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  سازی شده در مدل شبیه لاکتوباسیلوس رامنوسوستوسط   ‌‌B1توکسین زدایی آفلاتوکسین 
 انسان‌دستگاه گوارش

 2حسین تاجیک، 7*مهران صیادی 
 استاد، گروه بهداشت موادغذایی، 2 ،غذایی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی فسا، فارس، ایران  استادیار، گروه بهداشت و ایمنی مواد 1

 دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران.

 چکیده

درصد از محصولات غذایی تولید شده در دنیا توسط سموم قارچی آلوده  11بر اساس گزارش سازمان فائو سالیانه  سابقه و هدف:

ها سهم بیشتري نسبت به سایر سموم دارند. این پژوهش با هدف ارزیابی توانایی اتصال  شوند که در این آلودگی آفلاتوکسین می

سازي دستگاه گوارش انسان حاوي شیراستریلیزه به منظور  در محیط شبیه  GGزیرگونه لاکتوباسیلوس رامنوسوسآفلاتوکسین به 

 . انجام شد  B1کاهش سمیت آفلاتوکسین

  میکروگرم بر میلی لیتر در نظر گرفته شد که در محیط شبیه 5و غلظت آفلاتوکسین  cfu/ml  1111×1تعداد باکتري ها:  مواد و روش

،  گروه تیمار در حضور و غیاب باکتري 6شده ترشحات مصنوعی دستگاه گوارش انسان تلقیح گردید. در این مطالعه  سازي 

شیراستریلیزه، سوسپانسیون شیره دستگاه گوارش مورد بررسی قرار گرفت. غلظت آفلاتوکسین باقیمانده توسط کروماتوگرافی مایع 

 و تخلیص با ستون ایمونوافینیتی تعیین گردید.  (HPLCبا کارایی بالا )

میکروگرم بر  1225با حد تشخیص کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا در تمام تیمارها با استفاده از  B1کاهش آفلاتوکسین یافته ها: 

درصد  89تا  98بین  AFB1گیري شد. مقادیر بازیافت مایکوتوکسین  لیتر اندازه میکروگرم بر میلی  12/5و حد تعیین کمی لیتر  میلی

نانوگرم بر میلی لیتر خطی بود.  11تا  1در گستره غلظتی   12885با ضریب همبستگی B1 بندي آفلاتوکسین   بود. منحنی درجه

بود که  (18296±  /1211و  5929±11921)     1و  5مربوط به تیمار  به ترتیب B1بیشترین و کمترین میانگین درصد حذف آفلاتوکسین

 داشت.  داري در بین شش گروه وجود  تفاوت معنی

، شیره معده و روده کوچک نیز در کاهش یا GGزیر گونه لاکتوباسیلوس رامنوسوس نتایج نشان داد که علاوه بر باکتري گیري:  نتیجه

 باشند.  موثر میB1 حذف آفلاتوکسین 

 .HPLCزدایی،  ، دستگاه گوارش، سمB1، آفلاتوکسینرامنوسوس لاکتوباسیلوسواژگان کلیدي:  

 /8مرداد ماه پذیرش براي چاپ:     /8تیرماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس براي مکاتبه: فارس، فسا، دانشگاه علللوم پلزشلکلی فسلا، دانشلکلده بلهلداشلت.

 mehransayadi62@gmail.comپست الکترونیک:   181/8299/18تلفن:    

 م دمه     

به ویژه دو گونه                 آسپرژیلوس           ها توسط قار                 آفلاتوکسین                   

  و     (                        ) آسپرژیلوس پارازیتیکوس                       
 گردد        ( تولید می                            ) آسپرژیلوس فلاووس                 

که اهمیت این مس له به متابولیت ثانویه حاص  از فعالیت                                                        .( 1) 

 G2و   B1   ،B2   ،G1ها یعنی سم آفلاتوکسین                        این قار         

ها و به دنبال آن سنتز و تولید                                 (. رشد قار            2گردد )        برمی    

آفلاتوکسین، وابسته به شرایط محیطی به ویژه ر وبت، دما،                                                      

هاي هوازي می باشد                     سوبسترا و رقابت با دیگر میکروارگانیسم                                       
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قوانین مربوط به موادغذایی و فرآوري موادغذایی پیشرفت                                                       .( 8) 

زیادي کرده است. با این حال هنوز روشی جهت جلوگیري از                                                     

ها در موادغذایی وجود ندارد.                               ورود و تولید آفلاتوکسین                      

بنابراین تولیدکنندگان و مصرف کنندگان باید شرایط رشد                                                     

ها از مراح  کاشت، برداشت،                             ها و تولید آفلاتوکسین                      قار     

 (.    9نگهداري و فرآوري تا زمان مصرف محصول مهیا نکنند )                                                

ها باید از مواد غذایی حذف شلود. زیلرا مصلرف                                            آفلاتوکسین         

توانند موجب                ولانی مدت موادغذایی آلوده به آفلاتوکسین می                                         

(. یلکلی از           5زایی و سمیت در انسان و حیوانات شود )                                      سر ان     

تاثیرات اصلی مواجه با غذاي آلوده به آفلاتلوکسلیلن، ایلجلاد                                                      

باشد که یک بیماري غذازاد است که بله                                      آفلاتوکسیکوزی  می                

شود. آفلاتوکسیکلوزیل                       بندي می         دو حالت مزمن و حاد تقسیم                        

حاد منجر به مر  و آفلاتوکسیکوزی  مزمن باع  سلر لان،                                                  

زایلی       زایی و نلاقلص اللخلللقله                   سرکوب سیستم ایمنی، جهش                      

 (.  6گردد )       می  

  19ترین، آفلاتوکسین از                      ترین و خطرنا                سمی     B1آفلاتوکسین           

