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  به تقدیم
 

 عزیزم مادر و پدر

  .است گرفته شکل هاآن دریغبی زحمات و هامرارت سایه در دارم آنچه که
  

  و خواهران مهربانم 
  .است مشکلات با مواجهه در گاهم و تکیه من دلگرمی مایه انوجودش که

  
  

  و تقدیم به
  

  اندیشنداي که نیک میهاي آزادهتمام انسان
  اندو عقل و منطق را پیشه خود نموده

  .جامعه، هدفی ندارندو جز رضاي الهی و پیشرفت و سعادت 
  



    پ

 

  
  

هاي او ندادند و کوشندگان، حق او را سپاس خداي را که سخنوران در ستودن او بمانند و شمارندگان، شمردن نعمت
  .گزاردن نتوانند، وسلام و درود بر محمد و خاندان پاك او

  
  :سپاس از و با

استاد گراقدر و شایسته، جناب آقاي دکتر خیاطی که در کمان سعه صدر، با حسن خلق و فروتنی، از هیچ کمکی در 
  این عرصه بر من دریغ ننمودند و زحمت راهنمایی این رساله را بر عهده گرفتند؛

رساله را در حالی متقبل شدند استاد فرهیخته و فرزانه، جناب آقاي دکتر انصاري خلخالی، که زحمت مشاوره این 
  رسید؛ن پروژه به نتیجه مطلوب نمیکه بدون مساعدت ایشان، ای

پدر و مادر عزیزم این دو معلم بزرگوار که همواره بر کوتاهی و درشتی من، قلم عفو کشیده و کریمانه از کنار 
  اند؛راي من بودهبهاي زندگی یار و یاوري بی چشم داشت اند و در تمام عرصههایم گذشتهغفلت

داروري این رساله را  تو جناب آقاي دکتر عباسی که  زحم  اساتید فرزانه و دلسوز، جناب آقاي دکتر داغبندان
  .متقبل شدند

  
 و هااهنماییاز ر پروژه مدت طولدر  کهو جناب آقاي مهندس زمانی  زادهاز سرکار خانم مهندس علی همچنین

  .ممیکن سپاسگذاري نیز شدم مندبهره ایشان هايکمک
  

با تشکر خالصانه خدمت همه معلمان و استادان محترم، بویژه اساتید محترم گروه مهندسی شیمی دانشگاه گیلان که در 
اند و پیوسته جرعه نوش جام تعلیم و تربیت طول دوران تحصیل جهت آموزش و ارتقاي علمی اینجانب زحمت کشیده

  .امها بودهفضیلت و انسانیت آن
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  چکیده  ز

 

  

  

  چکیده

  گالاکتوزیداز در کشت غوطه ورارائه مدل ریاضی مناسب براي سینتیک تولید آنزیم بتا 

  فرسیده الهه موسوي

 
کاربرد در سه حوزه سلامتی، صنایع غذایی و محیط زیست است، لذا مدلسازي پرهاي ترین آنزیمگالاکتوزیداز یکی از مهم-آنزیم بتا

هدف از این تحقیق مدلسازي و . باشدتواند در بهینه سازي فرآیند تولید صنعتی آن نقش بسزایی داشته سینتیک تولید این آنزیم می
به همین . باشدهاي ریاضی مناسب میور به کمک مدلگالاکتوزیداز در کشت غوطه-تعیین پارامترهاي سینتیکی فرآیند تولید آنزیم بتا

متفاوت قند لاکتوز  در چهار غلظت اولیه Bacillus licheniformis ور باکتريگالاکتوزیداز در کشت غوطه- تخمیر بسته آنزیم بتا منظور
نتایج نشان داد که در بالاترین . ، به عنوان سوبستراي القاء کننده براي تولید این آنزیم صورت گرفت)گرم بر لیتر 20- 50در محدوده (

 U/ml( ، از رشد بوسیله غلظت بالاي سوبسترا ممانعت به عمل آمد، بطوریکه میزان فعالیت آنزیم)گرم بر لیتر 50(غلظت اولیه لاکتوز 
پس از دستیابی به نتایج . هاي اولیه لاکتوز، کمتر بوددر این غلظت نسبت به سایر غلظت )گرم بر لیتر 6/12(و تولید توده زیستی ) 46/6

