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  M1از خوراك دام و تعیین مقدار آفلاتوکسین  Aspergillus flavusجداسازي 

  هاي تهران شیر گاوداري رد HPLCبه روش 
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  چکیده
 

مواد غذایی مورد مصرف در نه گاوداري  از Aspergillus flavusهایی از قارچ  جدایه1383در سال 
 ذرت، جو، گندم، تخم پنبه، نان خشک، سویا، یونجه، سبوس، آرد جو، کنجاله کلزا، نظیر( اطراف تهران

 حاصلهاي وسیله جدایهه توانایی تولید سختینه ب.  جدا شد)کنجاله پنبه، سیلوي ذرت و تفاله چغندر
 درضمن.  سختینه تولید نمودندCzAها بر روي محیط  درصد از جدایه9/62  کهگردیدبررسی و مشخص 

از نظر آلودگی ها در دامداري امنه تغییرات د. بودندفلاتوکسینآتولیدکننده ها  درصد از جدایه5/68
 تفاله مربوط بهها  درصد جدایه7/16درضمن . ود درصد ب7/3ا ت 4/20از  A. flavus خوراك دام به قارچ

یونجه، کنجاله مواد غذایی  د جدایه در هر یک ازص میانگین در.ترین آنها بود این خوراك آلودهور چغند
 به روش هاتولیدي گاوداري آزمایش شیر .شتند کمترین آلودگی به قارچ را داو 8/1کلزا و آرد ذرت 

HPLCفلاتوکسینآ دامنه  نشان داد که  M1تا0009/0 در آنها از  ppb 5269/0ریب رگرسیون ض.  بود
 /9 تا 3/70 ازها نیز  در این آزمایشحاصلو ریکاوري  998/0 تا 99/0  ازهاکالیبراسیون براي این آزمایش

 .  تعیین گردیددرصد 104

  
  Aspergillus flavus، HPLC  ، شیر، خوراك دام، M و  Bفلاتوکسینآ :کلمات کلیدي
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 مقدمه
 درباره آلـودگی    پژوهش سال است که     40 حدود

ــکبــاگیــاهی  مــواد غــذایی و محــصولات  هــاي کپ
در حال انجام    کشورهاي جهان  در   تولیدکننده زهرابه 

ــت ــشترین . اسـ ــات بیـ ــهایـــن تحقیقـ ــوط بـ   مربـ
 قـارچ هـاي ثانویـه    که متابولیـت   است هافلاتوکسینآ

ها شاید  آفلاتوکسین .باشندمی آسپرژیلوس فلاووس 
   قـارچی شـناخته شـده     هـاي زهرابـه نوع   از بیشترین 

 قـرار    بررسـی   مـورد  بـه طـور گـسترده     باشند که   می
ایـن سـموم قـارچی از زمـان تولیـد مـواد             .دانگرفته

سـازي  قـل و ذخیـره    آوري، حمل و ن   خوراکی، عمل 
  ). 5 و 2(شوند تولید می

هـایی   یکی از قـارچ Aspergillus flavusقارچ 
ــانی آن گــسترده اســت  ــه میزب ــذا .اســت کــه دامن   ل

کننده سم ایـن قـارچ در میکروفلـور         تولیدهاي  سویه
ایـن قـارچ   . باشدمی دانه، خاك، هوا و علوفه پراکنده   

ینـی،   بـادام زم  تواند بر روي مـواد مختلفـی نظیـر        می
 ذرت، سـورگوم،    ،یتونز ، سویا ،تخم پنبه، آفتابگردان  

 ، نخـود  ،)یـولاف (دوسر   برنج، گندم، جو، ارزن، جو    
 ،پسته، خشکبار برزیـل، بـادام درختـی       ،   عدس ،لوبیا
انجیـر،  ، غدد سیب زمینی، سیب زمینی شیرین،  گردو

جداسـازي  . )20(  رشد کنـد داران هسته وسیب، هلو 
انـه در آمریکـا، غـلات در      این قارچ از ذرت و پنبه د      

  نیجریه، گندم و ذرت در چین گـزارش شـده اسـت           
آلودگی محـصولات کـشاورزي     زمینه  در  ). 12 و   8(

