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ــي  ــروران در ط ــزي پ ــن مشــکلات آب ــي از مهمتري ــواره يک ــان هم ــي ماهي ــاي باکترياي ــرل بيماري ه کنت
ســالهاي اخيــر بــوده اســت. از ايــن رو، اســتفاده از ترکيبــات ضــد ميکروبــي جديــد بــا حداقــل عــوارض 
مرســوم گرديــده اســت. در ايــن پژوهــش بــا اســتفاده از روش اســيدي-گرمايي ســاختار بنتونيــت اصــلاح 
گرديــد، ســپس مبــادرت بــه ســاخت هيبريــد کيتــوزان و بنتونيــت اصــلاح شــده گرديــد. ســاختار ترکيبات 
بــا اســتفاده از روش طيف ســنجي تبديــل فوريــه مــادون قرمــز )FTIR(، ميکروســکوپ الکترونــي روبشــي 
نشــر ميدانــي)FE-SEM( و طيف ســنجي پــراش انــرژي پرتــو ايکــس )EDX( مطالعــه گرديــد. مطالعــه 
ــا  ضــد باکتريايــي ترکيبــات بــر باکتــري گــرم منفــي آئرومونــاس هيدروفيــلا در شــرايط آزمايشــگاهي ب
دو روش ديســکي و مايکرودايلوشــن مــورد بررســي قــرار گرفــت. نتايــج روش ديســکي نشــان داد کــه 
ترکيبــات ســاخته شــده داراي خاصيــت ضــد باکتريايي در شــرايط آزمايشــگاهي عليــه باکتــري آائروموناس 
هيدروفيــلا بودنــد. بنتونيــت اصــلاح شــده بــا روش اســيدي-گرمايي داراي قطــر هالــه عــدم رشــد برابــر 
ــدرت  ــن ق ــراي تعيي ــود. ب ــا 0/12± 8/54 ب ــر ب ــي براب ــت کيتوزان ــد کامپوزي ــا 0/11 ± 11/16 و هيبري ب
ضدميکروبــي )MIC و MBC( از روش مايکرودايلوشــن و شــمارش کلونــي در محيط کشــت اگار اســتفاده 
گرديــد. نتايــج نشــان داد کــه ترکيــب اصــلاح شــده بــا روش اســيدي گرمايــي داراي  MBC بــه ميــزان 
ــه  ــه و ســي دقيق ــلا در ده دقيق ــاس هيدروفي ــري آئرومون ــراي باکت ــر ب ــر ليت ــرم ب 28/57 و 14/28 ميلي گ
بودنــد. بــراي کامپوزيــت کيتــوزان و بنتونيــت اصــلاح شــده داراي MBC بــه ميــزان 14/28 ميلي گــرم بــر 
ليتــر بــراي باکتــري آئرومونــاس هيدروفيــلا در ده و ســي دقيقــه بودنــد. نتايــج نشــان داد کــه ترکيبــات 
اصــلاح شــده بنتونيتــي و کامپوزيتــي ســاخته شــده داراي اثــرات ضــد ميکروبــي قــوي بــوده و قابليــت 
ــد  ــات جدي ــوان ترکيب ــه عن ــد ب ــزا را در شــرايط آزمايشــگاهي داشــته و مي توانن حــذف عوامــل بيماريري

ــد. ــرار گيرن ــرل عوامــل بيمــاري زا در سيســتم هاي پرورشــي مــورد اســتفاده ق به منظــور کنت
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خاصيت ضد ميکروبي کامپوزيت کيتوزان با ...

1 مقدمه
ــاي  ــيوع بيماري ه ــا ش ــان ب ــرورش ماهي ــت پ ــروزه صنع ام
ــر  ــرگ و مي ــه ي آن م ــه نتيج ــت، ک ــه رو اس ــي رو ب باکترياي
بــالا و از دســت رفتــن بخــش اعظمــي از منابــع مالــي اســت  
ــي  ــکل عفون ــن مش ــايع تري ــي ش ــاي باکترياي ]1[. بيماري ه
ــي  ــاي باکترياي ــت ه ــر عفون ــت و اکث ــي اس ــان پرورش ماهي
ــر  ــوند. اکث ــاد مي ش ــي ايج ــرم منف ــم هاي گ ــط ارگانيس توس
ــط  ــي محي ــاکنان طبيع ــان، س ــاري زاي ماهي ــاي بيم باکتري ه
آبــي، اعــم از آب شــيرين يــا دريايــي هســتند. عوامــل 
ــت  ــاد، کيفي ــم زي ــل، تراک ــل و نق ــه حم ــترس زا از جمل اس
ــاي  ــاد بيماري ه ــث ايج ــي، باع ــه ناکاف ــف آب و تغذي ضعي
باکتريايــي در ماهــي مي شــود ]2[. آئرومونــاس متحــرک 
از جملــه شــايعترين باکتــري هــاي بيماريــزا در ماهيــان 
ــمي  ــه سپتي س ــوم ب ــندرمي موس ــاد س ــب ايج ــت و موج اس
آئرومونــاس متحــرک )MAS( مي گــردد. ايــن سپتي ســمي 
از  فــردي  بــه  منحصــر  باکتري هــاي  به وســيله  بيشــتر 
جملــه A. hydrophila، A. sobria و A. caviae کــه در آب 
ــم  ــه علائ ــد ک ــي آي ــود م ــه وج ــتند ب ــداول هس ــيرين مت ش
ــتي و زخــم،  ــاي پوس ــزي ه ــه خونري ــايعي از جمل ــي ش بالين
خونريــزي احشــايي، ورم، آب آوردگــي شــکم و بيرون زدگــي 
ــان  ــي در انس ــث بيماري زاي ــن باع ــم ها دارد ]3[. همچني چش
ــون  ــي همچ ــب علائم ــالم اغ ــان س ــد. در انس ــز مي گردن ني
ــار  ــه دچ ــاني ک ــته و در کس ــي داش ــورم موضع ــت و ت عفون
ــده ي  ــد کنن ــل تهدي ــد عام ــي توان ــتند م ــي هس ــص ايمن نق

