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سپاسگزاري

از زحمـات تـا لازم مي دانمبر خود م، ه ااكنون كه به فضل خدا موفق به اتمام اين دوره تحصيلي شد

را مـورد لطـف و حمايـت خـود قـرار دادنـد صـميمانه        بنده،مدتايندر به هر طريقكهعزيزانيهمه

:خصوصا،نمايمتشكر و قدرداني

كـه راهنمـايي   دكتر جليل مهـرزاد دكتر جليل مهـرزاد دكتر جليل مهـرزاد دكتر جليل مهـرزاد و دكتر محمد جواد چايچيدكتر محمد جواد چايچيدكتر محمد جواد چايچيدكتر محمد جواد چايچياساتيد راهنماي عزيز و گرانقدرم 

راهگشاي مشكلاتم بود و مهرباني و صميميت ايشان قوت قلبي براي ادامه شان همواره ايهاي ارزشمند

.كار

.د ايشانبه پاس راهنمايي هاي ارزشمندكتر حميد گلچوبياندكتر حميد گلچوبياندكتر حميد گلچوبياندكتر حميد گلچوبياناستاد مشاور عزيزم 

ايـن  زحمت مطالعه و تصحيحكه علاوه برميبديميبديميبديميبديدكتر عبدالرئوف صمديدكتر عبدالرئوف صمديدكتر عبدالرئوف صمديدكتر عبدالرئوف صمديو ناصر عزيزيناصر عزيزيناصر عزيزيناصر عزيزيدكتر 

.بهره مند شدمنامهپايانانجام اين شان در زمان هاي ارزشمنداز راهنماييبارهاامه،نپايان 

يشـگاهي را  كه امكان استفاده از امكانات آزمادكتر سامان حسينخاني دكتر سامان حسينخاني دكتر سامان حسينخاني دكتر سامان حسينخاني همكاري صميمانه و بي دريغ 

شـاگردان  همينطـور همـه   براي بنده فراهم نمودنـد و  تهران در بخش بيوشيمي دانشگاه تربيت مدرس 

.مطالب بسياري از آنها آموختمايشان كه 

، تايمـاز  ، تايمـاز  ، تايمـاز  ، تايمـاز  مهدي موسويمهدي موسويمهدي موسويمهدي موسوي، مهندس حسين نياكمالمهندس حسين نياكمالمهندس حسين نياكمالمهندس حسين نياكمال، پرواپرواپرواپروا، پوريا بي، پوريا بي، پوريا بي، پوريا بيرضا آخونديرضا آخونديرضا آخونديرضا آخونديآقايان دوستان عزيزم

هـاي  كمـك و راهنمـايي  هميشـه قـدردان  كـه امينـي امينـي امينـي امينـي و پورپورپورپوردردردردرحيحيحيحيو خانم هاطعنه ، عباس امامقلي زادهطعنه ، عباس امامقلي زادهطعنه ، عباس امامقلي زادهطعنه ، عباس امامقلي زاده

.خواهم بودارزشمندشان

كاركنان محترم دانشـكده  كليه همه دوستان عزيزم در آزمايشگاه اسپكتروسكپي و الكتروشيمي و 

.شيمي دانشگاه مازندران

مهدي پرور 
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:بهتقديم
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:چكيده

يا راديكالهاي آزادي را دارند (ROS)لوگيري از توليد مشتقات فعال اكسيژن برخي از مولكولها توانايي ج

هاي انسان تواند بعنوان كليدي در درمان بسياري از بيماريگردند، اين حقيقت ميتوليد ميگري آهنكه با ميانجي

اين د؛ شور انتخاب تواند بدين منظواست كه ميتركيباتياز جمله (DFO)دفروكسامين . وحيوانات قلمداد گردد

داراي تمايل به (يك سايدرفور،شودتوليد ميStreptomyces pilosusباكتري تركيب كه در طبيعت بوسيله

براي درمان بيماراني كه دچار عارضه اضافه بار آهن هستند همچون بيماران موثرو به عنوان دارويياست)آهن

در روبش DFOنامه تاثير در اين پايان. گيردورد استفاده قرار ميمو بعضي از بيماريهاي عفوني و آماسيتالاسمي

