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 چکیده

 لیتبد .دارندشمند در صنایع ارز ییبالا اریبس مصارف عیصنا در که هستند یستیز یمرهایپل از مهم اریبس فرآورده دو توزانیوک نیتیک

 ،ییایمیش ارساخت رییتغ. شودیم انجام ژنیاکس حضور بدونکه  است ییایقل ذوب و به شیوه ییزدالیاست روش با توزانیک به کیتین

 یبرادر این پژوهش . شندبامی بالا تیفیک با توزانیک دیتول صنعت در یاساس مشکلات از ونیزاسیمریدپل و ستیزطیمح دیشد یآلودگ

 .شد استفاده لازیداست میآنز مولد ،(ATHUM-10864)سویه  نایجر لوسیآسپرژ قارچ از ییایمیش مواد یجاهب توزانیکه ب نیتیک لیتبد

 درصد ،یکولمول وزن نییتع کس،یا اشعه با یپرتونگار قرمز، مادون یسنجفیط دستگاه یعنصر هیتجز یزهایآنال با توزانیک تیفیک

 در ،یزدائلیاست درجه یعبارتبه ای توزانیک به نیتیک لیتبد بازدهکه  داد نشان جینتا. شد مشخص یمولکول ساختار و رنگ شدن، یبلور

 ژنیاکس ددرص 5/39 و دروژنیه درصد 2/7 تروژن،ین درصد 9/8 کربن، درصد 4/44 یدارا حاصل توزانیک. است درصد 80±5 روش نیا

صورت هب توزانیک واحد هر ییایمیساختارش وبود  کمرنگ یاقهوه آن رنگ و 5/94 ینگیبلور درصدن شامل آمختصات فیزیکی  .بود

(4NO12H6C )یمناسب تیفیک با فرآورده نیا به یابیدست در ییایمیش یجابه زیستی یهاروش ینیگزیجا که داد نشان جینتا. آمد دستهب 

 .دشویم ظیغل میدسدیدروکسیه رینظ ستیزطیمح مخرب ییایمیش مواد از استفاده حذف موجب و بوده ریپذامکان
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 مقدمه

-و با نام علمی پلی )بتا (4NO12H6C( کیتوزان با فرمول شیمیایی

گلوکوپیرانوز(، پس از  -D -دی اکسی 2-آمینو-2-(4←1)

برای اولین این ماده شود. کیتین حاصل میاز حذف گروه استیل 

و  بار از یک نوع قارچ از خانواده موکور توسط تارت استخراج

صورت آنزیمی به کیتوزان در این قارچ کیتین به. شناسایی گردید

کیتوزان از  (.Knapczyk, 1993) کینپیکسو شودتبدیل می

زدائی استیلساکاریدهای ازت داری است که با واکنش پلی

 –Nدر این پدیده گروه  .شودصورت طبیعی ایجاد میکیتین به

استیل موجود بر روی کربن شماره دو کیتین به گروه آمین 

(NH2 -تبدیل می ) .کیتوزان، یک بیوپلیمر طبیعی با خواص شود

 ایتوو  اراکی فیزیکی و شیمیایی کاملاً متفاوت از کیتین است
(Araki and Ito, 2007). پذیری در کیتوزان خاصیت انحلال

