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 چکیده
ه ای  اکتریب   .است اهمیت زحائ هامیکروارگانیسم این متقابل اثر و بوده لاکتیك اسید هایباکتری و مخمرها حاوی عموماً خمیرترشمیکروبی  فلور

ب ر  کنن د ک ه   تولی د م ی   را ها و اگزوپلی ساکاریدهااری را همچون اسیدهای آلی، آنزیمشمهای بییك در طی تخمیر خمیرترش متابولیتاسید لاکت

 فل ور  مقایس ه  و شناس ایی  هدف از تحقیق حاضر، .دارند نتیجه کیفیت بافت و بیاتی نان حاصل اثر مثبت رئولوژیکی خمیر و درساختار و خصوصیات 

گار ب ه  سابرودکس تروزآ  اس وآرهای اممحیط کشت مولکولی بود.و  کشت روش به کرمان استان مختلف هایشهرستان سنتی هاینان خمیر میکروبی

 ه ا جدایه از ب اکتری  0 انجام شد. ضد میکروبیو ی یبیوشیمیاهای آزمونهای اسیدلاکتیك و مخمرها استفاده گردید. باکتریترتیب جهت جداسازی 

ه ای  گون ه  .گردی د های موجود در بانك ژن شناس ایی  های حاصل باتوالیمقایسه توالی استفاده از روش مولکولی و بابه ترتیب جدایه از مخمرها  0و 

و  ساکارومایس   س رویزیه   و مخمرها استافیلوکوکوس گالینارومو  ، پدیوکوکوس پنتوزئوس، آسینتوباکتربائومانیویسلاسیبریاباکتری عبارت بودند از 

ن ان و ایج اد    های شناسایی شده در این تحقیق را جهت بالا بردن کیفی ت توان میکرواورگانیسمبر اساس نتایج حاصله میبودند.  کاندیدا تروپیکالی 

 طعم و آرومای بهتر نان پیشنهاد نمود.  

 هویت مولکولی ،، فلور میکروبیخمیر ترش کلیدی: هایواژه

 مقدمه

ای ب  ه دلی  ل انب  وهی از  ام  روزه محص  ولات ت ذی  ه  

ذاهای ک اربردی ب ا خ وا     غ   های مثبت به ویژهویژگی

ه ای  حاوی ب اکتری  یمانند شیرهای تخمیر پروبیوتیك

مورد توجه ق رار   اسید لاکتیك و مخمر و مایه خمیر نان

توان د مزای ای س لامتی و    تخمی ر گن دم م ی    .گرفته اند

ه ا را  له تهی ه پروبیوتی ك میک رو    غذایی اضافی از جم

و با خ وا  ض د ق ار ی     تخمیر خمیر ترش .فراهم کند

توان د مان دگاری و   ضد باکتری نیز همراه اس ت ک ه م ی   

ه ای ج ذا    کیفیت نان، از جمله ف راهم آوردن ویژگ ی  

د خمی ر  س ابقه تولی    .(1) بهب ود بخش د  را ارگانولپتیك 

محص ولاتی ک ه ب ا     گ ردد. ترش به زمان باستان ب ر م ی  

منحصر ب ه   مطلو  مربوط به خود با عطر و طعمخوا  

ای تعی ین  ت ذی ه  فرد، عمر مفید اف زای  یافت ه و ارزش  

خمی ر ت رش ی ك     شناس ی میکرو از نظر . (2) شودمی

پ ائین   pHتن  است که توس ط   اکوسیستم خا  و پر

لا، محدودیت اکس یژن و  ، غلظت کربوهیدرات بامشخص

( در )CFU/g( ≤ 811) ه  ای ب  اکتریتع  داد س  لول

( مش خص  )CFU/g( ≥ 711) مقایسه با تعداد مخمرها

های اسید خمیر ترش مخمرها و باکتریدر  .(3) شودمی

ناپ ذیر  های عمدتاً تخری ب سیللاکتوبا، (LAB)ك لاکتی

وع فرآیند تخمی ر  ، سه نها. بر اساس تلقیح آنوجود دارد

توان تش خیص داد، یعن ی فرآین دهای    مایه ترشی را می

ان د  شروع شدههای آغازین یی که با کشتهاآن، برگشتی

کنن ده و ب ه دنب ال آن    هایی که با یك کشت شروعو آن

 نگه داری  زم ان  در (.0) بازگشت به عق ب وج ود دارن د   

اس ید   هایباکتری تکثیر و رشد با لاکتیك تخمیر خمیر،

 صورت هاآن متابولیکی فعالیت و آرد در موجود لاکتیك

 ده د می رخ نیز آرد مخمرهای تکثیر و گزین گرفته و 

ای از عوامل ذات ی و خ ارجی   علاوه بر این، مجموعه .(1)

ممکن است بر ترکیب میکروبیوتای خمی ر ت رش ت رثیر    
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، و غیره( و کیفیت به عنوان مثال، نفوذ آرد )نوع، .بگذارد

ه ای  ، عملکرد خمی ر، روش pH، پارامترهای فرآیند )دما

 طبیع ی  می زان  .(6) نیز تاثیرگذار استبرگشت و غیره( 

 ور مسئول مایه خمیر مخمرهای و لاکتیك هایباکتری

 است کربن اکسیددی گاز تولید علت به نان خمیر آمدن

 .ها مزای ای زی ادی در ن ان دارن د    (. همه این متابولیت1)

