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 مقاله پژوهشي 

ه مدل یبرپا B1نیآفلاتوکس ییزدالوس در سمیدوفیاسلوسیک لاکتوباسیوتیپروب يباکتر ییکارا یابیارز
  ترشحات دستگاه گوارش يشده يسازهیشب

  
  ٢کين تاجي، حس١*ياديمهران ص

 
  08/02/1397تاریخ پذیرش  01/12/1396تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

اهش ک يين پژوهش توانايسلامت انسان و دام است در ا يبرا يو خوراک دام مشکل جد ييمواد غذان در يبا آفلاتوکس يکه آلودگ يياز آنجا :هدف و زمينهپيش
 يترشحات دستگاه گوارش انسان حاو يشده يسازهيط شبيدر مح )ATCC 4356(لوسيدوفيلوس اسيلاکتوباسک يوتيپروب يتوسط باکتر1Bنيآفلاتوکس

  د.يگرد يرسترون بررسيش
شده يسازهيشبط يدر نظر گرفته شد که در مح تريليليمکروگرم بر يم ۵ن يو غلظت آفلاتوکس cfu/ml ۱۰۱۰×۱ ين منظور تعداد باکتري: بدکار مواد و روش

ره يون شيرسترون، سوسپانسي، شيمار در بود و نبود باکترين پژوهش شش گروه تيد. در ايح گردي، معده و روده کوچک انسان تلقيبزاق دهان يترشحات مصنوع
م ج توسط نريد و نتاين گردييتع يتينيمونوافيص با ستون ايتخل و بالا ييع با کارايما يمانده توسط کروماتوگرافين باقيشد. غلظت آفلاتوکس يدستگاه گوارش بررس

و  تريليليکروگرم بر ميم۲۵/۰با حد تشخيص  HPLCدر تمام تيمارها با استفاده از  B1كاهش آفلاتوكسين  ج نشان داد کهينتال شد. يتحلSPSS20  يافزار آمار
با B1 نيآفلاتوکس يبنددرجه يبود منحن درصد٩٤تا  ٨٩ نيب AFB1 نيکوتوکسيما افتيباز ريمقاد گيري شد.اندازه تريليليکروگرم بر ميم ۷۵/۰ ين کمييحد تع

  بود. يخط تريليليمنانوگرم بر  ۱۰تا۱يدر گستره غلظت ٩٩٥/٠ يهمبستگ بيضر
و   درصد٧٠±٠٢٢/٠ر سترون حدوديدر نبود ش لوسيدوفياس لوسيلاکتوباسک يوتيه پروبيتوسط سو 1Bنين درصد حذف آفلاتوکسيانگين ميشتري: بهايافته
  ).P<0/05داشت( شش گروه وجود يبرا يداريتفاوت معن ود کهب٨٦/١٣±٠١٧/٠زان يک به ميزان حذف مربوط به گروه ين ميکمتر

را در  B1 نيا کاهش آفلاتوکسيحذف  يبرا يمناسب يستيعامل ز ،لوسيدوفيلوس اسيلاکتوباسک يوتيپروب ين بود که باکتريج نشانگر اي: نتاگيريبحث و نتيجه
  باشند.يموثر مB1 نيا حذف آفلاتوکسيره معده و روده کوچک هم در کاهش يش ،ين علاوه بر باکتريدستگاه گوارش انسان هست و همچن

  
 بالا ييع با کارايما ي، کروماتوگرافييزدا، دستگاه گوارش، سمB1ني، آفلاتوکسلوسيدوفياسلوسيلاکتوباسک، يوتيپروب يباکترها: دواژهيکل

  
 ١٣٩٧تير ، ۲۷۰-۲۸۱ ، صچهارم شمارهيست و نهم، بيه، دوره ارومي پزشکمجله 

  
  ۰۹۱۷۹۲۴۸۷۰۳. تلفن: يه، دانشکده دامپزشکيه، دانشگاه ارومياروم: آدرس مکاتبه

Email: mehransayadi62@gmail.com 

  
  مقدمه

 ازجملهها ها، متابوليت ثانويه بعضي از قارچآفلاتوکسين
، ييزاجهش) که توانايي ٤-١باشند (هاي آسپرژيلوس ميگونه

). ٥،٦در موجودات زنده را دارند ( و مهار سيستم ايمني ييزاسرطان
 مخصوصاًخام و محصولات کشاورزي  ييمواد غذاها در اين قارچ

 ١٨). ٧کنند (رشد مي شدهخشک وهيم و ريانج ل،يآج، فلفل،پسته
                                                             

 سنده مسئول)يران (نويه، ايه، ارومي، دانشگاه ارومي، دانشکده دامپزشکييغذامواد يفيگروه بهداشت و کنترل ک يتخصص يدکتر يدانشجو 1
 رانيه، ايه، ارومي، دانشگاه ارومي، دانشکده دامپزشکيياستاد گروه بهداشت موادغذا ٢

1 Aflatoxin B1 
2 USA Food and Drug Administration 
3  Aflatoxin M1 

 هاآنين ترکه مهم اندها شناسايي شدهترکيب مختلف از آفلاتوکسين
سميت و  ازنظرو هستند G2 وB1 ،B2، G1شامل آفلاتوکسين

