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 : مقدمه

. آید ميختن علوم بيولوژي و شيمی در علوم مهندسی پدید میاي است که از آ رشته بيوتکنولوژي، علمی ميان     

توان گفت بيوتکنولوژي، دانش استفاده از ریز موجودات زنده، یا همان ميکروارگانيسم و محصولات  در حقيقت می

موجرودات زنرده توليرد     pathwayاي کره از   هاي ثانویه و هرر فررآورده   ها، متابوليت ها، همچون آنزیم جانبی آن

 . باشد ود، میش می

ی شناس  مانند زیست  را علومی تناور آن  هاي ریشه  کرد که شبيه  درختی  به  توان را می  بيوتکنولوژيدر حقيقت      

  ، مهندسی شيمی  ، مهندسی شيمی ، ، ایمونولوژي ، بيوشيمی ، ميکروبيولوژي ، ژنتيک مولکولی  شناسی  زیست  ویژه هب

 .دهند می  تشکيل …کامپيوتر و ، ، داروسازي انورشناسی، ج شناسی ، گياه بيوشيمی

هاي گيراهی و نيرز    هاي گذشته، کاربرد بيوتکنولوژي تنها به بيوتکنولوژي جانوران یا تکنولوژي سلول در دهه     

هاي مهندسی همچرون پيشررفت    شد، اما امروزه با پيشرفت این علم در بسياري از حوزه علم باغربانی محدود می

 . بيوتکنولوژي و بيومواد، این مرزها و حصارها پشت سر گذاشته شده است-هاي نانو آوردهدر فر

ها را در توليد محصرولات، برا اسرتفاده از     در اواسط قرن نوزدهم، لوئی پاستور کاربرد صنعتی ميکروارگانيسم     

را و مرواد مذرذي برراي    بر این اسرا  مرواد خرام بره عنروان سوبسرت      . فرآیندهاي بيولوژیکی گوناگون کشف کرد

هرا در   ميکروارگانيسرم . ها مورد استفاده قرار گرفت تا منجر به توليرد محصرولات مناسربی گرردد     ميکروارگانيسم

 . کنند شرایط عادي، حجم انبوهی از مواد شيميایی، داروئی و غذایی را توليد می

کراربرد در  : مثرال . ) باشد می بيوليچينگو  راجاستخها، کاربرد آن در  از دیگر موارد استفاده از ميکروارگانيسم    

ها در بسياري از فرآیندهاي تصفيه و  ميکروارگانيسم(. آهن با درجه خلوص پائين صنعت استخراج فلزات از سنگ

هاي نامطبوع را از فراز آبری حرذف     ها قادرند آلاینده آن. باشند هاي آلی موثر می و در حذف آلاینده 2پالائی زیست

تجزیه بيولروژیکی ترکيبرات   . شوند ، از جریان هوا جدا میمدیا فيلتربيوفيلترها، مواد آلاینده با عبور از  در. نمایند

کراربرد  . پرذیرد  هاي فعال در بستر فيلترر صرورت مری    وسيله کنسرسيومی از ميکروارگانيسم به( VOCs)آلی فرّار 

محيطی آن رشد و  اقتصادي و مسائل زیست  رفهها در بسياري از فرآیندهاي بيولوژیکی به دليل ص ميکروارگانيسم

 : توان در معادله واکنشی ساده خلاصه نمود ها را می به طور کلی، کاربرد صنعتی ميکروب. گسترش داشته است

هاي آلی به عنوان سوبسترا مواد خام و آلاینده+ ها  شده               ميکروب محصولات اصلی و جانبی خالص و تجزیه

                                                           
1
Bioremediation 

2
 Beer-Lambert 
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 زمایشگاهیمقررات آ

از آنجا که سلامتی به عنوان اصل اول قبل از شروع هر آزمایش مد نظر است، براي حفظ سلامتی و ایمنی تمرام  

 :افرادي که در آزمایشگاه مشذول کارند، توجه به نکات زیر همواره ضروري است

کيفهرا، لباسرها، کتابهراي    . يدتنها موادي را که در آزمایش آن روز به آن نياز دارید روي ميز کار خود قرار ده. 2

اسرتفاده از  . اضافی و غيره را در محل نگهداري آنها یا در زیر ميز کار خود قرار دهيد تا خرراب یرا آلروده نشروند    

 .ضروري است روپوش آزمایشگاهی براي کليه دانشجویان

، توجره بره روشرهاي ضرد     م ممکن است مشکلاتی را به همراه داشته باشدساز آنجا که استفاده از ميکروارگاني. 1

 .ضروري است ها مسعفونی کردن در استفاده و انتقال همه ميکروارگاني

چنانچره نيراز بره    . خوردن، آشاميدن، استعمال دخانيات و دست به دهان برردن در آزمایشرگاه ممنروع اسرت    . 2

 .ترک کنيد استراحت کوتاه دارید، دستهاي خود را با صابون ضد عفونی کننده بشوئيد و آزمایشگاه را

 :هنگامی که می خواهيد محيط کشت را دور بریزید به مراحل زیر توجه کنيد..2

 .لوله کشت را به سرعت در سطل پلاستيکی زیر هود بيندازید تا لوله آلوده با کسی تما  پيدا نکند. الف

قبل از اینکه . سپري کندمقدار زیادي ایزوپروپيل الکل را روي محل آلوده شده ا گروهی خود بخواهيد تااز هم. ب

بعد از چند دقيقره محرل مرورد نظرر را برا دسرتمال       . الکل را اسپري کنيد از خاموش بودن شعله مطمئن شوید

 .کاغذي خشک کنيد

 .هر دو دستهاي خود را با  صابون ضد عفونی کننده بشوئيد. ج

 .ود گزارش دهيدهرگونه بریدگی، سوختگی و یا هر جراحت دیگري را به استاد آزمایشگاه خ. 5

را برا نرام یرا حرروف اول      هرا  ي کشت تلقيح شده یا پترري دیرش  ها ماژیک روغنی روي همه لوله با استفاده از. 4

 .اطلاعات مناسب دیگري نام نویسی کنيد می که رشد می دهيد، با یک علامت یا هرسميکروارگاني
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جه به بخش آزمایشگاهی شما، به شما اختصراص  همه مواد تلقيح شده را فقط روي طبقه اي از انکوباتور که با تو

ي کشت باید در بشرهاي پلاستيکی بره صرورت عمرودي نگهرداري شروند در      ها لوله. داده شده است، قرار دهيد

 .را باید وارونه انباشته و تلقيح کرد ها حاليکه پتري دیش

 .پس از اتمام هر آزمایش کليه وسایل مورد استفاده را کاملا مرتب کنيد. 3 

 تجهیزات آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه صنعتی نوشیروانی بابل *

 توضیحات مدل نام دستگاه

GC system Agilent 7890A - 

HPLC KNAUER  آشکارسرررازUV  و ,IR سرررتون
C18 

 - HIRAYAMA, HICLAVE HV-25 اتوکلاو

 - Nikon YS100 میکروسکوپ اپتیک

 - Hermle, z 233 M-2 سانتریفیوژ

 - Hermle, z 326 K یفیوژسانتر

 - Stuart, RE 300 روتاری اواپراتور

 ParsAzma Cooled and Hot انکوباتور

Incubator 

 - IKA KS 4000 (i) & (ic) control انکوباتور شیکردار

 - نور صنعت فردو  انکوباتور شیکردار

 گراد درجه سانتی Nabertherm 2333-23 کوره

 - Elmasonic, S10 H اولتراسونیک

 - GR-200 ترازو

 - AND MA 3000 ترازو

 - Samsung,CQ 4250 مایکروویو

 - Julabo حمام آب
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 -  AREX استیرر مغناطیسی -هیتر

 - Jenway 6320D اسپکتروفتومتر

 نانومتر 215-2333بازه جذب  Unico 2100Spectrophotometer اسپکتروفتومتر

 - Binder آون

pH متر HANNA pH11 instrument - 

  Laminar Flow, JTLVC2X هود میکروبی لامینار

  Edwards پمپ خلاء

  GB Platinum پمپ خلاء

IKA هموژنایزر
@

T18 basic/ Ultra-Turrax  

  -Miniforsسوئيس Infors HT فرمانتور

  WSB/4 مقطرسـاز آب

  Gerhardt دایجستر

 

 وسایل آزمایشگاهی  برخیشناخت و کاربرد 

 :وکلاوات

کشرت   هراي  محريط کشت قبرل از اسرتفاده و    هاي محيطست که توسط آن کليه وسائل آزمایشگاهی و  يا  وسيله

این دستگاه قرادر اسرت بخرار آب اشرباع شرده را برا       . شوند  ميکروبی و غيره توسط حرارت مرطوب، استریل می

توانرد موجرب    بخرار ایجراد شرده مری    درجه سانتيگراد ایجاد نماید که این درجه حرارت در شرایط  212حرارت 

هراي شرناخته شرده مری      گ آنها شده و تقریبا باعث نابودي تمام ميکروارگانيسمها تخریب ساختمان ميکروبها و

پوند تنظيم شده اند که در ایرن فشرار بخرار آب     25اتوکلاوهاي آزمایشگاه ميکروبيولوژي اغلب روي فشار  .شود

 .رسددرجه سانتيگراد می 212دماي آن به  
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 :انکوباتور

ي هرا  محريط  .دستگاهی است که توسط آن گرماي لازم جهت رشد باکتریها بعد از مرحله کشت، فراهم می شود

را بعد از کشت دادن در درون این دستگاه قرار داده و درجه حرارت مرورد نيراز براکتري را    ( مایع و جامد)کشت 

دماي درون اطاقک . کشت در آن باقی می مانند هاي يطمحتوسط دستگاه تنظيم می کنيم و بعد تا مدت معين 

 .انکوباتور توسط یک دماسنج کنترل می شود

 :بن ماری یا حمام آب

اي است که در آن بوسيله آب محتوي آن می توان حرارت معينی را ثابت نگهداشت که درجه حررارت ترا    وسيله

تروان   از ایرن دسرتگاه مری   . ي جوش می گوینرد درجه قابل تنظيم می باشد که در این حالت به آن بن مار 233

بن مراري  . کشت هم استفاده نمود هاي محيطکشت و همچنين ذوب نمودن  هاي محيطبعنوان گرمخانه گذاري 

 .بهتر است حاوي دماسنج نيز باشد

 



نایی با ابزارآش/ایمنی در آزمایشگاه [دستور کار آزمایشگاه بیوتکنولوژی]  

 
 

 [بابل نوشیروانی صنعتی دانشگاه-بیوتکنولوژی تحقیقاتی زمایشگاهآ] 

 

8 

 

 :شعله گاز یا چراغ بونزن

زن کشرت و دهانره ورروف و    شعله آزمایشگاهی وسيله اي براي حرارت دادن و سترون کردن لوازمی ماننرد سرو  

سانتيمتر اطراف خود را اسرتریل و عراري از ميکرروب مری      25ي آزمایش و غيره و در واقع فضایی معادل ها لوله

 .نماید

 : پتری دیش یا پلیت

 هراي  محيطهستند که حاوي درب می باشند و جهت نگهداري ( یکبارمصرف)وروف شيشه اي یا پلاستيکی 

 .آن استفاده می شودکشت و کشتهاي ميکروبی از 
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 : لوله آزمایش 

وسيله اي شيشه اي و استوانه اي شکل در سایزهاي مختلف جهت نگهداري و کشت دادن ميکروب در 

 .مایع و انجام عمليات رقيق سازي و امور دیگر کاربرد دارد  هاي محيط

 : لام 

بی و رنگ آميزي روي آن انجام می یک صفحه شيشه اي نازک با سایزهاي استاندارد که عمليات گسترش ميکرو

 .گيرد
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 : لامل

صفحه شيشه اي بسيار نازک با ابعاد مختلف اسرتاندارد کره روي لام قررار مری گيررد و برراي مطالعره لام زیرر         

