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استریفیکاسیون متانول و اولئیک اسید با استفاده از سلول  های رایزوپوس اوریزا تثبیت یافته بر 
لوفا

سمانه ستاری1، هدی خصالی اقطاعی1، فرزانه و هابزاده2*

11 دانشجوی1کارشناسی1ارشد1مهندسی1شیمی،1دانشگاه1صنعتی1امیرکبیر.

21 استاد،1دانشکده1مهندسی1شیمی،1دانشگاه1صنعتی1امیرکبیر.

چکیده

سابقه و هدف:1تولید1بیوديزل1به1عنوان1آلکیل1استر1اسیدي1چرب1از1سازگاري1قابل1ملاحظ1هاي1با1محیط1زيست1برخوردار1است.1سلول11
های1رايزوپوس1اوريزا1تولیدکننده1لیپاز1درون1سلولی1)سلول1کامل(،1قابلیت1کاتالیز1واکنش1ترانس1استريفیکاسیون1روغن11های1گیاهی1با1الکل11ها1را1
برای1تولید1بیوديزل1دارا1هستند.1به1منظور1بررسی1تاثیر1تثبیت1بر1فعالیت1آن1در1واکنش11های1سنتزی،1فعالیت1آنزيم1لیپاز1تولیدی1از1سلول11های1آزاد1

و1تثبیت1يافته1در1مدت1زمان11های1مختلف1کشت1مورد1بررسی1قرار1گرفته1است.

مواد و روش ها:1از1سلول11های1رايزوپوس1اوريزا1تثبیت1يافته1بر1پايه1لوفا1و1يا1سلول1آزاد1استفاده1شده1است.1سنجش1فعالیت1آبکافت1از1روش1
تیترسنجی1و1سنجش1اسید1های1چرب1آزاد1با1روش1کدورت1سنجی1انجام1شده1است.

یافته  ها:1لیپاز1درون1سلولی1نسبت1لیپاز1به1برون1سلولی1فعالیت1بالاتری1از1خود1نشان1داد.1بیشترين1فعالیت1درون1سلولی1از1بیوکاتالیست1به1دست1
آمده1از1کشت1481ساعته1حاصل1شد.1افزودن1مرحل1های1متانول،1باعث1بهبود1پیشرفت1واکنش1و1بازدهی1بالاتر1شد.111

بحث:1با1تغییر1مورفولوژی1رشد1میکروارگانیسم1هنگام1تثبیت1بر1پايه1لوفا،1تولید1لیپاز1درون1سلولی1به1میزان1قابل1توجهی1نسبت1به1سلول1آزاد1افزايش1
مییابد.1از1طرفی،1اضافه1کردن1مرحل1های1متانول1منجر1به1کاهش1اثر1بازدارندگی1آن1بر1آنزيم1لیپاز1شد.

نتیجه گیری:1تثبیت1سلول،1باعث1افزايش1فعالیت1لیپاز1درون1سلولی1می1شود.1سلول11های1رايزوپوس1اوريزا1تثبیت1يافته1بر1پايه11های1لوفا1کاتالیزور1
مناسبی1برای1واکنش11های1سنتزی1می1باشند.

کلمات کلیدی :1متیل1اولئات،1لیپاز،1رايزوپوس1اوريزا،1لوفا،1بیوديزل.

مجله تازه های  بیوتکنولوژی  سلولی - مولکولی

 دوره پنجم، شماره هجدهم، بهار 1394

مقدمه

1سوخت1ديزل1کاربرد1های1گستردهای1در1صنعت1جهانی1دارد1ولی1با1توجه1
به1تجديد1ناپذير1بودن1اين1منابع1و1همچنین1مشکلات1زيست1محیطی1که1
آلاينده1های1ناشی1از1اين1سوخت1ها1ايجاد1میکنند،1تلاش1ها1برای1يافتن1

جايگزين1های1مناسب1آغاز1گرديد1)11،3(.1

که1 است1 لیپیدی1 منابع1 استرهای1 آلکیل1 مونو-1 از1 مخلوطی1 بیوديزل،1
)ديزلی(1 احتراق1 تراکم-1 موتورهای1 در1 استفاده1 برای1 مناسب1 جايگزينی1

میباشد1)8(.1با1توجه1به1منابع1گیاهي1)دانه1سويا،1آفتابگردان،1ذرت،1بادام1
زمینی1و1کانولا(،1جانوري1)پیه1گاو1و1چربی1خوک(1،1میکروبي1)جلبکها(1و1
تولید1و1استخراج1چربي1ها1از1اين1منابع،1تولید1بیوديزل1از1سازگاري1قابل1

