
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



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

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و كرامت انسانها كه لازمه شكوفايي علمي  با عنايت به سياست مقدمه:
آموختگان  و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي، دانشجويان، دانش

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

حق نشر و تكثير پايان نامه/ رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي پديد  -١ماده 
  آورندگان محفوظ خواهد بود.

بايد به  نامه/ رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه  در مجامع علمي  انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان - ٢ده ما
نام دانشگاه بوده و با تاييد استاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجو مسئول مكاتبات مقاله باشد. ولي 

  مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهنما و دانشجو مي باشد.مسئوليت علمي مقاله 
نامه/ رساله نيز منتشر  آموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پايان تبصره: در مقالاتي كه پس از دانش

  بايد نام دانشگاه درج شود.نيز شود  مي
نامه/  حاصل از نتايج پايان(اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي و نمايشنامه) آثار ويژه نرم افزار و يا   ،انتشار كتاب -٣ماده 

رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكده ها، پارك علم و 
  انشگاه و براساس آئين نامه هاي مصوب انجام شود.ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي د فناوري و

المللي كه حاصل نتايج  اي و بين هاي ملي، منطقه ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته ها در جشنواره -٤ماده 
طرح از طريق هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجري  نامه/ رساله و تمامي طرح مستخرج از پايان

  معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد.
در هيأت رئيسه  ٢٣/٤/٨٧در شوراي پژوهشي و در تاريخ  ١/٤/٨٧ماده و يك تبصره در تاريخ ٥نامه در  اين آيين - ٥ماده 

نشگاه شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب در شوراي دا  ١٥/٧/٨٧دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ 
  الاجرا است. لازم
  ............۱۳۸۶..................... ورودي سال تحصيلي.......................يميوشيب.....................دانشجوي رشتهم زادهيمهسا رح....ينجانبا«

متعهد مي شوم کليه نکات مندرج در آئين نامه حق مالکيت ...................... يستيعلوم ز................ دانشكده ..يدکترمقطع ..........
علمي دانشگاه تربيت مدرس را در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه /   يمادي و معنوي در مورد نتايج پژوهش ها

و نمايندگي مي دهم كه از به دانشگاه وكالت الاشعار فوق  ين نامهرساله تحصيلي خود رعايت نمايم. در صورت تخلف از مفاد آئ
نام دانشگاه اقدام نمايد. ضمناً نسبت ه طرف اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع بنام بنده و يا هر گونه امتياز ديگر و تغيير آن ب
د وسيله حق هر گونه اعتراض را از خونبه جبران فوري ضرر و زيان حاصله بر اساس برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و بدي

  »مسلب نمود
  

  امضا:........................  
 .٢٧/١٠/١٣٩٠تاريخ:     



   )هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس نامه (رساله آيين نامه چاپ پايان

بخشي از فعاليتهاي   ، مبين )هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان نامه (رساله

،دانش آموختگان اين دانشگاه نسبت به  پژوهشي دانشگاه است بنابراين به منظور آگاهي و رعايت حقوق دانشگاه -علمي 

  شوند: رعايت موارد ذيل متعهد مي

دانشگاه »  دفتر نشر آثارعلمي«)ي خود، مراتب را قبلاً به طور كتبي به  : در صورت اقدام به چاپ پايان نامه (رساله١ماده 

  اطلاع دهد.

  ) عبارت ذيل را چاپ كند: : در صفحه سوم كتاب (پس از برگ شناسنامه٢اده م

  است                  يميوشيب       رشته رساله دكتري نگارنده در /كتاب حاضر، حاصل پايان نامه كارشناسي ارشد«

دانشگاه تربيت مدرس به     يستيعلوم ز   در دانشكده          ١٣٩٠                     در سالكه 

  انياطيخ   دكترجناب آقاي / ، مشاوره سركار خانم  و دکتر خواجه يرشاهيم   دكترآقاي   جناب/ خانم راهنمايي سركار

  .» از آن دفاع شده است        جناب آقاي دكتر/ سركار خانم  و مشاوره

) را به  چاپ ، تعداد يك درصد شمارگان كتاب (در هر نوبت هاي انتشارات دانشگاه : به منظور جبران بخشي از هزينه٣ماده 

  تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشر درمعرض فروش قرار دهد. دانشگاه اهدا كند. دانشگاه مي»  دفتر نشر آثارعلمي«

، تأديه  مدرس به عنوان خسارت به دانشگاه تربيت % بهاي شمارگان چاپ شده را٥٠، ٣: در صورت عدم رعايت ماده ٤ماده 

  كند.

