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 ي در فلفل قرمز ايرانA  و اكراتوكسين هاآلودگي به آفلاتوكسين

  پس از برداشت
  

، سيد علي 3، محمد طاهر بروشكي2، محمد باقر حبيبي نجفي∗1رزيتا سالاري
  4، محسن فتحي نجفي2مرتضوي

   
  اداره نظارت بر مواد خوراكي و آشاميدني، معاونت غذا و دارو، دانشگاه علوم پزشكي مشهد -1

 استاد، گروه علوم وصنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد -2

  دانشيار، مركز تحقيقات فارماكولوژيكي گياهان دارويي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد-3

   استاديار، مركز تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي مشهد-4
  )28/10/90 :رشي پذخي  تار7/7/90: افتي درخيتار(

  چكيده 
 فوزاريـوم و   پنيسيليوم ،آسپرژيلوس از قبيل  قارچي جنس هاي  گونه هاي  از برخي توليد شده توسط   سمي متابوليت هاي وتوكسين ها   مايك

 سـامانه سركوب كننـده   و عامل ناقص الخلقه زايي ،جهش زا ،  و انسان، سرطان زا    گونه هاي جانوري   از بسياري دراين تركيبات   . مي باشند 
          اكراتوكـسين قـرار     و آفلاتوكـسين  معـرض  در مختلـف  يو ادويه ها  حبوبات  غلات،  ،  شير همچون ييغذاها  طريق ازانسان  . هستند ايمني

 توسـط  )سـبزوار  (ايـران  قرمز فلفلموجود در ) OTA (A و اكراتوكسين    )AF (آفلاتوكسين تعيين محتواي  از اين مطالعه  هدف  . مي گيرد 
 از فـاز . ايمونـوافينيتي مـي باشـد    ستون خـالص سـاز   از استفاده با فلورسانس و آشكارساز با) HPLC(با كارايي بالا  كروماتوگرافي مايع

       اسـتيك اسـيد   -استونيتريل- آب متحرك از فازو در تعيين آفلاتوكسين ها  ) v / v / v  , 15 :25: 60(متانول  – استونيتريل -آب متحرك
)47: 51: 2 ,  v / v / v ( در تعيين اكراتوكسينA حد تشخيص.استفاده گرديد دقيقه در ميلي ليتر 0/1سرعت جريان با  )(LOD حـد  و 

 45/0و   AFG2 14/0 و   AFG1 ميكروگـرم در كيلـوگرم، بـراي         3/0 و   AFB2 1/0 و   AFB1بـراي   به ترتيـب     LOQ)( تعيين مقدار 
                متوسـط بازيافـت مايكوتوكـسين هـا        مقـادير  .بدسـت آمـد    ميكروگـرم در كيلـوگرم       5/0و   OTA  15/0ميكروگرم در كيلوگرم و بـراي       

 در  AFG2 و   AFB2 ميكروگـرم در كيلـوگرم،       10 در سطح    AFG1 و   AFB1  درصد بود و محدوده بازيافت هنگامي كه          2/96-1/71
، AFB1   ، AFB2 ميكروگرم در كيلوگرم بـه فلفـل قرمـز اضـافه شـده بـود، بـراي                   5 در سطح    OTA ميكروگرم در كيلوگرم و      2سطح  

AFG1  ،AFG2   و OTA     1/61-80 درصـد و     3/66-5/92 درصـد،    5/66-9/71 درصـد،    3/79-2/114 درصـد،    7/82-2/89 به ترتيـب 
در  ) درصـد  11حـداكثر    (تا رسيدن به رطوبت استاندارد     و جمع آوري  از سطح مزرعه   فلفل نمونه 36در اين تحقيق،    . درصد به دست آمد   

 كـل  آفلاتوكـسين . گرديد خشك)  درصد 35 ±5ه سانتيگراد و ميانگين رطوبت نسبي محيطي           درج 25 ±5دماي روزانه   با ميانگين   ( آفتاب
 ميكروگـرم  9/3با انحراف معيار     4/0-6/15 ميزان اين آلودگي   و شد داده تحت آزمايش تشخيص   نمونه 36از  )  درصد 4/69( نمونه 25 در
 يافت نمونه 36 از مجموع     نمونه 25در   و را دارا بوده     آلودگي شيوع ترينبالا B1از بين انواع آفلاتوكسين ها، آفلاتوكسين       . بود كيلوگرم بر
از بـالاتر    داراي ميـزان آفلاتوكـسين     ) درصـد   34/8( و سـه نمونـه    )  درصـد  5/19 ( به ترتيب هفت نمونه    مورد آزمايش، ي  نمونه ها از. شد

ميـزان   . بـود )  ميكروگرم بركيلـوگرم   10(كل   لاتوكسينآف و) بر كيلوگرم  ميكروگرم AFB1) 5 محدوديت هاي نظارتي اتحاديه اروپا براي     
OTA      مقـادير   . ميكروگرم بر كيلوگرم شناسايي شد     62/0با انحراف معيار     74/0-17/2در مقادير   )  درصد 7/16(نيز در شش نمونهOTA 

  . در هيچ يك از نمونه ها بالاتر از محدوديت هاي قانوني مجاز نبود
  

  . كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا، اكراتوكسين،ز، آفلا توكسين ادويه، فلفل قرم: واژگانكليد