ملاحظهاي1با1محیط1زيست1برخوردار1است1)4(.1

ترانس1استريفیکاسیون1شامل1واکنش1يک1روغن1)تری1گلیسريد(1و1يک1
الکلاست1که1محصول1آن1مخلوط1استر1ها1و1گلیسرول1است.1گلیسرول1به1
عنوان1محصول1جانبی1با1گرانروی1بالا1جدا1شده1و1آلکیل1استر1اسید1های1
چرب1)بیوديزل(1بدست1آمده1دارای1گرانروی1پايین1میباشند.1هدف1اصلی1
واکنش1متانولیز11روغن11های1گیاهی،1کاهش1ويسکوزيته1روغن1می1باشد1

1.)3(

Methanolysis   1
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آدرس نویسنده مسئول :1دانشگاه1صنعتی1امیرکبیر

far@aut.ac.ir:پست الکترونیکی

تاریخ دریافت مقاله:1392/07/28

تاریخ پذیرش مقاله: 1393/04/22
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برای1بهبود1سرعت1و1بازده1واکنش1تولید1بیويزل1معمولا1ًاز1يک1کاتالیست1
قلیايی،1اسیدی،1کاتالیست11های1هتروژن1 استفاده1می1شود1که1میتواند1
غیرآلی1و1يا1آنزيمی1باشد.1تولید1صنعتي-1تجاري1بیوديزل1عمدتا1ًتوسط1
کاتالیست11هاي1شیمیايي1انجام1پذيرفته1است1که1خود1داراي1نقاط1ضعف1
لیپاز1 آنزيمي1 کاتالیزور1 توسط1 بیوديزل1 تولید1 حالیکه1 در1 است.1 چندي1
آنکه1دماي1 از1جمله1 است1 برخوردار1 قابل1ملاحظ1هاي1 امتیازي1 نقاط1 از1
پايینتري1 با1روش1هاي1شیمیايي1در1سطح1 عملیاتي1واکنش1در1مقايسه1
به1عنوان1يک1محصول1جانبي1واکنش،1مي1 است1و1جداسازي1گلیسرول1
تواند1با1سهولت1بیشتري1به1انجام1برسد،1همچنین1اسید1های1چرب1آزاد1و1
آب1موجود1در1مخلوط1واکنش،1تداخلی1در1انجام1واکنش1ايجاد1نمیکنند1و1

میتوانند1به1طور1کامل1به1استر1تبديل1شوند)3(.1

لیپاز1هاE.C.3.1.1.3(1(1گروهی1از1هیدرولاز1ها1هستند1که1در1محیط11های1
آبی،1بر1روی1پیوند11های1کربوکسیل1استر1موجود1در1تريآسیل1گلیسرول1
تأثیر1گذاشته1و1منجر1به1آزاد1شدن1اسید1های1چرب1و1گلیسرول1آن11ها1

میشوند1)12(.1

لیپاز1از1منابع1مختلف1گیاهی،1حیوانی1و1میکروارگانیسم11ها1)باکتری1وقارچ1
رشت1های(1تولید1می1شود.1برای1تولید1صنعتی1آنزيم،1میکروارگانیسم11ها1
بالا1 از1جمله:1زمان1کوتاه1تولید،1تطبیق1پذيری1 به1دلیل1مزايای1مختلف1
با1شرايط1محیط1زيستی1و1آسانی1دستکاری1ژنتیکی1ارجح1هستند1)15(.

مانع1اصلی1برای1تجاری1سازی1اين1روش،1قیمت1لیپاز1تولیدی1است.1آنزيم1
لیپاز،1کاتالیزور1بیولوژيکی1میباشد1و1در1واکنشی1که1آن1را1کاتالیز1می1کند1
از1 با1استفاده1مجدد1 اقتصاد1فرآيند1میتواند1 نتیجه1 مصرف1نمی1شود.1در1
اين1آنزيم1ارتقا1پیدا1کند.1تثبیت1آنزيم1يکی1از1روش1های1مناسب1میباشد.1
فعال1شدن1 غیر1 برابر1 در1 را1 آنزيم1 پايداری1 موارد،1 بیشتر1 در1 راهکار1 اين1
توسط1عواملی1مانند1دما،pH1،1دناتورهشدن1و1مواد1تجزيه1کننده1شیمیايی1

افزايش1میدهد.

