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 ی در فلفل قرمز ایرانA  و اکراتوکسین هاآلودگی به آفلاتوکسین

  پس از برداشت
  

، سید علی 3، محمد طاهر بروشکی2، محمد باقر حبیبی نجفی∗ 1رزیتا سالاري
  4، محسن فتحی نجفی2مرتضوي

   
  اداره نظارت بر مواد خوراکی و آشامیدنی، معاونت غذا و دارو، دانشگاه علوم پزشکی مشهد -1

 استاد، گروه علوم وصنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -2

  دانشیار، مرکز تحقیقات فارماکولوژیکی گیاهان دارویی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد-3

   استادیار، مرکز تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي مشهد-4
  )28/10/90 :رشی پذخی  تار7/7/90: افتی درخیتار(

  چکیده 
 فوزاریومو  پنیسیلیوم  ،آسپرژیلوس از قبیل قارچی جنس هاي گونه هاي از یبرخ تولید شده توسط سمی متابولیت هايمایکوتوکسین ها 

 سامانهسرکوب کننده  و عامل ناقص الخلقه زایی  ،جهش زا، و انسان، سرطان زا گونه هاي جانوري از بسیاري دراین ترکیبات . می باشند
اکراتوکسین قرار می   و آفلاتوکسین معرض در مختلف يه ها و ادوی حبوبات  غلات،  ،  شیر همچون ییغذاها از طریق انسان  . هستند ایمنی
 توسـط  )سـبزوار  (ایـران  قرمـز  فلفلموجود در ) OTA ( A و اکراتوکسین    )AF (آفلاتوکسین تعیین محتواي  از این مطالعه  هدف  . گیرد

 از فـاز . ایمونـوافینیتی مـی باشـد    ستون خالص ساز از استفاده با فلورسانس و آشکارساز با) HPLC(با کارایی بالا  کروماتوگرافی مایع
( استیک اسید  -استونیتریل- آب متحرك از فازو در تعیین آفلاتوکسین ها  ) v / v / v   , 15 :25: 60(متانول  – استونیتریل -آب متحرك

47: 51: 2 ,   v / v / v ( در تعیین اکراتوکسینA تشخیص حد .استفاده گردید دقیقه در میلی لیتر 0/1سرعت جریان با )(LOD حد و 
 45/0و  AFG2 14/0 و AFG1 میکروگـرم در کیلـوگرم ، بـراي    3/0 و AFB2 1/0 و  AFB1بـراي   به ترتیب    LOQ)( تعیین مقدار 

-2/96مقادیر متوسط بازیافت مایکوتوکـسین هـا    .بدست آمد میکروگرم در کیلوگرم 5/0و  OTA  15/0میکروگرم در کیلوگرم و براي   
 2 در سطح AFG2 و AFB2 میکروگرم در کیلوگرم ، 10 در سطح AFG1 و AFB1وده بازیافت هنگامی که   درصد بود و محد1/71

 ، AFB1 ، AFB2 ، AFG1 میکروگرم در کیلوگرم به فلفل قرمز اضافه شده بـود ، بـراي      5 در سطح    OTAمیکروگرم در کیلوگرم و     
AFG2 و OTA درصد به 1/61-80 درصد و 3/66-5/92 درصد ، 5/66-9/71 درصد ، 3/79-2/114 درصد ، 7/82-2/89  به ترتیب 

با (  در آفتاب ) درصد11حداکثر  (تا رسیدن به رطوبت استاندارد و جمع آوري از سطح مزرعه فلفل نمونه 36در این تحقیق، . دست آمد
 25 در کـل  آفلاتوکـسین . دگردی ـ خشک)  درصد35 ±5 درجه سانتیگراد و میانگین رطوبت نسبی محیطی       25 ±5دماي روزانه   میانگین  

 بـر  میکروگـرم  9/3با انحـراف معیـار    4/0-6/15 میزان این آلودگی و شد داده تحت آزمایش تشخیص نمونه 36از  )  درصد 4/69( نمونه
 یافت نهنمو 36 از مجموع   نمونه 25در   و را دارا بوده     آلودگی شیوع بالاترین B1از بین انواع آفلاتوکسین ها، آفلاتوکسین       . بود کیلوگرم

از بـالاتر   داراي میـزان آفلاتوکـسین    ) درصـد   34/8( و سه نمونـه   )  درصد 5/19 ( به ترتیب هفت نمونه    مورد آزمایش، ي  نمونه ها از. شد
میـزان   . بـود )  میکروگرم برکیلوگرم10(کل  آفلاتوکسین و) بر کیلوگرم میکروگرم AFB1) 5 محدودیت هاي نظارتی اتحادیه اروپا براي    

OTA مقادیر . میکروگرم بر کیلوگرم شناسایی شد 62/0با انحراف معیار  74/0-17/2در مقادیر )  درصد7/16(ش نمونه نیز در شOTA 
  . در هیچ یک از نمونه ها بالاتر از محدودیت هاي قانونی مجاز نبود

  
  اکراتوکسین؛ کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا.  ادویه، فلفل قرمز، آفلا توکسین: واژگانکلید

                                                
  r_salari2001@yahoo.com : مسئول مکاتبات ∗

mailto:r_salari2001@yahoo.com


            ... در فلفلA آفلاتوکسین ها و اکراتوکسین آلودگی به                                             و همکارانسالاريرزیتا 

 48

   مقدمه-1
آلاینده هاي زیـست   طور گسترده اي به عنوان بهها   کپک

 و  ییدمـا  شـرایط مطلـوب    و تحـت   دهبـو  مطرح محیطی
 هاادویه  از جمله مواد غذایی  بسیاري از  روي بر،  یرطوبت
 کیفیـت  کـاهش  هـا باعـث   کپکرشد . کنند می پیدا  رشد
 براي سـلامتی   بالقوه ایجاد خطري  همچنین و غذایی مواد
شـناخته شـده     سـمی  متابولیت هـاي   تولید دلیل به نانسا