های پروتئیناز و پپتیداز فعالیت های پروتئولیتیكسیستم

ر طول تخمیر مای ه  توانند غلظت اسید آمینه آزاد را دمی

ی منجر ب ه  های بیوشیمیایاین روش دهند. ترش افزای 

ش ود زی را بس یاری از اس یدهای     بهبود ترکیبات فرار می

از ترکیبات ساز برخی آمینه آزاد به عنوان ترکیبات پی 

مطالعات میکروبیول وژی   .(6) شوندفرار در نظر گرفته می

گونه  03نشان داده که فلور میکروبی مشخص متشکل از 

گون   ه  اس   ید لاکتی   ك و عم   دتاً ه   ای از ب   اکتری

گون ه از مخمره ا ب ه وی ژه      23و بی  از  لاکتوباسیلوس

 و جدا مخمرهای(. 1) باشدمی کاندیداو  ساکارومایس 

 ان واع خمیرمای ه حاص ل از آرد گن دم     از شده شناسایی

، 2،کاندی دا ک ازئی   1رومایس  س رویزیه اساک :از عبارتند
، 0کوآاک  ولاز، ترولوپیس    3رومایس    اینوس  یتاساساک

، 7، کاندی دا میل ر  6، کاندی دا اس لاتا  1ترولوپیس  کاندیدا
، رودوت  لا 9، کاندی  دا گوییلرمون  دی 8کاندی  دا بوئی  دنی 

، تریکوپ    ورن 11، فیچی    ا پلیمورف    ا 11گل    وتینی 
 ، هنس  ینولا13، فیچی  ا نوروگنس  ی  12مارگ  اریتیفروم

ای  ن در  (.7) باش  ندم  ی 11کاندی  دا ه  ولمی و 10آنوم  الا

 اس تان  ه ای س نتی  میکروبی خمی ر ت رش  پژوه  فلور 

ه ا و مخمره ای   کرمان بررس ی و ب ا شناس ایی ب اکتری    

پرداخته  هاآنهای سنتی به مقایسه نانموجود در خمیر 

د م ور  لاکتوباسیلوسهای جدایهجا که  از آن .ه استشد

ه ای موج ود در   بررسی در ای ن پ ژوه  از خمیرت رش   

                                                           
1 Saccharomyces cerevisiae 
2 Candida krusei  
3 Saccharomyces inusitas  
4 Torulopsis collucolasa 
5Torulopsis candida 
6Candida stellata 
7Candida miller 
8Candida boidinii 
9Candida guilliermondii 
10 Rhodotorula glutinis 
11 Pichia polymorpha 
12 Tricosporon margaritiferum 
13 Pichia norvegensis 
14 Hansenula anomala 
15 Candida holmii 

پ   احتم ال   ان د  سازی شدهمنطقه کرمان جدا و خالص

ه ا ب ا   لاکتوباسیلوسهای جدیدتری از دستیابی به ایزوله

ت وان  می با این هدف تری نیز وجود دارد.خوا  متفاوت

های با خوا  تکنولوژیکی مناسب جهت تولی د  جدایهبه 

ه ای  جدای ه  نان با کیفیت مطلو  و ثابت دس ت یاف ت.  

نتقال عطر و طعم نان س نتی  منتخب در ا لاکتوباسیلوس

ه ای ص نعتی نق   داش ته و ب ا اف زای  زم ان        ن ان  به

ماندگاری نان و به تاخیر ان داختن بی اتی باع ا ک اه      

 د شد.نضایعات نان در کشور خواه

 هامواد و روش

این تحقیق از نوع تجربی و آزمایشگاهی است. تع داد   

تی استان کرمان طبق اطلاعات دو نمونه خمیر ترش سن

 نمونه هدفمند انتخا  شد.گیری آوری شده و نمونهجمع

از  دوماز خمی  ر ت  رش س  نتی منطق  ه راور و نمون  ه  اول

بلافاص له ب ا   خمیر ترش سنتی منطق ه نگ ار انتخ ا  و    

 جه ت . به آزمایشگاه منتق ل گردی د  رعایت زنجیره سرد 

 91 ب ا  را آزم ای   م ورد  نمون ه  از گ رم  11 تهیه رق ت، 

 ص  ورته ب   س  رم فیزیول  وژی اس  تریل   لیت  رمیل  ی

مخلوط و یکدست شدن  جهت که درآورده سوسپانسیون

ب ه   rpm111دار ب ا دور  از انکوباتور شیکر ،سوسپانسیون

            ه  ایرق  ت س  پ  .اس  تفاده ش  دم  دت ی  ك س  اعت  
از  نمونه برای تهیه کشت ف راهم ش د.   هر از 6-11-1-11

اس آگ ار ب رای   آرامه ای  مح یط  سه رقت آخ ر ب ر روی  

 مح   یط کش   ت  و ه   اوسلاکتوباس   یلی زجداس   ا

داده گار برای جداسازی مخمرها کش ت  آسابرودکستروز 

در دمای جار شمعی  ساعت در 72ها به مدت کشت شد.

از هر ، پ  از رشد .گراد قرار داده شدنددرجه سانتی 31

ب ه   اکس یداز  و های کاتالازتست ،آمیزی گرمجدایه رنگ

. جهت بررسی تخمیر قن دها از مح یط کش ت    عمل آمد

کربوهی درات  ی ك درص د از ه ر    نل رد براث به هم راه  ف

فروکت وز، س اکارز، م التوز،     شامل رامنوز، گزیلوز، گلوکز،

بررس  ی  .اس  تفاده ش  د م  انوز، گ  الاکتوز، میواینوزیت  ول

 ها با استفاده از محیط کش ت فعالیت آمیلولیتیکی جدایه

با کشت روی محیط  و فعالیت پروتئولیتیکیاستارچ آگار 

ی کش ت  ه ا پلی ت  (.8) انجام گرف ت  اسکیم میلك آگار

گ راد  درجه سانتی 31روز در دمای  1به مدت  داده شده

گ ذاری  گرمخان ه اکسید ک ربن  درصد دی 1تحت شرایط 
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بررس   ی فعالی   ت آنتاگونیس   تی ب   ه منظ   ور . ش   دند