(. بر اساس قوانین وضع شده توسلط                                2نو  شناخته شده است )                    

سازمان غذا و داروي آمریکا، حداک لر ملقلدار ملجلاز بلراي                                                   

  1 و آفلاتوکسلیلن               21    آفلاتوکسین ک  در غذاي انسان                            

(.  در حال حاضر حداکل لر                        /تعیین شده است )                 125        مقدار     

در شیرخام، انوا  شیر حرارت دیلده و                                    1  مجاز آفلاتوکسین              

 تعلیلیلن گلردیلده                121     فراورده هاي لبنی در ایران معادل                               

 (.  9است )     

ها به عوام  مختلفی مانند سن،                               انوا  آفلاتوکسین                  L   میزان     

 ... جنسیت، نژاد، راه ورود به بدن، ترکیب رژیم غذایی و                                                

درصد        11تا      125بستگی دارد. میزان آن به  ور متوسط                                   

 (.  8میکروگرم به ازاي کیلوگرم وزن بدن می باشد )                                          

ها     با افزایش دانش و آگاهی از این موضو  که آفلاتوکسین                                                

توانند به  ور بالقوه براي سلامت انسان و دام خطرآفرین                                                      می  

محسوب شوند، تلاش براي حذف کام  یا کاهش میزان                                             

آفلاتوکسین در مواد غذایی مضاع  گردیده است. امروزه از                                                     

هاي فیزیکی، شیمیایی و زیستی                              هاي مختلفی مانند روش                     روش   

ها در موادغذایی و                    جهت کاهش یا از بین بردن آفلاتوکسین                                 

ها باید ارزش و خوا                       کنند. این روش              خورا  دام استفاده می                    

غذایی را حف  و هم نین اقتصادي باشد. بسیاري از این                                                   

ها در صنعت به دلی  هزینه بالا، راندمان پایین، ت ثیر در                                                        روش   

بافت و  عم مواد غذایی و از نظر ایمنی و سلامت غذایی قاب                                                         

اما روش زیستی هی کدام از مشکلات گفته شده                                           .استفاده نیستند              

 (.  11را دارا نیست )              

توانند          اي هستند که می                هاي زنده          ها، میکروارگانیسم                   پروبیوتیک         

ضمن عبور از دستگاه گوارش، زنده مانده و اثرات مفید و                                                     

هاي اسید            سودمندي بر روي میزبان بر جا گذارند. انوا  باکتري                                                

به عنوان پروبیوتیک استفاده                            بیفیدوباکتریوم                هاي       لاکتیک و گونه            

هاي       ها در پیشگیري و درمان بیماري                              شوند. پروبیوتیک                 می  

گوارشی و در حذف سم آفلاتوکسین موثر هستند                                           گوارشی و غیر            

هاي پروبیوتیک که به وسیله آن                                (.  مهمترین مکانیسم باکتري                          11) 

توانند موجب ارتقاي سلامت انسان شوند شام  تولید                                                 می  

هاي       اسیدهاي آلی، پراکسیدها و باکتریوسیدها و رقابت با باکتري                                                       

هاي اتصال             اي براي تصاحب جایگاه                      زاي روده          مضر و بیماري            

زنند که اتصال                (.محققان حدس می               12باشد )        روي موکوس می            

 مایکوتوکسین به باکتري به وسیله دیواره سلولی آنها است                                                      

ها، روشن            (. اما هنوز عملکرد دقی  اتصال باکتري                                    19و     18) 

برند که این عملکرد باع                           نیست. با این حال، گمان می                         

ها در میزان               تفاوت باکتري              .گردد     ها می      شدن آفلاتوکسین               غیرفعال       

بستگی به دیوار سلولی و ساختارهاي                                    AFB1اتصال یا تخریب                

 (.      15پوشش سلولی دارد )                 

به دیواره سلولی و ترکیبات دیواره سلولی                                        AFB1  اتصال       

(.    15باشند )        ها نسبت به تخریب متابولیک بیشتر می                                    باکتري      

ها به فلور میکروبی دستگاه گوارش )معده،                                          اتصال آفلاتوکسین               

روده کوچک و روده بزر ( بستگی به تعداد و نو  سویه                                                  

، حالات فیزیکی آنها، شرایط محیطی و میزان                                           میکروارگانیسم             

 (.      16ترشحات دستگاه گوارش دارد )                          

ها حاوي پپتیدوگلیکان،                         ترکیبات ساختمانی دیواره سلولی باکتري                                    

ساکاریدها است که در جذب سطحی                                اسید تیکوئیک و پلی                  

ها      زدایی بیولوژیکی مایکوتوکسین                             (. سم     /1توکسین نقش دارند )                  

در مواد غذایی انسان و دام یک روش جدید و بسیار                                               
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 (.  19امیدوارکننده است )                  

ابتدا       (                            ) رامنوسوس            لاکتوباسیلوس               

شناخته شد.              (         ) کازئی         لاکتوباسیلوس           به عنوان زیر گونه                   

هاي       اي مستق  از باکتري                    اما تحقیقات بعدي نشان داد که گونه                                 

دهد که این              مطالعات نشان می               . باشد      می    لاکتوباسیلوس           جن      

گونه به اسید معده و نمک صفراوي روده مقاوم است و می                                                      

هاي موکوس روده انسان دارد.                              ترکیبی بالایی با سلول                    

در جلوگیري از اسهال روتاویروسی                                رامنوسوس            لاکتوباسیلوس             

در کودکان مفید بوده و مصرف آن به عنوان یک باکتري                                                  

پروبیوتیک سبب کاهش خطر عفونت تنفسی به ویژه در کودکان                                                      

 (.    18شود )       می  

لاکتوباسیلوس             هدف از مطالعه حاضر ارزیابی کارایی باکتري                                          

در شرایط شبیه سازي ترشحات                             1AFB در کاهش         رامنوسوس            

 دستگاه گوارش انسان بود.                       
 

