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  مقدمه - 1

استفاده از . است رخودار شدهبیادی رف داران زامروزه علم بیوتکنولوژی به عنوان یکی از علوم میان رشته ای از ط

تولید، حذف و یا تبدیل مواد شیمیایی به یکدیگر روشی سازگار با محیط زیست بوده موجودات زنده میکروسکوپی برای 

وجود پیچیدگی های فراوان در راهبری نیاز به سرمایه گذاری اولیه کمتری نسبت به برخی از روشهای شیمیایی و  و با

این امر باعث شده محققین زیادی به بررسی امکان پذیری استفاده از روشهای بیولوژیکی در . یا فیزیکی دیگر دارد

  . صنایع مختلف روی بیاورند

نیاز به محفظه ای است که به عنوان محل  ،عتدر صن بیولوژیکمختلف شیمیایی و یا واکنشهای برای به کارگیری 

راکتورها می توانند به منظور انجام . این محفظه را راکتور یا واکنش گاه می نامند. واکنش مورد استفاده قرار گیرد

راکتورهای بیولوژیک یا (و واکنش های بیولوژیک ) یا شیمیایی همچون راکتورهای هسته ای(واکنش های شیمیایی 

در فرایندهای بیوتکنولوژی استفاده از بیوراکتورها بسیار لازم بوده و طراحی آنها  .مورد استفاده قرار گیرند) بیوراکتور

 استفاده از نتایجبسیاری از محققین در هنگام انجام مطالعات علمی خود با . ]1[ نیازمند رعایت اصولی خاص می باشد

کتورها اقدام می نمایند و معادلاتی را برای پیش بینی شرایط راکتور رخود نسبت به مدل سازی ریاضی بیوآزمایشات 

 ،راکتوربیوقلب هر . ]6[ دفید باشاستفاده از این مدل ها در طراحی راکتورها می تواند بسیار م .می دهند ارائه

را به راکتورها، آنها گیری میکروارگانیسم ها در بیوبا توجه به نحوه به کار .می باشنداکتور ربیومیکروارگانیسم های آن 

 تقسیم بندی می نمایند سه دسته بیوراکتورهایی با رشد چسبیده، بیورکتورهایی با رشد معلق و بیوراکتورهای تلفیقی

در این بین استفاده از بیوراکتورهای رشد چسبیده نیازمند ایجاد توده زیستی بر روی سطح داخلی راکتور می  .]11[

بیوراکتورهایی با رشد چسبیده تولید بیوفیلم به عنوان اولین قدم محسوب  بر رویدر بسیاری از مطالعات مختلف . باشد

و یا بوده  برای محققین دردسر ساز دمی توان آنتولید  ،درصورت عدم اطلاع دقیق از شرایط تولید بیوفیلم. می گردد

ر د. رعایت اصولی  ساده در هنگام تولید بیوفیلم می تواند سرعت رشد آن را افزایش دهد. آنها بگیردوقت زیادی را از 

  .ارائه اصولی ساده درباره توسعه بیوفیلم در راکتورهای بیولوژیکی پرداخته می شوداین مبحث به 

  

  بیوفیلم  - 2

را  (Biomass)تشکیل توده زیستی میکروارگانیسم ها می توانند در اثر عوامل مختلف به دور یکدیگر جمع شده و 

یا همان لایه  (Bio-film)اگر این توده زیستی به سطحی بچسبد و ایجاد یک لایه لزج نماید، آن را بیوفیلم . دهند

در سیستم های . و اگر این توده در محیط مایع معلق گردد آن را توده زیستی معلق می خوانند زیستی می نامند

میکروارگانیسم ها برای انجام فرایندهای مختلف صنعتی و آزمایشگاهی استفاده می شود از  بیولوژیکی که در آنها از

در برخی موارد نیز از ترکیب هر دو در راکتور های بیولوژیکی . توده زیستی معلق و هم از بیوفیلم استفاده می گردد

هندسی در علم م. ]11[ می نامند (Hybrid reactor)استفاده می شود که در این حالت راکتور را راکتور ترکیبی 

با فاضلاب سیستم های تصفیه . استفاده می گردد به منظور مقاصد مختلفاز هر دو نوع توده بیولوژیک  بیوتکنولوژی