ROS مثل راديكال هيدروكسيل(OH˙) آنيون سوپراكسيد ،(O2
•) و هيدروژن پراكسيد(H2O2) توسط

.مورد بررسي قرار گرفتUV-Visو اسپكتروسكپي CLآزمايشهاي 

هاي از آنجايي كه انجام سيستم. ني استنوساCL، واكنش CLبعلاوه، يكي از واكنشهاي جالب توجه 

تاثير چند تركيب داراي خاصيت روبندگي بنابراينباشد،ها وابسته مينوساني اساسا به واكنشهاي توليد راديكال

، اسكوربيك اسيد و DFOآشفتگي ناشي از  . راديكال بر روي سيستم نام برده در بالا نيز مورد مطالعه قرار گرفت

بوسيله H2O2-KSCN-CuSO4-NaOH-luminolنوساني CLبر رفتار سيستم B9و B6ويتامينهاي 

ساز مورد بررسي قرار گرفتدستگاه لومينومتر دست

به دوز اين را دارد و اين تواناييROSداري توانايي مقابله با بطور معنيDFOنشان داد كه مطالعه نتايج اين 

.ه استتوابسدارو 

:هاي كليديواژه

.هاي فعال اكسيژن، ظرفيت روبشوكسامين، آنتي اكسيدان، نورتابي شيميايي، گونهدفر
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:علايم و اختصارات

Ascorbic acidAA
Adenosine triphosphateATP
BioluminescenceBL
CatalaseCAT
ChemiluminescenceCL
Cypridina Luciferin AnalogCLA
Dehydroascorbic acidDDA
DeferoxamineDFO
Dimethyl sulfoxideDMSO
Deoxyribonucleic acidDNA
%50 Effective concentrationEC50
Electron Paramagnetic ResonanceEPR
Electron Spin ResonanceESR
Femto mol Fmo
FerrioxamineFO
Glutathione peroxidaseGPX
High performance liquid chromatographyHPLC
Horseradish peroxidaseHRP
Indoxyl-β-glucuronideIBG
%50 Inhibition concentrationIC50
LucigeninLUC
MyeloperoxidaseMPO
Nano meternm
Phosphate buffered SolutionPBS
Reactive Oxygen SpeciesROS
Scavenging CapacitySC
SensitizerSen
Superoxid DismutaseSOD
Scavenging rateSR
UltravioletUv
VisibleVis
Micro Voltµv
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مقدمه: فصل اول

1نورتابي شيميايي-1-1

اي بر كشف و توسعه لومينسانسمقدمه-1-1-1
نيز انعكاس نيهاي علمي باستانوشتهدر اين پديده،زده كرده بودتازروزگاران باستان بشر را شگف2ي لومينسانسديدهپ

ين داراي يك نقاشي سحرآميز بوده كه در آن تصوير راتور چپقبل از ميلاد، ام1000بر طبق نوشته هاي كهن، درحدود . استيافته 

اما اين نخستين گزارش ،نوع تركيب استفاده شده در اين نقاشي شناخته شده نبود.شدنري در هنگام غروب آفتاب آشكار ميگاو

نخستين مرجع نوشته شده همچنين ]. 1[تر داشتهاي طولانيي نور روز را براي زماناز مواد ساخته دست بشر بود كه توانايي ذخيره

-تاب ميكه به توصيف كرم و حشرات شباستيدا شدهپقبل از ميلاد در چين 1000-1500ي لومينسانس در ديدهپدر خصوص 

كردند همچون كرم نور نشر مياز خوداي كههاي زندهها اساسا به اورگانيسمديدهپدر حقيقت، نخستين مشاهدات اين .]2[ردازدپ

وان شايد بترا ) قبل ازميلاد384-322(ارسطو . شدمربوط ميهاي لومينسانس كننده و تك ياختهافشانهاي نورتريتاب، باكشب

، گوشت فاسدماهي مردهبراي درخششي كه در را 3نور سردبه اين پديده توجه نمود و واژه يكي از نخستين فيلسوفاني دانست كه

در .]3[باز ميگردد17و16هاي مدرن و بديهي در خصوص اين موضوع به قرنيافتهين اما نخست].1[مشاهده كرد بكار بردو قارچ 

