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 چكيده
جنس،  یابی مشخصهسنجی فروشکست القایی لیزری در  های مبتنی بر طیف شناسی، روش های شناسایی مرسوم زیست روش  محدودیت دلیل به

پایش تغییرات ساختار عنصری باکتری در  هدف با ،در این مقاله. است شده  استفادههای مختلف در فاز ایستای رشد  گونه و سویه باکتری
سنجی بررسی و مقایسه شد. در  بر اساس این روش طیف اشریشیا کلیدهنده دو فاز رشد نمایی و ایستای باکتری  فرآیند رشد، عناصر تشکیل

 BL21سویه صنعتی باکتری گرم منفی  استفاده شد.  CCD  سنج و آشکارساز ، طیفmJ100  پالس یانرژ با Nd:YAGاین آزمایش از لیزر 
Escherichia coli  فاز 8/0و  4/0، به ترتیب در چگالی اپتیکی کشتانتخاب شد. باکتری در سه زمان مختلف در طی فرآیند رشد در محیط( 

ساختار  نظر گرفتنقرص درآمد. با در به شکل  فشار تحتایستا( انتخاب و بعد از فریزدرای،  رشد )فاز 2/1 نمایی( و چگالی اپتیکی رشد
 مورد توجهها  عناصر فسفر، کربن، کلسیم، سدیم، منیزیم، پتاسیم، اکسیژن، نیتروژن و هیدروژن در طیف نمونه اشریشیا کلیشیمیایی باکتری 
در ساختار خود دارد.  صیتشخ  ابلقدر فرآیند رشد، الگوهای متفاوتی از ترکیب عنصری  اشریشیا کلیها نشان داد، باکتری  قرار گرفت. یافته

سنجی نیز برای شناسایی  شود با توجه به تغییر ترکیب عناصر ساختاری باکتری در فازهای رشد، استفاده از این روش طیف بینی می پیش
تعیین  یفاز یپلهای  در تکامل روش یمؤثرتواند نقش  وابسته به فاز رشد خواهد بود. نتایج این مطالعه نشان داد، این روش، می  باکتری،

 سازی و ارزیابی شرایط تولید محصول در این سویه صنعتی داشته باشد. ها، تعیین ترکیب محیط کشت و همچنین بهینه هویت باکتری

 میزیمن م،یکلس کربن، فسفر، ،یینما رشد فاز ،یزریل ییالقا فروشکست یسنج فیط ،یکل ایاشرش ‌ها:‌واژه‌کليد
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Abstract 
Due to the limitations of conventional biological identification methods, spectroscopic methods, including laser 
induced breakdown spectroscopy, have been used to characterize the genus, species and strains of different bacteria 
in the static phase of growth. In this paper, in order to monitor the changes in the elemental structure of bacteria in 
the growth process, the constituent elements of the two phases of exponential and static growth of Escherichia coli 
were studied and compared based on this spectroscopic method. In this experiment, Nd: YAG laser with 100 mJ 
pulse energy, spectrometer and CCD detector were used. The industrial strain of gram-negative Escherichia coli 
BL21 bacteria was selected. Bacteria were selected at three different times (2.5, 4 and 6 hours after inoculation) 
during the growth process in broth, at optical density of 0.4 and 0.8 (exponential growth phase) and optical density 
of 1.2 (Static growth phase), respectively, and after dry freezing, under pressure has been pressed into tablets. 
Considering the chemical structure of Escherichia coli, the elements of phosphorus, carbon, calcium, sodium, 
magnesium, potassium, oxygen, nitrogen and hydrogen were considered in the sample. The results showed that 
Escherichia coli bacteria in the growth process have different patterns of recognizable elemental composition in its 
structure in the growth process. It is predicted that due to the change in the composition of structural elements of 
bacteria in growth phases, the use of this spectroscopic method to identify bacteria will be dependent on the growth 
phase. The results of this study showed that this method can play an effective role in the development of polyphasic 
methods to indentify bacteria, determine the composition of the culture medium as well as optimizing and 
evaluating the production conditions in this industrial strain. 

Keywords: Calcium, Carbon, Escherichia Coli, Exponential Growth Phase, Laser Induced Breakdown 
Spectroscopy, Magnesium, Phosphorus. 
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 مقدمه .1

 کشف، برای  گسترده طور به 1لیزری القایی فروشکست سنجی طیف

 شییمیایی،  مواد آلیاژها، همچون مختلفی مواد تفکیک و شناسایی

 روش ایین  اسیاس  .اسیت  شیده  اسیتفاده ...  و منفجره، سیمی مواد 

 از دشیده یتول پلاسیمای  تیابش  از گسییلی  طیف تحلیل بر مبتنی

دور  معمیولاا ایین روش ) ر د. اسیت  بالا توان چگالی با لیزری پالس

چنانچیه   و  شیده  یکانوننمونه  یبر روتوان  لیزر پر ی ، باریکهایستا(

هیای مولکیولی    پیونید چگالی توان لیزر از مقدار آسیتانه شکسیت   

القیایی در آن نقطیه ایجیاد     یسطح نمونه بیشیتر باشید، پلاسیما   

 در هیا  ییون  و ها الکترون بازترکیب حاصل طیف نمونه،. خواهد شد

 ایین بازترکییب  از  شیده  لیگسنور  .است پلاسما سرد شدن مرحله

 ینیور  بیر یتوسط فونه نیز هست، که دربرگیرنده طیف عنصری نم

و توسیط آشکارسیاز ثبیت    فرسیتاده   سینج  طییف و بیه   یآور جمع

، شناسیایی و تفکییک میواد در ایین     یابی مشخصه. مبنای شود یم

سنجی بر اساس اثرانگشتی بیودن طییف عنصیری هیر      روش طیف

 ریغصورت  ههر سه حالت ماده ب یتوان برا را می LIBSماده است. 

