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Abstract 

Background and purpose: The use of lipase in biodiesel production, owing to its ability to 

catalyze reactions under mild conditions and its environmental advantages, is considered a suitable 

alternative to chemical catalysts. However, the low stability and high cost of free enzymes have limited 

their industrial use. The aim of this study was to prepare an immobilized lipase using the cross-linked 

enzyme aggregates (CLEAs) method, evaluate its performance in the transesterification of soybean oil, 

and determine the optimal process conditions. 

Materials and methods: In this experimental study, porcine pancreatic lipase was precipitated with 

ammonium sulfate and subsequently immobilized using glutaraldehyde through the cross-linked enzyme 

aggregates (CLEAs) method. Enzyme activity was determined spectrophotometrically using p-

nitrophenyl palmitate as the substrate. The kinetic characteristics of the enzyme and the effects of various 

factors, including temperature, reaction time, alcohol-to-oil ratio, and stirring speed, on the 

transesterification yield were also investigated. 

Results: The optimum temperature and pH for the activity of the immobilized lipase were 45 °C and 

7.5, respectively. After five consecutive reuse cycles, the immobilized enzyme retained more than 90% of 

its initial activity. The Michaelis–Menten constant (Km) of the immobilized enzyme was lower than that 

of the free enzyme, whereas the maximum reaction velocity (Vmax) decreased. Furthermore, increasing 

the alcohol-to-oil ratio to 6 and the stirring speed to 450 rpm enhanced biodiesel yield, with the highest 

yield achieved after 20 h. 

Conclusion: The immobilized lipase prepared by this method exhibited good stability, reusability, 

and catalytic efficiency in the transesterification of soybean oil. Therefore, it may serve as a promising 

biocatalyst for enzymatic biodiesel production and could help overcome some limitations of conventional 

chemical catalysts. 
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متقاطع جهت  افتهیاتصال  یمیشده به روش توده آنز تیتثب پازیل
 ترانس استریفیکاسیون روغن سویا
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 چكیده
زیسی،   نش در شرایط ملایم و سازگاری با محییطاستفاده از لیپاز در تولید بیودیزل به دلیل انجام واک سابقه و هدف:

شود. با ایین ایال  یاییداری ییایین و هزینیه بیایی آنیزیم آزاد  جایگزین مناسبی برای کاتالیزورهای شیمیایی محسوب می
فتیه یا های آنزیمی اتصیالشده به روش توده تهیه لیپاز تثبی،با هدف  کاربرد صنعتی آن را محدود کرده اس،. این یژوهش

 انجام یذیرف،.  استریفیکاسیون روغن سویا و تعیین شرایط بهینه فرآیند و بررسی کارایی آن در واکنش ترانس متقاطع

دهی با سیولفا  آمونییوم  لیپاز یانکراس خوکی یس از رسوب آزمایشگاهی  –در این مطالعه تجربی ها: مواد و روش

تثبی، شد. فعالی، آنزیمی بیه روش اسیپکتروفتومتری  یمی اتصال یافته متقاطعتوده آنز آلدهید به روش با استفاده از گلوتار
های سینتیکی آنزیم و اثر عوامل مختلی  از گیری شد. همچنین ویژگیبا استفاده از سوبسترای یارانیتروفنیل یالمیتا  اندازه
 .تریفیکاسیون بررسی گردیداس زدن بر بازده واکنش ترانس جمله دما  زمان  نسب، الکل به روغن و سرع، هم

شده یس از ینج  بود. آنزیم تثبی، 7/4گراد و درجه سانتی 54ترتیب شده به بهینه فعالی، لیپاز تثبی، pH دما و ها:یافته

 بیرای آنیزیم تثبیی، منیتن–درصد فعالی، اولیه خود را افظ کرد. مقدار ثاب، میکائیلیس 09چرخه استفاده مجدد  بیش از 
 6کاهش یاف،. همچنین  افزایش نسب، الکل به روغن تیا  از آنزیم آزاد بود  در االی که بیشینه سرع، واکنش ترشده کم

 09دور بر دقیقه موجب افزایش بازده تولید بیودیزل شد و اداکثر بیازده واکینش ییس از  549زدن تا و افزایش سرع، هم
 .ساع، به دس، آمد

