
 

 

  فصل سوم
 1 مرئي-بنفش اسپكتروسكوپي ماوراء

  
ها نور  مولكول. كنش بين ماده و تابش الكترومغناطيس اسپكتروسكوپي عبارت است از مطالعه ميان

بستگي ، گيرد هايي كه در آنها جذب صورت مي موج  كنند و مقدار نور جذب شده و طول را جذب مي
ها دارد و به همين دليل اسپكتروسكوپي ابزار مفيدي ها و نيز محيط پيرامون آن به ساختمان مولكول

  .شود محسوب مي ها ها و ماكرومولكول براي شناسايي ساختمان و محيط اطراف مولكول
  

  :2جذب و نشر .1- 3
اسپكتروسكوپي جذبي و : توان به دو دسته تقسيم كرد هاي اسپكتروسكوپي را مي تمامي شاخه

  :نشان داده شده است) 1-3( اسپكتروسكوپي در شكل شماي اين دو نوع. اسپكتروسكوپي نشري
  

 
  تر نـ تراز انرژي پاييlEر و ـ تراز انرژي بالاتhE.  نشر نور(b)جذب نور، شماي  (a)اي ـشم: )1-3(شكل 

پارامترهاي   شود و در اسپكتروسكوپي جذبي،  منتقل ميhEاز  به ترlEماده با جذب فوتون نور از تراز . باشد مي
  گردد و در اسپكتروسكوپي نشري  باز ميlE به hEبا نشر فوتون نور، ماده از . شود گيري مي جذبي اندازه

  .اشدگيري پارامترهاي نشري مورد توجه مي ب اندازه
 

  :ها تئوري ساده جذب نور توسط مولكول .1- 1- 3
 كننده سينوسي عمود بر هم تشكيل شده است كه بر هاي الكتريكي و مغناطيسي نوسان نور از ميدان

 نشان داده (H) و مغناطيسي نور (E)بردارهاي الكتريكي ) 2- 3(در شكل . جهت انتشارشان نيز عمودند
  :شده است

                                                 
١ Ultraviolet-Visible Spectroscopy 
٢ Absorption and Emission 
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 بر يكديگر و بر جهت انتشارشان H و Eبردارهاي . يك موج الكترومغناطيس در فضاانتشار : )2-3(شكل 
  .عمودند

  

λν انرژي موج از رابطه /hchE  سرعت نور در c  ثابت پلانك،h آيد كه در آن، بدست مي ==
ود است متفرق ش، ممكن كند وقتي چنين موجي به يك مولكول برخورد مي.  طول موج استλخلاء و 

. و يا بدون جذب عبور كند) اش به مولكول منتقل شود انرژي(، جذب شود )جهت انتشارش تغيير كند(
اگر انرژي الكترومغناطيس نور . احتمال وقوع هر يك از اين فرآيندها بستگي به خواص مولكول دارد

 نور برانگيخته مولكول و يا بخشي از مولكول كه در اثر جذب. گردد  مي3مولكول برانگيخته، جذب شود
اين انرژي برانگيختگي معمولا در اثر برخورد مولكول برانگيخته با . شود  ناميده مي4موفوروكر، شود مي

شدت  ،در اثر فرآيند جذب. شود به انرژي گرمايي تبديل مي) هاي حلال مثلا مولكول(هاي ديگر مولكول
مولكول يك . ه شده اوليه خواهد بود كمتر از شدت نور تابيدنور عبور كرده از محلول كروموفورها

اين سطوح انرژي، سطوح . تواند يكي از مجموعه سطوح انرژي برانگيخته را دارا باشد برانگيخته مي
اند و  شوند كه بر روي آنها سطوح انرژي ارتعاشي بر روي يكديگر چيده شده انرژي الكتروني ناميده مي

اين سطوح ) 3- 3(در شكل . اند چرخشي قرار گرفتهبر روي سطوح انرژي ارتعاشي نيز سطوح انرژي 
  :اند انرژي نشان داده شده

                                                 
٣ Excited 
٤ Chromophore 
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ترازهاي انرژي ارتعاشي به صورت خطوط . دياگرام سطوح انرژي تراز پايه و اولين تراز برانگيخته: )3-3(شكل 
ار گرفته كه نشان بر روي هر تراز انرژي ارتعاشي نيز ترازهاي انرژي چرخشي قر. اند باريك افقي نشان داده شده

فلش بلند، انتقال الكتروني بين حالت پايه و چهارمين سطح ارتعاشي اولين حالت برانگيخته و فلش . اند داده نشده
  .دهد كوتاه، انتقال ارتعاشي در حالت پايه الكتروني را نشان مي

  

جذب . شوند ميده مي، سطوح برانگيخته نا، حالت پايه و ديگر سطوح الكترونيترين سطح الكتروني پايين
انرژي توسط ماده وقتي بيشترين احتمال را دارد كه مقدار انرژي جذب شده برابر با اختلاف دو سطح 

 به ماده بتابد تنها وقتي جذب خواهد شد λتوان گفت كه اگر نوري با طول موج  پس مي. انرژي باشد
  : از رابطه زير تبعيت كندآنموج   كه طول

  

)( 31
12

−
−

=
EE

hcλ  
  

 سطح انرژي مولكول بعد از جذب نور     E2 سطح انرژي مولكول قبل از جذب و E1در اين معادله، 
 .باشد مي

دهنده احتمال جذب در مقابل طول  نموداري كه نشان. شود ناميده مي، انتقال تغيير در سطوح انرژي
رين سطح ارتعاشي حالت پايه و ت  تنها بين پايينها ي انتقالاگر تمام.  نام دارد5 طيف جذبيموج است،

شد ولي انتقال از  طيف جذبي از خطوط مجزاي باريكي تشكيل مي، داد اولين حالت برانگيخته روي مي
هاي  تواند به طرق مختلفي روي دهد زيرا تمامي مولكول يك سطح انرژي الكتروني به سطح بعدي مي

                                                 
٥ Absorption Spectrum 
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به همين دليل طيف . اند اشي نيز توزيع نشدهترين تراز ارتع موجود در حالت پايه الكتروني، در پايين
 و فيكوسيانين )FMN(نوكلئوتيد   طيف جذبي فلاوين مونو. جذبي معمولا يك طيف پهن و گسترده است

 :نشان داده شده است) 4-3(باشند، در شكل  كه هر يك داراي چندين پيك جذبي مي
 

  
  

 دهد طيف نوكلئوتيد و فيكوسيانين كه نشان مي  طيف جذبي دو مولكول بيولوژيك، فلاوين مونو: )4-3(شكل 
 دهند كه از  وضوح نشان مي اين دو طيف جذبي به. تواند بسيار متفاوت باشد هاي مختلف مي هاي جذبي مولكول

  .توان براي شناسايي آنان استفاده نمود هاي بيولوژيك غالبا مي هاي موجود در طيف جذبي مولكول تفاوت
 