  ی انجـام شـده    هـای ین در ایران پـژوهش    ستوکلافآبه  

آلودگی پسته رفسنجان و اصفهان بـه       . )7 و 6 (است
شـده  گـزارش   A. flavus ین و قـارچ ستوک ـفلاآسم 
 این قارچ از بذور     1372ل  در سا  همچنین   .)7( است

 آلـودگی بـذر ذرت بـه        1380 ذرت جدا و در سـال     
ــارچ ــلام  درصــدA. flavus 47 ق ــت  اع ــده اس   ش

  ). 6 و 1(
ه هایی هستند که بینسها، مایکوتوکینستوکلافآ

 Aspergillusي جنس هاوسیله چندین گونه از قارچ
 A. nomius و  A. parasiticusو  A. flavusشامل

  ین کهستوکفلاآ چهار .)11 و 10( دشونتولید می
  هايشوند به نامطور طبیعی تولید میبه
 .شوندشناخته می G2 و B1 ،B2 ،G1هاي ینستوکفلاآ

 B1 هايینستوکفلاآ مواد غذایی آلوده بهکه هنگامی

 شوندمصرف می يشیراي  گاوهتوسط B2 و
 M2 و M1 هايینستوکفلاآ شده و به لهوکسیدهی

 .باشدکه در شیر آنها قابل ردیابی می شوندمی تبدیل
نسبت به  M1فلاتوکسین آمیزان سمی بودن 

  مصرفر است ولی به علتکمت هاي مادرمولکول
 به .وسیله انسان، اهمیت بیشتري دارنده شیر گاو ب

در غذاهاي انسان و  هافلاتوکسینآزیاد بودن علت 
 هایی محدودیتوسیله بیشتر کشورهاه حیوانات ب

ها  میزان این محدودیت).20 و 11( دوشمی اعمال
 و هوایی  شرایط آبو باتوجه بهمتفاوت است 

ري ی در کشورهاي گرمسکهطوريهب. باشد میمتغیر
  بیشتر ،حساس به علت تولید محصولات کشاورزي
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 ترکم معتدل و سرد يو در کشورهاي با آب و هوا
ی براي نوناقهاي  محدودیتکمیسیون اروپا .باشدمی
 را براي مصرف مستقیم انسان غلات ادام زمینی وب

  G2 و B1 ،B2 ،G1 يهاینستوکفلاآبراي همه 

)μg/kg 4 (و براي B1 به تنهایی )μg/kg 2 ( و براي
AFM1  در شیر ) μg/kg 05/0( است درنظر گرفته   

  ).15 و 11(
فلاتوکـسین  آ براي تعیین میزان آلودگی شیر بـه      

M1    ل کـره جنـوبی از       در استان سـئو    2000 در سال
ــودگی  HPLCروش  ــزان آل   15 اســتفاده شــده و می

 در آرژانتـین  همچنین).  17( اعلام شد pg/g  342تا
فلاتوکسین شیر  آ براي تعیین مقدار     ELISAاز روش   

 1378در ایران نیز در سـال     ). 18( استفاده شده است  
هاي اطـراف    در شیر گاوداري   M1فلاتوکسین  آمیزان  

 و همچنین   ELISAاتوگرافی و   شیراز به روش کروم   
با روش اسپکتروفتومتري میزان شیر مادران شیرده به        

 ).7(  تعیین شده استM1فلاتوکسین آ

این پژوهش به منظـور بررسـی میـزان آلـودگی        
  ، جـو، گنـدم، تخـم پنبـه        شـامل ذرت،  (خوراك دام   

لـه  نان خشک، سویا، یونجه، سبوس، آرد جـو، کنجا         
  ) چغنــدر تفالـه  وت، سـیلوي ذر  پنبــهلـه ، کنجاکلـزا 

  هاي اطراف تهران به قـارچ     مورد استفاده در گاوداري   
A. flavusفلاتوکـسین  آچون وجـود   . انجام شدM1 

زایی باشد و اثرات سرطان   در شیر بسیار خطرناك می    
و عـوارض زیــادي دارد لــذا بـراي مــشخص شــدن   

تهـران   هـاي منطقـه   مقدار این سم در شیر گـاوداري      

ــن گــاوداري  ــه  شــیر خــام ای ــودگی ب ــر آل هــا از نظ
 .فلاتوکسین آزمایش شدآ

  
  مواد و روشها
منطقــه مــوردنظر در هــاي  از دامــداريدر ابتــدا

هـاي   عـدد از نمونـه     50سـپس   . بـرداري شـد   نمونه
 ثانیـه  30 به مـدت  )مانند پنبه دانه و ذرت    ( شمارشی

