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 تشخیص کیفی پروتئینها و اسیدهاي آمینه
رسوب گیري توسط . توان به دو دسته واکنشهاي رنگی و رسوبی تقسیم نمودانواع واکنشهاي اسیدهاي آمینه و پروتئینها را می

, میلون , ین آزمایشات نین هیدر. باشندفلزات سنگین و حرارت از جمله واکنشهاي رسوبی می, حلالهاي آلی عوامل اسیدي ,  pI, نمک 
  .گردنداز جمله واکنشهاي رنگی محسوب می... کول و -هاپکینز, زانتوپروتئیک 

  
  :دناتوراسیون پروتئینها

این دگرگونی در . شودنامیده می (Denaturation)دناتوراسیون, ساختمان پروتئین (Native)تغیر ماهیت یا تغییر در حالت طبیعی
یا برگشت  (Reversible)دناتوراسیون ممکن است برگشت پذیر. دهدرخ می سوم و چهارم پروتئین, ساختمان دوم 

 ,نیفلزات سنگ ,بازها ,دهایاس: مانند(ییایمیعوامل ش: اندمیکننده به دو دسته قابل تقسرهعوامل دناتو .باشد (Irreversible)ناپذیر
ک یها در نیتوان حضور پروتئین عوامل میک از ایاده از هربا استف...) و  Xو اشعه UVاشعه ,حرارت: مانند(یکیزیو عوامل ف...) اوره 

  : ص دادیتشخ) ل رسوبیتشک لهیبوس(محلول را 
  : له حرارتیبه وس يریگرسوب

  . گرددیجه رسوب آن مین و در نتیر ساختار دوم سوم پروتئیین و تغیحرارت باعث دناتوره شدن پروتئ
  : نیون فلزات سنگیله یبه وس يریگرسوب

 يت براین خاصیاز ا. د ینماید مینامحلول تول يشوند و نمکهایب میترک )نقره, سرب , جیوه : مانند(نیون فلزات سنگیها با نیپروتئ
 يکه با فلز يماریده تخم مرغ به بیا سفیر ین اساس شیبر هم. گرددیاستفاده م (Deproteinizing)ها از محلولنیکردن پروتئخارج
  . گرددیب شده و راسب میوه ترکیمار با جیر در معده بین شیکازئ. شودیمسموم شده باشد خورانده م (+Hg2)وهیون جیمانند 

HgCl2 ------  2Cl-  +  Hg2+ 
Hg2+  +  Protein  -------  Protein-Hg2+ ↓   

  : دهایله اسین بوسیراسب شدن پروتئ
- یآنها که موجب استحکام ساختمان سوم آنها م یبر اتصال نمک pH راتیین تغیبنابرا. باشندیآمفوتر م يتهایالکترولیها پلنیپروتئ

با غلظت  (SSA)کیلیسیدسولفوسالیک و اسیدتنگستیاس ,(TCA)کیکلرواستيدتریاس: دها مانندیاز اس یبعض. گذاردیگردد اثر م
عات یاز ما (Deproteinizing)نیکردن پروتئخارج ين رو برایاز ا. گردندین میو رسوب پروتئ شدنمتوسط موجب دناتوره

-یه مین تهیعات فاقد پروتئیشوند و مایدها رسوب داده مین اسیله اینها به وسیمثلا پروتئ. بکار بردرا دها ین اسیتوان ایم یکیولوژیب

   :(Protein-free fluids)گردد
CCl3COOH  --------- CCl3COO-  +  H+  
H+  + Protein  ---------  Protein+  
Protein+  +  CCl3COO-    ---------  Protein- OOCCl3 ↓  

  : مانند الکل و استون یآل يتوسط حلالها يریگرسوب
زه شده یونی يآب و گروها یقطب ين مولکولهایب (Hydrophylic)کیلیدروفیبه واکنش ه یمائ ينها در محلولهایت حل پروتئیقابل

ن در محلول یت پروتئیر دهد در حلالییرا تغ یمحلول مائ (D)کیالکتريه ثابت دک یعوامل. دارد ین بستگیموجود در مولکول پروتئ
 يدر درجه حرارتها. گرددین مین موجب راسب شدن پروتئیپروتئ يا استون سرد به محلولهایکردن اتانل مثلا اضافه. گذاردیاثر م یمائ
 Reversible)گرددین نسبتا حفظ میپروتئ یاتیت حیط فعالین شرایتحت ا. دهندین را رسوب میپروتئ یآل ين حلالهاییپائ

denaturation) . کردن مرحله به مرحله حلال اضافه را بایز. گرددینها استفاده میکردن پروتئجداکردن و خالص ين روش برایاز ا
ن است که در ین ایکردن پروتئعلت رسوب. ندینمایمختلف در مراحل مختلف رسوب م يهانیپروتئ ,نیبه محلول پروتئ) مثل استون(یآل