                                                 
  r_salari2001@yahoo.com : مسئول مكاتبات ∗
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   مقدمه-1
آلاينده هاي زيـست     طور گسترده اي به عنوان     بهها   كپك

 و  ييدمـا  شـرايط مطلـوب    و تحـت   دهبـو  مطرح محيطي
 هاادويه   از جمله  مواد غذايي  بسياري از  روي بر،  يرطوبت
 كيفيـت  كـاهش  هـا باعـث    كپكرشد  . كنند مي پيدا   رشد
 براي سـلامتي   بالقوه ايجاد خطري  همچنين و غذايي مواد
شـناخته شـده     سـمي  متابوليت هـاي   توليد دليل به انسان

 هـا  مايكوتوكسين. ها مي شود   مايكوتوكسين تحت عنوان 
ــسياري از در ــاط ب ــان نق ــذايي در جه ــواد غ ــف  م مختل

 يكـي از   عنـوان  بـه  در حـال حاضـر     و ندشده ا  شناسايي
بـه حـساب مـي       مواد غـذايي   ينده هاي آلا خطرناك ترين 

  . ]2و1[آيند
 بـه  آفلا توكسين ،  شناخته شده  مايكوتوكسين 400در ميان   

 نقص در جنين  ،  سرطان زايي ،  اثرات شديد سم زايي    دليل
 ترين سم براي سلامتي انسان     خطرناك آن،   جهش زايي  و

 سـمي تـرين     )B1) AFB1 آفلاتوكسين   .]4و3[مي باشد 
 و بـه طـور كلـي در بـالاترين           تركيب از اين گروه اسـت     

 .]5[غلظت در مواد غذايي و علوفه دامي مشاهده مي شود
اين تركيب در انسان سميت كبدي ايجاد نموده و سرطان           

نيز يكي از مهـم تـرين       ) A) OTAاكراتوكسين  . زا است 
ها با وقوع و سميت وسيع در سراسر جهان          مايكوتوكسين

 و سميت مـي كنـد   اين تركيب در كبد و كليه ايجاد    . است
يـي  سرطان زا  توانايي   در انسان  كه اين احتمال وجود دارد   

هـا بـه    هر دو گروه ازايـن مايكوتوكـسين   .]6[داشته باشد
طور مشترك مي توانند در طيف وسيعي از فراورده هـاي           

  . ]2[غذايي از جمله ادويه ها مشاهده گردند
 ادويه هاي تجاري به طور فزاينده اي در طيف گسترده اي       

از وعده هاي غذايي تهيه شده توسط مصرف كنندگان بـه           
منظور ارتقاء طعـم و عطـر و ايجـاد تنـوع در آشـپزخانه               

در واقع ، ادويه ها مي تواند منبع انتقال         . گنجانده شده اند  
آلودگي مايكوتوكسين ها به انسان باشند زيرا معمولا يا به          

خام مصرف مي شـوند و يـا بـه غـذاهاي آمـاده              صورت  
 در سـال هـاي اخيـر محققـان          . اضافه مـي شـوند     مصرف

مختلفي وقوع طبيعي آفلاتوكسين در ادويه ها و همچنـين          

آلودگي به اكراتوكسين در ادويه ، غـلات، قهـوه ، انگـور،            
   .]14-7[كشمش و آبجو را مورد مطالعه قرار دادند

حدود قابـل قبـول آفلاتوكـسين در ادويـه در كـشورهاي             
حاديه اروپا، سطوح قابل قبول    در ات . مختلف متفاوت است  

ميكروگرم بر كيلوگرم بـراي   5آفلا توكسين در ادويه ها ، 
 ميكروگرم بر كيلوگرم بـراي آفـلا        10 و   B1آفلاتوكسين  

اگرچه اتحاديـه اروپـا     . ]15[توكسين كل تنظيم شده است    
 در ادويـه هـا بـه طـور          OTAمقررات خاصي در مـورد      

 ندارد وليكن بـا     عمومي و يا در فلفل قرمز به طور خاص        
 مي  OTAتوجه به حد قابل تحمل مصرف روزانه براي           

 ميكروگرم بر كيلوگرم را     20 و   10توان حداكثر ميزان بين     
در اين مورد در نظر گرفت  كه در واقـع، ايـن حـدود در                

  . ]17و16[تجارت بين المللي ادويه پذيرفته شده است
) Solanaceae(فلفل نوعي گيـاه از خـانواده تـاجريزي          

برخي از گونه هاي جـنس فلفـل كپـسيكوم ماننـد            . است
فلفل قرمز به شكل پودر خشك شده مورد مـصرف قـرار            

اسـتان واقـع در شـمال شـرق         (خراسان رضوي   . مي گيرد 
يكي از مهم ترين توليد كننده هاي فلفل قرمز تنـد           )  ايران

در ايران است كه با توجه به شرايط آب و هوايي مرطوب            
ــ ــن منطق ــه  و گــرم اي ــز ب ــودگي فلفــل قرم ه، احتمــال آل

مايكوتوكسين در طي برداشت، پس از برداشت و ذخيـره          
  .سازي وجود دارد

 OTAهدف از اين مطالعه تعيين آلودگي آفلا توكسين و          
) استان خراسان رضوي  (در فلفل قرمز توليد شده در ايران        

