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گزاريسپاس

دانم از تمامی اساتید نامه به اتمام رسیده است، بر خود لازم میاکنون که با یاري خداوند این پایان

  .دانی را داشته باشماند نهایت تشکر و قدریاري نمودهو بزرگوارانی که در اجراي این پروژه مرا 

جناب آقاي از زحمات  .خواهم بود زادهسرکار خانم دکتر باقرگزار استاد راهنمایم همواره سپاس

اند سپاس که به عنوان استاد مشاور مرا در انجام این پروژه تحقیقاتی یاري نموده دکتر فرامرزي

که داوري این  جناب آقاي دکتر ملکانهو  جناب آقاي دکتر ناصرياز اساتید گرانقدر . فراوان دارم

جناب آقاي دکتر از حضور استاد محترم . نامه را بر عهده داشتند کمال امتنان و تشکر را دارمپایان

  .نمایمبه عنوان نماینده تحصیلات تکمیلی در جلسه دفاع تشکر می قیامتی

  و

دریغ و همکاریشان در تمام مدت نحصیلاتم بسیار عزیزم بخاطر زحمات بی خانوادهدر پایان از 

   .گزارمسپاس



VI

پیشگفتار

در تمامی . ندشوموجب تسریع واکنش هاي شیمیایی قادرند هایی هستند که نیها، پروتئآنزیم

ها وابستگی داشته و آنزیمهاي زنده، انجام کلیه واکنش هاي شیمیایی به حضور اشکال از سلول

مذکور یا با سرعت پایین انجام شده و یا ممکن است اصلاً انجام  يهاها، واکنشبدون کمک آن

ها همواره نقش مهمی را در هاي موجودات زنده، آنزیمسلول برد حیات درپیشعلاوه بر . نشوند

هاي اران سال از این کاتالیزورها بدون آن که بدانند طی هزانسان. اندایفاکرده نیز زندگی بشر

تولید سرکه، پنیر، خمیر ترش و بسیاري دیگر از مواد غذایی بدون کمک . اندطبیعی بهره گرفته

آنزیم ها امکان پذیر نبوده و همچنین صنایعی مانند نساجی و رنگ از وجود این ابزارهاي زیستی 

بات در آزمایشگاه و واحدهاي بزرگ صنعتی در زمانی که تولید این ترکی. هاي فراوانی برده اندبهره

شدند و یا به همراه ند تولید، سنتز مییها در طی فرآمیسر نبود آنزیم ها یا توسط میکروارگانیسم

هاي پایانی قرن گذشته تولید آنزیم ها به شکل در دهه. مواد اولیه وارد پروسه تولید می شدند

اند که با افتهیهاي اخیر این امکان را ان در سالدانشمند. خالص و در مقیاس انبوه میسرگردید

کنند از آن ها در ک آنزیم مشخصی را تولید مییهایی که هر کمک گرفتن از میکروارگانیسم

نساجی  ایعصن یا تولید شوینده ها و توان بهمی براي مثال. صنایع تولیدي مختلف استفاده نمایند

  .روند اشاره کردکار میبه

میدانان مختلف به بررسی علم شیمی در راستاي برآورده کردن نیازهاي مهم صنعتی زمانی که شی

کردند تلاش خود را بر کشف سنتز کار می ند، برخی از آنها که در زمینهو اجتماعی پرداخت

هاي جدید سنتزهایی منطبق با اصول شیمی سبز متمرکز کردند و برخی دیگر به توسعه جایگزین

. لازم را داشته و بدون اثرات منفی بر اکولوژي و سلامت بشر باشد پرداختندو مناسب که کارایی 

ها و بیوسنتزهاي مواد شیمیایی، این پتانسیل را دارا هستند که منجر به انجام سنتزها بیوکاتالیست

پذیري و واکنشها، تحت شرایط سازگار با محیط زیست و همراه با دست یافتن به راندمان و گزینش



VII

پذیر و یا داراي ارزش اقتصادي ناچیز ي خام تجزیههایی قادرند مواد اولیهچنین سیستم. دندبالا گر

-هاي زیستا توجه به محدودیتب اخیراً. قتصادي بالا تبدیل نمایندرا به مواد شیمیایی با ارزش ا

از اي به استفاده هاي شیمیایی بوجود آمده است توجه ویژهمحیطی که براي استفاده از حلال

