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 ماست ذاتي لاكتيك اسيد هايباكتري فنوتيپيشناسايي  و جداسازي

                  پتانسيل و ارزيابي منطقه الوند عشاير گوسفند شير از شده توليد
  آنها اسيد توليد

 
   1نفيسه دعوتي

 
 دانبوعلي سينا همدانشگاه دانشكده صنايع غذايي بهار،  گروه علوم و صنايع غذايي، استاديار، -1

  )24/09/95: رشيخ پذي تار95/ 21/07:  افتيخ دريتار(
  

  چكيده
 جدايه به بيست و پنج. باشدها ميهاي اسيد لاكتيك از ماست گوسفندي عشاير الوند و ارزيابي پتانسيل توليد اسيد جدايههدف اين مطالعه شناسايي باكتري

 ، MRSهاي بر روي محيط0C 37هوازي در  نمونه ماست تحت شرايط بييهارش باكتريشما .عنوان باكتري اسيد لاكتيك از ماست گوسفندي جدا گرديد
M17 و Corn meal agar  بر حسبlog10 CFU جهت شناسايي، .  بود5,95±0,06و 4,69±0,21، 5,84±0,14به ترتيب شامل  در هر ميلي ليتر
هاي اين جدايه. رژنين هيدرولاز و تخمير كربوهيدرات مورد ارزيابي قرار گرفتندآميزي گرم، فعاليت كاتالاز، فعاليت آهاي ميكروبي از نظر رنگجدايه

سيوم، انتروكوكوس دورانس، پديوكوكوس اسيدي لاكتيسي، لاكتوباسيلوس اانتروكوكوس فشامل ميكروبي براساس خواص فنوتيپي و بيوشيميايي 
ها مورد ارزيابي قرار توليد اسيد توسط جدايه..  شناسايي شدند لاكتوباسيلوس دلبروكي ويپاراپلانتاروم، لاكتوباسيلوس فرينتوشنسيز، لاكتوباسيلوس جانسون

 پديوكوكوس اسيدي لاكتيسي  و (ΔpH3h=0.6) لاكتوباسيلوس فرينتوشنسيز، (ΔpH3h=0.65) لاكتوباسيلوس دلبروكي نتايج نشان داد به ترتيب. گرفت
(ΔpH3h=0.57)توانند ها ميدهد كه اين جدايهها نشان ميتوليد اسيد توسط ايزوله. ها نشان دادندبت به ساير ايزوله بيشترين فعاليت توليد اسيد را نسpH 
  . براي كاربردهاي صنعتي باشندموارد مناسبيتوانند ها مي كاهش دهند و اين جدايهC 30° ساعت در6 بعد از 5±0,2شير را به كمتر از 

 

 .هاي اسيد لاكتيكاكتري، بشير گوسفنديماست، :  واژگانكليد
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  مقدمه -1
هاي اسيدلاكتيك اهميت زيادي در صنايع غذايي، امروزه باكتري

. اندهاي تخميري پيدا كردهميكروبيولوژي صنعتي و توليد فراورده
نقش مهمي ) آغازگر(هاي اسيد لاكتيك به عنوان استارتر باكتري

ي نظير ماست، دوغ، كره هاي لبندر تبديل شير به ساير فراورده
هاي فعاليت. كنندتخميري و ايجاد عطر و طعم براي پنير بازي مي

ها منجر به توليد مواد فراّر موثر در توسعه طعم، متابوليكي آن
هاي مختلف باعث افزايش آروما و بافت شده و با توليد متابوليت

هاي يهاي باكتر سويه.شوندهاي لبني ميزمان ماندگاري فراورده
نمايند كه بافت و ساكاريدهايي توليد مياسيدلاكتيك اگزو پلي

-برخي از سويه. بخشندويسكوزيته شيرهاي تخميري را بهبود مي

كنند كه اثرات هاي اسيدلاكتيك مانيتول توليد ميهاي باكتري
هاي  برخي از باكتري .]1[كنندگي بر سلامت انسان دارد تحريك

هاي پروبيوتيكي شامل فعاليت داراي ويژگيتوانند مياسيدلاكتيك 
ضدتوموري، كاهش كلسترول سرم، كاهش و درمان نقص عدم 
تحمل لاكتوز، تحريك سيستم ايمني و تثبيت فلور ميكروبي 

