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 از مراحل مختلف خط Alicyclobacillus يها گونهیی وشناسايجداساز

و  یلکولو بر کشت ومیاز روش مبتن  با استفادهید رب گوجه فرنگیتول
  Alicyclobacillus ي هايبررسی اثر بریکس بر رشد باکتر
  

  4، مسعود یاورمنش3ی محمدباقر حبیبی نجف،2 محمدرضا عدالتیان دوم،1 شهناز بختیاري
  

  دانشگاه فردوسی مشهد دانش آموخته کارشناسی ارشد گروه علوم و صنایع غذایی دانشکده کشاورزي، - 1
  . دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -2 

     استاد گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي ، دانشگاه فردوسی مشهد - 3
  علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهددانشیار گروه  - 4

 )28/08/97: رشیپذ خیتار  96/ 12/12:  افتیدر خیتار(

  
  دهیچک
 .بود هاين باکتریا در حذفون یزاسی پاستورییکارا یبررس و یفرنگرب گوجه دیتوللوس از مراحل یکلوباسیسی آلیی و شناسايجداساز ق،یتحق هدف

و پس از   شدبرداشتهروز  در سه، شش نمونه ییون نهایزسیپس از پاستور و ونیزاسیاز پاستور  قبلیفرنگشامل پوره، رب گوجههر مرحله  از  ایزوله ها
 11 و 8کس ی با بریینمونه ها کس بر رشد آن،ی و اثر بري رشد باکتریی توانایابیجهت ارز. ند شدي برکشت جداسازیمبتن يهاروش ، بایشوك حرارت

مرحله جنس وگونه   تاBLAST و یابیی توالزوله پس ازیا17 .دی گردیه و همراه پوره بررسیته يق سازیبا رق، 25-27کس ی با بریرب گوجه فرنگاز 
جنس  ، Bacillus هاي جنس شامل ایزوله 4 و  بودندAlicyclobacillus acidocaldariusمربوط به گونه   شدهییشناسا هیسو13. شدندییشناسا

Brevibacillus )2رب قبل از  در کشتي بر مبنا،حجم واحد درلوس یکلوباسیسی آلي هاتعداد سلول .بودند و یک ایزوله باکتري ناشناخته)  ایزوله 
ون در کاهش یزاسیند پاستوریر فرایتاثانگر یکه ب بود 31/2±17/0 ییون نهایزاسیاز پاستور رب پس در و cfu/ml± SD 29/0±34/2 ونیزاسیپاستور

ن ی ب)409/0 و 491/0ضریب همبستگی (یفی ضعی که وابستگداد نشان یجفت شده رب گوجه فرنگ tج آزمون ینتا. د سلول در واحد حجم بودتعدا
 و 8کس ی برواحد حجم در درآلیسیکلوباسیلوس ن تعداد سلول ین بیوجود دارد و همچن با بریکس  در واحد حجملوسیکلوباسیسی آلي هاسلول تعداد

جاد یا  در واحد حجم،ي در تعداد سلول باکتري داریکس تفاوت معنی درجه بر3ش ی افزااین بدان معنی است که. ندارد وجود ي داریعن اختلاف م11
  . کندینم
  
  PCR، یکس، رب گوجه فرنگیلوس، بریکلوباسیسیآل:  واژگاندیکل
  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: edalatian@um.ac.ir    
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  مقدمه - 1
 يدیاس ییمواد غذا در فساد لوسیکلوباسیسی آليهاينقش باکتر

دنبال فساد گسترده   به1984ن بار در سال یاول يبرا وه هایآبمو 
.  در آلمان مورد توجه قرار گرفتیزه صنعتیب پاستوریآب س

کروب ین میا ییتوانا، ی مقاومت حرارتي بر رويمطالعات بعد
در صنعت  ون کهیزاسیپاستورند یفرا ی طیزنده مان ها را در

 کرد آشکار ، رودیم به کار يدی اسيوه ها و غذاهای آبميبرا
 5/2حدود  pH قادر به رشد در یها به راحتين باکتریا .]1[

 رشد يرا درجه سانتیگراد ب20- 70 ییمحدوده دما و ]2[هستند
 یبه طور کل. ]3[ باشدی مناسب مين باکتری ايهانهاغلب گو

د ی گرمادوست و اسيهاي از باکتری شامل گروهجنسن یا
دکننده یزا و تول يماریر بی غ،ي، هوازدوست، گرم مثبت

ها خاك باغات ين باکتری ایاصل منشأ.]5و4[ باشدیماندوسپور 
 آلوده به خاك به يوه هایق میاز طر باشد ویو جنگل ها م

ن یاگر چه ا .]5[ابندییزات آن راه میو تجه دیخطوط تول
 حاصل از آنها يها تی متابولیستند ولی زا نيماری ها بيباکتر

د یر قابل مصرف شدن محصول وخسارت به تولیعث غبا
ن یت ای از فعالیناش فساد. ]7و6[گرددیکنندگان و کارخانه ها م

ا بدون یر طعم و بو همراه با رسوب ییها اغلب با تغيباکتر
د گاز یجاد کدورت و بدون تولیر رنگ محصول و اییتغ رسوب،

د ی بدون توللوس قندها رایکلوباسیسی آليونه هاگ. ]8 [ باشدیم
 9/0شتر از یب )(awآب ت یزان فعالیکنند و میزه میگاز متابول

 يگونه ها. ]9[باشد یاز میها موردنين باکتریا  رشديبرا
، ]2[زه ی پاستوريوه هایارتباط با فساد آبم لوس دریکلوباسیسیآل

 آب ،]11[ گازدار يوه هایآبم ،]10[ سرد يوه ها و چایپالپ م
 قطعه شده ی فرنگو کنسرو گوجه ] 12[ناد مویک و لیزوتونیا
ن ی ای مقاومت حرارتیبه طور کل. اند  شناخته شده]13[

و  ω-Alicyclic چرب يدهای ها را مرتبط با نقش اسيباکتر
ن گونه ها ی در ب]14و15[دانند  ی می در غشاء سلول1دیوپانوئه

 14  تاکنونين باکتری ا شناخته شدهیکی ژنوميهارگونه یزو 
 يدارا Alicyclobacillus acidocaldariusمانند گونه 

 ی میدر غشاء سلول 2کلوهگزانیس چرب امگا يدهایاس
  .]17 و16[باشند
 ،لوسیکلوباسیسیآل يارتباط با باکتر ت غالب را دریمتابول
که بو و طعم مشابه  ]18[باشد ی م) فنلیمتوکس-2 (اکولیگوآ

