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 ‌‌چکیده‌‌

 دست از را ساختارشان آلی حلالهای در هاآنزیم تنها نه که کرده مشخص تحقیقات‌

-نمی دیده ازآنها آبی هایمحیط در که کنندمی پیدا ایتازه هایخواص‌وفعالیت بلکه دهند،نمی

 پیرازینوئیک به ‌آمیدپیرازین تبدیل واکنش آنزیم هیدرولاز‌است.‌این یک نیز آمیدازپیرازین شود.

‌می را اسید ‌میپیرازین داروی‌شدن فعال امرباعث این کند.کاتالیز  تحقیق دراین شود.آمید

‌آنزیم ‌ساختار ‌و ‌پایداری ‌پروپانول،‌ حلالهای در آمیدازپیرازین فعالیت، ‌اتانول، آلی)متانول،

‌ ‌مورد ‌DMFو‌DMSOایزوپروپانول، ‌افزودنی سپس و گرفت قرار ارزیابی ( ‌از ‌استفاده ‌‌هابا

‌آنزیم‌پیرازین ‌سوربیتول‌و‌گلیسرول( ‌مقابل‌حلال)ساکاروز، های‌آلی‌پایدار‌گردید.‌آمیداز‌در

آمیداز‌شدند.‌پیرازین ‌آنزیم فعالیت افت باعث آلی‌مورد‌استفاده حلالهای که دهدمی نشان نتایج

شده‌متانول‌باعث‌افت‌بیشتر‌و‌ایزوپروپانول‌باعث‌افت‌کمتر‌فعالیت‌ استفاده حلالهای بین ز‌ا

‌ DMSOداد‌که‌حلال آمیداز‌نشانپایداری‌آنزیم‌پیرازین هایبررسی‌آمیداز‌شدند.آنزیم‌پیرازین

های‌دیگر‌مورد‌و‌حلال پایداری‌آنزیم روی بر ‌تأثیر بدون‌ DMF حلال‌،‌پایداری افزایش باعث

به‌نحوی‌که‌کاهش‌پایداری‌در‌حضور‌‌ ‌آمیداز‌شدند.استفاده‌باعث‌کاهش‌پایداری‌آنزیم‌پیرازین

باعث‌پایدار‌شدن‌‌DMSO های‌ساختاری‌نشان‌داد‌که‌حلال‌متانول‌بیشترین‌مقدار‌بود.‌بررسی

های‌دیگر‌باعث‌کاهش‌ساختار‌بدون‌تأثیر‌بر‌روی‌ساختار‌و‌حلال DMF ،‌حلالآنزیمساختار‌

-آنزیم‌شدند‌که‌در‌این‌مورد‌نیز‌متانول‌بیشترین‌اثر‌تخریبی‌را‌بر‌روی‌ساختار‌آنزیم‌پیرازین

دیده‌شد‌ ساکاروز،‌سوربیتول‌و‌گلیسرول‌ی‌افزودنیها‌سازی‌با‌بررسی‌اثر‌پایدار‌‌آمیداز‌نشان‌داد.

‌بر‌روی‌متانول‌نشان‌میکه‌این‌افزودنی دهند‌که‌این‌امر‌ها‌بیشترین‌تأثیر‌پایدارسازی‌خود‌را

 ‌های‌مورد‌استفاده‌باشد.دن‌این‌حلال‌نسبت‌به‌سایر‌حلال‌دلیل‌قطبی‌بوتواند‌بهمی

‌‌

 

‌پایدارسازی هاافزودنی ؛ آلی آمیداز؛حلالهایپیرازین‌:کلیدی کلمات ‌پایداری‌و عمر ؛نیمه ؛
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  مقدمه:  1-1

توانند‌عمل‌بافری‌میهای‌سلولی‌و‌ها‌در‌آب‌و‌سیستمسالها‌عقیده‌بر‌این‌بود‌که‌آنزیم

و‌‌Klibanovدهند،‌ولی‌آقاای‌بکنند‌و‌در‌غیر‌این‌صورت‌عملکرد‌و‌ساختارشان‌را‌از‌دست‌می

