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 چکیده  
زمینه مطالعه: آفلاتوکسین ها متابولیت های ثانویه ناشی از رشد کپک ها در خوراک دام می باشند. مخمرها میکروارگانیسم هایی می باشند که 
توانایی جذب آفلاتوکسین ها را دارند. هدف: در این تحقیق تأثیر مخمر ساکارومایسس سرویزیه )PTCC 5177( بر سمیت زدایی و جذب توکسین 
آفلاتوکســین B1 در شــرایط in vitro )محیط شکمبه گاو( بررسی گردید. روش کار: به این منظور از مخمر مورد نظر تیمارهای مختلف )زنده، 
تیمار شده با اتوکلاو، تیمار شده با حرارت C° 100 و تیمار شده با اسید( تهیه شد و به محیط شکمبه گاو افزوده شد. سم آفلاتوکسینB1 در مقادیر 
مختلف )ppb 0، 5، 10 و 20( نیز به محیط شکمبه افزوه شدند و در زمان های یک و دو ساعت در دمای C° 37 اینکوباتور گذاری شدند. سپس 
میزان سم باقیمانده در محیط توسط روش الایزا با استفاده از کیت یوروپروکسیما اندازه گیری شد. نتایج: نتایج نشان داد که میکروارگانیسم یاد شده 
در حالت تیمار اتوکلاو شده بیشترین میزان حذف سم )90/5%( را دارند )p<0/05(. همچنین با افزایش زمان انکوباسیون میزان جذب سم به طور 
معنی داری )78%( افزایش یافته است )p<0/05( و با افزایش غلظت سم در محیط کشت توانایی مخمر در جذب سم افزایش می یابد. این نتایج 
بیانگر این مطلب است که میکروارگانیسم در حالت غیر زنده خود توانایی جذب بالاتری را دارد که می تواند به دلیل ترکیبات دیواره سلول مخمر 
باشد. نتیجه گیری نهایی: به عنوان یک راهکار در صنعت خوراک دام استفاده از دیواره سلولی مخمر و یا ترکیبات آن می تواند برای کاهش سم 

آفلاتوکسینB1 مفید باشد.

واژه های کلیدی: آفلاتوکسینB 1، محیط شکمبه، سمیت زدایی، ساکارومایسس سرویزیه

مقدمه
از آنجایــی کــه شــیر و فراورده هــای آن به عنــوان یکی از ســالم ترین و 

پرمصرف ترین فراورده های غذایی برای انسان خصوصاً کودکان، نوجوانان 

و افراد سالخورده مطرح می باشد حضورآفلاتوکسین M1 در این فراورده ها 

در مقادیر بالاتر از حد اســتاندارد، برای مصرف کننده مخاطره آمیز اســت 

)4(. آفلاتوکسین M1 متابولیت هیدروکسیله شده آفلاتوکسین B1 می باشد 

که در شــیر حیوانات شیرده که از خوراک آلوده به آفلاتوکسین B1 مصرف 

کرده ا ند وجود دارد. از آنجا که پاستوریزاســیون، استریلیزاسیون و فرآوری 

شیر بر بقا و کاهش سمیت آفلاتوکسین M1 تأثیر زیادی ندارد، این توکسین 

ســرانجام به فرآورده های مختلف شــیر انتقال می یابد و ســلامت مصرف 

کننــدگان به خطر می اندازد. برای غیرفعال کردن و یا کاهش میزان ســم 

آفلاتوکسین روشهای زیادی مطالعه شده اند که مهمترین آن ها: جداسازی 

فیزیکی، غیر فعال کردن توسط حرارت، پرتونگاری، استخراج توسط حلال 

و تخریب شیمیایی هستند )1(. روش های فوق تا حدودی قادر به غیرفعال 

سازی و کاهش آفلاتوکسین ها می باشند اما عمدتاًً بدلیل ایجاد باقیمانده ها 

)کاهــش میزان ایمنی( و کاهش کیفیت مــواد غذایی، روش هایی عملی و 

قابل قبول نبوده اند. در حال حاضر، برخی از اشــکالات و ابهامات استفاده 

از جاذب های سیلیکاتی و کربن فعال شامل دوز بالای مصرف )5kg تا 15  

در تن خوراک( و احتمال جذب برخی مواد مغذی در دستگاه گوارش شامل 

برخی ویتامین ها و عناصر معدنی باعث روی آوردن گروهی از محققان به 

جاذب های مخمری و لاکتوباسیلی گردیده است )1(.

