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 چکیده

هاي  در این پژوهش، در طراحی یکی در هر زمان، اثر متغیر. است M1هاي دوغ در ایران، آفلاتوکسین یکی از مهمترین آلودگی :سابقه و هدف
  ، مقدار تلقیح )و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم کازئی لاکتوباسیلوس، لاکتوباسیلوس رامنوسوس، اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس (نوع گونه 

 ppb 500/0روي کاهش ) 5/4و  2/4(نهایی تخمیر  pHهاي پروبیوتیک و همچنین و زنده یا مرده بودن باکتري) log cfu/ml 9و  7(
  .در دوغ بررسی شد) C°5(آزاد طی تخمیر و نگهداري یخچالی  M1آفلاتوکسین 

ساخته شد و پس از افزودن نمک % 4شیر مورد استفاده براي تولید دوغ از راه بازسازي پودر شیر بی چربی با ماده خشک  :هامواد و روش
هاي مختلف،  بعد از تلقیح کشت استارتر. تحت فرآیند گرمایی قرار گرفت M1آفلاتوکسین  ppb 500/0و آلوده سازي با %) 7/0(کلرید سدیم 

آزاد، به ترتیب از ستون  M1گیري مقدار آفلاتوکسین براي استخراج و اندازه. نهایی مورد نظر قرار گرفتند pHها در گرمخانه تا رسیدن به  نمونه
  .انجام شد SPSS ها با استفاده از نرم افزار آماريتحلیل داده و همچنین تجزیه .با دتکتور فلورسانس استفاده شد HPLCایمونوافینیتی و دستگاه 

آزاد را طی تخمیر  M1هاي پروبیوتیک دیگر بیشترین کاهش آفلاتوکسین نسبت به سوش) AY-7-A-4.2( اسیدوفیلوس. لتیمار حاوي  :هایافته
به  log cfu/ml 7نسبت به  log cfu/ml 9با مقدار تلقیح  اسیدوفیلوس. لبه وسیله تیمار  M1کاهش آفلاتوکسین . و نگهداري یخچالی داشت

  باکتري log cfu/ml 7تیمار حاوي . داري بیشتر بود ولی این مقدار کاهش نسبت به مقدار تلقیح صرفه اقتصادي نداشت طور معنی
هاي  با این وجود، پروبیوتیک. آزاد بیشتري را باند کرد M1ي آفلاتوکسین دار کشته شده، در روز اول نگهداري، به طور معنی اسیدوفیلوس. ل 

نهایی تخمیر  pHهمچنین تیمار با . آزاد را بیشتر کاهش دادند M1نگهداري، آفلاتوکسین  28و  14هاي  در روز AY-7-A-4.2زنده در تیمار 
  .آزاد بیشتري را کاهش داد M1داري آفلاتوکسین  داري، به طور معنینگه 28و  14در روزهاي  2/4نهایی  pHنسبت به تیمار با ) 5/4(بالاتر 

بهترین شرایط را براي کاهش آفلاتوکسین  5/4نهایی تخمیر  pHو در  log cfu/ml7 بصورت زنده، در مقدار تلقیح  اسیدوفیلوس. ل :گیري نتیجه
M1 آزاد طی نگهداري یخچالی داشت و از نظر اقتصادي، مقرون به صرفه بود.  

  ، دوغ، فیزیولوژي، پروبیوتیکM1آفلاتوکسین  :واژگان کلیدي
  مقدمه 

در کشور ما در میان محصولات لبنی تخمیري، دوغ مـورد  
مقبولیت دوغ نه فقط به عنوان . توجه خاص قرار گرفته است

هاي حسی مطلوب که به عنوان نوشیدنی اي با ویژگیفراورده

بخش سبب شده است که به عنوان  تخمیري سالم و سلامت
  ). 1(ن پذیرفته شود نوشیدنی ملی ایرا
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 ٢٤٢

باشـد  هاي دوغ، آفلاتوکسین مـی یکی از مهمترین آلودگی
-ترین مایکوتوکسـین ها از جمله متداولآفلاتوکسین). 2، 3(

ها انجام اي روي آنهایی هستند که مطالعات بسیار گسترده
آسـپرژیلوس  هاي  ها به وسیله گونه آفلاتوکسین. گرفته است

 آسـپرژیلوس نومیـوس  و  پارازیتیکوسآسپرژیلوس ، فلاووس
هـا شـامل سـرطان زایـی،     شوند و اثـرات سـمی آن  تولید می

). 4(جهش زایی، ناقص الخلقه زایی و هپاتوتوکسـیک اسـت   
همراه با غذا توسـط گـاو      B2و B1هاي زمانی که آفلاتوکسین

ساعت، بخشی از آفلاتوکسین  12شود، بعد از شیري بلع می
 P450له سیسـتم آنزیمـی سـیتوکروم    در کبد حیوان به وسی

بـه   M2و  M1هیدروکسیله شـده و بـه صـورت آفلاتوکسـین     
ایـن ترکیبـات، نسـبت بـه     ). 5(شـود  داخل شیر ترشـح مـی  

