
 

 

 
 

 مقاله پژوهشی

بیست و  دوره دامپزشکی میکروبیولوژی نشریه

 ،1404 تابستان و بهار ،اول شماره ،یکم

 99-111:  50 پیاپی 

های گیاهی برای ها و عصارهها، پاراپروبیوتیکارزیابی پروبیوتیک

 HPLC  سازی آفلاتوکسین با استفاده ازخنثی

 1، مریم تاج آبادی ابراهیمی2، منصور بیات1*، سید محمد مهدی حمدی1امید حاجی کندی

 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه مرکز، تهران واحد شناسی،زیست گروه -1

 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد دامپزشکی، پاتوبیولوژی گروه -2

 20/10/1404 :پذیرش تاریخ            30/05/1404 :دریافت تاریخ

 مبسوط چکیده

 و شوندمی تولید Aspergillus هایگونه توسط که هستند بالا بسیار سمیت با ایثانویه هایمتابولیت هاآفلاتوکسین زمینه و هدف مطالعه:

 طبیعی زایسرطان ترکیب ترینقوی عنوان به 1B آفلاتوکسین ها،آن میان در. کنند آلوده را غذایی محصولات از ایگسترده طیف توانندمی

 در آلودگی این هشکا برای مؤثر راهکارهای یافتن بنابراین،. اندداده نشان کبد سرطان با را آن ارتباط اپیدمیولوژیک مطالعات و شده بندیطبقه

( 1: شد انجام آفلاتوکسین مهار در مختلف گروه سه کارایی مقایسه و کمی ارزیابی هدف با پژوهش این دارد. بالایی اهمیت غذایی زنجیره

 لعوام این از ترکیبی استفاده تأثیر همچنین. گیاهی هایعصاره( 3 و( حرارت با شده غیرفعال هایفرم) هاپاراپروبیوتیک( 2 زنده، هایپروبیوتیک

 Lactobacillus و Lactobacillus brevis) زنده هایپروبیوتیک شامل آزمایش مورد : موادهامواد و روش .گرفت قرار بررسی مورد نیز

paracasei،) هاباکتری این دهیحرارت از حاصل هایپاراپروبیوتیک (°C 95 دقیقه 60 مدت به )گیاهان اتانولی هایعصاره و Punica 

granatum (انار )و Asparagus khorasanensis (خراسانی مارچوبه) کیبیتر و مجزا صورت به آفلاتوکسین مهار کارایی ارزیابی .بودند 

( ANOVA) طرفهیک واریانس آنالیز از استفاده با هاداده آماری تحلیل .شد انجام( HPLC) بالا کارایی با مایع کروماتوگرافی روش از استفاده با

 و داشتند منفرد اهیگی هایعصاره و زنده هایپروبیوتیک به نسبت بهتری عملکرد داریمعنی طور به هاپاراپروبیوتیک نتایج: .گرفت صورت

 بود گیاهی ارهعص دو هر با هاپاراپروبیوتیک ترکیب تیمار، موثرترین .دادند کاهش لیترمیلی در میکروگرم 26.۸ ± 1.6 تا را آفلاتوکسین غلظت

 و بود رموث نیز تنهایی به گیاهی عصاره دو ترکیب رساند. لیترمیلی در میکروگرم 9/6 ± 4/2 یعنی میزان، کمترین به را آفلاتوکسین غلظت که

 خراسانی، مارچوبه و انار گیاهی هایعصاره با هاپاراپروبیوتیک ترکیب گیری:نتیجه .داد کاهش لیترمیلی در میکروگرم 1/2۸ ± 5/4 به را غلظت

 جذب قطری از اثر این مکانیسم رسدمی نظر به. است غذایی مواد در آفلاتوکسین آلودگی کاهش برتر برای و مؤثر زیستی راهکار یک

 .گیردمی صورت اهیگی ترکیبات توسط آفلاتوکسین تولید هایژن سرکوب و شده غیرفعال هایباکتری سلولی دیواره توسط آفلاتوکسین

 Punica granatum ،Asparagus khorasanensisآفلاتوکسین، پروبیوتیک، پاراپروبیوتیک، : کلیدی کلمات

 حمدی مهدی محمد سید:  مسئول نویسنده  *

 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه مرکز، تهران واحد شناسی،زیست گروه :آدرس
smm.hamdi@iau.ac.ir: ترونیککال پست
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 مقدمه

از  ها یکیآلودگی مواد غذایی توسط مایکوتوکسین

های اساسی در امنیت غذایی جهانی محسوب چالش

 ای بر سلامت انسان و اقتصادشود و پیامدهای گستردهمی

ها، کشاورزی دارد. در میان انواع مایکوتوکسین

می های ثانویه بسیار سها ـ که متابولیتآفلاتوکسین

و   Aspergillus flavusهای هستند و عمدتاً توسط گونه

Aspergillus parasiticus شوند ـ به دلیل ترشح می

قدرت سمیت بالا و توانایی آلودگی گسترده، از اهمیت 

دوست قادرند ای برخوردارند. این سموم چربیویژه

ی وسیعی از مواد غذایی از جمله مغزها، لبنیات، دامنه

نتیجه، خسارات ها را آلوده کنند و در گوشت و میوه

 دبار آورنتوجهی از نظر بهداشتی و اقتصادی بهقابل

(Hosseinpour et al., 2018; Klich, 2007; 

