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  ياًإنزيمإنتاج أغلفة الكيتوزان المدعمة بالكينونات المنتجة 

   الطّازجة التّغليف الحيوي للّحوملأغراض
  

)2(نزار عيسىو  )1(الشيخ عليعبد االله محمد 
  )3(محمد محمدو  

  
  الملخّص

 جمعت من  مخلّفات قشور القريدس التي       باستخدام اًاقتصاديأمثلة طريقة إنتاج بوليمير الكيتوزان       تمت
 طُور الكيتوزان الذي تم الحصول عليه بتعديله من خلال إخضاع جزيئاته لعمليـة ربـط                إذْ ،مصادر محلّية 

المستخلـصة مـن   ) الكينونات( بنواتج أكسدة الفينولات Laccase اللّاكاز   إنزيم يتوسطها   ،ية جزئية إنزيم
 الترتيب وأُجريـت مقارنـة بـين كميـة          على) الجفت(و) البيرين(نواتج عصر الزيتون الصلبة والسائلة      

اختيـاره  إلى وقد تبين تفوق الجفت على البيرين وهذا ما أدى         . الفينولات المستخلصة من البيرين والجفت    
 بالفينولات على المستوى الإنتاجي لتحميلها علـى الكيتـوزان حيـث أن للفينـولات               اً غني اًمصدربوصفه  

 أغلفـة مـن الكيتـوزان المحمـل     صـنّعت . د الميكروبات الممرضة والكينونات فعالية بيولوجية عالية ض    
 أدى إلى الحصول على طريقة حفظ مركّبة وحاجز ضد الأحياء الدقيقة الممرضة التي تهاجم               إذْ ،بالكينونات

 ـ؛كشوفة وغير مغلّفةاللحوم الطازجة التي غالباً ما تُحفظ أو تُباع م    لجـراثيم فـي   ا يعرضـها لغـزو ا   مم
 المفيـدة وقد قامت الدراسة بشكل أساسي على إعادة تدوير قشور القريدس غيـر      . لخ و أماكن البيع   المسا

  . ومخلفات معاصر الزيتون السائلة التي ثبت تلويثها للبيئة
  

  . تغليف حيوي، كينونات– أغلفة كيتوزان ، بيرين، جفت،كيتوزان: الكلمات المفتاحية
 
 
 
 

  
 باحث في الهيئة العامة للتّقانة الحيوية ومدرس في قسم علم الحياة الحيوانية، كلية العلوم،جامعة               )2( ،ماجستير طالب )1(

 .معة دمشق أستاذ الكيمياء الحيوية في قسم علوم الأغذية، كلية الزراعة، جا)3(. دمشق
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Production of chitosan films grafted 

 with quinones  produced enzymatically 
for fresh meat bio-packaging  

  
Al-Cheikh Ali, M. A. )1( ,  N. Issa(2)  

and  M. Mohammad (3) 
  

Abstract 
The production of chitosan polymer had been cheaply optimized from 

collected shrimp shell wastes collected from Syrian local sources and the 
yielded chitosan was modified by subjecting molecules to the process of linking 
the enzymatic partial and to phenol compounds oxidation residues called 
quinines. The phenol oxidation was done by Laccase enzyme extracted from 
olive mill solid wastes (Pyrene) and liquid (jift). The amount of extracted 
phenols from liquid waste was more successful than the solid wastes and thus, it 
was chosen as a rich source of phenols for being grafted on the chitosan since 
both of phenols and quinones had a strong activity towards pathogenic 
microbes. Films were fabricated from the chitosan that was functionalized with 
quinones. Thus, a double barrier was designed against pathogenic microbes 
that usually attack uncovered red and white fresh meat in the slaughters and 
selling places. On the other hand, the research was mainly based on recycling 
the shrimp shells and olive mill residues that are useless and environmental 
pollutants. 
 
Keywords: Chitosa, Jift, Pyrene, Chitosan-Quinones films, Bio- 

packaging. 
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 مقدمةال
العديد من   بسبب   صالحة للاستهلاك البشري  ة ال هتمام بموضوع الأغلفة الحيوي   الاتزايد  

تبريـد  ( طرائق التخـزين الحديثـة     و العوامل منها ما يتعلق بالبيئة وكذلك سهولة التداول       
 (Pérez ل الحيوي كالبلاستيك والبوليميرات الكيميائية    لتحلّبطيئة ا استبدال المواد   و) وتجميد

 ذات خصائص مضادة للبكتيريا والفطـور فـي         أغلفةاستخدام  يؤدي  ). 2006 ،ملاؤهوز
يستهدف أحياء دقيقة محددة     إذْ ، الحمولة الميكروبية  إلى الحد من  الغذائي  الحيوي  التغليف  

مـن هنـا    و ؛)Varshney، 2011 و (Ahmed سلامة وجودة أفضل للمنـتج       مما يضمن 
هـو  و ،مادة شبه ليفية مشتقة مـن الكيتـين      كيتوزانال و ،اكتسبت أغلفة الكيتوزان أهميتها   

 غلوكوز أمين مرتبطـة مـع بعـضها         – D – أسيتيل   – Nبوليمير متجانس من وحدات     
 من الهيكل الخـارجي     يتم الحصول عليه بسهولة    وهو بوليمير حيوي     ،β-(1→4)بروابط  
من اقع و لقواو ،ر سرطان البح  ،لقريدسبحرية كا ال بعض الحيوانات  من   كذلك و ،للحشرات

