


    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    



    
        دانشجويان دانشگاه تربيت مدرسدانشجويان دانشگاه تربيت مدرسدانشجويان دانشگاه تربيت مدرسدانشجويان دانشگاه تربيت مدرسهاي هاي هاي هاي ))))    رسالهرسالهرسالهرساله((((نامه نامه نامه نامه     آيين نامه چاپ پايانآيين نامه چاپ پايانآيين نامه چاپ پايانآيين نامه چاپ پايان

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

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

:شوند ذيل متعهد مي  

 

دانشگاه اطلاع »  دفتر نشر آثارعلمي«ي خود، مراتب را قبلاً به طور كتبي به ) رساله(در صورت اقدام به چاپ پايان نامه : 1ماده 

.دهد  

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

 

در كه   است بيوشيميبيوشيميبيوشيميبيوشيمي        رشته در ارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفارد رساله دكتري نگارنده /ارشدكتاب حاضر، حاصل پايان نامه كارشناسي «

، مشاوره جناب آقاي خسرو خواجهخسرو خواجهخسرو خواجهخسرو خواجهدكتردكتردكتردكترآقاي   دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي جناب علوم زيستيعلوم زيستيعلوم زيستيعلوم زيستي  در دانشكده 1389138913891389    سال

  ». از آن دفاع شده است بيژن رنجبربيژن رنجبربيژن رنجبربيژن رنجبر    دكتردكتردكتردكتر

 

را به )  چاپ در هر نوبت(، تعداد يك درصد شمارگان كتاب  هاي انتشارات دانشگاه نهبه منظور جبران بخشي از هزي: 3ماده 

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

بهاي شمارگان چاپ شده را% 50، 3در صورت عدم رعايت ماده : 4ماده  .، تأديه كند مدرس وان خسارت به دانشگاه تربيتبه عن   

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

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

را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده 4معادل وجه مذكور در ماده  .، تامين نمايد نگارنده براي فروش    

  

، به  تعهد فوق وضمانت اجرايي آن را قبول كرده دكتريدكتريدكتريدكتري   مقطع بيوشيميبيوشيميبيوشيميبيوشيمي     دانشجوي رشته ارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفارد     اينجانب: 6ماده 

  . آن ملتزم مي شوم

 

: نام و نام خانوادگي  

 

:تاريخ و امضا  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

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

  

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و كرامت انسانها كه لازمه شكوفايي علمي  با عنايت به سياست: مقدمه

آموختگان  است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي، دانشجويان، دانشو فني 

، رساله و طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي  نامه و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشهاي علمي كه تحت عناوين پايان

  :اينددانشگاه انجام شده است، موارد زير را رعايت نم

رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي پديد / حق نشر و تكثير پايان نامه - 1ماده 

  .آورندگان محفوظ خواهد بود

بايد  رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه  در مجامع علمي / نامه انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -2ماده 

ولي . به نام دانشگاه بوده و با تاييد استاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجو مسئول مكاتبات مقاله باشد

  .مسئوليت علمي مقاله مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهنما و دانشجو مي باشد

رساله نيز منتشر / نامه صورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پايانآموختگي ب در مقالاتي كه پس از دانش: تبصره

  .شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود مي

/ نامه حاصل از نتايج پايان) اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي و نمايشنامه(نرم افزار و يا  آثار ويژه  ،انتشار كتاب -3ماده 

تي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكده ها، پارك علم و رساله و تمامي طرحهاي تحقيقا

  .فناوري و ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي دانشگاه و براساس آئين نامه هاي مصوب انجام شود

المللي كه حاصل نتايج  اي و بين هاي ملي، منطقه رهثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته ها در جشنوا - 4ماده 

هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجري طرح از طريق  رساله و تمامي طرح/ نامه مستخرج از پايان

  .معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد

در هيأت رئيسه  23/4/87اي پژوهشي و در تاريخ در شور 1/4/87ماده و يك تبصره در تاريخ 5نامه در  اين آيين - 5ماده 

شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب در شوراي دانشگاه   15/7/87دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ 

  .الاجرا است لازم

 علوم زيستيعلوم زيستيعلوم زيستيعلوم زيستي دانشكده دكتريدكتريدكتريدكتريمقطع  1384138413841384ورودي سال تحصيلي بيوشيميبيوشيميبيوشيميبيوشيميدانشجوي رشته  ارسطوبدويي دلفاردارسطوبدويي دلفاردارسطوبدويي دلفاردارسطوبدويي دلفارداينجانب «

متعهد مي شوم كليه نكات مندرج در آئين نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهش هاي  علمي دانشگاه تربيت 

در صورت تخلف از مفاد آئين . رساله تحصيلي خود رعايت نمايم/ مدرس را در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه 

نشگاه وكالت و نمايندگي مي دهم كه از طرف اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع بنام بنده و يا هر گونه نامه فوق الاشعار به دا

ضمناً نسبت به جبران فوري ضرر و زيان حاصله بر اساس برآورد دانشگاه . امتياز ديگر و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام نمايد

  »راض را از خود سلب نمودماقدام خواهم نمود و بدينوسيله حق هر گونه اعت

  

  :........................امضا  

:.......................تاريخ    



        
    

        دانشگاه تربيت مدرسدانشگاه تربيت مدرسدانشگاه تربيت مدرسدانشگاه تربيت مدرس
 

        علوم زيستيعلوم زيستيعلوم زيستيعلوم زيستيدانشكده دانشكده دانشكده دانشكده 
 
 

 

        دكتريدكتريدكتريدكتريرساله براي دريافت درجه رساله براي دريافت درجه رساله براي دريافت درجه رساله براي دريافت درجه 

        رشته بيوشيميرشته بيوشيميرشته بيوشيميرشته بيوشيمي

 
 

در حضور حلال هاي آلي با استفاده از در حضور حلال هاي آلي با استفاده از در حضور حلال هاي آلي با استفاده از در حضور حلال هاي آلي با استفاده از      (SVP)وابسته به رويوابسته به رويوابسته به رويوابسته به روي    پروتئازپروتئازپروتئازپروتئازافزايش كارايي متالوافزايش كارايي متالوافزايش كارايي متالوافزايش كارايي متالو

        روش جهش زايي هدفمندروش جهش زايي هدفمندروش جهش زايي هدفمندروش جهش زايي هدفمند

 

 
    نگارندهنگارندهنگارندهنگارنده

    ارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفارد

 
 

    استاد راهنمااستاد راهنمااستاد راهنمااستاد راهنما

    دكتر خسرو خواجهدكتر خسرو خواجهدكتر خسرو خواجهدكتر خسرو خواجه

    

    استاد مشاوراستاد مشاوراستاد مشاوراستاد مشاور

    دكتر بيژن رنجبردكتر بيژن رنجبردكتر بيژن رنجبردكتر بيژن رنجبر

 
89898989ارديبهشتارديبهشتارديبهشتارديبهشت  



 
        تقديم بهتقديم بهتقديم بهتقديم به

 
 
 

