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 چکیده
دلیل  ست.ها امیکروارگانیسم غنی بودن مواد غذایی محیط مناسبی برای رشد بسیاری ازو  نزدیک به خنثی pH به دلیل رطوبت کافی،خامه 

های مقاوم به دمای از حاصل از باکتری+پروتئ آنزیم توسط به پپتیدهای هیدروفوبیک خامه هایتجزیۀ پروتئینامه، عمدۀ تلخی خ

-نمونه. خامۀ پاستوریزه انجام گرفتهای تلخ کنندۀ شناسایی مولکولی باکتریبررسی تفصیلی و  منظوربه حاضر ت. پژوهشپاستوریزاسیون اس

، های سرمادوستها، تعداد باکترییسمهای میکروبی شامل شمارش تعداد کل میکروارگانآزمایش تحت ،آوریپس از جمعهای خامه پاستوریزه 

قرار  pHاسیدیته و  شامل های شیمیاییآزمون های اسپوردار و نیزهای مقاوم به حرارت، تعداد باکتریتعداد باکتری فرم،کلیهایتعداد باکتری

-جدایهبعد از تولید خامه و با سه تکرار انجام شد.  11، 9، 7، 5، 3، 1و در روزهای  لسیوسسدرجه  15و  4ها در دو دمای رفت. این آزمونگ

 تغییر ازنظرو تلقیح  سترون ۀبه خام هاجدایهفیزیولوژیکی، بیوشیمیایی، فیلوژنتیکی و مولکولی شناسایی شدند.  نظر از ی تلخ کنندۀ خامهها

ولی لک. تعیین توالی موندجداسازی و شناسایی شداز خامۀ پاستوریزه باکتری عامل طعم تلخی گونۀ دو . ندشدارزیابی حسی صورت به طعم

از  یکی دارینگهدمای بودند. تلخی  عمدۀ علت Bacillus subtilisو  Bacillus cereusشان داد که ن هاجدایه  16S rRNAژنیقطعۀ 

 شیر خام به مدت طولانی قبل از فرایند پاستوریزاسیون یدارهنگ است. شیر خام ماندگاری و هامیکروارگانیسم در فعالیت مؤثر ترین عواملمهم

 گردد.و تغییر طعم محصول می پروتئازمقاوم به دمای پاستوریزاسیون و تولید های پروتئولیتیک منجر به افزایش باکتری

 .باسیلوسپروتئاز، تلخی، خامه،  کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

در شمند زو اراز اقلام غذایی مهم  شیر و محصولات آن

است که آلودگی آن با عوامل  مختلف انسانیصنایع غذایی 

 Faye) در پی دارد ای اقتصادی زیادی راهمیکروبی زیان

and Konuspayeva, 2012) .شیر در شرایط  ینگهدار

 نگهداریبهداشتی و سرد کردن آن به میزان کافی طی مدت 

 دارد یدشدهتول های شیررآوردهفسلامت در  زیادی رااهمیت 

(Al-Mazeedi et al., 2013).  ،بین  ۀفاصلعلاوه بر این

 1زمان ماند عنوانتحت  که فرآورده شیربندی تولید و بسته

طولانی شدن، محصول را مستعد  صورتدر  شودمی تعریف

د. ماندگاری سازمصرف می یرقابلغ و فساد میکروبی کرده

-ویژگی، (بو ،طعم، رنگ)فیزیکی های خامه بر اساس ویژگی

های ویژگی و (میزان چربی ،pHاسیدیته، ) شیمیاییهای 

 Ledenbach and) گرددمی ارزیابی ولوژیکیمیکروبی

Marshall, 2009.) 

به اغلب  مانند خامه های آنفرآوردهشیر و فساد میکروبی 

                                                      
1 Retention time 
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 هایآنزیم با ی موجودهاچربی و هاینئتجزیه پروت علت

بو و طعم  ،رنگ که ستاها میکروارگانیسم توسط دشدهیتول

صنایع شیر  .(Goff, 2015) سازدمحصول را نامطلوب می

از دماهای  نگهداریمدت برای حفظ کیفیت شیر خام طی 

به مدت  شیر نگهداری از طرف دیگر،. کنداستفاده می پایین

 در دماهای پایین باعث تغییر توازن میکروبی نسبتاً طولانی

 دوستهای سرماباکتری شرایط را برای رشد شده و  آن

 . (Ma et al., 2013) کندمی فراهم

 ای پایین،شده در دماه نگهداریبیشترین فلور میکروبی شیر 

و  شیرعلت عمدۀ فساد  که استدوست های سرماباکتری

 ,Fernandes) است هاآنناشی از  نیزهای آن فرآورده

2009; Goff, 2015). دوست مانند سرماهای باکتری

 و، باسیلوس نزژکرموباکتر، فلاوباکتریوم، آلکالیآ ،سودوموناس
 سلسیوسدرجه  15تر از پاییندر دمای  استرپتوکوکوس

 سلسیوسدرجه  4 در دمای طوریکههبکنند رشد می یخوببه

به علت خاصیت پروتئولیتیکی و  .هستند نیز قادر به رشد

، شیر حتی در دوستهای سرمالیپولیتیکی اغلب باکتری

فاسد  یراحتبه نیز در دماهای نسبتاً پایین دارینگهصورت 

 هااین میکروارگانیسماغلب  (.Barbano, 2006) شودمی

یند پاستوریزاسیون از آفر در اثر تیمارهای حرارتی متداول و

پروتئاز  برون سلولی هایآنزیم هاآنروند اما برخی از بین می

با تیمارهای  که کنندتولید می و لیپاز مقاوم به حرارت

دمای  و تا حد زیادی شوندحرارتی کاملاً غیرفعال نمی

ها و پروتئینها یماین آنز. کنندتحمل می پاستوریزاسیون را

نامطلوب شدن کیفیت  باعث و را تجزیه کردهشیر  هایچربی

 Lemieux and) گردندمی های آنفرآوردهو  شیر

Simard, 1992).  

های کیفیت محصول نزد نشانه نیترمهمطعم از 

و ترشی  اکسیدشدگیطعم تلخی، تندی، است.  کنندهمصرف

تغییرات بیوشیمیایی که در اثر  است هاییترین طعممتداول

. طعم تلخی ددر خامه پاستوریزه ممکن است به وجود آی

های باکتری از شدهترشح هایپروتئاز ریتأثناشی از خامه 

را به  هاآن است که های خامهپروتئولیتیک روی پروتئین

به گفتۀ برخی از . کندمیتجزیه  ترکوچکپپتیدهای 

 هایجود پروتئازشیر و خامه ناشی از و طعم تلخ محققین،

ه با هیدرولیز کازئین و لاکتالبومین ک استمقاوم به حرارت 

به  پپتیدهاد. تجزیه شونتولید پپتیدهای تلخ می باعث

-میسبب بروز طعم و بوی گندیدگی  نیز ترکیبات متعفن

های . طعم تندی یا صابونی در اثر فعالیت باکتریشود

اسیدبوتیریک، لیپولیتیک و تولید اسیدهای چرب آزاد مثل 

اسید کاپریلیک، اسید کاپریک و اسید لوریک است. طعم 

از اکسیداسیون فسفولیپیدهای غشای  ناشی اکسیدشدگی

در اثر فعالیت  . طعم ترشیاستهای چربی گلبول

و  لاکتوکوکوس لاکتیس مانند یکیدلاکتیاسهای باکتری

. بسیاری از است کیدلاکتیاسهای مولد سایر باکتری

توانند سبب ترش ها نیز میفرمای دیگر نظیر کلیهباکتری

معمولاً توسط  نیز ای. طعم میوهشوند محصول شدن

ها به علت تولید سودوموناس ژهیوبه دوستهای سرماباکتری

 گردداسترهای اتیل بوتیرات و اتیل هگزانوات ایجاد می

(Muir, 1990.) ناشی از خامه معمولاً طعم نامطلوب 

شدگی و  باعث تلخ است که آنزیمی یپولیزپروتئولیز و ل

 ,Murugan) شودمحصول و افت کیفیت آن می  یتندشدگ

2009). 

