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  پيشگفتار :

 200000% سطح زمين را مي پوشـانند و داراي بـيش از   70اقيانوس ها در جهان بيش از 

بي بهره و گونه هاي جلبكي هستند . اين ارگانيسم هـا در جوامـع پيچيـده و در ارتبـاط     

ه صورت ارگانيسم هاي ماكرو ( مانند نزديك با ديگر ارگانيسم ها زندگي مي كنند . چه ب

جلبك ، اسفنج ، نرم  تنان پوشش دار و يا به صورت ميكرو ( مانند باكتريهـاي غيررشـته   

اي ، قارچ ها و آكتينوفايست ). بعضي از ارگانيسم هـا مـواد شـيميايي خـود را از منـابع      

ي كنند . بعضي از م سنتز دوباره را تركيبات آنها مابقي چه اگر آورند ي‚غذايي به دست 

تركيبات ي توانند توسط ميكرو ارگانيسم هاي مربوطه توليد شوند در حـالي كـه مـابقي    

آنها جهت توليد به يك ارتباط بين ميزبان و ميكرو ارگانيسم نياز دارنـد . مـواد شـيميايي    

يك نمونة خاص مي توانند تحت تأثير زيستگاه و عوامل فصـلي و جغرافيـايي باشـد. در    

منشــاء واقعــي بيــوژنتيكي ســنتز محصــولات طبيعــي آبــزي ـ در جامعــة ايــن   حقيقــت 

  محصولات يك موضوع مورد بحث است.  

به علت تنوع ارگانيسم هاي آبزي و زيستگاهها ، توليدات آبزي طبيعي طبقـات شـيميايي   

زيادي را احاطه مي كنند ( مانند ترين ها ) شيميكيمات ها  ، پلي كتيو ها ، استوژنين ها ، 

يتيدها، آلكالوئيدهاي ساختارهاي متفاوت و يك دامنه اي از تركيبات بيوسنتز مخلـوط ،  پ



  ٢

محصـول طبيعـي دريـايي بـه چـاپ       500در دهة گذشته به تنهايي ، ساختارهاي بيش از 

  رسيده اند.

در بسياري از موارد طبقة تركيب موجود در ارگانيسم مي توانـد بـر اسـاس طبقـه بنـدي      

يني شود . متأسفانه حتي  شناخت علم به طبقة تركيب هميشه مـا را  ارگانيسم منبع پيش ب

در جهت تعيين يك ساز خالص سازي هدايت نمي كند . مجموعه هـايي از محصـولات   

 – oso3 – Na – Oacطبيعي آبزي مي توانند داراي چندين عامل شيميايي باشند ( ماننـد  

och3 – oh تركيبـات ايجـاد    اساسي در قطبيـت  ) . هرگونه تغيير در عامل مي تواند تغيير

كند بنابراين روش مورد نياز براي خاص سازي نيز تغيير خواهد يافت . بـه عنـوان مثـال    

 داراي آبيس ( ايندول ) آلكالوئيد Spomhosoritesنمونه هاي اسفنج ته دريايي با جنس 

وگرافي هـر  ) ، ساده ترين تركيب اين مجموعه ميتواند با كرومات 1است. تاپستين ( طرح 

به عنوان شوينده ، خالص گـردد . در   ckcl3  - Meohژل سيليكا با استفاده از مخلوطهاي 

آمينـو ايميـدازول اسـت كـه      -2) ك داراي يك زنجيرة جـانبي .   2( طرح  d الگاسيدين 

بر فـاز ثابـت فـاز معكـوس و شسشـه شـدن بـا         خيلي قطبي تر است وبه كروماتوگرافي

)  نيـاز دارد . درايـن    TFA( ريل ـ آب ـ تـري فلوئرواسـتيك     مخلوطهاي اسـيد اسـتونيت  

حالت علم به طبقة ارگانيسم مي تواند  در تعيين ساختار تركيبات خالص كمك كند ولي 
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در تعيين روش عالص سازي براي متابوليست قطبي تر كه داراي يـك عامليـت شـميايي    

  غير منتظره است كمكي نمي كند.

در مورد روش هايي كه بيشتر در خالص سازي محصـولات   به منظور دسترسي به بينشي

در  1995گـزارش از ايـن محصـولات كـه در سـال       115طبيعي آبزي استفاده مي شوند 

ــي ، تتراهــدرون و روزنامــة    روزنامــة انجمــن شــميمدانان آمريكــا ، روزنامــة شــيمي آل

بـه طريـق    . هر نشريه محصولات طبيعي به چاپ رسيده بودند مورد بررسي قرار گرفتند

  زير طبقه بندي مي شود:

  شاخه ارگانيسم منبع . -1

  طبقة تركيبات شيميايي گزارش شده. -2

  روش حفظ ارگانيسم ( تازه / منحصر در مقابل خشك فريز كردن ) . -3

، هگزان ها ، اسـتون    CH2, CL2حلال هايي مانند : ” غير قطبي “ روش استخراج  -4

، ETAO 2  ،Eto2   ، هـر يـك از مـواد فـوق     ” ر قطبي و الكل غي“ تولئون ، اترنفت ؛

طـرح  “ معمولاً اتانول ، متانول ، و يـا ايزوپروپـانول ؛   ” الكل “ مخلوط با يك الكل ؛ 

؛ مانند استخراج متوالي و يا مخلوطهاي غير معمول خيلي پيچيدة حلالها بـا  ” پيچيده 

% 50ز % آب يا مخلوطهاي آب ديگر محلولها در حـالي كـه آب بـيش ا   100”  آبي “ 

  مخلوط را شامل باشد .
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روش مورد استفادة تقسيم حلال در صورت وجود اين روش ها به طبقـات زيـر     -5

  تقسيم مي شوند :

مانند يك تقسيم تك مرحله اي ( مثـل يوتـانول ـ آب ) و يـا تقسـيم دو      ” ساده “ الف ـ  

  ل.ـ آب ) و به دنبال آن تقسيم بعدي فاز آبي با يوتانو ETOACمرحله اي مانند 

) كـه در آن   Kypchanشامل هر طرح واقعي ويا تغيير يافتـة كوپكـان (   ” كوپكان “ ب) 

  درصد فاز آبي به طور متوالي تنظيم مي شود.  

كمپكس ) : شامل هر طرحي كه در آن يك توالي غير معمول حلال هـا  ” ( پيچيده “ ج ) 

  :  و يا مخلوطهاي كمپكس غير معمول حلال ها استفاده مي شوند مانند

   ETOA : MEOH : CHCL3  : ACOHمخلوطهاي هيپتان : 

  كه در جدا سازي با تزليوين ها استفاده مي شوند.

نوع كروماتوگرافي ستون باز ، درخششي ويا ستون خلاء. اين ها بـه ژل سـيليكا ،    -6

) ويـا نفـوذ ژل بـر رزيـن هـاي غيـر        CN,Did, C-8 DDS فازهاي پيوندي ( مانند 

د من جمله سيستم هاي كروماتوگرافي تقسيم و اندازه ه مانند ( عاملي تقسيم مي شون

SephadenLH- 20  ،SephadenLh- 60   ،Nsbels  ،Bibeadssx-20  ،Sn-8 , sn-

4  ،AMBERLIT EXAD – 2  ،XAD  ،XAD- 7  ژل ،TSK- G3…S . (  
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فـاز   در صورت وجود ـ اين ها بـه فـاز طبيعـي ،     مورد استفاده HPLCنوع روش  -7

 NH2 , CN, DIOL) ديگر فازهاي پيوندي ماننـد : (   C-18 , C – 8, C-4( معكوس 

  ) ومواردي تقسيم مي شوند كه در آنها تركيباتي از مثالهاي فوق استفاده گردند.

) ، كرومـاتوگرافي جريـان مخـالف (     MPLcكروماتوگرافي مايع فشار ميـاني (    -8

CCC  ) و كروماتوگرافي لاية نازك تداركاتي ، (PILC .كدام يك استفاده مي شوند(  

آيا هر يك از روش هاي ديگر نيز استفاده مي شوند ( مانند  ترم سـازي و بلـور     -9

  ، تبادل آنيون / كاتيون ، فراصافي ) .   سازي

: توزيع تركيبـات را در شـاخه    1ارائه شده اند . جدول  1-3نتايج اين بررسي در جداول 

  ها نشان مي دهد.

روش هاي خالص سازي شاخه هاي متفاوت رانشـان مـي دهـد .    رايج ترين  – 2جدول 

رايج ترين روش هاي خالص سازي را  براي طبقات تركيبات نشـان مـي دد.    – 3جدول 

  تعدادي از نتايج حاصل عبارتند از :  

  نگهداري نمونه ها : -1

% گزارشـات از ارگانيسـم    23% گزارشات مواد تازه و منجمد استخراج شـدند در   77در 

  ز استخراج خشك فريز شد و يا در هوا خشك گرديد.( دو نمونه ) .قبل ا

  استخراج : -2



  ٦

% ) و يا مخلوطهاي الكـل   46رايج ترين حلال هاي استخراج عبارت بودند از الكل ها ( 

  % ) . 25و حلال هاي كم قطبي تر ( 

  تقسيم سازي : -3

% زمـان انجـام    41% موارد استفاده نشد تقسيم هـاي سـاده در    28هيچ تقسيم حلالي در 

%  50% زمـان و طـرح هـاي كمـپكس در      25) در  kychanشدند. طرح هاي كوپكـان (  

  زمان استفاده شدند. 

  ) ، درخششي ؤ و يا جاذبة باز ) : VCCكروماتوگرافي ستوني (  -4

% روندهاي جداسازي از هيچ شكلي از كروماتوگرافي سـتون بـاز اسـتفاده     10الف ) در 

  نشد.

  يها از فازهاي ثابت ژل سيليكا استفاده شد.% جداساز 65ب) در 

)  CN1, DIOL , ODS% جداسازيها از فازهاي ثابـت فـاز پيونـدي ( ماننـد      12ج ) در 

  استفاده شد .

فـاز پيونـدي و ژل سـيليكا اسـتفاده شـد( يعنـي        % جداسازيها ازفازهاي ثابت ، 10د) در 

  مراحل چندگانه كروماتوگرافي ستوني استفاده گرديد ) .

% جداسازيها از كروماتوگرافي تراوش ژل بر رزين هاي غيـر عـاملي اسـتفاده     46ذ ) در 

  % جداسازيها استفاده گرديد .   42در   LH – 20شد. 
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% جداسازيها فقط فازهاي ثابت ، فاز معكوس و يا سيليكا استفاده شد ( بـدون   44ر) در 

  كروماتوگرافي )  

 Sephadeax Lhغير عاملي استفاده شد مانند  % جداسازيها فقط از رزين هاي 13ز) در 

– 20 ،  

% جداسازيها از تركيب كروماتوگرافي فاز پيوندي و ياسيليكا وكروماتوگرافي  33خ ) در 

  بر رزين هاي غير عاملي استفاده شد.

5- MPLC   مطالعات استفاده شد.   90در %  

6- CCC  مطالعات استفاده شد . 70در %  

7- PTLC   اده شد.% مطالعات استف 10در  

8-  HPLC :  

  استفاده نشد.   HPLC% جداسازيها از  27الف ) در 

  % فقط فازهاي ثابت فاز نرمال استفاده شد . ( مانندسيليكا ) . 60ب) در 

    )  PR-18, PR-8, PR-4(شد.  % فازهاي ثابت ، فاز معكوس استفاده  49ج ) در 

فـاز معكـوس و طبيعـي     بر فازهـاي ثابـت ،    HPLC% جداسازيهاي چندگانه  10د) در 

  استفاده شد. 

  ). NH2 , DIOL , CN% ديگر فازهاي پيوندي استفاده شدند . (  3ذ) در 
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از ديگر روش هـاي جداسـازي اسـتفاده شـد ماننـد فـرم سـازي ،         % مطالعات 14ر) در 

  بلورسازي ، فراصافي و يا كروماتوگرافي تبادل آنيون / كاتيون .

  :  HBOIر : روش كلي مورد استفاده د 1-1

اين فصل يك طرح كلي است از روش كلي مورد استفاده در آزمايشـگاه  مؤلـف جهـت    

آمـده اسـت . در    1خالص سازي كردن محصولات طبيعي دريايي. يك طـرح در شـكل   

روش ها تمام جداسازيها در يك مقياس كوچك انجـام مـي شـوند تـا ايـن كـه تركيـب        

وش خـالص سـازي بـراي تضـمين     خالص به طور تكـرار پـذير جـدا شـود. تعـدادي ر     

جداسازي مقام تركيبات مورد نظر استفاده مي شوند و مقام اجزاء يـا سـنجض زيسـتي ،    

ILC-   و ياHPLC  ،NMR   : شناسايي مي گردند . روند كلي ما شامل مراحل زير است  

  جمع آوري و شناسايي ميداني ارگانيسم آبزي.  -1

  استخراج اولية ارگانيسم . -2

  عصارة اسخراجي.سنجش يبولوژيكي  -3

  تقسيم جهت تأييد و غني كردن فعاليت زيستي . -4

تركيبـات   derplicatixnتعيين قطبيت محصولات طبيعي موجود در عصارة و يـا   -5

  معلوم.

  انتخاب اولين مرحلة كروماتوگرافيك بر اساس قطبيت.  -6
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  كروماتوگرافي بيشتر. -7

  درصورت امكان . HPLCتوسعة جداسازي يك  -8

  ي براي آزمايش بيشتر بيولوژيكي و يا تشخيص ساختار.افزايش مقياس جداساز -9

  جمع آوري و ذخيرة ارگانيسم هاي آبزي . -2

  ـ كنترل ارگانيسم هاي آبزي : 1-2

ارگانيسم هاي آبزي منبـع هـزاران محصـول طبيعـي مختلـف هسـتند . بسـياري از ايـن         

ثال پالي توكسين تركيبات در سيستم هاي پستانداران بي نهايت سعي بوده اند. به عنوان م

يافـت شـد يكـي از مهمتـرين تركيبـات غيـر        Palythoa  toxicaكه در ابتدا در زوآنتيد 

پروتئيني كشف شد تا امروز مي باشد . حوض جزر ومدي كه در آن زوآنتيـد رشـد مـي    

كند در شرحهاي اوليه سعي تشخيص داده شد و دانشمنداني كه با آن ارگانيسم كـار مـي   

وعلائم شبيه آنفلونزا در طي مرحلة جمع آوري وكارهاي بعدي ديـده  كردند بيمار شدند 

شد.ديگر تركيبات مانند ميكا لامبد وآپلي سياتوكسين بي نهايت مشكل ساز بودنـد آپلـي   

سياتوكسين همچنين داراي ويژگيهاي قوي توسعه دهندة تومـوري اسـت. بـه طـور كـل      

رض كنـيم مقـدار دقيـق تركيبـات     هنگام كار با هر ارگانيسم جديد ايمن تر آناست كه ف ـ

آبزي بايد احتياط و دقت كافي مبذول شود . وسيلة محـافظي مناسـب ماننـذ دسـتكش و     

ياحفاظ چشم بايدهميشه استفاده شود. بسياري از محققان ( مانند خود مؤلف) مواردي از 
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 ناراحتي شديد چشم داشته اندكه در كلي جمع آوري ارگانيسم ها به وجود آمده بود ايـن 

  Tedania   ignis    , VeoF : bulariaدر حالي بود كه هيدروژنها واسفنج هايي مانند : 

heitangere    داراي مؤلفه هاي آزار دهندة زيادي هستند كه باعث خارش و تشـكيل دانـه

بـه    NEOF : bulariaدر بعضي افراد مي گردند. به طور نمونه يك رويارويي با اسـفنج  

اني را كه در آزمايشگاه مؤلف كار مي كنند بـر آن دارد تـا همگـام    تنهايي مي تواند محقق

كار يا نمونه ها از دستكش استفاده كنند . قوياً توصيه مي شود كه هنگام شنا و استفاده از 

لولة مخصوص تنفس يراي ارگانيسم ها از دستكش مناسب استفاده شود. اينجا مي توانـد  

و يـا دسـتكش اسـتفاده نمـود ماسـك هـاي       از يك لباس مرطوب ( يا پوست غواصي ) 

غواصي مي توانند حافظ شخص باشند وشيشه هاي ايمني ويـا عينـك هـاي آفتـابي مـي      

توانند حافظ شخص باشند براي كار در آزمايشگاه و جهت استفاده از تركيباتي با خواص 

معرض  بيولوژيكي مجهول  بايد از اصول استاندارد تبعيت كرد . بايد مراقب باشيد كه در 

مستقيم تركيبات قرار نگيريد هنگام ضرورت دستكش بپوشـيد ، بـا اسـتفاده از هودهـاي     

شيميايي كار كنيد از تماس تركيبات با پوست جلوگيري كنيد ، از نمونه ها قورت ندهيـد  

مؤلف توصيه مي  و آنها را به طور مستقيم بو نكنيد . اگر به دلايلي نمونه را بايد بو كنيد (

ن كار را نكنيد) از موارد احتياطي شيميايي طبيعـي اسـتفاده كنيـد وبخـار را در     كند كه اي

  جهت بيني خود به حركت در آوريد تا از مقدار آسيب كاسته شود.
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اگر عصاره ها ، اجزاء و يا تركيبات خالص بر زمين مي ريزند بايد بلافاصله آنجا را پـاك  

معرض آن تركيب قرار بگيرند .حتـي  كنيد در غير اين صورت ممكن است ديگر افراد در 

) يك ماده اي است كـه   Myclamideyaيك قطرة كوچك يك تركيب مانند ميكلاميد (  

بي نهايت آزار دهنده است . باعث تورم فوري پوست مي گردد ، مـي توانـد در صـورت    

تماس با پوست بي نهايت مشكل ساز باشد . اثرات بلند مدت رويـارويي بـا اينتركيبـات    

د پيدايش تومور و تراتوژيستي در بسياري از اين تركيبات  ثابت نشـده انـد. بنـابراين    مانن

بايد از روارويي با آنهاجلوگيري كنيد. به طور خلاصه تمام نمونه ها و عصارههاي آبـزي  

را با احتياط يررسي كنيد از وسايل پوششي مناسب استفاده كنيد در معرض مسـتقيممواد  

در مورد ارگانيسم خام وعصاره ها و اجـزاي حاصـل از آنهاصـادق     قرار نگيريد . اين امر

  است.

  :جمع آوري : 2-2

فلسفه هاي متفاوتي در مورد اين نكتـه وجـود دارد كـه كـدام ارگانيسـم جـالبترين مـادة        

شيميايي توليدات طبيعي آبزي را به دست مـي دهـد و بسـياري از گروههـاي دخيـل در      

زي جهت كشف داروها فراوان جمع آوري مي شوند غربال مقياسي بزرگ عصاره هاي آب

تا بتوان بالاترينتنوع شيميايي را براي آزمايش در آنزيم ويژه و يا سـنجش هـاي  زيسـتي    

مبناي گيرند. پيوندي به دست آورد ديگر گروههايي كه وجود دارند زمينة مواد شـيميايي  
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تخصص دارند .  محصولات طبيعي گروههاي خاص كه غني از محصولات طبيعي هستند

هنوز گروههاي ديگري هستند كه به ارگانيسم هايي توجه دارنـد كـه در انهـا يـك دليـل      

اكولوژيكي براي توليد تركيبات يافت مي شود . اسفنج ها ويـا نـرم تنـان پوشـش دار يـا      

سطوحي آزاد ارگانيسم هاي رسوب كننده مي توانند تركيباتي توليد كننـد كـه از رسـوب    

مي آورند ارگانيسم هـايي بـا روكـش و پوشـش نـازك اغلـب غنـي از        ممانعت به عمل 

متابوليست هاي ثانويه مي باشند وپيشنهاد شده است كه اين تركيبـات بـراي مهـار رشـد     

ارگانيسم هاي مجاور توليد مي شوند و بدين ترتيـب بـه ارگانيسـم هـايي پوششـش دار      

لوني بدهند .ارگانيسم هايي اجازه مي دهند كه در فضاي اضافي  و بيشتري كو  boringو

كه در مناطق گياهخوار ويا شكار وجود دارند اغلـب تركيبـات سـعي و يـاغير خـوراكي      

توليد مي كنند كه براي جلوگيري از شكار مي باشند . در نهايت انتخاب ارگانيسم جهـت  

جمع آوري به سطح تجربه و اولويت جمع كننده و هدف نهايي برنامـة تحقيـق بسـتگي    

  دارد .

جمع آوري ارگانيسم ها بايد به دقت انجام شود ونكات مربوط بـه عـرض جفرافيـايي  ،    

ميزان شوري وتاريخ جمع آوري بايد  طول جغرافيايي ، عمق ، جريان، امواج ، دماي آب ،

زيـر   ثبت شوند.نكات مربوط به زيستگاه . مجوعه ( مانند تپـه هـاي دريـايي ) حفـرات ،    

خره ها ،كه بر سطوح و جلويي سنگ هـا و يـا بـر سـطح     سنگ ها ، در جانب انتهايي ص
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كـه بـا برهنـة     ديگر ارگانيسم ها ) و هر بر هم كنش مشاهده شد با ديگر ارگانيسـم هـا (  

آبشش تغذيه مي شوند.) با سيانوفيت ها رشد  مي كنند ، در حاشيه ها به علت ارگانيسم 

م ها ماننـد رنـگ ، ريخـت ،    مجاور  مي ميرند) بايد ثبت شوند . توصيفات دقيق ارگانيس

سازگاري ، وجود معكوس ، بود وحالت توليد مثل ، بايد در صورت آشـكار شـدن ثبـت    

براي ارزيابي بعدي در امر طبقه بندي مهـم اسـت .     Insitu  ,  decksideشوند . عكس 

وجود ارگانيسم هاي مربوطه در داخل و خارج بايد مورد توجه قـرار مـي گيـرد. اغلـب     

رم ها ، جانوران نرم تن ، پاروپايان ، ستاره هاي كننده ، شقايق هاي نعصـاني  رايجاست ك

، و حتي ماهي هاي كوچكي كه در بي مهرگـان بـزرگ دريـايي زنـدگي كشـف شـوند .       

اپيفيت ها . زوآنتيد ها تا حد زيادي در رابطه با بي مهرگان كم تجربه نمي توانند بر مـواد  

بسياري از موارد جمع آوري كنندگان كـم تجربـه نمـي    شيميايي موجود اثر بگذارند . در 

توانند تمام ارگانيسم هاي مربوطه راشناسايي كنند بلكه يادداشت هاي تفصيلي ميـداني و  

شواهد آماده شدة دقيق مي توانند به فرد طبقه يندي كنندة با تجربه و بيولويسـت ميـداني   

  ي بعدي موفق گردند.كمك كندد تا در امر شناسايي ارگانيسم هاي مربوطه ها

نمونه هاي شواهدي بايد براي تكميل شناسايي گردآوري شوند.اين شواهد بـراي مسـتند   

كردن يك اختراع در صورت بايگاني يك ثبت اختراع لازم هسـتند ايـن نمونـه هـا بايـد      

نمايشگر كل نمونه باشند اگر رنگ و يا شكل هاي متفاوت يك نمونه جمع آوري شـوند  
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يد نگهداري شوند. اگر نمونه ها كوچك هسـتند يـك نمونـة كـاملي در     شواهد هر يك با

پـارچ    100تـا    40mlصورت امكان بايد حفظ شود در آزمايشـگاهها نمونـه هـاي بـا      

متناسب هستند واين به شكل نمونه بستگي دارد. به طور نمونه ، اسفنج هـا يـابرش يـك    

را نشان مي دهد به شكل يـك   قطعه اي كه ساختار دروني وبروني و شكل كلي ارگانيسم

نوع شواهد در مي آيند. اسيپكول هايي كه در شناسايي بيشتر خانواده هاي اسفنج ها مهم 

هستند. مي توانند در يك محل گرد آيند و مشخص شوند و لازم است كه مقام بخشهاي 

اسفنج به صورت يك نمونه در آيند. به علاوه يك نمونة واحد مي توانـد يـك اجتمـاعي    

  Myriastraاشد كه در آن يك اسفنج در سطح دوم قرار مي گيرد . يك مثـال اسـفنج    ب

kalitetilla , carribbean    مي باشد كه به شكل يك اسفنج شيار دار كروي بايك بخـش

يافت مي شود. سـطح قرمـز    خارجي نارنجي مايل به قرمز و يك بخش دروني كرم رنگ

مي باشد. استخراج لاية  Desmacella  SPك به علت تجمع پوستة  خيلي نازك توسط ي

سطح قرمز يك دنبالة متفاوتي از تركيبات توليد مي كند و با استخراج بخش دروني كـرم  

  30ml% ذخيـره مـي شـوند (     70رنگ اسفنج نمونه هاي اسفنجي معمولاً در اتنول آبـي  

ي تواننـد  ها و مرجـان هـاي سـخت م ـ    Octocoral% ) .  100ليتر اتانول  70آب در هر 

  همانند اسفنج ها به صورت يك نمونه در آيند. 
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نرم تنان پوشش دار و ارگانيسم هاي نرم تن ديگر مانند آلوسيوناسيان ها ، شقيق نعماني ، 

حلقويان و بعضي از ستاره هاي شكننده ) سخت تر نهداري مي شوند . اين ارگانيسم هـا  

قرار مي گيرند . و به اين ترتيب بعد قبل از نگهداري بلند مدتدر حالت رخوت و آرامش 

از نگهداري روز باز باقي مي مانند اين عملكرد با قرار داد نمونـه در آب دريـا كـه داراي    

 24چند بلور متانول است انجام مي شود. اين نمونه بعد از آن در يـك يخچـال بـه طـور     

ريخته مي شـود  ساعته ذخيره مي شود . ( در صورت امكان ) و بعد آب دريا به آهستگي 

% ذخيـره مـي شـوند . ايـن      10. نرم تنان پوشش دار به طور دائم در محلـول فورمـالين   

 1ML%) بـه دسـت مـي آيـد (      37محلول باتر دقيق محلول فروماليد استحكام كامـل (  

آب ) در حالي كه ديگر بي مهرگان نرم تن ( آلسوناسيان ها  9MLمحلول فرمالئد در هر 

% نگهـداري   70اره هاي شكننده ) مي توانند براي هميشه در اتـانول  ، شقايق يماني ، ست

شوند. نرم تنان كولوني مي توانند به سختي شناسايي شوند زيرا به سختي نگهـداري مـي   

گردند . ارزش آن را دارد كه به مراحل دقيق نگهداري مستقيماً از سوي متخصـص طبقـه   

يـابيم . ژلـه مـاهي هـا و بسـياري از      بندي كه نمونه ها را شناسايي خواهـد كـرد دسـت    

% نگهداري شوند. ايـن هـا در    10خارپوستان بعد از رخوت با متانول در محلول فرمالين 

اغلب شكل خود را به سرعت از دست مي دهند و بنابراين سند تصويري مي تواند مهـم  

مي  باشد جلبكها به عنوان نمونه هاي خشك شده با فشار ذخيره نگهداري مي شوند ولي
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% نيز ذخيره شوند. اگر يك نفر تصميم بگيرد كه نمونه هـا را   5توانند در محلول فرمالين 

به آزمايشگاهي داخل يك هواپيماي تجاري برگرداند حمل و نقل مقادير با اتـانول مجـاز   

% ذخيره شوند. ( هـر چيـزي    10نمي باشد. در اين موارد نمونه ها مي توانند در فرمالين 

% حفـظ مـي شـوند  تـا  ايـن كـه بـه آزمايشـگاه          5ها ) و يا در فرمالين به جزء جلبك 

برگردانده شوند. در آزمايشگاه ما ، وقتي سفر هوايي مورد نياز باشد نمونـه هـا در كيسـة    

% فرمالين . اينها بعد از آن براي حمـل و نقـل    0قرار مي گيرند ؛ محلول  Whipakنمونة 

ده مـي شـوند. آنهـا بـه محـض برگشـت بـه        در قوطي هاي حمل و نقل خشك قـرار دا 

آزمايشگاه مي توانند براي ذخيرة طولاني به محل نگهداري مناسـب منتقـل شـوند. مقـام     

مجوعه هاي ارگانيسم آبزي همانند تمام نمونه هايي كه براي تحقيق پيرامون محصـولات  

. اجازه  طبيعي جمع آوري مي شوند بايد با رضايت ايالت و يا كشور ميزبان ساخته شوند

براي بيشتر جمع آوريهاي ارگانيسم هاي آبزي الزامي است و بايد تحت قوانين فـدرال و  

حفظ شوند و نمي توانند بـدون   ClIESيا داخلي باشد. بعضي از گونه هاي آبزي توسط 

اجازة ويژه جمع آوري شده صادر شوند . يك بررسي توسط باكر و ديگران بيانگر فلسفه 

هاي لازم باتوجه به جمع آوري ارگانيسم هاي آبزي و خاكي مـي  هاي كلي و خط مشي 

  باشد. 
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  : ذخيرة ارگانيسم هاي آبزي :  3-2

ارگانيسم هاي آبزي اغلب در محل هاي متروكي جمـع آوري مـي شـوند كـه تسـهيلات      

آزمايشگاهي محدودي دارند . بسياري بلافاصله در رويايي با هوا مي ميمرند و به سرعت 

ند. تركيبات يافت شده در ارگانيسم ها مي توانند به سرعت بـا فرآينـدهاي   تجزيه مي شو

اكسيداسيون ، آنزيمي و يا پليمريزاسيون تجزيه شوند بنابراين ارگانيسم ها بايد بلافاصـله  

خشك شوند و يا منجمد گردند تا تخريب شيميايي كـاهش يابـد. تركيبـات موجـود در     

مي توانند بلافاصله هنگام لمس تخريب  Verongidبعضي ارگانيسم هامانند  اسفنج هاي 

شوند و پليمر مي كردند. اين با تغيير رنگ سريع از سفيد و زرد  و يا نارنجي به آبي تيره 

  قابل مشاهده است حتي وقتي كه آنها در آب دريا حفظ شوند.

