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نشریه علمی - دانشجویی میکروبیولوژی

سخن سردبیر: 

بســیار خرســندیم از اینکــه توانســتیم بــا تلاش هــای مســتمر و همــکاری هیئــت تحریریــه شــماره 2 نشــریه 

ــد   ــه موضوعــات جــذابی مانن ــد ب ــن جل ــز برســانیم . در ای ــان عزی ــه حضــور شــما مخاطب پروویروس را ب

بیولیچینــگ و بیومینیــگ ، حامــل هــای میــکروبی دارو رســان و دارو هــای میــکروبی نوترکیــب پرداختیــم  . 

امید است ما را از نظرات ارزنده خود بهره مند سازید . 

گوشه ـشم بگردان و مقدر گردان       ما که هستیم در این دایره سرگردان 

 

هدیه سادات میری لواسانی

) فاضل نظری ( 
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 از کشــت های میــکروبی بــرای تعییــن نــوع ارگانیســم، فراوانــی آن 

در نمونــه مــورد آزمایــش یــا هــر دو اســتفاده می شــود. ایــن یکــی 

ــوان  ــوژی اســت و به عن ــه میکروبیول از روش هــای  تشــخیصی اولی

ــه  ــازه دادن ب ــا اج ــی ب ــاری عفون ــت بیم ــن عل ــرای تعیی ــزاری ب اب

عامــل در یــک محیــط از پیــش تعییــن شــده تکثیــر اســتفاده 

می شــود. ترکیبــات اساســی محیــط کشــت ســلولی میــکروبی 

شــامل نمک هــای معدنــی، کربوهیدرات هــا، اســیدهای آمینــه، 

ویتامین هــا، اســیدهای ـــرب و لیپیدهــا، پروتئین هــا و پپتیدهــا، 

ســرم و عناصــر کمیــاب می باشــد. علاوه بر ایــن، محیط هــای کشــت 

ــی محیــط جامــد، محیــط جامــد و  بیشــتری بر اســاس قــوام، یعن

محیــط مــایع )آبگوشــت( طبقه بنــدی مــی شــوند. به طــور مشــابه 

محیــط مصنوعــی و غیرمصنوعــی طبقه بنــدی بر اســاس ترکیــب را 

تشــکیل می دهنــد درحالــی کــه بر اســاس کاربــرد عملکــردی، هدف 

و کاربــرد کشــت ســلولی میــکروبی به عنــوان محیط هــای عمومــی، 

ــدی  ــده طبقه بن ــابی و غنی کنن ــط انتخ ــده و محی ــط غنی کنن محی

می  شــوند:

ــا هــر  ــد هــوازی، بی هــوازی ی تنفــس ســلولی باکتری هــا می توان

ــرد: ــدی ک ــر طبقه بن ــته های زی ــوان در دس ــه می ت ــد ک دو باش

ــیژن  ــه اکس ــود ب ــلولی خ ــس س ــرای تنف ــاری ب ــای اجب هوازی ه

ــد. ــده بمانن ــد زن ــدون آن نمی توانن ــد و ب ــاز دارن نی

ــه رشــد  ــادر ب ــا ق ــد، ام ــاز دارن ــه اکســیژن نی ــا ب میکروآئروفیل ه

ــه  ــل ک ــن دلی ــه ای ــی اتمســفر نیســتند. ب در غلظت هــای معمول

ــم اکســیژن ســازگار هســتند. ــر ک ــا مقادی ــا محیط هــایی ب آن هــا ب

را  اکســیژن  از  غنــی  محیط هــای  اختیــاری  بی هوازی هــای 

ترجیــح می دهنــد امــا می تواننــد از تنفــس هــوازی بــه بی هــوازی 

در محیط هــایی کــه فاقــد اکســیژن هســتند تغییــر کننــد.

بی هوازی هــای اجبــاری بــرای تنفــس ســلولی خــود بــه اکســیژن 

نیــاز ندارنــد و حتــی می توانــد بــرای آن هــا ســمی  باشــد.

بی هوازی هــای تحمــل کننــده هــوا بــرای تنفــس ســلولی خــود 

بــه اکســیژن نیــاز ندارنــد، امــا نســبت بــه آن حســاس نیســتند ایــن 

بــدان معنــی اســت کــه آن هــا در محیط هــای غنــی از اکســیژن رشــد 

خواهنــد کــرد، البتــه بــدون اســتفاده از آن.شــرایط کشــت بایــد بــا 

توجــه بــه نــوع بــاکتری کــه می خواهیــد رشــد دهیــد تطبیــق داده 

شــود. فراهــم کــردن باکتری هــا بــا محیطــی غنــی از اکســیژن نبایــد 

ــر اکســیژن  ــاکتری در براب ــد، امــا محافظــت از ب مشــکلی ایجــاد کن

در طــی مراحــل کشــت می توانــد ـالــش برانگیــز باشــد. ایــن بــه 

ــدون  ــای ب ــاد محیط ه ــه ایج ــادر ب ــه ق ــاز دارد ک ــتگاه هایی نی دس

اکســیژن، ماننــد دســتگاه گلاوباکــس )اتاقک هــای بی هــوازی حــاوی

هدف از کشت:

تصویر شماره 1: اتاقک های بی هوازی حاوی دستکش که به انکوباتور متصل هستند.

 1 - جداسازی باکتری ها

ــه در  ــه اولی ــا مرحل ــت باکتری ه ــی کش ــا یعن ــواص باکتری ه 2 - خ

ــوژی و شناســایی آن اســت. مطالعــه مورفول

روش های کشت میکروبی :

کشت باکتری هوازی در مقابل بی هوازی:

ــر  ــرای تکثی ــی ب ــکروبی روش ــت می ــا کش ــک ی ــت میکروبیولوژی کش

ارگانیســم های میــکروبی بــا اجــازه دادن بــه آن هــا در محیط هــای 

کشــت از پیش تعیین شــده تحت شــرایط آزمایشــگاهی کنترل شــده 

اســت. کشــت های میــکروبی روش هــای تشــخیصی پایــه و اساســی 

ــی در  ــزار تحقیقات ــک اب ــوان ی ــترده به عن ــور گس ــه به ط ــتند ک هس

زیست شناســی مولکولــی مــورد اســتفاده قــرار می گیرنــد.

دســتکش( و نــوع خاصــی از محیــط کــه امــکان تخلیه هــوا و تنظیم 

فشــار درون محفظــه وجود دارد؛ باشــد.
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3 - نگهداری کشت های ذخیره ای

4 - برآورد تعداد قابل دوام

5 - برای تست آنتی بیوگرام

6 - برای ایجاد آنتی ژن برای استفاده در آزمایشگاه 

ــز  ــلول ها نی ــی از س ــتکاری های خاص ــی و دس ــات ژنتیک 7 - مطالع

نیــاز بــه کشــت بــاکتری در آزمایشــگاه دارنــد.

ــب  ــای مناس ــر از راه ه ــی دیگ ــد یک ــای جام ــت در محیط ه 8 - کش

بــرای خالص ســازی باکتری هــا در مخلــوط باکتریــایی اســت.

طبقه بندی کشت:

محیط هــای کشــت مصنوعــی بایــد محیط زیســت مشــابه و شــرایط 

ــم  ــت را فراه ــاکتری اس ــک ب ــی ی ــتگاه طبیع ــه در زیس ــه ای ک تغذی

کننــد. یــک محیــط کشــت حــاوی آب، منبــع کربــن و انرژی، منبــع 

نیــتروژن، عناصــر کمیــاب و برخــی عوامــل رشــد اســت.

کشــت خالــص: در آزمایشــگاه، باکتری هــا جــدا شــده و در محیــط 

کشــت بــه منظــور مطالعــه عملکــرد یــک گونــه خــاص رشــد 

می کننــد. کشــت خالــص جمعیتــی از ســلول ها یــا رشــد یــک گونــه 

ــت  ــک کش ــت. ی ــر اس ــای دیگ ــاب گونه ه ــم ها در غی میکروارگانیس

خالــص ممکــن اســت از یــک ســلول یــا ارگانیســم منفرد سرـشــمه 

بگیــرد، در ایــن صــورت ســلول ها کلون هــای ژنتیکــی یکدیگــر 

هســتند. کشــت های خالــص بــا اســتفاده از انــواع تکنیک هــای 

ــد. ــت می آین ــه دس ــاص ب خ

کشت باکتریایی را می توان در 3 بخش طبقه بندی کرد:

1. قوام         2. اجزای مغذی          3. استفاده و کاربرد

طبقه بندی بر اساس قوام:

ــش در  ــای آزمای ــتفاده در لوله ه ــرای اس ــا ب ــایع: این ه ــط م محی

دســترس هســتند.

ــوان  ــراث« )به عن ــوان »ب ــایع به عن ــای م ــات از محیط ه ــی اوق گاه

ــایع، باکتری هــا  ــط م ــاد می شــود. در محی ــراث( ی ــت ب ــال نوترین مث

به طــور یکنواخــت رشــد می کننــد و کــدورت عمومــی مشــاهده 

افزوده نمی شــود. آن  بــه  آگار  می  شــود. 

محیــط جامــد: پلیــت حــاوی 1.5درصــد آگار بــه همــراه ترکیبــات 

ــاد میکروارگانیســم ها  ــرای ازدی ــه ب ــط کشــت اســت ک مغــذی محی

اســتفاده می  شــود.

ــی  ــبتا نرم ــای نس ــن محیط ه ــد: در ـنی ــه جام ــای نیم محیط ه

0.4- 0.7درصــد آگار در آن هــا وجــود دارد؛ کــه در نشــان دادن تحــرک 

باکتریــایی و جــدا کــردن گونه هــای متحــرک از غیرمتحرک اســتفاده 

می  شــوند.

محیط کشت:

شکل شماره 2: لوله های آزمایش قبل و بعد از انکوباتور )برسی حرکت گونهای متحرک(

روش های کشت:

پنج روش کشت شامل:

 1 - کشت خطی 

منی 2 - کشت ـ

          Stroke culture  - 3

  Stab culture  - 4

 5 - روش پورپلیت

هــار مرحلــه ای یــا خطــی بــرای جــدا کــردن کلونی هــای  )1( کشــت ـ

بــرای شــمارش   spread-plating )3( پورپلیــت،   )2( منفــرد، 

کلونی هــای باکتریــایی قابــل دوام، )4( پوشــش نــرم آگار بــرای 

 replica-plating )5( پلاک هــا،  شــمارش  و  فــاژ  کــردن  جــدا 

ــک  ــر در ی ــه صفحــه دیگ ــک صفحــه ب ــال ســلول ها از ی ــرای انتق ب

الگــوی فضــایی یکســان اســت. توصیــه می  شــود هنــگام یادگــیری 

ــتفاده  ــاری زا اس ــویه های غیربیم ــت از س ــف کش ــای مختل روش ه

ــکل، ــن پروت ــده در ای ــف ش ــای توصی ــا پیروی از رویه ه ــود. ب ش
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پروتکل:

به هم ریخته پاک کنید.	 

ــی 	  ــا آلودگ ــد ت ــز کنی ــده تمی ــی کنن ــا ضدعفون ــل کار را ب  مح

ــد. ــل برس ــه حداق ــی ب احتمال

یــک  ـــراغ بونــزن را روشــن کــرده و آرام، بــا دقــت و بــه عمــد 	 

در منطقــه میــدان اســتریل ایجــاد شــده توســط جریــان 

ــد. شــعله کار کنی

اگــر بــا ارگانیســم های BSL-2 کار مــی کنیــد، فضــای کاری 	 

ــک  ــد. ی ــم کنی ــتی تنظی ــی زیس ــت ایمن ــک کابین ــود را در ی خ

شــعله نمی توانــد در داخــل کابینــت اســتفاده شــود زیــرا 

گرمــای شــعله، جریــان هــوا را کــه بــرای عملکــرد آن ضــروری 

اســت مختــل می کنــد.

ســکو 	  روی  را  روش  ایــن  بــرای  نیــاز  مــورد  لــوازم  تمــام   

آزمایشــگاهی نزدیــک محیــط اســتریل مرتــب کنیــد. اطمینان 

ــب گذاری  ــتی برـس ــه درس ــواد ب ــام م ــه تم ــد ک ــل کنی حاص

شــده اند. ســازماندهی حــوزه کاری بــرای بــه حداکثــر رســاندن 

کارایــی و جلوگیــری از حــرکات غیرضــروری، زمــان قــرار گرفتــن 

مــواد آزمایشــی در معــرض آلاینده هــای موجــود در هــوا را بــه 

حداقــل می رســاند.

ـــراغ بونــزن را در ســمت راســت خــود روی نیمکــت قــرار 	 

دهیــد.

پلیت هــای آگار یــا ظــروف پتــری را در ســمت ـــپ خــود قــرار 	 

دهید.

ــز 	  ــا را در مرک ــک ها و بطری ه ــا، فلاس ــلولی، لوله ه ــت س کش

نیمکــت مرتــب کنیــد.

درپــوش، فلاســک ها و بطری هــا را شــل کنیــد تــا در حیــن 	 

ــوند. ــاز ش ــت ب ــک دس ــا ی ــی ب ــه راحت ــدی ب ــتکاری های بع دس

 قبــل از دســت زدن بــه میکروارگانیســم ها، دســت ها را بــا 	 

ــلا بشــویید. ــرم کام ــده و آب گ ــی کنن ــد عفون ــون ض صاب

کارکنان آزمایشگاه باید بتوانند:

روش های کشت را بدون آلودگی محیط انجام دهید.	 

ــت 	  ــا روش streak-plating )کش ــی را ب ــای باکتریای کلونی ه

خطــی( جــدا کنیــد.

 	 pour-plating بــرای تعییــن غلظــت باکتری هــا از روش هــای

and spread-plating  )ریختــن و پخــش کــردن( اســتفاده 

. کنید

کــه 	  کنیــد  اســتفاده  دولایــه  آگار  از  فــاژ  بــا  کار  هنــگام 

شــامل ریختــن آگار نیمــه جامــد و مــذاب به عنــوان لایــه 

پایــه                                                  آگار  لایــه  یــک  ســطح  بــر   )TOP AGAR( رویــی     

اســت.  )BOTTOM AGAR(

انتقــال ســلول های باکتریایــی از یــک صفحــه بــه صفحــه 	 

دهیــد                               انجــام  مکــرر  کشــت  روش  از  اســتفاده  بــا  دیگــر 

.replica-plating procedure

بــا توجــه بــه یــک کار تجربــی، روش مناســب کشــت را انتخــاب 	 

. کنید

آمــاده کنید.بــا تمــام 	  امــن و اســتریل  یــک فضــای کاری 

قوانیــن آزمایشــگاهی و اقدامــات احتیاطــی ایمنــی کــه هنــگام 

کار بــا میکروارگانیســم ها بایــد انجــام شــود آشــنا باشــید. 

صــرف نظــر از طبقه بنــدی خطــر زیســتی، تمــام مــوادی کــه 

بــا میکروارگانیســم ها در تمــاس هســتند، زباله هــای عفونــی 

محســوب می  شــوند و بایــد قبــل از دفــع آلــوده شــوند. 

دســتورالعمل های ایمنــی را مطابــق بــا دســتورالعمل های 

ــط  ــی محی ــت و ایمن ــای بهداش ــط بخش ه ــده توس ــه ش ارائ

زیســت نهــادی دنبــال کنیــد و مخــازن زبالــه مناســب را 

بــرای دفــع فــوری و مناســب مــواد بالقــوه آلــوده )خطرهــای 

ــد. ــاد کنی ــتی( ایج زیس

 قبــل از اســتفاده از آن هــا بــرای روش هــای کشــت، تمــام 	 

ابزارهــا، محیــط را اســتریل کنیــد.

 تمام مواد  را  که  محل کار شما  را  در  سکو  آزمایشگاه                  	 
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ــلول های روش کشت خطی: ــوان س ــی( به عن ــیا کل ــد اشرش ــا )مانن ــی از باکتری ه برخ

منفــرد وجــود دارنــد درحالــی کــه برخــی دیگــر الگوهــای متمایــز 

ارتبــاط را تشــکیل می دهنــد. مــثلا اســترپتوکوک بــه صــورت جفــت 

رشــد می کنــد یــا زنجیــره یــا خوشــه ای از ســلول ها را تشــکیل 

ــی واحــد از  ــک کلون ــه ی ــی فــرض می  شــود ک می دهــد. به طــور کل

یــک ســلول واحــد کــه تحــت تقســیم دوتــایی قــراردارد، بــه وجــود 

می آیــد. بــا ایــن حــال، ایــن فــرض بــرای باکتری هــایی کــه به طــور 

طبیعــی به عنــوان جفــت، زنجیــره یــا خوشــه وجــود دارنــد یــا 

بــا مکانیســم های دیگــر تقســیم می  شــوند، درســت نیســت. در 

ــن  ــد، ممک ــرار بگیرن ــم ق ــادی روی ه ــای زی ــر باکتری ه ــوض، اگ ع

اســت هم پوشــانی ســلول ها رخ دهــد و احتمــال ایجــاد دو یــا 

ــوند را  ــد می  ش ــی واح ــک کلون ــاد ی ــث ایج ــه باع ــاکتری ک ــد ب ـن

افزایــش دهــد. بــرای جلوگــیری از ایــن عــوارض هنــگام توصیــف 

یــا شــمارش کشــت های باکتریــایی کــه در یــک محیــط جامــد رشــد 

می کننــد، کلونی هــا به عنــوان واحدهــای تشــکیل دهنــده کلونــی 

CFU نامیــده می شــوند.

ــک  ــطح ی ــلول ها روی س ــی از س ــی، مخلوط ــت خط ــا روش کش  ب

محیــط مغــذی نیمــه جامــد و مبتنــی بــر آگار در یــک ظــرف پــتری 

پخــش می  شــود بــه طــوری کــه ســلول های باکتریــایی کمتــر و کمتر 

در نقــاط جــدا شــده در ســطح محیــط رســوب می کننــد و پــس از 

انکوباســیون بــه کلونــی تبدیــل مــی شــوند. روش 4 مرحلــه ای یــا 

ربــع بــرای جــدا کــردن کلونی هــای منفــرد از مخلــوط ســلول ها در 

اینجــا شــرح داده خواهــد شــد.

1- کشــت خطــی را می تــوان بــا تعــدادی از ابزارهــای مختلــف انجــام 

داد )شــکل 2(. یــک حلقــه فــلزی می توانــد ـندیــن بــار اســتفاده 

شــود و بــرای ســویه های آزمایشــگاهی معمــول اســتفاده می شــود. 

حلقه هــای پلاســتیکی یکبــار مصرف به صــورت تجاری در دســترس 

هســتند و بیشــتر هنــگام کار بــا ســویه های BSL در کابینــت ایمنــی 

ــی  زیســتی اســتفاده می شــوند. بســیاری از دانشــمندان تحقیقات

ــل  ــرف و از قب ــار مص ــوبی یکب ــای چ ــد از ـوب ه ــح می دهن ترجی

اســتریل شــده یــا خلال دنــدان صــاف بــرای کشــت اســتفاده کننــد. 

ایــن یــک جایگزیــن ارزان بــرای حلقه هــای پلاســتیکی یکبــار مصرف 

اســت و می توانــد بــه ویــژه در هنــگام کار بــا یــک نمونــه محیطــی

ــرای  ــد. ب ــود دارن ــف وج ــای مختل ــکال و اندازه ه ــا در اش باکتری ه

نمونــه، ســلول های فــردی اشرشــیا کلــی بــه شــکل میلــه بــا طــول 

متوســط 2 میکرومتــر و عــرض 0.5 میکرومترهســتند درحالــی کــه 

ســلول های اســترپتوکوک روی بــا قطــر متوســط 1 میکرومترهســتند.

جداسازی کلونی های باکتریایی 

روش خطــی  بــرای جــدا کــردن کشــت خالــص باکتری هــا یــا 

ــا جداســازی ســاده طراحــی  ــوط ب کلونی هــا از جمعیت هــای مخل

شــده اســت. کلونی هــای منفــرد از میلیون هــا ســلول تشــکیل 

شــده اند کــه در یــک خوشــه یــا در یــک پلیــت آگار رشــد می کننــد. 

ــا ـشــم غیــر مســلح  یــک کلونــی، بــر خلاف یــک ســلول واحــد، ب

ــی  ــک کلون ــوری، تمــام ســلول های ی ــل مشــاهده اســت. در تئ قاب

از یــک بــاکتری واحــد کــه در ابتــدا روی صفحــه قــرار گرفتــه اســت 

ــه ای از  ــا خوش ــون ی ــک کل ــوان ی ــن به عن ــده اند بنابرای ــتق ش مش

ســلول های ژنتیکــی یکســان نامیــده می شــوند.

و میلــه ای در خانــواده انتروباکتریاســه. به دلیــل ترجیــح آن بــرای محیط هــای 

مرطــوب، ایــن میکروارگانیســم معمــولا در گوشــه های وان حمــام، در حوضه هــای 

ســینک، در کاشــی و پرده هــای دوش رشــد می کندسراشــیا مارکاســنس  بــه راحتــی 

قابــل تشــخیص اســت زیــرا یــک رنگدانــه قرمــز رنــگ بــه نــام پرودیگســین تولیــد 

می کنــد. کلونی هــای ایــن صفحــه بــا اســتفاده از تکنیــک صفحــه خــط تولیــد 

شــده اند، بــا کلونی هــای تــک در ربــع ـهــارم پــس از انکوباســیون در 30درجــه 

ســانتیگراد بــرای 24 ســاعت ظاهــر می شــوند. ســه ربــع دیگــر رشــد همجوشــی را 

نشــان می دهنــد کــه در آن ســلول های جمــع شــده روی ســطح آگار بــه کلونی هــای 

هم پوشــانی تبدیــل می شــوند.

از  نمونــه ای   :3 شــماره  شــکل 

یــک  روی  منفــرد  کلونی هــای 

در  صورتــی  کره هــای  پلیــت. 

نزدیکــی مرکــز صفحهمســتعمرات 

هســتند، مارکاســنس  سراشــیا 

یک  پروتئوباکتریوم  گرم   منفی 
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/ شماره 2 پروویروس 

شــکل 5. )الــف( تکنیــک کشــت خطــی بــا اســتفاده از روش ـهــار مرحلــه ای. از یــک 

حلقــه، ـــوب یــا خلال دنــدان از قبــل اســتریل شــده بــرای پخــش نمونــه در یــک 

هــارم از لبــه بــه مرکــز صفحه  ـهــارم ســطح آگار بــا حرکــت ســریع، صــاف، پشــت و ـ

اســتفاده می شــود. ایــن عمــل بــرای هــر یــک از ـهــار ربــع صفحــه تکــرار می شــود. 

ــرای  ــتفاده ب ــورد اس ــزار م ــیر اب ــداد مس ــلول در امت ــد س ــیون، رش ــس از انکوباس پ

رســوب ســلول ها در صفحــه ظاهــر می شــود. جداســازی مکانیکــی ســلول ها در یــک 

نمونــه مخلــوط بــا اســتفاده از ایــن تکنیــک بایــد منجــر بــه کلونی هــای منفــرد در 

 )CFU( ربــع ـهــارم شــود. کلونی هــای منفــرد به عنــوان واحدهــای تشــکیل کلونــی

نامیــده مــی شــوند. )ب( هنگامــی کــه یــک حلقــه فــلزی برای پوشــش خط اســتفاده 

می  شــود، بایــد قبــل از تمــاس بــا تزریــق یــا محیــط آگار بــا اســتفاده از شــعله یــک 

ـــراغ بــونزن اســتریل شــود. درنظــر داشــته باشــید کــه داغ تریــن قســمت شــعله 

نــوک مــخروط آبی اســت. نگــه داشــتن دســته ابــزار، ســیم را در شــعله حــدود 4-3 

اینــچ از حلقــه قــرار دهیــد. آن را بــه انــدازه کافــی نگــه دارید تا ســیم داغ شــود. ســیم 

را حرکــت دهیــد تــا شــعله بــه حلقــه نزدیــک شــود. قبــل از لمــس تلقیــح مطمئــن 

شــوید کــه حلقــه فــلزی خنــک شــده اســت. 

