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  چكيده

كاتاليست ليپاز/كلسيم آلژينات از روغن كرچك تهيه شد. آنزيم ليپاز پانكراس بر پايه كلسيم در اين مطالعه ديزل زيستي در حضور زيست
استفاده شد. پايه كلسيم آلژينات  (FAMEs)استرهاي اسيد چرب شدن روغن كرچك به متيلآلژيناتي تثبيت و در واكنش استري

 BET) و روش FESEM)، ميكروسكوپ الكتروني روبشي گسيل ميداني (FTIRسنجي فروسرخ تبديل فوريه (سنتزشده با طيف
     كافتي و كاتاليست سنتزشده، همچنين، فعاليت آبشناسايي شد. همچنين، پس از نشاندن ليپاز بر آن، محتواي پروتئيني زيست

كارگيري نرم سازي واكنش توليد ديزل زيستي، طراحي آزمايش با بهبهينه شدن ارزيابي شد. برايكاتاليستي آن در واكنش استريزيست
انجام شد. براي اين كار سه عامل دماي واكنش، مقدار كاتاليست و نسبت متانول به روغن در نظر گرفته شد و  SAS JMP Proافزار 

          %) در دماي 96/86داد كه بيشترين مقدار ديزل زيستي (ها نشان نتيجه) انجام گرفت. RSMها با استفاده از روش سطح پاسخ (تحليل داده
C° 2/48 همچنين، مشخص شد كه مقادير بالاي هر كدام از اين  آيد.دست ميبه 50/0گرم كاتاليست و نسبت متانول به روغن  32/0، با

شدن در دماها و مقادير متانول ذاتي آنزيم، مانند غيرفعالهاي ها تاثير منفي بر بازده توليد ديزل زيستي دارند كه دليل آن به ويژگيعامل
 هاي بالا نسبت داده شد.بندي در غلظتبالاتر، همچنين، كلوخگي و تغيير صورت

  
  سازي فرايند، روغن كرچك.كاتاليست، ليپاز، بهينهديزل زيستي، زيست: يديكل هايواژه
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 مقدمه

هاي گياهي، حيواني،ماده اوليه ديزل زيستي روغن
ها است كه غني ازپسماندهاي روغني و روغن ريزجلبك

ستند. فرايند تبديلگليسريدها هاسيدهاي چرب آزاد و تري
هاي ناهمگنروغن به ديزل زيستي بيشتر در حضور كاتاليست

هاي اسيدي، بازي و اكسيدهاي فلزي) وشيميايي (كاتاليست
ها از جمله]. زئوليت3تا  1[ شودها انجام ميكاتاليستزيست

هاي ناهمگن شيميايي هستند كه درپركاربردترين كاتاليست
عنوان كاتاليستتنهايي بهزيستي، هم به فرايندهاي توليد ديزل

عنوان پايه براي تثبيت فلزها و اكسيدهاي فلزيو هم به
ها قابليت بسزايي براياند. از آنجايي كه اين تركيباستفاده شده

منظوراصلاح دارند، در بيشتر موارد پيش از استفاده، به
و 4[شوند هاي عاملي تيمار مياصلاحات سطحي و ايجاد گروه

و Fe ،Zrپس از بارگذاري  ZSM-22شده ]. ساختار اصلاح5
Sr كارگرفته شدهعنوان پايه كاتاليست توليد ديزل زيستي بهبه

Zr-ZMS-22است. بالاترين بهره توليد ديزل زيستي در حضور 

شده]. در مطالعة ديگري ساختار اصلاح6دست آمده است [به
ZSM-8 كاتاليست توليد ديزل زيستيعنوان تنهايي بهبه

ها نشان داداستفاده و شرايط عملياتي بهينه شده است. نتيجه
كه بيشترين بهره توليد ديزل زيستي در حضور اين كاتاليست

كاتاليست در فرايند توليد ديزل]. يك نوع ديگر 7% بود [ 57
زيستي، آنزيمِ ليپاز است. استفاده از آنزيم به دليل سرعت بالاي

پذيري بسيار بالا، همواره موردتوجهاكنش و گزينشو
است. با اين وجود اتلافپژوهشگران حوزه ديزل زيستي بوده 

هايقيمت در هر بار واكنش يكي از مشكلاين ماده گران
كردن اين ايراد، آنزيم برفرايندهاي آنزيمي است. براي برطرف

رهاي تثبيتشود. يكي از بستبسترهاي قابل بازيابي تثبيت مي
هاي كلسيمآنزيم در فرايندهاي توليد ديزل زيستي گرانول

اي ويژگي سوخت ديزل زيستيمطالعه ]. در9و  8[ آلژينات است
كلسيم بر شدهبا استفاده از ليپازِ تثبيت توليدشده از روغن نخل

ها نشان داد كه بهره ديزلاست. نتيجهشده  لژينات بررسي
و 90/96شده به ترتيب يپاز آزاد و تثبيتزيستي توليد شده از ل

