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JARC
تهیه کیتوسان با وزن های مولکولی متفاوت به وسیله کنترل شرایط عملیاتی فرایند دی استیله شدن چند 

مرحله ای و بررسی تخلخل داربست های تهیه شده

نکیسا یعقوبی1و*، حمید میرزاده2 و حسین وكیلی3

1- استادیار مهندسي شیمي، پژوهشگاه پلیمر و پتروشیمی ایران، تهران، ایران
2- استاد مهندسي پلیمر، دانشکده مهندسی پلیمر، دانشگاه صنعتی امیركبیر، تهران، ایران

3- كارشناس ارشد مهندسي پلیمر، دانشکده مهندسی پلیمر، دانشگاه صنعتی امیركبیر، تهران، ایران

دریافت: اردیبهشت 1392، بازنگری: اردیبهشت 1392، پذیرش: خرداد 1392

از طریق فرایند دی استیله شدن چند  با وزن های مولکولی و درجه های دی استیله شدن متفاوت  چکیده:  در این پژوهش نمونه های كیتوسان 
مرحله ای تهیه شد. دمای واكنش، زمان و تعداد مراحل واكنش به عنوان عامل های مؤثر در نظر گرفته شدند. در این پژوهش، با هدف دست یابی به 
كیتوسانی با درجه دی استیله شدن بالا همراه با كنترل وزن مولکولی بدون تغییر در ساختار مولکولی آن، پایگاه داده ای تهیه شد. نتیجه ها نشان داد 
تعداد مراحل و مدت زمان هر مرحله از دی استیله شدن، وزن مولکولی كیتوسان را به طور قابل توجهی تحت تأثیر قرار می دهند، به گونه ای كه كه 
می توان دو نمونه كیتوسان هر دو با درصد دی استیله شدن 90% ولی با جرم مولکولی های متفاوت در گستره 105× 4/66 تا105× 2/93 به دست آورد. 
نتیجه ها نشان می دهد بیشترین وزن مولکولی كه می توان از فرایند دی استیلاسون چند مرحله ای، بدون افت درجه دی استیله شدن )96/67%(، به دست 
آورد 105× 5/32 است. هم چنین مطالعات ریخت شناسی نشان می دهد وزن مولکولی كیتوسان تأثیر قابل توجهی بر اندازه حفرات داربست های تهیه 

شده دارد به گونه ای كه دارای یك مقدار بحرانی است.

واژه های کلیدی: كیتین، كیتوسان، وزن مولکولی، درجه دی استیله شدن، گرانروی ذاتی

مقدمه
كیتین دومین پلیمر طبیعی فراوان، بعد از سلولز است. كیتوسان 
كه مشتق دی استیله شده كیتین است در كنار سایر ویژگی های 
غیر  الکترولیت  و  باكتریال  آنتی  سازگار،  زیست  بیوپلیمری  مفید 
بیو  این  ویژه،  این خواص  به خاطر  است.  به محیط  مضر نسبت 
پلیمر دارای كاربردهای متنوعی است ]1[، از جمله در نخ جراحی، 
استخوان، پوشش زخم ها، تصفیه آب، كروماتوگرافی،  التیام  مواد 

ضد  فعالیت های  برای  نساجی  عملیات  آرایشی،  افزودنی های 
میکروبی ]2[، فیبر های جدید برای منسوجات، صفحات عکاسی، 
فیلم های زیست تخریب پذیر ]3[، میکوكپسول های ایمپلنت شده 
برای كنترل رهایش دارو و ... ]4 تا 6[. منابع متفاوت تأمین كیتین، 
فرایند ها و شرایط عملیاتی، همگی منجر به به دست آمدن كیتین ها 
و كیتوسان هایی با ویژگی های فیزیکی و شیمیایی متفاوت می شوند 
 ]7[. وزن مولکولی و درصد دی استیله شدن )DD( نمونه ها كاربرد
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بر  مؤثر  اصلی  عامل  از  یکی  لذا  می كند،  مشخص  را  آن ها 
ویژگی های كیتوسان، وزن مولکولی آن است. پژوهش های زیادی 
 در ارتباط با وزن مولکولی كیتوسان انجام شده است ]8 تا 10[. 
مولکولی  وزن  كنترل  برای  روشی  همکارانش  و  عبدالمهدی 
پارک   .]11[ دادند  ارایه  آن  ساختاری  ویژگی های  بر  تأثیر  بدون 
وزن  باانتخاب  را  كیتوسان  مکانیکی  ویژگی های  همکارانش  و 
و  السارا   .]12[ كردند  كنترل  مناسب  حلال  سامانه  و  مولکولی 
همکارانش تأثیر وزن مولکولی و درجه دی استیله شدن كیتوسان را 
مشخص كردند ]13[. لیو و همکارانش كیتوسان هایی با وزن های 
و  كردند  تهیه  مشابه  شدن  دی استیله  درجه  و  متفاوت  مولکولی 
نشان دادند كه عامل اصلی كه ویژگی های آنتی باكتریال كیتوسان 
را تحت تأثیر قرار می دهد وزن مولکولی آن است ]14[. همان طور 
كه ذكر شد وزن مولکولی عامل بسیار مهم در چنین كاربردهایی 
شیمیایی،  فیزیکی-  ویژگی های  هم چنین  می شود.  محسوب 
زیستی و رئولوژیکی كیتوسان تایعی از وزن مولکولی آن هستند. 

