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شماره2
-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره5،

فانىمكىوهمكاران

روش توليد و سنجش نيمه صنعتى آفلاتوكسين در محيط كشت  برنج

ح.ر.4. محمدى، ا.1و3، اميدى، ن.1، افضلى، ا.*1و2، مكى، فانى

1392/10 /09 پذيرش: 1392/05 /12 دريافت:

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

ايران. كاشمر، رضوى، خراسان استان سارينا، گستر زرين شركت آموزش، و توسعه تحقيق، معاونت .2

ايران. شيراز، شيراز، دانشگاه دامپزشكى، دانشكده دام، بهداشت مديريت گروه .3

ايران. سمنان، سمنان، دانشگاه دامپزشكى، دانشكده درمانگاهى، علوم گروه .4

Ofanimakki@birjand.ac.ir مسؤول: *نويسنده

B1، محيط كشت برنج، شرايط محيطى، سرطان. كليدى: آفلاتوكسين واژههاى

خلاصه
مى كند. هدف از اجراى اين مطالعه توليد آلوده را علوفه و غذا كه است آفلاتوكسينB1 يكى از مهمترين سموم قارچ آسپرژيلوس فلاووس
مى باشد. در مطالعات برون تنى، سويه  تحقيقاتى مطالعات اجراى جهت برنج كشت محيط روى بر شده توليد آفلاتوكسين ميزان سنجش و
و باكترى هاى سازمان پژوهش هاى ها قارچ كلكسيون مركز از شده تهيه (Aspergillus !avus) مرجع قارچ آسپرژيلوس فلاووس
Potato dextrose agar (PDA) تكثير شد. قارچ تكثير  كشت محيط در ( NO PTCC:5004 (IR111) و صنعتى ايران علمى
شده سپس به محيط كشت برنج جهت توليد آفلاتوكسينB1 منتقل گرديد. نتايج حاصل نشان داد كه اصلى ترين عامل محيطى مؤثر بر

مى باشد. همچنين، توليد آفلاتوكسين تحت  محيط) نور (ميزان انكوباسيون شرايط و محيط دماى برنج كشت محيط در B1توليد آفلاتوكسين
24 به بيشترين ميزان ممكن خواهد رسيد. در حالى كه بدترين شرايط محيطى براى  oC شرايط رطوبتى يكسان در محيطى تاريك با دماى
و نور عوامل مؤثرى در توليد  دما كه گرديد مشخص پژوهش اين در شد. داده تشخيص 40 oC آ فلاتوكسين، محيطى روشن با دماى توليد

آفلاتوكسين به شمار مى روند.
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ولى شود،  مى  توليد  مختلفى  هاى  قارچ  وسيله  به  آفلاتوكسين 
فلاووس آسپرژيلوس  طبيعت  در  آن  كننده  توليد  قارچ  مهمترين 

بسيار  انتشار  داراى  كه  باشد  مى   (Aspergillus �avus)
براى مناسب  سوبستراهاى  از  يكى  غلات  است.  طبيعت  در  وسيع 
و همكاران،  Amiri dumari) شوند مى محسوب قارچ اين رشد
و همكاران، 1391). آفلاتوكسين هاى شايع در مكى فانى 2013؛
مسموميت كه  هستند   G2 و G1 ،B2 ،B1 طيور پرورش  صنعت 
(فانى  است  آفلاتوكسيكوزيس  نوع  ترين  شايع   B1 آفلاتوكسين با 
و همكاران، 1966، جهت  Odetite .(1392a و همكاران، مكى
كشت قارچ آسپرژيلوس پارازيتيكوس از ويال يك ميلى گرمى سويه
از  استفاده كردند. گروهى   NRRL 2999 به شماره پارازيتيكوس 
محققان اين سويه را بهترين سويه قارچ، جهت توليد سم آفلاتوكسين 
و افزودند، اين سويه بهتر از سويه آسپرژيلوس فلاووس  دانسته B1

B1 توليد مى كند (فانى مكى IR) آفلاتوكسين 111 ( به شماره
و همكاران (2013)، مشاهده كردند Hong .(1392b و همكاران،
و ذرت گندم زمينى، بادام روى بر توان مى را B1 كه آفلاتوكسين
(2013)، كشت قارچ آفلاتوكسين  همكاران و Garcia .كشت داد
و در نهايت  داده انجام سورگوم و سويا گندم، برنج، روى بر را B1

و توليد توكسين را بر روى برنج مشاهده كردند. كشت اثر بهترين
ها كربوهيدرات  پروتئين،  نظر چربى،  از  بويژه  ذرت  دانه  همچنين، 
و رطوبت  دما در كه است اى گونه به عناصر بعضى هاى نمك و
باشد مى مناسب، محيط بسيار مطلوبى جهت رشد قارچ آسپرژيلوس

و توليد  قارچ كشت پژوهش اين در .(3102 همكاران، و Garcia)
B1 در شرايط محيطى متفاوت بر روى برنج، مورد سم آفلاتوكسين

بحث و بررسى قرار گرفته است.

