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  چكيده

 ـ.  دارداست كه به دليل داشتن عطر و طعم قوي بازارپسندي بالايي  ايران پنير كوزه يكي از پنيرهاي سنتي ايـن نـوع    ةدر تهي

عطر و طعم آن، فلـور لاكتيكـي    ةترين عوامل دخيل در رسيدن پنير و توسعاز مهميكي .  شودآغازگر استفاده نمي ةپنير از ماي

در ايـن پـژوهش،     رسد.هاي لاكتيكي مؤثر در رسيدن اين نوع پنير ضروري به نظر ميشناسايي باكتري است و از اين رو آن

در زيـر   ،به مدت سه مـاه  ،رسيدن را ةورتوليد شد و د رايج در مناطق جنوبي استان آذربايجان غربي پنير كوزه به روش سنتي

 16sو  هـاي فنـوتيپي  در حـد گونـه بـا روش    هاي كشت اختصاصـي با استفاده از محيط هاي لاكتيكيباكتري.  خاك طي كرد

rDNA .هاي غالب متعلـق بـه جـنس    كه گونه ه، معلوم شدهاي لاكتيكي شناسايي شدباكتري ةجداي 51 از  شناسايي شدند

)، درصـد  6/19( لاكتوكوكـوس به جـنس  هاي ديگر هستند و گونه) درصد 5/25( انتروكوكوس) و درصد 3/37( لاكتوباسيلوس

هـاي غالـب جداسـازي شـده شـامل      گونـه تـرين  مهـم   .تعلق دارند) درصد 8/7( پديوكوكوس) و درصد 8/9( لوكونوستوك

 ـ كازئي لاكتوباسيلوس ،جدايه) 7( لاكتيس ةزيرگون لاكتيس لاكتوكوكوس، جدايه) 8( سيوماانتروكوكوس ف  4( كـازئي  ةزيرگون

  بودند. جدايه) 4( لاكتيكياسيدي پديوكوكوسجدايه) و 

  

  هاي كليديواژه

  پنير، پنير كوزه، جداسازي، شناسايي هاي لاكتيكي،باكتري

 
  مقدمه

تـرين محصـولات شـيري اسـت كـه      يكي از مهم پنير      

اي و هاي تغذيهاز يك سو ويژگي.  ارزش غذايي بالايي دارد

هاي ارگانولپتيـك خـاص آن از جملـه    از سوي ديگر ويژگي

طعم، بافت و غيره كه خود تحت تأثير مراحل تهيه از  ،عطر

، موجب تمـايز  قرار داردشير اوليه تا محصول كاملاً رسيده 

 هــاي شــيري شــده اســتســاير فــرآورده ازل ايــن محصــو

(Mortazavi et al., 2005). 

عوامل متعـدد روي خـواص ارگانولپتيـك پنيـر مـؤثر            

نوع شير، كيفيت ميكروبـي آن، روش توليـد    ، مانند:هستند

هـاي لاكتيكـي حـائز    ولـي بـاكتري  .  پنيرو شرايط رسيدن 

م محصـول  و در ايجـاد عطـر و طع ـ   هستنداهميت خاصي 

  .(Beresford et al., 2001) دارندنقشي اساسي 

 هـا بـا  توليد آنمحصولات شيري سنتي مانند پنير كه       

بستر بسيار مناسبي براي  همراه نيست،حرارتي شير فرايند 

ــاكتري  ــت ب ــومي  رشــد و فعالي ــي ب ــاي لاكتيك   هســتنده
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(Urabach, 1995)  .هاي بـومي بـه طـور معمـول در     سويه

ــير   ــي ش ــور ميكروب ــ درفل ــد و  ةمنطق ــد حضــور دارن   تولي

ــر     ــد پني ــد تولي ــق وارد رون ــن طري ــياز اي ــوندم   و در ش

ــد     ــزايي دارنــ ــأثير بســ ــم تــ ــر و طعــ ــاد عطــ   ايجــ

(Fernandez-Garcia et al., 2004).  

ايران يكي از مشـهورترين پنيرهـاي سـنتي، پنيـر     در       

شود و غربي كشور توليد ميكوزه است كه در مناطق شمال

به دليل داشتن عطر و طعم مطلـوب و قـوي، بازارپسـندي    

  مصـرف را نشـان   ةآمـاد  ةپنيـر كـوز   1شـكل  .  بالايي دارد

  دهد.مي 

  

  
  

  مصرف ةآماد ةپنير كوز - 1 شكل

  