با توجه به اهمییت روزافیزون مسیا ل     .]2و  1[ برد به کار یتماس

، شناسیایی و  یابیی مشخصیه ، های اخییر  در سال مبتلابه بیولوژیک

پژوهشیگران در حیوزه    مورد توجیه های باکتری  بندی نمونه طبقه

 نظامی و صنعتی قرارگرفته است.

 تیر  کوچک یا میکرون چند مرتبه از ییجاندارها زیر ها باکتری

که در  گونه همانهر باکتری . شوند می یافت جا همه در که هستند

، شامل اجزای ساختاری ثیابتی هماننید   شده نشان داده( 1شکل )

سیتوپلاسم، سیتوپلاسیم، ژنیوم و اجیزای سیاختاری      غشاءدیواره، 

 .]3[اختیاری همانند تاژک پیلی و کپسول است 

 

 نمایش اجزای ساختاری ثابت و اختیاری یک باکتری  .1شکل 

 .]3[نوعی 

 بیر اسیاس  هیا   بیاکتری  شناسیی،  یسیت مرسوم ز یها روشدر 

و  ییشناسییا یپیییژنییو تو  یکیسییرولوژ یپی،فنییوت یاتخصوصیی

خالص بر اسیاس مجموعیه    یباکتر ییشوند. شناسا بندی می طبقه

 )شکل، اندازه، رنگ، نحوه حرکت و یظاهر های یژگیاز و یمتعدد

 
1 Laser Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS) 

ژنو  یمیایی،ساختار ش(، یسم)متابول یوشیمیاییب های یژگی(، وغیره

و  یپیفنیوت  ی. بررسی شیود  یانجام م یکسرولوژ یاتو خصوص پیت

 یارمتعیدد، بسی   هیای  یشبه کشت و آزمیا  یازن دلیل به یوشیمیاییب

 یجبیه نتیا   ییادی ز یوابسیتگ  ییز ن یکبر اسیت. روش سیرولوژ   زمان

 زمیان  هیم واکنش متقاطع و  دلیل بهروش هم  یندارد و ا یپیفنوت

. روش یسیت ن یاعتماد  قابل یصعامل، روش تشخ ینسرم با چند

نمونه  یساز آماده های یتمتضمن محدود یزن یمطالعه ژنوم باکتر

در  هیا  یبیاکتر  یساختار ییراتتغ یابیارز یها برا روش ینا بوده و

 .یستندمناسب ن یزیولوژیکو ف یطیمح یطواکنش به شرا

 انسیان،  زنیدگی  مختلیف  های جنبه بر ها باکتری تأثیر دلیل به

 تعییین  جدیید  هیای  فنیاوری  توسعه منظور به مختلفی رویکردهای

 بیه  بیاکتری  پاسخ تحلیل همچنین و بندی طبقه شناسایی، ،هویت

 بیا توجیه بیه    .اسیت  پیژوهش  و بررسیی  دست در محیطی شرایط

جدیید بیرای    های رویکردشناسی،   های زیست روش های محدودیت

هییا بییه سییمت  اکتریبییبنییدی  طبقییه، شناسییایی و یابییی مشخصییه

طییف   لیی وتحل هیی تجزفیزیکی مبتنی بیر   های گیری از روش بهره

اسیت.   توسیعه   درحیال ها  اجزای ساختاری آنعنصری و مولکولی 

دقیی  و قدرتمنید،    ابیزار ییک   عنیوان  بهتوانند  هایی که می فناوری

در سریع، دقیی ،   صورت بهها  بندی باکتری جهت شناسایی و طبقه

سازی و  با نمونه، همراه با کمترین میزان آماده، بدون تماس لحظه

شناسیی اسیتفاده شیوند. ایین      میکیروب   تخصص میزان با کمترین

در آزمایشگاه تشخیص طبیی،   تنها نههای تشخیصی جدید  فناوری

سازی، بیولوژیکی، غذایی، دفاعی، امنیتی و  بلکه در صنعت واکسن

اشت. یکیی از  های زیستی نیز کاربرد خواهند د پدافندی در جنگ

های اخیر بسیار مورد  های تشخیصی جدید که در سال این فناوری

سینجی فروشکسیت القیایی     گرفته اسیت، طییف   پژوهشگران قرار

 لیزری است.

