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 چکیده

، تولید یاز طرفاست.  M1آفلاتوکسین  به خصوصها لبنی کاهش یا حذف آفلاتوکسین صنایعروی های پیشیکی از مهمترین چالش

استفاده با  عی شدس در این تحقیق رواز اینصنعت لبنیات است.  از اهداف دیگر سلامت جامعهبه منظور بهبود محصولات لبنی پروبیوتیک 

فرابنفش در بازه صفر تا  میلی گرم بر دقیقه و تابش 10میکروثانیه، ازن دهی در دامنه صفر تا  30تا  10میدان پالس الکتریکی در دامنه از 

برای بررسی تاثیر م. دست یابی و در عین حال پروبیوتیک به محصولی عاری از آفلاتوکسین تا اسیدوفیلوسدر شیر  ژول بر سانتی متر مربع 5

وریکه فرآیندهای طبه  درجه دوم کامل استفاده گردیدمدل مرکب مرکزی در قالب  آماری سطح پاسخ به روش از طرحفرآیندهای به کار رفته 

ین تاثیر سینرژیستی یرهای مستقل و همچنمعنی دار متغایج نشان دهنده تاثیر نت. مذکور به عنوان متغیرهای عملیاتی در نظر گرفته شدند

ر آفلاتوکسین در کمترین مقدا بر اساس بهینه شرایط عملیاتیبر کاهش میزان آفلاتوکسین در شیر اسیدوفیلوس بود.  05/0آن ها در سطح 

تیمتر ژول بر سان 99/4و شدت  از ازن گرم در دقیقهمیلی 99/9 ، غلظتپالس در میدان الکتریکی میکروثانیه 15/13شامل شیر اسیدوفیلوس 

درصد، تغییر رنگ  69/10درجه دورنیک، ماده خشک  76/19اسیدیته ، 22/6برابر با  pHمیزان شرایط بهینه . در بود از امواج فرابنفش مربع

 از درصد 76/86و  61/84 با اعمال این شرایط به ترتیبت در نهایبود.  77/4واحد و امتیاز پذیرش کلی نمونه برابر با  13/8کلی برابر با 

 .بود لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس Cfu/g 610×2/5حاوی محصول نهایی و  کاهش یافتها و کل آفلاتوکسین 1Mآفلاتوکسین

 .الکتریکی پالس ازن، شیر اسیدوفیلوس، فرابنفش، میدانآفلاتوکسین، : کلید واژه ها

 

 مقدمه

 فرآوری مواددر  ی است کهمانع معنی به لغت در 1هردل

 آن ها کنترل عامل و میکروارگانیسم ها رشد غذایی مانع

غذایی ها در نگهداری موادآید. مهمترین هردلبشمار می

اسیدیته، پتانسیل شامل حرارت، فعالیت آبی، 

ها و فلور رقابتی است. ، نگهدارندهءاکسیداسیون و احیا

 در ،تلفیقی صورت به نگهداری روش چندین از استفاده

 وجود به هدف با 2آنها حد بهینه از تر پایین سطوحی

 آوردن فراهم کیفیت و ، بهبود3پایدار محصول یک آوردن

 نکردن عمل شرایط در ایمنی از یافته افزایش سطح یک

                                                           
1. Hurdle  

2. Sub-optimal 

 نیز 4ترکیبی روش را آن مجموع در که اصلی مانع

 .(1385)جعفری  ، هدف تکنولوژی هردل استنامندمی

شود هایی خطاب میواژه پروبیوتیک به میکروارگانیسم

در مصرف  بخش که باعث افزایش فاکتورهای سلامتی

های پروبیوتیک انتخابی باید توانایی گونه .شودکننده می

بصورت  تولید و نگهداریطی مراحل  ءزنده ماندن و ابقا

همچنین باید  .را داشته باشند لیوفیلیزههای کشت

های فرآوری غذایی تا قابلیت زنده ماندن طی عملیات

به نظر  .مرحله ورود به محصول نهایی را داشته باشند

ناشی از رشد و فعالیت  ها تیکرسد که فواید پروبیومی

3. Shelf Stable 
4. Combinated Method 
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ها طی فرآوری و یا ناشی از رشد و فعالیت بعضی از آن

 باشدهای پروبیوتیک در دستگاه گوارشی گونه

(Tripathi and Giri 2014.) 

 و تولید زمینه در موجود هایچالش از مهمترین یکی

 بقاء قابلیت بودن پایین محصولات پروبیوتیک فرآوری

 شرایط به دلیل حساسیت به پروبیوتیک باکتریهای

 شرایط چنین و هم غذایی محصول درون دشوار و سخت

 ;Ross et al., 2002است ) گوارشی دستگاه نامساعد

Boylston et al., 2004ها،(. از بین پروبیوتیک 

 مواد و گوارش دستگاه فلور طبیعی جزء هالاکتوباسیلوس

 برای خوبی و کاندیداهای هستند شده تخمیر غذایی

 Topisirovic etمی شوند ) محسوب بودن پروبیوتیک

al., 2006; Cueva 2009 .) 

ی تخمیر لبنی شیر اسیدوفیلوس یکی از انواع محصولات

است که کشت مورد استفاده در آن لاکتوباسیلوس 

اسیدوفیلوس است. شیر اسیدوفیلوس یک مزه اسیدی 

 نیست. کننده چندان خوشایندقوی دارد که برای مصرف

طور ها بهاین محصول، باکتری برای کاهش مزه اسیدی

شوند جداگانه تکثیر و سپس به شیر پاستوریزه اضافه می

تا شیر اسیدوفیلوس شیرین بدست آید. برای غیرفعال 

ر آن را د پروبیوتیک، معمولاا  هاینگه داشتن باکتری

که کنند زمانیگراد نگهداری میدرجه سانتی 4دمای 

ها در محیط گرم معده و شود باکتریرف میشیر مص

شیر اسیدوفیلوس شیرین  شوند.ها دوباره فعال میروده

کنند. این درصد( تهیه می 1شیر کم چرب )با را معمولاا 

 چرب معمولی استشیر دارای همان مزه و طعم شیر کم

 (.1396)حسین زاده و همکاران، 

ی از ها سمومی هستند که توسط تعدادآفلاتوکسین

-ها که بر روی خوراك دام و مواد غذائی رشد میقارچ

آفلاتوکسین باعث کاهش بازده  شوند.میکنند، تولید 

 در ، نقصفرآورده دامیتبدیل غذایی، کاهش تولید 

شود. های شدید اقتصادی میسیستم ایمنی و ضرر

(Heshmati and Milani 2010.) 

