
 

 87ا ت 72 صفحات(.................................. 1 شماره– 10)دوره  ییغذا عیدر صنا یکاربرد ی ولوژیکروبیفصلنامه م

 72 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

مقاوم به دما و غلظت  یرانیا  لیاز شل سیناونسیاستوباکتر اوک  دیجد  هیسو  یو شناسائ یجداساز

 لی سرکه شل دیتول یاتانول مناسب برا یبالا

 1یعی شف ننوشی  ،1*مآل یبهشت وانیک

 ران یفلاورجان، اصفهان، ا ،یواحد فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلام ،یست یدانشکده علوم ز ،یولوژی کروبی گروه م 1

 17/04/1403: پذیرش تاریخ       23/03/1403: تاریخ دریافت

 چکیده

. هدف از این چالش برانگیز است های مولد استیک اسید در صنعت  سرکه با استفاده از سویه های جدید باکتریانواع  اخیراً تولید  

تحقیق جداسازی و خالص سازی سویه های جدید باکتری های مولد اسید استیک با ویژگی های تحمل به دمای بالا و غلظت های  

(AAB)بالای اتانل بود. نمونه گیری از میوه شلیل انجام شد. برای جداسازی باکتری های مولد اسید استیک  
از محیط های کشت   †

در  ل این باکتری  تحم  انجام شد.  s-rDNA16کارر و فراتیور استفاده شد. تشخیص مولکولی با استفاده از پرایمرهای یونیورسال      

مختلف    برابر غلظت از  C˚38-34و دمای    2-10%   اتانولهای  این تحقیق سویه جدیدی  قرار گرفت. در  استوباکتر    مورد بررسی 
-KBMNS استوباکتر اوکیناونسیس  این باکتری بنام s-rDNA16 مولکولی طبق آنالیز شد. سازیاز شلیل ایرانی، جدا اوکیناونسیس

IAUF-1ی  توال  وs-rDNA16  بانک ژنی،  آن را در NCBI با شماره دسترسی MG544095.1 این سویه در دمای ثبت شد .  C˚38 

در اتانول   دمای بالا مقاوم بهباکتری های مولد اسید استیک  درصد داشت و به عنوان یک 2-5%و تولید اسید خوبی در اتانول  رشد

که فرمانتور مینیاتوری با استفاده از   C˚38در دمای  در محیط کشت صنعتی اقتصادی چنینرشد خوبی داشت. هم C˚38دمای و  5%

استوباکتر اولین گزارش از جداسازی و شناسایی  این مقاله     .% اسید استیک تولید کرد6 به میزان  شده بود  برای تولید سرکه طراحی
میزان   که قادر به تولیددما و اتانل بالا می باشد    به  مقاوم   AAB ه عنوان یک از شلیل ایرانی ب  KBMNS-IAUF-1   اوکیناونسیس

کاندیدای بسیار خوبی برای تولید نوع جدیدی از سرکه، سرکه  همچنین این سویه  .اسید استیک در مدت زمان کوتاهی است بالای

پتانسیل برای تولید انواع جدید سرکه  یک  اتانول به عنوان  -دمامقاوم به   AAB بالا محسوب می شود.  شلیل، در دما و غلظت اتانول

 .در میکروبیولوژی مواد غذایی و همچنین بیوتکنولوژی صنعتی باشد سرمایهبا طعم مناسب می تواند یک 

سرکه  ،یرانیا لی شل ،ییمواد غذا یوتکنولوژی ب ر،ی تخم ،سیناونسی استوباکتر اوک ک،ی است  دی اس : ی کلیدیهاهواژ
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 مقدمه 

را   یا سرکه   ترش  شراب ( FDAا )سازمان غذا و داروی آمریک

عنوان   )  %4حاوی  مایع  یک  به  استیک  اسید   4اسید  گرم 

استیک در هر سانتی متر مکعب( تعریف کرده است که از 

(.  1)  قندی و شیرین تولید می شود  مواد   طریق تخمیر الکلی

غذایی س مکمل  و  دهنده  طعم  یک  عنوان  به  طبیعی  رکه 

ها،  ویتامین  ضروری،  آمینه  اسید  چندین  دارای  محبوب 

اسیدهای آلی، فنولیک ها و مواد معدنی با توجه به منبع میوه  

دردهای  ویژه  به  دردها  تسکین  برای  تواند  می  و  است  اش 

انسا گوارش  دستگاه  در  شده  شود نایجاد  (.  2-4)  استفاده 

 له ایمی باکتری های  (AAB) اسید استیک مولد باکتری های

سر تولید  مسئول  که  هستند  منفی  گرم  طریق هوازی  از  که 

در حالی که بیش از (.  5-6)  اکسیداسیون بیولوژیکی هستند

  گلوکونوباکتر و    استوباکتربه دو جنس    AABسال پیش    30

این طبقه بندی به طور قابل توجهی   تقسیم می شد، اما اخیراً

از مدرن  مولکولی  بندی  طبقه  به  توجه  با  است.  کرده   تغییر 

خانواده   s16  ،AABریبوزومی    DNA  آنالیز به    مربوط 

در    ندست ه  استوباکتریاسه ، 3استوباکتر  جنس  19و 

باکتر ،  7بومبلا،  6آسائیا ،  5آمیامیا ،  4اسیدوموناس  ، 8کومنسالی 

استوباکتر،  9اندوباکتر گرانولی  ،  11گلوکونوباکتر ،  10گلوکن 
باکتر،  12باکتر ، 15نئوآسائیا ،  14کوزاکیا   ،13کوماگاتی 