ــوط   ــلولی را مخل ــیون س ــا سوسپانس ــت، حتم ــرای کش ــلولی ب س

ــتفاده  ــپتیک اس ــرایط آس ــه از ش ــن مرحل ــام ای ــگام انج ــد. هن کنی

کنیــد، نــه تنهــا لــوپ بلکــه لبــه بــطری یــا لولــه را قبــل و بعــد از 

برداشــتن تلقیــح بــا شــعله اســتریل کنیــد. همچنیــن، دو طــرف 

لولــه یــا بــطری را بــا حلقــه یــا انتهــای میکروپیپتــور لمــس نکنیــد. 

همچنیــن می تــوان سوسپانســیون ســلول را بــه جای مناســب روی 

صفحــه منتقــل کنیــد و ســپس از یــک حلقــه، ـــوب  بــرای پخــش 

آن در ربــع اول صفحــه اســتفاده کنیــد.

5- پــس از اتمــام ربــع اول، صفحــه را معکــوس کــرده و دوبــاره روی 

ــوب یــا خمیــر دنــدان را دور بریزیــد یــا حلقــه میــز قــرار دهیــد. ـ

ماننــد خــاک کــه احتمــالا حــاوی باکتری هــای تشــکیل دهنــده 

ــد. ــد باش ــت، مفی ــپور اس اس

2- ـوب هــا و خلال دندان هــای یکبــار مصــرف از قبــل اســتریل 

شــده نیــازی بــه شــعله ور شــدن بــا مشــعل بونســن ندارنــد و 

بنابرایــن از آئروســول کــردن غیــر ضروری باکتری هــای تشــکیل 

دهنــده اســپور و آلودگــی متقابل ســطوح آزمایشــگاهی یا صفحات 

ــد. ــیری می کنن ــپورها جلوگ ــا اس آگار ب

در کشــت ـهارمرحلــه ای بــرای ربــع اول، نمونــه بــا اســتفاده از 

یــک حرکــت ســریع، صــاف، عقــب و جلــو )بخــش A شــکل 3( در 

حــدود یــک ـهــارم ســطح محیــط جمــع آوری و پخــش می شــود. 

نیمــه پایینــی یــک صفحــه معکــوس را از نیمکت بلند کنیــد. حلقه، 

ــه  ــه ب ــطح آگار از لب ــا در س ــا و باره ــدان را باره ــا خلال دن ــوب ی ـ

مرکــز صفحــه حرکــت دهیــد.

از یــک سوسپانســیون میــکروبی، یــک حلقــه بــا یــک حلقــه فــلزی یا 

5 تــا 10        بــا یــک میکروپیپیتــور قبــل از برداشــتن یــک سوسپانســیون

شــکل شــماره 4: ابــزار مــورد اســتفاده بــرای تکنیــک کشــت خطــی از بــالا بــه پاییــن، 

نشــان داده شــده اســت خلال دنــدان )صــاف نــه گــرد(، یــک حلقــه ســیم، یــک حلقه 

پلاســتیکی یکبــار مصــرف و ـوب هــای یکبــار مصــرف. ابزارهــای ـــوبی معمــولا بــه 

یــک لیــوان شیشــه ای کوـــک بــا انتهــای گســترده پاییــن منتقــل می  شــوند و ســپس 

بــا فویــل پوشــانده می  شــوند وقتــی کــه قبــل از اســتفاده بــه صــورت اتــوکلاو بــرای 

ــی  ــش 18 میل ــای آزمای ــه لوله ه ــا ب ــوند. ـوب ه ــی ش ــانده م ــردن پوش ــتریل ک اس

مــتری منتقــل می  شــوند و ســپس قبــل از اســتفاده بــه صــورت اتــوکلاو بــرای 

اســتریل کــردن منتقــل می شــوند.

μl
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نشریه علمی - دانشجویی میکروبیولوژی

روش پور پلیت:

هارمرحله ای تصویر شماره 6: مراحل کشت ـ

مناسب شمارش سلول های باکتریایی در یک نمونه مخلوط

ایــن روش اغلــب بــرای شــمارش تعــداد میکروارگانیســم ها در یــک 

نمونــه مخلــوط اســتفاده می  شــود کــه قبــل از جامــد شــدن آن بــه 

یــک محیــط آگار ذوب شــده اضافــه می شــود. ایــن فراینــد منجــر 

بــه تــوزیع یکنواخــت کلونی هــا در سراســر محیــط جامــد می  شــود، 

ــود.  ــش داده می ش ــب پوش ــه مناس ــازی نمون ــه رقیق س ــی ک زمان

ایــن تکنیــک بــرای انجــام شــمارش پلیــت میــکروبی اســتفاده 

می  شــود کــه در آن تعــداد کل واحدهــای تشــکیل دهنــده کلونــی 

در داخــل آگار و ســطح آگار در یــک پلیــت واحــد ذکــر شــده اســت. 

تعــداد پلیت هــای میــکروبی بــه دانشــمندان وســیله ای اســتاندارد 

بــرای ترســیم منحنی هــای رشــد، محاســبه غلظــت ســلول ها 

ــی  ــت و بررس ــده اس ــش داده ش ــه از آن پوش ــه نمون ــه ای ک در لول

ــلول های  ــای س ــر بق ــد ب ــرایط رش ــا ش ــف ی ــای مختل ــر محیط ه اث

ــد. ــرخ رشــد را فراهــم می کن ــا ن باکتریــایی ی

در اطــراف لبــه پاییــن )نــه درب( یــک ظــرف پــتری اســتریل   -1

امــا خالــی بایــد حداقــل نــام شــما، تاریــخ، نــوع محیــط رشــد و نوع 

ــه محیــط آگار ذوب شــده نوشــته شــود. ارگانیســم اضافــه شــده ب

عامــل رقیق ســازی را در صــورت رقیق ســازی ســریالی یــا یــک سری 

رقیق ســازی های مــکرر در نظــر بگیریــد کــه منجــر بــه کاهــش 

آماده ســازی  می شــود.  نمونــه  در  ســلول ها  غلظــت  متوالــی 

رقیق ســازی ســریال لازم اســت اگــر تعــداد ســلول های نمونــه 

از ظرفیــت پلیــت آگار فراتــر رود، کــه در آن تعــداد کلونی هــای 

ــش از CFU 300 در  ــر بی ــت. اگ ــا CFU  300اس ــمارش 30 ت ــل ش قای

یــک پلیــت وجــود داشــته باشــد، کلونی هــا شــلوغ و هم پوشــانی 

ــود. ــد ب ــمارش نخواه ــل ش ــن قاب ــت بنابرای ــد داش خواهن

یک لوله حاوی 18 میلی لیتر آگار ذوب شده آماده کنید.  -2

محیــط آگار بایــد در لوله هــای آزمایــش تــوزیع شــود و در اتــوکلاو از 

قبــل اســتریل شــود. در همــان روزی کــه بــرای آزمایــش مــورد نیــاز 

ــاری ذوب   ــورت بن م ــه ص ــه ب ــدت 30 دقیق ــه م ــد ب ــت، آگار بای اس

شــود و ســپس بــه حمــام آب 55 درجــه ســانتیگراد منتقــل شــود. 

آگار بایــد فقــط بــه انــدازه  ای کــه بــرای آزمایــش لازم اســت ذوب

فلزی را دوباره شعله ور کنید.

6- ظــرف پــتری را 90 درجــه بچرخانیــد تــا ربــع دوم را خــط بزنیــد. 

نیمــه پاییــن یــک صفحــه معکــوس را از ســکو بلنــد کنیــد و ســپس 

ــان آخریــن  ــه پای ــک ب ــع اول نزدی ــه رب ــوپ را ب ــا ل ــه، ـــوب ی حلق

سری لمــس کنیــد. بــا اســتفاده از الگــوی عقــب و جلــو، از نیمــه آخر 

رگه هــا در ربــع اول عبــور کنیــد و ســپس بــه ربــع دوم خالــی برویــد. 

بعــد از پــر شــدن ربــع دوم، صفحــه را برگردانیــد و دوبــاره روی میــز 

بگذارید.

ــه نیمــه اول کشــت  ــد ب ــدان هرگــز نبای ــا خلال دن حلقــه، ـــوب ی

در ربــع اول برگــردد کــه بیشــتر تلقیــح اولیــه در آن رســوب کــرده 

اســت.

بــرای هــر ربــع بایــد از یــک حلقــه پلاســتیکی جدیــد، ـــوب ـــوبی 

یــا خلال دنــدان اســتفاده شــود.

هارم تکرار کنید. 7- مرحله 6 را دو بار برای ربع سوم و ـ

ــوب یــا خلال دنــدان را دور بریزیــد یــا لــوپ فــلزی بیــن هر  حتمــا ـ

ربــع را دوبــاره شــعله ور کنید.

هارم اجتناب کنید. از رفتن به ربع اول در هنگام خط زدن ربع ـ

8- پلیــت را وارونــه انکوباســیون کنیــد تــا تراکــم انباشــته شــده روی 

درب روی کلونی هــا نریــزد.
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/ شماره 2 پروویروس 

ون نمی تواند دوباره استفاده قرار بگیرد. شود ـ

ــده  ــای آگار ذوب ش ــا، لوله ه ــن پلیت ه ــل از ریخت ــه قب ده دقیق

بایــد از حمــام آب 55 درجــه ســانتیگراد بــه یــک بلــوک حرارتــی 

روی میــز آزمایشــگاهی کــه در 48 درجــه ســانتیگراد تنظیــم شــده 

ــد،  ــا می رس ــن دم ــه ای ــه آگار ب ــی ک ــوند. هنگام ــل ش ــت منتق اس

آمــاده ریختــن اســت. اگــر آگار خیلــی داغ باشــد، باکتری هــای 

ــی  ــر آگار خیل ــه ممکــن اســت کشــته شــوند. اگ موجــود در نمون

خنــک باشــد، ممکــن اســت پــس از جامــد شــدن، محیــط تــوده ای 

باشــد.

نمونــه خــود را آمــاده کنیــد، کــه بایــد یــک کشــت آبکــی یــا   -3

سوسپانســیون ســلول های تولیــد شــده توســط مخلــوط کــردن 

ــا نمــک باشــد. ــر ی ــه باف ــی ب ــک کلون ســلول های ی

نمونه هــا را می تــوان از یــک سری رقیــق شــده از یــک نمونــه بــه 

دســت آورد.

حجــم نمونــه ای کــه بایــد پوشــش داده شــود بایــد بیــن 0.1 تــا 1.0 

میلی لیتــر باشــد.

ــه خــود را در  ــد و نمون ــاز کنی ــی را ب ــتری خال درب ظــرف پ  -4

ببندیــد. را  و درب   )4 )بخــش A شــکل  بریزیــد  آن  وســط 

ــک  ــد. از ی ــتفاده کنی ــپتیک اس ــک آس ــن روش از تکنی ــول ای در ط

ــرای انتقــال نمونــه  ــا میکروپیپتــور ب پیپــت سرولــوژی اســتریل ی

خــود بــه صفحــه اســتفاده کنیــد. جریــان نمونــه را کنــترل کنیــد 

تــا از صفحــه خــارج نشــود.

درپــوش را از لولــه آگار ذوب شــده برداریــد و لبــه لولــه بــاز   -5

ــد. ــور دهی ــونزن عب ــراغ ب ــعله ـ را از ش

درب ظــرف پــتری حــاوی نمونــه خــود را بــاز کنیــد و آگار را   -6

ــپس  ــد س ــکل 4( و درب را ببندی ــش B ش ــد )بخ ــت بریزی ــا دق ب

نمونــه را بــا آگار بــا ـرخــش ملایــم پلیــت ) ـرخــش بــه شــکل 8 

ــد. ــوط کنی انگیلیســی ( مخل

اجــازه دهیــد آگار قبــل از معکــوس کــردن پلیــت بــرای   -7

شــود. ســفت  کاملا  انکوباســیون 

شــکل 4. تکنیــک پــور پلیــت. )الــف( حجــم کمــی از نمونــه )بیــن 0.1 تــا 1.0 میلی لیتــر( 

ــا اســتفاده از یــک  ــی امــا اســتریل ب ــتری خال ــه صــورت بی حــس در یــک ظــرف پ ب

ــادل  ــده متع ــود. )ب( آگار ذوب ش ــوزیع می ش ــر ت ــک 5.0 میلی لیت ــت سرولوژی پیپ

بــه دمــای حــدود 48 درجــه ســانتیگراد ســپس بــا نمونــه بــه ظــرف پــتری ریختــه 

ــه  ــا نمون ــود ت ــده می  ش ــی ـرخان ــه آرام ــه ب ــتن درب، صفح ــس از بس ــود. پ می ش

مخلــوط شــود و آگار ذوب شــود. آگار اجــازه دارد تــا حــدود 30 دقیقــه ســفت شــود 

ســپس صفحــات بــرای انکوباســیون معکــوس مــی شــوند.

کاربــرد پــور پلیــت: 1 - بــرآورد تعــداد باکتری هــا  2- بــرای کشــت کمی ادرار و شــمارش 

تعــداد باکتری هــای آن

پــس از ـرخــش ملایــم بــرای مخلــوط کــردن، پلیــت روی یــک ســطح صــاف قــرار 

گرفت و به آگار اجازه داده شــد تا کاملا ســفت شــود. پلیت در 37 درجه ســانتیگراد 

ــن آزمایــش نشــان داده شــده  ــه مــدت 48 ســاعت انکوباســیون شــد. نتیجــه ای ب

اســت. بــه تفــاوت ظاهــر کلونی هــای ســطحی کــه شــکل بزرگ و دایــره ای دارنــد، در 

مقابــل کلونی هــای زیــر ســطحی کــه شــکل بســیار کوـــک و نامنظــم دارنــد توجــه 

کنیــد زیــرا محیــط جامــد شــده مانــع از گســترش کلونــی در زیــر ســطحی می شــود.

مثــال نتیجــه بــا اســتفاده از تکنیــک پورپلیــت 

صفحــه: یــک نمونــه 1.0 میلی لیتــر آب جمــع آوری 

شــده از یــک ـشــمه آشــامیدنی عمومــی در یــک 

ظــرف پــتری خالــی اســتریل تــوزیع شــد. ســپس 

ــه در  ــا نمون ــک شــده ب ــا خن ـــای ذوب شــده ام

آگار همچنیــن حــاوی 100  ریختــه شــد.  ظــرف 

میکروگــرم در میلی لیتــر ســیکلوهگزامید بــرای 

جلوگــیری از رشــد مخمــر و قارچ هــایی اســت کــه 

ــد. ــته باش ــود داش ــه آب وج ــت در نمون ــن اس ممک
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نشریه علمی - دانشجویی میکروبیولوژی

شــکل 5. تکنیــک صفحــه پخــش بــا یــک 

صفحــه ـرخنــده و پخــش کننده شیشــه ای. 

ــک صفحــه  پــس از اینکــه صفحــه آگار روی ی

ـرخنــده قــرار مــی گیــرد، حجــم کمــی از 

ــا اســتفاده از  ــر( ب ــا 0.2 میلی لیت ــه )0.1 ت نمون

میکروپیپتــور  به طــور  بی حــس  بــه مرکــز

روش پخش صفحه ) ریختنی(:

تشــکیل کلونی هــای باکتریــایی مجــزا بــرای شــمارش صفحــه، غنی 

ســازی، انتخــاب یــا غربالگری

ایــن تکنیــک معمولا بــرای جــدا کــردن میکروارگانیســم های موجود 

در یــک حجــم نمونــه کوـــک اســتفاده می  شــود کــه بــر ســطح یــک 

صفحــه آگار پخــش می  شــود و در نتیجــه تشــکیل کلونی هــای 

ــر  ــود. علاوه ب ــوزیع می ش ــطح آگار ت ــاوی در س ــور مس ــزا به ط مج

ــرای شــمارش پلیت هــای میــکروبی کــه  اســتفاده از ایــن تکنیــک ب

در آن تعــداد کل واحدهــای تشــکیل دهنده کلونــی در یــک صفحــه 

واحــد شــمارش می  شــود و بــرای محاســبه غلظــت ســلول ها 

ــتفاده  ــت؛ اس ــده اس ــش داده ش ــه از آن پوش ــه نمون ــه ای ک در لول

می  شــود. پوشــش گســترده بــه طوپلیتــر معمــول در آزمایش هــای 

ــود. ــتفاده می ش ــگری اس ــاب و غربال ــازی، انتخ غنی س

دو اســتراتژی بــرای روش پورپلیــت در اینجــا شــرح داده شــده 

اســت. روش اول )الــف( شــامل اســتفاده از یــک پلیــت ـرخنــده و 

ــوب هاکــی یا L شــکل اســت.  میلــه شیشــه ای یــا فــلزی بــه شــکل ـ

ــل  ــه ای از قب ــای شیش ــکان دادن مهره ه ــامل ت روش دوم )ب(، ش

اســتریل شــده اســت. هــر دو حتــی گســترش ســلول ها را در ســطح 

ــد. آگار تســهیل می کنن

روش الــف: پهــن کــردن بــا یــک پلیــت ـرخنــده و میلــه شیشــه ای 

یــا فــلزی L شــکل

ــه  ــن )ن ــه پایی ــراف لب ــت، در ط ــای کش ــایر روش ه ــد س مانن  -1

درب( یــک پلیــت آگار بــا حداقــل نــام، تاریــخ، نــوع محیــط کشــت 

نــوع ارگانیســم را بنویســید.

ــد  ــرار می دهی ــتفاده ق ــورد اس ــریال را م ــای س ــق کننده ه ــر رقی اگ

ــد. ــر بگیری ــازی را در نظ ــل رقیق س عام

پلیت هــا بایــد کاملا خشــک و بــدون جمــع شــدن قطــرات آب روی 

ــر  ــاق برســند اگ ــه دمــای ات ــل از پخــش شــدن ب درب باشــند و قب

ــد  ــره می  شــوند، آن هــا را ـن پلیت هــا در 4 درجــه ســانتیگراد ذخی

ســاعت یــا حتــی روز قبــل از یخچــال خــارج و در دمــای محیــط قــرار 

دهیــد.

رخنده متمرکز کنید )شکل 5(. 2-       صفحه را روی صفحه ـ

ــا  ــراث ی ــد یــک کشــت ب ــد کــه بای ــه خــود را آمــاده کنی نمون  -3

سوسپانســیون ســلولی حاصــل از مخلــوط کــردن ســلول های یــک 

ــا نرمــال ســالین باشــد. ــه بافــر ی کلونــی ب

ــه  ــه ب ــک نمون ــده از ی ــق ش ــک سری رقی ــوان از ی ــا را می ت نمونه ه

دســت آورد.

حجــم نمونــه ای کــه بایــد پوشــش داده شــود بایــد بیــن 0.1 تــا 0.2 

ــر باشــد. میلی لیت

درب ظــرف پــتری را بــاز کنیــد و نمونــه خــود را روی مرکــز آگار   -4

ــد. ــد و درب را ببندی ــرار دهی ق

در طول این روش از تکنیک آسپتیک استفاده کنید.

ــتفاده  ــور اس ــه از میکروپیپت ــه صفح ــود ب ــه خ ــال نمون ــرای انتق ب

ــود. ــارج نش ــه خ ــا از صفح ــد ت ــترل کنی ــه را کن ــان نمون ــد. جری کنی

ــا میلــه فــلزی نامیــده می  شــود را در یــک  5-      میلــه شیشــه ای ی

لیــوان 70درصــد )v/v( اتانــول غوطــه ور کنیــد.

احتیــاط: هرگــز یــک پخــش کننــده داغ را در یــک لیــوان الــکل فرو 

نکنیــد.

پلیــت تــوزیع می شــود. پخــش کننــده بــا غوطــه ور کــردن آن در یــک لیــوان اتانــول 

ــراغ بــونزن عبــور می دهــد تــا اتانــول اضافــی را تبخیر  اســتریل و ســپس آن را از شــعله ی ـ

ــا لمــس آن بــه آگار نزدیــک لبــه  ــا نمونــه، پخــش کننــده بایــد ب کنــد. قبــل از تمــاس ب

پلیــت خنــک شــود. پخــش کننــده بــه آرامــی از طریــق نمونــه در سراســر صفحــه بــه جلــو 

و عقــب حرکــت می کنــد درحالــی کــه پلیــت ـرخنــده بــه آرامــی درحــال ـرخــش اســت. 

ایــن عمــل اجــازه می دهــد تــا بــه تدریــج امــا حتــی گســترش نمونــه در سراســر ســطح 

آگار. پــس از بســتن درب، پلیــت بایــد حداقــل 5 دقیقــه بــدون حرکــت روی ســکو قــرار 

گیــرد تــا نمونــه قبــل از معکــوس کــردن پلیــت بــرای انکوباســیون به طــور کامــل بــه آگار 

جــذب شــود.
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/ شماره 2 پروویروس 

کاربرد کشت سطحی: 

کاربردهــا: 1 - بــرای تایپینــگ باکتریوفــاژ 2- تســت حساســیت بــه آنتــی 

بیوتیــک3 - در تهیــه آنتــی ژن هــا و واکســن های باکتریــایی

روش ب: پهن کردن با مهره های شیشه ای:

1- در اطــراف لبــه پاییــن )نــه درب( یــک صفحــه آگار بــا حداقــل نام، 

تاریــخ، نــوع محیــط رشــد و نــوع ارگانیســم کــه بایــد روی محیــط 

قــرار گیــرد، برـســب بزنیــد.

2- درب پلیــت آگار را بــاز کنیــد و درب را بــا انگشــت شســت و اشــاره 

ــپ خــود نگــه داریــد. ســپس لولــه شیشــه ای یــا بــطری  در دســت ـ

حــاوی مهره هــای شیشــه ای از قبــل اســتریل شــده را بــاز کنیــد. بــا 

ــا شــعله اســتریل کنیــد و  ــا بــطری را ب ــه ی دســت راســت، لبــه لول

ســپس بــا دقــت 10-12 دانــه شیشــه ای اســتریل را روی یــک صفحــه 

آگار قــرار دهیــد )شــکل 6(. مهره هــا را بــه آرامــی از لولــه یــا بــطری 

ـنــد ســانتی متــر بالاتــر از آگار بریزیــد تــا مهره هــا از ظــرف پــتری 

خــارج نشــوند.

ــد.  ــتفاده کنی ــر اس ــر 4 میلی مت ــا قط ــه ای ب ــای شیش 3- از مهره ه

آن هــا را در بطری هــای شیشــه ای یــا لوله هــای آزمایــش در اتــوکلاو 

در دمــای 121 درجــه ســانتیگراد در ـرخــه خشــک )تنظیــم جاذبــه( 

بــه مــدت 30 دقیقــه اســتریل کنیــد.

4- یکــی از مزایــای اســتفاده از مهره هــا بــه جــای پخــش کننــده ایــن 

اســت کــه بــرای شــعله ور شــدن مــکرر نیــازی بــه ظروف بــاز اتانــول 

. نیست

ــه مــی شــوند.  ــز قــرار دارد ریخت شــده اند روی ســطح یــک صفحــه آگار کــه روی می

حجــم کمــی از نمونــه )100 تــا 150         ( بــا اســتفاده از میکروپیپتــور به طــور بی حــس 

بــه مرکــز آگار تــوزیع می شــود. بــا بســته شــدن درب صفحــه، از یــک حرکــت تــکان 

دهنــده افقــی بــرای حرکــت ملایــم مهره هــا بــه جلــو و عقــب در سراســر صفحــه 6 

تــا 7 بــار اســتفاده می  شــود و نمونــه را پخــش می کنــد. ایــن عمــل پــس از ـرخــش 

صفحــه 60 درجــه تکــرار می شــود. حرکــت لرزش بــرای ســومین بــار پــس از ـرخــش 

ــه به طــور کامــل در محیــط آگار  60 درجــه دیگــر تکــرار می شــود. هنگامــی کــه نمون

جــذب شــد، دانه هــا در یــک لیــوان حــاوی 10درصــد ســفید کننــده ریختــه می شــوند. 

ســپس صفحــات بــرای انکوباســیون معکــوس می شــوند.

