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چکیده
زاي کبدي است که توسط برخی از ترین مواد سرطانترین نوع آفلاتوکسین و از قويسمی،B1آفلاتوکسین :زمینه و هدف

. تواند گامی مهم در پیشگیري از سرطان باشداین کپک میکنترل موفق رشد . گرددتولید میآسپرژیلوسهاي جنس گونه
آسپرژیلوس بر رشد لاکتوباسیلوس برویس و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهاي تأثیر جدایهاین پژوهش با هدف ارزیابی 

.درآمدبه اجراB1و کاهش آفلاتوکسین فلاووس
هاي لاکتیکی یک نمونه جدایه، پس از شناساییام شدانج1393در سال کهین مطالعه آزمایشگاهیدر ا: هامواد و روش

کاهش توانایی آنها در و آسپرژیلوس فلاووسرشد تأثیر آنها بر اي پلیمراز، خمیرترش سنتی با استفاده از واکنش زنجیره
گذاري و تأثیر زمان گرمخانه،همچنین. مورد بررسی قرار گرفتآزمون الایزاي رقابتی مستقیمبا کمک B1آفلاتوکسین 

tها با استفاده از آزمونداده. ارزیابی شدهاي مذکور در حضور جدایهB1تیمار حرارتی بر میزان باقیمانده آفلاتوکسین 

. مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتLSDطرفه و آزمون تعقیبی مستقل و آنالیز واریانس یک
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، در حضور وس فلاووسآسپرژیلگذاري، قطر کلنی در پایان دوره گرمخانه: هایافته

آفلاتوکسین همچنین درصد باقیمانده .بودمترسانتی00/9و 46/3، 50/1ترتیب و نمونه کنترل به لاکتوباسیلوس برویس
B193/48، 60/50ساعت به ترتیب 48و 24، 0هاي در زمانلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسگذاري در حضور هپس از گرمخان
ها در مقایسه سلول مرده این جدایه.بود%61/55و 40/64، 26/66به ترتیب لاکتوباسیلوس برویسو در حضور %24/41و 

.را کاهش دهدB1توانست آفلاتوکسین ) >05/0p(با سلول زنده آنها به نحو مؤثرتري 
آسپرژیلوس پژوهش در کنترل رشد لاکتیکی مورد مطالعه در اینهاي بالاي باکتريقابلیتبا توجه به :گیرينتیجه

قابلیت نگهدارندگی زیستی آنها با هدف کاهش خطر ابتلاء به سرطان ازشاید بتوان،B1فلاووس و کاهش آفلاتوکسین 
. نموداستفاده 

اي پلیمراز، کنش زنجیرهواالایزاي رقابتی، ، لاکتوباسیلوس برویس، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس: کلیديهايواژه
B1وکسین آفلات
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مقدمه
هاي مختلف، علاوه بر خسارت ها در فرآوردهرشد کپک

شده وهاناپذیر، سبب تولید آفلاتوکسیناقتصادي جبران
.سلامت افراد جامعه در پی داردبراي اي را مشکلات عدیده

ها، یک مشکل رایج در آلودگی مواد غذایی با آفلاتوکسین
به خصوص در اي دنیامناطق گرمسیري و نیمه حاره

B1آفلاتوکسین ]. 1[باشدکشورهاي در حال توسعه می

)AFB1Aflatoxin B1;(،ترین نوع آفلاتوکسین و از سمی
گردد که تا زاي کبدي محسوب میترین مواد سرطانقوي

این مایکوتوکسین توسط . به امروز شناخته شده است
. ]2[شود تولید میآسپرژیلوسهاي تعداد زیادي از گونه

هایی با اثر آنتاگونیسمی و استفاده از میکروارگانیسم
براي ) Generally Recognized as Safe; GRAS(ضرر بی

و متعاقباً کاهش آسپرژیلوسکاهش رشد کپک 
هاي نگهداري زیستی مواد ترین روشآفلاتوکسین از مهم

اثراتبهبا توجه]. 3[شود غذایی محسوب می
عنوانبهید لاکتیکهاي اسبخش باکتريسلامتی

توجه بسیار ها موردپروبیوتیک، این باکتريهايارگانیسم
هاي اسید لاکتیک از باکتري]. 4[اند گرفتهقرارزیادي

قابلیت تولید ترکیبات ضد میکروبی نظیر اسیدهاي آلی، 
استیل، استون، پراکسید هیدروژن، پپتیدهاي ضد دي

در مقابل طیف ها برخوردارند کهقارچی و باکتریوسین
].5[باشند زا و مولد فساد مؤثر میوسیعی از عوامل بیماري

Rejiniemon و ] 6[و همکارانLavermicocca و
هایی جداگانه به ترتیب نشان ، طی پژوهش]7-8[همکاران 

به دست آمده از مالت و لاکتیکیهايدادند که جدایه
- 4و توانند با تولید فنیل لاکتیک اسیدخمیرترش، می

اي ملاحظههیدروکسی فنیل لاکتیک اسید به طور قابل
. را مهار کنندفوزاریومو سیلیومپنی، آسپرژیلوسرشد 

Tropcheva نیز طی پژوهشی مشخص ] 9[و همکاران
برویسلاکتوباسیلوسهاي مختلف ساختند که زیرگونه

توانند به طور جدا شده از ماست تخمیري بلغاري می
کلاویفورمسیلیومپنیو آواموريژیلوسآسپرکامل، رشد 