اين نوع پنير معمـولاً از شـير خـام گوسـفند و بـدون            

فلـور طبيعـي   از اين رو، .  شودآغازگر تهيه مي ةافزودن ماي

ترين عوامـل رسـيدن و توليـد    يكي از مهم خام منطقه شير

بومي لاكتيكي هاي جدايه.  است عطر و طعم قوي اين پنير

عطـر و   ةموجود در فلور شير از عوامل مهـم توسـعه دهنـد   

. (Fox et al., 2000)طعم خـاص ايـن نـوع پنيـر هسـتند      

در  )،به ويژه شير گوسفند(پنيرهاي توليد شده از شير خام 

عطـر و طعـم    ،مقايسه با پنيـر حاصـل از شـير پاسـتوريزه    

  .(Buffa et al., 2001)د نبهتري دار

ــراً مطال ــي   اخيـ ــور طبيعـ ــورد فلـ ــي در مـ ــات فراوانـ   عـ

هـاي  مشاهده شده است كه باكتري وپنيرهاي سنتي انجام 

  لاكتيكي، فلـور غالـب را در رسـيدن ايـن پنيرهـا تشـكيل      

  دهند.مي

، تحقيق جامعي در ارتباط با پنيرهـاي  2008در سال       

و طي آن گفتـه شـد كـه    سنتي رايج در كشور تركيه انجام 

اين پنير .  سوم توليد در اين كشور را دارد ةرتب 1پنير تولوم

از لحاظ منبع شير خام، روش توليد و غيره شباهت زيـادي  

  تعــدادبـه  فقــط گـزارش ارائــه شـده   .  بـا پنيـر كــوزه دارد  

هاي ميكروبي و برخـي خـواص فيزيكـي و شـيميايي     سويه

 .  (Kamber, 2008) دارداشاره 

ــال         ــز در س ــران ني ــار  1384در اي ــتين ب ــراي نخس   ب

ــي ــي    ويژگ ــوزه بررس ــر ك ــيميايي پني ــاي ش ــده ــه ش   ك

 

1- Tulum 
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  خلاصــه شــده اســت   1هــا در جــدول  نتــايج آزمــون 

(Hesami-Rad, 2006).  

در مـاه اول از رسـيدن پنيـر    مشاهده شده اسـت كـه         

شـود)،  تهيه ميشور تركيه تولوم (همان پنير كوزه كه در ك

  ولـــي بعـــد از آن تـــا   انـــد هـــا غالـــب سلاكتوكـــو

ــب را دوره رســيدن، لاكتوباســيل ةخاتمــ هــا جمعيــت غال

  هــاي غالــب جداســازي شــدهســويه.  دهنــدتشــكيل مــي

ــارت ــد از:عب ــازئي  ان ــيلوس ك ــ لاكتوباس ــازئي ةزيرگون ، ك

 ـ لاكتـيس  لاكتوكوكـوس ، پلانتاروم لاكتوباسيلوس  ةزيرگون

ــ لاكتــيس لاكتوكوكــوس، لاكتــيس و  كرمــوريس ةزيرگون

 كرمــــوريس ةزيرگونــــ مزنتروئيــــدس لويكونوســــتوك

(Oksuztepe et al., 2005).  

  

  گيري شده در پنير سنتي كوزههاي شيميايي اندازهميانگين ويژگي ةمقايس -1جدول 

  نوع پنير
  درصد تركيبات

  خشك ةچربي در ماد SNF  رطوبت  خشك ةماد  چربي  پروتئين

  a26  b2/25  a1/57  a9/42  a4/32  be2/44  پنير گوسفندي

  b3/18  b8/21  a6/53  a56/46  a52/32  abc1/47  پنير گاوي

  ab8/24  a3/52  a6/47  a4/26  abc4/47  2/19  پنير بز

  ab5/22  ab6/26  a1/55  a9/44  a9/30  ab3/48  پنير گاوميش

  ab4/22  a7/26  a1/55  a8/44  a7/31  ab2/48  پنير كوزه (مناطق دشت)

  ab6/22  b8/24  a7/53  a3/46  a28  abc46  پنير كوزه (مناطق كوهستاني)

  ندارند.داري  اختلاف معنيدرصد  5در سطح هاي داراي حرف مشترك،  در هر ستون ميانگين

  

ــران،        ــددر ايـــ ــمي نويـــ ــارانقاســـ   زاد و همكـــ

 (Navid-Ghasemizad et al., 2009)هاي لاكتيكي باكتري

دنـد كـه   و گـزارش دا  كـرده بررسـي  پنير سنتي ليقـوان را  

ها در پنير رسيده به حـداكثر  جمعيت ميكروبي لاكتوباسيل

 .  ه استخود رسيد

هاي ، گونه(Farajnia et al., 2009) نيا و همكارانفرج      

ــاروم لاكتوباســيلوس ــازئي لاكتوباســيلوسو  پلانت ــه  ك را ب

و  كردههاي غالب در پنير سنتي ليقوان معرفي عنوان گونه

هاي كاربردي، از نظـر  ويژگيتعيين  برايپس از جداسازي 

توليد اسيد و خواص پروتئوليتيكي در شـير مـورد ارزيـابي    

هاي انتخاب شده در ايـن تحقيـق خـواص    گونه.  قرار دادند

هاي عملي كاربرد دادند و نه تنها برايذاتي مهمي را نشان 

(به عنوان آغازگر يـا آغـازگر همـراه) مهـم هسـتند، بلكـه       

طراحـي   بـراي اي را ژنتيكي گسـترده  ةممكن است مجموع

هـاي مـورد نظـر    ويژگـي  هاي تغيير يافته ژنتيكـي بـا  گونه

 .  مين كنندتأ

هـاي حسـي   بخش مبهم و ناشناخته در ايجاد ويژگـي       

هـا در  لاكتيكـي و تغييـرات آن  هـاي  نوع گونهتپنير كوزه، 

مراحل فرآوري پنير است كه با پشت سر گذاشتن هر كدام 

كننـد و آگـاهي از آن   مـي از مراحل، اهميت بيشتري پيـدا  

 عـلاوه بـر  هدف از ايـن پـژوهش،   .  رسدميضروري به نظر 

معرفي پنير كوزه به عنوان يكي از پنيرهاي سـنتي ايـران،   

هـاي  ست تـا بتـوان از گونـه   دستيابي به فلور لاكتيكي آن ا

جداسازي شده در اين پژوهش، براي توليـد پنيـر كـوزه در    

  استفاده كرد. ،يا پنيري مشابه با پنير كوزه ،مقياس صنعتي

  