باکتر باکتر،  16نئوکوماگاتی  باکتر،  17نگوئینی  ، 18ساکاری 

می 21  تانتیکارئونیاو  20  سویینسیا،  19سوامیناتانیا  بندی  طبقه 

در تولید سرکه به دلیل   AABهای مهم  جنس (.7-8شوند )

اتانول به اسید   هایتوانایی منحصربفردشان در اکسید کردن 

 
3 Acetobacter 
4 Acidomonas 
5 Ameyamaea 
6 Asaia 
7 Bombella 
8 Commensalibacter 
9 Endobacter 
10 Gluconacetobacter 
11 Gluconobacter 
12 Granulibacter 

به   و   گلوکونوباکتر،  استوباکتروگلوکون،  استوباکتراستیک 

می   اکتریب گاتاموک از  (.  9-12)  شوندمربوط   AABاستفاده 

خالص شناسایی شده می تواند تولید سرکه را افزایش دهد و 

به دنبال    جدیدی هستند  AABتولیدکنندگان سرکه صنعتی 

عمومی اقبال  دارای  سوبستراهای2،  13-15)  باشد  که   .) 

 که می توان به مختلفی برای تولید سرکه استفاده شده است  

فرنگی  گوجه  و  پیاز  انجیر،  خاردار،  گلابی  انگور،   عسل، 

-22الزام )و ب  (4)، نیشکر   ( 19)برنج   (  18)  سیب(،  17-16)

به عنوان   استوباکتر، گونه های AAB. در بین ( اشاره کرد20

منبع   چندین  از  سرکه  تولید  مسئول  اصلی  میکروارگانیسم 

-گیلاس سفید ( 23-25)طبیعی مانند انگور، خرما و نارگیل  

ایرانی  ق ایرانی  (26-27)رمز  هلو  زردآ(29-28)،  ایرانی ،   لو 

و لونگان جاماییکایی  ، گیلاس(30) انبه    ، آناناس، رامبوتان، 

خرما  (32-31) درخت  و  نخل  شراب  خرمای (  34-33)،  و 

. دمای بهینه برای تولید ندشده ا  سازیجدا(  14)  ، رطبایرانی

ضعف عمده در نقطه    یک  که  است C˚30-25اسید استیک  

استفاده  به همین دلیل،    تولید صنعتی سرکه محسوب می شود.  

 AABاز سیستم خنک کننده برای حفظ دمای مطلوب رشد  

و تولید سرکه مورد نیاز است. در صنعت سرکه، کنترل دما 

شود.   می  ها  هزینه  افزایش  و  بالا  انرژی  مصرف  به  منجر 

همچنین غلظت بالای اتانول باعث کاهش رشد، زنده ماندن  

و متابولیکی  فعالیت  ا  کاهش  سلولی،  تولید  سید ظرفیت 

طرفی از  شود.  می  توسط   استیک  استیک  اسید  بهینه  تولید 

AAB    اتانول به دست می آید. بنابراین،    %8تا    4در غلظتی بین

اتانول غلظت    مقاوم به دما و  AABجداسازی و بهینه سازی  

هدف از این   (.1،  8)  است  از اهمیت ویژه ای برخورداربالا  

شناسایی   و  جداسازی  و میوه  از    AABتحقیق  ایرانی  شلیل 

های ها در برابر دما و غلظت    همچنین بررسی میزان تحمل آن

13 Komagataeibacter 
14 Kozakia 
15 Neoasaia 
16 Neokomagataea 
17 Nguyenibacter 
18 Saccharibacter 
19 Swaminathania 
20 Swingsia 
21 Tanticharoenia 
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 و همکاران بهشتی مآل

 74 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

توسط  اتانولبالای   استیک  اسید  تولید  همچنین   سویه   بود. 

AAB  یک  سازیجدا در  مورد   فرمانتور  شده  مینیاتوری 

   قرار گرفت.بررسی 

 مواد و روش ها 

 : مواد شیمیایی و محیط های کشت میکروبیولوژیکی
% 96اتانول شده در تحقیق شامل مواد شیمیایی اصلی استفاده 

استیک،   (، اسیدر )تالی ژن، ایران)رازی، ایران(، عصاره مخم

، بروموکرزول گرین،  کربنات کلسیمگلوکز،  -D  آگار،  آگار

NaOH  فتالئین فنل  از  و  آلمان(مرک  )همه  محیط   .بودند  ، 

براث    میکروبیولوژیکیکشت   اینفیوژن  هارت  برین   شامل 

(BHI)محیط  ،هایمدیا  از کلسیم،   هند،  )کربنات  فراتیور 

20g/L  ،10؛ عصاره مخمر g/L ،20؛ اتانلg/L  ،؛ آگار آگار

20g/L   ،1000؛ آب مقطر استریلmL  ،.)عصاره    رمحیط کار(

 آگار%؛  2،  اتانول%؛  0/ 002  ،گرین  ؛ بروموکرزول%3  مخمر،

کارر   و محیط های  (mL  1000،  آب مقطر استریل،  %2  آگار،

یافته در اتانول    تغییر  مختلف  های  %، 6%،  5%،  4%،  3غلظت 

همچنین از محیط کشت صنعتی   % بودند.10و    9%،  8%،  7%

% و آب مقطر  2%؛ اتانل، 2 ،، اسید استیک%1، )عصاره مخمر

 استفاده شد. (mL 1000استریل، 

نمونه هر دو    :  شلیل ایرانی  میوه  نمونه برداری و تهیه

ایرانیمیوه   و    شلیل  باغ    معیوبسالم   واقع در  شلیلهای  از 

به آزمایشگاه   یل ظرف استر  توسط  . میوه هانداصفهان تهیه شد

میکروبیولوژی مجتمع آزمایشگاه های تحقیق و توسعه واحد 

فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامی، اصفهان، ایران منتقل شدند.  

