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  چكيده
  فلـورلاكتيكي، مـورد    شناسـايي جهـت   پنير كوزه ، يكي از پنيرهاي حاصل از شيرخام،          )  روزه 90(و رسيده   ) يك روزه (تازههاي    در اين پژوهش، نمونه   

 كـشت اختـصاصي و    هـاي     اسـيدلاكتيك از محـيط    هـاي     مختلف بـاكتري  هاي    در مرحله نخست به منظور جداسازي جنس       . قرار گرفتند  بررسي و ارزيابي  
  بـراي لويكونوسـتوك و     MRS+vancomycin بـراي لاكتوكوكـوس،      M17 براي جـنس لاكتوباسـيلوس و پـديوكوكوس،          MRSابي كه شامل    انتخ

KAA   ،هـاي   تاييـدي و آزمـون  هـاي   انتخـاب و بـا انجـام تـست      كلني خالص سازي شده،  48در مجموع تعداد     .استفاده گرديد   براي انتروكوكوس بودند
، )درصد 08/2(پديوكوكوس   ،)درصد 5/12(، لاكتوكوكوس ) درصد 33/33(لاكتوباسيلوس  هاي    جنس. حد جنس شناسايي شدند   تا  بيوشيميايي و فنوتيپيك    

در  .تاييـد گرديدنـد   )  روزه 90(پنير تازه و رسيده     هاي    به عنوان فراوان ترين جنس ها در نمونه       ) درصد 16/4(و آئروكوكوس   ) درصد 91/47(انتروكوكوس  
 استفاده API 20 STREP وAPI 50 CHهاي  مذكور تا مرحله گونه، از تخمير كربوهيدرات ها با استفاده از كيتهاي  ايي جدايهمرحله بعد براي شناس

 ، Lactobacillus plantarum،Lb.brevis، lindneri Lb. ، Lb. helveticus  ،Lb. pentosus هــاي  در نهايــت  جــنس و گونــه .گرديــد
Lb.fermentum ؛Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii ،  Lactococcus lactis ssp. lactis  ؛Enterococcus faecium ،  Ent. 

faecalis  ،avium Ent. ، Ent. durans  ؛viridans Aerococcus تغييـرات فلـورلاكتيكي در دوره رسـيدگي و نگهـداري بـه       . شناسايي شـدند
كه در مرحله پنير رسيده جنس انتروكوكوس جـايگزين    و لاكتوباسيلوس غالب بوده، در حاليلاكتوكوكوسهاي  اي بود كه در مرحله پنير تازه، جنس     گونه

 .Lbو ) درصـد  Lac. lactis ssp. lactis )44/44: غالب به ترتيب فراواني در پنيرتازه عبـارت بودنـد از  هاي  گونه.دادند  ميشده وفلور غالب را تشكيل

plantarum) 22/22 درصد (هـاي   سيده گونـه در مرحله پنير ر وEnt. Faecium )58/43  درصـد( ،Lb.brevis) 82/12  و ) درصـدEnt .faecalis 
غالب شناسايي شده در دو  مرحله پنير تازه و رسيده        هاي    شايد به توان  چنين گفت كه گونه       . به عنوان فراوان ترين گونه ها شناسايي شدند       ) درصد 69/7(

لذا ضرورت شناسايي دقيـق تـر ايـن         . ات مولد عطر و آروما در اينگونه پنيرهاي حاصل از شير خام دارا هستند             نقش بسزايي در دوره رسيدن و توليد تركيب       
  .رسد  ميمولكولي مبتني بر كشت و نيز مستقل از كشت ضروري به نظرهاي  نژاد با كمك روش گونه ها تا مراحل زيرگونه وسويه و
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 از  6)نامتجـانس (اسيدلاكتيك، يـك گـروه هتـروژن        هاي    باكتري
 دهندكـه در اثـر      مـي  گرم مثبت، غيراسـپورزا را تـشكيل      هاي    ارگانسيم

در  توانـايي ايـن باكتريهـا      .نماينـد   مـي  تخميرقند، توليد اسـيدلاكتيك   
از قنـد، منجـر بـه توسـعه و پيـشرفت       بوسيله توليد اسـيد  pHكاهش  
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6- Heterogeneous 

از رشـدپاتوژن هـا جلـوگيري     ارگانولپتيك مطلوب شـده و    هاي    ويژگي
 بنابراين،. گردند  ميكرده ودرنتيجه باعث ثبات و ايمني محصول نهايي 

 توليد اسيدلاكتيك به عنوان يك عامل انتخابي عمل كرده كـه اجـازه            
هـاي    بـاكتري  ر آن، علاوه ب  .لاكتيك غالب شوند  هاي    دهد باكتري  مي

دوره رسـيدگي پنيرهـا بـه مقاديرمتنـابهي          در اسيدلاكتيك غيرآغازگر، 
بيوشيميايي، نقـش   هاي    ممكن است از طريق فعاليت     شوند و   مي يافت

  ).Durlu-Ozkaya et al., 2001 ( رسـيدن ايفـا نماينـد    مهمـي در 
بدست آوردن اطلاعات درمـورد تركيـب ميكروفلـورلاكتيكي طبيعـي            

تعيـين آغـازگري سـهيم باشـد كـه بـه             توانـد در    مـي   سنتي، پنيرهاي
ايمنـي محـصول درمقيـاس صـنعتي بـدون           استاندارد شدن كيفيـت و    