 در زیـر  ) درصـد  دوهیپوکلریت سـدیم  (با آب ژاول    
هاي شد تا از دانه    سعی   .)8 و 6( شد هود ضدعفونی 

هـاي داراي اثـرات     دیده، شکسته شـده و دانـه      آسیب
. ناشی از خسارت حشرات بر روي آنها استفاده شود        

 ثانیه با آب مقطر سترون شستشو داده و در          30سپس
خـشک شـدن روي کاغـذ صـافی         براي  پایان نمونه   

 عـدد از  50 تعـداد  پـس از آن  .سترون گذاشـته شـد   
زمینـی دکـستروز    سـیب   محیط کشت  ها بر روي  دانه
هاي کـشت شـده     نمونه). 9(  منتقل شد  )PDA (آگار

ــاتور منتقــل   درجــه 28 تــا 25و در دمــاي بــه انکوب
 و روز نگهـداري     چهـار  تـا    سـه به مدت   گراد  سانتی

ســازي از روش تــک اســپور اســتفاده بــراي خــالص
  . )9( گردید

 موجـود  هاي روش ـ اسـاس هـا بر  شناسایی قـارچ  
 ـ ).19 و   16( انجام شـد   سـختینه  راي اثبـات تولیـد      ب

اسـتفاده    کوتیروشاز  A. flavusهاي توسط جدایه
هـاي   درون تشتک  CzAها بر روي    جدایه). 12( شد

   درجـه  28متـري کـشت شـدند و در دمـاي           نه میلی 
  بـراي .  روز نگهداري شـدند    14گراد به مدت    سانتی
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  و ایـن آزمـایش دو  هر جدایه سه تکرار اعمـال شـد   
 روز از نظـر     14و پس از گذشـت        تکرار گردید  1بار

 تولیـد و عـدم تولیـد      .  بررسـی شـدند    سختینهتولید  
.  در نظـر گرفتـه شـد       )-( و   )+(سختینه به صـورت     

هاي هـا از روش ـ   براي تعیین تولید سم توسط جدایـه      
  هـا براي این منظـور جدایـه     ). 8(  استفاده شد  موجود

زمینـی دکـستروز آگـار    بر روي محیط کـشت سـیب   
)PDA (  درجـه   25 روز در دمـاي      پنج کشت شده و 

سـپس  . گـراد در انکوبـاتور نگهـداري گردیـد        سانتی
پرگنه قارچ به صـورت وارونـه در پتـري قـرار داده              

 درصـد، سـطح     27با استفاده از محلول آمونیوم      . شد
 دقیقـه   پـنج پشتی پرگنه ها بخارپاشی شد و پـس از          

 A. flavus هـاي وسـیله جدایـه  ه تولید رنگدانه زرد ب
بار انجـام   این آزمایش با سه تکرار و دو    . بررسی شد 

 .شد

فلاتوکسین در شیر ابتدا آبراي تعیین میزان 
و ) 1جدول ( هاي مورد آزمایش کدگذاريگاوداري
  هر گاوداريشیرهاي محل نگهداري از تانکر
  .  شدگیرينمونه

ــشر يدارقــم  میلــی لیتــري 500 شــیر داخــل ب
 درجه  37ه  ریخته و دماي شیر را با حمام بخار آب ب         

  بـراي همگـن شـدن چربـی    گـراد رسـانیده و      سانتی
   شـیر از    کـردن  پس براي جـدا   س ).13( شد 2 زدههم
  

                                                   
1 - Duplicate 
 
2  -  Stir 
 

رویـی آن   سانتریفوژ و لایهx g 2000چربی، در دور 
ه پس از دو مرحل   . )13( جدا نموده و دور ریخته شد     

لیتر از آن انتخـاب      میلی 50گذراندن از کاغذ صافی،     
یمونوافینیتی گذرانیـده و پـس     و این مقدار از ستون ا     

 از محلول فاز متحـرك بـه        µl500از خشک نمودن،    
 از این محلـول بـه   µl 20در پایان آن اضافه گردید و  

  . شدتزریق HPLC دستگاه 
  

  نتایج و بحث
ها از در این بررسی دامنه تغییرات رنگ جدایه

سبز مایل به زرد تا سبز زیتونی بود که مطابق با 
 قطر وزیکل ).19 و 16(حققین بود گزارشات سایر م