شتر از ین بیپروتئ ين مولکولهایب (Attractive force)جاذبه يروید و نیآین مییک آب پایالکتر يثابت د یکردن حلال آلاثر اضافه
  . ندینمایجه رسوب مین و آب شده در نتیجاذبه پروتئ يروین
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بین دو یون با بارهاي جاذبه نیروي = F  مختلف
e2 , e1 = ار یونهاي مثبت و منفیب  

r = فاصله بین آنها  
D = الکتریکثابت دي  

  
  :  (Salting out)له نمکین ها بوسیرسوب دادن پروتئ

اي بر روي حلالیت پروتئینهاي غلظت نمک تاثیر عمده. در حلالیت پروتئین اثر دارد, وجود یونهاي مختلف در محلول پروتئینی  
در صورتی که اضافه نمودن مقدار اندکی نمک باعث حلالیت آنها . ئینها در آب خالص نامحلولندبراي مثال اغلب پروت. موجود دارد

در صورتی که یونهاي نمکی در . باشدنمک و بعضی از گروههاي باردار پروتئین می این اثر بخاطر کنش متقابل بین یونهاي. گرددمی
حتی . گردندا یکدیگر واکنش کرده و باعث عدم حلالیت پروتئین میپروتئینی بمحلول موجود نباشند این گونه گروههاي باردار 
این . با اضافه نمودن اندکی نمک تا مقادیر قابل توجهی افزایش دادتوان باشند را میحلالیت پروتئینهایی که در آب مقطر نیز محلول می

نهایتا به , حلول پروتئینی به تدریج افزایش دهیماگر غلظت نمک را در یک م. شودنامیده می (Salting in)پدیده حل کردن با نمک
نمایند و اگر اضافه نمودن نمک را ادامه دهیم مقدار بیشتري از اي خواهیم رسید که در آن مقداري از پروتئینها شروع به رسوب مینقطه

رسوب کردن پروتئینها این است که  دلیل .شودنامیده می (Salting out)این پدیده رسوب دادن با نمک. پروتئینها رسوب خواهند کرد
ملکولهاي آبی که براي هیدراته کردن بعضی از بارهاي , هایی از ملکولهاي آب که لازم است در اطراف یونهاي نمک تشکیل گرددلایه

گردد و ئین و حلال میافزون برکنش متقابل پروت, باشد را گرفته و بنابراین کنش متقابل پروتئین با پروتئین سطحی پروتئین مورد نیاز می
  .نمایددر نتیجه پروتئین شروع به رسوب کردن می

   
I = ½∑CiZi

2 
I  =قدرت یونی نمک  

Ci  =غلظت اجزاي یونی برحسب مولار  
Zi = بار الکتریکی یونها  

به رابطه با توجه . است از یک ظرفیتی املاح دوظرفیتی بیشتر (Ionic strength)قدرت یونی, در یک مولاریته معین: نکته
  .گرددکمتر می, قابلیت حل پروتئین در محلول بدلیل افزایش قدرت یونی  هرچقدر غلظت نمک بیشتر شود, بالا

  
  :(pI)ایزوالکتریک  pHپروتئینها در ي ریگرسوب

- لکتریکی میهاي بازي بدون بار اگروه, بازي  pH از آنجایی که پروتئینها داراي تعداد زیادي گروههاي یونیزه شونده هستند در

. باشدمی منفیبنابراین پروتئین داراي بار الکتریکی . بار الکتریکی منفی خواهند داشت, در حالی که گروههاي اسیدي یونیزه شده, باشند
تعداد بارهاي الکتریکی مثبت و منفی ملکول  حدواسط  pHدر . باشدمی مثبتپروتئین داراي بار الکتریکی خالص , اسیدي  pHولی در 

خاص خود را دارد  ایزوالکتریکپروتئین نقطه  و هر (pI)پروتئین صفر است بار الکتریکی خالصو بنابراین  وتئین مساوي خواهد بودپر
بسیار کم و نیروي دافعه بین ملکولهاي پروتئین  قابلیت حل ایزوالکتریکدر نقطه . که به نوع اسیدهاي آمینه موجود در آن بستگی دارد

  .نمایدملکولها یکدیگر را جذب کرده و پروتئین رسوب می, حداقل رسیدهپروتئین مجاور به 

 


