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ABSTRACT

Background & objectives: Aflatoxins are secondary metabolites of fungi and one of the most
important types of mycotoxins identified as a carcinogen for humans. The aim of this study
was to determine the level of aflatoxin M1 in milk production of dairy factories in east
Azerbaijan province by high performance liquid chromatography (HPLC).
Methods: In this study, 45 samples of pasteurized milk were randomly collected from dairy
factories in East Azerbaijan province between August and October 2015. Then, the amount of
aflatoxin M1 in each sample was determined by HPLC method equipped with fluorescence
detection after immunoaffinity purification.
Results: The results showed that 47% of the tested samples were contaminated with aflatoxin
M1 toxin. No detectable contamination was observed in 53% of the samples. The
contamination range was between 1-43.27 ng/L, and none of the samples had contamination
higher than the EU legal limit (50 ng/L). There was a significant difference in aflatoxin M1
contamination in pasteurized milk samples of different dairy factories (p˂0.05).
Conclusion: The low level of aflatoxin M1 in the studied samples can be satisfactory in terms
of public health at present. However, contamination level close to the standard limit was
observed in 3% of the samples and requires continuous monitoring and more detailed studies
such as the type of animal feed. In addition to maintaining the hygiene of livestock and dairy
factories, it is necessary to plan to reduce the amount of aflatoxin M1 in milk and dairy
products.
Keywords: Aflatoxin M1; Pasteurized Milk; High Performance Liquid Chromatography;
Dairy Factories
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مقدمه
زش غذایی بالا و مصرف آن در تمامی شیر به دلیل ار

خصوص بـراي نـوزادان و کودکـان بیشـتر از     سنین به
). شـیر  1مـورد توجـه قـرار دارد (   سایر مواد غـذائی  

تـرین منبـع   خصوص شیر گاو و محصـولات آن مهم به
نـد  نـوع عنصـر مان  20غذائی طبیعی است کـه حـاوي   

... بـوده کـه نقـش    مس، آهـن، منگنـز، کلسـیم، روي و   

هاي بیولوژیکی انسان بر عهده دارند ر فعالیتمهمی د
کنندگان براي شیر سالم، . امروزه تقاضاي مصرف)2،3(

غنی از مواد غذائی با ارزش بیولوژیکی بالا و عـاري از  
هــا، ضــر و ســمی ماننــد دي اکســینهرگونــه مــواد م

کننده ی و سایر عوامل تهدیدیها، مواد شیمیاکشآفت
در دوران نـوزادي  شیر رو به گسترش است. ،سلامت

تنها منبع مواد مغذي براي رشد و تکامل نوزاد بوده و 

چکیده
باشند که به عنـوان یـک مـاده    ها میهاي ثانویه قارچی و گروهی از مایکوتوکسینها متابولیتآفلاتوکسینه و هدف:زمین

در شـیر پاسـتوریزه تولیـدي    M1اند. هدف از این پژوهش تعیـین میـزان آفلاتوکسـین    زا براي انسان شناخته شدهسرطان
باشد.می(HPLC)وگرافی مایع با کارائی بالا شرقی به روش کروماتکارخانجات لبنی استان آذربایجان

از 1394طور تصادفی در فواصل زمانی مـرداد تـا مهـر مـاه سـال      نمونه شیر پاستوریزه به45مطالعه در اینروش کار:
ه در هر نمونه با استفاده از دستگاM1میزان آفلاتوکسین آوري گردید. سپسشرقی جمعاستان آذربایجانلبنی هايکارخانه
HPLC یین شد.هاي ایمنوافینیتی تعازي با ستونسبعد از خالصمجهز به دتکتور فلورسانس

بودنـد. در  M1هاي آزمایش شده آلوده به سم آفلاتوکسـین  درصد نمونه47نتایج حاصل از تحقیق نشان داد که ها:یافته
کدام نانوگرم در لیتر بود، هیچ1-27/43ن ها آلودگی قابل تشخیص مشاهده نگردید. محدوده آلودگی بیدرصد نمونه53

هـاي شـیر پاسـتوریزه    نانوگرم در لیتـر) نداشـتند. در نمونـه   50ها نیز آلودگی بالاتر از حد قانونی اتحادیه اروپا (از نمونه
).  p˂05/0دار وجود داشت (، تفاوت معنیM1هاي لبنی مختلف از نظر میزان آلودگی به آفلاتوکسین کارخانه

توانـد از نظـر بهداشـت    در نمونه هاي مورد مطالعه، در حال حاضـر مـی  M1پائین بودن میزان آفلاتوکسین گیري:هنتیج
ها مورد توجه است و نیاز درصد نمونه3بخش باشد. با این حال آلودگی نزدیک به حد مجاز استاندارد در عمومی رضایت

هاي لبنـی  ها و کارخانهدام دارد. در ضمن رعایت بهداشت دامداريتر مانند نوع تغذیههاي دقیقبه پایش مداوم و بررسی
هاي لبنی صورت گیرد.در شیر و فرآوردهM1براي کاهش میزان آفلاتوکسینریزي لازمضروري است تا برنامه

، شیر پاستوریزه، کروماتوگرافی مایع با کارائی بالا، کارخانجات لبنیM1آفلاتوکسین : کلیديهايواژه
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ها و در بزرگسالان نیز منبع کلسیم براي حفظ استخوان
جلوگیري از شکستگی و پوکی اسـتخوان شـناخته شـده    

مــاده غــذایی ارزشــمند ممکــن اســت ایــن).4اســت (
هـاي  به میکروارگانیسم،علت شرایط نامناسب تولیدبه
سـاز  زا و سموم مختلف آلـوده گشـته و زمینـه   ماريبی

کننده گردد. یکی از این هاي مختلف در مصرفبیماري
سـاز  لهاهاي لبنـی مس ـ سمومی که در شیر و فرآورده