                                                             
1. Hopanoid 
2. ω-cyclohexane 

 ی فنلين بویکننده و همچن یو مواد ضدعفون ییداروبات یترک
ق یاکول از طرید گوآیه تولین فرضیمحتمل تر .]20و19[دارد 
 است که در ساختار یبیترکباشد که یک مید فرولیسم اسیمتابول

و در  ]21[ وجود داردیاهی گيواره سلولهای ديدهای ساکاریپل
طبیعت به وفور در بافت میوه ها و سبزیجات، برگ ها، 

ر از یبه غ .]22[می شود حبوبات و دانه هاي روغنی یافت 
 و ]23[ کلروفنل ي د6و2ر ی نظيگری دیبات فنلیاکول ترکیگوآ

 يت های از جمله متابول]6[ بروموفنل ي د6و2ن یهمچن
لوس یسکلوباسیآل يکه باکترباشندی مي اشناخته شده

در . ]24[باشدید هر دو نوع می قادر به تولکوسیکلوهپتانیس
-2 به نام يگریب دی ترکیظ نشده گوجه فرنگیمحصولات تغل

Metyltetrahydrotiphene-3-one  با استفاده از روش گاز
شده  ییشناساب عامل طعم بد ی به عنوان ترکیکروماتوگراف

  .]25[است
 ییهـا گونه   توانستند   2015 و همکاران در سال      ینیفرانسس چ 

 یو رب گوجه فرنگ لوس را از پورهیکلوباسیسی آليهاياز باکتر
لوس یکلوباسیسی ـآل گونـه    ،گـر ی د یق ـی در تحق  .]26[جدا کنند   

 شـد   ي جداساز ی گوجه فرنگ  يهافراورده   از   وسیدوکالداریاس
 D105کـه  ی بطورند،ار مقاوم بودی بس یکه از نظر مقاومت حرارت    

  .]25[ داشتند قهی دق34/6 و 09/5 ، 3/15معادل 
 ي بـاکتر يگونه هـا  ییشناسا و  ي جداساز ،قی تحق نیهدف از ا  

د رب گوجـه    ی ـلوس از مراحل مختلـف خـط تول       یباسکلویسیآل
و  16S rRNAز ژن یآنالو یمولکول   با استفاده از روشیفرنگ

  C ± °95 3 يون در دمایزاسی اثر پاستوریو بررس PCRانجام 
، با توجـه    نینچهم .باشد می  ها ين باکتر یقه بر ا  ی دق 30و زمان   

ب موج ـ) کسیبـر ( به اینکه افزایش درصد مواد جامد محلـول       
ــسیکلوباسیلوس     ــاي آلی ــه ه ــی گون ــت حرارت ــزایش مقاوم          اف

 بقـا و زنـده      ي بـر رو   تأثیر بریکس هاي مختلف    ]9 [می گردد 
  .مورد بررسی قرار گرفت ين باکتری ایمان
  

 مواد و روش ها - 2
  مواد - 2-1
 شش نی و همچن5-7کس ی با بریپوره گوجه فرنگ نمونه شش 

ه یون اولیزاسیبل از پاستور از مرحله قی رب گوجه فرنگنمونه
 پس از یرب گوجه فرنگ نمونه ششو  26- 27کس یبا بر

د رب ی از خط تول26- 27کس یبا بر یینهاون یزاسیپاستور
 ي رفرنس باکترهی سو. شدي نمونه برداریگوجه فرنگ
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ون ی از کلکس DSM 3922سیدوترستریلوس اسیکلوباسیسیآل
  .ه شدی ته1 آلمانيکشت و سلولها

  ها روش - 2-2
  ينمونه بردار -2-2-1

د رب گوجه ی خط تولمربوط بهاز سه نقطه  ينمونه بردار
و ) 5- 7 معادل کسیبر (ی شامل پوره گوجه فرنگیفرنگ

ه یون اولیزاسی قبل از پاستورین رب گوجه فرنگیهمچن
 شده ي بسته بندیو رب گوجه فرنگ) 25-27 معادلکس یبر(

) 26-27 معادلس کیبر(ییون نهایزاسی پس از پاستوریدر قوط
  .]27[ انجام شد  :   يبراساس فرمول آمار

n =تعداد نمونه  
   %95معادل ) p(سطح احتمال 

d =وب مورد انتظاری معينمونه ها  
در نظر گرفته % 40معادل )  d(نمونه هاي معیوب قابل انتظار

ه از حضور ی اولیشی آزمايج کشت هایشد که بر اساس نتا
بر همین اساس  .ن زده شدیلوس تخمیکلوباسیسیل آي هايباکتر

نمونه برداري .  محاسبه گردیدn= 6هاي هر مرحله تعداد نمونه
   .در سه مقطع زمانی تکرار شد

اندازه گیري خصوصیات فیزیکوشیمیایی و  -2-2-2
  میکروبی

  کسیبر و pH يری اندازه گ-2-2-2-1
 pHدستگاه فرنگی باگوجه پوره و رب يهانمونه pHمتر ) 

Metrohm4و 7 ي استاندارد شده با بافرها)سی ساخت سوئ 
 با  آنهاکسیبرسپس و  شديریاندازه گ )(Merckمرك 

 استاندارد شده با آب مقطر )سیساخت انگل AB(رفراکتومتر 
  . شديری اندازه گیشگاهیآزما

   ی و کشت سطحی شوك حرارت-2-2-2-2
 در )آلمان Memmert (در حمام آبن مرحله نمونه ها یدر ا
قه حرارت داده شدند و بلافاصله ی دق10 به مدت C °80يدما

.  سرد شدندیجاد شوك حرارتی به منظور اC°40-45يتا دما
 قبل از  از هر دو مرحلهیفرنگگوجه رب يهانمونه

 به نسبت  ییون نهایزاسیه و پس از پاستوریون اولیزاسیپاستور
ق یش رقی در لوله آزمايولوژیزیرم ف با محلول س1:10
 10به مدت  C°80 ي و سپس در حمام آب با دما]26[شدند

                                                             
1. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturn  

 C°45 -40 ي و بلافاصله تا دماند داده شدیقه شوك حرارتیدق
ط ی محياز نمونه ها بر روتر ی لیلی م1/0سپس . سرد شدند

 طبق  YSG (Yeast Starch Glucose)کشت 
ساخت (اتوکلاو  در ه وی بسته تهيلعمل مندرج بر رودستورا

د یل شده بود و با کمک اسی استر) حان طبیشرکت ر
م شده بود ی تنظpH= 7/3± 2/0 مولار در حدود1ک یسولفور

