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 چکیده

اند. ای یافتهایمنی مواد غذایی اهمیت ویژههای نوین مانند پلاسمای سرد امروزه برای بهبود ویژه آنزیم لاکاز و فناوریها بهآنزیم سابقه و هدف:

شود، حذف کنند. های آن تولید میوردهراهایی مانند سیب و فها در میوهها قادرند سموم مضر مانند پاتولین را که عمدتاً توسط قارچاین روش

مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است. هدف این های حسی ماده غذایی، استفاده از این رویکردها به دلیل اثرگذاری قابل توجه و حفظ ویژگی

 .استبر کاهش میزان پاتولین در آب سیب  انریزلایه با ستون ترکیبی آنزیم لاکاز و فناوری پلاسمای سردتکی و پژوهش بررسی اثر 

آنزیم لاکاز  .شدند اسپایکپاتولین  کیلوگرم میکروگرم بر 11ساز و واقعی آب سیب با غلظت های شبیهدر این مطالعه، نمونه ها:مواد و روش

اتمسفریی  گردید. سپس تاثیر پلاسمای سرد زدایی ارزیابیساعت انجام شد و میزان سم 48و  24، 16، 8های گذاری در زمانانکوبهافزوده شد و 

با مایع  با دستگاه کروماتوگرافیشناسایی سم پاتولین بررسی شد. لاکاز با آنزیم  ناوری نو ظهورو عملکرد ترکیبی این ف با ستون لایه ریزان

  ت.انجام پذیرف STATA افزار آمارینرمبا و تجزیه و تحلیل نتایج شکارساز فرابنفش آ

 لاکاز یمآنز اثر توامان بررسی (p<0.05).شود می اولیه اتپاتولین از همان لحظسم ها نشان داد که آنزیم لاکاز موجب کاهش موثر یافته :هايافته

. این استدرصدی سم در زمان کمتر نسبت به تیمارهای منفرد  ۰1کاهش حدود زدایی این دو فناوری و حاکی از تقویت اثر سمو پلاسمای سرد 

 .نتایج گویای اثربخشی بالای روش ترکیبی و پتانسیل عملی آن برای بهبود ایمنی آب سیب است

شود به طور منفرد یا همزمان، روشی موثر و امیدبخش برای تخریب پاتولین در آب سیب محسوب میپلاسمای سرد و آنزیم لاکاز،  گیري: نتیجه

 رد.تواند جهت ارتقا ایمنی و کیفیت محصول مورد توجه قرار گیو می

 لایه ریزان با ستون اتمسفری دهای نوین، آنزیم لاکاز، پلاسمای سرفناوریپاتولین، مایکوتوکسین،  واژگان كلیدي:
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 های اصلیپیام

 نزیم لاکاز یک آنزیم قارچی است که پتانسیل بالایی در افزایش ایمنی مواد غذایی دارد.آ 

 .آنزیم لاکاز توانایی کاهش و حذف پاتولین را در آب سیب دارد 

 عنوان یک روش غیرحرارتی و ارزان توانایی حذف پاتولین را دارد. پلاسمای سرد به 

 آنزیم لاکاز در آب سیب اثر هم افزایی در کاهش پاتولین در آب سیب دارد اعمال همزمان پلاسمای سرد و. 

  مقدمه 

های ثانویه قارچی با وزن ها، متابولیتمایکوتوکسین

دالتون( هستند که ترکیب  711مولکولی پایین )در حدود 

ین ترمهمیکی از  آثار فیزیولوژیک متفاوتی دارند وشیمیایی و 

. (1)شوند ی اخیر محسوب میهاسالمعضلات ایمنی غذا در 

که نوع مایکوتوکسین شناسایی شده است 411امروزه بیش از 

ترین سموم قارچی در غذای انسان یعشاها شش گروه از بین آن

، اهو خوراک حیوانات هستند و به ترتیب شامل آفلاتوکسین

ها ن، پاتولین و تریکوتسها، زیرالنون، فومونیسینهااکراتوکسین

ماده حاصل از فعالیت  . در این میان پاتولین(3, 2)باشند می

با فرمول شیمیایی  هامتابولیت سمی آن یاهـا و از کپک رخیب

4O6H7C علمی  و نام-c]pyran-furo[3,2-H-4-hydroxy-4

2[6H]-one پاتولین  .(4)باشد می(α, β-unsaturated-ᵞ-

lactone)  سفید رنگ، با در حالت خالص یک ماده کریستالی

دالتون است.  154و وزن مولکولی  C 111-111°نقطه ذوب 

این سم قارچی مقاوم به حرارت و اسید بوده ولی در محیط 

همچنین در متـانول، اتـانول و آب محلـول قلیایی ناپایدار است. 

 (6, 5) اسـت

پاتولین یک متابولیت ثانویه میکروبی است که توسط حداقل 

، اکسپانسومسیلیوم پنی ای مختلف از جملهقارچ رشته 61

ود. این شتولید می آسپرژیلوس کلاواتوسو  سیلیوم کلاوومپنی

ها مانند سیب، گلابی، انگور، مایکوتوکسین در بسیاری از میوه

میوه و یا مربا ها مانند آبکیوی، زغال اخته، هلو و محصولات آن

در سیب، تولید پاتولین معمولا با فساد نرم  شناسایی شده است.