.  میکرومتر متغیر بود6/46 تا 34 ها از در جدایهنیز
 و در تحقیق 60 تا 25در یک تحقیق قطر وزیکل از 

   میکرومتر گزارش شده است45 تا 20دیگر از 
اگرچه مقایسه این گزارش نتایج حاصل  ).19 و 16(

هایی ها وزیکلنماید ولی برخی از جدایهیید میأرا ت
 میکرومتر داشتند که این امر ممکن است 45بیش از 

به دلیل تفاوت در نوع میزبان قارچ یا خصوصیات 
قطر  .هاي این قارچ در این منطقه باشدخاص سویه

 میکرومتر متغیر بود که با نتایج 05/5 تا 3/3کنیدي 
 مطابقت دارد)  میکرومترپنج تا 5/3( سایر محققین

)19 .(  
 از A. flavus جدایه 14عداد در این بررسی ت

هاي آن جدا شد که بیشترین وردهرآذرت و دیگر ف
اي ذرت به این قارچ در هآلودگی دانه. مقدار را دارد
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ها گزارش شده است وي دانه ر مازندران و برمزارع
   ).6 و 1(

ها شرایط نگهداري چون در بیشتر گاوداري
مواد خوراکی مناسب نیست، لذا این قارچ به 

ها، ساقه و دانه ورت ساپروفیت بر روي برگص
ذرت در مرحله برداشت وجود دارد و در شرایط 

. یابدهوازي به سرعت رشد نموده و گسترش می
پوشانیدن سطح رویی سیلو پس از هر بار برداشت 

تواند نقش مهمی در جلوگیري از گسترش قارچ می
  .داشته باشد

  لهنه جدایه از این قارچ از شش نمونه تفا
  

  

 جدایه از این نههمچنین تعداد . جدا شد چغندر
   ).2 و 1 شکل( جو و آرد جو حاصل شد قارچ از

پنبه دانه و کنجاله آن سهم زیادي در تغذیه 
در این . هاي مورد بررسی داردها در گاوداريدام

   نمونه پنبه دانه و کنجالهنه جدایه از 11پژوهش 
 . یا جدا شد جدایه از سه نمونه سوو چهارپنبه 

 50 باید حداقل ، سایر محققینگزارشاساس بر
 در این .)12( کنندتولید ها سختینه جدایه درصد

  ها سختینهجدایه  درصد از50آزمایش بیش از 
 9/62( تواند قابل قبول باشدتولید نمودند که می

  .)درصد
 
 
 

 
  

  تولیدکننده توکسین A. flavusها به قارچ گاوداري) لودههاي آ تعداد نمونه÷ها  کل نمونه× 100( درصد آلودگی - 1شکل 
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نوع خوراك دام

 
  A. flavus هاي دام به قارچ خوراك) هاي آلوده تعداد نمونه÷ها  کل نمونه× 100( درصد آلودگی - 2شکل 

 
هاي شیر مورد آزمایش   در نمونه  M1میزان آفلاتوکسین   

 قسمت در بیلیـون  15/0 نگین آن و میا526/0  تا0009/0بین 
 در  997/0 تـا    99/0ضریب رگرسیون کالیبراسـیون بـین       . بود

 ).1 و جدول 6 و 5، 3هاي شکل(تغییر بود 

 

 
  

  

 
y = 3E+07x + 10800

R2 = 0.9975
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  )باشد سطح زیرمنحنی میCP) AUC و CP1 ،CP6هاي  ضریب رگرسیون کالیبراسیون براي نمونه- 3شکل 
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 در شیر M1فلاتوکسین آدر یک تحقیق مقدار 
و  تعیین HPLCپاستوریزه کشور کره با روش 

 براي شیر 103 تا 102ریکاوري حاصل معادل 
  بود درصد براي ماست 90 تا 80پاستوریزه و 

)17.(  
  M1فلاتوکسین آریکاوري قابل قبول براي 

  

 µg/L 05/0  تا01/0موجود در شیر براي غلظت 
  درصد و براي غلظت بیشتر از120 تا 60حدود 

05/0 µg/L از .باشدمی  درصد110 تا 70 حدود 
ش یآزما هاي حاصل از با ریکاوريمقایسه این ارقام

