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  چکیده 

ــابع ــزایش قیمــت ســوخت  کــاهش ســریعو  محــدودیت من ــی خــام هــاي نفــتهــاي فســیلی، اف ــل مختلفــی  و نگران هــاي محیطــی دلای
ــه عنــوان ســوخت جــایگزین هســتند بــراي بررســی اســتفاده از روغــن ــاهی ب ــد از روغــنبیــودیزل مــی. هــاي گی ــه وســیله  توان هــاي گیــاهی ب

ــا متــانول تــرانس استریفیکاســیو ــه دســت / ن ب ــرانس استریفیکاســیون مــی. آیــداتــانول ب ــه ت . طــور شــیمیایی یــا آنزیمــی انجــام شــود توانــد ب
ــنش ــرانس واک ــوان    ت ــه عن ــون ب ــن زیت ــتفاده از روغ ــا اس ــیون ب ــراي   استریفیکاس ــین ارزان ب ــیرید جانش ــري گلیس ــاه   ت ــره کوت ــل زنجی و الک

ــانول( ــویه ) مت ــاز آزاد س ــیله لیپ ــه وس ــد Pseudomonas ب  ــ. انجــام ش ــرب زنجی ــید چ ــتر اس ــت  رهاس ــنش اس ــن واک ــول ای ــه محص  دراز، ک
 .رسـاند کنـد و دود را بـه حـداقل مـی    توانـد بـه عنـوان سـوخت دیزلـی اسـتفاده شـود کـه تولیـد سـولفور اکسـید نمـی             مـی  بیودیزل نام دارد و

ــزیم  ــازي کــه  آن ــومیاز ســویه  لیپ ــود، Pseudomonasجــنس  ب ــراي  اســتخراج شــده ب ــرانس استریفیکاســیون اســتفاده شــد واکــنش ب  .ت
 GYPرشـد در محـیط کشـت     لیپـاز بـا  آنـزیم   .هـاي مختلـف خـاك اسـتان گـیلان جـدا گردیـد       این سویه با بیشـترین تولیـد آنـزیم از نمونـه    

بـراي تولیـد   . روز بـود  2نیمـه عمـر آنـزیم بـیش از     . فعالیـت لیپـاز ترشـحی بـا روغـن زیتـون تحریـک شـد         و تولیـد   C37در  h48به مـدت  
ــودیزل  ــانول بی ــون و مت ــن زیت ــه نســبت  روغ ــتفاده شــدند molmol (1:4-1(ب ــوط . اس ــه مخل ــول آنزیمــی اضــافه  ml2ب ســپس و  شــد از محل

بــا کرومــاتوگرافی ســتونی تشــکیل میتــل اســترها . شــدقــرار داده  h12بــه مــدت  rpm 200 بــا دور  C40 در انکوبــاتور شــیکردار بــا دمــاي 
  . بود%  70ل نهایی بیودیزل بیش از محصو آنالیز شد که 

  
  .بیودیزل، ترانس استریفیکاسیون، روغن زیتون، متانول، لیپاز :کلیدي کلمات
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  مقدمه 
ــرب       ــید چ ــترهاي اس ــل اس ــا اتی ــل ی ــودیزل، متی بی

ــره ــرانس    زنجیــــ ــنش تــــ ــل از واکــــ دراز  حاصــــ
هـاي  هـاي گیـاهی یـا چربـی    استریفیکاسیون بـین روغـن  

ــل  ــوانی و الک ــانول و    حی ــل مت ــاه مث ــره کوت ــاي زنجی ه
نـوان سـوخت دیزلـی جـایگزین     کـه بـه ع   ،اتانول اسـت 

  ).2-12(شود میهاي نفت خام تولید فرآورده
محــدود شــدن منــابع ســوخت فســیلی قیمــت نفــت  

ــی  ــزایش داده اســت و نگران ــه  خــام را اف ــادي ب هــاي زی
ریع ســوخت فســیلی بــه وجــود آمــده  علــت کــاهش ســ

ــت ــی از   . اســ ــذیر یکــ ــابع تجدیدپــ ــتفاده  از منــ اســ
ــه ــه در ج  زمین ــورد توج ــی م ــنعتی هــاي پژوهش ــع ص وام
هــاي مناســب یکــی از ایــن منــابع تهیــه ســوخت. اســت 

باشــد هــاي فســیلی مــیقابــل جــایگزینی بــراي ســوخت 
متیـــل اســـترهاي / اتیـــل (کـــه از ایـــن میـــان بیـــودیزل 

یـــک راه حـــل مناســـب بـــه نظـــر  ) اســـیدهاي چـــرب
هـــــا خاصـــــیت از طرفـــــی بیـــــودیزل. رســـــد مـــــی

