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هاي شهر خرم آباد به روش کروماتوگرافی مایع تعیین میزان مایکوتوکسین زیرالنون در آرد نانوایی
با کارایی بالا
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10/8/93: پذیرش مقاله16/7/93: دریافت مقاله
 مایکوتوکسین استروژنیک است که توسط چندین گونه از قارچ هاي فوزاریومی تولید می شود و به دلیل اثـرات                   زیرالنون یک   :مقدمه

گندم و آرد آن یکـی از مهمتـرین منـابع غـذایی انـسان               . استروژنیک قوي و رخداد گسترده آن، مورد توجه خاصی قرار گرفته شده است            
.بنابراین این مطالعه براي تعیین میزان آلودگی آرد گندم به زیرالنون انجام شد. باشند که ممکن است توسط زیرالنون آلوده شوندمی

   آب ، مرحله خالص سازي سم بـر         - پس از استخراج زیرالنون از نمونه هاي آرد گندم با حلال استخراجی استونیتریل            :هامواد و روش
و انـدازه  mm6/4×250بـا ابعـاد   18Cبا استفاده از سـتون  HPLCاه به کمک دستگنمونه ها  .پایه ستون هاي ایمونوافینیتی انجام گرفت     

.آنالیز شدندml/min1سرعت جریان با )2به 3(و آب مخلوط استونیتریلمتحركفاز، آشکارساز فلورسانس، µm5ذرات 
 میکروگـرم  بـر کیلـوگرم        200مجـاز  حـد  ، سطوح زیرالنون بـالاتر از درصد از نمونه هاي آرد5ادکه در نتایج مطالعه نشان د:هایافته
بـه ترتیـب   روشایـن    بودن توسط  حد تشخیص و حد کمی    . میکروگرم بر کیلوگرم بود    54میانگین غلظت زیرالنون در نمونه ها       . باشدمی

.میکروگرم بر کیلوگرم بود10و 5/3
ولی یین تر از ماکزیمم سطح توصیه شده بوسیله کدکس بود، اگر چه میانگین غلظت زیرالنون در نمونه ها پا:گیريبحث و نتیجه

.وجود مقادیر زیرالنون در این نمونه ها، نیاز بهبود شرایط نگهداري به منظور کاهش سطح آلودگی زیرالنون در گندم را معلوم می دارد
ی بالا، کروماتوگرافی مایع با کارایرالنون، گندم، ستون ایمنوافینیتیزی: هاي کلیديواژه.

چکیده
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مقدمه
و مهــم در زنــدگی انــسان اســتراتژیک یگنــدم محــصول

يگندم و محصولات آردیاصلنقش لیبه دل . شودمحسوب می 
با عواملیدر صورت آلودگوان،یو ح  انسانیی  غذا رهیآن در ج  

انـداختن  خطـر  بهدر یمهم اری، نقش بس  یسلامت دکنندهیتهد
که عمدتاً از گندم بدست      نان.دینما فایتواند ا یسلامت انسان م  

ن ســیلوهاي غــلات بــه   آیــد در صــورت آلــوده بــود   مــی
ها به خصوص قارچها و یـا آلـوده شـدن آرد در             میکروارگانیسم

هـا، مـسمومیت مـزمن      و یا محل نگهداري آرد در نـانوانی       انبار  
.کندایجاد می

اریبـس  یکیمتـابول  تی ـفعالبا ییهاسمیکروارگانیمهاقارچ
رشـد   انی ـدر جر  یکیمتـابول  يهـا تیفعالنیچن .باشندیم بالا

تحت عنوان  یباتیها و ترک  میگندم، با ترشح آنز    يروها در قارچ
) سموم قارچی (ها  مایکوتوکسین. باشدیهمراه م  نیکوتوکسیما

متابولیـت ثانویـه     ترکیباتی با وزن مولکولی پایین هـستند کـه        
ل هـا بـه دلی ـ    مایکوتوکـسن . )1،2(شـوند قارچی محسوب مـی   

داشتن تنوع ساختمانی و خصوصیات متفاوت فیزیکـی، طیـف          
زایـی،  وسیعی از اثرات بیولوژیک نظیر ژنوتوکسیسیتی، جهـش       

