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 چكيده

در اندداز    (ELISA) و الايزا (HPLC) با عملکرد بالا کروماتوگرافی مايع مقايسه دو روش مطالعه،هدف از انجام اين      

نه فلفدل  نمو 63فلفل قرمز می باشد. براي اين منظور،  ادويه در A (OTA) اکراتوکسين و B1 (AFB1) آفلاتوکسين گيري

و  قرمز از سطح مزرعه در شهرستان سبزوار )در استان خراسان رضوي( جمع آوري گرديد و در برابدر ندور خورشديد   

 82بده ترتيد) )    ELISAدر روش   OTA و AFB1 حضدور ميدزان   ،نمونده  63 مجمدو   ميدان  درخشک شد. هواي آزاد 

 کيلدوگرم  بدر  ميکروگدرم  15/0-61/8 و کيلدوگرم  ربد  ميکروگرم 5/5-51 و در محدود  %8/88 مورد( 2و ) %2/77 مورد(

نمونده   از %(7/53) مدورد  3و (%4/35) مورد 81 به ترتي) در OTA و  HPLC ، AFB1بدست آمد. در مقايسه، در روش 

از نظدر آمداري    .شناسدايی شدد   ،کيلدوگرم  بدر  ميکروگدرم  74/0-57/8 و کيلوگرم بر ميکروگرم 4/0-1/54 در محدود  ها

AFB1  575/0 =rبدراي   مشداهد  شدد )   OTA و AFB1 آناليز کمدی  هر دو روش در نبي خوبی ارتباط
 OTA بدراي و  2

547/0= r
 AFB1 ميزانبود. از طرف ديگر  OTAدقيقتر و بالاتر از  AFB1اما همبستگی بدست آمد  در انداز  گيري  ( 2

 روش کده  داد نشدان نتداي    شد.حاصل  HPLC  بالاتر از ميزان بدست آمد  توسط  ELISA تعيين شد  توسط OTA و

ELISA حضور براي تعيين غربالگري روش يک می تواند به عنوان AFB1 و OTA شدود  اسدتفاد   قرمدز  فلفل پودر در 

 تاييد گردد. HPLC روشنتاي  بدست آمد  توسط اين روش بايد توسط اما 

 

 رمز، فلفل ق A، اکراتوکسين  B1، آفلاتوکسين  ELISA  ،HPLC: كليدي واژه هاي
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Abstract  

The aim of this study was to compare high performance liquid chromatography (HPLC) and 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) methods for aflatoxin B1 (AFB1) and ochratoxin A 

(OTA) determination in red pepper spice. For this purpose, thirty six samples of red pepper were 

collected from farm in Sabzevar (a city in Razavi Khorasan province) and dried in the sun and open 

air. Among a total of 36 samples, the incidence of AFB1 and OTA was (28) 77.8% and (8) 22.2% 

within the range of 1.1-15.0 μg/kg and 0.59-2.35 μg/kg, respectively, as it was determined by 

ELISA. In comparison, HPLC detected AFB1 and OTA in 25 (69.4%) and 6 (16.7%) of samples 

within the range of 0.4-14.5 μg/kg and 0.74-2.17 μg/kg, respectively. Statistically, comparison of 

the quantitative analysis of AFB1 and OTA by ELISA and HPLC revealed a good correlation (for 

AFB1 r
2
 = 0.979, for OTA r

2
 = 0.947( between both methods but correlation obtained for AFB1 

was more accurate and higher than OTA. On the other hand, the levels of AFB1 and OTA 

determined by ELISA were higher than those determined by HPLC. According to the obtained 

results, ELISA can be used as a reliable screening method, but the confirmation of positive results 

must be done by HPLC method. 
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 مقدمه

 گرمسديري و نيمده گرمسديري    منداط   در هاادويه اکثر     

زمدان طدولانی   ، و مرطوب آب و هواي گرم .می شوند توليد

بدراي   ناکدافی  اغلد)  يدسدتورالعمل هدا   و خشدک کدردن  

  قابدل تدوجهی   کيفی مشکلات باعث است ممکن ،کشاورزان

 1-50 گدزارش شدد  اسدت    .(5554)جدرارد   گدردد در آنهدا  

آلود   قارچها توسط در جهان کشاورزي محصولات درصد

می شوند تا حدي که قابل مصرف توسط انسدان و حيدوان   

 ممکن است کشاورزي محصولات در قارچها رشد .نيستند

متابوليدت   تشدکيل  از طري  براي سلامتی انسان یمهم خطر

 .(5556)توپال  باشد مايکوتوکسين به نام سمی هاي

 بدا  ادويه هدا  که نشان داد  اند يمطالعات متعدد     

مولدد  قارچهاي  مختلف از جمله هاي ميکروارگانيسم

 که داراي (آسپرژيلوس گونه هاي خصوص بهسم )

 می شوند ، آلود مايکوتوکسين هستند توليد پتانسيل

در  مسددايلی ،بنددابراين (.5558)گاريدددو و همکدداران 

 اسدت  مطرح یسلامت نظر از ادويه ها مصرفزمينه 

 يدا  و شدد   اضافه به غذاها وريآفر زيرا اغل) بدون

و لدولين و   5523 )پدافومی  شدوند  مدی  خدام خدورد   

 .(5558همکاران 

 تدرين  شايع يکی از به مايکوتوکسين ها آلودگی      

 کده  ايمنی مواد غذايی می باشدد  مربوط به مشکلات

mailto:r_salari2001@yahoo.com
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ايجاد  حيوانات و در انسان را اثرات سمی گوناگونی از انوا 