ــود. ــا ش ــي آن ه زندگ
ــي  ــکل اساس ــک مش ــرک، ي ــي متح ــمي آئروموناس سپتي س
ــد.  ــان مي باش ــر جه ــي در سراس ــدگان ماه ــراي پرورش دهن ب
ايــن آلودگــي مي توانــد بــه ســرعت در ميــان ماهيــان گســترش 
ــد  ــته باش ــراه داش ــه هم ــي را ب ــر بالاي ــرگ و مي ــد و م ياب
ــي  ــرم منف ــري گ ــک باکت ــلا ي ــاس هيدروفي ]5، 4[.  آئرومون
ــزي و  ــث خونري ــد باع ــه مي توان ــد ک ــب مي باش فرصت طل
زخــم هــاي ســطحي در بيشــتر گونه هــاي آب شــيرين شــود 
]6[. ايــن باکتــري از نظــر اقتصــادي بســيار مهــم اســت، زيــرا 
باعــث بيماري زايــي در انســان و گونــه هــاي آبــزي از جملــه 

ــردد ]7[. ــي مي گ ــي و زينت ــان خوراک ماهي

افزايــش مقاومــت بــه آنتــي بيوتيک هــا و مــواد ضد عفونــي 
به همــراه  آبزيــان،  بيمــاري زاي  باکتري هــاي  در  کننــده 
عــوارض متعــددي کــه به وســيله اســتفاده معمــول از عوامــل 
ــه تحقيــق در  ضــد باکتريــاي به وجــود آمــده، دانشــمندان را ب
ــد واداشــته و مطالعــات  ــي جدي ــل  ضــد باکترياي ــورد عوام م
ــا پايه هــاي معدنــي و آلــي جديــد  نشــان داده کــه ترکيبــات ب
ــه مــواد باشــند  ــراي ايــن گون مي تواننــد جايگزيــن مناســبي ب
]9، 8[. افزايــش بيــش از حــد شــيوع بيمــاري هــاي باکتريايــي 
در صنعــت آبــزي پــروري و همچنيــن توســعه مقاومــت 
باکتريايــي، نيازمنــد عوامــل ضــد باکتريايــي جديــد مي باشــد. 
ــور  ــوزان به ط ــف، کيت ــي مختل ــد ميکروب ــواد ض ــان م در مي
گســترده اي مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه اســت و از زمان هــاي 
قديــم بــراي مبــارزه بــا عفونــت و جلوگيــري از فســاد اســتفاده 

مــي شــده اســت ]11، 10[.
ــا  ــاي 1980 ت ــاً در دهه ه ــده خصوص ــام ش ــات انج تحقيق
1990 خــواص ضــد ميکروبــي کيتيــن و کيتــوزان را بــه خوبــي 
بيــان نموده انــد ]12، 8[. در ايــن تحقيقــات کيتــوزان بــه عنــوان 
مــاده اي باکتري کــش و همچنيــن مــاده اي کــه مانــع از حرکــت، 
ــا  ــي شــده اســت. ام ــري مي شــود معرف ــت و رشــد باکت فعالي
ــورد  ــده در م ــر ش ــي  منتش ــب علم ــات و مطال ــتر تحقيق بيش
ــط  ــا توس ــد باکتري ه ــت از رش ــش ممانع ــه نق ــاده ب ــن م اي
ــق  ــوز مکانيســم دقي ــروزه هن ــد ]12[. ام ــوزان اشــاره دارن کيت
ــور  ــه ط ــي آن ب ــد ميکروب ــاي ض ــوزان در فراينده ــر کيت تاثي
ــل  ــه عوام ــي رود ک ــل مشــخص نشــده اســت و گمــان م کام
ــد  ــش نماين ــاي نق ــن ايف ــن بي ــي در اي ــاي مختلف و فاکتوره
ــري  ــات ديگ ــه ترکيب ــي از جمل ــي رس ــات معدن ]10[. ترکيب
ــي را از  ــاي متنوع ــر کاربرده ــالهاي اخي ــه در س ــند ک مي باش
ــل ضــد  ــا عوام ــا ب ــب آنه ــه ترکي ــد. ازجمل خــود نشــان دادن
ميکروبــي مختلــف ســبب ايجــاد ترکيبــات متنــوع بــا خاصيــت 
ــه  ــت ]12[. در مطالع ــده اس ــي گردي ــي و قارچ ــد باکترياي ض
ــه  ــي ب ــيدي و گرماي ــاي اس ــتفاده از تيماره ــا اس ــر ب حاض
ســاخت ترکيبــات ضــد ميکروبــي پرداختــه شــده و در مرحلــه 
ــک  ــوان ي ــه عن ــوزان ب ــا کيت ــيون آن ب ــس از هيبريداس ــد پ بع
ــري  ــه باکت ــي ان علي ــد ميکروب ــت ض ــد خاصي ــب جدي ترکي
ــد ــان بررســي گردي ــاس هيدروفيــلا آبزي بيمــاري زاي آئرومون
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مواد و روش ها
بنتونيــت اصــلاح شــده بــا اســيد  تهيــه رس 

ريــک روکلريد هيد
ــه  ــود در نمون ــاي موج ــه ناخالصي ه ــدا کلي ــن روش ابت در اي
ــط  ــد توس ــه بع ــد. در مرحل ــع آوري گردي ــت جم رس بنتوني
محلــول 1 مــولار کلريــد ســديم رس را بــه مــدت 3 ســاعت 
هــم زده شــد و در اون بــا دمــاي 60 درجــه ســانتي گراد خشــک 
ــولار  ــک 2 م ــه بعــد توســط اســيد هيدروکلري شــد. در مرحل
بــه مــدت 2 ســاعت در دمــاي 95 درجــه ســانتي گراد هــم زده 
شــد و ســپس بــا آب دو بــار تقطيــر چنديــن بــار شســته و در 
دمــاي 200 درجــه ســانتي گراد در اون خشــک گرديــد. ســپس 
ــوره  ــد و در ک ــردر آمدن ــا 1/2 ميلي مت ــدازه 0/8 ت ــه ان ذرات ب
ــد ]18، 17[.  ــرار داده ش ــانتي گراد ق ــاي 200 درجــه س در دم

ــده  ــلاح ش ــت اص ــوزان و بنتوني ــت کيت ــه کامپوزي تهي
ــي ــيدي- گرماي ــا روش راس ب