 .]2[كه بر اهميت صنعتي آنها افزوده است دستگاه گوارش باشند، 
هاي اسيد لاكتيك در توليد از پتانسيل تكنولوژيكي باكتري

توان به فعاليت پروتئوليتيكي، ليپوليتيكي، هاي تخميري ميوردهفرا
اتوليتيكي، دكربوكسيلاسيون، قابليت اسيديفيكاسيون و قابليت 

 ايجاد اسيديته بالا و .]3[ها اشاره كرد توليد پلي ساكاريد آن
هاي تخميري  در اوايل دوره رسيدگي فراورده pHكاهش سريع

هاي خارجي و  باكترينظير پنير و جلوگيري از رشد
اي برخوردار مي باشد، توانايي كوآگولاسيون سريع از اهميت ويژه

 آب اندازيتوليد پلي ساكاريدها در بهبود بافت و جلوگيري از 
امروزه جهت توليد  .]4[محصولات لبني تخميري تاثير دارد 

توليدي  وارداتيهاي لبني با كيفيت ثابت از استارترهاي فراورده
 با ورود اين استارترها به ايران. شوداستفاده ميز كشور خارج ا

هاي بومي مولد اين  كم ما شاهد محو و نابود شدن سويهكم
جهت شناسايي و . محصول باارزش در كشورمان خواهيم بود

 ذخاير هاي لاكتيكي بومي ايران به عنوان يكي ازسويهحفظ 
يت فلور ژنتيكي باارزش در كشور و همچنين با توجه به اهم

ميكروبي هر محصول تخميري در ايجاد طعم، عطر، اسيديته، 
بافت، خواص حسي، خواص ضد باكتريايي، خواص درماني، 

هاي يك محصول تخميري خواص پروبيوتيكي و ساير ويژگي
لبني بايستي، فلور ميكروبي دست نخورده محصول بومي آن 

ع بكر مي  جامعه عشايري ايران يكي از جوام.منطقه مطالعه شود
ها تاثير باشد كه تكنولوژي نتوانسته در شيوه زندگي سنتي آن

هاي اسيد  از اين رو هدف از اين مطالعه شناسايي باكتري.بگذارد
درك بهتر و با  تاباشد لاكتيك ماست توليدي عشاير الوند مي

هاي بومي كشور امعه ميكروبي يكي از ماستكاملتري كه از ج
لاعات مفيدي جهت مطالعات بعدي در حاصل مي شود بتوان اط

انتخاب يك استارتر كالچر خوب بومي و جداسازي آن جهت 
  .معرفي به صنعت ارائه داد

 

  هامواد و روش -2
 :)7و5،6(تهيه نمونه و كشت ميكروبي -2-1

نمونه برداري از ماست عشاير منطقه الوند تحت شرايط   1.  
 10-7 رقيق سازي در آب پپتونه تا رقتو  استريل

آگار و  M17آگار،  MRSكشت نمونه رقيق شده در محيط  2.
KAA آگار  

 48 درجه سانتي گراد به مدت 37گرمخانه گذاري در دماي . 3
  ساعت

هاي ها در هر رقت و انتخاب تصادفي كلنيشمارش كلني. 4
  متفاوت از لحاظ رنگ، اندازه، تحدب، تقعر و شكل 

 سههاي متفاوت تا نيسازي كلانجام كشت خطي جهت خالص. 5
  مرحله 

-جدايهانجام تست كاتالاز و رنگ آميزي گرم جهت انتخاب . 6

هاي اسيد لاكتيك  گرم مثبت و كاتالاز منفي به عنوان باكتريهاي
  و مشاهده ميكروسكوپي

   در سطح جنسهافنوتيپي جدايهشناسايي  -2-2
هاي هاي گرم مثبت و كاتالاز منفي از نظر ويژگيجدايه
. بندي شدنداي طبقهفولوژيكي به دو دسته كوكسي و ميلهمور
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هاي بيوشيميايي جهت تشخيص تا سطح جنس براي كليه آزمايش
بررسي رشد در دو دماي : ها به صورت زير صورت گرفتجدايه

C o10 وC o 45 كلرور سديم، در % 18و % 5/6، در دو غلظت
6/9pH=  4/4وpH=از قند ، بررسي توليد گاز دي اكسيد كربن 

