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  چکیده
 از طریق استفاده UFنیر سنتی لیقوان جداسازی شده و اثر آن در بهبود عطر و طعم پنیر سفید پ سویه های انتروکوکوس از ،حقیق جاری    درت

با .  کارگاه مختلف در منطقه لیقوان خریداری شد4 نمونه پنیر سنتی لیقوان از 4 برای این منظور .بعنوان کمک استارتر مورد بررسی قرار گرفت
برای شناسایی گونه .  جداسازی و با استفاده از روشهای استاندارد میکروبیولوژیکی شناسایی گردیدند سویه هاه از محیط کشت اختصاصی،استفاد

برای شناسایی گونه ها از تست تخمیر قند و شش نوع قند رافینوز، سوربیتول، آرابینوز، لاکتوز، ملی بیوز و . ها از تست تخمیر قند استفاده گردید
 نوع پنیر خریداری شده از لیقوان، انتروکوکوس فکالیس و چهار این تحقیق نشان داد که سویه های غالب در این جهنتی .سوربوز استفاده گردید

ر طوریکه در نمونه پنیر اول انتروکوکوس فکالیس، در پنیر چهارم انتروکوکوس فاسیوم سویه های غالب بوده و در پنی. انتروکوکوس فاسیوم بودند
 . فکالیس بودنددوم از پنج سویه، چهار سویه انتروکوکوس فاسیوم و در پنیر سوم چهار سویه انتروکوکوس

  . فکالیس، انتروکوکوس فاسیوم،  پنیر لیقوان، پنیر سنتی، محیط کشت اختصاصی  انتروکوکوس:کلمات کلیدی
  مقدمه -1

تالاز منفی، تخم مرغی شکل و غیر اسپورزا، بی هوازی  گرم مثبت، کا، ارگانیسم هایی      باکتری های جنس انتروکوکوس
 که اغلب در اکثر سبزیجات، گیاهان و مواد )1998هیوکی،  (اختیاری، هموفرمانتاتیو با احتیاجات غذایی پیچیده هستند

ی آنها هم چنین قسمتی از فلور میکروب. غذایی مخصوصا غذاهای با منشاء حیوانی مانند محصولات لبنی حضور دارند
تعداد قابل توجهی از سویه های متعلق به ). 2003گیرافا، (طبیعی روده بعضی از پستانداران و انسان را تشکیل می دهند 

لوژیکی یکسان مانند تولید باکتریوسین و رفتارهای پروبایوتیکی نس انتروکوکوس دارای خواص بیوگونه های متفاوت ج
 این باکتریها کلونی های تورفته از بقیه متمایز شوند و مقاومت استثنایی چنین باکتری هایی قادرند که به صورت. هستند

 از این رو در خاک، آب های سطحی، روی گیاهان و سبزیجات .می گردد در محیط خارج روده ای باعث توانایی رشد آنها
 ی و قلیایی رشد کنندهیپو تونیک، هایپر تونیک، اسید و می توانند در محیط های  )2002گیرافا، (هم مشاهده شده 

 4-9/ 6(، اسید C°45-10 دوام انتروکوکوس در طی رسیدن پنیر می تواند به محدوده وسیع رشد دمایی ).1998هایوکی، (
=pH ( نمک تحمل و) درصد 6/ 5با غلظت NaCl (  شودمی نسبت داده)  ،2007اوگیر و همکاران.(   

 گونه هایی هستند که بیشترین فراوانی را در بین  و انتروکوکوس دورانس انتروکوکوس فکالیس، انتروکوکوس فاسیوم     
بنابراین آنها می توانند نقش . سایر گونه ها به خود اختصاص داده و به طور فراوان در محصولات لبنی یافت می شوند

 انتروکوکسی به عنوان بخش مهمی از میکرو ).2006ندی و همکاران، مورا (بسیار مهم در بافت و آرومای پنیر ایفا کنند
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 و در بعضی از پنیرها، آنها بر فلور لاکتوباسیل و لاکتوکوکسی ورده های لبنی تشخیص داده شده فلور طبیعی بسیاری از فرآ
  ). 2000سوزی و همکاران، (غالب هستند 

ارد و در تکوین خصوصیات ارگانولپتیکی در طی رسیدن بسیاری       انتروکوکوس کاربردهای مهمی در صنعت لبنیات د
. )2002گیرافا، (هم چنین از آن به عنوان مولفه اصلی در محیط کشت استارتر استفاده می شود . از پنیرها نقش ایفا می کنند