ها سـموم  ها هستند. آفلاتوکسینباشد، آفلاتوکسینمی
ــه از گونــه     ــی هســتند ک ــارچی طبیع ــاي قــارچ  ق ه

و فـــلاووسآســـپرژیلوسآســـپرژیلوس ماننـــد  
نومینـوس آسـپرژیلوس و آسپرژیلوس پـارازیتیکوس 

گیرند. این سـموم اگـر از راه مـواد غـذایی     منشاء می
زا باشـند. انـواع   تواننـد سـرطان  وارد بدن شـوند مـی  

،B1،B2ها وجـود دارد ماننـد  مختلفی از آفلاتوکسین
G1وG2.هاي آفلاتوکسینB2 وG2  مشـتقاتی ازB1

ترتیـب از  بهM2و M1ي هابوده وآفلاتوکسینG1و 
B1 وB2هـاي  گردنـد. آفلاتوکسـین  حاصل میM1 و
M2  ی کـه بـا خـوراك    یهـا براي اولین بـار از شـیر دام

).2،5آلوده تغذیه شده بودند، جدا شدند (
توانــد مصــرف غــذاهاي آلــوده بــه آفلاتوکســین مــی

ایـن سـموم   موجـب بیمـاري در انسـان یـا دام شـود.     
سـیروز و سـرطان کبـد ایجـاد     بافتی، توانند نکروزمی

کنند. علائـم بـالینی مشـاهده شـده در انسـان شـامل       
استفراغ، درد شکم، ضـایعات حـاد کبـد مثـل تغییـرات      

مـرگ  ما، تشـنج و کُلرزش عضلانی،چربی، ادم ریوي،
کلیه هایی نظیر کبد،همراه با ادم مغز و درگیري اندام

سین درصد از آفلاتوک2/6تا 3/0باشد. بین و قلب می
B1شده توسـط دام بـه صـورت آفلاتوکسـین     خورده
M1از طرفی این سم در شـیر  6شود (وارد شیر می .(

) 7نسبت به عوامل مختلف مانند حرارت مقاوم بوده (
و میزان آن در شیر به عوامل مختلفـی ماننـد شـدت    

خام، میزان آلـودگی غـذاي دام، پروسـه    آلودگی شیر
). اتحادیه اروپـا و  8د (تولید و نگهداري شیر بستگی دار

در M1سازمان کدکس حـداکثر میـزان آفلاتوکسـین    
ــیر را  ــت  50ش ــوده اس ــین نم ــر تعی ــانوگرم در لیت .ن

نـانوگرم در لیتـر   500در این مـورد  FAOاستاندارد 
).8،9باشد (می

گزارشات بسـیاري در مـورد حضـور آفلاتوکسـین در     
ا بـه  هاي لبنی در ایران و سایر کشورهشیر و فرآورده

ــزا وجــود  ــزا ســریع10،11دارد (روش الای ــرین ). الای ت
ــالگري حضــور آفلاتوکســین   ــراي غرب در M1روش ب

گـرم در لیتـر اسـت    میلی01/0نمونه با حساسیت کم 
هـاي  تـوان بـر مزاحمـت   ). با این حال، هنـوز نمـی  12(

. همچنین واکنش متقابل و ناخواسته در الایزا  غلبه کرد
 ــ ــانونی، نت ــراي اهــداف ق ایج مثبــت حاصــل از روش ب

M1آفلاتوکسـین  غربالگري (الایزا) نیاز به تأیید بیشتر

اي براي مقاصـد کمـی   ترین روش تجزیهمتداولدارد.
). بـراي  13با دتکتور فلورسانس اسـت ( HPLCروش 
سـازي  آمادهHPLCبه روش M1آفلاتوکسین تعیین

بــراي ســازي نمونــه ضــروري اســت. نمونــه یــا پــاك
در شـیر و  M1آفلاتوکسـین  سازي سازي و غنیخالص

ــی   ــولات لبنــ ــتون C18 ،Carbograph-4محصــ ، ســ
(IAC)سازي چند منظوره و سـتون ایمنـوافینیتی  پاك

ــتند (  ــب هس ــوافینیت 14مناس ــتون ایمن ــروزه س ی ). ام
سازي است که امکان ترین روش پاكمتداولبهترین و 

جداسازي بسیار انتخابی آنالیت از یک ماتریس پیچیده 
تحقیقات نشـان داده اسـت کـه    ). 15کند (را فراهم می

وجـه بـه شـرایط    میزان آفلاتوکسین در شیر خـام بـا ت  
جغرافیائی و فصلی متغیر است. طبق تحقیق تاج کریمی 
و همکاران نوع تغذیه دام، زمان گرسنگی، دماي هوا و 

ــی    ــوا م ــبی ه ــت نس ــم   رطوب ــد س ــد روي تولی توان
). بنابراین بررسی کلی 16آفلاتوکسین تاثیرگذار باشد (

گیري سـم آفلاتوکسـین   در رابطه با شناسایی و اندازه
پاستوریزه لازم و ضروري اسـت. در ایـن   در شیرهاي 

ــین    ــزان آفلاتوکس ــز می ــق نی ــیرهاي M1تحقی در ش
هاي مختلف شرقی در ماهپاستوریزه استان آذربایجان

با دتکتـور فلورسـانس بـا    HPLCبه روش 1394سال 
اســتفاده از ســتون ایمنــوافینیتی مــورد ارزیــابی قــرار 

 ـ ئگرفت تا بتوان به ارا ا نحـوه  ه پیشنهادات در رابطـه ب
هـا و کارخانجـات   صحیح تولید شیر سالم در دامـداري 
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لبنی پرداخت و بدین ترتیب در حفظ بهداشت عمومی 
و سلامت مصرف کنندگان قدمی برداشت. 