 ،مايکوتوکسدينها  کنندد   نگدران  هاي ويژگی ازيکی  .می کند

 ترکيبدات مختلدف   از طريد   غذايی جير  در مکرر آنها وقو 

 از درجده شدديدتري   اسدت  ممکدن  آن مصرف می باشد که

 و همکداران  )پريکدا  کندد  واردانسدان   بده سدلامت   را آسدي) 

 B1 ينآفلاتوکس ،مختلف مايکوتوکسينهاي ميان در .(5555

بده طدور    کده  کاملا راي  هسدتند  از انوا  ، Aاکراتوکسين  و

از  مدواد غدذايی   گسدترد  اي از  طيدف  د درنمی توان مشترک

آسپرژيلوس ها و پندی سديليوم هدا     .دنها رخ دهادويه  جمله

 آفلاتوکسدين . هسدتند  سدموم مهمترين جنس هاي مولد اين 

B1 گونده   از يزياد تعداد در قوي سرطان زابه عنوان عامل

 .اسددت شددناخته شددد  از جملدده انسددان هدداي جددانوري

 در و اسدت  نفروتوکسديک نيدز يدک عامدل       Aاکراتوکسين

)ايتدون و   است دخيل در انسان کشند  بيماري کليوي وقو 

 IARCمرکز ين المللی تحقيقات سدرطانی  و  5554همکاران 

5556.)   

 دررا  AFB1 قدانونی  ودحدد  اروپدا  علمی اتحاديه کميته     

هرچندد   اعلام نمود  است. کيلوگرمميکروگرم در 5 ويه هااد

وجدود نددارد    Aکه حدود قانونی دقيقی بدراي اکراتوکسدين   

 50را در ادويه هدا   Aاکراتوکسين  اتحاديه اروپا ميزانولی 

 8005/433) کددرد  اسددت پيشددنهادميکروگددرم بددر کيلددوگرم 

((EC) No..   

يکوتوکسدين  مادر تعيدين   به طور معمولهايی که  روش     

لايده   روماتوگرافیک د بر پايهنقرار می گير استفاد  موردها 

 (HPLC) بدالا  مايع با کدارآيی  کروماتوگرافی (TLC) نازک

 و همکداران  ند  ژ) هستنداستوار ( ELISA) الايزاآزمون  و

بدالا مدی    تغييرات نسدبتا  ضراي)داراي  TLCروش  (.8001

بالاتر  توکسينآلودگی مايکو سطوح جايی کهدر تنها وباشد 

 سداير روشدهاي  . کداربرد دارد  ،باشدد  حدود کنترل فعلدی  از

گران قيمدت   بسيار تکنيک هاي HPLC مانند کروماتوگرافی

و  TLCاز طددرف ديگددر در روشددهاي  .هسددتند گيددر و وقددت

HPLC  ا فاز جامدد يدا سدتون    بيک مرحله استخراج نياز به

آزمونهداي  و  مطالعات دربنابراين ،  ايمونوافينيتی می باشد.

 بدده روشددهاي  کنددونی ايمونولوژيددک معمددول، روشددهاي 

و  )سدديدنهام تددرجيح داد  مددی شددود کرومدداتوگرافی

اسدتفاد  از  علاقده بده   در حال حاضر  (.5553 شفارد

کدم   حجدم بددليل نيداز بده     ELISA تسدت  هداي کيت 

 نسدبت بده  تخلدي  نمونده   سداد  تدر   روش  و نمونه

 بيشتر می HPLCو  TLC مانند مرسوم هاي روش

و ، حسداس  خداص  سداد  ،  سريع ،اين روشها  .باشد

 متدداول از  و د بود رقابل استفاد  در بسياري از موا

 تشددددخي  بددددراي سددددريع هدددداي روش تددددرين

 ندد شناخته شد  او خوراک  در غذاها مايکوتوکسينها

آنتی بدادي   که آنجا از، حال اينبا  .(8005)تراکسس 

 مشدددابه بدددا ترکيبدددات اغلددد)شدددد   توليدددد هددداي

و  نشدان مدی دهندد    واکدن  متقداطع   توکسينهامايکو

 روشمقايسدده بددا   گدداهی اوقددات در  ممکددن اسددت 

در کرومدداتوگرافی، مقددادير بددالاتري را نشددان دهنددد 

 صدحت و دقدت   گسترد  اي در مدورد  مطالعه، نتيجه

قبددل از  کالاهددا از وسدديعی طيددفدر ELISAروش 

اينکه اين روش به طور تجاري مدورد اسدتفاد  قدرار    

 .  (8008)بلی و همکاران  است ضروريگيرد، 

 از يکدی   (.Capsicum annuum L)فلفدل قرمدز       

 اسدتان  در سبزوارمنطقه  است. ايران مهم ادويه هاي

 فلفدل قرمدز   توليد منطقه بزرگترين، خراسان رضوي

طعم  معمولا به عنوان قرمز فلفلپودر  است. در ايران

  غدذاها اسدتفاد  و طعدم در  رن  ايجاد و ادويه، دهند 

 در زمينده ميدزان  مطالعدات  برخدی  اگر چه  .شود می

در  کده  غذايی موادمختلف  در انوا مايکوتوکسين ها 

 مددی باشددددر دسددترس ، مددی شددوند مصددرف ايددران

 وي ميددزان حضددور ربددر دقيقددی مطالعدداتولدديکن 

 .نشددد  اسددتانجددام  هدداادويدده  در مايکوتوکسددينها

 ميددزان تعيددين مطالعدده بدده منظددور بنددابراين، ايددن  

 فلفددلپددودر  در A اکراتوکسددين و B1 کسددينآفلاتو

بده   ايدران  آشدپزخانه  در بدالايی را  مصرف که قرمز

 بده  نتداي   مقايسههمچنين  و خود اختصاص می دهد

 B1آفلاتوکسدين  حداکثر حدود قانونی  با آمد  دست

مددورد تاييددد اتحاديدده اروپددا و     A و اکراتوکسددين
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 ايدن  يتاهم نشان دادن استانداردهاي داخلی ايران در جهت 