ت های پروتئولیتیکی و برای تائید این مساله، بسیاری از محققان ادعا نموده اند که انتروکوکوس می تواند دارای فعالی
سویه های  ).2006نقل از مورنو، ( لیپولیتیکی باشد و بنابراین می تواند نقش بسیار مهمی در رسیدن پنیر ایفا کند

ا در این میکروارگانیسم ه. انتروکوکوس فکالیس فعالیت لیپولیتیکی و پروتئولیتیکی بیشتری نسبت به سایر سویه ها دارند
دی  اسیدهای آلی مانند اسید لاکتیک و اسید استیک، اتانول، (تولید مواد آنتی میکروبیال داری، مواد غذایی در طی نگه
   ).2006مورنو، ( می کنند که مورد استفاده قرار می گیرند) اکسید کربن، دی استیل

ده که اثر کلینیکی به عنوان پروبایوتیک در سوئیس استفاده ش  E. faecium SF68       سویه ای از انتروکوکوس به نام 
اخیرا کمیته نظارت بر . موثری در جلوگیری از اسهال دارد و در فرآیند درمان اسهال در کودکان موثر شناخته شده است

 را به عنوان استارتر محصولات لبنی تخمیری تائید نموده E. faecium K77D  استفاده از سویه 1مواد غذایی در انگلیس
  . )2006نقل از مورنو، ( است
توانایی تجزیه ترکیبات شیر به ترکیبات فرار و معطر را دارند و به همین منظور می توانند باکتر یهای اسید لاکتیک       

 تجزیه لاکتوز و سیترات طی رسیدگی پنیر ).2003سونی و همکاران،  (نقش مهمی در تکوین طعم و آرومای پنیر دارند
. ید، اتانول، دی استیل، استون و استوئین می شود که منجر به تکوین آروما می گرددتولید ترکیبات فرار مانند استالدئباعث 

ترکیب فرار عمده تولید شده در شیر توسط سویه های انتروکوکوس فکالیس، فاسیوم و دورانس، استالدئید، اتانول و 
یشترین مقدار این ترکیبات را تولید سویه های انتروکوکوس فکالیس و به مقدار کمتر انتروکوکوس فاسیوم، ب. استوئین است

  . می کنند که اکثر آنها دارای منشا غذایی هستند
 در کمک به بهبود ویژگی های ارگانولپتیکی مواد پنیرهای مختلف و اثر آنهاحضور انتروکوکوس در مقادیر بالا در       

 کاربرد آنها در تهیه یات مهمی هستند که باعثخصوص) سین انترو(غذایی تخمیری و توانایی آنها در تولید باکتریوسین ها 
  .می گرددمواد غذایی توسط فرآوری کننده ها 

با استناد به مطالب ارائه شده و با توجه به اینکه در ایران نیز پتانسیل های خوبی برای تولید و فرآوری محصولات       
لازم برای بررسی و تحقیق بر روی سویه های بومی لبنی وجود دارد و با توجه به ذائقه خاص مردم ایران، زمینه های 

  .گرددموجود در محصولات سنتی کاملا احساس می 
   مواد و روش ها-2
   تهیه پنیر سنتی لیقوان-1-2

 منطقه و کارگاه مختلف از روستای لیقوان واقع در جنوب شرقی استان 4 نمونه پنیر سنتی لیقوان از 4در مرحله اول       
  . ی خریداری شدآذربایجان شرق

  جداسازی و شناسایی باکتری های انتروکوکوس -2-2

                                                 
‘Advisory Committee On Novel Foods and Processes’ (ACNFP)-1 
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روش کلی جداسازی و شناسایی باکتریهای انتروکوکوس . روش شناسایی در این تحقیق مبتنی بر روشهای فنوتیپی بود      
  :به ترتیب زیر عملی گردید

تروکوکوس فاسیوم جداسازی و تعیین هویت با استفاده از روش های بیوشیمیایی، سوش های انتروکوکوس فکالیس و ان
  . شدند

برای جداسازی باکتری های انتروکوکوس از محیط کشت اختصاصی کانامایسین اسکولین آزید آگار به عنوان مناسب    
. در این محیط وجود کانامایسین به عنوان عامل انتخابی است. ترین محیط کشت برای شناسایی در نظر گرفته شد

