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رایندهـــای  هـــدف اولیه در تحقیقات بیوشیمی درک طبیعت مـــولکول هـــای طبیعی اســـت. جـــزئیات مـــولکولی فـــ
بیولـوژیک در صـورتی بـه درسـتی درک میشونـد مـولکول هـای در حـال واکنش جـداسـازی و شـناسـایی گردنـد.پـس بـا 
پیشرفــت تکنیک هــای جــداســازی و شــناســایی مــاکرومــولکولــها درک مکانیسم هــای زیستی نیز افـزایش مییابــد.  
رافی، دیالیز و  روش هـــایی هـــای آزمـــایشگاهی شـــامـــل بـــخش هـــای جـــداســـازی هـــمچون الکتروفـــورز و کرومـــاتـــوگــ
سـانـتریفیوز و روش هـای شـناسـایی کمی و کیفی اسـت که می تـوانـند بـه روش هـای اسـپکترومـتری وابسـته بـاشـد. 

در اینجا چند تکنیکی که ممکن است با آن روبرو شوید به طور خلاصه توضیح داده شده است. 

کروماتوگرافی 
 یکی از مــهمترین تکنیک هــای جــداســازی و تخــلیص بیومــولکول هــااســت. میخائیل تــسویت در ســال 1902 طی 
رافی جهـت جـدا  جـدا جـداسـازی و شـناسـایی رنـگدانـه هـای کلروپـلاسـت مـوفـق بـه سـاخـت اولین سـتون کرومـاتـوگـ
سـازی شـد. در حـال حـاضـر پـس از صـد سـال کرومـاتـوگرافی بـه عـنوان یک روش جـداسـازی و تخـلیص انـواع مـولکول 
هــا در فــرم هــای مــختلف گســترش یافــته در عین حــال بــه صــورت گســترده بــه عــنوان یک ابــزار آنــالیتیکی بــرای 

اندازگیری ویژگی های بیوفیزیکی و مقداری مولکول ها استفاده می شود.  
روشــهاي کرومــاتــوگـرافی را می تــوان ابــتدا بــر حســب مــاهیت فــاز متحـرک و ســپس بــر حســب مــاهیت فــاز ســاکن 
طـبقه بـندي کرد. فـاز متحرک ممکن اسـت گـاز یا مـایع و فـاز سـاکن ممکن اسـت جـامـد یا مـایع بـاشـد. بـدین ترتیب 

فرآیند کروماتوگرافی به چهار بخش اصلی تقسیم میشود. هر یک از این بخشها نیز انواع مختلفی دارد:  
کروماتوگرافی مایع ـ جامد  1.

کروماتوگرافی جذب سطحی  -
کروماتوگرافی لایه ي نازک  -
کروماتوگرافی تبادل یونی  -
کروماتوگرافی ژلی  -

کروماتوگرافی گاز ـ جامد  2.
کروماتوگرافی مایع ـ مایع  3.

کروماتوگرافی تقسیمی  -
کروماتوگرافی کاغذي   -

کروماتوگرافی گاز ـ مایع  4.
کروماتوگرافی گاز ـ مایع  -
کروماتوگرافی ستون موئین  -
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رافی می تـوانـند  رافی گـروه گـونـاگـون و مهمی از روشـهاي جـداسـازي را شـامـل میشود. روشـهاي کرومـاتـوگـ کرومـاتـوگـ
جـداسـازي هـایی را که بـه روشـهاي دیگر خیلی مشکل هسـتند را بـه انـجام بـرسـانـند. زیرا اخـتلاف جـزئی مـوجـود در 

رفتار جزئی اجسام، در جریان عبور آنها از یک سیستمِ کروماتوگرافی چند برابر می شود.  
هـر چـه این اخـتلاف بیشتر شـود، قـدرت جـداسـازي بیشتر و براي انـجام جـداسـازي نیاز کمتري بـه وجـود اخـتلافـات 

دیگر خواهد بود.  
یکی از مــزایاي بــرجســتهي روشــهاي کرومــاتــوگـرافی این اســت که آنــها آرام هســتند. بــه این معنی که احــتمال -

تجزیه ي مواد جدا شونده به وسیله ي این روشها در مقایسه با سایر روشها کمتر است.  
مـزیت دیگر روشـهاي کرومـاتـوگرافی این اسـت که تـنها مـقدار بسیار کمی از مخـلوط براي تجـزیه لازم اسـت. بـه -

این عــلت، روشــهاي تجــزیهاي مــربــوط بــه جــداســازي کرومــاتــوگـرافی میتوانــند در مقیاس میکرو و نیمه میکرو 
انجام گیرند.  