کننــدگی کمتــري داشــته و میــزان کمتــري از      آلــوده
ــرطان  ــ س ــاي ب ــی زاه ــد م ــالی را تولی ــدالقوه و احتم . کن

کنـــد و ذرات بیـــودیزل ســـولفور اکســـید تولیـــد نمـــی
ــت     ــتقات نف ــی از مش ــود یک ــا وج ــه ب دوده را در مقایس

3خام به 
هـاي  بـه دلیـل ایـن مزیـت    . هـد  دکاهش مـی  1
توانـــد جانشـــین   ، ســـوخت بیـــودیزل مـــی   محیطـــی 

  .)8 و 5(دیزلی متداول باشد سوخت
ــور   ــه دو صـ ــودیزل بـ ــی  بیـ ــیمیایی و آنزیمـ ت شـ

در حــال حاضــر بیــودیزل بــه صــورت .  شــودتولیــد مــی
ــتفاده از روغـــن  ــا و  شـــیمیایی بـــا اسـ گیـــاهی در اروپـ

ــی  ــد مــ ــا تولیــ ــرددآمریکــ در روش . )12و  8، 5( گــ
شــیمیایی بــا واکــنش تــرانس استریفیکاســیون بــه وســیله 

ــن و  ــوي   روغ ــاز ق ــا ب ــید ی ــک اس ــور ی ــل در حض  ،الک
تــــرانس . شــــودبیــــودیزل و گلیســــرول تولیــــد مــــی

ــاز ســریع   ــا ب ــالیز شــده ب ــوده و  استریفیکاســیون کات ــر ب ت
واکـنش کاتـالیز شـده بـا      خورندگی کمتـري نسـبت بـه   

ــید دارد ــایی  . اســـ ــیدهاي قلیـــ ــابراین هیدروکســـ بنـــ
ــداولترین ــتند   مت ــده هس ــتفاده ش ــاي اس ــر . کاتالیزوره ه

رب چنـد اگــر مــاده خــام داراي میـزان زیــادي اســید چ ــ 
ــا باعــث کــاهش اســید چــرب    آزاد باشــد ، افــزودن قلی

ــه شــکل ــامحلول آنصــابون آزاد ب شــود هــا مــی هــاي ن
یابــد کـه ایــن امــر محصــول نهــایی اســتر را کــاهش مــی 

، یـــک در ایــن حالــت  . شــوند لیاهــا مصــرف مــی   و ق
توانـد جانشـین شـود    واکنش کاتـالیز شـده بـا اسـید مـی     

ري نسـبت بـه   ت ـکه نیاز به دمـاي بـالاتر و زمـان طـولانی    
  . )10(نش کاتالیز شده با باز دارد واک

ــه   روش دوم ــت کــ ــی اســ ــک روش آنزیمــ ، یــ
ــا   ــده بـ ــالیز شـ ــیون کاتـ ــرانس استریفیکاسـ ــنش تـ  واکـ

ــزیم ــت  آن ــاز اس ــیم  . لیپ ــیون ش ــرانس استریفیکاس ایی یت
کـه  هـر چنـد    ؛از نظـر زمـان واکـنش پـر بـازدهی اسـت      

ایی بــــراي ســــنتر بیــــودیزل از تــــري    یروش شــــیم
ی ماننـــــد مشـــــکل در بازیـــــابی یبگلیســـــیرید معـــــا

ــرول ــنش بـ ـ گلیس ــتلال در واک ــطه محتــواي  ، اخ ه واس
ــرب    ــید چ ــالاي اس ــابون     (ب ــکیل ص ــه تش ــر ب ــه منج ک

ــی ــه    )شــود م ــاز ب ــایی، نی ــه تصــفیه فاضــلاب قلی ــاز ب ، نی
ــع ــالیزور دارد آوري جمـ ــتفاده از  . کاتـ ــه اسـ در مقایسـ

کنــد ام ایــن مشــکلات را حـل مــی م ـهــا ، تاتـالیزور کبیو
ــا   . )10و  8، 6، 5، 2( ــادي بــ ــات زیــ ــابراین مطالعــ بنــ

ف رایـج  نقطـه ضـع   .، انجـام شـد  لیپـاز آنـزیم  استفاده از 
ــدهاي آ  ــتفاده از فرآینـ ــا اسـ ــالاي  بـ ــت بـ ــی، قیمـ نزیمـ

ولیــد ســوخت بیــودیزل بــا ، تبــه هــر حــال. آنــزیم اســت
ــورت صــنعتی  ــه ص ــت  روش آنزیمــی، ب ــل قیم ــه دلی ، ب
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 35  ... تولید سوخت بیودیزل ازسوبستراهاي روغن زیتون و

و  5(بـــالاي کاتـــالیزور آنزیمـــی انجـــام نشـــده اســـت  
، فرآینــد تثبیــت بایــد بــه منظــور اســتفاده از آنــزیم .)10