علاوه بر اين، با توجه به مصرف بالاي اين ادويـه در            . بود
ين مطالعه با هدف ارائه اطلاعـات مفيـد در مـورد            ايران، ا 

 در فلفـل قرمـز بـه منظـور          OTAميزان آفلا توكـسين و      
دستيابي به برخي كنترل ها در ارزيابي خطر مـصرف ايـن            
محصول و همچنين مطالعـه روش آلـودگي زدايـي فلفـل            

بررسي منـابع،  عـدم    . قرمز قبل از عرضه انجام شده است      
هاي در ادويه هاي     يكوتوكسينپژوهش در زمينه تعيين ما    

بومي ايران را نشان مي دهد و اين مطالعـه اولـين تحقيـق              
 در  OTAتوكسين و   ام شده در زمينه  تاييد وقوع آفلا       انج

  . فلفل قرمز ايران است
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  ها  مواد و روش-2
   نمونه گيري-2-1

شـهري در اسـتان     (فلفل قرمز تنـد از شهرسـتان سـبزوار          
 اين فلفل بـه عنـوان ادويـه         .انتخاب شد ) خراسان رضوي 

برداشت ايـن نـوع     . بومي در اين استان شناخته شده است      
 فصل تابستان آغـاز شـده و تـا اوايـل          اواخرفلفل قرمز از    

سي و شش نمونه خـشك شـده از آن       . پاييز ادامه مي يابد   
به صورت تـصادفي    ) خشك شده در آفتاب و هواي آزاد      (

بـه اينكـه كـل      با توجه   . در طي اين دوره جمع آوري شد      
نمونه ها در طي شـش چـين و در طـي حـدود سـه مـاه                  
برداشت گرديد و خـشك كـردن نمونـه هـاي هـر چـين               
بلافاصله پس از برداشت آن چين و به صورت سـنتي در            

 درصـد   10زير نور آفتاب تا رسيدن بـه رطوبـت حـدود            
 تحت  1726طبق استاندارد ملي ايران به شماره        (شدانجام  

سيكوم، حداكثر ميزان مجـاز رطوبـت       عنوان ويژگيهاي كپ  
، لـذا   ) درصـد مـي باشـد      11در فلفل قرمز خـشك شـده        

شرايط دمايي و رطوبتي در زمان خشك كردن هر چين با           
 بطـور متوسـط در      وچين ديگر تا حدودي متفاوت بـوده        

 درجـه   25 ±5طي اين سـه مـاه، ميـانگين دمـاي روزانـه             
  درصد   35 ±5سانتيگراد و ميانگين رطوبت نسبي محيط         

اندازه نمونه هاي جمع آوري شـده در        متوسط   .بوده است 
نمونـه هـا    .  كيلوگرم بود  1 گرم و    250اين بازه زماني بين     

تحت شرايط دمايي محيط به آزمايشگاه منتقـل گرديـد و           
پس از آن در كيسه هاي پلي اتيلن قرار داده شد و تا قبـل               

اد گـر    درجـه سـانتي     -20هـا در دمـاي       از انجام آزمـون   
  .ذخيره شدند

   استاندارد ها و معرف ها  -2-2
 درجه(تمام مواد شيميايي به استثناء متانول و استونيتريل 

HPLC (          داراي درجه آزمايـشگاهي بودنـد و از شـركت
همه محلول ها با آب ديونيزه تهيـه       . مرك خريداري شدند  

، AFB1 ،AFB2 ،AFG1اســــتانداردهاي . شــــدند
AFG2 و OTA  ــيگما ــركت س ــد  از ش ــداري ش . خري
 - آفـلا توكـسين در تولـوئن         مـادر اي اسـتاندارد     محلوله

 مادرهاي استاندارد   محلولو) v / v , 2 :98(استونيتريل 
 OTA  1 :99( اسيد استيك -تولوئن با , v / v(  آمـاده 

 .شد

  از طريـق اسـتاندارد كـاري   هـاي  محلول مجموعه اي از

 حـت ت هـاي ذخيـره   محلول از شده شناخته حجم تبخير

 آمـاده   LC  متحرك فاز در انحلال دنبال به ،N2 جريان

طبـق   طيـف نورسـنج  آنها با استفاده از   و غلظت]18[شد
هـا بـه    اين محلـول .  ]19[ كنترل گرديد AOAC روش

 .مورد استفاده قرار گرفتند    رسم منحني درجه بندي   منظور  
 و (Aflatest P) براي آفلاتوكـسين  ايمونوافينيتي ستون

،  MA)  Vicamاز (Ochratest TM) ناكراتوكـسي 
(Watertown   تهيه شد.   