ترین معمولی .داردهای آلی های رقیق اسیدی و حلالمحلول

درصد است که تشکیل  2تا  1حلال کیتوزان اسید استیک 

رخی از ب (.(Charles, 2011 چارلز دهدکمپلکس همگن می

داشتن خاصیت شامل  های فیزیکی و شیمیایی کیتوزانویژگی

دارا بودن قدرت پالایش بیولوژیکی در  ،انبساط و کشیدگی شدید

خاصیت ضدویروسی  ،بودن زاحساسیتغیرسمی و غیر ،طبیعت

های فلزی امکان تشکیل ترکیبات پیچیده با یون، و ضدباکتریایی

قدرت بالا  ،ای شدنخاصیت ژله ،های آروماتیکیورو هیدروکرب

العاده برای فوققابلیت  و ابر جاذب بودن ،در جذب مواد رنگی

که این است  تبدیل به مواد و مشتقات متعدد در شرایط مختلف

در ها از آنکاربرد مورد  300خصوصیات باعث شده که بیشتر از 

صنایع داروسازی، بیوتکنولوژی، کشاورزی، آرایشی، غذایی، 

تولیدات گیاهی، پالایش آب، پزشکی، کاغذسازی، پالایش 

تولید شیمیایی، نساجی، صنایع سنگین، تغذیه حیوانات، فلزات

 Tahami and) تهامیو  یتهام فیبر و پرتوزدایی به ثبت برسد

Tahami, 1994.) دست آمده از مواد خام مختلف از هکیتوزان ب

و با توجه به نوع  بوده نظر ساختار شیمیایی و فیزیکی متفاوت

عملکردهای  ،خواصاز نظر  منبع اولیه و نحوه فرآوری تا حدودی

 Shahidi and) اترکیو  شهیدی دهندنشان میمتفاوتی را 

Arachechi, 2010) . عوامل اصلی محدودیت در استخراج این از

و مشکلات  یابی به ماده اولیه دایمی و فراوانعدم دست ،بیوپلیمر

های شیمیایی استخراج با روش ضمنناشی از افت کیفیت در

ساله درخصوص  مهه .((Hein et al., 2001 و همکاران هن است

یابی به آوری و بررسی امکان دستهای عملسازی روشبهینه

ن تحقیقات فراوانی صورت کیتوزاهای تازه در استخراج روش

در این تحقیق برای  (Peberdy, 2010). پبردی پذیردمی

کیتین مستخرج از پوسته  آوری نوین زیستی،یابی به فندست

سیست آرتمیا برای اولین بار با روش ریستی و با استفاده از آنزیم 

تحقیق  هدف .تحقیق قرار گرفت مورد بررسی و داستیلاز قارچی

روش  جایهزدائی از کیتین باستیلآوری زیستی فنجایگزین 

ی زیست محیطهای مشکل آلودگی که درضمن استشیمیایی 

 درتخلیه پساب ماده شیمیایی هیدروکسید سدیم غلیظ  ناشی از

 .شودمی برطرف آید نیزطبیعت که درحین تولید پیش می

 

 ها وروشمواد 

 زداییاستیلروش تعیین درجه 

های آمین های استیل به گروهزدایی به مفهوم تبدیل گروهاستیل

استیل نسبت -Nهای پس از انجام این واکنش درصد گروه .است

های گیری درصد گروهیابد. لذا اندازههای آمین کاهش میبه گروه

این  در د.نمایزدایی را مشخص میمقدار درجه استیل ،آمین

-Nه ـطـن از رابـیـهای آمروهـیین گـعـبرای ت شـژوهـپ

115)×3450A/1655(A =% acetylation و  پارک استفاده شد

در این رابطه حداکثر باند جذبی (. Park et al., 2000) همکاران

گروه استیل و حداکثر باند جذبی مربوط  3450Aمربوط به پیک 

عمودی  رمحو براساس و شد تعیین گروه آمین 1655Aبه پیک 

 . قرار گرفتمحاسبه مورد صورت لگاریتمی هب ،FTIRسنجی طیف

 

 روش زیستی تبدیل کیتین به کیتوزان 

مولد آنزیم  آسپرژیلوس نایجرقارچ  تهیه شاملانجام این مرحله 

 کشت عمومی قارچ،محیطدر  اولیه کشت  ،طبیعی داستیلاز

استخراج  مشخصات قارچ،تست  و کشت اسلانت برای تعیین

کشت حاوی آنزیم محیطزدایی با آنزیم، انجام عمل استیل

انجام آنالیزهای تشخیص کیفی و نهایت  و در داسیتیلاز قارچی

 .باشدمیکمی کیتوزان حاصله 

 

  آسپرژیلوس نایجرتهیه و کشت اولیه قارچ 

مولد آنزیم داستیلاز با شماره کد  آسپرژیلوس نایجرقارچ 

ATCC 10864 کسیون قارچی گروه بیوتکنولوژی دانشکده لاز ک

صورت کشت اسلانت مهندسی دانشگاه تربیت مدرس به -فنی

کشت عمومی محیطبرای انجام کشت اولیه از  .دگردیمادر تهیه 

گرم  10مقدار . ( استفاده شدPotato Dextrose Agar) بیولایف

 هلیتر آب مقطر استریل حل شدمیلی 200کشت در از این محیط

دقیقه در اتوکلاو سترون شد و به  15مدت به C121°و در دمای 

پس از رسیدن به دمای موردنظر مقدار  .ها منتقل گردیدپلیت

کشت نت مادر به محیطمترمربع از اسپورهای اسلایک سانتی

 گرماگذاری شد C35°مدت سه روز در دمای منتقل و به

خطرناک علت به (.Simpson et al., 2000)و همکاران  سیمپسون

گسترش اسپورهای قارچی در محیط آزمایشگاهی، بودن امکان 

 . فتگرن در هوای آزاد قرارگاه هیچهای کشت حاوی قارچ محیط
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 زداییاستیلکشت انبوه قارچ برای 

