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Vinegar is a valuable food additive and preservative effective against food spoilage. 

Acetobacters are the most important bacteria in vinegar with significant worldwide importance 

in the vinegar production industry. Therefore, many studies have been done on these bacteria.  

This study aimed to isolate and identify acetic acid bacteria from vinegar by common bacterial 

culture methods and sequencing of the 16S rRNA gene. To isolate Acetobacter from vinegar, 

13 samples of different types of vinegar (made from grape, apple, and berry) were collected 

from various parts of Isfahan and transferred to the laboratory. The samples were cultured on 

specific media and identified using macroscopic and microscopic observations, and PCR through 

16S rRNA gene sequencing. Among the investigated samples, 3 Acetobacter samples 

were isolated. After performing PCR and comparing the sequence of the PCR product of all 

three 16S rDNA genes of bacteria with the data available in the NCBI gene bank, 99% similarity 

with Acetobacter pasteurianus was shown. By isolating Acetobacter from different types of 

vinegar, it is possible to investigate their ability to grow at high temperatures and with varying 

amounts of acetic acid and ethanol at various temperatures for the industrial applications of these 

bacteria. 
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Abstract 

Violacein is a water-insoluble purple pigment produced by several gram-negative bacteria, including 

Janthinobacterium lividum. This pigment exhibits a wide range of biological activities, including 

anticancer, bacteriostatic, antibiotic, antifungal, antiparasitic, and antiviral properties. However, due 

to its low production yield, industrial-scale production has not yet been achieved. The main aim of 

the present study was to apply the Adaptive Laboratory Evolution (ALE) approach based on the basic 

principles of Darwinian evolution to enhance violacein production in J. lividum. Initially, the effects 

of various concentrations of ampicillin on bacterial growth and violacein production were evaluated. 

Subsequently, ALE was performed through sequential transfer in Erlenmeyer flasks containing 

different concentrations of ampicillin (0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mg/mL). Twenty passages were 

conducted at each concentration, and the adapted strains were preserved in glycerol. After the final 

passage, cultures were transferred to agar plates containing ampicillin, and antibiotic-resistant 

colonies were selected for the next round. To investigate the effect of ampicillin on violacein and its 

precursor, the amino acid L-tryptophan (L-Trp), High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

was employed. The results showed that violacein production increased significantly under sub-lethal 

concentrations of ampicillin; in the presence of 0.4 mg/mL of this antibiotic, violacein yield rose 

from 56 mg/L to approximately 132 mg/L. Through ALE, an evolved strain resistant to 1 mg/mL 

ampicillin was obtained, capable of producing 420 mg/L of violacein. Moreover, L-tryptophan 

production increased significantly compared to the control condition (from 0.62 μg/mL to 0.95 

μg/mL). Overall, the results suggest that ampicillin may enhance violacein biosynthesis by 

stimulating the production of its precursor, L-tryptophan. 
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 چکیده

توليد  جانتينوباکتریوم ليویدوم منفی از جمله   های گرم گونه از باکتریویولاسئين یک رنگدانه بنفش نامحلول در آب است که توسط چندین 

بيوتيکی، ضد قارچی، ضد های زیستی از جمله خواص ضد سرطانی، باکتریواستاتيک و آنتیشود. این رنگدانه دارای طيف وسيعی از فعاليتمی

نوز به مرحله توليد صنعتی نرسيده است. هدف اصلی مطالعه حاضر،  به دليل بازده پایين توليد، ه  ،انگلی و ضد ویروسی است. با این وجود

جانتينوباکتریوم  ( بر پایه اصول تکامل داروینی با هدف افزایش بازده توليد ویولاسئين در  ALEاستفاده از رویکرد تکامل آزمایشگاهی سازشی )
متوالی    با استفاده از روش پاساژسپس   ئين و رشد باکتری بررسی شد.سيلين بر توليد ویولاسهای مختلف آمپیدر ابتدا، اثر غلظت بود.    ليویدوم

انجام   ALE( آزمایش ليترميلیبر  گرمميلی 1، ... ،6/0، 5/0سيلين )بيوتيک آمپیهای مختلف آنتیهای ارلن مایر در حضور غلظت در فلاسک

های  سيلين منتقل شد و کلنیبه روی محيط کشت جامد حاوی آمپی   باکتریپاساژ،    20پس از   پاساژ صورت گرفت.  20شد. در هر غلظت،  

سيلين بر توليد رنگدانه ویولاسئين  بيوتيک آمپیبيوتيک برای انتقال به مرحله بعد انتخاب گردیدند. برای بررسی نحوه اثر آنتیمقاوم به آنتی

