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  ١ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

   چكيده
فرآورده بسيار مهم از بيوپليمرهايي هستند كه در صنايع مصارف بسيار بالايي دارند، ولي منابع  2كيتين وكيتوزان 

) كه در Artemia urmiana( اورميانا هاي سيست آرتمياتوليد آنها بسيار محدود است، در اين پژوهش از پوسته
 20به مقدار  است،آوري و به مقدار زياد انبار شده مركز تحقيقات آرتمياي كشور طي سال هاي قبل جمع 

كيلوگرم نمونه برداشت شده سپس اين نمونه ها تميز، جداسازي و خشك شد، براي استخراج كيتين وكيتوزان 
آنها به آزمايشگاه مركز تحقيقات آرتمياي كشور منتقل شد،كيتين وكيتوزان آن ابتدا با روش هاي  رايج 

راج شد، خصوصيات آنها با دو نوع كيتين وكيتوزان  ديگر كه از پوسته خرچنگ و ميگو شيميايي در دنيا استخ
ترتيب تهيه شده ازكشور  ويتنام و چين) تهيه شده بودند مورد مقايسه قرار گرفت، براي تعيين كيفيت آنها (به

يين گرانروي، وزن سنجي مادون قرمز، پرتونگاري با اشعه ايكس، تعآناليزهاي تجزيه عنصري دستگاهي، طيف
مولكولي، درصد بلورينگي، رنگ، سنجش درجه استيل زدائي، فرمول تجربي و مولكولي انجام شد. نتايج نشان 

 (در هر كيلو گرم درصد وزني 28±3داد كه درصد كيتين استحصالي از پوسته سيست آرتميا در روش شيميايي  
ن به كيتوزان (درجه استيل زدائي) در اين روش نيز و بازدهي تبديل آ گرم ) 300سيست خشك آرتميا  معادل 

است. سپس براي بهينه سازي روش  )در هر كيلو گرم سيست خشك آرتميا   گرم 150( معادل  درصد 5±50
هاي بيولوژيكي مرحله حذف مواد پروتئيني كيتين كه در روش شيميايي با استخراج و به كارگيري روش

به وسيله باكتري باسيلوس سوبتيليس جايگزين شد و در روش زيستي مرحله  هيدروكسيد سديم انجام شده بود،
استيل زدايي كيتوزان به جاي استفاده از هيدرواكسيد سديم در درجه حرارت بالا از آنزيم قارچي آسپرؤژيلوس 

ل استحصال شد، نتايج نشان داد كه كيتين وكيتوزان از پوسته سيست آرتميا در روش زيستي نيز قاب استفادهنايجر 
درصد  5/7درصد نيتروژن،  2/8درصد كربن،  6/49اي آنها در كيتين آرتميا داراي بوده و مشخصات شناسه

است.  5/39و  2/7، 9/8، 4/44درصد اكسيژن و درصد اين عناصر در كيتوزان آن به ترتيب  5/34هيدروژن و 
، 4/36دالتون، درصد بلورينگي آن  6104/9ساير خصوصيات كيفي آنها  شامل متوسط وزن مولكولي كيتين 

اي است. متوسط سانتي پوآز و رنگ آن خاكستري متمايل به قهوه 31درجه سانتيگراد  20گرانروي در دماي 
، گرانروي در 5/94دالتون، درصد بلورينگي آن  5105/1وزن مولكولي در اين روش بيولوؤيكي براي كيتوزان 

اي كم رنگ شد. ساختار شيميايي هر واحد كيتين پوآز، و رنگ آن قهوهسانتي 18درجه سانتيگراد  20ماي د
4127( اورميانا آرتميااستخراج شده از پوسته سيست  NOHC و ساختار شيميايي هر واحد كيتوزان آن (

4116 NOHCروش  شيميايي و زيستي  نشان مي دهد كه 2صله از هر بدست آمد. مقايسه كيتين و كيتوزان حا
هاي بيولوژيكي به جاي روش جايگزيني روشوجود دارد ولي  كيتين وكيتوزان استخراج هر دو پليمرامكان 

هاي شيميايي موجب حذف استفاده از مواد شيميايي مخرب محيط زيست نظير هيدروكسيد سديم از آلودگي 
  محيط زيستي مي شود.

، كيتين، كيتوزان، روش زيستي، روش شيميايي، پوسته خرچنگ، آرتميا اورمياناپوسته سيست اي كليدي: هواژه
  پوسته ميگو.



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٢

  مقدمه -1
اي هستند كه سابقه استخراج و دو پليمر طبيعي شناخته شده 3شده آن بنام كيتوزان 2و تركيب استيل زدائي 1كيتين
يكي از مهمترين تحقيقات انجام يافته بر  ].Alder,E,2000 گردد [َََبرمي سال قبل 200هاي متعدد از آنها به استفاده

زدايي كامل به ندرت قابل انجام است. زدايي بوده است. استيلروي كيتين، تبديل آن به كيتوزان با روش استيل
وه آمين تبديل كيتين، طي فرآيندهائي به گر 2زدايي يعني اين كه گروه آمينواستيل بر روي كربن شماره استيل
شود. مطالعات و تحقيقات گذشته نشان شود. كه عمدتاً به روش ذوب قليايي بدون حضور اكسيژن انجام ميمي
- اين دو پلي هاي يكساني بوده است ،زدائي شيميايي با روشدهد، تبديل كيتين به كيتوزان در فرآيند استيلمي

شوند، كه بعد از سلولز از فراوانترين پليمرها در خته ميدار توسط برخي حيوانات و گياهان ساازت ساكاريد
باشند. سنتز آنها در طبيعت همراه با ساير تركيبات پروتئيني، مواد چربي، معدني و مواد رنگي است طبيعت مي

)Walton et al,2001 (آوري آنها با كه در بدن حيوانات و گياهان نقش ماده حفاظتي دارند. استخراج و عمل
مهرگان دريايي، منبع مختلف از انواع بي 300، تاكنون بيش از )Hein et al, 2001(اي رايج شيميايي است هروش

ها، مخمرها، آلگها، حشرات و غيره مورد مطالعه  تحقيق ، دياتومهنتناها، گياهان، جلبكها، نرمقارچها، باكتري
آوري، تلف داروسازي، آرايشي، زيست فننوع از مشتقات آن در صنايع مخ 300بيش از  و قرار گرفته است

. در ايران فعاليت توليدي وجود )Pariser et al ,2004(كشاورزي، غذايي، شيميايي و غيره به كار برده شده است 
ولي از تركيبات و مشتقات  ،)1374تهامي ،و 1382اسدپور ،(ندارد، تحقيقات اندكي نيز گزارش شده است 

ور مختلف در صنعت داروسازي، شيمي، مواد غذايي، بيوتكنولوژي، آرايشي و غيره فراوان اين بيوپليمرها به ص
هزار تن برآورد  250معادل  2010ميزان نياز جهاني به اين دو بيوپليمر در سال  ،شودبصورت وارداتي استفاده مي

و  .)Seaborne; 2001(شود تن در دنيا استخراج نمي 5000]. در حالي كه عملاً بيش از AOAC. 2002شده است [
ترين اقتصادي به يافتن منابع ديگر در دنيا تاكيد مي شود، نياز جهاني براي اين محصول همچنان موجود است و

 Anderson,  and et alخرچنگ و كريل در دنيا است ( آنها در دنيا در حال حاضر پوسته ميگوها، منابع استخراج 

يابي به ماده اوليه دايمي و اين بيوپليمرها عبارتند از: عدم دستعوامل اصلي محدوديت در استخراج  )،2001.
فراوان، پايين بودن درصد پليمر در ماده اوليه، فصلي بودن منابع و مشكلات ناشي از افت كيفيت در استخراج با 

تصادي سازي و اق. هر ساله درخصوص يافتن منابع جديد، بهينه) Hein,and et al ,2001(روشهاي شيميايي است 
يابي به روشهاي تازه در استخراج آنها تحقيقات فراواني دست آوري و بررسي امكانكردن روشهاي عمل

  . )Peberdy,and et al,2010( پذيردصورت مي

                                                 
1 - Chitin 
2 - Deacetylation 
3 - Chitosan 



  ٣ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

در حاليكه لايه كوريوني سيست هاي آرتميا و از پوسته هاي سيست آرتميا هيچ استفاده صنعتي به عمل نمي آيد 
استخر هاي در اين تحقيق، پوسته هاي سيست آرتمياي  )1382 اسدپور،كيتين هستند ( راي مقدار فراوانيدا

  ، جهت رسيدن به اهداف ذيل مورد مطالعه قرار گرفت: پرورشي
  با روش هاي شيميايي بهينه شده  يابي و استخراج بيوپليمرهاي كيتين و كيتوزاندست -1

 يست آرتميا در مقايسه با انواع مشابه تجاري. تعيين خصوصيات كمي و كيفي كيتين و كيتوزان پوسته س -2

 محصول.  در كيفيت شيميايي  وروش زيستي مقايسه اي  بررسي  -3

 ودر نهايت استفاده بهينه از پوسته هاي سيست آرتميا در استخر هاي پرورشي است . -4

  هاي مربوط به موضوع تحققيق به شرح ذيل است: فرضيه
 ؟ ناسبي براي تهيه كيتين و كيتوزان استسيست آرتميا اورميانا منبع م پوستة -1

    ؟چطور مي باشد  آن در مقايسه با انواع مشابه تجاريكيفيت كيتين و كيتوزان حاصله از -2
 

  كليات  -1-1
nNOHCكيتين با فرمول شيميايي  )(  Dد اكسي،  -2-استاميد و -2-)1→4[بتا، ( 1و با نام علمي پلي5138

است، فراوان ترين بيوليمر طبيعي بعد از سلولز بوده، و از به هم پيوستن بيش  2روتئوگليكانگلوكوپيرانز]، يك پ
شود اين ماده از كلمه كيتون به معني تشكيل مي 3استيل گلوكز آمين - Nمونومر با ساختمان شيميايي  5000از 

  .)Goorge .et al .2000(زره يا پوشش از فرهنگ يوناني گرفته شده است 
دالتون هستند كه داراي خواص فيزيكي و شيميايي  10000ماكرومولكولهايي با وزن مولكولي بيش از د اين موا
شوند تري تشكيل ميمولكولي پايين باشند، اين تركيبات، از راه پلي مريزاسيون واحدهاي داراي اوزانميخاصي 

) Pariser,et al.2004(اً ناممكن است.. اين مواد در طبيعيت همراه . ساخت آنها غير از راههاي طبيعي، مشكل و بعض
براي اولين . )Hein, et al .2001(شوند. با ساير تركيباتي نظير مواد پروتئيني، ليپيدي، معدني و مواد رنگي توليد مي

، آن را از پوسته يك نوع حشره جدا كرد، 5، ادير1828از يك نوع قارچ جدا شد، در سال  4بار توسط برانكونات
در سالهاي بعد، مشخص شد كه يكي از  .) Pagel.d.2000(ها نام كيتين به مفهوم پوشش نامگذاري شد كه بعد
مهرگان دريايي، ، كه در طبيعت به عنوان يك ماده حفاظتي در اسكلت بيهستندترين مواد آلي طبيعي فروان

كي در بدن برخي حيوانات و ها، آلگها، و يا بعنوان يك ماده فيزيولوژيحشرات و ديواره سلولي برخي قارچ
  ). Morgan.et .al .2002( ي ساخت آن در طبيعت بشرح ذيل استمكه مراحل عمو .شودنباتات ساخته مي

  

                                                 
1 -Poly [β-(1→4)-2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose] 
2 - Peoteoglycon 
3 - N-acety-glucosamine 
4 - Branconnot 
5 - Odier 
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)، گروه OH-كيتين داراي ساختماني مشابه سلولز است، كه در موقعيت كربن دوم، به جاي گروه هيدروكسي  (

  فرمول شيميايي كيتين و سلولز آورده شده است:  2-1) وجود دارد در شكل NHCOCH3-آمينواستيل (
  

  
  : ساختمان شيميايي كيتين و سلولز1-2شكل 

  
)، كيتين با سلولز در خواص 1990تا  1985و همكاران طي سالهاي  1براساس مطالعات انجام شده (مازارلي

وتهاي اساسي دارد. تفا و گروههاي ساختمان شيميايي عاملي 2فيزيكي و شيميايي، وضعيت ميكروكريستالي
درصد كلريد ليتيم  5كيتين در بيشتر حلالهاي آلي و معدني نامحلول بوده و حال اصلي آن دي متيل استاميد با 

)DMAC-5%CILi است ()Lazarerea.g 2000(.  

                                                 
1 - Mazzarelli and et al. 
2 - Microcrystalini 



  ٥ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

هاي بيشترين تجمع كيتين در طبيعت از بخش هاي اسكلت خارجي و ديواره سلولي است، كه به صورت لايه
  .)Muzzarelli.et al .2000(وأم با مواد معدني، پروتئيني، ليپيدي و مواد رنگي است كوتيكول ت

با ميكروسكوپ الكتروني و عسكبرداري با اشعه ايكس، سيستم كريستالي، و نحوه پيوندهاي آن با تركيبات 
در سال  1گمنمحققين متعدد در سالهاي قبل، بالاخص هاهمراه در طبيعت مطالعه و بررسي شده است. مطالعات 

با  2در حذف تركيبات پروتئيني همراه با كيتين حاصله از شفيره حشرات، پوسته خرچنگ و ماهي مركب 2010
درجه  100هاي مختلف شيميايي، مشخص نمود كه محلول يك مولار هيدروكسيد سديم در دماي محلول

ه دليل وجود پيوندهاي كووالانسي موجود نمايد، اين موضوع بسانتيگراد كاملاً مواد پروتئيني همراه را حذف مي
تحقيقات در سالهاي بعدي مشخص نمود كه اسيدهاي  ).Hansen .et.al.2014(بين كيتين و اسيدهاي آمينه است 

سرين، گلوتاميك اسيد، آمينه آسپارتيك، هيستيدين، والين، متيونين، تيروزين، فنيل آلانين، اورنيتين، ليزين، 
گلوكز آمين كيتين در  -Dوسين و لوسين عمدتاً در پيوندهاي كووالانسي با مونومرهاي گليسين، آلانين، ايزول

طبيعت مشاركت دارند ، كه حذف و شكستن اين پيوندها در روشهاي استخراج شيميايي كيتين، نياز به استفاده از 
با مطالعه  با 2000سال  در همكاران برك و. ژلد )Hein.et al. 2001(طلبد. را مي 9بالاي  pHمواد قليايي با 

ميكروسكوپ الكتروني و پرتونگاري با اشعه ايكس در مورد تركيب ساختاري و نوع پيوندهاي بين كيتين و مواد 
  وجهي ذيل را ارايه نمودند.  6پروتئيني و مواد معدني در طبيعت، مدل كريستاليتي 

  
  پروتئينيوجهي كيتين توأم با مواد  6) مدل كريستاليتي a, b( - 1-3شكل 

  و مواد معدني در طبيعت
  

براساس اين تحقيقات كيتين به علت داشتن پيوندهاي هيدروژني در گروههاي عاملي، داراي ساختار ثانوي است. 
از نظر فيزيكي، كيتين يك ساختار بلوري مرتب دارد. آزمايش با اشعه ايكس مشخص شده است كه از نظر 

باشد كه اصطلاحاً حالت شبه بلوري يا (نيم شكل توأم با يكديگر ميبي فيزيكي، كيتين داراي ساختار بلورين و

                                                 
 
1 - Loligo 
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شكل) در ساختار ها (بلورين و بيدرجاتي متفاوت از اين حالت شود، كه بسته به شرايط فرآيندبلورين) ناميده مي
  .) Ichi.et al.2000( شودآن تشكيل مي

آوري ف است. درصد بلورينگي بسته به شرايط عملميزان تشكيل بلور در كيتين به درصد بلورينگي آن معرو
است و نقش بسيار مهمي در مصارف عمومي آن دارد. عمده خواص فيزيكي و مكانيكي كتين بسته به ميزا 

  .) Asensio.et.al.2000( شكل آن است درصد بلور تشكيل شده نسبت به حالت بي
  
  ساختار شيميايي كيتوزان -2-1

nNOHC ييكيتوزان با فرمول شيميا )(  - D -دي اكسي 2-آمينو-2-)4←1(-1و با نام علمي پلي (بتا 5116
بار از يك نوع قارچ از خانواده  شود. براي اولينگلوكوپيرانوز)، پس از حذف گروه استيل كيتين حاصل مي

ي به كيتوزان استخراج و شناسايي گرديد، كه در اين قارچ كيتين به صورت آنزيماتيك 3توسط تارت 2موكور
كيتوزان از پلي ساكاريدهاي ازت داري است كه با واكنش استيل زدائي ).Knapezyk et al, 2014(شود تبديل مي

استيل موجود بر روي كربن شماره دو كيتين به  – Nدر اين پديده گروه  شود،كيتين به صورت طبيعي ايجاد مي
  ) تبديل مي شود.   - NH2گروه آمين (

  )Connel j, 2009( اي با كيتين آورده شده است:ساختمان شيميايي آن بصورت مقايسه 1-4در شكل 
 

  
  ساختمان شيميايي كيتين و كيتوزان - 1-4شكل 

  

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



  ٧ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

. ) Araki, et al, 2007( كيتوزان، يك بيوپليمر طبيعي با خواص فيزيكي و شيميايي كاملاً متفاوت از كيتين است
ترين حلال كيتوزان ولهاي رقيق اسيدي و حلالهاي آلي دارد، معموليپذيري در محلخاصيت انحلال كيتوزان

  .)Cllaus j, 2000(دهد. درصد است كه تشكيل كمپلكس همگن مي 2تا  1اسيد استيك 
  
  ين و كيتوزان تكيشيميايي  صوصياتخ -

ژنيان اسيدي تمامي بيوپليمرهاي تجاري طبيعي مانند سلولز، دكسترين، آگار، هپارين، آلژينات، پكتين، كارا
باشند كه به علت داشتن گروههاي هستند، ولي كيتين و كيتوزان تنها بيوپليمرهاي طبيعي با خاصيت بازي مي

عاملي متفاوت داراي ويژگيهاي فيزيكي و شيميايي منحصر بفرد هستند، اين خصوصيات آنها را از ساير پلي 
امل ـا شـروههاي عاملي مهم آنهـگ .)Susana  et al, 2000(نمايد ساكاريدهاي ازت دار متمايز و جدا مي

32كـربن دوم (ل كيتين بر روي ـواستيـروههاي آمينـگ NHCOCHC ) 22)، گروه آميني كيتوزان NHC  (
بر روي كربن دوم، و گروههاي هيدروكسي بر روي كربنهاي سوم و ششم در هر دو بيوپليمر است. اين 

باعث شده تا كيتين و كيتوزان سيستم و ساختار شيميايي، خواص و ويژگيهاي متفاوتي در مقايسه با خصوصيات 
 باشند:ساير پلي ساكاريدها داشته باشند. برخي از ويژگيهاي فيزيكي و شيميايي كيتين و كيتوزان به شرح زير مي

Knorr d, 2000)   ( 1-  بودن قدرت پالايش بيولوژيكي در دارا  - 2داشتن خاصيت انبساط و كشيدگي شديد؛
خاصيت ضد ويروسي و ضد  -5عدم حلاليت در آب؛  -4غيررسمي و غيرآلرژيك بودن؛  -3طبيعت؛ 

اي خاصيت ژله -7امكان تشكيل تركيبات پيچيده با يونهاي فلزي و هيدروكربنهاي آروماتيكي؛  -6باكتريايي؛ 
قابليت فوق العاده براي تبديل به مواد و  -10ذب بودن؛ ابر جا -9قدرت بالايي در جذب مواد رنگي؛  -8شدن؛ 

كاربرد و مورد استفاده در  3000مشتقات متعدد در شرايط مختلف. كه اين خصوصيات باعث شده كه بيشتر از 
صنايع داروسازي، بيوتكنولوژي، كشاورزي، آرايشي، غذايي، توليدات گياهي، پالايش آب، پزشكي، 

سنگين، تغذيه حيوانات، شيميايي، نساجي، فيبر و پرتوزدايي به ثبت برسد. كيتين و كاغذسازي، پالايش فلزات 
كيتوزان بدست آمده از مواد خام مختلف از نظر ساختار شيميايي و فيزيكي متفاوتند و با توجه به نوع منبع اوليه و 