 وينتج الكيتوزان بنزع أستلة الكيتـين مـن الكربـون    ،القشرة الخارجية المتصلّبة للفطور 
  ). Sadeghinia، 2011 و(Hafdani الثاني بالمعالجة بمادة قلوية عالية التركيز

التي تعزى إلـى      لنفوذ الغازات   الممانعة ها الكيتوزان مثالية بسبب خصائص     أغلفة تعد
، Jones( ة بين مجموعـات الأمـين والكربونيـل       اته على طول السلسل   الروابط بين جزيئ  

غيـر نفـوذة     مستقرة  و ة متجانس بنيةذات   الكيتوزان أنها    غلفةومن خصائص أ   .)2010
 Rabea (  كالمرونـة وقابليـة التـشكيل       مناسبة نيكيةخصائص ميكا  ب  أيضاً تتمتع و للماء

 المختـصة ات الكيتوزانـاز    إنزيمبفضل  حيوياً   الكيتوزان   غلفةأ تتحلّل .)2003 ،وزملاؤه
ات نزيم وتوجد هذه الإ، التي تربط جزيئات الكيتوزانβ-(1→4) بالحلمهة الداخلية للروابط

 ـ يمن بكت %  7–1 تفرزها   إذْفي العديد من الأحياء الدقيقة منها البكتيريا          كمـا   ،ةريا الترب
). 2009 ، وزمـلاؤه  Rafaat( الفيروسـات     أنواع النباتات وبعض  و تُفرز من قبل الفطور   

 وظيفتهـا   نإ إذوهي صالحة للاستهلاك البشري في حال لم تُنزع عن المنتج الذي تُغلفه             
 الأحياء الدقيقـة غزو بعيداً عن  طويلةة  مد أو المجمدة    اللّحوم الطّازجة الأساسية هي حفظ    

 تتكون .)Thumula  ،2006( غير قابلة للهضم في جسم الإنسان        هيو خاصة الممرضة و
ومـن   ،)-OH( مرتبطة بزمرة هيدروكسيل  ) C6H5-(زمرة  فينيل    من   لمركبات الفينولية ا

مـضادة  فعالية  لها  و ، الفينولات لعمليات الاستقلاب في النباتات     مصادرها النواتج الثانوية  
 إنـزيم  يـر اخت  وقد )2010 ،وزملاؤه Lee(خواص مضادة للأكسدة    لبكتيريا والفطور و  ل

 Prasetyo( مـن المركبـات الفينوليـة     اً واسع اًؤكسد طيف ي لأنهلات  لفينولكمؤكسد  اللّاكاز  
 )الكينونـات ( وهـي    لاتلفينولنواتج أكسدة ا  ي  نزيم التحميل الإ  يضمن ).2010 ،وزملاؤه

أكسد  لأن الفينولات ستت   ؛ الكيتوزان جزيئاتعلى الكيتوزان ثبات الفينولات المؤكسدة على       
وقـوي مـع     ر إلى كينونات ترتبط بشكل مباش     دازات بولي فينول أوكسي   إنزيمبفعل  جزئياً  

ممـا   )Issa، 2009 ( الموجودة في بنية جزيئات الكيتوزان     )+NH2( المجموعات الأمينية 
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 اجمالعوامل الممرضة التي تهالفطور و وا الكيتوزان المضادة للبكتيري  أغلفة من فعالية    يزيد
 (Dutta ا الكيتوزان بشكل طبيعي    يتمتع به   وهذه الفعالية  لحوم الطازجة والأغذية عموماً   ال
 التفاعل بين جزيئـات الكيتـوزان       يؤدي .)2011 ، وزملاؤه Tripathi و 2009 ،زملاؤهو

المشحونة إيجاباً مع أغشية الميكروبات المشحونة سلباً إلى ارتشاح خارجي للبروتينـات            
ن  فعاليـة الكيتـوزا  تـزداد و 2011) ،وزملاؤه (Limam تالمكونات الأخرى للميكروباو

 ، وزمـلاؤه Pereira( وهذا ما ثبت في أبحاث   ربشكل كبي أو الكينونات    المحمل بالفينولات 
وهذا يضمن قـدرة     ؛والتي تقضي بفعالية الفينولات أو الكينونات ضد الميكروبات       ) 2007

 المعدلة القضاء على نطاق أوسع من الأحياء الدقيقة الممرضة التي تهاجم             الكيتوزان غلفةأ
 طبيعيـة   خـصائص مـضادة للأكـسدة     ب زتتمي أن المركبات الفينولية     لاً عن فض ،اللحوم

)Duarte حفـظ المنـتج     مـدة هم في تمديد    م دور   أداءمما يمكّنها من     )2012 ،زملاؤه و 
   .الغذائي

  الأهداف
  ة للتبريـد أو       لحوم الطازجة التغليف  يمكن استخدامها في    ة  إنتاج أغلفة حيويعـدأو الم
كمصدر للكيتين الذي    مخلفات حيوانية ونباتية   وذلك من    ؛ حفظها مدة التجميد بهدف إطالة  

   . للكيتوزانمادة أوليةيشكل 
  هوطرائق البحث مواد

  :مكان إجراء البحث
 مخبر التقانات الحيوية الصيدلانية في جامعـة        NCBTالهيئة العامة للتقانات الحيوية     

المركـزي التـابع   المخبر و؛ قمخابر كلية الزراعة وكلية العلوم في جامعة دمش     ، و دمشق
 .لوزارة التجارة الداخلية وحماية المستهلك في دمشق

