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بيوتكنولوژي صنعتي/ميكروب شناسي صنعتيكلي ظايف اهداف و و  

اولين و مهمترين هدف بيوتكنولوژي صنعتي توليد متابوليت ها و محصولات ميكروبي مفيد و سودمند در مقياس صنعتي و يا حداقل 

ي مفيد و سودمند دومين هدف شناسايي سوش هاي جديد ميكروبي كه توانايي توليد متابوليت ها و فرآورده ها. نيمه صنعتي است

. را در شرايط صنعتي داشته باشند  

 وظايف بيوتكنولوژي صنعتي 

  .هاي مولد در مقياس صنعتي كه در اين درس به آنها سوش صنعتي گفته مي شود M.Oبكار گيري  -۱

  .ايجاد اصلاح و تغييرات ژنتيكي مفيد در سوش هاي صنعتي با استفاده از موتاسيون و مهندسي ژنتيك -۲

  .كارگيري تكنيك هاي جديد ميكروب شناسي براي افزايش رشد و تكثير سوش هاي صنعتيب - ۳

  .تهيه محيط هاي كشت مغذي و كم هزينه به منظور تقويت رشد و تكثير سوش ها و كاهش هزينه توليد -۴

  .بكارگيري دستگاههاي مجهز و مدرن براي افزايش راندمان توليد محصولات ميكروبي -۵

  .يير شيميايي برخي از متابوليت ها به منظور تهيه فرآورده هاي جديد و مفيداصلاح و تغ - ۶

  .حفظ و نگهداري سوش هاي صنعتي و جلوگيري از تغييرات منفي در آنها - ۷

  

M.O هاي صنعتي، منشاء و خصوصيات آنها  

و براحتي در پروژه هاي صنعتي قابل  هايي كه توانايي توليد متابوليت هاي مفيد و ارزشمند را داشته باشند M.Oبه آن دسته از 

، حتي ميكروب هاي بيماري زا در آينده نه چندان دور بعنوان سوش M.Oالبته اكثر . استفاده باشند، سوش صنعتي مي گويند

علت . صنعتي بكار گرفته مي شوند، ولي در حال حاضر فقط تعداد معدودي از ميكروبها بعنوان سوش صنعتي انتخاب شده اند

ب آنها بعنوان سوش صنعتي، توانايي منحصر بفردشان در توليد يك يا چند متابوليت مفيد است و گرنه هيچ تفاوتي با ساير انتخا

معمولا از آنجايي كه سوش هاي صنعتي از نظر متابوليكي با ساير اعضاي گونه . اعضاي گونه و جنس ميكروبي مربوطه ندارند

معمولا پس از شناسايي سوش . نيز گفته مي شود) Metabolic specialists(حرفه اي  مربوطه تفاوت دارند، به آنها متابوليك

و سپس با استفاده از تكنيك هاي ) Modified organisms(هاي جديد، آنها را در معرض تغييرات ژنتيكي قرار مي دهند 

را در پروژه هاي صنعتي بكار مي  ميكروب شناسي، تغييرات ايجاد شده را آزمايش مي كنند و در صورت موفقيت سوش مذكور

  . گيرند

  منشاء سوش هاي صنعتي 

ها نيز مثل ساير ميكروبها از محيط طبيعي  M.Oدر حقيقت اين دسته از . منشاء تمام سوش هاي صنعتي محيط زيست است

  وش هاي صنعتي نگهداري جداسازي مي شوند اما بعد از آنكه آزمايشات مختلف را با موفقيت پشت سر گذاشتند، آنها را بعنوان س
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البته اكثر كمپاني هاي صنعتي از تحويل دادن سوش  .مي كنند و بطور انحصاري در كلكسيون هاي ميكروبي به ثبت مي رسانند

بنابراين بعد از . هاي صنعتي خود به مراكز كلكسيون هاي ميكروبي امتناع مي ورزند و آنها را به درخواست كنندگان مي فروشند

