخ     1/4/87ماده و يك تبصره در تاريخ 5نامه در  اين آيين -5ماده 
شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تـاريخ تصـويب در     15/7/87انشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ رئيسه د

  .الاجرا است شوراي دانشگاه لازم
كارشناسـي  مقطـع   87ورودي سال تحصيلي  بيوشيمي بالينيدانشجوي رشته  مجيد مهاجر ميلاني اينجانب«

نكات مندرج در آيين نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مـورد  متعهد مي شوم كليه  علوم پزشكيدانشكده  ارشد
رساله تحصـيلي  / نتايج پژوهش هاي علمي دانشگاه تربيت مدرس را در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه 

از  در صورت تخلف از مفاد آيين نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت و نماينـدگي مـي دهـم كـه    . خود رعايت نمايم
ضمناً . طرف اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع بنام بنده و يا هرگونه امتياز ديگر و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام نمايد

نسبت به جبران فوري ضرر و زيان حاصله براساس برآورد دانشگاه اقـدام خـواهم نمـود و بدينوسـيله حـق هرگونـه       
  .»اعتراض را از خود سلب نمودم 

 
  

  امضا
 اريخ ت



  

  هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس )رساله(نامه  نامه پايان آئين
  

هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس، مبين بخشي از )رساله(نامه  نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان
بنـابراين بـه منظـور آگـاهي و رعايـت حقـوق دانشـگاه، دانـش         . پژوهشي دانشگاه اسـت  هاي علمي فعاليت

  : شوند آموختگان اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي
دفتر نشر آثار ”طور كتبي به دفتر  ي خود، مراتب را قبلاً به)رساله(نامه  در صورت اقدام به چاپ پايان:  1ماده 
  .دانشگاه اطلاع دهد“ علمي

  
  :كند ، عبارت ذيل را چاپ)پس از برگ شناسنامه(در صفحه سوم كتاب :  2ماده 

 89است كه در سال  باليني بيوشيمينگارنده در رشته  نامه كارشناسي ارشد پايانكتاب حاضر، حاصل ” 
 دكتر، مشـاوره   دكتر عباس صاحبقدم لطفيدر دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي 

  .از آن دفاع شده است اقشين محسني فر
  

در هـر  (هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصـد شـمارگان كتـاب     زينهبه منظور جبران بخشي از ه:  3ماده 
تواند مازاد نياز خود را به نفـع مركـز    دانشگاه مي. دانشگاه اهداء كند“ دفتر نشر آثار علمي”را به ) نوبت چاپ

  .نشر در معرض فروش قرار دهد
  

عنـوان خسـارت بـه دانشـگاه          بـه بهاي شمارگان چاپ شـده را  % 50، 3در صورت عدم رعايت ماده   : 4ماده 
  .تربيت مدرس، تاديه كند

  
بهاي خسارت، دانشگاه مذكور را  هاي كند در صورت خودداري از پرداخت دانشجو تعهد و قبول مي  : 5ماده 

دهد به منظور استيفاي حقوق خود،  از طريق مراجع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق مي
را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده نگارنـده بـراي فـروش،     4گاه، معادل وجه مذكور در ماده از طريق داد
  .تامين نمايد

  
تعهد فـوق و   كارشناسي ارشدمقطع  بيوشيمي بالينيدانشجوي رشته  مجيد مهاجر ميلانياينجانب :  6ماده 

  .شوم قبول كرده، به آن ملتزم ميرضمانت اجرايي آن را 
  
  
  

  نوادگينام و نام خا
  تاريخ و امضا



  

  
  
  
  نامه پايان

  بيوشيمي بالينيكارشناسي ارشد در رشته دوره 
  

  

  عنوان
  )(OPHجداسازي، استخراج و تخليص آنزيم ارگانوفسفر هيدرولاز 

  از منبع باكتريايي و تثبيت آن روي بيوپليمر كيتوزان 
  

  نگارش

  مجيد مهاجر ميلاني
  

  استاد راهنما
  عباس صاحبقدم لطفي دكتر

  
  استاد مشاور

  افشين محسني فردكتر 
  

  
  1389 پاييز



  

  
    :تقديم به 

  
  

  پدر و مادر عزيزم
  
  

 و همسر مهربانم



  

  تشكر و قدرداني
  

منت خداي را عزوجل كه طاعتش موجب قربـت اسـت و بـه شـكر انـدرش      
هر نفسي كه فرو مي رود ممد حيات اسـت و چـون بـر مـي آيـد،      . مزيد نعمت
ي دو نعمت موجـود اسـت و بـر هـر نعمـت شـكري       پس در هر نفس. مفرح ذات

