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 چكيده

فاقد  شكاز شير خدر اين پژوهش .  صورت گرفتBS EN ISO 14501/2007اعتبار بخشي اندازه گيري آفلاتوكسين در ماست بر اساس

 اساس آزمايش، بر .شد تهيه پژوهش گرديد و با اضافه كردن آفلاتوكسين نمونه هاي استفاده توليد ماست براي )ساخت كشور هلند(آفلاتوكسين 

براي . يد بود و تنظيمات دستگاهي طبق استاندارد انجام گردFLD با شناساگر HPLCمبناي استخراج با ستون ايمونوافينيتي و در تزريق به دستگاه 

ها، ترين آن، كنترل هاي دستگاهي از جمله مهمM1رسيدن به بهترين شرايط ممكن جهت شناسايي آفلاتوكسين و اطمينان از تفكيك آفلاتوكسين 

پذيري  جهت صحه گذاري روش آزمون هاي صحت و دقت، گزينش .كنترل جريان فاز متحرك و نسبت تركيبات تشكيل دهنده فاز متحرك اعمال شد

 مطابق اين روش پس از .و تداخلات، حد تشخيص و حد تعيين، تكرارپذيري و تكثيرپذيري به منظور مناسب بودن داده ها، مورد ارزيابي قرار گرفت

 89/80 معادل ppb 50 درصد، حداكثر ميزان بازيافت در غلظت28/74 معادل ppb 025/0 حداكثر ميزان بازيافت در غلظتجداسازي و خالص سازي

اين روش نسبت به ساير روش . بدست آمد 56/2 %-41/8%  در رنج RSDبا  درصد 77/86 معادل ppb 75 و حداكثر ميزان بازيافت در غلظت درصد

 در ماست مناسب M1 و براي اندازه گيري دقيق مقادير آفلاتوكسين ها سريعتر زمان بازداري كوتاهتر و از دقت و صحت بسيار بهتري برخوردار است

  . است

 
  .، ستون ايمونوافينيتيHPLC ماست، ،M1 اعتبار بخشي، آفلاتوكسين: واژگان كليدي
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 مقدمه  -1

ها وابسته به تركيبات بيـسفورانوكومارين بـوده كـه      آفلاتوكسين

-زايـي و جهـش    الخلقهداراي اثرات سمي، سرطان زايي، ناقص     

بـزرگ  هاي  زايي هستند و به دليل سميت شديد يكي از نگراني  

 M2و M1 هـاي  آفلاتوكـسين  .رونـد  صنعت غذا به شمار مي

  هـستند كـه در شــير   B2 و B1هـاي هيدروكــسيله  متابوليـت 

 . ]1،2[ حيوانات شيرده مانند گاوهاي شـيري دفـع مـي شـوند           

ــسين ــت آفلاتوك ــا و متابولي ــمي آن ه ــاي س ــذا و  ه ــا، در غ ه

محصولات غذايي تركيبات پايداري بوده و در مقابـل حـرارت           

 درجـه   250كه در دماي خشك     نسبتا مقاوم مي باشند به طوري     

از  .]3-7[ درجه مرطوب پايدارنـد      120سيلسيوس و نيز دماي     

 پس از كشف آفلاتوكسين تاكنون مقـررات خاصـي        1960دهه  

در كشورهاي مختلف براي محافظت مـصرف كننـدگان وضـع           

از آنجاييكه امكان حذف مايكوتوكـسين از زنجيـره         . شده است 

ايي وجود ندارد، كدكس ميزان  مجاز آفلاتوكسين در شير را غذ

ng/l 500   يا µg/l  5/0  البتـه ايـن مقـادير      . انـد  مشخص كرده

براي شير مصرفي نوزادان با محدوديت بيشتري روبرو است و          

  .  ]8[است تعيين شدهng/l 100حداكثر مجاز آن 

جايي كه شير يك غذاي ضروري براي كودكان و از آن

دان بوده و به دليل حساسيت اين گروه مصرف كننده به سالمن

اثرات سمي آفلاتوكسين، لازم است تدابير خاص جهت 

هاي مولد آفلاتوكسين و حفاظت جيره غذايي دامي از كپك

 موجود در شير M1همچنين تدابيري جهت حذف آفلاتوكسين

در بسياري از كشورها برنامه بازرسي وكنترل روي . به عمل آيد

كوتوكسين ها جهت حفظ و ارتقاء بهداشت عمومي صورت ماي

قابل ذكر است در بررسي هاي انجام شده بر روي  . گرفته است

هاي مختلف شير در نقاط مختلف ايران در بعضي موارد نمونه

مقادير آفلاتوكسين بيش از حد مجاز اتحاديه اروپا ارزيابي شده 

  .است

Table 1 Aflatoxin M1 contamination in Iran   
Sampels Contamination content Contamination%  

