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هاي باقيمانده  ترين راهكارهاي كاهش هزينه فرآيند هيدروليز آنزيمي سلولز استفاده مجدد از آنزيم يكي از اصلي
هاي آزاد موجود در محيط  در اين مقاله ضمن ارائه روش عملي براي بازيافت آنزيم.. باشد در محيط واكنش مي

نتايج . گيرد سازي فرآيند بازيافت مورد بررسي قرار مي هشونده در مورد مشاب واكنش توانايي مدل قطعه كوچك
اي در فرآيند هيدروليز آنزيمي ايجاد  دهد استفاده از عمل بازيافت پيشرفت قابل توجه ها نشان مي آزمايش

هاي نظري، وجود  همخواني خوبي ميان آن دو را نشان  بيني هاي تجربي با پيش در همانحال مقايسه داده. كند مي
   . داد

 .  

 

  نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران 
  
  

  دانشگاه علم و صنعت ايران
 ۱۳۸۳ آذر ماه ۳-۵

سازي فرآيند بازيافت و چرخه دوباره آنزيم  مشابه
شونده سلولاز با استفاده از مدل قطعه كوچك  
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  مقدمه
هاي بالا نياز بـه   براي كسب درصد تبديل  . باشد  يكي از راههاي تبديل سلولز به گلوكز هيدروليز آنزيمي آن مي          

 ،بنـابراين فـرآوري  . اي توليـد را بهمـراه دارد   مقدارآنزيم بالاتري نيز است كه اين موضـوع افـزايش هزينـه ه ـ            
از آنجايي كه در اين فرآيند هميـشه  .  آنزيم مرحله تعيين كنندة اين فرآيند است     و استفاده بهينه از      استخراج

مانـد، روشـهاي بازيافـت و اسـتفادة مجـدد از ايـن آنـزيم                  باقي مـي  در محيط عمل بلااستفاده     مقداري آنزيم   
  .ي از محققين مورد بررسي قرار گرفته استباقيمانده توسط بسيار

ليكن . ترين راه براي بازيابي آنزيمهاي محلول در محيط واكنش، تماس آنها با مواد سلولزي تازه است ساده
توان منتظر شد كه واكنش بطور طبيعي كامل شود، زيرا اولا  براي جذب آنزيمهاي جذب شده روي سلولز نمي

گردد و هيدروليز سلولز  ثانيا در مراحل پاياني اغلب، آنزيم غير فعال توليد مياين مرحله بسيار كند است و 
اي متوقف كنيم كه هنوز  بنابراين بهتر است عمل هيدروليز را در مرحله. كند اي نمي پبشرفت قابل ملاحظه

فعال از جذب دوبارة اين آنزيمهاي . مقدار زيادي آنزيم فعال جذب شده بر روي ذرات سلولزي وجود دارند
روي ذرات سلولزي نيمه هيدروليز شده مشكل تر از جذب آنزيمهاي آزاد است و محققان بسياري برروي 

. اند روشهايي كه بتوان آسانتر وكاملتر اين آنزيمهاي جذب شدة فعال را مورد استفادة مجدد قرار داد، كار كرده
  .ة اساسي تمامي اين روشها استدفع آنزيم فعال از روي مواد سلولزي نيمه هيدروليز شده مرحل

طراحي عملي فرآيند هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي طبيعي  كه شامل چرخه دوباره و بازيافت مواد نيز گردد،             
نيازمند وجود مدل رياضي كارآمدي است كه توانايي پيشبيني ميزان پيشرفت اين فرآينـد بـسيار پيچيـده را                   

در . اند   كنون توانايي پيشبيني و توصيف اين فرآيند پيچيده را داشته          هاي رياضي معدودي تا     مدل. داشته باشد 
شونده كه پيش از اين با موفقيت در مورد هيـدروليز آنزيمـي مـواد            خواهيم مدل قطعه كوچك     اين تحقيق مي  

  .سلولزي خالص و طبيعي بكار رفت را در اين مورد نيز بيازماييم
  

  مي مواد سلولزي مدل قطعة كوچك شونده براي هيدروليز آنزي
بطور خلاصـه فرآينـد   . تجزية آنزيمي سلولز فرآيندي بسيار پيچيده است و عوامل زيادي در آن دخيل هستند            

 و اثر مواد غير سلولزي هماننـد   اشكال ساختاري سلولزعوامل زيادي چون هيدروليز آنزيمي سلولز نامحلول به      
و  سـلولاز   طـرز برخـورد و تمـاس ميـان آنـزيم     ،ر رفتهسيستم آنزيم بكا و نوع  طبيعت، همي سلولز و ليگنين 

 انتقال جرم، جذب و دفع آنزيم، سطح واكنش، اثر ممانعـت محـصولات و حتـي انـدازه ذرات سـلولزي                   ،سلولز
بايست در مدل هاي سينتيكي مورد توجه قرار بگيرند و تـا حـد امكـان نتـايج تجربـي بـا              ميبستگي دارد كه    

