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 در آب سيب به Alicyclobacillus acidoterrestris  كنترل باكتري

  وسيله عصاره هاي پوست انار
  

، 3 ، بابك قنبرزاده3، عادل احمدي زنوز*2، محمد امين حجازي1ايمان شهابي قهفرخي
 4علي اياسه

  

 تبريزدانشگاه دانش آموخته كارشناسي ارشد علوم و صنايع غذايي، -1

 تبريز استاديار، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ع غذايي،دكتري علوم و صناي-2

  دكتري علوم و صنايع غذايي، دانشيار، دانشگاه تبريز-3
  . گروه علوم و صنايع غذايي،دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريزكارشناسي ارشد علوم و صنايع غذايي، مربي، -4

  )5/2/89 :رشي پذخي  تار24/6/88: افتي درخيتار(

  

  چكيده
به علت مقاومت بالاي آن به پاستوريزاسيون رايج در صنايع آب ميوه، مورد توجه قرار گرفته   Alicyclobacillus acidoterrestrisاخيراً باكتري 

 آب ميوه، پوست انار به عنوان يكي از محصولات جانبي كارخانه هاي توليد. تاكنون روش هاي زيادي براي مقابله با اين باكتري ارائه شده است. است
در مقايسه با . تركيبات موثرة پوست انار به كمك متانول، اتانول، و استون استخراج شد. است)Functional(داراي خواص ضدباكتري و فراسودمند 

اره استوني در عص.  بودmg/g 61 و 70، 226ساير عصاره ها، عصاره استوني داراي بيشترين ميزان فنول كل، فلاونوئيد كل و فلاونول كل به ترتيب 
و ) Orange Juice Agar(بدون آنكه اثر نامطلوبي روي كدورت آب سيب داشته باشد، روي محيط كشت جامد عصاره پرتقال μg/ml 250غلظت

 روز در هيچ يك از   غلظت هاي 24عصاره متانولي طي مدت . خود نشان داد از  Alicyclobacillus acidoterrestris-آب سيب اثر شديد ضد
 باعث µg/mL 1000رد بررسي اثر نامطلوبي روي كدورت آب سيب نداشت، در حالي كه در همين مدت عصاره هاي اتانولي و استوني در غلظت مو

  .افزايش كدورت آب سيب شدند
  

  .، آب سيب، خواص ضدميكروبي، عصاره پوست انار، كدورت Alicyclobacillus acidoterrestris :واژگان كليد
  

 مقدمه-1
Alicyclobacillus acidoterrestris ،   رشد  اثر   در .اسيدي همانند آب ميوه ها مي باشد                      گرم  باكتريي  A                

  مانند   هايي هالوفنول و گوياكول ،acidoterrestris.                      هاي محيط برروي رشد به قادر كه است دار اسپور و مثبت

                                                            

Aminhejazi@abrii.ac.ir   *مسئول مكاتبات:  
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 دي كلروفنول توليد مي شود كه -6و2 دي بورموفنول و -6و2
باعث بدبويي در آب ميوه و كاهش مشتري پسندي آن مي 

از طرف ديگر ويژگي گرمادوستي و اسيددوستي . ]1-3[گردد 
منجر به مقاومت آن نسبت به پاستوريزاسيون رايج در صنايع  آن

 باكتري در آب ميوه مي شود اين ويژگي ها باعث شده كه اين
سال هاي اخير به عنوان يكي از مهمترين باكتري ها در صنايع 

  . آب ميوه مطرح شود
A.acidoterrestris عنوان يكي از عوامل موثر در فساد  به 

و به عنوان باكتري هدف رايج در كنترل ] 1،4،5[آب سيب 
  ]. 6[كيفي ميكروبي صنايع آب ميوه مطرح شده است 

را مي توان به دو   A.acidoterrestrisروش هاي مقابله با 
دسته تقسيم كرد؛ روش هاي حرارتي و روش هاي غير 

افزودن تركيبات ) 1: روش هاي غير حرارتي شامل. حرارتي
، روغن هاي 3، نايسين2، ليزوزيم1مونولورين(طبيعي به آب ميوه 

؛ ]AS-48(] 13-7 و انتروسين 5تيونين-β وα، 4اسانسي
] 14) [بنزوات سديم و سوربات پتاسيم(ج نگهدارنده هاي راي)2
روش ) 4]. 16، 15) [دي اكسيد كلر(ضدعفوني كننده ها )3

اولترا فيلتر، فشار (هاي جديد كاهش تعداد اسپور 
  )هيدرواستاتيك بالا، هموژنيزاسيون فشار بالا، پرتوافشاني

]20-17.[  
 باكتري ºC 95 Dبراساس بررسي هاي صورت گرفته ارزش 

A.acidoterrestris   تا 1در آب ميوه هاي مختلف در بازه 
، از اين رو ]6[ استºC 9/12 تا 2/7 بين Z دقيقه و ارزش 3/5

پاستوريزاسيون شديد قادر به از بين بردن اين باكتري است اما 
اين نوع فرآيند با تجزيه كردن مواد قندي موجود در آب ميوه 

