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 ۲۹/۴/۸۹: ريخ پذيرش                                     تا  ۲۸/۳/۸۹: تاريخ دريافت

  
  چكيده

 (BSA) 1مطالعه تاثير غلظت و حداقل زمان تماسي بر جذب سطحي پروتئين آلبومين سـرم گـاوي               : مقدمه
 و دماي ثابت مورد بررسي قـرار        pHمطالعات در   . مورد مطالعه قرار گرفته است     HA(2(بر روي هيدروكسي آپاتيت     

  .گرفته است
  . و دماي ثابت صورت گرفته استpHها در از ترسيم ايزوترممطالعه جذب سطحي با استفاده : هدف

 در طـول    UV-Vis با اسـتفاده از اسپكتروسـكپي        HA بر روي    BSAمقادير جذب سطحي    : روش بررسي 
  . نانومتر مورد مطالعه شده است280موج 

-سـانتي  درجه   22در  دماي    ) ثابت ايزوترم لانگميور   (HAحداكثر پروتئين جذب شده برروي سطح       : نتايج

  . باشد ميلي گرم بر گرم ميpH ،3478/3=2/7گراد و 
 و از HAتوان بـه سـاختار متخلخـل    ، ميpH=2/7 در HA بر روي BSAمقدار بالاي جذب  : نتيجه گيري 
  . ثابت مرتبط دانستpH در دما و BSAدست دادن خواص 

  
  ، فاكتور جدا كنندههاي جذبيهيدروكسي آپاتيت، پروتئين آلبومين، ايزوترم  :واژه هاي كليدي

  
  
         021 –46896504  :، تلفكسo.moradi@shahryaiu.ac.ir: دار مكاتباتعهده ∗

        1-Bovine Serum Albumin  
2- hydroxyl Apatite  
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 مقدمه
 باشـد مي سراميكي مواد بيو ملهج از HA  يا(Ca10(PO4)6(OH)2) شيميايي فرمول با آپاتيت هيدروكسي

 باليني كاربردهاي انسان، بدن ناسازگار در اثرات بروز عدم همچنين و استخوان با محكم برقراري پيوند دليل به كه

 زيـستي  رفتـار   بعـلاوه، )1-4(.دهـد مـي  ارائـه  ديـده  آسـيب  استخواني بافتهاي ترميم به منظور را وسيعي ارتوپدي و

 تخلخل حجم و ساختار، اندازه ريز فازي، و شيميايي تركيب نظير زيادي عوامل اتيت بهآپ هيدروكسي هايسراميك
 فرآيندهاي گروه دو به توانمي آپاتيت را هيدروكسي سراميك بيو توليد هايروش كلي طور  به)3(.دارد بستگي آن 

آپاتيـت   هيدروكـسي  يومتريتوليـد اسـتوك   امكان خشك فرآيندهاي از استفاده با)5و6(.بندي نمود تقسيم تر و خشك
(Ca:P=1.67)آمـده  بدست ديگر محصولات سوي از .است لازم زيادي زمان و نيرو منظور بدين  وجود دارد، اما 

 هيدروكـسي  انبـوه  توليـد  حال، هنگاميكههر  به)7 (.باشندمي برخوردار پاييني يكنواختي  از معمولاً فرآيندها، اين از

 خشك فرآيندهاي كاري، فرآيند آسياب حين در هاآلودگي از برخي حضور عليرغم ،نظر باشد مد كريستالي آپاتيت

 عمليات ميان اين  در)6 (.تر هستندمطلوب ترروشهاي با مقايسه در فرآيند بودن ارزان و توليد مجدد قابليت دليل به

 زيـست  و بهتـر  پـذيري  نظيـر فـرم   مشخـصاتي  بـا  مـواد  توليد دليل به كه است از فرآيندهايي يكي مكانوشيميايي

- محفظه  در اين فرآيندها اغلب )8-12( .است گرفته قرار توجه مورد اخير سالهاي طبيعي، در استخوانهاي با سازگاري

