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  چكيده

از آنجايي كه آلودگي با مايكوتوكسـين هـا در غـذاي انسـان و خـوراك حيوانـات مشـكل جـدي محسـوب          
در اين تحقيق توانايي اتصال آفلاتوكسين به ديـواره سـلولي مخمـر ساكاروماسـيس سـرويزيه جهـت        شود يم

، 5، 0ي هـا  غلظـت در  B1مورد بررسي قرار گرفت. به اين منظور آفلاتوكسين  خوراك دامكاهش سميت در 
س توسـط مخمـر   (ميكروگرم بر ليتر) به پنبه دانه به عنوان خـوراك دام اضـافه گرديـد و سـپ     µg/lit 20و  10

در فاز لگاريتمي رشد، و همچنين مخمر تيمـار شـده    cell/ml 109ساكارومايسس سرويزيه با شمارش سلولي 
ي مختلـف سـم   هـا  غلظتساعت تلقيح گرديد. در ميانگين  24، 12، 4، 0ي ها زمانبا اسيد و حرارت به مدت 

) و مخمـر  607/3و سپس تيمار حرارتي () بوده 417/3بيشترين ميزان كاهش توكسين مربوط به تيمار اسيدي (
) بيشترين كارآيي را از خود نشان دادند. همچنين بيشترين ميزان كاهش آفلاتوكسين بعد از چهـار  96/3زنده (

ي اتصال بعد از اين زمان است. نتايج نشانگر ها محلساعت مشاهده شد كه نشانگر سرعت عمل و اشباع شدن 
يا غير زنده عوامل بيولوژيكي مناسبي جهت حذف آفلاتوكسـين در محـيط   ي مخمر زنده ها سلولاين بود كه 

كشت آلوده هستند. همچنين مشخص شد كه پديـده اتصـال ماهيـت فيزيكـي دارد كـه ايـن مسـئله در غـذا و         
قابـل توجـه    شـود  يم ـيك عامل مخاطره آميز محسوب  ها آني دامي كه ميزان بالاي آفلاتوكسين ها خوراك

  .است

  
  .، اتصال سطحي، خوراك دام1Bساكارومايسس سرويزيه، آفلاتوكسين كليدي:هاي  واژه

                                                 
  haleh.sahebghalam@gmail.com مسوول مكاتبه: *
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  مقدمه -1
مايكوتوكسين ها با خصوصيات آفلاتوكسين ها گروهي از      

 3و متوقف كنندگي سيستم ايمني 2، سرطان زايي1جهش زايي
)كهعمدتاً به عنوان متابوليت هاي ثانويه 7،10هستند (

و Aspergillus flavus، Aspergillus parasiticusهاي گونه
Aspergillus nomius 14شوند ( سنتز مي.(  

مختلف از جمله ذرت،  اين سموم بيولوژيك تاكنون در اقلام     
). 15اند ( بادام زميني، سورگوم، برنج، گندم و مغزها مشاهده شده

ترينĤفلاتوكسين شناخته شده است  به عنوانسمي B1آفلاتوكسين 
، به B2و  B1). چنانچه خوراك دام آلوده به آفلاتوكسين 9(

مصرف دام برسد، تبديل بيولوژيك انجام شده و به شكل 
ها ومايعات  تبديل شده و به داخل بافتM1و M2آفلاتوكسين 

). راهكارهاي متعددي 6شوند ( زيستي و شير پستانداران ترشح مي
براي سم زدايي يا غيرفعال كردن خوراك دام آلوده وجود دارد 

توان به جداسازي فيزيكي، غير فعال كردن  كه از جمله مي
مختلف گرمايي، تشعشع، تجزيه ميكروبي و تيمار با مواد شيميايي 

)، هر چند كه ابهام در مورد سميت محصولات 13اشاره نمود (
حاصل از تجزيه آنزيمي و اثرات نامطلوب تخمير با ميكرو 

، 3(هاي غير بومي روي كيفيت غذا، همچنان باقي است ارگانيسم
5 ،11 ،20(.  

