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Abstract 
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Background and Aims: Microbial detoxification is one of the methods for eliminating of 

aflatoxins, including aflatoxin M1. Reports indicate that some strains of lactic acid bacteria family 

through surface adsorption of aflatoxin in their cellwall can be effective in removing them and as a 

primer culture. In this study, the ability of Bifidobacterium animalis and Lactobacillus delbrueckii 

in the adsorption of aflatoxin M1 in skim milk was assessed. 

Materials and Methods: For this purpose, about 108 and 109 cfu/ ml of B. animalis (Lactis) 

and L. delbrueckii (Blegaricus) were inoculated into skim milk without aflatoxin M1. Then, the 

samples were spiked by aflatoxin M1 in concentrations of 0.25, 0.5 and 0.75 ng/ ml. The 

concentration of the aflatoxin reside in supernatant of milk samples after different storage times 

(0.5, 1, 2 and 24 h) and temperatures of 4 and 37°C was measured by ELISA method, and the results 

were confirmed by HPLC. 

Results: The results showed that the highest amount of aflatoxin M1 removal was respectively 

related to B. animalis (60 ± 2.5%) with a concentration of 108 cells/ ml and L. delbrueckii (58.5 ± 

2.5%) with a concentration of 109 cells/ ml and a concentration of 0.5 ng/ml poison at 37°C for 30 

minutes. By comparing the concentration of both bacteria, it also appeared that the B. animalis 

concentration at 37°C and L. delbrueckii concentration at 4°C were more effective. Also, the results 

indicate that the ability of bacteria to reduce the amount of poison in half an hour in milk samples 

with values of 0.75 ng/ml poison at 4°C and 0.5 ng/ml poison at 37°C is higher; but over time, 

contaminated milk at a concentration of 0.75 ng/ml poison compared to 0.5 ng/ml poison showed 

an increased amount of aflatoxin removal. 

Calclusion: B. animalis and L. delbrueckii can act as two useful probiotics to reduce the 

harmful effects of aflatoxin M1. 
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 از شیر 1M آفلاتوکسین جذب در  nimalisABifidobacteriumو  elbrueckiiDLactobacillus هاییباکتر قابلیت بررسی

 یی از شیر زداتیسم کاهش نوع پروبیوتیک برای دو تلقیح

  2آدرگانی، بهروز اکبری 1، سید امیرعلی انوار*1، ودود رضویلر1مریم نامور راد
 

  رانیا ،تهران، دانشگاه آزاد اسلامی،واحد علوم و تحقیقات تهران ،دامپزشکی ةدانشکدگروه بهداشت مواد غذایی،  .1

رانیا ،تهرانوزارت بهداشت درمان و آموزش پزشکی، ، داروو  دارو، سازمان غذاو  مرکز تحقیقات آزمایشگاهی غذا .2
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 میکروبیولوژی مواد غذایی
IJMM1398;13(1): 44-55 

 

 شود.محسوب می 1Mها از جمله آفلاتوکسین های حذف آفلاتوکسینزدایی میکروبی یکی از روشتوکسین زمینه و هدف:
ها به دیواره سلولی خود، میخانواده اسید لاکتیک از طریق جذب سطحی آفلاتوکسین هایسویهاز  برخیدهد نشان میها گزارش

 .Lو  B. animalisهای ثر باشند. در این تحقیق، توانایی باکتریؤآغازگر م نوع کشت عنوان یک به توانند در حذف آنها و

delbrueckii  1در میزان جذب آفلاتوکسینM  شداز شیر بررسی. 

زیرگونه  B. animalis هایاز باکتری لیتربر میلی باکتری سلول 910 و 810حدود بدین منظور،  :کار روش مواد و

های ها با غلظتتلقیح شد. سپس نمونه 1Mفاقد آفلاتوکسین  بدون چربی به شیرزیرگونه بلگاریکوس   L. delbrueckiiلاکتیس و

های شیر مانده در سوپرناتانت نمونهآلوده شدند. غلظت آفلاتوکسین باقی 1Mلیتر آفلاتوکسین نانوگرم بر میلی 75/0و  5/0، 25/0

 HPLCدرجه سلسیوس توسط روش الایزای رقابتی تعیین و نتایج توسط  37و  4ساعت و دماهای  24و  2، 1، 5/0های در زمان

 شد.یید أت

درصد( با  2/5 ±60) B. animalis به ترتیب مربوط به 1M میزان حذف آفلاتوکسین بیشتریننتایج نشان داد  ها:یافته

لیتر و غلظت سلول باکتری بر میلی 910درصد( با غلظت  2/5 ±58) L. delbrueckiiلیتر و سلول باکتری بر میلی 810غلظت 

دقیقه بود. با مقایسه غلظت هر دو باکتری نیز چنین به  30درجه سلسیوس به مدت  37لیتر سم در دمای نانوگرم بر میلی 5/0

درجه  4در دمای L. delbrueckii  درجه سلسیوس و غلظت باکتری 37در دمای  B. animalis نظر رسید که غلظت باکتری

 در عتسا مین یط سم زانیم کاهش در هایباکتر تیقابل که. همچنین، نتایج حاکی از این است اندکردهتر عمل ؤثرمسلسیوس 

 در سم لیترنانوگرم در میلی 5/0 ریمقاد و سلسیوس درجه 4 یدما در سم لیترنانوگرم در میلی 75/0 ریمقاد باشیر  یها نمونه

 5/0لیتر سم نسبت به نانوگرم در میلی 75/0گذشت زمان، شیر آلوده به غلظت ؛ اما با است شتردرجه سلسیوس بی 37 یدما

 لیتر، مقدار حذف آفلاتوکسین بیشتری را نشان داد. نانوگرم در میلی

توانند به عنوان دو پروبیوتیک سودمند در کاهش اثرات مخرب می L. delbrueckiiو  B. animalisگیری: نتیجه