                                                           
1. Subramanian 

خود با تیمار  ی( طی پژوهش2015هالیما و همکاران )

نانومتر در مدت  365و  240امواج فرابنفش با شدت 

، میزان بر روی ذرت دقیقه 120و  60، 30های زمان

و  50/88، 73/84را به ترتیب  B1خریب آفلاتوکسین ت

 (.Halima et al., 2015) درصد گزارش کردند 53/92

( به تاثیر ازن زنی بر روی 2017محمدی و همکاران )

در شیر پرداختند و گزارش  M1توکسین میزان آفلا

میلی گرم در دقیقه از ازن، در مدت  80کردند استفاده از 

دقیقه منجر به از بین  10و  5، 2، 1، 5/0، زمان صفر

آنها همچنین  می گردد.رفتن آفلاتوکسین موجود 

به گزارش دادند که استفاده از مدت زمان بیشتر منجر 

به این نتیجه دست و  تخریب بیشتر آفلاتوکسین گردید

یافتند که افزایش ازن زنی علاوه بر کاهش میزان 

آفلاتوکسین منجر به کاهش میزان بار میکروبی کلی در 

( 2016و همکاران ) 1برامانیانانمونه ها گردیده بود. س

در دکستروز آگار سیب  B1میزان تخریب آفلاتوکسین 

 10زمینی را تحت تاثیر میدان الکتریکی پالسی به مدت 

درصد و همچنین میزان  91/97تا  50/81 دقیقه 20تا 

تا  96/83بین  را هاکاهش آفلاتوکسین کل در این نمونه

 درصد گزارش نموند. 39/98

در این تحقیق تاثیر مستقل و  با توجه به موارد فوق

ی نوینی مانند ازن دهی، تابش ترکیبی هاردل ها

فرابنفش و میدان پالس الکتریکی بر کاهش آفلاتوکسین 

اسیدفیلوس به عنوان یک برای تولید شیر  اولیه شیر

 محصول پروبیوتیک مورد بررسی قرار گرفت.

 

 روش کار

درصد چربی از شرکت  1در این تحقیق شیر پاستوریزه 

،  6پگاه خراسان، استارتر از شرکت کریستین هانسن

قرص ،  7آگار ساخت شرکت دی مان MRSمحیط کشت 

 10شرکت سیگما از 9آلمان، سود 8شرکت مرك ازرینگر 

از شرکت  M1آلمان و محلول استاندارد آفلاتوکسین 

 .ندلدریچ آلمان تهیه شدآ-سیگما
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 با آفلاتوکسین( آماده سازی نمونه )یا تیمار

ن بر اساس استاندارد بالاترین حد مجاز برای آفلاتوکسی

M1 میکروگرم در لیتر  1/0یر در مواد غذایی مانند ش

 میکروگرم در کیلوگرم 2/0بدین منظور محلول  می باشد.

و  M1آفلاتوکسین که حاوی آفلاتوکسین 

ابر بالاترین دو بر به مقدار های دیگر بودآفلاتوکسین

میکروگرم در کیلوگرم آفلاتوکسین  2/0غلظت حد مجاز )

، استونیتریل، متانول به HPLCدر محلول آب مخصوص 

و به  میلی لیتر تهیه شد 200( به میزان 6:2:2نسبت 

 (.1395 ،)فروغی و همکاران شیر اضافه گردید

 تلقیح

 200شیر در دمای یخچال، ابتدا توسط مزور در حجم 

گیری و داخل ارلن ریخته شد. سپس یلی لیتر اندازهم

درجه سانتیگراد  37روی همزن مغناطیسی تا دمای 

 –درصد وزنی 1حرارت دهی شد و در این دما مقدار 

حجمی از باکتری لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس )طبق 

 5دستور شرکت سازنده( به شیر اضافه گشت و به مدت 

درجه سانتیگراد گرمخانه گذاری شد.  37ساعت در دمای 

پس از گذشت این زمان شیر اسیدوفیلوس تولید شده در 

 درجه سانتیگراد تا زمان انجام آزمون نگهداری 4دمای 

 (.Moayednia and Mazaheri 2012) شد

 تیمار با میدان پالس الکتریکی

به منظور انجام تیمار میدان الکتریکی پالسی از یک 

سیستم پایا با استفاده از پالسهای دوقطبی با امواج مربعی 

 1استفاده شد. روش کار به این صورت بود که چاهک

 آلوده بهمیلی لیتر از نمونه شیر  300سیستم توسط 

 اندازه هایها تحت تاثیر آفلاتوکسین پر شد. سپس نمونه

میکروثانیه( قرار  30و  20، 10پهنای پالس ) ی ازمختلف

 (.Subramanian et al., 2016) گرفتند

 UV تابش

پس از انجام تیمار میدان الکتریکی پالسی به  نمونه ها

منظور انجام تیمار تابش فرابنفش تحت تاثیر امواج 

                                                           
2. Chamber 

 ، در طول موجUVاد شده توسط یک لامپ فرابنفش ایج

ژول بر سانتیمتر مربع به  5و  5/2نانومتر در شدت صفر، 

 (.Halima et al.,2015) دقیقه قرار گرفتند 30مدت 

 دهی ازن

 M1حاوی آفلاتوکسین  نمونه هایبه منظور ازن زنی به 

، شیرهای خارج شده پس از انجام تیمارهای قبل توسط 

 میلی گرم 10و  5دستگاه ازن ژنراتور در مقادیر صفر، 

 دقیقه تحت تیمار قرار گرفتند 5در دقیقه به مدت 

(Malakian et al.,2017). 