سنجی فروشکست القیایی لییزری بیر اسیاس بررسیی و       طیف

مقایسه شدت نسبی عناصر معدنی همانند منیزیم، فسیفر، کیربن،   

صیر آلیی ماننید کیربن، اکسیییژن،     کلسییم، سیدیم، پتاسییم و عنا   

و  یابیی  مشخصیه هیا بیه    در ساختمان باکتری هیدروژن و نیتروژن

وییژه، کلسییم و منییزیم نقیش      طیور  بهپردازد.  ها می شناسایی آن

هیای   مولکیول  بااتصیال اساسی در تثبیت غشای بیرونیی بیاکتری   

  .]3[کنند  به یکدیگر بازی می 2لیپوپلی ساکارید

 سیینجی فروشکسییت  طیییف نییهیزم در منتشرشییدهمقییالات 

Morelبا پیژوهش   2003از سال  های باکتری القایی لیزری نمونه
 

شروع و بیا پیرداختن بیه ابعیاد مختلیف زییر تیاکنون ادامیه          ]3[

 3کشیت  ، محییط ]4 و 5[محیطی  حامل گاز تأثیراست:  داکردهیپ

، ]8[ هییابییاکتری 5گونییه و 4جیینس ، تفکیییک]7 و 6، 3[ یبییاکتر

 
2  Lipopolysaccharide 
3 Culturing Environment 
4 Genus 
5 Species 



 411و همکاران                                                         احمد ناصری  ،یکل ایشیاشر یباکتر رشدمختلف  یفازها یبررس یبرا یزریل ییفروشکست القا یسنج فیاز ط یریگ بهره

 2غلظیت  تیأثیر ، ]10 و 9[یکیدیگر   از بیاکتری  1های سویه تفکیک

، ]12[ 3هیواویز  صیورت  بهشکل باکتری  تأثیر، ]11[ باکتری نمونه

 یسلولوز تروین هیپالااز جنس  هیلا ریز تأثیر، ]13[ 4قرص فشرده

 میورد  ]16[ و عوامل محیطیی  ]15[ 5ها کنندهتداخل، نقش ]14[

 یفنیاور  عنیوان  بیه  یسینج  فیی طروش  نیا  اند. گرفته قرار یبررس

 .]17[است شده مرور یعفون یها کروبیم مطالعه در دیجد

، موضوعات منتشرشدهدر مجموعه مقالاتی که تاکنون 

های مختلف  تحقیقاتی بالا در فاز نهایی رشد )فاز ایستا( باکتری

با  ها یباکتر کیو تفک ییشناساگرفته است.  قرار مورد بررسی

شده  یرشد بررس ییدر فاز نها یآمار  لیاستفاده از تحل

مطالعه  LIBSها  با روش  فهرست کاملی از باکتری .]18[است

 داده کشت ط،یمح کی در یمشخص یباکتر اگر. ]19[است شده

 ازین مورد یگازها و مناسب یمغذ مواد یحاو طیمح نیا و شود

 یالگو از مختلف یها زمان در یباکتر ریتکث و رشد سرعت باشد،

 و زمان یمنحن نیا یطول محور. کند یم یرویپ( 2) شکل یمنحن

 یمنحن نیا. است زنده یها یباکتر تعداد تمیلگار آن یعرض محور

 بسته، کشت طیمح کی در یباکتر رشد یالگو دهد یم نشان

 .است ستایا رشد فاز و یینما رشد فاز یاصل مرحله دو شامل

 
بیر حسیب    هیا  یتعداد بیاکتر  تمیلگار راتییفاز رشد )تغ شینما .2 شکل

 .]10[ ینوع یباکتر کیزمان رشد( 

دهنییده فازهییای   مقالییه، مقایسییه عناصییر تشییکیل   اییین در

و  زا یمییاریب ریییغرشیید نمییایی و ایسییتای بییاکتری گییرم منفییی  

گییییری از  بیییا بهیییره  Escherichia coli BL21 بیییینوترک

 یبررسی سنجی فروشکست القیایی لییزری بیرای اولیین بیار       طیف

کتابخانیه   یو بررسی  جیاد یبیه دنبیال ا   پیژوهش  نیی ااسیت.   شیده  

عنیوان نمونیه از   بیود و بیه   هیا  یبیاکتر  یونیی و  یعنصیر  راتییتغ

 یمهندسیی یکلیی ایاشرشیی یبییاکتر یعنییی ،یبییاکتر نیتییر سییاده

کیاربرد ایین    دلییل  بیه  استفاده نمیوده اسیت.   زا یماریربیشده و غ

هییای مشییابه دیگییر در   و بییاکتری اشرشیییاکلی سییویه از بییاکتری

 
1 Strain  
2 Concentration 
3 Aerosol 
4 Pressed pellet 
5 Interferents 

صیینعت بیوتکنولییوژی، تشییخیص تغییییر سییاختار، خلییوص و      

رشید بیاکتری در طیول زمیان رشید بسییار        یفازهیا سازی  بهینه

 مهم و حیاتی است.