١، ييمواد غذاکميت در 
1AFB  سازمان  ).١١-٨قرار دارد ( تياولودر

مواد در  1AFBحداکثر سطح مجاز ٢)FDAغذا و داروي آمريکا(
ليتر) (نانوگرم در ميلي ٥/٠   ppbدر شير را٣ 1AFMو ppb٢٠ ييغذا

). با افزايش  دانش و آگاهي از اينکه ١٢( تعيين کرده است
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دارند محققان  کنندهمصرفها خطر جدي براي سلامت آفلاتوکسين
 ييمواد غذاها در به دنبال حذف و کاهش اين نوع مايکوتوکسين

در  هاآنو کاهش  ييزداسممتعددي جهت  يهاروش). ١٣( هستند
، غيرفعال و خوراک دام آلوده مثل جداسازي فيزيکي ييمواد غذا

، تشعشع و بيولوژيکي وجود ييايميمواد شکردن دمايي، تيمار با 
هاي ترين روش، استفاده از باکتري) که يکي از اساسي١٤( دارد

). ترکيبات ديواره سلولي ١٥،١٦( باشدخانواده اسيدلاکتيک مي
هاي اسيدلاکتيک شامل ماتريکس پپتيدوگليکان، باکتري

هاي اکاريدسيکوئيک، لايه پروتئين، پلياسيدتيکوئيک، اسيد ليپوت
باشند که خاصيت هيدروفوبي مي ٤ينزيروليپدياسنويآم خنثي و

 هاآنها در سازوکار جذب سطحي توکسين جهيدرنتبالايي دارند و 
دهد مطالعات پيشين نشان مي ).١٩-١٧( کنندنقش مهمي ايفا مي

توکسين به ها به خاطر چسبيدن که نقش حذف مايکوتوکسين
ترکيبات ديواره سلولي بيشتر از چسبيدن کووالانسي يا متابوليسم 

-هاي مرده هم توانايي چسبيدن و سمسلولي است بنابراين سلول
-لاکتوباسيلوس) اما تاکنون اثر باکتري ١٧،٢٠( زدايي را دارند

دستگاه گوارش انسان بر  شدهيسازهيشبدر مدل  ٥اسيدوفيلوس
بررسي نگرديده است بنابراين هدف از اين مطالعه  1AFBزدايي سم

در شرايط  1AFBتعيين کارايي باکتري مذکور در کاهش 
  باشد.ترشحات دستگاه گوارش مي يسازهيشب

  
  مواد و روش کار

سه بار تکرار در  صورتبهدر اين مطالعه، اثر شش گروه تيمار 
 تنيبرون در محيط  1AFBليتر غلظت پنج ميکروگرم در ميلي

  نمونه آماري داريم.  ۱۸ درمجموعبررسي شد که 
 طراحي آزمايش:

)سوسپانسيون ترشحات ۱شش گروه تيمار اين مطالعه شامل: (
) ۲(گروه کنترل منفي)،(  1AFBدستگاه گوارش + شير استريليزه + 

+ سوسپانسيون ترشحات دستگاه گوارش + شير  HSCASبايندر 
)سوسپانسيون ترشحات ۳(گروه کنترل مثبت)، ( 1AFBاستريليزه + 

 لاکتوباسيلوس)سوسپانسيون باکتري 1AFB ) ،۴دستگاه گوارش + 
) 1AFB )،۵+ سرم فيزيولوژي + شير استريليزه + اسيدوفيلوس 
انسيون + سوسپ اسيدوفيلوسلاکتوباسيلوسباکتريسوسپانسيون

) ۶و( 1AFBترشحات دستگاه گوارش + سرم فيزيولوژي + 
پانسيون + سوس لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوسسوسپانسيون باکتري 

  بودند. 1AFBترشحات دستگاه گوارش + شير استريليزه + 
  :1Bنيآفلاتوکس يسازآماده

                                                             
4 Amino Acid Pyrrolysine 
5 Lactobacillus acidophilus 

با  ٦)۱۹۹۸نظامي (-ال سازي آفلاتوکسين از روشبراي آماده
 1AFB گرميليمکه، يک  صورتنيبداستفاده شد  يجزئتغييرات 

را در حلال  (Sigma-Aldrich 6636/USA)جامد
 ppm) حل گرديد و براي رسيدن به غلظت ۹۷:۳بنزن/استونيتريل(

) استفاده کرده و ادامه PBS, pH 7.3از محلول بافر فسفات( ۱۰
درجه  ۸۰حلال بنزن/استونيتريل را توسط حمام آب با دماي 

 ۱۰ن کرد با مخلوط ضمناًدقيقه تبخير شد،  ۱۰به مدت گرادسانتي
شير  تريليليم ۱۰)با ppm ۱۰سوسپانسيون آفلاتوکسين( تريليليم

دست آمد و محلول استاندارد تا به ppm ۵غلظت نهايي استريليزه،
 گرادسانتيدرجه  ۴ي تيره در دماي زمان مصرف در ظرف شيشه

  ).۲۱نگهداري شدند (
  

 :يکشت و برآورد غلظت باکتر طيشرا ،يباکتر هيسو
 ATCC( اسيدوفيلوس لاکتوباسيلوسپروبيوتيک  يباکتر

هاي پژوهش سازمان کلکسيون از ليوفيليزه و خالص صورتبه )4356
در  موردمطالعه لاکتوباسيلوسو  خريداري شد ايران صنعتي و علمي