عات شود. بر اساس مطالایجاد می لیوم اکسپانسومسیپنیتوسط 

انجام شده، مشخص شده است که پاتولین می تواند باعث 

سمیت ژنتیکی، سمیت جنینی، سمیت سلولی، سمیت عصبی، 

 . (7)زایی شود نقص ایمنی و سرطان

غلظت مجاز پاتولین در  بیشترینسازمان بهداشت جهانی    

میکروگرم در لیتر و اتحادیه اروپا بیشترین  51سیب را آب 

میکروگرم  25غلظت مجاز این سم را در محصولات جامد سیب 

میکروگرم  11در کیلوگرم و در مواد غذایی کودکان و نوزادان 

. طبق توصیه کمیسیون اروپا (8)در کیلوگرم تعیین کرده است 

بر کیلوگرم  میکروگرم 43و بر اساس سطح تعیین شده پاتولین )

 4/1وزن بدن(، حداکثر مصرف روزانه قابل تحمل پاتولین 

میکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن تعیین شد. این سطح با تجزیه 

به دست آمده  های ارزیابی خطر سلامت انجام شدهو تحلیل

دهد عوارض جانبی دریافت پاتولین . شواهد نشان می(۰)است 

رفتن شدید قرار گ. (11)شود عمدتاً در طولانی مدت مشاهده می

-اریبیم ایجاد سبب توکسیندر معرض سطوح بالای این مایکو

. همچنین باعث ایجاد (11)شود های دستگاه گوارش نیز می

گردد و در کلیه و سیستم ایمنی بدن می آسیب مزمن کبد،

دهد. و پروتئین را کاهش میRNA های کبد، سنتز سلول

بنابراین حذف و کاهش پاتولین در محصولات غذایی یک امر 

های متنوعی از جمله رسد و تاکنون روشضروری به نظر می

روش فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیکی برای کنترل پاتولین ارائه 

دهد که چندین روش فیزیکی مطالعات نشان میشده است. 

و الکترومغناطیس، مایکروویو، نور پالسی و فشار  UVمثل اشعه 

ا اثر ههیدروستاتیک بالا مورد بررسی قرار گرفته است. این روش

های غذایی مثل: های کیفی فرآوردهمنفی روی برخی ویژگی

pH ،(12, 5)اند ها و بریکس محصول داشتهقندمیزان ، رنگ .

های شیمیایی شامل: آمونیفیکاسیون، سولفیکاسیون، روش

ها و پتاسیم پرمنگنات برای قابلیت تخریب افزودن ویتامین

ه های شیمیایی و فیزیکی بپاتولین بررسی شد. استفاده از روش

ز شان و الت کارایی ضعیف در جذب پاتولین، سمیت نسبیع

اخیرا  .(13, 12, 5)بین رفتن مواد مغذی محدود شده است 

-آنزیم ها و یاروارگانیسمروش بیولوژیکی با استفاده از انواع میک

مخمر . به عنوان مثال استفاده از های مختلف رایج شده است

. در (14)های موثر در کاهش سم پاتولین است یکی از روش

تواند  یم Pichia ohmeri 158مخمر مطالعه ای گزارش شد که 

 %۰۰و  %83گراد تا  یدرجه سانت 25 یرا در دما ینسطوح پاتول

 pichiaتوسط  ینروز کاهش دهد. کاهش پاتول 5و  2پس از 

ohmeri 158 خمر م یسممتابول یلفعال است و به دل یندفرآ یک

مانند وزن،  یوهآب م یفیک یپارامترها Pichia ohmeriاست. 

یجه در نت نداد ییررا تغ یدیتهو اس یکاسکورب یداس یوه،فرم م
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ها یا انواع های بیولوژیکی مانند استفاده از آنزیمروش

 .(15)ی هستند ی مناسبها گزینهمیکروارگانیسم

های اکیسدوردوکتاز هستند که برای نزیمآا از دسته هلاکاز

فعالیت به فلز مس احتیاج دارند و اکسیداسیون چندین 

ای هفنولی و آمینای، ترکیبات هیدروکربن آروماتیک چند حلقه

معطر به سایر ترکیبات کمتر سمی یا غیرسمی را انجام می 

ها، گیاهان، قارچدری این آنزیم به صورت کل .(16)دهند 

اند که عملکردهای فیزیولوژیکی ها و حشرات یافت شدهباکتری

مطالعات مختلف نشان داده  .(17)دهند مختلفی را انجام می

بات ن برخی از ترکیاست که آنزیم لاکاز می تواند با اکسیداسیو

ها در افزایش ایمنی مواد غذایی نقش داشته مانند انواع توکسین

های قارچی بیشترین استفاده را دارند باشد. در این میان آنزیم

های لاکاز قارچی از گونه ای به گونه ی که شرایط فعالیت آنزیم

دیگر تفاوت دارد. اکثر لاکازهای قارچی که تا به امروز مشخص 

درجه  51اند نشان داده شده است که در دمای زیر شده

ت که توان گفمی pH. اما در مورد (18)سلسیوس پایدار هستند 

pH ها به شدت به سوبسترا و میکروارگانیسم تولید لاکاز فعالیت

.ABTS (2,20 1کننده آن وابسته است. به عنوان مثال وقتی از 

-azino-bis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid ) به

محیط اسیدی و در  pHشود، عنوان سوبسترا استفاده می

 4 فعالیت انزیم بهینه pHاست. در این حالت  5/3ی محدوده

در  ترامتس مودستاهمچنین لاکاز تولید شده توسط است. 