 . روش تحقیق2

 نمونه باکتری یساز آماده. 2-1

 ریییغ بییاکتری گییرم منفییی و    مختلییف رشیید نمونییه  فازهییای 

 BL21 Escherichiaی نوترکیییب )سییویه صیینعتی(   زا یمییاریب

coli در  بییاکتری شیید. ابتییدا آمییاده و تهیییه زیییر بییا دسییتورالعمل 

 عیدم  از اطمینیان  حصیول  از پیس  وشیده   داده رشید  آگیار  سطح

کشیت   محییط  mL 5 بیه  آن از یکلنی  کیی  ،یناخالصی  و یآلودگ

 بییه Co 35 دمییای بییا خانییه گییرم در و منتقییل 6مییایع آبگوشییت

 سیپس . شید  گیذاری  خانیه  ( گیرم h 24)کمتیر از   شیب  کی مدت

 روش بییه و گسییترش تهیییه لام بییاکتری، روی ونیسوسپانسیی از

  نیوری  میکروسیکو   زییر  بررسیی  از پیس . آمییزی شید   رنگ گرم

 بیه  آن از تیر یل یلی یم کیی  ،یبیاکتر  خلیوص  و مورفولوژی دییتأ و

mL 500 سییترون شییرایط مییایع تحییت آبگوشییت کشییت محیییط 

 rpm 120 و Co35  دمییای بییا شیییکردار گرمخانییه در و منتقییل

 سوسپانسیییون سییپس از. شیید هییوادهی و گییذاری گرمخانییه

بیرداری و   هیای مختلیف نمونیه    در زمیان شیده   داده کشت باکتری

 nm 600تیییراکم میکروبیییی بیییا روش اسیییپکتروفتومتری در     

 گیری و نمودار رشد باکتری ترسیم شد.  اندازه

در فیاز رشید نمیایی و     8/0و  4/0رشد )جذب  زمان از سه در

 2/1 و 8/0 ،4/0 7های چگالی اپتیکی با فاز رشد ایستا( 2/1جذب 

 میکروبیی  خلوص لحاظ به نمونه سه هر. برای بررسی انتخاب شد

 در تیا  شیدند  میکروسکوپی بررسیی  مشاهدهی گرم و زیآم رنگبا 

 دییی تأ از پیس . باشند نشده آلودگی دچار سازی آماده فرآیند حین

 g شتاب با فوژیسانتر توسط ییایباکتر یها سلول ها، نمونه خلوص

 رویی، محلول و آوری جمع Co 4 دمای و min 10 مدت به 5000

 باکتریییایی هییای سییلول وشییو جهییت شسییت . شیید ریختییه دور

 مقطییر آب در افتییهیرسییوب هییای  بییاکتری ،شییده یآور جمییع

. گرفتنید  قیرار  بیالا  طیشیرا  بیا  سانتریفوژ در و شده سوسپانسیون

 در شده یآور جمع یها یباکتر و شد ختهیر دور ییرو عیما سپس

 بیه خی    شیرایط  و  -Co90 کندانسور یکارکرد یدما با ریزدرایفر

  . شد تبدیل شکل اسفنجی خشک پودر به mbar 05/0 میزان

اسیفنجی مربیوب بیه فازهیای رشید مختلیف        پیودر  تیدرنها

فشیییار  تحیییت وسیییاز  قیییرص دسیییتگاه گفتیییه، توسیییط پییییش

 و mm 7 قطیییر بیییا قرصیییی ،bar  10انیییدازه بیییه هییییدرولیکی

 شییده، فریییزدرای باکتریییایی هییای سییلول از mm 1 ضییخامت

 .(3شد )شکل  تهیه

 
1 Liquid Broth  
2 Optical Density (O.D) 
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 .  ها در آزمایش شده استفادهتصویر قرص باکتری  .3شکل 

 آزمایشچیدمان . 2-2

 LIBSCAN100سینج   ی چیدمان آزمایش و تصویر طیف واره طرح

 است. شده داده( نشان 3موجود در آزمایشگاه در شکل )

 

 
 شیده.   اسیتفاده  LIBSCAN100سینج    تصویر سامانه طییف  (الف. 4شکل 

 .]5[ ی چیدمان آزمایش واره طرح (ب

متعلی  بیه    LIBSCAN100سینج   ها با چیدمان طیف آزمایش

Applied Photonicsشییرکت 
انجییام شیید. در اییین چیییدمان کییه  

، از لیییزر پالسییی شییده نشییان داده( 4شییکل )آن در   ی واره طییرح

 Nd:YAG  شرکتQuantel موج با طولnm  1064    .اسیتفاده شید

 یپهنیا  و Hz 10نرخ تکرار ،  mJ   100های لیزر دارای انرژی پالس

موجی  با پوشش طول کانالِ 8سنج  بودند. از یک طیف ns7  یزمان

 15/0 تییا nm 04/0  پیذیری متغیییر  و تفکیییک nm 1017تیا   180

و  sµ 27/1با مدار تاخیرانداز  CCDاستفاده شد. آشکارساز از نوع 

هیای اصیلی    بیود. قبیل از انجیام آزمیایش     ms 1/1زمان نورگیری 

ای مس کیالیبره  ه طیف بر اساسو  ]20[سیستم مطاب  با مرجع 

ی  هیی لا ریی زشد. قرص باکتری در هنگیام آزمیایش بیر روی ییک     

 OriginPro2017افزار  ای قرار داده شد. رسم نمودارها با نرم شیشه

ها بر اساس پایگیاه داده اسیتاندارد طییف     و تحلیل اطلاعات طیف

 ( انجام شد.NISTاتمی موسسه ملی فناوری و استانداردها )

 بحث و جینتا. 3

بر اسیاس فراوانیی نسیبی     Escherichia coli BL21طیف باکتری 

 4/0 به ترتیب در سه فاز رشد بیا چگیالی اپتیکیی    عناصر منتخب

چگیالی اپتیکیی    )نمونیه دوم( و  8/0)نمونه اول(، چگالی اپتیکیی  

آن  یبر روها  ای که نمونه شیشه هیلا ریز)نمونه سوم( و طیف  2/1

 هیلا ریزاست. طیف  شده داده( نشان 4قرارگرفته بودند در شکل )