        پدر و مادر دلسوز و فداكارمپدر و مادر دلسوز و فداكارمپدر و مادر دلسوز و فداكارمپدر و مادر دلسوز و فداكارم
        

        

        وووو

 
 همسر مهربان و عزيزمهمسر مهربان و عزيزمهمسر مهربان و عزيزمهمسر مهربان و عزيزم

        

                                                                                                                 
 
 
 
 



 

 تشكر و قدردانيتشكر و قدردانيتشكر و قدردانيتشكر و قدرداني
 

كه داناست و نعمت  پاك و منزهي پروردگار هرچه دارم از اوست،كه  پروردگاري از درگاه سپاسبا نهايت 

من عطا فرمود تا آرامشي به كه  سپاسگزارمخداي بزرگ را . داشتارزاني  آموختن و يادگرفتن را به بندگانش

 دانم بر خود لازم مي .بتوانم در راه او گامي ديگر بردارم و توفيق اتمام مرحله علمي ديگري را داشته باشم

مراتب امتنان و قدرداني خويش را تقديم سروراني نمايم كه ارائه اثر حاضر مرهون مساعدت هاي بي شائبه 

  :آنان مي باشد

هنمايي اين پايان نامه را بر عهده اكه زحمت رجناب آقاي دكتر خسرو خواجه  گرانقدراستاد  •

  . داشتند و در اين راه با صبر و حوصله اينجانب را راهنمايي نمودند

 .كه مشاورت پايان نامه اينجانب را بر عهده داشتند بيژن رنجبرجناب آقاي دكتر  استاد بزرگوار •

از اساتيد محترم آقايان دكتر موسوي موحدي، دكتر قائمي، دكتر حسينخاني و دكتر صادقي زاده  •

  .  كه داوري اين پايان نامه را بر عهده داشتند

به  به بنده كمك كردند،نحوي طي انجام اين تحقيق  اساتيد و دوستاني كه هركدام به  تمامياز  •

  .نمايم تشكر مي مرضيه قلاسي، دكتر خانم آقاي خليفه و ،محمد پاژنگ ي دكترآقاويژه 

در پايان از خانواده عزيزم كه در تمام مراحل زندگي، مشوق و همراه واقعي اينجانب بوده اند و نيز از  •

كه با صبر و فداكاري خود و تحمل سختي هاي زياد، موفقيت هاي پي در پي  مهربانمهمسر 

  .اينجانب را باعث شدند، بي نهايت سپاسگزارم

 
        ارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفاردارسطو بدويي دلفارد

89898989بهشت بهشت بهشت بهشت يييياردارداردارد



        چكيدهچكيدهچكيدهچكيده

حلال هاي آلي با كندن مولكول هاي آب از سطح پروتئين باعث تخريب نيروهاي غير كووالان و كاهش 

از درياچه نمك جداسازي كه اين آنزيم از يك باكتري هالوفيل ايراني . فعاليت و پايداري آنزيم مي شوند

بر اساس نتايج تكامل جهت دار و كريستالوگرافي در حضور حلال هاي آلي، . ، بدست آمده استاستشده 

جايگاه فعال طراحي شدند تا به حفظ  ينزديكدر براي افزايش قطبيت  G203D و A195Eجهش يافته هاي 

. نول كمك كنند، متانول، ايزوپروپانول و پروپاDMFلايه آب پوشي در اين منطقه در برابر حلال هاي آلي 

A268P جهش يافته . نيز براي پايدار سازي لوپ اطراف جايگاه فعال طراحي شدA195E/A268P  نيز براي

غلظتي از حلال آلي كه در آن ( C50نتايج نشان دادند كه مقدار . بررسي اين دو راهكار با هم طراحي گرديد

درصد در  6و  5به ميزان  A195Eجهش يافته ) غلظت مقدار فعاليت آنزيمي به نصف كاهش يافته باشد

 3و متانول افزايش مي يابد در حالي كه در حضور ايزوپروپانول و پروپانول به ميزان  DMFحضور حلال آلي 

در حضور 130و  60 (min-1 3-10×)حدود  A195Eبرايشيب غير فعال شدن دمايي . درصد افزايش مي يابد

DMF در حالي كه شيب غير فعال شدن در همين شرايط حدود ،و پروپانول گزارش مي شود(×3-10 min-1) 

شيب غير فعال شدن دمايي آنزيم را به  A195E/A268Pو  A268Pجهش يافته هاي . مي باشد 190و  90

از طرف ديگر كرامبين به عنوان پايدارترين پروتئين شناخنه شده در . ميزان قابل توجهي كاهش مي دهند

آناليز آماري . مطرح هستندنيز به عنوان كاراترين پروتئاز در حلال هاي آلي  PST-01حلال هاي آلي و 

رزيدوهاي سطحي كرامبين ما را به اين نكته رهنمون ساخت كه تعداد رزيدوهاي هيدروفوب در بيروني 

با توجه به اين يافته ها، رزيدوهاي قطبي . پروتئين بيشتر از رزيدوهاي قطبي و بار دار است ترين سطح اين

براي تعيين نوع  .با رزيدوهاي هيدروفوب تر جايگزين شدند SVPو باردار بيروني ترين لايه پروتئين 

ر حضور حلال هاي مقاوم و كارا د پروتئينجايگزيني نيز از رزيدوهاي هيدروفوب لايه هاي بيروني اين دو 

حضور رزيدوي هيدروفوب در سطح پروتئين نتايج نشان دادند كه  .استفاده شد) PST-01كرامبين و (آلي 

، SVPدر مقايسه با . مي تواند فعاليت، پايداري و كارايي كاتاليتيك آنزيم را در حضور حلال آلي افزايش دهد

كاتاليتيك آنزيم را به ميزان قابل توجهي و كارايي  Y23V ،kcatو  N248G، S134Yجهش يافته هاي 

اين در حالي است كه مطالعات . افزايش داده و سرعت غير فعال شدن دمايي آنزيم را نيز كاهش داده اند

اين نتايج آشكار مي سازد . ساختاري نشان مي دهد اين جهش يافته ها تغييرات ساختاري ايجاد نمي كنند

كارايي كاتاليتيك آنزيم با قدرت هيدروفوبيسيته حلال رابطه مستقيم  كه با افزايش هيدروفوبيسيته سطحي

  .دارد

  

  

  حلال آلي، متالوپروتئاز وابسته به روي، فعاليت، پايداري ::::كلمات كليديكلمات كليديكلمات كليديكلمات كليدي



  أ
 

    فهرستفهرستفهرستفهرست

    

 

مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه: : : : فصل اولفصل اولفصل اولفصل اول  

        2222....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه    1111- - - - 1111

        3333............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................اهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آلياهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آلياهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آلياهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آلي    2222- - - - 1111

 4444............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پارامترهاي طبقه بندي حلال هاي آليپارامترهاي طبقه بندي حلال هاي آليپارامترهاي طبقه بندي حلال هاي آليپارامترهاي طبقه بندي حلال هاي آلي    3333- - - - 1111

1 -3-1 (Log P......................................................................................................................................................................4 