   آماده سازي نمونه ها-2-3
آسـياب   آزمايـشگاهي  يـك آسـياب   از استفاده بافلفل ها 

شدند و پس از آن بـه منظـور دسـتيابي بـه يـك تركيـب                 
 ,Omni-Mixer) يكنواخت توسط دستگاه مخلوط كن 

 Sorwall, Newton) مخلوط شدند.  
  خراج و خالص سازي آفلاتوكسين است-2-3-1

 شده داده شرح روش به توجه ادويه ها با در آفلا توكسين

و  زينالـدين  و (2000) و همكـاران  اسـتروكا  توسـط 
ــاران  ــه (2006) همك ــد تجزي  روش در. ]18و8[ ش

 سـديم  گرم 5و  آسياب شده از نمونه گرم 50 ،استخراج

 ,20 :80( آب: محلول متـانول  ميلي ليتر 300 به راكلرايد 
v/v( محلول حاصل پس از اختلاط در يك  ،نموده اضافه

 كاغذ از طريق  دقيقه3به مدت  بالا با سرعت مخلوط كن
 ليتـر  ميلي 10 سپس .صاف گرديد 4 واتمن شماره صافي

 phosphate (PBS)   محلولميلي ليتر 60 با عصاره از

buffer saline محلـول   از ميلي ليتر 66 و رقيق گرديده
 Vicam) ستون ايمونوافينيتي برايرقيق شده  دهصاف ش

Aflatest P) ميلي ليتر 10 با قبلا كه PBS    آمـاده شـده
 / ميلي ليتر 3 حدود سرعت جريان(است، بكار برده شد 

و سپس   شستشو دادهآب ميلي ليتر 15 با را  ستون.)دقيقه
 ميلي ليتر 25/1 با استفاده از آفلا توكسين. خشك نموديم

 آب ميلي ليتر 75/1 با شسته شد و سپس  ستوناز متانول

 از محلول به دستگاه ميكروليتر 100  در نهايتشد و رقيق

HPLC  گرديد تزريق.   
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          اســـــتخراج و خـــــالص ســـــازي-2-3-2
 Aاكراتوكسين 

 در فلفل قرمز با توجه به روش بكار بـرده           Aاكراتوكسين  
خــي بــا بر) 2004(شــده توســط عبــدالكادر و همكــاران 

 گرم از نمونه آسياب شـده       25. ]20[ شدتغييرات، تجزيه   
: به صد ميلي ليتر محلول متـانول      كلرايد   گرم سديم    5/2و  

به مدت  اين تركيب. اضافه گرديد) V / V ، 20:80(آب 
كاغـذ   بـا  مخلوط شد، پـس از آن  مخلوط كن در  دقيقه3

در  دقيقـه  10 به مدت و سپس صاف گرديد واتمن صافي
 دور در دقيقـه  10000 گـراد بـا سـرعت    نتيدرجه سـا  4

 40 بـا  محلول صاف شده از ميلي ليتر 10 .شدسانتريفوژ 

 از آن از پس بار ديگر و گرديد  رقيق PBS ميلي ليتر از

ميلـي   10  مقدار.شد صاف واتمن يك كاغذ صافي طريق
 ميان ستون ايمونوافينيتي  از محلول صاف شده اين ليتر از

 Ochratest TM مونوكلونـال   آنتي بـادي هـاي   حاوي
 شـستن  از  پـس .عبور داده شـد  OTA عليه تثبيت شده

 OTA ،آب ليتر ميلي 10و  PBS ميلي ليتر 10 با ستون

  محلـول شـسته شـده   .شد شسته متانول ميلي ليتر 5/1 با

 و شده تبخير خشك شدن تا خشك نيتروژن جريان تحت
 , 50 :50 (آب / متـانول  محلول ميكروليتر  500 سپس در

v / v( از محلـول بـه    ميكروليتـر   50 در نهايت. حل شد
   .گرديد تزريق HPLC دستگاه

ــسين و  -2-4 ــري آفلاتوكـ ــدازه گيـ  انـ
   HPLC با استفاده از Aاكراتوكسين 

  بـا اسـتفاده از  Aو اكراتوكـسين    هـا آفلاتوكـسين تعيين 

 ,Waters(بـالا  مـايع بـا كـارآيي    كرومـاتوگرافي سيستم 

Milford, MA, USA (سـيليكاژل  سـتون  با و C18  
  6/4 قطـر سـتون    ميلي متر،250طول ستون  (معكوس فاز

 (Purospher star) ميكرومتر  5 ذرات ، اندازهميلي متر

(column, Merck, Germany)     پمـپ و  مجهـز بـه
ــار   ــق خودك  Waters 2695 Separation(تزري

Module, Waters, Milford, MA, USA  و 
 Waters 474 fluorescence( فلورسانس شكارسازآ

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

بــه ترتيــب بــراي نــشر و  تحريــك مــوج هــاي طــول

و بـراي اكراتوكـسين    نانومتر  440 و 360 درآفلاتوكسين 
A متحـرك   از فـاز . شـد تنظيم نانومتر  460و   333 در 

 ) v / v / v   , 15 :25: 60( متـانول  – اسـتونيتريل  -آب 
 استونيتريل-فاز متحرك آباز  و  ها آفلاتوكسيندر تعيين

 در تعيـين ) v / v / v   , 2 :51 :47( اسـتيك اسـيد   -
 و دقيقه در ميلي ليتر 0/1 جريان با سرعت Aاكراتوكسين 

   .استفاده گرديد ميكروليتر 100 تزريق حجم
مـورد   هاي نمونه تمام در سموم ر يك ازه تاييد شناسايي
 مقايـسه  نمونه و عصاره پي در پي تزريق آزمون از طريق

مربوطـه انجـام شـده     اسـتاندارد  بـا  سطح پيك آنها نسبت
سـطح   انـدازه گيـري  ، از طريق سم  هر اندازه گيري.است

