
 



 
 

 

  کلیه حقوق مادي مترتب بر نتایج مطالعات، ابتکارات

  و نوآوري ناشی از تحقیق موضوع این پایان نامه  

 دانشگاه رازي است.متعلق به 

 

  



  

  

 فنی و مهندسی دانشکده
  مهندسی شیمیگروه 

  

   ي مهندسی شیمیرشته پایان نامه جهت اخذ درجه کارشناسی ارشد
  ترمودینامیک و سینتیکگرایش 

  

 عنوان پایان نامه:

ب به روش جذب سطحی با هپاتیتبهینه سازي شرایط عملیاتی جداسازي پروتئین آنتی ژن 
  استفاده از جاذبهاي معدنی

  

 :راهنما  استاد

  شهرام شریف نیا دکتر
  دکتر سید نظام الدین حسینی

 

  

  نگارش:
  پریسا قیصري

 

  

  1391اسفند 



کیمیایی است هاي شهودي معرفت  راز و رمز پویاي علم و کشف معانی بدیع و تجلی جلوه
ي نورانی نبی مکرم صلی االله علیه و آله و سلم، انسان  که آسمان علم به برکت سیما و سیره

 . خواند دربند خاك را به معراج حضور می

  

  

که  شهرام شریف نیار دکت جناب آقايبا تقدیر و تشکر شایسته از استاد فرهیخته و فرزانه 

همواره راهنما و  هاي سخن را علم پرور نمود و حیفههاي بلند ، ص هاي دلاویز و گفته با نکته

  .راه گشاي نگارنده در اتمام واکمال پایان نامه بوده است

 

ات مظفر باد همیشه توسن اندیشه             معلما مقامت ز عرش برتر باد  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



فرهیخته و  بسی شایسته است از استاد» الخالق من لم یشکر المخلوق لم یشکر «به مصداق 

رئیس بخش تولید در مجتمع  دکتر سید نظام الدین حسینیفرزانه جناب آقاي 

که با کرامتی چون خورشید ، سرزمین دل را روشنی بخشیدند و انیستیتوپاستور ایران 

تقدیر و تشکر  ;هاي کار ساز و سازنده بارور ساختند  راهنمایی دانش را با گلشن سراي علم و

  .نمایم

جهت همکاري مجتمع تولیدي و تحقیقات انیستیتوپاستور ایران از کلیه کارمندان  همچنین

  .بیدریغ ایشان جهت پیشبرد این پایان نامه سپاسگذارم

  

  

  

  

  

  

  

  



  تقدیم به پدر و مادرم :

پدر و مادري فداکار نسبیم ساخته تا در سایه درخت خداي را بسی شاکرم که از روي کرم، 

پربار وجودشان بیاسایم و از ریشه آنها شاخ و برگ گیرم و از سایه وجودشان در راه کسب 

علم و دانش تلاش نمایم. والدینی که بودنشان تاج افتخاري است بر سرم و نامشان دلیلی 

اند دستم را  ام بوده ، مایه هستی است بر بودنم، چرا که این دو وجود، پس از پروردگار

گرفتند و راه رفتن را در این وادي زندگی پر از فراز و نشیب آموختند. آموزگارانی که برایم 

  .زندگی، بودن و انسان بودن را معنا کردند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



   تقدیم به همسرم:
 

باشد، او که اسوه صبر و تحمل بوده و مشکلات  زندگیم می سار که سایه مهربانیش سایه

  مسیر را برایم تسهیل نمود.

