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 چکیده

ها و به شیر و محصولات لبنی منبع سرشاری از ترکیبات مغذی همچون پروتئین و کلسیم هستند برای انسان 

ا باشند. هی آفلاتوکسینتوانند یکی از منابع بالقوهخصوص کودکان هستند و از طرفی شیر و این محصولات می

مشتق  M1ط دنیا وجود دارند.. آفلاتوکسین ها ترکیباتی به شدت سرطانزا هستند که در بسیاری از نقاآفلاتوکسین

 می در شیر حیوان ترشح  AFB1که به دنبال بلع غذای آلوده به باشد می  B1 ی آفلاتوکسینمونو هیروکسیله

 شود.

های پاستوریزاسیون و استرلیزاسیون و اینکه تهدید جدی برای در برابر پروسه AFM1اهداف: با توجه به پایداری 

ی خواص رود، هدف اصلی از انجام این تحقیق معرفی یک روش سریع بر پایهسلامت انسان به شمارمی

 هم نیازمندکه  HPLC به جای روش AFM1به منظور تعیین حضور ایمونوکروماتوگرافی در سطح حد مجاز ایران، 

د. در باشمی آنالیزی است، روش یی بالای اجراو هزینه افینیتیفرایند استخراج و خالص سازی با ستون ایمونو

های شیر هندر نمو AFM1سنجی هر دو روش غربالگری و تاییدی به منظور تعیین حضور ق پس از اعتباراین تحقی

 ۱۰های متفاوت و همچنین تعداد استوریزه از برندنمونه شیر استرلیزه و پ ۳۰موجود در بازار شهر تهران، تعداد 

 آوری و توسط هر دو روش آنالیز شدند.  های سطح شهر جمعنمونه شیر خام گاو از شیرفروشی

خطی بوده و ضریب  ng/ml 5/2- 05/0ی نتایج: بر اساس نتایج به دست آمده منحنی کالیبراسیون در محدوده

( و حد LODگین درصد بازیافت در دامنه بین................. بوده است. حدشناسایی )همبستگی برابر.....بوده است. میان

( به ترتیب برابر ........و ...... بوده است. نتایج حاصل از اعتبارسنجی روش سریع از نظر صحت و LOQکمی سازی )

به منظور تعیین ی دو روش تایید شدند. پس از اعتبارسنج  HPLCتکرارپذیری نتایج به خوبی توسط روش تاییدی 

 که نتایج نشان داد......نمونه شیر پاستوریزه بررسی شدند  ۱۰نمونه شیر استرلیزه و  ۳۰تعداد AFM1 حضور 

 

 

 . HPLC  ، ایمونوکروماتوگرافی، M1کلمات کلیدی: شیر، آفلاتوکسین
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 مقدمه .۱-۱
 مها هستند، نقش مهمی را در یک رژیمحصولات لبنی منابع مناسبی برای کلسیم و پروتئین و یی که شیراز آنجا

با توجه به مصرف بالای شیر در تمام گروه های سنی و از طرفی  احتمال حضور  .[2, 1]کنندغذایی سالم ایفا می

قارچی شناسایی این سموم  ،B1 ی آلوده به آفلاتوکسینز علوفهی دام ای تغذیهدر شیر در نتیجه M1 آفلاتوکسین

طور عمده توسط دو دسته قارچ آسپرژیلوس فلاووس و ها بهآفلاتوکسین. اهمیت بسیاری پیدا کرده است

, 3]شوندتولید می  ۷٪درجه سانتیگراد و رطوبت بالای  ۳۴-۲۴آسپرژیلوس پارازیتیکوس در شرایط  دمایی بین 

بیشترین  B1ها آفلاتوکسین شوند که از بین آنطبقه بندی می  G2وB1،B2،G1هار گروهچبه  این سموم .[4

کبد و سرکوب سیستم ایمنی  و اثرات  جهش زایی، تراتوژنی، سرطانزایی خصوصاَ روی را داشتهشیوع و سمیت 

به مشتقات مختلفی  P450های میکروزومال پس از متابولیزه شدن در کبد توسط سیتوکروم  B1آفلاتوکسین .دارد

بار در شیر باشد و از آنجا که اولینمی  B1ی آفلاتوکسینمشتق مونوهیدروکسیله  M1آفلاتوکسین شود.تبدیل می

از طریق این سم  در واقعکه نامگذاری شده است.   Mتوکسین یافت شده است آفلاتوکسیندام آلوده شده با آفلا

 .[6, 5]به کازئین شیر در شیر ترشح می شوداتصال 

بر بودن نکه علی رغم برخورداری از دقت و صحت بالا به دلایلی چون زمل HPLCهای مرجعی چون با وجود روش

ها در  rapid test. به همین دلیل استفاده از شود میی بالا نیاز به روشی سریع و ارزان به شدت دیده و هزینه

های های سریع میتوان به روشاز جمله روش های آنالیزی قرار گرفته است.های اخیر بسیار مورد توجه حیطهسال

باشد ژن میروش اساس شناسایی آنالیت،  واکنش بین آنتی بادی و آنتیایمونوکروماتوگرافی اشاره کرد که در این 

باشد. از مزایای این روش میتوان به سرعت ژن در این روش همان آنالیت و سم مورد نظر میآنتیمنظور از که 

در  M1ن بیین حضور و یا عدم حضور آفلاتوکسبه تع ارزان بودن و آسانی آن اشاره کرد. که این روش قادربالا، 

 [8, 7]باشداست، می ppb ۱/۰که برابر  در شیر AFM1بالا و یا پایین حد مجاز  هایغلظت

 ها. مایکوتوکسین۱-۲

ها به عنوان مواد شیمیایی مشخص تولید اما شناسایی آن غلات دارند هایی دانهها قدمتی به اندازهینمایکوتوکس

واژه گردد. های اخیر بازمیرساند به دههها که به بدن انسان و دیگر جانوران آسیب میشده توسط قارچ

به معنی سم گرفته شده است.  Toxicum لاتین به معنی قارچ و لغت Mykeکوتوکسین از لغت یونانی مای
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تند در سم ضروری هسیو عملکرد نرمال ارگان شیمیایی هستند که برای زنده ماندن ترکیبات ،های اولیهمتابولیت

  .[9]باشندانویه ترکیباتی غیرضروری میهای ثلیتکه متابوحالی

ه توانند بهای بزرگ پس از خورده شدن میهای قارچکه بشر دانسته است برخی از گونه مدت زمان زیادی است

که وقوع پنداشتند می های اخیر نیز چنینعنوان یک خطر برای سلامتی انسان مطرح باشند، اما حتی تا زمان

رغم خطری برای سلامتی محسوب نمی شود. علی کپک زدگی بر روی غذا فقط یک مشکل زیبا شناختی است و

ران دامی پس از بح ۱۹۶۲ی مایکوتوکسین اولین بار در سال هواژ ، نیمه اول قرن گذشتهمطالعات فراوان طی 

آن را  که علت ،هزار بوقلمون آلوده از بین رفتند ۱۰۰شد که طی این واقعه نزدیک به  ایجاد شده در لندن ایجاد

 این مسئله .[11, 10])آفلاتوکسین( عنوان کردند قارچ آسپرژیلوس فلاووس یمتابولیت ثانویهبادام زمینی آلوده به 

ی زمانی بین از فاصله .حساس کردنیز ها های دیگر قارچیتمرگ بار بودن متابولامکان محققان را نسبت به 

زیرا که محققان بسیاری در . [12]ی طلایی مایکوتوکسین یاد کردمیتوان به عنوان دوره ۱۹۷۵تا  ۱۹۶۲های سال

وان ترکیب به عن ۴۰۰الی  ۳۰۰این دوره مشغول تحقیق و شناسایی این سموم قارچی شدند. امروزه حدود 

 .روندان و حیوان تهدید به شمار میبرای سلامت انس از آنهاگروه  ۱۲اند که نزدیک به مایکوتوکسین شناخته شده

 های ترکیبات سمی تولید شده توسط قارچها منشا قارچی دارند اما همهبا وجود اینکه تمام مایکوتوکسین

چی رمحصولات قا باشند.شوند در این امر هم هدف و هم غلظت متابولیت هردو مهم میمایکوتوکسین نامیده نمی

شوند. محصولات قارچی که برای ها سمی هستند همچون پنیسلین، آنتی بیوتیک نامیده مییکه برای باکتر

ی فیتوتوکسین به سموم تولید شده توسط گیاهان هم مربوط ، واژهنامندهستند فیتوتوکسین می گیاهان سمی

های حیوانی سمی ی گروهبرا غلظت پایینشوند و در ها تولید میوسط قارچتها و اما مایکوتوکسینشود می

 .[13]هستند

 هاطبقه بندی مایکوتوکسین .۱-۲-۱

مراحل مختلف کاشت، داشت و برداشت تواند در اثر  رشد قارچ در مزرعه طی ها هم میآلودگی به مایکوتوکسین

سازی هایی که منجر به آلودهاکثر مایکوتوکسینمحصول و هم در انبار بر روی محصولات ذخیره شده رخ دهد. 

 .بر سلامت انسان و حیوان هستند سوءات شوند سبب اثرمحصولات برداشت و انبار شده همچون غلات و علوفه می

سمی نیستند. از میان مایکوتوکسینهای ی متابولیت، تولید کنندههای رشد یافته بر روی گیاهانالبته تمامی قارچ

ها کسینباشند، این در حالی است که سایر مایکوتوالیت متابولیکی قارچ های خاصی میها تعداد معدودی حاصل فع

نوع مختلف  100نوع مایکوتوکسین که توسط  400شوند. تا کنون تقریبا ها ایجاد میی از قارچتوسط طیف وسیع

 اند.قارچی تولید می شوند، گزارش شده از گونه های مختلف

 معیارهای متفاوتی برای تقسیم بندی وجود دارد



14 
 

 طبقه بندی بر مبنای ساختار شیمیایی

 طبقه بندی بر مبنای منشا بیوسنتزی

 بندی بر مبنای اثرات بیولوژیکطبقه 

اند و ه خوبی شناخته شدههایی که باز میان مایکوتوکسین ،بندی بر مبنای گونه قارچی تولید کنندهو طبقه

  توانن ایجاد آلودگی در مواد غذایی میها از نظر ایجاد خطر برای انسان و سایر حیوانات  و همچنیهترین گرومهم

 ها و آلکالوئیدهایها، تریکوتسناکراتوکسینتوکسین،  T2ی نیوالنول، فومینیسن، زیرالنون، ، داکسهاآفلاتوکسین به

 .[14]ارگوت اشاره کرد

( و Cyclopiazonic acidاسید)( ، سیکلوپیازونیکPatulin) ها شامل پاتولینسایر مایکوتوکسین

در کل تماس با  .[15]شوندزا دسته بندی میهای مهم سمیتء گروه( می باشند که جزCitrininسیترینین)

دهد در باشد رخ میهای نگهداری و ذخیره سازی مناسب نمیها در مناطقی از جهان که روشمایکوتوکسین

 .[14]وجود ندارند حدود تماس قوانین زیادی برایشود و مناطقی که سو تغذیه یک مشکل محسوب می

 هاخواص عمومی مایکوتوکسین. ۱-۲-۲

 باشد:ها  به شرح ذیل میهای عمومی مایکوتوکسینویژگی

غذایی انسان  باشند که تحت شرایط مناسب  بر روی محصولاتای میهای رشتههای ثانویه قارچمتابولیت -

 شوند.و حیوانات تولید می

 باشند.های خطی میه ندرت هیدروکربنو بهستند حلقوی های هیدروکربن از نظر ساختمان غالباً -

ادر به ق ژنیک بوده از اینرود خاصیت آنتیتنهایی فاقه اکثراً وزن مولکولی پایینی دارند و به همین دلیل ب -

 حریک سیستم ایمنی میزبان نیستند.ت

 کسین،نفروتو نوروتوکسین، نظیرهپاتوتوکسین،به بافت هدف، تحت عناوین مختلفی  بر اساس تمایل -

 اند.نال توکسین و غیره نام گذاری شدهژنیتوتوکسین، درماتوکسین، گاسترواینتستی

آسیاب کردن و سایر اعمالی که بر روی مواد غذایی خام تا مراحل  حرارت، ی ماننددر مقابل عوامل فیزیک -

 باشند.مقاوم می ل می گردد،بسته بندی اعما

 شوند.مختلف باعث آلودگی مواد غذایی میزیرا تحت شرایط  زاهای بالقوه هستند،مسمومیت ءجز -

بطور  باشند.به ایجاد اختلالات مختلف می گروهی از آنها اثرات چندگانه دارند و علاوه بر مسمومیت قادر -

جنس فوزاریوم و  جنس پنی سیلیوم، ،آسپرژیلوسگروه اصلی شامل جنس  4های مولد سم به کلی قارچ