4pH=  5/4به طور کامل فعال و درpH=  بسیار پایدار است

کاهش می یابد  =3pHدقیقه در  125ولی نیمه ی عمر آن به 

اپتیمم فعالیت انزیم لاکاز حاصل از  pH. در حالی که (19)

( در محدوده Agaricus heterocystis) آگاریکوس هتروسیستیس

 .(21)است  5/5

ا هتوان به شفاف سازی و تثبیت آبمیوهربرد لاکازها میاز کا

بیشتر از لاکازهای و کاهش کدورت اشاره کرد که در این میان 

. هم چنین (17)میوه استفاده شده است قارچی در صنعت آب

اند که لاکازها پتانسیل بسیار زیادی در ت نشان دادهمطالعا

ها زدایی رنگاصلاح و تصفیه آب یا خاک آلوده دارند، مانند رنگ

 ها و چندین محصول دارویی و بهداشتی.کشو تخریب آفت
ش ها گزاربیوتیکاخیراً استفاده از لاکاز در تجزیه و حذف آنتی

ها بسیار بالا گزارش شده است و راندمان حذف در برخی از این

 .(21)است 

پلاسمای سرد یک فناوری جدید در فرآوری و نگهداری مواد 

از گازهای پرانرژی و غذایی به صورت غیر حرارتی است که 

های گر برای غیرفعال کردن ترکیبات شیمیایی و آلودگیواکنش

لاتی مانند گوشت، مرغ، میوه و سبزی میکروبی در محصو

های گاز پلاسمای سرد با تحریک مولکول. (22)شود استفاده می

وجه به گردد. با تاز طریق استفاده از تخلیه الکتریکی تولید می

فرکانس مورد استفاده برای تحریک گاز، منابع پلاسمای اتمسفر 

 Direct currentتخلیه جریان مستقیم ) توان بهسرد را می

discharge( و تخلیه فرکانس پایین )Low frequency 

discharge( تخلیه فرکانس رادیویی ،)Radio frequency 

discharge( و تخلیه مایکروویو )Microwave discharge طبقه )

رد نتیجه عمل ذرات اثر ضد میکروبی پلاسمای س بندی کرد.

ای فعال موجود در پلاسما است که می تواند باعث هباردار و گونه

تواند منجر به نفوذ بیشتر گونهآسیب به غشا سلول شود که می

و شکستن مواد  DNAهای فعال به داخل سلول، آسیب 

لاسما های پشیمیایی گردد. حتی اگر مکانیسم تعامل بین گونه

های پلاسما و میکروارگانیسم هنوز مشخص نشده باشد، یون

هایی مانند اکسیداسیون و پراکسیداسیون را توانند واکنشیم

افتد کاتالیز که در داخل سلول و در محیط خارجی اتفاق می

کاربرد پلاسمای سرد در صنایع غذایی  . به طور کلی،(23)کنند 

غذایی، غیرفعال سازی آنزیم، حذف  یی موادزدابرای آلودگی

. (24)سم، غیرفعال کردن میکروارگانیسم ها گزارش شده است 

در میان دستگاه های مورد استفاده بیشتر برای محصولات جامد 

یا پودری کاربردی بود. در نتیجه نیاز به دستگاهی که به طور 

شده باشد نمایان اختصاصی برای محصولات مایع طراحی 

( به Falling film column) میشود. در نتیجه ستون لایه ریزان

منظور افزایش کارایی دستگاه پلاسمای سرد در محصولات مایع 

 .(25)ها طراحی شد میوهمانند شیر یا انواع اب
 

در این مطالعه با توجه به تاثیر دو فرایند نوظهور در صنعت 

ها )آنزیم لاکاز( و پلاسمای سرد در غذا یعنی استفاده از آنزیم

ها از یک سو مانند مایکوتوکسین هاکاهش و حذف انواع آلاینده

و شناسایی پاتولین در آب سیب از سوی دیگر، بر آن شدیم تا 

را به صورت تنها و توامان ها میزان کاهش هر کدام از این روش

قرار دهیم. بنابراین ارزیابی در افزایش ایمنی آب سیب مورد 

ولوژی تکنزدایی آنزیم لاکاز و هدف از این تحقیق بررسی اثر سم

ستون لایه ریزان طراحی شده برای مواد غذایی  پلاسما سرد با

 مایع در جهت کاهش میزان پاتولین در آب سیب است.