هاي مادر، سمیت کمتري دارند ولی به علت مصـرف  مولکول
پـذیر جامعـه،   زیاد شیر گاو توسـط کودکـان و افـراد آسـیب    

آفلاتوکسـین  . یابـد یها افزایش م ـاهمیت کاهش یا حذف آن
M1     سمیت بیشتري نسـبت بـه آفلاتوکسـینM2   دارد و بـه

هــاي  دمــاي پاستوریزاســیون، استریلیزاســیون و دیگــر روش
فرآوري حرارتی مقاومت نشان می دهد، بنابراین در دماهـاي  

سازمان غذا و ). 4(متعارف فرآوري، مقدار آن تغییر نمی کند 
دیه اروپا مقدار بیشـینه آن  داروي ایالات متحده آمریکا و اتحا

تعیــین  ppb 05/0و  5/0را در محصــولات لبنــی بــه ترتیــب 
همچنــین در کشـورمان، مقــدار بیشــینه  ).  6، 7(کـرده انــد  

در دوغ توسط مؤسسه استاندارد و تحقیقات  M1آفلاتوکسین 
مصـرف بـیش   ). 8. (تعیین شده است ppb 1/0صنعتی ایران 

از حد آن، به دلیل اثـرات سـرطان زایـی، سـرکوب فعالیـت      
سیستم ایمنی بدن و کاهش رشد بدن به طـور بـالقوه بـراي    

انگیز اسـت  سلامتی انسان به ویژه کودکان و نوزادان مخاطره
بنابراین با توجه بـه پتانسـیل ایجـاد خطـر بـه وسـیله       ). 4(

هاي گسترده اي براي کـاهش یـا    اید تلاشآفلاتوکسین ها، ب
  .در صورت امکان، حذف آلودگی از مواد غذایی صورت گیرد

ماننـد اتـوکلاو   (هاي فیزیکی بکارگیري بسیاري از روش   
ــا و اشــعه   ــاکروویو، اشــعه گام و ) UVکــردن، اســتفاده از م

مانند تیمار غـذاي دام آلـوده بـه آفلاتوکسـین بـا      (شیمیایی 
ــا ســدیم بــی ســولفیت و  آمونیــاك و تیمــا ر مــواد غــذایی ب

ــی از  ) هیدوکســید کلســیم ــراي ســم زدای ــورد اســتفاده ب م
محصولات غذایی آلوده به آفلاتوکسین، بـه دلیـل مشـکلات    
ایمنی، کاهش احتمالی مـواد مغـذي، کـارایی محـدود و پـر      

این امر، منجر به تحقیـق  ). 9(هزینه بودن، محدودیت دارند 
-دیگري مانند عوامل زیستی مـی بیشتر پیرامون راهکارهاي 

اي وجـود دارد کـه اظهـار    در حال حاضر، فرضیه). 10(شود 
ها را در غذاهاي مصرفی بوسیله توان آفلاتوکسینکند میمی

هاي پروبیوتیـک   باند کردن با ترکیبات دیواره میکروارگانیسم
هاي بـافر و شـیر نشـان داده     مطالعات در محلول. کاهش داد

، زنده یا مرده pHپروبیوتیک، مقدار تلقیح،  است که نوع گونه
هاي پروبیوتیک، غلظت آفلاتوکسین، مقدار ماده  بودن باکتري

خشک، حضور یـون هـا، زمـان و دمـاي انکوباسـیون و دوره      
از عـواملی هسـتند کـه احتمـالاً مـی      ... نگهداري یخچالی و 

ها با آفلاتوکسین را تحت  توانند توانایی باند کردن پروبیوتیک
با این وجود، تاکنون تحقیقاتی مبنی بر ). 8(تأثیر قرار دهند 

ها انجام  در دوغ به وسیله پروبیوتیک M1کاهش آفلاتوکسین 
امکان سنجی کاهش میزان آفلاتوکسـین آزاد در  . نشده است

هـاي پروبیوتیـک نـه تنهـا یـک روش       دوغ به وسیله باکتري
ب ضرر و عملی است کـه در نهایـت منجـر بـه عـدم جـذ       بی

؛ بلکـه  )11، 12(آفلاتوکسین باند شـده در بـدن مـی شـود     
هاي پروبیوتیک به عنوان غذاهاي فراویژه نیـز   مصرف فرآورده

  .اهمیت خاصی از نظر ارتقاء سلامت انسان دارد
ــر       ــه، اث ــار مرحل ــب در چه ــه ترتی ــژوهش، ب ــن پ در ای
 .ل، رامنوسـوس . ل، اسـیدوفیلوس . ل(هاي نوع گونـه   متغیر

و ) log cfu/ml 9و  7(، مقـدار تلقـیح   )بیفیـدوم . و ب کـازئی 
 pHهـاي پروبیوتیـک و همچنـین     زنده یا مرده بودن باکتري

ــر  ــایی تخمیــ ــاهش ) 5/4و  2/4(نهــ  ppb 500/0روي کــ
) C°5(طی تخمیر و نگهداري یخچالی  M1آفلاتوکسین آزاد 

  .در دوغ بررسی شد
  ها مواد و روش 

این پژوهش به روش ): طرح آزمایش(ها  روش تولید نمونه
در  .شـد  طراحـی  مرحله چهار در و "زمان هر در عامل یک"