خسارت مذكور را  تواند ، دانشگاه مي از پرداخت بهاي خسارت: دانشجو تعهد و قبول مي كند در صورت خودداري ٥ماده 

استيفاي حقوق خود، از طريق  دهد به منظور از طريق مراجع قضايي مطالبه و وصول كند؛ به علاوه به دانشگاه حق مي

  نمايد.، تامين  نگارنده براي فروش  را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده ٤، معادل وجه مذكور در ماده  دادگاه

    يدکتر  مقطع    يميوشيب   دانشجوي رشته    م زادهيمهسا رح  : اينجانب٦ماده 

  . ، به آن ملتزم مي شوم تعهد فوق وضمانت اجرايي آن را قبول كرده

 

  م زادهيمهسا رح : نام و نام خانوادگي
  

  ٢٧/١٠/٩٠ تاريخ و امضا:
 



  ستیيعلوم ز :دانشکده 

  رساله دكتري

  بيوشيمیرشته: 

  عنوان رساله

با استفاده از  ۸۱۰۴KRبررسي پايداري حرارتي آنزيم آلفا آميلاز حاصل از باسيلوس 

  موتاسيون هدفمند

  نام دانشجو:

  مهسا رحيم زاده

  د راهنما:ياسات

  دکتر منوچهر ميرشاهي

  دکتر خسرو خواجه

  استاد مشاور:

 انياطيدکتر محمود خ

  

  ۱۳۹۰دي 



 
 

  

  تقديم به درياي معرفت، پدرم

  

  تقديم به پشتوانه دلسوز زندگي، مادرم

  

  تقديم به همسر صبور و مهربانم

  

  

و به همه کساني که عطش دانستن در وجودشان موج مي زند و 
به آنان که رنج دانستن را بر رنج زيستن مي افزايند تا سر افراز 

  زندگي کنند.



  دهيچک

استفاده  يبرا و... کاربرد دارند. ينده ها، نساجي، شوييع غذاير صنايع مختلف نظيلازها در صنايآم - لفاآ
از  يکيت خود را حفظ کنند. يدار بوده و فعاليبالا پا يد در دماهايم ها باين آنزيلازها ايآم - کارآمد از آلفا

د يون اسيداسير دآميرات کووالان نظييجاد تغيم ها، اير آنزيبرگشت ناپذ ير فعال شدن حرارتيل غيدلا
بالا ممکن است  ين در دماهاينه آسپارژيآم يدهاي. اسباشد ين مين و گلوتاميآسپارژ ينه هايآم

از عوامل مهم  يکي دنين فرايل اين دليا ن شده و بهير جدا شدن گروه آمينظ ييايمير شييدستخوش تغ
لاز جدا شده يآم - ن مطالعه آلفايدر ا. شود يدر نظر گرفته من يپروتئ يحرارت يداريزان پاير گذار در ميتاث

م يک آنزي BKAقرار گرفت.  يشود مورد بررس يده مينام BKAکه  KR8104لوس يباس يرانيه اياز سو
 يم عمل مير وابسته به کلسيم در ساختار خود، بصورت غيون کلسيل بوده که با وجود داشتن سه يمزوف

ن يآسپارژ يل ذاتياست. از آنجا که م يصنعت ياستفاده ها يم برايممتاز آنزت يک قابلي يژگين وياکند. 
 يون مورد بررسين ها جهت انتخاب موتاسيباشد آسپارژ ين ميشتر از گلوتاميبرابر ب ۱۰ون يداسيبه دآم

 يستاليجاد جهش با تمرکز بر ساختار کرين به منظور اينه آسپارژيآم يدهايانتخاب اس. قرار گرفتند
رفت بطور  ين که انتظار مينه آسپارژيد آمياس ۶ن يپروتئ يبا توجه به ساختار سه بعدن انجام شد. يپروتئ

نه يآم يدهايبه اسون هدفمند يله موتاسيبوسده شدن داشته باشند انتخاب شده و يت دآميبالقوه قابل
جاد يمختلف ا جهش يافته ۱۶ب ين ترتيبه اافتند. ير ييبدون بار تغ يو قطب يبار مثبت، بار منف يدارا

در قرار گرفت.  يبالا مورد بررس يهر کدام پس از انکوبه کردن در دما يحرارت يداريزان پايشده و م
ش دهند. يبالا افزا يرا در دمان يپروتئ يداريافته توانستند پايجهش  آنزيم ۴ يوحش آنزيمسه با يمقا
ن به يمه عمر پروتئيش نيد که سبب افزايمشاهده گرد N112D ينيگزيدر مورد جا يدارين پايشتريب
ز ين N312Sو  N112E ،N129D يها ينيگزين جايشده بود. همچن C° ۷۰ يبرابر در دما ۵زان يم