روش کار
هاي شیر،در نمونهM1گیري آفلاتوکسین براي اندازه

5نمونه شیر پاستوریزه بصورت تصـادفی از  45تعداد 
واقع در استان آ.شـرقی  پاستوریزهتولید شیر کارخانه 

مرداد تا مهر نمونه) در سه بازه زمانی 9(هر کارخانه 
هـا در کنـار یـخ بــه    آوري گردیـد. نمونـه  جمـع 1394

آزمایشگاه منتقل و تا زمان آنالیز در یخچال در دماي 
C°1±4طور کلی روش کـار در  به. ندنگهداري گردید

،گیـري مونـه ن-1د: بوقسمت 3این تحقیق مشتمل بر 
. HPLCآنالیز با -3،هاسازي نمونهآماده-2

استخراج 
ــهاســتخراج و آمــاده ــا ســتونســازي نمون هــاي هــا ب

گــرم 10انجــام گردیــد. ابتــدا VICAMایمنــوافینیتی 
سـی آب مقطـر   سـی 80ه را وزن کـرده و در  ـــنمون
100گـراد حـل کـرده بـه حجـم      درجه سـانتی 40-30

لیتـر از نمونـه را   میلـی 60ود. ش ـلیتر رسانده میمیلی
ساخت کشور ایـران)  GAMA TEBسانتریفوژ (مدل 

ــا چربــی آن جــدا شــود. ســپس ســتون  هــاي کــرده ت
میلی لیتـر از  10رسانده و ایمنوافنیتی را به دماي اتاق 
) را در مخزن متصل PBSمحلول بافر فسفات سالین (

2تـا  1به ستون ریخته و اجـازه داده شـد بـا سـرعت     
در ثانیه بدون  فشار خارجی از ستون عبور کند. قطره

لیتر از شیر بدون چربی را در مزور ریختـه و  میلی20
شود. مزور محتوي از ستون ایمنوافنیتی عبور داده می

لیتـر آب مقطـر شستشـو    میلـی 10نمونه را دو بار بـا  
ــور داده     ــتون عب ــو از س ــار آب شستش ــر ب داده و ه

 ـ10شـود. سـپس سـتون بـا     می لیتـر آب مقطـر   یمیل
میلی لیتـر اسـتونیتریل (مـرك،    5/2شود. شستشو می

لیتـر در دقیقـه   میلـی 2-3آلمان) از ستون با سـرعت  
شود. سپس ورتکـس  عبور داده و در یک ویال جمع می

گردد. محتویـات ویـال در انکوبـاتور (مـدل بهـداد      می
گراد خشک درجه سانتی40-50ساخت ایران) با دماي 

لیتـر از فـاز متحـرك    میلـی 1خل ویـال  شود. به دامی
6:3:2: استونیتریل: متانول به نسبت آبشامل مخلوط 

از شرکت مرك آلمان) اضافه کـرده  HPLC(با درجه 
SM90دقیقه توسط ورتکس (مدل 1و آن را به مدت 

ــوط و    ــران) مخل ــور ای ــاخت کش ــط  1س ــه توس دقیق
سـاخت  کشـور ایـران)    Dentineاولتراسونیک (مـدل  

گــردد. در صــورت مشــاهده کــدورت یی مــیگــاززدا
PTFEمحتویات ویال با فیلترهاي سرسرنگی از جـنس  

شـود و  میکرومتر صـاف مـی  45/0هاي با قطر چشمه
گردد.شستشو میPBSلیتر میلی20سپس ستون با 

HPLCآنالیز با 

ــیمادزو HPLCاز دســتگاه  ــدل ش (SHIMADZU)م

با حجم ساخت کشور ژاپن شامل؛ سیستم تزریق دستی 
میکرولیتر جهـت بارگـذاري نمونـه، سـتون     100لوپ 

) بــــا C18(ســـتون  ODSتجزیـــه فـــاز معکـــوس    
ــات ــتون  mm×4.6×5 µm 250مشخص ــاظ س ، حف

Novapak C18 Waters  آشکارســاز فلورســانس ،
داراي فیلتر قابـل تنظـیم و   RF-X10Aشیمادزو مدل 

سیستم پردازش اطلاعات استفاده گردیـد. جداسـازي،   
به ترتیـب بـا   M1یین مقدار آفلاتوکسین تشخیص و تع

استفاده از روش فاز معکـوس، دتکتـور فلورسـانس بـا     
و nm435برانگیختگــی و نشــر nm365طــول مــوج 

هاي اسـتاندارد بـا پیـک نمونـه     مقایسه سطح زیر پیک
هـاي  مجهول با احتساب ضریب رقت انجـام شـد. پیـک   

هـاي اسـتاندارد  حاصل از نظر زمان بـازداري بـا پیـک   
مقایسه کرده، آلودگی را مشخص و میزان آلودگی با 

ــبه    ــیون محاس ــی کالیبراس ــتفاده از منحن ــد. اس گردی
همچنین صحت، دقت و حساسیت روش پیشنهادي بـه  

، تعیـین  (%R)هـاي بازیافـت   ترتیب بـا انجـام آزمـون   
و (%RSD)درصـــد انحـــراف معیـــار اســـتاندارد    

گیــري و حــدتعیین روش انــدازه(LOD)حدتشــخیص 
(LOQ)    .بررسی گردید

تهیه محلول استاندارد و ترسیم منحنـی کالیبراسـیون  
با غلظت M1لیتر محلول کالیبره آفلاتوکسین میلی50
اي منتقـل  لیتر بـه ویـال شیشـه   میکروگرم در میلی10
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آوردن ترسیم منحنی کالیبراسیون و بدستشد. جهت
و 1، 75/0، 5/0، 25/0هاي متفـاوت  معادله آن غلظت

میکروگـــرم در لیتـــر از محلـــول اســـتاندارد    5/1
تزریق شد HPLCتهیه و به  دستگاه M1آفلاتوکسین 

سـیون  و با توجه به سطح زیـر نمـودار، منحنـی کالیبرا   
آوردن منحنــی ). جهــت بدســت1ترسـیم شــد (شــکل  

ــحیح    ــریب تص ــه و ض ــیون، معادل آن از (r2)کالیبراس
استفاده گردیـد. پـس   (Excel, 2013)افزار اکسل نرم

ــت ــی   از بدس ــیم منحن ــارداري، ترس ــان ب آوردن زم
بـــراي HPLCکالیبراســـیون و معادلـــه آن آزمـــون 

شـده انجـام گرفـت. بـراي     آوريهاي شیر جمعنمونه
از هـر  HPLCتوسـط  M1انجام آزمون آفلاتوکسـین  

میکرولیتر بـه دسـتگاه تزریـق    100نمونه آماده شده 
شد.

