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  مقدمه
 W (ها توليد مي گردندها گروه مهمي از تركيبات بسيار سمي هستند كه توسط انواع خاصي از قارچمايكوتوكسين

Turner et al., 2009; Tan et al., 2009; Papp et al., 2002.( يـي هـستند كـه    هاها، مايكوتوكسينآفلاتوكسين
در كلمـه  . شـوند  ايجـاد مـي  Aspergilus Parasiticus و Aspergilus Flavousهـاي  توسط دو نوع كپك بـه نـام  

Aflatoxin حروف Aو F  به ترتيب نماينده جنس قارچ يا  Aspergilus يا و گونه آن Flavousباشند كه با لغت  مي
 Toxinتركيب شده است) et al., 2001 Akiyama Kamkar, 2006;( .  هـاي ايـن   مطالعات زيادي در مـورد گونـه

 Aspergilus Niger و Aspergilus Flavous  ، Aspergilus Nomius وAspergilus Parasiticusقارچ شـامل  
براساس اين مطالعات در طبيعت، چهار نوع آفلاتوكسين        و   پذيرفته است    ها و مراكز تحقيقاتي جهان صورت     در دانشگاه 

 1 در شـكل .  وجـود دارنـد  M2و M1 هـاي   و دو نوع محصولات متابوليكي بـه نـام   B1، B2 ،   G1،G2 اصلي شامل 
 ,.Caller et al., 2007; Xiulan et al ( نـشان داده شـده اسـت   Gو B  هـاي گـروه   ساختار شيميايي آفلاتوكـسين 

2006.(   

زائي و ايجاد مسموميت حاد از اهميت بيشتري ها نسبت به ساير سموم قارچي به علت اثرات سرطانآفلاتوكسين
هاي خوراكي و  اين سموم قادرند تا در طول مراحل مختلف از قبيل رشد، برداشت و انبار نمودن دانه.برخوردارهستند

-توان به تضعيف و نابودي سيستم ايمني، جهشها مي آفلاتوكسين از جمله اثرات مخرب.جات ظهور پيدا كنندادويه
هاي قارچي در مواد غذائي و بسياري از كشورها با توجه به داشتن آلودگي. هاي ژنتيكي و سرطان اشاره نمود

ا اند بهداشت و سلامتي مواد غذائي توليدي خود رمحصولات كشاورزي با تصويب قوانين و مقررات ويژه اي توانسته
 ;Adegoke et al., 1996; Barbesgaard et al., 1992; Bartine & Tantaoui-Elaraki, 1997 (مين نمايندأت

Berardo et al., 2005; Stark, 1980; Ueno et al., 1978.(        
آب و هواي گرم و مرطوب موجب طـولاني شـدن           . جات محصول مناطق گرمسيري و مرطوب هستند      بيشتر ادويه 

گردد و عدم آموزش كافي به كشاورزان بـراي حـل ايـن مـشكلات، در شـرايط                   شدن اين محصولات مي    دوره خشك 
درصد محصولات توسط   10 تا   5دست آمده   هكيفي محصولات به نحو نامطلوبي تاثير گذار است، با توجه به گزارشات ب            

هـا  ط دامنه وسـيعي از ميكروارگانيـسم      جات توس ادويه. روند و ديگر قابل مصرف توسط انسان نيستند       ها ازميان مي  قارچ
هاي خشك كردن طولاني، گـرد و       آوري و دوره  كه در اثر شرايط بد جمع     ) Aspergilusويژه  هب(هاي سمي   شامل قارچ 

هـا بـه    فاضلاب و فضولات انساني و حيواني در محصولات كه به صورت غير بسته بنـدي شـده در مغـازه                    و    آب ،غبار
 وجود آلودگي در    ،گيرندجات اغلب به صورت خام مورد استفاده قرار مي        جا كه ادويه  از آن . ندشورسد آلوده مي  فروش مي 

قيمتـي  عنوان ادويه گـران   زعفران نيز به  . ثير قرار دهد  أطور مستقيم سلامت انسان را تحت ت      تواند به اين محصولات مي  
  .باشدر قراردارد از اين مسئله مستثني نمياش مورد توجه بسياكه همواره به دليل داشتن رنگ، بو و خواص دارويي

 ,.Abdullaev et al(هاي خشك و قرمز رنگ گياه كروكـوس سـاتيوس از خـانواده زنبـق اسـت      زعفران، كلاله