المسامك الموجودة  مزارع القريدس و  من   رئيسيبشكل    قشور القريدس  جمعت عينات 
. في مدينة دمشقمطاعم الأغذية البحرية من الفنادق وكذلك  و،في المدن الساحلية السورية 

 إلى المخبـر     ثم نُقلت  ، شفافة من البولي إيثيلين    لاستيكية ضمن أكياس ب   غُلفت القشور  وقد
  .حين الاستخدامإلى ) C° 20 –(  درجة حرارة التجميدفيحيث حفظت 

 بالماء المقطر عدة  ثم الدافئبالماء القشور بشكل جيد غُسلت :المعالجة الأولية للقشور  
 فـي مطحنـة   ينات العتحنطُ ثم ، ساعة 24س مدة   تجف تحت أشعة الشم   مرات وتُركت ل  

 بـودرة  تحولت إلـى إلى أن ) Kunkel IKAو Janke( من طرازألمانية الصنع مخبرية 
  .  منهالعزل الكيتين عمةنا

 بعـض   إجـراء  مع )2007(ه  زملائ و Khanafariحسب  ب  الكيتين زلع :لكيتينعزل ا 
 من حيث زيادة قساوة شروط العزل بما يضمن الحصول على أكبر كمية مـن                التعديلات
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رفـع تراكيـز     و ، في المحلول الحمضي   معاملة زيادة زمن ال   وتتضمن التعديلات (لكيتين  ا
وضـعت   إذْ)  المطبقـة  وكذلك رفع درجات الحرارة    ، المستخدمة NaOHالمحلول القلوي   

البـودرة   غُسلت   ثم ساعة   72مدة   % 4 ذي التركيز    HCLمحلول  القشور المطحونة في    
 في محلول قلوي    وضعت  بعد ذلك  ،7–6.5 ما بين لى   إ pH بهدف رفع قيمة  بالماء المقطر   

 في  وضع الأخير اجي مقاوم للحرارة العالية و    ضمن وعاء زج   % 10 بتركيز   NaOHمن  
   C° 70علـى الدرجـة     ) Advantec، TS-200(  مـن طـراز     ياباني الصنع  مائي حمام
عها عـن    التي تكون متبقية في أسفل القشور بعد نز        نزع البروتينات بهدف    ساعة 48مدة  

 فـي  جفّفـت  و 7 إلـى  مساوية   pH بالماء المقطر جيداً حتى      ودرة الب ثم غُسلت  ،القريدس
  . ساعات3مدة  C° 50 – 40الدرجة 

 حـضر  : وقياس درجة نـزع الأسـتلة  نزع أستلة الكيتين والحصول على الكيتوزان  
 )زنو/ زن و ،1:1(الكيتوزان بمعاملة الكيتين بمحلول مائي من هيدروكسيد الـصوديوم          

 درجـة  في  مائي امحمالفي  الوعاء  ضع  و ثم ،ضمن وعاء زجاجي مقاوم للحرارة العالية     
تم التخلّص من   وبعد نزع الأستلة     ،الكيتوزان حتى ينتج  ساعة   2مدة   C° 90 حرارة تبلغ 

 وجفّف بدرجة 7 إلى pHتصل قيمة   حتى   غُسل الكيتوزان بالماء المقطر   المحلول القلوي و  
درجة نزع الأستلة عـن النـسبة    عبرتُ .2011)( ،هئوزملا Limam حسبب حرارة الغرفة

 CH3CO زعت منها زمرة الأستيلالمئوية لوحدات الغلوكوز من بوليمير الكيتوزان التي نُ    
 ـ أستيل-N/  غلوكوز أمين – (Dهي نسبة وحداتأي   D –  غلوكوز أمـين البنيويـة  (

 اللزوجة  ،توزع الشحنة و ،لرطوبةدرجة نزع الأستلة على مدى امتصاص ا        وتؤثر 100*
درجة نزع قيست قد و) 2009 ،هئوزملا Rafaat( وانحلالية الكيتوزان في المحاليل المائية

 جهاز قيـاس    بواسطة 2006)(ه  ئ وزملا Liu وفق طريقة بشكل غير مباشر    أستلة الكيتين   
 ـ      ،الامتصاصية الضوئية سبيكتروفوتومتر   ة نـزع    وللحساب طُبقت معادلة تربط بين درج

 .الأستلة وقيم امتصاصية محلول الكيتوزان
اعتيان المخلفات الصلبة لثفل الزيتـون      جرى   :ستخلاص الفينولات من ثفل الزيتون    ا

 من إحدى معاصر مدينة مصياف في محافظة حماه واعتيان المخلفات الـسائلة           ) البيرين(
 ،قتين للاسـتخلاص  نُفذت طري و ،السويداء مدينةمن إحدى معاصر    ) الجفت(لثفل الزيتون   
  :وهما كالآتي

حـسب  ب استُخلـصت الفينـولات    :لاستخلاص الفينولات من البيرين    الطريقة الأولى 
علـى  والسائلة  لبة  الص بقايا الزيتون    تففّج إذْ) 2005(ه  ئ وزملا Winkelhausenطريقة  
 C°4حرارة  درجة   في تنزخُو ،تحت تفريغ  بأكياس بلاستيكية    حفظت و ،C° 60الدرجة  

 ـمراحـل ثلاث على من البقايا   أولى   وةكخطخلص الثفل   ستُا. ى حين الاستخدام  إل ة  متعاقب
 حيث خُلط  لإزالة بقايا الزيت والصبغات   ) حجم/وزن (1:4باستخدام مذيب الهكسان بمعدل     