که بعضاً حاوی مواد سمی فاضلابهای بسیار آلوده همچون فاضلاب های صنایع ه بیولوژیکی کمک بیوفیلم برای تصفی

م ها در بیوفیلم ها می توانند برای مدت زمان زیادی باقی مانده در نتیجه با زیسمیکروارگان. مفید استنیز هستند 

و توانایی مصرف و تجزیه مواد سمی را پیدا می  شدهگذشت زمان نسبت به مواد سمی موجود در فاضلاب مقاوم تر 

در راکتورهای بیولوژیکی که از توده بیولوژیکی معلق استفاده می نمایند زمان ماند سلولی میکروارگانیسم ها در . نمایند

 به. می موجود در فاضلاب های صنعتی کمتر استسسیستم کم بوده لذا توانایی این راکتور ها در سازگاری با مواد 
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ن محیط زیست همین دلیل امروزه استفاده از سیستم های بیوفیلمی جهت تصفیه مواد سمی بسیار مورد علاقه مهندسی

  . قرار گرفته است بیوتکنولوژی محیط زیست صنعت و محققان فعال در

فزایش ضخامت می ااین . رشد می کنند و باعث افزایش ضخامت بیوفیلم می گردند میکروارگانیسم ها در بیوفیلم ها

میکروارگانیسم ها در بخشهای به این گردد که مواد غذایی و یا اکسیژن به عمق بیوفیلم نرسیده در نتیجه  تواند منجر

با توجه به اینکه میکروارگانیسم های موجود در لایه های زیرین مسئول . رد و یا ضعیف می گردندزیرین خواهند م

ستند لذا مرگ و یا ضعف آنها می تواند منجر به کنده چسباندن بیوفیلم ها به سطوح موجود در راکتورهای بیولوژیکی ه

بلافاصله پس از کنده شدن بیوفیلم از سطح مورد نظر میکروارگانیسم های . شدن لایه های زیستی از سطوح گردد

در هر . رشد خواهد نمود مجدداً جدید جایگزین بیوفیلم کنده شده می گردند و بیوفیلم جدیدی در آن بخش از راکتور

بخشی از بیوفیلم ها در حال ریختن و بخشی دیگری از آنها در حال رشد مجدد در راکتور مداوم ور بیولوژیکی بطور راکت

وزن ...) و ، غلظت مواد غذایی، غلظت اکسیژن محیطpHدما، (لذا درصورت ثابت بودن شرایط راکتور . ]11[ هستند

های کنده شده از راکتور بسیار مهم  لازم به ذکر است که خارج نمودن بیوفیلم. بیوفیلم ها در راکتور ثابت خواهد ماند

در راکتور گرفتگی ایجاد خواهد شد و یا انباشت مقدار زیادی توده بیولوژیکی می باشد و در صورت عدم خروج آنها 

  .و اختلال در کار راکتور خواهد شد زی در راکتور و نهایتاً تولید بومنجر به ایجاد حالت بی هوا

  

  تولید محیط کشت مناسب - 3

برای تولید . باشداولین گام تولید بیوفیلم مناسب می ) بیوفیلمی(در انجام تحقیقات علمی بر روی راکتورها رشد چسبیده 

در غیر این صورت تولید بیوفیلم بسیار دیر حادث شده و یا اصلاً بیوفیلمی . نکات زیر توجه ویژه داشت بیوفیلم باید به

همچنین . برای رشد خود نیازمند سه منبع اصلی کربن، نیتروژن و فسفر می باشند میکروارگانیسم ها. ایجاد نخواهد شد

نیز برای رشد میکروارگانیسم ها مورد ... ون کلسیم، منیزیم، سدیم، پتاسیم، آهن و، منابع فرعی همچدر کنار این مواد

اد برای میکروارگانیسم ها فراهم نمود تا آنها لذا در اولین گام باید محیطی حاوی اینگونه مو .]5-1[ نیاز خواهد بود

برای تامین منابع  .امکان ادامه حیات، تولید مثل و نهایتاً چسبیدن به سطوح مورد نظر و تولید بیوفیلم را داشته باشند

همچون (و یا مواد مصنوعی ) همچون پودر ماهی(اصلی و فرعی جهت رشد میکروارگانیسم ها می توان از مواد طبیعی 