 از یایداری  قابلی، استفاده مجدد و کارایی مناسبی در واکنش ترانس به این روش شده شده تهیه لیپاز تثبی، استنتاج:
تواند به عنوان کاتالیزوری مناسب برای تولید آنزیمی بیودیزل و کاهش استریفیکاسیون روغن سویا برخوردار بود و می

 .های شیمیایی مورد استفاده قرار گیردهای روشمحدودی،
 

  ز  تثبی، آنزیم  روغن سویا  ترانس استریفیکاسیونلیپا واژه های کلیدی:
 

 :m.mogharabi@mazums.ac.ir E-mail                      رانیا یسار مازندران  ییزشک علوم دانشگاه  ییدارو علوم قا یمرکز تحقساری   -مهدی مقربیمولف مسئول: 
 رانیتهران  ا ران یا یدانشگاه علوم یزشک  یعفون یها یماریو ب یمونولوژی  یژوهشکده االاطف یعفون قا یمرکز تحق  ییدارو یوتکنولوژیب ار ی. استاد1
 رانیا  یسار  یعیطب منابع و یکشاورز علوم دانشگاه طبرستان  یفناور س،یز و کیژنت یژوهشکده  یوتکنولوژیب ار ی. استاد0
 رانیا یسار مازندران  یزشکی علوم دانشگاه  ییدارو علوم قا یتحق مرکز  یداروساز ی. دانشجو3
 رانیا یرند   یاسلام آزاد دانشگاه  یشناس س،یز دانشکده  یمیوشیب ار ی. استاد5
 رانیا یسار مازندران  ییزشک علوم دانشگاه  ییدارو علوم قا یتحق مرکز کس یوتی. استاد  فارماس4

 رانیا یمازندران  سار یه علوم یزشکدانشگا  ییعلوم دارو قا یمرکز تحق  ییدارو یوتکنولوژیب ار یاستاد .6

  : ،39/6/1594 تاریخ تصویب :               03/1/1594 تاریخ ارجاع جه، اصلااا  :              0/1/1594 تاریخ دریاف 
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 ایروغن سو ونیكاسیفیترانس استر
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 مقدمه
ها کاتالیزورهای زیسیتی هسیتند کیه بیا افیزایش آنزیم