 درجه۳۷ دماي در و گرديد تلقيح ٧براثاس.آر.محيط کشت ام

شد.  گذاريگرمخانه هوازي)هوازي(جار بيو شرايط بي گرادسانتي
در ۳۰۰۰دقيقه با دور ۱۵ساعت کشت باکتري به مدت  ۲۴بعد از 
 شرکت Rotofix 32A(مدل سانتريفيوژ گرادسانتيدرجه  ۴دماي 

HETTICH  کشور آلمان) شده و مايع رويي تحت شرايط سترون
شستشو داده PBS نشين را سه بار با هاي تهخارج گرديد و سلول

 آن را توسط محلول بافر فسفات سديم، کدورتبا  تيدرنها شد

 جذب حدود يک مقدار و نانومتر ۶۰۰موجدر طول اسپکتروفتومتر

 با تعداد باکتري آمد. به دست باکتريcfu/ml ۱۰۱۰×۱معادل که

-اس.آر.ام کشت محيط کمک به استاندارد پليت شمارش از استفاده
  ).۲۴-۲۲( گرديد آگار تعيين
  :)شير سترون(غذاييسازي نمونه آماده
 يشـــدهاســـتفادهســـازي شـــير ســـترون مطابق روش آماده
شد، ۲۰۱۰حداديان( ستلريليزه   )  شير ا صد ۵/۲ در ابتدا  شرکت  ( در

ستريل    )پگاه ران،يا يلبن عيصنا  شد و جهت اطمينان از ا خريداري 
ــانتيدرجه  ۱۲۱بودن در دماي   ــار گرادسـ پوند بر اينج   ۱۵و فشـ

 ).۲۵( دقيقه سترون شد ۱۵به مدت )PSI(مربع
  

سازي مايع گوارشي(بزاق دهان،شيره معده،شيره آماده
  روده):

6 El-nezami 
7 deMan, Rogosa, Sharpe broth, Oxoid, UK 
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کل     محلول بزاق عده و روده بر طبق پروت هاني، م ندز     د نا  وفر
 ــ ــيون بزاق دهاني     آماده گرديد.   )۲۰۰۸(٨اي پالنسـ ــپانسـ ــوسـ سـ

 g/L NaCl،2.2 g/L KCl ،0.22 g/L 6.2 حاوي شده يساز هيشب 

CaCl2 ،1.2 g/L NaHCO3 ، 0.01% lysozyme   و
 g/L 6.2 حاوي  شــدهيســازهيشــبســوســپانســيون شــيره معده 

NaCl،2.2 g/L KCl ،0.22 g/L CaCl2 ،1.2 g/L NaHCO3 ، 
0.3% pepsin       حاوي  شده يساز هيشب و سوسپانسيون شيره روده
5 g/L NaCl،0.6 g/L KCl ،0.3 g/L CaCl2 ،0.45% bile 

salts ، 0.1% pancreatin  بود و سپس pH لهيوسبهشيره معده را 
شــيره  روده و بزاق دهاني  pH و  ۵/۲مولار به ۱/۰کيدريدکلرياســ
س به شد.   ۵/۷مولار به ۱/۰سود  لهيو سانده  سه  ر سيون      هر  سپان سو

ــله  ــبهحاص ــاخت (ميکرومتر۲۲/۰ميکروفيلتر لهيوس مدل ايواکي س
  ).۲۶،۲۷( استريل گرديد٩)ژاپن

  بايندر:
ستفاده  يش يآزما بايندر س يآلوم ميسد  موردا س کاتيلينو - ميکل

ــت.  ١٠)HSCAS(هيدراته   ماده رس که    عنوانبه آن را  توانيماسـ
س  ميسد  س،يليس ، ومينيآلوم يحاو و  ضيقابل تعو يکاتد ميو کل

مقدار استفاده از اين بايندر در تيمار   شده است.   فيتعر هدراتيآب ه
  .)۲۸بود ( تريليليم ۱۰گرم برميلي ۲۵/۰

سازي مدل غذايي، تلقيح شده با باکتري و آلوده به آماده
ترشحات دستگاه  يشدهيسازهيشبحاوي محيط  1AFBسم 

 گوارش:
ه بعد ک صورتنيبدو باکتري به شير تلقيح گرديد  1AFBابتدا 
 و باکتري 1AFBکردن سوسپانسيون حاصل، غلظت سم از شيکر

 cfu/ml ۱۰۱۰× ۱ليتر وميکروگرم بر ميلي ۵به ترتيب  موردمطالعه
 ۶ليتر از سوسپانسيون حاصله با ميلي ۵/۴). سپس ۲۴،۲۹شدند (

دقيقه  ۵مخلوط و به مدت شدهيسازهيشبليتر از بزاق دهاني ميلي
تحت  rpm ۸۵با انکوباتور شيکردار با گرادسانتيدرجه  ۳۷در دماي 

اتمسفر نيتروژن گرمخانه قرار داده شد بعد از طي شدن زمان مذکور 
ه و  اضاف شدهيسازهيشبليتر شيره معده ميلي ۱۲سوسپانسيون را به

انکوبه شدند و  گرادسانتيدرجه ۳۷ساعت در دماي  ۲به مدت
ليتر شيره روده ميلي۱۲سوسپانسيون حاصله را به  تيدرنها

درجه  ۳۷ساعت در دماي ۲و به مدت  منتقل شدهيسازهيشب
ها را در ،نمونه بردارينمونه از انکوبه شدند. پس گرادسانتي

