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Lipase (RML) Immobilized via Physical and Covalent 
Attachment
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in composite hydrophilic CA/hydrophobic PTFE membrane for the chiral separation of 
racemic ibuprofen [4] Kinetic resolution of ibuprofen catalyzed by Candida rugosa lipase in 
ionic liquids [5] Hydrolysis of ibuprofen nitrile and ibuprofen amide and deracemisation of 
ibuprofen using Nocardia corallina B-276 [6] Pharmacological differences between the 
optical isomers of ibuprofen: evidence for metabolic inversion of the (-)‐isomer [7] 
Dibenzothiophene oxidation in a model diesel fuel using CuO/GC catalysts and H 2 O 2 in 
the presence of acetic acid under acidic condition [8] Commercially viable resolution of 
ibuprofen [9] Enzymatic kinetic resolution of racemic ibuprofen: past, present and future 
[10] Lipases for biotechnology [11] Covalent immobilization of Candida antarctica lipase on 
core-shell magnetic nanoparticles for production of biodiesel from waste cooking oil [12] 
Enzyme immobilization: the quest for optimum performance [13] A conductometric urea 
biosensor by direct immobilization of urease on Pt electrode [14] Removal of phenols with 
encapsulated horseradish peroxidase in calcium alginate [15] Potential of different enzyme 
immobilization strategies to improve enzyme performance [16] A single step purification, 
immobilization, and hyperactivation of lipases via interfacial adsorption on strongly 
hydrophobic supports [17] The use of isocyanide-based multicomponent reaction for 
covalent immobilization of Rhizomucor miehei lipase on multiwall carbon nanotubes and 
graphene nanosheets [18] Covalent binding of hyper-activated Rhizomucor miehei lipase 
(RML) on hetero-functionalized siliceous supports [19] A rapid and sensitive method for 
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binding

Ibuprofen, 4-isobutyl-propionic acid, is an important well-known member of NSAIDs which 
is widely utilized in inflammatory therapy like treatment of rheumatoid arthritis and various 
degrees of analgesic. Despite the high medical activity and low toxicity of ibuprofen, it is 
supplied as a racemic mixture. In this research enantioselective resolution of (R, S)-ibuprofen by 
immobilized preparations of Rhizomucor miehei lipase (RML) on silica and silica nanoparticles 
was investigated. For this, chemical modification of silica and silica mesoporous nanoparticles 
was performed by the simultaneous use of two coupling linkers; Octyltriethoxysilane (OTES) 
for hydrophobic interaction and glycidoxypropyltrimethoxylsilane (GPTMS) for covalent 
linkage of RML. The results showed that immobilization of RML on octyl-functionalized 
supports produces specific activity almost 1.5-2 folds greater than the specific activity of the 
free enzyme. The observed hyper-activation decreased with increasing epoxy groups on the 
supports confirming the enhancement of covalent nature of the attachment. Regarding the 
specific activity of the immobilized preparations and desorption percentages of RML from each 
support, the most suitable carrier obtained from the functionalization of the supports in the 
presence of GPTMS and OTES in the ratio of 1:1. The selected biocatalysts were then used for 
enantioselective resolution of (R, S)-ibuprofen by esterification reaction at different conditions. 
The results revealed that the most suitable biocatalysts are those prepared by immobilization 
of RML on SBA-15 and silica modified with GPTMS and OTES in the ratio of 1:1 which produced 
high E values at ambient temperature.
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  چکيده
 لیپاز آنزیم توسط راسمیک ایبوپروفن انانتیومرهای تفکیک تحقیق این در

	miehei	Rhizomucor شدهتثبیت lipase	 (RML) و سیلیکا مشتقات روی 
و برای  این منظور به .گرفت قرار مطالعه مورد SBA‐15 سیلیکا متخلخل نانوذره
آنزیم  تثبیت کوالانسی، اتصال و هیدروفوب جذب روش دو مزایای از مندیبهره

RML صورت زمانهم صورتبه متفاوت عاملی گروه دو حاوی بسترهای روی 
 توسط سیلیکاتی دارحفره نانوذرات و سیلیکا بسترهای شیمیایی پذیرفت. اصلاح

سیلان اتوکسیتریاکتیل عامل شد؛ های مختلف انجامبا نسبت عامل دو
(OTES) پروپیلگلایوکسی -۳ و کنندههیدروفوب عامل عنوانبه- 

 انتخاب RMLیم آنز کووالانسی اتصال منظوربه (GPTMS)سیلان متوکسیتری
 RMLآنزیم  از آمدهدستبه مشتقات دهد،می نشان آمدهدستبه نتایج. شد

 حدود در ایویژه فعالیت اکتیل، عامل گروه حاوی بسترهای روی شدهتثبیت
 هایگروه تعداد افزایش همچنین با. دارند آزاد آنزیم ویژه فعالیت برابر ۲ تا ۵/۱

 ترینمناسب. یافت کاهش آنزیم ایشره مضاعف و میزان فعالیت اپوکسی،
 ،RMLآنزیم  رهایش و تثبیت از پس ویژه فعالیت بررسی به توجه با بستر،
 و اپوکسی عاملی هایگروه که بود بستری از آمدهدستبه مشتق به مربوط
آمده دستمشتق حاضر و همچنین مشتقات به .دارد یکبهیک نسبت را با اکتیل

 قرار استفاده پروفن مورد - S فرم استرهای برای سنتزبا جذب صرفاً هیدروفوب 
 بیوکاتالیست متفاوت مقادیر و شرایط دمایی مختلف در استریفیکاسیون. گرفت
 انانتیومر تفکیک میزان بهترین داد نشان تحقیق این از حاصل نتایج. شد انجام

S - و ۱/۱ اپوکسیاکتیل سیلیکا بسترهای به مربوط ایبوپروفن SBA اکتیل- 
  .بود محیط دمای در ۱/۱ اپوکسی
	miehei	Rhizomucor :هاکلیدواژه lipase، ایبوپروفن، انانتیوگزین، هیدروفوب، تثبیت 
  سیلیکا نانوذرات
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  مهمقد
روز افزوده شده و به های گذشته بر اهمیت کایرالیته روزبهطی دهه

. [1]بحثی مهم در شیمی آلی و صنایع داروسازی مبدل شده است
شوند عنوان دارو استفاده میدر بسیاری از ترکیبات شیمیایی که به

اغلب تنها یک انانتیومر دارو عامل موثر است و اثر دارویی دارد، در 
طور کل فاقد انتیومر دیگر اثر دارویی کمتری دارد، یا بهحالی که ان

ناپذیری دارد. یکی اثر است و در بدترین حالت اثرات سمی جبران
ای مورد استفاده طور گستردهاز انواع داروهای موفق تجاری که به

گیرد، داروهای مسکن ضدالتهابی غیراستروئیدی قرار می
(NAIDs) 1]است,	 اسید، ایزوبوتیل پروپیونیک -٤. ایبوپروفن، [2

ترین انواع داروهای مسکن شدهترین و شناختهیکی از مهم
ای در طور گستردهاست که به (NAIDs)ضدالتهابی غیراستروئیدی 
هایی مانند درمان آرتروز روماتوئید مورد درمان التهاب در بیماری

کم و  گیرد. با این که ایبوپروفن دارویی با سمیتاستفاده قرار می
صورت یک مخلوط راسمیک مصرف بالا در پزشکی است، اما به

گروه کربوکسیل مولکول ایبوپروفن  (α)شود. کربن آلفا عرضه می
	,3]مرکز کایرال مولکول است در مولکول ایبوپروفن  S. انانتیومر [4

این مولکول  Rبرابر فعالیت دارویی بیشتری نسبت به فرم  ١٦٠
اغلب دارای سمیت کمتری بوده و  . این انانتیومر[3]دارد

شود. کننده آن کمتر دچار عوارض مربوط به مصرف آن میمصرف
تواند اثرات مخربی بر سلامتی انسان در حالی که فرم دیگر آن می

چون تی شده است که در کبد و کلیه حیوانا مشاهدهداشته باشد. 
 و A (CoA) ثیر کوآنزیماتحت ت R خوک و موش ایزومر

اما در  شودیتبدیل م S به ایزومر (ATP) فسفاتتریآدنوزین
چنین نی یا پلاسمای انسا ٤/٧برابر با  pHبا میزان  محلول بافر