هاي سوختي% بود. همچنين، در اين مطالعه ويژگي 42/94
ها نشان داد كه ديزلاست. نتيجهديزل زيستي نيز مطالعه شده 

شده در مقايسه با ليپاز آزاد نقطهشده با ليپاز تثبيتزيستي توليد
نظر چگالي روي مشابهي داشت و ازريزش، نقطه ابري و گران

تري راهاي مناسبو نقطه اشتعال، ويژگي C° 15در دماي 
شده از قارچدر مطالعه ديگري، ليپاز استخراج ].10نشان داد [

Lasiodiplodia theobromae VBE1 هاي كلسيمبر گرانول
و براي توليد ديزل زيستي از روغن نارگيل آلژينات تثبيت

بيشتر از نوعاستفاده شده است. ديزل زيستي در اين فرايند 
%، 3/22%، ميريستات  1/46لورات استرهاي اسيد چرب متيل

روغن]. 11% گزارش شدند [ 2/7% و اولئات  9/9پالميتات 
گردان خوراكي براي توليد ديزل زيستي در حضور ليپازآفتاب

كه بر بستري از 1رايزوپوس اوريزايي زاد و قارچ مولد ليپازآ
است.اي استفاده شده اند، در مطالعهيت شدهكلسيم آلژينات تثب

- پروپانول و نرمالاتانول، نرمالدر اين مطالعه چهار الكل متانول، 

استرهايعنوان حلال و پذيرندة آسيل براي توليد آلكيلبوتانول به
هاي متفاوت آسيل، متانولاستفاده شد. در ميان پذيرنده اسيد چرب

استرهاي اسيد چربگليسيريد به آلكيلبيشترين مقدار تبديل تري
در مجموع، آنزيم آزاد نسبت به آنزيم %) را نشان داد. 94(

هايشده توانايي تبديل كاتاليستي بهتري با همه گيرندهتثبيت
هاي متفاوتديگري تأثير پايهدر مطالعه  ]. 12آسيل نشان داد [

هاي ريزجلبك كلرلا ولگاريس بر براي تثبيت شيميايي سلول
است. در اين هاي متفاوت استخراج روغن بررسي شدهعامل

ايي از كلسيممطالعه ريزجلبك، كشت و برداشت و سپس بر پايه
سلولز تثبيتآلژينات، سديم آلژينات و سديم كربوكسي متيل

عنوان حلال در دماهاند استخراج روغن، هپتان بهشد. براي فراي
هاي متفاوت استخراج استفاده شد. بالاترين مقدارو زمان

هاكلوين بود. اين نتيجه 348% در دماي  11/25استخراج روغن 
از اين بابت اهميت دارند كه توليد ديزل زيستي را از روغن

استشان داده پذير نها تثبيت شده، امكانريزجلبك كه بر پايه
]. در يك پژوهش مشابه، ريزجلبك كلرلا ولگاريس13[
توده غني از روغن بر شش پايه تثبيت و ازعنوان يك زيست به

روغن استخراجي آن براي توليد ديزل زيستي استفاده
است. شش پايه مورد استفاده سديم آلژينات، سديمشده 

1. Rhizopus oryzae 
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-، سديم آلژينات1كاراگينان-ناتكيتوزان، سديم آلژي-آلژينات
سديم-كلسيم آلژينات، و سديم آلژينات-ژلاتين، سديم آلژينات

ژلاتين-سلولز بود. با پايه سديم آلژيناتكربوكسي متيل
% و مقدار ديزل زيستي 14/59بالاترين بازده استخراج روغن، 

mg.g-1 56/0 شده از ريزجلبكبود. همچنين، روغن استخراج
كلرلا ولگاريس تجزيه و مشخص شد كه حاوي پالميتيك اسيد

(C16:0)،  استئاريك اسيد(C18:0) ، اولئيك اسيد(C18:1)،
].14است [ (C18:3)و لينولنيك اسيد  (C18:2)لينولئيك اسيد 

هايي از كليسم آلژينات براي قرار گرفتنكپسول (گرانول)
منظور توليد ديزل زيستي نيزهاي غير آنزيمي بهكاتاليست

عنواناكسيد به اند. در يك پژوهش، كلسيماستفاده شده
هاي كلسيم آلژيناتكاتاليست توليد ديزل زيستي در گرانول

استرهايشدن روغن كلزا و تبديل به متيلو براي استري حبس
اسيد چرب استفاده شد. براي اين كار محيط واكنش تحت تابش

ها نشان داد كهوات  قرار گرفت. نتيجه 6/3توان پرتو نوري با 
% و پس 60مقدار توليد ديزل زيستي پس از يك ساعت تابش، 

در اين مطالعه آنزيم ليپاز ].15% بود [ 90ساعت تابش،  6از 
منظور توليد ديزلهاي كلسيم آلژينات، بهبر گرانول 2پانكراس