هاي مربوط به انتقال بين حالت پايه الكتروني و ترازهاي ارتعاشي اولين  طول موج، اه براي بيشتر مولكول
 كوچك در هاي انتقال. ي نور واقع شده استبنفش و مرئ حالت برانگيخته الكتروني در محدوده ماوراء

ر ، موجب تابش دها اين گونه انتقال. پذير است يك تراز الكتروني بين ترازهاي ارتعاشي نيز امكان
 مربوط هاي ختلف طيف الكترومغناطيس، انتقالنواحي م) 5- 3(در شكل . شوند محدوده مادون قرمز مي
هاي اسپكتروسكوپي مورد نياز جهت مطالعه هر نوع انتقال نشان داده شده  به نواحي مختلف و روش

 :است
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  .ويو  واج مايكرهاي ايكس تا امو بخشي از گستره طيف الكترومغناطيس از تابش: )5-3(شكل 
 

  :6جمعيت سطوح انرژي .2- 1- 3
انرژي كل يك مولكول توسط رابطه زير با تقريب، . يك مولكول داراي منابع مختلف انرژي است

 :شود داده مي
  

ETotal = ETranslational + ERotational + EVibrational + EElectronic + EElectron Spin Orientation   
+ ENuclear Spin Orientation  

 

، ما با تعداد بسيار زيادي در هر مطالعه تجربي. باشند ها داراي مقادير كوانتيزه مي يك از اين انرژي هر
 در بين ترازهاي 7به واسطه آشفتگي حرارتيها  ، مولكولهر دماي معيندر . كار داريموها سر از مولكول

و جدايي ) انرژي حرارتي(بستگي به دما ها  توزيع دقيق مولكول. شوند شان توزيع مي انرژي در دسترس
ها در تراز يا حالت بالايي  در هر دما، تعداد مولكول. در نردبان انرژي دارد (ΔE) ترازهاي انرژي

)nupper(ها در تراز يا حالت پاييني   نسبت به تعداد مولكول)nlower(داده 8 توسط قانون توزيع بولتزمن 
  :شود مي

)()(exp
lower

upper 32−Δ−
=

kT
E

n
n

 

                                                 
٦ Population of Energy Levels 
٧ Thermal Agitation 
٨ Boltzmann Distribution Law 
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 اختلاف انرژي ترازهاي بالايي و پاييني EΔ دماي مطلق و Tن،  ثابت بولتزمk ؛ه در اين رابطهك
 صورته ، جمله سمت راست ب براي يك مول تعريف شده باشدEΔوقتي . است

)/(exp RTEΔ− آيد كه در آن در مي T دماي مطلق و Rواضح است .  ثابت جهاني گازهاست
−Δ≈=1،  باشدkTE〈〈Δ وقتي كه oekTE )/(exp يها در ترازها يعني تعداد مولكولشود  مي 

kTE معادل خواهد بود و وقتي كهتر   و پايينتربالا 〉〉Δ تعداد  به هاي تراز بالاتر  تعداد مولكول،باشد
  .قابل صرف نظر خواهد بودتر  هاي پايين مولكول

  

 وقتي كه جدايي بين ترازها طبق K 300تر را در  ها در تراز بالاتر به تراز پايين نسبت مولكول: مثال
  : محاسبه كنيدمقادير زير باشد را

  

1/19 × 10-2 J.mol-1 (Nuclear Reorientation) -1  
11/9 J.mol-1 (Rotational) -2  

 3- 11/9 kJ.mol-1 (Vibrational)  
119 kJ.mol-1 (Electronic) -4  

 

  :حل
  

 
 

999995203003148
10191 2

/)
/

/(exp
lower

upper =
×
×−

=
−

n
n  

 

2-                             995203003148
911 /)

/
/(exp

lower

upper =
×

−
=

n
n

          

 

 3-                            3
3

10583003148
10911 −×=

×
×−

= /)
/

/(exp
lower

upper

n
n

            

 

4-                            21
3

108613003148
10119 −×=
×
×−

= /)
/

(exp
lower

upper

n
n  

)(exp
lower

upper

RT
E

n
n Δ−

=

1- 
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. هاي توزيع شده در دو تراز تقريبا معادلند ، مولكول2 و 1شود در دو حالت  طور كه مشاهده مي همان
  ها در تراز  ل، تقريبا تمام مولكوK 300در حالي كه براي سطوح انرژي ارتعاشي و الكتروني در دماي 

  .اند تر جاي گرفته پايين
 

  :9لامبرت    - قانون بير .3- 1- 3
توسط يك محلول حاوي كروموفور  (A) 10لامبرت، مقدار نور جذب شده - بر اساس قانون بير

 از درون l)( ور نورطول مسير عب  وc)( غلظت كروموفور، ε)( بستگي به ماهيت شيميايي كروموفور
  :توان توسط رابطه زير بيان نمود اين قانون را به زبان رياضي مي. محلول حاوي كرموفور دارد

  

)(log)( 33−== cl
I
IA εo  

  

متر،  طول مسير عبور نور برحسب سانتي l شدت نور عبور كرده، I شدت نور ورودي، oI كه در آن
c غلظت كروموفور و ε بسته به واحد غلظت، واحد ضريب جذب متفاوت . باشد ضريب جذب مي

معمولا غلظت . گويند را ضريب جذب ويژه مي ε مثلا اگر واحد غلظت گرم درصد باشد،. خواهد بود
نامند و واحد آن،   مي11را ضريب جذب مولي ε صورت شود و در اين بر حسب واحد مولار بيان مي

lit.mol-1.cm-1   ياcm2.mol-1احتمال جذب يك طول موج منفرد توسط ضريب جذب .  خواهد بود
نمودار تغييرات جذب در  .ايي ماده دارديشيمكه بستگي به ماهيت  شود مولي در آن طول موج داده مي

 M 0/5 هاي بيش از  در غلظت معمولاكه lε با شيب برابر با مقابل غلظت خط راستي خواهد بود
      شود، اين انحراف  مشاهده مي) 6- 3(همانطور كه در شكل . دچار خميدگي و انحراف خواهد شد

  . باشدتواند مثبت و يا منفي مي
  
  
  
  
  
  

                                                 
٩ Beer-Lambert Law 
١٠ Absorbance 
١١ Molar Absorption Coefficient 
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مودار جذب در مقابل تنها در بخش خطي ن. لامبرت -هاي مثبت و منفي از قانون بير انحراف: )6-3(شكل 

  .شود لامبرت تبعيت مي  - قانون بيرغلظت از
  

مثلا ممكن است با افزايش غلظت . لامبرت وجود دارد - دلايل زيادي براي انحراف از قانون بير
      مرها و يا ديگر مر دهند و طيف جذبي داي مر، اوليگومر و يا پلي ي تشكيل دايهاي زياد محلول، مولكول

