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Abstract 
 

Introduction: Biodiesel is a renewable, biodegradable, and non-toxic fuel composed of fatty acid methyl 

esters produced via triglyceride transesterification. This reaction is accelerated by various catalysts, including 

chemical types (alkali, acid, and solid) and biocatalytic lipase enzymes. Lipase enzymes are particularly 

favored for their mild reaction conditions, reduced formation of soap byproducts, tolerance toward free fatty 

acids, ease of product recovery, eco-friendliness, and lower overall energy and raw material demand. 

However, free enzymes exhibit limited operational stability and high cost, motivating the need for 

immobilization strategies. Enzyme immobilization enhances catalyst reusability, thermal and pH stability, 

and specific activity, enabling multiple reaction cycles with minimal activity loss. The process relies on cost-

effective supports with ample surface areas and pore structures to maximize enzyme loading and 

accessibility. Among these, silica/iron oxide magnetic nanoparticles stand out for their rapid separation 

capabilities under an external magnetic field, which simplifies downstream processing and reduces 

wastewater generation. Covalent binding methods, such as glutaraldehyde coupling, are employed to securely 

attach the enzyme to the support, improving overall performance and preventing enzyme leaching.  

In this research, we aim to optimize biodiesel production from canola waste cooking oil using response 

surface methodology and assess the operational stability and reusability of the immobilized lipase under 

repeated batch cycles. 

 

Materials and Methods: Key reagents—including analytical-grade methanol, tetraethyl orthosilicate 

(TEOS), ferric and ferrous salts, and glutaraldehyde—along with Burkholderia cepacia lipase (≥50 U/mg), 

were sourced from Sigma-Aldrich. Superparamagnetic mesoporous silica/iron oxide nanoparticles were 

synthesized via a two‑ step approach: iron oxide core formation by coprecipitation, followed by a sol–gel 

process using TEOS with CTAB as a pore-directing agent. Resulting particles were calcined to remove 

surfactants, yielding a stable mesoporous shell. These magnetic nanoparticles were used as supports for 

enzyme immobilization. Lipase was covalently attached using a glutaraldehyde coupling process in 

phosphate buffer (pH 7.0) at 4 °C, with protein loadings varied between 10 and 40 mg/g support. 

Immobilization efficiency and activity recovery were determined by Bradford assay and olive oil hydrolysis 

assays, respectively. Biodiesel production assays were performed by transesterifying pretreated canola waste 

cooking oil with the immobilized lipase under gentle stirring. Reaction parameters (lipase concentration, 

methanol-to-oil ratio, temperature, and time) were systematically varied according to a central composite 

design, and FAME content was quantified by gas chromatography (GC-FID). All experiments were carried 

out in triplicate to ensure reproducibility. 

Results and Discussion: SPION-silica nanoparticles, averaging 90–110 nm with a uniform mesoporous shell 

(pore diameter ~8 nm), offered a high surface area (~420 m²/g) for enzyme immobilization and pronounced 

superparamagnetic behavior (saturation magnetization ~45 emu/g). Upon lipase binding, saturation 
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magnetization decreased to ~40 emu/g, confirming successful enzyme attachment without compromising 

magnetic responsiveness. Immobilization efficiency reached up to 78%, with an optimal activity recovery of 

68.4% attained at 30 mg enzyme/g support and 12 h coupling time. The RSM-based second-order polynomial 

model exhibited strong predictive power (R² ≈ 0.96, adjusted R² ≈ 0.94), with significant linear and quadratic 

effects of lipase concentration, reaction time, methanol-to-oil ratio, and temperature (p < 0.01). Interaction 

terms—particularly between methanol ratio and time—highlighted enzyme inhibition by excess alcohol. 

Surface response plots revealed that FAME yield increased with enzyme loading (20–40 mg/g) and 

prolonged reaction time (15–30 h), but declined at methanol/oil ratios above 6:1 and temperatures exceeding 

40 °C. Under optimal conditions (36 mg/g lipase, 25 h, 6:1 methanol/oil, 34 °C), the desirability function 

predicted a maximum biodiesel yield of 92%. Experimentally, three consecutive cycles yielded 92%, 89%, 

and 84% conversion, indicating only ~8.7% cumulative activity loss after three uses, demonstrating robust 

reusability for practical applications. 

Conclusions: Burkholderia cepacia lipase was successfully immobilized on mesoporous silica/iron oxide 

magnetic nanoparticles. The immobilized enzyme effectively catalyzed the transesterification of waste 

cooking oil to produce biodiesel. VSM analysis confirmed that the magnetic properties of the nanoparticles 

remained largely unchanged after immobilization. Key process variables—immobilized lipase concentration, 

reaction time, methanol‑ to‑ oil molar ratio, and temperature—were optimized. A quadratic response surface 

model, developed using RSM, accurately predicted the biodiesel (FAMEs) yield. The desirability function 

analysis forecasted a maximum FAMEs content of 92% at optimal conditions. Statistical validation showed 

the model was both adequate and precise in predicting biodiesel yield. The immobilized lipase demonstrated 

good reusability, with only an 11% activity loss after three cycles. These findings underscore the potential for 

scalable, eco-friendly biodiesel production using enzyme‑ catalyzed processes. The magnetic recovery of the 

biocatalyst not only simplifies downstream processing but also contributes to reduced overall production 

costs. Future work will focus on pilot‑ scale trials and the evaluation of long‑ term operational stability 

under continuous‐ flow conditions to assess commercial feasibility. 

Keywords: Biodiesel, Immobilized lipase, Magnetic nanoparticles, Response surface 

methodology. 
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مغناطیسی  شده بر روی نانوذرات استریفیکاسیون آنزیمی توسط لیپاز تثبیت سازی ترانس بهینه

 برای تولید بیودیزل

  
 ۲و فرشته دهقان نصیری *4محمود کریمی

 

 دانشگاه اراک، اراک، ایراناستادیار گروه مکانیک بیوسیستم،  -4

 ایران تهران، پوراتوس، گلنان شرکت ها، روش و ها سیستم غذایی، مدیر صنایع و علوم ارشد کارشناسی -۲

 

 چکیده  تاریخچه مقاله

 94/44/4848 دریافت:

 44/40/4848 پذیرش نهایی:
تولیددد بیددودیزل بددا اسددتفاده از روا تددرانس استریفیکاسددیون  بددا 

های متداول شیمیایی و فیزیکی تولیدد   در مقایسه با روا کاتالیزور لیپاز،

بدرای تبددی     بیودیزل روشی پاک و کارآمد است. در اید  پدهوه ،  

 Burkholderiaآنددزیل لیپدداز  ، ازروغدد  پسددماند کبددزا بدده بیددودیزل

cepacian     پوسدته سدیبیکای   -که بدر روی ندانوذرات مغناطیسدی هسدته

سدازی   شده است. بدرای بهینده  متخبخ /اکسید آه  تثبیت شد، استفاده 

( RSMپارامترهای واکن  ترانس استریفیکاسیون، از روا سطح پاسخ )

( اسددتفاده شددد. از طریددل ت بیدد  CCDبددا طرا ددی مرکددزی مرکدد  )

ای درجه دوم برای بازده تولید  ای چندجمبه رگرسیون چندگانه، معادله

دست آمد. بدر مبندای نتدایا تدابل مطبوبیدت، شدرایط بهینده         بیودیزل به

سداتت،   ۵۲، زمدان واکدن    ٪۶۳شدده   واکن  شام  غبظت لیپاز تثبیت

 ۶۳و دمای واکن   ۵/۳نسبت مولی متانول به روغ  پسماند کبزا برابر با 

شده برای تولید بیودیزل در  بینی  اص  شد. بازده پی  سبسیوسدرجه 

بود. واکن  ترانس استریفیکاسیون با استفاده از لیپداز   ٪۲۵شرایط بهینه، 

از فعالیدت آندزیل    11%شده در سه چرخه متوالی انجام شد و تنها  تثبیت

سدازی     خنثدی ای  روا با  ذف مرا د  در چرخه سوم کاه  یافت.