استرهايتوليد متيلسازي شرايط فرايند زيستي تثبيت شد. بهينه
اسيد چرب از روغن كرچك هدف اصلي اين پژوهش بود. بدين

براي طراحي آزمايش و SAS JMP Pro 16افزار منظور از نرم
ها) براي تحليل نتيجه3RSMشناسي سطح پاسخ (با روش

استفاده شد. شرايط دماي واكنش، مقدار كاتاليست و نسبت
ين شرايط براي توليد ديزلمتانول به روغن مطالعه شد و بهتر

دست آمد.زيستي به

بخش تجربي
 مواد

، سديم آلژينات و آلبومين سرم گاويپانكراسآنزيم ليپاز 
(BSA) آلدريچ خريداري شدند. كوماسي-از شركت سيگما

%) و 9/99، سديم هيدوركسيد (G-250برليانت بلو 

1. Carrageenan 2. Porcine pancreatic 3. Response surface methodology (RSM) 

شدند.%) از شركت مرك خريداري  36هيدروكلريك اسيد (
هاي مورداستفاده در اين مطالعه از شركت مرك و روغنحلال

هاي روغني صنعتي اميد خريداريكرچك از كارگاه پرس دانه
شدند.

استخراج روغن 
روغن كرچك در دو مرحله استخراج شد. در مرحله اول از
پرس سرد تحت فشار بالا استفاده شد. در اين مرحله، دما به

شد تا از افزايش ناگهاني دما جلوگيري شود. سپس دقت واپايش
آمده براي جداسازي مواد جامد و روغن فيلتر شد.دستعصاره به

مانده جامد (كيك) مرحله اول از طريقدر مرحله دوم، همه باقي
كننده سوكسله در حضور حلالاستخراج با حلال در استخراج

تيمار شد. درساعت  5به مدت  C° 70نرمال هگزان در دماي 
نهايت حلال نرمال هگزان با دستگاه تبخيركن چرخان جدا شد

شده درآمده از اين مرحله به روغن استخراجدستو روغن به
مرحله اول افزوده شد.

 تثبيت آنزيم بر كلسيم آلژينات
2/0ليتر محلول آبي سير سديم آلژينات حاوي ميلي 100

ليتر محلول كلسيمميلي 200 قطره بهگرم ليپاز تهيه و قطره
هايدرنگ گرانولافزوده و بي C° 4مولار) در دماي  2كلريد (

ساكاريدكلسيم آلژينات تشكيل شد. سديم آلژينات يك پلي
هاي سديم است كه وقتي در محلولي حاوي حاوي يون

گيرد، تبادل يوني رخ داده و كلسيم هاي كلسيم قرار مي يون
كند و موجب تشكيل عمل مي 4ند عرضيعنوان يك عامل پيو به

شود. براي بهبود استحكام بسپار با وزن مولكولي بالاتر مي
نگهداري  C° 4ساعت در دماي  2ها به مدت مكانيكي، گرانول

شدند. سپس با صافش در خلأ از مخلوط جدا و چندين بار با آب
كاتاليست با روشزدوده شسته شدند. پروتئين زيستيون

محاسبه شد. 1گيري و برپاه معادله رد برادفورد اندازهاستاندا

)1( C୐
C଴V଴ െ C୤V୤

mୠ

4. Cross-linking agent 
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C0مقدار ليپاز در هر گرم كلسيم آلژينات خشك، CLكه در آن 

حجم محلول اوليه V0، (mg.mL-1)غلظت وزني اوليه ليپاز
غلظت وزني ليپاز در محلولِ Cf، (ml)كلسيم آلژينات 

حجم محلول Vf، (mg.ml-1)شده پس از بارگذاري صاف
هاي خشك كلسيم آلژيناتوزن گرانول mbو  )ml( شدهصاف

)mg( .است
 كافتي آنزيمفعاليت آب

پروپاناستوكسي تري-3،2،1كافت واكنش آب
شده انجام) براي تعيين فعاليت آنزيم آزاد تثبيت1استين(تري

) از pH= 0/7هايي با اسيدينگي خنثي (كار محلولشد. براي اين 
0/1ليتر آب مقطر و بافر فسفات ميلي 50استين، گرم تري 0/2

استين تشكيل شود، همناميزه تري كهمولار تهيه شد و تا زماني
شده برايزده شد. سپس مقادير مشخصي از ليپاز آزاد و تثبيت

هاه اين محلولصورت جداگانه بكافت بهانجام واكنش آب
محيط pHافزوده شد. استيك اسيد فراورده اين واكنش است و 

طور پيوسته با محلولآمده بهدستدهد. مخلوط بهرا كاهش مي
NaOH 01/0 كاتاليست برپايه اينمولار تيتر شد. فعاليت زيست