مراكز كلكسيون هاي ميكروبي علاوه بر انواع كشت . طبيعي، منشاء دوم سوش هاي صنعتي، كلكسيون هاي ميكروبي استمحيط 

.هاي ميكروبي، داراي كلكسيوني از انواع پلاسميدها، ژنهاي كلون شده، انواع وكتورهاي مهندسي ژنتيك مي باشد  

 خصوصيات سوش هاي صنعتي 

ت توليد سلول هاي رويشي و يا قابليت توليد اسپور بعنوان واحد توليد مثل كننده را بطور سوش صنعتي بايد ترجيحا قابلي -۱

).رشد فراوان داشته باشد(فراوان داشته باشد   

.سوش هايي كه دائما در معرض تغييرات ژنتيكي قرار گيرند، نامناسب هستند. ثبات ژنتيكي داشته باشد -۲  

.در محيط كشت رشد داشته باشدسريع الرشد باشد، يعني خيلي راحت  - ۳  

.باشد) فاقد مواد سمي(كشت آن خالص و عاري از آلودگي  -۴  

.كشت آن قابل نگهداري و قابل استفاده هاي متعدد باشد -۵  

.خاصيت خود محافظتي داشته باشد، يعني در شرايط نامناسب محيطي مقاومت داشته باشد - ۶  

.ته باشددر فرآيند صنعتي قابليت رشد فراوان داش - ۷  

.تهيه كشت خالص آن آسان باشد -۸  

  ).بالا داشته باشد Productivity(در اسرع وقت محصول مورد نظر را توليد نمايد  -۹

  متابوليسم و رشد سوش هاي صنعتي 

در ميكروب شناسي صنعتي متابوليسم سوش هاي . جهت كسب انرژي) انواع تخمير/تنفس(بكارگيري راههاي مختلف متابوليكي 

  .عتي به دو بخش تقسيم مي شود كه عبارتند از متابوليسم اوليه و ثانويهصن

  .به كليه واكنش هاي متابوليكي گفته مي شود كه در مرحله اول رشد و در فاز لگاريتمي منحني رشد انجام گيرد: متابوليسم اوليه

  .م رشد و در فاز سكون منحني رشد انجام مي شودبه كليه واكنش هاي متابوليكي گفته مي شود كه در مرحله دو: متابوليسم ثانويه

لازم به ذكر است كه اين تقسيم بندي به معني بي ارتباط بودن اين دو متابوليسم با يكديگر نمي باشد، بلكه با توجه به منحني رشد 

هر . بوليسم ثانويه ادامه اوليه استمتابوليسم اوليه و ثانويه كاملا در ارتباط با يكديگرند و به عبارت ديگر متا) كشت بسته(ميكروبها 

  . با اين حال هر كدام ويژگي منحصربفرد دارند. گونه نقص در متابوليسم اوليه منجر به توقف دوم رشد و متابوليسم ثانويه مي شود
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ه دو دسته اوليه و از نقطه نظر ميكروب شناسي صنعتي، متابوليت ها و فرآورده هايي كه در اين دو نوع متابوليسم توليد مي شوند ب

. ثانويه تقسيم بندي مي شوند  

 متابوليت هاي اوليه

و طي واكنش هاي متابوليسم اوليه توليد مي شوند و ) فاز لگاريتمي(به كليه متابوليت هايي گفته مي شود كه در مرحله اول رشد 

. سلول باكتري براي رشد شديدا به آنها نياز دارند  

 متابوليت هاي ثانويه

و طي واكنش هاي متابوليسم ثانويه توليد مي شود و ) فاز سكون(متابوليت هايي گفته مي شود كه در مرحله دوم رشد  به كليه

).بعنوان يك مزيت رقابتي در يك نيچ اكولوژيكي مشترك(معمولا سلول باكتري نياز چنداني به آنها ندارد   

