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  ن تولید تا رسید ازپنیر لیقوان  فلورلاکتیکیشناسایی جداسازي و
  

،               3سید علی مرتضوي، ∗2 محمد باقر حبیبی نجفی،1محمد رضا عدالتیان
  6سید مجیدهاشمی، 5 محمد رضا باسامی،4محمد رضا نصیري

  
  هد دانشگاه فردوسی مش استادیار،عضو هیات علمی گروه علوم و صنایع غذایی،-1

   استاد، عضو هیات علمی گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه فردوسی مشهد-2
  عضو هیات علمی گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه فردوسی مشهد   استاد،-3

   دانشیار، عضو هیات علمی گروه علوم دامی، دانشگاه فردوسی مشهد-4
  ده فناوري زیستی دانشگاه فردوسی مشهد و پژوهشک، عضو هیات علمی دانشکده دامپزشکی استادیار -5

  ، دانشگاه فردوسی مشهدعلوم و صنایع غذاییمهندسی  ارشد ی کارشناس دانش آموخته-6
)23/1/90 :رشی پذخی  تار26/6/89: افتی درخیتار (  

 چکیده

 یکی از معروف تـرین ومـشهورترین پنیرهـاي          لیقوان به عنوان  )  روزه 90( رسیده پنیر و) یک روزه ( پنیرتازه دلمه، نمونه شیر، ده   دراین تحقیق، 
از جهت بررسی جنس هاي لاکتوباسیلوس  .مطالعه قرار گرفتند   فاقد استارتر جهت بررسی فلورلاکتیکی آن، مورد       و گوسفندحاصل از شیر خام     

روکوکـوس ازمحـیط   انت  وMRS+vancomycinاز محـیط  لویکونوسـتوك   ، MRS از محیط، پدیوکوکوسM17 ازمحیطلاکتوکوکوس ،MRS محیط
پیگمـان کلـونی، تولیـد گـاز دي      رنگ و تست کاتالاز، مورفولوژي،  شده به کمک رنگ آمیزي گرم و       جداسویه هاي    .شد استفاده   KAAکشت  

سیترات  هیدرولیز آرژنین و ،=pH  6/9رشد در ،درصد 5/6رشد در غلظت نمک   درجه سانتیگراد،45 و10 رشد در دماي  اکسیدکربن از گلوکز،
کمیلی با انجام تست هاي ت انتخاب و  از هر محیط کشت داراي بالاترین درجه رقت،تصادفیچند کلونی به صورت . ا حد جنس شناسایی شدندت

به عنوان فراوان ترین جـنس هـا در تمـام        %) 31/26(و لاکتوکوکوس   %) 68/33(، لاکتوباسیلوس   %)68/33( جنس هاي انتروکوکوس   .تائید شدند 
 جدایه API 20 STREP وAPI 50 CH استفاده از کیت هايکربوهیدرات با  استفاده از آزمون تخمیرقند و نهایت با در. سایی شدندمراحل تولید شنا

نتـایج حاصـل از    .سویه در کل مراحل تولید جداسازي و شناسایی شدند 95 مجموع در .زیر گونه شناسایی شدند تا حد گونه و    هاي مورد نظر  
 لاکتوباسیلوس پاراکازئی، لاکتوباسیلوس برویس، لاکتوباسیلوس پلانتاروم. هاي ذیل را در تمام مراحل تولید مشخص کردگونه  ،APIسیستم هاي 

انتروکوکوس ، لاکتیس زیرگونه لاکتوکوکوس لاکتیس، لاکتوباسیلوس فروکتیورنس، دلبروکی زیر گونه لاکتوباسیلوس دلبروکی پاراکازئی،زیر گونه 
تغییـرات  . کونستوك مزنترویـدیس  یلو و   کونستوك لاکتیس یلو،  پدیوکوکوس پنتوزاسئوس  ،انتروکوکوس دورانس ،  فکالیسانتروکوکوس  ،  فاسیوم

در مراحل پایـان   باکتریهاي اسید لاکتیک الگویی را مشخص کرد به طوریکه لاکتوکوکسی ها و لاکتوباسیلوس ها در اولین مرحله غالب بودند و      
لاکتوکوکوس لاکتیس زیـر   :فراوان ترین گونه ها در تمام مراحل تولید به ترتیب عبارت بودند از        . ین شدند دوره رسیدن انتروکوکوس ها جایگز    

بنابراین اینگونه به نظر %). 78/15(انتروکوکوس فکالیسو %) 78/15(انتروکوکوس فاسیوم ،%)20(لاکتوباسیلوس پلانتاروم، %)26/25(گونه لاکتیس
  .ارند و پتانسیل کاربرداین گونه ها در صنعت وجود داردد مهمی را دررسیدگی و تولید پنیر لیقوان به عهده می رسد که این گونه هاي غالب نقش

  
پنیر شیر خام   باکتري هاي اسید لاکتیک، پنیر لیقوان، مراحل تولید،:  واژگانکلید

                                                             
  habibi@ferdowsi.um.ac.ir  :مسئول مکاتبات ∗
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  مقدمه -1
تاثیر فلـورلاکتیکی بـر خـواص حـسی و فیزیکـی پنیرهـاي              

ورد مطالعـه وسـیع در سـطح         م ـ فحاصل از شیر خام مختل    
بررسـی   ،هدف از اینگونه تحقیقـات . جهان قرار گرفته است   

 .پتانسیل و توانایی صنعتی کردن این محصولات سنتی است         
 لاکتیک پنیرهاي    اسید بررسی در مورد باکتري هاي     و تحقیق

  .]1[حاصل از شیر خام ایران به ندرت صورت گرفته است 
) استارتر( به عنوان کشت آغازگر   لاکتیک که    باکتریهاي اسید 

طبیعی در شیر     و 1به شیر اضافه می شوند یا به صورت ذاتی        
              پنیـر بــازي عطــروجـود دارنـد، نقــش مهمـی را در طعـم و    

از سوي دیگر، برخی باکتریهاي اسید لاکتیک مانند         .می کنند 
انتروکوکوس ها، به دلیل تولیـد باکتریوسـین، مـی تواننـد از             

به همین دلیل  .کتریهاي پاتوژن ممانعت به عمل آورندرشد با
. حـائز اهمیـت هـستند    این باکتریها از دیدگاه تکنولـوژیکی،    

لاکتوباسـیلوس  : برخی از باکتریهاي لاکتیک خاص، از قبیـل       
ــازئی  ــه پاراک ــر گون ــازئی زی ــالیس، پاراک ، انتروکوکــوس فک

انتروکوکـــوس فاســــیوم، لاکتوباســــیلوس کورواتــــوس،  
ــوس  ــیس  لاکتوکوک ــه لاکت ــیس زیرگون ــد لاکت ــایی تولی توان
 .]2[دارند باکتریوسین را 

ازنظر صنعتی، کاربرد کشت هاي آغازگر ویژه باعـث ایجـاد          
کیفیت ثابت در محـصول مـی گـردد ولـی منجـر بـه تولیـد          