در ايــن روش بــا نســبت 2 بــه 1 )کيتــوزان بــه رس بنتونيــت 
اصــلاح شــده بــا روش اســيدي- گرمايــي( بــه صــورت قطــره 
ــيد  ــوزان در اس ــول کيت ــه محل ــي را ب ــب بنتونيت ــره ترکي قط
اســتيک در دمــاي 52 درجــه ســانتي گراد توســط همــزن 
مغناطيســي همــزده شــد. ترکيــب حاصلــه چنديــن بــار بــا آب 
مقطــر شستشــو داده شــده و در مرحلــه بعــد ترکيــب حاصلــه 
ــاعت  ــدت 24 س ــه م ــانتي گراد ب ــه س ــي 60 درج را در دماي

ــد. خشــک گردي

روش ديسکي 
ــد  ــار رش ــه مه ــري منطق ــدازه گي ــش ان ــام آزماي ــراي انج ب
باکتــري از روش پورپليــت عمقــي اســتفاده شــد. بديــن 
آگار  از محيــط کشــت مولرهينتــون  ابتــدا  صــورت کــه 
ــر روي ظــرف حــاوي  ــد شــده ب ــتورالعمل قي ــا دس ــق ب مطاب
ــد در  ــوکلاو ش ــتريل ات ــت اس ــه و جه ــت تهي ــط کش محي
ــلا  ــاس هيدروفي ــري آئرومون ــزه باکت ــتوک ليوفيلي ــه از اس ادام
ــتريل  ــط اس ــر محي ــي ليت ــاوي 5 ميل ــه ح ــح در لول ــا تلقي ب
ــور 37  ــذاري در انکوبات ــه گ ــراث و گرمخان ــون ب ــر هينت مول
درجــه ســانتي گراد بــه مــدت 24 ســاعت، کشــت شــبانه تهيــه 

ــي  ــبانه، سوسپانســيون ميکرب ــن کشــت ش ــد . ســپس از اي ش
ــر(  ــي ليت ــد)108 × 1/5 ســلول در ميل ــم مــک فارلن معــادل ني
ــول  ــذب در ط ــت ج ــپکتروفتومتري و قرائ ــتفاده از اس ــا اس ب
مــوج 625 نانومتــر آمــاده ســازي شــد و بــه هــر پليــت حــاوي 
ــانتي گراد( 1  ــه س ــاي 45-50 درج ــا دم ــده ) ب ــرد ش آگار س
سي ســي از سوسپانســيون ميکربــي فــوق افــزوده شــد در 
ــدام  ــر ک ــل ژل از ه ــرد شــدن و بســتن کام ــل از س ــه قب ادام
ــي ) بنتونيــت اصــلاح  ــات ســاخته شــده ضــد ميکرب از ترکيب
ــده(  ــت اصلاح ش ــاوي بنتوني ــوزان ح ــت کيت ــده و کمپوزي ش
بــه همــراه کنتــرل شــاهد ) بنتونيــت طبيعــي و کيتــوزان خــام 
ــدازه  ــه ان ــي( ب ــد خاصيــت ضــد ميکرب ــدون اصــلاح و فاق ،ب
ــت  ــر پلي ــه در ه ــا فاصل ــرار و ب ــه تک ــا س ــرم ب ــم گ دو ده
ــدت  ــه م ــته و ب ــا بس ــپس درب پليت ه ــد . س ــرار داده ش ق
24 ســاعت در 37 درجــه ســانتي گراد گرمخانــه گــذاري شــد. 
ــه اي شــفاف و فاقــد  ــا تشــکيل هال ــي ب خاصيــت ضــد ميکرب
رشــد باکتــري در اطــراف هــر کــدام از ترکيبــات کــه انــدازه 
ــه  ــي رابط ــد ميکرب ــت ض ــزان خاصي ــا مي ــه ب ــن هال ــر اي قط
ــه شــفاف  ــان مي شــود. عــدم تشــکيل هال مســتقيم دارد ، نماي
در اطــراف نمونــه شــاهد بيانگــر انجــام صحيــح فراينــد روي 
ترکيبــات مــورد آزمايــش اســت. بــه عنــوان کنتــرل مثبــت از 
ــت  ــايکلين جهــت بررســي قابلي ــک اکســي تتراس ــي بيوتي آنت

ــد. ــتفاده گردي ــي اس ــد ميکروب ض

تست لوله آزمايش
ــي دو  ــوان ضــد ميکرب ــدازه گيــري ت ــه منظــور بررســي و ان ب
ترکيــب کمپوزيــت کيتوزانــي و بنتونيــت اصــلاح شــده عليــه 
آئرومونــاس هيدروفيــلا از روش تســت در لولــه اســتفاده شــد 
. بديــن صــورت کــه ابتــدا دو ســري لولــه ده تايــي را بطــور 
جداگانــه از ترکيبــات ضــد ميکربــي فــوق از مقــدار 0/1 گــرم 
تــا 1 گــرم )بــا ميــزان افزايــش 0/1 گــرم در هــر لوله( پــر کرده 
ســپس بــه هــر لولــه 7 ميلي ليتــر محيــط کشــت مولــر هينتــون 
بــراث افــزوده و بعــد از بســتن کامــل درب لولــه هــا جهــت 
ــوکلاو منقــل شــدند. بعــد از اســتريل و ســرد  ــه ات اســتريل ب
شــدن لولــه هــا بــه هــر لولــه 100 ميکروليتــر از سوسپانســيون 
ميکربــي بــا غلظتــي معــادل نيــم مــک فارلنــد افــزوده و ســپس 
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خاصيت ضد ميکروبي کامپوزيت کيتوزان با ...

