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  )12/12/94: پذیرش مقاله  25/5/94: دریافت مقاله(

  
 ییبالا اریبس مصارف عیصنا در که هستند یستیز يمرهایپل از مهم اریبس فرآورده دو توزانیوک نیتیک - چکیده

 بدونکه  است ییایقل ذوب و به شیوه زدایی استیل روش با توزانیک به کیتین لیتبد .دارنددر صنایع ارزشمند 
 مشکلات از ونیزاسیمریدپل و ستیز طیمح دیشد یآلودگ ،ییایمیش ساختار رییتغ .شود یم انجام ژنیاکس حضور

 يجاه ب توزانیکه ب نیتیک لیتبد يبرادر این پژوهش . شندبا می بالا تیفیک با توزانیک دیتول صنعت در یاساس
 تیفیک .شد استفاده لازیداست میآنز مولد ،(ATHUM-10864)سویه  نایجر لوسیآسپرؤژ قارچ از ییایمیش مواد

 وزن نییتع کس،یا اشعه با يپرتونگار قرمز، مادون یسنج فیط دستگاه يعنصر هیتجز يزهایآنال با توزانیک
 به نیتیک لیتبد بازدهکه  داد نشان جینتا. شد مشخص یساختارمولکول و رنگ شدن، يبلور درصد ،یمولکول

 درصد 4/44 يدارا حاصل توزانیک. است درصد 80±5 روش نیا در ،یزدائ لیاست درجه یعبارت به ای توزانیک
 درصدمختصات فیزیکی ان شامل  .بود ژنیاکس درصد 5/39 و دروژنیه درصد 2/7 تروژن،ین درصد 9/8 کربن،

) C6H12NO4(بصورت  توزانیک واحد هر ییایمیساختارش وبود  کمرنگ يا قهوه آن رنگ و 5/94  ینگیبلور
 با فرآورده نیا به یابیدست در ییایمیش يجا به زیستی يها روش ینیگزیجا که داد  نشان جینتا. آمد بدست

 رینظ ستیز طیمح مخرب ییایمیش مواد از استفاده حذف موجب و بوده ریامکانپذ یمناسب تیفیک
  .دشو یم ظیغل میدسدیدروکسیه
  

   .آسپرژیلوس نایجر، کیتین، کیتوزان، آرتمیا اورمیانا ،سیست:کلیدواژگان
  

  مقدمه -1
و با نام علمی پلی  )(C6H12NO4 شیمیاییکیتوزان با فرمول 

ا(  ،)گلوکوپیرانوز - D -اکسی دي 2- آمینو-2- )4←1(- 1بت
این . شودکیتین حاصل میاز پس از حذف گروه استیل 

                                                             
1 Poly [β-(1→4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] 

 2براي اولین بار از یک نوع قارچ از خانواده موکورماده 
در این قارچ . استخراج و شناسایی گردید 3توسط تارت

. ]1[شود به کیتوزان تبدیل میکیتین به صورت آنزیمی 
کیتوزان از پلی ساکاریدهاي ازت داري است که با واکنش 

                                                             
2 Mucor 
3 Tart 
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در  .شوداستیل زدائی کیتین به صورت طبیعی ایجاد می
استیل موجود بر روي کربن شماره  –Nاین پدیده گروه 

کیتوزان، . شود تبدیل می) - NH2(دو کیتین به گروه آمین 
فیزیکی و شیمیایی کاملاً یک بیوپلیمر طبیعی با خواص 

 کیتوزان خاصیت انحلال . ]2[ متفاوت از کیتین است
 .هاي آلی دارد پذیري در محلولهاي رقیق اسیدي و حلال

درصد  2تا  1ترین حلال کیتوزان اسید استیک معمولی
رخی از ب]. 3[ دهداست که تشکیل کمپلکس همگن می

داشتن شامل  هاي فیزیکی و شیمیایی کیتوزان ویژگی
دارا بودن قدرت  ،خاصیت انبساط و کشیدگی شدید

 زا حساسیت غیرسمی و غیر ،پالایش بیولوژیکی در طبیعت
امکان ، خاصیت ضد ویروسی و ضد باکتریایی ،بودن

اي فلزي و ه تشکیل ترکیبات پیچیده با یون
قدرت  ،اي شدنخاصیت ژله ،هاي آروماتیکیورهیدروکرب