اصلاح شده حاوي لوله دورهام  MRS مايعگلوكز در محيط 
به منظور بررسي  .]9[جهت تشخيص هومو و هتروفرمنتاتيو بودن 

 استفاده 1ها، از محيط ردي براثهيدروليز آرژنين توسط جدايه
هايي كه قادر به مصرف آرژنين بودند رنگ محيط را  باكتري.شد

تدا به زرد و سپس به دليل توليد به دليل توليد اسيد لاكتيك اب
 روز در 5گذاري شرايط گرمخانه. كنندآمونياك به بنفش تبديل مي

 .]10[ بود C o30دماي 
هاي گرم مثبت، كاتالاز منفي و هوموفرمنتاتيو قادر به كوكسي -

، %6,5كلرور سديم با غلظت ،C o 10،C o 45رشد در دو دماي 
6/9pH= ،4/4 pH=18ور سديم با غلظت و عدم رشد در كلر %

 .]8[به عنوان جنس انتروكوكوس در نظر گرفته شدند 

هاي كوكسي گرم مثبت، كاتالاز منفي و هوموفرمنتاتيو با جدايه -
    و % 18آرايش سلولي تتراد كه قادر به رشد در كلرور سديم 

6/9 pH= نبودند به عنوان جنس پديوكوكوس در نظر گرفته 
  .]8[شدند 

 كوكسي گرم مثبت، كاتالاز منفي و هتروفرمنتاتيو كه هايجدايه -
 و % 18 ، كلرور سديم با غلظتC o 45قادر به رشد در دماي 

6/9 pH= نبودند و قابليت هيدروليز آرژنين را نداشتند به عنوان 
  .]8[ جنس لوكونوستوك در نظر گرفته شدند

د در دو اي گرم مثبت و كاتالاز منفي از نظر رشهاي ميلهباكتري -
 توليد گاز دي اكسيد كربن از قند ،C o 45 و C o 10دماي 

، رشد در كلرور سديم با دو غلظت  MRSگلوكز در محيط آبي
به عنوان  =4/4pH و =6/9pHو رشد در % 18، 5/6%

 .]8[هاي هومو و هتروفرمنتاتيو در نظر گرفته شدند لاكتوباسيلوس

  گونهها در سطح جدايهفنوتيپي شناسايي   -2-3
هاي تاييد شده در سطح هر جهت شناسايي تا سطح گونه جدايه

ها و تخمير كربوهيدرات(هاي بيوشيميايي ديگر جنس از آزمون
                                                            
1. Reddy broth 

جهت تخمير . كتاب راهنماي برگي استفاده گرديدبراساس ...) 
، تريپتون 8/0 شامل عصاره مخمر ها از محيط پايهكربوهيدرات

 بر حسب 004/0رموفنل بلو و ب18/0توئين ، 2/1، پپتون 8/0
g/100ml تمام مواد بالا بايكديگر مخلوط و باآب . استفاده شد

 به مدت C121°در  ميلي ليتر رسانده شد و 100تا حجم  ديونايز
سپس قند استريل شده با فيلتر سرسورنگي .  دقيقه اتوكلاو شد15

 ميكرومتر تحت شرايط استريل به آن تا غلظت نهايي 2/0با قطر 
ها با خصوصيات  جدايه نتايج آزمون.اضافه گرديد% 2 قند

. ها در كتاب راهنماي برگي مطابقت داده شدبيوشيميايي جدايه
 قطره پارافين مايع استريل بر سطح 1هوازي براي تامين شرايط بي

 خانه 96هاي ها در پليتكليه آزمون. محيط قندي اضافه گرديد
  .]11[ورت بررسي گرديد و تغيير رنگ و ايجاد كد. انجام شد

هاي لاكتوباسيل تا شناسايي جدايه -2-3-1
  سطح گونه

جنس لاكتوباسيل، براساس سطح هاي تاييد شده در جدايه
سلوبيوز، گالاكتوز، آرابينوز، (ها پروفايل تخمير كربوهيدرات

ساليسين، رافينوز، مليبيوز، مانوز، لاكتوز، مالتوز، مانيتول، 
زيتوز، ريبوز، مليگزيلوز، هالوز،  تريسوربيتول، ساكاروز،

از آرژنين تا سطح گونه مورد شناسايي  NH3 توليد و )اسكولين
گذاري در  ساعت گرمخانه72 نتايج بعد از.]19[قرار گرفتند 