 هاآزمون

 رنگ سنجی

 (*L*, a*, b)هانتر ی بر اساس سیستم رنگ شاخصهای

 سه در فراروده نمونه هر برای سنج رنگ توسط دستگاه

نمونه  شاخص شفافیت *L. شدند گیری تکرار اندازه

سبزی =-a*  (a، (100=و رنگ سفید 0=سیاه )رنگ

a+= قرمزی) ،b* (b-= آبیbمی )باشد. تغییر +=زردی

محاسبه شد  1رابطه  نیز به کمک (E∆) رنگ کلی

 .(1396حسین زاده و همکاران، )

E=
       2

1
222

bbaaLL  

(1) 

 اسیدیته

 AOAC2000  استاندارد با مطابق هانمونه ی اسیدیته

ز میلی لیتر ا 10به این منظور مقدار  گیری شد. اندازه

لیتری برداشته شد و درون لیمی 10نمونه توسط پیپت 

قطره از محلول فنل فتالئین  5ریخته شد. سپس  ارلن

ر نرمال تا تغیی 1/0روی نمونه افزوده شده و توسط سود 

رنگ تیتر شد. حجم سود مصرفی نشان دهنده میزان 

دیته نمونه خواهد بود )حسین زاده و همکاران یاس

1396.) 

 ماده جامد کل 

 ملی ایران استاندارد استاندارد مطابق کل، جامد یماده

برای اندازه گیری میزان ماده خشک شیر  637به شماره 
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مدت دو ساعت  دین منظور پلیت نمونه بهانجام گرفت. ب

گراد قرار داده شد. درجه سانتی 102±2در اتوکلاو 

یسکاتور قرار پلیت را با سرپوش پوشانده و در دسپس 

میزان  نهایتاا .سپس توزین شد داده شد تا سرد شود و

نمونه ها در زمانی که اختلاف وزنی قبل و  ماده خشک

محاسبه گشت  2از رابطه  بعد از دسیکاتور وجود نداشت

 (.1396)حسین زاده و همکاران 

زن و (                         2) = نسبت درصد ماده خشک

  100× قبل از خشک کردن / وزن پس از خشک کردن 

pH 

 متر دیجیتال pHاز نمونه ها  pHبه منطور اندازه گیری  

 .(Cueva 2009)در دمای محیط استفاده شد 

 های پروبیوتیکشمارش باکتری

آگار برای ارزیابی تعداد باکتریهای  MRSاز محیط کشت 

ها استفاده شد. بدین منظور پروبیوتیک موجود در نمونه

 200گرم از نمونه توسط آب مقطر به حجم  64/13مقدار 

سی رسانده شد. به منظور کشت اختصاصی سی

 100گرم صفرا در  10لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مقدار 

میلی لیتر آب مقطر حل شده و به منظور استریل کردن 

آن از فیلتر میکرون استفاده شد. قبل از اضافه کردن 

میلی لیتر از محلول  5/1محیط کشت به نمونه مقدار 

آگار اضافه  MRSلیتر میلی  100بایل استریل شده به 

گرم  10 ،های مختلف از نمونهبه منظور تهیه رقت .گردید

میلی لیتر محلول  90از نمونه شیر اسیدوفیلوس درون 

میلی لیتر  9رینگر ریخته شد و درون لوله آزمایش حاوی 

خته شد. برای تهیه رقت بعدی محلول رینگر استریل ری

ون لوله قبلی میلی لیتر از نمونه در 1مقدار  مجددا ا

میلی لیتر  9برداشته و به درون لوله دیگری حاوی 

یک دهم ،یک  های رقت محلول رینگر استریل اضافه شد.

پس از یکنواخت  صدم و یک هزارم تهیه شده از نمونه را

حاوی  آگار MRSپلیت دارای محیط کشت  3شدن به 

ها در شرایط و پلیت شدبه صورت سطحی اضافه بایل 

روز قرار گرفت.  3درجه سانتیگراد به مدت  37هوازی در 

                                                           
1. Hedonic test 

روز گرمخانه گذاری شمارش باکتریهای  3پس از 

 انجام شدتوسط کلنی کانتر  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 (.1396)حسین زاده و همکاران 

 آزمون حسی

 5 1هدونیک آزمون به روش محصول حسی آنالیزهای

شیر  هاینمونه و کلی حسی ارزیابی به منظور نقطه ای

 نظر از هاشد. در این روش نمونه امـانج اسیدوفیلوس

 قرار ارزیابی مورد ، رنگ، آرومابافت م،طع هایویژگی

 سانتیگراد ی درجه 5دمای  در هانمونه گرفت. ارزیابی

 .(Akin et al., 2007) انجام شد

 و آفلاتوکسین کل 1Mاندازه گیری میزان آفلاتوکسین 

 و آفلاتوکسین کل M1اندازه گیری میزان آفلاتوکسین 

و به  2از طریق روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

 نمونه شیر اسیدوفیلوس گرم از 5روش زیر انجام شد. 

 حجم مقطر به آب با ژوژه بالن یک در شد و سپس توزین

دقیقه با  30 مدت به و شد میلی لیتر رسانیده 50

g8000 درجه سانتیگراد  در سانتریفیوز  4 و در دمای

 فیلتر سلولز توسط رویی مایع یخچال دار سانتریفیوژ شد.

 میلی لیتر از 20شد و  فیلتر میکرومتر 45/0استات 

دارای  ایمونوافینیتی ستون از شده، فیلتر محلول

شد.  داده عبور M1 آفلاتوکسین ویژه هایبادیآنتی

 نهایت در و شد شسته مقطر آب ستون با سپس

 استونیتریل با حلال ستون در موجود M1آفلاتوکسین 

 از نمونه میکرولیتر 200 و گردید تغلیظ و شده خارج

 .قرارگرفت استفاده مورد دستگاه به تزریق جهت

 2و  1، 5/0، 1/0، 05/0، 01/0ی هاغلظت با استانداردها

 سطح شد و تزریق HPLC به دستگاه قسمت در بیلیون

 کالیبراسیون منحنی و بدست آمد هاپیک منحنی زیر

 مجهول با یهانمونه غلظت وگردید و در نهایت رسم

ر گردید )امیرپو محاسبه کالیبراسیون منحنی از استفاده

 (.1394و همکاران، 

2. HPLC 
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 تجزیه و تحلیل آماری

بهینه سازی  برای انجام بررسی و آنالیز نتایج و نهایتاا

پارامترهای عملیاتی، از طرح آماری سطح پاسخ به روش 

 7.0.0ورژن   Design Expertمرکب مرکزی با نرم افزار 

درصد  5استفاده گردید. اثر پارامترهای مستقل در سطح 

و نتایج  بررسی شدو بر اساس مدل درجه دوم کامل 

 حاصل از آنالیز واریانس و نمودارهای اثرات همزمان دو

متغیر مربوطه به صورت سه بعدی ترسیم گشت. پس از 

مشخص کردن اهداف فرایند، بهینه سازی با استفاده از 

تکنیک بهینه سازی عددی انجام گرفت )حسین زاده و 

 (.1396همکاران 

 

