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 از یکروبی مهايهی از واردات سوزیپرهیی و  و داروی صنعتدی مفيهاتی با قابلدی جدهايهیکشف سو
           داراي اهمیت فراوان کشوریکروبی میکی ژنتری حفظ ذخا ورعاملی پدافند غي، منظر اقتصادسه
هاي مناسب، عاملی ضروري براي موفقیت فرآیندهاي تخمیري حضور و فعالیت میکروب .باشدمی

هاي بومترین و بهترین منابع و زیستاي تخمیري، یکی از مهمهغذاها و نوشیدنی. شودمحسوب می
هایی از سرکه خرماي سنتی از بازار در این پژوهش، نمونه. باشدهاي مفید میطبیعی براي کشف سویه

، اسیدیته، مواد جامد محلول، فنول کل و فعالیت pH(هاي فیزیکوشیمایی کرمان تهیه شد و ویژگی
 هايروش کمک و جمعیت میکروبی آن با) شاخص قوام و اندیس جریان(ژیکی ، رئولو)اکسیدانیآنتی

هاي اسید استیک بررسی  از نظر حضور باکتري)16S rRNA ژن یابیتوالی  وARDRA (مولکولی
استوباکتر هاي هاي اسید استیک به نامحاصل این تحقیق، شناسایی دو گونه از باکتري. شد

 و پانیباسیلوس، لاکتوباسیلوسعلاوه بر این سه باکتري .  بود اروپائوسکوماگاتئیباکترو پاستوریانوس 
از طرف دیگر مشخص شد که . هاي سرکه مشاهده گردید در نمونهاستافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

باشند هاي موجود با یکدیگر متفاوت میهاي مختلف سرکه از نظر بار میکروبی و نوع میکروبنمونه
در نهایت، به . باشدد و سن سرکه از جمله دلایل احتمالی این تنوع میکه رقم خرما، روش تولی

هاي اسید استیک شناسایی شده در این پژوهش به عنوان کشت آغازگر براي تولید کارگیري باکتري
 در کلکسیون FCC-10973 و FCC-10971ها با کدهاي این باکتري. شودسرکه میوه پیشنهاد می

ه شهید باهنر کرمان ذخیره شدند و قابل سفارش توسط سایر پژوهشگران هاي غذایی دانشگامیکروب
  .باشندمی
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  مقدمه - 1
ترین رویکرد بشر براي کشف انتخاب و جداسازي، قدیمی

هاي مختلفی از گونه. شودموجودات زنده مورد نیاز تلقی می
ها انتخاب و به ها در طی قرنحیوانات، گیاهان و میکروب

سرکه ]. 2و1[اند صورت بومی شده، مورد استفاده قرار گرفته
د قندي به دست اي موامحصولی است که از تخمیر دو مرحله

در مرحله اول، ماده قندي توسط مخمر به اتانول تبدیل . آیدمی
هایی از خانواده شود؛ در مرحله بعد، اتانول با اثر میکروبمی

ماده اولیه . شودهاي اسید استیک، به اسید استیک تبدیل میباکتري
ها همچون انگور، باشد و انواع میوهتولید سرکه بسیار متنوع می

اي همچون جو، برنج و سایر منابع ، انواع مواد نشاستهسیب
همچون نیشکر، عسل و الکل تقطیري براي این منظور استفاده 

هایی است که در تولید سرکه به کار خرما یکی از میوه. شودمی
رود و به لحاظ تاریخی، غرب آسیا و شمال آفریقا، زادگاه می

اي پیرامون شناسایی دهمطالعات گستر]. 5- 3[باشد سرکه خرما می
از جمله این . جمعیت میکروبی سرکه صورت گرفته است

هاي صورت گرفته روي سرکه توان به پژوهشها میپژوهش
، سرکه توت ]9[، سرکه خرمالو ]8و7[، سرکه سیب ]6[بالزامیک 

و سرکه تهیه شده از الکل ] 13-11[، سرکه غلات ]10[فرنگی 
هاي صورت گرفته در مله پژوهشاز ج. اشاره کرد] 14[تقطیري 

]. 15[اشاره کرد ) 1383(توان به کار مقدمی و همکاران کشور می
هاي کشتی صورت در این تحقیق، شناسایی تنها بر اساس ویژگی

فلور ) 1393(راثی و همکاران . گرفت و نتیجه شناسایی دقیق نبود
را هاي خرماي تهیه شده از دو شهر گرگان و تهران استیکی سرکه

 16S rRNAگرچه در این پژوهش ژن ]. 16[بررسی نمودند 
اي پلیمراز و الکتروفورز اکتفا تکثیر شد اما تنها به واکنش زنجیره

هاي میکروبی به خانواده شد و در نتیجه تنها وابستگی جدایه
در این تحقیق، پیرامون . هاي اسید استیک به اثبات رسیدباکتري

در . ه کاري صورت نگرفتشناسایی و تعیین جنس و گون

توانستند با کمک ) 1395(پژوهشی دیگر ابراهیمی و همکاران 
 لاکتوباسیلوس برویسهاي بیوشیمیایی و مولکولی، حضور روش

استاندارد ملی ]. 17[را در سرکه سیب و انگور شناسایی کنند 
هاي میکروبی سرکه ، پیرامون ویژگی355ایران به شماره 

حدود و ) هاي شاخصمر و باکتريجمعیت کل، کپک و مخ(
رسد یکی از به نظر می]. 18[دهد مشخصاتی در اختیار قرار نمی

هاي مرتبط منتشر دلایل اصلی این موضوع شمار اندك پژوهش
در ) سنتی و صنعتی(شده، پیرامون کیفیت میکروبی انواع سرکه 