( استفاده شد. نتایج نشان داد که در  HPLC( از روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا )L-Trpتریپتوفان )- Lساز آن یعنی اسيد آمينه  و پيش 

افزایش    ليتر    بر  گرمميلی132به حدود  ليتر    بر  گرمميلی  56  سيلين توليد ویولاسئين از  بيوتيک آمپیليتر از آنتیگرم بر ميلیميلی  4/0حضور  

  گرم ميلی  420سيلين بدست آمده که قادر به توليد  ليتر از آمپیميلیبر  گرم  ميلی  1یک سویه تکامل یافته مقاوم در برابر    ALEیافت. با انجام  

کل معناداری  تریپتوفان به ش-Lسيلين توليد اسيد آمينه  های بيشتر نشان داد که در حضور آمپیاز ویولاسئين بود. همچنين بررسی  ليتر     بر

(. بر اساس نتایج حاصل از این  ليتر ميلیبر  ميکروگرم 95/0به μg/mLليترميلی بر ميکروگرم 62/0نسبت به شرایط کنترل افزایش یافت )از 

 زی کند.  باتریپتوفان در افزایش توليد ویولاسئين نقش  - Lتواند از طریق تحریک توليد اسيد آمينه  سيلين میتوان گفت که آمپیمطالعه می
 

 يویدوم ل  ينوباکتریومجانت  ،یپتوفانتر  -L  ی،سازش  یشگاهیتکامل آزما  یولاسئين،و :کلمات کلیدی
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 مقدمه 

  هایییاست که در باکتر  یاییباکتر  یهثانو  يتمتابول  یک  یولاسئينو

  ، يویدومل  ينوباکتریومجانت  ،یولاسئومو  یومکروموباکترمانند  

گزارش   سودوآلتروموناسو    يکروبولبيفرم،  دوگانلا  ،يموناسکول

مولکول است. وزن  برابر    ین ا  یشده  مول   343/3رنگدانه  بر  گرم 

است.    يوسدرجه سلس  290از    يشتررنگدانه ب  ینذوب ا  یاست. دما

  575و    372،  258  ی هارنگدانه در طول موج  ینا UV-Vis يفط

ب م  يشتریننانومتر  نشان  را  رنگدانه 1)  دهد یجذب  سنتز   .)

تر  یولاسئينو پ   یپتوفاناز  عنوان  م  يشبه  شروع  و    شودیماده 

  ی اپرون  یآن رو  يوسنتزدر ب  يلدخ  هاییمرمز کننده آنز  ی هاژن 

 vioA اپرون  یندر ا  یمآنز  ينقرار دارند. اول  vio ABCDE به نام

اکس که  ا  یپتوفانتر  يداسيوناست    يداس  يرویک پ -3-یندول به 

. در  کندیم يزکاتال FAD کوفاکتور ياءاح یقرا از طر (IPA) یمينا

(.  2)  شود  می  یلتبد IPA یمربه دا vioB توسط IPA مرحله بعد

تبد vioE یمآنز پرو IPA یمردا  یل باعث    تودئوکسیبه 

آنزشودمی (PVA) يداس  یولاسئينيکو واکنش   vioC یم.  و 

خود  يداسيوناکس به  تبد  یخود  دئوکس PVA یلباعث    یبه 

دئوکس  يداس   یولاسئينيکو نهاشود  می  یولاسئينو   یو  در    یت . 