در دمای اتاق و شرایط   باز  استریل  یمیوه ها در کیسه پلاستیک

مدت   به  مناسب  از  7-10تهویه  پس  شدند.  داده  قرار   روز 

ه  مگس میوه و بوی سرکه از ظرف، میوه ها فشرد  پدیدار شدن

و همگن شدند و سپس به یک بطری پلاستیکی استریل منتقل 

بطری در  ترکیدن  از  برای جلوگیری  بسته شد.  و درب آن 

 سوراخ  ، تعدادیتجمع دی اکسید کربن  حین تخمیر الکلی و

کوچک با سوزن در بالای بطری ایجاد شد. بطری در دمای 

C˚30   (.1، 35) روز انکوبه شد 7به مدت 

 
22 Frateur medium 

 از عصاره شلیل ایرانی  AABجداسازی اولیه 

 10mL    90عصاره شلیل به  mL   آب مقطر استریل اضافه شد

 این رقت  استاندارد از  لوپ. یک  به دست آید  10-1    تا رقت

محیط این  کشت داده شد.    خطی  به روش  فراتیور   روی محیط

 ساعت انکوبه شد. کلنی های 24-48به مدت   C˚30در دمای  

و در همان شرایط خالص سازی انتخاب    شفاف  هاله  با  مجزا

 (.5، 14)شدند 

از عصاره  AAB جداسازی شده  غربالگری گونه های 

  شلیل ایرانی

AAB   رخالص شده از مرحله قبل بر روی محیط کشت کار 

روش  دمای    خطی   به  در  و  مدت    C˚30کشت    24-48به 

شد. انکوبه  از  هاکلنی  ساعت  پس  که  ساعت   24یی 

، رنگ شدند  آبی  تساع  48پس از  رنگ و  زرد  انکوباسیون  

در سازی شدند و  با استفاده از شرایط مشابه انتخاب و خالص 

مایع    -C˚70در دمای  نهایت   از رشد در محیط کشت  پس 

های بعدی درصد گلیسرول برای آزمایش  50حاوی  صنعتی  

 (.28، 35)نگهداری شدند 

 شناسایی ماکروسکوپی، میکروسکوپی و بیوشیمیایی

 AAB جدایه

جدا شده از شلیل  AABکلنی  خصوصیات ماکروسکوپیک 

صفات  شد.  انجام  استریومیکروسکوپ  از  استفاده  با  ایرانی 

شده  های خالص آمیزی گرم کلنیمیکروسکوپی پس از رنگ

محیط فراتیوردر  و  کارر  شدند   های  کلنیبررسی  های . 

نظر    شدهخالص  کاتالازاز  اسید  ،واکنش  تولید   ،اکسیداز، 

شفافیت محی   ایجاد  فراتیور در  توانایی  22ط  اکسیداسیون   و 

 (.  16، 30) مورد بررسی قرار گرفتند23  ردر محیط کار مجدد

جدا شده از شلیل ایرانی   AABشناسایی مولکولی   

 s-rDNA 16آنالیز  با استفاده از

به  ردر محیط کا  AABجدایه    کلنی از  تک  یک   50mLر 

فالکون    به  سوسپانسیون   10mL آب مقطر استریل منتقل شد.

مدت    منتقل    15mLاستریل   به  در    15و   g  3000دقیقه 

23 Carr medium 
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از بیوماس    1mgشد و    ریخته    سانتریفیوژ شد. مایع رویی دور

   DNA توسط کیت استخراج  DNAباکتریایی برای استخراج  

مورد   یونیورسال  استفاده شد. پرایمرهای  )بیونیر، کره جنوبی(

( و 1، )2020بر اساس مطالعه بهشتی مآل و شفیعی،    استفاده

به عنوان    OF BUI  ( شامل35، )2019بهشتی مآل و شفیعی،  

   توالی  با  رفت  پرایمر 

5ʹAACTGGAGGAAGGTGGGGGAT3'     وOR BUI  

عنوان برگشت  به   توالی  با  پرایمر 

5ʹAGGAGGTGATCCAACCGCA3'  شرکت توسط 

به ترتیب   PCRبرنامه    .تالی ژن پارس، طراحی و ساخته شدند

، به دقیقه  4به مدت    C˚96شامل دناتوراسیون اولیه در دمای  

  2به مدت    C˚94  شامل دناتوراسیون در  چرخه  30  دنبال آن

دقیقه بود.    1به مدت    C˚72  دقیقه و  1برای    C˚55دمای    دقیقه،

نهایی دمای    مراحل  مدت    C˚72شامل  و   4به  دقیقه 

دمای   در  مدت    C˚4انکوباسیون  وزن  بود.    دقیقه  10به 

  35،  36) بود   PCR  370bpانتظار محصول    مورد  مولکولی

محصول  (1،  .PCR    توالی تعیین  برای  پرایمرها  به   DNAو 

  اصفهان   تحقیقاتیو    یژن پارس، شهرک علم  کت تالیشر

(ISTT)  اصفهان، ایران ارسال شد. توالی ،DNA   با استفاده از

بررسی شد و   Mega 6و    Finch TV V.1.4.0نرم افزارهای  

ژنومی   توالی  با  آن  ژنیشباهت  نرم   بانک  از  استفاده  با 

بررسی   BLASTN   (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)افزار

و   یبیوانفورماتیک شناسای  آنالیز  شد. سویه جدا شده پس از

  5،  35)  شد  ثبت  NCBI،  بانک ژنی  آن در  s-rDNA16توالی  

،1). 