و  پلیمر  پژوهشگاه  در  شده  انجام  پیشین  پژوهش های  در 
پتروشیمی ایران ]15 تا 18[، نشان داده شده كه روش دی استیله 
دی استیله  درجه  افزایش  برای  می تواند  مرحله ای  چند  شدن 
نتیجه كاربردهای زیست پزشکی  باشد و در  شدن كیتوسان مؤثر 
كیتوسان به دست آمده به عنوان عامل انعقاد خون توسعه یابد. در 
درجه  و  تیتروژن  میزان  در  توجهی  قابل  تفاوت  پژوهش ها  این 
دی استیله شدن كیتوسان به دست آمده از دو روش دی استیله شدن 
چند مرحله ای و پیوسته گزارش شده است ]16[. به همین دلیل در 
این پژوهش روش دی استیله شدن چند مرحله ای به عنوان روشی 

كه توانایی كنترل وزن مولکولی را دارد استفاده شده است.
تقریب  به  كیتوسان  از  نمونه هایی  به  دستیابی  بر  پژوهش  این 
پلیمری  زنجیره های  تخریب  بدون  شده،  دی استیله  كامل  به طور 
تمركز كرده است. این تخریب پلیمری ناشی از زمان اقامت طولانی 
مولکول های پلیمر تحت شرایط واكنشی مانند محیط به شدت بازی 
و دمای بالای است كه برای رسیدن به درجات بالاتری از میزان 
با هدف كنترل  این پژوهش  اعمال می شوند. در  دی استیله شدن 

تهیه  برای  روشی  بالا،  شدن  دی استیله  درجه  در  مولکولی  وزن 
نمونه های متفاوت كیتوسان توسعه یافته است. تأثیر تمامی شرایط 
عملیاتی بر وزن مولکولی و درجه دی استیله شدن بررسی شده و با 
استفاده از روش دی استیله شدن چند مرحله ای، امکان كنترل وزن 
مولکولی و درجه دی استیله شدن فراهم شده و در نتیجه یك پایگاه 
داده ای جدید برای تهیه كیتوسان هایی با وزن های مولکولی و درجه 

دی استیله شدن متفاوت با روش چند مرحله ای ارایه شده است. 

بخش تجربی
مواد و روش ها

خلیج  میگو  پوست  از  آزمایش ها  این  در  استفاده  مورد  كیتین 
انجام  پیشین  پژوهش های  در  كه  روشی  طبق   ،)PGC( فارس 
گرفته بهینه و ]15 و 16[، استخراج شده است. دی استیله شدن با 
محلول NaOH 50-40% وزنی در دمای 85 تا C° 110 تحت جو 
نیتروژن انجام شده است. عملیات چند مرحله ای )3، 4 و 5 مرحله( 
برای 0/5، 1، 1/5 و 2 ساعت طراحی و اجرا شده است و هر كدام از 
این مراحل با شستشو و خشك كردن از هم تفکیك شده اند ]17[. 
شرایط واكنش دی استیله شدن در جدول 1 نشان داده شده است.

سری های )PGC-1 تا PGC-9( و )PGC-10 تا PGC-11( هر 
 كدام به ترتیب نشان دهنده عملیات چند مرحله ای و پیوسته هستند.

روش تهیه داربست های متخلخل از كیتوسان
پایه  بر  متخلخل  داربست های  تهیه  برای  پژوهش  این  در 
 .]19[ شد  استفاده  انجمادی1  كردن  خشك  روش  از  كیتوسان 
نخست محلول 1% وزنی – وزنی از پودر كیتوسان در استیك اسید 
 2% مولار تهبه شد و سپس به وسیله دستگاه خشك كن انجمادی،

Freezdryer-sublimator 5- zirbus، خشك شد. بر این اساس 

اسفنج متخلخلی از كیتوسان تهیه شد كه قطر میانگین حفرات آن 
به نوع حلال، جرم مولکولی كیتوسان، غلظت محلول كیتوسان و 
دمای انجماد بستگی دارد. در این روش سه مرحله انجماد، خشك 
به  ثانویه در سیکل زمانی مشخص  اولیه و خشك كردن  كردن 

1. Freeze Drying

تهیه كیتوسان با وزن های مولکولی متفاوت توسط ... 
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در  هیدروكسیل  و  آمینی  گروه های  داشتن  دلیل  به  كیتوسان    
ساختار خود توانایی ایجاد پیوند عرضی با عامل ایجاد كننده پیوند 
پیوند  نمونه های  تهیه  برای  دارد.  را  گلوتارآلدهید  مانند  عرضی 
عرضی یافته، قبل از خشك كردن محلول 1% وزنی – وزنی در 
دستگاه خشك كن انجمادی، به آن حدود 2 میلی لیتر محلول %2 
وزنی- وزنی گلوتارآلدهید افزوده شد و پس از این كه محلول به طور 
نمونه های  حالت  این  در  را خشك كردیم.  آن  كامل همگن شد 
می یابند.  عرضی  پیوند  گلوتارآلدهید  به وسیله  كیتوسان   اسفنج 