°C30 11[ ثبت شد[.  
جنس انتروكوكوس تا هاي شناسايي جدايه - 2-3-2

 سطح گونه

س براساس پروفايل هاي تاييد شده در جنس انتروكوكوجدايه
فروكتوز، سلوبيوز، دولسيتول، آرابينوز، (ها تخمير كربوهيدرات

گليسرول، اينوزيتول، لاكتوز، مالتوز، گلوكز، گالاكتوز، فوكوز، 
رامنوز، سوربيتول، ساكاروز، رافينوز، مليبيوز، مانوز، مانيتول، 

و ) سوربوززيتوز، ريبوز، اينولين، مليگزيلوز، هالوز، تري
. تا سطح گونه مورد شناسايي قرار گرفتنداسكولين روليز هيد

  .]11[ ثبت شد C30°گذاري در  ساعت گرمخانه72نتايج بعد از
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جنس پديوكوكوس هاي شناسايي جدايه -2-3-3
  تا سطح گونه

قابليت هاي تاييد شده در جنس پديوكوكوس، براساس جدايه
 C 35 ،°C°قابليت رشد در دماهاي، pH=5/4، 7،8،9رشد در 

40 ،°C 45 و °C 48 ،توليد اسيد از آرابينوز، گالاكتوز، لاكتوز 
 و بيشترين غلظت بررسي شدندمالتوز، مليزيتوز، ريبوز وگزيلوز 

تا سطح گونه كلرورسديم قادر به تحمل و رشد جهت بررسي 
 .]11[براي هر جدايه مورد ارزيابي قرار گرفت 

  ارزيابي قابليت توليد اسيد -2-4
      هاي مهم تكنولوژيكي اسيد در شير يكي از ويژگيتوليد 
هاي براي اين منظور از روش. باشدهاي اسيد لاكتيك ميباكتري

  اندازه(پتانسيومتري 
استفاده  جهت ارزيابي توليد اسيد 2 و تيتراسيونpH(1گيري 
  . گرديد

 )pHگيري اندازه (پتانسيومتريكروش - 2-4-1
سازي گرديد و براث فعال  MRS ها به طور اوليه درجدايه

در شير پس چرخ بازسازي شده به همراه % 1سپس به ميزان 
كشت داده شدند و در طي % 2/0و گلوكز % 3/0عصاره مخمر 

متر  pHبه وسيله  pHتغييرات  C 30°در دماي گذاري گرمخانه
 البته قبل . ساعت اندازه گيري شد24در طي  ايبا الكترود شيشه

.  كاليبره شد(pH4) 2 و بافر (pH7) 1 با بافر متر pHاز استفاده 
pH ساعت كشت در 6  بعد ازمناسب °C 30 5 ±2/0 بايد  

 3 يك باكتري توليدكننده سريع اسيد بايد به مدت .حاصل شود
چنين باكتري به عنوان آغازگر . حاصل كند=U 4/0 ΔpHساعت 

 اسيد به شود و توليد كننده ضعيفجهت تخمير اوليه پيشنهاد مي
-عنوان كمكي بسته به خواص مورد انتظار از تخمير استفاده مي

  .]12[گردد 
  
 

                                                            
1. Potantiometric (pH measurement) 
2.Titrimetric  

  روش تيتراسيون  - 2-4-2
 قطره فنل فتالئين 2 تا 1ليتر از نمونه كشت مرحله قبل، به دو ميلي

 N 1/0ها با سود سپس نمونه. به عنوان شاخص اضافه گرديد% 1
جزئي به صورتي ظاهر شد كه اولين تغيير رنگ زماني. تيتر شدند

 مصرفي N 1/0ليتر سود  ميلي1هر . پايان تيتراسيون ثبت شد
نتايج به صورت . گرم اسيد لاكتيك است ميليmg 008/9معادل 
  .]13[ليتر بيان شد گرم اسيد لاكتيك  توليدي در ميليميلي

  

  نتايج -3
هاي  در محيطفلور لاكتيكي باكتريايي و مخمرينتايج شمارش 

هاي رشد يافته و  كلني 1در جدول  مطالعهرد استفاده در اينمو
  .شود مي مشاهده1هاي كشت مصرفي در شكل در محيط