قابلیت فوق  و ابر جاذب بودن ،بالا در جذب مواد رنگی
العاده براي تبدیل به مواد و مشتقات متعدد در شرایط 

که این خصوصیات باعث شده که بیشتر از است  مختلف
در صنایع داروسازي، از آنها کاربرد مورد  300

بیوتکنولوژي، کشاورزي، آرایشی، غذایی، تولیدات 
گیاهی، پالایش آب، پزشکی، کاغذسازي، پالایش 

شیمیایی، نساجی، صنایع سنگین، تغذیه حیوانات،  زاتفل
کیتوزان بدست . ]4[د فیبر و پرتوزدایی به ثبت برستولید 

آمده از مواد خام مختلف از نظر ساختار شیمیایی و 
و با توجه به نوع منبع اولیه و نحوه  بوده فیزیکی متفاوت

عملکردهاي متفاوتی  ،خواصاز نظر  فرآوري تا حدودي
عوامل اصلی محدودیت در از  .]5[ دهند می نشانرا 

یابی به ماده اولیه دایمی عدم دست ،استخراج این بیوپلیمر
 ضمنو مشکلات ناشی از افت کیفیت در و فراوان

ساله  مهه .]6[استخراج با روشهاي شیمیایی است 
آوري و بررسی سازي روشهاي عملدرخصوص بهینه

ن کیتوزایابی به روشهاي تازه در استخراج امکان دست
در این تحقیق  .]7[پذیرد تحقیقات فراوانی صورت می

کیتین مستخرج  آوري نوین زیستی، یابی به فن براي دست
از پوسته سیست آرتمیا براي اولین بار با روش ریستی و 

تحقیق  مورد بررسی و داستیلاز با استفاده از آنزیم قارچی
آوري زیستی  فنجایگزین تحقیق  هدف .قرار گرفت

که  استروش شیمیایی  زدائی از کیتین بجاي استیل
تخلیه  ناشی ازی زیست محیطهاي  مشکل آلودگی درضمن

طبیعت که درپساب ماده شیمیایی هیدروکسید سدیم غلیظ 
  .شود می برطرف آید نیز درحین تولید پیش می

  
   ها مواد وروش -2
  زدایی روش  تعیین درجه استیل -2-1

هاي هاي استیل به گروهزدایی به مفهوم تبدیل گروهاستیل
  هايپس از انجام این واکنش درصد گروه .آمین است

 N -لذا . یابدهاي آمین کاهش میاستیل نسبت به گروه
 مقدار درجه استیل ،هاي آمینگیري درصد گروهاندازه

براي تعیین  این پژوهش در .دنمایزدایی را مشخص می
  :هاي آمین از رابطهگروه

%N-acetylation=(A1655/A3450)×115  
در این رابطه حداکثر باند جذبی مربوط ]. 8[ استفاده شد

گروه استیل و حداکثر باند جذبی مربوط به  A3450به پیک 
عمودي رمحو اساس بر و شد تعیین گروه آمین A1655پیک 
قرار محاسبه مورد بصورت لگاریتمی  ،FTIRسنجی طیف

  . گرفت
  
  روش زیستی تبدیل کیتین به کیتوزان  -2-2
مولد  آسپرژیلوس نایجرقارچ  تهیه شاملانجام این مرحله  

در محیط کشت  اولیه کشت  ،آنزیم طبیعی داستیلاز
تست  و کشت اسلانت براي تعیین عمومی قارچ،

زدایی  استخراج آنزیم، انجام عمل استیل مشخصات قارچ،
و درنهایت  آنزیم داسیتیلاز قارچیبا محیط کشت حاوي 

ی کیتوزان حاصل انجام آنالیزهاي تشخیص کیفی و کم
  .باشد می
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   1آسپرژیلوس نایجرتهیه و کشت اولیه قارچ  -2-3
مولد آنزیم داستیلاز با شماره کد  آسپرژیلوس نایجرقارچ 

ATCC 10864 کسیون قارچی گروه بیوتکنولوژي لاز ک
مهندسی دانشگاه تربیت مدرس به صورت  -دانشکده فنی

براي انجام کشت اولیه از  .دگردیکشت اسلانت مادر تهیه 
) Potato Dextrose Agar( محیط کشت عمومی بیولایف

 200گرم از این محیط کشت در  10مقدار . استفاده شد
به  C121°و در دماي  هلیتر آب مقطر استریل حل شد میلی