  هامواد و روش 
در این مطالعه، کلیه مواد شیمیایی مورد نیاز شامل سم 

 Aspergillus پاتولین )کاووش شیمی، ایران(، آنزیم لاکاز از گونه

sp.  ایچ، ایران(، اسید )سیگما، دانمارک(، آب سیب )سن

 سیتریک، سدیم هیدروکسید، اتانول، آب و استونیتریل 

)مرک، آلمان(، آب دیونیزه )اطلس شیمی، ایران(  HPLC گرید

 (آمریکا سیگما،) میکرومتر 45/1 و فیلتر سرسرنگی با قطر منفذ

فاده مورد استآزمایشگاهی  تجهیزاتگردید. مهمترین  تهیه
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دستگاه پلاسما ، آلمان HPLC-UV (KNAUER) شامل دستگاه

 Dielectric-Barrier-Dischargeالکتریک )تخلیه سد دی سرد

(DBD) دانشکده فیزیک دانشگاه  انریزلایهبا ستون  آتمسفری

 سانتریفوژو آزما، ایران(، امیرکبیر، ایران، انکوباتور )پارس

((Universal بود. آلمان 
 د.در سه فاز طراحی و اجرا شاین پژوهش 

 های مختلفدر زمان این مرحله، فعالیت آنزیم لاکاز : درفاز اول

با  یسازآب سیب بررسی شد. شبیه ی شدهسازدر محیط شبیه

توسط اسید سیتریک  5/4ا ت 4آب مقطر به محدوده  pH تنظیم

گرم بر لیتر  11پاتولین تهیه گردید. سپس  µg/kg11ن و افزود

، 16، 8های زمانی ها در بازهلاکاز به محلول افزوده و نمونهآنزیم 

ها ساعت انکوبه شدند. پس از پایان انکوباسیون، نمونه 48و  24

مانده مورد آنالیز قرار گیری میزان پاتولین باقیبرای اندازه

 .گرفتند

پاتولین در سم آنزیم بر حذف مرحله بعد تاثیر در : فاز دوم

ها مشابه مرحله ب سیب بررسی شد. نمونههای واقعی آنمونه

و زمان بررسی  µg/kg11 تهیه شدند )میزان سم اضافه شدهاول 

 بود(.  ساعت 48و  24، 16، 8اثر انزیم 

 ولتاژ 13د لایه ریزان )، تأثیر پلاسما سرمرحلهدر این م: فاز سو

و داین ، آنزیم لاکاز و ترکیب (لیتر بر دقیقه 4کیلوولت، دبی 

ر حذف پاتولین از آب سیب مورد بررسی قرار گرفت. بفناوری 

 11تیمار با پلاسما سرد ) :ها به سه گروه تقسیم شدندنمونه

 8دقیقه( و انکوباسیون با آنزیم ) 11ترکیب پلاسما )، دقیقه(

 8دقیقه( و انکوباسیون با آنزیم ) 15ترکیب پلاسما )، ساعت(

مانده ها از نظر میزان پاتولین باقیدر پایان، تمامی نمونه. ساعت(

با دستگاه کرماتوگرافی مایع با عملکرد بالا و آشکارساز فرابنفش 

 .مورد آنالیز قرار گرفتند

 هااستخراج پاتولین از نمونه

 21را با  لیتر از نمونهمیلی 11برای جدا کردن پاتولین ،

. مدت یک دقیقه تکان داده شدلیتر استات اتیل مخلوط به میلی

های جداگانه پس از جداسازی فازها، فازهای بالا و پایین در ارلن

لیتر استات اتیل میلی 21آوری گردید. فاز آلی مجدداً با جمع

لیتر استات میلی 5استخراج شد و پس از جداسازی، فاز بالایی با 

 4برای حذف ترکیبات اسیدی مزاحم،  .اتیل شسته شد

 65لیتر محلول کربنات سدیم به قیف جداکننده حاوی میلی

لیتر استات اتیل افزوده شد. پس از تکان دادن و جداسازی میلی

فازها، محلول زیرین دوباره استخراج و فاز آلی نهایی پس از عبور 

آوری شد. سپس محلول استخراجی از سولفات سدیم جمع

رجه و جریان د 41شده در بشر منتقل و در حمام آب گرم صاف

لیتر تغلیظ شد. محلول میلی 3گاز نیتروژن تا حجم تقریبی 

لیتر استات اتیل شسته شد. پس از تبخیر میلی 3باقیمانده با 

لیتر میلی 1کامل حلال در جریان نیتروژن، باقیمانده نمونه با 

ثانیه با همزن برقی مخلوط  31مدت حل و به  pH=4آب مقطر با 

 1٫45ول حاصل از صافی سرسرنگی شد. در نهایت، محل

 HPLC-UV آنالیز به دستگاه برای میکرومتری عبور داده و

 .(26)کلیه ازمایشات با دو بار تکرار انجام شد  .دگردیتزریق 

 و آشکارساز فرابنفش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا
(HPLC-UV)  