ایـــن امـــر . اســـتفاده از روش مناســبی انجـــام شــود  بــا  
ــابراین ق   ــالیزور و بن ــردن بیوکات ــابی ک ــر  بازی ــت کمت یم

  . )10(شود آن را موجب می
ــوان     ــه عنـــ ــاز ارزان بـــ ــه لیپـــ ــن مطالعـــ در ایـــ

 Pseudomonas از گونـــــه  کـــــه   کاتـــــالیزور بیو
ــد،   ــتخراج ش  ــاس ــتفاده ش ــیون  . داس ــرانس استریفیکاس ت

 ــ ــی روغ ــه   آنزیم ــانول و در نتیج ــا مت ــون ب ــزان ن زیت می
بــه خــاطر محــدودیت . تولیــد بیــودیزل بررســی گردیــد

ــد و تمــام        ــام نش ــت لیپــاز انج ــایش تثبی ــات آزم امکان
  . گردیدها توسط لیپاز آزاد انجام آزمون
  

   ها روش و مواد
ــه ــاکتري نمون ــرداري و تشــخیص ب هــاي  ب

  ازتولیدکننده لیپ
اـکتري مـــورد مطالعــه یـــک ســـویه     Pseudomonasبـ

ــار      ــهر رودب ــاك ش ــه از خ ــت ک ــاز اس ــزیم لیپ ــد آن مول
ــد  ــدا گردی ــازي     . ج ــس از جداس ــه پ ــب ک ــدین ترتی ب

و تشــخیص  هــا بــیش از صــد نمونــه مختلــف از بــاکتري
هــاي تشخیصــی  هــا بــر اســاس تســت جــنس و گونــه آن

ــتاندارد  ــی اس ــازي    ،و افتراق ــت لیپ ــخیص فعالی ــراي تش ب
ــه محــیط هــ آن معــرف % 4/0نوترینــت آگــار حــاوي ا ب

ــدند   ــل ش ــو منتق ــا بل ــه    . ویکتوری ــرف ب ــودر مع ــدا پ ابت
ــراه  ــافه و      %2هم ــت اض ــیط کش ــه مح ــون ب ــن زیت روغ

ــد  ــوکلاو ش ــت . ات ــیط کش ــگ مح ــود   رن ــل وج ــه دلی ب
در مرحلــه بعــد  ). 1( شــود معــرف رنگــی، آبــی مــی   

ــیط   نمونـــه بـــاکتري هـــاي ایزولـــه شـــده بـــر روي محـ
حــاوي معــرف،   افتراقــی  کشــت خــالص بــه محــیط    

ــه مــدت   پلیــت انتقــال داده شــده و هــاي کشــت شــده ب

هــاي   نمونــه . انکوبــه شــدند   C37 در دمــاي  72-48
ــر       ــز تغیی ــه قرم ــی ب ــیط را از آب ــگ مح ــت رن ــاز مثب لیپ
خواهند داد و ایـن تغییـر رنـگ بـه دلیـل تغییـر اسـیدیته        
ــه      ــیط بـ ــدهاي محـ ــدرولیز لیپیـ ــه هیـ ــیط در نتیجـ محـ

ــی  ــرب مـ ــیدهاي چـ ــداسـ ــی از   ).1( باشـ ــیش از نیمـ بـ
در . عالیـــت لیپــازي مثبـــت بودنـــد هـــا داراي ف بــاکتري 

ــت ــب      نهای ــر حس ــونی ب ــر کل ــه قط ــه ب ــر هال ــبت قط نس
mm گیري شد براي هر باکتري اندازه.  

زنــــده لیپــــاز ســــویه از آنــــزیم بــــدین ترتیــــب 
بــراي کاتــالیز واکــنش تــرانس سـودوموناس جــدا شــده  

بــه عنــوان روغــن زیتــون . استریفیکاســیون اســتفاده شــد
ــرار      ــتفاده قـ ــورد اسـ ــیرید مـ ــري گلیسـ ــتراي تـ سوبسـ

 ــ  ــوان الک ــه عن ــانول ب ــت و مت ــه   لگرف ــاه ب ــره کوت زنجی
ــدي . کــار رفــت ــه   GYPمحــیط تولی ــد بهین ــراي تولی ب

   .)12و 1( لیپاز استفاده گردید
  

  ورطهکشت در سیستم غو
ــت  ــل از کشـ ــاکتري قبـ ــت    بـ ــیط کشـ ــا در محـ هـ

ا در تولیـــدي لازم اســـت بیشـــترین تعـــداد ســـلول ر    
ــه ایــن م. شــرایط فیزیولوژیــک داشــته باشــیم  نظــور از ب