 از سـوي دیگـر،      .محصولی بـا محـدودیت طعـم مـی شـود          
اصلی را  طعم طبیعی و ورده هاي لبنی باآ فر،مصرف کنندگان
 سویه هايبه همین دلیل، جستجو وکاوش    .ترجیح می دهند  

وحشی موجود در طبیعـت و نیـز در محـصولات تخمیـري             
ورده هاي لبنی جدید با طعم اصـیل و  آسنتی، جهت تولید فر 

پنیرهاي حاصـل از شـیر       .طبیعی مورد توجه بسیار می باشد     
خام که به صورت سنتی تولید می شوند، پتانسیل جداسازي          

جدید جهت بهره برداري در صنعت لبنیـات را دارا          نژادهاي  
  .]1[می باشند

درمیان چندین پنیر حاصل از شیر خام در ایران، پنیر لیقـوان          
معروف ترین و مشهورترین پنیر سنتی ایرانی می باشد که  از 

ایـن شـهرت و مقبولیـت      . شیر خام گوسفند تولید می شـود      
           یــرمــدیون طعــم وآرومــاي خــاص و مطلــوب ایــن نــوع پن

  .]3[می با شد

                                                             
1. indigenous 

  این پنیربه عنوان یـک نـوع پنیـر نیمـه نـرم بـا طعـم تـرش                   
مطلوب، رنگ کرم و میزان چربی بالا وبافت ترد طبقه بندي           

پنیر لیقوان در یک روستایی به همین نـام در اسـتان   .می شود 
آذربایجان شرقی در برخی از پایلوت هـاي کوچـک محلـی           

ن پنیر هیچ نوع استارتري استفاده      در تولید ای  . تولید می شود  
نمی شود وتنها رنین طبیعی افزوده شده وسپس دلمه نهـایی          

با استفاده از پارچه صافی مخـصوصی آبگیـري     بریده شده و  
دلمه بدست آمده در داخل آب نمـک         .شده وپرس می شود   

 ساعت و پـس از آن در داخـل آب نمـک            24به مدت   % 22
دوره .قـرار مـی گیــرد  بـراي دوره رسـیدگی سـه ماهــه    % 12

رسیدگی در داخل غارهاي زیرزمینی کـه بطـورطبیعی داراي          
بـاکتري هـاي اسـید    . دماي سرد می باشند، صورت می گیرد    

لاکتیک ذاتی موجـود در شـیر، داراي فعالیـت پروتئولیتیـک،      
لیپولیتیک و گلیکولیتیک در دوره رسـیدن بـوده و ترکیبـات            

 طعم و آروماي اصلی آروماتیک مختلفی را تولید می کنند که
  .را به پنیر می دهد

جستجو وشناسایی استارتر ذاتی و نژادهاي وحـشی جهـت          
تولید پنیر لیقوان با طعم مخصوص به خود در مقیاس صنعتی 

  .لازم و ضروري می باشد
  

  موادوروشها -2
  نمونه برداري -2-1

از چهار مرحله شیر، دلمه،      نمونه برداري در فصل تابستان و     
از ده  ) سه مـاه رسـیدگی    ( رسیده پنیر و) روزه یک( پنیرتازه

صـورت   تولید کننـده پنیرلیقـوان از  روسـتاي لیقـوان تبریـز       
 4دمـاي  ( سپس نمونه هـا تحـت شـرایط سـردخانه         .گرفت

ــانتیگراد  ــه س ــل   ) درج ــوژي منتق ــشگاه میکروبیول ــه آزمای ب
  .ندگردید

  تولید پنیر لیقوان -2-2
پـس از    ام کامل گوسـفند،   شیرخ لیقوان، پنیر یند تولید آفر در

جهت صاف کردن    انتقال به کارگاه تولید پنیر،     جمع آوري و  
از طریق پارچه هاي صـافی، داخـل ظـروف فلـزي بزرگـی              

 شـیر سپس دماي  .گردیداز شیر نمونه برداري     ریخته شده و  
بوسیله قرار دادن بشکه هاي آب سرد داخل ظـروف بـزرگ            

  و کاهش داده شد   درجه سانتیگراد  25حاوي شیر، به حدود     
یا رنـی  ) MEITOمیتو(در این دما به شیر آنزیم رنین تجاري   
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          عمل انعقاد شیر حدود دو ساعت به طول     .گردیدلسه اضافه   
عمل نمونه برداري از دلمه در این مرحلـه صـورت        . دیانجام
توسـط   سپس دلمه حاصل به قطعاتی برش خورده و  . گرفت

ش اعظـم آب پنیـر در ایـن    بخ ـ پارچه هایی پوشیده شـده و   
انتهاي پارچه هاي صافی سپس محکم       .گردیدمرحله حذف   

 سـاعت طـول    5بـه مـدت    بسته شده وعمل آبگیري از پنیـر  
د وبعد از آن دلمه پرس شـده بـه قطعـات بلـوك ماننـد       یکش

 24درصـد بـه مـدت       24 داخـل آب نمـک     برش خورده و  
 سطح ساعت قرار گرفته وسپس ذرات درشت نمک جامد در

 ساعت در همین حالـت بـاقی         24به مدت    و آن پاشیده شد  
ند و نمونه هاي پنیر تـازه در ایـن مرحلـه جمـع آوري               دمان

سپس در روز بعد، قالب هاي برش خورده پنیر در         .ندگردید
 درصـد قـرار گرفتـه       11-12داخل حلب هاي با آب نمـک        

وحلب هاي پنیر به غارهـاي زیرزمینـی بـا درجـه حـرارت               
و حـداقل بـه      منتقل شـدند  )  درجه سانتیگراد  8-10(طبیعی  
در حـین فراینـد    . ماه دوره رسیدگی را سپري کردند     3مدت  

پنیـر رسـیده در   . تولید این پنیر هیچ اسـتارتري اضـافه نـشد       
  .ی جمع آوري شدگانتهاي دوره رسید

 هــاي جدایــهایزولاســیون وشناســایی  -2-3
دلمـه   آماده سازي نمونه هاي شیر،    (باکتریایی

  )وپنیر
جهت نمونه هاي شیر، به طور مـستقیم عمـل رقـت سـازي          

بـراي   استریل صورت گرفـت و   %1/0دهدهی در آب پپتونه     
گرم از دلمه یا  25پنیر تازه و رسیده، ابتدا  نمونه هاي دلمه و

-وزنـی % 2 سی سـی محلـول سـیترات سـدیم           225پنیر به   
حجمی استریل اضافه شد و مجموعه به داخل کیسه استریل          

منتقـل   )  Seward, UKمـدل ( دسـتگاه اسـتومکر  مخصوص 
 دقیقـه بـا سـرعت نرمـال     5داخل دستگاه به مدت      گردید و 

براي  1/0 مخلوط شد، سپس محلول حاصل به عنوان رقت         
  براي رقت هاي بعدي .تهیه رقت هاي بعدي استفاده شد