هیای شیدت    است که معلوم شود قله شده یبررس علت نیا بهشیشه 

نقشی در آن نداشیته   هیلا ریزهاست و  ناشی از نمونه شده مشاهده

در هیر مرحلیه از فیاز     یکلی  ایاشرشی است. طیف حاصل از باکتری 

 تیی درنهاپالس لیزر بوده است.  20 گیری از رشد، حاصل میانگین

و  میورد بررسیی  های حاصیل   طیف پر شدتتمامی خطوب طیفی 

 .گرفته است قرارمقایسه 

 
 رشید  فاز سه در Escherichia coli BL21 یباکتر فیط ریتصو .5 شکل

 یکیاپت ی)چگال دوم رشد فاز(، 4/0 یکیاپت ی)چگال اول رشد فاز. مختلف

 .یا شهیش هیلا ریز فیط و( 2/1 یکیاپت ی)چگال سوم رشد فاز(، 8/0

ها و با استناد  های موجود در طیف نمونه  با توجه به تحلیل قله

، عناصیر فسیفر، کیربن،    ]20[هیای اتمیی    به مرجع استاندارد داده

کلسیم، سدیم، پتاسیم، منیزیم، نیتروژن، هییدروژن، اکسییژن در   

ها توسیط هیوا    ها مشاهده شد. با توجه به احاطه نمونه طیف نمونه

سییینجی، عناصیییری همچیییون نیتیییروژن در   در هنگیییام طییییف

نیییانومتر،  826/746و  254/744، 426/742هیییای  میییوج طیییول

نیییانومتر، اکسییییژن در   396/656میییوج  هییییدروژن در طیییول 

نانومتر که جیزو   720/844و  480/777، 246/777 یها موج طول
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تواننید ناشیی از هیوای     عناصر ساختاری باکتری هسیتند امیا میی   

اطراف نمونه هم باشند، کنار گذاشته شدند. به همین دلییل ایین   

تواننید در تحلییل    عناصر مشخصه بیاکتری، تنهیا در صیورتی میی    

قیرار گیرنید کیه     مورد توجیه ساختار عنصری باکتری در فاز رشد 

تفاده از عیواملی همچیون   ای اثر هوای اطراف نمونه بیا اسی   گونه به

سینجی حیذف    طییف  توسیعه  درحالگازهای نادر در اطراف نمونه 

کیه بیه    ]21 و 10، 9 [. بنیابراین بیا اسیتناد بیه مراجیع      ]7[شود 

در فاز رشید ایسیتا    اشریشیا کلیمطالعه عناصر ساختاری باکتری 

اند، عناصر فسفر، کربن، کلسیم، سدیم، پتاسیم و منییزیم   پرداخته

مورد  اشریشیا کلیعناصر اصلی و مشخصه نمونه باکتری  عنوان به

هیا در فازهیای مختلیف رشید      قرارگرفته و شدت نسیبی آن  توجه

 بررسی و مقایسه شد.

عناصر مشخصیه بیاکتری    عنوان بهعناصری که ( 1)در جدول 

 ]21و  10، 9 [مراجیع   ازجملیه در مراجع مختلیف،   کلیاشریشیا 

گرفته آورده شده است. بیر ایین اسیاس در ایین      مورد استناد قرار

 میورد بررسیی   اشریشییا کلیی  مقاله طیف سویه صینعتی بیاکتری   

و عناصر مختلفی همچون فسفر، کربن، کلسیم، سیدیم،   قرارگرفته

های نشری مربوب به خود مشیاهده   موج پتاسیم و منیزیم در طول

 شد.

دهید، طییف بیاکتری     نشیان میی  ( 1)گونه کیه جیدول    همان

شیده در مقیالات    شده در این مقاله تمامی عناصیر گیزارش   سیبرر

شده ناشی از عواملی همچون، تفاوت  مشاهده تفاوتمشابه را دارد. 

اشریشیا سنجی و تفاوت در سویه باکتری  در شرایط آزمایش طیف
 ]17[که با استناد بیه مرجیع    شده در این مقاله است بررسی کلی

های  ، قله(5شکل )رفته است. در برای اولین بار موردمطالعه قرارگ

هیای   موج طیفی )خطوب نشری( مربوب به عناصر کلسیم در طول

نیییییییانومتر، سیییییییدیم در   653/422و  816/396، 359/393

نییانومتر و پتاسیییم در   594/589، 995/588هییای  مییوج طییول

ها که  نانومتر در طیف نمونه 568/766و  959/769های  موج طول

  لایی هستند، در فازهای مختلیف ارا یه  دارای شدت نسبی بسیار با

شود در تمیامی فازهیای رشید،    گونه که دیده می شده است. همان

شده وجود دارند و با پیشرفت فرآیند رشد باکتری بیر   عناصر اشاره

امیا پتاسییم در هیر دو    ؛ شده است  ها نیز افزوده میزان فراوانی آن

دارای موج نشری مخصیوص خیود در فیاز رشید نمیایی دوم       طول

شدت نسبی بالاتری نسبت به فاز رشد نمایی اول و فاز سوم رشد 

عناصر فسفر، کربن و منیزیم هرچنید بیا افیزایش فیاز      ایستا است.

