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بازيافت و چرخة آنزيم در واكنش هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي طبيعي
افسانه راز1، كاميار موقر نژاد *،1
1- دانشگاه صنعتی نوشيروانی بابل، دانشکده مهندسی شيمی
تاريخ دريافت: 21/2/ 86
تاريخ پذيرش: 3/11/87
چكيده

در اين مطالعه يك راه عملي ساده براي بازيافت آنزيم‌هاي آزاد در محيط هيدروليز مواد سلولزي طبيعي معرفي و بررسي شده است. آزمايش‌‌هاي انجام شده روي سبوس برنج نشان مي‌دهد كه مي‌توان  با افزودن ماده اوليه تازه  مقداري از آنزيم‌هاي آزاد موجود در محيط واكنش را دوباره فعال ساخت. همچنين براي مقايسة نتايج تجربي با تئوري واكنش، از مدل قطعة كوچك شونده استفاده شده كه همخواني خوبي ميان نتايج تجربي و پيشبيني‌هاي نظري وجود داشته است. 
واژه‌هاي كليدي: بازيافت آنزيم، هيدروليز آنزيمي، سلولاز، سلولز
1- مقدمه
1
يكي از راه‌هاي تبديل سلولز به گلوكز هيدروليز آنزيمي آن مي‌باشد. براي كسب درصد تبديل‌هاي بالا به مقدار آنزيم بالاتري نياز است كه اين موضوع افزايش هزينه‌هاي توليد را به همراه دارد. بنابراين فرآوري، استخراج و استفاده بهينه از آنزيم عوامل تعيين كنندة اين فرآيند است و از آنجايي كه مواد اوليه اين واكنش بي‌ارزش و كم هزينه هستند، استفادة بهتر از آنزيم به اقتصاد فرآيند كمك شاياني خواهد كرد. 

محققان بسياري مي‌كوشند تا با ارائه روش‌ها و طراحي‌هاي كارآمدتر و پيچيده‌تر از هزينه‌هاي جاري و ثابت فرآيند تجزية آنزيمي بكاهند و آن را اقتصادي سازند. از آنجايي كه در اين فرآيند هميشه مقداري آنزيم در محيط عمل بلااستفاده باقي مي‌ماند، روش‌هاي بازيافت و استفادة مجدد از اين آنزيم باقيمانده توسط بسياري از محققين مورد بررسي قرار گرفته است.

در اين بررسي ضمن معرفي يك روش عملي ساده و كارآمد براي بازيابي آنزيم سلولزي آزاد در محيط واكنش يا انجام يك سري آزمايش به بررسي و تعيين ميزان بازيابي آنزيم از درون محتويات واكنش پرداخته شده است. طراحي عملي يك فرآيند هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي طبيعي  كه شامل چرخه دوباره و بازيافت مواد نيز باشد، نيازمند وجود مدل رياضي كارآمدي است كه توانايي پيش‌بيني ميزان پيشرفت اين فرآيند بسيار پيچيده را داشته باشد. مدل‌هاي رياضي معدودي تاكنون توانايي پيش‌بيني و توصيف اين فرآيند پيچيده را داشته‌اند. در اين تحقيق مدل قطعه كوچك‌شونده كه پيش از اين با موفقيت در مورد هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي خالص و طبيعي به كار رفت. 

2- مدل مبتني بر نظريه قطعة كوچك شونده براي هيدروليز آنزيمي سلولز طبيعي نامحلول 
تجزية آنزيمي سلولز فرآيندي بسيار پيچيده است و عوامل زيادي در آن دخيل هستند. به طور خلاصه سينتيك‌هاي هيدروليز آنزيمي سلولز نامحلول به عوامل زيادي چون اشكال ساختاري سلولز و اثر مواد غير سلولزي همانند همي سلولز و ليگنين، طبيعت و نوع سيستم آنزيم به كار رفته، طرز برخورد و تماس ميان آنزيم سلولاز و سلولز، انتقال جرم، جذب و دفع آنزيم، سطح واكنش، اثر ممانعت محصولات و حتي اندازه ذرات سلولزي بستگي دارد كه مي‌بايست در مدل هاي سينتيكي مورد توجه قرار بگيرند و تا حد امكان نتايج تجربي با مدلهاي حاصل مطابقت كند. نخستين مدل‌هاي ارائه شده براي شبيه سازي اين فرآيند هيچ گونه پايه نظري در بر نداشته و تنها نوعي معادله رياضي بودند كه براساس مشاهدات ظاهري از سرعت تجزيه سلولز برپا گشتند. در سال‌هاي اخير مدل‌هاي رياضي بسيار پيشرفته‌تري براي پيش‌بيني هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي مطرح شده است اما شمار اندكي از آنها قابل كاربرد براي مواد سلولزي طبيعي و ناخالص بوده‌اند. از آنجا كه فرآيند چرخه دوباره و بازيافت آنزيم داراي محدوديت‌هاي بيشتري همانند ممانعت مواد توليدي نيرومند اوليه مي‌باشند، مدل‌هاي رياضي اندكي قابليت پيش‌بيني و مشابه‌سازي آن را دارند. 