، شیر مورد استفاده براي تولید دوغ از راه بازسازي مرحله اول
و پـس از  %) 4مـاده خشـک   (چربی ساخته شد پودر شیر بی

 M1سازي با آفلاتوکسـین  و آلوده%) 7/0(افزودن نمک طعام 
)ppb 500/0( مــورد فراینــد گرمــایی ،)°C90  15بــه مــدت 

ها تا دماي تلقیح، پس از سرد کردن نمونه. قرار گرفت) دقیقه
کشت استارترهاي سنتی ماست به شیر بازسازي شده افزوده 

. ل(هاي متفـاوت پروبیوتیـک   سپس کشت یکی از گونه. شد
کـازئی  . از شرکت دنیسکو دانمـارك، ل  HN001 رامنوسوس

L26  از شرکتDSM اسـیدوفیلوس  . ، لاسترالیاLA-5 و ب .
؛ هردو تهیه شده از شرکت کریستین هنسن BB-12بیفیدوم 
مطـابق بـا    log cfu/ml 7 تا رسـیدن بـه جمعیـت   ) دانمارك

هـاي فاقـد   نمونـه . دستورالعمل شرکت سـازنده، تلقـیح شـد   
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هاي پروبیوتیک نیز به عنوان شاهد میکروبی، میکروارگانیسم
هـاي پلاسـتیکی   هـا در لیـوان  ی نمونـه تمـام . منظـور شـدند  

 pH= 2/4تـا رسـیدن بـه     C40°بندي شده و در دماي  بسته
هر نـیم سـاعت طـی     pHاندازه گیري . گذاري شدندگرمخانه

ها  از گرمخانـه خـارج شـده و    سپس نمونه. تخمیر انجام شد
و سـپس   C15°ابتدا به سرعت تا (طی دو مرحله سرد شدند 

تیمـار مناسـب از نظـر نـوع گونـه       در این مرحلـه، ). C5°تا 
مناسـب   در مرحله دوم، کشت گونـه . پروبیوتیک انتخاب شد

هـاي   تا رسیدن به جمعیت) حاصل از مرحله اول(پروبیوتیک 
تلقـیح شـد و در ایـن مرحلـه،     ) log cfu/ml 9و  7(متفـاوت  

در مرحلـه سـوم،   . جمعیت مناسب پروبیوتیک انتخـاب شـد  
بـه  ) حاصـل از مرحلـه اول  (پروبیوتیـک   کشت گونه مناسب

تحــت ) حاصــل از مرحلـه دوم (مقـدار جمعیــت مناسـب آن   
قـرار گرفـت و   ) دقیقـه  15بـه مـدت    C90°(فرآیند حرارتی 

. تبدیل شد) تیمار شده گرمایی(هاي زنده به مرده  پروبیوتیک
. مرده به شیر باز ساخته تلقیح شدهاي  سپس این پروبیوتیک

نظـر زنـده یـا مـرده بـودن      تیمار مناسـب از  در این مرحله، 
در ها در مرحله چهارم، تمامی نمونه. پروبیوتیک، انتخاب شد

گذاري شـدند و  گرمخانه pH= 5/4تا رسیدن به  C40°دماي 
ــر مقــدار کــاهش  pHدر ایــن مرحلــه، اثــر  نهــایی تخمیــر ب

  . ها مورد بررسی قرار گرفت آفلاتوکسین توسط پروبیوتیک
شده است که به ترتیـب،  بخش تشکیل  4اسم هر تیمار از 

. ل= Aاســـتارترهاي ســـنتی ماســـت، = Y(نـــوع اســـتارتر 
ــیدوفیلوس،  ــوس، . ل= Rاس ــازئی، . ل= Cرامنوس . ب= Bک

) D(یـا مـرده   ) A(، مقدار تلقیح پروبیوتیـک، زنـده   )بیفیدوم
  .دهندنهایی تخمیر را نشان می pHبودن پروبیوتیک و 

 pHها طی تخمیر بـا اسـتفاده از   نمونه pH:pHگیري اندازه
متر توسط  pH ،pHپیش از اندازه گیري . گیري شدمتر اندازه

  . کالیبره شد pH4)و  (pH7بافرهاي استاندارد 
شمارش زنـده   :هاقابلیت زیستی پروبیوتیکگیري اندازه

آگـار   MRS-bile کشـت اسـتفاده از محـیط   با  هاپروبیوتیک
 هـوازي شرایط هـوازي و بـی  ها در پلیت. )13-15( انجام شد

به مـدت   C37°در دماي  )هاي بیفیدوباکتریومبراي باکتري(
شــرایط . گــذاري شــدندســاعت گرمخانــه 72 حــداقلزمــان 

  . ایجاد شد Aهوازي و گازپک تیپ هوازي با کاربرد جار بی بی
هـا در فـالکون بـه     نمونـه : آزاد M1استخراج آفلاتوکسین 

از  ml 10ســانتریفوژ شــدند و    g 3000در  min 10مــدت  
. محلول شفاف رویی از ستون ایمونـوافینیتی عبـور داده شـد   