1 -3-2 Denaturation capacity (DC)..........................................................................................................................5 

 6666........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................سيستم هاي حلاليسيستم هاي حلاليسيستم هاي حلاليسيستم هاي حلالي    4444- - - - 1111

        7777................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ه از آنزيم ها در حلال هاي آليه از آنزيم ها در حلال هاي آليه از آنزيم ها در حلال هاي آليه از آنزيم ها در حلال هاي آليمشكلات استفادمشكلات استفادمشكلات استفادمشكلات استفاد    5555- - - - 1111

  7777................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آليكاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آليكاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آليكاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي    1111- - - - 5555- - - - 1111

        7777....................................................................................................................................................................................................................................................دلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالصدلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالصدلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالصدلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالص    1111-1111- - - - 5555- - - - 1111

 8888........................................................................................................................................................................................................................................................آليآليآليآلي    –دلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آبيدلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آبيدلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آبيدلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آبي    1111-2222- - - - 5555- - - - 1111

 9999....................................................................................................................................................................................................................................................................تأثير آب روي فعاليت آنزيم در حلال هاي آلي خالصتأثير آب روي فعاليت آنزيم در حلال هاي آلي خالصتأثير آب روي فعاليت آنزيم در حلال هاي آلي خالصتأثير آب روي فعاليت آنزيم در حلال هاي آلي خالص    1111-3333- - - - 5555- - - - 1111

 10101010................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پايداري آنزيم هاپايداري آنزيم هاپايداري آنزيم هاپايداري آنزيم ها        1111-6666

        10101010........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پايداري پروتئين هاپايداري پروتئين هاپايداري پروتئين هاپايداري پروتئين ها    1111- - - - 6666- - - - 1111

        10101010........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ترموديناميكيترموديناميكيترموديناميكيترموديناميكيپايداري پايداري پايداري پايداري     1111- - - - 1111- - - - 6666- - - - 1111

        11111111........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پايداري سينتيكيپايداري سينتيكيپايداري سينتيكيپايداري سينتيكي    2222- - - - 1111- - - - 6666- - - - 1111

        12121212........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................آبيآبيآبيآبي    - - - - پايداري آنزيم ها در حلال هاي آليپايداري آنزيم ها در حلال هاي آليپايداري آنزيم ها در حلال هاي آليپايداري آنزيم ها در حلال هاي آلي    2222- - - - 6666- - - - 1111

        12121212........................................................................................................................................................................................................................................................................مكانيسم واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آليمكانيسم واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آليمكانيسم واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آليمكانيسم واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آلي    1111- - - - 2222- - - - 6666- - - - 1111

        13131313........................................................................................................................................................................................................................................................................................مراحل واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آليمراحل واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آليمراحل واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آليمراحل واسرشتگي پروتئين ها در حلال هاي آلي    2222- - - - 2222- - - - 6666- - - - 1111

        14141414............................................................................................................................................................................................................بررسي پايداري پروتئين در درصدهاي مختلف از حلال آليبررسي پايداري پروتئين در درصدهاي مختلف از حلال آليبررسي پايداري پروتئين در درصدهاي مختلف از حلال آليبررسي پايداري پروتئين در درصدهاي مختلف از حلال آلي    3333- - - - 2222- - - - 6666- - - - 1111

        15151515........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پايداري پروتئين ها در حلال هاي آلي خالصپايداري پروتئين ها در حلال هاي آلي خالصپايداري پروتئين ها در حلال هاي آلي خالصپايداري پروتئين ها در حلال هاي آلي خالص    3333- - - - 6666- - - - 1111

        17171717....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................(Protein hydration)مكانيسم آبپوشي پروتئين هامكانيسم آبپوشي پروتئين هامكانيسم آبپوشي پروتئين هامكانيسم آبپوشي پروتئين ها    4444- - - - 6666- - - - 1111

        18181818................................................................................................................................................................................................................................................................................آبپوشي ترجيحي و مكانيسم هاي ايجاد كننده آنآبپوشي ترجيحي و مكانيسم هاي ايجاد كننده آنآبپوشي ترجيحي و مكانيسم هاي ايجاد كننده آنآبپوشي ترجيحي و مكانيسم هاي ايجاد كننده آن    1111- - - - 4444- - - - 6666- - - - 1111

        20202020........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پايدار سازي پروتئين ها در حلال هاي آليپايدار سازي پروتئين ها در حلال هاي آليپايدار سازي پروتئين ها در حلال هاي آليپايدار سازي پروتئين ها در حلال هاي آلي    روش هايروش هايروش هايروش هاي     7777- - - - 1111

        20202020....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................تغييرات شيميايي در ساختار پروتئينتغييرات شيميايي در ساختار پروتئينتغييرات شيميايي در ساختار پروتئينتغييرات شيميايي در ساختار پروتئين    1111- - - - 7777- - - - 1111

        20202020................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................تغييرات فيزيكيتغييرات فيزيكيتغييرات فيزيكيتغييرات فيزيكي    2222- - - - 7777- - - - 1111

        21212121.....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................تثبيتتثبيتتثبيتتثبيت    3333- - - - 7777- - - - 1111



  ب
 

        21212121........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................استفاده از افزودني هااستفاده از افزودني هااستفاده از افزودني هااستفاده از افزودني ها    4444- - - - 7777- - - - 1111

  21........................................................................................................................................ مهندسي پروتئينمهندسي پروتئينمهندسي پروتئينمهندسي پروتئين    5555- - - - 7777- - - - 1111

  23232323............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................هدفمندهدفمندهدفمندهدفمند طراحيطراحيطراحيطراحي استراتژياستراتژياستراتژياستراتژي     -55551- - - - 7777- - - - 1111

        24242424....................................................................................................................................................................مروري بر مطالعات انجام شده براي افزايش كارايي آنزيم ها در حلال هاي آليمروري بر مطالعات انجام شده براي افزايش كارايي آنزيم ها در حلال هاي آليمروري بر مطالعات انجام شده براي افزايش كارايي آنزيم ها در حلال هاي آليمروري بر مطالعات انجام شده براي افزايش كارايي آنزيم ها در حلال هاي آلي    8888- - - - 1111

        26262626................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................آنزيم هاي خانواده ترموليزينآنزيم هاي خانواده ترموليزينآنزيم هاي خانواده ترموليزينآنزيم هاي خانواده ترموليزين    9999- - - - 1111

        27272727....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ترموليزينترموليزينترموليزينترموليزين    مكانيسم عمل آنزيم هاي خانوادهمكانيسم عمل آنزيم هاي خانوادهمكانيسم عمل آنزيم هاي خانوادهمكانيسم عمل آنزيم هاي خانواده    1111- - - - 9999- - - - 1111

        28282828....................................................................................................................................................................................................................................ترموليزينترموليزينترموليزينترموليزين خانوادهخانوادهخانوادهخانواده آنزيم هايآنزيم هايآنزيم هايآنزيم هاي فعاليتفعاليتفعاليتفعاليت دردردردر آنآنآنآن و اهميتو اهميتو اهميتو اهميت    hinge    ناحيهناحيهناحيهناحيه    2222- - - - 9999- - - - 1111