هیییای بیوشییییمیایی  نقیییش اساسیییی در سیییرع، واکنش

ی و بسیییاری از کاربردهییای صیینعتی ایفییا فرآینییدهای زیسییت

هییای تییرین آنزیماز مهم( EC3.1.1.3) لیپازهییا (.1)کننییدمی

گلیسیییریدها را بییه هیییدرولیتیک هسییتند کییه هیییدرولیز تری

کننید و عیلاوه بیر گلیسرول و اسییدهای چیرب کاتیالیز می

هییای آلییی نیییز قییادر بییه انجییام هییای آبییی  در الالمحیط

 ملییه استریفیکاسیییون و تییرانسهییای سیینتزی از جواکنش

 استریفیکاسیون هسیتند. ایین ویژگیی  لیپازهیا را بیه زیسی،

کاتالیزورهایی ارزشمند در صنایع غذایی  دارویی  شوینده  

 (.0)های زیستی تبدیل کرده اسی،شیمیایی و تولید سوخ،

استرهای اسیدهای چرب اس،  بیودیزل  مخلوطی از آلکیل

هیای گییاهی ییا یفیکاسیون روغناستر که از واکنش ترانس

های زنجیر کوتاه مانند متیانول ییا های ایوانی با الکلچربی

 شود و بیه دلییل تجدیدییذیر بیودن  زیسی،اتانول تولید می

ها  بییه عنییوان تییر آیینییدهیییذیری و انتشییار کییمتخریب

های فسیییلی شییناخته جییایگزینی مناسییب بییرای سییوخ،

ش شیییمیایی معمییوی  بییا تولییید بیییودیزل بییه رو (.3)شییودمی

شود  اما ایین روش استفاده از کاتالیزورهای قلیایی انجام می

در اضییور مقییادیر زیییاد اسیییدهای چییرب آزاد بییا تشییکیل 

صابون  کیاهش بیازده و دشیواری جداسیازی محصیوی  

 در مقابیل  لیپازهیا قادرنید واکینش تیرانس (.5)همراه اسی،

هیای نیاز به محیط استریفیکاسیون را در شرایط ملایم  بدون

تیر اسیدی یا بازی شدید و با تولید محصیوی  جیانبی کیم

انجام دهند و از این رو به عنوان جایگزینی سازگار با محیط 

کاربرد (. 4)زیس، برای کاتالیزورهای شیمیایی مطرح هستند

صنعتی لیپازهای آزاد به دلیل هزینه بای  یایداری محیدود و 

با محدودی، مواجه اس،. تثبیی، عدم امکان استفاده مجدد 

آنزیم یکی از مؤثرترین راهکارهیا بیرای افیزایش یاییداری  

. در میان (6)تسهیل جداسازی و استفاده مکرر از آنزیم اس،

 های آنزیمیی اتصیالهای مختل  تثبی،  فناوری تودهروش

به دلیل عدم نییاز بیه اامیل  بارگیذاری بیایی  یافته متقاطع

های اخییر داری و کاهش هزینه  در سیالآنزیم  افزایش یای

از سیوی  .(7 – 19)توجه زیادی را به خود جلب کرده اسی،

دیگر  ضایعا  روغنی ااصل از صنایع غیذایی و فیرآوری 

محیطیی   های روغنی علاوه بر ایجاد مشیکلا  زیسی،دانه

های زیسیتی محسیوب منبع ارزشمندی برای تولید سیوخ،

توانید ضیمن ه بییودیزل میشوند. تبدیل این ضیایعا  بیمی

کاهش آلودگی  ارزش افزوده اقتصادی قابل توجهی ایجاد 

   (.11)کند

هدف از این یژوهش  تهیه و تثبی، لیپیاز ییانکراس 

و بررسیییی کیییارایی آن در  CLEAs خیییوکی بیییه روش

استریفیکاسیییون روغیین سییویا اسیی،.  واکیینش تییرانس

همچنین  اثر عوامل مختل  شیامل دمیا  زمیان واکینش  

قییدار آنییزیم  مقییدار سوبسییترا  میییزان الکییل  اییلال و م

محتوای آب بر بازده واکینش بیه منریور تعییین شیرایط 

  .بهینه تولید بیودیزل مورد ارزیابی قرار گرف،
 

 هامواد و روش
صیور  تجییاری از آنیزیم لیپیاز ییانکراس خیوکی به

شده  یک  شرک، سیگما تهیه شد. برای تهیه آنزیم تثبی،

در بییافر یتاسیییم ( mg/mL 1) حلییول آنزیمیییلیتییر ممیلی

لیتییر محلییول بییا دو میلی( pH=7) مییویرمیلی 49فسییفا  

اشباع سولفا  آمونیوم مخلوط و به مد  یک سیاع، در 

زده شیید. سییپس رسییوب گراد هییمدرجییه سییانتی 5دمییای 

 5دقیقیه   19دور در دقیقیه   13999ااصل با سانتریفیوژ )

لیتیر بیافر در ییک میلی آوری و( جمیع گراددرجه سیانتی

فسفا  مجددا  سوسپانسییون شید. بیرای ایجیاد ییونیدهای 

میویر بیه میلی 19عرضی  گلوتارآلدهید با غلر، نهیایی 

 5سییاع، در  6سوسپانسیییون افییزوده و مخلییوط بییه میید  

شیده  گراد انکوبه شد. در یایان  آنزیم تثبیی،درجه سانتی

و فعالیی، آن سه مرتبه بیا بیافر فسیفا  شستشیو داده شید 

فعالی، لیپاز با استفاده از یارانیتروفنیل  .گیری گردیداندازه

عنوان سوبسییترا تعیییین شیید. بییدین بییه( pNPP) یالمیتییا 

میکرولیتر اتانول مطلی  ایل و بیا  199منرور  سوبسترا در 

درصیید  4/9میکرولیتییر بییافر یتاسیییم فسییفا  اییاوی  099

ر محلیول لیتیمخلوط شد. سپس ییک میلی X-100 تریتون

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-1
1-

16
 ]

 

                               3 / 6

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-22834-fa.html


   
 و همکارانیی شهلا رضا     
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 19ها بیه مید  آنزیمی به مخلوط واکنش افزوده و نمونیه