 .[16]گیرندجنس آلترناریا قرار می
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 زو مایکوتوکسیکوزی یزمایکوز .۱-۲-۳

شود نامیده می یزهایی می شود که مجموعا مایکوزمیزبان حیوانی سبب ایجاد بیماری بر رویرشد مستقیم قارچ 

هایی ها سبب ایجاد بیماریهای سمی قارچهای خوراکی، تنفسی و پوستی و.. با متابولیتدر حالی که انواع تماس

 نامیده می شود. یزشود که مجموعا مایکوتوکسیکوزمی

ه که منجر ب هاییشوند. قارچی حیات را شامل میتا تهدید کننده علائم صرفا آزاردهندهایکوزیز از معلائم طیف 

بدون  های اولیهشوند. پاتوژنتقسیم می های فرصت طلبو پاتوژن های اولیهشوند به دو گروه پاتوژنمایکوزیز می

ریق طاز های فرصت طلب وژنتاثیر بر روی سیستم ایمنی بر روی سلامتی فردی اثر میگذارند در حالی که پات

های فرصت طلب های انسانی توسط پاتوژنشوند. اکثر مایکوزیزسیستم ایمنی منجر به ایجاد بیماری می تضعیف

از طرف دیگر علائم مایکوتوسیکوزیز وابسته به نوع مایکوتوکسین، مقدار و مدت زمان تماس با ، ایجاد می شوند

شخص تماس یافته و بسیاری عوامل تشدید کننده همچون ژنتیک و  مایکوتوکسین، سن سالم بودن و جنسیت

 .می باشد رژیم غذایی و تداخلات با دیگر ترکیبات سمی

تماس با مایکوتوکسین بر روی انسان و حیوانات وابسته به تماس مزمن مانند ایجاد  ترین اثراتمطمئنا اصلی 

ها را اخته شده ترین اثرات مایکوتوکسینباشد، اگر چه شنسرطان، سمیت کلیوی و سرکوب سیستم ایمنی می

س انسان . تماباشدمی stachybotryotoxicosis بوقلمون، ارگوتیسم انسان و  xاثرات حاد همچون سندروم 

ها در باشد. در سنجش محیطی مایکوتوکسینها از طریق سنجش محیطی و بیولوژیک میسر میبا مایکوتوکسین

ت و ها، مایعاها و متابولیت ها مستقیما در بافتدر سنجش بیولوژیک حضور باقیماندهها و غذا، هوا و دیگر نمونه

 .[18, 17]شوند. مدفوعات اندازه گیری می

 هاآفلاتوکسین .۱-۳

 ۱۰۰که پس از مرگ  باشندمی ها(ها )مایکوتوکسینهای ثانویه قارچمتابولیت ها از جمله مهمترینآفلاتوکسین

های ها عمدتا توسط گونهآفلاتوکسین .دشناسایی شدن ،قارچ بادام زمینی آلوده بههزار بوقلمون در اثر مصرف 

ارچی تولید این گروه از سموم ق .شوندووس و پارازیتیکوس تولید میمختلف آسپرژیلوس به ویژه آسپرژیلوس فلا

اول  یلمهاند. کت آفلاتوکسین نام گرفتهبرای اولین بار در آسپرژیلوس فلاووس شناسایی شده است به همین عل

( و با پسوند  Flaی تولید کننده آن فلاووس )( و از گونهAآفلاتوکسین از حروف اول اسم قارچ آسپرژیلوس )

باشند و در معرض نور فرابنفش ها دارای خاصیت فلورسانس میآفلاتوکسین .توکسین به معنای سم گرفته شد است

 کنند.نانومتر از خود نور ساطع می ۳۶۵با طول موج 
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 B1آفلاتوکسین  .۱-۳-۱

 

 B1ساختار شیمیایی آفلاتوکسین  ۱-۱شکل 

 

 AFB1 و با فرمول  ۲۸/۳۱۲با وزن مولکولیC17H12O6 نسبتاً یآب فلورسانس بنفش، ماورای نور مقابل در 

شود و در درجه حرارت این ترکیب به شکل بلورهای کریستالی بیرنگی مشاهده می دهدمی نشان خود از قوی

خوراکی برای موش رت بالغ   LD50میزان (۲۴۳) درجه سانتیگراد تجزیه می گردد. ۲۶۹-۲۶۸ذوب خود یعنی 

 گرم در هر کیلوگرم از وزن بدن است.میلی ۵/۰گرم، در سگ بالغ برابر با میلی ۲/۷نر برابر با 

 

                            

 G1آفلاتوکسین  .۱-۳-۲

 

 G1 ساختار شیمیایی آفلاتوکسین ۲-۱شکل 
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AFG1  و با فرمول مولکولی  ۳۲۸با وزن مولکولیC17H12O7  در برابر اشعه فرابنفش ساطع کننده نور

احتمالا به دلیل ناخالصی زردرنگی  AFG1دهد که فلورسانس نور سبز فلورسانس سبز است. شواهد اخیر نشان می

فلورسانس  آبی از خود نشان   خالص AFG1ن بدان معنی است که در واقع است که میتوان آن را جدا نمود ای

و  AFB1سمیت کمتری از  AFG1 درجه سانتی گراد است. ۲۴۶-۲۴۴دهد. نقطه ذوب این ترکیب برابر می

 است. AFB1در موش رت دو برابر این میزان در مقایسه با آن  LD50دارد. میزان  AFB2 سمیت بیشتری از

 G2و  B2های آفلاتوکسین .۱-۳-۳

 

 

 

 G2و  B2های ساختار شیمیایی آفلاتوکسین ۳-۱شکل 

 

AFB2  و فرمول  ۳۱۴با وزن مولکولیC17H14O6  وAFG2  و فرمول  ۳۳۰با وزن مولکولیC17H14O7 

کنند. نقطه ها به ترتیب در برابر نور فرا بنفش، فلورسانس آبی وسبز از خود ساطع میباشد. این آفلاتوکسینمی

را به ترتیب  AFG2و  AB2گراد است. درجه سانتی ۲۴۰-۲۴۷و  ۲۸۶-۲۸۹ها نیز به ترتیب برابر ذوب آن

است هرچند  AFB1مشابه  AFB2به دست آورد. خواص سمی  AFG1و  AFB1میتوان از هیدروژناسیون 

کمترین سمیت حاد را در بین چهار  AFG2باشد. می AFB1قدرت و سمیت آن به طور محسوسی کمتر از 

 .[15]باشدآفلاتوکسین اصلی دارا می
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 M1آفلاتوکسین  .۱-۳-۴

 

 M1وکسینساختار شیمیایی آفلات ۴-۱شکل 

 

شیر را   .می باشد C17H12O7  درجه سانتی گراد و فرمول مولکولی  ۲۹۹دارای نقطه ذوب  M1آفلاتوکسین 

را   B1 آلوده به آفلاتوکسین یوکسین نام برد، زمانی که گاو علوفهبه عنوان یک منبع غیر مستقیم آفلات میتوان

ل تلفی تبدییزه شده و به مشتقات مخهای میکروزومال متابولدر کبد توسط سیتوکروم AFB1کند، مصرف می

بار در شیر دام آلوده  باشد و از آنجایی که اولینی آن میمونوهیدروکسیلهمشتق  M1شود که آفلاتوکسین می

العات انجام شده، بر اساس مط نامگذاری شده است. M (Milk)شده با آفلاتوکسین یافت شده است، آفلاتوکسین 

ی خطی وجود دارد و میزان  مصرف شده از طریق علوفه، یک رابطه  AFB1 موجود در شیر و  AFM1 بین غلظت

ی غذایی ساعت پس از دریافت جیره ۲۴تا   ۱۲تخمین زده شده است.  ۶٪تا  ۵/۰بین   AFM1به AFB1 تبدیل

قطع دریافت  ساعت پس از ۷۲را میتوان در شیر شناسایی کرد که میزان آن در شیر  AFB1   ،AFM1آلوده به 

 .درسمنبع غذایی آلوده به یک سطح غیرقابل شناسایی می

AFM1 ی شیر و دیگر محصولات لبنی )ماست، نسبت به حرارت و شرایط اسیدی ملایم استفاده شده در تهیه

در محصولات لبنی نیز  AFM1تمال قویپنیر، خامه، کره( مقاوم است، بنابراین اگر شیر آلوده شده باشد به اح

 (.۹-۱۰د خواهد داشت )وجو
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   M2  آفلاتوکسین. ۱-۳-۵

 

 M2ساختار شیمیایی آفلاتوکسین 5-۱شکل 

گراد سانتیدرجه ۲۹۹دارای نقطه ذوبی برابر با است و   B1 ی آفلاتوکسینهیدروکسیله-۴مشتق  M2 آفلاتوکسین

ست و خاصیت  AFM1. طیف مادون قرمز و ماورا بنفش آن مشابه می باشد C17H14O7و فرمول مولکولی 

 .[19]است AFB1فلئورسانس هر دوی آنها سه برابر 

 

 هاعوامل موثر در تولید آفلاتوکسین .۱-۳-6

، دمای محیط بین ۳-۵/۸بین  PH،٪۲۰-۱۸ها شامل رطوبت بینآل به منظور تولید آفلاتوکسینشرایط ایده

ای همچون کربوهیدرات، منابع های تغذیهباشد و همچنین فاکتورمی ۲۵-۳۰با حد دمایی مطلوب بین ۱۲ـ۴۰

 .[20, 12]گذارندها تاثیر مینیتروژن، فسفات، روی و دیگر فلزات کمیاب در تولید آفلاتوکسین

  AFM1قوانین و حدود مجاز مربوط به آفلاتوکسین ۱-۴
جام شده ، که بر اساس مطالعات ان[21]طبقه بندی شده بود 2Bبه عنوان سرطانزای گروه  AFM1، ۲۰۰۲تا سال 

 .[22]قرار گرفته است  1در گروه 

حداکثر میزان مجاز  در شیر خام در کشورهای مختلف بسته به ارزیابی ریسک و ملاحظات اقتصادی متغیر است. 

ایالات  که برایتعیین شده است، در حالی ng/L ۵۰در شیر مایع  AFM1ی اروپایی حداکثر سطح مجاز در کمیته

که  ng/L۱۰۰است که بالاتر از حد مجاز  AFM1 ، ng/L۵۰۰متحده و اغلب کشورهای آسیایی سطح مجاز 

 .[24, 23]ی استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران تعیین شده است، می باشدتوسط موسسه
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 هاعوارض ناشی از مصرف آفلاتوکسین ۱-۵

بیماری  نماید. بهمزمن)سرطانزایی( بروز می وها به دو صورت سمیت حاد عوارض ناشی از مصرف آفلاتوکسین

ه مرگ آفلاتوکسیکوزیز حاد منجر بگفته می شود.  یزی مصرف آفلاتوکسین ، آفلاتوکسیکوزایجاد شده در نتیجه

گردد. شود در حالیکه آفلاتوکسیکوزیز مزمن منجر به سرکوب سیستم ایمنی، سرطان و اختلالات تولید مثلی میمی

های بالای آفلاتوکسین ممکن است باعث سمیت حاد و نهایتا مرگ گردد در حالیکه آلودگی با غلظت های غلظت

 ت زمان طولانی سرطانزا می باشد. کمتر برای مد

  سمیت حاد ۱-۵-۱

ها شود. اندام هدف آفلاتوکسینسمیت حاد به دنبال بلع مقادیر بالای آفلاتوکسین در مدت زمانی کوتاه ایجاد می 

حاد تهوع، اسهال، تب، شوند. علائم آفلاتوکسیکوز ها میکه منجر به نکروز یا مرگ هپاتوسیت باشدکبد می

 اشتهایی ،کما و در نهایت  مرگ است.بی

 سمیت مزمن ۱-۵-۲

شود که عوارضی همچون های پایین آفلاتوکسین ایجاد میسمیت مزمن به دنبال تماس طولانی مدت با غلظت

 سرطان کبد، هپاتیت مزمن و سیروز کبدی می باشد.