 31313131................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................هدف از رساله هدف از رساله هدف از رساله هدف از رساله     10101010- - - - 1111

 
        

        مواد و روش هامواد و روش هامواد و روش هامواد و روش ها: : : : فصل دومفصل دومفصل دومفصل دوم

 32323232....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................مواد شيمياييمواد شيمياييمواد شيمياييمواد شيميايي    1111- - - - 2222

 32323232....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................يسم ها و محيط هاي كشتيسم ها و محيط هاي كشتيسم ها و محيط هاي كشتيسم ها و محيط هاي كشتميكروارگانميكروارگانميكروارگانميكروارگان    2222- - - - 2222

        32323232....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ميكروارگانيسم ها و پلاسميدهاميكروارگانيسم ها و پلاسميدهاميكروارگانيسم ها و پلاسميدهاميكروارگانيسم ها و پلاسميدها    1111- - - - 2222- - - - 2222

 gr/lit....................................................(....................................................(....................................................(....................................................(................................................................................................................................................................................................................32323232((((محيط هاي كشت ميكروبي محيط هاي كشت ميكروبي محيط هاي كشت ميكروبي محيط هاي كشت ميكروبي     2222- - - - 2222- - - - 2222

 32323232 ............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................محيط هاي كشت مورد نياز براي رشد باكتريمحيط هاي كشت مورد نياز براي رشد باكتريمحيط هاي كشت مورد نياز براي رشد باكتريمحيط هاي كشت مورد نياز براي رشد باكتري    1111- - - - 2222- - - - 2222- - - - 2222

 33333333........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................هاهاهاها باكتريباكتريباكتريباكتري مدتمدتمدتمدت طولانيطولانيطولانيطولاني سازيسازيسازيسازي ذخيرهذخيرهذخيرهذخيره    3333- - - - 2222- - - - 2222

 DNA....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................35353535دستورزي ملكولدستورزي ملكولدستورزي ملكولدستورزي ملكول    3333- - - - 2222

 35353535    ....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................جهش زايي هدفدارجهش زايي هدفدارجهش زايي هدفدارجهش زايي هدفدار    1111- - - - 3333- - - - 2222

        Quick-change....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................35353535اصول روش اصول روش اصول روش اصول روش     1111- - - - 1111- - - - 3333- - - - 2222

 36363636............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................طراحي پرايمرطراحي پرايمرطراحي پرايمرطراحي پرايمر    2222- - - - 1111- - - - 3333- - - - 2222

 PCR................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................39393939واكنش واكنش واكنش واكنش     3333- - - - 1111- - - - 3333- - - - 2222

 DpnI........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ ................... ................... ................... ...................40404040با با با با     PCRهضم مخلوط واكنش هضم مخلوط واكنش هضم مخلوط واكنش هضم مخلوط واكنش     4444- - - - 1111- - - - 3333- - - - 2222

 XL1-blue................................................................................................................................................................................................................................................................................................40404040انتقال محصول هضم آنزيمي به ميزبان انتقال محصول هضم آنزيمي به ميزبان انتقال محصول هضم آنزيمي به ميزبان انتقال محصول هضم آنزيمي به ميزبان     5555- - - - 1111- - - - 3333- - - - 2222

 43434343............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ظر در پلاسميدظر در پلاسميدظر در پلاسميدظر در پلاسميدتأييد ايجاد جهش مورد نتأييد ايجاد جهش مورد نتأييد ايجاد جهش مورد نتأييد ايجاد جهش مورد ن    6666- - - - 1111- - - - 3333- - - - 2222

 43434343....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................تعيين ترادفتعيين ترادفتعيين ترادفتعيين ترادف    1111-7777- - - - 3333- - - - 2222

 43434343.................... .................... .................... .................... ................................................................................................................................................................................................................................................................بر روي ژل آگارز بر روي ژل آگارز بر روي ژل آگارز بر روي ژل آگارز     DNAالكتروفورزالكتروفورزالكتروفورزالكتروفورز انجامانجامانجامانجام روشروشروشروش    2222- - - - 3333- - - - 2222

 46464646......... ......... ......... ......... ....................................................................................................................................................................................................بيان ژن پروتئاز نوع وحشي و انواع جهش يافته هاي ايجاد شدهبيان ژن پروتئاز نوع وحشي و انواع جهش يافته هاي ايجاد شدهبيان ژن پروتئاز نوع وحشي و انواع جهش يافته هاي ايجاد شدهبيان ژن پروتئاز نوع وحشي و انواع جهش يافته هاي ايجاد شده    4444- - - - 2222

        BL21 (DE3)....................................................................................................................46464646 نوتركيب به باكتري اشريشيا كولي نوتركيب به باكتري اشريشيا كولي نوتركيب به باكتري اشريشيا كولي نوتركيب به باكتري اشريشيا كولي      pQE-80Lانتقال پلاسميدانتقال پلاسميدانتقال پلاسميدانتقال پلاسميد    1111- - - - 4444- - - - 2222

 46464646........................... ........................... ........................... ........................... ....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................فرآيند بيانفرآيند بيانفرآيند بيانفرآيند بيان    2222- - - - 4444- - - - 2222



  ت
 

        46464646.... .... .... .... ................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................القاء باكتري و بيان پروتئين نوتركيبالقاء باكتري و بيان پروتئين نوتركيبالقاء باكتري و بيان پروتئين نوتركيبالقاء باكتري و بيان پروتئين نوتركيب    1111- - - - 2222- - - - 4444- - - - 2222

 47474747................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................تخليص پروتئاز وحشي و انواع جهش يافته هاتخليص پروتئاز وحشي و انواع جهش يافته هاتخليص پروتئاز وحشي و انواع جهش يافته هاتخليص پروتئاز وحشي و انواع جهش يافته ها    5555- - - - 2222

        47474747............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پروتئازپروتئازپروتئازپروتئاز تخليصتخليصتخليصتخليص دردردردر شدهشدهشدهشده استفادهاستفادهاستفادهاستفاده روشهايروشهايروشهايروشهاي وووو موادموادموادمواد        1111- - - - 2222-5555

        47474747...................... ...................... ...................... ...................... ................................................................................................................................................................................................................................................................................................................آنزيمآنزيمآنزيمآنزيم تخليصتخليصتخليصتخليص دردردردر استفادهاستفادهاستفادهاستفاده موردموردموردمورد رزينرزينرزينرزين    1111- - - - 1111- - - - 5555- - - - 2222

 48484848....................................................................................................................................................................................................................................................................................................آنزيميآنزيميآنزيميآنزيمي محلولمحلولمحلولمحلول تخليصتخليصتخليصتخليص وووو دياليزدياليزدياليزدياليز جهتجهتجهتجهت لازملازملازملازم بافرهايبافرهايبافرهايبافرهاي    2222- - - - 1111- - - - 5555- - - - 2222