 AZURA مدل HPLC پاتولین با استفاده از دستگاه آنالیز

 آشکارساز. آشکارسازی با پذیرفتانجام  KNAUER شرکت

UV   جداسازی بر روی ستونو نانومتر  276در طول موج (C18 

انجام شد. فاز متحرک شامل  (مترمیلی 251×  4,6میکرومتر،  5

به نسبت حجمی( با سرعت  ۰1:11مخلوط استونیتریل/آب )

حجم  وگراد درجه سانتی 25دمای  ،لیتر بر دقیقهمیلی 1جریان 

میکرولیتر بود. قبل از شروع هر روز کاری،  21نمونه تزریق شده 

  .و سپس با فاز متحرک شستشو داده شد HPLC ستون با آب

 هاداده تجزیه و تحلیل

ویلک بررسی شد. -ها با آزمون شاپیرورمال بودن دادهن

در سطح  ANOVA ها با آزموندار میانگینیتفاوت معن

 t ای وتک نمونه t هایارزیابی شد. آزمون 15/1داری یمعن

ها نالیز آها به کار رفتند. تمام مستقل نیز برای مقایسه میانگین

 .انجام شد 17نسخه  Stata افزاربا نرم

 هايافته 
لاکاز و  میآنز ییکارا یمنظور بررسپژوهش، به نیدر ا

 بیس از آب نیسرد در حذف سم پاتول یپلاسما فناوری

معتبرسازی روش استخراج با ابتدا  ،یو واقع شدهیسازهیشب

و آشکارساز  (HPLC)  کروماتوگرافی مایع با کارایی بالادستگاه 

حدوده مدر این میان  پاتولین بررسی شد.در شناسایی فرابنفش 

 (Limit of detection) (، حد تشخیصLinearity Rangeخطی )

( بررسی شد. Limit of quantificationو حد تعیین مقدار )

منظور از محدوده خطی رابطه متناسب بین پاسخ آشکارساز و 

 دهد.غلظت آنالیت را در یک محدوده غلظتی مشخص نشان می

 قیمجهول را از طر یهامقدار نمونه قیدق تعییناین امر 

که پاسخ آشکارساز را در برابر  ونیبراسیکال یهایمنحن

 نیتضم کنند،یاستاندارد شناخته شده رسم م یهاغلظت

رد آنالیت موحد تشخیص عبارت است از کمترین مقدار . کندیم

، با دقت و صحت قابل قبول، استفاده که توسط روش مورد نظر

با استفاده از رابطه  و شودیص داده میتشخ
m

S

LOD x
y3

 

د. شومیمحاسبه 
x

yS  انحراف استاندارد شاهد برای هر پیک
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در کروماتوگرافی معادل با یک پنجم مقدار  آنالیت مورد نظر

است  آنالیتتفاضل حد بالایی و پایینی نویزهای اطراف پیک آن 

شیب مربوط به معادله رگرسیون منحنی کالیبراسیون  m و

عبارت است از کمترین  تعیین مقدارحد  .استمورد نظر آنالیت 

که توسط روش آنالیز مورد بررسی، با  آنالیت مورد نظرمقدار 

ری گیشود. حد اندازهدقت و صحت قابل قبول، تعیین مقدار می

 با استفاده از رابطه
m

S

LOQ x
y10

  (27) دوشمیمحاسبه. 

 یمناسب دامنه خطیاز استفاده شده که روش  نشان داد جینتا

بر  کروگرمیم 51تا  5 یدر محدوده غلظتو  است برخوردار

 LOD نیهمچن . )2R <۰۰/1به صورت خطی است ) لوگرمیک

 جینتا نیشد. ا نییتع 8/3و µg/kg2/1  برابرترتیب به LOQو

 زیآنال دردقت و صحت مناسب روش  ت،یدهنده حساسنشان

 .بودند نیپاتول

 لاکاز میآنز زداییپتانسیل سم

حضور آنزیم لاکاز در آب زمان مدت  ریفاز نخست، تأث در

العه مورد مط نیپاتولسم حذف  ییبر کاراسازی شده سیب شبیه

 جینتاشود، مشاهده می 1همانطور که در جدول  قرار گرفت.

را  نیطور مؤثر پاتوللاکاز قادر است به مید که آنزهدمینشان 

 لیهاو که غلظت یاگونهحذف کند، به شدهیسازهیدر نمونه شب

. آزمون افتی اهشساعت ک 16 بعد ازبه صفر   µg/kg 11سم از 

نشان دادند  ( Tukeyتوکی) یبیو آزمون تعق ANOVA یآمار

 یمختلف از نظر آمار یزمان یهاکه کاهش غلظت در بازه

 24) تریطولان یهادر زمان نیهمچن.  (p<0.05) است داریمعن

موفق  میآنز رایمشاهده نشد، ز یداریمعن رییساعت( تغ 48تا 

میزان کاهش سم پاتولین  1شکل  .به حذف کامل سم شده بود

 دهد.تحت تاثیر آنزیم لاکاز را در طول زمان نشان می

 

 سازی شدههای مختلف بر روی حذف میزان پاتولین اسپایک شده در آب سیب شبیهاثر افزودن آنزیم لاکاز در زمان  .5جدول