يك گروه پژوهشي [1-2] با ارائه مدل قطعه كوچك‌ شونده كه قابل استفاده در مورد سلولز طبيعي و ناخالص نيز هست، نتايج شايان توجهي را بدست آورد. اين مدل بر فرضيات اوليه زير استوار مي‌باشد: 

1.  جذب سريع قسمتي از آنزيم‌هاي موجود در محلول توسط سلولز و صورت نگرفتن هيچ گونه واكنش قابل ملاحظه‌اي در جريان اين جذب[3]

2. اشغال شدن بعضي از مكان‌هاي موجود بر سطح ذرات توسط مواد غير سلولزي.
3. تعداد مكان هاي موجود بر سطح ذرات سلولزي قابل جذب توسط آنزيم‌هاي سلولازي متناسب با سطح خارجي ذرات سلولزي است [4]

4. انتقال آنزيم‌ها از توده سيال به سطح خارجي سلولز در مقايسه با واكنش شيميايي سريع است. 

5. كاهش فعاليت آنزيمي بر اثر ممانعت مواد توليدي در جريان واكنش.

6. توزيع تصادفي قسمتهاي سلولزي و غير سلولزي  بر روي ذرات.

7. كوچك شدن جرم سلولزي درون ذرات در طول فرآيند واكنش و بدون تغيير باقي ماندن مواد غير سلولزي.

قابل ذكر است كه به دليل كند بودن مرحله هيدروليز كليه مقاومت‎هاي انتقال جرمي ناچيز فرض شده‎همچنين در صورتي كه سرعت همزن بيش از  200 دور در دقيقه باشد، قابل صرف‌نظر كردن مي‎باشند]5-6[. سينتيك هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي طبيعي بايد در دو مرحله مورد مطالعه قرار گيرد؛ در مرحلة ابتدايي واكنش، آنزيم‌ها به سرعت بر روي مكان‌هاي خالي (اشغال نشده) موجود بر سطح خارجي مؤثر ذرات جذب مي‌شوند. قطعة واكنش‌گر كوچك مي‌شود و در نتيجه تعداد مكانهاي اشغال نشده كاهش مي‌يابد. اين موضوع تا زماني ادامه دارد كه هيچ مكان خالي ديگري موجود نباشد و همة قطعة واكنشگر توسط كمپلكسهاي فعال و كمپلكس سلولزـ آنزيم محصول پوشيده مي‌شود. در مرحلة دوم واكنش، به علت كوچك شدن قطعة واكنشگر، بعضي از آنزيم‌هاي جذب شده بر روي مادة اوليه، آزاد شده و به محيط واكنش بر مي‌گردند و نهايتا بدونً آنكه قطعة واكنشگر بطور كامل هيدروليز شده باشد، واكنش پايان مي‌يابد. شكل 1 اين پديده را نشان مي‌دهد:
[image: image1.png]Start of the Reaction  End of Stage | End of Reaction
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رنگ سفيد: قطعة واكنشگر،
رنگ تيره: جرم واكنش نشدة غير سلولزي

A: كمپلكس فعال، O: مكانهاي خالي،
B: مناطق مسدود شده، P: كمپلكس محصول

شكل 1- نمايش تصويري مدل قطعة كوچك شونده [2]

قسمت (a)، شروع واكنش يعني زماني كه هيچ كمپلكسي موجود نمي‌باشد و سطح ذرة سلولزي با مكانهاي خالي و فعال پوشيده شده است، را نشان مي‌دهد. در قسمت (b)، پايان مرحلة اول واكنش ديده مي‌شود. تا اين موقع سطح خارجي مؤثر بطور كامل توسط آنزيمهاي فعال يا مواد غير سلولزي پر شده است و مكان خالي ديگري موجود نمي‌باشد و در قسمت (c)، پايان واكنش يعني زمانيكه تمام سطح خارجي توسط كمپلكسهاي سلولز ـ آنزيم ـ محصول يا مواد غير سلولزي پر شده است، مشاهده مي‌شود.