 48484848....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................آميكونآميكونآميكونآميكون ازازازاز استفادهاستفادهاستفادهاستفاده بابابابا تغليظتغليظتغليظتغليظ    2222- - - - 5555- - - - 2222

 47474747........................................................................................................................................................................................................................................................................ستونستونستونستون تهيهتهيهتهيهتهيه وووو    Q-Sepharose    (HP)رزين رزين رزين رزين  ازازازاز استفادهاستفادهاستفادهاستفاده روشروشروشروش    3333- - - - 5555- - - - 2222

 49494949................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................پروتئينپروتئينپروتئينپروتئين سنجشسنجشسنجشسنجش    4444- - - - 5555- - - - 2222

 49494949................................................................................................................................................................................بررسي ميزان خلوص پروتئين نوتركيب با استفاده از روش الكتروفورزبررسي ميزان خلوص پروتئين نوتركيب با استفاده از روش الكتروفورزبررسي ميزان خلوص پروتئين نوتركيب با استفاده از روش الكتروفورزبررسي ميزان خلوص پروتئين نوتركيب با استفاده از روش الكتروفورز    5555- - - - 5555- - - - 2222

     SDS-PAGE........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................49494949الكتروفورز پروتئين ها به روش الكتروفورز پروتئين ها به روش الكتروفورز پروتئين ها به روش الكتروفورز پروتئين ها به روش     1111- - - - 5555- - - - 5555- - - - 2222

 52525252.............. .............. .............. .............. ........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................آماده سازي پروتئين براي مطالعات آنزيميآماده سازي پروتئين براي مطالعات آنزيميآماده سازي پروتئين براي مطالعات آنزيميآماده سازي پروتئين براي مطالعات آنزيمي    6666- - - - 2222

 52525252............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................فعاليت آنزيميفعاليت آنزيميفعاليت آنزيميفعاليت آنزيمي سنجشسنجشسنجشسنجش 7777 ----2222

 52525252........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................فعاليت با سوبستراي سنتزيفعاليت با سوبستراي سنتزيفعاليت با سوبستراي سنتزيفعاليت با سوبستراي سنتزي سنجشسنجشسنجشسنجش    1111- - - - 7777- - - - 2222

        52525252............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................فعاليت با سوبستراي كازئينفعاليت با سوبستراي كازئينفعاليت با سوبستراي كازئينفعاليت با سوبستراي كازئين سنجشسنجشسنجشسنجش    2222- - - - 7777- - - - 2222

 52525252....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................استاندارد استاندارد استاندارد استاندارد  منحنيمنحنيمنحنيمنحني    3333- - - - 7777- - - - 2222

 54545454................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................آنزيميآنزيميآنزيميآنزيمي سينتيكسينتيكسينتيكسينتيك مطالعاتمطالعاتمطالعاتمطالعات    8888- - - - 2222

        54545454...... ...... ...... ...... ........................................................................................................................................................................محاسبه پارامترهاي سينتيكي آنزيم در عدم حضور حلال هاي آليمحاسبه پارامترهاي سينتيكي آنزيم در عدم حضور حلال هاي آليمحاسبه پارامترهاي سينتيكي آنزيم در عدم حضور حلال هاي آليمحاسبه پارامترهاي سينتيكي آنزيم در عدم حضور حلال هاي آلي    1111- - - - 8888- - - - 2222

     54545454............................................................................................................................................................................................................................................محاسبه پارامترهاي كينتيكي آنزيم در حضور حلال هاي آليمحاسبه پارامترهاي كينتيكي آنزيم در حضور حلال هاي آليمحاسبه پارامترهاي كينتيكي آنزيم در حضور حلال هاي آليمحاسبه پارامترهاي كينتيكي آنزيم در حضور حلال هاي آلي    2222- - - - 8888- - - - 2222

 54545454........................................توسط جهش يافته هاتوسط جهش يافته هاتوسط جهش يافته هاتوسط جهش يافته ها    (‡G∆∆)محاسبه تغيير ايجاد شده در انرژي پايدارسازي حالت گذارمحاسبه تغيير ايجاد شده در انرژي پايدارسازي حالت گذارمحاسبه تغيير ايجاد شده در انرژي پايدارسازي حالت گذارمحاسبه تغيير ايجاد شده در انرژي پايدارسازي حالت گذار    9999- - - - 2222 

 55555555........................................................................................................................بررسي تغييرات  فعاليت آنزيمي در حضور غلظت هاي مختلف حلال هاي آليبررسي تغييرات  فعاليت آنزيمي در حضور غلظت هاي مختلف حلال هاي آليبررسي تغييرات  فعاليت آنزيمي در حضور غلظت هاي مختلف حلال هاي آليبررسي تغييرات  فعاليت آنزيمي در حضور غلظت هاي مختلف حلال هاي آلي    10101010- - - - 2222

 55555555........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................ناپذيرناپذيرناپذيرناپذير برگشتبرگشتبرگشتبرگشت حرارتيحرارتيحرارتيحرارتي شدنشدنشدنشدن فعالفعالفعالفعال غيرغيرغيرغير بررسيبررسيبررسيبررسي    11111111- - - - 2222

 55555555................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................در عدم حضور حلال هاي آليدر عدم حضور حلال هاي آليدر عدم حضور حلال هاي آليدر عدم حضور حلال هاي آلي1111- - - - 11111111-----2222

 56565656....................... ....................... ....................... ....................... ....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................در حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آلي    2222- - - - 11111111- - - - 2222

 56565656... ... ... ... ............................................................................................................................................................................................................................بررسي پايداري آنزيم در حضور حلال هاي آلي در دماي اطاقبررسي پايداري آنزيم در حضور حلال هاي آلي در دماي اطاقبررسي پايداري آنزيم در حضور حلال هاي آلي در دماي اطاقبررسي پايداري آنزيم در حضور حلال هاي آلي در دماي اطاق    12121212- - - - 2222

 57575757........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................مطالعات ساختاريمطالعات ساختاريمطالعات ساختاريمطالعات ساختاري    13131313- - - - 2222

 58585858........ ........ ........ ........ ............................................................................................................در عدم حضور حلال آليدر عدم حضور حلال آليدر عدم حضور حلال آليدر عدم حضور حلال آلي    مطالعه ساختاري بوسيله دورنگ نمايي دورانيمطالعه ساختاري بوسيله دورنگ نمايي دورانيمطالعه ساختاري بوسيله دورنگ نمايي دورانيمطالعه ساختاري بوسيله دورنگ نمايي دوراني    1111- - - - 13131313- - - - 2222

 58585858........................................................................................................................................................................................................در حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آلي    بررسي ساختاري توسط دورنگ دورانيبررسي ساختاري توسط دورنگ دورانيبررسي ساختاري توسط دورنگ دورانيبررسي ساختاري توسط دورنگ دوراني    2222- - - - 13131313- - - - 2222

     58585858........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................بررسي فلورسانس ذاتي در عدم حضور حلال آليبررسي فلورسانس ذاتي در عدم حضور حلال آليبررسي فلورسانس ذاتي در عدم حضور حلال آليبررسي فلورسانس ذاتي در عدم حضور حلال آلي    3333- - - - 13131313- - - - 2222