 ودقيقه سانتريفيوژ  ۱۰به مدت   rpm۷۵۰۰ ميکروتيوپ منتقل و با
هاي کرايوتيوپ حاصله(سوپرناتانت) را در لول ييمحلول رو سپس
نگهداري شدند  -۲۰ ℃در ١١HPLCآوري و تا زمان آزمون جمع
 ۲۴کمتر از  HPLCاگر زمان تهيه سوپرناتانت تا انجام تست  ضمناً

 گرادسانتيدرجه  ۴توانيم سوپرناتانت را در دماي ساعت باشد مي
مدل در  يشگاهياز مدل آزما کيشمات اگراميد) ۲۹نگهداري کنيم (

  در شکل يک نشان داده شده است. ۶تيمار گوارش
از سوسپاسيون با استفاده از  1Bاستخراج آفلاتوکسين 

  ستون ايمنوافينيتي:
 ١٢به روش باگنونو و همکارانش B1استخراج آفلاتوکسين

که يک گرم   صورتنيبد) با کمي تغييرات صورت گرفت ۲۰۰۶(
 ۳۷حلال متانول به دماي تريليليم ۴هاي نهايي را با سوسپاسيون

 ۲۷۵۰دقيقه با دور ۱۰مدت  و بهرسانده  گرادسانتيدرجه 
کامل حذف و محلول باقيمانده را  طوربهرويي سانتريفيوژ شدند مايع
را با  شدهصافاز محلول  تريليليم۲فيلتر و  ۴با کاغذ واتمن شماره

ليتر آب مقطر رقيق شدند و سپس از ستون ايمنوافينيتي ميلي ۳
ل کروماتوگرافي ميکروليتر متانو ۵۰۰عبور داده شد و ستون دوبار با 

ادامه با گاز نيتروژن حلال را خشک کرديم،  و درشستشو 
ميکروليتر فاز حامل آب، متانول و استونيتريل  ۵۰۰آفلاتوکسين را با

حل شد و در آخر يک ميکروليتر به  يحجم ۶:۳:۲با نسبت
  ).۳۰تزريق گرديد ( HPLCدستگاه
 با كروماتوگرافي شدهاستخراج 1Bآفلاتوکسين  يريگاندازه

 بالا: كارايي با مايع
 مدل كارايي با مايع كروماتوگرافي دستگاه از تحقيق اين در

Agilent Technology 1100و ستون کروماتوگرافي Agilent 

Zorbax XDB C18  ميلي ۶/۴سانتي متر، قطر داخلي ۲۵به طول
 آشكارساز از شد. ميکرو متري استفاده ۵متر و مواد پر شده

 ۴۳۵ نشر و ۳۶۵ تحريك موجطول باRF-10AXL فلورسانس

 ستون آون از استفاده با ستون دماي تنظيم استفاده گرديد. نانومتر

S4011  گرديد. حجم تزريق يک  انجام گرادسانتيدرجه  ۲۵دردماي
ميکروليتر بود، فاز حامل مخلوطي از آب ديونيزه:استونيتريل:متانول 

يتر بر دقيقه لسرعت جريان يک ميلي،حجمي/حجمي) بود، ۶:۲:۳(
، نمونه B1استاندارد آفلاتوکسين HPLCتنظيم گرديد. کروماتوگرام

  آورده شده است. ۲در شکل بلانک و شش تيمار
  

                                                             
8 Fernandez de Palencia 
9 Iwaki, Japan 
10 Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicates 

11 High-performance liquid chromatography 
12 Bognanno 
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  ، بلانک و شش تيمار B1نمونه استاندارد آفلاتوکسين HPLCکروماتوگرام ):۲شکل(
  

  :HPLCروش  يسنجاعتبار
حد تعيين و  (LOD) صيصحت، دقت، حد تشخ ،بودنيخط

مورد استفاده  HPLC اعتبار از روش شيآزما يبرا (LOQ) کمي
ن کرد قيبا رق ونيبراسياستاندارد کال .شد نييتع نيآفلاتوکس يبرا

که در  شد هيته خالص کسيبا ماتر AFB1استاندارد  يهامحلول

 يمنحنبا رسم بودن  يخطتعيين . نمودار يک نشان داده شده است
با  )ppm(تريليليمميکروگرم بر  ۱۰-۱در محدوده  ونيبراسيکال
بر اساس نسبت  LOQو LOD انجام شد، 2R يهمبستگ بيضر
مقادير  شد. فيتعر۱۰:۱و  ۳:۱) به ترتيبS / N( زيبه نو گناليس

 سهرد با آفلاتوکسين آلوده ريغ تيمار غني کردنتوسط  بازيافت
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 نييتع AFB1 يبرا تريليليمميکروگرم بر   ۷و  ۵، ۳سطح غلظت 
 زانيم نييبا تع .ديگرد نيينمونه تکرار در هر سطح تع سه و شد
ابي ت براي دستيدق آزمونشد.  يبررس صحت ن،يآفلاتوکس يابيباز

ميکروگرم بر   ۷و  ۵، ۳سه غلظت مختلف  از به تجديدپذيري
 انگريب AFB1، در سه روز انجام شد که دقت AFB1 يبرا تريليليم

 بيان مي شود.) RSD( نسبي استاندارد انحراف ± نيانگيم

 با غني شده نمونه تکرار شده سنجش سه با  يريتکرارپذ

 يبرا  تريليليمميکروگرم بر  ۷و۳،۵ح ودر سط  B1آفلاتوکسين
AFB1 لگريتحل فرد برآورد شد. نمونه ها در همان روز توسط همان 

