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  پژوهشی          

  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مـــوم پـزشــــــلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

  )10-19    (1388 سال    مرداد و شهریور    71 شماره     نوزدهمدوره 

10  1388 اد و شهریورمرد ، 71 ، شماره نوزدهم دوره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

  بر مهار رشد زان تاثیر درجه داستیلاسیون کیتو
  بیمارستانیسودومونا آئروژینوزا 

 
  شیوا صنعتی کوپایی         آنیتا خنافری

  
  چکیده

صـنایع   کاربردهای زیـادی در    که   استطبیعت   یکی از فراوانترین مواد آلی موجود در      بعد از سلولز    کیتین   :سابقه و هدف    
سلولی  ساختار اسکلتی سخت پوستان، حشرات و دیواره     ،  منابع طبیعی این پلیمر   .  دارد محیطی و ، پزشک غذایی،آرایشی،کشاورزی

بیـشتر    از کیتین   آن شود که قابلیت انحلال    مشتق داستیله کیتین، کیتوزان نامیده می     . دده میکیل  شرا ت ها   ها و قارچ   برخی از باکتری  
ضـایعات میگـوی    میکروبی مشتق داستیله کیتوازن استخراج شـده از         خواص ضد  از انجام این تحقیق بررسی تغییر در      هدف  . است

  .است بعنوان یک فرصت طلب بیمارستانی Pseudomonas aeroginosa روی باکتری ،Penaeus semisculcatusغالب خلیج فارس  
  تحت شرایطPenaeus semisulcatusشیمیایی و میکروبی ازضایعات میگو  روش بهوکیتوزان  کیتین ابتدا : روش ها و مواد

، 15، محلول قلیایی ترکیبات استخراج شده در دوره زمانی وزان به منظور دستیابی به ترکیبات داستیله کیت .شدبهینه استخراج   
ارزیـابی  جهـت   . دگردی ـ آبگیـری    مطلـق حرارت داده شد و با اتانل        درجه سانتیگراد    85در دمای    ساعت   10 دقیقه و    45،  20

. د ش ـبررسـی   با میکروسکوپ الکترونی نگارهآند وساختار ش استفاده FT-IR از روش،کیتوزان حاصله درصد میزان داستیلاسیون 
 با روش انتشار در آگـار       بیمارستانی  سودومونا آئروژینوزا  د وخواص ضدمیکروبی آن روی    شسپس از ترکیبات فوق دیسک تهیه       

  .دش کشت بررسی ضدمیکروبی آن در محیطد و اثر ش باند زخم تهیه ،در انتها از ترکیبات فوق. گردیدبررسی 
 . تایید نمـود FT-IR روش ا را ب درصد65 تولید کیتوزان با حداکثر میزان داستیلاسیون     ،نتایج حاصل از این تحقیق     : یافته ها 

 .د تغییر محسوسی درکاهش میزان استیلاسیون ترکیبات استخراج شده نشان ندا          ، ساعت 10 دقیقه تا  15مدت زمان حرارت دهی از      
 افزایش میزان .  میکرون کاهش یافت   065/0-25/0 میکرون به    5/0-1کیتین از  دهی قطر منافذ غشایی    با افزایش مدت زمان حرارت    

  .دش بیمارستانی سودومونا آئروژینوزا درصدی مهار رشد روی 50 افزایش سبب ،ماده موثره روی دیسک تا سه برابر
 افـزایش . افزایش زمان حرارت دهی و افزایش میزان داستیلاسـیون را نـشان نـداد              رابطه افزایشی بین     ،نتایج حاصله  : استنتاج

 بنابراین روش انجام شده.  منافذ غشایی و افزایش اثر ضدمیکروبی گردیدن بسته شدسببمیزان داستیلاسیون و حضور یون کلسیم 
توجه بـه عـدم      با. سازد ذ متفاوت را امکان پذیر می     های کیتوزانی با قطر مناف      مناسب و ارزان قیمت به غشاء      دستیابی ،در این تحقیق  

  .نشان دهدرا تواند اثرات ضدمیکروبی بهتری  های بیشینه آن می کارگیری تراکمه سمیت ترکیبات کیتینی و کیتوزانی، ب
  

   طیف سنجی مادون قرمز میگو،، ضایعات آئروژینوزاسودومونا داستیلاسیون،  ، کیتین، کیتوزان :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
 -β- D - اسـتیل  -Nکیتین با سـاختار تعریـف شـده         

گلوکز آمین، یکی از فراوانتـرین مـواد آلـی موجـود در             
 بـا   ی پلـی سـاکارید    ،مادهاین  . استطبیعت بعد از سلولز     

  شبکه فیبری را ساختمان بلوری است که اجزای آن یک 
 

  E-mail: khanafari_a @yahoo.com                                              تهران شمالدانشگاه آزاد اسلامی واحد: تهران -آنیتا خنافری :مولف مسئول
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمالگروه میکروبیولوژی، 

  17/4/88:              تاریخ تصویب9/2/88: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           22/12/87: ریافت تاریخ د
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   و همکارآنیتا خنافری                                   هشی    پژو  
  

11  1388 مرداد و شهریور ، 71 ، شماره نوزدهم دوره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 استحکام و مقاومت    سبب این ساختمان    .دهند  می تشکیل
  .)1(شود ساختمانی موجودات واجد کیتین می