 منحنـي  آنهـا بـا    مقايـسه  وبازداري در زمان زير پيك آن

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

بـه منظـور آمـاده     OTA و ها  آفلاتوكسيناستانداردهاي
  منحني.شد رقيق فاز متحرك با كاري هاي محلول سازي

 برابـر  در استاندارد هر پيكزيرسطح  رسم با درجه بندي

. به دست مـي آيـد   تزريق شده، هاي مايكوتوكسين ميزان
بـه   درجـه بنـدي   هاي منحني داده عرض از مبدا شيب و
 عـصاره  در تركيـب مـورد آزمـون    مقـدار  محاسبه منظور

  .مورد استفاده قرار گرفت نمونه،
هـاي اسـتاندارد      با استفاده از محلـول     درجه بندي منحني  

 6/5،  6/3،  8/2،  0/2،  2/1،  4/0  با غلظت هاي   درجه بندي 
  و G1 و   B1 نانوگرم بر ميلي ليتر براي آفلاتوكسين      2/7و  
 نانوگرم بـر  44/1 و 12/1، 72/0،  56/0،  4/0،  24/0،  08/0

 0/2 ،   0/1 ،   5/0  و G2 و   B2ميلي ليتر براي آفلاتوكسين   
 نـــانوگرم بـــر ميلـــي ليتـــر بـــراي 0/15 و 0/10 ، 0/5، 

  . تهيه شدAاكراتوكسين 
  تعيين مقدار حد تشخيص و حد -2-6

به كمترين غلظت قابل شناسايي       LOD(1(حد تشخيص   
كـه مفهـوم     گفته مي شـود    ها  مايكوتوكسيناز هر يك از     

ايجاد شـده توسـط       2)سيگنال( پاسخ   ميانگين ،رياضي آن 
  .نمونه شاهد بعلاوه  سه برابر انحراف معيار آن است

  
  

                                                 
1. Limit of Detection 
2. Signal   
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   آفلاتوكسينHPLC كروماتوگرام هاي 1شكل 
  دقيقه، براي AFG232/6 :براي :  داري دقيقه، زمان باز11: رانش تزريق زمان(كروماتوگرام استاندارد آفلاتوكسين ها ) الف(

AFG133/7 دقيقه، براي : AFB234/8  دقيقه، براي AFB1 : 84/9 دقيقه (  
  B1كروماتوگرام نمونه فلفل قرمز آلوده به آفلاتوكسين ) ب(

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  A اكراتوكسين HPLC كروماتوگرام هاي 2شكل 
  ) دقيقه OTA : 28/8 دقيقه ، زمان بازداري 11: رانش تزريق  زمان ( Aكروماتوگرام استاندارد اكراتوكسين ) الف(

  Aكروماتوگرام نمونه فلفل قرمز آلوده به اكراتوكسين ) ب(
ــدار   ــين مق ــد تعي ــي از   LOQ(3( ح ــرين غلظت ــه كمت ب

توكسين در نمونه كه با صحت و دقـت قابـل قبـول             مايكو
  .]21[ شود گيري شود، گفته مي اندازه

   اعتبار سنجي-2-7
مون هاي بازيافت از طريق آلـوده سـازي نمونـه فلفـل             آز

 بـا مقـادير     Aقرمز فاقد آفلاتوكسين و فاقد اكراتوكـسين        
و اكراتوكـسين  ) ppb 10 و 2(مشخصي از آفلا توكـسين    

A) 5 ppb ( اين عمل در سه تكرار انجام شـد        . انجام شد

                                                 
3. Limit of Quantification 

و در كنار آن دو نمونه فاقد آلودگي نيز بـه عنـوان نمونـه               
نمونه هاي آلوده شده و نمونـه هـاي         . داده شد شاهد قرار   

ميـزان بازيافـت بـا      . شدند تجزيه   HPLCشاهد به روش    
 افزوده شده با مقـدار  OTAمقايسه مقدار آفلا توكسين و  

  . اندازه گيري شده تعيين شدOTAآفلا توكسين و 
   آماريتجزيه -2-8

ميانگين، انحراف استاندارد، دامنه، حـداكثر      (آمار توصيفي   
بـا  ) ANOVA( دو طرفه واريـانس      تجزيهو  ) متوسطو  

انجـام  ) PA،  2/13 نسخه (Minitabاستفاده از نرم افزار   
  .شد
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   نتايج و بحث-3
   ارزيابي روش آزمون-3-1

  به دست آمـده بـراي آفلاتوكـسين در         درجه بندي منحني  
خطـي  نانوگرم بر ميلي ليتر      08/0 – 2/7  غلظتي گستره ي 

، AFB1 ،AFB2ود و ضـــريب همبـــستگي بـــراي بـــ
AFG1 و AFG2 و 992/0، 999/0، 998/0 بــه ترتيــب 

بـا  نيـز   OTA درجـه بنـدي  منحنـي   .حاصل شد 992/0
 5/0 -15 غلظتـي  گـستره ي      در 998/0ضريب همبستگي   

