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Hypothesis: Sodium poly-γ-glutamate salt (γ-PGA) is a polyanionic, 
biocompatible, and hydrophilic biopolymer produced by Bacillus 
licheniformis. Due to its high water absorption capacity and interaction with 

blood components, it has been considered as a biological hemostatic agent. In this 
study, the effect of fermentation time on the molecular weight characteristics of 
γ-PGA and its relationship with the hemostatic performance of dressings prepared 
based on this polymer was investigated..
Methods: γ-PGA was produced through submerged fermentation in a synthetic 
culture medium and purified by alcoholic precipitation and dialysis. Sampling 
was performed at intervals of 14, 24, 48 and 72 h. The extracted polymers were 
impregnated onto rayon/polyester fabric by the immersion method, and hemostatic 
dressings corresponding to each fermentation time were prepared.
Findings: Gel permeation chromatography (GPC) analysis showed that although 
the average molecular weight of γ-PGA did not change significantly during the 
time period studied, its molecular weight distribution was markedly affected by 
fermentation time. With increasing fermentation time from 14 to 72 h, the relative 
amount of polymer in the higher molecular weight range (4-4.5×106 Da) increased, as 
inferred from the increased area under the corresponding peaks, while the contribution 
of lighter oligomers decreased. These changes in molecular weight distribution and 
polymer content were accompanied by improved hemostatic performance, such that 
the blood coagulation index (BCI) increased from 80.68% in the dressing containing 
γ-PGA extracted at 14 h to 88.48% in the 72-h dressing. Accordingly, the dressing 
containing γ-PGA extracted at a fermentation time of 72 h was selected as the optimal 
sample for hemostatic and cytocompatibility evaluations. These results indicate that 
simultaneous control of fermentation time and molecular weight distribution of γ-PGA 
is an effective approach for optimizing the hemostatic performance of dressings and 
provides a suitable basis for the development of bioactive dressings with improved 
efficiency.
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مقاله پژوهشي

اثر وزن مولکولی زیست پلیمر سدیم پلی گاما گلوتامات بر بهبود 
انعقاد خون

عاطفه نادری، علی بهرامی*، ولی‌اله بابایی‌پور، مهدی زین‌الدینی

تهران، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، مجتمع دانشگاهی شیمی و مهندسی شیمی، کد پستی 1458889694

دريافت: ۱۴۰۴/7/15، پذيرش: 1405/3/4

و  زیست‌سازگار  پلی‌آنیونی،  زیست پلیمر  یک   )γ-PGA( پلی‌گاما‌گلوتامات  سدیم  نمک  فرضیه: 
آب‌دوست است که به‌وسیله سویه Bacillus licheniformis تولید می شود و به دلیل ظرفیت زیاد 
جذب آب و برهم‌کنش با اجزای خون، به‌عنوان عامل خون‌ایستی زیستی مورد توجه قرار گرفته 
است. در این پژوهش، اثر زمان تخمیر بر ویژگی های وزن مولکولی γ-PGA و ارتباط آن با کارایی 

خون‌ایستان زخم‌پوش های تهیه‌شده بر پایه این زیست پلیمر بررسی شد.
روش‌ها: طی فرایند تخمیر غوطه وری در محیط کشت سنتزی γ-PGA تولید و با روش رسوب‌دهی 
 الکلی و دیالیز خالص‌سازی شد. نمونه برداری از محیط تخمیر در فاصله‌های زمانی 14، 24، 48 و 
ریون/پلی استر  پارچه  روی  غوطه وری  روش  با  استخراج‌شده  زیست پلیمرهای  شد.  انجام   72  h

آغشته شده و زخم‌پوش‌های خون‌ایستان، متناظر با هر زمان تخمیر تهیه شدند.  
یافته‌ها: نتایج سوانگاری ژل تراوشی )GPC( نشان داد، اگرچه میانگین وزن مولکولی γ-PGA در 
بازه زمانی بررسی‌شده تغییر قابل توجهی نداشت، اما توزیع وزن مولکولی آن به طور معناداری 
تحت تاثیر زمان تخمیر قرار گرفت. با افزایش زمان تخمیر از h 14 تا h 72، مقدار نسبی زیست پلیمر 
در بازه وزن مولکولی بیشتر )محدوده Da 106×4/5-4( افزایش یافت که این موضوع از افزایش 
اولیگومرهای سبک تر  حالی که سهم  در  استنباط شد؛  در سوانگار ها  متناظر  پیک های  زیر  سطح 
کاهش یافت. این تغییرات در توزیع وزن مولکولی و مقدار زیست پلیمر با بهبود عملکرد خون‌ایستی 
دارای  %80/68 در زخم‌پوش  از   )BCI( انعقاد خون  به گونه ای که شاخص  بود،  زخم‌پوش همراه 
اساس،  براین  یافت.  افزایش   72  h زخم‌پوش  در   88/48% به   ،14  h در  شده  استخراج   γ-PGA
زخم‌پوش دارای γ-PGA استخراج‌شده در زمان تخمیر h ۷۲ به‌عنوان نمونه بهینه برای ارزیابی های 
 خون‌ایستی و یاخته سازگاری انتخاب شد. این نتایج نشان می دهد، کنترل هم‌زمان زمان تخمیر و 
زخم‌پوش‌ها  کارایی خون‌ایستی  بهینه‌سازی  برای  مؤثری  رویکرد   γ-PGA مولکولی  وزن  توزیع 

است و مبنای مناسبی برای توسعه زخم‌پوش های زیست فعال با کارایی بیشتر فراهم می کند.

انعقاد، 

نمک سدیم پلی گاماگلوتامات، 

تخمیر، 

وزن مولکولی، 

خون‌ایستی
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مقدمه
از  ناشی  مرگ‌و‌میر  اصلی  علت‌های  از  یکی  کنترل‌نشده  خونریزی 
تروما و حوادث به شمار می رود و مدیریت سریع و مؤثر آن از اهمیت 
زخم‌پوش های  از  استفاده  راستا،  این  در  است.  برخوردار  زیادی 
خون‌ایستان )بندآورنده خون( به‌عنوان یکی از کارآمدترین روش ها 
 مطرح است. این زخم‌پوش ها با سرعت‌بخشیدن فرایند انعقاد خون و 
بالینی  نتایج  بهبود  در  حیاتی  نقش  خونریزی،  توقف  زمان  کاهش 
عوامل  از  بهره‌گیری  شواهد،  به  توجه  با  می کند.  ایفا  بیماران 
خون‌ایستان نه‌تنها از نظر اثربخشی بیشتر است، بلکه از نظر هزینه نیز 
مقرون‌به‌صرفه است و می‌تواند به‌طور مؤثری از بروز پیامدهای بعدی 
طبیعی  زیست پلیمرهای  از  گسترده‌ای  طیف   .]1-3[ کند  جلوگیری 
به‌منظور کاربردهای زیست‌پزشکی به‌طور جامع بررسی شده‌اند. توجه 
فزاینده به این زیست پلیمرها ناشی از ویژگی‌های برجسته‌ای همچون 
آن‌هاست.  زیست‌تخریب‌پذیری  و  زیست‌سازگاری  تجدیدپذیری، 
افزون  بر این، وجود گروه‌های عاملی متنوع در واحدهای ساختاری 
آن ها، امکان طراحی و بهینه‌سازی عملکردهای زیستی متنوع را فراهم 
می‌آورد، که این موضوع نقش مهمی در توسعه مواد زیست‌پزشکی با 