  .) Shahidi.et al.2010(آورند نحوه فرآوري تا حدودي خواص و عملكردهاي متفاوتي را به وجود مي
  

  ي آن هاو محدوديت كيتين وكيتوزان ميزان توليد جهاني
منابع اصلي براي استخراج   Krill) يا  (uphausia superba در حال حاضر پوسته ميگو، پوسته خرچنگ و كريل

 250000از  ميزان نياز جهاني كيتين و كيتوزان بيش .)Subasinghe.2013(كيتين و كيتوزان با توجيه اقتصادي است 
، )Seaborne 2001(باشد تن در سال مي 5000تن در سال برآورد شده است. در حالي كه ميزان توليد فعلي آن 

شركت بزرگ در دنيا به توليد و  150در حال حاضر بيش از  شود.ساليانه ميليونها دلار در دنيا داد و ستد مي
 يشترين مصرف كننده و آمريكا بزرگترين توليد كننده آنژاپن ب )Saito et al .2012(تجارت آن اشتغال دارند 
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هستند. كشورهاي چين، روسيه، كانادا، هند و كشورهاي آسيايي به ترتيب توليد كنندگان بعدي هستند. كيتين 
پودري بلوري با نام هاي تجاري شكل، براق يا سفيد مات و كيتوزان نيز بصورت تجاري به صورت پودري بي

CTFA ،Seacure، Kytex شود. عمده موانع و مشكلات براي توليد اقتصادي كيتين و كيتوزان در به بازار عرضه مي
) پايين بودن درصد كيتين در اين منابع 2) محدوديت منابع و مواد اوليه طبيعي قابل دسترس؛ 1دنيا عبارتند از: 

آوري و هاي زياد جمع) هزينه4خراج؛ برداري آبزيان مورد استفاده براي است) فصلي بودن صيد و بهره3اوليه؛ 
  . )Peberdy, 2010(آوري ذكر شده است ) كاهش كيفيت در روشهاي عمل5نگهداري مواد اوليه طبيعي؛ 

  
  ها: نظر متخصصين و دانشمندان در مورد آينده اين فرآورده -

اي در اكثر المللي و منطقهيننظر به اهميت و كاربردهاي فراوان اين دو بيوپليمر طبيعي، كنفرانسهاي متعدد، ب
گردد، كه مهمترين آنها به كنفرانس سالانه آمريكا، كنفرانس هر دو سال يكبار در روسيه، دنيا برگزار مي نقاط

ها دانشمندان و محققين نظراتي اي در كشورهاي آسيايي اشاره نمود ، در اين كنفرانسكنفرانسهاي منطقه
  شود: اند كه به اختصار به چند مورد از آنها اشاره ميرح نمودهدرخصوص اهميت اين بيوپليمرها مط

كيتين، به منزله «در آمريكا در كنفرانس كيتين و كيتوزان گفته كه:  2000هايد هوشي در سال  1پروفسور نوبر -
 .)Bluestone .et al, 2008( است» قدرت سلامتي انسان از دريا

كيتين و «رانس كيتين و كيتوزان در ژاپن بيان داشته كه: در كنف 20001در سال  2پروفسور آساكا كوچي -
 ) .Brine et al, 2000 ( است » فيزيولوژيست در ژاپن 10000كيتوزان به عنوان مكمل غذايي منتخب 

كيتين يك توليد طبيعي «درخصوص كيتين:  2002آمريكا در سال  3المللي جورجيا آتلانيايپيام كنفرانس بين -
 ).CBD, 2001( است » 21براي قرن 

توصيف » كيتين و كيتوزان مكمل غذايي ميليونها نفر در جهان« 2001در كتاب راهنمايي براي كيتين در سال 
  شده است.

- توصيف مي» دست يابي به گنج از ضايعات«استخراج كيتين را  2000و همكاران در سال  4پروفسور بلستون -

  كنند 
-يابي به منابع جديد طبيعي براي توليد اين ماده روشهاي نوين عملتتأكيد فراواني در اين كنفرانسها براي دس

سازي و رسيدن به روشهاي اقتصادي آن و حذف آلودگيهاي زيست محيطي ناشي از تخليه پساب آوري، بهينه
  .)Meyers.s, 2001(شود مواد شيميايي آن مي

  

                                                 
1 - Nobur hide hoashi 
2 - Asaoka Koji 
3 - Goorgia atlanta 
4 - Bluestone, et al. 



  ٩ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

  مروري بر مطالعات پيشين -3-1
و  هاي متعددي داشته نمايد كه استخراج كيتين و كيتوزان روش شخص ميبررسي تحقيقات انجام شده قبلي، م

   :)Rinaudo.et al, 2011(بطور كلي استخراج آن براساس چهار مرحله زير بوده است 
: مرحله حذف مواد پروتئيني همراه كيتين از مادة خام با استفاده از تركيبات قليايي گرم و غليظ؛ مرحله 1مرحله 

هاي متفاوت؛ : حذف مواد معدني با استفاده از تركيبات اسيدي با غلظت3ربي با اتانول؛ مرحله : حذف مواد چ2
  : حذف ماد رنگي با مواد رنگبر.4 مرحله

  آورده شده است:  1-5شماي كلي آن در شكل 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مراحل استخراج كيتين به روش شيميايي - 1-5شكل 
  

شود كه، دليل اصلي بكارگيري مواد قليايي براي استخراج كيتين مشخص مي با مرور و استناد به تحقيقات گذشته
هاي تغيير ساختمان فضايي و دپليمريزاسيون، كيفيت در مرحله حذف مواد پروتئيني بوده است. كه با ايجاد پديده

  .  )Dube, 2010(نمايد كيتين افت مي
  
  مواد شيميايي مورد استفاده براي استخراج كيتين  -
ققين براي حذف مواد پروتئيني، تحقيقات زيادي با بكارگيري مواد مختلف انجام داده و از تركيبات شيميايي مح

-نظير سود، كربنات سديم، بي كربنات سديم، پتاس، كربنات پتاسيم، هيدروكسيد كلسيم، سولفيد سديم، بي

 ته سخت پوستان دريائي)ماده اوليه (غالباً پوس

  حذف مواد پروتئيني با  تركيبات قليايي 
 گرم و غليظ

 حذف مواد  چربي با حلالهاي آلي

 حذف مواد معدني

 حذف مواد رنگي

 كيتين
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هاي جامع بهترين . در بررسي)Chang et al, 2000(اند سولفيد سديم، فسفات سديم و سولفيد سديم استفاده نموده
  اند.نتيجه را به دليل اقتصادي و قدرت انجام واكنش مناسب محلول هيدروكسيد سديم پيشنهاد كرده

با غلظتهاي متفاوت استفاده  EDTA1در حذف مواد معدني، از اسيدهاي نظير كلرئيدريك، استيك، فرميك و 
اند. را با غلظتهاي مختلف پيشنهاد نموده EDTAهاي كلرئيدريك و شده است، كه اكثر آنها استفاده از اسيد

  .)Charles, 2011(ها با محلول اتر بوده است حذف چربي
 يد و هيپوكلريت سديم استفاده شده استسبراي حذف مواد رنگي همراه كيتين از تركيباتي نظير هيدروژن پراك

 )Duarte,  2001.(  
  
  ه براي استخراج كيتين سابقه روشهاي مورد استفاد -4-1

  شود:  در اينجا به علت يكسان بودن روشهاي مورد استفاده تنها به ذكر موارد اساسي و جديد اشاره مي
  
  :2روش هاگمن -

گرم از پوسته  220براي استخراج كيتين از پوسته خرچنگ پس از شستشو و تميز كردن، آنها را خشك نموده، 
نرمال و در دماي اتاق براي هضم مواد معدني  2د هيدروكلريك ساعت در اسي 5خشك شده را به مدت 

گذاشت و به هم زد. پس از شستشو و خشك كردن آسياب كرده و به پودر تبديل كرد. مواد خرد شده با وزن 
روز در دماي  2نرمال به منظور حذف پروتئين به مدت  2ميلي ليتر هيدروكسيد سديم  500گرم مجدداً با  91

نتيگراد قرار داده و محتويات بالن به شدت به هم زده شده و باقيمانده پوسته را پس از شستن و صفر درجه سا
درصد وزن كيتين بدست  15خنثي نمودن با آب مقطر با اتانول و اتر شسته و خشك نمود. بازده واكنش حدود 

  گرم بود.  3/29آمده 
  
، استخراج كيتين از پوسته سخت 1994سال  و هانس و همكاران در 1978در سال  و همكاران 3اندرسون -

ها با آب شستشو داده شد، سپس آسياب پوستان (پوسته ميگوي زرد، خرچنگ، كريل) را انجام دادند. ابتدا نمونه
زدايي شد، مواد معدني را با محلول اسيد روز پروتئين 3درصد به مدت  10و با محلول هيدروكسيد سديم 

  گزارش نمودند: 1-2و  1-1سه ساعت انجام و نتايج را در جداول  نرمال به مدت 5/1كلريدريك 

                                                 
1 - Ethylene diamine tetra acetic 
2 - Hackman 
3 - Anderson et al. 
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  درصد كيتين در پوسته -1-2جدول 

  تركيب و درصد مواد -1-1جدول     سخت پوستان
  تشكيل دهنده پوسته سخت پوستان

درصد كيتين 
براساس وزن 

  خشك
  مواد معدني  درصد 30-40    نوع سخت پوست

  كيتين براساس وزن خشك   درصد  14-35    ) خرچنگCancer spp(  درصد  30-15
  پروتئين براساس وزن خشك   درصد  15-40    ) شاه خرچنگKing crab(  درصد  30-15
  كربنات و فسفات كلسيم  درصد  35-55    ) ميگوي زردYellow prawn(  درصد  14
  مواد چربي   درصد  5-15    ) ميگوي قرمزRed prawn(  درصد  14
        ) كريل Euphausia superba(  درصد  25

  
، از مركز تحقيقات تكنولوژي 2شهيدي و جاناك 1999و در سال  و همكاران 1پارك 1993در سال  -

) ضايعات انواع 1997اند كه ساليانه (طي سال هاي غذايي كانادا طي گزارشي تحقيقاتي بيان داشتهفرآورده
تن برآورد شده است و استخراج كيتين و تبديل آن به  6105/118پوستان مصرفي در دنيا معادل پوسته سخت

ها و اند. استخراج كيتين آنكيتوزان و ساير مواد نظير مواد رنگي و مواد پروتئيني را يك صنعت سودآور دانسته
  اند.انجام داده 1-6 هتبديل آن به كيتوزان و ساير تركيبات را طبق شمار

   3روش سايتو و همكاران -
گرم محلول هيدروكسيد پتاسيم در يك ظرف نيكل با به هم زدن در جو  150گرم از كيتين با  30، در اين روش

درجه سانتيگراد محلول مذاب با احتياط اتانول  180دقيقه به  30دهد. بعد از نيتروژن در حالت مذاب واكنش مي
درصد فرميك اسيد  5در  شود. خالص سازي با حل كردن رسوبريخته و رسوب با آب تا خنثي شدن شسته مي

درصد  وراندمان آن نيز به همان ميزان مي باشد، بدست  65زدايي گيرد. به اين صورت درجه استيلصورت مي
  آمد. 

  
   4روش دوارت و همكاران -

درصد مونواتيلن  25درصد و  96درصد اتانول  25درصد با  50اين روش مخلوطي از هيدروكسيد پتاسيم 
شوند، و سپس شود. براي تهيه اين مخلوط، دو حلال ابتدا مخلوط ميوزني استفاده ميگليكول با درصدهاي 

شود. كه حل شدن گرمازا بوده و دما تا هيدروكسيد پتاسيم به مخلوط واكنش در شرايط به هم خوردن اضافه مي

                                                 
1 - Park et al. 
2 - Shahidi and Janak 
3  Saito et al. 
4 - Duarte et al. 
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به همراه سيستم  رسد. در اين روش از راكتوري با جنس فولاد ضد زنگگراد در اين مرحله ميدرجه سانتي 90
آوري و با آب مقطر شسته شد و خشك شد. بخار استفاده شد و بعد از تمام شدن واكنش، كيتوزان حاصله جمع

ساعت و ماده خام  16زدائي و توليد محصول بوده است، طي درصد راندمان درجه استيل 83كه نتيجه اين روش 
  مورد استفاده پوسته خرچنگ بوده است.

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  )1999شمائي از استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان (شهدي و جاناك  - 1-6شكل 

  
  هاي زيستي سابقه بكارگيري روش -5-1

هاي بعد، هاي هاگمن، پارك، آندرسون، دوارت، شيمورا، و سايتون و غيره در سالبررسي و مطالعه گزارش
ان شيميايي و فيزيكي، كاهش قيمت محصولات نياز به حجم وسيعي از مواد قليايي مشكل، ايجاد تغيير در ساختم

آوري و ها براي عملهاي زيست محيطي است. توسط اين محققين استفاده از ساير روشمورد نياز و آلودگي

 حذف مواد پروتئيني با (هيدروكسيد سديم)

  دت يك هفته)به م pH=9باEDTAحذف مواد معدني با (محلول

 درصد) 3حذف مواد رنگي با (هيدروژن پراكسيد 

 كيتين

 استيل زدائي

 كيتوزان

 كيتوزان سبك

 مصارف غذايي

 گلوكز آمين

 كاملا هيدروليز

(با محلول هيدروكسيدسديم غليظ در زير 
 ساعت) در دماي جوش 5جونيتروژن بمدت 

 ضايعات سخت پوستان
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شده است، سازي استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوان پيشنهاد هاي شيميايي در بهينهجايگزيني آنها با روش
  .)Hard.et al .2011(اند هاي شيميايي دانستهترين جايگزين براي روشهاي بيولوژيك را مناسبآنها روش

  
  و همكاران  1روش سيمپسون -

پوستان، آنها تغييرات اصلي در ساختمان و خصوصيات فيزيكوشيميايي كيتين در استخراج كيتين از پوسته سخت
، سيمپسون و 2000دانند. در سال قليايي در مرحله حذف مواد پروتئيني مي را ناشي از بكارگيري تركيبات

) به شرح D, C, B, Aروش متفاوت ( 4اي با همكاران استخراج كيتين از پوسته ميگو ژاپني را به صورت مقايسه
  زير انجام دادند: 

مولار در  EDTA 1/0محلول  در اين روش استخراج كيتين از پوسته ميگو از طريق حذف مواد معدني با :A روش
5/7 pH=  روز و حذف مواد پروتئيني به وسيله آنزيم باكتري  6به مدتPseudomonas maltiphilia LC102  به مدت
  .)Jagaur et. al, 2013(ساعت بود  6روز انجام گرفت. حذف مواد ليپيدي با محلول اتانول به مدت  5

نرمال به  2پوسته ميگو با حذف مواد معدني با اسيد كلريدريك در اين روش استخراج كيتين از همان  :B روش
مدت دو روز و حذف مواد پروتئيني به وسيله آنزيم باكتريايي فوق در همان شرايط بود. حذف مواد چربي طبق 

  ].Laidter. K, 2001انجام شد [ Aروش 
با همان شرايط قبلي  EDTAوسيله در اين روش استخراج كيتين از پوسته ميگو با حذف مواد معدني به : C روش

ساعت بود. سپس  36و حذف مواد پروتئيني با محلول هيدروكسيد سديم يك نرمال در دماي جوش به مدت 
ساعت  6محصول حاصله با آب مقطر شستشو و بعد از خنثي نمودن براي حذف مواد ليپيدي از اتانول به مدت 

  .)Cowgill. et. al, 2013(استفاده شد 
در اين روش استخراج كيتين از همان پوسته ميگو با حذف مواد معدني آن با استفاده از محلول اسيد : D روش

) و حذف مواد پروتئيني با محلول هيدروكسيد سديم يك نرمال (طبق Aنرمال (طبق شرايط رو ش 2كلريدريك 
  . )Copmsen. et. al, 2000( هاي قبلي بود) و حذف مواد ليپيدي طبق روشCشرايط روش 

                                                 
1 -Simpson etal 
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 1-3ها به شرح جدول گذاري نموده و نتايج يافتهنام Dو  C, B, Aهاي محصولات حاصله را تحت عنوان كيتين
  باشد. مي

  اي روش شيميايي و زيستينتايج آزمايشات مقايسه -1-3جدول 
-درجه استيل ينگي ردرصد بلو  وزن مولكولي   رنگ   نوع پليمر 

  زدايي
  6102/5 16  0 خاكستري   Aكيتين 
  6101/80 26  0 خاكستري  Bكيتين 
  6102/74 25  9/9 سفيد مات  Cكيتين 
  6101/51 41  10 سفيد برفي  Dكيتين 

  
شكل فضايي كيتين  پايين بودن درجه كريستاليني در استفاده از روشهاي شيميايي را ناشي از ايجاد پديده تغيير -

هاي شيميايي به علت شكسته شدن زنجيره ها است، كاهش وزن مولكولي ناشي از استفاده از روشدر آن روش
و همكاران در گزارش تحقيقاتي خود روش شيميايي را براي استخراج  1سيسمپسون. )Whistler, 2001(پليمر است 

فاده از مواد قليايي با دماي بالا را باعث، كاهش وزن مولكولي كيتين و تبديل آن به كيتوزان مقايسه نمودند و است
  و ايجاد تغييراتي در ساختار مولكولي كيتوزان و افت كيفيت محصول آن  دانسته اند. 

  
  و همكاران  2روش آرسيدياكونو- 

براي حذف آرسيدياكونو و همكارانش براي استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان از آنزيم هاي كيموترپسين 
اند. در اين براي تبديل كيتين به كيتوزان استفاده نموده 3استيلاز قارچ موكوراكسي -مواد پروتئيني و آنزيم د

درجه سانتيگراد با نسبت غلظت  40ساعت در دماي  72براي مدت  =8pHروش آنزيم كيموترپسين در شرايط 
گرفت. آنزيم داستيلاز با كشت قارچ موكوراكسي در وزني) مورد استفاده قرار  -(وزني 7: 1000تين : آنزيم يك

درجه و  25دماي محيط  =pH 5/4درصد در  2درصد، گلوكز  2/0درصد، عصاره مخمر  1محيط كشت (پپتون 
ليتر بافر فسفات ميلي 5هاي حاصله به روش صافي جدا، و سپس با روز) به دست آمد. ميسليوم 5مدت كشت 

درصد گزارش شده  5-10زدايي آنزيم تفاده قرار گرفت. بازدهي درجه استيلسازي و مورد اسآمونيوم خالص
   .است

                                                 
1 -Simpson et al. 
2 - Arcidiacono et al. 
3 - Mucor rouxii 



  ١٥ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

  سابقه استخراج كيتين و كيتوزان در ايران  -6-1
ساله ابعاد وسيع تحقيقات، كاربردها و تجارت جهاني اين بيوپليمرها در دنيا، در كشورمان تنها  150رغم سابقه به 

  :وجود داردگزارش تحقيقاتي به شرح زير  چهار
 سال مطالعه در پايان نامه دكتراي در دانشگاه تربيت مدرس استخراج كيتين و 2طي  1380اسدپور در سال -1

تبديل آن به كيتوزان را با روش هاي زيستي و با استفاده از باكتري باسيلوس سوبتيلوس و قارچ آسپيروژيلوس 
فاكتور زيستي ضمن افزايش كيفيت  2ه استفاده از اين نايجر را مورد مپژوهش قرار داده و گزارش نموده است ك

  محصول موجب كاهش آلودگي هاي زيست محيطي مي شود.
با  و شيميايي استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان از پوسته ميگو و خرچنگ با روش 1374تهامي در سال  -2

تحقيقات شيلاتي دريايي عمان انجام داده  در قالب پروژه دانشجويي در موسسهو  ،استفاده از هيدرواكسيد سديم
درصد گزارش شده است. همچنين موانع اصلي توليد اين  15تا  14و بنا به اين گزارش راندمان استخراج كيتين 

 در  به دلايل فصلي بودن صيد آبزيان مذكور و فاسد شدن سريع آنها به علت پروتئين همراه با پوسته را  پليمر
  .وب ايران استدماي زياد مناطق جن

توسط  1380هاي آب در سال استخراج كيتين از پوسته ميگو و تبديل آن به كيتوزان و سنتز ابرجاذب -3
زدايي و راندمان درجه استيل 14نيا در دانشگاه شريف در سطح آزمايشگاهي انجام و درصد توليد كيتين مهدوي

گزارش شده  ه در توليد ابر جاذب آب استفاده وو از كيتوزان به عنوان يك ماد. درصد گزارش شده است 60
  است.

