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شده در كارخانجات فراورده  ديتول يرانيا ديسف ريدر پن M1 نيبه آفلاتوكس يآلودگ يبررس
  زايشهر اصفهان با روش الا يلبن يها

  

  3، پرهام حسيني2، گلنوش مدني1مهدي تركش اصفهاني

  
  

  چكيده 
فلاووس و   چ آسپرژيلوس نظير آسپرژيلوسهاي قار هستند كه توسط گونهها  هاي مايكوتوكسين از مهمترين گروه ها آفلاتوكسين :مقدمه

هاي شيرده حاصل تغذيه  دفع شده در شير حيوان M1آفلاتوكسين . شوند ها توليد مي قارچ  آسپرژيلوس پارازيتيكوس در مواد غذايي آلوده به اين
كارخانجات  در توليد شدهپنير سفيد ايراني  در M1هدف از انجام اين مطالعه تعيين ميزان آفلاتوكسين . باشد ميB1 ن خوراك آلوده به آفلاتوكسي

  . باشد شهر اصفهان ميهاي لبني  توليد كننده فراورده
در آنها با استفاده از روش  M1 نيآفلاتوكس زانيشد و م يشهر جمع آور نياز پنج كارخانه ا يبه طور تصادف رينمونه پن 50درمجموع  :ها روش

  .قرار گرفت يابيمورد ارز زايالا
 50از نمونه 33. نانوگرم در كيلوگرم را نشان داد 297تا  72 بين نمونه پنير سفيد آزمايش شده غلظتي 50در  M1آفلاتوكسين  نتايج بررسي :اه يافته
تعيين  نانوگرم در كيلوگرم 7/162آفلاتوكسين در نمونه هاي آلوده  ميزانو ميانگين ه بود M1آلوده به آفلاتوكسين ) ٪66(پنير مورد آزمايش  نمونه
 استاندارد )نانوگرم در كيلوگرم 250(بيش از حداكثر تعيين شده ) موارد مثبت ٪18/18(نمونه  6در M1آفلاتوكسين ميزان  همچنين. گرديد

در نمونه هاي پنير  M1آفلاتوكسين  ميزان نميانگي ميان) >05/0P(اختلاف معني داري تجزيه و تحليل آماري هيچ  .كشورهاي اروپايي بدست آمد
  .را نشان نداد بررسي شده

 ييمواد غذا نيبنابرا. همواره مورد توجه بوده است  M1 نيآلوده به آفلاتوكس يلبن يو فراورده ها ريانسان با مصرف ش يسلامت :گيري نتيجه
   . به قارچ ها دور نگه داشته شوند يشده و تا حد امكان از آلودگ يبررس نيآفلاتوكس زانيهمواره از لحاظ م يستيبا

  الايزا، پنير سفيد ايراني ،  M1آفلاتوكسين : هاي كليدي واژه
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  يرانياديسفريدر پنM1 نيبه آفلاتوكس يآلودگ

  مقدمه
 با رشد هها هستند ك ازمايكوتوكسين گروهي ها آفلاتوكسين

 آسپرژيلوس نظير سپرژيلوهاي قارچ آس  گونه از برخي
غذايي به ويژه در  موادر د فلاووس آسپرژيلوس و پارازتيكوس

 ، B1 هاي آفلاتوكسين .شوند مي غلات توليد و حبوبات

B2،G1  و G2  شوند  ميتوليد   آسپرژيلوس هاي گونه توسط
ساير انواع  سميت بيشتري دارد و بيش از  B1آنها  در بين كه

 .)2 ،1(شود  مي يافت لوفه كپك زدهعا و غذر آفلاتوكسين د
 مسموميت مانند هايي انسان موجب بيماري در ها آفلاتوكسين

توان به  مي اثرات جانبي آنها ازو  مزمن شده يا و حاد
 مهمترين .تراتوژنيك اشاره كرد و موتاژنيك ،كارسينوژنيك

ه ژوي عارضه دريافت اين سموم ابتلا به انواع سرطان، به
 آلوده دام ازخوراكه شيرد حيوان چنانچه .)3(د اش سرطان كبد 

 كبد در هاي موجود آنزيم كند، تغذيه B1آفلاتوكسين ه ب

 در كه كنند مي تبديل  M1آفلاتوكسين  به را آن حيوان
 ارتباط مستقيمي). 4( شود دفع مي ادرار و شير طريق نهايت از

