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تعيين ميزان آفلاتوکسين M۱ با استفاد ه از روش الايزا 
د ر شير خشک هاي صنعتي توليد  شد ه د ر ايران

bb

د ر
امور د ام و آبزیان شماره 79  تابستان 1387

چکید ه
این مطالعه به منظور تعیین  وضعیت حضور  آفلاتوکسـین M1 د ر شـیر خشک هاي صنعتی عرضه شد ه د ر شهر تهران 
که توسـط کارخانجات مختلف د اخلی تولید  و روانه بازار مصرف شد ه بود ند  توسط روش الایزاي رقابتی صورت گرفت. 
بد ین منظور تعد اد  42 نمونه شـیر خشـک  ارزیابی شد ند . نتایج حاصله نشـان د اد  که 100٪ نمونه هاي شیر خشک به 
آفلاتوکسـین M1  آلود ه بود ه و  محد ود ه آلود گی بین سـه  فصل با یکد یگر تفاوت د اشت به گونه اي که این محد ود ه د ر 
سه فصل بهار،  پاییز و زمستان به ترتیب 51 تا 914 ،32 تا 640 و 32 تا 879 نانوگرم د رکیلو گرم بود . میانگین آلود گی 
د ر سـه فصل سـال به ترتیب 305 ، 278  و 285 نانوگرم د ر کیلو گرم به د سـت آمد ، به ترتیب بالاترین و پایین ترین 
میانگین آلود گی د ر نمونه هاي شـیر خشـک   تولید  شـد ه د ر پاییز و بهار به ترتیب 914 و 32 بود .  محاسـبات آماري 
نشـان د اد  که تفاوت معنی د اري بین غلظت آفلاتوکسـین M1 شیر خشک هاي  تولید  شـد ه د ر پاییز با بهار و زمستان 
وجود  ند ارد  (P>0 / 05) به عبارت د یگر میزان آفلاتوکسـین M1 شـیر خشـک هاي تولید  شـد ه د رپاییز پایین تر از د و 
فصل د یگرسال نبود . تقریبا   7/ 80 د رصد   نمونه ها آلود گی بالاتر از حد  استاند ارد  50 نانوگرم د ر کیلو گرم (استاند ارد  
اتحاد یـه اروپـا ) و  9/ 26 د رصد  نیز بالاي حد  اسـتاند ارد  500 نانوگرم د ر کیلو گرم (اسـتاند ارد  ایران) و کد کـس الیما 
نتاریوس (Codex Alimentarius) را نشان می د اد ند .  با توجه به اهمیت آفلاتوکسین براي سلامتی انسان و آلود گی شیر 

خشک ها ي صنعتی این امر به طور قابل ملاحظه اي می تواند  براي سلامتی انسان خطرناك باشد .

کلمات کلید ي: آفلاتوکسین M1 ،  شیر خشک،   الایزا
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مقد مه
ــون نفر د اراي فرهنگ  ــور پهناور ایران با جمعیتی حد ود  70 میلی کش
ــرایط جغرافیایی متنوع می باشد .آشنا نبود ن اکثریت  ــنت ریشه اي و ش و س
ــم ها، به  ــو میکروارگانیس ــد  و نم ــرایط رش ــاورزان و صاحبان د ام به ش کش
ــارات مالی قابل توجهی و به  ــهود  خس ــالانه به طور مش خصوص قارچ ها، س
شکل غیر معمولی صد مات جسمی و جانی قابل تأملی را به جمعیت انسان 

و د ام د ر کشورما وارد  می کند . 
ــد  خود  برروي مواد  غذایی، علاوه بر  قارچ ها قاد رند  که د ر طی مد ت رش
ــم قارچی تولید  نمایند   کاهش ارزش غذایی متابولیت هاي ثانویه اي به نام س
که بسیار خطرناك بود ه و می تواند  د ر صورت د ریافت این سم توسط موجود  
ــد  و اثرات  ــرطان زایی، ناقص الخلقه زایی کاهش رش ــمی، س زند ه اثرات س

جهش زایی از خود  برجا بگذارند  (11 ).
آفلاتوکسین ها گروه بزرگی ازسموم قارچی هستند  که توسط گونه هاي 
 A. parasiticus ،Aspergillus flavous خاص از جنس آسپرژیلوس شامل
ــوند  این گروه از سموم قارچی به عنوان سرد سته  و A. nomius تولید  می ش
ــموم قارچی محسوب می شوند  به همین د لیل بیش از سایر سموم  تمامی س
ــتی قرار گرفته اند  تاکنون بیش  قارچی مورد  توجه محقیقن و مراجع بهد اش
 M1,B1,G1 ــین شناخته شد ه است که از میان آنها انواع از 18 نوع آفلاتوکس
بیشترین اهمیت را د ارند ، که د ر بین آنها آفلاتوکسین B1 از همه خطرناکتر 

می باشد  (6). 
و  ــک  تراتوژنی ــمی   س ــرات  اث د اراي   M1,B1 ــاي  ه ــین  آفلاتوکس
کارسینوژنیک بود ه به گونه اي که آژانس بین المللی تحقیقات سرطان آنها 
ــان و حیوانات معرفی نمود ه است  ــرطان زا د ر انس را به عنوان ترکیبات س
ــین M1 ضعیف تر می باشد    ــرطان زایی آفلاتوکس با این تفاوت که اثرات س

  .(18 ،17 ،12)