سازي استخراج كيتين از ، يعقوبي و همكارانش از پژوهشگاه پليمريزاسيون روش شيميايي بهينه1381در سال  -4
اند و افزاش درصد نيتروژن پليمر را پوسته ميگو را براي كاربردهاي خاص آن در صنايع پزشكي گزارش نموده

  اند.كيفيت بيان داشتهشاخص افزايش 
  
  هاي تعيين كيفيت و كميت كيتين و كيتوزان مروري به روش -7-1

دهد كه اساس آناليزهاي تشخيص كيفي و بررسي و مطالعه سابقه تحقيقات انجام شده در اين خصوص، نشان مي
توهاي ايكس، سنجي پراش پرسنجي مادون قرمز، طيفكمي (كيتين و كيتوزان) تجزيه عنصري دستگاهي، طيف

سنجي و سنجش سنجي مغناطيسي، رنگسنجي، تعيين وزن مولكولي، طيفپرتونگاري با اشعه ايكس، گرانروي
  ).Alderm, 2000(زدايي بوده است درجه استيل

  
  هاي سيست آرتميا اورميانا پوسته -

انواده آرتميئده آرتميا يا كرم آبهاي شور، موجودي كوچك است كه متعلق به زيرشاخه سخت پوستان و خ
است. درياچه اروميه زيستگاه اصلي يكي از آرتمياهاي موجود در دنياست كه تحت اين نام شناخته شده است 
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 30كيلومتر مربع واقع در شمال غرب ايران و حدود  5000).. درياچه اروميه با مساحد حدود  1373(اسد پور 
اي اصلي و طبيعي آرتميا در دنياست. بررسي چرخه ميليارد مترمكعب آب شور، يكي از بزرگترين زيستگاهه

سيست (پوسته) در طول سال پس از تفريخ از هر دو  1دهد كه لايه كوريونيزيستي آرتميا در درياچه نشان مي
اي توسط امواج به ]، به علت سبكي وزن با وزش بادهاي غالب منطقه10مرحله زيستي آن [بخش ضمايم، شكل 

شوند، ده و در اين مرحله به صورت پوسته سيست آرتميا در سواحل درياچه  انباشته ميسواحل درياچه رانده ش
آيد. تجمع پوسته هاي سيست در سواحل غالباً توام با سيست هاي نامرغوب و استفاده صنعتي از آنها به عمل نمي

س ارزيابي (سيست هاي ترك خورده، نارس، ضربه ديده) و ضايعات سطح ساحلي آب درياچه است. براسا
سنجي انجام شده، توان توليدي آرتمياي درياچه اروميه بالا بوده و بر اين اساس ساليانه ذخاير و مطالعات زيست

شود كه تجمع پوسته سيست آرتميا در مقادير قابل توجهي پوسته سيست آرتميا در سواحل درياچه انباشته مي
و  A ،B )1-7 (ماي تركيب پوسته در آرتميا در شكلسواحل درياچه، پوسته جمع آوري شده از ساحل آن و ش

C  .آورده شده است  
  

  

                                                 
1 - Chorionic Layer 
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  شماي تركيب سيست - 1-7شكل 
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  مواد و روشها -2
  لوازم آزمايشگاهي مورد استفاده -1-2

دار، حباب ليتري، پيپت 5/2و  5/1اي هاي شيشهبالنليتري، ميلي 500بالن كلدال، بالن سوكسله، ارلن مايرهاي 
ميلي ليتري، لام هموسايتومتر، ارلن تخليه با  500هاي ته صاف چيني، قيف بوخنر، بالن انگشتانه سلولزي، بوته
و  500هاي هاي سانتريفوژ، ظروف كشت و برداشت باكتري و قارچ، تور صيد با چشمهشيلنگ هاي رابط، لوله

  نيميكرو 100
  
  مواد مصرفي  -2-2

هيدروكسيد سديم، محلول دي اتيل اتر،  درصد،  96يست آرتميا اورميانا، اسيد سولفوريك پوسته سكيلوگرم  20
آنتي بيوتيك موم سي، اسيد بوريك، اسيد كلريدريك، اسيد استيك گلسيال، برميد پتاسيم، محلول كاتين بلو، 

ز آگار، ژلوز خون، كلرامفنيكل، نمونه كيتين و كيتوزان تجاري، پتروليوم بنزن، محيط كشت سابر و دكستررو
 سولفات پتاسيم، محلول پراكسيدآكريل آميد، نوترينت براث، كيت پروتئين، نوترينت آگار، سولفات مس، 

نرمال، تترازول  1/0رد، تترازول اسيد كلريدريك  -درصد، محلول سولفوركروميك، معرف متيل 30هيدروژن 
اتيلن گليكول، فسفات آمونيوم، هيپو كلريت سديم،  نرمال، سديم كلرايد، استون، اتانول، 1/0اسيد سولفوريك 

كلريد كلسيم، محلول دي متيل سولفواكسيد، مركاپتو آلبومين سرم گاوي، سوبستراي رنگي، آنزيم تريپسين، 
  اتانول، عصاره مخمر، عصاره مالت، پپتون، گلوكز، سولفات منيزيم، الكل طبي، ژولوز خون گوسفند. 

) قارچ آسپرژيلوس نايجر با كد PTCC1595, PTCC1331باسيلوس سوبتيليس با كد ( ها: باكتريميكروارگانيسم
)ATCC-10864 .(  
   

  هاي مورد استفاده دستگاهلوازم غير مصرفي و -3-2
، دستگاه Herzog، دستگاه پرس مدل Finnipipetteبردار سوئيسي مد  ، نمونه Herzogمدل  Retschدستگاه آسياب 

ساخت كانادا، اتريوميكروسكوپ مدل  MB-100) مدل Infrared spectrophotometerطيف سنج مادون قرمز (
WilDM8  با دوربين عكاسيLeicaانكوباتور، مدل ( -، هم زنINFORS-HT ميكروسكوپ معمولي، كوره (

-XRD )X، دستگاه Selecta-Rساخت آلمان غربي، دستگاه گرانروي سنج چرخشي مدل  Heraeusالكتريكي مدل 

Ray Powder- diffraction مدل ( فيپليپس، دستگاهXRF )X-Ray fluorescence-diffraction مدل (X-Pert دستگاه ،
)، پمپ خلاء، بخاري Gallenkamp-U,K، همزن مغناطيسي (Heraeus) مدل CHN-O-Analyserتجزيه عنصري (

علقات مربوطه آن، دسيكاتور، برقي، ترازوي ديجيتالي با دقت يك هزارم مدل ساتريوس، دستگاه الكتروفوز و مت
  اسپكتروفتومتر
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در انبار مركز تحقيقات جمع آوري و كه در سال هاي قبل هاي سيست آرتميا اورمياناي در اين تحقيق پوسته
به عنوان موادي كه ز استخر هاي پرورشي  اااز سيست هاي پرورشي همچنين  انباشته شده و آرتمياي كشور 
و در حال حاضر هيچ  استفاده مي شوند ، كه درزمان تفريخ از آرتميا جدا ي در آبزي پرور غيرقابل مصرف

با روش  شيميايي  كيتين و تبديل آن به كيتوزان  آيد، جهت استخراج بهينهصنعتي خاصي  از آن به عمل نمي
يميايي بهينه راج  و تبديل آن به كيتوزان مورد مطالعه و تحقيق قرار گرفت و  روش شخكيتين آن است بهينه شده ،

شده  بعنوان روشي مناسب و جايگزين در جهت حذف اثرات مخرب زيست محيطي از بين روشهاي رايج  
شيميايي آن كه از مواد شيميايي مختلف استفاده مي نمودند  در استخراج آن و نيز براي افزايش كيفيت 

  محصولات آنها  (كيتين و كيتوزان) مورد پژوهش قرار گرفت. 
  
  :سازي پوسته سيست آرتميا اورمياناآوري و جداعروش جم -

جمع آوري شده از درياچه وانباشته شده در كيلوگرم پوسته سيست آرتميا اورميانا  20براي انجام پژوهش، مقدار 
به صورت  نميكرو 100از درياچه اروميه با توري دستي با اندازه چشمه انبار مركز تحقيقات آرتمياي كشور 

  ) 2-1شد. (شكل  ه تصادفي بر داشت
هاي متفاوت و هاي با اندازهبا استفاده از انواع الك(Sorgeloos and et al .2011) پوسته هاي سيست آرتميا به روش 

هاي نامرغوب (نارس، ترك خورده، ضربه ديده) با شستشو با آب شور و شيرين از ضايعات همراه و از سيست
هاي يك كيلويي در آورده وبه  بستهبه صورت  يبعدي پژوهشجدا شده، سپس خشك و جهت انجام كارهاي 

  گرديد. يخچال منتقل 

  
  آوري و جداسازي پوسته سيست آرتمياجمع - 2-1شكل 
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مورد آناليزهاي  پوسته سيست آرتميابراي پي بردن به درصد كيتين موجود در پوسته سيست آرتميا ابتدا  
براي تجزيه شيميايي پوسته سيست آرتمياي درياچه اروميه  مورد استفادههاي روش، قرار گرفت شيميايي 

  انجام شد. 2000مربوط به سال  A.O.A.C. (1استاندارد ( براساس روش
  
  :گيري رطوبتروش اندازه -

گرم پروسته سيست آرتميا در ترازو  5كپسول چيني را از قبل كاملاً خشك و توزين نموده و سپس مقدار  4ابتدا 
ساعت در  6گرم نمونه) به مدت  5هاي چيني (در هر كپسول ها توأم با كپسولن و سپس نمونهوز 001/0با دقت 

درجه سانتيگراد با درپوش نيمه باز قرار داده شد، پس از گذشت اين مدت آنها را به دسيكاتور  80آون در دماي 
سي اس (رطوبت محاسبه شد گيري و درصد ها اندازهمنتقل كرده تا سرد شود سپس با همان ترازو، كاهش وزن

  .)1376، جيمز
  
  گيري خاكستر كل روش اندازه -

درجه سانتيگراد در آون كاملا خشك و با  100عدد كپسول چيني در دماي  4گيري خاكستر كل براي اندازه
ها گرم نمونه وزن شده اضافه كرده و محتوي نمونه 5ترازو توزين گرديد، سپس به هر كپسول چيني، مقدار 

هاي سوخته شده را سول را سوزانده تا تمام مواد آلي آن سوخته و تبديل به ذغال شود. در مرحله بعدي نمونهكپ
ساعت قرار داده و پس از پايان زمان، درصد  18درجه سانتيگراد به مدت  550در كوره الكتريكي در دماي 

  ).1376(سي اس جيمز، خاكستر كل آن محاسبه شد 
  
  روتئين كلگيري پروش اندازه -

ابتدا سه عدد  گيري ازت كل محاسبه گرديد، در اين روشها با روش كلدال با اندازهپروتئين موجود در نمونه
گرم  007/1گيري و خشك شد و به ترتيب در اولين بالن مقدار ليتري هضم كلدان شستشو، جرمميلي 500بالن 

گرم نمونه با كاغذ صافي و در سومي فقط يك  168/1نمونه سيست همراه با كاغذ صافي، دومين بالن مقدار 
گذاري و در زير هود آزمايشگاه مراحل هضم اسيدي، تقطير و ها شمارهقطعه كاغذ صافي وزن و اضافه شد. بالن

  ).1376(سي اس جيمز، تيتراسيون انجام شد 
ميلي  25ان كاتاليزور و گرم سولفات پتاسيم و يك گرم سولفات مس بعنو 10ها مقدار براي هضم اسيدي نمونه

 3ملي ليتر پراكسيد هيدورژن  10درصد با پوآر به عنوان اكسيد كننده اضافه شد. مقدار  98ليتر اسيد سولفوريك 
هاي هضم اضافه شد و در زير هود حرارت داده شد، تا كف آنها فروكش كند، درصد حجمي به آرامي به بالن

ا رنگ سياه آن كاملاً از بين برود و به رنگ سبز شفاف درآيد. پس از سپس حرارت دادن را آن قدر ادامه داده ت

                                                 
1 - Association of official analytical chemists 
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ها كامل شفاف شدن، عمل حرارت دادن را حدود سي دقيقه ديگر در همان حرارت ادامه داده تا هضم نمونه
ر شود كه بايستي تقطيشود. در پايان كليه ازت آلي موجود در نمونه احياء شده و به سولفات آمونيوم تبديل مي

گرم در يك ليتر آب مقطر) به بالن  450كسيد سدم (ليتر هيدروميلي 80گردد. براي مرحله تقطير با احتياط مقدار 
اي گشته و اضافه نموده تا محيط كاملاً قليايي شود، پس از قليايي شدن محيط، رنگ محلول هضم شده قهوه

ان آب سرد در كندانسور دستگاه انجام تا سولفات آمونيوم به صورت آمونياك با حرارت دادن در حضور جري
كاملاً تقطير شود. سپس محلول تقطير شده بايستي كاملاً تيتر نمود. در تيتراسيون يك شاهد و خود نمونه با 

تترازول اسيد سولفوريك 
10
آن با تترازول هيدروكسيد سديم  نرمال و اسيد اضافي 1

10
رمال در مجاورت ن 1

ها) انجام شود، تا تغيير رنگ كامل محلول از قرمز به رنگ زرد انجام قطره در داخل نمونه 5رد ( -محلول متيل
  ]:1376سي اس جيمز .درصد پروتئين مشخص گرديد [ 2و  1هاي گيرد، سپس از طريق رابطه

   1رابطه 
  درصد پروتئين =درصد ازت كل × 25/6                                        2رابطه 

B =  مقدار ميلي ليتر اسيد سولفوريك
10
  نرمال خنثي شده به وسيله آمونياك 1

B/ =  مقدار ميلي ليتر اسيد سولفوريك
10
  نرمال خنثي شده به وسيله شاهد  1

M =   وزن نمونه ها به گرم  
  
  خام گيري چربي روش اندازه -

گرم از نمونه خشك توزين و پودر نموده و  6انجام شد، ابتدا مقدار  1گيري چربي خام با دستگاه سوكسلهاندازه
اي پوشانيده و درون لوله مخصوص استخراج مستقيماً درون انگشتانه سلولزي قرار داده و روي آن با گلوله پنبه

- اي تميز با وزن مشخص به سيفون سوكسله وصل مي-ادهدر سمب ميلي ليتري 250كننده قرار داده شد، يك بالن 

ليتر از قسمت استخراج كننده در سيفون ريخته به طوري كه دو بار پر و خالي گردد. شير ميلي 150گردد. مقدار 
درجه سانتيگراد  65مبرد را باز نموده تا جريان مداوم آب سرد برقرار گردد. سپس بالن به آرامي در دماي 

درجه سانتيگراد است به جوش آمده و بخارات آن  60تا  40شود. حلال كه نقطه جوش آن بين ميحرارت داده 
از لوله ضخيم جداري جدا كننده خارج شده و در مبرد برگردان تقطير گرديد و به داخل استخراج كننده برگشته 

انگشتانه، چربي موجود نمونه در  و اطراف انگشتانه محتوي نمونه را فرا گيرد. در اثر تماس و نفوذ حلال به داخل
شود. پس از اينكه حجم اتر به مقدار معيني رسيد از لوله باريك جداري استخراج كننده به داخل حلال حل مي

را و عمل استخراج  كندبالن برگشته و بدين ترتيب چربي استخراج شده را نيز همراه خود به داخل بالن منتقل مي
و پس از اين مدت اتر را تبخير نموده و بالن را از دستگاه جدا و آن را روي بن ماري ساعت ادامه داده  4به مدت 

                                                 
1 - Soxlilet 
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درجه  80جوش قرار داده تا اتر باقي مانده كاملا تبخير شود، بالن محتوي چربي را نيم ساعت در آون در دماي 
(سي اس جيمز، شد محاسبه  3كنيم، درصد چربي از رابطه سانتيگراد قرار داده و پس از سرد شدن وزن مي

1376.(  
  

  3رابطه 
  
  پوسته سيست آرتميا اورميانا (خاكستر تام) روش تعيين درصد و نوع تركيبات معدني -

درصد و نوع تركيب خاكستر تشكيل دهندة پوسته سيست آرتميا اورميانا به روش پرتونگاري با پراش اشعه 
درجه سانتيگراد به  80مونه كاملا در آون در دماي گرم ن 10) تعيين شد. در اين روش ابتدا مقدار XRFايكس (

گرم از نمونه  3گرديد، مقدار  ميكرومتر آسياب 50ساعت خشك و سپس با دستگاه خرد كن تا اندازه  4مدت 
آماده شده با مقدار يك گرم موم سي بعنوان يك تركيب همبند خوب مخلوط شد، مخلوط حاصله با مقدار نيم 

عنوان ماده نگهدارنده) مخلوط و سپس با قالب مخصوص در دستگاه پرس كننده گرم پودر اسيدبوريك (ب
ساعت اسكن و  4منتقل و طي  XRFميلي متري آماده شد، بعد از شماره گذاري به دستگاه  4بصورت قرصهاي 

پرتونگاري با اشعه ايكس، با تجزيه و تحليل خودپرداز دستگاه درصد و نوع تركيبات معدني پوسته سيست 
  .)Natl et al, 2013(تميا تعيين مشخص گرديد آر
  

  
   XRFها براي دستگاه نحوه آماده سازي نمونه - 2-2شكل 

  
(به روش از پوسته سيست آرتميا اورميانا  بهينه شده  استخراج كيتين به روش شيميايي روش -

ALDER.E.1997  (  
چربي حذف مواد معدني، حذف ئيني، حذف مواد پروتكه شامل  مرحله  4آوري و استخراج طي فرآيند عمل

  مواد رنگي و تخليص انجام شد. حذف كل، 

 درصد چربي  =
  وزن بالن با چربي  -وزن بالن خالي

  وزن نمونه به گرم
10  
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  روش حذف مواد پروتئيني  -
ليتر محلول  5/1گرم ازنمونه توزين و در درون بالن ته صاف يك ليتري ريخته شد و مقدار  50مقدار 

ي حرارت دهنده به آن اضافه و محلول را در رو =13pHوزني) با  -درصد (وزني 10هيدروكسيد سديم 
ساعت نگهداري شد. سپس آن را با قيف بوخنر با مكش  18درجه سانتيگراد به مدت  65الكتريكي در دماي 

 3خلايي كاملاً صاف و پس از شستشو كامل با مقدار زيادي آب سرد، باقيمانده محصول در آون به مدت 
 تست مرحله ميزان حذف مواد پروتئيني در پايان اين . درجه سانتيگراد كاملاً خشك شد 80ساعت در دماي 

   گرم باقي ماند. 44گرم آن مقدار معادل  50واز شد.
  