 48 24 16 8 1 زمان )ساعت(                     نمونه  

 a 11 b 6,15±1,1  c 1 d1 1 (g/Kgµشبیه ساز آب سیب )

 a 11 f 8,38±1,34 g 1,33±1 1 1 (g/Kgµ) آب سیب

 

 

 سازی شده.های متفاوت در آب سیب شبیهکاهش سم پاتولین تحت تاثیر آنزیم لاکاز را در زمان .5شکل
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مشاهده شد؛  یروند مشابه زین یواقع بیسنمونه آب در

 باتیو حضور ترک کسیماتر بیتفاوت در ترک لیدلهرچند به

ساعت، حدود  16کمتر بود. پس از  یمزاحم، سرعت کاهش اندک

ساعت، غلظت  24 انیحذف شد و در پا نیدرصد از پاتول 86

م لاکاز یآنز یبالا ییتوانا انگریموضوع ب نی. ادیسم به صفر رس

، میزان 2شکل  .است دهیچیپ ییغذا یهاطیاز مح ییزدادر سم

کاهش سم پاتولین تحت تاثیر آنزیم لاکاز را در طول زمان نشان 

شود با کاهش شدید میزان سم دهد همانطور که مشاهده میمی

 .در ساعات اولیه برخورد آنزیم سوبسترا مواجه هستیم

 
 میآنزبرخورد  هیسم در ساعات اول زانیم دیکاهش شد .2شکل

 در آب سیب اسوبستر لاکاز با

ساعت  16اثر افزودن غلظت های مختلف  آنزیم لاکاز  در .2جدول

 بر روی حذف میزان پاتولین اسپایک شده در آب سیب

 11 21 (ug/kg) سم زانیم

 1,5±5,8۰ 1±1,33 بیس بآ

 

ح با سطو مارهایت م،ینقش غلظت آنز یابیارز یبراهمچنین 

با توجه  ساعت انجام شد. 16در مدت زمان ثابت  میمختلف آنز

 نیپاتول هینشان داد که در هر دو غلظت اول جینتا ، 2به جدول 

(µg/kg11 21و)بود داریکاهش سم معن زانی، م .(p<0.05)  در

 جینتا نیدرصد از سم حذف شد. ا 71حدود  زیغلظت بالاتر ن

 اندتویم یتا حد مشخص میآنز زانیم شیدهند که افزایان منش

 د.گرد نیموجب بهبود راندمان حذف پاتول

زدایی فناوری پلاسمای سرد اخر نیز پتانسیل سممرحله  در

با ستون لایه ریزان )مخصوص مواد غذایی مایع( به تنهایی و به 

ها قرار گرفت. نمونه یابیمورد ارز لاکاز میآنزصورت ترکیب با 

های آب به نمونهپلاسما اعمال ( 1شدند: ) تقسیمسه گروه  به

با  های آب سیبتیمار نمونه( 2) قه،یدق 11به مدت  سیب

به  لاکاز میآنزبا  ونیانکوباس و قهیدق 11 ی سرد به مدتپلاسما

ی پلاسمابا  های آب سیبتیمار نمونه( 3ساعت، و ) 8مدت 

 8به مدت  لاکاز میآنزبا  ونیانکوباس و قهیدق 15 سرد به مدت

یتواند یی متنهابه ی سردپلاسما مارینشان داد که ت جیساعت. نتا

دقیقه بالا  11را کاهش دهد اما این کاهش در  نیغلظت پاتول

نیست و برای سمزدایی بالاتر احتیاج به اختصاص زمان بیشتر 

است. باتوجه به این موضوع که فناوری پلاسما و همچنین انزیم 

در زمان بالاتر احتمال آسیب مواد غذایی را بالا میبرد. در نتیجه 

ناواری به ترکیب ان با فزدایی احتیاج برای بالا بردن پتانسیل سم

با پلاسما  بیترک (3های دیگر است. نتایج ما نشان داد )جدول 

 د.ش پاتولین قابل توجه راندمان حذف شیباعث افزا لاکاز میآنز

به  میو آنز قهیدق 11 به مدت پلاسما بیکنتایج نشان داد که تر

 ،کند حذفرا  درصد از سم ۰1حدود  تواندساعت می 8مدت 

 قهیدق 15 ی سرد تاپلاسمابا افزایش زمان فناوری  کهیدر حال

دهنده وجود نشان جینتا نیا .شد نیمنجر به حذف کامل پاتول

و پلاسما سرد است.  میآنز یدو فناور انیمثبت م ییافزااثر هم

فعال  یهاگونه دیبه تول ییافزاهم نیا یاحتمال سمیمکان

که ساختار  شودیدر پلاسما نسبت داده م (ROS) ژنیاکس

 بیتخر یآن را برا یکرده و دسترس فیرا تضع نیپاتول یمولکول

 .دینمایم لیتسه یمیآنز

 تواندیلاکاز و پلاسما سرد م میآنز بیمجموع، ترک در  

و  ستیز طیروش کارآمد، سازگار با مح کیعنوان به

 هایفرآوردهدر نیحذف سم پاتول ایکاهش  یصرفه برابهمقرون

روش با  نی. اردیمورد استفاده قرار گ هاوهیمآب ژهیوبه ییغذا

 یادوارکنندهیانداز امچشم ،ییکارا شیو افزا ندآیکاهش زمان فر

ارائه  ییمواد غذا تیفیو ک یمنیدر بهبود ا یکاربرد صنعت یبرا

، کروماتوگرام مربوط به تشخیص پاتولین در 3شکل  .دهدیم

 دهد.آب سیب را نشان می

 