لــوپ از هــر  3. شــود محــیط پــیش کشــت اســتفاده مــی 
ــه   ــه کشــت ب محــیط پــیش کشــت  ml50کلــونی از لول

ــم   ــه حجــ ــن بــ ــپس در  ml250در ارلــ ــل و ســ منتقــ
ــاي     ــا دمـــ ــیکر دار بـــ ــاتور شـــ و دور  C37انکوبـــ

rpm150  ــد ــرار داده شــ ــاوي   . قــ ــیط حــ ــن محــ ایــ
ــر ح  ــر بـ ــات زیـ ــب ترکیبـ ــت g/lسـ ــون : اسـ ) 10(پپتـ

ــر  ــاره مخمـ ــیم  ) 5(عصـ ــد کلسـ  KH2PO4) 5(کلریـ
ــزیم ) 3( و روغــــن  ) 20(گلــــوکز ) 1(ســــولفات منیــ

ــون  ــس از   .)ml20(زیتـ ــب پـ ــدین ترتیـ ــاعت  24بـ سـ
ــاریتمی      ــاز لگـ ــه در فـ ــلولی کـ ــاس سـ ــترین بیومـ بیشـ
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محــیط تولیــد، محــیط نهــایی    . هســتند، حاصــل شــد  
ــت   ــزیم اس ــد آن ــراي تولی ــذا . ب ــ ml5ل ــیش از مح یط پ

ــه  ــه حجــم   ml50کشــت ب ــد در ارلنــی ب از محــیط تولی
ml250      ــیکردار  بــا ــاتور ش ــد و در انکوب ــیح گردی تلق

و 1( قــــرار داده شــــد rpm150 و دور C37دمــــاي  
ســـاعت  48-72ده بـــه مـــدت محـــیط تلقـــیح شـــ). 12

ــه شــد  ــر بــر      . انکوب ــاوي ترکیبــات زی ــن محــیط ح ای
ــب  ــی g/lحسـ ــوکز : باشـــد مـ ) 10(پپتـــون )  20(گلـ
ــا )  3/0(ســـــولفات منیـــــزیم  ) 10(ره مخمـــــر عصـــ

روغـــــن  و ) 0015/0( KCl) 1/0(ســـــولفات مـــــس 
  ).12و  ml20( )1(زیتون 
  

  تهیه محلول آنزیمی
محـــیط تولیـــد  پـــس از طـــی مـــدت انکوباســـیون

 15هـــاي اســتریل بــه مـــدت    پــس از تقســیم در لولــه   
ــا دور   ــه ب ــد  g3000دقیق ــانتریفیوژ ش ــب  . س ــدین ترتی ب

شــد  لــول آنزیمـی اســتفاده محلـول رویــی بـه عنــوان مح  
)12.(   

  
ــه روش   انــدازه ــري فعالیــت آنزیمــی ب گی

  کمی
ــا    ــاز بــ ســــنجش کمــــی فعالیــــت آنزیمــــی لیپــ

ــده از ر    ــرب آزاد شـ ــیدهاي چـ ــیون اسـ ــن تیتراسـ وغـ
ــی   ــا انجــام م ــک قلی ــارت . شــود زیتــون توســط ی ــه عب ب

ــدازه   دی ــق ان ــاز از طری ــت لیپ ــر  فعالی ــر   گ ــر ب ــري تیت گی
ــه ع     ــون ب ــن زیت ــدرولیز روغ ــه هی ــواپای ــتراي ن ن سوبس

ــی   ــین مـ ــرید تعیـ ــري گلیسـ ــود تـ . )13و  12، 5، 1( شـ
ــدین ترتیــب  ــون ب ) ml4( امولســیونی شــامل روغــن زیت

ــیتریک    ــید ســ ــافر اســ ــول ) M05/0 )ml5بــ و محلــ
ــی ــد ) ml1(آنزیم ــه ش ــدت   . تهی ــه م ــوط ب ــن مخل  15ای

دقیقــه بــا همــزن مغناطیســی یکنواخــت شــده و ترکیــب  
در  دقیقـــه 30امولســیون بـــه دســت آمـــده بــه مـــدت    

ــا دمــاي  . شــود انکوبــه مــی C40انکوبــاتور شــیکردار ب
ــانول    ــزودن متـ ــا افـ ــنش بـ ــس از ) ml10% (95واکـ پـ

اســـیدهاي ســـپس ). 13( یابـــد انکوباســـیون پایـــان مـــی
ــا   ــده ب ــیM NaOH1/0چــرب آزاد ش ــر م ــود تیت . ش

ــرف     ــل از مع ــی شــدن کام ــراي نشــان دادن نقطــه خنث ب
ــزان    ــه می ــالئین ب ــدیکاتور فنــل فت ــا ان ــه  %09/0رنگــی ی ب
ــد     ــافه ش ــن اض ــل ارل ــیون داخ ــول امولس ــب . محل ترکی