در این میان، سرکه خرماي سنتی در حجم محدود . باشدکشور می
بخش عمده این . شود کیفیت متغیر تولید و به بازار عرضه میو با

هاي تولید کننده خرما از جمله استان محصول ارزشمند در استان
هاي میکروبی بومی در صورت معرفی سویه. شودکرمان تولید می

توان محصولی با کیفیت مناسب و بازتعریف و طراحی فرآیند، می
در . و خارجی را پوشش دادتولید و بازارهاي مختلف داخلی 

المللی حال حاضر هر کیلوگرم خرماي صادراتی ایران در بازار بین
رسد حال آنکه با  سنت تا شش دلار به فروش می50بین 

 دلار 40اي به ارزش تا  درصد، سرکه300احتساب بازده فیزیکی 
  ].19[شود از هر کیلو خرما تولید می

، شیمیایی و میکروبیهدف از این پژوهش، مطالعه کیفیت 
 خرما و به کارگیري این اطلاعات براي اصلاح  سرکهرئولوژیکی

  آناستاندارد فعلی سرکه خرما و تعریف مشخصات میکروبی
هاي میکروبی سازي سویهجداسازي، شناسایی و ذخیره. باشدمی

ها به ارزشمند در کلکسیون میکروبی کشور و معرفی سویه
  .رکه، از دیگر اهداف این پژوهش استهاي تولید کننده سشرکت

  

  مواد و روش - 2
  برداري نمونه- 2-1

از بازار کرمان و یک نمونه سرکه ) F تا A(شش نمونه سرکه 
)G ( جهت مقایسه از بازار مشهد تهیه شد) 1جدول.( 
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Table 1 Specifications of traditional date vinegar with assigned code for each sample. 
Code Specifications 

A Three years old date vinegar made from Mazafati date cultivar (Bam, Iran) 
B Six years old date vinegar made from Mazafati date cultivar (Bam, Iran) 
C Date vinegar without specifications 
D Forty days old vinegar made from Karoot date cultivar (Anduhjerd, Iran) 
E Four month old vinegar made from Mazafati date cultivar (Bam, Iran) 
F Date vinegar without specifications 
G Three years old date vinegar with no specifications 

  
 کشت میکروبی، بررسی اولیه و جداسازي - 2-2

  هاجدایه
/ 2( هاي سرکه با رقیق کننده آب پپتونهسازي سریالی نمونهرقت
± 0/7 = pH (از هر رقت. انجام شد)  در دو تکرار ) 10- 3صفر تا

 آگار GYCبه مقدار یک دهم میلی لیتر به سطح محیط کشت 
هاي  رشد باکتريبراي) گلوکز، عصاره مخمر، کربنات کلسیم(

عصاره مخمر، گلوکز،  (  آگارYGCاسید استیک و محیط کشت 
براي مخمر، منتقل و با کمک سوآب پخش ) کلرامفنیکل، آگار

   درجه28گذاري در شرایط هوازي در دماي گرمخانه. شد
 روز 5و ) هابراي باکتري( ساعت 72 تا 24گراد به مدت سانتی

ها و ایجاد هاله  ظاهري کلنیوضعیت. انجام شد) براي مخمرها(
 بررسی GYCروي محیط کشت ) مربوط به تولید اسید(روشن 

پس از . و به همراه نتایج شمارش جمعیت میکروبی ثبت شد
 و GYCهاي رشد یافته روي دو محیط کشت شمارش کلنی

YGC و انجام سه مرحله کشت خطی پیاپی، مشاهده 
ها از نظر شکل میکروسکوپی انجام شد تا از خلوص جدایه

آمیزي براي این منظور از روش رنگ. ظاهري اطمینان حاصل شود
تک، (، آرایش سلولی )ايکروي یا میله(شکل . گرم استفاده شد

و ) تمایز باکتري از مخمر(، اندازه ...)اي، دوتایی، زنجیري، خوشه
ها با کمک میکروسکوپ نوري در نهایت خلوص ظاهري جدایه

ها انجام بر این، آزمون کاتالاز در مورد باکتريعلاوه . بررسی شد
 با یکروبی می از کلني مقدار،آزمون کاتالاز ي اجرايبرا. شد

 منتقل ايشهی لام شي برداشته و به رولیکمک چوب خلال استر
 شد و ختهی ری کلنيرو) سه درصد (ژنهی قطره آب اکسکی. شد

 قرار یبررس حباب مورد لی عدم تشکای لی تشکه،یپس از چند ثان
 کاتالاز می آنزي داراش،ی مورد آزماي که باکتریدر صورت. گرفت

 هاي حبابژن،ی به آب و اکسدروژنی هدی پراکسهیباشد، با تجز

-براي تهیه کشت ذخیره، جدایه .کندی مجادی بر سطح لام ايزیر

 درصد 20هاي خالص میکروبی در محیط کشت مشابه حاوي 
گراد ذخیره و نگهداري انتی درجه س-80گلیسرول در دماي 

  .]21و20[شدند 
  DNAسازي  استخراج و خالص- 2-3

ها با کمک کیت  ژنومی جدایهDNAسازي استخراج و خالص
و بر اساس ) DENAzist Bacterial DNA(دنازیست 

العمل شرکت سازنده انجام و تا زمان مطالعات ژنومی در دستور
  . گراد نگهداري شد درجه سانتی- 20دماي 