 بیشده در آب س کیاسپا نیپاتول زانیحذف م یمختلف بر رو یپلاسما در زمان ها ندیساعت و فرا 8در  میاثر افزودن آنز .8جدول

 مینزآ+  15+ پلاسما   بیس بآ 11+ پلاسما  مینزآ+  بیس بآ مینزآ+  بیس بآ 11+ پلاسما  بیس بآ نمونه

 4,5±1,۰5 8,38±1,34 1,826±1,52 1 (µg/kg) مانده یسم باق زانیم
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 .HPLC-UVکروماتوگرام پاتولین در آب سیب با استفاده از . 8شکل 

  بحث 
 در این مطالعه، روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا

(HPLC)  برای تشخیص پاتولین به کار گرفته شد که دارای

 ( =8/3LOQو  (LOD=1.2 دقت مناسبی بودحساسیت و 

(µg/kg)  . های گزارش شده این نتایج در مقایسه با سایر روش

سنجی جذب الکترون و  در مطالعات قبلی، از جمله طیف

سنج جرمی، قابل رقابت و در  کروماتوگرافی مایع مجهز به طیف

که روش  نتایج حاکی از آن بود.  (31-28) استمواردی مشابه 

تواند در استفاده شده در این پژوهش قابل اعتماد بوده و می

مطالعات ما نشان داد که  .مطالعات آینده نیز کاربرد داشته باشد

آنزیم لاکاز در کاهش غلظت پاتولین در آب سیب بسیار موثر 

شود. این ذف کامل سم انجام میساعت ح 16است و طی 

( 2123و همکاران ) Xiaoshuang Liu ها همسو با نتایجیافته

توانند به طور قابل توجهی ها مید آنزیماناظهار داشتهاست که 

و  Xiao ای توسطدر مطالعه. (31) پاتولین را تخریب کنند

برای  (PPL) از لیپاز پانکراس خوکی، 211۰در سال همکاران، 

در آب گلابی استفاده شد.  (PAT) تجزیه مایکوتوکسین پاتولین

-Caco هایآن پژوهش، نتایج آزمون سمیت سلولی با سلول در

فاقد سمیت بودند،  ،نشان داد که محصولات حاصل از تجزیه 2

که بیانگر تخریب کامل یا تبدیل پاتولین به ترکیبات غیرسمی 

آمده در پژوهش حاضر نیز تا حد دستنتایج به. (32) است

ویژه از راستا است، بهو همکاران هم Xiao هایزیادی با یافته

سم مکانی. توجه غلظت پاتولین در حضور آنزیمنظر کاهش قابل

های الا ناشی از تخریب ساختار حلقهکاهش سمیت احتم

 شوداستال و لاکتون است که منجر به کاهش سمیت میهمی

و  Xiaohong Li ی توسط همچنین، مطالعات مشابه . (33)

و همکاران در سال  Weiwei Huang  و 2117همکاران در سال 

زدایی ها را در سماثر مثبت آنزیم ، انجام شد که2118

الای دهنده پتانسیل باند، که نشانها تایید کردهمایکوتوکسین

, 34) این رویکرد بیولوژیک در بهبود ایمنی مواد غذایی است

نتایج حاصل از تیمار پلاسمای سرد اتمسفری  . همچنین(35

داری در غلظت پاتولین نشان داد که این کاهش نیز کاهش معنی

های فعال اکسیژن و نیتروژن و تخریب گونهاز طریق تولید 

ها با مطالعات شود. این یافتهساختار مولکولی سم انجام می

 Siciliano ( و2125متعدد دیگر از جمله شیرازی و همکاران )

هماهنگ است. مزیت کلیدی این روش در  ،(2116و همکاران )

سرعت بالا، حفظ کیفیت محصول و قابلیت استفاده صنعتی آن 

تواند به عنوان روشی نوین در کنترل سموم مواد ست که میا

 و همکاران Majaعلاوه بر این، .   (37, 36) غذایی به کار رود

 هایمایکوتوکسین نیز اثربخشی پلاسما در کاهش(، 2121)

در آرد جو دوسر را مورد بررسی قرار   HT2 و (T-2تریکوتسن )