 ايجـاد  بـه  متاسـفانه منجـر   كه شودمي استفاده نزن زنگ فولاد يا و كاربيد سيليسيم تنگستن، كاربيد جنس از هايي

 )13-14( .رونـد نمـي  بـين  از سـختي  بـه  كـه  شـود مي شيميايي پايدار هايآلودگي يا و بالا ذوب نقطه با هاييآلودگي
 آلـودگي  از تـوان مـي  هاگلوله و محفظه شامل كاري آسياب محيط اتمسفر و  مانند عواملي كنترل طريق از بنابراين

 شناخته كاملاً يشيمياي-عمليات مكانيكي در شدن آمورف مكانيزم ديگر سوي از .عمل آورد به جلوگيري محصول

 بـستگي  ... و كـاري  آسـياب  محـيط  و نظير محفظه كاري آسياب شرايط به عمدتاً آن مشخصات و باشدنمي شده

   )13( .دارد
 پيوندي عضو يك پذيرش در كليدي مهمترين فاكتورهاي عنوان به خون پلاسماي در موجود هايپروتئين

 جزء بيوايمني، فرآيندهاي سري يك تحت در بدن، مصنوعي جزء ره كاشت از بعد)14-15( .باشدمي هاي بدناندام به

 آن طـي  در كـه  گيـرد، مـي  قـرار  خـون  موجـود در  هايپلاكت جمله از بيولوژيكي هايمولكول حملة بيگانه مورد

خواهـد   دفـع  عـضو پيونـدي   بيولـوژيكي،  فعاليـت  ايـن  دنبال به گاهي سطحي شده و آن جذب روي بر هاپروتئين
 طراحـي  در پيـشرفت  بـراي  .دارد بستگي  جاذبسطح شيميايي-فيزيكي خواص به سطحي پروتئين  جذب)16(.شد

 اطلاع بالا، سازگاري زيست و كارايي با از قبيل سيمان مصنوعي براي ترميم بافت استخوان هاييوساخت بيومتريال

 پـروتئين  طحيجـذب س ـ  بـر  مـؤثر  عوامـل  از . ضروري استHAسطح  بر پروتئين جذب چگونگي و از مكانيزم

 سطح فيزيكي شيميايي خواص سطح جاذب، بار پروتئين، سطحي بار دما، محلول، يوني ، قدرتpHآثار  به توانمي

حـذف   و )18-19(هـاي آبـي    به عنوان جاذب براي حـذف فلـزات سـنگين از محلـول    HA همچنين از )17 (.كرد اشاره
  . اشاره كرد )20(نيترات
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  )21(وتئين در جذب سطحي نوآرائي ساختار پر -1شكل 

  
 حاليكه درخـون  در باشد،مي پروتئين نوع دو به محدود شرايط آزمايشگاهي در سطوح، ساير  وHAموجود   نتايج

جذب  پيوندي و غير پيوندي، خارجي سطوح روي بر صورت رقابتي به كه شودمي يافت پروتئين نوع صد از بيش
همچنـين در برخـي از شـرايط     .گيـرد مـي  انجام و ديناميك مداوم صورت به بدن در اين فرآيند و شوندمي سطحي

 جـايگزين  ديگـر  پـروتئين  يك توسط مدتي از است بعد ممكن و سطحي شده جذب درآغاز ممكن است پروتئين

 )21 (.باشـد مي پيچيده بسيار سطحي پديدة جذب بيولوژيكي، هايمولكول مجاورت در بدن داخل بنابراين در. گردد
   قـرار  HAسـطح   بـا  تمـاس  در BSAپروتئين در محلول نظير آلبومين نوع انسان يـا   دهند، وقتيمي اننش مطالعات

دهند و در ساختار آن نوآرايي ايجاد شده كه باعث از دست دادن خواص مي تغيير را ساختار خود پروتئين گيرند،مي
 بهكه  P و Cموقعيت  نوع دو  دارايHA سطح )21 (. نشان داده شده است1خواهد شد كه در شكل  مولكول پروتئين