52 raw milk 23-300µg/l 92.31% Karim et al. [9] 

111 raw milk 15-83 µg/l 76.6% Kamkar et al. [10] 

90 raw milk 79.4 µg/l 93.5% Tabari et al. [11] 

328 yoghurt 31-113 ng/l 
80% 
 

Tabari et al. [12] 

  

توجه به اهميت دقت روش آناليز در اندازه گيري با 

 مطالعه، اعتباربخشي به روش در اين، آفلاتوكسين در ماست

اندازه گيري آفلاتوكسين در ماست و بالا بردن  امكان سنجش 

 فراورده درقابل اندازه گيري آفلاتوكسين حداقل مقدار 

مورد مطالعه تخميري شير، ماست به عنوان يك روش موثرتر 

  .رار گرفتق

  

  مواد و روش ها - 2

 مواد و تجهيزات مورد نياز M1گيري آفلاتوكسيندر اندازه

 با HPLC كار با دستگاه شامل مواد و تجيزات مربوط به

هاي دتكتور فلورسنت و مواد مورد نياز جهت تهيه محلول

  مي باشد كه جهت اسپايك گذاري M1استاندارد آفلاتوكسين

ستون  همچنين از .اسيون استفاده مي شودو تهيه منحني كاليبر

 ,AlfaStar M1مدل  (M1ايمونوافينيتي آفلاتوكسين

Romer factory( ،پودر آفلاتوكسينM1)  ساخت كشور

با  HPLCدستگاه  و )7889-89346دانمارك و به شماره بچ 

 Waters, Separation مدلHPLCپمپ (مشخصات 

Module, 2695, Allianc ( دتكتور مجهز بهFLD 

)Waters, Fluorescence Detector  ( ستون وC18 با 

 5هايي به سايز  ميلي متر با پارتيكل4 سا نتيمتر و قطر 25طول 

 ميكرومتر 

Zorbax, C18, 25*4 cm, 5 microاستفاده گرديد .  

  هاي استاندارد آفلاتوكسين محلولتهيه -1- 2

رد كه غلظت دقيق محلول هاي آفلاتوكسين مو جايي از آن
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سزايي در اين پژوهش ايفا مي كند در مرحله استفاده نقش به

 محلول ذخيره طبق M1اول، ابتدا از پودر آفلاتوكسين 

  .]13، 14[استاندارد تهيه گرديد

   نمونه تهيه و سازي آماده -2- 2

. بود آلودگي فاقد ماست نمونه به نياز پژوهش، انجام اين براي

عنوان  به  آفلاتوكسين،به نمونه فاقد دسترسي عدم جهت به

شير خشك هاي موجود در  از هايينمونه ابتدا شاهد، نمونه

ساخت (غيرآلوده  شير خشك و گرفت قرار آزمون مورد بازار،

 هاينمونه گرديد و از استفاده توليد ماست براي )كشور هلند

 پژوهش هايمرحله كليه در شاهد، نمونه عنوان به شده تهيه

 .شد استفاده

  نظيمات دستگاهي ت-3- 2

تنظيمات اوليه دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 

(HPLC) داراي تجهيزات زير، مطابق استاندارد ،BS EN 

ISO 14501 وسيله پمپ جريان فاز به: پمپ. ]13[انجام شد

متحرك، در داخل ستون كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 

 ميلي ليتر در 2/1ثابت وسيله پمپ جريان به. ايجاد مي شود

سيستم تزريق اتوماتيك يا دستي به حجم قابل . دقيقه ايجاد شد

 5 سانتي متري C18 :25 ميكروليتر، ستون 100 تا 20كنترل 

 سانتي متري،  آشكارساز C18 :2ميكرومتري، پيش ستون 

 نانومتر، طول 360 برابر با1فلورسانس با طول موج برانگيختگى

 و 1000 برابر با 3 نانومتر، تقويت440  برابر با2موج نشري

ارزيابي . كارگرفته شد دقيقه به7زمان بازداري  برابر با 

.  انجام شد4دستگاهي، به كمك كامپيوتر و نرم افزار ميلينيوم

تواند با استفاده از نرم در اين بخش، بررسي نتايج دستگاه، مي

  . نيز صورت گيردACD LABsافزار 

 پذيري و تداخلاتزينش بررسي ميزان گ-4- 2

پذيري براي تمايز بين آناليت مورد نظر و تركيبات گزينش

                                                           