 مواد و روش کار              

گروه تیمار به                 6در این مطالعه، اثر                        : ال ( جامعه مورد بررسی                     

لیتر        میکروگرم در میلی                    5صورت سه بار تکرار در غلظت                           

 1AFB          19بررسی شد. بنابراین در مجمو                                           در شرایط  

 نمونه آماري وجود داشت.                        

 گروه تیمار شام :                  6در این مطالعه               ب(  راحی آزمایش:                  

سوسپانسیون ترشحات دستگاه گوارش   شیر استریلیلزه                                                        -1

1AFB                    .)گروه کنترل منفی( 

  سوسپانسیون ترشحات دستگاه گوارش                                         H CAبایندر          -2

 )گروه کنترل م بت(.                    1AFBشیر استریلیزه                   

 . 1AFBسوسپانسیون ترشحات دستگاه گوارش                                      -8

  سلرم         راملنلوسلوس            لاکتوباسیلوس           سوسپانسیون باکتري                     -9

  .1AFB فیزیولوژي   شیر استریلیزه                               

    لاکلتلوبلاسلیلللوس راملنلوسلوس                        باکتري          سوسپانسیون              -5

سوسپانسیون ترشحات دستگاه گوارش   سرم فیلزیلوللوژي                                                      

1AFB. 
      لاکلتلوبلاسلیلللوس راملنلوسلوس                    سوسپانسیون باکتري                     -6

سوسپانسیون ترشحات دستگاه گوارش   شیر اسلتلریلللیلزه                                                      

1AFB. 

 براي ایلن ملنلظلور از روش                       :     سازي آفلاتوکسین                  ( آماده        

( با کمی ت ییرات استفاده شد. به  لور                                     ne ami- lنظامی )       -ال  

جامد )سیگما، آمریکلا بلا کلد                               1AFB خلاصه، یک میلی گرم                   

( ح  گردیلد. بلراي                  8:/8( در حلال بنزن 2 استونیتری  )                            6686

( بلا       PBاز محلول بافر فسفلات )                       m    11  رسیدن به غلظت               

/28   H                                                     استفاده شد. در ادامه حلال بنزن 2 استونیتری  به کملک

دقیقه تبخیر               11درجه سلیسیوس به مدت                     91حمام آب با دماي                 

 میلی لیتر سوسپانسیون آفلاتلوکسلیلن                                11شد. با مخلوط کردن                   

   (  m     11      با )میلی لیتر شیر استریلیزه، غلظت نهایی                                       11  m    5  

 به دست آمد. محلول استاندارد تا زملان مصلرف در  لرف                                                 

 (.  11درجه سلیسیوس نگهداري شد )                           9اي تیره در دماي                     شیشه    

ي     باکتر     د( سویه باکتري، شرایط کشت و برآورد غلظت باکتري:                                                 

به صلورت         GG   زیرگونه           لاکتوباسیلوس رامنوسوس                    پروبیوتیک           

هاي عللملی و              خالص و لیوفیلیزه از کلکسیون سازمان پژوهش                                        

لاکتوباسلیلللوس             ( خریداري شد.                 A CC   1صنعتی ایران )             
( تلقلیلح             oid  برا )            مورد مطالعه به محیط کشت                         

درجله        /8گردید و تا رسیدن به فاز لگاریلتلملی در دملاي                                          

  29گذاري شد. پ  از                   هوازي گرمخانه               سلیسیوس و شرایط بی                  

در      8111دقیقه بلا دور                15ساعت کشت، سلول ها به مدت                          

درجه سلیسیوس سانتریفیوژ شدند.  رسوب حاص  سه                                               9دماي      

شستشو داده شد در نهایت با محلول بافر فسلفلات                                               PBبار با        

  611سدیم، کدورت آن توسط اسپکتروفتومتر در  لول ملو                                               

cfu/ml نانومتر و مقدار جذب حدود یک که ملعلادل                                      
1111    ×1  

است باکتري بدست آمد. تعداد باکتري با استفاده از شلملارش                                                       

آگار تعیین گردیلد                                       پلیت استاندارد به کمک محیط کشت                                

 (.    21و     21) 

سازي شیر            آماده     سازي نمونه غذایی )شیر استریلیزه(:                                     ه( آماده        

( و همکاران در                Hadadianاستریلیزه مطاب  روش حدادیان )                             

درصد        225(. در ابتدا شیر استلریلیزه                            22انجام شد )            2111سال     

)شرکت صنایع لبنی ایران، پگاه( خریداري شد. جهت ا مینان                                                       

پوند        15و فشار        سلیسیوس       درجه      121از استری  بودن در دماي                        

 دقیقه سترون شد.                 15( به مدت          Pبر این  مربع )              
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سازي مایع گوارشی )بزا  دهان،شیره معده،شیره روده(:                                                     و( آماده        
 محلول بزا  دهانی، معده و روده بر اساس پروتک  فلرنلانلدز                                                      

   (Fernande              ( و پالنسیا )Palencia                           آماده گردید. سوسپانسلیلون )

گرم بر لیلتلر کلللریلد                     622سازي شده حاوي                 بزا  دهانی شبیه               