ورفورال ها، تركيبات نامطلوبي همچون هيدروكسي متيل ف
(HMF) از سوي ديگر، فرآيند هاي جديد ]. 21[ توليد مي كند

            كه چنين آثار سوئي ندارند باعث افزايش هزينه هاي توليد
 اين در حالي است كه استفاده از نگهدارنده هاي .مي گردند

 365شيميايي علاوه براينكه براساس استاندارد ملي ايران شماره 
از لحاظ مصرف كننده نيز نامطلوب مي ] 22[غيرمجاز است 

از اين رو است كه كارخانه هاي توليد آب ميوه به ] 23[باشد 
دنبال فرآيندهاي اقتصادي و بدون استفاده از نگهدارنده هاي 

   .شيميايي هستند
                                                            

1. Monolaurin 
2. Lysozyme 
3. Nisin 
4. Essential oils 
5. α and β-thionins 

در   A.acidoterrestris بررسي هاي صورت گرفته روي
ادر به آب ميوه هاي مختلف نشان داده است كه اين باكتري ق

 در حالي كه قادر به رشد در آب .رشد در آب انگور سفيد است
اين ويژگي  . نيستpH انگور قرمز با همان درجه بريكس و 

مي تواند به خاطر حضور تركيبات فنولي خنثي باشد و از ميان 
 مي تواند به طور موثري در 6گالات- چنين تركيباتي كاتكين

جلوگيري   A.acidoterrestris از رشدmg/L 1000غلظت
در ديگر تحقيقات مشخص شده است كه تركيبات ]. 4[كند 

، 8، اسيد فروليك7فنولي موجود در انگور قرمز مانند رزوراترول
  و10، اسيد هيدروكسي بنزوئيك9اسيد كوماريك
غيرفعال  را  A.acidoterrestrisتوانند  مي11پروآنتوسيانيدين

هيدروكسي بنزوئيك علاوه براين رزوراترول و اسيد ]. 24[كنند
خواص آنتي باكتريايي تيمارهاي متشكل از كاتكين گالات و 

  ].24[پروآنتوسيانيدين را افزايش مي دهند
به عنوان يكي از   (punica granatum)پوست انار

محصولات جانبي صنايع آب ميوه، منبع مهمي براي تركيبات 
 زيست فعال است و قرن ها است كه در طب سنتي براي درمان

علاوه براين داراي . اسهال و آكنه مورد استفاده قرار مي گيرد
پوست ]. 26، 25[ خواص فراسودمند و ضدجهش زائي است

انار داراي خواص آنتي باكتريايي بر روي باكتري هاي گرم 
 Staphylococcus aureus, Bacillus :مثبت مانند

subtilis, Bacillus coagulanse  و  Bacillus 

cereuse گرم منفي مانند و: E.coli و  pseudomonas 

aeroginosa   12(عصاره هاي پوست انار ]. 28، 27[است 

(PPE  و ضد ] 29، 30، 27، 26[داراي خواص آنتي اكسيداني
  .هستند]  26[جهش زائي 

 اولين گزارش مبني بر آلودگي كنسانتره سيب 1386در سال 
 و .]5[ شد  منتشرA.acidoterrestris توليدي در ايران به 

در مطالعه حاضر در ادامه آن تحقيق به بررسي روشي جهت 
هدف از اين مطالعه، بررسي . رفع اين مشكل پرداخته ايم

خواص آنتي باكتريايي عصاره هاي پوست انار روي 
A.acidoterrestris   در آب سيب و اثرات جانبي آن روي

 علاوه براين، عواملي مانند. كدورت محصول توليدي است
                                                            

6. Catechin-gallate 
7. Resveratrol 
8. Ferulic acid 
9. Cumaric acid 
10. Hydroxy benzoic acid 
11. Proanthocyanidin 
12. Pomegranate peel extract 
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مقدار كل خاكستر، فنول، فلاونوئيد، فلاونول و مقدار نيتروژن 
نيز يه عنوان عوامل موثر بر كيفيت در عصاره ها اندازه گيري 

  . شد
  

 مواد و روش ها-2

   مواد -2-1
. تهيه شد)  مرند-ايران(پوست انار از كارخانه آب ميوه تكدانه 

 سديم، متانول، اتانول، استون، كربنات: مواد شيميايي شامل
 هيدراكسيد سديم،  فرمالدهيد كلريد آلومينيم ، استات پتاسيم، 

؛ اسيد )Merck, Germany  (1سيوكالتيو-و واكنشگر فولين
 PDA (Potato وOSA (Orange Serum Agar)گاليك،

Dexterous agar) ) Himedia, India (2و روتين 
)Roth, Germany (در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. 