Khlangwiset, 2010; Jalili, 2015 .) بر اساس برآورد

، تقریباً (FAO) سازمان خواربار و کشاورزی ملل متحد

چهارم از کل محصولات کشاورزی جهان در اثر  یک

 شوند که اینها دچار آلودگی میکسینحضور آفلاتو

 Foodدهد )ی فراگیر این سموم را نشان میامر گستره

and Agriculture Organization .) قرارگیری

ا طور قطعی بها بهمدت در معرض آفلاتوکسینطولانی

   Hepatocellular) های کبدیبروز کارسینوم سلول

Carcinoma)  ته بط دانسو اختلالات سیستم ایمنی مرت

 ,.Kensler et al., 2011; Turner et alشده است )

ی راهکارهای مؤثر برای رو، توسعهاز این(. 2009

پیشگیری و کاهش آلودگی ناشی از این ترکیبات 

 .ضروری است

 ها معمولاً با استفاده از روشتعیین کمی آفلاتوکسین

انجام  (HPLC) کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

دلیل دقت بالا و قدرت تفکیک شود، روشی که بهمی

عنوان ابزار استاندارد در آنالیز مطلوب، به

 Stroka and)ها شناخته شده است مایکوتوکسین

Anklam, 2002; Trucksess and Trujillo, 2016; 

Shephard, 2008 )،با این حالHPLC   تنها روشی

سازی مستقیم تشخیصی است و توانایی حذف یا خنثی

های سنتی کنترل آلودگی عمدتاً بر سم را ندارد. روش

، های زراعیاقدامات پیشگیرانه مانند بهبود تکنیک

سازی شرایط انبارداری پس از برداشت و رعایت بهینه

ا اند. باستانداردهای فرآوری مواد غذایی متمرکز بوده

 یها در زنجیرهوجود این، پایداری بالای آفلاتوکسین

ها را آشکار ساخته و غذایی، ناکارآمدی نسبی این روش

لزوم جستجوی راهکارهای نوآورانه و ترکیبی را برجسته 

 (.Ezekiel et al., 2014ازد )سمی

ویژه فناورانه، بههای اخیر، مداخلات زیستدر سال

عنوان های پروبیوتیک، بهگیری از میکروارگانیسمبهره

ت و حذف رویکردی نوین در کاهش سمی

اند. برخی از ها مورد توجه قرار گرفتهآفلاتوکسین

های اسیدلاکتیک از طریق سازوکار جذب باکتری

ی سلولی خود، توانایی سطحی توسط اجزای دیواره

های آفلاتوکسین و کاهش اتصال به مولکول

ها را دارند پذیری و سمیت آندسترسزیست

(Peltonen et al., 2001 .)یر هایی نظسویه

Lactobacillus brevis   وLactobacillus paracasei  

های کبدی ناشی از نقش حفاظتی در برابر آسیب
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-Liew and Mohdاند )آفلاتوکسین از خود نشان داده

Redzwan, 2018 )دیده و های حرارتو فرم

ا ـ هها ـ موسوم به پاراپروبیوتیکی آنشدهغیرفعال

ای زنده هسم نسبت به فرمسازی قدرت بالاتری در خنثی

 (.Zhao et al., 2015) انداز خود بروز داده

در کنار این عوامل زیستی، ترکیبات فیتوشیمیایی 

ل عنوان عوامل مکمشده از گیاهان دارویی نیز بهاستخراج

-Razzaghiاند )در مهار تولید آفلاتوکسین مطرح شده

Abyaneh et al., 2008 .)های اتانولی عصارهPunica 

granatum  انار( و(Asparagus khorasanensis 

ی خراسانی( دارای خواص ضدقارچی بوده و مارچوبه)

قادرند مسیرهای بیوسنتزی تولید آفلاتوکسین را در 

آن  ترتیب اثرات ژنوتوکسیکها مختل کنند و بدینقارچ

-Rezaei-Matehkolaei and Shamsرا کاهش دهند )