تعريف كه يك واحد فعاليت ليپاز، مقدار آنزيم مورد نياز براي
در هر دقيقه C° 37 ومول استون در دمايميكر 1آزادسازي 

است، محاسبه شد.
 شدنفعاليت آنزيم در واكنش استري

يك واكنش الكليز آنزيمي براي ارزيابي فعاليت
ها انجام شد. مقدار معيني از ليپازكاتاليستسازي زيست استري
شده به يكگرم) و مقدار معادل آن ليپاز تثبيت0225/0آزاد (

ليترميلي 631/0ليتري حاوي ميلي 10محلول نرمال هگزان 
اسيد افزوده شد. سپس نرمال بوتانول تا نسبت مولياولئيك 

4برسد، افزوده شد. زمان واكنش  1:1الكل به اولئيك اسيد 
بود. عملكرد واكنش برپايه مقدار C° 37 ساعت و دماي واكنش

براي اين منظور،مانده محاسبه شد. اسيدهاي چرب آزاد باقي
پيريدين) II(ليتر معرف مس ميلي 2پس از پايان واكنش، 

pHحجمي و - درصد وزني 5استات (محلول در آب) با غلظت 

1. Triacetin 

ثانيه با 90به فراورده افزوده شد. سپس، به مدت   1/6برابر با 
ها بهازآن، مخلوطشدت مخلوط شد. پسبه 2كن گردابيمخلوط
دو فاز بالا و پايين تشكيل شود.ساعت رها شدند تا  2مدت 

ها بامانده آنآوري و اسيد چرب باقيفازهاي بالايي جمع
نورسنجنانومتر با طيف 715گيري جذب در طول موج اندازه

UV-Vis .محاسبه شد
 طراحي آزمايش براي توليد ديزل زيستي

ها با روش سطح پاسخ سازي داده طراحي آزمايش و مدل
)RSMافزار آماري  ) و نرمSAS JMP Pro 14 .انجام شد

ديزل زيستيسازي واكنش براي يافتن شرايط بهينه توليد مدل
تا 42متغير دماي واكنش (از  3انجام شد. براي اين منظور، 

C° 52 گرم) و نسبت متانول 5/0تا  1/0)، مقدار كاتاليست (از
0/2اي هر آزمايش ) درنظرگرفته شد. بر1تا  1/0به روغن (از 

ليتر نرمال هگزان در يك ويالميلي 0/5گرم روغن كرچك و 
ليتري ريخته شد و واكنش مطابق جدولميلي 40شفاف 

طراحي آزمايشي انجام شد. اسيدينگي فاز آبي محيط واكنش با
ها در يك حمام روغن بااستفاده از بافر فسفات خنثي شد. ويال

ها با همزنمحتويات ويال دماي معين قرار داده شدند و
زده شد. پس از پايان واكنش، كاتاليست ومغناطيسي هم

20به مدت  3500گليسرولِ توليدشده با يك گريزانه با دور 
صورت فاز زيرين جدا شدند. فاز بالايي جمع آوري شددقيقه به

30مدت به C° 50 زدوده به آن افزوده و در دمايو آب يون
ساعت رها شد تا دو فاز 2مخلوط به مدت  زده شد.دقيقه هم

آوري و براي تجزيهبالا و پايين تشكيل شود. لايه بالايي جمع
فرستاده شد. GC-MSبه 

 كاتاليستشناسايي زيست
،MIRA3ميكروسكوپ الكتروني روبشي نشر ميداني (

TESCANشناسي سطح، جمهوري چك) براي مطالعه ريخت
شده بر كلسيم آلژينات استفاده شد.تثبيتكاتاليست ليپاز زيست

سنجيهاي عاملي اين كاتاليست از طيفبراي مطالعه گروه
(Bruker Tensor 27 IR, Germany)فروسرخ تبديل فوريه 

2. Vortex mixer
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كلسيم آلژينات سنتزشده (مساحت 1استفاده شد. ويژگي بافتي
BETها) با روش ها و اندازه حفرهسطح، حجم حفره

BELSORP-mini)، تعيين شد. )ژاپن

ها و بحثنتيجه
 كاتاليستشناسايي زيست

هاي كلسيم آلژينات،شناسي سطح گرانولبراي ريخت
كارگرفته شد.يك ميكروسكوپ الكتروني روبشي نشر ميداني به

هاي بسپارتصوير ميكروسكوپ الكتروني روبشي گرانول 1شكل 
ومتر را نشانميكر 1نانومتر تا  50كروي با قطرهاي بين 

ها مشاهدهدهد. همچنين، تخلخل سطحي براي همه گرانولمي
شود.مي

تصوير ميكروسكوپ الكتروني روبشي نشر ميداني 1شكل 
شدهكلسيم آلژينات تهيه

مربوط به كلسيم آلژينات سنتزشده را FTIRطيف  2شكل 
cm-13600تا  3200دهد. در اين شكل قله پهن نشان مي