از   A.acidoterrestris DSM3922سويه خالص 
  تهيه شد DSMZ  3كلكسيون

   تهيه عصاره پوست انار-2-1
خشك %  9پوست انار در آفتاب تا رسيدن به رطوبت در حدود 

 از حلال ml 100به) g 25(پودر پوست انار . و سپس پودر شد
 ساعت در 1اضافه شد و به مدت ) متانول، اتانول و استون(ها 
آنگاه براي . ي اتاق به كمك همزن مغناطيسي به هم زده شددما

 استفاده 42رفع ذرات نامحلول از كاغذ صافي واتمن شماره 
 ml 100شد اين فرآيند بار ديگر روي باقيمانده به كمك      

عصاره ها به كمك تغليظ كننده چرخشي در . حلال انجام شد
  ].27[ تغليظ شدند ºC40دماي 

 كلي راندمان استخراج، تعيين مقدار-2-2
خاكستر، فنول ها، فلاونوئيد ها، فلاونول ها و 

  نيتروژن 
 بدست آمد، كه در اين 1راندمان استخراج با استفاده از فرمول 

 به ترتيب وزن 2m و 1m؛ (%)، راندمان استخراج Rفرمول 
  ).g(عصاره و پوست انار خشك 

)1(                                        100
2

1 ×=
m
m

R  

                                                            

1. Folin–Ciocalteu 
2.  Rutin equivalents 
3. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

 AOAC 930.05مقدار خاكستر در عصاره ها به كمك روش 

  . تعيين شد
-  به كمك روش فولين PPE در(TP)4مقدار فنول كل

ابتدا منحني استاندارد به صورت زير ]. 31[سيوكالتيو تعيين شد 
، 50، 25، 5/12( استاندارد  از محلول هايml 1/0به: ترسيم شد

5/62 ،100 ،μg/ml1250 ( 60اسيد گاليك در متانول % ،ml 

 دقيقه به 3اضافه و پس از % 10سيوكالتيو - واكنشگر فولين5/0
. كربنات سديم اضافه شد%  5/7(w/v) محلول ml4/0آن 

 به وسيله nm 765 دقيقه در طول موج 30ميزان جذب پس از 
 (Spectronic Genesys5, USA)دستگاه اسپكتروفتومتر

 2R=998/0(و منحني استاندارد)  تكرار3(اندازه گيري 
,679/6+A102/0=C (براي اندازه گيري . رسم شدTP در 

PPE ،01/0 تا g 02/0 از PPE  در ml10 حل % 60از متانول
  . شد و به همان روش قبل عمل شد

ليك استفاده و برمبناي اسيد گا) 2( از فرمول TPبراي تعيين
(mg/g GAE)5در اين فرمول، .  گزارش شد(C)غلظت TP 

،وزن  W ميزان جذب محلول؛ A؛ ، PPE  (mg/g GAE)در
(g)] 31[.  

)2(                                
W

AC 100
67961020 )//( −

=  
 

 به كمك روش بهينه PPE در(TFD)6مقدار فلاونوئيد كل
ابتدا منحني . ]32[شده رنگ سنجي كلريد آلومينيم تعيين شد

 از محلول استاندارد ml 1:استاندارد به صورت زير ترسيم شد
 250، 100، 50، 25غلظت هاي % (60روتين در متانول 

و سپس % 2 از محلول كلريد آلومينيم ml1با ) μg/ml500و
ml6 40استات پتاسيم مخلوط شد و پس از % 5 از محلول 

و ).  تكرار3 ( اندازه گيري شدnm 415دقيقه مقدار جذب در 
. رسم شد )2R ,219/0+A269/0=C=000/1(منحني استاندارد

در  PPE از g2/0 تا PPE ،1/0 در TFDبراي اندازه گيري 
ml10 حل شد و براي تعيين % 60 متانول TFD،ml 1 از اين 

. محلول به روش شرح داده شده مورد ارزيابي قرار گرفت
، به  (mg/g RE) برمبناي روتين (C)ميزان فلاونوئيد كل 

  غلظت(C)در اين فرمول، .  تعيين شد3كمك فرمول 

                                                            

4.Total amount of phenolic 
5. Gallic acid equivalents 
6. Total amount of flavonoid 
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TFDدرPPE برحسب (mg/g RE)  ،A ميزان جذب 
  ].32[ است(g)،وزن بر حسب  Wمحلول؛ 

W
AC 100

21902690 )//( +
= )3                          (         

                                                                      
به كمك روش رنگ   PPE در(TFL)مقدار فلاونول كل

ابتدا منحني استاندارد به  ].33[سنجي كلريد آلومينيم تعيين شد
 از محلول استاندارد روتين در ml 1 :صورت زير ترسيم شد

با ) μg/ml500 و250، 100، 50، 25غلظت هاي % (60متانول 
ml1 و سپس % 2 از محلول كلريد آلومينيمml65 محلول  از %

 ساعت مقدار جذب در 5/2استات پتاسيم مخلوط شد و پس از 
nm 440اين روش منحني  پس از سه تكرار به.  تعيين شد

براي . رسم شد )2R ,405/2+x355/0=y=999/0(استاندارد
 ml10در  PPE از g2/0 تا PPE ،1/0 در TFLاندازه گيري 

ن محلول  از ايTFD،ml 1 حل شد و براي تعيين % 60متانول 
ميزان . به روش شرح داده شده مورد ارزيابي قرار گرفت

، به كمك  (mg/g RE)برحسب روتين (C)فلاونول كل 
 PPEدرTFL  غلظت (C) در اين فرمول،.  تعيين شد4فرمول 

 (mg/g RE)  ؛A ميزان جذب محلول؛ W  وزن،(g)] 33[.  