 ها مایکوتوکسین. ها می شود   مایکوتوکسین تحت عنوان 
ــسیاري از در ــاط ب ــان نق ــذایی در جه ــواد غ ــف  م مختل

 یکـی از   عنـوان  بـه  در حـال حاضـر     و ندشده ا  شناسایی
بـه حـساب مـی       مواد غذایی  آلاینده هاي  خطرناك ترین 

  . ]2و1[آیند
 به آفلا توکسین ،  شناخته شده  توکسینمایکو 400در میان   

 نقص در جنین، سرطان زایی،  اثرات شدید سم زایی    دلیل
 ترین سم براي سلامتی انسان خطرناك آن، جهش زایی  و

 سـمی تـرین   )B1) AFB1 آفلاتوکسین  .]4و3[می باشد 
ترکیب از این گروه اسـت و بـه طـور کلـی در بـالاترین            

 .]5[اهده می شودغلظت در مواد غذایی و علوفه دامی مش
این ترکیب در انسان سمیت کبدي ایجاد نموده و سرطان  

نیز یکی از مهـم تـرین   ) A) OTAاکراتوکسین . زا است 
ها با وقوع و سمیت وسیع در سراسر جهان  مایکوتوکسین

 واین ترکیب در کبد و کلیه ایجاد سمیت می کنـد         . است
یی ن زا سرطا توانایی   در انسان  که این احتمال وجود دارد   

هـا بـه    هر دو گروه ازاین مایکوتوکـسین  .]6[داشته باشد
طور مشترك می توانند در طیف وسیعی از فراورده هـاي        

  . ]2[غذایی از جمله ادویه ها مشاهده گردند
ادویه هاي تجاري به طور فزاینده اي در طیف گسترده اي 
از وعده هاي غذایی تهیه شده توسط مصرف کنندگان به          

ء طعـم و عطـر و ایجـاد تنـوع در آشـپزخانه          منظور ارتقا 
در واقع ، ادویه ها می تواند منبع انتقال  . گنجانده شده اند  

آلودگی مایکوتوکسین ها به انسان باشند زیرا معمولا یا به 
خام مصرف می شـوند و یـا بـه غـذاهاي آمـاده           صورت  

 در سـال هـاي اخیـر محققـان          .مصرف اضافه می شـوند    
توکسین در ادویه ها و همچنین      مختلفی وقوع طبیعی آفلا   

آلودگی به اکراتوکسین در ادویه ، غلات، قهـوه ، انگـور،            
   .]14-7[کشمش و آبجو را مورد مطالعه قرار دادند

حدود قابـل قبـول آفلاتوکـسین در ادویـه در کـشورهاي       
در اتحادیه اروپا، سطوح قابل قبول . مختلف متفاوت است

وگرم بر کیلوگرم براي میکر 5آفلا توکسین در ادویه ها ، 
 میکروگرم بر کیلوگرم بـراي آفـلا       10 و   B1آفلاتوکسین  

اگرچه اتحادیـه اروپـا   . ]15[توکسین کل تنظیم شده است 
 در ادویـه هـا بـه طـور     OTAمقررات خاصی در مـورد      

عمومی و یا در فلفل قرمز به طور خاص ندارد ولیکن بـا   
ی  مOTAتوجه به حد قابل تحمل مصرف روزانه براي    

 میکروگرم بر کیلوگرم را 20 و 10توان حداکثر میزان بین 
در این مورد در نظر گرفت  که در واقع، ایـن حـدود در              

  . ]17و16[تجارت بین المللی ادویه پذیرفته شده است
) Solanaceae(فلفل نوعی گیاه از خـانواده تـاجریزي         

برخی از گونه هاي جـنس فلفـل کپـسیکوم ماننـد            . است
 شکل پودر خشک شده مورد مصرف قـرار         فلفل قرمز به  

استان واقـع در شـمال شـرق        (خراسان رضوي   . می گیرد 
یکی از مهم ترین تولید کننده هاي فلفل قرمز تند         )  ایران

در ایران است که با توجه به شرایط آب و هوایی مرطوب 
ــه    و گــرم ایــن منطقــه، احتمــال آلــودگی فلفــل قرمــز ب

ز برداشت و ذخیـره  مایکوتوکسین در طی برداشت، پس ا     
  .سازي وجود دارد

 OTAهدف از این مطالعه تعیین آلودگی آفلا توکسین و  
) استان خراسان رضوي(در فلفل قرمز تولید شده در ایران 

علاوه بر این، با توجه به مصرف بالاي این ادویه در           . بود
ایران، این مطالعه با هدف ارائه اطلاعات مفیـد در مـورد            

 در فلفـل قرمـز بـه منظـور     OTAن و میزان آفلا توکـسی   
دستیابی به برخی کنترل ها در ارزیابی خطر مصرف ایـن           
محصول و همچنین مطالعه روش آلـودگی زدایـی فلفـل           

بررسی منابع،  عـدم   . قرمز قبل از عرضه انجام شده است      
هاي در ادویه هاي  پژوهش در زمینه تعیین مایکوتوکسین   
طالعه اولـین تحقیـق   بومی ایران را نشان می دهد و این م        

 در OTAتوکسین و ام شده در زمینه  تایید وقوع آفلاانج
  . فلفل قرمز ایران است
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  ها  مواد و روش-2
   نمونه گیري-2-1

شـهري در اسـتان   (فلفل قرمز تنـد از شهرسـتان سـبزوار      
این فلفل به عنـوان ادویـه       . انتخاب شد ) خراسان رضوي 

برداشت این نـوع    . بومی در این استان شناخته شده است      
 فصل تابستان آغاز شـده و تـا اوایـل      اواخرفلفل قرمز از    

سی و شش نمونه خشک شـده از آن     . پاییز ادامه می یابد   
به صورت تصادفی   ) خشک شده در آفتاب و هواي آزاد      (