برخی از محققان در این زمینه معتقدند که بهترین راه حل برای حذف 

آلودگی، از بین بردن و یا کاهش ســم توســط موجودات زنده می باشد که 

امکان حذف مایکوتوکسین ها را تحت شرایط ملایم، بدون استفاده از مواد 

شیمیایی مضر و از دســت دادن ارزش تغذیه ای خوراک دام آلودگی زدایی 

شــده فراهم می ســازد )1(. در این خصوص باکتری های اســید لاکتیک و 

مخمر ها نقش مهمی را ایفا می کنند. ثابت شــده است که سمیت زدایی و 

جذب بیولوژیکی مایکوتوکسین ها توسط مخمر ساکارومایسس سرویزیه با 

عمل جذب سطحی صورت می گیرد. سلول های جدا شده مخمر متعلق به 

گونه های مختلف شامل ساکارومایس سرویزیه و کاندیدا کروزی برای اتصال 

با آفلاتوکسین مورد آزمایش قرار گرفته اند. بیشتر گونه های مخمر بیش از 

15% )وزنی/وزنی( آفلاتوکسین B1 را جذب کرده اند ومیزان سم اتصال یافته 

بســتگی زیادی به گونه مورد اســتفاده دارد )8(. مخمرها توانایی دارند که 
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به مقدار قابل توجهی آفلاتوکســین B1 را جذب کنند. حتی سلول هایی که 

تیمار حرارتی دیده اند میزان جذب بالاتری را از خود نشان داده اند که موید 

این مطلب است که جذب فیزیکی و دانسیته سلولی نقش مهمی درکارایی 

جذب دارد. همچنین نشــان داده شده است که استفاده از مخمر خشک یا 

 B1 دیواره مخمر در خوراک دام باعث کاهش قابل توجهی از آفلاتوکسین

شده است. همچنین مشاهده شد که بیش از 77% آفلاتوکسین B1 توسط 

مواد دیواره سلولی که اغلب مانان-اولیگوساکارید می باشند جذب شده است. 

جمعیت میکروبی شکمبه از سه بخش اصلی باکتری ها، پروتوزوا و قارچ ها 

تشکیل شده اند. امروزه تعداد گونه های باکتری های شناسایی شده بیش از 

200 گونه باکتری می باشــد. تعداد کمی از باکتری های شکمبه بی هوازی 

کامل هستند اما بیشتر جمعیت باکتری شکمبه بصورت بی هوازی اختیاری 

می باشند و قادرند که درحضوراکسیژن )بخصوص اکسیژن حاصل از ورود 

بزاق به شــکمبه( به فعالیت خود ادامه دهنــد. با توجه به خصوصیات مواد 

خوراکی تغذیه شده، فعالیت و محصولات تولید شده توسط این باکتری ها 

متفاوت می باشد. تعداد باکتری ها درحدودcell/ml 109 تا 1010 ازمحتویات 

شکمبه می باشد. مجموعه میکروب های شکمبه باعث هضم مواد غیر قابل 

هضم توسط حیوان وتولید موادقابل جذب توسط حیوان می گردد. هر بخشی 

از مــواد مغذی موجود در منابع خوراکی بصورت ویژه مورد هضم میکروبی 

قرار می گیرند. مخمرهای اضافه شده در چنین محیطی می توانند به فعالیت 

خود ادامه داده و اثر حذف و کاهش خود را بر روی آفلاتوکسین بگذارند. در 

نشخوارکنندگان شیری، مخمر های خشک شده فعال عملکرد را بهبود داده 

و سازگارترین اثرات آن افزایش ماده خشک مصرفی و شیر تولیدی می باشد. 