W
AC 100

40523550 )//( +
= )4                           (       

                                                                  
ريبري و - ميزان نيتروژن كل با استفاده از تلفيق روش فليپ

 اندازه 2685و استاندارد ملي ايران شماره ) 2007 (1فايا-مندز
 در آب حل و به PPE از g 1/0 در حدود]. 35، 34[گيري شد

نيده شد، سپس به كمك هيدراكسيد  رساml25 كمك آب به 
 از ml 10به اين محلول.  خنثي شدpH  1/8تا  )N1/0(سديم

 )N25/0(كه به كمك هيدراكسيد سديم% 35محلول فرمالدهيد 
محلول حاصل پس .  خنثي شده بود؛ اضافه گرديدpH  1/8تا 

 به pH  1/8تا  )N1/0(از يك دقيقه به كمك هيدراكسيد سديم
 به PPEميزان نيتروژن آزاد .  تيتر شدصورت پتانسيومتري

حجم هيدروكسيد V 1اينجا  در.  محاسبه شد5وسيله فرمول 
حجم نمونه  V 2غلظت هيدروكسيد سديم؛  N 1؛ )ml(سديم 

)ml( ،m وزن نمونه )g ( وFn ميزان نيتروژن نمونه )mg/g 

PPE.(  

                                                            

1. Filipe-Ribeiro and Mendes-Faia 

mV
NVFn ×
××

=
2

11 14 )5                                  (        

                                                                       
 PPE بررسي خواص آنتي باكتريايي -2-3

  Alicyclobacillus acidoterrestris روي
از كنسانتره آب سيب  ) ºBrix12،pH  7/3(آب سيب 

 به ºC105(تهيه و سترون شد ) شركت نوش ايران، عجب شير(
 آب سيب توليد شده از نظر حضور ). يقه دق2مدت 

A.acidoterrestris  36[مورد ارزيابي قرار گرفت.[  
پس از هم زدن هر ظرف، آب سيب در ظرف مخصوص 

 (Hach 2100P portable, USA)دستگاه كدورت سنج 
  .اندازه گيري شد NTU  2ريخته و براساس

A.acidoterrestris DSM3922   روز در دماي 7به مدت 
ºC43 روي محيط كشت OSA) 7/3 pH  ( تلقيح شد؛ آنگاه

  براي تأييد توليد اسپور از ميكروسكوپ اختلاف فازي 

  
  A.acidoterrestrisتعداد روي) PPE (انار پوست عصاره تأثير  1 شكل

  .OSA  كشت محيط روي
باكتري ها توليد % 80استفاده شد و مشخص گرديد كه بيش از 

يله شيشه اي و آب مقطر سترون  به كمك م. اسپور كرده اند
)ml 2كلني ها از سطح محيط كشت جمع )  به ازاي هر پليت

 دقيقه در 30آوري شد و سوسپانسيون تهيه شد به مدت 
×g4000فاز رويي دور ريخته و فاز ته نشين .  سانتريفوژ شد

شده به كمك آب مقطر سترون و شستشو داده شد و مجدداً به 
پس .  بار تكرار شد3اين فرآيند . دصورت سوسپانسيون در آم

از آخرين سانتريفوژ فاز ته نشين شده در آب مقطر سترون  به 

                                                            

2. Nephlometric Turbidity Unit 
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 ml1 صورت سوسپانسيون در آورده شد و در ويال هاي 
  ].37[ نگهداري شد -ºC20توزيع و تا زمان مصرف در 

شمارش اسپور در استوك ها طبق استاندارد ملي ايران شماره 
صورت گرفت و )  PDA) 7/3 pH، روي محيط كشت 9799

  ].36[ بود 1CFU/ml  105جمعيت اسپور
PPE  در آب حل و به وسيله ميكروفيلتر)µm2/0 ( سترون

 OSA) 7/3 محيط كشت ml 60شد و به فلاسك هاي حاوي
pH ( كه دمايي در حدود ºC70 داشتند تا رسيدن به غلظت 

محيط .  اضافه گرديدμg/ml1000 و 750، 500، 250نهايي 
هاي كشت در سه پتري تقسيم شد و به هر يك از پتري ها 

CFU 200 روز در 3 اسپور تلقيح و به مدت ºC43 نگهداري 
كلني هاي تشكيل شده پس از اين مدت شمارش .     شد

در .  محاسبه شد6ميزان بازدارندگي به كمك فرمول . گرديد
 به ترتيب ميانگين NT و NCدرصد بازدارندگي؛   Hاينجا