    با هیدرولیز اسکولین تولید گلوکز و اسکولتین می کنند که در حضور سیترات فریک رنگ قهوه ای ایجادانتروکوک ها
 مخلوط شده و به PBS میلی لیتر بافر 10 گرم از پنیر مورد نظر توزین و سپس با 5برای جداسازی انتروکوکها . می شود

 900 محلول همگن حاصل در اپندورف های حاوی سپس بقیه رقتها از. مدت چند دقیقه مخلوط و یکنواخت گردید
 300مقدار . تهیه گردیدندPBS  در بافر10 -3 و 10 -2 ، 10 -1رقتهای .  استریل تهیه شددرصد PBS 0,1مایکرولیتر 

 درجه 37 ساعت در دمای 24به مدت . میکرولیتر از هر رقت در یک پلیت کانامایسین اسکولین آگار پخش گردید
کلونی های رشد یافته در هر پلیت پس از سپری شدن مدت انکوباسیون مورد شمارش قرار . به گردیدسانتیگراد انکو

شمارش شده بود،  کلونی در آنها 30-100از پلیت هایی که به طور متوسط  کلونی بصورت تصادفی 5سپس . گرفتند
سوزی و همکاران،  ( شدندروی همان محیط کشت اختصاصی کانامایسین، کشت سطحی دادهبرداشته شده و مجددا 

2000(. 

  واکنش تخمیر قندها -3-2
. برای شناسایی گونه های انتروکوکوس، واکنش تخمیر قندها برای تمامی جنس های جداسازی شده انجام گرفت      

نوان  کروزل قرمز به ع درصد0,01 براث فاقد گلوکز و عصاره مخمر بود که به آن LBمحیط کشت پایه مورد استفاده شامل 
سپس پارافین افزوده .  از قندهای مورد نظر در محیط کشت مذبور تهیه شددرصد1محلول .  افزوده شدpHشاخص تغییر 

  ).2000لوپز و همکاران،  (شد تا تخمیر در شرایط کاملا بی هوازی صورت گیرد
  نتایج

     واکنش تخمیر قندها
از طرف دیگر . قاومت و تخمیر قند پیشنهاد شده استبه طور کلی برای شناسایی گونه های انتروکوکسی، تست م  

گزارش شده است که استفاده از تیروزین دکربوکسیلاز، یک تست مناسب برای تشخیص انتروکوکسی از استرپتوکوکسی 
  ).1972لی، (اما به علت حلالیت کم تیروزین برای آزمایشات روتین مناسب نمی باشد . می باشد

 جنس استرپتوکوکوس و انتروکوکوس توسط تست های فنوتیپیک سنتی در بسیاری از موارد شناسایی گونه های ویژه از
  ).1997هاردی و همکاران، (امکان پذیر می باشد، هرچند در بین برخی گونه های یک گروه جواب نمی دهد 

  1نتیجه تست تخمیر قند برای پنیر  -1جدول 
 نوزآرابی ملی بیوز رافینوز سوربوز سوربیتول لاکتوز 

1سویه   
E. faecalis + + - - - + 

2سویه   
E. faecalis 

+ + - - - - 

3سویه   + + - - - + 
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E. faecalis 
4سویه   

E. faecalis 
+ + - - - + 

5سویه   
E. faecalis 

+ + - - - + 

  
 2نتیجه تست تخمیر قند برای پنیر -2جدول 

 آرابینوز ملی بیوز رافینوز سوربوز سوربیتول لاکتوز 

1سویه   
E. faecium + - - - - - 

2سویه   
E. faecium 

+ - - - - + 

3سویه   
E. faecium 

+ - - - - + 

4سویه   
E. faecalis 

+ + - - - - 

5سویه   
E. faecium 

+ - - - - + 

  3نتیجه تست تخمیر قند برای پنیر -3جدول 
   لاکتوز سوربیتول سوربوز رافینوز ملی بیوز آرابینوز