منجمـد مـي    20c–بسياري از گروههاي ارگانيسم ها را بلافاصله بعـداز جمـع آوري در   

نند و آنها را درحالت انجماد نگه مي دارند تا اين كـه عملكـرد بيشـتر انجـام شـود. در      ك

بعضي واردارگانيسـم هـا در يـك الكـل قـرار مـي گيرنـد ماننـد متـانول ، اتـانول و يـا            

ايزوپروپانول . بعد از آن ارگانيسم حفظ شده در دماي اتاق و يا در يك فريزر نگهـداري  

ها و جلبك ها اغلب در معرض هـوا خشـك مـي شـوند و     مي شود. بعضي از ارگانيسم 

سپس در دماي اتاق ويا در فريزر ذخيره مي شوند. تا اقدامات بعدي صورت گيرد . آگـر  

تسهيلات موجود دردسترس باشند نمونه هـا مـي تواننـد بلافاصـله بعـد از جمـع آوري       
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كـه در   خشك فريز گردند وسپس در دمايي اتـاق و يـافريزر ذخيـره شـوند .يـك گـروه      

سـاعت در   24آزمايشگاه ميداني با تسهيلات  محدود كار مي كرد ارگانيسم را بـه مـدت   

ETOH-H2O  /50 –50        فرو برد. اين محلـول بعـد از آن قـارچ شـد . ارگانيسـم هـا در

قرار گرفتند و به آزمايشگاه وطن برگردانده شده ودر دمـاي محـيط    Nalgeneپليمرهاي 

  قرار گرفتند. 

، ارگانيسم ها به صورت تصويري مستند شدند ، يـك نمونـة طبقـاتي گرفتـه     در گروه ما 

شده ، يك زير نمونه براي استخراج انتخاب شد و نكات مربوط به جمـع آوري و طبقـه   

درجة سانتيگراد منجمد شـد.   -20بندي ثبت شدند وسپس مابقي نمونه جهت كار بيشتر 

اعت جمع آوري در فريزر قرار س 1تلاش هاي زيادي صورت گرفت تا نمونه در عرض 

گيرد . اينكار براي كاهش تخريب تركيبات بوده است . وقتي چنين چيزي عملـي نباشـد   

  نمونه ها  ذخيره مي شوند تا آزمايش كامل گردد .

  استخراج  -3

   : بي مهرگان : 1-3

خشك و يـا خشـك فريـز ) :     يكطرح استخراجي نمونه براي بي مهرگان آبزي ( منجمد ،

هرگان به قطعات كوچكي برش داده مي شوند و در يك مخلوط كن با سرعت زيـاد  بي م

واتن (  1با حلال مخلوط مي گردند. عصاره هاي حاصل از هر طريق كاغذ صافي شمارة 
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 Buchnerبسته بندي شده و در يك قيـف   Celite 521 جاذبه و يا خلاء ) ويا بستري از 

فت به مخلوط كن برمي گردد وبا يك بخش دوم تصفيه مي شوند. بعد از تصفيه مابقي با

حلال استخراج مي شود . اين فرآيند ادامه مي يابد تا اينكه هيچ رنگ ديگـري اسـتخراج   

نشود . در حالاتي كه عصاره ها بي رنگ گردند . عصاره هاي متوالي مي توانند بـه طـور   

. استخراج مـي توانـد   جداگانه تلغيظ شوند و جرم باقي ماند. بعداز تلغيظ تعيين مي شود

زماني كامل در نظر گرفته شود كه هيچ باقي ماند ؟ اضافي ديگري بعد از تلغيظ به دست 

نيايد. هنگام دنبال كردن خالص سازي زيستي ، عصاره هاي متوالي مـي تواننـد بـه طـور     

بار اسـتخراج مـي    6تا  3جداگانه تلغيظ شده و سنجش شوند. در آزمايشگاه ها نمونه ها 

  . تا استخراج كامل تضمين گردد شوند

بعضي از آزمايشگاه ها عصاره هاي متوالي هـر ارگانيسـم را بـا اسـتفاده از حـلال هـايي       

باقطبيت بالا آماده مي كنند. در اين جا مقياس جداسازي مقدماتي مؤلفـه هـا مـورد نيـاز     

تيـل اتـر ،   است .ارگانيسم ها ابتدا با يك حلال  غير قطبي استخراج مي شوند مانند دي ا

دي كلرو متـان، كلروفـرم) سـپس بـا يـك       اتيل استات ، و يا يك حلال هالوژنه ( هگزان ،

وبعد با آب و مخلوطهـاي آب ـ الكـل اسـتخراج مـي گردنـد.        متانول و يا اتانول ) الكل (

بعضي ها گروهها از استون براي استخراج استفادهمي كننـد ولـي بايـد مراقـب بـود كـه       

  يل نشود.  محصول افزايشي تشك



  ٢٠

 غربـال  وسـيع  برنامة يك امريكا، بهداشت ملي مؤسسه سرطان، ملي وسة‚دانشمندان در 

و ضـد   HIV ضـد  خواص داراي تركيبات بتوانند تا دارند طبيعي محصولات براي سازي

تومور را كشف كنند  آنهايك روش استخراجي توسعه داده اند كه در آنارگانيسم منجمـد  

درجة سانتيگراد استخراج مي گردد عصارة  4با   H2Oو در  بايخ خشك آسياب مي شود 

آبي با سانتريفوژ دفع مي شود وخشك فريز مي گردد باقي ماند ارگانيسم نيز خشك فريز 

بـه دنبـال متـانول      Meh CH2   CL2مي شود. تفالة خشك بعد از آن به طور متوالي  بـا  

و خشـك مـي شـوند.    استخراج مـي شـود .عصـاره هـاي آلـي در خـلاء تركيـب شـده         

عصارههاي آلي تركيبي وآبي بعد از  آن براي سنجش و جداسـازي بعـدي شـيميايي  در    

  } ) . 24به عنوان مثال مراجعه كنيد به هالوگ و ديگران {  دسترس قرار مي گيرند (

  : جلبك هاي بزرگ : 2-3

ــوه اي (     ــك قه ــاي جلب ــه ه ــان نمون ــتر محقق ــز (   Pahanphgtaبيش ــك قرم ) و جلب

Rhodphyta  را قبل از استخراج در معرض هوا خشك كرده فريز مي كنند . نمونه هاي (

) گاهي اوقاتقبل از استخراج خشك مي شـوند   Chlorophytoyجلبك نيوكالاكاريوس ( 

ولي اغلب مواردچنين نيست . جلبك خشك گاهي اوقات بايك هاون و دسته هاون مـي  

عبور كند ماده آسياب شده   mm-2ز يك الك آسيابمي گردد تا ا Wiley  Millشود ويا با 

بعد از آن به طور متوالي با حلال هايي باقطبيت بالا هگزان ، دي كرومتـان ، متـانول ، بـا    
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استخراج مي شود. به طور متناوب  ماده خشـك ،    Oxhledاستفاده از يك استخراج كن 

ت بـالا اسـتخراج   تازه ويا منجمد شده مي توانند با خيس كردن در مخلوط كنـي باسـرع  

) ويـا   1شوند.عصاره ها با نيروي جاذبه با استفاده از كاغذ فلسر چين دار ( واتفن شماره 

داراي سيلك شيشه اي آبگينه اي تصـفيه مـي    Buvchneyبا خلاء با استفاده از يك قيف 

شوند .بافت جلبكي دوباره به مخلوط كن بر مي گردد و استخراج مـي شـود. در هـر دو    

به هر حال ادامه مي يابد . تا اين كه هـيچ رنـگ ديگـري     Sexhletط كن ويا روش مخلو

استخراج نشود .عصاره ها با تقطيرتحت فشار كاهندة بـر يـك تبخيـر كـن چرخشـي در      

  خلاء تغليظ مي شوند.

  : HBOIطرح روند مورد استفاده در آزمايشگاه .مؤلف در  – 3-3

يـه عصـاره هـايي بـراي آزمـايش      جهـت ته  HBOIيك روند سـريع مـورد اسـتفاده در     

بيولوژيكي در زير آمده است .در اين روند ،اتانول به عنوان حلال استخراج اسـتفاده مـي   

شوند زيرا مطابق عملكرد سنجش زيستي در آزمايشگاه ها است ( كه شامل يـك بـاطري   

پيوند گيرنده وسنجش آنزيم و كل سلول مي باشد.) براي تأييد اين كـه اتـانول يكحـلال    

استخراج مناسب بوده است . مجموعه اي از ارگانيسم ها با متانول ، اتانول و يا متـانول ـ   

. سرعت هـاي ضـربه اي قابـل مقايسـه بـراي مقـام سـه          3:1تولئون  استخراج شدند ـ  

 p388مجموعه عصاره  مشاهده شدند و اين در حالي بود كه در مقابل خط سلول تومور 
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سنجش مي شوند .وقتي   Candida   albicansن خارجي و با توژ   HSV – I، ويروس 

اتانول بهتر از ديگر حلال ها از اين سنجش ها عمل كند حـلال اسـتخراجي انتخـاب در    

HBOI   . خواهد بود  

  طرح روند فوق :

 2% غيـر تـاتوره بـه مـدت      100اتـانول   20mlارگانيسم منجمد را در   8gتقريباً  -1

  آسياب كنيد .   Virtisدقيقه بااستفاده از يك آسياب 

منتقـل كنيـد و    20mlباقي ماندةارگانيسم و عصاره را به شيشة كوچك سوسوزن  -2

  سرازير نماييد. ـ درجه 20ساعت در  24

   عصارة را بانيروي جاذبه از طريق كاغذ صافي چين دار صاف كنيد. -3

 /mg 20-1بـا دامنـة    9mg/ mlغلظت ميانگين عصاره هايي كه به اين روش تهيه شوند 

mi  مي باشد بسته به ماهيت ارگانيسم استخراج شده . ارگانيسم هاي سخت مانند مرجان

-بازده هاي كلي كمي دارند . عصاره ها در Lithistidو اسفنج هاي  Scleractinianهاي 

20 c –  ذخيره مي شوند.يك مقايسهTLV  عصاره هاي آماده شده تازه با آنها كه با همين

ليد شده اند. نشان مي دهد كه هـيچ اخـتلاف مهمـي در مؤلفـه     سال زودتر تو 3-5روش 

  هاي اصلي عصاره ها بعداز ذخيره بلند مدت وجود نداشته است.  
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  برنامه ريزي براي روش جداسازي : -4

سيستم جد اسازي مورد استفاده تا حد زيادي به قطبيت تركيبات مورد نظر بستگي دارد . 

طبيعيت موجود در عصاره ها اسـتفاده مـي    تعدادي روش براي تعيين قطبيت محصولات

استفاده مي شوند عبارتنداز تقسيم بين حلال هاي آبي و  HBOIشود. روش هايي كه در 

آلي ، تحليل كروماتوگرافي لاية نازك با شـوينده هـايي بـا قطبيـت متفـاوت وشناسـايي       

بـا   مقياس كوچك خواص كروماترگرافيك.رفتار تركيبات فعال بيولـوژيكي در هـر روش  

سنجش زيستي اجزاء حاصل دنبال مـي شـود . يابـا بيولوتـوگرافيكي مسـتقيم در حالـت       

TLC .  

  طرح هاي تقسيم :  – 1-4

در آزمايشگاهها ، عصاره هاي بين آب و اتانول تقسيم مي شوند در بعضي موارد عصـاره  

بوتانول  n–ها ابتدا بين اتيل استات و آب تقسيم مي شوند و فاز آب بعد از آن در مقابل 

تقسيم مي شود. تركيبات غير قطبي بـه اتيـل اسـتات ، تقسـيم مـي شـوند در حـالي كـه         

بوتانول تقسيم خواهند شد. متابوليست هـاي محلـول در    n–تركيباتي با قطبيت مياني به 

آب معمولاً در فاز آبي باقي مي مانند. در بعضي موارد تقسيم بـين هگـزان و يـا هپتـان و     

اي رفع ليبيدها از مواد قطبي قبل از كروماتوگرافي مفيد باشد ( ليپيدها متانول مي تواند بر

معمولا به هگزان و يا فاز هپتان تقسيم مي شوند ) . تعـدادي از گروههـا از طـرح تغييـر     
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يافته كوپكان براي ارزيابي قطبيت تركيبات استفاده مي كنند . اين مسلتزم تقسـيم متـوالي   

طبي و محلولهاي الكلي آبي مي باشد . در مـورد عصـاره   عصاره ها بين حلال هاي غير ق

هاي آبزبي در تفسير نتايج چنين آزمايشات تقسيمي بايد دقت كافي مبذول داشـت  يـك   

تركيبـات   clمثالي كه اين را تشريح مي كند خالص سازي مجموعـه هـاي دراگاسـيدين    

مقـادير كـم د    است . تقسيم يك عصاره خام بين اتيل استات و آب باعث فنـي شـدن بـا   

به عنوان مولفه اصلي تقسيم اتيل استات مـي گـردد . سـنجش زيسـتي در      clراگاسيدين 

باعث فعاليت نسبتĤ بالاي ايـن سـنجش    crgrt.coccasnef. rmansمقابل پاتوژن قارچي 

) سنجش زيستي تقسيم   mIc    ={25/6  %mj/mLمي گرد ( غلضت مينيوم بازداري { 

براي اين جزء مي گردد . براساس يك فعاليـت   mJ/mL 50 =MICآب باعث توليد يك 

زيستي و توان فرض كرد كه تركيب ضد قارچي نسبتأ بـه درسـتي بـه فـاز اتيـل اسـتات       

دو جزء نشان مي دهند كه مؤ لفة اصـلي   NMRو   TLCتقسيم شده است . تحليل هاي 

ي نمك عصاره و و فاز اتيل استات در فاز آبي نيز يافت مي شود ولي به علت درصد بالا

بنابراين درصد نمك فاز آبي ، ترتيب به عنوان يك درصدجزء كلي يافت مـي شـود . در   

حقيقت فعاليت تركيب به علت غني شدن نمك در فاز آبي كاهش يافتـه اسـت. بنـابراين    

بهترين مسير خالص سازي اين طبقه از متابوليت ها عبارتست از تقسيم عصارة خام بـين  

n   آب و يا استفادة مستقيم از كروماتوگرافي ستول خلأ ( ـ بوتانول وvcc    هر يـك فـاز (
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ثابت فاز معكوس با استفاده از يك گراويان مرحله اي اسـيد اسـتو نتيريـل ـ آب ـ تـري       

  فلوئوراستيك . اين مثالي دو قانون را تشريح مي كند . 

ان شـباهتهاي آنهـا   لازم است تا بتو NMR، و يا TLC  ،HPLCـ مقايسة تمام اجزاء با   1

  را فهميد .

ـ در طي خالص سازي با كك سنجش زيستي هرگز يك جزء را خالي نكيند تا اين كه   2

يك روش تحليلي در دسترس باشد كه تركيبات فعال را از ديگر تركيبات مخلوط متمايز 

 مي كند . اين تركيبات م يتوانند در دسترس باشند ولي اثرات آنها با ديگر مـؤ لفـه هـاي   

مخلوط پوشيد ه مي شوند . اين ب خصوص در مواردي مهم است كه ذخيرة ار گاسـنيم  

  محدود است و جمع آوري دوباره مشگل است . هيچ يك از نمونه ها نبايد تلف شوند . 

  : استخراج فاز جامد :   4ـ2

استخراج فاز جامد فرصتي است براي انجـام جـدا سـازيها يـي كروماتوگرافيـك خيلـي       

توصـيف شـد ) دو سيسـتم     1تفاده از يك تعدادي فاز ثابت ( كه در فصـل  كوچك با اس

جدا سازي كه معمولأ توسط اين محقق اسـتفاده شـد ه انـد و بـراي بيشـتر محصـولات       

  طبيعي من جمله محصولات طبيعي آبزي مناسب هستند بشرح زير مي باشند . 

ن مرحله اي اتيل استات و ـ كروماتوگرافي عصاره برژل سيليكا با استفاده از يك گراويا1

در هگزان و يا هپتـان . بعنـوان    (CH2CL2 , CHCL3 , CL2CHCH3)يا حلال ها لوژنه 
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 37/ 7مثال يك مجموعة شستشو عبارت خواهد بود از : هپتان ، اتيل اسـتات ـ هپتـان (     

 )، اتيـل V  /V  1  :3)، اتيـل اسـتات ـ هپتـان (    V  /V 1  :1) ، اتيل استات ـ هپتـان (   1:

  ) . V  /V 1 :1استات ، اتيل استات ـ متانول (

. در ايـن   cـ   18ـ يك جدا سازي فاز معكوس با استفاده از يك ژل سيليكاي پيونـد ي  2

حالت ستول با يك گراويانمرحله اي آب ـ متانول و يا آب ـ استو منتريل توسعه مي يابد   

)، متـانول   V) /V3 :1ب % آب ، متانول ـ آ 100. يك مجموعة از شستشو عبارتست از : 

% دي كلرومتـان  100% متـانول ،  V /V1 :3  ، (100) ، متـانول ـĤب (   V/V1:1ــ آب  (  

/  5ـ   0/ 6برابـر   Rf.براي بسياري از تركيبات محلول آلي و قطبي ( مانند انهايي كه يك 

 ـ 7:  2: 1ـ پروپانول ـ اتيل استات ـ آب {      TLC     Nدر سيستم  0 ر } دارند كـه در زي

بعنوان يك جفت  يوني ا ضافه كنيم .  TFA  0/  1توصيف شده است خوب است كه % 

اين دنباله را حذف مي كند و ر جدا سازي نا جور حلقه هاي داراي نيتروژن مفيد اسـت  

  و استنسين  آسيرن .   CLاستو نسين دراگا سيدين 

  : بيولوتوگرافي :   4ـ 3

يست فعـال مـن جملـه قطبيـت آنهـا بيولـو       يك روش عالي براي شناسايي مولفه هاي ز

) . اگر چه رايج ترين شكل اوتو بيوگرافي تركيبات ضـذ  7و  1توگرافي است ( در فصل 

ميكروبي را كشف مي كند اين روش براي كشف تركيبات ضد تو موري نيز به كـار مـي   
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ت رود . در بيواوتوگرافي صفحات لاية نازك عصاره هاي  مورد نظر در مقايس با صـفحا 

آثاري قرار مي گيرند كه ميكرو ارگانيسم هاي مورد نظر بر آنها تم گذاشته اند . براي بيـو  

، پوشش هاي آگار استفاده مي شوند . صـفحة   اوتو گرافي در مقابل خطوط سلول تو مور

TLC    بعد از يك زمان كو تاه انكو باسيون حذف مي شود و يا مي تواند هر جـاي خـود

حة سنجش براي رشد ميكرو ارگانيسم در انكو باسـيونه قـرار مـي    باقي بماند اگر چه صف

 Rf  گيرد . بعد از يك زمان مناسب انكو با سـيونه يـك منطقـة مهـار رشـد در مقـادير       

سيسـتم لايـة نـازك بـراي      3ف  تركيبات فعال مشاهده خواهد شـد . در آزمايشـگاه مـول   

  شناسايي قطبيت استفاده مي شوند : 

  برصفحات سيليكا  )1:  1قطبي : اتيل استات ـ هپتاي (  ـ براي تركيبات غير1

  ) برصفحات سيليكا  19:  1ـ براي تركيبات با قطبيت مياني : اتيل استات ـ متانول (  2

) بـر  7: 2:  1ـ پروپانول ـ اتيـل اسـتات ـ آب (       n ـ برا ي تركيبات محلول الي قطبي : 3

  صفحات ژل سيليكا . 

  : كروماتوگرافي ستون : 5

كروماتوگرافي ستول مرحلة بعدي بعد از تعيين قطبيت مولفة هاي اعصار است . تركيبات 

غير قطبي معمولآ بر فازهاي ثابت ژل سيليكا كروماتوگرافي مـي شـوند . كرومـاتوگرافي    

ستول خلأ و يا كروماتوگرافي در خشش خلأ ميتوانند يك جدا سازي اولية سريع و آسان 
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دنبال مي شوند . بـا بسـته    HPLC اضافي و يا  VCCاين با يك عصار را بدست دهند . 

  بنديهاي فاز معكوس و ژل سيليكا هر دو مي توانند استفاده شوند .  

  : كروماتوگرافي ستون خلاء : 1-5

با يك سيك شيشـه اي آبگينـه اي بـا تخلخـل       Buchnreدر اين روش ستون يك قيف 

شود و متناسب انتهاي قيف مـي گـردد.   متوسط مي باشد. يك قطعه از كاغذ صافي بريده 

مـي توانـد بـراي     ILCفاز ثابت بعد از آن به داخل آن ريخته مي شود. ژل سيليكاي عيار 

) در  EM    Science   Kieselgel   60 Hجداسـازيهاي فـاز طبيعـي اسـتفاده شـود (      

وس آزمايشگاه محقق استفادمي شود. اگر چه جداسازيهاي معكوس به بسته هاي فاز معك

عيار كروماتوگرافي ستوني نياز دارند . تعدادي بسته هـاي معكـوس بـه طورتجـاري در      

دسترس هستند ولي گروه محقق بسته هاي فاز معكوس خود را با استفاده از يـك تغييـر   

  روش منتشر شده از سوي ايوانزو و ديگران تهيه مي كند. 

ر مي گيرد تا فاز ثابت به طـور  بعد از افزايش فاز ثابت، قيف بر قسمت بالاي مخالف قرا

يكنواخت قرار گيرد ژل سيليكاي فاز طبيعي نيز در نهايت ساكن خواهد شد بسـته هـاي   

فاز معكوس چنين حالتي نخواهند يافت . اگر ارتفاع اضافي ستون مطلوب باشد مادةبسته 

ت مي شود تا ستون در حال tapبندي بيشتري در اين مرحلة اضافه مي شود سپس دوباره 

،   SEALسكون قرار قيف بعد از آن در بالاي فلاسـك خـلاء قـرار مـي گيـرد و بايـك       



  ٢٩

كائوچويي خلاء متناسب مي گردد .فاز ثابت دوباره ساكن مي گـردد . سـطح فوقـاني بـا     

استفاده ازيك شيشة كوچك يا بستر داراي بخش انتهاي مسطح به پايين برده مـي شـود .   

رآينـد تـا تضـمين شـودكه بسـته بـه طـور يكنواخـت         بايد حاشيه ها نيز به اين حالت د

ضخامت دارد . اگر حاشيه به درستي در پايين قرار نگيريد عصاره به راحتـي بـه حاشـية    

شيشه مي آيد و به بستة ستون نخواهد چسبيد . با وجود بسته هـاي فـاز معكـوس نمـي     

ز اسـت . ايـن   توان به راحتي سطح فوقاني را كاملاً صاف كرد زيرا بست خيلي شناور سا

  بر جداسازي اثر نمي گذارد مادامي كه ستون به درستي در پايين قرار گرفته باشد. 

بعد از آن ستون با اولين حلال در مجموعه هاي شويش تعادل مـي يابـد : حـلال كـافي     

 m-60ازستون عبور داد و مي شود تا ستون كاملاً مرطوب گردد مـثلاً بـراي يـك سـتون     

في است .قبل از اين كه ستون خشـك شـود خـلاء را رهـا كنيـد و      كا 100ml-75تقريباً 

حلال شويشي را خالي نماييد خيلي مهم است كه سـتون در ايـن نقطـه خشـك نشـود .      

خشك شدن ستونهاي فاز معكوس در اين نقطه باعـث يخـي شـدن سـتون و سـرعتهاي      

نـوان محلـول   جريان خيلي پايين مي گردد. براي جداسازيها بر ژل سيليكا ، عصاره بـه ع 

شوينده به كار ميرود اگر در اين محلول وارد محلول نشـود يـك مقـدار كمـي از حـلال      

قطبي تر اضافه مي شود تا آن را وارد محلول كنـيم مقـدار خيلـي زيـادي از تركيبـات و      

حلالهاي قطبي تر نبايد اضافه شود اين باعث مي شود كه در اولـين جـزء شستهشـوند و    
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. بايد موادي داشته باشيد كه به طور كامل در محلـول نسـيتند   توسط ستون جذب نگردند

زيرا مي توانند تعليق شوند و به ستون منتقل كردند. اگر يك مقدار مهمي از ماده محلـول  

  نيست بايد:

آب و يا   CH2    CL2يك جداسازي قطبيت زبر با تقسيم عصارة بين هپتان / متانول ،  -1

  ام دهيد. انج  VCCقبل از  n- BUOHآب / 

%  75 –% اتيـل اسـتات    25يك شوينده قطبي تر آغـاز كنيـد ( مـثلاً       جداسازي را با -2

يك دوغاب كـه از قبـل در فـاز      عصاره اغلب به عنوان VCCهپتان ) براي فاز معكوس 

ثابت جذب شده است استفاده مي شود. اين عملكرد با حـل عصـاره در متـانول وسـپس     

نجام مي شود .محلول تكان داد مي شود تا اطمينان حاصل كنيم فاز ثابت ا 20g-2افزايش 

كه بسته به خوبي پوشيده شده ات . متانول در خلاء دفع مي شود و اولين شوينده ( مـثلاً  

آب ) اضافه مي شود تا يك دوغاب به وجود آيد. دوغاب بعد از استفاده از يك خلاء در 

  ستون به بالاي ستونريخته مي شود.
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نستون با بخش هايي از حلال هاي با قطبيت كم و زياد( يك گراديان مرحله اي) بعد از آ

  شسته مي شود. گراديانهاي مرحله اي مورد استفاده در آزمايشگاه ها عبارتند از : 

  فازهاي ثابت ژل سيليكا :  -1

% اتيـل  60%هپتـان ،  60،   % اتيل استات 40 % هپتان ، 80 % اتيل استات ، 20% هپتان ، 100

 75% متـانول ،  25%اتيلاسـتات ،  100 % هپتان ،20 % اتيل استات ،80% هپتان ؤ 40ستات ، ا

% متانول ، بـراي تركيبـات كـم قطبـي     100% اتيل استات ،  50%متانول، 50% اتيلاستات ، 

يك گراديـان مرحلـه اي بـا     Laurencia  مانند بسياري از تركيبات حاصل از جلبك قرمز 

  ديكلرد متان در هپتان استفاده مي شود.  % مراحل 20استفاده از 

 Rp – 18  : (100%  h2o    ،80%  H2 o   ،20%فازهـاي ثابـت ، فـاز معكـوس (     20

  ACN (( 60 % h 2o  ،40%   ،60 % CAN  ،40 % H2 o  ،100 % H2oاستونيتريل ( 

 ،80 % H2o  ،20 %   100 ؛ % CAN  ،100 % MEOH     براي تركيبـاتي بـا عامليـت ،

  مي تواند جداسازي را افزايش زيادي دهد.  TFA/ . %حجمي 10ازي افزايش  .ب

بايد يك خلاء قبل از ريختن هر حلال به ستون در ستون استفاده شود. اگر هـيچ خلائـي   

به كار نرود سطح فوقاني ستون مي تواند با افزايش حـلال شـيار عميقـي بـردارد.اين اثـر      

اغذ صافي بعداز اين كه نمونه بـه كـار رفـت مـي     زيادي بر جداسازي دارد . يك قطعه ك

  توان بر بالاي ستون قرار داد و به اين ترتيب در كاهش تشكيل مجرا در ستون كمك كرد.
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  ديگر عواملي كه مي توانند جداسازيهاي توليدات طبيعي آبزي را پيچيده كنند. -5

  : شك و ترديد در مورد طبقه بندي :  1-6

م ها هميشه در تبيـين بهتـرين طـرح خـالص سـازي بـراي       اگر چه علم به طبقة ارگانيس

متابوليست هاي جديد مفيد نسيت تعيين غير قابل و ناكامل طبقه مي تواند مشـكلاتي بـه   

بار آورد واين در صورتي است كه فرضياتي در مورد مواد شيميايي يـك ارگانيسـم ارائـه    

ج ها ونرمتنـان كولـوني   شده باشند شناسايي بقاتي بسياري از گونه هاي به خصوص اسفن

بي نهايت مشكل باشد در بعضي موارد متخصصان طبقه بندي يك اسفنج را با نـام هـاي   

گونه هاي متفاوت ( و حتي ژل هاي متفاوت ) شناسايي كرده اند. كاربد روش هاي طبقه 

بندي مولكولي  اين زمينه را روشن مي سازد ولي در بعضي موارد اين امر باعث تغيير نام 

بقه بندي كلي يك ارگانيسم مي گردد همان طور كه مي توان تصور كـرد ايـن سـابقة    و ط

اسـت   Verongia   aerophobaمكتوب شيميايي راپيچيده كرده است. يك مثال اسـفنج  

نام دارد. يك تحقيق از بحث هـاي شـيميايي براسـاس نـام       Paseudoceratiraكه اكنون

اين ارگانيسم كه تحت طبقـة اصـلي بـه چـاپ     جديد شايد نتواند اكثريت مراجع را براي 

  رسيده اند آشكار سازد .
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  : خالص سازي تركيبات محلول در آب : اثرات نمك :  2-6

محصــولات طبيعــي آبــزي محلــول در آب يــك چــالش حداســازي ارائــه مــي دهنــد .  