اس  تفاده  ایدو لای  ه روش کش  تاز  ه  اوسلاکتوباس  یل

در این روش از هر باکتری پاتوژن در محیط مایع . گردید

گ راد ب ه   درجه س انتی  37در دمای  براث کشت هینتون

 لاکتوباس یلوس  جدای ه از هر  انجام شد. ساعت 20مدت 

ب ا   اس آگ ار آرام کش ت  روی مح یط بر ای بصورت نقطه

به این ترتی ب در  ه ار گوش ه     تلقیح شد. نیدل استریل

از  ه ار مح ل مج زا تلق یح      ،پلیتپلیت با فاصله از لبه 

 31س اعت در دم ای    72ه ا بم دت   پلی ت  انجام گرفت.

پ  از تش کیل   ،گراد قرار گرفتند و روز بعددرجه سانتی

کش ت  مح یط   کلنی در نقاط تلقیح شده استفاده شدند.

درص د آگ ار )نیم ه جام د( در      1/1هینتون آگار با  مولر

 تهیه و استریل شد.طور جداگانه ه آزمای  نیز ب هایلوله

گ راد رس ید   درج ه س انتی   02ها به دمای لولهزمانی که 

از  لیت ر میل ی  1/1)قبل از انعق اد مح یط( ب ه ه ر لول ه      

اض افه   CFU/ml 711×1های پاتوژن ب ا ت راکم   باکتری

ها بلافاصله شیکر شده تا نمونه باکتری با محیط لوله شد.

سطح مح یط  مخلوط گردیده و سپ  به آرامی در  کاملاً

 ریخت ه ش د.   لاکتوباس یلوس گار تلقیح شده ب ا  اس آآرام

پ  از پخ  یکنواخت مح یط ح اوی ب اکتری و انعق اد     

 درج  ه 31س  اعت در دم  ای  20ه  ا بم  دت ، پلی  تآن

 .(6) گراد انکوبه شدندسانتی

از  برتییر جداییه  مولکییولی هویییت تعییین 

  هاباکتری

 و آنتاگونیس  تی آنزیم  ی فعالی  ت ک  ه  ه  ار جدای  ه 

ب ه عن وان    داش تند  دیگ ر  ه ای جدایه به نسبت بیشتری

ش دند.   انتخا  مولکولی هویت تعیین جهت جدایه برتر،

های میکروبی کشت خالص در محیط مایع تهی ه  از نمونه

 ای ران  ،Dyna Bio کی ت  ب ا  DNA استخراجو  گردید

 . (6) طبق دستورالعمل آن صورت پذیرفت

 پلیمرازای واکنش زنجیره

 16S rRNA هناحی   تکثیر منظور به مطالعه این در 

)F:5,- عم    ومی پرایمره    ای از ه    دف اکتریب    

)TAA TAGAAG وTCT TAG CCT -,R:5(

ATC; CGC GTC GTC-3) گردی  د اس  تفاده .