 هاآفلاتوکسینزایی ناشی از و جهشسرطانزایی  ۱-۵-۳

اپوکسی و پیوند  ۸ -۹فرم فعال ی تشکیل در نتیجه B1 ،G1 ،M1ی هازایی آفلاتوکسینانزایی و جهشسرط

های  که تنوع وسیعی در پاسخ سرطانی ایجاد شده در بین گونه شود.ایجاد می هاآن به نوکلئیک اسید کووالانسی

به نوع گونه، سن، جنس، رژیم غذایی، تماس با دیگر عوامل   B1مختلف حیوانات وجود دارد. اثرات آفلاتوکسین

 ها و ترکیبات سمی بستگی دارد.عفونی و حضور دیگر مایکوتوکسین

  DNAآفلاتوکسین با  تقابل ۱-۵-۴

از لحاظ B1 متصل شود و در ساختمان مولکولی آن تغییر ایجاد کند. آفلاتوکسین  DNAتواند به آفلاتوکسین می

 شود.وارد واکنش می AFG2 و  AFG1ترین نوع آفلاتوکسین است و قویتر از بیولوژیکی فعال

 DNAاز سنتز آفلاتوکسین جلوگیری  ۱-۵-۵

ن علت ی آنزیم پلیمراز و یا به ایهای سازندهجلوگیری از سنتز دزوکسی ریبونوکلئیک اسید از طریق مهار سیستم

 توانند مدل خوبی برای همانندسازی باشند.یمهای آسیب دیده دیگر ن DNAکه 

 RNAآفلاتوکسین و کاهش سنتز  ۱-۵-۶

پلیمراز ممانعت کرده و به  RNAتوسط  DNAبرداری از نسخه DNAتوانند از طریق واکنش با ها میآفلاتوکسین

 جلوگیری کنند. RNAاین صورت از بیوسنتز 
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 آفلاتوکسین و کاهش سنتز پروتئین ۱-۵-۷

و   DNAشود که قابلیت اتصال به اپوکسی می-۸,۹تبدیل به فرم فعال P450سیتوکروم  توسط B1آفلاتوکسین 

کمتر  RNAو  DNAسنتز از سرعت و میزان مهار  AFB1ها توسط سرعت مهار سنتز پروتئینها را دارد پروتئین

 .[26, 25]است

  هاآفلاتوکسینو غیر فعال کردن های حذف روش ۶ -۱

 حصولم ها، پایش این سموم باید پیش از برداشت و پس از برداشتبه منظور کاهش ریسک تماس با آفلاتوکسین

ی آلوده به آفلاتوکسین به دنبال مصرف علوفهM1 به هنگام ذخیره سازی صورت گیرد. از آنجایی که آفلاتوکسین

B1 شود، آلودگی شیر میتواند به صورت مستقیم با کاهش محتوای در شیر تولید میAFM1  و یا به صورت غیر

 AFM1ای بسیاری به منظور کاهش آلودگی هروش .کاهش یابد، AFB1مستقیم از راه کاهش آلودگی غذای دام با 

های مناسب پیش از برداشت و پس از برداشت ) شامل نگهداری(، انجام گرفته است که از آن جمله میتوان به روش

اند بنتونیت توانسته نظیرذب اجمواد امروزه به کمک  های فیزیکی و شیمیایی برای سم زدایی اشاره کرد.روش

د همان رگذامی آفلاتوکسین موجود در شیر را حذف نمایند. البته بنتونیت روی محتوای پروتئین شیر تأثیر 

 شوداز کل پروتئین شیر کاسته می درصد )یا کمتر( 5 ،درصد بنتونیت 2مصرف  اثابت شده است بطوریکه 

 حذف فیزیکی۱-۶-۱

، در برابر حرارت تابع شرایط محیطی است. برای مثال وجود رطوبت در  درجه حرارت حساسیت آفلاتوکسین ها

موادغذایی باعث افزایش درصد تجزیه و از بین رفتن آفلاتوکسین ها در برابر حرارت می شود و این کار تحت تأثیر 

بت در هیدرولیز حلقه لکتونی در غلظت های مؤثر رطوبت و درجه حرارت انجام می گیرد. یا اینکه حضور رطو

محیط سبب تحریک وکنش های شیمیایی در موقعیت های مختلف بعضی مایکوتوکسین ها شده و در نتیجه 

سمیت آنها را تغییر می دهد. یا حضور پروتئین ها و سایر ترکیبات غذایی در محیط باعث حفظ و ثبات آفلاتوکسین 

ذ حرارت و تثبیت توکسین به وسیله اتصال ها در موادغذایی حرارت دیده می شوند که اینکار ناشی از کاهش نفو

 .با پروتئین ها و سایر اجزای تشکیل دهنده نمونه غذایی است

 روش اشعه دهی ۱-۶-۲

و انواع  تلفگانیسم های بیماریزا از موادغذایی مخراشعه گاما اغلب برای حذف میکروا شعه های یونیزه کننده نظیرا

، چون قابلیت نفوذ آن تأثیر بیشتری دارد UV مقایسه با اشعه مرئی و یاد. این اشعه در نشوخورک دام استفاده می

ان پیچیده نظیر انواع های آلی با ساختمباشد. اما مولکولها میدات و مایعات بیشتر از سایر اشعهدر انواع جام

در نتیجه شرایط لازم ها می گردد و زیه کرده و سبب آزاد شدن رادیکالها در برابر اشعه گاما آب را تجآفلاتوکسین

 .ها ایجاد می شودینبرای تخریب و تجزیه آفلاتوکس
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 حذف شیمیایی ۱-۶-۳

د شوند، بایر محصولات کشاورزی استفاده میین دستوکلافعال کردن انواع آفکه برای غیر های شیمیاییروش

یفیت و اینکه تغییری در ک، بدون به یک ترکیب غیر سمی تبدیل کنند ها را به طور کاملبتوانند آفلاتوکسین

رابر عوامل ب د. حلقه لکتونی در ساختمان انواع آفلاتوکسین ها بیشترین تأثیر را درنماهیت مواد اولیه ایجاد نمای

. عوامل کلرینه کننده همچون کلریت سدیم، ترکیبات اکسیده کننده همچون پرکسید شیمیایی می پذیرند

برای حذف و غیرفعال کردن هستند که انواع عوامل شیمیایی ک  از هیدروژن، عوامل هیدرولیتیک چون آمونیا

 به کار برده می شوند. .آفلاتوکسین ها

 حذف بیولوژیکی ۱-۶-۴

ها سکتینومیسو ا هاکتریاها، بهایی مانند مخمرها، کپککروارگانیسماز می دانشمندان توانستند 1966در سال 

زدایی مل سمعاشاره نمود که کتریوم ابوفلاوباکتری  که می توان بهد. استفاده نماین جهت از بین بردن آفلاتوکسین

که البته نیازمند  زمینی، سبوس و بادام به اثبات رسیده استبادام این میکروارگانیسم در شیر، روغن، ذرت، کره

ختصاصی ترین ابعنوان میتوان از خاصیت جذب آفلاتوکسین توسط باکتریهای اسیدلاکتیک  تحقیقات بیشتر است.

 .[27]روش سمیت زدایی محصولات غذایی بویژه لبنی استفاده کرد

 شیر ۱-۷

ترین ترکیبات مورد سال قبل، توسط انسان آغاز شده است. شیر یکی از مهم ۶۰۰۰ی شیر از دام در حدود تهیه

اده ر استفی شیباشد که از آن در اغلب کشورها برای تهیهترین دام شیری جهان، گاو میمصرف انسان بوده و مهم

را در دیگر نقاط جهان از یاد برد. شیر تنها غذای نوزاد پستانداران، بته نباید نقش دیگر حیوانات شیرده ال نمایندمی

باشد و در آن مواد لازم برای تامین انرژی رشد جانور وجود دارد، همچنین شیر حاوی در ابتدای دوره زندگی می

 هاست.ار در برابر بیماریمقداری پادتن برای حفاظت نوزاد شیرخو

ترین باشند و میزان مصرف آنها به عنوان یکی از مهمبرای سلامت جامعه ضروری می  های لبنیشیر و فراورده

 بین در ویژه به ،سالم لبنی های و فراورده شیر مصرف اهمیتشود. ای محسوب میهای سلامت هر جامعهشاخص

 .[28]است حائز اهمیت و سالمندان بلوغ حال در افراد یعنی جامعه پذیر آسیب سنی های گروه

 : ارزش غذایی شیر ۱-۷-۱

 ترکیبات ترین مناسب از یکیرا میتوان   رسند، شیرمی انسان  مصرف به روزانه که مختلفی غذاهای میان در

ها در دوران کودکی در شیر سبب رشد و نمو بافت ها و اندام دوران سالمندی دانست. ترکیبات موجود در غذایی

شود و همینطور در دوران بلوغ و کهنسالی منجر به و نوجوانی و همچنین افزایش هوش و قدرت فراگیری می

 گردد. می عمر طول افزایش کاری و توان فزایشا
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 اسیدهای چرب ضروری شیر چربی و

باشد که ی کوتاه و متوسط میهای چرب با زنجیرهاسید درصد( از ۱۵تا ۱۰)میزان نسبتا بالایی  چربی شیر حاوی

شیر  های چرب ضروریهای غذایی بیشتر است. اسیدبه همین علت قابلیت هضم چربی شیر نسبت به دیگر چربی

 هباشند که برای رژیم غذایی ضروری هستند. اسید لینولئیک تبدیل باسید لینولئیک و آراشیدونیک اسید می

 باشد.ها میساز پروستاگلاندینشود که این ترکیب خود پیشآراشیدونیک اسید می

 هاپروتئین

ای در های ضروری جایگاه ویژهباشد. شیر به لحاظ داشتن اسیدآمینهشیر یکی از منابع مهم پروتئین حیوانی می

 های مورد نیاز بدن دارد.تامین پروتئین

 لاکتوز

شود. در صورت وجود لاکتوز در رژیم غذایی، جذب کلسیم به طور شیر لاکتوز گفته میساکارید موجود در  به دی

سبت ها بر روی لاکتوز روده نقابل توجهی بهبود می یابد که علت آن را به اسید لاکتیک حاصل از فعالیت میکروب

 شود. ب آن میاند که اسید تولید شده باعث افزایش حلالیت املاح کلسیم و در نتیجه افزایش جذداده

 مواد معدنی

ترین مواد معدنی شیر، کلسیم و فسفر هستند. بقیه ترکیبات معدنی شیر به صورت فسفات، سیترات و مهم

 باشد. کلروپتاسیم، کلسیم و منیزیم وجود دارند. شیر حاوی مقادیر جزئی آهن، مس، منگنز و ید می

 هاویتامین

، A ،B1 ،B2 ،B6های های لبنی سهم مهمی در تامین ویتامینفراورده ها است. شیر و یر منبع مهمی از ویتامینش

B12، D6  باشند. همچنین شیر حاوی نیاسین، اسید فولیک، بیوتین و و اسید پنتوتنیک رژیم غذایی را دارا می

 باشد.می  C ویتامین

 هاآنزیم

 باشد.هایی همچون فسفاتاز، لیپاز، گالاکتاز، آمیلاز، پراکسیداز و ردوکتاز میحاوی آنزیم شیر

 های آلی شیراسید

 .[29]بخشدباشد که این ترکیب تجمع مواد معدنی را بهبود میشیر حاوی اسید سیتریک می
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 : پاستوریزاسیون و استرلیزاسیون شیر ۱-۷-۲

 باشد.ها میرشد میکروارگانیسم غذایی بالای شیر، این ماده محیط کشت بسیار مناسبی برایبه دلیل ارزش 

ه بوانند سبب بروز مشکلات بهداشتی برای مصرف کننده شوند. ت، میشوندهایی که وارد شیر میمیکروارگانیسم

زا و تمامی های غیر بیماریتقریباً تمامی میکروب ی صحیح از اثر گرماکمک پاستوریزاسیون میتوان با استفاده

 برده و همچنین با این روش ماندگاری آن را افزایش داد. زای آن را در صورت وجود از بینهای بیماریمیکروب

ای شیر اثر نامطلوبی نداشته باشد. بر طعم، ظاهر، خواص تغذیهای انجام شود که این فرایند حرارتی باید به گونه

گیرد، که در روش کند شیر درون مخازن بزرگ با درجه پاستوریزاسیون شیر به دو روش کند و تند انجام می

درجه سلسیوس  ۴دمای شیر را به ند سپس به سرعت، بیدقیقه حرارت می ۳۰گراد به مدت درجه سانتی ۶۰حرارت 

این روش چندان برای پاستوریزاسیون مناسب نیست  الی باکتری ها جلوگیری گردد.می رسانند تا از تکثیر احتم

هستند نیز  C و B زیرا راندمان تولید کم بوده و از طرفی ویتامین های حساس به حرارت که ویتامین های گروه

ثانیه استفاده  ۱۵درجه سانتی گراد به مدت  ۷۲در روش تند در مدت زمان کوتاه از دمای حداقل  .کاهش می یابند

 .به معنای ار بین بردن تمام پاتوژن های شیر است (Sterilization) استرلیزاسیون شود.  می

 :روش های استریلیزاسیون

درجه و مدت زمان  120یا  110روش یک مرحله ای که محصول بسته بندی شده را در اتوکلاو در دمای  .1

 .قرار می دهند دقیقه  ۴۰تا  ۱۰

 5 الی 4 زمانی و گراد سانتی  درجه 150تا  135دما  : Ultra High Temperature  یا UHT روش .2

ه ای پرشده ، آنگاه توسط یک اتوکلاو در ظروفی چون بطری های شیش سترونسپس به طریقه غیرثانیه 

 .استریل می گردد

 شود.مجهز به پرکن اسپتیک انجام می  UHT استریلیزاسیون مداوم ، با استفاده از اتوکلاو و یا فرایند .3

 شیر ، دو نوع عملیات حرارتی به کار برده می شود : UHTدر فرایند 

شده است . در این روش ، با شیر به داخل بخار )  حرارت مستقیم که بر اختلاط شیر و بخار بنا نهاده -۱

  . پالاریزاسیون ( یا بخار به داخل شیر )اوپریزاسیون ( تزریق می گردد

 

 .. ود. حرارت غیر مستقیم که به کمک برخی از انواع مبدل های حرارتی انجام می پذیرد  -۲
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ای بسته بندی شیر از کاغذهای چند لایه با مواد ماه می رسد. بر 6با انجام استریلیزاسیون عمر ماندگاری شیر به 

 .[30]پلی اتیلن یا ورقه های آلومینیومی استفاده می شود که مانع جذب رطوبت و هوا هستند

 

 ینوشتید در انتهای این بخش لازم بود رابطه مایکوتوکسین و شیر را م

 

 

 در ابتدا باید عنوان و دسته بندی اندازه گیری را بنویسید ؟؟؟؟ 

 تقسیم بندی روش های دستگاهی

 روشهای دستگاهی را می توان به دو دسته زیر تقسیم نمود:

 روشهای شیمی فیزیکی

وان فیزیکی می تمانند اکثر روشهای تجزیه نوری و الکتروشیمیایی، که در این روشها از پدیده های شیمیایی و 

استفاده کرد. در این روشها برای تعیین غلظت مواد معمولا از منحنی های استانداردی که با نمونه های با غلظت 

 معلوم تهیه شده است استفاده می شود.