توجهی  های تولید را به طور قاب  شیمیایی و کاه  مصرف انرژی، هزینه

شدده،   دلی  پایداری و کدارایی بدا ی لیپداز تثبیدت     دهد و به کاه  می

سازی و توسعه صنعتی دارد. بازیابی مغناطیسی آنزیل پس از  قاببیت بومی

کندد و   یهر چرخه واکن  نیز امکان استفاده مجدد آسان را فدراهل مد  

بدی  ترتی  فرآیندی کاملاً سازگار با م یط زیست و اقتصادی را بدرای  

 دهد. تولید بیودیزل ارائه می

 کبمات کبیدی:

 ،بیودیزل

 ،لیپاز تثبیت شده

 ، نانوذرات مغناطیسی
 روا سطح پاسخ
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 ...استریفیکاسیون آنزیمی سازی ترانس بهینهکریمی و نصیری: 

 مقدمه

اسووترهای اسوویدهای  وور (    سووو ت بیووودیزت )متیوو 

پووذیری زیسووتی و  ، تجزیووهیتجدیدپووذیر قابلیووتدلیوو   بووه

و با توجه ( ۲7و  3) بسیار مورد توجه استغیرسمی بودن، 

دیزلی مورد اسوتفاده قورار    موتورهای به مزایای مذکور در

. بیودیزت از طریو  واکونت تورانس    (99 ،44 ،47) گیرد می

و ایوو  شووود  مووی تولیوودگلیسووریدها  استریفیکاسوویون تووری

معمووو ب بووا اسووتفاده از انووواز کاتالیزورهووا تسووریع   واکوونت

 (.43) دگرد می

 نووهیدر زم یمتعوودد یهووا پووهوهت ر،یووا  یهووا سووات در

 یسوت یسوو ت ز  کیو عنووان   بوه  زتیودیب دیتول یساز نهیبه

و  ملکوی انجوام شوده اسوت.     رانیو در ا ریدپوذ یپاک و تجد

منوووابع  ،یلسووونجیمطالعوووه پتانس کیووودر  (۲8) 4همکووواران

کورده و   یرا بررسو  رانیو در ا زتیودیو ب دیو تول یر ووراک یغ

نوروزک، کر ک و گلرنگ، بوه   یها نهنشان دادند که دا

روغو ، دوره رشود    ی ون درصود بوا    ییها یهگیو  یدل

 یبورا  یبرتور  یها نهیگز ،یطیمح ستیز یداریمناسب و پا

بهبوود   یدر کشوور هسوتند. در راسوتا    زتیودیب داریپا دیتول

بوا    (4) ۲و همکواران  یسامان یانصار د،یتول ندیعملکرد فرآ

از جوت پسسوما و    یبو یترک وآورانهسامانه ن کیاستفاده از 

از  تیرا بوه بو   زتیودیو ب دیو فراصوت، توانستند رانودمان تول 

بوود.   زین ASTM استانداردهای با مطاب  که برسانند 39٪

نقووت  یدر بررسوو   (94) 9و همکوواران زاده میرحوو  یهمچنوو

 تیو بور اهم  ون،یکاسو یفیاستر ترانس ندیدر فرآ ها ستیکاتال

 هوا،  نوه یکواهت هز  یناهمگ  برا یها ستیاستفاده از کاتال

  یو اند. ا کرده دیتأک ندیفرا یداریو بهبود پا یابیباز  یتسه

در  رانیو توجوه ا  قابو   یعلمو  شرفتیدهنده پ مطالعات، نشان

 یاز توسعه صنعت تیو لزوم حما یستیز یها حوزه سو ت

 آن هستند.

طوور متوداوت توسو      واکنت ترانس استریفیکاسیون به

، (۲6)، اسوویدها (96) شوویمیایی ماننوود بازهوواکاتالیزورهووای 

                                                 
1- Maleki Rahimzadeh et al. 

2- Ansari Samani et al. 

3- Ansari Samani et al. 

هووای لیزوواز  و همچنووی  آنووزیم (46) کاتالیزورهووای جاموود

شوود. اسوتفاده از    کاتالیز می (98 ،94) عنوان بیوکاتالیزور به

عنوان کاتالیزور، فناوری نویدبخشی بورای سونتز    ها به آنزیم

هوای   رود،  راکوه در مقایسوه بوا روش    شمار می بیودیزت به

یی، ای  روش نیازمند شرای  واکنشی مسیم، بازیوابی  شیمیا

آسان محصوت، سازگاری بوا محوی  زیسوت و موواد اولیوه      

 .(94) تری است هزینه کم

تثبیوت آنووزیم روشوی مووایر بورای اسووتفاده  نوودباره از    

. عوسوه بور ایو ، تثبیوت     (۲3) شوود  هوا محسوو  موی    آنزیم

تفاده مجودد  استواند پایداری، فعالیت و قابلیت  ها می آنزیم

. در فرآیند تثبیوت آنوزیم،   (4۲) ها را نیز بهبود بخشد آن از

هزینوه بووده و سوط      ای مناسب که کوم  انتخا  نگهدارنده

 .(49) ویهه بزرگی را فراهم آورد، نقت کلیدی دارد

ا یووراب نووانو رات میناطیسووی سیلیکا/اکسووید آهوو  بووا    

عنووووان  مزایوووایی ن یووور جداسوووازی آسوووان و سوووریع، بوووه 

انود   های مناسب برای تثبیت آنزیم معرفوی شوده   رندهنگهدا

هوووای  شوووده بوور روی میکروکووره   . لیزازهووای تثبیووت  (44)

سرعت از محوی  واکونت    توانند به میناطیسی متخلخ ، می

طوور موایر    جداسازی شده و با اعمات میودان میناطیسوی بوه   

های پیوند کووا نسی نیز  بر ای ، روش عسوهکنترت شوند. 

هوای   روی نگهدارندهبر ای برای تثبیت لیزاز  هطور گسترد به

ترتیووب،  ایوو  . بووهدنوومووورد اسووتفاده قوورار مووی گیرمختلوو  

تواند از طری  پیوند کووا نسی بی  گروه  مولکوت لیزاز می

مانده اسیدآمینه موجوود در سوا تار    فعات نگهدارنده و باقی

 . (94)  لیزاز تثبیت شود

اده از کاتوالیزور  اسوتف  ایور ، بررسی ای  تحقی هدف از 

شده بور بوازده واکونت تورانس استریفیکاسویون       لیزاز تثبیت

سوازی   بهینوه  در ایو  مطالعوه،   .باشود  می روغ  پسماند کلزا

های مورتب  نیوز بوا اسوتفاده از      تولید بیودیزت و توسعه مدت

، همچنوی   .فته اسوت انجام گر (RSM) روش سط  پاسخ

واکوونت توورانس  شووده در  اسووتفاده مکوورر از لیزوواز تثبیووت  

من ووور بررسووی  بووها استریفیکاسوویون روغوو  پسووماند کلووز 

 .شده مورد ارزیابی قرار گرفت پایداری آنزیم تثبیت
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 ها مواد و روا

 مواد اولیه

هووای   ، پلووت(٪34کلریوود فریووک هگزاهیوودرات )  

، (٪34) ارتوسویلیکات  ، تترااتیو  (٪37هیدروکسید سدیم )

 آمونیوم هیدروکسید%(، ۲0) آمونیوم، متی  هیدروکسید تترا

در آ (، کلرید فروس  ٪۲0گلوتارآلدئید ) (، ۲4 - 94%)

، آمونیووم برمیود   متیو   توری  ، هگزادسی (٪33تتراهیدرات )

، متانوت، اتانوت و (96/0تا  94٪، اسید کلریدریک )( 33%)

همگووی از   Burkholderia cepaciaآنووزیم لیزوواز  

 .شدند  ریداری Sigma-Aldrich شرکت

، کوه  Burkholderia cepaciaصو  از  لیزواز حا 

نیوز   Pseudomonas cepacianتور بوا نوام لیزواز      پویت 

شد، یک آنزیم تجاری در دو شوک  محلووت و    شنا ته می

 مقاوموت شده است که به دلیو  مقاوموت حرارتوی و     تثبیت

های زنجیره کوتواه،   ها و الک  با  در برابر بسیاری از حست

هووای  شووده و پرکوواربرد اسووت. بووه دلیوو  ویهگووی   شوونا ته

های ترانس استریفیکاسویون   ای  لیزاز در واکنت،  کرشده

بسوویار مووورد اسووتفاده قوورار  و همچنووی  سوونتز داروهاسووت  

از یوک   روغو  پسوماند کلوزای موورد اسوتفاده     گیورد.   موی 

حلووی بووا مجوووز رسوومی از نهادهووای مسوو وت    رسووتوران م

آوری شد. تمام مواد شیمیایی بدون هیچگونه فرآینود   جمع

ی اضووافی مووورد اسووتفاده قوورار گرفتنوود. در کلیووه    تصووفیه

 .ها از آ  دیونیزه استفاده شد آزمایت

 تهیه نانوذرات مغناطیسی

بوا   آهو    - پوسوته متخلخو  سویلیکا   -نانو رات هسته

بر اساس روشی کوه در پوهوهت    ی اصیت ابرپارامیناطیس

 ، تهیوه شودند. بورای سونتز    (۲4) پیشی  شرح داده شده بود

کلریود فریوک هگزاهیودرات     رسووبی  هوم  ، از روشآهو   

گرم( که  37/9گرم( و کلرید فروس تتراهیدرات ) 44/44)

از قبو  گواززدایی شووده و بوه محوی  اسوویدی تبودی  شووده      

و ر اسوتفاده  م 7/4بودند، در محلوت هیدروکسید آمونیوم 

زدن  گرد تحت هم فسسک ته راکتور شد. واکنت در یک

میناطیسووی و جریووان مووداوم گوواز نیتوورورن انجووام گرفووت.  

