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با استفاده از ران ي اي بوميهارترشيزوله شده از خمي اي مخمرهاييشناسا

   اري سيپك يتكن

  

   2ي، مهران اعلم2 ماهونكيرضا صادقي، عل∗2يري خمي، مرتض1ندميان ميمحمد جواد اكبر
 
 

  گرگانيعي و منابع طبيكشاورز دانشگاه علوم ييع غذاي ارشد گروه علوم و صنايدانش آموخته كارشناس -1

  گرگانيعي و منابع طبي دانشگاه علوم كشاورزييع غذايار گروه علوم و صناي دانش-2

)24/5/93: رشيپذ خيتار  18/1/93: افتيدر خيتار(  

 
 
 

  دهيچك
ر ي ـر خميند تخميفرا. ك و مخمرها هستنديد لاكتي اسيهايكتر آن باي اصل يهاسميارگانكرويم است و    ل شده ي است كه از آب و آرد تشك       يريرترش، خم يخم

 يها نقش مهم ـ  سميكروارگانين م ين ا يچنهم. شوديك و مخمرها انجام م    يد لاكت ي اس يهايباكترب توسط   يترت است كه به   ي و الكل  يكير لاكت يه تخم يترش بر پا  

ران بـه منظـور   ي ـ شده از مناطق مختلف ايآوررترش جمعي خميهان پژوهش، نمونهيدر ا. دكننيفا مي ايي نانوايها  فراوردهيدر بهبود طعم، بافت و ماندگار  

ق بـا  ي ـ دقيي و سپس جهـت شناسـا  ي جداسازي كلنيمورفولوژن هدف، مخمرها با روشيدن به ا يجهت رس . ، مورد مطالعه قرار گرفتند    ي فلور مخمر  يبررس

نس يوسـا ي بـه شـركت ب  يابييمنظور توال بهيسازرشدند، پس از خالصي تكث كهيقطعات. ده شدر داي تكثS rRNAs26ها، ژن  قارچي عموميجفت آغازگرها

 يي مـورد مطالعـه شناسـا   يهـا  مخمري، گونه(NCBI)ك ي ژنتي موجود در بانك اطلاعاتيهاي حاصل با توال   يهايسه توال يسپس با مقا  . انگلستان ارسال شد  

سكا، ي ـس، تورولوسـپورا فرانس   يكا اورنتـال  يساتچنيگوس، ا يسس اگز يكاروماساه،  يزيسس سرو يكاروماساده شامل   زوله ش ي ا يج نشان داد كه مخمرها    ينتا. شدند

 .گوس بودنديسس اگزيكاروماساه و يزيسس سرويكاروماسا غالب مربوط به يها بودند كه گونها فرمنتاسيشي و پيتورولوسپورا دلبروك

 

  .مخمر، S rRNAs26ژن ، ي كلنيمورفولوژ روشر ترش،يخم:  واژگانديكل

  

  

  

  

  

  

  

                                                   
 khomeiri@gau.ac.ir :مسئول مكاتبات∗
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   مقدمه- 1