  (يا حذف مواد معدني)  زداييروش كاني
 حذف مواد پروتئيني براي حذف مواد معدني موجود در پوسته سيست، تمامي محصول به دست آمده از مرحله

و هر  نوبت سه) را در =2pHنرمال ( 5/0ر هيدروكلريك اسيد ليتري ريخته و به تدريج مقدار يك ليت 1در بشر 
دقيقه اضافه كرده و مخلوط كاملاً به مدت دو ساعت بر روي  5زماني هر  فاصلهبه سي سي  100نوبت به مقدار 

درجه به هم زده شد. بعد از طي مدت زمان مذكور نمونه به دست آمده  60دار با دماي اجاق الكتريكي مگنت
ميلي ليتر از همان اسيد بر روي نمونه روي كاغذ صافي ريخته شد و نهايتاً چندين  500مجدداً مقدار  صاف شد و

درجه سانتيگراد به مدت سه  80مرتبه تا حذف كامل اسيد با آب مقطر شستشو داده و محصول باقيمانده در دماي 
  آزمايش شد.  مواد معدنيشدگي  اين مرحله ميزان حذف ن.در پايا ساعت در آون خشك شد

  
  :روش حذف مواد ليپيدي 

درصد  98ميلي ليتر محلول پتروليوم بنزن  300حذف چربي خام موجود از محصول به دست آمده بالا با افزودن 
يك روش نوين ساعت در زير هود لامينار انجام شد (اين مرحله و حلال مورد استفاده در آن به عنوان  4به مدت 
  . ند استخراج انجام شد)سازي در فرآيبراي بهينه

گيري ميزان حذف شدگي مواد ليپيدي همانند اين مرحله ميزان حذف مواد چربي آزمايش شد. اندازه ندر پايا
  . روش سوكسله بوده و در سه تكرار انجام شد 

  
  :روش حذف مواد رنگي  

ه است، لذا رنگ بري آن نيز اي تيررنگ پوسته سيست آرتميا اورميانا به رنگ نارنجي متمايل به زرد تا قهوه
درصد به مدت  3/0ميلي ليتر از محلول هيپوكلريت سديم  200انجام شد. براي حذف مواد رنگي محصول نهايي 

  ]. 1385پاويا ليمن .ك.نيم ساعت در دماي معمولي آزمايشگاه استفاده شد [
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   :سازي محصولروش خالص 
صول استخراج شده از برخي تركيبات باقيمانده همراه مقدار سازي محهاي قبلي براي خالصبا استناد به روش

گرم در يك ليتر آب مقطر) به روي محصول  10وزني) سديم كلرايد ( -درصد (وزني 10ميلي ليتر محلول  500
درجه سانتيگراد گرما داده شد، سپس كاملا با  50حاصله در بشر اضافه گرديده و به مدت يك ساعت در دماي 

- درصد (حجمي 10ليتر محلول ميلي 600شستشو داده شد. مرحله بعدي تخليص، با مقدار آب مقطر سرد 
ميلي ليتر از اسيد در يك ليتر آب مقطر) به مدت يك ساعت ديگر در دماي  10حجمي) اسيد استيك گلاسيال (

دار با خلائي يدرجه سانتيگراد انجام شد. محصول نهائي كاملاً با آب مقطر سرد شسته و در قيف بوخنر صاف 50
  .)1381(تاگر، ساعت خشك گرديد  2گراد در آون به مدت درجه سانتي 80صاف، در دماي 

  
  هاي كيفيت كيتين پوسته سيست آرتميا اورمياناآزمايش روش -4-2

براي شناسايي و تعيين خواص فيزيكوشيميايي محصول بدست آمده (كيتين پوسته سيست آرتميا) نياز به انجام 
  .)1377(سيلور اشتين، اي تشخيص كيفي بود كه به شرح ذيل انجام شد هآزمايش

  
  )CHNO-analyser( آزمايش تجزيه عنصري روش -

-ABB مدل  ها با دستگاه تجزيه عنصريبراي انجام اين آزمايش و تعيين درصد عناصر تشكيل دهنده، نمونه

Bomem  درجه سانتيگراد خشك و  80نمونه در دماي  مورد تجزيه و آناليز قرار گرفت. بدين منظور يك گرم از
هموژنيزه گرديدف سپس نمونه آماده شده در ظرف مخصوص دستگاه (از جنس قلع) قرار داده شد و درصد 

  .)1380(اديان، عناصر آن با دستگاه مشخص شد 
  
  سنجي مادون قرمزطيفروش -

گرم از نمونه با پودر برميد  5/0يز ابتدا مقدار انجام شد. براي انجام اين آنال ABB-Bomemاين آزمايش با دستگاه 
پتاسيم مخلوط و در هاون چيني دستي ساييده شد، تا هموژنيزه شود، سپس با كمك دستگاه پرس كننده 

ميلي متري آماده سازي شد. سپس نمونه ها را در دستگاه  25/0مخصوص به صورت صفحات شفاف به ضخامت 
  .)1381، شيخي(سنجي قرار گرفت ورد آناليز طيفقرار داده و پس از تنظيم اوليه م

  
  :پرتو نگاري با اشعه ايكس روش   -

- متري انجام شد. براي آمادهميلي 4سازي نمونه به صورت قرصهاي با پراش پرتوهاي ايكس با آماده سنجيطيف

ساعت  2تيگراد به مدت درجه سان 80گرم از كيتين حاصله كاملاً در آون در دماي  3ها ابتدا مقدار سازي نمونه
ميكرومتر با دستگاه آسياب شد، پودر حاصله با نيم گرم پودر اسيد  25ها تا اندازه خشك گرديد. سپس نمونه
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بند) خوب مخلوط شد. مخلوط حاصله بوريك (به عنوان نگهدارنده) و مقدار يك گرم موم سي (به عنوان هم
سنج متري آماده شده و به دستگاه طيفميلي 4 رصهايگير مخصوص به صورت قبوسيله دستگاه پرس و قالب

XRD 1376، لينينگر( ]2قرار گرفت [بخش ضمايم، شكل گيري منتقل و مورد تجزيه و طيف(.  
  
  سنجي (ويسكومتري) 1روش گرانروي -

يي ساختمان فضا ها در پليمر است، كه بهويسكوزيتي ميزان نيروهاي كششي و خمشي حاكم بر پيوند ميان عامل
-و وزن مولكولي پليمر بستگي دارد. با تعيين آن هرگونه تغيير در ساختمان فضايي و وزن مولكولي مشخص مي

- شود. تعيين گرانروي، كيتين استخراج شده از پوسته سيست آرتميا اورميانا با دستگاه ويسكومتر، پس از آماده

درصد ليتيم  5اين روش محلول دي متيل استاميد با ها و تنظيم دستگاه، انجام شد حلال مورد استفاده سازي نمونه
  ).1381، شيخي() بود LiCl DMAC-5%كلرايد (

  
  روش تعيين وزن مولكولي 

 2هوينگ -وزن مولكولي كيتين با روش معادله مارك   VKM تعيين شد. در اين معادله   ،گرانروي
Kو براي كيتين پوسته سيست در اين ضرايبي هستند كه به وزن مولكولي بستگي ندارند. حلال مورد استفاده

2104.1درصد ليتيم كلرايد بود كه ميزان  5روش محلول دي متيل استاميد با  K  8.0و  .استK 
هوينگ  -باشد، كه از جدول ماركميضريب ثابت تفكيك يوني و آلفا ضريب ثابت مارك هوينگ اين حلال 

  ).1387، مصطفايي(آيد به دست مي
  
  نوع كيتين  3اي آناليزهاي تشخيص كيفيت مقايسه-5-2

كيتين تجاري خارجي  به منظور مقايسه و ارزيابي نتايج آناليزهاي حاصله از كيتين پوسته سيست آرتميا، دو نوع
هاي رايج ويتنام خريداري شد، هر دو كيتين تجاري وارداتي با روش A.P.Tچين و شركت  T.N.Tاز شركت 

آوري شده بودند، كيتين نوع چيني از پوسته ميگو و كيتين نوع ويتنامي از پوسته خرچنگ تهيه شيميايي عمل
براي سه نمونه كيتين از (پوسته سيست آرتميا، ميگو، اي ذكر شده شده بود، آناليزهاي تشخيص كيفي مقايسه

  پوسته خرچنگ) در شرايط يكسان انجام شد.

                                                 
1 - Viscosity 
2 - Mark-Huawink 
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  تبديل كيتين به كيتوزان بهينه شده  روش شيميايي -6-2
گرم از پودر كيتين استخراج شده از پوسته  10زدايي) مقدار براي تبديل كيتين به كيتوزان (انجام واكنش استيل

ليتر محلول هيدروكسيد سديم ميلي 500ليتري ريخته و به تدريج مقدار  5/2ميانا را ئرون بالن سيست آرتميا اور
ميلي ليتر اتانول به آن افزوده  120وزني) به آن اضافه شد، تا كاملاً مخلوط شود. سپس مقدار  -درصد (وزني 50

ته باشد، مخلوط حاصله در زير شد، دهانه ظرف طوري بسته شد كه محلي براي خروج بخارات اتانول وجود داش
ساعت تا قبل از ايجاد هرگونه تغيير رنگ جوشانيده شد و  3هود آزمايشگاهي، بر روي اجاق الكتريكي به مدت 

ليتر هيدروكسيد سديم رقيق سرد اضافه شده پس از صاف كردن بلافاصله با آب ميلي 200به محلول داغ مقداري 
اتانول ساعت در آون خشك شد. (اضافه نمودن  2درجه به مدت  80دماي مقطر سرد كاملاً شستشو داده و در 

  . به منظور ممانعت از اكسيداسيون انجام گرفت)
  
  آناليزهاي تعيين كيفيت كيتوزان روش -7-2

هاي تجزيه دستگاهي عناصر، براي تشخيص كيفيت و كميت كيتوزان حاصله از پوسته سيست آرتميا، آزمايش
  ز، پرتونگاري با اشعه ايكس، گرانروي سنجي، تعيين وزن مولكولي و رنگ نيز انجام شد.سنجي مادون قرمطيف

  
  :زداييتعيين درجه استيل روش 
هاي هاي آمين است پس از انجام اين واكنش درصد گروههاي استيل به گروهزدايي به مفهوم تبديل گروهاستيل

N - هاي آمين مقدار درجه استيلگيري درصد گروهاندازه لذايابد. هاي آمين كاهش مياستيل نسبت به گروه -

استفاده شد.  N-acetylation=(A1655/A3450)×115%هاي آمين از رابطه كند. براي تعيين گروهزدايي را مشخص مي
(گروه استيل) و حداكثر باند جذبي مربوط به  A3450] كه در اين رابطه حداكثر باند جذبي مربوط به پيك 55، 1[

لگاريتمي بصورت  FTIRسنجي گيري شد. كه از روي محول عمودي طيف(گروه آمين) اندازه A1655پيك 
  .محاسبه و اعمال شد

  
  ايآناليزهاي تعيين كميت و كيفيت مقايسه روش  -8-2

و ارزيابي نتايج كيتوزان حاصله از پوسته سيست آرتميا، با دو نوع كيتوزان تجاري خارجي  ايهاي مقايسهبررسي
ويتنام استفاده شد. كيتوزان نوع چيني از پوسته ميگو و كيتوزان نوع  .A.P.Tچين و شركت  .T.N.Tكت شر

اي بالا در شرايط يكسان با سه ويتنامي از پوسته خرچنگ به دست آمده است. آناليزهاي تشخيص كيفي مقايسه
  . دنمونه كيتوزان (پوسته سيست آرتميا، پوسته ميگو و پوسته خرچنگ) بعمل آم
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  زيستي استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان  روش -9-2
هاي ساير محققين به استناد روش 2-3كيتين و تبديل آن به كيتوزن، مراحل آن مطابق شكل  براي استخراج

  .)A. P. T, 2002(طراحي و مورد آزمايش قرار گرفت 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ين و تبديل آن به كيتوزان با روش زيستيمراحل استخراج كيت - 2-3شكل 

 تهيه باكتري باسيلوس سوبتيليس

 كشت باكتري

 استفاده از باكتري براي حذف مواد پروتئيني

 عمل آوري ساير مراحل مطابق شرايط قبلي

 استحصال كيتين با روش زيستي

 اي بر روي كيتينزهاي تشخيص كمي و كيفي مقايسهيلانجام آنا
 حاصله

 تهيه و كشت قارچ آسپرژيلوس نايجر

 استيل زدايي با آنزيم قارچي

 توليد كيتوزان با روش زيستي

اي روش انجام آناليزهاي تشخيص كيفي و كمي مقايسه
 شيميايي و زيستي 

 ارزيابي اقتصادي روش هاي شيميايي و زيستي 

نوان مولد آنزيم هاي به ع
 پروتئوليتيك

به منظور دستيابي به شرايط بهينه 
 و تعيين قدرت فعاليت آنزيمي

  به منظور حذب 
 هيدرواكسيد سديم 

  به عنوان مولد 
 آنزيم داستيلاز 

به منظور حذف هيدروكسيد 
 سديم غليظ و درجه حرارت بالا
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  تهيه باكتري  -
تأثير بر روي باكتري باسيلوس سوبتيليس بعنوان توليد كننده آنزيمهاي پروتئوليتيك و فاقد آنزيم كيتيتاز (بي

از سازمان پژوهشهاي سوش از آن باكتري)  2( PTCC 1331, PTCC 1595كيتين) است. اين باكتري با كدهاي 
 .)Jacguelyn. et. Al, 2000(نعتي كشور بصورت ليوفيليزه تهيه شد ص -علمي

  
  

 
 
 
 
 
 

  آمپول ليوفيليزه باكتري باسيلوس سوبتيليس -2-4شكل 
  
  

  كشت اوليه باكتري  -
 ميلي ليتر 1آمپولهاي ليوفيليزه شده باكتريهاي فوق در زير هود لامينار استريل و سپس باز شده به هر كدام 

هاي كشت ميكروبي نوترينت آگار استريل اضافه شد. سپس سوسپانسيون حاصله روي محيط سرم فيزيولوژيكي
 pH 2/7ساعت در شرايط  120درجه سانتيگراد و مدت آن تا  37و بلاد آگار كشت داده شد. دماي گرماگذاري 

  .)Strikntaiah et Al, 1980(بود 
 
 
 

  كشت اوليه باكتري  - 2-5شكل 
  باسيلوس سوبتيليس 

  
  

هاي استاندارد بيوشيميايي باكتريولوژيكي انجام شد و كشت اسلانت ها آزمايشاز اطمينان از خلوص كلنيپس 
  درجه سانتيگراد منتقل شد.  4تهيه شده بعنوان مخزن ذخيره باكتري براي استفاده، به يخچال با دماي 
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  بررسي سنتيك رشد  -
باكتري زنده از كشت اوليه به دو  81054لي ليتر حاوي پس از تعيين تراكم با روش ملك فارلين مقدار سه مي

تا مدت ميلي ليتر محيط كشت نوترينت براث سترون تلقيح شد، با شاهد بدون باكتري  500ارلن هر كدام حاوي 
ن نمودار رشد باكتريايي، طي گرماگذاري شد. براي تعيي C37ساعت بر روي همزن در انكوباتور با دماي  120
سازي رقت PBSهاي سترون حاوي برداري و در  لولهساعت از آنها نمونه 120و  96، 72، 48، 24هاي صفر، زمان

  ، نمودار رشد باكتري تعيين گرديد.1شد و با روش شمارش زنده
  
  فعاليت آنزيمي گيري آزمايش الكتروفورز براي تعيين اندازه -

ميلي ليتر از محيط كشت مايع باكتري كه  100ابتدا مقدار انجام شد. بدين منظور  2زيموگرام آزمايش به روش
دقيقه در  10دور در دقيقه براي مدت  4500ساعت در شرايط بهينه كشت داده شده بود، با سرعت  96حدود 
تئين به عنوان درصد حاوي پرو 10درجه سانتيگراد سانتريفوژ شد، همزمان با آن ژل آكريل آميد  4دماي 

سوبستراي عمومي مواد پروتئيني با غلظت يك ميلي گرم در ميلي ليتر تهيه شد. رنگ مورد استفاده بروموفنل بلو 
R-250  بود)Worthington, 2001( .  

درصد  50ميلي ليتر گليسرول  6ميلي ليتر بافر ژل و  6ميلي ليتر از آكريل آميد را با  66/3براي تهيه ژل، مقدار 
ليتر آمونيوم ميلي 2/0ميلي ليتر محلول ژلاتين اضافه شد. سپس بلافاصله مقدار  3ط نموده و به آن مقدار مخلو

به آن اضافه و پس از مخلوط كردن بلافاصله به قاب  TEMED(3ميكروليتر تمد ( 28درصد و  10پرسولفات 
درصد اضافه شد  50الكل اتيليك  ژل الكتروفورژ منتقل گرديد و براي يكنواخت شدن سطح بالايي ژل ايشيشه

]. تشكيل ژل بعد از يك ساعت كامل شد. سپس ژل متراكم كننده آكريل آميد را تهيه نموده 1387مصطفايي .[
 8/6ميلي مولار با پي اچ معادل  5/62و به بخش بالايي اضافه شد. بافر مورد استفاده محلول هيدروكلرايد تريس 

4د درص 4گليسرول و درصد  25داراي 
SDS  در وهله اول براي كنترل و مشاهده  ./ درصد بروموفنل بلو بود01و

وجود هر گونه فعاليت آنزيم هاي محيط كشت باكتريايي، مقداري از مايع رويي كشت نمونه گذاري شد، تا 
ان رنگ نمودن ژل مشخص گردد. از آنزيم تريپسين به عنوهاي پروتئوليتيك با هضم ژلاتين و بيفعاليت آنزيم

 750ميكروليتر آكريل آميد،  250، ژل متراكم كننده شامل ()1381، همكاران و يعقوبي(شاهد استفاده شد 
 3درصد و  10ميكروليتر آمونيوم سولفات  2ميلي ليتر آب مقطر،  5/1ميلي ليتر ژلاتين،  5/0ميكروليتر بافر ژل، 

   .بود TEMEDميكرومتر 
  

                                                 
1 - Total Count 
2 - Zymogram 
3 - N,N,N,N-tetramethyle-ethylene-diamine 
4 - Sodium dodecyl sulfate 
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  سنجش قدرت فعاليت آنزيمي  -
جش فعاليت آنزيمي از سرعت تغيير رنگ (فعاليت آنزيم بر روي سوبستراي رنگي) دستگاه براي سن

ميلي مولار  100بافر اين آزمايش ). Copmsen et al, 2000(نانومتر استفاده شد  405اسپكتروفتومتر روي طول موج 
سنجش فعاليت آنزيمي  (سرم آلبومين گاوي) است. براي BSAدصد  2/0ميلي مولار كلريد كلسيم،  10تريس با 
و بلافاصله پس از از (بافر: مايع رويي: سوبسترا) را مخلوط و به درون كووت دستگاه ريخته  1: 1: 1به نسبت 

دقيقه تغييرات جذب نوري حاصله از  30نانومتر به مدت  405صفر كردن دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 
و همكاران يعني  1ار گرفت. سپس با استفاده از رابطه لووريتأثير آنزيم بر روي سوبستراي، مورد سنجش قر

( رابطه
minmin

(
C

aL
A 


 ها محاسبه شد كه در اين رابطه فعاليت آنزيمL  ،قطر كووت
min

C  فعاليت آنزيمي در

دقيقه، 
min

A  ،تغييرات جذب نوري در دقيقهa  ضريب جذب نوري وC زيمي برحسب ـاليت آنـدرت فعـق
-SAAPFميلي ليتر  20ول ـايش شامل محلـسوبستراي اين آزم .رومول در دقيقه استـ) به ميكIUالمللي (واحد بين

PNA2 لالـدر ح DMSO 3 مولكولي آنزيم هاي موجود در محيط كشت از روش . براي تعيين وزن استSDS-

PAGE 4 كيلو  10ميلي ليتر از مايع رويي محيط شت باكتري به روي غشاء  30در اين روش مقدار  د.استفاده ش
ميكروليتر از  70ميكروليتر از آن با بافر نمونه مخلوط و  100ميلي ليتر رسانيده و سپس مقدار  2دالتوني به حجم 

تواتانول) و غير احيايي (بدون گذاري شد. آزمايش در دو شرايط احيايي با (حضور مركاپ آن به روي ژل نمونه
ميلي  4ميلي ليتر محلول بافر نيم مولار هيدروكلرايد تريس با  5انجام شد. در اين روش از حضور ماده مذكور) 

ميلي  6ميلي گرم بروموفنل بلو و  4درصد و  50ي ليتر گليسرول ميل 4به همراه  8/6درصد در پي اچ  SDS 20ليتر 
 Yokoi et(در شرايط غيراحيايي به جاي مانده مركاپتو اتانول از آب مقطر استفاده شد  ليتر آب مقطر استفاده شد.

al, 2011(.  
  
  )  (SHIMORA.ET .ALروش به روش زيستي استخراج كيتين  -

گرمي از پوسته  100نمونه  2به استناد روش شيمورا و همكاران براي استخراج كيتين با روش زيستي تعداد 
دقيقه در اتوكلاو سترون شد.  15درجه سانتيگراد در مدت  121انا توزين و سپس در دماي سيست آرتميا اورمي

  ليتري با شرايط ذيل منتقل شد:  5/2سپس نمونه هاي سترون شده به دو ارلن سترون 
گرم پودر دي پتاسيم هيدروژن فسفات (به عنوان  10گرم پوسته سيست سترون آرتميا،  100: حاوي 1ارلن شماره 

احتمال استفاده مستقيم باكتري از  ين كننده پتاسيم و فسفر) و يك ليتر آب مقطر. (اين آزمايش براي كنترلتأم
  تركيبات پروتئيني پوسته است). 