کیتین درطبیعت معمولاً به حالت کمپلکس با دیگـر         
ایـن پلیمـر    . )2(شـود  ها دیده می   ساکاریدها و پروتئین   پلی

نظیر هپـارین و     طبیعی بسیار شبیه موکوپلی ساکاریدهایی    
 بـه    کـه  استزیاد  هیالورونیک اسید با تحمل بیولوژیکی      

 درون پیونـدهای    . کیتین وجـود دارد    -β و   αدو صورت   
 بـه   ،باشـد   مـی  α کیتـین ضـعیف تـر از نـوع           -βمولکولی  

 α کیتین قابلیـت انحـلال بیـشتری از نـوع            -β دلیلهمین  
 αهـا بیـشتر از نـوع         کیتین پوست میگو و خرچنگ    . دارد

ــت ــوع . اس ــرپایان   βن ــشتر در س ــی بی ــده م ــود دی  .)3(ش
 زاطبیعــی کیتـین، کیتــوزان اســت کــه  ین مــشتق فراوانتـر 

به عبارت  .  گلوکز آمین تشکیل شده است     -Dواحدهای  
دیگر ترکیـب اسـتیل گلـوکز آمینـی، کیتـین و ترکیـب              

  .)4(شود میده میگلوکز آمینی، کیتوزان نا
به اشمــکیتــوزان از نظــر شــیمیایی و خــواص فیبــری 

گرچـه از فیبـر گیـاهی    . اسـت سلولز موجـود در گیاهـان       
متمایز است، با این حال قابلیت اتصال به چربـی و هـضم             

  .)5(داردوجود آن در دستگاه گوارش 
کیتین و مـشتقات آن کاربردهـای زیـادی درصـنایع           

خـصوصیات  . غذایی، آرایشی، کشاورزی و محیط دارند    
، این ترکیبـات    ضدویروسی و     ضدقارچی  ،ضدباکتریایی

و کیتـین   از  . سـازد  برای مصارف پزشکی مناسب می     آنها
 مشتقات آن در جداسـازی محـصول و بازیافـت، تفکیـک        

ــتون  ــیون س ــشایی، کوآگولاس ــاتوگرافی،  غ ــای کروم  ه
های کپسولی و همچنین در نفوذپـذیری غـشاها و           جاذب

درضمن درصنایع  . شود فشار اسمزی معکوس استفاده می    
 نــساجی و ســاخت کاغــذهای عکاســی     ،کاغذســازی 

ه کیتـین ب ـ   وکسی متیل  کرب .)5،6(کاربردهای فراوان دارند  
 کنترل و تقویت تولید متافتـامین در        درعنوان یک حامل    

 پوشش کیتـوزانی جهـت    . ی دارد تزریقات زیرجلدی کارای  
  استامید، ظیربرای تولید داروهای مختلف ن    در انتشار   تسهیل  

 نیکوتینامید، سدیم بنزوات، سدیم سالیـسیلات، فنوبـاربیتون       
  .)6( استسدیم و سدیم سفازولین مطالعه شده

کیتین موجود در ساختار میکروارگانیسم هایی نظیر       
Mucur spp,Aspergillus oryzaeو spp  Phycomyces 

. اسـت هـا    در پانسمان زخـم    استفاده   برایندید مناسبی   کا
ــل     نمــک ــات و متی ــوزان لاکت ــر کیت ــوزان نظی ــای کیت ه

زخـم  هـای    پیرولیدینون کیتوزان بهتـرین پانـسمان کننـده       
  ازدیـاد تکثیـر    جهـت هـا    وجود در این قـارچ    کیتین م .هستند

 منظـور   بهوتهیه یک ماتریکس     انسانی   F1000های فیبروبلاست
  .)6(د داردکاربریز های پوستی ن بهبود تدریجی تورم

کیتــین و مــشتقات آن، عامــل مــؤثری در بــه دام     
 هـا  که مسئول بروز بسیاری از آلرژی     هستندانداختن فلزات   

هـای    مؤثر و عالی برای پوسـت      ای بنابراین ماده . باشند می
از ایـن پلیمرهـای طبیعـی در        . اسـت حساس و آلرژیـک     

هـای   هـا، کـرم    های پوست و مو، مرطـوب کننـده        محافظ
های حمام، کرم پودرها،     دست و صورت و بدن، لوسیون     

  .)5(دشو ها و خمیر دندان بسیار استفاده می لاک
 ندر این راستا هدف از انجام تحقیق حاضر، تعیین میزا         

 هـای  داستیلاسیون کیتین و کیتوزان استخراج شده بـه روش        
پـاس  کاراپوست، سـر و     شیمیایی و میکروبی از ضایعات      

 ،Penaeus semisculcatusمیگوی غالـب خلـیج فـارس    
هـای شـیمیایی و تعیـین خـواص          تغییر این میزان به روش    

ضدمیکروبی درصـدهای مختلـف ترکیبـات داسـتیله آن          
ای معدود ایـن ترکیـب بـا ارزش         بعنوان یکی از کاربرده   

  .است
  

  مواد و روش ها
  :آماده سازی نمونه

 این منظور، از ضـایعات پوسـت، سـر و کاراپـاس             هب
Penaeus semisulcatus  ــه میگــوی غالــب صــید  ، گون