و آسپرژیلوس فلاووسرا مهار نموده و همچنین رشد 
داري کاهش را به صورت معنیB1تولید آفلاتوکسین 

لاکتوباسیلوس و همکاران نیز دریافتند که Fuchs. دهند
بیفیدوباکتریوم بیفیدومو VM20زیرگونه اسیدوفیلوس

% 95انند بیش از توبه ترتیب میVM12زیرگونه 
بر .]10[پاتولین را کاهش دهند% 80اکراتوکسین و تا 

هاي محققین مذکور، عوامل مختلفی نظیر اساس یافته
و زنده یا غیر pHغلظت توکسین، جمعیت باکتري، میزان 

زنده بودن باکتري در میزان اتصال سموم به دیواره سلولی 
. آن مؤثر است

، توانایی ]11[و همکارش Rezaeiدر مطالعه 
در M1در حذف آفلاتوکسین لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

و Shetty. کفیر با استفاده از الایزاي رقابتی محرز گردید
نیز ] 13[و همکاران Karimi dastjerdو ] 12[همکارش 

هايبا استفاده از الایزاي رقابتی نشان دادند که باکتري
توانایی کاهش در حالت زنده و غیر زنده، لاکتیکاسید

اسیدهاياتصال باکتري. را دارندانواعی از آفلاتوکسین
ها از طریق اتصال دیواره سلولی به مایکوتوکسینلاکتیک

پپتیدوگلیکان. گیردباکتري با این سموم صورت می
باکتري با تمایل زیاد براي اتصال به ترکیبات خارجی باعث 

شود خارجی میهايمحافظت از باکتري در برابر آلودگی
ها و اتوکلاو نیز موجب دناتوره شدن پروتئین]. 14[
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هاي موجود در پیکره باکتري شده و با تأثیر بر مآنزی
مکانیسم اتصال، سبب افزایش اتصالات پپتیدوگلیکان با 

داري میزان حذف سموم گردیده و به شکل معنی
].12-13[دهد آفلاتوکسین را افزایش می

هاي نوین شناسایی و تعیین ز روشهمواره استفاده ا
هاي اسید لاکتیک در هاي کاربردي باکتريویژگی

اند امکان هایی که کمتر مورد مطالعه قرار گرفتهبومستزی
هاي منحصر به فرد را هایی با قابلیتدستیابی به جدایه
هاي امروزه با در نظر گرفتن محدودیت.افزایش داده است

بر خصوصیات مورفولوژیکی و هاي شناسایی مبتنی روش
ها از بیوشیمیایی، شناسایی مولکولی این میکروارگانیسم

هاي فرآورده. باشداعتبار بسیار بیشتري برخوردار می
غذایی تخمیري نظیر خمیرترش، زیستگاه بسیار مناسبی 

از فلور . شوندهاي اسید لاکتیک محسوب میبراي باکتري
ر اختصاصی و به دلایل میکروبی خمیرترش به عنوان آغازگ

خاصی نظیر بهبود آروما، طعم، زمان ماندگاري، ارزش 
بخش در فرآیند اي و یا حتی ایجاد خواص سلامتیتغذیه

دف از انجام این ه].15[گردد تخمیر نان استفاده می
پژوهش، جداسازي، شناسایی مولکولی و بررسی تأثیر 

میرترش هاي لاکتیکی غالب موجود در یک نمونه خجدایه

و کاهش آفلاتوکسین آسپرژیلوس فلاووسسنتی بر رشد 
B1بود.

هامواد و روش
آزمایشگاه در کهین مطالعه آزمایشگاهیدر ا

میکروبیولوژي دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم 
1393کشاورزي و منابع طبیعی گرگان از مهر تا اسفند 

ورد هاي لاکتیکی مانجام شد، تک پرگنه خالص جدایه
ی یک نمونه استفاده، از کشت خطی سوسپانسیون میکروب

زدگی نان خمیرترش سنتی که داراي قابلیت کاهش کپک
، AgarMRS)Merckبود در محیط کشت اختصاصی 

هاي پس از شناسایی اولیه جدایه. به دست آمد) آلمان
هاي بیوشیمیایی و مورفولوژي مورد نظر با استفاده از روش

تک پرگنه DNAآمیزي گرم، تالاز و رنگنظیر آزمون کا
Bioneer ،AccuPrep(آنها، استخراج  K-3032 کره ،

Polymerase(اي پلیمراز و توسط واکنش زنجیره) جنوبی

Chain Reaction; PCR ( داراي پرایمر اختصاصی، تکثیر و
شد ) ، آلمانMWG(یابی ، توالیPCRمتعاقباً محصولات 

ون و پرایمرهاي مورد شرایط واکنش این آزم. ]16[
. آمده است1استفاده در جدول 

هاي لاکتیکیشناسایی جدایهPCRپرایمرهاي اختصاصی مورد استفاده براي آزمون - 1جدول

مرجعپريم۳پريم به ۵: 

F: GAACGCGAAGAACCTTAC

R: GCGTGTGTACAAGACCC
۵۰۰۱۶

میکرو لیتر، شامل یک 50در حجم نهایی PCRواکنش 
پیکامول از هر پرایمر، PCR ،25واحد بافر استاندارد 

25مولار، میلی2/0با غلظت dNTPمخلوطی از هر 

واحد 5/2پلیمراز با فعالیت Taqمیکروگرم سرم آلبومین،
)Robustتر میکرو لی2و ) ، فرانسهDNA 100با غلظت

سپس در مرحله اول تکثیر، واسرشت . نانوگرم انجام شد
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1395، سال 1، شماره 15دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