هاي اسيد لاكتيك به دليل وجود عامل باند  مخمرها و باكتري     
هاي  يواره سلولي، قادر به اتصال مولكولكننده مانان در د

هاي كشنده و يون هاي فلزي روي سطح ديواره  مختلفمانند سم
دهد كه حذف  ). مطالعات نشان مي6سلولي خود هستند(

مايكوتوكسين ها در اين روش بيشتر به دليل چسبيدن توكسين به 
تركيبات ديواره سلولي است تا ايجاد اتصال كووالانسي يا 

هاي مرده توانايي اتصال را از  سم سلولي، به طوري كه سلولمتابولي
). اين 19دست نداده و قادرند در سم زدايي نقش داشته باشند(

مطالعه به منظور تعيين كارآيي ساكارومايسس سرويزيه جهت 
حذف آفلاتوكسين ازخوراك دام آلوده شده انجام گرديد. براي 

ه، تيمارهاي اتوكلاو و هاي زنده و غيرزند مقايسه توانايي سلول
  هاي مخمر انجام شدند. اسيدي روي سلول

  

                                                 
  

mutagenM-1  
carcinogeniC-2 

immunosuppressivI-3  

  ها روش مواد و-2
 هاي استفاده شده از شركت همه مواد شيميايي و واكنش دهنده     

Merck)Stuttgart ,Germany( تهيه گرديده در غير اين 
  صورت به طور خاص توضيح داده شده است.

از سازمان  )PTCC 5177(مخمر ساكارومايسس سرويزيه      
ها  ها و قارچ هاي علمي و صنعتي ايران كلكسيون باكتري پژوهش

 Yeast mold brothفوق در محيط كشت  خريداري شد. گونه
گراد اينكوبه  درجه سانتي 25ساعت در دماي  24كشت و به مدت 

گراد با  درجه سانتي 4گرديد. سپس سوسپانسيون حاصل در دماي 
دقيقه سانتريفيوژ شده و دو بار با محلول  10به مدت  g3400دور

غلظت  ).سانتريفيوژ گرديد بافر فسفات سالين شستشو و مجدداً
در هر ميلي ليتر  1/2× 109مخمر جهت استفاده مايه تلقيح به ميزان 

، 16، 2مك فارلند تعيين شد ( 7با استفاده از محلول استاندارد شده
هاي حاصل از سانتريفيوژ  ). براي تهيه سوسپانسيون مخمراز پلت18

ها و  كنيم. مقداري از پلت هاي براث استفاده مي محيط كشت
هاي آزمايش ريخته و كدورت  محلول بافر فسفات را در لوله

نانومتر توسط  600سوسپانسيون حاصله را در طول موج 
گيريم. زماني كه ميزان جذب  اسپكتروفوتومتر اندازه مي

مك فارلند كه برابر  7ب محلول سوسپانسيون مخمر با ميزان جذ
مك  7باشد، برابر شد، سوسپانسيون مخمر معادل با  مي 170/1

باشد  مخمردر هر ميلي ليتر مي 1/2×109فارلند داريم كه معادل با 
)12.(  

هاي غير زنده جهت كاهش  به منظور تعيين توانايي سلول     
 آفلاتوكسين در خوراك دام آلوده شده تيمارهاي اسيدي و

حرارتي توسط اتوكلاو روي سوسپانسيون مخمري انجام شد. 
مك فارلند، به  7جهت تيمار حرارتي، سوسپانسيون مخمر با عدد 

گراد اتوكلاوگرديد  درجه سانتي 121دقيقه در دماي  15مدت 
 2اسيدكلريدريك  ميلي ليتر 10). براي انجام تيمار اسيدي،17(

پس اينكوباسيون به مولار به پليت هاي مخمراضافه گرديدو س
ساعت در اينكوباتور شيكردار(مدل پارس آزما ساخت  1مدت 
دور در دقيقه  150گراد با دور  درجه سانتي 37در دماي  )ايران

  ).1انجام شد(
خوراك دام موجود در يكي از  كنجاله پنبه دانه (از     

هاي مشهد تهيه شد) به عنوان خوراك دام توسط آسياب  دامداري
گرم از آن را در ظروف آزمايش  5مدل) خرد و سپس  (مارك و

درجه  121ميلي ليتري توزين و سپس استريليزاسيون در دماي  50
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، 12دقيقه توسط اتوكلاو انجام گرديد( 15گراد به مدت  سانتي
14.(  
ميكروگرم در ميلي ليتر  10براي بدست آوردن غلظت      