گراد انکوبیه شیدند. واکینش بیا درجه سیانتی 59دقیقه در 

میکرولیتر محلول یک مویر کربنیا  سیدیم  099افزودن 

متوق  شد و یس از سانتریفیوژ  جیذب محلیول در طیول 

گیری گردید. فعالیی، آنزیمیی بیر نانومتر اندازه 519موج 

اس منحنی استاندارد ییارانیتروفنول محاسیبه شید. ییک اس

به مقدار آنزیمی اطلاق شید کیه در  وااد فعالی، آنزیمی

شییرایط آزمییون قییادر بییه آزادسییازی یییک میکرومییول 

 واکییینش تیییرانس (.10) ییییارانیتروفنول در دقیقیییه باشییید

لیتری با اجم نهیایی میلی 04های استریفیکاسیون در ارلن

شد. مخلوط واکنش شامل مقدار آنیزیم  لیتر انجاممیلی 19

لیتیر روغین  وااد فعالی،  ییک میلی 4شده معادل  تثبی،

هگزان تیا اجیم نهیایی بیود. لیتیر اتیانول و نرمیالسه میلی

دور  149گراد و سرع، درجه سانتی 59واکنش در دمای 

های فاقید سیاع، انجیام شید و نمونیه 6در دقیقه به مد  

نرر گرفته شدند. مییزان اسییدهای  عنوان شاهد درآنزیم به

 9/1مانده با محلیول هیدروکسیید سیدیم  چرب آزاد باقی

سیازی منرور بهینهفتالئین تیتر شد. بیهنرمال و شناساگر فنل

گراد(  درجیه سیانتی 44تیا  04شرایط واکینش  اثیر دمیا )

 0تیا  4/9ساع،(  مقدار سوبسترای لیپیدی ) 10تا  1زمان )

وااید بیر میلیی لیتیر(   39تیا  1) ، آنیزیملیتر(  فعالییمیلی

 19تیا  1لیتیر(  اجیم ایلال )میلی 0تا  4/9محتوای آب )

 (.13) لیتر( بررسی شدمیلی 4تا  1لیتر( و مقدار اتانول )میلی

 ±صیور  مییانگین هیا بههای ااصیل از آزمایشداده

از سیه تکیرار مسیتقل محاسیبه شید. تحلییل  انحیراف معییار

 ,.SPSS Inc) 16ی نسیخه SPSS افیزارنرم ها باآماری داده

Chicago, USA) هیای ی دادهانجام گرفی،. بیرای مقایسیه

مستقل اسیتفاده شید. سیط   t مربوط به دو گروه  از آزمون

 ( > 94/9P) درصید 04هیا اطمینان آماری در تمامی آزمون

در نرر گرفته شد. طرح تحقیقاتی مربوط بیه ایین مطالعیه بیا 

در کمیتییه  IR.MAZUMS.REC.1402.427کیید اخییلاق 

اخلاق دانشگاه علوم یزشکی مازندران مورد تصیویب قیرار 

   گرفته اس،.

 