علت تجمع در ایبوپروفن به (R) ایزومر. [5]دگیر یصورت نمی تبدیل
از استرهای گلیسرول دارای ی های چربی و تبدیل به مخلوطبافت

علت محدودیت امروزه به . به همین دلیل[6]تاسی اثرات سم
ای به استفاده از دوزهای بالا، سمیت و اثرات جانبی تمایل فزاینده

  .[7]دوجود دار  Sاین دارو در فرم تهیه انانتیومر خالص 
های مختلفی از جمله توان با روشتفکیک انانتیومرها را می

، تبلور (CLEC)کروماتوگرافی کایرال به روش مبادله لیگاند 
. در میان این [8]مریک و روش آنزیمی افزایش داددیاستریو
منظور تفکیک انانتیومرها های لیپاز بهها، استفاده از آنزیمروش

  .[9]روشی بسیار جذاب و سودمند است
گیرند ها را در بر میطیف وسیعی از آنزیم (3.1.1.3	E.C.)لیپازها 
 های هیدرولیز استرها،عنوان بیوکاتالیست در واکنشکه به

استریفیکاسیون و لاکتونیزیشن آمینولیز، استریفیکاسیون، ترانس
، کیلیپازها علاوه بر اهمیت بیولوژیگیرند. مورد استفاده قرار می

تنها در هیدرولیز در بیوتکنولوژی هستند. آنها نهمی دارای نقش مه
مورد استفاده قرار  های کایرال همه برای تهیه حدواسطکها بلروغن
ی راحتای است که بهگونهسایت فعال لیپازها به. گیرندیم
نی نانتیومرها را از هم تشخیص داده و همین امر سبب انانتیوگزیا

گری بالا و شرایط ملایم . انتخاب[10]شودیها مبالای این آنزیم
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ای از انجام واکنش سبب شده تا لیپازها برای سنتز طیف گسترده
ینده، لوازم آرایشی، مواد محصولات صنعتی مانند چرم، مواد شو

. [10]غذایی، عطر، پزشکی و بیوسنسورها مورد استفاده قرار گیرند
لیپازها معمولاً دارای دو فرم ساختاری باز و بسته هستند. ساختار 
نام لیپازها معمولاً شامل یک زنجیره کوچک آلفاهلیکس یا لوپ به
یره کلاهک است. هنگامی که سایت فعال آنزیم توسط این زنج

شود، سایت فعال دور از طور کامل محافظت میالیگوپپتیدی به
گویند. گیرد، به این حالت فرم بسته میدسترس سوبسترا قرار می

در صورتی که آنزیم در معرض یک ماده هیدروفوب نظیر بستر 
هیدروفوب یا سوبسترای هیدروفوب قرار گیرد کلاهک کنار رفته 

ل متصل شود به این فرم از آنزیم تا ماده هیدروفوب به سایت فعا
های لیپاز دارای . در فرم باز، آنزیم[11]گویندفرم باز یا فعال می

توانند تولید حداکثر فعالیت بوده و مقدار بیشتری از محصول را می
  کنند.

های ها در صنایع، کاربرد آنزیمهای استفاده آنزیمبا وجود مزیت
الات بسیاری است که محلول در تولیدات صنعتی دارای اشک

های بالا، پایداری کم در محیط واکنش، توان به هزینهمی
جداسازی دشوار از محصول واکنش، عدم بازیافت و استفاده مجدد 

منظور غلبه بر این معایب، یکی از . به12]‐[14اشاره کرد
ها تثبیت لیپاز روی بسترهای جامد است. ترین روششدهشناخته
بودن دارای ها روی بستر جامد علاوه بر اقتصادیکردن آنزیمتثبیت
ی مانند استفاده مجدد از آنزیم، کنترل مداوم و آسان مزایای

واکنش، جداسازی آسان محصولات، افزایش پایداری بوده و باعث 
شود. رساندن ضایعات و آلودگی کمتر محصولات میبه حداقل

ت که از های گوناگونی برای تثبیت آنزیم گزارش شده اسروش
ها، اتصال عرضی توان به جذب فیزیکی آنزیمجمله آنها می

شدن فیزیکی آنها اشاره ها، تثبیت کوالانسی و محبوسآنزیم
های . جذب هیدروفوب آنزیم روی بستر نیز یکی از روش[12]کرد

  های ها است که عمدتاً برای تثبیت آنزیمتثبیت فیزیکی آنزیم
های لیپاز ونه که قبلا اشاره شد آنزیمگ. آن[15]لیپاز کاربرد دارد

های عمدتاً دارای جایگاه فعال هستند که نسبت به مولکول
ها کلاهک جایگاه هیدروفوب حساسند و در حضور این مولکول

با  شود.فعال کنار رفته و لیپاز به فرم باز یا فعال تبدیل می
  گی بسترهای هیدروفوب مختلفی طراحی استفاده از این ویژ 

در این نوع . [16]های گذشته گزارش شده استو طی سال شده
بودن و شرایط ملایم واکنش، هزینهعلاوه بر سادگی، کم تثبیت

آن در نتیجه  بوده وبه سمت فرم باز لیپاز نی تعادل کنفورماسیو
طوری که بهیابد یافزایش می فعالیت آنزیم به مقدار قابل توجه
شده طبق این روش از فعالیت طبق گزارشات فعالیت آنزیم تثبیت

. علاوه بر مزایای بسیاری که این نوع آنزیم آزاد بیشتر بوده است
، قدرت یونی، pHشده با تغییر شرایط تثبیت دارد، آنزیم تثبیت

تواند دما و با در معرض سطوح هیدروفوب دیگر قرارگرفتن می
راحتی از سطح بستر جدا شده و موجب آلودگی محیط واکنش به
از ی یکی تثبیت از طریق اتصال کووالانس د. در سویی دیگر،شو

های که با توجه به گروهاست های تثبیت ترین روشکاربردی
ی متفاوت از این روش هاتوان در واکنشیوی بستر می رعامل

این روش نسبت به سایر موارد این مزیت را دارد . [17]بهره جست
و در  شودیتثبیت می نسکه در آن آنزیم با پیوندهای قوی کووالا

از شی نانی پروتئیگی گونه آلودانتهای هر واکنش در محصول هیچ
رهایش آنزیم در محیط واکنش نخواهیم داشت، در نتیجه در هر 

کننده، پیوند و در حضور عوامل تخریبی دو محیط آبی و آل
. اگرچه در این نوع از شودیترجیح داده مرد بر سایر موای کووالانس
گيرد یم صورتكه روی بستر  با توجه به اصلاح شيميايیت، تثبی

آنزيم  دهد معمولاً یيل مکو پيوندهايی كه آنزيم با بستر تش
طور تقريبی هر دهد، بهیمقداری از فعاليت خود را از دست م

فعاليت آنزیم تا  شودیكه بين بستر و آنزيم برقرار م پيوندی
تلاش شده است که با . در پژوهش حاضر يابدیحدودی كاهش م

تلفیق دو روش کوالانسی و هیدروفوب از مزایای هر دو روش بهره 
برده شود و معایب آنها به حداقل مقدار خود برسد. نتایج 

شده تثبیت RMLآمده حاکی از بالارفتن فعالیت آنزیم دستبه
. از آنجایی که هر نوع [18]بود SBA‐15روی دو بستر سیلیکا و 

پذیری آنزیم ات مختص خود را بر میزان گزینشروش تثبیت اثر 
شده که دارای راندمان فعالیت بالایی گذارد، مشتقات تثبیتمی
استرهای ایبوپروفن مورد  انانتیوگزین در واکنش سنتزاند بوده

  .استفاده قرار گرفت
  

  هامواد و روش
 اکسان،دی شامل تولوئن، استفاده مورد هایحلالمصرفی:  مواد

سیلیکاژل  همچنین پروپانول (مرک؛ آلمان) بودند، پانول،ایزوپرو
-٦٣ اندازه ،٢٣٠-٧٠ مش دارای کاررفتهبه (مرک؛ آلمان)

تقریباً  حفرات حجم و آنگسترم٦٠ حفرات سایز میکرومتر،٢٠٠
 ،RMLآنزیم . مترمکعب بر گرم) بودسانتی٨/٠

 ارتوسیلان،تترااتیل ،%٩٧ سیلاناتوکسیتریاکتیل
 تری-پروپیل گلایوکسی-٣ آمین،اتیلتری بوتیرات،نیلپارانیتروف
پلی  ایبوپروفن، ‐(+)‐(s)استاندارد سیلان،متوکسی