 عمل کنند. 1Mآفلاتوکسین 

 شیر بدون چربی ،B. animalis ، L. delbrueckiiزدایی،پروبیوتیک، سمیت ،1Mآفلاتوکسین کلمات کلیدی: 
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مهمقد
سمی تولیدشده توسط قارچها، متابولیتمایکوتوکسین های 

های ستتاپروفیت در حال توستتط قارچها هستتتند که به طور عمده 

ید می شتتتوند. رشتتتد روی برخی از مواد غذایی و خوراا دام تول

سلامت  سین در مواد غذایی، تهدید بزرگی برای  آلودگی مایکوتوک

تارت  نات و ت (. 1)شتتتود المللی محستتتوب میبینانستتتان، حیوا

 و عمدتا   هستتندها ترین مایکوتوکستینها از خطرنااآفلاتوکستین

 Aspergillusمانند های جنس آستتپرژیلوس گونه توستتط برخی از

flavus Aspergillus parasiicus  وAspergillus nomius تولیتد 

ها ممکن است به طور مستقیم از طریق . آفلاتوکسین(2) شوندمی

بلعیدن محصولات آلوده یا به طور غیرمستقیم توسط مصرف مواد 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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های آلوده، مانند شتتیر و فرآوردهشتتده از مواد اولیه مشتتتقغذایی 

 (. 3لبنی حاصل از دام آلوده وارد بدن انسان شوند )

سمومیتسویه سپرژیلوس به طور معمول دو یا های م زای آ

ت باثها به طور کنند که یکی از آنسه نوع آفلاتوکسین را سنتز می

ست 1Bآفلاتوکسین  ست و در گروه  1B. آفلاتوکسین ا سمی قوی ا

(. هنگامی که گاو شتتتیری، غذای 4زا قرار دارد )ستتترطانترکیبات 

فت می یا به آفلاتوکستتتین در ندآلوده  بد  ،ک این توکستتتین در ک

هیدروکسی  -4به مشتقات  2Bو  1B آفلاتوکسین شود.میمتابولیزه 

نام بدیل و از شتتتیر دفی می 2Mو  1Mهای به  ظت ت ند. غل شتتتو

سین  سبت به آف 1Mآفلاتوک شیر گاو ن سین تولیدی در   2Mلاتوک

 3تا  1(. همچنین، 5) استبیشتر و سمیت آن نیز به مراتب بیشتر 

اولیه موجود در خوراا دام به صتتورت  1B آفلاتوکستتین از درصتتد

سین  شیر تبدیل می 1Mآفلاتوک شود. اگر مواد غذایی آلوده به در 

روز پس از هضم، آفلاتوکسین  3تا  2مصرف شوند،  1Bآفلاتوکسین 

1M  شیر ظاهر سلامت و می شودمیدر  تواند باعث به خطر افتادن 

ها نظیر سرطان، نقص در سیستم ها و انسان و بروز انواع بیماریدام

(. با توجه به 9-6) شتتتودهای جنینی ایمنی بدن و ایتاد ناهنتاری

های لبنی مورد مصرف روزانه اکثریت قریب به که شیر و فرآوردهاین

ها اهمیت وجه به ایمنی و ستتلامت این فرآورده، تاستتتاتفاق مردم 

ها در مقادیر در این فرآورده 1M. حضتتور آفلاتوکستتین داردای ویژه

 آمیز است. مخاطرهکننده از حد استاندارد، برای مصرف بیشتر

گیری میزان انتتدازه ةزمینتتنتتتایج تحقیقتتات مختل  در 

آن است  ةدهندنشاندر شیر مناطق مختل  ایران  1Mآفلاتوکسین 

(. در اغلب کشورها 11 ،10) استکه شیر کمابیش به این سم آلوده 

سختی به منظور محدود سین در کردقوانین  سم آفلاتوک ضور  ن ح

استتت؛ با این وجود  شتتدهمواد غذایی و محصتتولات تتاری و تتی 

 اساس برناپذیر است. حضور چنین سمومی در مواد غذایی اجتناب

آمریکا،  متحده ایالات داروی و غذاسازمان  توسط شدهو ی قوانین

قسمت در بیلیون  5/0شیر  در 1M آفلاتوکسین متاز مقدار حداکثر

(. این مقدار در کشورهای اروپایی کمتر است؛ 12تعیین شده است )