در مطالعات مختلف انجام شــده بر روی گاو گوشــتی یا نشخوارکنندگان 

جوان، فرانسجه های رشدی )افزایش وزن روزانه، وزن پایانی، ماده خشک 

مصرفی، نســبت خوراک به رشد( با افزودن روزانه مخمرهای خشک شده 

فعال به جیره، بهبود یافته است )8(.

مواد و روش کار
 saccharomycess تهیه و آماده سازی سوش های میکروبی: مخمر

cerevisiaeا)PTCC 5177( از ســازمان پژوهش هــای علمی و صنعتی 

ایران بخش کلکســیون میکروبی خریداری شــد و مطابق دستورالعمل در 

محیط کشت استریل Yeast Mold Broth  مرک فعال شد. سوسپانسیون 

حاصل را در دمای C° 37 به مدت 24 ســاعت در اینکوباتور قرار داده شــد. 

لازم به ذکر است علاوه بر تعیین کدورت سوسپانسیون با اسپکتروفتومتر، 

میزان رشد مخمر و تعداد آن ها، با استفاده از لام نئوبار و نیز شمارش پلیت 

اســتاندارد به کمک محیط کشــت Yeast Mold Agar مرک محاسبه 

گردید )18، 11، 9، 5(. تعدادسلول های مخمر در این تحقیق برای افزودن 

به محیط شکمبه cell/g 109می باشد.

آماده ســازی محیط شــکمبه دام: محیط شکمبه مورد استفاده در این 

آزمایشات، قبل از خوراک دهی صبح و از شکمبه 4 عدد گوساله نر فیستولا 

شده نژاد هلشتاین که تحت رژیم بر پایه مواد خشبی و علوفه ای می باشند 

تهیه شــد. محیط شکمبه از میان چهار لایه پارچه کرباس عبور داده شد و 

صاف گردید. سپس در فلاسک آب با دمای C° 40 بلافاصله به آزمایشگاه 

منتقل شــد. محیط با ســانتریفوژ بــا دور rpm 6000 به مــدت 20 دقیقه 

سانتریفوژ شد )17( و از مایع رویی در حجم های مساوی به کرایوتیوب های 

اســتریل منتقل کرده و تیمارهای مختلف مخمر در مقدار )109cell/g( به 

محیط شکمبه گاو اضافه شدند و سپس غلظت های مختلف آفلاتوکسین 

)µg/kg 0، 5، 10 و 20( به آن اضافه شدند.  

آمــاده ســازی تیمارهــای مخمر ساکارومایســس ســرویزیه: مخمر 

ساکارومایســس سرویزیه در تیمارهای مختلف شامل: مخمر زنده و فعال، 

مخمر حرارت دیده )C°100 به مدت 30 دقیقه( )3(، مخمر اتوکلاو شده )3( 

و مخمر تحت تیمار اسیدی )12( تهیه شده و در مقدارcell/g 109 به محیط 

شکمبه اضافه می شوند.

اندازه گیری میزان آفلاتوکسین B1: میزان سم باقیمانده در محیط در 

زمان های 1 و 2 ســاعت انکوباسیون توسط روش الایزا با استفاده از کیت 

یوروپروکســیما )Europroxima( به شماره کاتالوگ 5121AFB ساخت 

کشور هلند اندازه گیری شد.

آنالیــز آماری: این پژوهش در مرحلــه in vitro در قالب فاکتوریل با 

طرح پایه کاملًا تصادفی در ســه تکرار انجام شــد. فاکتورهای لحاظ شده 

شامل آفلاتوکســینB1 در 4 سطح و 2 زمان مختلف انکوباسیون و مخمر 

در 4 ســطح )شاهد، مخمر زنده، مخمر اتوکلاو شــده و مخمر اسیدی( در 

 MSTAT محیط شــکمبه انجام شد. داده ها با اســتفاده از نرم افزار آماری

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. بر اســاس آن نمودارها بوسیله نرم افزار 

EXCEL رسم گردید.