ده اسـت و اسـاس      يچيار پ ي بس يكيولوژيستم ب يك س ير ترش   يخم

 ي تجار يها آرد و كشت   يكروبين فلور م  ي ب يستيزل آن هم  يتشك

ل ي ـدلا و بهيعنوان آغازگر اختصاصباشد كه به ي م 1لوسيلاكتوباس

، ارزش يش زمـان مانـدگار  يخاص مانند بهبود آروما و طعم، افزا    

ر يند تخم ي بخش در فرآ   يمتجاد خواص سلا  ي ا يا حت ي و   ياهيتغذ

 بر اساس اثر متقابل     رترشيدر خم . رديگينان مورد استفاده قرار م    

بـات فعـال عطـر و طعـم         يها و مخمرها، ترك   يك باكتر يد لاكت ياس

ل يو عمدتاً ات  ي هتروفرمنتات يهايك باكتر يد لاكت ياس. شوديد م يتول

كـه  ير حـال  كنند، د يد م يدها را تول  ين و آلدئ  ي مع يهااستات، الكل 

گــر يل و دي اســتيو، دي هموفرمنتــاتيهــايك بــاكتريــد لاكتياســ

د ي ـهـا تول  زوالكلي ا ير مخمر يدر تخم . كننديها را سنتز م   ليكربون

 محصول مـشاركت    ييد عطر و طعم نها    يد در تول  يشوند كه شا  يم

ر ي ـترات موجـود در خم    يا س يفروكتوز، گلوكز   .  داشته باشند  يكم

ل مـواد   يها را در تشك   يك باكتر يد لاكت يستوانند مشاركت ا  يز م ين

لارد و ي مــايهــاالبتــه واكـنش . ش دهنــديفـرار در پخــت را افـزا  

 دخالـت  ييز در عطـر و طعـم محـصولات نـانوا        يون ن يزاسيكارامل

  .]1[دارند 

ه نان دارند، پوك كردن ي كه مخمرها در تهيافهيوظ نيترمهم

د كربن ي اكسيجاد گاز ديسم مخمرها و ايق متابوليمحصول از طر

ز ي ني آليدهايد و اسين مخمرها الكل، آلدئيعلاوه برا. باشديم

 نان و محصولات پخت يل عطر و بويكنند كه در تشكيد ميتول

 يهايرترش، بر باكتري موجود در خميمخمرها. گذارندياثر م

   ر ير ترش وارد خميا خمي آرد يق آلودگي كه از طري منفگرم

ك يستماتين مخمرها از نظر سيا.  دارنديكيوتيبيشوند، اثر آنتيم 

  مختلف    يهاگونه   ها ن آنيستند و در بي نيكساني گروه يدارا

 
 
 

                                                   
1. lactobacillus 

، 4كوتورولاي، ما3، تورولا2سيترولوپس، 1سسيساكاروما

  .]2[ت كنند يتوانند فعاليز مي ن6هانسنولاو 5كودرمايما

 يهاي باكتريي و شناسايبند طبقهي برايدي جديامروزه ابزارها

 يمي قديهاه روشن شدن هستند كيگزيك در حال جايد لاكتياس

 ي كاربردهايبرا. سازنديل ميپ بودند را تكميه فنوتيكه بر پا

 يهيبر پاS rRNA16  ژن يابيين روش، تواليترروزمره، مطمئن

PCRت ين موقعيي تعيبرا. ن محلول استي پروتئي و الگوها

) rRNA(يبوزومي رRNAها، ها و جنسك گونهيلوژنيف

 كاملاً حفظ شده ي نواحي هم داراين تواليرا ايتر است؛ زمناسب

ن ييدر حال حاضر، تع. باشدي كمتر حفاظت شده ميو هم نواح

 ي كنونيتاكسونوم.  استيها كار نسبتاً آساني باكترrRNA يتوال

ك استوار است كه يلوژني بر اساس روابط فياديزان زيتا م

  .]3[ حاصل شده است يكي ژنتيهايبراساس كار توال

 يبردارن ژن از روش نسخهي اين توالييتع يدر گذشته برا

ها، با ن ژني اين تواليي اما امروزه تع]4[شد يمعكوس استفاده م

رد يگيصورت م) PCR(مراز ي پليارهياستفاده از واكنش زنج

ك را ين تكنيترحين و صحيها، قدرتمندترين تواليسه ايمقا. ]5[

. ]6[آورد يراهم مها فسميكروارگانيك ميلوژنين روابط فيي تعيبرا

- ق جنسيف دقي و توصيين روش، شناساي مهم اياي از مزايكي

  .]7[باشد يد مي جديها

زوله شده از ي اي مخمرهايين پژوهش شناسايهدف از ا

 يران جمع آوري كه از مناطق مختلف ايراني ايهارترشيخم

 .شدند، بود

 

   مواد و روش- 2

   مواد- 1-2
 يها كشتطي شدند شامل محن پژوهش استفادهي كه در ايمواد

Y.G.C ،آگار YMن تترا ي آميلن ديس بورات اتي براث، بافرتر

  .كس بودندي، كلروفرم، اتانول و مسترم)TBA (ديك اسياست

                                                   
1. Saccharomyces cerevisiae 
2. Torulopsis 
3. Torula 
4. Mycotorula 
5. Mycoderma 
6. Hansenula 
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  رترشي خميها نمونهيساز روش آماده- 2-2