با در نظر گرفتن اثر بازدارندگی . هاي میکروبی معرفی شدندهاي غیر ساختاري مختلفی براي توصیف سینتیک سیستمآزمایشگاهی مدل
پیرت و -از رشد سه مدل موزر، لجستیک و هالدن جهت بیان سرعت رشد ویژه باکتري و معادلات دیفرانسیل مالتوس، لودکینگ سوبسترا

مقادیر عددي پارامترهاي  .معادله مصرف سوبسترا به ترتیب براي بیان سرعت رشد باکتري، تولید آنزیم و مصرف سوبسترا استفاده شدند
با مجموعه معادلات دیفرانسیل سرعت رشد، مصرف  موزر، لجستیک و یا هالدنهاي مدلم زمان یکی از سینتیکی این معادلات از حل ه

در پایان صحت استفاده از هر یک از سه مجموعه معادلات فوق، با اندازه . تخمین زده شد MATLABسوبسترا و تولید آنزیم در نرم افزار 
، غلظت سوبسترا و فعالیت آنزیمی بررسی توده زیستیایج به دست آمده براي غلظت هاي آزمایشگاهی و نترگرسیون خطی بین دادهگیري 

ها تقریب خوبی از نتایج آزمایشگاهی براي توصیف براي ضریب همبستگی، نشان داد که این مدل 95/0محاسبه مقادیر بالاتر از . شد
  .دهندگالاکتوزیداز را می -سینتیک فرآیند تخمیر آنزیم بتا

  

  ورگالاکتوزیداز، تخمیر غوطه-مدلسازي، سینتیک، تولید بتا  :یديواژگان کل

  



  مقدمه  1

 

  

  

  مهمقد

هاي فرآیندهاي زیستی با استفاده از سلول. زیستی بخش مهمی از صنایع غذایی، شیمیایی و دارویی است فرآیند

ها محصولات جدیدي را تولید و در عین حال با مصرف ها مانند آنزیممیکروبی، حیوانی و گیاهی و ترکیبات وابسته به آن

ها براي تبدیل مواد زیستی به غذاهاي استفاده از میکروارگانیسم. شوندهاي مضر میضایعات صنایع باعث از بین رفتن پساب

اي از محصولات از فرآیندهاي زیستی به منظور تولید طیف گسترده صنایع گوناگون. تخمیري ریشه در دوران باستان دارد

هاي آلی ند الکل صنعتی وحلالهاي درمانی و واکسن، از مواد نسبتاً ارزانی مانها، پروتئینتجاري با ارزش مانند آنتی بیوتیک

هاي زنده صنعتی پرکاربرد مانند مخمرهاي نانوایی و آبجوسازي از محصولات تجاري حاصل از ها و سلولآنزیم. کننداستفاده می

درك عمیق مفهوم فرآوري زیستی نیازمند شناخت واقعی کاربرد بیولوژي و میکروبیولوژي در . ]1[فرآیندهاي زیستی هستند 

  ]. 2[ست از فرآیندها است این د

رود که گمان می. دهندهاي مورد مصرف در صنعت را تشکیل میها بخش مهمی از فرآوردهها و پروبیوتیکامروزه آنزیم

گالاکتوزیداز یکی از -بتا]. 3[هاي متداول امروزي گردند اي نه چندان دور، این ترکیبات جایگزین بسیاري از فرآوردهدر آینده

عوامل . اي برخوردار استآنزیم هاي صنعتی است که درصنایع مختلف بویژه صنعت غذا و دارو از جایگاه ویژهمهمترین 

به همین دلیل . کننداقتصادي همواره نقش اصلی را در تولید محصولات صنعتی از جمله محصولات با ارزش آنزیمی ایفا می

امروزه شبیه سازي بوسیله انواع نرم . س صنعتی بسیار با اهمیت استبررسی و تحلیل روند فرآیند تولید پیش از ورود به مقیا

  .افزارهاي مهندسی این مهم را ممکن ساخته است

ها بخصوص ها، ساختمان و کاربرد آناز جمله بررسی آنزیم مباحث تئوريدر فصل اول این پژوهش کلیاتی در مورد 

در فصل دوم مروري بر تحقیقات انجام شده در زمینه . هاي ریاضی مختلف بیان شده استگالاکتوزیداز و معرفی مدل-آنزیم بتا