  .واجب
پس از حمد و سپاس پروردگار، بر خود واجب مي دانم از كليه عزيزانـي كـه در   

از اساتيد محترم جناب . مراحل مختلف اين تحقيق مرا ياري نمودند،تشكر نمايم
اسـتاد  (، جناب آقاي دكتـر محسـني فـر   )استاد محترم راهنما(آقاي دكتر لطفي

، مسئولين محترم آزمايشگاه سركار خـانم اعتمـادي كيـا، خـانم     )مشاورمحترم 
، قاسـمي،   كاملي پو، طاعمآقايان نژاوند، خانمها و  افشار و سركار خانم بناصادق

     ... ستوده، ضيغمي، خاكسار، پهلوان و  الطافي،، يزداني
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  

  چكيده
ميد يا مشتقات تيولي فسفريك سمي هستند كه بطور گسترده در كنترل تركيبات ارگانوفسفره، گروهي از تركيبات استر، آ

، در بدنپس از جذب  در آبهاي زيرزميني، منابع آبي و غذاها، هاي تركيبات ارگانوفسفره مانده پس. روند حشرات و آفات بكار مي
يا    )OPH( آنزيم ارگانوفسفرهيدرولاز .كنند مي ي در موجود زندهباعث غيرفعال شدن آنزيم استيل كولين استراز و ايجاد عوارض

كه براي اولين بار از  اين آنزيم. ، آنزيم تجزيه كننده طيف وسيعي از تركيبات ارگانوفسفره مي باشد)PTE(فسفوتري استراز 
پلاسمي موجود در غشاي سيتوواحد اسيد آمينه و  336و  kD 72با وزن مولكولي همودايمر  متالوآنزيمي فلاووباكتريوم جدا شد،

 .كه عضوي از سوپر فاميلي آميدوهيدرولاز بوده و از يون دو ظرفيتي براي حمله نوكلئوفيلي استفاده مي كند است
 Cو استفاده از تركيبات ارگانوفسفره بعنوان منبع  كه توانايي تجزيه اعم از باكتريها و قارچها، هاي موجود در خاك  ميكروارگانيسم

-Pو  P-O  ،P-F  ،P-CNها قادر به هيدروليز پيوندهاي  اين ميكروارگانيسم .حاوي اين آنزيم مي باشند، دارندرا براي رشد  Pو  Nو 

S موجود در نوروتوكسينهاي ارگانوفسفره مي باشند.  
كيتوزان بعنوان . ها جهت توسعه سم زدايي و حسگرها مي باشد روشيكي از موثرترين  ،روي سطوح مختلف OPHتثبيت آنزيم  

نيز به علت وجود گروههاي آمين بعنوان پلي الكتروليت  يمري كه شامل گروههاي آمين و هيدروكسيل واكنش دهنده بوده وبيو پل
  .وكاربرد فراواني را بويژه در زمينه تثبيت پيدا كرده است بوده از اهميت خاصي برخوردار، كاتيونيك

از  OPHسپس آنزيم  وهاي كشاورزي تيمار شده با اين سموم جدا در اين مطالعه باكتري تجزيه كننده سموم ارگانوفسفره از خاك
، رسوب گذاري با سولفات آمونيوم و كروماتوگرافي X100مراحل تخليص شامل سونيكيت، استفاده از تريتون  .شدآن تخليص 

آلدهيد بعنوان كراس در اين تثبيت از گلوتار. آنزيم تخليص شده روي بيدهاي كيتوزان تثبيت شد. بود DEAEتعويض يوني  با 
. و سنجش فعاليت آنزيمي تاييد شد اتصال آنزيم به بيدهاي كيتوزان با سيستم طيف سنجي مادون قرمز. لينكر استفاده گرديد

. براي يافتن دماي بهينه بررسي شددرجه سانتيگراد  80و 70- 60- 45-37-25فعاليت آنزيم آزاد و تثبيت شده در دماهاي 
بهينه و پايداري آنزيم آزاد و تثبيت شده  pH. ي آنزيم آزاد و تثبيت شده در دماهاي مذكور ارزيابي گرديدهمچنين پايداري حرارت

اثر يون . برك محاسبه شد -معادله لينويور زنيز ا Vmax و  Kmپارامترهاي كينيتيكي. مورد بررسي قرار گرفت 2-12هاي  pHدر 
ارزيابي استفاده از آنزيم آزاد . روي آنزيم آزاد بررسي گرديد  SDS ، LiCl  ، FeCl3، MgCl2 ، NaCl ، Cobalt ، ZnCl ،EDTA هاي 

پايداري ذخيره اي آنزيم آزاد و تثبيت شده . و تثبيت شده در تشخيص سم در سرم هاي تيمار شده با سم پاروكسون نيز انجام شد
  .ز آنزيم تثبيت شده نيز مورد ارزيابي قرار گرفتدرجه سانتيگراد و در نهايت ارزيابي قابليت استفاده دوباره ا 4در دماي 