شتر يش بيدر مرحله بعد به منظور افزاش دهند. يافزا ين را به طور قابل توجهيپروتئ يداريتوانستند پا
جهش و  ۲ يحاو جهش يافته ۵ساخته شدند.  چندگانه يجهش ها يحاو آنزيم های ،نيپروتئ يداريپا
قرار  يآنها مورد بررس يحرارت يداريکرد ساخته شده و پا يجهش را حمل م ۳که همزمان  موتانتک ي

 آنزيمن يمه عمر ايرا داشته و ن يداريزان پاين ميشتريب N112D/ N129Dدو جهش  يدارا موتانتگرفت. 
برابر افزايش يافت. علاوه بر نيمه عمر پروتئين ها ديگر پارامترهاي  ۹حدود  يم وحشيسه با آنزيدر مقا

نيز اندازه گيري شدند. نتايج نشان دادند که جايگزيني هاي انجام  Tmو  T50مرتبط با پايداري نظير 
  ايجاد کرده اند.  BKAشده اثرات مطلوبي در بهبود پايداري حرارتي آنزيم 

  آميلاز، پايدراري حرارتي، دآميداسيون، جهش زايي هدفمند -: آلفاکليد واژه ها



 أ 
 

  فهرست مطالب

    فحهص                                                                  عنوان                                                

  ز... ................................................................................................    فهرست جدول ها

 ح..... ..................................................................................................    فهرست شکلها

  ۱.......................................................................................... ...........    فصل اول: مقدمه

  ۲ ......................................................................................................................................    نشاسته ۱- ۱

  ۳................ ..........................................................    نشاسته يصنعت ياستفاده ها ۱-۲- ۱

  ۴.............. .........................................................................................    د بوتانوليتول ۱-۳- ۱

  ۴.................... .......................................................    شربت ها ن کننده ها ويريش ۱-۴- ۱

  ۴......................... .............................................................................    کيد لاکتياس ۱-۵- ۱

  ۴... ..............................................................................................    يکروبيومس ميب ۱-۶- ۱

  ۵......................... ..............................................................    د استون و بوتانوليتول ۱-۷- ۱

  ۵........................ ............................................................................    مؤثر بر نشاسته يم هايآنز ۲- ۱

  ۶.................. ......................................................................................    لازهاياندو آم ۲-۱- ۱

  ۶....................... ................................................................................    لازهاياگزو آم ۲-۲- ۱

  ۷......................... .............................................................    شاخه شکن يم هايآنز ۲-۳- ۱

  ۸..................... ......................................................................................    ترانسفرازها ۲-۴- ۱

  ۱۰..... .....................................................................................................    لازهايآم - خانواده آلفا ۳- ۱

  GH57    ........................ .............۱۲با  GH13خانواده  يلازهايآم - رابطه آلفا ۳-۱- ۱

  ۱۳................................... .......................................................    لازهايآم - آلفا يساختار مولکول ۴- ۱

  ۱۳..................................... .................................................    لازيآم - آلفا ينهايدم ۴-۱- ۱



 ب 
 

  A    .......................................................... ................................۱۳ن يدم ۱- ۴-۱- ۱

  B    ............................................................ ..............................۱۴ن يدم ۲- ۴-۱- ۱

  C    .......................................................... ................................۱۴ن يدم ۳- ۴-۱- ۱

  ۱۴............................ .......................................................................    لازهايآم -گاه فعال آلفايجا ۵- ۱

  ۱۵............................... ...............................................................................................    ميون کلسي ۶- ۱

  ۱۵...................................... .........................................................   لازها يآم -آلفاسم عمل يمکان ۷- ۱

  ۱۶.............. .....................................    يمين منابع آنزيسم ها به عنوان عمده تريکروارگانيم ۸- ۱

  ۱۶........................ ...............................................................    لازهايآم -آلفا يصنعت يکاربردها ۹- ۱

  ۱۷......................... ..................................................................................    ه هانديشو ۹-۱- ۱

  ۱۷............................. .....................................................................    صنعت نشاسته ۹-۲- ۱

  ۱۸........................................ ..................................................................    صنعت نان ۹-۳- ۱

  ۱۹...... .............................................................................................    يصنعت نساج ۹-۴- ۱

  ۱۹........................ ..................................    مقاوم به حرارت يستيز يزورهايکاتال ۹-۵- ۱

  ۲۰................... ..........................................................................................    ن هايپروتئ يداريپا ۱۰- ۱