درفصل . ها شرح داده شده استهاي آزمایشدرفصل سوم مواد وروش. گالاکتوزیداز ارائه شده است- مدلسازي و تولید آنزیم بتا

بخش مجزا مورد بحث و بررسی قرار گرفته است و هاي مختلف در دو چهارم نتایج تحقیقات آزمایشگاهی و نتایج حاصل از مدل

فصل پنجم نیز شامل نتیجه گیري کلی می . هاي آزمایشگاهی و نتایج حاصل مدلسازي با یکدیگر مقایسه گردیددر نهایت داده

 .باشد که در پایان آن پیشنهاداتی نیز ارائه گردیده است
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  هاآنزیم -1-1

تقریباً . نمایندمیهاي بیوشیمیایی توانایی ادامه حیات را کسب واسطه وقوع انواع گوناگون واکنش موجودات زنده به

زورهاي زیستی ها کاتالیآنزیم ].3[د انجام می شونها حیاتی موسوم به آنزیمترکیبات هی از ها به وسیله گروتمامی این واکنش

ها به عنوان کاتالیست آنزیم .دشونتولید می) گیاهی و میکروبی حیوانی،(هاي زنده بوسیله سلول و ماهیت پروتئینی هستند با

کاهش انرژي فعالسازي با ها را انات و میکروارگانیسم در موجودات زنده اعم از گیاهان، حیو شیمیایی هايهاي ضروري واکنش

وظیفه در حقیقت . هاي ویژه استتقریباً هر واکنشی در یک سلول نیازمند حضور آنزیم. کنندتسریع می اي بسیار ویژهبه شیوه

بنابراین، همانند هر کاتالیزور . هاي زنده سرعت بخشیدن به عمل شکست پیوندهاي شیمیایی استها در سیستماصلی آنزیم

توانایی  .دهندرا بدون اینکه خود متحمل تغییر شیمیایی پایداري شوند، افزایش می ورهاي زیستی سرعت واکنشکاتالیز ،دیگر

    .]5و 4[ ستا هاها به دلیل ساختار خاص پروتئینی آنآنزیم کاتالیزوري

متداول و  کاتالیزورهايبر ها آنزیماز جمله موارد برتري ... عملکرد مناسب، عدم وجود باقیمانده، حفظ محیط زیست و 

هاي بالایی که  آنزیم در طول فرآیند و یا هزینه از جمله شرایط نامساعد واکنش، ناپایداريعوامل بسیاري  .مرسوم امروزي است

ها روبرو از جمله مشکلاتی است که تولید کنندگان در صنعت تولید آنزیم با آن داردبرلید آنزیم خالص در مقیاس بالا درتو

آنزیم . اندفراهم کرده مشکلات ناي را براي حل ایزمینهو نیز مهندسی ژنتیک  بیوتکنولوژيدر وین هاي نمهارت.  هستند

  ].3[د قدمتی برابر با اولین روزهاي ظهور دانش بیوشیمی دار، ها، دانش مطالعه آنزیمشناسی

  

  م شناسیتاریخچه آنزی -1-1-1

آغاز با مشاهده عدم در . ، پا به عرصه وجود نهاداوایل قرن نوزدهم در جریان اهمیت یافتن فرآیندهاي تخمیر این علم از

« ر هاي زنده تحت تأثیتصور نمودند که سیستمهاي بیوشیمیایی در آزمایشگاه، لوئی پاستور و سایر دانشمندان واکنش انجام

برخی محققین از جمله . دهدطبیعی حاکم بر مواد بی جان را میقوانین  ها اجازه عدول ازهستند که به آن» نیروي حیاتی

Justus von leibig شد،خوانده می» فرمانت«که در ابتدا  هاي حیاتی تحت تأثیر مواد شیمیاییاد نمودند که فرآیندپیشنه 

  .شوندانجام می
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وجود  به منظور تاکید بر 1878در سال » مخمر«به معناي  Zymeو » در«به معناي  enکلمه آنزیم از لغت یونانی 

نشان داد که  Edward Buchnerبعدها . داد اقتباس گردید، که فرآیند تخمیر را انجام میعاملی در مخمر، غیر از خود آن

ل ها تا ساترکیب شیمیایی آنزیم .ا انجام دهدر )تخمیر الکلی(تواند سنتز اتانل از گلوکز هاي مخمر میشیره عاري از سلول