عملکردهای هدفمند ایفا می‌کند ]4[.
غیرسمی،  طبیعی،  آنیونی  هوموپلی‌آمید  یک   γ-PGA

یا   L واحدهای  از  که  است  آب  در  محلول  و  زیست تخریب پذیر 
براساس  ماده را می توان  این  اسید تشکیل شده است.  D-گلوتامیک 

اتصال گروه کربوکسیل به دو هم‌شکل )isomorph(، پلی-α-گلوتامیک 
اسید یا پلی-γ-گلوتامیک اسید دسته‌بندی کرد. وجود تعداد زیادی از 
گروه های کربوکسیل آزاد در ساختار γ-PGA موجب جذب و حفظ 
رطوبت زیاد می شود. تولید این زیست پلیمر از تخمیر میکروبی روشی 
اقتصادی با قابلیت توسعه زیاد است ]11-5[. برخی باکتری‌های گرم 
مثبت قابلیت تولید γ-PGA را دارند که ویژگی‌های مولکولی آن بسته 
تولید،  زیاد  بازده  به‌دلیل   Bacillus گونه‌های  است.  متفاوت  گونه  به 
تنوع منابع غذایی قابل استفاده و شناخت دقیق فرایندهای متابولیکی، 
بیشترین توجه را به خود جلب کرده‌اند و به‌طور عمده با این گونه 

به‌عنوان محصول برون یاخته‌ای تولید می شوند ]9[.
درشت‌مولکول هاست.  برای  تعیین‌کننده‌ای  پارامتر  مولکولی  وزن 
سویه  مانند  عواملی  به  باکتریایی  زیست پلیمر  این  مولکولی  وزن 
به  آن  از  مهم تر  و  کشت  شرایط  کشت،  محیط  اجزای  باکتریایی، 
فاز  اواخر  در  ریزاندامگان  به‌وسیله  ترشح‌شده  آنزیم های  عملکرد 
از  وسیعی  گستره  آن ها  برای  همچنین،  دارد.  بستگی  رشد  سکون 
است.  شده  گزارش   2000  kDa تا   10  Da از  مولکولی‌  وزن‌های 
γ-PGA را در محدوده Da 105 تا Da 107 تولید  ،Bacillus گونه های

 می کنند، که می تواند با توجه به روش کاربرد متفاوت باشد ]12-16[. 
همچنین، γ-PGA تولیدشده به‌وسیله Bacillus با وزن مولکولی زیاد، 
التهابی،  پاسخ  القای  مانند  متنوع  زیست‌شیمیایی  نقش های  افزون بر 
مهاجرت و تکثیر یاخته‌ای در طراحی زخم‌پوش‌ها نیز کاربرد دارد. 
زخم‌پوش‌ها با هدف ایجاد محیطی مرطوب برای سرعت‌بخشیدن به 
روند ترمیم طراحی می شوند و γ-PGA به دلیل آب‌دوستی و ساختار 
شبکه ای خود، با جلوگیری از چسبندگی بافت و کاهش انقباض غشا، 
به عنوان مانع مؤثری در محل خونریزی عمل می کند ]4،5،16-18[. 

زیست پلیمر γ-PGA به‌دلیل داشتن تعداد قابل توجهی گروه های 
کربوکسیل آزاد در ساختار خود، ماهیت پلی آنیونی دارد و نیز قابلیت 
جذب آب چندین برابر وزن خود دارد. آرایش سه بعدی γ-PGA در 
اندازی و نگه داری مؤثر مولکول های  به دام  امکان  آبی،  محلول های 
مؤثر  به‌عنوان جاذب   γ-PGA دلیل  همین  به  می کند.  فراهم  را  آب 
برای مدیریت سطح زیاد ترشحات زخم می تواند به کار گرفته شود. 
این زیست پلیمر با چسبندگی مطلوب به بافت های نرم و جذب سریع 
 مایعات خون، باعث غلیظ‌شدن فاکتورهای انعقادی، کاهش خونریزی و 
در نهایت تسریع فرایند خون‌ایستی )انعقاد خون( می شود. در مجموع 
به  پاسخ  در  خودکار  به‌طور   γ-PGA می شود،  باعث  خواص  این 
 شرایط فیزیولوژیکی عمل کرده و محیط مساعدی برای بهبود زخم و 

کنترل خونریزی را ایجاد کند ]3،19-23[.
در این مطالعه ابتدا γ-PGA در محیط کشت بهینه مطابق با مطالعات 
با استفاده از سویه Bacillus licheniformis تولید  پیشین ]8،23[ و 
از روش های مختلف، مشخصه یابی شد.  بهره گیری  با  شد و سپس 
تمرکز اصلی پژوهش، بررسی اثر زمان تخمیر بر ویژگی های مولکولی 
γ-PGA و عملکرد خون‌ایستان آن بود، زیرا تاکنون نقش زمان تخمیر 

بالینی  کارایی  و  مولکولی  ساختار  تعیین  در  کلیدی  متغیر  به‌عنوان 
منظور  بدین  است.  گرفته  قرار  توجه  مورد  کمتر  زیست پلیمر  این 
نمونه برداری از مایع تخمیر در بازه های زمانی 14، 24، 48 و h 72 انجام 
شد. نمونه های استخراج‌شده افزون بر استفاده در تهیه زخم‌پوش‌های 
خون‌ایستان، با سنجش GPC ارزیابی شدند، تا تغییرات میانگین وزن 
مولکولی و الگوی توزیع آن طی فرایند مشخص شود. زخم‌پوش ها بر 
پایه بستر پارچه ریون/پلی استر ساخته شدند و از نظر شاخص انعقاد 
به‌طور  پیش‌تر   γ-PGA اینکه  وجود  با  شدند.  بررسی   )BCI( خون 
عمده به‌صورت زخم‌پوش‌های کامپوزیتی استفاده شده است، استفاده 
از آن به‌تنهایی برای تهیه زخم‌پوش خون‌ایستان تاکنون گزارش نشده 
 است. در این مطالعه، با بررسی دقیق توزیع وزن مولکولی γ-PGA و 
و  زیاد  خون‌ایستی  کارایی  با  زخم‌پوشی  تخمیر،  بهینه  زمان  تعیین 
شاخص انعقاد خون معادل زخم‌پوش‌های کامپوزیتی γ-PGA به‌دست 



