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 گاويآلبومين سرم هاي معكوس كاتيوني بر ساختار پروتئين در اين مطالعه اثر ميسل
)BSA (طيف . مورد تحقيق قرار گرفتUVسازي و تراكم ، فرايند كپسولهBSA   را بـه

از . نانومتر و پراكنش نور نشان داد 279اوج در حوالي طول موج  ترتيب به صورت يك
ــروتئين در    ــاختارهاي دوم پـ ــافتن سـ ــراي يـ ــيركولارديكرويزم بـ ــنجي سـ طيفسـ

نظم و نتايج نشان داد كه شكل بي. هاي معكوس و فاز آبي نرمال استفاده گرديدميسل
رم مـارپيچ آلفـا   متراكم، صفحات نامنظم و رندم كويل، افـزايش يافتـه درصـورتيكه ف ـ   

بـه همـراه فنـاوري افـراز بـراي       FTIRعلاوه بر اين، طيف سـنجي  . كاهش يافته است
ها، كمتـر  بر اساس آناليز داده. هاي آب در ميسل معكوس بكار گرفته شدتعيين حالت

به طوركلي، نتايج نشان . باشدآب موجود براي انحلال پروتئين در دسترس مي% 50از 
و عدم وجود آب كافي دو عامـل مهـم تـراكم پـروتئين در ايـن      داد كه محيط محدود 
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  مقدمه - 1
هاي نوين در و توسعه فناوري با پيشرفت علوم زيستي

هاي دارورساني، مهندسي ژنتيك، دارو و درمان تعدد و حوزه
محصولات حاصل از فرايندهاي زيستي رو به افزايش بوده  تنوع
بخش عمده هزينه توليد يك محصول  كهاينضمن . است

سازي آن زيستي مربوط به طراحي فرايند جداسازي و خالص
هنگام توليد يك فراورده . ]1[ اشدباز محيط كشت اوليه مي

كليدي و مهم كه نقش اساسي در طراحي  ايشاخصه زيستي،
نمايد، واحدهاي فرايندي پايين دستي اين محصولات ايفا مي

پايين  غلظت علاوه بر. باشدغلظت و سطح خلوص اين مواد مي
از  سازي زيستيمحصولات، مشكلات فرايند جداسازي و خالص

ها و يا محيط كننده حاصل از سلولد آلودهقبيل كثرت موا
هاي سلولي ناشي از فرايند تجزيه و ها يا پارهكشت، سلول

همچنين به طور مشابه برخي از خواص فيزيكي محصول از 
ويسكوزيته و دانسيته به شدت بر انتخاب فرايندهاي قبيل 

  سازي اين محصولات اثرگذارمتنوع جداسازي و خالص
هاي معمول در فرايندهاي جداسازي و وشلذا ر. باشندمي

، دما و نوع حلال چندان pHتغليظ محصولات با تغيير شرايط 
  ].2[باشند در اين خصوص مؤثر نمي

ها پليمرهاي خطي از اسيدهاي آمينه هستند پروتئين
اند و از مهمترين كه با پيوند پپتيدي به هم متصل شده

ساختار و عمل  روند كه درپليمرهاي زيستي به شمار مي
به توالي پروتئين كه به . نمايندها نقش مهمي را ايفا ميياخته

گفته  1باشد، ساختار اولاي از اسيدهاي آمينه ميصورت رشته
شود كه هاي موضعي گفته مي، به نظم2ساختار دوم. شودمي

به  راين ساختا. گيردپروتئين در حين تاشدگي به خود مي
اي اسيد آمينه در كنار هم كه به فضاي قرار گرفتن واحده

 برخي از اين چيده. اند اشاره داردشده چيده صورت خطي
و آلفا  مارپيچ ها حالت منظم و پريوديك دارند مثلشدن
علاوه بر اين، ساختارهاي منظم . 3دار بتاي چينصفحه

نيز در  4هاي بتا و رندوم كويلي چرخشغيرتكرار شونده
همچنين به حالت . گيرندئين قرار ميي ساختار دوم پروتدسته

گيرد، ساختار سه بعدي كه پروتئين بعد از پيچش به خود مي
ي پلي پپتيدي در فضاي و حالت قرارگيري چند زنجيره 5سوم

  ].3[شود گفته مي 6كنار يكديگر، ساختار چهارم
                                                           

١ Primary structure 
٢ Secondary structure 
٣ α-Helix and β-sheet  

٤ β-turn and Random coil  
٥ Tertiary structure (Fold) 