در M1گیري آفلاتوکسین ی کالیبراسیون اندازه. نمودار منحن1شکل 
با دتکتور فلورسانسHPLCهاي شیر به روش نمونه

هاتجزیه و تحلیل داده
ــی   ــاوت معن ــود تف ــون وج ــراي آزم ــت ب دار در غلظ

شیر مربوط به کارخانجـات  هايفلاتوکسین در نمونهآ
لبنی مورد مطالعه از روش آنالیز واریانس یک طرفـه  

(ANOVA)ــد. ســپس میــانگین ــا اســتفاده گردی هــا ب
اي دانکن مـورد مقایسـه   استفاده از آزمون چند دامنه

قرار گرفتند. سطح اطمینان مورد استفاده جهت آنالیز 
) در نظــر گرفتــه شــد و کلیــه p˂05/0(% 95آمــاري 
انجام پذیرفت. SPSS-211توسط نرم افزار آنالیزها 

هایافته
بـین نتـایج آزمـون بـا     صحت به معنی نزدیکی/ توافق 

میزان واقعی است. محاسبه این کمیت در واقـع بیـانگر   
هـاي  باشد. یکی از راهمیزان خطاي عمدي در نتایج می

گیـري  سازي نمونـه و انـدازه  گیري صحت، غنیاندازه
نمونـه از شـیر   5ایـن منظـور   درصد بازیافت است. به

با غلظت M1پاستوریزه توسط استاندارد آفلاتوکسین 
لیتـر (حـدمجاز اسـتاندارد اروپـا)     نانوگرم در میلی50

هایی از همان شیر پاستوریزه آلوده و به همراه نمونه
که آلوده نشده بودند، همزمان و طی شرایط یکسـان  

، محـدوده  1مورد آزمون قرار گرفتند. مطابق جدول 
در شیرهاي مورد آزمون درM1درصد آفلاتوکسین 

ــدوده  ــ27/91-35/96مح ــد ق ــه در درص رار دارد ک
اسـت و ایـن   محدوده قابل قبول بازیافت قرار گرفتـه 

بدین معنی است کـه روش از صـحت لازم برخـوردار    
است و نتایج قابل اعتماد و صحیح است.

با دتکتور فلورسانسHPLCدر نمونه هاي شیر به روش M1آفلاتوکسین . مطالعه درصد بازیافت استخراج 1جدول 
درصد بازیافت(ng/l)مقدار یافت شده (ng/l)مقدار اضافه شدهM1(ng/l)سین غلظت آفلاتوکنمونه

1*01/1±24/75002/0±04/5441/94
223/1±42/115003/0±44/5814/95
63/4527/91±5002/0عدم تشخیص3
28/4656/92±5002/0عدم تشخیص4
572/1±12/185003/0±64/6535/96

)n=3میانگین (±ارد انحراف استاند*
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دقت نیز یکی از معیارهاي مهم در ارزیابی اعتبار روش 
هـاي کمـی اسـت. بـروز خطاهـاي      گیـري همه انـدازه 

تصادفی، در حین اجراي روش آزمـون باعـث کـاهش    
عبارت دیگر دقت روش بیانگر میزان شود. بهدقت می

پراکندگی نتایج بدسـت آمـده از یـک سـري آزمـون      
باشـد.  شده بر روي یک نمونه واحـد مـی  مشابه انجام

بنابراین براي محاسبه دقت روش ارائه شـده در ایـن   
آزمون مشابه بر روي یـک نمونـه در سـطح    5تحقیق 

صـورت گرفـت و   لیتـر  نـانوگرم در میلـی  50آلودگی
مطابق مقدار انحراف استاندارد نسبی محاسبه گردید. 

ــدول  ــبی در  2جـ ــتاندارد نسـ ــراف اسـ ــدار انحـ مقـ
HPLCدر شیر به روش M1آفلاتوکسین گیري زهاندا

بـا  درصـد اسـت کـه    42/3با دتکتور فلورسانس برابر 

تکرارپــذیري انحــراف اســتاندارد نســبی تعیــین شــده 
عنـوان یکـی از   ) بـه %20توسط اتحادیه اروپا (کمتـر از  

هــاي تجزیــه آزمایشــگاهی متناســب، معیارهــاي روش
ــویی دارد. ــیت روش  همسـ ــابی حساسـ ــت ارزیـ جهـ

بصورت ریزي شده مقدار حد تشخیص دستگاه برنامه
و حد تعیـین  (LOD=3S/N)سه برابر سیگنال به نویز 

ــالیز  ــورت روش آن ــویز  10بص ــه ن ــیگنال ب ــر س براب
(LOQ=10S/N)گردیــد. همــانطور کــه در محاســبه

نشان داده شده است حد تشخیص دسـتگاه و  2جدول 
10/0و 03/0به ترتیـب برابـر   حد تعیین روش آنالیز

دهد کـه روش  لیتر است و نشان مینانوگرم در میلی
ــدازه    ــوبی در ان ــیت خ ــده از حساس ــه ش ــري ارائ گی

در شیر برخوردار است.M1آفلاتوکسین 

با دتکتور فلورسانسHPLCهاي شیر به روش در نمونهM1گیري آفلاتوکسین . ارقام شایستگی اندازه2جدول 
(ng/l)3حد تعیین  (ng/l)2حد تشخیص (ng/l)محدوده خطی(%)1دارد نسبی انحراف استانضریب همبستگیآنالیت