ــه د ر بافت  ــت ک ــین اس ــین M1 اولین باقیماند ه آفلاتوکس آفلاتوکس
ــیر احتمالاً تنها ماد ه غذایی مورد   ــود ، ش ــاهد ه می ش ــیري مش گاوهاي ش
ــین M1 آلود ه  ــا آفلاتوکس ــورت طبیعی ب ــت که به ص ــان اس مصرف انس

می شود .
ــین B1 است. از  ــیله آفلاتوکس ــتق هید روکس ــین M1 مش  آفلاتوکس
ــین ها د ر د هه 1960 تاکنون، مقررات خاصی د ر  ــف آفلاتوکس زمان کش
ــورها براي محافظت مصرف کنند گان از اثرات زیان آور  ــیاري از کش بس
ــت. این اصل  ــد ه اس ــین هاي موجود  د ر مواد  غذایی وضع ش مایکوتوکس
ــت  ــد ه اس ــورها با وضع مقررات خاصی تکمیل ش ــی د ر برخی از کش کل
ــد .  ــاص د ر اغذیه می باش ــموم قارجی خ ــد ه حد  مجاز س ــه د ر برگیرن ک
ــی و کیفیت  ــی ایمن ــوط به ارزیاب ــود  د ر مقررات مرب ــاي موج تفاوت ه
ــورهاي مختلف، از نیازهاي ملی و د انش موجود   ــتی اغذیه د ر کش بهد اش
ــازمان خواروبار  ــاس اطلاعات ارائه شد ه توسط س ــاء می گیرد . براس منش
ــور تابع قوانین مربوط  ــال 1997 مجموعاً 77 کش جهانی (F.A.O) تا س
ــور فاقد  این  ــت که 13 کش ــموم قارچی بود ه اند  و این د ر حالی اس به س
ــور فاقد  هر نوع اطلاعاتی د ر این رابطه بود ند . و  مقررات و حد ود  50 کش
ــورما ایران هم جزء 13 کشوري است که فاقد  مقررات مستقل به  نام کش

کنترل مایکوتوکسین ها د رغذا هستند  (20، 30).
ــین ها د ر شیر و  ــد ه مطالعه وجود  آفلاتوکس با توجه به مطالب گفته ش
فرآورد ه هاي آن از اهمیت قابل توجهی برخورد ار است د ر این مطالعه هد ف 

کلی ما شامل:
1ـ تعیین وضعیت آلود گی شیر خشک هاي صنعتی تولید  شد ه (توسط 

M1 کارخانجات د اخلی)  عرضه شد ه د ر تهران به آفلاتوکسین
ــک هاي صنعتی  با استاند ارد هاي  ــه میزان آلود گی شیر خش 2ـ مقایس

موجود  د ر د اخل و خارج کشور

Pajouhesh & Sazandegi No 79 pp: 174-180

Detection of aflatoxin M1 in powdered milk samples by ELISA

By: Kamkar, A. Department of Food Hygiene, Faculty of Veterinary Medicine. University of Tehran. 

This study was undertaken to determine the presence and levels of aflatoxin M1 (AFM1) in powdered milk produced 

by different plants in Iran. For this purpose, 42 powdered milk samples analyzed, and competitive ELISA was used to 

determine the presence and levels of AFM1. AFM1 was found in 100% of 42 of the powdered milk samples examined. 

The range of contamination levels varied among different seasons. AFM1 in Spring, Autumn and Winter samples 

ranged from 51 to 914, 32 to 640 and 32 to 879 ng / kg respectively, while the mean values were 305, 278 and 285 

ng  / kg respectively. The highest mean concentration of aflatoxin M1 (AFM1) was registered in Spring samples (914 

ng  / kg).Also the lowest mean concentration of aflatoxin M1 was registered in Autumn and Winter samples (32 ng 

 / kg).Statistical evaluation showed that there were not significant differences (p>0.05) between the concentrations 

of AFM1 of powdered milk samples produced in Spring, Autumn and Winter.  In other words, AFM1 contents 

of powdered milk samples produced in Spring were not lower than powdered milk samples produced in Autumn 

and Winter. Almost 80.7% of the contaminated samples exceeded the maximum acceptable levels (50 ng  / kg, EU 

standard) while 26.9 % of the samples exceeded the 500 ng  / kg (Codex alimantarius, Iran). It was therefore concluded 

that, high occurrence of AFM1 in powdered milk samples were considered possible hazards for human health.

Keywords: Aflatoxin M1; Powdered Milk; ELISA
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 مواد  و روش کار
 الف - مواد 

مواد  موجود  د ر کیت آزمایش
هر کیت (ساخت شرکت R- Biopharm آلمان  ) شامل مواد  کافی جهت 

انجام تعد اد  96 اند ازه گیري بود ه و حاوي مواد  زیر بود :
یک عد د  میکرو تیتر با تعد اد  96 گود ه (د ر 12 رد یف 8 تایی) که با پاد تن 
علیه AFM1 پوشانید ه شد ه بود ند . شش عد د  ویال حاوي محلول AFM1  (هر 
 ,5 ppt, (استاند ارد  صفر) .ppt :یک به مقد ار  3/ 1 میلی متر)  باغلظت هاي برابر با

80 از AFM1 د ر بافرشیر. ppt 40 و ppt ,20 ppt ,10 ppt

ــاوي محلول  ــزان  3/ 1 میلی لیتر و ح ــه می ــول کونژوگه ب ــک ویال محل ی
.AFM1  پراکسید  کونژوگه شد ه با

یک ویال محلول سوبسترا (7 میلی لیتر) حاوي پراکسید  اوره .
یک ویال کروموژن (7 میلی لیتر) حاوي تترا میتل بنزید ین.