  .نمايد  ميتغييردر خواص بنيادي آن، كمك

  نشريه پژوهشهاي علوم و صنايع غذايي ايران
 117-125.، ص1392 تابستان، 2، شماره 9جلد
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 در شــيرخام، معمــولا در نــواحي روســتايي و پنيرهــاي حاصــل از
، بـا   )يا مخلوط هـردو   (بز   مواردي بصورت خانگي از شيرخام گوسفند و      

معمولا بدون افزودن كـشت   و) يا رنت تجاري (تفاده از رنين طبيعي     اس
رسـيدگي ايـن    بنـابراين فراينـدهاي تخميـر و     . شـوند   مي آغازگر توليد 

نيز ناشـي از     و شير فراورده، كاملا توسط فلورميكروبي ذاتي موجود در      
 ,.Comunian et al( شـود   مـي انجام محيط شيردوشي و توليد پنير،

2010 .(  
 لبني تخميـري،  هاي    وردهآاسيدلاكتيك براي توليد فر   هاي    باكتري

سـيلاژعلوفه از ديربـاز، اسـتفاده        گوشتي و هاي    تخميرهاي فراورده  در
سويه از موادغذايي مختلف جداسازي شده انـد         و هزاران نژاد . شده اند 

ــوان كــشت   و ــه عن ــز ب ــژاد انتخــاب شــده ني آغــازگر هــاي  صــدها ن
باكتريهـاي  هـاي     اكثرگونه. ررفته اند درتخميرهاي غذايي صنعتي به كا    

 Gurses( نمايند  مي ايفا در رسيدن پنيرها،   اسيدلاكتيك نقش مهمي را   
and Erdogan, 2006 .(  

بين پنيرهاي سنتي حاصل از شـيرخام ايرانـي، پنيركـوزه، بـي              در
شك يكي ازمهم ترين و معروف ترين پنيرهاي سنتي توليـد شـده در              

 شير خام   باشد كه منحصراً از     مي ب كشور استان آذربايجان غربي و غر    
گوسفند، بز يا مخلوط هردو، بدون افـزودن هـر نـوع آغـازگر ، توليـد                 

پنير كوزه پنير سخت وتاحـدي اسـيدي وشـورمزه اسـت كـه              . شود مي
توليـدآن بـصورت كـاملا      . حالت گرانولي داشته و ظاهري خشك دارد      

ايـن  . سـت رايـج ا   مناطق غرب كـشور    مصرف آن در   باشد و   مي سنتي
دلمه، نسبت به پنيـر آب       محصول به دليل حفظ مواد مغذي موجود در       
موسوي پور و همكـاران     ( نمكي از ارزش غذايي بالايي برخوردار است      

،1388. (  
به  اكوسيستم ميكروبي ذاتي در پنيرهاي سنتي حاصل از شيرخام،        

ايـن قبيـل   (مرتبط با منحصر بـه فـرد بـودن        عنوان مهم ترين فاكتور     
بـه ايـن دليـل، مطالعـه جوامـع          . شـود   مي  در نظر گرفته   1)رده ها وآفر

تواند در انتخاب نژادهاي جديد به منظور اسـتفاده بـراي             مي ميكروبي،
رده لبنـي  وآتوليد پنيرهاي سنتي درمقياس زيادو يا براي بهبود توليد فر   

  ). Colombo et al.,2009  ( موجود، به كارگرفته شود 
 بر روي پنيرهاي سنتي ايرانـي تـاكنون         مطالعات ميكروبي اندكي  

غالـب  هـاي     نخستين كارهادرمورد شناسايي گونه    .صورت گرفته است  
 رسيده ليقوان توسط عبدي و همكاران  باكتريهاي اسيدلاكتيك در پنير   

 همچنين كفيلي و   .صورت گرفت ) 2008(بارويي وهمكاران    و) 2006(
 دوره رسـيدن    قابـل كـشت در    هـاي     ، لاكتوباسيلوس )2009( همكاران

بـا توجـه بـه اطلاعـات موجـود          . بررسي قراردادنـد   مورد پنيرليقوان را 
به عمل آمده، تا كنون هـيچ مطالعـه جـامع و دقيقـي در              هاي    وبررسي

اسيدلاكتيك پنير كوزه در كـشور صـورت        هاي    مورد شناسايي باكتري  
  .نگرفته است

                                                            
1- Typicity 

هدف ازانجام اين پـژوهش، جداسـازي وشناسـايي فلـورلاكتيكي           
رسـيده، بـا اسـتفاده از محـيط          يركوزه در دو مرحلـه پنيرتـازه وپنيـر        پن

  . مختلف بودهاي  كشت
  
  ها روش و مواد

  نمونه برداري
) روزه يـك (  مرحله پنيرتازهدواز  نمونه برداري در فصل تابستان و 

  از كـوزه  توليـد كننـده پنير      مركز از ده ) سه ماه رسيدگي  ( رسيده پنير و
 4دمـاي   ( مونه ها تحت شرايط سردخانه    سپس ن  . صورت گرفت  اروميه

  .به آزمايشگاه ميكروبيولوژي منتقل گرديد) درجه سانتيگراد
  

  توليد پنير كوزه
پنير كوزه در آذربايجان غربي از شير گوسفند، بز، گاو و گـاوميش             

. گيـرد   مي  بيشتر مورداستفاده قرار   ولي شير گوسفند و بز    . شود  مي تهيه
  . ، قابل مشاهده است1شكل  يند توليد اين پنير درآفر

  

  فلورلاكتيكي از آن براي جداسازيپنيرهاي  آماده سازي نمونه
 سي سي محلول سيترات     225 به    تازه و رسيده   گرم از پنير  25ابتدا  

 به داخـل    مخلوط حاصل  ،حجمي استريل اضافه شد    -وزني% 2سديم  
 )  Seward,UKمـدل  ( كيسه استريل مخـصوص دسـتگاه اسـتومكر   