گرم بر لیتر کللریلد                     1222گرم بر لیتر کلرید پتاسیم،                             222سدیم،       

درصد لیزوزیلم                1211کربنات سدیم،                گرم بر لیتر بی                122کلسیم،        

گرم بلر          622سازي شده حاوي                 و سوسپانسیون شیره معده شبیه                           

گلرم بلر          1222گرم بر لیتر کلریدپتاسیم،                            222لیتر کلرید سدیم،                  

درصد        128کربنات سدیم،                گرم بر لیتر بی                122لیتر کلرید کلسیم،                   

گلرم       5سازي شده حاوي                 پپسین و سوسپانسیون شیره روده شبیه                                 

گرم بلر          128گرم بر لیتر کلرید پتاسیم،                             126بر لیتر کلرید سدیم،                     

  121درصد، پانکراتیلن                   1295لیتر کلرید کلسیم، نمک صفراوي                              

  121شیره معده به وسیله اسید کلریدریک                                    H درصد بود. سپ                

  121شیره روده و بزا  دهانی به وسیله سود                                        H و   225مولار به         

رسانده شد. هر سه سوسپانسیون حاص  به وسیلله                                             25/مولار به         

 ، ژاپن( استلریل  گلردیلد                        A  میکرومتر )            1222میکروفیلتر            

 (.    28و     12) 

    کلسیم       بایندر مورد استفاده سدیم آلومینوسیلیکات                                         ز( بایندر:            

توان آن را به عنوان ماده رس که حاوي                                       هیدراته است. می               

آلومینیوم، سیلی ، سدیم و کلسیم کاتدي قاب  تعوی  و آب                                                      

هیدراته تعری  شده است. مقدار استفاده از این بایندر در تیمار،                                                              

 (.      29میلی لیتر بود )                 11گرم بر          میلی      1225

سازي مدل غذایی، تلقیح شده با باکتري و آلوده به سم                                                      ( آماده        

ي تلرشلحلات دسلتلگلاه                   سازي شده          حاوي محیط شبیه                    
و باکتري به شیر تلقیح گردید.  غلظت سم                                         1AFBابتدا       گوارش:        

1AFB          مورد مطالعه در سوسپانسیون حاص  به ترتیلب                                             و باکتري

cfu/mlلیتر و            میکروگرم بر میلی                  5
  925بلود. سلپل             1    ×1111

لیتر از بلزا  دهلانلی                      میلی      6لیتر از سوسپانسیون حاص  با                              میلی    

  /8دقیقه در دملاي                 5سازي شده مخلوط گردید و به مدت                                 شبیه    

تلحلت       r m     95درجه سلیسیوس با انکوباتور شیکردار با دور                                        

  12اتمسفر نیتروژن گرمخانه قرار گرفت. سپ  سوسپانسیون به                                                     

  2سازي شده اضافه شد و بله ملدت                              لیتر شیره معده شبیه                     میلی    

درجه سلیسیوس انکوبه شد. در نلهلایلت                                    /8ساعت در دماي              

سلازي        لیتر شیره روده شبلیله                       میلی        12سوسپانسیون حاص  به                    

درجله        /8ساعلت در دملاي              2شده منتق  گردید و به مدت                          

هلا بله         برداري، نملونله               سلیسیوس قرار داده شد. پ  از نمونه                                   

دقلیلقله         11به ملدت          r m/511 میکروتیوپ منتق  و با دور                          

هلاي کلرایلوتلیلوپ                 سانتریفیوژ گردید. سپ  روماند در لوله                                      

درجله          -21در دماي            HPLCآوري و تا زمان آزمون انجام                            جمع   

(. دیاگرام شلملاتلیلک از ملدل                          28نگهداري شد )            سلیسیوس         

نشلان داده             1در شک           6آزمایشگاهی در مدل گوارش تیمار                               

 شده است.        

از سوسپانسیون با استفاده از                                 ط( استخرا  آفلاتوکسین                      

 به روش باگنونو                B1 استخرا  آفلاتوکسین                   ستون ایمنوافینیتی:                    

 (Bognanno                                          و همکاران با کمی ت ییرات صورت گرفت. در )

 6تیمار  دیاگرام شماتیک از مدل آزمایشگاهی دستگاه گوارش: 1شک  
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لیتر حلال            میلی        9هاي نهایی با                  ابتدا یک گرم از سوسپاسیون                         

  11درجه سلیسیوس رسانده شد و به مدت                                   /8متانول به دماي              

سانتریفیوژ شدند. روماند به  ور کام                                        2/51دقیقه با دور              

فیلتر گردید.                9حذف و محلول باقیمانده با کاغذ واتمن شماره                                           

لیتر آب مقطر رقی                      میلی      8میلی لیتر از محلول صاف شده با                                 2

شد. سپ  از ستون ایمنوافینیتی عبور داده شد. ستون دوبار با                                                          

میکرولیتر متانول کروماتوگرافی شستشو و در ادامه با گاز                                                         511

میکرولیتر فاز                 511نیتروژن حلال خشک گردید. آفلاتوکسین با                                   

حجمی        6:     2:     8حام  آب، متانول و استونیتری  با نسبت                                      

  HPLCحجمی ح  شد. و در آخر یک میکرولیتر به دستگاه                                             

 (.  25تزری  گردید )             

استخرا  شده با کروماتوگرافی                                 ي( اندازه گیري آفلاتوکسین                          

براي این منظور از دستگاه کروماتوگرافی                                       مایع با کارایی بالا:                     

و ستون            Agilen   echnology 11مایع با کارایی مدل                    

سانتی         25به  ول           Agilen   or a    B C1 کروماتوگرافی            

میکرومتري             5متر و مواد پر شده                     میلی      926متر، قطر داخلی                

با  ول مو               F-1 A L از آشکارساز فلورسان                         استفاده شد.             