شده است اما در هیر سیه     ها افزوده شدت نسبی آن رشد نمایی بر

مرحله فیاز رشید دارای شیدت نسیبی بسییار پیایینی و درنتیجیه        

بیاکتری هسیتند. کیم بیودن شیدت      فراوانی بسیار کم در ساختار 

های دیگر بیاکتری   نسبی این عناصر در مقالات دیگر هم که سویه

اند نیز مشهود اسیت.   را در فاز رشد ایستا بررسی کرده کلی اشرشیا

ی باکتری تنها به ابی مشخصهمنظور  به ]10[ای که در مرجع  گونه به

و  9[اسیت. در مرجیع    بسنده شدهعنصر کلسیم، سدیم و منیزیم 

شیده   گیزارش  اشرشییاکلی گونیه از طییف بیاکتری     هم همان ]21

آید، فراوانی این عناصر نسبت به عناصیری همچیون سیدیم،     برمی

کلسیم بسیار پایین است، اما شدت نسبی پایین این عناصر باعی   

بیاکتری کنیار گذاشیته شیوند. در      یابی مشخصهنشده است که در 

 از عناصر فوق دیده نشد.گونه اثری  ای هیچ طیف زیر لایه شیشه

 Escherichia coliباکتری  LIBSدر طیف  شده مشاهدهعناصر  .1 جدول

BL21  میوج یکسیان در مقایسیه بیا      در هر سه مرحله از فاز رشد با طیول

 IIنثیی و  خدهنیده عنصیر    نشیان  Iدر مقالات مشیابه )  شده گزارشعناصر 

 بار یونیزه است(. دهنده عنصر یک نشان

 یعناصر باکتر موج طول

مقاله  نیا دریکل ایاشرش
(nm) 

 یعناصر باکتر موج طول

 مراجع در یاکلیاشرش

(nm) ] 9 ،10  21و[ 

صر
عن

 

یرد
 ف

894/247 865/247 C I 1 

632/213 618/213 P I 2 

774/214 914/214 P I 3 

256/253 398/253 P I 4 

316/253 650/253 P I 5 

414/255 326/255 P I 6 

 P I 7 491/255 .نشد مشاهده

 Mg II 8 079/279 .نشد مشاهده

 Mg II 9 553/279 .نشد مشاهده

 Mg II 10 806/279 .نشد مشاهده

 Mg II 11 271/280 .نشد مشاهده

 Mg I 12 983/277 .نشد مشاهده

214/285 213/285 Mg I 13 

 Mg I 14 .است نشده گزارش 125/821

 Ca II 15 933/317 .نشد مشاهده

359/393 366/393 Ca II 16 

816/396 847/396 Ca II 17 

653/422 673/422 Ca I 18 

995/588 995/588 Na I 19 

594/589 594/589 Na I 20 

 Na I 21 .است نشده گزارش 265/568

568/766 500/766 K I 22 

959/769 900/769 K I 23 
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 در میکلسی ، ب( nm 816/396میوج   ل در طیو  می، الف( کلسی هیرلایدر سه فاز رشد و ز یباکتر دهنده لیعناصر تشک یخطوب نشر سهیمقا .6 شکل

موج  در طول میپتاس، ث( nm 653/422موج  در طول میکلس( ت ،nm 594 /589و  nm  995/588موج در طول می،  ( سدnm 359/393 موج طول

nm 568/766 )موج  در طول میپتاس، جnm 959/769. 

عناصر فسفر، کربن، کلسیم، سدیم، پتاسیم و  نسبی شدت مقایسه

 شیده   داده نشیان  (7)در شیکل   منیزیم در فازهای مختلیف رشید  

الف( با توجه به چگالی اپتیکیی پیایین در فیاز    -7در شکل ). است

نیانومتر در   774/214میوج   رشد نمایی اول، عنصر فسفر در طیول 

زمان و رسییدن بیه فیاز رشید      گذشت بااما ؛ نشد مشاهدهاین فاز 

 2/1و فاز رشد ایستا با چگالی اپتیک  8/0نمایی با چگالی اپتیکی 

ب( -7شدت نسبی آن در ساختار باکتری افزایش یافت. در شکل )

 نانومتر در فاز رشد 768/247موج  فراوانی نسبی کربن در طول

و فاز رشد نمایی بیا چگیالی اپتیکیی     4/0نمایی با چگالی اپتیکی 

بیه بیشیترین   8/0و در فاز رشد نمیایی   یافته افزایش تدریج به 8/0

 

اما در فاز رشید ایسیتا فراوانیی آن در سیاختار     ؛ مقدار خود رسید

ث( فراوانی -7 ( تا شکل )-7باکتری کاهش پیدا کرد. در شکل )

 653/422و  816/396، 359/393هییای  مییوج کلسیییم در طییول 

در هر سه  شده دادهکه نشان  گونه هماننانومتر مقایسه شده است. 