هاا‌در‌‌همکارانش‌با‌انجام‌یک‌سری‌از‌تحقیقات‌گسترده‌در‌زمیناه‌عملکارد‌و‌سااختار‌آنازیم‌‌‌‌

‌(Nonaqueous enzymology)های‌نوینی‌را‌در‌زمینه‌آنزیمولوژی‌غیر‌آبیهای‌آلی‌دریچهحلال

آلای‌‌‌‌هاای‌هاا‌در‌حالال‌‌کارد‌کاه‌ناه‌تنهاا‌آنازیم‌‌‌‌‌‌این‌تحقیقات‌مشاخص‌‌.[4،3،3،4]ارائه‌دادند

-کنند‌که‌در‌محیط‌ای‌پیدا‌میهای‌تازهدهند،‌بلکه‌خواص‌و‌فعالیتساختارشان‌را‌از‌دست‌نمی

پیوندهایی‌های‌آلی‌قادر‌به‌سنتز‌همان‌شود،‌مثلاً‌هیدرولازها‌در‌محیطهای‌آبی‌از‌آنها‌دیده‌نمی

‌.[5]کنندآبی‌هیدرولیز‌می‌‌های‌هستند‌که‌در‌محیط
 

‌

 های آلي:ها در حلالدلايل بررسي آنزيم  1-2
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های‌آلی‌ساازند‌باه‌‌‌دلایلی‌که‌می‌تواند‌یک‌محقق‌را‌علاقمند‌به‌تحقیق‌در‌باره‌حلال‌

‌تواند‌باشد:شرح‌زیر‌می

تری‌را‌راجع‌آلی‌اطلاعات‌کاملهای‌های‌آنزیم‌)پروتئین(‌با‌حلالبررسی‌میانکنش‌-‌4

 Multiple Solvent Crystalدهد‌که‌در‌این‌روش‌کاه‌باه‌‌‌به‌ساختار‌پروتئین‌در‌اختیار‌قرار‌می

Structure‌(MSCS)ها‌بار‌روی‌سااختار‌پاروتئین‌در‌کریساتال‌‌‌‌‌معروف‌است‌به‌مطالعه‌حلال‌‌

آیاد‌کاه‌‌‌آلای‌بدسات‌مای‌‌‌هاا‌باین‌پاروتئین‌و‌حالال‌‌‌‌‌ای‌از‌میانکنشپردازند‌و‌در‌آخر‌نقشهمی

‌.‌ ‌[6،7،9]های‌مورد‌نظر‌داردکاربردهای‌زیادی‌همچون‌طراحی‌مهارکننده‌برای‌پروتئین

در‌مواردی‌سوبسترا‌و‌محصول‌واکنش‌آنزیمی‌در‌آب‌قابل‌حل‌نیستند‌و‌یا‌در‌آب‌‌-‌3

‌.‌[8]‌ناپایدارند‌که‌جایگزینی‌آب‌با‌حلال‌آلی‌این‌مشکل‌را‌رفع‌خواهد‌کرد

های‌میکروبی‌در‌محایط‌‌های‌آلی‌می‌توان‌از‌آلودگی‌ها‌در‌حلالده‌از‌آنزیمبا‌استفا‌-‌3

هاا‌‌های‌عمل‌آنزیمتوانند‌در‌محیطواکنش‌آنزیمی‌جلوگیری‌کرد.‌با‌توجه‌به‌اینکه‌میکروبها‌می

رشد‌کنند‌و‌واکنش‌آنزیمی‌را‌مختل‌سازند‌پس‌با‌جایگزینی‌آب‌با‌حلال‌آلی‌می‌تاوان‌از‌ایان‌‌‌

‌.‌‌[8]‌امر‌جلوگیری‌نمود

‌Regioselective هاای‌هاای‌آلای‌مای‌تاوان‌واکانش‌‌‌‌‌ها‌درحالال‌با‌استفاده‌ازآنزیم‌-‌4

هاا‌‌را‌که‌موردنیااز‌در‌صانایع‌شایمیایی‌و‌دارویای‌اسات‌انجاام‌داد.‌آنازیم‌‌‌‌‌‌‌‌Stereoselectiveو

ای‌انجام‌مای‌دهناد‌کاه‌ایان‌‌‌‌‌هکاتالیزورهایی‌هستند‌که‌عمل‌کاتالیز‌خود‌را‌با‌ویژگی‌فوق‌العاد

