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چکیده
آبکافتی  کاتالیز  هیدرولازها،  استر  کربوکسیلیک  گروه  از  عضوی  عنوان  به   )3.1.1.3.EC( لیپاز  آنزیم  اهداف:  و‌ سابقه‌
تری آسیل گلیسرول را جهت آزاد سازی اسیدهای چرب، گلیسریدها و گلیسرول به عهده دارد. با شناخت توانایی لیپاز جهت کاتالیز 
واکنش استریفیکاسیون، فصل گسترده ای در زمینه کارایی های این آنزیم آغاز شده است. قارچ رایزوپوس اوریزا، از جمله منابع میکروبی 
شناخته شده در تولید آنزیم لیپاز است. تمرکز مطالعه حاضر بر روی تعیین زمان بهینه رشد قارچ جهت تولید و نگه داشت آنزیم لیپاز 
درون -سلولی است و همچنین فعالیت استریفیکاسیون سلول های کشت یافته به فرم آزاد و تثبیت یافته مقایسه شد. بیوکاتالیست سلولی 
تولیدی جهت کاتالیز واکنش سنتز استر نرمال-بوتانول و اولئیک اسید تنظیم شد و پیشرفت واکنش مذکور در حضور و عدم حضور 

غربال های مولکولی مورد بررسی قرار گرفت.
مواد‌و‌روش‌ها: سلول  های رایزوپوس اوریزا تثبیت  یافته بر پایه لوفای اسفنجی جهت مقایسه با فرم کشت آزاد سلول تهیه شد. 

سنجش فعالیت استریفیکاسیون از روش کدورت سنجی و با تعیین میزان اسید چرب با قی مانده در محلول واکنش انجام  شد.
یافته‌ها:‌بر طبق سنجش های انجام شده بیوکاتالیست سلولی به هر دو فرم تثبیت یافته و آزاد در زمان کشت 48 ساعت حداکثر 
فعالیت استریفیکاسیون  دارند. همچنین تثبیت سلولی سبب افزایش فعالیت استریفیماسیون سلولی می شود )4 برابر(. ماکزیمم بازده 

تولید استر پس از برقراری تعادل در 9 ساعت 86 گزارش شده است که در حضور غربال های مولکولی این بازده تا 96 بهبود می یابد.
نتیجه‌گیری: تثبیت سلولی اثر به سزایی در بهبود فعالیت سنتزی آنزیم لیپاز درون سلولی دارد. هم چنین زمان کشت سلول 
از اهمیت ویژهای در تعیین میزان ترشح آنزیم لیپاز به خارج از سلول برخوردار است. حذف آب توسط غربال های مولکولی یک روش 

مناسب جهت افزایش بازده فرایندهای استریفیکاسیون است.
کلمات‌کلیدی: رایزوپوس اوریزا- لوفا اسفنجی- لیپاز درون سلولی – غربال های مولکولی آب– بوتیل اولئات
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مقدمه
سنتز  در  بیولوژکی  فرایندهای  از  استفاده  اخیر  سال های  در 
استرها با توجه به معایب روش شیمیایی، توجه زیادی را به خود 
جلب نموده است )11(. معایبی از جمله استفاده از کاتالیزگر های 
زمان  پرهزینه،  بالادستی  فرایندهای  به  نیازمندی  اسیدی، 
طولانی، دمای بالا و بازدهی اندک در روش شیمیایی قابل توجه 
هستند که با استفاده از فرایندهای بیولوژیکی که تحت شرایط 
اختصاصی  عملکرد  با  و  بیوکاتالیست ها  توسط  زیستی  متعادل 

آن ها بر سوبسترا رخ می دهند برطرف خواهند شد )14-16(.