-  -  -  -  +  +  
1سویه   

E. faecalis  
2سویه   +  +  -  -  -  +  

E. faecalis  
3سویه   +  +  -  -  -  +  

E. faecalis  
4سویه   +  +  -  -  -  -  

E. faecium  
5سویه   +  +  -  -  -  -  

E. faecalis  
  4نتیجه تست تخمیر قند برای پنیر -4جدول 

   لاکتوز سوربیتول سوربوز رافینوز ملی بیوز آرابینوز

1سویه   +  -  -  -  -  -  
E. faecium  

2سویه   +  -  -  -  -  -  
E. faecium  

3سویه   +  -  -  -  -  +  
E. faecium  

4سویه   +  -  -  -  -  -  
E. faecium  

5سویه   +  -  -  -  -  +  
E. faecium  

  بحث
      از چندی قبل با توجه به ارزش تغذیه ای بالای پنیر، مطالعات گسترده ای برای بهبود خواص کمی و کیفی این 
محصول انجام شده است تا جایی که برای ارتقای سطح کیفی این فرآورده و تولید محصولات بازار پسندتر، توجه ویژه ای 
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در ایران نیز عمده ترین و مشهورترین پنیر سنتی، پنیر لیقوان . ده استروی پنیرهای سنتی و محلی موجود در سراسر دنیا ش
مدت زمان تولید این پنیر از . تبریز است که به خاطر عطر و طعم مطلوب خود، بازار پسندی بالایی را در کشور دارا است

جزء پنیرهای نیمه نرم است که این پنیر . الی اواخر شهریور می باشد) یعنی اوایل بهار(زمان شروع شیر دوشی گوسفندها 
 درصد به مدت سه ماه صورت می گیرد و برای تهیه آن از شیر خام 12 الی 11دوره رسانیدن آن در محلول آب نمک 

در تهیه آن هیچ نوع کشت آغازگری به شیر اولیه افزوده نمی شود و  فلور میکروبی طبیعی . گوسفند استفاده می شود
در کنار پروتئازهای طبیعی شیر و رنت افزوده شده باعث تولید عطر و طعم خاص و مطلوب موجود در شیر خام است که 

  ). 1383نوید قاسمی، (پنیر رسیده می گردد 
      عوامل متعددی بر روی خواص ارگانولپتیک پنیر موثر هستند، که از مهمتـرین آنهـا مـی تـوان بـه نـوع شـیر، کیفیـت                           

اما بـه هـر حـال، باکتریهـای لاکتیـک      . ه در تولید پنیر و شرایط رسیدن پنیر اشاره نمود         میکروبی آن، تکنولوژی مورد استفاد    
به طور کلی انتروکوکوس ها هم به عنوان       .دننقش عمده و مهمی را در ایجاد ترکیبات مسئول بهبود عطر و طعم در پنیر دار               

گانولپتیکی پنیرهای کامل می شوند، مطـرح       آلوده کننده محیط و هم در نقش استارتر طبیعی که باعث توسعه خصوصیات ار             
انتروکوکوس عموما در شیر خام و محصولات لبنی حضور دارد، چـرا کـه              ). 2002ساران تینی پولوس و همکاران،      (هستند  

انتروکوکـوس هـا بـه طـور قابـل تـوجهی            . شیر یک منبع مطلوب و ایده ال برای رشد این ارگانیسم ها شناخته شده اسـت          
بـسیاری از تحقیقـات، وجـود انتروکوکـوس را در شـیر           .  در لخته پنیر و پنیرهای رسیده نیز حضور داشته باشـند           می توانند 

  ). 2001گاردینی و همکاران، ( و بقای آنها را در طی پروسه شیر تایید کرده اند UHTپاستوریزه و 
ی از کشورهای جنوبی اروپا ضـروری       مشخص شده است که حضور انتروکوکوس برای تکوین آرومای پنیر در بسیار                 
بسیاری از تحقیقات نشان داده است سویه های انتروکوکوس با منشا غذایی تاثیر مثبت روی رسیدگی پنیرهای سـنتی    . باشد
انتروکوکوس شاید شیر را به طور مستقیم از مدفوع حیوان و یا به طور غیر مستقیم از منابع آبی، تجهیزات شیر دوشی                      . دارد
  و در پنیـر رسـیده    CFU/g 106-104 تعداد انتروکوکسی در پنیرهای مدیترانه ای در لخته . انک ذخیره شیر آلوده کندو یا ت

CFU/g 107-105 2007اوگیر و همکاران، ( می باشد .(  
به       در تحقیقاتی که اخیرا انجام شده است، مشخص شده است که انتروکوکوس ها جمعیت غالب میکروبی شیر خام را           

بنابراین، با احتمال زیاد تاثیر قابل توجهی روی خواص کیفـی و ارگـانولپتیکی پنیـر حاصـل از آن                    . خود اختصاص داده اند   
در ترکیب پنیر سه ماهه لیقوان، انتروکوکوس فاسیوم و انتروکوکـوس فکـالیس وجـود               ). 1383نوید قاسمی زاد،    (داشته اند   

