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 چکیده

  سیس، -9( شامل ایزومر CLA) برای جداسازی دو ایزومر اصلی اسید لینولئیک مزدوج کاندیدا رگوزاتوانایی آنزیم 

منتول مورد بررسی قرار  -ال سیس در مخلوطی از اسیدهای چرب آزاد این دو ایزومر و -11ترانس،  -11ترانس و  -11

سازی شرایط واکنش با استفاده از طرح سطح پاسخ بهینه گرفت و به منظور جداسازی این دو ایزومر به طور موثر،

 -9بهترین شرایط برای حداکثر استریفیکاسیون ایزومر  ،تیمالاپ -طرح دیاستفاده از ها با . پس از آنالیز دادهشدانجام 

 11/12به این ترتیب تعیین شدند: مدت زمان واکنش طی یک مرحله استریفیکاسیون منتول  -ترانس با ال -11سیس،

. pH 7/7و  7/1به  1منتول -به ال CLA، نسبت مولی U01/126درجه سانتیگراد، مقدار آنزیم 56/21ساعت، دمای واکنش 

 (%7/5)ترانس در بخش اسید چرب آزاد واکنش  -11سیس، -9ایزومر از کمترین مقدار باقیمانده بهینه، تحت این شرایط 

قابل  ،منتول -با استفاده از ال CLAبرای جداسازی ایزومرهای  کارامداین فرایند  .پس از استریفیکاسیون مشاهده شد

 .های غذایی استاجرا برای تهیه مکمل

 

 استریفیکاسیونتول، من -، اسید لینولئیک مزدوج، الکاندیدا رگوزاکلیدی:  واژگان
 

 

 همقدم

( مخلوطی از ایزومرهای CLAاسید لینولئیک مزدوج )

دو  ،بیندر این که باشد میاسید لینولئیک مختلف 

سیس  -11ترانس،  -11ترانس و  -11سیس،  -9ایزومر 

اند. را به خود معطوف کرده امروزه توجه بیشتری

مخلوط ایزومرها خصوصیات فیزیولوژیکی متفاوتی از 

توان به کاهش اند که از آن جمله مینشان دادهخود 

بروز سرطان، کاهش میزان چربی بدن، جلوگیری از 

تصلب شرایین و بهبود عملکرد سیستم ایمنی بدن 

مشخص شده است که  های اخیردر سالاشاره کرد. 

رای فعالیت ضد ترانس دا -11 سیس، -9ایزومر 

سیس در  -11 ترانس، -11سرطانی بوده و ایزومر 

 کاهش چربی بدن و افزایش مصرف انرژی شرکت دارد

رحمان  ؛1991سوگانو و همکاران  ؛1991ها و همکاران )
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(. این مطالعات اهمیت جداسازی دو 1111و همکاران 

تر را به منظور بررسی بهتر و دقیق CLAایزومر 

در  که کندیک آنها مشخص میخصوصیات فیزیولوژ

آنزیمی توجه زیادی را  هایاین زمینه استفاده از روش

از نظر نوع سوبسترا  هاآنزیم به خود جلب کرده است.

به طور اختصاصی عمل کرده و به دلیل تفاوت در 

میزان استریفیکاسیون یا هیدرولیز آنزیمی، امکان 

 انهاس و همکار) شودمی جداسازی ایزومرها فراهم

چی و همکاران یاماا؛ 1111 ناگائو و همکاران ؛1999

1112). 

در مطالعات اخیر گزارش شده است که لیپازهای 

قادر به تشخیص  کاندیدا رگوزاو  ژئوتریکوم کاندیدم

و با استفاده از این ترانس بوده  -11، سیس -9ایزومر 

توان این دو ایزومر را به طور موثر از دو آنزیم می

(. البته 1112یامااچی و همکاران ) سازی کردیکدیگر جدا

همراه با برخی از  ژئوتریکوم کاندیدماستفاده از لیپاز 

ر مشکلات از جمله راندمان و خلوص پایین هر دو ایزوم

تواند در تولید بوده و به علاوه این آنزیم نمی

محصولات غذایی مورد استفاده قرار گیرد. 