روشهاي کروماتوگرافی ساده، سریع و وسایل مورد لزوم آنها ارزان هستند.  -
رافی کاغـذي و لایه نـازک امـتحان می شـونـد. در  رافی  روش هـاي سـاده تـري مـانـند کرومـاتـوگـ   در ابـتدا را کرومـاتـوگـ

صورتی که با این روشها مستقیما قادر به جداسازي باشند، جداسازي باید به وسیله ي آنها صورت گیرد.  

اسپکتروسکوپی 
رفـتن تغییر شیمیایی حـاصـل آن اسـت. بـه طـور کلی در  عـلم بـررسی اثـر مـتقابـل نـور بـا مـاده اسـت بـدون در نـظر گـ

طیف سنجیها سه نوع برهم کنش بین ماده و نور است: 
.1 CD ,visible-UV ,IR مانند :(Absorption) جذب
نشر (Emission): مانند فلورسانس و وفسفرسانس 2.
.3 DLS مانند :(Scattering) پراکندگی

در تمام دستگاههای اسپکترومتر یک شمای کلی معین دارد. 
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 UV-Visible دستگاه
در دسـتگاه UV-Visible یک لامـپ تنگسـتن برای تـامین نـور در نـاحیه visible (400nm-800) و لامـپ 
دوتـــریوم تـــامین نـــور UV (190nm-400) وجـــود دارد. پـــس رنـــج دســـتگاه UV-Visible (800nm-190) را 

اندازگیری می کند. 
کرومـوفـور در  UV-Visible مـربـوط بـه انـتقالات *π→π اسـت. هـر مـاده بـا پیونـد π که بـتوانـد بـا نـور در 

محدوده (800-190) کروموفور این دستگاه می تواند باشد.  
جـنس سـل می تـوانـد کوارتـز، شیشه و پـلاسـتیک بـاشـد که نـوع آن بسیار مـهم اسـت چرا که بـا جـذب یک 
ســری نــورهــا مــوجــب خــطا در آزمــایش می گــردد. بهــترین جــنس ســل کوارتــز می بــاشــد چــون که نــور 
Visible و نـور UV را جـذب نمی کند. عـامـل مـهم دیگر در رسیدن نـور بـه جـسم ضـخامـت سـل می بـاشـد 
که می تــوانــد نــوری که بــه دســتگاه میرســد را تغییر بــدهــد. مســئله دیگری که بــر جــذب تــاثیر میگذارد 

شفافیت محلول است چرا که وجود کدورت و رسوب در محلول میتواند خطا ایجاد کند. 
بـه طـور کلی بـه نـمودارهـای حـاصـل از اسـپکتروفـوتـومـتریها را طیف spectrum می گـویند. بـه شرط اینکه 

محور افقی λ و محور عمومدی هر پارامتر فیزیکی که دستگاه اندازه گرفته باشد، است. 

تعیین رابطه جذب 
مـطابـق قـانـون لامـبرت جـذب یک نـمونـه بـه طـور مسـتقیم بـه ضـخامـت (طـول مسیر) مـتناسـب اسـت. و 

مطابق قانون بیر، میزان جذب با غلظت نمونه متناسب است. 
از ترکیب این دو، قـانـون بیر-لامـبرت بـدسـت می آید که بیانـگر ارتـباط جـذب بـا ضـخامـت نـمونـه و غـلظت 

آن است. 
 εcl=Abs

ضــریب خــامــوشی. ضــریب جــذب مــولی ε وجــه مــشخصه مــاده اســت که بــه کمک آن می تــوان مــواد را 
شناسایی کرد و یا صحت سنتز ماده را محاسبه می کنند. 