٦Quaternary structure 

هاي موفقي كه در دهه گذشته براي استخراج از روش
ها، مورد توجه قرار ه ويژه پروتئينسازي مواد زيستي، بو خالص

هاي آب در روغن يا گرفته است استفاده از ميكروامولوسيون
براي دستيابي به درجه خلوص  7هاي ميسلي معكوسسامانه

هاي معكوس از نظر ميسل. باشدمورد نظر محصول مي
هايي هستند كه بر اثر خودسامانگي ساختماني متشكل از لخته

هاي عال سطحي در غلظتي معين در حلالهاي مواد فمولكول
  شكل 8شودآلي كه به آن غلظت بحراني ميسلي گفته مي

ها متشكل از يك هسته داخلي آبي اين سامانه. گيرندمي
هستند كه به واسطه يك لايه فيلمي ماده فعال سطحي از 

هاي ميسلي معكوس به لحاظ محلول. شوندحلال آلي جدا مي
  ها بسيار سريع اتفاقهستند و تشكيل آنترموديناميكي پايدار 

در ]. 4[افتد لذا به مرور زمان جدايي فازي اتفاق نمي. افتدمي
هاي معكوس حالت عادي اندازه قطر هسته آبي درون ميسل

به همين دليل اين . باشدنانومتر مي 10تا  5/0معمولاً بين 
هاي عادي كه يك حالت كدر تر از امولسيونها شفافمحلول

ها كه ويسكوزيته اين محلولضمن اين. رسنددارند به نظر مي
نسبت مولي آب به ماده . باشدنيز در حد ويسكوزيته حلال مي

  هاي معكوس، تعيين كننده اندازه ميسلwoفعال سطحي، 
دهد؛ به ها را تحت تأثير قرار ميباشد و خواص اين سامانهمي

ود خواص اين اي كه هر چقدر كه اين نسبت بيشتر شگونه
هاي معكوس قرار دارد به نانوسامانه آبي كه در هسته ميسل

  ].5[شود تر ميخواص آب توده نزديك
هاي هاي ميسلي معكوس استفادهتاكنون از سامانه

ها برخي از كاربردهاي مهم اين سامانه. متعددي شده است
، ]6-10[توليد نانوذرات با توزيع اندازه محدود : عبارتند از

، توليد ذرات ]11-13[ليد كاتاليزورهايي با پايداري بيشتر تو
هاي دارورساني و استفاده ، سامانه]15،14[پليمري و متخلخل 

هاي آنزيمي از آنها به عنوان نانوراكتورها به ويژه براي واكنش
هاي ميسلي معكوس، يكي از كاربردهاي مهم سامانه]. 19-16[

سازي تركيبات خالص ها براي جداسازي واستفاده از آن
لوئيزي و همكاران، اولين گروهي بودند كه از . باشدزيستي مي

سازي ميسلي معكوس براي جداسازي و خالص هايسامانه
  گوكلن و هاتن، از اين ]. 20[ها استفاده كردند پروتئين
ها در مقياس بزرگ استفاده ها براي استخراج پروتئينسامانه

هاي ميسلي تحقيقي ديگر ازسامانهدر  هاآن ]. 21[كردند 
ها به صورت انتخابي استفاده معكوس براي جداسازي پروتئين

                                                           
٧ Reverse micelle 

٨Critical Micelle Concentration (CMC) 
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رهامان و همكاران اولين گروهي بودند كه در  ].22[كردند 
هاي ميسلي موفق شدند با استفاده از سامانه 1988سال 

ها از محيط كشت را انجام معكوس فرايند جداسازي پروتئين
اند با استفاده توانسته نامحققن تاريخ تاكنون از آ]. 23[دهند 

هاي ها تركيبات زيستي متفاوتي از جمله پروتئيناز اين سامانه
هاي دي و مولكول] 26[ها ، آنتي بيوتيك]25،24[نوتركيب 

به طور كلي  .سازي نمايندجداسازي وخالصرا ] 27[ان آ 
كنش بين پروتئين و سطح ميسل يك ويژگي برجسته برهم

براي تحت تأثير قرار دادن ساختار اشاره شده پروتئين در 
و توسط محل قرار گردد هاي معكوس محسوب ميميسل

    هاي كپسوله شده و سطح ميسل كنترلگرفتن پروتئين
تواند بر از طرف ديگر تغيير ساختار پروتئين مي. ]28[شود مي