  16S rRNA  ژن تکثیر- 2-4
 و 27FYMرو ها به کمک آغازگر پیشجدایه 16S rRNA ژن

اي پلیمراز در واکنش زنجیره.  تکثیر شد1492Rآغازگر پیرو 
، یک MasterMix میکرولیتر 15 میکرولیتر حاوي 30حجم 

 13میکرولیتر از هرکدام از آغازگرهاي پیش رو و پیرو، و مقدار 
مراحل واکنش .  بودDNA)  نانوگرم100تا  50حدود (میکرولیتر 

 درجه سانتی 95اي پلیمراز شامل واسرشت اولیه در دماي زنجیره
 94واسرشت در دماي ( چرخه تکثیر 30 دقیقه، 5گراد به مدت 

 55 ثانیه، اتصال آغازگر در دماي 30درجه سانتی گراد به مدت 
درجه به  72 ثانیه، و بسط در دماي 45گراد به مدت درجه سانتی

 دقیقه 10 درجه به مدت 72، بسط نهایی در دماي ) ثانیه90مدت 
کیفیت محصول واکنش با ژل الکتروفورز روي آگارز . اجرا شد

  .یک درصد بررسی شد
 تکثیر 16S rRNA هضم آنزیمی ژن - 2-5

  یافته و تحلیل آن
 ي دارا،16S rRNA ژن یر از تکث به دست آمدهتلامحصو

داراي  یول استهاي مختلف در باکتري یکسانی زه تقریبااندا
        که هستند محدودگر يهازیم آنتوسط  متفاوت برشيالگو
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هاي مختلف ها و جنستوان از این ابزار براي تمایز بین گونهمی
) برشی(به منظور تحلیل قطعات محدود شده . استفاده کرد

DNA ریبوزومی تکثیر یافته )ARDRA1( محصول واکنش ،
هاي برشی اي پلیمراز به صورت جداگانه به کمک آنزیمزنجیره 
HinfI و TaqI) ThermoScientific, USA (هضم شد .

 10( میکرولیتر 1واکنش هضم آنزیمی حاوي آنزیم به حجم 

U/μL( بافر ،)10X ( میکرولیتر، آب با درجه 2به حجم 
اي  میکرولیتر و محصول واکنش زنجیره7مولکولی به حجم 

 میکروگرم 5/0 تا 1/0تقریبا ( میکرولیتر 10حجم پلیمراز به 
DNA (هاي حاوي آنزیم برشی میکروتیوب. اجرا شدHinfI به 
 درجه سانتی 37( دقیقه داخل حمام آب گرم 90-120مدت 

 به TaqIهاي حاوي آنزیم برشی میکروتیوب. قرار گرفت) گراد
. گراد نگهداري شد درجه سانتی65 ساعت در دماي 1مدت 
ها به کمک کدام از آنزیم ل حاصل از واکنش هضم هرمحصو

 ولت 80 درصد و شرایط 5/1استفاده از ژل آگارز  الکتروفورز و
در نهایت ژل ها با اتیدیوم .  دقیقه از یکدیگر جدا شد90به مدت 

بروماید رنگ آمیزي و تحت تابش ماوراء بنفش عکس برداري 
 براي مقایسه و )سیناژن، ایران (bp 100کش مولکولی خط. شد

 تکثیر شده و محصولات هضم 16r RNAتعیین اندازه ژن 
  .آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت

 16Sهاي یابی و مقایسه توالی توالی- 2-6

rDNA  
 انتخاب ARDRA مختلف ي از انگشت نگاره هاکی هرندهینما
 30حجم با  منتخب هايهی جداPCRمحصول واکنش . شد

ی با واسطه شرکت ابییتوالازي و سخالص ي براتریکرولیم
 یابییتوال. ارسال شد) کره جنوبی(شرکت بایونیر  به تکاپوزیست

آمده با  ت بدسي هایتوال.  اجرا شد27FYM با کمک آغازگر
 ژنبانک  موجود در هايی جفت باز با توال750اندازه متوسط 

  .]22 [ شدندسهیمقا
   و اسیدیتهpHگیري  اندازه- 2-7

 دستگاه یک با استفاده از سرکه هاينمونه  pH گیري اندازه
pHبا اسیدیته مقدار .شد انجام) زاگ شیمی، ایران (دیجیتال متر 

 سدیم هیدروکسید استاندارد محلول کمک به تیتراسیون روش
                                                             

1. Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis 

  بر حسبیدیته و اسیین تعفتالئینفنل شناساگر و نرمال 1/0
  . گزارش شدلیتر سرکه  میلی100 در استیک ید اسدرصد

   مواد جامد محلول- 2-8
 دستگاه یک سرکه با استفاده از يها  نمونهلمحلو جامد مواد

 C 20° ي در دما (2WAJ, OPTIKA, Italy)رفراکتومتر 
  .ید گزارش گردیکس شد و بر حسب درجه بریريگ اندازه

 کل فنول گیرياندازه - 2-9
  از سـرکه  يهـا    موجود در نمونـه    ی فنول ترکیبات یريگ   اندازه براي

 ی از برخ ـ  پـس ) 1984(روش ارائه شده توسط تاگـا و همکـاران          
 به مدت   سرکه هاينمونه ابتدا منظور بدین. شد استفادهاصلاحات  

 ,Sigma, 3-30K (یفیوژسـانتر با کمـک   g 5000 در یقه دق10

Germany (از محلــول یکرولیتــر م100 بــه ســپس. صــاف شــد 
 شـده بـه   یـق  رقیوکالتیو سین معرف فولیکرولیتر م750صاف شده  

 درصـد افـزوده   6 یم کربنات سـد یکرولیتر م750 و 10 به   1نسبت  
 جـذب  ، نـور یم دور از تابش مستق    یقه دق 30شد و پس از گذشت      

