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چکيده

براي تثبيت سلول‌هاي آزاد ميکروبي در بيوراکتورهاي لوله‌اي از پليمرهايي استفاده مي‌شود که شبکه سلولي را با اتصال ديواره يک سلول به سلول ديگر ايجاد مي‌نمايد تا از دانسيته سلولي بالاتري برخوردار شود. غلظت سلول‌هاي مشبک بيش از غلظت سلول‌ها در حالت آزاد است. در اين مقاله براي تعيين عملکرد و مدل نمودن پارامترهاي راکتور ICR از P. acidi-propeonici تثبيت شده در راکتور لوله‌اي با جريان محوري، استفاده شد و بازدهي ICR با اندازه گيري مصرف گلوکز و زايلوز در غلظت‌ها و زمان ‌ماندهاي (8/5 ،12 ،20 و 28 ساعت) و توليد پروپيونيک و استيک اسيد در طول راکتور محاسبه گرديد. سينيتيک درجه اول براي اين نوع راکتور با مواد خاص بالا اثبات گرديد و ثوابت سرعت 79/0، 69/0 ،68/0 ،68/0 و51/0 (h-1) به ترتيب در شدت جريان‌هاي 214، 135، 90 ،55 و 38 ميلي ليتر بر ساعت به دست آمده است.
واژه‌هاي کليدي: بيوراکتور،  تثبيت سلول‌ها، شبکه سلولي، مدل سينتيکي
مقدمه


از دير باز متخصصين و بيوتکنولوژيست‌ها از کاهش فعاليت آنزيم‌ها و روند نزولي ضريب تبديل و فعاليت بيو کاتاليستي سلول‌ها آگاهي داشته و براي حل اين مشگل به تثبيت آنزيم و سلول‌ها دست زده اند ]1-5[ . امري واضح است که آنزيم‌ها زماني که تثبيت مي‌شوند، در رفتارشان تغييراتي حاصل مي‌شود. در دو دهه گذشته تثبيت ميکروارگانيزم‌ها، سلول‌ها و اجزاي سلولي به تدريج در جايگاه ويژه و کاربردي ميکروبيولوژي صنعتي و بيوتکنولوژي را به خود اختصاص داده‌اند ] 6[. روش‌هاي ثابت سازي سلولي، روش‌هاي بهينه‌اي هستند که براي آنزيم‌ها به کار مي‌روند اما ميکروب‌هاي با اندازه بزرگ‌تر بر اين روش‌ها تأثير مي‌گذارند. براي پايداري و تثبيت آنزيم‌ها دو روش پيشرفته موجود است که براي ميکروارگانيزم‌ها به کار رفته است. براي تثبيت و پايداري تك سلول از به هم متصل نمودن ديواره سلول‌ها در شبکه‌اي توري مانند و يا محبوس کردن ارگانيزم‌ها در يک فضاي محدود استفاده مي‌گردد ]8 و7[. در شبکه‌هاي توري مانند سلول‌هاي ميکروبي به صورت مستقيم در درون شبکه پليمري به دام مي‌افتند. اين روش براي ميکروارگانيزم‌هاي ژلاتين، آگار، ژل پلي آکريليد آميد، آلژينات کلسيم و... به عنوان عامل به دام اندازنده مورد استفاده قرار گرفته است. در اين روش سلول‌هاي ميکروبي ظاهرا به وسليه عامل به دام اندازنده ليزين مي‌گردند ولي فعاليت آنزيمي مطلوب خود را حفظ مي‌نمايند. از مزاياي اين روش نشت سلولي مي‌باشد که ممکن است به عنوان حمل کننده نفوذي عمل نمايد و سبب سختي در انتقال سوبسترا و محصول از شبکه سلولي ‌گردد. 