از  گرفدت.  صدورت بهداشدت عمدومی    بدا  در ارتباط آلودگی

بدراي تعيدين    ELISA از روش مطالعده ايدن  طرف ديگر، در 

بدراي اولدين    ميزان اين سموم در ادويه ها استفاد  شدد کده  

 .بار انجام پذيرفت

 هامواد و روش

 نمونه ها

از به عنوان ادويه بومی استان خراسان و فلفل قرمز تند      

انتخدداب شددد.  (سددبزوارعمددد  توليددد کننددد  آن ) تانشهرسدد

تابستان آغداز شدد  و    اواخربرداشت اين نو  فلفل قرمز از 

و  )عمددتا  در طدی شد  چدين(     تا اوايل پاييز ادامه می يابدد 

نموندده . سددپس در آفتدداب و هددواي آزاد خشددک مددی گددردد 

بددرداري در فصددل برداشددت ايددن گيددا  از تمددامی چددين هددا  

بدين  شد  نمونده از   تعدداد  ورت کده  صورت گرفت بدين ص

نمونه هاي خشک شد  از هر چين )مخلدوط شدد  از مدزار     

)مجموعا  سی و  گرديدتصادفی جمع آوري  طور( به مختلف

انداز  نمونه هاي جمع آوري شدد  در  . متوسط ش  نمونه(

   کيلوگرم بود. 5گرم و  810اين باز  زمانی بين 

 معرف ها  و تجهيزات

اد شيميايی به اسدتثنا  متدانول و اسدتونيتريل    تمامی مو     

( داراي درجدده آزمايشددگاهی بودنددد و از  HPLC )درجدده

شرکت مرک آلمان خريداري شدند. همده محلدول هدا بدا آب     

از  OTAو  AFB1ديددونيز  تهيدده شدددند. اسددتانداردهاي    

کده در تهيده منحندی     شرکت شيميايی سيگما خريداري شدد 

 .  قرار گرفت هاي کاليبراسيون مورد استفاد 

 و (Aflatest P) براي آفلاتوکسين ايمونوافينيتی ستون     

تهيده     Vicamشدرکت   از (Ochratest TM) اکراتوکسدين 

 و B1 آفلاتوکسددين بددراي ELISA آنزيمددی کيددت  .شددد

خريدداري  هلندد   Europroxima از شدرکت   A اکراتوکسين

 .گرديد

  ELISAتوسط  Aاكراتوكسين  و B1 آناليز آفلاتوكسين

اکراتوکسين  و B1 (AFB1 1585 ) کيتهاي آفلاتوکسين     

A (OTA 1585  ) شددرکتEuroproxima   آنددزيماز نددو 

رقابتی براي تعيين مقادير ايدن سدموم در مدواد     ايمونواسی

اسددتخراج و آزمددون  هدداي د. روشنغددذايی مددی باشدد

بددر طبدد  دسددتورالعمل   در نموندده مايکوتوکسددينها 

 شرکت سازند  انجام شد.

 ماده سازي نمونهآ

  B1استخراج آفلاتوكسين 

 5و  قرمز فلفل پودر هموژن شد  نمونه از گرم 6     

بده   کدن  مخلوط با استفاد  از ٪ 20 متانول ميلی ليتر

عصدار  توسدط کاغدذ     .دقيقه مخلدوط شددند   1مدت 

 از ميکروليتدر  10 سدپس  و فيلتر شد 5واتمن شمار  

 بدافر ل محلدو  ميکروليتدر  510بدا   محلول صاف شد 

از عصار  رقيد  شدد     ميکروليترپنجا   .گرديدرقي  

 .مورد استفاد  قرار گرفت آزمون در چاهکبراي هر 

 Aاكراتوكسين استخراج 

گرم از نمونه هموژن شد  پودر فلفل قرمز بده   1      

ميکروليتراسيد فسدفريک   50يک لوله تميز منتقل شد. 

قده  دقي 50اضدافه شدد و بده مددت      بده آن  رمولا 1/0

ميکروليتدر دي کلرومتدان    80سدپس   .گرديدد مخلوط 

لايده   پدس از آن نيز افزود  شدد  و مخلدوط گرديدد.    

دقيقده بدا    1بالايی خدارج گرديدد و مجدددا  بده مددت      

و بددا  دور در دقيقدده سددانتريفوژ شددد 8000سددرعت 

ميکروليتدر   58. استفاد  از کاغذ صافی صاف گرديدد 

منتقدل  از محلول صاف شد  به يدک لولده شيشده اي    

و خشدک   درجده سدانتی گدراد تبخيدر     10و در  شدد  

ميکروليتددر بددافر  1/5. محلددول باقيمانددد  در گرديددد

اضدافه   بده آن  ميکروليتر هگزان 8استخراج حل شد. 

دور در دقيقدده(  8000دقيقدده ) 1و بدده مدددت   کددرد 

 10لايه هگزان فوقدانی حدذف شدد و     سانتريفوژ شد.