 بازي هاي ومولكولCهاي مكان در اسيدي هايمولكول  .باشند ميHAدرسطح  فسفات و كلسيم تركيبات ترتيب،

 بـرهم  نيروهـاي  پروتئين برروي سطح هيدروكسي آپاتيت، جذب غالب در نيروي .شوندمي  جذبPهاي مكان در

    )23-22(.باشندالكترواستاتيك مي كنش
 ثابت  pH در دما و     HA برروي سطح    BSA  پروتئين هدف از اجراي اين تحقيق بدست آوردن مقدار جذب سطحي         

همچنين در نظر است با تعيين روابط بين مقدار ماده جذب شده و غلظـت اوليـه، مقـدار جـذب                     . بدست آورده شود  
  .ها بدست آيد در ساير غلظتBSAسطحي 

  
  مواد و روش ها

  وتجهيزات مواد
 بعنـوان  (HA)هيدروكـسي آپاتيـت   ، Sigmaجذب شونده از شـركت  بعنوان مولكول گاوي  آلبومين سرم

 آلمـان بـا درصـد       Merck محلـول، از شـركت       pH براي ثابت نگـه داشـتن        ،KH2PO4سطح جاذب، استات سديم     
  -UVكپي  گيـري مقـدار پـروتئين جـذب شـده از دسـتگاه اسپكتروس ـ             براي اندازه . تهيه شده است  % 99/99خلوص  

  
Denaturation 1-  
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Vis  مدلUV-1700از شركت شيمازدو استفاده شده است . 

  روش آزمايش
BSA    2/7گرم بر ميلـي ليتـر در       ميلي 5/2-5/0 با غلظت=pH           تهيـه و نمـودار اسـتاندارد آن بدسـت آورده  

ليتر از محلول    ميلي 10داخل ظروف آزمايش    .  استفاده شده است   )23( از محلول بافر فسفات      pHبراي كنترل   . شودمي
 بعنـوان سـطح جـاذب اضـافه و نمونـه            HA گرم   1/0شود و سپس به آن      پروتئين با غلظت اوليه مشخص اضافه مي      
شود و پس از زمـان مـشخص، سـطح جـاذب از              قرار داده مي   Cº 1/0±22داخل شيكر مجهز به ترموستات در دماي      

 280 در طـول مـوج       UV-Visوتئين بـا اسـتفاده از دسـتگاه         ها با استفاده از سانتريفوژ جدا شده و غلظـت پـر           نمونه
لازم به ذكر است در اين تحقيق تمام آزمايشات سه مرتبه تكرار و ميانگين آن در                . شود بدست آورده مي   )23-28(نانومتر

  . نظر گرفته خواهد شد
  

  بحث نتايج و 
  ثر زمان و غلظت اوليها

ين است كه  اين پروتئين از نظر ساختاري نزديك به پـروتئين بـه نـوع                 علت استفاده از پروتئين آلبومين نوع گاوي، ا       
  )23(.شود استفاده ميBSAانساني بوده و با توجه به هزينه پائين آن، در اكثر مطالعات از 

هايي با غلظت اوليه پـروتئين      ، نمونه HA با سطح جاذب     BSAهاي  به منظور تعيين حداقل زمان تماسي بين مولكول       
هاي مختلف از   هاي مختلف تهيه و غلظت پروتئين جذب شده در زمان          در زمان  pH=2/7 بر ميلي ليتر در      گرم ميلي 1

  . نشان داده شده است1رابطه زير بدست آورده و نتايج آزمايش در نمودار 

m
VCCq t

t
)( 0 −=                                        )1                                 (                              

 بترتيب غلظت   Ct و   C0،  (mg/g) مقدار ماده جذب شده در زمان مشخص بر واحد جرم جاذب             qtكه در اين معادله     
 mليتـر و     حجم نمونه برداشت شده بر حسب ميلـي        V،  (mg/ml)اوليه پروتئين و غلظت پروتئين در زمان مشخص         