ــه  ــانتي گراد گرمخان ــه س ــاعت در 37 درج ــدت 24 س ــه م ب
گــذاري شــد و در ادامــه جهــت بررســي و اندازه گيــري تــوان 
ضــد ميکربــي ترکيبــات فــوق در مــدت زمانهــاي 10، 30 ، 60 
ــه  ــيون ب ــد از انکوباس ــاعت بع ــه و 1، 3، 6، 12 و 24 س دقيق

طريقــه زيــر عمــل شــد. 
بــا شــمارش باکتري هــا بعــد از مجــاور ســازي بــا ترکيبــات 
ــه  ــوان ب ــف مي ت ــاي مختل ــت زمان ه ــي و گذش ــد ميکرب ض
ــت   ــت ياف ــوق دس ــا ت ف ــي ترکيب ــد ميکرب ــوان ض ــزان ت مي
ــدام از  ــر ک ــا از ه ــمارش کلني ه ــي ش ــور تواناي ــه منظ ــذا ب ل
از  لوله هــا در زمان هــاي ذکــر شــده رقت هــاي ســريال 
ــه حجــم  ــت ب ــر رق ــه و از ه 1/10، 1/100، 1/1000 و ... تهي
1 ميلي ليتــر و بــا ســه بــار تکــرار در پليت هــاي حــاوي 
محيــط کشــت مولرهينتــون آگار پخــش شــد پــس از جــذب 
نمونــه توســط محيــط، پليت هــا بــه انکوباتــور 37 درجــه بــه 
مــدت 24 ســاعت منتقــل شــدند. جهــت شــمارش کلني هــا، 
ــي انتخــاب مي شــود کــه کلني هــاي رشــد  پليــت حــاوي رقت
ــت  ــند در نهاي ــمارش باش ــل ش ــده و قاب ــا پراکن ــرده در آنه ک
ــا را ضــرب در عکــس  ــداد آنه ــا تع ــس از شــمارش کلني ه پ
ــت  ــا بدس ــي ه ــي کلن ــداد واقع ــرده و تع ــت ک ــب رق ضري
مي آيــد. در هــر ســري کنتــرل مثبــت ) پليــت حــاوي محيــط 
ــي  ــيون ميکرب ــراه سوسپانس ــون اگار به هم ــر هينت ــت مول کش
ــا ترکيبــات ضــد ميکربــي( به منظــور  بــدون مجــاور ســازي ب
ــرات ضــد  ــا اث ــري و مقايســه ب ــري باکت داشــتن رشــد حداکث
ــت  ــي ) پلي ــرل منف ــش و کنت ــورد آزماي ــات م ــري ترکيب باکت
حــاوي محيــط کشــت بــدون تلقيــح باکتــري( به منظــور 
کنتــرل شــرايط اســتريل و اطمينــان از عــدم بــروز آلودگيهــاي 
ــه  ــت ب ــط کش ــاوي محي ــت ح ــاهد )پلي ــرل ش ــه و کنت ثانوي
ــي(  ــح باکترياي ــدون تلقي ــي و ب ــد ميکرب ــات ض ــراه ترکيب هم
ــش از  ــورد آزماي ــي م ــات ضــد ميکرب ــرل ترکيب ــور کنت به منظ

ــدان آلودگــي، گذاشــته شــد. جهــت فق
جهت تعيين MIC و MBC به طريق زير عمل شد: 

ــن فعاليــت ضــد  ــي کــه جهــت تعيي ــه ده تاي دو ســري لول
ميکروبــي دو ترکيــب مــورد آزمايــش عليــه آئرومونــاس 
ــش(  ــه آزماي ــوق ) تســت لول ــق قســمت ف ــلا ، مطاب هيدروفي
ــن  ــت تعيي ــش، جه ــه آزماي ــود در ادام ــده ب ــازي ش ــاده س آم
غلظــت  حداقــل  و   )MIC(بازدارندگــي غلظــت  حداقــل 

ــت  ــه جه ــن صــورت ک ــد بدي ــتفاده ش کشــندگي)MBC( اس
تعييــن MIC لولــه هــاي حــاوي مقاديــر مختلــف ترکيــب ضــد 
ــي  ــزان ثابت ــا مي ــا 1 گــرم( تلقيــح شــده ب ــي )از 0/1 ت ميکروب
ــه  ــور 37 درج ــاعت در انکوبات ــدت 24 س ــه م ــري ب از باکت
ــط  ــدورت محي ــذاري شــد ســپس ک ــه گ ــانتي گراد گرمخان س
ــاهده  ــمي مش ــور چش ــا بط ــک از لوله ه ــر ي ــع ه ــت ماي کش
شــد. کــدورت مشــاهده شــده از اوليــن لولــه حــاوي مقاديــر 
کمتــر ترکيــب ضــد ميکروبــي تــا لولــه اخــر، بــه تدريــج کــم 
و در نهايــت در لولــه اي حــاوي يکــي از غلظت هــا بــه بعــد، 
ــذا  ــي( مي شــود ل ــد رشــد ميکرب ــدورت ) فاق ــد ک ــلا فاق کام
ــورد  ــب م ــوان MIC ترکي ــه عن ــد کــدورت ب ــه فاق ــن لول اولي
آزمايــش ثبــت شــد در ادامــه جهــت تعييــن MBC و اطمينــان 
از عــدم وجــود باکتــري زنــده، از اوليــن لولــه فاقــد کــدورت 
تــا آخريــن لولــه، مقــدار 1 سي ســي نمونــه بــا ســمپلر 
ــه  ــون آگار ک ــر هينت ــاوي مول ــاي ح ــته و روي پليت ه برداش
ــود به صــورت  ــه شــده ب ــتريل تهي ــل تحــت شــرايط اس از قب
پورپليــت ســطحي نمونــه گــذاري و پــس از جــذب نمونه هــا 
توســط محيــط، پليت هــا بــه مــدت 24 ســاعت در 37 درجــه 
ســانتي گراد انکوبــه شــده و ســپس مــورد بررســي قــرار 
گرفتنــد. غلظتــي از نمونــه کــه از کشــت آن هيچ گونــه کلونــي 
ــب  ــوان MBC آن ترکي ــه عن ــود ب ــرده ب ــد نک ــي رش باکترياي
ــر  ــب از نظ ــک ترکي ــزان MBC ي ــولا مي ــد . معم ــزارش ش گ
مقــدار آن ترکيــب از ميــزان گــزارش شــده بــراي MIC بيشــتر 