پهــن  پلیــت  تکنیــک   .6 شــکل 

)روش  شیشــه ای  مهره هــای  بــا 

کوپاکابانــا(. مهره هــای شیشــه ای 

از قبــل اســتریل اتــوکلاو  کــه در 

از تکنیــک  اســتفاده  بــا  نتیجــه مثــال 

کوپاکابانــا«  »روش  پخــش.  صفحــه 

بــرای قــرار دادن مخلــوط ســلول های               

غربالــگری  آزمایــش  بــرای    E. Coli

اســتفاده شــد. در ایــن مــورد، محیــط 

اســت،  X-Gal حــاوی   )LB( رشــد 

بنابرایــن ســلول هــایی کــه آنزیــم β-گالاکتوزیــداز عملکــردی را بیــان می کننــد، کلونی هــای 

آبی تشــکیل می دهنــد درحالــی کــه ســلول هــایی کــه جهــش در ژن lacZ دارنــد و 

بنابرایــن قــادر بــه بیــان آنزیــم β-گالاکتوزیــداز عملکــردی نیســتند، کلونی هــای ســفید 

تشــکیل می دهنــد. اغلــب به عنــوان »صفحــه نمایــش آبی/ســفید« نامیــده می  شــود، دو 

نــوع کلونی هــا را می تــوان بــه راحتــی از یکدیگــر در یــک پلیــت متمایــز کــرد.

μl
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روش آگار دولایه:

تشکیل پلاک برای جداسازی و شمارش فاژ )آزمایش پلاک(

ایــن تکنیــک معمــولا بــرای تشــخیص و اندازه گــیری باکتریوفــاژ یــا ویروس هــا باکتریــایی کــه انــدازه آن هــا از 100 تــا 200 نانومتــر اســت، اســتفاده 

می شــود. بــرای دیــدن ذرات فــاژ جداگانــه بــه میکروســکوپ الکترونــی نیــاز اســت. بــا ایــن حــال، وجــود ذرات فــاژ عفونــی را می تــوان به عنــوان 

پلاک در یــک صفحــه آگار تشــخیص داد )شــکل 7A(. فاژهــا نمی تواننــد در خــارج از ســلول های باکتریــایی میزبــان خــود تکثیــر شــوند، بنابرایــن 

انتشــار و تشــخیص نیــاز بــه مخلــوط کــردن فاژهــا و ســلول های میزبــان قبــل از پوشــش دارد. بــرای روش پوشــش آگار نــرم، حجــم کمــی، به طور 

کلــی در محــدوده μl 50 تــا μl 200، از یــک تعلیــق فــاژ بــه یــک لولــه حــاوی حــدود 108 بــاکتری )ســلول های میزبــان( کــه به طــور مســاوی در 2.5-

3.0 میلی لیتــر آگار نیمــه جامــد )0.5 تــا 0.7درصــد ]w/v[(، از محیــط کشــت ذوب شــده پراکنــده می  شــوند، تــوزیع می شــود. مخلــوط حاصــل 

روی ســطح یــک پلیــت آگار مــواد مغــذی جامــد ) 1.5 تــا 1.9درصــد]w/v[( ریختــه می شــود. پلیــت بــه انــدازه کافــی تــکان داده شــده اســت تــا 

اطمینــان حاصــل شــود کــه آگار رویی )top( کل ســطح آگار زیریــن )bottom( را پوشــش می دهــد. ســپس صفحــه روی یــک ســطح صــاف قــرار 

می گیــرد تــا لایــه آگار بــالا زمــان ســفت شــدن داشــته باشــد، ســپس می توانــد در انکوباتــور قــرار گیــرد.

شــکل 7. تکنیــک آگار دولایــه بــرای جــدا کــردن و شــمارش فــاژ بر اســاس تشــکیل پلاک هــا )همچنیــن به عنــوان آزمایــش پلاک نامیــده می شــود( اســتفاده می شــود. )الــف( 

وجــود فــاژ را می تــوان به عنــوان مناطــق پاکســازی یــا پلاک هــا در یــک سوسپانســیون کلونی هــای باکتریــایی کــه در آگار رویی رشــد می کننــد، تشــخیص داد. فــاژ T4 یــک فــاژ 

ــز.  ــز و آزاد کننــد. پــس از چندیــن دور عفونــت و لی dna دو رشــته ای اســت کــه میزبــان آن، E.coli را آلــوده می کنــد و باعــث می  شــود ســلول های میزبــان فــاژ نســل را لی

ســلول های E.coli در منطقــه نزدیــک اطــراف ســلول میزبــان آلــوده اصلــی ناپدیــد می  شــوند و یــک پلاک حــاوی میلیاردهــا ذره فــاژ T4 را تــرک می کننــد. فــاژ T4 پلاک هــایی 

 E.coli از ســلول های شــاخص μl 300 بــا حــدود T4 از فــاژ pfu/ml 108 x 2 از 10-5 رقیــق کــردن یــک μl 200 ،تولیــد می کنــد کــه تقریبــا 1 میلی متــر قطــر دارنــد. در ایــن آزمایــش

 Enhanced مخلــوط شــد کــه به عنــوان یــک کشــت نمــایی درحــال رشــد و هوادهــی در 37 درجــه ســانتیگراد آمــاده شــده بود.رهــر دو فــاژ و بــاکتری بــه یــک لولــه آگار رویی

haemolysis agar اضافــه شــدند، مخلــوط شــدند، ســپس روی ســطح یــک صفحــه آگار زیریــن Enhanced haemolysis agar ریختــه شــدند. توجــه داشــته باشــید کــه 

لازم نیســت اجــازه دهیــد فــاژ و باکتری هــا قبــل از کشــت در ایــن مــورد جــذب شــوند. پــس از اجــازه دادن بــه آگار رویی بــرای ســفت شــدن بــدون حرکــت بــرای 20 دقیقــه، 

پلیت هــا معکــوس شــدند و در 37 درجــه ســانتیگراد بــرای 24 ســاعت انکوباســیون شــدند. )ب( در غیــاب ذرات فــاژ آلــوده، رشــد بــاکتری منجــر بــه تعلیــق یکدســت ســلول ها 

در آگار رویی می  شــود کــه در آن کلونی هــای مجــزا قابــل مشــاهده نیســتند. در عــوض، یــک چمــن یکنواخــت از ســلول های باکتریــایی، در ایــن مــورد E.coli  در سراســر لایــه 

آگار نــرم شــکل می گیــرد.
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روش صفحه کپی:

انتقال سلول ها برای جهش یافته های غربالگری و اگزوتروف ها

ایــن تکنیــک اجــازه مقایســه رشــد ســلول در یــک صفحــه اولیــه بــا صفحــات ثانویــه را می دهــد و وســیله ای بــرای غربالــگری ســلول ها بــرای یــک 

فنوتیــپ قابــل انتخــاب ایجــاد می کنــد.

شــکل 8  آماده ســازی پلیــت اولیــه بــا نمونه هــای باکتریــایی. بــرای ســازماندهی نمونه هــا، پاییــن پلیــت را می تــوان بــه یــک شــبکه و مربع هــای حاصــل از آن شــماره گذای 

کــرد. هــر نمونــه را می تــوان یــک مربــع در شــبکه اختصــاص داد. نمونه هــایی از الگوهــای تلقیــح صحیــح در مقابــل نادرســت نشــان داده شــده اســت. در حالــت ایــده آل، 

تعــداد کمــی از ســلول ها بــا اســتفاده از یــک ابــزار تلقیــح اســتریل  بــه مرکــز مربــع منتقــل می  شــوند )ســلول شــماره 4(. اشــتباهات رایــج تلقیــح، ماننــد آن هــایی کــه در ســلول 

شــماره 5 )»پــچ«( و ســلول شــماره 6 )»پــر کــردن«( نشــان داده شــده اســت، منجــر بــه رشــد بیــش از حــد نمونه هــای باکتریــایی پــس از انکوباســیون می  شــود و در نتیجــه 

ــوده می کنــد. مربع هــای مجــاور را آل

نتیجــه گــیری: روش هــای کشــت میــکروبی شــامل تعــدادی از روش هــای بهینــه شــده اســت کــه همــه آن هــا نیــاز بــه حفــظ تکنیــک در طــول دســت ورزی ســلول ها دارنــد. پنــج 

روش مختلــف در ایــن مقالــه شــرح داده شــده اســت. اگرچــه ایــن تکنیک هــای کشــت به طــور معمــول بــرای مطالعــه باکتری هــا و فــاژ اســتفاده می  شــود، امــا مــی تــوان آن هــا 

 Saccharomyces cerevisiae، Candida ،را در کشــت ســلولی پســتانداران و میکروارگانیســم های یوکاریوتــی کــه معمــولا در ژنتیک مولکولی ماننــد مخمــر )به عنــوان مثــال

نماتودهــا  و   )Volvox، Chlamydomonas، Amoeba، Paramecium ،مثــال )به عنــوان  پروتوزوهــا  و  albicans، Schizosaccharomyces pombe(، جلبک هــا 

)به عنــوان مثــال caenorhabditis elegans(. همچنیــن تغییــرات متعــدد )و حتــی پیچیــده تــر( هــر روش کشــت بســته بــه هــدف تجربــی یــا ارگانیســم مورد مطالعــه وجود 

دارد. بنابرایــن مهــم اســت کــه نــه تنهــا مناســب ترین تکنیــک را بــرای یــک آزمایــش خــاص یــا میکروارگانیســم هــدف انتخــاب کنیــد بلکــه روش را نیــز متناســب کنیــد تــا نتایــج 

تجربــی به طــور مناســب بــه ســوال یــا مشــکل تحقیــق پاســخ دهــد.
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حامل های میکروبی دارورسان

ناقل های دارویی میکروبی:

انواع ناقل های دارویی میکروبی:

مزایای ناقل های دارویی میکروبی:

 در نانومقیــاس( هســتند کــه از میکروب هــا یــا اجــزای میــکروبی بــرای 
ً
ناقل هــای دارویی میــکروبی ذرات ریــز )معمــولا

حمــل و رهاســازی داروهــا در بــدن اســتفاده می کننــد.

ــا بافت هــای . 	 ــرار دادن ســلول ها ی ــرای هــدف ق ــی را ب ــی میکروب ــوان ناقل هــای داروی ــاص: می ت ــری خ هدف گی

خــاص مهندســی کــرد.

سمیت کم: ناقل های دارویی میکروبی از مواد زیست سازگار ساخته می شوند و سمیت کمی دارند.. 	

توانایــی حمــل طیــف وســیعی از داروهــا: می تــوان از ناقل هــای دارویــی میکروبــی بــرای حمــل انــواع مختلــف . 	

داروهــا، از جملــه داروهــای ضــد ســرطانی، آنتی بیوتیک هــا و داروهــای ژن درمانــی، اســتفاده کــرد.

قابلیــت عبــور از ســد خونــی مغــزی: برخــی از ناقل هــای دارویــی میکروبــی می تواننــد از ســد خونــی مغــزی عبــور . 	

کــرده و داروهــا را بــه مغــز برســانند.

تحریــک سیســتم ایمنــی: برخــی از ناقل هــای دارویــی میکروبــی می تواننــد سیســتم ایمنــی را بــرای مبــارزه بــا . 	

ســرطان یــا عفونــت تحریــک کننــد.

لیپوزوم هــا: کیســه های کوـــک و کــروی هســتند کــه از فســفولیپیدها تشــکیل شــده اند. می تــوان از لیپوزوم هــا 	 

ربــی اســتفاده کــرد. بــرای حمــل داروهــای محلــول در آب و ـ

نانــوذرات: ذرات ریــز جامــد هســتند  کــه  می تواننــد از مــواد  مختلفــی ماننــد فلــزات، پلیمرهــا و ســرامیک ها                      	 



14

/ شماره 2 پروویروس 

ربــی و آب   ســاخته شــوند. می تــوان از نانــوذرات بــرای حمــل داروهــای محلــول در ـ

ــتفاده کرد. اس

ــازی DNA و RNA در 	  ــل و رهاس ــرای حم ــا ب ــوان از ویروس ه ــا: می ت ویروس ه

ســلول ها اســتفاده کــرد.

باکتری هــا: می تــوان از باکتری هــا بــرای حمــل و رهاســازی داروهــا در روده 	 

اســتفاده کــرد.

ماننــد 	  بی ضــرر  میکروب هــای  از  می تــوان  بی ضــرر:  میکروب هــای 

کــرد. اســتفاده  روده  در  داروهــا  حمــل  بــرای   )Lactobacillus(لاکتوباســیلوس

کاربردهای ناقل های دارویی میکروبی:

بــرای حمــل 	  میکروبــی  دارویــی  ناقل هــای  از  می تــوان  درمــان ســرطان: 

داروهــای ضــد ســرطانی به طــور مســتقیم بــه تومورهــا اســتفاده کــرد. ایــن امــر 

ــد. ــک کن ــرطان کم ــان س ــی درم ــوارض جانب ــش ع ــه کاه ــد ب می توان

درمــان عفونت هــای باکتریایــی: می تــوان از ناقل هــای دارویــی میکروبــی 	 

بــرای حمــل آنتی بیوتیک هــا به طــور مســتقیم بــه محــل عفونــت اســتفاده 

کــرد. ایــن امــر می توانــد بــه افزایــش اثربخشــی درمــان عفونت هــای باکتریایــی 

کمــک کنــد.

درمــان بیماری هــای ژنتیکــی: می تــوان از ناقل هــای دارویــی میکروبــی بــرای 	 

حمــل DNA و RNA بــه ســلول ها بــرای درمــان بیماری هــای ژنتیکــی اســتفاده 

کــرد.

حمــل 	  بــرای  میکروبــی  دارویــی  ناقل هــای  از  می تــوان  واکسیناســیون: 

کــرد. ایمنــی اســتفاده  بــرای تحریــک پاســخ  ایمنــی  بــه سیســتم  آنتی ژن هــا 

ــژه سیســتم هایی  ــر، طراحــی سیســتم های انتقــال دارو و ژن، به وی در دهه هــای اخی

کــه توانــایی پاســخگویی بــه محرک هــای محیطــی را دارنــد، توجــه بســیاری از 

محققــان در سراســر جهــان را بــه خــود جلــب کــرده اســت. ایــن رشــته میان رشــته ای 

ــد مشــارکت  ــد و هوشــمند، نیازمن ــن سیســتم های هدفمن ــی ای ــل پیچیدگ ــه دلی ب

شــیمیدانان، فیزیکدانــان، مهندســان شــیمی، زیســت شناســان و پزشــکان اســت. 

یکــی از جذاب تریــن رویکردهــا در ایــن زمینــه اســتفاده از نانوحامل هــای مبتنــی بــر 

ــا غشــاء  ــاکتری اســت. باکتری هــا موجــودات تــک ســلولی ســاده بــدون هســته ی ب

اندامک هــای محصــور هســتند. اســتفاده از عواملــی کــه مشــکوک هســتند یــا 

می داننــد باعــث بیماری هــای انســانی می شــوند، بــا ـرخانــدن جدول هــا و قــرار
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دادن آن هــا بــرای درمــان برخــی بیماری هــا، از نظــر فــکری رضایت بخــش اســت. چندیــن گونــه بــاکتری، به ویــژه برخــی از بی هوازی هــای 

ــاص را  ــای خ ــا و اندام ه ــال بافت ه ــور فع ــی)Escherichia coli(، به ط ــیا کل ــالمونلا)Salmonella( spp  و اشریش ــد س ــاری، مانن اختی

هــدف قــرار می دهنــد. نســخه های مهندســی شــده ژنتیکــی باکتری هــای بی هــوازی کــه پروتئین هــای خاصــی را بیــان می کننــد، می تواننــد 

جــذب افزایــش یافتــه توســط ســلول های پســتانداران را نشــان دهنــد و می تواننــد بــرای تحویــل محموله هــای درمانــی اســتفاده شــوند. 

تکامل)Evolution(سیســتم ایمنــی پســتانداران را طــوری طراحــی کــرده اســت کــه بــه باکتری هــا و اجــزای آن هــا بــا حساســیت فوق العــاده 

پاســخ دهــد، کــه اغلــب بــر اســاس گیرنده هــای شــبه Toll  اســت. »TLR«هــا نقــش مهمــی در شناســایی فلاژلین هــای باکتریــایی و ســایر 

ــن  ــا ای ــوند. ب ــتفاده می ش ــی اس ــتم های کمک ــا سیس ــن ها ی ــی از واکس ــوان جزئ ــب به عن ــوش اغل ــن نق ــد و ای ــکروبی دارن ــای می مولکول ه

حــال، اســتفاده از باکتری هــای زنــده مهندســی شــده در کاربردهــای درمانــی مملــو از خطــرات و دشــواری اســت. نانوموادهــای زنــده مبتنــی 

بــر باکتری هــا نــه تنهــا می تواننــد خودشــان عفونــت ایجــاد کننــد، بلکــه می تواننــد ژن هــای مقاومــت آنتی بیوتیکــی را بــه ســایر باکتری هــای 

ســاکن بــدن منتقــل کننــد. بنابرایــن بایــد مراقــب بــود کــه از عــوارض جانبــی ناخواســته در کاربــرد باکتری هــای درمانــی جلوگــیری شــود. 

در تحویــل هدفمنــد، هــدف اصلــی تحویــل داروهــا و محموله هــای درمانــی مختلــف بــه ســلول های هــدف اســت، یــا بــرای ایجــاد ســمیت 

ســلولی یــا تغییــر پروفایل هــای بیــان ژن. پیشــرفت های اخیــر در ایمن ســازی بــر اســتفاده از واکســن های DNA و پپتیدهــای چنــد ظرفیتــی 

متمرکــز شــده اســت، امــا ایــن عوامــل دارای چندیــن اشــکال هســتند، ماننــد فقــدان یــک فنــاوری تحویــل کارآمــد بــرای وارد کــردن آن هــا 

بــه داخــل ســلول ها. واکســن های پروتئیــن نوترکیــب و DNA نیــز دارای معایبــی ماننــد ایمنــی زایی پاییــن هســتند. اثربخشــی ناقل هــای 

ویروســی در انجــام ایمن ســازی باعــث شــده اســت کــه آن هــا به عنــوان اولیــن انتخــاب بــرای القــای پاســخ های لنفوســیت T در نظــر گرفتــه 

شــوند، امــا طراحــی یــک سیســتم تحویــل بهینــه مناســب واکســن ضروری اســت. امروزه پیشــرفت های جدیــد در فنــاوری نانــو منجــر بــه 

اســتفاده از انــواع نانــوذرات بــرای انتقــال محموله هــای مختلــف بــه ســلول ها بــرای کاربردهــای تشــخیصی، تصویربــرداری و درمانــی شــده 

اســت. ســلول های باکتریــایی و اجــزای آن هــا حامل هــای بالقــوه مفیــدی بــرای انتقــال اســیدهای نوکلئیــک، آنتــی ژن هــا و برخــی داروهــا 

هســتند. اجــزای باکتریــایی را  می تــوان ســاختارهای بیومیمتیــک یــا بــا توانــایی هدف گــیری ذاتــی یــا توانــایی مجهــز شــدن بــه لیگاندهــای 

خــاص هــدف مــورد نظــر در نظــر گرفــت.
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ــازی  ــی در ایمن س ــوم اساس ــک مفه ــان، ی ــی میزب ــتم ایمن ــک سیس ــایی و تحری ــرای شناس ــا ب ــایی آن ه ــا و توان ــک باکتری ه ــای بیومیمتی ویژگی ه

اســت. ایــن ویژگــی در مــورد گونه هــای مهاجــم روده ماننــد لیســتریا مونوســیتوژنز )Listeriamonocytogenes( و  یرســینیا ســودوتوبرکلوزیس 

کــه می تواننــد از طریــق ســطوح مخاطــی واکســینه شــوند برجســته شــده اســت.

تحویــل دارو یــک حــوزه تحقیقاتــی بــه ســرعت درحــال رشــد اســت کــه بــا انگیــزه انــقلاب نانوتکنولــوژی، ایــده آل پزشــکی شــخصی و تمایــل بــه 

ــای  ــاختارها و نانوحامل ه ــده از نانوس ــه ای گیج کنن ــان مجموع ــود. در می ــام می ش ــرطان انج ــد س ــمی ض ــای س ــی داروه ــوارض جانب ــش ع کاه

 از زیست شناســی الهــام گرفته انــد و از منــابع طبیعــی مشــتق شــده اند، ترجیــح داده می شــوند. تحویــل 
ً
مختلــف، نمونه هــایی کــه اساســا

ــتفاده  ــانی اس ــرای دارورس ــه ب ــا ک ــزای آن ه ــایی و اج ــلول های باکتری ــت. س ــه اس ــن زمین ــی در ای ــال تحقیقات ــای فع ــی از حوزه ه ــز یک ــن نی واکس

شــده اند، شــامل لایــه ی کریســتالی ســطح ســلولی مــعروف بــه »لایــه S«، ارواح باکتریــایی )bacterial gost/BG(، وزیکول هــای غشــای خارجــی 

ــه منشــأ ایــن اجــزا از  ــا توجــه ب ــوذرات مغناطیســی( هســتند. ب ــا مشــتقات باکتریــایی )ماننــد هاگ هــا، پلیمرهــا، و نان ــاکتری، و محصــولات ی ب

میکروارگانیســم های بالقــوه بیمــاری زا، جــای تعجــب نیســت کــه آن هــا بــرای واکســن ها و ایمن ســازی اســتفاده شــده اند. بررســی حاضــر به طــور 

ــا تمرکــز بــر مزایــای آن هــا بــرای تحویــل داروهــا، ژن هــا و واکســن ها خلاصــه می کنــد. انتقــادی کاربردهــای آن هــا را ب

ــه  ــته ب ــد. بس ــل می کن ــلول عم ــطح س ــش س ــک پوش ــوان ی ــاکتری به عن ــای ب ــیاری از گونه ه ــتان ها و بس ــام باس  در تم
ً
ــا ــایی تقریب ــه S باکتری لای

گونــه از پروتئیــن هــا یــا گلیکوپروتئین هــا ســاخته شــده اســت. ویژگی هــای مفیــد لایــه S، ماننــد خــودآرایی، نظــم ســاختاری، پایــداری مکانیکــی 

و اســمزی، ویژگی هــای فیزیکوشــیمیایی قابــل پیش بینــی، منجــر بــه بهره بــرداری از آن در بســیاری از سیســتم های دارورســانی شــده اســت. 

حامل هــای حــاوی Slayer کاربردهــایی بــرای تحویــل ایمونوژن هــا و واکســن ها و به عنــوان پلتفرم هــایی بــرای هــدف قــرار دادن محمولــه هــای 

درمانــی بیولوژیکــی پیــدا کرده انــد. علاوه بــر ایــن، لایه هــای S بــه دلیــل ســاختار مولکولــی قابــل تنظیــم و قابلیــت تبلــور مجــدد، بــرای برخــی از 

رویکردهــای امیدوارکننــده ماننــد مهندســی ابرمولکولــی مفیــد هســتند. الگــوی یکنواخــت روی ســطح آن هــا، مورفولــوژی منحصربه فــرد آن هــا 

و وجــود گروه هــای عاملــی، آن هــا را بــه بیوپلیمرهــای مفیــدی تبدیــل می کنــد کــه می تواننــد نقــش مهمــی در کاربردهــای بیوتکنولــوژی ماننــد 

ماتریس هــای طــراح، غشــاهای اولترافیلتراســیون متخلخــل و بســترهایی بــرای تثبیــت ترکیبــات فعــال ایفــا کننــد.

ــاء  ــی منش ــرم منف ــای گ ــه از باکتری ه ــت ک ــوره اس ــی غیردنات ــا( خال ــک پاکت)غش ــایی ی ــبح باکتری ش

ــان  ــا همچن ــتند، ام ــا هس ــمی باکتری ه ــات سیتوپلاس ــام محتوی ــد تم ــا فاق ــرد. »BG«ه ــی گی م

مورفولــوژی ســلولی کلــی خــود را حفــظ کــرده و حفــظ می کننــد و شــامل تمــام ســاختارهای 

ــه  ــد ک ــالایی دارن ــیری ب ــت بارگ ــن ظرفی ــا همچنی ــتند. »BG«ه ــی هس ــلولی اصل ــطح س س

آن هــا را بــه یــک رویکــرد امیدوارکننــده بــرای طراحــی واکســن های ـنــد ظرفیتــی جدیــد 

  PhiX174 تبدیــل می کنــد. علاوه بــر ایــن، لیــز باکتری هــای گــرم منفــی بــا واســطه پروتئیــن

منجــر بــه از بیــن رفتــن سیتوپلاســم و همچنیــن بیشــتر فعالیت هــای آنزیمــی می شــود. 