ها منتقل دقیقه در اتوکلاو سترون شد و به پلیت 15مدت 
پس از رسیدن به دماي مورد نظر مقدار یک  .گردید

نت مادر به محیط کشت سانتیمتر مربع از اسپورهاي اسلا
 گرماگذاري شد C35°منتقل و به مدت سه روز در دماي 

اسپورهاي گسترش خطرناك بودن امکان به علت ]. 9[
هاي کشت حاوي  قارچی در محیط آزمایشگاهی، محیط

  . فتگرندر هواي آزاد قرار هیچگاه قارچ 
  
  زدایی استیلکشت انبوه قارچ براي  -2-4

تولید  که با آسپرژیلوسکشت انبوه قارچ محیط براي تهیه 
از  ،دهد را انجام می زدائی کیتین استیل عملداستیلاز  آنزیم

درصد،  1پپتون  محیط کشت اختصاصی این قارچ شامل
درصد، منیزیم سولفات  2درصد، گلوکز  2عصاره مالت 

درصد در یک لیتر آب  3عصاره مخمر  و درصد 2آبدار 
میزان یک سانتی متر مربع از کشت روز  .مقطر استفاده شد

لیتر محیط کشت اختصاصی مایع  یکسوم پلیت قارچ به 
به منظور ساعت  48و سپس به مدت گشته آن تلقیح 

 C35° در دماي امکان رشد سریعتر و تولید آنزیم بیشتر 
پس از پایان ]. 10[ گرماگذاري شد ،انکوباتور-در شیکر

 براي استخراج و خالص سازي ،مدت گرماگذاري
 10دقیقه هوادهی شده و با  30به مدت  هاآنزیم ،ها نمونه
محصول بدست  .ددنگردیلیتر استات سدیم مخلوط  میلی

                                                             
1 Aspergillus niger 

 C4° در دقیقه در دماي دور  4000آمده با سرعت 
مایع فوقانی حاصله از سانتریفوژ جدا  .شدسانتریفیوژ 

گرم از پودر کیتین استخراجی از  20و مقدار  گردیده
. اضافه شدبه آن  ،پوسته سیست آرتمیا با روش زیستی

ساعت دیگر  24به مدت  C35° مخلوط نهایی در دماي 
 .در دقیقه قرار داده شد 180انکوباتور با دور  - شیکردر 

پس از جداسازي، چند بار با آب مقطر محصول نهایی 
ساعت در  4به مدت نهایت شده و در داده کاملاً شستشو 

  ]. 11[ خشک گردید C80°دماي آون 
  
کیتوزان حاصله  زدایی استیلروش تعیین درجه  -2-5

  با روش زیستی 
ي استیل ها تبدیل گروهیعنی  زدایی استیلدرجه براي تعیین 

ي ها از تغییرات باندهاي جذبی گروه، ي آمینها به گروه
تغییرات  ابتدا. شد استفادهآنها  FTIRمذکور در طیف 

 در وشده گیري اندازه A3450و  A1655هاي مربوط به پیک
 یعنی معادله) 1992( 2دیویداز طریق رابطه مایا و  ادامه

%N-acetylation=(A1655/A3450)×115 زدایی استیل، درجه 
  ]. 12[ دگردیمحاسبه  کیتوزان

  
  )CHNO-analyser(روش آزمایش تجزیه عنصري  - 2-6

 ABB-Bomemها با دستگاه تجزیه عنصري مدل  نمونه
ین منظور یک گرم راي اب. ندمورد تجزیه و آنالیز قرار گرفت

سپس  .خشک و هموژنیزه گردید C80°از نمونه در دماي 
نمونه آماده شده در ظرف مخصوص دستگاه از جنس 

و درصد عناصر آن با دستگاه مشخص  گرفتهقرار  ،قلع
   ]. 13[ شد

  

  سنجی مادون قرمز روش طیف -2-7
انجام  ABB-Bomemبا دستگاه  طیف سنجی مادون قرمز

گرم از نمونه با  5/0براي انجام این آنالیز ابتدا مقدار . شد

                                                             
2 Maya and David 
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ون چینی دستی ها و در گشته پودر برمید پتاسیم مخلوط
سپس با کمک دستگاه پرس  .ساییده شد، تا هموژنیزه شود

کننده مخصوص به صورت صفحات شفاف به ضخامت 
در  ها سپس نمونه. متري آماده سازي شد میلی 25/0

