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المرحلة الرابعة                                                                 التقنية الحيوية/ المحاضرة 3 -    التخمرات 

التخمرات Fermentation
الأجزاء الرئيسية المكونة لعملية التخمر:
مهما يكن نوع التخمر (مع إمكانية استثناء بعض عمليات التحويل) فان أي عملية تخمر يمكن ان تقسم إلى ستة أجزاء مكونة أساسية :- 
1) تهيئة أو صياغة الوسط الغذائي Medium Formulation الذي سيستعمل في تنمية اللقاح وفي مخمر الإنتاج. ويشترط في المادة الغذائية قدرتها على الدخول إلى الخلية، وان يكون الجهاز الخلوي قادرا على استعمالها، وكلاهما يعتمد على نوع المحتويات البروتوبلازمية في الخلية.
2) تعقيم الوسط الغذائي Medium Sterilization، وكذلك المخمر والمعدات الملحقة. ويقصد بالبيئة المعقمة خلوها من الكائنات الحية، في حين ان التخمر المعقم يعني استخدام بيئة تحتوي على الكائن الحي المرغوب فقط (الذي يقوم بعملية التخمر). ويجري التعقيم بطرق فيزياوية physical methods تشمل: الحرارة Heat، الترشيح Filtration، الإشعاع Radiation، وغيرها. وطرق كيمياوية Chemical methods وتشمل على استخدام الأحماض Acids، القلويات Alkali، الكحولات Alcohols، الفينول ومركباته Phenol، وغيرها من المواد.
3)إنتاج مزرعة نقية Pure culture، نشطة active بكمية كافية لتلقيح وعاء التخمر Production vessel. إذ قد يحدث تلوث أثناء إنتاج اللقاح (أو البادئ starter) ولكنه غير مميز، أو قد يكون التلوث كبيرا يسهل ملاحظته. لذا ينبغي بذل كل المحاولات للكشف عن مستوى التلوث بحيث يكون لقاح أحواض الإنتاج خاليا تماما من التلوث.
4)تنمية الكائن الحي في مخمر الإنتاج Production Fermenter تحت الظروف المثلى لتكوين الناتج المطلوب وتشمل البيئة الحيوية و الفيزيائية والكيمياوية.
5)أستخلاص الناتج وتنقيته Extraction and Purification: بعد اكتمال عملية التخمر يأتي دور الحصول على المواد الناتجة بشكل نقي ومقبول ويطلق على هذه العمليات Down Streaming. ويجب ان تتم هذه المرحلة بأسرع وقت ممكن تلافيا لحدوث أي تغير أو تلف للمنتوج. [image: image8.jpg]Transfer
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Fig. 19.2 : Types of bioreactors (4) Two-stago aiift bioreactor (8) Tower bioreactor.





يعتمد اختيار طريقة الاستخلاص على نوع التخمر وعلى نوعية الأجهزة المتوفرة، ويمكن تلخيص العوامل التي تلعب دورا في اختيار الطريقة بما يأتي:
1. تركيز المنتوج في الوسط الزرعي التخمري السائل.
2. المواصفات الكيمائية والفيزيائية للمنتوج المطلوب مهمة لتحديد طريقة فصله عن الوسط الزرعي.
3. الغرض من استعمال منتوج التخمر.
4. وجود المنتوج في داخل الخلية أو خارجها.
5. نسبة الشوائب في الوسط الزرعي لعملية التخمر.
6. المعرفة بنسبة الشوائب الموجودة في المنتوج والمقبولة في التقييس والسيطرة.
7. قيمة المنتوج الاقتصادية (سعر السوق).
ويوضح المخطط التالي ملخص لعملية استخلاص وتنقية منتوج ذائب في الوسط الزرعي خارج الخلايا Extracellular:
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غير الذائبة

المنتوج النقي                    (مخطط عام لاستخلاص منتجات التخمر الذائبة خارج الخلايا)
6) التخلص من السوائل الدافقة Effluents الناتجة عن عملية التخمر: إذ ينتج عن اغلب العمليات الصناعية مخلفات مائية تحتوي على كميات متفاوتة من الأملاح والمواد العضوية. وتحتوي المخلفات المرتبطة بالصناعات التخميرية على بيئات مستهلكة، ومياه غسيل، ومياه متجمعة في الخطوات المختلفة من عملية استرجاع الناتج. وكذلك تتجمع مذيبات عضوية خلال استرجاع نواتج التخمر الصناعي.
وحدة التخمير: Fermentation Unit