  مـن طـراز   كـوري الـصنع     الثفل مع الهكسان بواسـطة خـلاّط بـذراع دورانـي            
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)Lab Tech،HG-15D (، الفينولات من الثفل باسـتخدام  استُخلصت الخطوة الثانية وفي 
. NaOH باستخدام   9إلى   pH رفع قيمة  مع   1:1  بنسبة حجمية  مزيج من الماء والإيتانول   

إذْ  استخلاص الفينولات من الثفل وفق نسبة محددة بين الثفل ومزيج الاسـتخلاص   جرىو
وبعد ذلك  .تخلاص مزيج الاس  استُخدم ستة أضعافه حجماً من    ثفل   كل واحد غرام من ال     إن  
بمضخة فلترة تحت     استخلاصين متعاقبين   بعد ) مم 45 ،0( الإيتانول الكلي    لصمستخ لترفُ

 تـشيكي    في مبخر دورانـي    وضعو) Boeco، R-300( من طراز ألمانية الصنع   الفراغ  
حتى  ميلي بار 9والضغط  C° 30 الدرجة في) ،INGOS RVO-400( من طراز الصنع
  .C° 4 الدرجة في من هذا المستخلص في الظلازخُ وجمر أكثر من نصف الحتبخّ

  طريقة حسبب الفينولات   استُخلصت : لاستخلاص الفينولات من الجفت    الطريقة الثانية 
Afify إذْ ،)2009( هئ وزملا في أنبـوب   مل من الهكسان 15 مل من الجفت مع 10زج  م
من طراز ألمانية الصنع   مثفلة  بدقيقة  / دورة 3000ق   دقائ 5 مدة    ثم ثُفّل  ، المزيج جروتثفيل  

)Tuttlingen، D-78532 (   ر الغسيل بالهكسان مـرتين      ،فانفصل المزيج إلى طورينوكُر 
 الفينولات  اِستُخلصتِ HCLمن خلال إضافة     2 إلى pH خُفضت قيمة  بعد أن  و ،متعاقبتين
 ـ   ترر وكُ ، مل من الإيثيل أسيتات وفصلت الأطوار      10بإضافة    ع عملية الاستخلاص أرب

 وحلّت الخُلاصة الصلبة    ، تفريغ هواء  الإيثيل أسيتات تحت   وبعد ذلك بخّر     ،مرات متعاقبة 
  .تقدير الفينولاتحين استخدامه لإلى فظ هذا المحلول  وح، مل من الميتانول3 كميةب

ــدير  ــضوئي   التق ــة ال ــاس المطيافي ــاز قي ــتخدام جه ــولات باس ــي للفين الكم
   مـن طـراز      بريطـاني الـصنع    المطيافية الضوئية استُخدم جهاز    ):السبيكتروفوتومتر(
)PG Instrment، Ltd-T70S (كاشف فولينحسب طريقةب الفينولات الكلية لتقدير  Folin 

Ciocalteu) Asamiــلاؤه ــذي ) 2003 ، وزم ــد   ال ــاع معق ــى إرج ــد عل  يعتم
)Phosphowolframate - Phosphohomolybdate (    الموجودة فـي الكاشـف بواسـطة

 وهي الطريقة العالمية المتبعة لتحديد الفينولات       ، منتجات تفاعل زرقاء اللون    الفينولات إلى 
 مل من الماء المقطر 3 إليها مل الخلاصة الفينولية التي سبق تحضيرها وأُضيف 2 أُخذ إذْ
 ثـم رج المـزيج      ، مل 10 مل من كاشف فولين ووضعت في دورق عياري سعة           0.2و

 مل من   4تين بدرجة حرارة الغرفة ثم أُضيف بعد ذلك         باستخدام محرك الأنابيب نحو دقيق    
 10حجـم   وأُكمل الحجم بالماء المقطر حتى       % 7 بتركيز Na2CO3الصوديوم  كربونات  

لغرفة، وبعـدها   مدة ساعتين بدرجة حرارة ا     خُلط المزيج السابق وتُرك      ،مل عند العلامة  
 750 على طول الموجـة      قيست امتصاصيته بجهاز قياس المطيافية الضوئي     ثُفّل ورشّح و  

 محلول عياري مرجعـي لتحـضير المنحنـى   استُعمل محلول حمض الغاليك ك   . اًنانو متر 
  . مل ميتانول5/  غ حمض غاليك1 ،0.8 ،0.6 ،0.4 ،0.2العياري بتراكيز 

 الكروماتوغرافيا   جهاز  في البيرين والجفت باستخدام    يةالتقدير النوعي للفينولات الكلّ   
 Estevinhoحـسب طريقـة   ب تحليل المركبات الفينولية     نُفّذ :HPLCاء  عالية الأد السائلة  
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 عاليـة الأداء مـن طـراز      فـي جهـاز الكروماتوغرافيـا الـسائلة         ) 2008( هئوزملا
(HPLC،Shimadzu-class vp)   د ياباني الصنعزوبمضخّة موديـل م vp  LC-10AT 
نات في نظـام   العيتُحقنحيث . C18 فصل وعمود SPD-10A vp  موديلUVوبكاشف 

HPLC   بعمود C18 35.2 درجة حرارة مضبوطة على      ي ذ °C .ف الطور المتحرك   تألّو
ل وعـاء   صِوو 2.5 تبلغ pH درجة الحموضة    ي من حمض الفوسفور ذ    قٍاومحلول  من  