شده در خلیج فارس واقع در سواحل اسـتان هرمزگـان و            
ــدرعباس اســتفاده شــد  ضــایعات میگــو توســط  . شــهر بن

 تورص ـتولید غذای کنسرو میگـو بـه    کارگران کارخانه   
دستی از گوشـت جـدا شـده و روی یـخ بـه آزمایـشگاه                

 ساعت قـرار داده شـد       24 به مدت    oC37منتقل و در فور     
سپس ضایعات را پودر نمـوده و       . تا کاملاً خشک گردید   
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 Pseudomonas aeroginosaبر مهار رشد زان تاثیر درجه داستیلاسیون کیتو
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 تا  -oC20  در دمای  های تیره و دربسته در فریزر      در شیشه 
  .دزمان مصرف نگهداری شدن

  
  : زانایی کیتین و کیتویماستخراج شی

 25 ، گرم از پودر ضایعات خـشک شـده میگـو          5به  
 بـه   C 25°د و در دمـای      ش ـ مولار اضافه    2میلی لیتر سود    

ــدت  ــه    15م ــردن نمون ــه ک ــور دپروتئین ــه منظ ــه ب  ، دقیق
 rpm2000سپس مخلـوط فـوق در       . گذاری شد  گرمخانه
 سطحی دقیقه سانتریفوژ گردید و مایع قلیایی  10به مدت   

ــا آب مقطــر  .  و دور ریختــه شــدجــدا رســوب حاصــل ب
لیتـر اسـید سـولفوریک        میلـی  25.  شد شوچندین بار شست  

 بـه مـدت     C50° مولار به رسوب افزوده و در دمـای          5/0
.  ساعت به منظور زدودن املاح معـدنی قـرارداده شـد           16

 دقیقـــه 10 بـــه مـــدت rpm2000پـــس از آن نمونـــه در 
بـرای چنـدین    سپس رسوب با آب مقطـر       . سانتریفوژ شد 

  .بار شستشو داده شد
سازی کیتین استخراج شده، پوست      به منظور خالص  

 2میگـوی خـشک شـده بـا محلـول هیدروکـسید سـدیم        
 C90° ساعت در دمـای    2به مدت ) 30 :1(درصد به نسبت  

سـپس مخلـوط قلیـایی و رسـوب حاصـله           . دپروتئینه شد 
 بـرای اسـتخراج کیتـوزان از رسـوب مخلـوط            .شسته شد 

 درصــد بــه نــسبت 10اورت اســید اسـتیک  فـوق، در مج ــ
(V/W) 1: 40   در °C 60    ساعت قرار گرفت و 6 به مدت 

ســپس کیتــین خــام و خــالص توســط ســانتریفوژ بــا دور  
rpm4000    دقیقه جدا شد   15 به مدت  .pH رویی کـه    زفا 

 4 بـا سـود      ،حاوی کیتوزان محلول در اسید استیک است      
 کیتـوزان   در ایـن هنگـام،    .  رسانده شـد   9مولار به حدود    

. بصورت معلق در محلول در آمده و سپس ته نـشین شـد            
هر دو رسوب حاصل یعنی کیتین خام و کیتوزان بـا آب            

 خـشک   C 20°مقطر، اتانول و استون شـسته و در دمـای           
 به  C 105° رسوب حاصل در دستگاه فور با دمای         .شدند
 ساعت قرار داده شد و وزن نمونه خشک تعیین          24مدت  
  .)7(گردید
  

  :تخراج میکروبی کیتین و کیتوزاناس
  ازLactobacillus plantarum PTCC (1058)سویه 

  .دشهای علمی و صنعتی ایران تهیه  سازمان پژوهش
یط ، مح ـ زانجهت استخراج میکروبی کیتین و کیتـو      

 پودر ضایعات میگو در آب مقطر تهیـه          درصد 10کشت  
 بـه آن نیتـرات آهـن افـزوده شـد تـا               درصد 1و به نسبت    

 سپس محیط کـشت     .)8(تخراج کیتین به حداکثر برسد    اس
 اتمـسفر   4/1 درجه سانتیگراد و فـشار       121فوق در دمای    

پـس از سـرد شـدن       .  دقیقـه اتـوکلاو گردیـد      15به مدت   
تدریجی ارلن های حاوی محیط کشت میگو در شـرایط          

 از کـشت     درصـد  10آزمایشگاه، به هـر ارلـن بـه نـسبت           
 کـه  Lactobacillus plantarum PTCC (1058)تلقـیح  

 گرم، پپتون استخراج 8عصاره گوشت  (MRS broth در
 80 گرم، توئین    4 گرم، عصاره مخمر     10شده از کازئین    

ــوکز   ــدروژن  20یــک گــرم، گل ــوم هی  گــرم، دی آمونی
 گرم، سولفات منیزیـوم     5 گرم، سیترات سدیم     2سیترات  

 1000 گـرم، آب مقطـر       04/0 گرم، سولفات منگنـز      2/0
 ، نانومتر 600کشت شده بودند و در طول موج        ) لیتر میلی

ــادل(داد   را نــــشان مــــی8/0 -1جــــذبی معــــادل     معــ
CFU/ml 108 × 5(،  های کشت بـه     محیط.  اضافه گردید

گـذاری    گرمخانـه  C37°مدت یـک هفتـه در انکوبـاتور         
پس از طی این زمان، محیط کـشت فـوق، بـا دور             . شدند
rpm4000    ایع رویـی   م ـ.  دقیقه سانتریفوژ شد   15 به مدت

 دور ریخته شد، سپس رسوب حاصل بـا آب مقطـر و یـا             
MRS broth 9(شسته شد(.  