و نمونه آزمون بر مبناي ) PPEبدون ( نمونه كنترل جمعيت
(CFU) 38[ هستند.[  

)6(                           100×
−

=
C

TC

N
NNH )(

  
PPE  در آب حل و به وسيله ميكروفيلتر)µm2/0 ( و سترون

اضافه شد ) pH 7/3( آب سيب ml 120به ظرف هاي حاوي 
.  رسيدμg/ml1000 و 750، 500، 250نهايي به تا غلظت هاي 

 آب مقطر فيلتر شده اضافه گرديد ml 10به نمونه كنترل نيز
اضافه   A.acidoterrestrisآنگاه به تمامي نمونه ها اسپور 

.  رسيدCFU/ml 103شد تا جمعيت اوليه در تمامي آنها به
 نگهداري شد و در زمان هاي مختلف ºC43نمونه ها در دماي 

  PDAمونه برداري و روي ن)  روز24 و 11، 7، 3 ساعت، 8(
.  نگهداري شدºC43 روز در دماي 3كشت داده و به مدت 

. كلني هاي تشكيل شده پس از اين مدت شمارش گرديدند
  Hدر اينجا.  محاسبه شد6ميزان بازدارندگي به كمك فرمول 

 به ترتيب ميانگين جمعيت نمونه NT و NCدرصد بازدارندگي؛ 
 24 در مدت (CFU)آزمون كنترل و ميانگين جمعيت نمونه 

  .روز هستند
   تجزيه تحليل آماري-2-4

 SPSS 11.5آزمون هاي آماري با استفاده از نرم افزار 

(SPSS Inc., chicago, IL, USA)مقايسه .  انجام شد
                                                            

1. Colony forming unit 

 A.acidoterrestris داده هاي مربوط به ويژگي هاي ضد

روي محيط كشت به كمك آزمون دانكن انجام شد؛ كه حلال 
 و 750، 500، 250، 0(و غلظت ها ) متانول، اتانول و استون(ها 

μg/ml1000 (مقايسه . به عنوان متغيرها در نظر گرفته شدند
در  A.acidoterrestris داده هاي مربوط به ويژگي هاي ضد

آب سيب و كدورت آنها به كمك آزمون دانكن و در غالب 
لظت ها طرح اسپليت پلات در زمان انجام شد كه حلال ها و غ

به عنوان متغير مستقل و جمعيت باكتري به عنوان متغير وابسته 
  .در نظر گرفته شدند

  

 نتايج و بحث-3

   تجزيه عصاره هاي پوست انار-3-1
مربوط به عصاره %) 54/29(بيشترين راندمان استخراج 

) PPEA( بود در حالي كه عصاره استوني (PPEM)متانولي
 راندماني  (PPEE)ه اتانولو عصار%) 28/2(كمترين راندمان 

اين حالت را مي توان . را نشان دادند%) 3/24(بين اين دو 
متانول با . مربوط به قطبيت حلال هاي مورد استفاده دانست

بيشترين قطبيت، بيشترين و استون با كمترين قطبيت، كمترين 
پيشنهاد داده كه ) 2005 (2وايت هد. راندمان استخراج را داشتند

قطبي، مواد قطبي مانند نمك ها و قندها را در خود حلال هاي 
حل  مي كنند و به اين ترتيب  موجب افزايش راندمان عصاره 

  ].39[ها مي شوند
 ارائه شده 1در جدول  PPEنتايج تجزيه شيميايي مربوط به 

هيچ رابطه اي بين ميزان خاكستر و قطبيت حلال مشاهده . است
 3نگي و جاياپراكاشا. شت كمترين خاكستر را دا PPEEنشد و 

 استخراج شده به  PPE در TPنشان داده اند كه ) 2003(
، 400، 170وسيله اتيل استات، استون، متانول و آب به ترتيب 

در حالي كه سينگ و ]. 27[ بوده استmg/g140، و 460
 استخراج شده  PPE درTPنشان دادند كه ) 2002(همكارانش 

 0/44، 0/18و آب به ترتيب، به وسيله اتيل استات، متانول 
) 2006 (4ليو همكارانش]. 29[ بوده است0/3 (w/w ,%)و

 استخراج شده به ترتيب  PPE در TFD و TPنشان دادند كه

                                                            

2. Whitehead 
3. Negi, and  Jayaprakasha 
4. Li et al 
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اختلاف ]. 40[ بوده است8/4±1/59 (mg/g) و 2/17±249
هاي مشاهده شده بين تحقيقات مختلف ممكن است به خاطر 

اي استخراج و روش هاي تفاوت بين واريته هاي انار، روش ه
  ].40[اندازه گيري باشند

  
  )PPE(تجزيه شيميايي عصاره هاي پوست انار  1جدول 

عصاره 
 متانولي

(mean±SD) 

عصاره 
 اتانولي

(mean±SD) 

عصاره 
 استوني

(mean±SD) 

  تجزيه شيميايي

b149±15 c109±1 ‡a226±14 فنول كل(mg/g 

GAE)  

b43±6 c32±1 a70±5 فلاونوئيد كل(mg/g 

RE)  

b  36±5 c  27±0 a  mg/g)فلاونول كل 61±5 

RE)  

b  09/2 ± 11/0  a  63/0 ± 04/0  a  75/0 ± 03/0   (%)خاكستر  

b  039/0 ± 007/0  b 042/0 ± 008/0  a 012/0 ± 003/0   (mg/g PPE)نيتروژن 

داراي حروف مشابه هستند فاقد اختلاف در هر رديف مقاديري كه )‡
  )p≥/050(معني دار هستند 