  هامواد و روش

  مواد

  مواد مصرفي

 ــ       ــازي اولي ــراي جداس ــاكتري ةب ــي ب ــاي لاكتيك   از ،ه

 2 ةكه در جدول شـمار  ،هاهاي كشت اختصاصي آنمحيط

هـاي كشـت و   محـيط  ةكلي ـ.  اسـتفاده شـد  ، نـد اذكر شده

هاي لاكتيكي موجود...جداسازي و شناسايي باكتري  
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 شـركت  ازهاي استفاده شده در ايـن پـژوهش   كربوهيدرات

  .  تهيه شدندآلمان  1مرك

  تجهيزات

ــواع يخچــال        دار و ســانتريفوژهاي اســتفاده شــده از ان

-Micro High Speed vsو  Megafuge 6000هـاي  مـدل 

15000 CFNII پليمـراز از   ةزنجيـر بـراي واكـنش   .  نـد بود

و براي تفكيك  Touchgene Gradientمدل  PCRدستگاه 

و  Bioradدسـتگاه الكتروفـورز   ژن از  قطعات تكثيـر يافتـة  

  ستفاده شد.ا Biometraدوربين برداري از ژل از براي عكس

  هاروش

  كــوزه بــه دليــل تنــوع در پنيــر :پنيــر كــوزه ةتهيــروش 

  ي كمــيهــاكــه تفــاوت ،مختلــفهــاي هــا بــه روشذائقــه

ــد، ــي  دارن ــد م ــودتولي ــژوهش،  .  ش ــن پ ــراي اي ــراي اج   ب

ــوزه ــتان  پنيـــر كـ ــر تابسـ ــنتيدر اواخـ   طبـــق روش سـ

 )2(مراتـع بيـوران   روستاهاي حوالي شهر سردشتدر  ،رايج

  جنـــوبي اســـتان آذربايجـــان غربـــي، ةمنطقـــواقـــع در 

  پنيـر كـوزه را نشـان    ةمراحـل تهي ـ  1نمـودار  .  توليد شـد 

  دهد.مي
  

  پنير كوزه ةشماي تهي -1نمودار                            

  تهية شير خام گوسفندي

↓  
  ايگذراندن از صافي پارچه

↓  
  افزودن ماية قارچي رنت

↓  
  تشكيل دلمه

↓  
  دقيقه 20- 15به مدت  درجه سلسيوس 50حرارت دادن دلمه تا دماي  →پنير خروج آب

↓  
  جداسازي دلمه

↓  
  صورت قرصه دهي دلمه بفرم

↓  
  روز (در دماي اتاق) 1نگهداري به مدت 

↓  
  كردن دلمهرنده

↓  
  درصد نمك به صورت خشك 5پاشيدن 

↓  
  فشارهاي سفالي از پنير همراه با پركردن كوزه

↓  
  سلسيوسدرجة  3-7متر با دماي حدود  1دادن كوزه به صورت وارونه در زير خاك به عمق  قرار

↓  
  ماه تا رسيدن پنير 3گذشت 

  

مـاه از   3كـه   ،پنيـر رسـيده   از اينمونـه  :گيرينمونهروش 

از .  دوره رسيدن را در زير خاك گذرانـده بـود، تهيـه شـد    

.  شـد بـرداري  نمونـه  AOAC 955.30 طبق اسـتاندارد پنير 

رعايت بهداشت و پيشگيري از تغييـرات ناخواسـته در    براي

دار هــاي درپــوشدر بطــري تعـادل فلــور ميكروبــي، نمونــه 

بـا اسـتفاده از   سلسـيوس  درجـة   1-4دمـاي   در استريل و

1- Merck                                                                                           2- Bewran 
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cool box به آزمايشگاه انتقـال داده شـد    1حاوي كيسه يخ

(Fox et al., 2000).  