تواند می (DBD) دادند و گزارش کردند که پلاسما با فشار کم

. به (38)د منجر به کاهش چشمگیر این سموم شو

که تیمار  نمودندگزارش  ،(2118) و همکاران  Basaranعلاوه

 51دقیقه موجب کاهش حدود  21پلاسما با گاز هوا به مدت 

و  1AFB ،2AFB ،1AFG) هادرصدی مجموع آفلاتوکسین

2AFG)  هگزافلورید گوگردشد، در حالی که استفاده از گاز 

)6SF(  ایجاد کرد درصد کاهش 21 در شرایط مشابه تنها حدود .
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دهد که نوع گاز مصرفی نقش مهمی در این یافته نشان می

پلاسما دارد و وجود اکسیژن در محیط پلاسما  فناوریکارایی 

نتایج . (3۰) های سمی مؤثرتر باشدتواند در تخریب مولکولمی

های مطالعه حاضر راستا با یافتهها در مجموع هماین پژوهش

ویژه در شرایط کند که فناوری پلاسما ــ بهاست و تأیید می

د انتوشده از نظر نوع گاز، توان و زمان تیمار ــ میسازیبهینه

زیست برای کاهش یا به عنوان روشی مؤثر و دوستدار محیط

ها در محصولات غذایی مورد استفاده قرار حذف مایکوتوکسین

 دهنده اثر سینرژیستینتایج ترکیبی این مطالعه نشان .گیرد

قابل توجهی بین پلاسمای سرد و آنزیم لاکاز در حذف پاتولین 

ز تغییرات ساختاری افزایی ممکن است ناشی ابود. چنین هم

ها را برای تخریب سم مستعدتر ناشی از پلاسما باشد که آنزیم

کند. همچنین، شرایط فیزیکوشیمیایی ویژه ایجاد شده می

ها را تقویت کند، که این تواند فعالیت آنزیمتوسط پلاسما می

 2116و همکاران   Sicilianoهای مطالعات دیگرموضوع با یافته

این  . (41, 37) تطابق دارد ،211۰همکاران و  Yasin Senو  

صرفه برای بهتواند روشی کارآمد، سریع و مقرونترکیب می

 .ها در صنایع غذایی ارائه دهدکاهش مایکوتوکسین

 

 گیرینتیجه

دهد که استفاده از آنزیم لاکاز در آب سیب نتایج نشان می

تواند سم پاتولین را کاهش دهد )در زمان طولانی به تنهایی می

درصدی(. همچنین استفاده از تکنولوژی  111کاهش  قابلیت

گیری زدایی قابل توجهی نشان داد. نتیجهپلاسما نیز توانایی سم

جالب توجه اثر ترکیبی این دو تکنیک )یعنی استفاده از آنزیم 

ه طور موثری زدایی را بو پلاسمای سرد( است که توانایی سم

کند. اثر هم افزایی این دو فرایند نوظهور با همدیگر بیشتر می

باعث کاهش زمان فرایند و در نتیجه کاهش اثرات تخریبی 

فرایند و حفظ خواص ارگانولپتیک در کنار افزایش ایمنی 

تواند به عنوان یمشود. پس استفاده از این روش، محصولات می

های یا سایر آلاینده نیپاتول سم بیکننده در تخر دواریام یروش

 شیمیایی باشد.

 تعارض منافع

 کنند.نویسندگان هیچ تضاد منافعی را اعلام نمی

 قدردانی

نویسندگان از دانشکده علوم تغذیه و صنایع غذایی دانشگاه 

علوم پزشکی کرمانشاه به خاطر حمایت مالی از این پروژه )کد: 

 ( کمال تشکر را دارند.413187۰
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Background and Objective: Enzymes, like laccase, and novel technologies such as cold plasma have recently gained 

special importance in enhancing food safety. These approaches are capable of eliminating harmful toxins like patulin, a 

mycotoxin predominantly produced by fungi in fruits such as apples and their derived products. Due to their remarkable 

efficacy and preservation of sensory properties, these methods have attracted significant attention from. This study aimed 

to evaluate the individual and combined effects of laccase enzyme and falling film column atmospheric cold plasma 

technology on reducing patulin levels in apple juice. 

Materials and Methods: In this study, both model and real apple juice samples were spiked with patulin at a 

concentration of 10 µg/kg. Laccase enzyme was added, and incubation was performed for 8, 16, 24, and 48 hours, after 

which the detoxification efficiency was assessed. Subsequently, the effect of falling film column atmospheric cold plasma, 

as well as its combined with the laccase enzyme, was investigated. Patulin detection was conducted using high-

performance liquid chromatography with a UV detector, and data was analysed using STATA software. 

Results: The results indicated that the laccase enzyme effectively reduced patulin content from the initial stages (p<0.05). 

The combined application of laccase and falling film column atmospheric cold plasma further enhanced the detoxification 

effect, achieving approximately 90% toxin reduction in a shorter time compared to individual treatments. These findings 

highlight the high efficiency and practical potential of the combined approach in improving the safety of apple juice. 

Conclusion: Cold plasma and laccase enzyme, either individually or in combination, represent effective and promising 

methods for patulin degradation in apple juice and could be considered valuable strategies for enhancing product safety 

and quality. 

Keywords: Patulin, Mycotoxin, Novel technologies, Laccase enzyme, Falling film column atmospheric Cold plasma  
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