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 چـرا کـه  ايـن پـارامتر در     ،در يک فرايند کشت ميکربی تعيين غلظت بيومس از اهميت بسياری برخوردار است    
يک فرايند تخمير مورد نياز است، اندازه گيری بيومس بر مبنـای             بهينه سازی و افزايش مقياس         ،کنترل،طراحی  

ققين بوده است و ليکن اسـتفاده عملـی از آن   خواص دی الکتريک سلولی ساليان درازی است که مورد توجه مح         
تنها در ساليان اخير و پس از غلبه بر مشکلات تکنيکی آن محقق شده است، در اين روش با در نظر گرفتن سلول    

 کاپاسيتانس حاصل از القای يک ميدان الکتريکی در محيط کشت با غلظت سلولی متناسـب              ،به عنوان يک خازن   
ا ميان سلولهای زنده برقرار می شود و به همين دليل اين  روش قادر به تفکيک فازهای            اين تناسب تنه  , می گردد 

در اين مقاله استفاده از اين تکنيک در کشت يک باکتری اسپرولانت , فيزيولوژيک در يک کشت سلولی می باشد      
 ، ليتـری ۲۰نتور در طول کشت نيمه پيوسته باسيلوس تورينجنسيس در يک فرمـا        , مورد مطالعه قرار گرفته است    

ارتبـاط ميـان    , بيومس با روشهای ديگری چون دانسيته نوری، وزن خشک وشمارش سلولی نيز اندازه گيری شد              
 انتقالی و اسپرولاسيون را به صورت در جا         ،رشد: اين اندازه گيريها و کاپاسيتانس امکان تفکيک سه فاز مشخص           

نيز نشان داد که درصد توسعه اسپرولاسيون را می توان بـه  کاهش کاپاسيتانس در فاز اسپرولاسيون     , فراهم نمود 
  ,راحتی بر مبنای اين کاهش تخمين زد

 

 

  نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران 
  
  

  و صنعت ايراندانشگاه علم 
 ۱۳۸۳ آذر ماه ۳-۵

     اندازه گيری غلظت سلولی و تعيين کيفيت آن
 به صورت On-lineتوسط حسگرهای خازنی 

  مری ناوارو- ، جان*محمدحسين صراف زاده
UMR IR2B, CC23, UM2, 34095 Montpellier, France 

mhsarraf@univ-montp2.fr 
  

mailto:mhsarraf@univ-montp2.fr


IChEC9 

 
  ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸ي محور علم

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٦٨١

  مقدمه 
پس دوباره شارژ در جهت مخالف می حال اگر يک ميدان الکتريکی آلترناتيو القا شود، سلولها شارژ، دشارژ و س      

   ).۲شکل  (شوند
 

 
پلاريزاسيون سلولی تحت القای ميدان الکتريکی آلترناتيو. ۲شکل   

 
اما جابجايی يونها درون سلول و دو قطبی شدن آن به يک حداقل زمانی نياز دارد و لذا فرکانس ميدان تعيين                 

بطوريکه اگـر فرکـانس از حـدی        ). ۳شکل  (انس ميباشد   کننده ميزان پلاريزاسيون و در نتيجه ميزان کاپاسيت       
بيشتر شود، سلولها فرصت کافی جهت پلاريزاسيون پيدا نمی کنند و مشارکت آنها در کاپاسيتانس حاصـل از                   

فرکانس استفاده شده در اين تحقيق در بخش مواد و روشها ذکر خواهد   . محيط کشت به صفر کاهش می يابد      
  . شد

دسته ای مهم از ميکروارگانيسم های صنعتی را تشکيل مـی دهنـد کـه در توليـد آنتـی        باکتری های اسپورزا    
در اين مقاله اسـتفاده از تکنولـوژی     ]. ۶ و   ۱[بيوتيک ها، آنزيم ها، حلال های آلی و حشره زداها کاربرد دارند             

  .کاپاسيتانس در کشت يک نمونه از اين باکتری ها بررسی می شود

  
تاثير فرکانس در ميزان پلاريزاسيون سلولی . ۳شکل   



IChEC9 

 
  ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸ي محور علم

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٦٨٢

 مواد و روشها
  . داده شده اند۱ترکيب محيط های کشت و خوراک استفاده شده در طول کشت نيمه پيوسته در جدول 

  .  تنظيم گرديد۶,۸ مولار در ۳ محيط کشت با سود pHدر صورت لزوم 
۱جدول   

Components (g/l) Preculture  Culture Feeding 
Glucose 
Hydrolyzed casein  
Yeast extract 
Ammonium sulphate 
K2HPO4 
KH2PO4 
MgSO4, 7 H2O 
CaCl2 
MnSO4, H2O 