مواد و روش كار
B1 و توليد آفلاتوكسين كشت قارچ آسپرژيلوس فلاووس

 (PTCC NO در شرايط آزمايشگاهى قارچ آسپرژيلوس فلاوس
 Potato Dexterose بر روى محيط كشت : 5004 (IR111)
Agar (PDA) تكثير شد (تصوير 1). در مرحله اول، محيط كشت
آماده شده در پترى ديش هاى يكبار مصرف تقسيم مى شود. سپس،
 (Triton X-100) درصد 1 محلول بوسيله آسپرژيلوس قارچ 
روى بر  و  شده جدا اوليه كشت محيط از سوسپانسيون بصورت
محيط هاى كشت از قبل تهيه شده، بصورت خطى كشت داده مى
 (1392c و همكاران، مكى فانى 3102؛ همكاران، و Garcia) شود
در  روز   21 مدت به  شده  آماده  قارچى  هاى  كشت   .(2 (تصوير   ،
28 درجه سانتى گراد در گرمخانه گذاشته مى شوند. در مرحله دماى

بعد، جهت توليد سم آفلاتوكسينB1 بر روى محيط كشت برنج از 
فلاسك هاى ارلن ماير استفاده مى شود. بطورى كه در هر فلاسك 
13 ميلى ليتر آب  25 گرم برنج به همراه (250 سى سى)، ماير ارلن
1 ساعت نگهدارى مى شود تا رطوبت مدت به و شده اضافه مقطر
بداخل بافت برنج نفوذ كند (تصوير 3). فلاسك ها در دماى 121
همچنين، به  شوند. مى اتوكلاو دقيقه 15 مدت به سانتيگراد درجه
منظور انتقال قارچ كشت شده در مرحله قبل به محيط كشت برنج،
پترى  محيط  در  شده  توليد  قارچ  از  (تعليقى)  سوسپانسيونى  مجدد 
و همكاران، 2013؛ فانى مكى  Garcia) ديش ها تهيه مى شود
و همكاران، 1391). در اين مرحله، تعليق آماده شده را به ميزان 
0/5 ميلى ليتر به هر يك از فلاسك هاى محتوى برنج اضافه كرده
و سپس آن ها را به دستگاه گرمخانه يخچالدار منتقل مى  (3 (تصوير
7 مدت به سانتيگراد درجه دماى 30-28 در ها فلاسك نمايند.
مدت كشت ها را روزانه اين در شوند. مى نگهدارى گرمخانه در روز
كاملاً مخلوط كرده تا دقيقه 2 مدت به يكبار، ساعت 12 هر 2 مرتبه،
بافت برنج داخل فلاسك ها متلاشى شود (تصوير 2). به تدريج روند
رشد قارچ بر روى فلاسك هاى حاوى محيط كشت افزايش يافته به 
دوره گرمخانه، سطح محيط كشت برنج سرشار  پايان در كه طورى
همكاران، و  Garcia) شد خواهد  فلاووس  آسپرژيلوس  قارچ  از 
. روش كشت توصيه شده در  و همكاران، 1391) مكى فانى 2013؛
اين بخش روشى مناسب جهت كشت قارچ آسپرژيلوس فلاووس بر
و سويا مى باشد. زمينى بادام ذرت، گندم، جمله؛ از غلات ساير روى

سنجش  غلظت آ فلاتوكسين توليد شده به روش
كروماتوگرافى لايه نازك.

