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  چکیده

در انـدازه  )ELISA(و الایزا)HPLC(با عملکرد بالاکروماتوگرافی مایعمقایسه دو روشمطالعه،هدف از انجام این      

نه فلفـل  نمو 36براي این منظور، . فلفل قرمز می باشدادویهدر)OTA(Aاکراتوکسینو)B1)AFB1آفلاتوکسینگیري

و  جمع آوري گردید و در برابـر نـور خورشـید   ) در استان خراسان رضوي(قرمز از سطح مزرعه در شهرستان سبزوار 

 28(بـه ترتیـب     ELISAدر روش OTAوAFB1حضـور میـزان  ،نمونـه 36مجمـوع میـان در. خشک شدهواي آزاد 

کیلـوگرم بـر میکروگـرم  59/0-35/2وکیلـوگرم رب ـمیکروگرم 1/1-15و در محدوده %2/22)مورد 8(و  %8/77)مورد

نمونـه  از%)7/16(مـورد  6و)%4/69(مورد25به ترتیب درOTAو HPLC ،AFB1در مقایسه، در روش . بدست آمد

از نظـر آمـاري   .شناسـایی شـد  ،کیلـوگرم بـر میکروگـرم 74/0-17/2وکیلوگرمبرمیکروگرم4/0-5/14در محدودهها

AFB1  979/0 =r2بـراي  (مشـاهده شـد   OTAوAFB1آنالیز کمـی هر دو روش درنبیخوبیارتباط
OTAبـراي و 

947/0=r2
AFB1میزاناز طرف دیگر . بود OTAدقیقتر و بالاتر از  AFB1اما همبستگی بدست آمده در اندازه گیري  )

روشکـه دادنشـان نتـایج  .شدحاصل HPLCبالاتر از میزان بدست آمده توسطELISAتعیین شده توسطOTAو

ELISAحضوربراي تعیینغربالگريروشیکمی تواند به عنوانAFB1وOTAشـود اسـتفاده قرمـز فلفلپودردر

  .تایید گردد HPLCروشنتایج بدست آمده توسط این روش باید توسط اما 

  

  رمز، فلفل ق A، اکراتوکسین  B1، آفلاتوکسین  ELISA  ،HPLC: کلیدي واژه هاي
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Abstract
The aim of this study was to compare high performance liquid chromatography (HPLC) and 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) methods for aflatoxin B1 (AFB1) and ochratoxin A
(OTA) determination in red pepper spice. For this purpose, thirty six samples of red pepper were 
collected from farm in Sabzevar (a city in Razavi Khorasan province) and dried in the sun and open 
air. Among a total of 36 samples, the incidence of AFB1 and OTA was (28) 77.8% and (8) 22.2% 
within the range of 1.1-15.0 μg/kg and 0.59-2.35 μg/kg, respectively, as it was determined by 
ELISA. In comparison, HPLC detected AFB1 and OTA in 25 (69.4%) and 6 (16.7%) of samples 
within the range of 0.4-14.5 μg/kg and 0.74-2.17 μg/kg, respectively. Statistically, comparison of 
the quantitative analysis of AFB1 and OTA by ELISA and HPLC revealed a good correlation (for 
AFB1 r2 = 0.979, for OTA r2 = 0.947) between both methods but correlation obtained for AFB1
was more accurate and higher than OTA. On the other hand, the levels of AFB1 and OTA 
determined by ELISA were higher than those determined by HPLC. According to the obtained 
results, ELISA can be used as a reliable screening method, but the confirmation of positive results 
must be done by HPLC method.
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  مقدمه

گرمسـیري و نیمـه گرمسـیري   منـاطق در هاادویه اکثر     

زمـان طـولانی   ، و مرطوبآب و هواي گرم .می شوندتولید

بـراي  ناکـافی اغلـب  يدسـتورالعمل هـا  وخشـک کـردن  

 قابـل تـوجهی  کیفی مشکلاتباعثاستممکن،کشاورزان

5-10گـزارش شـده اسـت    .)1994جـرارد  (گـردد در آنهـا  

آلوده  قارچهاتوسطدر جهانکشاورزيمحصولاتدرصد

می شوند تا حدي که قابل مصرف توسط انسـان و حیـوان   

ممکن استکشاورزيمحصولاتدرقارچهارشد .نیستند

متابولیـت  تشـکیل از طریق براي سلامتی انسانیمهمخطر

  .)1993توپال (باشدمایکوتوکسینبه نامسمیهاي

بـا ادویه هـا کهنشان داده انديمطالعات متعدد     

مولـد  قارچهاي مختلف از جملههايمیکروارگانیسم

که داراي)آسپرژیلوسگونه هايخصوصبه(سم 

می شوند، آلودهمایکوتوکسین هستند تولیدپتانسیل

ــاران ( ــدو و همک ــابراین).1992گاری ــائلی،بن در مس

اسـت  مطرحیسلامتنظر ازادویه هامصرفزمینه 

یـا وشـده اضافهبه غذاهاوريآفرزیرا اغلب بدون

و لـولین و   1986پـافومی (شـوند مـی خـام خـورده  

  .)1992همکاران 

تـرین شایعیکی ازبه مایکوتوکسین هاآلودگی     

کـه  ایمنی مواد غذایی می باشـد مربوط بهمشکلات

 ودر انســانرا اثــرات ســمیگونــاگونی از انــواع
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کننـده نگـران هـاي ویژگـی ازیکی .ایجاد می کند حیوانات