 ایجادکنندۀهای باکتری جداسازی باهدف حاضر پژوهش

ایی مولکولی شناس ،های پاستوریزهدر خامه طعم تلخی

انجام خامه تغییر طعم ایجاد در  هاآن مطالعۀو  هاباکتری

 گرفت.

 ش کارمواد و رو

  قبل از پاستوریزاسیون و خامه برداری از شیرمونهن

سال ماه به صورت مقطعی از اردیبهشت تا مهر برداری نمونه

انجام  صنایع لبنی ایرانوابسته به از کارخانجات  1391

قبل از  خامهو  خام یرشبرداری از نمونه منظوربهگرفت. 

با  ز تانکا ، محل خروج شیر و خامهمرحلۀ پاستوریزاسیون

لیتر میلی 5٥شد و  سترونکاملًا  یالکلچراغاستفاده از شعلۀ 

 سترونهای شیشه به خامهنمونۀ گرم از  5٥شیر و نمونۀ از 

 های شیمیایی و میکروبیانجام آزمایش برایو  یافت انتقال

 .انتقال یافت به آزمایشگاه بلافاصله

 از پاستوریزاسیون بعد برداری از خامهنمونه

 فراینداعمال  بعد ازخامه برداری از نمونهمرحلۀ بعد، در 

در هر بار . انجام گرفت با سه تکرار پاستوریزاسیون حرارتی و

های از خامه گرمی 2٥٥ بستۀ 12تعداد گیری نمونه

های شیمیایی و میکروبی آزمایش انجام برایپاستوریزه 



    مجله میکروب شناسی مواد غذائی

 

 82تا  11صفحات  - 69/ بهار1سال چهارم/ شماره                      13

 
 

 4 در بسته از آن ۶و  به آزمایشگاه انتقال یافت بلافاصله

به  سلسیوسدرجۀ  15 بسته دیگر در ۶و  سلسیوسدرجۀ 

 خانه گذاری شد.گرم مدت یازده روز

 و میکروبی های شیمیاییآزمایش

 از مرحلۀ و بعد قبل و خامه خام یرش هایروی نمونهبر 

در روزهای اول، سوم، پنجم، هفتم، نهم، و  اسیونپاستوریز

و  pH و اسیدیته های شیمیایی تعیینآزمایش یازدهم

تعداد کل  شمارشهای میکروبی شامل آزمایش

، تعداد سرمادوستهای ها، تعداد باکتریمیکروارگانیسم

و های مقاوم به حرارت فرم، تعداد باکتریهای کلیباکتری

 .سه تکرار انجام شد با  های اسپوردارتعداد باکتری

 ,Crison GLP 21)متر   pHدستگاه از ،pH تعیین برای

Spain ) با دمای  خامه هایهنمون به این منظور شداستفاده

و  منتقل شدلیتری میلی 3٥بشر  به سلسیوسدرجۀ  2٥

 شد. کامل در داخل نمونه قرار داده طوربه دستگاهالکترود 

 ،متر pHدستگاه  با شدهثبت ثانیه عدد 45پس از حدود 

  .یادداشت گردید

در نمونۀ خامه  لیتر ازمیلی 1٥مقدار اسیدیته،  برای بررسی

 . سپسآب مقطر اضافه شد مقداربشر ریخته شد و به همان 

و  لیتر معرف فنل فتالئین به آن افزودهمیلی 5/٥مقدار 

این  شد. نرمال عیار سنجی 1/٥هیدروکسید سدیم  وسیلهبه

 5به مدت  ثبوت رنگو  رنگکمتا ظهور رنگ صورتی  ،عمل

 ,Varga) گردیدسبه و مقدار اسیدیته محا یافتثانیه ادامه 

2007.) 

 های مزوفیلشمارش باکتری

 Pourاز روش مرسوم  های مزوفیلشمارش باکتریجهت 

plate ،های خامه از نمونه استفاده شد. برای این منظور

یک هر( تهیه شد و از Serial dilutionsهای متوالی )رقت

های پلیت به لیتریک میلی مقدار شدهیهته یهارقتاز 

لیتر محیط میلی 15-2٥مقدار سسپ انتقال یافت. سترون

 سترون( Merck, Germany) 2کشت پلیت کانت آگار

هر به  سلسیوسدرجۀ  4٥ دمایچربی با  فاقدحاوی شیر 

 37ها در پلیتمحیط،  بعد از جامد شدناضافه شد و  پلیت

                                                      
2 Plate count agar (PCA) 

 خانه گذاریگرمساعت  72به مدت  سلسیوس ۀدرج

با استفاده از  هاکلنی د کل، تعدامدت اینپس از  گردیدند.

 ,Colony counter  BZG 40) شمار یکلندستگاه 

Germany)  گردیشمارش( دFernandes, 2009). 

 های مقاوم به حرارتشمارش باکتری

از روش  ،های مقاوم به حرارتبررسی و شمارش باکتریبرای 

-میلی 1٥ابتدا  شوک حرارتی استفاده شد. برای این منظور،

 سترون مایرارلن هایفلاسکهای خامه به مونهلیتر از ن

-حمام آب گرم )بندقیقه در  35و به مدت  انتقال یافت

-فلاسک ،قرار داده شد سپس سلسیوسدرجۀ  ۶3در  ماری(

آب در  فاده ازتاس بابلافاصله  حاوی نمونه مایرارلن های

 قرار داده تحت شوک سرمایی سلسیوسدرجۀ  2٥دمای 

با روش  های مقاوم به حرارت، مطابقشد. شمارش باکتری

 ,Fernandes) انجام گرفت Pour plateاستاندارد 

2009).   

 (سرمادوستسایکروفیل )های شمارش باکتری

با روش استاندارد نیز  ی سرمادوستهاشمارش باکتری

Pour plate  ها در دمای پلیتانجام گرفت. با این تفاوت که

دار یخچال خانهگرم روز در 1٥به مدت  سلسیوسدرجۀ  7

 .(Fernandes, 2009) ندشد قرار داده

 هافرمشمارش کلی

از محیط  ی موجود در خامه،هافرمشمارش کلی منظوربه

و روش  (Merck, Germany) 3کشت ویولت رد بایل آگار

از  در این روش، .استفاده شد  Pour plateاستاندارد 

 پلیت هر در لیتریلیم، مقدار یک شدهیهتهمتوالی  یهارقت

ساعت  24به مدت  سلسیوسدرجۀ  37در کشت داده شد و 

 ,Fernandes) دگردیشمارش  نهایتاً وگرمخانه گذاری 

2009). 

 های اسپوردار هوازیشمارش باکتری

به  سترون مایرارلنفلاسک در  هانمونهابتدا  برای این منظور،

 سلسیوسۀ درج ٠٥ دقیقه در حمام آب گرم در 12مدت 

و بلافاصله در ظرف حاوی آب و یخ سرد  ندداده شدقرار 

 Pourروش استاندارد  مطابق. سپس بقیه مراحل ندگردید

                                                      
3 Violet Red Bile Agar (VRBA) 

https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/Content/hugo/VioletRedBileAgar.htm
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plate انجام گرفت (Fernandes, 2009). 

