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تعيين تقريبي فلور ميكروبي و ماندگاري شيرهاي 
پاستوريزه در شهرستان شيراز

چكيد ه
این تحقيق با اهداف تعيين فلور ميكروبي شــير پاســتوریزه و بررســي ماندگاري آن بر اساس شاخص هاي ميكروبي و 
فيزیكوشــيميایي در طي 10 روز انجام گرفت. در این بررســي تعداد 60 نمونه شير پاستوریزه به صورت تصادفي انتخاب 
شــده و سپس شمارش کلي باکتري ها و شمارش کلي باکتري  هاي سرمادوست انجام شد. براي بررسي فلور ميكروبي شير 
پاســتوریزه کلني هاي موجود درهریک از پليت ها که از نظر ظاهر با هم تفاوت داشتند انتخاب و به یک محيط کشت آگار 
مغذي شــيب دار درداخل لوله آزمایش منتقل گردید و در دماي  30 درجه سانتي گراد به مدت 24 ساعت گرمخانه گذاري 
شده و بعد از 24 ساعت تک تک کلني ها از نظر شــكل، آزمون هاي اکسيداز، کاتالاز و رنگ آميزي گرم مورد بررسي قرار 
گرفته و بسته به نياز از محيط هاي کشــت اختصاصي و آزمون هاي تأیيدي استفاده گردید. بر روي نمونه هاي شير مذکور 
آزمون هاي فسفاتاز قليایي، تست الكل، اســيدیته، pH و اندازه گيري چربي، پروتئين، لاکتوز، نقطه ي انجماد، رطوبت و 
وزن مخصوص به صورت روزانه انجام مي گرفت. نتایج این تحقيق نشــان داد که از روز هفتم نگهداري به بعد شمارش کلي 
باکتري هاي شــير پاستوریزه بيشتر از حد استاندارد ایران بوده و  بنابراین ماندگاري شيرهاي مذکور در شرایط نگهداري 
 در یخچال حداکثر 6 روز تعيين شــد. تست الكل از روز پنجم به بعد مثبت شد. فاکتورهاي فيزیكوشيميایي مورد بررسي 
هيچ گونه اختلاف آماري معناداري در طي 10 روز نشــان ندادند و ارتباط معناداري بين شــاخصهاي فيزیكوشيميایي و 
ميكروبي مورد بررســي بدست نيامد. جنس هاي باکتریایي تعيين شده ميكروکوکوس، لاکتوباسيلوس، باسيلوس، کورینه 
باکتریوم و سودوموناس بودند. این تحقيق نشان داد که ماندگاري شيرهاي پاستوریزه در شهرستان شيراز پائين بوده که 

مي تواند ناشي از بالا بودن بار ميكروبي در شيرهاي خام اوليه باشد. 

کلمات کليدي: شير، پاستوریزاسيون، ماندگاري، فلور ميكروبي، شاخص هاي فيزیكوشيميایي   
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This research with the aims of microbial flora determination in pasteurized milk and it’s shelf life study based 
on microbial and physicochemical parameters were performed within 10 days. In this study, 60 pasteurized 
milk samples randomly were selected and then total count of bacteria and total psychrophilic bacteria count 
were performed. To investigate microbial flora of pasteurized milk, colonies in each of the plates with 
different appearance were selected and transferred to a nutrient inclined medium agar inside tubes and 
incubated at 30 ºC for 24 hours. After 24 hours, individual colonies were investigated for shape, oxidase 
and catalase tests and gram staining. Depending on the needs, specific media and confirmation tests were 
used. Alkaline phosphatase, alcohol, acidity and pH tests and fat, protein, lactose, freezing point, moisture 
and specific gravity measurements were done daily on the milk samples. The results of this research showed 
that the total bacteria count of pasteurized milk was above the standard level of Iran after the seventh day of 
keeping and therefore their shelf lives in the refrigerator storage were determined maximum 6 days. Alcohol 
test was positive after the fifth day. The studied physicochemical factors showed no statistically significant 
differences during 10 days and were not found significant relationship between the studied physicochemical 
and microbiological parameters. Identified bacterial genus were Micrococcus, Lactobacillus, Bacillus, 
Corynebacterium and Pseudomonas. This study showed that the shelf life of pasteurized milk is low in 
Shiraz that could be due to high microbial load in primary raw milk. 
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مقد مه
شير و فرآورده هاي آن در تغذيه انسان و سلامت جامعه داراي 
اهميت زيادي اســت. كودكان به نســبت كيلوگرم وزن بدن شير 
پاســتوريزه بيشتري در مقايسه با بالغين مصرف  مي كنند. در ايران 
شــير پاســتوريزه غذاي اصلي كودكان را پس از اينکه از شير مادر 
گرفته مي شــوند تا سن سه سالگي تشــکيل می دهد. چنانچه در 
بهداشــت شــير در مراحل مختلف توليد، جمع آوري، حمل و نقل، 
تغييــر و تبديــل در كارخانه، توزيع و مصرف دقــت كافي مبذول 
نگردد، ممکن است بيماري ها و عوارض را از دام به انسان و برعکس 
 منتقل نمايد. مصرف سرانه شير و فرآورده هاي آن در سال هاي  اخير 
به طور محسوسي افزايش يافته اســت. اما موضوعي كه بايد مورد 
توجه قرار داد، در رابطه با كيفيت شير توليدي است كه نقش مهمي 
در سلامت مصرف كننده دارد. تا چند سال قبل توجه بيشتر بر روي 
كميت شــير از نظر مقدار، توليد و ميزان چربي و پروتئين آن بوده 
اســت و اين امر باعث مي شد فرآورده هاي لبني به علت بالا بودن 
بار ميکروبي و آلودگي، ماندگاري مناســبي نداشته باشند به طوري 
كــه پس از مدت كوتاهي به علت آلودگي شــديد غيرقابل مصرف 
مي شــدند. امروزه اين موضوع اهميت اقتصادي براي توليد كننده و 
ابعاد بهداشــتي و اقتصادي براي مصرف كننده دارد. بنابراين براي 
بهره مند شــدن از فوايد اين محصول ارزشمند بايد به بهداشت آن، 

راه هاي جلوگيري ازآلوده شــدن و تشــخيص آلودگي هاي ثانويه و 
كاهش بار ميکروبي شير توجه زيادي داشت. 