در ســال هــای اخیــر، »BG«هــا به عنــوان حامل هــای غیــر زنــده اســیدهای نوکلئیــک، 

ــرار  ــده ای ق ــه فزاین ــورد توج ــول م ــای محل ــا و محموله ه ــا، داروه ــی ژن ه ــن ها/آنت پروتئی

گرفته انــد. مزایــای اصلــی اســتفاده از BGs به عنــوان حامــل ایــن اســت کــه بــرای جلوگــیری 

از احتمــال عفونــت بــه هیــچ شــرایط دناتــوره ای نیــاز نیســت و بنابرایــن توانــایی آن هــا بــرای
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ــی هســتند و خــواص کمکــی  ــدن عال ــی ب ــده قــوی اســت. »BG«هــا در تحریــک سیســتم ایمن ــدازه باکتری هــای زن ــه ان ــی ب تحریــک پاســخ ایمن

ذاتــی را نشــان مــی دهنــد. به عنــوان مثــال، BGs  از Pantoea cypripedii به عنــوان سیســتم های تحویــل آفت کــش جدیــد حــاوی قارچ کــش 

ـربــی دوســت، تبوکونــازول، اســتفاده شــده اســت. ایــن ترکیــب بــه دلیــل مانــدگاری در برابــر شســته شــدن بــا بارندگــی و فعالیــت زیــاد آن در 

 BG ــای ــه غش ــه ب ــن وج ــه بهتری ــد ب ــی می توانن ــه آل ــاختارهای حلق ــی س ــور کل ــت. به ط ــد اس ــاورزی مفی ــان کش ــاری زای گیاه ــل بیم ــر عوام براب

ــد از آزاد شــدن اکســید نیتریــک از  ــا رســوراترول نشــان داده شــد و نشــان داد کــه ایــن ســاختار می توان ــا بارگــذاری BGs ب متصــل شــوند، کــه ب

ماکروفاژهــای RAW264.7 ناشــی از خــود BG جلوگــیری کنــد. رســوراترول بارگــذاری شــده ده برابــر کارآمدتــر از روراترول رایــگان بــود. وزیکول هــای 

ــرم  ــای گ ــی باکتری ه ــی( از برخ ــحی تاولی)ویزیکول ــد ترش ــط فراین ــه توس ــتند ک ــدی کروی هس ــه لیپی ــایی دولای ــای غش ــی، حباب ه ــای بیرون غش

ــه حــاوی نشــانگرهای بیمــاری زا و فاکتورهــای حــدت )ویرولانــس( هســتند »OMV«هــا حــاوی پروتئین هــای غشــای  ــد می شــوند ک ــی تولی منف

باکتریــایی و همچنیــن مقــداری مــواد ژنومــی هســتند. وســایل نقلیــه مبتنــی بــر OMV ماننــد VSSP را می تــوان بــرای اهــداف درمانــی و تولیــد 

واکســن اســتفاده کــرد.

ــای  ــرطان، ژن ه ــد س ــای ض ــی، داروه ــای درمان ــل پروتئین ه ــرای تحوی  ب
ً
ــرا ــه اخی ــتند ک ــگری هس ــال دی ــتم انتق ــایی سیس ــپورهای باکتری اندوس

سیتوتوکســیک و به عنــوان ناقل هــایی بــا پتانســیل بــالا بــرای ژن درمانــی اســتفاده شــده اند.

بیوســنتز پلیمرهــای طبیعــی توســط باکتری هــا مــواد جدیــدی را بــرای کاربردهــای پزشــکی ایجــاد کــرده اســت. پلیمرهــای مختلفــی را می تــوان از 

باکتری هــا جــدا کــرد، ماننــد پلــی ســاکاریدها، پلــی آمیدهــا یعنــی پلــی، پلــی اکسواســترها یــا اگزواســترها یعنــی پلــی هیدروکســی آلکانوات هــا، 

پلــی اســترها و پلــی انیدریدهــای معدنــی و همــه بــا موفقیــت بــرای سیســتم های دارورســانی و آزادســازی کنــترل شــده محمولــه آزمایــش شــده اند. 

به طــور کلــی، ایــن پلتفرم هــای پلیــمری می تواننــد تــوزیع دارو و تعامــل بــا ســایت های هــدف خــود را بهبــود بخشــند.

باکتری هــای مغناطیســی کــه در دهــه 1970 توســط ریچــارد پی بلیکمــور در موسســه اقیانــوس شناســی وودز هــول کشــف شــد، جهــت گیری هــایی 

را در امتــداد جهــت خطــوط میــدان مغناطیســی زمیــن می گیرنــد. ایــن توانــایی از اندامک هــای درون ســلولی منحصربه فــردی بــه نــام مگنتــوزوم 

گرفتــه شــده اســت کــه حــاوی کریســتال های نانومــتری از مــواد معدنــی آهــن دار مغناطیســی اســت. ایــن مگنتوزوم هــا را می تــوان جــدا کــرد و 

به عنــوان نانــوذرات مغناطیســی طبیعــی اســتفاده کــرد و به عنــوان نانوحامل هــای قــوی در داروهــا، انتقــال ژن و ترانوســتیک هــا اســتفاده شــده 

است.
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در طــول قرن گذشــته، بــه مــوازات رشــد فعالیت هــای اقتصــادی، بهره بــرداری از منــابع مــادی بــه شــدت رشــد کــرده اســت. درحــال حاضــر، طبــق 

ــا 40 تــن مــواد خــام بــه ازای هــر نفــر در ســال اســتفاده می شــود. نــه تنهــا  آخریــن آمارهــای موجــود، در اقتصــاد کشــورهای غربــی حــدود 20 ت

جوامــع بــشری از مــواد بــا ســرعت بیشــتری اســتفاده می کننــد، بلکــه تنــوع فزاینــده ای از مــواد نیــز وجــود داشــته و دارد. درحالــی کــه نــرخ بــالای 

مصــرف مــواد بی شــک بــه اســتانداردهای بــالای زندگــی در بخش هــای بزرگــی از جهــان کمــک کــرده اســت، تــوان عملیاتــی عظیــم آن هــا همچنیــن 

ســؤالاتی را در رابطــه بــا پایــداری اســتفاده فعلــی ایجــاد کــرده اســت. تعــدادی از محققــان بــه خطــرات کاهــش ذخایــر محــدود منــابع بــا عیــار بــالا 

ــاز می گردنــد و در نتیجــه جریان هــایی از مــواد ایجــاد می کننــد کــه به طــور بالقــوه   همــه مــواد بــه محیــط ب
ً
ــا اشــاره کرده انــد. در نهایــت، تقریب

بــرای محیــط زیســت مضــر هســتند.

بیولیچینگ چیست؟

ــز از  ــت فل ــت. بازیاف ــی اس ــانتره های معدن ــن و کنس ــار پایی ــا عی ــای ب ــزات از کانی ه ــتخراج  فل ــرای اس ــر ب ــاده و موث ــاوری س ــک فن ــگ ی بیولیچین

Thiobacillus thiooxidand و Acidithibacillus ferrooxidans 
ً
کانی هــای ســولفیدی براســاس فعالیت باکتری هــای کمولیتــوتروف، عمدتــا

اســت کــه ســولفیدهای فــلزی نامحلــول را بــه ســولفات های فــلزی محلــول تبدیــل مــی کننــد. کانه هــا و کانی هــای غیــر ســولفیدی را می تــوان 

توســط باکتری هــای هــتروتروف و قارچ هــا تصفیــه کــرد. در ایــن مــوارد اســتخراج  فلــز بــه دلیــل تولیــد اســیدهای آلــی و ترکیبــات شلاتــه کننــده 

ــود و  ــتفاده می ش ــوم و طلا اس ــس، اورانی ــابی م ــرای بازی ــگ ب ــر بیولیچین ــود. درحال حاض ــع می ش ــط دف ــه در محی ــت ک ــده اس ــس کنن و کمپلک

تکنیک هــای اصلــی مــورد اســتفاده عبارتنــد از  heap، dump و .in situ leaching لیچینگ تانــک بــرای تصفیــه ســنگ معــدن طلای نســوز 

انجــام می شــود. بیولیچینــگ همچنیــن پتانســیلی بــرای بازیافــت فلــزات و ســم زدایی از محصــولات زائــد صنعتــی، لجــن فــاضلاب و خــاک آلــوده 

بــه فلــزات ســنگین دارد.

روش هــای لیچینــگ میــکروبی به طــور فزاینــده ای بــرای بازیافــت فلــزات از ســنگ معــدن و کنســانتره های بــا عیــار پاییــن اســتفاده می شــوند کــه 

نمی تواننــد بــا روش هــای مرســوم از نظــر اقتصــادی پــردازش شــوند. ماننــد بســیاری از فرایندهــای بیوتکنولوژیکــی، ـنیــن روش هــایی ممکــن 

 یونانی هــا و رومی هــا بیــش از 2000 ســال پیــش مــس را از آب معــدن 
ً
اســت از دوران ماقبــل تاریــخ مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه باشــند و احتمــالا

اســتخراج می کردنــد. بــا ایــن حــال، تنهــا حــدود 50 ســال اســت کــه مشــخص شــده اســت کــه باکتری هــا به طــور عمــده مســئول غنی ســازی فلــزات 

در آب از ذخایــر ســنگ معــدن و معــادن هســتند . فراینــد انحلال ســازی بیولیچینــگ نامیــده می شــود و در طبیعــت هــر جــا کــه شــرایط مناســب 

بــرای رشــد میکروارگانیســم های بیولیچینــگ موجــود در همه جــا پیــدا شــود، اتفــاق می افتــد.



20

/ شماره 2 پروویروس 

بیومینینگ
بیومینینــگ اســتخراج فلــزات خــاص از ســنگ معــدن آن هــا از طریــق 

روش هــای بیولوژیکــی، معمولا میکروارگانیســم ها اســت. بیومینینگ 

ــگ و  ــا بیولیچین ــه آن ه ــب ب ــه اغل ــود ک ــام می ش ــه انج در دو مرحل

ــاوری  ــه فن  ب
ً
ــگ معمــولا ــد. بیولیچین اکسیداســیون زیســتی می گوین

اســتخراج زیســتی کــه بــرای فلــزات اساســی اعمــال می شــود، اشــاره 

دارد. درحالــی کــه، اکسیداســیون زیســتی به طــور معمــول بــرای 

ــود.  ــال می ش ــولفیدی اعم ــوز س ــانتره طلا نس ــدن و کنس ــنگ مع س

ــی  ــه توســط شــرکت معدن ــد اســت ک ــک جدی ــک تکنی ــن ی اگرـــه ای

بــرای اســتخراج مــواد معدنــی معــادل مــس، اورانیــوم و طلا از ســنگ 

ــگاه  ــگ جای ــا امروزه، بیومینین ــود، ام ــتفاده می ش ــا اس ــدن آن ه مع

فزاینــده ای را در میــان علــوم کاربــردی معدنــی موجــود اشــغال 

ــمی،  ــه، غیرس ــتی مقرون به صرف ــتخراج زیس ــای اس ــد. روش ه می کن

ــگ را  ــوژی، کارایی بیومینین ــتفاده از بیوتکنول ــا اس ــتند. ب ــر هس مؤث

ــز  ــی نی ــده ژنتیک ــای اصلاح ش ــم ه ــک میکروارگانیس ــا کم ــوان ب می ت

ــش داد. افزای

تاریخچه بیولیچینگ
ســوابق تاریخــی نشــان می دهــد کــه ایــن رونــد از زمآن هــای قدیــم 

ــدون  ــا ب ــت، ام ــه اس ــرار گرفت ــرداری ق ــورد بهره ب ــی م ــور تجرب به ط

هیــچ گونــه شــناختی از ســهم بیولوژیکــی در فراینــد معدنچیــان بــه 

ســادگی اشــاره کردنــد کــه آبیــاری انبوهــی از ســنگ معدن ســولفیدی 

ــه  ــر ب ــان منج ــت زم ــا گذش ــس ب ــاوی م ــدن ح ــنگ مع ــه س ــا باطل ی

اســتخراج مــس شــد کــه می تــوان آن را از محلــول بــه صــورت مــس 

بازیــابی کــرد.

ــه  ــد ک ــت آم ــه دس ــده ای ب ــواهد قانع کنن ــتم ش ــط قرن بیس ــا اواس ت

نشــان مــی داد میکروب هــا شــرکت کنندگان فعــال در شست وشــوی 

مــس و برخــی فلــزات دیگــر از ســنگ معــدن بودنــد. ســابقه اســتفاده 

از ایــن تکنولــوژی بــه ســال های 1950 برمی گــردد. توســعه ایــن روش 

در دنیــا بــه حــدی بــوده کــه امروزه بیــش از 20درصــد اســتخراج مــس 

بــه روش میــکروبی اســت. ايــن تكنيــك در بســیاری دیگــر از کشــور ها 

ماننــد اســتراليا، كانــادا، ـيــن، پرو، ايــران و مناطــق دیگــر اســتفاده 
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ــتفاده  ــدن اس ــای مع ــردن باطله ه ــز ك ــراي تمي ــا ب ــوان از آن ه ــي مي ت ــت و حت ــنتي اس ــاي س ــر از كاربرد ه ــب موثر ت ــا اغل ــن تكنيك ه ــود. اي می ش

كــرد.  بیوليچينــگ اورانيــوم در قديــم بــه كار می آمــد. امروزه بــه دليــل كاهــش نــرخ اورانيــوم كاربــرد آن كمتــر شــده اســت. 

اولیــن شــواهد مســتقیم از دخالــت بــاکتری در تولیــد زهکشــی معــدن اســیدی  AMD)زه آب اســیدی معــادن( از اکسیداســیون پیریــت در درزهــای 

ذخایــر ذغــال ســنگ قیــر در برخــی تحقیقــات بــه دســت آمــد. مشــکل AMD مرتبــط بــا معــادن زغــال ســنگ قیــر بــود. در ســال 1947، کولمــر و 

ــه اســت. در ســال 1950 کولمــر و همــکاران، یــک  ــا یافت ــکروبی ارتق ــه اکسیداســیون آهــن در AMD از نظــر می ــن نتیجــه رســیدند ک ــه ای ــکل ب هین

بــاکتری اســیدوفیل و اتــوتروف اکســیدکننده آهــن را از معــدن زغــال ســنگ قیــر AMD جــدا کردنــد. فیزیولــوژی آهــن اکســیدکننده آن بــا جزئیــات 

بیشــتر توســط تمپــل و کولمــر مــورد مطالعــه قــرار گرفــت کــه پــس از آن، ایــن ارگانیســم را نامگــذاری کردنــد.

تیوباســیلوس بــاکتری ای اســت کــه بعدهــا توســط کلــی و وود، بــه اسیدیتیوباســیلوس تغییــر نــام داد. لیتــن و همــکاران یــک اکســیدکننده آهــن 

 ،Acidithibacillus ferrooxidans نامیدنــد زیــرا بــرخلاف )Acidithibacillus ferrooxidans( اســیدوفیل و اتــوتروف را جــدا کردنــد کــه آن را

در آزمایشــات خــود گوگــرد عنــصری را اکســید نکــرد.

میکروارگانیسم های دخیل در بیولیچینگ:

:)Thiobacillus(تیوباسیلوس ها-	

فعال تریــن بــاکتری در بیولیچینــگ متعلــق بــه جنــس تیوباســیلوس اســت. این هــا میله هــای گــرم منفــی و بــدون اســپور هســتند کــه در شــرایط 

ــوان منبــع کربــن خــود  ــه عن ــوتروف هســتند کــه از دی اکســید کربــن اتمســفر ب ــر تیوباســیل ها گونه هــای کمولیتوات ــد. اکث هــوازی رشــد می کنن

ــه  ــده، از جمل ــا ش ــدی احی ــا ح ــا ت ــده ی ــا ش ــرد احی ــات گوگ ــیون ترکیب ــد. انرژی از اکسیداس ــتفاده می کنن ــد اس ــلولی جدی ــواد س ــنتز م ــرای س ب

ــد کــه محصــول نهــایی اکسیداســیون ســولفات اســت. ــه دســت می آی ســولفیدها، گوگــرد عنــصری و تیوســولفات ب

ــی  ــول باق ــلزی در محل ــای ف ــتر یون ه ــه در آن بیش ــود ک ــام می ش ــا 3 انج ــن 1.5 ت ــر pH بی ــیدی در مقادی ــط اس ــاکتری در محی ــوی ب شست وش

می ماننــد. بنابرایــن گونه هــای اســیدوفیل Thiobacillus ferrooxidans و T.thiooxidans  از اهمیــت ویــژه ای برخــوردار هســتند. ســایر 

تیوباســیل ها نیــز قــادر بــه اکســید کــردن گوگــرد و ســولفید هســتند، امــا آن هــا فقــط در مقادیــر pH بــالاتری رشــد می کننــد کــه در آن یون هــای 

ــد. ــی نمی مانن ــول باق ــلزی در محل ف

T. thiooxidans  کــه در ســال 1922 توســط Waksman و Joffe جــدا شــد، بــه دلیــل اکسیداســیون ســریع گوگــرد عنــصری مــعروف اســت. ســایر 

ترکیبــات گوگــرد تــا حــدی احیــا شــده نیــز مــورد اســتفاده قــرار می گیرنــد و اســید ســولفوریک تولیــد می شــود و pH محیــط را بــه 1.5 تــا 1 و حتــی 

پایین تــر کاهــش می دهــد. تولیــد شــدید اســید ســولفوریک منجــر بــه تجزیــه ســریع ســنگ ها مــی شــود به طــوری کــه ترکیبــات فــلزی محلــول 

در اســید می تواننــد بــه عنــوان ســولفات بــه محلــول منتقــل شــوند.

بــا ایــن حــال، مهــم تریــن نقــش در شست وشــوی بــاکتری هــا توســط T. ferrooxidans ایفــا می شــود. ایــن بــاکتری اولیــن بــار در ســال 1947 

 T. thiooxidans توســط کولمــر و هینــکل از زهکشــی )نمونــه بــرداری( معــدن زغــال ســنگ اســیدی جــدا شــد. از نظــر مورفولوژیکــی ســلول ها بــا

ــا ســایر  ــاوت T. ferrooxidans ب ــاوت هســتند. تف ــا دومــی متف ــصری ب ــرد عن ــر اکسیداســیون گوگ ــد بســیار کندت ــا رون ــا ب یکســان هســتند، ام

تیوباســیل ها بــه ایــن دلیــل اســت کــه علاوه بــر دریافــت انرژی از اکسیداســیون ترکیبــات گوگــرد کاهــش یافتــه، آهــن فرو می توانــد بــه عنــوان 

یــک اهداکننــده الــکترون اســتفاده شــود. در غیــاب اکســیژن، T. ferrooxidans همچنــان قــادر بــه رشــد در ترکیبــات گوگــرد معدنــی احیــا شــده 

بــا اســتفاده از آهــن فریــک بــه عنــوان یــک گیرنــده الــکترون جایگزیــن اســت. یــک نمــای کلــی عالــی از دانــش فعلــی ایــن گونــه توســط Leduc و 

Ferroni  ارائــه شــده اســت.
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/ شماره 2 پروویروس 

دو گونــه جدیــد از تیوباســیل های اســیدوفیل توســط هوبــر و اســتتر 

توصیــف شــده انــد: T. prosperus نشــان دهنــده گروه جدیــدی از 

 Thiobacillus .باکتری هــای متحــرک فــلزی متحمــل هالوتــور اســت

کــه  اســت  اختیــاری  کمولیتوآتــوتروف  بــاکتری  یــک   cuprinus

 مــس 
ً
ســولفیدهای فلــز را اکســید می کنــد. ایــن میکروارگانیســم ترجیحــا

را از کالکوپیریــت اســتخراج می کنــد. بــه دلیــل ویژگی هــای فیزیولوژیکــی 

ــته  ــگ داش ــی در بیولیچین ــیل خاص ــت پتانس ــن اس ــویه ممک ــر دو س ه

ــند. باش

:)Leptospirillium(لپتواسپرلیوم-	

Leptospirillum ferrooxidans  یکــی دیگــر از باکتری هــای اکســید 

کننــده آهــن، کمولیتــوتروف اســیدوفیل اســت کــه بــرای اولین بار توســط 

مارکوســیان از آب های معدن در ارمنســتان جدا شــد. این میکروارگانیســم 

مقادیــر pH کمتــر و غلظت هــای بالاتــر اورانیــوم، مولیبــدن و نقــره را 

ــس  ــه م ــبت ب ــا نس ــد، ام ــل می کن ــه T. ferrooxidans تحم ــبت ب نس

حســاس تر اســت و قــادر بــه اکســید کــردن گوگــرد یــا ترکیبــات گوگــردی 

ــه  ــد ب ــود نمی توان ــودی خ ــه خ ــن L. Ferrooxidans  ب ــت؛ بنابرای نیس

 T. ســولفیدهای معدنــی حملــه کنــد. ایــن کار را فقــط می تــوان همــراه بــا

ــد. ــام ده ــا T. thiooxidans انج ferrooxidans ی

T. thiooxidans، T. ferrooxidans و L. ferrooxidans باکتری هــای 

مزوفیــل هســتند کــه در دمــای 25 تــا 35 درجــه ســانتیگراد بهترین رشــد 

را دارنــد.

:)Thermophilic bacteria(باکتری های ترموفیلوس-	

باکتری هــای تیوباســیل مانند، به اصــطلاحTh-bacteria ، باکتری هــای 

و  پنتلاندیــت  پیریــت،  روی  و  هســتند  خــوبی   
ً
نســبتا گرمادوســت 

کالکوپیریــت در دمــایی در محــدوده ۵۰ درجه ســانتی گراد رشــد می کنند. 

ــا در  ــا رشــد تنه ــع انرژی اســتفاده می شــود، ام ــوان منب ــه عن آهــن فرو ب

حضــور عصــاره مخمــر مشــاهده می شــود. باکتری هــای بســیار گرمــا 

دوســت کــه در دمــای بــالای 60 درجــه ســانتیگراد رشــد می کردنــد توســط 

 Acidianusبریرلــی، نوریــس، کاراوایکــو و همکارانشــان جــدا شــدند

 بــا جنــس Sulfolobus همــراه بــود، یــک آرکئــون 
ً
brierleyi ، کــه قــبلا

کمولیتواتــوتروف، اختیــاری هــوازی، بســیار اســید دوســت اســت کــه روی 

آهــن فرو، گوگــرد عنــصری و ســولفیدهای فــلزی رشــد می کند. در شــرایط 

بی هــوازی از گوگــرد عنــصری به عنــوان گیرنــده الکترون اســتفاده می شــود 

و بــه H2S کاهــش می یابــد. اعضــای جنــس ســولفولوبوس باکتری هــای 

هــوازی، کمولیتــوتروف اختیــاری هســتند کــه آهــن فرو، گوگــرد عنــصری 

و کانی هــای ســولفیدی را اکســید می کننــد. همــان ترکیبــات بــه عنــوان 

منبــع انرژی توســط Sulfobacillus thermosulfidooxidans، یــک 

بــاکتری خــودتروف اختیــاری اسپورســاز اســتفاده می شــود. بــا ایــن حــال، 

رشــد فقــط در حضــور عصــاره مخمــر رخ می دهــد.

	-میکروارگانیسم های هتروتروف:

باکتری هــا و قارچ هــای هــتروتروف کــه بــرای رشــد و تامیــن انرژی بــه 

مکمل هــای آلــی نیــاز دارنــد، ممکــن اســت در شست وشــوی فلــزات 

نقــش داشــته باشــند. همانطــور کــه در مــورد شست وشــوی منگنــز، 

حــل شــدن فلــز ممکــن اســت بــه دلیــل احیــای آنزیمــی ترکیبــات فــلزی 

بســیار اکســید شــده باشــد یــا توســط تولیــد اســیدهای آلــی )مانند اســید 

ــک( و توســط  ــک، اســید ســیتریک، اســید گلوکونی ــک، اســید اگزالی لاکتی

ترکیباتــی بــا حداقــل دو گروه واکنشــگر آبدوســت )ماننــد مشــتقات فنل( 

ــا جابجــایی  کــه در محیــط کشــت دفــع می شــوند و فلــزات ســنگین را ب

مســتقیم یون هــای فــلزی از زمینــه ســنگ معــدن توســط یون هــای 

ــل  ــول ح ــلزی محل ــای ف ــا و کلات ه ــکیل کمپلکس ه ــا تش ــدروژن و ب هی

شســته  از  ســودی  هیــچ  هــتروتروف  میکروارگانیســم های  می کننــد. 