DNA به مدت گراددرجه سانتی94با شروع داغ در دماي
94چرخه با برنامه حرارتی 35دقیقه، آغاز گشته و طی 2

گراددرجه سانتی61ثانیه، 30به مدت گراددرجه سانتی
ثانیه 60به مدت ادگردرجه سانتی68و ثانیه60به مدت 

7سرانجام مرحله تکثیر انتهایی نیز به مدت . ادامه یافت
، مدل Corbett(گراددرجه سانتی68دقیقه در دماي 

CG1-9616[خاتمه پیدا کرد ) ، استرالیا[.
ها درهاي لاکتیکی، این جدایهپس از شناسایی جدایه

درجه 37، دماي )، آلمانMRS broth)Merckمحیط 
ساعت کشت 24هوازي به مدت و شرایط بیگرادسانتی

دار ها به کمک سانتریفوژ یخچالسپس باکتري. داده شدند
)Sigma 3، مدلK304، دور در دقیقه4000در ) ، آمریکا

دقیقه سانتریفوژ گردیده و 10و به مدت گراددرجه سانتی
. پس از حذف سوپرناتانت در سرم فیزیولوژي حل شدند

بار تکرار گردید و نهایتاً میزان جذب عمل شستشو سه
PG(سرم حاوي باکتري به کمک اسپکتروفتومتر 

instruments مدل ،LTD T80در ) ، انگلستان
nm600=ODگیري و تعداد باکتري در مقادیر اندازه

آسپرژیلوس فلاووس ]. 10[مشخص تنظیم گردید 
)5004PTCC ( نیز پس از کشت بر روي محیط(PDA)

Potato Dextrose Agar 25به مدت یک هفته در دماي
در مرحله بعد، . گذاري شدگرمخانهگراد درجه سانتی

آوري و در بافر فسفات سالین اسپورها از سطح پلیت جمع
به صورت سوسپانسیون درآورده شد و نهایتاً به pH=7با 

لیتر از کمک لام هموسایتومتر، میزان اسپور در هر میلی
]. 9[تنظیم گردید 106ل سوسپانسیون معاد

هاي لاکتیکی بر در ادامه به منظور ارزیابی تأثیر جدایه
هاي یک درصد از سلولابتدا،آسپرژیلوس فلاووسرشد 

هاي لاکتوباسیلوس شسته شده هر کدام از جدایه
)CFU/ml108(به محیط کشت ،MRS broth تلقیح

رادگدرجه سانتی37ساعت در دماي 12گردید و به مدت 
PDAسپس محیط مذکور با محیط . گذاري شدگرمخانه

هاي مساوي، مخلوط و در در حجم) گراددرجه سانتی45(
هاي آگاردار نمونه کنترل، شامل پلیت. پلیت ریخته شد

و فاقد باکتري لاکتیکی MRS brothحاوي محیط کشت 
میکرولیتر از اسپور قارچ 3پس از انعقاد محیط کشت، . بود

اي بر روي سطح و در قسمت مرکزي پلیت نقطهبه صورت
25ها در شرایط هوازي در دماي سپس پلیت. گذاشته شد
قرار گرفتند و به صورت روزانه، قطر رشد گراددرجه سانتی

کلنی کپک در آنها تا زمانی که کپک در نمونه کنترل به 
].9[گیري گردید طور کامل سطح پلیت را پوشاند، اندازه

مورد استفاده در این پژوهش از شرکت B1ن آفلاتوکسی
Sigma)6636 (پودرحاويگرمییکویالصورتبه

افزودن به محلولازاین پودر پس. شدتوکسین خریداري
و97:3نسبتبه) ، آلمانMerck(استونیتریلوبنزن

زیرو)، ایران3505بهداد، مدل (ماري بندرحلال،تبخیر
براي. حل گردیدpH=7سفات با شیمیایی در بافر فهود

B1نجذب آفلاتوکسیهاي لاکتیکی درجدایهتواناییتعیین

حاوي توکسین، غلظتهايلیتر از ویالهر میلیبه
سپس.شدنظر افزودهموردباکتریاییسویهازمشخصی

37در دماي ساعت48و 24، 0هايها در زمانویال
ژال، مدل (دار انکوباتور شیکردرگراددرجه سانتی

JTSL20پس از .شدندگذاريگرمخانه،)، ایران
هر یک از دو حاويفسفاتبافرگذاري، محلولگرمخانه

ردقیقه د15به مدت باکتري و آفلاتوکسینجدایه
سلول باکتريتاگردیدسانتریفوژدور در دقیقه 10000
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محلولB1میزان آفلاتوکسین سپس.شوددادهرسوب
واکنش رقابتی بین (وش الایزاي رقابتی مستقیم فوقانی با ر

دار شده در اتصال به ژن نشانژن نمونه با آنتیآنتی
به کمک کیت الایزاي خریداري شده ) بادي اختصاصیآنتی

و دستگاه الایزا ) آلمان(Rocket internationalاز شرکت 
گیري و با نمونه اندازه) ، آلمانS2000، مدل Biotek(ریدر 

، )فاقد باکتري و حاوي همان مقدار آفلاتوکسین(کنترل
].17[مقایسه گردید 

کاهشدرغیر زندههايسلولجهت بررسی توانایی
براي.شدحرارتی استفادهتیماراز،B1آفلاتوکسین میزان
رشدمرحلهدرسلولبرداشتازپسحرارتی،تیمارانجام