                                                 
1 - Lowery et al. 
2 - N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phep-nitranilide 
3 - Dimethyl-sulfa-oxsamid 
4 - SDS Poly acrylamide gel electrophoreses 
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  گرم پوسته سيست آرتميا به انضمام يك ليتر محيط كشت سترون نوترينت براث.  50: حاوي 2ارلن شماره 
  نوترينت براث به عنوان شاهد بدون باكتري.  : يك ليتر محيط كشت سترون3ارلن شماره 

روزه  3ميلي ليتر از كشت  3هر كدام مقدار  2و  1هاي مك فارلين به ارلن شماره پس از تعيين تراكم با لوله
انكوباتور  -ها به شيكركنترل شد، تمامي نمونه 2/7باكتري باسيلوس سوبتيليس تلقيح شد. پي اچ نمونه ها بر روي 

و در روز سوم براي كنترل رشد روز منتقل  5دور در دقيقه به مدت  180سانتيگراد، و درجه  37با دماي 
باكتريايي، نمونه برداري انجام شد. پس از روز پنجم، كشت متوقف و پس از سترون نمودن در اتوكلاو در قيف 

  . درجه سانتيگراد خشك گرديد 65بوخنر با كاغذ صافي جمع آوري سپس شستشو و در دماي 
  مراحل بعدي و خالص سازي آن همانند روش شيميايي انجام شد.

  آزمايش ميزان حذف شدگي مواد پروتئيني به وسيله آنزيم باكتريايي نيز در اين مرحله آزمايش شد. 
  

  هاي تعيين كيفيت و كميت كيتين استخراج شده با روش زيستي آزمايشروش  -10-2
و در دماي  خراج زيستي، نمونه ها با شرايط يكسان قبلي جمع آوريپس از اتمام مرحله خالص سازي روش است

درجه سانتيگراد در آون خشك و آناليزهاي تشخيص كيفي همانند آنچه قبلاً اشاره شد، يعني (تجزيه  80
سنجي مادون قرمز، پرتونگاري با اشعه ايكس، گرانروي سنجي، تعيين وزن مولكولي و عنصري دستگاهي، طيف

  حاصله از روش زيستي نيز انجام شد. ايط يكسان بر روي كيتين رنگ) با شر
  

  ها با هم هاي تعيين كيفيت چهار نوع كيتين و مقايسه آنآزمايشروش  -11-2
نوع كيتين تجاري اشاره شده در قبل نيز استفاده شد. تمامي  2براي بررسي هاي مقايسه اي و ارزيابي نتايج، از 

ها به ) به عمل آمد كه مشخصات نمونهDو  C, B, Aنمونه كيتين ( 4رايط يكسان در آناليزهاي تعيين كيفيت با ش
  شرح ذيل بود: 

   بهينه شده روش شيمياييبا ، كيتين استخراج شده از پوسته سيست آرتمياي اورميانا Aنمونه 
استخراج  A.P.T .coدر كشور ويتنام در شركت  روش شيمياييكه با ، كيتين استخراج شده از پوسته ميگو Bنمونه 

   شده است .
 A.P.T .coدر كشور ويتنام در شركت  روش شيمياييكه با  ، كيتين استخراج شده از پوسته خرچنگ Cنمونه 

  استخراج شده است . 
  استخراج شده است.  

   استخراج شده است . روش زيستيكه با ، كيتين استخراج شده از پوسته سيست آرتميا Dنمونه 
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  ستي تبديل كيتين به كيتوزان روش زي -12-2
 اقدام شده:  6-3براي انجام اين مرحله از پژوهش و توليد كيتوزان، براساس شكل 

   
  
  
  
  
  
    

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  روش تبديل زيستي كيتين به كيتوزان - 2-6شكل 
  

  تهيه و كشت اوليه قارچ آسپرژيلوس نايجر  -
از ككسيون قارچي گروه بيوتكنولوژي  ATCC 10864كد قارچ آسپرژيلوس نايجر مولد آنزيم داستيلاز با شماره 

براي انجام كشت اوليه از   رت كشت اسلانت مادر تهيه شدمهندسي دانشگاه تربيت مدرس به صو -دانشكده فني
 100گرم از اين محيط كشت در  5مقدار  ،) استفاده شدPotato Dextrose Agar(1محيط كشت عمومي بيولايف

دقيقه در اتوكلاو سترون شد و  15درجه سانتيگراد به مدت  121دماي  تريل حل شد، و درميلي ليتر آب مقطر اس
سانتي متر مربع از اسپورهاي اسلنت مادر به ها منتقل گرديده پس از رسيدن به دماي مورد نظر مقدار يك به پليت

علت گسترش  درجه سانتيگراد گرماگذاري شد. (به 35محيط كشت منتقل و به مدت سه روز در دماي 

                                                 
1 -Aspirgilus nger 

قارچ مولد آنزيم طبيعي 
 داستيلاز

  شت در محيط ك
 عمومي قارچ

  براي تعيين مشخصات 
 قارچ 

 تهيه قارچ آسپرژيلوس نايجر

 كشت اوليه (پليت)

 كشت اسلانت 

 انجام كشت مايع

 عمل استيل زدايي با محيط كشت حاوي آنزيم

كيتوزان

  آناليزهاي تشخيص كيفي و كمي كيتوزان حاصله با روش زيستي

يسه ايآناليزهاي تشخيص كمي و كيفي مقا
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اسپورهاي قارچي در محيط آزمايشگاهي و خطرناك بودن آن، نبايستي محيط هاي كشت حاوي قارچ در هواي 

  آزاد قرار گيرد). 

  
  كشت اوليه قارچ آسپرژيلوس نايجر - 2-7شكل 

  
  كشت انبوه قارچ براي استيل زدايي -

تين به كيتوزان از محيط كشت اختصاصي اين براي تهيه كشت انبوه قارچ براي توليد آنزيم به منظور تبديل كي
درصد، عصاره  2درصد، منيزيم سولفات آبدار  2درصد، گلوكز  2درصد، عصاره مالت  1قارچ شامل: (پپتون 

  ها در دو روش زير انجام شد: . آزمايش درصد) در يك ليتر آب مقطر استفاده شد 3مخمر 
ميلي ليتر از محيط كشت اختصاصي مايع قارچ  500دار : به استناد روش سيمپ سون و همكاران مقروش اول

از اسپورهاي قارچ آسپرژيلوس نايجر از محيط كشت پليت به آن تهيه شد و سپس مقدار يك سانتي مترمربع 
در دقيقه  180درجه سانتيگراد در دور  35انكوباتور با دماي  -ساعت بر روي شيكر 50تلقيح شد و به مدت 

گرمي از كيتين استخراج شده از پوسته سيست آرتميا كه به روش زيستي  10نمونه  2گرماگذاري شد، سپس 
و محيط هاي كشت اضافه شد. پس از سه روز، محصول نهايي جداسازي تهيه شده بود، توزين و در روز دوم به 

  رديد. ساعت خشك گ 4درجه سانتيگراد به مدت  80چندين بار با آب مقطر شستشو داده شد و در آون در دماي 
ميلي ليتر محيط كشت اختصاصي  500: ميزان يك سانتي متر مربع از كشت روز سوم پليت قارچ به روش دوم

انكوباتور گرماگذاري شد.  -درجه سانتيگراد در شيكر 35ساعت در دماي  48مايع آن تلقيح و سپس به مدت 
ميلي  5دقيقه هوادهي شده و با  30 پس از پايان مدت گرماگذاري براي استخراج و خالص سازي آنزيم به مدت

درجه سانتيگراد سانتريفوژ شد، مايع فوقاني  4در دقيقه در دماي  4000ليتر استات سديم مخلوط و سپس در دور 
از پوسته سيست آرتميا با روش گرم از پودر كيتين استخراجي  10حاصله از سانتريفوژ جدا شد و به آن مقدار 

انكوباتور با  -ساعت ديگر در شيكر 24درجه سانتيگراد به مدت  35يي در دماي زيستي اضافه شد. مخلوط نها
در دقيقه قرار داده شد، پس از جداسازي، نمونه چند بار با آب مقطر كاملاً شستشو شده و محصول  180دور 

  ساعت در آون خشك گرديد.  4درجه به مدت  80نهايي در دماي 
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  توزان حاصله با روش زيستي تعيين درجه استيل زدايي كيروش   -
از  همان طوري كه قبلاً ذكر شد، براي تعيين درجه استيل زدايي (تبديل گروه هاي استيل به گروه هاي آمين)

هاي آنها استفاده شد. اين تغييرات مربوط به پيك FTIRتغييرات باندهاي جذبي، گروه هاي مذكور در طيف 
A1655  وA3450 يعني معادله  1ابطه مايا و همكارانگيري و از طريق راندازه %N-acetylation=(A1655/A3450)×115 

   .محاسبه شد
  
  آناليزهاي تعيين كميت و كيفيت كيتوزان حاصله از روش زيستي  -2- 13  

عنصري دستگاهي، طيف سنجي مادون قرمز، پرتونگاري با اشعه  كليه آناليزهاي تشخيص كمي و كيفي (تجزيه
  ولي، سنجش درجه استيل زدايي) بر رويــجي، تعيين وزن مولكرانروي سنــايكس، گ

  كيتوزان حاصله از روش زيستي، همانند روش هاي قبلي انجام شد.  
  

  ها با همآن  نمونه كيتوزان و مقايسه 4آناليزهاي تعيين كيفيت  -14-2
اي با شرايط يكسان با ايسها با هم ديگر، آزمايش هاي تشخيص كيفي و كمي مقآنهجهت ارزيابي نتايج و مقايسه 

  ها به شرح ذيل است: ) به عمل آمد كه مشخصات نمونهDو  C, B, Cچهار نمونه كيتوزان (
A (روش شيميايي) كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتمياي اورميانا ،  
B (روش شيميايي) كيتوزان استخراج شده از پوسته ميگو ،  
Cته خرچنگ (روش شيميايي) ، كيتوزان استخراج شده از پوس  
D (روش زيستي) كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتميا ،  

اي در بخش نتايج آورده چون آناليزها كيفي است، يك بار تكرار شده و نتايج آنها يك جا به صورت مقايسه 
  شده است.

  روش تجزيه و تحليل آماري داده ها  -15-2
پوسته سيست آرتميا با سه تكرار  ين درصد كيتين و اجزاء تشكيل دهندهدر اين تحقيق آزمايش هاي كمي تعي

  انجام شده است. 
 و از رابطه 2تست -روش آماري و برآورد صحت نتايج آزمايش ها با آزمون تي

n

S
tX td

n


 )1(
2

  با ضرايب

ميانگين داده،  Xده است كه در اين رابطه: تعيين و برآورد ش SPSS) با نرم افزار 05.0دصد ( 95اطمينان 
)1) ،05.0) ضريب اطمينان فاصله اطمينان (dfn 1  درجه آزادي وtdS  انجراف معيار مي

  . باشد

                                                 
1 - Miya et al. 1992 
2 - T-test 



  ٣٥ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  نتايج -3
  ميايي پوسته سيست آرتمياجزيه شينتايج ت -1-3

بعد از جداسازي، و تميز  برداشت شده وبه صورت تصادفي  كه ها كيلوگرم از پوسته 20در اين تحقيق مقدار 
كيلوگرم پوسته خالص بدست آمد، پوسته  5/16در پايان اين مرحله مقدار از ضايعات ،شن و.... كردن آنها 

 5/2ميكرومتر و با وزن متوسط  9اي و ضخامت زرد تا قهوهسيست آرتميا داراي رنگ نارنجي متمايل به 
  براساس وزن خشك مي باشد. ميكروگرم 

  
  
  
  
  

  تصوير ميكروسكوپي پوسته سيست آرتمياي - 3-1شكل 
   برابر) 250مورد استفاده در پژوهش (بزرگ نمايي  

  
  

  تجزيه شيميايي پوسته سيست آرتميانتايج   -2-3
ل دهنده شيميايي، پوستة سيست آرتمياي درياچه مورد تجزيه قرار گرفت، ابتدا جهت تعيين اجزاء تشكي

  آورده شده است. 3-1نتايج حاصله در جدول 
  

  تركيب اجزاء تشكيل دهنده پوسته سيست آرتميا اورميانا -3-1جدول شماره 
  كيتين  رطوبت   مواد رنگي   چربي كل   خاكستر تام   مواد پروتئيني   نوع تركيب 

  28±3  11±2  5/0  8/4±2  21±4  32±3  درصد 

  
شود. مقايسه با توجه به مطالعات مروري، اين آناليز به عنوان اولين گزارش تحقيقاتي در اين مورد تلقي مي

تركيب و درصد اجزاء پوسته سيست آرتميا با تركيب و درصد توده زيستي زنده آرتميا و تركيب خود سيست 
  آرتميا كاملاً متفاوت است.
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  تعيين نوع و درصد تركيب مواد معدني تشكيل دهنده پوسته سيست آرتميا ج نتاي  -3-3
شناسي است، ها در علم زمينها در شناسايي كانيترين روش) يكي از پيشرفتهXRFپرتو نگاري با اشعه ايكس (

تميا كه از اين روش در اين پژوهش در تعيين نوع ساختار و درصد مواد معدني تشكيل دهنده پوسته سيست آر
  آورده شده است.  3-2استفاده شد كه نتايج حاصله در جدول 

  
  نوع و درصد تركيب مواد معدني موجود در پوسته سيست آرتميا اورميانا  -3-2جدول 

 Zn ONa2 MgO 3SO Cl  OK2  CaO  32OFe  نام تركيب معدني 
  68/1  05/4  12/2  23/3 82/6 14/1 92/1 05/0  درصد تشكيل دهنده

  
  

  شده استخراج كيتين به روش شيميايي بهينه  نتايج  -4-3
آزمايش قرار گرفت و تركيبات همراه آن حذف گرم پوسته سيست آرتميا براي استخراج كيتين مورد  50مقدار 

باقيمانده مواد به همراه كيتين به ها در هر مرحله مورد بررسي قرار گرفت كه درصد گرديدف كارايي روش
  آورده شده است. 3-3شرح جدول 

  
  درصد باقيمانده تركيبات توام با پوسته سيست آرتميا در استخراج كيتين به روش شيميايي  -3- 3جدول 

 به گرم  كيتين  محصول نهايي  چربي كل   خاكستر كل  مواد پروتئيني   نوع تركيب 
  14 ± 3   07/0 94/0 65/0  درصد باقيماندگي

  
  گرم كيتين بدست آمد.  13محصول نهايي استخراج شده را خشك نموده و پس از توزين مقدار در خاتمه 

سته با سه تكرار انجام و همانند آنچه قبلاً اشاره شد صحت نتيجه نهايي و تعيين درصد وزني كيتين موجود در پو
 28±3تعيين و برآورد گرديد. براساس اين نتايج پوسته سيست آرتميا اورميانا حاوي  T-testروش آزمون آماري 
  درصد كيتين است. 

  
  :) CHN-O-analyser( تجزيه عنصري دستگاهي يج انت -

ول را مي توان با دستگاه تجزيه عنصري تعيين نمود، با انجام اين تشكيل دهنده يك ماده مجه Cو  O،N ،Hعناصر 
  ) Arcidiaconno, et al, 2010( شودآناليز فرمول تجربي و مولكولي ماده مجهول نيز شناخته مي



  ٣٧ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

 بشرح ذيل است كه:  3-1 بطه امكانيسم كار دستگاه براساس ر

222 ...
2

ZNOH
y

xCO                                                          2OONHC ZWyx   
  

  (ماده مجهول)                  درجه سانتيگراد  600حرارت                                                  3-1رابطه
  

ن دستگاهها درصد عناصر نيتروژن، كربن، ئيدروژن و كه به وسيله كاتاليزورها و آشكارسازهاي مخصوص در آ
توان فرمول تجربي و مولكولي را محاسبه نمود. اين شود، و از نتايج حاصله از اين رابطه مياكسيژن مشخص مي

  .تآورده شده اس 3-4آناليز بر روي كيتين پوسته سيست آرتميا به عمل آمد كه نتايج آن در جدول 
  

 ج تجزيه عنصري كيتين پوسته سيست آرتميا اورميانانتاي -3-4جدول شماره 

  اكسيژن   ئيدروژن   نيتروژن   كربن   نوع عنصر 
  8/36  78 6/7 6/48  درصد عنصر 

 
   شيميايي:تعيين فرمول نتايج   -

توان از دهنده يك ماده آلي مجهول فرمول تجربي مونومر آن را ميبا مشخص شدن درصد عناصر تشكيل
  هاي عناصر موجود در ساختمان آن ماده، به طريقه ذيل بدست آورد: راساس تعداد مولروش كرايوسكوپي ب

7/40/544/014/0112/01
48/6

هاي كربن تعداد مول  

12/850/546/946/941/008
78

هاي ئيدروژنتعداد مول  

10/540/540/5414/0031
7/6

هاي نيتروژن تعداد مول  

1  4/20/542/32/316
36

هاي اكسيژن مقدار مول  
2.4126.7(در اين خصوص فرمول تجربي هر واحد تشكيل دهنده كيتين پوسته سيست آرتميا برابر  ONHC تعيين (

  .  شد
درصد عناصر به دست آمده از تجزيه عنصري كيتين پوسته سيست آرتميا اورميانا با درصد مقادير كيتين 

  .ست آورده شده ا 3-5استاندارد آن با هم مقايسه شد در جدول 
  

 اكسيد مس
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  مقايسه درصد عناصر تشكيل دهنده كيتين به صورت تجربي و تئوري  -3-5جدول 
  اكسيژن   ئيدروژن   نيتروژن   كربن   عنصر  

  38/29  45/6 89/6 26/47 درصد (كيتين استاندارد)
  8/36  7 6/7 6/48 درصد (كيتين پوسته سيت آرتميا)

  
  آوري، درصد رطوبت و ... است. روش عملاختلاف جزيي درصد عناصر، مربوط به منبع اوليه، 

  
  سنجي مادون قرمزطيفنتايج  -

ها در تركيبات هاي عاملي و نوع پيند بين مولكولها در تعيين ساختار گروهترين روشاين آناليز از پيشرفته
بوده و آيد، كه درصد جذب اشعه مادون قرمز براي هر گروه عاملي اختصاصي شيميايي آلي (پليمر) بشمار مي

هاي عاملي موجود بر روي كيتين مختص آن گروه عاملي در پليمر مجهول است، اين آزمايش براي تعيين گروه
آورده شده  2-4استخراج شده از پوسته سيست آرتمياي درياچه اروميه نيز انجام شد، كه نتايج آن در شكل 

  است: 

  
  

  اورميانااز پوسته سيست آرتميا  يميايينمونه كيتين استخراج شده با روش ش FTIRطيف  - 3-2شكل 
  

-cm-1 9/3487 ،cm-18/2892 ،cmبر روي كيتين پوسته سيست آرتميا وجود باندهاي جذبي  FTIRدر طيف سنجي 

1 3/1560 ،cm-1 6/1665 ،cm-1 1319 ،cm-1 1/1019  ،وجود گروههاي آمينواستيلC-H-OH  در پليمر كيتين را
  نشان مي دهد. 