 59595959....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................بررسي فلورسانس ذاتي در حضور حلال هاي آليبررسي فلورسانس ذاتي در حضور حلال هاي آليبررسي فلورسانس ذاتي در حضور حلال هاي آليبررسي فلورسانس ذاتي در حضور حلال هاي آلي    4444- - - - 13131313- - - - 2222

        



  ث
 

        نتايجنتايجنتايجنتايج: : : : فصل سومفصل سومفصل سومفصل سوم

        61616161........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................مدل سازي مولكولي و طراحي جهش هامدل سازي مولكولي و طراحي جهش هامدل سازي مولكولي و طراحي جهش هامدل سازي مولكولي و طراحي جهش ها    1111- - - - 3333

 64646464....................................................................................................................................................................پايدارسازي لوپ سطحي در ناحيه اتصال سوبسترا و دور از جايگاه فعالپايدارسازي لوپ سطحي در ناحيه اتصال سوبسترا و دور از جايگاه فعالپايدارسازي لوپ سطحي در ناحيه اتصال سوبسترا و دور از جايگاه فعالپايدارسازي لوپ سطحي در ناحيه اتصال سوبسترا و دور از جايگاه فعال    1111- - - - 1111- - - - 3333

 66666666........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................انطباق پذيري سطح پروتئين با حلالانطباق پذيري سطح پروتئين با حلالانطباق پذيري سطح پروتئين با حلالانطباق پذيري سطح پروتئين با حلال    2222- - - - 1111- - - - 3333

 69696969........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................جهش يافته هاجهش يافته هاجهش يافته هاجهش يافته ها وووو    SVPخالص سازي آنزيم خالص سازي آنزيم خالص سازي آنزيم خالص سازي آنزيم     2222- - - - 3333

 70707070........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................مطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آليمطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آليمطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آليمطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آلي    3333- - - - 3333

 71717171........................................................................................................................................................................................و فلورسانس ذاتيو فلورسانس ذاتيو فلورسانس ذاتيو فلورسانس ذاتي     (CD)بررسي ساختاري توسط دو رنگ نمايي دورانيبررسي ساختاري توسط دو رنگ نمايي دورانيبررسي ساختاري توسط دو رنگ نمايي دورانيبررسي ساختاري توسط دو رنگ نمايي دوراني    4444- - - - 3333

     72727272............ ............ ............ ............ ................................................................................................................................................و جهش يافته ها در حضورحلال هاي آليو جهش يافته ها در حضورحلال هاي آليو جهش يافته ها در حضورحلال هاي آليو جهش يافته ها در حضورحلال هاي آلي    SVPبررسي فعاليت آنزيم بررسي فعاليت آنزيم بررسي فعاليت آنزيم بررسي فعاليت آنزيم     5555- - - - 3333

 74747474............................................................................................................................................................................................و جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آلي    SVPبررسي پايداري آنزيم بررسي پايداري آنزيم بررسي پايداري آنزيم بررسي پايداري آنزيم     6666- - - - 3333

 75757575................................................................و جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آلي    SVPبررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير     7777- - - - 3333

 76767676............ ............ ............ ............ ................................................................................................................................................................................در حضور حلال هاي آلي با استفاده از راهكار دومدر حضور حلال هاي آلي با استفاده از راهكار دومدر حضور حلال هاي آلي با استفاده از راهكار دومدر حضور حلال هاي آلي با استفاده از راهكار دوم افزايش كاراييافزايش كاراييافزايش كاراييافزايش كارايي    8888- - - - 3333

 77777777....................................................و جهش يافته ها در حلال هاي آلي توسط دو رنگ نمايي دورانيو جهش يافته ها در حلال هاي آلي توسط دو رنگ نمايي دورانيو جهش يافته ها در حلال هاي آلي توسط دو رنگ نمايي دورانيو جهش يافته ها در حلال هاي آلي توسط دو رنگ نمايي دوراني    SVP بررسي ساختاربررسي ساختاربررسي ساختاربررسي ساختار    1111- - - - 8888- - - - 3333

 ا در حضور حلال هاي آلي توسط ا در حضور حلال هاي آلي توسط ا در حضور حلال هاي آلي توسط ا در حضور حلال هاي آلي توسط و جهش يافته هو جهش يافته هو جهش يافته هو جهش يافته هSVP بررسي ساختاريبررسي ساختاريبررسي ساختاريبررسي ساختاري    2222- - - - 8888- - - - 3333

 78787878................... ................... ................... ................... ............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................فلورسانس ذاتيفلورسانس ذاتيفلورسانس ذاتيفلورسانس ذاتي

 79797979....... ....... ....... ....... ........................................................................................................................................................و جهش يافته هاو جهش يافته هاو جهش يافته هاو جهش يافته ها    SVPبررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير آنزيم بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير آنزيم بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير آنزيم بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير آنزيم     3333- - - - 8888- - - - 3333

 81818181................................................................................................................................................................................و جهش يافته ها در حضورحلال هاي آليو جهش يافته ها در حضورحلال هاي آليو جهش يافته ها در حضورحلال هاي آليو جهش يافته ها در حضورحلال هاي آلي    SVPبررسي فعاليت آنزيم بررسي فعاليت آنزيم بررسي فعاليت آنزيم بررسي فعاليت آنزيم     4444- - - - 8888- - - - 3333

 85858585........................................................................................................................................................................و جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آليو جهش يافته ها در حضور حلال هاي آلي    SVPبررسي پايداري آنزيم بررسي پايداري آنزيم بررسي پايداري آنزيم بررسي پايداري آنزيم     5555- - - - 8888- - - - 3333

 86868686............................................................................................و جهش يافته ها در حلال هاي آليو جهش يافته ها در حلال هاي آليو جهش يافته ها در حلال هاي آليو جهش يافته ها در حلال هاي آلي    SVPبررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير بررسي پايداري حرارتي برگشت ناپذير     6666- - - - 8888- - - - 3333

 89898989....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................مطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آليمطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آليمطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آليمطالعات سينتيكي در عدم حضور حلال آلي    7777- - - - 8888- - - - 3333

        FAGLA........(........(........(........(................................................................................91919191((((هاي آلي با سوبستراي سنتزي هاي آلي با سوبستراي سنتزي هاي آلي با سوبستراي سنتزي هاي آلي با سوبستراي سنتزي  مطالعات سينتيكي در حضور حلالمطالعات سينتيكي در حضور حلالمطالعات سينتيكي در حضور حلالمطالعات سينتيكي در حضور حلال    8888- - - - 8888- - - - 3333

 94949494............................................................................................................................................................................................................هاي آلي با سوبستراي كازئينهاي آلي با سوبستراي كازئينهاي آلي با سوبستراي كازئينهاي آلي با سوبستراي كازئين مطالعات سينتيكي در حضور حلالمطالعات سينتيكي در حضور حلالمطالعات سينتيكي در حضور حلالمطالعات سينتيكي در حضور حلال    9999- - - - 8888- - - - 3333