 دقيقه  مخلـوط شـد، سـپس         5داخل دستگاه به مدت      يد و منتقل گرد 
بعدي استفاده  هاي    براي تهيه رقت   1/0 محلول حاصل به عنوان رقت      

 از آب  پپتونــه اســتريل 10-7تــا 10-2بعــدي  هــاي  بــراي رقــت .شــد
حـاوي  هـاي     سـپس از لولـه    .حجمي استفاده گرديـد    -درصد وزني 1/0

كـشت  (ر بوسـيله سـمپلر    ميلي ليت ـ1/0تهيه شده به ميزان  هاي   رقت
 جداسـازي  براي   MRS-Agarكشت  هاي    روي سطح محيط  ) سطحي

 بــراي MRS Agar+vancomycin(20μg/mL) لاكتوباســيل هــا،
  براي لاكتوكوكـوس هـا و   M17-Agarجداسازي لويكونوستوك ها، 

2
KAAبراي انتروكوكوس ها  )Navidghasemizad et al., 2009( 
  كه لازم به ذكر است    ).پذيرفتانجام  هر كشت در دوتكرار     ( دشمنتقل  

 نيـز  3 آميختهكشت نظر يك  موردهاي  براي هر محيط كشت از رقت
كـشت تلقـيح شـده داخـل جـاربي          هـاي     سپس محيط . صورت گرفت 

 45 و 37 ، 30 در سـه دمـاي       Aهوازي مرك به همراه گاز پـك مـدل          
 .درجه سانتيگراد جهت رشد باكتريهاي مزوفيل وترموفيـل قرارگرفـت         

م به توضيح است كـه بـراي باكتريهـاي انتروكوكـوس در محـيط               لاز
مــدت زمــان . فقــط از شــرايط هــوازي اســتفاده گرديــد KAAكــشت

 سـاعت وحـداكثر   48 تـا  24 نوع باكتري بين  به گرمخانه گذاري بسته  
  . ساعت در نظرگرفته شد72

                                                            
2- Kanamycin Aesculin Azid Agar 
3- Pour Plate 
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ج پليـت هـا از      خـرو  پس از سپري شدن مدت گرمخانه گـذاري و        
 كلني شـمارش   300 تا   25حاوي  هاي    ابتدا پليت  داخل جار بي هوازي،   

 كلني كه از نظر     5 تا   4داراي بالاترين رقت،    هاي    ه وسپس از پليت   شد
 خـالص سـازي     تجه .بودند، برداشته شد  شكل، رنگ و اندازه متفاوت      

 كشت قبلي، كـشت خطـي     هاي     بار بر روي همان محيط     3 تا   2بيشتر  
  .اده شدمجدد د

خالص بدست آمده درهر پليت مـورد آزمونهـاي         هاي    سپس كلني 
رنگ آميزي گرم، تست كاتالاز، مورفولوژي در زير ميكروسكوپ قـرار           

گرم مثبـت و كاتـالاز منفـي داخـل          هاي    جدايهدرنهايت ، فقط    .گرفتند
 گليسرول نگهداري و به صـورت   درصد20وي  مايع حا MRSمحيط 

 هـا   نمونـه  همـه  از جدايـه  48جموع حدود   در م . انجمادي خشك شدند  
بيوشـيميايي و   هـاي     جدا گرديدو مورد آزمـون    ) پنير رسيده  پنير تازه و  (

  .تائيدي قرار گرفتندهاي  تست
  

  تاييديهاي  آزمونهاي بيوشيميايي و تست
 درجـه سـانتيگراد، رشـد در غلظـت        45 و 10تست رشد در دمـاي      

ژنـين بـه كمـك      ، تـست هيـدروليز آر     =pH  6/9، رشد در  %5/6نمك  
معرف نسلر، هيدروليز اسكولين، توليـد گـاز دي اكـسيد كـربن از قنـد               

مـو يـا   ودر لولـه دورهـام جهـت تـشخيص ه     مـايع   MRSگلـوكزدر  
هتروفرمانتاتيو بودن، تجزيه سيترات در محيط سـيمون سـيترات آگـار            

هـاي    به عنـوان تـست    MR-VPپروسكوئر در محيط    -وآزمون وگوس 
  . ) Edalatian et al., 2012( تائيدي صورت گرفتند

موفرمنتاتيو قادر  و ه وكوكسي گرم مثبت، كاتالاز منفي      هاي    جدايه
آن دسته از باكتريهايي كه      . بودند  درجه سانتيگراد  10به رشد در دماي     

به عنـوان   نبودند،  % 5/6 درجه وغلظت نمك     45 رشد در دماي     قادر به 
 ,.Edalatian  et al( جـنس لاكتوكوكـوس در نظـر گرفتـه شـدند     

 وتخميـر   VPآزمون هيدروليز آرژنين وتوليد استوئين در تست         .)2012
كربوهيدراتها به عنوان آزمونهاي تاييدي بيشتر وشناسـايي تـا مرحلـه            

  .زير گونه صورت گرفت گونه و
موفرمانتـاتيو قـادر بـه      وكاتالاز منفـي، ه    گرم مثبت، هاي    كوكسي

 5/6ر به رشد در غلظت       درجه سانتيگراد ونيز قاد    45و10رشد در دماي    
 به عنوان جـنس انتروكوكـوس در نظرگرفتـه     =6/9pHو  درصد نمك   

 ,.Navidghasemizad et al  ؛ Edalatian et al., 2012(شـدند 

2009 .(   
موفرمنتـاتيو بـا آرايـش    وگرم مثبت، كاتالاز منفـي ه     هاي    كوكسي