 در B1 نآفلاتوكسي شير و در M1 آفلاتوكسين حضور ميان

  B1آفلاتوكسينز ا %2/6تا  3/0 نبي ،دارد وجود دام كخورا
 طريق از  M1آفلاتوكسين صورت به مدا توسط شده دريافت

شير  نوع دام، تغيير فصل و تغيير شرايط .)5(شود  مي دفع شير
 عوامل موثر بر تغييرات ميزان آلودگي شير به دوشي از

شيميايي  ساختار .)6(اند  معرفي شده  M1افلاتوكسين 
 با نسبتاً شيري يها فراورده و شيرخام در M1آفلاتوكسين 

 آلوده M1آفلاتوكسين  به خامر شير اگ بنابراين است، ثبات

آفلاتوكسين  حامل همچنان شيرن اي زا شده پنير توليد باشد
M1 آفلاتوكسينميزان  .)7 ،6(ماند  خواهدي باق M1 پنير  در

د باش يم رشي يعني نآ اوليه ماده از بيشتر برابر چهار حدود 
 عوامل به پنير آب پنير، رد توزيع آفلاتوكسين ميزان .)8(

 توليد پروسه و شير يفيتك ير،ش جمله ميزان آلودگي از زيادي

 هاي فراورده و آنجايي كه شير از .)10 ،9(پنير بستگي دارد 

كودكان نقش مهمي  و نوزادان به ويژه ذيه انسانتغ در شيري
 موادر ها د آفلاتوكسين حضور ن ناشي ازكند و زيا ايفا مي

سيله ه وب هايي غذايي همواره مورد توجه بوده است، محدوديت
در  ها آفلاتوكسين ضورح خصوص در كشورها از بسياري
براساس  .اند شده اعمال انسان غذاهاي و دام خوراك
ميزان  مجاز حداكثر حدس دكك و اروپا اتحاديهد استاندار

 250 رپني در درليتر و نانوگرم 50ر يش در M1آفلاتوكسين 

 يها گزارش .)12 ،11(است  شده تعيين لوگرمكي در نانوگرم
 شير در M1آفلاتوكسين  حضور بررسي خصوص رد متعددي

 ايران وجود جمله از كشورهاز ا بسياري آن در هاي راوردهو ف
به ر پني ودگيت آلضعيو از اي خلاصه 1جدول  در .ددار

 با .است شده آورده كشورها از برخي در  M1آفلاتوكسين 

 برنامه غذايير د لبني هاي راوردهف هميته به اتوج
 وضعيت هدف بررسي با حاضر مطالعه ،هاي ايراني خانواده

سفيد ايراني توليد شده  در پنير M1آفلاتوكسين  آلودگي به
شهراصفهان با هاي لبني  توليد كننده فراوردهكارخانه  در پنج

  .شد انجام روش الايزا
  

 مختلف يدر كشورها) لوگرمينانوگرم در ك( M1 نيبه آفلاتوكس ريپن ينمونه ها يآلودگ تيوضع:1جدول

  منبع  محدوده آلودگي درصد وقوع تعداد نمونه  كشور
  18  110 - 520 75 20  آفريقاي شمالي

  21  100 - 1000  68̸  118  آمريكا
  22  79̸5 - 389 97̸ 41  ايتاليا

  16  177 - 2917  84  80  ايران
88 534̸ 1254 - 82 17  

  20  51 - 800  82  100  تركيه
  23  200 - 1200 145̸ 303  ژاپن
  19  8/23 - 452 80 40  كويت
  24  1 - 100 67̸ 118  يونان
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 مهدي تركش اصفهاني و همكاران              

  ها روش
  ها  آوري نمونه جمع
در  نمونه پنير سفيد توليد شده 50مقطعي تعداد  مطالعه اين در

فصل تابستان  شهراصفهان در هاي لبني پنج كارخانه فراورده
 از استفاده با M1آفلاتوكسين  نظر وجود از و جمع آوري 1390

كيت الايزا مورد  .گرفتند قرار زمايشآ مورد الايزا روش
-AG Rاستفاده در اين مطالعه از شركت آلماني 

Biopharm تهيه گرديد )Ridascreen® Aflatoxin 

M1, Art. No.: R1101, R-Biopharm AG, 
Germany(.  براساس ادعاي شركت سازنده كيت حساسيت
واكنش متقاطع با  .باشد ميكيلو گرم  نانوگرم در 5آن برابر با 