موجود در ساختار آلژينات O-Hمربوط به ارتعاش كششي پيوند 
مربوط به گروه ارتعاش كششي cm-1 1632است. قله تيز 

C=O در گروه عاملي كربوكسيليك در آلژينات است. قله
C-O-Hمربوط به ارتعاش كششي  cm-1 1454ظاهرشده در 

1. Textural properties

يمربوط به ارتعاش كشش cm-1 1074است و قله ظاهرشده در 
].16موجود در ساختار آلژينات است [ C-O-Cاتري  گروه

كلسيم آلژينات سنتزشده FTIRطيف  2شكل 

بررسي شد. BETهاي بافتي كلسيم آلژينات با روش  ويژگي
ها، مساحتهاي اين آزمون نشان داد كه حجم كل حفرهنتيجه

ها براي كلسيم آلژيناتو ميانگين قطر حفره BETسطح 
nmو  cm3.g-1 239/0 ،m2.g-1 17سنتزشده به ترتيب برابر با 

بوده است. همچنين، بررسي محتواي پروتئيني براي 62/5
شدهكاتاليست تهيهارزيابي مقدار بارگذاري آنزيم بر زيست

 (Bradford's method) (ليپاز/كلسيم آلژينات) با روش بردفورد

95/31ها نشان داد كه آنزيم به اندازه نتيجهانجام گرفت. 
درصد بر پايه كلسيم آلژينات نشسته است. مقدار فعاليت

ترتيبشدن بهكافتي آنزيم و فعاليت آنزيم در واكنش استريآب
بود. U.g-1 3/38و  47/32

توليد ديزل زيستي 
اثرات دماي واكنش، مقدار كاتاليست و نسبت متانول به

در RSMها با روش هاي آن كنشروغن، همچنين برهم
بيني شد. برپايه جدول طراحي پيش SASJMPافزار نرم

آزمايش انجام شد و بازده توليد ديزل زيستي با 16آزمايشي، 
-بينيشپي سازي گزارش شد. معادلة رياضي هاي مدلمحاسبه

:) به شرح زير استFAMEsشده براي توليد ديزل زيستي (
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96/86شرايط بهينه براي توليد بيشترين مقدار ديزل زيستي (
گرم و نسبت متانول 32/0، مقدار كاتاليست C° 2/48 %)، دماي
ها نمودارهاي دو بعدي وبود. برپايه همين نتيجه 50/0به روغن 

زيستي توليدي با اين سه عاملسه بعدي تغييرهاي ديزل 
هاي دما،بيني رفتار عاملنمودار پيش 3استخراج شد. شكل 

مقدار كاتاليست و نسبت متانول و روغن را به صورت تك به
طور كهدهد. همانتك در نمودارهاي دو بعدي نشان مي

ها داراي يك مقدارحنيمشخص است براي هر سه عامل من
بيشينه هستند كه بيانگر، بهترين مقدار عامل مربوط براي توليد
بيشينه مقدار ديزل زيستي است. در روند تغييرهاي فراورده با

است كه ابتدا يك افزايش و سپس كاهشبيني شده دما، پيش
وجود خواهد داشت. افزايش مقدار فراورده با افزايش دما

به دليل بهبود سرعت واكنش در دماهاي بالاتر باشد. تواندمي
شدنتوان به غير فعالكاهش مقدار آن با افزايش دما را مي

آنزيم در دماهاي بالاتر نسبت داد.
ها به ديزل زيستيآنزيم ليپاز براي تبديل انواع روغن

شدهاستفاده شده است. شرايط بهينه براي فعاليت آنزيمِ تثبيت
هاي محتواي مخلوطتگي به فعاليت آن در حالت آزاد، ويژگيبس

كنندة فعاليتهاي مختلواكنش (از نظر اسيدينگي، حضور گونه
اي كه آنزيم بر روي آن نشانده شده است،آنزيم و . . .) و پايه

منظور توليد ديزل زيستي از روغناي به]. در مطالعه17[ دارد
هاي مغناطيسي سيليكا نشاندهانوذرهاي از نزيتون، ليپاز بر پايه

% ديزل زيستي در شرايط دماي 6/84شد. در چنين شرايطي 
C° 40 ساعت و نسبت حجمي روغن به 12، به مدت زمان

]. در مطالعه ديگري براي توليد18انجام گرفت [ 1به  3متانول 
اي از گرافن اكسيدديزل زيستي از روغن ريزجلبك، ليپاز بر پايه

ها نشان داد كه پايهلاية ابرپارامغناطيس نشانده شد. نتيجهكم
تاثير بسيار مهمي بر پايداري آنزيم در شرايط مخلوط واكنش

% ديزل زيستي 19/71كاتاليست، دارد. در حضور اين نانوزيست
ساعت و نسبت 24به مدت  C° 45در شرايط بهينة آزمايشي 