) 3:97نسبت(با  جامد در بنزن/استونيتريل B1آفلاتوكسين 
 01/0(حجمي/حجمي) به صورت سوسپانسيون در آمد. سپس 

سم ميلي ليتر از متانول مرك مخلوط شد تا  99/9ميلي ليتر از سم با 
 B1 آفلاتوكسين محلولبدست آمد.  ppm  1با غلظت
 ). سپس8ميكروگرم در ليترتهيه شد ( 20و  10، 0هاي  درغلظت
اي  شيشه ظروف به B1هاي مختلف محلول آفلاتوكسين  غلظت

ميلي ليتر از محلول  20گرم كنجاله پنبه دانه استريل،  5محتوي 
ميلي ليتر سوسپانسيون مخمر اضافه گرديد. سپس  10بافر فسفات و 
درجه  37اي در انكوباتور شيكردار در دماي  ظروف شيشه

 24و  12، 4هاي مختلف  آر.پي.ام درزمان 170گراد و با دور  سانتي
هاي مورد نظر نمونه را  اده شد. پس از گذشت زمانساعت قرار د

آر.پي.ام در دماي  7500در ميكروتيوپ ريخته و سانتريفيوژ با دور 
دقيقه انجام شد. سپس محلول رويي حاصله  10محيط و مدت زمان 
هاي كرايوتيوپ جمع آوري و تا زمان انجام  (سوپرناتانت) در لوله

آزمايشات فوق سهبار تكرار  آزمون الايزا در فريزر نگهداري شد.
).جهت انجام تيمارهاي اتوكلاو و اسيدي مخمر از 17انجام شد (

سوسپانسيون مخمر اتوكلاو شده و اسيدي به جاي سوسپانسيون 
  ).18مخمر زنده استفاده و عمليات ذكر شده در بالا عيناً تكرار شد(

باقي  B1سوپرناتانت جهت تعيين ميزان آفلاتوكسين  هاي نمونه
مانده با استفاده از روش الايزا آناليز شدند. دستگاه 

 مورد استفاده شامل  (BioTek, USA)الايزاي
 و 808ELx مدل readeRو 50ELxمدل   Washerهاي قسمت

مراحل كلي آزمون الايزا باشد.  يم EuroProxima كيت الايزاي
  طبق دستورالعمل كيت الايزاي شركت يورو پروكسيما انجام شد.

اين پژوهش در قالب فاكتوريل با طرح پايه كاملاً تصادفي سه 
 3در  B1بار تكرار شد. تيمارهاي آزمايش شامل آفلاتوكسين 

زمان مختلف اينكوباسيون روي يك گونه مخمردر  4سطح و 
افزار آماري  ها با استفاده از نرم خوراك دام انجام شد. داده

MSTAC  .پس از آناليزمورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند 
اي  هاي مربوطه با استفاده از آزمون چند دامنه واريانس، ميانگين

  مقايسه شدند. α= 05/0دانكن در سطح 
  
  

  بحث نتايج و  -3
در  1Bتأثير نوع پيش تيمار برميزان آفلاتوكسين -3-1

  خوراك دام
شود اضافه كردن مخمر  مشاهده مي 3همان گونه كه در شكل 

به آفلاتوكسين باعث كاهش ميزان توكسين به خوراك دام آلوده 
هاي دام  شده است. همچنين بين كاهش ميزان توكسين در خوراك

تيمار شده با سوسپانسيون مخمر اسيدي، اتوكلاو شده، مخمر زنده 
). P>05/0و نمونه كنترل تفاوت معني داري وجود دارد (

مخمرهاي تيمارشده با اسيد باعث كاهش بيشتري در ميزان سم 
ده و مخمرهاي تيمارشده با حرارت و مخمرهاي زنده به ترتيب ش

  گيرند. لگاريتمي) در مراتب بعدي قرار مي (در فاز
  

 
تأثيرنوع پيش تيمار مخمري برميزان  - 1شكل

  درخوراك دام B1آفلاتوكسين 
  

شده رتيما هاي )، سلول2007بر اساس تحقيق شتي و همكاران (
دقيقهو همچنين در  10و5به مدتگراد سانتيدرجه  60و  55، 52در