 در (UNICO, China ,2802)توسط دستگاه اسـپکتروفتومتر  
 بـه عنـوان   یـک  گالیداس ـ.  شـد یريگ  نانومتر اندازه750طول موج   

  .]23 [گرفت قرار استفاده  مورداستاندارد
  گیري فعالیت آنتی اکسیدانی  اندازه-2-10

هاي سرکه بـا اسـتفاده        هاي آزاد توسط نمونه     ظرفیت مهار رادیکال  
پس از جدا کـردن  بدین منظور . گیري شد  اندازهDPPHاز روش  

کمـک سـانترفیوژ بـه    هاي سـرکه بـه     نمونهذرات معلق موجود در  
 نمونـه صـاف      از تـر یکرولیم 600 بـه  ،g 5000 دقیقه در    10مدت  
معــرف  تــریکرولی م600 ،5 بــه 1 و رقیــق شــده بــه نــسبت شــده

DPPH 2/0    قـه ی دق 15افزوده شد و پس از گذشـت         میلی مولار 
 نـانومتر  520 جـذب در طـول مـوج      ،نگهداري در محیط تاریـک    

 فعالیت آنتی اکـسیدانی بـر حـسب درصـد     .]24 [شد يری گ دازهان
  .مهار کنندگی از رابطه زیر به دست آمد

(%)  آنتی اکسیدانی تفعالی = )1-) جذب نمونه/ جذب شاهد (( × 100  

  هاي رئولوژیکی گیري ویژگی اندازه - 2-11
 بـا اسـتفاده از یـک دسـتگاه ویـسکومتر          گیـري ویـسکوزیته     اندازه

(DV3T, Brookfield, USA)ــاي   در ســرعت ، 100، 50ه
ویـسکوزیته  . انجـام شـد   C 20° و دماي  rpm 250 و   200،  150
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سـرعت  . گیري شد  ثانیه اندازه30 بار و با فاصله زمانی   3نه  هر نمو 
 روش ارائه شده توسط میتـسچکا       برش و تنش برشی با استفاده از      

  .]25 [ به دست آمد)1982(
 

 نتایج و بحث - 3
  ها  شناسایی باکتري- 3-1

هاي از سرکه. هاي سرکه جدا شد جدایه از نمونه31در مجموع 
، چهار Gیه، هفت جدایه از سرکه  جدا9 هر کدام E و Dبا کد 

          به دست آمدF و دو جدایه از سرکه Aجدایه از سرکه 
، D5بر اساس مشاهدات میکروسکوپی، سه جدایه ). 2جدول (

D8 و D9به همین دلیل از مسیر .  به گروه مخمرها تعلق داشت
  .ها حذف شدندشناسایی باکتري

Table 2 Number and coding of isolates obtained from different samples of date vinegar. 
Code A1-A4 D1-D9 E1-E9 F1-F2 G1-G7 
Number 4 9 9 2 7 

  
 1500هاي باکتریایی با اندازه تقریبی  جدایه16S rRNAژن 

تکثیر ) PCR(اي پلیمراز به کمک واکنش زنجیره) bp(جفت باز 
) 1ل شک(شد و موفقیت واکنش توسط الکتروفورز ژل آگارز 

  .تایید گردید

  
Fig 1 Amplified 16S rRNA genes and 100 bp DNA 

ladder on 1% agarose gel. 
  

 و HinfIهاي برشی هاي باکتریایی با آنزیمالگوي هضم جدایه
TaqIبه نمایش درآمده است3 و 2هاي  به ترتیب در شکل  .

 ارائه شده 3ه برشی در جدول بندي الگوهاي مشابنتیجه گروه
  .است

ها بر کلیه جدایه. گردد مشاهده می3همانطور که در جدول 
 9 به TaqI با آنزیم 16S rRNAاساس برش ژن تکثیر یافته 

ها بر اساس در حالی که همان جدایه. گروه مختلف تقسیم شدند
    . گروه مختلف قرار گرفتند11 در HinfIبرش با آنزیم 

Fig 2 ARDRA profiles of isolates with HinfI as 
restriction enzyme. (L) Molecular ladder.  

1500 
bp 

L      D1    D2     D7    F1     G1    G2     G3     G6    G7     L 

L     A2     A4     E1     E2     E3     E6     E7     E8     E9     L 

L      A1     A3     D3     D4     D6     F2     G4     G5      L 



 ...هاي ي باکتریی و شناسایزیکوشیمیایی فهاي یژگی ویبررس                            محمدي فریمانی و محمد بلورديرضا حاجی
   

 170

  
Fig 3 ARDRA profiles of isolates with TaqI as 

restriction enzyme. (L) Molecular ladder. 
 