ــولفوریک  ــید  س یک ویال محلول متوقف کنند ه (14 میلی لیتر) حاوي اس
نرمال.

ــماره 1  به میزان 20 میلی لیتر جهت رقیق سازي  یک ویال محلول بافر ش
محلول نمونه و استاند ارد .

ــازي  ــماره 2  به میزان 12 میلی لیتر براي رقیق س یک ویال محلول بافر ش
محلول کونژوگه.

ــو  ــه AFM1 حاوي یک عد د  محلول بافر شستش ــن کیت مربوط ب د ر ضم
ــازي یک بافر فسفات ( pH= 7 /4) به کار رفته  (نمک) نیز بود  که جهت آماد ه س
و شامل توئین 20 با غلظت  05/ 0٪ بود .همچنین این کیت د اراي جعبه حاوي 

محلول نمک بافربود که یک بسته آن د ر یک لیتر آب مقطر حل می شد .

مواد  مورد  نیاز د ر آزمایشگاه
ــرد ن 70 میلی لیتر متانول  ــق مخلوط ک ــول متانول 70٪ که از طری محل

خالص با 30 میلی لیتر آب مقطر یا یونزد ایی شد ه به د ست می آید .

وسایل مورد  نیاز:
 BDSLImmunosknplus اسپکتروفوتومتر مربوط به پلیت میکروتیتر مد ل

.LaB System ساخت شرکت
DAM0N / ــرکت  ــاخت ش IEC PR-J س ــد ل  م ــانتریفوژ  ــتگاه س د س

. IECDIVISION

د ستگاه آسیاب.
د ستگاه شیکر.

همزن مغناطیسی.
پیپت پاستور.

پیپت هاي مد رج 1 و 5 و 10 میلی لیتري.
میکرو پیپت هاي 50, 100, 400 میلی لیتري.

ویال یونیورسال 25 میلی لیتري.

ب - روش کار
جمع آوري نمونه ها

ــک صنعتی مورد   ــیر خش ــام این تحقیق  نمونه هاي ش ــه منظور انج ب
استفاد ه د ر صنایع غذایی تولید  شد ه د ر ایران که آماد ه عرضه به بازار بود ند ، 

بطور تصاد فی از چهار شرکت تولید کنند ه عمد ه (جمعاً به  تعد اد  42 نمونه) 
ــتان و بهار ( به منظور مشاهد ه اثر احتمالی فصل  ــه فصل پاییز،  زمس د ر س
ــت) جمع آوري  و به  ــاره نمود ه اس که تعد اد ي از مطالعات قبلی به آن اش

آزمایشگاه منتقل شد ند . 

روش آنالیز آماري
ــد ه با استفاد ه از نرم افزار SPSS و با روش هاي   د اد ه هاي جمع آوري ش
ــبه نسبت آلود گی، میانگین و انحراف معیار ) و آنالیز  آمار توصیفی ( محاس

واریانس یکطرفه مورد  تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

اصول آزمایش
ــاس این آزمایش بر پایه واکنش پاد گن – پاد تن می باشد . حفره هاي  اس
ــد ا  ــد ه اند . ابت ــانید ه ش ــاي اختصاصی AFM1 پوش ــا پاد تن ه ــر ب میکروتیت
ــتاند ارد  آفلاتوکسین با محلول هاي نمونه اضافه شد ه و بعد  از  محلول هاي اس
ــو آنزیم کونژوگه افزود ه می شود . AFM1 آزاد  و کونژوگه  یک مرحله شستش
ــین با یکد یگر  ــاي اتصال پاد تن هاي آفلاتوکس ــد ن با جایگاه ه جهت باند  ش
ــاي کونژوگه باند   ــو آنزیم ه ــپس طی یک مرحله شستش رقابت می کنند . س
ــد ه حذف می گرد ند . سوبستراي آنزیمی (پراکسید  اوره) و کروموژن (تترا  نش
متل بنزید ین) به حفره ها افزود ه شد ه و گرمخانه گذاري می شوند . کونژوگه 
ــگ را به محصولی با رنگ آبی  ــد ه محلول کروموژن بد ون رن آنزیمی باند  ش
ــک تغییر رنگ از  ــزود ن محلول متوقف کنند ه منجر به ی ــل میکند . اف تبد ی
ــی به زرد  می گرد د . اند ازه گیري به روش فوتومتري و د ر طول موج 450  آب
نانومتر صورت می گیرد . میزان جذب نسبت معکوسی با غلظت آفلاتوکسین 

د ر نمونه د ارد .