شوود، توا    عنوان فروفلوئید شنا ته می محلوت حاص ، که به

عنوووان هسووته در سوونتز نووانو رات  زمووان اسووتفاده بعوودی بووه

و تحوت اتمسوفر    سلسویوس درجوه   8میناطیسی، در دموای  

  .رورن نگهداری شدنیت

پوسته سیلیکا/اکسید آه  با  اصیت -نانو رات هسته

رت تهیه شدند. در ای  -ابرپارامیناطیسی از طری  روش س 

مواده و از   عنووان پویت   بوه  ارتوسویلیکات  فرآیند، از تترااتی 

عنوووان عاموو    بووه آمونیوووم برمیوود  متیوو  تووری هگزادسووی 

دهنده حفرات و پوشاننده سط  استفاده  پراکندگی، تشکی 

هوا بوا اسوتفاده از آهنربوا      شد. پس از تشکی  نانو رات، آن

جدا شده و  ندی  بار شسته شودند. در نهایوت، نوانو رات    

 4۲بوه مودت    سلسیوسدرجه  44تا  74میناطیسی در دمای 

رجوه  د 004ساعت در آون  شک شدند و سزس در دمای 

هوای   ویهگوی  .ساعت کالسوینه شودند   4به مدت  سلسیوس

سنج  میناطیسی ای  نانو رات با استفاده از دستگاه میناطیس

در  LakeShore 7948، مودت (VSM)  نمونه ارتعاشوی 

 .دمای اتاق مورد ارزیابی قرار گرفت

 پازیل لیآنز تیثب

 ،یسو ینوانو رات میناط  یبور رو  زازیل میآنز تیتثب یبرا

توس   ها کروکرهیموجود در سط  م هیاول ینیآم یها گروه

شوودند تووا  یسوواز فعووات دیوودهنووده گلوتارآلدئ عاموو  اتصووات

 ،90) شوود  جادیا زازیل میآنز نهیدآمیاس مانده یبا باق یوندیپ

 وهگور   یبو   یشو  ونود یپ جادیا  یاز طر تواند یم زازی. ل(93

صورت  به زازیل ییانتها ینیو گروه آم دیگلوتارآلدئ دیآلده

 شود. تیتثب یسینانو رات ابرپارامیناط یبر رو یکووا نس

گووورم از نوووانو رات  شوووک  ۲من وووور،   یوووا یبووورا

مکعوووب محلووووت   متووور یسوووانت ۲4در  یسووویابرپارامیناط

در بووافر  لوووگرمیگوورم بوور ک 444بووا غل ووت  دیووگلوتارآلدئ

مجودداب پخوت شود و واکونت در      0/7 برابر pHفسفات با 

. افوت یسواعت اداموه    0به مودت   سلسیوسدرجه  94 یدما

 یآهنربا کیتوس   دیئشده با گلوتارآلد سزس  رات فعات

مرتبه با آ  مقطر شسته شدند.   یشده و  ند  ینش ته یقو

بوه   سلسیوسدرجه  34 یسزس در دما یسینانو رات میناط
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توا   یمعموول   یساعت در آون  شوک و در محو   ۲8مدت 

 .شدند ینگهدار یزمان استفاده بعد

گرم از نانو رات  ۲با پخت مجدد  میآنز تیتثب ندیفرآ

از محلووت   مترمکعوب  یسوانت  ۲4در  دیشده گلوتارآلدئ فعات

مکعب )بافر فسوفات   متر یبر سانت گرم یلیم 9با غل ت  زازیل

زدن  ( تحت همpH 5/7موت بر متر مکعب و  ۲0با غل ت 

آغواز شود.    سلسویوس درجوه   90 یدر دما یسیمیناط دیشد

واکونت و   یدموا  زواز، یل میغل وت آنوز   رییو با تی ها تیاآزم

واکونت   انیو مدت زمان واکنت انجوام گرفوت. پوس از پا   

 یسوویمیناط دانیووبووا اسووتفاده از م شووده تیووتثب زووازیل ت،یووتثب

بوار بوا     یاز محلوت جدا شد. رسو  حاص   نود  ی ارج

بانود نشوده حوذف     یزازهوا یبافر فسفات شسته شد تا تمام ل

  یو کردن از طر پس از  شک شده تیتثب زازیل میشوند. آنز

و  سلسویوس درجوه   04 یمنفو  یدر دموا  ونیزاسیزولیروش ل

سوونتز  یسوواعت، بوورا 84بووه موودت  لوپاسووکاتیک ۲0فشووار 

نموایی   از روغ  پسماند کلزا آمواده مصورف شود.    زتیودیب

و تثبیوت   آهو    -سیلیکات شماتیک از فرایند سنتز نانو را

 .ده شده استنمایت دا 4آنزیم لیزاز در شک  

برای تعیی  میزان آنزیم، از محلوت رویی )سوپرناتانت( 

استفاده شد که با روش برادفورد و استفاده از آلبومی  سرم 

(. مقودار آنوزیم   4عنوان استاندارد انجوام گرفوت )   به گاوی

شوده از کو     شده با کم کردن مقدار آنزیم غیرتثبیت تثبیت

محاسبه شد. بازده تثبیوت  آنزیم مصرفی برای فرآیند تثبیت 

آنزیم لیزاز بر روی نانو رات ابرپارامیناطیسوی طبو  رابطوه    

 :زیر تعیی  گردید

(4) 

 

 Cf و  Ci، درصود بوازده تثبیوت آنوزیم      qکوه در آن 

ترتیب غل ت اولیه آنزیم لیزواز و غل وت نهوایی لیزواز در      به

گوورم بوور  میلوویمحلوووت رویووی پووس از تثبیووت )بوور حسووب  

 V2 حجم محلوت پوس از تثبیوت و   V1، متر مکعب( سانتی

متور   حجم اولیه محلوت تثبیت آنزیم است )بر حسب سوانتی 

 .مکعب(

 سنج  فعالیت آنزیل

شده بور روی   فعالیت هیدرولیتیکی لیزاز آزاد و تثبیت

روغو  زیتوون    بوا  نانو رات میناطیسوی از طریو  هیودرولیز   

متر مکعوب امولسویون    سانتی 8به . (94 ،0) گیری شد اندازه

 4۲0/4) متر مکعب از بافر فسوفات  سانتی 0روغ  زیتون و 

مقودار مشخصوی از    (pH  0/7و  متور مکعوب   موت بر دسی

شده افزوده شد و واکونت هیودرولیز در    لیزاز آزاد یا تثبیت

دقیقه انجوام گرفوت.    40درجه سلسیوس به مدت  84دمای 

 40/4تیتراسیون اسیدهای  ر  آزادشده با محلووت   سزس

متر مکعوب سودیم هیدروکسوید و در ح وور      موت بر دسی

یوک واحود فعالیوت لیزواز،     انجام شد. فثال ی   تنوشناساگر ف

شووود کووه بتوانوود در شوورای    مقوودار آنزیمووی تعریوو  مووی 

موت اسید  ور  را در هور دقیقوه آزاد     آزمایت، یک میلی

بی فعالیوت آنوزیم پوس از تثبیوت،     . درصود بازیوا  (94) کند

شوده بوه کو  فعالیوت آنوزیم       نسبت بی  فعالیت لیزاز تثبیوت 

 .شده در محلوت اولیه تثبیت در ن ر گرفته شد اضافه

 
 یسیآه   متخلخ  ابرپارامیناط -کایلیپوسته س-نانو رات هسته یبر رو زازیل میآنز تیسنتز و تثب ندیفرآ کیشمات( 4) شک 

Figure (1) Schematic of the lipase immobilization on superparamagnetic mesoporous silica-SPION 

core-shell 

  

q =
(𝐶𝑖 − 𝐶𝑓)𝑉1

𝐶𝑖𝑉2
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 واکن  ترانس استریفیکاسیون آنزیمی