شلیل ایرانی در برابر غلظت   استوباکترتحمل سویه  

 اتانول و دماهای بالا 

 روی محیط کشت جدا شده از شلیل ایرانی  استوباکترسویه   

  % 10و  9، 8، 7، 6، 5، 4، 3غلظت های  در اصلاح شده کارر

  36، 34و در دماهای کشت خطی کشت داده  اتانول به روش 

مدت    C˚38و   ساعت،   24هر  و    انکوبه    ساعت  24-96به 

جدا شده در محیط   استوباکترسرعت رشد و تولید اسید سویه  

گیری شد. تمام آزمایش ها در سه تکرار انجام کشت اندازه

میانگین و  عنوان  سرعت  شد  به  هر آزمون   سرعت  رشد در 

با  ررشد در نظر گرفته شد. رشد باکتری در محیط کشت کار

 (.5، 14،  29) به عنوان شاهد در نظر گرفته شد% 2اتانول 

 سنجش تیتراسیون اسید استیک 

اسید استیک تولید شده توسط سویه جدا   سنجش تیتراسیون 

 از محیط   ml  5  شده از شلیل ایرانی به شرح زیر انجام شد.

چند  به دنبال آن  آب مقطر و   ml 20 حاوی به یک ارلن مایع 

فتالئین، ]فنول  فتالئین  فنل  آب g  60اتانول،    ؛g  1/0  قطره  ؛ 

   اضافه شد. هیدروکسید سدیمبه محلول فوق  گرم[    40مقطر،  

[ ml  1000استریل،    آب مقطر؛  NaOH  ،20  g/l]  نرمال  5/0

یک   استیک   50بورت  توسط  اسید  محلول  به  لیتری  میلی 

ظاهر    ارلن  در  کمرنگ  اضافه شد تا زمانی که رنگ صورتی

اندازه گیری شد   شده  مصرفهیدروکسید سدیم    شود. حجم

 .(14) محاسبه شد مایع و درصد اسید استیک در محیط

جدا    استوباکترتولید اسید استیک با استفاده از سویه  

 شده از شلیل ایرانی در محیط کشت صنعتی

ایرانی به عنوان یک   AABبرای ارزیابی    جدا شده از شلیل 

محیط کشت   ml  50برای تولید سرکه شلیل، سویه در    پتانسیل

  عصاره مخمر، %؛  2  اسید استیک،    %؛2]اتانول،    مایع  صنعتی

برای تولید سرکه کشت ml  1000،  ؛ آب مقطر استریل1%  ]

ساعت انکوبه  24به مدت   rpm 120و  C˚38داده و در دمای 

 به فرمانتور  ml  50بوی سرکه از محیط، کل    ایجاد  شد. پس از

مینیاتوری   ای  تالی  1000شیشه  )شرکت  لیتری  ژن    میلی 

حاوی  ISTTپارس،   ایران(  کشت   500،  محیط  لیتر  میلی 

روی   بر  استریل  هوای  پمپ  سرعت  شد.  منتقل    16صنعتی 

LPM    در دمایفرمانتور  تنظیم و  C˚38    ساعت   168به مدت

هر   شد.  از   میزان   ساعت  24انکوبه  استفاده  با  استیک  اسید 

روش تیتراسیون اسید استیک که قبلا توضیح داده شد اندازه  

تیتراسیون،   اتمام  از  پس  اضافی  %  2گیری شد.  بطور اتانول 

در همان شرایط تنظیم فرمانتور    اضافه شد و  فرمانتور  به  استریل

به اسید استیک تا   اتانول  یعنی اجازه داده شد تا تخمیر  شد، 

    .(1، 28)رسیدن به حداکثر تیتر استیک اسید ادامه یابد 

 جنتای
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 از عصاره شلیل ایرانی AAB جداسازی اولیه

ایرانی در محیط کش  از  ت فراتیورکشت عصاره شلیل  پس 

منجر به پیدایش کلنی  C˚30انکوباسیون در دمای ساعت  48

اسید شفافیت را در اطراف  با تولید     ندست هایی شد که می توان

در این محیط و تولید اسید   جدایه   کلنی ها ایجاد کنند. رشد

 AAB پس از زمان انکوباسیون، ارتباط باکتری جدا شده با

 الف و د(. 1 را تایید کرد )شکل

های   گونه  شلیل   استوباکترغربالگری  عصاره  از 

 ایرانی 

 کارر  به محیط   فراتیور  از محیط  AABکلنی های منفرد    انتقال

ساعت، کلنی هایی   24به مدت    C˚30و انکوباسیون در دمای  

نشان داد که می توان گرین  بروموکرزول   ند رنگ آبیست را 

کار کنند   ر محیط  تبدیل  زرد  به  استیک  اسید  تخمیر  با  را 

 ظهور مجدد رنگ آبی در محیط کشت  ب و ه(.  1  )شکل

از    کارر انکوباسیون  96پس  توانایی ج(    1)شکل    ساعت 

جدایه  اکسیداسیون و    مجدد  کرد  تایید   که   مشخص شدرا 

به جنس    گونه ایرانی مربوط  و   استوباکترجدا شده از شلیل 

 .است استوباکتریاسهخانواده 

 بیوشیمیاییشناسایی ماکروسکوپی، میکروسکوپی و  

 استوباکتر جدایه 

جدا شده از شلیل ایرانی   AABویژگی های ماکروسکوپی   

شامل مورفولوژی کلنی، رنگ   کارر  و  فراتیور  در محیط های

گرم آمیزی  رنگ  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  بو   جدایه   و 

