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چکیده
هاي بیوشیمیایی، عامل ایجاد خصوصیات منحصر به فرد عطري و طعمی کانیسمبا شرکت در مباکتري هاي لاکتوباسیلوس هتروفرمنتاتیو اختیاري

ي شناسایی فلور میکروبی غیرآغازگر در فراورده هاي لبنـی سـنتی، ضـمن    در فراورده هاي لبنی سنتی از جمله پنیر لیقوان هستند. یکی از اهداف عمده
هاي عطري و طعمی مشابه فراورده هاي لبنی بومی است. بر اساس مطالعه انجام شده با با ویژگیفراورده هاییحفظ ذخایر ژنتیکی بومی، تولید صنعتی 

.Lb. plantarum ،Lb. pentosus،Lbماهـه، بـاکتري هـاي    4هاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی برروي پنیـر بـا دوره مانـدگاري    استفاده از روش

paraplantarum،Lb. paracasei وLb. casei.بـا توجـه بـه زمـان     گستردگی لاکتوباسیلوسهاي هتروفرمنتاتیو در پنیـر لیقـوان  شناسایی شدند
.رسیدگی متغیر بود

Lb. caseiوLb. plantarumلیقوان، پنیره هاي کلیدي:ژوا

123مقدمه

هاي غـذایی  ترین فنون نگهداري فراوردهبدون شک یکی از کهن
یـر مـواد   بـوده اسـت. پن  که بشر آن را فرا گرفتـه، تولیـد پنیـر از شـیر    

که آب آن گرفته شده اسـت.  باشدمیفید شیر مي مغذي نشین شدهته
ي انواع مختلف پنیر، شـیر، مایـه پنیـر،    چهار جزء اصلی تشکیل دهنده

شـدن  دلمـه میکروارگانیسم و نمک است. علت به وجود آمـدن پنیـر،   
و 5شـد (  بامـی کازئین شیر در اثر تولید اسید توسط باکتریهاي آغازگر 

هـاي غیرآغـازگري کـه در دوران رسـیدگی پنیـر      ). لاکتوباسـیلوس 3
طبیعی ( بعد از یک الی سه ماه ) جزو فلـور میکروبـی غالـب آن مـی    

کـه در اکثـر مواقـع    هستندگردند غالباً از گروه هتروفرمنتاتیو اختیاري 
پکورینورامانو، فیورسـاردو  . )2(شوندمعرفی می4)FHLتحت عنوان (

تـرین پنیرهـاي سـنتی ایتالیـایی     سه مورد از مهم5ستراتوپوگلیزو کان
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باشند. کانگو و همکاران در سـال  تهیه شده از شیر خام گوسفندي می
و بیوشیمیایی سه نـوع  میکروبی، عطري و طعمی ویژگی هاي، 2003

را بررسی کردند. در این پنیرها، بالاترین جمعیت میکروبـی  پنیر مذکور
هـاي هتروفرمنتـاتیو اختیـاري    ربوط به لاکتوباسیلماه، م12در طول 

هـا در پنیرهـاي تهیـه شـده از شـیر      منبع این دسته از باکتري).4(بود
خام، فلور میکروبی شیر خام و آلودگی محیطی در حین دوشیدن شـیر  

هـاي مخصـوص تولیـد آن بـوده ولـی در مـورد       ي پنیردر محلو تهیه
، ناشـی از عـدم کفایـت فراینـد     پنیرهاي تهیه شده از شـیر پاسـتوریزه  
و یـا در اثـر آلـودگی    باکتري هـا پاستوریزاسیون در از بین بردن کامل 

ي محیطی بعد از پاستوریزاسیون شیر و در حین تولید پنیـر در کارخانـه  
هاي اسید لاکتیـک غیرآغـازگر در  ي باکترينقش عمده.لبنیات است

می منحصر بـه  عطري و طعطول دوران رسیدگی، توسعه ویژگی هاي
پنیر لیقوان که معمولاً از شـیر  .)15و 3فرد انواع مختلف پنیرهاست ( 