تبد vioD و vioC یمآنز به    یولاسئينو  یدئوکس  یلباعث 

    یخود به خود  يداسيوناکس  ين(. همچن3,4)  شوندیم  یولاسئينو

PVA   یولاسئينو  یپروتودئوکس  يد به تول  تواند   می (PVD)   منجر

 .شود

از جمله ضد تومور   یستی ز  هایيتاز فعال  يعیوس  يفط  ویولاسئين

پتانس ضد    يوتيکی،بیآنتو    یواستاتيکباکتر  يتفعال  يلبودن، 

و خواص ضد    یها(، ضد سرطان )انگل  اییاختهضد تک    ی،قارچ

به عنوان   ییبه تنها  تواندمینه تنها    یولاسئينرا دارد. و  یروسیو

اثر هم   یداراتواند  می  همچنينبلکه    ،عمل کند  بيوتيکیآنت  یک

از   یولاسئينو   ین،ها  باشد. علاوه بر ايوتيکبیآنت  یر با سا  ییافزا

و    ییبالا  ياربس  یصنعت  يتاهم لوازم تواند  میبرخوردار است  در 

(.  5و اکتشاف دارو کاربرد داشته باشد )  یکشاورز  ی، نساج  یشی،آرا

تول  یکی   يویدومل  ينوباکتریومجانت رنگدانه   ی اصل  یهاکننده  يداز 

  یباکتر  یک  يویدومل  ينوباکتریومجانتاست.    يعتدر طب  یولاسئينو

منف م  ی، گرم  هواز  ایيلهمتحرک،  کاملاً  ش  یشکل،    يمیو 

دما  ارگانوتروف در  معمولاً  و  درجه    30تا    25  ينهبه  یاست 

م  يوسسلس اکندیرشد  با  سو  ین.  آن    هاییهحال،  سرمادوست 

از   یباکتر  ینرشد کنند. ا  يوسدرجه سلس  4  یدر دما  توانندیم

  ی باکتر  یناست. ا  یاسهاگزالوباکترو خانواده    یشاخه پروتئوباکتر

م از  قطب    هاییخچال  ی، جنگل  یها خاک  يکروبيوتایمعمولاً 

در آب  و  رودخانه  ها یاچهجنوب  م و  جدا  بنفش  شودیها  رنگ   .

ترک   يجهنت نت  یولاسئينو  يبحضور  در  که    يتفعال  يجهاست 

.  شودیم   يدتول  يسمدر طول متابول  يکروارگانيسمم  این  يوشيمياییب

  يطیمح  یهابه تنش  يکروارگانيسمم  ینپاسخ ا  یولاسئينو  يدتول

( .  6,7)   کند یکمک م  یاست و به دفاع آن در برابر خطرات خارج

 یزا در نظر گرفته م  يماریب  يرمعمولاً غ   ينوباکتریومجانت  یهاگونه

با    ی شوند و مطالعات کم آنها گزارش شده     ییزای اريمب مرتبط 

 (. 8)  است

سو  یمصنوع   یشناسیست ز  اگرچه از    يکروبیم  هاییه توسعه  را 

طراح  یقطر و  -ساخت-یچرخه  م  یادگيریتست  قابل    يزانبه 

  يچيده، پ   های یژگیاست اما اصلاح و بهبود و  يدهبهبود بخش  یتوجه

و   يکیمتابول یهاشبکه  يلمانند تحمل تنش و سرعت رشد، به دل

بن  يلدخ  يچيدهپ   يمیتنظ است.  دشوار  آن،    یسازگار  ابراین،در 

 یبرا  یجرا  یکردرو  یکهنوز به طور گسترده به عنوان    يکروبیم

به   يکروبی م یشود. سازگار یاستفاده م ها يکروب بهبود عملکرد م

  یش افزا  یبودن آن به طور گسترده برا  يرو فراگ  یاثربخش  يلدل

  یکی   (.11–9)  شودمیشده استفاده    یمهندس   هاییه عملکرد سو

  یستبا اهداف ز  يکروبیم  یسازگار  یمورد استفاده برا  یاز ابزارها

آزما  تکامل  تکامل  ALE)  یسازش  یشگاهیفناورانه،  است.   )

علم  یک  یسازش  یشگاهیآزما برا  ياربس  یروش   ی بررس  یمهم 

در    ییدهپد است.    یشگاهی آزما  يستم س  یکتکامل  کنترل شده 

روش  آزما  یهااساس  کارها  یشهر  یشگاهیتکامل  آنتوان     یدر 

بو  ک،هو  يونل و  کخ  رابرت  دارو  یژهپاستور،   ی یه )نظر  ینچارلز 

  یشگاهی آزما  ی(. در طول تکامل سازش12( دارد )يعیانتخاب طب

مدت زمان چند هفته تا چند سال تحت   یبرا  يکروارگانيسمم  یک

مع  یطشرا داده    ينیکاملا  انتخاب    شود  میکشت  امکان  که 

  ی بالا  ثيرگذاریأ ت(.  13)  کند یرا فراهم م   یافتهبهبود    های يپ فنوت

کننده ثابت    يد تول  هاییه سو  سازیينهدر به  ALE  هایی استراتژ

استراتژ خلاف  بر  است.  و    ی تصادف  یورزدست  هاییشده 

امکان بروز      ALEیژه،و   هاییماز آنز  یهدفمند برخ  یورزدست

مختلف را به موازات هم فراهم    ی هادر ژن  يربصریغ   یهاجهش

استفاده شده    یابزارها  ینترگسترده  از  یکی  ALE  ین. بنابراکند یم

کاهش    یستز  یکاربردها  یبرا و  محصول  بازده  بهبود  فناورانه، 

فرا  هاینههز )  يکروبیم   یعصنا  یندهایدر  مهمتر14است   ین(. 