Ghahfarokhi, 2017; Hamidi and Taghizadeh, 

ترکیب این ترکیبات گیاهی با عوامل میکروبی (. 2021

ی را زدایافزایی ایجاد کرده و بازده سمتواند اثرات هممی

 .افزایش دهد

بر این اساس، پژوهش حاضر به بررسی توان ترکیبی 

یاهی در های گها و عصارهها، پاراپروبیوتیکپروبیوتیک

آفلاتوکسین پرداخته است. در کاهش آلودگی ناشی از 

و   Lactobacillus brevisاین مطالعه، تعامل میان 

Lactobacillus paracasei  های اتانولی و عصاره

Punica granatum   وAsparagus khorasanensis  

مورد ارزیابی قرار گرفته تا راهکارهای زیستی مؤثر و 

 افزا برای بهبود ایمنی غذایی و کاهش خطراتهم

 .بهداشتی ناشی از آفلاتوکسین ارائه شود

 مواد و روش ها

 واملع آفلاتوکسین، استانداردهای سازیآماده

 گیاهی هایعصاره و میکروبی

قسمت در  1000محلول استاندارد آفلاتوکسین با غلظت 

)تهران، « فروغ لایف ساینسز»از شرکت  (ppb) میلیارد

های ی باکتریایران( تهیه شد. پودر لیوفیلیزه

Lactobacillus brevis   وLacticaseibacillus 

paracasei   ژن تک»گرم( از شرکت  10)هرکدام

 .)تهران، ایران( خریداری گردید« گروپ

های پروبیوتیکی، سازی سوسپانسیونبرای آماده

حل  6.2برابر  pH با  MRSها در محیط کشت باکتری

 24مدت گراد بهی سانتیدرجه 3۷شده و در دمای 

ها به آن (OD₆₀₀) ساعت انکوبه شدند تا چگالی نوری

ساز واحد کلنی ۸10برسد، که معادل حدود  1/0مقدار 

 .لیتر بوددر هر میلی

ها از طریق غیرفعالسازی حرارتی روبیوتیکپاراپ

گراد ی سانتیدرجه 95های پروبیوتیکی در دمای کشت

دقیقه و سپس سردسازی در دمای محیط تهیه  60مدت به

 .شدند

از   Asparagus khorasanensisی اتانولی گیاه عصاره

های خشک و گرم از برگ 30طریق خیساندن 

دست به ٪96لیتر اتانول میلی 250ی گیاه در شدهپودر

دور در  150آمد. این فرایند در شیکر مدور با سرعت 

ساعت  ۷2مدت گراد بهدرجه سانتی 25دقیقه در دمای 

انجام شد. پس از آن، محلول حاصل از طریق فیلتر واتمن 

ی وسیلهصاف گردید و مایع فیلترشده به 1ی شماره

ی درجه 6۸ی دوار در دمای تبخیرکننده
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تا  (مگاپاسکال 0.0۸، فشار منفی rpm 209)گرادسانتی

ز در زیر ی حلال نیلیتر تغلیظ شد. باقیماندهمیلی 10حجم 

گراد تبخیر ی سانتیدرجه 25هود لامینار در دمای 

 .ی خشک حاصل شودگردید تا عصاره

گرم  30ی اتانولی از ی عصارهفرآیند مشابهی برای تهیه

  Punica granatumی گیاه شدهبرگ خشک و پودر

های ها در ویالی عصاره)انار( انجام گرفت. کلیه

گراد ی سانتیدرجه 4رنگ و در دمای کهربایی

 .نگهداری شدند تا زمان استفاده

 تیمارها و آزمایش طراحی

زدایی آفلاتوکسین، دو طرح برای بررسی کارایی سم

 :آزمایشی مجزا اجرا شد

 غربالگری اولیه(ی مرحله) 1پروتکل 

 )کنترل منفی )وسیله: DMSO  1با غلظت٪ 

(v/v) 

 50) کنترل مثبت: محلول آفلاتوکسین 

 PBS  در بافر (ppb 1000میکرولیتر، 

 ی انارعصاره (Punica granatum)  با غلظت

 لیترمیکروگرم در میلی 500

 ی خراسانیی مارچوبهعصاره (Asparagus 

khorasanensis)  میکروگرم در  500با غلظت

 لیترمیلی

 500ی گیاهی )هرکدام ترکیب دو عصاره 

 لیتر(میکروگرم در میلی

 های زندهپروبیوتیک (L. brevis  وL. 

paracasei) 

 ی دیدهها )فرم حرارتپاراپروبیوتیکL. 

brevis  وL. paracasei) 

 ترکیب پروبیوتیک و پاراپروبیوتیک 

 سازی(ی بهینهمرحله) 2پروتکل 

  منفیکنترل( :DMSO 1٪) 