 .ميکروسکوپ از لامل استفاده می شود

 :هود

آنهرا حراوي    عضری از اي متحرک و داراي هواکش و سيستم روشنایی کره ب  اي اتاقک مانند با حفاظ شيشه وسيله

هاي کشرت داده شرده،    جهت استریل کردن هواي داخل آن در هنگام کار با عوامل ميکروبی و محيط UV لامپ

 .باشند می

 

 :ترازوی آزمایشگاهی

ترازوهراي برا دقرت برالا      .در آزمایشگاه می باشد/. 3332و /. 332و /.  32و/. 2وسيله اي براي توزین با دقتهاي  

اسيت باید از جریان هوا دور نگه داشته شده و در یک جاي مسطح و محکم قرار داده شوند و بعلت ورافت و حس

 .جاي آن حتما باید تراز باشد
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 :سوزن کشت یا آنس

 .محيط کشت وسيله اي با نوک تيز یا حلقوي براي برداشتن نمونه ميکروبی و کشت آن برروي 

 :تجهیزات آزمایشگاه میکروبیولوژیابزار و سایر 

اي، جعبه  لوله جارَک یا  ، ترمومتر، پيست،(ولتاسپا)، قاشقک  بشر، ارلن، استوانه مدرج، سوآپيکاتور، دس

، کپسول اي نگهدارنده سيلين، قيف بوخنر، وروف شيشه بورت، وروف پنی، ، وروف رنگ آميزيهاي اوليه کمک

 ...و نشانی آتش

  روش استفاده ازمیکروسکوپ( نایکون مدلCH-2) 

 انتقال میکروسکوپطریقه  -1

 

. بازوي ميکروسکوپ را با یک دست گرفته و با دست دیگر پایه را نگه دارید

هنگام استفاده از ميکروسکوپ دقت کنيد، زیرا دستگاه گران قيمتی بوده و 

قبل از اینکه دستگاه را به برق متصل   .دلار است 1533ارزش  آن بيش از 

ت پایره ميکروسرکوپ بچرخانيرد    کنيد، پيچ تنظيم ولتاژ را به سرمت راسر  

حررال دسررتگاه را برره برررق بزنيررد و بررا اسررتفاده از دکمرره      (. 2شررکل )

خاموش که در جلروي ميکروسرکوپ قررار دارد آن را روشرن کنيرد      /روشن

اطمينان حاصل کنيد که سيم برق ميکروسکوپ روي ميرز کرار   (. 1شکل )

پريچ  . ر کنرد شما قرار دارد و آویزان نيست زیرا ممکن است به پاي شما گي

 .تنظيم کنيد 23تنظيم ولتاژ را روي 
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 ی چشمیها تنظیم عدسی -2

براي تنظيم . از نوع دوربين دار هستند و این بدین معنی است که دو عدسی چشمی دارند ها این ميکروسکوپ

را با بستن یک چشم خود و حرکت آهسته سر خرود   ها ي خود و عدسیها آنها، ابتدا فاصله مشخص بين چشم

سر خود را ثابت و چشمان (. اینچ 2تقریبا )سمت عدسی تا زمانی که دید واضحی داشته باشيد ایجاد کنيد  به

را به تدریج افزایش  ها اکنون چشم دیگر خود را باز نموده و فاصله بين عدسی. خود را در یک سطح نگه دارید

در فاصله درست شما باید یک ناحيه دیرد   .دهيد تا زمانی که فاصله آنها برابر با فاصله بين دو چشم شما شود

 .واضح داشته باشيد

 قرار دادن اسلاید -3

اسلاید را رو به بالا روي صفحه بگذارید به گونه اي که نمونه در وسط صفحه، جایيکه نور از آن می گرذرد قررار   

د اسرلاید را از نقطره اي بره    اکنون می توانير . بازوهاي نگهدارنده اسلاید قرار دهيد( نه زیر)اسلاید را ميان . گيرد

نقطه دیگر با استفاده از دو پيچ کنترل که در زیر صفحه در سمت راست ميکروسرکوپ واقرع شرده انرد حرکرت      

 .دهيد

 تنظیم نور -4

هنگرام  . ولتاژ را با چرخاندن پيچ کنترل که در سمت راست انتهایی پایه ميکروسکوپ قرار دارد تنظيم کنيد. الف

ي کمتر نور کمتري ها براي بزرگنمایی. تنظيم کنيد 23یا  2نور  را روي ( برابر2333)یمرسون استفاده از روغن ا

 .مورد نياز است

ميزان نور ورودي از ميان عدسی را با استفاده از اهرم دیافراگرم که در زیر صفحه در جلوي ميکروسکوپ قرار . ب

.  افراگرم برراي داشرتن کنتراسرت واضرح ضروریسرت     تنظيم نور با استفاده از  اهرم دیر . گرفته است تنظيم کنيد
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 [بابل نوشیروانی صنعتی دانشگاه-بیوتکنولوژی تحقیقاتی زمایشگاهآ] 

 

13 

به سمت چرپ شرما   )،  اهرم دیافراگرم را باید روي حالت کاملا باز (برابر2333)هنگام استفاده از روغن ایمرسون 

به )برابر،   اهرم دیافراگرم باید تقریبا بسته باشد  233ي کمتر مانند ها براي قدرت. تنظيم کرد( براي حداکثر نور

 (.ست شما براي حداقل نورسمت را

بایرد بره   ( پيچی که زیر صفحه در سمت چپ ميکروسکوپ قرار گرفتره اسرت  )تنظيم کننده ارتفاع عدسی . ج

 .گونه اي تنظيم شود که همواره عدسی به سمت بالا باشد

  2 شکل

 ی مختلفها بدست آوردن بزرگنمایی -5  

ترا  23ي متفاوت بوده و  ميزان بزرگنمایی عدسی چشرمی  ها لنز با اندازه 1بزرگنمایی نهایی نتيجه استفاده از 

لنزهراي کوچرک برا خرط زرد     . ي شيئی بالایی روي صفحه و بالاي لام قرار دارنرد ها عدسی. برابر است  233
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برابر و لنزهاي سفيد برا روغرن ایمرسرون بزرگنمرایی      23برابر، لنزهاي با خط آبی بزرگنمایی  23بزرگنمایی 

 . برابر دارند 233

 تنظیم لنزها از بزرگ نمایی کوچک به بزرگ -6  

 233بزرگنمرایی کلری   )برابر را بچرخانيد تا در جاي خود قفل شرود   23عدسی شيئی زرد با بزرگنمایی . الف

 (.برابر

 .دکمه بزرگ را چرخانده تا متوقف شود. ب 

چرخانيد تا زمانی که نمونره  ي چشمی نگاه کنيد و دکمه بزرگ را به آرامی بسمت خود بها از ميان عدسی. ج 

 (.پيچ بزرگتر)در فاصله کانونی قرار گيرد 

با استفاده از پيچ کوچک نمونه را در فاصله کانونی دقيق قرار دهيد و نور را براي داشتن کنتراست بهينه با . د 

 .استفاده از اهرم دیافراگم تنظيم کنيد

بزرگنمرایی  )برابر را بچرخانيرد   23ئی آبی با بزرگنمایی چنانچه نياز به بزرگنمایی بيشتر دارید، عدسی شي. ه 

 .به گونه اي که نمونه همواره در فاصله کانونی باشد( برابر 233کلی 

برابر را  23عدسی شيئی آبی با بزرگنمایی( برابر یا روغن ایمرسون 2333)براي داشتن بيشترین بزرگنمایی . و

اکنرون عدسری شريئی    . روغن ایمرسون را روي اسرلاید بریزیرد   به آرامی از جاي خود بگردانيد و یک قطره از

 .مجددا نمونه باید در فاصله کانونی باقی بماند. سفيد را در جاي مورد نظر قرار دهيد

 تمیز کردن میکروسکوپ -7
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لنزهاي چشمی و شيئی خارجی را قبل و بعد از هر آزمرایش فقرط برا دسرتمال مخصروص لنرز پراک کنيرد         

قبل از آنکه ميکروسرکوپ را در جراي خرود قررار     (. ممکن است لنزها را خط بيندازد دستمال کاغذي خشن)

 .را از روي لنز روغن ایمرسون را پاک کنيد ها دهيد همه روغن

 علت استفاده از روغن ایمرسون -8

 بنابراین هنگامی که نرور از . معمولا هنگامی که امواج نوري از یک محيط به محيط دیگر می روند می شکنند

هنگامی که مداد در یرک ليروان آب قررار    ) اسلاید شيشه اي عبور می کند امواج نوري همانند مداد خم شده 

همچنرين اگرر از بزرگنمرایی بيشرتر     . ميکروسکوپ این شگستگی را بزرگ مری کنرد  . می شکنند(  می گيرد

 . استفاده شود، نور بيشتري لازم است

نابراین محيطی همگن بين اسلاید و لنزهاي شيئی ایجاد مری  روغن ایمرسون همانند شيشه عمل می کند ، ب

امواج نوري از ميان اسلاید شيشه اي به روغن که همانند شيشه عمل می کند رفته و نهایتا بره لنزهراي   . کند

به عبارت دیگر روغن . شيشه اي می رسند بدون اینکه هيچگونه پراکندگی یا انحراف در تصویر به وجود آید

 .را جمع می کند و مانع از اثرات شکنندگی نور می شود ایمرسون نور

روغن ایمرسونی که در ميکروسکوپ استفاده می شود اثر بازتابشی همانند شيشه دارد بدین معنی که از نظر 

در شکل زیر روغن ایمرسون با قطره چکانی که با هوا پرر شرده، نشران    . اپتيکی همانند شيشه عمل می کند

 .می باشد 51/2است در حالی که این شاخص براي روغن  2بازتابش هوا  شاخص. داده شده است
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Figure 2: Using Immersion Oil to Create an Optically Homogeneous Light Path 

 آشنایی با اسپکتروفتومتر 

ي کره  هرا  آزمرایش جهرت خوانردن نترایج    طيف سنج یک دستگاه آزمایشگاهی اوليه است کره   اسپکتروفتومتر یا

این دستگاه ميزان جذب یا عبور طول موجهراي   (.2شکل ) می رود کاربهستند  End pointاز نوع کنش آنها وا

از یک محلول را اندازه گيري مری نمایرد بيشرترین کراربرد آن در آزمایشرگاه در      ( نور)مشخصی از انرژي تابشی 

 .استبيوشيمی  بخش

توسرط  شده جذب نور ميزان آزمایشگاهی، براندازه گيري اسا  کار اسپکتروفتومتر همانند بسيار از دستگاههاي 

با غلظت ماده حل شرده در  متناسب  (OD)ميزان جذب نور 1لامبرت-طبق قانون بير رنگی است که محلولیک 

 . استمحلول 

 :لامبرت زمانی صادق است که-قانون بير

 نور منتشر شده بر روي ماده مورد نظر تک رنگ باشد -2

 باید در محدوده خطی باشد غلظت ماده حل شده-1

 

اسررپکتروفتومترهاي مرئرری و فرررابنفش رایجترررین، نرروع آنهررا در مراکررز تشخيصرری و آزمایشررگاهی اسررت       

اسپکتروفتومترها بر اسا  تعداد پرتوهاي نوري که به آشکارساز دستگاه مری رسرد بره دو نروع ترک پرترویی و       

ي محلرول و بلانرگ وجرود دارد در دسرتگاههاي دو     در نوع تک پرتویی یک جایگاه برا.دوپرتویی تقسيم ميشوند

پرتوتابش شده بطور خودکار مجزا شده و ازمحلول بلانک و نمونره همزمران    .پرتویی دو جایگاه منظور شده است

 .عبور می کند این دستگاهها بسيار حسا  می باشند

         

                                                           
2
 Beer-Lambert 
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 2شکل 

  