AAB    در دو محیط فراتیور باسیل و کوکوباسیل گرم منفی را

(. تست کاتالاز و اکسیداز الف و ب  2نشان داد )شکل  و کارر  

به ترتیب مثبت و منفی بود. این نتایج نشان داد   AABجدایه  

های   AABکه   گونه  به  مربوط  ایرانی  شلیل  از  شده  جدا 

است. بررسی های ماکروسکوپی، میکروسکوپی و   استوباکتر

  نشان داده شده است.  1جدا شده در جدول    AABبیوشیمیایی  

 جدا شده از شلیل ایرانی  استوباکترخصوصیات ماکروسکوپی، میکروسکوپی و بیوشیمیایی سویه   .1جدول 

 بیوشیمیایی                     میکروسکوپی             ماکروسکوپی                  

 تجزیه     محیط فراتیور                            محیط کارر    
CaCO3 

تولید  اسید  

 از اتانل 

 اکسیداز  کاتالاز 

 زرد  های کلنی

 آبی، گرد، تا

 محدب،

  ≤قطر صاف،

2mm،    بوی  

 سرکه

 های کلنی

 شفاف 

 رنگ،  بی

  محدب، گرد،

         صاف،

 ، 2mm ≤قطر

 سرکه  بوی

  مونو، کوکوباسیل، باسیل،

باسیل گرم  استرپتو و دیپلو

 منفی

     +          +     +      - 
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 )الف( )ب(  )ج( 

  

 )ه( 

  

 )د(

بر   C˚30ساعت انکوباسیون در دمای  48از عصاره شلیل ایرانی بر روی محیط کشت انتخابی پس از  AABجداسازی  .1شکل 

و استفاده از   استوباکترگونه های  تولید اسید استیک توسطتغییر محیط از کدر به شفاف به دلیل  (الف)فراتیور روی محیط کشت

گونه  محیط از سبز به زرد به دلیل واکنش اکسیداسیون اتانول به اسید استیک توسط تغییر رنگ : رکربنات کلسیم )ب( محیط کار

  مجدد دلیل واکنش اکسیداسیونمحیط از زرد به آبی به تغییر رنگ  ر:محیط کار ن )ج(ساعت انکوباسیو 24پس از  استوباکترهای 

ه( کنترل فراتیور ) ساعت انکوباسیون )د( کنترل منفی و مثبت محیط 96پس از  ،استوباکترگونه های توسط  CO2اسید استیک به 

 ر منفی و مثبت محیط کار

  
 )الف(  )ب( 

فراتیور   روی محیط C˚30ساعت انکوباسیون در دمای  24جدا شده از شلیل ایرانی پس از  استوباکتر آمیزی گرمرنگ  .2شکل 

 های گرم منفی با آرایش یکسان در هر دو محیط است.دهنده کوکوباسیلنشان کارر )ب( و )الف(
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سویه مولکولی  از   استوباکتر  شناسایی  شده  جدا 

 شلیل ایرانی

ژن   شده      DNAاز    s-rDNA16تکثیر    استوباکتر استخراج 

و   OF BUIیونیورسال  با استفاده از پرایمرهای  شلیل ایرانی  

OR BUI    محصول  یکbp370   و الکتروفورز  از  پس  را 

 از    s-rDNA16 ترانس ایلومیناسیون نشان داد. تکثیر ژن های

DNA  استاندارد سویه  دو  از  شده   کلی   اشریشیااستخراج 

ATCC25922  استی استوباکترو ATCC23746  به به ترتیب

کنترل   و  عنوان  داد   bp370باند  همان  مثبت،  منفی  نشان  را 

سویه   s-rDNA16توالی    BLASTN  آنالیز  (.3)شکل   از 

بادهی    % پوشش96% شباهت و  92  استوباکتر   استوباکتر     را 

بانک ژنی    شماره دسترسی)   SZCPY2سویه  24  اوکیناونسیس

KU555380)   نشان داد. آنالیزهای مولکولی نشان داد که را

ایرانی مربوط به گونه   AABسویه   نمونه شلیل  از     جدا شده 

این    اوکیناونسیس  استوباکتر استوباکتر  جدایه،   است. 
توالی   نام گرفت و   KBMNS-IAUF-1سویه    اوکیناونسیس

 در پایگاه بین المللی   ،بانک جهانی ژن  آن در  s-rDNA16ژن  

NCBI    با شماره دسترسیMG544095.1  4شد. شکل    ثبت  

مختلف های  گونه  فیلوژنیک  موقعیت  استوباکتر  درخت   و 

  شناسایی شده     KBMNS-IAUF-1اوکیناونسیس     استوباکتر

    را نشان می دهد. 