اين اثر ممكن است موجب . هاي مولكولي ممكن است با طيف جذبي مونومرها متفاوت باشد گونه
اثر تغيير غلظت بر طيف جذبي ) 7-3(در شكل . لامبرت شود -انحراف مثبت و يا منفي از قانون بير

  .گردد ور مشاهده مييك كروموف
  
  
  
  
  
  
  
  

 در طول موج . مريزاسيون است شود كه غالبا ناشي از پلي با افزايش غلظت كروموفور، طيف جذبي جابجا مي: )7-3(شكل 

λ1 انحراف مثبت و در طول موج ، λ 3،  ،توجه داشته باشيد كه در يك طول .  لامبرت وجود دارد- انحراف منفي از قانون بير
  .كند  در اثر تغيير غلظت، ضريب جذب مولي تغيير نمي(λ2)موج خاص 
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مستقل از غلظت است را نقطه هاي حاضر  گونهضريب جذب در آن طول موج خاصي كه 
 هاي درگير در تعادل با هم برابر ضريب جذب گونهدر نقطه ايزوسبستيك، . نامند  مي12ايزوسبستيك

تجمعات مولكولي غالبا موجب تفرق . دهد روي 13هاي بالا ممكن است تجمع غلظت همچنين در. است
       لامبرت  -نور شده و با كاستن مقدار نور عبور كرده از نمونه موجب انحراف مثبت از قانون بير

هاي الكتروني شوند كه باعث كاهش و  كنش اين تجمعات همچنين ممكن است موجب ميان. شوند مي
ها  شدن پروتئين لامبرت، غيرطبيعي - از قانون بيراز دلايل ديگر انحراف. يا افزايش ضريب جذب شود

  .هاي بالاست غلظت هاي شيميايي در هاي پايين و واكنش غلظت در
   استفاده(OD) 14 از اصطلاح چگالي نوريA، غالبا به جاي  باشدcm 1اگر طول مسير عبور نور 

كه شيب آن برابر با نمودار تغييرات چگالي نوري در مقابل غلظت خط راستي خواهد بود . شود مي
 ):8-3شكل (ضريب جذب خواهد بود 

  
  .نمودار چگالي نوري در مقابل غلظت كروموفور: )8-3(شكل 

  

 صورته  است كه ب(T) 15پارامتر مفيد ديگر عبور
oI
IT   .شود  تعريف مي=

                                                 
١٢ Isosbestic Point 
١٣ Aggregation 
١٤ Optical Density 
١٥ Transmittance 
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T
T

A
TI

I loglog −==⇒=
11oو

I
IA olog=  

  

  : وجود داردTو A دهند و رابطه زير بين  درصد نمايش ميصورت ه  را بTمعمولا 
  

)(log 342 −−= TA  
  

  :نشان داده شده است) 9- 3( در شكل  و غلظت نيزTرابطه 

  
هاي كم كروموفور، درصد نـور       در غلظت . كرده در مقابل غلظت كروموفور     نمودار درصد نور عبور   : )9-3(شكل  
  .گردد كرده كاسته مي ش غلظت كروموفور از ميزان نور عبوركرده بيشتر است و با افزاي عبور

  
ضريب . كند  عبور ميNADH از محلولي حاوي nm 340از تابش ورودي با طول موج % 15/8: مثال

  اگر طول مسير عبور نور. باشد  ميcm2.mol-1 106 × 6/22 در اين طول موج NADHجذب مولي 
1 cm ،غلظت مولار  باشدNADHول چقدر است؟ در اين محل  
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8081522:                                    حل /)/(loglog =−=−= TA  
  

1437
126 1029110291110226

80 −−−−
− ×=×=
××

=

=⇒=

lit.mol/cm.mol/
cmmol.cm/

/c

l
AcclA
ε

ε
  

  

اگر طول .  استM = 21000( 0/53( آنزيم آدنيلات سيكلاز mg.ml−1 1جذب يك محلول : مثال
  . باشد، ضريب جذب مولي را حساب كنيدcm 1مسير عبور نور 

  :حل

                  38
3

13
10764210001011 −−

−−

×=
×

== cm.mol/
cm

mol.g/g
ml
mgc  

  

127
38 10111107641

530 −
−− ×=

××
==⇒= mol.cm/

cm.mol/cm
/

cl
AclA εε  

  
  :بنفش ي و ماوراءگيري جذب نور مرئ دستگاه اندازه .2- 3

ها در  هر چند كه اين دستگاه. شود وسيله دستگاه اسپكتروفتومتر انجام ميه گيري جذب ب اندازه
نبع نوراني براي توليد نور، شان با يكديگر متفاوتند ولي همه اسپكتروفتومترها شامل م طراحي

 محلول  شفاف جهت نگهداشتن16براي انتخاب طول موج، سل يا كووت) ساز فام تك(مونوكروماتور 
 17كننده براي ثبت خروجي نمونه، آشكارساز نوري براي تبديل انرژي نوراني به انرژي الكتريكي و ثبت

نشان داده شده ) 10- 3(در شكل  هاي اصلي يك دستگاه اسپكتروفتومتر بخش. باشند مي آشكارساز
 :است

 

                                                 
١٦ Cuvette 
١٧ Output 
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ساز براي  فام نور توليد شده توسط لامپ از يك تك. تابشي يك دستگاه اسپكتروفتومتر تك: )10-3(شكل 

ها قرار داده  نمونه و حلال در دو كووت مجزا در بخش نگهدارنده كووت. شود انتخاب طول موج عبور داده مي
ها را در مسير عبور تابش قرار  تواند در هر زمان يكي از كووت جابجا شدن ميها با  نگهدارنده كووت. شوند مي
تيوپ به جريان الكتريكي تبديل شده و مقدار اين جريان  ها توسط يك فوتو كرده از كووت نور عبور. دهد

  .شود گيري مي گر اندازه الكتريكي توسط يك سنجش
  

هاي كوچك   است بافر و يا محلولي از مولكولكه ممكن(كرده از حلال  در هر طول موج، نور عبور
 .شود گيري مي كرده از محلول حاوي نمونه كه در حلال حل شده است، اندازه و نيز نور عبور) باشد

گردد تا ميزان جذب  كرده از حلال از مقدار نور عبور كرده از محلول كسر مي سپس مقدار نور عبور
كردن جذب حلال از جذب نمونه به طريق جبري   كسردر عمل،. بدست آيد) كروموفور(شونده  حل

 به اين عمل، صفر. شود كه جذب حلال را صفر قرار دهد  بلكه دستگاه طوري تنظيم ميشود انجام نمي
براي . شود گيري مي كردن جذب حلال، جذب نمونه مستقيما اندازه سپس با صفر. گويند كردن مي