 11 :شامل میکرولیتر 21 نهایی حجم با آرسیواکن  پی

 هر از میکرومولار 0/1 الگو، DNA میکرولیتر در نانوگرم

 میکروم    ولار dNTP ،2ر میکروم    ولا 2/1 پرایم    ر،

2MgCl، 2/1 آن زیم  واح د  1 وآر سیپی بافر میکرولیتر 

Taq DNA Polymerase ادام  ه در. گردی  د انج  ام 

 دمایی شرایط با ترموسایکلر دستگاه در آرسیپی واکن 

 درج ه  90 دم ای  در ابت دایی  ش دن  واسرش ت  دقیقه 1

 ش دن  واسرش ت  شامل  رخه 31 ادامه در و گرادسانتی

 اتص ال  دقیقه، 1 مدت به گرادسانتی درجه 90 دمای در

 طوی ل  ثانیه، 31 مدت به گرادسانتی درجه 01 دمای در

 و ثانیه 91 مدت به گرادسانتی درجه 72 دمای در شدن

-س انتی  درج ه  72دمای در نهایی شدن طویل نهایت در

-پی محصول نهایت در. شد انجام دقیقه 1 مدت به گراد

 س اعت  1 م دت  به و منتقل درصد 1 زآگار ژل بهآر سی

 .(16و  9) گردید الکتروفورز، ولت 81 ولتاژ در

 شناسایی وآر سیپی محصول توالی تعیین

 برتر جدایه نهایی

 تعی ین  ب رای آر س ی پ ی  محصول از میکرولیتر 211 

 جه ت  تکاپوزیس ت  ش رکت  به شده تکثیر قطعات توالی

 س پ  . گردید ارسال جنوبی کره بیونیر شرکت به ارسال

 1آلاین ر  ک د  ک دون  اف زار ن رم  ب ا  ش ده  ارسال هایتوالی

 س ویه ، NCBI سایت در کردن بلاست از پ  و بررسی

 .گردید شناسایی نظر مورد

از  برتییر جدایییه مولکییولی هویییت تعیییین

 مخمرها

 فعالی  ت ک  ه  ه  ار جدای  ه  ،نت  ایج ب  ه توج  ه ب  ا 

 دیگر هایجدایه به نسبت بالاتری آنزیمی آنتاگونیستی و

 هوی  ت تعی ین  جه  تب  ه عن وان جدای  ه برت ر،    داش تند 

 ه ا انج ام  آن شناس ایی  ذی ل  روش به و انتخا  مولکولی

 .شد
 

 (آرسیپی) ای پلیمرازواکنش زنجیره

-باکتری ایی از پرایم ر   16S rRNAبرای تکثیر ژن  

 :ITS1 ('TCCGTAGGTGAACCTGCGG3 '5) ه ای 

                                                           
1 CodonCode Aligner 
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ب ه   :ITS2 ('GCTGCGTTCTTCATCGATGC3 '5) و

 bpعنوان جفت پرایمر جه ت دس تیابی ط ول تقریب ی     

 16s rDNAژن  اس تفاده ش د.   آرسیپیتوسط  1111

باکتری جدا شده با استفاده از برنامه دم ایی زی ر تکثی ر    

و ب ه م دت    گرادسانتیدرجه  90اولیه در  واسرشت .شد

درج  ه  90بع  دی در  واسرش  ت ثانی  ه انج  ام ش  د. 181

 س یکل  21ثانی ه و ب ه تع داد     61گراد و به مدت سانتی

درج ه   11و در دم ای   01ب ه م دت    انیلینگ .انجام شد

ثانی ه و   91اولی ه در   1گس ترش  انجام گرفت. گرادسانتی

 311و گس ترش نه ایی در    گ راد سانتیدرجه  72دمای 

 ای ن  انجام گرف ت.  گرادسانتیدرجه  72ثانیه و در دمای 

 لیت ری انج ام ش د.   میلی 2/1های واکن  در میکروتیو 

 کنترل منفی نیز مطابق همین دستورالعمل تهیه گردید.

الگ و از آ  تزریق ی ب ه     DNAاین تفاوت که به جای  اب

و  9) الگو اس تفاده ش د   DNAکار رفته در مراحل تهیه 

16). 

 های برترالکتروفورز و شناسایی جدایه

ای پلیم  راز، واک  ن  زنجی  رهپ    از پای  ان ی  افتن  

( ب ا اس تفاده از   %1)گ ارز  محصول واک ن  توس ط ژل آ  

ب   افر  (EDTA -اس   تات -محل   ول ب   افری )ت   ری 

1XTAE .مارکر م ورد   در دمای اتاق الکتروفورز گردید

س  اخت ش  رکت  ل  در DNAاس  تفاده در ای  ن تحقی  ق 

 3111ت ا   111جف ت ب از از    111کلون ب ا فاص له   سینا

س پ  ر رف محت وی ژل آگ ارز ط وری       .جفت باز بود

ه ا در  درون تانك الکتروفورز قرار داده ش د ک ه  اه ك   

تان ك را ب ه جری ان     .گیرن د  ررف قطب منفی تانك قرار

تنظیم  111تا  111الکتریسیته متصل کرده و ولتاژ روی 

دقیقه ژل بررسی شده و از می زان رنگ ی    01پ  از  شد.

کتروف ورز تخم ین   که در ژل پیشروی کرده زمان پایان ال

پ  از پای ان مرحل ه الکتروف ورز ژل را از ب افر      زده شد.

ق رار داده و ض من مش اهده     داک خارج و در دستگاه ژل

-با دوربین عک  گرفته و ذخیرهلدر باندها در مقایسه با 

 سازی انجام شد.

 

                                                           
1 Extension 

 هایافته

 های خمیر ترشکشت نمونه

ه ای  های خمیر روی محیط کشتنتایج کشت نمونه 

نش ان   2و  1اس آگار و سابرودکستروز آگار در شکل آرام

 1ه  ا در ج  دول مورفول  وژی جدای  ه داده ش  ده اس  ت.

  مشخص شده است.

 

اس آرهای رشد کرده بر روی محیط املنیک -1شکل 

 آگار

 

های مخمری رشد کرده بر روی محیط کلنی -2ل شک

 سابرودکستروز آگار

 تست کاتالاز

 اس آگ  ارآرامس  ویه ج  دا ش  ده از مح  یط   11روی  

( و ه ر س ویه ک ه باع ا آزاد     7) آزمون کاتالاز انجام شد

-( و س ویه +شدن حبا  در لوله شدند بصورت مثب ت ) 

 گزارش گردید. 1( در جدول -های دیگر بصورت منفی )

 تست اکسیداز

 اس آگ ار آرامه ای  سویه جدا شده از محیط 11روی  

ای که باعا ت یی ر  انجام گرفت. هر سویهآزمون اکسیداز 

رنگ به ارغوانی بعد طی مدت رنگ دیسك اکسیداز از بی
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گ زارش   1( در ج دول  +) ثانیه شد بص ورت مثب ت   11

 (.7) گردید

 تست گرم

و  اس آگ ار آرامهای جدا شده از هر دو مح یط  سویه 

آمی زی  آمیزی گرم، رن گ سابرودکستروزآگار توسط رنگ

ب رای   1111میکروسکوپ ب ا بزرگنم ایی   شدند و توسط 

برای مخمرها مورد بررس ی   011ها و بزرگنمایی باکتری

ب ه ص ورت    1(. نت ایج در ج دول   3)ش کل   قرار گرفتند

مثبت )گرم مثبت( و منف ی )گ رم منف ی( گ زارش داده     

 شد.

 

 )الف(                           ) (
 ) (، آمیزی مخمرهاای از رنگنمونه )الف( -3شکل 

 آمیزی باکتری هانمونه از رنگ

سویه توانایی رشد در محیط  6سویه جدا شده  11از  

حاوی نشاسته برنج را دارا بودند که در محیط کشت ب ه  

-ای روشن اطراف پرگنه باکتری مشخص میصورت هاله

(. نت  ایج ب  ر اس  اس ش  دت و ض  عف فعالی  ت    8) ش  د

 .آورده شده است 1آمیلولیتیك در جدول شماره 

نت ایج در مح یط اس کیم    آزمون پروتئولیتییک:  

میلك منفی و در نتیج ه فعالی ت پروتئ ولیتیکی منف ی     

 گزارش گردید.