نانومتر استفاده گردید. تنظیم دماي                                       985و نشر         865تحریک       

درجه        25در دماي          11    ستون با استفاده از آون ستون                           

سلیسیوس انجام گردید. حجم تزری  یک میکرولیتر بود. فاز                                                      

،   6:     2:     8دیونیزه: استونیتری : متانول )                               حام  مخلو ی از آب                 

لیتر بر           حجمی2حجمی( بود. سرعت جریان بر روي یک میلی                                         

 (.  26دقیقه تنظیم گردید )                   

بودن، صحت، دقت، حد                      خطی   :             سنجی روش             ( اعتبار         

براي آزمایش اعتبار                        L( و حد تعیین کمی                  L( تشخیص     

  .مورد استفاده براي آفلاتوکسین تعیین شد                                     HPLC از روش      

هاي استاندارد                 استاندارد کالیبراسیون با رقی  کردن محلول                                        

AFB1                                        نشان داده             1با ماتریک  خالص تهیه شد که در نمودار

شده است. تعیین خطی بودن با رسم منحنی کالیبراسیون در                                                     

( با ضریب           m  میکروگرم بر میلی لیتر )                         11تا      1محدوده        

بر اساس نسبت                  L و     Lانجام شد.              2 همبستگی       

تعری  شد.             11:1و     8:1( به ترتیب              /  سیگنال به نویز )                

مقادیر بازیافت توسط غنی کردن تیمار غیر آلوده با آفلاتوکسین                                                           

میکروگرم بر میلی لیتر براي                                /و     5،   8در سه سطح غلظت                

AFB1                                                    .تعیین شد و سه نمونه تکرار در هر سطح تعیین گردید

با تعیین میزان بازیابی آفلاتوکسین، صحت بررسی شد. آزمون                                                       

  5،   8دقت براي دستیابی به تجدیدپذیري از سه غلظت مختل                                                  

، در سه روز انجام شد.                       AFB1میکروگرم بر میلی لیتر براي                              /و   

(      انحراف استاندارد نسبی )                         ± بیانگر میانگین                  AFB1دقت     

بیان می شود. تکرارپذیري با سنجش سه نمونه تکرار شده غنی                                                        

میکروگرم بر میلی                    /و     5،   8در سطو             B1شده با آفلاتوکسین                

برآورد شد. نمونه ها در همان روز مورد                                       AFB1 لیتر براي         

 (.  /2تجزیه و تحلی  قرار گرفتند )                           

ها با استفاده از تحلی                            راحی آزمون           ل( تجزیه و تحلی  آماري:                         

تلکلرار         8واریان  یک  رفه در قالب  ر  کاملا  تصادفی با                                             

انجام شد. ملقلایسله                         افزار         توسط نسخه بیست و دوم نرم                        

ن هلاي آملاري               تعقیبی بین نتایج به دست آمده به وسیله آزمو                                          

درصد ملورد ارزیلابلی                     5در سطح ا مینان                   L چند دامنه اي            

 قرار گرفت.          
 

 ها    یافته     

،     Lنتایج اعتبار سنجلی شلامل                         ال ( اعتبار سنجی روش:                       

L                                         خطی بودن، بازیابی، صحت و دقت در روش ،HPLC  

نشان داده شده است. این داده ها نشلان داد کله                                              1در جدول         

 در این مطالعه پذیرفته شده است.                                HPLCروش     

نتایج توانایی اتصال                     :           ب( اثر تیمارها بر کاهش آفلاتوکسین                                  

 1AFB                    تیملار         6در    اسیدوفیلوس              لاکتوباسیلوس             به سویه باکتري

آمده از نمونه هاي                     دست     منحنی کالیبراسیون و معادله خط به                                :   1نمودار        

 B1استاندارد آفلاتوکسین                     
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نشان داده شده است. میزان اتصال در                                     2مورد مطالعه در جدول                     

ها نشان داد که دامنه اتصال سم از                                    تیمارها مت ییر بود. آنالیز داده                               

درصد است. هم نین بلیلشلتلریلن و                              5929تا      18296محدوده        

بلود.        1و     5کمترین میزان جذب به ترتیب مربوط به تیلملار                                        

هاي آماري حاص  از این مطالعه نشان داد کله درصلد                                                 بررسی       

(.      1215دار  است )            حذف آفلاتوکسین در تمام تیمارها معنی                                  

سازي شده ترشحات دسلتلگلاه                            حضور باکتري و شرایط شبیه                        

داشت و بیلن هلمله                  1AFB داري در کاهش              گوارش تاثیر معنی                

 (.    1215داري وجود داشت )                  تیمارها ارتباط معنی                   
 

 بح    

چندین راهبرد به منظورکاهش یا حذف آفلاتوکسین در علم                                                   

ها تاثیر بیشتري در                      برخی از این روش               .     مواد غذایی وجود دارد                    

توان به           کاهش یا ت ییر این سموم را دارند. از این میان می                                               

هاي فیزیکی، شیمیایی و بیولوژي اشاره کرد که تیمار                                                    روش   

اي غذا، گران               بیولوژیکی به دلی  عدم کاهش کیفیت ت ذیه                                      

نبودن تجهیزات نسبت به دو روش قبلی در صنعت غذا و                                                 

 (.  29گردد )        خورا  دام بیشتر استفاده می                          

لاکتوباسیلوس             پروبیوتیک               در پژوهش حاضر، تاثیر باکتري                           

در محیط دستگاه گوارش شبیه                             1AFB در کاهش         رامنوسوس        