آماد ه سازي نمونه ها
ــتور العمل شرکت سازند ه کیت  نمونه هاي شیر د ر د ماي  بر اساس د س
ــانتی گراد  (50 د رجه فارنهایت) به مد ت 10 د قیقه و با سرعت  10 د رجه س

3500 سانتریفوژ گرد  ید  ند . g

ــتور به  ــتفاد ه از پیپت پاس ــانتریفوژ لایه بالایی نمونه ها با اس پس از س
ــیر پس چرخ1  که کاملاً بد ون چربی بود ند  به  ــته شد .از ش طور کامل برد اش
ــتفاد ه گرد ید  (100 میکرو لیتر به ازاي هر  ــتقیم جهت آزمایش اس طور مس

گروه).
تکمیل آزمایش:

محلول کونژوگه آنزیمی
محلول کونژوگه آنزیمی AFM1 به صورت محلول غلیظ تهیه می شد  از 
آنجا که کونژوگه آنزیمی رقیق شد ه از پاید اري محد ود ي برخورد ار بود . تنها 
باید  براساس میزانی که د قیقا مورد  نیاز بود  عمل بازآمیزي انجام می گرفت. 
ــبت 1:11 (11+1) د ر محلول  ــه منظور عمل بازآمیزي این محلول به نس ب

بافر شماره 2 رقیق می شد .

روش آزمایش
ــد اد  کافی ازگود ه هاي  میکروتیتر د ر نگهد ارند ه گود ه ها براي اند ازه  تع

گیري  استاند ارد ها و نمونه ها قرارد اد ه می شد .
مقد ار 100 میکرولیتر از محلول هاي استاند ارد  یا نمونه به طور مجزا به 

تعیین میزان آفلاتوکسین ...
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ــد ه عمل مخلوط کرد ن به طور د ستی  حفره هاي د وتایی مورد  نظر اضافه ش
با ملایمت و از طریق تکان د اد ن پلیت انجام گرفته و به مد ت 60 د قیقه د ر 

د ماي اتاق (25-20 د رجه سانتی گراد ) د ر محلی تاریک نگهد اري می شد .
ــور محکم ظرف  ــه مرتبه بط ــد ه و س مایعات از د اخل حفره ها خارج ش
نگهد ارند ه بصورت وارونه بر روي کاغذ جذب کنند ه براي اطمینان از خروج 
ــر از بافر  ــا  با 250 میکرولیت ــپس تمام گود ه ه ــد . س کامل آنها زد ه می ش

شستشو پر وخالی شد ه این شستشو د وبار تکرار گرد ید .
ــد ه کونژوگه آنزیم به گود ه ها   مقد ار 100 میکرو لیتر از محلول رقیق ش
ــد ت 60 د قیقه  ــد ه  و به م ــت تکان د اد ه ش ــد ه، و به آرامی با د س اضافه ش
ــته  ــانتی گراد ) نگاه د اش د ر محلی تاریک و د ر د ماي اتاق (25-20 د رجه س

شد .مرحله شستشو مانند  د فعه قبل انجام شد .
ــترا و 50 میکرو لیتر از محلول کروموژن  مقد ار 50 میکرو لیتر از سوبس
ــتی گفته شد ه عمل  ــد ه طبق همان روش د س به هر یک از گود ه ها اضافه ش
ــد ه و به مد ت 30 د قیقه د ر محلی تاریک و د ر د ماي  مخلوط کرد ن انجام ش
ــانتی گراد ) نگاه د اشته شد .مقد ار 100 میکرو لیتر از  اتاق (25-20 د رجه س
ــد ه و طبق روش گفته  محلول متوقف کنند ه به هر یک از گود ه ها اضافه ش
شد ه مخلوط گرد ید ه و میزان جذب نور د ر طول موج450 نانومتر د ر مقابل 
ــد ه توسط  ــپس، با کمک نرم افزار تهیه ش ــد  س ــاهد  هوا اند ازه گرفته ش ش

شرکت سازند ه کیت نهایتاً میزان آفلاتوکسین محاسبه گرد ید .

قرائت و تفسیر نتایج
ــتاند ارد  و نمونه ها بر  ــذب مربوط به محلول هاي اس میانگین مقاد یر ج
مقد ار جذب مربوط به اولین محلول استاند ارد  (استاند ارد  صفر) تقسیم شد ه 
ــد ه  ــتاند ارد  صفر معاد ل 100٪ ش و د ر عد د  100 ضرب گرد ید  بنابراین اس

و مقاد یر میزان جذب به صورت د رصد  بیان گرد ید .

میزان جذب محلول استاند ارد  (یا نمونه) 
میزان جذب محلول استاند ارد  صفر 

میزان جذب٪= 100×

د رصد  میزان جذب محلول نمونه یا استاند ارد     
ــتاند ارد ها د ر یک سیستم متناسب بر  ــبه شد ه براي اس    مقاد یر محاس
ــر غلظت AFM1 به  ــه لگاریتمیک و د ر مقابل مقاد ی ــذ گراف نیم روي کاغ

صورت نانو گرم د رکیلو گرم وارد شد .
منحنی کالیبراسیون که بایستی براي AFM1 د ر د امنه 40-10 نانو گرم 
ــن مطالعه نیز خطی بود . غلظت  ــد  د ر ای د رکیلو گرم (ppt) کاملاً خطی باش
ــرم با توجه به مقاد یر جذب مربوط به  ــه صورت نانو گرم د رکیلو گ AFM1 ب

هر یک از نمونه ها از روي منحنی کالیبراسیون بد ست آمد 
ــین نمونه ها, با  ــت آورد ن مقد ار واقعی غلظت آفلاتوکس به منظور بد س
استفاد ه از نرم افزار همراه کیت الیزا مربوط به شرکت رید  اسکر ین2 براساس 
مقد ار جذب نور و غلظت نمونه هاي استاند ارد  (1) منحنی کالیبراسیون رسم 
ــاس مقد ار جذب نور د ر نمونه ها و با استفاد ه از منحنی  ــپس براس گرد ید . س

کالیبراسیون مقد ار واقعی آفلاتوکسین د ر نمونه ها اند ازهگیري شد ..