در این پژوه  ب رای بررس ی    :تست تخمیر قندی

ه ا از مح یط فن ل رد ب راث ب ه      تخمیر قند توسط سویه

ه ای رش د   های انتخابی استفاده ش د. مح یط  همراه قند

-بررسی قرار گرفتند. سویهساعت مورد  20کرده پ  از 

های که باعا تخمیر قند مورد نظ ر ش ده بودن د باع ا     

ت ییر رنگ محیط از صورتی ب ه زرد ش ده بودن د. نت ایج     

)ت ییر رنگ به زرد( و منفی )بدون ت ییر(  بصورت مثبت

 گزارش شدند. 2در جدول شماره 
ه ای ب ه دس ت    نتایج خاصیت آنتاگونیستی ب اکتری  

تری پاتوژن عامل مسمویت غ ذایی ب ا   باک 1آمده بر روی 

 ندین روش مورد بررسی قرار گرفت. نتیجه ب ه ص ورت   

مثبت )تشکیل هاله عدم رشد( و به صورت منف ی )ع دم   

 نشان داده شده است. 3تشکیل هاله( در جدول شماره 

 های خمیر ترشهای جدا شده از نمونهبیوشیمیایی ارگانیسمهای بررسی مورفولوژی و ویژگی -1جدول 

 نام
منطقه 

 آوریجمع
 پروتئولیتیک آمیلولیتیک گرم اکسیداز کاتالاز مورفولوژی

1B راور 
 های کرمی رنگکلنی

 لزج محد 
+ + 

مخمر بدون ، گرم مثبت

 جوانه
- - 

1D نگار 
های شیری رنگ کلنی

 محد 
+ + 

مخمر بدون  ،گرم مثبت

 جوانه
- - 

1G کوکوباسیل ،گرم منفی - - های ریز سفیدکلنی نگار + - 

1H کوکسی ریز ،گرم مثبت - - های سفید ریزکلنی راور + - 

1I راور 
های محد  کلنی

 شیری رنگ ریز
 - ++ دیپلوکوک ،گرم مثبت - -

A1J نگار 
های کدر صاف کلنی

 زرد رنگ
- - 

 باسیل ،گرم مثبت

 )دیپلوباسیل(
- - 

A1K های سفید صافکلنی راور - - 
 باسیل ،گرم مثبت

 )دیپلوباسیل(
+ - 

B1K راور 
های بزرگ کلنی

 مانندشیری رنگ لزج
+ + 

-مخمر جوانه ،گرم مثبت

 دار
- - 
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A1L نگار 
زرد  زهای ریکلنی

 رنگ
- - 

 کوکسی ،گرم مثبت

 )دیپلوکوک(
- - 

B1L نگار 
های شیری رنگ کلنی

 محد 
- - 

 باسیل ،گرم مثبت

بدون  )دیپلوباسیل(

 اسپور
+ - 

A1M نگار 
های زرد رنگ کلنی

 مانندلزج
+ + 

بدون  ،گرم مثبت مخمر

 جوانه
- - 

A1N سفید محد  کلنی راور - - 
باسیل بدون  ،گرم مثبت

 اسپور
- - 

B1N ریز شیری رنگ کلنی راور - - 
 باسیل ،گرم مثبت

 )دیپلوباسیل(
- - 

A1O راور 
کلنی درشت کرمی 

 رنگ محد 
+ + 

مخمر بدون  ،گرم مثبت

 جوانه
- - 

B1O راور 
های سفید رنگ کلنی

 ریز
- - 

 باسیل ،گرم مثبت

 )دیپلوباسیل(
- - 

1P راور 
های سفید رنگ کلنی

 محد 
+ - 

کوکسی  ،گرم مثبت

 ایخوشه
- - 

A1P راور 
های بزرگ سفید کلنی

 مانندلزج
+ + 

-مخمر جوانه ،گرم مثبت

 دار
- - 

A1Q نگار 
های سفید کلنی

 محد  لزج
+ + 

مخمر بدون  ،گرم مثبت

 جوانه
- - 

B1Q نگار 
های شفاف کلنی

 محد 
- - 

باسیل  ،گرم مثبت

 )دیپلوباسیل(
+ - 

A1R نگار 
های مد  سفید کلنی

 لزج
+ + 

مخمر بدون  ،گرم مثبت

 جوانه
- - 

B1R نگار 
-های شفاف بیکلنی

 های صافرنگ با لبه
- - 

باسیل  ،گرم مثبت

 )دیپلوباسیل(
+ - 

 باشد.می ، فعالیت آمیلولیتیکی ضعیف و قویبه ترتیب نشانه عدم فعالیت ++و  + ،- 
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  خمیر هایهای جدا شده از نمونهنتایج تست تخمیر قند ارگانیسم -2جدول شماره 

 نشانه عدم تخمیر قند است( -نشانه تخمیر و  +)علامت 

 میواینوزیتول گالاکتوز مانوز مالتوز ریبوز ساکارز فروکتوز گلوکز گزیلوز رامنوز 

1B + + + + + + - + + + 

1D - - - - - - - - - - 

1G + - - + - + + + - - 

1H + - - - - - - + + + 

1I + + + - - - + + - - 

B1J - - - - - - - - - - 

A1K - - - - - - - - - - 

B1K + + + + + + + - + - 

A1L + + + _ - - - - - - 

B1L - - - - - - - - - - 

A1M - - - - - - - - - - 

A1N - - - - - - - - - - 

B1N - - - - - - - - - - 

A1O - + + + + + - + + + 

B1O - - - - - - - - - - 

1P + - - - - - - - - - 

A1P - + + - + + + + - - 

A1Q - - - - - - - - - - 

B1Q - - - - - - + + - - 

A1R - - - - - - - - - - 

B1R - - - - - - - - - - 

 