 : (4شکل ) مختلف یک اسپکتروفتومتر هایقسمت

 (Light Source)ر منبع نور2

 (Monochromator)تک رنگ سازر 1

 (Focusing Device)یا متمرکز کننده پرتو ر شکاف عبور2

 (Cuvet)ت یا محل قرار دادن نمونه ور کو2

 (Detector)یا آشکار ساز تکتور در 5

 (Display device)ر صفحه نمایشگر 4

 

 منبع نور : 

نانومتر مينمایند استفاده می شود براي توليد  233-223ل موجاز لامپهاي تنگستنی که توليد نور با طو“معمولا

استفاده می ( نانومتر133-253با طول موج )ي هيدروژنی یا دوتریومی  ها از از لامپ“ پرتوهاي فرابنفش غالبا

 . پایدارترند وطول عمر بيشتري دارند“ ي دوتریومی معمولاها شود لامپ

 

 تک رنگ ساز  : 

“ مخلوط را به پرتوهاي تک رنگ تجزیه می کند این عمل در اسکپتوفتومتر معمولااین قسمت دستگاه، نور 

 .انجام می گيرد  (Grating)توسط منشور یا سيستم گریتينگ
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 شکاف عبور یا متمرکز کننده پرتو  : 

ي کوچک می باشد که فقط به طيف رنگی با طول موج مورد نظر اجازه عبور می ها آئينه ،ها ترکيبی از عدسی

ميزان منوکروماتيک بودن نور تابيده . هند هر قدر عرض شکاف نور کمتر باشد کيفيت پرتوها بهتر خواهد بودد

2 به کووت بسيار مهم می باشد که باشده 
 SBW   پهناي باند طيف برحسب نانومتر مشخص می شود هرچقدر

ينگ و پهناي شکاف عبور نور کوچکتر باشد کيفيت دستگاه بهتر خواهد بود که بستگی به نوع گریت SBWعدد 

-2نانومتر و براي دستگاههاي تحقيقاتی  3ي آزمایشگاهی ها براي اسپکتروفتومتر SBWبهترین . دارد

 .نانومتر می باشد3/2

 

  کووت یا محل قرار دادن نمونه : 

در  ي شفافی هستند  که محلول موردآزمایش  در آن ریخته شده و در جایگاه خاص خود کهها کووتها محفظه

کووتها با توجه به نوع مصرف جنس، شکل و حجم متفاوتی . مسير نور تکرنگ تعبيه شده است قرار می گيرد

نانومتر از  213براي محلولهاي اسيدي و قليایی از کووتهاي مخصوص شيشه اي و براي طول موجهاي زیر . دارند

 .لوله کوارتز یا پلاستيک استفاده می شود

 

 یا آشکار ساز  دتکتور:  

 . به انرژي الکتریکی تبدیل و آن را تقویت می کند( عبور کرده از محلول را)نورانی دتکتور یا آشکار ساز انرژي 

 :آشکار سازها معمولا به سه گروه تقسيم می شوند

 حرارتی  -2فتوشيميایی      -1فتوالکتریکی    -2

 .نهاستآفتوسل و فتوتيوب از جمله . کتروفتومتر از آشکار سازهاي فتوالکتریکی استفاده می شودپدر اس

 

  صفحه نمایشگر : 

ي بدست آمده از یک آشکار ساز بوسيله یک دستگاه بازخوانی مانند یک گالوانومتر یا اسلوسکپ نشان ها داده

انواع مختلف نمایشگر در اشکال عقربه اي، دیجيتالی و کامپيوتري در اسپکتروفتومترها وجود  .داده می شود

 .دارد

                                                           
3
  Spectral Band Width 
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 2ل شک

 

 اسپکتروفتومتردستگاه کار با طریقه 

دقيقه صبر می کنيم تا به اصطلاح دستگاه  25الی  23پس اتصال به برق  دستگاه را روشن می کنيم حدود   -2

 .(Warm-up) گرم شود

 .طول موج مورد نظر را انتخاب می کنيم -1

 .کنيمبا استفاده بلانک دستگاه را صفر می -2

 .ترتيب به کووت منتقل نموده و جذب آن را می خوانيم آزمایش و نمونه به استاندارد -2

 .بدست می آوریم را با یک سري محاسبه غلظت نمونه -5

 



 کنترل کیفیت مواد غذایی [دستور کار آزمایشگاه بیوتکنولوژی]
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 جلسه دوم 

4روش تهیه منحنی استاندارد  -
DNS 

 

گلوکز . در علم تذذیه اندازه گيري ترکيبات غذایی از جمله ميزان قند موجود در ماده غذایی حائز اهميت است

دي نيتروساليسيليک ) DNSمعرف . استفاده می شود DNSبراي سنجش آن از معرف  قند مونومري است که

 . ي مونومر بکار می رودها براي اندازه گيري قند( اسيد 

واکنش داده و  5ترکيب آروماتيکی است که با قندهاي احيا شونده(  DNS)دي نيترو ساليسيليک اسيد  -5و2

آمين -2در این واکنش گروه . ی دهدنيترو ساليسيليک اسيد م 5-آمينو -2تشکيل  2NH یک گروه  جایگزین

هنيترات NOO (5شکل) نانومتر جذب می کند 523شود و این ترکيب نور را به شدت در طول موج  می. 

 

                                          

قندهاي احيا شونده . به هر قندي که در محلول بازي تشکيل آلدئيد یا کتون دهد قند احيا شونده گفته می شود

 .گلوکز، فروکتوز، گليسرآلدئيد، لاکتوز، آربينوز و مالتوز: عبارتند از

 

 :DNS روش آماده سازی معرف

. مولار حل کنيد 1ليتر محلول سود  ميلی 133را در  دي نيترو ساليسيليک اسيد  -2و5گرم ماده  23مقدار  .الف

محلول . ميلی ليتر آب مقطر به حجم برسانيد 133گرم سود را با  24نرمال مقدار  1براي ساختن محلول سود 

                                                           
4
3,5-Dinitro salicylic acid 

5
Reducing sugar 

  

 
3-Amino-5-nitrosalicylic 

acid 
 3,5-dinitrosalicylic acid 

  5شکل  
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DNS مخلوط  خوبی را روي همزن  مذناطيسی قرار داده همزن را روشن کنيد تا محلول همراه با گرم شدن به

 . شود

OHOHKNaC)پتاسيم -گرم تارتارات مضاعف سدیم 233محلولی جداگانه از  .ب 2644 ميلی ليتر  533در  (.4

 . آب مقطر تهيه کنيد و همانند مرحله قبل آن را حرارت داده و خوب مخلوط کنيد

 . ول به یک ليتر برسدبيفزایيد تا حجم محل DNSمحلول نمک گرم  را به آرامی  و همرا ه با همزدن به 

 

 : DNSبرای رسم منحنی استاندارد  مواد مورد نیاز

 گرم گلوکز 1محلول 

 DNSمعرف 

 آب مقطر

 لوله آزمایش

 دستگاه اسپکتروفوتومتر

 

 :روش ساخت محلول استاندارد گلوکز

هتر است این ب. ليتر گلوکز حاصل شود/ گرم 1گرم گلوکز را در یک ليتر آب مقطر حل کنيد تا محلول  1محلول 

 . محلول را از روز قبل تهيه کنيد تا محلول کاملا پایداري حاصل شود

 

 :روش انجام آزمایش

 :ها را مطابق جدول زیر پر کنيد لوله. لوله آزمایش آماده کنيد 4

غلظت محلول گلوکز میلی گرم در  (میلی لیتر) آب مقطر  (میلی لیتر) محلول گلوکز  لوله آزمایش شماره

 لیتر

1 2 2 222 

2  1  3 422 

3 2 3 622 

4 2 4 822 

5 5 5 1222 
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Glocuse Standard Curve
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مخلوط  DNSميلی ليتر محلول 2ميلی ليتر برداشته و با  2نمونه از محلول گلوکز، از هر نمونه  4پس از تهيه 

ود و سپس دقيقه قرار دهيد تا واکنش انجام ش 25ي آزمایش در داخل آب در حال جوش به مدت ها لوله. کنيد

 .آنها را در آب یخ بگذارید

ميلی ليتر  23ميلی ليتر آب بيفزائيد تا حجم کل محلول به  3، به هرنمونه  ها براي خواندن ميزان جذب محلول 

با استفاده از . نانومتر تنظيم کنيد 523دستگاه اسپکتروفوتومتر را روشن کرده و طول موج دستگاه را در . برسد

ذب نور را روي صفر تنظيم کنيد و سپس  مقداري از هر نمونه را داخل سل نمونه شاهد ميزان ج

 . نمونه را خوانده و مقدار آنها را یادداشت کنيد 5جذب . اسپکتروفوتومتر بریزید

 (4شکل) در شکل زیر. غلظت محلول گلوکز را برحسب مقدار جذب خوانده شده از اسپکتروفوتومتر رسم کنيد

 . عنوان مثال رسم گردیده است به  DNSاندارد اي از منحنی است نمونه

 

 

 4شکل

 :نکته

  براي آنکه واکنش بين گلوکز و معرفDNS بهتر انجام شود باید بعد از مخلوط کردن آنها را حرارت دهيم. 

  براي متوقف کردن واکنش بين گلوکز و معرفDNS باید آنرا در آب یخ قرار می دهيم. 
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 موجود در بیسکوئیتگیری قند  اندازه: جلسه سوم

 (ها کربوهیدرات)و متابولیسم مواد قندی  ها آشنایی با واکنش

 :کربوهیدراتها 

هاي زیستی هستند که از نظر شيميایی آنها  لکولویکی از انواع م( قندي مواد هيدراتهاي کربن یا) ها کربوهيدرات

تک )یا بصورت تک واحدي هستند  ها تکربوهيدرا. دانند را پلی هيدروکسی آلدئيد یا پلی هيدروکسی کتون می

هستند که به ترتيب دو قندي  ها و یا بصورت دیمر، تریمر و یا پليمرهایی از این واحد( هاقندي یا مونو ساکارید

یک مونوساکارید یا قند ساده، آلدئيد یا کتونی . ناميده می شوند( یا پلی ساکارید) و چند قندي (یا دي ساکارید)

. ي ساده همراه با حذف آب بدست می آیندها ي پيچيده از اتصال قندها قند. هيدروکسيل است با حداقل دو گروه

 . می شوند هي آلدئيدي بصورت آلدوزها طبقه بندي می شوند و آنهایی که عامل کتونی دارند کتوز خواندها قند

 : ها سوخت و ساز کربوهیدرات

 .هوازي دارد( متابوليسم)دو طریق سوخت و ساز به گلوگز تبدیل می شوند و گلوکز به ها کربوهيدرات

 :متابولیسم هوازی گلوکز 

اسيد پيرویک . بدین صورت که ابتدا ملکول گلوکز می شکند و دو ملکول اسيد پيرویک ایجاد می کند

ترکيب می شود و استيل  Aمشتق استيل با کوآنزیم . دکربوکسيله می شود و به مشتق استيل تبدیل می شود

ي پياپی ها وارد چرخه کرپس می شود و طی یک سري واکنش Aاستيل کوآنزیم . را ایجاد می کند A کو آنزیم

 . تبدیل می شود CO2به آب، انرژي و 

 :متابولیسم بی هوازی 

مثلا ورزشکاري که فعاليت . زمانی که بدن در شرایط اضطراري قرار می گيرد متابوليسم بی هوازي رخ می دهد

قادر به تأمين کل انرژي مورد نياز خود از طریق هوازي نيست، قسمتی از انرژي خود را از  سنگين انجام می دهد

طریق بی هوازي تأمين می کند یا در شرایطی که فرد در حالت خفگی قرار می گيرد بدن از طریق متابوليسم 

سيد پيروویک بدین صورت که ملکول گلوکز می شکند و دو ملکول ا. بی هوازي سعی در حفظ حيات می کند

 . ایجاد می کند، هر ملکول اسيد پيروویک احيا می شود و اسيد لاکتيک ایجاد می کند
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بنابر . ، متابوليسم بی هوازي استعلت اینکه اسيد لاکتيک باعث گرفتگی ماهيچه یا خستگی ورزشکاران می شود