زا است که در تنش  یطشرا  یاماده    یافتن  ALE  یکردمرحله در رو

 ستفاده منظور ا  ینا  یبرا  يلينسیآمپ  بيوتيکی مطالعه حاضر از آنت

نشان داده شده است   يشين،بر اساس مطالعات پ   یراشده است. ز

ا غلظت  ینکه  در  افزا  یهاماده  باعث  کشنده    يدتول  یشتحت 

و توجه  یولاسئينرنگدانه  قابل  مقدار  (.  15,16)  شود  می  یبه 

پ   ينهمچن مطالعه  داد  يشيندر  نشان  ا  یم خودمان    ین که 
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  يلدخ  یهااز ژن  خیبر  يانب  یشباعث افزاتواند  می  يوتيکبیآنت

هدف    ین، (. بنابرا17( شود )vioA)مانند    یولاسئينو  يوسنتزدر ب

مقاومت    یشافزا  یبرا  ALE  یکردمطالعه حاضر استفاده از رو  یاصل

  سيلين آمپی  ی بالا  های  غلظتدر برابر    يویدومل  ينوباکتریومجانت

ا با  غلظت   یناست.  حضور  در  بتوان  که  ا  یهاهدف   ینبالاتر 

 داد. یشافزا يشتررا ب یولاسئينرنگدانه و يدتول بيوتيکآنتی

   ها روشمواد و 

   باکتری و تولید رنگدانه ویولاسئینتهیه 

از   استفاده   DSM 1522  جانتينوباکتریوم ليویدومدر این مطالعه 

های علمی و  شد. این سویه از کلکسيون ميکروبی سازمان پژوهش 

 خریداری شده است.  PTCC 1735صنعتی ایران با شماره 

ویولاسئين، رنگدانه  توليد  منظور  پيش  به  یک  از ابتدا  کشت 

ليتری ميلی 50مایر ارلن در یک فلاسکجانتينوباکتریوم ليویدوم 

  ليتر محيط کشت نوترینت براث تهيه شد. فلاسکميلی  5حاوی  

دمای   سرعت   23در  با  شيکردار  انکوباتور  در  سلسيوس  درجه 

150 rpm    توليد   . جهتگذاری گردیدساعت گرمخانه  24به مدت

پيش  2  ،ویولاسئين محيط  از  )حجمی/حجمی(  به  درصد  کشت 

فلاسک به  تلقيح  مایه  حاوی  ميلی  100های  عنوان    10ليتری 

به   + یک درصد گليسرول  ليتر محيط کشت نوترینت براثميلی

شود( اضافه  همراه تيمارهای مختلف )که در ادامه به آنها اشاره می

فلاسک نهایت  در  کشت گردید.  پيش  با  مشابه  شرایطی  در  ها 

 گذاری شدند.  گرمخانه

 استخراج و سنجش میزان ویولاسئین  
به   rpm  6000با سرعت    يرتخم  يطمح  یولاسئين،استخراج و  یبرا

اتانول مطلق    یشد. سپس حجم مساو  یفيوژسانتر  يقهدق  5مدت  

  يقهدق  15اضافه و مخلوط شد. محلول به مدت    يماندهبه رسوب باق

س از  استفاده  سونحمام  يکاولتراسون  يستمبا    و   شده   يکيتدار 

  رویی یع(. جذب ما 18)  یدگرد  یفيوژ سانتر  یقبل  یطمجددا با شرا

،  APELنانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر )  585در طول موج  

اندازه آنجا  يریگژاپن(  از  بخش    یکه طبق مطالعات قبل   ییشد. 

 ينبعد از اول  ییرو  یعشده در ما  يدتول  یولاسئيناز و  یقابل توجه

 يرتخم  يطمح  یی رو  یع ما رود؛یو از دست م  ماندهیباق  یفيوژسانتر

خشک شده و با همان مقدار اتانول   يوسدرجه سلس 40 دمایدر 

 يریگنانومتر اندازه  585مطلق مخلوط و جذب آن در طول موج  

بنابرا نها  ین،شد.  و  یولاسئينو   ییغلظت   به  یولاسئينبه صورت 

شده از    یابی باز  یولاسئينعلاوه و  به  یآمده از رسوب سلول  دست

از قانون ب  يرتخم  یعما  ییرو  یعما ادله  )مع  يرلامبرتگزارش شد. 