توسط  CLA استریفیکاسیون انتخابی ایزومرهای

و با استفاده از لوریل الکل در مطالعات  کاندیدا رگوزا

ناگائو و همکاران ) رفته استمورد بررسی قرار گ

لوریل الکل اجازه مصرف برای تولید ولی  (1111

گزارشاتی در ارتباط بااستفاده  ترکیبات غذایی را ندارد.

و هیدرولیز انتخابی  کاندیدا رگوزااز آنزیم 

 CLAهایی که حاوی دو ایزومر اصلی گلیسرولآسیل

ند نیز وجود دارد که البته خلوص ایزومرهای اهبود

نبوده  قابل توجهجداسازی شده با این روش چندان 

 .(1112چی و همکاران ا)یاما است

باشد که به طور منتول ترکیبی در اسانس نعنا می -ال

 -الشود. های شیمیایی نیز تولید میبا روش صنعتی و

برای تولید مواد ول به عنوان ترکیب قابل دسترس منت

. به کل شودتواند جایگزین لوریل الغذایی بوده و می

 کاندیدا رگوزاعلاوه مشخص شده است که آنزیم 

منتول را  -استریفیکاسیون اسیدهای چرب آزاد با ال

شیمادا و ) دهدموثرتر از سایر لیپازها انجام می

 (.1115و  1112کاران کوبایاشی و هم ؛1999همکاران 

لی هیچ گزارش جامع و کام ،با توجه به اطلاعات موجود

های این واکنش و تاثیر در ارتباط با مطالعه همه جنبه

در این عوامل موثر بر آن مشاهده نشده است. بنابراین 

سازی شرایط واکنش از نظر دما، زمان، تحقیق بهینه

 یفیکاسیونو مقدار آنزیم برای استر pHمقدار منتول، 

ترانس اسید لینولئیک  -11 سیس، -9ایزومر  انتخابی

مورد  کاندیدا رگوزاآنزیم  توسطمزدوج با منتول 

شرایط بهینه  بررسی قرار گرفته است تا به این ترتیب

سازی این ایزومر از سایر بیشترین خالص برای

تجاری صورت  CLAایزومرهای موجود در روغن 

 پذیرد.

 

 هامواد و روش

 -11سیس ، -9ایزومر  %01/27حاوی  CLAغن رو

از سیس  -11ترانس ، -11ایزومر  %19/25ترانس و 

کاندیدا لیپاز . )هلند( تهیه شد Lipid nutritionشرکت 

خریداری شد.  Acros( از شرکت AY30لیپاز ) رگوزا

واحد فعالیت  11تا  1های مختلف از آنزیم با غلظت

 11ات تهیه شده و ر بافر فسف( در میلی لیتU) آنزیم

لیتر از این محلول آنزیمی به مخلوط واکنش اضافه میلی

اسید  و استاندارد %99منتول با خلوص  -شد. ال

 از شرکت سیگما خریداری شدند.  CLAچرب

 و تبدیل آن به اسید چرب آزاد CLAهیدرولیز روغن 

ول نی با غلظت یک نرمال در اتاپتاس الکیک لیتر محلول 

اضافه  CLAگرم روغن  111بالن حاوی به داخل  91%

 یهوا از داخل بالن از طریق برقرارشد. بعد از خروج 

جریان گاز ازت، درب بالن محکم بسته شده و به مدت 

دهی درجه سانتیگراد حرارت 11در دمای یک ساعت 

شد. پس از افزودن آب مقطر، ترکیبات غیرقابل صابونی 

و اسید ج با هگزان خارج شده از طریق استخرا

نرمال به فاز آبی افزوده شد. اسید چرب  5ریک کلرید
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در محیط واکنش با هگزان استخراج  تولید شدهآزاد 

هگزان تحت خلا  ،شده و پس از عبور از سولفات سدیم

 درجه سانتیگراد جداسازی شد. 01و در دمای 

 واکنش استریفیکاسیون

قیاس کوچک و در یک ارلن واکنش استریفیکاسیون در م

 rpm 111و در دور ثابت  لیتری تحت گاز ازتمیلی 111

، CLAانجام شد. محیط واکنش شامل اسید چرب آزاد 

منتول و محلول آنزیمی بود. دما و مدت زمان واکنش، 

pH نسبت مولی اسید چرب به منتول و مقدار آنزیم ،

 انتخاب شدند.  RSMمطابق با تیمارهای 

آزاد از مخلوط منتیل استر و اسید چرب -جداسازی ال

 واکنش

منتیل استر و اسید چرب آزاد از مخلوط -جداسازی ال

( انجام 1117واکنش مطابق با روش یانگ و همکاران )

در ) نرمال 6/1میلی لیتر پتاس  71ودن پس از افزگرفت. 