 نتایج 

 تغییرات ماده خشک

با افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی میزان ماده 

اسیدوفیلوس کاهش یافت؛ از ی شیر هادر نمونه خشک

کمی افزایش در  دهی سوی دیگر با افزایش میزان ازن

میزان ماده خشک ایجاد گردید، اما این افزایش معنی دار 

(. همچنین با افزایش میزان شدت تابش P>0.05نبود )

تا شدتهای  هافرابنفش میزان ماده خشک در نمونه

، سبب متوسط سبب افزایش و با بیشتر شدن شدت تابش

کاهش میزان ماده خشک گردیده که این تغییرات نیز 

 معنی دار نبود. 

 تغییرات اسیدیته

با افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی و تابش فرابنفش، 

ی شیر اسیدوفیلوس کاهش هادر نمونه میزان اسیدیته

 دهی اسیدیته از سوی دیگر با افزایش میزان ازنیافت. 

ن کاهش معنی دار نبود کمی کاهش نشان داد اما ای

(P>0.05 .)اثر متقابل بین شدت میدان  با این حال

الکتریکی و تابش فرابنفش بر میزان اسیدیته تاثیر معنی 

فاقد تاثیرات سینرژیستی بر روی کاهش  و داری نداشت

 .(P>0.05) اسیدیته بودند

 تغییرات تغییر رنگ کلی

مدل درجه دوم در تاثیر تحت  نمونه ها تغییر رنگ کلی

معنی داری نبود سطوح مختلف میدان الکتریکی پالسی 

(P>0.05 .) شدت میدان الکتریکی تاثیر متقابل اما

میزان  -ازن و شدت میدان الکتریکی پالسی میزان -پالس

 (.P<0.05تابش فرابنفش دارای اثر معنی دار بود )

 ارزیابی حسی

کلی  نتایج حاصل از آزمون خصوصیات حسی و پذیرش

ها نشان داد، در بین عبارتهای درجه دوم، عبارت نمونه

درجه دوم هیچ یک از متغیرهای مستقل دارای اثر معنی 

( و می توان حالت خطی را در P>0.05داری نبود )

همچنین در بین  ؛گرافهای سه بعدی انتظار داشت

نیز دارای عبارتهای اثر متقابل، بین متغیرهای مستقل 

معنی دار نشدن آزمون (. P>0.05نبود )اثر معنی داری 

( نشان از مناسب بودن مدل P>0.05عدم برازش )

 داشته است. هاپیشنهادی نرم افزار برای برازش داده

افزایش میزان تابش فرابنفش نیز با اینکه سبب کمی 

گردید اما این  هاافزایش در میزان پذیرش کلی نمونه

 (. P>0.05)افزایش معنی دار نبود 

 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسزنده مانی 

با افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی میزان زنده مانی 

، به طور معنی هادر نمونه لاکتوباسیلوس اسیدوفیلیوس

(، از سوی دیگر با افزایش P<0.05داری کاهش یافت )

میزان ازن میزان زنده مانی این باکتری، کمی افزایش 

. افزایش میزان تابش دار نبود ت؛ اما این افزایش معنییاف

فرابنفش نیز تا شدتهای متوسط سبب افزایش در میزان 

گردید اما با گذر  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسزنده مانی 

از یک حد بحرانی سبب کاهش زنده مانی این باکتری 

گردید. اما به طور کلی تاثیر تابش فرابنفش بر روی میزان 

 (.P>0.05)ر نبود زنده مانی این باکتری معنی دا

 M1میزان حذف آفلاتوکسین 

نشان داد  M1نتایج حاصل از آزمون حذف آفلاتوکسین 

میدان الکتریکی  تمامی متغیرهای مستقل شاملکه 
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دارای تاثیر خطی معنی  شفرابنفپالسی، ازن و تابش 

ی شیر هانمونه، M1بر حذف آفلاتوکسین  (P<0.05دار)

در بین عبارتهای درجه دوم، عبارت  بودند.اسیدوفیلوس 

 95درجه دوم شدت میدان الکتریکی پالسی در سطح 

( و مقدار ازن و تابش فرابنفش در سطح P<0.05درصد )

های ( معنی دار بود و انحنا در گرافP<0.05درصد ) 95

؛ همچنین سه بعدی را به این دلیل می توان انتظار داشت

رهای مستقل میدان های اثر متقابل، بین متغیعبارت

تابش  –ازن، و میدان الکتریکی پالسی  -الکتریکی پالسی

تابش  –( و ازن P<0.05درصد ) 95فرابنفش در سطح 

( معنی دار بود. P<0.05درصد ) 95فرابنفش در سطح 

این امر نشان دهنده تاثیرات سینرژیستی این متغیرها بر 

در شیر اسیدوفیلوس بود.  M1حذف میزان آفلاتوکسین 

معنی دار نشدن آزمون عدم برازش از سوی دیگر 

(P>0.05 نشان از مناسب بودن مدل پیشنهادی نرم )