حجمی  -درصد وزنی 1/0 از آب  پپتونه استریل 10-7تا 2-10
از لوله هاي حاوي رقت هاي تهیه شده سپس  .استفاده گردید

روي ) کشت سطحی ( میلی لیتر بوسیله سمپلر      1/0به میزان     
 بــراي ایزولاســیون MRS-Agarســطح محــیط هــاي کــشت 

 بـراي  MRS Agar+vancomycin (20μg/mL)لاکتوباسیل ها،
ــا،    ــتوك هـ ــازي لویکونوسـ ــراي  M17-Agarجداسـ  بـ

 نتقل گردید  براي انتروکوکوس ها م    1KAAلاکتوکوکوس ها و  
لازم به ذکر است براي هر  ).هر کشت در دوتکرار انجام شد(

ــورد  ــاي م ــشت از رقــت ه ــر یــک  محــیط ک ــشت  نظ ک
سپس محـیط هـاي   . نیز صورت گرفت) Pour plate(آمیخته

کشت تلقیح شده داخل جاربی هوازي مرك بـه همـراه گـاز       
 درجه سانتیگراد جهت 45 و37 ،30 در سه دماي Aپک مدل 
مـدت زمـان    .یهاي مزوفیل وترموفیـل قرارگرفـت   رشد باکتر 

 سـاعت   48 تـا    24 نوع باکتري بین      به گرمخانه گذاري بسته  
  . ساعت در نظرگرفته شد72وحداکثر 

خروج پلیت ها  پس از سپري شدن مدت گرمخانه گذاري و    
 300 تـا    25ابتدا پلیت هاي حاوي      از داخل جار بی هوازي،    

هاي داراي بالاترین   کلونی را شمارش کرده وسپس از پلیت        
 کلونی که از نظر شکل، رنگ و اندازه متفـاوت   5 تا   4رقت،  

 بار بر 3 تا 2 خالص سازي بیشتر تجه بودند، برداشته شد و
مجـدد داده   روي همان محیط هاي کشت قبلی، کشت خطی  

  .شد
سپس کلونی هاي خالص بدسـت آمـده درهـر پلیـت مـورد        

 مورفولـوژي در  و آزمونهاي رنگ آمیزي گرم، تست کاتـالاز      
 هـاي   جدایهنهایت، فقط    در .زیر میکروسکوپ قرار گرفتند   

داخـل محـیط    گرم مثبت و کاتالاز منفی جداسـازي شـده و       
MRS broth گلیسرول نگهداري و بـه صـورت   % 20 حاوي

  از جدایـه  95در مجمـوع حـدود      . انجمادي خـشک شـدند    
ا جـد ) پنیـر رسـیده   پنیر تازه و دلمه، شیر،(  هانمونهمجموع  
و مورد آزمون هاي بیوشیمیایی و تست هاي تائیـدي           گردید

  .قرار گرفتند
آزمونهاي بیوشـیمیایی و تـست هـاي         -2-4

  تاییدي
آزمـون رنـگ    ابتدا بر روي هر کلونی خالص بدسـت آمـده،       

از پس از اطمینان     .آمیزي گرم وتست کاتالاز صورت گرفت     
ظـر،   مـورد ن   جدایـه کلونی یا    گرم مثبت وکاتالاز منفی بودن    

خصوصیات مورفولوژي سلولی در زیر میکروسکوپ بررسی 
تست رشد در    .باسیل یا کوکسی بودن آن تایید گردید       شد و 
، %5/6 درجه سانتیگراد، رشد در غلظت نمک       45 و 10دماي  

، تست هیدرولیز آرژنین به کمـک معـرف         =pH 6/9رشد در 
نسلر، هیدرولیز اسکولین، تولید گاز دي اکسید کربن از قنـد           

                                                             
1 Kanamycin aesculin azid agar 
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 در لوله دورهام جهت تشخیص همـو  MRS brothلوکزدر گ
یا هتروفرمانتاتیو بودن، تجزیـه سـیترات در محـیط سـیمون            

-MRپروسـکوئر در محـیط    -آزمون وگوس  سیترات آگار و  

VPبه عنوان تست هاي تائیدي صورت گرفتند .  
 هاي کوکسی گـرم مثبـت، کاتـالاز منفـی،           جدایهدر نهایت،   

 درجه سانتیگراد ولی    10د در دماي    هموفرمنتاتیو قادر به رش   
غلظـت    ودرجـه سـانتیگراد   45عدم توانایی رشد در دمـاي   

به عنـوان جـنس لاکتوکوکـوس در نظـر گرفتـه            % 5/6نمک  
 VPتولید استوئین در تست  آزمون هیدرولیز آرژنین و .شدند

تخمیر کربوهیدراتها بـه عنـوان آزمونهـاي تاییـدي بیـشتر             و
جهـت  . وزیر گونه صورت گرفت   وشناسایی تا مرحله گونه     

 API 50شناسایی و گروه بندي تا سطح گونه از کیت هـاي  

CH) استفاده شد1)بیومریکس فرانسه .  
کاتالاز منفی، هموفرمانتاتیو قادر به      کوکسی هاي گرم مثبت،   

نیز قادر به رشد در   درجه سانتیگراد و45و10رشد در دماي    
ــن  =pH  6/9  نمـــک و %5/6غلظـــت  ــوان جـ ــه عنـ س بـ

جهت شناسایی تا حد گونه . انتروکوکوس در نظرگرفته شدند
  .صورت گرفت) بیومریکس فرانسه( API 20  STREPتست 

کوکسی هاي گرم مثبت، کاتالاز منفی هموفرمنتاتیو با آرایش        
سلولی تتراد به عنوان پدیوکوکوس وکوکسی هاي گرم مثبت       

رژنـین  آ ،کاتالاز منفی هتروفرمنتاتیو کـه قـادر بـه هیـدرولیز          
  .کونستوك در نظر گرفته شدندینبودند، به عنوان لو

 کاتـالازمنفی،  جهت باکتري هاي میله اي شکل گرم مثبت و        
نیـز تولیـد گـاز        درجه سـانتیگراد و    45 و 15 رشد در دماي  

CO2لوله دورهام صورت گرفت در  از گلوکز.  
 ها در سطح جنس با استفاده جدایهدر پایان،پس از شناسایی   

اي بیوشــیمیایی وتاییــدي، آزمــون تخمیــر قنــد از تــست هــ
 وکیـت هـاي     APIوکربوهیدراتها با استفاده از دسـتورالعمل       

بـه طوریکـه     .تخمیر قند به صورت ذیـل صـورت پـذیرفت         
 هـاي تائیـد شـده بـه عنـوان لاکتوباسـیلوس،             جدایـه جهت  

لویکونستوك از کیت و روش      لاکتوکوکوس، پدیوکوکوس و  
API 50 CH  تائیـد شــده بـه عنــوان    هـاي  جدایــه وجهـت

 اســتفاده API 20 STREPانتروکوکــوس از کیــت و روش 
العمل شرکت سازنده اسـتفاده      از کیت مطابق دستور    .گردید
  .گردید

