
آزمایشگاه میکروب شناسی صنعتی 
(بیوتکنولوژی میکروبی)

های مولد اسید استیکروش جداسازی باکتری
و تولید سرکه با استفاده از ملاس الکلی
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دانشگاه اصفهان
دانشکده علوم و فناوری های زیستی، گروه زیست شناسی 

سلولی و مولکولی، آزمایشگاه میکروبیولوژی



مقدمه
ها و یونانیان، از سرکه رقیق شده به عنوان رومی. رسدسال قبل از میلاد مسیح می4000به سرکهقدمت تولید 

تا قرون . ساختندکردند و با قرار دادن شراب در معرض هوا، سرکه مییک نوشیدنی نشاط آور استفاده می
.شدای تولید میوسطی، سرکه فقط برای مصارف محلی و منطقه

ازسرکهنام.دباشمیاستوباکتریاسهخانوادههایباکتریتوسطاستیکاسیدبهاتانولتبدیلمحصولمادهاین
-میتولیددنیاسراسردرآنازمختلفیانواعامروزهو.استشدهگرفتهترششرابمعنیبهvinaigreیکلمه

.ژاپندربرنجیسرکهوفرانسهدرانگوریسرکهبریتانیا،درمالتیسرکهمثلاًشود،

ودهاسالادردهندهطعمعنوانبهکهاستمتعددیخواصدارایمفیدبسیارغذایییمادهیکعنوانبهسرکه
وهاقارچها،مخمرنظیرمیکروفلورهارشدمانعغذایی،محصولاتوصنایعدرهمچنین.رودمیکاربهغذاهادیگر

.استاستفادهموردنیزغذاییموادبعضیمدتطولانینگهداریبرایوشودمیغیرهوهالاکتوباسیل
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تولیدترتیبنبدی.است.....واستاتسلولزنظیرشیمیاییموادازبسیاریسنتزدرمهمیترکیباستیکاسید
اسیدنندهکتولیدبزرگترینبرزیلکشور.استبرخورداربسزاییاهمیتازوبودهبالابسیارسالدرآنجهانی
شودمیتولیداتانوللیترهامیلیونسالانهنیشکر،سرشارمنابععلتبهکشورایندر.استتخمیرراهازاستیک

.رسدمیهدفبهاستیکاسیدتولیدبرایآنازبخشیکه

مقدمه

موادلیوشودمیتهیهباشداتانولحاویکهاولیهیمادههرازیاالکلیتخمیرقابلیمادههردرتقریباًسرکه
اولیهادهمعنوانبهمالتعصارههمچنینوانگورسیب،قبیلازجاتمیوهبعضییشیرهنظرموردمعمولیاولیه

بهکدامرهومرحلههردرسرکهتولید.باشندمیغیرهوشدهتخمیرپنیرآبالکلی،سیبآبشراب،آبجو،یاو
بهه،اولییمادهمحتویتخمیر،قابلقنداولیمرحلهدر.گیردمیصورتخاصیهایمیکروارگانیسمیوسیله
وفعلضمندرشدهتولیدالکلدومیمرحلهدر.شودمیتبدیلالکلبههوازیبیشرایطتحتمخمریوسیله

یداسیوناکسعملیوسیلهبههوازیشرایطدراستوباکترجنسازهاییباکتریتأثیرتحتقبلی،انفعالات
.شودمیآبواستیکاسیدبهتبدیل
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خاصیگروهایاعضفقطاماشود،میتولیدکنندهتخمیرهایباکتریازتعدادزیادیتوسطاستیکاسیدتولید
هایاکتریب.گیرندمیقراراستفادهموردتجاریتولیددراستیکاسیدمولدهایباکترییعنیهاباکتریاز

ها،جنسینادویهر.کردتقسیماستوباکتروگلوکونوباکترجنسدوبهتوانمیرااستیکاسیدمولد
.هستنداجباریهوازیواسپوربدونمنفی،گرمهایباکتری