 -گرم از مخلوط واکنش، ال 11به حدود  (%11اتانول 

ستخراج میلی لیتر هگزان ا 111منتیل استر دو مرتبه با 

شد. اسید چرب باقیمانده در فاز آبی پس از اسیدی 

حدود  pHکردن این فاز با اسید کلریدریک یک نرمال تا 

و سپس استخراج با هگزان جداسازی شد. هگزان  1

 -9تحت خلا جداسازی شده و میزان باقیمانده ایزومر 

ترانس در بخش اسید چرب آزاد پس از  -11سیس،

زیابی قرار گرفت که در واقع فیکاسیون مورد اراستری

 -از میزان استریفیکاسیون این ایزومر با ال شاخصی

 .منتول خواهد بود

در محیط واکنش با استفاده  CLAتعیین ایزومرهای 

 از دستگاه کروماتوگرافی گازی

متیل استر اسیدهای چرب با استفاده از روش گلی و 

شد. ه تهی متانولی 3BFو با استفاده از  (1119همکاران )

دستگاه  باآنالیز متیل استر اسیدهای چرب 

مجهز به  Agilent 6890Nکروماتوگرافی گازی مدل

متر، قطر  111طول ) HP-88ستون  و FIDآشکارساز 

انجام میکرومتر(  11/1میلیمتر و ضخامت فیلم  16/1

درجه  176برنامه حرارتی به این صورت بود: شد. 

با  101ما تا سانتیگراد به مدت یک دقیقه و سپس د

افزایش داده شده درجه سانتیگراد در دقیقه  6/1سرعت 

دقیقه در این دما باقی ماند. دمای تزریق  6و به مدت 

درجه سانتیگراد بود.  151و دمای آشکارساز  161

نیتروژن با خلوص بالا به عنوان گاز حامل مورد 

 استفاده قرار گرفت. 

 

 شرایط واکنش سازیبهینه برای هر کدام به منظور سطوح به کار رفته و متغیرها -1جدول 

 سطوح مورد استفاده علامت متغیرها

 1X 1 11 11 فسفات بافر( U/ml ) مقدار آنزیم

 2X 1 15 10 )ساعت( زمان

 3X 21 01 61 )سانتیگراد( دما

 4X 29/1 07/2 65/6 )گرم( منتول

pH 5X 5 7 1 

 

 طراحی آزمایش

سازی شرایط واکنش برای ر بهینهدر این تحقیق به منظو

 -11ترانس از ایزومر  -11سیس ، -9جداسازی ایزومر 

فاکتور در سه سطح با استفاده از  6سیس،  -11ترانس ،

تیمار انجام  21مورد بررسی قرار گرفته و  RSMطرح 

شد. متغیرهای مورد استفاده و سطوح هر کدام در 

همزمان پارامترها به طور  قابل مشاهده است 1جدول

اپتیمال  -بهینه شده و برای این منظور از طرح دی
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استفاده شد. پس از انجام تیمارها، آنالیز نتایج به دست 

 Design Expert (7.1.6)آمده با استفاده از نرم افزار 

 صورت گرفت.