ت کشت داده شد و سپس در ی پلدو ي رویبه صورت سطح
 روز 3-5 به مدت C°45-40 )ساخت شرکت بهداد(گرمخانه
  .]9[دند ی گردي گذارگرمخانه

  يدیی تأيکشت ها -2-2-3
ط ی محي بر رویت کشت خطیدو پلل  مرحله اويهایاز کلن

به C°60 ±1يت در دمایک پلی  سپس.شد هیته YSGکشت 
به مدت  1C±°45يگر در دمایت دیک پلی روز و 2-3مدت 

ت کشت ی پلکیطور نیهم .دندی گرديگذار روز گرمخانه5-3
 PDA)( Potato Dextroseط یمح ي هم بر رویخط

Agar ط کشت ی محيز بر رویو نPlate Count Agar 

(PCA) روز در 3-5ه و به مدت ی تهیت کشت خطیک پلی 
  .]9[دندی گرديگرمخانه گذار 1C ±° 45يدما
 رشد ییتوانا یبررس - 2-3

          گرمخانه در ی پوره گوجه فرنگيهان مرحله نمونهیدر ا
1± C°60  دند و پس از ی گرديخانه گذار روز گرم4به مدت
 در سه تکرار کشت YSGط کشت ی محين مدت بر رویا

 روز 3-5 به مدت C°60 ±1 داده شدند و سپس دریسطح
ها شمارش یدند و پس از آن کلنی گرديگرمخانه گذار

 قبل از  هر دو مرحلهی رب گوجه فرنگيها از نمونه.دندیگرد
 ز بای نییون نهایزاسیه و پس ازپاستوریون اولیزاسیپاستور

ه شد و پس از ی ته11 و 8کس ی بريولوژیزیاستفاده از سرم ف
 سپس قهی دق10 به مدت C°80  ي در دمایانجام شوك حرارت

 ي روز گرمخانه گذار4 به مدت C°45-40 يسردکردن تا دما
 در سه تکرار YSGط کشت ی محيدند و پس از آن بررویگرد

 روز در 3-5به مدت   انجام شد وینه کشت سطحاز هر نمو
 ي هایسپس کلندند و ی گرديگرمخانه گذار C°60 ±1 يدما

  .]26[ل شده شمارش شدند یتشک
، یکی مورفولوژ ي هایژگی ویبررس - 2-4
  ییایمیوشی و بیکیولوژیزیف
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 و  گرميزیه ها با انجام رنگ آمی جدایکیرفولوژو میژگیو
 گونه ي آن با شکل ظاهرسهی و مقایکروسکوپیمشاهده م
  DSM 3922سیدوترستریاس لوسیکلوباسیسیآلرفرنس 

  . شدبررسی
  لی تشکيهای از کلنیکیولوژیزی فيهایژگی وی بررسيبرا

                         ط  کشتیدر مح و ه برداشتيدیی تأي کشت هادرشده 
) YSGB1 ي و سپس در دماهادکشت داده شC °25،          

C °35 ،C °45و C °60 ي روز گرمخانه گذار3-5 به مدت 
 ی به صورت چشمجاد کدورت و رسوبید و از نظر ایگرد

ن ی به همDSM 3922ن از گونه رفرنس یهمچن.  شدیبررس
سه شد ی کشت داده شده مقايه هایه و با جدایروش کشت ته

]26[.   
 و گونه رفرنس با انجام تست ه های جداییایمیوشی بيهایژگیو
، تراتی نيایز نشاسته و تست احیدرولی ه،دازی کاتالاز، اکسيها

  .]28[. دیسه گردی مقاگریکدی و با یبررس
 جنس ي گونه هاییشناسا - 2-5
ز ی و آنالیبه روش مولکول سولیکلوباسیسیآل

  16S rRNAژن
 قی از طریشات مولکولیگونه ها با انجام آزما یینها ییشناسا

سه در شات ین آزمایا. انجام شد16S rRNA ژن یز توالیآنال
 ياره ی زنجواکنشانجام ، یکی ژنومDNAمرحله استخراج 

جاد کدورت و رسوب ی پس از ا. و الکتروفورز انجام شدمرازیپل
ت استخراج ی طبق پروتکل کي باکترDNAاستخراج ، هادر لوله
DNAیکی ژنوم)Rocheنش  واک. انجام شد) ساخت آلمان

ساخت  Sens Quest (کلریدستگاه ترموسامراز ی پليا رهیزنج
 5 به مدت 95ه در ی واسرشت اولمرحلهک یشامل ) آلمان 

 به مدت 94: ط یکل با شرای س33کل، سپس یک سیقه یدق
قه ی دق2 به مدت 72و  ه ی ثان30 به مدت 5/56ه ،  ی ثان30

 به مدت 72  ي در دمایی توسعه نهاک مرحلهی يو در انتها
   .]29 [قه انجام شدی دق10

 50زان ی مخلوط واکنش به ميفرمول استفاده شده برا
  :ن اجزاء بودیتر شامل ایکرولیم
 ساخت شرکت  (Red Master Mix تر ازیکرولی م25-

Amplicon IIIتر یکرولی م3،)دانماركDNAالگو ، 

                                                             
1. Yeast Starch Glucose Broth 

-’F(5 یتوال  با27F:ورسالیونی يمرهایپرا

AGAGTTTGATYMTGGCTC AG-3’)،1492R 
 R(5’-GGTTACCTTGTTACGAC TT-3’)یتوالبا 

 1 هرکدام به میزان )یساخت شرکت ماکروژن کره جنوب(
( نوکلئاز از يآب عار، ) میکرومول10با غلظت (میکرولیتر 

   .رتیکرولیم20زان یبه م )ایست آسید شرکت دنا زیتول
پودر ( در ژل آگارزی از الکتروفورز افق،جی مشاهده نتايبرا

 8 يحاو( درصد5/1 )آگارز ساخت شرکت  فرمنتاز
 کشور  SMOBIO ساخت شرکت  Gel stainتریکرولیم
 اضافه و مخلوط آن به ینیختن ژل در سی قبل از رکهوان ، یتا

 . ولت استفاده شد90قه در ولتاژ ی دق40 به مدت )شده بود
لوس یکلوباسیسیآل  گونه رفرنسیشات مولکولیاآزم
 پس از به  وهمزمان انجام DSM 3922 سیدوترستریاس

 یجهت توال PCR قابل قبول محصولات يدست آوردن باندها
دند ی ارسال گردی ماکروژن کره جنوبابی یتوال به شرکت یابی

 BLASTات ی عملیابی ی تواليافت جواب هایو پس از در
 نمونه ها تا مرحله جنس ییت و شناسا صورت گرفNCBIدر 