  ۲۲. ......................... ن هاير پروتئيرفعال شدن برگشت ناپذيعوامل مؤثر در غ ۱- ۱۰- ۱

  ۲۶...... ..................................    يدارين ها به منظور بهبود پايپروتئ يدستکار ۲- ۱۰- ۱

  ۲۶......... ريبرگشت پذ يق مهار واسرشتگياز طر يداريش پايافزا ۱- ۲- ۱۰- ۱

  ۲۸.... ريرفعال شدن برگشت ناپذيق کاهش غياز طر يدارسازيپا ۲- ۲- ۱۰- ۱

  ۲۹..................................................................     لازهايآم - آلفا يداريپا يمهندس ۳- ۱۰- ۱

  ۳۰........ ...........................................................................................    قين تحقيهدف از انجام ا ۱۱- ۱

  ۳۲ ..........................................................................................................    فصل دوم: مواد و روش ها

  ۳۳...........................................................................................................................     يمواد شيمياي ۱- ۲



 ج 
 

  ۳۳................. ......................................    کشت مورد استفاده يطهايو محسم ها يکروارگانيم ۲- ۲

  ۳۳........................... ...........................................    دهايسم ها و پلاسميکروارگانيم ۲-۱- ۲

  gr/lit (   .............................. ................................۳۴( يکروبيکشت م يط هايمح ۲-۲- ۲

  BKA    .......................... ............................................۳۴م يموتانت از ژن آنز يه هايجاد سويا ۳- ۲

  ۳۵...............................................................................................     جهش يمرهايپرا ۳-۱- ۲

  overlap PCR     .............................۳۶هدفدار با استفاده از روش  ييجهش زا ۳-۲- ۲

۲ -۳-۲ -۱ PCR ۳۶............................     افتهيجهش  يجاد ژن هايبه منظور ا  

  pET28a  ....۳۸بدست آمده به درون وکتور  يکلون کردن ژن ها ۲- ۳-۲- ۲

  QuikChange     .................................................۴۳هدفدار با روش  ييجهش زا ۳-۳- ۲

  PCR    ........................................... ......................................۴۴واکنش  ۱- ۳-۳- ۲

  DpnI     .......................................۴۴با  PCRهضم مخلوط واکنش  ۲- ۳-۳- ۲

  XL1- blue     ...........۴۵زبان يبه م يميانتقال محصول هضم آنز ۳- ۳-۳- ۲

  ۴۵.......................................................................................................     ين توالييتع ۳-۴- ۲

  ۴۶................... .................................    افتهيو انواع جهش  يلاز نوع وحشيآم -ان ژن آلفايب ۴- ۲

  BL-21 ...۴۶ يب به درون باکترينوترک pET28aد يون پلاسميترانسفورماس ۴-۱- ۲

  ۴۷................................................   ب  ينوترک ين هايان پروتئيو ب يالقاء باکتر ۴-۲- ۲

  ۴۸......... ب با استفاده از روش الکتروفورز  ينوترک ين هايان پروتئيب يبررس ۴-۳- ۲

  SDS-PAGE     .....................۴۸ن ها به روش يالکتروفورز پروتئ ۱- ۴-۳- ۲

  ۵۰........................................................................................   ب  ينوترک ين هايص پروتئيتخل ۵- ۲

  ۵۰...........................................    ب ين نوترکيص پروتئياز تخليمورد ن يبافرها ۵-۱- ۲

  ۵۰..................................................................    ب ين نوترکيص پروتئيروش تخل ۵-۲- ۲

  ۵۱............................................     يمين جهت مطالعات آنزيپروتئ يآماده ساز ۵-۳- ۲
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  ۵۱.................... .................................................................  ن  ين غلظت پروتئييتع ۵-۴- ۲

  ۵۱.............. ................................................................  روش برادفورد   ۱- ۵-۴- ۲

  BKA    ................................................................................ ............۵۲ يم شناسيمطالعات آنز ۶- ۲

  ۵۲............... ......................................................................    يميت آنزين فعالييتع ۱- ۶- ۲

  DNS    ............................................ ................۵۲ يه معرف رنگيته ۱-۱- ۶- ۲

  Miller    ......................... .......۵۲با روش  يميت آنزيسنجش فعال ۱-۲- ۶- ۲

  ۵۳................... ..............................................................    يميواحد آنز ۱-۳- ۶- ۲

  ۵۳......لوئورسانسف) و Circular Dichroism( يدوران ييمطالعات دورنگ نما ۲- ۶- ۲

  CD    ...................................................... ........۵۳له يم بوسيآنز يمطالعات حرارت ۳- ۶- ۲