روليتدر محلدول   ميک 800ميکروليتر از لايه زيدرين بدا   

بافر رقيد  شدد. در نهايدت پنجدا  ميکروليتدر از ايدن       

در آزمدون مدورد اسدتفاد      چاهدک عصار  براي هر 

   قرار گرفت.
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 ELISAآزمون 

   AFB1دستور كار آزمون 

)  AFB1 ميکروليتددددر از محلولهدددداي اسددددتاندارد  10     

 10و (  ng/ml 5و  1/0، 81/0،  581/0، 0381/0، 0656/0

هر يک در  ،براي آزمون آماد  شد  هاي نمونه از ميکروليتر

هداي پليدت ميکروتيتدر    چاهدک   دربه طور جداگانه دو تکرار 

 کونژوگدده آنددزيمميکروليتددر  81، آن از پددس .شددد ريختدده

 آنتدی بدادي   محلدول  ميکروليتر 81و ( HRP -آفلاتوکسين )

 30و بده مددت    افدزود  شدد   هر چاهدک  به آفلاتوکسين ضد

 گرديدد. گرمخانده گدذاري    در تداريکی  دمداي اتدا    دقيقه در

شستشدو داد    سده بدار   شستشدو  بدافر  بدا ها  کچاهسپس 

هدر چاهدک    بده  سوبسدترا  محلدول  از ميکروليتر 500 شدند.

گرمخانده   در دمداي اتدا    دقيقده  60به مدت  و گرديد اضافه

 توقدف م محلدول  از ميکروليتدر  500 پدس از آن . شدد  گذاري

در  ندانومتر  410 در جدذب  شدد و  هر چاهک اضافه به کنند 

 .شد انداز  گيري ELISA خوانند دستگا  

  OTAدستور كار آزمون 

، OTA (81/0 اسددتاندارد هددايمحلولاز ميکروليتددر  10      

 آمداد  شدد    نمونده هداي  از و  ( ml /ng 50و  1، 8،  5، 1/0

 .شدد اضدافه  چاهک ها  به تکراردر دو هر يک  براي آزمون،

و ( A - HRPاکراتوکسدين ) کونژوگده  آندزيم  ميکروليتر 81

 .گرديد هر چاهک اضافه به آنتی بادي محلول ميکروليتر 81

 و بده مددت   شدمخلوط  چند ثانيه به آرامی براي اين مخلوط

گرمخاندده  در تدداريکی درجدده سددانتيگراد  67در  دقيقدده 30

 با ک هاچاه محلولها از چاهک ها خارج گرديد وگذاري شد. 

 500پدس از آن  . ندشدد  شستشدو داد   بدار  6 شستشو بافر

 60بده مددت    و شد هر چاهک اضافه به سوبسترا ميکروليتر

 500 سدپس  گرمخانده گدذاري گرديدد.    در دمداي اتدا    دقيقه

 چاهک اضدافه شدد   هر به کنند  توقفم محلول از ميکروليتر

 شد. انداز  گيري نانومتر 410 جذب در و

  HPLCتوسط  Aاكراتوكسين  و B1 آناليز آفلاتوكسين

 شدرح  روش به توجه ادويه ها با در آفلاتوکسينآناليز      

و  زينالددين  و (8000) و همکاران استروکا توسط شد  داد 

با توجه بده روش   Aاکراتوکسين و آناليز   (8003) همکاران

( 8004بکار برد  شد  توسط عبدالکادر و همکداران ) 

محلولهداي اسدتاندارد يخيدر  آفدلا     گرفدت.   صدورت 

 ( وv / v , 8: 52اسدتونيتريل )  -وين توکسين در تولد 

اسيد  -تولوين با  OTA  محلولهاي استاندارد يخير 

ايدن محلولهداي    .شدد  آمداد   , v / v) 5: 55) اسدتيک 

استاندارد با استفاد  از محلول فاز متحرک به منظور 

)اسدتروکا و   تهيه استانداردهاي کداري رقيد  گرديدد   

   .(8000همکاران 

 آماده سازي نمونه

  B1ستخراج و تخليص آفلاتوكسين ا 

کلريدد   گدرم  1و  آسياب شدد   از نمونه گرم 10       

 20) آب : محلول متدانول  ميلی ليتر 300 به را سديم

:80 (v / v , محلدول حاصدل پدس از     ، نمدود   اضافه

 6بده مددت    بدالا  با سرعت اختلاط در يک مخلوط کن

 4 واتمدن شدمار    صدافی  کاغدذ يدک   از طريد   دقيقه

  30 با عصار  از ليتر ميلی  50 سپس گرديد. صاف

 از ميلدی ليتدر   33 و رقيد  گرديدد   PBS ميلدی ليتدر  

سددتون  بددرايرقيدد  شددد   محلددول صدداف شددد  

 50 بدا  قبلا که  (Vicam Aflatest P) ايمونوافينيتی

آماد  شد  اسدت، بکدار بدرد  شدد      PBS   ميلی ليتر

 سدتون  .(دقيقهدر  ميلی ليتر 6 حدود )سرعت جريان

و سددپس شددد  شستشدو داد   آب ميلدی ليتددر  51 ابد 

ميلدی   81/5 با استفاد  از آفلا توکسين. گرديدخشک 

 71/5 بدا  شسته شدد و سدپس   از ستون متانول ليتر

 ميکروليتدر  500 در نهايت شد و رقي  آب ميلی ليتر

   .گرديد تزري   HPLC از محلول به دستگا 

 Aاكراتوكسين استخراج و تخليص 

گدرم کلريدد    1/8نمونه آسياب شد  و  گرم از 81      

،  80: 20سديم به صد ميلی ليتر محلول متانول: آب )