و در شرایط هوازي از متابوليسم  (آدنوزین تري فسفات )  ATPاین در شرایط بی هوازي از متابوليسم گلوکز دو 

هدر ی هوازي باعث البته ممکن است تصور کنيد متابوليسم ب. انرژي آزاد می شود ATPگلوکز سی و هشت 

، در صورتی که اسيد لاکتيک جمع شده در ماهيچه با جریان خون به کبد می رود و مجددا انرژي می شود رفتن

 . ی سازدتبدیل به گليکوژن می شود و دوباره قند م

کربوهيدراتهاي ساده که در چيپس، کلوچه و نان سفيد وجود دارند به . ساختار تمام کربوهيدراتها یکسان نيست

و نان جو و سایر حبوبات وجود  ها و سبزي ها ي مرکب که در ميوهها سادگی هضم می شوند اما کربوهيدرات

 . دارند به سرعت هضم نشده و درصد سوخت آنها پایين است

 :وکز گل

گلوکز یک قند . به هر قندي که در محلول بازي تشکيل آلدئيد یا کتون دهد، قند احيا شونده گفته می شود

یک پنتاهيدروکسی  گلوکز یا قند خون به دکستروز موسوم است،. آلدئيدي و در نتيجه یک قند احيا شونده است

و  ها گلوکز بصورت طبيعی در بسياري از ميوه. هگزانال بوده، از این رو در خانواده آلدوزهگزوزها جاي دارد

  .درصد در خون انسان وجود دارد 2/3درصد تا  33/3گياهان و همچنين با غلظتی در گستره 

 :منابع گلوکز 

گلوکز که در طبيعت به حالت آزاد و یا در ترکيب یافت می شود، نه تنها متداولترین قند است  بلکه فراوانترین 

فروکتوز در غلظتهاي قابل ملاحظه در  –Dاین قند، همراه با . ت نيز محسوب می شودترکيب شيميایی طبيع

 .ي شيرین و در عسل وجود داردها انگور، انجير و سایر ميوه

همچنين گلوکز بزرگترین جزء ساختمانی . واحدهاي گلوکز تشکيل شده اند تماما از سلولز، نشاسته و گليکوژن،

 .ساکاروز و بسياري از گليکوزیدها را تشکيل می دهد بسياري از اليگوساریدها بویژه

گلوکز . توسط یک اسيد معدنی رقيق تهيه کرد را می توان به روش تجاري از هيدروليز نشاسته ذرت، گلوکز 

 . مربا، الکل و کمپوت سازي مورد استفاده واقع می شود در حد زیادي در کارخانجات شيرینی، تجاري حاصله،

 ؛ی گلوکزها واکنش
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 : ها اثر اسید

 مونوساکاریدها در اسيدهاي معدنی رقيق و گرم پایدارند،اما تحت اثر اسيدهاي غليظ مانند اسيد سولفوریک،

 . ساختمان خود را از دست داده، توليد ماده حلقوي به نام فورفورال و مشتقات آن می کنند

فورفورال هيدروکسی متيل -5ه می شود، به به عنوان مثال زمانی که گلوکز در اسيد کلریدریک قوي حرارت داد

متراکم می شوند و ترکيبات رنگی بوجود    می آورند که از آنها  ها ها در مجاورت فنل فورفورال. تبدیل می شود

 .  ها استفاده می شود در رنگ سنجی قند

 :اثر بازها 

ي رقيق ها می گردد، ولی قليایی ها قندمانند سود یا پتا ، باعث پليمري شدن و یا تجزیه  ها محلول غليظ قليایی

 .باعث توتومري قندها و تبدیل آنها به یکدیگر می شوند

 ها بدین ترتيب، فروکتوز و گلوکز و مانوز در محيط قليایی رقيق می توانند به یکدیگر تبدیل شوند و این تبدیل 

 . است ناميده می شوند، همراه ها با تشکيل شکلهاي حد واسط انولی، که ان دیول

 :مورد نیاز و ابزار مواد 

 بيسکوئيت

 DNSمعرف 

 اسيد کلریدریک رقيق

 مولار 5محلول سود 

 فنل فتالئين

 ميلی ليتري 153ميلی ليتري و   53ن ژوژه بال

 بشر

 ترازو
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 لوله آزمایش

 دستگاه اسپکتروفوتومتر

 :روش کار

ميلی ليتر  233بيسکوئيت را در . نمائيد ، آن را کاملا خرد(گرم 1-2حدود )اي از بيسکوئيت را وزن کرده  تکه -

روي بشر را با یک شيشه . حل کرده و مگنتی را داخل بشر بيندازید( درصد 2/3)اسيد کلریدریک رقيق 

 .ساعت بپوشانيد  و آن را روي هيتر قرار دهيد

ول دقيقه صبر کنيد تا بيسکوئيت همراه با همزدن و حرارت کاملا در اسيد حل شده و محل 13حدود   -

 .یکنواختی حاصل شود

مولار تيتر کنيد تا رنگ  5سپس به این محلول چند قطره فنل فتالئين بيفزائيد و آن را با محلول سود   -

 .صورتی حاصل شود

ميلی ليتر از این محلول را برداشته و مجددا  1. ميلی ليتري به حجم برسانيد 153محلول را در بالن ژوژه   -

 . به حجم برسانيد ميلی ليتري 53در بالن ژوژه 

 2در لوله آزمایش دیگري . به آن بيفزائيد DNSميلی ليتر  2ميلی ليتر بردارید و  2اکنون از این محلول  -

 . بریزید و آن را به عنوان شاهد استفاده کنيد DNSميلی ليتر  2ميلی ليتر آب مقطر و 

قه بجوشانيد و سپس آنها را در آب یخ دقي 25نمونه اصلی و نمونه شاهد را در آب جوش قرار داده و به مدت  -

 .قرار دهيد

ميلی ليتر آب مقطر اضافه کنيد و جذب آنها را در اسپکتروفوتومتر در طول موج  3ها  به هر کدام از نمونه  -

 .نانو متر بخوانيد 523

گزارش  اید و ضریب رقت، قند موجود در بيسکوئيت را با توجه به منحنی استانداردي که قبلا به دست آورده  -

 . کنيد

ضریب رقت   
جرم بيسکوئيت 
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غلظت خوانده شده از منحنی استاندارد    =   غلظت واقعی         ضریب رقت 

 :نکته 

  براي حل کردن بيسکوئيت از اسيد رقيق استفاده می کنيم زیرا معرفDNS  براي اندازه گيري قندهاي

ي قند موجود در بيسکوئيت از اسيد استفاده ها نتيجه براي شکسته شدن شاخهمونومر استفاده می شود در 

 .کرده و براي خنثی کردن اسيد آنرا با سود تيتر می کنيم

  علت رقيق سازي آن است که دستگاه اسپکتروفوتومتر قادر به خواندن ضریب جذب محلولهاي غليظ نمی

 . باشد
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 های غذایی خاکستر در فرآورده اندازه گیری میزان: جلسه چهارم

اکثر آنها موجب تسریع . ي متابوليک نقش دارندها مواد معدنی با ساختاري ساده، در بسياري از فعاليت

و حيوانات می  ها بدن انسان يها و دستگاه ها ، ماهيچهها ي شيميایی بدن و موجب تنظيم و کنترل بافتها فعاليت

ان بافت استخوانی ما شرکت دارند و یا آهن در ساختمان بافت خون نقش مثلا کلسيم و فسفر در ساختم. شوند

نقش داشته و بطور  ها یا ساختمان آنزیم ها همچنين عناصر معدنی در ترشحات مایعات بدن مثل هورمون .دارد

مواد  هر ماده غذایی با هر منبعی که باشد داراي مقادیر متذيري از .حفظ و نگهداري تعادل بدن موثرند کلی در

اگر مواد غذایی منبع گياهی داشته باشد، گياه مواد معدنی را از خاک دریافت کرده و در ساقه و  .معدنی می باشد

برگ خود ذخيره می کند ميزان ذخيره مواد غذایی در گياه بستگی به عوامل مختلفی دارد از جمله خاک منطقه 

عناصر معدنی غنی تر باشد ميزان ذخيره سازي این هر چه خاک منطقه از . اي که گياه در آن رشد کرده است

اگر ماده غذایی منبع حيوانی داشته باشد این عناصر توسط حيوان در زمان حيات . عناصر در گياهان بيشتر است

ي مختلف نيز ها ذخيره می شود که این ذخيره سازي مواد معدنی در بافت ها از محيط دریافت شده و در بافت

 . مقدار کلسيم موجود در استخوان خيلی بيشتر از ميزان آن در قسمتهاي دیگر می باشدمتفاوت است مثلا 

 : دسته بندی مواد معدنی

 .منيزیم، پتاسيم، سدیم و سولفور کلر، فسفر، کلسيم،: مواد معدنی اصلی

 .غيرهسلنيم، فلوراید، مس، منگنز و  روي، آهن، ید،: مواد معدنی اثر گذار 

 .طبيعی و متعادل باشند ها ی گوناگون مورد نياز است تا فعاليتماده معدن 43در بدن 

 :کلسیم

. در بين مواد معدنی کلسيم جایگاه ویژه اي دارد زیرا بيشترین ماده معدنی که در بدن ما وجود دارد کلسيم است

هم می کلسيم و فسفر همراه . ي یک فرد بالغ حدود نود تا صد و چهل گرم کلسيم وجود داردها در استخوان

 .عنصر را در ساختمان استخوانها نشان می دهد دوباشند و این امر نقش اصلی این 

 :خاکستر 

بوده که جداسازي هر کدام از آنها روش خاص خود را  ي مختلفی در درون خودها هر ماده غذایی داراي فاکتور

 .مواد معدنی یکی از این فاکتورها می باشند. دارد
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باید کل مواد در دماي بالا سوزانده شوند که در اثر این کار تمامی  ها از دیگر فاکتور براي جداسازي مواد معدنی

سوزانده شده و فقط مواد معدنی باقی می مانند که ( غيرهچربی و  فيبرخام، ،از جمله مواد پروتئينی)مواد آلی 

 .مجموع آنها خاکستر خام ناميده می شود

با توجه به محتواي معدنی مواد . در بدن به صورت خاکستر می باشد بقایاي تمام مواد غذایی پس از هضم شدن

به عنوان مثال، پتاسيم، . غذایی اوليه، این بقایاي خاکستر می توانند به صورت خنثی، اسيدي و یا بازي باشند

 کلسيم، منيزیم، سدیم، روي، نقره، مس و آهن، خاکستر بازي و سولفور، فسفر، کلر و ید خاکستر اسيدي به

 . وجود می آورند

 : مورد نیازو ابزار مواد 

 بيسکوئيت

 بوته چينی

 آون

 ترازو

 کوره حرارتی

 دسيکاتور

 (انبرک)پنس 

 :روش آزمایش

بوته چينی را در داخل آون قرار . درجه سانتيگراد برسد 233آون حرارتی را روشن کنيد تا دماي آن به حدود 

 .ه و در داخل دسيکاتور قرار دهيد تا خنک شودپس از چند دقيقه آن را با گيره برداشت. دهيد

را در ( گرم 5/3-2) مقداري بيسکوئيت . سپس بوته چينی را به دقت وزن نموده و وزن آن را یادداشت نمائيد 

درجه  433کوره را روشن کنيد تا دماي آن به حدود . داخل بوته ریخته و وزن آن را نيز یادداشت کنيد

 . ا روي شعله آتش بسوزانيد و سپس آن را در داخل بوته قرار دهيدنمونه ر. سانتيگراد برسد
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در صورتی که . بوته حاوي نمونه را داخل کوره بگذارید و تا زمان سفيد شدن نمونه حرارت را ادامه دهيد

محتویات درون بوته به رنگ سفيد درنيامد، چند قطره آب مقطر به آن اضافه کرده و مجددا در کوره قرار دهيد 