  ۵۴.... .........................................................................    يمطالعات فلوئورسانس ذات ۴- ۶- ۲

  ۵۴....... .....................................................................................  نه  يبه ين دماييتع ۵- ۶- ۲

  ۵۴... ...............افته  يو جهش  يوحش يه هايسو يکينتيس ين پارامترهاييتع ۶- ۶- ۲

  ۵۴............ ...............................   ر يبرگشت ناپذ ير فعال شدن حرارتيغ يبررس ۷- ۶- ۲

  ۵۵................. ................................................  رفعال شدن  يآزاد غ يمحاسبه انرژ ۸- ۶- ۲

  ۵۵...................داميداسيون در سويه هاي وحشي و جهش يافته  ...........اندازه گيري ميزان  ۷- ۲

  ۵۶...... ....................................................................................................................    فصل سوم: نتايج

  BKA    ................................................................... ..............۵۷لاز يآم -انتخاب جهش در آلفا ۱- ۳

  BKA    .................................................... ............۶۲لاز يآم - جاد جهش در آلفايا ۱-۱- ۳

  ۶۶........ .....................................   افته يو جهش  يوحش يه هايسو ين توالييتع ۱-۲- ۳

  ۶۷.. ..............  افته يو جهش  يوحش يه هاين سويپروتئ يان و خالص سازيب ۱-۳- ۳

   ۶۸.... ................................  افته  يو جهش  يوحش يم هايمه عمر آنزيمطالعه ن ۱-۴- ۳

  ۷۱.. افت.يو جهش  يوحش يم هايآنز T50ت و ينه فعاليبه يدما يرياندازه گ ۱-۵- ۳
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  ۷۳............ ...............................  افته  يو جهش  يوحش يه هايسو يمطالعات ساختار ۱-۶- ۳

  ۷۳.......... ....................................................    يدوران ييمطالعات دورنگ نما ۱-۶-۱- ۳

  ۷۴................. .............................................................  مطالعات فلوئورسانس   ۱-۶-۲- ۳

  ۷۵........ .....................  يافته و وحشيجهش  يم هايآنز يکينتيس ين پارامترهاييتع ۱-۷- ۳

  ۷۸........ ..................   حامل دو و سه جهش يه هايجاد سويدار کننده و ايپا يب جهش هايترک ۲- ۳

  Double and Tripple mutants(........... ..۷۹جهش ( ۳و  ۲حامل  يه هايجاد سويا ۲-۱- ۳

  ۷۹.......... .............................................  افته  يو جهش  يوحش يه هايسو ين توالييتع ۲-۲- ۳

  ۸۰.... .........................  جهش   ۳و  ۲حامل  يه هاين سويپروتئ يسازان و خالص يب ۲-۳- ۳

  ۸۱............. .................................  افته  يو جهش  يوحش يم هايمه عمر آنزيمطالعه ن ۲-۴- ۳

  ۸۲....... ............... افته  يو جهش  يوحش يه هايسو يدوران ييمطالعات دو رنگ نما ۲-۵- ۳

  ۸۴.......... .......................................    يدوران ييمطالعه اثر دما با استفاده از دورنگ نما ۲-۶- ۳

  ۸۶...........افته...يو جهش  يوحش يم هايآنز T50ت و ينه فعاليبه يدما يرياندازه گ ۲-۷- ۳

  ۸۸... .............جهش و وحشي   ۳و  ۲تعيين پارامترهاي سينتيکي آنزيم هاي داراي  ۲-۸- ۳

  ۹۰اندازه گيري ميزان داميداسيون سويه هاي وحشي و جهش يافته    ........................................   ۳- ۳

  ۹۲.....................................................................................    يريجه گيفصل چهارم: بحث و نت

  BKA    ..................................... .................۹۳م يآنز يحرارت يداريجاد جهش به منظور بهبود پايا ۱- ۴

  BKA    ...................................................... ............۹۴ن يانجام شده در پروتئ يها ينيگزياثرات جا ۲- ۴

  ۹۴....... .......................   م يآنز يحرارت يداريبر پا ۱۱۹ن يآسپارژ يها ينيگزياثر جا ۲-۱- ۴

  ۹۶......................................................................................    ۱۱۲ن يآسپارژ ياثر جهش ها ۲-۲- ۴

  ۹۸...... ............................................................................    ۱۲۹ن يآسپارژ يها ينيگزيجا ۲-۳- ۴

  BKA  ...............۱۰۰م يآنز يحرارت يداريبر پا ۳۱۲ن يآسپارژ يها ينيگزياثرات جا ۲-۴- ۴