همانطور1که1ذکر1شد1میکروارگانیسم11ها1بهدلیل1داشتن1مزايای1فراوان1از1
منابع1بسیار1مهم1آنزيمی1هستند.1آنزيم1تولیدی1در1قسمت11های1مختلف1
درون1 دسته1 دو1 به1 کلی1 طور1 به1 که1 باشد1 داشته1 حضور1 میتواند1 سلول1
سلولی1و1خارج1سلولی1طبقه1بندی1میشوند1)3(.1برای1استفاده1از11آنزيم11
که1 است1 هايی1 فرايند1 توسط1 سازی1 خالص1 به1 نیاز1 سلولی،1 برون1 های1
ممکن1است1برای1استفاده1کاربردی1پیچیده1باشد.1همچنین1آنزيم11هايی1
هستند.1 گران1 و1 ناپايدار1 عموما1ً میشوند1 بازيابی1 عملیاتی1 چنین1 با1 که1
برای1 کامل1 از1سلول1 مستقیم1 استفاده1 برای1 فراوانی1 تحقیقات1 درنتیجه،1
زيستی1 کاتالیست1 از1 استفاده1 برای1 انجام1شد1هاست.1 زيستی1 کاتالیست1
سلول1کامل1در1فرم1مناسب،1سلول11ها1بايد1با1روشی1شبیه1کاتالیست11های1
جامد1معمولی1که1قبلًا1در1واکنش11های1شیمیايی1استفاده1میشد،1تثبیت1
شوند.1در1اين1روش1همزمان1با1رشد1سلول،1تثبیت1نیز1همزمان1بر1ذرات1

نگاهدارنده1صورت1میگیرد1و1پس1از1جداسازی1می1تواند1بهصورت1مستقیم1
لیپاز1درون1سلولی1 فعالیت1 بهکار1رود.1 لیپاز1درون1سلولی1 بهعنوان1منبع1
سلول11های1تثبیت1يافته1چندين1برابر1سلول11های1آزاد1در1کشت1غوطهور1
است،1علت1اين1پديده1میتواند1تغییر1مورفولوژی1قارچ1و1تاثیر1آن1بر1تولید1
از1 رايزوپوس1 قارچ1 مورفولوژی1 سلولی،1 تثبیت1 از1 استفاده1 با1 باشد.1 لیپاز1
حالت1رشت1های1به1فرم1پلت1)دان1های(1تغییر1يافته1که1موجب1افزايش1

در1میزان1لیپاز1درون1سلولی1می1شود1)11(.

واکنش1 بر1 علاوه1 نیز1 استريفیکاسیون1 واکنش1 بیوديزل،1 تولید1 برای1
است.1 گرفته1 قرار1 بررسی1 مورد1 گسترده1 طور1 به1 ترانساستريفیکاسیون1
میزان1 به1 ضايعاتی1 های1 روغن1 و1 گیاهی1 های1 1 روغن1 در1 اسید1 اولئیک1
قابل1توجهی1وجود1دارد،1به1طور1مثال301-19%1در1روغن1سويا،1%36-671
روغن1 در1 1%20-60 و1 کانولا1 روغن1 در1 1%35-56 بادامزمینی،1 روغن1 در1
تولید1 برای1 متانول1 و1 اسید1 اولئیک1 واکنش1 بررسی1 بنابراين1 آفتابگردان.1

بیوديزل1دارای1اهمیت1بالايی1است1)16(.

روش کار

مواد

11Carloخريداری1شدند.1 1)Italy( از1شرکت1 ايزواکتان1 و1 اولئیک1اسید1
روغن1زيتون1به1صورت1محلی1تهیه1شد1و1متانول1و1ساير1مواد1مورد1نیاز1
Merck1)Ger� تبرای1تهیه1محیط1های1کشت1و1سنجش1فعالیت1از1شرک

many(1خريداری1شدند.