 . درآید( خاکستر)ا به رنگ سفيد ت

بوته حاوي خاکستر را به . بوته چينی را توسط گيره از کوره خارج کرده و در دسيکاتور قرار دهيد تا خنک شود

 . دقت وزن کنيد و آن را یادداشت نمائيد

  :درصد خاکستر موجود در نمونه با استفاده از رابطه زیر حاصل می شود

2: درصد خاکستر بر حسب گرم 1( )
[ ] 100

M M

A


 

=وزن بوته خالی
1M 

=وزن بوته همراه با خاکستر نمونه
2M 

 A=وزن نمونه اوليه
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 ها میکروارگانیسممایع و جامد  کشت محیطتهیه : جلسه پنجم 

 می طراحی ها سلول یا مسميکروارگاني رشد به کمک منظور به که است جامدي یا مایع حيطم کشت، محيط

 می ميکروب نياز مورد يها ویتامين و ضروري عناصر و مشخص و نيتروژن کربن منبع حاوي ها محيط این. شود

 .کرد تهيه جامد و مایع صورت دو به توان می آزمایش نوع با را متناسب کشت محيطهاي .باشد

 :مایع کشت محیط  -1

 ميکروارگانيسم نوع با متناسب و نيامده در جامد صورت به خود ترکيب در آگار نداشتن علت به مایع محيطهاي

 قرار استفاده مورد دیگر وروف یا و مایر ارلن ،آزمایش يها لوله در را آنها توان می نظر ي موردها آزمایش و

4براث "محيط کشت این به رود، می کار به باشد ي زیادباکتر تعداد که مواردي دراین محيط .داد
 .گویند می  "

 :جامد کشت محیط -2

 و ها ميکروارگانيسم با متناسب و بوده جامد صورت به خود ترکيب در آگار بودن دارا علت به جامد محيطهاي

 از همچنين. داد قرار دهاستفا مورد دیگر وروف یا و پتري وروف لوله در را آنها توان می نظر مورد يها آزمایش

 یا و اگار یا ژلاتين خود جنس از است ممکن ژلاتينی قسمت و است شده جامد تشکيل و ژلاتينی قسمت دو

 .دهد می شکل کشت محيط به که باشد می دریایی قرمز از جلبک اي عصاره اگار واقع در و باشد سيليکاژن

توان به چند  نيز می  دارندهزبا مواد یا غذائی مواد بودن ادار و شيميایی ترکيب نظر از را کشت محيطهاي انواع 

 :دسته تقسيم بندي کرد 

 : 7انتخابی کشت محیط -1

 مواد بودن دارا علت به و روند می بکار ها ميکروارگانيسم از اي دسته یا یک کردن جدا براي ها محيط این

 مطلوب يها باکتري رشد براي ها محيط این ندکن می جلوگيري ناخواسته يها ميکروارگانيسم رشد از بازدارنده،

 آنتی به ارگانيسم یک اگر مثال براي. یابند می رشد نظر مورد يها باکتري تنها ها محيط این در. اند شده بهينه

 اضافه کشت محيط به را بيوتيک آنتی این ميتوان باشد مقاوم یا تتراسيکلين سيلين آمپی مثل خاصی بيوتيک

 .بود نخواهند رشد به قادر بيوتيک آنتی به این حسا  يها سلول سایر تصور این در نمود،

                                                           
6
 Broth 

7
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 :  8کننده غنی کشت محیطهای -2

 بوده کم غذائی نمونه در جستجو مورد ميکروارگانيسم تعداد که روند می کار به مواردي در معمولا محيطها این

 با محيطها این.است مواجه اشکال با آن کردن جدا دیگر مهاي ميکروارگانی زیاد وجود pH مواد و علت به یا و

 گوشت محيط ميکند، مانند فراهم را نظر مورد ميکروارگانيسم براي رشد امکان نظرغذائی از خود خاص ترکيب

 رشد براي نياز مورد پيچيده غذایی نيازهاي شامل محيط این. استافيلوکوکو  اورئو  کردن جدا براي پخته

  .باشد می ارگانيسمميکرو

 :عمومی یا کامل کشت حیطم -3

 رشد براي لازم مواد کليه حاوي ها محيط این و( nb)براث  نوترینت یا( na) آگار نوترینت کشت محيط مانند

 .اند ميکروبی ضد مواد فاقد و هستند ها باکتري

 :اختصاصی کشت محیط -4

 می جلوگيري دیگر هايباکتری رشد از و کنند رشد توانند می خاص يها باکتري یکسري فقط محيط این در

 .شود

 :انتقالی کشت محیط -5

 از تا ميکشد طول مدتی که اي نمونه در موجود يها ارگانيسم ميکرو از مقداري رفتن ازبين از جلوگيري براي

 رود می بکار برسد آزمایشگاه به نمونه گرفتن محل

Agar   : 

 :است شده ساخته جزء دو از که است ساکاریدي پلی یک آگار

 2ز آگار 

 23آگاروپکتين 

 :است  شده تشکيل گالاکتوز ال آلفا هيدرو ان 4 و2 و گالاکتوز دي بتا از که است خطی يساکارید پلی آگارز
                                                           
8
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9
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Beta-D-galactose   +    3-6 anhydro-alpha-L-galactose    =    agarose 

 

 از برخی در که تفاوت این با است آگارز مانند آگاروپکتين واحدهاي. است اسيدي پليمر یک آگاروپکتين

 .است شده جایگزین اسيد پيرویک و متيل گروههاي سولفات، جایگاهها

 در آگارز. آید می در شل حالت به درجه 25-23دماي  در و ژل فرم به سانتيگراد درجه 23-23دماي  در آگار

 ترکيبات سایر با و شود می استفاده کشت يها محيط کردن جامد براي آگار. دارد نقش آگار ژل در حالت ایجاد

 .دهد نمی واکنش غيره و ها بازدارنده ،ها معرف ،ها پيگمان قند، ،ها پروتئين پپتون، گوشت، عصاره مانند موجود

 به آگار از استفاده به قادر ها ارگانيسم اینها بر علاوه. دهد نمی رنگ یا ساختار تذيير نيز اتوکلاو از پس حتی

 .نيستند انرژي منبع عنوان

 :میکروارگانیسممایع  کشت محیط سازی آماده

 رشد براي  .کنند می رشد آن در ها ميکروارگانيسم که است جامدي یا مایع محيط کشت، محيط

 براي براث یا مایع کشت محيط تهيه براي. دارد وجود متفاوتی يها کشت محيط متعدد يها ميکروارگانيسم

 .کرد استفاده ها رشد ميکروارگانيسم براي وريوضر لازم ترکيبات باید از ها ميکروارگانيسم

 ليتر آب ميلی 233 ازاي به : نیاز مورد مواد

  g/l23   مقدار به گلوکز  -2

  g/l  5/2مقدار  به مخمر پودر -1

2- K2HPO4  به مقدارg/l 5/3 

2- NH4Cl  به مقدارg/l 5/3 

 روي .کنيم می اضافه آب ليتر ميلی 233 حاوي ارلن هب و کرده توزین ترازو از استفاده با را نياز مورد مواد ابتدا

 قرار اتوکلاو داخل را آن کشت محيط کردن استریل براي و پوشانيم می فویل و پنبه با را کشت ورف محيط

استریل  min 13به مدت  psia 25فشار  در گراد سانتی درجه 212 دماي با اتوکلاو در کشت محيط. دهيم می

 .می شود
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 : رگانیسممیکروا تلقیح

 محيط وارد نظر مورد ميکروارگانيسم از غير ارگانيسمی ميکرو تا گيرد می صورت شعله کنار در تلقيح عمل

 شعله کنار در .کنيم می تميز اتانول به آغشته پنبه با را کار محل اطراف محيط بيشتر دقت براي. دکشت نشو

درجه  23را دماي  کشت محيط سپس. کنيم یم کشت محيط وارد را نظر مورد ميکروارگانيسم از قطره چند

 . کنند رشد مناسب کشت محيط و دما در ها ميکروارگانيسم تا دهيم می گراد قرار سانتی

قرار دهيم تا محيط کشت  22شيکربه  مجهز انکيباتور درون را ميکروارگانيسم حاوي کشت محيط است بهتر

 .همواره یکنواخت شود

 :  (آگار)جامد تهیه محیط کشت  

 : لازم مواد

 گرم 2/3: پپتون

 گرم 5/3: گلوکز

 گرم 15/2: آگار 

 ليتر ميلی 53 : مقطر آب

 داده قرار ارلن در مگنت عدد یک .ریزیم می مقطر آب ليتر ميلی 53 حاوي ارلن دراخل را گلوکز و پپتون ابتدا

 دست یک محلول یک تا کنيم می اضافه ارلن به کم کم را آگار و (همگن محلول یک ایجاد زدن و هم براي)

 فویل و پنبه با را ارلن درب سپس .شود ایجاد شفاف محلول تا گذاریم می روي هيتر را ارلن سپس و شود ایجاد

 الکل و پنبه با را دیش پتري آگار کشت محيط شدن استریل در مدت .دهيم می قرار اتوکلاو در و پوشانيم می

 اتوکلاو، از محلول آوردن بيرون از بعد. شود دور گونه آلودگی هر از تا کنيم می عفونی ضد لامينار هود زیر در

 کمی شود، تشکيل دیش پتري در محلول نازکی از فيلم تا. کنيم می پخش دیش پتري در شعله حضور در را آن

 و گردانيم می بر را آن و می گذاریم را دیش پتري درب شدن جامد از پس .شود جامد محيط تا کنيم می صبر

 . کنيم می منتقل چالیخ به
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 : بر روی محیط کشت آگار تلقیح میکروارگانیسم

 :روش کار

 محيط وارد نظر مورد ميکروارگانيسم از غير ارگانيسمی ميکرو تا گيرد می صورت شعله کنار در تلقيح عمل -

  .می کنيم تميز اتانول به آغشته پنبه با را کار محل اطراف محيط بيشتر دقت براي. کشت نشود

یا لوله حاوي محيط کشت استوک را با یک دست گرفته و با دست دیگر لوپ را بر روي شعله داغ  ورف -

 .ميکنيم

و لوپ را با آگار تما  ( الف-3شکل )را برداشته ( استوک)پس از سرخ شدن لوپ، درب محيط کشت اصلی  -

 (.ب– 3شکل )می دهيم تا خنک شود 

 (.ب-3شکل )محيط کشت اصلی را ميگذاریم  با لوپ قسمت اندکی از آگار برمی داریم و درب -

بر روي محيط کشت تازه می کشيم و  ج نشان داده شده-3در کنار شعله لوپ را به صورتی که در شکل  -

 .سپس درب آن را می بندیم

 .با استفاده از شعله لوپ را مجددا استریل می کنيم -

 . ليت یادداشت می کنيمنام خود، اسم ميکروارگانيسم و تاریخ تلقيح را بر روي بدنه پ -

 3شکل 
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 ؛اندازه گیری دانسیته نوری و وزن خشک سلول: جلسه ششم 

 : مواد مورد نیاز

 شش لوله آزمایش

 محيط کشت تلقيح شده 

 دستگاه اسپکتروفوتومتر

 ميکرون 25/3فيلتر 

نمونه از محيط  5ابتدا . کنيم براي تعيين ميزان رشد سلولی از دستگاهی به نام اسپکتروفوتومتر استفاده می

ي مختلف و یک نمونه آب مقطر به عنوان شاهد تهيه می کنيم و با استفاده از دستگاه  ها کشت با رقت

  .اسپکتروفوتومتر ميزان دانسيته نوري را براي هر محلول ميخوانيم

 ضریب جذب نوری آب مقطر نمونه سلولی

1 
 CC

 4 
CC

  

2 
 CC

 3 
CC

  

3 
 CC

 2 
CC

  

4 
 CC

 1 
CC

  

5 
 CC

 0 
CC

  

براي این منظور فيلتر را در یک .  روش دیگر براي تعيين ميزان رشد سلولی تعيين وزن خشک سلول می باشد