اينركيباتباكروماتوگرافي براساس تبادل يون ،وزن مولكولي وجذب سطحي بر رزين هـاي  

عاملي خالص مي شوند. وجودمقادير زيادي نمك هاي غيـر آلـي بيـانگر مشـكلات     غير 

مهمي در جداسازي تركيبات با وزن مولكولي ك مي گردد زيرا هيچ روش جهـاني سـاده   

براي نمك زدايي تركيباتي با وزن مولكولي كـم وجـود  نـداردو رنمسـازي تكـراري بـا       

شد كـه تركيـب حلاليـت الكلـي دارد . در     متانول وديگر الكل هامي توانند زماني مؤثر با

 ؛ رزينهـــاي غيـــر بـــومي ماننـــد Bio-6el p-2؛  Sephadexc-10بعضـــي مـــوارد

Amberliteexad   و ياxaev          و يا زغـال فعـال مـي توانـد اسـتفاده شـود. جداسـازي ،

  بررسي مي شود. 11تركيبات محلول در آب در فصل

آمينـو   2 -1–آمينو  -3مولكولي كم  يك مثال از جداسازي تركيب محلول در آب با زون

   Teichaxinella) مــي باشــد كــه از اســفنج 3ان( طــرح  -1–ايميـدازوليل ) پــروپ  

morchella       جدا مي گردد اسفنج منجمد به طور كامل بـا متـانول اسـتخراج شـد بعـد از

،  Bio Rpn-70بوتـانول وآب تقسـيم شـد تقسـيم آب بـر      n–تغليظ عصاره متانول بـين  

به عنـوان شـويندهكروماتوگرافي شـد .     N %2عيف تبادل يون ، با استفاده از يكرزين ض

-H2o  ،Acoh   ،BuoH  ،n:   اين كروماتوگرافي باكروماتوگرافي لاية نازك ( ژل سيليكا
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) با كشف تركيب با واكنش با نينهيدرين كنترل شد. در تمام موارد مقادير كم  4:1:1،   1

اند و اين باعث شد كه تعيين مقادير واقعي زيست فعال غير نمك غير آلي در ماده باقي م

تركيـب   NMRممكن گردد . خوشبختانه در اين حالت وجود نمك در نمونه مانع تحليل 

  نگرديد.  

  پلي آمين ها : – 3-6

تعدادي ارگانيسم آبـزي ،بـه خصـوص  اسـفنج هـاداراي آمـين هـاي پليمـري كايتونيبـا          

يت هايي در تعدادي سنجش زيستس نشـاندادهاند رايـج   وزنمولكولي بالا هستند كه فعال

 A mphimedon     campressa) اسـت كـه ابتـدا از     4ترين آنها هالي توكسين ( طـرح 

  -Hispidonetraspنام داشت) پلي آمينها نيز از  Haltclona  rubensگزارش شد ( قبلاً 

 ،cinachyrsp  وDesmacidon SP   يـك مجموعـه از    جدا شدند . ايـن اسـفنجها داراي

هسـتند .ايـن تركيبـات بـه سـختي       2500am4تا بيش از  1000تركيبات باوزن مولكولي 

دنبال مي شوند.با استفاده از رزين هاي تبادل كـايتون وجداسـازيهاي وزن مولكـولي بـر     

LH-20  ( براي هال توكسين هاي حلال در متانول ) وياSephaden  G 200   تركيبـات )

 n-Bouh/ h2o / acohبا استفاده از  CCC  يت هايي به دست آمد محلول در آب ) موفق

) نيـز   n-BOUH(  فـاز متحـرك     n- BUOH  / H2oو يا  BUOHفاز متحرك  4:4:1/ 

  استفاده شدند.فراصافي موثرترين روش خالص سازي هالي توكسين شناخته شد 
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  : تركيبات داراي استر سولفات قطبي : 4-6

كه عامل  استر سولفات دارنـد. ايـن     آبزي داراي تركيباتي هستندبسياري از اگانيسم هاي 

تركيبات در تعدادي از سنجش هاي زيستي آنزيم وپيوند گيرنده فعال بود مي تواننـد بـه   

سختي خالص شوند .آنها به عنوان مجموعه تركيبات نزديك به هم مي باشند كـه خيلـي   

دشـايد رايـج تـرين اسـتر سـولفات ،      قطبي بوده و در زمان اسيدي وبازي ناپايـدار هستن 

گـزارش   Halichondria  cf . moorie) باشد كه ابتـدا از   5سولفات هاليتسانول ( طرح 

يافـت شـده    Haplosaeridشد .اين تركيب همچنين از تعدادي اسفنج هـاي مربـوط بـه    

، و دو گونة   Topsentispp   ،Mananthus  ciocalyptides  ،Foliolina SPاست مانند

Pseudanynissa         به دست آمـد. سـولفات هاليسـتانول باكرومـاتوگرافي متـوالي بخـش

ژل سيليكا ،و   TSk G3000sمحلول در آب يك عصارة متانول آبي با استفاده از يك ژل 

خالص شد . اجزاء ضد ميكوبي حاصل از جداسازي  LH-20  ٍ ،spehodenيك فاز ثابت

LH-20 بابلورسازي مجدد ازELOH- H2o تر خالص شدند.بيش  

ايناسترهاي سولفات استر ول فعالتي هـايي در تعـدادي از سـنجش هـاي پيونـد گيرنـده       

كه در موسسة ملي سرطان آمريكا انجام  HIVوآنزيمنشان دادندو همچنين در غربال ضد 

براي اين طبقه از تركيبات توسـط كادلينـا و    Dereplicationشد فعال بودند . يك طرح  

 Spehadexسيستم كروماتوگرافي شدند  3. در اين طرح عصاره ها در  ديگران منتشر شد
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) اجزاء در نقابل  c18   )6-Aومنفذ باريك  c4 / ..3منفذ پهن  براي وزن مولكولي ، 6-25

HIV    والگوهاي فعاليت سنجش شدند در مقايسه با آنهايي كه براي سولفات هاليت نـوا

)  h2o  )7/7 2:1فنج با متانول شسته شدند: عصاره اس 6مشاهده شد استرول سولفات از 

 ILCسريع اين طبقه از تركيبات راعملي ساختند در آزمايشگاه مولف  Dcreplicationو 

شـد.  يـك عصـاره     سولفات هايستانول و تركيبات مربوطه استفاده Derepliationجهت 

/      V/V/Vآب   – پروپانول اتيل اسـتات  n–خام اسفنج و يا تقسيم بوتانول با استفاده از 

/ . دارنـد  5تقريبي  RP) به عنوان فاز متحرك كروماتوگرافي شد. اين تركيبات يك  7:2:1

/ . وانيلين در محلول اسيدسولفوريك بـه دنبـال حـرارت اسـپري زده مـي       20و وقتي با 

شوند به رنگ ارغواني تيره در مي آيند .بسياري از اين تركيبات با يك يون مخالف آمـين  

جور حلقه اي در ارتباط هستند اين تركيبات بعد ازديده شدن با واكنشگر به رنـگ زرد  نا

  روشن در مي آيند. 

 – 34تعــدادي از اســترهاي آروماتيــك ســولفات گــزارش شــده انــد. اينهــا عبارتنــداز :  

ــيس ســولفاتو ســايكو ـ       38ـ آپيليســين ،    37ســولفات ، -13سولفانوباســتادين ،  ـ ب

، بيشتر اينتركيبات بـا كرومـاتوگرافي مكـرر     gـ وسيفونوديكتول  a  ،39   سيفوتوديكتول 

جـدا شـدند در آزمـايش مابسـياري از      با استفاده از متانول به عنوان شـوينده ،  LH-20به 

حجم ستون باقي ماندنـد   10-15براي  HI-20متابوليست هاي سولفات در فازهاي ثابت 
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ممكن است شاخص و شانه  LH-20ي شستشوي بعدب يك متابوليست فعال از بسته ها

 IRدر طيـف   cm  1250اي از عامليت سولفات در  مولكول  باشد .يك جذب قـوي در  

  مي تواند ابتدا براي تأييد وجود عامل استر سولفات استفادهشود.

 – Iطبقة ديگر تركيبي كه مي توانند به سختي خالص شـود سـاپوتينس يافـت شـدهدر     

chinoderm  ًتمام آلينو درم هايي كه تا كنون برسي شده اندداراي استرول ها است تقريبا

هاي پلي هيدروكسيناليته و يا گلكوسيوهاي ترپس مي باشند كـه بسـياري از آنهـا داراي    

كردن ايـن  عامل استرسولفات هستند خالص تشريحي است از روند بر استفاده از خالص 

  .متابوليست ها

 8براي هر يك  27 بار ، 21خيس گرديدند   H2o)خردشده اند و در  kg 1/85حيوانات (

   Amberliteساعت عصاره هاي آبي تركيبي ساكن شدند و بعداز سانتريفوژ از يكستون 

xadi  ،1  كيلوگرم عبور داده شدند. اين ستون ابتدا باIl  H2o    2شسته شد وسـپس بـاL 

سـانتيفوژ شـويش    كيلوگرم عصارة خام به دست آيد بعد از 24/3متانول شسته گرديد تا 

)   Meoh   H2o  )2:1بااسـتفاده از   Sephaden   LH-6 متانول اينعصاره هر يك سـتون  

-nكنتـرل گرديـد ( صـفحات     ILCجزء جمع آوري شد و بـا   ml-5كروماتوگرافي شد. 

BUOH  - HOAC  -  H2O – Si  12:35      / كـه بـا سـولفات سـريك ،H2so4   كشـف

 -  Ch3  CL3با استفاده از مد فرايند  Sephaden   LH-20از  125 -200گرديد ) اجزاء 
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Meoh – h2o  )8  :13  :7 به  فاز ثابت ، )، فاز پايين تر به عنوانdccc   تسليم شد. اجـزاء

)  1-61طبق فوق كنترل گرديدند .بنابراين تركيـب شـدند . اجـزاء اوليـه (      ILCدوباره با

 3:  1:   5 با استفاده از مد فراينـد  dcccبا يك جداسازي دوم  dcccحاصل از جداسازي 

n-BOUH  -  Me2 – H2o   فاز پايين تر بهع نوان فاز ثابت ، بيشتر جدا شدند. اجـزائ ،

 * c18m – Bondapak  )30 cmهـر سـتون     HPLCكنترل شدند وسپس بـه     ILCبا 

7/8 mm)   ياMEOG – H2O   )45 :55    ) 5) سـرعت جريـانmL  / 7 min   تسـليم (

و  6و2و2) به دست آيند بازده هاي به ترتيـب   6-9طرحهاي  تركيبات خالص (  E شدند

  كيلوگرم. 3

تولوميكالين هـا / كرامبسسـيدين هـا /      : محلولهاي پيچيدة متابيوليست هاي قطبي : 5-6

  باتزلادين ها :   

چرخه اي كه بـا يـك اسـيد چـرب خطـي هـا ـ         5مجموعه اي از گوآنيدين ها كمپكس 

يك اسپرميدين  ويا واحد اسپرميدين هيدروكسي وصل شده اند از اسفنج هيدروكسي به 

،  Ptilocaulis   Spiculifel  ،Hemimyclesp  ،Crambecrambe  ،Batzella spهـاي  

arbuscula  ،Monanchora   ــايي ــتاره دريـ ــين از سـ ، گـــزارش شـــده انـــد و همچنـ

Formiamonilis  ،Celerin , heffernan طبي هستند مـي توانندبـه   . اينتركيبات خيلي ق

شكل مخلوطهايي باشـندكه بهسـختي جـدا مـي شـوند . اكثريـت تركيبـات داراي يـك         
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را پيچيده سازد نمي باشند و روش هاي پيچيـدگي   HPLcكروموفر مهمي كه جداسازي 

ــراي خــالص كــردن تيلوكــالين ( طــرح    ــاطرح مــورد اســتفاده ب )  10خــالص ســازي ب

)  13( طـرح   800) ، كرامبسـيدين   12كـالين ( طـرح   ) تيومي 11طـرح   0استرتيلوكالين 

(  a – e o) و باتزليـدين هـاي    15( طرح  9كرمابسيدين  ) ، 14( طرح  6/8كرامبسيدين  ،

) را  3( شـكل   BAH ZELLASP) تشريح شد تمام آنها يك مجموعه بـزرگ   16طرح 

  تشكيل مي دهند. 

مهار مي كنند و تمـام جـزئ    CD4را با  HI vgp-120عصاره هاي خام اين اسفنج پيوند 

به جزئ شدن با استفاده از اين سنجش دنبال مي شود اسفنج خشـك شـدة انجمـادي بـا     

متانول استخراج مي شدو عصاره به طور متوالي با اتيل استات ، دي كلرومتـان، و متـانول   

نرم مي شود. بخش زيست فعال دي كلرو متان با اسـتفاده از يـك محلـول متـانول / دي     

كروماتوگرافي مي شـود. اجـزاء فعـال     Srphader  lh-2) بر  1:1:1رو متان / هگزان ( كل

از   ACOH / H2o / CH2 CL2بعــد از آن بــا اســتفاده از يــك گراديــان متــانول   / 

  كروماتوگرافي ژل سيليكا عبور مي كنند.

 PILCن با كنترل مي شوند و اجزاء مشابه تركيب مي گردند . اينها بعد از آ ILCاجزاء با 

و يا كروامتوگرافي تكراري ژل سيليسيم با استفاده از مخلوطهـاي پيچيـدة حـلال بيشـتر     

:  5: 5/3: 5/2خالص مي شوند مانند استون/ متانول / دي كلرومتـان / آب / اسيداسـتيك :  
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. ديگر روش هاي خالص سازي اين طبقـه از تركيبـات عبارتنـد از : اسـتفاده از       30: 20

DCCC  )n-BUOH- ME2CO – H2O  }75  :15  :45 ؛   مد فرايند كه با {Ilc  كنترل

، واكنشگر اسـپري در اگنـد.روف}    BOUH-ACOH –H2O-8 60:  15: 25مي شود { 

 p-spiculifelنمونـه هـاي    Hemimycale spو  ptilocaluis     spiculiferبـه دنبـال    

ط پاتيل و ديگران مطالعه شـد  بودند كه توس  Batzellaspدوباره ارزيابي شدند وشبيه به 

و طبقه بندي تجديد نظر شد . به علاوه بر وجود ايـن مجموعـه از تركيبـات مربوطـه در     

تاوارز و ديگـران رابـر آن       Batzella   ،Crambe  ،Monanchoraجنس هاي اسفنجي 

داشت تا يك ارتباط طبقه اي نزديكتر از آن چه كـه قـبلاص بـراي اينهـا گفتـه شـدهبود       

كند . نشرية اخير تربـات در يـك شـاخه متفـاوت ( اكتيـودرم هـا ) و اثـر آن بـه         كشف 

سوالات مربط به طبقه يندي شيميايي هنوز بايد مورد بررسـي قـرار گيرنـد .ايـن امكـان      

وجود دارد كه تركيبات جدا شده از ستارة دريايي از يكرژيم غذايي اسفنجي حاصل شده 

  باشند.

  الگالوئيدهاي پلي آكريدين: – PHاتوگرافي حساس به : تركيباتي با خواص كروم 6-6

مجموعه اي از آلكالوئيدهاي رنگ روشن پلي آكريـدين از اسـفنج هـاي آبـزي خـانوادة      

Pachosterlidoe  يــك نــرم تــن غيــر شــناخته شــد و نــرم تنــان جــنس ،Cyst.dyte  و

Eudistoma ل سيليا و يا ، جدا شدند . اين تركيبات مي توانندبه سختي برفازهاي ثابت ژ
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RP-18  جدا شوند زيرا بي نهايت مستعد تغييرات كوچك درPH     هسـتند و ايـن باعـث

دنباله اي شدن در بسياري از سيستم هاي كرومـاتوگرافي مـي گـردد در خـالص سـازي      

ــداز      ــابي بع ــوب انتخ ــانتريفوژي ،رس ــالف س ــان مخ ــاتوگرافي جري ــات از كروم تركيب

استفاده شد .( شكل  ODSفازهاي ثابت آمينو وبر  HPLCو  LH-20كروماتوگرافي سادة 

4. (  

رشد سلولهاي لوسـمي   Dercitusتولئون اسفنج ته دريايي از جنس  –يك عصاره متانول 

 % 5را متوقف كرد اسفنج منجمد با متانول و يا دي كلرومتـاني كـه داراي     P388آبزي 

NH4OH    . جـزء بهجـزء    است استخراج شد تا يك عصاره ارغواني تيره بـه دسـت آيـد

 : Meoh : cH2 cL2)  5:  5:  3سانتريفوژي بـا اسـتفاده از (   CCCشدن عصارة خام با 

H2o  به عنوانيك رنگدانـه خرمـايي تيرهبـه دسـت داد.      21در سيتسين خالصي ( طرح (

كه داراي مولفه هاي مربوطه ريزي بودنـد. ( تحليـل     CCCجزءبه جزءكردن شيوة اجزاء 

Ilc , NMR با استفا ( ده ازHPLC       ) 4:4: 1بر يـك فـاز ثابـت آمينـو بـا  (Ch3 . CN: 

MEOH   همچنـين  22بهعنوان شوينده انجام شد تا نور در ستين به دست آيد ( طـرح . (

) و سيلكودرسـيتين ( طـرح    24) در سيتاميد ( كوآنيامين ) ( طرح 23در سيتامين ( طرح 

  ) نيز به دست آمد. 25
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)  24) و درسـيتامين ( طـرح    26( طـرح    Dآنونيـامين  منبـع كو   Cystdytes spنرم تـن 

بودهاست . در اين روش خالص سازي ،نرم تن به طور متوالي با هگزان استخراج شد به 

استفاده گرديد . كرومـاتوگرافي عصـاره خـام     CH2CL2- MEOH)  2:1دنبال آن از  (  

دو جزء را توليد كرد  به عنوان شوينده MEOH با استفاده از  Sephaderul-20تركيبي بر 

درجةسـانتيگراد در   45شسته شد و در  CHCL3اولين جزء در يك چسب تلغيظ شد، با 

MEOH    حل گرديد بعد ازقرار دادن در دماي اتاق يك جامد ارغواني رسوب كرد . ايـن

بازي شد .در اين مرحله  % Ph=9% تا  NAOH  1جامد درآب حل شد و اين محلول با 

؛   RP-18بـر يـك فـاز ثابـت      HPLCرسوب كرد كه مي توانست با يك جامد زردرنگ 

MEOH- H2O   )1 :20 شود تـا كوآنونيـامين    ) به عنوان شوينده كروماتوگرافيD    در

-LH) . بخش دوم حاصـل از كرومـاتوگرافي   26) توليد شود ( طرح 24درسيتاميد(طرح 

)  بـه  27ن ( طـرح  گرم حل شد و بعد از خنك شدن  دي برموشرميلامي MEOHدر  20

بازي اين تركيبات از سوي  –عنوان يك رسوب ارغواني به دست آمد .ويژگيهاي اسيدي 

) ،  29(طـرح    b) ،28( طرح   aكارول و كوآر مزيتي در خالص سازي كوآنونيامين هاي

D   يك نرم تن غير شـناخته شـده ابتـدا بـا متـانول      4) استفاده شدند.( شكل 26( طرح (

% از يـك محلـول    1كـه داراي    CH CL3- MEOH) 1:1سـپس بـا (   استخراج شـده و 

NH4OH  30 است استخراج گرديد. اين عصار ها  در يك باقي مانده آبي تركيب شده %
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اسـيد هيـدرولكتريك و اسـيدي شـد در مقابـل         1mو تغليظ گرديد و اين باقي مانده با  

CHCl3  تقسيمگرديد . فاز آبي  با NH4OH 10 در مقابل كلروفرم تقسيم  % بازي شد و

بعد از آن تغليظ شد و باقي مانده بر يك سـتون كـارتريج    CHCL3گرديد. عصاره بازي 

اجزاء  HPLCبه عنوان شوينده كروماتوگرافي گرديد .  CHCL3 – MeOHژل سيليكا با 

بـه عنـوان    CHCL3 – MEOH (98:2)فعال با اسـتفادهاز يـك فـاز پيونـدي آمينـو و /      

گرديـد.يك جـزء نيمـه      dخالص و كوآنونيامين هاي  b توليد شرميلامين شوينده باعث 

 4بر فاز ثابت سيليكا بـا (    HLPCحاصل از جداساي آمينو با يك  Aخالص كوآنونيامين

:6  (CH2CL2 – ETOAC    ، بيشـتر خـالص شـد و بـدين ترتيـب        بـه عنـوان شـوينده

 Chelynotus ز از يك نـرم تـن   خالص به دستĤمده اين متابوليست ها ني Aكوآنونيامين  

semeer  .كه نرم تن پوشش دار را مي خورد جدا شدند  

  متابوليست هاي اثر استثناي ـ  اسونجيستانين ها :  – 7-6

اسـفنج مختلـف    4مجموعه اي از ماكروليدهاي ضد توموري به نام اسپونجيستانين ها از 

 Spongiasp  ،Spirasdrella  Spinispirulifera   ،Hyrtios   altrumگزارش شده اند : 

 ،Cinachyra  sp        اين تركيبات به عنوان متابوليت هـاي اثـر يافـت مـي شـوند . اولـين .

گـزارش شـد    Spingia  Sp) از يك  30( طرح  1اسپونجيتاتين  تركيب در اين مجموعه ،

  كه از جمهوري مالديد جمع آوري گرديد . 
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 Kgرفت و استثنأ پيچيده بود . بيش از جدا سازي با راهنمايي سنجش زيستي صورت گ

جرم اسفنج مرطوب پردازش شد و چالش هاي زيادي براي دانشمندان توليد كـرد .   400

اگرچه جزئيات گزارش شد . تا حدودي ناقص هستند جداسازي بااستخراج اسفنج تـازه  

اره شروع شد . اين عص CH2CL2-MCOHو يا منجمدبا استفاده از متانول و به دنبال آن 

 H2O 3:  2و هگزان تقسيم گرديد و سپس فاز آبي در  9: 1آب  –بعد از آن بين متانول 

– MCOH   غازĤتنظيم شد و با دي كلرومتان تقسيم گرديد . اين جزء دي كلرومتان نقطه

ــل     ــه اي مراح ــه مجموع ــود منجمل ــاتوگرافي ب ــه آزمايشــات كروم ــك مجموع ــراي ي ب

، كروماتوگرافي تقسيم بر    Sephadexl  H -20ر كروماتوگرافي تقسيم و دفع استريك ب

 – H2Oكه بـا   C 8، ستون   Mm 20-5 Prepexبا استفاده از يك   Hplcژل  سيليكا ، و 

MCOH – -  MCN  )7  :5  :5  شسته شد تا (mg 8/13  )از اسپونجيستاتين بدست آيد

  ) .  4/3*  10  -7بازده  % 

در   Gl 50ز انواع تومور مقاوم شيميايي بامقـادير  اين تركيب در مقابل يك زير مجموعها

 Mدامنة 
  بي نهايت فعال است .   5/3-5/2*  10 -11

ــتاتين   ــازي اسپونجيس ــرح  4در جداس ــزء  31( ط ــل از  CH2CL2) ج  kg 2409حاص

Sperasrerlla   Spihisp. Rulifch   ابتدا بـاHPLC      جـدا شـد و در آن از يـك سيسـتم

HPLC    ژل سـيليكا ،  مقياس پيلوت برسـتونm 15/0  *3    اسـتفاده گرديـد و در ،si P 
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 Sphadex lH – 20راه اندازي شد . بعد اين عملكرد مجموعه اي از جداسـازيهاي   150

،   Merck  RP  _ 2بااستفاده از سـتونهاي بعـدي دنبـال شـد :      Hplcو مراحل مضاعف 

Prepex-Rp-8   ،Lichrospher  100 RD-18  براي توليدmg    7/10  4اسپونجيستاتين 

) رااز اســفنج  a( اصــولا بــه نــام آلتــوهيترين  1.كوباياســتي و ديگــران اسپونجيســتاتين 

Hyrtios  altum    جدا كردند . روند جداسازي عبارت بود از اسـتخراج اسـتونKg 112 

باقي مانـد تقسـيم     EtoAcبافعاليتي كه در فاز  EtoAcاسفنج تازه. اين عصاره بين آب و 

جزءفعـال اتيـل اسـتات باعـث      Hplcوماتوگرافي تكراري ستوني ژل سـيليكا و  شد . كر

ــوهيترين  1اسپونجيســتاتين  mg 5/0جداســازي  ــت اختصــار   A( آلت ــه عل ــده ب ) گردي

  ارتباطات ، شرايط كروماتئگرافي دقيق گزارش نشده اند .  

اسـفنج بـا    ) ( سينا كيروليـد ) رااز يـك   31( طرح  4فيوستاني و ديگران اسپونجيستاتين 

اسفنج تازه خرد شد و  kg 6/6) . در اين روند  5جدا كردند ( شكل   Cinachyraجنس 

سپس با اتانول و بعد استون استخراج گرديد . عصاره هاي تركيبي تغليظ شدند و سـپس  

متـانول آبـي و    90و آب تقسيم گرديد . بعد از تغلـيظ ، عصـارة اتـري بـين %      Et2oبين 

. فاز متانول آبي بعد از آن بـا اسـتفاده از يـك گراديـان مرحلـه اي      هگزان تقسيم گرديد 

متانول / آب به عنوان شوينده در معرض كرومـاتوگرافي درخششـي بـر يـك فـاز ثابـت       

ODF    . قرار گرفت  



  ٤٦

سيسـتم   3اجزاء فعال حاصل از اين جداسازي بعـد از آن بـه طـور متـوالي بااسـتفاده از      

بـا شستشـوي    Capcall  Pak C18  8G120-5: كرومـاتوگرافي شـدند     Hplمتفـاوت  

بـا شستشـوي     Cosmosil  5c18-AR  ;  (MeoH / H2o t/7  % 80-50)گراديـاني  

بـا    MecN / H2o  (V/V)   ،Consmosill 5C18-AR %40ايزوكراتيـك بااسـتفاده از   

ــوي ايزوكراتيــك بااســتفاده از    بــازدة نهــايي    MCOH/ H2o(V/V) %70شستش

  )  8/1*10 -5( وزن مرطوب %  mg 1/1عبارت بود از  4اسپونجيستاتين 

  توليد ميكروبي متابوليست هاي حاصل از بي مهرگان و گياه :  8-6

ماهيت اثر بي نهايت تركيبـاتي ماننـد اسپنوجيسـتاتين و وجـود آنهـا در ارگانيسـم هـاي        

جمـع  ديگري كه از نظر طبقاتي با آنها مرتبط نيست و از محل هاي متفـاوت جغرافيـايي   

آوري شدند نشان داد كه اين تركيبات مي توانند يك رژيم غذايي مشترك و يا يك منبـع  

ميكرو ارگانيسمي جمعي داشته باشند . بحث در مورد ارگانيسم منبـع واقعـي بسـياري از    

تركياتي كه از بي مهرگان ابزي جدا شده اند ادامه دارد . به طور كـل اگـر يـك محصـول     

معيار زير را داشته باشد يك منبع ميكرو ارگانيسـم تركيـب مـي    طبيعي آبزي يك يا چند 

  تواند در شك و ترديد واقع شود : 

وجود يك تركيبات در شاخه مضاعف در مواردي كه در آنها ارتباط صيد / صـياد   -1

نمي تواند براي ارگانيسم مشخص شود . جداسازي آلكالوئيد هاي پيريدينوآكريـدين  



  ٤٧

يك نمونـه   Cysdytesو نرم تن   Dercitusspاز اسفنج  ) 24مانند درسيتاميد ( طرح 

  از اين است .

شباهت ساختاري تركيبات با توليـدات ميكروبـي مشـخص . يـك مثـال از ايـن        -2

مشـتق    Ecteinascidia  turbinarg) است كه از نرم تن  32طرح  ( 729اكتيناسيرين 

ليــد شــد ؛ تو aشـده اســت ايـن تركيــب از نظـر ســاختاري شــبيه بـه سافراميســين     

  ) و تركيبات مربوطه مي باشد .  33آكتينوميسيت ( طرح 

بازدة بي نهايت پايين تركيب . هر دوي اسپونجيستاتين و آكتيناسيدين ها مثالهايي  -3

  از اين هستند. 

استثناها در اين قانون تركيباتي هستند كه بيوسنتز نسبتا ساده اي دارنـد زيـرا ايـن امكـان     

هاي متفاوت از نظر فيلوژنتيكي بتوانند تكامل مسيرهاي سـاده را  وجود دارد كه ارگانيسم 

افزايش دهند . به علت مشكل بودن جدا كـردن و كشـت ميكـرو ارگانيسـم هـاي آبـزي       

هفريست شكست در كشت يك ميكرو ارگانيسمي كه تركيب راتوليد مي كند نمي توانـد  

اوليـه تحقيـق در    دليل محكمي براي توليد بي مهرگـان متابوليسـت باشـد . يـك هـدف     

تعدادي از گروهها عبارتست از تعيين شرايط كشت براي ميكرو ارگانيسـم هـايي كـه بـا     

گياهان و بي مهرگان آبزي ارتباط دارند . تا اين امر صـورت پـذيرد روش هـاي ديگـري     

  براي تعيين ارگانيسمي كه مسئوول توليد متابوليست ها است استفاده خواهند شد . 



  ٤٨

اتي در سلولهاي اسفنج توسط تعدادي از گروهها به طور موفقيـت آميـز   تعيين محل تركيب

صورت گرفته است. در اين تحقيقات تركيباتدر سلولهاي اسفرولوزو كوآنوسـيت اسـفنج   

ها يافت شدند . در بيشتر ايـن مطالعـات وجـود درون همزيسـتي هـا بـا ميكروسـكوپي        

تـوان نتيجـه گرفـت كـه ايـن      الكتروني و نوري غير محتمل شمرده شـد . بنـابراين مـي    

  تركيبات با خود اسفنج توليد شده اند . 