میکروارگانیسم و محیط کشت

تمامی1آزمايش11ها1با1رايزوپوس1اوريزا1PTCC51741انجام1شد1و1از1مرکز1
منطق1های1کلکسیون1قارچ111ها1و1باکتری111های1صنعتی1ايران1تهیه1شد.1
و1%21 آگار11 پتیتودکستروز1 حاوی1%41 اسلنت1 روی1 میکروارگانیسم1 اين1
124°C1آگار1با1استفاده1از1لوپ1تلقیح1شد1و1به1مدت171شبانهروز1در1دمای
قرار1گرفت1)13(.1سپس1به1مقدار1مشخصی1به1ارلن1ماير1mL2501دارای1
1mL50محیطکشت1مايع،1تلقیح1شد1)ترکیبدرصد1اين1محیط1در1جدول11
اين1محیط1ها1 تنظیم1می1شود(.1 1pHآن1روی15.61 ذکر1شده1است1که1
تحت1دمایC1°130و1دور1rpm1501به1مدت1زمان1های1کشت1متفاوت1
)1721،481،24و1961ساعت(1در1شیکر1انکوباتور1قرار1گرفتند1تا1در1سنجش1
فعالیت1آنزيم1مورد1استفاده1قرار1گیرند.1پس1از1اتمام1زمان1محیط1کشت،1
با1استفاده1از1فیلتر،1توده1سلولی1از1محیط1کشت1جدا1و1با1روش1مشخص1و1
ذکر1شده1در1مراجع1مورد1شستشو1قرار1گرفت1)5(.1توده1سلولی1به1منظور1
خشک1شدن1به1مدت1481ساعت1در1آون1خلأ1در1دمای1محیط1نگهداری1

شد.

1  potato dextrose agar (PDA)
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میزان مورد نیاز )گرم(ترکیبات مورد استفاده
70.00پلی1پپتون

1.00نیترات1سديم
1.00پتاسیم1دی1هیدروژن1فسفات

0.5منیزيم1سولفات171آبه
30.00روغن1زيتون

جدول11-1ترکیبات1موجود1در1محیط1کشت1مايع1رايزوپوس1اوريزا1در1يک1
لیتر1آب1مقطر1)5(

سنجش فعالیت ویژه آنزیم 

فعالیت1آنزيم1برحسب1سرعت1اولیه1واکنش1تعیین1شده1است.1سرعت1اولیه1
واکنش،1از1شیب1منحنی1تغییرات1غلظت1اولئیک1اسید1برحسب1زمان1در1
زمان11های1ابتدايی1واکنش1که1بازدارندگی1مشاهده1نمی1شود،1محاسبه1می1
1μmol1111که1برابر1باU1شود.1در1اين1مطالعه1فعالیت1آنزيم1برحسب1واحد
اسید1چرب1آزاد1بر1زمان1)برحسب1دقیقه(1است،1گزارش1شده1است.1برای1
محاسبه1فعالیت1ويژه،1U1محاسبه1شده1بر1جرم1توده1زيستی1و1يا1میلی1لیتر1

محلول1محیط1کشت1تقسیم1شده1است.

سنجش فعالیت آبکافتی آنزیم لیپاز

تبديل1 سرعت1 )بیشترين1 واکنش1 اولیه1 سرعت1 واقع1 در1 آنزيم1 فعالیت1
محصول(1در1مراحل1اولیه1تبديل1)5-20%(1میباشد1)6(.1بررسی1فعالیت1
آبکافتی1برای1آنزيم1لیپاز1متصل1به1غشا1سلولی1)درون1سلولی(1و1محیط1
بافر1 1mL9 زيتون،1 روغن1 1g2 شامل1 محیطی1 در1 سلولی(1 )برون1 کشت1
ظرف1 در1 1M0.05 کلريد1 کلسیم1 1mL1 1،=5.6pH با1 1M0.1 استات1
1mL50با1درب1پیچی1انجام1شده1است.1آنزيم1تثبیت1يافته1بر1يک1قطعه1
برای1 آزاد1 کشت1 از1 حاصل1 زيستی1 توده1 از1 1mg100 يا1 و1 بیوکاتالیست1
سنجش1فعالیت1آبکافت1درون1سلولی1وmL11محلول1محیط1کشت1برای1
سنجش1فعالیت1هیدرولیز1برون1سلولی1مورد1استفاده1قرار1گرفت1هاند.1اين1
محلول11ها1بهمدت1151دقیقه1در1دمایC1°130با1دور11501rpm1قرار1
گرفتند.1در1نهايت1از1روش1تیترسنجی1با1سود1M0.11برای1تعیین1میزان1
اسید1چرب1استفاده1شده1است.1تمامی1مراحل1ذکر1شده1برای1نمونه1کنترل1

بدون1آنزيم1نیز1به1صورت1همزمان1انجام1شده1است1)5(.