:وي مي نويسد، لومينسانس بردهايديدهپي به منبع متفاوت پ4يكنفرانسيس بميلادي1605سال 

نها زماني تاب تهاي شب؛ كرماست5در حالت جريانو آب شور وقتيشود مي درخشد؛شكر فقط زماني كه خراشيده مي«

.]2[» ...وس از آن توانايي درخشش دارند پي مكه زنده هستند يا ك

1- Chemiluminescence (CL)
2- Luminescence
3- Cold light
4- Francis Bacon
5- Dashing
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توسط يك كفاش و كيمياگر بنام 1600نخستين مثال از نشر لومينسانس جامدات به يك كشف تصادفي در حدود سال 

كرد ذوب ميسنگين راهايوي كه به اميد استخراج فلزات قيمتي در خانه خود سنگ. گرددمربوط مي1وينسنسيوكاسيارلوس

مزي از خود درخشندگي مايل به قرشبن و قرار گرفتن در معرض نور روز، درتاريكيبس از تكليس باكرپها مشاهده نمود خشت

به يك » فسفر«از آن با نام پسدو قرن معروف شدند و تا » 3هاي مهتابسنگ«يا » 2بلونين«هاي ها به سنگاين سنگ. كنندنشر مي

در حال حاضر نور ساطع .]2و4[شدندو به عنوان نخستين مواد معدني مصنوعي در نظر گرفته اب علمي تبديل شدهموضوع جذ

موت و بيسدانيم اين سنگ حاوي باريوم سولفات و مقاديري شود و ميبندي ميشده از سنگ بلونين در گروه فسفرسانس طبقه

.استمنگنز

هاي يخ مرئي كه از دستنورمعرفي شد و مربوط است به يك فسفرسانس 1746روتئين درپنخستين مثال از لومينسانس 

1888واژه لومينسانس در .]5[شودگيري در معرض نور خورشيد ساطع ميرس از قراپزده در هنگام ورود به يك اتاق تاريك 

هاي حرارتي مواد و نشر نور توسط مولكولبرانگيختگيدر اثربه منظور تمايز قائل شدن بين نور توليد شده 4توسط ايلهارد وايدمن

.]44[بدون افزايش در انرژي سينتيكي آنها معرفي شدو برانگيخته به طرق ديگر 

لومينسانسكشف بيولومينسانس و كمي-1-1-2
به اثبات 6نخستين بار توسط رابرت بويل) BL(5اهميت اكسيژن در بيولومينسانس

انجام داد ودريافت كه نور فاسدماهي و گوشترسيد، وي آزمايشاتي را با چوب درخشان، 

هر چند هنوز . ]7و6[يا كاملا از بين مي رود . يابدنشر شده از اين مواد درغياب هوا كاهش مي

كشف شود و آقاي بويل از 7ريستليپبود تا اكسيژن توسط اسچيل و مسال زمان لاز100

مي توان بعنوان اولين دليل كشف شده راحضور اين عنصرمطلع نبود، اما با اين وجود اين يافته

تا آن زمان .دانستCLو BLهاي براي اهميت اكسيژن يا يكي از مشتقاتش در واكنش

هستند فاسدهاي زنده عهده دار درخشش چوب و گوشتهنوزكشف نشده بود كه اورگانيسم

هاي سط قارچوسيده و گوشت فاسد شده به ترتيب توپو اثبات اين كه تابش يا درخشش چوب 

.]44[گزارش گرديد8توسط هلر1843شوند در ايجاد ميفشانهاي نورانورتاب و باكتري

بوجود آورد BLتحولي در نورتاب اي با انجام آزمايشاتي بر روي سوسك نورتاب و صدف دوكفه9ادوبو1885در سال 

با هم اين دو عصاره وقتياج نمود و دريافت استخررا در آب گرم و آب سرد 10فيروفوروسسوسكيوي عصاره]. 8-10[آورد 

ي يك واكنش شيميايي است كه نيازمند يك نشان داد كه لومينسانس نتيجهيبنابراين و. نمايندنورافشاني ميند وشمخلوط مي

او توانست . دمي باش-لوسيفراز نامگذاري شد-ايدار حرارتي پو يك فاكتور نا-لوسيفرين نامگذاري شد-ايدار حرارتي پفاكتور 