از طریـق غـذایی  جیرهدرمکرر آنهاوقوع،مایکوتوکسینها

درجـه  استممکنآنمصرفمی باشد که ترکیبات مختلف

و  پریکـا (کنـد  واردانسان  به سلامتراآسیباز شدیدتري

ــاران ــاندر .)1999همک ــینهايمی ــفمایکوتوکس  ،مختل

کـاملا رایـج   از انـواع  ، Aاکراتوکسـین  وB1ینآفلاتوکس ـ

گسـترده اي  طیـف د درنمی توانبه طور مشتركکههستند

آسپرژیلوس ها و  .دنها رخ دهادویه از جملهمواد غذاییاز

. هسـتند سمومپنی سیلیوم ها مهمترین جنس هاي مولد این 

 تعـداد درقـوي سـرطان زا به عنوان عامـل  B1آفلاتوکسین

شـناخته شـده  از جمله انسانگونه هاي جانوريازيزیاد

واسـت نفروتوکسـیک نیز یک عامل Aاکراتوکسین.است

ایتون (استدخیلدر انسانکشندهبیماري کلیويوقوعدر

ــات ســرطانی  و  1994و همکــاران  ــی تحقیق ــن الملل مرکــز ی

IARC1993.(  

دررا AFB1قـانونی ودحـد اروپـا علمی اتحادیهکمیته     

هرچنـد   .اعلام نموده استکیلوگرممیکروگرم در5ویه هااد

وجـود نـدارد    Aکه حدود قانونی دقیقی بـراي اکراتوکسـین   

 10را در ادویه هـا   Aاکراتوکسین اتحادیه اروپا میزانولی 

2001/466(کــرده اســت پیشــنهادمیکروگــرم بــر کیلــوگرم 

((EC) No..  