پلی  -بلاک -)گلیکول - پروپیلن(پلی  -بلاک -)گلیکولاتیلن(
اکسیژنه، ساکروزلوریت، تریتون آب ،P123یا  )گلیکولاتیلن(

X100، CTAB، ما؛ مصرفی (سیگ سیو مولکولار و استونیتریل
 هگزان -nو  ایزواکتان هایحلال. تهیه شدند ایالات متحده)

 از استفاده مورد مصرفی (مرک؛ آلمان) نیز به کار رفتند. ایبوپروفن
 نمودنآسیاب و آن روکش حذف از پس بازار در موجود هایقرص
 از پس و شد استخراج متانول: اتانول) ١:١( مخلوط وسیلهبه آن

 در آن ذوب نقطه و H‐NMR طیف با آن خلوص از اطمینان
  گرفت. قرار استفاده مورد شدناستری هایواکنش
 آنها جذب هابیوکاتالیست و آنزیم فعالیت تعیین برایها: دستگاه

 بررسی و خوانده Genova مدل Jenway اسپکترومتر دستگاه با
	ACME مدل GC دستگاه با هابیوکاتالیست انانتیومرگزینی میزان
  .شد گیریاندازه 6100
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  هاروش
 خشک، سیلیکا گرمیکاکتيل:  هایگروه با سيليکا دارکردنعامل
 درون آمیناتیلتری میکرولیتر۱۵۰ و خشک تولوئن لیترمیلی۵۰

 قرار عمل رفلاکس تحت ازت گاز اتمسفر در و ریخته دهانه بالن دو
 لینکر لیترمیلییک رفلاکس، آغاز از دقیقه۲۰ گذشت از پس. گرفت

. شد اضافه واکنش محیط به قطرهقطره" سیلاناتوکسیتریتیلاک"
 اتانول با و شده فیلتر حاصل بستر واکنش اتمام و ساعت٣ پس از
 مدتبه بستر ذرات انتها در. داده شد وشوشست مقطر آب و ۹۶%
  .گرفت قرار C١٠٠° دمای در ساعت۸

 خشک، سیلیکا گرمیک ی:های اپوکسدارکردن سيليکا با گروهعامل
 درون آمیناتیلتری میکرولیتر۱۵۰ و خشک تولوئن لیترمیلی۵۰

 قرار عمل رفلاکس تحت ازت گاز اتمسفر در و ریخته دهانه بالن دو
 لینکر لیترمیلییک رفلاکس، آغاز از دقیقه۲۰ گذشت از پس. گرفت

 محیط به قطرهقطره" سیلاناتوکسیتریپروپیل گلایوکسی -٣"
 حاصل بستر واکنش اتمام و ساعت٣ س ازپ. شد اضافه واکنش
 در. داده شد وشوشست مقطر آب و %۹۶ اتانول با و شده فیلتر
  .گرفت قرار C۱۰۰°دمای  در ساعت۸ مدتبه بستر ذرات انتها
: ١:١ نسبت به اکتيل و اپوکسی هایگروه با سيليکا دارکردنعامل
 ایبستره سنتز مانند نیز اپوکسیسیلیکااکتیل مشتقات سنتز

 لینکر دو یک ازبهیک با نسبت و سیلیکااپوکسی و سیلیکااکتیل
  .گرفت صورت
 که محلولی در اسیدپلورونیک سورفکتانت گرم٦: SBA‐15سنتز 
 آب لیترمیلی۱۳۷در  غلیظ اسیدکلریدریک لیترمیلی۳۰ حاوی
 محلولی به سورفکتانت کامل، انحلال از پس. شد بود، حل مقطر
 لیترمیلی۵۰ در ارتوسیلیکیتاتوکسی تترا رمگ٧/١٣از  که فازی دو
. شد اضافه زدنحال هم در و قطرهقطره بود، شده تهیه مقطر آب

 به ساعت۴۸ مدتبه و منتقل تفلونی ظرف یک به مخلوط سپس
 آمدهدستبه سفیدرنگ رسوب. یافت انتقال C١٠٠° دمای تحت آون
. شد هداد وشوشس خنثی pHبه  رسیدن تا مقطر آب با و صاف
 منظور حذفبه شد و خشک محیط دمای در آمدهدستبه ترکیب

 منظوربه C٥٤٠°دمای  با کوره در ساعت۶ مدتسورفکتانت به
  .گرفت قرار شدنتکلیس
 ،SBA‐15گرم ٥/٠اپوکسی:  هایگروه با SBA‐15دارکردن عامل
 درون آمیناتیلتری میکرولیتر٧٥ و خشک تولوئن لیترمیلی٣٠

 قرار عمل رفلاکس تحت ازت گاز اتمسفر در و ریخته نهدها بالن دو
 لینکر لیترمیلییک رفلاکس، آغاز از دقیقه۲۰ گذشت از پس. گرفت

 محیط به قطرهقطره" سیلاناتوکسیتری - پروپیل گلایوکسی-٣"
 حاصل بستر واکنش اتمام و ساعت٣ پس از. شد اضافه واکنش
 در. داده شد وشوشست مقطر آب و %۹۶ اتانول با و شده فیلتر
  .گرفت قرار C۱۰۰° دمای در ساعت۸ مدتبه بستر ذرات انتها
 ،SBA‐15گرم ٥/٠اکتيل:  هایگروه با SBA‐15دارکردن عامل
 درون آمیناتیلتری میکرولیتر٧٥ و خشک تولوئن لیترمیلی٣٠

 قرار عمل رفلاکس تحت ازت گاز اتمسفر در و ریخته دهانه بالن دو
 لینکر لیترمیلییک رفلاکس، آغاز از دقیقه۲۰ تگذش از پس. گرفت

. شد اضافه واکنش محیط به قطرهقطره" سیلاناتوکسیتری اکتیل"
 اتانول با و شده فیلتر حاصل بستر واکنش اتمام و ساعت٣ پس از
 مدتبه بستر ذرات انتها در. داده شد وشوشست مقطر آب و ۹۶%
  .گرفت قرار C۱۰۰°دمای  در ساعت۸

: ١:١ نسبت با اپوکسی و اکتيل هایگروه با SBA‐15ارکردن دعامل
‐SBAبسترهای  مانند نیز اپوکسی ا کتیلSBA‐15مشتق  سنتز
  .گرفت صورت لینکر دو از برابر هاینسبت با اپوکسی و اکتیل 15

 فسفاتسدیم بافر لیترمیلی١٠ بهسيليکا:  بستر روی آنزيم تثبيت
 اضافه RMLآنزیم  گرممیلی٥ ،٧ا برابر ب pHمولار با میزان میلی٥
 بستر گرمیک محلول در آزاد آنزیم فعالیت بررسی از پس. شد
 منظوربه مختلف هایزمان در. شد اضافه محلول به دارشدهعامل

. شد بردارینمونه سوپرناتانت محلول از آنزیم تثبیت میزان سنجش
 روی آنزیم کامل تثبیت از اطمینان و ساعت٢٤ گذشت از پس
 بستر روی شدهتثبیت آنزیم و صاف، شسته سوسپانسیون بستر،
  .شد آوریجمع
 بافر لیترمیلی٣ به: SBA‐15بستر  روی آنزيم تثبيت
آنزیم  گرممیلی٥ ،٧برابر با  pHمولار با میزان میلی٥ فسفاتسدیم
RML گرممیلی٣٠٠ محلول در آزاد آنزیم فعالیت بررسی از و پس 
 مختلف هایزمان در. شد اضافه حلولم به دارشدهعامل بستر
 سوپرناتانت محلول از آنزیم تثبیت میزان سنجش منظوربه

 تثبیت از اطمینان و ساعت٢٤ گذشت از پس. شد بردارینمونه
 آنزیم و صاف، شسته سوسپانسیون بستر، روی آنزیم کامل
  .شد آوریجمع بستر روی شدهتثبیت
 روش با شدهتثبیت و ادآز  آنزیم فعالیتآنزيم:  فعاليت بررسی

 M	cm1‐(ε=5150‐1(نانومتر ٣٤٨ موج طول در اسپکتروفتومتری
 هیدرولیز دلیلبه جذب افزایش. گرفت قرار بررسی مورد