و هيچ واكنش % 100در اين آزمايش  M1آفلاتوكسين 
ميزان  .ندارد G2و  B1  ،B2 ،G1متقاطعي با آفلاتوكسين

 15با ضريب خطاي  %95بازيافت آفلاتوكسين در اين روش 
  .زارش شده استگ درصد

  ها  سازي نمونه  آماده
 ،در اين مطالعه طبق دستورالعمل ضميمه شده در كيت الايزا

انجام  M1و تعيين آفلاتوكسين  ها نمونهمراحل آماده سازي 
 50دو گرم از هر نمونه به دقت وزن و به بالن ژوژه . گرديد

و  شده ميلي ليتر دي كلرومتان اضافه 40 ميلي ليتري حاوي
در ادامه سوسپانسيون  .دقيقه به هم زده شد 15ي مدت برا

ميلي ليتر  10هاي فيلتردار، فيلتر و  حاصله با استفاده از سرنگ
 .درجه سانتي گراد تبخير شد 60از عصاره حاصله در دماي 

 5/0متانول،  مل نيم ميلي ليتردر تركيبي شا عصاره باقي مانده
هپتان حل  ريلي ليتم 1و  = PH) 2/7 (ليتر بافر فسفات ميلي
دقيقه و حداكثر در  15تركيبات به دست آمده به مدت  .شد

دور در دقيقه  2700گراد و با دور  درجه سانتي 10دماي 
كامل  ربه طو) لايه هپتان(سانتريفوژ شد و سپس فاز رويي 

 )لايه متانول(ميكروليتر از فاز زيري  100در پايان  .تخليه شد
  .يتر بافر فسفات رقيق شدميكرول 400با  جداسازي و

  با روش الايزا  M1تعيين آفلاتوكسين 
    M1استاندارد آفلاتوكسين هاي  ر از محلولتميكرولي 100

هاي پنير  و نمونه) قسمت در تريليون 80و  40، 20، 10، 5، 0(
هاي  ميكروليتري به حفره 10سازي شده به كمك سمپلر   آماده

ساعت به دور از  يكدت و سپس به م ميكروپليت اضافه شده
گراد نگهداري  درجه سانتي 20-25نور و در درجه حرارت 

مايع موجود در ميكروپليت خارج شده و با ضربه زدن . شدند
شكل وارونه بر روي به  ملايم به ميكروپليت و قرار دادن آن

ها به طور كامل  كاغذهاي جاذب الرطوبه مايع موجود در حفره
بافر مخصوص   ميكروليتر 250با ها  همه حفره تخليه شد،

و هر بار ) عمل شستشو دوبار تكرار گرديد(، شسته شد شستشو
بعد از تخليه مايع شستشو ميكروپليت به طور وارونه بر روي 

گرفت تا كاملاً باقيمانده آب  چند لايه دستمال كاغذي قرار مي
به اين ترتيب موادي كه بعد از اين مدت  ،شستشو خارج شود

 100سپس مقدار  .اند خارج شدند ش شركت نكردهدر واكن
با آنزيم  )كانژوگه( مزدوج شدهميكروليتر محلول آفلاتوكسين 

ها اضافه شد و ميكروپليت به مدت يك ساعت ديگر  به حفره
بعد از اين  .درجه سانتي گراد قرار گرفت 20-25در گرمخانه 

س كامل تخليه شد، سپ ورها به ط زمان مايع موجود در حفره
ميكروليتر بافر مخصوص شستشو، شسته  250ها با  همه حفره

ميكروليتر سوبسترا  50 . )عمل شستشو دوبار تكرار گرديد(شد 
ميكروليتر كروموژن به هر حفره اضافه شد و ميكروپليت  50و

درجه سانتي گراد در  20-25دقيقه در حرارت   30به مدت 
 ،قف واكنشدر نهايت براي تو .گذاري شد مخانهرتاريكي گ

ها اضافه  ميكروليتر به حفره 100محلول قطع واكنش به مقدار 
 Stat Fax(شد و ميزان جذب هر نمونه با قرائت كننده الايزا 

2000, England ( نانومتر قرائت و  450در طول موج
هر حفره به تفكيك  (OD)اطلاعات مربوط به ميزان جذب 