 )3.1.1.3 EC( آنزیم لیپاز )تری آسیل گلیسرول هیدرولاز 
توانایی کاتالیز واکنش هیدرولیز استر )تری آسیل گلیسرول های 
زنجیره بلند( در محیط آبی و سنتز انواع استرها در محیط های 
آلی را دارا است. انواع واکنش های کاتالیز شده توسط آنزیم لیپاز 

را می توان به صورت زیر طبقه بندی کرد.
هیدرولیز استر های زنجیره بلند 

RCOOR′ + H2O ⇔RCOOH + R′OH 
واکنش سنتز استر که می توان آن را به زیرگروه های زیر تقسیم 

بندی کرد:
1.2. سنتز مستقیم استر از الکل و اسید

RCOOH + R′OH ⇔RCOOR′ + H2O
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2.2. اینتر استریفیکاسیون1
 ′RCOOR′+R′′COOR*⇔RCOOR*+ R′′COOR

3.2. اسیدولیز2
 RCOOR′+R′′COOH⇔R′′COOR′ + RCOOH

4.2. الکل لیز3 
RCOOR′ + R′′OH ⇔RCOOR′′ + R′OH

سه واکنش آخر در مجموع واکنش های ترانس- استریفیکاسیون4 
نامیده می شوند که محصول استری در اثر انتقال گروه آلی به 

استر موجود تولید می شود )5(. 
لیپاز  آنزیم  طبیعت،  در  لیپیدها  گسترده  حضور  به  توجه  با 
میان  از  می شود.  تولید  طبیعی  صورت  به  جانداران  اکثر  در 
تولیدی  لیپاز  آنزیم  و میکروارگانیسم ها؛  ،گیاهی  منابع حیوانی 
باکتریایی کاربرد گسترده ای  و  قارچی  توسط منابع میکروبی؛ 
لیپازهای   .)5( اند  داده  نشان  بیوتکنولوژی خود  زمینه های  در 
قارچی به علت هزینه پایین استخراج، مقاومت به pH و حرارت 
باکتریایی  لیپازهای  با  مقایسه  در  سوبسترا  پذیری  گزینش  و 

بیشتر کاربرد دارند. 
تولید  در صنعت جهت  به صورت گسترده  ای  رشته  قارچ های 
و  بیوتیک ها  آنتی  آنزیم،  آلی،  اسیدهای  مانند  محصولاتی 
در  قارچ ها  رشد  می شوند.5  استفاده  کلسترول  کاهش  داروهای 
کشت غوطه ور با توجه به شرایط محیط کشت، مورفولوژی های 
نشان  پلتی8  فرم  به  یا  و  توده ای7  میسلیوم6،  جمله  از  مختلف 
بر  آن  اثر  و  رشد  نحوه  روی  بر  تحقیقات  از  بسیاری  می دهد. 
فرم  بیوراکتورها  در   .)7( است  گرفته  صورت  تولیدی  محصول 
به دور  بالا می برند،  را  ای ویسکوزیته محیط  توده  و  ای  رشته 
را  انتقال مواد غذایی  بیوراکتور می پیچند و مسیر های  پره های 
مسدود می کنند. همه این موارد سبب کاهش بازدهی سیستم 
خواهد شد )11(. فرم پلتی رشد قارچ نه تنها به جهت کاهش 
ویسکوزیته سیستم و احتمال پوشاندن پره همچنین به جهت 
در  و  اکسیژن  و  انتقال جرم  افزایش  و  رئولوژی سیستم  بهبود 
نتیجه کاهش مصرف انرژی جهت هوادهی و هم زدن؛ به عنوان 
انتخاب شده  برای فرایندهای صنعتی  بهترین مورفولوژی رشد 
مواد  اکسیژن(،  تامین   ( انکویاتور  سرعت چرخش   .)12( است 
پلیمری،  افزودنی های  اکسیژن،  تنش های   ،pH کشت،  محیط 
1  -Interesterification 
2  - Acidolysis
3 - Alcoholysis 
4  -Transesterification 
5  -Morphology
6  -Mycelia
7  Clump
8  Pellet