ران شامل گنبد، گرگان، ي مختلف ايرترش از نواحي خميهانمونه

لار، تهران،  شهركرد و زاهدان مشهد، همدان، شهربابك، كرمان، 

.  شدنديداروس نگهي درجه سلس-20 ي و در دمايجمع آور

ن يبد.  شدنديل فعال سازيط استري دو مرحله و در شرايسپس ط

 30 ي ساعت در دما24مدت ر ترش بهي خميهامنظور نمونه

 گرم از هر 10پس از آن .  شدنديگذاروس گرم خانهيدرجه سلس

تر محلول سرم يليلي م90ل با يط استرير شرار ترش دينمونه خم

كنواخت يمخلوط و ) تريم در ليد سدي گرم كلر5/8 (يولوژيزيف

وارد، ساخت كشور يمدل س(كر يد و در دستگاه استوميگرد

سپس . ديقه و با دور نرمال هموژن گردي دق1مدت به) انگلستان

ورد  مي بعديهاه رقتي تهي برا10-1عنوان رقت  بهييمحلول رو

د ي در محلول كلر10-5 تا 10- 2 يهارقت. استفاده قرار گرفت

شات فوق در دو تكرار انجام يآزما. ه شدي درصد ته100م يسد

  ).10 و 8،9(شدند 

   روش كشت- 3-2

 استفاده ي و مخمرها از روش كشت سطحيمنظور كشت باكتربه

له سمپلر يه شده به وسيتر از رقت تهيليلي م1/0ن روش يدر ا. شد

 ياشهي شيلهيق و سپس با مي آگار تزرY.G.Cط يبر سطح مح

 ي و دمايط هوازي در شراتيپس از خشك شدن، پل. پخش شد

  .]11[د ي گرديگذارخانهوس گرمي درجه سلس25

  ي مخمريهاهي از جداDNA استخراج - 4-2

 شده، از يساز تك خالصيهاي از كلونDNAمنظور استخراج به

  استفاده DNA(U.S.A, Fermentas) استخراج يهاتيك

  :ن صورت كهيبد. شد

تر يكرولي م200 در يياي باكتريهاگرم از سلوليلي م20 تا 10 -1

   حل شد1)بافرTE(د يك اسين تترا استي آميلن ديس اتيبافر تر

                                                   
1.Trisethylene diamine tetra acetic acid buffer 

 lysisتر از يكرولي م400تر از نمونه با يكرولي م200 -2

solution5مدت وس بهيسلسي درجه65 ي مخلوط و در دما 

  . شديگذارخانهقه گرميدق

ر و رو ي بار ز5 تا 3تر كلروفرم اضافه و با يكرولي م600فوراً  -3

مدت بهrpm 10000ه شد و نمونه در يفيم مخلوط امولسكردن آرا

  .فوژ شديقه سانتري دق2

 720ن منظور يبد (precipitation solution آماده كردن -4

 suppliedتر يكرولي م80ل با يزه استريونيتر از آب ديكروليم

10X concentrated  Precipitation Solution ( مخلوط

  .شد

ك ي را به DNA يحاو) اتانتسوپرن (يي بالاي قسمت آب-5

تر از محلول تازه آماده يكرولي م800د انتقال داده و يوپ جديت

ر و رو ي با زي آراممخلوط به.  به آن اضافه شد3شده مرحله 

 rpm اتاق هم زده و در يقه در دماي دق2 تا 1مدت كردن به

  .فوژ شديقه سانتري دق2 به مدت 10000

 ي به آرامDNAدا شد و رسوب طور كامل جناتانت به سوپر-6

  . حل شدNaClتر از محلول يكرولي م100در 

تر اتانول مطلق را اضافه و اجازه داده شد تا يكرولي م300 -7

DNA و ) وسي درجه سلس-20قه در ي دق10(  رسوب كرده

 4 تا 3مدت  بهrpm10000قه با سرعت ي دق4 تا 3سپس به مدت 

  .فوژ و اتانول حذف شديقه سانتريدق

صورت ن بهيچنله اسپكتروفتومتر و هميوس بهDNA غلظت - .8

  ).ت فرمنتازيك( شد يريگ در ژل آگار اندازهيچشم

  PCR واكنش - 5-2

 ينه شدهير بهيتر با مقاديكرولي م50 يي در حجم نهاPCRواكنش 

ر ژن ي مورد استفاده جهت تكثيمرهايپرا. رفتي انجام پذ1جدول 

 S rRNA26شاملF 5GCATAT CAATAA GCG 

GAG GAA AAG 3′ و  R5′ GGT CCG TGT TTC 

AAG ACG G 3′ 12[ بودند[.  
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  PCRزان مواد استفاده شده در واكنش يم 1 جدول

 مواد مقدار

 )x2(كسي             مستر م تريكرو لي م25

 مر رفتيپرا ولكرومي م1 – 1/0

 مر برگشتيپرا كرومولي م1/0-1

  الگوDNA كروموليم1 - كومولي پ10

         آب مقطر تريكرولي م50دن به حجم يرس

 ييحجم نها تريكرولي م50

 