ــت ]20[. اس

تصاوير ميکروسکوپ الکتروني
بــراي تعييــن ســاختار و تغييــرات بــه وجــود  آمــده در ســطح 
ترکيبــات از تصاويــر ميکروســکوپ الکترونــي پيمايشــگر 
ــا  ــات ب ــدا ترکيب ــن منظــور ابت ــد. بدي ــه اي اســتفاده گردي زمين
اصلاحــات مختلــف ساخته شــده و همچنيــن ترکيبــات بــدون 
اصلاحــات روي پايه هــاي مخصــوص چســبانده شــده و 
 ،Kyky پوشــش دهنده ســاخت شــرکت  توســط دســتگاه 
ــاي  ــپس نمونه ه ــدند. س ــلا داده ش ــش ط ــدل SBC12 پوش م
)پژوهشــکده  الکترونــي  ميکروســکوپ  در  آماده شــده 
ــرکت  ــاخت ش ــهد( س ــکي مش ــوم پزش ــگاه عل بوعلي-دانش
ــرداري از  ــده و تصويرب ــرار داده ش ــدل MIRA 3 ق TEScan م
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نمونه هــا انجــام گرديــد. در تصاويــر بــا بزرگنمايــي 10 هــزار 
 Digimzer برابــر، قطــر ذرات موجــود به وســيله نرم افــزار

شــد. اندازه گيــري   ver4.1.1.0

طيف سنجي مادون قرمز 
طيف ســنجي مادون قرمــز بــر اســاس جــذب تابــش و بررســي 
ــي  ــد اتم ــاي چن ــا و يون ه ــي مولکول ه ــاي ارتعاش جهش ه
ــدرت و  ــي پرق ــوان روش ــن روش به عن ــرد. اي ــورت مي گي ص
ــاي  ــري گونه ه ــاختار و اندازه گي ــن س ــراي تعيي ــعه يافته ب توس
ــاً  ــن روش عمدت ــن اي ــي رود. همچني ــه م ــه کار رفت شــيميائي ب
بــراي شناســايي ترکيبــات آلــي بــه کار مــي رود، زيــرا 
ــداد  ــده هســتند و تع ــات معمــولاً پيچي ــن ترکيب ــاي اي طيف ه
ــد  ــه مي توانن ــد ک ــاي ماکســيمم و مينيمــم دارن ــادي پيک ه زي
ــا  ــه ه ــوند. نمون ــه ش ــه کار گرفت ــداف مقايســه اي ب ــراي اه ب
پــس از پــودر شــدن در هــاون بــه آزمايشــگاه شــيمي تجزيــه 
ــتگاه  ــيله دس ــال داده و به وس ــهد انتق ــي مش ــگاه فردوس دانش

ــد. ــرار گرفتن ــز ق ــورد آنالي )FTIR, Shimatzu 8400s( م

طيف سنجي پراش  انرژي اشعه ايکس 
 )EDX ــا ــعه ايکس )EDS ي ــرژي اش ــراش  ان ــنجي پ طيف س
تجزيه وتحليــل  بــراي  کــه  اســت  تحليلــي  روش  يــک 
ســاختاري يــا خصوصيــات شــيميايي يــک نمونــه به کاررفتــه 
مــي رود. ايــن روش بــر بررســي بر هم کنــش بيــن يــک 
ــه متکــي اســت.  ــک نمون ــع برانگيختگــي پرتو ايکــس و ي منب
قابليت هــاي توصيفــي ايــن روش به طور کلــي بــر اســاس 
ايــن اصــل کلــي اســت کــه هــر عنصــر داراي يــک ســاختار 
ــردي از  ــه منحصربه ف ــه مجموع ــرد اســت ک اتمــي منحصربه ف
قله هــا را در طيــف پرتو ايکــس آن ممکــن مي ســازد. در 
ــس از  ــا پ ــس نمونه ه ــرژي پرتو ايک ــراش  ان ــنجي پ طيف س
تصوير بــرداري ميکروســکوپ الکترونــي توســط دســتگاه 

ــد. ــرار گرفتن ــز ق ــورد آنالي ــه ميکروســکوپ م متصــل ب

روش هاي آماري مورد استفاده
روش آمــاري بخــش ميکروبــي مطالعــه در قالــب يــک طــرح 
کامــلًا تصادفــي بــا 2 تيمــار )مقــدار مــاده و زمــان( و 3 تکــرار 
اجــرا شــد. تيمــار شــاهد در روش بررســي ميکروبــي ترکيبات 

بــدون اصــلاح و فاقــد خاصيــت ضــد  ميکروبــي بــود. 
ــده در  ــات اصلاح ش ــط ترکيب ــا توس ــذف باکتري ه ــزان ح مي
زمان هــاي 10، 30، 60، 180، 360، 720 و 1440 دقيقــه بــراي 
ــي به صــورت  ــاده ضــد  ميکروب ــر م ــر مقادي ــا در براب باکتري ه
ــد.  ــع ش ــه واق ــرار مورد مطالع ــتقل در 3 تک ــه و مس جداگان
ــا اســتفاده از  ــج ب ــا، نتاي ــودن داده ه ــال ب ــس از بررســي نرم پ
نرم افــزار به وســيله آناليــز واريانــس يک طرفــه بررســي و 
ــد.  ــتفاده گردي ــن اس ــا از آزمون دانک ــه ميانگين ه ــراي مقايس ب
ــدند.  ــرا ش ــدوز 7 اج ــزار SPSS 13 وين ــوارد در نرم اف ــن م اي

ــد. ــام ش ــزار Excel انج ــز در نرم اف ــا ني ــم نموداره رس

 نتايج و بحث
ــي )MES EF( و  ــکوب الکترون ــج ميکروس ــي نتاي بررس

)XDE( ــس ــو ايک ــرژي پرت ــراش ان ــنجي پ طيف س
ــي  ــر ميکروســکوپ الکترون شــکل شــماره 1 بيانگــر تصوي
ــا دو روش اســيدي-  ــاي خــام و اصــلاح شــده ب ــت ه بنتوني
گرمايــي مي باشــد. در شــکل شــماره 1 تصويــر ســمت 
ــي  ــه اي کــه مشــخصه رســهاي بنتونيت چــپ، صفحه بنــدي لاي
ســمت  شــکل  در  مي باشــد.  مشــخص  کامــلًا  مي باشــد 
ــط روش  ــده توس ــلاح ش ــت اص ــت رس بنتوني ــن- راس پايي
ــاي  ــال تيماره ــه اعم ــت ک ــده اس ــيدي-گرمايي آورده ش اس
ــا و اســيدي ســبب برهــم خــوردن لايه بنــدي رس  متعــدد دم
ــده  ــه گردي ــد )متخلخــل( در نمون ــت جدي و شــکل گيري حال
اســت. نتايــج ميکروســکوپ الکترونــي نشــان داد کــه تغييــرات 
متناســب بــا نــوع روش اصلاحــي در نمونه هــا در مقايســه بــا 
ــر  ــماره 2 بيانگ ــکل ش ــد. ش ــاد گردي ــه ايج ــام اولي ــه خ نمون
کيتــوزان خــام )ســمت چــپ( و کامپوزيــت کيتــوزان حــاوي 