میانگین میزان  داشته است. هاافزار برای برازش داده

شیر اسیدوفیلوس  یهانمونه در M1حذف آفلاتوکسین 

درصد بود و این  56/85ردل برابر با هاتیمار شده به روش

مساله نشان دهنده تاثیرات مناسب این متغیرها در حذف 

 بود. M1آفلاتوکسین 

شود و با توجه به مشاهده می 1همانطور که در نمودار 

توان نتایج بدست آمده در بخش آنالیز واریانس، می

نتیجه گرفت که با افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی، 

ازن شدت تابش فرابنفش، میزان حذف میزان 

ی شیر اسیدوفیلوس به طور هادر نمونه M1آفلاتوکسین 

معنی داری افزایش یافت. چون عبارتهای اثر متقابل بین 

متغیرهای مستقل همگی معنی دار بود، لذا می توان به 

تاثیر سینرژیستی این متغیرها بر روی حذف آفلاتوکسین 

M1 .پی برد 

تابش فرابنفش بر روی حذف  –تابش فرابنفش و ازن  –ازن، میدان الکتریکی پالسی  –اثر متقابل میدان الکتریکی پالسی  .1 نمودار

 M1آفلاتوکسین 

 میزان حذف کلی آفلاتوکسین

ها حاکی از معنی دار آفلاتوکسیننتایج حذف میزان کلی 

تمامی متغیرهای مستقل شامل میدان  (P<0.05بودن )

الکتریکی پالسی، ازن و تابش فرابنفش بر حذف کل 

ی شیر اسیدوفیلوس هاآفلاتوکسین موجود در  نمونه

میدان  اثر متقابل، بین متغیرهای مستقل بودند.

تابش  –ازن، میدان الکتریکی پالسی  -الکتریکی پالسی

در تابش فرابنفش  –و میدان الکتریکی ازن فرابنفش 

این امر نشان ( معنی دار بود. P<0.05درصد ) 95سطح 

دهنده تاثیرات سینرژیستی این متغیرها بر حذف کل 

 مقادیردر شیر اسیدوفیلوس بود.  آفلاتوکسین موجود

ضریب تبیین  و 98887/0برابر با (  2R ) ضریب تبیین

adj اصلاح شده )
2R  ) بوده و متناسب  9785/0برابر با

بودن مقادیر این دو فاکتور موید قدرت بالای مدل در 

 پیش بینی می باشد. 

 دراز سوی دیگر، میانگین میزان حذف آفلاتوکسین 

ردل ها تیمار شده به روششیر اسیدوفیلوس  یهانمونه

بود و این مساله نشان دهنده درصد  63/87برابر با 
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تاثیرات مناسب این متغیرها در حذف کل آفلاتوکسین 

 بود.موجود در شیر اسیدوفیلوس 

شود و با توجه به مشاهده می 1همانطور که در نمودار 

توان نتایج بدست آمده در بخش آنالیز واریانس، می

نتیجه گرفت که با افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی، 

ازن شدت تابش فرابنفش، میزان حذف کل میزان 

ی شیر اسیدوفیلوس به طور هادر نمونهآفلاتوکسین 

معنی داری افزایش یافت. چون عبارتهای اثر متقابل بین 

متغیرهای مستقل همگی معنی دار بود، لذا می توان به 

تاثیر سینرژیستی این متغیرها بر روی حذف آفلاتوکسین 

 پی برد.

  

تابش فرابنفش بر روی حذف  –تابش فرابنفش و ازن  –ازن، میدان الکتریکی پالسی  –اثر متقابل میدان الکتریکی پالسی  .2نمودار 

 آفلاتوکسین

 متغیرهادرجه دوم و اثر متقابل  ،یخط یمدل ها ی( و بررسANOVA)انسیوار زیآنال .1جدول 

ه درج منبع

 آزادی

 لاکتوباسیلوس زیست پذیری  )%( آفلاتوکسین کل  )%(M1 آفلاتوکسین 

 (cfu/g) اسیدوفیلوس

coefficie

nt 
مجموع 

 مربعات

P-

Valu

e 

coefficie

nt 
مجموع 

 مربعات

P-

Valu

e 

coefficie

nt 
مجموع 

 مربعات

P-

value 

Model 9  05/65

8 

< 

0001/

0 

  31/72

3 

< 

0001/

0 

  25/2  0002/

0 

Constant             

Linear             

A-PEF(µs) 1  23/51

1 

< 

0001/

0 

  86/54

0 

< 

0001/

0 

  06/2  < 

0001/

0 

B-

Ozone(mg/

m) 

1  80/22  0004/

0 

  86/23  0003/

0 

  086/0  0616/

0 

C-

UV(J/cm2) 
1  60/67  < 

0001/

0 

  90/72  < 

0001/

0 

  004/0  6604/

0 

Quadratic             

A*A 1  28/5  0316/

0 

  46/5  0281/

0 

  020/0  3353/

0 

B*B 1  96/4  0316/

0 

  33/5  0295/

0 

  026/0  2714/

0 
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C*C 1  61/8  0097/

0 

  95/8  0082/

0 

  0008/

0 

8436/

0 

Interaction             

A*B 1  40/18  0009/

0 

  82/28  0002/

0 

  008/0  5286/

0 

A*C 1  55/4  0430/

0 

  92/9  0061/

0 

  022/0  3105/

0 

B*C 1  72/6  0183/

0 

  73/10  0049/

0 

  030/0  2410/

0 

Residual 10  47/8     83/0     20/0   

Lack- of- 

fit 
5  87/5  1959/

0 

  08/5  3118/

0 

  13/0   

 

2459/

0 

 

 

Pure error 5  60/2     20/3     067/0   

Total 19  53/66

6 

   60/73

1 

   44/2   

R2 (%)  9873/0   9887/0   9201/0   

 بهینه سازی عددی

تکنیک بهینه سازی عددی برای بهینه سازی فرایند 

 تولید شیر اسیدوفیلوس تحت تاثیر تیمارهای بکار رفته

این در حالی بود که اهمیت همه پاسخها  .استفاده شد

بدین  (.2013لی و همکاران برابر در نظر گرفته شد )

 منظور در دامنه بدست آمده از نتایج آزمونهای مختلف،

ماده  ،pH ،محصولی داری ویژگیهای بهینه است که

خشک، پذیرش کلی، زنده مانی باکتری لاکتوباسیلوس 

اسیدوفیلوس حداکثر باشد و اسیدیته و تغییر رنگ کلی 

 آن حداقل باشد.