كاتـالاز   گرم مثبت، هاي    سلولي تتراد به عنوان پديوكوكوس وكوكسي     

)سانتيگراد درجه 37دماي شير(شير گوسفند يا بز   

 خنك كردن

تيگرادن درجه سا34-33در دماي%)1(افزودن رنين گوسفند يا رنين تجاري  

دلمه
  دقيقه60 الي45انعقاد شير در فاصله 

آنمك خشك برسطح پارچه اي بزرگ وافزودن نهايال دلمه به كيسهقتنا  

)كوزه(خردكردن دلمه وقرار دادن داخل ظروف سفالي 

 ماه3 الي 2رسيدن پنير در زير خاك به مدت

 . نمودار فرايند توليد پنيركوزه-1شكل
 

  ساعت15الي  14پارچه اي، آويزان كردن آن براي خروج آب پنير به مدت هاير كيسهخرد كردن دلمه وقرار دادن د
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نفي هتروفرمنتاتيو كه قـادر بـه هيـدروليزآرژنين نبودنـد، بـه عنـوان               م
 ;Edalatian et al., 2012( كونـستوك در نظـر گرفتـه شــدند   يلو

Navidghasemizad et al., 2009.(  
ميله اي شكل گرم مثبت وكاتالازمنفي،رشـد در  هاي     باكتري براي

لولـه   در  از گلـوكز   CO2 درجه سانتيگراد ونيز توليد گـاز        45و15دماي  
 ;Edalatian et al., 2012( دورهـــام صـــورت گرفـــت  

Navidghasemizad et al., 2009.(  
ها در سطح جنس بـا اسـتفاده از         جدايه  پس از شناسايي     در پايان، 

تاييدي، آزمون تخمير قند وكربوهيـدراتها بـا         بيوشيميايي و هاي    تست
 ـ . پـذيرفت  و شـركت سـازنده صـورت       APIاستفاده از دستورالعمل     ه ب

تائيـد شـده بـه عنـوان لاكتوباسـيلوس،          هـاي     كه جهت ايزوله   طوري
 API 50لاكتوكوكوس ، پديوكوكوس ولويكونوستوك از كيت و روش 

CH  تائيد شده به عنـوان انتروكوكـوس از كيـت و           هاي     وجهت ايزوله
  . استفاده گرديدAPI 20 STREPروش 
  

  آناليز آماري
 API وCH API 50بدست آمده توسط كيت هـاي هاي  پروفايل

20 STREP با كمك  ضريب Simple Matching Coefficient با 
 – Multi-Variate برنامـه  و  UPGMA1هـم مقايـسه و بـا آنـاليز     

Statistical Package شدند2خوشه بندي .  
 log(حاصل از جمعيت ارگانيسم هابه صورت لگاريتمي هاي  داده

cfu/g (     در نرم افـزازMinitab     ـ  انس قـرار گرفتـه و       مـورد آنـاليز واري
 مورد مقايسه ميـانگين     MSTATCحاصل  در نرم افزاز      هاي    ميانگين

 95 قرار گرفته و سطوح معني داري  درسطح معني دار            LSDبا آزمون   
  . مشخص شدند…,a,b,cدرصد با حروف 

  
  نتايج وبحث 

شـده از محـيط     جـدا   اسـيد لاكتيـك     هـاي      باكتري  فراواني توزيع
ارائـه  ،   1در جـدول    )  مرحله دودر   (كوزه مختلف براي پنير  هاي    كشت

  .شده است
 شـود، انتخـاب پـذيري و        مـي  نكته مهمي كه از اين جدول نتيجه      

اسـيد  هـاي     كـشت مختلـف جهـت بـاكتري       هاي    مناسب بودن محيط  
جنس لاكتوباسيلوس به طورقابل ملاحظه     هاي    باكتري .لاكتيك است 
كه بـيش   طوريبه ) 14 از 8(  آگار غالب بوده اند MRSاي درمحيط 

 8( از نيمي ازايزوله ها بر روي اين محيط كشت لاكتوباسيلوس بودند            
 بنابراين .شدند  مي كوكسي شكل را شامل   هاي    وما بقي باكتري  ) 14از  
جـنس لاكتوباسـيلوس   هاي  توان گفت كه اين محيط براي باكتري     مي

نتايج مشابهي براي پنير تولوم گزارش شـده اسـت          . مناسب بوده است  
                                                            
1- Unweighted pair groups average linkage analysis 
2- Cluster 

)Gurses, 2006  and Erdogan، .(  
گـزارش كردنـد    )  Lopez- Diaz et al., 2000(برخي محققان 

ــاكتري   ــي ب ــه فراوان ــاي  ك ــيلوس و ه ــنس لاكتوباس ــد از آن  ج بع
خـانواده  هاي   آگار بيش از ساير جنس MRSلاكتوكوكوس در محيط 

امـا از طـرف ديگـر حـضور سـاير            .اسيدلاكتيك باكتري ها بوده است    
توان اين    مي مانند كوكسي شكل ها را در اين محيط كشت        باكتري ها   

گونه توجيه نمود كه انتخاب پذيري پـايين ايـن محـيط، اجـازه رشـد                
در خـصوص  ). Caridi, 2003 (دهـد    ميباكتريهاي ساير جنس ها را

 ، عليرغم انتخاب پذيري بالاي اين محيط بـراي جـنس            M17محيط  
هـاي   از نيمـي ازبـاكتري  ،  بـيش  )et al., 2000 Fox( لاكتوكوكوس