سازي شده در مدل غذایی )شیراستریلیزه( در شش گروه مورد                                                        

ها به اختصار به                   بررسی قرار گرفت. اهداف هر یک از گروه                                    

 صورت زیر بود:             

باشد. بیانگر این                   گروه تیمار اول که گروه  کنترل منفی می                                     

مطلب بود که سوسپانسیون ترشحات دستگاه گوارش و شیر                                                  

استریلیزه چه تاثیري بر کاهش یا عدم کاهش آفلاتوکسین دارد.                                                         

نتایج نشان داد که سوسپانسیون دستگاه گوارش تاثیر خیلی                                                      

دارد و شیر به صورت پوشش ا راف                                 AFB1    کمی در کاهش           

سم را گرفته و مانع از عملکرد ترشحات دستگاه گوارش                                                  

 گردد.        می  

در گروه            H CAدر گروه تیمار دوم، دلی  استفاده از بایندر                                           

کنترل م بت دست یابی به این مطلب بود که آیا سوسپانسیون                                                       

اختلال ایجاد               AFB1شیره دستگاه گوارش و شیر در اتصال                                  

  AFB1درصد از میزان               81حدود       H CAکند یا نه. بایندر                      می  

AFB1 

 درصد بازیافت )انحراف استاندارد نسبی(
 حد تشخیص

(g/mlµ) 

 حد تعیین کمی 

(g/mlµ) 
 منحنی کالیبراسیون

ضریب 

 همبستگی
 (g/mlµسطح آلودگی )

/ 5 8 

94 (0/06)  98 (0/08)  89 (0/1)  1225 12/5 y =  2 1 6  – 247.93 1288 

  HPLCبا استفاده از آنالیز B1 سنجی آفلاتوکسین اعتبار: 1جدول 

 تیمار
 انحراف استاندارد±‌ B1 (ppm)کسین میانگین آفلاتو

 )سه بار تکرار(

  انحراف استاندارد±‌ B1 (ppm)کسین آفلاتو درصد کاهش

 )سه بار تکرار(
 داری سطح معنی

7  1211/ ± 9281 1211/ ± 18296 

1215 

2 1212/  ± 8216 1212/ ± 86299 

7  12129 ± 9211 12129 ± 18289 

4  12118  ±2291 12118 ± /9298 

5  12119 ± 2216  12119 ± 59291 

6 1219 ± 8281 1219 ± 882/6 

 سازي شده ترشحات سیستم گوارش بر روي مدل شبیه  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس توسط سویه B1 حذف آفلاتوکسین  :2جدول 
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 را کاهش داد.            

گروه تیمار سوم نشان داد که محیط شبیه سازي شده دستگاه                                                      

 را دارد.            AFB1گوارش توانایی کاهش سم                       

گروه تیمار چهارم بیانگر این مطلب بود که عدم ترشحات شیره                                                         

سازي شده در فرآیند چه تاثیري در                                    دستگاه گوارش شبیه                 

 کاهش آفلاتوکسین دارد.                    

در گروه تیمار پنجم یکی از عواملی که باع  کاهش اتصال                                                         

AFB1                                                       به باکتري می شود، وجود شیر در تیمارها بود. بنابراین

یکی از عوام  موثر در کاهش میزان آفلاتوکسین تیمار پنجم به                                                         

باشد. شیر به دلی  داشتن                           دلی  عدم وجود شیر در فرآیند می                              

پروت ین، چربی و کربوهیدرات مانند یک پوشش ا راف                                                  

AFB1         گیرد و از اتصال                 قرار میAFB1              به باکتري 

   .کند     جلوگیري می          

گروه تیمار ششم یک تیمار شبیه سازي شده کام  از یک وعده                                                       

باشد. زیرا حاوي باکتري، ترشحات دستگاه                                        غذایی انسان می              

  AFB1باشد. این تیمار نشان داد که                               می     AFB1گوارش، شیر و            

و مواد          رامنوسوس          لاکتوباسیلوس             با وجود باکتري پروبیوتیک                          

درصد          882/6حاوي سم در بدن انسان یا دام حدود                                      غذایی     

 یابد.        کاهش می       

وجود گسترده آن                    در این مطالعه،                  B1دلی  انتخاب آفلاتوکسین                     

باشد. همانند                در موادغذایی و ضررهاي انسانی و دامی می                                      

(، کاهش آفلاتوکسین در تمام                           28و     11مطالعات پیشین )               

تیمارها مشاهده شد. اما بیشترین کاهش مربوط به تیمار پنجم                                                         

 درصد بود.             59بود که در دامنه                 

بر اساس تحقیقات انجام شده، بهترین غلظت سلول باکتري                                                    

  به ترتیب،           1AFBو      1AF مورد نیاز جهت کاهش یا حذف                         

cfu/ml    911   (. این میزان مشابه با                       81و     11باشد )       می       1111و

 مقدار غلظت سویه باکتري استفاده شده در مطالعه حاضر بود.                                                        

شود که غلظت باکتري                     بر ب  مطالعات پیشین چنین استنباط می                                   

(.    81و     15رابطه مستقیم دارد  )                      1AFB و  AF 1با میزان حذف              

در      رامنوسوس          لاکتوباسیلوس             به باکتري           AFB1 میزان اتصال           

یابد. در صورت حذف شیر از تیمارها                                   حضور شیر کاهش می                

میزان اتصال افزایش خواهد یافت. این یافته مشابه نتایج کابک                                                           

 ( a a     می )       ( 82باشد  .) 