 و بحث ها افتهی
دهی  شده  رسوب دهنده بررسی در میان ینج رسوب

 درصید 04بییش از  درصید 39آنزیم با آمونیوم سیولفا  

کییییه  اییییالی فعالییییی، اولیییییه را افییییظ کییییرد  در

جییب افیی، شییدید فعالییی، شیید. سولفوکسییاید مومتیلدی

لینکینی  بیا گلوترآلدهیید موجیب تشیکیل تیوده  کراس

طیی   آنزیمی یایدار شد کیه کیاهش یییک کربونییل در

 49تیر از و تشکیل ذرا  با انیدازه کیم سنجی مادون قرمز

آن را  میکروسکوپ الکترونیی روبشیی نانومتر در تصاویر

یم آزاد شیده در مقایسیه بیا آنیز تأیید کیرد. آنیزیم تثبیی،

چه دمیای  اگر  تری نشان دادبیش pH یایداری ارارتی و

قابلیی،  .بیود 4/7هیا  بهینیه آن pH و C 54° بهینیه هیر دو

 استفاده مجدد  یکی از مزایای اصلی بیوکاتالیسی، تثبیی،

 09شیده  نیییز بررسییی شیید. یییس از ییینج چرخییه  بیییش از 

 19کیه ییس از  ایالی فعالی، اولیه افیظ شید  در درصد

کیاهش یافی،. بررسیی  درصد 49ه فعالی، به ادود چرخ

شیده  آنیزیم تثبیی، Km یارامترهای سینتیکی نشان داد که

تر بییود کییه آن یییایین Vmax تییر از آنییزیم آزاد  امییاکییم

ترتیب بیانگر افزایش تمایل ظاهری به سوبسترا و کاهش به

در واکینش  .سرع، بیشینه واکینش ییس از تثبیی، اسی،

یون  افییزایش مقییدار بیوکاتالیسیی، استریفیکاسیی تییرانس

به مقیدار بیشیینه  U/mL 04موجب افزایش بازده شد و در 

تیوجهی نداشیتند. افیزایش  مقادیر بایتر تیأثیر قابیل  رسید

نییز بیازده را افیزایش  rpm 549تیا  149زدن از سرع، هم

های بیایتر موجیب کیاهش بیازده شیدند. داد  اما سرع،

عنوان یذیرنده آسیل عملکیرد سه با متانول بهاتانول در مقای

 6:1بهتری داش،. افزایش نسب، مولی اتانول به روغین تیا 

کیه  ایالی موجب افزایش بیازده تولیید بییودیزل شید  در

مقادیر بایتر باعث کاهش سیریع بیازده شیدند. همچنیین  

افزودن تدریجی الکل موجب بهبیود بیازده واکینش شید. 

با افزایش زمان واکنش افزایش یافی، بازده تولید بیودیزل 

 09فراتر رف، و در ادود  درصد 59ساع، از  4و یس از 

  .(1تصویر شماره  ساع، به بیشینه رسید
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هییای گیییاهی و ضییایعا  تولییید بیییودیزل از روغن

شیده  رویکیردی یاییدار  استفاده از لیپاز تثبی، روغنی با

برای کاهش مصیرف کاتالیزورهیای شییمیایی و امکیان 

استفاده مجدد از بیوکاتالیس، اسی،. در مطالعیه ااضیر  

شیده  لینیک تثبی، لیپیاز بیه روش تیوده رسیوبی کیراس

 pH موجب افزایش یایداری آن در برابر تغییرا  دمیا و

الیی، ییس از یینج چرخیه فع درصید 09و افظ بیش از 

دهنییده قابلییی، مناسییب اییین  اسییتفاده شیید کییه نشییان

نتیایج  .شونده اس، بیوکاتالیس، برای کاربردهای تکرار

استریفیکاسیون نشان داد که اتانول در مقایسیه بیا  ترانس

متانول عملکرد بهتری دارد و افیزایش نسیب، اتیانول بیه 

کیه  ایالی موجیب افیزایش بیازده شید  در 6:1روغن تا 

مقادیر بایتر الکل بازده را کاهش دادند. این موضوع بیا 

های ییشین درباره اساسیی، لیپازهیا بیه غلری، گزارش

و همکییاران نیییز  Abigor .بییایی الکییل مطابقیی، دارد

ترین تبدیل روغن هسته خرما به استرهای آلکییل را بیش

 70هیا )چه میزان تبدیل آن با اتانول گزارش کردند  اگر

. (15) تر از بازده ااصل در مطالعه ااضر بودکم (درصد

و همکاران مقاومی، متفیاو  لیپازهیا  Kaiedaهمچنین  

اسیتر در برابر متانول و تأثیر شرایط واکنش بر تولید متیل

مطالعیا  جدییدتر نییز  (.0)از روغن سویا را نشان دادنید

شده را در تولید بییودیزل  کارایی لیپازهای آزاد و تثبی،

را با درصد  8/03و همکاران بازده  Zhouاند. د کردهتأیی

را بیا  درصید 5/06و همکاران بیازده  Poojaلیپاز آزاد و 

شییده گییزارش کردنییدط در مطالعییه اخیییر   لیپییاز تثبییی،

 84چرخییه بیییش از  19شییده یییس از  کاتییالیزور تثبییی،

در مقایسیه بیا ایین  (.16  14)تبیدیل را افیظ کیرد درصد

ناسییب و قابلییی، اسییتفاده مجییدد مطالعییا   عملکییرد م

شیده  لینیک بیوکاتالیس، ااصل از توده رسوبی کیراس

در مطالعییه ااضییر  یتانسیییل اییین روش را بییرای توسییعه 

 دهد.فرآیندهای آنزیمی تولید بیودیزل نشان می
 

 یسپاسگزار
مصیوب  18468این مقاله مستخرج از طرح شیماره 

کی معاونیی، تحقیقییا  و فنییاوری دانشییگاه علییوم یزشیی

 مازندران می باشد.
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