10 
- 
2 

1.47 
1.5 
1.5 
0.5 
0.06 
0.05 

5 
4.5 
0.5 
6 

1.4 
1.4 
0.61 

0.332 
0.006 

240 
155 
25 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

 
.استفاده شد که در لوله آزمايش تکثير يافت  (Ecautec) H14 باسيلوس تورينجنسيس از سوش   

 درجه سانتيگراد و ۳۰ ليتری بر روی يک ميز چرخان در    ۵ ميلي ليتر از محيط پيش کشت در يک ارلن           ۵۰۰
  . ساعت کشت داده شد۹به مدت 

 ۳۰تخمير در .  ليتری استريل بکار رفت۲۰ ليتر محيط کشت موجود در يک فرمانتور         ۹اين ارلن جهت تلقيح     
-پ.  درصد اشباع کنتـرل گرديـد  ۲۰سطح اکسيژن محلول در بيش از . تيگراد و بصورت بچ آغاز شددرجه سان 
از ضد کف سيليکونی جهت کنتـرل کـف        .  و فقط در طول فاز رشد با افزودن سود کنترل گرديد           ۶,۸هاش در   

 دبی ثابـت  کشت نيمه پيوسته در چهارمين ساعت کشت آغاز و تا بيست و چهارمين ساعت آن با  . استفاده شد 
در اواسط کشت نيمه پيوسته محلول غليظی از نمک های مشخـصی بـه   .  ميلی ليتر بر ساعت ادامه يافت  ۱۵۰

  .فرمانتور افزوده شد

. فرمانتور مجهز به يک سنسور نوری و يک سنسور کاپاسيتيو جهت اندازه گيری در جای غلظت بيـومس بـود                  
ه از معادله تجربی زير، بدست آمده از رقـت هـای مختلـف          پاسخ سنسور نوری خطی نمی باشد و لذا با استفاد         

  :محيط کشت، تصحيح گرديد

( )10288.0 244.3 −+= mOD
mL eODOD  

  :که در آن
ODL : Linearized optical density  

ODm : Measured optical density. 

 ۱۰ و  ۲ غلظت بيومس را از طريـق انـدازه گيـری تفـاوت کاپاسـيتانس در دو فرکـانس                 اما سنسور کاپاسيتيو    
  . دستگاه مورد استفاده را نشان می دهد۴شکل . مگاهرتز تعيين می نمود
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وزن خـشک بـا   . لاين و توسط روشـهای سـنتی نيـز انـدازه گيـری شـد      -جهت مقايسه، بيومس به صورت آف    
دانـسيته  .  ميکرن و سپس خشک کـردن آن بدسـت آمـد           ۰,۲فيلتراسيون محيط کشت روی ميکروفيلترهای      

  .  نانومتر در يک اسپکتروفتومتر تکرار شد۵۴۰ق کردن نمونه ها و اندازه گيری در نوری نيز با رقي

 
FOGALE nanotech. دستگاه مورد استفاده در انداره گيری کاپاسيتانس . ۴شکل   

 
هموسيتومتر توما جهت شمارش . اسپرولاسيون با استفاده از يک ميکروسکپ مجهز به تمايز فاز بررسی گرديد      

  .لولهای اسپر شده و اسپرهای آزاد مورد استفاده قرار گرفتکل سلولها، س

 
 نتايج و بحث 

انـدازه  .  نمايش شده انـد ۷ تا ۵نتايج حاصل از يک کشت نيمه پيوسته باسيلوس تورينجنسيس در شکل های        
لايـن وزن خـشک، شـمارش    -و همچنـين آف ) کاپاسيتانس(لاين دانسيته نوری و پرميتيويته  -گيری های آن  

اسپرولاسيون به صـورت  .  نانومتر بيانگر نحوه رشد در ترم های مختلف هستند   ۵۴۰ دانسيته نوری در     سلولی و 
درصد سلول هايی که در حال اسپر شدن هستند خواه سلول مادر آنها ليز شده و يا نشده باشد به تعـداد کـل                   

ل مادر ليـز شـده خـود    درصد اسپرهايی نيز که به طور کامل از سلو        . سلول های شمارش شده بيان شده است      
  .آزاد شده اند، جداگانه آورده شده است

 ديده می شود، پرميتيويته همچون ساير اندازه گيريها تا چهاردهمين ساعت افزايش مـی            ۵بطوريکه در شکل    
يـک محلـول نمکـی بـه     . يابد ولی پس از آن دچار کاهشی شده که در ساير اندازه گيريها مشاهده نمـی شـود      

ده رشد در اين ساعت به محيط کشت اضافه شد، چرا که اين کاهش می تواند نمايشگر ورود عنوان تقويت کنن
در واقع اسپرولاسيون شامل چندين مرحله توسعه مورفولوژيک می باشد کـه يکـی              . به فاز اسپرولاسيون باشد   