ــت ــده اس ــت اصلاح ش بنتوني
همانطــور کــه در شــکل شــماره 2 مشــخص اســت يــک بــي 
شــکلي در هــر دو نمونــه کيتــوزان خــام وکمپوزيــت کيتوزانــي 

مشــاهده مي گــردد ]19[.
طيف ســنجي پــراش انــرژي پرتــو ايکــس )EDX( در مــورد 
نمونه هــا نشــان داد کــه نمونــه بنتونيــت خــام داراي عناصــري 
ــوم و  ــديم، منيزي ــيژن، س ــيوم، اکس ــوم، سيليس ــل آلومني از قبي
ــدار  ــيليکات هاي آب ــاخص فيلوس ــر ش ــه عناص ــد ک ... مي باش
ــيد  ــا اس ــده ب ــه اصــلاح ش ــت اســت. در نمون ــل بنتوني از قبي
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شکل شماره 1. تصوير ميکروسکوپ الکتروني بنتونيت خام )چپ( و بنتونيت اصلاح شده با اسيد )راست(

شکل شماره 2. تصوير ميکروسکوپ الکتروني کيتوزان خام )راست( و کمپوزيت کيتوزان حاويبنتونيت اصلاح شده )چپ(

 

هيدروکلريدريــک نيــز عــلاوه بــر ترکيبــات بــالا عنصــر کلــر 
نيــز شناســايي گرديــد کــه نشــان دهنــده حضــور ايــن عنصــر 
در ســاختار بنتونيــت اصــلاح شــده بــا روش اســيدي گرمايي- 

اســت )شــکل شــماره 3(.
در شــکل شــماره 4 آناليــز عنصــري کيتــوزان خــام و 
ــاهده  ــده مش ــت اصلاح ش ــاوي بنتوني ــوزان ح ــت کيت کمپوزي
ــد و  ــايي ش ــيژن شناس ــر اکس ــام عنص ــه خ ــود. در نمون مي ش
ــوم،  ــل آلومني ــري از قبي ــي عناص ــت کيتوزان ــه کمپوزي در نمون
سيليســيوم، اکســيژن، ســديم، منيزيــوم و کلــر شناســايي شــد که 
بيانگــر توليــد يــک هيبريــد بيــن کيتــوزان و بنتونيــت مي باشــد.

 
ــز  ــادون قرم ــه م ــل فوري ــنجي تبدي ــج طيف س نتاي

)RITF(
شــکل 5 طيــف FT-IR نمونــه بنتونيــت طبيعــي را نشــان 
ــات  ــت ارتعاش ــه عل ــذب در cm−1 3630 ب ــد ج ــد. بان مي ده
ــک  ــت. ي ــت اس ــاختاري بنتوني ــاي OH س ــي گروه ه کشش
ــه  ــز در نمون ــده کوارت ــان دهن ــح در cm−1 795 نش ــوار واض ن
ــور گســترده  ــه ط ــعه ايکــس ب ــراش اش ــه توســط پ اســت ک
ــر شــکل  ــل تغيي ــد در cm−1 624 به دلي ــد شــده اســت. بان تايي
 522 cm−1 ــا در ــد ه ــد Si-O اســت. بان ــت پيون و خمــش حال
ــه علــت ارتعاشــات خمشــي Al-Si-C و  ــه ترتيــب ب و 469 ب
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شکل شماره 3. آناليز عنصري بنتونيت خام )چپ( و بنتونيت اصلاح شده با روش اسيدي- گرمايي )راست(

شکل شماره 4. آناليز عنصري کيتوزان خام)چپ( وکمپوزيت کيتوزاني حاوي بنتونيت اصلاح شده )راست(

 918 cm−1 در Al-Al-OH ــه ــوط ب ــد مرب ــند. بان C-Si مي باش

 1039 cm−1مشــاهده شــده اســت. بانــد جــذب بســيار قــوي در
 3630  cm−1اســت. بانــد در Si-O بــه علــت ارتعــاش خمشــي

ــت. ــت آزاد اس ــدون کامپوزي ــيل هاي ب ــئول هيدروکس مس
 در طيــف کيتــوزان خــام، گــروه هــاي گســترده قــوي 
در cm−1 3338 را مي تــوان بــه ارتعــاش کششــي N-H در 
گروه هــاي NH2 منتســب کــرد. وجــود بانــد cm−1 2885مربــوط 
ــاي 1656 و  ــت. بانده ــروه CH2 دانس ــي گ ــاش کشش ــه ارتع ب
ــد  ــروه N-H و بان ــي گ ــد خمش ــه بان ــوط ب cm−1 15559 مرب

cm−1 1363 مربــوط بــه بانــد خمشــي C-H مــي باشــد. و بانــد 

قوي تــر در cm−1 1033 اختصــاص بــه بانــد کششــي دارد ]16[.