 

 نتایج و بحث

ها توسط نرم افزار، آنالیز آماری پس از آنالیز داده

 1شود که در جدول می ها به صورت جدول ارائهمدل

قبل از استفاده از یک مدل، مناسب است.  قابل مشاهده

بودن یا دقت آن بایستی مورد آزمون قرار گیرد. از 

و  Fهای بررسی اعتبار مدل، آزمون جمله روش

 ضریب همبستگی یا ضریب تبیینهمچنین استفاده از 

(2R است. آنالیز واریانس نشان داد که مدل درجه دوم )

و مقادیر بالای  (˂000/0بسیار کوچک ) p-valueبا 

 2Rتعدیل شده و  2R(، 2R=9121/1ضریب همبستگی )

-دار با دادهبه طور معنی از لحاظ آماری ،بینی شدهپیش

. ق بوده و از اعتبار قابل قبولی برخوردار استها منطب

منتیل استر در سطح  -تولید البه مربوط  مدلبنابراین 

[ آورده 1در معادله ]که تعیین شد  صددر 96احتمال 

 .شده است
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و برهمکنش آنها بر میزان بررسی اثر پارامترها 

 منتیل استر -تولید ال

 میزان آنزیمتاثیر 

منفی و مقدار آنزیم تاثیر  2و جدول  [1مطابق با معادله ]

 -11 سیس،-9بر استریفیکاسیون ایزومر  یدارمعنی

منتول داشته و دارای اثر متقابل با مدت  -ترانس با ال

تاثیر میزان )الف(  1زمان و دمای واکنش است. شکل 

قابل این دو فاکتور آنزیم و مدت زمان واکنش و اثر مت

درجه  01منتیل استر را در دمای  -بر تولید ال

نشان  pH 7گرم منتول و  07/2 مقدار سانتیگراد،

آنزیم تاثیر منفی از زیاد و یا کم  بسیاردهد. مقادیر می

. ترانس دارد -11 سیس، -9بر استریفیکاسیون ایزومر 

 -9، میزان ایزومر U126با افزایش میزان آنزیم تا 

چرب آزاد در محیط  ترانس در بخش اسید -11سیس،

( و سپس با افزایش %1حدود یابد )واکنش کاهش می

مجدداً روند یزومر مقدار این ا ،بیشتر در میزان آنزیم

که نشان دهنده استریفیکاسیون کمتر  یابدمیصعودی 

 منتول در محیط واکنش است. -این ایزومر با ال

با یک روند مشابه، با افزایش در مدت زمان واکنش، 

ید چرب آزاد ترانس در بخش اس -11 سیس، -9ایزومر 

فیکاسیون این دهنده استرینشان که) در ابتدا کاهش یافته

یک شیب ملایم  باشد( و سپس باا منتول میایزومر ب

ابد. این افزایش در حضور مقادیر یمجدداً افزایش می

 10تر )ی( و نیز زمان طولانU126بیش از آنزیم ) بیشتر

با توجه به نتایج به دست باشد. ساعت( مشهودتر می

توان گفت که با افزایش آنزیم تا مقدار مشخص آمده می

(U126میزان استریفی ) 11 سیس، -9کاسیون ایزومر- 

بنابراین مقدار و یابد منتول نیز افزایش می -ترانس با ال

محیط واکنش  در این ایزومر در بخش اسید چرب آزاد

گذارد. از طرف دیگر افزایش غلظت رو به کاهش می

آنزیم همراه با افزایش در مدت زمان واکنش منجر به 

ین به دلیل افزایش درجه استریفیکاسیون شده و همچن

لازم  فرصتواکنش، آنزیم  زمانمدت طولانی شدن 

 -11ترانس،  -11برای عمل کردن بر روی ایزومر 

ترانس خواهد  -11 سیس، -9سیس را علاوه بر ایزومر 

 ،بنابراین به دلیل رقابت ایجاد شده بین ایزومرها .داشت

ترانس  -11سیس،  -9میزان استریفیکاسیون ایزومر 

ر بخش ه دنبال آن مقدار این ایزومر دفته و بکاهش یا

یابد. بنابراین با کنترل اسید چرب آزاد افزایش می
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توان این دو سازی پارامترها میواکنش و بهینهشرایط 

 ایزومر را به طور موثر از یکدیگر جداسازی کرد. 