  ٣٩ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  ) XRDسنجي پراش پرتوهاي ايكس (طيفنتايج   -
آيد. براي تعيين ها در تعيين ساختار بلوري تركيبات و پليمرها به شمار ميترين آزمايشاين روش از پيشرفته

  آورده شده است.  3-4درصد بلورينگي كيتين، اين آناليز بر روي نمونه آن انجام شد كه نتايج آن در شكل 

  
  

  از پوسته سيست آرتميا اورميانا كيتين استخراج شده با روش شيميايي سنجي اشعه ايكسطيف -3- 3شكل
  

تتا تشكيل شده است كه مختص شاخص بلوري  5/19ش اشعه ايكس، پيك شاخص در زاويه براساس نتايج پرا
به دست آمده  5/19پليمر كيتين است. براساس نتايج جدول آناليز پراش اشعه ايكس درصد بلورينگي در پيك 

  باشد. مي 4/36درصد آن معادل  است، كه
  

  گيري گرانروي اندازه نتايج  -
پوآز تعيين گرديد. سانتي 27گرانروي كيتين پوسته سيست آرتميا استخراج شده با روش شيميايي در اين آناليز 

ان نتايج حاصله از اين آناليز در بررسي تأثير مواد شيميايي در افت كيفيت محصول، حايز اهميت است، و ميز
  نمايد. هاي تغيير ساختمان فضايي و دپليمزاسيون مشخص ميتأثير هيدروكسيد سديم را در ايجاد پديده
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  تعيين وزن مولكولي نتايج  -
هوينگ ( -تعيين وزن مولكولي كيتين پوسته سيست آرتميا با معادله مارك   VKM انجام شد. حلال مورد (

132104.1درصد ليتيم كلرايد بود كه در آن  5دي متيل استاميد با استفاده در اين آزمايش   gcmK و
8.0  بود. وزن مولكولي كيتين پوسته سيست آرتميا اورميانا در اين آزمايش براساس گرانروي حاصله از

  حوه محاسبه آن بشرح ذيل است: دالتون تعيين شد. كه ن 6104/1دستگاه محاسبه و معادل 
    8.02104.127)1 VV MKM   

  چون گرانروي دستگاه به سانتي پوآز است پس داريم: 
1.192857

104.1

2700
)3104.12700)2

3
8.08.03 


 


VV MM  

  گيريم، پس داريم: از طرفين راديكال مي
68.0                                         دالتون 101.46.45415151928571)4  VV MM  

  
  رنگ سنجينتايج -

اي است، در رنگ رسي و تشخيص رنگ، رنگ كيتين پوسته سيست آرتميا خاكستري متمايل به قهوهدر بر
  سنجي ظاهري از گروه تست پانل (از تركيب پنج نفر) استفاده شد. 

  
  كيفيت كميت آناليزهاي تعييننتايج   -5-3

تميا با انواع مشابه ديگر دو براي انجام تعيين كميت و كيفيت حاصله از كيتين استخراج شده از پوسته سيست آر
چين (استخراج شده از پوسته ميگو) و شركت  T.N.Tنوع كيتين تجاري خريداري شد، كه شامل كيتين شركت 

A.P.T  ويتنام (استخراج شده از پوسته خرچنگ) بود. هر دوتايي اين كيتين ها نيز با روش شيميايي عمل آوري
برابر با سه نوع كيتين مذكور بعمل آمد كه نتايج ي بالا در شرايط شده اند. آناليزهاي تشخيص كيفي مقايسه ا

  آورده شده است.  3-5و  3-4و شكلهاي  3-7و  3-6حاصله به شرح جداول هاي 
  

  نتايج آناليز تجزيه عنصري سه نوع كيتين -3-6جدول 

  نوع كيتين
درصد 

  %Cكربن 
درصد 
  نيتروژن

N%  

درصد 
  ئيدروژن

H %  

 درصد اكسيژن
O%  

  8/36  0/7 6/7 6/48 پوسته سيست آرتميا اورميانا كيتين
  4/42  6/6 2/6 8/44 كيتن پوسته خرچنگ
  4/39  4/6 8/6 1/47 كيتين پوسته ميگو

  



  ٤١ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  مقايسه خصوصيات وزن مولكولي، گرانروي، و رنگ كيتين :  3-7جدول 
  بدست آمده از منابع اوليه مختلف

متوسط وزن   نوع كيتين
  مولكولي (دالتون)

وي گرنر
)Cps(  رنگ  

  6104/1  27  كيتين پوسته سيست آرتميا اورميانا
خاكستري متمايل به 

  اي قهوه
  سفيد مات   6103/2 22 كيتن پوسته خرچنگ
  سفيد برقي  6103/5 22 كيتين پوسته ميگو

  
وسته سيست آرتميا، داراي مقدار مونومرهاي بيشتر است، لذا كه كيتين پ دهدمقايسه اوزان مولكولي نشان مي

ممكن است وجود اختلاف جزئي منجر به ايجاد مشتقات جديد شود. تفاوت وزن مولكولي مربوط به منبع اوليه، 
  روشهاي عمل آوري، درصد رطوبت و ... است. 

مي  5-4و  4-4تين بشرح اشكال هاي كياين نمونه XRDو  FTIRاي نتايج حاصله از طيف سنجي هاي مقايسه
  باشد: 

 
  

  سه نوع كيتين به انضمام طيف استاندارد آدريج:  FTIRطيف هاي  - 3-4شكل 
A-   طيف كيتين آرتمياB- طيف كيتين ويتنامي C - طيف كيتين استاندارد آدريچ  

  D - طيف كيتين چيني   
  

 ]. 57آدريچ نيز در مقايسه آورده شده است [ تر طيف كيتين استاندارد مؤسسه تحقيقاتبه منظور ارزيابيهاي دقيق
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  )c, B, Aسه نوع كيتين ( XRDطيف هاي  - 3-5شكل 

A -  كيتين پوسته ميگوB-  كيتين پوسته سيست آرتمياC - كيتين پوسته خرچنگ  
  

  باشد.آوري، درصد رطوبت ميهاي عملبه نوع منبع اوليه استخراجي، روشهاي جزيي بسته تفاوت
  
  ديل كيتين به كيتوزان با روش شيميايي تبنتايج -6-3

 5/5زدايي نموده و در خاتمه مقدار گرم از پودر كيتين حاصله را  استيل 10براي تبديل كيتين به كيتوزان مقدار 
. راندمان عمل را درصد وزني تعيين شد 50±5آيد. راندمان تبديل كيتين به كيتوزان گرم كيتوزان بدست مي

گيري و با اندازه N-acetylation=(A1655/A3450)×115%نامند و با استفاده از رابطه ) ميD.D.A( 1درجه استيل زدايي
به شرح  FTIRسنجي استيلي محور عمودي نمودار طيف - Nهاي آميني و حداكثر جذب باندهاي مربوط به گروه

  ذيل محاسبه شد: 
55115

015.1

58.0
1157%29% 




 LogLog1زدايي (درجه استيل   
يات فيزيكي و شيميايي كيتوازن حاصله از پوسته سيست آرتميا اورميانا آناليز تعيين كميت و براي برسي خصوص

  كيفيت كه قبلاً آن اشاره شده، انجام شد كه شامل: 
  
  تجزيه عنصري دستگاهي نتايج  -

نتايج از اين آزمايش براي شناسايي و تعيين ساختمان مولكولي عناصر تشكيل دهنده كيتوزان استفاده گرديد و 
  آورده شده است:  3-8حاصله در جدول 

  
  ان پوسته سيست آرتميا اروميانازنتايج آناليز تجزيه عنصري كيتو -3-8جدول 

  اكسيژن   ئيدروژن   نيتروژن   كربن   نوع عنصر 
  2/44  7/6 7/7 4/41 درصد عنصر

  

                                                 
1 -Degree of deacetylation 



  ٤٣ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

دهنده پليمر كيتوزان با  با مشخص شدن درصد عناصر تشكيل دهنده كيتوزان، فرمول تجربي هر مونومر تشكيل
4116روش كرايوسكوپي، و با تعيين تعداد مولهاي كربن، نيتروژن، اكسيژن و ئيدروژن ( NOHC .تعيين شد (

nNOHCمونومر  nفرمول حقيقي آن ضريبي از  )(   است. 4116
ا اورميانا با درصد مقادير كيتوزان درصد عناصر به دست آمده از تجزيه عنصري كيتوزان پوسته سيست آرتمي

  ].28، 6آورده شده است [11-4اي در جدول صد در صد خالص (استاندارد) آن به صورت مقايسه
  

  مقايسه درصد عناصر تشكيل دهنده كيتوزان به صورت تجربي و تئوري  -3-9جدول 
  اكسيژن   ئيدروژن  نيتروژن   كربن   عنصر  

  8/45  4/7 2/3 6/40 ضدرصد در كيتوزان صد در صد خال
  2/44  7/6 7/7 4/41 درصد در كيتوزان آرتميا

  
آوري و درصد رطوبت و هاي عملهاي جزيي از درصد عناصر مربوط، به منبع اوليه مورد استفاده، روشاختلاف

  ... است. 
  
  سنجي مادون قرمزطيف نتايج -

سنجي مادون قرمز به يست آرتميا، طيفهاي عاملي موجود در كيتوزان پوسته سبراي مشخص نمودن گروه
  آورده شده است.  6-4عمل آمد كه نتايج طيف آن در شكل 

  
  كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتميا اورميانا با روش شيميايي FTIRطيف  - 3-6شكل 

  
وجود در پليمر م - OHاستيلي، آميني و  – Nاي مربوط به باندهاي جذبي گروهبه ترتيب  A,B,C,D,E,Fپيك هاي 

  كيتوزان است. 
  



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ۴۴

  ) XRD( پرتونگاري با پراش اشعه ايكسنتايج   -
براي مشخص نمودن ساختار بلوري كيتوزان حاصله از پوسته سيست آرتميا اورميانا با روش شيميايي و تعيين 

  است. آورده شده  3-7سنجي پراش پرتوهاي ايكس بعمل آمد كه نتايج آن در شكل درصد بلورينگي آن، طيف

  
  

  از پوسته سيست آرتمياي درياچه اروميهپرتونگاري با پراش اشعه ايكس از كيتوزان حاصله  - 3-7شكل 
  

تتا شاخص ساختار بلوري پليمر كيتوزان است. براساس نتايج جدول آناليز پراش اشعه  20پيك بدست آمده در 
  است.  5/26ايكس بيشترين درصد بلورينگي در انديس 

  
  گيري گرانروي زهاندا نتايج -

براي بررسي كيفيت كيتوزان حاصله از پوسته سيست آرتميا اروميانا، ميازان گرانروي آن مورد سنجش قرار 
سانتي پوز  16گرفت، گرانروي كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتميا با روش شيميايي در اين آناليز، 

  تعيين گرديد. 
  



  ٤٥ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  تعيين وزن مولكولي  نتايج -
(هوينگ  –ين وزن مولكولي كيتوزان از معادله مارك تعي   VKM انجام شد. وزن مولكولي كيتوزان (

  دالتون تعيين شد. كه نحوه محاسبه آن بشرح ذيل است:  5104/3پوسته سيست آرتميا اورميانا در اين آزمايش 
  01.13101.316)1 VV MKM    

01.13101.31600)2 VM  
  چون گرانروي دستگاه به سانتي پوآز پس داريم: 

516129
101.3

1600
)3

3
01.1 


VM  

  گيريم پس داريم: از طرفين راديكال مي
501.101.1 105.46.452512516129)4  VV MM  

  
  رنگ سنجينتايج  -

اي كم رنگ است. در تشخيص رنگ كيتوزان از روش رنگ رنگ كيتوزان پوسته سيست آرتميا اورميانا قهوه
  ي با استفاده از گروه تست پانل مركب از پنج نفر استفاده شد. سنجي ظاهر

  
  :نوع كيتوزان 3انجام آناليزهاي تشخيص كمي و كيفي مقايسه اي  نتايج  -7-3

ها در شرايط يكسان بر روي براي ارزيابي نتايج حاصله از كيتوان پوسته سيست آرتميا به روش شيميايي، آزمايش
 3-9و  3-8و اشكال  3-11، 3-10ويتنامي نيز انجام شد كه نتايج حاصله در جداول هاي كيتوزان چيني و نمونه

  آورده شده است: 
  نتايج آناليز عنصري سه نوع كيتوزان مورد مطالعه -3-10جدول 

  %Oاكسيژن   % Hئيدروژن   %Nنيتروژن   %Cكربن   وزاننوع كيت
  2/44 7/6 7/7 4/41 پوسته سيست آرتميا اورميانا وزانكيت

  43  7 8 42 پوسته خرچنگ يتوزانك
  4/46 4/6 8/6 4/40 پوسته ميگوكيتوزان 
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  مقاسه وزن مولكولي، گرانروي، رنگ و درجه استيل زدايي  -3- 11جدول شماره 
  سه نوع كيتوزان مورد مطالعه

  نوع كيتوزان
متوسط وزن

  مولكولي (دالتون)
گرنروي

)cps(  
  رنگ

درجه استيل زدايي 
)D.D.Aدرصد (  

يتوزان پوسته سيست آرتمياك
  اورميانا

  55  اي كم رنگقهوه  16  5/4×10 5

  84 سفيد مات 13 8/3×510 كيتوزان پوسته خرچنگ
  80 سفيد برفي 12 5/3×510 كيتوزان پوسته ميگو

  
  آوري، درصد رطوبت، ... است. تفاوتها مربوط به نوع منبع اوليه استخراجي، روشهاي عمل

  تري از كيتوزان براي مصارف مختلف باشد. ست منجر هب توليد مشتقات جديد و مناسبها ممكن ااين تفاوت

  
  سه نوع كيتوزان به انضمام طيف استاندارد آلدريچ FTIRهاي طيف - 3-8شكل 

A -  طيف كيتوزان چينيB-  كيتوزان آرتمياC -  طيف كيتوزان آلدريچD - طيف كيتوزان ويتنامي  
  

  ر طيف كيتوزان استاندارد موسسه تحقيقات آلدريچ نيز در مقايسه آورده شده است.به منظور ارزيابيهاي دقيق ت

  
  اي سه نوع كيتوزان مقايسه XRDهاي طيف -3-9شكل 

A-  كيتوزان چينيB-  كيتوزان ويتناميC - كيتوزان آرتميا   



  ٤٧ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  هاي زيستيروشنتايج   -8-3
پروتئين زدائي) كيتين، از آنزيمهاي در روش زيستي به جاي استفاده از هيدروكسيد سديم در مرحله (

پروتووليتيك باكتري باسيلوس و براي انجام واكنش استيل زدايي كيتوزان از آنزيم هاي قارچ آسپرژيلوس نايجر 
  استفاده شد. 

تأثير بر روي كيتين) است. باكتري باسيلوس سوبتيليس مولد آنزيمهاي پروتئوليتيك و فاقد آنزيم كيتيناز (بي
، PTCC1595صنعتي كشور بصورت ليوفيليزه با كدهاي  -اين باكتري از سازمان پژوهشهاي عمليدوسوش از 

PTCC1331  .تهيه شد و كشت آنها انجام شد  
  
  :كشت اوليه باكتري نتايج   -

هاي رشد يافته و خالص محيط كشت پليت آن، آزمايشهاي مرسوم بيوشيميايي به عمل آمده كه نتايج از كلني
  باشد.مي 3-12دول آن به شرح ج

  برخي خواص بيوشيميايي باكتري باسيلوس سوبتيليس -3-12جدول 
نوع 
  آزمايش

رنگ آميزي 
  گرم

ئيدروليز 
  ژلاتين

رشد 
  هوازي

نوع 
تشكيل  مورفولوژي  كلني

  كاتالاز  ايندول  اسپور

  مثبت   مثبت   مثبت   نتيجه 
هايكلني

  سفيد 
  مثبت   منفي   مثبت  اي شكل ميله

  
اي درجه سانتيگراد گرم مثبت حالت هوازي و ميله 37شرايط بهينه رشد در دماي لوس سوبتيليس باكتري باسي

  آمده است:  10-4شكل است كه تصوير ميكروسكوپي آن در شكل 
آوري، ... ها، زيست فنهاي پروتئوليتيك در صنعت دباغي، شويندهچون از اين باكتري به عنوان مولد آنزيم

شرايط تهيه، كشت و نگهداري آن مناسب و اقتصادي است، لذا به عنوان باكتري مورد شود، و استفاده مي
  استفاده در اين پژوهش انتخاب شد. 

  
  

  تصوير ميكروسكوپي  -3-10شكل 
  باكتري باسيلوس سوبتيليس 

  
  

 



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ۴٨

  :كشت انبوه و بررسي سنتيك رشد نتايج   -
برداري و با دقت سازي ز پنجم از آنها روزانه نمونهپس از كشت باكتري ها در محيط مايع نوترينت براث تا رو
  آورده شده است.  3-11شمارش به عمل آمد كه نتيجه منحني رشد مربوطه در شكل 

  
  نمودار رشد باكتري باسيلوس سوبتيليس -3-11شكل 

ه از محيط ترين زمان براي استفاداست كه مناسب 3براساس نتيجه حاصله حداكثر رشد لگاريتمي باكتري در روز 
  باشد.كشت باكتريايي در عمل استخراج مي

  
  تعيين فعاليت آنزيمي نتايج   -

- 3درصد مشخص گرديد كه نتايج آن در شكل  10ها بر روي ژل آكريل آميد نتايج فعاليت پروتئوليتكي آنزيم
  باشد. رنگ شدن ژل حركت آنها در ژل مشخص ميآورده شده، كه با تأثير آنزيم و بي 12

  
  درصد ژلاتين دار با بروموفنل بلو  10ژل آكريل آميد  -3-12كل ش

  
شناسايي شد.  Kآنزيمهاي عمل كننده پروتئوليتيكي موجود در محيط كشت از نوع سوبتيليزين و پروتئاز 

  آورده شده است.  3-13ها در شكل مشخصات وزن مولكولي اين آنزيم



  ٤٩ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  

  
  كولي آنزيمژل استاندارد براي تعيين وزن مول -3-13شكل 

  
سنجش فعاليت آنزيمي با روش (لوور و همكارانش) انجام شد، در اين روش ميزان تغييرات جذب نوري در 

و  14-4گيري و منحني آن در شكل دقيقه اندازه 30نانومتر به مدت  405دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 
  ارائه گرديده است.  15-4ها در جدول مشخصات آنزيم

  
  

  نانومتر  405منحني تغييرات جذب نوري در طول موج  -3-14شكل 
  

  هاي پروتئوليتيكمشخصات آنزيم -4-13جدول 
  K   pHپروتئاز   سوبتيليزين   آنزيمهاي شناسايي شده

  IU( 300-400 80-70  2/7قدرت آنزيمي (
  2/7  32-33 42-43 وزن مولكولي (كيلودالتون)

  



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ۵٠

  روش آنزيمي  حذف مواد پروتئيني بهنتايج   -9-3
دهد كه باكتري نتايج انتقال پوسته سيست به محيط كشت حاوي باكتري باسيلوس سوبتيليس حاصله نشان مي

بصورت مستقيم قادر به هضم تركيبات پروتئيني پوسته سيست آرتميا است و آنزيمهاي مترشحه از باكتري باعث 
ميزان درصد حذف مواد پروتئيني توسط  تخريب و زايل شدن تركيبات پروتئيني پوسته سيست شده است.

درصد از تركيبات  20درصد كاهش يافته است. (يعني ميزان حدود  9±2درصد به  31آنزيمهاي پروتئوليتيك از 
پروتئيني حذف شده است). مراحل بعدي استحصال كيتين (حذف مواد معدني، ليپيدي، رنگي) و تخليص آن با 

  آورده شده است. 3-14صله در جدول نتايج حاانجام پذيرفت كه شرايط مشابه قبل 
  

  تركيب كيتين پوسته سيست آرتميا استحصال شده با روش زيستي  -3-14جدول 
  (كيتين) تر كل خاكس  چربي كل   رنگي   ليپيدي   پروتئيني   تركيبات 

  درصد 36±2  98/0  07/0 --- 09/0 9±2  درصد وزني 
  

ليزهاي تشخيص كمي و كيفي همانند آنچه كه قبلاً بيان گرديده، برروي نمونه كيتين حاصله از روش زيستي آنا
  ارائه گرديده است:  3-16و  3-15هاي و همچنين شكل 3-16و  3-15انجام شد كه نتايج آن، در جداول 

  
  نتايج آناليز تجزيه عنصري كيتين حاصله با فنون زيستي از پوسته سيست آرتميا اورميانا -3-15جدول 

  اكسيژن   ئيدروژن   نيتروژن   ن كرب  نوع  عنصر 
  5/35  5/7 2/8 6/49 درصد عنصر

  

  
  نمونه كيتين حاصله با روش زيستي از پوسته آرتميا اورميانا  FTIRطيف  -3-15شكل 

      



  ٥١ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  وزن مولكولي، گرانروي، رنگ و ساير خصوصيات كيتين حاصله با روش زيستي -3-16جدول 

متوسط وزن خصوصيات 
  مولكولي 

 گرانروي 
)cps (   رنگ  

درجه 
استيل 
  زدايي 

شناسايي 
گلوكز 
  آمين 

  بلورينگي 

  31  9/4×10 6  نتيجه 
خاكستري متمايل 

  اي به قهوه
-0 - 

  درصد 
  درصد 4/44  منفي 

  

  
  از پوسته سيست آرتميا اورميانا كيتين حاصله  XRDطيف  -3-16شكل 

تتا كه پيك مختص ساختار بلوري  20تا  5/19براساس نتايج پراش اشعه ايكس به دست آمده پيك شاخص در 
درصد  4/44معادل  20تا  19پليمر كيتين است در آن تشكيل شده است و بيشترين انديس بلورينگي در پيك 

  بدست آمده است. 
  