در روي خواص آن اثرگذار باشد، بنابراين شناخت اين موضوع 
بسياري از موارد، مانند انتقال پروتئين از بيرون بدن به داخل 

 ].29[تواند بسيار حائز اهميت باشد بدن مي

اگرچه كه تاكنون مطالعات متعددي در خصوص 
ها هاي زيستي در فرايند استخراج آنتعادلات فازي مولكول

     هاي ميسلي معكوس به عمل آمده استتوسط سامانه
     مطالعات چنداني در خصوص تغيير  ، ولي]32-30[

ها در طي اين فرايند به عمل نيامده اين مولكول 1بنديصورت
شيوموري و همكاران اثر تغيير ساختار  1998در سال . است

استخراج شده در فرايند ) BSA(پروتئين آلبومين سرم گاوي 
توسط فاز  AOTاز محلول ميسلي معكوس  2استخراج معكوس
را مورد  CaCl2و  NaClمولار  5/0هاي كفاز آبي حاوي نم

بندي ها دريافتند كه صورتآن].  33[مطالعه قرار دادند 
. كندپروتئين در خلال اين فرايند تغيير محسوسي نمي
سنجي همچنين، نائو و همكاران نيز با استفاده از طيف

هاي ساختارهاي دوم و سوم پروتئين 3سيركولارديكرويزم
وكلئاز آ و ليزوزيم استخراج شده توسط سيتوكرم سي، ريبون

]. 28[را مورد مطالعه قرار دادند  AOTسامانه ميسلي معكوس 
سنجي در تحقيق ديگري هبار و راگاوارو با استفاده از طيف

سيركولارديكرويزم پايداري ساختاري پروتئين آلبومين سرم 
گاوي حاصل از استخراج معكوس از سامانه ميسلي معكوس 

AOT  فاز آبي حاوي نمك توسطKCl  34[را نشان دادند .[
علاوه بر اين تاكنون تحقيقات ديگري نيز در خصوص تغييرات 

هاي زيستي نانوكپسوله شده در ساختاري ساير مولكول
]. 36،35[هاي ميسلي معكوس به عمل آمده است سامانه

                                                           
١ Conformation 

٢ Back-extraction 
٣ Circular Dichroism (CD) 

اي در اگرچه از مواد فعال سطحي كاتيوني به طور گسترده
     ها استفادهسازي پروتئينسازي و خالصفرايندهاي جدا

شود اما اكثر مطالعات به عمل آمده در خصوص اثر مي
هاي زيستي هاي معكوس برمولكولساختاري ميسل

بر اين . باشد، ميAOTهاي آنيوني،نانوكپسوله شده در سامانه
اساس در اين تحقيق اثر نانوساختار ميسلي معكوس كاتيوني 

 4ال سطحي ستيل تري متيل آمونيم برمايدمتشكل از ماده فع
)CTAB ( ،هگزانول بر ساختار پروتئين -1در حلال ايزواكتان

آلبومين سرم گاوي به عنوان پروتئين مدل مورد بررسي قرار 
  .گيردمي

از طرف ديگر تعيين حالت آب در ميسل معكوس از 
باگچي از لحاظ ترموديناميكي، . اهميتي فراواني برخوردار است

ناميكي و ساختاري خواص آب پيرامون پروتئين و دي ان آ دي
هاي معكوس را مورد بررسي قرار داده به تله افتاده درميسل

او نشان دادكه چگونه آب ممكن است يك نقش ]. 37[است 
هاي زيستي ايفا مهم در چگونگي حالت ساختاري مولكول

به عبارت ديگر آب موجود در سامانه ميسلي معكوس . نمايد
هاي آب هاي مختلفي داشته و به صورتممكن است حالت

پيوندي با گروه رأس ماده فعال سطحي، آب توده، آب پيوندي 
با يون پوششي ماده فعال سطحي و آب مونومري ظاهر شود 

بديهي است كه فقط آب توده در دسترس مولكول حل ]. 38[
زده ها همانند آب يخ گيرد و آب در ساير حالتشونده قرار مي

بوده و افزايش درصد آن موجب متأثر شدن ساختار مولكول 
بنابراين در اين تحقيق علاوه بر اثر ساختاري، . حل شونده شود

اي و استفاده از الگوريتم با بكارگيري يك مدل چهار ناحيه
هاي مختلف آب در ميسل حالت] 39[سازي ماركوارت بهينه