 PBSاز  ml 10ســپس ســتون ایمونــوافینیتی بــا اســتفاده از 

اسـتونیتریل   ml 1. شستشو شده و در دماي اتاق خشک شد
این عمل، آنتـی ژن را  . از ستون ایمونوافینیتی عبور داده شد

این عصاره را در لوله آزمـایش جمـع   . کرداز آنتی بادي جدا 
ها در خشک کن تحت خلأ قرار گرفت تا عصـاره   آوري و لوله

بـراي  . کـاملاً خشـک شـود    C50°به دست آمـده در دمـاي   
اسـتونیتریل   μl 500انحلال مجدد عصـاره خشـک شـده، از    

استفاده شد و براي انحـلال بهتـر عصـاره    ) فاز متحرك% (25
) Digital ultrasonic Cleaner(خشـک شـده از سـونیکیتور    

استفاده شد و سپس بـا اسـتفاده از ورتکـس، انحـلال کامـل      
ــه  . صــورت گرفــت ــق ب ــاده تزری ــه آم ــال  HPLCنمون در وی

 ). 2، 16، 17(نگهداري شد 
ــدازه ــا  M1گیــري آفلاتوکســین ان  HPLC :200آزاد ب

اسـتونیتریل  (میکرولیتر از عصاره حل شده در فـاز متحـرك   
ــت %)25 ــه دس  HPLC)HPLC System: Waters گاه ، ب

Separations Module 2695 - Alliance (  بــا دتکتــور
و فـاز  ) Waters 2475 Fluorescence Detector(فلورسـنس  

 Chromolith Performance RP-18 endcapped(معکـوس  

100 x 2 mm ( 1سـرعت جریـان فـاز متحـرك     . تزریق شـد 
-4بـین   M1وکسین لیتر در دقیقه و زمان بازداري آفلاتمیلی

 Excitation(همچنین طول موج برانگیختگـی  . دقیقه بود 3

wavelength (nm 360  و طـــول مـــوج نشـــر)Emission 

Wavelength (nm 435   بوده و حد تشخیص ایـن روشppb 
  ).2، 16، 17(بود  003/0

 عامـل  یـک "این پژوهش، با روش : تجزیه و تحلیل آماري
 3هـا در  تمامی آزمون .شد انجام مرحله 4 در و "زمان هر در

طرفـه بـراي   همچنین تحلیل واریانس یک. تکرار انجام شدند
در سـطح  (هـا و آزمـون دانکـن    تجزیه و تحلیل آمـاري داده 

دار میان میـانگین  براي یافتن تفاوت معنی) 05/0داري  معنی
  .انجام شد SPSS16ها با استفاده از نرم افزار داده
 هایافته  

شیر خشک مصرفی در ایـن مطالعـه،    M1آنالیز آفلاتوکسین 
همچنـین  . آلوده نبـودن آن را بـه آفلاتوکسـین تأییـد کـرد     

ــه      ــوده ب ــده آل ــازي ش ــیر بازس ــرارت دادن ش  ppb 5/0ح
بـراي   C° 90در دمـاي   min 15بـه مـدت    M1آفلاتوکسین 

تولید دوغ، تأثیري بر کاهش مقدار آفلاتوکسین آزاد نداشـت  
)05/0>P .(به ترتیب مقدار آفلاتوکسـین   1و جدول  1کل ش

آفلاتوکسـین آزاد در  ) درصد باند شدن(آزاد و درصد کاهش 
در . دهنـد هاي دوغ طی نگهداري یخچالی را نشان مـی نمونه

داري بهترین  به طور معنی اسیدوفیلوس. لمرحله اول، تیمار 
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همچنین در مرحلـه  ). P>05/0(باند کننده آفلاتوکسین بود 
 M1ین مطالعه، مقایسه بین کاهش مقدار آفلاتوکسـین  دوم ا

و ) تیمـار مناسـب مرحلـه اول   ( AY-7-A-4.2بین دو تیمـار  
AY-9-A-4.2  نشان داد که کاهش مقدار آفلاتوکسین آزاد با

داري افـزایش مـی یابـد     افزایش مقدار تلقیح بـه طـور معنـی   
)05/0<P .(  ولی به علت مقرون به صرفه نبودن، تیمـارAY-

9-A-4.2  در این مرحله به عنوان تیمار مناسب انتخاب نشـد .
  1و جـدول   1هـا در شـکل    در مرحله سوم این مطالعه، داده

دهنـد کـه در روز اول نگهـداري یخچـالی، کـاهش      نشان می
بیشـتر   AY-7-D-4.2به وسیله تیمار  M1مقدار آفلاتوکسین 

ه ولـی  بود) تیمار مناسب مرحله اول و دوم( AY-7-A-4.2از 
ــاي  در روز ــدار    28و  14ه ــاهش مق ــالی، ک ــداري یخچ نگه

ــه وســیله تیمــار   ــود  AY-7-A-4.2آفلاتوکســین ب بیشــتر ب

)05/0<P .(  همچنین در مرحله چهارم این مطالعه، مقایسـه
ــار  ــه اول، دوم و  ( AY-7-A-4.2تیم ــب از مرحل ــار مناس تیم