گرمميلي 6/8در حضور  3به  1حجمي روغن به متانول 
]. از ساختار سه بعدي گرافن اكسيد19دست آمد [كاتاليست به

مغناطيسي نيز براي تثبيت آنزيم ليپاز براي توليد ديزل زيستي
است كه چنين ساختاري تاثير استفاده شده است. گزارش شده

بسزايي در بهبود ويژگي مقاومتي آنزيم در برابر گرما داشته و
هاي پايداري گرمايي آنزيم راويژگي C° 10توانسته است تا 

بهبود دهد. همچنين، مشخص شده است كه فعاليت آنزيم در
دوره بازيابي تغيير چنداني نداشته 5مخلوط واكنش پس از 

است. شرايط بهينه براي توليد ديزل زيستي در حضور اين
24و مدت زمان واكنشِ  C° 45 كاتاليست، دماينانوزيست

.]20ساعت بود [
ها آنزيممقايسة كارهاي مشابه با پژوهش حاضر كه در آن

دهدليپاز براي توليد ديزل زيستي استفاده شده است، نشان مي
كاتاليست ليپاز/كلسيمكه شرايط بهينه دمايي براي زيست

هاي ديگر ارتقاكاتاليستنسبت به زيست C°8/5 آلژينات تا
ها ماهيت پروتئيني دارند، دراست. از آنجايي كه آنزيميافته 

ها در بازهبيشتر آن 1بنديبرابر دما بسيار حساس بوده و صورت
كند. اين موضوع موجبتغيير پيدا مي C°50تا  40 دمايي

هايكه بيشتر واكنششود، در حاليها ميآن كاهش فعاليت
شوند. بنابراين،شيميايي در دماهاي بالاتر، بهتر انجام مي

اي اصلاح شود كه بتواند در دماهايآنزيم به گونهچنانچه 
بالاتر (هرچند اندك) فعال بماند، تاثير مثبت بيشتري بر توليد

هاي مورد نظر خواهد داشت. بهتربودن شرايط دماييفراورده
آلژيناتكاتاليست ليپاز/كلسيمفعاليت آنزيم در حضور زيست

1. Conformation
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ينات باشد كه به صورتآلژدليل ساختار بسپار كلسيمتواند بهمي
سان يك عايقتنيده آنزيم ليپاز را در خود بههاي درهمزنجيره

كه اين بسپار قابليتبرآن، ازآنجاييافزون كند.گرمايي حبس مي
گليسريدهاجذب مايعات بالايي دارد، واكنشگرهاي واكنش (تري

كنندو اسيدهاي چرب آزاد) به خوبي به آنزيم دسترسي پيدا مي
].21شود [ها به ديزل زيستي مختل نمير نتيجه تبديل آنو د

تغييرهاي بازده ديزل زيستي نسبت به دما، مقدار 3شكل 
كاتاليست و نسبت متانول به روغن

مقدار كاتاليست نيز ابتدا يك روند افزايشي و سپس روند
كاهشي به خود گرفته است. كاهش مقدار ديزل زيستي در

تواند به دليل تجمع كلسيم آلژينات وبالاتر كاتاليست ميمقادير 
رفتن و كلوخگي آنزيم باشد. نسبت متانول بهدر نتيجه درهم

روغن نيز در مقادير بالا موجب كاهش بازده واكنش شده است
].22شدن آنزيم در مقادير متانول بالاست [كه دليل آن غيرفعال

ازده واكنش با شرايط رابعدي تغييرهاي بنمودارهاي سه 4شكل 
شده دهد. در اين نمودارها كه مستخرج از مدل ارايهنشان مي

-نسبت متانول به روغن، دما-زمان دماواكنش است، تاثير هم
نسبت متانول به روغن بر-مقدار كاتاليست و مقدار كاتاليست

است. در همه موارد روند توليد ديزل زيستي نشان داده شده
هايا بيانگر وجود يك نقطه بهينه در بازهروند تغييره
شده است. شرايط بهينه واكنش به صورت دمايدرنظرگرفته

C° 2/48 گرم و نسبت متانول به روغن 32/0، مقدار كاتاليست
است. 50/0
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بازده واكنش با شرايطنمودارهاي سه بعدي تغييرهاي  4شكل 
مورد مطالعه
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گيرينتيجه
كاتاليست ليپاز/كلسيم آلژينات براي استفاده درزيست

يابي فرايند توليد ديزل زيستي از روغن كرچك سنتز و مشخصه
شد. براي درك بهتر تاثير شرايط دما، مقدار كاتاليست و نسبت

طراحي آزمايش انجاممتانول به روغن كرچك در بازده فراورده، 
بيني تغييرهاي بازدهشد، معادله رياضي و نمودارهاي پيش

ها نشان دادهاي موردنظر استخراج شد. نتيجهفراورده با عامل

كه براي هر سه مورد دما، مقدار كاتاليست و نسبت متانول به
روغن، در مقادير پايين افزايش و در مقادير بالا كاهش بازده