مجله علمی، علوم و تکنولوژی پلیمر، سال سی‌وششم، شماره 2، خرداد-تير 1402 356

اثر وزن مولکولی زیست پلیمر سدیم پلی گاما گلوتامات بر بهبود انعقاد خون

مجله علمی، علوم و تکنولوژی پلیمر، سال سی‌و هشتم، شماره 4، آذر-دی 1404

عاطفه نادری و همكاران

356

آمد. افزون ‌بر این، برخلاف مطالعات پیشین که اغلب شاخص انعقاد 
این  min ۱۰( سنجیده‌اند، در  یا   5 min( بازه‌های کوتاه‌مدت  را در 
نیز   )۳۰ min( بازه طولانی‌تر اثربخشی زخم‌پوش حتی در  پژوهش 
است.  خون‌ایستی  اثر  ماندگاری  و  پایداری  بیانگر  که  شد؛  ارزیابی 
با  زیست پلیمرهای  بیشتر  مقدار  و  سهم  می‌دهد،  نشان  یافته ها  این 
وزن مولکولی بیشتر و کنترل شرایط تخمیر، در کنار ارزیابی پایدار 
توسعه  و  انعقادی  خواص  افزایش  در  کلیدی  نقش  انعقاد  شاخص 
زخم‌پوش‌های زیست‌فعال ایفا می‌کند و به‌عنوان نوآوری اصلی این 

طرح تلقی می‌شود.

تجربی

مواد 
مثبت  گرم  باکتری  میکروبی،  کشت  در  استفاده‌شده  باکتریابی  سویه 
میکروبی  بانک  از  که  بود،   Bacillus licheniformis ATCC a9945

DSMZ تهیه شد. پارچه بی بافت ریون/پلی استر از شرکت یکتابافت 

مجللی خریداری  از شرکت  اتانول  و  اسید  هیدروکلریک  تهیه شد. 
هیدروژن  پتاسیم  کلرید،  آمونیوم  اسید،  سیتریک  گلیسرول،  شدند. 
فسفات، منیزیم سولفات هپتاهیدرات، آهن )III( کلرید هگزاهیدرات، 
کلسیم  دی‌هیدرات،  کلرید  کلسیم  مونوهیدرات،  سولفات  منگنز 
از شرکت  )ایزوپروپانول(  2-پروپانول  و  هیدروکسید  کلرید، سدیم 
3-)5،4-دی متیل  و  اسید  گلوتامیک  شدند.  تهیه  )آلمان(   Merck

شرکت از   )MTT( برمید  تترازولیوم   تیازول-2-ایل(-2،5-دی‌فنیل 
 Dulbecco’s آمریکا( خریداری شدند. محیط کشت( Sigma-Aldrich 

 )fetal bovine serum, FBS( و سرم جنین گاوی Eagle اصلاح‌شده با 
از شرکت Gibco تهیه شدند.

دستگاه‌ها و روش‌ها
γ-PGA فرایند تخمیر و تولید

سویه  از  استفاده  با  هوازی  غوطه وری  تخمیر  راه  از   γ-PGA  تولید 
Bacillus licheniformis انجام شد. ابتدا مایه تلقیح با تلقیح سویه در 

محیط کشت شامل گلوتامیک اسید g/L 30، گلیسرول g/L 40، سیتریک 
 ،0/5 g/L 7، پتاسیم هیدروژن فسفات g/L 12، آمونیوم کلرید g/L اسید 
منیزیم سولفات هپتاهیدرات g/L 0/5 و آهن )III( کلرید هگزاهیدرات 
g/L 0/04 تهیه شد. pH محیط روی 7/4 تنظیم و پس از سترون سازی 

در   220 rpm دور  و   37  °C دمایی  با شرایط   16  h به‌مدت  کشت 
)JAL Tajhiz- JTSL50( برای تکثیر  )Incubator( تکاننده گرم‌خانه

یاخته‌ای گرم‌خانه‌گذاری شد ]23[.
برای مرحله تولید، mL 5 از مایه تلقیح به mL 45 از محیط کشت 
 ،40 g/L دارای ترکیبات گلوتامیک اسید γ-PGA اصلی برای تولید
 ،7  g/L کلرید  آمونیوم   ،40  g/L اسید  سیتریک   ،50  g/L گلیسرول 
هپتاهیدرات   سولفات  منیزیم   ،0/5  g/L فسفات  هیدروژن  پتاسیم 
g/L 0/5، آهن )III( کلرید هگزاهیدرات g/L 0/04، منگنز سولفات 

 0/15  g/L دی هیدرات  کلرید  کلسیم  و   0/104  g/L مونوهیدرات 
منتقل شد. pH اولیه محیط روی 7/4 تنظیم شد و تخمیر در شرایط 
 72 h 200 به‌مدت rpm 37 و سرعت هم‌زدن بهینه °C هوازی دمای
انجام شد ]23[. نمونه برداری در زمان های مشخص انجام و نمونه ها 

برای استخراج و سنجش γ-PGA استفاده شد.

استخراج γ-PGA از محیط کشت تخمیر 
که  است،   γ-PGA یاخته‌ ای  برون  تولید  به  قادر  شده  استفاده  سویه 
برای استخراج زیست‌پلیمر ابتدا با افزودن هیدروکلریک اسید محیط 
کشت اسیدی شده و pH آن روی 2 تنظیم شد. به دنبال آن با کاهش 
یاخته‌ ها،  منفی  بار  بین‌رفتن  واز  کشت  محیط  محتویات  چسبندگی 
یاخته ها راحت تر به‌هم چسبیده و جداسازي آن ها ساده تر شد. سپس، 
و  یاخته‌ ها   )PIT Universal 320( مرکزگریز  دستگاه  از  استفاده  با 
رسوب باکتری ها به‌خوبی جدا شدند، و محلول باقی مانده با سدیم 
رویی،  مایع  از سردشدن  پس  رسانده شد.   7/4  pH به  هیدروکسید 
 96% سرد  اتانول  برابر   4 با  و  شد  برداشته  آن  از  مشخصی  حجم 
با   .]5،8،11،24[ شد  انجام  زیست‌پلیمر  استخراج  )حجمی/حجمی( 
جداسازی محلول رویی آن، توده‌ای از محصول به‌دست آمد. در ادامه، 
محصول  ناخالصی ها  سایر  حذف  و  نمک زدایی  برای  عمده  به‌طور 
γ-PGA تحت فرایند دیالیز قرار گرفت. بدین منظور، از غشای دیالیز 

استفاده شد تا ناخالصی‌ها و مولکول های با وزن مولکولی کوچک از 
بیشتر حاصل شود.  با خلوص  و محصولی  زیست‌پلیمر جدا شوند 
فرایند دیالیز به‌مدت h 48 انجام شد و برای افزایش کارایی حذف 

ناخالصی ها، بافر دیالیز هر h 12 یکبار عوض شد.