 رشد

.تروفوفاز و ايديوفاز: ي به دو بخش تقسيم مي شود كه عبارتند ازاز نظر ميكروب شناسي صنعتي منحني رشد ميكروب هاي صنعت  

يعني مرحله رشد و در بر گيرنده تمام واكنش ها و تغييراتي است كه در فاز لگاريتمي از ابتدا تا ): Trophophase(تروفوفاز 

  . انتهاي آن رخ مي دهد

اكنش ها و تغييراتي است كه از ابتداي فاز سكون منحني رشد تا .يعني مرحله توليد و در بر گيرنده تمام ): Idiophase(ايديوفاز 

  . انتهاي فاز رخ مي دهد

توليد مي شوند در حالي كه متابوليت هاي ) تروفوفاز(بنابراين متابوليت هاي اوليه همراه با رشد لگاريتمي و در مرحله اول رشد 

متابوليت هاي اوليه و ثانويه هر دو از نظر ميكروب شناسي . ي شوندتوليد م) ايديوفاز(ثانويه در فاز سكون و در مرحله دوم رشد 

صنعتي حائز اهميت هستند اما متابوليت هاي ثانويه از تنوع بيشتري برخوردارند و داراي ويژگي هاي متفاوت نسبت به متابوليت 

  . هاي اوليه مي باشند كه در زير به آنها اشاره مي شود

  يهويژگي هاي متابوليت هاي ثانو

  .متابوليت ثانويه محصول متابوليسم ثانويه هستند -۱

  .توليد نمي شوند) تروفوفاز(در فاز لگاريتمي  -۲

  .در فاز سكون رشد توليد مي شوند - ۳

  .توسط تعداد معدودي از ميكروبها توليد مي شوند -۴

  .داراي ارزش اقتصادي هستند -۵

  .بر رشد و تكثير ميكروبها اثر چنداني ندارند - ۶

  .توليدشان شديدا به شرايط كشت و تركيبات محيط كشت بستگي دارد - ۷

  .از نظر ساختمان شيميايي شباهت زيادي به يكديگر دارند -۸
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اكثر متابوليت هاي ثانويه ملكول هاي آلي پيچيده اي هستند كه براي بيوسنتز آنها توسط سلول واكنش هاي آنزيمي بسيار  -۹ 

واكنش آنزيمي انجام  ۲۵واكنش آنزيمي و براي اريترومايسين،  ۷۲اي مثال براي بيوسنتز تتراسايكلين، بر. زيادي انجام مي گيرد

.مي گيرد  

 محيط هاي كشت مورد استفاده در ميكروب شناسي صنعتي 

نابع كربن مي باشند و براي رشد به م) شيميو اورگانو تروف(از آنجايي كه اكثر سوش هاي صنعتي از نظر تغذيه شيميو هتروتروف 

آلي نياز دارند، لذا محيط هاي كشت استفاده شده در فرآيندهاي صنعتي بايد حاوي كربوهيدراتها و مواد آلي ديگر بعنوان منبع 

در . كربن و انرژي باشند، و همچنين بايد حاوي منبع نيتروژن، فسفر، گوگرد، منيزيم، كلسيم و ساير مواد غذايي لازم باشند

ش مورد نظر بايد اكسيژن بمقدار كافي در محيط كشت تامين شود و بالاخره آب نيز به محيط كشت اضافه صورت هوازي بودن سو

بنابراين محيط كشت بايد تمام تركيبات و مواد غذايي مورد نياز سوش ). كربن، ازت، نوترينت، يونهاي فلزي و آب(مي گردد 

، pHعلاوه بر اين، دما، . به آن اضافه شود) Supplement(دارا باشد و در صورت لزوم مواد مكمل و ضروري هاي صنعتي را 

  . فشار اسمزي محيط كشت نيز بايد كنترل شود

  سوبستراهاي تخميري صنعتي

  منابع كربن و انرژي

  .و عناصر نادر استملاس علاوه بر قند حاوي مواد ازته، ويتامين ها : ملاس چغندرقند و ملاس نيشكر -۱

