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شماره2
فانىمكىوهمكاران-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره4،

و باكترى باسيلوس پروپيونيك اسيد سيتريك، اسيد مختلف سطوح اثر
سابتيليس بر توليد آفلاتوكسين از قارچ آسپرژيلوس فلاووس

.م.3  ح محمدى، م.1، مهر، فروزان ،1،2 آ. اميدى، ،1 ن. افضلى، ا.*1، مكى، فانى

1391/10/08 پذيرش: 1391/08/26 دريافت:

خلاصه
به كشاورزى  محصولات آلودگى شود. مى محسوب دام و انسان براى قارچى هاى توكسين ترين خطرناك از يكى عنوان به آفلاتوكسين
اسيد سيتريك، اسيد مختلف هاى غلظت اثر حاضر، مطالعه در شود. مى دامى و غذايى صنايع كشاورزى، در اقتصادى زيان سبب آفلاتوكسين،
گرفت. پنج قرار بررسى مورد فلاووس آسپرژيلوس قارچ از ۱ ب آفلاتوكسين سم توليد بر سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه و پروپيونيك
گرديد. استفاده آفلاتوكسين توليد ميزان مقايسه جهت تكرار چهار در نظر)، مورد تركيبات حاوى درصد 1/25 و 1 ،0/75 (صفر، 0/5، غلظتى تيمار
روز 21 گذشت از پس شدند. اضافه (PDA) آگار - دكستروز – زمينى سيب كشت هاى محيط به و تهيه تركيبات اين از نظر مورد هاى غلظت
هاى غلظت به گرديدند. منتقل آفلاتوكسين سم توليد جهت برنج حاوى هاى فلاسك به PDA كشت هاى محيط روى بر شده توليد هاى قارچ
آفلاتوكسين سم ميزان تركيب). هر ازاء به فلاسك عدد 20) شد، داده اختصاص فلاسك عدد 4 نظر مورد تركيبات از كدام هر حاوى مطالعه مورد
توليد بازده كمترين گرديد. گيرى اندازه (TLC) نازك لايه كروماتوگرافى روش توسط شده، اشاره هاى گروه از يك هر به مربوط شده توليد ۱ ب
همچنين بيشترين .(P <0/05) بود سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه از ليتر ميلى 1/25 غلظت به متعلق (۱/۲ ppm ) آفلاتوكسين سم
BsP4 جدايه و پروپيونيك اسيد سيتريك، اسيد غلظت افزايش با ترتيب به نتيجه در .(۶۰/۸ ppm ) گرديد مشاهده پايه تيمار در سم توليد بازده

رسد. مى ممكن ميزان كمترين به آفلاتوكسين سم توليد ميزان سابتيليس باسيلوس باكترى
سابتيليس. باسيلوس پروپيونيك، اسيد سيتريك، اسيد فلاووس، آسپرژيلوس ،۱ ب آفلاتوكسين كليدى: واژههاى