 روشهای فیزیکی

طه مربومانند تجزیه به وسیله اشعه ایکس و رفرکتومتری، که در آنها واکنش شیمیایی وجود ندارد و روشهای 

فیزیکی می باشند. نکته قابل توجه این است که در واقع امکان دارد در هر یک از روشهای بکار برده شده، از هر 

دو روش فیزیکی و فیزیکوشیمیایی با نسبت های متفاوت استفاده شود و به همین دلیل عده ای تقسیم بندی 

روش مذبور بر مبنای آن طراحی گردیده است بنا نهاده  روشهای دستگاهی را بر مبنای استفاده از نام پدیده ای که

 اند.

 روشهای نوری

اساس روشهای طیف سنجی نوری یا اسپکتروسکوپی بر اندازه گیری میزان جذب و یا نشر پرتوهای 

الکترومغناطیسی قرار دارد و چگونگی آن به تاثیر متقابل اشعه نورانی بر روی مواد مختلف بستگی دارد. از این 
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ها در اندازه گیری کمی و کیفی ترکیبات آلی و معدنی استفاده فراوان می شود . بر حسب طول موجهای نوری روش

 که مورد استفاده قرار می گیرند نام خاصی دارند ) مادون قرمز، ماورای بنفش و ...(

 روشهای الکتروشیمیایی 

لا دو عامل از سه عامل را کنترل می نمایند در این روش پتانسیل، جریان و مقاومت سه عامل مهم هستند که معمو

و سومی را اندازه می گیرند. بسته به این که چه پارامترهایی را ثابت نگه دارند و بقیه را اندازه گیری نمایند، روشها 

نام های خاصی خواهند داشت. از این روشها در شناسایی ترکیبات آلی و همچنین در تجزیه در محیط های غیر 

 فاده فراوان می شود.مایی است

 روشهای کروماتوگرافی

اساس این روشها بر جداسازی ترکیبات از یکدیگر به وسیله دو فاز مختلف است که پس از جداسازی مقدار آنها را 

تعیین می نمایند. دو فاز، یکی ساکن و دیگری متحرک است و اساس جداسازی مواد از یکدیگر بر توزیع آنها بر 

قرار دارد. روش کروماتوگرافی به تعدادی از روشهای جداسازی از قبیل کروماتوگرافی کاغذی،  روی دو فاز مختلف

 روی لایه نازک، ستونی، کروماتوگرافی مایع و گاز کروماتوگرافی تنوع یافته است.

 

 هاهای آنالیز آفلاتوکسینروش ۱-۸

ها به منظور آنالیز ترین روشمحبوبباشد. میها در دسترس آنالیز مایکوتوکسین چندین روش به منظور

و کروماتوگرافی  (HPLC( ، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا )TLCی نازک)ها کروماتوگرافی لایهمایکوتوکسین

 باشند.( میLC/MSت شده با طیف سنج جرمی )مایع جف

 

 ی نازکروش کروماتوگرافی با لایه ۱-۸-۱

ی باشد که به ما اجازهمی TLCها ها و همینطور آفلاتوکسینترین روش به منظور آناالیز مایکوتوکسینمحبوب

ی پایین اجرا، تشخیص آسان ها را هم به صورت کمی و نیمه کمی به دلیل هزینهآنالیز طیف وسیعی از نمونه

 .[31]دهدرا می UV-Visترکیب هدف با استفاده از طیف سنج 

  (HPLC) روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا ۱-۸-۲

HPLC تری توگرافی لایه نازک کاربرد گستردهبه علت حساسیت و دقت بیشتر در مقایسه با روش کروما

تقریباً بلند  هایی با قطر کم واست. این سیستم کروماتوگرافی شامل ستونها یافته در آنالیز مایکوتوکسین

های بالا کاملاً فشرده هایی پر می شود که تحمل فشار زیاد را داشته باشند و در فشاراست که از ماتریکس
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ابت ث نشوند. ماتریکس از ذرات پلاستیکی و یا از جنس شیشه ای یا سیلیکا است که با لایه نازکی از فاز

است با فشار پمپ از ستون عبور پوشیده شده است. فاز ثابت مایع یا جامد است. فاز متحرک که مایع 

یابد تا به شناساگر برسد. هر کدام از اجزای نمونه در طی عبور از کند و در طول ستون ادامه میمی

کروماتوگرام به نمایش  ورتکنند که این تغییر به صدر جریان خروجی دستگاه ایجاد می شناساگر تغییری

حاً به آن زمان عبور از ستون برای هر ترکیب تحت شرایط مشخص همواره ثابت است و اصطلا آید.در می

ها با زمان ز بوسیله مقایسه زمان بازداری آنآنالیز کیفی اجزای نمونه نیشود. زمان بازداری گفته می

زیر هر پیک بر روی کروماتوگرام با غلظت جزء  بازداری نمونه های استاندارد صورت می گیرد. سطح

ها نیز با این روش امکان پذیر خواهد بود. از مزایای این است، بنابراین آنالیز کمی نمونه مربوط متناسب

روش کم شدن زمان کروماتوگرافی، قدرت تفکیک بالا، حساسیت بالا و قابلیت اتوماتیک شدن است. 

به قدری است که مقادیر پیک و مول از یک ترکیب نیز در این روش قابل  HPLCحساسیت روش 

 شناسایی و بررسی است. 

 عبارتند از: HPLCبه طور کلی اجزاء دستگاه            

 آشکارساز-5ستون -4( Injectorتزریق کننده)-3پمپ -2فاز متحرک -1

ها به گیری فاز نرمال و معکوس ستونبا به کار HPLCها به شدت وابسته به آنالیز مدرن آفلاتوکسین

ی بر پایه HPLCباشد. شناسایی توسط منظور تخلیص و جداسازی سموم ، بسته به میزان قطبیتشان می

به منظور  G1و  B1 های باشد. اگرچه آفلاتوکسینورسانس سموم تحت نور فرا بنفش میئخاصیت فل

برسند،  G2و  B2های بهی همچون آفلاتوکسینورسانسشان برای اینکه به سطح مشائافزایش خاصیت فل

علاوه بر جداسازی با کیفیت بالا و حد تشخیص پایین ،  HPLCنیاز به مشتق ساز دارند. مزیت اصلی 

( این تکنولوژی UV ،diode array)فلئورسانس، باشدامکان ترکیب کردن چندین سیستم شناسایی می

امکان اتومیزاسیون وجود  HPLCدهد. همچنین درمیچندین جز  از یک نمونه را  ی شناساییبه ما اجازه

 ؟؟؟؟مزایا ومعایب  می باشد. ELISAو  TLCها همچون دارد که پیشرفت بزرگی نسبت به دیگر تکنیک

 ومتری جرمیراسپکت روش ۱-۸-۳

LC/MS باشد که اطلاعات کمی و کیفی را به ای قابل اجرا مییک روش با اختصاصیت بالا و به طرز گسترده

جفت  شده HPLC ی روش به اندازه LC/MS گذارد. روشتخابی، صحیح و دقیق در اختیار میسریع، ان یصورت

 د.باشهای تاییدی میگزینه ای برای تست LC/MSباشد. روش با فلئورسانس حساس نمی
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ستون فاز جامد و ستون ایمونوافینیتی به منظور حذف  از Clean up هایی که در بالا ذکر شد جهتب روشدر اغل

 های آنالیزی بر رویشود. نتایج حاصل از این روشها استفاده میگیری مایکوتوکسینها و بهبود اندازهناخالصی

 . [32]شوندمواد غذایی پس از چندین ساعت و چندین روز حاصل می

 

 الیزا رادیو ایمنو اسی   ؟؟ رفرانسهای ما ؟؟؟ روشهای دیگر ؟؟؟

 ی عملکردشانهای سریع و نحوهاستفاده از روش  ۱-۹

ها درتعیین ی آسان و قابلیت حمل در محیط را دارند همچنین این روشهای سریع ارزان، قابلیت استفادهروش

های نونی، توزیع سریع محصولات غذایی در شبکهغذایی، تعیین مطلوبیت قامواد موثر بودن سلامت ارزیابی 

ی گذاری بر روی تجهیزات پیچیدهبازاریابی، صرفه جویی در زمان و هزینه و همچنین صرفه جویی در سرمایه

ریع های سحاصل از اکثر روشنتایج  ،آنالیزی و استخدام نیروی کاری که به میزان کمتری آموزش فنی دیده است

 .[33]شوندها پیشنهاد میی نمونهباشند که برای آنالیز اولیهکیفی و نیمه کمی می

 هاهای سریع برای آنالیز مایکوتوکسینروش ۱-۱۰

 باشد و علاوه برشود که سریعتر از روش آنالیزی رفرنس میمیگفته معمولا به روشی  rapid methodsعبارت 

وند باید شها استفاده میکوتوکسینهای سریعی که به منظور آنالیز مایشود. روشاین منجر به پیشرفت روش می

ودن ب استفاده در محیطآسانی و سادگی روش جهت استفاده، نسبتا سریع و قابل  چوندارای خصوصیات مشترکی 

 .دارا باشند را

 strip testیا  lateral flow testها میتوان به الایزا، های سریع مورد استفاده جهت آنالیز مایکوتوکسیناز روش

ی های تجارامروزه به دلیل کاربرد آسان و قیمت پایین بسیار محبوب شده است. کیت ELISAروش  و... اشاره کرد.

با استفاده از آنتی بادی ی یک واکنش رقابتی آن بر پایه ها که اساسشناسایی مایکوتوکسین الایزا به منظور

 .[8]باشداختصاصی مولکول هدف و کونژوگه آنزیم و هدف مورد نیاز می

 روش ایمونوکروماتوگرافی ۱-۱۰-۱

ها Strip test .باشدمی  lateral flow testگیرد و اما روش سریعی که در این تحقیق مورد استفاده قرار می

اس روش اس .ه تازگی مورد توجه قرار گرفته اندها بکنترل کیفی مواد غذایی خصوصاَ سنجیدن مایکوتوکسین در

 باشد.می Abو  Agایمونوکروماتوگرافی در نوار تست، یک واکنش رقابتی بین 
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  Lateral Flow Assayاجزای  ۱-۱۱
 sample application pad،conjugate pad ،Nitrocelluloseشامل  LFAاجزای مختلف یک 

membrane ،Adsorbent pad باشد.می 

۱-۱۱-۱ Sample application pad 

نمونه بر روی این بخش قرار داده  ،باشد که به منظور آغاز تستای میاین بخش از جنس سلولز و یا الیاف شیشه

باید قادر به انتقال روان، مداوم   sample padباشد.می LFTSشود. نقش این بخش انتقال نمونه به دیگر اجزا می

 و همگن نمونه باشد.

