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  چکیده
هاي استفاده از ستونسازي با روش خالصهدف از انجام این مطالعه مقایسه دو 

، B1 هايگیري آفلاتوکسینفانکشنال (مایکوسپ)، براي اندازهافینیتی و مولتی ایمینیو
B2 ،G1  وG2 کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا  توسط(HPLC)  در فلفل سیاه، فلفل

 سم تهیه و با مقادیرهاي فلفل سیاه، سفید و قرمز عاري از نمونه سفید و فلفل قرمز بود.
با استفاده از هر سازي گرم بر گرم از هریک از سموم آلوده شدند. خالصنانو  10و  5، 1

-بازیابی سم به هر دو روش اندازه افینیتی و مایکوسپ انجام و مقداردو ستون ایمونو
دو  نمونه به هر 6ها در هر گیري شد. شش نمونه فلفل نیز از بازار تهیه و آفلاتوکسین

ها با استفاده از آنالیز واریانس تجزیه و گیري شدند. دادهاندازه سازي وروش خالص
 8/69± 6/6تحلیل شد. بازیابی سموم با استفاده از ستون ایمونوافینیتی در محدوده 

بود. براي ستون مایکوسپ نیز مقادیر بازیابی  B1براي سم  5/101±7/5و  G2براي سم 
بود. بررسی آماري نشان داد  B1براي سم   0/97±8/8و  G2براي سم  9/70±4/3بین 

هاي حقیقی گیري شده در نمونهداري بین مقادیر بازیابی و سموم اندازهاختلاف معنی
  با هر دو روش وجود نداشته و هر دو روش نیز از کارآیی کافی برخوردارند.

  16/12/93تاریخ دریافت: 
  03/05/94تاریخ پذیرش: 

  
  کلیدي ي ها  واژه

  آفلاتوکسین
  افینیتیایمونو
  فلفل

  فانکشنالمولتی

  مقدمه
-هستند که بهها متابولیت ثانویه کپکها آفلاتوکسین

و  آسپرژیلوس فلاووسهاي ویژه توسط برخی گونه
تولید شده  آسپرژیلوس پارازیتیکوسهاي اغلب گونه

)Ali, 2014 ییمواد غذا خوراك دام و) و سبب آلودگی 
متعددي از جمله موقعیت جغرافیایی، عوامل شوند. می

نوع فراورده غذایی، فرآیند تهیه مواد غذایی، شرایط 
و شدت برروي تولید آفلاتوکسین انبارداري و غیره 
 ).Zinedin et al., 2006ثرند (آلودگی آن مؤ

زایی، ، جهشییزاها به علت اثرات سرطانآفلاتوکسین
 وهسته و میتوکندري کبد  DNAقابلیت اتصال به 

نسبت به سایر سموم قارچی از ، ایجاد مسمومیت حاد
 ,.Khayoon et al( هستند اهمیت بیشتري برخوردار

، B1ها عبارتند از چهار نوع مهم آفلاتوکسین .)2012

B2 ،G1  وG2  که در بین آنهاB1 تر از همه خطرناك
زایی آن در انسان و حیوان به اثبات رطاناست زیرا س

یی ). مواد غذاYilmaz & Aluc, 2014رسیده است (
هاي لبنی، ادویه جات، بسیاري از جمله غلات، فراورده

توانند به  ها و خوراك دام میقهوه، خشکبار، انواع مغز
). با Wacoo et al., 2014( آفلاتوکسین آلوده گردند

در سلامت انسان، کنترل  توجه به اهمیت این سموم
هاي سریع، حساس، منابع آلودگی با استفاده از روش

-رزان قیمت اهمیت بسیاري دارد. بهقابل اعتماد و ا
اي بر روي مین دلیل هر ساله تحقیقات گستردهه

-گیري این سموم در مواد غذایی انجام مینحوه اندازه
-گیري مایکوتوکسینهاي اندازهطور کلی روششود. به

هاي شوند. گروه اول روشها به دو گروه تقسیم می
که هستند  (ELISA)ایمونولوژیکی مانند روش الایزا 
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هاي خاص سموم بادياساس آنها بر استفاده از آنتی
این  ).Riordan &Wilkinson, 2008استوار است (