حساسیت3 آزمایش
متوسط حد  پایین تشخیص د ر آزمایش رید  اسکر ین AFM1 برابر 5 نانو 

گرم د ر لیتر می باشد . 

ویژگی4 آزمایش
ــبت به  ــز واکنش هاي تد اخلی نس ــاس آنالی ــی این آزمایش براس ویژگ
مایکوتوکسین هاي مربوطه ثبت می گرد د . د ر کیت مربوط به AFM1 میزان 
ــبت به  100٪ بود ه و هیچ واکنش تد اخلی نس AFM1 ــا ــش تد اخلی ب واکن
ــد .واکنش  G2،G1  گزارش نش , B2 ,B1 ــاي ــین ه آفلاتوکس
ــبت به آفلاتوکسین  هم اصلا مورد  بررسی  تد اخلی نس

قرار نگرفته است.

قابلیت تکرارپذیري5 آزمایش
صحت هر سري از آزمایشها از طریق نتایج سه آزمایش 

مختلف تعیین گرد ید .
ــهاي  ــوي د قیق ارزیابی آزمایش ــماره (1) الگ نمود ا رش
ــب تغییرات  ــد . ضرای ــان می د ه ــکرین AFM1 را نش رید ااس
(CV٪)براي مقاد یر جذب نور محلول هاي استاند ارد  به د ست 
ــوند .  آمد ه د ر مقابل غلظت هاي مربوط به AFM1 وارد  می ش

AFM1  نمود ار شماره (1): منحنی استاند ارد 
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ــتند  که یک  ــب تغییرات با د ر نظر گرفتن کل د امنه آنقد ر پایین هس ضرای
قابلیت تکرارپذیري بالا را براي نتایج مورد  نظر تعیین می کنند .

نتایج
نتایج حاصل از این مطالعه د ر جد اول شماره یک تا سه آمد ه است . به 
منظور انجام این تحقیق نمونه هاي شیر خشک صنعتی تولید  شد ه د ر ایران 
ــرکت تولید کنند ه  که آماد ه عرضه به بازار بود ند  به طور تصاد فی از چهار ش
ــتان و بهار به  ــه فصل پاییز،  زمس عمد ه( جمعاً به  تعد اد  42 نمونه ) د ر س
ــیر که تعد اد ي از مطالعات بیانگر این اثر  منظور مطالعه تاثیر فصل تولید  ش

می باشد  17جمع آوري  و به آزمایشگاه منتقل شد ند  (7، 16) . 
 M1 ــن تمامی نمونه ها ي مورد  مطالعه  از لحاظ آلود گی به آفلاتوکیس
ــر از حد   ــد اد  21 نمونه آلود گی بالات ــان 42 نمونه تع ــت بود ند  و از می مثب
استاند ارد  را نشان مید اد ند  که د ر واقع  7/ 80 د رصد  از کل نمونه ها را شامل 
می شد . این حد  استاند ارد  50 نانوگرم د ر لیتر و مورد  تایید  کمیته تخصصی 
ــتاند ارد  500  ــد . ضمناً د ر مقایسه با حد  اس ــترك FAO / WHO می باش مش
ــینی  9/ 26 د رصد  نمونه ها بالاي  نانوگرم د ر لیتر ، غلظت آلود گی آفلاتوکس
این حد  قرارگرفتند . محد ود ه آلود گی به طور کلی بین 914-32 نانوگرم د ر 

لیتر  د ر این مطالعه بد ست آمد .
ــن 3 فصل مورد   ــس یکطرفه میانگین آلود گی بی ــاس آنالیز واریان براس

.(p>0 /05 ) مطالعه اختلاف معنی د اري ند اشت
میانگین آلود گی آفلاتوکسینی محصول کارخانه  A با B  معنی د ار نبود  
ــتر  ــن آلود گی محصول کارخانه A  ازکارخانه هاي C و D بیش ــی میانگی ول
ــتر  بود  د ر ضمن میانگین آلود گی کارخانه B  ازکارخانه هاي C  و  D بیش

.(p>0 /05 )  بود

بحث و نتیجه گیري
با توجه به اینکه AFM1 یکی از متابولیت هاي خطرناك AFB1 می باشد  
 AFB1 ــیر گاوهایی که از علوفه یا غذاي کنسانتره آلود ه به و می تواند  د ر ش
استفاد ه نمود ه اند  وجود  د اشته باشد . لازم است جهت حفظ سلامت جامعه, 
ــخیص و تفکیک نمود  و حد   ــیرهاي آلود ه به سم را از شیرهاي سالم تش ش
ــیر و فرآورد ه هاي آن تعیین نمود  و  ــاز قابل قبولی براي وجود  آن د ر ش مج
همچنین با رعایت اصول پیشگیري از رشد  قارچ هاي مولد  AFB1 جلوگیري 

نمود .
ــان د هند ه این واقعیت است که محققین  ــاتی که وجود  د ارد  نش گزارش
ــتر کشورهایی که د اراي صنعت د امد اري پیشرفته هستند  جهت تعیین  بیش
ــی را انجام  ــه AFM1 تحقیقات ــیر و فرآورد ه هاي آن ب ــت آلود گی ش وضعی

د اد ه اند .
د ر ایران نیز د ر سال 1361 مطالعه اي توسط کریم و همکارانش صورت 
ــیر شامل 52 نمونه  ــتفاد ه از روش TLC تعد اد  61 نمونه ش گرفت که با اس
ــیر د امد اري هاي اطراف تهران که به صورت اتفاقی برد اشت شد ه بود  و 7  ش
ــیرهاي پاستوریزه شد ه آزمایش شد  و نتایج نشان د اد  که  نمونه مربوط به ش
ــتوریزه آلود ه به  ــیرهاي پاس ــیرهاي خام و 100 د رصد  ش  3/ 92 د رصد  از ش
ــیرهاي خام  ــد . این محققین میزان آلود گی به AFM1 را د ر ش AFM1 بود ن
ــیرهاي پاستوریزه 5-1 میکروگرم د ر  بین 10-6 میکروگرم د ر لیتر و د ر ش

لیتر گزارش نمود ند  (2) .