هاي دور به دليـل رنـگ زيبـا و          بهاترين گياه زراعي موجود در روي كره زمين است كه از گذشته            زعفران گران  .)2003
 سـاير امـروزه بجـز ايـران     .)Abdullaev, 1992 ( در مواد غذايي مختلف كاربرد داشته استعطر و طعم استثنايي آن

در طي دهه گذشته مطالعـات  . )Negbi, 1999 (باشندكشورهاي توليد كننده زعفران، اسپانيا، يونان، هند و مراكش مي
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هاي اخيـر بـا     در سال . گرفته است هاي تحقيقاتي مختلف انجام     زيادي در زمينه تركيبات شيميايي زعفران توسط گروه       
توجه به شناسايي دقيق تركيبات زعفران تحقيقات زيادي در خصوص اثرات درماني آن صورت گرفته و توجه به اثرات                   

هـاي اخيـر    بيولوژيكي و دارويي آن افزايش يافته است و در مورد اثرات ضد سرطاني آن نيز گزارش متعددي در سـال                   
  .)Abdullaev, 2002 (منتشر شده است

  
  .Gو  B هاي ساختار شيميايي آفلاتوكسين-1شكل 

Fig.1- Chemical structure of aflatoxins B and G 
  

هـاي قـارچي    رسد ارزيابي مـداوم و كنتـرل آلـودگي        نظر مي هبا توجه به مصرف و همچنين صادرات زياد زعفران ب         
و همچنين رقابت در بازارهاي بين المللي ايفا نمايد و  مين سلامت مصرف كنندگان     أتواند نقش بسزايي در ت    زعفران مي 

دراين تحقيق روشـي بـراي تعيـين ميـزان          . حفظ نمايد عنوان يك محصول سالم بتواند اصالت خود را         هزعفران ايران ب  
  .آلودگي زعفران به آفلاتوكسين عملياتي و مورد ارزيابي قرار گرفته است

 هاروشمواد و 
هاي شاهد زعفران از مزارع تربت نمونه.  تهيه گرديد گيري تصادفي    با روش نمونه   زار مشهد هاي زعفران از با   نمونه

متـانول و    .گراد نگهداري گرديد   درجه سانتي  -20منظور جلوگيري از رشد قارچ ها در فريزر در دماي           حيدريه تهيه و به   
انداردهاي آفلاتوكـسين از شـركت سـيگما        است. انداستونيتريل با درجه خلوص كروماتوگرافي از شركت مرك تهيه شده         

  .انداي از شركت هاي مرك و شارلو خريداري شدهساير مواد شيميايي مورد استفاده با درجه خلوص تجزيه. تهيه گرديد

مجهز به پمپ دو پيـستوني      ) آلمان (Sykamدر اين تحقيق از دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا از شركت             
S2100روماتوگرافي و ستون ك Genesis C18 5 ميلـي متـر و مـواد پـر شـده      6/4متر، قطر داخلي  سانتي25 به طول 

 نانومتر اسـتفاده    445 و نشر    365 تحريك با طول موج     RF-10AXLاز آشكارساز فلورسانس    . ميكرومتري استفاده شد  
ي آفلاتوكسين توسط پمپ ثانويـه      سازمشتق.  انجام گرديد  S4011تنظيم دماي ستون با استفاده از آون ستون         . گرديد

S1122    در قطعه T      جهت تهيه آب مقطر خلوص كروماتوگرافي از       . گراد انجام گرديد   درجه سانتي  70 شكل و در دماي
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  .  استفاده گرديدSGدستگاه آب مقطر 

ده و بـه   ميلي ليتر متانول افزو    8 گرم نمك طعام مخلوط و به آن         2/0 گرم نمونه با     2جهت استخراج آفلاتوكسين،    
ليتر از محلول سانتريفوژ شده      ميلي 2.  شد و سپس سانتريفوژ گرديد     زدههم دقيقه به شدت جهت  مخلوط شدن         3مدت  

جهـت تخلـيص آفلاتوكـسين از نمونـه، از سـتون            . بـه خـوبي مخلـوط گرديـد       ) PBS( ميلي ليتر بـافر فـسفات        50با  
ليتـر نمونـه     ميلـي  52 شستشو داده و     PBS ميلي ليتر بافر     10 با   ابتدا ستون ايمونوافينيتي  . ايمونوافينيتي استفاده گرديد  