اگــر نــمودار تغییرات جــذب مــاده را در طــول مــوج مــختلف رســم کنیم منحنی بــدســت می آید که بــه آن 
طیف (spectrum) میگویند در اسپکتروم هر ماده ای یک   وجود دارد که مشخصه ذاتی ماده است. 
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پرسش. برای تعیین ε یک ماده چه باید کرد؟ 

کاربردهای اسپکترومتری UV-Visible در بیولوژی 
 (ε و λmax از روی ) شناسایی ماکرومولکول ها 

تعیین غـــلظت دقیق مـــواد. در بیولـــوژی گـــاه احتیاج اســـت که محـــلولی بـــا غـــلظت کمتر از  بـــسازیم. بـــا 
داشتن ε ترکیب  و از روی جذب می توان غلظت دقیق ماده را مشخص کرد. 

رایط محیطی. بــرای بــررسی اثــرات تغییراتی  مــطالــعه تغییرات ســاخــتاری در پــروتئین بــه عــلت تغییر شــ
هــمچون PH، دمــا، دارو، دنــاتــورانــت می تــوان طیف جــذبی پــروتئین را بــه تــنهایی و در حــضور شـرایط 

محیطی خاص سنجید و میزان تغییرات را بررسی کرد. 

 :UV-Visible نکات مهم در کار با
مقدار ماده مورد نیاز برای کار با دستگاه (mM-μM) است پس بسیار مقرون به صرفه است. 1.
رنـج غـلظت مـحاسـبه شـده بـاید بین 0.2-1  بـاشـد پـس اگـر جـإب کمتر از 0.2 بـاشـد احـتمال خـطا و 2.

اثرات محیطی زیاد می شود. 
محدوده طول موج انتخابی باید بین (800-180) باشد 3.
هـر گـاه داخـل کووت مخـلوط چـندمـاده داشـته بـاشیم جـذب خـوانـده شـده مجـموع جـذب چـند مـاده 4.

است: 
  Abs = εcl + εcl + εcl + …

پـرسـش. در مخـلوطی از پـروتئین هـای کاتـالاز و DNA جـذب مخـلوط در 260nm مـقدار 0.2 و در 280nm مـقدار 
0.4 خوانده شده است با فرض داشتن جدول مقابل مطلوب است غلظت کاتالاز و DNA موجود در سل. 

آنزیم شناسی 
یکی از جـنبه هـای مـهم مـطالـعه زیست شـناسی بـررسی آنـزیم هـا بـه عـنوان کاتـالیزورهـای طبیعی اسـت که امکان 
انـجام بسیاری از فرایند هـای زیست شـناسی تـحت یک شرایط مـلایم سـلولی را فراهـم میسازنـد و بـخش مهمی از 
مسیرهـای سیگنالینگ  و مـتابـولیک سـلولی بـه حـساب میآیند. همچنین هرگـونـه تغییر الـگویی آنـزیم هـا می تـوانـد 
منجـر بـه بیماریهای زیادی گردد. لـذا مـطالـعه آنـزیم اطـلاعـات بسیارمهمی مـا می دهـد. مـطالـعه آنـزیم هـا بـه دلایل 

زیر انجام میپذیرد: 
برای تعیین میزان آنزیم موجود -
- V , km برای به دست آوردن اطلاعات در مورد ویژگی های کینتیکی آنزیم مانند
برای بررسی اثرات دما، PH، مهارکننده بر روی فعالیت آنزیم  -

ε۲۸۰ ε260

12 0.1 کاتالاز

0.5 10 DNA
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روش های مطالعه آنزیمی 
روش هـای اسـپکترومـتریک روش هـایی بـا حـساسیت بـالا، دقـت بـالا و ارزان قیمت برای بـررسی آنـزیم هـا 
هسـتند. برای این مـنظور سـوبسـترا و یا مـحصول بـاید دارای یک جـذب مـاکسیمم بـاشـند تـا بـتوان آن هـا را 
بـــررسی نـــمو. در غیر این صـــورت می تـــوان واکنش آنـــزیمی را بـــا یک واکنش دیگری که تـــوانـــایی تـــولید 

محصول با جذب مشخص دارد، همراه کرد. 
روش هـای بیولـومینسانـس یک روش مـطالـعه برای آنـزیم هـای بسیار حـساس اسـت و اصـولا برای بـررسی 

واکنش هایی که ATP استفاده می کنند به صورت مکمل استفاده میشوند. 