ها کابرد بسیاري دارد اما دقت آن به حد کافی روش
ییدي همراه هاي تأبا روشباید                   ًبالا نبوده و عموما 

گذاري آن به دلیل نیاز به گرمخانه باشند و علاوه بر
 ,.Turner et alگیر هستند (وقت                 ًطولانی مدت، عموما 

هاي کروماتوگرافی مانند ). گروه دوم روش2009
کروماتوگرافی مایع ) و TLCکروماتوگرافی لایه نازك (

 ,.Zheng et alباشند (می )HPLCبا کارآیی بالا (

عنوان نمودند که ) 1390). سالاري و همکاران (2005
داراي ضریب تغییرات بالایی بوده و بیشتر  TLCروش 

جاز بالاتر باشد کاربرد در مواردي که آلودگی از حد م
ها ترکیباتی هستند که طور کلی آفلاتوکسیندارد. به

خاصیت فلوئورسنتی دارند و بر اساس همین خاصیت 
همراه با آشکارساز فلورسانس  HPLCبیشتر با روش 

). گرچه این Shephard, 2009شوند (گیري میهانداز
گیر و گرانقیمت بوده و مراحل             ً    ها نیز عموما  وقتروش

 تهیه نمونه نیز پیچیده و طولانی است اما به دلیل
گیري اي در اندازهدقت بسیار بالا، استفاده گسترده

کروماتوگرافی به  هايها دارند. در روشمایکوتوکسین
زي ساراج سم از نمونه، از یک روش خالصدنبال استخ

 ,.Chen et alشود (نیز براي تغلیظ سم استفاده می

ها بیشتر با استفاده از سازي نمونه). خالص2005
 ) وMultifunctionalفانکشنال (هاي مولتیستون
شود. در ) انجام میImmunoaffinityافینیتی (ایمونو
اي مولتی فانکشنال، مایکوتوکسین از ستون هستون

-گر در ستون باقی میر داده شده و مواد مداخلهعبو
عنوان یک مانند. از این روش در گزارشات و مقالات به 

عنوان یک روش مورد قبول روش مناسب یاد شده و به
 & Odhavنیز پذیرفته شده است (  AOACدر 

Naicker 2002سازي ها در خالص). این ستون
هاي غذایی، به استثناي شیر، ها در نمونهمایکوتوکسین

کابرد بسیاري دارند زیرا استفاده از آنها ساده بوده و 
کلروفرم براي  هاي سمی ماننددر آنها از حلال

شود. اساس سازي استفاده نمیاستخراج و یا خالص
وش مشابه ر             ًافینیتی کاملا هاي ایمونوکار در ستون

هایی است که روي باديو ستون حاوي آنتیالایزا بوده 
-اي تثبیت شده اند. در طی عمل خالصیک سطح ژله

ل شده و بادي متصسازي مایکوتوکسین به آنتی

-باديشود. از آنجا که آنتیناخالصی از ستون خارج می
اختصاصی         ًها کاملا ها براي آنتی ژن میکروارگانیسم

ر قابل اعتماد هستند، بازیابی روش بالا بوده و بسیا
ها وجود دارد اي که در این روشهستند. اشکال عمده

افینیتی هاي ایمونواین است که استفاده از ستون
 گیر بوده و به دقت زیادي نیاز دارند و در صورتیوقت

ابی سموم متغیر خواهد که از کنترل خارج شوند، بازی
بار مصرف بوده و ها یکبر آن این ستون بود. علاوه

بسیار گران هستند و به همین دلیل در برخی از 
گیري هاي اندازهکارخانجات مواد غذایی، آزمون

  شود. ها انجام نمیآفلاتوکسین
هاي مواد غذایی جات یک گروه از افزودنیادویه

هستند که به دلیل فرآیند تهیه مانند خشک کردن در 
معرض آفتاب و هواي آزاد و همچنین نگهداري 

دت در انبار، در معرض آلودگی به طولانی م
گیرند. محققان گزارش نمودند ها قرار میآفلاتوکسین
جات سلامت ها از طریق آلودگی ادویهآفلاتوکسین

). بر Colak et al., 2006کنند (انسان را تهدید می
اساس استاندارد اتحادیه اروپا حد مجاز آفلاتوکسین 

B1 5ات به ترتیب جها در ادویهو مجموع آفلاتوکسین 
  ). EC, 2002گرم بر گرم می باشد (نانو 10و 