 ميلي ليتر آب مقطر، ستون بـا        15پس از شستشوي ستون با      .  قطره در ثانيه از ستون عبور داده شد        1حاصل با سرعت    
جهـت جـدا كـردن آفلاتوكـسين متـصل شـده بـه سـتون                 . ثانيـه خـشك گرديـد      10عبور فشار ملايم هوا به مـدت        

-در ويال جمع  جدا شده    آفلاتوكسين   ، ميلي ليتر متانول كروماتوگرافي به ستون افزوده و پس از خروج           2ينيتي،  ايمونواف
سـپس  . بـا ورتكـس همـزده شـد    ميلي ليتر آب مقطر خلوص كروماتوگرافي به ويال افزوده و به شدت         2. آوري گرديد 

  . د ميكرومتري صاف گردي45/0نمونه با استفاده از صافي هاي سرسرنگي 

از سيستم ايزوكراتيك ) ISIRI 6872, 1382 (6872مطابق روش ارائه شده توسط استاندارد ملي ايران به شماره  
 و  365عنوان فاز متحرك و آشكارساز فلورسانس بـا طـول مـوج تهيـيج               به) 20:20:60(استونيتريل  : متانول: حلال آب 

در . اسـت ) Genesis C18) µm5 ،mm 6/4 ×250اده ستون مـورد اسـتف  .  نانومتر استفاده شد445طول موج تحريك 
گـراد ثابـت    درجه سانتي40ليتر در دقيقه و دماي ستون در طول مدت زمان آزمايش سرعت جريان به ميزان يك ميلي 

گـردد اسـتفاده    سازي آفلاتوكسين از محلول اشباع يد كه به صورت تازه و روزانه تهيه مي             جهت مشتق . نگه داشته شد  
 20 مقدار نمونه تزريقي به دستگاه       .گيردگراد انجام مي   درجه سانتي  70 شكل و در دماي      Tسازي در قطعه    مشتق  . شد

كروماتوگرام مربوط به يك نمونه زعفران را كه شامل انـواع           ) 2(شكل  .  مرتبه تكرار شد   4ميكروليتر بود و همه آناليزها      
ليتـر را نـشان      نانوگرم بـر ميلـي     2/7دارد آفلاتوكسين با غلظت     باشد را در مقايسه با كروماتوگرام استان      آفلاتوكسين مي 

، 24/8هـاي  باشـد كـه بـه ترتيـب در زمـان     مـي   B1 و  G2  ،G1، B2ها به صـورت ترتيب خروج آفلاتوكسين. دهدمي
 هاي آفلاتوكسين در نمونه زعفران بـا مقايـسه آن بـا زمـان             زمان بازداري پيك  . باشد دقيقه مي  34/13 و   82/9،01/11

  .شوندهاي استاندارد شناسايي ميبازداري پيك

  
  .دهدرا نشان مي) A(و استاندارد آفلاتوكسين ) B(  كروماتوگرام نمونه زعفران -2شكل

Fig. 2- Overlay chromatogram of saffron (B) and standard of aflatoxin (A) 
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طور مجزا توسط دسـتگاه     گيري جذب هركدام به    اندازه تعيين غلظت استاندارد اوليه هر كدام از انواع آفلاتوكسين با         
گيـري  طور مجزا اندازه   نانومتر در مقابل حلال به     400 تا   200 مرئي در ناحيه طول موجي       -اسپكتروفتومتر ماوراء بنفش  
ولي مقدار وزن مولكولي و ضريب جذب م      .  غلظت هر گونه در محلول اوليه محاسبه شد        زيرگرديد و با استفاده از رابطه       

  . گزارش شده است6872براي انواع آفلاتوكسين در استاندارد ملي ايران به شماره 

   )                                                  1(معادله 

   و بحثنتايج
  رسم منحني استاندارد 

هـاي مختلـف    ا غلظت هاي آبي متانولي استاندارد حاوي انواع آفلاتوكسين ب       جهت رسم منحني استاندارد از محلول     
- نانوگرم بر ميلـي    2/7 تا   4/0(دست آمده دامنه خطي بودن نتايج در محدوده غلظتي          هباتوجه به نتايج ب   . استفاده گرديد 

  . دست آمدهب ) G2 و B2(هاي ليتر براي گونه نانوگرم بر ميلي44/1 تا 08/0(و ) G1 و B1(هاي براي گونه) ليتر