المقومات الأساسية لوحدة التخمير:   Essential Features of a Fermentation Unit

ان وحدة التخمير في التخمرات الصناعية تكون مشابهة للمصنع الكيمياوي في الصناعة الكيماوية. ويعود وجود الاختلافات الى احتياجات العملية الحياتية للتعقيم ولضمان سير تفاعلاتها الانزيمية مقارنة بالتفاعلات الكيماوية وعواملها المساعدة والتي تجري احيانا عند درجات حرارة وضغط مرتفعين. وبصورة عامة تكون اساسيات التصميم قابلة للتطبيق بصرف النظر عن حجم العملية التخميرية. ويوضح الشكل الآتي رسما تخطيطيا عاما لوحدة التخمير:
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Fig. 19.3 : Types o bioreactors (A) Fiuidized bed
bioreactor (8) Packed bed bioreactor.






تصميم المفاعل الحيوي  Bioreactor Design:
المفاعل الحيوي  Bioreactor: هو وعاء لزراعة الميكروبات و تنمية الخلايا او لأجراء التفاعلات الكيميائية المستخدمة في تطبيقات التقنية الحيوية. المفاعل الحيوي هو نظام لاحتواء التفاعلات البيولوجية لعمليات التقنية الحيوية. حيث يوفر البيئة الصحيحة لتضبيط نمو الكائنات والفعالية الأيضية، ويجب ان يمنع تلوث مزرعة الانتاج من البيئة وايضا منع انطلاق مزرعة الانتاج الى البيئة، ويجب ان يحتوي على الآلات المطلوبة او المجسات التي تسمح بالسيطرة المثلى على العملية.

المختبرات البحثية تستخدم عادة مفاعلات حيوية صغيرة تتسع لأقل من لتر واحد من الوسط. اما المختبرات التي تعمل على تطوير نواتج تقانة حيوية جديدة فأنها تستخدم مفاعلات حيوية متوسطة الحجم لها القدرة على استيعاب عدة لترات من الوسط. وهذه تستخدم عادة في تطبيقات واسعة تسمى المزارع التجريبية pilot plants وهي عبارة عن سلسلة من العمليات التجريبية التي تبحث في امكانية أجراء عمليات التقنيات الحيوية معينة بالكميات الكبيرة وبطريقة كفؤة اقتصاديا. شركات التقنيات الاحيائية التي تقوم بإنتاج حجوم كبيرة من المواد تستخدم مفاعلات حيوية تستوعب الاف اللترات.
A closed bioreactor used in cellulosic ethanol research

Autoclavable bench-top laboratory bioreactor used for fermentation and cell cultures

بعض المفاعلات الحيوية يطلق عليها تسمية المخمرات  fermentersلأنها تجري العمليات المصممة لها بغياب الاوكسجين.وهي تناسب بعض الاحياء التي تنجز نوع من الايض بغياب الاوكسجين الذي يسمى التخمر fermentation . حيث يصنع الكحول والعديد من منتجات التقنية الحيوية باستخدام التخمر. وكذلك هناك تفاعلات كيميائية معينة تثبط بوجود الاوكسجين تجري كذلك تحت ظروف التخمر. بعض المفاعلات الحيوية التي يشار لها ايضا بتسمية المعالج الحيوية bioprocessors و تسمية الهاضم digesters تستخدم في انتاج كيمياويات متنوعة من الافرازات المنتجة من مزارع الخلايا. حيث تستخدم شركات انتاج العقاقير المعالج الحيوية bioprocessors في انتاجها الانسولين من البكتريا المحورة وراثيا. المفاعلات الحيوية الهاضمة digesters تحتوي الخلايا او المخاليط الكيميائية التي تكسر مركبات معينة محولة اياها الى منتجات اقتصادية. الوقود الحيوي  Biofuels(الوقود المشتق مباشرة من المادة الحية) مثل غاز الميثان ينتج باستخدام الهاضم. حيث تقوم البكتريا و الخمائر النامية في هاضم خاص بتكسير المخلفات الزراعية من النبات او الحيوان الى الوقود الحيوي.