روش هــای ایمونــو شیمی روش هــای دقیقی هســتند که بــر مــبنای شــناســایی آنــزیم تــوســط آنتی بــادی 
مـونـوکلونـال صـورت می پـذیرد. که در واقـع روش هـایی بـر مـبنای روش الایزا هسـتند که تـوانـایی شـناسـایی 

ایزوانزیم ها را هم از هم دارد. 

کینتیک آنزیمی 
اگر نمودار فعالیت آنزیم نسبت به سرعت را رسم کنیم به معادله فوق می رسیم: 

از آن جـا که کار بـا یک نـمودار سیگموئیدی کار دشـواری اسـت شکل نـمودار فـوق تـوسـط لینویور-برگ بـه 
صورا مقابل نیز اراعه شده است که به صورت خطی می باشد و کار با آن بسیار آسان تر است.  
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luciferin + ATP + O2 oxyluciferin+ AMP+ PP+ CO2 



 
 

در تـعيين کمي غـلظت، مـنحني اسـتانـداردي از طـريـق رقـت سـريـالـي غـلظت مـشخصي از مـاده مـعلومـي 
رتـيب غـلظت در هـر چـاهـك  رسـم مـيشود. در تهـيهي رقـت سـريـالـي، چـاهـك اول بـالاتـريـن غـلظت و بـه تـ

كاهش مييابد. 

پـس از انـجام مراحـل الايزا و خـوانـدن جـذب چـاهـكها نـموداري بـر اسـاس فـاكـتور رقـت و مـيزان جـذب رسـم 
مـيشود، هـمانـطور كـه مـلاحـظه مـيشود بـا كـاهـش غـلظت (افـزايـش فـاكـتور رقـت) جـذب كـاهـش مـييابـد 
راســاس مــيزان جــذب  ســپس جــذب نــمونــه بــا مــنحني اســتانــدارد مــقايــسه میشود و مــيزان غــلظت، بــ

مشخص ميشود.   
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تشخیص نقص آنزیمی در مسیر پنتوزفسفات 
در این تسـت سرم 4 فرد مـختلف در اختیار شـما قرار داده می شـود بـا انـجام تسـت هـای تشخیصی کیفی قـندهـا و 
بـا تـوجـه بـه نـوع قـند احـتمالی  مـوجـود در لـولـه تشخیص دهید کدام آنـزیم مسیر مـتابـولیسم پـنتوز فـسفات مشکل 

داشته است. 

Reactions of the Pentose Phosphate Pathway: The first three reactions of the PPP 
are referred to as the oxidative portion and includes the reactions that yield 
NADPH. The non-oxidative reactions result in the rearrangement of the carbon 
skeletons of numerous carbohydrates. G6PDH: glucose-6-phosphate 
dehydrogenase. PGLS: 6-phosphogluconolactonase. PGD: 6-phosphogluconate 
dehydrogenase. RPE: ribulose-5-phosphate 3-epimerase. RPIA: ribose-5-phosphate 
isomerase 
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 (Molisch’s Test) تست مولیش
تسـت مـولـيش يـك تسـت عـمومـي براي تـمام قـند هـا (General test) اسـت. كـربـوهـيدرات هـا در مـجاورت بـا اسـيد 
هـاي قـوي دهـيدراتـه مـي شـونـد كـه سـبب بـه وجـود آمـدن تركـيباتـي بـه نـام فـورفـورال هـا (furfural) و مشـتقات آن هـا 

مي شود، اين تركيبات با آلفا نفتل كمپلكس رنگي ايجاد مي كنند. 

روش انجام كار: 
مقدار 2ml از هر نمونه در لوله هاي آزمايش بريزيد. 1.
مقدار 500µl تركيب موليش به هر لوله اضافه كنيد. 2.
مقدار 2ml اسيد از كناره لوله به آرامي اضافه كنيد. 3.