همچنين مي‌توان ميکروارگانيسم‌ها را با پيوندهاي کووالانسي تثبيت نمود. با استفاده از اين روش‌ها ميکروارگانيزم‌ها با مواد پلي ساکاريدي به يکديگر متصل مي‌شوند به عبارت ديگر از موادشيميايي براي ايجاد شبکه براي محبوس نمودن سلول‌ها استفاده مي‌گردد. اين سطوح (خصوصاً پروتئين‌ها) ميکروارگانيزم‌ها و گروه‌هاي آلدهيد مواد چسبنده به سطح ميکروارگانيزم‌ها را به يکديگر پيوند مي‌دهند. در جدول شماره 2 تعدادي از اين ميکروارگانيزم‌ها به همراه محصولات توليد شونده آنها آورده شده است. به عنوان مثال مخمرها با گروه‌هاي ε- آمين آزاد يا گروه‌هاي آمين N- ترمينال براي شکل دهي ثانويه و ايجاد آمين‌ها واکنش مي‌دهند. براي ترکيبات ديگر گروه آمين‌ها براي دو برابر کردن اتصال اوليگومرهاي α و β واکنش ديگري پيشنهاد شده است که در ترکيبات مايع گلوتارالدهيد متداول مي‌باشد. با دانستن مکانيزم تثبيت سلول‌ها مي‌توان به چگونگي پيوند شيميايي آنها نيز پي برد. اين پيوندهاي شيميايي تأثيرات عوامل بازدارنده و سمّي بر روي ميکروارگانيزم‌ها كه در حالت عادي بسيار شديد مي‌باشد را کاهش مي‌دهد. اين واکنش‌ها نسبتاً قابل درک مي‌باشند و مي‌توانند باعث کاهش نرخ ازدست رفتن ميکروارگانيزم‌ها گردند ] 9 و10[. جدول 1 روش‌هاي تثبيت سلولي بر پايه پليمري و  شکل 1 روش‌هاي متداول تثبيت سلولي به صورت شبکه سلولي و توده کروي سلولي با استفاده از ماتريکس پليمري را نشان مي‌دهند.
	

	(الف)
	(ب)


شکل 1- روش‌هاي  متداول تثبيت سلولي ]1 [
الف: روش شبکه سلولي در تثبيت ، ب: توده کروي سلولي با استفاده از ماتريکس پليمري  آلژينات
جدول 1- روش‌هاي تثبيت سلولي ]2 [
	تثبيت سلولي
	

	بدون نگه دارنده

با نگه دارنده
	· توده سلولي به صورت توده اي با اتصال عرضي و پيوند كووالانسي
· جذب سطحي با استفاده از تبادل يوني يا يون‌هاي غير آلي
· تشكيل بيوفيلم

	به دام انداختن سلول‌ها
	

	
	· پليمرهاي آلي

· پليمرهاي غيرآلي

· پليمرهاي نيمه تراوا


جدول 2- سلول‌هاي ميکروبي که به صورت کووالانسي به پايه‌هاي متنوع شبکه ساخته‌اند]2 [

	نوع ميکروارگانيزم
	نگه دارنده
	محصول

	Actobacter
	هيدروکسيد‌هاي فلزي
	اسيد استيک

	Aspergillus niger
	گليسيديل متاکريليت
	اسيد گلونيک

	Micrococcus
	CM-سلولز
	اسيد يوراکانيک

	Saccharomyces cerevisiae
	سيليکاي آمينو پروپيل
	اتانول

	Saccharomyces cerevisiae
	الکيل هيدروکسي متاکريليت
	مواد کشنده سمي

	Saccharomyces cerevisiae
	سلولز
	اتانول

	Zygosaccharomyces lactis
	الکيل هيدروکسي متاکريليت
	β-گالاکتوسيتاز


سيستم سلول‌هاي تثبيت شده نسبت به سيستم ناپيوسته يا CSTR مزايايي دارد. اولين و مهم‌ترين مزيت آن قابليت بازيابي يا استفاده مجدد از ميکروارگانيسم است زيرا تا انتهاي فرايند همراه با محصولات در راکتور حفظ مي‌شوند. دوم اين که عمل تثبيت را مي‌توان براي يک فرايند پيوسته با حفظ دانسيته سلولي بالا به کار برد که در نتيجه موجب بازدهي بالا مي‌شود. سومين مزيت اين سيستم‌ها اين است که کاهش مواد مغذي و هرگونه ترکيب بازدارنده عموما تاثير زيادي روي سلول‌هاي تثبيت شده نمي‌گذارد زيرا سلول‌ها با عمل تثبيت محکم و ثابت شده‌اند. در سيستم‌هاي نا پيوسته يا  CSTR مشکلات عمده مربوط به کاهش مواد مغذي، بازدارندگي و تجمع محصولات جانبي سمي است اما سلول‌هاي تثبيت شده معمولا تحت تاثير محصولات جانبي سمي‌اي که در راکتور تجمع يافته اند، قرار نمي‌گيرند ] 2و11[.