تلقیح  مایع  میزان  فعال ساز سطحی،  مواد  ویسکوزیته محیط، 
از جمله عواملی هستند که بر رشد به فرم پلتی موثر می باشند 

)10-12(
راه های  از  یکی  مناسب  های  پایه  بر  رشته ای  قارچ های  تثبیت 
قارچی  سیستم  در  است.  قارچی  سیستم های  مشکلات  بهبود 
فرم  به  رشد  مورفولوژی  افزایش  تثبیت سبب  اوریزا  رایزوپوس 
پلتی می شود همچنین از ترشح آنزیم به خارج سلول جلوگیری 
می شود  سلولی  درون  فرم  به  لیپاز  آنزیم  تولید  بهبود  سبب  و 
)6(. علاوه بر مزایای ذکر شده تثبیت سلول امکان بازیابی توده 

زیستی و استفاده متوالی از آن را به سیستم می بخشد )16( .
و  لیپاز  آنزیم  تولید  در  بسزایی  اثر  سلول  محیط کشت  تعیین 
ترشح آن به خارج از سلول یا نگاه داشت آن در درون سلول دارد 
)15-13(. وانگ9 همکارانش در سال 2008 اجزا محیط کشت 
افزایش  جهت  را  کینسیس10  رایزوپوس  قارچ  سلولی  سیستم 
روغن  که  دریافتند  و  کردند  بررسی  سلولی  درون  لیپاز  آنزیم 
زیتون که حاوی مقادیر بالایی از اولئیک اسید است جهت القا 
مفید  تولید در مقیاس صنعتی  نیز  و  لیپاز درون سلولی  آنزیم 

خواهد بود)15(.
واکنش   کاتالیز  توانایی  رشته ای  قارچ های  سلولی  درون  لیپاز 
شکست لیپیدها را داراست. بنابراین سلول های قارچی خشک 
واکنش های  در  می توان  مستقیم  طور  به  را  استن  توسط  شده 
استفاده  سلولی  بیوکاتالیست  عنوان  به  استر  و سنتز  هیدرولیز 
کرد. این روش نیازمند مراحل پیچیده بازیابی آنزیم، تخلیص و 
تثبیت آنزیم ندارد. لذا به علت سادگی عملکرد و کاهش هزینه 
اهمیت ویژه در بهینه سازی شرایط صنعتی خواهد داشت. با این 
وجود به دلیل پایین بودن اکتیویته ویژه سلول های بررسی شده 

استفاده از آن ها محدود شده است )2(. 
 از دیدگاه بیوتکنولوژی پیشرفت واکنش های آنزیمی در حضور 
زیر  موارد  جمله  از  فوایدی  شامل  آب،  به  نسبت  آلی  حلال 

می شود:
حلالیت‌بالای‌مواد‌آلی‌در‌بستر‌غیر‌آبی.

علت  به  آبی  سیستم  در  که  فرایندهایی  پیشبرد  امکان   
محدودیت های سنتیکی و یا ترمودینامیکی امکان پذیر نمی باشد. 
پایداری بیشتر آنزیم و عدم انحلال آنزیم در حلال آلی که امکان 

بازیابی و استفاده مجدد از آنزیم را فراهم می کند.
سهولت نسبی جداسازی محصول از حلال آلی نسبت به آبی.

 افزایش بازدهی سیستم ) به خصوص در ارتیاط با سیستم های 
ویسکوز( ؛ به علت بهبود شرایط انتقال جرمی )17(.