Table 3 Grouping of isolates according to 
restriction profile similarity 

Group 
No. HinfI TaqI 

1 A1 A1 
2 A2, A3, A4 A2, A3, A4 
3 D1, D2, D3, D4, D7 D1, D2, D6, D7 
4 D6 D3, D4 
5 F1, F2 F1, F2 
6 E1, E8, E9 E1, E8, E9 
7 E2, E3 E2, E3 
8 E6, E7 E6, E7 

9 G1, G2, G4, G5, G6 G1, G2, G3, G4,G5, 
G6, G7 

10 G3 ----- 
11 G7 ----- 

 
هاي مختلف ها در گروهموضوع دیگر به نحوه قرارگیري جدایه

اي که اعضاي هر گروه تنها به نمونه به گونه. شودمربوط می
سرکه خاصی تعلق دارد و هیچ گروهی از اعضاي حداقل دو 

-مقایسه توانایی گروه. نمونه سرکه مختلف تشکیل نشده است
دهد که در اغلب  نیز نشان میTaqI و HinfIبندي دو آنزیم 

مشابهی در هضم آنزیمی با هاي مختلفی که الگوي موارد، جدایه
اند، در هضم با اند و در یک گروه قرار گرفتهیک آنزیم  داشته

آنزیم دیگر نیز همچنان در یک گروه قرار دارند و بنابراین احتمالا 
، 1هاي این موضوع در گروه. به جنس و گونه مشابهی تعلق دارند

ی با این حال موقعیت برخ. گردد مشاهده می8 و 7، 6، 5، 2
ها هنگام هضم با یک آنزیم در مقایسه با هضم با آنزیم جدایه

از جمله این . دیگر، از یک گروه به گروه دیگر تغییر کرده است
 اشاره G7 و D3 ،D4 ،D6 ،G3هاي توان به جدایهها میجدایه

تواند به دلیل تفاوت جنس و گونه جدایه این موضوع می. کرد
 ,A1, A3, D1, D3( جدایه 12در نهایت . مورد بررسی باشد

D6, F1, E1, E2, E6, G1, G3, G7 (یابی براي توالی
 ابتدا به روي ژل آگارز برده شد و پس A1جدایه . انتخاب شدند

 روي ژل و خالص سازي با کیت DNAاز برش قطعه حاوي 
براي توالی یابی ارسال ) ، آلمان2بیورون( از ژل DNAاستخراج 

 میکرولیتر و در 30ب نیز با حجم هاي منتخسایر جدایه. شد
یابی به سازي و توالیلیتري، براي خالص میلی5/1میکروتیوب 

  .شرکت بایونیر فرستاده شدند
 توسط شرکت بایونیر، بر نبود DNAهاي کنترل کیفیت نمونه

 دلالت داشت، به همین دلیل A1 مربوط به جدایه DNAباند 
فیت توالی به دست آمده از کی. یابی نشدنمونه جدایه مذکور توالی

 و شناسایی دو جدایه میسر 3 نیز پایین بودG1 و E2دو جدایه 
هاي ثبت یابی شده با توالیهاي توالیمقایسه توالی جدایه. نشد

  . ارائه شده است4شده در بانک ژن و نتیجه شناسایی در جدول 
هاي اسید  جزو باکتريکوماگاتئیباکتر و استوباکتردو باکتري 
 100 شباهتی A3توالی مربوط به جدایه . باشنداستیک می

.  دارد5استوباکتر سیزیگی و 4استوباکتر قاننسیسدرصدي به 
]. 26[ در تخمیر دانه کاکائو نقش دارد استوباکتر قاننسیس

 درصد و 100ت  شناسایی شده با درصد مشابهکوماگاتئیباکتر
 معرفی 7کوماگاتئیباکتر اروپائوس، به عنوان 1035 6حداکثر امتیاز

 شامل کوماگاتئیباکترهاي دیگر پس از این باکتري، گونه. گردید
، 10ابُواِدینس، 9زایلینوس، 8ساکاریورانسهاي گونه

 99 با شباهت 13ناتاایکولا و 12اینترمدیوس، 11سوکروفرمنتانس
 .گیرند قرار می1007درصد و حداکثر امتیاز 

                                                             
2. Bioron 
3. Multiple signal 
4. Acetobacter ghanensis 
5. Acetobacter syzygii 
6. Max score 
7. Komagataeibacter europaeus 
8. Komagataeibacter saccharivorans 
9. Komagataeibacter xylinus 
10. Komagataeibacter oboediens 
11. Komagataeibacter sucrofermentans 
12  . Komagataeibacter intermedius 
13  . Komagataeibacter nataicola 

L       A1       A2      A3      A4      D1      D2    D3    

L      E1      E2      E3      E6      E7     E8     E9     
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Table 4 Identified isolates based on sequencing of amplified 16S rRNA gene 
Code Name Similarities (%) FCC No.* 

A3 Acetobacter ghanensis or A. syzygii 100% FCC-10972 
D1 Acetobacter pasteurianus 100% FCC-10971 
D6 Acetobacter pasteurianus 100% ----- 
E1 Komagataeibacter europaeus 100% FCC-10973 
E6 Lactobacillus sp. 100% FCC-10974 
F1 Staphylococcus epidermidis 100% FCC-10975 
G3 Paenibacillus sp. 100% FCC-10976 
G7 Paenibacillus sp. 100% ----- 

* FCC stand for Food Culture Collection of Shahid Bahonar University of Kerman. 
  

استوباکتر   در منابع قدیمی با نامکوماگاتئیباکتر اروپائوسگونه 
 میلادي به 1998 ذکر شده است که نام آن در سال اروپائوس

 میلادي به 2013 و سپس در سال گلوکونواستوباکتر اروپائوس
استوباکتر دو باکتري  .]27[  تغییر یافتکوماگاتئیباکتر اروپائوس

هایی هستند  جزو باکتريکوماگاتئیباکتر اروپائوس و انوسپاستوری
 خرمالوتوت فرنگی و هاي بالزامیک، که حضورشان در سرکه

 شباهتی E6توالی جدایه  .]12 و 10، 9، 6 [گزارش شده است
لاکتوباسیلوس هاي  به ناملاکتوباسیلوس درصدي با سه گونه 100
 16 رامنوسوسلاکتوباسیلوس و 15لاکتوباسیلوس کیسئی، 14زئی
علاوه بر این شباهت توالی این جدایه به سه گونه . دارد