میکرون طول و دارای 1-2میکرون ضخامت و 0/6-0/8ای، راست یا کمی خمیده دارای استوباکترها، بیضی و میله
های رنگ روشن کلنی. های پیرامونی دارند، تاژکمتحرکدر انواع . ای هستندآرایش تک یا جفت و یا زنجیره

.کنندایجاد می

میکروارگانیسم های تولید کننده

.هستندتحمل کننده اسید نمایند و میH2Oو  CO2اتانول را ابتدا به اسید استیک و سپس در مراحل بعدی به 
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میکروارگانیسم های تولید کننده
درجه 25-30ها دمای بهینه رشد آن. استاتانول،گلیسرول و لاکتات ها، بهترین منبع کربن برای رشد آن

ها، در عسل و سطح پیکره زنبورهای عسل، ها، میوهها، شهد گلدر سطح گل. باشدمیpH=4/5-3/6سانتیگراد و
.  شوندهای متفاوت یافت میها و آبجو، شیره نیشکر، خاک باغچه و آب جوی با تراکمانواعی از شراب

و A. posteurianus بوده و در عین حال ازA.acetiبیشتر از همه گونه . هایی که کاربرد تجارتی دارندگونه
A. peroxidansشودنیز استفاده می.

دارندزوجیاتکآرایش.هستندیکسانتقریباًاستوباکترهابااندازهنظراز،گلوکونوباکترجنساعضای
رشددمای.دارندقطبیتاژک8تا3متحرکهایسویه.شوندمیدیدهایزنجیرهشکلبهندرتبهولی
بهرااتانول.باشدمیpH=6/5-6وکنندنمیرشدسانتیگراددرجه37دروسانتیگراددرجه30-25

این.نیستندبآوکربناکسیددیبهلاکتاتواستاتاکسایشبهقادراماکنندمیاکسیداستیکاسید
.شوندمییافتغیرالکلینوشیدنیهایوشرابآبجو،انواعازبرخیها،گلعسل،میوه،درنیزهاباکتری
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رداربرخوبالاییاهمیتازراندمانگیرد،میانجامخاصینحوبهکشوریهردرتقریباًکهصنعتیغیرمدلدر
.شوندمیسپردهفراموشیدستبهکمکمهاروشاینرواینازونیست

انرژیوانزمحداقلباتاشودبیشترسرکهتولیدراندمانروزبهروزکهاستاینبرتلاشصنعتیهایروشدراما
.آیددستبهمحصولبیشترینمصرفی

:جملهازاستتکنیکچندینشاملصنعتیهایروش

Orleanفرایندیاکندفرایندیافرانسویروش✓

.ورغوطهکشتیاFringفرایندوتندفرایندروشیاآلمانیروش✓

های تولید سرکهروش
روش غیر صنعتی✓روش صنعتی✓
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مواد و وسایل لازم جهت انجام آزمایش

oخانگیسرکه

oآزمایشیلوله

oلام

oسانتزیفیوژ

oگرمآمیزیرنگهایمحلول

oآگاروورتمحیط

oسرکجایشیشهیمیله

o18بریکسباملاسحاویهایارلن

oرویبرسرویزیهساکارومایسسمخمرPDA 

oاستریلداردرپیچیلوله

oآلومینیومفویل

oلوپ

o15بریکسباملاسحاویارلن

oاستریللیتریمیلی250خالیارلن

oکاغذpH 

oاستریلپتپی

oسولفوریکاسید

دکتر سهیلا عباسی

7



روش کار آزمایش

:های مولد اسید استیکجداسازی و خالص سازی باکتری

.کنیمدقیقه سانتریفیوژ می15را در لوله آزمایش کوتاه ریخته و سرکه خانگی •
رم آن لام گرفته و رنگ آمیزی گرم کرده  و مرفولوژی و واکنش گته نشین مایع رویی را به آرامی دور ریخته و از •