تـرین پنیرهـاي سـنتی    شدهشود، یکی از شناختهخام گوسفند تهیه می
35ي لیقـوان در  آید که خاستگاه آن عمدتاً دهکدهایران به حساب می

ي پنیرهـاي آب نمکـی  کیلومتري تبریز است. ایـن پنیـر جـزو دسـته    
کننـدگان  دلیل تطابق با ذائقه بسیاري از مصـرف ه سخت بوده و بنیمه

). با توجه به نقش بسیار مهم 1ایرانی از اهمیت بالایی برخوردار است (
هاي لاکتوباسیلوس هتروفرمنتاتیو اختیاري در تولیـد ترکیبـات   باکتري
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پنیرهـاي بـومی در ایـن مقالـه حضـور آنهـا بررسـی        عطري و طعمی
شود.می

هامواد و روش
نمونه برداري و کشت میکروبی

کیلوگرمی سنتی لیقوان، حاصـل از شـیر خـام    یکهاي پنیر نمونه
واحـد تولیـدي  بهر تولیدي، از 8ماهه از 4ي رسیدگی گوسفند با دوره

کـردن هـر   بعد از اسـتریل ي لیقوان خریداري شد. اعتمادي در دهکده
گرم نمونـه از  10تیک، مجموعاً حلب پنیر و بازنمودن آن در شرایط اسپ

سطح، مرکز و بخش تحتـانی آن برداشـته و بـه یـک هـاون اسـتریل       
. نمونـه در  منتقـل گردیـد  لیتر سرم فیزیولوژي استریل میلی90حاوي 

10-1هاون کاملاً همگن شده و سپس محلول رویی بـه عنـوان رقـت    
هاي بعدي مورد استفاده قرار گرفت. ي رقتبراي تهیه
لیتـر سـرم   میلـی 90هـاي حـاوي   در لولـه 10-5تا 10-2هايرقت

هـا در دو تکـرار بـر روي    کلیـه کشـت  .فیزیولوژي استریل تهیـه شـد  
تقریبـاً اختصاصـی، بـراي جداسـازي     کشـت محـیط  (سوربیتول آگـار  

هـا در  . پلیـت فترانجام پذیلاکتوباسیلوسهاي هتروفرمنتاتیو اختیاري) 
72بـه مـدت   CO2حـاوي ورگـراد در انکوبـات  سـانتی درجه37دماي 

. براي نگهداري طولانی مـدت، مقـداري از   گذاري شدساعت گرمخانه
هاي اپندرف حـاوي محلـول گلیسـرول    محیط کشت باکتریایی به لوله

)V/V (50   گردیدنـد درصد منتقل و بلافاصله در ازت مـایع منجمـد .
گـراد بـه صـورت منجمـد     درجه سـانتی -80هاي مذکور در فریزر لوله
).10داري شدند (نگه

مورفولوژیکیبررسی
ها، ویژگـی هـاي   گذاري و ظاهر شدن پرگنهپس از پایان گرمخانه

قرارگـرفتن  هاي باکتریایی شـامل رنـگ، قطـر، محـل    ظاهري جدایه
(سطحی یا عمقی)، برآمدگی (صاف، محدب و مقعر) و شکل (کـروي،  

هــاي مشــکوك بــه بیضــوي و چــین خــورده) بررســی شــد و پرگنــه
قابلیـت  کتوباسیلوس بعـد از انجـام آزمـایش هـاي کاتـالاز، گـرم و       لا

جامـد بـه صـورت تـري     MRSاسپور بر روي محیط کشـت تشکیل 
گـذاري  گرمخانـه مـذکور سکتور کشت داده شدند و مجدداً در شـرایط  

بـه  حاصـل گردیـد  هاي کاملاً خالصی که در این مرحله جدایه شدند. 
انجام آزمـایش هـاي بعـدي در    تا زمان )اسلنت(شیبدارصورت کشت

یخچال نگهداري شدند.