نتایج
همــان طور کــه در تصویر 1 مشــاهده می شــود بــا افزایش غلظت 

آفلاتوکسینB1 در مایع شکمبه میزان جذب سم توسط مخمر ساکارومایسس 

سرویزیه افزایش یافته است. غلظت های مختلف سم اختلاف معنی داری در 

کاهش سم دارند. 

همانطور که در تصویر 2 مشاهده می شود مخمر درحالت اتوکلاو شده 

بیشــترین تأثیر را در جذب آفلاتوکسین B1 از محیط شکمبه داشته است 

)82/6%( و پس از آن حالت حرارت دیده میکروارگانیســم دارای بیشــترین 

تأثیر )79/9%( در حذف سم می باشد )p> 0/05(. سایر حالت های مخمر که 

بر روی سم مؤثر هستند به ترتیب تیمارهای اسیدی شده و تیمار مخمر زنده 

هســتند و این اختلاف در جذب سم در حالت های مختلف مخمر معنی دار 

.)p>0/05( می باشد

همانطــور که در تصویر 3 مشــاهده می شــود با افزایش غلظت ســم 
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آفلاتوکسین B1 میزان جذب سم توسط مخمر در این تحقیق افزایش پیدا 

می کند به طوری که غلظت ppb 250 بیشترین میزان جذب را داشته است 

)p>0/05(. در طول مدت انکوباسیون محیط شکمبه مشاهده می شود که 

در ساعت دوم اینکوباسیون میزان جذب سم در غلظت های مختلف افزایش 

معنی داری داشته است و با افزایش میزان غلظت سم مقدار سم جذب شده 

روند صعودی دارد.

در تصویر 4 اثر متقابل تیمارهای مخمر و غلظت ســم بر روی میزان 

جذب سم نشان داده شده است. همان طور که از شکل هم پیداست تیمار 

اتوکلاو شــده مخمر دارای بیشــترین تأثیر در جذب سم از محیط شکمبه 

می باشند و با افزایش غلظت سم قدرت جذب سم توسط مخمر نیز افزایش 

می یابد که در شــکل های قبل هم اشاره شــد و تیمار زنده مخمر کمترین 

قابلیت جذب را نشان داده اند.

بحث
غلظت هــای مختلف ســم اختلاف معنی داری در کاهش ســم دارند، 

همچنین براساس نتایج گزارش شده توسط El-Nezami و همکاران در 

ســال 1998 مقدار سم جذب شــده با افزایش میزان غلظت سم در محیط 

افزایش یافته اســت ولی این میزان جذب در مقادیر مختلف ســم معنی دار 

نبوده است )Line .)4 در سال 1995 و Ciegler و همکاران در سال 1996 

 B1 نیز اظهار داشــتند با افزایش مقدار توکسین درصد حذف آفلاتوکسین

کاهش یافته اســت )2،11(. مطالعات El-Nezami و همکاران در ســال 

1997 بر خلاف این یافته ها بود که بیان کردند مقدار آفلاتوکسین B1 حذف 

شده با افزایش غلظت سم افزایش پیدا کرد اما درصد حذف تفاوت عمده ای 

نداشت )4(.

مخمر درحالت اتوکلاو شده بیشــترین تأثیر را در جذب آفلاتوکسین 

B1 از محیط شکمبه داشته است )82/6 %( و پس از آن حالت حرارت دیده 

آن دارای بیشــترین تأثیر )79/9 %( در حذف سم می باشد )p>0/05(. سایر 

حالت های مخمر که بر روی سم مؤثر هستند به ترتیب تیمارهای اسیدی 

شده و تیمار زنده هستند و این اختلاف در جذب سم در حالت های مختلف 

مخمر معنی دار می باشــد )p> 0/05(.اRahaie و همکاران در سال 2010 

گــزارش کردند که تیمار گونه های مخمر با اســید قــدرت اتصال آن ها با 

تصویر 2. اثر تیمار ساکارومایسس سرویزیه بر جذب آفلاتوکسین B1 در روده.تصویر 1. اثر غلظت سم در جذب آفلاتوکسین B1 به وسیله ساکارومایسس سرویزیه.