شــدن فلــز ندارنــد. در بیــن باکتری هــا، اعضــای ســرده Bacillus در 

حــل شــدن فلــزات موثرتــر هســتند و بــا توجــه بــه قــارچ هــا، جنس هــای 

Aspergillus و Penicillium از مهم تریــن آن هــا هســتند.

فلــزات دخيــل در اين فراينــد عبارتنــد از: طلا-مس-نقره-كبالت-اورانيوم-

روي-نيكل
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کاربردهای بیولیچینگ
 کنترل نشــده 

ً
در طــول 20 ســال گذشــته، فرایندهــای تجــاری بــا اســتفاده از میکروارگانیســم ها بــرای بازیــابی مــواد معدنــی، از شست وشــوی نســبتا

دپــوی مــس بــه اکسیداســیون معدنــی و شست وشــو در توده هــای زیســتی طراحی شــده بــرای اکسیداســیون ســنگ های نســوز طلا و بــرای 

ــیون  ــرای اکسیداس ــت و ب ــت کبال ــرای بازیاف ــمزن ب ــخزن ه ــگ م ــان، بیولیچین ــدت زم ــن م ــن در ای ــد. همچنی ــرفت کرده ان ــس، پیش ــت م بازیاف

زیســتی ســنگ معــدن طلای نســوز تجــاری شــده اســت. بیولیچینــگ کالکوپیریــت در مخــازن هــمزن در آســتانه تجاری ســازی اســت. کاربردهــای 

تجــاری بیوهیدرومتالــورژی بــه دلیــل اقتصــاد فراینــد مطلــوب و در برخــی مــوارد کاهــش مشــکلات زیســت محیطــی در مقایســه بــا فرایندهــای 

ــود در  ــتی و بهب ــای زیس ــی توده ه ــت هواده ــناخت اهمی ــامل ش ــد ش ــعه فراین ــت. توس ــرده اس ــرفت ک ــد ذوب پیش ــز مانن ــت فل ــوم بازیاف مرس

طراحــی و عملکــرد راکتــور مــخزن هــمزن اســت. همزمــان، دانــش میکروارگانیســم های کلیــدی درگیــر در ایــن فرایندهــا، بــه کمــک پیشــرفت های 

ــرده اســت. ــکروبی، پیشــرفت ک ــرای توصیــف جمعیت هــای می ــی ب زیست شناســی مولکول

روش های مختلف بیولیچینگ
بازیافــت فلــزات گرانبهــا از زباله هــای جامــد از طریــق بیولیچینــگ در ســال های اخیــر بــه یــک کانــون تحقیقاتــی تبدیــل شــده اســت. بنابرایــن در 

ایــن مطالعــه، اســتراتژی های مختلفــی ماننــد لیچینــگ شــیمیایی اســید ســولفوریک و بیولیچینــگ مخلــوط کنسرســیوم بــرای اســتخراج مــس از 

لجــن آبــکاری حــاوی مــس اتخــاذ شــد. نتایــج نشــان داد کــه در مقایســه بــا لیچینــگ شــیمیایی، بیولیچینــگ عملکــرد بســیار بهــتری از خــود نشــان 

ــه 94.3درصــد رســید )21.1درصــد بیشــتر از لیچینــگ شــیمیایی(. نتایــج همچنیــن  داد. در واقــع، راندمــان بیولیچینــگ مــس در هفتمیــن روز ب

نشــان داد کــه فراینــد بیولیچینــگ مکانیســم ها و واکنش هــای بیشــتری نســبت بــه لیچینــگ شــیمیایی دارد. آزمایش هــای SEM و EDX نشــان 

داد کــه مورفولــوژی ســطح لجــن پــس از بیولیچینــگ به طــور معنــی داری تغییــر کــرد و مقــدار ناـــیزی مــس در بقایــای شسته شــده باقــی مانــد. 

علاوه برایــن، بقایــای شســته شــده آزمایــش ســمی لیچینــگ مشــخصه را پشــت ســر گذاشــتند و بنابرایــن می تواننــد به عنــوان مــواد اولیــه غیــر 

خطرنــاک بــرای صنعــت ســاختمان در نظــر گرفتــه شــوند. از ایــن رو، اتخــاذ یــک فراینــد لیچینــگ کنسرســیومی مختلــط بــرای اســتخراج مــس 

ــور  ــز به ط ــلزی نی ــابع ف ــه از من ــد، بلک ــش می ده ــی را کاه ــت محیط ــی زیس ــی آلودگ ــل توجه ــور قاب ــا به ط ــه تنه ــس ن ــاوی م ــکاری ح ــن آب از لج

ــد. ــرتری اســتفاده می کن موث

 
ً
بیولیچینــگ بــرخلاف لیچینــگ ســنتی در دهه هــای اخیــر بــه دلیــل پتانســیل آن در شست وشــوی مــواد معدنــی در مقیــاس آزمایشــگاهی و عمدتــا

بــه دلیــل کاربردهــای صنعتــی آن بــه یــک جایگزیــن جــذاب تبدیــل شــده اســت. عملیــات صنعتــی کــه بــرای شست وشــوی ســولفیدهای مــس
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/ شماره 2 پروویروس 

اعمــال مــی شــود، تشــکیل انبوهــی از مــواد را در نظــر می گیــرد کــه بایــد شســته شــوند. لیچینــگ ســنتی نیــاز بــه آماده ســازی ســنگ معــدن و در 

درجــه اول کاهــش انــدازه، بــرای بــه حداکثــر رســاندن برهمکنــش مــواد معدنــی و آبشــویی و قــرار دادن یــک پایــه غیرقابــل نفــوذ بــرای جلوگــیری 

از، از دســت دادن لیــچ و آلودگــی بدنه هــای آبی دارد. میکروارگانیســم هایی کــه از عناصــر معدنــی )ماننــد گوگــرد و آهــن( تغذیــه می کننــد، ذرات 

فــلزی مــورد نظــر را جــدا می کننــد. بــه عبــارت دیگــر باکتری هــا ســنگ را حــل می کننــد و آن را بــه محلولــی تبدیــل می کننــد کــه توســط سیســتمی 

از لوله هــا در پایــه پشــته یــا شــیب جمــع آوری می شــود. انــحلال مــواد معدنــی محصــول اکسیداســیون انجــام شــده توســط باکتری هــا از ترکیبــات 

معدنــی موجــود در آن هــا اســت و ایــن ظرفیــت متابولیکــی باکتری هــا همــان ـــیزی اســت کــه اجــازه می دهــد کــه فلــز مــس را از محلــول ســولفات 

در مراحــل کلاســیک بازیافــت کــرد. تنــوع میکروارگانیســم های مــورد اســتفاده در بیولیچینــگ بــه عوامــل مختلفــی ماننــد مــاده معدنــی مــورد 

شست وشــو یــا شــرایط عملیاتــی ماننــد pH یــا دمــا بســتگی دارد. فراینــد بیولیچینــگ در کپه هــا )شــکل 1 را ببینیــد( یــا در زباله هــا شــامل انــواع 

ــان گاز،  ــول، جری ــان محل ــه مطالعــه جری ــوان ب ــه آن هــا می ت ــه از جمل مختلفــی از فرایندهــای فرعــی فیزیکــی، شــیمیایی و بیولوژیکــی اســت ک

جریــان گرمــا، انتقــال انتشــار و دینامیــک جمعیــت میــکروبی اشــاره کــرد.

در واقــع بیولیچینــگ تکنیکــی اســت کــه فلــزات را در یــک محیــط آبی از طریــق باکتری هــایی کــه مــواد معدنــی را بــه مقــدار بیشــتری نســبت بــه 

روش هــای معمولــی آزاد می کننــد، حــل می کنــد، کــه می توانــد از طریــق اثــر مســتقیم بــر روی مــاده معدنــی یــا از طریــق اکسیداســیون یــک یــون 

شســته شــود، کــه گاهــی اوقــات بــه عنــوان اکســید کننــده عمــل می کنــد. از کانــی مــورد نظــر انــواع مختلفــی از بــاکتری هــا وجــود دارد، از جملــه 

آن هــایی کــه می تواننــد گوگــرد را بــه اســید ســولفوریک و آرســنیک را بــه گونــه ای کــه بــرای انســان بی ضرر اســت اکســید کننــد )کــه در کنــار کاهــش 

ــی  ــای عملیات ــل هزینه ه ــه دلی ــاوری ب ــن فن ــد(. ای ــی ده ــش م ــط را کاه ــده در محی ــنیک آزاد ش ــرد و آرس ــاخص های گوگ ــد، ش ــای تولی هزینه ه

پاییــن دارای یــک سری مزیت هــای اقتصــادی اســت، درحالــی کــه در ســطح زیســت محیطــی هیــچ گونــه گاز یــا گــرد و غبــار و کنســانتره هایی کــه 

دارای ســطوح بــالایی از فلــزات هســتند )ماننــد روی، آرســنیک، گوگــرد یــا ســایر فلــزات ســنگین دیگــر( منتشــر نمی شــود. حاصــل از فرایندهــای 

ذوب مــس( قابــل درمــان اســت.
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مشکلات و چالش های بیولیچینگ
انباشــت باطلــه معــدن در زمیــن یــک ـالــش جــدی زیســت محیطــی اســت. اهمیــت بازیافــت فلــزات ســنگین، همــراه بــا مزایــای اقتصــادی 

ــان در  ــه اســت. درحــال حاضــر، محقق ــزات از باطل ــابی فل ــرای بازی ــدار ب ــرای توســعه روش هــای پای ــوی ب ــزه ای ق ــه، انگی ــا و پای ــزات گرانبه فل

تلاش بــرای بهبــود کارایی بازیــابی فلــزات از باطلــه بــا اســتفاده از بیولیچینــگ، روشــی پایدارتــر در مقایســه بــا روش هــای ســنتی هســتند. در 

ایــن کار، وضعیــت تحقیقاتــی اســتفاده از فناوری هــای لیچینــگ بیولوژیکــی بــرای بازیــابی فلــزات ســنگین از باطلــه بررســی شــد. علاوه برایــن، 

R2.5.7 CiteSpace  بــرای تجزیــه و تحلیــل بــصری کلمــات کلیــدی مطالعــات مربوطــه در مــورد شست وشــوی بیولوژیکــی باطلــه اســتفاده 

ــه  ــر را در زمین ــرفت های اخی ــی پیش ــات کنون ــه تحقیق ــم ک ــا دریافتی ــد. م ــاد کن ــی را ایج ــی فعل ــای تحقیقات ــهودی کانون ه ــور ش ــا به ط ــد ت ش

عوامــل مؤثــر و داده هــای ژنتیکــی میــکروبی انجــام داده انــد، و همچنیــن نوآوری هــایی در رابطــه بــا بهبــود میــزان شست وشــوی فلــزات توســط 

لیچینــگ بیولوژیکــی همــراه بــا ســایر فناوری هــا انجــام شــده اســت. ایــن امــر بــرای توســعه فناوری هــای بیولیچینــگ و تولیــد صنعتــی فلــزات 

ســنگین در باطله هــا اهمیــت زیــادی دارد. در نهایــت، ـالش هــا و فرصت هــای بیولیچینــگ، رهنمودهــایی را بــرای تحقیقــات بیشــتر توســط 

جامعــه علمــی فراهــم می کنــد.

تحــولات ســریع اجتماعــی و صنعتــی منجــر بــه افزایــش تقاضــا بــرای فلــزات شــده اســت. در نتیجــه توســعه ســریع صنعتــی همــراه بــا افزایــش 

بهــره بــرداری از مقادیــر زیــادی از منــابع معدنــی، آلودگــی زیســت محیطــی باطله هــا بــا ســرعت نگــران کننــده ای درحــال گســترش اســت. اثــرات 

ــد. در خــاک و رســوبات، آلاینده هــای  ــد می کن ــا غیرمســتقیم سلامــت انســان را تهدی ــت به طــور مســتقیم ی زیســت محیطــی باطله هــا در نهای

شــیمیایی ناشــی از فعالیت هــای انســانی بیــش از 2000 ســال انباشــته شــده اند. نمونــه اولیــه ـنیــن آلودگــی زباله هــای معــدن فلــزات ســنگین 

اســت. ـالش هــای زیســت محیطی ناشــی از حجــم عظیمــی از باطله هــا و زباله هــای باطلــه اغلــب تحــت الشــعاع مزایــای اقتصــادی اســتخراج 

ــد مشــکلات جــدی بهداشــتی و  ــوه می توانن ــه به طــور بالق ــواد ســمی هســتند ک ــر مــضری از م ــرد. باطله هــا حــاوی مقادی ــرار می گی معــادن ق

زیســت محیطــی را از طریــق پراکندگــی هــوای باطلــه هــای خشــک شــده در هــوا، شست وشــوی گونه هــای شــیمیایی بالقــوه ســمی، فرســایش 

و جــذب توســط سیســتم آبی و تجمــع زیســتی ایجــاد کننــد.

ــن  ــن، در پایی ــان، ـی ــتان هن ــون، اس ــخزن لوه ــت. م ــر اس ــت مض ــط زیس ــان و محی ــت انس ــرای سلام ــا ب ــنگین از باطله ه ــزات س ــی فل آلودگ

دســت منطقــه معــدن مولیبــدن قــرار دارد. یــک مطالعــه اخیــر در مــورد ارزیــابی آلودگــی مــخزن نشــان داد کــه مولیبــدن آلاینــده اصلــی در 

آب پوشــاننده مــخزن اســت، بــا ضریــب آلودگــی تــک عنــصری مولیبــدن کــه بالاتریــن میــزان را در بیــن تمــام فلــزات ســنگین بــا میانگیــن 2/05 

اســت. به طــور مشــابه، تعــداد زیــادی باطلــه معــدن طلا در مناطــق ولــکام و ویرجینیــا در اســتان ایالــت آزاد در آفریقــای جنــوبی وجــود دارد. بــا 

توجــه بــه ســازمان بهداشــت جهانــی و اســتاندارد ملــی آب آشــامیدنی آفریقــای جنــوبی، تجزیــه و تحلیــل کیفیــت آب هــای زیرزمینــی در منطقــه 

مــورد نظــر نشــان داد کــه 40درصــد از نمونه هــای تجزیــه و تحلیــل شــده حــاوی ســرب بیــش از حــد اســتاندارد اســتاندارد کیفیــت آب آشــامیدنی 

و 63درصــد حــاوی آهــن بیــش از اســتاندارد اســت. 100درصــد شــامل تعــداد بــاکتری هــای کلیفــرم مدفــوع بــود کــه بــا دســتورالعمل هــای فعلــی 

مطابقــت نــدارد، و 50درصــد حــاوی تعــداد بــاکتری E. coli بیــش از حــد اســتاندارد بــود. از آنجــایی کــه آب هــای زیرزمینــی منبــع اصلــی تامیــن 

ــر  ــن، آلودگــی محیــط زیســت به طــور غی ــد. علاوه برای ــد جــدی می کن ــن آلودگــی سلامــت آن هــا را تهدی ــی اســت، ای آب آشــامیدنی مــردم محل

مســتقیم بــه ســایر موجــودات آســیب می رســاند. در شــهر Vicosa do Ceara/CE در شــمال شــرقی برزیــل، فابیــو و همــکاران تأثیــر یــک معــدن 

مــس متروکــه بــر کیفیــت زیســت محیطــی اکوسیســتم را از طریــق یــک تجزیــه و تحلیــل جامــع اکولوژیکــی و بیوژئوشــیمیایی ارزیــابی کردنــد.
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نتایــج آن هــا نشــان داد کــه پــس از 30 ســال هوازدگــی هنــوز مقــدار زیــادی مــس در ســنگ زبالــه معــدن مــس متروکــه وجــود دارد و زهکشــی از 

معــدن به طــور قابــل توجهــی باعــث کاهــش بی مهــرگان آبزی و افزایــش محتــوای مــس در موجــودات زنــده شــد.

آلودگــی فلــزات ســنگین ناشــی از باطله هــا نیــز به طــور جــدی بــه منــابع زمیــن محلــی آســیب می زنــد. فعالیت هــای اســتخراج و فــرآوری فلــزات 

ســنگین در جنــوب لهســتان منجــر بــه آلودگــی شــدید روی و آلودگــی متوســط ســرب زمین هــای کشــاورزی محلــی و در نتیجــه تولیــد محصــولات 

کشــاورزی در ایــن مناطــق شــد. در نتیجــه کاشــت ســبزیجات بــرگ ســبز ممنــوع شــد کــه زیــان اقتصــادی قابــل توجهــی را بــه دنبــال داشــت.

ــز  ــا ایــن حــال، باطله هــا نی ــزات ســنگین ناشــی از معــادن بســیار شــدید اســت. ب همانطــور توضیــح داده شــد، خطــرات زیســت محیطــی فل

یــک منبــع ثانویــه مهــم هســتند. طلا، نقــره، ســرب، روی، گوگــرد، ایندیــم، گالیــم، کادمیــوم، ژرمانیــوم، ســلنیوم، تلوریــم و ســایر عناصــر مرتبــط 

بــه دســت آمــده از ســنگ معــدن مــس ـیــن در طــی فراینــد فــرآوری و ذوب 44درصــد از ارزش کل تولیــدی مــواد خــام را تشــکیل می دهنــد. 

طلای مرتبــط بیــش از 35درصــد از ذخایــر طلای ـیــن را تشــکیل مــی دهــد کــه 76درصــد طلا و 32.5درصــد نقــره توســط معــادن مــس تولیــد 

می شــود. علاوه برایــن، عناصــر خاکــی کمیــاب اجــزای ضروری مــواد الکترونیکــی و الکتریکــی بــا تکنولــوژی بــالا هســتند و ذخایــر عناصــر خاکــی 

کمیــاب طبیعــی در سراســر جهــان محــدود اســت )بــه جــز در ـیــن(. بــا ایــن حــال، بســیاری از باطله هــای معــادن غنــی از عناصــر خاکــی کمیــاب 

مرتبــط بــا مــواد معدنــی هســتند و بنابرایــن ـنیــن باطله هــا منبــع مهمــی هســتند. بنابرایــن بــرای رفــع کمبــود منــابع فــلزی و معضــل آلودگــی 

باطلــه، فناوری هــای مناســب، مؤثــر و اقتصــادی بــرای بازیافــت و حــذف فلــزات ســنگین از باطلــه معــادن مــورد نیــاز اســت.

ایــن مــوارد و مثال هــا نشــان می دهــد علاوه بــر فوایــدی کــه بیولیچینــگ دارد، ـالش هــا و مشــکلات زیــادی در زمینه هــای مختلــف فعالیــت 

ــن  ــای نوی ــتفاده از روش ه ــن اس ــوان در عی ــا بت ــت ت ــش رف ــوزه پی ــن ح ــمت ای ــه س ــدات لازم ب ــا تمهی ــد ب ــن بای ــد، بنابرای ــد می کن ــا را تهدی م

لیچینــگ، از خطــرات و مشــکلات ایــن روش هــا دوری کــرد.
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اســتفاده از فراورده هــای تخمــیری بــه زمان هــای بســیار دور در ـیــن 

مربــوط می شــود. پاســتور نشــان داد تخمیــر، فراینــدی اســت کــه توســط 

ــد فراورده هــای تخمــیری  ــرد. امروزه تولی ــده انجــام می گی موجــودات زن

بــا اهــداف مختلفــی از جملــه غنی ســازی مــواد غــذایی، بهبــود وضعیــت 

گــوارش، حــذف مواد غیرمغــذی، نگهداری مــواد غذایی، ترکیبــات دارویی 

و ... آنجــام می گیــرد. میکروارگانیســم های مختلــف، از جملــه جنس هــای 

 Corynebacterium ، Bifidobacteriu، باکتریــایی:  مختلــف 

... و    Micrococcus، Carnobacterium، Lactococcus

قارچ ها: Penicillium، Fusarium، Aspergillus  و...

 مخمرها: Cyberlindnera، Dekkera، Starmerella و... 

قهــوه،  بــرده می شــوند.  کار  بــه  تولیــد محصــولات تخمــیری  بــرای 

شــکلات، خمیــر تــرش نــان، ماســت، شــراب، پنیــر، کیمچــی، میســو و ... 

از محصــولات تخمــیری انــد، کــه در سراســر جهــان مــورد اســتفاده قــرار 

می گیرنــد. مــواد غــذایی تخمــیری در ایــران بــه دو روش ســنتی و صنعتــی 

تولیــد می شــوند. فراورده هــای ســنتی شــامل ماســت، پنیــر، خمیــر 

تــرش نــان و... و فراورده هــای صنعتــی بیشــتر در ارتبــاط بــا محصــولات 

لبنــی، بــه ویــژه ماســت می باشــند، کــه بعضــی از آن هــا بــه مرحلــه تولیــد 

رســیده اند ماننــد ماســت میــوه ای . فراورده هــای تخمــیری زیــادی در 

آزمایشــگاه تولیــد و خــواص آن هــا بررســی شــده کــه در متــن بــه آن هــا 

اشــاره شــده اســت.

مواد غذایی که به روش تخمیر سنتی تولید می شوند عبارتند از:

1.نوشیدنی های الکلی

2.فراورده های لبنی به خصوص پنیر، ماست، خامه ترش و کفیر

3.فراورده هــای گیاهــی، شــاخص ترین آن هــا نــان از غلات و فراورده هــای 

برنــج تخمــیری، میوه هــا، ســبزی ها و بقــولات تخمــیری، زیتــون پرورده و 

خیارشــور، کلــم تــرش، ســس ســویا، پنیــر ســویا، کاســاوا، کاکائــو وقهــوه 

تخمیری

به طــور کلــی اســتفاده از میکروب هــا می توانــد باعــث کــم شــدن فعالیــت 

آبی، تغییــر pH، تولیــد ترکیبــات بازدارنــده ) الــکل، باکتریوســین ها و…( 

و حــذف مــواد غــذایی کــه بــه آســانی توســط ارگانیســم های فاســد کننــده 

مصــرف می شــوند، گــردد. البتــه امروزه در تخمیرهــای غــذایی، شــرایط 

فراینــد و نگهــداری، محیطــی را  بــه وجــود آوردنــد کــه در آن انــواع خاصــی 

از ارگانیســم ها رشــد می کننــد و بــه جــای  فســاد تاثیــر مطلــوبی بــر 

کیفیــت مــاده غــذایی می گذارنــد.

واژه تخمیــر )Fermentation( بــه معنــی جوشــیدن )حبــاب دادن( 

ملایــم اســت. امروزه واژه تخمیــر در مــورد واکنش هــا و فراورده هــای 

مختلفــی بــه کار گرفتــه می شــود کــه در بعضــی مــوارد صحیــح بــه نظــر 

ــوازی  ــرایط بی ه ــک در ش ــید لاکتی ــه اس ــوز ب ــل لاکت  تبدی
ً
ــثلا ــد، م نمی آین

بهتــر صــورت می گیــرد و تخمیــر واقعــی اســت امــا تبدیــل الــکل اتیلیــک 

بــه اســید اســتیک  به وســیله بــاکتری)Acetobacter( در شــرایط هــوازی 

بهتــر انجــام می پذیــرد  و اگــر بخواهیــم صحیح تــر بگوییــم بایــد بــه جــای 

تخمیــر از واژه اکسیداســیون اســتفاده کنیــم. البتــه هــر دو واکنــش تخمیر 

تلقــی می شــود. البتــه اغلــب مــواد غــذایی تخمــیری  به وســیله فعالیــت 

اســید لاکتیــک باکتری هــا و قارچ هــا بــه ویــژه مخمرهــا و تــا حــد کمــتری 

ــی  ــای اکولوژیک ــا ویژگی ه ــن گروه ه ــر دو ای ــود. ه ــد می ش ــا تولی کپک ه

 )aw( و فعالیــت  آبی pH مشــابهی دارنــد به طوری کــه قــادر بــه رشــد در

پاییــن هســتند هرـنــد کــه تنهــا اســید لاکتیــک باکتری هــا و مخمرهــای 

ــد در  ــر نماین ــد و تکثی ــوازی رش ــرایط بی ه ــت ش ــد تح ــاری می توانن اختی

 در فراورده هــای تخمــیری در حضــور 
ً
نتیجــه ایــن ارگانیســم ها غالبــا

ــکاری  ــر هم ــا یکدیگ ــز ب ــوارد نی ــی م ــد و در برخ ــت می کنن ــر فعالی یکدیگ

دارنــد و یــک گروه نقــش ارگانیســم های مولــد فســاد را بــه عهــده دارنــد.