مولار با میزان میلی١٠ بافر در C٢٥°دمای  در" بوتیراتپارانیتروفنیل"
pH  خلاصه، طوربه. شد مشاهده" پارانیتروفنل" تولید و ٧برابر با 
 یا شاهد( سوسپانسیون یا آزاد لیپاز از لیترمیلی٥/٠تا  ٢/٠

سوبسترا  محلول از لیترمیلی٥/٢ به) سازیرقیق بدون سوپرناتانت
‐pخودی خودبه هیدرولیز. شد زدههمو  مولار) اضافهمیلی٨/٠(

NPB آنزیم غیاب در سوبسترا محلول از لیترمیلی٥/٢ از استفاده با 
 و آزاد آنزیم پروتئین غلظت. شد گرفته نظر در شاهد عنوانبه

 بررسی مورد برادفورد مرسوم روش با تثبیت از بعد نیز سوپرناتانت
  .گرفت قرار
 درشده: تثبيت RMLمشتقات  توسط استرها انانتيوگزين سنتز
 لیترمیلی٢ حاوی که لیتریمیلی١٠ دارسرپیچ ایشیشه ظروف

 راسمیک،یبوپروفنا مولمیلی١٠ مقدار هگزان، یا ایزواکتان
پس از  و اضافه) پرپانول و متانول اتانول،( هایالکل مولمیلی٢٠
. شد اضافه حاصل مخلوط به بیوکاتالیست متفاوت مقادیر آن

 محیط دمای ،C٤° دماهای در مغناطیسی همزن با حاصل مخلوط
 هایبازه در گیرینمونه دقیق بررسی منظوربه. شد زدههم C٤٥° و

 زمان بهترین تا شد انجام) میکرولیتر٥٠(آلی  حلال از یمتوال زمانی
  .آید به دست واکنش ساختنمتوقف برای
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استرها:  انانتيوگزين سنتز در شدهتثبيت مشتقات از مجدد استفاده
 از گرممیلی٥٠ لیتریمیلی١٠ دارسرپیچ ایشیشه ظرف در

 مولمیلی١٠ مقدار ایزواکتان، حلال لیترمیلی٢ بیوکاتالیست،
. شد مخلوط هم با پروپانول الکل مولمیلی٢٠ و راسمیکایبوپروفن
 دمای در rpm١٠٠دور  با مغناطیسی همزن با حاصل مخلوط
توسط دستگاه  و بردارینمونه ساعت٢٤ از پس. شد زدههم محیط

  .شد کروماتوگرافی گازی بررسی
 گاز دستگاه وسیلهبه گازی کروماتوگرافی کروماتوگرافی: شرايط
 دتکتور به مجهز که Thermo‐Finniganماتوگراف کرو

‐HP‐Chiral‐20B)کایرال  ستون و (FID)ای شعله یونیزاسیون
Agilent	 30m×0.32mm×0.25µm) ،دمای. شد انجام بود 

 ثابت C١٧٨°در  آن دمای و C٣٠٠°دتکتور  دمای ،C٢٦٠° تزریق
  .دبو دقیقه بر لیترمیلی٧/٠ جریان با هلیوم گاز. شد نگه داشته

  

  بحث و هایافته
 مساحت داشتن با نانو ذرات سازی بسترها:تهيه بستر و آماده

 دسترس در سطح از حجمشان با مقایسه در بالا نسبتاً  سطحی
 بسترهای بین این در. برخوردار هستند تثبیت برای بیشتری

 قابلیت نانو، مقیاس در زیاد حفرات داشتن با نانوسیلیکاتی
 بستر. دارند تثبیت هایواکنش در حامل وانعنبه بالایی استفاده

 با و سنتز هیدروترمال روش با (SBA‐15)نانوسیلیکاتی 
 قرار بررسی مورد BETو  SEM ،XRDمانند  هاییتکنیک
 مختلف عاملی هایگروه از استفاده با بستر این سپس. [18]گرفت
 آن روی عاملی هایگروه حضور. گرفت قرار سطح اصلاح مورد
 گرفت قرار مطالعه مورد FT:IR، TGAهمانند  هایینیکتک توسط

 از آمدهدستبه منتشر شد. نتایج ٢٠١٦شده در سال که نتایج حاصل
 و سیلیکاتی مزوپورهای حفرات از نیتروژن واجذب و جذب نمودار
 بستر مشخصات کردنمشخص با BET/BJH هایتکنیک

 که گونههمان. دهدمی نشان نانومتر٦/٨ را حفرات قطر سنتزشده،
 جرم واحد در سطح اندازه ذرات، این برای دهدمی نشان ١ جدول
 مترسانتی بر گرم٠٥/١ حفره کل حجم و گرم بر مترمکعب٥٤٤

 SBA‐15 نانوذرات دارشدنعامل با .است آمده دست به مکعب
 انتظار که آن گونه اپوکسی، و اکتیل هایگروه حاوی لینکر توسط
 بر تاییدی خود که شده مقادیر تمام کاهش باعث رودمی
 آنزیم تثبیت از پس همچنین. است نانوذرات این دارشدنعامل
RML نشان را ایدوباره کاهش مقادیر دارشدهعامل بستر روی 
 دلیلبه آنزیم، تثبیت از پس حفرات ابعاد در کاهش. دهدمی

 بستر خارجی سطح بر علاوه حفرات، درونی سطح از آنزیم استفاده
  ).١(جدول است 

یافتن به بسترهایی با قابلیت تثبیت همزمان کوالانسی برای دست
و هیدروفوب، نانوذرات سنتزشده و سیلیکاژل با دو گروه اپوکسی 

های مختلف این دو لینکر صورت همزمان و در نسبتو اکتیل به
های دستگاهی مورد بررسی و شناسایی قرار دارشده و با روشعامل
 شیمیایی، پایداری دلیلبه سیلیکایی بسترهایطور کلی . به[18]گرفت

 متداول بستر آن کاربرد سادگی و پایین قیمت میکروبی، مکانیکی،
 بسترها این سطح شیمی علاوه به. آیندمی حساب به تثبیت برای
 و بوده پذیرامکان راحتیبه آنها سطح اصلاح که است ایگونهبه

  .کرد وارد آنها سطح بر را عاملی ختلفم هایگروه توانمی همچنین

  
  دارشدنقبل و بعد از عامل SBA‐15 خواص ساختاری ترکیب )۱جدول 

  ترکیب
 قطر منافذ ذرات

	(آنگستروم)
 حجم کل منافذ

	لیتر بر گرم)(میلی
(مترمربع  سطح

	بر گرم)

SBA‐15  ۶/۸  ۰۵/۱  ۵۴۴  

SBA‐octyl  ۸/۷  ۹۸/۰  ۵۲۲  
SBA‐octyl‐
epoxy	(1:1)	

۷/۷	۸۵/۰  ۴۷۵  

SBA‐octyl‐
epoxy‐RML	

۰/۷  ۲۸/۰  ۴۳۱	

  
 به آزاد هایآنزیم تبدیل: شدهدار تثبيت آنزيم روی بسترهای عامل

 افزایش و واکنش در هاآنزیم مجدد استفاده ناهمگن، هایکاتالیست
 به آنزیم تثبیت دلایل ترینمهم از آنها شیمیایی و حرارتی پایداری
 بسترهای به آنها اتصال با آزاد هایآنزیم سازیناهمگن .آیندمی شمار
دو بستر  سطح شدهتعریف هدف به توجه با .شودمی انجام جامد
های با نسبت شیمیایی اصلاح مورد اولیه سازیآماده از پس شدهگفته

های اکتیل برای جذب اولیه های اپوکسی و اکتیل (گروهمختلف گروه
گرفتند  ی) قرارهای اپوکسی برای اتصال کوالانسهیدروفوب و گروه

آمده از هر دو بستر که حاوی دستمشتقات مختلف به .)١(شکل 
 های اپوکسی و اکتیل بودند برای تثبیتهای مختلف گروهنسبت
  ).١شکل ( استفاده شدند ملایم کاملاً  شرایط در آنزیم

  

  
  صورت همزمانهیدروفوب لیپاز روی بستر به -تثبیت کوالانسی )۱شکل 

  