۱-۱۱-۲ Conjugate pad 

 conjugate pad اند. ترکیبات های زیست شناختی لیبل دار شده قرار گرفتهاین بخش محلی است که مولکول

مایع در حال حرکت آزاد نمایند. کونژگه لیبل دار  یباید به سرعت کونژوگه لیبل دار شده را در مواجهه با نمونه

، خشک شدن dispensingپایدار بماند . هر گونه تغییر در  Lateral flow stripشده باید در تمام طول عمر 

ستر و ای، سلولز، پلی ااز الیاف شیشه و یا آزادسازی کونژوگه ممکن است سبب تغییرات معناداری در نتایج شوند.

شود. جنس ترکیبات پد کونژوگه بر روی آزادسازی استفاده می LFAات جهت تولید پد کونژوگه دیگر ترکیب

 باشد.دار شده و حساسیت روش موثر میکونژوگه لیبل

۱-۱۱-۳ Nitrocellulose membrane 

لف تباشد. غشاهای نیتروسلولزی در انواع مخبسیار تعیین کننده می LFAغشای نیتروسلولزی در تعیین حساسیت 

 د.ها دارنها و بیوملوکولباشند. این غشاها جهت استفاده آسان، ارزان و تمایل بالا برای پروتئیندر دسترس می

۱-۱۱-۴ Adsorbent pad 

کند و همچنین به تعدیل سرعت جریان نمونه و جلوگیری از در انتهای نوار عمل می sinkاین بخش مثل یک 

جهت نگهداری نمونه نقش مهمی  adsorbentکند. گنجایش ا جلوگیری میجریان رو به عقب نمونه در طول غش

 را در نتایج روش دارد.

که  باشدقرار گرفته اند که جنس ترکیبات این پشته انعطاف پذیر می backing card تمام این اجزا بر روی یک

 است.فراهم کرده  (strip)این پشته یک سطحی را برای اجزا و راحتی کار کردن با نوار
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 Lateral Flow Assayنمایی از اجزا  ۴-۱شکل 

 

 

 

 

 LFAهای فرم انواع ۱-۱۲
 ساندویچ فرم ۱-۱۲-۱

به آنتی بادی یا آپتامر در محل پد کونژوگه   های فلئورسنس(ها یا رنگدانهها یا نانوپارتیکلرایج لیبل )آنزیم در فرم

coat یت بادی اولیه علیه آنالتواند توسط جریان حلال بافر شسته شود. یک آنتیشوند. این اتصال موقت میمی

ی کنترل بادی لیبل دار در ناحیهی تست تثبیت شده است. یک آنتی بادی ثانویه علیه کونژوکه آنتیهدف در ناحیه

 تثبیت شده است.

کند. آنالیت ها مهاجرت میبه دنبال آن به دیگر قسمت شود واده مینمونه حاوی آنالیت بر روی پد نمونه قرار د

هدف در پد کونژوگه توسط کونژوگه آنتی بادی لیبل داربه دام می افتد و منجر به تشکیل کمپلکس کونژوگه 

حرکت  رسد و تحت خاصیت مویینگیشود. این کمپلکس به غشای نیتروسلولزی میبادی لیبل دار/ آنالیت میآنتی

بادی لیبل دار/ آنالیت توسط یک آنتی بادی که برای آنالیت ی تست کمپلکس کونژوگه آنتیکند. در ناحیهمی

مپلکس شود و کافتد. در نتیجه آنالیت بین دو آنتی بادی لیبل دار و اولیه ساندویچ میباشد به دام میاولیه می

آنتی بادی  هایی کنترل کونژوگهشود. در ناحیهشکیل میبادی اولیه تبادی لیبل دار/ آنالیت/ آنتیکونژوگه آنتی

  adsorption padلیبل دار اضافی توسط آنتی بادی ثانویه به دام می افتند. بافر و یا حلال های اضافی به 
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 نترل معرف معتبری کنمونه است و مرئی بودن ناحیه ی تست معرف وجود آنالیت درروند. ظهور رنگ در ناحیهمی

 ست است.بودن ت

 

 

 Lateral Flow Assayنمایی از فرم رقابتی  ۵-۱شکل 

 

 فرم رقابتی ۱-۱۲-۲

را ندارند.  بادیاین فرمت برای ترکیبات با وزن مولکولی پایین مناسب است که قابلیت اتصال همزمان به دو آنتی

ل ی تست و کنترناحیه ی تست نشاندهنده ی حضور آنالیت در نمونه و حضور رنگ در دوعدم حضور رنگ درناحیه

شود که در حالت اول محلول حاوی آنالیت هدف بر رقابتی شامل دو حالت میفرم  ی منفی است.بیانگر نتیجه

از قبل تثبیت شده بر ناحیه کونژوگه به همراه بادیکونژوگه آپتامر/ آنتیقرار داده شده و  Sample padروی 

ا شود که اختصاصژن )مشابه آنالیت مورد بررسی( میشامل آنتی کند. ناحیه تستمحلول بر روی غشا حرکت می

 بادیتیشود که توانایی اتصال به کونژوگه آنهای ثانویه میبادیی کنترل شامل آنتیشود  و ناحیهبا کونژوگه باند می

یت در مقادیر ژن در صورت عدم حضور و یا حضور آنالرسد آنتیی تست میرا دارد. هنگامی که نمونه به ناحیه

ژن و یابد. در واقع آنتیبادی آزاد است به آن اتصال میهای اتصال کونژوگه آنتیدر این صورت محل پایین که

ژوگه آنالیت . در حالت دیگر فرم رقابتی کونکنندرقابت می کونژوگه لیبل دارآنالیت نمونه با یکدیگر بر سر اتصال به 
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ی تست تثبیت شده است. پس از ی آنالیت در ناحیهبادی اولیهو آنتی Conjugate padلیبل دار شده بر روی 

بادی اولیه به کارگیری محلول حاوی آنالیت رقابتی بین آنالیت و کونژوگه آنالیت لیبل دار بر سر اتصال به آنتی

 .[34]شودایجاد می

 

 Lateral Flow Assayنمایی از اجزا فرم رقابتی  ۶-۱شکل 

 

 های آنالیزمعتبرسازی روش ۱-۱۳

های عملکرد منطبق بر الزامات مربوطه گردد که شاخصتعریف معتبرسازی: فرایندی است که طی آن اثبات می

 باشد.می

 پارامترهای معتبرسازی ۱-۱۳-۱

، دقت ، دامنه و بودن خطی بودن، انتخابی  :از عبارتند میگیرند قرار استفاده مورد معتبرسازی در که پارامترهایی

 .[35]تناسب سیستم آزمایش و روش استحکام ، روش توانمندی ، مقدار تعیین حد ، سازی آشکار حد ، صحت

 انتخابی بودن ۱-۱۳-۲

می دیگر متشکله مواد حضور در آنالیت آشکار و صریح ارزیابی در روش توانایی معنای به روش بودن انتخابی

 .گرددمی مقایسه آنالیت، فاقد نمونه از حاصل پیک با استاندارد از حاصل پیک بودن، انتخابی تعیین برای باشد.

 .باشد نداشته تداخلی آنالیت فاقد نمونه استاندارد، پیک خروج زمان در که ترتیب بدین
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 خطی بودن ۱-۱۳-۳

 .نامندمی روش بودن خطی را حاصله سیگنال و نمونه غلظت بین مستقیم تناسب دادن نشان در روش توانایی

 .گیردمی قرار آنالیز مورد مرتبه ۳هرکدام  و تهیه استاندارد نمونه از غلظت ۵ حداقل  :بودن خطی تعیین روش

 رگرسیون خط معادلهشود. می رسم غلظت مقابل در) منحنی زیر سطح جذب، ( حاصله سیگنال نمودار

(y=ax+b) همبستگی ضریب و (r2) در مورد خط رگرسیون  .میشود محاسبه اکسل برنامه از استفاده باr2 

 باشد.نشان از خطی بودن ارتباط غلظت و پاسخ می ۹۹۷/۰بالای 

 دقت ۱-۱۳-۴

ود. شمی انجام هموژن جسم یک از نمونه چند روی بر آنالیز روش آن که زمانی یکدیگر، به نتایج نزیکی میزان

 :شودمی بررسی سطح دو در آنالیز روش یک در دقت

 دقت در یک روز ۱-۱۳-۵

 تعیین روش )تزریق چند برای متداول زمان( کوتاه زمان یک طول در دستگاه یک با آزمایشگاه در پذیری تکرار

 .شوندمی آنالیز مرتبه ۱۰ حداکثر و مرتبه ۳ حداقل و تهیه دامنه کل در نمونه از غلظتی  :روز یک در دقت

 شود.محاسبه می ) CV%یا  RSD  (و انحراف معیار نسبی (SD)و انحراف معیار  Meanسپس 

 است. RSDپارامتر شاخص دقت 

 دقت بین روزها ۱-۱۳-۶

 .شودمی بررسی مختلف روزهای در فرد یک توسط و آزمایشگاه یک در دقت بیان برای روزها بین دقت

 آنالیز مختلف روز سه در حداقل و شده تهیه دامنه کل در نمونه از غلظت ۳ حداقل : روزها بین دقت تعیین روش

 و معیار انحراف میانگین، غلظت هر مورد در )  رددگمی آنالیز مرتبه ۳ حداقل کدام هر غلظت، ۳ روز هر(. شودمی

 .گرددمی محاسبه روز ۳ برای نسبی معیار انحراف

 تجدیدپذیری ۱-۱۳-۷

 .نمایدمی بررسی را مختلف هایآزمایشگاه در آنالیز روش از استفاده هنگام دقت

 صحت ۱-۱۳-۸

 .نامندمی صحت را واقعی مقدار با آمده دست به نتایج نزدیکی

 روش تعیین صحت ۱-۱۳-۹

 آمده دست به مقدار از صحت محاسبه و دامنه یمحدوده در بافت به استاندارد از معلومی مقدار کردن اضافهالف( 

 .واقعی مقدار به

 مرتبه ۳ حداقل هرکدام و شودمی اسپایک دامنه محدوده در استاندارد از مشخص غلظت ۳ حداقل با نمونهب( 

 از حاصل  (y=ax+b)رگرسیون خط معادله از استفاده با سپس شودمی محاسبه هاسیگنال میانگین و شود آنالیز
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 آلوده قبل از نمونه گرشود. امی محاسبه زیر معادله طبق صحت. شودمی محاسبه هاغلظت اولیه، استاندارد منحنی

 .شود گرفته نظر در باید آن مقدار نباشد ارگانیک اصطلاح به و باشد

Relative Recovery = 

 باشد.درصد می ۱۱۰تا  ۷۰ها بین نمونه دامنه قابل قبول صحت برای

 حد آشکارسازی ۱-۱۳-۱۰

 .نامندمی آشکارسازی حد را روش یک در نمونه آشکارسازی غلظت کمترین

 شوندمی آنالیز )مرتبه ۳ حداقل( هرکدام و شده تهیه شاهد از نمونه یک و غلظت کمترین با استاندارد نمونه یک

 کمترین واقع در .شودمی استفاده زیر معادله طبق LOD تعیین جهت شاهد با جسم هایسیگنال مقایسه از و

 .باشد داشته را دستگاه نویز برابر ۳ معادل پیکی که است مقداری مشاهده، قابل مقدار

LOD= 

 حد تعیین مقدار ۱-۱۳-۱۱

 مقدار تعیین حد را نمود مقدار تعیین قبول قابل دقت و صحت با را آن بتوان که نمونه یک در جسم مقدار کمترین

 .نامندمی

 و .شودمی آنالیز مرتبه ۳ حداقل کدام هر و شده تهیه شاهد از نمونه یک و کم غلظت با استاندارد نمونه یک (الف

شود. کمترین غلظت می استفاده زیر معادله از استفاده با LOQ تعیین جهت شاهد با جسم هایسیگنال مقایسه از

 .[36, 35]رابر نویز دستگاه را داشته باشدب ۱۰قابل تعیین غلظتی است که پیکی معادل 

LOQ= 

 

 

 اهداف تحقیق ۱-۱۴

ای که شیر و محصولات لبنی در رژیم غذایی انسان به خصوص کودکان و سالمندان دارند به دلیل اهمیت ویژه

هدف از انجام این تحقیق علاوه بر اندازه گیری ها بسار اهمیت یافته است. از این رو شناسایی سموم موجود در آن

ایید روشی سریع، دقیق و آسان جهت استفاد به بازار تهران، ت های شیرموجود در نمونه M1 غلظت آفلاتوکسین

برای یک بار بنویسید کروماتوگرافی با کارایی بالا دیگر   جای روشی پرهزینه، وقت گیر و گران قیمت همچون

ها باشد. به این منظور پس از تایید معتبر بودن کیت تست آفلاتوکسین تمام نمونهمی HPLCانگلیسی را ننویسید 
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و سپس صحت ودقت این کیت  شدند، به کمک این کیت اندازه گیری  HPLCتوسط  گیری  ازه گیررا قبل از اند