روش کدورت سنجی برای سنجش اسید  های چرب آزاد

برای1سنجش1اسید11های1چرب1آزاد1روش1کدورت1سنجی1توسط1محلول1
نمک11های1مس1)2(1مورد1استفاده1قرار1گرفت1و1در1محاسبه1بازده1واکنش1

تولید1متیلاستر1بهکار1گرفتهشد.1

150-51µmol1در1ابتدا1منحنی1استاندارد1اولئیک1اسید1برای1غلظت11های
اولئیک1اسید1رسم1شد1و1از1محلول1استات1مس-1پیريدين1بهعنوان1معرف1

151mL1استفاده1شده1است1)2(.1اولئیک1اسید1با1غلظت11های1مشخص،1در
ايزواکتان1حل1وmL11111محلول1معرف1به1آن1اضافه1شده1است.1اين1محلول1
بهمدت1901ثانیه1با1استفاده1از1دستگاه1ورتکس1میکسر1به1شدت1هم1زده1
می1شود.1سپس1جذب1اين1محلول11ها1توسط1دستگاه1اسپکتروفتومتر1در1
طول1موج17151نانومتر1خوانده1می1شود1و1مقدار1میکرومول1اسید1چرب1
باقیمانده1در1محلول1که1با1استات1مس1تشکیل1کمپلکس1داده،1در1مقابل1
ايزواکتان1که1فاقد1اسید1چرب1است1سنجیده1می1شود1و1منحنی1استاندارد1
برای1غلظت11های1مختلف1بر1حسب1جذب1خوانده1شده،1رسم1می1شود1
)9(.1برای1بررسی1بازده1تولید1متیل1استر1در1واکنش1استريفیکاسیون1نیز1

مشابه1همین1ترتیب1عمل1شده1است.

واکنش سنتز متیل اولئات

1mL2011در1ظرفmL311با1حجم1کلی اولئیک1اسید1و1متانول1 واکنش1
اوريزا1 )رايزوپوس1 بیوکاتالیست1 های1 قطع1 کاتالیزوری1 با1 پیچی1 درب1 با1
تثبیت1يافته(1انجام1شده1است.1تاثیر1پارامتر1های1مختلف1مانند1زمان1انجام1
واکنش1و1افزودن1مرحل1های1متانول1بر1بازده1تولید1متیل1استر1و1سرعت1

واکنش1مورد1بررسی1قرار1گرفته1است.

تمامی1آزمايش1ها1با1دو1بار1تکرار1و1خطای1کمتر1از51%1گزارش1شد1هاند.1

نتایج

فعالیت آبکافت سیستم آنزیمی )بیوکاتالیست سلولی( 

برای1بررسی1آنزيم1لیپاز1درون1سلولی1تولید1شده،1سنجش1فعالیت1سلول1
تثبیت1يافته1و1سلول1آزاد1انجام1شده1است1که1نتايج1آن1در1شکل11ارائه1

شد1هاست.1

با1توجه1به1شکل1،1فعالیت1هیدرولیز1درون1سلولی1در1سلول1تثبیت1شده1
نسبت1به1سلول1آزاد1به1طور1قابل1توجهی1افزايش1داشته1است1که1اين1امر1
بیانگر1بهبود1فعالیت1لیپاز1درون1سلولی1در1اثر1تثبیت1و1افزايش1نگهداشت1
زمان1کشت1سلول1 افزايش1 با1 1.)5( است1 توده1سلولی1 توسط1 لیپاز1 آنزيم1
از1241تا1481ساعت،1فعالیت1هیدرولیز1در1هر1دو1فرم1آزاد1و1تثبیت1يافته1
افزايش1يافته1است.1اين1درحالی1است1که1افزايش1بیشتر1از1اين1در1زمان1

کشت،1باعث1کاهش1فعالیت1آنزيم1شد1هاست.11
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شکل41-1تاثیر1اضافهنمودن1مرحل1های1متانول1بر1بازده1واکنش1استريفیکاسیون1پس1از1