تعیین درجه دی استیله شدن 
متفاوتی  روش های  كیتین  شدن  دی استیله  درجه  تعیین  برای 
پیشنهاد شده است ]20 تا 22[. در این پژوهش درجه دی استیله 
شدن با روش پیشنهاد شده تاكاری و همکارانش ]20[، با استفاده 
از طیف سنج زیرقرمز FTIR تعیین شده است. در این روش درجه 
1550 cm-1 در II دی استیله شدن توسط نسبت جذب پیوند آمید 

به جذب پیوند در cm-1 2878 تعیین می شود. نمونه های كیتوسان 
از تهیه قرص، طیف  با KBr به طور مکانیکی مخلوط شده پس 
شد.  گرفته   Bruker IFS-48 اسپکترومتر  وسیله  به  آن   FTIR

جدول 3 تغییر DD تحت شرایط متفاوت را نشان می دهد. 
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 اػتیّٝ ؿذٖ دی یٞا ٚاوٙؾ یاتیظ ػّٕیؿشا 1-خذَٚ

درجٍ 
 حرارت
)°C( 

 مذت 
ٍمرحلَر  

)h( 

تعذاد 
تًسانیك مراحل  

44 2 3 PGC -1 
90 1 3 PGC -2 
85 5/1  3 PGC -3 
90 5/0  5 PGC -4 
70 2 3 PGC -5 
110 2 3 PGC -6 
110 5/1  3 PGC -7 
110 1 4 PGC -8 
110 2 4 PGC -9 
110 4 1 PGC -10 
110 6 1 PGC -11 
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 h 24 تٛػاٖ دس ٔذتیوٞای  ظ خـه وشدٖ ٕ٘ٛ٘ٝیؿشا 2–َ خذٚ
 -h 4، oC 30 ٝ،یض وشدٖ اِٚیفش) 1
ٙاٖ اص یخٟت اعٕ -oC  40 واٞؾ دٔا تا )2

 ا٘دٕاد وأُ دس اتٕؼفش
 h 4صٔاٖ اػتشاحت  )3

صٔاٖ تٛلف 
(h) 

فـاس ٔحفظٝ 
(mbar) 

 یدٔا
 (oC)ٔحَّٛ

4 )4  4 )12  4 )40-  
5 )4  5 )12  5 )30-  
6 )4  6 )12  6 )20-  
7 )3 7 )15 7)10-  
8 )2 8 )25 8 )0 
9 )2 9 )20 9 )10+ 

10 )1 10 )12 10 )20+ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جدول 1 شرایط عملیاتی واكنش های دی استیله شدن

24 h جدول 2  شرایط خشك كردن نمونه های كیتوسان در مدت

ابتدا با كاهش دما تا 30-  ترتیب مطابق جدول 2 انجام گرفت. 
درجه سلسیوس نمونه را منجمد كردیم و برای اطمینان از انجماد 
كامل محلول دمای آن را تا 40- درجه سلسیوس كاهش دادیم، 
این مرحله در فشار اتمسفری انجام شد. پس از مرحله انجماد تقلیل 
 فشار در محفظه دستگاه ایجاد شد تا خشك كردن كامل انجام گیرد.
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  ٔتفاٚت یاتیظ ػّٕیتٛػاٖ دس ؿشایوٞای  ٕ٘ٛ٘ٝ اػتیّٝ ؿذٖ دی ٚ دسخٝ یض ػٙلشیآ٘اِ 3-خذَٚ

N 
wt% 

C 
wt% 

H 
wt% N/C DD% تًسانیك  

6/7  9/39  1/7  1904/0  30/93  PGC-1 
7/7  5/40  1/7  1901/0  30/93  PGC -2 
5/7  8/39  1/7  188/0  00/90  PGC -3 
1/7  3/37  3/7  190/0  30/93  PGC -4 
8/6  6/36  0/7  186/0  00/90  PGC -5 
0/8  0/41  1/7  195/0  00/99  PGC -6 
7/7  2/40  2/7  191/0  67/96  PGC -7 
6/7  3/39  2/7  193/0  34/98  PGC -8 
8/7  9/38  2/7  195/0  00/99  PGC -9 
0/8  9/42  9/6  186/0  67/86  PGC-10 
9/7  7/42  9/6  185/0  00/85  PGC -11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جدول 3  تجزیه عنصری و درجه دی استیله شدن نمونه های كیتوسان در 
شرایط عملیاتی متفاوت 

یعقوبی و همکاران
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از استفاده  با   ،CHN عنصری  تجزیه   هم چنین 
 ،Elemental-Analysen systems Gmbh-Germany analyzer

برای تعیین مقدار نیتروژن نمونه های كیتوسان به كار گرفته شده 
نشان   3 جدول  در  نیز   CHN عنصری  تجزیه  نتیجه های  است. 

داده شده است. 