 ‌.آل‌قلمداد‌شوندها‌به‌عنوان‌کاتالیزورهای‌ایدهباعث‌شده‌است‌که‌آنزیمعامل‌
 

‌

 (Enzymes specificity): ها ويژگي آنزيم  ‌1-3

‌.‌[41]نوع‌تقسیم‌کرد:‌5ها‌را‌می‌توان‌به‌ویژگی‌آنزیم 

در‌این‌نوع‌از‌ویژگی،‌آنزیم‌از‌بین‌‌:(Substrate specificity)ويژگي سوبسترايي  -‌4

‌دهد.دهد‌و‌روی‌آن‌کاتالیز‌انجام‌میچندین‌نوع‌سوبسترا‌یک‌سوبسترا‌را‌ترجیح‌می
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در‌ایان‌ناوع‌ویژگای‌آنازیم‌از‌باین‌‌‌‌‌‌‌:(Enantioselectivity)ويژگي اناانتیومری   -3 

کند.‌ویژگی‌می‌انانتیومرها‌یا‌ایزومرهای‌فضایی‌موجود‌برای‌یک‌ترکیب‌یکی‌از‌آنها‌را‌انتخاب

ها‌بارای‌یاک‌شایمیدان‌آلای‌‌‌‌‌ممتاز‌انانتیومری‌کاتالیز‌آنزیمی‌یک‌مشخصه‌بسیار‌ارزشمند‌آنزیم

‌است.‌

در‌این‌ویژگی‌آنزیم‌با‌توجه‌به‌اینکه‌: (Prochiral selectivity)ويژگي پروکايرال -3 

 کند‌همیشه‌یک‌نوع‌محصول‌نا‌متقارن‌می‌دهد.سوبسترای‌متقارن‌را‌کاتالیز‌می

در‌سوبسترای‌یک‌آنزیم‌مای‌تواناد‌چناد‌عامال‌‌‌‌‌  :(Regioselectivity) جا ويژگي -4

ها‌عمل‌بکند.‌ولی‌تواند‌روی‌آندر‌قندها‌که‌آنزیم‌می‌OHشیمیایی‌از‌یک‌نوع‌باشد‌مثلاً‌عامل‌

‌دهد‌که‌این‌نوع‌ویژگی‌را‌جاویژگی‌گویند.‌آنزیم‌همیشه‌یکی‌از‌آنها‌‌را‌تغییر‌می

شاود‌کاه‌در‌سوبساتراهایی‌کاه‌‌‌‌‌دیده‌می:  (Chemoselectivity)ويژگي شیمیايي -5

آنزیم‌فقط‌بار‌روی‌یکای‌از‌ایان‌‌‌‌‌NH2و‌‌OHچندین‌نوع‌عامل‌شیمیایی‌فعال‌وجود‌دارد‌مثل‌

گذارد،‌این‌مفهاوم‌ویژگای‌شایمیایی‌آنازیم‌‌‌‌‌کند‌و‌تأثیری‌روی‌عامل‌دیگر‌نمیعوامل‌عمل‌می

 است.
 

 

 آلي :پارامترهای طبقه بندی حلال های   1-4

‌-4فیزیکای‌همچاون‌‌‌‌-برای‌طبقه‌بندی‌حلا‌ل‌های‌آلی‌از‌پارامترهای‌مختلف‌شایمی‌

 شود.الکتریک‌حلال،‌استفاده‌میثابت‌دی‌-3حلال‌‌Log P ‌-3پلاریته‌حلال‌

‌

‌

1-4-1  Log P: 

‌اکتانول‌نسبت‌به‌حلالیت‌آن‌در‌آب‌می‌باشد.‌-‌nمقدار‌حلالیت‌یک‌حلال‌در
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Log P = Log
oH

olocn

Material

Material

2
][

][ tan                                                     ( 4-4 )  

رود‌و‌باا‌کااهش‌آن‌‌‌حالال‌باالا‌مای‌‌‌‌(Hydrophobicity)آبگریازی‌‌‌LogPبا‌افازایش‌‌