امولســیون بــه عنــوان تیترانــد بــه همــراه فنــل فتــالئین در  
ــن و   ــت در    M NaOH1/0ارلـ ــوان تیترانـ ــه عنـ بـ

ــد  ــه ش ــورت ریخت ــه . ب ــالی ک ــورت   در ح ــه ص ــن ب ارل
شــیر بــورت هــم کــم کــم  شــود، دورانــی گردانــده مــی

ــی ــاز م ــر رنــگ  . گــردد ب کــه در صــورت مشــاهده تغیی
ــ ــت،   نش ــیون اس ــان تیتراس ــه زم ــورت  انگر خاتم ــیر ب ش

ــی ــق ایــن روش یــک واحــد آنزیمــی   . شــود بســته م طب
از   µmol 1میزانــــی از آنــــزیم اســــت کــــه ) لیپــــاز(

رب آزاد  را در یـــــک دقیقـــــه آزاد اســـــیدهاي چـــــ
ــی ــد م ــه  . )13و  12، 6، 1( کن ــب نمون ــدین ترتی ــاي  ب ه

مقایســه و بهتــرین منتخــب بــر اســاس ایــن روش بــا هــم 
ــه  ــویه کـ ــق روش سـ ــی   طبـ ــی و تشخیصـ ــاي افتراقـ هـ

  .خاب شدسودوموناس آئروژینوزا بود، انت
  

ــدازه ــري  ان ــس از  گی ــزیم پ ــداري آن پای
  استخراج

ــول آنزیمــی اســتخراج شــده در زمــان    م هــاي  حل
ــف  ــا  24مختل ــال نگهــداري و    120ت ــاعت در یخچ س

ــق  هــا در روزهــاي  فعالیــت آنزیمــی آن ــه طری ــوالی ب مت
  ).1( گیري شد تیتراسیون اندازه
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 37  ... تولید سوخت بیودیزل ازسوبستراهاي روغن زیتون و

  واکنش ترانس استریفیکاسیون آنزیمی 
ــایر      ــن م ــک ارل ــودیزل در ی ــد بی بــا  ml 250تولی

ــولی       ــبت م ــه نس ــانول ب ــون و مت ــن زیت ــتفاده از روغ اس
مــی انجــام  یمحلــول آنز ) ml2% (6-7در حضــور  1:4

  C40ایــن مخلــوط در یــک انکوبــاتور بــا دمــاي  . شــد
 h 12بــــه مــــدت  rpm 200در همــــزن دائمــــی بــــا 

   .انکوبه شد
ــیون نمونــــــه در     ــس از زمــــــان انکوباســــ   پــــ

rpm3000   ــه مــدت ــد  دق 15ب ــه ســانتریفیوژ ش ، تــا یق
فــوق العــاده کــم گلیســرول حاصــل از واکــنش   مقــدار 

تـــرانس استریفیکاســــیون رســــوب کنــــد و محلــــول  
ــامل   ــه ش ــی ک ــل روی ــان   میت ــا هم ــف ی ــترهاي مختل اس

ــد   ــت آی ــه دس ــت، ب ــودیزل اس ــد . بی ــی تولی ــالیز کیف  آن
ــتر متیــــــل ــزیم آزاد  اســــ ــتفاده از آنــــ ــا اســــ ها بــــ

لیپازســودوموناس بـــه وســیله کرومـــاتوگرافی ســـتونی   
از سـوپرناتانت  انجــام شــد و نتـایج بــه صــورت نمــودار   

ــد  ــان داده ش ــول از    .نش ــی محص ــازي کیف ــراي جداس ب
هــاي حــلال   و سیســتم mm46-18ســتون ســیلیکاژل  

ــزان ــر -هگـ ــد) v/v95:5(دي اتیـــل اتـ ــتفاده گردیـ  اسـ
  .)7و  6، 5(

  
  سازي تولید بیودیزل نهبهی

  اثر زمان در تولید بیودیزل 
ــون     ــن زیت ــودیزل از روغ ــد بی ــان روي تولی ــر زم اث

نتــایج  . مطالعــه شــد   h 30-6هــاي مختلــف    در زمــان
  .حاصل بررسی و به صورت نمودار ثبت شد

  
  ر دما در تولید بیودیزل اث

 واکـــنش یـــک پـــارامتر مهـــم در کاتـــالیز دمـــاي 
ــالات. آنزیمـــی اســـت ــرانس ر مـــیدماهـــاي بـ توانـــد تـ

ــریع ــیون سـ ــا   استریفیکاسـ ــوند امـ ــب شـ ــري را موجـ تـ
دنـــاتوره شـــدن آنـــزیم دمــاي خیلـــی بـــالا منجـــر بــه   