  
Fig 1 Bacterial and yeast growth on MRS, M17 and 

Corn Meal Agar media  
 

مشاهده ميكروسكوپي و تست (بر اساس شناسايي اوليه 
به جدايه لاكتيكي شناسايي  جدايه ميكروبي مشكوك 25) كاتالاز

هاي بيوشيميايي تا سطح كه در مرحله بعد توسط تست. شد
 شناسايي 4 و 3، 2جنس و گونه به صورت زير در جداول 

 .گرديدند
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Table 1 Bacteria and yeasts counts of ewe's yogurt and ewe's milk (Log CFU/ml) in two repetitions  
Bacteria and yeasts counts (Log CFU/ml) Medium  

0.14±5.84  MRS  
0.06±5.95  Corn meal agar  
0.21±4.69  M17   

 Table 2 Phenotypic characteristics differentiating Pediococcus species  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 +, 90% or more strains positive; −, 90% or more strains negative; d, 11–89% of strains positive     
Table 3 Phenotypic characteristics differentiating Enterococcus species  

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  

+, 90% or more strains positive; −, 90% or more strains negative; d, 11–89% of strains positive  

Pediococcus acidilactici Identified isolates 
9,12,14 Isolate no 

  Growth at: 
+  pH 4.5 
+  pH 7.0 
+  pH 8.0 
-  pH 9.0 
+  35°C 
+  40°C 
+  45°C 
+  48°C 
 Acid from: 
D Arabinose  
+  Galactose  
D  Lactose 
-  Maltose 
-  Melibiose 
+  Ribose 
+  Xylose 
10 Max. NaCl conc. For growth 

E. durans E. faecium Identified isolates
4,6,7 17 Isolate no 
    Growth at: 
+  +  °C 10  
+  +  °C 45 
+  +  6.5% NaCl 
    Acid from: 
-  -  Inulin 
+  +  Aesculin 
-  -  Melezitose 
+  +  Ribose 
-  -  Sorbose 
-  -  Arabinose 
+  +  Cellobiose and  Fructose 
-  -  Dulcitol 
-  -  Fucose 
+  +  Galactose and  Glucose 
-  D  Glycerol 
-  -  Inositol 
+  +  Lactose and  Maltose 
-  D  Mannitol 
+  +  D-Mannose 
D  D  Melibiose and  D-Raffinose 
-  D  Rhamnose and  Sorbitol 
D  D  Saccharose 
+  +  Trehalose 
-  -  Xylose 
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Table 4 Phenotypic characteristics differentiating Lactobacillus species 

 
Lb. 

ferintoshensis 
Lb. 

paraplantarum 
Lb. 

johnsonii 
Lb. delbrueckii 

Isolate no 18,21,22 10,23,25,19 3,15,11,24 1,2,5,8, 16,,20,13 
Growth at 15/45(°C)  -+/   -+/  +/+ /+-  
Growth at 6.5% NaCl + + + + 
Growth at 18% NaCl - - - - 

Growth at pH=4.4 - - + + 
Growth at pH=9.6 - - - - 

CO2 production from glucose + - - - 
Acid from:     
Galactose +  + - 
Lactose   + - 
Maltose +  + d 
Mannitol  + - - 
Mannose +  + + 

Melibiose and Raffinose + + + - 
Salicin   + - 

Saccharose + + + + 
Trehalose +  + d 

Arabinose and Aesculin + +   
Melisitose and Ribose + +   

Sorbitol  +   
Xylose + -   

Ammonia production 
from arginine 

+    

+, 90% or more strains positive; −, 90% or more strains negative; d, 11–89% of strains positive. 
  

 

ر گروه، پتانسيل توليد دراين آناليز با انتخاب يك نماينده از ه
 2 و شكل 5براساس جدول  .ها بررسي گرديداسيد جدايه

   در  لاكتيك اسيد  گرم  ميلي بيشترين قابليت توليد اسيد برحسب

 Enterococcus )88/6 ±17/0(ليتر به ترتيب توسط ميلي

durans،)11/0± 60/6( Enterococcus  faecium و          
)38/0 ±55/6( Lactobacillus delbrueckii حاصل شد.  