 در. شود هاي گستره مورد نظر تكرار مي مي طول موجبدست آوردن يك طيف جذبي، اين عمل در تما
هاي  شوند، گستره طول موج  ناميده مي18تابشي هاي خاصي كه اسپكتروفتومترهاي اتوماتيك دو دستگاه

 هاي جداگانه قرار دارند،  شده و همزمان جذب نمونه و حلال كه در كووت19مورد نظر اسكن
از ) مونه و حلالجذب ن(كي در هر طول موج اين دو مقدار سپس به طور الكتروني. شود گيـري مي اندازه
  .شود طيف حاصله سپس بر روي يك صفحه نمايشگر نشان داده مي. گردند گر كسر مييكدي

 
 
  

                                                 
١٨ Automatic Double-Beam Spectrophotometers 
١٩ Scan 
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  :گيري شده در اسپكتروسكوپي جذبي هاي اندازه پارامتر .3- 3
،  پيك بيشينه جذبطول موج مربوط به. باشند مي ε  و ياODگيري شده معمولا  پارامترهاي اندازه

λmaxشود و معمولا   ناميده ميεطور كه در طيف جذبي  همان. كنند گيري مي زه را دراين طول موج اندا
FMNباشد كه در اين  و فيكوسيانين مشاهده كرديد، برخي از بندهاي جذبي شامل چندين پيك مي 

 كروموفورهاي معمول  ε وλmax) 1- 3(در جدول .  خواهد بودλmaxصورت ماده مربوطه داراي چند 
 :اند بيولوژيك آورده شده

  

  . خنثيpH براي تركيبات مختلف بيولوژيك در (ε) و ضريب جذب مولي (λmax)جذب بيشينه : )1-3(جدول 
  

ελmax  (M-1.cm-1) × 10
-3 λmax (nm) مولكول  

6/5  
0/47  

280  
219  

  تريپتوفان

4/1  
0/8  
0/48  

274  
222  
193  

  تايروزين

2/0  
3/9  
0/60  

257  
206  
188  

  فنيل آلانين

  هيستيدين  211  9/5
  سيستئين  250  3/0
  آدنين  5/260  4/13
  آدنوزين  5/259  9/14
  گوانين  275  1/8
  گوانوزين  276  0/9
  سايتوزين  267  1/6
  سايتيدين  271  1/9
  يوراسيل  5/259  2/8
  يوريدين  1/261  1/10
  تايمين  5/264  9/7
  تايميدين  267  7/9
6/6  258  DNA 
4/7  258  RNA 
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  : بر خواص جذبي يك كروموفورگذار فاكتورهاي تاثير .4- 3
 تعداد شود، ولي  تعيين ميآن طيف جذبي يك كروموفور اساسا توسط ساختمان شيميايي اگر چه

    .شوند  مي ε وλmaxفاكتورهاي محيطي وجود دارند كه موجب تغييرات محسوسي در   اززيادي
يابي فضايي نسبي  هاي همسايه و جهت ، قطبيت مولكول قطبيت حلال، pHهاي محيطي شامل  فاكتور

شوند اسپكتروسكوپي  در واقع اين اثرات محيطي هستند كه باعث مي. موفورهاي همسايه استوكر
  .ها و محيط اطرافشان مورد استفاده قرار گيرد جذبي به عنوان ابزار مناسبي براي شناسايي مولكول

  
  : pH   اثرات  .1- 4- 3

 pH 11- 3(در شكل . كننده حالت يونيزاسيون كروموفورهاي قابل يونيزاسيون است حلال تعيين (
  :بينيد  را بر روي طيف جذبي اسيد آمينه تايروزين ميpHاثرات 

  

  
  .13 و 6  هاي      pHطيف جذبي تايروزين در : )11-3(شكل                              

  

 .يابد  افزايش مي فنولي آنOHتفكيك  اسيد آمينه تايروزين با  ε وλmaxتوجه داشته باشيد كه 
  

 :حلال قطبيت اثر .2- 4- 3

 پوشي حلالها در  تغيير مكان بند جذبي ناشي از اثر حلال به علت اختلاف در قدرت نسبي حلال
  پوشي حالت برانگيخته همان مولكول      حلالحالت پايه يك مولكول در مقايسه با توانايي آنان در 

  :شرح زيرنده دو مورد معمول ب. باشد مي
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، حالت پايه مولكول نسبتا غيرقطبي بوده و حالت برانگيخته اغلب π → π * هاي  در بسياري از انتقال-1
شود، اين حلال  برده مي در نتيجه وقتي كه يك حلال قطبي به كار. باشد تر از حالت پايه مي اوقات قطبي

هاي  كند و آن انتقال را به سمت طول موج يش از حالت پايه پايدار ميحالت برانگيخته را به مراتب ب
 انرژي اثر قطبيت حلال بر) 12-3(شكل در . دهد سوق مي) 21 يا جابجايي قرمز20وكروميباث(تر  بلند

  :نماييد  را مشاهده ميπ → π*لازم براي يك انتقال 
  

  
  

ا افزايش قطبيت حلال، انرژي لازم براي اين انتقال ب.    π → π*اثر قطبيت حلال بر يك انتقال : )12- 3(شكل 
  .يابد كاهش مي

  

تر از حالت برانگيخته  ، حالت پايه قطبيدهد  روي مي→ π n* هاي هايي كه انتقال  در اكثر مولكول-2
هاي غيرپيوندي را  هايي كه توانايي ايجاد پيوند هيدروژني با جفت الكترون حلال ويژه تاثير ه ب.است
    مراتب بيش از چيزي است كه در حالت برانگيخته مولكول اتفاق ه  حالت پايه مولكول ب دردارند
 يك انتقال λmaxحلال افزايش يابد، ) قطبيت( توانايي ايجاد پيوند هيدروژني قدر در نتيجه، هر. افتد مي

*π n → اثر قطبيت . شود سوق داده مي) 23 يا جابجايي آبي 22وكروميهايپث( به سمت طول موج كوتاهتر
  :نماييد مشاهده مي) 13-3( را در شكل n → π* انرژي لازم براي يك انتقال حلال بر

  

                                                 
٢٠ Bathochromy 
٢١ Red Shift 
٢٢ Hypsochromy 
٢٣ Blue Shift 
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با افزايش قطبيت حلال، شكاف بين .  n → π* اثر قطبيت يك حلال پروتيك بر يك انتقال ):13-3(شكل 
  .يابد شود و انرژي لازم براي اين انتقال افزايش مي بيشتر مي π*  وnترازهاي 

  

هاي هيدروكسيليك  در حلال n → π* هاي  براي انتقالλmax، مقدار  براي كروموفورهاي قطبيپس
شود در  هاي كوتاهتر واقع مي هاي غيرقطبي در طول موج نسبت به حلال) ها مثل آب و الكل(قطبي 