كل سطح خارجي مؤثر ذرات:
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كه در آن :
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= غلظت ذرات سلولزي در محلول،
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= نسبت سطح مؤثر خارجي به حجم قطعة واكنشگر و


[image: image6.wmf]S

r

= دانسيتة قطعة واكنش‌گر مي‌باشد.
تعداد كل مكانهاي فعال بر روي سطح خارجي قطعة كوچك شونده برابر است با:

(2)
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كه 
[image: image8.wmf]a

q

= نسبت كمپلكس‌هاي فعال به تعداد كل مكانهاي موجود و
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 ثابت تناسب مي‌باشد.

فرض مي‌شود كه سرعت هيدروليز آنزيمي مواد سلولزي متناسب با تعداد كمپلكس‌هاي فعال تشكيل شده بر روي سطح خارجي قطعة واكنشگر باشد، لذا:
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كه 
[image: image11.wmf]a

K

= ثابت سرعت درجه اول و 
[image: image12.wmf]c

N

= جرم مواد سلولزي مي‌باشد.

ميزان نسبي سلولز در قسمت واكنش نكرده برابر است با:

(4) 
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از تركيب دو معادلة قبل داريم:

(5)
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كه 
[image: image15.wmf]g

 جزء مواد غير سلولزي در ذرات طبيعي واكنش نكرده مي‌باشد كه مقدار
[image: image16.wmf]g

 به طبيعت مواد سلولزي بستگي دارد.

تعداد مكانهاي فعال موجود بر سطح خارجي قطعة كوچك شونده مؤثر كه اشغال يا توسط مواد غير سلولزي مسدود شده‌اند، برابر است با:
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كه 
[image: image18.wmf]b

q

= كسر مكان‌هاي فعال بر سطح خارجي قطعة كوچك شوندة مؤثر است كه در برابر حملة آنزيم اضافي مسدود شده است. اگر فرض كنيم كه سرعت توليد اين آنزيم‌هاي مسدود شده با ميزان كمپلكس‌هاي فعال آنزيم- سلولز متناسب باشد، خواهيم داشت:
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با حل همزمان معادلات ديفرانسيل بدست آمده و ارائه مكانيزمي براي ممانعت مواد اوليه معادلات نهايي سرعت پيشرفت واكنش هيدروليز آنزيمي بدست مي‌آيد كه در اينجا شرح داده‌ شده‌اند. براي مرحله اول داريم:
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كه 
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 ثابت تعادل ممانعت مواد توليدي است.

براي مرحله دوم خواهيم داشت: 
 (9) 
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كه در آن
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 مي‌باشد. بنابراين:
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مقادير
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 و 
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 بسته به شرايط مسئله فرق خواهد كرد. در صورتي كه 
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 باشد، بنابراين: 
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3- بازيابي و چرخه دوبارة آنزيم در فرآيند هيدروليز آنزيمي سلولز

آنزيم‌هاي سلولازي به سرعت به وسيلة ذرات سلولزي جذب مي‌شوند و سپس تا مدت زمان طولاني هيچگونه جذب يا دفع ديگري صورت نمي‌گيرد. تنها آنزيم‌هايي كه در مرحلة نخست جذب مي‌شوند در هيدروليز آنزيمي نقش دارند و سپس در مراحل پاياني فرآيند اين آنزيم‌ها به ميزان محدودي دوباره از روي ذرات سلولزي جدا شده و به محيط عمل باز مي‌گردند. البته هميشه مقداري از آنزيم به صورت جذب دائمي با سلولز باقي مي‌ماند و دستيابي به فعاليت آنزيمي اوليه ممكن نيست. اگر واكنش هيدروليز آنزيمي سلولز را تا مراحل پاياني ادامه دهيم، ممكن است آنزيم بيشتري از سلولز جدا گردد و به محيط عمل وارد شود، ليكن از آنجايي كه واكنش هيدروليز آنزيمي در مراحل پاياني بسيار كند مي‌شود، ادامة فرآيند تا آن مرحله ممكن است اقتصادي نباشد. 