گذشت1481ساعت.1در1شرايطrpm1501،C30°1،نسبت1مولی11:11واکنشدهنده1ها،1يک1

قطعه1بیوکاتالیست1و1بدون1حضور1حلال1)انجام1آزمايش11ها1با1دو1مرتبه1تکرار(

بحث

بررسی1 برای1 يافته1 تثبیت1 و1 آزاد1 های1 1 سلول1 از1 تولیدی1 لیپاز1 فعالیت1
است.1 شده1 مقايسه1 لیپاز1 آنزيم1 فعالیت1 بر1 میکروارگانیسم1 تثبیت1 تاثیر1
نتايج1اين1بررسی1نشان1داد1که1با1تغییر1مورفولوژی1رشد1میکروارگانیسم1
هنگام1تثبیت1بر1پايه1لوفا،1تولید1لیپاز1درون1سلولی1به1میزان1قابل1توجهی1
نسبت1به1سلول1آزاد1افزايش1مییابد.1اين1درحالی1است1که1فعالیت1لیپاز1
برون1سلولی1در1سلول1های1آزاد1نسبت1به1سلول1تثبیت1يافته1دارای1مقدار1
بیشتری1است.1تشکیل1فرم1دان1های1در1حالت1سلول1تثبیت1يافته1از1ترشح1
آنزيم1به1محیط1کشت1جلوگیری1می1کند1و1با1حفظ1لیپاز1در1درون1سلول1
باعث1افزايش1فعالیت1کاتالیزوری1آنزيم1لیپاز1درون1سلولی1می1شود.1اين1
نتايج1مشابه1نتايج1گزارش1شده1توسط1فوکودا13و1همکارانش1بود1که1از1پايه1

پلی1اورتان1فوم1برای1تثبیت1رايزوپوس1اوريزا1استفاده1کرده1بودند1)5(.1

و1 آزاد1 فرم1 دو1 در1 لیپاز1 آنزيم1 فعالیت1 بر1 سلول1 زمان1کشت1 مدت1 تاثیر1
آبکافت1درون1سلولی1 فعالیت1 بیشترين1 است.1 بررسی1شده1 يافته1 تثبیت1
1U(1توسط1سلول1تثبیت1يافته1حاصل1از1کشت1481ساعته1به1دست1آمد
نیز1 آزاد1 فرم1 به1 در1کشت1 تثبیتشده(.1 میلیگرم1سلول1 هازای1 13.196ب1
1U(1بود آبکافت1درون1سلولی1 سلول1481ساعته1دارای1بیشترين1فعالیت1
11.867ب1هازای1میلیگرم1سلول1تثبیتشده(.1علیرغم1روند1مشاهدهشده1
برون1سلولی1در1دو1محیط1 لیپاز1 فعالیت1 لیپاز1درون1سلولی،1 فعالیت1 در1
تقريبا1ًثابت1بود1و1تغییر1قابل1ملاحظ1های1مشاهده1نشد.1با1توجه1به1نتايج1
به1دست1آمده1از1اين1بخش،1سلول1تثبیت1يافته1حاصل1از1کشت1481ساعته1
بهعنوان1کاتالیزور1واکنش1اولئیک1اسید1و1متانول1مورد1استفاده1قرار1گرفت.1

بررسی1مدت1زمان1انجام1واکنش1و1بهتعادل1رسیدن1آن،1نشان1داد1که1پس1
از1گذشت1481ساعت1از1انجام1واکنش،1بازدهی1تن1ها1حدود301%1حاصل1
بازدهی1 در1 تغییری1 ساعت1 172 به1 واکنش1 زمان1 افزايش1 با1 و1 شود1 می1

3   Fukuda et al.

شکل1-11مقايسه1فعالیت1آنزيم1لیپاز1درون1سلولی1تولید1شده1به1فرم1تثبیت1يافته1و1آزاد1

)انجام1آزمايش11ها1با1دو1مرتبه1تکرار(

جهت1بررسی1آنزيم1لیپاز1برون1سلولی1تولید1شده،1سنجش1فعالیت1محیط1
کشت1به1دست1آمده1از1سلول1تثبیت1يافته1و1يا1سلول1آزاد1انجام1شده1است1

که1نتايج1آن1در1شکل12ارائه1شده1است.1

شکل21-1مقايسه1فعالیت1آنزيم1لیپاز1برون1سلولی1تولید1شده1به1فرم1تثبیت1يافته1و1آزاد1

)انجام1آزمايش11ها1با1دو1مرتبه1تکرار(

فعالیت1هیدولیز1خارج1سلولی1تايیدی1است1بر1آنچه1که1در1فعالیت1درون1
سلولی1مشاهده1شده1است1و1فعالیت1محیط1کشت1به1دست1آمده1از1کشت1
آزاد1نسبت1به1تثبیت1شده،1دارای1فعالیت1بالاتری1است.1در1فرم1آزاد1ترشح1
آنزيم1لیپاز1تولیدی1به1محیط1کشت1با1افزايش1زمان1کشت،1افزايش1يافته1
داشته1 ثابتی1 نسبتا1ً خارجی1 فعالیت1 يافته1 تثبیت1 فرم1 حالیکه1 در1 است.1