یکوتوکسـین  مادر تعیـین  به طور معمولهایی که روش     

لایـه  روماتوگرافیکد بر پایهنقرار می گیر استفادهموردها 

)HPLC(بـالا مایع با کـارآیی کروماتوگرافی)TLC(نازك

و همکـاران  نـگ ژ(هستنداستوار ) ELISA(الایزاآزمون و

بـالا مـی   تغییرات نسـبتا ضرایبداراي  TLCروش ).2005

بالاتر توکسینآلودگی مایکوسطوحجایی کهدر تنهاوباشد 

سـایر روشـهاي  . کـاربرد دارد  ،باشـد حدود کنترل فعلـی از

گران قیمـت  بسیارتکنیک هايHPLCمانندکروماتوگرافی

و  TLCاز طــرف دیگــر در روشــهاي  .هســتندگیــرو وقــت

HPLC  ا فاز جامـد یـا سـتون    بیک مرحله استخراج نیاز به

آزمونهـاي  و  مطالعاتدربنابراین ،  .ایمونوافینیتی می باشد

ــول، روشــهاي  ــه روشــهاي کنــونیایمونولوژیــکمعم ب

و شـفارد  سـیدنهام (تـرجیح داده مـی شـود   کروماتوگرافی

تسـت هايکیت استفاده از علاقه به در حال حاضر ).1996

ELISA  سـاده تـر   روش ونمونـه کـم  حجـم بدلیل نیاز بـه

ماننـد مرسـوم هـاي روشنسبت بـه تخلیص نمونه 

TLC وHPLC سریع ،این روشها  .باشد بیشتر می

قابل استفاده در بسیاري از و ، حساس خاصساده ،

برايسریعهايروشترینمتداولاز ود بودهرموا

شناخته و خوراك در غذاهامایکوتوکسینهاتشخیص

کـه آنجـا از، حـال ایـن با .)2001تراکسس (ندشده ا

مشـابه بـا ترکیبـات  اغلبشده  تولیدآنتی بادي هاي

و نشـان مـی دهنـد   واکـنش متقـاطع  توکسینهامایکو

ــت  ــن اس ــات در ممک ــاهی اوق ــا  گ ــه ب روشمقایس

در کرومــاتوگرافی، مقــادیر بــالاتري را نشــان دهنــد 

صـحت و دقـت  گسترده اي در مـورد مطالعه، نتیجه

ــفدرELISAروش  ــیعیطی ــاازوس ــل از  کالاه قب

اینکه این روش به طور تجاري مـورد اسـتفاده قـرار    

  . )2002بلی و همکاران (است ضروريگیرد، 

ازیکـی  (.Capsicum annuum L)فلفـل قرمـز       

اسـتان درسبزوارمنطقه .استایرانمهمادویه هاي

فلفـل قرمـز  تولیدمنطقهبزرگترین، خراسان رضوي

طعم معمولا به عنوانقرمزفلفلپودر .استدر ایران

هغـذاها اسـتفاد  و طعـم در رنگایجادوادویه، دهنده

در زمینـه میـزان  مطالعـات  برخـی  اگر چه  .شودمی

در کـه غذاییموادمختلف در انواعمایکوتوکسین ها 

 مــی باشــددر دســترس ، مــی شــوند مصــرفایــران

ــیکن  ــاتول ــیمطالع ــردقیق ــور رب ــزان حض وي می

ــه درمایکوتوکســینها ــاادوی ــتانجــام ه .نشــده اس

ــن   ــابراین، ای ــور بن ــه منظ ــه ب ــینمطالع ــزان تعی می

ــینآفلاتو ــینوB1کس ــودر درAاکراتوکس ــلپ فلف

بـه  ایـران آشـپزخانه دربـالایی را مصرفکهقرمز

بـه نتـایج مقایسههمچنین وخود اختصاص می دهد

B1آفلاتوکسـین  حداکثر حدود قانونی باآمدهدست

مــورد تائیــد اتحادیــه اروپــا و     Aو اکراتوکســین

نشــان دادناســتانداردهاي داخلــی ایــران در جهــت 

بهداشـت عمـومی   بـا  در ارتبـاط آلـودگی این یتاهم

از مطالعــهایــن از طــرف دیگــر، در  .گرفــت صــورت

بــراي تعیــین میــزان ایــن ســموم در   ELISAروش

بـراي اولـین بـار انجـام     ادویه هـا اسـتفاده شـد کـه    

  .پذیرفت
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  هامواد و روش

  نمونه ها

از به عنوان ادویه بومی استان خراسان و فلفل قرمز تند      

. انتخــاب شــد )ســبزوار(عمــده تولیــد کننــده آن تانشهرســ

تابستان آغـاز شـده و    اواخربرداشت این نوع فلفل قرمز از 

و  )عمـدتاٌ در طـی شـش چـین    (تا اوایل پاییز ادامه می یابـد 

ــاب و هــواي آزاد خشــک مــی گــردد  ــه . ســپس در آفت نمون

بــرداري در فصــل برداشــت ایــن گیــاه از تمــامی چــین هــا  

بـین  شـش نمونـه از   تعـداد  ورت کـه  صورت گرفت بدین ص