2- مواد و روش تحقيق
براي تعيين عملکرد و مدل نمودن پارامترهاي راکتور ICR
 از P. acidi-propeonici تثبيت شده در يک راکتور لوله‌اي با جريان محوري، آزمايش‌هايي انجام شد. بازدهي ICR با اندازه‌گيري مصرف گلوکز و زايلوز و توليد پروپيونيک و استيک اسيد در طول راکتور محاسبه گرديد.

براي آماده سازي آکنه‌ها از اين روش استفاده گرديد که ابتدا ستون را از حلقه‌هاي راشينگ
 تميز پر نموده و محلول داغ ژلاتين آگار از ستون عبور داده ‌شد تا تمام سطوح آکنه‌ها را مرطوب نمايد. زماني که روکش خشک شد، محلول گلاتارآلدهيد با روش مشابهي از ستون عبور داده شد و براي مدت زمان 24 ساعت به همان حالت باقي ماند و سپس با آب مقطر استريل شسته شد. راکتور با عبور اکسيد اتيلن از ميان ستون استريل گرديد. اکسيد اتيلن تا 8 ساعت قبل از اينکه سيستم با نيتروژن استريل شسته شود، در ستون باقي ماند و خوراک و ظرف محصول با استفاده از بخار در فشار psig  15 پاك‌سازي گرديدند.

پس از استريليزاسيون، يک کشت بذر
 24 ساعته به داخل ستون پمپ گرديد. تقريبا 48 ساعت به آن زمان داده شد تا سازگاري صورت گرفته و يک فيلم ميکروارگانيسم روي حلقه‌هاي راشينگ قرار گيرد و با آن پيوند متقاطع
دهد. سپس محيط خوراک به داخل راکتور پمپ گرديد. محاسبه دقيق زمان ماند در داخل راکتور دشوار بود، با توجه به اين واقعيت که رشد و تکامل دي اکسيد کربن ممکن است بخشي از فضاي خالي موجود در بيوراکتور ICR را بگيرد و منجر به زمان ماند نادرست شود. ضخامت فيلم ميکروبي را مي‌توان با عبور متناوب نيتروژن استريل و يا دي اکسيد کربن از ستون کنترل کرد و جلوي رشد بيش از اندازه سلول را گرفت.

از خوراکي با غلظت 15 گرم گلوکز و 15 گرم زايلوز در ليتر با شدت جريان 20 تا 200 ميلي ليتر در ساعت استفاده گرديد. از نقاط متوالي در طول راکتور نمونه گرفته شد و آناليز متداول براي مصرف گلوکز و زايلوز، توليد اسيدهاي آلي و دانسيته سلولي انجام گرفت. از نتايج حاصله مدلي سينتيکي براي رشد و تخمير P. acidi-propeonici  به دست آمد.

براي اندازه گيري دانسيته سلولي, غلظت قند و اسيدهاي آلي از روش‌هاي تحليلي استفاده گرديد. كدورت محيط کشت (دانسيته نوري) با خواندن جذب از اسپکتروفوتومتر و شمارش سلولي تعيين شد. غلظت قند به عنوان تنها سوبسترا به وسيله آناليزگر ديجيتال صنعتي اندازه گيري شد. غلظت کلي قند از طريق کاهش يک عامل کاهنده مثل دي نيترو ساليسيليک اسيد
 در محلول قليايي محاسبه گرديد. رنگ نارنجي توليد شده در دستگاه رنگ سنج
 در طول موج 540 نانومتر خوانده شد. اسيدهاي آلي با دستگاه کروماتوگراف گازي مجهز به آشکارساز FID 
 تعيين گرديدند.

3- نتايج و بحث 
جدول 3 مطالعات انجام گرفته در زمان‌هاي ماند مختلف را در درون راکتور ICR مورد مطالعه نشان مي‌دهد. در اين جدول غلظت‌هاي متفاوتي از دو سوبستراي قندي مورد استفاده (گلوکز و زايلوز) و همچنين مطالعات دانسيته سلولي صورت گرفته ارائه شده است.