 وضعيت فلور ميکروبي شير خام در زمان فرآوري اثر معناداري 
بــر روي كيفيت ارگانولپتيک دارد. تركيب فلور ميکروبي بســتگي 
به كيفيت بهداشــتي شير در زمان توليد و توجه و مراقبت در طي 
دســت كاري تا فرآوري دارد.همچنين تأخير زماني بين شيردوشي 
و خنک كردن شــير تا زير 5 درجه ســانتي گراد نيز در اين رابطه 

تأثيرگذار است  )4(. 
كريم، مرتضوي و ســعيدي اصل )1383( گزارش كردند كه فلور 
ميکروبي شير خام منطقه ي سبزوار شامل 14درصد استرپتوكوك ها، 
20/9 درصد آنتروباكترياســه، 7/1 درصد استافيلوكوك ها، 7/5 درصد 
لاكتوباســيل ها، 3/4 درصد باســيلوس ها، 14/5درصد سودوموناس، 
11درصــد  ميکروكــوك هــا، 2/5درصــد  آلکاليژنــز و 0/7درصــد 

فلاووباكتريوم مي باشد )6(.
دياني دردشــتي، كريم، بکايي و امين لاري )1379( ميانگين 
شــمارش كلي ميکروبي شــيرهاي تحويلي به كارخانه ي صنايع 
شــير ايران را در فصل زمســتان 106×1/76 گزارش كردند كه از 
استانداردها و حدود قابل قبول ملي و بين المللي بسيار بالاتر است 
اما شاخص هاي شيميايي در اين مطالعه )اسيديته، چربي، پروتئين 

و ...( نزديک به استانداردهاي ملي و بين المللي موجود بود )2(. 
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امروزه شــير براي مصرف مســتقيم و اســتفاده در محصولات 
لبني پاســتوريزه مي شود. هدف پاســتوريزه كردن شير اطمينان 
از ســلامتي آن توسط كشتن عوامل بيماري زاي موجود در شير و 
افزايش طول عمر نگهداري آن آن بوسيله ي نابود كردن آنزيم هاي 
نامطلوب و كاهش تعداد ميکروارگانيســم هاي مولد فساد مي باشد. 
در پاستوريزاســيون بايستي به كاهش 99/999 درصد )5 لگاريتمي( 
درميکروارگانيسم هاي زنده دست يافت.  بار ميکروبی بالای شير خام 
اوليه، عدم رعايت زمان و درجه حرارت مناســب پاستوريزاســيون و 
خنک كردن نادرســت از جمله عواملی هستند كه بر روی سلامت و 

عمر نگهداری شير پاستوريزه تأثير منفی می گذارند )4(.
 Srujana )2011( در بررسي ميکروبي 240 نمونه شير خام 
و 72 شــير پاســتوريزه در طي 6 ماه در نقــاط مختلف هند، تنها 
19/1درصد  از نمونه هاي شير خام را داراي كيفيت مناسب گزارش 
كردند. در مورد نمونه هاي شــير پاســتوريزه 81/9 درصد كيفيت 
مطلوب داشــتند. باكتري هاي جدا شــده از نمونه هاي شير شامل 
لاكتوباسيلوس، استافيلوكوكوس آرئوس، اشريشيا كولای، باسيلوس 

سوبتيليس، سالمونلاتيفي و كلي فرم هاي مدفوعي بودند )32(. 
Sepulveda و همــکاران )2005( متوجه شــدند كه تحت 
شــرايط ايده آل فرآوري و نگهداري، بسته به كيفيت ميکروبي شير 
خام، شير پاستوريزه يک ماندگاري 3 هفته را خواهد داشت )28(.

ميکروبــي  بررســي  در   )2008(  Annal Villi و   Kumaresan
شــيرهاي پاســتوريزه موجود در فروشــگاه هاي هند در طي 8 هفته 
 log 10 CFU/ml 4/15 - 4/44 ميانگين شــمارش باكتريايي را بين
 3/35 - 3/91  log 10 CFU/ml و تعــداد سرمادوســت هــا را  تــا
گزارش كردند. ميزان بروز ســويه هاي باكتري هاي سرمادوســت در 
نمونه هاي شــير پاستوريزه عبارت بودند از: سودوموناس فلوئورسانس 
فراجي )24/24درصد(، سودوموناس  )42/42درصد(، ســودوموناس 
آئروجينوزا )12/12درصد(، فلاووباكتريــوم آكواتيل )6/06درصد( و 

باسيلوس سرئوس )15/15درصد( )21(.           
با توجه به اهميت شــير پاســتوريزه در تغذيه و سلامت افراد 
جامعــه بويژه كودكان و ســالمندان، هدف از اين مطالعه بررســی 
فلور ميکروبي و تعيين ماندگاري شيرهاي پاستوريزه در شهرستان 

شيراز بود.
 

مواد و روش کار
در اين بررســي تعداد 60 نمونه يک ليتري شير پاستوريزه در 
فصل پاييز به طور تصادفي از سه كارخانه ي صنايع لبني شهرستان 
شيراز پس از توليد اخذ شده )هر كارخانه 20 نمونه( و در يخچال4  
درجه سانتي گراد نگهداري شدند. روزانه تعداد 6 نمونه مورد آناليز 

شيميايي و ميکروبي واقع شدند.