تري جات انواع فلفل استفاده گستردهویهدر بین اد
از گستره آلودگی میکروبی بالاتري نیز               ًداشته و معمولا 

پس از طبخ و به          ًها معمولا برخوردارند. این افزودنی
هاي حرارتی غذاي آماده مصرف افزوده شده و فرآیند

بنابراین کنترل آلودگی در آنها  ،کنندتحمل نمیرا 
). با توجه به اینکه Jalili et al., 2012اهمیت دارد (

هاي این مواد حاوي ترکیبات رنگی هستند، روش
ت. لذا در سازي آنها کمی مشکل اساستخراج و خالص

سازي با استفاده از ستون این مقاله دو روش خالص
مولتی فانکشنال براي  هايافینیتی و ستونایمینیو

) در فلفل B1, B2, G1, G2ها (گیري آفلاتوکسیناندازه
  سیاه، فلفل سفید و فلفل قرمز مقایسه شدند. 

  هامواد و روش
  هامواد شیمیایی و معرف

 1000محلول استاندارد اولیه سموم آفلاتوکسین (
و  G1 و  B1هاي لیتر ازآفلاتوکسیندر میلی گرمنانو

و  B2هاي لیتر از آفلاتوکسینگرم در میلینانو 300
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G2 متانول از شرکت50) در محلول % Bellefonte, 
Supelco  هاي خریداري شد. براي تهیه محلولآمریکا

هاي استاندارد، حجم معینی از کاري و محلول
% رقیق شد. 50استاندارد اولیه با مقدار کافی متانول 

با الیاف ، کاغذ صافی محلول فسفات بافر سالین
کاغذ صافی )، AH934( متريسانتی 11اي شیشه
افینیتی و متر، ستون ایمونوسانتی 24دار با قطر چین

) از AflaZon #226فانکشنال (مایکوسپ مولتی
خریداري  Vicam   (Watertown, MA, USA)شرکت
استونیتریل و متانول و سدیم کلراید با درجه شدند. 
مرك  کروماتوگرافی نیز از شرکتمناسب براي خلوص 

(Darmstadt, Germany)  .تهیه شدند  
  

  دستگاهوري
 Waters(دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا 

600, Milford, MA, USA( مجهز به پمپ ،
)WatersTM 600E(دستگاه گاز ،) زداAF تزریق ،(

ساز و یک آشکار )waters 717(کننده خودکار 
 365با طول موج تهییج  (waters 2475)فلورسانس 

متر در این آزمایش به کار نانو 435متر و نشر نانو
 )LC Purospher( ستون کرماتوگرافی مایعگرفته شد. 

C18 متر و قطر میلی 250×6/4با ابعاد  فاز معکوس
نیز تهیه شد.  (Staffordshire, UK)متر میکرو 5ذرات 
شیمیایی مدل نیز از نوع فوتو ستوناز ساز پس مشتق

PHRED هاي بود. ترکیب فاز متحرك براي نمونه
 درصد17افینیتی شامل استخراج شده با ستون ایمینو

آب بود  درصد 54متانول و درصد  29نیتریل، استو
)Jalili et al., 2010( هاي استخراج شده و براي نمونه

 27نیتریل، استو درصد 8با ستون مایکوسپ شامل 
 ,.Akiyama et alآب بود ( درصد 65متانول و  درصد

2001.( 
پور صاف یفاز متحرك ابتدا با استفاده از صافی میل

لیتر در دقیقه از دستگاه و سپس با سرعت یک میلی
ها با توجه به وگرافی عبور داده شد. آفلاتوکسینکرومات

زمان بازداري شناسایی و با استفاده از رسم منحنی 
 Zinedine(سیون به دقت تعیین غلظت شدند کالیبرا

et al., 2006.( از دستگاه سانتریفیوژ )Sartorius AG, 

Goettingen, Germany ( کنو مخلوط )Waring, 

Torrington, USA( .نیز استفاده شد  

ها با استفاده از ستون سازي آفلاتوکسینخالص
  #226 سپکویما

دستورالعمل ها بر اساس روش ذکر شده در نمونه
ستخراج شدند. به این استفاده از ستون مایکوسپ ا