میکروثانیه و  15/13در حالتی که مدت زمان پالس 

میلی گرم در دقیقه و شدت  99/9لظت ازن بکار رفته غ

بر روی شیر  ژول بر سانتیمتر مربع 99/4ابنفش امواج فر

 اسیدوفیلوس باشد شرایط بهینه تولید را خواهیم داشت.

، 616/0بنا به پیش بینی نرم افزار در سطح مطلوبیت 

درجه  76/19و اسیدیته  22/6برابر با  pHمیزان 

درصد، تغییر رنگ کلی برابر  69/10 دورنیک، ماده خشک

 77/4واحد و امتیاز پذیرش کلی نمونه برابر با  13/8با 

درصد  61/84است. این در حالیست که در این محصول 

نیز  هادرصد کل آفلاتوکسین M1 76/86آفلاتوکسین

لاکتوباسیلوس  g/cfu 6 10×2/5ازبین رفته و حاوی 

 اسیدوفیلوس است.

 تعیین بهترین شرایط حذف آفلاتوکسین از شیر اسیدوفیلوس- 2جدول 

 پارامترها هدف کمینه بیشینه درجه اهمیت شرایط بهینه

  بهترین شرایط

 میدان الکتریکی پالسی در محدوده 10 30 3 15/13

 ازن در محدوده 0 10 3 99/9

  تابش فرابنفش در محدوده 0 5 3 99/4

  مقادیر در بهترین شرایط

 pH بیشترین 08/6 39/6 3 22/6
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 ماده خشک بیشترین 71535/9 0279/11 3 69/10

 اسیدیته کمترین 0542/18 1413/21 3 76/19

 تغییر رنگ کلی بیشترین 16/8 33/9 3 13/8

 پذیرش کلی بیشترین 4 5 3 77/4

لاکتوباسیلوس زنده مانی  بیشترین 57/5 83/6 3 50/6

 اسیدوفیلوس

 M1حذف آفلاتوکسین  بیشترین 2/72 1/96 3 61/84

 حذف آفلاتوکسین کل بیشترین 2615/74 8189/98 3 76/86

 بحث

سبب از بین رفتن  بهافزایش شدت میدان الکتریکی 

منجر به  تولید کننده اسید لاکتیکبخشی از باکتریهای 

در  pHمیزان  کاهش میزان تولید اسید گردیده و نتیجتاا

ها به طور مشخصی افزایش یافته است. از سوی نمونه

دیگر تاثیر افزایش میزان تابش فرابنفش نیز دارای تاثیر 

محققین  است. برخیمشابهی بر روی این باکتریها داشته 

به نقش میدان الکتریکی پالسی بر روی کاهش تحمل 

اکتریهای اسید لاکتیک به اسید و صفرا و به تاخیر ب

، اما تاثیری بر اشاره کرده اندباکتری  logانداختن فاز 

 ,.Gomes et alروی فعالیت پروتئازی باکتری ندارد )

(. از سوی دیگر معنی دار نشدن تیمار ازن بالطبع 2010

بدلیل عدم تاثیر این تیمار بر روی ترکیبات شیر و نیز 

 ای تولید کننده شیر بوده است.باکتریه

بر  ش تمیار ازن و شدت فرابنفش تاثیریتاثیر اعمال پی

بیشتر تاثیرات  اما ها نداشتروی میزان ماده خشک نمونه

های موجود در شیر ها و مایکوتوکسینآن بر روی باکتری

افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی  بود. با این حال

ها منجر به کمی افزایش در میزان ماده خشک نمونه

گردید که احتمالا بدلیل تغییر در ماهیت پیوندهای 

ها بر اثر اعمال میدان پروتئینی و دناتوراسیون پروتئین

الکتریکی پالسی بود. این تغییرات منجر به غیر محلول 

زایش میزان ماده خشک شدن پروتئین و نتیجتا سبب اف

 (.Subramanian et al., 2016فروارده گردیده است )

و بر اسیدیته شیر ناشی از تخمیر لاکتوز موجود در شیر 

لذا تاثیر اعمال پیش تیمار  اساس اسید لاکتیک است

با مکانیسم مخرب بر  میدان الکتریکی پالسی احتمالاا

بیشتر  روی باکتری اسیدلاکتیک سبب جلوگیری از تولید

اسید لاکتیک توسط این باکتری شده و به کاهش میزان 

 چون. از سوی دیگر گردیده استلاکتیک منجر اسید 

-و تابش فرابنفش تاثیری بر روی میزان باکتری دهیازن 

های اسید لاکتیک و یا لاکتوز ندارد لذا بر روی اسیدیته 

 Gomesنداشته است )تاثیر معنی داری های شیر نمونه

et al., 2010.) 

ها بر اثر اعمال آنگونه که انتظار می رفت، رنگ نمونه

تیمار ازن و تابش فرابنفش تحت تاثیر قرار نگرفت، چون 

های رنگ شیر بیشتر ناشی از وجود چربی و میسل

ایجاد  باعث کازئین است و تنها میدان الکتریکی پالسی

 ،کههای شیر اسیدوفیلوس گردیدتغییر رنگ در نمونه

می طی آن فرآیند بخاطر حرارت ایجاد شده  احتمالاا

در  تفاوت قابل توجهیتغییر رنگ کلی  با این حال. باشد

 5/1حدود ) ی مختلف نداشتتیمارها بین

اما افزایش میزان  (.Subramanian et al., 2016)(واحد

ها و میوه )بیشتر دیگردر برخی از تحقیقات  دهی ازن

غییر رنگ در محصول گردیده منجر به ت تازه(سبزیجات 

 میزان آن رامی توان با بکار گیری حد بهینه ازن  که بود

لذا چون ترکیب شیر  و یا به صفر رسانید. کاهش داد

ها و سبزیجات است و از سوی دیگر متفاوت از میوه کاملاا

میزان ازن بکار رفته بر اساس حد بهینه اکثر مقالات و 

 زیادیسبب تغییر رنگ  تحقیقات بکار گرفته شده بود،

آنکه اشعه همچنین بدلیل  نشده است.در محصول 

تاثیری بر روی میسلهای کازئین و یا چربی شیر  فرابنفش
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نداشته، منجر به تغییر رنگ محسوس بر روی شیرهای 