تصویر 3. اثر غلظت آفلاتوکســین B1 و زمان اینکوباســیون در کاهش آفلاتوکســین 
B1 در روده.

تصویر 4. اثر تیمار مخمرها و غلظت سم در کاهش آفلاتوکسین. 
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آفلاتوکسینB1 را تا 60% افزایش می دهد و همچنین حرارت دادن و دمای 

C°120بــه مدت 20 دقیقه قدرت اتصال مخمر با آفلاتوکســین را تا %55 

افزایش می دهد )13(. 

حــرارت دادن باعث دناتوراســیون پروتئین ها یا تشــکیل محصولات 

واکنش مایلارد در دیواره سلولی شده و یا با انحلال بعضی از مانوپروتئین های 

موجود در دیواره سلولی نفوذپذیری دیواره افزایش یافته و منجر به افزایش 

دسترسی مکان های مخفی دیواره سلولی می شود. همچنین شرایط اسیدی 

از طریق تأثیر روی پلی ساکاریدها و تبدیل مونومرها و شکسته شدن آن ها 

به آلدئیدها عمل می کند و احتمال می رود که در شرایط اسیدی مقداری از 

واکنش ها درون سلولی باشند )4(.

با افزایش زمان انکوباسیون یا ماندگاری مخمر در محیط شکمبه میزان 

جذب توکسین به طور معنی داری افزایش یافته است. Sahebghalam و 

همکاران در سال 2013 گزارش کردند که بیشترین مقدار جذب آفلاتوکسین

B1 در زمان 4 ساعت انکوباسیون مخمر ساکارومایسس سرویزیه در محیط 

کشــت اتفاق افتاده اســت و به نظر می رسد که فرآیند جذب آفلاتوکسین 

توســط مخمر به سرعت انجام می شــود به طوری که افزایش مدت زمان 

انکوباســیون تا 24 ســاعت اثر معنی داری در جذب آفلاتوکسین از محیط 

کشت نداشته است )16(. همچنین Rahaie و همکاران در سال 2010 نیز 

گزارش کردند که جذب آفلاتوکســینB1 فرآیند سریعی است و بیشترین 

میزان کاهش سم در طی 3 ساعت اینکوباسیون مشاهده شده است )13(.

Saeidi Asl و همکاران  در ســال 2010 اثر مخمر ساکارومایســس 

سرویزیه بر کاهش آفلاتوکسین G1 و G2 در محیط کشت آزمایشگاهی و 

پودر ماهی کلیکا را بررسی کردند. یافته های این تحقیق نشان می دهد که 

استفاده از ساکارومایسس سرویزیه در مقدار 3 % میزان آفلاتوکسین G1 و 

G2 را به ترتیب 98/8 و 95 % کاهش داده است. مخمرها به عنوان ابزارهای 

بیولوژیکــی در زمینه کنترل آلاینده های میکروبی و متابولیت های ســمی 

استفاده می شود. دیواره سلولی ساکارومایسس حاوی پلی ساکاریدهایی نظیر 

گلوکان و مانان بوده که مکانیسم های مختلف )پیوندهای یونی، هیدروژنی 

و هیدروفوبی( پیوند با توکسین را فراهم می کند )15(. 

Saeidi Asl و همــکاران  در ســال 2010 اثــر دوزهــای مختلــف 

ساکارومایسس سرویزیه را جهت حذف و کاهش میزان آفلاتوکسین B1 و 

B2 در محیط کشت و پودر ماهی کلیکا مورد بررسی قرار دارند. نتایج تحقیق 

آن ها نشان داد که در دوز 3% مخمر میزان حذف آفلاتوکسین B1 و B2 به 

ترتیب92/7 و 94 % بوده است و در دوز 4% مخمر میزان حذف آفلاتوکسین 

B1 و B2 به ترتیب 94/6 و 95/8 % بوده است )16(.