  .قرار گرفتند ليو تحل هيمورد تجز
  

  B1هاي استاندارد آفلاتوکسينمده از نمونهآستدمنحني کاليبراسيون و معادله خط به ):۱نمودار(
  

  تجزيه و تحليل آماري
 ONاز تحليل واريانس يک راهه( استفاده با هاآزمايش طراحي

WAY ANOVA( تکرار توسط  ۳ با تصادفي کاملا طرح قالب در
 مقايسه تعقيبي بين پذيرفت. انجام SPSS Statistics 22  افزارنرم

 در LSD اي دامنه چند آماري نهايآزمو لهيوسبه آمده بدست نتايج

  گرفت. ارزيابي قرار مورد درصد ۵ اطمينان سطح
  

  هايافته
 روش: ياعتبار سنج

ي، ابيبودن، باز ي، خطLOD ،LOQشامل  ياعتبار سنج جينتا
نشان داده شده است.  ۱در جدول  HPLCو دقت در روش  صحت

شده  رفتهيمطالعه پذ نيدر ا HPLCداده ها نشان داد که روش  نيا
  است.

  
  HPLC زيبا استفاده از آنال B1 نيآفلاتوکس يسنجاعتبار): ۱جدول(

1AFB  

  

  درصد بازيافت (انحراف استاندارد نسبي)

  حد تشخيص

)g/mlµ( 

  

  حد تعيين کمي

)g/mlµ(  

 )g/mlµ( سطح آلودگي ضريب همبستگي منحني کاليبراسيون

٥  ٧  ۳  

۹۴ ( ۰۶/۰ ) ۹۸ ( ۰۸/۰ ) ۸۹( ۱/۰ ) ۲۵/۰  ۷۵/۰  y = ۴۲۰۱۵۶x – ۲۴۷,۹۳ ۹۹/۰ 

  
  :B1اثر تيمارها بر کاهش آفلاتوکسين

-لاکتوباسيلوسسويه باکتري  به 1AFBنتايج توانايي اتصال 
ذکر شده است.  ۲در شش تيمار مورد مطالعه درجدول اسيدوفيلوس

ها حاکي از اين است ميزان اتصال در تيمارها متغيير بود. آناليز داده
باشد و درصد مي ۷۰تا  ۸۶/۱۳که دامنه اتصال سم از محدوده. 

 ۱و ۵بيشترين و کمترين ميزان جذب به ترتيب مربوط به تيمار

دهد که اين مطالعه نشان ميهاي آماري حاصل از باشد. بررسيمي
) P>۰۵/۰دار بوده (درصد حذف آفلاتوکسين در تمام تيمارها معني

سازي شده ترشحات دستگاه گوارش وحضور باکتري و شرايط شبيه
و بين همه تيمارها ارتباط  دارد 1AFBداري در کاهش تاثير معني

 .)P>۰۵/۰داري وجود دارد(معني
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  گوارششده ترشحات سيستم  يسازهيشب ي مدلبر رو اسيدوفيلوسلاکتوباسيلوستوسط سويه  B1 نيتوکسفلاآحذف  :)۲جدول(
  انحراف استاندارد± B1 (ppm)ميانگين آفلاتوکسين  تيمار

  (سه بار تکرار)

  انحراف استاندارد± B1 (ppm)درصد کاهش آفلاتوکسين

  (سه بار تکرار)

  داريسطح معني

  ۸۶/۱۳±۰۱۷/۰  ۳۰۷/۴±۰۱۷/۰  ۱تيمار

۰۵/۰  

  ۸۸/۳۶±۰۲۷/۰  ۱۵۶/۳±۰۲۷/۰  ۲تيمار

  ۹۴/۱۹±۰۲۸/۰  ۰۰۳/۴±۰۲۸/۰  ۳تيمار

  ۵/۴۳±۰۱۴/۰  ۸۲۵/۲±۰۱۴/۰  ۴تيمار

  ۷۰±۰۲۲/۰  ۵/۱±۰۲۲/۰  ۵تيمار

 ۳۴/۲۸±۰۱۷/۰ ۵۸۳/۳±۰۱۷/۰  ۶تيمار

  
  گيرينتيجهبحث و 

مواد چندين راهبرد جهت کاهش يا حذف آفلاتوکسين در علم 
ها تاثير بيشتري در کاهش يا بعضي از اين روش  وجود دارد ييغذا

ي فيزيکي، شيمياي يهاروشتوان به تغيير اين سموم را دارند که مي
عدم کاهش کيفيت  و بيولوژي اشاره کرد که تيمار بيولوژيکي بدليل

نبودن تجهيزات نسبت دو روش قبلي در صنعت اي غذا، گران تغذيه
در پژوهش حاضر، ). ۳۱گردد (غذا و خوراک دام بيشتر استفاده مي

در محيط   1AFBهاي پروبيوتيک در کاهش به بررسي تاثير باکتري
سازي شده در مدل غذايي( شيراستريليزه) در دستگاه گوارش شبيه

تفاوت هر يک از شش گروه مورد بررسي قرار گرفت که اهداف و 
  شود:ها را به اختصار بيان ميگروه