نتايج روش ديسکي
قطــر ناحيــه بازدارندگــي )DIZ ( ميــزان مهــار رشــد باکتــري 
ــي نشــان  ــات ضــد ميکروب ــه ترکيب A. hydrphila را نســبت ب

ــا  ــد، باکتري ه ــر باش ــيت بالات ــن حساس ــه اي ــد و هرچ مي ده
ــا فاصلــه ي بيشــتري از بســتر اجــازه رشــد مي يابــد )شــکل  ب
شــماره 7(. ميانگيــن مهــار رشــد باکتــري در دو ترکيــب 
ــت،  ــده اس ــماره 1 آورده ش ــدول ش ــي در ج ــد باکترياي ض
ــار  ــار مه ــدون تيم ــترهاي ب ــاهد و بس ــاي ش ــي در گروه ه ول
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شکل شماره 5- طيف سنجي تبديل فوريه مادون قرمز )FTIR( نمونه بنتونيت خام )بالا( و بنتونيت اصلاح شده )پايين(

شکل شماره 6- طيف سنجي تبديل فوريه مادون قرمز )FTIR( نمونه کيتوزان خام )بالا( و کمپوزيت کيتوزان )پايين(
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ــه از  ــت ک ــرل مثب ــد. در کنت ــاهده نگردي ــري مش ــد باکت رش
ــر  ــد قط ــتفاده گردي ــايکلين اس ــي تتراس ــک اکس ــي بيوتي آنت
ــد کــه نشــان از قابليــت ضــد  ــه مشــخص مشــاهده گردي هال

ــت. ــب داش ــن ترکي ــي اي ميکروب
در لوله هــاي داراي ترکيبــات ضــد ميکروبــي )بنتونيــت 
اصــلاح شــده بــا روش اســيدي- گرمايــي و کمپوزيــت 
ــم 6  ــس از 24 ســاعت از لگاريت ــري پ ــم باکت ــي( تراک کيتوزان
ــلا در  ــاس هيدروفي ــراي آائرومون ــر ب ــي ليت ــر در ميل ــه صف ب
زمانهــاي مختلــف رســيد. در نتيجــه ترکيبــات ضــد ميکروبــي 
ــادر  ــام حــالات ق ــي در تم ــت بالاي ــده داراي قابلي ــاخته ش س
ــردن  ــن ب ــن از بي ــري و همچني ــد باکت ــل رش ــرل کام ــه کنت ب
ــت اصلاح شــده  ــورد بنتوني ــا هســتند )شــکل 8(. در م باکتريه
توســط روش اســيدي -گرمايــي تــا کنــون گزارشــي مبنــي بــر 
ــده  ــع گــزارش نگردي ــي در مناب نحــوه عملکــرد ضــد ميکروب

جدول شماره 1- نتايج حاصل از هاله عدم رشد براي دو باکتري مورد بررسي)بر حسب ميلي متر(

  )استاندارد انحراف ±ميانگين ( قطر هاله عدم رشد  گونه باكتريايي

بنتونيت اصلاح   هيبريد كامپوزيتي
  شده

  كيتوزان خام  بنتونيت خام  اكسي تتراسايكلين

  ١٦/١١ ± ١١/٠  ٥٤/٨ ±١٢/٠  آئروموناس هيدروفيلا
  

  صفر  صفر  ٣٦/١٨ ± ١٧/٠

 

ــه نظــر مي رســد کــه اصــلاح توســط تيمارهــاي  اســت امــا ب
متعــدد اســيد و گرمــا ســبب ايجــاد ســايت هــاي ضــد 
ميکروبــي اســيدي و همچنيــن ايجــاد تخلخــل بســيار بــالا در 
ســطح بنتونيــت گشــته کــه مــي تواننــد ســبب از بيــن رفــت 
باکتري هــا شــود. در مــورد ترکيــب کمپوزيــت کيتوزانــي 
ــوه  ــر نح ــي ب ــي مبن ــده گزارش ــلاح ش ــت اص ــاوي بنتوني ح
خاصيــت ضــد ميکروبــي وجــود نــدارد ولــي چنديــن فرضيــه 

ــد از:  ــه عبارتن ــود دارد ک ــه وج ــن زمين در اي
ــوزان در  ــر کيت ــان مکانيســم اث ــراي بي ــي ب مدل هــاي مختلف
خاصيــت ضــد باکتريايــي آن بيــان شــده اســت کــه اوليــن و 
پذيرفته تريــن آنهــا بيانگــر تعامــل بيــن بــار مثبــت ملکول هــاي 
کيتيــن و کيتــوزان و بــار منفــي غشــاي ســلولي عوامــل 
ــتاتيک  ــروي الکترواس ــدل ني ــن م ــد. در اي ــي مي باش ميکروب
ــلولي  ــواره س ــود در دي ــي موج ــار منف ــل NH و ب ــن عام بي

شکل شماره 7- قطر هاله عدم رشد باکتري در مقابله با ترکيبات ضد ميکروبي
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ــده  ــي ش ــل ميکروب ــن عوام ــر انداخت ــث گي ــا باع ميکروب ه
و از حرکــت و رشــد آنهــا جلوگيــري مي کنــد ]17[. کــه 
ــراي  ــون  +Ca 2 ب ــت با ي ــق رقاب ــالا از طري ــل احتم ــن عم اي
ــلولي  ــاي س ــي در غش ــار منف ــمت داراي ب ــه قس ــال ب اتص
ــل الکترواســتاتيکي  ــرد ]18[. تعام ميکروب هــا صــورت مي گي
بيــن کيتــوزان و عوامــل ميکروبــي باعــث روي دادن دو اتفــاق 

ــد از: ــه عبارتن ــده ک ــي ش ــلول هاي ميکروب در س
الــف- تغييــر در نفوذپذيــري غشــاي ديــواره ســلولي باکتري 
ــي  ــمزي درون ــادل اس ــر در تع ــب تغيي ــت موج ــه در نهاي ک
باکتــري شــده و از رشــد و فعاليــت آن جلوگيريمي کنــد ]21، 

.]19 ،22
در  موجــود  پپتيدوگليکان هــاي  شــدن  هيدروليــز  ب- 
ــروج و  ــه خ ــر ب ــه منج ــم ک ــلولي ميکروارگانيس ــواره س دي

شکل شماره 8- بررسي روند کاهشي ميزان لگاريتم باکتريايي در غلظت ها و زمانهاي مختلف براي آئروموناس هيدروفيلا در 
مقابل ترکيبات ضد ميکروبي

تــراوش الکتروليت هــاي درون ســلولي ميکروارگانيســم ماننــد 
+K، پروتئين هــاي کوچــک، اســيدهاي نوکلئيــک، گلوکــز 

ــدل  ــن م ــود ]23، 22، 21[. اي ــاز مي ش ــات دهيدروژن و لاکت
توســط رَافَــت و همــکاران در ســال 2008 در آزمايشــي 
ــا  ــري S. Simulans و ب ــر باکت ــوزان ب ــر کيت ــي تاثي ــا بررس ب
مشــاهده تغييــرات ســاختاري مشــخص در ايــن باکتــري 
پيشــنهاد گرديــد ]11[. در ايــن آزمايــش اتصــال کيتــوزان بــه 
ــه در  ــد ک ــده ش ــود و دي ــاهده ب ــل مش ــا قاب ــطح باکتري ه س
محــل اتصــال کيتــوزان بــه غشــاي ســلولي باکتــري، غشــا از 
ديــواره ســلولي جــدا شــده و و در زيــر ديــواره حالت شــبيه به 
واکوئــول بــه خــود گرفــت. ايــن اتصــال باعــث تغييــر  يون هــا 
و جريــان آب بــه بيــرون ســلول شــده و باعــث کاهــش فشــار 
درون ســلولي گرديــد ]15، 16، 25، 26[. اينگونــه تغييــري در 
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ــي  ــرم منف ــت و گ ــرم مثب ــاي گ ــلولي در باکتري ه ــاي س غش
مشــاهده شــده اســت.