تعیین وزن مولکولی
تعیین دقیق وزن مولکولی كیتوسان بسیار مهم و اساسی است 
و روش های متفاوتی برای تعیین وزن مولکولی كیتوسان پیشنهاد 
پلیمر های  پلیمری،چه  محلول  یك  ذاتی  گرانروی  است.  شده 
مولکولی،  وزن  میانگین  به  الکترولیتی،  غیر  چه  و  الکترولیتی 
 Mv، آن پلیمر ارتباط دارد كه از معادله مارک- هوآنگ به دست 

می آید:
[η] = KMv

a

كه در آن K ثابتی است كه به نوع پلیمر و سامانه حلال به كار 
با مقایسه  به صورت تجربی  این مقدارها  دارد.  رفته و دما بستگی 
گرانروی های ذاتی محلول های پلیمری با وزن های مولکولی تعیین 
 K شده با روش های غیر وابسته، تعیین می شوند. مقدارهایی برای
و a در كیتوسان كه با DD در سامانه حلال متفاوت تغییر می كند، 

توسط پژوهشگران گزارش شده است ]23 و 24[.
 )Mv( میانگین  مولکولی  وزن  با  كیتوسان  پژوهش  این  در 
رقیق  محلول  گرانروی سنجی  روش  از  استفاده  با  شده  تعیین 
روش  كه  است  ضروری  نکته  این  به  توجه  می شود.  شناسایی 
مطلق  روش  یك  مولکولی،  وزن  تعیین  برای  گرانروی سنجی 
آزمایش های  درجه بندی  مستلزم  روش  این  به كارگیری  نیست. 
مشخص  مولکولی  وزن  با  نمونه ای  از  استفاده  با  استفاده  مورد 
گرانروی سنجی  روش  از  ناشی  خطای  از  جلوگیری  برای  است. 
آزمایش ها  دقیق  درجه بندی  میانگین،  مولکولی  وزن  تعیین  در 
استفاده  با  تجربی  نتیجه های  مطالعه،  این  در  است.  ضروری 
در  مشخص  مولکولی  وزن های  با   Fluka نمونه های   از 
 گستره های بالا (high molecular weight: Mw = 6 × 105) و 
پایین (low molecular weight: Mw = 1/5 × 105) درجه بندی 

شده اند. مقدارهای a = 0/76 و K = 0/078 cm3g1 كه در این 
پژوهشگران  سایر  توسط  گرفته اند،  قرار  استفاده  مورد  پژوهش 

پیشنهاد شده اند ]25[.
مقدار 0/05 گرم كیتوسان خشك شده به طور دقیق وزن شده و در 250 
 (CH3COONa: 0.2 M; CH3COOH: 0.3 M) میلی لیتر حلال 
ثابت  دمای  حمام  یك  در   30  ±0/5  °C در  گرانروی  شد.  حل 
 [η =C (ηred) →0] رابطه  با  ذاتی  گرانروی  شد.  اندازه گیری 
تا  غلظت،  با  یافته  كاهش  گرانروی  منحنی  كردن  برون یابی  و 
غلظت صفر، تعیین شد. وزن مولکولی میانگین محاسبه شده برای 
ارایه   4 جدول  در   )PGC-11 تا   PGC-1( كیتوسان   نمونه های 

شده است.

نتیجه ها و بحث
XRD كیتوسان های تهیه شده 

شد  تهیه   XRD الگوی  كیتوسان  نمونه های  شناسایی  جهت 
 XRD شکل 1( كه نشان دهنده طبیعت بلوری آن است. الگوی(
همه نمونه های كیتوسان تهیه شده دارای دو پیك بلورینگی در 
)2θ( 10 و 20 است كه در تطابق با الگوی XRD نمونه استاندارد 

كیتوسان است ]25[. 
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 ٔتفاٚت یِٔٛىِٛ ٞای ٚصٖتالا ٚ  اػتیّٝ ؿذٖ دی تٛػاٖ تا دسخٝیٝ ویتٟ یـٟٙاد ؿذٜ تشایپ ٍاٜ دادٜیپا 4-خذَٚ

Mv DD% 
تعذاد 
 مراحل

 مذت 
مرحلٍَر  

)h( 

درجٍ 
 حرارت
)°C( 

تًسانیك  

105× 03/1 30/93  3 2 44 PGC -1 
105× 90/2 30/93  3 1 90 PGC -2 
105× 95/3 00/90  3 5/1  85 PGC -3 
105× 83/3 30/93  5 5/0  90 PGC -4 
105× 97/3 00/90  3 2 70 PGC -5 
105× 66/4 00/99  3 2 110 PGC -6 
105× 32/5 67/96  3 5/1  110 PGC -7 
105× 11/4 34/98  4 1 110 PGC -8 
105× 93/2 00/99  4 2 110 PGC -9 
105× 87/2 67/86  1 4 110 PGC -10 
105× 37/3 00/85  1 6 110 PGC -11 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جدول 4  پایگاه داده پیشنهاد شده برای تهیه كیتوسان با درجه دی استیله 
شدن بالا و وزن های مولکولی متفاوت

تهیه كیتوسان با وزن های مولکولی متفاوت توسط ... 