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



  چکیده

جذب سطحی  به روشب از مخلوط پروتئینی هدف در این پروژه  بهبود راندمان جداسازي آنتی ژن سطحی هپاتیت
نوع جاذب معدنی مختلف با  چهار. در اینجا از شود استفاده مینرم افزار طراحی آزمایشات ( تاگوچی )  که ازباشد می
ژن بر روي این شود و به مقایسه راندمان جذب آنتیاستفاده می  Aerosilو  A,B,C)( Celiteهاي تجاري نام

ب بر شرایط محیطی، آنتی ژن سطحی هپاتیتدر فرایند جذب ، با تغییر و تنظیم . چهار جاذب پرداخته شده است
از  گردند سپس میهاي جذب شده در مرحله قبل ، از جاذب دفع در فرایند دفع، پروتئین وشود جاذب جذب می

گیري  جهت اندازه بردفوردو از روش ها براي اندازه گیري میزان آنتی ژن جداشده در نمونه ELISA1 آزمایش
اند، بالاترین . نتایج آزمایشات نشان دادهشود میاستفاده  هاي جذب و دفع در فرآیندهاي ناخواسته  مقدار پروتئین

 > Aerosil< Celite-Cهاي مربوط به جاذب ، به ترتیبدر شرایط بهینهب ژن هپاتیتراندمان جداسازي آنتی
Celite-A<  Celite-B   اثر  طبق نتایج بدست آمده،در ادامه  باشد.درصد می 45و  78، 87، 95و برابرpH دور ،

هاي سینتیکی  هاي تعادلی و مدل همزن، غلظت اولیه محلول، مدت زمان اختلاط مواد جذب شونده با جاذب، ایزوترم
دهد که بهترین  ت تعادلی نشان مینتایج بدست آمده از آزمایشا گیرند.هاي مصرفی مورد بررسی قرار می براي جاذب

است که نشان دهنده تک لایه بودن جذب  ، ایزوترم لانگمویر Celite-Cو  Aerosilهاي  براي جاذبایزوترم 
به خوبی  / .99با ایزوترم لانگمویر و تمکین با ضریب رگراسیون بالاي  Celite-A. در حالی که جاذب باشد می

 هم خوانی خوبی دارد.که بیانگر چند لایه بودن جذب است،با ایزوترم فرندلیچ  Celite-Bجاذب  مطابقت دارد و
، مدل شبه درجه اول  Aerosilدهد که بهترین مدل براي جاذب  نتایج بدست آمده از آزمایشات سینتیکی نشان می

،  Celiteجاذب باشد. در حالی که براي هر سه نوع  / . است که بیانگر جذب فیزیکی می99  ضریب رگراسیون با 
دور همزن بهینه براي اختلاط باشد. همچنین  مدل شبه درجه دو مطابقت خوبی دارد که بیانگر جذب شیمیایی می

  بدست آمده است. rpm600 مواد جذب شونده با جاذب به منظور بالاترین راندمان جداسازي و ظرفیت، 

  

  

  

  

  

  

  

  

  Aerosil  ،Celite: پروتئین، جاذب، جذب، دفع، کلمات کلیدي

                                                        
1 Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 
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  4/7pH= ،...............................................................................................................................................42و 0C 25 آنتی ژن در

 0C 25 جذب آنتی ژن هپاتیت ب بر روي آلومینوم هیدروکسید بر حسب غلظت آنتی ژن در : نمودار 9- 2شکل 
  AH (♦)  ...........،.......................................................................................................43، (آلومینوم هیدروکسید) pH=4/7و

  45..................................عملیات دفع ، pHبر حسب  ) gµ /mg(ها آنتی ژن/ کل پروتئین : پارامترمیزان 10-2شکل 

  63.............................................................................چاهک ها : پلیت هپاتیت ب بعد از تزریق نمونه در درون 1-3شکل 

ها در شرایط براي جاذب فرایند دفع pHبر حسب  )g/mlµ(: تغییرات پارامتر آنتی ژن/ کل پروتئین  1-4شکل 
  68...........................................................بهینه آزمایشگاهی.............................................................................................................