اين محيط كـشت متعلـق بـه جـنس انتروكوكـوس بودنـد               جداشده از 
بـا ايـن     برخي محققان ديگر نيز نتايج مـشابهي را       ). 1جدول)(19از12(

 ،  Navidghasemizad et al., 2009(محيط كشت بدست آورده اند 
   ).Erdogan, 2005 and Gurses؛ 

در  log cfu/ml(g)ب روند تغييرات باكتريهـاي لاكتيـك برحـس   
 اسـيدلاكتيك   كشت مختلف مورد استفاده براي باكتريهاي     هاي    محيط

يـك  (مرحلـه پنيرتـازه     درجه سانتيگراد در دو    45و30،37در سه دماي    
 MRSدرمحـيط    .،ارائه شده است  2در جدول   )  روزه 90(ورسيده  ) روزه

ه يك روندكاهشي پنيرتازه نسبت به پنير رسيده مشاهد        در هر سه دما،   
اين روند كاهشي از مرحله پنير تازه       ). >P 05/0( شد كه معني دار نبود    

به پنير رسيده در مورد پنيـر ليقـوان در تحقيقـات نويـد قاسـمي زاد و                  
 KAA و M17در دو محيط كـشت   .مشاهده گرديد) 2009(همكاران 

 در هر سه دما،شاهد يك روند افزايشي اما به لحاظ آمـاري بـي معنـي              
 اين روند افزايشي از پنير تازه بـه رسـيده كـاملاً            ).>P 05/0( باشد مي

، 1جـدول  هـاي     قابل انتظار وتوجيه بوده، چراكـه اولاً باتوجـه بـه داده           
هاي   جدا شده از اين دو محيط كشت، باكتري       هاي    طيف غالب باكتري  

 ثانيـاً براسـاس گـزارش هـا        ،)1جـدول ( انـد  جنس انتروكوكوس بـوده   
رجنس انتروكوكوس ازابتـداي دوره رسـيدن     دافزايشي را    توان روند  مي

كه در پنيرهاي رسيده از اين دست        تا انتهاي آن مشاهده كرد، بطوري     
 انتروكوكوس هـا فلـور غالـب راتـشكيل        ) شير خام  پنيرهاي حاصل از  (

 ,.Lopez- Diaz et al ؛and Erdogan  Gurses 2005 ,(دهند  مي

 30 دمــاي  ودرMRS+Vanدر ايــن ميــان، فقــط در محــيط ). 2000
). >P 05/0(درجه سانتيگراد روند افزايشي معني داري مشاهده گرديـد        

 از ايـن    انتروكوكـوس هـاي     يكي از نكات قابل توجه درمـورد بـاكتري        
اسيدلاكتيك رابوسيله هيدروليز   هاي    جهت است كه رشد ساير باكتري     

، Boubekri and  Ohta( كنند  ميتحريك ،كازئين ها به اليگوپپتيدها
 بـا   MRS دليل ارتباط كاهش شمارش باكتري ها در محـيط           ).1996

تـوان    ميتوسط انتروكوكوس ها را لاكتيكيهاي  تحريك رشد باكتري 
اكثـر   MRSهـاي     اين گونه توجيـه نمـود كـه اولاً در محـيط كـشت             

   .رشد كرده، متعلق به جنس لاكتوباسيلوس بودندهاي  كلني
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  پنيرتازه ورسيده كوزه از تعداد ده نمونهمختلف در هاي   شده از محيط كشتجدااسيدلاكتيك هاي   توزيع باكتري-1جدول

 كشت طيمح  

 مجموع MRS MRS+Vancomycin M17 KAA يباكترهاي  جنس  محصول

 3 1 - - 2 لوسيلاكتوباس

 4 - 3 - 1 لاكتوكوكوس

 1 1 - - - انتروكوكوس

 1 - - - 1 وكوكوسيپد

  پنيرتازه

 - - - - - آئروكوكوس

  13  -  4  3  6 لوسيلاكتوباس
  2  -  -  -  2 لاكتوكوكوس
  22  8  12  -  2 انتروكوكوس

  -  -  -  -  - وكوكوسيپد
  پنيررسيده

  2  2  -  -  - آئروكوكوس
 48 12 19 3 14 مجموع  

  
كـاهش نـشان داده     به همين دليل در طول رسيدگي تعـداد آنهـا           

حيط رشـد   متعلق به جنس انتروكوكوس در اين م      هاي    است و باكتري  
يا رشد كمتري داشته اند، بنابراين تعداد انتروكوكوس هـا در            نداشته و 

آنقدر زياد نبوده است كه بتوانـد از طريـق           ) MRS (اين محيط كشت  
خاصيت پروتئوليتيكي كه دارد، باعـث افـزايش رشـد باكتريهـاي ايـن       

كه اغلب متعلق به جنس لاكتوباسيلوس بوده انـد، بـر           ( محيط كشت   
ثانيــاً، منظـور از تحريـك رشـد باكتريهــاي    . گـردد ) 1ل اسـاس جـدو  

 لاكتيكــي كــه در اثــر خاصــيت پروتئــوليتيكي انتروكوكــوس هــا، رخ
ماننـد  ( دهد، بيشتر تحريك باكتريهاي مولد گاز به توليد گاز بيشتر          مي

و توليد اسيد بيشتر توسط لاكتوكوكـوس هـا بـوده           ) لويكونوستوك ها 

  ).Lopez-Diaz et al., 2000  ( است
يدي بـراي   ي ، به عنوان آزمونهاي تا     3از داده ها واطلاعات جدول      