  . نانوگرم بر ميلي ليتر خطي بود
  

 اعتبار سنجي مقادير آفلاتوكسين و اكراتوكسين 1جدول 
  HPLCحاصله در 

   حد تشخيص1 
   حد تعيين مقدار2
3 x =  و ) ميكروگرم بر كيلوگرم(غلظت سمY = شدت  
 ، G1 و B1 آفلاتوكسين ppb 10 بازيافت از طريق تزريق 4

ppb 2 آفلاتوكسين B2 و G2 و ppb 5 اكراتوكسين A به 
  .نمونه هاي فلفل قرمز به دست آمد

حــد تــشخيص معادلــه خطــي،  خلاصــه اي از 1جــدول 
)LOD(     حد تعيين مقدار ،)LOQ (     و ميـانگين بازيافـت

 اندازه گيري شـده را نـشان مـي          OTA و    ها آفلاتوكسين
 ميكروگرم AFB21/0    و AFB1   براي LOD .دهد 

 ميكروگـرم   AFG2 14/0 و   AFG1در كيلوگرم ، براي     
 ميكروگرم در كيلـوگرم     OTA 15/0در كيلوگرم و براي       

 ميكروگـرم  AFB23/0  و AFB1 نيز براي  LOQ.بود
 ميكروگرم بر AFG245/0  و AFG1بر كيلوگرم، براي 

ــراي  ــوگرم و ب ــوگرم  OTA 5/0كيل ــر كيل ــرم ب  ميكروگ
هاي انجام   اين نتيجه با يافته هاي قبلي آزمون      . بدست آمد 

شده بر روي آفلا توكسين و اكراتوكـسين در فلفـل قرمـز            
ــادير متوســط بازيافــت . ]22[برزيــل هماهنــگ اســت مق

  درصــد بــود و محــدوده 1/71-2/96هــا  ينمايكوتوكــس
 10 در ســطح AFG1 و AFB1بازيافــت هنگــامي كــه 

 2 در سـطح     AFG2 و   AFB2ميكروگرم در كيلـوگرم،     
 ميكروگرم در   5 در سطح    OTAميكروگرم در كيلوگرم و     

ــود،    ــز اضــافه شــده ب ــه فلفــل قرم ــوگرم ب ــراي  كيل  ب

AFB12/89-7/82 درصد ، براي  AFB22/114-3/79 
ــ ــد، ب ــراي AFG19/71-5/66 رايدرص ــد ، ب   درص

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

HPLC     بـراي محلـول اسـتاندارد و نمونـه         بدست آمـده
 1در شكل   فلفل قرمز آلوده به آفلاتوكسين و اكراتوكسين        

  بـراي    بـازداري   زمـان   . اسـت   نشان داده شـده  2و 

AFG232/6  ــراي     دقيقــه، AFG133/7   دقيقــه ، ب
 دقيقه و AFB1 84/9 دقيقه، براي  AFB234/8    براي

   . دقيقه حاصل شدOTA 28/8براي 
   نتايج تحقيق-3-2

 شده درفلفل شناسايي اكراتوكسين و آفلا توكسينمقادير 

  .خلاصه شده است 2در جدول  ايراني قرمز
   آفلاتوكسين ها-3-2-1

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

 بـا انحـراف   4/0-6/15 مقـادير  در سـطوح  آفلا توكـسين 
 هر بيست و    .آلوده بودند  كيلوگرم بر ميكروگرم 9/3معيار  
 5/14در سطوح  AFB1 توسط) درصد 69/4 (نمونه پنج

 6/3 بـا انحـراف معيـار    كيلـوگرم  بـر  ميكروگـرم  4/0 -
   متوسط غلظـت .بودند شده وده آلكيلوگرم بر ميكروگرم

 و 27/4 ترتيـب  كـل بـه   آفلا توكسين و  AFB1  براي
 از ميان نمونه هاي مورد .بود كيلوگرم در ميكروگرم 49/4

 )درصد 34/8 (و سه)  درصد5/19 (آزمايش تعداد هفت
 اتحاديـه اروپـا   حدود قانوني از بالاتر نمونه داراي مقادير

 وآفلا توكسين ) كيلوگرم بر ميكروگرم AFB1  5 (براي

 بـه  آلـودگي  .بودنـد ) كيلـوگرم  بـر  ميكروگـرم  10 (كـل 
 بـر   ميكروگرم 34/0 -1/1در محدوده  B2 آفلاتوكسين

موم
 س

(μ
g/k

g)
 

LO
D1  

LO
Q2  

يون
براس

ي كالي
منحن

 

R2  

فت
 بازيا

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  كيلوگرم بر ميكروگرم 25/0با انحراف معيار    كيلوگرم  
 G1 آفلاتوكسين .شد يافت) درصد 25 ( نمونه 9 در كه

يص داده تشخ) 3جدول  ( نمونه هاهيچ يك از  در G2 و
بـه   آلـودگي  كـه  دهـد  مـي  نـشان  كاملاٌ نتايج  اين.نشدند

بـين   در و است توجه ادويه قابل نوع در اين آفلاتوكسين
بـا   و شايع ترين نوع AFB1 ،آفلا توكسين انواع مختلف
   .است بالاترين ميزان

 پودر را در آفلا توكسين بالايي از سطوح نيز محققانساير 

و  مـارتينز در پرتغـال،    .نـد و فلفل گـزارش كـرده ا   فلفل
 را با كاري  درصد از پودر40آلودگي  (2001) همكاران