 
Table 5 Lactic acid production by Lactic Acid Bacteria at 30 °C in 24 hrs incubation period (in two 

repetitions) 

 
 
 

)mg/ml( Lactic acid Isolate 

24h 6h 5h 3h 2h 0h  
6.6±0.11 4.14± 0.23 2.57±0.4 2.4±0.12 2.15±0.2 1.95±0.1 E.  faecium 

6.88± 0.17 3.6±0.21 2.5±0.32 2.22±0.47 2.15±0.03 1.95±0.1 E. durans 
6.5 ±0.43 3.36±0.04 3.00±0.76 2.50±0.15 2.17±0.25 1.95±0.1 Pediococcus acidilactici 
6.02±0.25 2.90±0.16 2.65±0.12 2.22±0.32 2.1±0.41 1.95±0.1 Lb. paraplantarum 
6.50±0.21 3.70±0.24 2.83±0.63 2.54±0.7 2.22±0.62 1.95±0.1 Lb. ferintoshensis 
6.41±0.2 2.95±0.45 2.67±0.42 2.35±0.20 2.15±0.8 1.95±0.1 Lb. johnsonii 

6.55±0.38 4.17±0.22 2.95±0.1 2.64±0.24 2.41±0.45 1.95±0.1 Lb. delbrueckii 
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Fig 2 Lactic acid production by Lactic Acid Bacteria 

at 30 °C in 24 hrs incubation period  
 
 

دايه مناسب در زمينه توليد همانطور كه قبلا اشاره شد، يك ج
  ساعت از كشت6 در طي C30°اسيد بايد بتواند در دماي 

2/0±5=pH اسيد سريع كننده   توليد   و يك باكتريدحاصل كن   

 4/0معادل  pH ساعت از كشت اختلاف 3 بايد به مدت 
چنين باكتري . ايجاد كند C30°در دماي  )=U 4/0ΔpH(واحد 

شود و توليد كننده ر اوليه پيشنهاد ميبه عنوان آغازگر جهت تخمي
ضعيف اسيد به عنوان كمكي بسته به خواص مورد انتظار از 

 نتايج ،6 و جدول3با توجه به شكل  ).12(شود تخمير استفاده مي
 بعد از 0,4 معادل pHنشان داد كه تمام جدايه ها قادرند اختلاف 

 Lb. delbrueckii ساعت حاصل كنند و به ترتيب 3

(ΔpH3h=0.65) ،Lb. ferintoshensis (ΔpH3h=0.6)  و 
Pediococcus acidilactici  (ΔpH3h=0.57) بيشترين 

. ها نشان دادند را نسبت به ساير ايزولهpHقابليت كاهش  
ها دهد كه اين جدايهها نشان ميهمچنين توليد اسيد توسط ايزوله

 C 30° ساعت در6 بعد از 5±0,2 شير را به كمتر از pHتوانند مي
توانند كانديدهايي خوبي براي ها ميكاهش دهند و اين جدايه
 .كاربردهاي صنعتي باشند

 
Table 6 pH changes during bacterial growth at 30 °C in 24 hrs incubation period (in two repetitions) 

Isolate ∆pH 
 3h 6h 24h 

E. faecium 0.5±0.01 1.28±0.08 2.04±0.03 
E. durans 0.2±0.04 1.15±0.03 2.15±0.02 

Lb. paraplantarum 0.42±0.01 1.11±0.07 1.8±0.65 
Lb. ferintoshensis 0.6±0.09 1.25±0.03 1.9±0.02 

Lb. johnsonii 0.45±0.01 1.05±0.07 1.87±0.15 
Lb. delbrueckii 0.65±0.02 1.32±0.02 2±0.07 

Pediococcus acidilactici 0.57±0.01 1.14±0.05 1.97±0.13 

 

 
Fig 3 pH changes during bacterial growth at 30 

°C in 24 hrs incubation period   
  
 

  بحث -4
ماست عشاير اثري فلور لاكتيكي با توجه به شناسايي فنوتيپي 

subsp Streptococcus salivarius از گونه 

thermophilus اصلي در توليد ماست كه از آغازگرهاي 
شود مشاهده نگرديد اما جامعه انتروكوكوسي آن محسوب مي

تواند به دليل بهداشت ضعيف عشاير باشد قابل توجه بود كه مي
كه به مرور جامعه انتروكوكوسي حاصل از انتقال آلودگي به 

 استرپتوكوكوس سالواريوسماست افزايش يافته و از رشد 
ده باشد و در نتيجه در محيط كشت جلوگيري و آن را ضعيف كر