در اولووی  مرحلووه از واکوونت توورانس استریفیکاسوویون  

تحوت   فیلتور کاغوذی  توسو    کلوزا آنزیمی، روغ  پسماند 

هوای آن حوذف گوردد. سوزس       لأ فیلتر شد توا نا الصوی  

 44مودت   به سلسیوسدرجه  44شده در دمای  روغ  تصفیه

بوا   اسوید فسوفریک   ٪4صورت موداوم در ح وور    دقیقه به

هوم زده شوود، مخلووص حاصوو  بورای حووذف     ٪40غل وت  

 روغو  پسوماند کلوزا    و آ  موجوود در  هاکامو  کلوئیود  

 .سانتریفیور گردید

هوای   ترانس استریفیکاسویون  در فسسوک   های واکنت

متر مکعبی، در دستگاه انکوباتور لورزان   سانتی 04دار  در 

 گورم  0انجام شد. یک مخلووص واکنشوی معموولی شوام      

ای از  شوده  هوای از پویت تعیوی     ، غل تروغ  پسماند کلزا

هگووزان، آ ، و افووزودن متووانوت   -شووده، ان لیزوواز تثبیووت 

دار مسواوی و در فواصو    ای )بوا مقو   صوورت سوه مرحلوه    به

زمانی یکسان در هر مرحله( بود. پس از طی زمان از پویت  

دقوت   هوای واکنشوی بوه    شده بورای واکونت، مخلووص    تعیی 

متانوت اضوافی هور    .توس  جداسازی میناطیسی فیلتر شدند

نمونووه بووا اسووتفاده از دسووتگاه تقطیوور دورانووی تحووت فشووار  

گیوری   ههوا بورای انوداز    حذف شد، و سوزس نمونوه   یکاهش

در دموای   (FAMEs) استرهای اسید  ر  محتوای متی 

 .محی  نگهداری شدند

ها با تیییر متییرهوای آزمایشوی شوام  غل وت      آزمایت

x₁) شده لیزاز تثبیت x₂) ، زمان واکنت( ، نسبت مولی (

x₃) روغو  پسوماند کلوزا    متانوت بوه   و دموای واکونت   (

(x₄ زواز  انجام شدند. عسوه بر ای ، مشخص است کوه لی  (

نوعی آنزیم  اص است که در مورز بوی  فواز آبوی و آلوی      

فوازی موجوود    کند. آ  باعث افزایت سوط  بوی    عم  می

سازی لیزاز بستگی به آشکارسازی  شود. فعات برای لیزاز می

فعوات مولکووت آنوزیم دارد کوه نیواز بوه        بخوت و بازسازی 

. بنابرای ، تأییر محتووای  (40) آ  دارد-ح ور مرز روغ 

شووده بووا  آ  در مخلوووص واکوونت بوور فعالیووت لیزوواز تثبیووت

افووزودن عموودی مقووادیر مختلوو  آ  بووه سیسووتم واکوونت 

 .ارزیابی شد

 FAMEs  سنج 

های آزمایشی با اسوتفاده   در نمونه FAMEs محتوای

 (Shimadzu GC-2010) از کرومواتوگرافی گوازی  

در هیوودرورنی  مجهووز بووه آشکارسوواز یونیزاسوویون شووعله   

تحلی  شد. جداسازی با استفاده از دانشگاه فردوسی مشهد 

متر( انجوام   میلی ۲0/4× متر  94) DB-1HT ستون مویی 

هوای مختلو     بر مبنای غل وت  کروماتوگرافی گازی  شد.

متی  سالیسویست، متیو  پالمیتوات، متیو  اسوت ارات، متیو        

دموای  اول ات، متی  لینول ات، متی  لینولنوات کوالیبره شود.    

و دمووای آشکارسوواز  سلسوویوسدرجووه  974ورودی نمونووه 

صوورت   تن ویم شود. دموای سوتون بوه      سلسیوسدرجه  970

به مودت   سلسیوسدرجه  404من م افزایت یافت؛ ابتدا در 

در  سلسیوسدرجه  44قیقه نگه داشته شد، سزس با نرخ د ۲

افزایت یافت و در نهایت بوه   سلسیوسدرجه  964دقیقه به 

نگوه داشوته شود.     سلسویوس درجوه   964دقیقه در  44مدت 

عنووان گواز    کیلوپاسکات به 444ستون  نیترورن با فشار پیت

هووای  در نمونووه  FAMEsحاموو  اسووتفاده شوود. محتوووای

 :اده از معادله زیر محاسبه شدآزمایشی با استف

(۲)  𝑋(%) =
𝑚 𝐹𝐴𝑀𝐸

𝑚𝑊𝐶𝑂
 × 100% 

 

 وزن FAME ، mFAME محتوووای X کووه در آن

FAME  شووده بووا روش کالیبراسوویون دا لووی،   محاسووبه

mWCO  (7) تاس روغ  پسماند کلزا وزن. 

 

 ها سازی آزمای  طرا ی و بهینه

برای ارتقا کیفیت و بهبود کوارایی   فرآیند تثبیت آنزیم

. اسووتفاده از دارد سووازی نیوواز بووه بهینووه  ،در سوونتز بیووودیزت

هوای غیر طوی ماننود روش     ابزارهای پیشورفته تحلیو  داده  

در بیوتکنولوری محیطی و مهندسی  (RSM) سط  پاسخ

. گیورد  به طور گسترده ای مورد استفاده قورار موی  بیوشیمی 

طراحوی فاکتوریو  و تحلیو     تحلی  سط  پاسخ، که شام  
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هوایی   رگرسیون است، عوام  مایر را ارزیابی کرده و مدت

برای مطالعه تعامست و انتخا  شرای  بهینه متییرهوا بورای   

 (. ۲8 ،۲۲د )کن یک پاسخ مطلو  ایجاد می

برای بررسی توأییر متییرهوای    RSMپهوهت، ای   در

x₁) شووده آزمایشوی شووام  غل ووت لیزوواز تثبیووت  ، زمووان (

x₂) اکنتو  به روغ  پسماند کلزا، نسبت مولی متانوت (

(x₃ x₄) و دمای واکنت ( بر بوازده بیوودیزت اسوتفاده     (

 ها بر اساس طراحی مرکزی مرکب  ر شی شد. آزمایت

(RCCD)          با پونج سوط  بورای هور یوک از  هوار متییور

 RCCD هوا در  مستق  طراحی شدند. تعداد ک  آزمایت

 :حاسبه شدبا استفاده از معادله زیر م

(9)  N=2
n
 +2n + n0 

تعداد متییرهای  nها،  تعداد ک  آزمایت N که در آن

n₀ آزموایت و  تعوداد نقواص مرکوزی اسوت. تعوداد کو         

2) نقطوه فاکتوریو    4بوود کوه شوام      ۲7هوا   آزمایت
n 

= 

2)نقطه محوری  6، (16
n 
n₀)نقطه مرکزی 6و  (8 =  = 

3)  . 

سه سط  ، هر متییر آزمایشی در RCCD  ر طراحید

در امتوداد   (α±) محوری نقطه دو و( -4، 4+ ، 4مختل  )

هر محور مختصات در دو سوی مقاب  مبودا طراحوی شوده    

قطور قطوری از    ای برابور بوا نویم    است. ایو  نقواص در فاصوله   

هایزرکیو  طراحی فاکتوریات قرار دارند و مقوادیر حودی   

جدید )کم و زیاد( برای هر عام  بوه ایو  طراحوی افوزوده     

کوه بورای پایوداری و اسوتحکام      α . مقودار (۲4) انود  هشود 

 4جودوت  . محاسبه شده است ۲طراحی اهمیت دارد، برابر 

شوده در ایو     محدوده و سطوح متییرهای آزمایت بررسوی 

شووده  سصووه  مطالعووه را بووه صووورت واقعووی و کدگووذاری

 .کند می

یافتووه  ای درجووه دوم تجربوی، توسووعه  یوک موودت  ندجملوه  

عنوووان تووابعی از   واکوونت را بووه  ، بووازدهRSM  توسوو 

هوا مطواب  معادلوه زیور      متییرهای آزمایشوی و تعوامست آن  

 :کند مرتب  می

𝑌 =  𝛽0 +  ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖 +4
𝑖=1

∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖
2 +4

𝑖=1

 ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗
4
𝑗=𝑖+1

3
𝑖=1                         (4)       

                     

 زمایشیمتییر آ xᵢ شده، بینی پاسخ پیت Y که در آن

i،ام b₀   ،،عرض از مبودbᵢ  مودت مرتبوه اوت،   ضوریبbᵢᵢ  

ایور   ضوریب   bᵢⱼام، و i درجوه دوم بورای متییور    ضوریب 

باشود. پارامترهوای ضوریب     موی  j و i متقاب  بی  متییرهای

گرسوویون  طووی ریافتووه بووا اسووتفاده از روش   موودت توسووعه

انود و    ندگانه بر پایه روش حداق  مربعوات بورآورد شوده   

 (ANOVA) صورت آماری از طری  تحلی  واریانس به

یافتووه  مووورد ارزیووابی قوورار گرفتنوود. همچنووی  موودت توسووعه

بوا   (R²) تبیوی  صورت کیفوی از طریو  مقودار ضوریب      به

 .تحلی  شد 3.۲نسخه  SAS افزار استفاده از نرم

 RCCD سطوح مربوطه برای های متغیرهای فرآیند و م دودیت( 1) دولج
Table (1) Constraints of process variables and the respective levels for RCCD. 