  .]29 [و گونه انجام شد
  يل آماریه و تحلیتجز - 2-6

 Excelن طرح با استفاده از نرم افزار ی حاصل از ايهاداده

جفت شده یا وابسته،  tق آزمون ین از طری و همچن2013
لوس در واحد یکلوباسیسی آليسلول باکتر تعدادن ینگایسه میمقا

ه و ی تجز مورد SPSS ver. 16ار از نرم افزبا استفادهحجم 
ک از نرم یلوژنتی رسم درخت فيبرا .ل قرارگرفتندیتحل

 , Clustal Omega   Clustal X , Fig tree يافزارها

  .استفاده شد
  

   بحث وجینتا - 3
 ي برامخاطره مهملوس به عنوان یکلوباسیسی آليهاي باکتر

 .ندیآی به شمار مزهی پاستوريدی اسي و غذا هاوهیمآبع یصنا
زات ی به تجه، آلوده به خاكيهاوهیق میها از طرين باکتریا

د یافته و با تولیت محصول راه یدر نها د کارخانه ها ویتول
جاد طعم نامطلوب در یاکول باعث ایآور گی نظییها تیمتابول

ه یجدا 13ن یا .گردندین مآرقابل مصرف شدن یمحصول و غ
 وسیدوکالداریلوس اسیکلوباسیسیآل يتر گونه از باک3به عنوان 

 وسیدوکالداریلوس اسیکلوباسیسیآل يباکتر .ند شدییشناسا
 يط هایو مح وهی ميخاك باغ ها  فاسد،يوه های از آبمقبلاً
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 با توجه به .]32،31،30[دندی گردي جداسازيدیمختلف تول
 در ابتدا از وسیدوکالداریلوس اسیکلوباسیسیآل ينکه باکتریا

 يهاهی حضور آن در جدا]33[ دهی گرديازخاك جداس
  ه به خاكی مواد اولی از آلودگی حاکقین تحقی ا شدهییشناسا

 Alicyclobacillus acidocaldarius ي باکتر. باشدی م

strain ULAG36 ق در پژوهش ین تحقی شده در اییشناسا  

 ي از آب پرتغال جداساز2016اوسوپال و همکاران در سال 
رب ه پوره و یشت اولکج حاصل از ینتا ]34[ده استیگرد

  .  آمده است1ول درجد یگوجه فرنگ
 

Table 1 Results of Brix, pH and Alicyclobacillus counts (Log cfu/ml) of tomato puree, tomato paste 
before initial pasteurization and tomato paste samples after final pasteurization on YSG. 

Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato puree is 1.69±0.29. 
Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato paste before initial pasteurization is 2.34±0.29. 
Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato paste after final pasteurization is 2.31±0.17. 
 

نمونه هاي پوره و  % 55/5به طور کلی در مرحله اولیه  کشت 
نمونه هاي رب گوجه فرنگی از هر دو مرحله قبل از  % 44/44

پاستوریزاسیون نهایی از نظر رشد پاستوریزاسیون اولیه و پس از 
در پژوهشی دیگر که توسط . میکروبی منفی ارزیابی شدند

 25 انجام شد، از 2015فرانسس چینی و همکاران در سال 
 %) 64( نمونه 16نمونه رب گوجه فرنگی و پوره گوجه فرنگی 

در مجموع از نظر حضور باکتري هاي آلیسیکلوباسیلوس مثبت 
از طرف دیگر می توان گفت . ]26[ی بودند نمونه ها منف% 36و 

هاي آلیسیکلوباسیلوس در تمامی مراحل تولید رب  باکتريکه 

تعداد . فرنگی از پوره تا محصول نهایی حضور داشتند گوجه
سلول آن در واحد حجم از رب قبل از پاستوریزاسیون تا رب 
پس از پاستوریزاسیون نهایی کاهش کلی یافته بود به طوري که 

فرنگی قبل از پاستوریزاسیون اولیه  انگین آن در رب گوجهمی
log cfu/ml± SD 29/0±34/2  فرنگی پس  و دررب گوجه

 log cfu/ml± SDاز پاستوریزاسیون نهایی معادل 
پوره (همچنین در نتایج کشت هاي اولیه پوره . بود 17/0±31/2
P= (فرنگی قبل از پاستوریزاسیون اولیه  و رب گوجه)T (  و

مشاهده گردید که در نمونه  ) TC(د از پاستوریزاسیون نهاییبع

Log cfu/ml±SD pH±SD Brix(BX±SD) Sample code Stage 
2.13±0.46 4.25±0.06 5.27±0.25 P1 Tomato puree 
1.75±0.78 4.24±0.01 5.43±0.6 P2  
1.70±0.35 4.30±0.06 5.53±0.45 P3  
1.76±0.6 4.30±0.05 4.90±0.78 P4  

1.23±0.33 4.32±0.01 5.03±0.90 P5  
1.60±0.8 4.34±0.07 5.13±1.00 P6  

1.69±0.29 4.29 5.215 Average (Mean)  
2.15±0.21 4.18±0.01  27.17±0.30  T1 Tomato paste samples before initial 

pasteurization 
2.68±0.12  4.17±0.01  27.83±1.26  T2  
2.15±0.21  4.17±0.03  26.47±0.06  T3  
2.76±0.1  4.2±0.02  27.17±0.35  T4  
2.15±0.21  4.18±0.04  27.17±1.15  T5  
2.15±0.21  4.21±0.04  26.83±0.58  T6  
2.34±0.29 4.185 27.10 Average (Mean)  
2.15±0.21  4.06±0.04  27.3±0.52  TC1  

Tomato paste samples after final 
pasteurization 

2.23±0.33  4.03±0.03  27.47±0.90  TC2   
2.35±0.31  4.02±0.03  27.66±0.76  TC3  
2.15±0.21  4.04±0.01  27.66±0.76  TC4   
2.58±0.15  4.08±0.03  27.86±0.32  TC5  
2.45±0.21  4.04±0.04  27.6±0.36  TC6   
2.31±0.17 4.04 27.59 Average (Mean)  
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میانگین تعداد سلول در واحد حجم از TC2 و  T2 و P2 هاي
log cfu/ml± SD 78/0±75/1 در پوره به log cfu/ml± 

SD 12/0±68/2 در رب قبل از پاستوریزاسیون افزایش و  
log cfu/ml± SD 33/0±23/2 در رب پس از  

علت افزایش تعداد سلول .  کاهش گردیده استپاستوریزاسیون
         از نمونه هاي پوره به) log cfu/ml(در واحد حجم