 M1در باند شدن با آفلاتوکسین  AY-7-A-4.5با تیمار ) سوم
ان داد که در روز اول نگهـداري، اختلافـی در بانـد شـدن     نش

در  AY-7-A-4.5ولی تیمار ) P<05/0(آفلاتوکسین نداشتند 
داري مقدار  نگهداري یخچالی به طور معنی 28و  14هاي  روز

با توجه به ). P>05/0(آفلاتوکسین آزاد را بیشتر کاهش داد 
هد در تیمـار شـا  ( Y-4.2، دو تیمار شاهد 1و جدول  1شکل 

تیمـار شـاهد در مرحلـه    ( Y-4.5و ) مرحله اول، دوم و سـوم 
داري در کاهش مقدار آفلاتوکسـین   نیز به طور معنی) چهارم

M1  05/0(مؤثر بودند آزاد<P .( با این وجود، پتانسیل سـم-
از تیمارهاي حاوي ) بدون پروبیوتیک(زدایی تیمارهاي شاهد 

  .پروبیوتیک کمتر بود
  
  
  
  

  
  هاي دوغ طی نگهداري یخچالیموجود در نمونه) ppb(مقدار آفلاتوکسین آزاد تغییرات . 1شکل 

)Y =ماست،  یسنت ياستارترهاA =اسیدوفیلوس. ل، R =رامنوسوس. ل، C =کازئی. ل، B =پروبیوتیک هايباکتري تلقیح مقدار= 9 یا 7 ،بیفیدوم. ب   
)log cfu/ml( ،A =شده بصورت زنده،  یحتلق یوتیکپروب هايباکتريD =4.5 یا 4.2شده بصورت مرده و  یحتلق یوتیکپروب هايباکتري =pH یرتخم یینها  /

 نگهداري روزهاي سایر مقادیر. است شده افزوده شیر به که است آزادي آفلاتوکسین آن، مقادیر و است یخچالی نگهداري و تخمیر از قبل صفر، روز از منظور
  ).دهندمی نشان را هانمونه در) شده گیرياندازه( موجود آزاد آفلاتوکسین یخچالی،
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 *هاي دوغ طی نگهداري یخچالیدر نمونه(%) آفلاتوکسین آزاد ) مقدار باند شدن(مقدار کاهش . 1جدول 
  

  **هاتیمار
    28روز     14روز     1روز 

1 -0  14-1  14-0    28-14  28-0    
    Y-4.2 2/24  6/13  8/37    8/1  6/39 مرحله اول

AY-7-A-4.2 2/51  2/40  4/91  8/3  2/95  
RY-7-A-4.2 8/39  8/13  6/53  8/2  4/56  
CY-7-A-4.2 0/38  6/12  6/50  4/0 -***  2/50  
BY-7-A-4.2 6/46  6/25  2/72  2/3  4/75  

  AY-9-A-4.2 0/61  0/33  0/94  0/5  0/99 مرحله دوم

  AY-7-D-4.2 0/64  6/13  6/77  8/0  4/78 مرحله سوم

  Y-4.5 0/26  4/13  4/39  8/0 -  6/38 مرحله چهارم
AY-7-A-4.5 0/50  4/44  4/94  4/4  8/98  

نگهداري یخچالی، مقادیر سایر روزهاي . منظور از روز صفر، زمان قبل از تخمیر و نگهداري یخچالی است و مقادیر آن، آفلاتوکسین آزادي است که به شیر افزوده شده است* 
  .دهندها را نشان میدر نمونه) گیري شدهاندازه(آفلاتوکسین آزاد موجود 

 **Y = ،استارترهاي سنتی ماستA =اسیدوفیلوس. ل ،R =رامنوسوس. ل ،C =کازئی. ل ،B =هاي پروبیوتیک مقدار تلقیح باکتري= 9یا  7 ،بیفیدوم. ب)log cfu/ml( ،A =
  .نهایی تخمیر pH= 4.5یا  4.2هاي پروبیوتیک تلقیح شده بصورت مرده و باکتري= Dهاي پروبیوتیک تلقیح شده بصورت زنده، باکتري
  .ها استافزایش مقدار آفلاتوکسین آزاد در نمونه) -(علامت منفی *** 

  

  بحث  
ــه    ــوده ب ــده آل ــازي ش ــیر بازس  ppb 5/0حــرارت دادن ش

بــراي  C90°در دمــاي  min 15بــه مــدت  M1آفلاتوکســین 
تولید دوغ، تأثیري بر کاهش مقدار آفلاتوکسین آزاد نداشـت  

)05/0>P .(هـا را   مطالعات مختلفی نیز پایداري آفلاتوکسین
اند یون و استریلیزاسیون ثابت کردههاي پاستوریزاس در فرآیند

)20-18 .(  
، در مرحله اول ایـن مطالعـه،   1و جدول  1مطابق با شکل 

مشاهده شـد کـه نـوع گونـه پروبیوتیـک در کـاهش مقـدار        
ــین  ــأثیر معنــی M1آفلاتوکس ــه ). P>05/0(دار دارد  آزاد ت ب