γ-PGA مشخصه یابی
با   γ-PGA نمونه‌  پیوندهای شیمیایی و گروه های عاملی موجود در 
 )FTIR) (NEXUS 670 Nicolet( طیف‌سنج زیرقرمز تبدیل فوریه
بررسی شدند. طیف های حاصل، درصد عبور را در بازه عدد موجی  
نمونه ها،  آماده سازی  به منظور  می‌دهند.  نشان   400-4000  cm−1

باقی مانده،  با دیالیز، برای حذف کامل رطوبت  γ-PGA خالص‌شده 

به‌مدت h 48 تحت فرایند خشک کن انجمادی قرار گرفت و سپس 
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 ،FTIR طیف  ثبت  برای  شد.  آسیاب  یکنواخت  پودر  تهیه  برای 
قرص های KBr با مخلوط سازی یکنواخت mg 2 از پودر γ-PGA با 
KBr 200 mg و فشرده سازی مخلوط به‌شکل قرص شفاف تهیه شد. 

در نهایت طیف  زیرقرمز نمونه ها با دستگاه FTIR ثبت و تحلیل شد.
زیست پلیمر،  نمونه  شیمیایی  ساختار  بررسی  به منظور  همچنین 
طیف سنجی رزونانس مغناطیسی هسته ای )1H-NMR( با طیف‌سنج 
Bruker Avance DRX500 در بسامد MHz 400- 100 انجام شد. 

حلال  در   γ-PGA انجمادی  خشک شده  نمونه های  منظور  بدین 
لوله های  به  حاصل  شفاف  محلول  و  شده  حل   D2O دوتریم‌دار 
استاندارد NMR منتقل شد؛ سپس، طیف نمونه با استفاده از دستگاه 

NMR در بسامد نام‌برده ثبت و تحلیل شد.

در  آن  تغییرات  بررسی  و   γ-PGA مولکولی  وزن  تعیین  به‌منظور 
طول زمان تخمیر، از سوانگاری ژل تراوشی )GPC( براساس زمان 
 Agilent1100 با استفاده از دستگاه GPC ماند، استفاده شد. سنجش 
 Agilent-PL aquagel-OH Mixed-H ستون های  به   مجهز 
بودند،  شده   متصل  متوالی  صورت  به  که   300×  7/5  mm ابعاد  با 
شکست  ضریب  آشکارساز  با  سیگنال ها  آشکارسازی  و  شد   انجام 
شامل   )eluant( شوینده  شد.  انجام   )refractometer index, RI(
محلول سدیم دی هیدروژن فسفات )NaH2PO4( با غلظت 0/01 مولار 
به‌همراه سدیم نیترات )NaNO3( با غلظت 0/2 مولار و pH برابر 7 
 35 °C mL/min 1 و دمای ستون  فاز متحرک  بود. سرعت جریان 
تنظیم شد. پیش از تزریق نمونه ها، دستگاه با استفاده از مجموعه ای 
از زیست پلیمرهای پولولان )Pullulan( درجه بندی و کالیبره شد و 
سپس نمونه ها پس از آماده سازی به دستگاه تزریق شدند. براساس 
آن  تغییرات  و  مولکولی  وزن  سوانگار ها،  از  آمده  به‌دست  داده های 
در نمونه های مختلف محاسبه و تحلیل شد. این سنجش ها به‌منظور 
ارزیابی و تأیید ترکیب زیست‌پلیمر تولیدشده برای استفاده در مرحله 

بعدی و کاربرد آن در زخم‌پوش انجام شدند. 

بررسی اثر زمان تخمیر بر وزن مولکولی γ-PGA و کاربرد آن در 
زخم‌پوش های خون‌ایستان

به‌منظور بررسی اثر زمان های مختلف تولید بر خواص γ-PGA و وزن 
مولکولی آن، نمونه برداری از محیط  کشت در فاصله‌های زمانی 14، 
24، 48 و h 72 انجام شد. انتخاب این بازه‌های زمانی براساس الگوی 
رشد و نمودار تولید γ-PGA انجام شد؛ به‌گونه‌ای که از حدود مدت 
 h ۱۴ پس از آغاز کشت، مقدار تولید زیست پلیمر شتاب می‌گیرد و 
در حدود مدت h ۷۲ فرایند تخمیر به مرحله پایدار رسیده و تولید 
متوقف می‌شود ]8[. به‌منظور دستیابی به ارزیابی جامع‌تر از تغییرات 

ساختاری و رفتار وزنی زیست پلیمر طی فرایند، افزون  بر نمونه‌های 
اولیه و نهایی، نمونه‌های میانی )۲۴ و h ۴۸( نیز بررسی شدند، تا سیر 
تحول توزیع وزن مولکولی و ویژگی‌های ساختاری در گذر زمان با 
دقت بیشتری تبیین شود. نمونه های استخراج‌شده افزون  بر استفاده 
در تهیه زخم‌پوش‌های خون‌ایستان، برای تعیین وزن مولکولی نیز با 
سنجش GPC ارزیابی شدند. در ادامه، شاخص های مرتبط با انعقاد 

خون برای بررسی عملکرد زخم‌پوش ها بررسی شد. 

γ-PGA آماده سازی زخم‌پوش
زخم‌پوش γ-PGA بر بستر پارچه ریون/پلی استر ساخته شد. بدین منظور، 
محلول γ-PGA با غلظت ثابت %0/95 )وزنی/حجمی( تهیه و حجم 
یکسان mL 5 از محلول روی g 0/5 از الیاف ریون/پلی استر اعمال شد. 
 ،)Alpha D-500( در آب روی همزن مغناطیسی γ-PGA با حل‌کردن 
محلول تهیه شد. پس از آن پارچه ریون/پلی استر در محلول آماده‌شده 
غوطه ور شد. پس از تبخیر کامل آب و خشک‌شدن پارچه، پوشش 

یکنواختی از زیست پلیمر γ-PGA روی پارچه تشکیل شد. 
 

)BCI( بررسی شاخص انعقاد خون
زخم‌پوش‌ها با ابعاد cm2 1×1 برش زده شدند. µL 200 خون سیتراته 
زخم‌پوش  روی  به‌آرامی  مولار   0/2 کلرید  کلسیم   20  µL به‌همراه 
 )Jal Incubator( 5 درون گرم‌خانه  min ریخته شد. نمونه ها به‌مدت
 10 mL 37 قرار داده شد. پس از گرم خانه گذاری اولیه °C با دمای
آب یون‌زدوده بدون ایجاد اختلال در لخته خون اضافه شد و نمونه ها 
نمونه ها  آن،  از  پس  شدند.  گرم‌خانه‌گذاری  دیگر   30  min به‌مدت 
مرکزگریز  دستگاه  درون   1000   rpm سرعت  با   1  min  به‌مدت 
)NF-005-Nedaye Fan( قرار گرفتند و جذب هموگلوبین آزادشده 
انعقاد  نهایت، شاخص  اندازه گیری شد. در   540 nm در طول موج 

خون )BCI( از معادله )1( محاسبه شد ]25،26[. 

w s wBCI = (A -A )/A ×100                                         )1(

در این معادله، Aw، جذب µ L 200  خون لخته‌نشده در mL 10 آب 
یون‌زدوده و As، جذب خون نمونه است.  