  
 G2 و B2هاي  آفلاتوكسين منحني كاليبراسيون-3شكل 

Fig. 3- Calibration curve of aflatoxins B2 and G2  
  

 توافق خوبي برقـرار  G و Bدهد بين غلظت و سطح زير پيك آفلاتوكسينهاي        نشان مي  4 و 3طور كه شكل    همان
 9977/0، 9978/0، 9977/0به ترتيـب    G2 و B1، B2 ،G1هاي كه ضريب همبستگي براي آفلاتوكسينطوريهاست ب

  . نشان داده شده است1 معادلات كاليبراسيون براي انواع آفلاتوكسين در جدول .باشد مي9988/0و 
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  G1 و B1هاي  منحني كاليبراسيون آفلاتوكسين-4شكل 

Fig. 4- Calibration curve of aflatoxins B1 and G1  
  

   صحت روشوبررسي تكرارپذيري 
 نـانوگرم از    10حـاوي   ) زعفـران (مرتبه آزمايش بر روي نمونه حقيقي        7 نتايج    از ،جهت بررسي تكرارپذيري روش   

مطـابق روش كـار انجـام پـذيرفت و تكرارپـذيري روش در              ) 2G و   2B(هاي   نانوگرم از گونه   2و  ) 1G و   1B(هاي  گونه
، G1هاي  كسينحد تشخيص آفلاتو   . محاسبه گرديد  1 تعيين انواع مختلف آفلاتوكسين در نمونه حقيقي به شرح جدول         

G2  ،B1   و B2    گيري انـواع   درصد انحراف استاندارد نسبي در اندازه     .   مي باشد   08/0 و    293/0 ،   30/0،  55/0 به ترتيب
  . متغيير است33/1-1/5  بينآفلاتوكسين 

 گيري انواع آفلاتوكسين  نشان دهنده مقادير درصد انحراف استاندارد نسبي و حد تشخيص روش در اندازه-1جدول 
  ). برحسب نانوگرم برميلي ليتر گزارش شده استLOQ و LOD نتايج (مي باشد 

Table 1- Relative standard deviation (RSD), limit of detection (LOD) and limit of quantification 
(LOQ) of HPLC method 

G2 G1  B2  B1  Aflatoxin 
y=175.71x+4.94 y=117.88x+20.48 y=313.7x+9.34 y=193.05x+23.80 Calibration  equation 

0.30  0.55  0.08  0.293  LOD  
0.96  1.77  0.26  0.93 LOQ  
5.10  2.63  1.71  1.33  RSD%  

  

د صحت روش مقداري معين از سم آفلاتوكسين به نمونه شاهد افزوده شد و تحت فرآينـد اسـتخراج                   أييمنظور ت به
دهد كه توجه نشان مي را  G2 وB1، B2 ، G1راي انواع آفلاتوكسين دست آمده به درصد بازيافت ب2قرار گرفت جدول 

يد استاندارد ملي ايـران بـه       أيدرصد بازيافت مورد ت    گر اين است كه، نتايج در محدوده مقادير       دست آمده بيان  هبه نتايج ب  
  . نمايدد ميأيياين مطلب صحت روش را ت باشد ومي  درصد110 تا 70 يعني 6872شماره 
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  . در زعفران درصد بازيافت آفلاتوكسين-2جدول 
Table 2- Recoveries of aflatoxins in saffron  

G2  G1  B2  B1  Aflatoxin 
2  10  2  10  Added (ng )  

1.89  6.71  1.54  7.11  Result (ng) 
94  67  77  71  Recovery (%) 

 

داخلي گزارش نشده است ولي مارتين و گيري آفلاتوكسين در زعفران در منابع تاكنون هيچ گزارشي در مورد اندازه    
 نوع مختلف پـودر  12در تحقيقي در كشور پرتغال ميزان انواع آفلاتوكسين را در ) Martins et al., 2001(همكارانش 

 5 نمونه زردچوبه،    5 نمونه زيره سبز،     7 نمونه ميخك،    5دارفلفل،    نمونه 8 نمونه گرد فلفل قرمز،      5 نمونه هل،    5(ادويه  
بـا  )  نمونـه فلفـل سـفيد      7 نمونه زعفـران و      5 نمونه پاپريكا،    12 نمونه درخت جوز،     10 نمونه خردل،    5جبيل،  نمونه زن 