هاي شیمیایی شده است و سبب ایجاد ارتباط تنگاتنگی بین علوم شیمی و ها در سنتزآنزیم

هاي سبز در شرایط ملایم مطالعه سنتز لذا در راستاي گسترش سنتز. بیوتکنولوژي شده است

.نامه قرار گرفتهیدروکسی کومارین توسط آنزیم لکاز هدف این پایان- 4مشتقات 
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    خلاصه

تنفسی به عنوان  يها از اکسیژن موجود در هواشده آنزیمی که در آنگسترش تبدیلات کاتالیز

هایی، سازگار با ندیشود مورد توجه مباحث موجود در شیمی سبز است و فرآاکسیدان استفاده می

ها در مقادیر کاتالیزوري همچنین این موضوع که استفاده از این آنزیم. کندمحیط زیست را ارائه می

کنند و قادرند در طی واکنش، اکسیژن را به آب هاي آبی عمل میشوند و در محیطاستفاده می

هاي هاي استفاده از آنزیم لکاز در تصفیه پسابمهمترین جنبه. تبدیل کنند بسیار مورد توجه است

زیاد لکاز در محلول، شرایط ملایم با این حال پایداري . ها و صنایع غذایی استصنعتی و بیوسنسور

هاي هاي جدیدي در کاربرد لکاز در سنتزهاي فنلی افقپذیري آن براي سوبستراواکنش و انتخاب

در  هیدروکسی کومارین-4مشتقات زیستی در مطالعه حاضر، سنتز . شیمیایی ترسیم کرده است

جهت اکسیداسیون هیدروکینون  آنزیم لکاز در واکنش مذکور. مورد بررسی قرار گرفت محیط مائی

در این سیستم واکنش طی کاربرد کاتالیزور . شد و تولید ترکیبات کینون در ظرف واکنش استفاده

حاصل گردید که راندمان تولید آن ها بستگی به ساختار  یاز ترکیبات کومارین یزیستی، مشتقات

لات با استفاده از ستون سازي محصوتمام مراحل خالص. هیدروکینون و پیریدین اولیه دارد

و  IRهاي کروماتوگرافی سیلیکاژل انجام گرفت و شناسایی ساختار محصولات نیز توسط طیف

CNMR  وHNMR  وMass بررسی گردید.  

هیدروکسی کومارین-4شیمی سبز، مشتقات لکاز، کاتالیزور زیستی،  :کلمات کلیدي



0

  

  فصل اول

  

  مقدمه



1

  هاآنزیم - 1- 1

  هااهمیت آنزیم - 1- 1- 1

هستند که براي کاتالیز کردن واکنشهاي بیولوژیکی  یهایی با ساختار پروتئینها، ماکرومولکولآنزیم

ها به عملکرد اختصاصی و قدرت کاتالیتیکی بالا اختصاصی می باشند و در بین همه بیومولکول

در حضور این نوع از کاتالیزورها، انرژي فعال سازي واکنش هاي زیستی به کمترین مقدار .معروفند

باید در . یابدگیري افزایش میش بیوشیمیایی بطور چشمخود رسیده و در نتیجه سرعت انجام واکن

- کنند و فقط میزان انرژي فعالتغییري ایجاد نمی ها در انرژي آزاد واکنشنظر داشت که آنزیم

بدون حضور ). 1- 1شکل (بود  سازي است که در حالت معمول و کاتالیز شده متفاوت خواهد

هستند از این  RNAها که از جنس ریبوزوم (تند، هاي پروتئینی هسها که اکثراً مولکولآنزیم

هاي زیستی مورد نیاز هاي شیمیایی جهت ساخت مولکولانجام واکنش) باشندقاعده مستثنی می

پذیر هاي کوچکتر امکاناز مولکول) کاتابولیسم(و همچنین کسب انرژي ) آنابولیسم(موجود زنده 

بودن شرایط  ها از قبیل ملایمکرد این درشت مولکولبه واسطه شرایط ویژه عمل). 1،2(بود نخواهد

) 1هابیوکاتالیست(ها بودن جهت یک سوبستراي خاص و غیره، استفاده از آنزیمواکنش، اختصاصی

هاي ها همان آنزیمدر واقع بیوکاتالیست. است کرده گیري پیداهاي اخیر افزایش چشمدر سال