 کنترل مثبت: آفلاتوکسین در PBS 

 ی گیاهیمخلوط دو عصاره 

 هاپاراپروبیوتیک 

 همراه هر ها بهی پاراپروبیوتیکگانهترکیب سه

 ی گیاهیدو عصاره

لیتر از محیط کشت میلی 1در تیمارهای میکروبی، 

، رسوب (دقیقه g ،10 × ۸000) باکتریایی سانتریفیوژ شد

شسته  (pH 7.4) استریل PBS وشو با بافرشستبا دو بار 

میکرولیتر محلول  50حاوی  PBS لیترمیلی 1و مجدداً در 

 3۷ای ها در دمآفلاتوکسین معلق گردید. سوسپانسیون

دور در دقیقه(  100گراد و با تکان آرام )ی سانتیدرجه

پس از انکوباسیون، .ساعت انکوبه شدند 24مدت به

ا هو سوپرانتاندقیقه(  g10000، 10×)  ژها سانتریفیونمونه

 .آوری گردیدندبرای آنالیز جمع

 ٪1حاوی  PBS ها دردر تیمارهای گیاهی، عصاره

DMSO  میکرولیتر آفلاتوکسین مخلوط  50حل شده و با

ها تحت همان شرایط انکوباسیون قرار شدند. سپس نمونه

لیز ی آناها براگرفتند و پس از سانتریفیوژ، سوپرانتان

 .کروماتوگرافی برداشت شدند

 آنالیز و آفلاتوکسین سازیخالص

 کروماتوگرافی

 1، هامانده در نمونهبرای جداسازی آفلاتوکسین باقی

افینیتی های ایمونولیتر از سوپرانتان هر نمونه از ستونمیلی

ها عبور داده شد )نرخ جریان: یک قطره در ثانیه(. ستون
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لیتر در ثانیه( میلی 3لیتر آب دیونیزه )میلی 10دو بار با 

 .بار هوا خشک شدند 5/0ثانیه با فشار  10مدت شسته و به

لیتر میلی 1شده با استفاده از سپس آفلاتوکسین متصل

شسته و از ستون جدا  HPLC ی خلوصمتانول با درجه

، با فیلتر HPLC  ها قبل از تزریق به دستگاهشد. الوات

 .میکرومتر صاف گردیدند 0.22با منافذ  PTFE سرنگی

 HPLC ها با استفاده از دستگاهآنالیز کمی آفلاتوکسین

)طول موج   UV-Visمجهز به آشکارساز   Cecilمدل 

)با اندازه ذرات   C18نانومتر( و ستون فاز معکوس  365

 .متر( انجام شدمیلی 4.6×250میکرومتر و ابعاد  5

آب  شامل استونیتریل، متانول و فاز متحرک ایزوکراتیک

 2/1بود و نرخ جریان بر روی  60:25:15با نسبت حجمی 

 .لیتر در دقیقه تنظیم گردیدمیلی

میکرولیتر از استانداردهای  20برای کالیبراسیون، 

میکروگرم در  100تا  10های آفلاتوکسین با غلظت

لیتر تزریق شد و منحنی استاندارد با ضریب میلی

رسم گردید. غلظت آفلاتوکسین  R² > 0.995 همبستگی

ها و زمان بازداری ها بر اساس مساحت پیکدر نمونه

 .ها نسبت به منحنی استاندارد محاسبه شدآن

 آماری تحلیل

ا هها در سه تکرار مستقل انجام شد و دادهتمام آزمایش

 .گزارش شدند (SD) معیار انحراف ±صورت میانگین به

انجام گرفت.  16نسخه   SPSSافزار ها با نرمتحلیل داده

 اسمیرنوف–ها با آزمون کولموگروفنرمال بودن داده

 ها با استفاده از آنالیزی میان گروهمقایسه. شد بررسی

و آزمون  (One-way ANOVA) طرفهواریانس یک

 .گرفت صورت (Tukey HSD) هک تاکیپس

  ها برابر داری آماری در تمامی تحلیلسطح معنی

05/0>P در نظر گرفته شد. 

 نتایج

 ریگیاندازه اعتبارسنجی و کالیبراسیون

 آفلاتوکسین

های مختلف آفلاتوکسین با استفاده از منحنی غلظت

استانداردی که بر اساس استانداردهای مرجع در مقادیر 

ده لیتر تهیه شمیکروگرم در میلی 100و  60، 40، 20، 10

 .بود، کالیبره گردید

 (R²) نتایج تحلیل رگرسیون خطی، ضریب همبستگی

را نشان داد که بیانگر دقت بالا و  99۸/0برابر با 

 .(1تکرارپذیری مناسب دستگاه بود )شکل 

 50ای حاوی گیری، نمونهبرای تأیید صحت اندازه

نترل عنوان کن بهلیتر آفلاتوکسیمیکروگرم در میلی

آمده با دستبازیابی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج به

داشت که  ٪2مقدار واقعی اختلافی کمتر از 

 HPLC ی عملکرد دقیق و قابل اعتماد سیستمدهندهنشان

در  C18 و ستون UV-Vis با آشکارساز Cecil مدل)

  .بود( نانومتر 365طول موج 

 یلهمرح در گیاهی و زیستی تیمارهای کارایی

 آزمایش اول

ی بررسی، هشت گروه آزمایشی در در نخستین مرحله

مورد  (و کنترل مثبت DMSO) هامقایسه با کنترل

نفرد های مها شامل عصارهارزیابی قرار گرفتند. این گروه

Punica granatum   وAsparagus khorasanensis ،

و  L. brevis) های زندهترکیب دو عصاره، پروبیوتیک

L. paracasei)، دیده و های حرارتپاراپروبیوتیک

 24ترکیب پروبیوتیک و پاراپروبیوتیک بودند. پس از 

گراد و ی سانتیدرجه 3۷ساعت انکوباسیون در دمای 

ی ماندهی ایمونوافینیتی، غلظت باقیطی مراحل تصفیه

 .گیری شداندازه HPLC ها به روشآفلاتوکسین
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ی تیمارهای میکروبی باعث که همه نتایج نشان داد