( in Layer Chromatography ) 
آب مقطر در يك  ليتر ميلى + 100 نمونه ــرم گ 52 اول، ــه مرحل در
2 دقيقه در يك دستگاه مدت به ــى س سى 500 ماير ارلن ــك فلاس
ــمت (1). 150 ميلى ليتر ــد (تصوير 4، قس ش داده قرار دهنده تكان
2 دقيقه مدت به آن محتويات و ــد ش اضافه قبلى فلاسك به ــتن اس
ــمت 1). در اين مرحله، گرديد (تصوير 4، قس مخلوط كامل ــور بط

مقدمه

فلاسك ارلن ماير 500 سى سى به مدت 2 دقيقه در يك دستگاه
ليتر  ميلى   150  .(1 قسمت   ،4 (تصوير شد  داده  دهنده  قرار  تكان 
و محتويات آن به مدت 2 دقيقه  شد اضافه قبلى فلاسك به استن
مرحله، اين  در   .(1 قسمت   ،4 (تصوير گرديد  مخلوط  كامل  بطور 

 ،4 محتويات از ميان كاغذ صافى واتمن شماره 1 فيلتر شد (تصوير
+ 3 گرم  شده فيلتر مواد از ليتر ميلى 75 قسمت 2). در مرحله بعد،
فِريك ژل را  محلول ليتر ميلى 100 + (Cu So4) كربنات مس
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((A).1تصوير Tritonمحلول X - 100،((B)ميلي يك Aspergillusگرميويال flavus (PTCC : IR 111)،
Aflatocin B1 From Aspergillus flavus Standard � A6636- 1mg.(C)

كشت3تصوير نحوه و سازي آماده فلاووسقارچ. برنجآسپرژيلوس كشت محيط روي روشبر Inبه vitro:ml (A)14مقطر پوشاندنgr25+آب برنج،
فلاسك آندرب نگهداري و آلومينيومي فويل و پنبه با ساعتها يك مدت به فلاسك(B).ها كردن دماياتوكلاو در برنج حاوي مدتoC121هاي دقيقه15به

كردن(C)و محلولميلي5اضافه از TRITONدرصد1ليتر X پليت100 از كدام هر به و، قارچ حاوي كردنهاي محلولمخلوط كه بطوري آنس توسط آن
) شود حاصل قارچ از همكاران،يكنواختي و مكي ).1391فاني

IR111 : از روز اول تا هفتم + روز بيست و يكم (فانى مكى و همكاران، 1391) تصوير 2. مراحل رشد قارچ آسپرژيلوس فلاووس سويه
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آفلاتوكسين.4تصوير سنجش اجرايي روشB1مراحل TLCبه

در يك بالن ژوژه 250 ميلى ليترى به آرامى تكان داده تا محتويات
4، قسمت 3). مجدداً، محتويات  بطور كامل مخلوط شوند (تصوير
ادامه؛ 100  مى شود. در  فيلتر 1 از ميان كاغذ صافى واتمن شماره
دِكانتور محتوى 100 ميلى  قيف يك به شده فيلتر مواد از ليتر ميلى
منتقل كُلروفرم  ميلىليتر 20 + درصد 0/03 (H2SO4) از ليتر 
اين مرحله، محلولى 2 فازى تشكيل خواهد شد (لايه  مى شود. در 
.(5 و  4 قسمت  ،4 (تصوير مى شود)،  جمع پائينى فاز در كلروفرم
پيچ انتهايى قيف دكانتور را به آرامى باز كرده تا فاز كلروفرم خارج
 20) قبل مرحله كلروفرم لايه ادامه؛ در .(6 4، قسمت شود (تصوير
مى شود (تصوير  تركيب پتاسيم محلول ليتر ميلى ميلى ليتر) با 100
و  كلروفرم عصاره محتوى دكانتور قيف سپس، .(7 قسمت  ،4
مى شود (امولوسيون چرخانده آرامى به پتاسيمى شستشوى محلول
به شدت تكان داده نشود، لازم به ذكر است كه عصاره كلروفرم در
مى گيرد). لايه كلروفرمى بوسيله يك قيف از ميان يك  قرار پايين
،4 (تصوير مى شود  آورى جمع و شده داده عبور Na2SO4 لايه

60 درجه  قسمت 8). عصاره كلروفرم تهيه شده، در آون با حرارت
و باقيمانده مواد خشك شده در 0/2 ميلى ليتر  شده تبخير سانتيگراد
صفحه روى  بر  شده  تهيه  محلول  مى شوند.  حل كلروفرم محلول
و همراه استاندارد نقطه راستا يك در (TLC) نازك كروماتوگرافى

سيليكاژل  با  همراه   TLC آلومينيومى  (صفحه  مى شود  گذارى

,Germany). در نهايت، صفحه در مخزنى Merk , F254/60
مى گيرد. صفحه  قرار (1 : 12 : 88) آب : استون : كلروفرم حاوى
(365 nm) UV TLC را در هوا خشك كرده، تحت نور لامپ