بطور معمول استفاده از مواد طبیعی منجر به در اختیار قرار دادن همه  .استفاده نمود) ایجاد ترکیبی از مواد شیمیایی

ولی در تولید محیط های مصنوعی باید مواد مختلف شیمیایی . ]1[ منابع اصلی و فرعی به میکروارگانیسم ها می گردد

بطور مثال می توان . مناسب در آب را نیز داشته باشند استفاده نمودانحلال  تکه دارای ترکیبات مورد نظر بوده و قابلی

برای ایجاد منبع نیتروژن و سدیم در محیط از نیترات سدیم استفاده نمود و برای ایجاد منبع فسفر و پتاسیم از فسفات 

سفر برابر با ف/نیتروژن/لازم به ذکر است که یک محیط کشت ایده آل باید حاوی نسبت کربن. ]1[ پتاسیم بهره جست

برای ایجاد این نسبت در کاربرد مواد شیمیایی جهت تولید منابع مختلف می توان از محاسبات ساده . باشد 100/5/1

با این . و یا بسیار دردسر زا است این نسبت در مواد طبیعی عملاً امکان پذیر نیست تنظیمشیمیایی استفاده نمود ولی 

با جستجوی ساده در . یازی به تغییر در آن نیستحال این نسبت بطور تقریبی در مواد طبیعی رعایت شده است و ن

 .مورد نیاز برای ساخت محیط کشت مناسب دسترسی یافتبه راحتی می توان به فرمولاسیون های مقالات موجود 

کربن بوده و  این فرمولاسیون فاقد منبع .مشاهده نمایید 1جدول شماره نمونه ای از این فرمولاسیون را می توانید در 

بطور معمول منابع کربنی که برای توسعه . خاب نمایدتمحقق باید با توجه به هدف مطالعه یک نوع منبع کربن را ان

ی توان از منابع م به عنوان مثال. سریع بیوفیلم مورد نیاز می باشد باید برای میکروارگانیسم ها بسیار سهل الوصل باشد

 فاضلاب شهری و یا منابع کربن طبیعی همچون شکر واتیلن گلیکول اتانل، گلوکز،  انل،مت ونکربن شیمیایی همچ
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لازم به ذکر است که پس از توسعه کافی بیوفیلم می توان به تدریج منبع کربن سهل الوصول را قطع  .استفاده نمود

و آنها زندگی در جاورت  به تدریج نسبت بهم ها میکروارگانیسمنابع کربن مورد نظر را افزایش غلظت داد تا نمود و 

، 8، 7[ نظر را بیابدژیک مورد های لازم برای انجام واکنشهای بیولو تواناییمصرف این گونه مواد سازگار شده  نهایتاً

9[.  

  

 ]5[ های کشت شیمیایی جهت افزایش تعداد میکروارگانیسم هانمونه از محیط: 1جدول شماره 

  نوع ماده شیمیایی  مقدار

0.1 lgr  MgSO4  

0.5 lgr  KH2PO4  

0.01 lgr  CaCl2.2H2O  

0.001 lgr  FeSO4  

1 lgr  NH4Cl  

0.5 lgr  K2HPO4  

0.001 lgr  MnSO4 

  

ط کشت تولید محیبرای  رمحیط کشت از آب مقطموجود در  امور تحقیقاتی به منظور دانستن دقیق کلیه مواد در

مواد شیمیایی موجود در محیط کشت تمامی  ه نیازی به معلوم بودنتوسعه بیوفیلم کلیکن در بخش . استفاده می گردد

نیست استفاده از آب آشامیدنی که بعضاً حاوی بسیاری از املاح ضروری رشد میکروارگانیسمها در مقادیر بسیار اندک 

  .باشد یدمفرشد میکروارگانیسم ها تقویت محیط کشت و می باشد، می تواند برای 

  

  انتخاب بستر مناسب رشد میکروارگانیسم ها - 4

بطور معمول . نوبت به انتخاب بستر مناسب برای رشد میکروارگانیسم ها می رسدمناسب  پس از تولید محیط کشت