  . باشدجرم جاذب بر حسب گرم مي
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   و دمايpH=2/7گرم بر ميلي ليتر در  ميلي1 با غلظت اوليه BSAمطالعه اثر زمان بر جذب سطحي . 1ودار نم

Cº 1/0±22  
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 دقيقه غلظت جـذب پـروتئين بـه حالـت تعـادلي             60 تا   50گردد، در زمان بين      ملاحظه مي  1همانطور كه در نمودار     
يابـد و بـا گذشـت زمـان مقـدار       تغيير نمـي HAسطح رسيده بطوريكه با افزايش زمان، مقدار جذب سطحي برروي  

 دقيقه بعنوان زمان تماسي     60بنابراين به دليل اطمينان كامل از رسيدن به تعادل،          . جذب سطحي نيز ثابت خواهد ماند     
در ادامه مراحل آزمايش، به بررسي اثر غلظت اوليـه در جـذب سـطحي               . گرددبراي تمام مراحل آزمايش انتخاب مي     

BSA سطح    برروي HA  بدين منظور با انتخاب غلظت اوليـه        . شود پرداخته ميBAS  ،5/0  ،1  ،5/1  ،2   ميلـي  5/2 و -

گرم بر ليتر انتخاب و شرايط آزمايش و نحوه بدست آوردن غلظـت پـروتئين قـبلاً شـرح داده شـده اسـت و نتـايج                           
  .  نشان داده شده است2آزمايش در نمودار 

y = 0.8263x - 0.0262
R2 = 0.9985
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  Cº 1/0±22و دماي pH=2/7 دقيقه، 60، زمان تماسي HAبروري  BSAر جذب سطحي بررسي اثر غلظت اوليه د - 2نمودار 

  
 HA بـرروي سـطح      BSAشود، با افزايش غلظت اوليه، مقدار جـذب سـطحي            مشاهده مي  2همانطور كه در نمودار     

  .باشد ميHAيابد كه بخاطر ظرفيت بالاي جذبي ميافزايش 
  مطالعه تعادل در جذب سطحي 

ها مطالعه شود كه خود پايه و اصول اوليـه در           تواند با استفاده از ايزوترم    هاي جذب سطحي مي   آزمايشاعداد و نتايج    
ها رياضي، بخاطر ساده بودن در بكارگيري و تفسير آسان بـراي بيـان رفتـار                اكثر ايزوترم . باشدهاي جذبي مي  سيستم

  شوندجذبي استفاده مي
  لانگميورايزوترم 
اين معادله نيمه تجربي، به منظور      . گرفته است مورد استفاده قرار    سطحي   بدفعات در فرآيند جذب      1لانگميورايزوترم  

هـاي  از آنجائيكه اكثر ايزوتـرم    . شودذب، استفاده مي  اروي سطح جسم ج   بربيان مقدار جسم حل شده در محلول آبي         
  هـاي ارائـه شـده در ايـن زمينـه            داراي انحراف هستند، سعي در اصـلاح ايزوتـرم         سطحيارائه شده درفرآيند جذب     

 بيشترين مطابقت را داشته است كه شكل كلي آن به صورت زيـر          سطحي ايزوترم با نتايج تجربي جذب        اين .باشدمي
  )24-25 (:است

)2(                                                                                                           
eL

emL
e CK

CqKq
+

=
1

  
  
  
  

1-Langmuir Isotherm  
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 ثابت تعادل جذب سطحي بوده كه تمايل اتصال جسم حـل شـده بـرروي سـطح جامـد و واحـد                   KLدر اين معادله    
 غلظـت   Ce،  (mg/g)باشـد و واحـد آن       ثابت ايزوترم لانگميور بوده و حداكثر ظرفيت جـذبي مـي           qm،  (L/mg)آن