زایـی، اثـرات سـمی بـر کلیـه، کبـد،            الخلقـه سرطانزایی، ناقص 
رالنون یز .)3-5(نمایندرا ایجاد می  ... پوست، سیستم اعصاب و     

ه اغلب توسـط    ها است ک  یک ماده سمی از گروه مایکوتوکسین     
و 1فوزاریــوم گرامینــارومهــایی از قــارچ فوزاریــوم، ماننــد گونــه

دلیـل بـه زیرالنـون . )6(دشـو تولیـد مـی    ،2فوزاریوم کالموروم 
ــتن ــواصداش ــکخ ــرولیپوفیلی ــونیزهغی ــودنی PHدرب

ــقازغــشا،فیزیولوژیــک غــشاهايازغیــر فعــالانتــشارطری
زیرالنـون کـه دهدمینشانمطالعات. کندمیعبوربیولوژیکی

ممکنوشودمیجذبسرعتبهنسبتاًخوراکی،تجویزازپس
احتمـالاً وخوکهادررودهبافتبوسیلهجذبش،خلالدراست

سـایر وزیرالنـون مشخـصات ازیکـی . شودمتابولیزهانساندر

نـشان کهاست،انتشارحجممقداربودنبالافوزاریومی،سموم
١. )7(باشدمیبدندرسموماینگستردهتوزیعدهنده

نـشان صحراییموشکبددرزیرالنونمتابولیسمبررسی
متــابولیزهعمــدهراهدوازمایکوتوکــسینایــنکــهاســتداده
احیـا تـر، اهمیتکمراهوگلوکورونیداسیوناصلیراه.شودمی

مایکوتوکـسین، این .استزیرالنونهايایزومرازیکیبهشدن
شـود مـی تبدیلهایشمتابولیتبهکهزمانیواصلیحالتدر

دلیـل بـه اصلیحالتدر. دهدمینشانخودازسمیخواص
متـصل آنهـا بـه دارد،اسـتروژنی هـاي گیرنـده بـه کـه تمایلی

متابولیـسم امـا شـود میمربوطههايژنبیانسببوشودمی
اززیرالنـون . آوردپدیـد رانـول زیرالβوαتوانـد میسم،این
زیانبـار اثـرات دارايکـه آیـد مـی شماربههاییوتوکسینمایک

مـوش درmg/kg5-5/1دوزهـاي  بـا زیرالنـون . استخونی
هـاي  دوزدروشـود مـی هاپلاکتتعدادکاهشباعثصحرایی،
mg/kg5-3وقرمــزگلوبولهــايتعــدادکــاهشموجــبآن

).8،9(شودمیخونهموگلوبولینمیزان
فعالیـت دردارمعنـی افـزایش باعـث این مایکوتوکـسین  

کاهشوفسفاتازآلکالینوآمینوترانسفرازآسپارتاتآنزیمهاي
پپتیـداز تـرانس گلوتامیـل -گامـا آنزیمفعالیتدرداريمعنی

وتیمـوس آتروفـی باعـث نولزیرالهمراهبهزیرالنون. شودمی
خـود مـشابه ترکیبـات هماننـد وشدهماکروفاژهاسازيفعال
. کنـد مهـار راهـا میتـوژن برابـر درلنفوسـیتی ثیرتکتواندمی

اخـتلالات ماننـد استروژنیک،اثرزیرالنون،سمیاثرمهمترین
)1شکل(زیرالنونشیمیاییساختمان. استآنریزدرونغدد

-17.دارداسـترادیول بتا-17بهزیاديشباهتآنمشتقاتو
نقـش وباشـد مـی اسـتروژن سـیتوزولی گیرندهاسترادیولبتا

.)10،11(داردمثلتولیدسیستمدررامهمی

1. Fusarium graminearum

2. Fusarium culumorum
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ساختمان زیرالنون. 1شکل 

انـداختن سـلامتی    به خطـر  باتوجه به اهمیت زیرالنون در    
گـرفتن ایـن موضـوع کـه گنـدم بـه عنـوان        نظـر درباانسان و

باشـد، در ایـن تحقیـق       مـی سـطح کـشور   ترین غله در  پرمصرف
شهرسـتان  هـاي   نـانوایی ردآ میزان مایکوتوکـسین زیرالنـون در     