ايران. بيرجند، بيرجند، دانشگاه كشاورزى، دانشكده دامى، علوم 1.گروه

ايران. شيراز، شيراز، دانشگاه دامپزشكى، دانشكده دام، بهداشت مديريت .گروه 2

ايران. سمنان، سمنان، دانشگاه دامپزشكى، دانشكده درمانگاهى، علوم 3.گروه

ofanimakki@birjand.ac.ir مسؤول: *نويسنده



326

ه2
مار

ش
ه4،

دور
ى،

شك
مپز

دا
هى

گا
يش

زما
تآ

يقا
حق

هت
جل

-م
ران

كا
هم

ىو
مك

نى
فا

مقدمه
قرار گوناگون هاى قارچ حمله مورد جهان سراسر در همواره غذايى مواد
باشند مي ها مايكوتوكسين از بزرگي گروه ها آفلاتوكسين گيرند. مى
فلاووس بويژه آسپرژيلوس جنس از خاصي هاي گونه وسيله به كه
Aspergillus) پارازيتيكوس و (Aspergillus !avus)
.(2011 همكاران، و Yunus) شوند مي توليد (parasiticus
،B2 ،B1 طيور و دام پرورش صنعت در شايع هاى آفلاتوكسين
ترين شايع ۱ ب آفلاتوكسين با مسموميت كه هستند G2 و G1
فلاووس آسپرژيلوس است. (A!atoxicosis) آفلاتوكسيكوزيس
Galvano) كند مى توليد را ۱ ب آفلاتوكسين سم ميزان بيشترين
ترين سمى از يكى عنوان به ها آفلاتوكسين .(2005 همكاران، و
و بدن دفاعى سيستم شدن ضعيف موجب قارچى، هاى متابوليت
همكاران، و Kumar) شوند مى انسان در ها سرطان برخى بروز
اخير هاى سال در آفلاتوكسين به غذايى محصولات آلودگى .(2008
كشاورزى، هاى عرصه در كننده ويران و جهانى مشكلى عنوان به
هاى آسيب به توجه با آيد. مى حساب به دامى و غذايى صنايع
در قارچى سموم با آلوده محصولات مصرف از ناشى شده شناخته
بيولوژيكى و شيميايى مختلف هاى روش همواره حيوانات، و انسان
،Park) است بوده مطرح غذايى مواد در ها قارچ اين كنترل براى
شيميايى هستند ماده دو سيتريك اسيد و پروپيونيك اسيد .(1993
اثر حتى و كنند جلوگيرى ها كپك رشد از توانند مى بالقوه طور به كه
و Monila) است رسيده اثبات به هم مواد اين مايكوتوكسينى ضد
Gowda و (1987) همكاران و Rusul .(1999 ،Giannuzzi
و 0/5- درصد هاى 0/25-1 غلظت ترتيب به (2004) همكاران و
رشد كاهش در را سيتريك اسيد و پروپيونيك اسيد از درصد 0/1
ميكرواورگانيسم  همچنين كردند. بررسى پارازيتيكوس آسپرژيلوس
غذايى هاى مكان قادرند آنتاگونيست هاى باكترى مانند مفيدى هاى
و با كرده اشغال را زا توكسين هاى استرين اين طبيعى فضاهاى و
و تخريب سازى فعال غير باعث بيولوژيكى، تركيبات از برخى توليد
آفلاتوكسين به آلوده محصولات زدايى سم در و شده آفلاتوكسين
اثرات ضد مثال براى .(2008 همكاران، و Kumar) باشند مؤثر
و پسته ذرت روى بر سابتيليس باسيلوس باكترى از هايى سويه قارچى
اين در .( 2009 ،Sedeghat--Telgerd) است رسيده اثبات به
و پروپيونيك اسيد سيتريك، اسيد مختلف هاى غلظت اثر پژوهش
آفلاتوكسين سم توليد بر سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه
گرفت. قرار بررسى مورد فلاووس آسپرژيلوس قارچ از ناشى ۱ ب

كار روش و مواد
سيتريك، اسيد شيميايى تركيبات از كدام هر ازاء به پژوهش اين در

سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه و پروپيونيك اسيد
در (1/25 و 1 ،0/75 (صفر، 0/5، غلظتى تيمار پنج .Bacillus sp
،0/75 صفر، 0/5، هاى غلظت همچنين شد. گرفته نظر در تكرار چهار
شد. تهيه پروپيونيك اسيد و سيتريك اسيد پودر درصد 1/25 و 1
18 كشت ابتدا سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه مورد در
شد، تهيه Nutrient Broth (NB) مايع محيط در باكترى ساعته
از محيط ليتر ميلى حسب بر شده مشخص غلظتى تيمارهاى سپس
1 ،0/75 ميزان 0/5، كه طريق بدين گرديد. برداشت باكترى كشت
هاى هشت پليت به مطالعه مورد باكترى سويه از ليتر ميلى 1/25 و
سرد پليت اينكه از (قبل PDA كشت محيط حاوى مترى سانتى
اسيد مورد در نظر مورد غلظتى تيمارهاى شد. اضافه ببندد) و شده
هاى كشت محيط به درصد حسب بر پروپيونيك اسيد و سيتريك
پلاك يك با كشت هاى محيط از كدام هر گرديد. اضافه PDA
هاى تشتك نهايت در و شده تلقيح فلاووس آسپرژيلوس قارچ از آگار
گرديدند. انكوبه روز 21 مدت به گراد سانتى درجه 28 دماى در پترى
آسپرژيلوس قارچ از ۱ ب آفلاتوكسين سم توليد جهت پژوهش اين در
شده (تهيه ، PTCC NO : (5004 IR111) سويه فلاووس
و علمى هاى پژوهش سازمان باكترى و قارچ كلكسيون مركز از
سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه شد، استفاده ايران) صنعتى
گرديد. تهيه بيرجند پزشكى علوم دانشگاه شناسى قارچ كلكسيون از
فلاسك عدد 20) برنج حاوى هاى فلاسك روى بر قارچ كشت روند
25 ماير ارلن فلاسك هر در كه بود صورت بدين تركيب)، هر ازاء به
در هر موجود هاى برنج به آب ليتر ميلى 13 حدود و وزن برنج گرم
استراحت ارلن هر داخل هاى برنج به ساعت يك و شد اضافه فلاسك
دماى در ها فلاسك سپس كند. نفوذ برنج بافت بداخل آب تا شد داده
اتوكلاو دقيقه 15 مدت به 155lb/In2 فشار و سانتيگراد درجه 121
1 محلول از ليتر ميلى 5 ها فلاسك شدن خنك از پس گرديدند.
حاوى هاى ديش پترى از كدام هر به Triton ( X-100) درصد
توسط آرامى به سپس گرديد. اضافه قبل مرحله در نظر مورد تركيبات
قارچ از سوسپانسيون يك و كرده جدا كشت محيط از را قارچ آنس
هاى قارچ از هركدام به مربوط شده آماده سوسپانسيون شد. تهيه
افزوده برنج محتوى هاى فلاسك به ليتر ميلى ميزان 0/5 به را اوليه
24 به oC دماى در دار يخچال انكوباتور دستگاه به را ها فلاسك و
هاى متعلق ارلن محتويات نهايت در شدند. انكوباسيون روز 7 مدت
ارلن عدد 4) كرده مخلوط هم با را نظر مورد تركيبات از كدام هر به
گروه از يك هر به مربوط شده توليد سم ميزان و تركيب) هر ازاء به
كروماتوگرافى روش توسط نمونه، گرم 25 هر ازاء به شده اشاره هاى
TLC ("in layer chromatography) نازك لايه
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هاى داده .(1996 همكاران، و Shotwell) شد گيرى اندازه
رويه با و SAS (9.1) آمارى افزار نرم از استفاده با حاصله
مورد تصادفى، كاملأ طرح غالب در GLM خطى عمومى مدل
استفاده با ها ميانگين مقايسه گرفتند. قرار آمارى تحليل و تجزيه
پذيرفت. انجام (P <0/05) احتمال سطح در دانكن آزمون از