 (. 6استفاده شد )  یولاسئينمحاسبه غلظت و ی( برا1
A=εbc           (1) 

 

ضریب     εهای ویولاسئين،  ميزان جذب نمونه  Aدر این معادله  

طول    b (،  cm 1-mL µg05601/0-خاموشی رنگدانه ویولاسئين )

 غلظت ویولاسئين است.  c مسير نور، و

 سیلین بررسی تولید ویولاسئین در حضور آمپی 
توليد رنگدانه ویولاسئين  ثير آمپیأ تبه منظور بررسی   بر  سيلين 

حل شده و ورتکس    مولار   NaOH 2 بيوتيک در محلول  این آنتی

از     pH  گردید. سپس استفاده  با    7روی    مولار  HCl   6محلول 

  0/22سيلين تهيه شده توسط فيلترهای  یآمپتنظيم شد. محلول  

این    22/0 اثر  بررسی  برای  فيلتر شد.  بر  آنتیميکرومتر  بيوتيک 

، 2/0 ، 1،1/0سيلين ) مختلف آمپیهای توليد ویولاسئين، غلظت

اضافه  (ليترميلیبر  گرم  ميلی  8/0و    6/0،  4/0 به محيط تخمير 

براث نوترینت  )  شد.  گليسرول  محيط به  (  درصد1حاوی  عنوان 

در فلاسک تخمير  و  استفاده  ارلن  تخمير  ليتری  ميلی  100های 

ها تلقيح شده و در  . فلاسکليتر محيط انجام شدميلی  10حاوی  

-مارگ  rpm 150ساعت در    96درجه سلسيوس به مدت    23دمای  

 ها سه بار تکرار شدند. ذاری شدند. همه تستگ

 تکامل آزمایشگاهی سازشی 
آزما  یندفرا شکل    يکروبیم   یسازگار  یشانجام  صورت    1در  به 

سازگار  يکشمات است.  شده  داده  حضور   يکروبی م   ینشان  در 

آمپ  یهاغلظت   1،  9/0،  8/0،  7/0،  6/0،  5/0)  يلينس  یمختلف 

انجام شد.  ليتريلیم  بر  گرميلیم انجام    20(  پاساژ در هر غلظت 

استوک   يسرولگل شدهسازگار    های یهپاساژ، از سو 20شد. پس از  

از فلاسک  یسازگار  یش شد. آزما  يهته   يلی م  25  یهابا استفاده 

  ی هاغلظت  یبراث حاو  ینتنوتر  يطمح  يترل  يلیم  5  یحاو  يتریل

فلاسک  سيلينآمپیمختلف   شد.  دماانجام  در  درجه   23  یها 

  ینور  یشدند. چگال   یگذاراگرم  rpm  150و با سرعت    يوسسلس

عنوان  5/0 هنگام   ODبه  شد.  انتخاب  به    OD600که    ی آستانه 

  یک برداشته شده و به  يرتخم یعاز ما يکروليترم 100 يد،رس 0/5

  یعاز ما  يکروليترم  100پاساژ،    20منتقل شد. پس از    فلاسک تازه

منتقل شده    سيلينیآمپ  یآگاردار حاو  يتپل  یک  یبه رو  يرتخم

چمن صورت  به  کلن  یو  و  شد  داده  به    هاییکشت  مقاوم 

انتخاب شدند.  یانتقال به دور بعد یبرا يوتيکبیآنت

 

https://ibhf.shandiz.ac.ir/
https://ibhf.shandiz.ac.ir/
https://ibhf.shandiz.ac.ir/


 5 … تکامل یقاز طر يویدومل ينوباکتریومدر جانت یولاسئينرنگدانه و يدتول یشافزاو همکاران.  ساربانلار ی بگ اوغل     

         Journal Homepage: https://ibhf.shandiz.ac.ir/ 

 
 سيلينیدر حضور آمپ  یسازش  یشگاهی. روند انجام تکامل آزما1شکل  

Figure 1. Adaptive laboratory evolution in the presence Amp.

بررسی تغییرات در تولید تریپتوفان در حضور  

 بیوتیک  آنتی

تریپتوفان   -Lبر توليد اسيد آمينه  سيلين  آمپیثير  أ تبرای بررسی  

ساز اصلی رنگدانه ویولاسئين از روش کروماتوگرافی  به عنوان پيش

استفاده شد. برای این منظور، ابتدا     (HPLCمایع با کارآیی بالا )

-آنتیهای قبلی در حضور  مطابق بخش  جانتينوباکتریوم ليویدوم

ساعت انکوباسيون در دمای    48شد. بعد از  کشت داده    ،بيوتيک

درجه سلسيوس، مایع تخمير سانتریفيوژ شده و از مایع رویی    23

تریپتوفان استفاده شد. برای انجام این    -Lآن برای تعيين ميزان  

از دستگاه   مجهز    HPLC Knauer (Berlin, Germany)آزمایش 

دتکتور   یک  .  استفاده شد  Knauer, Azura UVD 2.1L UVبه 

از ستون   اندازه ذرات  C-18  (4/6 × 100 mmهمچنين  با   )5 

  مولار  05/0و محلول  HPLCميکرون استفاده شد. متانول با گرید  

4PO2KH    نسبت شد.     70:30با  استفاده  متحرک  فاز  عنوان  به 

ترتيب به  تشخيصی  موج  و طول  جریان  ليتر/ ميلی  2/1  سرعت 

تمام    220و    mL/min 1/2  دقيقه استفاده،  از  قبل  بود.  نانومتر 

از فيلتر سرسرنگی  ها و نمونهمعرف ميکرون عبور داده    22/0ها 

 شدند.  