Gonçalves و همــکاران در ســال 2015 توانایی ساکارومایســس 

ســرویزیه را در محصولات بر پایه نیشــکر تخمیر شــده بررســی کردند. 

تیمارهای مختلف ساکارومایسس )خشک شده، اتولیز شده، دیواره سلولی( 

بود. تیمارهای مخمر خشک شده و مخمر اتولیز شده دارای بیشترین توانایی 

در جذب آفلاتوکســین B1 محیط داشــتند، ولی اثر حذف آفلاتوکسین در 

طول زمان معنی دار نبود )7(.

نتیجه گیــری: یافته های این تحقیق بیان کننده این مطلب اســت که 

ســلول های میکروارگانیســم ها به دلیل وجود ترکیبات دیواره سلولی شان 

توانایی جذب ســموم را دارند. سلول های کشته شده میکروارگانیسم ها در 

جذب سم مؤثر تر می باشند. مخمر ساکارومایسس سرویزیه در حالت اتوکلاو 

شده و نیز کشته شده با حرارت دارای بیشترین توانایی جذب سم می باشند 

و می توان از سلول کشته شده مخمر و یا باکتری برای جذب و حذف سموم 

استفاده کرد و حتی می توان دیواره سلولی مخمر را جداسازی کرده و از آن 

جهت حذف و کاهش ســم استفاده کرد و به عنوان یک راهکار در صنعت 

خوراک دام استفاده از گلیکومانان دیواره سلولی مخمر می تواند برای کاهش 

سم آفلاتوکسینB1 مفید باشد.

تشکر و قدردانی
از معاونت محترم پژوهشی سازمان جهاددانشگاهی خراسان رضوی و 

نیز شرکت ژرف اندیشان فاخر به خاطر حمایت در انجام این تحقیق تشکر 

و قدردانی می گردد.
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Abstract:
BACKGROUND: Yeasts are microorganisms that have the ability to absorb aflatoxins. 

OBJECTIVES: The effect of the yeast Saccharomyces cerevisiae (PTCC 5177) on aflatoxin 
B1 detoxification and absorption of toxin in in vitro (the cow rumen) was investigated. 
METHODS: For this purpose, the yeast used in various treatments (live-treated, autoclave, 
heat-treated, treated with acid  100 °C) was prepared and added to the rumen of cattle. Af-
latoxin B1 in different doses (0, 5, 10, 20) ppb in the rumen were added and were incubated 
at 37°C for one and two hours. The amount of toxin residues was measured by ELISA us-
ing Europroxima kits. RESULTS: The results showed that microorganisms that have been 
treated in an autoclave have the highest amount of toxin removal (90.5%) (p<0.05). Also, 
with increases in the incubation time, the amount of toxin absorbed significantly increased 
(78%) (p<0.05) and with increasing concentrations of toxin in vitro the yeast’s ability to 
absorb toxin increases. These results demonstrate  that the major toxin is absorbed by the 
yeast cell wall and therefore non-living microorganisms shown an ability to absorb higher. 
This is because the composition of the yeast cell wall mannoprotein that are effective at 
absorb in toxin. CONCLUSIONS: As a strategy for the animal feed industry the use of gly-
comannan yeast cell wall can be useful for reducing aflatoxin B1.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. The effect of the concentration of Aflatoxin B1 toxin uptake by Saccharomycess cerevisiae.

Figure 2. Treatment effect of Saccharomycess cerevisiae on the absorption of Aflatoxin B1 in the rumen.

Figure 3. Effect of the Aflatoxin B1 concentration and incubation time in reducing aflatoxin B1 from the rumen.

Figure 4. The effect of treatment microorganisms and toxins concentration on reducing of Aflatoxin B1.