ب باشد بيانگر اين مطلتيمار يک که گروه  کنترل منفي مي-۱
بود که سوسپانسيون ترشحات دستگاه گوارش و شير 
استريليزه چه تاثيري بر کاهش يا عدم کاهش آفلاتوکسين 
دارد و نتايج نشان داد که سوسپانسيون دستگاه گوارش تاثير 

دارد و شير بصورت پوشش،  AFB1  خيلي کمي در کاهش
اطراف سم را گرفته و مانع از عملکرد ترشحات دستگاه گوارش 

 گردد.مي
در گروه کنترل مثبت،  HSCAS علت استفاده از بايندر-۲

دستيابي به اين مطلب بود که آيا سوسپانسيون شيره دستگاه 
کند يا نه. اختلال ايجاد مي AFB1گوارش وشير در اتصال 

را کاهش  AFB1درصد از ميزان ۳۰حدود HSCAS بايندر
 داد.

شده  يسازهيشبتيمارگروه سوم نشان داد که محيط -۳
 را دارد.AFB1 دستگاه گوارش توانايي کاهش سم

باشد  که عدم ترشحات بيانگر اين مطلب مي  ۴تيمارگروه -۴
ر دسازي شده در پروسه ،چه تاثير شيره دستگاه گوارش شبيه

 کاهش آفلاتوکسين دارد.

                                                             
1 Aflatoxins 

 يبه باکترAFB1  که باعث کاهش اتصال ياز عوامل يکي-۵
از عوامل موثر در  يکي نيبنابرا باشديم مارهايدر ت ريوجود ش
 ريعدم وجود ش ليپنج به دل ماريت نيآفلاتوکس زانيکاهش م

و  يربچ ن،يداشتن پروتئ ليبه دل ريش رايباشد زيدر پروسه م
و  رديگيقرار مAFB1 پوشش اطراف کيمانند  دراتيکربوه

 .کنديم يريجلوگ يبه باکترAFB1 از اتصال
شده کامل از  يک وعده  يسازهيشبيک تيمار  ۶تيمار گروه -۶

زيرا حاوي باکتري، ترشحات دستگاه  باشدغذايي انسان مي
باشد و اين تيمار نشان داد که مي  AFB1شير و گوارش،

1AFB  لاکتوباسيلوسبا وجود باکتري پروبيوتيک-
حاوي سم در بدن انسان يا دام  و موادغذايي اسيدوفيلوس

 يابد.درصد کاهش مي۲۸حدود 
وجود گسترده آن  در اين مطالعه، B1دليل انتخاب آفلاتوکسين 

باشد. همانند مطالعات و ضررهاي انساني و دامي مي ييمواد غذادر 
آفلاتوکسين در تمام تيمارها مشاهده شد ولي پيشين، کاهش 

درصد  ۷۰باشد که در دامنهبيشترين کاهش مربوط به تيمار پنج مي
زنند که اتصال مايکوتوکسين به ). محققان حدس مي۲۱،۳۲بود (

). ولي هنوز ۳۲،۳۳است ( هاآنديواره سلولي  لهيوسبهباکتري 
-ين حال، گمان ميها، روشن نيست با اعملکرد دقيق اتصال باکتري

ردد گها ميشدن آفلاتوکسينبرند که اين عملکرد باعث غيرفعال
شدن متابوليکي و جذب مانع از فعال هاي پروبيوتيکبنابراين باکتري

ها در ميزان اتصال يا تفاوت باکتري .شوداز لومن روده مي هاآن
 يسلول پوشش يو ساختارها يسلول واريد بستگي به AFB1تخريب 

به ديواره سلولي و ترکيبات ديواره سلولي AFB1 ).  اتصال ۳۴دارد (
 .)۳۴باشند (ها نسبت به تخريب متابوليک بيشتر ميباکتري

١کمپلکس يا  اتصال 
SAF  به فلور ميکروبي دستگاه گوارش(معده

،روده کوچک و روده بزرگ) بستگي به تعداد و نوع سويه 
، شرايط محيطي و ميزان هاآن، حالات فيزيکي ميکروارگانيسم
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). براساس تحقيقات انجام شده، ۳۵ترشحات دستگاه گوارش دارد (
 بهترين غلظت سلول باکتري مورد نياز جهت کاهش يا حذف 

1AFM 1وAFB ،به ترتيبcfu/ml   ۸۱۰ باشد که مشابه مي ۱۰۱۰و
اشد ببا ميزان غلظت سويه باکتري استفاده شده در مطالعه حاضر مي

ظت شود که غلبرطبق مطالعات پيشين چنين استنباط مي ).۲۱،۳۶(
 رابطه مستقيم وجود دارد  1AFB و AFM1باکتري با ميزان حذف

-لاکتوباسيلوسبه باکتري AFB1 ميزان اتصال ).۳۲،۳۷-۳۹(
يابد و در صورت حذف شير در حضور شير کاهش مي اسيدوفيلوس

يافت که مشابه پژوهش از تيمارها ميزان اتصال افزايش خواهد 
در حضور  AFM1). در مطالعه ديگر۴۰باشد ()مي۲۰۰۴( ٢کابک

فاکتور  ).۴۱افتد (شير هيچگونه کاهشي در ميزان آن اتفاق نمي
-زمان عامل موثر ديگر بر ميزان اتصال آفلاتوکسين به باکتري مي

 ۱۳حدود ساعت، ۴باشد. در اين مطالعه با محدوده زماني تقريبا 
 ٣خوري-مشاهده شد. ال AFB1دکاهش درص ۷۰تا