AFB1  كيلوگرم در ميكروگرم 1-5 طيف وسيعي از در 

 (2004) و همكـاران  عبدالكادر در قطر، .]1[نشان دادند

فلفـل   پـودر  نمونـه شش  از چهار نمونه كه دادند گزارش
 بـر روگـرم  ميك 5/60  -28/69 طيف وسيعي از در چيلي

 تركيـه ،  در .]20[ بودنـد آلـوده بـه آفلاتوكـسين    كيلوگرم

 آلـودگي  بـالايي از  سـطوح  (2007) و همكـاران  آيدين

AFB1  9/40  آلـودگي  تـا سـطح   فلفل قرمز پودر دررا 

 در ايتاليـا،  .]10[ گزارش كرده انـد  كيلوگرم در ميكروگرم
 فلفل قرمز تند آلودگي به (2007)  و همكارانروماگنولي

 كيلـوگرم  بر  ميكروگرم57/0 - 7/30 طيف وسيعي از در

 حاصل نتايج ،نتيجه گيري به عنوان يك. ]9[نمودنداشاره 

هـستند هـر    فوق يافته هاي با توافق در پژوهش حاضر از
 يافـت  هـاي  آفلا توكـسين  چند كه درصد بروز وسطوح

سـطوح عنـوان شـده در     با مقايسه در در اين مطالعه شده
  .بود  پاييننسبتا منابع ديگر

   A اكراتوكسين -3-2-2
OTA7/16 (مـورد آزمـايش    نمونه 36از  نمونه  6  در 

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

 كيلـوگرم  بـر  ميكروگـرم  62/0 انحراف معيـار با  كيلوگرم
 OTA ميزان مجاز آلـودگي   حدود قانوني.شناسايي شد

 اسـت ، امـا    حال بررسيدر ادويه ها در اتحاديه اروپا در

قهوه وجـود   مانند محصولات ، ديگر در حال حاضر براي
 كميـسيون  (اسـت   كيلـوگرم  در ميكروگـرم  10 كـه  دارد

 غلظـت  . 1881/2006 )شماره  اتحاديه اروپا، مقررات

OTAاز بـالاتر  مورد آزمـايش  نمونه هاي از يك  درهيچ 
 از بسياري در ).3جدول ( نبود كيلوگرم در ميكروگرم 10

 مختلـف  در انـواع  OTA بـالاي  آلودگي تحقيقات ميزان

نيـز نـشان دهنـده     مطالعات از برخي و عنوان شده غذاها
فلفل  فلفل قرمز ، مانند ادويه ها در OTA آلودگي وجود
 درصـد وقـوع   ]25و24و23[سفيد بوده است فلفل و سياه

 شـده  مشاهده ميزان كمتر از در مطالعه ما OTA آلودگي

ميوه رسيده فلفـل   براي درصد 46 (ديگر بود در مطالعات
 ،2005، و همكاران فازكاس ،فلفل براي درصد 20و قرمز
مـي    كـه  2008)،و همكاران هيرو ،فلفل قرمز درصد 67

 دمـايي و رطـوبتي دوره   شرايط در تفاوت علت به تواند

و  آلمـلا  عـلاوه بـراين،   .]26و7[آنهـا باشـد   ذخيره سازي
بـه   OTA ( يار پـاييني از  ميـزان بـس   (2007) همكاران

فلفـل   را در )كيلـوگرم  در ميكروگـرم  3-4 متوسـط  طور
   .]16[مشاهده كردند برزيل پاپريكا

   بحث-3-3
آفـلا   كه ميزان آلـودگي بـه   نتايج مطالعه ما نشان مي دهد

 ميـزان بـالاتر از  در نمونـه هـاي مـورد آزمـون     توكـسين 

 كـه  كه نشان دهنـده ايـن اسـت     اكراتوكسين بوده است

 قرمـز  فلفـل  از اين نـوع  زيست محيطي شرايط واريته و

مناسب تر از قارچ  قارچ هاي مولد آفلاتوكسين رشد براي
 بـالاي  آلـودگي  همچنـين ،  .است هاي مولد اكراتوكسين

 كنتـرل  عدم نتيجه در تواند آفلاتوكسين مي قرمز به فلفل

خشك كـردن آن   مراحل و محصول برداشت در بهداشتي
شرايط شامل  هر يك از عوامل موثر      ني كه   بدين مع .  باشد

  و ، شرايط نا مناسب كاشـت       گرم و مرطوب   يآب و هواي  
 محـصول مـي تواننـد       نامناسب برداشـت   بهداشتي   شرايط

دارا بـوده   نقش عمده اي در بالا بردن ميـزان ايـن سـموم             
از طرف ديگر، اين محصول عمدتاٌ تحـت شـرايط           .باشند

ــاز طــي فرآينــد   خــشك كــردن نورخورشــيد و هــواي ب
مكانيكي خشك مي شود بنابراين احتمال آلودگي با آفـلا          

مناسب بودن و عـدم     توكسين و اكراتوكسين به دليل عدم       
 به نظر   در نتيجه  فرآيند خشك شدن نيز زياد است        كفايت