دار سطح آفلاتوکسین در مقایسه با کنترل کاهش معنی

، بر اساس آنالیز واریانس (P<05/0) مثبت شدند

ن اثر ها بیشتریپاراپروبیوتیک  (طرفه و آزمون توکییک

 ۷/1 ± 55/26مهار را داشتند و غلظت آفلاتوکسین را به 

داری طور معنیلیتر رساندند، که بهمیکروگرم در میلی

 2/3)ده های زنشده برای پروبیوتیککمتر از مقدار ثبت

 .بود( P<05/0 لیتر؛میکروگرم در میلی ±۷/34

ترکیب پروبیوتیک و پاراپروبیوتیک نیز کاهش قابل 

( لیترمیکروگرم در میلی 2/30±9/2توجهی ایجاد کرد )

 .دها مؤثر بوکمتر از پاراپروبیوتیکاما از نظر آماری 

به  داری نسبتیدر بین تیمارهای گیاهی نیز کاهش معن

ی عصاره(. P<05/0) مشاهده شد DMSO کنترل

 Asparagusو   Punica granatumترکیبی 

khorasanensis  (۷/4± 33/2۸ لیتمیکروگرم در میلی )ر

انار  های منفردبهتری نسبت به عصارهمعنی دار عملکرد 

 داشت( 3/41 ±۸/3ی خراسانی )و مارچوبه( ۸/39 ± 4)

 افزاییاین موضوع بیانگر بروز اثر هم(. در هر دو مورد

 .میان ترکیبات فیتوشیمیایی دو گیاه است

 آفلاتوکسینمنحنی استاندارد کالیبراسیون برای تعیین . 1شکل 

 (.لیتر ترسیم شده استمیکروگرم در میلی 100و  ۶0، 40، 20، 10های منحنی بر اساس غلظت)

 شده(زیسای دوم )ترکیبات بهینهنتایج مرحله

ی نخست، در فاز دوم آزمایش با توجه به نتایج مرحله

نترل گرفتند: ک های مؤثرتر مورد ارزیابی قرارتنها گروه

ها، ترکیب دو ، پاراپروبیوتیکDMSOمثبت، کنترل

ها با ی پاراپروبیوتیکگانهی گیاهی و ترکیب سهعصاره

 .هر دو عصاره

ی اول انجام شد ها مشابه مرحلهکالیبراسیون غلظت

 .(3)شکل 
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 ی اولمربوط به تیمارهای مرحله HPLC کروماتوگرام .2شکل 

 لیتر(میکروگرم در میلی 100و  ۶0، 40، 20، 10های منحنی استاندارد کالیبراسیون در آزمایش دوم )غلظت. 3شکل 

 اراپروبیوتیکپ–ها و ترکیب پروبیوتیکپاراپروبیوتیک

 به نسبت آفلاتوکسین میزان در داریمعنی کاهش دو هر

 .دادند نشان مثبت کنترل

 ۸/26 ± 6/1 هتنهایی غلظت را بها بهپاراپروبیوتیک

ی لیتر رساندند و ترکیب دو عصارهمیکروگرم در میلی

 لیتر رامیکروگرم در میلی 1/2۸ ± 5/4گیاهی نیز مقدار 

حال، بهترین نتیجه مربوط به ترکیب با این  .ثبت نمود

آفلاتوکسین  ماندهگانه بود که کمترین سطح باقیسه

لیتر( را ایجاد کرد. این میکروگرم در میلی 1/۷ ± 5/2)

داری کمتر از مقدار حاصل از هر یک طور معنیمقدار به

افزایی قوی بین و حاکی از اثر هم از تیمارهای منفرد بود

 .و ترکیبات گیاهی استها پاراپروبیوتیک
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ها داده .P=0.001 داری، سطح معنی2نشانگرهای آماری مشابه شکل ) .مربوط به آزمایش دوم HPLC کروماتوگرام  .4شکل 

 اند(.شده ارائه معیار انحراف ±صورت میانگین به

 تجمیعی هاییافته

ی آزمایش نشان داد که تیمارهای نتایج هر دو مرحله

ر صورت مستقل و چه ترکیبی، دزیستی و گیاهی، چه به

دار غلظت ها باعث کاهش معنیمقایسه با کنترل

ن عنوان مؤثرتریها بهپاراپروبیوتیک .آفلاتوکسین شدند

ته شدند و در مقایسه با کنترل مثبت عامل منفرد شناخ

کاهش  ٪4۷لیتر( حدود میکروگرم در میلی 50 ± 5/2)