نتايج
در تعامل شده توليد آفلاتوكسين ميزان بررسى از حاصل هاى يافته
باكترى حضور كه داد نشان درصد يك سطح در قارچ باكترى هاى
در آفلاتوكسين سم توليد ميزان در شديدى كاهش باعث BsP4
طور به بود. شده (۶۰/۸ ppm ) باكترى بدون تيمار با مقايسه
توليد آفلاتوكسين مقدار با قارچ بيومس كاهش ميزان بين خلاصه
اين طى همچنين .(1 (تصوير شد مشاهده منفى همبستگى شده
سيتريك، اسيد غلظت افزايش با ترتيب به كه گرديد مشخص پژوهش
ميزان سابتيليس، باسيلوس باكترى BsP4 جدايه و پروپيونيك اسيد
.(1 (جدول رسد مى ممكن ميزان كمترين به آفلاتوكسين سم توليد
سطح يك در آفلاتوكسين سم ميزان كيفى مشاهده كه طورى به
ادعا اين گواه بنفش ماوراء نور زير سيليكاژل صفحه روى بر درصد
آفلاتوكسين سم توليد بازده كمترين پژوهش اين در .(1 (تصوير است
BsP4 جدايه از ليتر ميلى 1/25 غلظت به متعلق (۱/۲ ppm )
بيشترين همچنين  ، (P <0/05) بود سابتيليس باسيلوس باكترى
. (۶۰/۸  ppm ) گرديد مشاهده پايه تيمار در سم توليد بازده

بحث
ترتيب  به نظر مورد قارچى هاى بازدارنده اثر كمترين و بيشترين
BsP4 جدايه از (۱/۲ ppm ليتر( ميلى 1/25 غلظت به متعلق
اسيد سيتريك از درصد غلظت 0/5 و سابتيليس باسيلوس باكترى
پروپيونيك اسيد بازدارندگى اثر .(P <0/05) بود (۳۷/۸ ppm )
بود دار معنى آزمايشى تيمارهاى ساير به متعلق سيتريك اسيد و
و 0/75 سطوح 0/5، در موجود آفلاتوكسين سم ميزان .(P <0/05)
با يكديگر سابتيليس باسيلوس باكترى BsP4 جدايه از ليتر ميلى 1
1 هاى غلظت كه حالى در .(1 (جدول نداشتند دارى معنى اختلاف
پايه تيمار با مقايسه در اگرچه BsP4 جدايه از ليتر ميلى 1/25 و
دهند، كاهش گيرى چشم طور به را آفلاتوكسين سم توليد توانستند
جدايه كه داد نشان نتايج نداشتند. چندانى اختلاف يكديگر با ولى
قارچ بيومس كامل جلوگيرى در را اثر بيشترين مطالعه، مورد باكترى
عبارتى به دارد. را نظر مورد كشت محيط در فلاووس آسپرژيلوس
باكترى مختلف هاى غلظت بين دارى معنى منفى همبستگى