 آنزیمتولید  که با آسپرژیلوسکشت انبوه قارچ محیطبرای تهیه 

از  ،دهدرا انجام می زدائی کیتیناستیل عملداستیلاز 

درصد، عصاره یک پپتون  کشت اختصاصی این قارچ شاملمحیط

 درصددو درصد، منیزیم سولفات آبدار دو درصد، گلوکز دو مالت 

 .درصد در یک لیتر آب مقطر استفاده شد سهعصاره مخمر  و

 یکمترمربع از کشت روز سوم پلیت قارچ به میزان یک سانتی

مدت و سپس بهگشته کشت اختصاصی مایع آن تلقیح محیطلیتر 

در تر و تولید آنزیم بیشتر منظور امکان رشد سریعبهساعت  48

و  سیمپسون) گرماگذاری شد ،انکوباتور -در شیکر C35°دمای 

برای استخراج  ،پس از پایان مدت گرماگذاری(. 2000همکاران، 

دقیقه هوادهی شده  30مدت به هاآنزیم ،هانمونه سازیخالصو 

محصول  د.دنگردیلیتر استات سدیم مخلوط میلی 10و با 

 C4°در دقیقه در دمای دور  4000دست آمده با سرعت هب

و  گردیدهوژ جدا یمایع فوقانی حاصله از سانتریف .شدسانتریفیوژ 

گرم از پودر کیتین استخراجی از پوسته سیست آرتمیا  20مقدار 

 C35°اضافه شد. مخلوط نهایی در دمای به آن  ،با روش زیستی

در دقیقه  180انکوباتور با دور  -ساعت دیگر در شیکر 24مدت به

اسازی، چند بار با آب پس از جدمحصول نهایی  .قرار داده شد

ساعت در  4مدت بهنهایت شده و در داده شستشو  مقطر کاملاً

 Pinado and) پسترانا وپینادو  خشک گردید C80°دمای آون 

Pastrana, 2011.) 
 

زدایی کیتوزان حاصله با روش استیلروش تعیین درجه 

 زیستی 

های استیل به گروهتبدیل یعنی زدایی درجه استیلبرای تعیین 

های مذکور در گروهاز تغییرات باندهای جذبی ، های آمینگروه

های تغییرات مربوط به پیک ابتداشد.  استفادهها آن FTIRطیف 

1655A  3450وA از طریق رابطه مایا و  درادامه وشده گیری اندازه

، 3450A/1655(A =%acetylation-N×(115 یعنی معادله دیوید

 Maya) داویسو  مایا دگردیمحاسبه  زدایی کیتوزاندرجه استیل

and Davis, 1992).  

 

 (CHNO-analyser) روش آزمایش تجزیه عنصری

مورد  ABB-Bomemها با دستگاه تجزیه عنصری مدل نمونه

ین منظور یک گرم از نمونه در رای ا. بندتجزیه و آنالیز قرار گرفت

سپس نمونه آماده شده  .خشک و هموژنیزه گردید C80°دمای 

و درصد  گرفتهقرار  ،در ظرف مخصوص دستگاه از جنس قلع

 .(2011، چارلز) عناصر آن با دستگاه مشخص شد

 

 

 مادون قرمزسنجی طیفروش 

انجام شد.  ABB-Bomemبا دستگاه  سنجی مادون قرمزطیف

گرم از نمونه با پودر برمید  5/0برای انجام این آنالیز ابتدا مقدار 

و در هاون چینی دستی ساییده شد، تا  گشته پتاسیم مخلوط

کننده مخصوص سپس با کمک دستگاه پرس .هموژنیزه شود

سازی متری آمادهمیلی 25/0ضخامت  صورت صفحات شفاف بهبه

 اتده و پس از تنظیمگرفتها در دستگاه قرار شد. سپس نمونه

 .(2011، چارلز) دنسنجی قرار گرفتاولیه مورد آنالیز طیف

 