مخلوط گیاهی نیز  .در سطح آفلاتوکسین ایجاد کردند

درصد عملکرد  31تا  29های منفرد بین نسبت به عصاره

ها با در نهایت، ترکیب پاراپروبیوتیک. بهتری نشان داد

های گیاهی بیشترین میزان کاهش را )حدود عصاره

های آماری نیز از پایداری و داده .دنبال داشتبه( ۸6٪

اعتبار نتایج حمایت کردند؛ انحراف معیار در تمامی 

 لیتر بود و تمامیمیکروگرم در میلی ۷/4تیمارها کمتر از 

دار معنی P<05/0 در سطحها از نظر آماری تفاوت

 نیز اسمیرنوف–ارزیابی شدند. آزمون کولموگروف

 . نمود تأیید را هاداده نرمال توزیع

های مختلف آزمایشی. کاهش میزان آفلاتوکسین در گروه۱جدول 

 توضیح (µg/mL) غلظت آفلاتوکسین گروه آزمایشی

 — 2.5 ± 50 کنترل مثبت )بدون تیمار(

 کاهش نسبت به کنترل مثبت 34.7 ± 3.2 (L. paracaseiو  L. brevis) هاپروبیوتیک

 هاکاهش بیشتر نسبت به پروبیوتیک 1.7 ± 26.55 هاپاراپروبیوتیک

 کاهش متوسط Punica granatum 39.8 ± 4.0ی عصاره

 کاهش متوسط Asparagus khorasanensis 41.3 ± 3.8ی عصاره

 منفرد هایکاهش بیشتر نسبت به عصاره 4.7 ± 28.33 ی گیاهیترکیب دو عصاره

 ندههای زکاهش نسبت به پروبیوتیک 2.9 ± 30.2 ترکیب پروبیوتیک و پاراپروبیوتیک

 افزایی(بیشترین کاهش )اثر هم 2.5 ± 7.1 هاترکیب پاراپروبیوتیک و عصاره

 گیریبحث و نتیجه
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سازی آفلاتوکسین را پژوهش حاضر ظرفیت خنثی

 Lactobacillus )ی باکتری لاکتوباسیلتوسط دو گونه

brevis وLactobacillus paracasei)  در دو حالت

ی حرارتی شدهزنده )پروبیوتیک( و غیرفعال

ه های اتانولی دو گیا)پاراپروبیوتیک( در کنار عصاره

Punica granatum   انار( و(Asparagus 

khorasanensis  ی خراسانی( مورد بررسی )مارچوبه

نشان داد که  HPLC قرار داد. نتایج حاصل از آنالیز

ن دار سطح آفلاتوکسیمعنیتمامی تیمارها باعث کاهش 

شدند و بیشترین میزان کاهش مربوط به ترکیب 

ور طهای گیاهی بود. بهها با عصارهپاراپروبیوتیک

سین تنهایی غلظت آفلاتوکها بهمشخص، پاراپروبیوتیک

لیتر رساندند، میکروگرم در میلی 1٫۷ ± 26٫55را به 

 4٫۷ ± 2۸٫33های گیاهی مقدار مخلوط عصاره

ل لیتر را ثبت کرد و ترکیب هر دو عامگرم در میلیمیکرو

ها( بیشترین اثر مهاری را با )پاراپروبیوتیک + عصاره

لیتر نشان داد. این میکروگرم در میلی 2٫5 ± ۷٫1مقدار 

ی و افزایی میان عوامل میکروبها بیانگر وجود اثر همیافته

زدایی در فیتوشیمیایی و تقویت چشمگیر کارایی سم

 .سه با کاربرد منفرد هر عامل استمقای

 (LAB) های باکتری اسیدلاکتیکتر نیز نقش گونهپیش

ها گزارش شده است. این در کاهش سمیت آفلاتوکسین

ها عمدتاً از طریق جذب سطحی و نه از مسیر باکتری

های ی آنزیمی، قادر به اتصال و مهار مولکولتجزیه

در (. Peltonen et al., 2001آفلاتوکسین هستند )

هایی مانند مطالعات پیشین نشان داده شده که گونه

Lactobacillus rhamnosus ،L. acidophilus  وL. 

paracasei ی سلولی خود ی ترکیبات دیوارهواسطهبه

انایی ساکاریدها، توها و اگزوپلینظیر پپتیدوگلیکان

 Liewبالایی در اتصال و حذف آفلاتوکسین دارند )

WPP, Mohd-Redzwan S 2018  ، El-Nezami H, 

et al 1998 .)ی ویژه سویهبهL. rhamnosus GG 

شده از این مکانیسم است که با ای شناختهنمونه

های مولکول (steric entrapment) دربرگیری فضایی

ا ها رپذیری و سمیت آندسترس، زیستB1 آفلاتوکسین

-Zhao et al., 2015  ، Elدهد )طور مؤثر کاهش میبه

Nezami et al., 1998 .)های پژوهش حاضر نیز این یافته

ی هدیدهای حرارتکند، چراکه فرمسازوکار را تأیید می

L. brevis  وL. paracasei به  ها( نسبت)پاراپروبیوتیک

های زنده توانایی بیشتری در کاهش سطح سلول

 زآفلاتوکسین از خود نشان دادند. این امر احتمالاً ناشی ا

ی سلولی پس از تغییرات ساختاری در دیواره

دهی است که موجب افزایش تعداد یا حرارت

های سم های اتصال به مولکولپذیری محلدسترسی

های ساختاری و مولکولی شود؛ موضوعی که بررسیمی

 .طلبدبیشتر را می

در کنار عوامل میکروبی، ترکیبات فیتوشیمیایی نقش 

کنند. اثرات آفلاتوکسین ایفا می مکملی در مهار تولید و

ی گیاهان اند که عصارهمطالعات گذشته نشان داده

 ،Peganum harmalaدارویی مختلف از جمله 

Heracleum persicum   وGlycyrrhiza glabra  
سازی های دخیل در مسیر زیستتواند بیان ژنمی