( دور همزن  Aerosilهاي متفاوت براي جاذب  pHدفع بر حسب - : تغییرات راندمان وظرفیت جذب 2-4شکل 
:rpm  600  : غلظت اولیه ،µg/ml42مایع : - ،  ریت جامد g/ml 01....................................................................( . /69  

، غلظت  rpm  600( دور همزن : Celiteهاي متفاوت براي جاذب  pH: تغییرات راندمان بر حسب  3- 4شکل 
  g/ml 06............................................................................................................(. /70مایع :  -،  ریت جامدµg/ml42اولیه : 



  ذ
 

  صفحه                                                                                                                                        عنوان 

و  rpm  600( دور همزن :Aerosil هاي اولیه براي جاذب : تغییرات ظرفیت جذب بر حسب غلظت 4- 4شکل 
  g/ml 01..............................................................................................(. /71 مایع : -ریت جامد شرایط آزمایشگاهی بهینه،

و  rpm  600( دور همزن :Celite هاي اولیه براي جاذب : تغییرات ظرفیت جذب بر حسب غلظت 5-4شکل 
  g/ml 06.................................................................................................(/72مایع :  -شرایط آزمایشگاهی بهینه، ریت جامد

(غلظت اولیه :  Aerosil : تغییرات راندمان جداسازي و ظرفیت بر حسب دور همزن براي جاذب  6-4شکل 
µg/ml42مایع :  - رایط آزمایشگاهی بهینه، ریت جامدو در شg/ml 01( . /................................................................73  

و در µg/ml42(غلظت اولیه :  Celite : تغییرات راندمان جداسازي بر حسب دور همزن براي جاذب  7-4شکل 
  g/ml 06.............................................................................................(. /74مایع :   -شرایط آزمایشگاهی بهینه، ریت جامد

در شرایط  وµg/ml42(غلظت اولیه :  Aerosil : تغییرات ظرفیت جذب بر حسب زمان براي جاذب  8-4شکل 
  g/ml 01...........( . /...............................................................................................75مایع :  - آزمایشگاهی بهینه، ریت جامد

و در شرایط µg/ml42(غلظت اولیه : Celite : تغییرات ظرفیت جذب بر حسب زمان براي جاذب  9-4شکل 
  g/ml 06......................( . /....................................................................................76مایع :  - آزمایشگاهی بهینه، ریت جامد

(در شرایط آزمایشگاهی   نمودارهاي خطی شده ایزوترم لانگمویر براي هرچهار جاذب مصرفی :  10-4شکل 
 g/ml =مایع -) : ریت جامد c,b,dساعت ، ( 4 =/ .  ، زمان تماس g/ml 01 =مایع -: ریت جامد )  aبهینه، (

  79....................دقیقه)....................................................................................................................... 60 =/ .  ، زمان تماس 06

(در شرایط آزمایشگاهی  براي هرچهار جاذب مصرفی   فرندلیچنمودارهاي خطی شده ایزوترم :  11-4شکل 
 g/ml =مایع -) : ریت جامد c,b,dساعت ، ( 4 =/ .  ، زمان تماس g/ml 01 =مایع -: ریت جامد )  aبهینه، (

  81..........................................................دقیقه)................................................................................. 60 =/ .  ، زمان تماس 06

(در شرایط آزمایشگاهی بهینه،   براي هرچهار جاذب مصرفی  تمکیننمودارهاي خطی شده ایزوترم :  12-4شکل 
)a  ( مایع - : ریت جامد= g/ml 01 4 =/ .  ، زمان تماس ) ، ساعتc,b,d مایع -) : ریت جامد= g/ml 06 ،  . /

  83...................................دقیقه)....................................................................................................................... 60 =زمان تماس 

(در شرایط  اذب مصرفی براي هرچهار ج دوبنین رادوشکیویچنمودارهاي خطی شده ایزوترم :  13-4شکل 
 - ) : ریت جامد c,b,dساعت ، ( 4 =/ .  ، زمان تماس g/ml 01 =مایع -: ریت جامد )  aآزمایشگاهی بهینه، (

  85دقیقه).................................................................................................................. 60 =/ .  ، زمان تماس g/ml 06 =مایع