 متییرها

Variables 

 کدها

Symbol coded 

 محدوده و سطوح

Range and levels 

   -2 -1 0 1 2 

 غل ت آنزیم )%(

Enzyme concentration (%) 
X1 5 15 25 35 45 

 )ساعت(زمان واکنت 

Reaction time (h) 

X2 5 10 15 20 25 

 متانوت/ نسبت مولی پسماند روغ   وراکی

Methanol/WCO molar ration (mol/mol) 

X3 4:1 5:1 6:1 7:1 8:1 

 (C°) دما

Temperature (°C) 

X4 25 30 35 40 45 
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توری    رایوج یکوی از   (DFA) تحلی  توابع مطلوبیوت  

سووازی فرآینوودهایی بووا   هووا در صوونعت بوورای بهینووه   روش

یوک اسوتراتهی    RSM های  ندگانوه اسوت. روش   پاسخ

متوالی است که به ما امکان نزدیک شدن به ناحیوه بهینوه و   

دهود، در حوالی کوه روش توابع      تحلی  موایر پاسوخ را موی   

هوایی اسوت    مطلوبیت، تکنیکی مفید برای تحلی  آزموایت 

 های کارایی روش .سازی شود پاسخ باید بهینه ها که در آن

RSM  و DFA  سوازی پارامترهوای آزمایشوی     در بهینوه

سووازی  بوورای زبووری سووط  بووه ایبووات رسوویده اسووت. بهینووه 

کند که  گونه پارامترهای ورودی بر  پاسخه تعیی  می تک

گذارند، در حوالی کوه    مطلوبیت یک پاسخ  اص تأییر می

یابد کوه توابع مطلوبیوت را     می ای را سازی عددی نقطه بهینه

هوای   تواند ویهگی تن یم وزن یا اهمیت می .سازد بیشینه می

یک هودف را تیییور دهود. در روش توابع مطلوبیوت، نووز       

هدف برای هر پاسخ باید یکوی از پونج حالوت زیور باشود:      

یوا در یوک بوازه     ، هودف  واص   ، بیشوینه، کمینوه   هوی  

 .مشخص

DFA  کند که مقودار   تبدی  میاسخ را به تابع مطلوبیتی پ

گیورد. اگور مقودار     قورار موی    d < 1 > 0آن در بوازه بوی   

متییر پاسخ در مقدار هدف  شود، آنگاه 4مطلوبیت برابر با 

یا مطلو   ود قرار دارد، و اگر متییر پاسخ  ارج از بوازه  

 قاب  قبوت باشد، مقدار تابع مطلوبیت به صفر  واهد رسوید 

از پاسخ، رسیدن به بیشوتری   ، هدف ای  پهوهت. در (48)

تبودی     dمقدار ممک  است. متییر پاسخ به تابع مطلوبیت 

 :شود که به صورت زیر تعری  شده است می

 : 0معادله 

𝑑 = {

1                                                𝑦 < 𝑇

(
𝑈−𝑦

𝑈−  𝑇
)

𝑟

                       𝑇 ≤ 𝑦 ≤ 𝑈

0                                               𝑦 > 𝑈

                                   

  yهودف،   مقودار  Tحد بوا ی مشخصوات،     Uکه در آن

 .باشد وزن می  rپاسخ مورد ن ر و

 آزمون قاببیت استفاده مجدد

شووده، لیزوواز  من ووور ارزیووابی پایووداری لیزوواز تثبیووت  بووه

شوده توسو  یوک آهنربوای قووی جودا        استفادهشده  تثبیت

متور مکعوب    مووت بور دسوی     449/4) شده، بوا بوافر فسوفات   

و (  NaCl متر مکعوب  موت بر دسی pH  6 ،4/4فسفات، 

از روش  شک کوردن  بوتانوت شسته شده و در نهایت -تر

شوده، ایو     شد. پس از بازیابی لیزاز تثبیت انجمادی  شک

تووازه بورای سوونتز   سوبسوتراهای لیزواز در واکوونت بعودی بووا   

مووورد اسووتفاده قوورار گرفووت. شوورای      مجووددابیووودیزت 

های مربوص به آزمون قابلیت اسوتفاده مجودد لیزواز     واکنت

شده، بورای تموام متییرهوای تجربوی در مقودار صوفر        تثبیت

 .شده تن یم شده بود کدگذاری

 

 و ب ث اینتا

 یسیذرات مغناط یها یهگیو

نانو رات آه   در  یبرا یمعمول کروگرافیم ریتصاو

انودازه  یاند. نوانو رات آهو   دارا   نشان داده شده ۲شک  

نانومتر هستند و اندازه متوس  نانو رات  ۲4وس  حدود مت

نوانومتر اسوت. سوا تار متخلخو       444پوسته حودود  -هسته

قابوو  مشوواهده اسووت. نووانو رات   ۲در شووک   زیوون کایلیسوو

اص و  ووووو شوووووند یدر آ  پراکنووووده موووو یراحتوووو بووووه

 یسو یمیناط سیسوترز یه جواد یهوا از ا  آن یسیسوپرپارامیناط

ها شوود.   منجر به تجمع آن تواند یکه م کند، یم یریجلوگ

سوط  فعوات    کایلیمتخلخ  س یاندازه کو ک و سا تارها

 .دهند یم تیو جذ  افزا تیتثب یها را برا آن
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اند.  هستند که در داخ  سیبیکا متخبخ  قرار گرفته آه   دهنده نانوذرات نانوذرات آه . نقاط تیره نشاناز  تصاویر( ۵) شک 

 .ها قاب  مشاهده است ساختار متخبخ  پوسته سیبیکا در لبه
Figure (2) TEM images of SPION-silica NPs. The dark dots show the SPIONs which are embedded 

inside porous silica. The porous structure of the silica shell can be noticed on the edges. 

 

سنتز شده و نانو رات  Fe3O4نانو رات  یسیمیناط  واص

بوا اسوتفاده از    شده تیتثب زازیپوسته آه  متخلخ  با ل-هسته

 یدر دموا  هوا  یریو گ شدند. انودازه  یابیارز VSM کیتکن

 شود، یمشاهده م 9اتاق انجام شدند. همانطور که در شک  

آمزور متور    63/80 شوده  تیو تثب زواز یل یاشباز بورا  تیآهنربا

 Fe3O4نانو رات  یکه برا یبود، در حال لوگرمیبر ک بعمر

آمزوور متوور مربووع بوور   48/64اشووباز بووه  تی ووالص آهنربووا

که  کند یم دییتأ  یضع اریبس سیسترزی. هدیرس لوگرمیک

هسوتند کوه    یسو یسوپرپارامیناط بواب یتقر یسینانو رات میناط

اسوت.   یسو یمیناط یهوا  حامو   یمهوم بورا   اریبس یا یهگیو

لح ه  زاز،یل تیمشاهده کرد که بعد از تثب توان یم  یهمچن

 افتوه یکواهت   یطوور جزئو   به Fe3O4نانو رات  تیآهنربا

 کیپوسته آه  -نانو رات هسته یسیمیناط تیاست.  اص

بووا  سووهیدر مقا میآنووز تیووتثب یقابوو  توجووه بوورا   تیوومز

حفو  مقودار     یو اسوت. بوه دل   یسو یرمیناطیغ یهوا  یبانیپشت

 یها که در واکنت شده تیتثب زازیاشباز، ل تیآهنربا یبا 

اسووتفاده  یشوویآزما یهووا نمونووه ونیکاسوویفیتوورانس استر

از  یسیمیناط دانیبا استفاده از م یراحت به تواند یم شود، یم

 زواز یحرکوت ل   ،یو نت جدا شوود. عوسوه بور ا   مخلوص واک

 یهوا  بوا اسوتفاده از دسوتگاه    تواند یدر راکتور م شده تیتثب

 کنترت شود. یمایر طور به ی ارج یسیمیناط یدائم

 
 

 
 (a) های مغناط  در دمای اتاق برای من نی (۶) شک 

Fe3O4 )  سیبیکا نانوذرات  (b)   شده با لیپاز تثبیت-آه. 