درجه 4،دور در دقیقه4000(سانتریفوژ ولگاریتمی
بافر محلوللیترمیلی10،)دقیقه10و به مدت گرادسانتی

هاي لاکتیکی تهیه فسفات حاوي غلظت مشخصی از جدایه
دقیقه 15به مدتگراددرجه سانتی121دماي شد و در
شد، سپس )، ایران87419ایران طب زعیم، مدل (اتوکلاو 

تأثیر آن بر حذف آفلاتوکسین به روش مشابه بررسی 
].18[ید گرد

هاي نتایج حاصل از این پژوهش با استفاده از آزمون
مستقل و آنالیز واریانس یک طرفه با مقایسات tآماري 

داريسطح معنیداري در زوجی حداقل اختلاف معنی
1/9نسخه SASافزار با سه تکرار و به کمک نرم05/0

و براي ترسیم ] 19[مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت 
نسخه Microsoft Office Excelافزار نیز از نرمنمودارها

لازم به توضیح است که در تیمارهایی . استفاده شد2007
گذاري در مورد هر کدام از که صرفاً تأثیر زمان گرمخانه

و 24، 0هاي هاي لاکتیکی به شکل مستقل در بازهجدایه
ساعت بر کاهش آفلاتوکسین مورد ارزیابی قرار گرفته 48

و همچنین در تیمارهایی که تأثیر دو جدایه لاکتیکی بود 
و نمونه کنترل در هر یک از روزهاي اول تا ششم پس از 
کشت به شکل مستقل بر رشد آسپرژیلوس سنجیده شده 

. استفاده شدآنالیز واریانس یک طرفه بود از روش آماري 
علاوه بر این، در مورد مقایسه دو جدایه لاکتیکی با 

هاي اظ قابلیت کاهش آفلاتوکسین در زمانیکدیگر به لح
گذاري و همچنین مقایسه بین دو حالت یکسان گرمخانه

زنده و مرده هر یک از دو جدایه لاکتیکی بر کاهش 
.استفاده شدمستقلtآزمونآفلاتوکسین نیز از 

جنتای
هاي حاصل از تک پرگنهDNAارزیابی اولیه تکثیر 

یرترش سنتی با کشت خطی سوسپانسیون میکروبی خم
). 1شکل(ژل الکتروفورز محصولات تولیدي، تأیید گردید 

داراي پرایمر اختصاصی PCRژل الکتروفورز محصولات -1شکل
هاي جفت بازي جهت شناسایی پرگنه جدایه500با توالی هدف 

در ) 3و 2لاین (لاکتیکی سوسپانسیون میکروبی خمیرترش سنتی 
هاي و همچنین نمونه) 1لاین (مجاورت مارکر صد جفت بازي 

Lactobacillusحاصل از کشت خالص DNAکنترل مثبت حاوي 

spp.) 5لاین (و کنترل منفی یا فاقد باکتري ) 4لاین.(

داراي پرایمر PCRیابی محصولات نتایج توالی
ها نیز پس از مقایسه این تک پرگنهDNAاختصاصی از 

هاي در پایگاههاي موجود هاي مذکور با دادهتوالی
NCBI)National Center for Biotechnologyاطلاعاتی 
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Information ( وRDP)Ribosomal Database Project (
و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسمنجر به شناسایی 

.شدلاکتوباسیلوس برویس

و لاکتوباسیلوس برویسهاي نتایج تأثیر سویه
هاي لاکتیکی به عنوان جدایهلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
در جدول آسپرژیلوس فلاووسخمیرترش سنّتی بر رشد 

. نشان داده شده است2

در هر ) مترسانتی(مقایسه تأثیر دو جدایه لاکتیکی و نمونه کنترل بر رشد آسپرژیلوس فلاووس با تعیین قطر کلنی کپک -2جدول
یک از روزهاي اول تا ششم پس از کشت

روز ششمروز پنجمروز چهارمروز سومروز دومروز اولجدایه

b01/0±12/0b03/0±79/0b12/0±27/1b12/0±63/1b17/0±33/2b12/0±46/3لاکتوباسیلوس برویس
b01/0±11/0b02/0±67/0b08/0±00/1b04/0±17/1c04/0±46/1c02/0±50/1اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس

a55/0±79/0a24/0±93/1a21/0±86/3a40/0±36/6a20/0±73/8a0±00/9نمونه کنترل

آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون مقایسات زوجی حداقل (است05/0سطح دار در حروف مشابه در هر ستون، نمایانگر عدم وجود اختلاف معنی
)دارياختلاف معنی

گردد هر دو جدایه مذکور طور که ملاحظه میهمان
آسپرژیلوس فلاووسه داراي فعالیت بالاي بازدارندگی علی

هاي آماري نشان داد که بین قطر کلنی بررسی. بودند
در پلیت کنترل در مقایسه با آسپرژیلوس فلاووس

و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهاي حاوي پلیت
در هر یک از روزهاي اول تا ششم لاکتوباسیلوس برویس

).>05/0p(داري وجود داشت رشد کپک، اختلاف معنی
و لاکتوباسیلوس برویس تأثیر دو جدایه همچنین بین

فلاووسآسپرژیلوسبر رشد لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
داري مشاهده نشد از روز اول تا روز چهارم، اختلاف معنی

دار بود اما در روزهاي پنجم و ششم، اختلاف معنی
)05/0p<( میزان رشد کپک مذکور نیز در حضور جدایه ؛