در شتتیر،  1Mآفلاتوکستتین  قبول قابل حداکثر ستتطحبه طوری که 

سمت در بیلیون  05/0 ستق (. در حال حا ر، حداکثر مقدار 13) ا

سین  طعم و دیدهحرارت شیر انواع خام، شیر در 1Mمتاز آفلاتوک

اهمیت  (.14)قسمت در بیلیون تعیین شده است  1/0ایران،  در دار

سو و خطرات بالقوه یک  های لبنی در تغذیه انسان ازشیر و فراورده

از ستتوی مواد غذایی  این در 1Mآفلاتوکستتین  ناشتتی از وجود ستتم

 آشکار توکسین را کردنغیرفعال  برایمناسب  دیگر، نیاز به روشی

ا هش و آگاهی از این مو وع که آفلاتوکسینبا افزایش دانسازد. می

د، خطرآفرین باشن نسان و دامت ابه طور بالقوه برای سلام توانندمی

یا برایتلاش  مل  کا کاهش میزان آفلاتوکستتتین در مواد  حذف 

 (. 9است ) هشدغذایی مضاف 

شتتیمیایی برای  فیزیکی وهای استتتفاده از بستتیاری از روش

مشتتتکلات  ها از مواد غذایی آلوده به دلیلمایکوتوکستتتین حذف

ی اتغذیه از دستتتت رفتن کیفیتمربوط به مباحث ایمنی و امکان 

این ها محدود شتتده استتت. آن زیادمحصتتول، کارایی کم و هزینه 

قاتی گستتتترده  تام تحقی بب ان یل ستتت جایگزینی  به منظوردلا

شیمیایی برای حصولروش های ایمن، کارا روشبه  های فیزیکی و 

های بیولوژیکی استفاده از روشدر این راستا،  است. شدهو مطلوب 

نتایج تحقیقات نشتتان داده (. 15) استتتمناستتب  هایگزینهیکی از 

ست بروز اختلالات مربوط به کاهش  درها شیوهترین یکی از مهم ا

ستفاده ازیا جلوگیری از ورود آن،  سم سید های خانواده باکتری ا ا

های خانواده های باکتریچرا که برخی از سویه ؛(16) استلاکتیک 

ها به دیواره استتید لاکتیک از طریق جذب ستتطحی آفلاتوکستتین

حذف آنها  توانند درمی، پپتیدوگلیکان( و پروتئین )عمدتا ستتلولی 

نوان عها به سویی دیگر برخی از این میکروارگانیسماز ر باشند. مؤث

شده پروبیوتیک غذایی محصول  سبب افزایش ارزشو  اندشناخته 

 (.18 ،17) شوندمی

 سویهشده، دو شناخته پروبیوتیک هایمیکروارگانیسم بین در

Lactobacillus و Bifidobacterium ،هایگونه ترینمعمول 

انتخاب  و هستند پروبیوتیک محصولات در زمینه تولید باکتریایی

به غذایی مواد در موجود هایآفلاتوکسین کاهش برای یبسیار خوب

 زیرگونهB. animalis  (. باکتری19آیند )می شمار به شیر خصوص

هایی دارای ویژگی و زاغیربیماری مثبت، گرم باکتری یک ،لاکتیس

از طرفی این  .استغذا  مزه و طعم ظاهر، درتأثیرنگذاشتن چون 

 در فرآورده زنده و نهایی، تا زمان مصرف محصول تواندمیباکتری 

بلگاریکوس، یک  زیرگونه L. delbrueckii . باکتری(20) بماند باقی

 هایویژگی علت به که استزا بیماری غیر مثبت و باکتری گرم

مهم. (21) دارد کاربرد ایمنی سیستم کارکرد بهبود زدایی وسمیت

موجب  توانندوسیله آن می ها بهباکتریاین  هایی کهترین مکانیسم

 و ، تولید اسیدهای آلی، پراکسیدهاشوند ت انسانارتقای سلام

برای  ایزای رودهمضر و بیماری هایباکتریوسیدها و رقابت با باکتری

 (.22) استروی موکوس های اتصال تصاحب جایگاه

، سعی بر آن شد ذکرشدهمطالب  به توجه پژوهش، بادر این 

بر کاهش  Bifidobacterium و Lactobacillus ةسویکه اثر دو 

 زانیم از ثرأمت in vitro طیشرا دراز شیر  1Mآفلاتوکسین میزان سم 

 . شود ارزیابی زمان و دما سم، ی وباکتر غلظت
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 هامواد و روش
 میکروبی سوسپانسیونسازی آماده و هاتهیه میکروارگانیسم

 زیرگونهB. animalis  شامل شدهاستفاده هایممیکروارگانیس

نه L. delbrueckii ( وPTCC 1736)لاکتیس  گاریکوس زیرگو  بل

(PTCC 1737از ) صتتنعتی  هایمیکروارگانیستتم کلکستتیون مرکز

سیون میکروبی، شدند. برای آماده خریداری ایران سپان سو سازی 

 MRS محیط کشتتت در شتتده لیوفیلی هایمیکروارگانیستتمابتدا 

broth (Sigma Aldrich) 72 مدت به سلسیوس درجه37  دمای در 

 فاز که زمانی شدند تا تکثیر و فعال هوازیبی شرایط تحت ساعت

های مذکور کشتتتت .دم( به دستتتت آcfu log/ml 9و  8لگاریتمی )

سط دقیقه،  10مدت  دور در دقیقه به 3500سانتریفیوژ با دور  تو

ستفاده با سفات بافر محلول از ا ست (Sinagene, Iran) ف شو وش

 دستگاه باها غلظت باکتری .شدو رسوب میکروبی جداسازی شدند 

سپکتروفتومتر  در( Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech Inc) ا

 )در 3فارلند  مک استتتتاندارد نانومتر مطابق محلول 600موج طول

 شتتتدتنظیم  بود( cfu/ml 910زنده  هایباکتری دتعدا کدورت این

ستفاده از بخار مرده هایسلول .(23)  1 مدت به درجه 100 نیز با ا

ستفاده  910 رقت از نیز 810 رقت تهیه برای .شدند تهیه ساعت ا

 (.24سازی صورت گرفت )رقیق 1:10نسبت  و بهشد 

 سازی شیرآماده

 .Lو  B. animalis از ستتتلول 910 و 810 هایرقتبرای تهیه 

delbrueckii هایلیتر شیر بدون چربی، از آزمونمیلی در HPLC و 

ELISA از  گرم 50 متموع حدود در تکرار هر استتتفاده شتتد. برای

 حتم به مقطر آب با( Merck, Germanyشتتیر بدون چربی )پودر 

سید،  لیترمیلی 500 حل  و مخلوط کاملا  دقیقه 5 مدت به سپسر

عد برای  .شتتتتد له ب قه در دور  10در مرح قه  3500دقی در دقی

به  ، ELISA و HPLC آزمون در سم غلظت هر برای .شد سانترفیوژ

شتتتده تلقیحشتتتیر  از لیتریمیل 20لیتر و میلی 176حدود  ترتیب

 (.25) شد استفاده

 1M آفلاتوکسین محلول تهیه

یدشتتتده 1M آفلاتوکستتتن  Aspergillus flavus (10 از تول

ستونیتریل( از شرکت میکروگرم بر میلی ستاندارد در ا لیتر محلول ا

خریداری شتتد. پس از تعیین مقدار به  (Sigma-Aldrich) ستتیگما

 100 ، غلظت(Ultrospec 2000وستیله دستتگاه استپکتوفتومتری )