 روش پرتونگاری با اشعه ایکس 

سازی نمونه آماده با پراش پرتوهای ایکس، پس ازسنجی طیف

سازی انجام شد. برای آمادهمتری میلی 4های صورت قرصبه

در آون در دمای  گرم از کیتین حاصله کاملاً 3ها ابتدا مقدار نمونه

°C80 ها تا اندازه ساعت خشک گردید. سپس نمونه 2مدت به

پودر حاصله با نیم گرم  ه ومیکرومتر با دستگاه آسیاب شد 25

عنوان نگهدارنده و مقدار یک گرم موم سی پودر اسیدبوریک به

د. مخلوط حاصله گردیمخلوط  یخوبببند همماده عنوان هب

های صورت قرصگیر مخصوص بهوسیله دستگاه پرس و قالبهب

 منتقل XRDسنج ه و به دستگاه طیفگشتمتری آماده میلی 4

 .((Claus, 2000 کلس گیری قرار گرفتو مورد تجزیه و طیفشد 

 

 )ویسکومتری( سنجی گرانرویروش 

دستگاه ویسکومتر،  توسطاستخراج شده  کیتوزان گرانرویتعیین 

حلال  .دشدستگاه، انجام  اتها و تنظیمسازی نمونهپس از آماده

پنج این روش محلول دی متیل استامید با در مورد استفاده 

 .(2011)چارلز،  بود (LiClDMAC-5%درصد لیتیم کلراید )

 

 روش تعیین وزن مولکولی 

(1998) هوینگ -معادله مارک براساسوزن مولکولی کیتین 

   VKM تعیین شد. در این معادله   و گرانروی Kو

ضرایبی هستند که به وزن مولکولی بستگی ندارند. حلال مورد 

محلول دی استفاده برای کیتوزان پوسته سیست در این روش 

درصد لیتیم کلراید بود که میزان پنج  ه همراهمتیل استامید ب
2104.1 K   8.0و  در این معادله. تعیین گردیدK 

هوینگ حلال -ضریب ثابت تفکیک یونی و آلفا ضریب ثابت مارک

هوینگ  -مارک از جدولها مقادیر آند، که نباشمیمصرفی 

 (.2001 ،و همکاران هن) آیددست میبه

  نتایج

-ATHUM)سویه  لوسیآسپرژ قارچ میآنز ازبا استفاده از عصاره 

گرم از پودر کیتین  20، به همراه لازیداست میآنز مولد، (10864

راندمان  .دست آمدگرم کیتوزان به 15 ±1مقداردر نهایت 
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که قارچ نتیجه نهایی این .بوددرصد  80±5محصول در این روش 

تولید زدایی بوده و استیلقادر به انجام واکنش  نایجر لوسیآسپرژ

 .سازدپذیر میامکان را کیتوزان با راندمان بالا

 

 نتایج آنالیز

نتایج آنالیزهای تعیین کمیت و کیفیت روی نمونه تولید شده به 

 دست آمد.به 2و  1 اشکالو  2و  1 اولشرح جد

 

 نتایج آنالیز تجزیه عنصری کیتوزان حاصله از روش زیستی از پوسته سیست آرتمیا :1جدول 

Table 1:The results of CN analysis from Artemia cyst from extraction biological method 

 عنصر  نوع
Element type 

 کربن
C 

 تروژنین
N 

 دروژنیه
H 

 ژنیاکس
O 

 (درصد) مقدار
Content (%) 

44.4 8.9 7.2 39.5 

 

 

 

 نمونه کیتوزان حاصله از روش زیستی FTIRطیف  :1شکل 

Fig. 1: FTIR spectrum chitosan extraction from biological method 
 

 زیستی با روش شده خصوصیات فیزیکی کیتوزان تولید :2جدول 

Table 2: Chitosan physical characterisitcs produced by biological method 

 یوزن مولکول متوسط
Average molecular weight  

  یگرانرو
Cps 

  رنگ
Color 

  ییزدالیاست درجه
DDA 

 ینگیبلور درصد
Crystallinity percentage  

  رنگکم یاقهوه 18 105×5.1
Pale brown 

80±5 90 

 

 متر(سانتیحسب )بر  عدد موجی
Wave number (cm-1) 
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 حاصله از کیتوزان  XRDطیف  :2شکل 

Fig. 2: XRD spectrum chitosan extraction 

 