گرم از  25ها ابتدا به دقت آسیاب شدند. منظور نمونه
 200شد و به یک بالن حجمی  هر نمونه به دقت وزن

لیتر حلال میلی 100لیتري منتقل و به آن میلی
) درصد 16) و آب (درصد 84مخلوط استونیتریل (

دقیقه به خوبی مخلوط شد. این  3افزوده و به مدت 
) Whatmanمخلوط سپس از کاغذ صافی واتمن (

لیتر از میلی 10عبور داده شده و  AH934-شماره 
با سرعت  #226تون مایکوسپ محلول زیر صافی از س

لیتر در دقیقه عبور داده شد. سپس عصاره میلی 2
خالص شده پس از عبور از ستون، با استفاده از جریان 

ن تبخیر و کاملا خشک شد. به عصاره خشک نیتروژ
خوبی به لیتر متانول اضافه و بهمیکرو 200شده مقدار 

حل گردد. از  هم زده شد تا سم خشک شده در متانول
لیتر به دستگاه کروماتوگرافی میکرو 20این محلول 

تزریق شد. محلول آماده قبل از تزریق به دستگاه از 
  داده شد.میکرون عبور  45/0کاغذ صافی 

  
ها با استفاده از ستون سازي آفلاتوکسینخالص
  افینیتیایمونو

گرم  5/2آسیاب شده با                        ًگرم نمونه فلفل که کاملا  25
لیتري میلی 250د سدیم به یک بالن حجمی کلری

 درصد 70لیتر محلول متانول میلی 100منتقل شد و 
 3کن به مدت اضافه شده و با استفاده از مخلوطبه آن 

-شد. سپس محلول از کاغذ صافی چین دقیقه همگن
ز آن به یک ارلن لیتر امیلی 5دار عبور داده شد. 

لیتر نیز محلول فسفات بافر سالین میلی 20منتقل و 
دقیقه با سرعت  10به آن اضافه شد. محلول به مدت 

دور در دقیقه سانتریفیوژ شده و سپس با  10000
-با الیاف شیشه AH934استفاده از کاغذ صافی واتمن 

لیتر از محلول صاف میلی 10اي صاف شد. پس از آن 
-لیتر در دقیقه  ازستون ایمونومیلی 1شده با سرعت 

لیتر آب مقطر میلی 20ینیتی عبور داده شد. سپس اف
سم متصل زدایی شده نیز از ستون عبور داده شد. یون

 5/1 بادي در درون ستون توسط عبورشده به آنتی
یک متانول از داخل ستون شسته و درون  یترلمیلی
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آب رقیق  لیترمیلی 5/1 آوري و باجمع شیشه کوچک
لیتر به دستگاه میکرو 20از این محلول . شد

کروماتوگرافی تزریق شد. محلول آماده قبل از تزریق 
میکرون عبور داده شد  45/0به دستگاه از کاغذ صافی 

Zinedine et al., 2006).(  
  

  سازي روشمعتبر
رد یک منحنی هاي استاندابا استفاده از محلول
-نانو 1 -  20اي در محدوده کالیبراسیون شش نقطه

براي هریک از سموم رسم شد و  لیترگرم بر میلی
تعیین شد.  R2گیري مقدار بودن آن نیز با اندازهخطی

و حداقل مقدار  (LOD)حداقل مقدار قابل تشخیص 
با استفاده از روش نسبت  (LOQ)گیري قابل اندازه

پیک به نویز شناسایی شدند. به این ترتیب که حداقل 
-با ارتفاع سه برابر ارتفاع بلند مقداري از سم که پیکی
و سه برابر این  LODعنوان  ترین نویز تولید نمود به

در نظر گرفته شد. با توجه به  LOQعنوان  مقدار به
، (CRM)ار ددسترسی آسان به مواد مرجع گواهی عدم

ي فلفل هاگیري بازیابی هر دو روش، نمونهبراي اندازه
ه و سپس مقدار سازي شدعاري از سم با سموم آلوده

-گیري شد. به این ترتیب که نمونهسم در آنها اندازه
گرمی از فلفل سیاه، سفید و قرمز عاري از  25هاي 

 گرم بر گرم از هرنانو 10و  5، 1سم تهیه و با مقادیر 
سازي شدند. این آلوده G2و  B1 ،B2 ،G1از سموم  یک