Figure (3) Room temperature magnetization 

curves for a) Fe3O4 and b) SPION-Silica NPs

with bound lipase. 

 

 بازده و بازیابی فعالیت برای تثبیت لیپاز

لیزاز با استفاده از گروه آلدئید گلوترآلدئید به عنووان عامو    

 متخلخو    پوسوته آهو    -سازی بور روی نوانو رات هسوته    فعات

شود. بورای تعیوی  میوزان مناسوب لیزواز جهوت تثبیووت، از        تثبیوت  

گرم برای تثبیوت روی   میلی 3تا  4های مختل  لیزاز در بازه  وزن

اسوتفاده   متخلخو   پوسوته آهو    -گرم نانو رات هسوته  میلی ۲44

نشان داده شوده اسوت، بوا افوزایت      8شد. همانطور که در شک  

د)
رص
د

٪) 

 P
er

ce
n

t 
(%

)
 

 میدان میناطیسی 
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بوه   % 9/40از  به آرامی گرم، بازده تثبیت میلی 0تا  4میزان لیزاز از 

بوا افوزایت   ایو  بوازده    . ای  در حالیست کهکاهت یافت 4/74%

قابو  تووجهی کواهت نشوان      با سرعت گرم،  میلی 3تا  0لیزاز از 

، میزان لیزاز باند شده بیشتر شود . اگر ه در غل ت پایی  لیزاز، داد

حوداکثر  . کاهت نشوان داد اما فعالیت آنزیم به طور قاب  توجهی 

 0در غل وت  % موی باشود،   8/64 که معوادت بازیابی فعالیت میزان 

 متخلخو   گورم نوانو رات آهو      میلوی  ۲44گورم لیزواز در    میلوی 

گورم،   میلوی  3پس از آن با افزایت غل وت لیزواز توا     حاص  شد.

   .نشان دادکمی کاهت 

بازده تثبیت و بازیابی فعالیت را به عنوان تابعی از  0شک  

به لیزاز  یابت مقدار در مطاب  ای  شک ،دهد.  زمان نشان می

دقیقه، بازده  84تا  44گرم و افزایت زمان تثبیت از  میلی 0میزان 

 در حالیکه با افزایتافزایت یافت. % 78/ 9به  % 7/94تثبیت از 

دقیقه، بازده تثبیت روی نانو رات  80بیت از  به زمان تثبیت

یابت ماند؛ ای  به دلی  آن  تقریبا متخلخ   پوسته آه  -هسته

و با  شود است که تثبیت در مراح  اولیه به سرعت انجام می

افزایت زمان تثبیت، سط   رات میناطیسی از لیزاز اشباز 

مشاهده  0. عسوه بر ای ، همانطور که در شک  گردد می

شده با افزایت زمان تثبیت  شود، بازیابی فعالیت لیزاز تثبیت می

دقیقه  00و بیشتری  بازیابی فعالیت در زمان  دیاب میافزایت 

. با افزایت بیشتر زمان تثبیت، بازیابی فعالیت حاص  شده است

. بنابرای ، زمان بهینه تثبیت لیزاز بر روی نانو رات یابد میکاهت 

تثبیت لیزاز بر روی  رات برای  متخلخ  پوسته آه  -هسته

Fe₃ میناطیسی O₄  .باشد میدقیقه  00 

 

 
تأثیر میزان لیپاز بر بازده تثبیت و بازیابی  (۳شک  )

 فعالیت.
Figure (4) Effect of lipase content on the 

immobilization efficiency and activity recovery. 

 
تأثیر زمان تثبیت بر بازده تثبیت و بازیابی ( ۲) شک 

 استگرم  میبی ۲فعالیت، در  الی که میزان لیپاز ثابت 
Figure (5) Effect of immobilization time on 

the immobilization efficiency and activity

recovery, at a constant lipase amount of 5 mg. 

 

 توسعه معادله مدل رگرسیون

آمده از بازده  دست ماتریس طراحی کام  و نتایج به

شده در  استریفیکاسیون کاتالیز شده توس  لیزاز تثبیت ترانس

 سصه شده است. همانطور که در جدوت نشان داده  ۲جدوت 

 ٪04بی   FAME شده است، بسته به شرای  آزمایت، بازده

های  متییر بوده است. تحلی  رگرسیون  ندگانه داده ٪40تا 

ای از مرتبه دوم مبتنی بر واحدهای  آزمایشی، مدلی  ندجمله

 :توسعه داد شده را به صورت معادله  کدگذاری

(6) 

Y = 73.71 + 5.91 × x₁ + 8.85x₂ + 

0.87x₃ + 0.61x₄ − 2.31x₁² + 1.06x₁x₂ − 

1.04x₁x₄ − 1.46x₂² − 1.61x₃² − 1.57x₄² 

افزا بر بازده  دهنده تأییر هم عسمت مثبت در عبارات نشان

است. بر  معکوسدهنده تأییر  سنتز بیودیزت و عسمت منفی نشان

، (RSM)  یافته توس  روش سط  پاسخ اساس مدت توسعه

استریفیکاسیون تحت تأییر عبارات  طی و درجه  بازده ترانس

 . دوم  هار متییر آزمایشی قرار داشت

 تناسببرای بررسی  (R²) یی بمعادله رگرسیون و ضریب ت

ارزیابی شدند. مدت دارای ضریب  RSMتعری  شده با  مدت 

دهنده تأییر با ی  بود که نشان 3069/4برابر با  (R²) یی بت

متییرهای آزمایشی در نمایت بازده سنتز است. مقدار ضریب 

  بوده و از نیز بسیار با (R² = 0.9533) شده یی  تعدی بت

بی   همخوانی مناسبدهنده  کند و نشان اهمیت مدت حمایت می

. عسوه بر ای ، (49) شده و واقعی است بینی های پیت پاسخ

ت )
ثبی
ه ت
زد
با

٪) 

 لیزاز

ت )
تثبی
ده 
باز

٪ ) 

 زمان )دقیقه(

ت )
عالی
ی ف
زیاب
با

٪) 

ت )
عالی
ی ف
زیاب
با

٪) 
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دقت و CV = 1.55%) ات )مقدار نسبتاب پایی  ضریب تیییر

دهد.  شده را نشان می های انجام قابلیت اطمینان بهتر آزمایت

 CV با ی همبستگی و مقدار پایی بنابرای ، با توجه به مقدار 

و دقت  همخوانیتوان نتیجه گرفت که  یافته، می در مدت توسعه

شده و تجربی در ای   بینی های پیتFAME   وبی بی  بازده

 .مدت رگرسیونی وجود دارد

 برای مدت مربعی مبتنی بر ANOVA آنالیز آماری مبتنی بر

RSM   سصه شده است. آزمون 9در جدوت  F رفیش 

(F_model = 162.97)    با مقدار احتمات بسیار پایی

دهنده اهمیت بسیار با ی مدت رگرسیون است  نشان( 4.4444)

به دلی   F مدت مقداردرصد  44/4 با احتمات طوری که تنها به

عدم  دهد. عسوه بر ای ، مقدارمی ها رخ  نویز در آزمایت

ازش نسبت به دهد که عدم بر نشان می 4.96برابر با  Fتناسب 

 .دار نیست  طای  الص معنی

 

 روا سطح پاسخ توسط مدل شده ینیب  یو پ یتجرب ریدر مقاد زلیودیب یها بازده سیماتر (۵) جدول
Table (2) Experimental design matrix and the yields of biodiesel in experimental values and predicted 

by RSM model. 

