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اسید های آمینه.پروتئین.

اهداف آزمایش: 
۱. آشــــنایی بــــا تســــت هــــای کیفی اسید هــــای آمینه و 

توانایی تشخیص آن ها 
۲. آشــنایی بــا روش بــردفــورد بــرای ســنجش غــلظت 

پروتئین 

زمان آزمایش: ۹۰ دقیقه 

طراح آزمایش: الهام پرند

این فایل به منظور آموزش عملی دانش پژوهان المپیاد زیست شناسی ایران گردآوری شده است.

آزمایشگاه آموزشی 
بیست ودومین المپیاد 
زیست شناسی ایران

بیوشیمی
روز چهارم 
۹۸/۵/۳



رار داده می شــود. در بــخش اول هــمه تســت هــای تشخیص کیفی مــربــوط بــه  امــروز 6 نــمونــه در اختیار شــما قــ
اسیدهــای امینه را طــبق پـروتــوکل انــجام می دهید و نــمونــه هــا را تعیین هــویت می کنید. و دربــخش دوم غــلظت 

نمونه حاوی پروتئین را به روش لوری تعیین می کنید. 

تست های کیفی اسید های آمینه 

تست نین هیدرین 
 نـين هـيدريـن يـك تسـت عـمومی براي تـشخيص اسـيدآمـينه هـا و پروتـئين هـا اسـت. اسـاس تسـت نـين هـيدريـن طـي 
واكـنش هـای زيـر مـوجـب دآمـينه شـدن و دكـربـوكسـيله شـدن اسـيدهـای آمـينه مـي شـود. در نـتيجه آلـدئـيدی كـه يک 
كـربـن كـمتر از اسـيدآمـينه اولـيه دارد، تـولـيد می كـند. نـين هـيدريـن اكسـيد شـده در مـجاورت آمـين تـولـيد شـده احـيا 

شده و كمپلكس رنگی توليد می كند. 

روش کار: 
مقدار 2ml از  هر کدام از نمونه ها را در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار 2ml معرف نين هيدرين به هر لوله اضافه كنيد. 2.
به مدت  پنج دقیقه در حمام اب جوش قرار دهيد. 3.
رنگ بنفش نشانه حضور پروتئین یا اسیدآمینه است. 4.
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  (Biuret Test) تست بیوره
تسـت بـيوره فـقط بـه تركـيباتـي كـه حـداقـل داراي دو پـيونـد پـپتيدي داشـته بـاشـند پـاسـخ مـي دهـد. از ايـن رو مـي تـوان 
اسـيدآمـينه هـا را از پـروتـئين هـا تـشخيص داد. تـشكيل رنـگ در ايـن واكـنش بــه دلـيـل تـولـيـد كـمـپلكس بـين يـون 

مس موجود در معرف و نيتروژن در زنجيره پلي پپتيدي است. 

روش کار: 
مقدار 1ml از  هر کدام از نمونه ها را در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار 1ml معرف بيوره به هر لوله اضافه كنيد. 2.
رنگ بنفش نشانه حضور پروتئین است. 3.
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 (Xanthoproteic Test) تست زانتوپروتیک
تسـت زانـتوپـروتـيك يـك تسـت تـشخيصي براي اسـيد آمـينه هـا آرومـاتـيك اسـت. گـروه فـنيل مـوجـود در اسـيد آمـينه 
هـاي آرومـاتـيك بـا اسـيد نـيتريـك غـليظ نـيتراتـه شـده و مشـتقات نـيتراتـه و مشـتقات زردرنـگ ايـجاد مـي كـنند كـه در 

محيط قليايي به رنگ نارنجي درمي آيد. 

روش کار: 
مقدار 1ml از  هر کدام از نمونه ها را در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
5 قطره  معرف اسيد نيتريك به هر لوله اضافه كنيد. 2.
لوله ها را به مدت 5 دقیقه در حمام آب گرم قرار دهید. 3.
پس از سرد شدن لوله ها به هر لوله قطره قطره سود ١٠ نرمال اضافه كنيد.  4.
رنگ نارنجی جواب مثبت است. 5.
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واکنش تشخیص گوگرد: 
گوگرد موجود در اسیدامینه یا پروتئین با سود واکنش داده و در حضور استات سرب رسوب ایجاد می کند. 