ولا يوجد هناك شكل محدد للمفاعل الحيوي. حيث يعتمد تصميمه ووظيفته على نوع التفاعل الذي ينفذ ونوع المواد المطلوب انتاجها. ومع ذلك فان المفاعلات الحيوية تمتلك عدة  مكونات اساسية : تجهيز الهواء atmosphere supply ،مخرج جمع الناتج collection port ، لوحات تحكم  control panel، تغذية الوسط media supply ، مازج  mixer ، الوعاء vessel. يمكن ان تنتج المفاعلات الحيوية بأشكال واحجام مختلة تستخدم لأغراض متنوعة.
يعد الوعاء المكون الرئيس في المفاعل الحيوي، ويمكن ان يصنع من السيراميك ، الزجاج، المعدن، البلاستك او مواد راتنجية مركبة (Vessels can be made of ceramic, glass, metal, plastic, or a composite resin material). مواد مثل السيراميك و الزجاج و البلاستك عادة لا تؤذي او تتداخل مع الخلايا والتفاعلات الكيميائية. الا انها مواد هشة سريعة الكسر لذا ينحصر استخدامها في المفاعلات الحيوية الصغيرة. يجب صنع المفاعلات الحيوية الاكبر من مواد قوية مثل المعدن، الا ان معظم الخلايا والتفاعلات الحيوية تثبط بالمعادن، لذا تصنع المفاعلات الحيوية المعدنية من الفولاذ المقاوم للصدأ stainless steel لكونه لا يتأكل أو يصدأ عندما يتلف، ولكون التأكل و الصداء يسرب المعادن الى محتويات المفاعل الحيوي. المفاعلات الحيوية المعدنية الاخرى تكون مبطنة بالسيراميك او الزجاج لتوفير ظرف امنة وسهلة في الوعاء. المفاعلات الحيوية من المواد الراتنجية المركبة تصنع عادة من الياف زجاجية مثبته مع بلاستك راتنجي لا يؤذي او يتداخل مع الخلايا والتفاعلات الكيميائية. 
من الجوانب الاساسية في التخمرات ان يدام الوعاء ليكون بيئة نظيفة وامنة وهذا ينجز من خلال طرائق عمل صارمة للتعقيم sterilizing وازالة تلوث decontaminating وعاء التفاعل. ويتضمن التعقيم ازالة او تدمير جميع الاحياء المجهرية التي تستطيع اتلاف العملية الحيوية، اما ازالة التلوث فتتضمن ازالة المواد الكيميائية المضرة التي تتداخل مع العملية الحيوية. ان البيئة الامنة داخل وعاء المفاعل الحيوي هي وظيفة بقية مكونات المفاعل.

الحركة المستمرة للسائل داخل المفاعل الحيوي عامل اساسي لحفظ الخلايا او الكيميائيات داخل الوعاء ومنعها من الترسب في القاع. وبشكل عام تتطلب الصناعات التخمرية مفاعلات حيوية تستطيع ان تفي بمتطلبات ظروف تشغيلية متنوعة ، منها لزوجة ومعدلات تهوية شدة رج و حجم تخمر متباينة (varying viscosity, aeration rate, intensity of agitation and fermentation volume) وفي التطبيق العملي اصبحت مفاعلات خران المزج المستمر (continuous stirred tank reactor (CSTR)) واسعة القبول. ان التصميم الاساس لمفاعلات الخران دائم الرج  CSTR تم تطويره خلال فترة اربعينيات الى ستينيات القرن الماضي مع الانتاج الصناعي للبنسلين. يلاحظ في الصورة التالية نموذج شائع لمفاعل حيوي صناعي من نوع CSTR:-

ومن الاعتبارات الاضافية التي تحدد الخيارات هي ان العديد من الصناعات بحاجة الى معالجة منتجات مختلفة في نفس المصنع لذلك فان نظام مرن قابل للتحوير بسهولة هو المطلوب. 
توفر المخمرات للعمليات الصناعية الظروف أو البيئات الملائمة وتتمثل في:

1. البيئة الحيوية: ويقصد بها توفير الخلايا المنتجة بأعداد كافية للإنتاج الاقتصادي واستبعاد التلوث. 
2. البيئة الفيزياوية: وتتمثل بشكل رئيسي بالحرارة وإجراء اللازم للمحافظة على المحتويات بدرجة حرارية مناسبة.
3. البيئة الكيماوية: وتعني توفير المواد الغذائية اللازمة لنمو الأحياء المجهرية وبالتراكيز الملائمة بالإضافة إلى توفير السوابق Precursor أثناء بعض العمليات الإنتاجية. كما تشمل المحافظة على الأرقام الهيدروجينية الملائمة، تركيز الأوكسجين وابعاد المثبطات وإزالة غاز CO2، تشمل النواحي الكيمياوية ايضا النشاط المائي وتوفره بالقدر المطلوب.
[image: image2.emf]
(شكل يوضح مخمر نموذجي)