تاثیر مقدار آنزیم و دمای واکنش بر استریفیکاسیون 

گرم  pH 7 ،07/2ترانس در  -11 سیس، -9ایزومر 

)ب(  1ساعت در شکل  15منتول و مدت زمان واکنش 

دمای واکنش  2با جدول قابل مشاهده است. مطابق 

،سیس،  -9ر داری بر استریفیکاسیون ایزومتاثیر معنی

تواند به دلیل نزدیک بودن ترانس ندارد که می -11

های مورد استفاده به دامنه حرارتی درجه حرارت

لیت آنزیم باشد. با این حال اثر متقابل مناسب برای فعا

آنزیم از لحاظ آماری تاثیر  دمای واکنش با میزان

منتول  -داری بر استریفیکاسیون این ایزومر با المعنی

در هر دمایی در دامنه  )ب( 1دارد. مطابق با شکل 

یم درجه حرارتی به کار رفته با افزایش در مقدار آنز

د. انجام واکنش در یک بیااستریفیکاسیون افزایش می

درجه سانتیگراد( و  01تا  26) درجه حرارت متوسط

منجر به حداکثر  U101-121مقدار آنزیم 

 -ترانس با ال -11سیس،  -9استریفیکاسیون ایزومر 

درجه  61شود. افزایش در دمای واکنش تا منتول می

 U111سانتیگراد همراه با افزایش در مقدار آنزیم تا 

تواند به که می شدهاستریفیکاسیون  جر به کاهشمن

یم تر برای فعالیت آنزدلیل دور شدن از دماهای مناسب

صوص ایزومر ها به خیا استریفیکاسیون سایر ایزومر

 سیس باشد. -11 ترانس، -11

 

 نتایج تجزیه واریانس ضرایب برآورد شده مدل پیشنهادی -3جدول 

 F<Prob ضرایب 

 <1111/1 - مدل

0β 71/11 - 

1β )1111/1 -01/2 )آنزیم> 

2β )1191/1 -11/1 )زمان 

4β )1111/1 -56/0 )منتول> 

2
1β 71/0 1111/1 

12β 71/1 1111/1 

13β 19/1 1151/1 

23β 19/1 1165/1 

35 21/1 1166/1 
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تاثیر میزان آنزیم و دمای کانتور دو بعدی )ب(  و تاثیر میزان آنزیم و مدت زمان واکنشکانتور دو بعدی )الف(  -1شکل 

 ترانس -11سیس،  -9بر استریفیکاسیون ایزومر  آنهاو اثر متقابل  واکنش

 

 تاثیر مدت زمان واکنش

تاثیر خطی منفی بر استریفیکاسیون واکنش زمان 

و با دمای واکنش اثر ترانس داشته -11سیس،-9ایزومر 

 توان مشاهدهمی)الف(  1دار دارد. در شکل متقابل معنی

-9کرد که با افزایش در زمان واکنش مقدار ایزومر 

ترانس در بخش اسید چرب آزاد کاهش یافته -11سیس،

جزئی در انتهای نمودار مشاهده ولی یک افزایش 

شود که می تواند به دلیل استریفیکاسیون ایزومر می

منتول یا به دلیل هیدرولیز  -سیس با ال-11ترانس،-11

 د. منتیل استر تولید شده باش

با افزایش در مدت زمان  ،در درجه حرارتهای پایین

ترانس در -11سیس،-9واکنش میزان کاهش ایزومر 

( از درجه %6محیط واکنش مشهودتر )حدود 

درجه سانتیگراد(. این نتایج  61) های بالا استحرارت

های بالاتر و مدت درجه حرارتنشان می دهد که ترکیب 

ش راندمان نجر به کاهتر ممکن است مهای طولانیزمان

ترانس و -11سیس،-9های جداسازی آنزیمی ایزومر

( نیز 1111) د. لی و همکارانسیس شو-11ترانس،-11

روند مشابهی را در تحقیقات خود مشاهده کردند که 

طولانی بودن مدت زمان واکنش و هیدرولیز  رادلیل آن 

. گزارش کردندمجدد محصول تولیدی در محیط واکنش 

 01( نیز نشان دادند که 1115و همکاران )کوبایاشی 

درجه سانتیگراد برای  21ساعت واکنش در دمای 

 مناسب است. CLAدو ایزومر موثر جداسازی 

 درجه حرارت واکنشتاثیر 

شاهده کرد دمای توان ممی [1همانگونه که در معادله ]