ماست اين كلني قابل بازيافت و شناسايي نداشته است و يا اينكه 
 توسط ساير گونه هاي لاكتيكي ديگر كه قادر به توليد يعشاير
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اما حضور گونه ديگر . باشند ممكن است توليد شوداسيد مي
  Lactobacillus delbrueckiiآغازگر لاكتيكي ماست يعني 

ست عشاير ثابت شد كه چون اين شناسايي در سطح گونه در ما
تواند مربوط به زيرگونه بولگاريكوس انجام شده است احتمالا مي

در مطالعه ما براساس شناسايي فنوتيپي گونه منتسب به . باشد
Lactobacillus delbrueckii نسبت به ساير گونه هاي 

ه اين يافته در ك. لاكتيكي قابليت توليد اسيد بالاتري نشان داد
 lactobacillus delbrueckii فرايند توليد ماست توسط

subsp bulgaricus در مطالعات متعددي كه در گذشته در 
دنيا انجام شده است ثابت شده و يك امتياز در امر توليد ماست 

هاي لاكتيكي در توليد اسيد در اين مطالعه گونه. شودمحسوب مي
هاي ز در مطالعه خود بر روي گونهسودا ني. متفاوت عمل كردند

ها توليد لاكتوباسيلوس% 10جدا شده از پنير گزارش كرد كه 
ها توليد كننده كند اسيد بوده و آن% 66كننده سريع اسيد بوده و 

 ساعت برسانند و عملكرد 3 بعد 4/0 را به ΔpHقادر نيستند 
 .]14[ متفاوت است pHهاي لاكتوباسيلوس در كاهش گونه
هاي لاكتوباسيلوس توانايي متفاوتي سويهين نيز نشان داد كه حاسا

 ساعت 6بعد از  را pHتوانند شير داشته و نمي pHدر كاهش 
 تا 88/0 را بين pH ساعت توانستند 24اما بعد از . تغيير دهند

 24 شير را بعد از pHها  واحد تغيير دهند و انتروكوكوس35/1
 تا 05/1 به ميزان pHلاف  رسانده و اخت5ساعت به كمتر از 

 اومافووبه در بررسي قابليت .]15[  واحد حاصل كردند51/1
 گزارش كرد كه لاكتوباسيلوس هاي جنستوليد اسيد توسط گونه

Lactobacillus fermentum بيشترين فعاليت توليد اسيد را 
 كمترين Lactobacillus plantarumكه داشته درحالي

مشابه مطالعه ما  .]16[ن داد فعاليت توليد اسيد را نشا
ها در مطالعات ديگر نيز قابليت توليد اسيد خوبي انتروكوكوس
هاي بولوت در ارزيابي توليد اسيد توسط جدايه. اندنشان داده

 Enterococcusلاكتيكي نوعي پنير تركي نشان داد كه 

faecium  در كنار گونهLactococcus  lactis  subsp. 

lactis درت بالايي در توليد اسيد در بين ساير اسيد كه تاكنون ق
 به كمتر از pHها نشان داده است قادر به كاهش لاكتيك باكتري

 بوده و اين دو C30° ساعت در دماي 6 بعد از گذشت 3/5
       ها نشان بيشترين قدرت توليد اسيد را نسبت به ساير جدايه

را به  pH ساعت 24ها بعد از او نشان داد انتروكوكوس. اندداده
 اسيد لاكتيك mg/ml90/0 ±95/5 رسانده و 671/4 24/0±

بنابراين در مقايسه با ديگر مطالعات در زمينه ). 13(توليد كردند 

هاي ارزيابي قابليت توليد اسيد توسط فلور لاكتيكي، گونه
لاكتيكي جدا شده از ماست گوسفندي عشاير الوند توانايي خوب 

 شناسايي ما در اين مطالعه. انديد نشان دادهو مناسبي در توليد اس
رود در صورت انجام شد و انتظار ميبه صورت فنوتيپي تنها 

زيرا . انجام شناسايي مولكولي داراي اختلاف در نتايج باشند
 نتايج و باشدشناسايي مولكولي همواره دقيقتر و كاملتر مي
 نسبت به تريشناسايي فنوتيپي به دلايل مختلفي از دقت پايين