ــی 73 نمونه از  ــال 1375 با بررس ــانی و کریم د ر س ــن خراس همچنی
ــتوریزه تهران با استفاد ه ازروش الیزا  ــیرهاي تحویلی به کارخانه شیر پاس ش
ــه AFM1 بود ند  که د ر تمامی  ــان د اد ند  که  2/ 82 د رصد  نمونه ها آلود ه ب نش
ــتاند ارد  کشورهاي اروپایی  ــین بالاتر از حد  مجاز اس موارد  غلظت این توکس
ــت آمد ه  ــو گرم د ر لیتر بود . میانگین آلود گی بد س ــی 50-10 نان (EC) یعن
ــد ود  تغییرات 463-56 نانو گرم د ر لیتر بود ه  ــو گرم د ر لیتر با ح  5/ 259 نان

است (1) .
د ر بررسی کامکار 6  / 76 د رصد  نمونه هاي شیر خام مورد  مطالعه حاوي 
ــین M1 بود ه که د ر 40 د رصد  آنها غلظت سم بالاي حد  مجاز بود   آفلاتوکس

.(10)
ــیر و فرآورد ه هاي  ــه بر روي میزان وقوع AFM1 د ر ش ــه اي ک د ر مطالع
ــال 2001 انجام شد . از  ــط Bakirci د ر س آن که د ر منطقه وان ترکیه توس
ــتفاد ه از روش TLC آلود ه به  ــیر  77/ 87 د رصد  آن با اس تعد اد  90 نمونه ش
ــت بالاتر از  ــد . که  3/ 44 د رصد  از نمونه هاي مثب ــخیص د اد ه ش AFM1 تش
ــی هاي آماري تفاوت معنی د اري 50) بود ند  و بررس ppt) حد اکثر قابل قبول

ــیر اخذ شد ه   ( p > 0 /05) بین میانگین غلظت هاي AFM1 د ر نمونه هاي ش
ــخص نمود   ــان د اد . نتایج مش از ماه مارس تا آوریل و از مارس تا می را نش
ــیر  ــیر موجود  د ر مخزن و ش که تفاوت معنی د اري بین محتواي AFM1 ش
ــت.  ــت، روغن کره و آب پنیر وجود  ند اش ــیر پس چرخ، ماس ــتوریزه ش پاس
ــیر مخزن بود  د ر  ــر بالاتر از ش ــور و پنیر کاش محتواي AFM1 پنیر سفید ش

حالی که مقاد یر آن د ر نمونه هاي خامه و کره یا پنیر پایین تر بود  (5).
ــتفاد ه از روش الایزا نشان  ــال 2003 با اس Rostogi و همکارانش د ر س

ــیر و فرآورد ه هاي شیري مخصوص  د اد ند  که بروز آلود گی به AFM1 د ر ش
نوزاد ان د ر هند وستان  3/ 87 د رصد  بود  که د امنه آن د ر فرآورد ه هاي شیري 
مخصوص نوزاد ان بالاتر ( 2/ 10-65 نانو گرم د ر لیتر) از شیر مایع (28-164 
ــی آلود گی به AFB1 د ر خوراك گاوهاي شیري  نانو گرم د ر لیتر) بود . بررس
ــرم د ر  ــه اي از  3/ 93- 4/ 1 میکرو گ ــه این آلود گی د ر د امن ــخص کرد  ک مش
ــه بالاتر از مقررات  ــا میانگین 18 میکروگرم د ر کیلوگرم بود ه ک کیلوگرم ب

EC (5 میکرو گرم د ر کیلوگرم) بود  (19).

ــال 2003 با استفاد ه از روش الایزا، 77 نمونه  Lopez و همکاران د ر س

ــتانی) مورد   ــپتامبر تا مارس (شیر زمس ــیر را د ر آرژانتین د ر ماه هاي س ش
بررسی قرار د اد ند  که د ر تمام موارد  مقاد یر آفلاتوکسین M1 پایینتر از حد  

توصیه شد ه براي فرآورد ه هاي لبنی بود  (13) .
Martins و همکاران د ر سال 2004, 96 نمونه ماست تجارتی (48 عد د  