شـونده كـه قابـل        مـدل قطعـه كوچـك     با ارائه   ] ٣-١[ گروه پژوهشي ايراني     يك. مدلهاي حاصل مطابقت كند   
 فرضيات اين مدل بر . نتايج شايان توجهي را بدست آورداستفاده در مورد سلولز طبيعي و ناخالص نيز هست ،  

  :  باشد  زير استوار مياوليه 
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رفتن هيچگونـه واكـنش    جذب سريع قسمتي از آنزيمهاي موجود در محلول توسط سلولز و صورت نگ       .١
  ]٤. [اي در جريان اين جذب قابل ملاحظه

  .اشغال شدن بعضي از مكان هاي موجود بر سطح ذرات توسط مواد غير سلولزي .٢
تعداد مكان هاي موجود بر سطح ذرات سلولزي قابل جذب توسـط آنزيمهـاي سـلولازي متناسـب بـا                     .٣

  ]٥. [سطح خارجي ذرات سلولزي است
  . ه سيال به سطح خارجي سلولز در مقايسه با واكنش شيميايي سريع استانتقال آنزيم ها ازتود .٤
  .كاهش فعاليت آنزيمي بر اثر ممانعت مواد توليدي در جريان واكنش .٥
  .توزيع تصادفي قسمتهاي سلولزي و غير سلولزي بطور  بر روي ذرات .٦
 ـ         .٧ دن مـواد غيـر   كوچك شدن جرم سلولزي درون ذرات در طول فرآيند واكنش و بدون تغيير بـاقي مان

  .  سلولزي
گيرد؛ در مرحلة ابتدايي  سينتيك هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي طبيعي در دو مرحله مورد مطالعه قرار مي

موجود بر سطح خارجي مؤثر ذرات جذب ) اشغال نشده(آنزيم ها بسرعت بر روي مكان هاي خالي واكنش، 
اين موضوع . يابد د مكانهاي اشغال نشده كاهش ميشود و در نتيجه تعدا قطعة واكنشگر كوچك مي. شوند مي

تا زماني ادامه دارد كه هيچ مكان خالي ديگري موجود نباشد و همة قطعة واكنشگر توسط كمپلكسهاي فعال 
در مرحلة دوم واكنش، بعلت كوچك شدن قطعة واكنشگر، . شود و كمپلكس سلولزـ آنزيم محصول پوشيده مي

گردند و نهايتا بدون   بر روي مادة اوليه، آزاد شده و به محيط واكنش بر ميمقداري از آنزيمهاي جذب شده
اين مدل را بصورت ) ١(شكل . يابد آنكه قطعة واكنشگر بطور كامل هيدروليز شده باشد، واكنش پايان مي

  :دهد نموداري نشان مي

  ]٣[ نمايش تصويري مدل قطعة كوچك شونده -۱شكل
  

  جرم واكنش نشدة غير سلولزي: گ تيرهقطعة واكنشگر، رن: رنگ سفيد
A : ،كمپلكس فعال O : ،مكانهاي خاليB :  ،مناطق مسدود شدهP : كمپلكس محصول  

و نيازي به تكرار آن در اينجـا    اند   چگونگي دستيابي به معادلات رياضي اين مدل در مراجع ديگري ارائه شده
اند،   صفر بودن غلظت محصول هيدروليز برپا شده ليكن معادلات مدل معمولي كه براساس فرض] ٣-١[نيست  

بـر همـين اسـاس    . به دليل وجود غلظت قابل ملاحظه مواد توليدي در جريان بازيافت قابل استفاده نيـستند            
كننده غلظت اوليه مـواد     اند تا اثر ممانعت     اي تصحيح شده    شونده به گونه    معادلات مربوط به مدل قطعه كوچك     
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توان در مرجع ديگري  جزئيات مربوط بدين مدل تصحيح شده را نيز مي. رنظر گرفته شود  توليدي نيز در آنها د    
  .گردد  ولي نتيجه نهايي در اينجا ارائه مي] ٦  [ملاحظه كرد 

  :معادله پيشرفت فرآيند بر اساس مدل قطعه كوچك شونده با درنظر گرفتن ممانعت اوليه مواد توليدي 
  :مرحله اول 
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شوند و جزئيات مربوط  باشند كه برحسب مقادير ساير پارامترها محاسبه مي   توابع مدل ميI3 و I1 ،I2 كه 
  .باشد زمان پايان يافتن مرحله اول مي t1و  بدانها در ساير مراجع آمده است

  
    شرح آزمايشهاي انجام شده

ميزان مواد تشكيل دهنده سبوس بـرنج  . ده اوليه استفاده شدبراي كلية آزمايشها از سبوس برنج بعنوان ما 
  .بوسيله آزمايش تعيين شدند كه در جدول يك موجود است

  
  ۱جدول 

  ليگنين  همي سلولز  سلولز
49.5%  31.5%  19%  

  
استفاده از اين ماده به آن علت است كه سبوس برنج در مقادير زيـاد در دسـترس بـوده، همچنـين بـا انجـام                  

آنزيمهـاي مـورد   . بت شده است كه اين ماده بازدة خوبي در توليـد قنـدهاي محلـول داشـته اسـت            آزمايش ثا 
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 اهـدايي شـركت   Novozyme 188 DCN 003/87-11 و  Celluclast CC/85-4اسـتفاده عبـارت بودنـد از    
NOVOواحد ١٧ دانمارك با فعاليت آنزيمي به مقدار FPU.  