هرچه بستر مورد نظر شما متخلخل تر باشد و سطح زیادتری ایجاد کند بستر مناسب تری برای رشد میکروارگانیسم ها 

لیکن باید توجه داشت که فقط فاکتور بالا بودن سطح به عنوان یک شاخص برای انتخاب . ]11[ بر روی آن خواهد بود

بودن سطح آن دارای منافذ درشت نیز هست که این عمل ایجاد  یک بستر مناسب علاوه بر زیاد. بستر مناسب نیست

 .بیوفیلم های ضخیم را به حداقل خود می رساند در اثر ایجادگرفتگی در بستر به دلیل رشد بالای میکروارگانیسم ها 

بسترهای سنگین همچون . همچنین وزن بستر ها نیز در اینجا بسیار مهم است. شاخص این منافذ را تخلخل می نامند

لذا در صورت سنگین بودن بستر . کم برای نگهداری حجم بالایی از آن می باشدقلوه سنگ نیازمند راکتوری بسیار مح

نمی توان از آنها برای پر استفاده از آن باعث افزایش هزینه ساخت راکتورها خواهد شد و در مقیاس های صنعتی نیز 

کی بدین منظور بسیار مرسوم تیامروزه استفاده از قطعات متخلخل پلاس. نمودن راکتورهایی با ارتفاع زیاد استفاده نمود

. نیز هستند بالا و قطر سوراخهای مناسب، سبک زیرا این گونه بسترها علاوه بر داشتن سطح زیاد، تخلخل. شده است

رشد به عنوان بستر  ،که در تاسیسات برق رسانی مورد استفاده قرار می گیرددر ایران امروزه استفاده از لوله خرطومی 

این بستر علاوه بر سطح زیاد سبک . مورد توجه قرار گرفته استها و در امور تحقیقاتی راکتور بیومیکروارگانیسم ها در 

که ناشی  این بستر در موجود در سوراخهایبالای همچنین قطر  .را ایجاد می نماید% 90رصد تخلخلی برابر با بوده و د

بسترهای پلاستیکی دیگری نیز توسط  .در آن را بسیار کاهش می دهدامکان گرفتگی  از تخلخل بالای آن می باشد،
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هزینه خرید و استفاده از ده لیکن شرکتهای متخلف در سطح دنیا تولید می گردد که دارای سطح ویژه بسیار بالایی بو

دسترس بودن و قیمت  در ایده آللازم به ذکر است که یکی دیگرا از شاخص های یک بستر  .آنها نیز بالا می باشد

  .مناسب نیز می باشد

در هر دو نوع بستر . یکی از فاکتورهایی که در انتخاب بستر مورد توجه قرار می گیرد مقدار صیقلی بودن بستر می باشد

دارند تشکیل بیوفیلم  کمتریلیکن در بسترهایی که زبری . کاملاً صیغلی و کاملاً زبر بیوفیلم قابل تشکیل می باشد

در بسیاری از تحقیقات قبلی، محققین نشان داده  .قابل انجام می باشد تربسترهای زبرندک نسبت به معمولاً با تاخیری ا

لذا این فاکتور در انتخاب بستر . استاند که حتی بر روی بستری از لوله های شیشه ای نیز براحتی بیوفیلم قابل تشکیل 

  .مناسب چندان مورد توجه قرار نمی گیرد

  

  به بیوراکتور انتخاب منبع میکروارگانیسم جهت تلقیح - 5

در این مرحله با توجه به هدف از ایجاد بیوفیلم از . پس از انتخاب بستر مناسب باید منبع میکروارگانیسم خود را بیابید

اگر هدف از ایجاد بیوفیلم سازگارسازی آن به مصرف مواد سمی خواص . میکروارگانیسم های مختلف استفاده می گردد

این منبع . ]10، 1[ صفیه خانه های فاضلاب شهری استفاده نماییدت ازباشد شما می توانید از لجن فعال برگشتی ناشی 

لذا احتمال وجود میکروارگانیسم های مناسب برای . میکروبی حاوی هزاران گونه میکروبی بوده و تنوع بالایی دارد

ر پاشی علاوه بر لجن فعال شما می توانید از منابع زیر نیز به منظور بذ. هدف شما در این نوع منبع بسیار زیاد است