  ۱۰۲...ا سه جهشيدو  يحاو يه هايمنفرد در سو يجهش ها يبيترکاثرات  يبررس ۲-۵- ۴
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  ۱۰۴..................................................... ............................................................................    يريجه گينت ۳- ۴

   ۱۰۶............................. ...........................................................................................................................منابع    

  ۱۱۱......................................  .........شنهادات    ............................................................................................يپ
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  فهرست جدول ها

  صفحه                                                    عنوان                                                                      

  ۳۴.........................   مورد استفاده در اين پژوهشخصوصيات انواع سويه ها و پلاسميدهاي  ۱- ۲ول جد

توالي پرايمرهاي جهش. تنها توالي پيشروي پرايمرهاي حامل جهش نشان داده شده اند.  ۲- ۲جدول 

  ۳۶................................................................................   زير کدون هاي جايگزين شده خط کشيده شده است

  PCR   .................................................................................۳۷ب مواد بکار رفته در يبرنامه و ترک ۳- ۲جدول 

  PCR   .................................................................................۳۸ب مواد بکار رفته در يبرنامه و ترک ۴- ۲جدول 

  ۵۱...............................  تهيه استانداردهاي پروتئيني جهت تعيين غلظت نمونه هاي مجهول ۵- ۲جدول 

  ۵۹......................................................   اطلاعات ساختاري مربوط به اسيدهاي آمينه آسپارژين ۱- ۳جدول 

  ۶۲............................   بوسيله موتاسيون هدفمند BKAجايگزيني هاي انجام شده در آنزيم  ۲- ۳جدول 

  ۷۷......ثابت هاي سينتيکي و پارامترهاي پايداري حرارتي سويه هاي وحشي و جهش يافته ۳- ۳جدول 

  BKA   ............................................................................................۷۸سويه هاي مختلف از آنزيم  ۴- ۳جدول 

 ۳و  ۲ثابت هاي سينتيکي و پارامترهاي مرتبط با پايداري پروتئين هاي وحشي و حاوي  ۵- ۳جدول 

  ۸۸..............................................................................................................................................................   موتاسيون
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  شکل هافهرست 

  صفحه                                                          عنوان                                                                

  ۵..........................................................................................    نشاستهشمايي از نحوه ساخته شدن  ۱- ۱شکل 

  ۶...............................................................   آنزيم هاي مختلفي که در تجزيه نشاسته نقش دارند ۲- ۱شکل 

  ۱۱.........................................................................................   آميلازها - توالي حفاظت شده در آلفا ۳- ۱شکل 

مشخص  و سبز يقرمز، آببا رنگ هاي  Cو  A ،B. دمين هاي  BLAآلفا آميلاز ساختار  ۴- ۱شکل 

  ۱۳.................................................................................................................................................................   اندشده 

  ۱۵..................................   آميلازها و ايجاد حدواسط کووالان - مکانيسم جايگزيني دوگانه آلفا ۵- ۱شکل 

 براي تلاش و مي شود انجام چپ شکل) حاضر (سمت حال در که نشاسته صنعت مراحل ۶- ۱شکل 

  ۱۸............................................................................................   .باشد مي شکل راست سمت مراحل به رسيدن

  ۲۳.........................................................   مکانيسم شکستن پيوند پپتيدي در مجاورت آسپاراژين ۷- ۱شکل

  ۲۵..................................................................   باز عمومي - دآميداسيون بر اساس مکانيسم اسيد ۸- ۱شکل 

  ۲۵....................................................   آسپارتيل -βدآميداسيون آسپارژين با مکانيسم جابجايي  ۹- ۱شکل 

  Overlap PCR   ...........................................................................۳۷مراحل ايجاد جهش با روش  ۱- ۲ شکل

  ۳۹................................................   و ناحيه کلونينگ/ بيان در آن pET-28aنقشه وکتور بياني  ۲- ۲شکل 

  QuikChange   ..................................۴۵شماي کلي از تکنيک جهش زايي هدفمند با روش  ۳- ۲شکل 

قرار  Bکره موجود در ساختار نشان دهنده يون کلسيم است که در دمين  .BKAساختار  ۱- ۳شکل 

  ۵۸........................................................................................................................................................................ دارد  

  BKA   ........................................................۶۰جايگاه اسيد آمينه هاي انتخاب شده در ساختار  ۲- ۳شکل 

  ۶۱..........................   که در اطراف آن هيستيدين، تريپتوفان و تيروزين قرار دارند Asn 148 ۳- ۳شکل 
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  Overlap   .......................................................................................۶۳اول در روش  PCRمحصول  ۴- ۳شکل 