الف- آناليز شيميایي
بر روي نمونه هــا آزمون هاي اندازه گيري اســيديته با روش 
تيتراسيون با سود N/9 )روش درنيک( ، تست مقاومت الکلي با الکل 

68 و 72 درجه، pH با pH متر الکتريکي، نقطه انجماد با دستگاه 
اتوماتيک كرايوسکوپ،  وزن مخصوص توسط لاكتودانسيمتر )مدل 
ژربر، آلمان(، پروتئين به روش كلدال، چربي به روش ژربر، رطوبت 
توســط آزومتري )1، 5، 9، 11(، لاكتوز توســط روش Euber  و 
 Brunner )1979( به وســيله ي دســتگاه HPLC )شيماتسو، 
مدل Lc - 10 AD ، ژاپن( )16( و آزمون فسفاتاز قليايي به روش 

IDF )1987(  انجام گرفت. )19(

ب- آناليز ميكروبي
براي آناليز ميکروبي ابتدا از نمونه شــير پاســتوريزه و بر اســاس 
آئين  كار آزمايشــگاه هاي صنايع شــير ايران رقت تهيه شد و سپس با 
استفاده از محيط كشت B.H.I آگار )Brain Heart Agar( شمارش 
كلي باكتري ها مطابق با اســتاندارد پليت كانت )S.P.C( و بر اساس 
واحد تشــکيل دهنده كلني )C.F.U )Colony Forming Unit در 
ميلي ليتر مشــخص و گزارش شد. جهت شــمارش سرمادوست ها از 
محيط Plate Count Agar اســتفاده شــد و پليت ها به مدت 5 تا 
7 روز در دماي 5 درجه ســانتي گراد قرار داده شــدند. براي بررســي 
فلور ميکروبي شير پاســتوريزه كلني هاي موجود در هر پليت را كه از 
نظر ظاهر با هم تفاوت داشــتند به صــورت تصادفي انتخاب و به يک 
 )Nutrition Agar( محيط كشــت آگار مغذي و شيب دار آگار مغذي
درداخل لوله ي آزمايش منتقل كرده و در دماي30 درجه سانتي گراد 
به مدت 24 ساعت )جهت مزوفيل ها( و دماي 5  درجه سانتي گراد به 
مدت 5 روز )براي سرمادوست ها( گرمخانه گذاري شدند. آنگاه  تک تک 
كلني ها از نظر شــکل و ايجاد رنگدانه، اكســيداز، كاتالاز، رنگ آميزي 
 O/F ريخت شناسي، حركت و آزمون ،)Snot Test( گرم، اسنوت تست

مورد بررسي قرار گرفتند )6، 9(.
همچنين از محيط هاي اختصاصي تر جهت تأئيد جنسهاي جدا 
شــده، به طور مثال محيط كشت MRS آگار  براي لاكتوباسيلوس ها 
)گرمخانه گذاري در دماي 30 درجه ســانتي گراد به مدت 5-3 روز 
و اســتفاده از 5% دي اكسيد كربن(، محيط كشت ويولت ردبايل آگار 
)VRBA( جهت بررســي كلي فرم ها )به مدت 24 ســاعت در دماي 
30 درجه سانتي گراد(، محيط كشت Baird's Parker Agar براي 
ميکروكوك ها و اســتافيلوكوك ها )به مدت 48 ســاعت در دماي 30 
 Cetrimide Pseudomonas درجه ســانتي گراد( و  محيط كشت
Agar جهت ســودوموناس )به مدت 48 ساعت در دماي 22 درجه 

سانتي گراد( استفاده شد )6، 9(. 

آناليز آماري
داده هاي بدســت آمده در اين تحقيق توسط آزمونهاي آماري 
آنوواي يک طرفه، تســت تکميلي دانکن و آزمون همبســتگي در 
ســطح معنادار p>0/05  به وسيله نرم افزار آماري SPSS ويرايش 

16 مورد تجزيه و تحليل واقع شدند. 

نتایج
 نتايــج شــمارش كلــي باكتريايي، شــمارش سرمادوســت ها، 

تعيين تقریبي فلور ميكروبي  ...
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آزمون هاي الکل و فســفاتاز قليايي در جدول 1 آمده اســت. تعداد 
شــمارش كلي باكتريهادر طي 10 روز نگهداري و شــمارش سرمادوست ها 
از روز پنجــم به بعد به طور معناداري افزايش يافت. آزمون فســفاتاز 
قليايي در كليه روزها منفي، تســت الکل 68 درجه از روز ششــم و 
آزمون الکل 72 درجه از روز پنجم مثبت شــدند. جدول شــماره ي 
2 شــاخص هاي فيزيکوشــيميايی مورد بررســي را نشان مي دهد 
كــه اختلاف معناداري در طي 10 روز نگهداري نشــان ندادند. فلور 
 ميکروبي مزوفيل و سرمادوست به ترتيب در جدول هاي 3 و 4 نشان 
داده شــده است. در بررسی كلی فرم ها و استافيلوكوك ها هيچ گونه 
رشدی مشــاهده نشــد. هيچ گونه ارتباط معناداري بين فاكتورهاي 

ميکروبي و فيزيکوشيميايي مورد مطالعه بدست نيامد. 

بحث
وزن مخصوص يک ليتر شــير پاستوريزه بر اساس استاندارد ملی 
ايــران در دماي 15 درجه ســانتي گــراد  از 1029 تا 1033 گرم 
متفاوت است. در مطالعه حاضر در طول مدت نگهداری وزن مخصوص 
در همين محدوده قرار داشت. به طور كلی وزن مخصوص شير علاوه 
بر اينکه از دانسيته تک تک اجزای آن ناشی می شود تابع عواملی نظير 
نسبت چربی جامد به مايع و همچنين ميزان هيدراتاسيون پروتئين ها 
نيز می باشــد. از اين رو حرارت دادن و فرآيند نيز باعث تغيير وزن 

مخصوص شير می شود )3، 4، 7(.
ميزان اســيديته شير پاستوريزه بر اساس اســتاندارد ملی ايران 
كمتــر از 1/6 گرم در ليتر برحســب اســيد لاكتيک می باشــد. در 
تمام دوره بررســی حاضر ميزان اســيديته كمتر از عدد مذكور بود. 
اســيديته طبيعی يا ظاهری شــير به دليل تركيبات خاصی اســت 
 كه واكنش اســيدی از خود نشــان می دهند. از جمله اين تركيبات 
می توان به فسفات های اسيدی، پروتئين ها )كازئين و آلبومين ها( و 
تاحد كمی سيترات ها و دی اكسيد كربن اشاره نمود. اسيديته واقعی، 
اســيديته ای است كه در نتيجه توليد اسيد لاكتيک در شير به دليل 
فعاليت باكتری ها بر روی لاكتوز حاصل می شود. اسيديته قابل تيتر 