ساده‌ترين راه براي بازيابي آنزيم‌هاي محلول در محيط واكنش، تماس آنها با مواد سلولزي تازه است. ليكن براي جذب آنزيم‌هاي جذب شده روي سلولز نمي‌توان منتظر شد كه واكنش به طور طبيعي كامل شود، زيرا اولاً اين مرحله بسيار كند است و ثانياً اغلب در مراحل پاياني، آنزيم غيرفعال توليد مي‌گردد و همچنين بر اثر ممانعت مواد توليدي، هيدروليز سلولز پبشرفت قابل ملاحظه‌اي نمي‌كند[7]. بنابراين بهتر است عمل هيدروليز را در مرحله‌اي متوقف كنيم كه هنوز مقدار زيادي آنزيم فعال جذب شده بر روي ذرات سلولزي وجود دارند. جذب دوبارة اين آنزيم‌هاي فعال از روي ذرات سلولزي نيمه هيدروليز شده مشكل تر از جذب آنزيمهاي آزاد است و محققان بسياري برروي روش‌هايي كه بتوان آسان‌تر وكامل‌تر اين آنزيم‌هاي جذب شدة فعال را مورد استفادة مجدد قرار داد، كار كرده‌اند. دفع آنزيم فعال از روي مواد سلولزي نيمه هيدروليز شده مرحلة اساسي تمامي اين روش‌ها است.

يكي ديگر از مشكلات و مسائل مهم در فرآيند تجزية آنزيمي سلولز كه حتما بايد در نظر گرفته شود، مسئلة ممانعت مواد توليدي و اثر منفي محصولات حاصل از واكنش بر روي سرعت پيشرفت كلي فرآيند است. ممانعت مواد توليدي كه محققان بسياري به آن اشاره كرده‌اند از جمله مواردي است كه در نظر نگرفتن آن ممكن است اثر نامطلوبي روي بهينه‌سازي پارامترهاي عملياتي داشته باشد. از آنجا كه ممانعت مواد توليدي سبب كند شدن هر چه بيشتر واكنش هيدروليز در مراحل پاياني مي‌شود، دنبال كردن واكنش هيدروليز تا حد نهايي تجزيه سلولز توجيه محكمي ندارد و عمل هيدروليز را بايد تا حدي كه توجيه اقتصادي داشته باشد و به كم شدن مقدار توليد و يا زياد شدن حجم راكتور نيانجامد، متوقف ساخت.

هزينة توليد و مصرف بالاي آنزيم‌هاي سلولازي سهم اصلي را در هزينة كلي هيدروليز مواد سلولزي طبيعي دارد. بنابراين اگر بتوان مصرف آنزيم در اين فرآيند را پايين آورد، از هزينة كل فرآيند به ميزان قابل ملاحظه‌اي كاسته مي‌شود. يكي از راه‌هاي كاستن از ميزان آنزيم مصرفي بازيابي و استفاده دوباره از آنزيمهاي هيدروليز كننده است. بيشترين تحقيق در اين زمينه به صورت بازيابي آنزيم و وارد ساختن آنزيم بازيابي شده به چرخة واكنش از طريق جذب دوبارة آنزيم بوسيلة مواد اوليه تازه سلولزي است [8] كه در اين تحقيق نيز مورد استفاده قرار گرفته است.

4- شرح آزمايش‌ها 

براي كلية آزمايش‌ها از سبوس برنج به عنوان ماده اوليه استفاده شد. استفاده از اين ماده به آن علت است كه سبوس برنج در مقادير زياد در دسترس بوده، همچنين با انجام آزمايش ثابت شده است كه اين ماده بازدة خوبي در توليد قندهاي محلول داشته است. آنزيمهاي مورد استفاده عبارت بودند از Celluclast CC/85-4  و Novozyme 188 DCN 003/87-11 مربوط به شركت NOVO دانمارك. فعاليت آنزيمي مقدار 17 واحد FPU بود.