ها واملاح معدنی پوست میگـو       برای زدودن پروتئین  
  .گردیداز روش شیمیایی ذکر شده استفاده 

  

  :تهیه مشتق داستیله
هـای   کیتین استخراج شده از ضایعات میگو به روش       

 هیدرواکسید سدیم  درصد45محلول  شیمیایی ومیکروبی با
های فوق بـه بـن مـاری         نمونه. دش مخلوط   1:10به نسبت   

   دقیقـه و    45،  20،  15 درجه سانتیگراد بـا دوره زمـانی         85
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ه هـا ب ـ  سـپس نمونـه  .  ساعت انتقال داده شـد 10نهایت در  
دند و به مدت شسرعت با قرار دادن در آب سرد، خنک     

ز رویـی   فا.  سانتریفوز شدند  rpm 5000 دقیقه در دور     15
، با   pHشدن  خنثی  حذف گردید و روی رسوب تا زمان        

هــا   نمونــه،در پایــان.  شستــشو داده شــد درصــد70اتانــل 
 شسته شـدند و بـه       اًدجهت آب گیری با اتانل مطلق مجد      

 درجه سـانتیگراد بـه      60منظور خشک شدن ابتدا در فور       
  .)10(نتقل شدندم ساعت و سپس به دسیکاتور 24مدت 
  

  : میزان داستیلاسیون کیتوزان درصدارزیابی
نمونه های کیتوزان داستیله شده به روش تیتراسـیون         

 بــا مشخــصات  FT-IR ده از دســتگاهقلیــایی بــا اســتفا  
Thermo Nicolet, 870FT_IR    سـاخت آمریکـا انتقـال

هـای بدسـت آمـده مـورد بررسـی و             و گراف  ندداده شد 
  .)11(تحلیل قرار گرفت

تـوزان بـا اسـتفاده از    هـای کی   میزان استیلاسیون نمونه  
  :)4،12،13(دشفرمول زیر تعیین 

]33/1÷)3450A÷ 1655A( -1[ 100 = DA  
  :در آنکه 

DA :درصد استیلاسیون  

1655A : 1655میزان جذب در ناحیه  

3450A : 3450میزان جذب در ناحیه  
با سنجش درصد استیلاسیون نمونه با استفاده از         .باشد می

، درجــــه 100 فرمــــول فــــوق و تفاضــــل آن از عــــدد
  .دشداستیلاسیون نمونه تعیین 

  

ــتفاده از      ــا اسـ ــتیله بـ ــوزان داسـ ــاختار کیتـ ــی سـ بررسـ
  :)SEM(میکروسکوپ الکترونی نگاره 

هـای داسـتیله شـده بـا اسـتفاده از            مورفولوژی نمونـه  
پــس از  LEO 440iمیکروســکوپ الکترونــی نگــاره   

  .)10(دهی با طلا مورد بررسی قرار گرفت پوشش
  

  :ضدمیکروبی ترکیبات داستیلهبررسی خاصیت 
  بــه منظــور بررســی خــواص ضــدمیکروبی مــشتقات 

هـای فـوق در       گـرم از نمونـه     1/0داستیله شده کیتـوزان،     

اسـید  ،  یک میلی لیتـر مخلـوط اسـید هیدروکلریـدریک         
 اضافه گردید و تا زمان حـل شـدن          1:3نیتریک به نسبت    
.  درجــه ســانتیگراد نگهــداری شــد100کامــل در دمــای 

هــای بلانــک تلقــیح  لــول حاصــل بــه دیــسکســپس مح
هـای مـوردنظر در      پس از خشک شـدن دیـسک      . گردید

دمــای اتــاق، وزن خــشک نمونــه جــذب شــده روی هــر 
  .ددیسک تعیین ش

ــه  ــتانی نمونــــــ ــاوم بیمارســــــ ــویه مقــــــ   ســــــ
Pseudomonas aeroginosa  بیمارســتان مرکــز طبــی از

 نمونه از لوله تراشـه یـک نـوزاد یـک            .دشتهیه  کودکان  
ایـن نمونـه    . جداسـازی شـد    ICUبستری در بخـش     ماهه  

 مقاومت بـسیار بـالایی نـسبت بـه          ،سودوموناس جدا شده  
ز ی ا سوسپانـسیون  .داد ها نشان مـی    بیوتیک بسیاری از آنتی  

 در محیط کشت مولر هینتـون بـراث تهیـه و            باکتری فوق 
.  مـک فارلنـد مقایـسه گردیـد        5/0کدورت آن با شـاهد      

  صـورت  هلقـیح فـوق ب ـ    لیتـر از کـشت ت      سپس یک میلـی   
جداگانه به محیط کشت مولر هینتون آگار افزوده شـد و           

 سـپس   . کشت متراکم تهیه گردیـد     بیوگرام آنتیبه روش   
های کیتوزانی تهیـه شـده بـا فاصـله روی محـیط              دیسک