 تغییر طعم ازنظرخامه  ارزیابی حسی

شدند پس از  نگهداری سلسیوسۀ درج 15هایی که در خامه

 بررسیتلخی ایجاد تغییر طعم و  ازنظر روز چندگذشت 

 یدهدآموزش متخصص و ارزیاب سهتوسط  ارزیابیاین  .شدند

های شیمیایی و آزمون، تلخی تأیید شد. پس از تأییدانجام و 

 مطابق آنچه گفته شد، انجام گرفت.میکروبی 

 های عامل تلخیسازی باکتریجداسازی و خالص

ی عامل تلخی متعاقب هاسازی باکتریجداسازی و خالص

 .خامه انجام شدهای نمونه ازهای میکروبی آزمونانجام 

و  فرمهای مزوفیل، مقاوم به حرارت، سرمادوست، کلیباکتری

کشت استاندارد ی هوازی با استفاده از روش ااسپورداره

  4قلب آبگوشت عصاره مغز وخطی روی محیط مغذی و 

(Merck, Germany )سازی شد وجداسازی و خالص 

 میکروسکوپی و ماکروسکوپی ازلحاظ هاهای باکتریکلنی

  (.Fernandes, 2009) ندگردید بررسی

 در تغییر طعم خامه هاتلقیح باکتری ریتأثبررسی 

های تلقیح شده به باکتری استاندارد غلظت تعیین برای

برای د. ش استفاده فارلند مک نیم استانداردروش  از ه،خام

 ر خامه پاستوریزه،طعم د تغییر ها در ایجادبررسی اثر باکتری

برای  تهیه شد.سوسپانسیون  ،خالص باکتریایی یهاکلنی از

 2 های خالص باکتریایی به، از کلنیتهیه سوسپانسیون

مخلوط  بعد از و انتقال یافت سترون آب مقطر لیترمیلی

 ,IKA VORTEX Genius 3) کردن با دستگاه ورتکس

China)  و  فارلند مقایسهمکمحلول استاندارد نیم با

مقدار  سترونسپس با استفاده از سرنگ  .شد سازییکنواخت

در  گرمی 2٥٥ هایاین سوسپانسیون به خامهاز لیتر میلی 2

ۀ درج 2٥تلقیح شد و در  تکرار 5با  سترونشرایط 

های نمونهتغییر طعم  قرار داده شد. خانهگرمدر  سلسیوس

توسط افراد ها، از تلقیح باکتریروز سه  بعد از گذشت خامه

 مورد ارزیابی حسی قرار گرفتدیده متخصص و آموزش

(Montanhini et al., 2013). 

  در تغییر طعم خامه هایباکتر یترکیبتلقیح بررسی اثر 

 نیم استانداردروش مطابق باکتری  از هر ،برای این منظور

 دوبرای بررسی اثر  تهیه شد. سوسپانسیون فارلند مک

                                                      
4 Brain Heart Infusion Agar 

و برای  لیترمیلی 1به میزان  سوسپانسیون باکتری از هر

به میزان  سوسپانسیونباکتری از هر  سه یا چهاربررسی اثر 

 از تلقیح تلقیح شد و از روز سوم بعد هابه خامه لیترنیم میلی

 ,.Montanhini et al)شدند  ارزیابیحسی ازنظرها، نمونه

2013.) 

 آماری تحلیل

تی  های حاصل توسط آزمونآوری اطلاعات، دادهپس از جمع

(T-test) و همچنین آزمایش فاکتوریل که عامل  دوطرفه

 دیگرو عامل  سلسیوسۀ درج 15 و 4دما در دو سطح 

، 9، 7، 5، 3، 1در شش سطح که روزهای  (روزهای آزمایش)

افزار بود در قالب طرح کاملاً تصادفی توسط نرم 11و 

 گردید.  و تحلیل تجزیه SAS  9.2آماری

  هاآنو تعیین هویت  هاباکتریشناسایی 

 گرمیزی آمرنگ یشآزمابر اساس  ابتدا های باکتریاییجدایه

احیای  کاتالاز، اکسیداز، شامل ییهای بیوشیمیاآزمون و

قندی مانیتول، رف منابع مصسیترات، مصرف ، نیترات

رشد در شرایط ، 5TSI ،۶SIM، آرابینوز، گلوکز، گزیلوز

 رشد روی محیطرشد در محیط نشاسته آگار، هوازی، بی

( Merck, Germany) 7سرئوس سلکتیو آگارباسیلوس 

تکثیر و  مولکولیروش استفاده از با نهایتاً  انجام گرفت.

 ندت شدتعیین هوی 16S rRNAقطعه   تعیین توالی

(Whitman et al., 2012). 

با  16S rRNAتکثیر قطعۀ  ها واز باکتری DNAاستخراج 

  (PCRای پلیمراز )زنجیره واکنشاستفاده از 

با استفاده از کیت استخراج  هاباکتری DNAاستخراج 

DNA ( شرکت سیناژنSinnagen, Korea ) انجام

ه از با استفاد هاباکتری 16S rRNAتکثیر قطعۀ  گرفت.

-'F: 5) ای پلیمراز با استفاده از پرایمرهایواکنش زنجیره

CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGA

TCCTGGCTCAG-3', R: 5'- 

CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGA

TCCAGCC-3'( در دستگاه ترمال سایکلر )Peqlab, 

UK دقیقه واسرشت شدن ابتدایی 5( تحت شرایط دمایی، 

چرخه شامل  35دامه و در ا سلسیوسدرجۀ  95در دمای 

                                                      
5 Triple Sugar Iron 
6 Sulfide, Indole, Motility 
7 Bacillus cereus Selective Agar 

http://www.sigmaaldrich.com/etc/controller/controller-page.html?TablePage=17193991
http://www.sigmaaldrich.com/etc/controller/controller-page.html?TablePage=17193991
http://www.sigmaaldrich.com/etc/controller/controller-page.html?TablePage=17193991
http://www.irantajhizat.com/path/brain-heart-infusion-agar-%D8%A8%D8%A7-%DA%A9%DB%8C%D9%81%DB%8C%D8%AA/
https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/Content/hugo/SIMMedium.htm
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 1به مدت  سلسیوسدرجۀ  95واسرشت شدن در دمای 

 1 به مدت سلسیوسدرجۀ  55در دمای  دقیقه، اتصال

به مدت  سلسیوسدرجۀ  72، طویل شدن در دمای دقیقه

درجۀ  72 ثانیه و در نهایت طویل شدن نهایی در دمای 9٥

 یرشدهتکثقطعۀ دقیقه انجام گرفت.  1٥به مدت  سلسیوس

جنوبی  تعیین توالی به شرکت ماکروژن کرهجهت 

(MacroGen, Korea )د )ارسال گردیSambrook et 

al., 2011). 

ها جهت تعیین قرابت جدایه یتیکدرخت فیلوژن ترسیم

  ژنتیکی

و ها جدایه 16S rRNA یژنقطعۀ پس از تعیین ترادف 

 ی معتبر باهاهای به دست آمده با ترادفترادف تعیین

منظور ، به٠NCBIسایت افزار بلاست وبنرم استفاده از

با استفاده  یتیکدرخت فیلوژن ها،تعیین قرابت ژنتیکی جدایه

 و روش MEGA  6افزارنرمو  PHYLIP  3.5افزارنرماز 

 (، Neighbour-joiningبندی بیوانفورماتیکی )خوشه

 .(Eisen and Fraser, 2003) ترسیم گشت

 نتایج

های ها، باکتریفرمها، کلیکل باکتری تعداد ایآنالیز مقایسه

های های اسپوردار و باکتریمقاوم به حرارت، باکتری

سرمادوست موجود در شیرخام و خامه، قبل از مرحلۀ 

آورده شده است. با توجه به  1پاستوریزاسیون در جدول 

های موجود در خامۀ اینکه میانگین تعداد کل باکتری

خام کمتر است ولی تفاوت یرپاستوریزه نسبت به شیر غ

داری مشاهده نشد و میزان آلودگی در هر دو یکسان معنی

مبنی بر عدم تفاوت از نظر میزان  H0 بود. بنابراین فرض 

( مبنی بر تفاوت از H1آلودگی، قبول و فرض خلاف آن )

ها بین فرمنظر تعداد باکتری، رد گردید. از نظر تعداد کلی

درصد  5یزه در سطح احتمال یرپاستورغشیر خام و خامۀ 

توان داری وجود دارد و با توجه به میانگین میتفاوت معنی

ها در خامۀ غیرپاستوریزه فرمنتیجه گرفت که تعداد کلی

مبنی بر وجود  H1کمتر از شیر خام بود. بنابراین فرض 

قبول بود. با توجه به اینکه  تفاوت در تعداد باکتری قابل

                                                      
8 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

های مقاوم به حرارت در خامۀ یمیانگین تعداد باکتر

داری غیرپاستوریزه کمتر از شیر خام بود ولی تفاوت معنی

مشاهده نشده و میزان آلودگی در هر دو نمونه یکسان بود. 