 (Seliwanoff’s Test) تست سیلوانف
سـيلوانـوف يـك تسـت تـشخيصي آلـدوزهـا از كـتوز هـا اسـت.كـتوزهـا در مـجاوت اسـيدهـاي رقـيق سـريـع تـر دهـيدراتـه 

مي شوند با توجه به زمان توليد و رنگ و كيفيت آنها از آلدوزها قابل تمييز هستند. 
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روش انجام كار: 
مقدار 1ml از هر نمونه  در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار 2ml تركيب سيلوانوف به هر لوله اضافه كنيد.  2.
به مدت ١-٢ دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد. 3.
به رنگ قرمز توجه كنيد. 4.

 (Bial’s Test) تست بیال
تسـت بـيال يـك روش مـفيد براي تـشخيص قـندهـاي پـنتوز از هـگزوز اسـت.پـنتوزهـا در اسـيد مـلايـم فـورفـورال تـشكيل 
مـي دهـند كـه در مـجاورت اورنـيسول مـتراكـم شـده در مـحيط حـاوي يـون فـريـك در مـحيط الـكلي كـمپلكس رنـگي 

توليد مي كند. 

روش کار: 
مقدار 2ml از  هر نمونه در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مـقدار 2ml مـعرف بـيال بـه هـر لـولـه اضـافـه 2.

كنيد. 
در حمام اب جوش قرار دهيد. 3.
تا ٢ لايه مجزا و كمپلكس رنگي را ببينيد 4.
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 (Benedict Test) تست بندیکت
راي تـشخيص قـندهـاي احـيا كـننده صـورت مـي پـذيـرد و تـنها قـندهـايـي در ايـن تسـت جـواب مـي  تسـت بـنديـكت بـ
دهـند يـكه يـك انـتهاي احـيا كـننده داشـه بـاشـند. اسـاس تسـت حـضور يـون مـس در مـحيط اسـت كـه در صـورت 

احياكننده بودن محيط احيا شده ورنگ يا رسوب ايجاد ميكند. 

روش کار: 
مقدار 2ml از  هر نمونه در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار 2ml معرف بنديكت به هر لوله اضافه كنيد. 2.
در حمام اب جوش قرار دهيد. 3.

 (Barfored’s Test) تست بارفورد
این تسـت جهـت تشخیص مـونـوسـاکاریدهـا از سـایر قـندهـا اسـتفاده میشود. و اسـاس آن خـاصیت احیا کنندگی 

مس توسط مونو ساکاریدهاست در حالی که دی ساکاریدها این قدرت را ندارند. 

روش کار: 
مقدار 1ml از  هر نمونه در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار 2ml معرف بارفورد به هر لوله اضافه كنيد. 2.
در حمام اب جوش قرار دهيد. 3.
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جدول را تکمیل کنید.( می تواند بیش از یک جواب داشته باشد) 

نمودار درختی برای شناسایی قندها رسم کنید. 

اندازه گیری گلوکز ادرار 
یک نـمونـه ادرار بیمار در اختیار شـما قرار گرفـته اسـت. بـا اسـتفاده از روش آنـزیمی مـقدار گـلوکز مـوجـود در نـمونـه 

را اندازه بگیرید. و با توجه  به مقادیر جذب استاندارد گلوکز غلظت گلوکز را محاسبه کنید. 
روش کار: 

مــقادیر داده شــده در هــر ردیف را در یک کووت ریخته و ســپس 20 دقیقه مــنتظر می ایستیم. مــقدار جــذب را بــا 
کمک مسئول ازمایشگاه می خوانید. به عنوان نمونه بلنک به جای گلوکز آب بریزید. 

مقادیر استاندارد: 

معادله خط را محاسبه کرده و منحنی استاندارد را رسم کنید و سپس مقدار غلظت گلوکز را مشخص کنید. 

آنزیمی که مشکل دارد.
X1

X2

X3

X4

گلوکز آنزیم
200 1800

OD Glu (mg/ml)

0.000 0.00

0.070 0.05

0.143 0.10

0.261 0.20

0.521 0.40
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