.ارگانیسم های موجود در آن را بررسی کنید

سی سی از ته نشین 5/0-1، منفیای یا کوکوباسیل گرم های میلهدر صورت مشاهده باکتری•
رکج ای سی شیشهریخته و با میله( کربنات کلسیم% 20حاوی )محیط وورت آگار فوق را روی 
.پخش کنید

.درجه سانتیگراد اتووگذاری شود30ساعت در دمای 24ها به مدت پلیت•
سازی ها خارج شود و بعد از اطمینان از خلوص اقدام به خالصبعد از این مدت، پلیت•

.ی بعد نماییداستوباکترها بر روی محیط وورت آگار جدید، به منظور استفاده در مرحله
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وکردهتجزیهارکلسیمکربناتباشیم،داشتهاستوباکتراگر.استرنگسفیدوداردکلسیمکربناتآگاروورتمحیط
شت،کمحیطرویکهشودمیتولیدگازهمچنین.گرددمیشفافهاکلنیاطرافدرورودمیبینازرنگسفیدرسوب
.گرددمیایجادشکاف
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تولید میکروبی الکل اتیلیک جهت تولید میکروبی اسید استیک
(:هوازیی هوازی و بیمرحله)

.کنیممیتلقیح18بریکسباملاسحاویارلنبهراسرویزیهساکارومایسسمخمر•

15بریکسباثانویهارلنباراارلنمحتویاتسانتیگراددرجه30دمایدرشیکرباهوادهیروزسهازپس•
.کنیممیمنتقل

.(هوازییمرحله).دهیممیقرارروز3مدتبهسانتیگراددرجه30دمایدرشیکررویبرمجدداً•

.کنیممیمنتقلهوازیبییلولهبهراثانویهارلنمحتویاتسپس•

.گرددایجادهوازیبیشرایطتاپوشانیممیپارافیلمبارالولهرویمحیطنشدنآلودهبرای•

.گرددتولیدالکلتاگذاریممیانکوباوردرروز2مدتبهسپسوپوشانیممیآلومینیومیفویلباراهمآنروی•
(هوازیبییمرحله)
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ساکارومایسس سرویزیه
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(:ی تولید اسیدمرحله)تولید میکروبی اسید استیک 

ن حاوی ملاس، مخمر و الکل تولیدی را در کنار شعله به درون یک ارلهوازیبیمحتویات درون لوله •
.چون هدف تولید اسید استیک است. کنیمسی سی خالی استریل منتقل می250

ایط بعد از تولید الکل به وجود مخمر فوق نیاز نیست و چون قسمت اعظم مخمر به واسطه وجود شر•
.هوازی در ته لوله است، هنگام انتقال باید دقت کنیم ته نشین لوله وارد ارلن نشودبی

1ریل بدین منظور با پیپت است. کنیماولیه محیط کشت فوق را اندازه گیری می pHبعد از انتقال •
را تعیین  pHهای استانداردگذاریم و با رنگمی pHقطره از محتویات ارلن را برداشته و بر روی کاغذ 

.کنیممی
.نماییمسپس اقدام به تلقیح باکتری استوباکتر خالص سازی شده به درون ارلن می•
. دهیمدرجه سانتیگراد قرار می30های تلقیح شده را به مدت یک هفته بر روی شیکر در دمای ارلن•

(  دور در دقیقه120-110)
.کنیمو طی آزمایش ویژه تولید اسید بررسی می pHگیری بعد از یک هفته با اندازه•
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:روش شناسایی اسید استیک

.میکنیماندازهراارلنمحتویاتpHابتدااستیکاسیدشناساییبرای•

.دهیممیقرارلامرویرابرارلناینمحتویاتازقطرهیکسپس•

باشیمباداشتهاستیکاسیدنمونهدراگرریزیم،میآنرویسولفوریکاسیدقطرهیک•
.کندمیدودتولیدودادهواکنشسولفوریکاسید
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با تشکر از توجه شما
با آرزوی سلامتی و موفقیت
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