حاصل جمع دو اسيديته ی طبيعی و واقعی می باشد )3، 7(.
pH شــير پاســتوريزه در دمای 25 درجه ســانتيگراد مطابق 
اســتاندارد ملي ايران، بين 6/6 تا 6/8 می باشد. حرارت دادن باعث 
كاهش pH شير می شــود كه علت اصلی آن تغيير حالت فسفات 
 pH كلسيم از شکل محلول به فرم كلوئيدی می باشد. اين كاهش
در فرآيندهای شــديد حرارتی نظير استريليزاسيون، در اثر تجزيه 
لاكتوز و توليد اسيد، مشهودتر است. در مطالعه حاضر pH كاهش 

معناداری را نشان نداد )3، 7(.
نقطه انجماد با ثبات ترين خصوصيت فيزيکی شير است. نقطه 
انجماد شــير به خاطر وجود مواد جامد محلــول )لاكتوز و املاح( 

جدول 1- اسامی و مشخصات ماهيان مطالعه شده در استخرهای پرورش ماهيان گرمابی در استان اصفهان

روز
شمارش کلي باکتری ها

)×103cfu/ml(
شمارش سرماگراها

)×103cfu/ml(
فسفاتاز
قليایی

آزمون الكل 
 68 درجه

آزمون الكل 
 72 درجه

12/10 ±0/41a----

26/30 ±0/75b----

36/83 ±0/31b----

49/40 ±0/93c----

522/80 ±2/07d1/70 ±0/39a--+

671/70 ±15/76c7/53 ±2/01b-++

7140/37 ±39/48fg16/00 ±6/95c-++

8142/50 ±3/54f38/92 ±9/87d-++

9231/33 ±20/76h97/18 ±10/64c-++

10170/00 ±7/74g140/00 ±24/65f-++

a-h : وجود حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده ی اختلاف آماری معنادار در سطح p>0/05 می باشد.
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)پژوهشوسازندگی(7

كمی پائين تر از آب می باشــد و مقدار عــددی آن بين 0/512- 
 تا 0/550- درجه ســانتی گراد قرار دارد. حرارت دادن شــير باعث 
 توده ای شــدن نمک های محلول و يــا انتقال تركيبات محلول به 
ميســل های كلوئيدی كازئين يا گلبولهای چربی می شــود كه در 
نتيجه نقطه انجماد افزايش می يابد. در فســاد باكتريايی شــير به 
علت توليد اســيد لاكتيــک و افزايش مواد معدنــی محلول، نقطه 
انجماد كمتر از حد معمول می باشــد. در طی بررسی حاضر تغيير 
معناداری در نقطه انجماد شيرهای پاستوريزه مشاهده نشد )3، 4(.
چربی شــيرهای پاســتوريزه مورد مطالعه بــر روی 2/5 درصد 
 تنظيم شده بود كه در طی بررسی تغيير معناداری نداشت. همچنين 
ميزان های ماده خشــک، پروتئين و لاكتــوز در محدوده ی طبيعی 
خود به ترتيب 14/5- 10/5، 5- 2/9 و 5/5- 3/6 قرار داشتند )4(. 

آنزيم فســفاتاز قليايی شــير در pH حــدود 9/5 و در 37 درجه ی 
ســانتيگراد فعال اســت و واكنش تبديل پارانيتروفنيل فســفات به 
پــارا نيتروفنول را كاتاليــز می كند كه در اين حالــت رنگ زرد در 
محلول قليايی ايجاد خواهد شد. فسفاتاز قليايی موجود در شير، طی 
پاستوريزاســيون از بين می رود، از اين نظر در شــير پاستوريزه اين 
آنزيم وجود ندارد. اين آزمون برای صحت پاستوريزاســيون شير و در 
شير تازه ی پاستوريزه شده ارزشمند است. با گذشت زمان نگهداری 
 شــير پاســتوريزه اين آنزيم از حلت دناتوره به حلــت طبيعی خود

بر می گردد و نتيجه آزمون مثبت می شود. در مطالعه ی حاضر پس 
از 10 روز نگهداری همچنان نتيجه ازمون منفی بود )5(.

از آزمايش الکل به منظور ارزيابی ســريع شير از لحاظ اسيديته 
و پايــداری آن در مقابل فرآيندهای حرارتی اســتفاده می شــود. در 
 ايــن آزمون از الکل اتيليک 68 درصد وزنی اســتفاده می شــود. در 
كارخانه هايی كه شير استريليزه فرآوری می شود، الکل 72 و 74 درجه 
 نيز برای اين آزمايش بکار می روند كه حساســيت آزمون را افزايش 
می دهد. در اين مطالعه آزمون الکل 68 درجه از روز ششــم و الکل 
72 درجه از روز پنجم مثبت شدند كه نشان دهنده ی نامناسب بودن 

و عدم پايداری شيرها در برابر فرآيند حرارتی  است )5(.
شــير و محصــولات لبنــي مي تواننــد يــک تنوعــي از 
ميکروارگانيسم ها را دارا باشند و از منابع مهم پاتوژن هاي غذازاد 
محســوب گردند )10، 25 ، 34(. در يک بررسي كه در فاصله ي 
مرداد تا اســفند سال )2001( در آفريقاي جنوبي صورت گرفت 
از 30 كارخانه توليد شــير پاســتوريزه و از هــر كدام 10 نمونه 

 Staphilococcus اخذ شدند. نمونه هاي مذكور به ميزان 2/2درصد
epidermidis ، 2/2درصــد Enterococcus feacalis ، 1/1درصد 
آلودگــي   E.coli 3/6درصــد  و   Staphilococcus intermedius