باشد و واحـد آن  يون جذب شده در حالت تعادلي مي مقدارqe  و (mg/L)واحد آن تعادلي يون فلزي در محلول و 
(mg/g) اين معادله محدوديت زيادي در بكارگيري دارد و آن هنگامي است كه سطح جاذب كاملاً توسـط                 . باشند مي

  . گرددها پوشيده مييون
را بـشكل خطـي تبـديل كـرد و     ) 2(معادلـه  توان فـرم    مي (qm-KL)هاي ايزوترم لانگميور    براي بدست آوردن ثابت   
  :معادله زير را بدست آورد

)3                                                                                      (eLmme CKqqq
1111

+=
  

طي بدسـت خواهـد      خ Ce/1 بر حسب    qe/1هاي ايزوترم لانگميور از رسم نمودار       بنابراين براي بدست آوردن ثابت    
  . باشد ميqm KL/1 و شيب خط qm/1آمد كه عرض از مبداء آن 

  ايزوترم فرويندليچ
   كه ايزوترمي نيمه تجربي بوده و در اكثـر آزمايـشات بـراي جـذب سـطحي از محلـول اسـتفاده                       1ايزوترم فرويندليچ 

  )26(:باشدليچ بصورت زير ميمدل خطي فرويند. باشدگردد و بر پايه جذب سطحي برروي سطح غيريكنواخت ميمي

)4                                                                              (efe C
n

Kq ln1lnln +=  
هاي مدل فرويندليچ بوده وبه ترتيب مربوط به ظرفيت جذب سطحي و تمايل به جـذب  ثابت n وKf ) 4(در معادله 
  . نشان داده شده است4 و 3ها در اين تحقيق در در نمودار ج مربوط به آزمايش نتاي)26-27 (.باشدسطحي مي

  
y = 0.353x - 0.2987

R2 = 0.998

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

2 3 4 5 6 7 8 9

1/Ce

1/
qe

  
 HA برروي BSAايزوترم لانگميور براي جذب سطحي  -3شكل 

  
  
  
  
  

1-Freundlich isotherm 
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y = 1.2647x + 1.7405
R2 = 0.9873

-1.2

-1

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

-2.5 -2 -1.5 -1 -0.5 0

lnCe

Ln
qe

  
 HA برروي BSA ايزوترم فرويندليچ براي جذب سطحي  - 4نمودار 

  
 با توجـه    HA برروي سطح جاذب     BSAهاي  طحي مولكول همانطور كه از اين دو ايزوترم مشخص است، جذب س         

 خلاصه شده 1 در جدول 4 و 3نتايج نمودار . از ايزوترم لانگميور پيروي كرده است(R2) به ضريب هبستگي خطي 
  .است

  
  HA بر روي BSA مقايسه ميان ايزوترم لانگميور و فرويندليچ براي جذب سطحي - 1جدول 

 Freundlich    Langmuir     
R2  n Kf R2  KL  

(L/mg)  
qm 

(mg/g)  
  

9873/0  7907/0  7002/5  998/0  8534/0  3478/3  BSA onto HA 

  
  

توانــد مــشخص كنــد كــه كــدام ايزوتــرم تبعيــت بيــشتري دارد، خطــاي نــسبي همچنــين پــارامتر ديگــري كــه مــي
  :دشو استفاده مي5براي بدست آوردن خطاي نسبي متوسط از معادله . باشد مي)28( (ARE)1متوسط

)5                                                                     ( ∑
−

=
n

i i

iesti

q
qq

n
ARE

exp,

exp,,100(%)   

estiq و   exp,iq در اين معادله،     باشـد،   به ترتيب مقدار ماده جذب شـده در آزمـايش و مقـدار قابـل پـيش بينـي مـي                     ,
  ).n=3( نشان داده شده است 2 آزمايشات بوده و كه نتايج آن در جدول تعداد تكرارnهمچنين 

  
  )=3n( درصد خطاي نسبي متوسط براي دو ايزوترم لانگميور و فرويندليچ - 2جدول 

  