 مخلوط واكنش، يك از اجزايپس از اضافه كردن هر 

  ند و برنامهكلر قرار گرفتيها در داخل دستگاه ترموساوپيكروتيم

  .ديم گردي تنظ2 به صورت جدول يي دما

  PCRمراحل انجام واكنش  2 جدول

 مراحل وسيدما درجه سلس زمان كليتعداد س

 هيدناتورهشدناول 95 قهيدق 3 1

 دناتوره شدن 95 هي ثان40

 مرهاياتصال پرا 45 هي ثان40
 

40-25 
 ل شدنيطو 72 قهي دق3

 ييل شدن نهايطو 72 قهيدق15 1

 

 يها واكنشي پس از بار گذارPCRج واكنش ي مشاهده نتايبرا

PCR ولت و 80 درصد، الكتروفورز با ولتاژ 5/1 در ژل آگارز 

  ).13(قه انجام شد ي دق35مدت به

  اهيسه توالي و مقاين تواليي تع- 6-2
 يهاها، واكنشهي حاصل از رشد جدايها ژنين توالييجهت تع

PCRمر ياز پرا. دينس انگلستان ارسال گرديوساي به شركت بF 

- ي توالBLASTبا كمك برنامه .  استفاده شدين توالييجهت تع

سه يمقا) NCBI(ي موجود در بانك ژنيهاي حاصل با تواليها

ت بانك يشان با موارد موجود در ساي كه توالييهاهيجدا. شدند

 مشابهت يزان بالاتريما بهي درصد NCBI( ،97(ك ي ژنتياطلاعات

  . شدندييعنوان همان گونه  شناسانشان دادند به

  

  جي بحث و نتا- 3
 كه ييهاه شده، نمونهي تهيهان پژوهش پس از كشت رقتيدر ا

 ير قطي شكل و دارايا كروي ي صاف، گنبديهاي كلنيدارا

د و كرم بودند انتخاب و سپس يمتر و رنگ سفيلي م5معادل 

ر بودند جهت ي كه مطابق شكل زييهاي شدند و كلنيزيآمرنگ

  . انتخاب شدنديلي تكمييشناسا

  

  
- كروسكوپ با بزرگير مي شده زيي شناساير مخمرهاي تصو1شكل 

  X100  يينما
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ها استخراج و ، نمونهDNA خالص يدست آوردن كلنپس از به

ر يها تكث قارچي عموميمرهاي توسط پراPCRسپس در واكنش 

  . آورده شده است2ج حاصل در شكل ي شدند كه نتاداده

  

N   P Y10 Y9 Y8 Y7 Y6 Y5 Y4  Y3 L    Y1 Y2  

  

   در ژل الكتروفورزS rRNA26 PCR حاصل از واكنش bp 575 يهاكونير آمپليتصو 2شكل

   كنترل مثبت- NP وي كنترل منف- NCها،هي جدا- Y1–Y10، يكي نردبان ژنت-  L: از سمت چپ

  

ن يي واكنش جهت تعيها، فراوردهPCRپس از انجام واكنش 

ج حاصل ينتا. دينس انگلستان ارسال گرديوساي به شركت بيتوال

 NCBA با اطلاعات موجود در بانك اطلاعات ين تواليياز تع

 ي با توالY3 نمونه rRNAS26 يسه شد كه بلاست تواليمقا

   آورده3در شكل ) NCBI(ك ي ژنتيموجود در بانك اطلاعات

ج يشود نتاي مشاهده م3طور كه در جدول همان.  شده است

زوله شده مربوط به ي ايحاصل نشان داد كه مخمرها

كا يساتچني، ا1گوسيسس اگزيكاروماساه، يزيسس سرويكاروماسا

 ، 4ي، تورولوسپورا دلبروك3سكايس، تورولوسپورا فران2سياورنتال

  .بودند6دا پاراروگوساي و كاند5ا فرمنتاسيشيپ

                                                   
1. Saccharomyces exiguous 
2. Issatchenkiaorientalis 
3. Torulasporafranciscae 
4. Torulasporadelbrueckii 
5. Pichia fermentans 
6. Candida pararugosa 

 ي حضور مخمرهايقيدر تحق) 2005(سنز يست و نيوا

 7ش نان پانتونر تريدر خمدا يسس، تورولوسپورا، كانديساكاروما

موفق به ) 2004( و همكاران يورنوچ). 14(را نشان دادند 

سس يساكاروما و 8يلريدا مايكاندي مخمرهايي و شناسايجداساز

-RAPD يلهي بوس9د نان كلومبايند توليدر طول فراه يزيسرو

PCR 15[ شدند[.  