آماده  75:25 نسبت به لیتر آن در آب و استونیتریلبر میلی نانوگرم

سین محلول شیر نیز، هاینمونه کردنآلوده منظور به شد.  آفلاتوک

1M شد لیترلیمی بر نانوگرم 75/0 و 5/0 25/0های غلظت با  .تهیه 

له ELISA ، 192آزمون در ندروف لو  ستتتم غلظت ستتته برای اپ

 هایزمان در (لیترمیلی بر نانوگرم 75/0و  5/0، 25/0های )غلظت

 برای اپندروف لوله HPLC ،96آزمون  در وساعت  24و  2، 1، 5/0

های ( در زمانلیتریبر میل نانوگرم 75/0و  5/0) ستتتم غلظت دو

 (.25استفاده شد )ساعت  2و  1 ،5/0

 باکتری تلقیح و 1M آفلاتوکسینشیر به  آلودگی

دور  شتتیر با میکروبی در ستتوستتپانستتیون لیترمیلی 1ابتدا 

سانترفیوژ 10دور در دقیقه به مدت  3500  رویی . ماییشد دقیقه 

استتتریل  مقطر آب با بار دو لوله ته در مانده رستتوب و ریخته دور

رسوب به استریل مقطر آب لیترمیلی 1. در مرحله بعد، شد شسته

شیر آلودهمیلی 9به درنهایت  و شد ا افه ها سین به لیتر   آفلاتوک

 37 و 4 دماهای در آن از . پسشدورتکس  ثانیه 30 مدت به و ا افه

سیوس درجه  .شد ت انکوبهساع 24 و 2 ،1 ،5/0های زمان و سل

له تددا  هالو مدت  3500دور  با م به  قه  قه  10دور در دقی دقی

استتتفاده شتتد  آفلاتوکستتین آنالیز آن برای رویی و مایی انترفیوژستت

(26.) 

 (Spike) کردن نمونهآلوده

و  700، 500 رمقادی ترتیب به، شیر نمونه از لیترمیلی 5/0به 

1000 ppt ستاندارد از شتق از پس و شد ا افه( stock)ذخیره  ا م

 75/0و  5/0، 25/0های ( با غلظتSpike) آلوده هاینمونه ستتازی،

مد. از دستتتتت بهلیتر نانوگرم بر میلی نه آ  در آلوده هاینمو

 .شد استفاده دقت و صحت تعیین روش، معتبرسازی

 الایزا روش

یداری کیت  شتتترکت ستتتاخت آزمون، این در شتتتدهخر

سیما  کاررفتهبه و روش (Euro Proxima, Netherlands) یوروپروک

در این تحقیق از میکرو . (27بود ) مستتتتقیم رقابتی آزمون پایه بر

ستفاده شد که بهخانه 96پلیت   چاهک در ردی  اول از ترتیب ای ا

A چاهک از و منفی نمونه کنترل B تا H از  های مختل غلظت

شتد. در ردی   منتقل میکرولیتر 100 مقدار به مثبت نمونه کنترل

های مورد آزمایش به میزان های میکروپلیت، نمونهدوم از چاهک

شدند. نمونه 100  دمای در ساعت 1 مدت ها بهمیکرولیتر منتقل 

سه بار شدنداتاق انکوبه  سپس محلول داخل میکروپلیت تخلیه و   .

شد. میکروپلیتوشوشستبا مایی  شسته   کانت شدتبه ی کیت، 

میکرولیتر  100 نمانده باشتتد. ستتپس آن در مایعی تا شتتد داده

. شد اتاق انکوبه دمای در دقیقه 30 و به مدت ا افه کونژوگه به آن

 شد. داده وشوشست بار سه و تخلیه داخل میکروپلیت مایی متددا 

سترا میکرولیتر 100ها چاهک همه سپس به شد و به  سوب ا افه 

 هاچاهک همه به و قرار گرفت تاریک اتاق در یک ساعت مدت نیم
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. شتتتد ا تتتافه بازدارنده محلول میکرولیتر 100 زمان، این از بعد

نانومتری دستتتتگاه الایزا  450 فیلتر با هادرنهایت عدد جذب آن

(Model EL × 808; Bio Tek USA) (. 29 ،28شد ) خوانده 

 HPLC روش

 ,HPLC (Breeze Seprations Module; Watersاز دستگاه 

USAسوئیچی دریچه و یک حلال دوتایی های( که متهز به پمپ 

اندازه برایبود، استتتفاده شتتد.  معکوس فاز هایستتتون متصتتل به

 از رویی، متتایی در متتانتتدهبتتاقی 1M آفلاتوکستتتین میزان گیری

با  ایمونوافینیتی هایستتتتون مدت  7000) به  قه   10دور در دقی

ستفادهدقیقه(  ساگر به که شد ا سنس شنا  Breezeخودکار ) فلور

 نانومتر با 465و  365 نشتتر و های برانگیختگیموج طول با (417

( Performance RP-18Cmade of monolithicsilicaمعکوس ) فاز

 Merck Preformance RP-18C,102129ستتتتتتون ) حتفتتا  و

endcapped guardcolumnافزار نرم با مربوطه (، متهز بود. غلظت 

Empower آب شتتتامل ستتته بخش متحرا فاز .شتتتد محاستتتبه /

 1جریانی  ستتترعت با( V/ V/ V60:20:20) متانول/ استتتتونیتریل

لی ی یقتته وم ق بر د تر  ی یق  ل تزر لی 150حتم  ی بود. م تری  ی ل

 و لیتر بر دقیقهمیلی 5/0 ستتترعت با یک گراف در هاکروماتوگرام

یک  عرض یت درصتتتد ذخیره 4/0پ ها هایی شتتتد. درن  حذف ن

 باکتری به که آفلاتوکسینی درصد .(30شد )سنتیده  آفلاتوکسین

 :شد( محاسبه 2، 31طریق معادله زیر ) از باند شد
 

1 −
  𝐴𝐹𝑀1 پیک نمونه  

 𝐴𝐹𝑀1 پیک کنترل سم 
× 100= AFMصد()در 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

های گروه از بررستتی فرض برابری اختلاف واریانس به منظور

شتتتتد. همچنین، بتته دلیتتل آزمون کرویتتت متتاچلی استتتتفتتاده 

یت در بخش ندارمعنی ماچلی، از آزمون فرض کرو شتتتدن آزمون 

به عنوان آزموندرونهای آزمون های اصتتتلاحی آزمون گروهی 

 ماچلی استفاده شد. 