  

بر   A.acidoterrestris   ،PPE- اثر ضد-3-2
 OSA روي محيط كشت 

  PPEM، PPEE توسط   A.acidoterrestrisرشد 
 μg/ml500 و 1000، 750 به ترتيب در غلظت هاي  PPEAو

  ). 1شكل (مهار شد 
 TPبا افزايش A.acidoterrestris   ،PPEخصوصيات ضد

 PPEMعصاره ها و غلظت عصاره افزايش  يافت ولي، به جز 

؛ هيچ μg/ml 500 و250 در  PPEE وμg/ml 250 در
 استخراج شده PPEبين ) P≥/050(اختلاف معني داري 

            به وسيله حلال ها و غلظت هاي مختلف مشاهده نشد 
  ).2جدول (

در   A.acidoterrestris در صد بازدارندگي رشد 2جدول 
  OSA روي محيط كشت PPEغلظت هاي مختلف 

  غلظت عصاره پوست انار  حلال استخراج
(μg/ml)  

  *بازدارندگي رشد

(%)  
3/92  250  متانول b‡ 

0/96  500  متانول a 

0/100  750  متانول a 

0/100  1000  متانول a 

4/91  250  اتانول b 

2/91  500  اتانول b 

8/99  750  اتانول a 

0/100  1000  اتانول a 

2/97  250  استون a 

0/100  500  استون a 

0/100  750  استون a 

0/100  1000  استون a 

×H( ، 100(بازدارندگي رشد *)
−

=
C

TC

N
NNH )(   

مقاديري كه داراي حروف مشابه هستند فاقد اختلاف معني دار )‡
  )p≥/050(هستند 

  
PPEAوبي  در ديگر تحقيقات نيز بيشترين خواص ضد ميكر

 را به صورت  B.subtilisاين عصاره رشد. را نشان داده است
 B.cereus ،S.aureus ،E.coliمتوقف كرده و رشد % 100

  MICكاهش داده است و% 80 را   P.aeruginosa و
1،PPEA بين ppm 200يا كمتر بوده در حالي كه MIC  

 و ppm 700 تا400عصاره هاي آبي و متانولي به ترتيب از 
  ]. 27[ تغيير كرده است ppm500  تا250

  

                                                            

1. Minimum inhibitory concentration  
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در آب سيب طي   A.acidoterrestris رويPPE تأثير   2شكل 

و عصاره استوني ) b(، عصاره اتانولي )a( روز،  عصاره متانولي 24
)c.(  

تحقيقات پيشين نيز نشان داده اند كه خصوصيات ضد ميكروبي 
آنها  TPعصاره هاي گياهي با افزايش غلظت عصاره ها و ميزان

علاوه بر اين نوع تركيبات ]. 41، 38، 27[افزايش مي يابد 
فنولي نيز بر روي خواص ضد ميكروبي اين تركيبات موثر 

به تركيبات فنولي   A.acidoterrestrisاست به عنوان مثال،
خنثي موجود در انگور قرمز حساس است در حالي كه نسبت 

د فروليك، اسيد به تركيبات فنولي اسيدي مانند رزوراترول، اسي
كوماريك، اسيد هيدروكسي بنزوئيك و پروآنتوسيانيدين مقاوم 

  ].24، 4[است 
  
  

در  A. acidoterrestris  رويPPE  تأثير -3 -3
  آب سيب
 در نمونه شاهد، تعداد سلول هاي زنـده تـا روز            2مطابق شكل   

سوم افزايش مي يابد، اما جمعيـت نهـايي بـه نـسبت، كمتـر از                
به نظر مـي رسـد بـه        . در روز سوم است   ] 42[تحقيقات پيشين   

خاطر مقدار فنول كل بـالاي آب سـيب مـورد اسـتفاده در ايـن               
ــه   μg/ml GAE 23±339 =TP ،μg/ml RE(مطالعــ

15±99= TFD وμg/ml RE 19±89= TFL ( و ســويه 

A.acidoterrestris    2007(توكودا  .  مورد استفاده بوده است (
 فنول كل در انگور و سـيب        پيشنهاد داده است كه بالا بودن پلي      

  ]. 42[ ممانعت كند Alicyclobacillusمي تواند از رشد 
ــأخيري ــاز ت ــين  A.acidoterrestris  ف ــا 8ب  ســاعت 12 ت

 سـاعت اول در نمونـه       8؛ بنـابراين جمعيـت اوليـه در         ]6[است
شاهد ثابت باقي مانده بود ولي جمعيـت سـلول هـاي زنـده در      

 ساعت در حدود يك     8 پس از  PPEAتمام غلظت هاي نمونه     
سيكل لگاريتمي كاهش يافت اين در حـالي بـود كـه در سـاير               