اکسید کربن را اك و ديآز که واکنش هیدرولیز اوره به آمونیآنزیم اوره Summerبه درستی مشخص نشده بود تا اینکه  1926

عد از آن زمان به ب. ت پروتئینی دارندیمود که بلورهاي مذکور ماهشکل متبلور به دست آورد و ثابت ن نماید بهکاتالیز می

  ].3[ها از جنس پروتئین هستند که اغلب آنزیم اي نشان دادبطور گسترده مطالعات آنزیم شناسی

  

  هاآنزیم پروتئینی ساختار -1-1-2

 باعث که هاآنزیم بعدي سه فضایی ساختار. دانشده تشکیل طبیعی آمینه اسید بیست از نیز هاآنزیم ها،پروتئین تمامی همانند

 آنزیمی، واکنش نوع به بسته و است هاآن ساختمان در آمینه اسیدهاي استقرار نحوه از ناشی شودمی کاتالیز عملیات تسهیل

 نام به پروتئینی غیر بخش یک حاوي هاآنزیم از بسیاري آمینه، اسیدهاي بر لاوهع. نمایدمیرا دیکته  واکنش بودن اختصاصی

  ].3[ میکنند ایفا را مکملی نقش ها،آنزیم شیمیایی هايانجام واکنش در که هستند کوفاکتور

  

  ها نسبت به کاتالیزورهاي شیمیاییمزیت آنزیم -1-1-3

ا به برخی از آن ها باشند که در اینجیایی داراي ویژگی هاي اختصاصی میها در مقایسه با کاتالیزورهاي شیمآنزیم

  ].4و3[اشاره می شود 

 .کنندشیمیایی را کاتالیز می واکنش چندو تنها یک یا  کردهبه طور ویژه عمل  هاآنزیم -1

 .شودمیغیر زیستی انجام  هايسرعت واکنش آنزیمی بسیار سریعتر از واکنش مشابهی است که با کاتالیست -2

 .تر استبراي واکنش آنزیمی بسیار ملایم ... )و  pHدما، فشار، (شرایط واکنش  -3

 .هاي لازم به عمل آیدباید مراقبت  استفاده از آنهاهنگام  درند لذا باشمی ناپایدار حساس و نسبتا هايمولکول هاآنزیم -4

   .هاي جانبی ناخواسته هستنداي آنزیمی به ندرت داراي فرآوردهواکنش ه  -5

  .هاي آنزیمی وجود داردامکان تنظیم برخی شرایط قابل کنترل در واکنش  - 6
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  منابع آنزیمی -1-1-4

هایی که از نظر اقتصادي حائز اهمیت هستند، تولید کرد اما بیشتر آنزیمها توان از میکروارگانیسمها را میاکثر آنزیم

اند ها که بر مبناي تجربه مورد استفاده قرار گرفتهاین میکروارگانیسم. شوندها تولید میتوسط تعداد محدودي از میکروارگانیسم

   .شوندمواد غذایی شناخته می» 1طبیعی غیر مضر یآلودگ«ن هایی هستند که در صنایع غذایی کاربرد دارند و به عنواعمدتاً آن

اگرچه امکان تولید این . شوندها مانند لیپتاز پانکراس تریپسین بطور سنتی از منابع حیوانی تهیه میبرخی از آنزیم

تواند در د که میها وجود دارهاي ظریفی در آنها نیز وجود دارد اما تفاوتها با فعالیت قابل قبول توسط میکروارگانیسمآنزیم

منتهی گردید و به  2نوترکیب DNAهاي گیري از تکنیکتلاش دانشمندان در این زمینه به ابداع بهره. مؤثر باشد شانکاربرد

  .ژن مورد نظر از پستانداران در باکتري یا مخمر شدند 3هاي حیوانی به روش کلون کردنکمک آن موفق به تولید آنزیم

به عنوان مثال سیستئین پروتئاز . روندها به شمار میمنابع سنتی براي تهیه تعداد محدودي از آنزیمگیاهان نیز یکی از 

توان به کمک نیروي کار غیر شیره درختان را می. آیداز شیره درخت پاپایا، انجیر، آناناس و برخی گیاهان دیگر به دست می

  .این شیره غنی از آنزیم است. ن آنزیم خام مصرف نمودها به دست آورد و مستقیماً به عنواماهر از میوه آن