را سرکوب کند و از  (aflM ،aflP ،aflR) آفلاتوکسین

 Zoghiطریق تولید سم توسط قارچ را متوقف سازد )این 

et al., 2014; Taghizadeh, 2021; Reddy et al., 

2010; Atanda, et al., 2013 .) ،در همین راستا

 Asparagusو  Punica granatumهای گیاهان عصاره

khorasanensis  ها فنولحاوی ترکیبات فعالی نظیر پلی

ارچی اکسیدانی، ضدقاثرات آنتیها هستند که و ساپونین

 Singhسازی آفلاتوکسین دارند )ی زیستو مهارکننده

RP, et al 2002 .) نتایج این پژوهش نشان داد که ترکیب

مراتب بالاتری از هرکدام ی گیاهی کارایی بهدو عصاره
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ایی یا افزصورت منفرد داشت که بیانگر بروز اثر همبه

 .یی استتجمعی میان اجزای فیتوشیمیا

دهد ی نتایج این تحقیق با مطالعات پیشین نشان میمقایسه

آمده با شواهد قبلی در خصوص دستهای بهکه داده

یک های اسیدلاکتجذب آفلاتوکسین توسط باکتری

(Shokri H, et al 2015 ) و نیز اثر مهاری ترکیبات انار

 Khademi R, Samadi Mها )بر ترشح مایکوتوکسین

ی وانی دارد. با این حال، وجه تمایز مطالعهخهم( 2025

 ی شواهدی از اثر چندبرابریحاضر در ارائه

(Multiplicative Effect) زمان از ی همهنگام استفاده

های گیاهی است. این ها و عصارهپاراپروبیوتیک

تواند ناشی از دو مکانیسم مکمل باشد: افزایی میهم

ی ارهسط دیونخست، جذب فیزیکی آفلاتوکسین تو

مهاری سلولی باکتری و دوم، غیرفعالسازی شیمیایی یا ژن

بیان دیگر، ممکن است توسط ترکیبات گیاهی. به

های سم را در سطح خود متمرکز ها ابتدا مولکولباکتری

سازی کرده و سپس ترکیبات فیتوشیمیایی باعث غیرفعال

 تای که برای تأیید نیازمند مطالعاها شوند؛ فرضیهآن

 .سینتیکی و ژنتیکی بیشتر است

دهد که های این پژوهش نشان میطور کلی، یافتهبه

 .Lو  L. brevisهای حاصل از پاراپروبیوتیک

paracasei های در ترکیب با عصارهPunica 

granatum  وAsparagus khorasanensis توانند می

عنوان رویکردی زیستی و دووجهی در کاهش به

وند. کار گرفته شناشی از آفلاتوکسین بههای آلودگی

این راهبرد با اتکا به دو سازوکار مکمل ـ جذب فیزیکی 

توسط باکتری و مهار رونویسی ژنی توسط ترکیبات 

گیاهی ـ چارچوبی پایدار و سازگار با محیط زیست برای 

 .کندبهبود ایمنی غذایی فراهم می

های زمایشی حاصل از آبا توجه به نتایج امیدوارکننده

 های آتی درشود پژوهشکشتگاهی، پیشنهاد میدرون

 :سه محور دنبال شوند

ی ها در شرایط واقعارزیابی کارایی این ترکیب .1

 ی تأمین،مواد غذایی و زنجیره

پذیری صنعتی و پایداری بررسی مقیاس .2

 مدت این ترکیبات،طولانی

سنجی زایی و ایمنیهای سمیتانجام آزمون .3

ضرری مصرف انسانی و مینان از بیمنظور اطبه

 .هادامی آن

ر تواند گامی مؤثر دکارگیری چنین رویکردهایی میبه

جهت ارتقاء سلامت عمومی و کاهش خطرات ناشی از 

 .ها در محصولات غذایی باشدمایکوتوکسین

 گیرینتیجه

نتایج این پژوهش نشان داد که استفاده از رویکرد ترکیبی 

 Lactobacillusهای حاصل از شامل پاراپروبیوتیک

brevis   وLacticaseibacillus paracasei  همراه به

)انار( و   Punica granatumهای اتانولی دو گیاه عصاره

Asparagus khorasanensis  ی خراسانی(، )مارچوبه

توجهی غلظت آفلاتوکسین را در طور قابلتواند بهمی

در میان تیمارهای  .شرایط آزمایشگاهی کاهش دهد

ی بیشتری تنهایی اثربخشها بهشده، پاراپروبیوتیکبررسی

منفرد  های گیاهیهای زنده و عصارهنسبت به پروبیوتیک

نشان دادند؛ با این حال، بیشترین میزان کاهش )حدود 

ا هر ها همراه بکه پاراپروبیوتیکزمانی مشاهده شد ( ۸6٪

ر کار گرفته شدند. این نتیجه بیانگی گیاهی بهدو عصاره

افزایی میان ترکیبات فیتوشیمیایی و اجزای وجود اثر هم

سازوکار پیشنهادی برای این اثر  .ساختاری باکتری است

 :شامل دو مسیر مکمل است



  109. ............. (و همکاران حاجی کندی) .... سازیهای گیاهی برای خنثیها و عصارهها، پاراپروبیوتیکارزیابی پروبیوتیک