        

        97979797...............................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................بحثبحثبحثبحث: : : : چهارمچهارمچهارمچهارم    فصلفصلفصلفصل

 98989898 ............................................................................................................................................................................................................................................................آنزيمي در حضور حلال هاي آليآنزيمي در حضور حلال هاي آليآنزيمي در حضور حلال هاي آليآنزيمي در حضور حلال هاي آلي بررسي علت كاهش فعاليتبررسي علت كاهش فعاليتبررسي علت كاهش فعاليتبررسي علت كاهش فعاليت    1111- - - - 4444

 99999999............................................................................................................................................................................................................................در حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آليدر حضور حلال هاي آلي    SVPمقايسه فعاليت آنزيم ترموليزين و مقايسه فعاليت آنزيم ترموليزين و مقايسه فعاليت آنزيم ترموليزين و مقايسه فعاليت آنزيم ترموليزين و     2222- - - - 4444

     111100000000................................................................................................................................................................................................................بررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار اولبررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار اولبررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار اولبررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار اول    3333- - - - 4444

     101101101101... ... ... ... ............................................بررسي تاثير جهش يافته ي پايدار كننده لوپ سطحي در اطراف ناحيه اتصال سوبسترابررسي تاثير جهش يافته ي پايدار كننده لوپ سطحي در اطراف ناحيه اتصال سوبسترابررسي تاثير جهش يافته ي پايدار كننده لوپ سطحي در اطراف ناحيه اتصال سوبسترابررسي تاثير جهش يافته ي پايدار كننده لوپ سطحي در اطراف ناحيه اتصال سوبسترا    4444- - - - 4444

 102102102102......... ......... ......... ......... ....................................................................................................................................................................بررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار دومبررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار دومبررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار دومبررسي تاثير جهش يافته ها ي ايجاد شده با استفاده از راهكار دوم    5555- - - - 4444

 103103103103....................................................................................................................................................................................................................................................عدم حضور حلال هاي آليعدم حضور حلال هاي آليعدم حضور حلال هاي آليعدم حضور حلال هاي آليبررسي تاثير جهش يافته ها در بررسي تاثير جهش يافته ها در بررسي تاثير جهش يافته ها در بررسي تاثير جهش يافته ها در  5555-1111- - - - 4444
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                ::::مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه    1111----1111
سنتزي  ژياين ويژگي در بيوتكنولو. آنزيم ها سرعت كاتاليتيك بالايي دارند و به طور انتخابي عمل مي كنند

اهميت فوق العاده ايي دارد، ولي مشكل عمده استفاده از آنزيم ها در محيط آبي توليد محصولات جانبي 

در حالي كه در صنعت به ويژه صنايع . دنناخواسته ايي است كه از خلوص محصول مورد نظر مي كاه

زيم ها در محيط حلال آلي به بر اين اساس استفاده از آن. داروسازي،  خلوص بالاي محصولات مورد نياز است

علت كاهش مقدار آب، محصولات جانبي ناخواسته را كاهش داده و از طرف ديگر تعادل ترموديناميكي در 

پروتئازها مهمترين و . جهت سنتز فراورده پيش مي رود و بدينوسيله راندمان عمل آنزيم بالا مي رود

درصد از بازار جهاني آنزيم هاي صنعتي به اين  60پرمصرف ترين آنزيم هاي صنعتي هستند، به طوريكه 

موارد كاربرد اين آنزيم ها بسيار گسترده و شامل صنايع شوينده، صنايع غذايي، صنايع . گروه اختصاص دارد

فنيل -آسپارتيل( 1از جمله كاربردهاي آن مي توان به توليد آسپارتام .دارويي و موارد متعدد ديگر مي باشد

به عنوان يك شيرين كننده مصنوعي اشاره كرد كه دي پپتيدي است كه از دو اسيد ) ترمتيل اس -1-آلانين

اين  .آمينه آسپارتيك اسيد و فنيل آلانين ساخته مي شود كه در نوشيدني هاي رژيمي استفاده مي شود

آنزيم در استفاده از . انرژي توليد مي كند kcal/gr 4و حدود  است بار شيرين تر از شكر 180حدود تركيب 

محيط آبي واكنش را به سمت هيدروليز پيش مي برد، در صورت كاهش مقدار آب واكنش در جهت عكس 

از . پس دست يابي به پروتئاز مقاوم به حلال آلي براي صنعت يك ضرورت است. هيدروليز پيش مي رود

بعدي و دناتوره شدن طرفي حلال هاي آلي با جدا كردن مولكول هاي آب پروتئين باعث تخريب ساختار سه 

  .)4 -1( پروتئين مي شوند و استفاده از آنها در محيط حلال آلي همواره با اين چالش بزرگ همراه است

                                                 
1 Aspartame 
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        ::::هميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آليهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آليهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آليهميت استفاده از آنزيم ها در حلال هاي آلياااا    2222- - - - 1111

آنزيم ها در شيمي سنتزي به علت عملكرد انتخابي و سرعت بالاي كاتاليز از جايگاه ويژه ايي برخوردار 

در شيمي سنتزي براي بالابردن قدرت انتخابگري، آنزيم ها را در حضور حلال هاي آلي  استفاده مي . هستند

به ويژه اينكه انتخابگري در سنتز تركيبات دارويي، حدواسط هاي كايرال، پليمرهاي مخصوص و ساير . كنند

اختار دوم و سوم و چهارم را تغيير حلال هاي آلي مي توانند س. تركيبات زيستي اهميت فوق العاده ايي دارد

اين . داده و به داخل جايگاه فعال آنزيم نفوذ كرده و تعادل شيميايي و ساختاري مطلوب آنزيم را تغيير دهند

وديناميكي آنزيم، سوبسترا و محصول مپديده باعث انتخابگري بالا و كاتاليز كارآمد و تغيير در فعاليت تر

ررسي ميانكنش هاي پروتئين با حلال هاي آلي اطلاعات كامل تري را راجع ب. نسبت به حلال آلي مي شود

مطالعه حلال ها بر روي ساختار  ومعروف است   1MSCSبه ساختار پروتئين در اختيار قرار مي دهد كه به

پروتئين در كريستال مي پردازد و در آخر نقشه اي از ميانكنش ها بين پروتئين و حلال آلي بدست مي آيد 

  .)8-5(كاربردهاي زيادي همچون طراحي مهاركننده براي پروتئين هاي مورد نظر دارد  كه

  

به طور كلي از جمله مزيت هاي استفاده از آنزيم ها در حضور حلال هاي آلي مي توان به موارد زير اشاره    

  : كرد

  افزايش حلاليت سوبستراهاي غيرقطبي - 1

  سمت سنتز به جاي هيدروليزتغيير جهت تعادل ترموديناميكي به  - 2

  محدود شدن واكنش هاي جانبي وابسته به آب - 3

  مورد نياز در صنايع شيميايي و دارويي 2تغيير در سوبسترا و انتخابگري كايراليته - 4

  به علت نامحلول بودن آنزيم ها در حلال هاي آلي اغلب به تخليص نيازي نيست  - 5

                                                 
1 Multiple Solvent Crystal Structure 
2 Enantioselectivity 
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  توان دوباره بدست آورد آنزيم ها را با فيلتراسيون ساده مي - 6