 وفي الوعاء الثاني وصل الميتانول على أنبـوب    ،A على أنبوب المضخة     قياوالمحلول ال 
 0.5 ومعدل التدفق كان     اتكرولتر مي 10دة لكل عينة كان      وحجم الحقنة الواح   Bالمضخة  

–74 ،) دقيقـة  A) 10 % 95 – 83: الآتيطُبق البرنامج الحراري المتدرج     دقيقة و / مل
83%  A) 10 دقيقة (، 74–42%  A) 20 دقيقة (، 42–5 % A) 10  95–5و)  دقيقيـة 
 %A) 10 لّلت).  دقيقة280 طـول الموجـة       الفلافونويدات والحموض الفينولية على    ح 

  . كشواهد تجاريةفينولية القمم وأطياف زمن احتباسب هويتها بمقارنتها تْدد وحاً،نانومتر
اتّبعت  : على الكيتـوزان )كينوناتال(لنواتج أكسدة الفينولات ي نزيمحميل الإ التّتفاعل  

مـن   واقٍمحلول  حيث حضر   بالكينونات  تعديل جزيئات الكيتوزان    ل )Issa) 2009طريقة  
 الفينـولات   باعتبـار  ، لضبط درجة الحموضة   7.5 تبلغ pHقيمة   يفوسفات الصوديوم ذ  

 تبلغ pH النهائي ذي    قياوالمحلول ال  من   ، مل 13.46 وضعإذْ   ،حساسة لدرجة الحموضة  
  ألماني الـصنع    المغناطيسي الدوار   على جهاز الرج    مل ثم وضع   15 في بيشر حجم     7.5

 30 مع ضبط درجة الحرارة علـى  دقيقة/  دورةBoeco،  MSH-300500)( من طراز
°C،  ن م غ   0.3  وأُضيف ،بالفينولاتغنى  يثيل أسيتات الأ   مل من خلاصة إ    1.5 ثم أضيف

 وحـدة   13.6تركيـزه    Laccaseكـاز  اللاّ إنزيم وحدة من    400 وكذلك   ،المنتجالكيتوزان  
 بعـد  . ساعات4مدة  المزيج على التحريك وتُرك ، غ منه 0.03 أي ما يعادل     مغ/ يةإنزيم

 محلول الكيتوزان الملون بالأحمر الغـامق الـذي يـدل علـى تـشبعه                ساعات رشّح  4
 4 الكيتوزان الملون بالكينونات ليجف بدرجة حرارة الغرفة مدة          تُرك وأخيراً   ،بالكينونات

  . المعدلةغلفةتخدم في صناعة الأس ليأيام
استُخدم في صناعة أغلفة الكيتـوزان       :ةالملون)  كينونات –الكيتوزان   (غلفةصناعة أ 

المحمـل  ( غ من الكيتوزان المعـدل       0.3 التي تقضي بحل   )Issa )2009 طريقة   المعدلة
 2 التركيـز  وحمض كلور الماء ذه  يلإ ضيف وأُ ، مل من الماء المقطر    19في  ) بالكينونات

محلول علـى    ال ضع ثم و  ،3 – 2 المحلول تراوح بين     pHلتر حتى أصبحت قيمة     / مول
 ، تحت التفريـغ  بمضخة المحلول وبعد ذلك أُجريت عملية ترشيح   ، ساعة 24يك مدة   التحر
 الطبق   سم ووضع  3.5في طبق بيتري قطره      ووضعناها    من الرشاحة   مل 2  أُخذ ثمومن  
 مدة C° 60 الدرجة   في) Carbolite، PF-60(من طراز   بريطاني الصنع    تجفيف   فرنفي  

 NaOH بمحلول هيدروكسيد الـصوديوم      الغلاف وغُمر   غلافل ال  وبعدها تشكّ  ،احدةليلة و 
 الكيتـوزان   إذْ إن  ، انتزاعه بـسهولة   يجري ساعات حتى    5لتر مدة   /  مول 1ذي التركيز   
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 قيمة  بلغتسل بالماء المقطر حتى      وغُ غلاف ال  وبعد ذلك نُزع   ،محاليل القلوية يترسب في ال  
pH فظ ،7.5 الغلافذي   ي فوسفات قٍاومحلول   في    وح pH   ـإ مساوية     وتركيـزه  7.5 ىل
زان على الكيتـو  نفسها   تماماً الخطوات السابقة     تْقوكتجربة شاهد طُب  . لتر/ ي مول  ميل 50

ل للمقارنة بينهما من حيث الفععدرالية المضادة للبكتيريا والفطوالخام غير الم.  
  النتائج والمناقشة

 مردود  كان : أستلة الكيتوزان  مردود استخلاص الكيتين والكيتوزان وقيمة درجة نزع      
 وهذا موافق إلى حد     ،%18 لكيتينا من مردود الكيتوزان و% 42 لقشور الخام من ا  الكيتين

 مـن القريـدس     مردود الكيتين  التي توضح أن   )2012( هئ وزملا Andradeكبير لنتيجة   
 ع الأستلة للكيتوزان  وكانت قيمة درجة نز    ،%22لكيتين  من ا مردود الكيتوزان   و  ،41%

درجة نـزع أسـتلة     ب ممتازة مقارنة    وتعد غلفة وهي مناسبة لصناعة الأ    ،%84 الذي أُنتج 
 فـي اسـتخلاص   طـورت وهذه النتيجة تؤكد أن الطريقة التي % 80الكيتوزان التجاري   