 كـاملا حـساس نـسبت بـه         يمي رسد فلفل قرمز محصول    
تشكيل آفلاتوكسين به دليل شرايط نامناسـب فـراوري آن          

  . شدمي با
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  )نمونه هاي مثبت( حدود مقادير آفلاتوكسين و اكراتوكسين در نمونه هاي حاوي سم 2جدول 
تعداد نمونه 
 حاوي سم

AFB1 
  SD1 ± ميانگين

(μg/kg) 
 

AFB2 
 SD1 ± ميانگين

 (μg/kg) 

AFG1 
 SD1 ± ميانگين

 (μg/kg) 

AFG2 
 SD1 ± ميانگين

 (μg/kg) 

AFs 
 SD1 ± ميانگين

 (μg/kg) 

OTA 
انگين مي ± SD1 

 (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 : ف معيار استانداردانحرا  
  

  فلفل قرمز ايرانياز يك نوع  نمونه 36 در A و اكراتوكسين  هاوقوع آفلاتوكسينميزان  3جدول 
  توزيع فراواني نمونه ها

(μg/kg) 
  

 
 سموم

 
(%)نمونه هاي مثبت    

 

 
 محدوده

(μg/kg) 

ميانگين1 ± 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 

   هاي مثبتميانگين آلودگي در نمونه :1            
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مراحـل   در در نمونه ها شده مشاهده آلودگي شدت ميزان
 در  كه اين ميزان قطعـاٌ گزارش شده برداشتپس از  اوليه

افـزايش   فـرآوري و ذخيـره سـازي    شـامل  مراحل بعـدي 
پـايين   اوليه آلودگي هر چه ميزان بنابراين ،. خواهد يافت

   .بالاتر خواهد بود محصول نهايي ايمني ،تر باشد
 تائيـد برخـي از   در پـژوهش حاضـر   نتايج  طور كلي ،به

را  اكراتوكسين و آفلا توكسين حضور ديگر، هاي گزارش
مطالعـه   خـلاف  بر، هرچند كه ادويه ها نشان مي دهد در
جمـع آوري   هـاي  نمونه روي بر بيشتر مطالعات ديگر ،ما

نتـايج ايـن    در واقع، .شده است انجام سطح بازار شده از
 و مقادير اوليـه آفـلا توكـسين    صحيحي از برآورد مطالعه

 زيـرا  دهـد  مـي  را نشانايران قرمز  فلفل در اكراتوكسين

 از پـس  و شده زمين برداشت به طور مستقيم از ها نمونه

سـپري   ، بدونمزرعه در شرايط مشابه تحت كردن خشك
آزمـايش گرفتـه     مـورد كردن دوره نگهـداري در انبارهـا،  

توسـط   شـده  انجام طالعاتم از بسياري در حالي كهاست 
جمـع آوري شـده    هـاي  نمونـه  روي بـر  ديگـر  محققـان 

كه دوره نگهداري طولاني را گذرانده بودند، بازار  سطحاز
و  دمـايي  ،زمـاني  شـرايط  تـاثير بنـابراين    استانجام شده
  .  لحاظ نگرديده استآنهادر نگهداري  دوره رطوبتي

  

   نتيجه گيري-4
  در ادويه هـا حتـي  توكسينآفلاتوكسين و اكرابه  آلودگي

يـك مـشكل جـدي محـسوب      پايين مي تواند در سطوح
گردد زيرا معمولاٌ به صورت خام و يا در غـذاهاي آمـاده             

 نظـارت  بنـابراين ،  .مصرف مورد استفاده قرار مي گيرند

بـه طـور    قرمـز  فلفـل  پودر ادويه ها به خصوص منظم بر
 از ادويـه  ادويه يكـي  زيرا اين خواهد بود مورد نياز مداوم

در  بـه طـور مـداوم     عموم مي باشد كـه هاي  مورد علاقه
   .گردد مصرف مي ايران

 خطـر  ريـسك  در مـورد  اطلاعـات مفيـدي   اين مطالعـه 

به اميد اينكـه   كند مي فراهم مايكوتوكسين ها در ادويه ها
 راتـاجران   كشاورزان و ، محققان،كنندگان مصرف آگاهي

برداشت  شامل  ريفراو روش هاي بهبود اهميت مورد در
بـالا ببـرد و    سـازي  ذخيره حمل و نقل و ،كردن خشك ،

. ايـن محـصولات ايجـاد كنـد     بر برنامه نظارت دقيق يك
خيلـي   اطلاعـات  آوردن دسـت  بـه  ضـرورت همچنـين  

 و آفلاتوكسين ميزان آلودگي به حضور و بيشتري درمورد
OTA ادويه ها را نـشان مـي    انسان مانند مواد غذايي در

مـورد اسـتفاده در    روش و شـرايط   نظر مي رسد به.دهد
 مـي  آفلاتوكسين آلودگي حضوربه  منجر قرمز فلفل توليد
 .يابـد  بهبـود  آموزش هـاي پايـه اي   مي تواند با كه شود

در  بحرانـي  كنتـرل  نقـاط  خطـر  تجزيه و تحليل بنابراين ،
 پروتكـل   .مناسب خواهد بـود  در ايران قرمز فلفل توليد

HACCP  تعـداد   در مايكوتوكـسينهاي  كنتـرل  بـراي
  .دارد ديگر كالاها 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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