سپس آن را . دقيقه در آون قرار می دهيم تا رطوبت آن از بين رود 23شيشه ي ساعت قرار می دهيم و به مدت 

مقداري از محلول کشت داده شده را ( تلقيح شده محيط کشت)از ارلن محتوي نمونه . به دقت توزین می کنيم

ساعت و خشک شدن وزن سلول را با  1از فيلتر عبور داده و فيلتر را درون آون قرار می دهيم تا بعد از گذشت 

  .وریمآ ترازوي دیجيتالی بدست می

 ...........=وزن سلول خشک ......  .........=وزن فيلتر بعد از خشک کردن ......................    =   وزن اوليه فيلتر

 

 وزن خشک سلولی    =    وزن فيلتر خشک    -وزن فيلتر و سلول بعد از خشک کردن  
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 ها شمارش باکتری: تمفجلسه ه

 :روش کار 

گرذاري   شرماره   4ترا   2ها را از  لوله. را استریل کنيد آب مقطرليتر  ميلی 2ي آزمایش دربسته حاوي  عدد لوله 4

خواهيرد   کره مری   E.coli ي اوليه سوسپانسريون براکتري   از نمونه .اي قرار دهيد به ترتيب درون جا لوله کنيد و

منتقرل   2ي  ي شماره به لوله( کنار شعله یا زیر هود)ليتر در شرایط استریل  هاي آن را بشمارید یک ميلی باکتري

ليتر از  ميلی 2 سپس. لاً یک نواخت گرددشما کام 2-23 ي اول را خوب مخلوط کنيد تا رقت محتواي لوله. کنيد

 .ي بعررررررررردي منتقرررررررررل کنيرررررررررد  آن را در شررررررررررایط اسرررررررررتریل بررررررررره لولررررررررره 

ميلری   2از آخررین لولره    .به دست آیرد  4-23 هاي بعدي تکرار کنيد تا رقت ي قبل را به ترتيب براي لوله مرحله

در شکل زیرر همرين رونرد را    . اشندب سوسپانسيونميلی ليتر2 حاوي ها را بيرون ریخته تا تمام لوله آزمایش ليتر

 .تر شدن سوسپانسيون اوليه است ي رقيق دهنده شود نشان تر می رنگ هر چه رنگ کم. کنيد مشاهده می

. براي هر رقت یک پليت استریل مشخص می کنيم. را تهيه کردیم ، نوبت به کشت آنها می رسد ها ال که رقتح

 . ي مربوط به آن رقت می ریزیمها به داخل پليتبرداشته و   ميلی ليتر 2 از هر لوله مقدار

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3شکل 
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 ها میکروارگانیسم  کردن رنگ بر ای مقدمه: هشتمجلسه 

 :بحث

 :شود بررسی زیر روشهاي از یکی با است ممکن باکتریایی مورفولوژي و ساختار

 رنگ بدون و زنده يها ارگانيسم مشاهده با 

 شده رنگ مرده و شده تثبيت يها ارگانيسم مشاهده با  

 دارند معلقند آن در که براث کشت محيط با کمی تفاوت نتيجه در رنگند بی تقریبا ها باکتري اینکه به توجه با

 می قادر را ما ها ارگانيسم ميکرو کردن رنگ .است مشکل هستند رنگ بی که حالی در آنها بنابراین، مشاهده

 :تا سازد

 دهيم انجام محيطی مينهز و ارگانيسم بين بهتري مقایسه. 

 (.غيره و گرم هاي واکنش آرایش، شکل، روي از)شود  ایجاد تفاوت مختلف هاي مورفولوژي ميان 

 کنيم مشاهده را مختلف ساختارهاي.  

 صورت این غير در. کنيد تثبيت اسلاید روي را باکتري چگونه بدانيد باید شما باکتري کردن رنگ از قبل

 پروتئين کردن تثبيت و هوا با کردن خشک مرسوم روش. شوند می شسته شدن، حين رنگ در ها ارگانيسم

 گرما .شوند می تثبيت گازي چراغ يها شعه ميان از خشک عبور هواي با ها ارگانيسم. است گرما با سلولی

 .گردد می اسلاید به چسبيدن باکتري موجب و کرده لخته را ها ارگانيسم يها پروتئين

 ؛گرما هوسیل به تثبیت روند

 :باشد شده گرفته آگار محيط یک از کشت محيط اگر  -2

 اسلاید یک روي چکان قطره تما  با را آب قطره نيم است موجود شما ابزار در که چکان قطره یک کمک به 

 .قرار دهيد تميز

  هقطر با را آن مرتبه چندین و کنيد جدا ضدعفونی شرایط در آگار سطح از را کشت محيط از کمی مقدار 

 .شود کدر تا قرار دهيد تما  در آب

 نمی شما باشد، زیاد آب به شده اضافه کشت محيط مقدار اگر)بسوزانيد  لوپ روي از را باکتري باقيمانده 

 (.کنيد مشاهده را مشخص شده ي رنگها باکتري توانيد
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  ودش حاصل نازکی فيلم تا کنيد پهن اسلاید سطح روي را سوسپانسيون لوپ، از استفاده با. 

 شود خشک کاملا هوا معرض در نازک سوسپانسيون این تا دهيد اجازه 

  حرارت اثر در تا دهيد عبور شعله ميان از مرتبه 2یا  2 (است بالا به رو فيلم سمت که حالی در)را  اسلاید 

 رنگ يها باکتري مورد در و ببرد بين از را ارگانيسم است ممکن زیاد حرارت که دقت کنيد .شود ثابت فيلم

 اما شود، گرم کافی مقدار به باید اسلاید. برسند نظر به منفی گرممثبت،  گرم يها باکتري است ممکن شده،

 .داشت نگه دست با را آن نتوان که اي اندازه به نه

 

 :شود گرفته براث کشت محيط از ارگانيسم اگر  -1

 1  (نکنيد استفاده آب از )دهيد قرار تميز اسلاید یک روي ضدعفونی شرایط در را کشت محيط از لوپ 2یا. 

 آید وجود به نازکی لایه تا کنيد پهن اسلاید روي را سوسپانسيون لوپ از استفاده با. 

 شود خشک کاملا هوا معرض در نازک سوسپانسيون این تا دهيد اجازه. 

 حرارت اثر در تا دهيد عبور شعله ميان از مرتبه 2 یا 2 (است بالا به رو فيلم سمت که حالی در) را اسلاید 

 .شود ثابت فيلم

 

 رنگها شيميائی و فيزیکی طبيعت مورد در نکاتی دانستن کنند، می عمل چگونه رنگها اینکه از بهتر درک براي

 از که است ترکيبی نمک)است  رنگی یونها از یکی آنها در که هستند نمکهایی عموما رنگها.  بود خواهد موثر

 است بلو متيلن کلراید نمک واقع در بلو متيلن رنگ مثال، براي (.است شکيل شدهمنفی ت و مثبت باردار یونهاي

 .گردد می تفکيک است رنگ بی که کلراید منفی یون است و آبی رنگ که بلو متيلن مثبت یون به آب در که

 مثبت یون در رنگی ماده رنگدار قسمت اگر .کرد بندي تقسيم اسيدي و بازي گروه دو به توان می را رنگها

 قسمت چنانچه (.سافرانين بلوري، بنفش بلو، متيلن :مثالها )شود  می ناميده بازي مثال بالا، رنگ همانند بماند،

 و قرمزکنگو نيگروزین،  :مثالها)شود  می ناميده اسيدي منفی باشد، رنگ بار با یون در رنگی ماده رنگدار

 (.فوشين

 خنثی، تقریبا pHبا  محيطی در رشد هنگام باکتریائی ايسلوله همه سيتوپلاسم شيميائی، طبيعت دليل به

 با دارد مثبت بار که رنگی ماده رنگدار قسمت بازي، رنگ یک از استفاده هنگام بنابراین،. دارد منفی بار اندکی

 ارگانيسم و (کنند می جذب را یکدیگر ناهمنام بارهاي)  شود ترکيب می منفی بار با باکتریائی سيتوپلاسم
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 از. کند می عمل متفاوت اي گونه به اش طبيعت شيميائی به توجه با اسيدي رنگ یک .شود می رنگی امستقيم

شد  نخواهد ترکيب منفی بار باکتریائی با سيتوپلاسم با است منفی یون در رنگی ماده رنگدار قسمت که آنجا

 ارگانيسم شود می جبمو که دهد می تشکيل ارگانيسم اطراف در رسوبی عوض، در (.همنام بارهاي دفع)

 آميزي رنگ نوع این شود، می دیده مستقيم غير صورت به ارگانيسم که آنجا از .برسد نظر به رنگ بی خودش

 .رود می کار به ها باکتري آرایش و شکل اندازه، از تري دقيق دید براي و شود می ناميده منفی غيرمستقيم یا

 بازی رنگ از استفاده با مستقیم آمیزی رنگ 

 و شود می ترکيب منفی بار با باکتري با دارد مثبت بار که رنگی ماده رنگدار قسمت مستقيم، آميزي رنگ رد

 .گردند می آميزي رنگ مستقيما ها ارگانيسم

 : ها مسارگانی

 )لتو  ميکروکوکو  یا( استافيلوکوکی آرایش با کوکسی)اپيدرميدیس  استرپتوکوکی از خالص کشت محيط

 باسيلو ) اروژنس انتروباکتر یا (کوچک باسيلو ) کولی اشریشيا و (چهارتایی یا رسيناسا آرایش با کوکی

 (.کوچک

 کار روش

 :کنيد  تثبيت گرما با را اروژنس انتروباکتر یا کولی اشریشيا لکه یک زیر روش به

  دهيد قرار تميز اسلاید یک روي را آب کوچک قطره یک چکان قطره وسيله به. 

  کدر تا دهيد تما  قطره با را آن بار چندین و کرده جدا آگار از را محيط کمی مقدار ضدعفونی شرایط در 

 .شود

  قادر باشيد کرده اضافه آب به را زیاد بسيار کشت محيط اگر) بسوزانيد لوپ روي از را باکتري باقيمانده 

 .(کنيد را مشاهده باکتري بود نخواهيد

 درآید نازک لایه یک صورت به تا کنيد پخش داسلای کل روي را سوسپانسيون لوپ وسيله به. 

  شود خشک هوا کمک به کاملا نازک سوسپانسيون این تا دهيد اجازه. 