 ها یافته
تا  6/83 آمتده بتیندستتبهمحدوده بازیافت در این مطالعه، 

درصتتد بود  8/2تا  9/0بین  و انحراف معیار نستتبیدرصتتد  8/87

 (.1)جدول 
 

 (Recovery) افتیباز اساس بر روش صحت یابیارز جینتا. 1جدول 

درصد انحراف معیار 

 نسبی بازیافت

 ±میانگین درصد بازیافت 

 انحراف معیار

 آمدهدستبههای آلوده نمونه

 لیتر()نانوگرم بر میلی

 ppt(/Spike) آلوده هاینمونه

1/1 9/0±7/83 25/0 500 

8/2 4/2±8/87 5/0 700 

9/0 8/0±6/85 75/0 1000 

 

تایج مدهدستتتتبه ن عه با 1در نمودار روش الایزا  از آ  مطال

 .B باکتری 910 ای نشتتتان داد رقتحاشتتتیه هایمیانگین برآورد

animalis آفلاتوکستتین ستتم حذف میزان بیشتتترین،  30دقیقه در 

میزان  در ستتتاعت، 24 را نشتتتان داد و اثر آن پس از( 00/2±52)

 در L. delbruckii باکتری صتتورتی که . درشتتدتثبیت  00/2±50

 ستتم آفلاتوکستتین حذف میزان بیشتتترین 60 دقیقه در 910 رقت

در ستتاعت  24را نشتتان داد و اثر آن پس از گذشتتت  (00/2±52)

  .تثبیت شد 45±00/2 میزان

شیه هایمیانگین برآورد مطالعه با  غلظت متقابل اثرات ایحا

شخص1)نمودار  سم، دما، زمان   سم غلظت با آلوده شیر شد ( م

سلسیوس،  درجه 4 با دمای 30در دقیقه  لیترمیلی در نانوگرم 75/0

شترین سین سم حذف میزان بی شان داد.  را (56±00/3) آفلاتوک ن

سیوس درجه 37 دمای در که صورتی در سم، سل  با همین غلظت 

سین در مقدار  سم آفلاتوک صد حذف  شترین در طی  51±00/3بی

درجه  37دیده شتتتد. همچنین، در دمای ستتتاعت  24گذشتتتت 

یر شتت در نیآفلاتوکستت حذف شیافزا زانیم بیشتتترین، ستتلستتیوس

ظت با ستتتم بهآلوده   30 قهیدق در تریلیلیم در گرم نانو 5/0 غل

 75/0 با غلظت سم به آلوده ریشساعت،  24اما طی  ؛مشاهده شد

 حتتذف زانیم ،تریلیلیم در نتتانوگرم 5/0 بتته نستتتبتتتم نتتانوگر

 را نشان داد.  یشتریب نیفلاتوکسآ
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  L. delbruckiiو B. animalis  هایزمان باکتری×تعداد×نوع متقابل اثر ایحاشیه میانگین برآورد. 1نمودار 

 درجه سلسیوس 37و  4زمان در دماهای ×دما×سم غلظت متقابل ای اثرحاشیه هایمیانگین و برآورد

 

 اثرات ایحاشیه هایمیانگین برآورد مطالعه از سویی دیگر، با

مقایستته  و (2)نمودار  زماندما،  باکتری، باکتری، تعداد نوع متقابل

شد که (زمان ،باکتری تعداد، باکتری نوع) 1نمودار  با آن شاهده   م

 درجه  4دمای و 910 رقت با 30در دقیقه  B. animalisباکتری 

 را (54±00/3) آفلاتوکسین سم حذف درصدبیشترین  ،سلسیوس
شان صد 2 سم، حذف میزان این که می دهد ن شتر در  حالت از بی

شابه زمان در هاداده سنتش در دمانکردن دخالت  با سپس بود، م

  و 49±00/3 به ترتیب به 120 و 60 دقیقه در ملایم کاهشتتتی
صد 00/3±44 شت  در سید. با گذ صد 24ر سم ساعت، در  حذف 

. شتتد تثبیت 50±00/3میزان در افزایش، درصتتد 6با  آفلاتوکستتین

شتترایط مشتتابه، بیشتتترین میزان  در L. delbruckii باکتری برای

درصد  51±00/3در مقادیر ترتیب به آفلاتوکسین سم درصد کاهش

درصتتد  47±00/3، 60درصتتد در دقیقه  52±00/3، 30در دقیقه 

 شد. ساعت ثبت 24طی گذشت  درصد 45±00/3و 120در دقیقه 
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  L. delbruckiiو B. animalis زمان×دما×باکتری غلظت×باکتری نوع متقابل اثر ایحاشیه میانگین برآورد. 2نمودار 

 

 
  L. delbruckii و B. animalis زمان×باکتری حیات×باکتری تعداد×باکتری نوع متقابل ای اثرحاشیه هایمیانگین برآورد. 3نمودار 

 