افتد. دليل اين رفتار بهستي اتفاق ميتوليد ديزل زي
شدن در دماها و مقاديرهاي ذاتي آنزيم، مانند غيرفعالحساسيت

متانول بالاتر نسبت داده شد. شرايط بهينه براي توليد بيشترين
، مقدارC° 2/48%)، دماي  96/86مقدار ديزل زيستي (

بود. 50/0گرم و نسبت متانول به روغن  32/0كاتاليست 

مراجع
[1] Maleki F, Torkaman R, Torab-Mostaedi M,

Asadollahzadeh M. Optimization of grafted
fibrous polymer preparation procedure as a new
solid basic catalyst for biodiesel fuel production
from palm oil. Fuel. 2022; 1;329:125015. doi:
10.1016/j.fuel.2022.12501

[2] Nayab R, Imran M, Ramzan M, Tariq M, Taj
MB, Akhtar MN, Iqbal HM. Sustainable
biodiesel production via catalytic and non-
catalytic transesterification of feedstock
materials–A review. Fuel. 2022;328:125254.
doi: 10.1016/j.fuel.2022.125254

[3] Arachchige US, Miyuranga KV, Thilakarathne
D, Jayasinghe RA, Weerasekara NA. Biodiesel-
alkaline transesterification process for methyl
ester production. Nature Environment and
Pollution Technology. 2021;20(5):1973-80.
doi: 10.46488/NEPT.2021.v20i05.013

[4] Razuki A, Kaus NH, Sagadevann S, Salaeh S,
Ibrahim ML, Abdullah MM. Revolutionizing
biodiesel production: A breakthrough synthesis
and characterization of bismuth ferrite
nanocatalysts for transesterification of palm and
waste cooking oil. Fuel. 2023;346:128413. doi:
10.1016/j.fuel.2023.128413

[5] Ramos JL, Valdivia M, García‐Lorente F,
Segura A. Benefits and perspectives on the use
of biofuels. Microbial Biotechnology.
2016;9(4):436-40. doi: 10.1111/1751-7915.12
356

[6] Haghighi M, Fereidooni M. Synthesis and
modification of ZSM-22 zeolite surface by Fe,
Zr and Sr metals and studying their catalytic
properties in biodiesel production reaction.
Journal of Applied Research in Chemisry

[Persian]. 2022;15(4):133-48. doi: 10.30495/ja 
cr.2022.689175 

[7] Motamed Sabzevar A, Emamverdi S, Niknam
Shahrak M, Ghahremaninezhad M. Investigation
and optimization of biodiesel production in the
presence of zeolitic imidazolate framework-8
(ZIF-8) nano-structure by response surface
method. Journal of Applied Research in
Chemisry [Persian]. 2020;13(4):85-99.

[8] Abdulmalek SA, Yan Y. Recent developments
of lipase immobilization technology and
application of immobilized lipase mixtures for
biodiesel production. Biofuels, Bioproducts and
Biorefining. 2022;16(4):1062-94. doi: 10.1002/
bbb.2349

[9] Tan Z, Bilal M, Li X, Ju F, Teng Y, Iqbal HM.
Nanomaterial-immobilized lipases for
sustainable recovery of biodiesel–A review.
Fuel. 2022;316:123429. doi: 10.1016/j.fuel.
2022.123429

[10] Kareem SO, Falokun EI, Balogun SA,
Akinloye OA, Omeike SO. Improved biodiesel
from palm oil using lipase immobilized calcium
alginate and Irvingia gabonensis matrices.
Beni-Suef University Journal of Basic and
Applied Sciences. 2020;9:1-8. doi: 10.1186/
s43088-020-00084-6

[11] Venkatesagowda B, Ponugupaty E, Barbosa-
Dekker AM, Dekker RF. The purification and
characterization of lipases from Lasiodiplodia
theobromae, and their immobilization and use
for biodiesel production from coconut oil.
Applied Biochemistry and Biotechnology.
2018;185:619-40. doi: 10.1007/s12010-017-26
70-6



 ... حضور زيست كاتاليست توليد ديزل زيستي از روغن كرچك در

 1402 تابستان، 2دهم، شماره هفسال                                                                  (JARC) هاي كاربردي در شيمي  نشريه پژوهش

27 

[12] Bharathiraja B, Jayamuthunagai J, 
Praveenkumar R, Jayakumar M, Palani S. The 
kinetics of interesterfication on waste cooking 
oil (sunflower oil) for the production of fatty 
acid alkyl esters using a whole cell biocatalyst 
(Rhizopus oryzae) and pure lipase enzyme. 
International Journal of Green Energy. 
2015;12(10):1012-7. doi: 10.1080/15435075. 
2014.882339  