پیک شاخص ساختار بلوری  ،تتا 20دست آمده در پیک به    

از دست آمده هبحداکثر درصد بلورینگی . دبوپلیمر کیتوزان 

 . بوددرصد  90معادل  تتا، 20در پیک جدول پراش اشعه ایکس 

د که دانتایج آنالیزهای کمی و کیفی محصولات حاصله نشان 

 توان با روش زیستی کیتین را به کیتوزان تبدیل نمود. می

 

 بحث

دستگاه طیف سنج مادون  ی باآنالیزهای تجزیه عنصرراساس ب

سنجی، تعیین قرمز، پرتونگاری با اشعه ایکس، ویسکومتری، رنگ

 ی، تمامی خصوصیاتیزدااستیلدرصد بلورینگی و تعیین درجه 

با نوع مشابه  وهشژاین پدست آمده در هب کیتوزانکیفی و کمی 

 در مطالعات ،از پوسته میگو و پوسته خرچنگ دست آمدههب

 Arcidiacono) و همکاران اکونویدیآرس کردمیبرابری  پیشین

et al., 2010.) (2010)و همکاران  آرسیدیاکونوهای مقایسه یافته 

اعلام نمودند با از کیتین را  کیتوزان درصدی 80راندمان که 

منبع  یکبیانگر موفقیت در این پژوهش از  ،تحقیق حاضرنتایج 

 .باشدمیجدید 

کیتوزان به اشکال مختلف در بسیاری از صنایع داخل کشور     

آوری پزشکی و غیره ازجمله داروسازی، آرایشی، زیست فن

از پوسته سیست آرتمیاو فرآورده شود. تولید این میمصرف 

جایگزین مناسب نوع مشابه تواند میبراساس فنون بیولوژیکی 

 ,.Bluestone et al) کونرو همکاران؛  بلوستین وارداتی آن شود

2008; Knorr, 2000.) 

دست آمده در این هساختار شیمیایی هر مونومر کیتوزان ب    

خوانی آن با همکه ( تعیین گردید 4NO12H6Cصورت )هتحقیق، ب

ساختار مندرج در منابع استاندارد آلدریج و سیگما 

n)5NO11H6C) 2000 (و همکاران سوزانا, et al. Susana(  بیانگر

. باشدآوری زیستی میموفقیت در تولید این محصول با فن

های رایج شیمیایی در جای روشبهجایگزینی فنون زیستی 

های زیست آلودگیتبدیل کیتین به کیتوزان، سبب حذف 

محیطی شده و بدین ترتیب از تخلیه حجم وسیعی از پساب ماده 

عمل هشیمیایی هیدورکسید سدیم به اکوسیستم ممانعت ب

 آید. می

های شیمیایی جای روشهدر تبدیل کیتین به کیتوزان ب    

و آنزیم داستیلاز طبیعی  استفاده کرد از روش زیستی توانمی

تواند ، میآسپیرژیلوس نایجرمترشحه از کشت مایع قارچ 

های رایج شیمیایی در تبدیل کیتین روشمناسبی برای جایگزین 

 ،براساس نتایج این تحقیق حالت،این . دربه کیتوزان باشد

 زاویه تابش )تتا(
Angle of radiation (degrees 2-theta) 
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های واسرشتگی و کارگیری روش زیستی مانع از بروز پدیدههب

هیدروکسید مستقیم  ناشی از تاثیرتغییر ماهیت یا  دپلمریزاسیون

 پبردیو همکاران؛  پارک شدههای شیمیایی درطی روشسدیم 

(Park et al., 2000; Peberdy, 2010) تو افزایش کیفی 

   .دارد پی دررا  شده محصولات استخراج

ترین کاربرد کیتوزان مربوط به مشتقات بیش باتوجه به اینکه    

روش  ،ها نقش اساسی دارددر کاربرد آن آن است و کیفیت

های رایج زیستی تبدیل کیتین به کیتوزان در مقایسه با روش

 بنابراین .شته استدنبال داتری بهشیمیایی نتیجه مطلوب

کیتین تجاری وارداتی  ،برای افزایش کیفیت که گرددپیشنهاد می

د که ضمن افزایش کیفیت، ردبا روش زیستی به کیتوزان تبدیل گ

دنبال محیطی این پلیمر را نیز بهمشکلات زیست رفع تواندمی

 داشته باشد.
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