  تهيـه رقـت از  ي ابـر  :هـاي لاكتيكـي  جداسازي بـاكتري 

  پنيــر، از ســرم فيزيولوژيــك اســتريل  صــورت     ةنمونــ

  شداستفاده  )NaClنمك  درصد 9/0(محلول 

(Harrigan, 1998)  . از ليتـــر ميلـــي 1/0 از آن پـــس  

  تزريـق  هـر پليـت   سـطح  بـر  سمپلر اب شده تهيه هايرقت

  شـــرايط.  شـــد داده كشـــت 2پليـــتپور صـــورت بـــه و

خلاصه شـده   2ها در جدول گذاري نمونه خانهگرمكشت و 

  .است
 

 (Fox et al., 2000) خانه گذاري نمونه مورد آزمايششرايط كشت و گرم -2جدول       

  نوع محيط كشت  گروه ميكروارگانيسم هدف

  شرايط گرمخانه گذاري

  اكسيژن
  دما

  سلسيوس) ةدرج( 
  (ساعت) زمان

   72 30  هوازي  آگار M 17 لاكتوكوكوس

   24 37  هوازي  آگار KAA انتروكوكوس

   72 30  اكسيژنكم  آگار Rogosa  لاكتوباسيلوس

   72 30  هوازي  آگار MRS+vancomycin لوكونوستوك

   72 30  هوازي  آگار MRS هاي لاكتيكيكل باكتري
  

هـاي  كلنـي خانه گذاري، گرم دورةپس از سپري شدن       

ي انتخـاب  هـا كلني.  شمارش شدندرشد يافته در هر پليت 

كلنـي در   300 تا 30هايي كه به طور متوسط از پليت شده

شـرايط اوليـه    نـد ها شمارش شده بود، برداشـته و همان آن

 كشـت  سـطحي صـورت  ه ب ـ محيط كشـت، همان نوع روي 

  .(Lopez-Diaz et al., 2000)داده شدند 

هاي ها، آزمونخالص بودن كلنياطمينان از حصول پس از 

 كشـت  مـدت، كوتاه نگهداري منظور به.  اجرا شدمورد نظر 

 آگار صورت بهآگار  MRS كشت محيط به هاجدايه ذخيره

و كاتالاز  آميزي گرمرنگهاي آزمون.  گرديد منتقل 3مورب

هاي گـرم مثبـت و كاتـالاز    شد و جدايه اجراها براي جدايه

 هاي لاكتيكي در نظر گرفتـه شـدند  منفي به عنوان باكتري

(Walter & Hertel, 2009).  

بـا توجـه بـه امكانـات و     : در حد جنس هاجدايه شناسايي

هاي لاكتيكي اي شناسايي باكتريبرتجهيزات در دسترس، 

هـاي مورفولـوژيكي و   هاي فنوتيپي شـامل بررسـي  از روش

  استفاده شد.هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي آزمون

  بـراي  :هـاي بيوشـيميايي  شناسايي بـا اسـتفاده از روش  

  

هـاي  آزمـون  ،هاي لاكتيكي در حد جنسشناسايي باكتري

ــد ــيط  رش ــراث BHIدر مح ــاي  ب ــ 45و  10در دم  ةدرج

درصد  5/6و محيط حاوي  =4/4pHو  =6/9pH، سلسيوس

در محــيط  و همچنــين توليــد گــاز از گلــوكز NaClنمــك 

MRS يك لوپ از به همين منظور .  ندآمد به اجرا در براث

داده شـد؛   هـاي فـوق انتقـال   ها به محـيط هر يك از جدايه

بـراي  .  گـذاري شـدند   خانـه در دماي مورد نظر گرمها لوپ

هـاي لاكتيكـي   ها از الگوي كتاب باكتريبندي جنسطبقه

(Salminen, 1998) .استفاده شد  

  هاشناسايي مولكولي جدايه

استخراج شد كـه بـه    ييهااز نمونه DNA: DNAاستخراج 

كشـت داده شـده   مـايع   MRSساعت در محـيط   24مدت 

 شـتاب  بـا هـاي باكتريـايي   ليتـر از كشـت  ميلي 10.  بودند

دقيقه سانتريفيوژ  10به مدت  متر بر مجذور ثانيه 70000

 DNAبراي استخراج .  دور ريخته شد آن د و مايع روييش

 ها از بافر ليـز ليز كردن سلول براي.  دشاستفاده ها از پليت

آورده  3 مواد مورد اسـتفاده در جـدول   حجم.  استفاده شد

  شده است.

1- Ice Bag                                                                                           2- Pour Plate 

3- Slant Agar 
 

هاي لاكتيكي موجود...جداسازي و شناسايي باكتري  
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  ليز بافر ةدهندمواد تشكيل  حجم -3جدول 

  حجم  بافر ليز مواد تشكيل دهندة

  ليترميلي 5/7pH= 1مولار با  1تريس 

  ليترميلي 1  مولار 5كلريد سديم 

EDTA 5/0 ليترميلي 1  مولار  

  ليترميلي 2  درصد 2سديم دو دسيل سولفات 

  ليترميلي 6/4  آب مقطر

  