دال بر عدم تفاوت ازنظر میزان آلودگی،  H0بنابراین فرض 

های قبول گردید. با توجه به اینکه میانگین تعداد باکتری

مۀ غیرپاستوریزه نسبت به شیر خام بیشتر اسپوردار در خا

داری مشاهده نشد و میزان آلودگی در بود ولی تفاوت معنی

مبنی بر عدم  H0هر دو نمونه یکسان بود. بنابراین فرض 

تفاوت ازنظر میزان آلودگی، قبول گردید. با توجه به میانگین 

های سرمادوست بین شیر خام و خامۀ تعداد باکتری

وجود نداشت و  هاآنداری بین ، تفاوت معنیغیرپاستوریزه

 H0میزان آلودگی در هر دو یکسان بود. بنابراین فرض 

 مبنی بر عدم تفاوت ازنظر میزان آلودگی، قبول گردید.

شیر خام و خامه، قبل از  درو اسیدیته  pHمقایسه میزان 

شده است. از نشان داده 2مرحلۀ پاستوریزاسیون در جدول 

یر خام و خامۀ غیرپاستوریزه در سطح بین ش pHنظر 

داری وجود دارد و با توجه به درصد تفاوت معنی 5احتمال 

در خامۀ  pH توان نتیجه گرفت کهمیانگین و نمودار می

شده از شیر خام کمتر بود. یکی از عوامل این استحصال

تغییر، طولانی شدن زمان حدفاصل دریافت شیر خام تا 

شده است.  pHکه سبب کاهش مرحله تولید خامه بود 

قبول گردید. از نظر اسیدیته بین شیر  H1بنابراین فرض 

داری مشاهده نشد و خام و خامۀ غیرپاستوریزه تفاوت معنی

 قبول گردید. H0اسیدیتۀ هر دو یکسان بود. بنابراین فرض 

درجۀ سلسیوس بر  4بررسی آماری اثر زمان )روز( در دمای 

آورده  1نمودار  امۀ پاستوریزه درها در ختعداد کل باکتری

دهد که بین اثر زمان نشان می 1اطلاعات نمودار  شده است.

درجۀ سلسیوس  4ها در دمای )روز( و تعداد کل باکتری

داری وجود ندارد و با گذشت زمان، تعداد کل اختلاف معنی

یافته، بطوریکه بیشترین تعداد کل یش افزاها باکتری

ازدهم مشاهده شد. بررسی آماری اثر زمان ها در روز یباکتری

ها، فرمدرجۀ سلسیوس بر تعداد کلی 4)روز( در دمای 

های اسپوردار و های مقاوم به حرارت، باکتریباکتری

 2نمودار  های سرمادوست در خامۀ پاستوریزه درباکتری
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دهد که بین اثر نشان می 2آورده شده است. اطلاعات نمودار 

درجه سلسیوس  4ها در دمای فرمداد کلیزمان )روز( و تع

که در یناداری وجود ندارد و با توجه به اختلاف معنی

 شدهافزودهها در خامه فرمروزهای هفتم و نهم بر تعداد کلی

بود ولی اختلاف معناداری مشاهده نشد. بین اثر زمان )روز( 

درجۀ  4های مقاوم به حرارت در دمای و تعداد باکتری

 زمانداری وجود ندارد و با گذشت اختلاف معنیسلسیوس 

های مقاوم به حرارت افزوده شد. با این حال، تعداد باکتری بر

اختلاف معناداری مشاهده نشد. بین اثر زمان )روز( و 

درجۀ سلسیوس اختلاف  4های اسپوردار در دمای باکتری

داری وجود ندارد و با گذشت زمان به میزان اندکی بر معنی

های اسپوردار افزوده شد و اختلاف معناداری داد باکتریتع

های مشاهده نشد. بین اثر زمان )روز( و تعداد باکتری

داری درجۀ سلسیوس اختلاف معنی 4سرمادوست در دمای 

گونه آلودگی یچهوجود ندارد و با گذشت زمان تا روز هفتم 

 ها بهمشاهده نشده و در روز نهم و یازدهم تعداد باکتری

دار نبود.افزایش یافت. با این حال اختلاف معنیمیزان کمی 

 
های سرمادوست موجود در های اسپوردار و باکتریهای مقاوم به حرارت، باکتریها، باکتریفرمها، کلیکل باکتری تعداد بررسی -1جدول 

 Tخامه، قبل از مرحلۀ پاستوریزاسیون توسط آزمون  شیرخام و

 

 

 

 

 

 

 هاباکتری تعداد T آزمون انحراف استاندارد انحراف معیار یانگینم درجه آزادی متغیر

 NS ٥/922 2۶33/1 ۶449/٠ 23٥٥٥ * 1٥ شیر خام

 هاکل باکتری

  2471/2 ۶٥53/2 19417 *  خامه قبل از پاستوریزاسیون

 3/٥٥٠ S 7٥2/32 1٥4/٠٥ ۶7/491 * 1٥ شیر خام

 هافرمکلی

  441/49 11/121 33/313*   خامه قبل از پاستوریزاسیون

 ٥/NS 9٥۶ ٥15/11٠ 4/2٠9 1٥25 * 1٥ شیر خام

 های مقاوم به حرارتباکتری

  7/2۶9 ۶2/۶۶٥ 33/75٠ *  خامه قبل از پاستوریزاسیون

 ٥/NS 1٠7 957/3٥ ٠29/75 375 * 1٥ شیر خام

 های اسپوردارباکتری

  74/129 ٠/317 4٥٥ *  خامه قبل از پاستوریزاسیون

 ٥/NS ۶92 ۶۶/2٥9 57/513 1425 * 1٥ امشیر خ

 های سرمادوستباکتری

  ٠94/91 ٥9/235 7/12۶۶ *  خامه قبل از پاستوریزاسیون

  ،دارغیر معنی  NS ،درصد 5داری در سطح احتمال معنی S (cfu/mlواحد بر اساس ) *
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 Tتوسط آزمون ستوریزاسیون پاقبل از  ،شیر خام و خامه درو اسیدیته pH مقایسه میزان  -2جدول 

 متغیر آزادی درجه میانگین انحراف معیار انحراف استاندارد Tآزمون  

pH 

S ٥217/4 ٥145/٥ ٥252/٥ ۶٠۶7/۶ 4 شیر خام 

 خامه قبل از پاستوریزاسیون  5333/۶ ٥/٥577 ٥/٥333 

اسیدی

 ته

NS ٥٥٥1/٥ ۶۶۶7/٥ 1547/1 ۶۶7/14 4 شیر خام 

 خامه قبل از پاستوریزاسیون  ۶۶7/14 ٥/5774 ٥/3333 
 S درصد 5داری در سطح احتمال معنی،     NS دارغیر معنی 

 

 
 ها در خامه پاستوریزهکل باکتری بر تعداددرجه سلسیوس  4اثر زمان )روز( در دمای  -1نمودار 

 

 

 
ستوریزه و اسیدیته خامۀ پا pHمیزان  بر زمانبررسی آماری اثر 

آورده شده است.  3درجۀ سلسیوس در نمودار  4در دمای 

دهد که بین اثر زمان )روز( و میزان نشان می 3اطلاعات نمودار 

pH  داری وجود ندارد درجه سلسیوس اختلاف معنی 4در دمای

 pHو با گذشت زمان در روزهای پنجم و یازدهم کاهش جزئی 

ین اثر زمان )روز( و میزان دار نبود. بدیده شد ولی اختلاف معنی

داری وجود درجۀ سلسیوس اختلاف معنی 4اسیدیته در دمای 

دارد و با گذشت زمان در روز یازدهم کمترین میزان اسیدیته 

 مشاهده شد.