دماهــاي بــراي یــافتن دمــاي اپتــیمم واکــنش، . شــود مــی
ــنش از و ــري از آز  C50  – 30اک ــن س ــوندر ای ــا م ه

د و زمــان واکــنش همــان زمــان بهینــه     بررســی شــدن 
نتـــایج حاصـــل بـــراي هـــر دمـــایی . انکوباســـیون بـــود

  .بررسی و به صورت نمودار ثبت شد
  

  متانول /ناثر نسبت مولی روغن زیتو
هــاي مــولی مختلــف  واکــنش متــانولیزیز در نســبت

حجـــم روغـــن ثابـــت و . متـــانول انجـــام شـــد /روغــن 
ــبت   ــرد نس ــر ک ــانول تغیی ــم مت ــاي حج ، 1:3، 1:2، 1:1ه

  .بررسی شدند1:6و  1:5 ،1:4
   

  )یمحلول آنزیم(اثر میزان آنزیم 
ــنش    ــزیم در رونـــد واکـ ــاوت آنـ ــزان متفـ ــر میـ اثـ

ــادیر    ــأثیر مقــ ــد و تــ ــی شــ ، ml1 ،ml2 ،ml3بررســ
ml4  ــول ــدار محص ــنش در مق ــهواک ــه   مطالع ــایج ب و نت

  .گردید صورت نمودار ثبت
   

  نتایج
ــی      ــد ط ــیط تولی ــاز در مح ــزیم لیپ ــد آن ــزان تولی می

ــدت  ــاز ل   48مـ گـــاریتمی بـــه  ســـاعت در انتهـــاي فـ
  ).1شکل ( رسد ماکزیمم مقدار خود می

و پایــداري لیپــاز یــک پــارامتر مهــم      مانــدگاري
قیمــت را  در یــک فرآینــد صــنعتی اســت کــه مســتقیماً  

 اسـتخراج شـده   آنـزیم لیپـاز   .دهـد  ثیر قـرار مـی  أتحت ت ـ
ــس از  ــظ    2پـ ــود را حفـ ــت خـ ــدگاري، فعالیـ روز مانـ

  ).2 شکل( کرد
ــان     ــدت زم ــیون در م ــرانس استریفیکاس ــنش ت واک
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 ــ h12انکوباســیون  ــه حالــت تع ــودیزل ب ادل رســیده و بی
ــزان   ــه می ــن    %  70ب ــس از ای ــد پ ــد و تولی ــت آم ــه دس ب

ــتر در زمـــان       ــزایش بیشـ ــت و افـ ــاهش یافـ ــان کـ زمـ
  ). 3 شکل( واکنش اثري در تولید بیودیزل نداشت

ــاي      ــاثیر  دم ــت ت ــدت تح ــه ش ــنش ب ــرعت واک  س
ــنش قــرار مــی   در طــول واکــنش تــرانس   . گیــرد واک

 ــ دا کــرد و بــه استریفیکاســیون، تولیــد بیــودیزل ادامــه پی
افـــزایش یافـــت و  C40طـــور یکنواخـــت تـــا دمـــاي 

ــتر از   ــاي بیش ــول     C40دماه ــاهش محص ــه ک ــر ب منج
ــد  ــ. شـ ــه لیپـ ــل اینکـ ــه دلیـ ــنش بـ ــن واکـ از آزاد در ایـ

لا منجـر بـه دنـاتوره شـدن     شـود، دماهـاي بـا    استفاده می
بنــابر ایــن دمــاي بهینــه جهــت تولیــد  . گــردد آنــزیم مــی

ــاي ــه د مــــــی C40بیــــــودیزل دمــــ ر باشــــــد کــــ

ــادل      ــزان مع ــن می ــتونی ای ــاتوگرافی س ــود% 71کروم  ب
  ).4 شکل(

ــودیزل    ــد بیـ ــراي تولیـ ــبتبـ ــولی   در نسـ ــاي مـ هـ
ــون  ــن زیتـ ــ/مختلـــف روغـ ــا  متـ ــه بـ ــان داد کـ انول نشـ

ــبت  ــزایش نس ــون   اف ــن زیت ــولی  روغ ــا/م ــد مت نول تولی
یابـــد و مـــاکزیموم تولیـــد  بیـــودیزل نیـــز افـــزایش مـــی

دســت ه بــ% 70بــه میــزان  1:4بیــودیزل در نســبت مــولی 
ــا افــزایش نســبت مــولی   تولیــد کــاهش یافــت ،آمــد و ب