و  (CMF-ASW)انواع سلولي ابتدا با جدايي اسفنج در آب درياي بدون منيزيم و كلسيم 

ناپيوسـته ( كلريـد سـزيم ) و يـا گراديـان       Ficollبعد باسانتريفوژ ديفرانسـيلي بـر يـك    

Precoll  و ديگران سـلولهاي  جدا شدند . به عنوان مثال تامپسونAplyeina Fistularis 

 10و%15،  20،  25،  30از  ml50كه محلولهـاي   ml50رابااستفادهاز يك لولة سانتريفوژ 

از پايين به بالا به آن اضافه شد جدا كردند. بعد از سانتريفوژ در  CMF-ASWفيكول در 

rpm 1000   الي گـرد شـدند .   براي يكدورةزماني ، سلولها در رابط بين چگالي هـاي متـو

آنهابعد از آن با يك پيپت دميده شدندو بعد از آبكشي سلولها از نظر وجود متابوليت هـا  

استخراج شده و آناليز گرديدند . به اين طريق انواع مختلف سلولهاي اسـفنجي از مؤلفـه   

  هاي باكتريايي جدا گرديد .  

ــل متابو    ــين مح ــراي تعي ــران ب ــاولي و ديگ ــط ب ــاوت توس ــك روش متف ــاي ي ــت ه لي

 4داراي  To Swinhoeiاسـتفاده شـد .    lithistid     :theonello  swinhoeiاسـفنج 



  ٤٩

جمعيت سلولي مجزاست : سـلولهاي اسـفنج ، باكتريهـاي تـك سـلولي هتروتروفيـك ،       

تركيـب   2سياروباكتريهاي تك سلولي و باكتريهاي هتروفيك رشته اي اين اسـفنج داراي  

) كه از نظر ساختاري با سيتو فيكين شبيه اسـت   34( طرح  Swinhplide aاصلي است : 

 -3(  AHMP) كـه داراي  35( طـرح   951؛ يك متابوليست سـيانو باكتريـايي و پپينـد ـ     

اسيد ( يئنو نيـك ) يـك آمينـو     -7،  5–فنيدلوكتا  -8–ميتل  -6–هيدروكسي  -4–آمينو 

بوليست هـاي سـياند   است، مي باشد و اين آمينو اسيد در متا ADPAاسيدي  كه شبيه به 

  باكتري كشف شد مانند ميكروسيتين ها. 

سيانو باكتريها در آكتوزوم اسفنج قرار مي گيرند هتروتروفيك رشته اي  T.Swinhoei در  

در آندوروم اسفنج قرار دارند تشريح ناخالص آندوزوم از اكتـوزوم بـه دنبـال سـانتريفوژ     

سلول مي گردد.باكتري رشـته اي مـي   نوع  4ديفرانسيلي اسفنج تفكيك شده بعث جدايي 

دقيقـه دانـه اي مـي شود.روشـنا در بعـد از ايـن        5به مدت  600gتواند با سانتريفوژ در 

% باكتري تك سلولي مي باشد. سيانو باكتريها مـي تواننـدبا    95سانتريفوژهاداراي بيش از 

اع انـو  NMR , HPLC, TLCدقيقه دانه اي شـوند تحليـل هـاي     7به مدت   1000gدر 

در يك جمعيت مخلوط باكتريهـاي تـك    Swinhelideaسلولي جدا شد . نشان دادند كه 

در بـاكتري هترتروفـك     P951سلولي هتروتروفيك قرار داشته است در حالي كـه پپينـد   

  رشته اي بوده است .هيچ تركيبي باسلولهاي اسفنجي در ارتبا طنبود.  



  ٥٠

ومتري جريـانبراي جـداكردن انـواع    در يك روش سوم درتعيين محل متابوليست ها ، سيت

شـناخته شـده دو نـوع     p. herdaceaاستفاده شده  Dysidea  herbaceaسلولي اسفنجي 

شيميايي اسفنج وجود دارد. اولين آنها داريامتابوليسـت هـاي اشـتغالي آمينـو اسـيد پلـي       

ا تـه .  كارفيناته و ستر كوئيترپن بوده است. و دومي داراي اترهاي دي فينيل پلي پرومسـين 

بـه اضـافة گـروه بنـدي سـلولي بـراي جـداكردن         Becton – Dickinson facsdarيك 

سلولهاي سيانو باكتري از سلولهاي اسفنجي دردونوع شـيميايي بـر اسـاس فلوئورسـانس     

) 36نشان دادكه ستركوثيترين،هرباديسدولئيد ( طرح  Gclms   NMRاستفاده شد. تحليل 

سلول اسفنجي غير فلوئورساني قـرار داشـته انـد  و    ) در بخش 37و اسپيروديسين ( طرح

سيانو باكتريايي قرار داشته است  ) در سلولهاي 38دي ميتل ايزوردي سيديين (طرح -13

)  39دي يروموفنول ( طرح 6و 4–، دي بروموفنيل )  4، 2(   --2.در نوع شيميايي دوم، 

  در جزءسيانو باكتريايي قرار داشته است.

ات بي نهايت سعي كه اصولاً در بي مهرگان دريـايي ديـده شـده انـد بـا      تعدادي از تركيب

باكتريهــاي آبــزي و يــا دنيــوفلاژرات هــاي مربــوط بــه ايــن ارگانيســم هــاي توليــدمي  

شوند.تعدادي از  مقالات در اين زمينه به چاپ رسيده انـد.يك فعـال اسـيد اوكادائيـك (     

   Halichondria  Okadai) است و اين يك مـاده سـمي اسـت كـه از اسـفنج      40طرح 



  ٥١

 Pinopnysis  sp , prorocentraum  limeگزارش شده است. ايـن بـا دي نـوفلاژرات     

  توليد مي شود يكي از عوامل سببي سعي شده صدف ماهي دياريتيك مي باشد. 

  خلاصةبحث : -7

عواملي مانند عدم قطيعت در شناسايي ارگانيسم منبع ، آلودگي مقطعي بـاديگر ارگانيسـم   

ها، ماهيت اثر تعدادي از تركيبات بي نهايت زيست فعال ، رژيم غذايي و سنتز ميكروبـي  

عامليت هاي شيميايي غير منتظره و متنوع كلـي ارگانيسـم هـاي آبـزي و      متابوليست ها ،

زيستگاهها همگي در ارائه يك تضاد در بين شيميدانان محصولات طبيعي نقـش دارنـد .   

يي محصولات طبيعي آبزي بايد شخص هوشمند باشـد و  براي موقفيت در صنعت شيميا

  از روش هاي زيادي براي خالص كردن مندرجات مقام اجزاء استفاده كند. 



  ٥٢

  افزايش مقياس جداسازي محصولات طبيعي   

  مقدمه : -1

اصطلاح  افزايش مقياس در اينجا افزايش بازده محصول تفسير مي شود اين نوع افـزايش  

و يا افزايش غلظت محصول ماده آغازين به دست مـي آيـد.در   يا افزايش مقياس عملكرد 

مورد  ،اين فصـل افـزايش  مقياسـي را مـاكزيممي در نظـر مـي گيـرد كـه در يكمحـيط          

آزمايشگاهي به دست مي آيد بنـابراين عملياتهـايي كـه بـه تسـهيلات مقيـاس فرآينـد و        

توجـه بـه     كارشناسي مهندسي شـيمي نيـاز دارنـد. مسـتثني مـي شـوند. ايـن فصـل  بـا         

متابوليست هاي ثانويه ميكروبي مي باشد ولي جنبه هاي زيادي از جداسازي مـي تواننـد   

براي محصولات گياهي به كار روند. اگر چه تسهيلات مقياسي آزمايشگاهي براي مقياس 

،يـك    10تـا   5هاي بالتر عمليات در نظر گرفته مي شوند. مانند به كار بري حجـم هـاي   

ارجـح خواهـد بـود .بـراي       900mmبـراي ارتفـاع اسـتاندارد      750mmميز  كار بـالاي 

قابـل   Benching( يعني داشتن  Walkinعملياتي كه به يك دودكش نياز دارند يك نوع 

توصيه مي شـود . فـرض بـراي اسـت كـه تحقيـر        حركت وقابل تنظيم )  به همين دليل

مـاكزيمم آزمايشـگاهي   و وسايل مربوط به پردازش محتواهاي آنهابه مقيـاس   L-10كننده

  راحت مي باشد. 



  ٥٣

بسـياري از مولكولهـاي مختلـف شـيميايي را كـه توسـط         ”توليـدات طبيعـي    “اصطلاح 

گروههاي متفاوت ميكرو ارگانيسم ها توليد مي شوند در بر مي گيرد .ايـن تنـوع فرمـول    

 بندي فرآيندهاي كلي استخراج رامشكل مي سازد.با اين وجودمعلومات اوليـه نسـبت بـه   

طبقة شيميايي تركيب موردنظر، مقايسات مفيد را با فرآيند هاي موجود ممكن مـي سـازد   

  وبدين ترتيب يك روش منطقي آغازين براي خالص سازي به دست مي آيد.

در دوره هاي خيلي اصولي چه براي توليدات دروني سلولي يا خارج سـلولي ، پـردازش   

نـدي بـه دنبـال جـذب يـك رزيـن وي       جريان پايين معمولاً مستلزم يك مرحله طبقـه ب 

ستخراج  حلال به دنبال تغليظ مي باشد در هرحالت كروماتوگرافي بيشـتر بـراي حـذف    

ناخالصي ها معمولاً با تلغيظ دنبال مي شود پس با بلور سازي وخشـك كـردن انجمـادي    

  جهت توليد محصول نهايي.  

%  80ي توانـد يـك بـازده    به طور نمونه در طي  توسعه اوليه ، هر مرحلـه در فرآينـد م ـ   

% محصول  اصلي بـاقي خواهـد مانـد .ايـن     26مرحله فقط  6داشته باشد بنابراين بعد از 

بيانگر مزيت شروع كار با سطح بالاي مواد تا حدممكن مي باشد .به عـلاوه در پـردازش   

آبگوشتهاي پرتيتر ، نسـبت اتـلاف بـه علـت جـذب سـطحي غيـر ويـژه و دفـع اجـزاء           

  اخالص كاهش خواهد يافت.  كروماتوگرافي ن



  ٥٤

بنابرايناگر چه توسعه فرآيند براي جداسازي محصول طبيعي معمولاً مستلزم بهينه سـازي  

عمليات پايين رود است راندمان فرآيند كلي تـا حـد زيـادي بـا افـزايش تيتـر محصـول        

درآبگوشت تحقيركننده در برداشت تسهيل مي گردد. مقادير اوليه يك تركيب جديد مـي  

د در طول زمان به عنوان معيار اصولي توليد شوند بتوان به داده هايي درمورد تـوان /  توانن

ميزان انتخاب محصول خالص شده است يافت وايـن در نهايـت منجـر بـه اولـين ثبـت       

اختراع مي گردد. باپيشرفت كار نه تنها افزايش مقياس بلكه افزايش بازده و پيشرفت هاي 

ند. هر فرآيند مقياس توسعه يافتـه مـي توانـد بـه مرحلـة      اقتصاد بي نهايت مهم  مي گرد

بعدي افزايش مقياس واحد نيمه صنعتي را بايد و ايمني تواند موثر باشد يعني تحت تأثير 

زياد تغييرات كوچـك در تركيـب ذخيـره غـذايي واقـع  نمـي شـود و بـه كنتـرل دقيـق           

ص بايـد در هـر مرحلـه    پارامترهاي فرآيند بستگي ندارد . به عنوان يك رهنمود يك شخ

داشته باشـد . هـر مرحلـه بايـد باتوجـه بـه حـذف         90هدفي معادل دسترسي به بازدة %

ناخالصي ها تا حد ممكن مؤثر باشد زيرا آشكار است كه تعداد كراحل هنوز نبايـد بـيش   

دست يافت . كار بهينه سازي موفـق در ايـن    50تا باشد تا بتوان با يك بازدة كلي %  6از 

  ه سنجش معتبر كمي براي تركيب مورد نظر بستگي دارد . رابطه ب
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  سيستم هاي سنجش :  -2

بسياري از محصولات طبيعي در نتيجة غربال بيولوژيكي كشف مي شوند . در حـالي كـه   

نيازي نيست روش هاي كشف كمي باشند . با اين وجـود در مقـام جنبـه هـاي افـزايش      

مورد نظر نياز است . سنجش غربـالي بـر   مقياس به يك سنجش معتبر كمي براي تركيب 

اساس واكنش بيوشيميايي خواهد بود و براي يك نوع خاص از نمونه طـرح ريـزي مـي    

شود ( مانند يك آبگوشت تحضيري ) . بيشتر متابوليت هاي ثانويه به عنوان مخلوطهـاي  

تركيبات مرتبط توليد مي شوند و چنين سنجشي فقط يك ارزش كلي فعاليت در سيسـتم  

آزمايشي ارائه مي كند . واكنش سنجش مي توانـد بـه علتتركيبـاتي بـا درجـات متفـاوت       

فعاليت و يا جنبش متفاوت در سيستم آزمايشي باشد . اين امكان نيز وجود دارد كه كم و 

يـك    زيادي اثر و يا ناسازگاري بين مؤلفه هاي مخلوط وجود داشته باشد . هنگام توسعة

زم است كـه افـزايش غلظتمحصـول در تحضـير و افـزايش      روش براي افزايش مقياس لا

خلوص بعد از هر مرحله خالص سازي ارزيابي شود . به اين دلايل مطلوب است كـه از  

زماني ايده  uvبا كشف  Hplcيك روش كروماتوگرافيك با كشف فيزيكي استفاده شود . 

م وجـود يـك   آل است كه مؤلفه ها يك كلروموفور مناسب  داشته باشند.در صورت عـد 

كلروموفور كشف ضريب شكست نـور مفيـد اسـت ولـي معمـولا حساسـيتكمتري دارد       

.اكنون كه كشف يابهاي مبناي اسپكتروسكوبي جرمي به آساني در دسترس هسـتند اينهـا   
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مي تواند بـراي جريـان كـل يـوني ، يـون والـد        Hplcمؤثرتر و بهتر مي باشند . شويندة 

ترل شود . در بعضي موارد همين يون قطعه اي از اعضاي انتخابي يا يون قطعه انتخابي كن

متفاوت يك مجموعه آنالوگها بدست مـي آيـد و مـي توانـد بـراي مجموعـه هـا عامـل         

  تشخيصي باشد . 

صرفنظر از سيستم سنجش لازم است ارزيابي مناسبي از افزايش دربازدة محصـول ناشـي   

  از آزمايشات بهينه سازي داشته باشيم . 

  ضير توسعة تح-3

  : مقياس عملياتي :   1-3 

رشد اولية ارگانيسم توليد كننده بر آگار خواهد بود و به كشت مايع منتقل خواهد شـد و  

آبگوشت كشت براي جداسازي مقـادير بيشـتر    L 70  L 10سپس افزايش مقياس بالغ بر 

  تركيب مورد نياز خواهد بود .  

  : انتقال به محيط مايع : 1-1-3

 mlمحيط در يك فلاسك تكـان   ml 100يا  50) به  mm 10گار ( قطر توپي آ 3معمولا 

منتقل مي شود و به دنبال آن انكوباسيون تحت شرايط دمايي و تكان دادن انجام مي  500

 cپرتاب در  mm 50تكاننده اربيتالي ،  rpm 240شود ( 
براي استرپتوميست ها مـي   28 0

يـك ذخيـرة همگـن از هاگهـا و يـا كشـت        باشد ) . براي يك برنامه تعميم يافتة كـاري 
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 20( مانند % Cryopreservativeرويشي با رشد تعليق مجدد از يك صفحة آگار در يك 

  cدر نيتروژن مايع و يـا در    Imlaliquotsلاكتوز ) و ذخيره به عنوان  10گليسرول ، % 
0 

  تهيه مي شود .   80

  : افزايش مقياس :    -2-1-3

مي توانند يك حجم كـافي از   ml 500مثلا فلاسك هاي تكاني  كشت هاي اولية مايع در

ابگوشت تحضيري براي توليد رشد و ساختارهاي توليد و براي آزمايشـات جـدا سـازي    

ــه رزيــن هــاي     ــل تركيبــي ب ــات ، حلاليــت محلــول و مي ــد ، ثب ــه تأيي ــوط ب ــه مرب اولي

  كروماتوگرافيك ارائه كنند . 

فاده از تحضير كننده هاي مقياس كوچك نيـاز دارد  به است vol  L-  10افزايش مقياس تا 

آبگوشت در اين فلاسك ها ظرفيت تكاننـدة مقيـاس    L10و نه فلاسكهاي تكاني . توليد 

محـيط ) كـه شـايد در     ml 300فلسـك هـر يـك داراي     L 20*34بزرگ را مي طلبد ( 

 Lبا   benchtopآزمايشگاهها در دسترس نباشد . برعكس ، تحضير كنندة قابل اوتوكلاو 

حجم كاري از سوي تعدادي از توليد كنندگان در دسترس است . به علاوه آنها داراي  10

اين مزيت هستند كه كنترل پيوستة فرآينـد را عملـي مـي سـازند و فصـتي بـراي انجـام        

آزمايشات مواد غذايي و بهينه سازي پارامترهاي عملياتي بدست مي دهند . مشكل انتقال 

 L 10كهاي فوق به تحضير كننده ها نبايدناديده گرفته شود. اگر چـه  يك تحضير از فلاس
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آبگوشت مي تواند از يك مجراي واحد بدست آيد انجام يـك برنامـة پيشـرفت تحضـير     

  مجرا نياز دارد .  8و در صورت ارجح به  4حداقل به 

 هيچ قانون درستي براي انتقال موفقيت آميز كشت هاي فلاسك تكاني به تحضـير كننـده  

وجود ندارد . براي بسيار از گروههاي ارگانيسم هايي كه تركيبـات مشـخص توليـد مـي     

كنند يك جستجو و تحقيق از سوابق مكتوب داده هاي مفيدي در مورد هوادهي ، همزدن 

، دما ، فشار و كف سازي بدسـت مـي دهـد . وقتـي هـيچ داده اي در دسترسـي نباشـد        

اي انتقال اكسيژن در فلاسك ها اسـتفاده مـي   اكسيداسيون سولفيد براي برآورد سرعت ه

شود .و شرايط انكوباسون در تحضير كننده مي توانند تنظيم شوند تا سرعت هاي مشـابه  

و فزاينده در مجراها حاصل شود .  اين عملكرد بـا سـنجش جنـبش هـاي اكسيداسـيون      

بـر   سولفيد به سولفات در يك تحضير كننده هوا دهي / هـم زن در يـك تحضـير كننـده    

سرعت هاي انتقال جرم قابل برآورد است . با اين وجود بايـد بدانيـد كـه سـرعت هـاي      

مطلق انتقال جرم كه در يك سيستم سنتزي تعيين مي شـوند متفـاوت بـا سـرعت هـايي      

هستند كه در يك تحضير واقعي سنجش شده اند و اين خود به دليل اثـر عـواملي ماننـد    

PH هاي كاتاليكي است . با اين وجود در بسـياري از   ، استحكام يوني و وجود ناخالصي

موارد فلاسك هاي تكاني نمي توانند شرايط مطلوبي توليد كننـد و وفتـي شـرايط اوليـة     

  تحضير حاصل شوند افزايش بازده بايد با آزمايشات بيشتر حاصل شود.  
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ننـده  تعدادي پارامتر متفاوت مي تواند براي رسيدن به مقياس بندي موفق بـين تحضـير ك  

هايي با اندازة متفاوت استاده شود . به طور كل يك عامل به تنهايي مانند سرعت اوج هم 

زن زماني ثابت حفظ مي شود كه تحضيردر مجراهايي با اندازة متفـاوت صـورت گيـرد .    

اين پارامتر خاص مورد استفاده به ماهيت آبگوشت تحضير بستگي دارد . بنابراين سرعت 

سرعت نيروي برشي را تعيين كند و اين خود بر انـدازة تـوده هـاي    اوج همزن مي تواند 

و   Reynoldsميكروبي و آسيب وارد به سلولهاي قابـل زيسـت اثـر مـي گـذارد . عـدد       

ورودي توان در هر حجم واحد بر ضرايب انتقال جرم در رآكتور اثر مي گذارد و ورودي 

وري مورد نياز براي تحضـير كننـده   توان در طي هوادهي مي تواند تعيين كنندة اندازه موت

باشد ( به خصوص باري تحضيرهايي با ويسكازيته بالا) . در تحضير كننده هاي مخلـوط  

يك زمان مشخصـمخلوط وجـود دارد كـه تعيـين كننـدة طـول زمـان حركـت سـيال از          

impeller       مي باشد . در مجراهاي بزرگ ، اين پارامتر بايد بـراي تضـمين درجـة بـالاي

  ر ابگوشت تحضير در نظر گرفته شود . همگني د

علاوه بر پارامترهاي فيزيكي كه در بالا توصيف شدند تعدادي عوامل ديگر در رابطـه بـا   

كشت و محيط بايد براي انتقال آبگوشت يـك فرآينـد از فلاسـكها بـه تحضـير كننـده و       

امـل  همچنين براي افزايش مقياس تا مجراهـاي بزرگتـر در نظـر گرفتـه شـوند . ايـن عو      

عبارتند از تهية ذخيرة كشت كه رشد تكرار پذير رابعد از توليد مثـل دوبـاره ممكـن مـي     
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سازد ، روش مايهكوبي كه مي تواند به تعدادي فلاسك و مراحل تشـكيل تخـم تحضـير    

كننده نياز داشته باشد ، يك ارزيابي از قابليت تغيير در فرآيند ، هزينه و ميـزان دسترسـي   

و روش استريليزه در تحضير كننده . تحضير كننده هاي ريز با حجم به مؤلفه هاي محيط 

يك مرحلة مياني در فرآيند افزايش مقياس توليد مـي كننـد . در ايـن مقيـاس      L 2كاري 

شكل هندسي تحضير كننده متفاوت با همتاهاي بزرگتر آنها است و تعدئاد منافذ و ديگـر  

مقياس بندي موفـق را بـين اينهـا و ديگـر     وروديهاي مجرايي وجود داشته باشد . اين امر 

  مجراها مشكلتر مي سازد . 

معيار اصلي براي موفقيت توليد محصول مطلـوب   در هر مرحله از افزايش مقياس كشت ،

است و بايد اين معيار را به درستي دنبال كرد . اهميت روش هاي سـنجش معتبـر مـورد    

توانـد د رآزمايشـات اوليـة افـزايش     تأكيد قرار گرفته است .اگر چه اتلاف فعاليـت مـي   

  مقياس روي دهد با بهينه سازي عوامل فوق الذكر مي توان اين مشكل را حل كرد .  

  : پيشرفت در تحضير جهت افزايش تيتر : 2-3

تعدادي استراتژي مي تواند براي افزايش تيتر و بازده در يـك تحضـير اسـتفاده شـود. در     

از توسعة محـيط ، بهينـه سـازي شـرايط تحضـير ، و      كوتاه مدت اين استراتژيها عبارتند 

توسعه مايه كوبي . اين استراتژيها در زير توصيف مي شوند . در دراز مـدت روش هـاي   

كلي ( مانند همگروه سازي براي بـروز بـيش از حـد ، جهـش ارگانيسـم توليـد كننـده ،        
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زي ، تئوري كنترل جداسازي مجدد نژاد توليد كننده ) ، تغييرات بيوشيميايي مسير بيونست

متابوليك و بهينه سازي ذخيره كشت و مراحل توليد مثل همگي بـه طـور موفقيـت آميـز     

استفاده شده اند ولي در خارج از حوصلة اين كتاب هستند . مثالهـاي زيـادي در سـوابق    

مكتوب وجود دارد كه توليد بيشتر متابوليـت هـاي خـاص را . معمـولا در نتيجـة روش      

توصيف مي كنند . يكي از بررسيهاي جـامع تـر    يتر مثلا توسعة محيط ،واحد در توسعة ت

مي باشـد . ايـن     avermectinدر مورد توسعة تحضير و پيشرفت فرآيند براي توليد يك 

بررسي يك آگاهي در مورد پيشرفت هاي نسبي حاصل از روش هاي خاص توسعة تيتـر  

  وبر هم كنش هاي بين آنها ارائه مي كند . 

  وسعة محيط :  ت -1-2-3

يك محيط نمونه براي افزايش محصول طبيعي بايـد ذخـاير كـافي غـذايي رابـراي رشـد       

سلول و بيوسنتز محصول فراهم كند . مواد غـذايي عبارتنـد از منـابع كـربن ، نيتـروژن ،      

فسفر ، سولفور ، پتاسيم و آثار عناصري مانند آهن و كبالت . در بسياري از موارد استفاده 

يچيده و نامشخص نيتروژن مانند آرد سويا مـي توانـد سـطوح كـافي فسـفات ،      از منابع پ

سولفات و ديگر يون ها راتأمين كند . در حقيقت تعدادي از محيط هاي ساده مي تواننـد  

فقط يك منبع كربن و منبع نيتروژن با مخلوطي از عناصر اثـر باشـند . در بعضـي مـوارد     
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   PHهـاي فسـفات مـي توانـد بـراي بـافركران        مقادير مهمي از كربنات كلسيم و يا يـون 

  اضافه شوند و نه براي بر آوردن نيازهاي خاص عنصري .  

توسعة محيط در ساده ترين شكل خود يك محيط آغازين است و شايد اين سئوالات در 

  آن مطرح باشد : 

  اثرات غلظت هاي متفاوت هر مؤلفة محيطي چيست ؟   -1

  مادة غذايي محدود كننده چيست ؟  -2

  ثر جانشين كردن هر مؤلفه با يك منبع غذايي متناوب چيست ؟ ا -3

آيا تركيبات متناوب از منابع غـذايي عمـده يافـت مـي شـوند كـه بتواننـد توليـد          -4

  تيترهاي بيشتر را موجب شوند؟ 

در بسياري از موارد تشكيل متابوليت هاي ثانويه با محدوديت غـذايي و نمونـه هـايي از    

وفسفات به راحتي آشـكار هسـتند . توليـد محصـولات طبيعـي      تنطيم با كربن ، نيتروژن 

خاص نيز مي تواند تحت تأثير سطوح پايين عناصر اثر باشد ماننـد كبالـت ، و يـا ديگـر     

مؤلفه هاي كوچك محيط مانند سولفات با اين وجود در صورت عـدم وجـود معلومـات    

طح منـابع كـربن و   كافي نسبت به توسعة محيط ، آزمايشات اوليه براي تغييـر نـوع و س ـ  

نيتروژن باعث افزايش تيتر مي شوند . مقدار فراوان منابع كربن و نيتروژن در فرآينـدهاي  

تحضير  استفاده شده اند و آزمايش اثرات تمام اينها بر توليد يك متابوليت خاص عملـي  
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مفيد عبارتست از طبقه بندي منابع موجود كـربن و نيتـروژن بـه    نخواهد بود . يك روش 

  اد كمي از طبقات مجزاي شيميايي و سپس آزمايش نمايندگان هر طبقه .  تعد

پلي ساكاريد ،  –دي  –شكر كربن ، مونو  5و  4شكر كربن ،  6انواع ممكن منابع كربن : 

  روغن و چربي ، اسيدهاي آلي و غيره .

ي انواع ممكن منابع نيتروژن : محصولات مخمر ، پپتون ، عصاره هاي گوشتي ، مواد غذاي

  و آرد ، مواد غير آلي و غيره . 

اگر معلومات اوليه در مورد انواع ميكرو ارگانيسم و يا نوع محصول وجـود داشـته باشـد    

يك تحقيق از سوابق مكتوب مي تواند اطلاعات مفيدي در مورد اثر منابع مختلف غذايي 

ارائه كند . اگر ساختار محصـول مشـخص باشـد يـك ملاحظـة تئـوريكي از مسـيرهاي        

بيوسنتزي مي تواند فوايد استفاده از منابع ويژه را نشان دهد . ( به عنوان مثال يـك منبـع   

نيتروژن با سطوح بالاي آمينو اسيدهاي خاص ) . با اين وجـود يـك غربـال تصـادفي و     

محيط مي تواند مستلزم آزمايش دو و يا سه كانديد از هر طبقة منبع كربن و نيتروژن  اولية

يدها بر اساس ميزان دسترسي ، هزينه و اثرات ممكن بر فرآيند پايين رود باشد . اين كاند

  انتخاب مي شوند .
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  :طرح آزمايشگاه : 2-2-3   

تعدا زيادي توسعه محيطي د رفلاسك ها با استراتژي دقيـق آزمايشـگاه بسـته بـه مقـدار      

  وكيفيت معلومات اوليه به وجود خواهد آمد. 

عبارت است از غربال تصادفي تعدادي از محيط هاي  يك روش ساده در اين نوع توسعه

متناسب.اين يك روش معتبر در صورت نداشتن اطلاعات اوليه خواهد بودبراي توليدات 

كاملاً جديد گروههاي ارگانيسم هايي شناخته شده نسيتند مفيد باشد. بـا ايـن وجـود در    

دوجود نخواهد داشـت از  بيشترموارد حداقل تعدادي داده در مورد نيازهاي رشد ويا تولي

سوابق مكتوب و يا تجريبات قبلي  و روش منطقي تر پيشـرفت سـريع تـر را د رجهـت     

  افزايش تيتر ممكن مي سازد.  

روش هاي مختلف طراحي آزمايشگاهي وجود داردكه براي بهينه سازي محيط مي توانند 

تيتـر اسـتفاده    روش ساده اي كه به طور موفق در برنامه هـاي پيشـرفت   4استفاده شوند. 