ي تعیین مقدار با هر دو روش ها سپس برانمونه
 3سازي به آزمایشگاه منتقل شدند. هر آزمون خالص

-ازیابی و انحراف از معیار اندازهبار تکرار شد. مقادیر ب
گیري درصد پذیري روش با اندازهگیري شدند. تکرار

نشان داده شد. به این  (RSD%)انحراف معیار نسبی 
 2ها با گرمی از هریک از فلفل 25نمونه  5ترتیب که 

سازي شده و گرم بر گرم هر یک از سموم آلودهنانو
مرتبه در فواصل زمانی مشخص در طی یک  5سپس 

 دست آمدهازیابی آنها محاسبه شد. نتایج بهماه مقدار ب
اتحادیه اروپا  با مقدار استاندارد آن بر اساس استاندارد

)EC, 2006(  .مقایسه شد  
  

  بردارينمونه
سازي در هاي خالصیی روشآبراي اطمینان از کار

هاي فلفل که به ها در نمونهگیري آفلاتوکسیناندازه
نمونه (از هر نوع فلفل دو  6طور طبیعی آلوده هستند، 

و با استفاده از هر دو  نمونه) فلفل از بازار تهیه شده
ها و سپس مقدار آفلاتوکسینسازي شده روش خالص
  گیري شد. در آنها اندازه

  
  هاي آماريروش

ها با استفاده از آنالیز واریانس دو راهه نتایج آزمون
تجزیه و تحلیل شد. اثر نوع ستون بر میزان بازیابی در 

میزان بازیابی  هر سه نوع فلفل و اثر نوع فلفل بر
بررسی شد. تجزیه و تحلیل آماري با استفاده از نرم 

 ,PA., State College( 2/13نسخه  Minitabافزار 

USA( ها عدد انجام شد. در کلیه آزمونP تر از کم
  دار در نظر گرفته شد.به عنوان اختلاف معنی 05/0
  

  نتایج و بحث
  سازي روشمعتبر

 R2گرم بر گرم و بر حسب نانو LOQو  LODمقادیر 
آورده شده است.  1براي هر چهار نوع سم در جدول 

کالیبراسیون نشان خطی هاي در منحنی R2مقادیر 
-نانو 02/0بین  LODباشد. مقادیر ها میبودن منحنی

گرم بر نانو 08/0تا  B2و  B1گرم بر گرم براي سموم 
نیز مربوط  LOQمتغیر بود. حداکثر  G1گرم براي سم 

گرم بر گرم). نتایج مشابه نانو 24/0بود ( G1به سم 
 Cho etتوسط سایر محققین نیز گزارش شده است (

al., 2008 ،براي اطمینان از اختصاصی بودن روش .(
سه نمونه عاري از سم (نمونه شاهد) به دستگاه تزریق 
شد و هیچ پیکی در محدوده زمانی خروج پیک سموم 

گر در این دو مشاهده نشد به عبارتی پیک مداخله
  روش وجود نداشت. 
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با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا و  G2و  B1 ،B2 ،G1هاي گیري آفلاتوکسینش اندازهسازي رومعتبر - 1جدول 
  ساز فلورسانسآشکار

  LOD  آفلاتوکسین
 گرم بر گرم)(نانو

LOQ  
  گرم بر گرم)(نانو

R2  %RSD  
 (ایمونوافینیتی)

%RSD  
 (مایکوسپ)

B1 02/0  06/0  9998/0  28/3  49/3  
B2  02/0 06/0  9995/0  52/3  46/5  
G1  08/0 24/0  9992/0  20/4  03/4  
G2  05/0 15/0  9997/0  10/6  58/6  

LOD: حداقل مقدار قابل تشخیص  
LOQ  :حداقل مقدار قابل اندازه گیري  

%RSD: درصد انحراف از استاندارد نسبی  
  

سیاه، سفید و هاي فلفل مقدار بازیابی براي نمونه
گرم آلوده شده  گرم برنانو 10و  5، 1 قرمز که با مقادیر

- سازي با ستون مایکوسپ و ایمونوبودند پس از خالص
نشان داده شده است. بازیابی سموم  2افینیتی در جدول 

 8/69± 6/6افینیتی در محدوده با استفاده از ستون ایمونو
ده شده در موجود در فلفل قرمز آلو G2درصد براي سم 