-KBMNS-IAUF   اوکیناونسیس   استوباکتر  تحمل

 اتانول و دماهای بالا  های غلظتدر برابر 1

اسید  سرعت  نتایج تولید  و    ستوباکتر ا  توسط    رشد 

در محیط کشت اصلاح   KBMNS-IAUF-1اوکیناونسیس  

  24پس از    %10تا    2با غلظت های مختلف اتانول  کارر  شده  

 در جدول  C˚38و    36،  34ساعت انکوباسیون در دمای    96تا  

 نشان داده شده است. 2

% اتانل 2-%5در محیط کارر تغییر یافته با  KBMNS-IAUF-1 استوباکتر اوکیناونسیسسرعت رشد و تولید اسید در  .2جدول 

 C˚38و  36، 34ساعت انکوباسیون در دمای  24-96بعد از 

 سرعت رشد و تولید اسید 

 زمان انکوباسیون )ساعت(                                                              

 24 48 72 96 

 غلظت  

 اتانل )%( 

    

                                          

 دمای        

            )C) oانکوباسیون 

  

  34  36 38 34 36 38 34 36 38 34 36 38 

2 

3 
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24 Acetobacter okinawensis 
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 :OR BUI، M و OF BUI یونیورسال با استفاده از پرایمرهای PCRدر از شلیل ایرانی  جدا شده استوباکتر DNAتکثیر  .3شکل 

کنترل  ATCC23746، (C) استی استوباکترکنترل مثبت، ( B)جدا شده از شلیل ایرانی،  استوباکتر (A، )جفت باز 1500 مارکر

 منفی.
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در حال حاضر شناسایی شده است. تجزیه و تحلیل  KBMNS-IAUF-1  استوباکتر اوکیناونسیس درخت فیلوژنیک .4شکل 

 دارد. استوباکتر اوکیناونسیسشباهت به  %99جدا شده از شلیل بیش از  AABمولکولی نشان داد که سویه 
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ساعت  168جدا شده از شلیل ایرانی پس از KBMNS-IAUF-1   استوباکتر اوکیناونسیس  تولید اسید استیک توسط .5شکل 

شیشه ای مینیاتوری. نمودار  فرمانتور  در محیط کشت صنعتی با استفاده از LPM 16و سرعت هوادهی   C˚38انکوباسیون در دمای 

 ساعت رخ داده است. 168-140نشان می دهد که بیشترین تولید اسید استیک پس از 

از استفاده  با  استیک  اسید  استوباکتر   تولید 

جدا شده از شلیل KBMNS-IAUF-1   اوکیناونسیس 

 ایرانی در محیط کشت صنعتی 

 درKBMNS-IAUF-1   اوکیناونسیس  استوباکترکشت  

حاوی  فرمانتور   مینیاتوری  ای  صنعتی   ml  500شیشه  محیط 

مطبوع    سرکه جدید با بو، طعم و ظاهر یک نوع   منجر به تولید

از   فرمانتور    ساعت  24پس  تیتراسیون  عملکرد  شد. سنجش 

 محیط کشت صنعتی تخمیر شده حاوی سویه استیک اسید در  

  144، 120،  96، 72، 48،  24کشف شده پس از  AAB جدید

و سرعت هوادهی  C˚38ساعت انکوباسیون در دمای    168و  

16  RPM  به به میزان    اسید  نشان دهنده افزایش درصد استیک

بود.    % 6% و  6%،  58/5%،  36/5%،  77/4%، 72/3  ،%6/3ترتیب  

نشان داد   -KBMNS-IAUF   اوکیناونسیس  استوباکترنتایج 

جدا شده از شلیل ایرانی می تواند در مدت زمان کوتاهی 1

توجه قابل  اسیدمقدار  استیک  کند. شکل    ی  تولید   5تولید 

اسید   -KBMNS   اوکیناونسیس  استوباکترتوسط  استیک 

IAUF-1  مخزن  را در محیط کشت صنعتی با استفاده از یک

    شیشه ای مینیاتوری نشان می دهد. فرمانتور

 بحث

اسید استیک در استاتورها چالش برانگیز    غلظت بالای  تولید

سویه یافتن  و  جدید  است  اتانول  AABهای  به   دما-مقاوم 

همچنین  می و  سرکه  صنعت  در  دارایی  یک  تواند 

 های   بیشترین گونه(.  3،  37)   دبیوتکنولوژی مواد غذایی باش 

اند  استوباکتر شده  گزارش  سرکه  تولید  برای  شامل   که 

استی ،  مالورون  استوباکتر،  سرویزیه  استوباکتر،  استوباکتر 

  پومورون   استوباکترو    پاستوریانوس  استوباکتر،  استوباکتر اونی

از  اوکیناونسیس استوباکتراولین بار (. برای 10، 38می باشد )

سال   نیشکر در  ژاپن جدا  2004ساقه  اکیناوا،  شد.    سازیدر 

ژاپنی و  آلو  انگور،  از  در   2007شرقی در سال    ملون   سپس 

شدوا جدا  ژاپن  )(39)  کایاما،  همکاران  و  چن   .2016 )

از کفیر    اوکیناونسیساستوباکتر     را به عنوان  AABجداسازی  

. در مطالعه دیگری گزارش شد ( 40)  تبت گزارش کرده اند

منابع    با  مرتبط  نمونه های  از  اغلب  اوکیناونسیس  استوباکترکه  

پیشنهاد شد که است. همچنین  توالی آنالیز    سیب جدا شده 

در (. 38) موثر است AABبرای تمایز  اختصاصی بر ژن نیمب 

جدید سویه  تحقیق  شلیل   اوکیناونسیس  استوباکتر  این  از 

بود  آمده  دست  به  اصفهان  در  شلیل  باغ  از  که  ایرانی 

به  سازیجدا با توجه  این      s-rDNA16مولکولی    آنالیز  شد. 