درجۀ سلسیوس بر تعداد  15بررسی آماری اثر زمان و دمای 

آورده شده است.  4کل باکتری در خامۀ پاستوریزه در نمودار 

دهد که بین اثر زمان )روز( و نشان می 4ات نمودار اطلاع

درجۀ سلسیوس اختلاف  15ها در دمای تعداد کل باکتری

تعداد کل  بر زمانداری وجود دارد و با گذشت معنی

ها افزوده شد، بطوریکه در روز یازدهم بیشترین تعداد باکتری

 ها مشاهده گردید.باکتری
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های اسپوردار و های مقاوم به حرارت، باکتریها، باکتریفرمکلی بر تعداددرجه سلسیوس  4در دمای اثر زمان )روز(  -2نمودار 

 های سرمادوست در خامه پاستوریزهباکتری

 

 
 خامه پاستوریزه و اسیدیته pH بر میزان  سلسیوسدرجۀ  4در دمای  زماناثر  -3نمودار 
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 ها در خامه پاستوریزهبر تعداد کل باکتری سلسیوسدرجۀ  15در دمای زمان  اثر -4نمودار 

 

بر تعداد  سلسیوس درجۀ 15اثر زمان و دمای  آماری بررسی

های های مقاوم به حرارت، باکتری، باکتریهافرمکلی

در  پاستوریزه ۀدر خام های سرمادوستاسپوردار و باکتری

دهد نشان می 5است. اطلاعات نمودار آورده شده  5نمودار 

درجۀ  15ها در دمای فرماثر زمان )روز( و تعداد کلیکه بین 

افزایش  وجود باداری وجود ندارد و اختلاف معنی سلسیوس

ها در روزهای نهم و یازدهم اختلاف معناداری فرمتعداد کلی

های مقاوم بین اثر زمان )روز( و تعداد باکتری مشاهده نشد.

داری یدرجۀ سلسیوس اختلاف معن 15به حرارت در دمای 

های مقاوم به تعداد باکتری بر زمانگذشت  وجود دارد و با

ها در روز حرارت افزوده شد بطوریکه بیشترین تعداد باکتری

های بین اثر زمان )روز( و باکتری یازدهم مشاهده شد.

داری درجه سلسیوس اختلاف معنی 15اسپوردار در دمای 

های اسپوردار یتعداد باکتر بر زمانگذشت  وجود دارد و با

ها افزوده شد، بطوریکه در روز یازدهم بیشترین تعداد باکتری

های مشاهده شد. بین اثر زمان )روز( و تعداد باکتری

درجه سلسیوس اختلاف  15سرمادوست در دمای 

های گذشت زمان تعداد باکتری داری وجود دارد و بامعنی

و یازدهم یافته و در روزهای هفتم، نهم یشافزاسرمادوست 

  بیشترین تعداد باکتری مشاهده شد.

درجه سلسیوس بر  15بررسی آماری اثر زمان در دمایی 

آورده  ۶و اسیدیته خامۀ پاستوریزه در نمودار  pH میزان

دهد که بین اثر زمان نشان می ۶شده است. اطلاعات نمودار 

درجه سلسیوس اختلاف  15در دمای  pH)روز( و میزان 

کاهش یافت.  pHد دارد و با گذشت زمان، داری وجومعنی

درجه سلسیوس  15در دمای  بین اثر زمان )روز( و اسیدیته

داری وجود دارد و با گذشت زمان اسیدیته اختلاف معنی

 افزایش یافت. شدتبه
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های های اسپوردار و باکتریباکتریهای مقاوم به حرارت، ، باکتریهافرمکلی بر تعداد سلسیوسدرجۀ  15در دمای زمان اثر  -5نمودار 

 در خامه پاستوریزه سرمادوست

 
 اسیدیته خامه پاستوریزهو  pHمیزان بر  سلسیوسدرجه  15در دمای زمان  اثر -۶نمودار 

 های بیوشیمیاییمیکروسکوپی و آزمون هایبررسی

 سلسیوس درجه 15تلخ که در دمای  های خامۀنمونهاز 

جدایۀ  2باکتری جداسازی شد که  9 ، تعدادشدند یدارنگه

 باکتریجدایۀ  7 بین و از باکتری از یک جنس و گونه بودند

 طعمنیز جدایۀ  2و تعداد  طعم تلخیجدایۀ  2 تعداد ،دیگر

تغییریدر  نیز جدایه 3تعداد  .ایجاد کردندخامه  در یدگیترش

 عامل تلخی باکتریهای جدایه .ایجاد نکردند خامه طعم

آمیزی گرم، مثبت و رنگ ازنظر ( در خامهFو  D هایجدایه)

  ای شکل بودند.میکروسکوپی میله آرایش ازنظر

 

 آن و ارزیابی حسیه به خام های باکتریجدایهتلقیح تاًثیر 

و  سترونبه خامۀ  های باکتریجدایههر یک از تلقیح  نتیجۀ

در  روز از تلقیح 3بعد از گذشت  ارزیابی حسی خامهنتیجۀ 

 آورده شده است. 3جدول 
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 ستروننتایج حاصل از تلقیح یک نوع باکتری به خامۀ  -3جدول 

 نتیجه ارزیابی حسی باکتری

 شد یدتائتلخی  D باکتری

 شد یدتائتلخی  F باکتری

 تغییر در طعم ایجاد نشد H باکتری 

 تغییر در طعم ایجاد نشد K باکتری

 تغییر در طعم ایجاد نشد S باکتری

 شد یدتائطعم ترشی  B باکتری

 شد یدتائطعم ترشی  M باکتری

تلخی ایجاد  طعم سترونهای باکتری که در خامهجدایۀ دو 

تهیه ها جدایهاین از  1:2رقت و  ندشد انتخاببودند کرده 

تلقیح شد و  سترون هایهبه خام سترونشد و در شرایط 

 مجدداًاز روز سوم  D جدایۀبا  شدهآلوده هایخامه تلخی

 تایید شد. 