  Aerosil ..................................................................................................86 ایزوترم براي جاذبچهار نمودار :  14-4شکل 

  Celite .............................................................................................87هاي ایزوترم براي جاذبچهار نمودار :  15-4شکل 

  



  ر
 

  صفحه                                                                                                                                         عنوان

(غلظت اولیه :  براي هرچهار جاذب مصرفی  مدل شبه درجه اولنمودارهاي خطی شده :  16-4شکل 
µg/ml42مایع : ( - هینه، ریت جامدو در شرایط آزمایشگاهی بa  ( g/ml 01) ،  . /c,b,d  (g/ml 06.......(. /89  

(غلظت اولیه :  براي هرچهار جاذب مصرفی  مدل شبه درجه دومنمودارهاي خطی شده :  17-4شکل 
µg/ml42مایع : ( - و در شرایط آزمایشگاهی بهینه، ریت جامدa  ( g/ml 01) ،  . /c,b,d  (g/ml 06.......(. /91  

و در µg/ml42(غلظت اولیه :  براي هرچهار جاذب مصرفی  مدل الوویچنمودارهاي خطی شده :  18-4شکل 
  a  ( g/ml 01) ،  . /c,b,d  (g/ml 06....................................(. /93مایع : ( -شرایط آزمایشگاهی بهینه، ریت جامد

(غلظت اولیه :  براي هرچهار جاذب مصرفی  اییمدل نفوذ درون ذرهنمودارهاي خطی شده :  19-4شکل 
µg/ml42مایع : ( - و در شرایط آزمایشگاهی بهینه، ریت جامدa  ( g/ml 01) ،  . /c,b,d  (g/ml 06.......(. /95  

  Aerosil .....................................................................................96 براي جاذب چهار مدل سینتیکنمودار :  20-4شکل 

  Celite 97 ....................................................هايبراي جاذب چهار مدل سینتیکنمودار :  21-4شکل 

  98 ........................................................................................هاي مصرفی قبل از فرایند جذبتصاویر جاذب :  22-4شکل 

  99.............................بعد از فرایند جذب و بعد از فرایتد دفع Celite-Cو  Aerosilهايتصاویر جاذب :  23-4شکل 

  100.......جذب، بعد از فرایند جذب و بعد از فرایتد دفعقبل از فرایند Aerosil  جاذب FTIRطیف  :  24-4شکل 

  101...قبل از فرایند جذب، بعد از فرایند جذب و بعد از فرایتد دفعCelite هاي جاذب FTIRطیف  :  25-4شکل 
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  جداول فهرست
  صفحه                                                                                                                         عنوان

 44........................................................... بر روي مقدار آنتی ژن جذب شده و مقدارکل پروتئین ، pH: اثر  1- 2جدول 

  Aerosil، ..................45: اثر غلظت دي اکسی کلات سدیم بر روي آنتی ژن جذب شده توسط جاذب  2- 2جدول 

  49........................................................................................................................ هاي مصرفیهاي جاذبویژگی:  1- 3جدول 

  Celite .........................................................................................................54: پارامترها و سطوح براي جاذب  2- 3جدول 

  Celite ..........................................................................54: طراحی آزمایشات به روش تاگوچی براي جاذب  3- 3جدول 

  Aerosil.......................................................................................................55: پارامترها و سطوح براي جاذب  4- 3جدول 

  Aerosil..............................................................56هاي مرحله دفع براي جاذب بافرطریقه درست کردن  : 5- 3جدول 

  Aerosil........................................................................56: طراحی آزمایشات به روش تاگوچی براي جاذب  6- 3جدول 

  65جهت بهبود راندمان جداسازي.................................. Celite-Bآزمایشات براي جاذب : نتایج طراحی  1- 4جدول 

  66.............................جهت بهبود راندمان جداسازي....... Aerosil: نتایج طراحی آزمایشات براي جاذب  2- 4جدول 