هاي گیاهی یا ها از کشت سلولها از منابع گیاهی یا حیوانی، تولید آنهاي موجود در تهیه آنزیمبه علت محدودیت 

جود ندارد ولی هاي مذکور مشکلی وامروزه از نظر تکنیکی، براي رشد و تکثیر انبوه سلول. حیوانی مورد توجه قرار گرفته است

رسد که این شیوه در آینده نزدیک به عنوان روشی براي تهیه مقادیر زیاد آنزیم مورد استفاده قرار به لحاظ اقتصادي به نظر نمی

مشکلات . ها دشوار استها در محیط کشت کند بوده و لذا جلوگیري از آلودگی محیط کشت آنچراکه رشد این سلول. گیرد

هاي صنعتی مبدل ها را به منابع اصلی آنزیمهاي آنزیمی گیاهی و حیوانی، میکروارگانیسمده از فرآوردهموجود در راه استفا

  ].3[ت ساخته اس

  

 میکروبی هايآنزیم -1-1-4-1

 و تولید را مفید هايآنزیم از متنوعی و زیاد تعداد رشد کرده و به سرعت مناسب، کشت محیط در هامیکروارگانیسم

ها میکروارگانیسم .است شده شناخته خوبی به صنعتی مقیاس در هامیکروارگانیسم این تولید فناوري مروزها. دنماینمی ترشح

                                                             
1 Normal harm less contaminants 
2 Recombinant DNA technology 
3  Cloning 
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در بسیاري موارد، آنزیم ترشحی به جاي اینکه در محیط کشت رها شود، به صورت ه سلولی متنوعی دارند به همین دلیل واردی

که از غشاي سلول  شودهایی اطلاق میصفت ترشحی به آنزیممعمولاً  .شودهاي غشایی دیده میمخلوط و همراه با ساختمان

  .اندعبور کرده

  :]3[داراي سه مزیت هستند ترشحیهاي آنزیم

هاي شکستن دیواره سلولی که به لحاظ صنعتی محدودیت به علت ترشح آنزیم به خارج سلول، نیاز به استفاده از تکنیک )1

 .شود، وجود نداردمهم محسوب می

شود، جداسازي آنزیم مورد نظر از مخلوط ترشحی نسبتاً دلیل اینکه مقدار محدودي از پروتئین به خارج سلول ترشح میبه  )2

ماده (ها و مواد همراه نظیر اسیدهاي نوکلئیک هاي درون سلولی را باید از سایر پروتئیندر حالیکه آنزیم. آسان است

 .جدا نمود) ژنتیکی درون سلول

هاي درون سلولی به ندرت ساختار خود را از دست داده و ی به دلیل پایداري ساختمانی، نسبت به آنزیمهاي ترشحآنزیم )3

ها را ها که آنزیمها به ویژه آنشناسی صنعتی، میکروارگانیسمبه این ترتیب از نظر متخصصین آنزیم. شوندغیر فعال می

 .شوندکنند بهترین مواد خام محسوب میمیترشح 

  

 هاي میکروبی مزیت آنزیم -1-1-4-2

تر و پایدارتر از فعال هااین دسته از آنزیم. دارند پزشکیو  مختلف اي در صنایعهاي میکروبی کاربردهاي گستردهآنزیم

حساسیت  و تخمیر بوسیله در یک زمان کوتاه مقدار زیادبه  امکان کشت علاوه بر این،. هاي گیاهی و حیوانی هستندآنزیم

اهمیت و کاربردهاي . مبدل ساخته استها آنزیمتولید  جهت منابع ارزشمنديبه را  هامیکروارگانیسم ،ژن دستکاري نسبت به

به گوناگون صنایع به همین دلیل . ها را از نقطه نظر علم بیوتکنولوژي و صنعت برجسته ساخته استهاي میکروبی آنآنزیم

در  ].6[ هستند متداولاي آنزیمی هاي جدید میکروبی براي تأمین نیازهمختلف در جستجوي گونههاي د آنزیممنظور تولی

از گونه هاي بی ، توجه به استفاده صنعتدر کاربرد دارویی وغذایی ها با انتخاب نوع میکروارگانیسم مناسب جهت تولید آنزیم

  .]7[ضروري است  )GRAS1( یخطر براي استفاده انسان

  

                                                             
1 Generally Recognized As Safe 