1. Excitation 
2. Emission 
3. Gain 
4. Millinium 

   تركيبات ممانعت  يا  تداخل يا ) مانند ايزومرها(نزديك به آن 

  

پذيري يكي گزينش.  موجود در ماتريكس بسيار مهم مي باشد

از مسائل و مشكلات بسيار مهم مي باشد كه براي انجام 

 .]14[يد اين مشكل رفع گردد هاي دقيق باآزمايش

  اندازه گيري معتبر سازي روش -5- 2

 BS EN ISO 14501 روش، بر اساس 5دقت و بازيافت

به اين ترتيب كه سه سري آزمايش بر روي . مشخص گرديد

، در غلظت M1هاي ماست آلوده شده به آفلاتوكسيننمونه

، µg/kg 025/0 معادل( MRL  برابر5/1 و 0/1 به 5/0هاي 

در .  تكرار، مورد بررسي قرار گرفت7، در)075/0 و 05/0

 نمونه در سه روز مختلف، با تجهيزات مشابه و 63مجموع 

ميزان بازيافت با بهينه . توسط سه اپراتور مختلف بررسي گرديد

  .سازي حجم شستشوي ستون ايمونوافينيتي بهبود يافت

صورت زير ) R.S.DR(يا ) R.S.Dr( بر حسب دقت

   :دمحاسبه گردي

نوسان نتايج بدست آمده از انجام ):  (R.S.Dr 6تكرارپذيري

هاي جداگانه با يك روش، در يك آزمايشگاه و  به آزمايش

  .وسيله يك اپراتور با دستگاههاي يكسان

نوسان نتايج  ): (R.S.DRها داخل آزمايشگاه 7تكثير پذيري

هاي جداگانه با يك روش، در يك بدست آمده از آزمايش

هاي هاي مختلف و در زمانگاه، به وسيله اپراتورآزمايش

  .هاي يكسانمختلف با استفاده از دستگاه

نشان داده  3نتايج مربوط به آزمون دقت و باز يافت، در جدول 

 براي اطمينان از 8ويلك-كه قبلا با روش شاپيرو شده است

هاي انحرافي،  براي حذف داده9توزيع نرمال و روش ديكسون

 به منظور 10سپس تست كوچران.  قرار گرفتمورد بررسي

شده انجام بررسي يكنواختي واريانس در محدوده غلظت اعمال

                                                           

5. Precision and Recovery  
6. Repeadability 
7. Reproducibility 
8. Shapiro-Wilk 
9. Dixon 
10. Cochran 
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  به منظور اطمينان از عدم ANOVAدر نهايت از تست . شد

  .گرديدوجود خطاي دستگاهي استفاده

  

    و بحث  نتايج- 3

هاي استاندارد  نتايج حاصل از محلول-1- 3

  آفلاتوكسين

 ترسيم منحني كاليبراسيون و محدوديت هاي نتايج حاصل از

- هاي متوالي حجمرسم منحني با تزريق تشخيص و شناسايي

 و 15، 10، 8، 6، 4، 3، 2، 1، 5/0، 1/0، 05/0هاي مناسب 

ppb 20هاي ترسيم  انجام شد و انطباق بسيار مناسب در داده

مبناي  منحني كاليبراسيون بر. شده در منحني مشاهده گرديد

هاي متوالي از هر هاي حاصل از هر يك از تزريقپيكسطح 

ضرب ميزان شدت جذب كه از حاصل(ي استاندارد نمونه

هاي سطوح آيد و دادهفلوئورسنت در واحد زمان به دست مي

هاي تزريق و غلظت آفلاتوكسين) محاسبه شده توسط دستگاه

معادله خط بدست آمده از . رسم گرديد) محور افقي(شده 

 با x 582/0  =y + 263/0هاي ترسيم شده توسط دستگاه، داده

 .حاصل شد =R2 9999/0درجه خطي بودن 

  
Fig 1 Standard curve of aflatoxin M1 

 

 

   نتايج تنظيمات دستگاهي-2- 3

 - ، آب)75،25(استونيتريل -تواند تركيبي از آبفاز متحرك مي

- انل ايزوپروپ- و يا آب) 10، 25، 65( متانل - استونيتريل

شرايط بهينه براساس نوع ستون . باشد) 8، 12، 80(استونيتريل 

 در اين پژوهش، از .]16،15 [كار گرفته شده تعيين گرديدبه

 متانل - استونيتريل- و فاز متحرك به نسبت آبC18ستون 

اين اعتبار بخشي با رعايت كليه  .استفاده شد) 15، 30، 55(

بر . هاي اروپا استدارداصول تاييد و تاكيد شده مطابق استان

هاي اجرايي مانند گزينش اساس استاندارد  برخي ويژگي

           بايد تعيين گردد12 قبل از انجام معتبر سازي11پذيري

]15 ،13[. 