ــلول       ــاس ــس از ه ــرد پ ــال شــدن خ ــه وي ــاي ب   5/1ه

 دقيقــه 60بعــد از هــا ويــال.  ليتــري منتقــل شــدندميلــي

بـه   ،سلسـيوس درجـة   60ماري با دمـاي  نگهداري روي بن

 متـر بـر مجـذور ثانيـه     120000 بـا شـتاب  دقيقه  5مدت 

هـاي  و سوپرناتانت يا مايع رويي به ويـال  شدندسانتريفيوژ 

ايزوآميـل الكـل بـا     -حجـم آن كلروفـرم  همديگر منتقل و 

دو فـاز  .  و به آرامي تكان داده شـد اضافه  1:24هاي نسبت

بـا  بـا اسـتفاده از سـانتريفيوژ     ،تشكيل شده در مرحلة قبل

دقيقـه،   5بـه مـدت   متر بر مجـذور ثانيـه    120000شتاب 

 5/1رويي و انتقـال بـه تيـوپ     جداسازي و با برداشتن لاية 

بـه آن اضـافه    RNAaseميكروليتـر   5/0ليتري ديگر، ميلي

 سلسـيوس درجة  37دقيقه در دماي  30گرديد و به مدت 

ــا ــن مـ ــرار در بـ ــدري قـ ــد از .  داده شـ ــه، 30بعـ   دقيقـ

  هـا ايزوپروپـانول  و هـم حجـم آن  شـدند  هـا برداشـته   ويال

  درجــة -20 دقيقــه در دمــاي  15اضــافه و بــه مــدت   

  بــــابــــا ســــانتريفيوژ .  قــــرار داده شــــد سلســــيوس

ــه 120000 شــتاب ــر مجــذور ثاني ــر ب   ترســيب DNA، مت

ــال ــرار دادن وي ــا ق ــاق، و ب ــا در دمــاي ات   خشــك DNAه

  ميكروليتـر  50خشـك شـده در    DNAدر پايـان،  .  گرديد

براي آگـاهي از كيفيـت و كميـت      .آب ديونيزه حل گرديد

 50حـل شـده در    DNAميكروليتـر از   DNA ،5استخراج 

 درصـد  يـك از ژل آگـارز   آب ديونيزه، با استفاده ميكروليتر

ژنــومي بــا  DNAهــا نمونــه الكتروفــورز گرديــد و در همــة

  شد. كيفيت و غلظت خوب مشاهده

  16s rDNA قطعهو تكثير  1اي پليمرازواكنش زنجيره

ليتـر، بـا   ميكرو 25مراز در حجم اي پليواكنش زنجيره      

استفاده از پرايمرهـاي طراحـي شـده در     و 4 اجزاي جدول

 آغازگرهـاي توالي  . ها انجام گرفتبراي ايزوله سطح جنس

  هـا بـراي تكثيـر ژن لاكتوباسـيلوس    كار رفتهه ب اختصاصي
  

(5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') HaIF       
  

(5' AAGGTTACCTCACCGACTTC 3') HaIR  
  

ــر ژن   و  ــراي تكثيـ ــتفاده بـ ــورد اسـ ــازگر مـ ــوالي آغـ   تـ

  لوكونوسـتوك و  پديوكوكوس، توكوكوسلاك، انتروكوكوس 
  

(5' CTAATACATGCAAGTCGAACG 3') EF      
  

(5' CTAGTACCAAGGCATTCACC 3') ER        
  

  .(Darke et al., 1996)بوده است 

                                             

  اي پليمرازهتشكيل دهندة واكنش زنجير اجزاي حجم -4 جدول                                              

  (ميكروليتر) حجم پليمراز ايهمواد تشكيل دهنده واكنش زنجير

Master 13  

dH2O 10  

Primer forward / reverse 5/0 

DNA 1  
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سازي واسرشته هايبا چرخه پليمراز ايرهواكنش زنجي      

 30دقيقـه،   5مـدت  ه ب سلسيوسدرجة  95 دماي اوليه در

ه ب ـ سلسيوسدرجة  94سازي در واسرشته ةبا مرحلچرخه 

درجـة   57اتصال آغـازگر در دمـاي    ةدقيقه، مرحل 1مدت 

   72 دمـــاي دقيقـــه، بســـط در 1مـــدت ه بـــ سلســيوس 

  بسـط ة دقيقـه و يـك چرخ ـ   2مـدت  ه ب ـ سلسيوسدرجة 

  دقيقـه  10مـدت  ه ب ـ سلسـيوس درجة  72 دماي نهايي در

  

  .انجام شد

  تفكيك قطعات تكثير يافته

ــارز           ــه از ژل آگ ــر يافت ــات تكثي ــك قطع ــراي تفكي   ب

  هـاي بـدين ترتيـب كـه نمونـه    .  درصد اسـتفاده شـد   5/1

ــبت     ــه نس ــه ب ــر يافت ــه  6تكثي ــذاري   1ب ــافر بارگ ــا ب   ب

ــدول ــك  )5 (ج ــوط و در چاه ــاي ژلمخل ــدول ه  )6 (ج

  بارگذاري شدند.

  6Xمواد مورد نياز براي تهيه بافر بارگذاري غلظت  -5جدول                                    

  غلظت   نام تركيب 

Bromophenol blue 09/0 حجمي -درصد وزني 

Xylene cyanolff 09/0 حجمي -درصد وزني 

Glycerol 60 حجمي -درصد وزني 

EDTA 60 ميلي مولار 

  

  هاي مورد نياز براي الكتروفورز ژلمحلولغلظت  -6 شمارة جدول   

 )TAE 50 x(آگارز                                                       

  غلظت   نام تركيب 

Tris base 243 گرم در ليتر 

EDTA pH=8 50 ميلي مولار 

Glasial acetic acid 71 ) حجمي -حجميدرصد( 

         

اتيـديوم   بـا پس از اتمـام الكتروفـورز، ژل مـورد نظـر           

در همـة   DNAآميزي و نوارهاي تكثير يافتـة  رنگبرومايد 

جفـت   1500ها به صورت تك نوار و با اندازة تقريبي نمونه

 UVهاي مناسـب بـا اسـتفاده از نـور     وتيد و با غلظتئنوكل

  .شدبرداري مشاهده و عكس

  شناسايي در حد گونه

هــا در حــد گونــه لازم اســت بــراي شناســايي جدايــه      

هاي هيدروليز آرژينين، رشد در دماهـاي مختلـف و   آزمون

  .  (Walter & Hertel, 2009) شود اجراتخمير كربوهيدرات 

آزمون رشد در دماهاي مختلـف بـا تلقـيح در محـيط           

MRS  در دماهـاي روز  3به مـدت  خانه گذاري گرمو براث  

  