 بـه عنـوان مثـال،     .شناسايي ايزوله ها تا سطح جـنس اسـتفاده گرديـد          
و ) 45( بوده اما در دماي بـالا  15هايي كه قادر به رشد در دماي        جدايه

رشـد نمـي كردنـد، بـه عنـوان جـنس            )  درصد 5/6(غلظت نمك بالا    
 درجـه وغلظـت نمـك       45سته كه رشد در دماي      لاكتوكوكوس وآن د  

 را نشان دادنـد، بـه عنـوان جـنس      pH=6/9، همچنين رشد در 5/6%
ــدند   ــايي ش ــوس شناس   ؛  Edalatian et al., 2012(انتروكوك

Navidghasemizad et al., 2009 .(   

  
 , log cfu/mL ,log cfu/g حسب بر پنيركوزه تازه ورسيدهدر كيدلاكتياسهاي   باكتريمختلف كشتهاي  طيمح در هاي كلن تعداد راتييتغ  -2جدول

  آنها اريمع وانحراف نيانگيم

درجه حرارت  محيط كشت
 پنيررسيده پنيرتازه اينكوباسيون

30 87/6  ± 04/0 abc* 74/6 ± 07/0 abc 

37 93/6 ± 02/0 abc 8/6 ± 05/0 abc MRS 

45 92/5 ± 21/0 cd 5/5 ± 04/0 cd 

30 1e 65/5 ± 49/0 cd 

37 1e 1e MRS+ vancomycin 

45 1e 1e 

30 62/6 ± 03/0 abcd 9/6 ± 06/0 abc 

37 08/6 ± 12/0 cd 62/6 ± 16/0 abcd M17 

45 61/7 ± 01/0 ab 79/7 ± 02/0 a 

30 15/5 ± 21/0 d 03/6 ± 37/0 cd 

37 68/5 ± 12/0 cd 00/6 ± 00/0 cd KAA 

45 92/5 ± 11/0 cd 12/6 ± 24/0 bcd 

  .باشد  مي%5ف متفاوت در هر سطر و ستون نشان دهنده وجود اختلاف آماري معني دار در سطح حرو -*            
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  دهيرس كوزه تازه و ريپن از شده جداهاي  يباكتر كيدلاكتياسيي ايميوشيب اتيخصوص -3 جدول

  خواص بيوشيميايي
  نژادها

 Cرشد در
°15 

 Cرشد در
°45  

رشد در 
5/6 % 

  نمك

رشد در 
pH 9.6 

توليد گاز 
   گلوكزاز

 تست
VP 

هيدروليز 
  آرژنين

مصرف 
  سيترات

Lac.lactis ssp. lactis +  -  -  -  -  +  +  -  
Lb.plantarum +  -  +/-  +  -  -  -  -  

Lb.brevis  +  -  -  +/-  +  -  +  -  
Lb. lindneri nd  nd  nd  nd  +  nd  nd  nd  

Lb.helveticus -  +  nd  nd  -  nd  -  nd  
Lb. delbrueckeii ssp. 

delbrueckeii -  +  +  +  -  -  -  -  
Lb.pentosus +  -  nd  nd  nd  nd  nd  nd  

Lb.fermentum -  +  nd  nd  +  nd  +  nd  
Pediococcus sp. +  -  +  -  -  +  +  -  

Ent. faecium +  +  +  +  -  +  +  -  
Ent.faecalis +  +  +  +  -  +  +  -  
Ent.avium +  +  +  +  -  +  -  nd  
Ent.durans +  +  +  +  -  +  +  -  

Aerococcus viridans +  -  +  +  -  nd  nd  nd  
nd :تعيين نشده  

  
هـر يـك    ) جداشـده هـاي     فراوانـي سـويه   (، روند تغييرات    1شكل  

مراحـل پنيرتـازه ورسـيده       اسيدلاكتيك را در  هاي    باكتريهاي    ازجنس
پنيـر تـازه، جـنس       شـود در    مـي  همانطور كه ملاحظـه    .دهد  مي نشان

ــشكيل  ــب را ت ــور غال ــوس فل ــيلاكتوكوك ــد  م ــيده . ده ــر رس در پني
 جـنس انتروكوكـوس جـايگزين     هـاي     وكوكسي ها توسط باكتري   لاكت
اين الگو وروند در اكثر پنيرهـاي سـنتي وحاصـل ازشـيرخام             . شوند مي

 ,.Lopez- Diaz et al(رسـد   ميمشاهده شده است و منطقي به نظر

 and Erdogan    ؛Navidghasemizad et al., 2009؛  2000
Gurses ، 2005 .(آغازفرايند طيـف غالـب   چراكه لاكتوكوكوس ها در

بوده  كه مسئول اسيديفيكاسيون شير    دهند  مي فلورلاكتيكي را تشكيل  
 يابـد   مي پس از آن فلورلاكتيكي تغيير     و شوند  مي منجربه توليد دلمه   و

در فراينـد رسـيدن      و انتروكوكوس ها ولاكتوباسيلوس ها غالب شده و       

  ).  Erdogan, 2005 Gurses and( كنند  ميشركت
 رسـيده كـوزه، در     تـازه و   اكتريهاي اسـيدلاكتيك در پنيـر     توزيع ب 

تـازه، جـنس لاكتوكوكـوس       پنيـر  در .، نشان داده شده اسـت     4جدول
بيـشترين  )  درصد 33/33(پس از آن لاكتوباسيلوس      و)  درصد 44/44(

هـاي    در اين بـين گونـه      .دهند  مي اختصاص را به خود   فراواني يا تعداد  
lactis ssp. lactis Lac.) 44/44ــد  Lb. Plantarumو)  درصـ