با توجه بـه اینکـه کـل    . در طی این دوره جمع آوري شد 
نمونه ها در طی شش چـین و در طـی حـدود سـه مـاه                  

اشت گردید و خشک کـردن نمونـه هـاي هـر چـین               برد
بلافاصله پس از برداشت آن چین و به صورت سـنتی در         

 درصـد  10زیر نور آفتاب تا رسیدن بـه رطوبـت حـدود           
 تحت 1726طبق استاندارد ملی ایران به شماره  (شدانجام 

عنوان ویژگیهاي کپسیکوم، حداکثر میزان مجـاز رطوبـت         
، لـذا   )صـد مـی باشـد      در 11در فلفل قرمز خشک شـده       

شرایط دمایی و رطوبتی در زمان خشک کردن هر چین با  
 بطـور متوسـط در   وچین دیگر تا حدودي متفاوت بـوده   

 درجـه   25 ±5طی این سه مـاه، میـانگین دمـاي روزانـه            
  درصد 35 ±5سانتیگراد و میانگین رطوبت نسبی محیط  

 اندازه نمونه هاي جمع آوري شده در      متوسط   .بوده است 
نمونه هـا  .  کیلوگرم بود 1 گرم و    250این بازه زمانی بین     

تحت شرایط دمایی محیط به آزمایشگاه منتقـل گردیـد و    
پس از آن در کیسه هاي پلی اتیلن قرار داده شد و تا قبل          

گـراد     درجـه سـانتی     -20هـا در دمـاي       از انجام آزمون  
  .ذخیره شدند

   استاندارد ها و معرف ها  -2-2
 درجه(میایی به استثناء متانول و استونیتریل تمام مواد شی

HPLC (          داراي درجه آزمایشگاهی بودنـد و از شـرکت
همه محلول ها با آب دیونیزه تهیه     . مرك خریداري شدند  

، AFB1 ،AFB2 ،AFG1اســــتانداردهاي  . شــــدند 
AFG2 و OTA  ــد ــداري ش ــیگما خری ــرکت س .  از ش
 -ن  آفـلا توکـسین در تولـوئ       مـادر اي اسـتاندارد     محلوله

 مادرهاي استاندارد   محلولو) v / v , 2 :98(استونیتریل 
 OTA  1 :99( اسید استیک -تولوئن با , v / v( آماده 

 .شد

  از طریـق اسـتاندارد کـاري   هـاي  محلول مجموعه اي از

 تحـت  هاي ذخیـره  محلول از شده شناخته حجم تبخیر

 آماده  LC  متحرك فاز در انحلال دنبال به ،N2 جریان

طبـق   طیف نورسـنج آنها با استفاده از   و غلظت]18[شد
هـا بـه    این محلـول .  ]19[ کنترل گردید AOAC روش

 .مورد استفاده قرار گرفتند رسم منحنی درجه بنديمنظور 
 و (Aflatest P) براي آفلاتوکـسین  ایمونوافینیتی ستون

،  MA)  Vicamاز (Ochratest TM) اکراتوکـسین 
(Watertown   تهیه شد.   

   آماده سازي نمونه ها-2-3
آسـیاب   آزمایـشگاهی  یک آسـیاب  از استفاده بافلفل ها 

شدند و پس از آن بـه منظـور دسـتیابی بـه یـک ترکیـب          
 ,Omni-Mixer) یکنواخت توسط دستگاه مخلوط کن 

 Sorwall, Newton) مخلوط شدند.  
   استخراج و خالص سازي آفلاتوکسین-2-3-1

 شده داده شرح روش به جهتو ادویه ها با در آفلا توکسین

و  زینالـدین  و (2000) و همکـاران  اسـتروکا  توسـط 
ــه (2006) همکــاران   روش در. ]18و8[ شــد تجزی

 سـدیم  گرم 5و  آسیاب شده از نمونه گرم 50 ،استخراج

 ,20 :80( آب: محلول متانول میلی لیتر 300 به راکلراید 
v/v( محلول حاصل پس از اختلاط در یک  ،نموده اضافه

 کاغذ از طریق  دقیقه3به مدت  بالا با سرعت خلوط کنم
 لیتر میلی 10 سپس .صاف گردید 4 واتمن شماره صافی

 phosphate (PBS)   محلولمیلی لیتر 60 با عصاره از

buffer saline محلـول   از میلی لیتر 66 و رقیق گردیده
 Vicam) ستون ایمونوافینیتی برايرقیق شده  صاف شده

Aflatest P) میلی لیتر 10 با قبلا که PBS    آمـاده شـده
 / میلی لیتر 3 حدود سرعت جریان(است، بکار برده شد 

و سپس   شستشو دادهآب میلی لیتر 15 با را  ستون.)دقیقه
 میلی لیتر 25/1 با استفاده از آفلا توکسین. خشک نمودیم

 آب میلی لیتر 75/1 با شسته شد و سپس از ستون متانول

 از محلول به دستگاه میکرولیتر 100 یت در نهاشد و رقیق

HPLC  گردید تزریق.   
  
  
  



            ... در فلفلA آفلاتوکسین ها و اکراتوکسین آلودگی به                                             و همکارانسالاريرزیتا 

 50

 استخراج و خالص سـازي اکراتوکـسین        -2-3-2
A 

 در فلفل قرمز با توجه به روش بکار برده          Aاکراتوکسین  
بــا برخــی ) 2004(شـده توســط عبــدالکادر و همکــاران  

 گرم از نمونه آسیاب شـده    25. ]20[ شدتغییرات، تجزیه   
: به صد میلی لیتر محلول متانول    کلراید  یم   گرم سد  5/2و  

به مدت  این ترکیب. اضافه گردید) V / V ، 20:80(آب 
کاغـذ   بـا  مخلوط شد، پس از آن مخلوط کن در  دقیقه3

در  دقیقه 10 به مدت و سپس صاف گردید واتمن صافی
 دور در دقیقـه  10000 گـراد بـا سـرعت    درجه سانتی 4