M19937/042/3100 -13/00/1آفلاتوکسین 
.  محاسبه شده است3S/Nبصورت (LOD)حد تشخیص 2محاسبه شده است.=5nدر (RSD%)انحراف استاندارد نسبی 1

محاسبه شده است.10S/Nبصورت (LOQ)حد تعیین 3

ــین   ــزان آفلاتوکس ــایج می ــه45در M1نت ــیر نمون ش
آورده شده است. طبـق نتـایج   3پاستوریزه در جدول 

هاي مورد آزمون آلوده درصد نمونه47حاصل شده 
ــین   ــم آفلاتوکس ــه س ــد و در M1ب ــد 53بودن درص

 ـ  نمونه ل تشـخیص مشـاهده نگردیـد.    هـا آلـودگی قاب
نـانوگرم در لیتـر بـا    17/10ها میانگین آلودگی نمونه

بود. محدوده آلـودگی نیـز   64/2انحراف معیار نسبی 
درصـد از  3نانوگرم در لیتـر بـود.   27/43-35/1بین 

تاندارد یعنـی  ـــ ـودگی حد مـرزي اس ــها نیز آلنمونه

از کـدام نانوگرم در لیتر داشتند ولی در هـیچ 41-50
ها آلودگی بالاتر از حدمجاز اسـتاندارد اتحادیـه   نمونه

ــالاتر از  ــا یعنــی ب ــر مشــاهده 50اروپ ــانوگرم در لیت ن
تعداد و میانگین غلظت آفلاتوکسـین  4نگردید. جدول 

M1ــعدر نمونـــه ــاي مثبـــت جمـ ــده از هـ آوري شـ
دهـد. همـانطور کـه    کارخانجات مختلف را نشـان مـی  

هـاي  اسـتوریزه کارخانـه  هاي شـیر پ در نمونهبینیم می
لبنی مختلف از نظر میـزان آلـودگی بـه آفلاتوکسـین     

M105/0دار وجود دارد (، تفاوت معنی˂p  .(

با دتکتور فلورسانسHPLCهاي شیر پاستوریزه به روش در نمونهM1. مقدار آفلاتوکسین 3جدول 
(ng/l)حداکثر- اقلحدمجموع درصددرصدM1(ng/l)مقادیر افلاتوکسین تعداد نمونه

53530عدم تشخیص24
1027کمتر از 13
27/43-20114735/1الی411
406الی321
503الی141
5000بیشتر از 0

45100100
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مختلفهاي لبنیکارخانهپاستوریزهشیرهاينمونهدرM1آفلاتوکسین بهآلودگیمیانگین. 4جدول 
M1(ng/l)افلاتوکسین میانگین غلظتتعداد نمونه هاي مثبتکارخانه

15*66/1±b38/19
2489/1±a41/28
3205/1±d73/3
4642/1±c18/12
5437/1±c05/16

باشد.می) در بین کاخانجات لبنی p˂05/0دار (: حروف غیرمشابه نشان دهنده وجود تفاوت معنیa-dمیانگین±انحراف استاندارد *

گیري بحث و نتیجه
هاي کدام از نمونهنتایج تحقیق حاضر نشان داد که هیچ

شیر پاستوریزه بـالاتر از اسـتانداردهاي توصـیه شـده     
ــین ــی از  ب ــات مختلف ــد. مطالع ــودگی ندارن ــی آل الملل
هاي گوناگون بـر روي شـیر پاسـتوریزه صـورت     جنبه

شورکسطحدرپیشینمطالعاتگرفته است. بر اساس 
آفلاتوکسـین بـه پاسـتوریزه شیرهايمیزان آلودگی

M1 کـه اسـت لیترنانوگرم در0-600در محدوده
شـهرهاي درترتیـب بـه آلودگیو بیشترینکمترین

لیتـر درنانوگرم975و 7/2با میانگین شیرازواهواز
ــزارش ــت (گ ــده اس ــی17،18ش ــزان ). در تحقیق می

در خـام شـیر نمونه90در M1آلودگی آفلاتوکسین 
در لیترنانوگرم5/2-85استان اردبیل را در محدوده 

هانمونهازدرصد33که در مجموعاندکردهگزارش
لیتر داشتند درنانوگرم50مجازحدبیش ازآلودگی

شیرخامهاينمونهآلودگیمیزاناي). در مطالعه19(
3/84در غـرب کشـور بـه ترتیـب     گاو، بز و گوسفند

ازبیشآلودگیدرصد و3/65درصد و 6/44درصد، 
، 9/35اروپـا، اتحادیـه اسـتاندارد بـر اسـاس  مجازحد

). در20شـده اسـت (  گـزارش درصـد 9/26و 1/11
شـیر  نمونـه 120ازایـران، جنـوب درمطالعه دیگري

مجازحدازبیشآلودگیهانمونهدرصد28گاو، خام
درM1آفلاتوکسین ). میزان21اروپا داشتند (هاتحادی

6در طــول 1388نمونــه شیرپاســتوریزه در ســال 50
شـد.  گیرياندازههر تبریز به روش الایزاـــماه در ش

ــه62 ــاز  درصــد نمون ــد مج ــالاتر از ح ــودگی ب ــا آل ه
فصول). همچنین در3استاندارد اتحادیه اروپا داشتند (

نمونه شـیر  74ز مجدداًنی1393سال زمستانوپاییز
گیـري اندازهبه روش الایزاتبریزشهرپاستوریزه در

M1آفلاتوکسـین  بهآلودگیهانمونهدرصد83شد. 