  ۶۴.......................................................   پس از اتصال دو قطعه و ايجاد ژن کامل PCRمحصول  ۵- ۳شکل 

  ۶۵......................................   ههضم پلاسميد کلوني هاي بدست آمده با دو آنزيم محدود کنند ۶- ۳شکل 

  ۶۵................................................   سويه هاي جهش يافته Colony PCRژل آگارز محصولات  ۷- ۳شکل 

  QuikChange   ...........................................................۶۶با روش  PCRژل الکتروفورز محصول  ۸- ۳شکل 

) و سويه جهش يافته اي که سه موتاسيون را حمل مي Wمقايسه توالي سويه وحشي ( ۹- ۳شکل 

  ۶۷.........................................................................................................................................................................   کند

  ۶۸...................................................................   آنزيم هاي وحشي و جهش يافته SDS-PAGE ۱۰- ۳شکل 

  C° ۷۰   ..............۷۱پايداري حرارتي جهش يافته ها در مقايسه با آنزيم وحشي در دماي  ۱۱- ۳شکل 

  ۷۲...............................................................................  مختلف يها مربوط به سويه T50 يمنحن ۱۲- ۳شکل 

  ۷۲............................................   نمودار دماي بهينه فعاليت سويه هاي وحشي و جهش يافته ۱۳- ۳شکل 

  CD   .....................۷۴آناليز ساختار دوم در سويه هاي وحشي و جهش يافته بوسيله طيف  ۱۴- ۳شکل 

  ۷۵......................   فلوئورسانسآناليز ساختار دوم سويه هاي وحشي و جهش يافته با طيف  ۱۵- ۳شکل 

  ۷۷.............................................    برگ نمونه هاي وحشي و جهش يافته - : معادلات لاينويور۱۶- ۳شکل 

  QuikChange   .........................................................۸۰با روش  PCRژل الکتروفورز محصول  ۱۷- ۳شکل 

  ۸۱.....................................................   جهش ۳و  ۲سويه هاي وحشي و حاوي  SDS-PAGE ۱۸- ۳شکل 

  C° ۷۰   ..............۸۲پايداري حرارتي جهش يافته ها در مقايسه با آنزيم وحشي در دماي  ۱۹- ۳شکل 

  ۸۴.........................................................................   سويه هاي وحشي و جهش يافته CDطيف  ۲۰- ۳شکل 

  CD   ...........................................................................................۸۵با استفاده از  Tmاندازه گيري  ۲۱- ۳شکل 

  CD   ................................۸۶مطالعه واسرشته شدن برگشت ناپذير آنزيم در اثر دما بوسيله  ۲۲- ۳شکل 

  ۸۷....................................................   وحشي و جهش يافته يمربوط به سويه ها T50 يمنحن ۲۳- ۳شکل 

  ۸۷............................................   جهش يافته نمودار دماي بهينه فعاليت سويه هاي وحشي و ۲۴- ۳شکل 
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  ۸۹..............................................    برگ نمونه هاي وحشي و جهش يافته - : معادلات لاينويور۲۵- ۳شکل 

      ۹۱..............مقايسه ميزان جداشدن گروه آميدي در آنزيم هاي وحشي و جهش يافته   ...... ۲۶- ۳شکل 

    BKA   .......................................................................................... ۹۵در ساختار  Asn 119جايگاه  ۱- ۴شکل 

  BKA   ............................................................................ ۹۷در ساختار  N112Dموقعيت جهش  ۲- ۴شکل 

  B (N112R   ........................................................................ ۹۸و A (N112E )جايگزيني هاي ( ۳- ۴شکل 

  N129D   ...................................................................................................... ۹۹موقعيت جايگزيني  ۴- ۴شکل 

   ۱۰۰ .................   نشان داده شده است Ribbonبصورت  BKA. ساختار N312Sجايگزيني  ۵- ۴شکل 

  BKA.   .......................................................................................................۱۰۱آنزيم  Ribbonدل م ۶- ۴شکل 

  BKA   ..................................................................۱۰۲در ساختار  N312Rشمايي از جايگزيني  ۷- ۴شکل 



  

 
  

  
  

  

  

  
  

  

  

  

  

  



٢ 
 

  

  

  

  

  

  مقدمه:

محصولات ايجاد شده از نشاسته بخش مهمي از رژيم غذايي انسان را تشکيل مي دهند و بخش عمده 

غذايي که بوسيله جمعيت جهان مصرف مي شود از اين ترکيبات بوجود آمده اند. علاوه بر اينکه 

فاده مي شوند، گاهي نشاسته محصولات گياهي حاوي نشاسته مستقيما به عنوان منابع غذايي است