بیان کردند              2119( و همکاران در سال                     arre هم نین مارز )             

که غلظت شیر از لحا  چربی، پروت ین و قند بر روي میزان                                                      

 (.  88جذب آفلاتوکسین موثر است )                        

مت ییر زمان عام  موثر دیگر بر میزان اتصال آفلاتوکسین به                                                        

  9باشد. در این مطالعه با محدوده زمانی تقریبا                                               باکتري می         

 مشاهده شد.            AFB1درصد کاهش             1/تا    18ساعت، حدود            

(  نشان دادند که با گذشت زمان میلزان                                     l- houry خوري )      -ال  

( و همکاران             Pel onenهم نین پلتونن )                 .   یابد     اتصال افزایش می               

تلوسلط        B1 قابلیت حذف فیزیکی آفلاتوکسین                             2111در سال        

را ملورد           بیفیدوباکتریلوم              باکتري هاي خانواده اسید لاکتیک و                                 

سلاعلت        29مطالعه قرار دادند. میزان حذف سم پ  از گذشت                                            

(. ایلن        15درصد بود )            61تا      /1درجه سلیسیوس                /8در دماي         

( مل لایلرت دارد. از                   l- e ami نظامی )       -ال     یافته با پژوهش              

توان استنباط کرد که با گلذشلت                              مطالعات این محق  چنین می                        

آفلاتلوکسلیلن جلدا               - لاکتوباسیلوس             ، از کمپلک            AFB1    زمان    

گردد. زیرا این اتصال به دلی  پیوند ضعی  غیرکلووالانسلی                                                      می  

 (.  89و     15،   11می باشد )         

به      2118( و همکاران در سال                    errano- ino سرانونینو )           

شیر در مدل              AF 1هاي پروبیوتیک در کاهش                         ارزیابی باکتري              

پرداختند. نتایج آنها نشان                                       دستگاه گوارش به صورت                      

بستگی به نو  باکتري                       95تا    22داد که میزان کاهش در محدوده                             

دارد. آنها بیان کردند که بخش کمی از کمپلک  آفلاتوکسین2                                                       

 (.  85پذیر است )            باکتري برگشت            

نشان داد که ترشحات مصنوعی دستگاه گوارش                                          8تیمار گروه            

گردد. دلی  آن                 می    1AFB درصدي میزان             21باع  کاهش حدود                

هاي      ها، صفرا و نمک               وجود شرایط اسیدي، قلیایی، آنزیم                               

 موجود در ترشحات است که با مطالعات پیشین مشابهت دارد.                                                      

نمک صفراوي موجود در روده کوچک انسان که میزان آن از                                                      

رسد، تاثیر خیلی مهمی در اتصال                                درصد می         2تا      122

ها دارد. زیرا صفرا تاثیر                            ها به میکروارگانیسم                     مایکوتوکسین           

سلولی به ویژه در فسفولیپیدها، گلیکولیپید و                                                مهمی در دیواره              

 (.  /8و     86هاي غشا دارند )                 پروت ین       
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ها در دستگاه               مانی باکتري            فاکتورهاي اساسی م ثر بر زنده                              

(.    88و     89معده و نمک صفرا روده است )                            H گوارش، شرایط              

بنابراین در صورت وجود صفرا، اتصال آفلاتوکسین با                                                

 (.  81یابد )        هاي پروبیوتیک افزایش می                         باکتري      

نشان دادند                1889( و همکاران در سال                    l- e ami نظامی )       -ال  

در      H یکی از عوام  موثر در حذف آفلاتوکسین است.                                           H که    

 تاثیر م بتی بر روي حذف آفلاتوکسین ندارد                                          9-6محدوده        

( م ایرت دارد. شرایط                      he  y (. این نتیجه با یافته شتی )                           11) 

هاي دیواره سلولی و آزاد سازي                                ساکارید         اسیدي با اثر بر پلی                   

ها و نیز با شکستن پیوند گلیکوزیدي آلدهیدها باع                                                    مونومر      

مولار به           2گردد. اسید کلریدریک                       هاي اتصال می             ایجاد مکان          

در حضور            AFB1درصدي         91دقیقه، باع  کاهش                    61مدت     

 (                         ) سرویزیه           ساکارومایس              

 (.  91می گردد )         

درجه        /8تاثیر آنزیم پرونازو لیپاز در بافر فسفات در دماي                                                 

به     AFB1 سلیسیوس به مدت یک ساعت بر روي اتصال                                   

به صورت زنده،                    GGسویه    لاکتوباسیلوس رامنوسوس                      باکتري        

کشته حرارتی و کشته اسیدي، نشان داد که دامنه اتصال تقریبا                                                            

درصد داشتند. اوره نیز به دلی                                  98-66مشابه اي در محدوده                    

 اثر متقاب  آب گریزي داراي نقش مهمی در این اتصال                                                 

مولار( به دلی                  1-121بود. نمک معمولی و کلرید کلسیم )                               

 اثرات متقاب  الکترواستاتیک تاثیر جزیی در این اتصال                                                    

 (.      91داشتند )        

درجه حرارت، یکی دیگر از عوام  موثر بر اتصال                                             

ها است. در این مطالعه از دماي                                مایکوتوکسین به دیواره باکتري                            

درجه سلیسیوس استفاده شد. با توجه به مطالعات مشابه                                                     /8

  2درجه هی گونه تاثیري در کمپلک  مایکوتوکسین                                           /8دماي      

درجه سلیسیوس باع  کاهش این                              15باکتري ندارد. اما دماي                        

 (.    91گردد )        اتصال می        

(   l- e ami نظامی )       -( و ال      /211( و همکاران )             he  y شتی )     