 باکتری پاتوژن 1های خمیر بر علیه های بدست آمده از نمونهج بررسی خاصیت آنتاگونیستی جدایهنتای -3جدول شماره 

 هاجدایه
استافیلوکوکوس 

 آرئوس
 اشرشیاکلی

باسیلوش 

 سرئوس
 سالمونلاانترتیکوم

لیستریا 

 مونوسایتوژنز

1G + - + - + 

1H - - - - - 

1I + - + - + 

B1J - - - - - 

A1K - - - - - 

A1L - - - - - 

B1L - - - - - 

A1N - - - - - 

B1N - - - - - 

B1O - - - - - 

1P + - + - + 

B1Q + - + - + 

B1R - - - - - 
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 1ویسلا سیبریباکتری  مربوط به B1Qنتایج درخت فیلوژنی جدایه  -0ل شک

 

 ژن بانك در موجود 16s rRNA ژن به مربوط هایتوالی با هاباکتری Blast مقایسه نتایج -0 شماره جدول   

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 Weissella cibaria 

 شناسه درصد تشابه ارگانیسم نمونه

B1Q 

gi|359805991|dbj|AB682303.1|_Weissella_sp._NBRC_

106001_gene_for_16S_rRNA_partial_sequence 
Weissella cibaria TAJ.1 

95% 96% 

1G gi|429534142|emb|HE651910.1|_Acinetobacter_bauman

nii_16S_rRNA_gene_strain_16842 Taj G 95% 99% 

1I gi|914047529|dbj|LC071837.1|_Pediococcus_pentosace

us_gene_for_16quence_strain:_JCM_5890 97% 96% 

1P 

gi|575450843|gb|KF737153.1|_Staphylococcus_gallinar

um_strain_TR6T2_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_

sequence  

gi|399226831|gb|JX114800.1|_Bacterium_LF7_16S_rib

osomal_RNA_gene_partial_sequence 

100% 94% 

USER
Line
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 در بانك ژن وجودم 16s rDNA ژن به مربوط هایتوالی با مخمرها Blast مقایسه نتایج -1 شماره جدول

 

 گیریبحث و نتیجه

سایی میکروفلورای طبیعی خمیر در این پژوه  شنا 

د بررس ی ق رار   دو منطقه از استان کرمان م ور های ترش

-مده از خمی ر ت رش  آهای بدست گرفت و مقایسه سویه

س نتی منطق ه ب ا من اطق دیگ ر در ای ران و س ایر         های

این پژوه  برای اولین بار در کرم ان   .انجام شدکشورها 

ن تحقی ق  های م ورد بررس ی در ای    ایزوله صورت گرفت.

منطق ه راور و نگ ار   ه ای  بطور مس تقیم از خمی ر ت رش   

س ویه   0به تع داد   سازی شد وکرمان جداسازی و خالص

ها تعیین هوی ت  سویه برتر از مخمر 0ها و برتر از باکتری

ه ایی بودن د ک ه    ه ای برت ر س ویه   سویه مولکولی شدند.

دارای فعالی     ت آنتاگونیس     تی و آمیل     ولیتیکی و  

یق ات دیگ ری در نق اط دیگ ر     قتح پروتئولیتیکی بودن د. 

ذربایج ان  شهرهای اص فهان، لرس تان، آ  ویژه در  به رانای

ب ه   1391س عیدی در س ال    .انج ام ش ده اس ت   شرقی 

ه ای من اطق ب ومی    بررسی تن وع زیس تی خمی ر ت رش    

نوع خمیر ترش  03در پژوه  خود از  اصفهان پرداخت.

نوع آن در محدوده م ورد   3سنتی استفاده کرد که فقط 

این پ ژوه  از ی ك    تفاوتی که وجود داشت در نظر بود.

 محیط برای جداسازی و بررسی استفاده شد در ص ورتی 

نوع محیط  3که در پژوه  مربوط به منطقه اصفهان از 

در بخ  میکروب ی   مذکوردر تحقیق  کشت استفاده شد.

لاکتوباس  یلوس پلانت  اروم، لاکتوباس  یلوس   ه  ایگ  روه

، 1ازئییلوس کسی، لاکتوباروت  ئبروی ، لاکتوباسیلوس ر
، لاکتوباس    یلوس 2اریوسلاکتوباس    یلوس آلیمنت     

، لاکتوباس یلوس  0ی لاکتوباس یلوس آجیل   ، 3اردیهیلگ
یتروم، فرمنتوم، لاکتوباسیلوس بو نری، لوکونوستوک س

، زوئس  ودیوکوکوس پنت، پ  1ترنیکومس  وس  توک دکلوکون
 یهزساکارومایس   س روی   و 6لوکونوستوک مزنتروئی دس 

ه توج ه ب  ه آن ک    در بخ  مولکولی با شناسایی شدند. 

 ترین گون ه فراوان %26با نسبت  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 دباکتری اسید لاکتیك جداسازی شده در این مطالعه بو

در  1392تحقیقی که توسط گلشن تفت ی در س ال    (.9)

ه ای  ذربایجان با هدف بررسی خوا  تکنولوژیکی سویهآ

ه  ای س  نتی اس  تان خمی  ر ت  رش ه  ایلاکتوباس  یلوس

جداس ازی ش ده   بایجان شرقی که در مطالعات قبل ی  ذرآ

مده است ک ه  آدر نتایج این تحقیق  بودند پرداخته است.