دما
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Mv DD% 
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 مراحل
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)h( 

درجٍ 
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)°C( 

تًسانیك  

105× 03/1 30/93  3 2 44 PGC -1 
105× 90/2 30/93  3 1 90 PGC -2 
105× 95/3 00/90  3 5/1  85 PGC -3 
105× 83/3 30/93  5 5/0  90 PGC -4 
105× 97/3 00/90  3 2 70 PGC -5 
105× 66/4 00/99  3 2 110 PGC -6 
105× 32/5 67/96  3 5/1  110 PGC -7 
105× 11/4 34/98  4 1 110 PGC -8 
105× 93/2 00/99  4 2 110 PGC -9 
105× 87/2 67/86  1 4 110 PGC -10 
105× 37/3 00/85  1 6 110 PGC -11 
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تأثیر وزن مولکولی بر تخلخل داربست های تهیه شده
تخلخل یکی از ویژگی های مهم زیست ماده  هاست كه می تواند 
شود.  گرفته  نظر  در  مطلوب  نا  یا  مطلوب  ویژگی  یك  به عنوان 
ناحیه  آن  در  تنش  تا  می شود  باعث  زیست ماده  در  حفره  وجود 
متمركز شده و استحکام مکانیکی كاهش یابد. اما برای چسبندگی 
سلولی و رشد بافت وجود تخلخل لازم است. در این حالت اندازه 
حائز  است،  نظر  مورد  بافت  رشد  كه  موقعیت هایی  در  تخلخل 

اهمیت است. رشد بافت در زمینه های متخلخل مطلوب است زیرا 
امکان درگیری و محکم شدن ماده كاشته شده در اطراف بافت را 

فراهم می كند ]26[. 
در این پژوهش با كنترل وزن مولکولی كیتوسان، اندازه حفرات 
داربست ها كنترل شد. قطر تخلخل های ایجاد شده در سطح و توده 
داربست های تولید شده بر پایه كیتوسان به كمك میکروسکوپ 
Cambridge S 360، مورد مقایسه قرار  SEM مدل  الکترونی، 
گرفت. همان طور كه پیش  از این توضیح داده شد، تعدادی داربست 
به روش خشك كردن انجمادی تهیه شد ]19[. شکل 2 تصویرهای 
میکروسکوپ الکترونی این نمونه ها را نشان می دهد و می توان دید 
با  كیتوسان هایی  از  شده  تهیه  داربست های  حفرات  چگونه اندازه 
وزن های مولکولی متفاوت تحت تأثیر وزن مولکولی قرار می گیرند. 
كیتوسان  از  شده  تهیه  داربست های  می دهد  نشان  نتیجه ها 
)PGC-8: MMW  =  4/11×105) میانگین  مولکولی  وزن   با 

در مقایسه با داربست های تهیه شده از كیتوسان با وزن مولکولی 
اندازه حفره های  دارای   ،(PGC-1: LMW = 1/03×105) پایین 
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 ای  چٙذ ٔشحّٝ اػتیّٝ ؿذٖ دی تٝ سٚؽ ٝ ؿذٜیتٛػاٖ تٟیو XRDفیع -1ؿىُ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شکل 1  الگوی XRD كیتوسان تهیه شده به روش دی استیله شدن چندمرحله ای 
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 یتٛػاٖ تا ٚصٖ ِٔٛىِٛیب( و، (HMW) تالا یاِف( ٚصٖ ِٔٛىِٛ :تٛػاٖ تایٝ ؿذٜ اص ویتٟ ٞای داستؼت SEMش یتلٛ -2ؿىُ

ٝ ؿذٜ اص یتٟ ٞای داستؼت یػشضاص تشؽ  SEMش یتلٛ ؛ (LMW) ٗییپا یتٛػاٖ تا ٚصٖ ِٔٛىِٛیج( و ،(MMW) ٔتٛػظ

 ٗییپا یتٛػاٖ تا ٚصٖ ِٔٛىِٛیٚ( و، (MMW)ٔتٛػظ یتٛػاٖ تا ٚصٖ ِٔٛىِٛیٜ( و ،(HMW) تالا ید( ٚصٖ ِٔٛىِٛ :تٛػاٖ تایو

(LMW) 
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شکل2  تصویر SEM داربست های تهیه شده از كیتوسان با:  الف( وزن مولکولی بالا )HMW(،  ب( كیتوسان با وزن مولکولی میانگین )MMW(،  ج( كیتوسان با 
وزن مولکولی پایین )LMW(؛ 

 تصویر SEM از برش عرضی داربست های تهیه شده از كیتوسان با: د( وزن مولکولی بالا )HMW(،  ه( كیتوسان با وزن مولکولی میانگین )MMW(،  و( كیتوسان با
)LMW( وزن مولکولی پایین

یعقوبی و همکاران
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درشت تری هستند. به عبارت دیگر تا این مرحله با افزایش وزن 
مولکولی اندازه حفرات نیز افزایش می یابد اماپس از آن با افزایش 
(PGC-7: MMW = 5/32 ×105) بیشتر وزن مولکولی كیتوسان 