 -9زومر داری بر استریفیکاسیون ایواکنش تاثیر معنی

تواند به دلیل نزدیک دارد که میترانس ن -11 سیس،

کار رفته با محدوده دمایی ه بودن تقریبی دامنه دمایی ب

باشد. با این  کاندیدا رگوزامناسب برای فعالیت آنزیم 

در واکنش  های به کار رفتهpHحال دمای واکنش با 

)ب(  1دار است. در شکل دارای اثر متقابل معنی

بر  pHمشخص است که ترکیب تاثیر دما و 

ترانس در  -11 سیس، -9استریفیکاسیون ایزومر 

pHتر های پایین( و درجه حرارت1)حدود  های بالاتر

رغم تر است. علیصدرجه سانتیگراد( مشخ 01-26)

داری در این تحقیق نشان اینکه درجه حرارت تاثیر معنی

با افزایش دما مقدار  1شکل  با بقاطمنداده است ولی 
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رانس در بخش اسید چرب آزاد ت -11سیس، -9ایزومر 

و سپس یک  واکنش در ابتدا شروع به کاهش گذاشته

شود که ممکن است به دلیل افزایش جزئی مشاهده می

باشد که برای فعالیت آنزیم دورتر شدن از دماهایی 

( و کامیا و 1111تر است. بابالی و همکاران )مناسب

( گزارش کردند که درجه حرارت 1997همکاران )

 26حدود  کاندیدا رگوزاای فعالیت آنزیم رب بمناس

درجه سانتیگراد است در حالیکه وانگ و همکاران 

درجه  61ای بالاتر از ( نشان دادند که دم1117)

سانتیگراد منجر به از بین رفتن آنزیم و کاهش 

 شود. با اتانول می CLAاستریفیکاسیون 

 

 

اثر و pH تاثیر درجه حرارت و کانتور دو بعدی )ب( و  رت و مدت زمان واکنشتاثیر درجه حراکانتور دو بعدی )الف(  -2شکل 

 ترانس-11سیس، -9بر استریفیکاسیون ایزومر  آنهامتقابل 

 

 منتول -البه  CLAنسبت مولی روغن تاثیر 

[ مقدار منتول تاثیر خطی منفی بر ایزومر 1طبق معادله ]

اری با دترانس داشته و اثر متقابل معنی -11 سیس، -9

 سایر پارامترها ندارد. برای بررسی تاثیر نسبت مولی

 -11 سیس،-9بر استریفیکاسیون ایزومر  سوبستراها

سایر متغیرها شامل زمان و دمای واکنش،  ،ترانس

ثابت نگه داشته شدند. نسبت مولی  pHمقدار آنزیم و 

سوبستراها در محیط واکنش یکی از پارامترهای بسیار 

به  1تا  1به  1ن تحقیق از نسبت مولی مهم است و در ای

، 29/1به ترتیب ) منتول استفاده شد -البه  CLAاز  1

با افزایش در  2گرم منتول(. مطابق شکل  65/6و  07/2

 سیس، -9مقدار ایزومر  65/6تا  29/1مقدار منتول از 

کاهش  %11انس در بخش اسید چرب آزاد حدود تر -11

زیاد منتول در محیط یافت که به دلیل وجود مقادیر 

ا آن باید ب CLAواکنش و افزایش شانس واکنش 

های های اقتصادی و هزینهدانست. به هر حال جنبه

سازی محصول نهایی را نباید در این زمینه از خالص

گزارش کردند  (1117نظر دور داشت. شی و همکاران )

به بوتیریک انهیدرید تاثیر  منتول -که نسبت مولی ال

منتیل بوتیرات در واکنش  -ی بر سنتز الدارمعنی

ندارد. وانگ و  AY-30آنزیمی با استفاده از لیپاز 

( نیز نشان دادند با افزایش در مقدار 1117همکاران )

ولی به  یابدمیاستریفیکاسیون افزایش  ، میزاناتانول
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دلیل سمیت اتانول برای آنزیم، با افزودن مقادیر زیادی 

 رود.آنزیم از بین می ،نشاز اتانول در محیط واک

 

 

بر استریفیکاسیون  تاثیر مقدار منتول )گرم( -3شکل 

 ترانس -11سیس،  -9ایزومر 

 