  66.....................................................................................توسط جاذب هاي مصرفی شرایط بهینه جداسازي:  3- 4جدول 

  67...............................: مقایسه میزان راندمان جداسازي آنتی ژن هپاتیت ب توسط جاذب هاي مصرفی 4- 4جدول 

  85هاي مصرفی................................................................هاي لانگمویر و فرندلیچ براي جاذب: ثوابت ایزوترم 5- 4جدول 

  86....................هاي مصرفی...........................هاي تمکین و دوبین رادوشکیویچ براي جاذب: ثوابت ایزوترم 6- 4جدول 

  96هاي مصرفی..........................وم براي جاذبهاي مدل شبه درجه اول و شبه درجه د: ثوابت سینتیک 7- 4جدول 

96...................................هاي مصرفی..ایی براي جاذب لوویچ و نفوذ درون ذرها لهاي مد: ثوابت سینتیک 8- 4جدول 



  پیشگفتار

. تاکنون دو نوع واکسن براي   بیماري هاي عفونی کبد انسان استب مهمترین عامل در بروز ویروس هپاتیت
کنترل و پیشگیري  این عفونت استفاده شده است . نوع اول ، واکسن پلاسمایی بوده که از استخراج ذرات آنتی ژن 

)HBS ( که  از پلاسماي افراد مبتلا به عفونت مزمن به دست آمده است ، این واکسن به خاطر خطرات بالقوه اي
شود ، از رده خارج شده است . نوع دوم ، واکسن نوترکیب است که در حال حاظر از این نوع استفاده می داشت عملاً

 به پروتئین این . شودمی تولید مخمر کشت توسط نوترکیب روش به اکنونهم بهپاتیت سطحی ژن بنابراین آنتی
 آنتی تخلیص براي مختلفی روشهاي . شودمی تولید دیگر هايآنزیم و پروتئین سایر همراه به سلولی صورت درون

 دارد وجود اولتراسانتریفوژ و فیلتراسیون ژل ، افینیتی ، یونی تبادلگر کروماتوگرافی جمله از ، بهپاتیت سطحی ژن
 در ژل این حاضر درحال یافت ، اما دست بالا خلوص درجه به توانمی افینیتی از کروماتوگرافی استفاده با اگرچه .

 این به زیاد آلودگی بار با پروتئین که زمانی طرفی از است بر هزینه و مشکل تهیه آن و شودنمی تولید ما کشور
 . شودمی خراب زود خیلی ژل این و داده کاهش را افینیتی ستون کروماتوگرافی بازدهی شودمی اعمال ستون

 مرحله خالص سازي اولیه بر مخلوط پروتئینی اعمال شود ، لذابنابراین لازم است قبل از خالص سازي نهایی ، یک 
 کروماتوگرافی ستون به ورودي محصول میان خلوص افزایش تخلیص با فرآیند به سطحی جذب مرحله افزودن با

  .گرددمی ستون این کارایی افزایش موجب نهایت در ، افینیتی
، بافر حاوي پروتئین  pHبنابرین هدف ما در طی عملیات جذب و دفع ، با تغییر دادن شرایط محیط از جمله دما ، 

داده  ها ، مدت زمان تماس جاذب با جذب شونده و حتی تغییر دادن نوع جاذب ، راندمان جاذب یا فرایند جذب بهبود
  . گرددانتخاب از نظر راندمان جداسازي شود و در ادامه بهترین جاذب از میان چهار جاذب مصرفی 

این پروژه در پنج فصل گرد آوري شده است . در فصل اول و دوم به بیان مطالب تئوري و کارهاي مشابه انجام 
گردد و در فصل شود ، در فصل سوم نحوه انجام آزمایشات و طراحی آزمایش بیان میشده در مقالات پرداخته می

  شود. پردازیم ، سپس در آخرین فصل نتیجه گیري و پیشنهادات بیان میبدست آمده میچهارم به بررسی نتایج 

  

 

  