 

های جذب فیزیکی و غیرقابل برگشت مولکول .1

های ی سلولی باکتریین به دیوارهآفلاتوکس

 شده )پاراپروبیوتیک(،غیرفعال

ی آفلاتوکسین از سازندهمهار مسیرهای زیست .2

جود اکسیدانی و فنولی موطریق ترکیبات آنتی

 .های گیاهیدر عصاره

دهد که ترکیب عوامل زیستی و ها نشان میاین یافته

من یسازگار، اعنوان یک روش زیستتواند بهگیاهی می

و کارآمد برای کنترل آلودگی آفلاتوکسینی در 

 .محصولات غذایی مورد استفاده قرار گیرد

ت ها و محدودیبا توجه به پایداری بالای آفلاتوکسین

های شیمیایی یا حرارتی، استفاده از چنین کارایی روش

اسب تواند جایگزینی منهای طبیعی و زیستی میترکیب

 مواد غذایی در صنایع مختلف و پایدار برای بهبود ایمنی

 .شمار آیدبه

های تکمیلی در مقیاس صنعتی، در نهایت، انجام پژوهش

بررسی پایداری این ترکیبات در فرآیندهای فرآوری 

ها بر مواد غذایی و ارزیابی اثرات احتمالی آن

ای محصولات غذایی پیشنهاد های حسی و تغذیهویژگی

تواند از نظر ایمنی و تنها میشود. این رویکرد نهمی

ی سلامت عمومی حائز اهمیت باشد، بلکه با اصول توسعه

پایدار و کاهش وابستگی به ترکیبات شیمیایی نیز 

 .راستا استهم

 سپاسگزاری

اه وسیله از همکاری و پشتیبانی آزمایشگنویسندگان بدین

 آزاد اسلامی واحد تهران مرکز میکروبیولوژی دانشگاه

در اجرای مراحل آزمایشگاهی این پژوهش سپاسگزاری 

ی همکاران نمایند. همچنین از همیاری صمیمانهمی

محترم بخش شیمی تجزیه و بیوتکنولوژی دانشگاه، 

 ها و انجام آنالیزهایسازی نمونهویژه در فرایند آمادهبه

HPLCشود، قدردانی می. 

هاد این پژوهش بدون حمایت مالی مستقیم از هیچ ن

خاصی انجام شده است و نویسندگان تضاد منافع احتمالی 

 .در ارتباط با نتایج این مقاله ندارند
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Extended Abstract 

Introduction: Aflatoxins are highly toxic secondary metabolites produced by Aspergillus 

species, capable of contaminating a wide range of food products. Among them, Aflatoxin B1 

(AFB1) is classified as the most potent natural carcinogen, with epidemiological studies linking 

its exposure to liver cancer. Therefore, finding effective strategies to reduce this contamination 

in the food supply chain is of great importance. This study aimed to quantitatively evaluate and 

compare the efficacy of three different groups in inhibiting aflatoxin: 1) live probiotics, 2) 

paraprobiotics (heat-inactivated forms), and 3) plant extracts. The effect of combined use of 

these agents was also investigated. Materials and methods: The tested materials included live 

probiotics (Lactobacillus brevis and Lactobacillus paracasei), paraprobiotics obtained by 

heat-treatment of these bacteria (95°C for 60 minutes), and ethanolic extracts of Punica 

granatum (pomegranate) and Asparagus khorasanensis (Khorasan asparagus). The efficacy of 

aflatoxin inhibition was evaluated individually and in combination using High-Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). Statistical analysis of the data was performed using one-way 

analysis of variance (ANOVA). Results: Paraprobiotics performed significantly better (P < 

0.001) than live probiotics and individual plant extracts, reducing aflatoxin concentration to 

26.8 ± 1.6 µg/mL. The most effective treatment was the combination of paraprobiotics with both 

plant extracts, which reduced the concentration to the lowest level of 6.9 ± 2.4 µg/mL. The 

combination of the two plant extracts alone was also effective, reducing the concentration to 

28.1 ± 4.5 µg/mL. Conclusion: The findings indicate that combining paraprobiotics with 

pomegranate and Khorasan asparagus plant extracts is a superior and effective biological 

strategy for reducing aflatoxin contamination in food. The mechanism of this effect appears to 

involve the adsorption of aflatoxin by the cell wall components of inactivated bacteria and the 

suppression of aflatoxin-biosynthesis genes by phytochemical compounds. 
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