و شدت نقطه فلورسنس آبى نمونه با نقطه  داده قرار قضاوت مورد
و همكاران، 1966؛ Odetite) مى شود مقايسه استاندارد فلورسنس

.(4 فانى مكى و همكاران، 1391)، (تصوير
 üبوسيله فرمول زير محاسبه مى شود؛  B1مقدار آفلاتوكسين

 AFB1 = ((S×Y×V)/(Z×W))×1000
در اين فرمول؛

µl در نقطه استاندارد، قابل  = مقدار آفلاتوكسينB1 بر حسب S
Z برحسبµl  نقطه نمونه. مقايسه بامقدار

قابل  نمونه،  نقطه  در   µl حسب بر B1آفلاتوكسين مقدار   = Z
µl آفلاتوكسين استاندارد. S بر حسب مقايسه با مقدار

10)، حاوى  µg/ml) Y = غلظت آفلاتوكسينB1  استاندارد

مشخصات:
Aflatoxin B1 From Aspergillus flavus.

Sigma Alorich - Art Number A6636-1mg.
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CAS 1162-65-8; C17H12O6 ; FW 312.3; MP
268-269 oC; EC 214-603-3; CH-Gift 1. 

µl قبل از نقطه گذارى. V = حجم محلول باقيمانده بر حسب
مىباشد. نمونه موثر وزن = W

W = 25 × (75×100/250×175) = 4.286 Gram

نتايج
pH يكسان،  و رطوبتى شرايط در كه شد مشخص پژوهش اين در
مناسب ترين شرايط محيطى جهت توليد آفلاتوكسينB1 محيطى
مى باشد. در حالى كه، نامساعدترين شرايط  24 oC تاريك با دماى
40 بود.  oC محيطى جهت توليد اين توكسين محيطى روشن با دماى
و شرايط گرمخانه (نور) از مهمترين  دما كه گرديد مشخص همچنين

عوامل موثر بر توليد آفلاتوكسين محسوب مى شوند (جدول1).

بحث
رشد قارچ آسپرژيلوس فلاووس تحت تأثير اقليم هاى مختلف قرار 
و سردسير، با بارندگى فراوان مستعد رشد  معتدل اقليمهاى مىگيرد.
, Cardwell 2007؛ ، Jaime-Garcia,Cotty) قارچ هستند
نتايج مشابهى را با گزارشات ازمحققان، گروهىديگر .(2002 ،Cotty
استراليا دركشورهاى  ،2002 Cotty, Cardwell
 El-Shanshoury ) مصر و همكاران، 2003)، Berghofer )
 (2004 همكاران،  و  Ghiasian) ايران  و  (2014 همكاران،  و 
عامل ترين  اصلى   ،(2007) همكاران، و Klich كردند.  مشاهده 

محيطى مؤثر بر توليد سم آفلاتوكسينB1 را در محيط هاى كشت 
و افزودند؛ ميزان توليد سم آفلاتوكسين تحت  دانسته رطوبت مختلف،
شرايط رطوبتى يكسان به ترتيب در محيط هاى كشت گندم، بادام
مى يابد. برداشت گندم در روزهاى آفتابى  افزايش برنج و ذرت زمينى،
كاهش را  غلات  دانه  در  موجود  رطوبت  زيادى  حدود  تا  مى تواند 
و شرايط توليد قارچ آسپرژيلوس فلاووس را به حداقل برساند دهد
،18 (Horn، 2003). توليد سم آفلاتوكسينB1 در بازه هاى دمايى
اين  .(1969 همكاران،  و  Joffe ) شد انجام 40oC و 32 ،24
و تاريكى روشنايى محيطى شرايط دو هر آزمايش اين در محققان
شرايط نامساعدترين  كه؛  رسيدند  نتيجه  اين  به  و  كردند تجربه را
با دماى آفلاتوكسينB1، محيطى روشن  توليد سم  محيطى جهت 

40oC است. همچنين، بهترين شرايط محيطى را جهت توليد  و 18
پيشنهاد و 6/2  40oC ترتيب به   pH و دما ،B1آفلاتوكسين سم 