فاضلاب خطوط جمع آوری و تصفیه خانه های ، لجن های موجود در فاضلاب خانگی :محیط کشت استفاده نمایید

میکروارگانیسم های خالص ، لجن فعال حاصل از راکتورهای تحقیقاتی در مقیاس آزمایشگاهی، شیرابه زباله، صنعتی

  ...و موجود در بانکهای میکروارگانیسم

  

  تولید بیوفیلم - 6

شروع فرایند تولید  نوبت بهب منبع میکروبی مناس تولید محیط کشت، انتخاب منبع کربن، نوع بستر و نهایتاًپس از 

در اولین حالت راکتور با محیط  .خود در نظر بگیرید راکتوربیودو استراتژی را می توانید برای راهبری  .درسمی  مبیوفیل

در این حالت سرعت رشد . کشت پر شده و بستر در داخل محیط کشت به صورت غوطه ور و یا ثابت قرار داده می شود

کروارگانیسم ها در حالت معلق به دلیل امکان حرکت به تمام بخشهای راکتور در اثر زیرا می. یلم پایین خواهد بودبیوف

لذا سرعت ایجاد بیوفیلم در . ازی به چسبیدن به بستر را ندارندنی کشتاغتشاشات ناشی از هوادهی در محیط 

راکتورهای بی تولید بیوفیلم برای کاربرد در در برخی موارد مانند با این حال . محیطهایی اینچنینی پایین می باشد

  .هیچ انتخاب دیگری وجود نداردهوازی 

ر لا به روی بستیعنی محیط کشت از با. فی چکنده به کار گرفتدر دومین حالت می توان راکتور را به صورت یک صا

ب میکروارگانیسم ها برای ماند در به این ترتی. شت از پایین بیوراکتور خارج خواهد شدپاشیده می شود و نهایتاً محیط ک

ردد تمایل به چسبیدن بر روی شت تازه تغذیه می گمحیطی پر از مواد غذایی که بطور مداوم از بالا توسط محیط ک

لذا توصیه می گردد درصورت امکان از . لذا سرعت رشد بیوفیلم در این حالت از حالت اول بیشتر است. بستر را دارند

  .کنیداستفاده  خود  روش دوم استفاده شده و پس از توسعه کافی بیوفیلم از آنها در شرایط مورد نظر

مقدار مناسبی از تماس مداوم با سیستمی بسته در برای شروع تولید بیوفیلم باید چند روزی منبع میکروارگانیسم در 

بیوفیلم تشکیل خواهد شد لیکن این  ،چند روز اولگذشت ت که پس از سلازم به ذکر ا. قرار گیردمنبع میکروبی 

برای مصارف تحقیقاتی  همچنین این بیوفیلم. بیوفیلم بسیار نازک بوده و با چشم غیر مسلح امکان دیدن آن وجود ندارد



٧ 
 

با این  .دداو صنعتی مناسب نیست و باید با تیمار مناسب آن برای مدت زمان یک هفته تا دو ماه به میزان کافی توسعه 

ا بیوفیلم برای مدت زمان حداقل یک هفته در یک سیستم بسته حفظ گردد و پس منبع میکروبی بد شوحال توصیه می 

و فقط محیط کشت را در سیستم به  م های معلق را از سیستم خارج نمودساز این مدت زمان می توان منبع میکروارگانی

تولید بیوفیلم باید به این نکته توجه نمود که مقدار  لازم به ذکر است که در طول راهبری بیوراکتور برای .جای گذاشت

لذا توصیه می گردد . ]11[ میکروارگایسم های معلق در محیط کشت با مقدار بیوفیلم تشکیل شده نسبت عکس دارد

 .معلق از محیط کشت جدا گردندروارگانیسم کمی تماس میکروارگانیسم با بستر،ای  پس از گذشت مدت زمان یک هفته

همچنین درصورت راهبری راکتور در . بع کربن با غلظت بالا توصیه می گرددمنبرای ایجاد سریع بیوفیلم استفاده از 

توصیه می گردد برای چسبیدن اولیه میکروارگانیسم ها . شرایط بسته سرعت شکل گیری بیوفیلم بسیار پایین خواهد بود

 غیر بستهت به بستر ابتدا برای چند روز سیستم به صورت بسته به کار گرفته شود و سپس سیستم را به صور