  

                                                             
1 .Biomeriux, France 

  آنالیز آماري -2-5
 CH API 50پروفایل هاي بدسـت آمـده توسـط کیـت هـاي     

 Simple matchingبا کمـک بـا ضـریب     API 20 STREPو

coefficient شــدند و بــا اســتفاده از آنــالیز  بــا هــم مقایــسه
UPGMA2  از برنامه Multi-variate – Statistical Package 

programشدند3 خوشه بندي .  
 مـورد  Minitabدر نرم افـزاز   log cfu/gداده هاي حاصل از 

آنالیز واریانس قرار گرفته و میانگین هـاي حاصـل از آن در            
 LSDمـون   مورد مقایسه میـانگین بـا آز    MSTATCنرم افزاز   

 …,a,b,cقرار گرفتـه و سـطوح معنـی داري آن بـا حـروف              
  .مشخص شدند

  

  نتایج وبحث -3
ایزولاسیون و شناسایی باکتري هـاي اسـید لاکتیـک از پنیـر             
لیقوان در چهار مرحله مختلف شیر، دلمه، پنیر تازه یک روزه 

بـا اسـتفاده از تـست     )سه ماه دوره رسـیدگی  (و پنیر رسیده    
سپس باکمک کیت  ئیدي تا مرحله جنس وهاي تکمیلی و تا   

  . تا مرحله گونه صورت گرفتAPIهاي 
 شده از محـیط کـشت       جداتوزیع باکتري هاي اسید لاکتیک      

 1جدول در ) در چهار مرحله(هاي مختلف براي پنیر لیقوان  
  .ارائه شده است

  
 شده از محیط جداتوزیع باکتري هاي اسیدلاکتیک  1جدول

فراوري از شیر تا پنیر لیقوان کشت هاي مختلف در طول 
  از تعداد ده نمونهرسیده

 

                                                             
2. Unweighted pair groups average linkage analysis 
3. Cluster 

  کشت طیمح 
نــس اــ جـ ي هـ

 يباکتر

MRS MRS+ 
vancomycin 

M17 KAA Total 

 32 - 1 9 22 لوسیلاکتوباس

 25 4 18 - 3 لاکتوکوکوس

 32 18 10 - 4 انتروکوکوس

 4 - 1 - 3 وکوکوسیپد

 2 - - 1 1 کونستوكیلو

 95 22 30 10 33 مجموع
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ین جدول اطلاعاتی در مورد انتخاب پذیري و مناسب بودن  ا
محیط کشت هاي مختلف براي باکتري هاي لاکتیک ارائه می 

ــد ــیط  . ده ــنس   MRS agarمح ــاي ج ــاکتري ه ــراي ب  ب
لاکتوباسیلوس مناسب بوده است و این جنس به طـور قابـل         

 )33از  جدایـه    22( ملاحظه اي در ایـن محـیط غالـب بـود          
نتـایج مـشابهی را   ) 2008( 1 همکارانگورسس و ).1جدول(

از سوي دیگر، سایر جـنس   . ]3[ نشان دادند  2براي پنیر تولوم  
 4(، انتروکوکـوس    )33 از   جدایـه 3(ها از قبیل لاکتوکوکوس     

و نیـــز ) 33از جدایـــه 3(و پـــدیوکوکوس ) 33از جدایـــه 
در ایـن محـیط کـشت پیـدا         ) 33از  جدایه   1(لویکونستوك  

نیز گزارش کردند که ) 2000 (3ران دیاز وهمکا–لوپز  .شدند
تعداد باکتري هاي جنس لاکتوباسیلوس و لاکتوکوکـوس در          

 راین محیط بیش از سایر جنس هـا مـی باشـد، کـه ایـن ام ـ          
 را براي جداسازي گونه هاي ایـن  MRSمناسب بودن محیط   
  .]4[جنس تائید می کند

از جدایه  MRS) 22ها بر روي محیط جدایه بیش از نیمی از 
لاکتوباسیلوس بودند، و بقیه باکتري ها کوکـسی شـکل           ) 33

 به دلیل میزان انتخاب پذیري پـایین ایـن          MRSمحیط  .بودند
محیط، اجازه رشـد جـنس هـاي مختلـف از اسـید لاکتیـک           

  .]1[باکتري هاي کوکسی شکل را هم می دهد
انتخاب پذیري خوبی را از محیط  ) 2000 (4فاکس وهمکاران 

M17 agarــراي ایزولاســیو ــزارش   ب ــا گ ــسی ه ن لاکتوکوک
در مطالعه ما ، همچنین اکثر نژادهاي جدا شده از           .]5[کردند

در  ).30از  جدایه   18( لاکتوکوکسی بودند  این محیط کشت،  
نشان دادند کـه    ) 2009 (5قاسمی زاد و همکاران    مقابل، نوید 

 انتروکوکــوس M17 هــاي جداشــده از محــیط جدایــهاکثــر 
 M17 جداشـده از محـیط      ایـه جد 30تقریبا تمـام     .]2[بودند

اســیدلاکتیک باکتریهــاي کوکــسی شــکل بودنــد کــه شــامل  
ز جدایـه ا  10(، انتروکوکوس   )30 از   جدایه18( لاکتوکوکوس

 جدایهتنها یک    .بودند) 30از  جدایه   1(پدیوکوکوس   و) 30
از جدایـه   1( باقی مانده متعلق به جنس لاکتوباسـیلوس بـود    

ط توسط سایر محققان نیز بودن این محی   کارایی و مفید  ). 30
  .]4[به اثبات رسیده است

                                                             
1. Gurses M. et al. 
2. Tulum cheese 
3. Lopez-Diaz et al 
4. Fox et al. 
5. Navidghasemizad et al. 

ــیط ــنس     KAAمح ــراي ج ــالایی را ب ــذیري ب ــاب پ  انتخ
ــوس نــشان داد  گورســس و  ).22از جدایــه  18(انتروکوک

اکثر باکتري هاي جـنس انتروکوکـوس را    ) 2006 (6اردوگان  
  .]3[ جداکردندPCA agarاز محیط کشت 

سین، به دلیل    غنی شده با آنتی بیوتیک ونکومای      MRSمحیط  
مقاومت بالاي جنس لویکونستوك در برابر این آنتی بیوتیک،  
یک محیط مناسب و انتخابی براي این جنس بـه شـمار مـی        

لاکتیک مانند بـسیاري     هرچند که، سایر باکتریهاي اسید    . رود
از گونه هاي جنس لاکتوباسیلوس توانایی رشد بر روي ایـن     

  .]5[)1جدول(محیط را دارند
 مشاهده می شـود، رونـد تغییـرات    2ه در جدول    همانطور ک 

ــر حـــسب   ــا بـ ــاکتري هـ ــیط Log cfu/ml(gr)بـ             در محـ
کشت هاي مختلف مورد استفاده جهت اسیدلاکتیک بـاکتري    