  ).5 شکل(
پـــس از اســـتفاده از مقـــادیر مختلـــف محلــــول     
ــه از      ــد ک ــت آم ــه دس ــانی ب ــه زم ــرین نتیج ــی بهت آنزیم

ml2  وml3      محلــول آنزیمــی اســتفاده شــد و میــزان
  .)6 شکل( به دست آمد%70تولید بیودیزل 

  

        
  

  
  

  مان در باکتري آزادتولید آنزیم بر حسب ز :1شکل 
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  c4° پایداري آنزیم در دماي: 2شکل
  
  

       
  

  
  

  اثر زمان در تولید بیودیزل :3شکل 
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  اثر دما در تولید بیودیزل  :4شکل
  
  

      
  

  
  

  متانول در تولید بیودیزل/ اثر نسبت مولی روغن زیتون :5 شکل
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  ان محلول آنزیمی  در تولید بیودیزلاثر میز :6شکل 
  

  بحث 
ــو ن ــولی روغــن زیت ــانول اگــر از ســبت م  1:4ن و مت

ــد  ــاوز کن ــی  تج ــاهش م ــول ک ــد محص ــد، تولی ــه . یاب ک
احتمــالاً بـــه دلیـــل ایـــن اســت کـــه لیپـــاز بـــه خـــاطر   

بـه عبــارت دیگــر   شــودمــیتوکسیسـیته متــانول دنـاتوره   
. گــرددر متــانول اضــافی غیــر فعــال مــی لیپــاز در حضــو

یــر فعــال شــدن لیپــاز توســط محققــان دیگــر هــم        غ
 1:4 کمتـــر از نســـبت مـــولیدر و  .)10( مشـــاهده شـــد

. ر از حــد موردنیــاز اســتاحتمــالاً غلظــت متــانول کمتــ
محصــول را کـــاهش   میــزان  غلظــت کــم سوبســترا    و

ــی ــدم ــدت تحـ ـ  .  ده ــه ش ــنش ب ــرعت واک ــأثیر س ت ت
ــرار مــی  ــرددمــاي واکــنش ق ــالا   .گی امــا دمــاي خیلــی ب

همچنـین مقـدار    شـود توره شـدن آنـزیم مـی   منجربـه دنـا  
یم هـــیچ کمکـــی بـــه پیشـــرفت واکـــنش اضــافی آنـــز 

   .کند نمی
دمـــاي مناســبی بـــراي   C40طبــق نتـــایج دمــاي   

و اســـتفاده از روغـــن زیتـــون و  تولیـــد بیـــودیزل بـــود

ــر     ــاز منج ــزیم آزاد لیپ ــور آن ــانول در حض ــد  مت ــه تولی ب
 اي کــــه توســــط   در مطالعــــه. محصــــول شــــد 70%

Shweta Shah  ــا اســتفاده  انجــام شــدو همکــاران ب
از روغــن جاتروفــا و متــانول در حضــور آنـــزیم آزاد     

بــــه  C40صــــول اســـتري در دمــــاي  حم% 62لیپـــاز  
ــدت ــد  8 مـ ــت آوردنـ ــاعت بدسـ ــابراین . سـ ــد بنـ تولیـ

ــ محصـــول در ــر   ایـ ــه نظـ ــده بـ ــروژه امیـــدوار کننـ ن پـ
ــی ــد م ــکوزوم   . رس ــاکتریوم ویس ــزیم کروموب ــت آن تثبی

ــد  ــه تولیـ ــودی% 92منجربـ ــدبیـ ــراین . )11( زل شـ ــا بـ بنـ
ــی ــن ســویه    انتظــار م ــاز ای ــزیم لیپ ــت آن ــا تثبی رود کــه ب

  .نتیجه بسیار بهتري حاصل شود
Kim     ــویا ــن س ــتفاده از روغ ــا اس ــارانش ب و همک

ــتات   ــل اس ــانول (و متی ــاي مت ــه ج ــزیم  ) ب ــور آن در حض
. بیـــودیزل دســـت یافتنـــد% 47لیپـــاز بـــه تثبیـــت شـــده 

ــن   ــرانس استریفیکاســیون توســط ای ــان  واکــنش ت محقق
ــایی  ــا  h 12و  C40در شــــرایط دمــ انکوباســــیون بــ

ــولی   ــبت م ــل و   1:3نس ــه الک ــن ب ــت  % 4روغ ــاز تثبی لیپ
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کــه نتیجــه آن . انجــام شــد Novozyme 435شــده 
همـــین . قایســـه بـــا تحقیـــق مـــا جـــاي تأمـــل دارد در م

ــا افــزودن    ــان ب ــه مخلــوط   Novozyme% 30محقق ب
ل از روغـن ســویا بـه متی ــ  1:12واکـنش بـا نســبت مـولی    

ــتات در  محصــول دســت  % 92توانســتند بــه   C40اس
  ). 6( یابند که آنزیم بسیار بیشتري استفاده کردند