  .گيردمعكوس نيز مورد بررسي قرار مي
  
 هاو روشمواد  - 2

 66با جرم مولكولي (پروتئين آلبومين سرم گاوي 
ستيل . از شركت سيگما خريداري شد) pI=7/4كيلودالتون، 

هگزانول به ترتيب به -1تري متيل آمونيوم برمايد، ايزواكتان و 
عنوان ماده فعال سطحي، حلال و كمك حلال از شركت مرك 

 HClو  KCl ،NaOH ساير مواد شميايي از قبيل. خريداري شد
در ادامه تحقيقات قبلي . ها خريداري شدنيز از ساير شركت

، براي تشكيل سامانه ميسلي معكوس از حلال آلي ]41،40[
 1به  4با نسبت حجمي (هگزانول -1ايزواكتان و كمك حلال 

ميلي  30فعال سطحي با غلظت و ماده) حلال به كمك حلال

                                                           
٤ Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
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توان مشاهده نمود كه درصد ساختار با توجه به نتايج مي
 هاي آبي بيشتر از ديگر ساختارهاي دوممارپيچ آلفا در محلول

هاي ميسلي معكوس اين در حالي كه براي محلول باشد،مي
.شودتر ميكويل نزديكطيف بازتر شده و به رندم 

  
  ).nm 260 -190هاي طول موج(هاي آبي و ميسلي معكوس در محلولگاوي  وم پروتئين سرم آلبوميندرصد ساختارهاي د )1(جدول 

  انواع ساختارهاي دوم
  محلول ميسلي معكوس  محلول آبي

20=wo  15=wo  20=wo  15=wo  

  % 7/12  % 6/25  % 2/51  % 4/58  مارپيچ آلفا
  % 8/23  % 6/13  % 5/4  % 1/3  صفحات بتاي موازي ناهمسو

  % 9/11  % 8/9  % 8/5  % 7/4  ت بتاي موازيصفحا
  % 17  % 4/17  % 3/15  % 2/14  چرخش بتا
  % 6/34  % 6/33  % 2/23  % 6/19  رندم كويل

  
هاي آبي درصد ساختار مارپيچ آلفا از اي كه در محلولبه گونه

ديگر ساختارهاي دوم بيشتر است و اين در شرايطي است كه 
تار مارپيچ آلفا كم شده و درصد ساخ از در فاز ميسلي معكوس

به ديگر ساختارها به ويژه به ساختار رندم كويل اضافه شده 
در فاز  woشود كه با كاهش علاوه بر اين، مشاهده مي. است

ميسلي معكوس ساختار غالب پروتئين در فاز آبي، مارپيچ آلفا، 
  .گيرندنيز به شدت كاهش يافته و ساير ساختارها شكل مي

در  24اند كششي گروه هيدروكسيلب 3شكل شماره 
  . دهدسامانه ميسلي معكوس بدون پروتئين را نشان مي

  

  
باند كششي گروه هيدروكسيل آب در سامانه  FTIRطيف  )3(شكل 

-1ايزواكتان، /ميسلي معكوس ستيل تري متيل آمونيوم برمايد
به ترتيب متناظر با آب  dوa ،b ،cسطوح . wo=20هگزانول در 
وه رأس ماده فعال سطحي، آب توده، آب پيوندي با پيوندي با گر

  .دنباشيون پوششي ماده فعال سطحي و آب مونومري مي
 

                                                           
٢٤ Hydroxyl stretching band 

همانگونه كه توسط محققين ديگر نيز گزارش شده است 
  تر هاي كوچكبه منحنيFTIR طيف جذب 25، با افراز]38[

هاي ميسلي هاي مختلف آب را در سامانهتوان حالتمي
افراز طيف جذب بدست آمده با بكارگيري . معكوس پيدا كرد

سازي اي و استفاده از الگوريتم بهينهيك مدل چهارناحيه
انجام شد و نتايج به صورت چهار منحني ] 43[ماركوارت 

نشان داده شده  3گوسين در زير منحني جذب اصلي در شكل 
طول موج نقاط حداكثري هر يك از اين چهار منحني . است

و  3536، 3416، 3237يب عبارتند از بدست آمده به ترت
ها به ترتيب به مد كششي اين طول موج. نانومتر 3682

هيدروكسيل آب پيوند يافته با گروه رأس ماده فعال سطحي، 
آب توده، آب پيوند يافته با يون پوششي برمايد ماده فعال 