[13] Sepian NR, Yasin NH, Zainol N. The 
feasibility of immobilized Chlorella vulgaris 
cultivated in palm oil mill effluent for lipid and 
fatty acid methyl ester production. Materials 
Today: Proceedings. 2022;57:1071-7. doi:10 
.1016/j.matpr.2021.09.373 

[14] Rushan NH, Yasin NH, Said FM, Ramesh N. 
Immobilised Chlorella vulgaris as an alternative 
for the enhancement of microalgae oil and 
biodiesel production. Bulletin of Chemical 
Reaction Engineering & Catalysis. 
2020;15(2):379-89. doi: 10.9767/bcrec.15.2. 
6905.379-389  

[15] Furusawa T. Biodiesel fuel production using 
CaO-loaded alginate capsules. Journal of the 
Japan Petroleum Institute. 2017;60(4):170-85. 
doi: 10.1627/jpi.60.170  

[16] Mirzaie Z, Reisi-Vanani A, Barati M. 
Polyvinyl alcohol-sodium alginate blend, 
composited with 3D-graphene oxide as a 
controlled release system for curcumin. Journal 
of Drug Delivery Science and Technology. 
2019;50:380-7. doi: 10.1016/j.jddst.2019.02. 
005  

[17] Sampaio CS, Angelotti JA, Fernandez-
Lafuente R, Hirata DB. Lipase immobilization 
via cross-linked enzyme aggregates: Problems 
and prospects–A review. International Journal 

of Biological Macromolecules. 2022;215:434-
49. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2022.06.139  

[18] Esmi F, Nematian T, Salehi Z, Khodadadi 
AA, Dalai AK. Amine and aldehyde 
functionalized mesoporous silica on magnetic 
nanoparticles for enhanced lipase 
immobilization, biodiesel production, and facile 
separation. Fuel. 2021;291:120126. doi:10.10 
16/j.fuel.2021.120126  

[19] Nematian T, Shakeri A, Salehi Z, Saboury 
AA. Lipase immobilized on functionalized 
superparamagnetic few-layer graphene oxide as 
an efficient nanobiocatalyst for biodiesel 
production from Chlorella vulgaris bio-oil. 
Biotechnology for Biofuels. 2020;13:1-5. doi: 
10.1186/s13068-020-01688-x  

[20] Nematian T, Shakeri A, Salehi Z, Saboury 
AA, Dalai AK. The effect of 3D structure 
preparation method on lipase/3DMGO 
biocatalytic parameters and catalytic 
performance in transesterification of microalgae 
bio-oil. Catalysis Today. 2022;404:105-16. doi: 
10.1016/j.cattod.2022.05.012 

[21] Saei AA, Beusch CM, Sabatier P, Wells JA, 
Gharibi H, Meng Z, Chernobrovkin A, Rodin S, 
Näreoja K, Thorsell AG, Karlberg T. System-
wide identification and prioritization of enzyme 
substrates by thermal analysis. Nature 
Communications. 2021;12(1):1296. doi: 
10.1038/s41467-021-21540-6  

[22] Najjar A, Hassan EA, Zabermawi N, Saber 
SH, Bajrai LH, Almuhayawi MS, Abujamel 
TS, Almasaudi SB, Azhar LE, Moulay M, 
Harakeh S. Optimizing the catalytic activities 
of methanol and thermotolerant Kocuria flava 
lipases for biodiesel production from cooking 
oil wastes. Scientific Reports. 2021;11(1) 
:13659. doi: 10.1038/s41598-021-93023-z 

  



Journal of Applied Research in Chemistry 
112 

 
 

Biodiesel production from castor oil in the presence of lipase/calcium 
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Abstract: In this study, biodiesel was produced from castor oil in the presence of 
lipase/calcium alginate biocatalyst. Porcine pancreatic lipase was immobilized on 
calcium alginate and used in the esterification of castor oil to fatty acid methyl esters 
(FAMEs). The synthesized calcium alginate was characterized using Fourier transform 
infrared (FTIR) spectroscopy, field emission scanning electron microscopy (FESEM), 
and Brunauer-Emmett-Teller (BET) analysis. Also, after lipase immobilization, the 
protein content of the synthesized biocatalyst, as well as the hydrolysis activity and the 
esterification activity were evaluated. In order to optimize the reaction of biodiesel 
production, the design of the experiment was carried out using SAS JMP Pro software. 
For this purpose, three factors of reaction temperature, amount of catalyst and ratio of 
methanol to oil were considered and data analysis was done using response surface 
methodology (RSM). The results showed that the highest biodiesel yield (86.96%) was 
obtained at a temperature of 48.2 °C, the ratio of methanol to oil of 0.50, and in the 
presence of 0.32 g catalyst. It was also found that high amounts of each of these factors 
have negative effect on the efficiency of biodiesel production, which is due to the 
inherent characteristics of the enzyme, including inactivation at higher temperatures and 
high methanol amounts, as well as coagulation and conformational changes in the high 
catalyst concentrations. 
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