بررسی سمیت یاخته‌ای و یاخته سازگاری
یاخته سازگاری زخم‌پوش‌ها با استفاده از آزمون MTT و یاخته های 
)161NCBI C، بانک یاخته انستیتو پاستور ایران( ارزیابی شد.   929L

به  بازیابی،  و  یخ‌زدایی  از  پس  یاخته ها  آزمون،  این  شروع  از  پیش 
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)حجمی/  10%  FBS به‌همراه   DMEM محیط کشت  دارای  فلاسک 
حجمی( منتقل شده و در دمای C° 37، رطوبت %90 و غلظت کربن 
دی‌اکسید %5 )حجمی/حجمی( گرم‌خانه‌گذاری شدند. ارزیابی سمیت 
براساس  عصاره گیری  روش  از  و  غیرمستقیم  به صورت  یاخته‌ای 
استاندارد ISO 12-10993 انجام شد. در این روش، زخم‌پوش ها پس 
برش   6  cm² قطعات  به   ،)UV( فرابنفش  تابش  با  سترون‌سازی  از 
 5% دی‌اکسید  کربن  شرایط  در  محيطك شت   1  mL در  و  شده  داده 
)حجمی/حجمی( و دمای کشت C° 37 گرم‌خانه‌گذاری شدند. بعد 
روش  این  شد.  افزوده  یاخته‌ها  به  و  خارج  عصاره   72  h مدت  از 
 γ-PGA زیست پلیمر  آغشته شدن  و  زخم‌پوش ها  جامدبودن  به دلیل 
آزادسازی  بررسی  امکان  که  انتخاب شد  ریون/پلی استر  الیاف  روی 
واقعی زیست پلیمر و آثار احتمالی آن در شرایط شبیه‌سازی‌شده بدن 

را فراهم می‌کند. 
 بدین صورت که براي بررسي مقدار تكثير یاخته‌اي و برای پایداری و 
 1×104 cells/mL چسبندگی مناسب، هر چاهک از پلیت 96 چاهکی با 
به‌مدت  سپس  و  شد  تلقیح  محیط کشت   100  µL به‌همراه   یاخته 
h 24 در دمای C° 37 گرم خانه‌گذاری شد تا یاخته‌ها به كف ظرف 
کشت بچسبند و یک تک لایه کامل تشکیل شود. سپس، محیط کشت 
 10  µL به‌همراه  زخم پوش  عصاره  از   90  µL و  شد  خارج  اضافی 
FBS به هر چاهك كشت افزوده شد و یاخته‌ها به‌مدت h  24 ديگر 

در مجاورت اين عصاره ها گرم‌خانه‌گذاری شدند. پس از آن، محيط 
 0/5 mg/mL با غلظت MTT 100 محلول µL كشت خارج شد و
به هر چاهک اضافه شد. پس از زمان h 4 گرم‌‌خانه‌گذاری بلورهای 
 15  min به‌مدت  و  شدند  حل  ایزوپروپانول  در  حاصل  فورمازان 
روی دستگاه تکاننده )Stuart Scientific Orbital Shaker sol( قرار 
 گرفتند. سپس، مقدار غلظت ماده حل‌شده در ايزوپروپانول با دستگاه 
موج  طول  در  آمریکا  ساخت   ELISA reader, BioTek ELx808 

nm 570 اندازه گیری شد. مقدار تراکم نوری )OD( به‌طور مستقیم با 

تعداد یاخته های زنده و فعالیت متابولیکی متناسب است. بنابراين مي‌توان 
از معادله )2( چاهك داراي مقدار یاخته بيشتر را مشخص كرد و با نمونه 
کنترل منفی )محیط کشت DMEM شامل FBS 10 µL( مقايسه کرد. 

گفتنی است، هر نمونه دارای پنج تکرار مستقل است ]27-30[.

viability %= (mean OD of sample/mean OD of control) 100×                     )2(
 

تجزیه و تحلیل آماری
تمام آزمایش‌ها حداقل در سه تکرار مستقل )n =3( انجام شد. داده‌ها 
و  تجزیه  شده‌اند.  ارائه   )SD( معیار  انحراف   ± میانگین  به‌صورت 

تحلیل‌های آماری با نرم افزار GraphPad Prism 9 انجام شد و تفاوت 
 )ANOVA( یک‌طرفه  واریانس  سنجش  از  استفاده  با  گروه‌ها  بین 
 ns و p****>0/0001 ،p***>0/001 ،p**>0/01 ،p*>0/05 .ارزیابی شد 

نشان‌دهنده عدم معنی‌داربودن است.

نتایج و بحث

 γ-PGA بررسی تولید
و  است  ترشحی  و  برون یاخته‌ای  به‌صورت  تولیدشده  زیست پلیمر 
از محیط کشت جداسازی می شود. مقدار تولید γ-PGA در هر بازه 
اندازه گیری  و  محیط کشت  از  زیست پلیمر  استخراج  از  زمانی پس 
وزن خشک آن، به‌صورت گرم بر لیتر گزارش شد. نتایج حاصل از 
 ۷۲ h بازه های زمانی ۱۴، ۲۴، ۴۸ و  در   γ-PGA  اندازه گیری مقدار 
قابل  و  پیوسته  به طور  زیست پلیمر  مقدار  که  داد  نشان   )1 )شکل 
توجه افزایش یافته است؛ تولید از آغاز فرایند تخمیر هم‌زمان با رشد 
ادامه می یابد. در مراحل  پایان فاز سکون  تا  یاخته‌ای شروع شده و 
اولیه، تولید γ-PGA به رشد یاخته‌ای وابسته بوده و سپس به‌صورت 
h ۱۰ نخست  تولید در مدت  ادامه می‌یابد. سرعت  از رشد  مستقل 
تخمیر کم است، اما پس از آن با سرعت بیشتری افزایش می‌یابد. از 
مدت h 14 تا h 24 کشت میکروبی غلظت محصول با شیب تندتری 

 14 h در بازه های زمانی γ-PGA شکل 1- منحنی های رشد و تولید
تا h 72: )●( مقدار تولید γ-PGA )محور چپ( و )■( وزن خشک 

یاخته )محور راست(.
Fig. 1. Growth and γ-PGA production curves from 14 to 72 h:  

(●) γ-PGA production (left axis), and (■) dry cell weight 

(right axis).
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افزایش می یابد. این بازه نام‌برده بخش عمده ای از فاز رشد نمایی را 
 72  h 33/5 در g/L 14 به h 8/03 در g/L شامل می شود. در نهایت، از 

رسید و در روز سوم بازده تولید محصول به حداکثر  می رسد.