خدم أهداف البحث للوصول إلى كيتوزان بدرجة نـزع أسـتلة    ن والكيتوزان بحيث ت   الكيتي
 وهذا ما يجعل الكيتوزان المحـضر       هي طريقة مثلى  و لتجاريالكيتوزان ا بأكبر بالمقارنة   

بهذه الطريقة أكثر فعالية لاستقطاب المركبات الكينونية الناتجة عـن أكـسدة الفينـولات              
  .المستخلصة من جفت الزيتون

كميـات   )1(بين الجدول   ي :ستخلاص الفينولات  ا الناتج عن طريقتي  مردود  المقارنة  
  ا الطريقتين المـستخدمتين مقـدرة     تي الجفت والبيرين في كل     عينت لخلاصات الفينولية في  ا
  .غ عينة100/ غرامـب

  .كميات الخلاصات الفينولية في عينتي الجفت و البيرين حسب الطريقة المستخدمة) 1(الجدول 
  %خلاصة الفينول في الجفت  %خلاصة الفينول في البيرين   نوع المذيب

  8  1.2  1 طريقة –كلوروفورم 
  5.6  2.6  1 طريقة –ميتانول 

  2.6  2.5  2 طريقة –إيثيل أسيتات 
 المختصة بـالبيرين   و  التي اعتُمدت في البحث    طريقة الاستخلاص الأولى  إلى  بالنسبة  
إلى أن نسبة الفينولات الكلية المستخلصة من        )2005(ه  ئ وزملا Winkelhausenفقد أشار   
لطريقـة  إلى اا بالنسبة أم. %2.43 بلغت تها ذا الطريقةب جافاللوزن  إلى ا  بالنسبة   البيرين
 Afify أشـار المختصة بالجفـت فقـد       و التي اعتُمدت في البحث   في الاستخلاص   الثانية  
 بالطريقـة ذاتهـا   إلى أن نسبة الفينولات الكلية المستخلصة من الجفت          )2009( هئوزملا
متوافقة مـع   حصل عليها في البحث      التي    النسب كانتو ، مل جفت  100/  غ 3.46بلغت  

   .هذه النسبة
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 في  حضر :نتائج التقدير الكمي للفينولات باستخدام جهاز المطيافية سبيكتروفوتومتر       
المقترح الذي  وهو التركيز    ،لتر/  ميلي مول  5البداية محلول أم من حمض الغاليك بتركيز        

ة بسهولة  مكن اشتقاق تراكيز السلسلة العياري    ، ي اقتصاد كمية حمض الغاليك   يمكن بموجبه   
تـصاصية وقيـاس     وبعد تمرير تراكيز السلسلة العيارية علـى جهـاز قيـاس الام            ،منه

 ـ   وحصل اً نانو متر  306لى طول الموجة    عامتصاصية التراكيز     العيـاري   ى على المنحن
منها انطلقنـا فـي      و ، على معادلة الامتصاصية العامة    الموضح بالشكل الذي حصلنا منه    

لية في كل من عينات البيرين والجفت مقدرة علـى أسـاس            حساب تركيز الخلاصة الفينو   
  .وحدة حمض الغاليك

المنحنى العياري لمحلول حمض الغاليك وبشكل أوتوماتيكي أعطى الجهـاز معادلـة            ) 1(الشكل  
  ).تركيز الخلاصة الفينولية: C) .C * 4.699= الامتصاصية : الامتصاصية وهي

  
عينتي الجفت  إلى  التركيز الموافق بالنسبة     قراءات الامتصاصية و   )2( الجدول   حيوض

  .البيرينو
  )2(الجدول 

متوسط قراءات الامتصاصية على طول 
  اً نانو متر750الموجة 

 غ على أساس 100/ التركيز مغ 
  المذيب المستخدم  حمض الغاليك

  بيرين  جفت  بيرين  جفت  في الاستخلاص
  494  340  1.384  0.952  الكلوروفورم
  400  486  1.147  1.395  إيثيل أسيتات
  347  340  0.945  0.919  ميتانول

 أن أفـضل مـذيب      تبـين بملاحظة قيم متوسط الامتصاصية لعينات الجفت والبيرين        
لاستخلاص الفينولات الكلية من البيرين هو الكلوروفورم لأنه أعطى قيمـة الامتـصاص           

 تفـوق علـى     دليل على أنـه   جميعها، و  وهي الأعلى بين الطرائق المستخدمة       ،)1.384(
 وهذا ما يرشح اسـتخدامه      ،الميتانول وإيثيل أسيتات باستخلاص أكبر كمية من الفينولات       

ا بالنسبة  أم، لثفل الزيتون في استخلاص الفينولات من المخلفات الصلبة فعالاًبوصفه مذيباً 
لجفت فقد تفوق مذيب إيثيل أسيتات على الميتانول والكلوروفورم فـي اسـتخلاص             إلى ا 
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 العليا لأنه أعطى قيمة الامتصاصية    ؛)الجفت(نولات من المخلفات السائلة لثفل الزيتون       الفي
  .حه كمذيب فعال في استخلاص الفينولات الكلية من الجفتيرشيمكن ت لذلك ؛)1.395(

 هويـة المركبـات     عرفتْ :HPLCنتائج التقدير النوعي للفينولات الكلّية باستخدام       
 ـمن خلال المقارنة     كل من عينتي الجفت والبيرين       في -كل على حدة  -الفينولية   شواهد ب
  )4 ،3 ،2الأشكال (. فينولية