 هر بارز هایشاخصه از یکی تواندمی تثبیت ملایم یطشرا است بدیهی
 در و آنزیم ساختار تخریب امکان شرایط این در .باشد تثبیت روش
 حضور همچنین .یابدمی کاهش آن فعالیت رفتنازبین نتیجه
 بستر سطح روی آنزیم اولیه جذب در تسریع باعث اکتیل هایگروه
 حاوی سیلیکا بستر روی آنزیم تثبیت که حالی در مثال برای .شد
 بستر روی تثبیت انجامید، طول به ساعت٢٤ اپوکسی هایگروه
 حضور بنابراین .کشید طول دقیقه٦٠ تنها اکتیل حاوی سیلیکا
 بهبود را تثبیت سرعت تواندمی بستر سطح روی اکتیل هایگروه
 برای بدانیم که است اهمیت با زمانی خصوصهب نتیجه این .بخشد
 یونی قدرت به نیاز اپوکسی، مانند هیدروفیلی سترهایب روی تثبیت
 با. شودمی آنزیم فعالیت کاهش باعث خود که دارد وجود بافر محلول
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 براساس و بسترها همه مورد در اولیه تثبیت اکتیل هایگروه حضور
 شد و تکمیل ساعت٢ مدت در سوپرناتانت از شدهگرفته فعالیت نتایج

 ٢ شکل. شد داده زمان دیگر ساعت٢٢ مآنزی کوالانسی برای اتصال
 از پس تثبیت از پس و قبل RMLآنزیم  SDS‐Pageژل  به مربوط
 به توجه با شود،می مشاهده ژل در که طورهمان. است ساعت٢

 پروتئینی باند دو دارای که پروتئین اولیه مخوط مارکر، خطوط
 کیلودالتون٣٣ ناحیه به مربوط باند تثبیت از پس است، شاخص

  .دهدنمی نشان را پروتئین مورد نظر
  

  
 مارکر به مربوط Aتثبیت (خط  از بعد و قبل RMLآنزیم  SDS‐Pageژل  )۲ شکل

 سوپرناتانت به مربوط Cتثبیت و خط  از پس سوپرناتانت به مربوط Bخط  پروتئین،
  تثبیت) از قبل

  
 فیلتراسیون، طریف از هتروژن هایبیوکاتالیست گردآوری با

 و فعالیت مهم فاکتور دو .گرفت قرار ارزیابی مورد نهاآ خصوصیات
 .گرفت قرار بررسی مورد مشتقات همه برای آنزیم رهایش مقدار
 جذب در اکتیل هایگروه اثرگذاری میزان دهندهنشان آنزیم فعالیت

 آزاد آنزیم به نسبت شدهتثبیت مشتق فعالیت افزایش و هیدروفوب
 آنزیم تثبیت از آمدهدستبه مشتق ویژه فعالیت اساس این بر .است
 فعالیت برابردو  از بیش که بود ٦/٤ اکتیل سیلیکا حاوی بستر روی
 هایگروه تدریجی شدنجایگزین با مقدار این .)١/٢( است آزاد آنزیم
و متعاقب آن با افزایش اتصالات  اپوکسی هایگروه توسط اکتیل

 از میکرومول٩٢ حضور در مثال طوربه .کرد پیدا کوالانسی کاهش
 بیشتر افزایش با و رسدمی ٣ عدد به مقدار این اپوکسی هایگروه
 هایگروه از میکرومول٢٤٠ حضور در ٨/١ به اپوکسی هایگروه

 تثبیت از سیلیکا بازده آمدهدستبه مشتقات همه در .رسدمی اپوکسی
 و آنزیم فعالیت ارزیابی نتایج براساس که بود %١٠٠ تا ٩٥ بین

. [19]شد مشخص) دفوردابر ( پروتئین مقدار تعیین آزمایش نهمچنی
 سنجش مورد بود دیگر اهمیت مورد پارامتر که آنزیم رهایش مقدار
 این .شد استفاده مختلفی هایمعرف از منظور این به .گرفت قرار

 بالایی گریزیآب خاصیت دلیلبه و مختلف منابع ساسابر  هامعرف

 هیدروفوب ضعیف هایکنشبرهم صورتبه که هاییآنزیم دارند، که
 محلول وارد و کرده جدا سطح از را اندکرده پیدا اتصال بستر سطح روی
 محلول در موجود پروتئین میزان سنجش با ترتیب این به .کنندمی
 مشتق منظور این به .پی برد آنزیم رهایش مقدار به توانمی
 درصدهای در اکتیل، - سیلیکا بستر روی آنزیم تثبیت از آمدهدستبه

 X‐100 تریتون و ساکروزلوریت ،CTAB %٢و  ١ ،٥/٠ ،١/٠ متفاوت
 را هیدروفوب جذب توانایی فقط بستر نوع این. گرفت قرار بررسی مورد
 که داد نشان نتایج. افتدمی اتفاق بیشتر آن در آنزیم رهایش و داشته
 %٢ محلول آنزیم، رهایش آزمایش انجام برای معرف ترینمناسب

 مشتقات دیگر برای ترکامل هایبررسی بنابراین. است ساکروزلوریت
نتایج  .گرفت صورت %٢ ساکروزلوریت حضور در شدهتثبیت
های اپوکسی تمایل آمده نشان داد که در عدم حضور گروهدستبه

های آنزیم برای جداشدن از سطح بستر بسیار بالا بوده و حضور گروه
کوالانسی منجر به کاهش رهایش آنزیم اپوکسی و ایجاد پیوند 

نیز به  SBA‐15شود. نتایج مشابهی در تثبیت آنزیم روی بستر می
دلیل به SBA‐15 های اپوکسی روی سطح بسترتعداد گروهدست آمد. 

، از این رو استبرابر بستر سیلیکا ٩/٢مساحت بالای بسترهای نانو 
برای بسترهای نانو مورد استفاده منظور تثبیت مقدار آنزیمی که به

ازای گرم آنزیم بهمیلی٦٠( بودبرابر بستر سیلیکا ١٠ بیش از گرفت قرار
همانند آنچه که در مورد بستر سیلیکا مشخص شد، گرم بستر)، یک

طوری جذب صرفاً هیدروفوب آنزیم موجب افزایش فعالیت آن شد. به
های اکتیل دارای گروهشده روی بستر که فعالیت ویژه آنزیم تثبیت

های اپوکسی مقدار فعالیت برابر آنزیم آزاد بود. با افزایش گروه٦/١
های اپوکسی به میکرومول از گروه٧٣٠کاهش پیدا کرده و در حضور 

صورت شده بههای جذبرسید. همچنین آزمایش واجذب پروتئین ٨/١
. نتایج هیدروفوب در شرایط کاملاً مشابه با بستر سیلیکا انجام شد

های اپوکسی از میزان آمده نشان داد که با افزایش مقدار گروهدستبه
طوری که در بهترین حالت و در حضور شود. بهرهایش آنزیم کم می

  های اپوکسی به صفر رسیده است.میکرومول از عامل٧٣٠
وسيله استريفيکاسيون تفکيک آنزيمی انانتيومرهای ايبوپروفن به

  يبوپروفنامخلوط راسميک
توان از دو روش سنتز برای تفکیک انانتیومرهای پروفن می

انانتیوگزین استرهای پروفن یا هیدرولیز انتخابی استرهای 
راسمیک پروفن استفاده نمود. در این گزارش برای تفکیک 
انانتیومرهای داروی ایبوپروفن، از واکنش استریفیکاسیون مخلوط 

ختلف و در شرایط مختلف بهره های مایبوپروفن با الکلراسمیک
توانند های مختلفی در این واکنش می). مولفه٣گرفته شد (شکل 

اثر ی گوناگون هاگزارشتاثیرگذار باشند که بر این اساس و در 
آب، غلظت آنزيم و  یچون دما، حلال، محتوا یمتفاوت یپارامترها

ز یکی ا. است این واکنش مورد مطالعه قرار گرفته یسوبسترا رو
ها انتخاب نوع حلال برای انجام واکنش آنزیمی ترین این مولفهمهم

برای این واکنش  ٢تر از بزرگ P	logاست. حلال ایزواکتان با مقدار 
انتخاب شد. این حلال آلی هیدروفوب بوده و اثرات مخرب کمتری 

آمده نشان داد که سرعت دستنتایج بهگذارد. جای میروی آنزیم به
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در این حلال بالا بوده و منجر به نتایج متفاوتی شد  تشکیل استر
  ).٣ که در ادامه به تفصیل به آن پرداخته خواهد شد (شکل