دوميــن مکانيســم ارائــه شــده بــراي عملکــرد خاصيــت ضــد 
باکتريايــي کيتــوزان اتصــال بــه DNA ميکروارگانيســم بــوده کــه 
منجــر بــه توقــف کــردن حرکــت mRNA و جلوگيــري از فرآيند 
پروتئيــن ســازي ميکروارگانيســم مي شــود. کيتــوزان ايــن عمــل 
ــه درون هســته ميکروارگانيســم ها انجــام مي دهــد  ــا ورود ب را ب
]24، 27، 28، 29[. در ايــن مکانيســم اينگونــه فرض شــده اســت 
کــه کيتــوزان قــادر بــه عبــور از ديــواره ســلولي باکتري هــا بــوده 

و خــود را بــه غشــاي پلاســمايي آن مي رســاند.
در تحقيــق حاضــر تغيــر در بــار ســطحی ترکيبــات در حالت 
ــن حضــور عناصــر  اصــلاح شــده و اصــلاح نشــده و همچني
ــی  ــت کيتوزان ــاختار کامپوزي ــه درون س ــر ب ــد کل ــد مانن جدي
ايجــاد ســبب  ايجــاد حالــت تخلخــل ســبب  به همــراه 
ــاس  ــری آئرومون ــه باکت ــی علي ــت ضــد ميکروب ايجــاد خاصي

ــد. ــلا گردي هيدروفي

نتيجه گيري
در ايــن تحقيــق بــا اســتفاده از دو ترکيــب ضــد ميکروبــي بــه 
بررســي خاصيــت ضد ميکروبــي عليــه دو باکتري بيمــاري زاي 
ــد.  ــه ش ــان پرداخت ــي آبزي ــتم هاي پرورش ــاخص در سيس ش
ــق روش  ــده از طري ــال ش ــاي اعم ــان داد تيماره ــج نش نتاي
اســيدي گرمايــي ســبب ايجــاد تغييــرات شــاخصي در ســطح 
لايــه اي بنتونيــت گرديــد و از طريــق ايــن تغييــرات خاصيــت 
ــي  ــت کيتوزان ــد. در کمپوزي ــل گردي ــي حاص ــد ميکروب ض
ترکيبــي در اثــر ايجــاد عوامــل ضــد ميکروبــي ســبب حــذف 
ــات  ــاختار ترکيب ــی س ــد. بررس ــه گردي ــورد مطالع ــري م باکت
خــام بنتونيتــی و کيتوزانــی بــا بنتونيــت اصــلاح شــده توســط 

ــوزان و  ــی کيت ــد کامپوزيت ــی و هيبري ــيدی- گرماي روش اس
بنتونيــت اصــلاح شــده توســط روش هــای مختلــف صــورت 
پذيرفــت. نتايــج طيــف مــادون قرمــز نشــان داد کــه تغييراتــی 
ــا  ــات ســاخته شــده در مقايســه ب ــای ترکيب ــگاه بانده در جاي
ــان از  ــه نش ــد ک ــاهده گردي ــام مش ــوزان خ ــت و کيت بنتوني
ايجــاد ترکيــب هيبريــدی دارد. بررســی نتايــج ميکروســکوپ 
ــعه  ــراش اش ــنجی پ ــف س ــتگاه طي ــه دس ــی متصــل ب الکترون
ايکــس کــه بــه منظــور بررســی عناصــر موجــود در ترکيبــات 
بــود نشــان داد کــه عناصــر جديــد بــه ســاختار ترکيبــات وارد 
شــده انــد. بررســی پتاســيل زتــا ترکيبــات در حالــت خــام بــا 
بنتونيــت اصــلاح شــده بــا روش اســيدی- گرمايــی و هيبريــد 
کامپوزيتــی نشــان از تغييــر بــار در ترکيبــات داشــت. حضــور 
ــات  ــار ســطحی ترکيب ــرات ب ــراه تغيي ــه هم ــد ب عناصــر جدي
ــار و  ــرات در ب ــر در تغيي ــل موث ــوان عوام ــه عن ــد ب ــی توان م
ــق  ــن طري ــده و از اي ــی گردي ــد باکترياي ــت ض ــاد خاضي ايج
ســبب حــذف باکتــری آئرومونــاس هيدروفيــلا گــردد. اســتفاده 
از ايــن دو ترکيــب بــراي اوليــن بــار عليــه باکتري هــاي 
ــه  ــان در شــرايط آزمايشــگاهی صــورت گرفت ــزاي آبزي بيماري
ــودن  ــه ارزان و فراهــم ب ــا توجــه ب ــج نشــان داد ب اســت. نتاي
ــن دو  ــور اي ــوزان( در کش ــت و کيت ــه )رس بنتوني ــواد اولي م
ترکيــب را مــي تــوان بــه عنــوان جايگزيــن ترکيبــات شــيميايي 

ــرار داد. ــي ق ــتم هاي پرورش ــدد در سيس ــوارض متع ــا ع ب

تشکر و قدرداني
ــه  ــر معصوم ــم دکت ــرکار خان ــات س ــيله از زحم ــن وس بدي
ــي  ــگاه فردوس ــي دانش ــت شناس ــروه زيس ــر گ ــي مدي بحرين
مشــهد کــه در انجــام ايــن تحقيــق همــکاري نمودنــد تشــکر 

و قدردانــي مي گــردد.
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