نمونه‌هاي سلولز در طول شب كاملاً در دماي ºC90 خشك مي‌شدند. مقادير مشخصي سلولز را به نيم ليتر بافر استات با 5PH= و حاوي مقادير معيني آنزيم افزوده مي‌شد. دماي واكنش توسط حمام آب گرم داراي كنترل گرمايي در ºC50 ثابت مي‌ماند. محتويات ظرف واكنش با قراردادن همزن مكانيكي كه با سرعت 5(210 دور در دقيقه حركت مي‌كرد، كاملا معلق نگاه داشته مي‌شدند، در زمان‌هاي معين (هر يك ساعت) نمونه‌هايي به مقدار 3cm5 از ظرف واكنش برداشته مي‌شد و لوله‌هاي آزمايش محتوي نمونه‌ها در همان لحظه به مدت 15 دقيقه در ظرف اب‌جوش قرار مي‌گرفت تا از فعاليت آنزيمي باقيمانده در نمونه‌ها جلوگيري شود. سلولز را به وسيلة كاغذ صافي از محلول جدا و سپس محلولهاي حاصل را با آب مقطر رقيق كرده تا به حجم معيني برسند. ميزان كل قندهاي احياء شده در هر نمونه به وسيلة روش استاندارد دي‌نيتروساليسيليك اسيد (DNS) اندازه‌گيري مي‌شد [9]. در اين روش، پس از يك دورة 8 ساعته محتويات مخلوط هيدروليز را توسط صافي جدا كرده و جامد آن راجدا كرده و در محلول باقيمانده مقدار معيني از سلولز ريخته و مجددا مدت زمان 8 ساعت در تحت شرايط كه در بالا ذكر شد ، بدان حرارت داده شد. پس از پايان 8 ساعت دوم مجددا مخلوط را صاف كرديم ودر محلول باقيمانده، سلولز تازه ريختيم و دوباره 8 ساعت زمان داده شد، يعني يك دورة 24 ساعته با 3 مرحلة 8 ساعته. ليكن در مرحله سوم فعاليت آنزيمي قابل ملاحظه‎اي مشاهده نشد. نحوه كلي انجام آزمايش‎ها در شكل 2 نشان داده شده ‎است. پس از يك دور هيدروليز به مدت 8 ساعت، مواد اوليه نيمه‌هيدروليز‌ شده، جدا شده و سبوس تازه براي جذب آنزيم‌هاي آزاد اضافه مي‌گردد. سپس عمل هيدروليز به مدت 8 ساعت ديگر ادامه مي‌يابد.
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شكل 2- نحوه كلي روش بازيافت آنزيم و انجام آزمايش‎ها

5- نتايج
پس از انجام آزمايش‌ها، براي تعيين ميزان دقت و كارآيي عمل، نتايج تجربي را با مقادير تئوري حاصل از مدل مبتني بر قطعة كوچك شونده مقايسه مي‌كنيم. اين نتايج براي دو چرخه اول و دوم در شكل‌هاي 3 و 4 در دو غلظت ماده اوليه (سبوس برنج) متفاوت 40 و 60 گرم در ليتر و نسبت‌هاي آنزيمي مختلف نشان داده ‌شده‌اند كه در تمامي آنها ميزان خطاي ميانگين نسبي ميان داده‌هاي آزمايشي كمتر از 5 درصد بوده است. 

همچنين انجام اين آزمايش‌ها نشان داد كه چرخه دوباره و جذب آنزيم‌هاي آزاد موجود در محلول توسط مواد سلولزي تازه اثر قابل ملاحظه‌اي در پيشرفت هيدروليز آنزيمي داشته است.

6- نتيجه گيري 
از روي اين آزمايش‌ها و همخواني خوبي كه ميان مدل نظري و نتايج آزمايشي بدست آمده ‌است، مي‌توان نتايج كلي زير را مطرح نمود:  

1- مدل قطعه‌كوچك ‌شونده توانايي شبيه‌سازي و توصيف رياضي فرآيند چرخه دوباره مواد سلولزي را دارا مي‌باشد.

2- چرخه دوباره آنزيم بوسيله مواد سلولزي تازه به روشي كه در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت، تا چرخه دوم به خوبي جواب مي‌دهد ولي پس از آن مزيت قابل توجه‌اي ندارد.
3- انجام عمل بازيابي مجدد فعاليت آنزيمي آزاد موجود در محيط واكنش از لحاظ عملي ممكن بوده و طراحي واحدهاي عملي در مقياس صنعتي يا نيمه صنعتي با اين روش ممكن مي‌باشد.
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شكل 3– نتايج تجربي و پيشبيني هاي مدل قطعه كوچك‎شونده براي غلظت 40 گرم در ليتر سبوس برنج (اعداد روي منحني‎ها نشان‎دهنده ميزان آنزيم مصرفي اوليه مي‎باشند)
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 شكل 4 – نتايج تجربي و پيشبيني هاي مدل قطعه كوچك‎شونده براي غلظت 60 گرم در ليتر سبوس برنج (اعداد روي منحني‎ها نشان‎دهنده ميزان آنزيم مصرفي اوليه مي‎باشند)
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