داشـتند. تنهـا در   لیتـر درنانوگرم5-80در محدوده 
آفلاتوکسـین میـزان نمونه)9ها (درصد نمونه6/12

M1توسـط شـده نتعییمجازمقدارحداکثرازبالاتر
مطالعه صـادقی و همکـاران در   ). 22بود (اتحادیه اروپا

نمونه 295نمونه شیر، 320کرمانشاه نشان داد که از 
ــتند و     ــالاتري داش ــودگی ب ــدکس آل ــتاندارد ک از اس
بالاترین میزان در فصل بهار و کمترین در فصل پـاییز  

بررســی تــرکش و همکــاران نیــز در شــهر . )23بــود (
نمونه پنیر مورد 50ونه از نم33اصفهان نشان داد که 

نمونه بیش 6آزمایش آلوده به آفلاتوکسین بودند و 
). در 24شـده آفلاتوکسـین داشـتند (   از حداکثر تعیـین 

تحقیقی کامکار میزان آلودگی شیرهاي خـام در شـهر   
درصــد گــزارش کــرد. میــزان متوســط 76ســراب را 

گیــري شــده بــه وســیله    انــدازهM1آفلاتوکســین
ــاتوگرافی  ــازك کرومـ ــه نـ 28/0-015/0(TLC)لایـ

ــود. در   ــیر ب ــر ش ــر لیت ــرم در ه ــد 40میکروگ درص
هاي مورد بررسی میزان آلـودگی بـیش از حـد    نمونه

M1آفلاتوکسـین مجاز استاندارد بود. میزان میانگین 

،086/0در زمستان، بهار، تابسـتان و پـاییز بـه ترتیـب     
).25میکروگرم در لیتر بود (082/0و 032/0، 043/0

در خارج از کشور نیـز مطالعـات زیـادي در خصـوص     
در شـیر و محصـولات   M1گیـري آفلاتوکسـین   اندازه

کـره جنـوبی   لبنی انجـام شـده اسـت. در تحقیقـی در    
نمونه شیر خـام بـه آفلاتوکسـین    100میزان آلودگی 
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M1روش بهHPLC  بررسی و نتایج حاصله نشـان داد
تر از حـد  هاي شیر آلـودگی بـالا  کدام از نمونهکه هیچ

ــتند (  ــا نداش ــتاندارد اروپ ــاز اس ــین در 26مج ). همچن
اي در جنــوب ایتالیــا میــزان آلــودگی بــه     مطالعــه

ــین  ــاو و   804در M1آفلاتوکس ــام گ ــیر خ ــه ش نمون
گیـري گردیـد.   گاومیش طی یک دوره دوساله انـدازه 

ــایج حاصــل از تحقیــق نشــان داد کــه   درصــد 3/12نت
 ـ نمونه هـاي شـیر   نـه درصـد نمو 2/7او و هاي شـیر گ

بودند ولـی فقـط   M1آلوده به آفلاتوکسین میشگاو
ــالاتر از حــد مجــاز   ــودگی ب ــه شــیر گــاو آل یــک نمون

اي دیگـر در  در مطالعـه ).27استاندارد اروپـا داشـت (  
ــر از  ــه   120مص ــودگی ب ــزان آل ــیرخام، می ــه ش نمون

و 6/21در دو سال متوالی به ترتیب M1آفلاتوکسین 
تحقیقی میزان آلـودگی بـه   ). در 28درصد بود (3/18

هاي شیر پاستوریزه و شیر در نمونهM1آفلاتوکسین
درصـد  78درصد بـود. در  93مورد استفاده نوزادان 

هـاي شـیر   درصـد نمونـه  33هـاي شـیر خـام و    نمونه
نوزادان آلودگی، بیش از حد مجاز استاندارد اروپا بود 

نمونـه شـیر خــام   5650چـین از  ). در تحقیقـی در  29(
درصـد از  1/1شده در طـی چهـار فصـل، فقـط     یدتول

ها آلودگی بالاتر از حـد مجـاز اسـتاندارد اروپـا     نمونه
، HPLC). در تحقیـق دیگـر بـا اسـتفاده از     30داشتند (

در شیرهاي فرادما M1میزان آلودگی به آفلاتوکسین
(UHT)  و پاستوریزه و پودر شیر بز در کشور برزیـل

 ــ69 ــزارش شـــده اســـت؛ ولـــی میـ زان درصـــد گـ
تر از هاي آلوده پاییندر تمامی نمونهM1آفلاتوکسین

ــود (   ــا ب ــتاندارد اروپ ــاز اس ــد مج ــی 31ح ). در بررس
ساساهارا و همکاران میزان آلـودگی بـه آفلاتوکسـین   

M1  10در شیرهاي مورد مصرف ایالت پارانا برزیـل
). 32درصد گزارش گردید (

قیقـات  طورکلی مقایسه نتایج این مطالعه با سـایر تح به
دهد انجام شده بر روي شیرهاي پاستوریزه نشان می

ــز شــیرهاي پاســتوریزه از   ــات نی کــه در ســایر تحقیق
ایـن آلودگی کمتري برخوردار هستند با ایـن وجـود   

بهقادرپاستوریزاسیونروندکهرسدمینظربهطور

هـاي روشاعمالبهنیازوباشدبردن سم نمیبیناز
باشد میمعضلاینرفعجهتبهتر تکنولوژيوجدید

، آلـودگی اجـزاء غـذایی    M1آفلاتوکسین ءمنشا). 33(
است کـه در بـدن   B1حیوانات شیرده به آفلاتوکسین 

حیوان هیدروکسیله شده و از طریق شیر و ادرار دفـع  
). در حال حاضر به علت مشکلات زیاد 34،35می شود (

گـردد کـه   یـی شـیر پیشـنهاد مـی    زدادر ارتباط با سـم 
آوردن یــک جیــره ســالم و عــاري از آلــودگی راهمفــ

در فصــول ســرد ســال بهتــرین راه قــارچی بــه ویــژه
چنــد کــه تحقیــق در مــورد ). هر36پیشــگیري اســت (