با توجه به تحقيقات انجام شده بر روي بيوراکتور ICR، مي‌توان يک مدل رياضي براي عملکردICR  با به‌کارگيري موازنه جرم کلي روي الماني از بيوراکتور به‌دست آورد. معادله ديفرانسيل ناهمگني که تغييرات غلظت سوبسترا را بر حسب زمان و مکان بيان کند و از اصل پيوستگي سيال نيز پيروي نموده و همچنين مدل ديناميکي و موازنه مواد را نشان دهد در زير خلاصه شده است:

(1)

[image: image1.wmf]A

A

A

A

r

Z

C

u

t

C

=

¶

¶

+

¶

¶

e


که در آن 
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 حجم تهي يا فضاي خالي بين بيومس در داخل بيوراکتور (
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)،  u سرعت توده سيال در داخل بيوراکتور (
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)، z طول محوري بيوراکتور (cm) و 
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سرعت واکنش در لايه تثبيت شده ميکروبي است (
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 با فرض اين که جريان لوله‌اي
 و پايدار باشد يعني غلظت سوبسترا بر حسب زمان در يک موقعيت مکاني خاص تغيير محسوسي نداشته باشد معادله 1 به ‌صورت زير ساده مي‌شود :
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ويژگي پايداري و جريان لوله‌اي در بيوراکتور ICR به‌کمک ردياب
 مورد بررسي قرار گرفته و نتايج به ‌دست آمده در جدول 3 ارائه شده است. عموما سرعت واکنش براي سيستم‌هاي تخميري ساده، با مدل مونود
 داده مي‌شود. اين مدل نرخ تبديل ويژه ثابتي را براي سيستم تثبيت شده نشان مي‌دهد. نتايج به‌دست آمده از سيستم ICR براي توليد اتانول در جدول3 خلاصه شده است. اگر معادله سينيتکي مصرف قند را در بيوراکتور از نوع واکنش درجه اول با جريان محوري در شرايط پايا فرض کنيم معادله را مي‌توان به صورت زير ساده نمود ]1و2[:
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معادله 3 معادله ديفرانسيل خطي مرتبه اول براساس غلظت و طول راکتور است که غلظت سوبسترا را در طول بيوراکتور ICR محاسبه مي‌کند. پس از جداسازي متغيرها مي‌توان از رابطه 3 به‌صورت زير انتگرال گيري کرد : 
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با انتگرال گيري از معادله ديفرانسيل فوق رابطه 5 حاصل مي‌شود: 

(5) 
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بنابراين رابطه‌اي خطي بين 
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 و طول بيوراکتور وجود دارد  ]1و2و4[. 

جدول 3- خمير پيوسته يک راکتور ICR داراي دو سوبسترا(گلوکز،زايلن) در دماي 36 درجه سانتيگراد

	زمان نگهداري

(ساعت)
	طول راکتور
(اينچ)
	غلظت سوبسترا(g.l-1)
گلوکز              زايلن
	غلظت اسيد آلي(g.l-1)
اسيد استيک  
اسيد پروپونيک
	سرعت واکنش گلوکز 

(g.l-1.h- 1)
	دانسيته سل 

(تعداد سل/ml)

	28
	0
	15
	15
	--
	--
	
	

	
	6
	28/6
	10
	78/7
	3/1
	31/0
	1011×9

	
	14
	52/4
	6/8
	54/8
	98/1
	37/0
	1011×9

	
	24
	13/2
	2/7
	4/12
	7/2
	46/0
	1011×9

	
	34
	36/1
	4/5
	2/17
	25/3
	49/0
	1011×9

	
	44
	14/1
	3
	1/19
	95/3
	495/0
	1011×9

	20
	0
	15
	15
	--
	--
	
	

	
	6
	1/17
	11
	45/6
	2/1
	395/0
	1011×9

	
	14
	72/4
	8/9
	1/8
	46/1
	514/0
	1011×5/9

	
	24
	21/2
	9/7
	12
	87/1
	64/0
	1011×5/9

	
	34
	5/1
	15/7
	4/16
	12/2
	675/0
	1011×5/9

	
	44
	2/1
	8/5
	18
	4/2
	69/0
	1011×5/9

	15
	0
	15
	15
	--
	--
	
	

	
	6
	3/9
	5/14
	33/1
	59/2
	475/0
	1010×1

	
	14
	02/6
	14
	37/2
	26/3
	75/0
	1010×2

	
	24
	62/3
	13
	45/2
	5/4
	95/0
	1011×3

	
	34
	65/2
	12
	5/2
	07/5
	03/1
	1011×3

	
	44
	3/2
	10
	54/2
	36/5
	06/1
	1011×5

	5
	0
	15
	15
	--
	--
	
	