V / V(اضافه گرديد. اين ترکي )  در دقيقه 6به مدت 

کاغذ  از طري  يک مخلوط شد، پس از آن مخلوط کن

 دقيقه 50 به مدت و سپس صاف گرديد واتمن صافی

 دور در 50000 درجده سددانتيگراد بددا سدرعت   4در 

محلول صداف   از ميلی ليتر 50 شد.سانتريفوژ  دقيقه
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 پدس  بار ديگر و گرديد رقي   PBS ميلی ليتر از 40 با شد 

  50 مقددار  .شد صاف واتمن يک کاغذ صافی طري  از آن از

ميدان سدتون    از محلدول صداف شدد     ايدن  ميلدی ليتدر از  

 آنتدی بدادي هداي    حداوي  Ochratest TM  ايموندوافينيتی  

 از پدس  .عبور داد  شدد  OTA عليه بيت شد مونوکلونال تث

 ،آب ليتدر  ميلدی  50و  PBS ميلی ليتدر  50 با ستون شستن

OTA محلدول شسدته    .شدد  شسته متانول ميلی ليتر 1/5 با

 تبخيدر  خشدک شددن   تدا  خشک نيتروژن جريان تحت شد 

 10) آب / متدانول محلدول   ميکروليتر  100 سپس در و شد 

:10 (v / v ,   از محلدول   ميکروليتدر   10 تدر نهاي .حل شد

 .گرديد تزري  HPLC به دستگا 

   HPLCآزمون 

  B1آناليز آفلاتوكسين 

 مايع با کارآيی کروماتوگرافی آفلاتوکسين توسطتعيين      

ميلی  3/4×810) معکوس فاز  C18 سيليکا ژل ستون با بالا

تشدخي    مجهز به سيسدتم ) ميکرومتر  1 يرات ، انداز متر

و  تحريدک  مدوج هداي   طدول  .انجدام شدد   انسفلورسد  بدا 

  متحدرک  از فداز  .قرار داد  شد نانومتر  440و  630انتشار

بدا    , v / v / v) 30:81:51 (متدانول  – اسدتونيتريل  -آب

 500 تزريد   حجدم  و دقيقه در ميلی ليتر 0/5جريان سرعت

 .استفاد  گرديد ،ميکروليتر

  Aآناليز اكراتوكسين 

و مشدابه بدا روشدی     HPLCوسط ت OTAانداز  گيري      

که براي آفلاتوکسين شدرح داد  شدد انجدام گرديدد بدا ايدن       

 333 در به ترتي)انتشار  و تحريک هاي طول موج تفاوت که

-  اسدتونيتريل  متحدرک  و فداز  قرار داد  شد نانومتر 430و 

سدرعت   بدا   ,  v / v / v )  8: 47: 15) اسدتيک اسديد  - آب

 500تزريد    حجدم  و قده دقي در ميلدی ليتدر   0/5 جريدان 

 .مورد استفاد  قرار گرفت ميکروليتر

 هداي  نمونده  تمدام  در سدموم  هر يک از تاييد شناسايی     

 نمونده و  عصدار   پدی در پدی   تزري  مورد آزمون از طري 

مربوطده انجدام    اسدتاندارد  با سطح پيک آنها نسبت مقايسه

سدطح زيدر    انداز  گيدري ، از طري  سم هر انداز  گيري .شد

 منحندی  آنها بدا  مقايسه و بازداري در زمان ک آنپي

  .گرديدانجام  آنها مربوط به استاندارد کاليبراسيون

 تجزيه و تحليل آماري

آمار توصيفی )ميانگين، انحراف استاندارد، دامنه      

 Minitab( با استفاد  از نرم افزار، حداکثر و متوسط

 شناسدايی  غلظدت  و شدد  حاصل( PA،  8/56 )نسخه

 دو روش توسدط  نمونه هدا  در OTA و  AFB1شد 

HPLC  وELISA ، همبسدتگی  آزمون با استفاد  از 

 و معادلده ي رگرسديون خطدی    براي به دست آوردن

 .مورد مقايسه قرار گرفتند ضري) همبستگی

 

 نتايج و بحث

يافتده   با تواف  در پژوه  حاضر از حاصل نتاي    

کسين ها حضور مايکوتو ساير محققان مبنی بر هاي

هدر چندد کده درصدد بدروز       مدی باشدد   در ادويه هدا 

 در اين مطالعه شد  يافت OTAو   AFB1 وسطوح

 سداير  دربراي فلفل سطوح عنوان شد   با مقايسه در

 در علت تفاوت به می تواند که بود نسبتا پايين ،منابع

آنهدا   يخيدر  سدازي   دمايی و رطدوبتی دور   شرايط

 سطوح روي هيچ گونه مطالعاتی بر ايران ، باشد. در

شدد   نانجام  ادويه ها در اکراتوکسين و آفلاتوکسين

 .است

را   B1 آفلاتوکسين بالايی از سطوح یمختلف محققان

و  آيددين  ترکيده ،  در .گزارش نمود  اندد  ادويه ها در

 AFB1 آلدودگی  بالايی از سطوح.(. 8007همکاران )

 5/40آلدودگی   تدا سدطح   را فلفدل قرمدز   پدودر  در

و  مدارتينز  عندوان کدرد  اندد.    کيلوگرم بر ميکروگرم

کداري را   آلودگی پدودر   ( در پرتغال8005همکاران )

 بدر  ميکروگدرم  5-1طيف وسيع بدين   در  AFB1 با

و  زينالددين  در مدراک  ،  نمدود  اندد.   کيلوگرم اعلام

 در زنجبيدل  را در AFB1 حضدور  (8003همکاران )

 کيلدوگرم  بدر  رمميکروگ 36/0متوسط  آلودگی سطح

 در بسياري از تحقيقات ميزانهمچنين   .کردند بيان

عندوان    OTAغدذاها بده   مختلدف  انوا  بالاي آلودگی
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 آلدودگی  نيز نشان دهندد  وجدود   مطالعات از برخی و شد 