تعیین تخمیر همگن یا ناهمگن بودن
براي انجام این آزمایش تولیـد گـاز از گلـوکز و گلوکونـات مـورد      
بررسی قرار گرفت. بدین ترتیب که باکتري مورد نظر در لوله آزمـایش  

ــت  ــاوي آبگوش ــهMRS-fermentation brothو MRSح ي و لول
سـانتی درجه37گذاري در دماي لقیح شد و پس از گرمخانهدورهام ت

ساعت، وجود یا عدم وجود گاز در لوله دورهام بررسی 72گراد در طی 
گراد نیز سانتیدرجه45و 15گردید. به طور همزمان رشد در دماهاي 

و گرمادوست بررسی (مزوفیل) دوست هاي معتدلبراي شناسایی جدایه
).10شد (

بیوشیمیاییايمایش هآز
هـاي  اسـید از کربوهیـدرات  تولیـد  هاي باکتریایی درجدایهتوانایی

 ــ بیــوز، رافینــوز، ریبــوز، زیتــوز، ملــیی آرابینـوز، لاکتــوز، مــانیتول، مل
بـر روي محـیط کشـت    هـالوز و مـانوز   ي سوربیتول، زایلوز، رامنوز، تر

MRS fermentation brothها در دو تکـرار (کلیه کشتارزیابی شد
.)12انجام شد) (

و بحثنتایج 
،1هـاي شـاخص انتخـابی در جـدول     عدد از جدایـه 7مشخصات 
آورده شده است.

هاي انتخابیویژگی هاي ظاهري تعدادي از جدایه- 1جدول
نام جدایهرنگ)mmقطر تقریبی(شکل ظاهريمحل تشکیل کلونی

A3سفید3شکلبیمرکز

A4سفید4لوبیایی شکلسطح

B4سفید5شکلبیفک

C2سفید3عدسی شکلنزدیک به سطح

C3سفید3اي شکلدایرهنزدیک به سطح

C4سفید5/1اي شکلدایرهسطح

H5سفید1اي شکلدایرهنزدیک به سطح

است.مایشد آزشده از هر حلب پنیر مورهاي جداسازي* حروف انگلیسی به کار برده شده در جدول مربوط به کد انتخابی جدایه
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هاي انتخابیخصوصیات تخمیري تعدادي از جدایه- 2جدول

آرابینونوزما
ز

ی مل
ی ملزایلوزبیوز

ي ترلاکتوزرافینوزرامنوزمانیتولزیتوز
نام ریبوزهالوز

جدایه
+-+--+-++++A3
+---++--+++A4
+---++--+++B4
+---++--+++C2
+---++--+++C3
+-+--+-++++C4
+-+-++-++++H5

: واکنش منفی- + : واکنش مثبت

ي بر اساس ویژگی هاي مورفولوژیکی مشخص گردید کـه، کلیـه  
)، 1اي شکل با آرایش سلولی متنوع،گرم مثبت (شکلهاي میلهباکتري

غیراسپورزا به جـنس لاکتوباسـیلوس از خـانواده اسـید     کاتالاز منفی و 
.)12(لاکتیک باکتري ها تعلق دارند

هاي لاکتوباسیلوستصویر جدایه- 1شکل 

ها قادر بـه تولیـد گـاز و اسـید از گلوکونـات و فاقـد       تمامی جدایه
هـاي  بنابراین در دسته لاکتوباسـیلوس ،توانایی تولید گاز از گوکز بودند

ها بـه دلیـل   همچنین کلیه جدایه.تاتیو اختیاري قرار گرفتندهتروفرمن
درجـه  45درجه سانتی گراد و عـدم رشـد در دمـاي    15رشد در دماي 

گیرند.میسانتی گراد، در دسته میکروارگانیسمهاي مزوفیل قرار 
.Lbهاي مربوط بـه گـروه   بر اساس اطلاعات جدول برجی گونه

plantarumوLb. caseiـبر اساس ت  بیـوز و رافینـوز   ی خمیر قند مل
وH5 ،C4هاي ). به طوریکه احتمالاً جدایه12قابل تشخیص هستند (