اندازه حفره های داربست های تهیه شده كاهش می یابد. به عبارت 
دیگر، وزن مولکولی كیتوسان تأثیر قابل توجهی بر اندازه حفره های 
اما دارای یك مقدار بحرانی است.  داربست های تهیه شده دارد، 
این نتیجه گیری می تواند به وسیله معادله استوک- اینشتین ]27[، 
افزایش جرم مولکولی  با  داریم  انتظار  توجیه شود. همان طور كه 
اندازه تخلخل ها افزایش یافته  و افزایش گرانروی محلول پلیمر، 
ولی در نمونه هایی با گرانروی و جرم مولکولی بالا حجیم بودن 
زنجیر های پلیمری باعث می شود كه بلور های یخ توانایی رشد و 
جوانه های  بر  از طرف محلول  زیرا  باشند  نداشته  را  بزرگ شدن 
تشکیل شده فشاری وارد می شود كه رشد بلورهای یخ را كند و در 
نهایت موجب كوچك شدن اندازه حفرات تشکیل شده در اسفنج 
مولکولی  جرم  افزایش  با  این  افزون بر  می شود.  نهایی  متخلخل 
تشکیل  پلیمری  حلقه های  پلیمری،  زنجیر های  طول  افزایش  و 
شده exclusive volume بیشتری داشته به همین خاطر اندازه 
 تخلخل ها از نمونه PGC-8 به نمونه PGC-7 كاهش می یابد ]28[.

درجه  بر  مرحله ای  چند  شدن  دی استیله  واكنش  شرایط  تأثیر 
دی استیله شدن و نسبت نیتروژن به كربن

عملیاتی  شرایط  با  شده  تهیه  كیتوسان  ویژگی های  و  كیفیت 
واكنش دی استیله شدن تغییر می كند. تأثیر عامل های واكنش نظیر 

مدت واكنش، درجه حرارت واكنش، طبیعت عامل قلیایی و منبع 
 طبیعی استخراج كیتین همگی در پژوهش های پیشین ما ]15 و 17[،

مطالعه  برای  شدن  دی استیله  درجه  شده اند.  بهینه  و  مطالعه 
ویژگی های مرتبط و زمینه های كاربردی كیتوسان بسیار مهم و 
مهم  عامل  های  از  دیگر  یکی  نیز  نیتروژن  مقدار  است.  ضروری 
به  بسته  و  است  كیتوسان  نمونه های  مشخصات  تعیین  در  دیگر 
میزان دی استیله شدن، میزان نیتروژن در نمونه ها افزایش می یابد 
)شکل 3(. وقتی كیتین به كیتوسان تبدیل می شود میزان استیل 
به طور  می یابد.  افزایش  نیتروژن  میزان  و  كاهش  گروه ها  در 
 %5-8 كیتوسان  در  نیتروژن  مقدار   ،DD درجه  به  بسته  معمول 
است. همان طور كه در شکل 4 نشان داده شده است با افزایش 
شدن  دی استیله  درجه  كیتوسان،  نمونه های  در   N/C نسبت 
افزایش می یابد. هم چنین در بررسی نسبت N/C، به عنوان یك 
 عامل مهم، مشاهده می شود با افزایش این نسبت در نمونه های

نمونه های   تا   110  °C دمای  تحت   )PGC-10 تا   PGC-11(
 DD تغییرات   90  °C تا  دمای44  تحت   )PGC-1 تا   PGC-5(
)PGC-1 و PGC-4 ،PGC-2( به تقریب خطی است در حالی كه از 

تا نمونه )PGC-7( تغییرات ناگهانی است .از این پدیده می توان 
نتیجه گرفت هر گاه افزایش دمای واكنش با تغییر در سایر شرایط 
عملیاتی )مدت واكنش و تعداد مراحل عملیاتی( و همزمان شود، 
و  بود  خواهد  شدید  آمده  به دست  كیتوسان  ویژگی های  در  تغییر 
وقتی تغییر در شرایط عملیاتی همزمان  اتفاق نیفتد، پروفایل تغییر 
كه  همان طور  بود.  خواهد  خطی  به تقریب  كیتوسان  ویژگی های 
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انتظار می رود وقتی فقط مدت زمان مراحل عملیاتی و یا كل زمان 
واكنش تغییر كند )شکل 4، بعد از PGC-7( پروفایل DD دوباره 
خطی می شود. پس همان طور كه مشاهده می شود DD، كه به طور 
با شرایط واكنش  نیز  N/C بستگی دارد، خود  به نسبت  مستقیم 

دی استیله شدن تحت تأثیر قرار می گیرد. 

تأثیر شرایط واكنش دی استیله شدن چند مرحله ای بر وزن مولکولی 
دی استیله  روش  می شود،  مشاهده   4 جدول  در  كه  همان طور 
شدن چند مرحله ای نه تنها بر روی درجه دی استیله شدن بلکه 
روی وزن مولکولی نمونه های كیتوسان تأثیر می گذارد. در بیشتر 
مشاهده  قبلی  پژوهشگران  توسط  شده  گزارش  پژوهش های 
قابل  به طور  كیتوسان  مولکولی  وزن   DD افزایش  با  می شود 
توجهی كاهش می یابد ]22[، ولی نتیجه های پژوهش حاضر نشان 
در  كاهش  می توان  واكنش  شرایط  كنترل  با   ،4 جدول  می دهد، 
وزن مولکولی را كنترل كرد. به گونه ای كه بیشترین وزن مولکولی 
گزارش شده در این پژوهش 105× 5/32  است، )وزن مولکولی 
در   ،DD=%96/6 با  نمونه ای  برای   ،)MMW متوسط  گستره  در 
 )DD=%99( حالی كه وقتی نمونه به حالت دی استیله شدن كامل
می رسد وزن مولکولی كاهش قابل توجهی نمی كند )105× 4/66( 
و هنوز در گستره متوسط )MMW(  قرار دارد. این در حالی است 
كه اگر چنین افزایشی در DD در یك روش پیوسته یك مرحله ای 
اتفاق می افتاد، انتظار می رفت یك كاهش قابل مشاهده در وزن 