آن هــا  مشــتقات  و  کربوهیدرات هــا  تخمــیری،  میکروارگانیســم های 

را بــه میــزان زیــاد بــه الکل ها،اســیدها و دی اکســید کربــن تبدیــل 

می کننــد. علاوه برایــن فرایندهــای تخمــیری ثبــات طولانــی مــدت را 

ــز  ــوب نی ــد و باعــث ایجــاد طعــم، عطــر و بافــت مطل ــه همــراه دارن ب

می شــوند.

و  الکل هــا  شــوند،  تولیــد  کافــی  میــزان  بــه  کــه  زمانــی  علاوه  بــه 

میکروارگانیســم های  اثــر  و  رشــد  از  تخمیــر  از  حاصــل  اســیدهای 

پروتئولیتیــک و لیپولیتیــک کــه قــادر بــه فاســد نمــودن مــواد غــذایی 

هســتند جلوگــیری می کننــد. علاوه برایــن بــه دلیــل رقابــت در مصــرف 

اجــزاء غــذایی موجــود، بــر تکثیــر اثــر ســوء آن هــا اثــر می گذارنــد، 

البتــه در صورتی کــه اســیدهای تولیــد شــده از طریــق تخمیــر در برابــر 

ــد، ممکــن اســت توســط کپک هــا شکســته شــده و  ــرار گیرن اکســیژن ق

ــد. ــت بدهن ــم ها از دس ــر میکروارگانیس ــود را در براب ــده خ ــر بازدارن اث

از ویژگی هــای  میکروارگانیســم هایی کــه در امــر تخمیــر مــورد اســتفاده 

قــرار می گیرنــد ایــن اســت قــدرت تولیــد آنزیــم زیــادی دارنــد کــه ایــن
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کنــترل می کننــد.  را حیــن تخمیــر  آنزیم هــا، واکنش هــای شــیمیایی 

ــدرت  ــه ق ــک( ک ــای وزن خش ــر مبن ــم )ب ــرم میکروارگانیس ــک گ ــع ی درواق

تولیــد آنزیــم زیــادی دارد، قــادر اســت در هــر ســاعت 10000گــرم لاکتــوز را 

ــد. تجزیــه کن

فواید تخمیر
نگهداری و حفاظت از مواد غذایی  .1

ایجاد تنوع در رژیم غذایی  .2

جلوگــیری از رشــد میکروارگانیســم های بیماریــزا بــه ویــژه   .3

الکل هــا و  اســیدها  توســط 

افزایش اسیدیته توسط تخمیر  .4

افزایــش مــدت مانــدگاری بــه دلیــل حضــور اســید در برخــی   .5

تخمــیری سوســیس های  و  ماســت  مثــل  فراورده هــا 

ــه انرژی  ــاده ب ــی از م ــدار کم  مق
ً
ــرا ــر اکث ــای تخمی در فراینده  .6

تبدیــل شــده و محصــول آن الکل هــا، اســیدهای آلــی، آلدهیدهــا و 

هســتند. کتون هــا 

اقلام  برخــی  بیشــتر  سلامــت  و  تغذیــه ای  ارزش  افزایــش   .7

انســان مصــرف  بــرای  گیاهــی  محصــولات  خصــوص  بــه  غــذایی 

در تخمیــر بــه خصــوص توســط کپک هــا، پوشــش غیــر قابــل   .8

هضــم و دیواره هــای ســلولی هــم به طــور فیزیکــی و هــم شــیمیایی 

تجزیــه می شــوند. تخمیــر ســبب شکســته شــدن مــواد ســلولزی و 

همــی ســلولزی توســط آنزیم هــا میکروارگانیســم ها و تبدیــل آن هــا 

بــه اجــزاء ســاده کــه بــرای انســان قابــل اســتفاده می باشــند، بشــود. 

ــر اســید لاکتیــک  ــر تخمی ــه در ســورگوم ســفید کــه تحــت اث ــرای نمون ب

ــد.  ــش می یاب ــر افزای ــه دو براب ــن ب ــت آه ــدار موجودی ــه مق ــرار گرفت ق

ایــن افزایــش بــا کاهــش مقــدار فیتــات همــراه بــوده کــه بــه نظــر 

می رســد. فیتــات در اینجــا توســط آنزیــم هیدرولیــز شــده باشــد.

افزایــش کارایی پروتئیــن در اثــر تخمیــر در مــورد غلات و   .9

دانه هــای روغنــی کــه ناشــی از در دســترس بــودن پروتئیــن و اســیدهای 

آمینــه مــی باشــد.

ــتلاط آرد  ــل از اخ ــیری حاص ــواد تخم ــکوزیته م ــش ویس کاه  .10

آب بــا  آن هــا 

بســیاری از مــواد غــذایی به طــور طبیعــی حــاوی مــواد ســمی   .11

و اجــزاء نامطلــوب هســتند. تخمیــر یکــی از روش هــای مشــخص 

ــرای حــذف ایــن مــواد ســمی در بعضــی از ایــن اقلام غــذایی اســت.  ب

در اینجــا آنزیم هــای میــکروبی ســبب ایجــاد تغییراتــی در مــاده ســمی 

می شــوند.

دانه هــای  در  گواتــر  کننــده  ایجــاد  گلیکوزیدهــای  حــذف   .12

شــلغم روغنــی، گوســیپول در پنبــه دانــه، افلاتوکســین در بــادام زمینــی 

و مــواد ایجــاد کننــده نفــخ در لوبیــا 

)رافینوز، استاکیوز،رباسکوز(

از ویتامین هــا نظیــر ریبوفلاویــن،  تولیــد صنعتــی برخــی   .13

ویتامیــن B12، پیــش ســازهای ویتامیــن C و تولیــد ویتامین هــای گروه 

ــر اغلــب  ــر بعضــی از مــواد غــذایی گیاهــی از تخمی B در جریــان تخمی

بــرای حفــظ غذاهــا، افزایــش مانــدگاری و بهبــود طعــم غــذا اســتفاده 

می شــد و بــه مرور تبدیــل بــه بخــش مهمــی از از رژیــم غــذایی ملت هــا 

شــده اســت. میکروارگانیســم های دخیــل در ایــن فراینــد بــا آنجــام 

ــادی  ــد زی ــی، فوای ــواد معدن ــا و م ــنتز ویتامین ه ــه س ــی از جمل اعمال

ــد. ــی دارن ــرای سلامت ب

طیــف گســترده ای از مــواد خوراکــی و غذا هــا را می تــوان بــا تخمیــر 

تولیــد کــرد .از جملــه پنیــر، کفیــر و ماســت کــه محصــول شــیر تخمیــر 

شــده هســتند. همچنیــن فراورده هــای گوشــتی نظیــر سوســیس، 

انــواع ترشــی  ا، ماهی هــای تخمــیری، غــذای حیوانــات، ســویا، ســبوس 

برنــج تخمیــر شــده، آبجــو و غیــره نیــز از جملــه محصــولات تخمــیری 

ــم. ــک می پردازی ــه بررســی هــر ی ــه در ادامــه ب هســتند ک

شــیر تخمیــر شــده و فراورده هــای آن: شــیر تخمیــر شــده بــا کاهــش 

ــکروبی، بخــش مهمــی  ــرات ضــد می فشــارخون،کاهش کلســترول و اث

ــیر  ــه ش ــر پای ــیری ب ــولات تخم ــر محص ــد. اکث ــان می باش ــه انس از تغذی

ـــرا  می شــوند  تولیــد   )LAB( اســیدلاکتیک  باکتری هــای  تخمیــر  از 

کــه ایــن بــاکتری، مانــدگاری محصــول را بهبــود می بخشــد و تکثیــر 

ــه باعــث فســاد می شــوند و باکتریوســین های  میکروارگانیســم هایی ک

ضدمیــکروبی را آزاد می کنــد را مهــار می کنــد. ازا ثــرات آن بــر سلامتــی 

درمــان  و  پیشــگیری  روده،  میکروبیوتــای  اصلاح  می تــوان،  انســان 

کاهــش  زایی،  اثــرات ضــد ســرطان   ،)IBD( روده  التهــابی  بیمــاری 

ــل ــدم تحم ــه ع ــتلا ب ــراد مب ــکمی در اف ــش درد ش ــترو ل و کاه کلس
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لاکتوز با تبدیل لاکتوز شیر به اسیدلاکتیک را نام برد.

تولیــد  بــا  بــا گونه هــای لاکتوباســیلوس تخمیــر شــده،  کــه  شــیری 

ــر  ــوه در براب ــان بالق ــک درم ــده ی ACE و GABA، ی ــار کنن ــای مه پپتید ه

فشــار خــون بــالا می باشــد.

ماســت: ماســت به عنــوان شــناخته شــده ترین مــاده غــذایی حــاوی 

پروبیوتیک،یــک محصــول لبنــی منعقــد شــده می باشــد و از تخمیــر اســید 

لاکتیــک بــا لاکتوباســیلوس پروبولگاریکــوس و اســترپتوکوک ترموفیل هــا 

تشــکیل شــده اســت. در طــی تخمیــر شــیر بــرای تولیــد ماســت، فــولات 

ــن و جــذب کلســیم افزایــش  ــت هضــم پروتئی ســنتز می شــود و و قابلی

می یابــد.

ربــی، پروتئین، کلســیم  پنیــر: پنیــر یــک محصــول تخمــیری بــا محتــوای ـ

و ویتامیــن B بــالا اســت. ویژگی هــای ضــد ســرطانی پنیــر ناشــی از 

ــت. ــود در آن اس ــفنگولیپید های موج ــزدوج و اس ــک م ــید های لینوئی اس

گوشــت تخمیــر شــده و فراورده هــای گوشــتی: تخمیــر گوشــت از 

ــن  ــد ای ــت. تولی ــر اس ــکل های تخمی ــن ش ــر کاربرد تری ــن و پ قدیمی تری

محصــول شــامل بســیاری از تغییــرات بیوشــیمیایی، میکروبیولــوژی 

و شــیمیایی اســت. بــاکتری اســیدلاکتیک بــا کاهــش پی اچ و تولیــد 

باکتریوســین ها کــه از رشــد میکروارگانیســم های بیمــاری زا و فاســد کننــده 

ــا  ــن محصــولات نقــش ایف ــدگاری ای ــی و مان ــد، در ایمن ــیری می کن جلوگ

می کنــد.

ماهــی تخمیــر شــده:از آنجــایی کــه میکروارگانیســم های زیادی در فســاد 

ماهــی نقــش دارنــد، می تــوان از تخمیــر بــه عنــوان یــک روش نگهــداری از 

ماهــی اســتفاده کــرد کــه کــه عطــر و بافــت و طعــم ماهــی را بــه صــورت 

مطلــوب نگــه می دارد.علاوه برایــن ،ماهــی تخمــیری اثــرات مثبتــی را روی 

سلامتــی می گــذارد از جملــه کاهــش غلظــت کلســترول و افزایــش غلظت 

DHA در جوجه هــا. از طرفــی روغــن ماهــی تخمیــر شــده نســبت به ماهی 

معمولــی، ســطح بــالاتری از DHA را داراســت. همچنیــن طــی ایــن فراینــد 

پپتید هــای فعــال زیســتی توســط واکنش هــای آنزیمــی تولیــد می شــود.

میــوه و ســبزیجات: از آنجــایی کــه میوه هــا و ســبزیجات تصفیــه نشــده 

بــه راحتــی فاســد می شــوند، از تخمیــر بــه عنــوان روشــی بــرای نگهــدای 

میــوه و ســبزی اســتفاده می شــود. از جملــه ایــن محصــولات می تــوان بــه 

زیتــون تخمیــر شــده، کیمچــی، ترشــی و غیره اشــاره کــرد. این نــوع تخمیر 

عمدتــا بــه صــورت تخمیــر اســیدلاکتیک اســت کــه شــامل اکسیداســیون 

کربوهیدرات هــا بــه دی اکســید کربــن، الــکل و اســید های آلــی اســت کــه 

ــی  ــد. آنت ــار می کن ــاد را مه ــب فس ــاری زا و موج ــم های بیم میکروارگانیس

ــه  ــد ب اکســیدان های موجــود در میوه هــا و ســبزی های تخمــیری می توان

پاکســازی رادیکال هــای آزاد مضــر کمــک کننــد.

ســویا: ســویای تخمیــر شــده منبــع مهمــی از رژیــم غــذایی در ـیــن، کــره 

و ژاپــن اســت. Miso، خمیــر تخمیــر شــده ســویا، مخلوطی از ســویا اســت 

کــه حــاوی مقادیــر قابــل توجهــی از ویتامیــن هــا، پروتئین هــای گیاهــی، 

مــواد معدنــی، ـربــی و نمــک اســت کــه در انســان بــه عنــوان گونه هــای 

اکســیژن فعــال و یــک مهــار کننــده ACE عمــل می کنــد.

آبجــو: ایــن نوشــیدنی از رایج تریــن و قدیمی تریــن نوشــیدنی های الکلــی 

ــالای فنــل، ویتامیــن و  ــه دلیــل محتــوای ب ــر شــده اســت. آبجــو ب تخمی

ــن  ــت و بنابرای ــالایی اس ــیدانی ب ــی اکس ــت آنت ــن، دارای ظرفی ملانوئیدی

ــا دارد. ــگیری از بیماری ه ــی در پیش ــش مهم نق

مخمرها
مخمرهــا، قارچ هــای حقیقــی هســتند کــه از نظــر مورفولــوژی بــه صــورت 

ــا اینکــه  ــه زدن ی تــک ســلولی بــوده و تولیــد مثــل آن هــا از طریــق جوان

در مــورد جنــس Schizosaccharomyces   به وســیله تقســیم مســتقیم 

صــورت می گیــرد. هــر ـنــد کــه مخمرهــا شــکل ظــاهری ســاده ای دارنــد، 

امــا ایــن احتمــال هــم وجــود دارد کــه نســبت بــه قارچ هــای ســاده تکامــل 

یافته تــر باشــند. زیســتگاه های طبیعــی آن هــا، محیط هــای غنــی از مــواد 

غــذایی نظیــر شــهد گیاهــان، ترشــحات گیاهــی، میوه هــای درحــال فســاد 

 احتیاجــات تغذیــه ای 
ً
و مایعــات بــدن حیوانــات اســت. مخمرهــا معمــولا

پیچیــده ای بــه ویتامین هــا و اســیدهای آمینــه نشــان می دهنــد.

بــه صــورت   همیشــه 
ً
تقریبــا ازمخمرهــا  تعــدادی  اینکــه  بــا وجــود 

ــا  ــی از آن ه ــداد کم ــا تع ــوند ام ــده می ش ــلولی دی ــک س ــم های ت ارگانیس

کننــد. تولیــد  کپک هــا  مشــابه  رشــته ای  ســاختمان های  می تواننــد 
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ــز وجــود دارنــد کــه می تواننــد تحــت  علاوه برایــن تعــدادی از کپک هــا نی

 در حضــور مــواد مغــذی زیــاد، غلظــت کــم 
ً
شــرایط خــاص و معمــولا

اکســیژن و غلظــت بــالای دی اکســید کربــن شــکلی مشــابه مخمرهــا را به 

خــود بگیرنــد.

توســط                    مخمرهــا  بنــدی  طبقــه  مــورد  در  عمــده  مطالعــه  یــک 

می نمایــد  توصیــف  را  مختلــف  گونــه   500 حــدود   Kreger-Van Rij

کــه بــه 60 جنــس تقســیم شــده اند. بــا وجــود اینکــه تنــوع زیــادی بیــن 

ــه  ــداد ب ــا تع ــا تنه ــود دارد، ام ــد وج ــر مانن ــای مخم ــا و قارچ ه مخمره

نســبت کمــی از آن هــا به طــور معمــول در تولیــد مــواد غــذایی تخمــیری و 

میــکروبی شــرکت می نماینــد. تمــام مخمرهــای مــورد اســتفاده در تهیــه 

مــواد غــذایی تخمــیری یــا متعلــق بــه آسکومیســت ها و یــا اعضــاء جنــس 

مخمــر غیــر حقیقــی کاندیــدا می باشــند. در اکثــر مــوارد بر حســب شــرایط 

ــی از  ــواع کم ــا، ان ــیعی از آنزیم ه ــف وس ــتن طی ــل داش ــه دلی ــط و ب محی

میکروارگانیســم ها فقــط پروتئولیتیــک، لیپولیتیــک و تخمیری می باشــند؛ 

ــم. ــه معرفــی مخمرهــا می پردازی ــن بخــش ب ــن جهــت در ای ــه همی ب

از مخمرهــای مــورد اســتفاده در تولیــد مــواد غــذایی می تــوان بــه مــوارد 

زیــر اشــاره کــرد:

مــورد  مخمــر  متداول تریــن  کــه   Sacaromise cerevice   .1

اســتفاده در تهیــه آشــامیدنی ها و مــواد غــذایی تخمــیری تولیــدی از 

اســت. ســبزیجات  و  میوه هــا 

شیزومایسزمارکســیانوس کــه قــادر بــه هیدرولیز لاکتــوز تخمیر   .2

دارد. کاربــرد  لبنــی  فراورده هــای  تولیــد  در  و  اســت  گالاکتــوز 

کلوزومایسزمارکســیانوس واریتــه مارکســیانوس کــه در تولیــد   .3

دارد. نقــش  تخمــیری  لبنــی  محصــولات  از  کومیــس  و  کفیــر 

کلوزومایسزمارکســیانوس واریتــه بولگاریکــوس کــه در تولیــد   .4

دارد. نقــش  ماســت 

ــد دوغ  ــه در تولی ــه لاکتیــس ک کلوزومایسزمارکســیانوس واریت  .5

کــره، پنیــر ایتالیــایی و شــیرهای تخمــیری منچوریــا بــه کار مــی رود.

زیگوساکارومایســز روکســی در تخمیــر محصولات گیاهــی که در   .6

آن هــا افزودن نمــک یــک بخــش مهــم فراینــد اســت.

دانســتن ایــن مســئله مهــم اســت کــه هرـنــد تمــام ایــن گونه هــا 

ــد  ــا مــی کنن ــد محصــولات تخمــیری مختلــف ایف نقــش مهمــی در تولی

ــای  ــه فعالیت ه ــی ک ــایر محصولات ــد در س ــن می توانن ــا همچنی ــا آن ه ام

ــوب اســت، ارگانیســم عامــل فســاد باشــند.  بیوشــیمیایی آن هــا نامطل

 )aw( نظیــر زیگوساکارومایســز بایلــی کــه قــادر بــه رشــد در فعالیــت آبی

 پاییــن و pH کــم باشــد و همچنیــن بــه میــزان قابــل توجهــی در 
ً
نســبتا

مقابــل مواد شــیمیایی نگهدارنده نظیر اســید آسکوربیک،اســید بنزوئیکو 

اســید اتانوئیــک، دی اکســید گوگــرد و اتانــول کــه به طــور معمــول جهــت 

جلوگــیری از فســاد میــکروبی آبمیوه، کنســانتره آبمیوه هــا، در محصولاتی 

کــه در بســته های پلاســتیکی یــا بطری هــای شیشــه ای نگهــداری می گردنــد 

ــردد. ــن بســته ها گ ــد موجــب انفجــار ای می توان

ترتیب تجزیه مواد
بــه نظــر می رســد در میــان مــواد غــذایی، ابتــدا کربوهیدرات هــا، ســپس 

ربی هــا مــورد حملــه میکروارگانیســم ها قــرار  پروتئین هــا و بعــد از آن هــا ـ

می گیرنــد و در میــان کربوهیدرات هــا نیــز ابتــدا قندهــا، ســپس الکل هــا 

و بالاخــره اســیدها مــورد اســتفاده قــرار می گیرنــد.

عوامل کنترل کننده تخمیر:

اسید  .1

درجه حرارت  .2

میزان الکل  .3

میزان اکسیژن  .4

)Starter( مایه تخمیر  .5

مقدار نمک  .6
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تخمیرهای غذایی
تخمیرهــای لاکتیــک  :)Lactic Acid Fermentation( در ایــن تخمیــر باکتری هــا بــا اســتفاده از مــاده غــذایی موجــود در محیــط، اســید   .1

لاکتیــک تولیــد می کننــد. بــا تولیــد ایــن اســید شــرایط بــرای رشــد میکروارگانیســم های حســاس نامســاعد شــده و بدیــن ترتیــب از رشــد آن هــا 

جلوگــیری بــه عمــل می شــود. امــا مقــدار اســید لاکتیــک تولیــدی در ایــن نــوع تخمیــر در حــدی نیســت کــه بتوانــد بــه تنهــایی نقــش حفاظــت 

ــا خصوصیــت حفاظــت کنندگــی و  ــد مــاده ب ــد ـن ــک در واقــع ناشــی از تولی ــر لاکتی ــده تخمی ــرد. نقــش نگهدارن ــه عهــده بگی مــواد غــذایی را ب

اثــر سینرژیســتی آن هــا در ایــن راســتا می باشــد. امروزه از تخمیــر لاکتیــک در حــد وســیعی جهــت تولیــد فراورده هــای مختلــف غــذایی در میــان 

 برایگوشــت و ســایر اقلام غــذایی کــه حــاوی پروتئیــن 
ً
ســبزی ها، مــواد لبنــی نظیــر انــواع پنیــر و ماســت و گوشــت می گــردد. تخمیــر لاکتیــک اساســا

زیــاد و مــواد قنــدی کمــی هســتند مناســب نمی باشــد امــا اشــکال مختلفــی از ایــن نــوع تخمیــر بــا نقــش حفاظتــی و یــا تغییــر ویژگی هــای مــاده 

گوشــتی، بــه خصــوص در صورتــی کــه  مــاده قنــدی در آن بــه کار رفتــه باشــد؛ مــورد اســتفاده قــرار می گیــرد.

تخمیرهــای الکلــی :)Alcoholic Fermentation( ایــن نــوع تخمیــر بــرای تولیــد نوشــابه های الکلــی بــه صــورت مشــخص شــامل آبجــو   .2

و شــراب مــی باشــد، اســتفاده مــی گــردد. امــا نظــر بــه اینکــه الــکل نمی توانــد نقــش حفاظــت کننــده مشــخص و مــورد نظــر را ایفــا کنــد، عمــل 

ــی از  ــر اســتفاده می شــود. در اینجــا هــدف اصل ــوع تخمی ــن ن ــز، از ای ــان نی ــد ن ــرد. در تولی ــواد صــورت می پذی ــن م ــورد ای پاستوریزاســیون در م

تخمیــر تولیــد دی اکســید کربــن اســت کــه باعــث ایجــاد بافــت متخلخــل شــود. در ایــن محصــول در اثــر حــرارت، قســمت اعظــم الــکل تولیــد شــده 

جــدا می شــود. مخمــر مــورد اســتفاده بــرای ایــن نــوع تخمیــر Sacaromise cerevice می باشــد. در جریــان ایــن تخمیــر مقــداری اســید لاکتیــک 

و اســید اســتیک نیــز تولیــد می شــود کــه می تواننــد محیــط را بــرای فعالیــت آلفــا آمــیلاز، تجزیــه کننــده نشاســته و فراهــم آورنــده قندهــای ســاده 

و تولیــد گاز اســت، فراهــم کننــد و همچنیــن میــزان ـســبناکی خمیــر را کاهــش می دهــد.