OTA سفيد  فلفل و فلفل سيا  فلفل قرمز ، مانند ادويه ها در

، 5553 ، پتل و همکداران 5551بود  است )الکادي و همکاران 

     (.8001و فازکاس و همکاران  8005تيرومالا و همکاران 

  ELISA آزمون 

 بددا از طريدد  مقايسدده   OTAو AFB1 غلظددت     

و با اسدتفاد  از   کنند  توليد ارايه شد  توسط استانداردهاي

 کاليبراسديون  منحندی  .دگرديد محاسدبه  نرم افزار مربوطده  

  ،AFB1 0656/0، 0381/0، 581/0 ، 81/0 (هداي  اسدتاندارد 

 عرضده  توليد کنند شرکت توسط که )  5ng/ml      و  1/0

 50و  OTA  (81/0 ،1/0 ،5 ،8 ،1 اسدتانداردهاي  و بود شد 

ng/ml  )       که از طريد  رقيد  سدازي محلولهداي اسدتاندارد

 کده  ، رسم گرديدد  آماد  شد  بود يخير  با بافر رقي  کنند 

بدراي  سدايی  حدد شنا  يک رگرسيون غير خطی حاصل شدد. 

AFB1، 6/0  و بددرايOTA، 1/0   ميکروگددرم بددر کيلددوگرم

 بود.

   HPLC آزمون

 ( اسدتاندارد کداري بدراي    هداي  محلدول  از اي مجموعه     

AFB1 4/0، 8/5، 8 ، 2/8،  3/6 ،3/1  8/7و ng/ml  )  و

طريد   از(  ng/ml 51و  OTA 1/0، 5، 8 ، 1  ،50 (بدراي  

 OTAو  AFB1 ردمحلولهداي يخيدر  اسدتاندا    رقي  سازي

 ايدن  از اسدتفاد   بدا  کاليبراسديون  منحندی بدسدت آمدد و   

 آمد  دست به کاليبراسيون منحنی استانداردها رسم گرديد.

،  OTA و AFB1 بدراي  حدداقل مربعدات  رگرسيون  توسط

 هدر دو   آن بدراي  ضدري) همبسدتگی   و حاصدل شدد   خطدی 

 سطح پيک رسم با کاليبراسيون منحنی  بدست آمد. 552/0

 تزري  شد ، مايکوتوکسينهاي ميزان برابر در اندارداست هر

 هداي منحندی   داد  عرض از مبددا  شي) وبه دست می آيد. 

 ترکي) مورد آزمدون  مقدار محاسبه به منظور کاليبراسيون

حدد تشدخي     .مورد استفاد  قرار گرفت نمونه، عصار  در

زمددان  بددود. 51/0و  5/0بدده ترتيدد)  OTAو  AFB1بددراي 

دقيقدده  OTA 82/2و بددراي  AFB1  ،24/5بددازداري بددراي 

نموندده اي ازکرومدداتوگرام هدداي حاصددله  از   بدسددت آمددد.

HPLC  آفددلا توکسددين و   اسددتاندارد هدداي  بددراي

نشددان داد  شددد    8و  5در شددکل   Aاکراتوکسددين 

 است.

 HPLCو  ELISA مقايسه دو روش

مددايع بددا  کرومدداتوگرافی و ELISAروشددهاي       

 و AFB1 تعيدين ميدزان   يبرا (HPLC) بالا کارآيی

OTA پودر فلفل قرمز مورد مقايسه قرار گرفتند در. 

بدر   OTAو  AFB1آزمدون تعيدين  در اين مطالعده،   

روي فلفددل قرمددز خشددک طبيعددی قبددل از هددر گوندده  

 فرآوري صورت پذيرفت.

 

 
 

 هاياستاندارد HPLCكروماتوگرام  -1شكل 

 آفلاتوكسين 

 
 

  OTAرد استاندا HPLCكروماتوگرام   -2شكل 

  

بده دسدت آمدد  توسدط دو      OTA و AFB1 مقادير 

در  فلفدل قرمدز   پدودر  در ELISAو  HPLCروش 

 مدی  نشان نتاي        .است شد  داد نشان  5جدول 

 خطر پودر فلفل قرمز يک در AFB1 حضور که دهد

، ELISAدر طدی آزمدون    محسوب می گردد. بالقو 

 و AFB1 ميدزان بدروز   ،نمونه  63 مجمو  ميان در

OTA  ( (82بدده ترتيدد )مددورد( 2و )  %2/77 مددورد 
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 و کيلدوگرم  بدر  ميکروگدرم  5/5-51و در محددود    8/88%

 بدست آمد. کيلوگرم بر ميکروگرم 61/8-15/0

 55 بر طب  حدود قابل قبول اتحاديه اروپا براي اين سدموم ، 

بدي  از   AFB1  داراي مقدادير  هدا  نمونه از %(1/60) مورد

 ها نمونه در هيچ يک از OTA سطح بود و μg/kg 1 سطح

در  مشداهد  نشدد.   کيلدوگرم  بدر  ميکروگدرم   50 بدي  از 

 بده ترتيد) در   OTA و  HPLC ، AFB1مقايسه، در روش 

در  نموندده هددا از  %(7/53) مددورد  3و %(4/35) مددورد 81

  74/0-57/8 و کيلدوگرم  بدر  ميکروگدرم  4/0-1/54 محددود  

 1/55 ر اين روش،د .ندشناسايی شد ،کيلوگرم بر ميکروگرم

بدالاتر از   AFB1مورد( داراي مقادير  7درصد از نمونه ها )