 فيلم حرارت اثر در تا دهيد عبور شعله ميان از مرتبه 2یا  2است بالا به رو فيلم سمت که حالی در)را  اسلاید 

 .شود ثابت
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 دقيقه 1 مدت به بگذارید و بپوشانيد سافرانين وسيله به کاملا ار فيلم روي و دهيد قرار سينی روي را اسلاید 

 .بماند باقی

 سافرانين آرامی به شستشو سينی وسيله به. بگيرید سينی روي گوشه یک از را آن و گرفته را اسلاید انتهاي 

 .بشویيد نيز را اند آمده وجود به اسلاید زیر در که ییها لکه همچنين .بشویيد روي اسلاید از را اضافی

 

12گرم آمیزی رنگ
 

 :بحث

 کردن رنگ روش، این .است باکتریولوژي در کردن رنگ براي استفاده مورد روش ترین مهم گرم کردن رنگ

 با که ییها باکتري .شود می قائل تفاوت منفی گرم و مثبت گرم باکتري بين زیرا شود می نيز ناميده تشخيصی

 شوند می رنگ صورتی، رنگ به که آنهایی و مثبت گرم شوند می رنگ رنگ ارغوانی، به گرم آميزي رنگ روش

 گروه دو سادگی به اما ندارد الکتریکی بار به ربطی و منفی مثبت عناوین .شوند می ناميده منفی گرم

 در اساسی تفاوتهاي دليل به منفی گرم و مثبت گرم يها باکتري .کند می مشخص را خاص مورفولوژیکی

 باکتري شکل و اندازه باکتریایی سلولی دیواره .می شوند آميزي رنگ متفاوتی طور به شانسلولي دیواره ساختار

 موجب که باکتریایی سلولی در دیواره رفته کار به مواد .شود می اسمتيک رفتن بين از مانع و کند می تعيين را

 گرم باکتري سلولی هدیوار الکترونی، ميکروسکوپ برداري تصویر در .است پپتيدوگليکان شود می آن سختی

نانومتر به نظر می رسد که متشکل از چندین لایه  13-13ضخامت  با و متراکمی پهن دیواره مثبت

 مثبت گرم سلولی باکتري دیواره درصد 23 تا 43 شيميائی نظر از .است پيوسته هم به پپتيدوگليکانی

 .اسيدها هستند تيکوئيکمثبت  گرم باکتري سلولی دیواره در تابيده هم در بافتهاي. است پپتيدوگليکان

 ها فسفات گليسرول، از پليمري از متشکل اند، یافته توسعه سلولی دیواره اطراف و ميان از که 22ها اسيدتيکوئيک 

 خارجی سطح(. 22اسيدليپوتيکوئيک )دارند  نيز ليپيدي اتصال یک آنها از برخی. هستند الکلی ریبيتول قند و

 .است متفاوت باکتري جنس و گونه با که است پر شده ییپروتئينها با پتيدوگليکان

 غشا یک با و است شده تشکيل لایه پتيدوگليکان 1-2فقط  از منفی گرم باکتري سلولی دیواره دیگر، طرف از

 درصد دیواره 23- 13فقط  .ستها پروتئين و ليپوپروتئين ساکارید، ليپوپلی فسفوليپيدها، متشکل از خارجی

                                                           
12

 Gram Staining 
13

 Teichoic acid 
14

 Lipoteichoic acid 
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 اند، گرفته قرار خارجی غشا داخلی لایه در عمدتا فسفوليپيدها. پتيدوگليکان است منفی رمگ باکتري سلولی

 بيرونی لایه در که ساکاریدها ليپوپلی. نمایند می پتيدوگليکان متصل به را خارجی غشا ليپوپروتئينها اینکه مثل

 یک و گرفته جاي غشا در و شود ناميده می Aليپيد  که شده تشکيل چربی بخش از دارند، قرار خارجی غشا

 پروتئينهایی همچنين حاوي خارجی غشا .است یافته توسعه باکتریایی سطح در خارجی ساکاریدي پلی بخش

 .است متفاوت باکتري گونه و نوع با که است

 : است  زیر مرحله چهار شامل کردن رنگ یندآفر

 گرم باکتري هم و مثبت گرم باکتري مه. شود می رنگ بازي بلوري بنفش رنگ توسط باکتري ابتدا در  -2

 .رسند می نظر به ارغوانی مرحله این از پس و شوند رنگ می مستقيما منفی

 ید کمپلکس تشکيل با رنگ که شود می موجب امر این .شوند می فرآوري گرم ید محلول با باکتریها سپس  -1

 .بماند باقی بهتر بلوري نامحلول، بنفش -

 تمایز ایجاد جهت مرحله این .شود می اضافه آن به است، استون و الکل اتيل از یمخلوط که گرم رنگبر -2

 منفی گرم باکتري درحاليکه ماند می باقی بلوري بنفش -ید کمپلکس صورت به مثبت گرم باکتري .است

 .شود می رنگ بی

 به مثبت گرم باکتري که آنجا از  .شود می استفاده  )بازي رنگ یک همچنين (سافرانين رنگ ضد از نهایتا -2

 است، رنگ بی اکنون که منفی گرم باکتري .گيرد نمی قرار رنگ ضد تاثير تحت است، درآمده ارغوانی رنگ

 به صورتی منفی گرم باکتریهاي و ارغوانی مثبت گرم باکتریهاي بنابراین، .شود می رنگی سافرانين با مستقيما

 .رسند می نظر

 ید و بلوري بنفش مثبت گرم باکتریهاي در که شود می تصور ،گرم آميزي گرن مورد در موجود تئوري اسا  بر

  .کند می رسوب سلول بيرون در رنگی مولکول این که آورند وجود به را بزرگتري مولکول تا می شوند ترکيب

 مابين فضاي بنابراین شود، می اي لایه چند پپتيدوگليکان شدن دهيدراته استون موجب و الکل مخلوط سپس

 حبس سلول داخل را ید-بلوري بنفش کمپلکس سلولی که دیواره شود می موجب و یافته کاهش ها مولکول

 بيرونی غشا که کند می عمل چربی حلال به عنوان استون و الکل مخلوط منفی، گرم باکتریهاي مورد در .کند

 پپتيدوگليکان که لاسمیسيتوپ خرابی غشا موجب است ممکن همچنين و کند می حل خود در را سلولی دیواره
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 خود در را ید-بنفش بلوري کمپلکس که نيست قادر پپتيدوگليکان وریف و منفرد لایه  .شود است متصل آن به

 .شود می رنگ بی سلول نتيجه در و دارد نگه

 نيست مهمی خيلی پدیده (ید-بلوري بنفش کمپلکس نگهداشتن توانایی) بودن مثبت گرم که است ذکر به لازم

 به مثبت گرم ارگانيسم یک که شوند موجب توانند می که دارند وجود متعددي عوامل  .توجه است قابل اما

 :شود  رنگ منفی گرم صورت

 و الکل با زدایی رنگ هنگام دمایی، تثبيت هنگام در حد از بيش دادن حرارت : رفته کار به تکنيک و روش -2

 بنفش کمپلکس مثبت گرم باکتري یک که شود موجب تواند می مراحل بين در آب با زیاد شستشوي حتی

 .بدهد دست از را ید-بلوري

 کمپلکس نباشند قادر است ممکن باشد ساعت 12 از بيش عمرشان که محيطهایی : کشت محيط عمر طول -1

 .نگهدارند خود را در ید-بلوري بنفش

 ید-بلوري بنفش کمپلکس هدارينگ در بيشتري توانایی مثبت گرم باکتریهاي از بعضی : ارگانيسم خود -2

 .دارند

 .کرد تحليل دقت و احتياط با را نتایج و کرد استفاده دقيق هاي تکنيک از باید گرم آميزي رنگ در بنابراین،

 : لازم مواد

 شده تلقيح کشت محيط 

 لام 

 ویوله کریستال 

 لوگل 

 (بر رنگ)اتيليک  الکل 

 قليایی فوشين 

 ميکروسکوپ 

 ترا  دهريم  می عبور شعله روي از بار چند و کنيم می تميز خوبی به لامينار هود زیر در لاتانو با را لام یک ابتدا

 شردن  برطررف  برراي )شود  سرخ تا دهيم می قرار شعله روي را لوپ نوک سپس. شود گونه آلودگی هر از عاري



 میکروبیولوژی [دستور کار آزمایشگاه بیوتکنولوژی]

 

 [بابل نوشیروانی صنعتی دانشگاه-بیوتکنولوژی تحقیقاتی زمایشگاهآ] 

 

44 

 نگره  آزاد ايهرو  در را آن مردتی  و کنريم  می پخش لام روي و برداشته را از ميکروارگانيسم لوپ یک (.آلودگی

 .شود تثبيت آن پروتئين تا دهيم می عبور شعله از بار چهار سه شدن، خشک از پس .شود خشک تا داشته

 مری  مقطر آب با ثانيه 23 از بعد ریخته لام روي را ویوله کریستال محلول از قطره چند ابتدا آميزي، رنگ براي

 می کننده تثبيت عنوان به و دار ید الکلی محلول یک که لوگول ماده سپس .(مثبت گرم براي شناسایی) شویيم

 23 مدت به بر رنگ عنوان به الکل از سپس .شویيم می مقطر آب با ثانيه 23 از و بعد ریزیم می لام روي باشد

 محلرول  از مرحلره  آخررین  در و هسرتند،  منفری  گررم  اند نگرفته که رنگ ییها باکتري .کنيم می استفاده ثانيه

 مری  قررار  ميکروسرکوپ  زیرر  را لام .دهريم  شستشو می مقطر آب با ثانيه 23 از بعد و کنيم می استفاده فوشين

 . دهيم

 صورتی هستند نگر به که ییها باکتري و مثبت گرم هستند بنفش رنگ به که ییها باکتري شود، مشاهده می

.باشند می منفی گرم
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 CODآزمایش  :جلسه نهم

 ها پساب CODو  BODای بر  مقدمه

اکسيژن ها براي تبدیل بيوشيميایی مواد آلی، که از آن به عنوان  موردنياز ميکروارگانيسم( DO)حلول اکسيژن م

آزمرایش  . گردد گزارش می (BOD5)روزه  BOD  5شود، معمولا به صورت  یاد می( BOD) بيوشيميایی موردنياز

را برا توجره بره    هرا   خانره  ز تصرفيه اتواند بازدهی فرآیند را ارزیرابی، کيفيرت جریران خروجری      میگيري آن  اندازه

هاي اعمال شده کنترل و ميزان اکسيژن محلول موردنياز برراي اکسيداسريون بيوشريميایی را بررآورد      محدودیت

فرآینرد  )ت ات و سرپس بره نيترر   یر توانرد ابتردا بره نيتر    اگر آمونياک در پسابی وجرود داشرته باشرد، مری     .نماید

ظور، اکسيژن زیادي براي اکسيداسيون آمونيراک بره نيتررات، کره بره      براي این من. تبدیل شود( نيتریفيکاسيون

NBOD25 تواند در  معروف است، مورد نياز خواهد بود که میBOD      مربوط به تجزیره مرواد آلری مداخلره کنرد .

، از طریق افرزودن مرواد شريميایی و یرا از برين برردن       BODهاي نيتریفيکاسيون در آزمایشات  بنابراین، واکنش

 CBODگيرري   معمولا آزمایش انردازه . شود ختم می( CBOD)کربنی  BODساز، به تعيين  هاي نيترات ارگانيسم

هراي   از نمونره  CBODگيرري   تنها براي مقادیر کم مواد آلی قابل قبول است، با ایرن حرال در آزمایشرات انردازه    

درصرد رخ   13  زیرادي قریرب  خطاي  BODگيري مقدار  با مقادیر بالاي مواد آلی، در اندازه تصفيه نشدهفاضلاب 

 .دهد می

COD ست از ميزان اکسيژن مورد نياز براي اکسيداسريون مرواد قابرل اکسريد     ا  یک فاضلاب یا آب آلوده عبارت

گر در محلول اسيد برراي اکسريد شريميایی     کرومات به عنوان واکنش ، ديCODدر تست  .شدن در یک ليتر آن

از لحراظ  . شود اطلاق می CODميزان اکسيژن لازم براي این منظور،  شده که بهمواد آلی نمونه آزمایش، مصرف 

تسرت   برر ( سراعت  1-5/1یعنری  ) ترر آزمرایش   دليل زمان کوتاه به CODگيري  معمولا اندازهزمان پایان آزمایش، 

BOD  شکال گوناگون اَزیر  در شکل. ارجحيت دارد، برد زمان می پنج روزکهCOD  موجود در فاضلاب به تصویر

  .ه شده استکشيد
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 nitrogenous biochemical oxygen demand 
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 :براي برخی نمونه هاي فاضلاب به قرار زیر است CODمحدوده معمول 

 

تعيرين کننرده    CODبره   BODنسربت  . مثل آمونيراک  ؛ندارند CODولی  داشته BODترکيبات معدنی معمولاً

بره  BOD حفرظ نسربت   بوده از ایرن رو  (قابل تجزیه بودن یا نبودن نمونه فاضلاب).... پذیري تخریب زیستميزان 

COD (یک به پنج )از آنجا که .باشد مهم می COD  ميزان اکسيژن مورد نياز شيميایی است از یک اکسيد کننده

اسريد  موجود در پساب با افرزودن  مواد آلی  ،در محيط اسيدي. می شود قوي مانند دي کرومات پتاسيم استفاده