بوده و كمترين فعاليت آنزيمي  pH=8بهينه براي فعاليت آنزيم ارگانوفسفرهيدرولاز آزاد و تثبيت شده  pHنتايج نشان داد كه 
و تثبيت شده به بررسي بهينه دما نشان داد كه دماي بهينه براي آنزيم آزاد . اسيدي مشاهده شد pHنمونه هاي ذكر شده در 

آنزيم ارگانوفسفر  Vmaxو  Kmدر بررسي پارامترهاي كينيتيكي مشخص شد كه . درجه سانتيگراد مي باشد 45و  37ترتيب 
نتايج بررسي ميزان پايداري ذخيره اي آنزيم . هيدرولاز تثبيت شده در مقايسه با آنزيم آزاد به ترتيب كمتر و زيادتر مي شود

از طرف ديگر ارزيابي استفاده دوباره از آنزيم . يت آنزيم باعث افزايش پايداري ذخيره اي آن شده استحاكي از آن بود كه تثب
بررسي . بار مي توان از آنزيم تثبيت شده استفاده كرد بدون اينكه فعاليت آن كاهش يابد 3تثبيت شده نشان داد كه حداقل 

نشان داد كه تشخيص با آنزيم تثبيت شده، سريعتر  وبا خطاي كمتري كارآيي آنزيم آزاد و تثبيت شده در تشخيص سم در سرم ، 
 روش بطوريكه باشد؛ مي آنزيم پايداري و فعاليت افزايش در آنزيم تثبيت مثبت نقش از حاكي پروژه اين از حاصل تايجن. همراه است

وگه سنتز شده جهت كاربردهاي مختلف روي بيدهاي كيتوزان بسيار مناسب بوده و بيوكونژ مشابه هاي آنزيم تثبيت جهت مذكور
  .پيشنهاد مي شود

  
  ارگانوفسفرهيدرولاز، كراس لينكر گلوتارآلدهيد آنزيم تخليص بيوپليمر كيتوزان، ارگانوفسفره، تركيبات :كليدي لغات
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هيدرولاز  آنزيم ارگانوفسفر  Vmax  ،Kmبرك جهت محاسبه  - نمونه اي از معادله لينوير. 9- 3شكل 

  116..........................................................................................................................................................................آزاد

 آنزيم ارگانوفسفر  Vmax  ،Kmبرك جهت محاسبه  -نمونه اي از معادله لينوير. 10- 3شكل

 116.........................................................................................................................................هيدرولاز تثبيت شده

  



  س

 

  نمودارهافهرست 
نتايج سنجش فعاليت آنزيم براي فركشنهاي خارج شده از ستون كروماتوگرافي  1 – 3نمودار 

  104.........................................................................................................................................................تعويض يوني

كراس لينكر  متصل به گرفته شده از بيد كيتوزان  FTIRطيف  نمودار. 2 – 3نمودار 

  107.........................................................................................................................................................گلوتارآلدهيد

بيد كيتوزان حاوي  كراس لينكر   متصل به گرفته شده از آنزيم FTIRطيف نمودار . 3- 3نمودار

   108..........................................................................................................................................................گلوتارآلدهيد

  109.......آزاد و تثبيت شده روي بيد كيتوزان OPHبهينه فعاليت آنزيم  pHتعيين نمودار . 4- 3نمودار 

آزاد و تثبيت شده روي بيد  OPHتعيين دماي  بهينه در فعاليت آنزيم نمودار . 5- 3نمودار 

    111.................................................................................................................................................................كيتوزان

 112.......................آزاد و تثبيت شده ارگانوفسفر هيدرولازآنزيم  pHارزيابي پايداري نمودار. 6- 3نمودار 

  114...............آزاد و تثبيت شده ارگانوفسفر هيدرولاز آنزيم يدمايارزيابي پايداري  نمودار.  7- 3نمودار 

  117.................آزاد ارگانوفسفر هيدرولاز بررسي ارزيابي تاثير يون روي فعاليت آنزيمنمودار. 8- 3نمودار 

  117...........هيدرولاز آزاد وتثبيت شده مقايسه پايداري ذخيره اي آنزيم ارگانوفسفرنمودار. 9- 3نمودار 

 118.......................هيدرولاز تثبيت شده  قابليت استفاده دوباره آتزيم  ارگانوفسفرنمودار . 10- 3نمودار 

در تعيين سم در  تثبيت شده هيدرولاز آزاد و آنزيم ارگانوفسفر كاراييمقايسه نمودار. 11-3نمودار 

  119....................................................................................................................................................سرم تيمار شده

  

 