بوپروفن يمشتقات مختلف ا انانتيوگزينک يج حاصل از تفکينتا
‐Silica‐octylروی بستر  شدهتيتثب RML ميله آنزيوسبه

epoxy  

ن، ابتدا با بررسی واکنش سنتز آنزیمی استرهای راسمیک ایبوپروف
و با استفاده از حلال ایزواکتان انجام  C٤°استر پروپانول در دمای 

). در ساعات مختلف از همان آغاز واکنش، از ٢شد (جدول 
برداری شد و به دستگاه کروماتوگرافی مجهز به ها نمونهواکنش

  ).٢ستون کایرال انجام شد (جدول 
  

  

  
  سنتز انانتیوگزین استر ایبوپروفن )۳شکل 

  
  ایزواکتاندر حلال  Silica‐octyl‐epoxyشده روی بستر تثبیت RMLوسیله آنزیم بهپروپانول نتایج سنتز استر  )۲جدول 

	E  تبدیل درصد  (%)محصول فزونی انانتیومری   (%) فزونی انانتیومری ماده اولیه  گرم)(میلی بیوکاتالیست  دمای واکنش  نوع الکل
  C۴  ۴۰  ۱۹  ۵۶  ۲۵  ۳/۴°  پروپانول
  C۴  ۵۰  ۴۱  ۴۹  ۴۵  ۷/۴°  پروپانول
  C۴  ۷۰  ۲۱  ۴۹  ۳۰  ۶/۳°  پروپانول
  C۴  ۱۰۰  ۹۱  ۳۳  ۷۳  ۵/۵°  پروپانول
  ۵/۳  ۵۹  ۳۷  ۵۴  ۴۰  دمای محیط  پروپانول
  ۶/۱۳  ۵۸  ۶۴  ۸۹  ۵۰  دمای محیط  پروپانول
  ۵/۴  ۷۹  ۲۵  ۹۲  ۷۰  دمای محیط  پروپانول
  ۹/۵  ۷۰  ۳۷  ۸۹  ۱۰۰  یطدمای مح  پروپانول
  C۴۵  ۵۰  ۷۴  ۲۷  ۷۳  ۵/۳°  پروپانول

  
را  Sشده استریفیکاسیون انانتیومر در همه شرایط، مشتق تثبیت

دهد. بنابراین با گذشت زمان در مواد اولیه مقدار ترجیح می Rبه 
ماند ولی در محصولات مقدار استر باقی می Sکمتری از انانتیومر 

S  بیشتر ازR .نتایج نشان داد که با افزایش زمان درصد  خواهد بود
ساعت با ٧٢طوری که پس از گذشت یابد. بهتبدیل افزایش می

رخ  C٤°تبدیل در دمای   %١٠٠گرم بیوکاتالیست میلی١٠٠مقدار 
سازد. با دهد که عملاً مطالعه انانتیوگزینی را ناممکن میمی

ا مربوط به ترین نتیجه در این دم، مناسبEدرنظرگرفتن پارامتر 
گرم بیوکاتالیست است که پس از گذشت میلی١٠٠استفاده از 

رسیده است. فزونی انانتیومری ماده  ٥/٥ساعت این مقدار به ٤٣
رسد. برای بررسی اثر دما روی می $%٩١اولیه در این حالت به 

های مذکور در و بقیه پارامترهای مربوط به آنزیم واکنش Eپارامتر 
. در دمای محیط نیز مورد بررسی قرار گرفت C٤٥°محیط و دمای 

مقدار متفاوت بیوکاتالیست برای بررسی اثر مقدار  ٤از 
 Eدهد که مقدار پارامتر بیوکاتالیست استفاده شد. نتایج نشان می

گرم از بیوکاتالیست رشد بهتری پیدا کرده است. میلی٥٠در مقدار 
ساعت ٤٠گذشت با استفاده از این مقدار بیوکاتالیست و پس از 

ایبوپروفن به استر مربوطه تبدیل شده که مخلوط راسمیک %٥٨
فزونی انانتیومری را در ماده اولیه ایجاد کرده است.  %٨٩

دهد مقدار انانتیوگزینی برای این طور که محاسبات نشان میهمان

تری را است که در مقایسه با شرایط دیگر نتیجه مناسب ٦/١٣مورد 
  دهد.نشان می

ر افزایش بیشتر دما بر خصوصیات آنزیم و نتایج واکنش نیز اث
مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاصل از انجام واکنش سنتز استر 

S- پروپانوات در دمای ایبوپروفن°Cذکر شده است.  ٢در جدول  ٤٥
شود، مقادیر اگرچه با افزایش دما سرعت انجام واکنش زیاد می

ج بسیار کمتری را نسبت به دمای مربوط به انانتیوگزینی نتای
دهد. در این شرایط بالاترین میزان انانتیوگزینی محیط نشان می

ساعت از ابتدای ٨گرم بیوکاتالیست و پس از میلی٧٠مربوط به 
است. در این شرایط فزونی انانتیومری  ٤واکنش بود که برابر با 

ای بوده است. نتایج کلی بیانگر این است که دم %٥٣محصولات 
کند. تری را برای انجام این واکنش ایجاد میمحیط شرایط مناسب

تر از دمای محیط افت آمده در دماهای بالا و پاییندستنتایج به
های بیشتر برای این واکنش دهند. بررسیمحسوسی را نشان می

منظور در حضور دو الکل متانول و اتانول در دمای بهینه محیط به
  ).٣ورد استفاده انجام شد (جدول ارزیابی نقش الکل م

ها تاثیر محسوسی بر روند کدام از الکلها نشان داد که هیچبررسی
کنند. در حضور متانول، بیشترین انانتیوگزینی آنزیم ایجاد نمی

گرم بیوکاتالیست در میلی٥٠مقدار انانتیوگزینی مربوط به مقدار 
تبدیل برابر با است که در مقدار  ٤است که برابر با  C٤٥°دمای 



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  یمحمد یمهد ۳۵۸

   ۱۳۹۸ تابستان، ۳، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                         مدرس تربیت دانشگاه فناوریزیست

ساعت پس از ٢اتفاق افتاده است. این مقدار تفکیک در زمان  %٣٦
ها با دو واکنش صورت گرفته است. در حضور اتانول نیز بررسی

مقدار متفاوت بیوکاتالیست صورت گرفت که بهترین نتایج حاصل 
گرم بیوکاتالیست بود که میلی٧٠از انانتیوگزینی مربوط به مقدار 

بوده و مقدار فزونی انانتیومری  ٩/٣در این شرایط  Eمتر مقدار پارا
  اند).رسید (نتایج نشان داده نشده %٥٨محصول به 

  اثر حلال و جاذب آب
شدن، و برای بررسی تاثیر نوع حلال در واکنش آنزیمی استری

شده، همچنین بررسی تاثیر آن در انانتیوگزینی مشتق تثبیت
واکنش مورد استفاده قرار گرفت.. عنوان حلال در هگزان نرمال به

آمده حاکی از تاثیر منفی این حلال در پارامترهای دستنتایج به
ای که بهترین نتیجه مربوط به استفاده از گونهاین واکنش بود. به

گرم بیوکاتالیست در دمای محیط و پس از گذشت میلی٥٠
شرایط در این  Eاز ابتدای واکنش بود که مقدار پارامتر  ساعت٢٤
  بود. %٤٧و درصد تبدیل انانتیومری  ٧/٢

شدن و تاثیر زیادی همچنین با توجه به تولید آب در فرآیند استری
توانند ایفا کنند، تاثیر های آب در خواص آنزیم میکه مولکول
های آب تولیدشده از محیط واکنش نیز مورد ارزیابی حذف مولکول

ام واکنش استریفیکاسیون قرار گرفت. برای این منظور در حین انج
عنوان جاذب آب استفاده توسط الکل پروپانول از مولکولارسیو به

آمده نشان از تاثیر منفی حذف آب بر دستشد. نتایج به
طوری که در بهترین حالت، پذیری آنزیم بود. بهپارامترهای گزینش