است.1

واکنش اولئیک اسید و متانول

اثر مدت زمان واکنش بر تولید متیلاستر

مورد1 واکنش1 انجام1 زمان1 مدت1 در1 استريفیکاسیون1 واکنش1 پیشرفت1
بررسی1قرار1گرفت1که1نتايج1اين1بررسی1در1شکل13ارائه1شده1است.1بازده1
واکنش1پس1از1گذشت1481ساعت1حدود301%1است1و1به1تعادل1میرسد.1
بنابراين1افزايش1زمان1انجام1واکنش1به1721ساعت1نیز1تغییری1در1پیشرفت1

واکنش1ندارد.1

شکل31-1پیشرفت1واکنش1استريفیکاسیون1طی1گذشت1زمان1درrpm1501،C30°1با1

نسبت1مولی11:11واکنشدهنده11ها،1يک1قطعه1بیوکاتالیست1)انجام1آزمايش11ها1با1دو1

مرتبه1تکرار(

اثر اضافه نمودن مرحل های متانول بر پیشرفت واکنش

غلظت1بالای1متانول1)متانولی1که1در1روغن1حل1نمی1شود(،1می1تواند1به1
طور1جدی1باعث1دناتوره1شدن1برگشت1ناپذير1لیپاز1شود1که1پروتئین11ها1
به1آب1محروم1میسازد1 آن1 نیاز1ضروری1 از1 را1 آنزيم1 و1 ناپايدار1میسازد1 را1
)12(.1برای1جلوگیری1از1غیرفعال1شدن1لیپاز1توسط1غلظت1بالای1متانول1
موجود1در1محیط1واکنش،1افزودن1مرحل1های1متانول1توسط1شیمادا12و1

همکارانش1گزارش1شده1است1)14(،1]7[.

ب1هاين1ترتیب1متانول1با1نسبت1مولی111به111)نسبت1به1اولئیک1اسید(1
در1يک1و1دو1مرحله1به1واکنش1اضافه1شد1)در11مرحل1های:1اضافهنمودن1
11مول1متانول1در1لحظه1صفر،21مرحل1های:1اضافهنمودن10.51مول1در1
لحظه1صفر1و1241ساعت(.1نتايج1اين1بررسی1در1شکل141آمد1هاست.1افزودن1
يک1باره1متانول1در1زمان1صفر1منجر1به1بازدهی1حدود1301درصد1پس1از1
همان1 افزودن1 درحالیکه1 شود،1 می1 واکنش1 زمان1 از1 ساعت1 148 گذشت1
میزان1متانول1ولی1در1دو1مرحله1بازدهی1را1به1حدود1431درصد1افزايش1
میدهد.1درنتیجه1در1بازده1واکنش1را1افزايش1خواهد1داد.1مشابه1اين1نتیجه1
استريفیکاسیون1 واکنش1 در1 که1 هاست1 شد1 گزارش1 1)10( مرجع1 توسط1
اولئیک1اسید1در1حضور1بیوکاتالیست1رايزوپوس1اوريزا1با1افزودن1مراحل،1

بازدهی1واکنش1افزايش1مییابد.

.Shimada et al  2
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شکل41-1تاثیر1اضافهنمودن1مرحل1های1متانول1بر1بازده1واکنش1استريفیکاسیون1پس1از1

گذشت1481ساعت.1در1شرايطrpm1501،C30°1،نسبت1مولی11:11واکنشدهنده1ها،1يک1

قطعه1بیوکاتالیست1و1بدون1حضور1حلال1)انجام1آزمايش11ها1با1دو1مرتبه1تکرار(

بحث

بررسی1 برای1 يافته1 تثبیت1 و1 آزاد1 های1 1 سلول1 از1 تولیدی1 لیپاز1 فعالیت1
است.1 شده1 مقايسه1 لیپاز1 آنزيم1 فعالیت1 بر1 میکروارگانیسم1 تثبیت1 تاثیر1
نتايج1اين1بررسی1نشان1داد1که1با1تغییر1مورفولوژی1رشد1میکروارگانیسم1
هنگام1تثبیت1بر1پايه1لوفا،1تولید1لیپاز1درون1سلولی1به1میزان1قابل1توجهی1
نسبت1به1سلول1آزاد1افزايش1مییابد.1اين1درحالی1است1که1فعالیت1لیپاز1
برون1سلولی1در1سلول1های1آزاد1نسبت1به1سلول1تثبیت1يافته1دارای1مقدار1
بیشتری1است.1تشکیل1فرم1دان1های1در1حالت1سلول1تثبیت1يافته1از1ترشح1
آنزيم1به1محیط1کشت1جلوگیری1می1کند1و1با1حفظ1لیپاز1در1درون1سلول1
باعث1افزايش1فعالیت1کاتالیزوری1آنزيم1لیپاز1درون1سلولی1می1شود.1اين1
نتايج1مشابه1نتايج1گزارش1شده1توسط1فوکودا13و1همکارانش1بود1که1از1پايه1