 ی آمار یزهایآنال 
 

 

افزارها  یهاداده  یآمار  يزآنال نرم  از  استفاده  و    SPSS  یبا 

GraphPad prism  یآمار  های آزمون   ينانجام شد. همچن  One-

way ANOVA  ین در ا  هاداده  يزآنال  یبرا  یتوک  يبیو آزمون تعق  

 مطالعه استفاده شد.  

 یج نتا 

 سیلین  آمپیدر حضور   یولاسئین و یدتول

شکل    در  که  آنچه  اساس  افزا  2بر  است،  شده  داده    یش نشان 

افزاسيلين  آمپیغلظت   با  ابتدا  بود    يزانم  یشدر  رنگدانه همراه 

کاهش    يلغلظت تحت کشنده به دلبالاتر از    های  غلظتدر    یول

رنگدانه    يد در تول  يرمنجر به کاهش چشمگ  يکروارگانيسمرشد م

بطور حضور    یکهشد.  ا  يترليلیمبر    گرميلیم   4/0در    ین از 

)  يشترینب  بيوتيکآنتی رنگدانه  ل  گرم  ميلی  132مقدار  ( يتربر 

 ی ( دارابيوتيکآنتیکنترل )نبود    یطنسبت به شرابدست آمد که  

ا (P<0.001). بود  یاختلاف معنادار غلظت    کهیوجود، زمان  ینبا 

به    یشافزا  ليترميلیبر  گرم  ميلی   6/0به    بيوتيکآنتی شد،  داده 

معن م (P<0.001) دارییطور  و  يزاناز    يدتول  یولاسئينرنگدانه 

. شده کاسته شد
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  ی. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنادار بر اساس آزمون توکیولاسئينو  بيوتيکآنتیمختلف    های  غلظت در حضور    یولاسئينو  يد. تول2  شکل

 (P< 0/001) .  است
Figure 2. Violacein production in the presence of different concentrations of ampicillin (Amp). Different letters indicate statistically 

significant differences based on Tukey’s test (P< 0.001). 

 تولید ویولاسئین توسط سویه تکامل یافته  

آداپتاس از  سو  يکروبیم  يونبعد  آوردن  بدست    یایی باکتر  ییه و 

به   شده    سيلين یآمپ  بيوتيکیآنت  یبالا  های  غلظتسازگار 

   یی سازگار شده نها  یهتوسط سو  یولاسئينرنگدانه و  يد( تول3)شکل

(JV-10)     بيوتيک یآنت  یناز ا  ليترميلیبر    گرمميلی  1در حضور  

نتا   یبررس ت   یج شد.  داد که  رنگدانه    يد تول  یطشرا  ینا  حتنشان 

  يدا پ   یش افزا  يتربر ل  گرم  ميلی  420به    یهسو  یندر ا  یولاسئينو

 .کرد

 

گرم  يلیم 1در حضور  (B) يویدومل ينوباکتریومجانت یوحش یهو سو (A) يویدومل ينوباکتریومجانتسازگار شده  یه سوهاله عدم رشد  یسه. مقا3شکل 

 يتر ليلیمبر    گرم  يلیم  1در حضور    یافتهتکامل    يویدومل  ينوباکتریومجانتتوسط    یولاسئينو  يدتول  یسهمقا (C) .سيلين  آمپی  بيوتيکآنتیاز    ريتليلیمبر  

 (P<0.001 ***). بيوتيکآنتی   در عدم حضور  یوحش  یهبا سو  سيلينآمپی از  
Figure 3. Comparison of resistance of the evolved J. lividum (A) and the wild type J. lividum (B) against 1 mg/mL of Amp. (C) 

Comparison of violacein production by the evolved J. lividum in the presence of 1 mg/mL of Amp with violacein production by the 

wild type J. lividum in the absence of Amp (*** P<0.001).
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 تریپتوفان  -Lبررسی تغییرات در میزان تولید 
اثر   ی چگونگ  یبررس  یبرا  ينوباکتریومجانتتوسط    یولاسئينو