 انجام شد.سلسيوس  ةدرج 30و  15

در  هـا وسآزمون هيدروليز آرژينين براي ارزيابي كوك ـ      

آزمـون  ها، براي ارزيابي لاكتوباسيل و براث آرژينينمحيط 

بـراث حـاوي آرژينـين     MRSدر محيط  هيدروليز آرژينين

 1آمونياك، معـرف نسـلر  براي تشخيص توليد گاز .  شد اجرا

توليـد   ةتغيير رنـگ سـريع بـه نـارنجي نشـان     .  كار رفته ب

 نشــدن هيــدروليز ةرنــگ نشــان نيــافتن آمونيــاك و تغييــر

  .(Walter & Hertel, 2009)آرژينين در نظر گرفته شد 

  هاآزمون تخمير كربوهيدرات

هـاي جداسـازي شـده،    تر باكتريبراي شناسايي كامل      

  در ايــن.  هـا صـورت گرفـت   كربوهيـدرات واكـنش تخميـر   

  
1- Nessler Reagent 

موجود... هاي لاكتيكيجداسازي و شناسايي باكتري  
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 هـاي مـورد نظـر   از كربوهيـدرات  درصـد  2 محلول آزمون،

آرابينوز، اسكولين، فروكتوز، گلوكز، لاكتوز، مـالتوز،  شامل (

بيوز، رافينوز، رامنوز، ريبوز، ساليسـين، ترهـالوز،   مانوز، ملي

  .ندشدتهيه  پايه در محيط كشت زايلوز)

 

  نتايج و بحث

 ايج حاصل از شمارش جمعيت ميكروبينت

هـاي  كشـت در محـيط  برداري و نمونهنتايج حاصل از       

  ست.ا تنظيم شده 7 جدول درمختلف  كشت

  رسيده كوزه پنيرميانگين جمعيت ميكروبي شمارش شده از هر محيط كشت در  -7 جدول                           

 (كلني در گرم)ميانگين جمعيت ميكروبي   محيط كشت

MRS 106  ×8/7  

M17  106  ×8/8  

KAA 106  ×2/2  

Rogosa  107  ×9/2  

MRS + vancomycin 104  ×4/3  

  

  پليمراز ايآزمون واكنش زنجيره نتايج

 ايدست آمـده از آزمـون واكـنش زنجيـره    ه پروفايل ب      

  نشان داده شده است. 2شكل پليمراز در 

ــرة  ــايج آزمـــون واكـــنش زنجيـ ــراز، ژن طبـــق نتـ   پليمـ

ــ ــايهجدايــــ ــه 26و  b5 ،10 ،11 ،12 ،16 هــــ   كــــ

ــا آغــازگر انتروكوكســي  ــه عنــوان ب   تكثيــر شــده بودنــد، ب

  ،انتروكوكـــوسهـــاي هـــاي متعلـــق بـــه گونـــهجدايـــه

تشخيص داده  لوكونوستوكيا  پديوكوكوس، لاكتوكوكوس 

  .   شدند

، a5 ،a12 ،17هـاي شـماره   هـاي جدايـه  همچنين ژن      

18 ،20 ،21 ،22 ،a22 ،25 ،b27 ،28 ،32 ،48 ،51  58و 

لاكتوباسيلوس تكثير شده بودند، به كه با استفاده از آغازگر 

تشخيص  لاكتوباسيلوسهاي متعلق به جنس عنوان جدايه

  داده شدند.

  

 
  

  دست آمده ازه ب هاي لاكتيكيباكتري هايپليمراز جدايه ايپروفايل حاصل از واكنش زنجيره - 2 شكل

 رسيدن روز دورة 90پس از  پنير كوزه
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ــ        ــه ب ــا مقايس ــلاوه، ب  ــ ةع ــايج ب ــده از ه نت ــت آم   دس

اي پليمـراز بـراي   هاي بيوشيميايي و واكنش زنجيرهآزمون

هـاي بيوشـيميايي تاييـد    ها، صحت آزمونشناسايي جدايه

  د.ش

هاي لاكتيكي موجود نتايج حاصل از شناسايي باكتري      

  .خلاصــه شــده اســت 8 در جــدول كــوزه رســيدهپنيــر در 

شود، بيشترين جمعيت ميكروبي طور كه مشاهده ميهمان

 لاكتوباسـيلوس ، بـه جـنس   پنيـر كـوزه  شمارش شـده در  

 لاكتوكوكوسو  )درصد 5/25( انتروكوكوس )،درصد 3/37(

ــق دا )درصــد 6/19( ــنس.  ردتعل ــاي ج ــديوكوكوسه و  پ

و  درصـد  8/9به ميزان كمتـري (بـه ترتيـب     لوكونوستوك

  ) يافت شدند.درصد 8/7

  

  پنير كوزههاي لاكتيكي جداسازي شده در هاي باكتريتعداد جنس -8 جدول

  درصد  تعداد  جنس باكتريايي

  5/25  13 انتروكوكوس

  6/19  10 لاكتوكوكوس

  3/37  19  لاكتوباسيلوس

  8/7  5  لوكونوستوك

  8/9  4  كوكوسوپدي

  