همان طـور كـه     ). 2شكل  (نمونه ها چنين كاهشي مشاهده نشد       
 نشان داده شده است، گرچه بيشترين خـصوصيات         3در جدول   

 μg/ml 750در آب سيب حـاوي    A.acidoterrestrisضد 
هـيچ اخـتلاف     مشاهده شده است ولي ايـن نمونـه          PPEAاز  

با ديگر نمونه ها ندارد، مگر با نمونـه         ) P≥/050(معني داري 
  . PPEM از μg/ml 1000حاوي

 عصاره هاي پوست انار داراي خواص آنتـي اكـسيداني هـستند           
، از سوي ديگر آنتـي اكـسيدان هـا قـادر بـه              ]44،  30،  27،  26[

يي كه بـراي    از آنجا ]. 45[كاهش اكسيژن در دسترس مي باشند       
حـداقل  در آب سـيب و انگـور     A.acidoterrestris رشـد 

؛ بنـابراين، احتمـالاً كـاهش نـرخ         ]46[اكسيژن لازم است    % 1/0
ــد ــولي و    A.acidoterrestrisرش ــات فن ــاطر تركيب ــه خ ب

 و در نتيجه كاهش اكسيژن در       PPEخصوصيات آنتي اكسيداني  
اين در حـالي اسـت كـه تـيم          . دسترس در آب سيب بوده است     

ــد كــه خــصوصيات  ) 2005(كوشــني و لمــب  ــشنهاد داده ان پي
) 1: ضدميكروبي فلاونوئيدها مربوط به سه مكانيسم مقابل است       

جلوگيري از عملكـرد     )2جلوگيري از سنتز اسيدهاي نوكلئيك؛      
  ].43[يري از متابوليسم انرژي جلوگ)3غشاء سيتوپلاسمي؛ 
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در غلظت   A.acidoterrestrisبازدارندگي رشد   3جدول 
  . در آب سيبPPE هاي مختلف 

  غلظت عصاره پوست انار  حلال استخراج
(μg/ml)  

  *بازدارندگي رشد

(%)  

4/89  250  متانول abc‡ 

5/88  500  متانول abc 

1/85  750  متانول abcd 

2/78  1000  متانول d 

5/86  250  اتانول abcd 

5/90  500  اتانول ab 

4/89  750  اتانول abc 

4/91  1000  اتانول ab 

7/94  250  استون a 

8/94  500  استون a 

3/95  750  استون a 

0/93  1000  استون a 

 روز در هر 24 در طي A.acidoterrestrisميانگين جمعيت *)
  )6(عصاره پوست انار و غلظت مربوط  به آن به وسيله فرمول 

يري كه داراي حروف مشابه هستند فاقد اختلاف معني دار مقاد)‡
  )p≥/050(هستند 

   كدورت آب سيب-3-4
خصوصيات ظاهري آب ميوه نقش مهمي در خريد محصول 

عصاره هاي گياهي باعث ابري و ]. 47[توسط خريدار دارد 
و اين مي تواند باعث ] 39[كدر شدن آب ميوه مي شوند 

  . پسندي آن شودكاهش مشتري
كدورت آب سيب در تمام نمونه ها در طي مدت تحقيق 

و اختلاف معني دار ) 3شكل (افزايش يافته است 
)050/≤P ( بين كدورت روز اول و روز هاي بعد وجود

  ).داده هاي مربوط به آن نشان داده نشده است(داشت 
به ) تانولم(عصاره استخراج شده به كمك قطبي ترين حلال 

) استون(نسبت عصاره استخراج شده با غيرقطبي ترين حلال 
  PPEAبيشتر در آب حل شده است؛ از اين رو احتمالا

بيشترين اثر را روي كدورت نمونه هاي آب سيب داشته است 
   ).4جدول (

  
 روز، عـصاره    24 بـر كـدورت آب سـيب طـي           PPEتـأثير   . 3شكل  

  ).c( عصاره استوني و) b(، عصاره اتانولي )a(متانولي 
  

 در آب ميوه تشكيل برهم اصلي ترين عامل تشكيل كدورت
براساس تجزيه ]. 48[پلي فنول است-كنشهاي پروتئين

  PPEA، )1جدول (  PPEشيميايي
كمترين ميزان نيتروژن را داشته است در حالي كه بيشترين   

 كدورت را نشان داده است؛ از  سوي ديگر 

PPEAبيشترينTP،TFD   وTFLدر مقايسه .  را داشته است
كاتكين ها و پروآنتوسيانيدين (فلاونوئيدها با تركيبات فنولي، 

بيشترين رابطه را با تشكيل كدورت در آب ميوه دارند ) ها
 به طور PPEM و  PPEEمقدار نيتروژن كل در ].48[

 است در حالي كه PPEAچشمگيري بيشتر از نيتروژن كل 
 PPEA كدورت آب سيب حاوي اين دو عصاره بيشتر از 

تشكيل كمپلكس هاي پلي فنولي بنابراين ممكن است . است
  .مهمترين عامل تشكيل كدورت در اين نمونه ها باشند
 PPEAنتايج اين تحقيق نشان داد كه، در صورتي كه استفاده از