 درجه سانتیگراد از مرحله شیر      45 و 37 ، 30ها در سه دماي     
ارائـه  ) در طول مراحل مختلـف تولیـد   (تا پنیر لیقوان رسیده     

، تعداد کلونی ها از مرحله تولید  MRSدر محیط . شده است
بدون تفاوت آماري معنی دار در ( شیر تا مرحله دلمه افزایش

 معنـی   و پس از آن تا مرحله پنیر رسـیده کـاهش         %)5سطح  
ــت  )P<0.05(داري  ــته اســ ــشت  .  داشــ ــیط کــ در محــ

MRS+vancomycin      هیچ روند افزایـشی یـا کاهـشی ثابـت ،
 ،یک رونـد    M17ر محیط کشت    د .ویکنواختی مشاهده نشد  

 درجـه سـانتیگراد   37افزایشی از شیر تا دلمه فقط در دمـاي    
ــی دار   مــشاهده شــد کــه ایــن تفــاوت از نظــر آمــاري معن

 درجـه   45، در دمـاي     KAAدر محیط کشت    . )P<0.05(نبود
 بـدون تفـاوت آمـاري معنـی      ولـی  سانتیگراد، روند افزایشی  

 معنـی   از آن کـاهش   از شیر تا پنیر تازه و بعـد        )P<0.05(دار
ــد     )P<0.05(داري  ــشاهده ش ــیده م ــر رس ــه پنی ــا مرحل                 ت

  ).2جدول (
 خصوصیات بیوشیمیایی باکتري هـاي اسـیدلاکتیک   3جدول  

ایزوله شده از مراحل مختلف تولید پنیر لیقوان از شیر تا پنیر    
در میان لاکتوباسیل هـا، فقـط یـک       .رسیده را نشان می دهد    

تمام . رشد نشان داد  % 5/6غلظت نمک     بالا و  گونه در دماي  
 را VPو عدم رشد در محیط   pH 9.6لاکتوباسیل ها رشد در 

 Lb.brevis تنهـا لاکتوباسـیلوس هتروفرمنتـاتیو،      .نشان دادند 
   .بود

                                                             
6. Gurses M. and Erdogan A. 
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 ریپن تا ریش از دیتول مختلف مراحلی ط هاي باکتر کیدلاکتیاس مختلفي ها کشت طیمح در های کلون تعداد راتییتغ 2 جدول
  .آنها اریمع وانحراف نیانگیم , log cfu/mL ,log cfu/g حسب بر قوانیل دهیرس

دمـــــــــــــاي  محیط کشت
 C°اینکوباسیون

   محصول 

 پنیررسیده پنیرتازه دلمه شیر  

MRS 30 6.82±0.02 BCDEFGHIJK* 7.68±0.3 ABC 6.5±0.04 FGHIJKLM 5.92±0.03 JKLMN 

 37 7.08±0.12 ABCDEFGHI 7.91±0.01 A 7.86±0.01 AB 6.62±0.03 
DEFGHIJKL 

 45 4.65±0.04 O 5.82±0.02 KLMN 5.86±0.24 JKLMN 1 Q 

MRS+ 
vancomycin 

30 6.10±0.09 HIJKLMN 5.57±0.04 MNO 7.12±0.07 
ABCDEFGH 

5.64±0.06 LMNO 

 37 6.28±0.15 GHIJKLM 5.74±0.07 LMN 7.36±0.06 ABCDEF 6.07±0.09 IJKLMN 

 45 1 Q 1 Q 1 Q 1 Q 

 30 6.43±0.05 FGHIJKLM 7.58±0.15 ABCDE 6.43±0.05 FGHIJKLM 7.08±0.12 
ABCDEFGHI 

M17 37 6.56±0.07 EFGHIJKLM 7.2±0.14 ABCDEFG 7.08±0.12 
ABCDEFGHI 

7.38±0.12 ABCDEF 

 45 1Q 1Q 6.88±0.16 
ABCDEFGHIJ 

7.62±0.03 ABCD 

 30 6.55±0.06 EFGHIJKLM 6.67±0.02 
CDEFGHIJKL 

6.24±0.1 GHIJKLM 3.5 P 

KAA 37 5.88±0.16 JKLMN 6.23±0.09 GHIJKLM 5.79±0.14 KLMN 6 JKLMN 

 45 6.0±0.23 JKLMN 6.44±0.04 FGHIJKLM 6.52±0.02 FGHIJKLM 5.08±0.12 NO 

 .دمی باش% 5حروف متفاوت در هر سطر و ستون نشان دهنده وجود اختلاف آماري معنی دار در سطح *

در میان کوکسی ها، تنها باکتري هـاي جـنس انتروکوکـوس            
تمام کوکسی ها .  نشان دادندpH 9.6رشد در دماي بالا و در 

لاکتوکوکـوس  . رشـد داشـتند   درجه سـانتیگراد     15در دماي   
در غلظـت   لاکتیس زیرگونه لاکتیس و لویکونستوك لاکتیس       

دو گونـه هتروفرمنتـاتیو از      . رشد نداشـتند  % 5/6بالاي نمک   
 . بودند,Leu.mesenteroides, Leu.lactisجنس لویکونستوك 

در محـیط    Leu.mesenteroidesتمام کوکسی ها  به اسـتثناي      
VP ــتند ــد داش ــراي   .  رش ــین ب ــدرولیز آرژن  Leu.lactisهی
  .منفی بود Leu.mesenteroidesو

ن گونـه هـاي   به منظور درك نقش و اهمیت هـر یـک از ای ـ   
لاکتیکی، ابتدا تغییرات آنهـا در طـی رسـیدگی و در مراحـل      

فراوانـی سـویه    ( ، روند تغییرات  1شکل. مختلف بررسی شد  
 هر یک از جنس هاي اسیدلاکتیک باکتري ها         )هاي جداشده 

در مرحلـه شـیر،   . در مراحل مختلف تولید نـشان مـی دهـد        
  و )تعداد سویه هاي جداشده   ( جنس انتروکوکوس غالب بود   

بعـــد از آن بـــه ترتیـــب جـــنس هـــاي لاکتوباســـیلوس و 
لاکتوکوکوس و با درصد اندکی جنس پدیوکوکوس جمعیت        

دردوره رسیدگی در مراحـل   . اصلی شیر را تشکیل می دادند     
 بعدي، انتروکوکوس ها و به میزان کمتري لاکتوباسیلوس ها،        

روند افزایشی نشان دادند، اما لاکتوکوکـوس هـا بـه تـدریج             
این پدیده و ویژگی منطقی به نظر مـی رسـد،        . افتندکاهش ی 

  .روند مشابهی مشاهده شده است چرا که در اکثرانواع پنیرها،

 
بر (  هاي باکتر کیلاکت دیاس مختلفي ها جنس راتییتغ 1شکل 

 )حسب درصد یا  تعداد سویه هاي جدا شده از ده نمونه محصول
قوانیل ریپن دیتول مختلف مراحل وي فراوری ط  
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  دهیرس ریپن رتایش از دیتول مختلف مراحل در قوانیل ریپن از شده جداي هاي باکتر کیدلاکتیاسیی ایمیوشیب اتیخصوص 3 جدول
     خواص