داري کمتر از به طور معنیلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
لازم . بودلاکتوباسیلوس برویسرشد آن در حضور جدایه 

به ذکر است که در طول دوره بررسی شش روزه، قطر 

لاکتوباسیلوس در حضور جدایه آسپرژیلوس فلاووسکلنی 
). 2جدول (متر بود سانتی5/1حداکثر اسیدوفیلوس 

اهمیت با توجه به تأکید تحقیقات صورت گرفته بر 
هاي مورد نیاز براي ایجاد اتصال بهینه با تعداد باکتري

آفلاتوکسین، در بخش دیگري از این پژوهش، تأثیر 
هاي لاکتیکی بر میزان هاي مختلف جدایهجمعیت

بدین منظور، . مورد ارزیابی قرار گرفتB1آفلاتوکسین 
هايمحلولبهمربوطجذب آفلاتوکسینمقادیرمیانگین

جذبمیانگینبرهاو مقادیر جذب این نمونهاستاندارد
عدد دروتقسیم،)نمونه فاقد آفلاتوکسین(صفر استاندارد

. گردید تا نتایج به صورت درصد بیان شودضرب 100
که جمعیت سلول باکتریایی، یک عامل نتایج نشان داد

اصلی جهت تأثیرگذاري بر میزان کاهش آفلاتوکسین 
). 1نمودار (باشد می
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هاي در حضور جدایهB1درصد باقیمانده آفلاتوکسین -1نمودار 
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و لاکتوباسیلوس برویس

دار در حروف مشابه در هر جدایه، نمایانگر عدم وجود اختلاف معنی
طرفه و آزمون مقایسات زوجی آنالیز واریانس یک(است05/0سطح 

)داريحداقل اختلاف معنی
با افزایش جمعیت B1یمانده آفلاتوکسین درصد باق

به لاکتوباسیلوس برویسو لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
روندي نزولی داشت CFU/ml109×2و 1×109ترتیب تا 

داري در کاهش مقدار ولی پس از آن، تغییر معنی
بر اساس این ).>05/0p(مشاهده نشد B1آفلاتوکسین 

لاکتوباسیلوس و یلوسلاکتوباسیلوس اسیدوفنتایج، تعداد 
و B1مورد نیاز براي اتصال بهینه با آفلاتوکسین برویس

برآورد CFU/ml109×2و 1×109حذف آن، به ترتیب 
. گردید

هاي لاکتیکی براي پس از تعیین تعداد مناسب جدایه
و حذف آن، تأثیر B1برقراري اتصال بهینه با آفلاتوکسین 

B1آفلاتوکسین گذاري بر میزان حذفزمان گرمخانه

بر .هاي لاکتیکی مورد ارزیابی قرار گرفتتوسط جدایه
میزان اساس نتایج به دست آمده در این پژوهش،

گذاري در دماي پس از گرمخانهB1باقیمانده آفلاتوکسین 

هاي صفر در هر یک از زمانگراددرجه سانتی37
، )گذاريبلافاصله پس از افزودن جدایه و بدون گرمخانه(

به لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسساعت در حضور 48و 24
داري کمتر از نمونه حاوي جدایه شکل معنی

علاوه بر این، ).> 05/0P(بود لاکتوباسیلوس برویس

مانده آفلاتوکسین در حضور جدایه میزان باقی
48و 24، 0هاي در زمانلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

و 93/48±34/1، 60/50±60/1ساعت به ترتیب 
درصد و میزان باقیمانده آفلاتوکسین در 45/1±24/41

و 24، 0هاي در زمانلاکتوباسیلوس برویسحضور جدایه 
و 40/64±75/0، 26/66±16/1ساعت به ترتیب 48
لاکتوباسیلوس بر این اساس، . به دست آمد46/6±61/55%

B1از توانایی بیشتري در حذف آفلاتوکسین اسیدوفیلوس

هاي در هر یک از زمانلاکتوباسیلوس برویسیسه با در مقا
.باشدمورد بررسی برخوردار می

شود در مورد هر کدام از دو مشاهده میطور که همان
در B1، بین میزان باقیمانده آفلاتوکسین لاکتیکیجدایه 

24زمان صفر با میزان باقیمانده آفلاتوکسین پس از 
اري وجود نداشت دگذاري، تفاوت معنیساعت گرمخانه

)05/0p< .( اما میزان باقیمانده آفلاتوکسینB1 48بعد از

در هر کدام صفرگذاري در مقایسه با زمان ساعت گرمخانه
داري متفاوت بود از دو جدایه لاکتیکی به شکل معنی

)05/0p<.(
بررسیدر بخش دیگري از این پژوهش، به منظور

میزانکاهشدرباکتریاییغیر زندههايسلولتوانایی
) دقیقه15اتوکلاو به مدت (حرارتی تیمارازآفلاتوکسین،

بر اساس نتایج به دست آمده، میزان باقیمانده . شداستفاده
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لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسآفلاتوکسین در حضور جدایه 
درصد و در حضور 23/31±49/1به 60/50±60/1از 

ه ب26/66±16/1از برویس لاکتوباسیلوسجدایه
).>05/0p(کاهش یافت درصد32/1±30/43

بحث
هاي امروزه آلودگی مواد غذایی با انواع مختلف قارچ

زا یکی از مشکلات جدي جامعه جهانی به شمار توکسین
ترین از مهمفلاووسآسپرژیلوساز این بین، . آیدمی

زاست که به علت قابلیت تولید هاي توکسینکپک
بسیار مورد توجه B1توکسین زا و آفلاهاي آلرژيکنیدي