مولکولی اتفاق بیفتد و نمونه به دست آمده دارای وزن مولکولی در 
گستره پایین )LMW( گردد. به عبارت دیگر با كنترل عامل های 
مؤثر بر واكنش چند مرحله ای موفق به به دست آوردن نمونه ای با 

DD بالا و وزن مولکولی متوسط شده ایم.

نتیجه ها نشان می دهد در نمونه های تهیه شده وزن مولکولی در 
گستره 105× 5/32- 1/03 تغییر می كند ولی DD از 85% پایین تر 
نمی آید. یکی از نمونه های با ارزش این پژوهش PGC-6 است با 
وزن مولکولی 105× 4/66 و DD 99%. رسیدن به چنین نتیجه ای 
این است كه شرایط عملیاتی دی استیله شدن چند  نشان دهنده 
مرحله می تواند  و مدت هر  درجه حرارت  تعداد،  مرحله ای شامل 

به گونه ای كنترل شود كه به كیتوسانی با خواص ویژه رسید. 

تأثیر دما بر وزن مولکولی
شکل 5 تغییرات وزن مولکولی را به عنوان تابعی از دمای واكنش 
نشان می دهد. همان طور كه مشاهده می شود وقتی تعداد مراحل 
واكنش  دمای  افزایش  با  مولکولی  وزن  می ماند،  ثابت  واكنش 
افزایش قابل توجه دارد. اما وقتی دمای واكنش در C° 110 ثابت 
با  به كیتوسانی  در هر مرحله منجر  واكنش  بماند كمترین مدت 
تغییرها  این  شد.  خواهد  یکسان  شرایط  در  بالاتر  مولکولی  وزن 
سینتیك  بروی  ما  كه  پژوهشی  از  آمده  به دست  نتیجه های  با 
تطابق  در  داده ایم  انجام  مرحله ای  چند  شدن  دی استیله   واكنش 

است ]18[. 

شکل 4 درجه دی استیله شدن نمونه های كیتوسان به عنوان تابعی از نسبت 
نیتروژن به كربن
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شکل 5  تغییرهای وزن مولکولی كیتوسان با دمای واكنش در مدت های 
واكنش متفاوت )دی استیلاسیون 3 مرحله ای(
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تأثیر درجه دی استیله شدن بر وزن مولکولی
درجه  از  تابعی  به عنوان  را  كیتوسان  مولکولی  وزن   6 شکل 
كه  همان طور  می دهد.  نشان  واكنش  دمای  و  شدن  دی استیله 
مشاهده می شود در گستره دمایی 44 تا 90 درجه سلسیوس وزن 
واكنش  در  وقتی  اما  می یابد؛  افزایش   DD كاهش  با  مولکولی 
دی استیله شدن چند مرحله ای دما از 90 به 110 درجه سلسیوس 
 DD افزایش  با  مولکولی  وزن  افزایش  شاهد  می یابد،  افزایش 
این  می رسد.  خود  بیشینه  مقدار  به   DD كه  به گونه ای  می شویم 
 N/C نتیجه مشابه نتیجه به دست آمده از بررسی تأثیر دما و نسبت
شدن  دی استیله  واكنش  در  كه  است  آن  دهنده  نشان  كه  است 
به وسیله  عملیات  باشد،   )110  °C( بالا  دما  وقتی  مرحله ای  چند 
منحنی  تغییرات  ادامه  در  كنترل می شود. چنان چه  واكنش  مدت 
ساعت(   2 تا   1/5 )از  واكنش  مدت  در  اندكی  تغییر  با   ،5 شکل 
دوباره شاهد كاهش وزن مولکولی با افزایش DD هستیم. حتی در 
عدم تغییر دما، در دمای بالا، وزن مولکولی با مدت واكنش تحت 
تأثیر قرار می گیرد. این رفتار متفاوت فقط می تواند با تأثیر پیچیده 
واكنش دی استیله شدن چند مرحله ای بر ساختار كیتوسان تحت 
مهم،  نتیجه  یك  به عنوان  شود.  توجیه  متفاوت  عملیاتی  شرایط 
وقتی واكنش دی استیله شدن چند مرحله ای در درجه حرارت بالا 
انجام می شود، مهم ترین عامل كنترل، مدت واكنش هر مرحله 
خواهد بود. بیشترین مقدار DD در دمای C° 110، مدت هر مرحله 
به دست  برابر 3  واكنشی  مراحل  تعداد  و  برابر 2 ساعت  واكنشی 
خواهد   4/66  ×105 مولکولی  وزن  شرایط  این  تحت  كه  می آید 