-KBMNSسویه    اوکیناونسیس  استوباکتر  باکتری  به عنوان  
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IAUF-1    توالی  وثبت    s-rDNA16  بانک جهانی   آن را در

-ال  .ثبت شد  MG544095.1با شماره دسترسی    NCBI،  ژن

)ع مایع حاوی2022سکری و همکاران  غنی  از محیط   )  1 %

% 8/0  پپتون و%  5/1  اتانول،  %5/0  اسید استیک،%  3/0  گلوکز،

غنی   عصاره برای  کردند  AABسازی  مخمر    .(8)  استفاده 

همکاران  کلاپیاپامورکان محیط2015)  و  یک  از   سنتزی  ( 

نمک   اتانول  نرمالشامل  جداسازی   و  و  سازی  غنی  برای 

AAB  ند از میوه ها و آب میوه های تخمیر شده استفاده کرد

در(12) پلاستیکی   حاضر  تحقیق  .  کیسه  یک  در  ها  میوه 

ه شدند و روز قرار داد  10تا    7استریل در دمای اتاق به مدت  

انتقال داد به بطری پلاستیکی  تا    ه شدندپس از همگن شدن 

AAB  د. این روش بسیار ساده تر و ارزان تر از روش نغنی شو  

(، 2022میزی و همکاران )می باشد.  قبلی    های گزارش شده

( از 2010( و شرفی و همکاران ) 2019شیشت و همکاران )او

گلوکز، عصاره مخمر، کربنات کلسیم( )  GYCمحیط کشت

غربال و  میوه    AABگری    برای جداسازی  نمونه  از چندین 

کرد )استفاده  در ( 16،  18،  28ند  محیط   حاضر  تحقیق  .  از 

 کارر  و سپس از محیط  AABگری    برای غربال  فراتیور  کشت

 AAB  اکسیداسیون و اکسیداسیون مجدد  فعالیتبررسی  برای  

گونه های   برترین   به عنوان،  استوباکتر  هایو جداسازی گونه

AAB  ،برای تولید صنعتی سرکه هر دو  محیط  استفاده شد. 

اقتصادی  و از نظر بیوتکنولوژیکی به راحتی قابل   ،ذکر شده

در   استوباکتربودند. جداسازی جنس    و در دسترس  استفاده

های   با سایر جنس   کارر  و  فراتیور  در محیط  AABمقایسه 

امکان پذیر است. زیرا تنها منبع کربن در این    GYCبیشتر از  

گلوکز است که منبع کربن    GYCمحیط ها اتانول است اما در  

عمومی تری نسبت به اتانول است. در یک مطالعه تحقیقاتی، 

اتانول مورد بررسی   % 10تا    4در حضور غلظت    AABرشد  

قادر به  AABهای  نشان داد که تمام جدایهنتایج  قرار گرفت.  

. بهشتی (12)اتانول بودند    %6تا    4های  رشد بهینه در غلظت

نشان دادند که ی2011ل و شفیعی )آم  توباکتراسک گونه  ( 

در اتانل را    %5تا    5/2جداسازی شده از هلو ایرانی توانست  

 ساعت انکوباسیون تحمل کند  96پس از    C˚40-34  دماهای

. در یک مطالعه نشان داده شد که افزایش غلظت اتانول (29)

بیشتر    منجر به حساسیتصنعتی  % در محیط کشت  9  تا   2از  

ی   رطب استوباکترگونه  از  شده  بالای هادما  در  جدا  ی 

C˚38-34  ( است  نیز  مطالعه  در  .(14شده  افزایش حاضر   ،

هیچ تاکنون  غلظت اتانول با کاهش رشد سویه ها همراه بود.

سازی   بهینه  بر  مبنی  در   اوکیناونسیس  استوباکتر  گزارشی 

به طور   ی بالاغلظت اتانول و دما  استیک اسید در شرایطتولید  

نداهمزمان   در  ردوجود    استوباکتر     تحمل  مطالعه،این  . 

 % 10تا    2  غلظت در برابر  KBMNS-IAUF-1  اوکیناونسیس

بررسی شد. نتایج نشان داد که در   C˚38-34دمای    اتانل در

 باکتری  بر رشد  منفی  هیچ تأثیر  %5تا    2، اتانول  C˚34دمای  

اتانول   کمی   انکوباسیون  ساعت  72تا    24بین    %6نداشت. 

  96سرعت رشد و تولید اسید استیک را کاهش داد اما پس از  

اتانول   بیشترین رشد را داشتیم. غلظت  بطور   %8تا    7ساعت 

توجه   تولیدقابل  و  رشد  کاهش  شد.    استیک  باعث  اسید 

اتانول  همچنین   در این دما   %10تا    9هیچ رشدی در غلظت 

دما  نداشت. در  سویه   C˚36  یوجود  جدا   AABحساسیت 

بالاتر آشکارتر بود به طوری که   اتانول  غلظت  شده نسبت به

  5  در اتانولتولید استیک اسید خوبی  و    رشد  سویه جدا شده

سرعت رشد کاهش یافت. هیچ   %6داشت اما در اتانول    2%-

نداشت. در دمای وجود    دمااین  در   %10تا  7رشدی در اتانول  

C˚38   استوباکتر اوکیناونسیس  KBMNS-IAUF-1   رشد و

اتانول به  %6اما در داشت  %5تا  2تولید اسید خوبی در اتانول 

اسید در استیک    رشد و تولید  را از دست داد.  شوضوح رشد

اتانل وجود نداشت. این نتایج نشان داد که غلظت  %  6  ≤اتانول  

دما تولید    می  بالا  یو  و  از سرعت رشد   اسیداستیک  تواند 

اوکیناونسیساتوسط   جدا   KBMNS-IAUF-1  ستوباکتر 

رانی جلوگیری کند. با این حال، این سویه به شده از شلیل ای

و  رشد  C˚38دمای  در  حرارت،    به مقاوم    AAB  عنوان یک 

در  اسید  استیک  تولید داشت. %  5اتانول  غلظت    خوبی 

باکتری،  همچنین عنوان    این  غلظت یک  به  به  مقاوم  سویه 

و تولید اسید خوبی در رشد % اتانل 8در غلظت  ،بالای اتانول

استیک . در یک مطالعه، حداکثر تولید  داشت   C˚34  دمای

د بو %  88/4  جدا شده از ضایعات سیب  AAB  از سویه  اسید

کلاپیاپامورکان41)  .)  ( همکاران  از 2015و  استفاده  با   )
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عصاره    %2اتانول و    %2و محیطی حاوی  شیکردار  انکوباتور  