داشتند )15(.
شــير پاســتوريزه  شــده به روش HTST و نگهداري شــده در 
يخچال داراي يک عمر ماندگاري 7 تا 28 روز مي باشد )23(. رشد و 
متابوليســم ميکروبي، عمر ماندگاري شير را بوسيله ي ايجاد تغييرات 
نامطلوب در آروما و مزه ي شير كه بر قابليت پذيرش محصول توسط 

مصرف كننده مؤثر است كاهش مي دهد )17(. 
عواملي كه در فســادِ شــير پاســتوريزه در طي نگهداري دخيل 
هســتند شامل: 1( فاكتورهاي ذاتي در داخل شير از جمله اسيدهاي 
چــرب آزاد و محتواي طبيعي فلزات آن. 2( عوامل خارجي و فرآوري 
شــامل دســتکاري، هم زدن، نگهداري، درجه حرارت، در معرض نور 

واقع شدن و آلودگي توسط فلزات يا ميکروارگانيسم ها. 
اين عوامل را مي توان به عنوان تغذيه اي )مثل تخريب ويتامين ها( 
و ارگانولپتيک )مثل توســعه ي طعم هاي نامطلوب( دسته بندي نمود. 
بــا توجه به علت مي تــوان آنها را تحت شــيميايي )بــه طور مثال 
اكسيداسيون ليپيدها(، فيزيکوشيميايي )مثل اكسيداسيون ناشي از 
نور( يا ميکروبي )مثل رشــد باكتري هاي سرمادوست( تقسيم بندي 
كرد. بنابراين نظارت و ارزيابي كيفيت ميکروبي و شــيميايي شــير 

پاستوريزه در طي نگهداري بسيار با اهميت است. 
نوع بســته بندي مورد استفاده در شير پاستوريزه ممکن است به 
طور اساسي بر روي خصوصيات كيفي شير بوسيله ي كنترل مستقيم 
ميزان اكسيژن و نور در دسترس براي واكنش با محصول و نيز تأمين 
يک ســد مناسب براي پيشــگيري از آلودگي پس از پاستوريزاسيون 

توسط ميکروارگانيسم ها اثر گذارد )33(. 
Griffiths و Phillips )1988( گــزارش كردنــد كــه يکي از 
مهمتريــن فاكتورهــا در كاهش دوره ي ماندگاري محصولات شــير 
پاســتوريزه درجه حرارت نگهداري شــير خام است )18(. طبق نظر 
Blickova )2000( جداي از درجه حــرارت نگهداري، فاكتورهاي 
مهــم ديگر ميزان واقعي باكتري هاي سرمادوســت در شــير خام و 

سرعت سرد كردن شير خام مي باشد )12(. 
طولاني شدن نگهداري شير خام قبل از پاستوريزاسيون منجر به 
افزايش باكتريهاي سرمادوســت، ليپوليتيک و پروتئوليتيک مي شود 
كه آنزيم هايي را توليد كرده و منجر به تغييراتي در شــير شــده كه 

روز دهمروز نهمروز هشتمروز هفتمروز ششمروز پنجمميكروارگانيسم

1/81 ± 1/1413/23 ± 4/2022/19 ± 3/1751/30 ± 2/7312/03 ± 6/3939/01 ± 55/61لاكتوباسيلوس

1/09 ± 1/6723/17 ± 2/1633/58 ± 0/9447/83 ± 5/3546/34 ± 1/2744/53 ± 43/13سودوموناس

5/33 ± 3/5363/60 ± 0/1244/23 ± 6/040/87 ± 3/3841/63 ± 0/2316/46 ± 1/17ميکروكوكوس

جدول 4-  درصد فلور باکتریایي سرمادوست شيرهاي پاستوریزه در طي 10 روز نگهداري در یخچال ) ميانگين ± انحراف معيار(
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مشــکلاتي را در فرآوري شــير و كيفيت محصولات شيري به دنبال 
خواهد داشت )14(.

پاستوريزه كردن شير منجر به افزايش فعاليت پروتئوليتيکي شير 
مي شود كه احتمالاً بخاطر از بين رفتن مهاركننده هاي فعال كننده ي 
پلاسمينوژن مي باشد. لذا سطح پلاسمين در شير پاستوريزه افزايش 
مي يابــد. همچنيــن پروتئازهايي كه توســط ميکروارگانيســم هاي 
سرمادوست در طي نگهداري شير پاستوريزه در سرما توليد مي شوند 

در اين رابطه مؤثرند )30(. 
باكتري هاي سرمادوست در شير مشکل حادي در ارتباط با فساد 
شــير ايجاد نمي كنند. اغلب آنها كوكســي هاي گرم منفي حساس به 
حرارت بوده كه در درجه حرارت پاستوريزاســيون غيرفعال مي شوند. 
امــا آنزيم هايي كه اين ميکروارگانيســم ها توليــد مي كنند مقاوم به 
حرارت بوده و قادر به تجزيه ي اجزاي مهم شير مي باشند. پروتئوليزي 
كه توسط ميکروارگانيسم هاي سرمادوست رخ مي دهد منجر به انعقاد 
شير و طعم نامطلوب و تلخ شير مي گردد. در طي نگهداري محصولات 
پاستوريزه چنين مشکلاتي مشاهده مي شــود. ليپازها و پروتئازهاي 
ميکروبي مهمترين آنزيم هايي هســتند كه كيفيت شير و محصولات 
لبنــي را كاهش مي دهند )14(. به طور كلي مقادير بالاي باكتريهاي 
سرمادوست در شــير خام مورد نياز است تا به ميزان كافي پروتئاز و 
ليپاز مقاوم به حرارت توليد شــود تا پس از پاستوريزاسيون چربي و 

پروتئين را تجزيه كنند )13(.
در تحقيق حاضر ماندگاري شــير پاستوريزه بر مبناي استاندارد 
ايران و حد مجاز شــمارش كلي باكتريايي كمتر از 75000، 6 روز در 
نظر گرفته شــد كه اين ماندگاري كوتاه احتمالاً بدليل آلودگي بالاي 