شده اند. در زير توصيف مي شوند. اين روش ها بايد اساسي براي مطالعات اوليه توسعه 

محيط باشند كه در آزمايشگاه روي مي دهند. ديگر روش ها به معلومات عميق تر آماري 

من جمله بهينه سازي،تحليل چند متغيري وتحليل مؤلفه هاي اصولي نيازدارندكه در زيـر  

  شوند:بررسي مي 
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  يك عامل در يك زمان : -1

اين نوع سنتي آزمايش هر چيزي را ثابت نگه مي دارد و فقط يك مؤلفه رادر يـك زمـان   

تغيير مي دهد.اين روش در صورتي معتبر است ك عامل انتخابي يك اثـر گـذار بحرانـي    

 تيتر باشد ولي داراي اين نقص است كه عوامل بحراني را شناسايي نمي كند هيچ داده اي

  در مورد بر هم كنش اين عوامل ارائه نمي نمايد.

  آزمايشگاه مل فاكتوري :   -2

اين آزمايشات داده هاي جامعي در مورد اثرات و بر هم كنش هاي عوامل انتخـابي ارائـه   

هزينه ومنابع زيادي را مـي طلبـد .بـه عنـوان       مي كنند ولي نقص آنها اين است كه زمان،

درمان آزمايشگاهي مـورد نيـاز اسـت     256سطح  4عامل هر يك در  4براي بررسي مثال 

.اگر چه اين عوامل اثرات مهمي برتيتر محصول نداشته باشند اين خطـر  وجـود داردكـه    

بيشتر آن اطلاعات مربوط به عواملي خواهند بود كه بر اثـر كمـي برتيتـر نهـايي دارنـد .      

عدي توسعة محيط بعـد از شناسـايي چنـدين عامـل     بنابراين چنين آزمايشاتي درمراحل ب

  بحراني انجام خواهد شد . 

  آزمايشات فاكتوري كسري :  -3

اين روش براساس  كار پالت وبا رمان به طور موفقيت آميزي براي تعيين ايـن كـه كـدام    

مولفه هاي محيط بيشترين اثررا بر توليد متابوليست دارند به كـار رفتـه اسـت. در چنـين     
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تعدادي داده  در مورد بر هم كنش هاي بين عوامل از بين مي روند و بنـابراين   آزمايشاتي

عوامل بيشتري بايد در همان تعداددرمان آزمايشگاهي بررسي شوند. هر مولفة محـيط بـه   

عنوان يك عامل در نظر گرفته مي شود و در دوسطح متفاوت آزمايش مي گردد. بنابراين 

% آزمـايش مـي شـود. بـا      4و 1باشد ايـن گلـوكز در    % گلوكز 2اگر محيط كنترل داراي 

عامـل   7مولفة جداگانه است (يعني 7استفاده از طرحهاي استاندارد يك محيطي كه داراي 

درمان آزمايشگاهي تحليل شود. اين نوع آزمايش براي بهينه سازي يـك   8) مي تواند در 

اثـرآن بـر سيسـتم     محيط طراحي نشده است بلكه براي شناسايي عوامل بحراني و جهت

طراحي شده است .بنابراين يك آزمايش  اوليه فـاكتوري  كسـري در مـورد مولفـه هـاي      

محيط مي تواند در مراحل اوليه توسعة محيط انجام شـود تـا يـك اسـاس منطقـي بـراي       

  آزمايشات بيشتر به دست مي آيد.

  آزمايش آرايه: -4

اوت مـي باشـد ( سـطح    سـطح متف ـ  3اين آزمايشات بررسي  جفتهاي عوامل هر يك در 

  / . * كنترل) . جفت هاي نمونة عوامل عبارتند از :5* كنترل و  2كنترل  

  الف) سطح منبع كربن در مقابل سطح منبع تيتر و ژل.

  ب) نوعي منبع تيتر و ژل در مقابل سطح منبع كربن.
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ال الف % آردسويا است . مث 1% گلوكز و 2بنابراين براي يك  محيط كنترل كه داراي مثلاً 

% آردسـويا آزمـايش كنـد،يعني     2و  1/ .، 5% گلـوكز رادر هـر   4و  2و  1بالا مي توانـد  

درمان . تعيينتيتر در هر محيط آزمايش ترسيم سطوح را ممكن مي سازد واز  9يكرقم كل 

به راحتي شناسـايي  مـي     اينجا اثرات سطوح بالا وپايين هر عامل وبر هم كنش هاي آنها

ات همانند آزمايشات فاكتوري كسري فـوق بـراي بهينـه سـازي مطلـق      شود. اين آزمايش

طراحي نشده اند بلكه براي شناسايي سريع روندهايي مي باشند كه به افـزايش تيتـر مـي    

  انجامند.

   : بهينه سازي شرايط تخمير كننده : 3-2-3

ند اين اگر چه داده هايي در مورد شرايط تخمير مي تواند از فلاسكهاي تكاني به دست آي

آزمايشات بايد به طور مطلوب در تخمير كننده ها انجام شوند يعني در جايي كـه كنتـرل   

دقيق تر فرآيند عملي باشد .با اين وجود يك آزمايش اوليه فلاسك مي توانـد يـك نـوع     

بررسي از دما، هوادهي ( حجم محيط) ،هم زدن ،سطوح مايه كوبي باشـد .ايـن آزمـايش    

كسـري .يـا مجموعـه اي از آزمايشـات آرايـه انجـام مـي شـود          بهعنوانيكطرح فـاكتوري 

  حجم محيط ) در مقابل دما.   مانندآزمايش هوادهي (

مجرا مـي   4اگر تعدادي تخمير كننده كوچك در دسترس باشند يك آزمايش مقدماتي در 

تواند يك تقاطع جريان هواي  هم زدن با استفاده از جريان هواي بـالاي هـم زدن بـالا ،    
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هواي بالاي همزدن پايين ، جريان هواي پايين / هم زدن بالا و جريان هواي پايين  جريان

  / هم زدن پايين باشد.  

چنين آزمايشي به طور نرمال  بايك محيط توسعه يافته و در يك دماي بـراي حمايـت از   

  تيترهاي كافي محصول انجام مي شود.

كننده ها انجام مي شوند عبارتنداز  آزمايشات بيشتري كه بتوانندبه طور سودمند در تخمير

رژيم هاي تغذيه اي و كنترل سطوح اكسيژن . بسته به سطح ابزار  كنترل ، سطوح خاص ،

) مـي تواندبررسـي شـوند ماننـد      dot،تعدادي استراتژي براي كنترل اكسـيژن محلـول (   

در ملـي رشـد    dotافزايش سرعت جريان هوا وياسرعت هم زدن جهـت حفـظ سـطوح    

  يا تغيير يك پارامتر خاص بعد از فاز اوليه رشد. سلول و

افزايش حجم تخمير تا مقياس واحد صنعتي و ماوراي آن به بهينه سازي تفصيلي شـرايط  

تخمير نياز دارد تا پارامترهايي مانند رژيـم اسـترليزه ،وسـيكازيتة محـيط ،نيـروي بـرش       

impeller .و كف سازي نيز در نظر گرفته شوند  

در شرايط تخمير كننده باعث تغيير ساختار تخمير مـي گـردد وتغييـر در     هر نوع تغييري

سرعت رشد سطوح نهايي زيست توان بر تشريح كل آبگوشت اثر مي گذارد مورفولوژي 

تعدادي از ارگانيسم ها به خصوص قارچ هـا مـي توانـد در تخميـر كننـدههادر مقايسـه       

مايه كوبي ، سطوح اكسيژن محلـول   بافلاسكها ، كاملاً متفاوت باشد واين به علت سطوح
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، رژيم هاي هم زدن ونيروي برش مي باشد .تغيير در اين مورفولوژي نـه تنهـا بـر بـازدة     

كشت اثر مي كذاردبلكه بر تشريحات بعدي نيز اثـر گـذار اسـت . بنـابراين در صـورت      

ها  امكان آزمايشات اولية استخراج بايد براي آبگوشت كشت كه از عملكرد تخمير كننده

  به دست آمده است انجام گيرند.

  :توسعة مرحلة تخم : 4-2-3

آبگوشت كشت مستلزم استفاده از حداقل يك مرحلـةتخم جهـت ارائـه      love 10توليد 

سطوح كافي مـايهكوبي مـي باشـد . دربعضـي مـوارداين يـك اثـر مهمـي بـر تيترهـاي           

، سـطح مايـه كـوبي و    مرحلةنهايي دارد. اين اثر با مدت مرحلةتخم ،دمـاي آنكوباسـيون   

منبع اصلي مايه كوبي اعمال مي شود   و تمام اينها در كيفيت تخمير مرحلـةنهايي نقـش   

  دارند.

در بيشتر موارد هر گونه اثر بر پردازش پايين رود تغييرات در رژيم  مرحله تخم به علت 

ه اختلاف در زيست توده اي است كه بر تشريح اثر مـي گـذارد . بـا ايـن وجـود اسـتفاد      

ازمحيط تغيير يافته تخم مي تواند باعث ساختار متفـاوت ناخالصـي در ملـي جداسـازي     

گردد. در اين جا است كه تغيير مراحل كروماتوگرافي جهت رسيدن بـه درجـة خلـوص    

  مطلوب محصول نهايي الزامي خواهدبود.  
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  ـ اثر پردازش پايين رود : 4

ترين افزايش ها  ابتدا از توسـعه محـيط   از استراتژيهاي كوتاه مدت براي توسعة تيتر ،بيش

حاصل  مي شوند .با اين وجود اين بـالاترين اثـر را بـر پـردازش پـايين رود دارد.حتـي       

تغييرات كوچك در محيط ميتوانند  عواقـب مهمـي در فرآينـد بعـدي جداسـازي داشـته       

غيير يافتـه  باشند اينها مي توانند عبارت باشند از سطح تغيير يافته زيست توده كه مرحله ت

تصفيه را الزامي مي سازد به طور متناوب تركيبي از مولفه هاي محـيط خـاص و شـرايط    

تخمير مي تواند موجب توليد ناخالصي هاي بيوشيميايي غير قابل رديابي مي گـردد  كـه   

براي دفع بهيك گروه كروماتوگرافي بايك كاهش در بازده كلي فرآيند نياز دارند تعـدادي  

  ارائه شد. 1جدول مثال ويژه در 

تمام اثرات شرايط تخمير و محيط تغيير يافته براي پردازش پايين رود مخـرب نخواهنـد   

  بود به عنوان مثال تغييراتي در مورفولوژي كشت مي تواند  باعث تصفية ساده تر گردد.

در بسياري موارد اثر كلي تغيير تخمير آشكار نخواهد شـد تـا اينكـه فواصـلي تافرآينـد       

زي به وجود آيد يعني زماني كه داده ها در مورد درجةخلوص جريان محصول در جداسا

دسترس باشند يك فرآيند توسعه يافته براي يك محيط خـاص مـي تواندشـامل مراحـل     

كروماتوگرافي براي دفع ناخالصي هاي آن محيط باشد تغيير در يـك مولفـة محـيط مـي     

خود مراحل بيشتر كروماتوگرافي را در  تواند باعث تغيير در ساختار ناخالصي گردد واين
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جهت دسترسي به يك توليدي بادرجـة خلـوص مطلـوب الزامـي مـي سـازد بـرعكس ،        

تعدادي از محيط هاي ناخالصي هاي كمتري دارنـد ونيـاز بـه مجموعـه اي از رونـدهاي      

  مختلف كروماتوگرافي را رفع مي كنند.

طبقـه قـرار مـي گيرنـد:      2ميـر در  ناخالصي ها در يك فرآيند نيز استخراج در نتيجـة تخ 

  فيزيكي و بيو شيميايي .  

ناخالصي هاي فيزيك عبارتند از : ناخالصي هاي سلولها ، ضايعات سلولي و مولفهها غير 

محلول محيط كه بيشتر آنها با مراحل اوليه تصفيه از بين مي روند.اين فرآينـد بـا شـرايط    

و يا  PHافزايش عوامل لخته سازي ، تنظيم آبگوشتي آسان مي گردد . به عنوان مثال  اولية

حرارت درماني ، چنين عملياتي باعث توسعة رهايي توليدات داخلي سلولي به فاز مـايع  

مي گردند و بدين وسيله نياز به استخراج كامل سلولي از بين مي رود. تجزيه سلولي نيـز  

  باعث افزايش بار ناخالص بيو شيميايي مي گردد.

روغـن هـا ، ويونهـاي     يميايي از مولفه هاي  محيطي ، ضد كـف هـا ،  ناخالصي هاي بيوش

فلزي ناشي  مي شوند ومي توانند داراي متابوليست هايي باشند كه با تركيبات مـوردنظر  

ارتباط نزديك دارند آنها همگي مي توانند به روندهاي تجربي جداسـازي اثـر بگذارنـد .    

انشمندان اسـتخراج و تخميـر در طـي تمـام     بنابراين لازم است  كه ارتباط نزديكي بين د

جنبه هاي افزايشي مقياس وجود داشته باشد تا تضمين شود كه توسعه هاي تخميري اثـر  
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معكوس بر روندهاي جداسازي ندارند. تغيير اجتناب ناپذير ماهيت ذخيرة غذايي نياز بـه  

اسازي سنجش خاص كمي را براي توليد و سنجش درجة خلوص توليد را در فرآيند جد

  الزامي مي سازد.

  توسعة فرآيند پايين رود   -5

  داده هاي اوليه : – 1-5

يعني نسبت به توليـد جـدا شـده مـي      چون يكي از اهداف افزايش مقياس افزايش بازده ،

باشد . علم به ثبات تركيب يك عامل مفيدي است . روندهايي كه از شـرايطي كـم ثبـات    

ار گذاشته شوند تا از ميزان اتلاف كاسته شـوند .  تركيب استفاده مي كنند مي توانند به كن

 PHاگر داده ها تعيين شده اند.مي توان ثبات پذيري را تحت يكسري از شرايط دمايي و 

بستگي دارد . يعني از تركيباتي كه در حالت خالص نسبتاً ناپايدار هسـتند مـي تواننـد بـا     

ثانويه ميكروبي  معمولاص در جفت شدن با ديگر تركيبات پايدار گردند متابوليست هاي 

سلولهاي قابل زيست و رو به رشد سنتز مي شوند. و مي توانند به طور كامل ويـا نسـبي   

به محيط پيرامون ترشح كنند . تعيين ويژگيهاي نسبي به اين معناست كه محصول با جزء 

ل سلولي در تصفيه ويا سانتريفوژ جمع آوري مي شود. محل دقيق در سلول و يا بر سـلو 

  مهم نيست.
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جداسازي در صورتي ساده تر و بازده نيز در صورتي بيشتر است كه محصـول كـاملاً در   

سلول و ياسيال كشت قرار داشته باشد . شايد بتوان تخمير را تغيير داد تا بتوان محصـول  

 و يا با ابـزار   , PHرا كاملاً در سلول به يك فاز منتقل كرد . اين را مي توان با تنظيم مادة 

ديگري انجام داد مانند حرارت درماني بعد از برداشت. به عنوان مثال يك مولفـه اسـيدي   

درون سلولي باشد واين به علت حلاليت پـايين آب و يـا جـذب     PH=400مي توانددر 

بالاتر شكل آينوني  خارج سلولي خواهـد   PHسطحي در ليبيدهاي سلولي است ولي در 

  بود.

  محصولات درون سلولي : – 2-5

محصولات پروتئيني درون سلولي اغلب با متلاشي شدن سلول آزاد مـي شـوند بنـابراين    

مخلوط حاصل شامل تمام مواد سلولي است وهيچ خالص سـازي مـورد نيـاز نيسـت  ،     

برعكس ، متابوليت هاي ميكروبي ثانويه مي توانند به طور انتخاببي بـا حـلال هـاي آلـي     

ي اوقات استخراج انتخابي تر (اگر چه كند تـر  مخلوط در آب از سلولها شسته شوند.گاه

) مي تواند با حلال هاي كم قطبي غير مخلوطي در اب حاصل شـوند . بـراي اسـتخداج    

انتخابي نيز با استفاده از سيستم هاي حلال بر اساس دي اكسيد كربن فـوق بحرانـي نيـز    

جهت كاهش بـار  حوزه اي وجود دارد . ارزش آنرا دارد كه اندكي وقت براي اين مرحله 

ناخالصي در مراحل بعدي صرف كنيم ولي نمي توان به طور قطع يك مرحلة واحد را در 
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آن واحد بهيه كرد تمام تحضير و فرآيند توسعة استخراج يك سيستم دينـاميكي اسـت و   

بهينه سازي يك فرآيند تكراري مي باشد . هدف در اين مرحله دسترسي به يـك عصـاره   

ول مطلوب و محصولات مربوطه است ولـي بـدون مـواد آلـوده     اي است كه داراي محص

كننده در مواد منبع . خالص سازي بيشتر مي تواند به وسيلة تعـدادي از روش هـا بـراي    

  توصيف شوند انجام شود .   5-3محصولات خارج سلولي كه در بخش 

وقات يك مادة آلوده كنندة پر دردسر ضد كف تحضير است . اثرات آن مي توانند گاهي ا

با استخراج اوليه توسط يك حلال غير قطبي مانند هگزان كاهش يابند حتي اگر بـه طـور   

  كامل دفع نشوند .  

افزايش مقياس اين روند ها به آساني با استفاده از وسيلة سنتي آزمايشگاهي صورت مـي  

در دسـترس هسـتند و    L 6گيرد . تعدادي سانتريفوژ ازمايشگاهي براي استفاده تا مقياس 

  است .   L -  6/9داراي ظرفيت   Jouan 22/5ماشين 

  : توليدات خارج سلولي :  3-5

اكثريت متابوليت هاي ثانوية خارج سلولي مواد آب دوست و يـا قابـل يونيزاسـيون مـي     

باشند . مواد قابل يونيزاسيون اغلب به داخل حال هاي مخلوط ناپـذير در آب در حالـت   

نابراين مواد اسـيدي مـي تواننـد از يـك محلـول آبـي       يونيزة خود استخراج مي شوند . ب

  اسيدي استخراج شوند .  
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تعدادي روش استخراج حلال وجود دارد كه با استفاده از ابزار سـنتي ازمايشـگاهي نمـي    

كـه در آن آبگوشـت    Gتوانند انجام شوند . به عنوان مثال اسـتخراج سـنتي پنـي سـيلين     

آب مي باشد مي توانـد فقـط بـا اسـتفاده از      اسيدي در تماس با حلال مخلوط ناپذير در

روش هاي جريان پيوسته صورت گيرد و اين به علت ثبات ضعيف محصـول در مقـادير   

 ALUFVEبا استفاده از ابزار   benchاست . اين استخراج مي تواند بر مقياس  PHپايين 

شده اند  نيز صورت گيرد . اين ابزار براي مطالعات استخراج در صنعت هسته اي طراحي

. استخراج انتخابي مي تواند مستلزم استفاده از حلال هـايي باشـد كـه در آنهـا محصـول      

ضريب تقسيم پاييني دارد . استخراج كن هاي جريان مخالف مقياسـي پردازشـي هسـتند    

توليد شد مي توانـد يـك    Robatelمرحله اي كه توسط  4ولي كوچكترين استخراج كن 

 ml/min 100 –50شود . اين وسيله داراي بـازدة عمليـاتي    در نظر گرفته benchمقياسي 

  است . 

اگر استخراج حلال به عنوان يك مرحلة اولية خالص سازي غيز قابل انجـام اسـت روش   

هاي جذب سزحي مي توانند استفاده شوند . استفادة متوالي از تبادلگر يوني و رزين هاي 

اگر رزين هـا بـه طـور مـنظم اسـتفاده       غير يوني پليمري بر خالص سازي اثر مي گذارد .

از آنها در طي يـك پـروژه اسـتفاده شـود مقـرون بـه        L 50شوند به گونه اي كه بيش از 

صرفه تر آن است كه آنها مستقيما از سازندگاني بدست آوريم و نـه از عرضـه كننـدگان    



  ٧٦

ترس آزمايشگاهي . رهنمودها در مورد استفاده از بتادل گرهاي يـوني بـه راحتـي در دس ـ   

  هستند . يك مقدمة مفيد از سوي هارلند ارائه شده است . 

مي توانـد بـه     Diuion  HP 20و يا   Amberirle – 1180رزين پليمري غير يوني مانند 

عنوان جاذب سطحي اوليه استفاده شود . آنها ابتدا به بر هـم كـنش هـاي آب گريـزي و     

آب  هاي حلال در آب كـه كـي حـوزة   عمل مي كنند . آنها مي توانند بر محلول Piپيوندي 

گريز كوچك در مولكول دارند مؤثر باشند . جـذب سـطحي بـاافزايش اسـتحكام يـوني      

  محلول افزايش مي يايد .  

اگر آبگوشتي كه براي چنين رزين هايي به كار مي رود قبل از تصفيه به لخته شـدن نيـاز   

يد كلسيم . يونهاي اضـافي غيـر   داشته باشد لخته ساز غير الي بايد استفاده شود مانند كلر

آلي جذب سطحي را افزايش مي دهند در حاليكه لخته سازهاي الي مي تواننـد رزيـن را   

چروكيده كنند . شستشوي محصول حاصل از چنين رزين هايي با استفاده از متانل آبـي ،  

  به آساني صورت مي گيرد .    OL -2پروپانون و يا پروپان . 

استفاده شود زيرا ممكن است محصولات واكنشي خاص را استري  متانول بايد با احتياط

و يا متانولي كند . رزين هايي از اين نوع به آسـاني بـا هزينـة پـايين بـه شـكل تـوده در        

دسترس هستند و براي كاربردهاي صنعتي توسعه يافته اند مانند جداسازي سفالوسـپرين  

C از باشـد رزيـن پلـي اسـتيرن بروصـينه      . اگر ظرفيت بالاتر و يا پيوندقوي تري مورد ني
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( ميتزوبيشي ) مي تواند استفاده شود . سابقة مكتـوب فنـي     Sepabeadssp – 207مانند 

  از سوز سازندگان اين رزين ها در اختيار شما قرار مي گيرد .  

  : خالص سازي محصول :  4-5

بـا فشـار متوسـط     خالص سازي مفيد بيشتري مي تواند با استفاده از كروماتو گرافي مايع

(Mplc)   صورت گيرد . يك تعداد زيادي از خانه هاي ثابت براي اين روش در دسترس

استفاده شود . علاوه بر ژل سيليكا و  Mm 100- 30هااندازه هاي ذره اي “هستند كه در آ

مشتقات معمول آن ، رزين هاي آب گريز مانند آن هايي كه در بالا ذكر شدند مي تواننـد  

ل دانه اي كوچكيافت شوند . در مقايسه با ژل سيليكا ، رزيـن هـاي پليمـري    در يك شك

داراي اين مزيت هستند كه مي تواندد در قلياي تغليظ شده پايدار باشـند و ايـن ويژگـي    

براي اهداف پاكسازي مفيد است . آنها داراي اين نقص هستند كه نسبت بـه ژل سـيليكا   

  يير در قطبيت حلال تغيير مي دهند .  سختي كمتري دارند و حجم خود را با تغ

،    Amberchrom   CG  (Toso Hass) 161مثالهـايي از ايـن نـوع رزيـن عبارتنـد از      

Diaion  Hp  20ss  ( Mitsubishi)      كه هر دو كوپوليمرهاي پلي اسـترين ـ دي وينيـل

كه يك رزين اسيدي ـ بازي بـا اتصـال عرضـي       Amberchrom  CG 71بنزن هستند و 

با توجه به فازهاي ثابـت هزينـة كمتـري     HPLCنسبت با  MPLCا كريليك مي باشد .مت

معمولا مستلزم خريد ستونهاي بسته بندي شـده اسـت . سيسـتم هـاي      HPLCدارد زيرا 
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  Buchiاز سوي تعداد زيادي از سازندگان در دسترس هستند مانند  MPLCستوني براي 

  .   Chromwald و

و يـا كمتـر اسـتفاده مـي شـود و زمـاني        Mm 20زهاي ثابـت  تداركاتي از فا HPLCدر 

استفاده مي گردد كه خالص سازي تفكيك بالا مورد نياز باشـد . ايـن در خـالص سـازي     

متابوليست ثانويه رايج نيست زيرا آنها اغلب به عنوان مخلوطهاي پيچيدة تركيبات خيلـي  

ظر مي رسـد كـه روش هـاي    نزديك به هم توليد مي شوند . در زمان افزايش مقياس به ن

توسعه خواهند يافت . اينها مي توانند رهنمودي در مورد طراحي رونـد    HPLCتحليلي 

هاي تداركاتي باشند ولي اوج علاقه نسبت به ناخالصي ها وجود نـدارد . زيـرا بـارگيري    

تداركاتي استفاده شده است باعـث پهنـي نـوار مـي گـردد       HPLCخيلي بيشتري كه در 

سال گذشته به چـاپ رسـيده انـد دو تـا از آنهـا       20در   HPLCادي در مورد كتابهاي زي

  كهرهنمدهاي عملي ارائه مي دهند كه در اينجا بررسي مي شوند . 

سيليكاي فاز معكوس ( مانند سيليكاي اوكتادسيل ) براي اهداف تحليلي فـراوان اسـتفاده   

اسـت . بـا ايـن وجـود     مي شود و وفتي به صورت تداركاتي استفاده شـود خيلـي مـؤثر    

ظرفيت آن نسبتا پايين است . اين سيليكا با اكثريت ناهالصـي هـايي كـه در آبگوشـتهاي     

تحضيري يافت شده اند مقاوم چين خوردگي است ولي آليفاتيكهاي زنجيـرة بلنـد ماننـد    
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آنچه كه در ضد كف هاي تحضيري يافت ميشود مي تواند مسائلي ايجاد كند . وقتي ايـن  

  ت چين مي خورند آسانتر از رزين هاي پليمري پاكسازي مي شوند . فازهاي ثاب

داراي يك نمك باز باشـد يـك مرحلـة اضـافي بـراي دسترسـي بـه         HPLCاگر شويندة 

محصول خالص مورد نياز خواهد بود . نمك زدايي مي توانـد بـا عبـور محلـول نمـك /      

  DialonHp20ssد انجام شود مانن MPLCمحصول از يك ستوني از يكي از رزين هاي 

كه بسياري از تركيباتي كه داراي حوزه هاي آب گريزي در مولكول هستند جذب خواهد 

كرد اگر چه بي نهايت در آب محلول است . محصول خالص گاهي اوقات مي توانـد بـا   

شستشوي سادة رزين با آب بدست آيد . در موارد ديگر شستشـو بـا متـانول رقيـق و يـا      

  است .   پروپانون رقيق ضروري

تداركاتي نسبتا گران هستند . براي افـزايش بـازدة آن بايـد بـا       HPLCوسايل لازم براي 

خود تزريقي مشخص شود تا بتوان پيك هاي شناخته شدة قبلي راجع آوري كـرد . يـك   

 30مي تواند مفيد باشد زيرا عمليات شبانه روزي مـي توانـد بـيش از     min  - 30چرخة 

دازش كند . شايد اين بهترين راه حـل بـراي افـزايش بـازده بـا      بخش محلول تغذيه را پر

باشد . همچنين اين مزيت وجود دارد كه جداسازي مي توانـد در    benchوسايل مقياس 

طي عمليات به راحتي صورت گيرد . تعدادي از سازندگان ابزاري را بر اساس سـتونهايي  

ه بندي شـده انـد توصـيه مـي     بست Mm  15 – 5كه با فازهاي ثابت  mm  50-15با قطر 
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فاز معكوس مي توانند تحت تأثير دما باشند . توصيه   HPLCكنند . زمانهاي بازداري در 

مي شودكه يك ستوني براي تزريق تكراري استفاده شود كه در يك مجموعه گـرم خانـه   

  .   C  0 30قرار گرفته است كه دماي آن كمي بيش از دماي محيط است يعني 

MPLC    وHPLC    تداركاتي مي توانند از مقادير زيادي حلال استفاده كنند توصـيه مـي

شود كه يك عيار تحليلي براي مراحل مياني كرومـاتوگرافي لازم نيسـت . در اسـتفاده از    

مخلوطهاي حلال هايي كه به آساني با تقطير جدا مي شوند قوانيني وجـود دارد بنـابراين   

بازگرداني اتوماتيك حلال يـك راه حلـي اسـت     استفادة مجدد آنها تسهيل مي شود . يك

  كه از سوي سازندگان ارائه شده است ولي بايد با احتياط استفاده شود . 

شويندة حاصل از جداسازي خط مبنا مي تواند داراي ناخالصي هايي باشد كه بـا وسـيبه   

  كنترلي كشف نشد اندو مي توانند باعث آلودگي شويندة توده اي گردند . 

هايي جداسازي معمولا بلور سازي و يـا خشـك فريـز كـردن اسـت . در كنتـرل       مرحله ن

محصولات خشك بايد دقت كرد زيرا بسياري از توليدات طبيعي بي نهايت سعي هسـتند  

. توصيه مي شود كه هر محصول جامدي با خـواص نامشـخص بـا اسـتفاده از دسـتكش      

  كنترل و بررسي شود .  

  خلاصة بحث :   6
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تلزم چيزي بيش از افزايش حجم است . افزايش تيتر تحضـير نـه تنهـا    افزايش مقياس مس

محصول بيشتري مي دهد بلكه باعث افزايش نسبت محصول به ناخالصي مي كردد و اين 

فرآيند جداسازي را تسهيل مي كند .روندهاي جداسازي مي توانند با بهينه سـازي دقيـق   

مؤثرتر شوند . هنوز تجربـه گرايـي    هر مرحله با هدف افزايش تعداد مراحل و بازدة كلي

زيادي در توسعة فرآيند براي تحضير و استخراج وجـود دارد . يـك فرآينـد كلـي مـؤثر      

نتيجة پيشرفت هاي فراوان است و بـه روش هـاي معتبـر سـنجش كمـي بسـتگي دارد .       