درصد براي سم  5/101±7/5گرم بر گرم الی نانو 5سطح 
B1  گرم بر گرم از این نانو 10موجود در فلفل سیاه که با

دست آمد. براي ستون سازي شده بود، بهسم آلوده
درصد براي  9/70±4/3مایکوسپ نیز بازیابی بین مقادیر 

- نانو 5موجود در فلفل قرمز آلوده شده در سطح  G2سم 
موجود در  B1درصد براي سم  0/97±8/8گرم بر گرم و 

گرم از این سم آلوده شده گرم بر نانو 10فلفل سیاه که با 
دست آمده براي بازیابی با دست آمد. کلیه مقادیر ببود، به

%) 70- 110حدود تعیین شده در استاندارد اتحادیه اروپا (
پذیري ). تکرارEC, 2006مطابقت داشت (401 به شماره 

RSDr افینیتی بین در روش استفاده از ستون ایمونو

و در روش استفاده از ستون مایکوسپ  10/6الی 28/3
بود  G2و  B1به ترتیب براي سموم  58/6و  49/3بین 

  ). 2(جدول 
در هر دو روش هر چهار نوع آفلاتوکسین هم در 

ها به خوبی از هم جدا شدند. ها و هم در نمونهاستاندارد
ها با استفاده از سازي نمونهطور کلی وقتی خالصبه

احم که هاي مزافینیتی انجام شد، تعداد پیکمونوستون ای
شدند کمتر بوده، ساز شناسایی میتوسط آشکار

کروماتوگرام تمیز و شناسایی پیک مربوط به هر یک از 
). ترتیب خروج 1تر بود (شکل سموم نیز بسیار آسان

مشابه بود اما زمان بازداري کامل                 ًها از ستون کاملا پیک
هایی که با ستون مایکوسپ تخلیص هها در نمونپیک

ها تخلیص شده دقیقه بیشتر از نمونه 4دند حدود شده بو
ناشی                                 ًافینیتی بود که این موضوع احتمالا با ستون ایمونو

  باشد.از تفاوت در فاز متحرك مورد استفاده می
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افینیتی و مایکوسپ (سه سازي شده با استفاده از دو ستون ایمونور حسب درصد از سه نوع فلفل آلودهمقدار بازیابی  سموم ب - 2جدول 
  تکرار)

 فلفل قرمز
 

 فلفل سیاه فلفل سفید

  کسینآفلاتو

- سطح آلوده
 عمديسازي 

گرم بر نانو(
 )گرم

  مایکوسپ
(mean ± SD)  

  افینیتیایمونو
(mean ± SD)  

  مایکوسپ
(mean ± SD)  

  افینیتیایمونو
(mean ± SD)  

  مایکوسپ
(mean ± SD)  

  افینیتیایمونو
(mean ± 

SD) 
  

1/87±4/6 4/83±5/5 8/86±4/6  5/77±8/5 97 ± 8/5 5/101 ±6/4 B1   
1 8/87±0/6 4/78±9/4 7/76±1/4 6/82±6/4 9/82±6/4 2/95 ±3/2 B2 

7/79±5/2 5/74±2/6 3/76±8/5 2/75±9/3 5/83±9/3 3/84 ±7/1 G1 
1/76±6/3 7/78±1/5 3/72±1/3 7/72±5/4  

 
1/79±4/2 2/79 ±6/1 G2  

 

5/84±9/4 6/92±1/4 1/84±0/4 6/91±0/3 5/85±5/6 4/96 ±8/5 B1   
5 3/80±0/4 5/80±8/2 3/77±2/4 6/91±2/5 0/76±0/6 4/76 ±8/4 B2 

9/76±3/5 0/77±8/5 5/72±6/3 1/75±6/6 2/86±0/3 7/83 ±9/5 G1 
3/78±7/3 8/69±6/6 9/70±4/3 1/72±9/3  

 
3/72±1/3 0/74 ±6/4 G2  

 

5/87±7/5 3/90±6/2 8/91±9/3 8/93±5/4 3/95±0/7 5/101 ±7/5 B1   
10 8/84±6/3 6/87±7/3 8/93±2/5 0/95±9/5 0/74±0/4 1/77 ±0/5 B2 