مرحلـه از  در سـومين  ]. ۱۱ و ۷[پس از ديگری مانند يک ساعت از پيش برنامه ريزی شده انجام مـی گيرنـد               
ايـن نخـستين مرحلـه    . اسپرولاسيون ممبران سلولی به طور موقت شکافته می شود تا تشکيل پری اسپر دهد        

برگشت ناپذير در اسپرولاسيون می باشد که تشخيص به موقع آن در کنترل فرمانتاسيون بسيار حائز اهميـت               
شاهده نيـست و تنهـا از مرحلـه چهـارم بـه بعـد       خصوصا آنکه اين مرحله به صورت ميکروسکپی قابل م      . است
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 ساعت با شروع اسپرولاسـيون فاصـله   ۴اسپرولاسيون، سلول در حال اسپرولاسيون قابل رؤيت است که حدود        
در اينجا نيز اين کاهش پرميتيويته با اولين موج مشاهده ميکروسکپی اسپرولاسيون در هجـدهمين         ]. ۹[دارد  

مين ساعت که پايان کـشت  ۲۴پرميتيويته مجددا شروع به افزايش ميکند تا  ). ۷شکل (ساعت همخوانی دارد    
پس از آن بيومس مطابق کليه اندازه گيريها تا پايان فرمانتاسيون شروع به کاهش می کند       . نيمه پيوسته است  

  .ولی اين بار نيز کاهش آن بر مبنای پرميتيويته بسيار قابل توجه تر است

 
يومس بر مبنای تغييرات پرميتيويته، کنداکتيويته و دانسيته نوری در کشت ناپيوسته لاين ب-پيگيری آن. ۵شکل 

 باسيلوس تورينجنسيس
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لاين بيومس بر مبنای وزن خشک و دانسيته نوری در کشت ناپيوسته باسيلوس تورينجنسيس-پيگيری آف. ۶شکل   
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ی سلولیلاين بيومس و  اسپرولاسيون بر مبنای شمارش ها-پيگيری آف. ۷شکل   

 سـاعت،  ۱۴يک فاز رشد سـريع تـا   : لذا سه فاز مشخص بر طبق منحنی تغييرات پرميتيويته قابل رؤيت است           
نکته جالب توجه ديگر در ). ۵شکل ( ساعت و در نهايت فاز اسپرولاسيون ۲۴ تا ۱۴سپس فاز رشد آهسته بين    

وری است، بطوريکه عليـرغم هـوادهی و    خصوص پرميتيويته پايدارتر بودن سيگنال آن در مقايسه با دانسيته ن          
 پيکوفـاراد بـاقی مانـده       ۰,۵همزدگی شديد و همچنين تغييرات زياد کنداکتيويته، نوسان سيگنال آن در حد             

  .است

کاهش پرميتيويته در فاز اسپرولاسيون کاملا با کاهش سلول های وژتاتيو و افزايش اسپرولاسـيون همـاهنگی        
اما . لاين درصد اسپرولاسيون بکار گرفته شود-دليل می تواند در تخمين آنو به همين ) ۷و۵شکل های  (دارد  

از اين مهمتر اينکه در صورت بکارگيری همزمان دو حسگر پرميتيويته و دانسيته نوری مـی تـوان تغييـر فـاز           
برای بيان بهتر موضوع نسبت دانـسيته نـوری بـه         . لاين تشخيص داد  -فيزيولوژيک محيط کشت را بصورت آن     

.  رسـم شـده اسـت   ۸ مجددا در شکل ۵يتيويته بر حسب پرميتيويته و با استفاده از همان داده های شکل      پرم
 ۱نسبت بين .  می باشد کشت در فاز رشد خود قرار دارد۱بطوريکه ديده می شود هنگاميکه اين نسبت حدود         

  . اسپرولاسيون خواهد بود نشاندهنده فاز۲ بيانگر يک فاز انتقالی است و در نهايت مقادير بزرگتر از ۲و

 نتيجه گيری
در ميان تکنيک های اندازه گيری بيومس تکنيک کاپاسيتانس تنها تکنيکی است که قادر به تعيين ميـزان       . ۱

   : لاين می باشد و قادر است دو ترم زير را از هم تفکيک نمايد-حيات پذيری جمعيت سلولی بصورت آن

Biomass ≠ Necromass 
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ه اندازه گيری ساده بيومس ختم نمی شود بلکه اطلاعات ذيقيمـت کمـی و کيفـی از محـيط               اين تکنيک ب  . ۲
  .کشت در اختيار می گذارد

 
لاين تغيير فاز فيزيولوژيک بر مبنای نسبت  دانسيته نوری به پرميتيويته-تشخيص آن. ۸شکل   

ولاسـيون را کـه از مباحـث پـر     کاربرد اين تکنيک در باکتری های اسپرزا می تواند نقطه واقعی شروع اسپر     . ۳
  .لاين نشان دهد-چالش بين محققين می باشد تعيين نمايد و تغيير فازهای فيزيولوژيکی را به صورت آن
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