 40 با محلول صاف شده از میلی لیتر 10 .شدسانتریفوژ 

 از آن از پس بار دیگر و گردید  رقیق PBS میلی لیتر از

میلی  10  مقدار.شد صاف واتمن یک کاغذ صافی طریق
 میان ستون ایمونوافینیتی  از محلول صاف شده این لیتر از

 Ochratest TM مونوکلونـال   آنتی بـادي هـاي   حاوي
 شـستن  از  پـس .عبور داده شـد  OTA علیه تثبیت شده

 OTA ،آب لیتر میلی 10و  PBS میلی لیتر 10 با ستون

  محلول شـسته شـده  .شد شسته متانول میلی لیتر 5/1 با

 و شده تبخیر خشک شدن تا خشک نیتروژن جریان تحت
 , 50 :50 (آب / متانول محلول میکرولیتر  500 سپس در

v / v( از محلـول بـه    میکرولیتر  50 در نهایت. حل شد
   .گردید تزریق HPLC دستگاه

ــسین و  -2-4 ــري آفلاتوکـ ــدازه گیـ  انـ
   HPLC با استفاده از Aاکراتوکسین 

  بـا اسـتفاده از  Aو اکراتوکـسین    هـا آفلاتوکـسین تعیین 

 ,Waters(بـالا  مـایع بـا کـارآیی    کروماتوگرافیسیستم 

Milford, MA, USA (سـیلیکاژل  سـتون  با و C18  
  6/4ون  قطر سـت  میلی متر،250طول ستون  (معکوس فاز

 Purospher star) میکرومتر  5 ذرات ، اندازهمیلی متر 

column, Merck, Germany) (    پمـپ و  مجهـز بـه
ــار   ــق خودک  Waters 2695 Separation(تزری

Module, Waters, Milford, MA, USA  و 
 Waters 474 fluorescence(فلورسـانس  شکارسازآ

detector, Waters, Milford, MA, USA (  انجـام
.  درجه سـانتی گـراد قـرار داده شـد          40دماي ستون    .شد

بــه ترتیــب بــراي نــشر و  تحریــک مــوج هــاي طــول
و براي اکراتوکـسین   نانومتر  440 و 360 درآفلاتوکسین 

A متحـرك   از فـاز . شدتنظیم نانومتر  460و   333 در 

 ) v / v / v   , 15 :25: 60( متـانول  – استونیتریل -آب 
 استونیتریل-فاز متحرك آباز  و  ها آفلاتوکسیندر تعیین

 در تعیـین ) v / v / v   , 2 :51 :47( اسـتیک اسـید   -
 و دقیقه در میلی لیتر 0/1 جریان با سرعت Aاکراتوکسین 

   .استفاده گردید میکرولیتر 100 تزریق حجم
مورد  هاي نمونه تمام در سموم هر یک از تایید شناسایی
 مقایسه نمونه و رهعصا پی در پی تزریق آزمون از طریق

مربوطـه انجـام شـده     اسـتاندارد  با سطح پیک آنها نسبت
سـطح   اندازه گیـري ، از طریق سم  هر اندازه گیري.است

 منحنـی  آنهـا بـا    مقایسه وبازداري در زمان زیر پیک آن

   . انجام شدهمربوط استاندارد درجه بندي
  درجه بندي -2-5

ور آمـاده  بـه منظ ـ  OTA و ها  آفلاتوکسیناستانداردهاي
  منحنی.شد رقیق فاز متحرك با کاري هاي محلول سازي

 برابـر  در استاندارد هر پیکزیرسطح  رسم با درجه بندي

. به دست مـی آیـد   تزریق شده، هاي مایکوتوکسین میزان
بـه   درجـه بنـدي   هاي منحنی داده عرض از مبدا شیب و
 عـصاره  در ترکیـب مـورد آزمـون    مقدار محاسبه منظور

  .د استفاده قرار گرفتمور نمونه،
هـاي اسـتاندارد     با استفاده از محلـول     درجه بندي منحنی  

 6/5، 6/3، 8/2، 0/2، 2/1، 4/0  با غلظت هايدرجه بندي
  وG1 و B1 نانوگرم بر میلی لیتر براي آفلاتوکسین2/7و 
 نانوگرم بر 44/1 و 12/1، 72/0، 56/0، 4/0،  24/0،  08/0

 0/2 ، 0/1 ، 5/0  وG2 و   B2میلی لیتر براي آفلاتوکسین   
 نــانوگرم بــر میلــی لیتــر بــراي     0/15 و 0/10 ، 0/5، 

  . تهیه شدAاکراتوکسین 
  تعیین مقدار حد تشخیص و حد -2-6

به کمترین غلظت قابل شناسایی   LOD(1(حد تشخیص 
کـه مفهـوم     گفته می شود   ها مایکوتوکسین  از هر یک از     

ه توسـط  ایجاد شـد   2)سیگنال( پاسخ  میانگین ،ریاضی آن 
  .نمونه شاهد بعلاوه  سه برابر انحراف معیار آن است

  
  
  

                                                
1. Limit of Detection 
2. Signal   
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   آفلاتوکسینHPLC کروماتوگرام هاي 1شکل 
 : دقیقه ، براي  AFG232/6 :براي :   دقیقه ، زمان بازداري11: رانش تزریق زمان( کروماتوگرام استاندارد آفلاتوکسین ها ) الف(

AFG133/7 دقیقه ، براي : AFB234/8  دقیقه ، براي AFB1 : 84/9 دقیقه (  
  B1کروماتوگرام نمونه فلفل قرمز آلوده به آفلاتوکسین ) ب(

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  A اکراتوکسین HPLC کروماتوگرام هاي 2شکل 
  ) دقیقه OTA : 28/8 دقیقه ، زمان بازداري 11: رانش تزریق  زمان ( Aکروماتوگرام استاندارد اکراتوکسین ) الف(