بعـد از گرمخانـه     . کشت تلقیح شده فـوق قـرار داده شـد         
 درجـه   37 سـاعت در دمـای       24ها به مدت     گذاری نمونه 

گراد، قطر هاله عدم رشد برای هـر دیـسک بـا خـط              سانتی
به منظور جلوگیری از    . گیری و ثبت گردید    کشت اندازه 

های شیمیایی ذکر شده، نمونـه دیـسک         تداخل اثر حلال  
شاهد برای هر حلال و مخلوط آنها نیز در هر مرحلـه در             

ــه شــد  ــه من.نظــر گرفت ــر ضــدمیکروبی   ب ــسه اث ظــور مقای
 بعنوان شاخص گرم E. coli ترکیبات فوق از دو باکتری

 بعنـوان شـاخص گـرم    Staphylococcus aureusمنفی و
  .مثبت استفاده گردید

  
هـای افزایـشی کیتـوزان       بررسی اثر ضد میکروبی غلظـت     

  :داستیله شده
به منظور دستیابی به اثـرات ضـدمیکروبی قـوی تـر،            
درصدهای افزایشی تا غلظت سه برابـر از پـودر کیتـوزان            
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 روش مـشابه فـوق تهیـه گردیـد و اثـرات             داستیله شده با  
  .ضدمیکروبی آنها مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت

  
  :تهیه باند زخم از نمونه کیتوزان داستیله شده

ــز     ــلی در مراک ــشکلات اص ــی از م ــه یک از آنجایک
هـای    بـاکتری  ههـای ثانویـه ب ـ      آلودگی ،یگسوانح سوخت 
 Pseudomonas aeroginosaخــصوص ه بیمارســتانی بــ

کـارگیری بانـدهای زخـم      ه  اشد و از سـوی دیگـر ب ـ       ب می
   چـسبندگی بانـد     موجـب متداول بـرای اینگونـه بیمـاران        

ــه بخــش ــر   هــای ســوخته مــی  ب ــه اث ــن مرحل شــود، در ای
ضدمیکروبی باند کیتـوزانی روی محـیط کـشت حـاوی           

  .باکتری فوق مورد بررسی قرار گرفت
 برای این منظور پس از خمیری نمودن پودر کیتـوزان         

 له شده، خمیر فوق روی باند استریل قـرار داده شـد و   داستی
 آگار با باکتری   کشت مولرهینتون  پس ازآلوده نمودن محیط   

Pseudomonas aeroginosa     بـه روش ذکـر شـده، بانـد 

  درجه 37فوق روی محیط کشت قرار داده شد و در دمای         
منظورمقایسه، محیط   به. گردید گذاری گرمخانه سانتیگراد

  . باند نیز در نظر گرفته شدکشت شاهد فاقد
  

  :آنالیز آماری
 هالـه عـدم رشـد        میزان  در به منظور بررسی اختلاف   

 باکتریهای شاهد،  کیتوزان استخراج شده بر    ترکیبات داستیله 
 SPSS از برنامــه ،در مقــادیر ثابــت پارامترهــای محیطــی 

و ضـریب   د  ش ـ اسـتفاده    ANOVAآزمون  و   11 ویرایش
  . شددر نظر گرفته >05/0Pای معناداری پارامترها بر مبن

  

  یافته ها
ــایج حاصــل ــزان نت ــشان داد کــه می   از ایــن تحقیــق ن

 35 بــه  درصــد75از ) شــاهد(استیلاســیون نمونــه کیتــین 
 جـدول  (یافـت  در نمونـه حـرارت دیـده کـاهش           درصد
  ).1 شماره

  
  FT-IRی براساس طیف مقایسه نوع ترکیبات کیتوزان استخراج شده به روش میکروبی و شیمیای : 1شماره جدول 

  

O-H 
  الکل ها و
  فنول ها

C-H  
  الکن ها

C-H  
حلقه های 
  آروماتیک

C-H  
  الکان ها

O-H  
اسیدهای 

  کربوکسیلیک
C≡C  
  الکین ها

C=C  
  الکن ها

-NO2 
ترکیبات 
  نیترو

C-N  
  آمین ها

C-O  
اسیدهای 
یک، کربوکسیل

  استرها، الکل ها، اترها

DA 
  درجه

 استیلاسیون

  نوع ترکیب و شدت 
 جذب آن برحسب

 
  cm-1  3600-3200 3080-3020                           نمونه

1000-675  
3100-3000  
670-675  

2960-2850  
1470-1350  

3000-2500  2260-2100  1680-1640  1560-1515  
1385-1345  

  درصد  1300-1080  1360-1180
% 

  02/1562  10/1656      56/2928      33/3451 کیتین
48/1379  

49/1313  
45/1316  

33/1261  
32/1205  
39/1158  

75 

  کیتوزان، استخراج میکروبی
   دقیقه حرارت دهی15

70/3447 35/954  
73/896  
82/703  

  52/2891    68/2135  65/1659  24/1558  
32/1379  

  

    19/36  

  کیتوزان، استخراج میکروبی
   دقیقه حرارت دهی20

16/3446 86/953  
57/896  

  53/2891    87/2135  19/1660  12/1558  
69/1379 

  

74/1316  42/1261  
38/1205  

22/36 

  کیتوزان، استخراج میکروبی
   دقیقه حرارت دهی45

92/3489  55/896    42/2891    52/2132  10/1656    75/1316  69/1261  
33/1205  
75/1158  