تخمیرهــای الکلــی – اســیدی مخلــوط :)Mixed Alcoholic-Acid Fermentation( از ایــن نــوع تخمیــر در جریــان تولیــد محصولاتــی   .3

نظیــر ســرکه، ســس ســویا، کفیــر، کومیــس، کاکائــو و قهــوه اســتفاده می شــود. تخمیــر نیــز نظیــر خشــک کــردن و انجمــاد یــک روش بــرای حفــظ 

 بــدون اســتثنا مــواد غــذایی تخمــیری، حتــی قبــل از اینکــه بشــر هیــچ گونــه اطلاعــی در زمینــه ی 
ً
و نگهــداری مــواد غــذایی مــی باشــد کــه تقریبــا

میکروارگانیســم ها داشــته باشــد، در نتیجــه مشــاهده اثــرات فعالیــت آن هــا کشــف گردیدنــد. بدیهــی اســت آشــنایی بشــر بــا ایــن روش بــه صــورت 

تصادفــی و تجربــی بــوده و در اصــل در جریــان تولیــد برخــی مــواد خــاص کــه از طریــق تخمیــر آنجــام می شــود اثــر محافظــت کننــده ایــن فراینــد 

نیــز بــرای انســان مشــخص شــده اســت.
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نشریه علمی - دانشجویی میکروبیولوژی

تاریخچه:

ــر دانه هــا توســط میکروب هــا  ــه تخمی ــرد ک ــوان مــوردی را ایجــاد ک ــد. می ت انســان ها از آغــاز تمــدن از ســلول های کشــت شــده اســتفاده کرده ان

 بــرای تولیــد مــواد مصرفــی انســان از جملــه 
ً
بــه آبجــو منجــر بــه ظهــور کشــاورزی و دولت-شــهرها می شــود . بــرای قرن هــا، میکروب هــا عمدتــا

ــدا  ــترده ای پی ــی گس ــرد دارویی و صنعت ــده کارب ــت ش ــلول های کش ــه س ــود ک ــتم ب ــا قرن بیس ــدند. ت ــتفاده می ش ــرکه اس ــکل و س ــر، ال ــان، پنی ن

کردنــد . تولیــد در مقیــاس بزرگ در ابتــدا بــر اســاس منــابع گیاهــی و جانــوری بــود. بــا ظهــور فنــاوری DNA  نوترکیــب و اســتفاده از ســلول های 

ــکی  ــان در پزش ــر جه ــب در سراس ــن نوترکی ــش از 170 پروتئی ــت. امروزه بی ــرار گرف ــترس ق ــا در دس ــادی از پروتئین ه ــوع زی ــده، تن ــت داده ش کش

اســتفاده می شــود. در ابتــدا، پروتئین هــای نوترکیــب دارویی PRPs(،Pharmaceutical Recombinant Proteins ( گونــه ای طراحــی شــدند 

 جدیــد 
ً
، انــواع ژنتیکــی پروتئین هــای موجــود و طرح هــای پروتئینــی کاملا

ً
کــه تــا حــد امــکان شــبیه بــه پروتئیــن طبیعــی انســانی باشــند. اخیــرا

بــرای ارزش هــای درمانــی برتــر و پایــداری پروتئیــن ایجــاد شــده اند. ایــن محصــولات شــامل محصــولات همجوشــی ژن بــرای افزایــش نیمــه عمــر 

ــا آنتــی بادی هــای مهندســی شــده بــرای درمــان ســرطان اســت. گردشــی پروتئین هــای انعقــادی ی

پروتئین هــای نوترکیــب بــرای مصــارف صنعتــی )IRPs،Industrial Recombinant Proteins( همزمــان بــا PRP توســعه یافتنــد. شــامل 

آنزیم هــا )پروتئازهــا، لیپازهــا، آمیلازهــا و غیــره( و پروتئین هــای ســاختاری بــا کاربردهــای گســترده از جملــه تولیــد مــواد غــذایی و نوشــیدنی ها، 

تبدیــل کربوهیدرات هــا بــه ســوخت اتانــول یــا بیــودیزل، اجــزای لبــاس و لــوازم آرایشــی، پلیمرهــای زیســتی، مــواد پاک کننــده و ضایعــات اســت.

 

ــز  ــی نی ــولات طبیع ــوان محص ــه عن ــه ب ــد ک ــد می کنن ــه تولی ــای ثانوی ــان متابولیت ه ــا و گیاه ــا، قارچ ه ــد باکتری ه ــی مانن ــم های مختلف ارگانیس

شــناخته می شــوند.

محصــولات طبیعــی منبعــی پربــار و الهام بخــش بســیاری از عوامــل پزشــکی بــا ســاختارهای شــیمیایی و فعالیت هــای بیولوژیکــی بســیار متفــاوت 

از جملــه فعالیت هــای ضــد میــکروبی، ســرکوب کننده سیســتم ایمنــی، ضــد ســرطانی و ضــد التهــابی بوده انــد کــه بســیاری از آن هــا بــه عنــوان 

 DNA درمــان توســعه یافته انــد و کاربردهــای درمانــی بالقــوه ای دارنــد. بیماری هــای انســانی جــدای از محصــولات طبیعــی، توســعه اخیــر فنــاوری

نوترکیــب جرقــه توســعه طیــف گســترده ای از محصــولات زیســت دارویی ماننــد پروتئین هــای نوترکیــب را ایجــاد کــرده اســت کــه پیشــرفت های 

قابــل توجهــی را در درمــان طیــف گســترده ای از بیماری هــا و شــرایط پزشــکی ارائــه می دهــد. ایــده DNA نوترکیــب اولیــن بــار توســط پیتــر لوبــان، 

دانشــجوی فــارغ التحصیــل پروفســور دیــل کایزر در گروه بیوشــیمی در دانشــکده پزشــکی دانشــگاه اســتنفورد ارائــه شــد. فنــاوری DNA نوترکیــب 

ــرای تغییــر DNA در موجــودات زنــده اســتفاده  ــد. ایــن روش ب ــزار مصنوعــی را فراهــم می کن تکنیکــی اســت کــه امــکان تولیــد DNA از طریــق اب

شــده اســت و ممکــن اســت در آینــده کاربردهــای عملــی تری نیــز داشــته باشــد. ایــن یــک حــوزه پزشــکی اســت کــه درحــال حاضــر در مرحلــه اولیــه 

تلاش هماهنــگ کلــی اســت.

گیاهــان خشــکی زی، جانــوران، موجــودات دریــایی،  از جملــه  از منــابع بی شــماری،  ثانویــه  به عنــوان متابولیت هــای  محصــولات طبیعــی 

می گیرنــد.  منشــأ  بی مهــرگان  و  زمینــی  مهــره داران  میکروارگانیســم ها، 

اولیــن مســتندات اســتفاده از محصــولات طبیعــی بــرای بهبــود سلامــت انســان بــه سیســتم پزشــکی پیچیــده بیــن النهریــن باســتان از 2900 تــا 

2600 قبــل از مــیلاد بــاز می گــردد. کشــف پنــی ســیلین از Penicillium notatum توســط الکســاندر فلمینــگ در ســال 1928 نشــانگر تغییــر قابــل 

توجهــی از گیاهــان بــه میکروارگانیســم ها بــه عنــوان منبــع محصــولات طبیعــی بــود. از آن زمــان، ترکیبــات مشــتق از میکروارگانیســم ها در پزشــکی، 

کشــاورزی، صنــایع غــذایی و تحقیقــات علمــی مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه اســت.

نشریه علمی - دانشجویی میکروبیولوژی 
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تکنولوژی های درگیر در تولید داروهای نوترکیب میکروبی :

سـال های اولیـه تحقیقـات آنتـی بیوتیکـی استرپتومایسـین را از Streptomyces griseus کشـف کـرد. کلرامفنیـکل از استرپتومایسـس ونزوئلا، 

کلرتتراسـایکلین از استرپتومایسـس اورئوفاسـینس کشـف شـده اند. بـا توجـه بـه ایـن موفقیت هـای تاریخـی، شـرکت های بزرگ داروسـازی بـه 

سـرمایه گذاری در ایـن حـوزه سـنتی ادامـه داده انـد. بنابرایـن یک راه حـل جایگزین درحال ظهـور، بیان ژن هـای بیوسـنتزی از تولیدکنندگان اصلی 

در میزبان هـای میـکروبی، بـه ویـژه باکتری هـا و قارچ هـا اسـت.

بخش محصولات طبیعی تنها منطقه ای نیسـت که رشـد قابل توجهی داشـته اسـت یا از محصولات درمانی تولید شـده از موجودات زنده اسـتفاده 

می کنـد. سـلول های میـکروبی پروکاریوتـی و یوکاریوتـی، در ترکیـب با پیشـرفت تکنیک هـای DNA نوترکیب، مسـئول انفجار بیولوژیک هـا بوده اند. 

بیولوژیک هـا مجموعـه ای از مولکول هـا هسـتند کـه ترکیبـات دارویی فعـال آن هـا از موجـودات زنـده ماننـد حیوانات، گیاهـان، میکروارگانیسـم ها، 

فرآورده هـای خونـی انسـان و پیوندهـای بافتـی مشـتق شـده اسـت که بـرای تولید آن ها از طریق سـنتز آلی بسـیار پیچیده اسـت. آن هـا را می توان 

بـه پنـج کلاس اصلـی طبقـه بنـدی کـرد: )1( آنتـی بادی هـای مونوکلونـال، ماننـد تراسـتوزوماب ،)2( مشـتقات فاکتور خـون، مانند فاکتـور انعقادی   

)3( واکسـن؛ )4( آنزیـم هـا؛ و )5( پروتئین هـای نوترکیـب، مانند سـیتوکین های تعدیـل کننده ایمنی.

بیوتکنولوژی دارویی دارای سـنت طولانی اسـت و ریشـه در قرن گذشـته دارد، که برای اولین بار توسـط پنی سـیلین و استرپتومایسـین به عنوان 

ترکیبـات بیوسـنتزی بـا وزن مولکولـی کـم بـه عنـوان نمونـه شـناخته شـد. امروزه، بیوتکنولـوژی دارویی هنـوز مبانـی خـود را در تخمیـر و پـردازش 

زیسـتی دارد، امـا تغییـر الگـوی متاثـر از بیوتکنولـوژی و علوم دارویی منجر به تعریفی به روز شـده اسـت. انقلاب بیوتکنولـوژی فرایندهای تحقیق، 

توسـعه، تولیـد و حتـی بازاریـابی داروهـا را دوبـاره تغییـر داد. ابزارهـای قدرتمنـد جدیـد و رشـته های علمـی مرتبـط بـا بیوتکنولـوژی )ژنومیـک، 

پروتئومیکـس( امـکان بررسـی و بهره بـرداری از رفتـار پروتئین هـا و مولکول هـا را فراهـم می کنـد. فن آوری هـای DNA نوترکیـب)rDNA( )مهندسـی 

ژنتیـک، پروتئیـن و متابولیـک( امـکان تولیـد طیـف گسـترده ای از پپتیدها، پروتئین ها و مـواد بیوشـیمیایی را از سـلول های غیرتولیدکننده طبیعی 

 25 سـال از عمـر آن مـی گـذرد، درحـال تبدیـل شـدن بـه یکـی از مهم تریـن فناوری هـای توسـعه یافتـه در 
ً
می دهـد. ایـن فنـاوری کـه اکنـون تقریبـا

قرن بیسـتم است.

بیوتکنولـوژی بـه عنـوان ارگانیسـم ها یـا مولکول هـای بیولوژیکـی تعریف می شـود که در تولیـد صنعتی مورد اسـتفاده قرار می گیرنـد. این اصطلاح 

شـامل فرایندهایی اسـت که برای قرن ها اسـتفاده می شـود، مانند تولید الکل همچنین کشـف در سـال های اخیر مهندسـی ژنتیک. بیوتکنولوژی 

 اسـید 
ً
در فارماکولـوژی، داروسـازی بیوتکنولـوژی نامیـده می شـود کـه بـه تولیـد بیوداروها می پـردازد. این ها پروتئین هایی بـا معنای درمانی و اخیرا

نوکلئیـک مـورد اسـتفاده در ژن درمانـی هسـتند کـه بـه دلیـل مهندسـی ژنتیـک یـا بیوتکنولـوژی سـنتی تولیـد می شـوند. صنعـت بیوتکنولـوژی در 

30 سـال گذشـته قرن بیسـتم بـه شـکلی پویـا درحـال توسـعه بـوده اسـت. امروزه بیش از 10000 شـرکت داروسـازی وجـود دارد که در مجمـوع حدود 

5000 داروی زیسـتی را تولیـد می کننـد. ایـن در حالـی اسـت کـه تنهـا 100 مـورد از این شـرکت ها در صنعت برجسـتگی و معنا دارند. موفقیت پزشـکی 

سـولفونامیدها و انسـولین تاکیـد جدیـدی بـه ایـن صنعـت داد کـه بـا شروع تولیـد پنـی سـیلین در مقیـاس صنعتـی در اوایـل دهـه 1940 بیشـتر 

تقویت شـد.

فرایندهـای ارائه شـده در روش هـای تولیـد بیوتکنولوژیکـی، درمانـی و فنـاوری DNA نوترکیـب بـه عنـوان ابـزاری اساسـی برای اکثریت آن ها تسـلط 

دارنـد و امـکان توسـعه و بهبـود مـداوم آن هـا را فراهـم می کننـد. توسـط ژنومیـک، مطالعـه ژنـوم ارگانیسـم هـا، و پروتئومیکس، بـه علاوه مطالعه 

پروتئیـن هـایی کـه به طـور معمـول در سـلول سـنتز می شـوند، اطلاعـات زیـادی را تولیـد می کنـد کـه بـه عنـوان پایـه ای بـرای طراحـی بیوداروهـای 

جدیـد عمـل می کنـد .

/ شماره 2پروویروس
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ــد پروتئین هــای نوترکیــب همــوار کــرده اســت  ــرای تولی ــه فناوری هــای DNA نوترکیــب، راه را ب ــر در زمین پیشــرفت های اخی

ــرای  ــب ب ــای نوترکی ــرد. پروتئین ه ــتفاده ک ــخیصی اس ــای تش ــن و معرف ه ــان، واکس ــوان درم ــه عن ــا ب ــوان از آن ه ــه می ت ک

ایــن کاربردهــا اغلــب بــا اســتفاده از سیســتم های میزبــان بیــان پروکاریوتــی و یوکاریوتــی ماننــد ســلول های پســتانداران، 

باکتری هــا، مخمرهــا، ســلول های حشــرات و گیاهــان تراریختــه در مقیــاس آزمایشــگاهی و همچنیــن در محیط هــای مقیــاس 

ــوند. ــد می ش بزرگ تولی

توســعه اســتراتژی های پــردازش زیســتی کارآمــد بــرای تولیــد صنعتــی پروتئین هــای نوترکیــب بــا اهمیــت درمانــی و 

ــه اســت و  ــردازش زیســتی صــورت گرفت ــف پ ــی پیشــرفت هایی در زمینه هــای مختل ــه تازگ ــم اســت. ب پیشــگیری بســیار مه

بــرای توســعه فرایندهــای مؤثــر بــرای تولیــد پروتئین هــای نوترکیــب مــورد اســتفاده قــرار می گیــرد. اینهــا شــامل اســتفاده 

ــردازش مــداوم  ــار مصــرف، پ ــر فرایندهــای زیســتی و سیســتم های یکب ــرای بهینه ســازی موث ــالا ب ــوان ب ــا ت از دســتگاه های ب

ــی  ــت توســط طراحــی، و فناوری هــای تحلیل ــردازش زیســتی پیوســته یکپارـــه، کیفی ــی پیوســته، پ بالادســت، کروماتوگراف

فراینــد بــرای دســتیابی بــه محصــول بــا کیفیــت بــا بــازده بالاتــر اســت.

بیوداروهــا داروهــای اصلــی توســعه یافتــه در بخــش دارو هســتند. تقاضــای بــازار باعــث ایجــاد میزبان هــای مختلــف بیــان 

ــا اواســط ســال 2018 شــامل  پروتئیــن و فناوری هــای پــردازش زیســتی شــده اســت. محصــولات تاییــد شــده از ســال 2014 ت

68 آنتــی بــادی مونوکلونــال )mAbs(، 23 هورمــون، 16 فاکتــور لختــه شــدن، 9 آنزیــم و هفــت واکســن اســت. پیشــرفت ها 

در زمینــه تولیــد پروتئیــن نوترکیــب رونــد قبلــی را تغییــر داده و بــازده را بســیار بیشــتر و هزینــه را بســیار کمتــر کــرده اســت، 

بنابرایــن امــکان تولیــد ـنیــن پروتئین هــایی در مقیــاس صنعتــی را فراهــم می کنــد و راه را بــرای درمــان بیماری هــا و 

اخــتلالات متعــدد بــاز می کنــد. بــا کمــک فنــاوری پروتئیــن نوترکیــب، بیــان داروهــای زیســتی مبتنــی بــر پروتئیــن نوترکیــب 

بــا اســتفاده از بــاکتری هــا، ســلول های پســتانداران، مخمرهــا، ســلول های حشــرات، گیاهــان تراریختــه و حیوانــات تراریختــه 

بــه دســت آمــده اســت.

 Saccharomyces( اشریشــیا کلــی ســرعت رشــد ســریع بــا عملکــرد محصــول بــالا را ارائــه می دهــد. سیســتم های مخمــر

cerevisiae و Pichia pastoris( تغییــرات پــس از ترجمــه )PTMs( را ارائــه می دهنــد. رده هــای ســلولی پســتانداران بــرای 

اکثــر درمان هــای نوترکیــب تاییــد شــده اســتفاده شــده اســت. در 3 تــا 4 ســال گذشــته، 62 مــاده از 71 مــاده فعــال بیــودارویی 

جدیــد  موجــود در بــازار پروتئین هــای نوترکیــب بودنــد و از ایــن تعــداد، 52تــا )84درصــد( از ســلول های پســتانداران، یــک 

. S. cerevisiae و ـهارتــا از E. coli مــورد از یــک سیســتم تراریختــه، پنــج مــورد از

پــس از توســعه موفقیت آمیــز رده ســلولی و انتخــاب کلــون، کشــت های در مقیــاس کوـــک بــا اســتفاده از پلیت هــای 

ــن  ــان پروتئی ــگری بی ــرای غربال  ب
ً
ــولا ــکان معم ــک های ت ــت و فلاس ــت باف ــک های کش ــش، فلاس ــای آزمای ــر، لوله ه میکروتیت

ــا، ــط کشــت، pH، هــم زدن، هوادهــی، دم ــب محی ــد ترکی ــف کشــت مانن ــب اســتفاده می شــوند. پارامترهــای مختل نوترکی

روند پیشرفت داروهای نوترکیب میکروبی:
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تراکــم ســلولی، غلظــت القاکننده هــا، زمــان القــاء و اســتراتژی های تغذیــه بــر ســطح بیــان پروتئیــن بســته بــه سیســتم های 

بیــان تأثیــر می گذارنــد. بنابرایــن، ارزیــابی هــر یــک از شــرایط کشــت بــرای بیــان هــر پروتئیــن نوترکیــب و توســعه فرایندهــای 

، تکنیک هــای توســعه فراینــد بــا تــوان بــالا )HTPD( در دســترس قــرار گرفته انــد و به طــور 
ً
زیســتی موثــر ضروری اســت. اخیــرا

موثــر بــرای بهینه ســازی فراینــد بــه شــیوه ای مقرون به صرفــه مــورد اســتفاده قــرار گرفته انــد.

ــا  ــرای پروتئین هــای نوترکیــب اســتفاده شــده اســت ت ــز ب ــار مصــرف بالادســتی و پایین دســتی نی ــردازش یکب تکنیک هــای پ

هزینــه تولیــد و زمــان فراینــد بــه حداقــل برســد. پــس از توســعه موفقیت آمیــز فراینــد، تولیــد در مقیــاس بزرگ بــا اســتفاده 

از سیســتم های بیوراکتــور بــرای بــرآورده کــردن تقاضــا بــرای بیوداروهــا انجــام می شــود. کشــت دســته ای، تغذیــه دســته ای 

و کشــت پیوســته یــا پرفیــوژن بــرای تولیــد انبــوه پروتئین هــای نوترکیــب اســتفاده می شــود. پــردازش زیســتی پیوســته نیــز 

بــه عنــوان یــک تکنیــک جدیــد ظهــور کــرده اســت و در توســعه فراینــد بالادســتی و پاییــن دســتی و همچنیــن در ســاخت 

پروتئین هــای درمانــی مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه اســت. مرور حاضــر سیســتم های میزبــان مختلــف، توســعه فرایندهــای 

ــف  ــب را توصی ــن نوترکی ــر پروتئی ــی ب ــتی مبتن ــای زیس ــد دارو ه ــرای تولی ــتی ب ــردازش زیس ــر در پ ــای اخی ــتی و رونده زیس

می کنــد.
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:E.coli

ــازی، اصلاح  ــرای شبیه س ــترده ب ــور گس ــت و به ط ــب اس ــای نوترکی ــد پروتئین ه ــرای تولی ــابی اول ب ــم انتخ ــاکتری روده ای E. coli میکروارگانیس ب

ــوژی  ــی فیزیول ــرفت تاریخ ــرا پیش ــت زی ــب آور نیس ــن تعج ــود. ای ــتفاده می ش ــی اس ــداف تحقیقات ــرای اه ــک ب ــاس کوـ ــد در مقی ــی و تولی ژنتیک

ــی از اطلاعــات و  ــه تجمــع مــداوم و اســتفاده جهان ــوده اســت، ـــیزی کــه منجــر ب ــه ب ــر اســاس ایــن گون  ب
ً
ــا ــکروبی و ژنتیــک مولکولــی عمدت می

ابزارهــای مولکولــی )ماننــد فاژهــای مهندســی شــده، پلاســمیدها و کاســت های بیــان ژن( شــده اســت. بــا ایــن حــال، موانــع متعــددی بــر ســر 

ــب  ــای نوترکی ــد. پروتئین ه ــدود می کن ــب مح ــازی نوترکی ــرای داروس ــه ای ب ــوان کارخان ــه عن ــرد آن را ب ــت، کارب ــا کیفی ــای ب ــد پروتئین ه راه تولی

بــه دســت آمــده در E. coli فاقــد تغییــرات پــس از ترجمــه )PTMs( هســتند کــه در اکثــر پروتئین هــای یوکاریوتــی وجــود دارد. گلیکوزیلاســیون 

رایــج تریــن PTM اســت امــا بســیاری دیگــر ماننــد تشــکیل پیونــد دی ســولفیدی، فسفوریلاســیون و پــردازش پروتئولیتیــک ممکــن اســت بــرای 

فعالیــت بیولوژیکــی ضروری باشــند. PTM هــا نقــش مهمــی در تــا شــدن پروتئیــن، پــردازش، پایــداری، فعالیــت بیولوژیکــی نهــایی، هــدف گــیری 

بافــت، نیمــه عمــر ســرمی و ایمنــی زایی پروتئیــن دارنــد. بنابرایــن نســخه کمبــود PMT ممکــن اســت نامحلــول، ناپایــدار یــا غیــر فعــال باشــد. 