بر   بيوتيکآنتی  ینا  يرتاث  یولاسئين،رنگدانه و  يدبر تول  سيلينآمپی

پ   یپتوفانتر-L  ينهآم  يداس  يدتول   يزانم عنوان    یاصل  سازيش به 

و روش    یولاسئينرنگدانه  از  استفاده  شد.    یبررس  HPLCبا 

شکل   در  که  حضور    4همانطور  در  است،  شده  داده  نشان 

بر    يکروگرم م  62/0از حدود    ينهآم  يد اس  ینا  يدتول  ،سيلين  آمپی

که    یافت  یشافزا  يترليلیمبر    يکروگرمم  95/0به حدود    يترليلیم

.(P<0.01معنادار بود ) یاز نظر آمار

  یطدر شرا HPLC. کروماتوگرام (P<0/01 **) (A)کنترل  یطسيلين  و شرادر حضور آمپی  یپتوفانتر- L ينهام  يداس يدتول يزانم یسه. مقا4شکل 

 .(Bسيلين  )کنترل و در حضور آمپی

Figure 4. Alteration in the production of L-trp in the presence of Amp compared to the control condition (A) 

(**P<0/01). HPLC chromatograms under the control condition and in the presence of Amp (B).

 بحث

  تحت کشنده  یهامطالعه نشان داد که غلظت ینحاصل از ا یجنتا

افزا  سيلينیآمپ القاشودیم  یولاسئينو  يد تول  یشباعث  اثر    یی. 

تول  سيلينیآمپ قبل  یولاسئينو  يدبر  مطالعات  شده    ی در  اثبات 

  سيلينیاز آمپ  ی و همکاران نشان دادند که تنش ناش  ی است. کانل

 

تا    دومیويل  ومیاکترنوبيجانتدر    یولاسئينو  يدتول  درصد   36را 

کردند که حضور  يانب يز(. پانتلا و همکاران ن19) دهد یم افزایش

مقدار  دومیويل ومینوباکتريجانت  يرتخم  يطدر مح  بيوتيکیآنت ینا

 ییاثرات القا  ين،(. همچن6داد )  یشبرابر افزا  3را حدود    یولاسئينو
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 یگراند   طالعاتدر م  یگرد  يکروبیم  یهابر رنگدانه  هابيوتيک یآنت