نمودند. يافته هاى حاصل از اين مطالعه با گزارش هاى اين محققان 
بيشترين   ،(1966) همكاران، و Odetite دارد.  همخوانى  كاملا 
ميزان سم توليد شده را بر روى محيط كشت برنج مشاهده كردند. 
مناسب  شرايط  تحت  محققان،  از  ديگر  گروهى  گزارش  با  مطابق 
محيطى بيشترين ميزان آفلاتوكسين را در بين دانه غلات ميتوان 
و همكاران، 2013).  kana) كرد استخراج برنج كشت محيط از
همكاران و  Amar گزارش  با  پژوهش  اين  از  آمده  بدست  نتايج 

(2010)، كه نور را عامل مضرى در توليد سم آفلاتوكسين معرفى 
و توليد  كردند مطابقت دارد. در نتيجه، نحوه كشت قارچ آسپرژيلوس
شرايط گرمخانه  و دما است. برخوردار اى ويژه اهميت از آفلاتوكسين
مى باشند. شده توليد توكسين ميزان بر گذار تأثير عوامل مهمترين از

سمpH(ppb)شرايط گرمخانه دما بازده توليد

18 oC6/545/00تاريك
6/540/00روشن

24 oC6/570/0تاريك
6/555/00روشن

32 oC6/535/00تاريك
6/520/00روشن

40 oC6/525/00تاريك
6/510/00روشن

(ppb) مختلف محيطى شرايط در ،B1 آفلاتوكسين سم توليد بازده .1 جدول
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تشكر و قدردانى
بخشى از اين تحقيق مربوط به پايان نامه كارشناسى ارشد آقاى اميد فانى مكى، گروه آموزشى علوم دامى دانشگاه بيرجند بود. از آقاى مهندس 

مجتبى فروزان مهر كه در مراحل اجراى اين تحقيق همكارى نمودند صميمانه تقدير و تشكر مى گردد.
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Abstract
Aflatoxin B1 (AFB1) is one of the most important fungal toxins that can contaminate food and feed. The

purpose of this study was to evaluate different methods of measurement and production of AF on the rice

media for the implementation in the research studies. Reference strains of Aspergillus flavus obtained from

fungi collection of the Centre of Scientific and Industrial Research Organization in Iran (PTCC NO: 5004

(IR111)) proliferate on Potato dextrose agar (PDA) medium and used for in vitro studies. Also, growing

fungus was transferred to the rice media for production of AFB1. The results showed that the major envi-

ronmental factors affecting production of AFB1 in rice cultivation are temperature and incubation condi-

tions (ambient light level). In addition, aflatoxin production under the same humidity conditions in the

dark environment with temperature of 24oC reaches to the greatest possible extent. In contrast, the worst

circumstances to produce AF, were detected a bright environment with temperature of 40oC. The study

revealed that temperature and light are main factors in the production of AF.

Key words: Aflatoxin B1, rice media, Environmental conditions, Cancer.
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مـنابع

و مرفولوژى بافت كبد جوجه هاى گوشتى آلوده خونى هاى متابوليت از برخى رشد، نرخ روى بر مريم خار گياه بذر مختلف سطوح اثر .1391 ا. فانى مكى،
شده با آفلاتوكسين (ب1). پايان نامه كارشناسى ارشد علوم دامى، دانشگاه بيرجند، بيرجند، ايران.

و زيستى. مجله بيوتكنولوژى  شيميايى فيزيكى، هاى روش به آفلاتوكسين زدايى سم .a1392 .فانى مكى، ا.؛ افضلى، ن.؛ اميدى، ا.؛ فروزان مهر، م
.31 – 23 دامپزشكى. 1(2)،

و آسپرژيلوس  (ب1) توليد شده به وسيله دو قارچ آسپرژيلوس فلاووس آفلاتوكسين ميزان مقايسه .B1392 .فانى مكى، ا.؛ افضلى، ن.؛ اميدى، ا.؛ شيبك، ع
 .218 – 210 ،(3)18 pH. ارمغان دانش، مجله علمى پژوهشى دانشگاه علوم پزشكى ياسوج. و نور پارازيتيكوس تحت شرايط مختلف دما،

و باكترى باسيلوس  پروپيونيك اسيد سيتريك، اسيد مختلف سطوح اثر .c1392 .فانى مكى، ا.؛ افضلى، ن.، اميدى، ا.، فروزان مهر، م.، محمدى، ح.ر
سابتيليس بر توليد آفلاتوكسين ناشى از قارچ آسپرژيلوس فلاووس. مجله تحقيقات آزمايشگاهى دامپزشكى، 4(2)، 330-325.
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