 (.Trombete et al., 2016) اسیدوفیلوس نگردیده بود

محققین به نقش ازن در کاهش میزان بوی محصولات 

شیر اشاره زیادی داشته اند، احتمالا  و خصوصاا لبنی

افزایش غلظت ازن در دامنه بکار رفته منجر به کاهش 

ها نیست( بوی شیر )که مورد پسند اکثر مصرف کننده

گردیده و سبب شده این عامل در جهت بهبود میزان 

خصوصیات حسی شیر اسیدوفیلوس عمل نماید. از سوی 

پالسی و نیز تابش فرابنفش دیگر تاثیر میدان الکتریکی 

به دلیل عدم تاثیر خاص بر روی ترکیبات شیر و رنگ و 

سایر خصوصیات آن سبب شده این متغیرها تاثیر خاصی 

بر روی میزان خصوصیات حسی محصول نداشته باشند 

(Trombete et al., 2016; Mallakian et al 2017.) 

یبی میدان الکتریکی پالسی علی رغم محاسن دارای معا

ها و نیز باکتریهای از جمله تغییر در ساختمان پروتئین

موجود دارد. افزایش شدت میدان الکتریکی پالسی منجر 

به برخی تغییرات نامطلوب در باکتریهای پروبیوتیک 

)لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس( گردیده و نیز ممکن است 

 تخریب ترکیباتی که به عنوان مواداز طریق کاهش و یا 

بکار می رود سبب کاهش زنده  ،رای این باکتریهامغذی ب

 ,.Subramanian et alمانی این باکتری گردیده باشد )

2016.) 

های تاکنون تحقیقات نادری بر روی زنده مانی باکتری

پروبیوتیک تحت تاثیر پیش تمیارهای ذکر شده انجام 

( به بررسی 2009، کوئوا )2010سال  درگرفته است. 

الکتریکی پالسی بر روی لاکتوباسیلوس تاثیرات میدان 

اسیدوفیلوس پرداخته بود. وی گزارش کرد که افزایش 

فاکتورهای موثر در تیمار میدان الکتریکی پالسی از قبیل 

طول پالس، مدت زمان قرار گیری در معرض پالس و نیز 

انرژی الکتریکی و سرعت جریان، سبب کاهش تحمل 

صفرا و نیز طولانی شدن مقاومت باکتری در برابر اسید و 

اما سبب تغییر در  لگاریتمی رشد باکتری می گردد،فاز 

فعالیت پروتئازی باکتری نمی گردد. بنابراین اگرچه 

میدان الکتریکی پالسی از یک سو سبب کاهش تحمل 

کاهش سرعت رشد  در باکتری به اسید و صفرا گردیده اما

رهاسازی  باکتری می تواند مفید واقع شود. چون منجر به

توسعه بافت و طعم توسط  کاهشها و کنترل شده آنزیم

 (.Cueva, 2009) شودباکتری می

افزایش شدت تابش فرابنفش گرچه سبب تغییراتی در 

زنده مانی باکتری لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس گردید که 

بدلیل تاثیرات خفیف این طیف نور بر زنده مانی  احتمالاا

شیر بوده است اما در حالت  سایرباکتریهای موجود در

کلی مطابق آنچه انتظار می رفت این تاثیرات خیلی 

 (.Halima et al.,2015) محسوس نبود

از سوی دیگر ازن به عنوان گازی خنثی تاثیری در 

ترکیبات موجود در شیر و نیز ترکیبات مغذی برای 

باکتری پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس نداشته 

زنده مانی این باکتری را تحت الشعاع قرار است و لذا 

 (.Malakian et al.,2017نداده است )

محققین دیگری نیز به نقش کاهنده استفاده از تمیار 

، اما در مورد مکانیزم تاثیر کرده اندپالس الکتریک اشاره 

میدان الکتریکی پالسی بر روی میزان آفلاتوکسین اشاره 

های اعمال شده بر روی تاثیر پالسننموده اند. اما احتمالا 

آفلاتوکسین منجر به تغییرات در ساختمان آن شده و در 

نتیجه منجر به کاهش میزان این توکسین در شیرهای 

 ,.Vijayalakshmi et alاسیدوفیلوس گردیده است )

2018.) 

( طی پژوهش خود بر روی 1392بشیری و همکاران )

بهی به نتایج مشا کاهش آفلاتوکسین پسته واریته واحدی

 می آب در محلول ازن دست یافتند و گزارش کردند که

 ازن کارایی پسته شود. آفلاتوکسین سبب کاهش تواند

 بدون پسته روی بر آفلاتوکسین بیشتر کاهش برای

 با هاستهبه پ نسبت سخت( پوست با نرم )پسته پوسته

 کاهش میزان است بیشترین موثرتر نرم، پوسته

 امپیپی 8 غلظت از که شد حاصل وقتی آفلاتوکسین

کلی  بطور شد. استفاده ساعت 12 یا 10 تماس زمان و

 است گونه این به تخریب جهت آفلاتوکسین حساسیت
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 باشدمی 2G و 2B نوع از تر حساس1Gو  1B نوع که

 (.1392)بشیری و همکاران 

و  DNAمحققین دیگری تابش فرابنفش بر روی 

mRNA  و پروتئین )شامل آنزیمها( که در اتباط با

متابولیسم سلولی و نیز تشکیل ترکیبات حیاتی برای 

قارچ آسپرژیلوس است، را عامل کاهنده میزان 

اند، همچنین این امواج ها دانستهآفلاتوکسین در نمونه

گردند. سبب جلوگیری از جوانه زنی  و رشد اسپورها می

در تقابل با ترکیبات حاوی  از سوی دیگر، تابش فرابنفش

ای که باعث ر به تشکیل ترکیبات پیچیدهمنج S-Hپیوند 

کند مسیر تخریب کراتین آنزیم عمل می آسیب سلولی از

 (.Halima et al.,2015) گرددمی

برخی محققین به نقش واکنش دهندگی ازن با پیوند 

حلقه فوران در آفلاتوکسین اشاره  9و  8دوگانه در محل 

که در طی این واکنش بازآرایی و مشتق شدن  ،اند نموده

دهید، کتون و اسیدهای ارگانیک آن منجر به تولید آل

نماید که بر اساس روش ازن زنی )خشک، آبی و می

مرطوب( متغیر است. در این بین روش مرطوب بیشترین 

تاثیر را داشته و روش خشک کمترین تاثیرگذاری را دارد. 