 )FTIR( طیف‌سجی زیرقرمز تبدیل فوریه
شکل 2 طیف FTIR زیست پلیمر γ-PGA به‌همراه نمونه استاندارد را 
نشان می دهد. در طیف γ-PGA، طیف جذب در cm-1 1721 به ارتعاش 
گروه کربونیل )COO-( مربوط است. خمشی پیوند NH )آمید1( در 
cm-1 1647، ارتعاش کششی پیوند آمید 2 در cm-1    1547 مشاهده شد 

پیوندهای آمیدی در ساختار   پلی پپتید است.  که نشان دهنده وجود 
و   3295  cm-1 جذب‌های  و   1413  cm-1 در   C=O کششی  ارتعاش 
2920 به ارتعاش کششی OH و CH مربوط هستند که هم پوشانی این 
ارتعاش‌های معمول در پلی پپتیدها را نشان می دهد. همچنین ارتعاش 

CN در حدود cm-1 1120 و NH در حدود cm-1 600 ظاهر شدند. 

 مقایسه طیف γ-PGA با نمونه استاندارد نشان می دهد، موقعیت و 
گروه های  ساختار  از  حاکی  که  است،  منطبق  کاملًا  پیک ها  شدت 
عاملی مشابه با نمونه استاندارد و خلوص زیاد زیست پلیمر تولیدشده 
امکان   2 و  آمید 1  پیوندهای  موقعیت  بررسی  این،  بر  افزون   است. 
 ،γ-PGA در  می کند.  فراهم  را  زیست پلیمر  ثانویه  ساختار  تعیین 
پیوندهای آمید 1 و 2 در 1547 و cm-1 1647 قرار دارند، که مطابق با 
ساختار مارپیچ α پلی‌گلوتامات‌هاست. این در حالی است که ساختار 
و  در محدوده 1525  را   2 و   1 آمید  پیوندهای  معمولاً   β صفحه‌ای 
cm-1 1625 نشان می دهند ]31[. بنابراین، تحلیل FTIR نه تنها وجود 

استاندارد  نمونه  با  مقایسه  در  را  زیست پلیمر  عملکردی  گروه های 

تأیید می کند، بلکه ساختار ثانویه α-مارپیچ γ-PGA تولیدشده را نیز 
به‌روشنی نشان می دهد.

 )1H-NMR( طیف‌سنجی رزونانس مغناطیسی هسته
نمونه  به‌همراه  را   γ-PGA زیست پلیمر   1H-NMR طیف   ،3 شکل 
پروتون  هسته  نوع  سه  طیف،  این  در  می‌دهد.  نشان  آن  استاندارد 
متمایز )β ،α و γ( مشاهده شد ]32،33[. جابه‌جایی شیمیایی مربوط 
 CH2-γ در 2/04، 1/92 و CH2-β ،4/13 ppm در CH-α به پروتون
نمونه  با  زیست پلیمر  انطباق طیف  مشاهده شده اند.   2/34  ppm در 
وجود  یا  شیار  بدون  و  مشخص  پیک های  مشاهده  از  استاندارد، 
پراکندگی  دیگر،  به‌عبارت  شد؛  تأیید  غیرمنتظره  اضافی  پیک های 
نشان دهنده  می توانست  که  جانبی  شیارهای  یا  پیک ها  غیرعادی 
آلودگی و ناخالصی باشد، مشاهده نشد که این همخوانی ساختاری، 
موفقیت آمیزبودن فرایند تولید زیست پلیمر γ PGA را تأیید می کند. 
همچنین اختلاف جزئی در جابه‌جایی شیمیایی می‌تواند به‌طور عمده 
باشد، زیرا ریزاندامگان مختلف ممکن   γ-PGA تولید  منبع  از  ناشی 
است، نسبت‌های کمی متفاوت از گروه‌های آمیدی و کربوکسیل را در 
زیست پلیمر تولید کنند. این برهم‌کنش‌های درون‌مولکولی هیدروژنی 
γ-PGA می‌تواند  آمیدی و کربوکسیلات در زنجیر   میان گروه‌های 
محیط شیمیایی پروتون‌ها را تغییر دهد و موجب جابه‌جایی اندک در 

طیف 1H-NMR شود.

سنجش GPC و بررسی وزن مولکولی
تخمیر،  فرایند  طی   γ-PGA مولکولی  وزن  تغییرات  بررسی  برای 

شکل 2- طیف های )a( FT-IR نمونه استاندارد )γ-PGA )b تولیدی.
Fig. 2. FT-IR spectra (a) standard sample (b) produced γ-PGA.

                                                             (a) (b) 
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از  استخراج‌شده   γ-PGA شامل  نمونه ها  شد.  انجام   GPC سنجش 
 72  h و   48  ،24  ،14 زمان های  در   Bacillus licheniformis سویه 
بودند. سوانگار‌های حاصل )شکل 4( نشان دهنده چهار پیک اصلی 
 22-23 min در بازه های زمانی تقریبی 16-11، 20-18، 21/5-20 و
متمایز در زیست پلیمر  بیانگر وجود چهار جمعیت وزنی  که  بودند 
نمونه  برای  مولکولی  توزیع وزن  منحنی  تولیدشده هستند. شکل 5 
h 72 را نشان می دهد. پیک غالب به زیست پلیمر با وزن مولکولی 
میانگین  نمونه ها  تمام  در  و  بود  مربوط   )4-4/5  ×  106  Da( زیاد 
وزن مولکولی نسبتاً ثابتی نشان داد، درحالی که سایر پیک ها نماینده 
جمعیت سبک تر زیست پلیمر بودند. جدول 1 بازه های وزنی، زمان 

زیر  نسبی  سهم  تحلیل  می دهد.  نشان  را  پیک  هر  شماره  و  خروج 
منحنی پیک غالب نشان داد، با توجه به حجم و مقدار تزریق یکسان، 
 )4-4/5 × 106 Da( مقدار و سهم زیست پلیمر با وزن مولکولی زیاد 
در   48/38  %  ،24  h در   46/22% به  به‌ترتیب   14  h در   38/94% از 
)همان طور  یافت  افزایش   72  h در   53/35 % نهایت  در  و   48  h
وزن  با  مولکول‌های  سهم  مقابل،  در  می دهد(.  نشان   4 شکل   که 
>Da 103 × 2/8-2 کاهش تدریجی داشت. این روند نشان می دهد، با 

گذشت زمان، تعادل سامانه به سمت تجمع زیست پلیمرهای با وزن 
مولکولی Da 106 × 4/5-4 حرکت می کند. با وجود ثبات میانگین 
وزن مولکولی، تغییرات چشمگیری در الگوی توزیع وزن مولکولی 
داده اند،  نشان  نیز  پیشین  مطالعات  شد.  مشاهده  تخمیر  فرایند  طی 
توزیع وزن مولکولی γ-PGA در مراحل مختلف تخمیر تغییر می کند. با 
 وجود این ، چنین تغییراتی به صورت سامانمند و کمّی ارزیابی نشده و 
سهم نسبی وزن مولکولی در طول زمان کمتر مورد توجه قرار گرفته 
وزن  توزیع  دقیق  بررسی  امکان  کمی  تحلیل  این   .]12،14[ است 
مولکولی γ-PGA، و ارتباط آن  با زمان تخمیر و کارایی خون‌ایستی 
زیست پلیمر را فراهم می کند. همچنین نتایج می تواند در بهینه سازی 
فرایند تولید زخم‌پوش های خون‌ایستان با ویژگی های کنترل‌شده وزن 

مولکولی نقش مؤثری ایفا کند.