  Aروماتوگرام نمونه فلفل قرمز آلوده به اکراتوکسین ک) ب(
ــدار   ــین مق ــد تعی ــی از   LOQ(3( ح ــرین غلظت ــه کمت ب

توکسین در نمونه که با صحت و دقت قابـل قبـول            مایکو
  .]21[. شود گیري شود، گفته می اندازه

   اعتبار سنجی-2-7
آزمون هاي بازیافت از طریق آلـوده سـازي نمونـه فلفـل        

 بـا مقـادیر    Aکسین و فاقد اکراتوکـسین      قرمز فاقد آفلاتو  
و اکراتوکـسین   ) ppb 10 و   2(مشخصی از آفلا توکسین     

A) 5 ppb ( این عمل در سه تکرار انجام شد       . انجام شد
و در کنار آن دو نمونه فاقد آلودگی نیز به عنـوان نمونـه               

                                                
3. Limit of Quantification 

نمونه هاي آلوده شده و نمونه هـاي        . شاهد قرار داده شد   
میزان بازیافـت بـا     . شدنده   تجزی HPLCشاهد به روش    

 افزوده شده با مقدار  OTAمقایسه مقدار آفلا توکسین و      
  . اندازه گیري شده تعیین شدOTAآفلا توکسین و 

   آماريتجزیه -2-8
میانگین، انحراف استاندارد، دامنه، حـداکثر    (آمار توصیفی   

بـا  ) ANOVA( دو طرفه واریـانس      تجزیهو  ) و متوسط 
انجـام  ) PA،  2/13 نسخه (Minitabراستفاده از نرم افزا   

  .شد
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   نتایج و بحث-3
   ارزیابی روش آزمون-3-1

  به دست آمـده بـراي آفلاتوکـسین در      درجه بندي منحنی  
خطی نانوگرم بر میلی لیتر      08/0 – 2/7  غلظتی گستره ي 

، AFB1 ،AFB2بـــود و ضـــریب همبـــستگی بـــراي 
AFG1 و AFG2 و 992/0 ، 999/0  ،998/0 به ترتیب 

بـا  نیـز   OTA درجـه بنـدي  منحنـی   .حاصل شد 992/0
 5/0 -15 غلظتـی  گستره ي     در 998/0ضریب همبستگی   

  . نانوگرم بر میلی لیتر خطی بود
  

 اعتبار سنجی مقادیر آفلاتوکسین و اکراتوکسین 1جدول 
  HPLCحاصله در 

   حد تشخیص1 
   حد تعیین مقدار2
3 x =  و ) یلوگرممیکروگرم بر ک(غلظت سمY = شدت  
 ، G1 و B1 آفلاتوکسین ppb 10 بازیافت از طریق تزریق 4

ppb 2 آفلاتوکسین B2 و G2 و ppb 5 اکراتوکسین A به 
  .نمونه هاي فلفل قرمز به دست آمد

حـد تــشخیص  معادلــه خطـی،   خلاصـه اي از  1جـدول  
)LOD(     حد تعیین مقدار ،)LOQ (    و میانگین بازیافـت

 اندازه گیري شده را نـشان مـی         OTA و    ها آفلاتوکسین
 میکروگرم AFB21/0    و AFB1   براي LOD .دهد 

 میکروگـرم   AFG2 14/0 و   AFG1در کیلوگرم ، براي     
 میکروگرم در کیلوگرم    OTA 15/0در کیلوگرم و براي       

 میکروگـرم  AFB23/0  و AFB1 نیز براي  LOQ.بود
 میکروگرم بر AFG245/0  و AFG1بر کیلوگرم، براي 

ــ ــراي کیل ــوگرم  OTA 5/0وگرم و ب ــر کیل  میکروگــرم ب
هاي انجام  این نتیجه با یافته هاي قبلی آزمون. بدست آمد

شده بر روي آفلا توکسین و اکراتوکسین در فلفـل قرمـز            
مقــادیر متوســط بازیافــت . ]22[برزیــل هماهنــگ اســت

  درصـد بـود و محـدوده    1/71-2/96هـا   مایکوتوکـسین 
 10 در ســطح AFG1 و AFB1بازیافــت هنگــامی کــه 

 2 در سـطح  AFG2 و   AFB2میکروگرم در کیلـوگرم،     
 میکروگرم در 5 در سطح OTAمیکروگرم در کیلوگرم و 

ــراي    ــود، ب ــده ب ــز اضــافه ش ــه فلفــل قرم ــوگرم ب  کیل

AFB12/89-7/82 درصد ، براي  AFB22/114-3/79 
ــراي ــراي AFG19/71-5/66 درصــد، ب   درصــد ، ب

AFG25/92-3/66 درصـــد و بـــراي OTA 80-1/61 
کرومـاتوگرام هـاي     نمونـه اي از   . درصد بـه دسـت آمـد      

HPLC    بـراي محلـول اسـتاندارد و نمونـه         بدست آمده
 1در شکل فلفل قرمز آلوده به آفلاتوکسین و اکراتوکسین   

 بـراي     بـازداري   زمـان   . اسـت   نشان داده شـده  2و 

AFG232/6  دقیقــه ، بــراي   AFG133/7 ،دقیقــه    
 دقیقه و AFB1 84/9 دقیقه، براي  AFB234/8    براي

   . دقیقه حاصل شدOTA 28/8براي 
   نتایج تحقیق-3-2

 شده درفلفل شناسایی اکراتوکسین و آفلا توکسینمقادیر 

  .خلاصه شده است 2در جدول  ایرانی قرمز
   آفلاتوکسین ها-3-2-1

 توسط ) درصد 4/69 (مورد 25 نمونه مورد آزمون، 36از 

 بـا انحـراف   4/0-6/15 مقـادیر  در سـطوح  آفلا توکسین
 هر بیست و .آلوده بودند کیلوگرم بر میکروگرم 9/3معیار  