 و 18لاکتوباسیلوس برویس، 17لاکتوباسیلوس پاراکیسئی
به نظر . باشد درصد می99 برابر 19لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

هاي ، باید از روش1492Rیابی با آغازگر رسد علاوه بر توالیمی
شخیص دقیق گونه استفاده بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی براي ت

هاي اسید لاکتیک است که در  از جمله باکتريلاکتوباسیلوس. کرد
]. 17 و 8[سرکه انگور و سرکه سیب نیز مشاهده شده است 

در .  شناسایی شدند20پانیباسیلوس به عنوان G7 و G3هاي جدایه
 در 21پانیباسیلوس استیهاي مختلف این جنس، گونه بین گونه

 با F1جدایه ]. 28[لات چینی گزارش شده است تخمیر سرکه غ
در . باشد میاستافیلوکوکوس اپیدرمیدیس درصد، 100شباهت 

پژوهشی که پیش از این انجام شده، مشخص شده که این باکتري 
از آنجایی که خرما به صورت دستی ]. 29[در خرما حضور دارد 

                                                             
14. Lactobacillus zeae 
15. Lactobacillus casei 
16. Lactobacillus rhamnosus 
17. Lactobacillus paracasei 
18. Lactobacillus brevis 
19 . Lactobacillus acidophilus 
20  . Paenibacillus 
21. Paenibacillus aceti 

یدن بندي، چشود و در ادامه تفکیک، درجهاز درخت برداشت می
         بندي خرما توسط کارگران و به صورت دستی انجام و بسته

 که بومی پوست دست استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسشود، می
  .شوداست، به خرما منتقل می

  فیزیکوشیمیایی هاي ویژگی - 3-2
هاي سرکه مورد مطالعه در این  هاي فیزیکوشیمیایی نمونه ویژگی

ها   نمونهpHگیري  اندازه.  ارائه شده است5 پژوهش در جدول
 به به ترتیب مربوط pH مقداربیشترین و کمترین  که داد نشان
ها، بیشترین در مورد اسیدیته نمونه.  بودC و Dهاي با کد  سرکه

 با F و Dهاي و کمترین مقدار اسیدیته به ترتیب در سرکه
لیتر سرکه   میلی100در  گرم اسید استیک 57/2 و 66/12اسیدیته 

ها  تفاوت قابل ملاحظه در میزان اسیدیته سرکه. مشاهده شد
ها  تواند به علت وجود یون  میها  آنpHدر علیرغم تفاوت جزئی 

با توجه . و ترکیبات با خاصیت بافري موجود در سرکه خرما باشد
که مطابق با استاندارد ملی ایران حداقل میزان اسید در  به این

 میزان اسیدیته  درصد باشد، بنابراین5سرکه باید بیش از 
 کمتر از حد استاندارد و غیر قابل F و A ،Eکد با هاي  سرکه

 در پژوهشی، روند تولید و  )2014( مطلوب .]18 [قبول است
بر اساس نتایج . هاي سرکه خرماي زاهدي را مطالعه کردویژگی

 . ]30 [ درصد به دست آمد6/6این تحقیق، سرکه با اسیدیته 

هاي سرکه نشان  ول موجود در نمونهبررسی ترکیبات جامد محل
هاي موجود در بازار از نظر میزان ترکیبات  دهد که سرکه می

محلول به شدت با یکدیگر تفاوت دارند و لذا از این حیث به 
. باشد روزرسانی استانداردهاي سرکه تخمیري ضروري می

 و Bمواد جامد محلول مربوط به سرکه کد مقدار بیشترین 
بالا بودن مواد جامد محلول . باشد می Eکمترین آن مربوط به کد 
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ها نشان دهنده میزان قابل توجهی ترکیبات قندي  در برخی نمونه
از این جهت نیز بررسی و . باشد تخمیر نشده در سرکه می

مواد جامد محلول قبل از تخمیر حائز اهمیت مقدار سازي  بهینه
  .باشد می

 توسط DPPH هاي آزاد کنندگی رادیکالخاصیت مهار ارزیابی 
 %14/11 و 03/73 با F و Bهاي کد  سرکه خرما نشان داد نمونه

 را مهار کنندگیبازدارندگی به ترتیب بیشترین و کمترین میزان 
ترکیبات فنولی در سرکه کد مقدار با توجه به بالا بودن . دارا بودند

B) 41/205توان نتیجه  می) گرم گالیک اسید در صد گرم  میلی
گرفت که بخش قابل توجهی از خاصیت مهار کنندگی 

ها  هاي آزاد مربوط به ترکیبات فنولی موجود در نمونه رادیکال
از طرفی کمترین میزان ترکیبات فنولی نیز در نمونه کد . باشد می

Fهاي آزاد را دارد  ترین قدرت مهار کنندگی رادیکال  که پایین
 رابطه بین خواص شیمیایی،  در پژوهشی.گردد مشاهده می

 نمونه سرکه بالزامیک مورد مطالعه قرار گرفت 19فیزیکی و کیفی 
رفت، نشان داده شد قدرت مهار  و همان گونه که انتظار می

هاي آزاد در سرکه نه تنها با ترکیبات فنولی  کنندگی رادیکال
موجود در آن وابسته است بلکه این ویژگی به دیگر خصوصیات 

 یزن) 2012( و همکاران یمک .]31[ دارد ی بستگیز نها نهکیفی نمو
 نمونه چند اکسیدانی ی آنتیت و ظرفیزیکوشیمیایی فهاي یژگیو