 π → π*انتقال . باشد هاي بلندتر مي به سمت طول موج، جابجايي  π → π* هاي حالي كه براي انتقال
 اي آمينه است كه در آنها ، اسيدهيك استثناء. هاي بيولوژيك است ترين انتقال در مولكول معمول
اثر قطبيت حلال را بر روي طيف جذبي اسيد آمينه ) 14-3(شكل  . وجود داردn → π* هاي انتقال

  :دهد تايروزين نشان مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 خـط ممتـد، طيـف جـذبي تـايروزين در آب و خـط       . طيف جذبي تايروزينراثر قطبيت حلال ب  : )14-3(شكل  
 در λmaxتوجه داشته باشـيد  . دهد اتيلن گلايكول نشان مي% 20منقطع، طيف جذبي اين اسيد آمينه را در محلول      

  .قطبي افزايش يافته است حلال كم
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  :يابي فضايي اثرات جهت .3- 4- 3
 24رنگي ترين مورد، كم شده شناخته.  دارندε و λmax غالبا اثرات زيادي بر روي هاي فضايي يابي جهت

اين اثر بدين صورت است كه ضريب جذب يك نوكلئوتيد وقتي در يك . اسيدهاي نوكلئيك است
، ضريب جذب باز اي رشتهبا تشكيـل ساختمان دو . يابد گيرد، كاهش مي نوكلئوتيدي قرار مي رشته پلي

مشاهده ) 15- 3(توان در شكل   اين اثر را مي.شدن جفت بازهاست يابد كه به علت منظم هم كاهش مي
  :نمود

  
اي، خط منقطع طيف جذبي   دو رشتهDNAخط ممتد طيف جذبي . T7 DNAطيف جذبي : )15-3(شكل 
DNAاي و خط نقطه چين طيف جذبي نوكلئوتيدهاي آزاد پس از هيدروليز پيوندهاي فسفو دي استر  رشته  تك

  .دهد  نشان ميDNAموجود در ساختمان 
  

، يك دسته قوانين هاي بيولوژيك بر اساس نتايج حاصل از آزمايشات فراوان بر روي ماكرومولكول
 :باشند زير مي است كه به شرح بدست آمدهتجربي 

تر  قطبي و هيستيدين به حلال و يا محيط كم  فنيل آلانين، تايروزين، اگر اسيدهاي آمينه تريپتوفان-1
 :بنابراين. يابد ش مي آنها افزايε و λmaxمنتقل شوند، 

بالاتر  آن  ε و λmaxاگر طيف يك اسيد آمينه در يك پروتئين در يك حلال قطبي نشان داد كه ) الف
پس اين اسيد آمينه بايد در يك ، صورت آزاد در همان حلال استه  اسيد آمينه ب همينε و λmaxاز 

                                                 
٢٤ Hypochromism 
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رهاي جانبي غيرقطبي احاطه شده  و توسط اسيدهاي آمينه با زنجي25ناحيه دروني پروتئين واقع شده
  .باشد
 λmaxاي كه  ، اسيدهاي آمينهاگر طيف يك پروتئين نسبت به تغييرات قطبيت حلال حساس باشد) ب
براي استفاده از .  باشند26بايد بر روي سطح پروتئين واقع شده كند با قطبيت حلال تغيير ميآنها  εو 

فضايي در  ت حلال نبايستي موجب آنچنان تغيير بناياين قانون بايد خاطر نشان نمود كه تغيير قطبي
  .ساختمان پروتئين شود كه جاي يك اسيد آمينه دروني و سطحي را با هم تعويض كند

 OHمثل (شونده  يابد اگر يك گروه تيتر  هميشه افزايش ميε و λmax براي اسيدهاي آمينه، 2-
  ،كند  تغيير ميpHبنابراين وقتي . ر باشدباردا)  سيستئينSHتايروزين، ايميدازول هيستيدين و يا 

 به اندازه كافي pHاگر هيچ تغييري در طيف اسيدهاي آمينه تيترشونده مشاهده نشود و تغيير ) الف
كروموفور بايستي در يك ناحيه دروني ، شدن اسيد آمينه آزاد گردد باشد كه بتواند موجب تيتر

  .غيرقطبي پروتئين مدفون شده باشد
 مشابهي با pK نشان داد كه گروه يونيزه شونده داراي pHصورت تابعي از ه ر طيف باگر تغيي) ب

  .پس اسيد آمينه بايستي در سطح پروتئين واقع شده باشد، همان اسيد آمينه در حالت آزاد است
 اسيد آمينه موجود pKدهنده وجود اختلاف زياد در   نشانpHصورت تابعي از ه اگر تغييرطيف ب) ج

حضور ، پس اسيد آمينه بايد در يك محيط قويا قطبي ن پروتئين و اسيد آمينه آزاد باشددر ساختما
  ).هاي كربوكسيل احاطه شده است تايروزين كه توسط گروه مانده مثلا يك باقي( داشته باشد

  

 و به هم نزديكتر شوندباشند تر  هاي حلقوي آنها موازي ، هر چه سيستمها ها و پيريميدين  در پورين-3
ها، از بالا به پايين،  ها و پيريميدين  پورينεمقدار . يابد كاهش مي بيشتر ε، )انباشتگي بازها بيشتر باشد(

  :يابد به صورت زير كاهش مي
  باز آزاد

  اي انباشته نشده رشته نوكلئوتيد تك  در يك پليباز
  اي انباشته شده رشته نوكلئوتيد تك  در يك پليباز

  اي رشته دونوكلئوتيد   در يك پليباز
  

                                                 
٢٥ Burried Amino Acid 
٢٦ Exposed Amino Acid 
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  كاربردهاي طيف سنجي جذبي .5- 3
  

  :گيري غلظت اندازه .1- 5- 3
گيري غلظت است به شرطي   اندازه(UV−VIS)مرئي  - بنفش سنجي ماوراء مهمترين كاربرد طيف

  .لامبرت نيز صادق باشد        -  معلوم بوده و قانون بيرεكه 
               .است OD260 = 1، (c = 50 μg.ml-1) اي  رشته  دوDNA براي يك ،عنوان مثال به
      با غلظتDNA، مربوط به OD260 = 0/1 ، و μg.ml-1 25، مربوط به غلظت OD260 = 0/5 پس 

5 μg.ml-1است .  
  مثلا.ايد فرض كنيد مخلوط اسيدهاي آمينه را توسط كروماتوگرافي تعويض يوني از هم جدا كرده

           با دانستن ضريب جذب آنnm 280شده در  ور جذبتوان از ميزان ن غلظت تريپتوفان را مي
)ε = 5600 M-1.cm-1(ل تريپتوفان در كووتي با پهنايبنابراين، اگر مقدار جذب محلو.  بدست آورد 

4 cm باشد، غلظت تريپتوفان برابر خواهد بود با0/26 برابر با :  
  

M/
cmcm.M

/ 5
11 1016145600

260 −
−− ×=
×

==
l
Ac
ε

  
 