  سطح جاذب  ايزوترم لانگميور    ايزوترم فرويندليچ  
ARE(%) R2  ARE(%) R2    

1/7  9873/0  3/6  9980/0  BSA onto HA 
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شود، خطاي نسبي متوسط براي ايزوترم لانگميور براي ايزوترم فرويندليچ كمتـر بـوده و در                ظه مي همانطور كه ملاح  
بعد بوده   كميتي بي  (RL) 1همچنين فاكتور جداكننده  . كندتوان گفت كه از ايزوترم لانگيمور بيشتر پيروي مي        نتيجه مي 

هاي جـذبي اسـت يـا خيـر،          در فرآيند  3سب يا نامنا  2و براي پيشگويي اينكه آيا جذب سطحي صورت گرفته، مناسب         
  )29( .گيردمورد استفاده قرار مي

 بوده و مقدار آن از معادله ايزوترم لانگميور و طبق معادله زيـر قابـل          1 تا   0هاي مناسب بين     براي سيستم  RL مقادير  
  )29( :باشدمحاسبه مي

)6                                                         (                                 
01

1
CK

R
L

L +
=   

  هـاي فلـزي    هريـك از يـون  (mg/L) غلظـت اوليـه      C0 بـوده و     (L/mg) ثابت ايزوترم لانگميور     KL) 6(در معادله   
ينـد   بيانگر شـكل و ماهيـت فرآ  RLپارامتر . نشان داده شده است) 5( در نمودار   (RL) فاكتور جدا كننده     )27( .باشدمي

  :باشدجذب سطحي طبق موارد ذيل مي
  . بزرگتر از يك باشد، حالت نامناسب جذب سطحي صورت گرفته استRLاگر -الف
  . برابر يك باشد، ايزوترم خطي خواهد بودRLاگر -ب
  . مساوي صفر باشد، در اين حالت ايزوترم برگشت ناپذير خواهد بودRL اگر -ج
  .م مناسب خواهد بود بين صفر تا يك باشد، ايزوترRLاگر -د

نتـايج مربـوط بـه      . باشد مي L/mg 1817/1 برابر با    KL، مقدار   3 و مقدار بدست آمده از نمودار        3با توجه به معادله     
  .  نشان داده شده است5رسم فاكتور جدا كننده در نمودار 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

(mg/ml) غلظت اوليه

RL

  
  HAهاي فلزي برروي  در جذب سطحي يونRL فاكتور جداكننده - 5نمودار 

  
ودار رسم شده بيانگر مناسب بودن جذب سطحي است، زيرا فاكتور جدا كننده بـين صـفر تـا يـك در                      با توجه به نم   

 ميلي گرم بر ميلي ليتر، شاهد كاهش فاكتور جداكننده براي 5/2 به  5/0 از   BSAنوسان بوده و با افزايش غلظت اوليه        
هـاي بـالا و     جذب سطحي در غلظـت    توان دريافت كه فرآيند     از اين نمودار براحتي مي    .  هستيم BSAجذب سطحي   

   )30( .پائين نيز مناسب است
  

1- Separation factor 
2-Favorable 
3-Unfavorable  

Archive of SID

www.SID.ir



  49                                                                       90 تابستان، 80،  شماره 21 سال، )JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي، 

 نتيجه گيري

 و دماي ثابـت پرداختـه       pH=2/7 در   HA برروي   BSAمولكول  در اين تحقيق به مطالعه جذب سطحي بيو       
. بين مولكـول جـذب شـونده بـا سـطح جـاذب اسـت               دقيقه تماسي    60مهمترين نتايج اين تحقيق، زمان      . شده است 

همچنـين فرآينـد جـذب      . يابـد  مقدار جذب سـطحي آن افـزايش مـي         BSAشود با افزايش غلظت اوليه      ملاحظه مي 
-سطحي با استفاده از فاكتور جدا كننده مناسب و از ايزوترم لانگميور نسبت به ايزوترم فرويندليچ بيشتر تبعيـت مـي                    

  .كند
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