توليد آفلاتوكسين مقدار با آسپرژيلوس قارچ بيومس كاهش ميزان و
B. Subtilis بخش اميد هاى جدايه همچنين گرديد. مشاهده شده
آفلاتوكسين كنترل در تجزيه و بيوز آنتى مكانيسم دو با عمدتأ
اسيد سيتريك قارچى ضد خواص هستند. مؤثر كشاورزى محصولات
ديگر با مقايسه در فلاووس آسپرژيلوس گونه رشد از جلوگيرى براى
(1996) همكاران و Gosh بود. متوسط مطالعه مورد هاى بازدارنده
و قارچ رشد از پروپيونيك اسيد درصد غلظت 0/5 كه كردند گزارش
مى جلوگيرى فلاووس آسپرژيلوس سويه توسط آفلاتوكسين بيوسنتز
در تحقيقاتى انجام طى ،(1987) همكاران و Rusul همچنين كند.
پروپيونيك اسيد از درصد) 0/25-1) غلظت كردند، گزارش زمينه اين
حاصل نتايج دهد. مى كاهش را آفلاتوكسين سم توليد و قارچ رشد
(2004)، كه همكاران و Gowda نتايج با همچنين مطالعه اين از
طور به درصد هاى 0/1-0/5 غلظت در پروپيونيك اسيد كردند اعلام
آفلاتوكسين سم توليد و فلاووس آسپرژيلوس قارچ رشد از كامل
نتايج نظردر  مورد اختلاف احتمالأ دارد، مغايرت كند مى جلوگيرى
شرايط مختلف بدليل حاضر مطالعه با محققان اين پژوهش از حاصل
نظر مورد  كشت محيط و قارچ سويه بودن متفاوت و آزمايشگاهى
قارچ رشد كاهش سيتريك اسيد با شده تيمار هاى نان در باشد. مى
توسط G1 و B1 آفلاتوكسين توليد مهار و پارازيتيكوس آسپرژيلوس
(2009) همكاران و Reddy .(1997 ،Reiss) شد گزارش قارچ اين
باسيلوس باكترى سلولى خارج مايع ترشحات كه كردند گزارش
توليد و فلاووس آسپرژيلوس قارچ رشد از مؤثرى طور به سابتيليس
عصاره كه است شده گزارش همچنين كند. مى ممانعت آفلاتوكسين
(اساس كومارين تجزيه در .Bacillus sp باكترى سلولى خارج
دارد. مهمى نقش آفلاتوكسين و ها) آفلاتوكسين تمام ملكولى ساختار
عنوان منبع به كومارين از توانند مى كه هايى ميكروارگانيسم رو اين از
مى آنها تجزيه و ها آفلاتوكسين از استفاده به قادر كنند استفاده كربن
قادرند آنتاگونيست هاى باكترى .(2008 همكاران، و Guan) باشند
را زا توكسين هاى استرين اين طبيعى فضاهاى و غذايى هاى مكان
غيرفعال باعث بيولوژيكى، تركيبات از برخى توليد با و كنند اشغال
آلوده محصولات زدايى سم در و شده آفلاتوكسين تخريب و سازى
ميكروبى سازى پاك .(2005 ،Abbas) باشند مؤثر آفلاتوكسين با
جذب و هضم تجزيه، شامل B. Subtilis توسط شده شناخته
أمر اين فهم .(2008 همكاران، و Laciakova) است سطحى
را احشام و انسان غذايى زنجيره در آفلاتوكسين زدايى سم تواند مى
زيستى و اسيد) از (استفاده شيميايى هاى روش از استفاده نمايد. آسان
محسوب قارچ رشد بازدارنده هاى روش مهمترين از يكى (باكترى)
B. Subtilis باكترى قبيل از زيستى هاى كننده جذب شوند. مى
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BsP4 باکتری تيمارهای آزمايشی اسيد سيتريکاسيد پروپيونيکسويه
۴/۲۱a۶۰/۸±۴/۲۱a۶۰/۸±۴/۲۱a±۶۰/۸پايه