 دماي جوش پائينجدا كردن محصول از حلال هاي با فشار تبخير بالا و  - 7

  افزايش پايداري دمايي - 8

  حذف آلودگي ميكروبي - 9

  .آنزيم ها را مي توان به طور مستقيم در فرايند شيميايي بعدي يا جديدي مورد استفاده قرار داد -10

  

 ل هاي آليل هاي آليل هاي آليل هاي آليپارامترهاي طبقه بندي حلاپارامترهاي طبقه بندي حلاپارامترهاي طبقه بندي حلاپارامترهاي طبقه بندي حلا    3333- - - - 1111

 Log Pفيزيكي همچون پلاريته حلال،  - طبقه بندي حلال هاي آلي براساس پارامترهاي مختلف شيمي

  .حلال و ثابت دي الكتريك حلال صورت مي گيرد

  

1 -3-1 Log P: 

  .اكتانول نسبت به حلاليت آن در آب مي باشد - nمقدار حلاليت يك حلال در 

  

 Log P = Log
oH

olocn

Material

Material

2
][

][ tan−                                       ( 1-1 )  

 

با توجه به اينكه . افزايش مي يابد 2حلال بالا مي رود و با كاهش آن آبدوستي 1آبگريزي Log Pبا افزايش 

حلال هاي غير قابل امتزاج با آب آبگريز هستند و حلال هاي قابل امتزاج با آب، آبدوست هستند، بنابراين 

                                                 
1 Hydrophobicity 
2 Hydrophilicity 
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تعيين   Log Pديده مي شود كه قابل امتزاج بودن و يا غير قابل امتزاج بودن يك حلال مي تواند توسط 

  .گردد

  حلال Log Pيت حلال آلي با رابطه مقدار حلال) 1- 1جدول 

  
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 

        

1 -3-2 Denaturation capacity (DC):  

اين گروه با مطالعه حلال هاي آلي مختلف و ). 9(و همكاران ارائه گرديد  Khmelnitskyاين پارامتر توسط 

صفر دادند  DCبا انتخاب يك حلال به عنوان حلالي كه اثري روي واسرشته شدن پروتئين ندارد كه به آن 

صد را  DCكه به آن ) تتراهيدرفوران(و حلالي كه بيشترين قدرت واسرشته كنندگي را داشت ) فورماميد(

  .بقيه حلال ها را نسبت به آن سنجيدند ،ندداد
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W50  واسرشتگي پروتئين در محيط موجود مي باشد و % 50مقدار آبي است كه در هنگامc50  مقدار غلظتي

. واسرشتگي پروتئين مي گردد% 50از حلال را نشان مي دهد كه باعث 
b

d
n كه اين نسبت نشان مي دهد  =

هم مخفف فورماميد  FA. ا شده استكه چه مقدار آب بوسيله يك مولكول حلال آلي از سطح پروتئين جابج



٦ 
 

 DCهر چقدر . هم مخفف تتراهيدروفوران است THFبعنوان حلالي كه كمترين اثر واسرشته كننده را دارد و 

  . يك حلال بيشتر باشد قدرت دناتوره كنندگي آن بيشتر مي گردد

  

 ::::سيستم هاي حلاليسيستم هاي حلاليسيستم هاي حلاليسيستم هاي حلالي    4444- - - - 1111

  ).5(نشان داده شده است  1-1سه نوع سيستم حلالي در شكل 

 (aآنزيم ها و تركيبات هيدروفيل در فاز آبي : سيستم دو فازي)هستند در ) جايي كه واكنش اتفاق مي افتد

 .حالي كه تركيبات هيدروفوب اكثرا در فاز آلي قرار مي گيرند

(b مولكول هاي آنزيم در ميسل هاي معكوس، هيدراته شكل گرفته توسط : 1سيستم ميسل معكوس

 . اين ميسل ها درون فاز پيوسته ايي از يك حلال آلي هيدروفوب قرار دارند. اطه شده اندها اح 2سورفاكتانت

(c  آنزيم در حالت جامد)در يك حلال آلي و در حضور ) به عنوان مثال ليوفيليزه يا چسپيده به يك سطح

  .مقدار آب مورد نياز براي كاتاليز غوطه ور مي شود

 

  

  سه نوع سيستم حلالي) 1-1شكل

  

                                                 
1 Reverse missle 
2 Surfactant 
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  مزايا و معايب سيستم هاي مونوفازي و دوفازي) 2-1جدول 

 معايبمعايبمعايبمعايب مزايامزايامزايامزايا سيستمسيستمسيستمسيستم

 تك فازيتك فازيتك فازيتك فازي
نتشار اچون سيستم همگن است محدوديت 

 .وبسترايي وجود نداردس

به علت تماس مستقيم آنزيم با حلال 

 .دناتوراسيون اتفاق مي افتد

 دو فازيدو فازيدو فازيدو فازي

اگر محصول آنزيمي قابل حل در حلال آلي باشد  - - - - 1111

  واكنش آنزيمي خارج خواهد شداز محيط 

م بين آنزيم وحلال وجود يچون تماس مستق - - - - 2222

 .دناتوراسيون اتفاق نمي افتد پسندارد 

  پسچون سيستم نا همگن است  -1

  محدوديت انتشار سوبسترايي وجود دارد

در حد فاصل دو فاز دناتوراسيون  -2

 .آنزيمي رخ مي دهد

 

        هاي آليهاي آليهاي آليهاي آلي    مشكلات استفاده از آنزيم ها در حلالمشكلات استفاده از آنزيم ها در حلالمشكلات استفاده از آنزيم ها در حلالمشكلات استفاده از آنزيم ها در حلال    5555- - - - 1111

  كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آليكاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آليكاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آليكاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي    1111- - - - 5555- - - - 1111

  

        ): ): ): ): 10101010((((دلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالص دلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالص دلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالص دلايل كاهش فعاليت آنزيم ها در حلال هاي آلي خالص     1111- - - - 1111- - - - 5555- - - - 1111

        فاكتور انتشاري آنزيم و سوبسترافاكتور انتشاري آنزيم و سوبسترافاكتور انتشاري آنزيم و سوبسترافاكتور انتشاري آنزيم و سوبسترا - - - - 1111

در داخل حلال آلي كه به صورت  1CLECدر حالت ليوفيليزه و يا  قابل دسترس بودن آنزيمقابل دسترس بودن آنزيمقابل دسترس بودن آنزيمقابل دسترس بودن آنزيم - - - - 3333

حالت جايگاه فعال مولكول آنزيم مي تواند توسط مولكول هاي آنزيم سوسپانسيون است و در اين دو 

 ).11(ديگر بلوكه شود و در نتيجه از فعاليت آنزيم كاسته مي شود 

  

                                                 
1 Cross- Linked Enzyme Crystal 