9  -Wang et al.
10  -Rhizopus chinesis 
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سوخت های  برای  مناسب  جایگزین  یک  عنوان  به  بیودیزل 
فسیلی، با بهبود مشکلات اقتصادی ،زیست محیطی و اجتماعی 
سوخت های فسیلی یکی از سرفصل های مهم در مطالعات اخیر 
است. از جمله معایب بیودیزل می توان به ویسکوزیته بالای آن 
نسبت به سوخت های فسیلی اشاره کرد. موتورهای دیزلی جدید 
با سیستم سوخت رسانی تزریقی، نسبت به تغییرات ویسکوزیته 
ناکافی سوخت و هوا سبب  سوخت حساسیت دارند و اختلاط 
ضعف درکارایی سیستم تزرقی و در نتیجه سوخت ناقص؛ تولید 
تولید رسوب  و  فیلتر  ،انسداد  رینگ  ، همچنین چسبیدن  دود 
باشد  بالاتر  موتور می شود )10(. هرچه ویسکوزیته سوخت  در 
تمایل سوخت به ایجاد مشکلات مذکور بیشتر می شود. از این 
رو کاهش تغییرات ویسکوزیته یک راه حل مناسب جهت حل 
این مشکل است. در میان استرهای تجاری تولید شده 1-بوتیل-

سوخت های  افزودنی های  زمینه  در  گسترده ای  کارایی  اولئات 
در  سوخت  ویسکوزیته  تغییرات  کاهش  سبب  و  دارد  دیزلی 
در  اولئات  1-بوتیل  حضور  همچنین  می شود.  پایین  دماهای 
پلیمری  ایجاد  پلی وینیل کلرید)PVC( سبب  پلیمری  لایه های 
استر  این  کاربرد  موارد  سایر  از  می شود.  بالا  انعطاف پذیری  با 
می توان کاربری به عنوان عامل مقاوم در برابر آب در سیال های 
هیدرولیک و نیز مصرف آن در صنایع آرایشی و غذایی اشاره کر 
د )11(. در مطالعه حاضر هدف بهبود فعالیت استریفیکاسیون 
آنزیم لیپاز درون سلولی رایزوپوس اوریزا ، با استفاده از تکنیک 
تثبیت  سلولی و تعیین زمان کشت مناسب جهت دستیابی به 
کارایی  به  توجه  با  ادامه  در  است.  آنزیم  این  فعالیت  حداکثر 
استر  سنتز  مختلف،  درصنایع  اولئات  1-بوتیل  استر  گسترده 
بررسی شد  تولیدی  بیوکاتالیست  از  استفاده  با  1-بوتیل اولئات 
و بازده آن در حضور و عدم حضور جاذب های محصول جانبی 
جهت دستیابی به حداکثر بازده در شرایط واکنش بررسی شد. 

مواد‌و‌روش‌ها
مواد

نرمال  ایتالیا11  اربا  کارلو  شرکت  از  اکتان  ایزو  اسید،  اولئیک 
از  کشت  محیط  تهیه  جهت  لازم  مواد  سایر  و  هگزان،  بوتانل، 
شرک مرک آلمان 12خریداری شد. روغن زیتون اوجی بلانکا13 
ساخت کشور اسپانیا از منابع محلی تهیه گردید . میکروارگانیزم 
رایزوپوس اوریزا به فرم کشت جامد با کد )PTCC5174( از 
ایران  باکتری های صنعتی  و  قارچ ها  کلکسیون  منطقه ای  مرکز 

تهیه شد.

11  - Carlo Erba (Italy)
12  - Merck (Germany
13  -Houji Blanka

پایه‌تثبیت
لوفا اسفنجی به جهت درصد تخلخل بالا، حجم مخصوص بالای 
تجزیه پذیری  بودن،  سمی  غیر  پایدار،  فیزیکی  خواص  حفر ها، 
مناسبی  بسترهای  دسترسی  سادگی  و  پایین  هزینه  زیستی، 
های  دیسک  می روند.  شمار  به  ها  میکروارگانیسم  رشد  جهت 
لوفا و با شعاع cm 1/5 و ضخامتcm 0/2-0/4 بریده شد. پس 
از آن به مدت 1 ساعت با آب مقطر جوشانده و هر 15 دقیقه 
آب آن تعویض شد. سپس به مدت 24 ساعت در آون با دمای 
70ºC خشک و تعداد 12 عدد از آن برای هر ml 100 محیط 