A3 ـ  .Lbانـد بـه گـروه    بیـوز و رافینـوز را تخمیرکـرده   ی که قنـد مل

plantarumهاي و جدایهC2 ،C3 ،B4 وA4  که قادر به تخمیر ایـن
).2(جدولتعلق دارندLb. caseiدو قند نیستند به گروه 

بنـدي کـولینز و همکـاران در    بر اساس تقسـیم Lb. caseiگروه 
ــال  ــاي   1989س ــا نامه ــه ب ــه گون .Lbاز س rhamnosus،Lb.

paracasei وLb. casei) میلر و همکاران بـر  ). 9تشکیل شده است
انـد کــه  عنــوان کـرده DNA-DNAاسـاس مطالعـات هیبریداسـیون    

.Lbو Lb. caseiهــاي % ) بــین گونــه 50همولــوژي کمــی ( 

rhamnosus  % ) ــالا ــیار ب ــی بس ــباهت ژنتیک ــین 70-100و ش ) ب
گـروه  در ). 6وجـود دارد ( Lb. caseiو .paracaseiLbهـاي  گونـه 

Lb. caseiانـد، بنـابراین بـا    ها قند رامنوز را تخمیر نکردهکلیه ایزوله
و .paracaseiLbيبه یکـی از دو گونـه  )12(توجه به جدول برجی

Lb. casei  تعلق دارند که شناسایی آنها در سطح گونه منوط به انجـام
آزمایش هاي مولکولی معتبر بر اساس آغازگرهاي اختصاصی هر گونه 

-DNAدلاگلیو و همکارن بـر اسـاس هیبریداسـیون    ). 14و 7(است

DNA ــتگی ــهDNA، وابس ــاي گون ــیلوسه ــنس  لاکتوباس ــر ج زی
Sterptobacterium بندي شده بودنـد  قهجنسن طب-که توسط ارلارا

مشخص کردند. بر اساس بررسی انجـام شـده توسـط آنهـا مشـخص      
رغـم  هایی است که علـی داراي سویهL. plantarumگردید که گروه 

بیوشیمیایی یکسان، تشابه ژنتیکی کمـی دارنـد   ویژگی هايدارا بودن 
، L. plantarumهـاي  ي مجزا به نـام در نتیجه این گروه به سه گونه

L. pentosus وL. paraplantarum کـه بـه دلیـل    گردیـد  تقسـیم
شباهت بسیار زیاد فنوتیپی به کارگیري آزمایش هاي مولکـولی بـراي   

).6(شودمیشناسایی اعضاي این گروه پیشنهاد 
هاي لاکتوباسیلوس هتروفرمنتاتیو اختیـاري بـه خصـوص    باکتري

تـرین  وان، از جمله فراLb. caseiوLb. plantarumگونه هاي گروه 
هاي جـدا شـده از پنیرهـاي گـاوي و گوسـفندي رسـیده       لاکتوباسیل

3دوره مانـدگاري  مختلف هستند. به عنوان مثال در پنیر فیورساردو با
شود، بر اساس تحقیقات انجـام  ماهه، که از شیر خام گوسفند تهیه می

هـاي لاکتوباسـیلوس هتروفرمنتـاتیو    شده مشخص گردیـد کـه گونـه   
عنوان فلور میکروبی غالب، خصوصـیات عطـري وطعمـی    اختیاري، به 

هـا  این دسته از میکروارگانیسـم ).10کنند (منحصر به فردي ایجاد می
پایین، عـدم  pHرغم شرایط نامساعد درون پنیرهاي رسیده مانند علی

وجود کربوهیدرات قابل تخمیر، غلظت بالاي نمک، کمبود اکسـیژن و  
مـالاً باکتریوسـینهایی کـه توسـط     وجود ترکیبات ضـد میکروبـی ( احت  