كنند و اين اجزاء نه  گيري حاوي اجزايي است كه نور را جذب مي زهدر بعضي موارد، ماده مورد اندا
شان  عنوان مثال، باكتريوفاژها كه جذبه ب. صورت سوسپانسيون حضور دارنده صورت محلول بلكه به ب

سازند  كنند بلكه نور را متفرق نيز مي  آنهاست، نه تنها نور را جذب ميDNAواسطه محتواي ه اساسا ب
توان بر روي تفرق تصحيح انجام داد  براي رفع اين مشكل مي. شوند كاذب جذب ميو موجب افزايش 

 λmaxهايي كه از  براي اين كار، جذب را در يك سري از طول موج. و سهم آن را در جذب حذف نمود
شده  گيري كند، نمودار جذب اندازه  تغيير ميλ-4چون تفرق با . كنند گيري مي فاصله زيادي دارند اندازه

واسطه تفرق ه جايي كه تمامي جذب مشاهده شده ب( رسم شده و بخش خطي اين منحني λ-4ر مقابل د
مثالي از چنين . گيري شده تصحيح گردد شود تا سهم تفرق در جذب اندازه يابي مي  برونλmax، تا )است

  :مشاهده نمود) 16- 3(توان در شكل  تصحيحي را مي
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  . و تصحيح سهم تفرق در آنT7 فاژ E.Coliطيف جذبي : )16-3(شكل 

  

  .هاست اين روش، روش كارآمدي براي تعيين محتواي اسيد نوكلئيك باكتريوفاژها و ديگر ويروس
  

  :هاي شيميايي سنجش واكنش .2- 5- 3
وسيله اسپكتروفتومتري مورد سنجش قرار داد اگر، لااقل ه توان ب هاي شيميايي را مي بسياري از واكنش

دو مثال زير .  و يا محصولات در حين پيشرفت واكنش مقدار جذبش تغيير كندگر يكي از مواد واكنش
  :دهد نشان مي) آنزيمي(هاي شيميايي  كاربرد اسپكتروفتومتري را در سنجش

 

گيري  سادگي اندازه توان به روش اسپكتروفتومتري به گالاكتوزيداز را مي- مقدار فعاليت آنزيم بتا-1
 بنزن و نيترو -گالاكتوزيد را به ارتو فنيل نيترو - ستراي مصنوعي ارتواين آنزيـم، تبديل سوب. نمود

توان  از اينرو مي.  واقع شده استnm 420بنزن در  نيترو  -  محصول ارتوλmax. كند ز ميگالاكتوز كاتالي
  . با گذشت زمان، فعاليت اين آنزيم را تعيين نمودnm 420با تعقيب آهنگ افزايش جذب در 

  

طبق قانون . توان توسط اسپكتروسكوپي جذبي دنبال كرد نوكلئوتيدها را نيز مي نزيمي پلي هيدروليز آ-2
بنابراين، . نوكلئوتيدهاست ، ضريب جذب باز آزاد بيشتر از ضريب جذب باز موجود در ساختمان پلي3

  آنOD260،  تبديل شوداش  سازندهئوتيدهايكلنو  و به مونونوكلئوتيد هيدروليز شود اگر يك پلي
 افزايـش خواهد  OD260نوكلئوتيـد افزوده شود، ك نمونه پلي اگر يك نوكلئاز به ي.افزايش خواهد يافت
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نوكلئوتيد  پلي استر موجود در ساختمان دي دهنده هيدروليز پيوندهاي فسفو افت و اين افزايش نشاني
  .است

  

  :كننده اشعه ايكس  يك ماشين توليد27 دوزتعيين ميزان .3- 5- 3
 موجود در +Fe2هاي  يون،  مورد تابش اشعه ايكس قرار گيردH2SO4 در FeSO4لول اگر يك مح
 nm 305 را با جذبي كه در +Fe3توان تغييرات غلظت   تبديل خواهند شد و مي+Fe3اين محلول به 

اين روش، . شده قابل محاسبه است ز دريافتو، كل دOD305با استفاده از . دارد، مورد مطالعه قرار داد
 28 فروس سولفاتسنجي ساز است كه ميزان هاي يـون ترين روش كمي مطالعه تابش ن و دقيقبهتري

  .شود ناميده مي
  

   با استفاده از اسپكتروسكوپي جذبيDNAمطالعات ساختماني  .6- 3
  

  :اي رشته   دوDNAپيچه در   - مطالعه انتقال مارپيچ .1- 6- 3
 OD260  يك نمونهDNA در نتيجه، . يابد  افزايش ميگرم شوددر يك محدوده دمايي ويژه  اگر

شود كه ناشي از عدم انباشتگي  پيچه تلقي مي -شدن و يا انتقال مارپيچ  معياري از غيرطبيعي29پررنگي
 DNAكند كه بتوان پايداري  اين سنجش نوري ساده اين امكان را فراهم مي.  استDNAبازهاي  جفت

. گيري نمود اندازه هاي كوچك  و افزايش مولكوللالقطبيت ح، قدرت يوني، pH  ،را در ارتباط با دما
  :اند از جمله  با استفاده از اين روش آشكار شدهDNAبسياري از خواص مهم 

 GCهاي  اين بدان علت است كه جفت. يابد  آن افزايش ميGC با محتواي DNA پايداري حرارتي -1
  .اند  به هم متصل شدهATهاي  تر از جفت محكم

و سپس تا ) شود نه تا دمايي كه ميزان جذب بيشينه مي( افزايش يابد DNA محلول  اگر دماي يك-2
درنگ به  است خنك شود، چگالي نوري بي تر از دمايي كه هيچ افزايش چگالي نوري مشاهده نشده پايين

دهد كه اگر جدا شدن دو رشته كامل نشده  اين مشاهده نشان مي. گشت مقدار اوليه خود باز خواهد
  .گردد راحتي تشكيل ميه اي ب رشته  ساختمان طبيعي دوباشد، 

                                                 
٢٧ Dose Rate 
٢٨ Ferrous Sulfate Dosimetry 
٢٩ Hyperchromicity 
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 بيشتر شده  نور كاملا از ناحيه انتقاليكه ميزان جذب دهد مگر اين  جدا شدن دو رشته روي نمي-3
  .باشد

 تا بيش از دماي لازم براي جدايي دو رشته گرم شود و سپس خنك گردد، DNA اگر محلول -4
 (M 0/1)در قدرت يوني بالا % 12به ) دار بيشينه افزايش جذبمق% (37ميزان افزايش در جذب، از 

طور اتفاقي ه ب) اي رشته درون و بين(كاهش خواهد يافت زيرا در اين شرايط، پيوندهاي هيدروژني 
اگر . شود شده مجتمع مـي  غيرطبيـعيDNAاز ايـنرو، در قدرت يوني بالا . دوباره تشكيل خواهند شد
، چگالي نوري در بيشترين مقدار خود باقي خواهد ماند زيرا )M 0/01مثلا (قدرت يونـي پايين باشد 