شير خام اوليه مي باشد)8(.  
Moyssiadi و همکاران )2004( و Karatapanis و همکاران 
 )2006( پايــداري شــير پاســتوريزه در بطري هــاي تک لايه ي 
 پلي اتيلن با دانسيته ي بالا )HDPE( كه با اكسيد تيتانيوم رنگي شده 
 بودند را ارزيابي كردند. در زمان صفر، شــمارش مزوفيل ها بالاي

 cfu/ml log 4 و بعد از 7 روز نگهداري در 4 درجه ســانتي گراد 
 به cfu/ml log 6 افزايش يافت. شــمارش سرمادوست ها بالاتر از

 cfu/ml log 3 در زمان صفر، و بعد از 7 روز نگهداري در 4 درجه سانتي گراد 
 Hansen و Simon .)24 ،20( 5 افزايش يافت cfu/ml log بــه
 )2001( رشــد ميکروبي را در شير پاستوريزه شده در بسته بندي 
مقوايي با كاغذ دروني ارزيابي كردند و شمارش مزوفيل ها از 0 تا 
CFU/ml log 2 و سرمادوست ها را تقريباً CFU/ml log 1 بعد از 
4 هفته نگهداري در 2 درجه ســانتي گراد گزارش كردند. آنها طول 
عمر ماندگاري شــير پاســتوريزه را بين 15 و 10 روز بسته به دماي 

نگهداري 4 تا 8 درجه سانتي گراد ذكر كردند )31(.
در بررسی  Zygoura  و همکاران )2004( شمارش مزوفيل ها ی 
 4/65 cfu/ml Log شير پاستوريزه در روز شروع )روز صفر( معادل با
بود كه اين ميزان بالا نشــان دهنده ي شرايط جمع آوري ضعيف شير 
در سرتاسر يونان مي باشد. بعد از 7 روز نگهداري شمارش مزوفيل ها 
بين 6/56 و cfu/ml Log 7/16 و شمارش سرمادوست ها بين 6/11 
و cfu/ml Log 6/69 بــود. در مورد نمونه هاي شــير با مواد مختلف 

بســته بندي در طي 7 روز نگهداري هيچ گونه تفــاوت معناداري از 
لحاظ شمارش مزوفيل ها و سرمادوست ها مشاهده نشد. آنها بر مبناي 
آناليز ارگانولپتيک، طول عمر ماندگاري شير پاستوريزه با چربي كامل 

در يونان 5 روز گزارش كردند )35(.  
 Burdova، Baranova، Laukova، Rozanska در تحقيــق
و Rola )2002( بــا اندازه گيري شــمارش كلي باكتريها، شــمارش 
كلي فرمها و ارزيابي حســي، عمر ماندگاري شــيرهاي پاســتوريزه 
 اندازه گيــري شــد. ملاك شــمارش اســتاندارد براي اين شــيرها 
cfu/ml 20000< بود كه پس از 7، 10 و 14 روز نگهداري در دماي 
6/1 درجه ســانتي گــراد از 46درصد  تا 66درصــد ، 25درصد تا 50 
درصد و 12درصد تا 32درصد از شيرها اين ملاك را دارا بودند. در اين 
بررسي درجه حرارت نگهداري 10 درجه سانتي گراد عمر ماندگاري 
شيرپاستوريزه را در مقايســه با دماي نگهداري 4 درجه سانتي گراد 
به ميــزان 66 درصد كاهش داد. بدين صورت كه ميانگين ماندگاري 
شــير پاســتوريزه با چربي كامل در 4 درجه سانتي گراد  ، 31 روز و 
شــير پاســتوريزه با چربي جزيي 32/57 روز بود در حالي كه در 10 
درجه ســانتي گراد ميانگين ماندگاري بــه ترتيب 11 و 10/71 روز 
بود. ارزيابي فعاليت آنزيم هاي پروتئوليتيک و ليپوليتيک توليد شــده 
توسط ميکروارگانيسم هاي سرمادوست در دماهاي مختلف نگهداري، 
افزايش فعاليت ميکروارگانيســم هاي سرمادوست را بعد از 2 تا 3 روز 
در 10درجه ســانتي گراد نشــان داد. نگهداري در 4 درجه ســانتي 
گــراد توليد چنين آنزيم هايي را حتي در يک دوره زماني ســه برابر 
بيشتر موجب نشد. اين محققين ذكر كردندكه كاهش درجه حرارت 
نگهداري به ميزان حدود 1 درجه ســانتي گراد در محدوده ي 0 تا  5 
درجه سانتي گراد  در مقايسه با همين كاهش در دماهاي بالاتر داراي 
اثر نسبي بيشــتري در مهار ميکروارگانيسم ها دارد. همچنين كاهش 
دماي نگهداري از 10درجه سانتي گراد  به 8 درجه سانتي گراد ، از 4 
درجه ســانتي گراد  به 2 درجه سانتي گراد و از 2 درجه سانتي گراد 
به  0 درجه ســانتي گراد  به ترتيب ماندگاري را يک روز، 3/5 روز و 

5/7 روز افزايش مي دهد )14(.         
عمــر  )2009( طــول   Oliveira و   Petrus، Loiola، Silva
ماندگاري شــير پاســتوريزه در برزيل را از 3 تــا 8 روز ذكر كرده و 
عنوان نمودند كه اين ماندگاري كوتاه عمدتاً به خاطر شرايط ضعيف 
زنجيره ي ســرما مي باشــد. آنها تأثير درجه حرارت نگهداري بر روي 
پايداري ميکروبي و حســي شــير پاســتوريزه ي هموژنيزه با چربي 
كامل )75 درجه ســانتي گراد به مدت 15 ثانيه( بسته بندي شده در 
بطري  هاي HDPE  و LDPE )ظروف پلي اتيلن با دانسيته ي پائين( 
كه هر دو تک لايه بوده و توسط دي اكسيد تيتانيوم رنگي شده بودند 
را بررســي كردند. حد بالاي پذيرش كيفيت شــير بر اساس ارزيابي 
 ميکروبي نتايج شــمارش مزوفيل ها و سرمادوســت ها به ترتيب 7 و

cfu/ml Log 6 بــود. عمــر مانــدگاري ميکروبي براي شــيرهاي 
پاستوريزه ي بسته بندي شده در بطري هاي HDPE و نگهداري شده 
در دماهــاي 4، 9 و 14 درجه ســانتي گراد به ترتيب 36، 8 و 5 روز 
تخمين شده شد. در مورد ظروف LDPE عمر ماندگاري 35، 7 و 3 روز 
 تخمين زده شد. بر مبنايِ پايداري خواص حسي عمر ماندگاري براي 