واکنش خاصی را  2تنیدر شرایط آزمایشگاهی یا برون موجود در موجودات زنده هستند که قادرند

  .نمایند کاتالیزکرده و محصول مورد نظر را ایجاد

و به  1878در سال» مخمر« به معناي "zyme"» در« به معناي "en"کلمه آنزیم از لغت یونانی

دهد، را انجام می  يعاملی در مخمر، غیر از خود مخمر که فرآیند تخمیرمنظور تاکید بر وجود

- به درستی مشخص نشده بود تا این 1926ها تا سالترکیب شیمیایی آنزیم. اقتباس گردیده است

کربن شرکت دارد به اکسیدآز را که درواکنش هیدرولیز اوره به آمونیاك و ديآنزیم اوره 3که سامر

                                        
1- Biocatalyst
2- In vitro
3- Summer



2

آن زمان به  از).1(شکل متبلور بدست آورد و ثابت نمودکه بلورهاي مذکور ماهیت پروتئینی دارند

ست که ا هاسال. ها از جنس پروتئین هستندشناسی مشخص کردکه اغلب آنزیمبعد مطالعات آنزیم

-ها از لحاظ ساختمان، فعالیت کاتالیزوري، تولید، تخلیص، مکانیسم عمل وکاربرد آنشناخت آنزیم

در مباحث علمی ها، به دلیل اهمیت آن ها مورد بحث و بررسی بوده است، از دانش شناخت آنزیم

شناسی، تغذیه شناسی، جانورشناسی، ژنتیک، گیاهفیزیک، میکروبشیمی، شیمیزیست

فیزیولوژي پزشکی وبالاخره شیمی و مهندسی شیمی  ،شناسیداروشناسی، شناخت سموم، آسیب

).2(استفاده بسیاري شده است

برند میمسیري پیشها از طریق تغییر مسیر واکنش آن را از آنزیم - 1-1شکل 

  ).2،4(که به انرژي فعالسازي کمتري نیاز داشته باشد 

  

هاي پزشکی و صنعتی به علت فعالیت کاتالیتیکی و انتخابگري  ها در زمینهامروزه کاربرد آنزیم

غالب . ها در صنعت به قرن بیستم مربوط می شودکاربرد آنزیم. آنها، بسیار گسترده است بالاي

ها در محیط در صنعت استفاده می شوند به گروه هیدرولازها تعلق دارند این آنزیم هایی کهآنزیم

-تشخیص بیماري). 2(ها را تجزیه می کنندها و قندها، پروتئینآبی مواد غذایی اصلی مانند چربی

 ها در مایعات بیولوژیکی بویژه در سرم و ادرار به علت افزایشها نیز از طریق تعیین میزان آنزیم

هاي آنزیمی به ازمهارکننده). 3(اندفعالیت آنها در بدن در نتیجه بیماریهاي خاص، مورد توجه بوده
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ها استفاده شده است و در واقع مکانیسم ها و همچنین براي طراحی دارومنظور درمان بیماري

کنند و یا میها به صورتی است که یا مستقیماً روي آنزیم اثر ها و درمان بیماريبسیاري از دارو

هاي دارویی و عوارض جانبی برخی از تداخل. مستقیم آنزیم را تحت تاثیر قرارمی دهندبطور غیر

هاي کبدي را مهار و تعدادي آنها تعدادي از داروها آنزیم. ها به نحوي ریشه در مهار آنزیم دارنددارو

هاي دیگر و بروز سطح سرمی داروکنند که این مهار و القاء منجر به افزایش یا کاهش را القاء می

  ).4(تداخل هاي دارویی می گردد

باشد، که در این روش ها میگیري انواع متابولیتها استفاده از آنها براي اندازهکاربرد دیگر آنزیم

 آنزیمها، سوبسترا را به محصول مورد نظر خود تبدیل کرده و سپس با استفاده از خواص سوبسترا و

ها براي تعیین مقدار سوبستراهاي ناپایدار که از از آنزیم). 5(بدیل تعیین می شودمحصول میزان ت

امروزه براي ها به عنوان دارو،از آنزیم. هاي شیمیایی قابل تعیین نیستند، استفاده می شودروش

از بین بردن سموم از  بیماریهاي اختلال ژنتیکی وهاي خاص مانند سرطان،درمان برخی از بیماري