بـه طـور   اسـیدوفیلوس  . لطوري که در این مطالعـه، تیمـار   
). P>05/0(ین باند کننده آفلاتوکسـین بـود   داري بهتر معنی

محققین بسیاري گزارش کرده اند که اختلاف در توانایی باند 
ها  هاي مختلف پروبیوتیک به تفاوت گلیکوپروتئین کردن گونه

، 22(هـا مربـوط اسـت     هاي دیواره سـلولی آن  و پلی ساکارید
تـر یـک   بعضی از محققین نیز قدرت تخمیر سـریع ). 10، 21

هـا در کـاهش بیشـتر مقـدار     را نسبت بـه سـایر گونـه   گونه 
و  Pieridesبـه طـوري کـه    . داننـد آفلاتوکسین آزاد مؤثر می

ــتر     ــدن بیش ــد ش ــایی بان ــه توان ــد ک ــلام کردن ــاران اع همک
ــین  ــیله   M1آفلاتوکس ــه وس ــوس ب ــیلوس رامنوس   لاکتوباس

 LC-705 لاکتوباسیلوس رامنوسوسبه  نسبت GG    بـه علـت
  ).23( تر آن استتخمیر سریع

در مرحله دوم این مطالعـه، مقایسـه بـین کـاهش مقـدار      
-AY-9و  AY-7-A-4.2آزاد بـین دو تیمـار    M1آفلاتوکسین 

A-4.2      نشان داد که کاهش مقـدار آفلاتوکسـین بـا افـزایش
یابـد  داري افزایش می ها به طور معنیمقدار تلقیح پروبیوتیک

)05/0<P .(  ــژوهش ــه مطــابق پ ــان ک ، Varو  Kabakهمچن
هـاي  بـه وسـیله بـاکتري    M1توانایی پیوند بـا آفلاتوکسـین   

 cfu/mlپروبیوتیک لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتریوم در مقدار 
، با توجه به مقدار آلودگی و مدت زمـان  PBSدر محیط  108

ــه ــر بــود 22/10-65/26گــذاري، بــین گرمخان . درصــد متغی
در  M1ها با آفلاتوکسـین  درحالیکه توانایی پیوند این باکتري

اي بـه محـدوده   با کاهش قابـل ملاحظـه   cfu/ml 107مقدار 
و همکـاران نیـز    El-Nezamiمطالعـات  ). 10(رسید % 2/5-0

بـراي   cfu/ml 109×2نشان داد که به طور تقریبی جمعیـت  
و  Lineهمچنــین ). 24(لازم اســت  B1پیونــد آفلاتوکســین 

Brackett  نشان دادند که حداقلcfu/ml 109×1   سلول زنـده
در ایـن  ). 25(ضروري است  B1براي پیوند مؤثر آفلاتوکسین 

شـود کـه   مشاهده می 1و جدول  1مطالعه، با توجه به شکل 
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 ٢٤٦

اگرچه درصد تلقیح بالاتر، سطح آفلاتوکسین را بیشتر کاهش 
زیرا بـا  . می دهد اما به عنوان تیمار مناسب انتخاب نمی شود

 AY-9-A-4.2و  AY-7-A-4.2ار توجه به این کـه در دو تیم ـ 
روز نگهـداري بـه ترتیـب     28درصد کاهش آفلاتوکسین طی 

ــیح   % 99و % 2/95 ــردن تلق ــر ک ــا صــد براب ــابراین ب ــود، بن ب
صـد برابـر نمـی     M1پروبیوتیک، میزان کاهش آفلاتوکسـین  

 logبه عبارت دیگر، هر سـلول پروبیوتیـک در تلقـیح    . شود

cfu/ml 7    ــت ــازدهی بیش ــبی ب ــور نس ــه ط ــاهش ب ري در ک
 logنسبت به هر سلول پروبیوتیک در تلقیح  M1آفلاتوکسین 

cfu/ml 9 همچنــین از نظــر صــنعتی، در تلقــیح  . داردlog 

cfu/ml 7      حجم محصول بیشـتري را مـی تـوان نسـبت بـه ،
بنـابراین صـد برابـر کـردن     . تولید کـرد  log cfu/ml 9تلقیح 

آزاد را  M1 مقدار آفلاتوکسـین  % 8/3تلقیح پروبیوتیک، فقط 
-بنابراین می. دهد و مقرون به صرفه نیستبیشتر کاهش می

تر هسـتند  هاي مستقل دیگر که باصرفه توان با انتخاب متغیر
بـه   2/4نهـایی تخمیـر از    pHمثلاً در این مطالعه، افـزایش  (
  . کاهش بیشتر را جبران کرد% 8/3، این )5/4

 1جـدول   و 1ها در شکل  در مرحله سوم این مطالعه، داده
دهنـد کـه در روز اول نگهـداري یخچـالی، کـاهش      نشان می

 AY-7-D-4.2آزاد بـه وسـیله تیمـار     M1مقدار آفلاتوکسین 
نگهـداري   28و  14هـاي   ولـی در روز  AY-7-A-4.2بیشتر از 