سازي غذایی حیوان از نظر رشد قـارچ  هاي سالمروش
ــرورت      ــم از ض ــذف س ــا ح ــین ی ــد آفلاتوکس و تولی

گــردد. یکــی از هــاي پژوهشــی محســوب مــیبرنامــه
در این بررسی وجـود نـان خشـک    محققینهايگمانه
در حالی بودزده در جیره غذایی حیوانات شیرده کپک

کـه کپـک در شـرایطی کـه غـذا      دادها نشان که یافته
حاوي کربوهیدرات زیاد و فعالیـت آبـی باشـد بسـیار     

تواند رشد کند و تکثیر یابد و این منحصر به خوب می
و علوفـه  آرد ذرت، آرد مـاهی نان خشک نیست بلکه

هاي بسیار مناسبی براي ازدیاد کپک و شده محیطسیلو
مـاي  باشـند کـه بـا کنتـرل رطوبـت و د     تولید سم می

کردن شـرایط رشـد   محیط نگهداري آنهـا و نامسـاعد  
ــی  ــارچ م ــودگی   ق ــین و آل ــد آفلاتوکس ــوان از تولی ت

اسـتفاده از نـان   ). اولین قـدم عـدم  37جلوگیري کرد (
هـا  از مایکوتوکسـین هاي عـاري خشک و خرید خوراك

14هـاي خـوراکی دام در رطوبـت زیـر     باشد. دانهمی
مـد  آاي کاردرصد ذخیـره و نگهـداري شـود. برنامـه    

هـا در  کننده رشد کپکعدجهت حذف فاکتورهاي مسا
کار برده شود و محصولات آلـوده  خوراك دام باید به

ها حذف گردد. به آفلاتوکسین باید از جیره دام
M1آفلاتوکسـین ان گفت که وجود تودر مجموع می

ــه 47در  ــد نمون ــتان   درص ــتوریزه اس ــاي شیرپاس ه
تواند از نظـر بهداشـت عمـومی    شرقی، میآذربایجان

آمیز باشد. لذا جهت مدیریت خوب و کنتـرل  مخاطره
مند و پایش مداوم آفلاتوکسینآلودگی مطالعات نظام
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M1  در شــیرهاي مصــرفی در نقــاط مختلــف کشــور
یط و موقعیت خاص اکولوژیک هر منطقـه  دلیل شرابه

و نیز آموزش کشاورزان و دامداران ضروري است. 

تعارض منافع
اعـلام  بـراي منـافعی تعـارض هیچگونـه نویسـندگان 
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تشکر و قدردانی
ارشـد  نامـه کارشناسـی  این پژوهش مستخرج از پایـان 

بوده که در شـوراي پژوهشـی دانشـگاه آزاد اسـلامی     
ــا کــد واحــد مراغــه ــه تصــویب 147542932014ب ب

رسیده اسـت. همچنـین از زحمـات همکـاران محتـرم      
.گرددآزمایشگاه نیکان پژوهان بناب تقدیر و تشکر می

References
1- Rahimi E, Bonyadin M, Rafei M, Kazemeini HR. Occurrence of aflatoxin M1 in raw milk of five
dairy species in Ahvaz, Iran. Food and chemical Toxicology. 2012; 48(1):129-31.
2- Cavaliere C, Foglia P, Pastorini E, Samperi R, Lagana A. Liquid chromatography/tandem  mass
spectrometric  confirmatory  method  for determining  aflatoxin M1 in cow milk comparison between
electrospray and atmospheric pressure photoionization source. Journal of Chromatography A. 2006;
1101: 69-78.
3- Movassagh Ghazani MH. Aflatoxin M1 contamination in pasteurized milk in Tabriz (northwest of
Iran). Food and Chemical Toxicology. 2009; 47(7): 1624-1625.
4- Wang Y, Liu X, Xiao Ch, Wang Zh, Wang J, Xiao H, Cui L, Xiang Q, Yue T. HPLC determination
of aflatoxin M1 in liquid milk powder using solid phase extraction on OASIS HLB. Food Control.
2012; 28: 131-134.
5- Lopez C, Ramos L, Ramadan S, Bulacio L, Perez J. Distribution of aflatoxin M1 in cheese obtained
from milk artificially contaminated. International Journal of Food Microbiology. 2001; 64: 211-215.
6- Creppy EE. Update of survey, regulation and toxic effects of mycotoxins in Europe. Toxicology
Letters. 2002; 127:19-28.
7- Galvano F, Galofaro V, Galovano G. Occurrence and stability of aflatoxin M 1 in milk and dairy
products, A worldwide review. Journal of Food Protection. 1996; 59: 1079-1090.
8- Kamkar A, Karim G, Shojaee Aliabadi F, Khaksar R. Fate of aflatoxin M1 in Iranian white cheese
processing. Food and Chemical Toxicology. 2008; 46: 2236-2238.
9- Asghar MA, Ahmed A, Asghar MA. Aflatoxin M1 in fresh milk collected from local markets of
Karachi, Pakistan. Food Additives and Contaminants: Part B Surveillance. 2018; 11(3): 167-174.
10- Tajik H, M. Moradi M, S.M. Razavi Rohani SM, Hadian M. Determination of aflatoxin M1 in
pasteurized and UHT milk in West-Azerbaijan province of Iran. Journal of Food Quality and Hazards
Control. 2016; 3: 37-40.
11- Kazemi Darsanaki R, Mohammad Doost Chakoosari M, Azizollahi Aliabadi M, Aflatoxin M1
contamination in milk and milk products in Iran: A Review. Journal of Chemical Health Risks. 2013;
3(3): 13-20.
12- Rodriguez-Velasco ML, Calonge-Delso MM, Ordonez-Escudero D. ELISA and HPLC
determination of the occurrence of aflatoxin M1 in raw cow’s milk. Food Additives and Contaminants.
2003; 20: 276-280.
13- Manetta AC, Giuseppe LD, Giammarco M, Fusaro I, Simonella A, Gramenzi A, et al. High
performance liquid chromatography with post-column derivatisation and fluorescence detection for
sensitive determination of aflatoxin M1 in milk and cheese. Journal of Chromatography A. 2005;
1083: 219-222.
14- Chen CY, Li WJ, Peng KY. Determination of aflatoxin M1 in milk and milk powder using high-
flow solid phase extraction and liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of
Agricultural Food Chemistry. 2005; 53(22): 8474-8480.
15- Lee JE, Kwak BM, Ahn JH, Jeon TH. Occurrence of aflatoxin M1 in raw milk in South Korea
using an immunoaffinity column and liquid chromatography. Food Control. 2009; 20: 136-138.