تعيين تقریبي فلور ميكروبي  ...
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بطري هاي HDPE در دماهاي نگهداري 4، 9 و 14درجه ســانتي گراد به 
ترتيب 28، 9 و 4 روز بودند. در شــيرهاي بسته بندي شده در ظروف 

LDPE عمر ماندگاري حسي 28، 7 و 2 روز بود )26(.
 امروزه اســتفاده از تکنيک هاي جديد توليد به طور مثال كاربرد 
توأم ميکروفيلتراسيون و پاستوريزاسيون توانسته است ماندگاري اين 
شيرها رادر طي نگهداري در زنجيره ي سرما تا 4 هفته افزايش دهد 

 .)29(
 در اين مطالعه فلور ميکروبي شــير پاســتوريزه باكترهاي گرم 
مثبت از جنــس هاي ميکروكوكوس، لاكتوباســيلوس، باســيلوس، 

كورينه باكتريوم و  گرم منفي سودوموناس تعيين گرديد.
در مطالعــه ي Mahari و Gashe )1990( در يــک كارخانه ي 
شــير در اتيوپي از كل تعداد باكتري هاي موجود در شير پاستوريزه 
53درصــد سرمادوســت، 39/5 درصــد ترموديوريــک و 7/5 درصد 
گرمادوســت بودند. جدايه ها عمدتاً متعلق به جنس هاي باســيلوس، 
اســترپتوكوكوس، لاكتوباسيلوس، آرتروباكتر، آلکاليژنز، آئروموناس و 

سودوموناس بودند )22(. 
در بررســي Ranieri و Boor )2009( بــراي تعييــن اكولوژي 
ميکروبي شــير پاســتوريزه در 18 كارخانه ي شير در آمريکا از 589 
جدايه ي باكتريايي 346 تا متعلق به باكتريهاي گرم مثبت باســيلوس 
و Paenibacillus بود. در طــيِ نگهداري در يخچال در روزهاي 1، 
7 و 10 بيش تر از 84% از اين جمعيت متعلق به جنس باســيلوس و 
در روز 17 بيش از 92% اختصاص به جنس Paenibacillus داشــت 
كه نشــان دهنده ي تغيير جمعيت ميکروبي در طي نگهداري شــير 

پاستوريزه در يخچال بود )27(. 
 در مجمــوع بررســی حاضر نشــان داد كه بين شــاخص های 
فيزيکوشــيميايی و ميکروبی شــير پاســتوريزه در طی نگهداری در 
يخچال ارتباط معناداری وجود نداشته و شاخصهای فيزيکوشيميايی 
تغييــرات معناداری نشــان ندادنــد. لذا نمی توان از شــاخص های 
فيزيکوشيميايی جهت تسريع ارزيابی فساد شير پاستوريزه به عنوان 
جايگزين شــاخص های ميکروبی استفاده نمود. طول عمر ماندگاری 
شير پاستوريزه نگهداری شده در يخچال حداكثر 6 روز تعيين گرديد 
كه اين مدت كوتاه می تواند ناشی از بالا بودن آلودگی ميکروبی شير 

خام باشد.  

منابع مورد استفاده
1-  پروانه، و. )1385( كنترل كيفی و آزمايش های شــيميايی مواد غذايی، 

چاپ سوم، انتشارات دانشگاه تهران. صفحه 109-183.
2-  ديانی دردشــتی، ا.، كريم، گ. بکايــی، س. و امين لاری، م. )1379( 
مطالعه كيفيت شــيرهای تحويلی به كارخانه صنايع شــير ايران بر اساس 
اندازه گيری شاخص های مختلف شيميايی و شمارش كلی باكتريايی. مجله 

دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران شماره 3 صفحه 59-61.
3-  قدس روحانی، م. )1387( مبانی شــيمی شير. انتشارات سناباد. صفحه 

.41-55
4-  كريم، گ. )1386( بهداشــت و فناوری شير. انتشارات دانشگاه تهران. 

صفحه 10، 30-36.

5-  كريــم، گ. محمدی، خ. خندقی، ج. و كريمــی، ه.  دره آبی، )1387( 
آزمون های شــير و فرآورده های آن. انتشــارات دانشگاه تهران. شماره 21 

صفحه 183- 181.
6- كريم، گ. مرتضوی، ع. و. ســعيدی اصل، م. )1383( بررســی وضعيت 
بهداشــتی و تعيين تقريبی فلور ميکروبی شير خام در منطقه سبزوار. مجله 

علوم دامپزشکی ايران شماره 2 صفحه 61-68.
7- مؤسسه اســتاندارد و تحقيقات صنعتی ايران، )1375( شير پاستوريزه، 

ويژگی ها. شماره 93.
8- مؤسســه اســتاندارد و تحقيقات صنعتی ايران، )1387( ميکروبيولوژی 

شير و فراورده های آن، ويژگی ها. شماره 2406 تجديد نظر دوم.
9- نواب پور، ث. و شــهبازلو، ف. )1380( آيين كار آزمايشگاه های شركت 