1- Vincencio Casciarolo
2- Bolonian stones
3- Moon stones
4- E. Wiedemann
5- Bioluminescence
6- Robert Boyle
7- Scheel & Priestley
8 -Heller
9- Dubois
10- Phyrophorus
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از اين زمان بود پس .نياز دارندحضور اكسيژنكه بهباشندميتوضيح دهد كه هر دو تركيب شامل يك سيستم سوبستراي آنزيمي 

هاي واكنش. براي تشخيص مقادير كم اكسيژن مورد استفاده قرار گرفت1بيجرينگهاي لومينسانس نخستين بار توسط كه باكتري

BLآوري و وي به منظور جمع،مورد مطالعه قرار گرفتند2هايي خصوصا توسط هارويانيسمگدر چنين اوراي بطور گسترده

وي هنوز هم اطلاعات جامعي از توزيع لومينسانس در طبيعت هاييافتهمختلف دنيا سفر كرد و به نقاطBLمهاي زصيف اورگانيوت

].12و2،11[آورد فراهم مي

4وي اين نور را نور معجزه اسا. مربوط به عنصر فسفر بودكهكشف گرديد 3توسط براند1669نخستين بار در سال CLاما 

].2و 1[ناميد 4اسا

CLهاي ي سيستممطالعه-1-1-3
را نشان داد، وي دريافت كه لوفين 6ي لوفينزتركيبات آلي سنتناشي ازCLنخستين بار 5رادزيسوسكي1877سال در 

بطور تصادفي لومينسانس 7در همان سال ايدر.]13[كندميازخود ساتعباز قوي حضورنورسبز رنگي در واكنش با اكسيژن در

ي واژهاما .]14[گرفت مشاهده كرديروگالول را زماني كه بعنوان يك ظاهر كننده در صفحات عكاسي مورد استفاده قرار ميپ

وايدمن توانست . نسانس را تعريف نكرده بود معرفي نشدي لومييعني زماني كه وايدمن واژه1888تا سال )CL(نورتابي شيميايي 

فوتولومينسانس، الكترولومينسانس، :ي لومينسانس را براساس نوع برانگيختگي به شش نوع مختلف طبقه بندي كندديدهپ

.مده استبه نمايش درآ1ولدبندي درجاين طبقه. لومينسانسيمترمولومينسانس، تربيولومينسانس، كريستالولومينسانس و ك

لومينول در اواسط قرن نوزدهم كشف شده مهمي سنتزيماده. بسياري كشف شدندCLهاي در اوايل قرن بيستم واكنش

و ]16[دشها توصيف N,N-diacylhydrazidو ساير ولشدت لومينسانس توليد شده از اكسايش قليايي لومين1928در ،بود

]. 17[ه شد به اين تركيب داد1934نام لومينول در 

ارائه شد 1937ي بعنوان يك تست فرضي براي خون در سالزشكپهاي در بررسي8يشنهاد براي استفاده از لومينولپنخستين 

ترين كشف درخصوص لومينول اين بود كه در مقايسه قابل توجه. ]19[گرديد و مورد تاييد واقع مطالعه 1939سال درو ]18[شد 

. آوردتري درواكنش با لومينول بوجود ميايداري طولانيپتجزيه شده و كهنه درخشش بيشتر وبا خون تازه خون خشك شده،

ح لحتي با چشم غيرمسن كهرف معرفي شده براي تشخيص مقادير ناچيز خوعتوان اظهار داشت كه لومينول بهترين مبنابراين مي

هاي شسته اند، لباساكسازي شدهپجنايي مناطقي كه عملا از خون هايتواند در  بررسيثلا اين ماده ميم. ميباشدقابل مشاهده نيست

ن رو ازاي]. 20[وجود مقادير بسيار ناچيز از خون را آشكار سازد ،كشي شدههاي لولهشده، سطوح تاريك، شكافها و درزها و بخش

].21[خورد يرولين به چشم ميپنزودرمشتقات بCLي كوانتومي بيشترين بهرهكه در اين بينندچندين مشتق لومينول سنتز شد

.]122[ت آورده شده اس1-1ي لومينول بطور مختصر در شكل تاريخچه

1- Beijerinck
2- E. N. Harvey
3- Brand
4- miraculous light
5- B. Radziszewski
6- Lophine (2,4,5-triphenylimidazole)
7-  J. M.  Eder
8- Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione)
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 ���.�8ر*�67 ���(��ل از ز��ن 234-١-١