  ییایمیوشیب
  

 نژادها

 15 در رشد
 درجه

 گرادیسانت

 45 در رشد
 درجه

 گرادیسانت

 در رشد
 درصد 6,5

 نمک

 در رشد
pH9.6 

 از گاز دیتول
 گلوکز

 VP تست
 زیدرولیه

 نیآرژن
 مصرف

 تراتیس

ــ  لوسیلاکتوباس
 پلانتاروم

+ - /+- + - - - - 

ــ  لوسیلاکتوباس
ی پاراکـــــــازئ

ــهیز  رگونــــــ
 یپاراکازئ

+ - - + - - - - 

ــ  لوسیلاکتوباس
 سیبرو

+ - - -+/ + - + - 

ــ  لوسیلاکتوباس
ی دلبروکــــــــ

ــهیز  رگونــــــ
 یدلبروک

- + + + - - - - 

ــ  لوسیلاکتوباس
 ورنسی فروکت

- /+- - + - - - - 

ــوس  لاکتوکوکـ
 سیلاکتـــــــــ

ــهیز  رگونــــــ
 سیلاکت

+ - - - - + + - 

ــوس  لاکتوکوکـ
 سیلاکتـــــــــ

ــهیز  رگونــــــ
 سیکرمور

+ - - - - - + + 

 کونوســتوكیلو
 سیلاکت

+ - - - + + - - 

 کونوســتوكیلو
 دسیمزنترو

+ - /+- - + - - - 

 وکوکوسیپـــد
 پنتوزاسئوس

+ - + - - + + - 

ــوس  انتروکوکـ
 سیفکال

+ + + + - + + - 

ــوسان  تروکوکـ
 ومیفاس

+ + + + - + + - 

ــوس  انتروکوکـ
 دورانس

+ + + + - + + - 

  یمنف واکنش: -  مثبت واکنش+: 
ــراوري، لاکتوکوکــسی هــا کــه مــسئول   در اولــین مرحلــه ف
اسیدیفیکاسیون شیر هستند، طیـف غالـب فلـور لاکتیکـی را       

. تا مرحله تشکیل دلمه پیشرفت می کنند     تشکیل می دهند و   

ــاکتري هــاي لاکتیکــی از قبیــل  در مراحــل ب عــدي، ســایر ب
  .لاکتوباسیلوس ها غالب می شوند انتروکوکوس ها و
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در پنیر لیقوان رسیده درصد بـالایی از بـاکتري هـاي جـنس             
به دلیل حضور پیوسـته بـاکتري هـاي    . انتروکوکوس پیدا شد 

          ایــن جــنس در انــواع مختلـــف پنیرهــا، تــاثیر ونقـــش     
یــد پنیــر مــورد بررســی و مطالعــه  انتروکوکــوس هــا در تول

برخی نظرات و عقیـده هـاي متنـا قـض در            .قرارگرفته است 
. مورد این گروه از باکتري هاي اسیدلاکتیک مطرح می باشـد    

را  Ent. faecalis var. liqefaciensمثبـت  اثـر  برخی محققان،
 1دویـود   (در کیفیت پنیر راکوفورت به اثبـات رسـانده انـد،            

ــ ]6[)1969 ــود و  ]7[)1969 (2ولرودویــــود و مــ و دویــ
 تاثیر مفید انتروکوکوس هـا را بررشـد    ،]8[)1971(3دسمازید

ازسـوي دیگـر،    . سایر باکتري هاي اسیدلاکتیک پیـدا کردنـد       
توسط انتروکوکوس هـا، روي     ) انتروسین(تولید باکتریوسین   

باکتري هاي پاتوژن در پنیر و نیز بـاکتري هـاي مولـد آمـین           
اثر کنترل کننـدگی      لاکتوباسیل ها،  هاي بیوژنیک مانند برخی   

، فاریـاس و    1996 5آیمریچ و همکاران   ،1995 4گیرافا( .دارد
 در مقابل، .]12-9[ )1996 7، جوستن و نونز1994 6همکاران

کیفیت پنیر براي انتروکوکوس  برخی اثرات منفی برسلامت و
توسعه طعم تلخ  ،)1969 (8سالوادوري. ها گزارش شده است

 به عنوان اسـتارتر در  انتروکوکوس فکالیس اربرد  را به دلیل ک   
  .]13[تولید پنیر گورگونزولا، متوجه شد

، توزیع گونه هاي باکتري هاي اسید لاکتیک موجود         4جدول
در نمونه هاي مورد آزمایش درمراحل مختلف تولید از شـیر     

جنس لاکتوباسـیلوس شـامل   . ی دهدتا پنیر رسیده را نشان م 
فــراوان تــرین %) 0/20(س پلانتــاروملاکتوباســیلو) 68/33%(

ــب    ــه ترتی ــد از آن ب ــیل، بع ــه لاکتوباس ــیلوس گون لاکتوباس
لاکتوباســیلوس ،  )%36/7 (پاراکــازئی زیــر گونــه پاراکــازئی

 دلبروکـی  زیرگونه  لاکتوباسیلوس دلبروکی ،  %)15/3 (برویس
در کـل   %)  05/1 (فروکتی ورانس لاکتوباسیلوس   و%) 10/2(

ور کلی ، جنس لاکتوباسـیلوس داراي       به ط  .مراحل تولید بود  
بـود  %) 47/43( به دلمـه %) 08/26(یک روند افزایشی از شیر 

                                                             
1. Devoyod 
2. Muller 
3. Desmazeaud 
4. Giraffa 
5. Aymerich et al. 
6. Farias et al. 
7. Joosten and Nunez  
8. Salvadori 

وپــس از آن یــک ســیر نزولــی را تــا مرحلــه پنیــر رســیده  
تنها گونه اي از  لاکتوباسیلوس پلانتاروم. نشان داد%) 23/19(

جنس لاکتوباسیلوس  بود که در تمـام مراحـل تولیـد یافـت       
، تغییر قابـل مـلا حظـه اي را در           رویسلاکتوباسیلوس ب . شد

در این خصوص گورسـس و      . طی دوره رسیدگی نشان نداد    
 و  لاکتوباسـیلوس بـرویس   اردوگان نتایج مشابهی را درمورد      

. ]3[ در تحقیق شـان نـشان دادنـد       لاکتوباسیلوس کورواتوس 
 لویکونــستوك و لویکونــستوك مزنترویــدیسبــاکتري هــاي 

. یــر رســیده پیــدا شــدند بــه ترتیــب در دلمــه و پنلاکتــیس
ــیس  ــه لاکت ــیس زیرگون ــا  لاکتوکوکــوس لاکت % 08/26تقریب

ازباکتري هاي لاکتیکی را درنمونه هاي شیر و دلمه تـشکیل           
روند . می داد و پس از آن تا مرحله  پنیر رسیده کاهش یافت