و   P1  ،P4  ،P6  ،P12شامل    AAB  جدایه هایتوسط  مخمر،  

  1/ 81، 80/1، 80/1، 78/1به ترتیب به میزان   استوباکتر استی

اسید81/1و   استیک  کردند  %  همکاران    .(12)  تولید  و  دیبا 

در محیط   از میوه   جدا شده  AAB( گزارش کردند که  2015)

YGEA   حاوی عصاره مخمر، گلوکز، اتانول و اسید استیک

از   C˚37در دمای   انکوباسیون،    72پس  اسید   %3-6ساعت 

کرده  استیک در (42)  است  تولید  گلوکز  که  حالی  در   .

ها به طور قابل توجهی باعث تخمیر استیک شده    تحقیقات آن

در تحقیق حاضر برای   اقتصادی نیست.  استفاده از آناست، اما  

داد نشان  بار  شداولین  اوکیناونسیساکه    ه   ستوباکتر 

KBMNS-IAUF-1  ایرانی شلیل  از  شده  قابل   جدا  مقدار 

در محیط کشت صنعتی %،  6  ، به میزانتوجهی اسید استیک

 تولید می کند. C˚38اقتصادی در دمای 

 نتیجه گیری

استوباکتر  اولین گزارش از جداسازی و شناسایی    تحقیق،  این 

از شلیل ایرانی برای تولید KBMNS-IAUF-1   اوکیناونسیس

سرکه است. همچنین بهینه سازی سرعت رشد و تولید اسید 

برای اولین    اتانولهای بالای  و غلظت    هادما  استیک در شرایط

 استوباکتر اوکیناونسیس    بار مورد بررسی قرار گرفته است.

KBMNS-IAUF-1  و    36،  34  دمای  درC˚38    دارای حداکثر

و   4،  6اتانول    غلظت  دربه ترتیب  سرعت رشد و تولید اسید  

تحقیق تایید نتایج این    ساعت انکوباسیون بود.  96پس از    3%

جدا   KBMNS-IAUF-1   استوباکتر اوکیناونسیس    کرد که

غلظت های بالای اتانول  شده از شلیل ایرانی نه تنها می تواند

استیک غلظت های بالای در  و دماهای بالا تحمل کند، بلکه

سویه  یک  عنوان  به  تواند  می  و  کند  می  مقاومت  نیز  اسید 

مدت زمان  در  %  6با اسیدیته    سرکه  برای تولید  AABبالقوه  

در  5کوتاه،   صنعتی  طور  به  بنابراین روزه،  شود.  گرفته     نظر 
به عنوان یک   KBMNS-IAUF-1   استوباکتر اوکیناونسیس

بسیار خوبی برای   داتانول، کاندی-مقاوم به گرما  AABسویه  

غلظت  و  دما  از سرکه، سرکه شلیل، در  نوع جدیدی  تولید 

اتانول را می توان به -گرمامقاوم به    AABاست.  بالا  اتانول  

تولید سرکه در میکروبیولوژی   یک ابزار بالقوه جهتعنوان  

 ر گرفت.مواد غذایی و همچنین بیوتکنولوژی صنعتی در نظ
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nectarine, resistant to high temperature and ethanol concentration, suitable for 

producing nectarine vinegar 
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Abstract  

Recently, the production of various types of vinegar using new strains of acetic acid-producing bacteria is 

challenging in the industry. The aim of this research was to isolate and purify new strains of acetic acid-producing 

bacteria with the characteristics of tolerance to high temperature and high concentrations of ethanol. Sampling of 

nectarine fruit was done. To isolate acetic acid-producing bacteria (AAB), Carr and Frateur culture media were 

used. Molecular detection of isolates was performed using 16s-rDNA ribotyping with universal primers. The 

tolerance of AAB isolate against different concentrations of 2-10% ethanol and temperature of 34-38°C was 

investigated. In this research, a new strain of Acetobacter okinawensis was isolated from Iranian nectarine. 

According to the molecular analysis of 16s-rDNA, this strain named Acetobacter okinawensis KBMNS-IAUF-1 

and its 16s-rDNA sequence was deposited in the GenBank, NCBI with the accession number of MG544095.1. 

This strain had good growth and acid production in 2-5% ethanol at 38°C, and as an AAB resistant to high 

temperature, it had good growth in 5% ethanol and 38°C. It also produced 6% acetic acid in an economic industrial 

cultivation environment at a temperature of 38°C using a laboratory device designed to produce vinegar. This is 

the first report on the isolation and identification of Acetobacter okinawensis KBMNS-IAUF-1 from Iranian 

nectarine as an AAB resistant to high temperature and ethanol, which is capable of producing high amounts of 

acetic acid in a short period of time. Also, this strain is considered a very good candidate for producing a new type 

of vinegar, nectarine vinegar, at high temperature and ethanol concentration. Heat-ethanol-resistant AAB as a 

potential to produce new types of vinegar with good taste can be an investment in food microbiology as well as 

industrial biotechnology. 

Keywords: Acetic acid, Acetobacter okinawensis, Fermentation, Food biotechnology, Iranian nectarine, Vinegar 
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