 5/14در سطوح  AFB1 توسط) درصد 69/4 (نمونه پنج

 6/3 بـا انحـراف معیـار    کیلـوگرم  بـر  میکروگـرم  4/0 -
   متوسط غلظت.بودند شده  آلودهکیلوگرم بر میکروگرم

 و 27/4 ترتیـب  ل بـه ک ـ آفلا توکسین و  AFB1  براي
 از میان نمونه هاي مورد .بود کیلوگرم در میکروگرم 49/4

 )درصد 34/8 (و سه)  درصد5/19 (آزمایش تعداد هفت
 اتحادیه اروپـا  حدود قانونی از بالاتر نمونه داراي مقادیر

 وآفلا توکسین ) کیلوگرم بر میکروگرم AFB1  5 (براي

 بـه  آلـودگی  .بودنـد ) کیلـوگرم  بـر  میکروگـرم  10 (کـل 
 بـر   میکروگرم 34/0 -1/1در محدوده  B2 آفلاتوکسین

موم
 س

(μ
g/k

g) 

LO
D1  

LO
Q2  

یون
براس

ی کالی
منحن

 

R2  

فت
 بازیا

صد
 در

AFB1 1/0  3/0  y =9E+06x – 171624 998/0  6/84  

AFB2 1/0  3/0  y =2E+07x – 34520 999/0  2/96  

AFG1 14/0  45/0  y =6E+06x – 25447 992/0  1/71  

AFG2 14/0  45/0   y =6E+06x – 6/4419  992/0  90 

OTA 15/0  5/0  y =4E+06x – 24569 998/0  4/71  
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بود  کیلوگرم بر میکروگرم 25/0با انحراف معیار  کیلوگرم  
 G1 آفلاتوکسین .شد یافت) درصد 25 ( نمونه 9 در که

تشخیص داده ) 3جدول  ( نمونه هاهیچ یک از  در G2 و
بـه   آلـودگی  کـه  دهـد  مـی  نشان کاملاٌ نتایج  این.نشدند

بـین   در و است توجه ادویه قابل نوع در این فلاتوکسینآ
با  و شایع ترین نوع AFB1 ،آفلا توکسین انواع مختلف
   .است بالاترین میزان

 پودر را در آفلا توکسین بالایی از سطوح نیز محققانسایر 

و  مـارتینز در پرتغـال،    .و فلفل گزارش کـرده انـد   فلفل
 را با کاري  پودر درصد از40آلودگی  (2001) همکاران

AFB1  کیلوگرم در میکروگرم 1-5 طیف وسیعی از در 

 (2004) و همکـاران  عبدالکادر در قطر، .]1[نشان دادند

فلفـل   پـودر  نمونـه شش  از چهار نمونه که دادند گزارش
 بـر میکروگرم  5/60  -28/69 طیف وسیعی از در چیلی

 ترکیـه ،  در .]20[ بودنـد آلـوده به آفلاتوکـسین   کیلوگرم

 آلـودگی  بـالایی از  سـطوح  (2007) و همکـاران  آیدین

AFB1  9/40  آلـودگی  تا سـطح  فلفل قرمز پودر دررا 

 در ایتالیـا،  .]10[ گزارش کرده اند کیلوگرم در میکروگرم
 فلفل قرمز تند آلودگی به (2007)  و همکارانروماگنولی

 کیلوگرم بر  میکروگرم57/0 - 7/30 طیف وسیعی از در

 حاصل نتایج ،نتیجه گیري به عنوان یک. ]9[نمودنداشاره 

هستند هـر   فوق یافته هاي با توافق در پژوهش حاضر از
 یافـت  هـاي  آفلا توکـسین  چند که درصد بروز وسطوح

سطوح عنـوان شـده در    با مقایسه در در این مطالعه شده
  .بود نسبتا پایین منابع دیگر

   A اکراتوکسین -3-2-2
OTA7/16 (مـورد آزمـایش   ونه نم 36از  نمونه  6  در 

 میکروگرم بر 17/2 تا 74/0 از مختلف در سطوح) درصد

 کیلـوگرم  بـر  میکروگـرم  62/0 انحراف معیـار با  کیلوگرم
 OTA میزان مجاز آلـودگی   حدود قانونی.شناسایی شد

 است ، امـا  در حال بررسی ادویه ها در اتحادیه اروپا در

قهوه وجود  مانند محصولات ، دیگر در حال حاضر براي
 کمیـسیون  (اسـت   کیلـوگرم  در میکروگـرم  10 که دارد

 غلظـت  . 1881/2006 )شماره  اتحادیه اروپا، مقررات

OTAاز بـالاتر  مورد آزمایش نمونه هاي از یک  درهیچ 
بسیاري از  در ).3جدول ( نبود کیلوگرم در میکروگرم 10

 مختلـف  در انـواع  OTA بالاي آلودگی تحقیقات میزان

نیـز نـشان دهنـده     مطالعات از برخی و وان شدهعن غذاها
فلفل  فلفل قرمز ، مانند ادویه ها در OTA آلودگی وجود
 درصد وقـوع  ]25و24و23[سفید بوده است فلفل و سیاه

 شده مشاهده میزان کمتر از در مطالعه ما OTA آلودگی

میوه رسیده فلفل  براي درصد 46 (دیگر بود در مطالعات
 ،2005، و همکاران فازکاس ،فلفل براي درصد 20و قرمز
مـی    که 2008)،و همکاران هیرو ،فلفل قرمز درصد 67

 دمـایی و رطـوبتی دوره   شرایط در تفاوت علت به تواند

و  آلمـلا  عـلاوه بـراین،   .]26و7[آنهـا باشـد   ذخیره سازي
بـه   OTA (  میـزان بـسیار پـایینی از    (2007) همکاران

فلفـل   را در )کیلـوگرم  در میکروگـرم  3-4 متوسـط  طور
   .]16[مشاهده کردند برزیل پاپریکا