سهامی صنايع شير ايران. صفحه 64-86.
10- Abd Elrahman, S.M.A., Said Ahmad, A.M.M. El Zubeir,  
I.E.M. EL Owni, O.A.O. and Ahmed, M.K.A. (2009) 
Microbiological and physicochemical properties of raw milk 
used for processing pasteurized milk in Blue Nile Dairy 
Company (Sudan). Australian Journal of Basic and Applied 
Sciences. 3(4): 3433-3437.
11- AOAC International, (2003) Official methods of 
analysis of AOAC International. 17th edition. 2nd revision. 
Gaithersburg, MD, USA, Association of Analytical 
Communities.
12- Beličková, E. (2000) The ecology of staphylococci in 
raw and heat-treated cow’s milk. Folia Vet. 44: 211-214.
13- Beloti, V., Barros, M.A.F. Nero, L.A.Pachemshy,  J.A.S. 
Santana, E.H.W. and Franco, B.D.G.M. (2002) Quality of 
pasteurized milk influences the performance of ready-to 
use systems for enumeration of aerobic microorganisms. 
International Dairy Journal. 12: 413–418.
14- Burdova, O. Baranova, M. Laukova,  A. Rozanska H. and 
Rola, J.G. (2002)  Hygiene of pasteurized milk depending on 
psychrotrophic microorganisms. Bull. Vet. Inst. Pulawy. 46: 
325-329.
15- El Zubeir, I.E.M., Gabriechise V. and Johnson, Q.  
(2008) Comparison of chemical composition and microbial 
profile of raw and pasteurized milk of the Western Cape, 
South Africa. International Journal of Dairy Science. 3(3): 
137-143.
16- Euber, J.R. and Brunner, J.R. (1979) Determination 
of lactose in milk products by High-Performance Liquid 
Chromatography. Journal of Dairy Science. 62: 685-690.
17- Fromm, H.I. and Boor, K.J. (2004) Characterization of 
pasteurized fluid milk shelf-life attributes. Journal of Food 
Science. 69(8): 207-214.
18- Griffiths, V.M. and Phillips, J.D. (1988) Modelling the 



10 )پژوهشوسازندگی(

relation between bacterial growth and storage temperature in 
pasteurized milk of varying hygienic quality. J. Soc. Dairy 
Techn. 41: 96-102.
19- IDF STANDARD, (1987) Detection of phosphatase 
activity(screening method). Brussels, Belgium: International 
Dairy Federation: 82A. 
20- Karatapanis, A.E., Badeka, A. Kyriakos, A. Savvaidis 
, I.N.  and Kontominas, M.G.E. (2006) Changes in flavour 
volatiles of whole pasteurized milk as affected by packaging 
material and storage time. International Dairy Journal. 
16:750–61.
21- Kumaresan, G. and Annal Villi, R. (2008) Incidence 
of Pseudomonas species in pasteurized milk. Tamilnadu 
Journal of Veterinary and Animal Sciences. 4(2): 56-59.
22- Mahari, T. and Gashe, B.A. (1990) A survey of the 
microflora of raw and pasteurized milk and the sources of 
contamination in a milk processing plant in Addis Ababa, 
Ethiopia. Journal of Dairy Research. 57: 233-238
23- Meunier-Goddik, L. and Sandra, S. (2002) Liquid Milk 
Products / Pasteurized Milk.
Encyclopedia of Dairy Sciences. Amsterdam: Academic 
Press, 3: 1627-1632.
24- Moyssiadi, T., Badeka, A. Kondyli, E. Vakirtzi, T. 
Savvaidis, I.  and Kontominas, M.G.E. (2004) Effect of light 
transmittance and oxygen permeability of various packaging 
materials on keeping quality of low fat pasteurized milk: 
chemical and sensorial aspects. International Dairy Journal. 
14:429–36.
25- Oliver, S.P., Jayarao, B.M. and Almeida, R.A. (2005) 
Foodborne pathogens in milk and the dairy farm environment: 
food safety and public health implications. Food-borne 
Pathogenic Disease. 2(2): 115- 129.
26-  Petrus, R., Loiola, C. Silva , C.  and Oliveira, C. (2009) 
Microbiological and sensory stability of pasteurized milk in 
Brazil. Chemical Engineering Transactions. 17: 939-944.
27- Ranieri, M.L. and Boor, K.J.  (2009) Bacterial ecology 
of high-temperature, short-time pasteurized milk processed 

in the United States. Journal of Dairy Science. 92(10): 4833-
4840.  
28- Sepulveda, D.R., G´ongora-Nieto, M.M. Guerrero, J.A. 
and Barbosa-C´anovas, G.V. (2005) Production of extended-
shelf life milk by processing pasteurized milk with pulsed 
electric fields. Journal of  Food Engineering. 67:81–86.
29- Schmidt, V.S.J., Kaufmann,V.  Kulozik, U. Scherer , S. 
and Wenning, M.  (2012) Microbial biodiversity, quality and 
shelf life of micro fi ltered and pasteurized extended shelf 
life (ESL) milk from Germany, Austria and Switzerland. 
International Journal of Food Microbiology. 154: 1-9.
30- Schroeder, D.L., Nielsenm, S.S. and Hayes, K.D. (2008) 
The effect of raw milk storage temperature on plasmin 
activity and plasminogen activation in pasteurized milk. 
International Dairy Journal. 18: 114–119.
31- Simon, M. and Hansen, A.P. (2001) Effect of various 
dairy packaging materials on the shelf life and flavor of 
ultrapasteurized milk. Journal of Dairy Science. 84:767–73.
32- Srujana, G., Rajender Reddy, A. Krishna Reddy V. 
and Ram Reddy,  S. (2011) Microbial quality of raw and 
pasteurized milk samples collected from different places 
of warangal district, (A.P.) India. International Journal of 
Pharma and Bio Sciences. 2(2): 139-143.
33- Vassila, E., Badeka, A. Kondyli, E. Savvaidis, I. and 
Kontominas, M.G. (2002) Chemical and microbiological 
changes in fluid milk as affected by packaging conditions. 
International Dairy Journal. 12: 715–722.
34-Yagoub, S.O., Awadalla, N.E. and El Zubeir, I.E.M. 
(2005) Incidence of some potential pathogens in raw milk 
in Khartoum North (Sudan) and their susceptibility to 
antimicrobial agents. Journal of Animal and Veterinary 
Advances. 4(3): 356- 359.
35- Zygoura, P., Moyssiadi, T. Badeka,  A.  Kondyli, E. 
Savvaidis, I. and Kontominas, M.G. (2004) Shelf life of 
whole pasteurized milk in Greece: effect of packaging 
material. Food Chemistry. 87: 1–9.

                      

تعيين تقریبي فلور ميكروبي  ...