 مشابهی توسط گورسس و اردوگان در پنیر تولـوم مـشاهده           
تنها در مراحل شیر و      ،پدیوکوکوس پنتوزاسئوس  .]3[گردید

نهایـت، تعـداد متنـابهی از بـاکتري      در .پنیر تازه یافت شدند   
هاي جنس انتروکوکوس در نمونه هاي ما مـشهود بـود، بـه             

انتروکوکـوس   و   انتروکوکـوس فکـالیس   خصوص دو گونـه     
را در کل مراحل تولید از %) 78/15(، گونه هاي غا لبفاسیوم
                         تــــشکیل )پنیــــر رســـیده (تــــا انتهـــا  ) شـــیر ( ابتـــدا 

 یک گونه متداول اسـت کـه   انتروکوکوس فکالیس  .می دادند 
به صورت مکرر ومتناوب از انواع مختلف پنیر مانند پنیر آبی 

این جنس، در پنیرهاي سنتی مختلـف       . ]4[ایزوله شده است  
  و13، سـررا 12، فونتینـا 11، کومتـه 10، تلم9مانند پنیر فتا، مانچگو   

 ،ســارانتینوپولوس  1999 15نو وهمکــارانســنت  (14ســبریرو
  2003 17همکاران ، مارینو و2003، گیرافا 2002 16وهمکاران

]14-17[.  
  

                                                             
9 .Manchego 
10. Teleme 
11. Comte 
12. Fontina 
13. Serra 
14. Cebreiro 
15. Centeno et al. 
16. Sarantinopoulos et al. 
17. Marino et al. 
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 API( کیپیفنوت اتیخصوص اساس بر دهیرس قوانیل ریپن تا ریش مرحله ازی دگیرس دوره در کیدلاکتیاسي هاي باکتر عیتوز 4 جدول

50 CH, API 20 STREP (  
 مراحل تولید

 
 

 (%)مجموع (%)دهیرس ریپن (%)تازه ریپن (%)دلمه *(%)ریش

      گونه  جنس

 (33.68)32 (19.23)5 (47.82)11 (43.47)10 (26.08)6    لوسیکتوباسلا

 (20.00)19 (7.69)2 (34.78)8 (21.73)5 (17.39)4 پلانتاروم 

 (3.15)3 (3.84)1 (4.34)1 - (4.34)1 سیبرو 

 گونه ریزی پاراکازئ 
 یپاراکازئ

1(4.34) 3(13.04) 1(4.34) 2(7.69) 7(7.36) 

 رگونهیزی دلبروک 
 یدلبروک

- 2(8.69) - - 2(2.10) 

 (1.05)1 - (4.34)1 - - ورانسی فروکت 

 (2.10)2 (3.84)1 - (4.34)1 -    کونستوكیلو

 (1.05)1 - - (4.34)1 - دسیمزنترو 

 (1.05)1 (3.84)1 - - - سیلاکت 

 (26.08)6  لاکتوکوکوس
 

6(26.08) 9(39.13) 4(15.38) 25(26.31) 

 (25.26)24 (15.38)4 (34.78)8 (26.08)6 (26.08)6 سیلاکت رگونهیز سیلاکت 

 رگونهیز سیلاکت 
 سیکرمور

- - 1(4.34) - 1(1.05) 

 (4.21)4 - (4.34)1 - (13.04)3  وکوکوسیپد

 (4.21)4 - (4.34)1 - (13.04)3 پنتوزاسئوس 

 (33.68)32 (61.53)16 (8.69)2 (26.08)6 (34.78)8  انتروکوکوس

 (15.78)15 (34.61)9 (4.34)1 (8.69)2 (13.04)3 ومیفاس 

 (15.78)15 (19.23)5 (4.34)1 (17.39)4 (21.73)5 سیفکال 

 (2.10)2 (7.69)2 - - - دورانس 

 (100)95 (100)26 (100)23 (100)23 (100)23 (%)مجموع

  درصد باکتري ها هستنداعداد داخل پرانتز نشان دهنده* 

 پروفایل تخمیر کربوهیدرات -4
با استفاده  پروفایل متفاوت تخمیر کربوهیرات 11در مجموع، 

در  ).2شـکل ( مشاهده شـدند  API 20 STREPاز کیت هاي 
زمانیکــه مــورد آنــالیز آمــاري قرارگرفتنــد درجــه بــالایی از  

یز دندوگرام بدست آمده پس از آنـال       .مشابهت را نشان دادند   
UPGMA   از اسـتفاده  بـا ( . نشان داده شده اسـت   2 شکل در 

simple matching coefficient.( دنـدوگرام ي عمـود  خطوط 

 به شده متصلي  ها گروه که استی  شباهت زانیم دهنده نشان
  .دارند خطوط نیا لهیبوس هم

 الگـوي  51 در مجمـوع،  API 50 CHLبا کمک کیـت هـاي   
گرام بدست آمده پـس     دندو .مختلف تخمیر قند مشاهده شد    

ــالیز  ــکل در UPGMAاز آن ــت ،3 ش ــده اس ــشان داده ش          . ن
ــا( ــتفاده ب ــوط ).simple matching coefficient از اس  خط

 گـروه  که استی  شباهت زانیم دهنده نشان دندوگرامي  عمود
  . دارند خطوط نیا لهیبوس هم به شده متصلي ها
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UPGMA API 20 Strep Lighvan cheese isolates

Simple Matching Coefficient

Ent.faecium M13(3)
Ent.faecium C31
Ent.faecium LR59
Ent.faecium LR61
Ent.faecium M13(4)
Ent.faecium C32
Ent.faecium LR69
Ent.faecium LR70
Ent.faecium LR76
Ent.faecium LR78
Ent.faecium LR81
Ent.faecium LR82
Ent.faecium LR83
Ent.faecium M13(5)
Lac.lactis lactis LF57(4)
Ent.durans LR68
Ent.durans LR80
Lac.lactis ssp lactis LR77
Lac.lactis ssp lactis LR79
Ent.faecalis M13(6)
Ent.faecalis M13(10)
Ent.faecalis C35
Ent.faecalis LR58
Ent.faecalis LR71
Ent.faecalis M13(7)
Ent.faecalis M13(9)
Ent.faecalis C18
Ent.faecalis C33
Ent.faecalis LF45
Ent.faecalis LR72
Ent.faecalis M13(8)
Ent.faecalis C34
Ent.faecalis LR65
 Ent.faecalis LR75
Ent.faecium LF57(3)
Lac.lactis cremoris LF36

0.76 0.8 0.84 0.88 0.92 0.96 1

 
  

 روش لهیبوس ، ها لیپروفا مشابهت سیماتر. است آمده بدست API 20 STREP  ستمیس توسط که راتدیکربوه ریتخم لیپروفا دندوگرام 2شکل
UPGMA clustering تگرف قرار کلاستر زیآنال مورد  