اولیه مورد آنالیز  اتده و پس از تنظیمگرفتدستگاه قرار 
  ]. 3[ تدسنجی قرار گرفتطیف

  
  روش پرتو نگاري با اشعه ایکس  -2-8

سازي آماده سنجی با پراش پرتوهاي ایکس، پس ازطیف
براي . متري انجام شدمیلی 4هاي  نمونه به صورت قرص

گرم از کیتین حاصله کاملاً  3ها ابتدا مقدار سازي نمونهآماده
. ساعت خشک گردید 2به مدت  C80°در آون در دماي 

ه میکرومتر با دستگاه آسیاب شد 25ها تا اندازه سپس نمونه
پودر حاصل با نیم گرم پودر اسیدبوریک به عنوان  و 

بند همماده نگهدارنده و مقدار یک گرم موم سی به عنوان 
وسیله دستگاه  همخلوط حاصل ب. دگردیمخلوط  یخوب هب

-میلی 4هاي  گیر مخصوص به صورت قرصپرس و قالب

و شد  منتقل XRDسنج ه و به دستگاه طیفگشتمتري آماده 
  .]14،15[ گیري قرار گرفتمورد تجزیه و طیف

  

  ) ویسکومتري(سنجی 1 روش گرانروي -2-9
دستگاه  توسطکیتوزان  استخراج شده  تعیین گرانروي

دستگاه،  اتها و تنظیمسازي نمونهویسکومتر، پس از آماده
این روش محلول دي در حلال مورد استفاده  . دشانجام 

 )LiClDMAC-5%(درصد لیتیم کلراید  5متیل استامید با 

  ]. 16[ بود
  

  روش تعیین وزن مولکولی  -2-10
 هوینگ -معادله مارك براساسوزن مولکولی کیتین 

)1998 (2  VKM  در این معادله. تعیین شد   
رایبی هستند که به وزن مولکولی ض و  K و گرانروي

                                                             
1 Viscosity 
2 Mark-Huawink 

حلال مورد استفاده براي کیتوزان پوسته . بستگی ندارند
 5 همراه هسیست در این روش محلول دي متیل استامید ب

2104.1درصد لیتیم کلراید بود که میزان  K  و
8.0 در این معادله. تعیین گردیدK  ضریب ثابت

هوینگ حلال - تفکیک یونی و آلفا ضریب ثابت مارك
هوینگ  -از جدول ماركمقادیر آنها د، که نباش میمصرفی 

  ]. 6[ آیدبه دست می
  
  و بحث نتایج -3

سویه  لوسیآسپرؤژ قارچ میآنز ازبا استفاده از عصاره 
(ATHUM-10864)، 20،  به همراه لازیداست میآنز مولد 

گرم کیتوزان به  15 ±1مقدارگرم از پودر کیتین در نهایت 
درصد  80 ±5راندمان محصول در این روش  .دست آمد

قادر به انجام  لوسیآسپرؤژنتیجه نهایی اینکه قارچ  .بود
 را تولید کیتوزان با راندمان بالابوده و  زدایی استیلواکنش 
  .سازد پذیر میامکان 

  
  نتایج آنالیز -3-1
تولید  نتایج آنالیزهاي تعیین کمیت و کیفیت روي نمونه 

به  2و  1هاي و شکل 2و  1هاي  شده به شرح جدول
  .دست آمد 

  
نتایج آنالیز تجزیه عنصري کیتوزان حاصله از روش   1جدول 

  زیستی از پوسته سیست آرتمیا 
  اکسیژن   ئیدروژن   نیتروژن   کربن   نوع عنصر 

  5/39  2/7  9/8  4/44  (%)مقدار 
 

  خصوصیات فیزیکی کیتوزان تولیدشده  2جدول 
  با روش زیستی 

  متوسط 
وزن مولکولی 

گرانروي 
cps  

 زدایی استیلدرجه   رنگ 
D.D.A  

  درصد 
  بلورینگی 

  90  80±5  اي کم رنگ قهوه  18  1/5×10 5
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  نمونه کیتوزان حاصله از روش زیستی  FTIRطیف   1شکل 

  

  
  

  حاصله از کیتوزان  XRDطیف   2شکل 
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پیک شاخص ساختار  ،تتا 20پیک به دست آمده در 
بدست حداکثر درصد بلورینگی . دبوبلوري پلیمر کیتوزان 