  القمم التي تدل على المركبات الفينولية في عينة البيرين) 2(الشكل 

  
  القمم التي تدل على المركبات الفينولية في عينة الجفت) 3(الشكل 

  
  Protocatequic acid) 1: (ةأطيــاف الــستاندرات وهــي الحمــوض الفينوليــ) 4(الــشكل 

(2) Phydroxibenzoic acid (3) Caffeic acid (4) Chlorogeic acid   
(5) P-Coumaic  (6)  Ellagic acid (7)  Cinnamic acidــدات    : والفلافونوي

)8 (Naringenin (9) Kaempferol (10) Pinocembrin (11) Chrysin  .  
 HPLCفي تحليل ) Retention Time(ي العمود بمقارنة أشكال القمم وزمن الاحتباس ف

 نلاحظ أنه    نفسها  الشروط في المحقونة   للشواهدلعينة البيرين مع أشكال قمم وزمن الاحتباس        
 دقيقة ظهـرت  9.44 وعند الزمن ، وهو الميتانول، دقيقة ظهر المذيب5عند زمن الاحتباس  

 فإن عينـة البيـرين   من ثمو. Protocatequic acid وهي تعبر عن الحمض الفينولي ،قمة
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البيرين لعدة معالجـات فيزيائيـة وكيميائيـة فـي     إلى خضوع فقيرة بالفينولات ويعود ذلك   
 محتواه من   في وهذا قد يؤثر     ،معاصر الزيتون لاسترجاع نسبة الزيت المتبقية التي يحتويها       

أكّده تحليـل   وهذا ما   . غيرهاوالحرارة و الفينولات الحساسة للتغيرات مثل درجة الحموضة       
HPLC  فبمقارنة أشكال القمم وزمن الاحتبـاس فـي العمـود لعينـة الجفـت             الذي أُجري 

 وظهرت بعد ذلك مجموعة حمض      ، دقيقة 5.4ظهر الميتانول على الزمن     ) المخلفات السائلة (
 الذي Chlorogeic acidو ،22.4 الذي ظهر على الزمن Caffeic acid(  وهي ،البينزوئيك

 Ellagic  وظهـر  33.76 الذي ظهر على الزمن P-Coumariو ،22.9ظهر على الزمن 
acid وأخيراً ظهرت مجموعة حمض السيناميك ) 35.7على الزمنCinnamic acid  علـى 

 .synapic acid و Ferulic acidالسينابيكر عن حمضي الفيروليك و وهي تعب،36.7الزمن 
روماتوغرافي لعينتي الجفت والبيرين     في التحليل الك   ظهرتالتي  جميعها   أن الفينولات    لوحظ

 لم تنفصل الفلافونويدات بسبب وزنها الجزيئي العـالي فهـي          في حين  ،هي أحماض فينولية  
 أو أن الجفـت والبيـرين لا        ،الحموض الفينولية بمعقدات فينولية منخفضة القطبية بالمقارنة      

) 2005(  وزملاؤه Obied أجراهاقد توصلت دراسة مشابهة      و .يحتويان على الفلافونويدات  
إلى أن الفينولات البسيطة الأحادية     من جفت الزيتون    ختصت باسترجاع الفينولات الثنائية     او

 وهذه الأخيـرة ظهـرت   ، قبل الفينولات الثنائيةHPLCفي جفت الزيتون ظهرت في تحليل   
 ـ    .  وأخيراً ظهرت المعقدات البوليميرية    ،قبل الفلافينويدات  ة ويعود السبب في ظهور مجموع

 الوزن الجزيئـي    إلىحمض البنزوئيك على الكروماتوغرام قبل مجموعة حمض السيناميك         
 الأغنى بزمـر الهيدروكـسيل      إذْ إنَّها المنخفض والقطبية العالية لمجوعة حمض البنزوئيك       

OH-  ة للقطبيةعنـد   رشاحة إيثيل أسـتات التـي نتجـت          اختيارإلى   وهذا ما أدى     ، المسبب
 غلفـة الجفت بتحميل فينولاتها على جزيئات الكيتوزان لصناعة الأ        للفينولات من    استخلاص

 ،لأنها احتوت على أكبر كمية من الحمـوض الفينوليـة         جميعها  المعدلة من بين الرشاحات     
 الجفت كمصدر غني بالفينولات على المستوى الإنتاجي في التغليف          دعى لاستخدام وهذا ما   
  .للّحومالحيوي 

 الدرجة اللونية للمحلول خلال     روقبت وسجلتِ  :على الكيتوزان نتائج تحميل الكينونات    
 كاز في أكسدة الفينولات إلى كينونات ملونة       اللا إنزيمتفاعل التّحميل التي تُعبر عن نشاط       

  .)3 الجدول(
 ساعات والزمن بالدقائق لتفاعل تحميل الكينونات 4 الدرجات اللونية المأخوذة خلال )3(جدول ال

  .لى جزيئات الكيتوزانالملونة ع
  45  30  15  10  5  0  الزمن
  برتقالي غامق  برتقالي غامق  برتقالي غامق  بني فاتح  بني فاتح  أصفر فاتح  اللون
  250  220  180  150  120  90  60  الزمن
  أحمرغامق جداً  أحمر غامق  أحمر غامق  أحمر غامق  أحمر غامق  أحمر فاتح  برتقالي غامق  اللون
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   كان لون الكيتوزان الم ل في نهاية التفاعل أحمروبعد التجفيف بدرجة حرارة اً، غامقعد 
   وذا ما يؤكد أن اللـون       ، أيام وجدنا أن الكيتوزان قد بقي محافظاً على لونه         4الغرفة مدة   