ارزیابی شاخص انعقاد و رابطه آن با وزن مولکولی و زمان تخمیر
هدف از این مطالعه، بررسی اثر زمان تخمیر بر ویژگی های مولکولی 
بنابراین،  γ-PGA و کارایی خون‌ایستان دارای این زیست پلیمر بود. 

زخم‌پوش‌های خون‌ایستان با γ-PGA استخراج‌شده در بازه های زمانی 

شکل 3- طیف های a( :1H-NMR( نمونه استاندارد و )γ-PGA )b تولیدی.
Fig. 3. 1H-NMR spectra: (a) standard sample b) produced γ-PGA.

شکل 4- طیف های γ-PGA   GPC تولیدشده در زمان های مختلف تخمیر.
Fig. 4. GPC spectra of produced γ-PGA at different fermenta-

tion times.

                                                       (a) (b) 
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 مختلف تخمیر تهیه و شاخص انعقاد خون آن ها ارزیابی شد )شکل 6(. 
ویژگی‌های  بهبود  با  تخمیر  زمان  مدت  افزایش  داد،  نشان  نتایج 
کارایی  ارتقای  به  این موضوع  بوده و  ساختاری زیست پلیمر همراه 
خون‌ایستی زخم‌پوش‌ها منجر شده است. به‌طور مشخص، شاخص 
 72 h 14 تخمیر به %88/48 در نمونه با h انعقاد خون از  %80/68 در
زیست پلیمرهای  بیشتر  اثربخشی  بیانگر  که  یافت  افزایش  تخمیر 
تولیدشده در دوره های طولانی تر فرایند تخمیر در کنترل خونریزی 
است. شایان ذکر است، نمونه  شاهد )کنترل منفی( شامل پارچه الیاف 
ریون/پلی استر بدون زیست پلیمر خون‌ایستان، شاخص انعقادی حدود 
%60 را نشان داد که بیانگر نقش تعیین‌کننده γ-PGA در بهبود فرایند 
)QCCG( خون ایستی است و نمونه کنترل مثبت زخم‌پوش تجاری

QuikClot Combat Gauze شامل پارچه ریون/پلی استر دارای کائولن 

دارای شاخص انعقادی در حدود %89/8 بود، که به‌عبارتی استفاده از 
نمونه کنترل مثبت کارایی قابل قبول زخم‌پوش γ-PGA را در مقایسه 

با نمونه های تجاری تأیید می کند.
با افزایش زمان تخمیر، محلولی با گران‌روی بیشتر حاصل می شود، 
اهمیت  از  زیستی  زخم‌پوش‌‌های  نظیر  کاربردهایی  در  ویژگی  این 

محصول  زیستی  و  فیزیکی  خواص  زیرا  است؛  برخوردار  بسزایی 
نهایی، از جمله گران‌روی، زیست‌چسبندگی و قابلیت مهار خونریزی 
زیست پلیمر  مولکولی  وزن  و  ساختار  تأثیر  تحت  مستقیم  به طور 
زیست پلیمر،  ساختار  و  ماهیت  به  گران‌روی   .]12،14[ دارند  قرار 
برهم‌کنش‌های مولکولی آن و وزن مولکولی وابسته است و به‌عنوان 
تعیین  در  مهمی  نقش  زیست پلیمرها،  کلیدی  ویژگی‌های  از  یکی 
کاربردهای مناسب آن‌ها ایفا می‌کند. برای این زیست پلیمر تغییرات 
نشان   72  h تا  را  افزایشی  روند  تخمیر،  زمان  طول  در  گران‌روی 
 γ-PGA می دهد. افزایش گران‌روی در طول زمان می‌تواند به تجمع
در اثر فرایند تخمیر و هم‌زدن مداوم در تکاننده گرم‌خانه نسبت داده 
 شود. این شرایط موجب شکل گیری تجمع‌ها به‌واسطه برهم‌کنش‌ها  و 

.72 h در γ-PGA شکل 5- الگوی توزیع وزن مولکولی
Fig. 5. Molecular weight distribution pattern of γ-PGA at 72 h.

.GPC براساس سنجش γ-PGA جدول 1- بازه های وزن مولکولی
Table 1. Molecular weight ranges of γ-PGA determined by GPC.

Assigned populationMolecular weight range (Da)Retention time (min)Peak No.

High-molecular-weight polymer

Medium-molecular-weight polymer

Oligomeric species

Monomeric species

4-4.5 × 106

2- 2.8 ×103

400-450

50

11-16

18-20

20-21.5

22-23

Peak 1 (dominant)

Peak 2

Peak 3

Peak 4

شکل 6- شاخص انعقاد خون زخم‌پوش های خون‌ایستان در زمان های 
مختلف تخمیر γ-PGA تولیدی )میانگین ± انحراف معیار، تکرار = 3، 

.)p**** > 0/0001 ،p* > 0/05
Fig. 6. Blood coagulation index of hemostatic dressings at 

different fermentation times of produced γ-PGA (Mean ± SD, 

n = 3, *p < 0.05, ****p < 0.0001).
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واکنش های بین‌مولکولی شده و در نتیجه به ایجاد زنجیر‌های بلندتر 
γ-PGA  منجر می‌شوند. در این بازه زمانی، زنجیرهای زیست پلیمر 

فرصت بیشتری برای رشد و تشکیل پیوندهای منظم پیدا می‌کنند. اما 
در مقابل میانگین تغییرات وزن مولکولی در برابر مدت زمان تخمیر 

تفاوت معنی‌داری نشان نداد ]12،14[. 
از  پس  و  آغشته سازی  از  پیش  زخم‌پوش ها  وزن  این،  افزون  بر 
خشک‌شدن کامل اندازه گیری شد )جدول 2(. نتایج نشان داد، اختلاف 
مقدار جذب زخم‌پوش ها ناچیز است که نمایانگر یکنواختی مناسب 
از  است.  شده  اعمال  خون‌ایستان  ماده  مقدار  و  آغشته سازی  فرایند 
این رو، مقایسه کارایی خون‌ایستان زخم‌پوش ها براساس نمونه هایی 
با مقدار پوشش دهی تقریباً یکسان انجام شده و می توان نتیجه گرفت 
که تفاوت های مشاهده‌شده در شاخص های خون‌ایستان به‌طور عمده 
تأیید  نتایج  این  است.  بوده   γ-PGA مولکولی  ویژگی های  از  ناشی 

می‌کنند، خواص فیزیکی و شیمیایی و زیستی زیست پلیمر تابعی از 
و   زخم‌پوش  نهایی  کارایی  در  مستقیمی  نقش  و  است  تخمیر  زمان 

کنترل انعقاد خون ایفا می‌کند.