( به بررسی اثر عام  حرارت و شرایط اسیدي بر کاهش                                                 1889) 

مایکوتوکسین ها توسط میکروارگانیسم هاي متفاوت پرداختند.                                                        

آنها بیان کردند که حرارت ممکن است باع  واسرشت شدن                                                   

پروت ین و ت ییر شک  دیواره سلولی میکروارگانیسم ها گردد.                                                         

حرارت با انحلال مانانی سطح سلول موجب افزایش                                            

نفو پذیري دیواره سلولی می شود و در نهایت افزایش                                                 

دسترسی بیشتر به مکان هاي اتصال را درپی دارد. شرایط                                                    

اسیدي با شکست اتصالات، رهایی مونومرهاي پلی ساکارید                                                   

دیواره و تبدی  آنها به آلدهید سبب افزایش اتصال فیزیکی                                                       

 (.      91و     11مایکوتوکسین ها می شوند )                        

هاي حاص  از این تحقی  نشان داد که حضور باکتري                                                 یافته     

و ترشحات دستگاه گوارش ت ثیر                               لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس                      

م بتی در حذف سم دارند. البته باید توجه داشت که مقاومت                                                       

باکتري ها در شرایط آزمایشگاهی در برابر ترشحات دستگاه                                                      

گوارش، گویاي رفتار واقعی آنها در دستگاه گوارش نیست.                                                     

سازي واقعی آنها                   زیرا همانند سایر تنش هاي فیزیولوژیک، شبیه                                         

شود که عوام  محیطی باع                            مشک  است. بسیار مشاهده می                         

 تقویت یا تضعی  رفتار میکروارگانیسم در برابر شرایط                                                   

 شود.        خاصی می       

به علاوه، بر خلاف شرایط آزمایشگاهی مقدار ترشحات                                               

دستگاه گوارش در روده و معده ثابت نیست. به عنوان نمونه  تا                                                           

زمان مصرف غذاهاي پرچرب، میزان صفرا در روده بسیار کم                                                     

است. این خود عاملی است که می تواند در جهت سازگار                                                  

ها و افزایش مقاومت آنها در برابر صفرا عم  کند.                                                 شدن باکتري          

تواند سبب             هم نین وجود مواد غذایی در معده و روده می                                        

ها شود و برخی از                    ایجاد سپر حفا تی براي میکروارگانسیم                                   

ها بدون اینکه با صفرا و یا سم تماسی یابند از روده                                                     پروبیوتیک         

 شوند.         و معده خار  می              

توان نتیجه گرفت که عملکرد عوام  حذف                                       در مجمو  می           

 ها در شرایط مختل  آزمایشگاهی                              کننده مایکوتوکسین                 

 ( با هم متفاوت                       ( و شرایط درون تن )                           ) 

 باشند و عملا   قادر به ارائه نتایج قاب  قبول                                               می  

 باشند. بنابراین به تحقیقات بیشتري براي تعیین                                                نمی   

هاي پروبیوتیک و میزان کاهش انوا                                     میزان دقی  باکتري                 

 ها در مواد غذایی  در شرایط درون تن                                      مایکوتوکسین           

 باشد.       نیاز می       
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 نتیجه گیری          

زیر گونه          لاکتوباسیلوس رامنوسوس                      نتایج نشان داد که علاوه بر                           

GG                                           شیره معده و روده کوچک هم در کاهش یا حذف ،

موثراند. پ  مصرف غذاي حاوي این باکتري                                       B1 آفلاتوکسین           

 کند.      تا حدودي از جذب آفلاتوکسین از بدن جلوگیري می                                           

 

 ت کر و  دردانی                

نویسندگان مقاله از دانشگاه علوم پزشکی فسا )دانشکده                                                    

بهداشت( و دانشگاه ارومیه )دانشکده دامپزشکی( به دلی  در                                                        

 هاي تحصیلات تکمیلی کمال                          اختیار قرار دادن آزمایشگاه                          

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Background & Objectives: According to the FAO annual report, 10 percent of the world's food 

products are contaminated with fungal toxins, among which aflatoxins have the most contribution 

as compared to others. This research was aimed to assess the ability of Lactobacillus rhamnosus 

strain GG in the reduction of aflatoxin B1 (AFB1) in a simulated human gastrointestinal tract  

containing sterilized milk. 

Materials & Methods: For this purpose, the bacterial count and aflatoxin concentration were  

adjusted to 1×1010 cfu/ml and 5 ppm, respectively, where artificial gastrointestinal tract discharges 

were inoculated in the simulated environment. In this study 6 treatment groups were assessed in 

the presence and absence of bacteria, sterilized milk, and gastrointestinal juice suspension. The 

concentration of residual aflatoxin was determined using high-performance liquid  

chromatography (HPLC) and purification by Immunoaffinity column. 

Results: The reduction of aflatoxin B1 at all treatments was determined using HPLC with a  

detection limit of 0.25 mg/ml and a quantification limit of 0.75 mg/ml. The mycotoxin recovery 

rate was between 89% and 94% for AFB1. The aflatoxin B1 calibration curve with a correlation 

coefficient of 0.95 was linear in the concentration range of 1 to 10 ng/ml. The highest and lowest 

average removal percentage of aflatoxin B1 was observed for 5 and 1 treatments (58.8 ± 0.018 

and 13.86 ± 0.017) respectively, where a significant difference in removal percentage was  

observed among six treatment groups. 

Conclusion: The results indicated that beside L. rhamnosus strain GG, gastric and small intestine 

juices are suitable to eliminate or reduce aflatoxin B1, as well.  
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