 یدتائاز روز هفتم نیز  Fبا جدایۀ  شدهآلودههای تلخی خامه

به  نسبت توسط این جدایه یجادشدها شد ولی شدت تلخی

 .کمتر بود D جدایۀ

و ارزیابی به خامه  باکتریهای جدایه یتلقیح ترکیبتاًثیر 

  آن حسی

، های خامهدر نمونه یجادشدها برای بررسی طعم غالب

 تلقیح و سترون ۀبه خامترکیبی  صورتبه باکتری یهاجدایه

. در تمام (4د ارزیابی حسی قرار گرفت )جدول مور

حتی در  بودند شدهآلوده Fو  D جدایۀهایی که با نمونه

عم تلخی بسیار ط ،های عامل طعم ترشیترکیب با جدایه

 بود. محسوس
 سترونها به خامۀ نتایج حاصل از تلقیح ترکیبی باکتری -4 جدول

 نتیجه ارزیابی حسی باکتری هایجدایه ترکیب

 شد یدتائطعم تلخی  D, F هایجدایه

 شد یدتائطعم ترشی  B, Mهای جدایه

 تغییر در طعم ایجاد نشد S, Kهای جدایه

 شد یدتائطعم تلخی  B, M, D, Fهای جدایه

 شد یدتائطعم تلخی  S, K, D, F, Hهای جدایه

 

های و ترسیم درخت فیلوژنتیکی جدایهشناسایی مولکولی 

 باکتری

های باکتری عامل ایجاد تلخی در جدایه 16S rRNAقطعۀ 

باند  تکثیر یافت و PCR( با روش Fو  Dهای خامه )جدایه

نشان داد  یدرستبهباز را جفت 15٥٥در محدودۀ تقریبی 

 (. 1)شکل 

 F( و جدایۀ 2)شکل  Dدرخت فیلوژنتیکی برای جدایۀ 

 16S( پس از تعیین توالی نوکلئوتیدی قطعۀ 3)شکل 

rRNA  ترسیم شد. آنالیز بلاست نوکلئوتیدی و درخت

را با باکتری  Dدرصدی جدایۀ  9٠فیلوژنتیکی، شباهت 

را با  Fدرصدی جدایۀ  1٥٥و شباهت  9باسیلوس سرئوس

توالی نوکلئوتیدی نشان داد.  1٥باسیلوس سوبتیلیسباکتری 

 11NCBIدر بانک اطلاعاتی  Fجدایۀ  16S rRNAقطعۀ 

  ثبت گردید.  KJ207080.1به شماره دسترسی 

                                                      
9 Bacillus cereus 
10 Bacillus subtilts 
11 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/588483706 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/588483706
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DNA (1 KB Plus DNA Ladder, SMOBiO-Dm3200 ،)مارکر : Mستون ، Dجدایۀ  16S rRNAقطعۀ : Dستون  -1شکل 

 Fجدایۀ  16S rRNAقطعۀ : Fستون 

 

 
 اکسونومیکی آنو وضعیت تD باکتری جدایۀ  ترسیم شده برای درخت فیلوژنتیکی -2شکل 
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 gi|7209528|dbj|AB021181.1|_Bacillus_atrophaeus_gene_for_16S_ribosomal_RNA

 gi|11064492|emb|AJ250318.1|_Bacterium_LMG_18435_16S_rRNA_gene_strain_LMG_18435

 gi|19548708|gb|AF483625.1|_Bacillus_aquaemaris_strain_TF-12_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|11245220|gb|AF302118.1|_Bacillus_sonorensis_strain_NRRL_B-23154_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|498807|emb|X76447.1|_Bacillus_halmapalus_DSM_8723_16S_rRNA_gene

 gi|134085248|emb|AM503357.2|_Bacillus_isabeliae_16S_rRNA_gene_type_strain_CVS-8T

 gi|301137062|gb|HM460884.1|_Bacillus_zhanjiangensis_strain_JSM_099021_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|149391781|emb|AM747812.1|_Brevibacterium_halotolerans_16S_rRNA_gene_strain_DSM_8802

 F-DEZHKHI

 gi|3335629|gb|AF074970.1|_Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|254212043|gb|GQ281299.1|_Bacillus_siamensis_strain_PD-A10_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|70720911|dbj|AB198719.1|_Bacillus_boroniphilus_gene_for_16S_rRNA_partial_sequence_strain:_T-15Z

 gi|7209538|dbj|AB021191.1|_Bacillus_mojavensis_gene_for_16S_ribosomal_RNA

 gi|52208050|emb|AJ831843.1|_Bacillus_aerius_partial_16S_rRNA_gene_type_strain_24K

 gi|165988316|gb|EU194897.1|_Bacillus_methylotrophicus_strain_CBMB205_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|170285664|emb|AJ831841.2|_Bacillus_stratosphericus_partial_16S_rRNA_gene_type_strain_41KF2a

 gi|170285665|emb|AJ831844.2|_Bacillus_aerophilus_partial_16S_rRNA_gene_type_strain_28K

 gi|7209545|dbj|AB021198.1|_Bacillus_vallismortis_gene_for_16S_ribosomal_RNA

 gi|24940651|gb|AF547209.1|_Bacillus_acidicola_strain_105-2_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

 gi|52208049|emb|AJ831842.1|_Bacillus_altitudinis_partial_16S_rRNA_gene_type_strain_41KF2b

100

100

100

100

100

100

99

100

52

36

57

47

44

34

30

27

40

 
 و وضعیت تاکسونومیکی آن Fجدایۀ باکتری  ترسیم شده برای درخت فیلوژنتیکی -3شکل 

 بحث

و نزدیک به خنثی،   pHبه دلیل رطوبت کافی، شیر و خامه

 محیط مناسبی برای رشد بسیاری از غذاییغنی بودن مواد 

بسیاری از ترکیبات از طرف دیگر، . هستندها میکروارگانیسم

در موجود  آگلوتنین و لاکتوپراکسیداز مانند د میکروبیض

 تخمیر قند و تولید اسیددلیل شیر تازه دوشیده شده به 

شده و  یرفعالغ سرعتبههای معمول شیر باکتریتوسط 

-Al) دنکنرا فراهم میها میکروارگانیسمامکان رشد 

Mazeedi et al., 2013.)  

یند آاز فرشیر خام به مدت طولانی قبل  یدارنگه

 شده سرمادوستهای افزایش باکتری باعثپاستوریزاسیون 

 شدن نامطلوب سبب لیپاز و پروتئازهای که با تولید آنزیم

 مانند خامه آنحاصل از ی هاهوردآکیفیت فر و کاهششیر 

 . (Samet-Bali et al., 2013) دنگردمی

های خود نشان دادند که در بررسی 12لمیوکس و سیمارد

                                                      
12 Lemieux & Simard 

های پروتئاز مقاوم های سرمادوست شیر با تولید آنزیمیباکتر

 شوند.در برابر حرارت باعث تلخی شیر و لخته شدن آن می

نشان داد که سرد  و همکاران 13لوسی-گووینداسمیمطالعات 

آن به مدت نسبتاً طولانی  یدارنگهسرد کردن شیر خام و 

فاز  لوئیدی بهز کاسبب انتقال پروتئاز قلیایی )پلاسمین( از ف

شود. بتاکازئین در دمای پایین به گاماکازئین و میسرمی 

هیدرولیز شده و در حضور پروتئازهای دیگر  14پروتئوز پپتون

و طعم تلخ  شدهیلتبد ترکوچکبه پپتیدهای هیدروفوبیک 

 کندحاصل از آن ایجاد می یهافرآوردهدر شیر و 

(Govindasamy-Lucey et al., 2006). 

های میکروارگانیسم به از بین بردنقادر  پاستوریزاسیون

های باسیلوس و اما گونه است ی موجود در شیربیماریزا

توانند اندوسپورهای مقاوم که می هاییمیکروارگانیسم دیگر

-می پاستوریزاسیون باقی به حرارت تولید کنند و در طی

های آن ضمن تولید ها نیز در شیر و فرآوردهباسیلوس. مانند

                                                      
13 Govindasamy-Lucey 
14 Proteose peptone 
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های لیپاز و ، قادر به تولید آنزیممقاوم به حرارتهای راسپو

 .(Janstova et al., 2006پروتئاز هستند )