 .می باشد تعیین می گردد HPLCکه  مرجع توسط روش

 

 

 فرضیات ؟؟؟
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 م فصل دو

 اهمواد و روش
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 لوازم و مواد مورد نیاز ۲-۱

 

 های مورد نیازدستگاه ۲-۱-۲

 wave lengths 365 nm excitation) 473با دتکتور فلوئورسانس مدل  600مدل   HPLCدستگاه  -

and 435 nm cut off emission)  .از شرکت واترز خریداری شده است 

 و قطر cm 10با طول C18ستون جداسازی  -

 فریزر آزمایشگاهی -

 یخچال آزمایشگاهی -

 آمریکا( SIGMAسانتریفیوژ ) -

 هود بیولوژیک -

 Heidolphدستگاه ورتکس مدل  -

 سونیکیتور -

 زسا دیونیزه دستگاه آب -

های ایمونوافینیتی مجهز به پمپ هوای فشار جهت استقرار ستون ای) منیفولد خلا (دستگاه خلا چند شاخه -

 مثبت

 Aflatestستون ایمونوافینیتی  -

 AFM1های آلومینیومی حاوی تست بسته -

 بادی کونژوگه شده با طلای کلوییدیآنتیمیکروتیوب حاوی  ۲۰ -

 قطره چکان ۲۰ -

 و سر سمپلر ۱۰۰۰،۱۰۰،۱۰سمپلر  -

 (۴کاغذ صافی ) واتمن شماره  -

 دستگاه فیلتراسیون حلال -

 سرنگ  -
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 ارلن -

 سرنگیفیلتر سر -

 فیلتر معمولی-

 بشر -

  ml ۵ ،ml ۱۰هایبالون ژوژه با حجم-

 ml ۲۵ استوانه مدرج -

 ml  ۵۰مدرجاستوانه  -

 ml  ۱۰۰استوانه مدرج -

 ml ۵ ،ml ۲ ویال -

 ایقیف شیشه -

 قاشقک چوبی -

 مگنت -

 دماسنج -

 ml ۵۰ فالکون -

 دستکش -

 پنبه استریل -

 البرز (-کیت ایمنو کروماتوگرافی خریداری شده از شرکت پژوهشی تولیدی روژان آزما )ایران -

 

  مواد مورد نیاز۲-۱-۲

 M1د آفلاتوکسین استاندار -

 آلمانHPLC (Merck )استونیتریل با درجه خلوص  -

 آلمانHPLC (Merck )متانول با درجه خلوص  -
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 آب دیونیزه  -

 کپسول گاز نیتروژن -

 نکات ایمنی ۲-۱-۳

 ها در کلیه مراحل آزمایش استفاده از هود، ماسک ها و مایکوتوکسینبه علت وجود خطرات ناشی از حلال

 الزامی است.و دستکش 

 ها به نور، بهتر است کلیه ظروف با کاغذ آلومینیوم پوشانده شوند.به علت حساس بودن مایکوتوکسین 

 .حلال های کار شده در ظرف مخصوص جمع آوری شوند 

 و پس از   ۵٪هیپوکلریت سدیم  در ساعت ۲۴ت شستشو به مدت ظروف آلوده به مایکوتوکسین را جه

  .شویی شوندبار آب ۱۲شوند و پس از آن ه قرار داد ۱۰٪ریک ساعت در اسید سولفو ۲۴آن

 نمونه آوری جمع ۲-۱-۴

 هایشیرفروشی از گاو شیر نمونه ۱۰ یتهیه همچنین و تهران بازار در موجود شیر هاینمونه انواع یتهیه

 . شد انجام تهران شهر سطح در موجود سنتی

 :روش کار ۲-۲

 M1استاندارد آفلاتوکسین  یتهیه ۲-۲-۱

 محلول استاندارد مادر 

حلال مورد استفاده  استونیتریل  تهیه شده است.افلاتوکسین  از استاندارد پودر   μg/ml ۱این استاندارد با غلظت  

باشد، غلظت آنرا توسط دستگاه می ppm۱به منظور اطمینان از اینکه غلظت محلول تهیه شده  می باشد.

 بر اساس فرمول زیر بدست می آید: غلظت سنجیم.وفتومتری میراسپکت

C = (  MW .1000. Amax) / ε        

C = ( 328 . 1000 . 0.064 ) /19000 

C = 1.1 μg/ml   

Cغلظت = 

Aشدت جذب خوانده شده توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر = 

MWوزن مولکولی= 

ε از آن استفاده می شود.= ضریب مربوط به حلالی که برای رقیق سازی سم 
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استانداردهای کاری ند. شودر دمای محیط نگهداری میبه مدت یک ساعت  استانداردها هر بار قبل از استفاده،

 شود.محلول استاندارد مادر توسط استونیتریل به صورت روزانه تهیه می مورد نیاز از طریق رقیق سازی

 محلول استانداردهای واسط

 ng/ml ۱۰۰با غلظت  Spikeساخت استانداردهای کاری و جهت   ng/ml۲۰۰اندارد با غلظت الف ( ساخت است

 باشدمیحلال مورد استفاده استونیتریل که 

  25/0ng/ml -5/0 -1 -2 – 5 -10 -25 -50 -75 -100های با غلظت جهت تهیه استانداردهای کاریب ( 

ورت رقیق ها به صسپس ساخت دیگر غلظتو  ppb  ۲۰۰از استاندارد  ng/ml ۱۰۰ی استاندارد در ابتدا تهیه

 باشد.می ۲۵٪و استونیتریل  ۷۵ ٪گیرد که حلال مورد استفاده آب دیونیزه سازی از استاندارد قبلی انجام می

 HPLCتوسط  M1جداسازی پیک آفلاتوکسین ۲-۲-۲

 mm۶/۴   ، قطر داخلی cm ۱۰با طول C18از یک ستون  M1گیری پیک آفلاتوکسینبه منظور جداسازی و اندازه

متحرک انتخاب شد و از  ( به عنوان فاز۲۰٪( و استونیتریل )۸۰٪میکرومتر استفاده شد و آب ) ۵و اندازه ذرات 

 نانومتر استفاده شد. ۴۳۵و نشر  ۳۶۵طول موج برانگیختگی  ورسانس بادتکتور فلئ

 رسم منحنی استاندارد ۲-۲-۳

گیری آن اندازهتهیه و  M1از آفلاتوکسین نانوگرم بر میلی لیتر ۵۰تا  ۱های ی منحنی استاندارد غلظتتهیهبرای 

 انجام گرفت.  HPLCتوسط دستگاه 

 M1 ی استانداردهای کاری جهت معتبرسازی کیت آفلاتوکسینتهیه ۲-۲-۴

های ی غلظتکه تهیه. استفاده شد ppb۲۰۰ی استانداردهای کاری از استاندارد مادر با غلظت به منظور تهیه

از غلظت اولیه انجام شد. برای رقیق سازی از شیر کم چرب به عنوان حلال  متوالی بعدی به صورت رقیق سازی 

 باشند.نانوگرم بر میلی لیتر می ۳-۵/۰ -۲/۰ -۱/۰ -۰۵/۰ این چیه؟؟؟ برابرهای تهیه شده غلظت استفاده شد.

  M1کیت تست آفلاتوکسین تعیین اعتبارروش ۲-۲-۵

در شیر، که برابر  AFM1های بالا و پایین حد مجاز ی غلظت، تهیهAFM1های سریع به منظور معتبرسازی تست

ppb ۱/۰ ها به صورت چهار بار تکرار و در سه روز مختلف کاری انجام شد.انجام تست باشد انجام گرفت.می 

 M1کسینمراحل انجام کار با کیت تست آفلاتو ۲-۲-۶

 ها باید در دمای محیط قرار داده شوند.از قبل تمام معرف .1

های آلومینیومی و قرار دادن آن ها به صورت افقی بر روی میز کار و خارج کردن نوارهای تست از بسته .2

 حداکثر تا یک ساعت این نوارها استفاده شوند. 
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یکروتیوب ) اضافه کردن به قسمت ی شیر کاملا همزده شده به ماضافه کردن دو قطره شیر از نمونه .3

دقیقه در حالیکه گاهی و به آرامی  ۵مرکزی تیوب(، بستن درپوش میکروتیوب و انکوبه کردن آن به مدت 

Shake شود.می 

 (. Well Sقطره( و اضافه کردن به نوار ) ۲خارج کردن محتوای میکروتیوب ) .4

 گیرد.دقیقه انجام می ۱۰ر نتیجه پس از کنیم تا نتیجه ظاهر شود و  تفسیدقیقه صبر می ۵به مدت  .5

ی تست( با یکدیگر تثبیت شده بر روی غشا )ناحیه AFM1-BSAدر نمونه و  M1های آفلاتوکسین مولکول

نتایج به صورت دیداری با  کنند.رقابت می AFM1های اختصاصی ایمونوگولد بادیبر سر ترکیب شدن با آنتی

باشد موجود در شیر نمی AFM1ی کنترل تحت تاثیرآیند. ناحیهست میی تشکیل باندهای رنگی به دمشاهده

 ی تست در غیابباشد. ناحیهی معتبر بودن تست میو باید در تمام موارد ظاهر شود از این رو که نشاندهنده

AFM1 باشد و اگر ی میدر نمونه کاملا مرئAFM1  در غلظت بالاتر ازppb ۱/۰ ی تست غیر باشد، ناحیه

 .ی و یا خیلی کمرنگ خواهدمرئ

 

 

 نمایی از تست سریع آفلاتوکسین  ۱-۲شکل 
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 ی شیرنمونه  clean upمراحل انجام استخراج و  ۲-۲-۷

1. ml ۸۰ ۳۷ی شیر را درون بشر ریخته و آن را درون حمام آب گرم روتاری قرار داده و به دمای نمونه 

 کنیم(گراد تنظیم میدرجه سانتی ۴۰-۴۲رسانیم. )دمای روتاری را روی درجه سانتی گراد می

طیسی دقیقه بر روی همزن مغنا ۳کنیم و آن را به مدت بعد از آن به بشر حاوی نمونه مگنت اضافه می .2

 دهیم.قرار می

میلی لیتر نمونه  ۸۰به  باشد،می ppb 1/0در سطح حد مجاز که  های اسپایکی نمونهبه منظور تهیه .3

 ppb ۱۰۰میکرولیتر از استاندارد  ۸۰میزان (  ای که کمترین میزان آلودگی را دارد)یا نمونه شیر بلانک

 کنیم.یم shakeثانیه آن را کاملا  ۳۰را اضافه کرده و به مدت 

دقیقه  ۱۵ریخته و به مدت  ml۵۰ها را  به طور مساوی جهت سانتریفیوژ درون دو فالکون سپس نمونه .4

 کنیم. سانتریفیوژ می g۴۲۰۰ گراد و با دوردرجه سانتی ۵در دمای 

 ی چربی تشکیل شده بر روی نمونه را برمیداریم.ی بعد به کمک قاشقک چوبی لایهدر مرحله .5

 دهیم.عبور می ۴ی بدون چربی را از کاغذ صافی واتمن شماره از نمونه ml۵۰و بعد از آن  .6

ایم تا به دمای را که از قبل در محیط قرار داده M1های ایمونوافینیتی اختصاصی آفلاتوکسین ستون .7

ستون  و سپسی شیر را به درون سرنگ ریخته هنمون ml۵۰ ابتدامحیط برسد را به سرنگ متصل کرده 

 M1های آفلاتوکسین حاوی آنتی بادی  Aflatestستون ایمنوافینیتی ولد وصل میکنیم .را به منیف

ایان توسط استونیتریل ها متصل شوند و در پبادیبه این آنتی  AFM1شود که باشند که سبب میمی

  شوند.وری میآجدا و جمع
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 ایمونوافینیتینمایی از ستون  ۲-۲شکل 

 

 ها از ستون عبور می دهیم.آب دیونیزه را به منظور شستشوی ناخالصی ml۲۰پس از عبور شیر،  .8

کنیم و ظرف منیفولد را شسته و در این مرحله با روشن کردن پمپ فشار هوا ستون را کاملا خشک می .9

 کنیم. خشک می

های خود، از ستون عبور داده و در از آنتی بادی AFM1استونیتریل به منظور جداسازی  ml ۴سپس  .10

 کنیم.جمع آوری می ml۵ ویال

 گیرد. دقیقه صورت می ۱ها به مدت در این مرحله ورتکس کردن نمونه .11



44 
 

 گیرد.به طور کامل توسط گاز نیتروژن انجام می ها خشک کردن نمونه  .12

 

 

 ها با گاز ازتنمایی از خشک کردن نمونه -۲شکل

 ی خشک شده.( به نمونه۲۰٪و استونیتریل  ۸۰٪میکرولیتر از فاز متحرک ) آب  ۴۰۰افزودن  .13

 شود.دقیقه نمونه ورتکس می ۳به مدت  .14

 دهیم.دقیقه در حمام اولتراسونیک قرار می ۱در این مرحله نمونه را به مدت  .15

 دقیقه ورتکس می کنیم. ۱و بعد از آن مجددا نمونه را به مدت  .16

 باشد.نه جهت تزریق به دستگاه آماده میو در آخر نمو .17
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 شناسایی وتعیین مقدار ۲-۳

 HPLCآماده سازی دستگاه  ۲-۳-۱

 : شستشوی اولیه مسیر ها و ستون در ابتدای تزریق

 دقیقه 30به مدت   HPLC gradeشستشو با متانول  . 1

 دقیقه ۱۵به مدت  شستشو با فاز متحرک . 2

 آماده سازی فاز متحرک  -

کنیم و به ظرف لیتر استونیتریل اضافه میمیلی ۲۰۰کنیم و به آن پور میمیلی لیتر آب دیونیزه را میلی۸۰۰ 

 منتقل می کنیم. HPLCمخصوص فاز متحرک دستگاه 

  HPLCتزریق به دستگاه  ۲-۳-۲

میکرولیتر به دستگاه تزریق می ۱۰۰سپس نمونه ها و اسپایک ها را به حجم  در ابتدا شش استاندارد کاری و

 کنیم. 