با‌آب‌یابد.‌با‌توجه‌به‌اینکه‌حلال‌های‌غیر‌قابل‌امتزاج‌افزایش‌می‌(Hydrophilicity)آبدوستی‌

شود‌که‌قابال‌‌آبگریز‌هستند‌و‌حلال‌های‌قابل‌امتزاج‌با‌آب،‌آبدوست‌هستند،‌بنابراین‌دیده‌می

 تعیین‌گردد.‌Log Pامتزاج‌بودن‌و‌یا‌غیر‌قابل‌امتزاج‌بودن‌یک‌حلال‌می‌تواند‌توسط‌

 
‌حلال‌Log P(‌رابطه‌مقدار‌حلالیت‌حلال‌آلی‌با‌4-4جدول‌)‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌

Solubility in water (20ºc) 

(Wt %) 
Log P 

>0/4 Log P<2 

0/04- 0/4 2< Log P<4 

<0/04 Log P>4 

‌

‌

 های حلالي:سیستم  1-5

زمانی‌که‌حلال‌مورد‌استفاده‌قابل‌امتزاج‌با‌آب‌باشد‌سیستم‌دارای‌یک‌فاز‌است‌ولای‌‌

تواناد‌مطارح‌‌‌دو‌سیساتم‌مای‌‌وقتی‌غیر‌قابل‌امتزاج‌با‌آب‌باشد‌سیستم‌دارای‌دو‌فاز‌است.‌پس‌

 .[8]‌های‌دو‌فازیهای‌تک‌فازی‌و‌سیستمباشد:‌سیستم
 

‌

 فازی : های تکسیستم  1-5-1
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‌گردد‌که‌شامل:‌در‌این‌سیستم‌ها‌حلال‌همگن‌بوده‌و‌فازی‌تشکیل‌نمی

‌حلال‌آلی‌خالص‌‌-4

 حلال‌آلی‌قابل‌امتزاج‌با‌آب‌است‌آب‌به‌همراه‌-3

 فازی: سیستم های دو  1-5-2

شود‌بطوری‌کاه‌حاد‌ومارز‌فااز‌قابال‌‌‌‌‌‌های‌حلال‌همگن‌نیست‌و‌فاز‌تشکیل‌میاین‌سیستم‌در

 مشاهده‌است‌که‌شامل:

‌آب‌و‌حلال‌آلی‌غیرقابل‌امتزاج‌با‌آب‌‌-4

هاا:‌در‌‌یا‌ساورفاکتانت‌‌(Reversed micelles)های‌معکوس‌آنزیم‌در‌داخل‌میسل‌-3

-حال‌مای‌‌وب‌وقتی‌در‌حلال‌آلی‌هیدروفپاتیک‌هستند،‌ها‌که‌مواد‌آمفیاین‌مورد‌سورفاکتانت

شوند‌چون‌دارای‌سرهای‌قطبی‌و‌دمهای‌غیر‌قطبی‌هستند،‌سرهای‌قطبی‌آنها‌به‌طرف‌آنزیم‌که‌

کند‌و‌دمهای‌آنها‌باه‌طارف‌حالال‌هیادروفوب‌‌‌‌‌گیری‌میدارای‌سطوح‌هیدروفیل‌است،‌جهت

 گردد.گیری‌می‌کند‌که‌باعث‌جدا‌شدن‌آنزیم‌از‌محیط‌اطراف‌و‌ایجاد‌فاز‌میجهت

 

‌‌

 فازی. فازی و دو های تکمزايا و معايب سیستم  1-5-3

‌ها‌مزایا‌و‌معایبی‌دارد‌که‌در‌جدول‌زیر‌آمدهها‌در‌هر‌یک‌از‌سیستماما‌استفاده‌از‌آنزیم‌

‌دوفازیهای‌مونوفازیک‌وا‌و‌معایب‌سیستممزای‌(3-4)جدول‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌

 معايب مزايا سیستم

تک 

‌فازی

چون‌سیستم‌همگن‌است‌محدودیت‌انتشار‌

‌وبسترایی‌وجود‌نداردس

به‌علت‌تماس‌مستقیم‌آنزیم‌با‌

‌افتدحلال‌دناتوراسیون‌اتفاق‌می