های بهترین روش برای کنترل فساد شیر توسط باکتری

تیابی به است. دس خام یرشدر  هاآناسپورزا کاهش تعداد 

نظیر شستشو و  بهداشتی این هدف با رعایت موارد

وشش و استفاده از مواد دام قبل از د کردنخشک

 است.پذیر امکان کنندهیضدعفون

ر ماندگاری د یرگذارتأث مهم و املعیک  شیر یدارنگهی دما

است. در شیر پاستوریزه  محصولهای و نوع میکروارگانیسم

 است سودوموناس ،فساد در دمای یخچال عامل اصلی

(Samet-Bali et al., 2013) در دمای بالای  کهیدرحال

های های انتروباکتریاسه و باکتریگونه ،سلسیوس ۀدرج 1٥

تر پاییندر دمای  .غالب هستند هامانند باسیلوس گرم مثبت

نقش سرمادوست  باسیلوس هایگونه سلسیوس ۀدرج ۶ از

های گونه .دارندماندگاری شیر پاستوریزه کاهش  مهمی را در

-فرآوردهقادر به رشد در شیر و  باسیلوسسرمادوست جنس 

شده در یخچال و تولید پروتئاز هستند.  دارینگههای شیری 

زمان  باسیلوسهای در صورت تشکیل اسپور توسط گونه

 آنو فساد ناشی از  افتاده یرتأخ هبتکثیر باکتری در یخچال 

خواهد تبدیل اسپور به سلول رویشی نیز روند آهسته  تا

فساد در یخچال  دارینگهدو هفته بعد از و معمولاً  داشت

 (.Ledenbach and Marshall, 2009) شودایجاد می

 شیرحاصل از های وردآدر کیفیت فر از دیگر عواملی که

. آلودگی ثانویه است فرآوردهیۀ آلودگی ثانو است، یرگذارتأث

بندی ، بستهدارینگه محلدر بخش سرد کردن محصول، 

نامناسب بهداشتی ایجاد نهایی محصول در اثر شرایط 

محصول شاخص آلودگی  عنوانبه هافرمکلیحضور . دشومی

. استطی فرآوری  آن آلودگی ثانویه ۀدهندنشان بوده و

های توسط میکروارگانیسم یند غالباًآآلودگی پس از فر

 باعث های متعددبا تولید آنزیم که شودایجاد می سرمادوست

 Mahari and) دنگردمی محصول طعمشدن  نامطلوب

Gashe, 1990) . 

 و خامۀ خام یرشبرای اولین بار بر روی  پژوهشدر این 

 هایآزمایش سلسیوسدرجۀ  15و  4دمای دو پاستوریزه در 

از های تلخ کننده باکتریمیکروبی و شیمیایی انجام شد و 

درجۀ  15دمای  شده در دارینگههای پاستوریزه و خامه

بررسی  در ایجاد تلخی هاآننقش  وجداسازی  سلسیوس

  .دیدگر

شیر خام و خامه استحصالی از آن قبل از ورود به  با بررسی

 ۀبین شیر خام و خام مشخص شد کهپاستوریزاتور 

های مقاوم ها، باکتریاستحصالی از آن در تعداد کل باکتری

 و دوستاهای سرمهای اسپوردار، باکتریبه حرارت، باکتری

عداد داری مشاهده نشد. ولی در تاسیدیته اختلاف معنی

 5داری در سطح احتمال اختلاف معنی pHها و فرمکلی

ها و اسیدیته در خامه فرممشاهده شد و تعداد کلی درصد

 . بودشیر خام کمتر  در مقایسه بااستحصالی 

و  4دمای دو پاستوریزه در  ۀخام در گرفتهانجامهای بررسی

درجۀ  4 دمای درنشان داد که  سلسیوسدرجۀ  15

مان )روز( و میزان اسیدیته اختلاف بین ز سلسیوس

و در روز  داشتوجود  درصد 5احتمال  در سطح داریمعنی

ولی در طعم و  بودیازدهم اسیدیته کمتر از روزهای دیگر 

آن  مصرفیختارشکل ظاهری خامه حتی بعد از گذشتن 

کیفیت بالای  دهندهنشانن تغییری ایجاد نشده بود و ای

 . تولید بود

بین زمان )روز( و تعداد کل  سلسیوسرجۀ د 15 دمای در

 ی سرمادوستها، تعداد باکتریی خامۀ پاستوریزههاباکتری

 درصد 5در سطح احتمال  یدارو اسیدیته اختلاف معنی

 . یافتافزایش  هاباکتری تعدادزمان  گذشت باو  مشاهده شد

های های مقاوم به حرارت، باکتریبین زمان و تعداد باکتری

 1داری در سطح احتمال اختلاف معنی pH و اسپوردار

افزایش ها تعداد باکتریزمان  گذشت باو  دیده شد درصد

 . ی دیده نشددارها اختلاف معنیفرمولی در تعداد کلی یافت

 Langeveld and) 1۶کوپروسو  15ای که لانگولدمطالعه

Cuperus, 1980 )شیمیایی و وضعیت میکروبی  در مورد

(pH  )مشخص  انجام دادندهای آن شیر و فرآوردهو اسیدیته

 4 دمای در روز 3٥تا  9مدت  درمحصول  دارینگهبا  که شد

 باو  pH جزئیها ابتدا افزایش ، نمونهسلسیوسۀ درج

 کهیدرحال نشان دادندرا  pH تدریجی زمان کاهش گذشت

به میزان  تا روز یازدهم سلسیوسۀ درج 4در  در مطالعۀ ما

 ازلحاظ pH کاهش بطوریکهیافت کاهش  pH بسیار اندکی

                                                      
15 Langeveld 
16 Cuperus 
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 . دار نبودمعنی آماری

مشخص کرد  سلسیوسدرجۀ  22در دمای  هانمونه دارینگه

افت شدید  ،ساعت 4٠تا  24 گذشت با هانمونه اغلب که

pH درجۀ  15در دمای  مطالعۀ مادر  کهدرحالی داشته

 ای در کاهشروند آهستهتا روز یازدهم  روز اولاز  سلسیوس

pH دیده شد.  

 نشان داد و کوپروس لانگولدمطالعۀ نتایج تعیین اسیدیته در 

ها افزایش در همه نمونه سلسیوسدرجۀ  4در دمای  که

 دارینگهو در روزهای آخر  داشتتدریجی اسیدیته وجود 

 کهدرحالی یافتافزایش  سرعت بیشتری ، اسیدیته باهانمونه

یته تا کاهش اسید سلسیوسدرجۀ  4در دمای  مطالعۀ مادر 

 . روز یازدهم مشاهده شد

 24 گذشت با سلسیوسدرجۀ  22در دمای در مطالعۀ اخیر 

اسیدیته  افزایش سریع هادر اغلب نمونه ساعت 4٠ تا

درجۀ  15در دمای  مطالعۀ مادر  کهدرحالی شدمشاهده 

زایش شدید اسیدیته از روز اول تا یازدهم اف سلسیوس

 . مشاهده شد

های ها در نمونهاز تعیین تعداد کل باکتری نتایج حاصل

در مطالعۀ  سلسیوسدرجۀ  4خامه پاستوریزه در دمای 

 دارینگه نخست نشان داد که در روزهایکوپروس لانگولد و 

ها کند بوده اما در روزهای سرعت تکثیر باکتری محصول،

ولی در  یافتافزایش  سرعتبهها بعد تعداد کل باکتری

تا روز یازدهم تعداد  سلسیوسدرجۀ  4دمای در  مطالعۀ ما

 . داشتاندک  افزایشها کل باکتری

در ها ها در نمونهتعداد کل باکتریاز تعیین  نتایج حاصل

نشان داد که در مطالعۀ اخیر  سلسیوسدرجۀ  22دمای 

بسیار  ساعت اول( 24در روز نخست ) هاتعداد کل باکتری

داشت.  نزولیمقدار روند این  بعد از آن وسریع افزایش یافت 

از  سلسیوسدرجۀ  15در دمای  در مطالعۀ ما کهدرصورتی

افزایش داشته  هاروز اول تا روز یازدهم تعداد کل باکتری

ها در روز یازدهم مشاهده بطوریکه بیشترین تعداد باکتری

  شد.