  .هاي فسفات دو رشته را از يكديگر جدا نگه خواهد داشت نيروي دافعه بين گروه
افزايش يافته، در محيطي با قدرت يوني در % 12 كه جذبش به ميزان DNA اگر يك نمونه -5

 نيز زياد باشد، در ظرف DNA قرار داده شود و غلظت Tm و دماي بالاتر از M 1/0-0/5محدوده 
شود كه  شدن ناميده مي اين فرآيند، دوباره طبيعي. گردد چند ساعت جذبش به مقدار اوليه خود باز مي

 به طور DNAباز شدن دو رشته (يابد  اي خود را باز مي رشته   ساختمان طبيعي دوDNAدر طي آن 
باز شدن دو رشته همراه با افزايش جذب به ميزان  و نيم% 37زان كامل همراه با افزايش جذب به مي

 ).است% 18/5
  

  : در اسيدهاي نوكلئيك30 اختلال حلال.2- 6- 3
    نوكلئوتيدها    موجب تغييرات طيفي مشخصي در مونوD2O% 50تغيير حلال از آب به محلول 

 در DNAييرات طيفي يك نمونه از اينرو، تغ. بازها ندارد شود ولي هيچ اثري بر طيف جذبي جفت مي
اند، مورد  باز درنيامده صورت جفته تواند براي تعيين كسري از بازها كه ب  ميD2O%  50محلول

در .  داردtRNAاين روش ارزش زيادي در مطالعه اسيدهاي نوكلئيك از جمله . گيرد استفاده قرار
ر پيوندهاي هيدروژني شركت كنند دهد كه تمام بازها د  توالي بازها اجازه نميtRNAهاي  مولكول

نشده در معرض تماس با حلال و تغيير   در نتيجه، بازهاي جفت)ها واقع شده اند پوآنهايي كه در لو(
  .باشند در طيف جذبي مي

  
  

                                                 
٣٠ Solvent Perturbation 
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  :ها با استفاده از اسپكتروسكوپي جذبي مطالعه ساختماني پروتئين .7- 3
  

  :ها  پروتئينتيتراسيون اسپكتروفتومتري .1- 7- 3
 تفكيك پروتون از pKها نيازمند تعيين مقادير  سياري از مطالعات بر روي ساختمان پروتئينب

تواند اطلاعاتي راجع به موقعيت  زنجيرهاي جانبي اسيدهاي آمينه تيترشونده است زيرا اين مقادير مي
بدست آورد توان اينگونه اطلاعات را  در اغلب موارد مي. اسيد آمينه در ساختمان پروتئين بدست دهد

يك پروتئين . دهد زيرا تفكيك پروتون اغلب طيف جذبي كروموفورهاي قابل يونيزاسيون را تغيير مي
اگر گروه  (2بر اساس قانون تجربي . فرضي را در نظر بگيريد كه داراي پنج اسيد آمينه تايروزين است

موجود در (هاي خارجي  ايروزينتوان تعداد ت ، مي)يابد آن افزايش مي ε و λmaxتيترشونده باردار شود، 
  ):17-3شكل (را تعيين نمود ) وتئينسطح پر

  
، پنج تايروزين  (A)در منحني .  آنε295 براي تايروزين با استفاده از pHهاي تيتراسيون  منحني: )17-3(شكل 

طبيت محيطي ولي با ق(، دو تايروزين بيروني و سه تايروزين دروني C)  ( وB)(هاي  در منحني. بيروني هستند
  .هستند) متفاوت

  

 يونيزه خواهند pHآنها با افزايش ، تمامي ها بر روي سطح پروتئين واقع شده باشند اگر تمام تايروزين
در . ها جابجا خواهد شد و طيف آنها مانند طيف تايروزين آزاد خواهد بود شد و طيف كلي تايروزين

 خواهد A مانند منحني pHدرمقابل ) ايروزين براي شكل يونيزه تOD295) λmaxاين صورت، نمودار 
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.  حاصل خواهد شدBمنحني ، تايروزين در بيرون باشند در عوض، اگر سه تايروزين در درون و دو. شد
 خيلي بالا كه ساختمان پروتئين غيرطبيعي pHشوند و تنها در  يعني فقط دو تايروزين خارجي تيتر مي

اگر سه تايروزين . اس با حلال قرار گرفته و تيتر خواهند شدسه تايروزين دروني در معرض تم، شود مي
،  در يك محيط دروني قطبي باشندمحيط دروني غيرقطبي بودند دروني بر خلاف حالت قبل كه در

 دو pKبا ) در محيط قطبي( اين سه تايروزين دروني pK حاصل خواهد شدكه در اينصورت Cمنحني 
  .تايروزين خارجي متفاوت خواهد بود

  

  :ها توسط روش اختلال حلال فضايي پروتئين هاي بناي  تعيين برخي جنبه.2- 7- 3
فرض . ، طيف جذبي كروموفورها بستگي به قطبيت محيط اطرافشان دارد1بر اساس قانون تجربي 

. كنيد يك پروتئين در يك حلال قطبي قرار دارد و طيف يك كروموفور دروني آن بدست آمده است
توان نتيجه  با طيف معلوم همان كروموفور در يك حلال قطبي و غيرقطبي ميبا مقايسه اين طيف 

گرفت كه اگر طيف كروموفور مورد نظر شبيه به طيف همان كروموفور در حلال غيرقطبي بود، پس 
 را نيز λmaxمقدار جابجايي در . قطبي واقع شده باشد و بالعكسوفور بايد در يك ناحيه دروني غيركروم
ه تعيين دروني و يا بيروني بودن يك اسيد آمينه ب. تخمين درجه قطبيت حلال بكار بردتوان جهت  مي

از . شود روش اختلال حلال ناميده مي، گيري طيف پروتئين در حلال قطبي و غيرقطبي وسيله اندازه
شبيه به محيطي كه پروتئين در (عموما شناخت ساختمان يك پروتئين در محلول آبي نمكي  آنجايي كه

باشد، ضروري است كه خود حلال غيرقطبي موجب القاء  ورد علاقه ميم) ل زنده در آن قرار داردوسل
فضايي در ساختمان پروتئين نشود و عدم اثرگذاري حلال غيرقطبي بر ساختمان پروتئين  تغييرات بناي

 غيرقطبي هاي كاملا ها ندرتا در حلال در حقيقت، پروتئين. د گردهاي ديگر تاييد بايستي توسط روش
 هايي يا غيرمحلولند و يا غيرطبيعي  ها در چنين حلال گيرند زيرا بيشتر پروتئين مورد مطالعه قرار مي