دارای اخ  تلاف  ص  فت 0در  لاکتوباس  یلوسه  ای س  ویه

همکاران به بررسی و  7آنابلا ورا (.11) داری هستندمعنی

های اختصاصی برای جداسازی باکتری انواع محیط کشت

در پ  ژوه  خ  ود از مح  یط  پرداختن  د.اس  ید لاکتی  ك 

                                                           
1 Lactobacillus casei 
2Lactobacillus alimentarius  
3 Lactobacillus hilgardii 
4 Lactobacillus agilis 
5 Leuconostoc dextranicum 
6 Leuconostoc mesenteroides 
7 Annabelle Vera 

 شناسه درصد تشابه ارگانیسم نمونه

B1K 

gi|685167420|gb|KM029995.1|_Saccharomyces_cerevisiae_strain_

Saxapahaw 

DS1693_internal_transcribed_spacer_1_partial_sequence_5.8S_rib

osomal_RNA_gene_and_internal_transcribed_spacer_2_complete_

sequencee 

99% 88% 

1B Candida_tropicalis 100% 96% 

A1P 

gi|685167420|gb|KM029995.1|_Saccharomyces_cerevisiae_strain_

Saxapahaw 

DS1693_internal_transcribed_spacer_1_partial_sequence_5.8S_rib

osomal_RNA_gene_and_internal_transcribed_spacer_2_complete_

sequencee 

100% 86% 

A1O 

gi|349587272|gb|JF896569.1|_Candida_tropicalis_strain_Z 

HS1_internal_transcribed_spacer_1_partial_sequence_5.8S_riboso

mal_RNA_gene_and_internal_transcribed_spacer_2_complete_seq

uence_and_28S_ribosomae 

97% 95% 
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 ,MRS, maltose modified MRSه ای کش ت 

MRS5, SDB, SFM, MRS ‘‘Vogel’’, 
Rogosa .آم ده در نت ایج ای ن تحقی ق     استفاده کردند 

-مناس ب  MRS5و   MRSه ای است که محیط کشت

 2112در س ال   1مانوئ ل ونت وری   .(11) باش ند میتری 

ج  دا ش  ده از  2سانفرانسیسنس  ای لاکتوباس یلوس  روی 

در تحقیق ذکر شده از  های سنتی پرداخت وخمیر ترش

 پروتکل برای شناسایی و جداسازی استفاده شده است. 0

ه ای  یق آمده است که با توجه به یافتهدر نتایج این تحق

اولی ه خمی ر    تباط ب ه مب د   ای ار، تنوع درون گونهدیگر

حقیق خود از خمیر ت در 3یاسمین استر (.21) ترش دارد

، مکزیك و آلم ان ب رای بررس ی    کشور هند، پرو 0ترش 

تن  وع زیس  تی و همچن  ین ب  ه قص  د بررس  ی الگوه  ای  

در این تحقیق دو سویه مفی د ب ه    تخمیری استفاده کرد.

و  RTa12لاکتوباس   یلوس پلانت   اروم دس   ت آم   ده 

در نتایج این  بودند. RTa11 0پدیوکوکوس پنتوسازئوس

پ  دیوکوکوس پنتوس  ئوز اس  ت ک  ه  ذک  ر ش  دهتحقی  ق 
 باش د. یو است و ق ادر ب ه تخمی ر پنت وز م ی     هموفرمنتات

توان  ایی تب  دیل س  یترات ب  ه   پ  دیوکوکوس پنتوس  ئوز

ه ای  این سویه برای کاربرد سوکسینات و لاکتات را دارد.

مقایسه باکتریایی  1آنالاتانزی (.31) صنعتی مناسب است

خمی  ر ت  رش  18و مخم  ری ب  ر روی فل  ور میکروب  ی  

 ایتالیایی مورد استفاده در محص ولات س نتی انج ام داد.   

ه ای  خمیر ترشاین تحقیق رویکرد جامعی از فلور غالب 

الن  ا  (.10) را ارائ  ه داده اس  ت م  ورد اس  تفاده در ایتالی  ا

تحقیق ی ب ا ه دف     2121بارتکین و همکاران  در سال 

ه ای  و بررسی خصوص یات فن وتیپی ب اکتری    داسازیج

اسید لاکتیك از خمیر مایه گن دم س یاه بط ور ص نعتی     

جدا و از طری ق   لاکتوباسیلوسسیزده سویه  .ندانجام داد

PCR س   ایی ش   دند از جمل   ه س   طح گون   ه شنا در

، 7لاکتوباس   یلوس ب   روی ، 6لکونس   توک مزنتروئی   دز

، ک   ازئی لاکتوباس   یلوس ،8یئلاکتوباس   یلوس پاراک   از
، 11، پ دیوکوکوس پنت ازئوس  9لاکتوباسیلوس ف راگینی  

                                                           
1 Manuel Venturi 
2 Lactobacillus sanfranciscensis 
3 Yasemin Sterr 
4 P. pentosaceus 
5 Anna Lattanzi 
6 Leuconostoc mesenteroides 
7 Lactobacillus brevis 
8 Lactobacillus paracasei 
9 Lactobacillus farraginis 

، 12لاکتوباس   یلوس پلنت   اروم ،11لاکتوباس   یلوس اواروم
لاکتوباس      یلوس  ،13ات      هلاکتوباس      یلوس کرو

ه ای خمی  ر مای  ه  ک  ه بیش تر جدای  ه  10کورنیف ورمین  

 (.6) دادمتابولیسم کربوهیدرات همه ک اره را نش ان م ی   

-فعالی ت فیت ازی ب اکتری    2111ر سال د 11لینا نوبارینه

های اسید لاکتیك را مورد بررس ی ق رار داد او توانس ت    

لاکتوباس   یلوس پ   انی ، لاکتوباس   یلوس رئ   وتری،   
را  لاکتوباس  یلوس فرمنت  وم و پ  دیوکوکوس پنتوس  ئوز  

و همک اران  در   16ایمیل ی لهوم ه   (.11) شناسایی کن د 

خمیر ترش کشور فرانسه به تحقیق  16روی  2111سال 

ت ری نس بت ب ه    پایین pHدر تحقیق خود از  پرداختند.