-AYیخچالی کاهش مقدار آفلاتوکسین آزاد به وسیله تیمار 

7-A-4.2   05/0(بیشــتر بــود<P .(  بنــابراین زنــده بــودن 
 M1پروبیوتیک ها، عاملی ضروري براي کاهش آفلاتوکسـین  

احتمالاً چون منظور از کاهش آفلاتوکسین آزاد، بانـد  . نیست
هـا و پپتیـدوگلیکان دیـواره سـلولی      شدن بـا پلـی سـاکارید   

ها اسـت و سـم زدایـی متـابولیکی وجـود نـدارد،        پروبیوتیک
انـد  ها علیرغم کشته شدن نیـز قابلیـت ب   بنابراین پروبیوتیک

به  Varو  Kabakهمان طور که . شدن را از دست نمی دهند
هاي زنده و تیمار شـده   دار بین باکتري نداشتن اختلاف معنی

انـد  اشـاره داشـته   M1گرمایی در باند شدن بـا آفلاتوکسـین   
انـد کـه تیمـار    از طرفی، بعضـی مطالعـات نشـان داده   ). 10(

را از طریـق  ها توانایی بانـد شـدن    هاي باکتري گرمایی سلول
هـا   هـا و پـروتئین   ها و پپتید واکنش میلارد بین پلی ساکارید

یا اینکـه احتمـالاً  گرمـا دادن بـا     ) 26، 27(افزایش می دهد 
افزایش سایز منافـذ لایـه پپتیـدوگلیکان سـطح بـاکتري بـه       

هـاي   همان طـور کـه داده  . افزایش باند کردن کمک می کند
یک مرده، آفلاتوکسـین  این مطالعه نشان داد، اگرچه پروبیوت

را بانـد مــی کنـد و در روز اول نگهــداري یخچـالی بــه طــور    

را بیشــتر از پروبیوتیــک زنــده  M1داري آفلاتوکســین  معنــی
هــاي زنــده  ، ولــی پروبیوتیــک)P>05/0(کــاهش مــی دهــد 

نگهداري یخچـالی   28و  14هاي  همزمان با رشدشان در روز
هـاي مـرده را    یک، لاشه اي از پروبیوتAY-7-A-4.2در تیمار 

بنابراین وجـود  . نیز طی نگهداري یخچالی به وجود می آورند
-AY-7تعداد بیشتري سلول زنده و مرده در محـیط، تیمـار   

A-4.2   را از تیمــــارAY-7-D-4.2 28و  14هـــــاي  در روز 
تر مـی  مناسب M1نگهداري یخچالی در کاهش آفلاتوکسین 

  ). P>05/0(کند 
 AY-7-A-4.2ه، مقایسه تیمـار  در مرحله چهارم این مطالع

-AY-7-Aبـا تیمـار   ) تیمار مناسب مرحله اول، دوم و سـوم (

آزاد نشـان داد کـه در    M1در باند شدن با آفلاتوکسـین   4.5
روز اول نگهداري، اختلافـی در بانـد شـدن بـا آفلاتوکسـین      

 14هاي  در روز AY-7-A-4.5ولی تیمار ) P<05/0(نداشتند 
داري مقدار آفلاتوکسین  طور معنی نگهداري یخچالی به 28و 

ایــن در حــالی اســت کــه ). P>05/0(را بیشــتر کــاهش داد 
Govaris   و همکاران اعلام کردند که سطح آفلاتوکسین پـس

به  pH= 0/4با ) غیر پروبیوتیک(از تخمیر در ماست معمولی 
اسـت و کـاهش    pH= 6/4داري کمتر از ماست بـا   طور معنی

کمتر بـه تولیـد    pHبیشتر مقدار آفلاتوکسین را در ماست با 
اسید لاکتیـک و ترکیبـات اسـیدي بیشـتر مربـوط دانسـتند       

 pHبه علت بالا بـودن   AY-7-A-4.5احتمالاً در تیمار ). 28(
ها طی تخمیـر قبـل از رسـیدن بـه      نهایی تخمیر، پروبیوتیک

می رسند و طی  pH= 5/4مرحله سکون و در مرحله رشد به 
. نگهداري یخچالی فعالتر بوده و قابلیت زیستی بیشتري دارند

، در نتیجه رشد بیشـتر طـی   pH= 5/4این جمعیت بالاتر در 
هاي مرده  هاي زنده، پروبیوتیک نگهداري، علاوه بر پروبیوتیک

در پی دارد و در نهایت به  pH= 2/4بیشتري را نیز نسبت به 
  . فلاتوکسین بیشتر می انجامدداري به کاهش آ طور معنی

نهـایی تخمیـر بـه     pHهمان طور که مشاهده شد با تغییر 
پس . رساند% 8/98توان باند شدن آفلاتوکسین را به ، می5/4

مـی تــوان بـا تغییــر ایــن فـاکتور بــه جـاي افــزایش تلقــیح     
ها به نتایج مشابهی رسیده که مقـرون بـه صـرفه    پروبیوتیک

  .است
 Y-4.2، دو تیمـار شـاهد   1جـدول  و  1با توجه بـه شـکل   

تیمـار  ( Y-4.5و ) تیمار شـاهد در مرحلـه اول، دوم و سـوم   (
داري در کـاهش   نیز بـه طـور معنـی   ) شاهد در مرحله چهارم