 شستشوی نهایی دستگاه ۲-۳-۳

 دقیقه 15شستشو با فاز متحرک به مدت  . 1

 دقیقه ۳۰. شستشو با متانول به مدت 3

 

 لطفا بنویسید کلیه مراحل چقدر طول میکشد

 (Validation of method. بررسی اعتبار روش )3-5

در  .اعتبارسنجی و کنترل کیفی طبق استاندارد ملی ایران انجام می شودعتبارسنجی روش بر اساس ، روش های ا

( و LODاین راستا پارامترهایی چون، بررسی خطی بودن روش، صحت و دقت روش، تعیین حدود تشخیص )

 (.49مورد بررسی قرار می گیرد) (LOQتعیین مقدار)

 آزمون قرار گیرد.جهت اعتبارسنجی روش باید تکرارپذیری و تجدیدپذیری روش، مورد 

تکرارپذیری: نزدیکی نتایج حاصل از آزمایشات مکرر به وسیله یک روش آزمون، تحت شرایط مساوی از نظر 

 .آزمایشگاه، دستگاه و فرد آزمایش کننده
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سه سری ، ۲/۰و  ng/ml ۰۲/۰ ،۱/۰، در یک روز از هرکدام از سه سطوح اسپایک 1جهت سنجش تکرار پذیری

 نمونه در پایان یک روز( 10کرده و یک نمونه را بعنوان بلانک جدا می کنیم. )جمعاً  نمونه ها را آلوده

اسپایک، سه ۰/، ۲و  ng/ml ۰۲/۰ ،۱/۰، در سه روز متوالی از هر کدام از سه سطوح 2جهت سنجش تجدیدپذیری

 در پایان سه روز( نمونه 30سری نمونه ها را آلوده کرده و یک نمونه را بعنوان بلانک جدا می کنیم. )جمعاً 

 . تعیین درصد بازیافت و مطالعات صحت و دقت روش3-5-1

برای بررسی درصد بازیافت و مطالعات صحت و دقت روش نمونه های بلانک در سه سطح و برای هر سطح سه 

نمونه( اسپایک شده سپس با استفاده از روش گفته شده در این فصل بر روی آن ها استخراج  27نمونه)جمعاً 

صورت می گیرد. این نمونه ها آنالیز شده و درصد بازیافت تعیین گردیده است. این کار در سه روز متوالی انجام 

( جهت مطالعات صحت و دقت %RSD% or CVشده و میانگین درصد بازیافت و میزان انحراف استاندارد نسبی )

 (.50تعیین شده است)

3-5-2 .LOD  وLOQ  

LOD3 :ارتفاع نمونه نسبت به غلظتی است که می تو(.اند ارتفاعی از پیک را مشخص کندNoise). 

LOQ4: LOQ  عبارت است از پایین ترین سطح اسپایک معتبر شده که در آن معیارهای صحت و دقت یعنی

 (.49تعیین شود) RSDمیانگین بازیافت  و 

باشد، فقط می توان گفت وجود دارد ولی نمی توان آن را  LOQو  LODاگر ارتفاع پیک نمونه ای بین مقادیر 

 تعیین مقدار کرد.

بیشتر است، حد تشخیص نامناسب تر است، یعنی مقادیر کم را اندازه  Noiseهر چه خالص سازی ضعیف تر باشد 

 اندازه گیری بسیار مهم است. LOQ و LODگیری نمی کند. پس خالص سازی و آماده سازی نمونه در میزان 

 

 

 

 

                                                
1 . Repeatability 
2 .Reproducibility 

3 .Limit of Detection(LOD) 

4  Limit of Quantification(LOQ) 
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 ل سومفص

 اهنتایج و یافته
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 HPLC اعتبارسنجی روش ۳-۱
 بررسی خطی بودن ۳-۱-۱

 M1ن آفلاتوکسینتایج بدست آمده از رسم منحنی کالیبراسیون نشان می دهد که منحنی کالیبراسیون برای 
2) خطی است. ضریب همبستگیng/ml ۵- 1/0در محدوده 

r)  می باشد.  ۹99/0با احتساب سه رقم اعشار

 ( آورده شده است.1-۳در )جدول M1آفلاتوکسین  معادله خط و ضریب همبستگی مربوط به

( ارائه شده است. پس از تزریق استانداردها 1-۳در )نمودار  M1آفلاتوکسین منحنی کالیبراسیون رسم شده جهت 

رفتن استانداردها و در نظر گمنحنی کالیبراسیون با محاسبه سطح زیر منحنی  منحنی کالیبراسیون رسم می شود.

 ضریب رقت رسم می شود.

Y = ax + b 
X =  آفلاتوکسین مقدارM1 

X = (y – b) / a 

a =  شیب خط منحنی کالیبراسیون 

b = عرض از مبدا 

g = سطح زیر منحنی 

C/x  =ضریب رقت 

C =  آفلاتوکسین غلظتM1  استخراج شده(ppb  ) 

C/D  =Recovery(%) 

D =  آفلاتوکسین غلظتM1  اسپایک شده(ppb) 
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 های کالیبراسیون رسم شدهنتایج مربوط به منحنی ۱-۳جدول

Regression 

Coefficient 
Equation Compound DAY 

0.999   
 

    

AFM1 

 

 

1 

0.999  2 

0.998  3 

 

 

  4 

 

 M1آفلاتوکسین( مربوط به کالیبراسیون استاندارد AUCسطح زیر منحنی )  مساحت( :2-۳جدول )

AUC Amount (ng) 
9011 0.1 

17583 0.2 
47894 0.5 
89278 1 

221167 2.5 
470032 5 

 

 

 

 M1(: منحنی کالیبراسیون آفلاتوکسین1-۳نمودار )     
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 LOQو    LODتعیین  ۳-1-2

 3-۳جدول  درM1 ( آفلاتوکسین LOQ( و حدود تعیین مقدار )LODبا بررسی انجام شده ، حدود تشخیص )

 آورده شده است.

 M1 آفلاتوکسین   LODو  LOQ(: میزان 3-۳جدول)

LOD(ng/ml) LOQ(ng/ml) Compound 
0.006 0.02 AFM1 

 

 تعیین درصد بازیافت و بررسی صحت و دقت روش ۳-۱-۳

 معیار نسبیدر رفرنس های معتبر جهت بیان  نتایج و ارزیابی تکرارپذیری و دقت میانی روش آزمون از انحراف 

(RSD.استفاده میکنند ) 

 ( با فرمول زیر محاسبه می شود:RRSD) تجدیدپذیری( و rRSDانحراف معیار نسبی برای تکرارپذیری )

 

RSDR, RSDr % = (SD / Mean-Recovery)  × 100 

SD  =انحراف معیار 

Mean-recovery میانگین ریکاوری ها در هر سطح = 
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ریکاوری و انحراف معیار نسبی برای تکرارپذیری و تجدیدپذیری سم اسپایک شده به نمونه (میانگین 4-۳جدول)

 شیر بلانک

 

 

 

RSDr% 

 

RSDR% 

 

Mean 

Recovery% 

 

Compound 

 

Spiking 

solution 

(ng/ml) 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 
AFM1 

 
0.02 

  

 

  

 

 

 

 

      

0.1 

 

 

 

 

 

 

 

     

0.2 

 

 

 

نانوگرم بر میلی  006/0نانوگرم بر میلی لیتر و حد تشخیص برای این روش  ۰۲/۰حد تعیین مقدار برای این روش 

 تعیین شده است.M1 آفلاتوکسین برای لیتر 
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 M1کیت تست آفلاتوکسین  اعتبارسنجینتایج حاصل از ۳-۵

کاری چهار بار تکرار به منظور تعیین تکرارپذیری و در سه روز به صورت    AFM1کیت تست  اعتبارسنجی

 اند.مختلف انجام شد. که نتایج در جداول زیر ارائه شده

 جدول شماره

Resault (n=4) Spiked AFM1 (ng/ml) Day 
-, -, -, - Blank  

-, -, -, - 0.05 1 
-, -, -, - 0.1  

+, +, +, + 0.3  

+, +, +, + 0.5  

+, +, +, + 3  

-, -, -, - Blank  

-, -, -, - 0.05  

-, -, -, - 0.1  

-, -, -, - 0.2 2 
+, +, +, + 0.3  

+, +, +, + 0.5  

+, +, +, + 3  

+, +, +, + 0.1  

+, +, +, + 0.3 3 
+, +, +, + 0.5  
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 در غلظت بلانک AFM1شکل تست سریع 
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 ppb ۰۵/۰در غلظت  AFM1شکل تست سریع 

 

 

 

 

 ppb ۱/۰در غلظت  AFM1شکل تست سریع 
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 ppb ۵/۰در غلظت  AFM1شکل تست سریع 

 

 

 ppb ۳در غلظت  AFM1شکل تست سریع 

 

 

 ppb ۲/۰در غلظت  AFM1شکل تست سریع 

 

 



56 
 

 

 

  AFM1  بهینه سازی تست سریع
نتایج مطلوب  ۲/۰و ppb ۱/۰های در غلظت  M1 های سریع آفلاتوکسینبا توجه به جداول و تصاویر تست

حاصل نشد بنابراین به منظور بهبود این وضعیت حجم نمونه شیر افزایشی به درون میکروتیوب و همچنین 

ی تست میکرولیتر افزایش دادیم که با اینکار در ناحیه ۲۰۰میکرولیتر به میزان  ۱۰۰را به جای  sچاهک 

وجه به پروتکل شرکت سازنده ) شرکت روژان خطوط کمرنگی به جای خطوط پررنگ قبلی ایجاد شد که با ت

 ی مثبت در نظر گرفت.آزما( خط کمرنگ را میتوان نتیجه

 

  

 2/0و  ppb 1/0در غلظت  AFM1شکل تست سریع 
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 نمونه های شیر آنالیز 

و تعداد  نمونه شیر از سوپرمارکت 30در این پژوهش تعداد  ی مورد استفادههای آنالیزروش اعتبار سنجیپس از 

ها به منظور تست اولیه بر سنتی سطح شهر تهران جمع آوری شدند. که نمونههای نمونه از لبنیات فروشی 10

های شیر مثبت ) بالاتر از غلظت و پس از آن هر دوی نمونه آزمایش شدند M1 روی کیت تست آفلاتوکسین

ppb ۱/۰تر از غلظت( و منفی ) پایین ppb ۱/۰ آزمایش شده توسط کیت آفلاتوکسین )M1   به منظور تایید

که نتایج به  تزریق شدند HPLCنتایج به دست آمده، پس از انجام مراحل استخراج و تغلیظ سازی به دستگاه 

 اند.دست آمده در جدول زیر ارائه شده

 HPLCو  AFM1در شیر به روش تست سریع   M1جدول نتایج تعیین حضور آفلاتوکسین 

Strip test (n=3) HPLC 
Concentration 

(ng/ml) 

Type Brand 

-, -, - 
-, -, - 
-, -, - 

0.05 
ND 

0.01 

1 
2 
3 

A 

-, -, - 
-, -, - 

0.02 
0.02 

4 
5 

B 

-, -, - 
-, -, - 

ND 
0.04 

6 
7 

C 

-, -, - 
-, -, - 
-, -, - 

0.005 
0.02 
0.02 

8 
9 

10 

D 

-, -, - 
-, -, - 
-, -, - 

0.02 
0.026 
0.01 

11 
12 
13 

E 

-, -, - 0.007 14 F 
+, +, + 

-, -, - 
0.22 
0.03 

15 
16 

G 

-, -, - ND 17 H 
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-, -, - ND 18 
-, -, - 
-, -, - 

0.017 
0.04 

19 
20 

I 

-, -, - 
-, -, - 

ND 
ND 

21 
22 

J 

-, -, - 
-, -, - 

0.04 
0.04 

23 
24 

K 

+, +, + 

-, -, - 
+, +, + 

0.11 
0.04 
0.12 

25 
26 
27 

L 

-, -, - 0.02 28 M 
-, -, - 0.01 29 N 
-, -, - ND 30 O 

   P 

   Q 

   R 

   S 

   T 

   U 

   V 

   X 

   W 

   Y 

 

 

 (: معادله خط و ضریب همبستگی مربوط به آنالیز نمونه های مختلف شیر   5-4جدول )

Regression 

Cofficient 
Equation Compound DAY 

0.999 Y=88975x+859.9  

 
AFM1 

 

1 

0.999 Y=93495x-2422 2 

0.999 Y=94050x-6389 3 
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0.999 

      

 

 

4 

 

 )جدول(شیر  در نمونه های M1(: حضور آفلاتوکسین 6-4جدول )

 (. کروماتوگرام مربوط به نمونه بلانک1-4شگل)

 ppbدر سطح   M1آفلاتوکسین (.کروماتوگرام مربوط به نمونه اسپایک شده با 2-4شکل)

 M1(. کروماتوگرام مربوط به استاندارد آفلاتوکسین 3-4شکل)

 Mکروماتوگرام مربوط به نمونه شیر آلوده به آفلاتوکسین (. 4-4شکل)
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 فصل چهارم

 گیریو نتیجه  بحث 
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 بحث ۴-۱

آلودگی مواد غذایی بوسیله یکی از مهم ترین چالش های پیش رو جامعه بشری، مساله امنیت و سلامت غذا است.