کشت توزین شد.
شرایط‌کشت‌میکروارگانیزم

شده  خریداری  قارچ  ابتدا  اوریزا  رایزوپوس  قارچ  تکثیر   جهت 
توسط لوپ بر روی اسلنت های حاوی محیط کشت جامد ) %4 
PDA14 و 2% آگار( انتقال و در دمای ºC 24 به مدت هفت 

روز نگه داری می شود )6(. سپس با استفاده از آب مقطر استریل 
محلول اسپور از کشت جامد تهیه شد و به روش هموسیتومتر 
 (spore/ml) 1 از محلول با غلظت ml شمارش گردید. میزان
 gحاوی استریل  مایع  کشت  محیط  از   100  ml به   5×10  8
 g فسفات،  هیدروژن  دی  پتاسیم   0/1  g سدیم،  نیترات   0/1
روغن   g3 و  پپتون  پلی   g7 آبه،  هفت  سولفات  منیزیم   0/05
زیتون در 100 گرم آب مقطر داخل یک ارلن ml 500 ریخته و 
pH=5/6 تنظیم شد )6(. ارلن حاوی لوفا جهت تثبیت سلول و 
محیط کشت بدون پایه تثبیت برای کشت آزاد سلول تلقیح شد 
و در دمای ºC 30 و 150rpm و برای مدت زمان های متفاوت 
قارچی  توده  از مدت زمان مشخص  گرم خانه گذاری شد. پس 
توسط فیلتر از محیط کشت جدا شد و پس از شستشو به روش 
ذکر شده در مرجع )6( جهت خشک شدن در آون خلأ در دمای 
محیط به مدت 48 ساعت نگه داری شد. شکل1 نمایی از لوفا 

قبل و بعد از تثبیت قارچ رایزوپوس اوریزا می دهد.
منحنی‌رشد‌و‌تخمین‌میزان‌توده‌زیستی

تهیه شده  پایه،  محیط کشت   50 mL ارلن حاوی  نمونه   18
در ارلن 250mL، جهت استریل شدن داخل اتوکلاو در دمای 
شدن  سرد  از  پس  شد.  داده  قرار   15  psi فشار  و   121  C°
محیط کشت استریل تا دمای محیط ml 0/5 از محلول اسپور 
دمای  در  و  تلقیح  آن  به  اسپور   2/5  × حاوی108  شده  تهیه 
C°30 و دور 150rpm داخل شیکر انکوباتور برای مدت زمان 
مشخص کشت داده شد. محیط کشت سلول توسط فیلتر شماره 
1 واتمن15 جداسازی و کاغذ فیلتر حاوی توده زیستی توسط آب 

14 -Potato dextrose agar 
15  -Wathman
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مقطر استریل شستشو و سپس در آون در دمای ºC70 خشک 
می شود. سپس با استفاده از دستگاه تعادل رطوبتی16 با کاهش 

رطوبت تا مقادیر زیر %1 وزن آن یادداشت می شود.
‌سنجش‌فعالیت‌آنزیم‌لیپاز

 فعالیت سنتزی آنزیم تولیدی با استفاده از روش کدورت سنجی 
شامل فعالیت  تعیین  جهت  استر  سنتز  واکنش  شد.  سنجیده 

هگزان  با  که  است  اسید  اولئیک  و  بوتانول  نرمال   2  mmol
به حجمml 2 می رسد. mg 100 از توده سلولی جهت شروع 
واکنش به ظرف درب دار ml 10 حاوی 2ml از مواد واکنش 
اضافه شده و به مدت 1/5 ساعت داخل شکیر در دمای 37ºCبا 
دور 250rpm قرار داده شد و سپس میزان اسید چرب مصرف 
شده طی واکنش سنتز استر، توسط روش ذکر شده در مرجع 
برای  مراحل  همه  شد.  سنجش   715  nm موج  طول  در   )8(
نمونه شاهد بدون آنزیم به صورت همزمان انجام شد و نیز هر 
حسب  بر  فعالیت  شد.  تکرار  دوبار  حداقل  آزمایش ها  از  کدام 
واحد U معادل مقدار آنزیمی است که در واکنش سنتز استر، 
1µmol اسید چرب آزاد را به عنوان سوبسترا بر حسب دقیقه 

مصرف می نماید، بیان می کند.