67/35 

  کیتوزان، استخراج میکروبی
   ساعت حرارت دهی10

11/3447  55/954  
74/896  
24/704  

88/3106  72/2891  
  

  36/2132  
  
  

16/1656  16/1562  
44/1379  

  

79/1316  21/1261  
20/1205  
29/1157  

12/36 

  کیتوزان، استخراج شیمیایی
   دقیقه حرارت دهی15

31/3452  38/954  
52/896  

  

  15/2933  
93/2891  

    08/1656  02/1562  
40/1379  

39/1316  
  

51/1261  
31/1205  
73/1157  

36 

  کیتوزان، استخراج شیمیایی
  ارت دهی دقیقه حر20

16/3452  48/954  
97/896  
50/753  

  40/2933  
88/2891  

01/2347    19/1647  09/1562  
54/1379  

19/1317  
  

32/1261  
12/1205  
35/1157  

8/35 

  کیتوزان، استخراج شیمیایی
   دقیقه حرارت دهی45

38/3452  54/954  
77/896  
66/752  

  05/2962  
79/2933  
78/2891  

  93/2131  18/1656  97/1565  
03/1416  
89/1379  

90/1316  
  

37/1261  
24/1205  
70/1157  

36 

  کیتوزان، استخراج شیمیایی
   ساعت حرارت دهی10

39/3451  30/954  
54/896  
06/704  

  01/2892      13/1659  04/1558  
73/1379 

  

52/1315  
  

91/1260  
32/1205  
57/1157  

14/36 
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با حرارت دادن نمونه کیتین تعـداد بانـدهای مربـوط           
ــه ترکیبــات آلکــ  cm-1  در موقعیــتC-H(Alkenes)ن ب

ــه675 -1000 و 1380-1320 ــای  در نمونـ ــهـ  نوزا کیتـ
د که نمونه شـاهد،     شمیکروبی و شیمیایی هر دو مشاهده       

ســوی دیگــر بــا افــزایش مــدت زمــان  از. فاقــد آن بــود
 سـاعت، ابتـدا تعـداد ایـن         10 دقیقه تا    15دهی از    حرارت

به با نمونـه     ساعته، مشا  10باندها کاهش و سپس در نمونه       
همچنـین ظهـور بانـد مربـوط بـه ترکیبـات       . دش دقیقه   15

 cm-1 2260-2110در موقعیـت     C≡C(Alkynes)آلکین  
در نمونه میکروبی با افزایش زمان حرارت دهی مـشاهده          

 دقیقـه   45بـه جـز نمونـه       ( که نمونه شاهد و شـیمیایی        شد
  ).1  شمارهدولج(فاقد آن بودند  )حرارت دیده شده

  ایج داستیلاسـیون کیتـوزان بـا اسـتفاده از          نت ـهمچنین  
  

  تشکیل غشاءهای کیتـوزانی   ،میکروسکوپ الکترونی نگاره  
مقایــسه بــا  در  میکــرون را062/0-312/0بــا قطــر منافــذ 

  .)3 تا 1 شماره اشکال(  نشان داد نمونه کیتن
نتایج آنالیز عناصر توسـط میکروسـکوپ الکترونـی         

ر یون کلـسیم در      منافذ کیتوزانی را در حضو     ر قط کاهش
  ).3 تا 1 شماره اشکال(محیط نشان داد 

نتـــایج حاصـــل از ســـنجش اثـــرات ضـــدمیکروبی  
ــه     ــشکیل قطــر هال ــتخراج شــده، ت ــتیله اس ــات داس   ترکیب

 Pseudomonas aeruginosaعــدم رشــد روی بــاکتری 
 و در کمترین حالـت    17 در بیشترین حالت      را بیمارستانی

 میلـی   3  میـزان  راسـاس این نتایج ب  .  میلی متر نشان داد    12
جذب شده روی هـر دیـسک محاسـبه     داستیله   پودر گرم
  ).2  شمارهجدول (شد

  
b 
 

 
 

a 

  .  دقیقـه  20میکروگراف الکترونی و آنالیز عناصر مربوط به کیتوزان استخراج شده به روش شـیمیایی و داسـتیله شـده بـا دوره زمـانی                           :1  شماره شکل
a ( میکروگراف الکترونی نگارهb (میکرون 062/0اندازه منافذ . آنالیز عناصر  )اکثر منافذ بسته شده است) . بزرگترین  

  

  . سـاعت 10میکروگراف الکترونی و آنالیز عناصر مربوط به کیتوزان استخراج شده به روش میکروبی و داستیله شـده بـا دوره زمـانی               :2 شماره   شکل
a (میکروگراف الکترونی نگاره   b (میکرون312/0 افزایش قطر منافذ به  . الیز عناصرآن   

b 
 

 
 

a 
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 تا  5/0اندازه اکثر منافذ بین     . آنالیز عناصر ) bمیکروگراف الکترونی نگاره    ) a. میکروگراف الکترونی و آنالیز عناصر مربوط به کیتین         :3  شماره شکل
  . میکرون می باشد1
  

  )برحسب میلی متر(تیله کیتوزان برحسب قطر هاله عدم رشد اثر ضدمیکروبی مشتقات داس  :2 شماره جدول
  