 سازی شرایط واکنشبهینه

پس از تعیین مدل، برای دستیابی به سطوحی از 

آنها کمترین مقدار ایزومر  با اعمالمتغیرهای مستقل که 

زاد واکنش چرب آ ترانس در بخش اسید -11 سیس، -9

با استفاده شرایط واکنش سازی بهینه، باقی خواهد ماند

از نرم افزار انجام شد. برای تأیید صحت شرایط تعیین 

داده و بایست آزمایشی تحت این شرایط انجام شده می

بینی شده توسط نرم افزار نتایج آن را با نتایج پیش

داری بین نتایج معنیمقایسه کرد. چنان چه اختلاف 

شده وجود نداشته باشد، مدل بینی اقعی و پیشو

دیگر شرایط  توصیفی تأیید شده و قابل استفاده برای

بینی شده برای ح بهینه پیشوطباشد. سمورد نظر می

متغیرها توسط نرم افزار به این صورت بود: مدت زمان 

درجه  56/21ساعت، دمای واکنش  11/12واکنش 

و نسبت  U01/126 ،pH 7/7سانتیگراد، مقدار آنزیم

تحت این شرایط . منتول -به ال CLAاز  7/1به  1مولی

ترانس  -11سیس،  -9بینی شده برای ایزومر مقدار پیش

واکنش برابر با در محیط در بخش اسید چرب آزاد 

بوده و مقدار به دست آمده پس از آزمایش  67/7%

 بود. %71/5کردن نقطه بهینه در شرایط عملی برابر با 

ج نشان داد که مقدار واقعی و مقدار پیش بینی شده نتای

در نقطه ترانس  -11سیس،  -9باقیمانده ایزومر برای 

ابراین داری به هم نزدیک بوده و بنبهینه به طور معنی

بینی نقطه بهینه برخوردار مدل از دقت کافی برای پیش

 است.

 

 گیری کلینتیجه

سازی هبهین RSMدر این تحقیق با استفاده از طرح 

منتیل استر به  -متغیرهای دخیل در سنتز آنزیمی ال

در یک سیستم  CLAمنظور جداسازی دو ایزومر اصلی 

یک که  بدون حلال مورد بررسی قرار گرفت. زمانی

شود ه در صنعت غذا تولید میترکیب به منظور استفاد

 تواند بسیار بااز یک سیستم بدون حلال میاستفاده 

های آلی در تفاده از حلالارزش باشد زیرا اس

 کاربردهای غذایی بسیار محدود شده است. با وجودی

توسط تعدادی  CLAمی ایزومرهای یکه جداسازی آنز

ای که در آن محققین گزارش شده است ولی مطالعهاز 

به تفصیل عوامل موثر در این واکنش مورد بررسی 

قرار گرفته و بهینه شده باشند دیده نشده است. تحت 

ده تجربی دست آمه مقادیر بدر این تحقیق ایط بهینه شر

فزار بینی شده توسط نرم ادر توافق با مقادیر پیش

دهد که جداسازی انتخابی باشد. این نتایج نشان میمی

با روش آنزیمی پتانسیل تولید  CLAایزومرهای 

 -11 ترانس، -11نس و ترا -11سیس، -9ایزومرهای 

های توانند به عنوان مکملیباشند که مسیس را دارا می

 ای مورد استفاده قرار بگیرند.تغذیه
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Abstract 

Ability of Candida rugosa for separation of two main conjugated linoleic acid (CLA) isomers including 9-

cis,11-trans and 10-trans,12-cis was investigated in the mixture of free fatty acids of these isomers and L-

menthol. In order to effectively separate two mentioned isomers, optimization of reaction conditions was 

conducted using response surface methodology (RSM). After data analysis by D-optimal design, the best 

reaction conditions for maximum esterification of 9-cis,11-trans isomer with L-menthol after just one step 

esterification were as follows: reaction time 23.1 h, temperature 32.6°C, enzyme amount 135.4U, molar ratio 

of CLA oil to L-menthol at 1:1.7 and pH at 7.7. At this optimum point, the lowest amount of c9, t11-CLA 

isomer (6.7%) was observed in free fatty acids fraction. This effective process for purification of CLA 

isomers using L-menthol could be applicable to produce food supplements. 
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