هاي در مایع آمینوتیک در دوران جنینی براي گیري آنزیماندازه).4(خون استفاده می شود 

آید، استفاده شده ساکس که در نتیجه کاهش آنزیم هگزوآمینیلاز بوجود میتشخیص بیماري تی

  ).6(است، که با افزودن این آنزیم از یک  نقص متابولیسمی جلوگیري می شود

  

  هاآنزیمگذاري نام - 2- 1- 1

انتخاب ا توان عملکردي آنها روي یک ماده مشخصیها بر پایه تخصص و در گذشته اسامی آنزیم

اسیدهاي هاي پپتیدي یا زنجیرهتري ازرا به قطعات کوچکپپتیدهاپلیهایی کهمثلاً آنزیم. شد می

گذاري طبق در حال حاضر نام. شدندپروتئینازها نامیده میکنند، بطور کلی تجزیه میآمینه
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المللی بیوشیمی و که بخشی از واحد بین (EC) 1المللی کمیسیون آنزیمگذاري بینسیستم نام

بندي گروه اصلی تقسیم 6شود و بر این اساس به است انجام می (IUBMB) 2بیولوژي مولکولی

و  7، ایزومرازها6، لیازها5، هیدرولازها4، ترانسفرازها3گردند که به ترتیب شامل اکسیدوردوکتازهامی

  ).8،7) (1- 1جدول (باشند می 8لیگازها

  

  هامنابع آنزیم - 3- 1- 1

هاي بیولوژیک ها از ابتدا براي تهیه این ماکرومولکولآنزیمگیاهان و حیوانات به عنوان منابع سنتی 

که از ) فیسین(ناز یمورد استفاده قرار گرفته اند، از جمله آنها می توان به آنزیم سیستئین پروتئ

ها میکروارگانیسم. آیند، اشاره کردشیره انجیر و آنزیم لیپاز و تریپسین که ازحیوانات بدست می

-از مزیت. هاي مفید را می توانند تولید و ترشح کنندعداد زیادي از آنزیمدرمحیط کشت مناسب ت

ها ترشح آنزیم به خارج از سلول وعدم نیاز به شکستن دیواره سلولی و هاي میکروارگانیسم

ها و شده توسط باکتريهاي تولیدبیوکاتالیستدر این میان). 9(تر آنزیم است جداسازي راحت

اند و گرفتههاي اخیر مورد توجه زیادي قرارسازي در سالولت تولید و خالصها به واسطه سهقارچ

هاي فعال در امر بیوتکنولوژي را به خود اختصاص اي از تولیدات بسیاري از شرکتسهم عمده

  ).11،10(اند داده

                                        
1- EC number
2- International union of biochemistry and molecular biology
3- Oxidoreductase
4- Transferase
5- Hydrolase
6- Lyase
7- Isomerase
8- Ligase
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  .)2،4،5(ک یولوژیزیت فیها بر اساس فعال میآنز يبند طبقه -1- 1جدول 

واکنشنوع آنزیمگروه

انتقال الکترون همانند دهیدروژنازها، اکسیدازها، پراکسیدازهااکسیدوردوکتازها1

آمینازها هاي عاملی همانند کینازها و ترانس انتقال گروهترانسفرازها2

ها به مولکول آب مثل لیپازها، پروتئازها واکنش هیدرولیز و انتقال گروه هیدرولازها3

گروه به یک باند دوگانه یا ایجاد باند دوگانه با برداشتن یک گروه مثل افزودن یک لیازها4

دکربوکسیلازها و آلدولازها

مرازها، راسمازها هاي ایزومري از یک مولکول مثل اپی تولید فرمایزومرازها5

نیتروژن  - گوگرد و کربن - اکسیژن، کربن -کربن، کربن-ایجاد پیوند کووالان بین کربنلیگازها6

به کمک انرژي

  

  هاجداسازي وتخلیص آنزیم - 4- 1- 1

هاي محدودي براي این جداسازي هر آنزیم روش ویژه و خاصی را لازم دارد، اما تکنیک

اند، علیرغم این محدودیت با بکار گیري تلفیقی از این منظورمعرفی شده و مورد بررسی قرار گرفته

  .اندهاي زیادي را استخراج و خالص کردهگیري از ویژگی هر یک، آنزیمها و بهرهتکنیک