  )mm(قطر هاله عدم رشد   ساعت10  دقیقه45   دقیقه20   دقیقه15
  شیمیایی  میکروبی  شیمیایی  میکروبی  شیمیایی  میکروبی  شیمیایی  میکروبی  میکروارگانیسم 

E. coli 11  14  11  14  13  15  10  10  
S. aureus 19  17  12  17  18  17  19  18  

Pseudomonas sp. 16  15  11  15  12  17  16  12  

  
  

نتایج آنالیز آزمون آماری جهت بررسی میزان تـاثیر    
ضدمیکروبی مشتقات داستیله کیتوزان برحسب قطر هاله       

هـای اسـتخراج     داری بین روش   عدم رشد، اختلاف معنی   
هـای   شیمیایی و میکروبی پس از حرارت دهـی در زمـان          

چنانچه در جدول   .  نشان نداد  >05/0Pمتفاوت، در سطح    
 10، آمده اسـت، حـداقل قطـر هالـه عـدم رشـد        2شماره  

ی ـو مربـوط بـه اسـتخراج میکروبـی و شیمیای ـ          میلی متـر    
  ساعته، روی  10ان حرارت دهی    ـدت زم ـا م ـوزان، ب ـکیت

ــاکتری شــاهد  ــر 19و حــداکثر اســت  E.coliب ــی مت  میل
 دهـی   مربوط به استخراج میکروبی با مدت زمان حرارت       

 بوده  S.aureus ساعته روی باکتری شاهد      10 دقیقه و    15
دار بـین    نتایج آماری بیانگر وجـود اخـتلاف معنـی        . است

ــان      ــدت زم ــد برحــسب م ــدم رش ــه ع ــر هال ــشکیل قط ت
های  دهی مشتقات داستیله کیتوزان و نوع باکتری       حرارت

مـدت زمـان     صـرف نظـر از    . باشـد   می >05/0P شاهد در 
ر هالـه عـدم رشـد روی بـاکتری          دهی، بیشینه قط ـ   حرارت

ــت   ــرم مثب ــداقل   S.aureusگ ــر ح ــانگین قط ــا می  و 12 ب
  .شود  میلیمتر دیده می19حداکثر 
یکه میزان ماده موثره روی دیسک تـا سـه برابـر            نازم

باکتری از  این ، هاله مهار رشد  فتافزایش یا ) گرم میلی9(
  .داد میلی متر افزایش نشان 30 میلی متر به 17

ز تهیه خمیر کیتـوزان و تهیـه بانـد آن           نتایج حاصل ا  
نشان داد تا زمانیکه ایـن بانـد روی محـیط کـشت تلقـیح               

 قـرار داده  Pseudomonas aeroginosaشده بـا بـاکتری   
شـود    جلـوی رشـد بـاکتری مـورد نظـر گرفتـه مـی              ،شود

گـذاری مـورد     نتایج این آزمون تا یـک هفتـه گرمخانـه         (
شت شـاهد   درحالیکه در محـیط ک ـ    ). بررسی قرار گرفت  

  . رشد نمود ساعت کاملا24ًباکتری پس از ) فاقد باند(
  

  بحث
 تولیــد  نــشان داد کــهنتــایج حاصــل از ایــن تحقیــق

  ضایعات پوسـت،   ترکیبات داستیله کیتین استخراج شده از     

b 
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  گونه میگـوی  درPenaeus semisulcatusسر و کاراپاس 
 در مقایسه با نمونه شاهد      غالب صید شده در خلیج فارس     

با وهمکاران   Zhangسازی به روش     پس ازآماده ) تینکی(
 درصـد  30 و درصد 65ترتیب    را به  FT-IRاستفاده از روش  

 هـای  باعث کاهش میزان استیلاسیون نمونه    این روش   . است
  . گردید درصد35کیتوزان حرارت دیده شده تا 

  جهت تعیین میزان داستیلاسیون    FT-IRاستفاده از روش  
 .)14( شد انجام Roberts و   Moore کیتوزان اولین بار توسط   

 زیرا روش سریعی بود و      :این روش مزایای زیادی داشت    
 .)15،16(نیازی به حل نمودن نمونه کیتوزان در حلال نداشت

هــا نــشان  گـزارش . کیتـوزان طبیعــت رطوبـت پــذیر دارد  
پـذیری کیتـوزان بـا افـزایش         دهد که توانایی رطوبـت     می

  .)17(یابد خاصیت داستیلاسیون کاهش می
 بــا افــزایش میــزان حــرارت دهــی تــراکم پیــک      

 cm−11320   کـاهش  ،  باشـد  مربوط به گروه استیل می    که
ــی  ــشان م ــد ن ــ (ده ــمارهدولج ــده  )1  ش ــل عم ــه دلی  ک

تغییر  ،اما مدت زمان حرارت دهی    . باشد داستیلاسیون می 
بطوریکه . چندانی در کاهش میزان استیلاسیون نشان نداد     

میزان استیلاسیون نـسبت     ،حرارت دهی  دقیقه اول    15 در
داد که ایـن میـزان   نشان  کاهش  درصد 40به نمونه شاهد    

. دکــر ســاعت تغییــر چنــدانی ن10تــا پایــان مــدت زمــان 
Acharya    یز نشان دادند کـه افـزایش مـدت         ن و همکاران