 

 الف- شبکه سلولزی لوفا قبل از تثبيت قارچ ۱شکل
رايزوپوس اوريزا. ب- شبکه سلولزی لوفا بعد از تثبيت 

قارچ رايزوپوس اوريزا (عکسها توسط ميکروسکپ 
  برابر تهييه شده است).۳۲دوربيندار در مقياس 

نحوه محاسبه فعالیت ویژه:

16  -Moisture balance Model (AMB-350)

سنتز‌آنزیمی‌استر1-بوتیل‌اولئات
نرمال  و  اسید  اولئیک  بررسی حاوی  مورد  استر  سیستم سنتز 
M 0/3 در  به میزان  با نسبت مولی یکسان، هر کدام  بوتانول 
در   20ml دار  در ظرف درب  عنوان حلال  به  ml 10 هگزان 
دمای 37ºC و دورrpm 250 در حضور دو عدد لوفا انجام شد. 
 20 µl نمونه گیری  بار  بررسی پیشرفت واکنش در هر  جهت 
طریق  از  واکنش  پیشروی  شد.آنالیز  بررسی  واکنش  محلول  از 
روش کدورت سنجی اسید چرب آزاد صورت گرفت. هر یک از 

آزمایش ها حداقل 2 بار تکرار شد. نحوه محاسبه بازده واکنش:

محلول  به  مولکولی  غربال های  کردن  اضافه  اثر  بررسی  جهت 
 10 g واکنش بر بازده پس از خشک کردن محیط واکنش توسط
غربال مولکولی به مدت 12 ساعت میزان g 4 غربال مولکولی 

به محیط کشت واکنش اضافه شد و بازده نهایی محاسبه شد. 
نتیجه‌ها

منحنی‌رشد‌قارچ‌رایزوپوس‌اوریزا
سلول  توسط  لیپاز  آنزیم  تولید  زمان  به  دست یابی  جهت 
رایزوپوس اوریزا، منحنی رشد سلول در حضور روغن زیتون به 
شده  رسم  لیپاز  آنزیم  القای  عامل  و  رشد  کربنی  منبع  عنوان 
است. در شکل2 نمودار رشد میکروبی این میکروارگانیسم ارائه 
شده است. 6 ساعت نخست کشت میکروبی منتسب به سازگاری 
میکروارگانیسم با محیط رشد می باشد و افزایش نمایی رشد پس 

از گذشت 12 ساعت آغاز و در 144 ساعت متوقف می شود.
 

-منحني‌رشد‌و‌میزان‌تغییرات‌توده‌زیستي‌‌2شکل‌
 قارچ‌رایزوپوس‌اوریزا‌(کشت‌به‌فرم‌سلول‌آزاد).
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-‌مقایسه‌فعالیت‌لیپاز‌درونسلولي‌رایزوپوس‌اوریزا‌‌3شکل‌
 به‌فرم‌تثبیتیافته‌و‌آزاد‌.