، 10، 5(انداردها ها و است با كسر ميزان جذب نمونه. ثبت شد
بر ميزان جذب استاندارد ) قسمت بر تريليون 80و  40، 20

بر اساس  .دست آمده ، درصد جذب ب100صفر، ضرب در 
 M1هاي استاندارد و ميزان آفلاتوكسين  درصد جذب نمونه

منحني كاليبراسيون رسم شد و به دنبال آن  ها موجود در نمونه
ق با منحني اساس درصد جذب هر نمونه و انطبا بر

هر نمونه به دست  M1 (ppt)كاليبراسيون ميزان آفلاتوكسين 
   ).13( آمد

  تجزيه و تحليل آماري 
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   و همكاران مهدي تركش اصفهاني           

آوري شده  هاي به دست آمده از آزمايش و اطلاعات جمع يافته
هاي ضريب همبستگي  و آزمون 16نسخه  SPSSافزار  با نرم

    .مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت
  

  ها يافته
در پنير سفيد ايراني  M1حاضر، ميزان آفلاتوكسين  العهدر مط

طبق نتايج به دست . شهر اصفهان مورد بررسي قرار گرفت
به ) ٪66(پنير مورد آزمايش  از نمونه هاي نمونه 33آمده 

به طور كلي، ميانگين غلظت . آلوده بودند M1آفلاتوكسين 
نانوگرم در  7/162در نمونه هاي آلوده  M1آفلاتوكسين 

نانوگرم در كيلوگرم  297تا  72كيلوگرم و در محدوده بين 
بدين صورت كه متوسط ميزان ). 2جدول (مشاهده شد 
 3، 2، 1،در نمونه هاي پنير كارخانه هاي  M1آفلاتوكسين 

نانو  8/67و  5/152، 146، 3/170،  6/230به ترتيب  5و  4
اختلاف مقدار آفلاتوكسين . گرم در كيلوگرم تعيين گرديد

M1 در پنيرهاي توليد شده كارخانه هاي فوق معنادار نبوده 

)05/0P < ( نمونه  6و)داراي آلودگي ) موارد مثبت ٪18/18
تشخيص داده ) نانوگرم در كيلوگرم 250(بيش از حد استاندارد 

   .شد
  )نانوگرم در كيلوگرم( M1وضعيت آلودگي نمونه هاي پنير سفيد به آفلاتوكسين :2جدول 

انحراف   ميانگين آلودگي  محدوده آلودگي  درصد وقوع  تعداد نمونه هاي آلوده  نهتعداد نمو
  معيار

20 20  100 276–43 4/146  8/73  
  

  بحث
هاي لبني منبع مهمي از  وردهابا توجه به اينكه شير و فر
آيند لذا نقش مهمي در سلامتي  پروتئين و كلسيم به شمار مي

مروزه جز برنامه غذايي كنند تا آنجايي كه ا انسان ايفا مي
با كازئين  M1از آنجايي كه آفلاتوكسين . اند گرفتهروزانه قرار 

اين رو  پنير يكي از منابع مهم  از گردد شير در پنير تغليظ مي
، 13(رود  مي آفلاتوكسين در ميان محصولات لبني به شمار

و مطالعه و بررسي اين عامل همواره مورد توجه بوده  )14
  .است

در ايران مطالعات متعددي در مورد آلودگي محصولات لبني از 
از مهمترين  .انجام شده است M1جمله پنير به آفلاتوكسين 

توان به مطالعه كامكار و همكاران بر روي آلودگي  ها مي آن
 80از ميان . اشاره نمود M1پنيرهاي سفيد به آفلاتوكسين 

 M1آفلاتوكسين  آلوده به % 84حدود  آزمايش شده نمونه پنير
نانوگرم  2917تا  177 ها و محدوده آلودگي در اين نمونه هبود

 88رحيمي و همكاران  .)15( گيري گرديد اندازه در كيلوگرم
 .روش الايزا مورد بررسي قرار دادند انمونه پنير سفيد را ب

نمونه پنير  88نمونه از  47در  M1آلودگي به آفلاتوكسين 
نانوگرم در  1254تا  82بين  غلظت بررسي شده در) % 4/53(

آفلاتوكسين در  ميزانكيلوگرم مشاهده شد و ميانگين 
  .)16(گزارش گرديد  نانوگرم در كيلوگرم 412هاي آلوده  نمونه