پـايين،   pHاست كه رشد لاكتوباسـيلي در   ثابت شده      

.  (Caridi, 2003) هاي لاكتيكـي اسـت  بيشتر از ساير جنس

تحمـل  كـه  ولي لاكتوكوكسي و لوكونوستوك به دليل ايـن 

  بـه ميـزان كمتـري رشـد    هسـتند   1شرايط اسـيدي  كننده

  ايـن امـر بـا    .(Garcia- Fontan et al., 2001)كننـد  مـي 

ــه ــان  يافت ــاي محقق ــه ه ــت دارد ك ــان دور مطابق   ةدر پاي

ــا   ــواع پنيره ــيدن ان ــه دور   رس ــايي ك ــاً پنيره   ة(مخصوص

ــيدن ــولاني رس ــد) ط ــري دارن ــيلت ــد ، لاكتوباس ــا درص   ه

 دهنــدتشــكيل مــيبـالايي از جمعيــت ميكروبــي غالـب را   

(Fortina et al., 2003; Gurses & Erdugan, 2006) .

مربـوط بـه پيشـرفت فرآينـد      ممكن اسـت علت اين پديده 

.  رسـيدن پنيـر باشـد    ةپروتئوليز و تشديد آن در پايـان دور 

 لازم ايمقـدار پپتيـدها و اسـيدهاي آمينـه     ،در اين مرحله

 از ايـن .  يابـد افزايش مي ،هابراي رشد و تكثير لاكتوباسيل

بـراي   محيط بسيار مناسـبي  انتهايي رسيدن پنير ةرو، دور

ــيل  ــد لاكتوباسـ ــر و رشـ ــا تكثيـ ــيهـ ــراهم مـ ــودفـ   شـ

(Crow et al., 1995).  

  )1/5 تـا  3/5برابر پايين اين نوع پنير ( pHبا توجه به       

(Meshgi-Agazadeh, 2006)   و پنيرهاي مشـابه از جملـه ،

ــوم  ــر تول ــا  2/5( پني ــتر  2/4ت ــد بيش ــاكتري)، رش ــايب  ه

ــار رشــد ضــعيف  لاكتوباســيلوس ــر در كن ــاكتريت ــاي ب ه

  رسد.منطقي به نظر مي لوكونوستوكو  لاكتوكوكوس

  ها در حد گونهاز شناسايي جدايه نتايج حاصل

 51تـوان دريافـت كـه از بـين     مي 9جدول با توجه به       

 كـوزه در پنيـر  هاي لاكتيكـي كـه   مختلف از باكتري جدايه

 16( فيسـيوم  انتروكوكـوس ند، جداسازي و شناسـايي شـد  

 لوكونوسـتوك )، درصد 14( لاكتيس لاكتوكوكوس)، درصد

 ،)درصـــد 10( مزنتروئيـــدس ةزيرگونـــ مزنتروئيـــدس

)، و درصــد 8( يئكــاز ةزيرگونــ يئكــاز لاكتوباســيلوس

هـا  ترين گونهعمده )درصد 8( يكلاكتياسيدي پديوكوكوس

  .بودند

  حضــــوراي از منــــابع علمــــي، بــــه   در پــــاره      

  هــاي مشــابه ماننــددر پنيــر فيســيوم انتروكوكــوس غالــب

ــك  ـ ــوان و كوملـ ــر ليقــ ــت  2پنيــ ــده اســ ــاره شــ   اشــ

  

1- Aciduric                                                                                      2- Comlek 

هاي لاكتيكي موجود...جداسازي و شناسايي باكتري  



 
 

92 

.(Bulut et al., 2005; Navid-Ghasemizad et al.,   
  

2009)  
  

و  فيســـيوم انتروكوكـــوسهـــاي بســـياري از ســـويه      

 شـيري، جداسازي شده از محصولات  فكاليس انتروكوكوس

اسـتيل و  استالدئيد، اتـانول، دي  برايخوبي  گانكنندتوليد

  در شــير رشــد وقتــي هــاايــن بــاكتري.  هســتنداســتوئين 

بـه  .  وندش ـو طعم در پنير مي توسعه رايحه، باعث نندكمي

  هــا پتانســيل متــابوليكي بــرايرســد ايــن گونــهنظــر مــي

ــولات   ــم در محص ــترش طع ــيريگس ــد ش ــري دارن   تخمي

(Girrafa, 2003).  

  رسيدن را طي كـرده  ماه از دورة 3در پنير رسيده كه       

  

 ـ لاكتـيس  لاكتوكوكوس، سيوماف انتروكوكوسبود،   ةزيرگون

ــيس ــيلوس، لاكتـ ــاز لاكتوباسـ ــ ئيكـ ــاز ةزيرگونـ ، ئيكـ

  دلبروكـــي لاكتوباســـيلوسو  فكـــاليس انتروكوكـــوس

 ـ   .بــه ميـزان بيشــتري جداســازي شــدند  لاكتــيس ةزيرگون

 ي كـه در گذشـته دربـارة   با توجه به تحقيقات هااين باكتري

ــك آن  ــك و ليپوليتي ــواص پروتئوليتي ــاخ ــام  ه ــدهانج   ،ش

اي روي عطر و طعم پنير نهايي داشـته  توانند تأثير ويژهمي

  باشند.