   بحث-3-3
آفـلا   که میزان آلـودگی بـه   نتایج مطالعه ما نشان می دهد

 میـزان بـالاتر از  در نمونـه هـاي مـورد آزمـون     توکـسین 

 کـه  که نشان دهنـده ایـن اسـت     اکراتوکسین بوده است

 قرمـز  فلفـل  از این نـوع  زیست محیطی شرایط واریته و

مناسب تر از قارچ  ارچ هاي مولد آفلاتوکسینق رشد براي
 بـالاي  آلـودگی  همچنـین ،  .است هاي مولد اکراتوکسین

 کنترل عدم نتیجه در تواند آفلاتوکسین می قرمز به فلفل

خشک کـردن آن   مراحل و محصول برداشت در بهداشتی
شرایط شامل هر یک از عوامل موثر بدین معنی که .  باشد

  و، شرایط نا مناسب کاشت  ب گرم و مرطو   یآب و هوای  
 محـصول مـی تواننـد       نامناسب برداشت  بهداشتی   شرایط

دارا بـوده  نقش عمده اي در بالا بردن میـزان ایـن سـموم       
از طرف دیگر، این محصول عمدتاٌ تحت شـرایط           .باشند

نورخورشــید و هــواي بــاز طــی فرآینــد خــشک کــردن  
 مکانیکی خشک می شود بنابراین احتمال آلودگی با آفـلا      

مناسب بودن و عـدم  توکسین و اکراتوکسین به دلیل عدم      
 به نظر در نتیجه فرآیند خشک شدن نیز زیاد است کفایت

 کـاملا حـساس نـسبت بـه     یمی رسد فلفل قرمز محصول  
تشکیل آفلاتوکسین به دلیل شرایط نامناسب فـراوري آن         

  . می باشد
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  )نمونه هاي مثبت(ه هاي حاوي سم  حدود مقادیر آفلاتوکسین و اکراتوکسین در نمون2جدول 
تعداد نمونه 
 حاوي سم

AFB1 
  SD1 ± میانگین

(μg/kg) 
 

AFB2 
 SD1 ± میانگین

 (μg/kg) 

AFG1 
 SD1 ± میانگین

 (μg/kg) 

AFG2 
  SD1 ± میانگین

 (μg/kg) 

AFs 
 SD1 ± میانگین

 (μg/kg) 

OTA 
 SD1 ± میانگین

 (μg/kg) 

1  8/0±90/3  ND  ND  ND 1/0± 90/3  ND 
2  2/0± 21/4  1/0± 38/0  ND ND 8/0±59/4  ND 
3  6/0± 77/5  09/0±34/0  ND ND 4/0±11/6  ND 
4  3/0± 00/7  1/0± 40/0 ND ND 3/0±40/7  ND 
5  2/0±40/0  ND ND ND 2/0± 40/0  1/0± 74/0  
6  5/0  ±06/2  ND ND ND 5/0± 06/2  ND  
7  2/0± 80/0  ND ND ND 2/0± 80/0  2/0± 92/0  
8  08/0±20/1  ND ND ND 08/0±20/1  4/0± 08/2  
9  3/2±50/10  2/0± 60/0  ND ND 4/1±10/11  ND 
10  07/0±91/0  ND ND ND 07/0±91/0  1/0± 15/1  
11  2/0± 78/4  ND ND ND 2/0± 78/4  ND 
12  6/0± 60/5  ND ND ND 6/0± 60/5  ND 
13  1/2±50/14  3/0± 10/1  ND ND 5/1±60/15  ND 
14  8/0± 17/6  4/0±64/0  ND ND 7/0±81/6  ND 
15  9/0± 86/3  1/0± 50/0  ND ND 6/0±36/4  ND 
16  3/0± 95/4  2/0± 65/0  ND ND 3/0±60/5  ND 
17  1/0± 10/4  ND ND ND 1/0± 10/4  ND 
18  4/0± 21/2  ND ND ND 4/0± 21/2  ND 
19  0/1± 60/3  ND ND ND 0/1± 60/3  ND 
20  08/0±90/1  ND ND ND 08/0±90/1  ND 
21  6/1±00/12  3/0± 90/0  ND ND 0/1±90/12  ND 
22  4/0± 84/0  ND ND ND 4/0± 84/0  5/0± 17/2  
23  5/0± 90/2  ND ND ND 5/0± 90/2  ND 
24  3/0± 70/1  ND ND ND 3/0± 70/1  ND 
25  1/0± 00/1  ND ND ND 4/0± 00/1  3/0± 86/1  

  
1SD : انحراف معیار استاندارد  

  فلفل قرمز ایرانیاز یک نوع  نمونه 36 در Aوکسین  و اکرات هاوقوع آفلاتوکسینمیزان  3جدول 
  توزیع فراوانی نمونه ها

(μg/kg) 
  

 
 سموم

 
(%)نمونه هاي مثبت    

 

 
 محدوده

(μg/kg) 

میانگین1 ± SD  
(μg/kg) 

≥15 
 

15-10  
 

10-5  
 

LOD-5 ND 

AFB1  %)4/69 (25  5/14-4/0  6/3 ± 27/4  - 3 4 18 11 
AFB2 %)25 (9  10/1-34/0  25/0 ± 61/0  - - - 9 27 
AFG1 - - - - - - - 36 
AFG2 - - - - - - - 36 

AFs  %)4/69 (25  6/15-4/0  9/3 ± 49/4  1 2 5 17 11 
OTA  %)7/16 (6  17/2-74/0  62/0± 48/1  - - - 6 30 

  میانگین آلودگی در نمونه هاي مثبت 1            
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حل مرا در در نمونه ها شده مشاهده آلودگی شدت میزان
 در  که این میزان قطعاٌگزارش شده برداشتپس از  اولیه

افـزایش   فـرآوري و ذخیـره سـازي    شـامل  مراحل بعدي
پـایین   اولیه آلودگی هر چه میزان بنابراین ،. خواهد یافت