 در B1آفلاتوكـسين  . استفاده از روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا و تخليص با ستون ايمونوافينيتي اندازه گرفتنـد               
هاي گـرد   همه نمونه . ها مشاهده نشد   در هيچكدام از نمونه    G2 و   B2  ،G1هاي  آفلاتوكسين. ها مشاهده شد  نمونه% 43

هاي درخـت جـوز آزمـون     از نمونه .  ميكروگرم بر كيلوگرم آلوده بودند     2-32 در محدوده    B1فلفل قرمز به آفلاتوكسين     
وگرم  ميكروگرم بر كيل   58 و   45 و دو نمونه داراي      6-20، سه نمونه در محدوده      1-5 نمونه در محدوده     3شده، آلودگي   

 ميكروگـرم بـر كيلـوگرم قـرار     1-5زيره سبز، زردچوبه، زعفران و فلفل سفيد در محدوده    هاي فلفل، آلودگي نمونه . بود
نيـز  ) et al., 2005 Fazekas(فازكاس و همكـاران  . ها مشاهده نشدها هيچكدام از آفلاتوكسيندر ساير نمونه. داشت

 نمونـه  6 نمونه پـودر شـده فلفـل قرمـز،           70( نمونه ادويه    91ين را در    در تحقيقي ديگر ميزان آفلاتوكسين و اكراتوكس      
در كـشور مجارسـتان بـا اسـتفاده از          )  نمونـه دارفلفـل    5 نمونـه ادويـه مخلـوط و         5 نمونه فلفـل سـفيد،       5فلفل سياه،   

 نمونـه   70داد كه از    نتايج نشان   . گيري نمودند كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا و تخليص با ستون ايمونوافينيتي اندازه          
 ميكروگرم  5 تا از آنها مقداري بيشتر از حد مجاز پذيرفته شده يعني             7 نمونه داراي آفلاتوكسين بوده كه       18فلفل قرمز   

اكراتوكـسين  . ها داراي آفلاتوكسين بيشتر از حد مجاز بود       هاي دارفلفل يكي از نمونه    در بين  نمونه   . بر كيلوگرم داشتند  
 10  نمونه داراي مقداري بيشتر از حـد مجـاز يعنـي            8  نمونه پودر فلفل قرمز آشكارسازي شد كه          70  نمونه  از   32در    

   .  ميكروگرم بر كيلوگرم بود1/2يك نمونه دارفلفل هم داراي اكراتوكسين با غلظت . ميكروگرم بر كيلوگرم بود

گيـري  د فراوان اين محصول در دنيا انـدازه با توجه به اهميت زعفران از لحاظ دارويي و غذايي و با عنايت به كارير   
تواند در مراحل مختلف برداشت، فرآوري و نگهداري زعفـران ظـاهر   آفلاتوكسين به عنوان يك عامل خطر ساز كه مي      

- لذا از روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا مجهز به آشكارساز فلورسانس جهـت انـدازه        .باشدمي گردد حائز اهميت  
گيـري انـواع    طـور مـوثر در انـدازه      تواند به با توجه به نتايج بدست آمده، اين روش مي        . كسينها استفاده شد  گيري آفلاتو 

بـا كـارايي بـالا      مايع   با توجه روش كروماتوگرافي      آفلاتوكسين در اين گونه با ارزش مورد استفاده قرار گيرد همچنين            
هاي مختلف آفلاتوكسين در    گيري گونه  روش در تعيين و اندازه     توان به توانايي اين   كار گرفته شده در اين تحقيق مي      به

  .زعفران پي برد
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Abstract 

In this paper, method based on high performance liquid chromatography with fluorescence 
detection has been suggested to measure aflatoxin in saffron. This method required a simple 
extraction of aflatoxin using MeOH/H2O (80:20, v/v) and a purification by immunoaffinity 
column cleanup. Aflatoxin measurement was performed at an emission wavelength of 445 nm 
and an excitation wavelength of 365 nm. Detection limits for AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 
were 0.293, 0.08, 0.55, and 0.30 ng g-1, respectively. The percentage of Relative standard 
deviations for measuring aflatoxin is in the range of 1.33-5.10 % and the percentage of 
recovery is in the range of 94-67. Regarding The overall results of high-performance liquid 
chromatography applied in this experiment, we can realize that this method can be used for 
detection and measurement of different kinds of aflatoxins in saffron. 
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