 کردند و بررسی را یموجود در بازار کره جنوب يا  سرکهیدنینوش
 اکسیدانی ی آنتیت خاصیزان مبالاتریننشان دادند نمونه با 

  ].32[باشد میدارا  یز را نی فنولیبات مقدار ترکیشترینب

Table 5 Physiochemical characteristics of traditional date vinegar samples. 
TPC (mg GAE/ 

100 g) AA (%) TSS (° Brix) Total acidity (g/ 
100ml) pH Samples code 

143.63±7.64c 67.09±5.07ab 7.73±0.05e 4.37±0.19d 3.75±0.01e A 
205.41±10.70a 73.03±3.05a 28.21±0.04a 5.85±0.08c 3.83±0.01c B 
207.50±3.53a 56.37±4.04c 11.13±0.03d 9.45±0.13b 3.71±0.01f C 
125.51±6.19d 68.31±3.76ab 19.24±0.03b 12.66±0.32a 4.08±0.02a D 
105.61±3.57e 45.46±4.68d 6.60±0.06f 4.56±0.17d 3.79±0.01d E 
82.76±6.77f 11.14±2.12e 15.25±0.05c 2.57±0.07e 3.90±0.02b F 

156.15±4.08b 65.87±0.99b 6.27±0.01g 5.85±0.20c 3.76±0.01e G 
TSS: Total soluble solid, AA: Antioxidant activity, TPC: Total phenolic compounds. 
Each value in the table represents the mean ±standard deviation of triplicate analysis. 
Means in the same column followed by the same letters are not significantly different 

 

  رئولوژیکی خواص - 3-3
بررسی اثر  سرکه با هدف هاي نمونه جریانی رفتار مطالعه

ورد کوشیمایی سرکه بر خواص رئولوژیکی آن میخصوصیات فیز
ت تنش برشی در برابر سرعت نتایج تغییرا. بررسی قرار گرفت

 نشان داده شده 4هاي مختلف سرکه در شکل  برش در نمونه
هاي مورد مطالعه رفتار  شود سرکه گونه که مشاهده می همان. است

دهند و با افزایش سرعت  غلیظ شونده با برش از خود نشان می
) K(شاخص قوام . یابد  میافزایشها  برش ویسکوزیته ظاهري آن

 ارائه 6هاي مورد ارزیابی در جدول  سرکه) n(یان و اندیس جر
 Fها به جز نمونه کد  اندیس جریان در تمام نمونه. شده است

 است که نشان دهنده رفتار غلیظ شونده با برش 1تر از  بزرگ
 به تواند ی مF در نمونه کد یان جریسکمتر بودن اند. باشد می

.  باشدها  نمونهریگ نمونه با دین ایمیایی شیبعلت تفاوت در ترک

 ي داراF نمونه کد شود ی مشاهده م5همان گونه که در جدول 
پایین بودن اسیدیته احتمالاً نشان . باشد ی میدیته اسیزان مینکمتر

یبات کدهنده میزان کمتر تخمیر در نمونه و در نتیجه تغییر کمتر تر
 بررسی شاخص قوام در .باشد میطبیعی موجود در خرما 

دهد که بیشترین و کمترین میزان  تلف نشان میهاي مخ نمونه
با . مربوط است Eو  Fهاي کد  شاخص قوام به ترتیب به نمونه

شود که نمونه با بیشترین   مشاهده می6 و 5مقایسه نتایج جدول 
 مواد جامد محلول در بین مقداربیشترین داراي شاخص قوام 

خص ن شاهمچنین نمونه با کمتری. استهاي مورد مطالعه  نمونه
بنابراین . باشد قوام نیز داراي محتوي مواد جامد محلول کمی می

توان نتیجه گرفت که بین میزان مواد جامد محلول و شاخص  می
 فالکن و .هاي سرکه رابطه مستقیمی وجود دارد قوام نمونه

 رفتار رئولوژیکی سرکه سنتی بالزامیک را مورد )2007(همکاران 
هاي رئولوژیکی سرکه   کردند که ویژگیارزیابی قرار داده و بیان
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در پژوهش . بالزامیک تحت تاثیر ترکیب شیمیایی آن قرار دارد
هاي سرکه با  این محققان نشان داده شد که ویسکوزیته نمونه

 ].33[ ابدی یمها افزایش  افزایش میزان قند گلوکز موجود در نمونه
 یرد بررس نمونه سرکه مویک یکی رفتار رئولوژیگري مطالعه ددر

 شونده غلیظ رفتار تخمیري سرکه این شد که یانقرار گرفت و ب
 تغییر نیوتونی سمت به آن رفتار زمان گذشت با و دارد برش با

 هاي ویژگی که دادند نشان محققان این همچنین. کند می
 اسیدیته، محلول، جامد مواد قبیل از سرکه فیزیکوشیمیایی

 تاثیر تحت را آن رئولوژیکی اررفت کلوئیدي مواد و قندي ترکیبات
    ].34[ دهند می قرار

Fig 4 The relationship between shear rate and shear 
stress of traditional date vinegar samples 

  
Table 6 Consistency coefficient (K) and flow behavior index (n) of the traditional date vinegar samples. 