ان المخمر لا يعني بالضرورة ان يكون بشكل وعاء أسطواني له العديد من المكملات وانما قد يكون دورقا مخروطيا أو قنينة ذات أبعاد خاصة حسب العملية الإنتاجية. وفي البداية كانت المخمرات على شكل خزان غير عميق يمكن ان يحرك ويقلب باليد أو بشكل دوارق تهوى بواسطة الهز الميكانيكي. وتلت تلك الفترة توسيع العمليات الإنتاجية التي حتمت إيجاد تصاميم وتراكيب إضافية للمخمر. تلت الفترة استعمال الوسائل الميكانيكية للخلط Impellers لغرض خلط المواد وجعلها متجانسة بالإضافة إلى زيادة كفاءة الأوكسجين ومن اشهر المخمرات من هذا النوع هو Continuous Stirred Tank Reactor (CSTR) ويعتبر من المخمرات التقليدية الواسعة الانتشار.
أنواع المفاعلات الحيوية:
هناك 6 أنواع المفاعلات الحيوية المستخدمة في تكنولوجيا المعالجة الحيوية هي: 
(1) مفاعلات خزان المزج المستمر Continuous Stirred Tank Bioreactors  
(2) مفاعلات الفقاعات العمودية Bubble Column Bioreactors 
(3) مفاعلات المزج بالهواء Airlift Bioreactors 
(4) المفاعلات الحيوية ذات الحبيبات في السائل Fluidized Bed Bioreactors 
(5) المفاعلات الحيوية ذات الحبيبات المعبئة Packed Bed Bioreactors 

(6) المفاعلات الحيوية الضوئيةPhoto-Bioreactors. 
التخمرات المزدوجة أو المتعددة: Double or Multiple Fermentation

وهي تلك التخمرات التي يستخدم فيها اكثر من كائن حي مجهري واحد، اذ تلقح الكائنات الحية في وقت واحد في بيئة النمو، او ان كائنا حيا واحدا قد ينمى اولا في البيئة، يليه تلقيح ونمو الكائن الحي المجهري الثاني. او كبديل عن ذلك انه بعد حدوث النمو في البيئات الاصلية، يمكن الجمع بين تخمرين منفصلين معا لاكمال النشاط الاضافي. والفكرة الاساسية في هذه التخمرات هي ان اثنين او اكثر من الكائنات الحية المجهرية ينجزان شيئا ما لا يمكن ان ينجزه كائن حي مجهري بمفرده. وهناك استخدامات عديدة ومهمة للتخمرات المزدوجة او المتعددة منها:

1. استخدام كائن حي مجهري واحد لانتاج ناتج التخمر الذي يتحول بعد ذلك او يتغير بواسطة كائن حي مجهري اخر او عدة احياء مجهرية الى نواتج تخمرية مختلفة لها قيمة اقتصادية اكبر. ومثال على ذلك، انتاج الخل vinegar production ، اذ نتنج الخميرة yeast الكحول الاثيلي ethanol اولا ومن ثم تقوم انواع بكتريا Acetobacter بتحويل الكحول الى خل.

2. استخدام كائن حي مجهري واحد لتغيير او تهيئة البيئة لتصبح اكثر ملائمة لنمو كائن حي مجهري اخر. وعلى سبيل المثال، قد ينجز الكائن الحي المجهري نشاطا لانزيم الامليز amylase او البروتيز protease من اجل الكائن الحي المجهري الثاني الذي يفتقر الى هذه النشاطات.
3. استخدام كائن حي مجهري ما لازالة النواتج الثانوية الايضية السامة لكائن حي مجهري اخر، او كائن حي مجهري يقوم بتجهيز عوامل نمو لكائن اخر، او كائن حي مجهري اخر لازالة الاوكسجين او لخفض جهد الاكسدة والاختزال لكائن حي مجهري لا هوائي، او كائن حي مجهري ليبقى مدى الرقم الهيدروجيني حرجا لكائن اخر.
4. استخدام كائن حي مجهري لاعطاء ناتج ايضي مثل حامض اللاكتيك، الذي يكون مفيدا لنمو الكائن الحي المجهري الثاني كالخميرة، وبنفس الوقت يساعد في السيطرة على التلوث.
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فصل الخلايا الحية والمواد الصلبة في وسط التخمر، عمليات التنقية والاستخلاص.
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