بيان کردند که با گذشت زمان بر ميزان اتصال  )۲۰۱۱وهمکاران(
 و) ۱۹۹۸( نظامي-هاي اليابد که با پژوهشمي افزايش
-مغايرت دارد از مطالعات اين دو محقق چنين مي )۲۰۰۱(٤پلتونن

 ، ازکمپلکسAFB1توان استنباط کرد که با گذشت زمان

گردد زيرا اين اتصال بخاطر جدا مي آفلاتوکسين/ لاکتوباسيلوس
و  ٥). سرانونينو۱۵،۲۱،۳۴پيوند ضعيف غيرکووالانسي مي باشد (

هاي پروبيوتيک در کاهش به ارزيابي باکتري ۲۰۱۳همکاران در سال 
AFM1  شير در مدل دستگاه گوارش بصورتIn vitro  پرداختند و

بستگي  ۴۵-۲۲ودهبه اين نتيجه رسيدند که ميزان کاهش در محد
بيان کردند که بخش کمي از  هاآنباشند به نوع باکتري مي

). تيمار گروه ۴۱پذير هستند (آفلاتوکسين/باکتري برگشت کمپلکس
نشان داد که ترشحات مصنوعي دستگاه گوارش باعث کاهش  ۳

گردد که علت آن وجود شرايط مي AFB 1درصد ميزان  ۲۰حدود
ها و... موجود در ترشحات است نمک صفرا، ها،آنزيم قليايي، اسيدي،

که با مطالعات پيشين مشابهت دارد. نمک صفراوي موجود در روده 
رسد تاثير خيلي درصد مي۲تا  ۲/۰کوچک انسان که ميزان آن از  
فرا ها دارد زيرا صها با ميکروارگانيسممهمي در اتصال مايکوتوکسين

 يژه در فسفوليپيدها،سلولي به وداراي تاثير مهمي در ديواره

در پژوهشي که  ).۴۷-۴۲هاي غشا دارند (و پروتئين گليکوليپيد
هاي پروبيوتيکي در آب پنير را در دستگاه گوارش ماني باکتريزنده

و  ٦يئراکازپالاکتوباسيلوسکردند، نشان دادند که باکتري بررسي مي
                                                             

2 kabak 
3 El-Khoury 
4 Peltonen 
5 Serrano-Nino 
6 Lactobacillus paracasei 
7 Bifidobacterium animalis 

بالاترين نرخ مرگ و مير را در شيره معده  ٧انيماليسباکتريوموبيفيد
ماني براي و همچنين در برابر نمک صفرا دارند و بيشترين زنده

فاکتورهاي  ).۴۸مشاهده شد ( اسيدوفيلوسلاکتوباسيلوس باکتري
 pHها در دستگاه گوارش، شرايط ماني باکترياساسي مؤثر بر زنده

بنابراين در صورت وجود  .)۴۸،۴۹( معده و نمک صفرا روده است
-هاي پروبيوتيک افزايش مياتصال آفلاتوکسين با باکتري صفرا،
يکي از  pH) بيان کردند که ۱۹۹۸(٨نظامي و همکاران-ال ).۳۸يابد(

در pH باشد باشد که در حذف آفلاتوکسين موثر ميفاکتورهايي مي
فته که با يا ).۲۱اثر مثبت به حذف آفلاتوکسين ندارد ( ۴-۶ محدوده

مغايرت داردآنها به اين نتيجه رسيدند  )۱۹۸۲(١٠حافظ و ٩مگالا هاي
گردد غيرسمي تبديل مي AFB2به  AFB1که در ماست اسيدي 

) به نتايج مشابهي دست ۱۹۹۱و همکاران( ١١راسيک همچنين
در ماست تخميري و شير اسيدي مشاهده AFB1 يافتند که کاهش

هاي ساکاريداثر بر پليشرايط اسيدي با  ).۵۰،۵۱( استگرديده 
ها و با شکستن پيوند گليکوزيدي ديواره سلولي و آزاد سازي مونومر

). اسيد ۵۲( گرددهاي اتصال ميآلدهيد ها باعث ايجاد مکان
درصد ۸۰باعث کاهش  دقيقه، ۶۰به مدت  مولار۲ کلريدريک

AFB1 تاثير آنزيم  ).۵۳( گرديد ١٢سرويزيهساکارومايسس در حضور
به مدت  گرادسانتيدرجه  ۳۷در بافر فسفات در دماي  و ليپازپروناز

لاکتوباسيلوس رامنوسوس به باکتري   AFB1يک ساعت  بر اتصال
 اسيدي، و کشته حرارتي زنده، حرارت کشته صورتبه  ١٣GGسويه

درصد  ۸۹-۶۶نشان داد که دامنه اتصال تقريبا مشابه اي در محدوده
اثرمتقابل آبگريزي داراي نقش مهمي در اين داشتند. اوره هم بخاطر 

 مولار) بخاطر ۱-۱/۰اتصال داشتند. نمک معمولي و کلريد کلسيم (

 ).۵۴د (در اين اتصال داشتن يجزئتاثير  کياثرات متقابل الکترواستات
يکي ديگر از فاکتورهاي موثر بر اتصال مايکوتوکسين به ديواره 