دقيقه به طور قابل توجهي  20به مدت گراد سانتيدرجه 120دماي 
در مقايسه با همتاي زنده خود  را 1Bازآفلاتوكسين  مقادير بالاتري

 اسيدكلريدريكبا  ها در تيمارسلول به طور مشابه كنند. باند مي
 لاتصادر برابر افزايش  2 بيش از ساعتكمولار به مدت ي2

  ).18مشاهده شد ( توكسين
تيمار ) مشاهده شد كه 1389در مطالعه رهايي و همكاران (

دقيقه در دماي 90دو مولاربراي اسيدكلريدريكهاي مخمر با  گونه
رساندو  درصد مي60داتاق،قدرت اتصال آفلاتوكسين را به حدو

 20براي مدت زمان  گراد سانتيدرجه  120حرارت دادن در دماي 
دهد كه به حدود  دقيقه قدرت اتصال به مخمررا افزايش مي

  .)2(رسد درصد مي55

0
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شرايط اسيدي در فرآيندي مشابه از طريق اثرروي پلي  
ساكاريدها وتبديل به منومرها و شكسته شدن به آلدهيدها عمل 

رود كه در شرايط  هاي پيشين، احتمال مي كند. طبق پژوهش مي
داري از اتصالات، درون سلولي باشد. حرارت دهي اسيدي مق

ها يا تشكيل محصولات  ممكن است باعث دناتوره شدن پروتئين
واكنش ميلارد در ديواره سلولي شده ويا با انحلال بعضي ازمانو 

هاي موجوددرديواره سلولي، نفوذ پذيري ديواره افزايش  پروتئين
هاي اتصال مخفي  كندكه منجر به افزايش دسترسي مكان پيدا مي

  ).22، 18، 4، 2شود( ديواره مي
  

نكوباسيون بر ميزان كاهش تأثير زمان ا-3-2
  درخوراك دام B1آفلاتوكسين 

شود با گذشت زمان  مشاهده مي 2همان گونه كه در شكل 
 4اي كه درمدت  كاهش يافته به گونهB1ميزان آفلاتوكسين

رسيده  پي پي بي 63/3پي پي بي به  755/6ساعت از مقدار 
ساعت مقدار توكسين كاهش بسيار  4است. با اين حال بعد از 

ساعت اينكوباسيون از  4كمي داشته است.بنابراين مدت زمان 
نظرآماري باعث كاهش معني داري در ميزان آفلاتوكسين نسبت 

  .)p>05/0به زمان شروع اينكوباسيون (صفر ساعت) شد (
  

  
 B1تأثير زمان انكوباسيون بر ميزان كاهش آفلاتوكسين  - 2شكل

  درخوراك دام
  

)، اتصال آفلاتوكسين 2007طبق آزمايشات شتي و همكاران (
 27و 32به ترتيب 26.1.11و 18Aهاي پديده سريعي بوده كه گونه

دقيقه ابتداي اينكوباسيون باند  30را در  B1درصد از آفلاتوكسين
 3در مدت 26.1.11 ساعت و گونه  2بعد از  18Aكردند. گونه 

 5/41اتصال به ترتيب ( ساعت اينكوباسيون به درجه اشباع رسيدند

)و اينكوباسيون بيشتر افزايش قابل B1درصد ازآفلاتوكسين 5/37و 
  ). 18توجهي در ميزان اتصال ايجاد نكرد(

) بر اساس 1389همچنين در تحقيق رهايي و همكاران(
و  8، 3، 5/1هاي  هاي پسته در زمان توكسين نمونهگيري آفلا اندازه

هاي مخمر برآن، مشاهده شد كه  ساعت پس از تثبيت سلول 12
متصل شدن آفلاتوكسين به ديواره سلولي مخمر فرآيند نسبتاً سريع 

ساعت بعد ازتثبيت مخمر بر  3است كه در زمان اندكي (حدود 
  .)2رسد ( پسته آلوده) به حداكثر مقدار خود مي

  
هاي مختلف آفلاتوكسين بر ميزان  اثر غلظت-3-3

توكسين باقي مانده در مدت زمان اينكوباسيون در 
  خوراك دام

شود اينكوباسيون به  مشاهده مي 3همان گونه كه در شكل
شودكه در  ساعت باعث كاهش ميزان آفلاتوكسين مي 4مدت 
 پي 10ودر غلظت  12/2به  923/3پي پي بي ميزان آن از 5غلظت 