عصاره آبكي حاصل از جو جوانه زده است كه سوبستراي بسيار مناسبي براي قارچ ها، مخمرها و اكتينوميست : عصاره مالت -۲

اين عصاره همچنين حاوي تركيبات ازته مثل . است) گلوكز، فروكتوز، مالتوز و ساكارز(كربوهيدراتها % ۹۰ها است و حاوي 

  .در اين عصاره بازهاي پوريني و پريميديني نيز وجود دارند. ا و اسيد هاي آمينه استپروتئين ها، پپتيد ه

  مواد نشاسته اي - ۳

  مواد ليگنوسلولزي -۴

  . متانول فقط توسط تعداد محدودي از ميكروبها تخمير مي شود: متانول -۵

  منابع نيتروژن

نين، آرژنين، اسيد گلوتاميك و ساير اسيد هاي آمينه حاوي اسيدهاي آمينه متعددي از جمله آلا: محلول خيسانده ذرت -۱

  .علاوه بر اين داراي قندهايي است كه به لاكتيك اسيد تبديل مي شوند. ضروري است
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.حاوي انواع ويتامين ها و اسيدهاي آمينه است: عصاره مخمر -۲  

در منابعي مثل گوشت، . تركيبات پپتيدي هستندتركيبات حاصل از هيدروليز پروتئين ها مي باشند و حاوي انواع : پپتون ها - ۳

.كازئين، ژلاتين، كراتين و ساير منابع وجود دارند  

 دستگاهها و تجهيزات ميكروب شناسي صنعتي

به دستگاهي ) تخمير كننده(فرمانتور . مهمترين وسيله اي كه در ميكروب شناسي صنعتي مورد استفاده قرار مي گيرد، فرمانتور است

كه شرايط فيزيكوشيميايي لازم را براي رشد و تكثير سوش هاي صنعتي فراهم نمايد بطوريكه سوبستراها توسط سوش  گفته مي شود

. هاي صنعتي تخمير يا تجزيه گردد و متابوليت مورد نظر توليد و استخراج گردد  

:انواع فرمانتورها براساس اهداف پروژه هاي صنعتي و ويژگي هاي سوش صنعتي  

.ثرا هوازي اند و براي سوش هاي هوازي بكار گرفته مي شونداك: هوازي -۱  

.كمتر استفاده مي شود و براي سوش هاي بي هوازي بكار گرفته مي شوند: بي هوازي -۲  

:انواع فرمانتورها براساس اندازه  

. ليتر ظرفيت دارند ۱۰تا  ۵اين فرمانتورها حدود ): فرمانتورهاي آزمايشگاهي(فرمانتورهاي كوچك  -۱  

  . ليتر ظرفيت دارند ۳۰۰۰تا  ۳۰۰نيز گفته مي شود و حدود  Pilot plantبه آنها ): نيمه صنعتي(فرمانتورهاي متوسط  -۲

تا  ۱۰۰۰۰نيز گفته مي شود و حدود  Industrial/Commercial plantبه آنها ): تجاري-صنعتي(فرمانتورهاي بسيار بزرگ  - ۳

  . ليتر ظرفيت دارند ۵۰۰۰۰۰

هم زدن و هوادهي محيط كشت كه تراكم سلولي را (كنترل اكسيژن، هم زدن، كنترل كف : در طراحي بيوراكتورهاعوامل موثر 

كف شكن هاي : زياد مي كند و همچنين در صورت تركيبات پيچيده در محيط از جمله عصاره مخمر ايجاد مي شود

  ). روغني/مكانيكي

  .  Airlift ،Bubble column، )همزن دار( Stirred Tank Bioreactor: بيوراكتورها

  مراحل افزايش حجم فرآيندهاي صنعتي

  : براي تبديل يك پروژه آزمايشگاهي كوچك به يك پروژه صنعتي عظيم چندين مرحله وجود دارد كه به شرح زير مي باشد