  تبديل كيتين به كيتوزان با روش زيستينتايج   -10-3
  استفاده شد. براي انجام اين روش از قارچ آپرژيلوس نايجر مولد آنزيم داستيلاز 

تبديل كيتين به كيتوزان كه با انجام واكنش استيل زدايي همراه است. انجام اين واكنش با روش زيستي با مقدار 
گرم از پودر كيتين استخراج شده از روش بيولوژيكي در دو حالت كشت مستقيم انبوه مايع قارچ و عصاره  10

درصد به دست آمد، نتيجه نهايي  10و  32ش ها به ترتيب آنزيمي آن به عمل آمد. راندمان محصول در اين رو



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ۵٢

اينكه كشت مستقيم قارچي قادر به انجام واكنش استيل زدايي بوده و اثر كشت مستقيم در مقايسه با عصاره 
  ].3آنزيمي مناسب است [ضميمه 

آمد كه نتايج عمل هاي كيتوزان توليد شده با روش زيستي نيز به آناليزهاي تعيين كميت و كيفيت روي نمونه
  ارايه گرديده است.  3-18و  3-17هاي و شكل 3-18و  3-17حاصله به شرح جدولهاي 

  
  نتايج آناليز تجزيه عنصري كيتوزان حاصله با روش زيستي از پوسته سيست آرتميا  -3-17جدول 

  اكسيژن   ئيدروژن  نيتروژن كربن نوع  عنصر 
  5/39  2/7 9/8 4/44 درصد عنصر

  

  
  

  نمونه كيتوزان حاصله با فنون زيستي از پوسته سيست آرتميا  FTIRطيف  -3-17ل شك
  

  وزن مولكولي، گرانروي، رنگ استيل زدايي درصد بلورينگي -3-18جدول 
  با روش زيستي كيتوزان حاصله 

  
متوسط وزن 

  مولكولي 
 گرانروي

)cps (  
  رنگ 

 درجه استيل زدايي 
)D.D.A (  

  درصد بلورينگي 

5 10×1/5  18  
اي كمقهوه

  رنگ 
15±20  100  
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  سته سيست آرتميا با فن آوري زيستي كيتوزان حاصله از پو XRDطيف  -3-18شكل 

  
تتا كه پيك شاخص ساختار بلوري پليمر كيتوزان است ايجاد شده است و حداكثر  20پيك به دست آمده در 

  درصد است.  100آمده كه معادل تتا بدست  20درصد بلورينگي از جدول پراش اشعه ايكس در پيك 
نتايج آناليزهاي كمي و كيفي محصولات حاصله نشان مي دهد كه مي توان با روش زيستي كيتين را استخراج 

  نموده و آن را به كيتوزان تبديل نمود. 
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  مقايسه دو نوع كيتين استخراج شده با روش شيميايي و زيستي نتايج   -11-3
حاصله از هر دو روش (شيميايي و زيستي) خواص فيزيكي و شيميايي و ارزيابي هاي با بررسي مقايسه اي كيتين 

   آورده شده است:  3-20و  3-19و شكل هاي  3-19اقتصادي انجام شد كه نتايج حاصل به شرح جدول 
  

نتايج برخي خصوصيات دو نوع كيتين حاصله از پوسته سيست آرتميا اورميانا به روش  - 3-19جدول 
  زيستي  شيميايي و

اختصاصات 
  نوع پليمر 

درجه 
-استيل

  زدايي 

متوسط وزن 
مولكول به 

  دالتون 
گرانروي   رنگ 

)cps (  

وجود 
گلوكز 
  آمين 

درصد 
بلورينگي 

درصد 
باقيماندگي 
  پروتئيني

كيتين پوسته 
سيست آرتميا 
  (روش شيميايي)

 5حدود 
  درصد 

6 10×1/4  
خاكستري 
متمايل به 

  اي قهوه
  درصد  9/0  4/36  مثبت   27

كيتين پوسته 
سيست آرتميا 
اورميانا (روش 

  زيستي) 

  9/4×10 6  صفر 
خاكستري 
متمايل به 

  ايقهوه
  درصد  9  4/44  منفي   31

  

  
  

  نوع كيتين  4اي مقايسه XRDهاي طيف -3- 19شكل 
A- ي مكيتين نوع ويتناB -  كيتين نوع چينيC-  كيتين آرتميا با روش شيميايي  

D-  روش زيستي كيتين آرتميا با  
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  نوع كيتين  4مقايسه اي  FTIRطيف  -3-20شكل 
  

اي دو نوع كيتوزان توليدي از پوسته سيست آرتميا اورميانا از نتايج آناليزهاي تشخيص كمي و كيفي مقايسه
  آورده شده است.  3-22و  3-21و شكلهاي  3-20روش شيميايي و زيستي نيز بشرح جدول 

  
دايي، اوزان مولكولي، رنگ، گرانروي، درصد بلورينگي، هزينه هاي زدرجه استيل -3-20جدول 

  اقتصادي و زمان بري در دو نوع كيتوزان 

اختصاصات نوع 
  پليمر 

درجه 
-استيل

  زدايي 

متوسط وزن 
مولكول به 

  دالتون 
گرانروي   رنگ 

)cps (  
درصد 
 بلورينگي

نسبت 
هزينه 
هاي 

اقتصادي 
در توليد 

5 
 كيلوگرم 

  مدت 
  زمان بري

پوسته يوزان ك
از سيست آرتميا (

  روش شيميايي)
  3/4×10 5  درصد 5±50

  ايقهوه
  كم رنگ  

  1  1  كمتر   16

پوسته  وزانكيت
سيست آرتميا 

روش از اورميانا (
  زيستي) 

  ايقهوه  1/5×10 5  10±20
  كم رنگ 

  3  3/19  بيشتر   18
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  نوع كيتوزان  4اي مقايسه FTIRطيف  -3-22شكل 
  
  
  

  
  

  اي مقايسه XRDهاي طيف -3-23شكل 
A -ي منوع ويتنا يتوزان پوسته خرچنگكC- نوع چيني  كيتوزانB- روش (آرتميا  وزان نوعكيت

  )روش زيستي( آرتميا وزان نوعكيت - D )شيميايي
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  بحث -4
اي ودر استخر ه در سواحلبيشتر هاي آرتمياي درياچه اروميه، كه بصورت پوسته هاي كوريوني سيستلايه

آيد ، اين پوسته شوند، موادي غيرقابل مصرف بوده و استفاده خاصي از آنها بعمل نميمي   انباشته پرورشي 
سازي خالص آوري و جمعقابل  اي بالا (كيتين و كيتوزان) جهت استخراج و عمل آوري موادي با ارزش افزوده

  . هستند 
حاصل اينكه پوسته سيست آرتمياي درياچه اروميه داراي ها، تجزيه و كيتين آنها استخراج شد. نتيجه پوسته

باشد. در اين پژوهش براي اولين بار پوسته سيست آرتميا اورميانا به عنوان يك منبع درصد كيتين مي 3+28
  شود. جديد، مناسب و نسبتاً فراوان براي استحصال اين بيوپليمر گزارش مي

  ت آرتميا اورميانا با گزارش سيمپ سون و همكارانمقايسه تركيب اجزاء تشكيل دهنده پوسته سيس
 دهد كه درصد كيتين در پوسته سيستپوستان نشان مياز ساير سخت )Pariser,et al, 2004و ( ]3-3[جدول  

شود ميزان اين مناسب است و در حال حاضر كه كيتين در دنيا از پوسته ميگو، خرچنگ و كريل استخراج مي
برداري اين نوع ولي به دلايل فصلي بودن صيد و بهره ،گزارش شده است درصد  25تا  14بيوپليمر در آنها از 

آوري، و نگهداري هاي زياد جمعآبزيان دريايي و فسادپذيري سريع آنها به علت پروتئين همراه پوسته و هزينه
در و اقتصادي ت توليدي آنها در سردخانه در عمل امكان استخراج اقتصادي كم است ، و در ايران نيز هيچ فعالي

با توجه به بالا بودن درصد كيتين موجود در پوسته  )  1382( اسدپور .گيرد.اين زمينه به دلايل فوق انجام نمي
سيست آرتميا اورميانا و قابل دسترس و دائمي بودن آن و نداشتن برخي از مشكلات ذكر شده فوق، استفاده از 

اقتصادي خواهد بود. استخراج كيتين از پوسته سيست آرتميا اورميانا،  اين منبع معرفي شده در اين تحقيقات
  اي بالا خواهد شد. موجب بازيافت مواردي با ارزش افزوده

مقايسه تركيب و درصد اجزاء تشكيل دهنده پوسته سيست آرتميا با تركيب توده زيستي آن و خود سيست 
روري انجام شده و عدم وجود هيچ گزارشي در اين زمينه، م. بررسي سوابق مطالعات آرتميا كاملاً متفاوت است

) و تركيب مواد معدني تشكيل دهنده پوسته سيست آرتميا (نتايج 1-4آناليز شيميايي حاصل يعني (نتايج جدول 
  باشند ين پژوهش ميا هاي تحقيقاتي ديگر از ) بعنوان اولين گزارش3-2جدول 

ه سيست آرتميا در مقايسه با درصد اين عناصر در كيتين صد در صد نتايج تجزيه عنصري دستگاهي كيتين پوست
دهد كه درصد اين عناصر با نوع استاندارد تقريباً يكسان بوده و نشان مي 3-5خالص (استاندارد) از جدول 

و اين نتايج با آوري، درصد رطوبت و ... است هاي جزيي مربوط به منبع اوليه مورد استفاده، روش عملتفاوت
وگزارش مطالعات  2000در ايران ونتايج گزارشات آندرسون از گريل درسال  1381نتايج يعقوبي در سال 

اطلاعات اخذ شده از كاتالوگ شركت هاي . براساس كاملا همخواني دارد . 2007اراكي وهمكاران در سال 
آوري به طور هاي عملده و روشها به علت نوع منبع اوليه مورد استفاكيتين) Seaborn, 2001(ُ سيگما و سي برن

اي نتايج كيتين استخراج شده از پوسته سيست هاي مقايسهجزيي با همديگر متفاوت هستند. بررسي ارزيابي
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- آرتميا از روش شيميايي، با دو نوع مشابه تجاري آن استخراج شده از پوسته ميگو و پوسته خرچنگ نشان مي

   دهد كه كيفيت كيتين آرتميا مناسب است.
دهد كه درصد نيتروژن كيتين پوسته سيست آرتميا ) نشان مي8-4مقايسه نتايج آناليز تجزيه عنصري آنها (جدول 

فرآيندهاي هموستاز، دياليز، سنتز هاي پزشكي نظير تا حدي بيشتر است اين نوع به كارگيري آن را در زمينه
سازد. چون بالا بودن ايي با اهميت ميپوست مصنوعي، نخ بخيه جراحي، زيست محيطي، سم زدايي، پرتوزد

كه درصد اين عنصر از شرايط بهينه در كاربرد آن در اين زمينه است و زيست سازگاري مناسبي را به دنبال دارد
تين حاصله ي. كدر اين خصوص يكساني دارد  2000در گزارش هاي ساير محقيقن نظير آسينو ومهكاران در سال 

درصد به كيتوزان تبديل شد. آناليزهاي تشخيص كيفي  50±5هي دوش شيميايي با بازاز پوسته سيست آرتميا با ر
  هاي اين كتيوزان به عمل آمد. به روي نمونه

نتايج آناليز تجزيه عنصري دستگاهي و طيف سنجي مادون قرمز آن با نوع كيتوزان صد در صد خالص 
مربوط به منبع اوليه اي جزيي از درصد عناصر همورد مقايسه قرار گرفت، تفاوت 3-9(استاندارد) در جدول 

واين با نتايج گزارش شده از ساير محقيقن باشد. آوري، درصد رطوبت ... ميمورد استفاده، روش هاي عمل
  مشابهت دارد.   كاملا همخواني و 2001همكاران درسال  و  Duarteو   2009وهمكاران درسال . Conellنظير

في كيتوزان پوسته سيست آرتميا اورميانا، نيز با دو نوع مشابه تجاري استخراج شده از نتايج آناليزهاي كمي و كي
حاصله از پوسته سيست پوسته ميگو و پوسته خرچنگ مورد مقايسه و ارزيابي قرار گرفت. كيفيت كيتوزان 

  تر است. آرتميا مناسب
گرانروي كيتين و كيتوزان پوسته تفاوت هاي جزيي در وزن مولكولي و  3-11و  3-9براساس نتايج جداول 

واين در تري از آنها براي مصارف مختلف باشد. سيست آرتميا ممكن است منجر به توليد مشتقات مناسب
در روي كيتين وكيتوزان مستخرج از  ساير همكارانش نيز در مطالعه و  Gildbergگزارشات ساير محقيقن نظير 

وسته سيست آرتميا در ــكيفيت كيتين و كيتوزان حاصله از پ.خرچنگ وپوسته ميگوها نيز گزارش شده است 
    ايسه با دو نوع مشابه تجاري آن مناسب است.ــمق

هاي رايج شيميايي يكي بررسي سابقه تحقيقات انجام شده براي استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان با روش
است، اين امر  2000وهمكارانش درسال   Knorr در تحقيقات از مشكلات افت كيفيت محصولات بيان شده

اين معضل اساساً ناشي از استفاده از شود، هايي در بكارگيري اين بيوپليمرها ميموجب ايجاد محدوديت
زدائي آن در آوري كيتين و در مرحله استيلهيدروكسيد سديم در مرحله حذف مواد پروتئيني در فرآيند عمل

دپليمريزاسيون (شكسته شدن هاي تغيير ساختمان فضايي و يجاد پديدهتبديل به كيتوزان است، چون موجب ا
كيتوزان مستخرج از پوسته  آنرا در تحقيقات خود در مورد كيتين و 2000در سال   Laidterوزنجير) مي شود 

از  هاي زيست محيطيضمناً تخليه پساب هيدروكسيد سديم باعث آلودگي سيست ميگوها گزارش نموده است،
استفاده از آن خطراتي را نيز به دنبال دارد و يك ماده شيميايي حساسيت زدايي است.  و ش شده است آن گزار
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از فرآيند توليد كيتين و كيتوزان حذف گرديده و به جاي آن از با روش زيستي، بكارگيري هيدروكسيد سديم 
   است .استفاده  قابل  آنزيم هاي پروتئوليتيك باكترياي و داستيلاز قارچ

هاي ذكر شده قبلي در شرايط يكسان مورد آزمايش مونه كيتين استحصال شده با روش زيستي همانند روشن
  هاي شيميايي بررسي و مقايسه شد. هاي تعيين كميت و كيفيت قرار گرفت و نتايج حاصله با روش

ن به علت استفاده در روش شيميايي استخراج كيتي 3-19و  3-16ها در جدول براساس نتايج حاصله از آزمايش
ي ضمني ايجاد مي درصد پديده استيل زداي 5) به طور ناخواسته تا حدود 1- 4-3از هيدروكسيد سدم (بخش 

شود ولي در روش زيستي اين پديده حذف مي شود، لذا مي توان بيان داشت كه استحصال كيتين خالص در 
رتميا در روش شيميايي تائيد ديگر اين طبيعت استخراج نمود. وجود گلوكز آمين در كيتين پوسته سيست آ

  استيل گلوكز آمين ضروري است.  -Nموضوع است. كيتين خالص براي توليد 
ميزان گرانروي با وزن مولكولي نسبت مستقيم دارد، لذا بالا بودن  2011در سالبراساس نظريه شيمورا و همكاران 

مربوط به سنگين بودن (طويل بودن زنجيره) گرانروي كيتين حاصله از روش زيستي نسبت به روش شيميايي 
كيتين بدست آمده از پوسته سيست آرتميا به روش زيستي مي باشد. وزن مولكولي كيتين حاصله از روش زيستي 
نسبت به روش شيميايي مقدار جزيي بيشتر است، كه دليل داشتن مقدار مونومرهاي بيشتر در زنجير كيتين آن و 

  جيره كيتين حاصله از روش شيميايي است. طويل بودن آن نسبت به زن
استيل گلوكز آمين تشكيل شده  - N) كيتين از به هم پيوستن واحدهاي 3-1كه قبلاً ذكر شد (بخش همان طوري 

است، وجود مونومرهاي آزاد (گلوكز آمين) در كيتين حاصله از پوسته سيست آرتميا در روش شيميايي نشان 
واكنش به پديده ديپليمريزاسيون معروف ايش مونومر گلوكز آمين است، اين دهنده شكسته شدن زنجيره و پيد

هاي شيميايي استخراج كيتين پديده دپليمريزاسيون رخ مي دهد و ناشي از تأثير هيدروكسيد . پس در روشاست
  سديم مي باشد. 

ي شود، لذا بالا بودن ايجاد پديده دپليمريزاسيون و شكسته شدن زنجيره پليمر، كاهش وزن مولكولي را سبب م
نمايد. براساس گزارش كينزوشيمورا و همكارانش، وزن مولكولي كيتين در روش زيستي، اين نظريه را تأئيد مي

استفاده از هيدروكسيد سديم موجب ايجاد تغيير ساختمان فضايي در پليمر كيتين مي شود، و سبب افت درصد 
انجام شده  ين بودن درصد بلورينگي در روش شيميايي، پاي3-19بلورينگي پليمر است در نتايج جدول 

  در مقايسه با روش زيستي، اين نظريه را تاييد مي كند. 2004در سال     Pariserتوسط
نيز ذكر شده  قبلا 2000لازاريا در سال  و  2002همكارانش در سال  گزارش هاي  مورگان وهمان طوري كه در 

انجام شده  گرانروي حاصله در روش زيستيمولكولي دارد، لذا بالا بودن  ميزان گرانروي ارتباط مستقيم با وزن
مربوط به سنگين بودن (طويل بودن زنجيره) كيتين پوسته بهينه شده آن  نسبت به روش شيميايي  در اين پژوهش 

ميزان درصد  .د مي شودو نتايج مطالعات كاملا تاييسيست آرتمياي به دست آمده به روش زيستي است 
  . مدآدر اين پژوهش بيشتر به دست  قيماندگي مواد پروتئيني در روش زيستي نسبت به روش شيمياييبا
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است. مقايسه نتايج حاصل از  2: 1معادل در اين تحقيق  نسبت زمان مورد نياز در روش زيستي به روش شيميايي 
درصد پايين تر  30يميايي ، نشان مي دهد كه درجه استيل زدايي در روش زيستي نسبت به روش ش3-20جدول 

مي باشد. اين امر ناشي از عوامل متعدد، مي تواند به علت بالا بودن وزن مولكولي و درص بلورينگي در روش 
  زيستي باشد. 

درصد بيان  10، سيمپ سون و همكاران ميزان درصد بازدهي درجه استيل زدائي با روش زيستي را 2000در سال 
دهي تبديل كيتين به كيتوزان را ناشي از دلايل كاهش پديده تغيير ساختمان فضايي و داشته است. پائين بودن باز

بالا بودن وزن مولكولي بيان داشته اند، اين مسئله در مورد كيتوزان حاصله از پوسته سيست آرتميا اورميانا با 
  صدق مي كند.  نيز يكساني داشته و روش زيستي 

بالا بودن وزن مولكولي و درصد بلورينگي در روش زيستي نسبت 2001ل در سا  Whistlerبر اساس پژوهش هاي 
به روش شيميايي بيانگر سنگين بودن زنجيره پليمر (مقدار مونومرهاي بيشتر) در كيتوزان زيستي است  و اين 

پديده دپليمريزاسيون به علت تأثير  ،پديده حذف پديده دپليمريزاسيون در روش زيستي را نشان مي دهد
روش هاي درصد مورد استفاده در دماي بالا در مرحله جوشانيدن واكنش استيل زدايي با  50وكسيد سدم هيدر

واين مسئله در به دليل حذف استفاده از آن مكان ندارد.شيميايي ايجاد مي شود. پديده مذكور در روش زيستي 
  نتايج تحقيقات اين پروژه نيز صدق مي كند.