نامطلوبي روي خصوصيات حسي آب سيب نداشته  تأثير 
باشدو يا اين اثرات ناچيز باشد؛ مي تواند به عنوان يك عامل 
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در آب سيب مورد استفاده قرار    A.acidoterrestris ضد
، بيشترين خصوصيات PPEدر مقايسه با ساير  PPEA.گيرد
و آب   OSA را روي محيط كشتA.acidoterrestrisضد 

سيب از خود نشان داده است، ولي استفاده از آن در غلظت 
 مي تواند منجر به افزايش كدورت μg/ml 1000هاي بيش از

  ).4جدول (آب سيب گردد 
  

  .PPE كدورت آب سيب در غلظت هاي مختلف 4جدول 
  غلظت عصاره پوست انار  حلال استخراج

(μg/ml)  
  كدورت

(NTU)*  
83/19  250  متانول a‡ 
15/20  500  متانول a 
23/22  750  متانول abc 
06/21  1000  متانول ab 
03/20  250  اتانول a 
38/21  500  اتانول ab 
49/22  750  اتانول abc 
11/28  1000  اتانول cd 

91/19  250  ستونا a 
46/20  500  استون ab 
65/26  750  استون bcd 
05/30  1000  استون d 
10/21    شاهد ab 

 NTU (Nephlometricميانگين كدورت آب سيب برمبناي*) 

Turbidity Unit)   روز در هر عصاره پوست انار و 24در طي 
  غلظت مربوط به آن

ف معني دار مقاديري كه داراي حروف مشابه هستند فاقد اختلا)‡
  )p≥/050(هستند 

هر چند در تحقيقات زيادي به خصوصيات فراسودمند بسيار 
؛ ولي ]30، 29، 28، 27، 26[اشاره شده است  PPEمفيد

مي تواند با غلطت PPE تحقيقات جديد نشان داده است كه 
 به ترتيب باعث تحريك μg/ml4/44 و ED50 (7/4(موثر 

و سلول هاي تك هسته اي   Caco-2رشد سلول هاي
از اين رو ]. 44[ در محيط آزماشگاهي شود 1پيراموني خون

پيشنهاد شده كه استفاده از عصاره هاي پوست انار به عنوان 
يك آنتي اكيسدان طبيعي در غذا يا داروهاي انساني با احتياط و 

به نظر مي ]. 44[با در نظر گرفتن مقدار مطلوب صورت بگيرد 
ورتي كه تحقيقات درون پيكري بيانگر خواص رسد در ص

به عنوان يك  PPE  نباشد؛ مي توان ازPPEسرطان زايي 
 نگهدارنده طبيعي با خواص فراسودمند و خواص ضد 

                                                            

1. Peripheral blood mononuclear cells 

A.acidoterrestrisالبته اين .  آب سيب استفاده كرد در
اثر نامطلوب عصاره برروي خواص حسي آب منوط به نداشتن 

    . سيب است
  

   سپاستشكر و-4
نويسندگان اين مقاله برخود وظيفه مي دانند از پژوهشكده 

به ) تبريز(بيوتكنولوژي كشاورزي شمالغرب و غرب ايران 
خاطر حمايت فوق العاده از اين پژوهش و از دانشگاه تبريز 
جهت اعطاي كمك هزينه اجراي پايان نامه كارشناسي ارشد 

تر جاياپراكاشا از وظيفه ما است از دك. تشكر و قدرداني نمايند
پژوهشكده مركزي تحقيقات صنايع غذايي هند، دكتر تاري نژاد 
از دانشگاه تربيت معلم آدربايجان و مهندس پريسا جعفريان 
اصل براي پيشنهادات سازنده، تجزيه تحليل هاي آماري و 

  .همكاري در اجراي اين پژوهش كمال تشكر را داشته باشيم
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Alicyclobacillus acidoterrestris has recently obtained great attention in fruit juice industry due to its 
high resistance to juice pasteurization. Several methods for inhibition of this bacterium have been 
proposed. Pomegranate peel, as a byproduct of fruit juice factories, has antibacterial and functional 
properties. Pomegranate peel extracts containing effective compounds were extracted by methanol 
(MeOH), ethanol (EtOH) and acetone. In comparison within different extracts, pomegranate peel 
extracted by acetone (PPEA) had the highest content of phenolic, flavonoid and flavonol contents, (i.e. 
226, 70 and 61 mg/g, respectively). Furthermore, 250μg/ml PPEA showed strong anti-Alicyclobacillus 
acidoterrestris property on orange serum agar and apple juice without any side effects on apple juice 
turbidity. The extracts obtained by EtOH and acetone during 24 days showed side effects on apple 
juice turbidity in 1000 μg/ml but the extracts obtained by MeOH did not affect apple juice turbidity at 
the same time. 
 
Keyword: Alicyclobacillus acidoterrestris; Antimicrobial properties; Apple juice; Pomegranate peel 
extract; Turbidity. 
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