(Continues) در ابتدای ... در سیستم های بسته مقدار منابع کربن، نیتروژن، فسفر، پتاسیم، سدیم و .به کار ببندید

شروع کشت بالا می باشد، لیکن با ادامه فعالیت و رشد میکروارگانیسم ها این منابع به سرعت مصرف شده و غلظت 

همچنین در طول رشد  .کاهش شدید رشد میکروارگانیسم ها خواهد شدآنها کاهش می یابد که این امر منجر به 

که تغلیظ آنها در سیستم های  میکروارگانیسم ها مواد سمی و مضر برای رشد آنها به محیط کشت اضافه می گردد

 غیر بستهلیکن در سیستم های  .گرددفیلم وبی کاهش رشد میکروارگانیسم ها و نهایتاً تولیدنیز می تواند منجر به بسته 

 .غلظت این مواد همواره ثابت بوده لذا میکروارگانیسم ها برای مدت زمان بیشتری در فاز رشد لگاریتمی باقی می مانند

یک ماه برای تولید بیوفیلم مدت زمانی حدوداً . ت رشد بیوفیلم در راکتور خواهد شدسرعاین امر منجر به بالا رفتن 

مورد نیاز است که اگر شرایط مناسب را برای رشد میکروارگانیسم ها مطابق دستورالعمل های فوق ایجاد نمایید این 

اگر شما نیازمند سرعت عمل بیشتری هستید و هزینه ها نیز برای شما چندان . زمان تا چهارده روز می تواند کاهش یابد

       نوترینت براثمخلوطی از محیط کشت ید از محیطهای کشت میکروبی همچون اهمیت ندارد می توان

(Nutrient Broth) و محیط کشت پپتون (Peptone) با کاربرد این محیطهای کشت در یک  .داییاستفاده نم

می توان ظرف مدت یک هفته بیوفیلم های و با به کار گیری حالت صافی چکنده بر روی بستر  غیر بستهراکتور 

لازم به یاد آوری است که برای داشتن سرعت بالا در تولید بیوفیلم ها باید  .اکتریایی و یا قارچی را تشکیل دهیدب

همچنین در سیستم های هوازی باید میزان  .و خصوصاً غلظت منبع کربن بالا باشدمعدنی غلظت منابع اصلی و فرعی 

. میلی گرم بر لیتر باشد 5هی را طوری تنظیم کرد که مقدار اکسیژن محلول موجود در محیط کشت حداقل هواد

همچنین اختلاط کافی نیز در محیط وجود داشته باشد تا علاوه بر مواد مغذی اکسیژن کافی نیز به تمام بستر بیوراکتور 

بیوراکتورهای بی هوازی نیز باید دقت نمود راکتور کاملاً هوابندی باشد، زیرا میکروارگانیسم های بی هوازی در  .برسد

بی  رعت رشد بیوفیلمسحضور اکسیژن می تواند حساس بوده بسیار  محلول در محیط کشت اکسیژنحضور نسبت به 

در یافته و توسعه  توسعهل درحااز بیوفیلمهای  هایینمونه  .هوازی در بیوراکتور بی هوازی را شدیداً کاهش دهد

با کمک اویر این تص .می باشدمشاهده می قابل زیر  هایتصویر دربیوراکتور هوازی بر روی بستری از لوله خرطومی 

  .هیه شده استبرابر ت 40 هی و بزرگنماییلوپ آزمایشگا
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  برابر 40با بزرگنمایی  تصاویر بیوفیلمهاي در حال توسعه بر روي سطح بستر: 1شکل شماره 

  

ر صورتی که بستر به صورت معلق در بیوراکتور به کار گرفته شود به دلیل برخورد سطح خارجی لازم به ذکر است که د

لذا در این شرایط تولید بیوفیلم به . بسترها با یکدیگر امکان تولید بیوفیلم ضخیم قابل مشاهده بر روي آن وجون ندارد

ده در راکتورهایی با بستر معلق بسیار محکم بطور معمول بیوفیلم هاي تولید ش. بستر محدود خواهد شدسطوح داخلی 

  . تر به بستر چسبیده اند و به سادگی از آن جدا نمی شوند
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