روش کار: 
مقدار 2ml از  هر کدام از نمونه ها را در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار  5ml  سود به هر لوله اضافه كنيد. 2.
لوله ها را به مدت 15 دقیقه در حمام آب گرم قرار دهید. 3.
به هر لوله 500µl  استات سرب اضافه کنید. 4.

 :(Millon’s Test) تست میلون
رکیبات مــونــو هیدروکسی بــنزن نظیر  تســت میلون تســت تشخیصی فنیل آلانین از تیروزین اســت. که طی آن تـ

تیروزین با معرف میلون ترکیب صورتی ایجاد می کنند. 

روش کار: 
مقدار 2ml از  هر کدام از نمونه ها را در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار  250µl  معرف میلون به هر لوله اضافه كنيد. 2.
لوله ها را به مدت 5 دقیقه در حمام آب گرم قرار دهید.  3.
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تست هاپکینز کول 
هـاپـكينز-كـول تسـت تـشخيصي تـريـپتوفـان اسـت. گروه ايـندول مـوجـود در تـريـپتوفـان وقـتي بـا آلـدئـيدهـاي مـختلف در 
حضور اسيد سولفوريك غليظ قرار مي گيرد. كمپلكس رنگي ايجاد مي كند. ماهيت واكنش دقيقا معلوم نيست 

روش کار: 
مقدار 1ml از  هر نمونه در لوله هاي آزمايش بريزيد.  1.
مقدار 2ml  گلي اگزاليك به هر لوله اضافه كنيد. 2.
لوله را كج كرده  و به آرامي  قطره قطره اسيد سولفوريك اضافه كنيد. 3.
تشکیل حلقه بنفش جواب مثبت است. 4.
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براساس تست ها جدول را تکمیل کنید. هر تست مثبت را تیک بزنید. 

هویت لوله ها را تعیین کنید. 

زانتوپروتیک هاپکینزکول گوگرد میلون بیوره
نین 

هیدرین
شماره لوله

1

2

3

4

5

6

5 3 1

6 4 2
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 تعیین غلظت پروتئین 
تعیین غــلظت پــروتئین یک عــمل بسیار روتین در ابــتدای آزمــایشات بیولــوژیک می بــاشــد. تــنها روش دقیق بـرای 
تعیین غـلظت پـروتئین هیدرولیز پـروتئین در اسید و تعیین تک تک اسیدهـای آمینه آن اسـت که بسیار زمـان بـر 
اســـت و در زمـــانی که نـــمونـــه هـــای بسیری دارید عـــملا امکان پـــذیر نمی بـــاشـــد. خـــوشـــبختانـــه روش هـــای بسیار 
سـریع تـری برای تعیین غـلظت پـروتئین وجـود دارد. در بسیاری از این روش هـا اسـاس کالـریمتری اسـت که مـقدار 
رنـگ حـاصـل از یک واکنش شیمیایی تـوسـط روش هـای اسـپکترومـتری انـدازگیری می گـردد و غـلظت پـروتئین بـر 

مبنای منحنی استاندارد یک پروتئین مشخص اندازگیری می گردد. 
 پـروتئین BSA ( bovin serum albumin)  بـه عـنوان یک پـروتئین ارزان بـا خـلوص بـالا و در دسـترس در هـمه 

آزمایشگاههای بیوشیمی دنیا به عنوان استاندارد برای رسم منحنی استاندارد استفاده می شود. 
امروز از روش بردفورد استفاده خواهیم کرد که یک روش مناسب و دقیق در تعیین غلظت پروتئین می باشد. 

روش کار: 
مـطابـق جـدول مـقادیر فـوق را در سـه سـتون پلیت 96 تـایی تکرار کنید. غـلظت پروتئین BSA  دو میلی گرم در 1.

میلی لیتر است. 

در ردیف F  مقدار 10µl در هر سه ستون پروتئین مجهول بریزید. 2.
مقدار µl 200  محلول بردفورد را به هر چاهک اضافه کنید. 3.
در این هنگام برای خواندن الایزا وقت بگیرید. و جذب ها را بخوانید. 4.

E D C B A

10 8 5 2 0 BSA پروتئین

0 2 5 8 10 آب
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جدول زیر را پر کنید. 

منحنی استاندارد را رسم کنید و معادله خط را بنویسید. 

غلظت نمونه مجهول را بدست آورید.               

F E D C B A

جذب

جذب

جذب

میانگین
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