 از يدک  هيچ بود  و در اتحاديه اروپا محدوديت هاي قانونی

  50 از بدالاتر  OTA غلظدت  ،مدورد آزمدون   نمونده هداي  

 نتاي  از يک طرف اين .وجود نداشت کيلوگرم بر ميکروگرم

ندو  ادويده بده    ايدن   در AFB1 آلدودگی    که دهد می نشان

 OTA و AFB1 ميدزان از طدرف ديگدر،    و مهم است شدت

بدالاتر از ميدزان بدسدت آمدد       ELISA تعيين شد  توسدط 

 .   (6و8)جدول  می باشد HPLC  توسط

در  Aو اكراتوكسين  B1مقادير غلظت آفلاتوكسين  -1جدول 

 ELISAو  HPLCنمونه هاي مثبت حاصل از 

 HPLC ELISA 

 OTA ردیف

(μg/kg) 

AFB1 

(μg/kg) 

OTA 

(μg/kg) 

AFB1 

(μg/kg) 

1 ND 11/4 ND 11/4 

1 ND 77/5 ND 12/6 

3 ND 22/7 ND 12/9 

4 ND 26/1 ND 92/1 

5 91/2  02/2 22/1  12/1 

6 20/1  12/1 15/1  52/1 

7 ND 52/12 ND 72/11 

0 ND 52/14 ND 22/15 

9 ND 22/11 ND 02/13 

12 15/1  91/2 41/1  52/1 

11 ND 70/4 ND 46/5 

11 ND 62/5 ND 12/7 

13 ND 17/6 ND 52/7 

14 ND 06/3 ND 02/4 

15 ND 95/4 ND 12/5 

16 ND 12/4 ND 32/5 

17 ND 11/1 ND 22/3 

10 ND 62/3 ND 72/4 

19 ND 72/1 ND 02/1 

12 17/1  04/2 35/1  52/1 

11 ND 92/1 ND 52/4 

11 ND 92/3 ND 22/5 

13 74/2  42/2 01/2  12/1 

14 06/1  22/1 92/1  62/1 

15 ND 92/1 ND 32/1 

16 ND ND ND 12/1 

17 ND ND 59/2  92/1 

10 ND ND 61/2  42/1 

 

در  ELISA و   HPLCدو روش بدين  ارتبداط      

 6در شدکل    OTA و AFB1 سدطوح اندداز  گيدري   

 ارتبداط  از نظدر آمداري   .مورد بررسدی قدرار گرفدت   

 و AFB1 مددیک آندداليز هددر دو روش در بددين خددوبی

OTA  بددراي  ) مشدداهد  شدددAFB1  575/0 =r
و  2

OTA 547/0= r براي
همبستگی بدسدت آمدد     اما ( 2

 OTAتدر و بدالاتر از    دقيد   AFB1در انداز  گيري 

 بود.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
در آناليز  ELISAو  HPLCهمبستگي روشهاي  -3شكل 

 Aو اكراتوكسين  B1آفلاتوكسين 

ppb OTA by HPLC

p
p

b
 O

TA
 b

y
 E

LI
S

A

2.01.51.00.50.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

Y = 0/469 + 0/794 X 

 r2 = 0/947         n = 8 

 

ppb AFB1 by HPLC

p
p

b
 A

FB
1

 b
y

 E
LI

S
A

1614121086420

16

14

12

10

8

6

4

2

0

Y = 0/862 + 1/02 X 

 r2 = 0/979    n = 28  
  



 402                                                در فلفل قرمز ایراني  Aو اكراتوكسین  B1در تعیین آفلاتوكسین  HPLCو  ELISAمقایسه دو روش 

 در روش کددايبنتدداي  مثبددت  زمددون،نموندده مددورد آ 63 از

ELISA بددراي  نموندده 6 درAFB1  نموندده بددراي   8و در

OTA حداوي  فلفدل  نشان داد  شد  است کده  . آمد دست به

)شدانتا   آفلا توکسين متصدل مدی شدوند    به که است موادي

 توسددط OTA غيرمسددتقيم بددرآورد در و همچنددين (5555

ELISA  (8000)تيرومالا و همکاران  دخالت دارندنيز  . 

ELISA          بر پايه واکن  آنتی ژن بدا آنتدی بدادي

استوار است امدا آنتدی بدادي هدا اغلد) بدا ترکيبدات        

نشدان مدی   واکن  متقداطع  مشابه با مايکوتوکسينها 

 .  (8001)ژن  و همکاران  دنده

 

 آزموننمونه مورد  33در  ELISAو  HPLCحاصل از  Aو اكراتوكسين  B1آفلاتوكسين محدوده  -2جدول 

 میانه

(μg/kg)  

SD±میانگین
a
 

(μg/kg) 

 محدوده

(μg/kg) 

نمونه های 

 (%) مثبت

 مایکوتوکسین روش آزمون

06/3  17/4 ± 61/3  4/2 - 5/14  15( 4/69% ) HPLC AFB1 

52/1   40/1  ± 61/2  74/2 - 17/1  6 ( 7/16% ) HPLC OTA 

36/4  77/4 ± 79/3  1/1 - 2/15  10( 0/77% ) ELISA AFB1 

12/1  35/1 ± 72/2  59/2 - 35/1  0( 1/11% ) ELISA OTA 

انحراف معیار
 a
  SD: 

 

 نمونه مورد آزمون 33در  ELISAو  HPLCحاصل از  Aو اكراتوكسين  B1آفلاتوكسين توزيع  -3جدول 

 