مورائس و همكاران در سال . شناسايي مولكولي برخودار است
اي جهت مقايسه دقت دو روش فنوتيپي شامل  مطالعه2013

 كربوهيدرات در كنار 49شامل تخمير  (API50CHLسيستم 
شامل يك پليت منحصر به (و روش بيولوژي ) هيدروليز اسكولين

 96خمير ها جهت تها و گرم منفيفرد براي گرم مثبت
 16Sيابي با دو روش مولكولي توالي) كربوهيدرات rDNA و 

 براي تعدادي باكتري اسيد 1 مخصوص گونهPCRواكنش 
در اين مطالعه قابليت اعتماد به دو . لاكتيك مشخص انجام دادند

هاي فنوتيپي بود و تست% 100روش مولكولي مورد استفاده 
كه براي دو روش تري نشان داده بطوريقابليت اعتماد پايين
           و74 - 9/99 به ترتيب API50CHLبيولوژي و روش 

ها گزارش كردند براي اكثريت آن. گزارش شد% 2/78- 9/99
هاي تست شده هيچ گونه تطابقي بين نتايج فنوتيپي و باكتري

 مخصوص گونه PCRمولكولي مشاهده نگرديد و روش واكنش 
 Sيابي  مولكولي تواليقابليت اعتماد بيشتري نسبت به روش

rDNA16 هاي  روش.]17[ در شناسايي در سطح گونه دارد
هاي ها و معايبي در شناسايي باكتريفنوتيپي داراي محدوديت

تكرارپذيري ضعيف، نيازهاي  كه شامل اسيد لاكتيك هستند
ها در طي اي مشابهي فلور لاكتيكي، تغييرپذيري باكتريتغذيه

اي كوتاه و قدرت پايين لت كروي به ميلهرشد و تغيير شكل از حا
از طرفي بايد در نظر داشت كه اين  .]18و17[باشد تمايز مي

مقايسه صورت گرفته براي روش فنوتيپي برمبناي جدول 
ها داراي ها در برخي تستشناسايي راهنماي برگي برخي گونه

 89 تا 11 (dيا ) اطلاعاتي قابل دسترس نيست (NDعلامت 
 نيز براي –يا + علامت . بودند) ها مثبت هستنددرصد سويه

يا منفي هستند بيان شده + ها  درصد تا بيشتر سويه90احتمال 
صحت نتايج شناسايي شود كه است و اين عوامل باعث مي

باتوجه به نتايج به . فنوتيپي داراي قطعيت صد در صد نباشد

                                                            
1. Species specific PCR reactions 
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 دست آمده ماست گوسفندي عشاير الوند به دليل حضور
Enterococcus faecium, Enterococcus durans,  

lactobacillus paraplantarum,   وlactobacillus 

delbrueckii هاي  كه در مطالعات گذشته به عنوان گونه
تواند به عنوان يك محصول ياند نيز مپروبيوتيك مطرح شده
  .پروبيوتيك معرفي گردد
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The aim of this study is identification of lactic acid bacteria from ewe’s yogurt from alvand nomads and 
evaluation of acidifying potential of isolates. A total of 25 bacteria as lactic acid bacteria were isolated 
from ewe’s yogurt. The log10 CFU of bacterial count per ml of yogurt on MRS, M17 and Corn meal agar 
under anaerobic condition at  37 0C included 5.84 ±0.14, 4.69± 0.21 and 5.95± 0.06 respectively. To 
identify the strains isolated, they were tested by examining their cell morphologies, gram-staining, 
catalase activity, arginine hydrolase activity and carbohydrate fermentation. Isolates of yogurt Produced 
from Ewe's Milk were identified on the basis of biochemical and phenotypic characteristics as 
Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Pediococcus acidilactici, lactobacillus paraplantarum, 
lactobacillus  ferintoshensis, lactobacillus  johnsonii and lactobacillus delbrueckii. Acidification activity 
of isolates was assessed. lactobacillus delbrueckii (ΔpH3h=0.65), lactobacillus ferintoshensis (ΔpH3h=0.6) 
and Pediococcus acidilactici  (ΔpH3h=0.57) showed more acidifying activity than other isolates, 
respectively. Acid production profiles of isolates indicated that these isolates could lower the pH of milk 
below 5±0.2 in 6 h incubation at 30 °C and these isolates were therefore the best starter candidates for 
industrial applications. 
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