نمونه هاي رب گوجه فرنگی قبل از پاستوریزاسیون اولیه، را 
می توان به افزایش درجه بریکس و به دنبال آن افزایش 

           همانطور که از . مقاومت حرارتی باکتري ها نسبت داد
در ) 21/5(شود میانگین بریکس از  می  ، مشخص1جدول 

در نمونه هاي رب ) 1/27(نمونه هاي پوره گوجه فرنگی به 
همزمان . گوجه فرنگی قبل از پاستوریزاسیون افزایش یافت

 69/1میانگین شمارش تعداد سلول در واحد حجم، در پوره از 
فزایش فرنگی قبل از پاستوریزاسیون، ا در رب گوجه34/2به 

یافته که دلیل آن، افزایش درجه بریکس و متعاقب آن افزایش 
مقاومت حرارتی باکتري در حین فرایند تغلیظ از مرحله پوره به 

ولی این افزایش . باشدمرحله رب قبل از پاستوریزاسیون می
به ) 1/27( هاي رب قبل از پاستوریزاسیونبریکس از نمونه

چندان محسوس ) 59/27(هاي بعد از پاستوریزاسیوننمونه
 از نمونه  log cfu/mlهمزمان با آن، دلیل کاهش . باشدنمی

هاي بعد از به نمونه ) 34/2(پاستوریزاسیونهاي رب قبل از 
تواند مرتبط با فرایند حرارتی ، می)31/2(پاستوریزاسیون نهایی

  .پاستوریزاسیون نهایی باشد
 مرحله اول يهای بهتر کلنییبه منظور شناسا يدیی تأيکشت ها

ن مرحله یدر ا. آمده است، 2ول ج آن در جدیانجام شد که نتا
حذف  PCAط کشت ی محيرو ل شده بری تشکيهایکلن

  .شدند

Table 2 Results obtained from confirmation culture from tomato puree, tomato paste before 
pasteurization and tomato paste samples after final pasteurization. 

 CULTURE MEDIUM YSG   
Sample code 45±1°C 60±1°C CULTURE 

MEDIUM  PDA 
CULTURE 

MEDIUM PCA  
P1 - -  -  -  

 - -  -  -  
 - -  -  -  

P2 + -  +  +  
 - -  -  -  
 + +  +  +  

P3 - -  -  -  
 - +  -  -  
 - -  -  -  

P4 - - -  -  
 + -  +  +  
 + -  -  +  

P5 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

P6 - - -  -  
 - -  -  -  
 + -  +  +  

T1 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

T2 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

T3 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  +  -  
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T4 - - -  -  
 + -  -  +  
 - -  -  -  

T5 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

T6 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

TC1 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

TC2 - - -  -  
 - -  -  -  
 + -  -  -  

TC3 - - -  -  
 + +  -  -  
 + +  +  +  

TC4 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

TC5 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

TC6 - - -  -  
 - -  -  -  
 - -  -  -  

.  
 يقت است که در روین حقین ای مب،2ج حاصل از جدول ینتا
 45 يل شده در دمای تشکيهایکلن تعداد  آگار،YSGط  یمح

ج یج با نتاین نتایا. باشدی درجه م60 يشتر از دمایدرجه ب
مطابقت ) 2009(ن والد و همکاران یقات گرویحاصل از تحق

  . ]29[اشتد
سه آن با یها و مقاهی جدایی شناسايبرا ییایمیوشیب يتست ها

 ه رفرنسین سویلوس و همچنیکلوباسیسیآل يهايباکتر یژگیو
م شد و ا انجDSM 3922 سیدوترستری اسلوسیکلوباسیسیآل

  .آمده است ، 3ج آن در جدول ینتا
در جدول فوق، حروف سمت چپ بیانگر منشأ جدایه، حروف 
میانی حرف اول نام محیط کشت واعداد بیانگر دماي گرمخانه 

  .گذاري نمونه ها هستند
Y : Yeast starch Glucose Medium ، P : Potato 

dextrose Agar ، P: Puree ، T : Tomato Paste 
before pasteurization ؛ TC : Tomato Paste 

canned after final pasteurization   

 براث براي بررسی YSGنتایج حاصل از کشت در محیط 
هاي فیزیولوژیکی نشان داد که بهترین دماي رشد براي ویژگی

 که بیشترین باشدمی oC60±1 و oC45±1ها، دماهاي گونه
 oC25±1در دماي . میزان رسوب و کدورت را ایجاد کرده بود

همچنین سویه رفرنس . مشاهده نشد رشدي oC37±1و 
DSM 3922 1 نیز بیشترین رشد را در دماي±oC45 و 

دین هارد مشاهدات دیگر توسط .  نشان دادoC60±1همچنین 
سیلوس و باآلیسیکلهاي  نشان داد که باکتري)1987(و همکاران 

 رشد C ͦ 55 تا حدودCͦ 35ر دماي کمتر از اسیدوترستریس د
 Cͦ 35 در دماي آلیسیکلو باسیلوس اسیدوکالداریوسکرد و می

  .]35[کرد  هم رشد میC ͦ 55تا بالاتراز
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DSM3922.Table 3 Biochemical tests of isolates from puree and tomato paste and Alicyclobacillus 

acidoterrestris DSM 3922 as a reference strain. 
ROW  Sample code  Oxidase test  Catalase test  Hydrolysis of 

starch  
Nitrate 

reduction  
1  DSM 3922  -  weak  + -  
2  P2-Y-45  -  + +  -  
3  P2-P-45  -  +  -  -  
4  P´2-Y-60  -  +  -  -  
5  P ´2-Y-45  -  +  +  -  
6  P´2-P-45  -  +  +  -  
7  P3-Y-60  -  +  +  -  
8  P4-Y-45  -  +  +  -  
9  P4-P-45  -  +  +  -  

10  P´4-Y-45  -  +  +  -  
11  P6-Y-45  -  +  +  -  
12  P6-P-45  -  +  +  +  
13  T3-P-45  -  +  +  -  
14  T4-Y-45 -  +  +  -  
15  T4-P-45  -  +  +  -  
16  TC2-Y-45  -  +  +  +  
17  TC3-Y-60  -  +  -  -  
18  TC3-Y-45  -  +  -  -  
19  TC ´3-Y-60  -  +  +  -  
20  TC ´3-Y-45 -  +  +  -  
21  TC´3-P-45  -  +  +  -  

: (+) Growth                )-( : No Growth  
 از ییها گونه،2006 لوتیسی ،گرید یدر پژوهش