تر بعنوان آشكارساز حساس) 3ل شك((PMT)1ريلاپهاي فوتومولتي لولهي شصت با توسعه دستگاهي و استفاده از در دهه

دانشمندان حين مطالعه نور بسيار ضعيف ناشي از فرايند .]23و22[يافت بيشتريگسترشCLهاي ي مطالعات واكنشمحدوده

تواند بطور قابل هاي فلورسانس كننده خاصي ميها دريافتند كه افزايش مولكولاكسايش خودبخودي انواع مختلفي از هيدروكربن

. ]35[رايج گرديد2شدهحساسCLاي شدت لومينسانس را افزايش دهد، بدين ترتيب اصطلاح ظهملاح

 ���.��PMTر��ز �ا, از *= >0	ح ��د�-٢-١

CLو BLاي از هاي تجزيهبرخي از نخستين استفاده-1-1-4
بعنوان يك ابزار CLمولمعاما كاربردهاي ]. 25[شدشروع1970اي در حدود به منظور اهداف تجزيهCLهاي بررسي

-در فاز گازي عمدتا به دليل نياز به تعيين آلودگيCLهاي توسعه روش.گشتآغازمايعبراي فاز 1980اي از حدود دهه تجزيه

همچنين .]29و28[بعنوان يك شناساگر در تيتراسيون هم به كرات استفاده شده است CLاز .]27و26[شدندهاي جوي آغاز 

CLتكنيكي براي آشكارسازي در بعنوانHPLC 30[شودمينيز استفاده[.

1 -Photomultiplier
2- Sensitized CL
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ATP1ي شب تاب در آناليزهاي كاربرد لوسيفراز حشره-1-1-4-1

توسط 1974كند در تاب ايجاد نور ميكه در حشره شبBLهاي و منيزيم براي انجام واكنشATPضرورت حضور 

استاندارد براي يها بعنوان روشاين واكنشBLهاي م واكنشدر مكانيسATPبا توجه به اهميت زياد . ]31[كشف شد 2آلروي

در حدود تابآزمايش حشره شبروشد تشخيص برايح. اندتعيين حساس و گزينشي مولكول مذكور مورد استفاده واقع شده

mol/l11-10ATPاز آنجا كه]. 32[آورد بود كه در اغلب موارد امكان تشخيص يك سلول تنها را فراهم ميATPي در همه

تا كنونو به همين دليلباشدميتوده ها غلظت بين سلولي تقريبا ثابتي دارد، لذا غلظت آن شاخص مفيدي از تمام زيستاورگانيزم

همچنين حساسيت بالاي ].33[مورد استفاده بوده است ... و هالجن گندابوتوده در فاضلاب جهت نمايش باكتري در غذا، زيست

جدول.شماردميخيص حيات در ساير سيارات مجاز تاب را بعنوان ابزاري جهت تشي شبامكان استفاده از حشرهاين آزمايش

.را نشان مي دهدATPاي هاي تجزيهدبرخي از كاربر2-1

�(ATP>*�)Aه�, -	?< از �4ر-	د-٢-١"!ول  �*BC در.

3(RIA)ي آزمايش ايمند نورتابي شيميايي در كاربر-1-1-4-2

بادي استوار هستندآنتي–ژن هايي كه بر اختصاصي بودن پيوند آنتيبسياري از آزمايشRIAاز هنگام توسعه روشهاي 

ها در يك نوع از اين آزمايش.اندقرار گرفتهاند و بسيار مورد بررسي توسعه پيدا كردهبدليل حساسيت ذاتي و اختصاصي بودن

.كنندبادي رقابت ميژن نشاندارشده ونشاندارنشده باهم براي پيوند با آنتيآنتي

Ag +Ag*+ Ab → Ag-Ab + Ag*Ab
رد تواند موگيري شده و منحني كاليبراسيون جهت تعيين آناليت ميژن آزاد و باند شده نشاندار اندازهپس از تعادل، آنتي

شود كه با وجود حساسيت بالا، معايبي چون هاي راديواكتيو استفاده مي)نشانگر(جهت نشاندار كردن از برچسب. استفاده قرار گيرد