از طریق خوردن یا B1آفلاتوکسین . قرار گرفته است
استنشاق، به بدن وارد و با عبور از روده کوچک، جذب 

هاي مختلف از جمله کبد، ریه، خون شده و سپس در بافت
هاي ایمنی، تناسلی، عصبی و گوارشی تجمع کلیه، سیستم

ن در کبد، تغلیظ این آفلاتوکسین همچنی. کندپیدا می
]. 20[آورد گردیده و در نهایت سرطان کبد را به وجود می

ها نفر در کشورهاي در حال توسعه به طرق روزانه میلیون
مختلف در معرض مقادیر متفاوتی از انواع سموم قارچی 

هاي مناسب گیرند که اهمیت استفاده از نگهدارندهقرار می
اخیراً ]. 21[دهد میبراي محافظت از این افراد را نشان

هاي ضد قارچی گزارشات متعددي درباره فعالیت
هاي اسید لاکتیک و امکان استفاده از آنها به عنوان باکتري

].22-25[هاي زیستی گزارش شده است نگهدارنده
لاکتوباسیلوس بر اساس نتایج این پژوهش، 

جدا شده از یک لاکتوباسیلوس برویس و اسیدوفیلوس
توانایی مهار رشد ،ترش سنتی ایراننمونه خمیر

و همکاران Gerbaldo. را دارا هستندآسپرژیلوس فلاووس

لاکتوباسیلوس هاي هاي جدایه، در ارزیابی ویژگی]22[
دریافتند L23فرمنتوم لاکتوباسیلوسو  L60رامنوسوس

که آنها داراي طیف وسیعی از اثرات ضد قارچی در برابر
دار رشد این کپک، کاهش معنیبوده و ضمن آسپرژیلوس

- 8/99تولید شده را نیز به ترتیب B1میزان آفلاتوکسین 
همچنین . کاهش دادند% 5/27- 100و 5/97%

Magnusson وSchnurer]26[ ،Tropcheva همکاران و
به ترتیب در مطالعاتی ] 27[و همکاران Khanafariو ] 9[

یلاکتوباسیلوس کورینجداگانه، اثرات ضد قارچی 
فورمیس، لاکتوباسیلوس برویس و لاکتوباسیلوس پلانتاروم

تولید اسیدهاي آلی، پراکسید هیدروژن، . را نشان دادند
فعال از دلایل بروز اثرات دي استیل و پپتیدهاي زیست

در برخی منابع . آیدها به شمار میضد قارچی این باکتري
ثر هاي اسید لاکتیک به انیز فعالیت ضد قارچی باکتري

].22[شود سینرژیستی این ترکیبات نسبت داده می
هـاي  هاي اسید لاکتیک علاوه بر مهار رشد قارچباکتري
ــین ــین  توکس ــه توکس ــال ب ــایی اتص ــر  زا، توان ــایی نظی ه

بایـد در نظـر   . و حـذف آنهـا را نیـز دارنـد    B1آفلاتوکسین 
درمؤثرسلول باکتریایی، یکی از عواملداشت که جمعیت

بایست براي محافظت لذا می. استB1کاهش آفلاتوکسین 
، جمعیت مناسبی از B1مصرف کننده در برابر آفلاتوکسین 

.آن را در رژیم غذایی مورد استفاده قرار داد
نتایج تحقیق حاضر نشـان داد کـه جمعیـت باکتریـایی     

ــی   ــذف معنـ ــراي حـ ــط  لازم بـ ــین توسـ دار آفلاتوکسـ
ــیدوفیلوس  ــیلوس اس ــورد CFU/ml109، لاکتوباس و در م

Kabak. باشـد میCFU/ml109×2، لاکتوباسیلوس برویس

باکتریایی، سلولجمعیتکه، مشخص نمودند]Var]28و 
کـاهش  میـزان بـر تأثیرگـذاري جهـت عامـل تـرین مهـم 
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نیـز  ] 13[و همکاران Karimi dastjerd. استآفلاتوکسین
هـاي جـدا   میزان مؤثر جمعیت باکتریـایی لاکتوباسـیلوس  

B1هاي سنتی ایران براي حذف آفلاتوکسین شده از ماست

همچنــین در پــژوهش . مشــخص کردنـد CFU/ml109را 
دریافتند کـه در حضـور   ] 29[و همکاران Buenoدیگري، 
CFU/ml108×2لاکتوباسـیلوس  هاي مختلـف  از زیر گونه

تـا  4/25از B1، دامنـه کـاهش آفلاتوکسـین    اسیدوفیلوس
نیز نشـان  ] Guevara-Gonzalez]30. متغیر است% 8/42

ــور   ــه در حضـ ــهCFU/ml108×2داد کـ ــاي از جدایـ هـ
و پلانتـاروم لاکتوباسـیلوس ، اسـیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

%13از B1، دامنه حذف آفلاتوکسین لاکتوباسیلوس کازئی
البتـه بایـد در نظـر داشـت عـلاوه بـر       . متغیر است%42تا 

گذاري و گرمخانهجمعیت باکتریایی، مقدار توکسین، دماي
pH   نیز در میزان جذب و کاهش آفلاتوکسین تـأثیر دارنـد

]30.[
ــاقی   ــزان ب ــژوهش، می ــن پ ــایج ای ــاس نت ــر اس ــده ب مان

ــک ازدرB1آفلاتوکســین  ــر ی ــانه ــاي زم 48و 24، 0ه
لاکتوباســـیلوس گـــذاري در حضـــور  ســـاعت گرمخانـــه