 آزمایت
Run 

 متییرهای کدداده شده
Coded process variables 

 بازده آزمایشی
Experimental 

yield (%) 

 بینی شده بازده پیت
Predicted yield 

(%) 

 باقی مانده
Residuals 

(%) 

 کاتالیست

Catalyst 

(%) 

 زمان

Time 

(h) 

 نسبت مولی

Molar ratio 

(mol/mol) 

 دما

Temperature 

(°C) 

   

1 -1 -1 -1 -1 50.24 50.55 0.62 

2 -1 -1 -1 1 54.81 53.83 1.78 

3 -1 -1 1 -1 52.60 52.30 0.57 

4 -1 -1 1 1 56.41 55.58 1.46 

5 -1 1 -1 -1 66.57 66.13 0.67 

6 -1 1 -1 1 70.68 69.41 1.80 

7 -1 1 1 -1 68.59 67.88 1.03 

8 -1 1 1 1 70.76 71.16 0.56 

9 1 -1 -1 -1 62.44 62.33 0.18 

10 1 -1 -1 1 61.99 61.45 0.87 

11 1 -1 1 -1 62.57 64.08 2.42 

12 1 -1 1 1 63.02 63.20 0.29 

13 1 1 -1 -1 81.43 82.14 0.88 

14 1 1 -1 1 81.63 81.26 0.45 

15 1 1 1 -1 84.31 83.89 0.50 

16 1 1 1 1 82.12 83.01 1.08 

17 -2 0 0 0 50.99 52.66 3.28 

18 2 0 0 0 77.47 76.29 1.53 

19 0 -2 0 0 50.05 50.18 0.25 

20 0 2 0 0 85.21 85.57 0.42 

21 0 0 -2 0 64.43 65.53 1.70 

22 0 0 2 0 69.64 69.03 0.88 

23 0 0 0 -2 66.74 66.22 0.78 

24 0 0 0 2 67.62 68.63 1.48 

25 0 0 0 0 74.40 73.72 0.92 

62 0 0 0 0 74.17 73.72 0.60 

62 0 0 0 0 72.58 73.72 1.57 
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 .مدل مربعی سطح پاسخ برای بازده بیودیزل (ANOVA) ت بی  واریانس( ۶) جدول
Table (3) Analysis of variance (ANOVA) of response surface quadratic model for yield of biodiesel. 

 منبع

Source 

 ضریب

Coefficient value 

 مجموز مربعات

Sum of square 

 درجه آزادی

DF 

 P مقدار

P-Value 

 مدت

Model 

 2924.31 14 <0.0001 

 عدد یابت
Constant 

-149.93    

X1 2.16 837.92 1 <0.0001 

X2 2.99 1878.51 1 <0.0001 

X3 20.18 18.39 1 0.0026 

X4 5.04 8.67 1 0.0231 

X1X1 -0.02 113.88 1 <0.0001 

X1X2 0.02 17.91 1 0.0028 

X1X3  0.15 1 0.7413 

X1X4 -0.02 17.33 1 0.0032 

X2X2 -0.06 45.51 1 <0.0001 

X2X3  0.01 1 0.7397 

X2X4  1.04 1 0.3842 

X3X3 -1.61 55.25 1 <0.0001 

X3X4  1.10 1 0.3731 

X4X4 -0.06 52.79 1 <0.0001 

     

 باقی مانده

Residual 

 15.38 12  

 عدم تناسب

Lack of fit 

 13.42 10 0.4950 

  طای  الص

Pure error 

 1.96 2  

 همبستگی ک 
Cor. total 

 2939.69 26  

  

 تعاملات بی  متغیرهای فرآیندی

 تعامست بی  متییرهای مستق  تأییر قاب  توجهی بر بوازده 

FAME  بنووابرای ، بووه جووای بررسووی  (. 9هووا داشووت )جوودوت

هوای مرسووم انجوام     توک متییرهوا )هموانطور کوه در روش     تک

شودند کوه از   شود(، تعامست بی  متییرهای مسوتق  ارزیوابی    می

سوازی جوامع بر ووردار     اهمیت زیادی برای یوک مطالعوه بهینوه   

 .است

نمودارهای سط  بوه عنووان نموایت گرافیکوی معواد ت      

انود. هموانطور    داده شوده  نشان 6d تا 6aهای  رگرسیون در شک 

شود، افوزایت هور یوک از ایو  دو      مشاهده می 6aکه در شک  

با تری  بازده بیودیزت  بطوریکهشود  میافزایت بازده اعث متییر ب

شده و زمان واکنت به دست آمد.  در بیشتری  غل ت لیزاز تثبیت

شده افزایت یافت، زیرا  ها با افزایت لیزاز تثبیتFAME  مقدار

های سوبسترا بیشتر  هر ه لیزاز بیشتری در دسترس باشد، مولکوت

 FAME . اما نرخ افزایت(8) شوند به مرکز فعات لیزاز جذ  می

کاهت یافت. ای  پدیده  ٪90به  ٪۲0ها با افزایت میزان آنزیم از 

شود که در زمانی که میوزان آنوزیم    به ای  واقعیت نسبت داده می

بیت از حد بووده و   روغ  پسماند کلزا بود، مقدار ٪۲0کمتر از 

ایو   ( ٪90توا   ٪۲0با افزایت میزان آنزیم توا سوط  کوافی )بوی      

ها با افزایت زمان FAME  همچنی  مقدارافزایت محدود شد. 

واکنت افزایت یافت؛ با ای  حات، با افزایت زمان واکنت، نرخ 

ها کاهت یافت. ای  رونود ممکو  اسوت بوه      FAME افزایت

. (84) های انتقات جرم بر نرخ واکنت باشد دلی  تأییر محدودیت

تر تبدی  بیودیزت در مراح  پایانی واکنت ممک   های پایی  نرخ

است ناشی از انتقات جرم ناکافی به دلی  حسلیوت متقابو  پوایی     
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باشد؛ کوه عمودتاب بوه دلیو  تشوکی        روغ  پسماند کلزا متانوت و