آب یا بخار آن در واکنش بین  همچنین محققین به نقش

 ,.Mallakian et alازن و آفلاتوکسین اشاره نموده اند )

2017.) 

تاکنون تحقیقات بسیار کمی بر روی تاثیرات میدان 

های الکتریکی پالسی بر روی میزان آفلاتوکسین در نمونه

مختلف غذایی انجام گرفته است و در معدود مقالات 

کاهندگی میدان الکتریکی پالسی موجود، تنها به نقش 

بر روی میزان آفلاتوکسین اشاره شده است، احتمالا 

کاهش میزان آفلاتوکسین در شیرهای اسیدوفیلوس که 

با پیش تیمار میدان الکتریکی پالسی تیمار شده بودند 

به دلیل مکانیزم مخرب اعمال پالس بر روی این توکسین 

ایر محققین نیز به س. و تغییر نمودار ساختاری بوده است

نقش تاثیر گذار امواج فرابنفش در کاهش میزان 

آفلاتوکسین و تولید سموم توسط آسپرژیلوس از طریق 

اند اشاره کردهفتولیز مولکولهای آفلاتوکسین 

(Vijayalakshmi et al., 2016.) 

ها توسط محققین به نقش تخریب کنندگی آفلاتوکسین

که ازن علاوه بر نقش ندردازن اشاره نموده اند و گزارش ک

تواند به حذف آفات می هاحذف کنندگی آفلاتوکسین

همانطور که ید کننده آفلاتوکسین نیز کمک کند. تول

 دهیرمی ثابت شده است، با ازن توسط اسپکترومتری ج

توان سمیت آفلاتوکسین را به طور معنی داری کم یا می

امطلوب حذف نمود، اما این تیمار سبب برخی تغییرات ن

گردد که شامل کاهش میزان ترکیبات فنولیک، نیز می

ها و نیز اسید آسکوربیک غیر فعال نمودن برخی آنزیم

های ها و سبزیکمی تغییر رنگ )بخصوص در مورد میوه

 ،، اما با بهینه سازی میزان استفاده از ازنمی باشدتازه( 

 Trombeteمی توان این تغییرات را بسیار کاهش داد )

et al., 2016.) 

 

 کلی گیرینتیجه

الکتریکی،  پالس میدان اعمال تیمارهای در این پژوهش

به شیر اولیه به منظور تولید  و تابش فرابنفش دهی ازن

شیر اسیدوفیلوس به عنوان یک محصول پروبیوتیک 

نشان داد که فرآیندهای مذکور به صورت توام و مجزا در 

 5در سطح معنی داری  M1کاهش آفلاتوکسین کل و 

درصد موفق عمل کرد به طوریکه در شرایط بهینه آن 

غلظت ازن  ،هیکروثانیم 15/13مدت زمان پالس یعنی 

و شدت امواج  قهیگرم در دق یلیم 99/9بکار رفته 

به ترتیب به منظور  مربع متریژول بر سانت 99/4فرابنفش 

ولید و آزمونهای مختلفی بر روی فراورده تبه صورت توام 

 انجام گرفت. 

به  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس استفاده و تلقیح باکتری

شیر برای بهبود کیفیت  عنوان یک باکتری پروبیوتیک

به طور موفقیت آمیزی می تواند استفاده  اسیدوفیلوس

در مجموع تحقیق حاضر به معرفی نمونه ای جدید شود. 

ه بر از یک فراورده لبنی برای تغذیه انسان پرداخته ک
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اساس خصوصیات تغذیه ای مناسب و برخورداری از 

پذیرش کلی مناسب می تواند به عنوان یک فراورده 

جدید در صنعت لبنیات به تولید تجاری برسد. بدین 

 15/13حالتی که مدت زمان پالس منظور استفاده از 

میلی گرم در  99/9میکروثانیه و غلظت ازن بکار رفته 

ژول بر سانتیمتر  99/4نفش ابدقیقه و شدت امواج فر

درصد از  76/86و  61/84 بیه ترتب مربع

. افتیکاهش  هانیو کل آفلاتوکس M1نیآفلاتوکس

 Cfu/g 610×2/5محصول نهایی حاوی  همچنین

 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس بود.
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Abstract 

One of the most critical challenges facing dairy products is decreasing or eliminating of 

Aflatoxins, especially Aflatoxin M1. On the other hand, the production of probiotic dairy 

products is another aim of the dairy industry. Therefore, in this study, using pulse electric field 

technology in the range of 10 to 30 microseconds, ozonation in the range of 0 to 10 mg/min and 

ultraviolet radiation in the range of 0 to 5 J/cm2 in acidophilus milk attempted to obtain a 

probiotic-free aflatoxin product. To investigate the impact of the applied the mentioned 

processes, a central response method (RSM) was used in the full quadratic model so that these 

processes were considered as operational variables. For this purpose, the central composite 

design with three independent variables, including pulsed electric field, ozonation and UV 

irradiation to complete quadratic form has been used. The results showed a significant effect of 

independent variables and their synergistic effect at 0.05 levels on the reduction of aflatoxin in 

acidophilus milk. The best-operating conditions based on the lowest amount of aflatoxin in 

acidophilus milk consisted of 13.15-microsecond pulses in the electric field, 9.99 mg/min of 

ozone, and 4.99 J/cm2 of UV waves. In optimum conditions, pH 6.22, Acidity 19.76 (Dornic), 

dry matter 10.69%, total color change 8.13, and overall acceptance score 4.77 were obtained. 

Finally, in optimum condition, 84.61% and 86.76% of aflatoxin M1 and total aflatoxins were 

reduced, and the final product contained 5.2×106 cfu/g Lactobacillus acidophilus, respectively.  

Keywords: Acidophilus milk, Aflatoxin, Ozone, Pulsed electric field, UV.  
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