افزايش مقياس در يك آزمايشگاه مي تواند نيازهاي يك تركيب را برآورد سازد . بـا ايـن   

ود اگر احتمال افزايش بيشتر  در مقياس با استفاده از طرح فرآينـد وجـود دارد رونـد    وج

  هاي قوي تري كه در آنها از مواد ارزان استفاده مي شود بايد استفاده گردند .  
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  دنبال كردن جداسازي محصولات طبيعي :  -1

كه فقط جدا شده  منظور ما از (( دنبال كردن )) چيست ؟ فرض كنيم كه محصول طبيعي

است مورد توجه است يعني داراي فعاليت بيولوژيكي است كـه ارزش بررسـي بيشـتري    

دارد و مي تواند يك ساختار جديدي داشته باشد و يا اين كه به خاطر دلايل اكولـوژيكي  

و طبقهبندي شيميايي مورد توه باشد . در هر حال ما مي خواهيم تركيبات بيشتر ، آنالوگ 

ماده هاي بيوسنتري و ديگر متابوليت هاي مربوطة بيشتري داشته باشـيم . اگـر   ها و پيش 

تركيب از نظر بيولوژيكي فعال باشد مي توانيم به اين تركيبات مربوطه نظـري بيفكنـيم و   

داده هاي مربوط به ارتباط ساختار فعـال را بدسـت آوريـم زيـرا تركيبـاتي كـه فعاليـت        

و متابوليكي آنهـا نيـز بيشـتر اسـت و از نظـر تجـاري       بيشتري دارند و پايداري شيميايي 

موقعيت ثبت اختراع تركيب اصلي با توصيف خانوادة بزرگتر متابوليت ها مسـتحكم مـي   

  گردد.  

گذشــته از روش هــاي كلاســيك ســنتزي تعــدادي روش وجــوددارد كــه مــا بــه عنــوان 

ن طريـق ايـن   دانشمندان محصولات طبيعي از آنها استفاده مـي كنـيم و مـي تـوانيم بـدي     

  جداسازي اوليه محصول طبيعي را انجام دهيم .  

  

  



  ٨٣

   استخراج بيشتر : -2

شايد آشكارترين و مهمترين روش ، روش انجام يك تحضير تكراري ( يا جمـع آوري )  

باشد ـ شايد در يك مقياس بزرك تا بتوان مقادير بيشتر يك تركيب و يا متابوليـت هـاي    

جود دارند جدا كرد . شايد بررسـي ديگـر نژادهـاي    مربوطه اي را كه در يك ارگانيسم و

ارگانيسم و يا ديگر گونه هاي مربوطه نيز مفيد باشد زيرا اين ها مي توانند سطوح بيشـتر  

تركيب و يا آناتودهاي آنها را توليد كننده علم به محصول طبيعي اوليـه مـا را در بررسـي    

  ختارهاي مربوطه كمك مي كند . بيشتر عصاره با عقايد بهتر نسبت به چگونگي يافتن سا

  :  uv: طيف شبيه  1-2

تركيب با ساختارهاي موادي كه مطابق ديگر پيـك هـاي در يـك     uvمقايسة ساختارهاي 

كروماتوگرام هستند مي تواند باعث شناسايي متابوليـت هـاي مربوطـه گـردد . تركيبـات      

ا بهتر مي سـازند ـ يـك    مربوطه مي توانند داراي ويژگيهايي باشند كه عملكرد شناسايي ر

كليدي كه با آن بعضي پيك ها انتخاب مـي شـوند . بـا وجـود كرومـاتوگرافي مـايع بـا        

) ، اين نوع تحليل به طور پيوسته با استفاده از كشف ياب آرايه اي HPLCعملكرد بالا ( 

ديودي صورت مي گيرد ، يعني يك رديابي كه جذب را بر طول موج هـاي متفـاوت بـه    

آنهـا بـه طـور جداگانـه در يـك       uvسنجش مي كند به طوريكه يك طيف  طور همزمان

  سنجش مي شود .   uvاسكپترفوتومتر 
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مي تواند يك نيمه شناسايي بدست دهد و اين مشخصه بـه نوبـة خـود توجـه      uvطيف 

  استخراج كن را به پيك هاي انتخابي در يك كروماتوگرام پيچيدة ديگر مبذول مي دارد .  

  ميايي : : شناسايي شي2-2

اين اصل شناسايي تركيبات از يك خانوادة شيميايي و ساختاري مي تواندبـه روش هـاي   

ديگر نيز انجام شود در حالي كه تركيبات يك مخلوط به طور كامل و يا نسبي جدا شـده  

ــه عنــوان مثــال يــك صــفحه   ــا   TLCباشــند. ب ــد ب ــا كروماتوگرامكاغــذي مــي توان و ي

ايي خاص واكنش ويژه دهند اسپري زده شود . يك مثال واكنشگرهايي كه با طبقات شيمي

،   Iuteogriseusاز اين روش كشف آمين هاي ثانوية متفاوت در يـك ابگوشـت كشـت    

Streptomyces   با كمك رنگ آميزي صفحاتTLC     عصاره هـاي ارگانيسـم كـه داراي

  فنوتيازين پربروميد هستند مي باشد . 

اي بررسي ارگانيسـم هـاي مربوطـه و يـا نژادهـاي      اين روش غربال شيميايي مي تواندبر

 8مختلف يك ارگانيسم نيز استفاده شود و بدين ترتيب مي تـوان ارگانيسـم هـايي را كـه    

ساختارهاي شيميايي متفاوت و يا مربوطه دارند كشف كرد . اين خود مـي توانـد كـانون    

ولت نسبي بـه  جداسازي بيشتر باشد . اين اصل كشف طبقات ويژه تركيب مربوطه با سه

بررسـي شـده    7و  10در فصـل    dereplicationتفصيل به عنوان بخشي از رونـد هـاي   

  است . 
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  :     Lc-Ms: اسپكترومتري جرمي و  3-2

يك وسيله قوي براي شناسايي تركيباتي است كه مرتبط با هم  (Ms)اسپكترومتري جرمي 

ر كشفشباهت ها و روابـط  مي تواند د Lcهستند . اين اسپكترومتري به همراهيك سيستم 

مواد مطابق اوج هاي كروماتوگرافيك با الگوي تحضـيري خـود و يـا بـا توجـه بـه ايـن        

هستند كـه نسـبت هـاي ايزوتـوپي      Brو  Clحقيقت كه آنها داراي ابم هاي خاصي مانند 

مشخص دارند مفيد باشد . شايد دو تركيب يك وزن مولكولي مشابه داشته باشند يا ايـن  

مولكولي جدا شـده بـا اختلافـات مـورد انتظـار در آنهـا يكـي باشـد مـثلا           كه وزن هاي

هستند مي توانند يـك مولكـول را بـا گروههـاي مختلـف       16اختلافهايي كه  ضرايبي از 

  اكسيژن و يا بدون آن نشان دهند . 

  : جداسازي كامل :   4-2

  ر يـك عصـارة  كامل ترين ابزار براي تضمين جدا شدن تمام متابوليت هاي مربوطه كـه د 

يا حداقل هر تركيبـي تـا حـد     –ارگانيسم وجود دارند عبارتست از جدا كردن هر چيزي 

غير مرتبط نيز جدا مي شوند .  ممكن ـ از عصاره . با اين روش ديگر متابوليت هاي ثانوية 

چنين متابوليت هايي ممكن است از نظر ساختاري با متابوليت هاي اصـلي يكـي نباشـند    

داراي پيش ماده هاي اولية بيوسنتري باشند و كليـدي بـراي مسـيرهاي     ولي ممكن است

بيوسنتزي در عمليات ارائه كنند . به علاوه اين متابوليت ها ممكن اسـت در توليـد يـك    
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ساختار متابوليت ثانوية ارگانيسم مفيد باشند . اين فرآيند با توجه به اين حقيقت تسـهيل  

راري مقياس بزرگ صورت مي گيرد و از اين جـا  مي شود كه معمولا بر يك استخراج تك

اين امكان وجود دارد كه پيك هاي كوچك يك كروماتوگرام به درستي بررسـي شـوند .   

اين پيك هاي كوچك ممكن است به علت توجه بـه   در جداسازي اولية مقياس كوچك ،

شـده  مواد قابل دسترسي آسان ناديده گرفته شده باشند و يا اين كه ممكن است كشـف ن 

تـداركاتي و كنتـرل    HPLCباشند . اين فرآيند با دسترسي به جداسازي مؤثر عصاره بـر  

شويش با سيستم كشفي با حساسيت بالا انجام مي شود به اين منظور كه بتوان تمام پيك 

هاي كوچك را انتخاب كرد و اختلالات موجود بر خط مبناي كروماتوگرام را كـه مؤلفـه   

بررسـي  “ ند كشف نمود . اين فرآينـد ـ كـه گـاهي اوقـات      هاي كوچك را نشان مي ده

نام دارد مي تواند نتايج جالبي داشته باشد . بيش از يك حالت وجود دارد كـه در  ” چمن 

آنها فعاليت بيولوژيكي تنها نتيجة يك مؤلفة بزرگ يك عصاره بوده است كه بعدا كشـف  

لقوه اي است كـه در سـطوح   شده است . در حقيقت بيشتر فعاليت به علت يك تركيب با

  خيلي كم در عصاره وجود دارد و بنابراين مي تواند ناديده گرفته شود .  

يك تحضير بعدي مي تواند منجر به توليد تركيبات اضافي و مختلف گردد زيرا بـه چنـد   

دليل ساختار متابوليكي ثانوية يك تحضير تكراري مي تواند متفاوت باشد . چنين دلايلي 

اثرات افزايش مقياس ، تغييرات در نژاد ارگانيسم ، اختلافات غير قابل كشـف   عبارتند از
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در رشد كشت تخم ، مايه كوبي در كشت رشد ، و غيره . تمام اينهـا مـي تواننـد باعـث     

  تغييراتي در سطوح و انواع بروز متابوليت ثانويه گردند .  

  : جداسازي مانيورهاي اسكوآلستاتين :  5-2

روش از سوي گروهي از متابوليت ها ارائه شده است . اسكوآلسـتاتين (  يك مثال از اين 

) . 1جدا شده است ( شـكل    .P homaspكه اسيدهاي زارآگازيگ نيز نام دارد ) از قارچ 

عصاره هاي اين ارگانيسم فعاليـت بـازداري سـنتز اسـكوآلين رادارا هسـتند و اسـتخراج       

  تا بودند .  4كه در حدود  باعثجداسازي ايكوآلستاتين هايي گرديده است

بعضي از اين متابوليت ها در فراواني نسبي استخراج شده اند ولي مابقي فقـط در مقـادير   

جدا كرد . اگر  ml 200كم يافت شده اند به گونه اي كه نمي توان آنها را از عصارة اولية 

اج هـاي  چهاين مثال يك حالت بي نهايت است متابوليت هاي مربوطة بيشتري از استخر

  تكراري يافت شده اند حتي آنهاي كه مستلزم افزايش مقياس هستند . 

  افزايش بروز ژن :  -3

يك روش كلي تر توليد آنالوگ ها و يا متابوليت هاي مربوطه تلاش بـراي افـزايش بـوز    

ژن متابوليت ثانويه به منظور افزايش دامنة تشكيل محصولات مي باشـد . اگـر چـه هـيچ     

ابوليسم ثانويه وجود ندارد مشخص است كـه توليـد متابوليـت هـا     مفهوم مشخصي از مت

بسته به محيط فيزيكي و شيميايي ارگانيسم متغيـر اسـت . در سيسـتم هـاي ميكروبـي ،      



  ٨٨

و شروع ايويوفاز مي باشد كـه ايـن    g 10شروع متابوليسم ثانويههمزمان با پايان رشد فاز 

. ماهيت اين ماده غـذايي محـدود   به نوبة خود نتيجة محدوديت مواد غذايي خاص است 

و ديگر مواد غذايي موجود در محيط مي تواند تعيين كنندة متابوليت هـاي ثانويـه توليـد    

شده باشد  . اين عملكـرد از طريـق فرآينـدهايي ماننـدمهار و يـا بـاز داشـتن مسـيرهاي         

نشان داده  متابوليكي ثانويه صورت مي گيرد . به عنوان مثال كنترل متابوليت كربنبا گلوكز

مي شود و ايـن گلـوكز بـروز سـنتز فنوكسـازينون را فـرو مـي نشـاند و بنـاراين توليـد           

مهـار مـي شـود . سـطوح بـالاي آمـونيم        Streptomyces  qntibioticusآكتينوميسن در

ــا  ــا    Streptomyces  Fradiaeتشــكيل تيلوســين را ب و تشــكيل سفالوســپورين را ب

Streptomyces  Clavuligerus  ر مي كنند . سطوح بالاي فسفات غير آلي آنزم هاي مها

موجود در سنتز تتراسايلكين ها ، كانديسيرين ، نئومايسين و استرپتومايسن را از كار مـي  

اندازند . غلظت هاي فلزات اثر ( مانند آهن ، روي ، كبالت )اثر مهمي بر توليد متابوليـت  

هـاي ثانويـه را افـزايش دهنـد. ايـن      دارند . ديگر تركيبات ممكن است توليـد متابوليـت   

تركيبات عبارتند از مولكول هايي كه بيشتر وجود دارند مانند آمينو اسيدهاي مختلف كـه  

مي توانند مؤلفه هاي متابوليت هـا باشـند ويـا تركيبـاتي كـه كمتـر شـايع هسـتند ماننـد          

م حـد  مولكولهاي خود تنظيم كننده كه نقش مهمي در ويژكيهاي مربوطـة تمـايز و مفهـو   

، پاماميسين . به طور كل فرآيندهايي كـه متابوليسـم    Aنصاب ايفا مي كنند مانند ضريب 



  ٨٩

ثانويه راتنطيم مي كنند به درستي شناخته نشده اند  اين يك متابوليسمي است كـه نقـش   

بيولوژيكي آن هنوز مشخص نيسـت . كـافي اسـت كـه بگـوييم بسـياري از پارامترهـاي        

ند بر توليد متابوليت ثانويـه اثـر بگذارنـد و روش انجـام ايـن      فيزيكي و شيميايي مي توان

  عملكرد براي هر ارگانيسم و متابوليت جديد به روش تجربي تعيين شده است . 

بنابراين تغيير اين عوامل مي تواند باعث توليد متابوليت هاي بيشتري نسبت به آن چيزي 

د شده اسـت . ايـن عملكـر    گردد كه توسط يك ارگانيسم تحت يك سري از شرايط تولي

براي ميكرو ارگانيسم ها بهتر انجام مي شود اگر چه توليد متابوليت ثانويـه توسـط ديگـر    

ارگانيسم ها تحت تأثير محيط داخلي آنها است . در مـورد ايـن جنبـة ميكروبيولـوژيكي     

) و در ايـن جـا بـه تفصـيل      6چيزهاي زيادي نوشته شده است ( به عنوان مثـال مرجـع   

نمي شود . ولي تعدادي از مهمترين عواملي كه بر توليد متابوليت اثر مي گذارنـد   بررسي

  عبارتند از : 

، سطوح مواد  C/N/Pمنبع نيتروژن ، منبع فسفر ، نسبت هاي   محيط : كنبع كربن ، -1

  غذايي اثر . 

  ، پامامايسين )  Aخود تنظيم كننده ها ( مانند ضريب  -2

  ، كشت مايع ايستاتيك ، كشت حالت جامد شرايط فيزيكي ، كشت مايع تكاني  -3

  سطوح اكسيژن  -4
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  سرعت رشد  -5

  دما   -6

7- PH   
يك قانون كلي اين است كه قرار دادن يك ارگانيسم در معرض اشكال مختلف فشار مـي  

تواند باعث افزايش دامنة متابوليت هاي ثانويةتوليد شده گردد . اگر هدف عبـارت باشـد   

ت ها از يـك ميكـرو ارگانيسـم ، آن ارگانيسـم بايـد      از جدا كردن تعداد زيادي از متابولي

هميشه در بيش از يك محيط رشد كند و يا در بيش از يـك شـكل رشـد نمايـد ( ماننـد      

حالت جامد و مايع تكاني ) . روش هايي براي هدف ويژه تر عبارتست از افزايش توليـد  

  بررسي مي شوند .  14يك متابوليست خاص كه در فصل 

  :بيوسنتزي بلوكي  -4

  : جهش يافته هاي بيوسنتزي :  1-4

نسل حاصل از ارگانيسم توليد كنندة نژادهاي جهش يافته كه در مسـير بيوسـنتزي تغييـر    

كرده است مي تواندباعث جداسازي متابوليت هاي مربوطه اي گردد كـه نمـي تواننـد در    

ير بلوكـه  غير اين صورت و به روش ديگر بدست آيند . اين متابوليت ها مي توانند از مس

اي باشند كه فقط در مقادير اثر قابل كشـف هسـتند و يـا ممكـن اسـت متابوليـت هـاي        

Shunt      نشان دهند . بدين ترتيب مواد مياني يك مسير متفاوت بيوسـنتزي در پـيش مـي
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گيرند و تركيباتجديدي بهوجود مي آينـد . محصـولات چنـين جهـش يافتـه هـايي مـي        

 ـ    ن كـه ممكـن اسـت در مطالعـات بيوسـنتزي ، و      توانندمورد توجه خـاص باشـند يـا اي

آزمايشات تغيير شكل زيستي استفاده گردندو يا نقطه آغازي براي بيوسنتز در جهت پيش 

  ماده باشند . 

اين در ساده ترين شكل خـود مسـتلزمهش مـواد جداسـازيهاي ارگانيسـم و جسـتجوي       

اي حاصـل مـي باشـد .    تغييراتي در سطح و نوع متابوليت ثانويةتوليد شده در جداسـازيه 

و يا جهش زاي شيميايي و يا بـا اسـتفاده از محـيط     uvجهش مي تواند با استفاده از نور 

انتخابي صورت گيرد .نقـص مـواد غـذايي ـ يـا داراي سـم ـ و بـدين ترتيـب نژادهـاي           

ارگانيسم هايي كه ساختار ژني تغيير يافته دارند جدا مي شوند و در چنين محيطـي بـاقي   

و در نهايت تغييري از متابوليت هاي ثانويه حاصل مـي شـود . همـين اثـر مـي      مي مانند 

تواند با استفاده از مهار كننده هـاي آنزيمـي كـه مسـير بيوسـنتزي را در مراحـل خـاص        

  مسدود كرده اند حاصل شود .  

  : جهش يافته هاي بيوسنتزي پراديميسين :  1-1-4

، يـك توليـد     neohibiseaونـة    زيـر گ   Actinomadura  Uerrucososporaهاگهـاي  

متيل  – Nو يا  uvكنندة پراديميسين انتي بيوتيك دي هيدروبنزونافتاسين كوئينون ، با نور 

– N  -  نيتر و– N  -    نيترو سوگوآنيدين جهش يافتند . وقتي پراديميسين يـك رنگدانـة
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ه هاي غير قرمـز  كولوني بر اساس توليد رنگدان 10000قرمز باشد جهش يافته ها ابتدا از 

و يا بي رنگ انتخاب مي شوندو اين ها در طبقاتب قرار مي گيدند كه هر يك مواد مياني 

توليـد    Shuntدر يك مرحلة خاص در مسير انباشته كرده اند و يا متابوليت هاي جديـد  

متابوليت جديد جدا شد و تعدادي متابوليت مشخص نيز جدا  8نموده اند . از اين نژادها 

  .   گرديد

  : جهش يافته هاي بيوسنتزي آكاراسينومايسين :  2-1-4

كـه طبقـة ديگـري از      Streptomycps  galilaeusبه طور مشـابه ، جهـش يافتـه هـاي     

) تعـدادي   4آنتراسايكلين هاي گليكوسيدي ، آكاراسينومايسين ، راتوليد مي كنند ( شكل 

از آنترا سايكلينونهاي جديدي كـه   متابوليت جديد نيز توليد خواهند كرد . اين ها عبارتند

بدون شكر هستند و آنهايي كه تركيباتي از شكر هاي متفاوت دارند. بعضي از آنهـا قـادر   

بودند كه فقط يك شكل از آگليكون توليد كنند. مابقي نمي توانستند رودوزامين را ذخيره 

قي نمي توانسـتند بـه   كنند زيرا آنالوك هايي توليد مي كردند كه اين شكر را نداشتند . ماب

هيچ طريفي روديتوز را ذخيره كنند از همين برنامه تعدادي نژاد جدا شد كه قادر به توليد 

  برابر بيشتر نسبت به نژادهاي موجود بودند .   30در يك غلظت  Aآلكاسينومايسين 
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  : آنالوگ هاي تريكوتسين :  3-1-4

مهمتـرين   T -2سمي هسـتند و سـم   تريكوتسين ها خانواده اي از متابوليت هاي قارچي 

 5مي باشد ( شكل   Fusarium  Sporotrichioidesتريكوتسين توليد شده توسط قارچ 

) . برماند و ديگران در تحقيق پيرامون بيوسنتز ايـن متابوليـت اوكسـوتروف هـاي آمينـو      

ت اسيدي بسياري توليد كردند و فهميدند كه اين جهش يافته دو آنالوگي توليد كرده اس ـ

كه فقط در سطوح قابل كشف پر زحمت در نوع وحشي قابـل رؤيـت هسـتند . غلظـت     

و آنالوگ هاي آنها مي توانند با كنترل غلظت لئوسـين در محـيط تغييـر     T  -2هاي نسبي 

تركيب از يـك   3بوده اند و مقام  shuntكنند و اين نشان ميدهد كه متابوليست ها از نوع 

  واسطة مشترك حاصل شده اند.

  : بازدارنده هاي آنزيم :  2-4

بازدارنده هاي آنزيم مي توانند برا ي توليد اثري همانند جهش يافته ژنيتكي به كار  روند 

يعني مسدود كردن يك مسير بيوسنتزي . اين بازدارنده ها مي تواننـد منجـر بـه تشـكيل     

ز سرولنين گردند . چنين بازدارندگاني عبارتند ا Shuntواسطه هاي گذرا و يا محصولات 

كه از سنتز اسيد چرب  جلوگيري مي كند و از سنتز مشابه پلي كتيد نيز ممانعت به عمل 

مي آورد و سينفانجين ها و ايتونين ها كه از انتقال گروههاي ميتونين جلوگيري مي كننـد  

را مهار مي كننـد    P 450. گروه مفيد ديگر بازدارنده ها آنهايي هستند كه سيتوكروم هاي 
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ن سيتوكروم ها گروهي از آنزيم هايي هستند كه واكنش هاي اكسيدي در بسـياري ا ز  . اي

تركيبات انجام مي دهنـد. ايـن بازدارنـده هـا عبارتنـد از آنسـيميدول در تحضـير قـارچ         

Gibberella  Pulicaris   به منظور مسدود كردن توليد تريكوتسن ها و دسترسي به ديگر

    تريكودين هاي ناپايدار مياني .

  بيوسنتز مستقيم :  -5

روش بهتري براي تغيير ارگانيسم جهـت توليـد آنـالوگ هـا و مشـتقات آنهـاوجود دارد       

كربن ايزوپرنيـل سـاخته مـي    -5.بيشتر متابوليت هاي ثانويه در بيشتر موارد از واحدهاي 

شوند . پلي كتيدها از واحدهاي استات حاصـل مـي شـوند و يـا از واحـدهاي فرميـل ،       

ونيل . گروههاي آروماتيك از يكي از آمينو اسيدهاي آروماتيـك مشـتق مـي    استات يا مال

شوند مانند تيروزين ، فنيلالانين و يا تريپتوفان كه خود از اسيدتيكميك و يا از واحدهاي 

استات بدست مي آيند . الكالوئيد ها نيز تا حد زيادي از تعدادي آمينو اسيد بدسـت مـي   

نين ، تريپتوفان ، ليسين و يا اورنيتين و همچنين از واحـدهاي  آيند مانند تيروزين ، فنيلالا

استات ، موالونات و تعدادي از پيش ماده هاي سادة ديگر . تأمين ارگانيسم ها با آنـالوگ  

هاي پيش ماده ها و يا واسطه هاي يك متابوليت ثانويه مـي توانـد گـاهي اوقـات باعـث      

  ابوليت جديد ثانويه گردد .  تغيير با وسيله بيوسنتري ارگانيسم در يك مت
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در اين روش معلوماتي موردنياز است و يا حداقل پيش فرضـياتي در مـورد مسـير كلـي     

بيوسنتزي كه متابوليت با آن تشكيل شـد ه اسـت . معمـولا ايـن امكـان وجـود دارد كـه        

حدسهايي در مورد اصل و منشأ بيوسنتزي يك مولكول ارائـه كـرد بـه خصـوص وقتـي      

تزي در مورد مولكولي با ساختار مشابه در دسترس باشد . اين تئوريها مي اطلاعات بيوسن

توانند با استفاده از پيش ماده هاي نامگذاري شدة ايزوتوپيكي ازمايش شوند. اين حقيقت 

نيز نقش دارد كه آنزيم هاي بيوسنتزي آنقدر خاص نيستند  كه همه را به جز پـيش مـادة   

آنزيم هاي متابوليسم ثانويه كمتر از آنزيم هاي متابوليسـم  طبيعي استثنا كنيم . خوشبختانه 

  اوليه تخصصي شده اند.  

1-5 :Mutasynthesis   :  

گفته شد محصولات يك جهش يافتـة بيوسـنتزي مـي     4-1همان طور كه در زير عناوين 

توانند به نوبة خود مهم باشند ولي به علاوه جهش يافته و يا توليدات آن مي توانند بيشتر 

ستفاده شوند . جهش يافته مي تواند به عنوان يك سيستم واكنشي استفاده شود كـه يـك   ا

شكل تغيير يافتة واسطة بلوكه شده در آن تغذيه مي شود يعني محصول آنزيم بلوكه و يـا  

  بلوك هاي ساختماني و سازندة بعدي .   

مسير عمـل مـي   با فرض اين كه اين تنها مرحله بلوكه در مسير است و مابقي آنزيم هاي 

نمايند انزيم ها مي تواننـد بـر واسـطة تغييـر يافتـه عمـل كننـد بـدون رقابـت از سـوي           
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  Mutasynthesisسوبســتراهاي طبيعــي جهــت توليــد يــك محصــول اشــنقاقي نهــايي 

  اصطلاحي است كه براي اشاره به اين فرآيند تغذيه و مسدود كردن استفاده مي شود . 

ديگر ارگانيسم ها به روش منطقي تغذيه شوند . مـثلا در   واسطه هاي بلوكه مي توانند در

بـدين ترتيـب      –ارگانيسم هايي كه معمولا يك پيش مـاده مربوطـه را تغييـر مـي دهنـد      

به معلومـاتي در    Mutasynthesisمتابوليست هاي هيبريدي بدست مي آيند . اين فرآيند 

ي پذيرش آنالوگ هـاي سوبسـترا   مورد مرحلة بلوكه نياز دارد و آنزيم هاي بيوسنتزي برا

  تخصص كافي ندارد .  

  : روش شناسي :  2-5

يك مزيت اين روش اين است كه وقتي يك مسـير مفـروض بيوسـنتزي تشـريح شـد و      

آنالوگ هاي مناسب پيش ماده بدسـت آمدنـد چنـد روش آزمايشـگاهي اضـافي غيـر از       

ته اند به وجود خواهنـد  آنهايي كه براي جداسازي متابوليت هاي والد و اصلي وجود داش

  آمد .  

آنالوگ پيش ماده به عنوان يك محلول تغليظ شد آبي كه بافيلتر اسـترليزه شـده و    -5

تحت شرايط ضد عفوني  تهيه گرديده است. اضـافه مـي شـود .بـا ايـن وجـود اگـر        

تركيب در آب محلول نباشد در حجم كوچك حلال آلي ويـا حتـي بـه عنـوان يـك      

ي تواند به محض ورود به محيط آبي باعث رسوب تركيب جامد اضافه ي شود اين م
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گردد ولي آزمايش را مختل نمي كنـد . ايـن تركيـب مـي توانـد محلـول باشـد و در        

  حقيقت به عنوان يك مادة غذايي بارهش كم فرض شود.  

در حقيقت يك پيش مادة مصنوعي مسائل مربـوط بـه جـذب خـودرا در غشـاي       -6

م باشد كه شرايط جهت توليد يك سيستم بـدون  سلول منعكس نمي سازد و شايد لاز

سلول و يا كشت سلول آرام تغيير كند. مورد  مستلزم رشدكشت در فاز ثابـت اسـت   

كه سلولها را از  محيط مايع با عمل سانتريفوژ جدا مي كند سپس سلولها را خرد مـي  

در  سازد و در يك بافرايزوتونيك كه آنالوگ هاي پيش ماده به آن اضـافه مـي شـوند   

حالت تعليق مجدد قرار مي دهد . اين مايع ديواره هاي سلولي را از بـين مـي بـرد و    

  دسترسي مولكولهاي پيش ماده را به آنزيم هاي بيوسنتزي ممكن مي سازد .  

در كشت هاي سلول آرام ، سلولهاي كشت فاز ثابت با سانتريفوژ از محيط مايع جدا مـي  

سانتيفوژ قرار مـي گيرنـد و در بـافر و يـا محـيط      شوند و سپس شسته شد . و دوباره در 

مينيممي كه پيش ماده به آن اضافه مي شود دوباره معلق مي گـردد . بنـابراين سـلولها بـا     

حذف تمام سوبستراهاي برون زاد دست نخورده وزنده هستند ولي بي اثر مي باشند . بـا  

مـاده وتغييـر آن    وجود عملكرد مسيرهاي متابوليكي و بيوسنتزي ،احتمـال جـذب پـيش   

افزايش مي يابد . يك مزيت اضافي اين است كه سيستم سلولي شسته شـده تميـز تـر از    

  كشت سلول اوليه است و اين خالص سازي را ساده تر مي سازد .
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شايد مسائلي در رابطه با تبديل متابوليست به شكل فعال وجود داشته باشد . ايـن تبـديل   

زيم هاي مربوطه حمل شده و شناسـايي گـردد . ديگـر    براي آن است كه متابوليست با آن

تركيبات مي توانندبه سرعت متابوليزه شوند و با مسيرهاي متابوليسم اوليـه خـرد گردنـد    

  قبل از اين كه بتوانند به متابوليست ثانويه تبديل گردند .  