زوله ير ترش اي از مخمر را از خمي مختلفيهاگونه) 2005(نا يكات

  .]16[ا بودند يشي و پسسيساكاروماها  غالب آنيهاكرد كه گونه

  

  

                                                   
7. Panettone 
8. Candidamilleri 
9. Caelumba    

۵٠٠bp 

۵٧۵ bp 
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 s rRNA26ه يزوله شده براساس ناحي اي مخمرهاييشناسا 3جدول

  

  

شكل

  )NCBI(ي موجود در بانك اطلاعاتي با توالY3نمونه srRNA26 يبلاست توال 3

  

 يي و شناساي به جداسازيقي تحقيط) 2001( و همكاران يكارست

ها ق آنيج تحقي گندم پرداختند كه نتايهارترشيمخمرها از خم

سس يساكاروما شده شامل ي جداسازينشان داد كه مخمرها

، 1يدا كروسئيكاند، كوسيسس اگزيساكاروما، هيزيسرو

س يترولوپس، 3سيلوپسكلوكولاسا ترو، 2تازينوسيسس ايساكاروما

                                                   
1. Candida krusei 
2. Saccharomyces inusitas 

دا يكاند، 6سيردوتورولا گلوتن، 5دا ستلايكاند، 4دايكاند

 9ولا نومالاهانسنويلريدا مايكاند، 8ينديدا بويكاند، 7يمانديريليگو

                                                                             
3. collucolasaTorulopsis 
4.Torulopsis candida 
5. Candida stellate 
6.Rodotorulaglutinis 
7. Candida goilireimondi 
8. Candida bouidini 
9. Hansenulaanomalla 

ره يدرصد شباهت با زنج NCBI كدثبت شده   شدهيينام گونه شناسا

 NCBI ثبت شده در 

يمنطقه جمع آور  زولهيكد ا 

Issatchenkiaorientalis AY305680.1 99 گنبد Y1 

Torulasporafranciscae U73604.1 98 زاهدان Y2 

 Y3 شهربابك

 Y5 Saccharomyces cerevisiae KF141670.1 100 شهركرد

 Y8 گرگان

Torulasporadelbrueckii JQ965838.1 99 تهران Y4 

Candida pararugosa 335972AF 99 مشهد Y6 

 Y7 شهربابك
exigueusSaccharomyces  645717.1JX 

97  

 Y9 لار 

Pichia fermentans 497672AY 100 زاهدان Y10 
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فلور ان كردند كه يب) 2007(برندت و همكاران . ]17[بودند 

 يطور كلكنواخت است و بهير ترش اغلب ي خميمخمر

 يهاا گونهي يلريدا مايرترش مربوط به كاندي خميمخمرها

  .]18[است ه يزيسس سرويبه ساكاروماوابسته 

  

 يريگجهي نت- 4
 يراني ايهارترشي پژوهش نشان داد كه خمنيج حاصل از اينتا

 يزوله شده و جداسازي ايمخمرها.  از مخمر هستنديك منبع غني

 شده شامل ي جمع آوريهارترشيشده از خم

كا يساتچنيگوس، ايسس اگزيكاروماساه، يزيسسسرويكاروماسا

ا يشي و پيسكا، تورولوسپورا دلبروكيس، تورولوسپورا فرانسياورنتال

ها مربوط به دو گونه ن نمونهيشتريند كه ببودفرمنتاس 

  .گوس بودنديسس اگزيكاروماساه ويزيسس سرويكاروماسا

 

  يو قدردانتشكر  - 5
 و خانم يسندگان از خانم مهندس سمانه فرجيله نوينوسيبد

ن ي كه در انجام اييهايل همكاري به دليرنگين شيمهندس نازن

  .  تشكر را دارندر وياند كمال تقدقداشتهيتحق
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The sourdough is a paste that is madeupof water and flour and yeasts and lactic acid bacteria are its key 
microorganisms. Sourdough fermentation process is based on lactic and alcoholic fermentation that is 
done by lactic acid bacteria and yeasts respectively. Also these microorganisms play an important role in 
improving the flavor, texture and shelf life of bakery products. In this research, samples of sourdough 
were collected from different regions of Iran to verify the yeast flora, were studied.Toachieve this aim the 
yeasts isolated by the colony morphology method and then had reproduced 26S rRNA gene whit 
generalprimers for identification exactly. The sections that replicated sent to bioscience company UK for 
Sequencing.Thencompare theresultingsequence whit sequencesinthe gene bank(NCBI), the yeast species 
studied were identified. The resultsshowed that theyeasts isolated included Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces exiguous, Issatchenkiaorientalis, Torulasporafranciscae, Torulasporadelbrueckii, 
Pichiafermentans that dominantspecies  related to  Saccharomyces cerevisiae andSaccharomyces 
exiguous. 
 
Keywords: Sourdough, Colony morphology method, 26S rRNA gene, Yeast. 
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