 يهافراورده  و یلوس جدا شده از گوجه فرنگیکلوباسیسیآل
 يهایژگی و وسه شدندی با دو گونه رفرنس مقايوه ایم
ط کشت و آب ی آنها را در محیجوانه زن ییتوانا و ییایمیوشیب

 جدا شده يهاگونه . نمودندیبررس  هاهوی و آب میگوجه فرنگ
 لوسیکلوباسیسیآل از نوع ی گوجه فرنگيهافراورده از 

 يهافراورده جدا شده از يهابودند و گونه وسیدوکالداریاس
 يگونه ها.  بودندسیدوترستریلوس اسیکلوباسیسیآل يوه ایم

  يط کشت و دمایوس فقط در محیدوکالداریاس
C37°،C44°،C55° ،C65° ي گونه هایرشد کردند ول 
، C37° ،C44° يط ها با دماهای محیس در تمامیدوترستریاس
C50°ی مقاومت حرارتيریگجه اندازهین نتی همچن. رشد کردند 

 مقاومت ی جدا شده از گوجه فرنگيهانشان داد که گونه

 34/6 و 09/5 و 3/15معادل  D105 و  داشتنديادی زیحرارت
  .]25[. دادندقه را نشان یدق

 يهايها باکترهی جدايرفولوژو می بررسيگرم برا يزیرنگ آم
 DSM گونه رفرنس .د کردییگرم مثبت را تأوشکل  يالهیم

  . شکل گرم مثبت را نشان داديله ای ميهايز باکتری ن3922
اي هبررسی اثر بریکس بر رشد باکتري - 3-1

  آلیسیکلوباسیلوس
 پوره يهانمونهزوله شده از ی ايهايباکترحاصل از رشد ج ینتا

 در 11 و 8کس ی از هر دو مرحله با بریو رب گوجه فرنگ
  .آمده است 8 تا 4 ولاجد

ن تعدادسلول در واحد یانگی مTC4و  P4 ، T4  يهادر نمونه
 log  در پوره بهlog cfu/ml± SD1/0± 34/2 حجم از

cfu/ml± SD   02/0± 32/2 قبل از یفرنگ در رب گوجه 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

17
 ]

 

                             8 / 15

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-30476-fa.html


 1397، آذر 15، دوره 82علوم و صنایع غذایی                                                                                         شماره
 

 429

-ی نشان میکاهش جزئد و ی رس11کس یون با بریزاسیپاستور
 با ییون نهایزاسی بعد از پاستوریفرنگ  در رب گوجهیدهد ول

د و یرس log cfu/ml± SD 33/0 ±23/1 به 11کس یبر
ن تعداد سلول در واحد حجم یانگین میهمچن. کاهش نشان داد

 11کس ی با برییون نهایزاسی پس از پاستورینگفر رب گوجه
باشد  یم) 8جدول  (log cfu/ml± SD 1/0 ±23/1معادل 

 که 11کس یه با بریون اولیزاسیکه نسبت به رب قبل از پاستور
 نشان باشد، کاهش میlog   cfu/ml± SD59/0± 72/1 معادل

  در کاهش ییون نهایزاسی پاستورتوان گفت کهیدر واقع م. داد
موثر بوده ها  ين باکترین تعداد سلول در واحد حجم ایانگیم

در خصوص فراورده هاي میوه، گزارش شده است که . است
آلیسیکلوباسیلوس ، اجازه رشد 10بریکس نزدیک به 

همچنین مشخص شده است که . دهد را میاسیدوتریستریس
کتري به عنوان تابعی از مواد جامد محلول، اتوانایی رشد این ب

رسد که رابطه نزدیک و تناتنگی با سویه و نژاد ظر میبه ن
  .]26[موجود در فراورده دارد

Table 4 Results of Tomato Puree culture on YSG agar in 60°C±1. (Brix=5)  
Log cfu/ml± SD  

P1 P2  P3 P4 P5  P6  
2.38±0.12  2.02±0.02  2.55±0.01  2.34±0.1  1.58±0.15  2.38±0.12  

Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato puree is 2.20±0.35. 
  

.Table 5 Results of culture of Tomato paste samples before pasteurization in 60°C±1 (Brix=8)  
Log cfu/ml± SD  

T1 T2  T3  T4  T5  T6  
1.76±0.12  1.38±0.54  1.68±0.12  2.08±0.12  1.68±0.12  2.18±0.09  

Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato paste samples before pasteurization is 1.79± 0.29. 
هاي پوره به  در نمونه5 از بریکس log cfu/mlداده هاي 

یک ) 8بریکس (ولیه اهاي رب قبل از پاستوریزاسیون نمونه
 دلیل این کاهش می تواند .دهد را نشان میکاهشیروند 

 بر مقاومت )بریکس( غلظتافزایشن تغلیظ و اثرحرارت حی
  ). 5و 4جداول (ها باشدحرارتی این باکتري

.Table 6 Results of culture of Tomato paste samples before pasteurization in 60°C±1 (Brix=11)  
Log cfu/ml± SD  

T1 T2  T3  T4  T5  T6 
1.38±0.35  1.15±0.21  1.15±0.21  2.32±0.02  2.53±0.33  1.82±0.13  

Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato paste samples before pasteurization is 1.72±0.59. 
.Table 7 Results of culture of Tomato paste samples after final pasteurization in 60°C±1 (Brix=8)   

Log cfu/ml± SD  
TC1 TC2  TC3  TC4  TC5  TC6 

2.76±0.07  2.58±0.11  1.15±0.21  1.38±0.54  1.15±0.21  1.23±0.33  
Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato paste samples after final pasteurization is 1.70±0.75. 

  
. Table 8. Results of culture of Tomato paste samples after final pasteurization in 60°C±1 (Brix=11)    

Log cfu/ml SD  
TC1 TC2  TC3  TC4  TC5  TC6 

1.41±0.09  1.15±0.21  1.3±0.42  1.23±0.33  1.15±0.21  1.15±0.21  
Mean ± SD of Log (cfu/ml) of tomato paste samples after final pasteurization is 1.23±0.1. 

 

  :)t-test (11و 8  کس یبرن تعدادسلول در واحد حجم در یانگیسه میمقا
  

Table 9 Results of Mean Comparison Test (t-test) of log cfu/ml of tomato paste before pasteurization 
in Brix 8 and 11.  

Paired data  Log cfu/ml )(  Standard 
Deviation  )correlation cofficient(  P-value  

Brix 11  1.72  0.59  
Brix 8  1.79  0.29  0.491  0.761  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

17
 ]

 

                             9 / 15

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-30476-fa.html


 ... از مراحلlusAlicyclobacilهاي جداسازي وشناسایی گونهو همکاران                                           بختیاري شهناز

 430

Table 10 Results of Mean Comparison Test (t-test) of log cfu/ml of tomato paste after pasteurization 
in Brix 8 and 11.  