  ر مطمئن شدن از عملكرد صحيح ليتر، و به منظو ۲تا  ۱با حجم ) ارلن ماير(در ابتدا با استفاده از ظروف شيشه اي آزمايشگاهي ◄
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پس از جداسازي سويه و انجام آزمايشات در ارلن هاي كوچك (سوش صنعتي و توليد متابوليت مورد آزمايش را انجام مي دهند 

). ميلي ليتري ۵۰تا  ۲۵  

مده را بررسي مي كنند ليتري انجام مي دهند و نتايج بدست آ ۱۰تا  ۵در مرحله بعد همين آزمايش را با فرمانتور هاي كوچك ◄

)Semi-pilot scale.(  

ليتري كه توسط كامپيوتر  ۳۰۰۰تا  ۳۰۰با استفاده از فرمانتورهاي ): Pilot plant scale(در مرحله سوم در مقياس نيمه صنعتي ◄

  .كنترل مي شود، متابوليت يا محصول مورد نظر توليد و استخراج مي  گردد

تا  ۱۰۰۰۰با استفاده از فرمانتورهاي صنعتي عظيم با حجم ): Industrial scale(جاري ت- در مرحله چهارم در مقياس صنعتي◄

  . ليتري محصول مورد نظر توليد و استخراج مي گردد ۵۰۰۰۰۰

  انواع فرآيندهاي تخميري صنعتي

ود و به دليل اينكه از آنجايي كه تعداد فرآيندها و محصولات تخميري كه بطور صنعتي توليد مي شوند، روز به روز بيشتر مي ش

  :فرآيندهاي توليدي با يكديگر تفاوت دارند لذا اين فرآيندها را براساس نوع محصول به پنج دسته تقسيم بندي مي كنند

مثل فرآيندهاي توليد . در اين فرآيندها محصول نهايي توده عظيم ميكروبي مي باشد: فرآيندهاي توليد توده زيستي ميكروبي -۱

  .SCPرآيندهاي توليد مخمر نان و يا ف

. توليد آنزيم از منابع ميكروبي مزاياي زيادي نسبت به توليد آنزيم از ساير منابع دارد: فرآيندهاي توليد آنزيم هاي ميكروبي -۲

، بوسيله افزودن )Induction(اين مزايا عبارتند از سادگي افزايش بازده توليد در فرآيندهاي ميكروبي از طريق القاء كردن 

نوتركيب در  DNAبكارگيري تكنيك هاي مهندسي ژنتيك و توليد ). Reprssion(و يا از طريق بازدارندگي ) Inducer(ك ها محر

  . ميكروبها بمراتب آسانتر است

  .فرآيندهاي توليد متابوليت هاي اوليه و ثانويه ميكروبي - ۳

با . تخميري را بطور وسيعي گسترش داده است نوتركيب، طيف DNAورود فناوري : فرآيندهاي توليد محصولات نوتركيب -۴

استفاده از اين فناوري ژن هاي موجودات عالي را مي توان به سلول هاي ميكروبي بالاخص باكتريها انتقال داد، بطوريكه ميكروب 

ها مثل اشريشياكلي، تاكنون از طيف وسيعي از ميكروب. هاي دريافت كننده ژن، توانايي توليد پروتئين هاي بيگانه را خواهند داشت

بعنوان ميزبان و دريافت كننده ژن خارجي استفاده شده است و ) كپك ها(قارچ هاي رشته اي . ساكارومايسس سرويزيه، 

، عامل رشد پوستي، كيموزين گوساله و سوماتوستاتين ۹و ۸محصولاتي مثل اينترفرون، انسولين، آلبومين سرم انساني، فاكتورهاي 

  . تگاوي توليد شده اس
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۵- M.o چنين تغييراتي را دگرگون سازي ميكروبي . ها قادرند ماهيت شيميايي طيف وسيعي از تركيبات آلي را تغيير دهند