 ۳۷باشد که در اين مطالعه از دماي ها، درجه حرارت  ميباکتري
استفاده شده است که با توجه به مطالعات مشابه  گرادسانتيدرجه 
باکتري /درجه هيچگونه تاثيري در کمپلکس مايکوتوکسين ۳۷دماي 

-باعث کاهش اين اتصال مي گرادسانتيدرجه  ۱۵ندارد ولي دماي 
با   هسرويزيبه مخمر ساکارومايسسAFB1گردد و ميزان اتصال 

 دقيقه، ۱۰به مدت  گرادسانتيدرجه  ۱۲۰تا ۲۵افزايش دما از 

براساس گزارشات، تيمار  ).۵۳يابد (مي درصد)۷۹-۳۶افزايش (
حرارت باعث  ).۵۷-۵۵گردد (ميAFB1حرارتي باعث حذف بيشتر 

هاي دناتوره شدن، ايجاد محصولات واکنش ميلارد و تجزيه مانان

8 El-Nezami 
9 Megalla 
10 Hafez 
11 Rasic 
12 Saccharomyces cerevisiae 
13 Lactobacillus rhamnosus GG 
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ا، هگردد که نتيجه اين واکنشمي پروتيئن ديواره سلولي باکتري
سلولي و باعث ايجاد بيشتر افزايش نفوذپذيري لايه خارجي ديواره

  ).۵۲،۵۸باشد(ها ميهاي اتصال در ديواره سلولي باکتري وقارچسايت
هاي حاصل از اين تحقيق نشان داد حضور باکتري يافته

 مثبتير تأث ترشحات دستگاه گوارشو  لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس
البته بايد توجه داشت که مقاومت باکتريها در  ؛داشتنددر حذف سم 

تار ، گوياي رفترشحات دستگاه گوارششرايط آزمايشگاهي در برابر 
هاي در دستگاه گوارش نيست، زيرا همانند ساير شوک هاآنواقعي 

مشکل است. بسيار مشاهده  هاآنسازي واقعي فيزيولوژيک، شبيه
 محيطي باعث تقويت يا تضعيف رفتار شود که عواملمي

شود. بعلاوه، برخلاف ميکروارگانيسم در برابر شرايط خاصي مي
 و معده در روده ترشحات دستگاه گوارششرايط آزمايشگاهي، مقدار 

 راصفتا زمان مصرف غذاهاي پرچرب، مقدار  مثال طوربهثابت نيست 
اند در جهت در روده بسيار کم است، اين خود عاملي است که ميتو

در برابر صفرا عمل  هاآنها و افزايش مقاومت سازگار شدن باکتري
تواند سبب ايجاد مي روده معده و کند. بعلاوه، وجود مواد غذايي در 

ا هها شود و برخي از پروبيوتيکسپر حفاظتي براي ميکروارگانسيم
خارج  و معده روده ازتماسي يابند،  و يا سم بدون اينکه با صفرا

عملکرد عوامل حذف توان نتيجه گرفت که مي درمجموع. شوندمي
ا بدرون تني و برون تني در شرايط مختلف ها کننده مايکوتوکسين

هاي بيشتري جهت . بنابراين نياز به پژوهشباشدهم متفاوت مي
هاي پروبيوتيک و ميزان کاهش انواع تعيين ميزان دقيق باکتري

  باشد.در محيط درون تني مي  ييمواد غذاها در مايکوتوکسين
  

   تشکر و قدرداني
وسيله از دانشکده دامپزشکي دانشگاه اروميه به خاطر بدين

  .آيدتامين بودجه اين تحقيق کمال تشکر و قدرداني به عمل مي
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Abstract 
Background & Aims: Since aflatoxin contamination in food and livestock feed is considered as a serious 
health problem for human and animal health, this research focused on the ability of Lactobacillus 
acidophilus ATCC 4356 in reducing aflatoxin B1 (AFB1) in a simulated human gastrointestinal tract 
containing Sterilized milk. 
Materials & Methods: For this purpose, the bacteria count and aflatoxin concentration were adjusted to 
1×1010 Cfu/ml and 5 ppm, respectively. In the simulated medium, artificial oral salivary, human small 
intestine and gastric secretions were inoculated. This study involved 6 treatment in the presence and 
absence of bacteria, sterilized milk, and gastrointestinal juice suspension. The concentration of residual 
aflatoxin was determined using high-performance liquid chromatography (HPLC) and purification by 
Immunoaffinity column. The results were statistically analyzed by SPSS 20 software. The results 
indicated that reduction of aflatoxin B1 at all treatments were determined using HPLC with a detection 
limit of 0.25mg/ml and a quantification limit of 0.75 mg/ml. The mycotoxin recovery was 89% and 94% 
for AFB1 Good linearity was observed for all the analytes of interest, with correlation coefficients 0.995 
within their respective linear ranges. 
Results: The highest percentage of AFB1 removal by probiotic strain of Lactobacillus acidophilus was 
70±0.022% in the absence of sterilized milk, where there was a significant difference for the six groups 
(P<0.05). 
Conclusion: The results also revealed that probiotic bacteria cell was a good biological agent for 
elimination or reduction of AFB1 in the human gastrointestinal tract. In addition to bacteria, gastric juice 
and small intestine contribute to elimination or reduction of AFB1. 
Keywords: Probiotic bacteria, Lactobacillus acidophilus, Aflatoxin B1, Toxin binding, Digestive 
System, Detoxification, High-performance liquid chromatography  
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