جالــب توجــه اســت کــه می تــوان PTM هــای مصنوعــی را در مــورد محصــولات پگیلــه شــده ماننــد هورمــون رشــد انســانی، فاکتــور محــرک کلنــی 

ــد. ــر می کن ــرم را پایدارت ــن در س ــخه های پروتئی ــه نس ــرد، ک ــل ک ــا-2b متص ــا-2a و آلف ــای آلف ــیت، اینترفرون ه گرانولوس

از ســوی دیگــر، فرکانس هــایی کــه کدون هــای مختلــف بــا آن در ژن هــای E. coli ظاهــر می شــوند، بــا آن هــایی کــه در ژن هــای انســانی رخ 

می دهنــد متفــاوت اســت و ایــن ارتبــاط مســتقیم بــا فراوانــی tRNAهــای خــاص دارد. بنابرایــن، ژن هــایی کــه حــاوی کدون هــای کمیــاب بــرای 

E. coli هســتند ممکــن اســت به طــور ناکارآمــد توســط ایــن ارگانیســم بیــان شــوند و باعــث خاتمــه زودهنــگام ســنتز پروتئیــن یــا ادغــام نادرســت 

ــا جایگزینــی مــکان دار  ــوان ب ــد. ایــن مشــکل را می ت ــازده نســخه های پروتئیــن مــورد انتظــار را کاهــش می دهن ــه شــوند، در نتیجــه ب اســید آمین

tRNA ــا بیــان مشــترک ــا به طــور جایگزیــن، ب ــاب در ژن هــدف توســط کدون هــایی کــه بیشــتر در E.coli اســتفاده می شــوند، ی کدون هــای کمی

هــای کمیــاب )E. coli ســویه های کــدون BL21( حــل کــرد )پلاس و روزتــا بــرای ایــن منظــور طراحــی شــدند(. علاوه برایــن، حــذف اولیــه متیونیــن 

بــه زنجیــره جانبــی اســید آمینــه ماقبــل آخــر N-ترمینــال در پروتئین هــای نوترکیــب نهــایی تولیــد شــده در E. coli بســتگی دارد، اگرـــه می تــوان 

آن را بــا اســتفاده از متیونیــن آمینوپپتیــداز نوترکیــب حــذف کــرد.

همانطــور کــه بــه خــوبی مســتند شــده اســت، باکتری هــایی کــه پروتئین هــای نوترکیــب یوکاریوتــی یــا پروکاریوتــی را بیــش از حــد تولیــد می کننــد، 

 متابولیــک و ســاختاری( قــرار می گیرنــد .تحــت ایــن شــرایط، پــردازش پروتئیــن مرتبــط بــا پاســخ های اســترس 
ً
تحــت تنش هــای مختلــف )اصلا

ســلولی ممکــن اســت محصــولات غیرقابــل اســتفاده را به دلیــل عــدم حلالیــت درآورد، و بســیاری از گونه هــای پروتئینــی در مقادیــر بــالایی به عنــوان 

ــه اجســام گنجانــدن )Ibs( رســوب می کننــد. به طــور خلاصــه، حــدود 10درصــد از پروتئین هــای یوکاریوتــی تمــام  توده هــای پروتئینــی مــعروف ب

طــول آزمایــش شــده در ایــن سیســتم بــا موفقیــت بــه شــکل محلــول در E. coli تولیــد شــده اند.

:Saccharomyces cerevisiae

 PTM ــک ــا ی ــود ی ــد نش ــی تولی ــتم پروکاریوت ــول در سیس ــکل محل ــه ش ــدف ب ــن ه ــه پروتئی ــود ک ــام می ش ــی انج ــولا زمان ــر معم ــد در مخم تولی

ــر ــود. مخم ــد ش ــده تولی ــازی ش ــص س ــول خال ــی روی محص ــور مصنوع ــد به ط ــت، نتوان ــی آن ضروری اس ــت بیولوژیک ــرای فعالی ــه ب ــاص ک خ

میکروب های شاخص در صنعت
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ــز در  ــالا نی ــی ب ــا ـگال ــلولی ب ــت های س ــا و کش ــه باکتری ه ــتند ک ــر هس ــکان پذی ــی ام ــر فن ــریع و از نظ ــه، س ــه صرف ــقرون ب ــدازه م ــان ان ــه هم ب

ــد  ــد می کنن ــوگ تولی ــن هترول ــالایی از پروتئی ــر ب ــه مقادی ــه ای ک ــش یافت ــویه های جه ــتر، س ــی بیش ــتند. حت ــتیابی هس ــل دس ــا قاب بیوراکتوره

درحــال حاضــر در دســترس هســتند. حتــی اگــر مخمرهــا قــادر بــه انجــام بســیاری از »PTM« هــا بــه عنــوان گلیکوزیلاســیون، فسفوریلاســیون، 

استیلاســیون و آسیلاســیون O-linked هســتند، مشــکل اصلــی ایــن سیســتم بیــان مربــوط بــه الگوهــای گلیکوزیلاســیون مرتبــط بــا N اســت کــه بــا 

یوکاریوت هــای بالاتــر، کــه در آن زنجیره هــای جانبــی قنــد از مانــوز بــالا متفــاوت اســت. محتــوا بــر نیمــه عمــر ســرم و ایمنــی زایی محصــول نهــایی 

تأثیــر مــی گــذارد. اگرـــه نســبت بــه باکتری هــا کمتــر مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه اســت، تولیــد پروتئین هــای نوترکیــب نیــز پاســخ های اســترس 

ســاختاری را تحریــک می کنــد و پروتئین هــای تولیــد شــده گاهــی اوقــات بــه ترکیــب اصلــی خــود نمــی رســند. بینش هــای اخیــر در مــورد اســترس 

ســاختاری، و به طــور کلــی، پاســخ های ســلولی بــه تولیــد پروتئیــن در مخمرهــای نوترکیــب به طــور گســترده در جاهــای دیگــر مــورد بررســی قــرار 

گرفتــه اســت.

محصــولات پروتئینــی تاییــد شــده تولیــد شــده در مخمــر منحصــرا در Saccharomyces cerevisiae بــه دســت می آینــد. جالــب اســت بدانیــد 

کــه ـندیــن گونــه مخمــر غیــر از S. cerevisiae بــه عنــوان منــابع بیــودارویی و ســایر پروتئین هــای مــورد علاقــه زیســت پزشــکی درحــال بررســی 

هســتند.

رده سلولی انسان:

Dynepo-erithropoietin، Elaprase- در ســال های اخیــر، ســه پروتئیــن درمانــی تولیــد شــده در رده هــای ســلولی انســانی بــه نام هــای

sulfatase-2-irudonate و Replagal-alfa-galactosidase A مــورد تاییــد قــرار گرفتــه اســت. ایــن محصــولات پروتئین هــای انســانی کاملا 

گلیکوزیلــه هســتند، بنابرایــن ایــن سیســتم بیــان بایــد هنگامــی کــه بــه شــدت گلیکوزیلاســیون مــورد نیــاز اســت، رســیدگی شــود. به طــور کلــی، 

داروهــای زیســتی نوترکیــب به دســت آمده از ســلول های پســتانداران، طیــف وســیع تری از شــرایط پاتولوژیــک را نســبت بــه شــرایط به دســت آمده 

ــر اســت. ــا S. cerevisae مغرضانه ت ــه مشــاهده محصــولات E. coli ی ــوزیع کاربردهــا نســبت ب ــد، و ت از میکروب هــا پوشــش می دهن

براساس نوع دارو ممکن است عملکرد متفاوتی داشته باشند، با این حال عملکرد کلی داروهای نوترکیب به شرح زیر است:

کاهــش علائــم بیمــاری: اکثــر داروهــای نوترکیــب بــرای کاهــش علائــم بیمــاری مــورد اســتفاده قــرار می گیرنــد. بــرای نمونــه داروهــای ضــددرد و 

التهــابی ماننــد آســپرین و لووفوکســام کــه جهــت کاهــش درد و التهــاب در بیمــاران مبــتلا بــه التهابــات مختلــف تجویــز می شــوند.

پیشــگیری از بروز بیمــاری: برخــی از داروهــای نوترکیــب بــرای پیشــگیری از بروز بیمــاری مــورد اســتفاده قــرار می گیرنــد. ماننــد داروهــای کاهنــده 

کلســترول از جملــه سیموســتاتین کــه بــرای پیشــگیری از بیماری هــای قلبــی عروقــی تجویــز می شــود.

ــه، داروهــای  ــرای نمون ــد. ب ــه منظــور بهبــود عملکــرد بــدن مــورد اســتفاده قــرار می گیرن بهبــود عملکــرد بــدن: برخــی از داروهــای نوترکیــب ب

ــوند. ــز می ش ــد( تجوی ــم کاری تیروئی ــم )ک ــان هیپوتیروئیدیس ــرای درم ــه ب ــین ک ــد لووتیروکس ــی مانن هورمون

ــال،                            ــوان مث ــه عن ــد. ب ــترل و مدیریــت بیمــاری مــورد اســتفاده قــرار می گیرن ــرای کن ــترل و مدیریــت بیمــاری: برخــی از داروهــای نوترکیــب ب کن

رده سلولی یوکاریوتی در تولید داروهای نوترکیب:

عملکرد داروهای نوترکیب:
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داروهای کاهنده قند خون مانند متفورمین برای کنترل سطح قند خون در بیماران مبتلا به دیابت تجویز می شوند.

پــس از کشــف ـگونگــی رشــد باکتری هــای نوترکیــب در مقیــاس صنعتــی و نحــوه برداشــت انســولین تولیــد شــده توســط آن هــا، زمــان عرضــه 

انســولین نوترکیــب بــه بــازار فــرا رســید. در ســال 1982 ســازمان غــذا و داروی Humulin، انســولین نوترکیــب Eli Lily ســاخته شــده از باکتری هــای 

اصلاح شــده ویــژه Genentech را تاییــد کــرد. ایــن اولیــن دارویی بــود کــه از طریــق فنــاوری DNA نوترکیــب تولیــد شــد و جزو اولیــن محصــولات 

دســتکاری شــده ژنتیکــی بــود کــه در دســترس مصــرف کننــدگان قــرار گرفــت.

ــای  ــی از داروه ــه برخ ــر ب ــویزی. در زی ــای غیرتج ــویزی و داروه ــای تج ــوند: داروه ــیم می ش ــته تقس ــه دو دس ــا ب ــوع داروه ــن ن ــی، ای ــور کل ــه ط ب

نوترکیــب تجــویزی و غیرتجــویزی اشــاره شده اســت:

آســپرین: یــک داروی ضدالتهــاب غیراســتروئیدی )NSAID( اســت کــه بــرای کاهــش درد و التهــاب و همچنیــن پیشــگیری از بــروز ســکته قلبــی 	 

و ســکته مغــزی تجویــز می شــود.

پاراستامول: یک داروی ضددرد و تب است که برای کاهش درد ،تب و علائم سرماخوردگی تجویز می شود.	 

کلرفنیرامین: یک داروی ضدهیستامین است که برای کنترل علائم آلرژی مانند آبریزش بینی، عطسه و خارش تجویز می شود.	 

لووفوکســام: یــک داروی »NSAID« اســت کــه بــرای کاهــش درد و التهــاب در بیمــاران مبتــلا بــه التهــاب مفاصــل، آرتــروز و التهابــات مختلــف 	 

تجویــز می شــود.

ــرای کاهــش ســطح کلســترول خــون و پیشــگیری از بیماری هــای قلبــی عروقــی 	  سیموســتاتین: یــک داروی کاهنــده کلســترول اســت کــه ب

ــود. ــز می ش تجوی

لووتیروکسین: یک داروی هورمون تیروئیدی است که برای درمان هیپوتیروئیدیسم )کم کاری تیروئید( تجویز می شود.	 

آلبوترول: یک داروی برونکودیلاتور است که برای درمان بیماران مبتلا به آسم و برونشیت تجویز می شود.	 

اینزولین: یک داروی هورمونی است که برای کنترل سطح قند خون در بیماران مبتلا به دیابت تجویز می شود.	 

دیازپام: یک داروی ضداضطراب و آرامبخش است که برای کاهش اضطراب، تشنج و بی خوابی تجویز می شود.	 

متفورمین: یک داروی کاهنده قند خون است که برای درمان دیابت و کنترل سطح قند خون تجویز می شود. 	 

مثالهایی از داروهای نوترکیب مورد تایید:

جدول یک: انسولین های نوترکیب تایید شده برای استفاده انسانی
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Activase®  دارویی اســت کــه توســط Genentech Inc تولیــد می شــود. ایــن دارو در درمــان نــکروز میــوکارد و آمبولــی ریــه اســتفاده می شــود و در 

عــرض ســه ســاعت پــس از علائــم ســکته بــه بیمــاران تجویــز می شــود  Activase®  لخته هــا را در رگ هــای خونــی حــل می کنــد.

Activase® یــک آلتــپلاز اســت کــه یــک فعــال کننــده پلاســمینوژن بافتــی )t-PA( اســت و در مقیــاس جهانــی توســط فنــاوری DNA نوترکیــب تولیــد 

می شــود. فعــال کننــده پلاســمینوژن بافتــی گلیکوپروتئیــن اســت کــه از 527 اســید آمینــه تشــکیل شــده اســت.

 واکســن ھای نســبتا معمولــی کارایی و ویژگــی کمــتری نســبت بــه واکســن نوترکیــب دارنــد. یــک روش بــدون تــرس و بــدون درد بــرای انتقــال ناقــل 

ھــای آدنــوویروس کدکننــده آنتــی ژن ھــای پاتــوژن، از طریــق انتقــال بینــی اســت کــه ھمچنیــن یــک روش ســریع و حفاظتــی در برابــر پاتوژن ھــای 

ــه در راه  ــان تراریخت ــق بی ــد از طری ــزا می توان ــت ضــد آنفلوان ــه در آن حال ــد ک ــک واکســن دارویی عمــل می کن ــوان ی ــه عن ــن ب مخاطــی اســت. ای

ھــوایی القــا شــود .

تولید ھورمون محرک فولیکول انسانی )FSH( در شرایط آزمایشگاھی از طریق فناوری DNA نوترکیب امکان پذیر است. 

FSH  به طــور قابــل توجھــی یــک پروتئیــن ھترودیــمری پیچیــده اســت و رده ســلولی مشــخصی از یوکاریــوت ھــا بــرای بیــان آن انتخــاب شــده 

ــادی از بیمــاران از طریــق  ــاوری DNA نوترکیــب اســت. تعــداد زی ــی، دســتاورد فن ــاروری از طریــق تحریــک رشــد فولیکول اســت. درمــان کمــک ب

ــارداری  ــذاری و ب ــک گ ــش تخم ــرای افزای ــده )LH( ب ــزه کنن ــی نی ــون لوتئ ــی FSH-r و ھورم ــه، نوترکیب ــر از ھم ــوند. جالب ت ــان می ش FSH-r درم

موفقیت آمیــز بــود.

ــن  ــه، از بی ــر از هم ــت. مهم ت ــده اس ــتفاده ش ــا اس ــتقات آن ه ــف و مش ــای مختل ــی بادی ه ــعه آنت ــان و توس ــرای بی ــرا ب ــی اخی ــتم های گیاه سیس

بســیاری از آنتــی بادی هــا و مشــتقات آنتــی بــادی، هفــت مــورد بــه مراحــل رضایــت بخــش نیــاز رســیده اند. از گیاهــان تنباکــوی تراریختــه می تــوان 

ــام  ــه ن ــدان ب ــیدگی دن ــئول پوس ــان مس ــوژن ده ــرد. پات ــتفاده ک ــه  CaroRx، CaroRx  اس ــعروف ب ــک م ــحی کایمری ــد IgA/G ترش ــرای تولی ب

اســترپتوکوک جهــش یافتــه می توانــد توســط ایــن آنتــی بــادی شناســایی شــود. یــک آنتــی بــادی مونوکلونــال بــه نــام T84.66 می توانــد به طــور 

عاطفــی بــرای شناســایی آنتــی ژن کارســینومبریونیک عمــل کنــد، کــه هنــوز بــه عنــوان یــک نشــانگر مشــخصه عاطفــی در ســرطآن های اپیتلیــوم 

ــود. ــه می ش ــر گرفت در نظ

یــک IgG1 تمــام قــد کــه بــه عنــوان ضــد HSV و ضــد RSV شــناخته می شــود، کــه می توانــد بــه عنــوان عامــل تشــخیص ویروس هرپــس ســیمپلکس 

)HSV(-2-گلیکوپروتئیــن B عمــل کنــد، در ســلول های تراریختــه ســویا و تخمــدان همســتر ـینــی )CHO( بیــان شــده اســت. نشــان داده شــده 

اســت کــه آنتــی بادی هــای هــر دو منبــع از انتقــال واژینــال HSV-2 در مــوش پــس از اســتفاده موضعــی جلوگــیری می کننــد. اگــر به طــور مشــابه 

در انســان کار شــود، بــه عنــوان پیشــگیری ارزان و مؤثــر در برابــر بیماری هــای منتقــل شــده از طریــق تعــاملات جنســی در نظــر گرفتــه می شــود 

.38C13 آنتــی بــادی scFv اســت کــه بــر اســاس نــوع لنفوســیت های بدخیــم B در رده ســلولی لنفــوم مــوش 38C13  بــه خــوبی مشــخص شــده 

  38C13 ــلول های ــایی س ــه شناس ــادر ب ــه ق ــود ک ــپ می ش ــد ایدیوتی ــای ض ــد آنتی بادی ه ــه تولی ــر ب ــوش منج ــه م ــادی ب ــی ب ــز آنت ــت. تجوی اس

هســتند کــه بــه محافظــت از موش هــا در برابــر ســلول های لنفــوم تزریــق شــده کمــک می کنــد، یــک ـالــش کشــنده اســت.

:®ACTIVASE – تولید داروی ضد لخته خون

توسعه واکسن ها و هورمون های نوترکیب:

تولید آنتی بادی ها و مشتقات آن ها:
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نشــانگرهای منحصربه فــردی کــه آنزیم هــا را شناســایی می کننــد، می تواننــد از طریــق ایــن سیســتم تولیــد شــوند، بــه ویــژه نشــانگرهای ســطحی 

ســلول های B بدخیــم تــا بــه عنــوان یــک درمــان مؤثــر بــرای بیماری هــای مشــابه لنفــوم غیــر هوـکیــن در انســان عمــل کننــد . یــک آنتــی بــادی 

ــد و  ــام ق ــال تم ــادی مونوکلون ــی ب ــد آنت ــت. تولی ــی اس ــان اختصاص ــی انس ــن جفت ــخیص گنادوتروپی ــرای تش ــه PIPP ب ــعروف ب ــال م مونوکلون

مشــتقات scFv و دی بــادی در گیاهــان از طریــق تراریخــت و آگروفیلتراســیون در تنباکــوی تبدیــل شــده بــه صــورت گــذرا امــکان پذیــر شــد. تولیــد 

ــن آنتی بادی هــا در ســلول های کشت شــده توســط LEYDIG مهــار شــود  ــک از ای ــد توســط هــر ی تستوســترون توســط hCG تحریک شــده می توان

و افزایــش وزن رحــم در موش هــا می توانــد بــه تأخیــر بیفتــد، کــه از طریــق آن فعالیــت hCG بررســی می شــود. تشــخیص و درمــان تومورهــا را 

می تــوان بــا کمــک آنتــی بــادی انجــام داد.

اینترون A; اینترفرون آلفا-	 بی نوترکیب:
ــردن  ــا وارد ک ــب ب ــرای درمــان لوســمی ســلول مــویی اســتفاده می شــود. داروهــای نوترکی ــه ب ــک داروی نوترکیــب تزریقــی اســت ک ــترون A ی این

ــد، ایجــاد می شــوند. ــه به طــور طبیعــی وجــود ندارن ــاکتری، در جــایی ک ــا ب ــان، اغلــب مخمــر ی ــه میزب ــه در گون ــک گون ژن هــای ی

Recombivax HB، واکسن هپاتیت B )نوترکیب(:
Recombivax HB واکســنی اســت کــه در برابــر هپاتیــت B ایمــن ســازی می کنــد. واکســن های قبلــی هپاتیــت B مبتنــی بــر ویروس هــای مشــتق 

شــده از منــابع خونــی انســان اســت.
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Roferon-A، اینترفرون آلفا-a	 نوترکیب:
ــر  ــوم غی ــا، لنف ــل میلوم ــم، مولتیپ ــوم بدخی ــمی، ملان ــف لوس ــواع مختل ــان ان ــرای درم ــه ب ــت ک ــب اس ــی و نوترکی ــک داروی تزریق Roferon-A ی

ــود. ــتفاده می ش ــت اس ــدز و هپاتی ــا ای ــط ب ــارکوم مرتب ــن، س هوـکی

پروتروپین:
پروتروپیــن یــک داروی تزریقــی و نوترکیــب اســت کــه بــرای درمــان کــودکان مبــتلا بــه مشــکلات رشــد ناشــی از ناتوانــی در تولیــد هورمــون رشــد 

خــود اســتفاده می شــود. داروهــای نوترکیــب بــا قــرار دادن ژن هــای یــک گونــه در گونــه میزبــان، اغلــب مخمــر، ایجــاد می شــوند.
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  اکتیواز:
ــز می شــود. ایــن دارو در 13 نوامبــر 1987 توســط FDA تاییــد شــد و  Activase یــک داروی نوترکیــب اســت کــه بــه صــورت داخــل وریــدی تجوی

حــاوی فعــال کننــده پلاســمینوژن بافتــی )tPA(، آنزیمــی اســت کــه بــه حــل شــدن لخته هــای خــون کمــک می کنــد.

Humulin N، NPH، سوسپانسیون ایزوفان انسولین انسانی )منشا DNA نوترکیب(:
ــده از  ــدا ش ــولین ج ــی از انس ــاران دیابت ــعه، بیم ــل از توس ــود. قب ــتفاده می ش ــت اس ــان دیاب ــرای درم ــه ب ــت ک ــانی اس ــولین انس ــن انس هومولی

ــرای  ــد ب ــن داروی نوترکیــب مــورد تایی ــه اولی ــن آن را ب ــر 1982 همچنی ــد مجــوز آن توســط FDA در اکتب پانکــراس خــوک و گاو اســتفاده می کردن

ــالات متحــده تبدیــل کــرد. اســتفاده در ای
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  کیت اورژانسی گلوکاگون برای قند خون پایین:
کیــف لــولایی پلاســتیکی قرمــز بــا برـســب ـــاپی ســفید در بــالا و برـســب کاغــذی در پاییــن. کیــس حــاوی یــک ویــال شیشــه ای گلوکاگــون، یــک 

ســرنگ شیشــه ای و پلاســتیکی Hyporet بــا محلــول رقیــق کننــده گلوکاگــون، و یــک درج کاغــذی تــا شــده بــا اطلاعــات بــرای کاربــر اســت.

گلوکاگون برای درمان کمای انسولین یا واکنش انسولین ناشی از هیپوگلیسمی شدید )قند خون بسیار پایین( استفاده می شود.
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برگــزار کننــده همایــش: مرکــز پژوهشــی فرآورده هــای طبیعــی و زیســتی دارویی دانشــگاه اصفهــان و دانشــکده علــوم و فناوری هــای زیســتی در 

همــکاری بــا انجمــن علــوم و فنــاوری هــای میــکروبی ایــران

حوزه های تحت پوشش:   پزشکی و سلامت و   زیست شناسی

محورهای همایش :

استفاده از ترکیبات زیست فعال در حوزه محیط زیست و زیست پالایی  	

استفاده از ترکیبات زیست فعال در حوزه غذا و دارو  	

استفاده از ترکیبات زیست فعال در حوزه سلامت و درمان  	

طراحی کیت های آزمایشگاهی با استفاده از فرآورده های میکروبی  	

روش های نوین تولید ترکیبات زیست فعال  	

معرفی کنگره

1_ چهارمین کنگره ملی و نخستین کنگره بین المللی میکروبیولوژی کاربردی، 
اردیبهشت ۱۴۰۴
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  _ 2

جامعــه جهانــی میکروبیولــوژی در حــال آمــاده شــدن بــرای کنگــره و نمایشــگاه FEMS MICRO در مــیلان ایتالیــا هســتند کــه از تاریــخ 14 تــا 17 

ژوئیــه 2025 برگــزار مــی شــود .

ــر نــوآوری زیســت محیطی،  ــا تمرکــز ب موضــوع ایــن کنگــره بررســی و زیــر ذره بیــن قــرار دادن تاثیــر میــکروبی اســت . ایــن کنگــره و نمایشــگاه ب

ـشــم اندازهای سلامــت، بیوتکنولــوژی و تعامــل و رشــد، یــک پلتفــرم جامــع بــرای یادگــیری و توســعه معنــادار ارائــه می دهــد کــه بــرای تســریع 

رشــد حرفــه ای شــما طراحــی شــده اســت.این کنفرانــس جــایی اســت کــه جامعــه میکروبیولوژیســت گــرد هــم مــی آینــد تــا راه حــل هــای میــکروبی 

تاثیــر گــذار بــرای بزرگ تریــن ـالــش هــای بشــریت ایجــاد کننــد .

:FEMS MICRO Milan 2025: Congress & Exhibition
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