 بررسی سمیت یاخته‌ای و یاخته سازگاری
ارزیابی  در  اولیه  شاخص‌های  از  یکی  به‌عنوان  یاخته‌سازگاری 
اولیه  الزام‌های  از  و  می شود  شناخته  مواد  کلی  زیست سازگاری 
مطالعه  این  در  که  است،  خون‌ایستان  زخم‌پوش‌های  کاربرد  برای 
آزمون،  این  در  شد.  ارزیابی   MTT غیرمستقیم  آزمون  از  استفاده  با 
به  زرد  تترازولیوم  پودر  تبدیل  براساس  یاخته ها  متابولیکی  فعالیت 
 OD بلور‌های فورمازان نامحلول سنجیده می شود؛ به طوری که مقدار
اندازه گیری شده با استفاده از دستگاه ELISA به طور مستقیم با تعداد 
یاخته های زنده متناسب است. با توجه به اینکه ماده فعال خون‌ایستان 
در تمام زخم‌پوش ها یکسان بوده و تمام نمونه های دارای γ-PGA با 
فرمول‌بندی پایه مشابه بودند، آزمون سمیت یاخته‌ای فقط روی نمونه 
بیشترین شاخص  انجام شد، که  h 72 تخمیر  با   γ-PGA زخم‌پوش 
انعقاد خون را در میان سایر زخم‌پوش ها نشان داد )شکل 6(. از آنجا 
که ترکیبات پایه در سایر زخم‌پوش ها نیز یکسان است، می توان انتظار 
داشت، آن ها نیز رفتار زیستی مشابهی  نشان می دهند. نتایج آزمون 
در زخم‌پوش   MTT با روش  یاخته  زنده مانی  داد،  نشان  )شکل 7( 
یاخته های  یاخته‌ای روی  اثر سمیت   بوده و هیچ   95/11% ،γ-PGA

عالی  یاخته‌ای  سازگاری  از  حاکی  نتایج  این  نشد.  مشاهده   929L

زخم‌پوش  و ایمنی ترکیبات آزادشده از آن است.

نتیجه گیری 
ویژگی های  بر  تخمیر  فرایند  زمان  اثر  بررسی  پژوهش  این  هدف 
مولکولی γ-PGA و ارتباط آن با عملکرد خون‌ایستان زخم‌پوش های 

 ± )میانگین   γ-PGA زخم‌پوش  یاخته سازگاری  سنجش   -7 شکل 
.)p**** > 0/0001 ،5 = انحراف معیار، تکرار

Fig. 7. Cytocompatibility analysis of γ-PGA dressing  

(Mean ± SD, n = 5, ****p < 00001).

جدول 2- وزن زخم‌پوش های γ-PGA پیش و پس از آغشته سازی و مقدار جذب ماده خون‌ایستان.
Table 2. Weight of γ-PGA dressings before and after coating and their absorbed hemostatic content.

Absorbed amount (g)Weight of after coating (g)Weight of before coating (g)DressingsRow

0.045 

0.0452 

0.0454 

0.0458 

0.5498 

0.5501 

0.5552 

0.5548 

0.5048 

0.5049 

0.5098 

0.5090 

Dressing-γ-PGA-14h

Dressing-γ-PGA-14h

Dressing-γ-PGA-14h

Dressing-γ-PGA-14h

1

2

3

4
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تهیه‌شده بر پایه  این زیست پلیمر بود. نتایج سنجش GPC نشان داد، 
مختلف  زمانی  بازه های  در   γ-PGA مولکولی  وزن  میانگین  اگرچه 
به طور  آن  مولکولی  وزن  توزیع  اما  نداشت،  معناداری  تغییر  تخمیر 
که  به گونه ای  گرفت.  قرار  تخمیر  زمان  تأثیر  تحت  توجهی  قابل 
جمعیت  مقدار  و  سهم   ،72  h تا   14  h از  تخمیر  زمان  افزایش  با 
 )4-4/5 × 106 Da زیست پلیمر با وزن مولکولی زیاد )در محدوده‌
افزایش یافت و هم زمان، سهم گونه های سبک تر شامل اولیگومرها 
)در بازه  تقریبی Da 2000 تا Da 50( کاهش یافت. این تغییرات در 
توزیع وزن مولکولی، که با افزایش گران‌روی محلول های زیست پلیمر 
غلبه  و   γ-PGA زنجیرهای  تدریجی  بازآرایی  بیانگر  بود،  همراه  نیز 
نتایج  است.  تخمیر  فرایند  طی  سنگین تر  زیست پلیمر  جمعیت های 
FTIR و 1H-NMR نیز تطابق گروه های عاملی، ساختاری و خلوص 

زیاد زیست پلیمر تولیدشده را تأیید کردند.
خون  انعقاد  شاخص  داد،  نشان  نیز  خون‌ایستان  کارایی  ارزیابی 
یافته  بهبود  کمی  به صورت  تخمیر  زمان  افزایش  با  زخم‌پوش ها 
با  نمونه  در   80/68% حدود  از  شاخص  این  که  به طوری  است؛ 
یافت.  افزایش  تخمیر   72  h با  نمونه  در   88/48% به  تخمیر   14  h
به ویژه   ،γ-PGA زیست پلیمر  می دهد،  نشان  پژوهش  این  یافته های 
ارتقای  نقش مؤثری در  بهینه‌شده،  توزیع وزن مولکولی  به  با توجه 
عملکرد خون‌ایستان زخم‌پوش  ایفا می کند. براین  اساس، زخم‌پوش 
دارای γ-PGA استخراج‌شده در زمان تخمیر h 72 با بیشترین مقدار 

زیست پلیمر در وزن مولکولی Da 106 × 4/5-4 ، به‌دلیل دستیابی به 
بیشترین شاخص انعقاد به‌عنوان نمونه بهینه انتخاب شد. این موضوع 
الیاف ریون/پلی استر  با زخم‌پوش شاهد مبتنی بر  در مقایسه مستقیم 
)بدون γ-PGA( که شاخص انعقاد را فقط حدود %60 نشان داد، کاملًا 
مشهود است. افزون  بر این، کارایی زخم‌پوش γ-PGA در این مطالعه، 
 QCCG با دستیابی به کارایی قابل قبول و نزدیک به زخم‌پوش تجاری
)شاخص انعقاد %89/8(، قابلیت بالقوه این زیست پلیمر را در توسعه 
نسل جدیدی از زخم‌پوش های خون‌ایستان تأیید می کند. در مجموع 
نتایج این پژوهش نشان می دهد، کنترل زمان تخمیر می تواند به عنوان 
ابزار مؤثری برای هدایت توزیع وزن مولکولی γ-PGA و بهبود کارایی 

خون‌ایستی زخم‌پوش های مبتنی بر این زیست پلیمر استفاده شوند.

تضاد منافع
نویسندگان اعلام می کنند، هیچ گونه تضاد منافعی که بتواند بر نتایج 
توسط  پژوهش  این  مالی  منابع  ندارد.  وجود  بگذارد،  اثر  پژوهش 

دانشگاه صنعتی مالک اشتر تهران تأمین شده است.

قدردانی
نویسندگان مقاله از شورای پژوهشی دانشگاه‌های صنعتی مالک اشتر 
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