)Microbial transformation ( ياBioconversions در فرآيندهاي دگرگون سازي، ميكروبها نقش كاتاليزور . مي نامند

واكنش هاي دگرگون سازي كه با استفاده از . تر از كاتاليزورهاي شيميايي عمل مي كنندشيميايي را دارند كه در بسياري موارد به

  : ميكروبها امكان پذير است عبارتند از

هيدروكسي تريپتوفان و يا تبديل نفتالين به -۵اكسيداسيون شامل دهيدروژناسيون و دهيدراتاسيون مثل تبديل تريپتوفان به  -۱

  .اسيد ساليسيلك

  .ي هيدروليتيكواكنش ها -۲

  .واكنش هاي كنداسيون - ۳

  .واكنش هاي احياء -۴

  . واكنشهاي دكربوكسيلاسيون، آميناسيون و دآميناسيون -۵

، توليد استروئيدها و بعضي آنتي )تبديل اتانول به اسيد استيك(توليد سركه كه يك مثال بارز از واكنش هاي دگرگون سازي است 

  . دگرگون سازي انجام مي شود بيوتيك ها نيز از طريق واكنش هاي

  مراحل اصلي فرآيند تخمير صنعتي

  :مراحل يك فرآيند تخميري در مقياس صنعتي معمولا به شرح زير مي باشد و شامل دو بخش زير است

  :اين بخش از فرآيند شامل مراحل زير است): Upstream-Processing(فرآيند بالا دستي  -الف

جداسازي، خالص سازي و سپس ايجاد تغييرات و اصلاحات ژنتيكي در ميكرواورگانيسم : تيانتخاب ميكرواورگانيسم صنع -۱

  .مربوطه

  ).تهيه محيط كشت به منظور رشد ميكروب و توليد محصول(انتخاب محيط كشت مناسب، ارزان و فراوان  -۲

 Seed(؛ كشت بذر )سوش غير فعالفعال سازي : Primary culture/Pre-culture(تهيه كشت مناسب براي كشت مايه تلقيح  - ۳

culture :(؛ كشت توليد محصول )تكثير سوش فعال سازي با هدف افزايش توده زيستيMain/production culture : به كشتي كه

همراه با رشد سوش مورد نظر، افزايش محصول نيز در حد امكان صورت مي . تهيه مي شود) فرمانتور توليد(در فرمانتور اصلي 

  ).گيرد

  .  استريل سازي محيط كشت و دستگاهها و تجهيزات -۴
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  )Inoculum development(توسعه مايه تلقيح مناسب  -۵

  .آماده كردن ساير تجهيزات و لوازم مورد نياز فرآيند - ۶

  .افزودن مايه تلقيح به محيط كشت استريل با رعايت تكنيك هاي آسپتيك - ۷

  .صول در طول فرآيندكنترل رشد و تكثير و كنترل توليد مح -۸

  . Fed-Batchاضافه كردن مواد افزودني در حين تخمير در فرآيند  -۹

  . حفظ شرايط استريل و جلوگيري از آلودگي در طول فرآيند - ۱۰

  . انتخاب زمان مناسب براي خاتمه تخمير -۱۱

  )Downstream-Processing(فرآيندهاي پايين دستي  - ب

  .از فاز مايع توسط فيلتر) تيتوده زيس(جداسازي فاز جامد  -۱

  ).در صورت لزوم(تخريب غشاء و ديواره سلولي  -۲

  ).Evaporation(تغليظ محصول  - ۳

  ).استخراج با حلال، سانتريفيوژ و كريستاليزور(جداسازي و خالص سازي محصول  -۴

  ).شركت Q. Cبخش (كنترل كيفي و كمي محصول  -۵

  ).Bagging(بسته بندي محصول  - ۶

  )بخش تصفيه خانه شركت(ريليزاسيون و تصفيه پساب است - ۷

  