و همكارانش يك 4شرودر1976در سال .مشكل دفع پسماند راديواكتيو و طبيعت ناپايدار معرفها همواره همراه اين روش است

1- Adenosine triphosphate
2- W.D. Mc .Elroy
3- Radioimmunoassay(RIA)
4- H. R. Schroeder

كاربردزمينه

نمايش سرعت تخميرا و داروهكنترل فرايند در صنايع غذايي، نوشيدني

هاي باكترياييتشخيص آلودگيبهداشتي-ها، دارو و لوازم آرايشيكنترل كيفي در صنايع غذايي، نوشيدني

گيري زيست تودهاندازهشناسيتصفيه فاضلاب و مطالعات اقيانوس

تشخيص وجود حياتهاي كهكشانيبررسي

پذيريكنترل قدرت زيستپزشكي

هاي باكترياييگيري عفونتزهانداپزشكي
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از مواد بيولوژيكي براي اندازه گيري كمي غلظت هاي بسيار پايينRIAروشي پيشنهادي بجاي را بعنوانCLسي روش ايمنوا

فلورسانت استفاده نمودند و ردگيري پيوندهاي اختصاصي با نشانگرهايول بعنوان نآنها از مشتقات ايزولومي.]34[پيشنهاد كردند 

.راهم نمودرا براي آنها ف1وتين و تيروكسينبيپروتئين امكان سنجيدن 

DNAدر آناليزهاي CLكاربرد -1-1-4-3
اين .راديواكتيو آغاز شدهاي برچسببه جاي استفاده ازDNAهاي هيبريداسيون در آزمايشCLاستفاده از 1987در 

ناشناس توسط روش DNAيك .براي همديگر استوار بودندDNAهاي ها براساس اختصاصي بودن فرايندهاي پيوند لبهآزمايش

در داربرچسبشناساگر DNAيكهاي شود تا با لبهاجازه داده ميجداسازيپس از هاي آناليت لبهكه طي آن به2ار كردندلكه

3پراكسيدازهورسراديشها آنزيمدر اين آزمايش.گرددشناسايي مي،و نشاندار شودنيتروسلولوزي واكنش دهدفيلترروي كاغذ

(HRP) شناساگربعنوان يكDNA دارد مورد فوتوگرافيروششدن توسط آشكارسازيقابليت واكنش با لومينولپس ازكه

اين روش آشكارسازي تمزي.د كه پيش از اين كشف مورد استفاده بودنديو جايگزين مواد راديواكتيوي گردفتاستفاده قرار گر

بصورت يك 1985سالدرCLآزمايش . شدباو اجتناب از مضرات مواد راديواكتيو ميDNAبراي Pg1سريع سطوح كمتر از 

.]36[روش تجاري درآمد 

CLسنسورهاي -1-1-4-4
نخستين بار سنسورهاي نوري را جهت آشكارسازي اكسيژن در فاز مايع و گاز با استفاده از 1981در سال 4من و فيتزفري

نيز سنسوري براي آناليزهاي هيدروژن آليزاوا و همكارانش]. 37[اتيلن گزارش كردند ) ودي متيل آمين(واكنش اكسايش تتراكيس

ور شده بود توسعه دادند روي يك فوتوديود كه در يك محلول قليايي حاوي لومينول و آناليت غوطهHRPپراكسيد با تثبيت 

بعنوان يك سيستم تشخيصي مناسب با خوبپذيريينشزدليل حساسيت بالا و گبهCLدر سالهاي اخير بيوسنسورهاي ].38[

به عنوان ،]39-42[توسعه پيدا كرده اندCLدر يك سنسور HRPچندين روش براي تثبيت آنزيم . شوندآنزيم ساخته ميتثبيت 

:مثال

Sol-gelكپسوله كردن در محيط انميكرو�

اكريلاميدتثبيت در ژل پلي�

تثبيت كووالانسي جهت ساخت فوتوديودهاي سيليكوني�

ربنخميرهاي كتثبيت در سيليكاي اصلاح شده و �

آويدين جهت ساختن ايمنوسنسورها-تثبيت در غشاهاي نيتروسلولوزي از طريق اتصال بيوتين�

1- Biotin & Thyroxin
2- Southern blot
3- Horseradish peroxidase(HRP)
4- Freeman & Seitz