ايجاد پديده دپليمريزاسيون به علت شكستگي در زنجيره پليمر و  2000در سال طبق گزارش موزارلي و همكاران
هاي شيميايي در كوتاه شدن آن موجب افزايش درجه استيل زدايي است. بالا بودن درجه استيل زدايي در روش

   و يكساني نتايج مويد مطابقت مطالعات دارد .كيتوزان پوسته سيست آرتميا نيز به اين دليل است
گرانروي و وزن مولكولي در درخصوص، ارتباط مستقيم ميزان  2000درسال ارش سيمپ سون و همكارانشگز

. بالا بودن گرانروي كيتوزان حاصله در روش  مورد كيتوزان پوسته سيست آرتميا اورميانا نيز صدق مي كند
  ستي مطابقت دارد. زيستي نسبت به روش شيميايي با نظريه سنگين بودن كيتوزان ايجاد شده در روش زي

پايين بودن وزن مولكولي، گرانروي و درصد بلورينگي در كيتوزان توليد شده از پوسته سيست آرتميا در روش 
و  2001و همكارانش درسال    Waltonنظير  شيميايي در مقايسه با روش زيستي با نظريه و گزارشات ساير محققين

Yokoi  اد پديده تغيير ساختمان فضايي در پليمر كيتوزان ناشي از درخصوص ايج ، 2011همكارنش در سال  و
 بررسي  مطابقت دارد. با نتايج اين گزارش كاملا يكساني و درصد  50مصرف ماده شيميايي هيدروكسيد سديم 

نشان مي دهد كه ايجاد  2008همكارانش در سال  وبيلي استون و 2000سوسانا وهمكارانش در سال  مطالعات 
ساختمان فضايي در پليمر كيتوزان به علت داشتن ساختار شبكه اي آن است و عامل آن ناشي از تأثير تغيير پديده 

در روش شيميايي نسبت به روش مستقيم هيدروكسيد سديم مي باشد. پائين بودن درصد بلورينگي، گرانروي 
يون در استخراج با روش ايجاد پديده هاي تغيير ساختمان فضايي و دپليمريزاس 3-20زيستي، از نتايج جدول 

  . داز پوسته سيست آرتميا مويد اين نتايج است و اين مسئله را تاييد مي كند شيميايي 
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در حال حاضر كيتين  2000وهمكارنش در سال   Clausو  2000و همكارانش در سال   Alder براساس گزارشات 
 25تا  14درصد اين بيوپليمر در آنها در  و كيتوزان در دنيا از پوسته ميگو، خرچنگ و كريل استحصال مي شود

برداري اين نوع آبزيان دريايي، درصد گزارش شده است. در كشور ما به دلايل فصلي بودن صيد و بهره
علت پروتئين همراه پوسته. دماي بالايي مناطق محل صيد، هزينه هاي زياد جمع آوري  فسادپذيري سريع آنها به

. لذا بالا بودن  در عمل هيچ فعاليت اقتصادي در استخراج آنها انجام نمي شودو نگهداري آنها در سردخانه، 
نداشتن مشكلات در پوسته سيست آرتميا اورميانا و قابل دسترس و دائمي بودن آن و نسبي درصد كيتين موجود 

    د.ذكر شده فوق نسبت به ساير منابع توليد فعلي آن، استفاده از اين منبع خاص، اقتصادي خواهد بو
استخراج شده از پوسته هاي سيست آرتميا با ) نشان مي دهد كه كيفيت كيتين 3-6و  3-7بررسي نتايج جداول (

  روش شيميايي نسبت به دو نوع مشابه تجاري خارجي آن (نوع چيني و ويتنامي) بهتر است. 
تمال ايجاد مشتقات جديد اختلاف هاي جزيي باعث ايجاد مشتقات جديد در مورد كيتوزان ها است. بنابراين اح

در استخراج كيتين و تبديل آن به درخصوص كيتوزان پوسته سيست آرتميا اورميانا نيز وجود دارد. فنون زيستي 
هاي زيستي در استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان موجب امكان افزايش كيفيت محصولات مي شود روش

]. جايگزيني فنون زيستي به 3-20و  3-19ست [نتايج جداول كيتوزان قابل جايگزيني با روش هاي شيميايي ا
جاي روش هاي رايج شيميايي در استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان، باعث حذف آلودگي هاي زيست 
محيطي است كه در آن از تخليهحجم وسيعي پساب ماده شيميايي هيدوركسيد سديم، به اكوسيستم ممانعت 

  ].3-20و  3-19ل آيد [نتايج جداوبعمل مي
كيتين و كيتوزان به صور مختلف در داخل كشور در صنعت داروسازي، آرايشي، زيست فن آوري پزشكي و ... 
مصرف مي شود. توليد آن از پوسته سيست آرتميا، مي تواند جايگزين مناسب محصولات مشابه وارداتي آن 

   شود. 
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  نتيجه گيري نهايي-5
درصد وزني كيتين، بعنوان يك منبع جديد قابل دسترس  28±3يا اورميانا با سيست آرتم در اين تحقيق پوسته .1

  .مي شود و دائمي براي استخراج اين بيوپليمر براي اولين بار در دنيا گزاش 
درصد مواد  32±3درصد چربي،  8/4±2درصد خاكستر تام، 21±4پوسته سيست آرتميا اورميانا داراي  .2

 درصد رطوبت است.  11±2درصد مواد رنگي،  5/0پروتئيني، 

 Zn ،(92/1درصد ( 05/0نوع تركيب و درصد مواد معدني تشكيل دهنده پوسته سيست آرتميا اورميانا شامل  .3
 OK2( ،05/4درصد Cl ،(12/2 )درصد 3SO ،(23/3 )درصد MgO ،(82/6 )درصد ONa2 ،(14/1 )درصد (
 ) است. 32OFeدرصد ( 68/1) و CaOدرصد (

كيتين پوسته سيست آرتميا اورميانا ابتدا با روش شيميايي بهينه استخراج و خالص سازي شد، راندمان تبديل  .4
 درصد است.  50±5(درجه استيل زدايي) آن به كيتوزان 

درصد كربن، نيتروژن، هيدروژن و اكسيژن  8/36و  7، 6/7، 6/48داراي  سيست آرتميا به ترتيبكيتين پوسته  .5
 است.  8/45و  4/7، 2/6، 6/40باشد، و درصد اين عناصر در كيتوزان آن به ترتيب مي

4127هر مونومر كيتين پوسته سيست آرتميا اورميانا ( ساختار شيميايي .6 NOHC( هر مونومر  ساختار شيميايي و
4126زان آن (كيتو NOHC .تعيين شد ( 

با انجام آناليزهاي تشخيص كيفي و كمي تجزيه عنصري دستگاهي، طيف سنجي مادون قرمز، پرتونگاري با  .7
اشعه ايكس، گرانروي سنجي، رنگ سنجي، درصد بلورينگي، و تعيين درجه استيل زدائي، اغلب 

كيتوزان هاي (پوسته سيست آرتميا اورميانا، پوسته ميگو و  خصوصيات و اختلاف هاي جزئي بين كيتين ها و
 پوسته خرچنگ) مشخص شد. 

مقايسه كيتين و كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتميا اورميانا با روش شيميايي با دو نوع مشابه  .8
رايج تجاري خارجي از كشورهاي ويتنام (از پوسته خرچنگ) و چين (از پوسته ميگو) كه با روشهاي 

خصوصيات وزن مولكولي، شيميايي تهيه شده بودند، نشان مي دهد كه نوع منبع اوليه مورد استفاده بر 
زدائي، درصد بلورينگي و رنگ تا حدي مؤثر ساختار شيميايي، درجه استيلگرانروي، ساختمان بلوري، 

 است. 

استخراج شده از پوسته وجود برخي اختلاف هاي جزئي موجود در برخي خصوصيات كيتين و كيتوزان  .9
 سيست آرتميا اورميانا، احتمال ايجاد مشتقات جديد با كاربردهاي تازه را به دنبال داشته باشد. 

نوع مشابه تجاري  2وزن مولكولي و درصد نيتروژن كيتين استخراج شده از پوسته سيست آرتميا در مقايسه با  .10
كاربردهاي اختصاصي در زمينه تواند اهميت آن در  آن از ساير منابع اندكي بيشتر است كه اين موضوع مي

هاي پزشكي نظير، پروسه هاي دياليز، هموستاز سنتز پوست مصنوعي، نخ بخيه جراحي و سم زدائي مناسب 
 تر سازد. 
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 از روش زيستي در استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان بجاي رشوهاي شيميايي مي توان استفاده كرد.  .11

هاي رايج شيميايي در استخراج كيتين، بكارگيري هيدروكسيدسديم است با روشمشكل اساسي در   .12
روش هاي زيستي به جاي روش هاي شيميايي اين مرحله با آنزيم هاي پروتئوليتيك باكتري  جايگزيني

 باسيلوس سوبتيليس انجام شد. 

وبتيليزين تعيين شد. كشت و س Kدراين پژوهش آنزيم هاي پروتئوليتك باكتري باسيلوس سوبتيليس، پروتئاز  .13
 درصد تركيبات پروتئيني پوسته سيست آرتميا را حذف مي نمايند.  20انبوه مايع اين باكتري تا ميزان 

آنزيم داستيلاز طبيعي مترشحه از كشت مايع قارچ آسپيرژيلوس نايجر، مي تواند جايگزين روش هاي رايج  .14
 شيميايي در تبديل كيتين به كيتوزان باشد. 

يني روشهاي زيستي به جاي روشهاي رايج شيميايي در استخراج كيتين و تبديل آن به كيتوزان باعث جايگز .15
 حذف آلودگيهاي زيست محيطي ناشي از تخليه پساب ماده شيميايي هيدروكسيد سديم به اكوسيستم است. 

مريزاسيون ناشي بكارگيري روش زيستي به جاي روش هاي شيميايي مانع از بروز پديده هاي اسرشتگي و دپل .16
 ].17-4از تأير هيدروكسيد سديم شده و باعث افزايش كيفي محصولات استخراجي است [نتايج جدول 

نظير گلوكز امكان استخراج كيتين خالص از طبيعت با روش هاي شيميايي به دليل ايجاد توليد مواد ناخواسته  .17
 با فناوري زيستي بدست مي آيد.  آمين و كيتوزان وجود ندارد. كيتين خالص از مانع طبيعي تنها

روشهاي عمل آوري كيتين و كيتوزان بر خصوصيات وزن مولكولي، گرانروي، ساختار بلوري، درجه استيل  .18
 ].18-4زدايي آنها تأثير دارد. [نتايج جدول 

رزش اروميه، موجب بازيافت و توليد موادي با ااستخراج كيتين و كيتوزان از پوسته سيست آرتمياي درياچه   .19
 استفاده خاصي از آنها به عمل نمي آيد. ه هاي سيست خواهد شد، در حال حاضر افزوده اي فراوان از پوست

آيد استخراج كيتين و كيتوزان از پوسته سيست آرتميا اورميانا در مقايسه با ساير منابع استخراج فعلي به نظر مي 
 خواهد بود. آن در دنيا سودآور 

درخصوص كيتين و كيتوزان از ساير منابع نيز وجود ندارد و از اين پليمرها به صورت چون در ايران توليدي،  .20
مشتقات مختلف براي استفاده در صنايع داروسازي، آرايشي، مواد غذايي، بيوتكنولوژي، پزشكي، شيميايي، 

 لي استفاده نمود. توان با استخراج آنها از پوسته سيست آرتميا، از توليدات داخشود، لذا ميبه كشور وارد مي

بازيافت كيتين و كيتوزان از پوسته سيست آرتمياي درياچه اروميه، ضمن امكان استفاده بهينه از منابع طبيعي،  .21
 موجب افزايش ارزشي اين آبزي است. 

درصد كيتين قابل استخراج براي اولين بار بعنوان يك  28±3معرفي نمودن پوسته سيست آرتميا اورميانا با  .22
 د، قابل دسترس براي استخراج اين بيوپليمرها منبع جدي

به جاي ماده هيدروكسيد هاي باكتري باسيلوس سوبيتيليس استفاده از روش زيستي با بكارگيري از آنزيم .23
 سديم براي حذف تركيبات پروتئيني در فرآيند استخراج كيتين از پوسته سيست آرتميا 
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 ژيلوس نايجر براي توليد كيتوزان استفاده از داستيلاز توليد شده از قارچ آسپير .24

كيتين و كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتميا داراي خصوصيات برتر نسبت به دو نمونه مشابه  .25
 تجاري چيني و ويتنامي است، لذا اين خصوصيات قابليت كاربردي آن را در صنايع مختلف مطرح مي كند. 
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 پيشنهادها

  پيشنهادات اجرايي 
) نسبت به استخراج كيتين و 7-2بخش محدوديت هاي توليدي اين بيوپليمر در دنيا (ارايه شده در بنابه دلايل  -

  نا اقدام شود. اكيتوزان از پوسته سيست آرتميا اورمي
آوري، آرايشي، ... به كيتين و كيتوزان براي مصرف در صنايع داروسازي، پزشكي، كشاورزي، زيست فن -

يتين و كيتوزان استخراج شده از پوسته سيست آرتميا جايگزين محصولات شود، ككشور وارد و استفاده مي
 مشابه تجاري وارداتي آن شود. 

چون بيشترين كاربرد مربوط به كيتوزان و مشتقات آن است و كيفيت در كاربرد آن نقش اساسي دارد، و  -
مطلوب تري به دنبال دارد،  روش زيستي تبديل كيتين به كيتوزان در مقايسه با روش هاي رايج شيميايي نتيجه

پيشنهاد مي گردد براي افزايش كيفيت، كيتين تجاري وارداتي با روش زيستي به كيتوزان تبديل و مورد 
 تواند قطع واردات اين پليمر را نيز به دنبال داشته باشد.مصرف قرار گيرد كه ضمن افزايش كيفيت، مي

 
  پژوهشي آينده: هايپيشنهاد

 جهت بالا بردن بازدهي و كيفيت محصولات.  زيستي براي استخراج كيتين و كيتوزانسازي روشهاي بهينه -

 تحقيق و بررسي ملاحظات زيست محيطي لازم در صورت بهره برداري. -

ها، دما، شوري، تغييرات فصلي در ميزان بررسي و مطالعه نقش عوامل طبيعي و اكولوژيكي نظير آلودگي -
   سيست آرتميا اورميانا در ساير فصول سال.درصد وزني كيتين موجود در پوسته 

 ارزيابي دقيق ذخاير سيست آرتميا اورميانا و برآورد دقيق ميزان پوسته سيست آرتمياي درياچه اروميه.  -

مطالعه و بررسي امكان تهيه و توليد مشتقات جديد با كاربردهاي نوين از كيتين و كيتوزان پوسته سيست  -
 آرتميا اورميانا. 

هاي جنبي نظير مواد پروتئيني، تركيبات معدني مهم و مواد رنگي از كان بازيافت ساير فرآوردهبررسي ام -
 پوسته سيست آرتميا اورميانا. 

بررسي و مطالعه ساير خصوصيات كيتين و كيتوزان پوسته سيست آرتميا نظير (پيروليز شدن، درجه  -
 پليمريزاسيون، ...) 

ني روش زيستي در حذف ساير تركيبات همراه نظير مواد مطالعه و پژوهش درخصوص امكان جايگزي -
 معدني، رنگي و مواد ليپيدي در استخراج و مطالعه نقش آنها در بهبود كيفيت محصولات.

 بررسي ساير منابع طبيعي در استخراج كيتين و كيتوزان در كشور.  -

  آوري كيتين و كيتوزان.مطالعه و تحقيق ساير روشهاي زيستي در عمل -
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Application 
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Biopolymer 

Biometric  

Brine 

Bacillus subtilis 
Biotechnology 

Buffer 

 

  آلگ
  آرتميا

  آلژينات
  آروماتيك 

  گروه آميني 
  آلفا 

  استيل آمينو 
 تجزيه گر 

  آسپيرژيلوس نايجر 
  آگار 

  آكريل آميد 
  استيله شدن 

  آلانين 
  كاربرد 
  سنجش 

  پليمرزيستي 
 زيست سنجي 

  شور 
  باسيلوس سوبتيليس 

  فن آوري زيستي 
  بافر

Biomass 

Chitin 

Chitosan 

Cellulose 

Carragenan 

Cyst 

Crab 

Cuticule layer 

Covalent band 

Chorionic layer 

Chymotrypsin 

Crustacea 

Copolymer 

Deacetylation 

Dalton 

Diatoma 

Denaturation

Diffraction

Degree

Depolymerization 

Desecator 

  توده زيستي
  كيتين 

  كيتوزان 
  سلولز 

  كاراژينان 
  سيست 

  خرچنگ 
  لايه كوتيكولي 
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  لايه كوريوني 
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  ٧٣ .../  استحصال کيتين وکيتوزان از پوسته سيست آرتميا اروميانا با
 

 

  

  
  چرخه زيستي آرتميا در درياچه اروميه و توليد پوسته سيست 

  
  

  
 تصوير ميكروسكوپي قارچ آسپرژيلوس نايجر
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Abstract   
Chitin and chitosan are 2 very important products of biopolymer that enjoy high consumption in industry, but 
their production sources are very limited. In this study, Artemia urmiana cyst shells were obtained from 
previously collected and stored ones in Iranian Artemia Research Center. 20 kg of Artemia urmiana cyst shells 
were   sampled, cleaned, separated, dried and transferred to Iranian Artemia Research Center Laboratory to 
extract their Chitin and chitosan.  Their chitin and chitosan initially were extracted using optimized common 
chemical methods. Their properties were compared to 2 other types of Chitin and chitosan obtained from crab 
and shrimp manufactured by Vietnam and China, respectively.  To determine their quality, elemental analysis 
device , infrared spectrophotometry, x –ray radiography , determination of  viscosity , molecular weight, 
crystallinity percent , color, de stylization  measure , empirical and molecular formulas were made . The results 
showed that the percentage of chitin obtained from Artemia cyst Shells in Chemical method was 28 ± 3 % by 
weight and efficiency into chitosan (grade steel relief) in this method was 50 ± 5 %. To optimize the extraction 
procedure and the removal of proteins of chitin by biological practices that were done by sodium hydroxide in 
the chemical method, it was replaced by the bacterium Bacillus subtilis.  
 And in the bio- phase of chitosan de steelation fungus Aspergillus niger enzyme was replaced instead of sodium 
hydroxide at high temperatures.  
The results showed that chitin and chitosan can be extracted from Artemia cyst shell using biological method and 
their characteristics included as in chitin49.6% C , 8.2 % N , 7.5 % H, and 34.5 % O  . Also the same levels for 
chitosan were   44.4 %, 8.9, 7.2 and 39.5 %, respectively.  Their other quality characteristics were   included  
chitin average molecular weight 4.9 × 10 6  Dalton , crystallinity percentage of 36.4 , viscosity at 20 ° C 31 
centipoise and its color was gray to brown . In the biologic method, the average molecular weight of chitosan, 
crystallinity percentage, viscosity at 20 ° C, were 5.1 × 105   Dalton, 94.5, and 18 centipoises, respectively. Also, 
its color was pale brown.  Chemical structure of extracted chitin and chitosan from the shell of Artemia urmiana 
cysts were 4127 NOHC and  C6H11 NO4c , respectively . The comparison of chitin and chitosan obtained from 
each chemical and biological method revealed that replacing biological methods instead of chemical methods is 
possible in achieving these products at suitable condition and better quality . This can eliminate the use of 
chemicals damaging the environment such as sodium hydroxide and decrease environmental pollution.    
  
Key words: Artemia urmiana cyst shell, Chitin, Chitosan,  Chemical, Biological method, crab shell, Shrimp 
shell . 
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