که دقت نتایج گیري نمود یجهتوان نتمیحاضر 
   ).1جدول (  قابل قبول استحاصل زیاد و

  هاي مورد مطالعه در گاوداريHPLC  با استفاده از روشحاصل، ضریب رگرسیون و ریکاوري M1فلاتوکسین آمیزان  - 1جدول 
 

هاکد گاوداري )درصد(ریکاوري   کالیبراسیونضریب رگرسیون     )ppb(مقدار آفلاتوکسین  

CP1 31/70  997/0  0025/0  

CP2 33/77  997/0  5260/0  

CP4 93/104  990/0  0230/0  

CP5 93/104  990/0  0270/0  

CP6 31/70  997/0  0009/0  

CP7 31/70  997/0  1350/0  

CP9 32/77  997/0  4930/0  

CP10 93/104  990/0  0160/0  

 
ــن آمقایــسه  فلاتوکــسین موجــود در شــیر ای

استاندارد ملـی  (ز ایران  ها با استاندارد مجا   گاوداري
باشد، نشان   می ppb05/0که معادل   ) 1380 ایران،
فلاتوکـسین  آدهد که در پـنج گـاوداري مقـدار       می

کمتر و در سه گاوداري بیشتر از اسـتاندارد مجـاز           
فلاتوکسین موجود در کلیـه     آاگر میانگین   . باشدمی

ها با استاندارد مجاز ایـران مقایـسه شـود در           نمونه
ــشتر از   آن صــورت م ــر بی ــور ســه براب ــدار مزب ق

اگـر اسـتاندارد ایـران      . استاندارد مجاز ایران اسـت    
ppb 05/0  5/12رفتـه شـود آلـودگی در    گ در نظر 

 هـا بـیش از اسـتاندارد ایـران اسـت          درصد نمونـه  
  ).4 شکل(
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  با در نظر گرفتن استاندارد ایرانM1 میزان آلودگی شیر به آفلاتوکسین - 4شکل 

 
 

فلاتوکسین آ خام و پاستوریزه به آلودگی شیر
در منطقه تهران با استفاده از روش کروماتوگرافی 

). 4(  درصد گزارش شده است3/92لایه نازك 
یزا میانگین آلودگی همچنین با استفاده از روش الا

شیر تحویلی به کارخانجات شیر پاستوریزه تهران به 
 درصد تعیین شده که 2/82معادل  M1فلاتوکسین آ
  ).3( ام بیشتر از حد مجاز بوده استارق

 در شیر M1فلاتوکسین آباتوجه به میزان 
فلاتوکسین حاصل در آهاي ایران و میزان گاوداري

دهد که نشان می) ppb 526/0صفر تا (این بررسی 
 در شیر مصرفی M1فلاتوکسین آدر مواردي مقدار 

ثرترین روش ؤم. بیش از حد مجاز بوده است
 ،M1فلاتوکسین آگی شیر به آلود جلوگیري از

هاي  در مواد غذایی و مکملB1فلاتوکسین آکاهش 
  ).14( باشدمورد استفاده براي گاوهاي شیري می

توان با کنترل رطوبت و دماي محیط بنابراین می
نگهداري خوراك دام و نامساعد کردن شرایط رشد 

پس براي . لوگیري کردجفلاتوکسین آقارچ از تولید 
 ppb05/0  فلاتوکسین کمتر ازآبا آلودگی تولید شیر 

 ها از نظر بهداشتی وباید در نگهداري غذاي دام
ها مین شرایط نامناسب جهت رشد میکروارگانیسمأت

ها و تولید ید تا از رشد قارچآعمل ه دقت بیشتري ب
  .فلاتوکسین در آنها جلوگیري شودآ

 
  تشکر و قدردانی

گـروه  فـر کارشـناس     از خانم مهرنوش محمدي   
گیاهپزشکی و همچنین خانم مونا کامیاب کارشـناس      

شان کــه در  ایــاداره کنتــرل غــذا و دارو و همکــاران
انجام این پژوهش همکـاري نمودنـد، سپاسـگزاري         

  .گرددمی
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 HPLCدر روش CP6  پیک مربوط به تزریق نمونه شیر - 5 شکل

 

AFM

AFM1 

 ر و مساحت زیر پیکلیت نانوگرم بر میلی5/0 استاندارد M1 پیک مربوط به تزریق آفلاتوکسین - 6شکل 
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