مخلـوط شـده از مـزارع    (نمونه هاي خشک شده از هر چین 

مجموعاٌ سی و (گردیدتصادفی جمع آوري  طوربه ) مختلف

اندازه نمونه هاي جمع آوري شـده در  متوسط . )شش نمونه

  .کیلوگرم بود 1گرم و  250این بازه زمانی بین 

  معرف ها  و تجهیزات

اد شیمیایی به اسـتثناء متـانول و اسـتونیتریل    تمامی مو     

ــه( ــد و از  ) HPLCدرج ــگاهی بودن ــه آزمایش داراي درج

همـه محلـول هـا بـا آب     . شرکت مرك آلمان خریداري شدند

ــدند   ــه ش ــونیزه تهی ــتانداردهاي . دی از  OTAو AFB1اس

کـه در تهیـه منحنـی     شرکت شیمیایی سیگما خریداري شـد 

. قرار گرفت هاي کالیبراسیون مورد استفاده

و(Aflatest P)براي آفلاتوکسینایمونوافینیتیستون     

تهیـه    Vicamشـرکت از(Ochratest TM)اکراتوکسـین 

ــد ــت .ش ــی کی ــرايELISAآنزیم ــینب وB1آفلاتوکس

خریـداري  هلنـد   Europroximaاز شـرکت  Aاکراتوکسین

  .گردید

  ELISAتوسط  Aاکراتوکسین وB1آنالیز آفلاتوکسین

اکراتوکسین و)B1)AFB15121کیتهاي آفلاتوکسین     

A)OTA5121 ( ــرکت ــوع Europroximaش ــزیماز ن آن

رقابتی براي تعیین مقادیر ایـن سـموم در مـواد    ایمونواسی

 ــ ــی باشـ ــذایی مـ ــاي روش. دنغـ ــون  هـ ــتخراج و آزمـ اسـ

ــه مایکوتوکســینها  ــق دســتورالعمل شــرکت  در نمون بــر طب

  .سازنده انجام شد

  ماده سازي نمونهآ

  B1استخراج آفلاتوکسین 

میلـی  9و قرمـز فلفلپودرهموژن شدهنمونهازگرم3     

دقیقـه  5به مدت کنمخلوطبا استفاده از٪80متانوللیتر

1عصاره توسط کاغذ واتمـن شـماره    .مخلوط شدند

محلـول صـاف   ازمیکرولیتـر 50سـپس وفیلتر شـد 

 .گردیـد رقیـق  بـافر ل محلـو  میکرولیتـر 150بـا  شده

از عصـاره رقیـق شـده بـراي هـر      میکرولیتـر پنجاه 

  .مورد استفاده قرار گرفتآزموندر چاهک

  Aاکراتوکسین استخراج 

گرم از نمونه هموژن شده پودر فلفل قرمز بـه   5     

میکرولیتراسید فسـفریک   10. یک لوله تمیز منتقل شد

قـه  دقی 10اضـافه شـد و بـه مـدت      بـه آن رمولا 5/0

میکرولیتـر دي کلرومتـان    20سـپس   .گردیـد مخلوط 

لایـه   پـس از آن . نیز افزوده شـده و مخلـوط گردیـد   

دقیقـه بـا    5بالایی خـارج گردیـد و مجـدداٌ بـه مـدت      

ــا  دور در دقیقــه ســانتریفوژ شــد 2000ســرعت  و ب

میکرولیتـر   12. استفاده از کاغذ صافی صاف گردیـد 

منتقـل  از محلول صاف شده به یـک لولـه شیشـه اي    

و خشــک درجـه سـانتی گـراد تبخیـر     50و در  شـده 

ــد ــده در . گردی ــول باقیمان ــافر  5/1محل ــر ب میکرولیت

اضـافه   بـه آن  میکرولیتر هگزان 2. استخراج حل شد

ــرده ــدت   ک ــه م ــه  5و ب ــه 2000(دقیق ) دور در دقیق

 50لایه هگزان فوقـانی حـذف شـد و     .سانتریفوژ شد

رولیتـر محلـول   میک 200میکرولیتر از لایه زیـرین بـا   

در نهایـت پنجـاه میکرولیتـر از ایـن     . بافر رقیـق شـد  

در آزمـون مـورد اسـتفاده     چاهـک عصاره براي هر 

  .قرار گرفت

  ELISAآزمون 

  AFB1دستور کار آزمون 

( AFB1میکرولیتر از محلولهـاي اسـتاندارد  50     

) 1ng/mlو 5/0، 25/0،  125/0، 0625/0، 0313/0

بــراي  آمــاده شــدههــاينمونــهازمیکرولیتــر50و 

دربـه طـور جداگانـه    هـر یـک در دو تکـرار    ،آزمون

، آنازپـس .شـد  هاي پلیت میکروتیتر ریختـه چاهک 

) HRP-آفلاتوکسین (کونژوگهآنزیممیکرولیتر 25

آفلاتوکسـین ضدآنتی باديمحلولمیکرولیتر25و 

دقیقـه در 60و بـه مـدت   افـزوده شـد  هر چاهـک به

سـپس  .گردیدگرمخانه گذاري در تاریکیدماي اتاق

شستشـو داده  سـه بـار  شستشـو بـافر باها  کچاه
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هـر چاهـک   بـه سوبسـترا محلـول ازمیکرولیتر100.شدند