تحت تاثير فرايندهاي شيميايي يا آنزيمي به ترکيبات ديگري نظير شربت گلوکز يا مشتقات 

مالتودکسترين تبديل مي شود. مهمترين منابع توليد نشاسته که به لحاظ صنعتي قابل استفاده 

استه در واقع پليمري از ). نشKirk et al., 2002( باشند هستند شامل گندم، سيب زميني و ذرت مي

نشان  شود مي يافت گلوکزي كننده پليمرهاي هيدروليز هاي آنزيم در فراواني كه تنوعگلوکز است و 

در گياهان انرژي نور خورشيد تبديل به انرژي شيميايي  .است حيات براي پليمرها اين اهميت دهنده

 طور به آميلوليتيك، هاي آنزيم اسبي ازمن شده و نشاسته در نتيجه اين فرايند بوجود مي آيد. تركيب

 نشاسته، كننده هاي هيدروليز آنزيم از ).Svensson, 1994( نمايند مي تجزيه گلوکز به را نشاسته كامل

  .گردند  مي حلاليت نشاسته موجب آنكه علت به برخوردارند اي ويژه اهميت از آميلازها -آلفا

  

 نشاسته ١- ١

  نتز در اندامکي به نام پلاستيد در برگ گياهان ساخته شده و ذخيرهنشاسته در نتيجه فرايند فتوس

مي گردد. همچنين نشاسته در آميلو پلاست هاي موجود در دانه و ريشه گياهان نيز ساخته شده و به 

عنوان يک ذخيره طولاني مدت عمل مي کند. در آميلوپلاست ها، نشاسته بصورت گرانولهاي بزرگ 



٣ 
 

در  يره مي گردد. شکل و قطر اين گرانول ها بسته به نوع گياه متفاوت است.غير قابل حل در آب ذخ

(مثل نشاسته  µm ۱۰ -۲منابعي از نشاسته که به لحاظ صنعتي مورد توجه هستند، اندازه گرانولها از 

از نشاسته پليمري ). robyte, 1998( (نشاسته سيب زميني) متفاوت هستند µm ۱۰۰ -۵ذرت) تا 

از طريق پيوند  و ١کربن شماره متصل به آن واحد هاي گلوکز از طريق اکسيژن  است که درگلوکز 

متصلند. در انتهاي زنجيره هاي پليمري يک گروه زير واحد مجاور  ٤کربن شماره گليکوزيدي به 

نشاسته داراي دو نوع پليمر گلوکزي مي  آلدهيدي انتهايي وجود دارد که به سر احيايي موسوم است.

 يبنابراين پليمر و مي باشدα ، ١- ٤داراي پيوند گليکوزيدي  تنهاآميلوپکتين. آميلوز و ز باشد: آميلو

داراي تعداد زيادي شاخه هاي جانبي  α، ١- ٤خطي است. آميلو پکتين علاوه بر دارا بودن پيوندهاي 

گلوکزي واحد  ٤٥تا  ١٥هر  به ازاي .مي باشد α، ١-٦از نوع  ،پيوند گليکوزيدي در محل انشعاب .است

يک انشعاب وجود دارد. به طور متوسط يک مولکول آميلوپکتين از حدود دو ميليون واحد گلوکزي 

 آميلوپکتين، داشته باشد. بدين ترتيبدالتون  ١٠٨تشکيل شده است و مي تواند وزن مولکولي بيش از 

خيره مي شود. بزرگترين مولکول در طبيعت به شمار مي آيد. نشاسته در گياهان به صورت گرانول ذ

 et al( ندا نشاسته در آب سرد نامحلول هايآميلوپکتين در آب محلول است در حاليکه آميلوز و گرانول

2001; Bertoldo et al., 2002; Bertoldo et al., 2002 Van der Maarel(. 

  نشاسته صنعتي هاي استفاده ٢- ١-١

گلوکز و يافته و هيدروليز شده، ايزوير کاربردهاي غذايي نشاسته شامل انواع نشاسته طبيعي، تغي

مشتقات ديگر آن ها است. کاربردهاي ديرينه غير غذايي نشاسته شامل صنعت کاغذ، صنايع دارويي، 

 ،مواد ساختماني، تخمير، کشاورزي و نساجي مي باشد. علاوه بر موارد ذکر شده، نشاسته در تيمار آب

 ,.Pandey et alگري مورد استفاده قرار مي گيرد (شوينده ها، چسب ها، صنعت ذغال سنگ و ريخته 

2000; Whistler et al., 1984 در ادامه بعضي از مهمترين استفاده هاي صنعتي نشاسته به تفصيل .(

  ).Nigam et al., 1995آورده شده است (