 حیات، تعداد باکتریباکتری،  نوع متقابل اثرات در بررستتی

شد که (3باکتری و زمان )نمودار  شاهده  شترین م  حذف میزان بی

 در B. animalis باکتری زنده 910 آفلاتوکسین مربوط به رقت سم

 .است 60 دقیقه در L. delbruckii و در باکتری زنده 30 دقیقه

 اثر ایحاشیه میانگین برآورد مطالعه، با HPLCدر آزمون 

 ( مشخصa-4 )نمودار زمانا و باکتری، دم تعداد باکتری، نوع متقابل

  37دمای در 810 رقت با 30در دقیقه  B. animalisباکتری  شد

نشان داد  را آفلاتوکسین سم حدف میزانبیشترین  سلسیوس درجه

به  60دقیقه در درصدی 11 شدید کاهش با میزان این( و 6/3±57)

  8 یک افزایش با 120دقیقه اما با گذشت زمان در؛ رسید 5/3±46

 L. delbruckii همچنین، باکتری شد. تثبیت 54±6/3 در درصدی

 سم حذف میزان بیشترین ،سلسیوس درجه  4 دمای و 910 رقت در

ترتیب  به آن مقداردقیقه  120و  60، 30 زمان در که نشان داد را

 ثبت شد.  درصد 46±6/3و  51±5/3، 55±6/3 در حدود

باکتری،  تعداد غلظت سم، متقابل اثر ایحاشیه میانگین برآورد

 درصدبیشترین ( نیز نشان داد b-4 )نمودار زمانو  باکتریحیات 

 زنده باکتری 910 رقت توسط 60دقیقه  در آفلاتوکسین سم حذف

(؛ که این 59±5/3) استلیتر میلی در نانوگرم 75/0 و غلظت سم

رسید.  53±5/3به  درصدی 6 کاهش با 120میزان در دقیقه 

 ،شدهبررسی باکتری ةگون دو از هریک گرفتن نظر در بنابراین، بدون

 مرده و زنده، بیشترین هایباکتری بین در که رسدمی نظر به چنین

 910رقت  در لیتر ومیلی در نانوگرم 75/0 غلظت در سم حذف میزان

دقیقه  60های مرده( و طی اول )برای باکتری دقیقه 30 باکتری در

 های زنده( صورت گرفته است.)برای باکتری
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 اثر ایحاشیه هایمیانگین برآورد؛ L. delbruckii (a)و B. animalis زمان×دما×باکتری تعداد×باکتری نوع متقابل اثر ایحاشیه هایمیانگین آورد. بر4نمودار 

 (b) زمان×باکتری حیات×باکتری تعداد×سم غلظت متقابل

 
 L. delbruckii (b)؛ B. animalis (a) زمان×دما×سم غلظت×باکتری تعداد×باکتری نوع متقابل ای اثرحاشیه هایمیانگین . برآورد5نمودار 

 

 با B. animalisنشان داد باکتری  5نتایج حاصل از نمودار 

در دقیقه  لیتر،میلی نانوگرم در 5/0غلظت  با سم محیط و 810 رقت

 سم حذف میزانبیشترین سلسیوس،  درجه 37 و دمای 30

شدید  کاهش با 60(، که در دقیقه 60±2/5) را دارد آفلاتوکسین
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 قابل افزایش با 120در دقیقه  رسید. سپس 49±9/4 به درصدی 11

 میانگین .شد درصد تثبیت 57±1/5در میزان  درصدی 8 توجه

(. a-5بود )نمودار  3/55±6/5معادل  تحقیق دوره طی حذف درصد

آفلاتوکسین  سم حذف کاهشبیشترین  نیز b-5اساس نمودار بر 

1M باکتری  توسطL. delbruckii  5/0و غلظت سم  910با رقت 

درجه سلسیوس  37و دمای  30لیتر در دقیقه میلی در نانوگرم

 درصد(. 58±2/5مشاهده شد )