مشخصه این عنصیر بیا افیزایش زمیان رشید و افیزایش        موج طول

است.  شده  افزودهنسبی این عنصر  برشدتچگالی اپتیکی باکتری 

میوج   ح( نیز فراوانیی سیدیم در طیول   -7ج( و شکل )-7در شکل )

اسییت. فراوانییی  شییده  دادهنییانومتر نشییان  594/589و  995/588

موج مشخصه با  ختار باکتری هم در هر دو طولعنصر سدیم در سا

افزایش زمان رشد و افزایش چگالی اپتیکی افزوده شید. در شیکل   

نییانومتر نشییان  125/821مییوج  خ( فراوانییی منیییزیم در طییول-7)
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 میوج  طیول است. شدت نسبی ایین عنصیر هیم در ایین      شده داده

 افزایش زمان رشد و درنتیجهمشخصه با افزایش چگالی اپتیکی و 

چ( و شیکل  -7اسیت. در شیکل )   یافته افزایشرسیدن با فاز ایستا 

و 959/769هیای   میوج  د( شدت نسبی عنصر پتاسیم در طول-7)

 است. این عنصیر در فیاز رشید    شده  دادهنانومتر نشان  568/766

نسیبی آن در سیاختار    برشیدت نمایی و با افزایش چگالی اپتیکی 

اسیت امیا در فیاز رشید ایسیتا فراوانیی آن در        شده افزودهباکتری 

 است. یافته  کاهشساختار باکتری 

 

 
 

  

  
 nm  در فسفر ینشر خط( الف رشد، فاز سه در یباکتر دهنده لیتشک عناصر ینشر خطوب ینسب شدت سهیمقا .7 شکل

، nm 816/396  میکلس ینشر خط( ت ،nm359/393  میکلس ی،  ( خط نشرnm  768/247 کربن ی، ب( خط نشر774/214

، خ( خط nm 594/589 میسد ینشر خط( ح ،nm 995/588 میسد ینشر خطج(  ،nm 653/422 میکلس ینشرث( خط 

 .nm 959/769 میپتاس ینشر خط( د ،nm 959/769 میپتاس ینشر خط( چ ،nm 125/821 میزیمن ینشر
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 ، nm 774/214  در فسفر ینشر خط( الف رشد، فاز سه در یباکتر دهنده لیتشک عناصر ینشر خطوب ینسب شدت سهیمقا .7 شکلادامه 

 nm  میکلس ینشر، ث( خط  nm816/396  میکلس ینشر خط( ت ،nm359/393  میکلس ی،  ( خط نشرnm  768/247 کربن یب( خط نشر

 ینشر خط( چ ،nm 125/821 میزیمن ینشر، خ( خط nm 594/589 میسد ینشر خط( ح ،nm 995/588 میسد ینشر خطج(  ، 653/422 

 .nm 959/769 میپتاس ینشر خط( د ،nm 959/769 میپتاس

باکتری در طول زمان رشد و  یابی مشخصهمطالعه فازهای رشد در 

تعیین ناخالصیی و آلیودگی در زمیان رشید دارای اهمییت اسیت.       

بییر اسییاس عناصییر  Escherichia coli BL21سییاختار بییاکتری 

آمید.    دسیت هبی  LIBSسینجی   طیف بر اساسدهنده آن و  تشکیل

دهنده این باکتری گرم منفیی شیامل کیربن،     عناصر اصلی تشکیل

 (1جیدول ) سیم و منیزیم اسیت کیه در   فسفر، کلسیم، سدیم، پتا

الف( عنصیر فسیفر در نمونیه    -6نشان داده شد. با توجه به شکل )

( مشاهده نشده ولی بیا  4/0 یکیاپتاول )فاز رشد نمایی با چگالی 

 یکیاپت چگالی با نمایی رشد فاز)شدت نسبی بیشتر در نمونه دوم 

مشاهده ( 2/1 یکیاپت چگالی با ایستا رشد فاز)و نمونه سوم ( 8/0

بازهای آلی در انتقال انیرژی   صورت بهشد. با توجه به اینکه فسفر 

 در متابولیسم باکتری و همچنین ساختار اطلاعات ژنتیکی و بیان
بیا   آمیده  دسیت  بیه این اطلاعات نقش اساسی دارد بنابراین نتیایج  

در فیاز نمیایی اتفیاق     کیه  آنافزایش رشد باکتری و تکثییر ژنیوم   

 در کیربن  نسیبی  فراوانیی ( ب-7) شیکل  دارد. در افتد مطابقت می

 توانیایی  عیدم  دهنیده  نشان که است کرده دایپ کاهش سوم نمونه

 .است جدید آلی ترکیبات تولید در باکتری

در مییورد فراوانییی  ( ث-7)ت( و -7 (، )-7هییای ) در شییکل

ح( فراوانیی سیدیم و همچنیین    -7ج( و )-7هیای )  کلسیم و شکل

خ( فراوانی منیزیم، افزایش هر سه عنصر با افزایش زمان -6شکل )

نمیک   صورت بهرشد و افزایش چگالی اپتیکی مشاهده شد. سدیم 

 اضیافه تجربیی   صیورت  بههای کشت  محیط کلراید در ترکیب اکثر

و  میکلسی  .با تجربیات قبلیی مطابقیت دارد   است و این نتایج شده 

بیا اتصیال    یبیاکتر  یرونی یب یغشا تیدر تثب ینقش اساس میزیمن

LPS دیساکار یپوپلیل یهامولکول
و  کننید  یمی  یبیاز  گریکدیبه  1

ثابت  یعناصر جزو عناصر ساختار نیکه ا دهد ینشان م جینتا نیا

 ..هستند یباکتر

 
1 LiPopolySaccharide  



 417و همکاران                                                         احمد ناصری  ،یکل ایشیاشر یباکتر رشدمختلف  یفازها یبررس یبرا یزریل ییفروشکست القا یسنج فیاز ط یریگ بهره