پلی1اورتان1فوم1برای1تثبیت1رايزوپوس1اوريزا1استفاده1کرده1بودند1)5(.1

و1 آزاد1 فرم1 دو1 در1 لیپاز1 آنزيم1 فعالیت1 بر1 سلول1 زمان1کشت1 مدت1 تاثیر1
آبکافت1درون1سلولی1 فعالیت1 بیشترين1 است.1 بررسی1شده1 يافته1 تثبیت1
1U(1توسط1سلول1تثبیت1يافته1حاصل1از1کشت1481ساعته1به1دست1آمد
نیز1 آزاد1 فرم1 به1 در1کشت1 تثبیتشده(.1 میلیگرم1سلول1 هازای1 13.196ب1
1U(1بود آبکافت1درون1سلولی1 سلول1481ساعته1دارای1بیشترين1فعالیت1
11.867ب1هازای1میلیگرم1سلول1تثبیتشده(.1علیرغم1روند1مشاهدهشده1
برون1سلولی1در1دو1محیط1 لیپاز1 فعالیت1 لیپاز1درون1سلولی،1 فعالیت1 در1
تقريبا1ًثابت1بود1و1تغییر1قابل1ملاحظ1های1مشاهده1نشد.1با1توجه1به1نتايج1
به1دست1آمده1از1اين1بخش،1سلول1تثبیت1يافته1حاصل1از1کشت1481ساعته1
بهعنوان1کاتالیزور1واکنش1اولئیک1اسید1و1متانول1مورد1استفاده1قرار1گرفت.1

بررسی1مدت1زمان1انجام1واکنش1و1بهتعادل1رسیدن1آن،1نشان1داد1که1پس1
از1گذشت1481ساعت1از1انجام1واکنش،1بازدهی1تن1ها1حدود301%1حاصل1
بازدهی1 در1 تغییری1 ساعت1 172 به1 واکنش1 زمان1 افزايش1 با1 و1 شود1 می1

3   Fukuda et al.

بهمنظور1 متانول1 های1 مرحل1 کردن1 اضافه1 شود.1 نمی1 مشاهده1 واکنش1
کاهش1اثر1بازدارندگی1آن1بر1آنزيم1لیپاز1انجام1شد.1افزودن1دو1مرحله1ای1
متانول1در1مقايسه1با1افزودن1يک1مرحل1های،1باعث1افزايش1بازده1واکنش1

از301%1به431%1شده1است.1

نتیجه گیری 

استر،1 متیل1 تولید1 واکنش1سنتزی1 در1 لیپاز1 آنزيم1 عملکرد1 بررسی1 برای1
فعالیت1آبکافتی1دو1حالت1تثبیت1شده1و1فرم1آزاد1سلول،1مورد1آزمايش1
به1 منجر1 لوفا،1 پايه1 بر1 اوريزا1 رايزوپوس1 های1 سلول1 تثبیت1 گرفت.1 قرار1
حفظ1لیپاز1در1درون1سلول1و1افزايش1فعالیت1کاتالیزوری1آنزيم1لیپاز1درون1

سلولی1می1گردد.1

متانول1نقشی1دوگانه1در1اين1واکنش1ايفا1می1کند،1از1طرفی1به1عنوان1يک1
واکنش1دهنده1اولیه1عمل1می1کند1و1افزايش1آن1منجر1به1افزايش1سرعت1
واکنش1می1شود1و1از1طرفی1ديگر1نیز1نقش1بازدارنده1بر1آنزيم1لیپاز1دارد.1
به1اين1ترتیب،1افزودن1دو1مرحله1ای1متانول1به1محیط1واکنش،1بازدهی1را1

تا1حدود131%1افزايش1داد.11

سپاسگزاري

از1دانشگاه1صنعتی1امیرکبیر1برای1همکاری1در1اين1پروژه1تشکر1و1قدردانی1
می1شود.
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