ماست ساد ه و 48 ماست حاوي تکه هاي توت فرنگی) تولید  شد ه د ر پرتغال 
ــی نمود ند . د ر  ــتفاد ه از روش HPLC بررس را از نظر آلود گی به AFM1 با اس
 8/ 18 د رصد  از نمونه هاي ماست, AFM1 د ر محد ود هاي از 98-19 نانوگرم 
ــت ساد ه و 16  ــد  که د و مورد  مربوط به ماس ــخیص د اد ه ش د ر کیلوگرم تش
مورد  د ر ماست هاي حاوي قطعات توت فرنگی بود ه است (14) . د ر مطالعه 
ــتفاد ه از  ــخیص AFM1 د ر نمونه هاي پنیر با اس ــه منظور تش ــري که ب د یگ
ــط Sarimehmetoglu و همکاران  ــزا د ر منطقه آنکاراي ترکیه توس روش الی
ــال 2004 انجام گرفت(21) 400 نمونه پنیر مورد  بررسی قرار گرفت  د ر س
ــد  که  ــخیص د اد ه ش که مقاد یر مختلف AFM1 د ر  75/ 81 د رصد  موارد  تش
ــد ه   5/ 27 د رصد  موارد  بالاتر از حد  قانونی 250 نانوگرم د ر کیلوگرم مقرر ش
ــال 1997  ــت Oliveria . (21) د ر س ــط کد کس غذایی ترکیه بود ه اس توس

تعیین میزان آفلاتوکسین ...
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حد اکثرحد اقلانحراف معیارمیانگینتعد اد فصل

551914  / 1030530بهار

532640  / 2532828زمستان

832879  / 733527پاییز

-- 2/ 4232428کل

حد اکثرحد اقلانحراف معیارمیانگینتعد اد کارخانه

A1159524 /  8215914

B105369 /6 399662

C81676 /4 32194

D13572 /1 3289

--2  / 423243کل

                                 
 کارخانه    

فصل 
ABCD

٪( 1/ 23)3٪( 5/ 37)03٪(4  / 36) 4بهار

٪( 1/ 23)03 (40٪)04پاییز

٪( 8/ 53)7٪( 5/ 63)5 (60٪)6٪( 6/ 63)7زمستان

٪ (100)13٪ (100)8٪ (100)10٪ (100)11جمع

ــک را با روش الایزا مورد  بررسی قرار  ــیر خش د ر برزیل تعد اد  300 نمونه ش
ــان د اد  که 33 نمونه یا 11 د رصدف  آنها د اراي آلود گی  د اد  نتایج حاصله نش
ــان  ــد  Aycicec .(15) و همکارانش نیز د ر ترکیه نش ــینی بود ه ان آفلاتوکس
د اد ند  که از تعد اد  223 نمونه انواع فرآورد ه هاي شیري ، 90/ 58د رصد  آلود ه 
به آفلاتوکسین بود ه ولی تنها د ر  8/ 5 د رصد  آنها غلظت سم بالاي  05/ 0 پی 
پی بود Garrido .(4) همکارانش د ر سال 2000 با کمک تکنیک الیزا تعد اد  
139 نمونه از انواع شیر را از نظر آفلاتوکسین  مطالعه نمود ند  و تنها  20/ 9 
ــاز بود ند  (9). د ر طول 1997  ــد  نمونه ها د اراي آلود گی بالاي حد  مج د رص

ــتفاد ه د ر تهیه غذاي کود ك توسط  ــک مورد  اس ــیر خش تعد اد  97 نمونه ش
ــورد  ارزیابی قرار گرفت .  تعد اد  81 نمونه یا 84  ــش  م Golvano و همکاران

د رصد  نمونه ها د اراي 
آفلاتوکسین  M1 بود ه و تنها یک نمونه از نمونه هاي شیر خشک مورد  

مطالعه د اراي آفلاتوکسین بالاي حد  مجاز پذیرفته شد ه بود  (8) .
بنابراین با توجه به مطالبی که ذکر شد ، و همچنین نتایجی که د ر این 
تحقیق بد ست آمد  و با عنایت به اهمیت بالاي آفلاتوکسین M1 د ر بهد اشت 
ــرطان زایی  ــمی، س ــان و د ام که د اراي اثرات س ــلامت انس مواد  غذایی و س

جد ول شماره 1- میانگین و انحراف معیار غلظت آفلاتوکسین M1 (نانوگرم / کیلوگرم) د رشیر خشک هاي صنعتی د ر فصول مختلف    

جد ول شماره 2- میانگین و انحراف معیار غلظت آفلاتوکسین M1 (نانوگرم / کیلوگرم) د ر شیر خشک هاي صنعتی کار خانجات مختلف

جد ول شماره 3- فراوانی مطلق و نسبی توزیع نمونه هاي کارخانه هاي مختلف برحسب فصل سال
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ــه آژانس بین المللی تحقیقات  ــد  به گونه اي ک و ناقص الخلقه زایی می باش
سرطان آنرا د ر رد یف ترکیبات سرطان زا قرار د اد ه است  و به علت مشکلات 
ــیر و فرآورد ه هاي آن از AFM1 وجود   ــم زد ایی ش فراوانی که د ر ارتباط با س
ــه د ر د رجه اول  ــر بهترین راه مقابل ــر می آید  که د رحال حاض ــه نظ د ارد . ب
ــتی و تهیه یک جیره سالم و عاري از هرگونه آلود گی  رعایت مسایل بهد اش
ــیري د ر د امد اري هاست که هم سلامت عمومی د ام  قارچی براي د ام هاي ش
و افزایش تولید  آن حفظ می شود  و هم سلامت جامعه تامین می گرد د ، ولی 
ــه قابل انجام نیست باید  از روش هایی نیز براي از بین  چون این روند  همیش
ــتفاد ه کرد . که  برد ن قارچ ها و متابولیت هاي آنها د ر اجزاي غذایی حیوان اس

به مهمترین آنها د ر زیر اشاره می گرد د :
ــپرژیلوس و تولید   ــد  مطلوب قارچ آس ــا توجه به اینکه د ماي رش 1 - ب
حد اکثر سم توسط کپک مذکور به ترتیب حد ود  25 و 18 د رجه سانتی گراد  
ــد  توصیه می شود  که د ر د امد اري ها  ( د ر صورت امکان )خوراك د ام  می باش

د ر د ماي پایین تر از این محد ود ه نگهد اري شود .
ــیر به AFM1 و  ــتاند ارد  مربوط به حد  مجاز آلود گی ش 2 - رعایت  اس

خوراك د ام به AFB1 د ر کشور .