  : تحليل محصولات بيوسنتز مستقيم : 2-2-5

طبيعي در طـي جداسـازي اوليـه توسـعه     شايد يك سيستم سنجش براي كنترل محصول 

يافته باشد و اين سيستم تحليل محصول تغييـر يافتـه را عملـي مـي سـازد . بـا مقايسـة        

كروماتوگرام عصاره ارگانيسم تغذيه شده با پـيش مـاده بـا كرومـاتوگرام يـك ارگانيسـم       

كنترلي تغذيه نشده مي تـوان پيـك هـا را در مـورد مطـابق محصـول تغييـر يافتـه و يـا          

سوبسترايي كه در كنترل يافت نمي شوند كشف نمود . با اين وجود اگـر يـك محصـول    

تغيير يافته با سيستم تحليلي كشف شود بدان معناست كه پيش ماده تغيير نكرده اسـت و  

يا اين كه محصول تغيير يافته از محصول طبيعي جدا نشـده اسـت . ايـن مسـئله بـا ايـن       

دي از تركيـب موجـود در دسـترس نخواهـد بـود .      حقيقت همراه است كه هيچ استاندار

گرادياني و يا اسـتفاده   HPLCمي تواند مستلزم استفاده از   Coeludingتفكيك تركيبات 

يك روش  LC-MS-از اختلاف بيشتر بين محصولات طبيعي و تغيير يافته باشد به وسيلة

يژن اضـافي مـي   ايده ال براي چنين تحليلي وجود اتم خاص مانند هالوژي و يا يك اكس ـ
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تواند به راحتي با اين روش كشف شود . تغيير پيش ماده داراي فلوئورين مـي توانـد بـا    

دنبال شود . هر متابوليت داراي فلوئورين يك پيـك واحـد بـا تغييـر       FNMPاستفاده از 

ارائه مي كند و ايـن روش بـدون سـيگنال هـايي از هـر        FNMRمشخصه به يك طيف 

اده و غير مبهمي است كه بـراي توليـد متابوليـت هـاي داراي     مولكول ديگر يك روش س

  فلوئورين در يك مخلوط كمپلكس به كار مي رود .  

  : بيوسنتز پيش ماده اي اسكوآلستاتين ها :  3-5

اسكوآلستاتين ها كه در بخش قبل توصيف شدند يك مثال از اين نكته هستند كه چطـور  

  ت بيوسنتزي مفيدي ارائه دهد .  علم به مسيرهاي بيوسنتزي مي تواند محصولا

مولكولي كه ابتدا ظاهر مي شود ماهيتا پلي كتيد است و به منظور ازمايش ايـن فرضـيه و   

با  – Phomasp –تأييد تصل بيوسنتزي قطعات مؤلفه اين مولكول ، ارگانيسم توليد كننده 

 Cواحدهاي ايزوتوپيكي اسـتات در شـكل (   
13 –1  ) ، (C 13 –2  ) ، (2 C 13 – 21و  (

تغذيه مي شود . اينها نشان مي دهند كه ساختار مولكول از دو زنجيرة پلي كتيد به وجود 

كربن باقي ماندة ساختار حلقه  4آمده است و اين زنجيره ها از واحدهاي استات هستند . 

اشكار شده  NMR) كه از مطالعات جفت سازي  3،4،22، 2چرخه از ( كربن هاي  2اي 

ن واحدهاي دست نخورده مجاور مشتق شده از استات در يك سطح پايين تـر  اند به عنوا

 4در يـك واحـد    TCAاز بقيه تغيير كرده اند و اين متابوليسم استات را از طريق چرخة 
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 C  Suecinatcكربني نشان مي دهد . در حقيقت تغذية (
) باعث تغيير اين ماده  2و3 – 13

 – S) از واحـدهاي كربنـي در شـكل    33،  32 ، 20،  19مي گـردد . ديگـر كـربن هـا (     

دار  Cاونوزيل ميتونين مشتق مي شوند . بخش آروماتيك اين مولكول بـا تغذيـه اشـكال    

فنيلالانين و اسيد بنزوئيك بررسي شده است و در نهايت هر دوي ايـن تركيبـات دچـار    

گر بيوسـنتز بـه   تغيير شدند ولي تغيير بالاي اسيد بنزوئيك نقش آنرا به عنوان واحد آغـاز 

  دنبال تشكيل آن از فنيلالانين نشان مي دهد .  

به طور خلاصه ساختار اين خانواده از مولكولها از افزايش بلوكهاي ساختماني استات بـه  

 4كتودي كربوكسـيليك    -يك واحد آغازگر اروماتيكبه همراهتراكم آن تا يك اسيد       

تدي سـازي / اسيلاسـيون زنجيـرة تتراكتيـد     كربنه به وجود آمده است . به دنبـال آن اس ـ 

صورت گرفت و ميتلاسيون نيز با كربن هاي مشتق شده از ميتـونين و هيدروكسلاسـيون   

نيز انجام شد . اينها همگي يك اطلاعات كاملي بدست مي دهند و اين اطلاعات  C 7در 

  ميباشند.  وسيله اي براي بررسي مسير بيوسنتز ارگانيسم جهت توليد آنالوگ هاي تركيب

به چند دليل ازن طور احساس مي شد كه نيمة آروماتيك يك بخشي از مولكول را نشـان  

مي دهد كه براي دست كاري و تغيير به عنوان وسيلة توليد آنالوگ مفيد است . اين نيمـه  

از يك مولكول سادة كوچك مشتق شد ولي محل هاي زيادي براي تغيير داشت كـه ايـن   

ليد آنالوگ ها مي گرديد . نشان داديم كـه اسـيد بنزوئيـك تغذيـه     خود باعص افزايش تو
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كننده باعث توليد سطوح بالاي تغيير در اسكوآلستاتين مي گردد .اين واحد آغازين بـوده  

است و شايد با مسيرهاي ديگر متابوليزه شده باشد . بدين ترتيب شانس كشف تغييـرات  

غييـر محـل هـاي خـاص بـر چنـين       بيشتر مي گردد . در نهايت روش هـاي دخيـل در ت  

گروههاي اروماتيك پيچيده هستند و با ابزار شيميايي به سختي انجام مي شـوند بنـابراين   

  محصولات ارزش زيادي دارند.  

تعدادي انالوگ سادة اسيد بنزوئيك و فنيلالانين كه به آسـاني از سـوي عرضـه كننـدگان     

بسترا انتخاب شدند . اينها عبارتنـد  مواد شيميايي در دسترس قرار مي گيرند به عنوان سو

ــيدهاي    ــك ، اس ــيدهاي هيدروكســي و دي هيدروكســي بنزوئي ــيعي از اس ــداد وس از تع

آمينوبنزوئيك، اسيدهاي كلرو بنزوئيـك ، اسـيدهاي يـدوبنزوئيك و اسـيدهاي متوكسـي      

عضـوي دارنـد    6بنزوئيك . تعدادي از ساختارها غير از ساختارهايي كهحلقة آروماتيـك  

مايش شدند من جمله پيريدكربوكسي آلدئيـد ، اسـدهاي آلكيليـك كربوكسـيلك ،     نيز آز

ــالين كربوكســليك ،  ــروان كربوكســيليك ،   اســيدهاي نفت ــيدهاي ف ــوفن  اس ــيدهاي پت اس

  كربوكسيليك ، اسدهاي نيترو ـ برومو و كلرو يتوفن كربوكسيليك . 

  : روش : 1-3-5

زوئيك اضافه شده در زمـان مايـه كـوبي    تحقيقات مربوط به تغذيه نشان دادند كه اسيد بن

اضافه شد در سطوح بـالايي تغييـر كـرد . ايـن امـر       3،4،5تغيير نكرده بود بلكه وفتي در 
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با فرآينـد متابوليسـم اوليـه     doشايد به علت اين حقيقت باشد كه تركيب اضافه شدهدر 

  روي دهد .   متابوليزه شد قبل از اين كه كشت به فاز ثابت برسد و متابوليسم ثانويه

) اضافه شدند كه با هيدريـد سـديم و    mg/ml  25/6نمونه ها به عنوان محلولهاي آبي ( 

بخش از هز يك از اين محلولها به هـر   Ml 2خنثي تنظيم شدند.  PHاستريليزة صافي در 

 mg/ml   25/0تا يك غلظت نهـايي پـيش مـاده در حـدود      ml     50كشت اضافه شود 

با تكان دادن دوباره مايه كـوبي شـدند زيـرا آنهـا بـراي       C 0 25 بدست آيد كشت ها در

روز بعد از آنكوباسـيون ) كشـت هـا     7روز بعد (  4اولين بخش تحضير مناسب بودند . 

  تحليل گرديدند و محصولات جداشدند . برداشت شده ،

: نمونه هاي آبگوشت با يك حجم معادل اسـتو نيتريـل كـه داراي اسـيد      HPLCتحليل 

) بود مخلوط شدند و سانتريفوژ گرديدند و در نهايـت شـناور بـا     ml/l  5وريك ( سولف

HPLC      گراديـاني فـاز معكـوس ( ( انـدازة ذره ايMm 5  (Spherisarbe   6    بـا يـك

  ) ) تحليل گرديد .   ml/l 50استونيتريل / آب با اسيد سولفوريك ( 0 – 50گراديان %

با مخلوط كردن با   HPLC-MSاي تحليل : نمونه هاي ابگوشت بر  HPLC-MSتحليل 

) آمـاده   ml/l 5يك حجم  معادل استونيتريل كه داراي اسيد تري فلوئـوو اسـتيك بـود (    

ايزوكراتيـك    HPLCشدند . اين نمونه ها سانتريفوژ شـدند و روشـناور بـا يـك روش     

ر تحليل گرديد . اين سيستم از طريق يك سطح مشترك اسپرو گرمايي به يـك اسـكبترمت  
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 1در حقيقت مي توان بين اسكوآلستاتين   HPLCجرمي وصل شد . با استفاده از شرايط 

و آنالوگ فلوئورنيه آن تمايز قائل شد زيرا آنها با هم شسته مي شوند ولي مـي تواننـد بـا    

MS    . شناسايي شوند  

خالص سازي آنالوگ ها طبق قبل با استخراج حلال ، جذب سطحي ، و شستشو از يـك  

صورت گرفت و به دنبال آن بارگيري نمونه به يـك سـتون     Amberlite  XADHستون 

HPLC  % استونيتريل /آب شسـته شـود پـس     25تداركاتي صورت گرفت . اين ستون با

اسـتونيتريل / آب شسـته شـدند. يـك مجوعـه از       60و آنالوگ ها بـا %   1اسكوآستاتين 

نالوگها و تركيب والدانجام شد . تداركاتي براي تفكيك هر يك از آ HPLCمراحل نهايي 

  نشان داده شده اند.   6توليدات جدا شده در شكل 

بنابراين در مورد فوق ، توليد اين اسكوآلستاتين هاي فلوئورينه و يتوفنيلات موارد زير را 

  الزامي مي سازد :

  نظريه بيوسنتز به منظور انتخاب يك دامنه معقولي از آنالوگ هاي مناسب پيش ماده -1

بهينه سازي ساده شرايط تغذيه . اين در ساده تـرين شـكل خـود مسـتلزم تعيـين       -2

  نكات زير است .  

الف ) افزايش ستونها در مايه كوبي يعني در شروع فاز رشد و ار طي آن و بعـد از چنـد   

  متوفق شد .   g  10روز رشد زماني كه رشد فاز 
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يا سيستم بـدون سـلول بـراي    ب) استفاده از مقام سلولها و يا كشت سلول شسته شده و 

  تغيير مطلوب 

 NMR,TLC,GC-MS,LC-MS,LCيك روش براي كشف تغيير مانند .  -3

  يك روش براي خالص كردن تعدادي از تركيبات نزديك به هم .   -4

مثال فوق عدم موفقيت را در توليد متابوليت ها نشان مي دهد و ايـن متابوليسـت هـا بـه     

تانسيلي پيش ماده در مولكول نهـايي اسكوآلسـتاتين   عنوان نسبت پاييني از آنالوگ هاي پ

  تغييراتي ايجاد مي كنند . 

بنابراين محل فعال يك يا چند آنزيم بيوسنتزي تخصص يافتگي كم را نشـان مـي دهـد .    

چرا فقط اسيدهاي فلوئوروبنزوئيك از نظر ساختاري شبيه بـه آنـالوگ هـاي سوبسـتراي     

مي باشد . معلوم    isostericاست و با هيدروژن طبيعي است . فلوئورين يك اتم بي اثر 

  نيست كه چراتيوفن ها بايد تغيير كنند . 

  دلايل ممكن مي توانند به قرار زير باشند : 

ناتوانايي ديگر پيش ماده ها در قطع غشاي سلولي . اگر يك سيستم بدون سـلول   -1

  استفاده شود بيشتر متابوليست ها تغيير خواهد كرد . 

ي آنزيمي ديگر پيش ماده ها ( افزايش تعـدادي از تركيبـات بـا كـاهش     اثر بازدار -2

  سطوح اسكوآلستاتين ارتباط دارد ) .  
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  تعدادي از آنالوگ ها توسط مسيرهاي متفاوت متابوليزه شدند.  -3

 Cعلاوه بر تغليظ در نيمة اروماتيك بايد به بخش هاي ديگر مولكول كه از چنين واحـد  

. اين واحد شامل بخشي از هستة دوچرخه اي است و يـا   ناشي مي شوند توجه كرد 4 –

واحدهاي استات تفاوت دارد . با اين وجود با استفاده از واسطه هـا در مسـير مـي تـوان     

  موفقيت بيشتري بدست آورد .  

4- y     : مثالهاي ديگر :  

ــدة       ــه در برگيرن ــود دارد ك ــاده اي وج ــيش م ــنتز پ ــري از بيوس ــراوان ديگ ــاي ف مثاله

بيعي با منشأ بيوسنتزي متفاوت مي باشند . بسـياري از افـراد از واسـطه هـاي     محصولاتط

  حاصل از مراحل بعدي در مسير بيوسنتزي استفاده كرده اند . تا از مثالهاي ايكوآلستاتين 

1-4-5  :A54745   :  

كـه آنـالوگ     Streptomyces  Fradiaeاين گروه از آنتي بيوتيك هاي بيپوبيتيـد توسـط   

توليد مي كند به وجود آمدهاست . اين آنالوگ ها با تغذية اسـيدهاي چـرب    هاي زيادي

نسبت هـاي متابوليسـت هـاي مختلـف      ) . به علاوه ،7مختلف حاصل مي شوند ( شكل 

  طبيعي مي تواند با افزايش والين و يا ايزولئوسين كنترل شود . 

  : ميتومايسين ها :  2-4-5
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مشــتق مــي شــوند و توســط   Shikimateايــن گــروه از محصــولات طبيعــي از مســير 

Strepomyces  Caeapitosus        توليد مي شوندو در نهايـت شـباهت زيـادي بـا تغذيـه

  خلاصه شده اند .   8ارگانيسم توسط آمين هاي اوليه به وجودخواهد آمد . اينها در شكل 

  :سيكلوسپوزين ها : 3-4-5

   Beauvaria   niveaبـا   سيكلوسپوزين ها طبقه اي پيپتيـدهاي چرخـه اي هسـتند كـه     

است آنها تعدادي   immunosuppressantتوليد مي شوند و اين ارگانيسم داراي فعاليت 

زيادي اشكال تغيير يافته با تغذيه آنالوگ هاي بلوك ساختاري آمينو اسـيد طبيعـي توليـد    

مينو كرده است . تعداد زيادي از مشتقات از طريق اين روش با تغيير در تمام محل هاي آ

اسيد تشكيل شده اند و با انجام اين فراينـد در سيسـتم بـدون سـلول مشـتقات بيشـتري       

بدست  آمد. اين ها با تغذية پيش ماده در تمام ارگانيسـم توليـد نمـي شـود زيـرا آمينـو       

  ) .   9اسيدهاي دخيل به طور طبيعي متابوليزه شده اند ( شكل 

يافته از آمينو اسيد بدست آمـده انـد عـدم    دامنة مثالهايي كه از محصولات طبيعي اشتقاق 

تخصصي شدن اين آنزيم ها را در بيوسنتز پپتيدي در مقايسه با سـنتز پـروتئين ريبـوزوم    

  نشان مي دهند.   
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: آورمكتين ها : يكي از موفق ترين تلاش ها در توليدآنالوك هاي يـك محصـول   4-4-5

  Strepomycesآورمكتـين   طبيعي ، از جدايي يك جهش يافته ارگانيسـم توليـد كننـده   

avcrnitlis    
خود رااز اينرولئومين و والين بدسـت    Cـ   25جانشين هاي   q  ،bانواع آورمكتين هاي 

  Aو آورنـده ايـن عملكــرد از طريـق تغييــر ايـن تركيبــات هماننـد مشــتقات كـوآنزيم       

اي ـ ميتل بوتيريـك انجـام مـي شـود . ايـن جهـش يافتـه دار       2ايزوبوتيريك و اسيدهاي 

ـ اكسي اسيد اي هيدروژناز زنجيري شاخه اي مي باشد و نمي توانـد     2فعاليت عملياتي 

اين واحدهاي آغازگر بيوسنتري را تغيير دهد . وقتي تحضير بـا اسـيدهاي كربوكسـيليك    

زنجيري شاخه اي تكميل نشد هيچ آرومكتين توليد نمي شود. با اين وجود تغذيه چنـين  

با   C – 25وليد تعداد زيادي آورمكتين مي گردد كه در محلاسيدهايي در تحضير باعث ت

. آنـالوگي كـه داراي نيمـه     10جانشين كننده اسيد مربوطه تغيير كرده است طبـق شـكل   

است اكنون به طور تجاري با اين فرآيند بدست مي آيد   Cـ   25سايكلوهكسيل در محل 

  و به عنوان ضد انگل ، دورامكتين ، بازاريابي مي شود.  

  : تغذيه پيش ماده هاي طبيعي :  5-4-5

اين روش كلي تغذيه پيش ماده ها مي تواند فقط براي افزايش سـطوح متابوليـت طبيعـي    

باتكميل كشت توسط پيش ماده هاي طبيعي استفاده شود . ايـن عملكـرد بـا مثـال سـادة      



  ١٠٨

ايش تشريح مي شود و بـا افـز    Pseucomonas  aureofaciensتوليد پيرولنتيرين توسط 

) .  11تريپتوفارن برون زاد ، پـيش مـاده مسـتقيم پيرولنتيريـل ، افـزايش يافـت ( شـكل        

  افزايش آنالوگ هاي تريپتوفان باعث توليد آنالوگ هاي مربوطة پيرولنتيريل گرديد . 

  : هالوژناسيون : 6-4-5

 ، هالوژن ديگر مي توانند مسـتقيمابه جـاي   5-3غير از روش توصيف شده در زير عنوان 

توليد طبيعي با استفاده از فعاليت هالوپروكسيد از ارگانيسم هاي متفاوت استفاده شـوند .  

ارگانيسم هايي كه متابوليست هاي داراي كربن توليد مي كننـد مـي تواننـد بـراي توليـد      

همان متابوليت ها در يك شكل برومينه با افزايش منبع غير آلي برومين بدست ايند مانند 

ا برميد پتاسيم . هالو پروكسيدازي كه اين واكنش را انجام مي دهـد غيـر   برميد سديم و ي

تخصصي است و مي تواندبه آساني از برومين به جاي كلرين استفاده كند . مثالها عبارتند 

)  NaBr )g/l 1كه به دنبال افـزايش محـيط     Monitinia   Fracticollaاز متابوليت هاي 

  شدند .  به آنالوگ هاي بروموي خود تبديل

  تغيير شكل زيستي :  -6

روش ديگر افزايش تنوع حاصل از يك محصول طبيعي اسـتفاده از ديگـر سيسـتم هـاي     

بيولوژيكي است به شكل آنزيم هاي جدا شده و يا تمام سلولي جهت تغيير مولكول ايـن  

فرايند در ساده ترين شكل خود مستلزم انكوباسيون محصول طبيعي جدا شده با يـك يـا   



  ١٠٩

كشت ميكروبي باشد. بنابراين آنزيم هاي هر ارگانيسم مي توانند هـر تركيـب عمـل    چند 

كنند و اشكال تغيير يافته را توليد نمايند. اين روش توليد تنوع شيميايي از يك محصـول  

طبيعي شبيه به يك برنامه تغيير شيميايي است با اين تفاوت كه شيمي دانان در اين حالت 

ند مي توانند واكنش هاي خـاص اسـترو و يـا واكـنش خـاص      ميكروارگانيسم هايي هست

  محل را انجام دهند در حالي كه اين واكنش ها توسط انسان به سختي صورت مي گيرند.

به عنوان مثال هيدروكسيداسيون شيميايي يك گروه آرماتيـك ويـا در هـر نقطـه خـاص      

تــوان هرمولكــول مــي توانــد مســتلزم مراحــل حفــاظي وغيــر حفــاظي باشــد ولــي مــي 

يكارگانيسمي يافت كـه تغييـر شـكل مطلـوب را انجـام ددهـد .ايـن بـه خصـوص  بـا           

محصولات طبيعي كه در زمينة شيمي سنتزي ،مولكولهاي بزرگي يا عامليت هـاي زيـاد و   

  مراكز كايرال هستند مفيد ميباشد.

نقص اصلي سيستم هاي تغييرشكل زيستي  اين است كه فرآيند خيلي قابـل پـيش بينـي    

به جزء گاهي اوقات در مورد آنزيم هاي خالص واكنشي را انجام مـي دهنـد ويـا    نيست 

چنـين قـوانين    معلوماتي نسبت به تغييرات كلي در نوع خاصي از يـك تركيـب داشـت ،   

جربي  مطلق و يا پيش بينانه نيستند به منظور افزايش شانس دسترسي به يك محصـول و  

زم اسـت كـه از ارگانيسـم هـاي زيـادي در      يا دسترسي به بالاترين درجة محصولات ، لا

  غربال اوليه استفاده شود.  



  ١١٠

به طور خلاصه مي توان از متابوليست  ثانويه بيوسنتز مختلف ومسيرهاي متابوليكي اوليه 

وآنزيم هاي مربوط به ارگانيسم هاي خاص استفاده كرد مي توان بـه ايـن ارگانيسـم هـا     

  محصولات طبيعي را ارائه كرد.

  ها :ك روش  1-6

يك طرح كلي براي انجام تغييرشكل  هاي زيستس در يك محصول طبيعي عبارت است 

  از : 

  غربال اوليه  براي شناسايي ارگانيسم هايي كه تركيب را تغيير شكل مي دهند. -1

انكوباسيون تركيب  باتعدادي از ارگانيسم ها در امتداد يك مجموعـه  از خطـوط    -2

  كنترلي.

عه كشت. متابوايست ها در كشت تغذيه شد . كه تحليل عصاره هاي هر دومجمو -3

  در كنترل ديد نمي شوند. مي توانند با سوسترا در ارتباط باشند.

  جداسازي متابوليست ها از اين كشت هاي مقياسي بزرگ. -4

مسائل مربوط به عملكردهاي تغييرشـكل زيسـتي  همانندمسـائل بيوسـنتز پـيش مـادامي       

زي تداركاتي به جداسازي اوليـه محصـول طبيعـي    هستند . تحليل اوليه روندهاي جداسا

  استفاده مي شوند. 

  : چه چيز بايد تغذيه شود: 1-1-6



  ١١١

اگر هدف عبارت باشد از توليد يك  مشتق خاص يك محصول طبيعي  لازم است كه آن 

محصول طبيعي و يا متابوليست هاي مربوطه اي را كه از نظر ساختاري به تركيب هـدف  

كنيم . اگر هدف عبارت باشد از توليد وسيع ترين دامنة آنالوگ هـا   نزديكتر هستند تغذيه

، محصول طبيعي بايد به عنوان مادة آغازين استفاده شود . با اين وجـود ارزش آنـرا دارد   

كه استفاده از آنالوگ ها را به عنوان مادة آغازين در نظر بگيريد در صـورتي كـه آنهـا در    

كه محصـول طبيعـي خـود ذخيـره محـدودي       دسترس باشند ( و به خصوص درصورتي

داشته باشد ) تغييرات در سوبستراي اصلي مـي تواننـد در آنـالوگ هـا نيـز روي دهنـد .       

  بنابراين تغييرات مربوطه در ساختار اصلي چند برابر مي شوند.  

 Cيـا   H 3شايد با اتم  – radiolabeledاستفاده از سوبستراي 
14 

مـي توانـد در مرحلـه     –

ت هايي داشته باشد زيرا شناسايي متابوليت هاي مربوطـه را در يـك مخلـوط    تحليل مزي

  كمپلكس آسان مي كند . 

  : ارگانيسم ها : 2-1-6

ارگانيسم هايي كه مي توانند براي تغيير شكل زيستي استفاده شوند بـي نهايـت هسـتند .    

يد بهترين روش جدا كردن ارگانيسم ها براي يك تغيير شكل زيستي خـاص اسـت ، شـا   

توانايي جداسازيهاي متفاوت در استفاده از سوبسترهاي خاص به عنوان يك منبـع كـربن   

انحصاري در نظر گرفته شود . با اين وجود عمـلا آسـانتر اسـت كـه از ارگانيسـم هـايي       



  ١١٢

استفاده كنيد كه تغيير شكل دهنده زيستي بوده اند . صدها گزارش از واكنش هاي خاص 

انجـام شـده انـد يافـت شـده اسـت و بسـياري از ايـن         كه توسط ارگانيسم هاي خـاص  

ارگانيسم ها به آساني از كلكسيون هاي استاندارد كشت ميكروبي بدست مـي آينـد . پـر    

استفاده ترين ميكروارگانيسم ها  منجمله قارچ ، اكتينومايسيت ها ، و باكتريهاي غير رشته 

كسيون هاي اصـلي كشـت بـه    اي كه در انجام تغيير شكل زيستي تنوع داشته اند و از كل

ليست شده اند . ارگانيسم هاي ديگري نيز در اين ليست قرار  1دست مي آيند در جدول 

مي گيرند كه انواع واكنش هايي را انجام مي دهند كه مورد هـدف مـا بـوده انـد . ديگـر      

ارگانيسم هايي كه در اين جا قرار مي گيرند آنهـايي هسـتند كـه محصـولات طبيعـي بـا       

مربوطه توليد مي كنند بر اين اساس كه اين ارگانيسم ها مي تواننـد داراي آنـزيم    ساختار

  هاي متابوليكي ثانويه / بيوسنتزي باشند كه بر اين تركيبات عمل مي كنند . 

كشت هاي سلولي حيواني و گياهي نيز مي تواننداستفاده شوند اگر چـه اينهـا نسـبت بـه     

  كشت هاي ميكروبي كمتر مفيد هستند . 

گذشته از نوع ارگانيسم مورد استفاده شكلي كه اين كشت ها با آن استفاده مي شوند نيـز  

  مهم است . انواع كشت ها عبارتند از :  

  كشت هاي رو به رشد  -1

  كشت هاي ثابت  -2



  ١١٣

كشت هاي سلول ساكن كشت هاي سلول شسته شده كه با جدا كردن سـلولها از   -3

د در بامز رقيق تهيـه مـي شـوند .    يك محيط توسط عمل سانتيفوژو سپس تعليق مجد

سوسپانسيون هاي سلول شسته شده نيز استفاده مي شوند زيـرا در بسـياري از مـوارد    

اينها همانند كشت هاي ثابت عمل مي كنند ولي داراي اين مزيت هستند كه مخلـوط  

  پيچيدگي كمتري دارد و ينابراين تحليل و خالص سازي آسانتر مي گردد .  

/ سيسـتم سـلول تجزيـه شـده ـ بـا تجزيـه ديـواره سـلول ،           سيستم بدون سلول -4

سوبسترابه آنزيم هاي سلولي دست مي يابد و مسائل نفوذ پذيري انتخـابي حـل مـي    

شوند . با اين وجود بسياري از آنزيم ها با اين آسـيب بـه ديـواره سـلول غيـر فعـال       

  خواهند شد .  

راي كشت سـاكن ديـده   سلولها مي توانند همانند آنچه كه ب –كشت هاي متحرك  -5

شد از محيط خود جدا شوند و سـپس در يـك پايـة جامـد غيـر متحـرك شـوند تـا         

سيستمي بدست ايد كه براي سيستم هاي طولاني تر فعال است . عـدم تحـرك  مـي    

تواند تحت تأثير دامي در يك پليمر ، جذب سطحي به يك پايـه جامـد ، چسـبندگي    

تصال عرضي شيميايي بـا گلوتاراكوئيـد باشـد .    كوالانسي به پايه همانند سلولز و يا ا

مزيت هاي عدم تحرك عبارتند از اين كه سيستم براي مدت نسبتا طولاني فعال است 

و مي تواند براي بچ هاي مختلف دوباره استفاده شـود . يـك سيسـتم مـي توانـد بـا       



  ١١٤

يجـه  چگالي سلولي بالا توليد شود و محيط پيرامون نسبتا تحضير خواهد بـود و در نت 

خالص سازي محصول سريعتر صورت مي گيرد . همچنين در بعضي مـوارد واكـنش   

تغيير شكل زيستي مي تواندتحت تأثير عدم تحرك واقع شود مثلا بر حسـب شـيمي   

  فضايي .  