گرم بیوکاتالیست و در دمای محیط میزان پارامتر میلی٥٠در حضور 
E  و پس از  ٣/١ساعت از ابتدای واکنش ٤پس از گذشت
  ساعت از ابتدای واکنش یک به دست آمد.٢٤
بوپروفن يمشتقات مختلف ا انانتيوگزينک يج حاصل از تفکينتا
  Silica‐octylروی بستر  شدهتيتثب RML ميله آنزيوسبه

های مربوط به آزمایش قبل، بررسی روی مشتق با توجه به یافته
شده در استریفیکاسیون ایبوپروفن در حضور دو الکل دیگر تثبیت

پروپانول و متانول صورت پذیرفت. مطابق انتظار انانتیومر ترجیحی 
برای استریفیکاسیون توسط این مشتق نیز در همه شرایط 

بود. نتایج حاصل از سنتز آنزیمی دو استر  Sانانتیومر 
شده روی بستر متانوات و پروپانوات توسط آنزیم تثبیتایبوپروفن

Silica‐octyl  ذکر شده است. ٤در جدول  
شده دهد در هر دو الکل استفادهگونه که جدول بالا نشان میهمان

تفاوت اندکی با هم دارند که این رفتار با تغییر مقدار  Eمقادیر 

کند. با این حال در شرایط شده نیز تغییری پیدا نمیآنزیم استفاده
ایبوپروفن پروپانوات  - Sیج از سنتز استر دمای محیط بهترین نتا

گرم بیوکاتالیست حاصل شده است که مقدار میلی٧٠با مقدار 
است و  %٧٥و میزان تبدیل برابر با  ٥/٣برابر با  (E)انانتیوگزینی 

 C٤٥°دهد. با افزایش دما به را نشان می %٧٧فزونی انانتیومری 
ساعت از ٨ل پس از برای سنتز استر متانو ٩/٣بیشترین مقدار با 

گرم بیوکاتالیست بوده است. میلی٥٠ابتدای واکنش با مقدار 
شده روی بستر دهد که آنزیم تثبیتارزیابی کلی نشان می

دارشده با اکتیل اگرچه دارای سرعت تبدیل بالاتری سیلیکای عامل
پذیری کمتری در مقایسه با آنزیم است اما خواص گزینش

که در آن تثبیت  Silica‐octyl‐epoxyشده روی بستر تثبیت
  دهد.همزمان کوالانسی و هیدروفوب صورت گرفته است، نشان می

بوپروفن يمشتقات مختلف ا انانتيوگزينک يج حاصل از تفکينتا
  SBA‐octylروی بستر  شدهتيتثب RML ميله آنزيوسبه

شده نیز ممکن بود بر با توجه به این که مورفولوژی بستر استفاده
پذیری آنزیم اثرگذار باشد، مشتق حاصل از تثبیت گزینش خواص

نیز در استریفیکاسیون  SBA‐octylهیدروفوب آنزیم روی بستر 
  ایبوپروفن مورد بررسی قرار گرفت. مخلوط راسمیک

 ٣٠، ٢٠، ١٠و با مقادیر  C٤°و  C٤٥°این بررسی در دماهای محیط 
ین نتایج از شده صورت گرفت. بهترگرم آنزیم تثبیتمیلی٥٠و 

به آنها اشاره  ٥پروپانوات بود که در جدول ایبوپروفن -Sسنتز استر 
آمده، با گذشت زمان میزان دستشده است. با توجه به نتایج به

تغییر محسوسی نکرده است. همچنین بهترین  (E)انانتیوگزینی 
گرم بیوکاتالیست است که میلی٢٠مربوط به  C٤°نتیجه در دمای 

دارد. در این شرایط مقدار فزونی  ٧/٢تیوگزینی برابر با مقدار انان
بوده است. همچنین بار دیگر  %٤١انانتیومری محصول برابر با 

شده پذیری آنزیم استفادهتاثیر منفی کاهش دما بر خواص گزینش
  ثابت شد.
یافتن دما به دمای محیط، رشد قابل توجهی در میزان با افزایش

شود. در این شرایط بهترین میزان پارامتر انانتیوگزینی مشاهده می
E  گرم بیوکاتالیست پس از گذشت زمان میلی۲۰مربوط به
فزونی انانتیومری را  %۵۱است که  ۱/۴ساعت است که برابر با ۲۴

به همراه داشته است. کاهش و افزایش مقدار آنزیم بر سرعت 
یر خود واکنش اثر گذاشته و میزان انانتیوگزینی آنزیم را تحت تاث

گرم، میلی۲۰طوری که در مقادیر کمتر و بیشتر از دهد. بهقرار می
کاهش پیدا کرده است. برای بررسی اثر دمای بالاتر بر  Eمقدار 
 C۴۵°پذیری این مشتق، واکنش استریفیکاسیون در دمای گزینش

با مقادیر متفاوتی از بیوکاتالیست انجام شد. اگرچه سرعت 
نحو چشمگیری افزایش پیدا کرده است و واکنش در این دما به

برای این مشتق نیز اثرات منفی دمای بالا را نشان  Eلیکن مقادیر 
آمده، تاثیر منفی دما در خواص دستدهد. مشابه نتایج بهمی

های قبلی گزارش شده کاتالیزوری دیگر مشتقات نیز در بخش
  است.
بوپروفن يمشتقات مختلف ا انانتيوگزينک يج حاصل از تفکينتا
	روی بستر شدهتيتثب RML ميله آنزيوسبه SBA‐octyl‐

epoxy   
 -شده روی بستر حاوی دو گروه عاملی هیدروفوبآنزیم تثبیت

کووالانسی نتایج مطلوبی از نظر میزان فعالیت، کاهش رهایش 
های آلی از خود آنزیم، پایداری حرارتی و پایداری در برابر حلال

پذیری احتمالی قایافته در کنار گزینشنشان داد. این خواص ارت
آمده را از جهات دستتواند بیوکاتالیست بهآمده، میدستمشتق به

های کاربردی فراوان تبدیل مختلف به بیوکاتالیستی با قابلیت
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ها، خواص نماید. از این رو همانند دیگر بیوکاتالیست
پذیری این مشتق نیز در استریفیکاسیون مخلوط گزینش
ایبوپروفن در حضور دو الکل پروپانول و متانول مورد میکراس

  ارزیابی قرار گرفت.
ابتدا این مشتق در استریفیکاسیون بروفن در حضور متانول و در 

و  ٣٠با مقادیر  C٤٥°و  C٤°حلال ایزواکتان در دماهای محیط 
گرم بیوکاتالیست مورد بررسی قرار گرفت. در همه دماها میلی٥٠

 Eبا سرعت بالایی انجام شد و بیشترین مقدار پارامتر میزان تبدیل 
گرم بیوکاتالیست در دمای محیط است که برابر میلی٥٠مربوط به 

برای ماده اولیه را ایجاد  %٨٨بوده و فزونی انانتیومری  ٥/٥با 
مشابه هم  Eآمده برای دستکرده است. در بقیه شرایط مقادیر به

رای استریفیکاسیون آنزیمی اند. الکل پروپانول نیز ببوده
های قبلی مورد آمده از آزمایشدستدر شرایط بهینه بهایبوپروفن

   .گزارش شده است ٦استفاده قرار گرفت که نتایج آن در جدول 
شود نتایج حاصل از سنتز استر پروپانول طور که مشاهده میهمان

شرایط  تر از استر متانول بوده است. در ایندر دمای محیط مطلوب
است که  ١/١٠برابر با  Eگرم آنزیم میزان پارامتر میلی٥٠برای مقدار 
دهد با افزایش مقدار بیوکاتالیست شرایط انانتیوگزینی نشان می
تر شده است. مقدار فزونی انانتیومری ماده اولیه نیز در مطلوب

 C٤٥°به دست آمده است. این واکنش در دمای  %٩٩این حالت 
آمده حاکی از اثر دستقرار گرفت که نتایج به هم مورد بررسی