بررسی اثر زمان کشت بر میزان فعالیت سنتزی آنزیم لیپاز
پس از کشت میکروارگانیزم به فرم آزاد و تثبیت یافته در زمان 
مشخص، میزان فعالیت نسبی آنزیم اندازه گیری و در شکل 3 
رسم شد. بیشترین فعالیت آنزیم لیپاز مربوط به زمان 48 ساعت 
استریفیکاسیون درون  فعالیت  از آن  گزارش شده است و پس 
سلولی رو به کاهش می گذارد. مشاهده می شود فعالیت سنتزی 
به  نسبت  شده،  بررسی  زمان های  همه  در  یافته  تثبیت  سلول 
همچنین  است.  داشته  ملاحظه ای  قابل  افزایش  آزاد  سلول 
بیشترین فعالیت آنزیم لیپاز مربوط به زمان 48 ساعت گزارش 
شده است و پس از آن فعالیت استریفیکاسیون درون سلولی رو 

به کاهش می گذارد.
بررسی‌پیشرفت‌واکنش‌سنتز‌استر

مجاورت  در  اولئات  1-بوتیل  استر  سنتز  واکنش  پیشرفت 
بیوکاتالیست تثبیت یافته )در زمان 48 ساعت( و بر طبق شرایط 
ذکر شده در حضور حلال آلی هگزان انجام شد و نتایج آن در 

شکل 4 رسم شد. 
 

-بوتیل‌اولئات‌در‌1-‌پیشرفت‌واکنش‌سنتز‌استر‌4شکل‌
 حضور‌‌دو‌قطعه‌بیوکاتالیست‌سلولي‌

واکنش با سرعت اولیه نسبتاً بالایی آغاز و سپس رو به کاهش 
تعادل  به   86  % بازده  در  واکنش  ساعت   9 از  پس  می گذارد. 
رسیده است و با ادامه زمان واکنش تغییری در بازده مشاهده 
بازدهی  شده  معرفی  سیستم  در  استر  سنتز  واکنش  نمی شود. 

جانبی  محصول  عنوان  به  آب  حذف  با  که  دارد  بالایی  نسبتاً 
محدود کننده پیشرفت واکنش این مقدار تا 96% بهبود می یابد 

)جدول 1( .
جدول -1مقایسه بازده واکنش در حضور و عدم حضور جاذب آب

بازده شرایط واکنش
)%(

86در عدم حضور غربال مولکولی

96در حضور غربال مولکولی
بحث:

با توجه به شکل 3 و مطالعات صورت گرفته بر میزان تغییرات 
رشد  افزایش  میزان  بیشترین  نمایی  محدوده  در  زیستی،  توده 
سلول در زمان 48 تا 60 ساعت مشاهده شده است و سپس این 
روند کاهش می یابد. همچنین در این محدوده زمانی بیشترین 
میزان تغییرات وزنی نسبت به زمان رشد سلول مشاهده می شود، 
در نتیجه نیاز سلول به جذب سوبسترا نیز به حداکثر مقدار خود 
جهت  لیپاز  آنزیم  تولید  می رود  انتظار  بنابراین  رسید.  خواهد 
زمانی  محدوده  این  در  نیز  تری گلیسریدی  سوبسترای   جذب 
بر  شده  انجام  مطالعات  طبق  بر  برسد.  خود  مقدار  حداکثر  به 
آنزیم در طول  فعالیت  بیشترین  لیپاز )شکل 3(  آنزیم  فعالیت 
زمان کشت 48 ساعت  در  فرم کشت،  دو  هر  برای  رشد  دوره 
مشاهده شد. که با مصرف سوبسترا در شکل 2 مطابقت دارد. به 
طور نسبی اگر فعالیت در این زمان %100 در نظر گرفته شود 
سایر زمان های کشت فعالیت کمتری مشاهده شده است. ترتیب 

کاهش فعالیت استریفیکاسیون به صورت زیر است: 
48< 72< 24< 96 : فعالیت استریفیکاسیون 