اي است  ماده% 20آب و % 80شود كه شامل  معمولا در چنين مطالعاتي، از حلالي استفاده مي. شوند مي
ه در روش اختلال حلال به طور هاي استانداردي ك برخي از مخلوط. آورد كه قطبيت آب را پايين مي
  :اند نشان داده شده) 2- 3(گيرند، در جدول  معمول مورد استفاده قرار مي
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  .برخي از حلال هاي مورد استفاده در روش اختلال حلال: )2-3(جدول 
  

  )وزني/وزني% 20محلول (هاي جامد  افزودني  )حجمي/حجمي% 20محلول (هاي مايع  افزودني
  مانيتول  ايدمتيل سولفاكس دي

  اتيلن گلايكول پلي  دي اكسان
  سوكروز  اتيلن گلايكول
  اوره  گليسرول

  

ترين روش  مناسب. نامند  مي31كننده هاي مختل اي دارند را حلال يافته ها كه قطبيت كاهش اين حلال
ف در دو گيري طي اندازه، ضرورت  است كه در آن32اسپكتروسكوپي افتراقي، استفاده از اختلال حلال

كننده  را يكبار در حضور و يكبار در غياب مختل، بايستي طيف  معمولدر روش. نوبت وجود ندارد
گيري جذب يك  وسيله اندازهه ، يك طيف بدر اسپكتروسكوپي جذبي استاندارد. گيري نمود اندازه

 و هدو محلول نمون،  در اسپكتروسكوپي افتراقي.شود  ميگيري اندازه جذب حلال  نمودنمحلول و كسر
، در اين روش. كننده است ها حاوي مختل باشند ولي تنها يكي از محلول  داراي اجزاء يكساني ميمرجع

  جذب ازدر هر طول موج، جذب يك محلول) مربوط به هر محلول(گيري دو طيف  اندازه به جاي
ونه تحت آيد كه طيف نم صفر تنها وقتي بوجود مي يك طيـف افتراقي غير. گردد كسر ميمحلول ديگر 

.  خواهد بودλmax در Δε و λmaxهاي بدست آمده از چنين طيفي،  پارامتر. كننده قرار گيرد مختل تاثير
  :دهد اتيلن گلايكول نشان مي% 20تايروزين را در محلول  طيف افتراقي تريپتوفان و) 18- 3(شكل 

                                                 
٣١ Perturbing Solvents 
٣٢ Difference Spectroscopy 
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توجه نماييد كه . تيلن گلايكولا% 20آب و % 80هاي افتراقي تايروزين و تريپتوفان در  طيف: )18-3(شكل 

 . نيز باشدΔεتواند داراي مقادير منفي  طيف افتراقي مي
  

 :ها پيچه در پروتئين - مطالعه انتقال مارپيچ.3- 7- 3

شدن در معرض حلال قرار  شده در يك پروتئين در حين غيرطبيعي چون يك كروموفور مدفون
عنوان ه ب. پيچه را دنبال نمود - ، انتقال مارپيچوموفورهاتوان با تعقيب جذب اين كر ، ميخواهد گرفت

تريپتوفان باشد كه برخي از آنها دروني باشند، بازشدگي اين پروتئين   چنديك پروتئين داراياگر ، مثال
توان اثرعواملي  سپس مي.  مورد مطالعه قرار گيردΔε292گيري  تواند با اندازه صورت تابعي از دما ميه ب

 را بر روي پايداري ها و غيره ها، كوآنزيم ، مواد افزودني، سوبستراها، مهاركنندهpH از قبيل قدرت يوني، 
 .پروتئين مورد نظر بررسي كرد

در . نشان داده شده است) 19- 3(هاي بدست آمده از چنين مطالعاتي در شكل  يك نمونه از داده
كوپي افتراقي اختلالي در طول پيچه در يك پروتئين فرضي توسط اسپكتروس -اين مطالعه، انتقال مارپيچ

 مورد سنجش قرار گرفته NaClاتيلن گلايكول و در دو غلظت متفاوت % 20  در حلالnm 292موج 
باشد زيرا دماي بيشتري براي   پايدارتر ميNaClتوجه نماييد كه پروتئين در غلظت بالاتر . است

 .بازشدگي آن مورد نياز است
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 در حلال NaClپيچه توسط اسپكتروسكوپي افتراقي اختلالي در دو غلظت     -مارپيچمطالعه انتقال : )19-3(شكل 

 اتيلن گلايكول در  - NaClمحلول مرجع براي طيف افتراقي، پروتئين در محلول . اتيلن گلايكول% 20آب و % 80
Co20 است.  

 

 :33پروتئين -  تجمعات پروتئين.4- 7- 3

باشد زيرا كروموفورهاي  پروتئين همراه با تغيير طيف جذبي آنان مي - تشكيل تجمعات پروتئين
ان شبيه به طيف كروموفورهاي ش اند و طيف موجود در سطح پروتئين كه در معرض حلال قرار داشته

 ها به يكديگر مدفون  هاي اتصال پروتئين پروتئين در جايگاه - پروتئين، در اثر تجمعات باشد مي آزاد
 .هاي حلال نيستند ر در دسترس مولكولاند و ديگ شده

 

  :جذب نور پلاريزه .8- 3
يك شعاع . شود  تعريف ميEصورت صفحه بردار ه صفحه پلاريزاسيون يك موج الكترومغناطيس ب

طور اتفاقي ه نور معمولي غيرپلاريزه است زيرا مجموعه امواجي است كه صفحات پلاريزاسيون آنها ب
تمامي . باشد اي تنها داراي يك صفحه پلاريزاسيون مي پلاريزه صفحهاست ولي نور  آرايش پيدا كرده

، عنوان مثال به. كروموفورها حداقل داراي يك محور ترجيح داده شده براي جذب نور پلاريزه هستند
 Eاحتمال جذب نور پلاريزه توسط حلقه مسطح و متقارن هگزامتيل بنزن بيشترين خواهد بود اگر بردار 

  . عمود بر اين صفحه باشدEاشد و احتمال جذب صفر خواهد بود اگر بردار در صفحه حلقه ب

                                                 
٣٣ Protein-Protein Aggregation 



   بيوفيزيك....................................... ................................................................................................................
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مثل نفتالين كه يك  هاي متفاوت باشد، اگر مولكول كروموفور داراي محورهاي تقارن با طول

 Eدهد كه صفحه بردار  اندازه است، جذب تنها وقتي روي مي مولكول مسطح با دو محور تقارن غير هم
  .لين باشددر صفحه حلقه نفتا

  
، موازي محور بزرگ مولكول و يا محور  Eولي احتمال جذب بستگي به اين خواهد داشت كه بردار 

 را در جهات ويژه تعريف εشود و در اين حالت بايد   ناميده مي34رنگي اين اثر، دو. كوچك آن باشد
  . داردهاي بيولوژيك اهميت زيادي يابي فضايي مولكول اين اثر در مطالعه جهت. نمود

 

                                                 
٣٤ Dichroism 