بود. این درحالی ست كه بیشترین وزن مولکولی در همین شرایط 
با اندک كاهش در مدت واكنش به دست آمده. تحت این شرایط 
وزن مولکولی 14% افزایش می یابد )از 105× 4/66 به 105× 5/32( 
به %96/67(.  )از 99  DD فقط 2/4% كاهش می یابد  در حالی كه 
مولکولی  وزن  تغییرات  كرد  فرض  می توان  می رسد  نظر  به 
.]17[ است  ریخت شناسی  تأثیرات  از  ناشی   DD همانند   نیز 

تأثیر تعداد مراحل واكنش بر وزن مولکولی
تعداد مراحل واكنش یك نقش اساسی در گستره وزن مولکولی 
با  مولکولی  وزن  تغییرات  دهنده  نشان   7 شکل  می كند.  بازی 
تعداد مراحل واكنش در دمای ثابت C° 110 است. در این شکل، 
مراحل  تعداد  و  مشابه  واكنشی  دمای  در  كیتوسان  نمونه های 
متفاوت )3 و4 مرحله ای( تحت دو سری متفاوت از مدت واكنش 
آزمایش ها  از  دو سری  در هر  بررسی شده اند.  و 2 ساعت(   1/5(
افزایش تعداد مراحل واكنش منجر به وزن مولکولی كمتر می شود. 
تأثیر  از  نتیجه  یك  به عنوان  عملیات،  مدت  افزایش  با  هم چنین 
كاهش  مولکولی  وزن  مرحله ای،  چند  عملیات  در  واكنش  زمان 
نمی  نشان  را  روندی  چنین  پیوسته  عملیات  درحالی كه  می یابد. 
دهد. برای واكنش یك مرحله ای وقتی مدت تماس با محیط بازی 
از 4 به 6 ساعت افزایش یافته، وزن مولکولی از 105× 3/37 به 
در  دلیل  همین  به   .)4 )جدول  است  یافته  افزایش   2/87  ×105

واكنش های یك مرحله ای، بر عکس عملیات چند مرحله ای، وقتی 
مدت تماس افزایش می یابد وزن مولکولی هم افزایش می یابد. 

شکل 6  تغییرهای وزن مولکولی با درجه دی استیله شدن در دما و مدت 
زمان های متفاوت )دی استیلاسیون 3 مرحله ای( 
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 شکل 7  وزن مولکولی نمونه های كیتوسان با تعداد مراحل واكنش در
110 °C دمای 
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نتیجه گیری
روش  می دهد  نشان  پژوهش  این  از  آمده  به دست  نتیجه های 
دست یابی  در  می تواند  شدن  دی استیله  مرحله ای  چند  عملیات 
وزن های  همراه  به  بالا  شدن  دی استیله  درجه  با  كیتوسانی  به 
را  آن  صنعتی  كاربرد  نتیجه  در  و  باشد  مؤثر  متفاوت  مولکولی 
تحت تأثیر قرار دهد. هم چنین نتیجه های این پژوهش منجر به 
دست یابی به درجه های بالایی از دی استیله شدن )بالای 90%( به 
همراه وزن های مولکولی در گستره 105× 5/32- 1/03 می شود. 
تهیه  برای  داده ای  پایگاه  پژوهش  این  نتیجه های  از  استفاده  با 

كیتوسان با خواص ویژه ارایه شده است. بنابراین، بر اساس زمینه 
كه  كرد  كنترل  به گونه ای  را  عملیاتی  شرایط  می توان  كاربردی 
با  منطبق  درجه دی استیله شدن  و  مولکولی  وزن  با  نمونه ای  به 
نیازهای آن كاربرد رسید. استفاده از این پایگاه داده باعث صرفه 

جویی در زمان و نیروی كار خواهد بود.
تخلخل  اندازه  كنترل  در  می توان  پژوهش  این  نتیجه های  از 
چنانچه  نمود،  استفاده  كیتوسان  پایه  بر  متخلخل  داربست های 
نتیجه ها نشان داده شد با تنظیم جرم مولکولی كیتوسان می توان 

تخلخل داربست ها را كنترل كرد. 
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Abstract: Chitosan samples with different molecular weights (Mw) and degree of deacetylation 
(DD) were prepared by controlling operating conditions through multistage alkali treatment. The 
temperature of reaction, time duration, and number of reaction steps were considered as effective 
parameters. A database was developed for chitosan preparation in order to achieve high degrees of 
deacetylation and control over the molecular weight of chitosan without changing other molecular 
structures. The number of treatments and the duration of each step of deacetylation significantly 
affected molecular weight so that two samples were obtained with the DD of 99% and two 
different molecular weights ranging from 4.66 x 105 to 2.93×105. Based on the results, the highest 
molecular weight obtained using the multistage treatment without decreasing DD was 5.32×105 
with the DD of 96.67%. Also, the morphological studies indicate that molecular weight of chitosan 
has significant effect on pore size of the prepared scaffolds, although its quantity is critical.
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