  شده بود.منفی دما بر انانتیوگزینی مشتق استفاده
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  E  درصد تبدیل  (%) محصولفزونی انانتیومری   (%) فزونی انانتیومری ماده اولیه  گرم)(میلی بیوکاتالیست  دمای واکنش  نوع الکل
  C۴  ۱۰  ۲  ۳۵  ۶  ۱/۲°  پروپانول
  C۴  ۲۰  ۱۳  ۴۱  ۲۴  ۷/۲°  پروپانول
  C۴  ۳۰  ۱۸  ۳۱  ۳۷  ۲/۲°  پروپانول
  C۴  ۵۰  ۲۱  ۱۰  ۷  ۵/۱°  پروپانول
  ۵/۳  ۲۶  ۵۰  ۱۷  ۱۰  دمای محیط  پروپانول
  ۱/۴  ۵۵  ۴۲  ۵۳  ۲۰  دمای محیط  پروپانول
  ۳/۳  ۷۶  ۱۷  ۵۵  ۳۰  دمای محیط  پروپانول
  ۱/۲  ۸۸  ۹  ۷۰  ۵۰  دمای محیط  پروپانول
  C۴۵  ۱۰  ۲۵  ۴۲  ۳۱  ۲/۲°  پروپانول
  C۴۵  ۲۰  ۱۸  ۳۷  ۳۳  ۶/۲°  پروپانول
  C۴۵  ۳۰  ۲۶  ۳۸  ۴۱  ۹/۲°  پروپانول
  C۴۵  ۵۰  ۳۶  ۳۵  ۵۰  ۹/۲°  پروپانول

  

  ایزواکتاندر حلال  SBA‐octyl‐epoxyشده روی بستر تثبیت RMLوسیله آنزیم بهمتانول نتایج سنتز استر  )۶جدول 
  E  دیلدرصد تب  (%)محصول فزونی انانتیومری   (%) فزونی انانتیومری ماده اولیه گرم)(میلی بیوکاتالیست  دمای واکنش  نوع الکل
  ۵/۸  ۷۹  ۲۵  ۹۹  ۳۰  دمای محیط  پروپانول
  ۱/۱۰  ۷۴  ۳۵  ۹۹  ۵۰  دمای محیط  پروپانول
  C۴۵  ۳۰  ۳۴  ۱۴  ۷۱  ۸/۱°  پروپانول
  C۴۵  ۵۰  ۵۰  ۱۱  ۸۳  ۸/۱°  پروپانول
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سنتز انانتيوگزين استر شده در تياز مشتقات تثبچندباره استفاده 
  پروپانول

های های آنزیمی در مقیاس صنعتی هزینهنگرانی اصلی از واکنش
قیمت کل یک فرآیند  بیشتر از ست که معمولاً ا هابالای آنزیم

. تولید یک بیوکاتالیست ناهمگن از طریق تثبیت آنزیم بر است
دهد تا از آنزیم که اجازه میاست ترین استراتژی بستر جامد جذاب

مکرر استفاده کرده و در نتیجه موجب کاهش هزینه  طورهب
شوند. می زها کاتالیتولیدات صنعتی خواهد شد که توسط آنزیم

شد یکی از مزایای اقتصادی تثبیت آنزیم اشاره  طور کهنهما
های شده در واکنشکاربردن چندین باره مشتقات تثبیتهتوانایی ب

منظور بررسی قابلیت استفاده مجدد مشتقات به .استشیمیایی 
و از آنجایی که بهترین نتایج انانتیوگزینی از استر  آمدهدستهب

سنتز انانتیوگزین ر واکنش آنها د از پروپانول به دست آمده بود،
پس از هر چرخه که  .برای پنج چرخه استفاده شد استر پروپانول

 شدهبیوکاتالیست استفادهساعت به طول انجامید، ٢٤مدت هب
 اً مجدد ایزواکتانشو با وو پس از شست سانتریفیوژ جدا شدتوسط 

برای یک واکنش جدید تحت همان شرایط مورد استفاده قرار 
و شد نظر گرفته  در %١٠٠چرخه اول واکنش  Eامتر پار گرفت. 
های پس از آن بر همین اساس در واکنش بیوکاتالیستفعالیت 

مشتقات بعد از  ،دهدنشان می ١نمودار طور که محاسبه شد. همان
فعالیت خود را حفظ  %١٠٠-٦٥پنج سیکل واکنش در حدود 

کتیل و نتایج نشان داد مشتقات حاوی هر دو عامل ا اند.کرده
طور موثرتری موجب بهبود بیوکاتالیست و حفظ فعالیت بهاپوکسی 

از مشتقات حاصل از یک گروه  آمدهدستآنزیم در مقایسه با نتایج به
 سنتزی استراز واکنش ترین نتیجه عاملی اکتیل شده است. مناسب

پنج آنزیم پس از  فعالیت %١٠٠حفظ با  SBA‐octyl‐epoxy توسط
  ).١(نمودار  مشاهده شدسیکل 

  

  
شده بر فعالیت بیوکاتالیست در اثر استفاده چندباره مشتقات تثبیت )۱نمودار 

  سنتز انانتیوگزین استر پروپانول ایبوپروفنواکنش 

  
 مشتقات توانایی عدم به توانمی حاضر مطالعه هایمحدودیت از

 که کرد اشاره انانتیوگزین صورتبه استرها هیدرولیز در شدهتثبیت

 به بیشتر هایهزینه تحمیل و واکنش مراحل افزایش موجب ودخ
 از که شودمی پیشنهاد مشکل این بر غلبه برای. شودمی آن

 استفاده سیلیکاتی مواد روی آنزیم تثبیت برای دیگری هایروش
  .شود

  
  گيرینتيجه

نشان داد  نتایج حاصل از تفکیک انانتیوگزین استرهای ایبوپروفن
شده های سنتز نتیوگزین استرها توسط بیوکاتالیستکه هیدرولیز انا

های مورد نظر بیوکاتالیست منجر به نتایج ضعیفی شده و عملاً 
رو سنتز  از این .یی مناسبی در این نوع واکنش نداشتندکارآ

های مختلف و در شرایط گوناگون مورد استرها با استفاده از الکل
داد که این روش می آمده نشاندست. نتایج بهبررسی قرار گرفت

تر از روش قبلی بوده و منجر به تفکیک مناسب و کارآمدبسیار 
بهترین پارامتر  .شودانانتیوگزین انانتیومرهای ایبوپروفن می

ی بود که در آنها از پروپانول هایانانتیوگزینی هم متعلق به واکنش
وکاتالیستی که از همچنین مشتق بی شد.عنوان الکل استفاده به
اگرچه دارای سرعت  شدروی بستر هیدروفوب حاصل یت آنزیم تثب

بالا در واکنش استریفیکاسیون بود و لیکن در همه شرایط منجر به 
در این شرایط  شد.پایین  تفکیک انانتیومری نسبتاً 

های دارای دو گروه عاملی اکتیل و اپوکسی بهترین بیوکاتالیست
رهای ایبوپروفن نشان عملکرد را در تفکیک انانتیوگزین انانتیوم

منجر به انانتیوگزینی بالاتری نسبت به دیگر  داده و عمدتاً 
گرفتن پارامتر انانتیوگزینی، با درنظر همچنین  .مشتقات شدند

تر از سایر دماها بود که خود انجام واکنش در دمای محیط مناسب
 .صرفه استبهدی و مصرف انرژی نیز بسیار مقروناز نظر اقتصا
عنوان ها نیز بهصل از مصرف چندباره بیوکاتالیستنتایج حا
ورد بررسی قرار گرفت گذار ارزش اقتصادی واکنش مای تاثیر مولفه

آمده دستی از قابلیت بالای مشتقات بهآمده حاکدستکه نتایج به
  .در استفاده مجدد در این واکنش بود

  
 ايتحم صندوق مالی حمايت از مقاله نويسندگانتشکر و قدردانی: 

 .نمايندمی تشکر و قدردانی کشور پژوهشگران از
  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.اخلاقی: تاییدیه

 تعارض گونههیچ که دارنداعلام می نویسندگانتعارض منافع: 
 ندارد. وجود منافعی

مهدی محمدی (نویسنده اول)، پژوهشگر اصلی  سهم نویسندگان:
شناس/پژوهشگر ده دوم)، روش)؛ علی رمضانی (نویسن%٤٠(

)؛ مريم گرمرودی (نویسنده سوم)، %٣٥ده بحث (ناصلی/نویس
)؛ مریم یوسفی (نویسنده چهارم)، پژوهشگر %١١پژوهشگر کمکی (

)؛ %٢نویسنده پنجم)، نگارنده مقدمه (()، امیر یزدی %١٠کمکی (
  )%٢کسری اصفهانی (نویسنده ششم)، نگارنده مقدمه (

صندوق حمايت از  ه حاضر تحت حمایت مالیمطالعمنابع مالی: 
  پژوهشگران کشور بوده است.
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