کـاهش آفلاتوکسـین در   . مقدار آفلاتوکسین آزاد مؤثر بودند
ها به دو دلیل است؛ اولاً در مقالاتی به نقش تخمیر  این تیمار
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بطوریکـه  ). 29، 30(کسین اشاره شده است در کاهش آفلاتو
هـاي  طی تخمیر، سبب تغییر ساختمان پـروتئین  pHکاهش 

تغییـر  . شـود شیر مانند کازئین و تشکیل لختـه ماسـت مـی   
ساختمان کازئین طی تولید ماسـت ممکـن اسـت در ایجـاد     

این پروتئین تأثیر گذاشته و منجـر   با M1پیوند آفلاتوکسین 
 Vanدر مقابل، . سین در لخته شودبه جذب یا احتباس توک

Egmond و همکــاران بــه افــزایش بیشــتر آفلاتوکســین طــی
هاي ماست همانند  ثانیاً استارتر). 18(تخمیر اشاره داشته اند 

ــد     ــی کننـ ــد مـ ــین را بانـ ــا، آفلاتوکسـ ــک هـ .  پروبیوتیـ
Sarimehmetoglu  وKuplulu  نیـــز گـــزارش کردنـــد کـــه

  ).31(ین مؤثرند هاي ماست در کاهش آفلاتوکس استارتر
ها و  به طور کلی نتایج این مطالعه نشان داد که پروبیوتیک

دار  فرآوري دوغ در کاهش مقدار آفلاتوکسین آزاد تأثیر معنی
دارند و طـی تخمیـر و طـی دوره نگهـداري یخچـالی سـطح       

با تغییر چهار متغیر نوع گونـه پروبیوتیـک،    M1آفلاتوکسین 
هـا و   ا مرده بودن پروبیوتیـک مقدار تلقیح پروبیوتیک، زنده ی

pH  05/0(نهایی تخمیر تغییر می کند<P .( تیمارAY-7-A-

با کمترین هزینه پروبیوتیک و بیشـترین مقـدار کـاهش     4.5
بخشــی و اقتصــادي، آزاد، از نظــر ســلامت M1آفلاتوکســین 

  .بهترین تیمار شناخته شد
 سپاسگزاري

ــاي       ــاب آق ــمند جن ــیار ارزش ــاري بس ــیله از همک بدینوس
و اعضـاي محتـرم    دکترمحمد حسین شـجاعی علـی آبـادي   

این . شودصمیمانه تشکر می "علوم حیاتی فاروق"آزمایشگاه 
نامه دانشجویی مقطع کارشناسی ارشد دانشگاه مقاله از پایان

  .علوم پزشکی شهید بهشتی استخراج شده است
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Background and Objective: One of the major contaminants of Doogh in Iran is aflatoxin M1. In this 
study, the effects of probiotic strains (L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei and B. bifidum), inoculated 
probiotic population (7 and 9 log cfu/ml), physiology of probiotic bacteria and fermentation final pH (4.2 
and 4.5) at four stages (respectively) on the reduction in 0.500 ppb of free aflatoxin M1 in Doogh during 
fermentation and refrigerated storage (5°C) were studied.    

Materials and Methods: Doogh milk with 4% of dry matter was made by reconstitution of skim milk 
powder. The mixture also contained 0.7% of sodium chloride and 0.500 ppb of aflatoxin M1. After heat 
treatment, treatments with different starter culture inoculations were prepared. The treatments were 
incubated until the determined final pH was reached. Immunoaffinity column and HPLC with 
fluorescence detector were used for extraction and measurement of free aflatoxin M1, respectively. Data 
were  analyzed by SPSS software. 

Results: Treatment with L. acidophilus (AY-7-A-4.2) compared to other probiotic strains had highest 
reduction in free aflatoxin M1 during fermentation and refrigerated storage. L. acidophilus with 
inoculation of 9 log cfu/ml (AY-9-A-4.2) compared to 7 log cfu/ml (AY-7-A-4.2), had significantly more 
free aflatoxin M1 binding capacity.. However, AY-9-A-4.2 was not suitable treatment because of the 
strongly higher cost. Treatment containing 7 log cfu/ml dead (heat-killed) L. acidophilus (AY-7-D-4.2) 
significantly binded  more free aflatoxin M1  than AY-7-A-4.2 treatment at the first day of storage. 
However, the live probiotics in AY-7-A-4.2 treatment were more effective in the reduction of free 
aflatoxin M1 at day 14 and 28 of storage. Treatment with higher fermentation final pH (AY-7-A-4.5) was 
more effective on free aflatoxin M1 binding than AY-7-A-4.2 at day 14 and 28 of storage.  

Conclusion: Live cells of L. acidophilus with inoculation of 7 log cfu/ml and final fermentation pH of 4.5 
showed the highest free aflatoxin M1 binding capacity during refrigerated storage; meanwhile,  it was the 
best treatment from health and economic points of view. 

Keywords: Aflatoxin M1, Doogh, Physiology, Probiotic 
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