چون هاگها داراي آنزيم هاي منحصر به فر زيادي هستند كه  –سوسپانسيون هاگ  -6

چون آنها در بافر به مـدت طـولاني نسـبتا    به ديگر اشكال ارگانيسم بروز نمي كنند و 

پايدار و فعال هستند سوسپانسيون هاي هاگي اغلب سيستم هاي مفيـد تغييـر شـكل    

  زيستي مي باشند . 

  : شرايط تغذيه :3-1-6

همانند شرايط بيوسنتز جهت دار ، هيچ قانون پيش بينانة سفت و سـخت بـراي شـرايط     

نـدارد امـا گزارشـات فراوانـي هسـتند كـه       ازمايشگاهي تغيير شكل هاي زيستي وجـود  

  نظرياتي در مورد بهترين روش هاي عملي بدست مي دهند . 

اگر چه جاي كشت هاي بي نهايتي از غلظت هاي سوبسترا با زمان تغذيـه بـا ارگانيسـم    

هاي متفاوت وجود دارد شرايطي مانند مقدار سوبستراي موجود ، تعداد ميكرو ارگانيسـم  

  تكاننده و زمان همگي محدوديت هاي عملي ايجاد مي كنند . ها ، مقدار فضاي 



  ١١٥

به  mg/ml  25/0و  mg/ml  5/0نمونه :خود سوبسترا به كشت اضافه مي شود تا غلظت 

عنوان يك غلظت استاندارد بدست آيد . هدف در اين جا عبارتست از افزايش ماده كافي 

يافتة زيستي در همان زمـان   آغازين جهت توليد بازده هاي متعدد محصولات تغيير شكل

كه زير غلظت هايي كه سعي هستند باقي مي مانند . اين نمونه به عنوان يك محلول آبـي  

اتوكلاو و يا استريل شده فيلتري و يا در حجم كوچكي از حلال الي اضـافه مـي شـود .    

حل اگر سوبسترا در اب محلول نباشد لازم است كه آنرا ابتدا در حجم كلي از حلال الي 

نماييد . همان طور كه قبلا گفته شد حتي اگر تركيب فقط در آب محلول باشد مي توانـد  

تغيير شكل يابد . نوع و مقدار حلال مورد استفاده بايد در نظر گرفته شود زيرا اين حلال 

مي تواند به سلولها آسيب بزند و ديواره سلولها را قابل نفوذ سازد و اين خود در نهايـت  

فعاليت متابوليكي و يا افزايش تغيير شكل زيستي با تسـهيل كـردن جـذب    باعث كاهش 

  سوبسترا توسط سلولها ، مي گردد . 

زمان تغذيه وانكوباسيون : همانند بيوسنتز جهت دار ، دو نقطه بر منحني رشد كـه بـراي   

افزايش سوبسترا مناسب هستند عبارتند از زمان انكوباسيون و شـروع فـاز ثابـت . مـورد     

ارجحتر است زيرا با اين زمان علظت سلولي بالايي وجود خواهـد داشـت بنـابراين    دوم 

سوبسترا نمي تواند رشد كشت را مهار كند و اين احتمال وجود دارد كه سوبسترابا آنزيم 



  ١١٦

هاي متابوليسم اوليه و ثانويه متابوليزه شود بنابراين دامنه ممكن محصولات تغييـر شـكل   

  زيستي افزايش مي يابد . 

يك روش بهتر تغذيه ضربه اي و يا تغذيه پيوسته مي باشد . اين امر پتانسـيل سـميت را   

توسط تركيب كاهش مي دهد و مي تواند شكل مواد غـذايي روز مـره را از مايـه كـوبي     

آغاز مي گردد داشته باشد . تغذيه پيوسته بـا كمـك    g  10آغاز مي شود و يا از پايان فاز 

ضير و يا با استفاده از يك فتيله ، با يك پايانه در كشت و ديگـر  ابزار پيشرفته و گران تح

ي در محلول سوبسترا ، انجام مي شود . هنگام تغذيه ، كشت چند روز به حال خود رها 

  ميشود تا واكنش ها روي دهند . 

 24يك كشت باكتريايي مي تواند از يك كشت تخم مايه كوبي شود و سـپس بـه مـدت    

قرار گيرد . در اين مدت به پايانة فاز رشد مي رسد . سپس تركيـب  ساعت درانكوباسيون 

  سوبسترا به كشت اضافه مي شود .

روز صـورت مـي گيـرد . كشـت      7و حتي  4،  3و به دنبال آن انكوباسيون مخلوط براي 

روز طول بكشد و بعد از آن چند روز  3هاي قارچي ديرتر به فاز ثابت مي رسند و شايد 

  مي شوند تا به تغيير شكل زيستي ماكزيمم برسند . به حال خود رها 

  

  



  ١١٧

  : عوامل ديگر :  4-1-6

چون فرآيندها و آنزيم هاي مربوط به چنين تغيير شكل زيستي اغلب با متابوليسم ثانويـه  

ارتباط دارند هر شرط آزمايشگاهي ديگر كه بر متابوليسم ثانويه اثر مي گذارد بايد در نظر 

  گرفته شود .  

  محيط :  -1

گفته شد مهمترين عامل در اين زمينه محـيط اسـت . گزارشـات     2مان طور زير عنوان ه

زيادي از روش اثر گذاري منبع غذايي بر متابوليسم ثانويـه وجـود دارد . چنـين عـواملي     

عبارتند از كربن ، فسفر ، و منبع نيتروژن ، سطوح و نسبت هـاي آنهـا ، مـواد غيـر آلـي      

/ اكسيژناسيون ؛ حالت فيزيكي محيط ( جامد يا مـايع   موجود در محيط ، سطوح هوادهي

) . تنوع متابوليسم بايد در نظر گرفته شود زيرا واكنش هـاي تغييـر شـكل زيسـتي يـك      

  محصول متابوليسم ثانويه هستند . 

به طور مطلوب محيط بايد به گونه اي باشد كه رشد پراكنده را توسعه دهـد بـه صـورتي    

ا نچسبد و يا همانند حالت فـارچ هـا ، رشـد در شـكل دانـة      كه ارگانيسم به اطراف مجر

سخت ميسليم باشد . شكل فيزيكي رشد ارگانيسم ها بر متابوليسم ثانويه اثر مي گذارد و 

بسياري از فلاسك هاي كشت داراي متغيرهاي دروني هستند كه پراكنـدگي ارگانيسـم را   



  ١١٨

كنترل شـود و شـايد بـر تغييـر     افزايش مي دهند.اگر چه تشكيل دانه مي تواند به سختي 

  شكل زيستي اثر نگذارد يك دانه ابگريز است و براي انتشار سوبسترا كمتر نقش دارد .  

اگر يك محيط واحد براي هر ارگانيسم استفاده مي شود اين محيط بايـد مـايع باشـد تـا     

انتشار سوبسترا را ممكن سازد و در نهايت زيست تودة بزرگي حاصل مي شـود و داراي  

Arkasoy   450است كه فعاليت سيتوكروم p    . را افزايش مي دهد  

  :    p 450القاي سيتو كروم هاي  -2

اين آنزيم ها يك خانواده از مونواكسيژناز هستند كه در حيوانات ، گياهـان و بسـياري از   

ميكرو ارگانيسم هايي كه واكنش هاي زيادي انجـام مـي دهنـد يافـت مـي شـوند . ايـن        

يك ارگانيسم انجام مي شود در حـالي كـه آن ارگانيسـم بايـد تركيـب       واكنش ها توسط

زنوبيوتيك روبرو شده باشد يعني يك تركيب نا آشنا براي ارگانيسم مانند يك دارو . اين 

واكنش ها شامل آنهـايي هسـتند كـه بـا تغييـر شـكل زيسـتي در ارتبـاط هسـتند ماننـد           

فراوان ديگري كـه مسـتلزم مـزدوج    هيدروكسيلاسيون ، و دي ميتلاسيون و واكنش هاي 

شدن يك متابوليست با ديگر گروهها مي باشند مانند اسيد گلوكرونيك ، شـكرها ، آمينـو   

  اسيدها و غيره . 

يك وسيله اي است كـه بـا آن ارگانيسـم      p 450در بيشتر موارد فعاليت سيتوكروم هاي 

لال تـر در اب سـازد و   مي تواند يك تركيب خارجي را تغيير دهد تا آنرا قطبي تـر و ح ـ 



  ١١٩

بنابراين دفع آن راحتتر گردد. ما به عنوان دانشمندان محصولات طبيعي مي توانيم فعاليت 

وسيله اي براي انجام واكنش هاي خاص استريو / خاص محل بر يك   p 450سيتوكروم 

مولكول كمپلكس در نظر بگيريم تا بتوان آنالوگ هاي مربوطـه بسـياري توليـد كـرد كـه      

  از آنها به سختي از نظر شيميايي توليد مي شوند .   بسياري

در بسياري از ارگانيسم هايي بروز كـرده انـد كـه مـي توانسـتند        p 450سيتوكروم هاي 

را در بعضـي گونـه     p 450بروزيستوكروم   Arkasoyچنين واكنش هايي را انجام دهند 

بايد   Arkasoyد . بنابراين هاي ميكروبي القا مي نمايد . يك مولفه فعال ژنيستين مي باش

  يك منبع كربن و يا حداقل يك مولفه محيطي در نظر گرفته شود . 

  افزايش مقياس :   -3

افزايش مقياس يك تحضير براي اهداف تغيير شكل زيستي احتمـال عـدم توليـد مجـدد     

تغيير شكل زيستي را با خود دارد . اگر يـك مجـراي بزرگتـر و متفـاوت اسـتفاده شـود       

جزئي در شرايط فيزيكي شيميايي بـه وجـود خواهنـد آمـد ماننـد محـدوديت       اختلافات 

اكسيژن ، مخلوط و غيره و اين در نهايت باعـث اخـتلاف در متابوليسـم مـي كـردد . در      

مواردي كه چنين چيزي به طور عملي امكان پذير است بهتـر اسـت افـزايش مقيـاس بـا      

  افزايش تعداد مجراهاي اصلي انجام شود .  

  تحليل :  -4



  ١٢٠

يك سيستم تحليلي به همان روشي كهبراي كار بيوسنتز جهـت دار گفتهشـد مـورد نيـاز     

است يعني به عنوان يك وسيله مقايسة كشت تغيير شكل زيستي با كشت كنترلي جهـت  

تعيين مؤلفه هاي موجود در كشت اول كه با تغيير شكل زيستي ارتباط دارنـد . ايـن مـي    

و غيره باشـد. هـدف از چنـين      TLC –HPLC – MSگرادياني ،  HPLCتواند به شكل 

سيستم تحليلي شناسايي اين نكته است كه توليدات تغيير شكل زيستي حاصل شده اند و 

مي تواند اطلاعـات بيشـتري در     MSجداسازي از كشت نمي تواند مهم باشد استفاده از 

انگيـزد كـه   اين شـك را بـر مـي       M+  16مورد تركيبات ارائه كند . مثلا يون مولكولي 

اكسيژناسيون روي داده است ولي به منظور شناسايي مناسـب و آزمـايش محصـول بايـد     

  تركيب را هميشه جدا كرد .  

  جداسازي محصولات :   -5

جداسازي نيز با شـرايط مـورد اسـتفاده بـراي      همانند حالت توليدات بيوسنتز جهت دار ،

اكـنش هـاي تغييـر شـكل     جداسازي اوليه محصول طبيعي توجيه مي شود . بسياري از و

زيستي اكسايشي هستند و بنـابراين بـه نظـر مـي رسـد نسـبت بـالايي از محصـولات از         

سوبسترا قطبي تر خواهند بود . بنابراين يك سيستم فاز معكوس كه در آن سوبسترا بعـد  

از مدت طولاني شسته مي شود مطلوب است اگر چه اين امكان وجود دارد كه بعضـي از  



  ١٢١

كمتري داشته باشند و بعدا از يك سيستم كروماتوگرافي فاز معكـوس  محصولات قطبيت 

  شسته شوند .  

  : تغيير شكل زيستي اسكوآلستاتين ها :  2-6

با ادامه كار با اسكوآلستاتين ها به عنوان مدل هاي محصولات طبيعي كـه مـي تواننـد بـه     

وبسـتراهاي تغييـر   دنبال جداسازي اوليه خود بيشتر استفاده شوند ، از آنهـا بـه عنـوان س   

شكل زيستي استفاده مي شود . هدف از توليد محصولات تغيير شكل زيستي از اين طبقه 

تركيبات عبارت است از توليد يك تنوع شيميايي به شكل آنالوگ هاي محصول طبيعي و 

و عامل دار كردن اتم هاي خاص جهت تسهيل بـر آورد شـيمياي     SARانجام تحقيقات 

  بيشتر. 

شناسايي ارگانيسم هايي كه اسكوالسـتاتين هـا را تغييـر شـكل مـي دهنـد ايـن        به منظور 

تركيب با تعدادي از ميكروبهايي كه از نمونه هاي خاكي جدا شده بودند تغذيه شد . بعد 

عصاره هاي خام آبگوشت ها صورت گرفت تـا بتـوان كـاهش هـر      HPLCاز آن تحليل 

شناسايي كرد . اين مواد جدا شده بعد از آن يك سوبسترا را كه بيانگر استفاده از آن است 

بيشتر تحليل شدند و با كشت هاي كنترلي خود و مقايسه گرديدند و توليدات شناسـايي  

  شدند. 



  ١٢٢

روز در انكولسـيون قـرار    1از كشت هاي دانه اي مايه كوبي شدند و  Shakeكشت هاي 

د . بـه دنبـال آن مايـه    گرفتند قبل از اين كه نمك تري پتاسيم اسكوآلاستاتين اضـافه شـو  

  روز انجام شد.  7كوبي بيشتر به مدت 

  تحليل وجداسازي محصول :  

گراديــاني و جداســازي محصــول طبــق آنچــه كــه بــراي انــالوگ هــاي  HPLCتحليــل 

شناسـايي پيـك هـا را مطـابق       LC-MSاسكوآلستاتين گفتهشد انجام گرديد . استفاده از 

به تنهايي ، عملي سـاخت . بـه     LCنسبت به  متابوليست هاي مربوطه با قطعيت بيشتري

نشانه اي است از اين كه چطور مولكول ها تغيير كرده اند . در كشـت هـايي    MSعلاوه 

نشان داد كه در بيشتر موارد تغيير   LC-MSكه در آنها اسكوالستاتين متابوليزه شده است 

. الگـوي تحضـير    شكل زيستي مستلزم افزايش اكسيژن و يا دي استيلاسيون بـوده اسـت  

نشان مي دهد كه اين ها به ترتيب بر زنجيرهاي جانبي و الكيل روي داده اند . جداسازي 

صورت گرفت با اين تفاوت كه در مراحل نهـايي وقتـي    5-3-1طبق توصيف زير عنوان 

 HPLCصورت مـي گيـرد     C 24و   C 23تفكيك تركيبات با گروههاي هيدروكسيل بر 

  ت .  بيشتري مورد نياز اس

 6آمـده انـد .    13توليدات حاصل از اين آزمايش خاص تغييـر شـكل زيسـتي در شـكل     

آنالوگ تشكيل شد ولي در نظر گرفتن پيچيـدگي سوبسـترا و تعـداد محـل هـاي بـالقوة       



  ١٢٣

واكنش آنرا در مقايسه با مولكولهايي كه متابوليست هاي مختلف توليد مي كنند بهتر مـي  

استفاده از تغير شـكل زيسـتي بـه عنـوان وسـيله تغييـر        سازد . در اين جا يكي از مسائل

توليدات طبيعي آشكار مي شود . عدم قابليت پيش بيني چنين سيستم هايي . بـراي يـك   

مولكول مشكل تعدادي واكنش وجود دارد كه قابل پيش بيني هستند ولي ايـن چيـزي را   

مي دهـد . بـا ايـن    نشان   p 450در مورد ويژگي محل فعال مونواكسژنازهاي سيتوكروم 

وجود يكي از مزيت هاي تغيير شكل زيستي در تولداتي آشكار مي شود كه اهـداف بـي   

  نهايت مشكل را براي تغيير شيميايي نشان مي دهند .  

، اگرچه يك توليد مستقيم تغيير شـكل زيسـتي نيسـت مـي تواندنتيجـة مهـار        7تركيب 

فسفات گروه اين مـاده بـا يكـي از     سنتزاسكوآلن باشد و باعث تشكيل  فاز نزيل  بيرون

تبديل شده است دلايل ممكن است بـازده پـايين متابوليسـت     7ارگانيسم هاي آزمايش به

هاي حديد براي كشتهاي ميكروبي غربال شددرمورداسكوآلستاتين عبارتنـد از كحلاليـت    

 ضد يف تركيب حامل كه باعث نسبت پايين سوبسترا در محلول در هر زماني مي گردد ،

بهترين ارگانيسم هاانتخاب وآزمايش شده اند ديگر شرايط نامساعد بوده اند ماننـد زمـان   

تغذيه ،محيط و غيره .اين تركيبات عبارتند از: اسيدهاي تريكربوسيليك .ايـن مـي توانـد    

آنهارا از توليد سوستراهاي نامناسب بـاز دارد تغذيـه تركيبـات در شـكل تريميتـل اسـتر       



  ١٢٤

يستي بيشـتر گـردد شـايد ايكوآلسـتاتين بـه عنـوان ضـدقارچي        خودباعث تغيير شكل ز

  بتوانداثر سعي بر ارگانيسمي كه با آن انكوباسيون شده است داشته باشد.

  مثالهاي ديگر تغيير شكل زيستي : – 3-6

آمده اسـت   16يك مثال از تغيير شكل زيستي ماده يك محصول طبيعي كوچك در شكل 

ــه در آن ــون ،  aك ــنركوئيترين لاكت ــاه     7xس ــل از گي ــد حاص ــرولا تولي ــي ف هيدروكس

Sphaeranthus  indicus  بادو گونه متفاوتAspergillu   در استيلاسيون قرار گرفـت و

  احياشد تا دو شكل محصول نمايش داده شد به دست آيد.

در نهايت ديگر، بروگي وديگران تغيير شكل زيستي خانواده تئيلوپلاتين آنتي بيوتيك هـا  

   Actinaplaneاندآنهافهميدند كه اين پيتيدهاي بزرگ وپيچيـده كـه بـا    را گزارش كرده 

teichmyceticrs   توليــد شــده انــد مــي تواننــد بــا كشــت هــايN.cardiaorientalis 

NRRL2450   ويا ،streptomyces  candidus  NRRL 3218    ديمانوسيلاسيون شـوند

ون شـده و ديگـر مشـتقات    . آنها همچنين مي فهميدنـد كـه تئيكـوپلانين ديمانوسيلاسـي    

ديمانوسيلاسيون شده مي توانند با ارگانيسم توليد كننده اصلي بـه شـكل مانوسيلاسـيون    

برگردند . كن و ديگران گزارش كردند كـه يكـي از خـانواده سيتوكالاسـين محصـولات      

تغذيـه   mg/ml  05 /0) در غلظت  Actinoplanes  sp  )ml 50*4طبيعي كه در كشت 

توليـد   6ساعت ديگر درانكوباسيون قرارگرفتـه بـود باعـث جـدايي      30ي شده بود و برا



  ١٢٥

د بر مولكول حاصل نقطه جدي 4تغيير شكل زيستي گرديدو در نهايت عامل دار شدن در 

  .شد

  : انتي بيوتيك هاي آنتراسايكلين : 1-3-6

اين آنتي بيوتيك ها و آنـالوگ هـاي آنهـا هماننـد بسـياري از گروههـاي مهـم تجـاري          

لات طبيعي متحمل تغيير شكل هـاي زيسـتي ميكروبـي گرديـده انـد مـن جملـه        محصو

اكسيداسيون ، احيا، اسيلاسيون و آلكيلاسيون . اين انواع اصلي واكنش مي توانند با يكـي  

از اين خانواده تركيبات ، دائونومايسين ، تشريح شوند . گروه متيل      دركتـون زنجيـرة   

اكسيژنه مـي شـود     Srteptomyces  Peucetieusافته جانبي دائونومايسن با يك جهش ي

تا آدريامايسين حاصل شود . اين مرحله آخر اربيوسـنتز آدريامايسـين بـوده اسـت . ايـن      

گروه كتون مي تواند همچنين با ارگانيسم هايي احيا شود مانند باكتريهاي رشته اي و غير 

ين بدسـت آيـد . ايـن واكـنش     ـ دي هيدرودا ئونومايس ـ13رشته اي و قارچ ها تا اين كه 

ــژاد        ــك ن ــت . ي ــين اس ــتانداري دائونومايس ــم پس ــه اول در متابوليس ــين مرحل همچن

Streptomyces  Peuceticus     را آليكلاسـيون كنـد تـا    6نيز مـي توانـد كارمينومايسـين 

  ائونومايسين بدست ايد .  



  ١٢٦

نـد . بخـش   بسياري از اين تغيير شكل ها بر آنتراسايكلينون هاي مشابه صـورت مـي گير  

.  Nهــاي آگليكــون ايــن مولكــول هــا . مــابقي بــر گليكوســيدها روي مــي دهندماننــد  

  Bacillus subtilis var mycoidesاسيتلاسيون نيمه دائونوسامين و رائونومايسينول يا 

  Streptomecesـ دي هيدرو دائونومايسينون نيز بـا كشـت هـاي      13دائونومايسنيون و 

copruleoxibidus ل گليكيوسيلاته تبديل شدند . به اشكا  

  : ميلبمايسين ها : 2-3-6

  Streptomycesعضـوي توليـد شـده بـا      nميلبمايسـين هـا گروهـي از ماكروليـدهاي     

hygroscopecus   زير گونهqureolacrimosys       مي باشند و ايـن ارگانيسـم هـااز نظـر

آنتـي هلمنتيـك و   ساختاري شبيه به آوركليتن ها مي باشند و مـي تواننـد فعاليـت هـاي     

حشره كشي داشته باشند . به عنوان بخشي از برنامه تهيه آنالوگ هاي جديد اين خـانواده  

از تركيبات براي مشتق هاي بيشتر و بـه عنـوان اسـتاندارد هـاي متابوليـت هـاي اصـلي        

حيواني ، ناكاگاوار و ديگران به آزمايش چندين نژاد آكتينومايسيت هـا ، باكتريهـاي غيـر    

پرداختنـد . ايـن    A 4ي و قارچ ها از نظر توانايي تغيير شكل زيستي ميلبمايسـين  رشته ا

ارگانيسم ها از مجموعه هاي كشت بدست آمدند و از نمونه هـاي خـاك جـدا شـدند و     

تا  2به مدت  Erlenmeyer   ml 100در يك فلاسك  ml 20سپس بر يك محيط مقياس 

 mg/ml 5/0اضافه شد تا غلظت نهايي  4Aروز كشت شدند و به دنبال آن ميلبمايسين  3
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بدست آيد . نمونه ها در فواصل از كشت گرفته شدند ، با اتيل استات استخراج شـدند و  

با رنگ آميـزي توسـط آمـونيم موليبـدات       TLCتوسط  A   4براي تبديل ميلبما يسين  

ركيـب را  تجزيه شدند . بسياري از نژادها ي آكتينومايسيت ها و زيگومايسيت هـا ايـن ت  

تبديل كردندو بعضي از مؤثرترين مبدل ها جهـت انجـام تبـديل هـاي مقيـاس بـزرگ و       

آزمايش با ديگر انـالوگ هـاي ميلبمايسـين انتخـاب شـدند .بعضـي از توليـدات تبـديل         

ــين  – 30عبارتنـــد از   A 4ميلبمايســـين  دي  – 30و  4A  ،26هيدروكســـي ميلبمايسـ

ــ هيدروكسـي   29اوئيك اسـيد ،   -30و   4Aن ،و ميلبمايسي 4Aهيدروكسي ميلبمايسين 

ــين  ــين   -4A  ،B 13ميلبمايس ــي ميلبمايس ــي  – 24و  4A  ،B 13هيدروكس هيدروكس

دي  29و  B 13و  4Aدي هيدروكســي ميلبمايســـين   A  ،B 13 – 30 4ميلبمايســين  

. ديگر تغيير شكل هاي زيستي اين تركيب كه گزارش شـده   4Aهيدروكسي ميلبمايسين 

ــد عبارت ــد از ان ــيون و  – B 13ن ــط    14و  15دي هيدروكسيلاس ــيون توس ـ اپوكسيداس

Streptomyces  Violascene          بسياري از ايـن تبـديلات و مـابقي آنهـا بـر بسـياري از

آنالوگ هاي نزديك به هم اين تركيب انجام شدند و در نهايت مشتقات متفـاوتي از يـك   

  تعداد كمي از تركيبات آغازين بدست امد .  

، بيوسنتز پيش ماده اي و تغيير شكل زيسـتي    Mutadynthesisچه اين استراتژيهاي اگر 

جداگانه توصيف شده اند يكي از مهمترين نكتـه آنهـا در مـورد روش همپوشـي آنهـا و      



  ١٢٨

تكميل يكديگر است . جهش يافته ها مي توانند آنالوگ هاي جديـد و يـا واسـطه هـاي     

در ديگر ارگانيسم هـا تغذيـه مـي شـوند بـدين      بيوسنتزي ارائه كنند كه به روش منطقي 

ترتيب تغيير شيميايي بيشتري حاصل مي گردد . آنها خود مي توانند ديگر پيش ماده هارا 

  تغذيه كنند . 

  بيوسنتز تركيبي :  -7

تغيير ماده ژنتيكي مي تواند در تعدادي از سطو ح استفاده شود تا جداسـازي يـك توليـد    

گردد . توليد جهش يافته ها بـراي توليـد ارگانيسـم هـايي بـا      طبيعي جديد قابل استفاده 

مسيرهاي بيوسنتزي تغيير يافته و يا اسـندادي اسـتفاده مـي شـود و ايـن مسـيرها بـراي        

آزمايشات تغذيه با آنالوگ هاي پيش ماده استفاده مي شوند . برنامه هاي جهـش و روش  

تابوليت هـاي خـاص اسـتفاده    هاي دقيق تر ژنتيكي مولكولي براي توسعه سطوح توليد م

  مي شوند . 

اخيرا مهندسي ژنتيك براي توليد متابوليست هـاي ثانويهمسـتلزم تبعيـت و توسـعه يـك      

محصول طبيعي اوليه نيست بلكه توليد از محصولات طبيعي غير معمول مهـم اسـت امـا    

  هنوز از ابزار متابوليست ثانويه ارگانيسم استفاده مي شود .  

ها با سنتز پلي كتيد كه در روش خط توليد عمل مي كند انجام مي شود بيوسنتز پلي كتيد

. هر يك يكي از مجموعه هاي تراكم بلوك هاي ساختماني كوچك و منظم را انجام مـي  
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با كاهش هاي بعدي براي توليد مولكول نهـايي .   Aدهند مانند استيل و مالونيل كوآنزيم 

انويه هستند مانند اريترومايسين ، آورمـاكتين ،  بسياري از پلي كتيدهانتيجه تركيبات مهم ث

آكتينيورهودين و راپامايسين . اكنون مي توان ژن هايي را كه ايـن انـزيم هـا را بـه چنـد      

روش كدگزاري مي كنند بدست اورد و بدين ترتيب تركيبـات مختلـف زيـادي از سـنتز     

  بدست آورد و به دامنه جديدي از پلي كتيدها دست يافت . 

نزيم هاي دخيل در سنتز حاصل از پيش ماده هاي جهاني ديگـر متابوليسـت هـاي    تغيير آ

ثانويه بررسي شده است . سنتزهاي سزكوئيترپن خانوادة بزرگي از آنزيم هايي هستند كـه  

با مكانيزم هايي هستنمد كه با مكانيزم مشـترك و كاتـاليز حلقـه اي شـدن فارنسـيل دي      

كوئيترپن جداگانه توليد مي كننـد . محـل فعـال    فسفات عمل مي كنند . هر يك ، يك سز

را توليد   Fusarium  sporotricniodiesسنتز كه تريكوداين ، پيش ماده تركوتكن ها در 

مي كند با جهش زايي مكاني تغيير كرد و در نهايت منجر به تغيير محصـولات حلقـه اي   

ده در آينده بـه نظـر   شده گرديد همان طور كه با جداسازي ، سزكوئيترپن اضافي ديده ش

مي رسد كه مهندسي سنتز ترپنوئيد و ديگر طبقات آنزيم باعث توليد بسياري از متابوليت 

  هاي جديد گردد .  

  

  



  ١٣٠

  سنتز تركيبي :  – 8

علم شيمياي تركيبي ابزاري رابراي تبديل تركيبات به تركيبات جديد معرفي كرده است . 

ولات طبيعي به عنوان مونومرو الگوها ذر گذشته از روش هاي شيميايي ،استفاده از محص

برنامه هاي علم شيميايي تركيبي يكي از مهمتريي روش ها براي بهينه سـازي و افـزايش   

تنوع توليد شده در پيرامون يك محصول طبيعي مي باشد . چندين كتابخانه كـه در مـورد   

عـه اي از  توليدات طبيعـي هسـتند بـر پـا گرديـده انـد هماننـد آنهـايي كـه داراي مجمو         

هستند . مزايـاي توسـعه تـلاش بـراي جداسـازي        Rauwolfiaآلكالوئيدهاي تغيير يافته 

محصولات طبيعي جديد به همراه مزيت هاي ساختاري غير قابـل پـيش بينـي در شـكل     

كايرال در صورتي افزايش مي يابند كه بتوانند با توان علم شـيمي تركيبـي جهـت توليـد     

  شوند .   خانواده بزرگ مشتقات همراه

  