پذيري و  نتايج حاصل از ميزان گزينش-3- 3

 تداخلات

. از مشكلات ديگر، اثر حافظه بين تزريق هاي متوالي است

 روش و پاك سازي ستون با عبور حجم بهبود گزينش پذيري

مناسبي از فاز متحرك و تعادل دوباره پس از هر آزمايش، اين 

- در مطالعات مقدماتي، در مقايسه .مشكل را بر طرف مي سازد

، يعني M1ترين ايزومر آفلاتوكسينترين و شناخته شدهي مهم

 و ساير مشتقات آفلاتوكسيني، مشخص گرديد M2آفلاتوكسين

ي اين تركيبات، داراي زمان بازداري متفاوتي با  كه تمام

پذيري از نظر وجود بررسي گزينش .  بودندM1آفلاتوكسين

ها، تركيبات از نظر وجود متابوليت(تركيبات طبيعي موجود 

 نمونه شاهد از ماست بدست آمده از 10، با آناليز ...)دروني

 ng/kg 3شير فاقد آفلاتوكسين، ماست داراي 

 ng/kg 50 و نمونه ماست داراي M1نآفلاتوكسي

صورت گرفت و نتايج نشان داد كه فاقد هر . M1آفلاتوكسين

گونه تداخلي در آناليز بود و تداخل تركيبات ماتريكس در 

 .اي مشاهده نشد در هيچ نمونهM1زمان بازداري آفلاتوكسين

 

                                                           

11. Selectivity 
12. Validation 
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(A)  

 
(B)  

 
(C) 

Fig 2 Chromatogram of yoghurt (without aflatoxin 
M1) (A); Yoghurt spiked at 3ng/kg AflatoxinM1 
(B); Yoghurt spiked at 50ng/kg AflatoxinM1 (C). 

 

 معتبرسازي روش اندازه گيري -4- 3

  آفلاتوكسين در ماست
ــد      ــاكتور ح ــساسيت، از دو ف ــزان ح ــين مي ــور تعي ــه منظ  ب

  M1  آفلاتوكسين  LOQ(14(  و حد تعيين    13)LOD(تشخيص

منحنـي  ) b( مقادير، با اسـتفاده از شـيب خـط       اين. استفاده شد 

ــده    ــاقي مان ــتاندارد ب ــاي اس ــاتريكس و خط ــيون م  15كاليبراس

(SY/X)با استفاده از معادله زير محاسبه گرديد :  