در  های سرمادوستاز تعیین تعداد باکتری یج حاصلنتا

نشان  در مطالعۀ اخیر سلسیوسۀ درج 4در دمای ها نمونه

 دمااین در  محصول دارینگه نخست داد که در روزهای

وجود باکتری ولی بعد از گذشت چند روز  یافت نشد باکتری

کند بوده و  هاآن که در ابتدا سرعت رشدبطوری اثبات گردید

ها افزایش چند روز تا روز هیجدهم، تعداد باکتریبعد از 

تا روز  سلسیوسدرجۀ  4در دمای  عۀ مامطالاما در   داشت،

 در روز نهم و یازدهم به تعدادهفتم باکتری دیده نشده و 

 . مشاهده شدبسیار اندکی 

در  های سرمادوستنتایج حاصله از تعیین تعداد باکتری

از  نشان داد کهدر مطالعۀ اخیر  سلسیوسدرجۀ  22دمای 

افزایش ها باکتری تعداد این همان روزهای نخست آزمایش

  یافت که با نتیجه مطالعۀ ما نیز در این رابطه مطابقت داشت. 

دو فرم در های کلیاز تعیین تعداد باکتری نتایج حاصل

 نشان داد کهدر مطالعۀ اخیر  سلسیوسدرجۀ  22و  4دمای 

نیز  مطالعۀ ما. در ددنفرم بوفاقد کلی در این دو دماها نمونه

و  فرم بودندفاقد کلیها نمونه سلسیوسدرجۀ  4در دمای 

فرم دیده فقط در روز هفتم و نهم تعداد بسیار اندکی کلی

 عدماز خط تولید و یا ناشی که این آلودگی احتمالاً شد 

 کهازآنجایی. بود قبل و یا بعد از تولید یبهداشتاصول رعایت 

 ،فرم به علت آلودگی ثانویه استآلودگی محصول با کلی

ها در محصول سالم ن باکتریاحتمال عدم وجود ای

درجۀ  15در دمای در مطالعۀ ما  بود. شدهبینیپیش

 داشتها تا روز یازدهم افزایش فرمنیز تعداد کلی سلسیوس

 اندکبسیار ها و تعداد باکتری نداشتدار ولی اختلاف معنی

  بود.

-نشان داد که باکتری و همکاران 17لیرا-فاجاردوتحقیقات 

 سودوموناس و M3/6 1٠رسانسفلو سودوموناس های

عامل  پروتئازیبه علت داشتن فعالیت  212K 19فراژی

 7شده در دمای  دارینگه و خامۀ ایجاد طعم تلخی در شیر

. (Fajardo-Lira et al., 2000) هستند سلسیوسدرجۀ 

و  سرئوس باسیلوس) هاباسیلوس در مطالعۀ ما کهدرحالی

تلخی طعم  دکنندۀیجااهای غالب گونه (سوبتلیس باسیلوس

 یبالاتوانایی به دلیل سرمادوست  های باسیلوسگونه .بودند

                                                      
17 Fajardo-Lira 
18 Pseudomonas fluorescens M3/6 
19 Pseudomonas fragi K122 
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 و شده در شرایط سرد دارینگههای شیری فرآوردهدر رشد 

طعم  تغییردهندۀهای غالب های قوی، باکتریتولید پروتئاز

 ناشی ازمحصول و تلخ کنندۀ آن هستند. این مسئله 

ها قایسه با دیگر باکتریدر مها بالای باسیلوس پذیریتطبیق

 Chen) است های شیریفرآوردهجهت رشد و فعالیت در 

et al., 2004.) 

تأثیر پروتئازهای  21سوتسانتوس برو  2٥ مازیرو مونتانهینی

را بر روی تلخی خامه بررسی  باسیلوسهای ونهمترشحه از گ

بالاترین فعالیت  باسیلوس سوبتلیس. در این مطالعه کردند

از  ساعت 3٥ و 24، 1٠، 12، ۶ هایکی را در زمانپروتئولیتی

نسبت به دیگر  سلسیوسدرجۀ  37در دمای  خامه دارینگه

باسیلوس  پژوهشدر این  کهدرحالیها نشان داد. باسیلوس
باسیلوس شدت پروتئولیتیکی بیشتری نسبت به  سرئوس

و  سه روز بعد ازباسیلوس سرئوس نشان داد و  سوبتلیس

باعث تلخی در خامه  بعد از پنج روز سباسیلوس سوبتلی

 .(Montanhini and Bersot, 2013) ندشدپاستوریزه 

های و همکاران نشان دادند برخی از گونه 22مونتانهینی

و  یفعالیت پروتئولیتیک سرئوس باسیلوسباسیلوس خصوصاً 

د دهنشان می های آنفرآوردهبالایی را در شیر و  یلیپولیتیک

ها باعث هیدرولیز چربی و تولید نیسمکه این میکروارگا

به گفتۀ شوند. میو تلخی محصول چرب آزاد  هایاسید

گلیسیریدهای ناقص ناشی از واکنش هیدرولیز چربی ، هاآن

 دنباعث بروز طعم تلخ در خامه باش توانندمیهم 

(Montanhini et al., 2013). 

 گیرینتیجه

تفصیلی در  ورتصبهاین مطالعه برای نخستین بار در کشور 

 باسیلوسهای تلخ کنندۀ خامه انجام گرفت. مورد باکتری

 کنندۀ تلخغالب های باکتری سرئوس باسیلوسو  سوبتیلیس

های اقتصادی ناشی از زیان. با توجه به بودندپاستوریزه  هخام

وسط ت ، پیشنهادهاییشیرصنایع در  تلخ شدن خامه

ل و سلامت محصو ،ارتقای کیفیتنویسندگان جهت 

گردد: الف( می ارائهاحتمالی های جلوگیری از خسارت

های ذخیره تا شیر خام در تانک دارینگهکاهش زمان 

                                                      
20 Maziero Montanhini 
21 Santos Bersot 
22 Montanhini 

 در تانک خامه دارینگهکاهش دمای ب(  مرحله تولید خامه

 تا زمان ورود به پاستوریزاتور اسیونپاستوریزمرحلۀ قبل از 

یون ج( اعمال شرایط بهینۀ هموژنیزاسیون و پاستوریزاس

رعایت کامل اصول بهداشتی برای  د(دما و زمان  ازنظر

به  انتقال محصوله(  های ثانویهجلوگیری از آلودگی

زودهنگام  رساندنو(  سردخانه بلافاصله پس از تولید

  کننده.محصول به دست مصرف
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Abstract 

Cream enabled the growth of most microorganisms due to the adequate moisture, pH close to 

neutral, and nutrient rich. The major cause of bitter flavour in cream is degradation of proteins to 

the hydrophobic peptides by protease enzyme derived from the thermostable bacteria resistant to 

the pasteurization temperature. The present study was aimed to investigate and molecular 

identify of bacteria spp. causing bitter flavour in pasteurized cream. The pasteurized cream 

samples were collected, then microbiological tests such as total count of microorganisms, 

psychrotrophic bacteria count, coliform bacteria count, thermostable bacteria count, sporogen 

bacteria count and also chemical tests such as acidity and pH measurement were carried out. The 

tests were fulfilled with three repetitions at 4ºC and 15ºC in first, third, fifth, seventh, ninth, and 

eleventh days after the cream production. The isolates causing bitter flavour in creams were 

identified by physiological, biochemical, phylogenetical, and molecular methods. The bacterial 

isolates were inoculated into the pasteurized creams and assayed for changing in flavour. The 

two species of bacteria causing bitter flavor were isolated from the pasteurized creams. The 

sequencing of 16S rRNA gene of isolates indicated that they were Bacillus cereus and Bacillus 

subtilis. The temperature of preservation is one of the most important agents of microorganisms’ 

activity and dairy product durability. Keeping raw milk for a long time before the pasteurization 

leads to increasing proteolytic bacteria resistant to the pasteurization temperature, producing 

protease by the organisms and finally, changing the product flavour. 
 

Keywords: protease, bitter, cream, Bacillus. 
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