دهد و حسلیت و انتقات جرم  گلیسروت در جریان واکنت رخ می

 (.9د )کن طور پیوسته محدود می را به

ت استریفیکاسویون، متوانو   پذیری واکنت تورانس  به دلی  برگشت

باید به میزان مازاد نسبت استوکیومتری )یعنی نسبت مولی متانوت 

استفاده شود. عسوه بر ای ، متانوت به عنوان ( 9:4به روغ  برابر با 

مهارکننده لیزاز شنا ته شده است؛ بنابرای ، میزان با ی متانوت در 

طور قاب  توجهی فعالیت لیزاز را کاهت دهد.  تواند به واکنت می

کردن تدریجی  رو، پهوهشگران معمو ب از استراتهی اضافه از ای 

مشاهده   6b. همانطور که در شک  (84) کنند متانوت استفاده می

 ها با افزایت نسبت موولی متوانوت بوه   FAME  شود، مقدار می

افزایت یافت و سزس زمانی که ای  نسبت از  روغ  پسماند کلزا

های مولی کمتر  نسبت افزایت یافت، کاهت پیدا کرد. در 3به  6

روغ  پسماند کلزا، تعام  مثبوت بوی  نسوبت     برای متانوت به 6از 

شوده در تبودی     و میزان لیزاز تثبیوت  روغ  پسماند کلزا متانوت به

روغو    بورای متوانوت بوه    6. در نسبت یابوت  حاص  شدبیودیزت 

بوا افوزایت میوزان لیزواز بوه طوور        FAME پسماند کلزا، مقودار 

افزایت یافت نسبت به همان افوزایت میوزان آنوزیم در    تری  قوی

بود. در  8برابر با  روغ  پسماند کلزا شرایطی که نسبت متانوت به

روغو    بورای متوانوت بوه    6های موولی بیشوتر از    مقاب ، در نسبت

پسماند کلزا، تعام  منفی بی  ای  عوام  مشاهده شد؛ به ای  معنوا  

، تأییر مثبت میزان آنوزیم بور   4 به 6که با افزایت نسبت متانوت از 

 .یابد تبدی  بیودیزت کاهت می

نشان داده شده اسوت، فعالیوت    c 6همانطور که در شک  

 درجه سلسویوس  90درجه سلسیوس به  ۲0لیزاز با افزایت دما از 

هگزان در دماهوای بوا ی   ان  افزایت یافت. متانوت و با شیب تند

با تر تأییر منفوی بور   شوند و دمای  درجه سلسیوس تبخیر می 64

پایداری حرارتی آنزیم و عمر مصرفی آن دارد. با ای  حات به ن ر 

درجووه سلسوویوس بوورای فرآینوود  84تووا  90رسوود دمووای بووی   موی 

 (.97 ،7د )تری  باش استریفیکاسیون آنزیمی مناسب ترانس

افزایت  داده شده است، با نشان  6dهمانطور که در شک  

. اما با افوزایت زموان   یابد می زت افزایتبازده بیودی، زمان واکنت

تواند به  واکنت، نرخ افزایت تبدی  بیودیزت کاهت یافت که می

دلی  انتقوات جورم ناکوافی در مراحو  پایوانی واکونت بوه علوت         

و تعامو    ایورات . (۲9) حسلیت متقاب  پایی  الک  و روغ  باشود 

 ی باشدمتر  قاب  درک 6متییرها بر بازده بیودیزت از طری  شک  

آمده از نمودارهای سطحی و مدت  دست و با توجه به اطسعات به

سازی بورای   ، امکان انجام تحلی  بهینهRSM  یافته توس  توسعه

تعیی  شرای  بهینه جهت دستیابی به حداکثر بازده بیودیزت وجود 

 .دارد

 سازی ت بی  بهینه

سازی یافت  شرای  آزمایت شام  غل ت لیزاز  هدف از بهینه

روغو  پسوماند    شده، زمان واکنت، نسبت مولی متانوت به تثبیت

و دمای واکنت است که بیشتری  بازده بیودیزت را به همراه  کلزا

کار گرفته  سازی به بهینه روندداشته باشد. تحلی  تابع مطلوبیت در 

 و٪ Y(min) = 48  شد. برای پاسخ تولیود بیوودیزت، مقودار   

Y(max) = 92 ٪دیر حداق  و حداکثر پاسخ که به عنوان مقا

سوازی انتخوا  شودند. بور      در ن ر گرفته شده بودند، برای بهینوه 

توس  کاربر  r ، مقدار یابتDerringer (48) مطالعاتاساس 

ابتدا بوا شوروز    d ، مطلوبیتباشد  r < 1 شود. اگر مشخص می

 Y یابد و سزس با نزدیک شدن به سرعت افزایت می Y افزایت

شد زیرا در  انتخا   r = 1 شود. مقدار صاف می Y(max) به

 .باشد امکان پذیر می ٪3۲عم  مشاهده شد که دستیابی به بازده 

رفتوه در ایو  مطالعوه بورای      کوار  بینی طراحی به پروفای  پیت

، نسوخه  SAS افوزار  نورم ) 7ترکیب تن یمات عوامو  در شوک    

نشان داده شده است. از نمودار مشخص است که حداکثر  ( 3.۲

 سوازی متییرهوای آزمایشوی توسو      بازده بیودیزت براساس بهینه

DFA   طراحی متییرهای. است آمده دست به ٪3۲با بازدهی تا 

 شده، تثبیت لیزاز غل ت شام  هدف تابع مقدار حداکثر با متناظر

و دموای   روغ  پسماند کلزا به متانوت مولی نسبت واکنت، زمان

 درجوه  98 و ۲/6 سواعت،  ۲0 ،٪96واکنت بوه ترتیوب برابور بوا     

 .شدند تن یم سلسیوس

تأییر متییرهای طراحی بور توابع هودف در نقواص بهینوه در      

نشووان داده شووده اسووت. در هوور نمووودار، تووأییر یکووی از  7شوک   

متییرهای آزمایشی بر بازده واکنت در حالی که سایر عوام  در 

انود، نموایت داده شوده اسوت.      نقطه بهینه یابت نگوه داشوته شوده   
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شود، مقدار تابع هدف )تولید  نطور که در نمودار مشاهده میهما

شده و زمان واکنت  بیودیزت( با افزایت هر دو غل ت لیزاز تثبیت

 افزایت یافت، در حالی که با افوزایت نسوبت موولی متوانوت بوه     

و دمای واکنت ابتدا افوزایت یافتوه و سوزس     روغ  پسماند کلزا

دیکی نقطه بهینه، شویب  کاهت یافت. شایان  کر است که در نز

شده به طور ناگهانی کواهت   منحنی مربوص به غل ت لیزاز تثبیت

یافت اما منحنی مربوص به زمان واکنت با شیب تند به سمت نقطه 

دهد که در شرای  بهینه، در  بهینه نزدیک شد. ای  پدیده نشان می

سواعت، بوازده    ۲0صورت اداموه یوافت  زموان واکونت بویت از      

 .طور قاب  توجهی افزایت یابد اند بهتو واکنت می

  

 

 
ب( غبظت کاتالیزور و نسبت مولی  الف( غبظت کاتالیزور و زمان واکن ،( سطوح پاسخ: ۳) شک 

ه(  نسبت مولی متانول/روغ ،د( زمان واکن  و  ج( غبظت کاتالیزور و دمای واکن ، متانول/روغ ،

 .و( نسبت مولی متانول/روغ  و دمای واکن  بر تولید بیودیزل زمان واکن  و دمای واکن ،
Figure (6) Surface plot of the effect of a) catalyst concentration and reaction time, b) 

catalyst concentration and methanol/oil molar ratio, c) catalyst concentration and 

reaction temperature, d) reaction time and methanol/oil molar ratio, e) reaction time 

and reaction temperature and f) methanol/oil molar ratio and reaction temperature on 

biodiesel production. 
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 توام . ماتیتنظ  یترک یبرا  یآزما یطرا  ینیب  یپ  یپروفا( ۷) شک 

Figure (7) The prediction profiler of the experiment design for combination of the factor settings.
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 شده قاببیت استفاده مجدد لیپاز تثبیت

قابلیت استفاده متعدد از بیوکاتالیزورها، منجور بوه کواهت    

هوای   شورای  واکونت   شوود.  میهزینه سنتز بیودیزت قاب  توجه 

استریفیکاسیون بر روی کد صفر بورای تموام متییرهوای     ترانس

روغو    آزمایشی تن یم شد. نتایج آزمایت نشان داد که تبدی 

، 4ها به ترتیب پوس از   ها برای نمونهFAME  به پسماند کلزا

 نشان ای . آمد دست به ٪66 و ٪74 ،٪78 ر ه برابر با  9و  ۲

 اسوتفاده  قابلیوت  دارای حاصو   شوده  تثبیوت  لیزواز  کوه  دهد می

 بیوودیزت  سونتز  در کواربرد  بورای  کوه  اسوت  قبوولی  قاب  مجدد

 تیییورات  بوه  اسوت  ممکو   فعالیوت  کواهت . باشود  می مطلو 

 کواهت  یوا  لیزواز  فعات های سایت شدن مسدود لیزاز، سا تاری

 نسوبت  واکونت  فرآینودهای  طوت در شده تثبیت لیزاز تدریجی

 .شود داده
 

 یگیر نتیجه

بوا موفقیوت بور روی     Burkholderia cepacia لیزواز 

پوسته میناطیسی سیلیکا/اکسید آه  متخلخو   -نانو رات هسته

شده بوه عنووان یوک بیوکاتوالیزور بورای       تثبیت شد. لیزاز تثبیت

با متوانوت بوه من وور     روغ  پسماند کلزا استریفیکاسیون ترانس

ان نشو  VSM هوای  تولید سو ت بیودیزت استفاده شد. تحلی 

Fe₃ داد که  واص میناطیسوی نوانو رات میناطیسوی    O₄  

انود. بوه من وور     پس از تثبیت لیزاز تیییور قابو  تووجهی نداشوته    

هووا، غل ووت لیزوواز  FAME  دسووتیابی بووه حووداکثر مقوودار  

روغ  پسماند  شده، زمان واکنت، نسبت مولی متانوت به تثبیت

 و دمای واکنت به عنوان متییرهای اصلی طراحی در ن ر کلزا

گرفته شدند و یک تابع هدف برای مس له پیشونهاد شود. یوک    

توسعه یافته بوود،   RSM معادله سط  پاسخ مربعی که توس 

سازی و تعام  متییرهوا   آمیزی برای بررسی مدت طور موفقیت به

های تجربی مبتنی بر طراحوی   بر بازده بیودیزت با استفاده از داده

یافتووه  مرکووب مرکووزی ایجوواد شوود. موودت ریاضووی توسووعه     

اعتبارسوونجی شوود و یابووت گردیوود کووه از ن وور آموواری بوورای  

باشود. روش   هوا کوافی و دقیو  موی    FAME  بینی مقدار پیت

را در  ٪3۲برابور بوا    FAME  تابع مطلوبیوت حوداکثر مقودار   

سواعت،   ۲0، زمان واکنت ٪96شده  شرای  غل ت لیزاز تثبیت

و دموای   ۲/6برابر بوا   روغ  پسماند کلزا نسبت مولی متانوت به

اگر وه زموان   بینوی کورد.    پویت  سلسویوس درجوه   98واکنت 

واکنت در مقایسه با روش ترنس استریفیکاسیون با اسوتفاده از  

کاتالیست های شیمیایی بیشتر است اما باید توجوه داشوت کوه    

کاتالیست های شیمیایی برای روغو  پسوماند کوه حواوی آ      

است مناسب نمی باشد  ورا کوه واکونت را بوه سومت تولیود       

شدت کواهت موی   صابون می برد و عملکرد تولید بیودیزت به 

بوه بیوودیزت، لیزواز     روغ  پسماند کلوزا  در تبدی  آنزیمییابد. 

از  ٪44شده بور روی  رات میناطیسوی در  ر وه سووم      تثبیت

فعالیووت  ووود را از دسووت داد کووه ایوو  اموور امکووان بازیووابی و  

 .استفاده مجدد آن را فراهم سا ت
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