کاهش فعالیت در سلول های آزاد، به علت ترشح مقدار زیادی از 
آنزیم به محیط کشت سلول است )بر طبق داده های چاپ نشده 
میزان فعالیت خارج سلولی محاسبه شده برای فرم آزاد بیشتر 
از فرم تثبیت یافته است(. بنابراین تثبیت سلول نقش بسزایی در 
نگه داشت آنزیم در داخل دارد. هاما و همکارانش17 به بررسی اثر 
تثبیت سلول رایزپوس اوریزا بر فوم پلی یورتان پرداختند و بهبود 
فعالیت آنزیم در اثر تثبیت سلول را گزارش کرده اند )6(. با این 
وجود استفاده از فوم های زیست تخریب ناپذیر در این مطالعات 
محدودیت های زیست محیطی در مقیاس بالا ایجاد خواهد کرد. 
فعالیت  مقدار  بر  علاوه   )3( همکارانش18  و  کامئو  مطالعات  در 
کمتر بعد از 96 ساعت فعالیت آنزیم رو به کاهش می گذارد علت 
این تفاوت رفتار را می توان به عدم حضور روغن زیتون در محیط 
کشت نسبت داد که بر طبق مرجع )6( سبب افزایش میزان و 
17  -Hama et al.
18  -Cameo et al.
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سرعت تولید آنزیم لیپاز درون سلولی شده است. 
در بررسی پیشرفت واکنش سنتز استر در مجاورت بیوکاتالیست 
سلولی )شکل4( واکنش با سرعت نسبتاً بالایی آغاز و سپس این 
سرعت کاهش میابد و نهایتاً بازده ثابت مشاهده شده است )9 
ساعت بازدهی 86%( علت کاهش سرعت کاهش سوبسترا، تجمع 
محصول جانبی و اثرات بازدارندگی سوبسترای الکلی است )2-

4(. قامقوی و همکارانش19 بازدهی سنتز استر 1-بوتیل اولئات 
در مجاورت آنزیم لیپاز خارج سلولی رایزپوس اوریزا را %78 پس 
از 10 ساعت معرفی کرده اند )4( علت تفاوت بازده در مطالعه 
از  و جلوگیری  تثبیت یافته  از سلول  استفاده  می توان  را  حاضر 
طبیعت زدایی آنزیم توسط شرایط محیطی ذکر کرد. سنتز استر 
از یک سو، و از سویی دیگر هیدرولیز آن به علت تجمع محصول 
جانبی)آب( سبب ایجاد تعادل و عدم پیشروی و افزایش بازده 
واکنش می شود )1( که در صورت حذف آب به عنوان محصول 
بازدهی  و  واکنش  شدن  کامل  مرز  تا  سوبسترا  مصرف  جانبی 

100% پیش می رود.
نتیجه‌گیری:

با توجه به کاربرد فراوان استرها در صنایع مختلف در این مطالعه 
به بررسی سیستم سلولی قارچ جهت تولید آنزیم لیپاز و استفاده 
از  استفاده  پرداخته شد.  اولئات  استر 1–بوتیل  در سنتز  آن  از 
سلول به جای آنزیم خالص می تواند مزایای قابل توجهی از جمله 
کاهش عوامل تأثیرگذار بر فعالیت آنزیم و کاهش هزینه، که خود 
واکنش های  محصولات  کاربرد صنعتی  عدم  در  مهم  عامل  یک 
آنزیمی است، داشته باشد. همچنین تثبیت سلول علاوه بر قابلیت 
بازیابی بیوکاتالیست امکان بهبود فعالیت آنزیم متصل به درون 
سلولی را فراهم می کند. زمان و محیط کشت سلول یک فاکتور 
مهم جهت دست یابی به فعالیت آنزیمی بالا است. همچنین سنتز 
استر با بازدهی 96% در مجاورت بیوکاتالیست سلولی )رایزوپوس 
اوریزا تثبیت یافته بر لوفای اسفنجی( و غربال های مولکولی آب 

امکان پذیر است.
سپاسگزاری:

از  را  خود  سپاس  و  قدرانی  مراتب  دوم  و  اول  نویسندگان   
تلاش های خالصانه سرکار خانم دکتر وهابزاده اعلام می دارند.

19  -Ghamghui et al.
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