 M(Milk),C(Curd),LF(Lighvan Fresh),LR(Lighvan Ripened cheese) : کدها
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M1:Lac.lactis lactis
M4:Lac.lactis lactis
M2:Lac.lactis lactis
M3:Lac.lactis lactis
M5:Lac.lactis lactis
M13(2):Lb.paracasei paracasei
C17:Lb.paracasei paracasei
LR62:Lb.paracasei paracasei
LR64:Lb.paracasei paracasei
LR73:Lac.lactis lactis
LR63:Lb.brevis
LR66:Lb.plantarum
C23:Lb.plantarum
C30:Lb.plantarum
C30(1):Lb.plantarum
M8:Pedio.pentosaceus
M10:Pedio.pentosaceus
LF40:Lb.paracasei paracasei
M13(1):Pedio.pentosaceus
C15:Lac.lactis lactis
M11:Lb.plantarum
C14:Lac.lactis lactis
C21:Lac.lactis lactis
LF54:Lac.lactis lactis
LF57(2):Lac.lactis lactis
C28:Lb.paracasei paracasei
M9:Lac.lactis lactis
LF51:Lb.plantarum
LR60:Lb.plantarum
LF37:Lac.lactis lactis
LF44:Lb.plantarum
LF57(1):Lac.lactis lactis
LF42:Lac.lactis lactis
LF43:Lac.lactis lactis
LF55:Lb.brevis
LF57:Lb.plantarum
C19:Lac.lactis lactis
C16:Lac.lactis lactis
LF41:Pedio.pentosaceus
C20:Lac.lactis lactis
LF52:Lb.plantarum
LF39:Lb.plantarum
LF48:Lb.plantarum
LF50:Lb.plantarum
LR74:Lac.lactis lactis
M12:Lb.plantarum
M13:Lb.plantarum
C24:Lb.plantarum
LF53:Lac.lactis lactis
C29:Lb.plantarum
LF56:Lb.plantarum
C22:Lb.paracasei paracasei
M6:Lb.plantarum
LR67:Leu.lactis
C25:Lb.delbrueckii delbrueckii
C26:Lb.delbrueckii delbrueckii
C27:Leu.mesenteroides
LF47:Lb.fructivorans
M7:Lb.brevis

0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

 روش لهیبوس ها، لیپروفا مشابهت سیماتر. است آمده بدست   API 50CH ستمیس توسط که دراتیکربوه ریتخم لیپروفا دندوگرام 3شکل 
UPGMA clustering گرفت قرار کلاستر زیآنال مورد.  

  M(Milk),C(Curd),LF(Lighvan Fresh),LR(Lighvan Ripened cheese): کدها

  

  نتیجه گیري -5
در میان گونه هـاي اسـیدلاکتیک بـاکتري هـاي پیداشـده در            

ي مـا، کـه متعلـق بـه جـنس هـاي انتروکوکـوس،        نمونه هـا  
ــیلوس و ــلی    لاکتوباس ــت اص ــد، جمعی ــوس بودن لاکتوکوک

لاکتیکی در حین مراحل تولیـد پنیـر لیقـوان را تـشکیل مـی         
. بویژه در پنیر رسیده فلور غالب بودند انتروکوکوس ها،.دهند

انتروکوکوس ها روند افزایشی ولاکتوکوکوس ها روند نزولی 
لاکتوکوکـوس  گونـه هـاي   . رسیدن نشان دادنـد را در انتهاي   

ــیس  ــه لاکتـ ــیس زیرگونـ ــالیس ، لاکتـ ــوس فکـ ، انتروکوکـ
 نـسبت بـه     ولاکتوباسـیلوس پلانتـاروم    انتروکوکوس فاسیوم 

سایر گونه ها، از مراحل مختلـف تولیـد در تعـداد بـالاتري              
این حقیقت بر این امر دلالت می کند که این  .شناسایی شدند

      رسـیدگی پنیـر بـازي      در تولیـد و گونه هـا نقـش مهمـی را      
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به منظور کـاربرد ایـن نژادهـا در مقیـاس صـنعتی،         . می کنند 
توجه بیشتري باید معطوف به شناسایی دقیق تر این گونه ها        

بی به این هدف، تکنیک اجهت دستی. در سطح زیرگونه گردد
  .هاي دقیق تري مانند روشهاي مولکولی مورد نیاز است

  

  نیتشکر وقدردا -6
صنایع لبنی رضوي جهت   شرکت محترم   نویسندگان مقاله از    

. حمایت مالی این پروژه کمال تشکر و سپاسـگزاري را دارد        
همچنین از همکاري آقایان دکترمحمد زاد بزمی، مدیر گروه         
صنایع غـذایی دانـشگاه تبریـز جهـت در اختیـار قـرار دادن           

 کرمـی  امکانات آزمایـشگاه میکروبیولـوژي و مهنـدس پـورا     
در خصوص کمک  کارشناس کارخانه صنایع لبنی پگاه تبریز   

اسـتاد  ازنیـز   و در جمع آوري نمونه ها در مراحـل مختلـف     
ارسال و در اختیـار      جهت   دکتر خمیري    آقاي   محترم جناب 

،  هاي  بـاکتري هـا ي اسـید لاکتیـک    جدایهقرار دادن برخی    
   .قدردانی می گردد
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Milk, curd, fresh (1-day old) and ripened (90-days old) Lighvan cheese (10 samples from each 
one) have been investigated for lactic flora as one the most well-known starter free sheep raw milk 
cheeses. MRS, MRS+vancomycin, M17 and KAA media were used for determining of 
Lactobacilli and Pediococci, Leuconostocs, Lactoccoci and Enterococci genera, respectively. 
Isolated strains were identified up to genus level with gram staining and catalase test, morphology, 
colony pigmentation,gas production from glucose,growth in 10°C and 45°C,salt tolerance,growth 
at pH9.6, argenine hydrolysis and citrate utilization. Random colonies were selected from each 
medium and confirmatory tests showed Enterococcus (33.68%), Lactobacillus (33.68%) and 
Lactococcus (26.31%) as the most common genera during the all stages. Finally, these isolated 
colonies were subjected to carbohydrate fermentation with API 50 CH and API 20 STREP 
methods and were determined up to species and sub species level. Totally,95 strains were isolated 
and identified during all production stages. API system results showed the following species: 
Lactobacillus plantarum, Lb. brevis, Lb. paracasei ssp. paracasei, Lb. delbrueckii ssp. 
delbreuckii, Lb. fructivorans, Lac. lactis. ssp. lactis, Enterococcus.faecalis, Ent. faecium, Ent. 
durans, P. pentosaceus, Leu. lactis, Leu. mesenteroides. The lactic acid bacteria changes revealed 
the pattern that Lactococcus and Lactobacillus were predominant at the first stages and replaced by 
Enterococcus at the end of production and ripening stage.The most dominant species during all 
satages follows as: Lac. Lactis ssp. lactis (25.26%), Lb. plantarum (20%), Ent. Faecalis (15.78%), 
Ent. faecium (15.78%). Thus, we expect that these species may play an important role in ripening 
and production of Lighvan cheese and also have potential application in industrial scale.    

 
Key words: Lactic acid bacteria, Lighvan, Production stage, Raw milk cheese    
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