پاورقی ها
1- Skimmed milk

2- RIDASCREEN

3- Sensitivity

4-Specifity

5-Reproducibility

منابع مورد استفاد ه
ــی میزان آلود گی آفلاتوکسین M1 د ر شیرهاي  ــانی، اکبر.1357؛ بررس 1 - خراس
تحویلی به کارخانه شیر پاستوریزه تهران با استفاد ه از روش الایزا، پایان نامه د کتري 

د امپزشکی د انشکد ه د امپزشکی ـ د انشگاه تهران، 1-39.
ــی آلود گی شیر به آفلاتوکسین  2 - کریم، گ.، پروانه، و. وکرد ي، ج.، 1361؛ بررس
د ر منطقه تهران، مجلۀ بهد اشت ایران، سال یازد هم، شمارة 2-1، صفحه 75-84.
 3- Alcroft,R ., & Roberts ,B.A. 1968; The relationship between 

AFB1 intake by cows and excretion of AFM1 in milk .Veterinary 

Record, 82, 116-118. 

4-Aycicec, H., &  Abdorahman, A. 2004; Control of AFM1 

contamination in dairy products in Turkey, Food Control, 16 (3), 

263- 266.

5 -Bakirci, I. 2001; A study on the occurrence of aflatoxin M1 

in milk and milk products produced in Van province of Turkey. 

Food Control, 12, 47-51.

 6- Creppy, E. E. 2002; Update of survey, regulation and toxic 

effects of mycotoxins in Europe. Toxicology Letters, 127, 19-

28.

 7- Galvano, F., Galofaro, V., & Galvano, G. 1996; Occurrence 

and stability of aflatoxin M1 in milk and milk products. A 

worldwide review. Journal of Food Protection. 59 (10), 1079-

1090. 

 8- Galvano, F., Glofaro, V., Ritieni, A., Bognanno, M., De 

Angelis, A., &  Galvano, G. 2001;   Survey of the occurrence of 

aflatoxin M1 in dairy products marketed in Italy: Second year of 

observation. Food Additives and Contaminants, 18(7), 644-646.

9- Garrido , N .S.  2003; Occurrence of AFM1 and milk 

commercialized in Riberio Brazil. Food Additives and 

Contaminants, 120 (1), 70-73.

10 - Kamkar, A.2005;  A study on the occurrence of AFM1 in 

raw milk produced in Sarab city of   Iran. Food Control, 16(7), 

593- 599

11-Kocabas, C. N., & Sekerel, B. E. 2003; Does systemic 

exposure to aflatoxin B1 cause allergic sensitization? Allergy, 

58, 363

12- Lafont, P., Siriwardana, M., & Lafont, J. 1989; Genotoxicity 

of hydroxyl- aflatoxins M1 and M4. Microbiology Alimentarius 

Nutrition, 7, 1-8. 

13-Lopez, C. E., Ramos, L. L., Romadan, S. S., & Bulacio, L. C. 

2003; Presence of aflatoxin M1 in milk for human consumption 

in Argentina. Food Control, 14(1), 31-34.

14 - Martins, M .L., & Martins, H .M. 2000; Aflatoxin M1 in 

raw and ultra high temperature – treated milk commercialized 

in Portugal. Food Additives and Contaminants, 17(10), 871-

874.

15- Oliveria, C.A., Germano, P.M., Bird, C., & Pinto, C.H. 1997; 

Immunochemical assessment of aflatoxin M1 in milk powder 

consumed by infants in Sao Paulo, Brazil. Food Additives and 

Contaminants, 14(1), 7 – 10.

16- Pittet, A. 1998; Natural occurrence of mycotoxins in foods 

and feeds. An updated review.Revue de Medicine Veterinaire, 

149(6), 479-492.

17- Purchase, Y.F.H. 1963; Acute toxicity of aflatoxins M1 and 

M2 in one-day-ducling. Food Cosmetic Toxicology, 5, 339-342.

18- Rothschild, L.J.  1992; IARC classes AFB1 as class 1 human 

carcinogen. Food Chemistry, 34, 62-66.

19-Rostogi, S., Dwivedi, D. P., Khanna, K. S., & Das, M. 2004; 

Detection of aflatoxin M1 contamination in milk and infant milk 

products from Indian markets by ELISA. Food Control, 15, 287-

290.

20- Rustom, I. Y. S. 1997; Aflatoxin in food and feed: Occurrence, 

legislation and inactivation by physical methods. Food chemistry, 

59(1).   57-67.

21 - Sarimehmetoglu, B., Kuplulu, O., & Celik, T. H. 2004; 

Detection of aflatoxin M1 in cheese samples by ELISA. Food 

Control, 15, 287-290.

 

تعیین میزان آفلاتوکسین ...
Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