بـه ترتيـب بـالاترين    )  درصـد 11/11  (Lb. brevisو)  درصد22/22(
 Enterococcusدر پنيـر رسـيده جـنس         .دهنـد   مـي  فراواني رانـشان  

ــه   در و%) 41/56( ــين گون ــن ب ــاي  اي ــد faecium) 85/43ه ) درص
 اختــصاص بــالاترين فراوانــي را بــه خــود )درصــد faecalis) 69/7و

  .دهند مي

  

  
در پنيركوزه تازه  )جدا شده از ده نمونه محصولهاي  بر حسب درصد يا  تعداد سويه( هاي باكتر كيلاكت دياس مختلفهاي  جنس راتييتغ -1كلش

  ورسيده



  123     ... كوزه تازهري پني ذاتيكي فلورلاكتراتيي تغيابي وارزييشناسا

  
  ) API 50 CH, API 20 STREP (كيپيفنوت اتيخصوص اساس بر دهيرس پنير كوزه تازه و در كيدلاكتياسهاي  يباكتر عيتوز -4 جدول

 (%)پنيررسيده   (%)پنيرتازه  باكتريهاي لاكتيكيهاي  گونه مراحل توليد
 *(%)مجموع

Lactobacillus sp. )33/33 (3    )33/33 (13 )33/33 (16 

Lb. plantarum )22/22 (2   )12/5 (2 )33/8 (4 

Lb. brevis )11/11 (1   )82/12 (5 )5/12 (6 

Lb. lindneri -   )56/2 (1 )08/2 (1 

Lb. helveticus -   )56/2 (1 )08/2 (1 

Lb. delbrueckii spp. delbreuckeii -   )12/5 (2 )16/4 (2 

Lb. pentosus -   )56/2 (1 )08/2 (1 

Lb. fermentum -   )56/2 (1 )08/2 (1 

Lactococcus sp. )44/44 (4   )12/5 (2 )5/12 (6 

Lac. lactis ssp. lactis )44/44 (4   )12/5 (2 )5/12 (6 

Pediococcus sp. )11/11 (1   - )08/2 (1 

Enterococcus sp. )11/11 (1   )41/56 (22 )91/47 (23 

Ent. faecium )11/11 (1   )58/43 (17 )5/37 (18 

Ent. faecalis -   )69/7 (3 )25/6 (3 

Ent. avium -   )56/2 (1 )08/2 (1 

Ent. durans -   )56/2 (1 )08/2 (1 

Aerococcus sp. -   )12/5 (2 )16/4 (2 

Aerococcus viridans -   )12/5 (2 )16/4 (2 

 48) 100( 39) 100(   9) 100( (%)مجموع

  . اعداد داخل پرانتز نشان دهنده درصد باكتري ها هستند-*
  

پنيرهـاي تولـوم و پنيرتولـوم       هـاي     انتروكوكوس درمشابهي   روند
مـشاهده شـده     Penicillium roquefortiكپكي آبي توليد شـده بـا   

، Erdogan, 2005 Gurses and ; Gurses  Erdogan and(اسـت  
2006.(  

بالاترين فراوانـي متعلـق    پس ازجنس انتروكوكوس در پنيررسيده، 
 82/12 (brevisهـاي     گونـه )  درصـد  33/33(به جنس لاكتوباسيلوس    

ي هـا  حضور سـايرگونه  .باشد  مي) درصد12/5 ( plantarumو) درصد
به عنـوان    .قابل توجه است   جنس لاكتوباسيلوس هرچندبافرواني كمتر   

 .Lbهتروفرمنتـاتيو ماننـد  هـاي   مثال، حـضور برخـي لاكتوباسـيلوس   

brevis   وLb. fermentum  در اين پنيرمي باشد كه در ساير پنير ها
همچنـين پيـدايش   . )Barouei et al., 2008( نيز گزارش شده اسـت 
 .Lb و Lb. helveticusترموفيـل نظيـر   ي هـا  برخي لاكتوباسـيلوس 

fermentum و Lb.delbrueckii spp delbrueckii   در پنيررسـيده
 نيز يك گونه نادر اسـت كـه در   Lb. lindneri. كوزه قابل تامل است

هـاي    گردد داده   مي همانطور كه ملاحظه   .اين پنير رسيده شناسايي شد    
ناسـايي شـده در دو   شهـاي      جدول وروند تغييرات گونـه     موجود در اين  

پنير تازه ورسيده مشابه روند حاصل از جداول قبلي بوده و تائيـدي بـر               
در اكثـر مطالعـات اشـاره شـده اسـت كـه              .باشد  مي نتايج بدست آمده  

كـه   ،1هتروفرمنتـاتيو اختيـاري   هـاي     لاكتوباسيلوس لاكتوكوكسي ها، 
عمده ميكروبي  هاي    همواره در ارتباط با انتروكوكوس ها هستند، گروه       

 ,.Comunian et al(اي هستند كه در اين گونه پنيرها حضور دارنـد  

2010( .  
  