شـوند) بـه دلیـل فعالیـت     هاي اسید لاکتیک آغازگر تولید مـی باکتري
آغازگر و همچنـین بـا   هايپپتیدازي بسیار بالاي خود نسبت به باکتري

هایی ترکیبات عطري و طعمـی  انجام هیدرولیز ثانویه، در چنین محیط
).8کنند (کم نظیري تولید می

توباسیل هاي مزوفیل در تولید ترکیبات عطـري  در مورد نقش لاک
و طعمی پنیرهاي سنتی تحقیقات گسترده اي انجـام شـده اسـت. بـه     

ــاي   ــا باکتریه ــر فسُ ــال در پنی ــوان مث Lb paracaseiعن subsp

paracasei ،Lb plantarumوcurvatusLb بــا تولیــد پپتیــدهاي
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ریـق  آمینـه فـرار ترکیبـات عطـري و طعمـی از ط     کوچک و اسیدهاي
-Glu-P([و ])Leu-P-NA( [پپتیـداز، آمینوپپتیــداز  هــاي ديفعالیـت 

NA([    اندوپپتیداز و پروتئیناز خود عطر و طعم بسـیار مطلـوبی ایجـاد ،
نمایند. با بررسی پروفیل اسیدهاي چرب در پنیر فسُاي تهیه شـده  می

از شیر خام گوسفند، مشخص گردید که میزان اسـیدهاي چـرب فـرار    
)، 8C)، اسـید کاپریلیـک (  6C)، اسـید کاپروئیـک (  4Cریـک ( (اسید بوتی

)، 18C)، اسـید اسـتئاریک (  16C)، اسـید پالمیتیـک (  10Cاسید کاپریک (
) ) به مراتـب بیشـتر از   18:2C) و اسید لینولنیک (18:3Cاسید لینولئیک (

) بالایی دارند) است 18:1Cپنیر تهیه شده از شیر گاو (که اسید اولئیک (
آمینـه فـرار   هاي ایتالیایی یکساله با بررسی میزان اسیدهاي). در پنیر8(

توسط کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا مشـخص گردیـد کـه میـزان     
آمینه اسید گلوتامیک، هیستیدین، والین، ایزولوسین، لوسین و اسیدهاي

آمینه بالاتر اسـت. در ایـن پنیرهـا    آلانین نسبت به سایر اسیدهايفنیل
اي مزوفیل، به عنوان فلور میکروبی غالـب، بـا فعالیـت    لاکتوباسیلوسه

کافتی بسـیار بـالاي خـود، عطـر و طعـم کـم نظیـري ایجـاد         پروتئین
). در بررسی انجام شـده بـر روي یـک نـوع پنیـر هلنـدي       4کنند (می

.LbوLb. plantarumمشخص گردید کـه سـلولهاي فـاز سـکون    

casei منـابع انـرژي قابـل    در دوران رسیدگی پنیر، سیترات (در نبـود
-3و2، استات، اسـتوئین، دي اسـتیل و   2COمصرف توسط آنها) را به 

اکسیدکربن در ایجـاد چشـم   کنند. در این پنیر ديبوتاندیول تبدیل می
داري (خلل و فرج) و سایر ترکیبات در بهبود عطر و طعم نقـش معنـی  

).11دارند (

نتیجه گیري 
لـور میکروبـی بـر خصوصـیات     تأثیر فاطلاعات مشابهی در زمینه

رسد کـه ایـن   پنیر لیقوان وجود ندارد ولی به نظر میطعمی عطري و
پنیر نیز مانند سایر پنیرهاي تهیه شده از شـیر خـام گوسـفند، عطـر و     

هـاي پـروتئین کـافتی و چربـی     طعم استثنایی خود را مدیون فعالیـت 
.Lbژه به وی ـکافتی بسیار بالاي باکتري هاي اسید لاکتیک مزوفیل

plantarumوLb. casei.می باشد
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