لا يتأثر بالعوامل الخارجية كالضوء والحرارة ويؤكد أيضاً ثباتية المركبات الناتجة عـن             
 وعلى الأغلب أنـه     ،الخلاصة بعد التصاقها مع الكيتوزان    أكسدة الفينولات الموجودة في     

 +NH2 مجموعـات يوجد ارتباط كيميائي من نوع روابط مضاعفة نشأت بين الكينونات و          
 في جامعـة نانـسي فـي     الدراسة المشابهة وتؤكد.ذا ما يفسر ثباتية اللون ه و ،انللكيتوز
 . تحميله بنواتج أكسدة الفينولات ثبات لون الكيتوزان بعد)Issa )2009التي أجراها فرنسا 

  أُخـذ ، ملونة ارتبطت مـع الكيتـوزان  لمعرفة نسبة الفينولات التي تأكسدت إلى كينونات      
 ميكرولتر من الميتانول لإجراء تحليـل       900 ميكرو لتر من الرشاحة ضمن       100مقدار  

 سـابقاً  عر البروتوكول الذي اتُّب وأجرينا التحليل على غرا   ، عليها HPLCكروماتوغرافي    
 وقورنت النتائج التي تـم الحـصول        ،ل تحميلها على الكيتوزان   لتحديد الفينولات الكلية قب   

 وذلك بمقارنة ارتفاعات قيم الامتصاصية      ؛نتائج قياس الفينولات الكلية قبل التحميل     ب عليها
  .ارتفاعاتها قبل الأكسدةبللفينولات بعد الأكسدة 

  
   اللّاكازإنزيمقية في عينة الجفت بعد الأكسدة بح الفينولات المتبيوض) 6( الشكل
 ،5ن أنه ظهرت قمة المذيب وهو الميتانول على الـزمن           الكروماتوغرام تبي  بملاحظة

 وبسبب عدم ظهور قمـم الحمـوض        ،48 و 46 ،45 ،42وظهرت عدة قمم على الزمن      
ل كامـل إلـى     ها قد تأكسدت بشك   نّإ : القول نيمكية التي ظهرت قبل تفاعل الأكسدة       الفينول

 للكيتـوزان وشـكّل     +NH2 من هذه الكينونات ارتبط مـع زمـر          اً قسم نإذْ إ  ،كينونات
 تعرضت لتفاعلات بلمـرة   إذْ منها بقي غير مرتبط في الرشاحة        اً وقسم ،الكيتوزان المعدل 

 مما يزيـد     ثلاثية ورباعية  ،ونية ثنائية  لتشكل معقدات كين   فيما بينها حيث اتّحدت الكينونات    
 وهذا ما حصل مع مجموعتي حمض البنزوئيـك   ،وزنها الجزيئي ويؤخّر زمن فصلها    من  

والسيناميك اللتين تأكسدتا بشكل كامل وتحولت حموضها الفينولية إلى منتجات أكسدة بفعل            
 وظهرت قممها لاحقاً كون وزنها الجزيئي أعلـى         ، وهي المعقدات الكينونية   ، اللّاكاز إنزيم

أُجريـت  خَلُصت إليه دراسة مشابهة     التفسير   وهذا   ،الأم قبل الأكسدة  الفينولات  بة  بالمقارن
الملونات الفينولية المستحصلة    وكان موضوعها عن     ،)2005(ه  ئ وزملا Mustafaمن قبل   
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وهـو  ( اللّاكاز الفطري الذي حول حمض الفيروليك        إنزيمي باستخدام   نزيمبالاصطناع الإ 
جذور فيروليل ونواتج   أنصاف كينونات و   ،نوناتكيإلى  ) حمض فينولي استُخدم في البحث    

دون من  تتبلمر مباشرةً   غير مستقرة في المحاليل المائية فلا تلبث أن         الأكسدة الثانوية هذه    
  مما زاد من وزنها الجزيئـي       ذات لون بني    مستقرة  لتشكل معقدات ثانوية   نزيممساعدة الإ 

ر حمض الفيروليك الـذي     على غرا  HPLC فتأخر فصلها في عمود      وخفّض من قطبيتها  
  .ظهر أولاً بسبب انخفاض وزنه الجزيئي وارتفاع قطبيته أمام المعقدات الكينونية

  
ستخلاص للكيتوزان المعد لصناعة الأغلفة الحيوية مـن        فضل طريقة لا   أ واستنتج أن 
علـى   % 7 – 4تركيز بـين    بمعاملة القشور بحمض كلور الماء       تتمثّل ،قشور القريدس 

نزع البروتينات تُفضل المعاملـة      يفضل ل  في حين  ، ساعة 72 – 24تراوح من   البارد مدة   
يفـضل   و ، ساعة 48 – 36مدة   C °60 على الدرجة     %12-8بوسط قلوي بتركيز من     

  مـدة  عالي التركيز على درجة الغليـان        عاملة بوسط قلوي   تفاعل نزع الأستلة الم    لتحقيق
 ـ اًمصدربوصفها   لعصر الزيتون    ينصح باستخدام المخلفات السائلة    و . ساعة 3 – 1  اً غني

 عـدم  في الاسـتخلاص، و     فعالاً اًمذيب أسيتات بوصفها     وينصح بمذيب الإيتيل   ،بالفينولات
 الكيتوزان المعدلة برفع درجة الحرارة لتبخير الحمض بل يجب          غلفةتسريع تفاعل تكون أ   

  . ساعات6  ويجب مراقبة تشكلها كل، بدرجة حرارة الغرفةغلفةترك محاليل الأ
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