یون نقره در واقرع کاتراليزور   . این مرحله را هضم اسيدي می گویند ؛شوند سولفوریک و سولفات نقره شکسته می

 .باشد واکنش هضم جهت کمک به اکسيداسيون ترکيبات دیر اکسيد شونده می

 رنج معمول نمونه

 222-422 ورودی تصفیه خانه فاضلاب شهری

 12-82 خروجی تصفیه خانه فاضلاب شهری

 222-4222 فاضلاب های صنعتی

COD کل  

COD پذیر زیست تخریب  COD پذیر نا زیست تخریب  

COD پذیر کند زیست تخریب  ریعسپذیر  تخریب  زیست  COD 

 

 معلق کلوئيدي

COD پيچيده  

VFAs VFAs کوتاه زنجير  

COD پذیر نا زیست تخریب 

 محلول

COD پذیر نا تخریب  زیست 

 معلق
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K2Cr2o7 + H+ + CxH6N → Co2 + H2o + Cr3+ + Cr6+ 

ترکيرب شرده و    -Cl برا  +Ag زیررا . موجب ایجاد مزاحمت براي عمل یون نقره می گرردد  (-Cl)حضور یون کلرور

 :، یون جيوه به محيط واکنش اضافه می شوداین مزاحمتبراي جلوگيري از . را بوجود می آورد AgClرسوب 

Ag+ + Cl- → AgCl(s)                     مزاحمت 

2 HgSO4 +2 Cl- → Hg2Cl2 + 2 NaSO4              اثر تداخل دفع 

مراده اکسريد    .ساعت انجام مری شرود   1درجه سانتيگراد به مدت  253واکنش هضم در حضور حرارت در دماي 

در صورتی . احيا می شود +Cr3است که طی اکسيداسيون مواد آلی به  +Cr6داراي ( دي کرومات پتاسيم)کننده 

احيا ) به شکل اضافه +Cr6بخشی از  ،افه شده از ميزان مواد آلی قابل اکسيد شدن بيشتر باشداض +Cr6که ميزان 

 +Cr6و کم کردن آن از ميرزان  ( از طریق تيتراسيون)باقی مانده  +Cr6با اندازه گيري ميزان . ماند باقی می( نشده

 .می باشدمصرف شده پی می بریم که معادل مواد آلی اکسيد شده +Cr6 اوليه به ميزان

 :تقطیر برگشتی

طی انجام تقطير برگشرتی برا   . شود انجام میتقطير برگشتی  تحت عنوانحرارت دادن به شکل تقطير بخصوصی 

عمل تقطير برگشتی به دو صورت براز یرا بسرته    . آید استفاده از مبرد از خروج مواد آلی فرار ممانعت به عمل می

موجرود در نمونره فاضرلاب کرم      CODدر صورتی که . گویند کس میتقطير برگشتی را رفلا. تواند انجام شود یم

معمولاً عمل تقطير با استفاده از حجم زیادتري از محلول هضم انجام  (ميلی گرم بر ليتر باشد 53کمتر از )باشد 

 . هاي کم حجم نمونه انتخابی باید زیاد باشد CODعلت آن این است که در . شود می

COD ي می شودبه دو روش اندازه گير : 

 ( Closedو  Open)تيتراسيون   -2
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-...و233-253-533)هراي   را می سازیم و از آن با غلظت KHP 500 ppmمحلول استاندارد )رنگ سنجی  -1

 .می سازیم ppm53با اختلاف (  53

دستگاه را با رنگ نارنجی کاليبره کرده تا رنگ نارنجی را جذب نکنرد سرپس محلولهراي سراخته شرده را رنرگ       

سنجی می کنيم و نتایج را به صورت نمودار ترسيم و با وارد کردن مقدار جذب نمونه مجهول به غلظت آن مری  

 .توان پی برد

 :وسایل مورد نیاز

 درجه 253یا آون با دماي  CODراکتور -2

 پت هاي مناسبپي -1

 لوله آزمایش -2

 نانومتر 433اسپکتروفتومتر با طول موج  -2

 :مواد شیمیایی مورد نیاز

 سولفات نقره +سولفوریک داسي: CODاسيد  -2

 کرومات پتاسيم دي+سولفوریک اسيد+ آب مقطر+ سولفات جيوه: محلول هاضم -1

 :روش کار

 سنجی نوری با رنگ Closed-reflux روش

سازي شده را وارد نموده و در  ليتر از نمونه رقيق ميلی 2-5حداقل ویال مخصوص انجام این آزمایش در 

دقيقره در سرانتریفيوژ برا     25پساب باشد، جامدات آن را به مدت  sCODگيري  صورتی که هدف اندازه

یرا نمونره   )نمونره  از سری   سری  5/1  در لوله آزمایش حال. نمایيم دور بر دقيقه جداسازي می 4333دور 

سری اسريد مخصروص اضرافه      سی 5/2ضم و اسی محلول ه سی 5/2ریخته و به آن را ( سانتریفيوژ شده

شود، لذا مراحل افزودن مقادیر بالا براي آن نيرز   ه عنوان نمونه شاهد استفاده میاز آب مقطر ب .کنيم می

و با فویل آلومينيومی درب ها به وسيله دستگاه ورتکس به خوبی مخلوط شده  سپس لوله. شود تکرار می
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قيقه د 213قرار داده و دستگاه را به مدت  یا آون CODدر دستگاه راکتور سرانجام . شود آن پوشانده می

هرا،   شدن تدریجی لوله با پایان یافتن زمان واکنش و خنک .دهيم قرار میدرجه سانتيگراد  253در دماي 

قاعردتا اعرداد    .شود نانومتر تنظيم نموده و اعداد جذب قرائت می 433دستگاه اسپکتروفتومتر را به روي 

برا احتسراب ضرریب    )پساب  CODجذب را در نمودار کاليبراسيون از پيش تهيه شده قرار داده و مقدار 

 .آید بدست می( سازي آن در ابتدا رقيق

 .  خطاهای این آزمایش را ذکر نماییدنهایی و  CODدر گزارش کار خود عدد جذب، مقدار 
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 جلسه دهم؛

 :پسابجامدات انواع  گیری اندازه آزمایش

جامردات از   .باشرد  هستند مری لول در فاضلاب جامدات فاضلاب شامل کليه مواد جامد که به صورت معلق یا مح

جهات مختلف حائز اهميت می باشند براي مشخص شردن چگرونگی تره نشرينی در حوضرچه هراي فاضرلاب و        

 .مشخص کردن مقدار مواد معلق خروجی تصفيه خانه ها کاربرد دارد

TS16 چیست؟  

. دهنرد  مری  نشان  TSگویند و با  "کلجامد "پساب ( TDS)محلولو  (TSS)کليه جامدات معلقمقدار به مجموع 

و ( گرراد  درجه سانتی 235تا  232)که در دماي مشخص  پليتمانده از نمونه پساب به روي  در واقع مقادیر باقی

 . کند ساعت خشک شده و حرارت دیده است، مقدار جامد کل را تعيين می 1زمان معين 

 :TSاندازه گیری 

 :مواد و ابزار مورد نياز

 اي مسطح رف شيشهپليت یا و

 پيپت

 آون

 دسيکاتور

 نمونه فاضلاب

-233اي یا پليت را ابتدا به مدت یرک سراعت در دمراي     گيري، ورف شيشه جهت کاهش هرگونه خطا در اندازه

حجرم مشخصری از نمونره    حرال،   (W1)کنريم   خشک کرده و بعد از سرد نمودن در دسيکاتور، توزین مری  235

                                                           
16

 Total Solids 
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گراد به مدت  درجه سانتی 235الی  232با استفاده از حرارت آون در دماي  فاضلاب را درون آن ریخته و سپس

مراحرل بعردي   ( W2)فرآیند خشک کرردن در دسريکاتور و تروزین مجردد     . دقيقه آن را خشک می کنيم 213

 :آید بدست می TSبا قرار دادن اعداد در رابطه مربوطه مقدار . آزمایش است

TS = W2 –W1 * 10 6 / V 

V= نه اوليهحجم نمو 

TSS چیست؟ 

. شرود  پرنج روزه گرزارش مری    BODدر کنار از جمله پارامترهاي مهم معرفی خصوصيات فيزیکی پساب بوده که 

هرا را بره وسريله فيلتراسريون       تروان آن  مری که به صورت کلوئيدي و معلق در فاضلاب وجود داشرته و   یجامدات

 . گيرند جداسازي نمود در این دسته قرار می

 TSSری اندازه گی

 .گردد گيري استفاده می براي اندازه روش فيلتراسيوناز 

  :مواد و ابزار مورد نياز

 نمونه فاضلاب

 (فيلتر بدون خاکستر) Ashless فيلتر 

 بوخنر قيف

 خلاء پمپارلن و 

 پيپت

 آب مقطر
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بعرد از  درجره خشرک کررده و     235-232ساعت در دمراي   1به مدت فيلتر را ابتدا کاغذ ، در روش فيلتراسيون

قيف بوخنر به خروبی قررار   فيلتر را در داخل سپس . ( w1  )کنيم  توزین می بلافاصله خنک نمودن در دسيکاتور

حرال برا سررهم کرردن     . کنريم  داده تا تمامی منافذ قيف پوشانده شود، براي راحتی کار از آب مقطر استفاده می

وشن نموده و حجم مشخصری از نمونره فاضرلاب را    اتصالات پمپ خلاء، ارلن خلاء، قيف و کاغذ صافی، پمپ را ر

 .دهيم تا تمامی نمونه از سطح کاغذ عبور کند کمی فيلتراسيون را ادامه می. کنيم بدین وسيله فيلتر می

سراعت قررار مری    دو ( حرداکثر )درجه سانتی گراد به مدت  235تا  232آون با دماي فيلتر را در در مرحله بعد، 

مقدار آن از رابطه زیرر  . کنيم می( w2)داخل دسيکاتور سرد و توزین سپس آن را در  .خشک شودکاملا دهيم تا 

 :آید بدست می

Tss = W2 –W1 * 10 6 / V 

V=حجم نمونه اوليه 

17VSS چیست؟ 

یرا همران    Volatile Suspended Solids. ها مشتمل برر دو نروع آلری و غيرآلری هسرتند      جامدات در پساب

کنند که در دماي بسيار برالا   ی از جامدات معلق آلی موجود در پساب فرض میجامدات معلق فرار را بخش خاص

اي نيز وجود دارند کره ساختارشران در    اگرچه ترکيبات آلی. شوند ساختار آن تخریب شده و از فاز جامد جدا می

شران   یدماي بالا دچار تخریب نشده، اما از طرف دیگر ترکيبات غيرآلی هرم وجرود دارنرد کره سراختار شريميای      

 . شوند شکسته و از فاز جامد، جدا می

  VSSگیری  اندازه

 :مواد و ابزار موردنياز

 بوته چينی
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 گراد درجه سانتی 553کوره با دماي 

، کاغرذ  TSSگيرري   بوده با این تفاوت که بعد از اتمرام انردازه   TSSگيري  کار مشابه تا قسمتی مشابه اندازه  روش

در ( (W1) که از قبل آن را هم باید خشرک، سررد و تروزین نمرود    ) بوته چينیه فيلتر را توزین نموده و به همرا

درجه بایرد صربر نمرود،     233تا خنک شدن کوره تا دماي زیر . سوزانيم دقيقه می 25به مدت  درجه 553دماي 

چرا که باز نمودن درب آن در دماي بالا منجر به ورود هوا و اکسيد شردن محفظره درونری آن گردیرده و حتری      

با جایگذاري اعرداد بره    .(W2)کنيم  سپس بوته را خنک و توزین می .سوزي شود ممکن است منجر به بروز آتش

از کسر . آید بدست میFSS (Fixed suspended solids )دست آمده در رابطه زیر مقدار مواد تثبيت شده یا 

 . ، مقدار جامدات معلق فرار بدست خواهد آمدTSSاین مقدار از 

FSS = W2 –W1 * 10 6 / V 

TSS= VSS+FSS 
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