487و همکاران ساناز افشار ...M1ارزیابی میزان آفلاتوکسین 

16- Tajkarimi M, Shojaee-Aliabadi F, Salah-Nejad M, Pursoltani H, Motallebi AA, Mahdavi H.
Seasonal study of aflatoxin M1 contamination in milk in five regions in Iran. Journal of Food
Microbiology. 2008; 116(3): 346-9.
17- Kamkar A, Fallah AA, Mozaffari Nejad AS. The review of aflatoxin M1 contamination in milk
and dairy products produced in Iran. Toxin Reviews. 2014; 33(4): 160-168.
18- Jalili M, Scotter M. A review of aflatoxin M1 in liquid milk. Iranian Journal of Health, Safety and
Environment. 2015; 2(2): 283-295.
19- Nemati M, Mehran MA, Hamed PK, Masoud A. A survey on the occurrence of aflatoxin M1 in
milk samples in Ardabil, Iran. Food Control. 2010; 21(7): 1022-1024.
20- Bahrami R, Shahbazi Y, Nikousefat Z. Aflatoxin M1 in milk and traditional dairy products from
west part of Iran: occurrence and seasonal variation with an emphasis on risk assessment of human
exposure. Food Control. 2016; 62: 250-256.
21- Kamkar A, Yazdankhah S, Mohammadi Nafchi A, Mozaffari Nejad AS. Aflatoxin M1 in raw cow
and buffalo milk in Shush city of Iran. Food Additives & Contaminants: Part B. 2014; 7(1): 21-24.
22- Farshi P, Khakpour M, Tabibiazar M. A survey on aflatoxin M1 contamination in pasteurized milk
samples in Tabriz, Iran. Journal of Food Hygiene. 2017; 7(27): 89-111.
23- Sadeghi E, Almasi A, Bohloli-Oskoii S, Mohamadi M. The evaluation of aflatoxin m1 level in
collected raw milk for pasteurized dairy factories of Kermanshah. Zahedan Journal of Research in
Medical Sciences. 2013; 15(3): 26-29.
24- Tarkesh Esfahani M, Madani G, Hosseini P. Study of Aflatoxin M1 levels in iranian white cheese
produced by Isfahan dairy factories using ELISA technique. Journal of Health System Research. 2013;
nutrition supplement: 1614-1620 (Full text in Persian).
25- Kamkar A. A study on the occurrence of aflatoxin Ml in raw milk produced in Sarab city of Iran.
Food Control. 2005; 16: 593-599.
26- Lee JE, Kwak BM, Ahn JH, Jeon TH. Occurrence of aflatoxin M1 in raw milk in South Korea
using an immunoaffinity column and liquid chromatography. Food Control. 2009; 20: 136-138.
27- Roma A, Rossini C, Ritieni A, Gallo P, Esposito M. A survey on the aflatoxin M1 occurrence and
seasonal variation in buffalo and cow milk from Southern Italy. Food Control. 2017; 81: 30-33.
28- Ismaiel AA, Tharwat NA, Sayed MA, Gameh SA. Two-year survey on the seasonal incidence of
aflatoxin M1in traditional dairy products in Egypt. Journal of Food Science and Technology. 2020; 57:
2182-2189.
29- Oveisi MR, Jannat B, Sadeghi N, Hajimahmoodi M, Nikzad A. Presence of aflatoxin M1 in milk
and infant milk products in Tehran. Iran. Food Control. 2007; 18: 1216–1218.
30- Li S, Min L, Wang P, Zhang Y, Zheng N, Wang J. Aflatoxin M1 contamination in raw milk from
major milk-producing areas of China during four seasons of 2016. Food Control. 2017; 82: 121-125.
31- Oliveira CA, Ferraz JCO. Occurrence of aflatoxin M1 in pasteurized, UHT milk and milk powder
from goat origin. Food Control. 2007; 18:375-378.
32- Sassahara M, Pontes Netto D, Yanaka EK. Aflatoxin occurrence in foodstuff supplied to dairy
cattle and aflatoxin Ml in raw milk in the North of Parana state. Food and Chemical Toxicology. 2005;
43(6):98l-4.
33- Deveci O, Sezgin E. Changes in concentration of aflatoxin M1 during manufacture and storage of
skim milk powder. Journal of Food Protection. 2006; 69(3): 682-685.
34- Kumar P, Mahato DK, Kamle M, Mohanta TK, Kang SG. Aflatoxins: A global concern for
food safety, human health and their management. Frontiers in Microbiology. 2017; 7: 2170.
35-Xiong J, Xiong L, Zhou H, Liu Y, Wu L. Occurrence of aflatoxin B1 in dairy cow feedstuff and
aflatoxin M1 in UHT and pasteurized milk in central China. Food Control. 2018; 92: 386-390.
36- Turkoglu C, Keyvan E. Determination of aflatoxin M1 and ochratoxin A in raw, pasteurized and
UHT milk in Turkey. Acta Scientiae Veterinariae. 2019; 47: 1626.
37- Ersali A, Baho-Aldini Baigi F, Ghasemi R. Transmission of aflatoxins from animal feeds to raw
and pasteurized milk in Shiraz city and its suburbs. Journal of Shahid Sadoughi University of Medical
Sciences. 2009; 17(3): 175-183.