 گیریو نتیجه بحث
 .L باکتری داد الایزا نشتتتان روش تحقیق حا تتتر به نتایج

delbruecii  1 آفلاتوکسین سمقادر استM شیر محیط در موجود 

سیوسدرجه  37و  4دمای  عامل دو گرفتن نظر در بدون را و  سل

باکتری  810و  910 رقت دو گرفتن نظر در بدون HPLC در روش

 به توجه باکند. مذکور، به طور قابل توجهی حذف  دماهای یا و

 شیر توزیی و نگهداری در سلسیوس درجه 4 استفاده از دمای اینکه

 HPLC روش به 1M آفلاتوکسین حذف بررسی دارد، فراوانی کاربرد

شان سم و در دمای  تأثیرتحت  L. delbruecii باکتری داد ن غلظت 

 .B باکترینستتبت به  بیشتتتریدرجه ستتلستتیوس توانمندی  4

animalis 1حذف آفلاتوکستتین  برایM  .در روش الایزا داردBovo 

کاران ند نشتتتتان( 32) (2013) و هم مای در داد جه 37 د  در

سیوس L. delbruecii (7/9±54/33 )های باکتری بین ، تفاوتیسل

 در 1M آفلاتوکسین سم به اتصال در B. animalis  (01/4±5/32)و

ست قادرB.animalis (31/3±75/35 ) صرفا  و ندارد وجود شیر  ا

 L. delbruecii باکتری از بیش ستتتلستتتیوس درجه 4 دمای در
 شود.  1M آفلاتوکسین (، منتر به حذف26/5±51/13)

Corassin ند نیز گزارش ( 2) (2013) و همکاران قدرت داد

در  L.delbrueciiو  B.animalisبه کمک  1M حذف آفلاتوکستتتین

 7/11±4/4و  5/11±3/2 ترتیب به شتتتیر ازدقیقه  60و  30زمان 

ته این که استتتتت درصتتتتد حذف الب مک مخمر  میزان  با ک

Saccharomyces cerevisiae  شابه به هایزمان درو  3/90±3/0 م

تایج آن درصتتتد 7/92±7/0و  بد. در واقی ن یا ند افزایش  ها می توا

شان باکتری به  تعداد سم و غلظت محیطی نظیر دما، عوامل داد ن

 HPLCگیریاندازه روش دیگر، طرفی از .دارند بیشتری تأثیر مراتب

 روش الایزا نشان به نسبت را سم کاهش از یشتریب حتم درصد ،

 ستتتم کاهشدر  B. animalis باکتری گذاریداد. در واقی اثر

سین شت محیط از آفلاتوک  اول، بلکه دقیقه 30 طی تنهانه آلوده ک

، کارایی L. delbrueciiنیز نستتبت به باکتری  دقیقه 120 در زمان

شته شتری دا ست. بی  910از    .animalisBباکتری رقت کاهش با ا

 ستتتم کاهش در B. animalis باکتری ، توانمندیcfu/ml 810به 

 همچنین، با .یافت افزایش آلوده کشتتتت محیط از آفلاتوکستتتین

 در باکتری توانمندی ،ستتلستتیوس درجه 37 به 4 از دما افزایش

 یافت. افزایشنیز  آلوده کشت محیط از آفلاتوکسین سم کاهش

بر  نانوگرم 5/0 به 75/0 از آفلاتوکستتین ستتم غلظت کاهش با

 ستتم کاهش در B. animalisباکتری  توانمندی در شتتیر، لیترمیلی

 (33) (2001) و همکاران Haskard. یابدمی افزایش 1M آفلاتوکسین

 دیواره) باکتری نوع به شتتتدیدا  آفلاتوکستتتین حذف کردندگزارش 

ستگی دارد تعداد و( سلولی پاکت و سلولی  مختل  هایگونه و آن ب

شان را مختلفی هایویژگی ،مرده زنده و صورت بهتوانند می دهند؛  ن

 بیشتتتری توانمندی ها،گونه اغلب های مرده دربه طوری که باکتری

در روش ما  نتایج خلاف ویژگی بر دارند که این آفلاتوکسین حذف در

HPLC بود. El-Nezami دادندگزارش ( نیز 34) (1998) و همکاران 

سبت مثبت گرم هایباکتری شتری  اثر منفی گرم هایباکتری به ن بی

بر روی مولکول  همچنین آنها دریافتند .دارندآفلاتوکستتین  در حذف

سین سیل گروه یک 1M آفلاتوک  باعث که وجود دارد ا افه هیدروک

 تواندمی گاهی وشود می محلول در بیشتر حلالیت و افزایش قطبیت

شکل دقت با هاییروش در  دلایل از یکی شایدایتاد کند.  کمتر، م

 HPLCروش  به الایزا نستتبت روشبا  گیریاندازه مقادیر کمتربودن

  .باشد مو وع همین

سین حذف شمارش دقت در این مطالعه، میزان  در آفلاتوک

سبت روش  تواندمی مو وع بود. این کمتر HPLC روش به الایزا ن

باشد  سلول باکتری دیواره از سطحی در اتصال آفلاتوکسین از ناشی

یا اینکه مقدار کمی از آن به دیواره سلولی باکتری نفوذ کرده باشد 

سایی قابل که سط شنا ست بادیآنتی تو -Serrano. (35) نبوده ا

Nino 1 آفلاتوکستتین حذف نیز میزان( 36) (2013) و همکارانM 

، سلسیوس درجه 37 دمای در B. bifidum باکتری توسطرا  شیر از

سه با تحقیق حا ر  6/2±17/45 صد گزارش کردند که در مقای در

به  B. animalis  باکتری حذف سم توسط میزان ازبه مراتب کمتر 

 .L باکتریاما از حذف توسط  ،بود (درصد 2/5±60) HPLCروش 

delbruecii (2/5±55  ،بیشتر بود. در مطالعه حیات باکتری )درصد

Elsanhoty ستتم  تأثیردرصتتد  دریافتند (62) (2014) و همکاران

سین  سط باکتری مرده 1Mآفلاتوک  L. delbruecii (27/0±9/41تو

 درصد( است.4/15±89/0) درصد( به مراتب بیشتر از باکتری زنده

Bovo درصد بیشترین دادند گزارش( نیز 32) (2013) و همکاران 

سین حذف ستمواجهه  ساعت از 24 از پس شیر از 1M آفلاتوک ، ا

ة مردباکتری زنده و  بین( P-Value>0.05) داریمعنی اختلاف اما

L. delbruecii  عه طال نداشتتتت. در م هاوجود   .Bةمردباکتری  آن
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animalis 1 آفلاتوکسین حذف میزان درM (85/3±84/35 )درصد 

 62/23±13/4) حالت زنده نستتتبت به بیشتتتتری تأثیر مراتب به

صد( شت در سبت به مقادیر که دا سین حذف مقادیر آن ن  آفلاتوک

1M  حا تتتردر عه کمتر بود. تحقیق  طال ای دیگر توستتتط در م

Sarimehmetoğlu  وKüplülü (2004 )(37 و )Kabak  وVar 

 حذف درصتتد مقدار( مشتتاهده شتتد که به ترتیب 38)( 2008)

 4 از بعد  L. delbrueciiباکتری زنده توسط شیر از 1Mآفلاتوکسین 

 22/10و  درصتتد 42/29 ،ستتلستتیوس درجه 37 دمای در ستتاعت

ا الایزبه روش ها با نتایج تحقیق حا تتر درصتتد استتت که تفاوت آن

بر  L. delbrueciiباکتری  910 رقت در ستتاعت 24 گذشتتت از پس

 قابل تامل بود.  لیتر،میلی

در رابطه با مقدار حذف ستتم، بدون درنظرگرفتن نوع باکتری 

هده می،  HPLCبا روش  49±6/3کمترین )که  کردتوان مشتتتتا

مقدار مهار ستتم در غلظت ( درصتتد 59±5/3درصتتد( و بیشتتترین )

زنده طی  باکتری 910 توستتط رقت لیتریمیل ستتم بر نانوگرم 75/0

شرایط  60و  30های زمان ست. این مقادیر در  دقیقه اتفاق افتاده ا

درصد ثبت  54±6/3و  46±5/3مشابه برای باکتری مرده به ترتیب 

 زنده در هایباکتری نشتتان داد تواناییدر حقیقت  نتایج اینشتتد. 