مقادير مشخصي سلولز را به نيم . شدند   خشك مي٩٠ Cماينمونه هاي سلولز در طول شب بطور كامل در د    
 دمـاي واكـنش توسـط حمـام آب گـرم      .شد افزوده ميمقادير معيني آنزيم  و داراي PH =5ليتر بافر استات با 

محتويـات ظـرف واكـنش بـا قـراردادن همـزن       . مانـد    درجة سانتيگراد ثابت مـي     ٥٠داراي كنترل گرمايي در     
شـدند، در زمانهـاي       كرد، كاملا معلق نگاه داشته مي        دور در دقيقه حركت مي     ٢١٠±٥مكانيكي كه با سرعت     

شد و لوله هاي آزمايش محتـوي    از ظرف واكنش برداشته مي٥ cm3نمونه هايي به مقدار ) هر يكساعت (معين  
گرفت تا از فعاليت آنزيمـي باقيمانـده     جوش قرار مي   دقيقه در ظرف آب    ١٥نمونه ها در همان لحظه به مدت        

سلولز را بوسيلة كاغذ صافي از محلول جدا كرده وسپس محلولهـاي حاصـل را بـا          . در نمونه ها جلوگيري شود    
آب مقطر رقيق كرده تا به حجم معيني برسند و ميزان كل قند هاي احياء شـده در هـر نمونـه بوسـيلة روش             

  ]٧. [اندازه گيري گرديد) DNS(يسيليك اسيد استاندارد دي نيترو سال
 ساعته محتويات مخلوط هيدروليز را توسط صافي جدا كرده و جامد آن ٨در اين روش كاري پس از يك دورة   

 در تحـت   سـاعت  ٨را دور ريخته و در محلول باقيمانده مقدار معيني از سلولز ريخته و مجـددا مـدت زمـان                    
  .سازد هاي بازيافت آنزيم را نمايان مي شماي كلي آزمايش) ٢ (شكلشرايط كه در بالا ذكر شد ، 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   ۲شكل 
  .آمده است) ٢(ها در جدول  مشخصات آزمايش

  ۲جدول 
ميزان آنزيم اضافه شـده بـه نـيم ليتـر           

  )سانتي متر مكعب( محلول واكنش
( غلظت ماده اوليه    شماره آزمايش

  )گرم در ليتر
Novozym  Celluclast  

١٥  ٣  ٦٠  ١  
١٥  ٣  ٤٠  ٢  
٣٠  ٦  ٤٠  ٣  
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  نتيجه گيري 
نتايج آزمايشي با .  شدند  كارلو تعيين سازي مونت شونده با استفاده از روش بهينه پارامترهاي مدل قطعه كوچك 

هـاي تجربـي و    هاي مدل نظري مورد مقايسه قرار گرفتند، در هر مورد همخـواني خـوبي ميـان داده        پيشبيني
هـا در جـدول    پارامترهاي مدل و ميانگين خطاي مطلق نسبي آزمايش. جود داشتهاي مدل نظري و   پيشبيني

  . اند شده خلاصه) ٣(
  ۳جدول 

  ها تمامي آزمايش  پارامتر

α  0.59703  
Kb  0.78911  
Keq  1.74711  

  3 2  1  شماره آزمايش
  %4.07  %5.23  %6.52  ميانگين خطاي مطلق نسبي  

  2  1  2  1  2  1   ساعته هيدروليز٨شماره دوره 
 θ0  0.724  0.571  0.724  0.571  0.854  0.666  

  
همانطوريكـه در ايـن    . انـد   هاي مدل نظـري مقايـسه شـده          نيز با پيشبيني   ٥ الي   ٣هاي    نتايج تجربي در شكل   

اي در فرآينـد     شود، بازيافت آنزيم توسط مواد سلولزي تازه سبب پيشرفت قابـل ملاحظـه              ها ملاحظه مي    شكل
هاي نظري  وجـود   هاي تجربي و پيشبيني طرف ديگر همخواني بسيار خوبي ميان داده    گردد و از      هيدروليز مي 

  :توان موارد زير را از اين تحقيق نتيجه گرفت براين اساس مي. دارد 
شونده اصلاح شده توانايي توصيف فرآيند چرخه دوباره و بازيافت آنزيم را دارا  مدل قطعه كوچك -١

  .است 
اي در فرآيند  توان پيشرفت قابل ملاحظه اد در محيط واكنش ميهاي آز با جذب دوباره آنزيم -٢

  .هيدروليز آنزيمي سبوس برنج ايجاد كرد
  .گذارد ها باقي مي ممانعت مواد توليدكننده اثر مهمي روي فرآيند بازيافت آنزيم -٣
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