گرمخانـه  در دمـاي اتـاق  دقیقـه 30به مدت وگردیداضافه

 توقـف ممحلـول ازمیکرولیتـر 100پـس از آن . شـد گذاري

در نـانومتر 450درجـذب شـد و هر چاهک اضافهبهکننده

  .شداندازه گیريELISAخوانندهدستگاه 

  OTAدستور کار آزمون 

ــر 50      ــايمحلولاز میکرولیت ــتاندارده ، OTA)25/0اس

 آمـاده شـده  نمونـه هـاي  از و )10ml/ngو  5، 2،  1، 5/0

.شـد اضـافه  چاهک ها بهتکراردر دو هر یک براي آزمون،

و ) A-HRPاکراتوکسـین (کونژوگـه آنـزیم میکرولیتر25

.گردیدهر چاهک اضافهبهآنتی باديمحلولمیکرولیتر25

و بـه مـدت  شدمخلوط چند ثانیهبه آرامی براياین مخلوط

ــه 60 ــانتیگراد  37در دقیق ــه س ــاریکیدرج ــه در ت گرمخان

باک هاچاهمحلولها از چاهک ها خارج گردید و. گذاري شد

100پـس از آن  . ندشـد شستشـو داده بـار 3شستشوبافر

30بـه مـدت   وشدهر چاهک اضافهبهسوبسترامیکرولیتر

100سـپس .گرمخانـه گـذاري گردیـد   در دمـاي اتـاق  دقیقه

 چاهک اضـافه شـد  هربهکننده توقفممحلولازمیکرولیتر

  .شداندازه گیرينانومتر450جذب درو

  HPLCتوسط  Aاکراتوکسین وB1آنالیز آفلاتوکسین

شـرح روشبهتوجهادویه ها بادرآفلاتوکسینآنالیز      

و زینالـدین و)2000(و همکاراناستروکاتوسطشدهداده

با توجه بـه روش   Aاکراتوکسین و آنالیز )2006(همکاران

صورت) 2004(بکار برده شده توسط عبدالکادر و همکاران 

وئن محلولهاي استاندارد ذخیره آفلا توکسین در تول ـ. گرفت

محلولهاي استاندارد ذخیره و) v / v,98:2(استونیتریل  -

OTA 99:1(اسید استیک-تولوئنبا(v / v  .شـد آمـاده  ,

این محلولهاي استاندارد با استفاده از محلول فاز متحرك به 

اسـتروکا و  (منظور تهیه استانداردهاي کـاري رقیـق گردیـد   

  .)2000همکاران 

  آماده سازي نمونه

  B1ستخراج و تخلیص آفلاتوکسین ا

راکلرید سدیمگرم5و آسیاب شدهاز نمونهگرم50     

v / v)80:20(آب:محلـول متـانول  میلـی لیتـر  300به , 

محلول حاصل پس از اختلاط در یک مخلوط ،نمودهاضافه

صافی کاغذیک از طریقدقیقه 3به مدت بالابا سرعتکن

لیتـر میلـی   10سپس.گردید صاف4واتمن شماره

66ورقیق گردیـد PBSمیلی لیتر60باعصارهاز

بـراي رقیـق شـده   محلول صـاف شـده  ازمیلی لیتر

Vicam Aflatest)ستون ایمونوافینیتی P)قبلاکه

آماده شده است، بکـار بـرده   PBS  میلی لیتر10با

 .)دقیقـه در  میلـی لیتـر  3حـدود سرعت جریـان (شد 

و شـد   شستشـو داده  آبمیلـی لیتـر  15اب ـسـتون 

بـا اسـتفاده از  آفـلا توکسـین  .گردیـد سپس خشک 

شسته شد و سپساز ستونمتانولمیلی لیتر25/1

100در نهایـت  شـد و رقیـق آبمیلی لیتـر 75/1با

تزریـق HPLCاز محلـول بـه دسـتگاه   میکرولیتـر 

  .گردید

  Aاکراتوکسین استخراج و تخلیص 

گـرم کلریـد    5/2نمونه آسیاب شده و  گرم از 25     

، 80:20(آب : سدیم به صد میلی لیتر محلول متانول

V / V (دردقیقه 3به مدت این ترکیب. اضافه گردید

کاغذ از طریق یکمخلوط شد، پس از آنمخلوط کن

دقیقه10به مدتو سپسصاف گردیدواتمنصافی

 دور در10000درجــه ســانتیگراد بـا ســرعت 4در 

محلول صـاف  ازمیلی لیتر10.شدسانتریفوژ دقیقه

بـار  وگردیـد رقیـق  PBSمیلـی لیتـر از  40باشده

واتمـن یـک کاغـذ صـافی   طریـق ازآنازپسدیگر

محلول صـاف  اینمیلی لیتر از  10مقدار .شدصاف

Ochratest  میان ستون ایمونوافینیتی ازشده TM

علیـه بیت شدهمونوکلونال تثآنتی بادي هايحاوي

OTA10بـا سـتون شسـتن ازپس .عبور داده شد

5/1بـا OTA،آبلیتـر میلـی 10و PBSمیلی لیتر

محلـول شسـته شـده    .شـد شستهمتانولمیلی لیتر

تبخیـر خشک شـدن تاخشکنیتروژنجریانتحت

/متـانول محلـول   میکرولیتـر 500سپس دروشده

  50تدر نهای ـ.حـل شـد  , v / v)50:50(آب

تزریـق HPLCاز محلـول بـه دسـتگاه   میکرولیتـر 

  .گردید
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  HPLCآزمون 

  B1آنالیز آفلاتوکسین 

مایع با کارآییکروماتوگرافیآفلاتوکسین توسطتعیین      

میلی 6/4×250(معکوسفاز C18سیلیکا ژلستونبابالا

تشـخیص  مجهز به سیسـتم )میکرومتر5ذرات، اندازهمتر

و تحریـک مـوج هـاي  طـول .انجـام شـد  انسفلورس ـبـا 

متحـرك از فـاز  .قرار داده شدنانومتر440و360انتشار

/ v)60:25:15 (متـانول –اسـتونیتریل -آب v / v بـا  ,

100تزریـق حجـم ودقیقهدرمیلی لیتر0/1جریانسرعت

  .استفاده گردید،میکرولیتر

  Aآنالیز اکراتوکسین 

و مشـابه بـا روشـی     HPLCوسط ت OTAاندازه گیري      

که براي آفلاتوکسین شـرح داده شـد انجـام گردیـد بـا ایـن       

333دربه ترتیبانتشار وتحریکهايطول موجتفاوت که

-  اسـتونیتریل متحـرك و فـاز  قرار داده شدنانومتر460و 

)51:47:2(اسـتیک اسـید  -آب v / v / v  ,  سـرعت  بـا

100تزریـق  حجـم وقـه دقیدرمیلـی لیتـر  0/1جریـان 

  .مورد استفاده قرار گرفتمیکرولیتر

هـاي نمونـه تمـام درسـموم هر یک ازتایید شناسایی     

نمونـه و عصـاره پـی در پـی  تزریقمورد آزمون از طریق

مربوطـه انجـام   اسـتاندارد باسطح پیک آنهانسبتمقایسه

سـطح زیـر   اندازه گیـري ، از طریق سمهر اندازه گیري .شد

منحنـی آنهـا بـا  مقایسـه  و بـازداري در زمـان ک آنپی ـ

  .گردیدانجام آنهامربوط بهاستانداردکالیبراسیون

  تجزیه و تحلیل آماري

میــانگین، انحــراف اســتاندارد، دامنــه ، (آمــار توصــیفی      

نسـخه (Minitabبا استفاده از نرم افزار) حداکثر و متوسط

2/13  ،PA (شـده شناسـایی غلظت و شد حاصلAFB1و

OTAدو روش توسطنمونه هادرHPLC وELISA ،  بـا

معادلـه  براي بـه دسـت آوردن  همبستگیآزموناستفاده از

مورد مقایسـه قـرار   ضریب همبستگیوي رگرسیون خطی

  .گرفتند

  