  پروفايل تخمير كربوهيدرات
پروفايل متفاوت تخمير كربوهيـدرات بـا اسـتفاده از          13درمجموع،

براساس نتايج آناليز  ).2شكل(  مشاهده شدAPI 20 TREPهاي  كيت
 بالايي از مشابهت درجه ،UPGMAآماري و دندوگرام حاصل از آناليز 

   .)2با استفاده از ضريب هماهنگ كننده ساده. (ديده شد
 الگـوي  23در مجمـوع ،    API 50 CHLهـاي  بـا كمـك كيـت   

دندوگرام بدست آمـده پـس از آنـاليز          .مختلف تخمير قند مشاهده شد    
UPGMA   ضـريب  از اسـتفاده  بـا  (.  نشان داده شده اسـت   3 شكل در

  ).هماهنگ كننده ساده
  

                                                            
1- Facultatively Heterofermentative Lactobacilli (FHL) 
2- Simple Matching Coefficient 
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UPGMA

Simple Matching Coefficient

Ent. faecium: KF7
Ent. faecium: KR34
Ent. faecium: KR13
Ent. faecium: KR19
Ent. faecium: KR24
Ent. faecium: KR27
Ent. faecium: KR31
Ent. faecium: KR35
Ent. faecium: KR37
Ent. faecium: KR43
Ent. faecium: KR21
Ent. faecium: KR42
Ent. faecium: KR45
Ent. faecium: KR32
Ent. faecium: KR41
Ent. faecium: KR48
Ent. durans: KR25
Ent. faecalis: KR22
Ent. faecalis: KR23
Ent. faecalis: KR44
Ent. avium: KR20
Ent. faecium: KR33
Aerococcus. viridans: K
Ent. faecium: KR38
Aerococcus. viridans: K

0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

 
 لهيبوس ، ها ليپروفا مشابهت سيماتر. است آمده بدستAPI 20 STREP  ستميس توسط كه دراتيكربوه ريتخم ليپروفا دندوگرام -2شكل
خطوط عمودي دندوگرام نشان  .KF(Koozeh Fresh),KR( Koozeh Ripened) : كدها  .گرفت قرار كلاستر زيآنال مورد UPGMA Clustering روش

   .متصل شده به هم بوسيله اين خطوط دارندهاي  ت كه گروهدهنده ميزان شباهتي اس
  

UPGMA

Simple Matching Coefficient

Lac. lactis ssp. lactis: KF1

Lac. lactis ssp. lactis: KF7

Lac. lactis ssp. lactis: KF6
Pediococcus spp. : KF2

Lac. lactis ssp. lactis: KR18

Lac. lactis ssp.lactis: KR46

Lac. lactis ssp. lactis: KF5
Lb. brevis: KR10

Lb. plantarum: KR28

Lb. plantarum: KR29

Lb. brevis: KR11
Lb. plantarum: KF8

Lb. brevis: KR17

Lb. brevis: KR16
Lb. pentosus: KR39

Lb. plantarum: KF9

Lac. lactis ssp. lactis: KF4

Lb.brevis: KR12
Lb. brevis: KF3

Lb. fermentum: KR40

Lb. helveticus: KR15

Lb. lindneri: KR14
Lb. delbrueckii ssp. delbruec

Lb. delbrueckii ssp. delbruec

0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

 
 لهيبوس ، ها ليپروفا مشابهت سيماتر. است آمده بدست   API 50CH    ستميس توسط كه دراتيكربوه ريتخم ليپروفا دندوگرام - -3شكل
 نشان دندوگرامي عمود خطوط.KF(Koozeh Fresh),KR( Koozeh Ripened :( كدها .گرفت قرار كلاستر زيآنال مورد UPGMA Clustering روش

 . دارند خطوط نيا لهيبوس هم به شده متصلهاي  گروه كه استي شباهت زانيم دهنده
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  نتيجه گيري 
هاي   اسيدلاكتيك پيداشده در نمونه   هاي    باكتريهاي    گونهبين  در  

كوكـوس، لاكتوباسـيلوس     انترو متعلق بـه  هاي    ، كه جنس  موردآزمايش
 را  پنيركـوزه تـازه ورسـيده      جمعيت اصلي لاكتيكي در      ،ولاكتوكوكوس

ويژه در پنير رسيده فلـور غالـب        ه  ب انتروكوكوس ها،  .ادندد مي تشكيل
انتروكوكوس ها روند افزايشي ولاكتوكوكوس ها روند       بطوريكه  . بودند

 .Lacهـاي    گونـه همچنـين .نزولي را در انتهاي رسيدن نـشان دادنـد  

lactis ssp. lactis ، Ent. faecalis  ،Ent. faecium 
 نسبت به سـاير گونـه هـا، در تعـداد     Lb. brevis وLb.plantarumو

 كـه ايـن     دارداين حقيقت بر اين امـر دلالـت         .بالاتري شناسايي شدند  
بـه  .  نقش مهمي در توليد ورسيدگي پنير بازي كننـد         توانند  مي گونه ها 

يـشتري بـه    توجـه ب   منظور كاربرد اين نژادها در مقياس صنعتي ، بايـد         

جهـت  .  گردد  معطوف شناسايي دقيق تر اين گونه ها در سطح زيرگونه        
دقيق تري مانند روشهاي مولكولي     هاي    بي به اين هدف، تكنيك    ادستي

  .مورد نياز است
  

  قدرداني تشكر و
صـنايع لبنـي رضـوي جهـت        شركت محترم    از   ،نويسندگان مقاله 

همچنين از  . داردحمايت مالي اين پروژه كمال تشكر و سپاسگزاري را          
ــاري ــاي همك ــاب آق ــدس  جن ــسامي راد،مهن ــي ح ــضوهيات علم  ع

در خـصوص   مركزتحقيقات جهادكشاورزي اسـتان آذربايجـان غربـي         
نيـز   در مراحـل مختلـف و        پنيركـوزه هـاي     كمك در جمع آوري نمونه    

ارسال و در اختيار قـرار      جهت  دكتر خميري    آقاي   استاد محترم جناب  از
  .گردد  مي، قدردانياكتري هاي اسيد لاكتيك بهاي دادن برخي ايزوله
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