به  27/15پي پي بي از 20و در غلظت 17/4به  821/7پي بي از 
ساعت كاهش بسيار كمي داشته  4رسد ولي پس از  مي 231/8

هاي مخمر ساكارومايسس سرويزيه در  است.به عبارت ديگر سلول
هاي بالاتر سم كاهش بيشتري در غلظت آفلاتوكسين ايجاد  غلظت

كارآيي را در بيشترينپي پي بي 20كردند چنانچه در غلظت
  اتصال آفلاتوكسين از خود نشان دادند.

  

 
هاي مختلف آفلاتوكسين بر ميزان توكسين  اثرغلظت - 3شكل

  باقي مانده در مدت زمان اينكوباسيون در خوراك دام
  

)، مقادير مطلق اتصال 2007در مطالعه شتي و همكاران (
افزايش 1Bآفلاتوكسين به طور خطي با افزايش غلظت آفلاتوكسين

 65/0و  69/0به ترتيب 26.1.11 و 18Aهاي يابد. گونه مي
ميكروگرم برميلي ليتر،  1در غلظت  1Bميكروگرم از آفلاتوكسين
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و 3/3ميكروگرم برميلي ليتر،  5ميكروگرم در غلظت  9/1و  1/2
و  85/6ميكروگرم برميلي ليتر و  10ميكروگرم در غلظت  1/3

رم برميلي ليتر را متصل ميكروگ 20ميكروگرم در غلظت  52/6
دهد كه غلظت ابتدايي آفلاتوكسينبه طور  كنند. اين نشان مي مي

دهد  قابل توجهي ظرفيت اتصال آفلاتوكسين را تحت تأثير قرار مي
)18.(  

  
  نتيجه گيري -4

 5177اضافه كردن مخمر ساكارومايسس سرويزيه - 1

PTCC  به خوراك دام آلوده به توكسين، باعث كاهش قابل
  هاي بالاي سم حتي در غلظت 1Bجهي در ميزان آفلاتوكسين تو
  پي پي بي) شد. 20(

هاي تيمار شده بااسيد و حرارت در مقايسه با مخمر  مخمر - 2
زنده، كاهش بيشتري در ميزان آفلاتوكسين در خوراك دام ايجاد 

  كردند.
مخمرهاي تيمار شده با اسيد در مقايسه با مخمرهاي تيمار  - 3

حرارت باعث كاهش بيشتري در ميزان توكسين شده، به شده با 
عبارت ديگر كارآيي بيشتري در اتصال آفلاتوكسين از خود نشان 

  دادند.
فرآيند اتصال آفلاتوكسين به مخمر نسبتاً سريع بود و  - 4

ساعت انكوباسيون  4بيشترين كاهش ميزان آفلاتوكسين در مدت 
  م بوده است.رخ داد و پس از آن كاهش مقدار توكسين ك

ميزان اتصال توكسين را B1 هاي ابتدايي آفلاتوكسين غلظت - 5
هاي بالاتر  هاي مخمر در غلظت تحت تأثير قرار داده و سلول

  دهند. كارايي بيشتري از خود نشان مي B1آفلاتوكسين
هاي زنده و غير زنده (تيمار  اتصال آفلاتوكسين به سلول - 6

پديده اتصال توكسين ماهيت  شده اسيدي و حرارتي) نشان داد كه
  فيزيكي دارد.

  
  منابع -5
بررسي قدرت آفلاتوكسين زدايي  .1387 .رهايي، س - 1

هاي ميكروبيتثبيت شده در پسته، پايان نامه كارشناسي ارشد  سويه
بيوتكنولوژي صنايع غذايي، دانشكده مهندسي بيوسيستم 

  .كشاورزي، دانشگاه تهران
. بررسي توانايي 1389 .امام جمعه، ز. و ه رضوي، س. .رهايي، س - 2

گونه مخمر ساكارومايسس سروزيه جهت كاهش آفلاتوكسين 

، 1، شماره 7فصلنامه علوم و صنايع غذايي، دوره  موجود در پسته.
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