  نتایج و بحث

یافتـه هـاي  بـا توافقدرپژوهش حاضرازحاصلنتایج   

کسین ها در ادویه هاحضور مایکوتو سایر محققان مبنی بر

AFB1هر چند که درصد بـروز وسـطوح   می باشد

بـا مقایسـه دردر ایـن مطالعـه  شـده یافتOTAو 

نسـبتا   ،منـابع  سایردربراي فلفل سطوح عنوان شده 

شـرایط درعلـت تفـاوت  بـه می توانـد که بودپایین

در. آنها باشـد ذخیره سازيدمایی و رطوبتی دوره

ســطوحرويهــیچ گونــه مطالعــاتی بــرایــران ،

شـده  نانجام ادویه هادراکراتوکسینوآفلاتوکسین

  .است

را B1آفلاتوکسینبالایی ازسطوحیمختلفمحققان

و آیـدین ترکیـه ، در .گزارش نموده انـد ادویه هادر

AFB1آلـودگی بالایی ازسطوح.). 2007(همکاران 

9/40آلـودگی  تـا سـطح   را فلفـل قرمـز  پـودر در

و مـارتینز  .عنـوان کـرده انـد   کیلوگرمبرمیکروگرم

کـاري را  آلودگی پـودر   در پرتغال) 2001(همکاران 

بـر میکروگـرم 1-5طیف وسیع بـین  در AFB1با

و زینالـدین در مـراکش ،  .نمـوده انـد  کیلوگرم اعلام

درزنجبیـل را درAFB1حضـور )2006(همکاران 

 کیلـوگرم بـر رممیکروگ63/0متوسط آلودگیسطح

در بسیاري از تحقیقات میزانهمچنین   .کردندبیان

عنـوان    OTAغـذاها بـه  مختلـف انواعبالايآلودگی

نیـز نشـان دهنـده وجـود    مطالعاتازبرخیوشده

فلفـل  فلفـل قرمـز ،  ماننـد ادویه هادر OTAآلودگی

الکـادي و همکـاران   (سـفید بـوده اسـت    فلفلوسیاه

، تیرومــالا و همکــاران 1996، پتــل و همکــاران1995

        ).2005و فازکاس و همکاران  2001

  ELISAآزمون

بـا از طریـق مقایسـه  OTAوAFB1غلظـت      

و بـا   کننـده تولیـد ارائه شـده توسـط  استانداردهاي

منحنی.دگردیمحاسبه استفاده از نرم افزار مربوطه 

(هــاي اسـتاندارد کالیبراسـیون  AFB10313/0،

کـه  )1ng/ml     و 25/0،5/0، 0625/0،125/0

وبـود  شـده عرضـه تولیـد کننـده  شـرکت  توسـط  

ــتانداردهاي 10و  OTA )25/0 ،5/0 ،1 ،2 ،5اســـــ

ng/ml(  ــاي ــق ســازي محلوله ــق رقی کــه از طری

، آماده شده بود استاندارد ذخیره با بافر رقیق کننده

 .یک رگرسیون غیر خطی حاصل شـد  کهرسم گردید
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ــد شنا ــایی حـ ــراي سـ ــراي  AFB1،3/0بـ  OTA،5/0و بـ

  .میکروگرم بر کیلوگرم بود

  HPLCآزمون

(اسـتاندارد کـاري بـراي   هـاي محلـول ازايمجموعه     

AFB14/0،2/1،2 ،8/2،6/3 ،6/5  2/7وng/ml ( و

طریـق  از) 15ng/mlو OTA5/0،1،2 ،5  ،10 (بـراي  

OTAو AFB1ردمحلولهـاي ذخیـره اسـتاندا    رقیق سازي

 ایـن ازاسـتفاده بـا کالیبراسـیون منحنـی بدسـت آمـد و   

آمدهدستبهکالیبراسیونمنحنی.استانداردها رسم گردید

، OTAوAFB1بـراي  حـداقل مربعـات  رگرسیون توسط

هـر دو   آن بـراي  ضـریب همبسـتگی  وحاصـل شـد  خطـی 

سطح پیکرسمباکالیبراسیونمنحنی .بدست آمد998/0

تزریق شده،مایکوتوکسینهايمیزانبرابردراندارداستهر

هـاي منحنـی  دادهعرض از مبـدا شیب و. به دست می آید

ترکیب مورد آزمـون مقدارمحاسبهبه منظورکالیبراسیون

حـد تشـخیص    .مورد استفاده قرار گرفتنمونه،عصارهدر

زمــان  .بــود15/0و  1/0بــه ترتیــب  OTAو  AFB1بــراي 

ــه  OTA28/8و بــراي  AFB1 ،84/9بــازداري بــراي  دقیق

ــد ــاي حاصــله  از  .بدســت آم ــاتوگرام ه ــه اي ازکروم نمون

HPLC  آفلا توکسـین و اکراتوکسـین    استاندارد هاي براي

A   نشان داده شده است 2و  1در شکل.  

HPLCو  ELISAمقایسه دو روش

بالامایع با کارآییکروماتوگرافیو ELISAروشهاي       

(HPLC)تعیین میزانيبراAFB1وOTAپودر فلفل در

آزمـون  در ایـن مطالعـه،    .قرمز مورد مقایسه قـرار گرفتنـد  

بر روي فلفل قرمز خشک طبیعی قبل  OTAو AFB1تعیین

  .از هر گونه فرآوري صورت پذیرفت

  

  
  

  آفلاتوکسین  هاياستاندارد HPLCکروماتوگرام -1شکل 

  
  

  OTAرد استاندا HPLCکروماتوگرام  -2شکل 

  

بـه دسـت آمـده توسـط دو     OTAوAFB1مقادیر

در فلفـل قرمـز  پـودر درELISAو  HPLCروش 

مـی نشاننتایج       .استشدهدادهنشان 1جدول 

خطرپودر فلفل قرمز یکدر AFB1حضورکهدهد

، ELISAدر طـی آزمـون   .محسوب می گرددبالقوه

وAFB1میـزان بـروز  ،نمونه36مجموعمیاندر

OTA  مــورد 8(و %8/77)مــورد 28(بــه ترتیــب(

کیلوگرمبرمیکروگرم 1/1-15و در محدوده  2/22%

  .بدست آمدکیلوگرمبرمیکروگرم 59/0-35/2و

بر طبق حدود قابـل قبـول اتحادیـه اروپـا بـراي ایـن       

داراي مقادیرهانمونهاز%)5/30(مورد 11سموم ،

AFB1بیش از سطحμg/kg5سطحبود وOTA

بـر میکروگـرم 10بـیش از هانمونهدر هیچ یک از

 HPLCدر مقایسه، در روش .مشاهده نشد کیلوگرم

،AFB1 وOTA  4/69(مـورد 25بـه ترتیـب در(% 

-5/14در محـدوده نمونه هـا از%)7/16(مورد6و

میکروگرم74/0-17/2وکیلوگرمبرمیکروگرم4/0

5/19ر ایـن روش، د .ندشناسـایی شـد  ،کیلـوگرم بر

 AFB1داراي مقـادیر  ) مـورد  7(درصد از نمونه هـا  

بوده و اتحادیه اروپابالاتر از محدودیت هاي قانونی

OTAغلظت،مورد آزموننمونه هايازیکهیچدر

 .وجـود نداشـت  کیلوگرمبرمیکروگرم10ازبالاتر

آلـودگی   کـه دهـد مینشاننتایج از یک طرفاین

AFB1از  ومهـم اسـت  نوع ادویه بـه شـدت  این در

تعیـین شـده   OTAوAFB1میـزان طـرف دیگـر،   

بالاتر از میزان بدست آمده توسطELISAتوسط

HPLC3و2جدول (می باشد( .  
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در  Aو اکراتوکسین  B1مقادیر غلظت آفلاتوکسین  -1جدول 