غلظت لاکتیك  ی استفاده کردند.های ایتالیایخمیر ترش

ات قبلی بالاتر از عمطالاسید و اسید استیك در مقایسه با 

های شناس ایی ش ده   سویه های ایتالیایی بود.خمیر ترش

 ،لاکتوباس    یلوس سانفرانس    ی در ای    ن مطالع    ه 
 ،17، لاکتوباس  یلوس هامس  یبروی لاکتوباس  یلوس پ  ارا

های مخمری س ویه  و در گونه لکونستوک مسنرتروئیدس

در س ال   18لیونا نیونلی (.16) بود ساکارومیس  سرویزیه

به منظ ور نش ان دادن    ش  خمیر ترش آلبانی را 2110

لبانیای ب رای پخ ت ن ان م ورد     آرد گندم مناسب بودن آ

میکروبی از جمله ظور فلور بررسی قرار داد و برای این من

های اسید لاکتیك جداسازی و مورد بررسی ق رار  باکتری

لاکتوباسیلوس های شناسایی شده عبارت بود از . گونهداد
لکونس  توک  ،کونس  توک مس  نرتروئیدس و، لپلانت  اروم

س   یتروئم، لاکتوباس   یلوس لاکت   ی  و پ   دیوکوکوس 
اث ر   2119رسول و همک اران در س ال    (.17) پنتاسئوس

لاکتوباس  یلوس و  لاکت  و باس  یلوس فرمنت  وم دو س  ویه 
 را بر روی نان بربری مورد ارزیابی ق رار دادن د.   پاراکازئی

ق نش ان داد ک ه اس تفاده از    نتایج حاص ل از ای ن تحقی    

، pHداری روی ک اه   های لاکتیکی اث ر معن ی  باکتری

افزای  رطوبت، افزای  حجم مخصو ، ک اه  س فتی   

، و پروپیونی  ك ی  می  زان اس  ید اس  تیك ، اف  زاباف  ت

                                                                                  
10 Pediococcus pentosaceus 
11 Lactobacillus uvarum 
12 Lactobacillus plantarum 
13 Lactobacillus curvatus 
14 Lactobacillus coryniformis 
15 Lina Nuobariene 
16 Emilie Lhomme 
17 Lactobacillus hammesii 
18 Luana Nionelli 
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 زدگی و بهبود خوا  نان برب ری دارد جلوگیری از کپك

های جدا شده در تحقیق باکتری خصو در  (.19و  18)

نسبت ب ه   کاندیدا تروپیکالی توان گفت سویه حاضر می

ویسلا سیبریا و استافیلوکوکوس ها و باکتری دیگر مخمر
ق رار  مورد شناسایی در تحقیقات پیشین کمتر  گالیناروم

ت وان  ن ین اس تنتاج ک رد ک ه      ایت میدر نه اند.گرفته

 مخم ر  ج ایگزین  ن ان،  تخمی ر  در خمیرت رش   نانچه

 س بب  خمی ر،  کیف ی  خوا  بهبود ضمن گردد، نانوایی

 قار ی فساد از ممانعت تر،مطلو  آرومای و طعم ایجاد

 قابلیت همچنین شده، بیاتی یندآفر ترخیر و باکتریایی و

 مبتلای ان  مصرف جهت گلوتن فاقد آردهای در استفاده

ن ب ه  ب ا رس ید   آورد.م ی  فراهم نیز را سلیاک بیماری به

توان بعد های سنتی میمیکروفلورای طبیعی خمیر ترش

های ژنی و شناسایی ژن مورد نظر، از آن ب رای  از بررسی

پیش نهاد   .استفاده نمود های صنعتیطعم و آروما در نان

-فلور غالب خمیر ترششود با بررسی و تعیین هویت می

نعتی بهره برد و صنانوایی  فناوریها در آنهای سنتی از 

 رسید. مطلو  رایحهبه یك طعم و 

 سپاسگزاری

نویس  ندگان از کارکن  ان آزمایش  گاه میکروبیول  وژی   

دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمان کمال تش کر و امتن ان   

 را دارند.

 حمایت مالی

نامه کارشناس ی ارش د   تحقیق حاضر برگرفته از پایان 

رشته میکروبیولوژی بوده و از طرف دانشگاه آزاد اسلامی 

 واحد کرمان مورد حمایت مالی قرار گرفته است.
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Abstract 
Sourdough microflora generally contains yeast and lactic acid bacteria, and the interaction of microorganisms 

for its metabolic activity is important. Lactic acid bacteria produce numerous metabolites such as organic 

acids, enzymes, and exopolysaccharides during sourdough fermentation, which have a positive effect on the 

structure of the dough and bread's texture and staling. This study aimed to identify and compare the microbial 

flora of traditional bread dough in different cities of Kerman province by culture and molecular methods. 

MRS culture medium and Sabouraud Dextrose Agar were used in order to isolate lactic acid bacteria and 

yeasts respectively. Biochemical and antimicrobial tests were performed. 4 isolates of bacteria and 4 isolates 

of yeasts were identified by molecular method and comparing the resulting sequences of the sequences in the 

gene bank, respectively. Bacterial species were Weissella cibaria, Acinetobacter baumannii, Pediococcus 

pentosaceus, and Staphylococcus gallinarum, and yeasts Saccharomyces cerevisiae and Candida tropicalis. 
Based on the results, the microorganisms identified in this study can be suggested to improve the quality of 

bread and create a better taste and aroma of bread. 
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