زمان حـرارت دهـی بـه منظـور ایجـاد ترکیبـات داسـتیله              
تـاثیر محـسوسی در افـزایش        حاصل از پوست خرچنگ   

  .)18(کند د داستیلاسیون ایجاد نمیدرص
بــا افــزایش مــدت زمــان حــرارت دهــی جهــت       

 5/0 -1داستیلاســیون نمونــه کیتــوزان، قطــر منافــذ از     
ــرون  ــاهد (میک ــه ش ــه ) در نمون ــرون 062/0-25/0ب  میک

 سبببه عبارت دیگر افزایش داستیلاسیون      . یافتکاهش  
  .دشبسته شدن منافذ 

    غشایی کیتوزان   و همکاران قطر منافذ    Xiaoli پژوهش
  

 560/0-542/15وسط قطر را    ـر و مت  ـ میکرومت 3/0-70را  
های متعددی مبنی بر     گزارش.کرده است  گزارشمیکرومتر

 تهیه غشاءهای کیتینی و یا کیتوزانی با قطـر منافـذ مختلـف     

ــدد  ــای متع ــا کاربرده ــده اســت ب ــه ش یکــی از . )19( ارائ
ز اسـتراتژی   های تهیه این غشاءها اسـتفاده ا       روشمتداولترین  

. باشــد کــه روش گرانقیمتــی اســـت     مــی لیوفلیزاســیون 
غشاءهای منفذدار کیتین و کیتـوزانی تهیـه شـده بـه ایـن              

 تهیــه بانــدهای ،)20-23(روش در مهندســی کــشت بافــت
ــم ــال دارو )24،25(زخـ ــاملین انتقـ ــتفاده )26،27( و حـ  اسـ
 IBP) internal از روش Khor و Chow. دشـــو مـــی

bubbling process (کیتینـی بـا قطـر    ماتریکسای تهیه بر 
 .)28(اسـتفاده نمودنـد   ) میکرومتـر  100-1000(منافذ بزرگ 

Zeng    از کیتـین و کیتـوزان بـا قطـر            و همکاران غـشاهایی 
منافذ بزرگ بـا کنتـرل سـایز منافـذ بـا اسـتفاده از ذرات                

در این روش سوسپانـسیونی از      . )29،30(کردندسلیکا تهیه   
کیتـوزان   اسـیدی ر به محلول    ذرات سلیکا با سایز مورد نظ     

 از کامپوزیـت    )31( و همکاران  Steenkamp. دشو  اضافه می 
کیتــوزان جهــت حــذف مــس دو ظرفیتــی از  /آلومینیــوم

  .آبهای آلوده استفاده نمودند
 نیــز تحقیــق شــده در ایــن انجــامروش داستیلاســیون 

تواند روش مناسب و ارزان قیمتی جهـت دسـتیابی بـه         می
  . کیتوزانی با اندازه متفاوت باشدغشاءهای کیتینی و یا

 درآنالیز عناصر توسط میکروسکوپ الکترونی ارتباط     
  تعداد و انـدازه    ،کلسیم درنمونه  داری بین حضور یون    معنی

های شیمیایی و میکروبـی    در روش . منافذ مشاهده گردید  
اســتخراج کیتــین و داستیلاســیون آن بــه روش فــوق، در 

که یون   هایی ر، در نمونه  های الکترونی آنالیز عناص    گراف
 شود افزایش تعداد و بزرگی اندازه منافـذ        کلسیم دیده نمی  

که حضور یون    هایی  و برعکس درگراف   دشو مشاهده می 
  .اند کلسیم تایید شده منافذ کم و یا بسته شده

   افــزایش مــدت زمــان میــانارتبــاط خطــی مــشابهی 
  

  بـا قطـر هالـه عـدم        ) میـزان داستیلاسـیون   (حرارت دهـی    
هـای مـورد بررسـی مـشاهده         شد روی میکروارگانیـسم   ر

موثره روی دیسک تـا سـه       با افزایش میزان ماده     . نگردید
قطـر هالـه عـدم رشـد روی بـاکتری           ) میلـی گـرم   9(برابر  

Pseudomonas aeruginosa  ــزایش ــتانی، اف  50 بیمارس
  .درصدی را نشان داد
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اثرات ضدمیکروبی کیتوزان تا حدود زیادی وابـسته        
 انــواع .)32(پلیمریزاســیون مولکــولی آن اســتبــه درجــه 

. اولیگومریک کیتوزان اثر ضدمیکروبی چنـدانی ندارنـد       
هـای گـرم مثبـت مـوثرتر از انـواع            کیتوزان روی باکتری  

 pHگرم منفی است و این اثر تا حدود زیادی تحت تاثیر        
بیشترین اثر ضـدمیکروبی ایـن ترکیـب        . محیط قرار دارد  

 مـشاهده  5/4 معـادل  pH های اسـیدی بخـصوص      pH در
با توجـه بـه عـدم سـمیت مـاده اسـتخراج             .)32(شده است 

توانـد اثـرات     های بیشینه آن مـی     کارگیری تراکم ه  شده ب 
  .ضدمیکروبی بهتری نشان دهد

  

  سپاسگزاری
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد        
 اسلامی جهت تصویب طرح تحقیقاتی حاضر و اختـصاص        

  .داریم قدیر و تشکر را ابراز میبودجه، کمال ت
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