ELISAو  HPLCنمونه هاي مثبت حاصل از 

HPLCELISA
OTAردیف

(μg/kg)
AFB1

(μg/kg)
OTA

(μg/kg)
AFB1

(μg/kg)
١ND٢١/٤  ND٢٢/٤  
٢ND٧٧/٥  ND٢٠/٦  
٣ND٠٠/٧  ND١٠/٩  
۴ND٠٦/٢  ND٩٠/٢  
۵٠٠/١٢٠/١  ٩٢/٠٨٠/٠  
۶١  ٠٨/٢٢٠/١۵/٢٥٠/١  
٧ND٥٠/١٠  ND٧٠/١١  
٨ND٥٠/١٤  ND٠٠/١٥  
٩ND٠٠/١٢  ND٨٠/١٣  

١٠١۵/١٩١/٠  ۴١/١٥٠/١  
١١ND٧٨/٤  ND٤٦/٥  
١٢ND٦٠/٥  ND٢٠/٧  
١٣ND١٧/٦  ND٥٠/٧  
١۴ND٨٦/٣  ND٨٠/٤  
١۵ND٩٥/٤  ND١٠/٥  
١۶ND١٠/٤  ND٣٠/٥  
١٧ND٢١/٢  ND٠٠/٣  
١٨ND٦٠/٣  ND٧٠/٤  
١٩ND٧٠/١  ND٨٠/٢  
٣  ٢٠١٧/٢٨٤/٠۵/٢٥٠/١  
٢١ND٩٠/٢  ND٥٠/٤  
٢٢ND٩٠/٣  ND٠٠/٥  
٢٣٧۴/٨٢/٠١٠/١  ٠٤٠/٠  
٢۴٨۶/٩٠/١٦٠/١  ١٠٠/١  
٢۵ND٩٠/١ND٣٠/٢  
٢۶NDNDND٢٠/١  
٢٧NDND۵٩/٠٩٠/١  
٢٨NDND۶١/٠٤٠/١

  

در انـدازه  ELISAو HPLCدو روشبـین ارتبـاط      

مـورد بررسـی   3در شـکل   OTAوAFB1سـطوح گیري 

هـر دو روش  بـین خـوبی ارتباطاز نظر آماري.قرار گرفت

  AFB1بـراي  (مشاهده شدOTAوAFB1میک آنالیزدر

979/0 =r2
OTA947/0=r2برايو 

همبستگی بدسـت  اما )

تـر و بـالاتر از   دقیـق  AFB1آمده در انـدازه گیـري   

OTA بود .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

در  ELISAو  HPLCهمبستگی روشهاي  -3شکل 

  Aو اکراتوکسین  B1آفلاتوکسین آنالیز 

  

در کــاذبنتــایج مثبــت زمــون،نمونــه مــورد آ 36از

 2و در  AFB1بـــراي  نمونـــه 3درELISAروش

نشـان داده شـده   . آمـد دسـت بـه OTAنمونه براي 

آفلا توکسـین  بهکهاستحاوي مواديفلفل است که 

ــوند   ــی ش ــل م درو همچنــین)1999شــانتا (متص

نیــز ELISAتوســطOTAغیرمســتقیمبــرآورد

  . )2000تیرومالا و همکاران (دخالت دارند

ELISA          بر پایه واکنش آنتی ژن بـا آنتـی بـادي

استوار است امـا آنتـی بـادي هـا اغلـب بـا ترکیبـات        

نشـان مـی   واکنش متقـاطع  مشابه با مایکوتوکسینها 

  . )2005ژنگ و همکاران (دنده

  

  

  

  

ppb OTA by HPLC

p
p

b
O

TA
b

y
EL

IS
A

2.01.51.00.50.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

Y = 0/469 + 0/794 X
r2 = 0/947         n = 8

ppb AFB1 by HPLC

pp
b

A
FB

1
b

y
EL

IS
A

1614121086420

16

14

12

10

8

6

4

2

0

Y = 0/862 + 1/02 X
r2 = 0/979    n = 28  
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آزموننمونه مورد  36در  ELISAو  HPLCحاصل از  Aو اکراتوکسین  B1آفلاتوکسین محدوده  -2جدول 

میانھ
(μg/kg) 

SDa±میانگین

(μg/kg)
محدوده

(μg/kg)
نمونھ ھای 
مثبت (%)

مایکوتوکسینروش آزمون

٨۶/٣٢٧/۴ ± ۶١/٣۴/٠ - ۵/١۴٢۵( ۴/۶٩% )HPLCAFB1

۵٠/١۴٨/١ ± ۶٢/٠٧۴/٠ - ١٧/٢۶ ( ٧/١۶% )HPLCOTA

٣۶/۴٧٧/۴ ± ٧٩/٣١/١ - ٠/١۵٢٨( ٨/٧٧% )ELISAAFB1

٢٠/١٣۵/١ ± ٧٠/٠۵٩/٠ - ٣۵/٢٨( ٢/٢٢% )ELISAOTA
  :a  SDانحراف معیار

  
  نمونه مورد آزمون 36در  ELISAو  HPLCحاصل از  Aو اکراتوکسین  B1آفلاتوکسین توزیع  -3جدول 