ولی  ،است زمان بیشتر شده افزایش با 1M آفلاتوکسین سم کاهش

 خواهد کاهش زمان گذشتتتت با مرده، هایباکتری این توانایی در

 حداقل( نیز گزارش کردند 39) (2007) و همکاران Buenoیافت. 

نده باکتری غلظت  ازدرصتتتد  50 حذف برای L.acidophilus ز

لیتر ستتلول باکتری بر میلی 2×910مایی،  محیط در آفلاتوکستتین

 تعداد باکتری ≥2 آفلاتوکستتین، حذف مقدار برای که این استتت

B.animalis باکتری  وL.delbruecii ست. بنابراین  تحقیق این در ا

 1×810رقت  در استتت قادر HPLC روشدر  B. animalis باکتری

صد 50باکتری، بیش از  سین سم از در  طی شیر در را 1M آفلاتوک

 این، دقیقه 120 طی ودرصتتتد(  60±2/5) حذف اولدقیقه  30

صد 57±1/5 به را مقدار ×  810و  1× 910های کاهش دهد. رقت در

صد 50 از بیش حذف برای نیز L. delbruecii باکتری 1 سم در  از 

 .لازم است دقیقه 60و  30 هایبه ترتیب در زمان 1M آفلاتوکسین

تایج  با ن حا تتتر  تایج تحقیق   Küplülüو  Sarimehmetoğluن

قت داشتتتت37) (2004) طاب تایج ،( م با ن ما  و  Serrano-Nino ا

شت.( 36)( 2013)همکاران  سویی دیگر،  مطابقت ندا  روش دراز 

شخص شترین شد الایزا م درجه  4در دمای  سم کاهش مقدار بی

دقیقه  30طی لیتر یمیل نانوگرم بر 75/0و در غلظت  ستتلستتیوس

درصتتتد(.  56 ±3) استتتتنوع باکتری  گرفتن نظر در بدون اول و

Adibpour شخص کردند 40) (2016) و همکاران  acidophilus( م

L. ست، اول تولید ساعت 24 طی ست قادر ما صد  90 از بیش ا در

 با که ،دهد کاهش سلسیوس درجه 4 دمای در را 1Mآفلاتوکسین 

آفلاتوکستتین  حذف اینکه بیشتتترینمبنی بر  حا تتر تحقیق نتیته

1M به روش ELISA  سیوس  4در دمای سل اتفاق می افتد، درجه 

 عملکرد رسدمی به نظر باکتری نیز دو مقایسه هر از .دارد مشابهت

 .L درجه ستتلستتیوس و باکتری 37در دمای  B. animalis باکتری

delbruecii استتت. بهتر بوده ،ستتلستتیوس درجه 4 دمای در El-

Nezami حذف برای اپتیمم نیز دمای (34) (1998) و همکاران 

کردند. همچنین،  گزارشستتلستتیوس  درجه 37 آفلاتوکستتین را

Elgerbi های اسید باکتری تأثیربا بررسی ( 41) (2006) و همکاران

به را  سلسیوسدرجه  37 دمای، 1M آفلاتوکسین حذف لاکتیک در

 . کردندعنوان دمای بهتر معرفی 

شی بالقوه طراتخ توجه به با سین با آلودگی از نا  1M آفلاتوک

 زمینه در مطالعات مختلفی جهان، کشتتورهای ستتایر و ایران در

 اما ،است شده انتام کاهش مقدار آفلاتوکسین یا و حذف چگونگی

طه در کمی هایپژوهش  حذف بیولوژیکی هایروش تأثیر با راب

وجود دارد. بنابراین در مطالعه حا تتر با بررستتی  1Mآفلاتوکستتین 

که  شتتودمی الایزا چنین استتتنباط و  HPLCگیریاندازه روش دو

 L. delbrueciiباکتری  910و رقت  B. animalisباکتری  810رقت 

 دقیقه در، لیترمیلی بر نانوگرم 5/0 غلظت با سم شیر آغشته به در

 میزان توانایی را در بیشتتترین، ستتلستتیوس درجه 37 دمایو  30

 120 به دقیقه 30 از زمان افزایش با .دارند آفلاتوکسین سم حذف

 کاستتته آفلاتوکستتین ستتم ها در کاهشاز توانایی باکتری دقیقه،

شد که دمای روایناز شود. می شاهده  سیوس درجه 37 م  در سل

درجه  4 دمای به نستتبت شتتیر موجود در 1M آفلاتوکستتین حذف

 ستتم ، مقدار حذفHPLCدر روش  اما ،استتت ترمؤثر ستتلستتیوس

 .Lباکتری  910رقت  توستتط شتتیر در موجود  1Mآفلاتوکستتین

delbruecii  الایزادر روش  درجه سلسیوس بیشتر بود. 4در دمای، 

که  گرفت تهینت توانیم واقی دربود.  مؤثرهر دو باکتری  910رقت 

ستفاده  B. animalis و L. delbrueckii کیوتیپروب یهایباکتر از ا
 .بود خواهد مؤثر اریبسشیر  زا 1M نیآفلاتوکس یکیولوژیب جذب در

 

 سپاسگزاری
گان بر خود لازم می ند کاران گرامی نویستتت که از هم ند  دان

شگاه سازمان غذاآزمای سلامی  و های  شگاه آزاد ا شور و دان داروی ک

 واحد علوم و تحقیقات تهران کمال تشکر را داشته باشند. 
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