ــور        ــيلوسحض ــاروم لاكتوباس ــيلوسو  پلانت  لاكتوباس

در انواع پنير بـا درصـد بـالاي نمـك ماننـد ليقـوان        يئكاز

  .(Navid-Ghasemizad et al., 2009)گزارش شده است 

  

  پنير كوزههاي لاكتيكي جداسازي شده در جدايهتعداد  - 9 جدول                                     

  تعداد  نام باكتري

  2  انتروكوكوس دورانس

  3  انتروكوكوس فكاليس

  8  انتروكوكوس فيسيوم

  4  يكلاكتيپديوكوكوس اسيدي

  2  اسيدوفيلوسلاكتوباسيلوس 

  1  لاكتوباسيلوس برويس

  1  تاروملاكتوباسيلوس پلان

  2  دلبروكي ةزيرگون لاكتوباسيلوس دلبروكي

  3  لاكتيس ةزيرگون لاكتوباسيلوس دلبروكي

  2  لاكتوباسيلوس شارپه

  1  لاكتوباسيلوس فارسيمينيس

  4  يئكاز ةزيرگون يئلاكتوباسيلوس كاز

  1  لاكتوباسيلوس گازري

  2  لاكتوباسيلوس هلوتيكوس

  3  استي لاكتيسدي ةزيرگون لاكتوكوكوس لاكتيس

  7  لاكتيس زيرگونة لاكتوكوكوس لاكتيس

  5  مزنتروئيدس ةزيرگون لوكونوستوك مزنتروئيدس

  

گوسفند نيز شير  تهيه شده ازدر ساير پنيرهاي سنتي       

در پنيـر   ،مثـال  بـراي .  نتايج مشابهي گزارش شـده اسـت  

ــاردو  ــوره س ــه    1في ــايي تهي ــنتي ايتالي ــر س ــك پني ــه ي   ك

  

ــفند    ــام گوس ــير خ ــده از ش ــيل ش ــت، لاكتوباس ــاياس   ه

ــاري  ــر اختيـ ــان تخميـ ــل  ،ناهمسـ ــيلوسمثـ   لاكتوباسـ

ــارومپلا ــيلوسو  نتـ ــازئي لاكتوباسـ ــيلوسو  كـ  لاكتوباسـ

1- Fiore Sardo                                                                                       
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ــوس ــد  ،پنتاســـ ــب بودنـــ ــيدن غالـــ ــاز رســـ   در فـــ

(Mangia et al., 2008). 

   (Ortigosa et al., 2006) و همكـاران   سـا اورتيگو      

ه تخمير ب ـهاي ناهمسان سطح بالاي لاكتوباسيل گويندمي

دست آمده در پنيرهاي تهيه شده از شير خام، اهميت اين 

كند و ممكن اسـت  ها را طي رسيدن تأييد ميگروه باكتري

.  ها در خصوصيات طعمي پنير اثر داشته باشـند اين باكتري

فعاليت پروتئوليتيك و ليپوليتيك  ممكن است اين دو گونه

ر نقـش بسـيار   و در فرآيند رسيدن پني داشته باشند بالايي

  مهمي ايفا كنند.

  

  گيرينتيجه

، فيسـيوم  انتروكوكـوس هـاي  جدايـه كه با توجه به اين      

و  لاكتــــيس لاكتوكوكــــوس، فكــــاليس انتروكوكــــوس

 ـ دلبروكي لاكتوباسيلوس در پنيـر كـوزه    لاكتـيس  ةزيرگون

گفته شود كه  منطقي استاند، بودهها از ديگر جدايه بيشتر

ــاكتري ــن  هــاايــن ب   بيشــترين مشــاركت را در رســيدن اي

  لذا در توليـد صـنعتي ايـن پنيـر يـا حتـي      .  دارندنيز پنير 

  براي توليـد پنيـر جديـد بـا عطـر و طعـم مشـابه بـا پنيـر         

آغـازگر   ةهـا بـه عنـوان ماي ـ   جدايـه تـوان از ايـن   كوزه، مي

  استفاده كرد.

  قدرداني

هـاي  ت علمي و كارشناسان مركز تحقيقات فني و مهندسي كشاورزي كرج به دليل تأمين امكانات و هزينهاهياعضا از       

  شود.اجراي اين پژوهش تشكر مي
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Pot cheese is a traditional cheese that is preferred for its characteristic aroma and flavor. This type of 

cheese is made without added starter cultures; the native lactic flora contribute to the ripening and 

development of the typical aroma and flavor of this cheese. It is essential to identify the type of lactic acid 

bacteria involved in the ripening process. In this study, pot cheese was made traditionally and then ripened 

in underground stroage for three months. Lactic acid bacteria were isolated and identified in the ripened 

cheese. Identification of isolates at the species level was performed using phenotypic and 16s rDNA 

methods. Overall, 51 strains were isolated; the dominant genera were Lactobacilli (37.3%) and Enterococci 

(25.5%). Other species belonged to Lactococci (19.6%), Leuconostoc (9.8%) and Pediococci (7.8%). At the 

end of the ripening period, Lactobacilli dominated and the changes were significant. Enterococci and 

Lactococci showed significant changes during ripening, but significant changes were not found for 

Pediococci and Leuconostoc. The dominant isolated species was Enterococcus faecium (8 isolates), 

Lactococcuslactis ssp. lactis (7 isolates), Lactobacilluscasei ssp. casei (4 isolates) and 

Pediococcusacidilactici (4 isolates). These species are recommended for use as starter cultures in the 

manufacture of pot cheese or a new type of cheese with similar flavor. 
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