1/81±4/6 9/77±4/4 4/80±6/3 5/73±7/4 3/86±5/5 6/84 ±1/6 G1 
1/83±4/5 0/77±8/3 6/72±9/3 6/73±8/5 7/78±0/4 1/82 ±0/5 G2 

  
دار نبود ماري نشان داد اثر نوع ستون معنینتایج آ

)05/0 <P(. عبارتی تفاوتی بین مقادیر بازیابی سموم به
B1 ،B2 ،G1  وG2  از فلفل سیاه، سفید و قرمز چه با

استفاده از ستون مایکوسپ و چه با استفاده از ستون 
افینیتی وجود نداشت. میانگین بازیابی هر چهار نوع ایمونو

سازي شده و براي هر سه نوع در سه غلظت آلوده سم
آزمون) با استفاده از ستون  108فلفل با سه تکرار (

درصد و براي ستون مایکوسپ  18/81بر افینیتی براایمونو
هاي دست آمد. همچنین بر اساس یافتهدرصد به 62/79

ثیر بود، به تأع نمونه نیز در مقدار بازیابی بیآماري اثر نو
از  G2و  B1 ،B2 ،G1این مفهوم که بین بازیابی سموم 

داري وجود اختلاف معنی ل سیاه، سفید و قرمزفلف
- سازي و اندازهو هر دو روش خالص )P >05/0(نداشت 

مناسب بودند. این موضوع  گیري براي هر سه نمونه فلفل
- آیند استخراج و به دنبال آن خالصدهد که فرنشان می

فینیتی اثر اسازي با ستون مایکوسپ و یا ستون ایمونو
ها را به خوبی حذف نموده است. گررنگ و یا سایر مداخله

بود و کمترین  B2و  B1بیشترین بازیابی مربوط به سموم 
نگین بود. میا G2و  G1مقدار بازیابی مربوط به سموم 

سازي براي سموم به ترتیب بازیابی در کلیه سطوح آلوده
 درصدB2 ،5/ 75براي  درصد B1 ،1/86براي  درصد 6/87

  محاسبه شد.  G2براي  درصد72 /4و  G1براي 
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افینیتی. (ب) با گرم بر گرم از سموم آفلاتوکسین (الف) با استفاده از ستون ایمونونانو 1کروماتوگرام فلفل قرمز آلوده شده با   - 1شکل 

  استفاده از ستون مایکوسپ 
  

دست آمده در این تحقیق با نتایج مقادیر بازیابی به
و همکاران در  Fazekasداشت. سایر محققین مطابقت 

درصد را  75و  1/83، 3/85، 25/81مقادیر  2005سال 
- از ادویه G2و  B1 ،B2 ،G1به ترتیب براي بازیابی سموم 

افینیتی گزارش نمودند جات و با استفاده از ستون ایمونو
)Fazekas et al., 2005 در یک تحقیق مشابه مقدار .(

، سفید و هاز فلفل سیا G2و  B1 ،B2 ،G1بازیابی سموم 
گرم بر گرم هر یک از سموم نانو 10قرمز آلوده شده با 

از ستون  درصد گزارش شد. در این روش 80- 85بین 
سازي استفاده شده بود براي خالص #228مایکوسپ 

)Akiyama et al., 2001 در پژوهش دیگري بازیابی دو .(
از فرآورده ذرت و بادام زمینی  B2و  B1سم آفلاتوکسین 

الی  2/94با استفاده از ستون مایکوسپ در محدوه 
  .)Hong et al., 2010درصد گزارش شد ( 6/107
  

  هاي حقیقینتایج آنالیز نمونه
گیري ان از کفایت هر دو روش در اندازهبراي اطمین

 2(از هر نوع فلفل  نمونه  فلفل 6حقیقی،  سموم در نمونه
با  ها در آنهانمونه) از بازار تهیه شده و مقدار آفلاتوکسین

). 3گیري شد (جدول استفاده از هر دو روش اندازه
داري بین مقدار ررسی آماري نشان داد اختلاف معنیب

هاي واقعی نیز با استفاده گیري شده در نمونهسموم اندازه
 B2و  B1ها به سم وجود نداشت. کلیه نمونه ز دو روشا

در یک نمونه فلفل  B1آلوده بودند. حداکثر آلودگی به 
 4گرم بر گرم). در نانو 73/11±55/0سیاه مشاهده شد (