	
	6
	8/9
	15
	58/0
	5/0
	04/1
	1010×6

	
	14
	27/7
	5/14
	76/0
	6/0
	55/1
	1010×8/1

	
	24
	05/6
	14
	2/1
	65/0
	79/1
	1010×5

	
	34
	84/5
	14
	36/1
	7/0
	83/1
	1010×5

	
	44
	2/5
	13
	65/1
	8/0
	96/1
	1010×6


شکل شماره 2 نمودار  
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  را بر حسب تابعي از طول بدون بعد راکتور براي نتايج به دست از فرآيند تخمير در غلظت‌هاي خوراک 15 گرم در ليتر گلوکز و 15 گرم در ليتر زايلوز در زمان ماندهاي مختلف را نشان مي‌دهد.   

آزمايشات صورت گرفته در زمان ماندهاي مختلف نشان داد که از نتايج به دست آمده در هر يک از اين زمان ماندها خطوط مستقيمي به دست آمده است (شکل شماره 2).  به علت کاهش شدت جريان در طول بستر شدت شيب با افزايش زمان ماند افزايش پيدا مي‌نمايد.
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شکل 2- آزمون مدل راکتور ICR با استفاده از Propionibacterium acidipropionici
همچنين جدول شماره 4 ثابت سرعت واکنش از نوع درجه اول را که توسط زمان ماندهاي مختلف به دست آمده را نشان مي‌دهد .
جدول 4- مدل سينتيکي راکتور ICR براي Propionibacterium acidipropionici تثبيت شده روي آن

	زمان بازداري τبر حسب ساعت
	شدت جريان ml. h-1
	ثابت سرعتh-1

	5
	214
	79/0

	8
	135
	69/0

	12
	90
	68/0

	20
	55
	68/0

	28
	38
	51/0


4- نتيجه گيري

مهم‌ترين مزيت روش تثبيت سلول‌هاي ميکروبي، توانايي فعاليت، با بهره و فايده زياد آنها است و اين فعاليت در شرايطي که از سوبسترا با دبي زياد و زمان ماند کوتاه استفاده شود کاربرد مطلوبي دارند. بيوراکتورهاي تثبيت شده سلولي از راندمان محصول دهي بالائي برخوردار مي‌باشند. نتايج به دست آمده از غلظت‌هاي متفاوت گلوکز و زايلوز نشان داده است که نتايج تجربي با مدلي که توصيف شد، مطابقت مي‌نمايد. شدت جريان در راکتورهاي ICR حدود 5 تا 8 برابر سريع‌تر از راکتورهاي اختلاط کامل مي‌باشد. در راکتور ICR درصد تبديل شکر در زمان ماند 12 ساعت 60 درصد بوده است که به مراتب بيشتر از راکتو اختلاط کامل مي‌باشد. البته بايد توجه داشت که با افزايش زمان ماند بازده در راکتور ICR و اختلاط کامل تقريبا يکسان مي‌گردد. با توجه به آن که افزايش غلظت سوبسترا و محصول در بيوراکتور ICR موجب بازدارندگي فعاليت آنزيمي ميکروب‌ها نخواهد شد لذا اين بيوراکتورهاي براي کاربردهاي صنعتي بسيار مناسب مي‌باشند.

تشکر و قدرداني
نويسندگان اين مقاله از دانشگاه صنعتي نوشيرواني بابل به خاطر در اختيار قرار دادن امکانات مرکز تحقيقاتي بيوتکنولوژي آن دانشگاه تشکر و قدرداني مي‌نمايند.

واژه‌ها:

g.l-1.h-1  = سرعت واکنش برحسبrA 
l.h-1  ثابت سرعت واکنش  برحسب = k 
g.l-1  غلظت قند برحسب = CA
  cm طول محوري راکتور برحسب = z 
cm.h-1سرعت توده سيال برحسب = u 
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�. Immobilized Cell Reactor


�. Rasching Rings


�. Seed culture


�. Cross-link


�. Dinitrosalicylic acid


�. colorimeter


�. Flame ionization detector


�. Plug flow


�. Tracer


� .Monod
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