R2 n K (Pa sn) Samples code 
0.9994 1.4649 0.0029 A 
0.9993 1.3994 0.0052 B 
0.9991 1.4144 0.0037 C 
0.9999 1.4350 0.0042 D 
0.9986 1.5330 0.0021 E 
0.9823 0.7587 0.0364 F 
0.9986 1.4883 0.0024 G 

  

  گیرينتیجه - 4
 به کارگیري توان براي اقبال به جداسازي ودلایل متعددي را می

سازگاري میکروب با . هاي میکروبی از منابع طبیعی برشمردسویه
بوم مشخص و توانایی مصرف و برآورده کردن نیازها یک زیست

از طریق فعالیت در ماده غذایی معین  بدون نیاز به افزودن 
ترکیبات شیمیایی خاص به عنوان کمک رشد، سابقه طولانی 

اکید ضمنی بر ایمن بودن مصرف ماده غذایی تخمیري و ت
پذیري فرآورده، عدم نیاز به دستکاري ژنتیکی و امکان انطباق

. محصول با الزامات تولید ارگانیک، از جمله این دلایل است
 9/3 تا 7/3هاي مورد بررسی در محدود  اغلب نمونهpHمقدار 

 نمونه بالاتر از حد 4از هفت نمونه مورد بررسی،اسیدیته . بود
.  بود5/4اسیدیته دو نمونه نیز نزدیک به .  درصد بود5د استاندار

 درصد بود 5/2با این حال یک نمونه داراي اسیدیته بسیار پایین 
که این موضوع احتمالا به دلیل مشکل در تخمیر یا تخمیر ناقص 

از منظر رئولوژیکی، رفتار غلیظ شونده با برش در کلیه . باشدمی

هاي هاي فناورانه شماري از باکتريقابلیت. ها مشاهده شدنمونه
ها به صورت شناسایی شده در این پژوهش، به کارگیري آن

         هاي تخمیري همچون سرکه راآغازگر در تولید فرآورده
ي هاي خرما سرکهاییبررسی جمعیت باکتری .کندپذیر میامکان
 نشان داد که نوع باکتري موجود در محصول از یک نمونه سنتی

تواند به علت تفاوت این تفاوت می. ر متفاوت استبه نمونه دیگ
تنوع زیستی . در ماده اولیه، فرآیند تولید و نیز سن سرکه باشد

هاي مورد بررسی، گویاي تنوع زیستی در نمونهشده مشاهده 
. طلبدهاي بیشتر را میبسیار وسیع در سرکه خرماست و پژوهش

امکان . اده شددر این تحقیق، از رویکردي مبتنی بر کشت استف
ها و مطالعه بعدي یا معرفی آن به صنایع سازي جدایهذخیره

فیزیولوژیکی /هاي بیوشیمیاییتخمیري و نیز امکان مطالعه ویژگی
هاي مفید فناورانه از جمله مزایاي این رویکرد و کشف ویژگی

ها ممکن است روي محیط به هر حال برخی باکتري. است
اند یا در در منابع علمی معرفی شدههایی که در حال حاضر کشت

بازار موجود است، رشد نکنند و قابل بازیابی نباشند؛ به همین 
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علاوه بر این چون فرآیند . ها مقدور نباشددلیل امکان شناسایی آن
تخمیر، امري پویاست، یک یا چند میکروب در طول زمان تخمیر 

ین ممکن بنابرا. دهنددیگر می) هاي(جاي خود را به میکروب 
هاي است بررسی جمعیت میکروبی ماده در حال تخمیر در زمان

هاي شناسایی شده مختلف به نتایج متفاوتی از حیث میکروب
هایی با موضوع دیگر عدم کشف و شناسایی میکروب. بیانجامد

به همین دلیل استفاده از . درصد پایین از کل جمعیت است
ایی جمعیت در طول هاي مستقل از کشت و بررسی پویرویکرد

علاوه بر این . شودهاي آتی پیشنهاد میزمان تخمیر براي پژوهش
ها و جداسازي باکتري) شمارش(بهتر است براي بررسی جمعیت 

اي از روش فیلتر غشایی براي به جاي شمارش استاندارد صفحه
از طرف دیگر در صورت . محصولاتی همچون سرکه استفاده شود

           مبتنی بر کشت بهتر است یک مرحله استفاده از رویکرد 
  .سازي اولیه نیز در برنامه کاري در نظر گرفته شودغنی

  

 تشکر و سپاسگزاري - 5
از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید باهنر کرمان بابت تامین اعتبار 

 و  پم/41/77شماره (این پژوهش در قالب طرح بدو استخدام 
  .شودتشکر می) م پ/41/81
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Discovering new strains with useful industrial and pharmaceutical capabilities and 
avoiding the import of microbial strains from three economic perspectives, passive 
defense and conservation of the country's microbial genetic resources are of great 
importance. The presence and activity of appropriate microbes is an essential factor in 
the success of fermentation processes. Fermented foods and beverages are among the 
most important and best natural sources for discovering useful strains. In this study, 
samples of traditional date vinegar were obtained from Kerman market and their 
physicochemical (pH, acidity, total soluble solid, total phenolic compounds, and 
antioxidant activity) and rheological properties (consistency coefficient and flow 
behavior index) were investigated, also their microbial population were assessed by 
molecular methods (ARDRA and 16S rRNA gene sequencing) for the presence of 
acetic acid bacteria. The result of this study was to identify two species of acetic acid 
bacteria, namely Acetobacter pasteurianus and Komagataeibacter europaeus. In 
addition, Lactobacillus sp., Paenibacillus sp. and Staphylococcus epidermidis were 
detected in vinegar samples. On the other hand, vinegar sample were different in 
terms of microbial load and the type of available microbes. Date cultivar, production 
method and vinegar age are the possible causes of this variations. Finally, the 
application of acetic acid bacteria identified in this study as starter culture for fruit 
vinegar production is suggested. These bacteria were stored with FCC-10971 and 
FCC-10973 codes in the Food Culture Collection of Shahid Bahonar University of 
Kerman and can be ordered by other researchers. 
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