 لیپولیتیک، می توانند تاثیر ویژه ای روی خـواص کیفـی پنیـر لیقـوان بـر جـای                    دارند که با توجه به خواص پروتئولیتیک و       
 ,Cebreiro, Serra  Teleme, Feta, Kefalotyric: عـلاوه بـر ایـن، در پنیرهـایی نظیـر     ). 1383نوید قاسـمی زاد،  (بگذارند 

Mozzarella, Manchegoو  Comteده را بـه خـود اختـصاص     انتروکوکوس قسمت اعظم فلور میکروبی پنیر تازه دلمه ش ـ  
ساران تینـی   (می دهد و در بعضی از موارد، میکروارگانیسم های برجسته و غالب در محصولات رسیده را شامل می شوند                    

   ).2001پولوس، 
      پروتئولیز پروتئین های پنیر مهم ترین عامل تاثیر گذار در عطر و طعم پنیرهای حاصل است و تجزیـه کـازئین  نقـش                        

علاوه بر این، اسیدهای چرب تولید شده در طی لیپولیز می توانند به متیل .  رسیدن و تکوین بافت پنیر ایفا می کند  مهمی در 
اسـید آمینـه هـا مهمتـرین        . کتون ها و تیواسترها تبدیل شده و به عنوان ترکیبات دارای طعم شناخته شده ای تبـدیل گـردد                  

اسید آمینه ها با عملکرد سیـستم هـای آنزیمـی مبـدل، بـه ترکیبـاتی ماننـد                   . عوامل ایجاد کننده عطر و طعم در پنیر هستند        



      

 ۶

آلدئیدها، الکلها، کتونها، آمین ها، اسیدها، استرها و ترکیبات سولفوردار که همگی در تولید عطر و طعم موثر هستند، تبدیل                    
  ).2001ساران تینی پولوس، (می گردند 

کی، استرولیتیکی و تولید دی استیل توسط متابولیسم سیترات باعث رسیدگی و       انتروکوکسی به علت فعالیت پروتئولیتی
به علت نقش انتروکوکوس در رسیدگی، توسعه . تکوین آرومای پنیرهایی نظیر چدار، فتا، موزرلا، سبریرو و وناکو می شود

تکنولوژیکی مطلوب و متابولیک  آروما و تولید باکتریوسین در پنیرها، پیشنهاد شده است که انتروکوکسی با ویژگی های 
  ). 2007اوگیر و همکاران، (می تواند در کنار استارترهای پنیرهای مختلف استفاده شود 

در مجموع می توان اظهار کرد که حضور انتروکوکوس در مقادیر بالا در بسیاری از پنیرهای مختلف، در کمک به بهبود      
خصوصیات مهمی ) انتروسین (یری و توانایی آنها در تولید باکتریوسین ها ویژگی های ارگانولپتیکی مواد غذایی تخم

  ).2006مورنو و همکاران، (هستند که باید برای کاربرد آنها در تهیه مواد غذایی توسط فرآوری کننده ها مد نظر باشد 
  پیشنهاد

. ا نه، هنوز موضوع جدال برانگیز است      اینکه حضور انتروکوکسی در پنیرهای رسیده منجر به توسعه آروما می شود ی
بعضی از محققان بر این ادعا هستند که مقادیر زیاد انتروکوکسی منجر به گندیدگی و ویژگی های نامطلوب در بعضی از 

از طرف دیگر بسیاری از گزارشات دیگر اشاره به تاثیر مطلوب انتروکوکسی در تولید و کیفیت پنیر دارند . پنیرها   می شود
) به ویژه فعالیت پروتئولیتیکی(بعلاوه تفاوت در برخی ویژگی های تکنولوژیکی . )2002ران تینی پولوس و همکاران، سا(

می تواند منجر به انتخاب سویه های ویژه شده و بنابراین در کنار باکتری های لاکتیک اسید به عنوان استارتر در تولید 
عدم وجود فاکتورهای بیماریزایی و واگیر در سویه های وحشی . )2000، سوزی و همکاران(پنیرهای سنتی استفاده شوند 

انتروکوکوس فاسیوم نشان می دهد که آنها   می توانند  به عنوان استارترهای غیر سنتی برای ایجاد خصوصیات 
  ).2003ساودرا و همکاران، (ضمین سلامت این پنیرها استفاده شوند نولپتیک و تارگا
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