و همکاران نشان دادند   یالچينمثال،   یگزارش شده است. برا يزن

جلبک   تأث  Fremyella diplosiphonکه  و    یسينکاناما   يرتحت 

(. علاوه بر  20)  کندیم  يدرنگدانه تول  يشتریمقدار ب  یکلينتتراسا

باعث    اناينيکلرلا سوروککشت    يط در مح   سيلينیحضور آمپ  ین،ا

را مهار کرد    يدکاروتنوئ  يدتول  یشد، ول  کلروفيل  یمحتوا  یشافزا

ا21) م   ین (.  نشان  آنت  دهد یمشاهدات    یژهوبه  هابيوتيکیکه 

توجه  سيلينیآمپ قابل  فرآ  یاثرات    يکی متابول  یندهای بر 

سازوکارها  هايکروارگانيسمم اگرچه  هنوز  آن  يقدق  یدارند،  ها 

  که  ردند ک  يشنهادو همکاران پ   یانگ حال،    ین . با ايستمشخص ن

 یتنفس يسمتوان متابول سيلين،یآمپ یتحت بازدارنده یهاغلظت

منظور، در مطالعه حاضر    ین(. به ا22)  دهد یم  یشرا افزا  یباکتر

ا تول  يوتيکبیآنت  یناثر  پ   یپتوفانتر- L  يدبر  عنوان  ساز    يشبه 

و  یاصل نتا   ی بررس  یولاسئينرنگدانه  و  در    یجشد  که  داد  نشان 

از   ومینوباکتريجانتدر    یپتوفانتر-L  يدتول  يوتيکبی آنت  ینحضور ا

م  کروگرميم  0/95به    تريلیل يمبر    کروگرميم  0/62  تريلیليبر 

  يد بر تول  ییاثر القا  یناحتمالا بتوان ا  ینکند. بنابرایم  يدا پ   یشافزا

مکان  یپتوفانتر-L  ينهآم  يداس عنوان  به  اصل  يسمرا    ی عمل 

کرد. با    يشنهادپ   یولاسئينرنگدانه و  يدتول  یشدر افزا  سيلينیآمپ

مانند    هایی با استفاده از روش  یوجود، انجام مطالعات مولکول  ینا

Real-time PCR  یابی یمانند توال  یپتوميکسو مطالعات ترانسکر  

RNA   کمک   ييراتتغ  ینا  یبه روشن شدن اساس مولکول  تواندیم

شد،    یجادا  ALEکه با روش    سيلينیمقاوم به آمپ  ییهکند. سو

 یولاسئين و  يدتول   سيلينآمپیاز    تريلیليمبر  گرم  یليم  1در حضور  

تا   افزا  8را  ا  یشبرابر  تول  یشافزا  ین داد.  مقدار  با    يددر  رنگدانه 

رنگدانه قابل    ین ا  يدتول  یشافزا  یانجام شده برا  ی قبل  هایتلاش

جدول    یسهمقا مطالعات    ینا  یجنتا  یسهمقا  1است.  با  مطالعه 

است که سنجش    ینا  يت. نکته حائز اهمدهدیم  یشرا نما  يشينپ 

روش در    ترینیج با استفاده از اسپکتروفتومتر را  یولاسئينغلظت و

قبل برا  یمطالعات  و  ضر  ینا  یاست  چند   ی خاموش  بیمنظور 

-L.g-1.cm  01/56,  4/73,  955/10است )  مختلف گزارش شده 

محاسبه   یبرا  یخاموش  یباز ضرا  یکاز کدام    ینکه(. بسته به ا1

نتا  یولاسئينو  تغلظ درصد    680تا    تواند   می  یجاستفاده شود، 

خود نشان دادند   یو همکاران در بررس  ییاختلاف داشته باشد. چو

استفاده از    ینهگز  ینو بهتر  يستقابل اعتماد ن  955/10که عدد  

مطالعات از جمله   يشتر( که در ب20است )  01/56  ی عدد خاموش

م قرار  استفاده  مورد  حاضر  دلگيردیمطالعه  به  در    يل.  اختلاف 

مطالعات    یج نتا  يممستق  ییسه استفاده شده مقا   یخاموش  یبضر

 یب بر اساس ضر  1جدول    یجنتا  يل،دل  ينمشابه دشوار است. به هم

در    يناند. همچنشده  ی سازنرمال  01/56 که  است  ذکر  به  لازم 

اند مورد  ( انجام شدهيوستهکه در کشت بچ )ناپ   یتنها مطالعات   ینجاا

.نداه قرار گرفتهیسمقا

 

 . در مطالعات مختلف  یولاسئينو  يدتول  يزانم  یسه. مقا1جدول  
Table 1. comparison of violacein production in different studies. 

Method 

Extinction 

coefficient (L. 

g-1. cm-1) 

Medium /fermentation 

method 
Bacterial strain 

Normalized 

Violacein 

titer (gr/l) 

Ref. 

Microbial adaptation and 

Amp 
56/01 NB + 1% glycerol/batch J. lividum 0/42 

Present 

study 

Isolation of new strain 73/4 NB/batch 

Duganella 

violaceinigra str. 

NI28 

0/0236 (23) 

Formic acid treatment 10/955 
NB + L-

tryptophan/batch 

Chromobacterium 

violaceum 
0/2 (24) 

Modification of culture 

medium 
- 

Sugarcane bagasse + 

10% L-tryptophan/batch 

Chromobacterium 

violaceum 
0/82 (25) 

Genetic manipulation - BHIS/batch 
Corynebacterium 

glutamicum 
0/629 (26) 

Optimization of culture 

condition 
56/01 NB/batch J. lividum 0/125 (19) 
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   یریگ جهینت

 سيلين آمپیبار اثر    يننخست  یدر مطالعه حاضر برا  حاصل  جینتا

تول پ   یپتوفانتر-L  يدبر  عنوان  و  سازيشبه   یولاسئينرنگدانه 

 يدآمينه اس  ینا  يدتول  یشافزا  یشد و نشان داده شد که القا   یبررس

در   سيلينیآمپ  بيوتيکآنتیعمل    يسمبه عنوان مکان  تواند   می

با انجام    یگر. از طرف دددر نظر گرفته شو  یولاسئينو  يدتول  یشافزا

ALE  یافت   یشافزا  یبه طرز قابل توجه  یولاسئينو  يدمقدار تول  

د گرفتن  نظر  در  با  ا  هایجنبه   یگر که  مانند    یکرد رو  ینمثبت 

 مربوط به   ينآن تحت قوان  یتمقرون به صرفه بودن و عدم محدود

)   يکژنت  یمهندس   یهايکروارگانيسمم م GMMOsشده    تواند ی( 

روشبه ا  یعنوان  و  تول  یبرا  یمنکارآمد    های يتمتابول  يدبهبود 

 . يردمورد استفاده قرار گ یهثانو

 تقدیر و تشکر 

 دانشگاه اصفهان انجام شده است. ی مال  یتمطالعه با حما ینا
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