   .بالاتر خواهد بود محصول نهایی ایمنی ،تر باشد
 تائیـد برخـی از   در پژوهش حاضـر  نتایج به طور کلی ،

را  اکراتوکسین و آفلا توکسین حضور گر،دی هاي گزارش
مطالعـه   خـلاف  بر، هرچند که ادویه ها نشان می دهد در
جمـع آوري   هاي نمونه روي بر بیشتر مطالعات دیگر ،ما

نتـایج ایـن    در واقع، .شده است انجام سطح بازار شده از
 و مقادیر اولیه آفـلا توکـسین   صحیحی از برآورد مطالعه

 زیـرا  دهـد  مـی  را نشانایران رمز ق فلفل در اکراتوکسین

 از پس و شده زمین برداشت به طور مستقیم از ها نمونه

سپري  ، بدونمزرعه در شرایط مشابه تحت کردن خشک
آزمـایش گرفتـه     مـورد کردن دوره نگهـداري در انبارهـا،  

توسـط   شده انجام مطالعات از بسیاري در حالی کهاست 
ري شـده  جمـع آو  هـاي  نمونـه  روي بـر  دیگـر  محققان

که دوره نگهداري طولانی را گذرانده بودند، بازار  سطحاز
و  دمـایی  ،زمـانی  شـرایط  تـاثیر بنابراین   استانجام شده

  .  لحاظ نگردیده استآنهادر نگهداري  دوره رطوبتی
  

   نتیجه گیري-4
  در ادویه ها حتـی آفلاتوکسین و اکراتوکسینبه  آلودگی

 محـسوب  یک مـشکل جـدي   پایین می تواند در سطوح
گردد زیرا معمولاٌ به صورت خام و یا در غـذاهاي آمـاده      

 نظـارت  بنـابراین ،  .مصرف مورد استفاده قرار می گیرند

بـه طـور    قرمـز  فلفل پودر ادویه ها به خصوص منظم بر
ادویه یکی از ادویـه   زیرا این خواهد بود مورد نیاز مداوم

 در بـه طـور مـداوم     عموم می باشد کههاي  مورد علاقه
   .گردد مصرف می ایران

 خطـر  ریـسک  در مـورد  اطلاعـات مفیـدي   این مطالعـه 

به امید اینکه  کند می فراهم مایکوتوکسین ها در ادویه ها
 راتاجران  کشاورزان و ، محققان،کنندگان مصرف آگاهی

برداشت  شامل  فراوري روش هاي بهبود اهمیت مورد در
بـرد و  بـالا ب  سازي ذخیره حمل و نقل و ،کردن خشک ،

. ایـن محـصولات ایجـاد کنـد     بر برنامه نظارت دقیق یک
خیلـی   اطلاعـات  آوردن دسـت  بـه  ضـرورت همچنـین  

 و آفلاتوکسین میزان آلودگی به حضور و بیشتري درمورد
OTA ادویه ها را نـشان مـی    انسان مانند مواد غذایی در

مـورد اسـتفاده در    روش و شـرایط   به نظر می رسد.دهد
 می آفلاتوکسین آلودگی حضوربه  نجرم قرمز فلفل تولید
 .یابـد  بهبـود  آموزش هـاي پایـه اي   می تواند با که شود

در  بحرانـی  کنتـرل  نقـاط  خطر تجزیه و تحلیل بنابراین ،
 پروتکـل   .مناسب خواهد بود در ایران قرمز فلفل تولید

HACCP  تعـداد   در مایکوتوکـسینهاي  کنتـرل  بـراي
  .دارد دیگر کالاها وجود محدودي از
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Mycotoxins are the toxic metabolites produced by some species of mould genera such as 
Aspergillus, Penicillium and Fusarium. Mycotoxins are carcinogenic, mutagenic, teratogenic 
and immunosuppressive for the most animal species and humans. Humans are exposed by 
aflatoxins and ochratoxin A via foods such as milk, cereals and various spices. The objective 
of this study was to determine the aflatoxin and ochratoxin A (OTA) contents of Iranian 
(Sabzevar) red pepper using high performance liquid chromatography (HPLC) with 
fluorescence detector and Immunoaffinity column clean-up. An isocratic mobile phase of 
water–acetonitrile–methanol (60:25:15, v/v/v), and acetonitrile–water–acetic acid (51:47:2, 
v/v/v) with a flow rate of 1.0 ml/min was used for aflatoxins and ochratoxin A determination, 
respectively. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were respectively, 
0.1 and 0.3 μg/kg for AFB1 and AFB2, 0.14 and 0.45 μg/kg for AFG1 and AFG2, 0.15 and 
0.5 μg/kg for OTA. The values of average recoveries of mycotoxins were 71.1–96.2%. When 
AFB1 and AFG1 were added to red pepper at the level of 10 μg/kg, AFB2 and AFG2 at the 
level of 2 μg /kg and OTA at the level of 5 μg/kg, the recovery ranges of 82.7–89.2% for 
AFB1, 79.3–114.2% for AFB2, 66.5–71.9% for AFG1, 66.3–92.5% for AFG2 and 61.1–80% 
for OTA were obtained. 36 samples of pepper were collected from the farm and were dried by 
sun up to standard moisture (Max 11%). Total aflatoxins (AFs) were detected in 25 out of 36 
samples (69.4% of incidence) and the contamination levels were 0.4-15.6 μg/kg. The highest 
incidence of contamination was aflatoxin B1 and was found in 25 out of 36 samples. Seven 
(19.5%) and three (8.34%) out of 36 samples had levels above the regulatory limits according 
to the European Union for AFB1 (5 μg/kg) and total aflatoxins (10 μg/kg), respectively.  OTA 
was detected in six samples (16.7%) at the ranging from 0.74-2.17 μg/kg. None of the 
samples had OTA levels higher than the legal acceptable limits. 
 
Keywords: Red pepper; Aflatoxins; Ochratoxin A; High Performance Liquid 
Chromatography 
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