نسبت ]. 39[شوند سطحي و آب مونومري نسبت داده مي
حاصل به سطح منحني اصلي  هايسطح هريك ازمنحني

درصد آب  بنابراين،. استبيانگر كسر مولي آب در همان حالت 
پيوند يافته با گروه رأس ماده فعال سطحي، آب پيوند يافته با 
يون پوششي ماده فعال سطحي، آب مونومري و آب توده به 

آزمايش فوق %. 41و % 1، %24،%34: ترتيب عبارتند از
  .شد آورده 2نتايج در جدول  ويد نيز تكرار گرد wo=15در

با توجه به نتايج بدست آمده مشخص است كه از آب 
هاي ميسلي معكوس، در هر حالت حداكثر موجود در سامانه

لذا علاوه بر محيط . آن در اختيار ماده حل شونده است% 41
محدود داخلي ميسل معكوس، عدم وجود آب كافي در اين 

هاي زيستي لايل تراكم مولكولتواند يكي از دها ميسامانه
اين موضوع قبلاً در . هاي فوق باشدشده در سامانهنانوكپسوله 

شرايطي متفاوت از سامانه ميسلي معكوس و مولكول زيستي 
  ].42[نيز مشاهده شده است 

                                                           
٢٥ Deconvolution 
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هاي مختلف آب در سامانه ميسلي معكوس درصد حالت )2(جدول 
هاي  woهگزانول در -1ايزواكتان، /ستيل تري متيل آمونيوم برمايد

 .مختلف

 هاي آبانواع حالت
 محلول ميسلي معكوس

20=wo 15=wo 

 % 33 %34 پيوند با گروه رأس 

 % 40 % 41 آب توده

 % 25 % 24 پيوند با يون پوششي

 %1 %1 آب مونومري

  

  گيرينتيجه -4
نشان داده شد كه در  UVسنجي با استفاده از طيف
ه ميسلي معكوس كاتيوني ستيل شرايط انتخاب شده سامان
هگزانول قادر به  -1ايزواكتان، /تري متيل آمونيوم برمايد

همچنين در شكل . باشداستخراج پروتئين از فاز آبي مي
سازي پروتئين منجر به تراكم مشاهده شد كه نانوكپسوله1

هاي به تله افتاده در هاي فوق و لخته شدن مولكولمولكول
سنج نتايج حاصل از طيف. دشوها مياين سامانه

هاي هاي پروتئين درسامانهسيركولارديكرويزم بر تراكم مولكول
ميسلي معكوس و در نتيجه تغيير ساختار دوم آن تأكيد دارد 

هاي به طوري كه از ساختار دوم پروتئين، درصد مولكول
نامنظم و متراكم شده به نحو چشمگيري افزايش يافته و از 

ختار مارپيچ آلفا كه شكل رايج ساختار طرف ديگر درصد سا
   .دوم پروتئين در شرايط نرمال است كاهش يافته است

سنجي باند كششي گروه هيدروكسيل نشان داد كه طيف
درصد زيادي از آب موجود در ميسل معكوس به صورت آب 

شبيه آب يخ  هاي آباين حالت. باشدپيوندي يا مونومري مي
 هايمولكول     اي انحلالزده است و محل مناسبي بر

توان دو عامل از اين جهت مي. باشدنانوكپسوله شده نمي
فضاي محدود درون سامانه ميسلي معكوس و عدم وجود آب 

هاي كافي را از جمله عوامل اصلي در تغيير ساختار مولكول
هاي ميسلي معكوس پروتئين در فرايند استخراج توسط سامانه

  .دانست
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ABSTRACT 
 

ARTICLE INFO 

In this study the effect of cationic reverse micelles on the 
structure of bovine serum albumin (BSA) was 
investigated. UV-vis spectra showed the encapsulation 
and compaction of BSA in reverse micelles as a peak 
around wavelength of 279 nm and scattered light, 
respectively. Circular Dichroism was used to find all 
types of the secondary structure of BSA in the reverse 
micelles and normal aqueous phase. The results showed 
that disorder and compact forms of the secondary 
structure of BSA, anti-parallel and random coil, were 
increased while the α-helix form decreased significantly. 
Moreover, the FT-IR spectroscopy was carried out to 
determine the states of water in reverse micelles using 
deconvolution technique. Based on the data analysis, less 
than 50% of the water is available for protein 
solubilization. Generally, the results showed that both 
restricted volume and inadequate water in reverse 
micelles are two main factors for protein compaction in 
these systems. 
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