ها از حد نمونه مورد آزمون مقدار آفلاتوکسین 6نمونه از 
 ,ECمجاز اعلام شده بر اساس استاندارد اتحادیه اروپا (

 تر بود.) بالا2002
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 گرم بر گرم)(بر حسب نانو HPLCگیري شده با روش شده از بازار مصرف اندازه نمونه فلفل تهیه 6ها در مقدار آفلاتوکسین - 3جدول 
  افینیتیستون ایمونو
 

  نمونه ستون مایکوسپ

G2 G1 B2 B1 G2 G1 B2 B1  

< LOQ 21/0±49/2 43/0±62/1 1/0±35/3 < LOQ 18/0±61/2 09/0±27/1 22/0±20/3 
فلفل 
  1سیاه 

06/0±18/1 < LOQ 27/0±24/3 77/0±25/12 08/0±31/1 < LOQ 12/0±65/2 55/0±73/11 
فلفل 
 2سیاه 

< LOQ 18/0±18/1 17/0±15/3 25/0±14/7 < LOQ 07/0±29/1 1/0±0/3 17/0±42/7 
فلفل 
 1سفید 

< LOQ < LOQ 07/0±50/4 46/0±59/5 < LOQ < LOQ 14/0±50/4 59/0±89/5 
فلفل 
 2سفید 

19/0±63/1 11/0±33/1 23/0±54/2 14/0±51/4 06/0±38/1 17/0±41/1 11/0±68/2 06/0±55/4 
فلفل 
 1قرمز 

11/0±93/0 22/0±32/2 21/0±43/1 14/0±52/5 09/0±81/0 18/0±32/2 22/0±48/1 09/0±31/5 
فلفل 
 2قرمز 

  
  گیرينتیجه

گیري اي این پروژه نشان داد که اندازههیافته
ها در سه نوع فلفل سیاه، سفید و قرمز با آفلاتوکسین

افینیتی و ستون مایکوسپ به استفاده از ستون ایمونو
کارآیی کافی آسانی مقدور بوده و هر دو روش نیز از 

ایکوسپ زمان مورد برخوردار هستند. استفاده از ستون م
ها را کاهش داده و کاربرد آن سازي نمونهنیاز براي خالص

تر است. زیرا در روش استخراج با استفاده از ستون آسان
شود. سرعت عبور مرحله سانتریفیوژ حذف میمایکوسپ 

ستون  تر ازل از ستون مایکوسپ دو برابر سریعمحلو

افینیتی بوده و علاوه بر آن پس از عبور محلول ایمونو
لیتر آب میلی 20افینیتی باید با حاوي سم، ستون ایمونو

که ستون مایکوسپ  زدایی شده شسته شود در حالییون
به این مرحله نیز نیازي ندارد. از سوي دیگر ستون 

دهد. تري به دست میافینیتی کروماتوگرام تمیزایمونو
دقت هر دو روش یکسان است. در استفاده از ستون 

 B1افینیتی، بیشترین درصد بازیابی مربوط به سم ایمینو
بود. کمترین مقدار بازیابی نیز در هر دو ستون مربوط به 

را  LODکمترین مقدار  B2و  B1بود. دو سم  G2سم 
  نشان دادند.
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Abstract 

The purpose of this study was to compare two clean-up methods i.e. immunoafinity and 
multifunctional (MycoSep) columns in determining aflatoxins (B1, B2, G1 and G2) in black, 
white and red pepper samples with high performance liquid chromatography (HPLC). Blank 
samples of black, white and red pepper were spiked with 1, 5 and 10 ng/g of the toxins. The 
spiked samples were cleaned up by applying MycoSep and immunoaffinity and recovery values 
were determined. Preparing six samples of pepper from the market, aflatoxins were measured 
by both of the  clean-up methods in each of the  afore mentioned samples. Data were analysed 
by analysis of variances. When the immuniaffinity column was applied, the recovery values 
ranged from 69.8±6.6 for G2 to 101.5±5.7 for B1. By applying mycocep column the recovery 
was ranging from 70.9±3.4 for G2 to 97±8.8 for B1. Data analysis showed that there were no 
significant differences between recovery values and mycotoxn content in real samples applying 
immunoaffinity or mycocep. Both methods were found effective. 
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