و همکــــاران واکــــنش تــــرانس  Isoدر مطالعــــه 
ــاجیره و   ــن کـ ــتفاده از روغـ ــا اسـ ــیون را بـ استریفیکاسـ

ــاز آزاد  و  Pseudomonas fluorescensلیپـــ
ــام  پروپـــان-1اســـتفاده از  ــه عنـــوان سوبســـترا انجـ ول بـ

ــدداد ــنش در . نـ ــل   25واکـ ــاعت کامـ ــد و سـ % 90شـ
در حــالی کــه نســبت . محصــول اســتري بــه دســت آمــد

لیپـــاز آزاد % 6ز بـــود و ا 1:4مـــولی روغـــن بـــه الکـــل 
ــود ایــن نتیجــه خــوب حاصــل از کــار  . اســتفاده شــده ب

ــل      ــتفاده از الک ــل اس ــه دلی ــالاً ب ــان احتم ــن محقق  -1ای
پروپــانول اســت کــه نســبت بــه متــانول داراي خاصــیت  

  ). 5( سیسیته و بازدارنده نیستتوک
آیــد اســتفاده از    همــانطور کــه از نتــایج بــر مــی    

% 70بــه تولیــد  1:4متــانول در واکــنش بــا نســبت مــولی  
ــد  ــزل انجامی ــو دی و همکــاران  Nieدر تحقیقــی کــه . بی

ــه  ــد ب ــد در حــالی  % 93انجــام دادن بیــودیزل دســت یافتن
ــولی     ــبت م ــا نس ــانول ب ــالاد و مت ــن س ــه از روغ و  1:3ک

ــه    20% ــده گون ــت ش ــاز تثبی ــتفاده  لیپ ــدا اس اي از کاندی
ــنش در   ــد و واک ــد    C40کردن ــزان تولی ــرین می ــه بهت ب

در ایــن تحقیــق همــان طــور کــه  . رســید h10در مــدت 
گفتــه شـــد لیپــاز تثبیـــت شـــده دمــاي اپتـــیمم کمـــی    

ــت و در  ــوح    C70داشـ ــه وضـ ــول بـ ــاهش محصـ کـ
ــخص بــود   C40بنــابراین بیشــترین محصــول در   . مش

  ). 9( به دست آمد
Devanesan بـــــا اســـــتفاده از  و همکـــــارانش

ــده   ــت شــــ ــلول تثبیــــ  Pseudomonasســــ

fluorescens    ــن ــات روي روغــــ ــا ژل آلژینــــ بــــ
ــه   ــانول ب ــا و مت ــتر  % 70-75جاتروف ــل اس ــودیزل(میت ) بی

عـلاوه بـر آنـزیم    دست یافتند بـه ایـن دلیـل کـه بتواننـد      
ــاز  ــزیخــارج ســلولی لیپ م داخــل ســلولی آن هــم  ، از آن

در  h48هـــا در زمـــان    واکـــنش آن. اســـتفاده کننـــد 
ــا نســبت مــولی  C40دمــاي  ــانول و  1:3ب روغــن بــه مت

7=pH  ــد ــل ش ــروژه   . کام ــل از پ ــه حاص ــابراین نتیج بن
ــه    ــه آن نتیجــه بســیار بهتــري اســت و نیــاز ب مــا نســبت ب

ــا .کــار بیشــتري دارد ــابراین ب ــک   بن ــت ســلول در ی تثبی
ــی  ــب م ــتر مناس ــت     بس ــتري دس ــول بیش ــه محص ــوان ب ت

نـد کـه بـا مطالعـه تحقیقـات مختلـف نشـان        یافت هـر چ 
تـوان   مـی داده شد که بـا تثبیـت آنـزیم بـه نتـایج بهتـري       

  ). 2( دست پیدا کرد
ــی   ــیط آلـ ــک محـ ــاز آزادر یـ ــزان  ، لیپـ ــه میـ د بـ

ــی تجمــع مــی  ــدفراوان ــابراین بیشــتر جایگــاه . یاب هــاي بن
توضــیح اینکــه . شــودمحــدود مــی فعالیــت یــک آنــزیم

ــزیم  کــه گــردد ثرتر مــیمــو ،شــودتثبیــت مــیوقتــی آن
  .بخاطر محدودیت امکانات آزمایش، آزمون نشد

  
  سپاسگزاري

ــل    ــه دلی ــر آســمار ب ــاي دکت ــاب آق ــان از جن در پای
ــگاه    ــات آزمایشـ ــودن امکانـ ــراهم نمـ ــراي فـ تـــلاش بـ
تحقیقــــاتی و ســــرکار خــــانم انــــدیش بــــه جهــــت  

  .مینمای هاي بیدریغشان تشکر می همکاري
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