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

د دانتایج آنالیزهاي کمی و کیفی محصولات حاصله نشان 
توان با روش زیستی کیتین را به کیتوزان تبدیل  میکه 
  . نمود

  
  در تبدیل کیتین به کیتوزانفنون زیستی  -3-2

هاي رایج شیمیایی  جایگزینی فنون زیستی به جاي روش
هاي  حذف آلودگی سببدر تبدیل کیتین به کیتوزان، 

از تخلیه حجم وسیعی  بدین ترتیب شده وزیست محیطی 
پساب ماده شیمیایی هیدورکسید سدیم به اکوسیستم از 

  .آیدممانعت بعمل می
داخل بسیاري از صنایع مختلف در  اشکالکیتوزان به 

آوري  داروسازي، آرایشی، زیست فن ازجملهکشور 
از  این فراوردهتولید . شود میمصرف  غیره پزشکی و 

تواند  میفنون بیولوژیکی و براساس پوسته سیست آرتمیا
  .  جایگزین مناسب نوع مشابه وارداتی آن شود

این  در بدست آمدهساختار شیمیایی هر مونومر کیتوزان 
6( تحقیق، بصورت 12 4C H NO ( همخوانی  که دگردیتعیین

 سیگما با ساختار مندرج در منابع استاندارد آلدریج و آن
6 11 5(( ) )C H NO n ، بیانگر موفقیت در تولید این محصول

   .باشد میآوري زیستی   با فن
  
  بندي نتایج جمع -4
دستگاه طیف سنج  ي باآنالیزهاي تجزیه عنصراساس  رب

مادون قرمز، پرتونگاري با اشعه ایکس، ویسکومتري، 
رنگ سنجی، تعیین درصد بلورینگی و تعیین درجه استیل 

 کیتوزانت کیفی و کمی زدائی، تمامی خصوصیات 
از  بدست آمدهبا نوع مشابه  وهشژبدست آمده در این پ

برابري  پیشین در مطالعات ،پوسته میگو و پوسته خرچنگ
و همکارانش  1آرسیدیاکونوهاي  مقایسه یافته ].17[ کرد می

اعلام از کیتین را  کیتوزان درصدي 80راندمان که  ]17[
بیانگر موفقیت در این  ،تحقیق حاضرنمودند با نتایج 

  .باشد میمنبع جدید  یکپژوهش از 
شیمیایی هاي  جاي روشه در تبدیل کیتین به کیتوزان ب

و آنزیم داستیلاز  استفاده کرد از روش زیستی توان می
، آسپیرژیلوس نایجرطبیعی مترشحه از کشت مایع قارچ 

هاي رایج شیمیایی در تبدیل  تواند جایگزین روش می
بکارگیري روش  حالت، این در. کیتین به کیتوزان باشد

هاي  هاي شیمیایی مانع از بروز پدیده زیستی به جاي روش
 تأثیرناشی از تغییر ماهیت یا  واسرشتگی و دپلمریزاسیون

 تهیدروکسید سدیم شده و افزایش کیفیمستقیم 
  .دارد درپیرا  شده محصولات استخراج

بیشترین کاربرد کیتوزان مربوط به  باتوجه به اینکه
مشتقات آن است و کیفیت در کاربرد آنها نقش اساسی 

روش زیستی تبدیل کیتین به کیتوزان در مقایسه با  ،دارد
تري به دنبال  ي رایج شیمیایی نتیجه مطلوبها روش

براي افزایش  که گردد پیشنهاد می بنابراین .شته استدا
کیتین تجاري وارداتی با روش زیستی به کیتوزان  ،کیفیت

 رفع تواندد که ضمن افزایش کیفیت، میردتبدیل گ
ی  این پلیمر را نیز به دنبال داشته محیط مشکلات زیست

  .باشد
  
  سپاسگزاري -5

این پژوهش براساس طرح مصوب سازمان تحقیق، 
-12- 79-2آموزش و ترویج کشاورزي به شماره مصوب 

به انجام  12/6/94مورخه 47668و به شماره ثبت  92149
مرکز آزمایشگاهی دانشگاه همکاري بدین وسیله از . رسید

پژوهشکده شرکت نفت، پژوهشگاه پلیمر، تربیت مدرس، 

                                                             
1 Arcidiacono 
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