ای در امر بهداشت های عمدهش ها و داروهای دامپزشکی، نگرانیی استفاده روزافزون مواد شیمیایی مثل آفت ک

ی سموم طبیعی مثل جهدر این زمینه آلودگی مواد غذایی در نتی عمومی در سراسر جهان بوجود آورده است.

د غذایی و خوراک دام را به خطر اندازد، که اثرات کارسینوژنیسیته، تواند سلامت مواها، هم میمایکوتوکسین

ی این سموم بر سلامت انسان و حیوانات مورد توافق محققان و نهادهای رسمی است. و تراتوژنیسیتهموتاژنیسیته 

ها آلوده صولات مزارع جهان به مایکوتوکسیندرصد مح 25شود که بیش از حاضر تخمین زده می در حال

 .[37]شندبا

بخوبی شناخته شده اند و مهمترین گروه ها از نظر ایجاد خطر برای انسان و سایر  هایی کهاز میان مایکوتوکسین

 (۴( نام برد)Aflatoxinsاز آفلاتوکسین ها) حیوانات  و همچنین ایجاد آلودگی در مواد غذایی می توان

وس توسط آسپرژیلوس فلا M2توسط دو گونه آسپرژیلوس فلاوس و آسپرژیلوس پارازیتیکوس و M1آفلاتوکسین 

هستند که در شیر    B2و   B1 مشتقات منوهیدروکسیله آفلاتوکسین  M2وM1 تولید می شود . آفلاتوکسین 

 .اند، تشکیل و ترشح می شودتغذیه کردهB1 وB2 آفلاتوکسین  انسان وحیوانات که از منابع غذایی آلوده به 

AFB1 ه شود کهای میکروزومال متابولیزه شده و به مشتقات مختلفی تبدیل میدر کبد توسط سیتوکروم

موجد در شیر میتوان  M1از جمله عوارض آفلاتوکسین باشد ی آن میمشتق مونوهیدروکسیله M1آفلاتوکسین 

 (۲۶۷)اشاره کرد DNAسرطانزایی خصوصا روی کبد ، جهش زایی و اتصال با  به

ای ژههای ضروری جایگاه ویباشد و به لحاظ داشتن اسیدآمینهترین منبع تامین کلسیم و فسفر بدن میشیر مهم

با توجه به جایگاهی که شیر و محصولات لبنی در رژیم غذایی انسان های مورد نیاز بدن دارد در تامین پروتئین

زه . امرویابدمیی سموم موجود در آن اهمیت بسیار ند به ویژه اهمیت مصرف آن در کودکان و سالمندان شناسایدار

 در صنایع غذایی ،های آنالیزیعلاوه بر این به علت افزایش پیچیدگیرقابت موجود در صنایع غذایی و به علت 

ریع به منظور آنالیز های سباشیم به همین علت روشی غذایی میهاآلاینده نیازمند یک روش سریع جهت گزارش

 باشند. بسیار حائز اهمیت میها مایکوتوکسین

و ارزش  M1وکسین تمصرف طولانی مدت محصولات آلوده با آفلا به اثرات و عوارض ذکر شده به دنبالبا توجه 

وجود روشی کارآمد و به صرفه به منظور پایش و کنترل میزان این سم به شدت احساس غذایی بالای شیر، 

 ELISAو  HPLCمعمول میتوان به های آنالیزی روشاز  AFM1به منظور کنترل موثر آلودگی شیر با د. شومی

گیری روش رفرنس و معتبر جهت اندازه   )کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا(  HPLCر حال حاضراشاره کرد که د
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M1 باشد.میAFM1  های آلوده پس ازاستخراج و موجود در نمونهClean-up های ایمونوافینیتی، توسط ستون

میتوان به حساسیت بالا،   HPLCترین مزایای (. از مهمپرو۱۶-۱۷تعیین غلظت می شود) HPLC توسط دستگاه

با  HPLC(. البته ۱۸فرار و حساس به دما اشاره نمود)های غیرتعیین مقدار کمی با صحت بالا، قابلیت آنالیز نمونه

ی بالای تجهیزات هایی از جمله زمان طولانی آزمایش، هزینهوجود صحت و دقت و اعتبار فراوان دارای محدودیت

د. به همین باشهای نرم افزاری، تفسیر نتایج و نیاز به وجود تکنسین آموزش دیده نیز میو مواد مصرفی، پیچیدگی

ها از ویژگی های آنالیزی قرار گرفته است.یار مورد توجه حیطههای اخیر بسها در سال rapid testدلیل استفاده از 

باشد که میتوان در زمانی اندک، غربالگری سریعی سرعت، سادگی و کم هزینه بودن می ها rapid testو مزایای 

باشد یک سازو کار  ایمونوکروماتوگرافی می سریع  اساس این تست (.۱۹پرواز سموم را در مقیاس وسیع انجام داد)

تثبیت شده بر روی غشا با یکدیگر بر سر اتصال با کمپلکس   AFM1-BSAموجود در نمونه و  AFM1که در آن 

کنند و در نهایت منجر به تشکیل و یا عدم رقابت می AFM1قرمز نانوذرات متصل به آنتی بادی منوکلونال ضد  

 شوندتست می مرئی در ناحیه  تشکیل ناحیه

ته ها بوده است البی نمونهمطالعه اعتبار سنجی روشی سریع و کارآمد به منظور غربالگری اولیه هدف از انجام این

وان به عن آن ی حاصل ازباشد و نتیجهدقیق  به منظور شناسایی می این تست روشی سریع ومشخص است که 

 .این نتایج باید انجام گیرند های رفرنس به منظور تاییدارزیابی اولیه در نظر گرفته شده و در صورت لزوم روش

توسط شرکت روژان آزما تولید شده است که برتری این استفاده شده در این تحقیق  M1ن یکیت تست آفلاتوکس

 در شیر ایران تعیین شده است. AFM1این تست است که بر اساس حد مجاز cut-offتست سطح 

در  AFM1استاندارد   منحنی کالیبراسیون HPLCبر اساس اعتبار سنجی روش  بر اساس نتایج به دست آمده

بوده است. میانگین درصد بازیافت در  999/0خطی بوده و ضریب همبستگی برابر ng/ml 5/2- 05/0ی محدوده

بوده  02/0و  006/0( به ترتیب برابرLOQ( و حد کمی سازی )LODدامنه بین................. بوده است. حدشناسایی )

  HPLCبه خوبی توسط روش تاییدی ش سریع از نظر صحت و تکرارپذیری از اعتبارسنجی رو . نتایج حاصلاست

 ۱۰نمونه شیر استرلیزه و  ۳۰تعداد AFM1 پس از اعتبارسنجی دو روش به منظور تعیین حضور تایید شدند. 

 نمونه شیر پاستوریزه بررسی شدند که نتایج نشان داد
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 از برندهای مختلف  در نمونه های جمع آوری شده  M1 (: آلودگی آفلاتوکسین1-5جدول )

 

ی شیرده)گاو، گوسفند، در چهار گونه AFM1ی فصلی آلودگی با به مطالعه عزیز الله فلاح و همکاران ۲۰۱۶در سال 

آنالیز را انجام   HPLCبز و شتر (در یزد پرداختند که در ابتدا به روش الایزا و سپس جهت تأیید نهایی به روش 

ی شیر بز کمترین درصد (و نمونه۵/۴۵٪ی شیر گاو بالاترین درصد)دادند، که از این میان میزان آلودگی در نمونه

 .[2]اند. استفاده کرده HPLC که همچون مطالعه ما از روش تاییدی  ( را داشتند٪۰۳/۴)

 AFM1را جهت شناسایی  lateral flow testسازی یک و همکاران معتبر Wim Reybroeck ۲۰۱۴در سال 

انجام دادند که این تست به منظور تأمین سلامت مواد غذایی توسط آژانس فدرال بلژیک  ng/L ۵۰در غلظت 

پا تنظیم شده است اما در در اتحادیه ارو AFM1تست سریع بر اساس حد مجاز   cut-offکه سطح  پذیرفته شد

 .[38]باشدمی ppb1/0اختصاصا برابر حد مجاز ایران و   cut-offمطالعه ما سطح 

  HPLCرا در شیر پاستوریزه تولیدی شهر اهواز به روش  AFM1عبدالعظیم بهفر و همکاران میزان  ۲۰۱۲در سال 

میزان پذیرفته شده  ng/L ۵۰بود که از  ng/L ۷/۲ها  برابر  در نمونه AFM1تعیین کردند، که میانگین غلظت 

 .[39]برای شیر در ایران کمتر است 

و همکاران ساخت یک تست ایمونوکروماتوگرافی در سطح حد مجاز چین برابر  Dao H. Zhang ۲۰۱۲در سال 

همبستگی  ۱۰۰٪نمونه شیر جمع آوری شده  ۲۷اعتبار سنجی کردند که در  ELISAرا توسط روش  ng/L ۵۰۰با 

داشت، همچون نتایج حاصل از مطالعه ما با تفاوت روش رفرنس   ELISAبین نتایج حاصل از تست سریع و روش 

 و سطح حد مجاز بررسی شده.

الایزا تعیین کردند   به روشی شهر بابل را در شیر پاستوریزه AFM1سفیدگر و همکاران میزان   ۲۰۱۱در سال 

 .[40]بودند ng/L۵۰ها بالاتر از حد مجاز در تمام نمونه AFM1و میزان  AFM1ها آلوده به که تمام نمونه

را در شهر تهران به روش الایزا   AFM1با 5UHTآلودگی شیرهای علی حشمتی و همکاران میزان  ۲۰۱۰در سال 

    .[41]بودند ng/L ۵۰بالاتر از حد مجاز  AFM1ها غلظت از نمونه ۳/۳۳٪تعیین کردند که در 

 مطالب را نباید اینطوری به مقدمه تمام کنید بحث خیلی مهم است 

 

                                                
5 Ultra High Temprature 
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 نتیجه گیری

دهد را نشان می  HPLCو روش   AFM1نتایج به دست آمده از این تحقیق به خوبی همبستگی بین روش سریع  

اند که همانطور که قبلا گفته شده از جمله تایید شده  HPLC خوبی نتایج اولیه حاصل از تست سریع، توسطو به 

عت بالا، عدم احتیاج به آماده سازی نمونه مزایای بسیار روش سریع میتوان به هزینه پایین آن، سادگی روش، سر

 اشاره کرد.

 پیشنهادات

سطح  های شیر بررسی شده و در نمونه  AFM1در شناسایی  M1به توانایی بالا روش سریع آفلاتوکسین با توجه 

cut-off  نانوگرم بر میلی لیتر است و مزایای بسیاری که این روش  1/0روش که در سطح حد مجاز ایران و برابر

دارد به کار گیری این تست سریع به شدت به عنوانی روشی جهت  HPLCای همچون نسبت به روش پرهزینه

 با با توجهشود. ها پیشنهاد میی نمونهآنالیز اولیه
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