Paired data  Log cfu/ml )(  Standard 
Deviation  correlation cofficient  P-value  

Brix 11  1.23  0.1  0.409  0.163  
Brix 8  1.70  0.75      

 هر دو ي برا log cfu/mlا یتعداد سلول ن یانگیسه میمقا
 نشان داد که tق آزمون ی از طریمرحله رب گوجه فرنگ

 رب قبل از ي برا491/0 یب همبستگیضر( یفیضع یوابستگ
ون یزاسی رب پس از پاستوري برا 409/0ون و یزاسیپاستور

رد و  وجود دا11 و 8کس یدر برسلول  تعداد ن یب ) یینها
ن یانگین می جفت شده نشان داد که بtجه آزمون ین نتیهمچن

 يداری معني اختلاف آمار11 و 8کس یدر برتعداد سلول 
 درجه 3 شی افزاتوان گفت کهیمجه یدر نت. وجود ندارد

 و log cfu/mlا ی تعداد سلول  بريداریکس تفاوت معنیبر
  .  نداردیکروبیرشد م

لیز مولکولی و شناسایی به روش نتایج آنا - 3-2
هاي جدا  ایزوله16S rRNAیابی ژن توالی

  شده از مراحل مختلف تولید رب گوجه فرنگی
نتایج حاصل از آزمایشات مولکولی و توالی یابی و شناسایی 

  . آمده است1و شکل  11جنس و گونه در جدول شماره 

  
Fig 1. Gel electrophoresis of some selected isolates 

from puree and tomato paste samples and Strain 
DSM3922. Codes M2, S, O, R, P related to tomato 

puree; Codes L2, V, U, T, Q related to Tomato 
paste before pasteurization. 

 سکانس bp 1548 -1162 با طوليهاین پژوهش توالیدر ا
باند داده  bp  1500ل معاد قطعه نمونه که در17از  .شدند
 وسیدوکالداریلوس اسیکلوباسیسیآل ي نمونه باکتر13 ،بودند

هاي ثبت شده در ها با گونه این ایزوله مشابهتدرصدبودند که 
 یقی در تحق.مشخص گردید % 97- 99 در حدود NCBIپایگاه 

  انجام شد،2009که توسط گروئن والد و همکاران در سال 
ه از آب یجداbp  1119 – 778 ، 16 قطعاتیابی یجه توالینت

به  % 5/98-4/99 درصد مشابهت ،یشستشو و کنسانتره گلاب
ه ی جدا3 در و سیدوترستریلوس اسیکلوباسیسیآل ي هايباکتر

زه شده یش پاستوری پی سرکه و پوره گلابيهااز خاك، بشکه
لوس یکلوباسیسیآله یرا با سو% 9/98-99درصد مشابهت 

گر پس از یق دیک تحقیدر . ]29 [اد نشان دوسیدوکالداریاس
 بر ی مبتني گونه ها از محصول با استفاده از روشهايجداساز

 DSM رفرنس ي آنها با گونه هايهایژگیسه ویکشت به مقا

2498 , DSM 3922براساس نمودار دندروگرام . پرداختند 
 جدا شده يها با گونهيادی رفرنس تفاوت زيهارسم شده گونه

زان ین میبود همچن % 63ن شباهت آنها حدود زایداشتند و م
 SSICA يشباهت دو گونه جدا شده از محصول با کدها

22g , SSICA 22b ر ین سای بیبود و وابستگ % 95 حدود
لوس یکلوباسیسیآل جدا شده و گونه رفرنس يهاگونه

-ياز آنجا که  باکتر. ]26[ بود % 8/77 حدود وسیدوکالداریاس
ن بار از خاك ی اولوسیدوکالداری اسلوسیکلوباسیسیآل يها

 از یها در محصول  حاکين باکتری شدند وجود ايجداساز
لوس یکلو باسیسیآل. ]33 [ باشدیه به خاك می مواداولیآلودگ

 ،وهی مي فاسد، باغ هايوه های تا کنون از آب موسیدوکالداریاس
                     ده اندی گرديد جداسازیزات تولیمواد خام، تجه

]32 ،31 ،30 [.  
نتایج حاصل از رسم درخت فیلوژنتیک نشان دادند که 

خوشه . جدایه شناسایی شده در سه خوشه اصلی قرار دارند17
 که به ترتیب  , D1 ,E 2 ,F 1 ,M 2 هاي با کداول شامل نمونه

 ، باکتري Brevibacillusهاي مربوط به ایزوله هایی از جنس
 خوشه دوم . باشد  باسیلوس می وBrevibacillusناشناخته، 

  باشدکه در برگیرنده   می Z2 ,K1 , TC1 ,C1,هايشامل نمونه
 ، Alicyclobacillus ،  Alicyclobacillusجنس هاي

Alicyclobacillus  وAlicyclobacillus 

acidocaldarius subsp.acidocaldariusباشند می.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

17
 ]

 

                            10 / 15

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-30476-fa.html


 1397، آذر 15، دوره 82علوم و صنایع غذایی                                                                                         شماره
 

 431

Table 11 Identified genus and species based on 16S rRNA gene sequencing during stages of Tomato 
paste processing line 

*: Isolates which their similarity (%) in NCBI have been calculated lower than 97%, only reported up to genus 
level. 

   , S1 , H1 , V1 , T1, R1 , A1 , U1 يهاخوشه سوم شامل نمونه
 Alicyclobacillus يهاهیکه سو باشد یم

acidocaldarius subsp. acidocaldarius و 
Alicyclobacillus acidocaldarius strain 

ULAG36   ينمونه ها.  در آن قرار دارندL2  و P1   در 
 يهاهیک خوشه کوچک جداگانه قرار گرفتند که شامل سوی

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. 
acidocaldariusوجنس  Alicyclobacillus   شدبا می.       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
 
 
 

Fig 2 Phylogenetic tree from puree and tomato paste isolate with the help of Clustal Omega for 17 isolates (soil 
isolates deposited in NCBI and DSM 3922 as a refrence strain). 