(μg/kg) توزیع فراوانی نمونه ها    

 

 

نمونه های 

 مثبت )%(

 

 

 روش آزمون

 

 

 مایکوتوکسین
≥15 

 

12-15 

 

5-12 

 

LOD-5 ND 

- 3 4 10 11 15( 4/69% ) HPLC AFB1 

- - - 6 32 6( 7/16% ) HPLC OTA 

1 1 0 17 0 10( 0/77% ) ELISA AFB1 

- - - 0 10 0( 1/11% ) ELISA OTA 

 

 ELISA نتدداي  مثبددت و منفددی کددايب در اسددتفاد  از روش 

 ELISAبدا روشدهاي    در ارتباطکه  مختلفیمحققان  توسط

)بيوار    استشدگزارش  فعاليت می کردندو کروماتوگرافی 

و کرسدددکا و  5554بددوش و همکدداران    ،5555و همکدداران  

ممکددن  ELISA. واکددن  مثبددت کددايب در (8005 فريزنيددوز

ترکيبات شيميايی مرتبط مانندد پدي     حضور ناشی ازاست 

، سداير متابوليدت هداي قدارچی و     OTAو AFB1سازهاي 

)سديدنهام و   ترکيبات موجود در ماتريس مواد غذايی باشدد 

نتاي  منفی کايب ممکن است مربوط به حد  و (5553 شفارد

 ELISAدر مقايسدده بددا روش  HPLCتشددخي  پددايين تددر 

 .  (8000)اونو و همکاران  باشد

 ELISA کده  داد نشدان  ارايه شد  در اينجانتاي       

 بدراي تعيدين   غربالگري روش يک می تواند به عنوان

 اسدتفاد   قرمدز  فلفدل  پودر در OTA و AFB1 وقو 

تعدداد   تجزيده و تحليدل   قادر بده  را اين روشزي شود

نسبتا کوتدا  زمدانی    يک دور  در ها نمونه زيادي از

 مثبدت و  بدردن نتداي    بدين  از می باشد اما به منظور

، نتاي  بدست آمدد  توسدط ايدن     منفی کايب حاصله

 ماننددد کرومدداتوگرافی روشددهايروش بايددد توسددط 

HPLC .تاييد گردد 

که ميدزان   ما نشان می دهد نتاي  مطالعههمچنين      

 در نمونه هاي مورد آزمون آفلا توکسين آلودگی به
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 بنابراين   اکراتوکسين بود  است آلودگی به ميزانبالاتر از

 ايدن ندو    زيست محيطی شرايط واريته و که دهد می نشان

مناس)  قارچ هاي مولد آفلاتوکسين رشد براي قرمز فلفل از

 آلدودگی  همچنين ، .است سينتر از قارچ هاي مولد اکراتوک

 عددم  نتيجده  در تواندد  آفلاتوکسين مدی  قرمز به فلفل بالاي

خشک کردن  مراحل و محصول برداشت در بهداشتی کنترل

در نمونده   شدد   مشداهد   آلودگی شدت ميزاناين آن باشد. 

 درميدزان آن   بدود  کده قطعدا     برداشدت  مراحل اوليه در ها

افزاي  خواهد  سازيفرآوري و يخير   شامل مراحل بعدي

 ،پايين تر باشدد  اوليه آلودگی هر چه ميزان بنابراين ،يافت. 

 .بالاتر خواهد بود محصول نهايی ايمنی

تاييدد برخدی    در پدژوه  حاضدر   نتداي   به طدور کلدی ،       

 و آفلاتوکسددين  حضددور  ديگددر،  هدداي  زارشگدد

، هرچندد کده   ادويده هدا نشدان مدی دهدد      را در اکراتوکسدين 

 روي بدر  بيشدتر مطالعدات ديگدر    ،مدا  مطالعده  خدلاف  بدر 

شدد    انجدام  سدطح بدازار   جمدع آوري شدد  از   هداي  نمونه

 تداثير بددليل اينکده    توسدط آنهدا   و نتاي  اعدلام شدد    است

 نگهدداري پدس  دور   و رطدوبتی  دمدايی  ،زمدانی  شدرايط 

ورد آبددر ،لحددان نگرديددد  اسددت   در آنهددابرداشددت  از

در ا مايکوتوکسددين هدد و ميددزان حضددوردقيقددی از احتمددال 

نشددان در مراحددل ابتدددايی برداشددت  را ادويدده هددا  

   .نمی دهد

 

 نتيجه گيري

کشددت و برداشددت بيشددتر ادويدده هددا در مندداط        

 گرمسيري و نيمه گرمسيري در شرايط بد بهداشدتی 

اين شرايط نامناسد) بدراي سدنتز     صورت می گيرد.

مسددتعد اسددت   Aاکراتوکسددين  و 5Bآفلاتوکسددين 

، فدرآوري  برداشدت و روش بنابراين ، شرايط رشدد،  

پس از برداشدت بايدد    مراحلو شرايط يخير  سازي 

مايکوتوکسدينها   خطر حضوربه منظور جلوگيري از 

 عدلاو  بدر ايدن ،    کنتدرل گدردد.  به دقت ها ادويه  در

ارايده   توليد کنند  برايبايد  نيز برنامه هاي آموزشی

 همبسدتگی  ELISA روشاز طدرف ديگدر،     .گدردد 

  روش در نتيجددهان داد نشدد HPLC خددوبی بددا 

ELISA  ) قابليت اطمينان،سرعت سادگی ،به دليل ، 

 تعيدين  در می تواندد ) و غير  بودن مقرون به صرفه

قدرار    استفاد مورد ادويه در مايکوتوکسينها آلودگی

 .گيرد
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