 بیه  نسیبت  بالاتر نسبی شدت دارای دوم نمونه در پتاسیم اما

 رشید  فیاز  در عنصیر  این دهد می نشان که است سوم و اول نمونه

 سیاختار  در تیراکم  بیشیترین  دارای 8/0 یکی یاپت چگالی با نمایی

 ایسیتایی،  فیاز  در بیاکتری  رشید  سرعت کاهش با و است باکتری

 ایین  در پتاسییم  بنیابراین ؛ است یافته کاهش باکتری در آن تراکم

. اسیت  بیوده  بیاکتری  سیریع  رشید  از شاخصیی  عنیوان  بیه  مطالعه

 وجیود  کشیت  محیط ترکیب در نمک صورت به پتاسیم که درحالی

 افیزودن  اثیر  دیگری مطالعات در است لازم بنابراین؛ است نداشته

 فیاز  زمان مدت در آن تأثیر و کشت محیط ترکیب به پتاسیم نمک

 .شود بررسی نمایی

 گیری نتیجه. 4

سینجی   گییری از طییف   بیا بهیره  در این مقالیه بیرای اولیین بیار،     

دهنیده بیاکتری میزبیان     عناصر تشیکیل فروشکست القایی لیزری 

در فازهای مختلیف رشید    Escherichia coli BL21سویه صنعتی 

که دارای چگالی اپتیکی متفاوت هستند، بررسی و مقایسیه شید.   

در  میپتاسی  م،یزیی من م،یعناصر فسفر، کیربن، کلسی   ینسب یفراوان

شدند. بیا توجیه بیه انجیام      سهیمقا گریکدیلف بارشد مخت یفازها

 ونییدیو پ دروژنیییه تییروژن،ین ژن،یدر هییوا عناصییر اکسیی شیآزمییا

 در باشید،  نمونیه  اطیراف  یهوا از یناش تواند یم کهCN  یمولکول

نتایج بیانگر تغییر در ترکیب عنصیری   .شد گذاشته کنار ها لیتحل

در فازهای مختلف رشد است کیه تیاکنون محققیان ایین      ،باکتری

متغیر مهم را که یک شاخص مهم از متابولیسم بیاکتری اسیت در   

 هیکه بر پا ها زجانداریر ییشناسا یها روش هیکلنظر نگرفته بودند. 

مرحله مشخص  کیمعمولا در  شود یآنها انجام م یساختار یاجزا

 یمشخص، برا طی، در شراو کتابخانه داده شوند یم میاز رشد تنظ

روش  توان یعنوان مثال م. بهشود یم هیته ها زجانداریاز ر یا دسته

FAME  هتروتیروف در   یهیواز  یهیا  یبیاکتر  یرا نام برد که بیرا

سیاعت رشید در سیطح آگیار،      18آگیار و بعید از    پتونیتر طیمح

بیا روش   لیی و تحل هیی و بعید از تجز  شیوند  یم یآور جمع ها یکلن

. دشیو  یمحاسیبه می   یبیاکتر  تیهو نییتع جینتا یگازکروماتوگراف

بیر   یبیاکتر  یونی و یعنصرساختار  دهد ینشان م مقاله نیا جینتا

 یا مطالعیه  چیدر هی  هیا  افتیه ی نیاساس فاز رشد متفاوت است و ا

 ها یباکتر یصیتشخ یها روش جینتا نیا طب گزارش نشده است. 

سیه  یفیاز مشیخص مقا   کیهم در  دیبا زین یونیبر اساس ساختار 

است کیه  هرگونیه    نیمطالعه، ا نیا یاز کاربردها گرید یکی. شود

بییالا بییه  اسیییدر مق و یصیینعت دیییتول ینییدهایدر فرآ یآلییودگ

خواهید بیود.    یابیقابل رد  ستمیس نیا  یاز طر گرید یها یباکتر

 حاضیر  عناصر یتمام مطالعه و یسنج فیط جینتا از که گونههمان

 رشید  نید یفرآ در یناخالصی  چگونیه یه آمد دستهب نمونه فیط در

 یهیا  روش درحیال حاضیر    در .نشید  مشاهده یاکلیاشرش یباکتر

کشت با آزمون و خطا و  طیمح یساز نهیبه ،یشناس ستیز مرسوم

 نیی ا جی. نتیا شیود  یانجام می  یتجرب یمحاسبات یها به کمک روش

مختلیف   یها یرشد در باکتر طیشرا ینیب شیبه پ تواند یمطالعه م

این مطالعه  .دینما یانیکمک شا یباکتر یبر اساس ساختار عنصر

در صیینعت  یکییاربردمهییم تحقیقییاتی و   هیسییو کیییبییر روی 

هیای   اسیت و نتیایج در صینعت فیرآورده     شیده  انجام یوتکنولوژیب

توانید باعی  تغیییر عمیده در دییدگاه       بیوتکنولوژی و دارویی میی 

سیازی تولیید فیرآورده     های بهینیه  محققین و صنعتگران در شیوه

باشد. با این روش سریع و دقی  وجود عناصر مختلف بیاکتری در  

های رشید و چگیونگی افیزایش شیدت نسیبی عناصیر مهیم         زمان

 بررسیی   قابیل باکتری در هر مرحله از سن بیاکتری   ندهده تشکیل

 .است
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