Row  Stage of processing  Code 
sample  Identification based on NCBI  % Similarity NCBI 

1  Tomato Puree  D1  Bacillus * 96 
2  Tomato Puree  F1  Bacterium B2-C1-P2G1 83 
3  Tomato Puree  K1  Alicyclobacillus 96 
4  Tomato Puree  M2  Brevibacillus 96 
5  Tomato Puree  P1  Alicyclobacillus 96 

6  Tomato Puree  R1  
Alicyclobacillus acidocaldarius 

subsp. acidocaldarius 98 

7  Tomato Puree  S1  
Alicyclobacillus acidocaldarius 

subsp.acidocaldarius 97 

8  Tomato Puree  Z2  
Alicyclobacillus acidocaldarius 

subsp.acidocaldarius 97 

9 Tomato Paste before 
Pasteurization  E2  Brevibacillus 81 

10 Tomato Paste before 
Pasteurization  H1  

Alicyclobacillus acidocaldarius 
strain ULAG36 97 

11 Tomato Paste before 
Pasteurization  L2  Alicyclobacillus acidocaldarius 

subsp. acidocaldarius 97 

12 Tomato Paste before 
Pasteurization  T1  Alicyclobacillus 96 

13 Tomato Paste before 
Pasteurization  V1  

Alicyclobacillus acidocaldarius 
strain ULAG36 98 

14 Tomato Paste before 
Pasteurization  U1  

Alicyclobacillus acidocaldarius 
subsp. acidocaldarius 99 

15 Tomato Paste after 
Final pasteurization  A1  

Alicyclobacillus acidocaldarius 
subsp. acidocaldarius 97 

16 Tomato Paste after 
Final pasteurization  C1  Alicyclobacillus 95 

17 Tomato Paste after 
Final pasteurization  TC1  Alicyclobacillus 96 

Soil 

F1-D1 from Tomato Puree 

DSM 3922 
TC1-K1 
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ن یه ای جدا17 ارتباط ،کیلوژنتیدرخت ف نیاهمچنین در 
 و NCBI موجود در بانک ژن يهاهیپژوهش با سو

 تعیین  DSM 3922ه ی سوسیدوترستریلوس اسیکلوباسیسیآل
 يه هایشود تنها سو یهمان گونه که در شکل مشاهده م. شد

 در آلمان که منشأ خاك داشتند NCBIموجود در بانک ژن 
ن پژوهش و یه ای جدا17 نسبت به  شده وییشناسا

ک ی در DSM 3922 هیسوس یدوترستریلوس اسیکلوباسیسیآل
   .خوشه جداگانه و با فاصله قرار گرفتند

  

  يریجه گینت - 4
لوس در یکلوباسیسی آليهاي حضور باکتر،ن پژوهشیدر ا

ند یفرا شد و اثر ی بررسید رب گوجه فرنگیمراحل مختلف تول
.  شدیابیها ارزين باکتری ايون بر رویزاسی پاستوریحرارت

لوس در تمام یکلوباسیسی آليهاين دادند که باکترج نشاینتا
ق خاك ی که از طر حضور دارندید رب گوجه فرنگیمراحل تول

 از ابتدا تا   در واحد حجمتعداد سلول و افتند یبه محصول راه 
 دهد ویرا نشان نم یکنواختی ید روند کاهشیتولند یفرا يانتها

ش غلظت ین افزایهمچن ، آنیزان آلودگیه و میت ماده اولیفیک
ظ و فرایند حرارتی پاستوریزاسیون، از عوامل یند تغلیدر اثر فرا

ها در محصول ين باکتریموثر بر تعداد سلول در واحد حجم ا
 ي دمان حال مشخص شد کهیبا ا . باشندی میینها

قه در حذف کامل ی دق30و زمان  C ± °95 3 ونیزاسیپاستور
 یفی ضعی وابستگيظر آماراز ن. باشدیها مؤثر نمين باکتریا
 وجود داشت 11 و 8کس ی در برين باکتریا  تعداد سلولن یب

ن شمارش یانگین می جفت شده نشان داد که بtج آزمون یو نتا
 وجود ي داریمعن ي اختلاف آمار11 و 8کس ی در بریکروبیم

درجه  3شی افزاتوان گفتیجه می در نت(P>5%). ندارد
  .  نداردسلول در واحد حجم عدادت بر يداریکس تفاوت معنیبر

  يهاهیسوشده مربوط به  یی شناسايهايباکتر
از به ی نبه هر حال.  بودندوسیدوکالداریلوس اسیکلوباسیسیآل

 ارائه يبراآنها ت یحاصل از فعال يت هایمتابولزان یم یبررس
  . وجود داردیاقدامات اصلاح
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Isolation and identification of Alicyclobacillus spp. from different 

steps in the production line of tomato paste using culture-
dependent and molecular methods and Evaluation of brix effect 

on Alicyclobacillus growth 
 
Bakhtiyari, Sh. 1, Edalatian Dovom, M. R. 2, Habibi Najafi, M. B. 3, Yavarmanesh, M. 4 

 
1. Former MSc student of Food Science and Technology, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of 

Mashhad, Iran.  
2. Associate Professor, Food Science and Technology Department, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University 

of Mashhad, Iran.  
 3. Professor, Food Science and Technology Department, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of 

Mashhad, Iran.  
4. Associate Professor, Food Science and Technology Department, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University 

of Mashhad, Iran. 
 

(Received: 2018/03/03 Accepted:2018/11/19) 
 

 
 
Objective of study was isolation and identification of Alicyclobacillus spp. from different steps in 
production of tomato paste and efficiency of pasteurization for elimination aforementioned bacteria. 
From each step of processing line including puree, tomato paste before first pasteurization and after 
final pasteurization, and six samples were obtained in 3 days. Following the heat-shock, 
Alicyclobacillus spp were isolated using culture-dependent methods. To evaluate growth ability of 
Alicyclobacillus and effect of Brix on its growth, samples were prepared with dilution corresponding 
to Brix 8 and 11 from tomato paste with Brix= 25-27 and evaluated along with puree samples. 17 
isolates following sequencing and BLAST were identified up to genus and species level. 13 identified 
strains belonged to Alicyclobacillus acidocaldarius and four other isolates were Bacillus licheniformis 
strain TS_16, un known Bacterium, Brevibacillus thermoruber strain TS_05, and Brevibacillus 
thermoruber strain TS_06. Alicyclobacillus count was culturally calculated 2.34±0.29 and 2.31±0.17 
cfu/ml±SD in tomato paste before and after pasteurization, respectively. This implies the effect of 
pasteurization in lowering the Alicyclobacillus count. Results of the paired t-test of tomato paste 
showed a weak correlation (correlation coefficient =0.491, 0.409) between microbial counts in tomato 
paste of Brix 8 with those of Brix 11 and also there was no significant difference of Alicyclobacillus 
count between Brix 8 and 11. This means that three-degree increase of Brix didn’t cause any 
significant variation in the microbial count. 
 
Key words: Alicyclobacillus, Brix, Tomato paste, PCR. 
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