لاکتوباسـیلوس  هـاي حـاوي   کمتـر از نمونـه  اسیدوفیلوس 
گـذاري،  همچنین بـا گذشـت زمـان گرمخانـه    . ودببرویس

داري در حذف آفلاتوکسین نسـبت بـه زمـان    تفاوت معنی
صفر در خصوص هر کیـک از دو جدایـه لاکتیکـی مـذکور     

بـا بررسـی   ] 13، 31-32[محققـین مختلفـی   . مشهود بود
ازبرخـی آفلاتوکسـین توسـط  کـاهش واتصـال توانـایی 

تخمیـري نشـان   محصـولات  ازشـده جـدا هايلاکتوباسیل
جــذب گــذاري،زمــان گرمخانــهگذشــتبــادادنــد کــه

یابد کـه بـا   افزایش میزندههايتوسط سلولآفلاتوکسین 
بـر اسـاس نتـایج ایـن     . نتایج تحقیق حاضـر، مطـابق دارد  

 ـ   گـذاري و بـه   همحققین، به موازات افـزایش زمـان گرمخان
هــــایی نظیــــر واســــطه افــــزایش تولیــــد متابولیــــت

ا که در جذب مایکوتوکسین مؤثر هستند ساکاریدهاگزوپلی
ایـن در  . یابـد قابلیت کاهش آفلاتوکسین نیـز افـزایش مـی   

حــالی اســت کــه نتــایج تحقیــق حاضــر بــا نتــایج برخــی  
در ایــن . باشــددر تنــاقض مــی] 30، 33-34[هــا پــژوهش
گـذاري  ها مشخص شده است کـه زمـان گرمخانـه   پژوهش

.تأثیري بر کاهش میزان آفلاتوکسین ندارد
ها، کاهش آفلاتوکسـین بـه   بر اساس نتایج این پژوهش

آن با لایه پوشـش بـاکتري و بـدون تغییـر     واسطه واکنش
گیـرد و لـذا ضـرورتی بـراي     صورت میشیمیایی توکسین

بــه ســلول و تبــدیل متــابولیکی آن B1ورود آفلاتوکســین 
بنابراین نقش اصلی در حذف آفلاتوکسین بـه  . وجود ندارد

]. 30[شـود  نسبت داده میه سلولی باکتريترکیبات دیوار
از طرف دیگر، تفـاوت در سـاختار دیـواره سـلولی بـاکتري      

ــی   ]28[ ــورد بررس ــین م ــه آفلاتوکس ــت اولی ، ]35[، غلظ
، دمـــاي  ]pH]10جمعیـــت بـــاکتري مـــورد نظـــر،    

نیــز در ایــن زمینــه ] 36[گــذاري و نــوع جدایــه گرمخانــه
.اهمیت دارند

در ،B1حذف آفلاتوکسین براي مطالعه بهتر مکانیسم 
هاي زنده و مرده بخش دیگري از این پژوهش، تأثیر سلول

نتایج به دست آمده، تفاوت . با یکدیگر مقایسه گردید
این نتایج با نتایج . دار بین این دو حالت را نشان دادمعنی

ها در اتصال که بین توانایی باکتري] 33- 34[ی یهاپژوهش
ه و مرده تفاوتی مشاهده با توکسین در دو حالت زند

ها پژوهشبرخی نکردند، در تناقض بوده و با نتایج 
اتصالدرمؤثرترکیبات. خوانی داردهم]12، 30، 35[

کاملاً هنوزبه دیواره سلول باکتريB1آفلاتوکسین 
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هايرسد که کربوهیدراتمینظربهاماشناخته نشده است
نقشاین فراینددرهاگلیکانیاهاپروتئینمانوازغنی

سبب دناتورهاستنیز ممکنتیمار حرارتی. باشندداشته
دربینابینیواکنشگیري هزارانشکلوپروتئینشدن
انحلالباتواندمیحرارت همچنین. شودسلولیدیواره
سبب افزایشسلولسطحمانانیاز واحدهايبرخی

یشافزانهایتدرگردیده وسلولیدیوارهنفوذپذیري
را اتصالی و حذف بیشتر آفلاتوکسینهايجایگاهدسترسی

. ]12، 30، 35[در پی داشته باشد 
قابلیت نگهدارندگی زیستی به علت از یک سو 

هاي اسید لاکتیک که عموماً در فرآوري محصولات باکتري
غذایی تخمیري به عنوان کشت آغازگر مورد استفاده قرار 

نیاز به معرفی لیل به دگیرند و از طرف دیگر، می
هاي سنتزي و هاي ایمن و طبیعی براي نگهدارندهجایگزین

هاي ضد میکروبی ها، همواره تعیین ویژگیبیوتیکآنتی
هاي لاکتیکی حاصل از محصولات تخمیري بالقوه جدایه

بر اساس نتایج این پژوهش، . سنتی مورد توجه بوده است
و اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس نده دو جدایه رتأثیر بازدا

و آسپرژیلوس فلاووس بر رشدلاکتوباسیلوس برویس 
بر . مورد تأیید قرار گرفتB1آفلاتوکسینکاهش میزان

هاي مذکور از قابلیت بالایی براي این اساس، باکتري
استفاده به عنوان کشت آغازگر و یا کشت همراه در 