۰/۶۸b۲۵/۵±۲/۴۵b۳۷/۸±۳/۲۷b±۰/۵۳/۱ درصد

۰/۳۹b۲۳/۱±۲/۳۴c۳۰/۱±۲/۹۶c±۰/۷۵۲/۵ درصد

۰/۳۵bc۱۱/۹±۲/۶۴d۲۶/۲±۲/۶۵d±۱۲/۱ درصد

۰/۳۴c۶/۳±۱/۹۳e۲۰/۶±۲/۳۸e±۱/۲۵۱/۲ درصد

باسيلوس باكترى BsP4 سويه و پروپيونيك اسيد سيتريك، اسيد هاى بازدارنده حضور در شده توليد ۱ ب آفلاتوكسين سم ميزان مقايسه .1 جدول

(ppm) حسب بر سابتيليس

همراه به استيك اسيد و پروپيونيك اسيد سابتيليس، باسيلوس BsP4 سويه باكترى تركيبات درصد يك سطح در آفلاتوكسين كيفى مشاهده .1 تصوير

حاوى هاى تركيب گرفتن قرار محل ،A نانومتر). 365 موج طول (با بنفش ماوراى نور تحت و سيليكاژل صفحه روى (AFB1) آفلاتوكسين استاندارد

استون - كلروفرم كننده جدا حلال از استفاده با سيليكاژل صفحه روى آفلاتوكسين گرفتن قرار محل ،B سيليكاژل. صفحه روى بر آفلاتوكسين سم

.(100µ1/ml = استاندارد ۱ ب آفلاتوكسين غلظت -) و (1 به 9)

است. دانكن دارى معنى آزمون طبق (P <0/05) سطح در ها ستون دار معنى اختلافات بيانگر ها، ميانگين گذارى ارزش (a-e)

در مقايسه آفلاتوكسين سم جذب به قادر ترى وسيع بسيار مقادير به
و بوده استيك) اسيد و سيتريك (اسيد نظير شيميايى هاى جاذب با
غذايى محصولات روى بر را كمترى محيطى زيست مخرب اثرات
افزايش غلظت با ترتيب به كه شد مشخص نتيجه در كنند. مى اعمال
آفلاتوكسين سم ميزان نظر مورد باكتريايى اسيدى- هاى بازدارنده
به پژوهش  اين در شده انجام مطالعات اساس بر يابد. مى كاهش
اسيدى- تركيبات وسيله به آفلاتوكسين ميزان كاهش رسد مى نظر

آنتى هاى مكانيسم و نبوده سلولى شدن باند علت به تنها باكتريايى

و تجزيه متابوليسم با همراه و فلاووس آسپرژيلوس قارچ عليه بيوز
كرد نشان خاطر بايد پايان در است. ادعا اين بر دليلى آفلاتوكسين
كليدى گامى آفلاتوكسين كنترل عمل هاى مكانيسم شناسايى كه
منفرد كاربرد اساس بر آفلاتوكسين كنترل استراتژى طراحى جهت در
و انبار باغ، مختلف مراحل در ها آن اجزاى يا و ها استرين مخلوط يا
سم صرفه به مقرون و كارآمد آسان، طراحى امكان و بوده نقل و حمل
سازد. مى فراهم را مختلف هاى محيط در موجود آفلاتوكسين زدايى

قدردانى و تشكر
شود. مى تشكر طرح اين از مالى حمايت منظور به بيرجند دانشگاه پژوهشى معاونت از وسيله بدين
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Abstract
Aflatoxin is considered as one of the most dangerous fungal toxins for human and animals. Crops con-

taminated with aflatoxin, causing economic losses in agriculture, food and livestock industries. In the pres-

ent study, the effect of different concentrations of citric acid, propionic acid, and BsP4 strain of Bacillus
subtilis on production of aflatoxin B1 by Aspergillus flavus was evaluated. Five treatment concentrations

(0, 0.5, 0.75, 1 and 1.25 percent of compounds), in four replications were used to compare the production

of aflatoxin. Appropriate concentration of the compounds were prepared and added to the PDA culture

medium (Potato dextrose agar). After 21 days, the produced fungi on the PDA environment culture media

were transmitted to rice containing flasks. Four flasks allocated to each studied concentration (20 flasks per

each compound). The amount of aflatoxin B1 produced by each of the mentioned groups was measured by

thin layer chromatography (TLC). The lowest yield of aflatoxin production (1.2 ppm) was extracted from

strain BsP4 of Bacillus subtilis in 1.25 percent concentration. The highest toxin production was observed

in the basal treatment (60.8 ppm). The study found that along with increasing in the concentration of citric

acid, propionic acid, and BsP4 strain of Bacillus subtilis, the production rate of aflatoxin is diminished to

lowest possible rate.

Keywords: Aflatoxin B1, Aspergillus flavus, Citric acid, Propionic acid, Bacillus subtilis.
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