(μg/kg) توزیع فراوانی نمونھ ھا  
نمونھ ھای 

(%)مثبت 
مایکوتوکسینروش آزمون

≥١۵١-١٠۵۵-١٠LOD-۵ND

-٣۴١٨١١٢۵( ۴/۶٩% )HPLCAFB1
---۶٣٠۶( ٧/١۶% )HPLCOTA
١٢٨١٧٨٢٨( ٨/٧٧% )ELISAAFB1
---٨٢٨٨( ٢/٢٢% )ELISAOTA

  

ELISAنتــایج مثبــت و منفــی کــاذب در اســتفاده از روش 

 ELISAبـا روشـهاي    در ارتباطکه  مختلفیمحققان  توسط

بیوار (ه استشدگزارش  فعالیت می کردندو کروماتوگرافی 

و کرســـکا و  1994بـــوش و همکــاران   ،1991و همکــاران  

ممکــن ELISAواکــنش مثبــت کــاذب در . )2001فریزنیــوز

ترکیبات شیمیایی مرتبط ماننـد پـیش    حضور ناشی ازاست 

، سـایر متابولیـت هـاي قـارچی و     OTAو AFB1سازهاي 

سـیدنهام و  (ترکیبات موجود در ماتریس مواد غذایی باشـد 

نتایج منفی کاذب ممکن است مربوط به حد  و )1996شفارد

 ELISAدر مقایســه بــا روش  HPLCتشــخیص پــایین تــر 

  . )2000اونو و همکاران (باشد

مـی  ELISAکـه دادنشـان ارائـه شـده در اینجـا   نتایج      

وقــوعبــراي تعیــینغربــالگريروشیــکتوانــد بــه عنــوان

AFB1وOTAرا ایـن  زیشوداستفادهقرمزفلفلپودردر

درهـا نمونـه تعداد زیـادي از تجزیه و تحلیلقادر بهروش

بـین ازنسبتا کوتاه زمانی می باشد اما به منظـور یک دوره

، نتایج بدسـت آمـده    منفی کاذب حاصلهمثبت وبردن نتایج

ماننـد کروماتوگرافیروشهايتوسط این روش باید توسط 

HPLC تایید گردد.  

که میـزان  ما نشان می دهد نتایج مطالعههمچنین      

در نمونه هاي مورد آزمونآفلا توکسینآلودگی به

  اکراتوکسـین بـوده اسـت   آلـودگی بـه   میزانبالاتر از

زیسـت  شـرایط واریته وکهدهدمینشانبنابراین 

قـارچ هـاي   رشدبرايقرمزفلفلازاین نوعمحیطی

مناسـب تـر از قـارچ هـاي مولـد      مولـد آفلاتوکسـین  

فلفـل بـالاي آلـودگی همچنـین ، .اسـت سیناکراتوک

کنتـرل عدمنتیجهدرتواندآفلاتوکسین میقرمز به

خشـک  مراحـل ومحصـول برداشـت دربهداشـتی 

مشـاهده آلـودگی شدت میـزان این . کردن آن باشد

بـوده کـه   برداشتمراحل اولیهدردر نمونه هاشده

فـرآوري و  شـامل مراحـل بعـدي  درمیزان آن قطعاٌ

هر چـه  بنابراین ،. افزایش خواهد یافتسازيذخیره 

محصـول  ایمنـی ،پایین تر باشـد اولیهآلودگیمیزان

  .بالاتر خواهد بودنهایی

تائیـد  درپـژوهش حاضـر  نتـایج به طـور کلـی ،       

آفلاتوکسـین حضـور دیگـر، هـاي زارشگ ـبرخـی  

، ادویــه هــا نشــان مــی دهــدرا دراکراتوکســینو

بیشـتر مطالعـات   ،مـا  مطالعـه خـلاف بـر هرچند کـه  

جمـع آوري شـده از  هـاي نمونـه رويبـر دیگـر 
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ــازار  ــطح ب ــامس ــت انج ــده اس ــده ش ــلام ش ــایج اع  و نت

و دمـایی ،زمـانی شـرایط تـاثیر بـدلیل اینکـه   توسـط آنهـا  

لحـاظ  در آنهـا برداشـت  ازنگهـداري پـس  دوره  رطـوبتی 

ــت ــده اسـ ــر،نگردیـ ــال آبـ ــی از احتمـ ــزان ورد دقیقـ و میـ

ــور ــین هـ ـ حض ــا  ا مایکوتوکس ــه ه ــل را در ادوی در مراح

  .نشان نمی دهدابتدایی برداشت 

  

  نتیجه گیري

کشت و برداشت بیشتر ادویه ها در مناطق گرمسیري و      

 .صـورت مـی گیـرد    نیمه گرمسیري در شرایط بد بهداشـتی 

ــین      ــنتز آفلاتوکس ــراي س ــب ب ــرایط نامناس ــن ش و 1Bای

بنابراین ، شرایط رشـد،  مستعد است  Aاکراتوکسین 

و ، شـرایط ذخیـره سـازي    فرآوري برداشت و روش

پس از برداشت باید بـه منظـور جلـوگیري از    مراحل

بـه دقـت   هـا  ادویـه   درمایکوتوکسینها خطر حضور

 نیزبرنامه هاي آموزشیعلاوه بر این ،.کنترل گردد

از طـرف دیگـر،   .گـردد ارائـه  تولید کننـده برايباید 

ان داد نشHPLCخوبی باهمبستگیELISAروش

، سرعتسادگی ،به دلیل (ELISAروش در نتیجه

مـی  )و غیـره بودن مقرون به صرفهقابلیت اطمینان،

 ادویـه درمایکوتوکسـینها آلـودگی تعیـین درتوانـد 

.قرار گیرداستفادهمورد
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