ازتوانفرآوري محصولات تخمیري برخوردار بوده و می
یت نگهدارندگی زیستی آنها با هدف کاهش خطر ابتلاء قابل

استفاده هاي ناشی از این مایکوتوکسین نیز به سرطان
که حتی در صورت اعمال فرآیند تر اینجالب. نمود

ها، تأثیر استریلیزاسیون بر محصولات حاوي این باکتري
دهد آنها بر کاهش آفلاتوکسین افزایش یافته و نشان می

ستفاده از آنها به منظور کاهش آفلاتوکسین، به که قابلیت ا
آسپرژیلوس کاهش رشد . گردداین مواد غذایی محدود نمی

هاي و کاهش میزان آفلاتوکسین توسط جدایهفلاووس
مورد مطالعه در این پژوهش از جنبه افزایش زمان 
ماندگاري محصولات تخمیري و ارتقاء ایمنی 

از اهمیت بسزایی ها نیز کنندگان این فرآوردهمصرف
هاي البته به منظور استفاده از جدایه. برخوردار است

لاکتیکی مذکور به عنوان کشت همراه در فرآوري 
محصولات تخمیري، قاعدتاً باید اثر متقابل آنها با کشت 
آغازگر اصلی به واسطه تأثیر بر خصوصیات فرآورده 
تولیدي و همچنین اثر سینرژیستی یا آنتاگونیسمی آنها

.مد نظر قرار گیرد

گیرينتیجه
لاکتوباسیلوس در این پژوهش پس از تأیید شناسایی

یک جدا شده ازلاکتوباسیلوس برویس و اسیدوفیلوس
داراي پرایمر PCRنمونه خمیرترش سنتی با استفاده از 

آسپرژیلوس فلاووسرشد ها بر تأثیر این جدایهاختصاصی، 
تحت تأثیر B1لاتوکسین آفمیزان کاهشتوانایی آنها در و 

و تیمار حرارتی ) ساعت48و 24، 0(گذاري زمان گرمخانه
آزمون الایزاي به کمک ) دقیقه15اتوکلاو به مدت (

بر اساس نتایج به . مورد بررسی قرار گرفترقابتی مستقیم
بر کاهش شدهشناساییلاکتیکیهايجدایهدست آمده

مؤثر B1سین و کاهش آفلاتوکآسپرژیلوس فلاووسرشد 
از قابلیت بیشتري در لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس. بودند

برخوردار بود و سلول B1آفلاتوکسین کاهش میزان 
ها نیز در مقایسه با سلول زنده آنها اتوکلاو شده این جدایه

. را کاهش دهدB1آفلاتوکسین به نحو مؤثرتري توانست 
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ري، به گذاافزایش میزان حذف آفلاتوکسین طی گرمخانه
، غلظت اولیه تفاوت ساختار دیواره سلولی باکتري

، pHآفلاتوکسین مورد بررسی، جمعیت باکتري مورد نظر، 
بر اساس . گذاري و نوع باکتري بستگی دارددماي گرمخانه

توان از دو جدایه مورد مطالعه به نتایج این پژوهش می
ا عنوان آغازگر میکروبی در فرآوري مواد غذایی تخمیري ب

و کاهش آسپرژیلوس فلاووسهدف کنترل رشد 

هایی و متعاقباً موجود در چنین فرآوردهB1آفلاتوکسین 
کاهش خطر ابتلاء به سرطان ناشی از محصولات آلوده با 

.این مایکوتوکسین استفاده نمود
تشکر و قدردانی

بدینوسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم 
هاي رگان که بخشی از هزینهکشاورزي و منابع طبیعی گ

.گردداجرایی این پژوهش را تأمین نمودند، قدردانی می
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Effect of Isolated Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus brevis on

Growth of Aspergillus flavus and Reduction of Aflatoxin B1

A.R. Sadeghi1, M. Ebrahimi2, B. Sadeghi3
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Background and Objectives: Aflatoxin B1 is the most toxigenic aflatoxin and one of the most liver

carcinogenic agent produced by some of the Aspergillus species. Successful control of this mold growth would

be an important step in the prevention of cancer. This study was carried out for evaluating the effect of isolated

Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus brevis on growth of Aspergillus flavus and reduction of aflatoxin

B1.

Materials and Methods: In this laboratory study conducted in 2014, after identification of lactic acid bacteria

(LAB) isolated from a traditional sourdough using polymerase chain reaction, the effect of these isolates on

growth of Aspergillus flavus and reduction of aflatoxin B1 was studied by direct competitive ELISA. The effects

of incubation time and heat treatment on residue of aflatoxin B1 in present of mentioned isolated LAB were also

determined. Results were analysed by using t-test and one way ANOVA followed by LSD test.

Results: After incubation period, the diameter of Aspergills flavus colonies in present of Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus brevis and control sample were 1.50, 3.46 and 9.00 cm, respectively. The amount of

aflatoxin B1 residue, after 0, 24 and 48 h incubation in present of Lactobacillus acidophilus were 50.60%,

48.93%, 41.24% and in present of Lactobacillus brevis were also 66.26%, 64.40% and 55.61%, respectively.

Furthermore, non-viable cells of mentioned isolated LAB reduced the amount of aflatoxin B1, more effective

than their viable cells (P<0.05).

Conclusion: By considering the high potential of LAB studied in this project for growth control of Aspergillus

flavus and reduction of aflatoxin B1, it is possible to use their biopreservative ability for reduction of cancer risk.

Key words: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Competitive ELISA, Polymerase Chain Reaction,

Aflatoxin B1
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