در مقايسه با مطالعات  ها تعداد نمونه مطالعه حاضر اگر چه در
 مي باشد اما نتايج فوق تر محدود قبلي انجام شده در ايران

هاي اخير روند كنترل آلودگي شير از  دهد كه در سال ينشان م
در كشور ما بهبود  M1لحاظ ميزان آلودگي به آفلاتوكسين 

دست آمده با بسياري از ه همچنين نتايج ب .يافته است
در برخي كشورها از جمله  )1جدول ( گزارشات ثبت شده

  ).19-17 ( باشد مي مشابه آفريقاي شمالي، كويت و تركيه 
ت چشمگير نتايج حاصله از اين آزمايش با نتايج ثبت شده تفاو

 آمريكا، ايتاليا، ژاپن و يونان مشهود در برخي كشورها از جمله
 شود مي مشاهده 1 همان طور كه در جدول. )23- 20( است
اين كشورها به  هاي پنير آزمايش شده در آلودگي نمونه درصد

تفاوت به دليل  اين .باشد مي ٪7/6و  14 /5 ،7/9 ،8/6ترتيب 
استفاده براي توليد پنير، روش  ميزان آفلاتوكسين شير مورد

  .)24(باشد  مي آناليز آفلاتوكسين و تكنولوژي توليد پنير
  

  گيري نتيجه
با توجه به نتايج مطالعات اخير در ايران و مطالعه انجام شده 

توان اذعان نمود كه وضعيت آلودگي پنير به آفلاتوكسين  مي
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بايست اقدامات موثري  همچنان نامطلوب بوده و مي در ايران
در محصولات لبني  M1براي كنترل آلودگي به آفلاتوكسين 

 در صورتي كه براي كاهش ميزان آفلاتوكسين. انجام شود
ثر اتخاذ نشود، مصرف محصولات لبني آلوده به آن مو اي چاره

از . مصرف كنندگان خواهد بود تهديدي جدي براي سلامت
حاصل متابوليت آفلاتوكسين  M1ي كه آفلاتوكسين آنجاي
B1 باشد، لذا  مي موجود در جيره غذايي دام در بدن دام

تري در  هاي دقيق بررسي دام شود در جيره غذايي پيشنهاد مي
به عمل آمده تا از اين طريق  B1جهت كاهش آفلاتوكسين 

حيوان آفلاتوكسين كمتري دريافت كرده و در نتيجه 
همچنين در راستاي . موجود در شير كاهش يابد آفلاتوكسين

كاهش تهديدات ناشي از آلودگي مواد غذايي مورد مصرف دام 
بايستي مقررات مربوط به حدود  مي ها، و انسان به آفلاتوكسين

ها در مواد غذايي جدي در نظر گرفته شده  مجاز آفلاتوكسين
ل و اقدامات لازم در جهت هماهنگ كردن اين مقررات به عم

  .آيد
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Abstract 
Background: A flatoxins are one of the most important types of mycotoxins that are produced by 
Aspergillus species such as A. flavus and A. parasiticus on contaminated feed. A flatoxin M1 (AFM1) is 
excreted in milk of those lactating animals which have ingested a flatoxin B1 contaminated feed. The aim 
of this study is to determine the presence and level of aflatoxin M1 in white Iranian cheese produced by 
Isfahan dairy factories. 
Methods: A total of 20 cheese samples were randomly collected from five factories and levels of a 
flatoxin M1 was evaluated by ELISA method. 
Findings: The results of AFM1 levels analysis (ng/kg) in fifty white cheese samples showed that 
concentration of AFM1 was between 72-297 ng/kg. 33 out of 50 samples (66%) were contaminated by 
AFM1 and the mean of AFM1 level in positive samples was 162.7 ng/kg. Also, AFM1 level in             6 
samples (18.8% of positive samples) was higher than the maximum tolerance limit (250 ng/kg) accepted 
by the European countries. Statistical analysis showed that there was no significant difference (p < 0.05) 
between the mean concentration of AFM1 in tested cheese samples.  
Conclusion: The human health via consumption of contaminated milk and milk products with AFM1 is 
well known. Therefore, food must be evaluated for aflatoxin and be kept apart from fungal contamination 
as much as possible. 
Keywords: A flatoxin M1, ELISA, Iranian white cheese 
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