                                                               b )3و 2(فرمول 

LOD=10 SY/X /b                                              
                      

-g l و g l-1µ 12/0  به ترتيب برابر LOQو LOD ميزان 

1µ 30/0 معادل g/kgµ 006/0 و  g/kgµ 015/0 در 

اين حد تعيين در مقايسه با ميزان تعيين شده . ماتريكس بود

حد استاندارد ) µg/kg05/0( در ماست M1آفلاتوكسين 

حداكثر ميزان بازيافت در  .روپا  قابل قبول استاتحاديه ا

 33/73 درصد و به طور متوسط 28/74 معادل ppb 25غلظت

 89/80 معادل ppb 50درصد، حداكثر ميزان بازيافت در غلظت

 درصد و حداكثر ميزان 95/78درصد و به طور متوسط 

 درصد و به طور 77/86 معادل ppb 75بازيافت در غلظت 

 42/80ميزان بازيافت نهايي . صد بدست آمد در96/85متوسط 

 استفاده ANOVAدرصد بدست آمد و در نهايت از تست 

نتايج حاصل از اين تست نشان داد كه خطاي سيستماتيك . شد

هاي بدست آمده در روزهاي مختلف، وجود نداشته و بين داده

چنين اثر متقابل هم). ≤p 05/0(تفاوت معني دار وجود ندارد 

  ).≤p 05/0(نيست زان آفلاتوكسين معني دارروز و مي

، ميزان مجاز تجاري EC/401/2006بر اساس قوانين 

R.D.Sتر از دو برابر ميزان بدست  براي هر غلظت بايد كم

  فقط R.S.Dكه با اين معادله در  باشد 16آمده از معادله هوريتز

و بدون در نظر گرفتن ماتريكس ) C(بر اساس غلظت آناليت 

    Horwitz:طبق فرمول . ورد استفاده بدست مي آيدو روش م

):4(فرمول 

 025/0بازيافت تعيين شده در سه روز مختلف در غلظت هاي 

 ،050/0 075 /0 µg/kg  درصد با 5/72-2/88 در محدوده 

R.S.D متوسط ميزان .  درصد قرار داشت3/16-1/7، بين

براي تصحيح نتايج كه   18 و  بين سطح17بازيافت بين روز

  . درصد بود80آزمون ها استفاده شده است، 

  

                                                           

13. Limit of Detection 
14. Limit of Quantitation 
15. Residual Standard Error 
16. Horwitz 
17. Inter-day 
18. Inter-Level 
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Table 2 repeatability and recovery percentages 

Fortification level 
(ng/kg) 

Parameter Op1 Op 2 Op3 

Mean     (ng kg−1) 18.57 18.28 18.14 

S.D. d   (ng kg−1) 1.05 1.12 1.23 
R.S.D. (%) 6.6 8.41 7.33 

25 (0.5 MRL) 
  

Mean recovery (%) 74.28 72.57 73.14 

Mean   (ng kg−1) 39.14 38.86 39.14 
S.D.   (ng kg−1) 2.06 1.63 1.76 

Mean recovery (%) 80.85 78.28 
77.71 

 
50 (1.0 MRL) 

 

R.S.D. (%) 5.8 6.1 
4.3 
 

Mean   (ng kg−1) 64.71 63.71 
65.00 

 

S.D.   (ng kg−1) 2.86 2.34 
2.69 
 

Mean recovery (%) 86.28 84.95 
86.66 

 

 
 

75 (1.5 MRL) 
 

R.S.D. (%) 3.69 3 
2.56 
 

Abbreviations: MRL: maximum residue limit; SD: standard deviation. 
1Op, operator: relative standard deviation under repeatability conditions (RSDr; seven replicates at each level). 
2Relative standard deviation under inter-laboratory reproducibility conditions (with the same instrument 
3Mean concentration calculated from the calibration curve. 

 

   نتيجه گيري نهايي- 4
ميزان تر، وتاهرغم مراحل آماده سازي  كدر اين روش علي

بازيافت بدست آمده با ضوابط اجراي تعريف شده توسط 

 درصد براي 60-120 مطابقت داشت كه ميزان اتحاديه اروپا

 درصد 70-110 و µg/kg 050/0 -010/0 هاي بينغلظت

 مدت  . پيشنهاد مي شودµg/kg 05/0هاي  بالاي براي غلظت

 سه روز مختلف ها در نتايج با تعيين بازيافت19كوتاه پايداري

هاي ها و انحراف معيارطور كه بازيافتهمان. ارزيابي گرديد

مناسب مشخص است، روش در طول زمان آزمايش پايدار 

  .است
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Validation of a method for determining Aflatoxin M1 in yoghurt  
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Validating for detecting aflatoxin M1 in yoghurt according to Commission Decision BS EN 
ISO 14501:2007. In this study yoghurt samples prepared with milk powder without 
aflatoxin (Made in Holland) and then artificially contaminated by adding aflatoxin M1.  
Analytical method using immunoaffinity column for extraction and a high-performance 
liquid chromatography (HPLC) with FLD detector for quantification was performed 
according to the device settings. To achieve the best possible condition to identify and 
ensure the separation of aflatoxin M1, deploying some important device control such as, 
control the flow of the mobile phase and the mobile phase constituents was applied. The 
procedure for determining selectivity, recovery, precision, decision limit (CCα) and 
detection capability (CCβ) of the method has been reported. The method includes a 
preliminary clean-up and the average recoveries determined on three different days at the 
concentration levels of 0.025, 0.050 and 0.075 µg kg⁻¹ were in 74.28%, 80.89 and 86.77% 
respectively with RSD in the range of 2.56%-8.41%. The interday and interlevel mean 
recovery value, which has been used to correct routine analysis results, was 80%. The 
method is rapid, easily automatable with low retention time and high accuracy therefore 
useful for accurate and precise screening of aflatoxin M1 in yoghurt. 
 
Key words: Validation, Aflatoxin M1, Yoghurt, HPLC, immunoaffinity column. 
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