HPLC(1(کروماتوگرافی مایع با کـارایی بـالا        به روش   آبادخرم

.مد نظر قرارگرفت

هامواد و روش
مواد شیمیایی

مواد شیمیایی مورد اسـتفاده در ایـن تحقیـق از شـرکت             
Merck استاندارد سم زیرالنون از شـرکت       . تهیه شدSigma

VICAMلنـون از شـرکت   و ستون هـاي ایمینـوافینیتی زیرا     

)ZiraTest® Vicam (تهیه گردید.
نمونه گیري

آبـاد، بـا   هـاي شهرسـتان خـرم   هیه لیست نانوایی پس از ت  
نانوایی بـه صـورت تـصادفی سـاده          30توجه به مطالعات قبلی     

هـا  نمونـه . انتخاب شد و از هر نانوایی یک نمونه آرد گرفته شد          
بـه آزمایـشگاه     در شرایط مناسب  ،  1391در طی فصل زمستان   

انتقال یافتنـد و تـا زمـان انجـام آزمـایش در شـرایط برودتـی                 
.مناسب نگهداري شدند

اندازه گیري زیرالنون

ــه  حــلال اســتخراج  میلــی لیتــر 100، م آردگــر20ب
یـک سـاعت     پس از  .گردیداضافه  ) 10به   90(آب   –استونیتریل

از عـصاره میلـی لیتـر  15و   شیکر، با فیلتر معمولی صـاف شـده       
ورتکـس  و بـا     اضـافه  فـسفات بـافر میلی لیتـر    85ه  صاف شده ب  
از  میلی لیتـر   50سپس با فیلتر فایبرگلاس صاف و      .مخلوط شد 

ایمینوافینیتی سازي ستون براي آماده  .گردیدعصاره حاصل جدا    
میلـی  15و متصل خلاء منیفولدرا بر روي دستگاه، آن   زیرالنون

میلـی لیتـر  50.شـد داده   فـسفات از آن عبـور     محلول بـافر   لیتر
20بـا   سپس سـتون   و شدعصاره از ستون آماده شده عبور داده        

سـتون تحـت خـلأ خـشک و        . شدیونیزه شسته   دآب   میلی لیتر 
شـد و بـه   نیتریل از ستون عبـور داده  واستمیلی لیتر    5/1سپس

از آن بـه     میکرولیتـر 20یـونیزه اضـافه و      دآب   میلی لیتـر  3آن  
بـا ابعـاد     18Cستون  مجهز به   )شیماتزومدل  (HPLCدستگاه  

mm6/4×250ــدازه ذره ــاگر5اي و انــ ــرون و شناســ میکــ
450و طول موج نشر 275برانگیختگیموجطولفلورسانس با

شامل مخلوط اسـتونیتریل    متحركفاز. )12(شدتزریق  نانومتر  
بـراي رسـم    . بـود  ml/min1سرعت جریـان    با   )2به   3(و آب   

، 25هاي  اسیون از استانداردهاي زیرالنون با غلظت     منحنی کالیبر 
حــلال مــورد . میکروگــرم در لیتــر اســتفاده گردیــد100و 50

١.باشداستفاده جهت استاندارد سازي، فاز متحرك می

هایافته
هـا بـه زیرالنـون را نـشان     ، طیف آلـودگی نمونـه    1ودارنم

اي ه ـنـه درصـد از نمو 5که در نتایج مطالعه نشان داد   . دهدمی
میکروگـرم بـر     200، سطوح زیرالنون بـالاتر از حـد مجـاز           آرد

ــود ــوگرم ب ــه .کیل ــون در نمون ــانگین غلظــت زیرالن ــا می 54ه
میــانگین غلظــت زیرالنــون در . میکروگــرم بــر کیلــوگرم بــود

داري بـه لحـاظ آمـاري از    هاي مورد بررسی به طور معنینمونه
ن پـایین تـر   یراحد مجاز تعیین شده توسط سازمان استاندارد ا      

.)P>05/0(بود

1. High Performance Liquid Chromatography
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50درصد از نمونه ها داراي میزان زیرالنون کمتـر از            64
حد تشخیص و حد کمی بودن بـراي  .میکروگرم بر کیلوگرم بود 

میکروگـرم بـر     10و   5/3زیرالنون توسط این روش به ترتیـب        
.کیلوگرم بود

درصد فراوانی نمونه هاي مورد بررسی آلوده . 1مودار ن
النون در سطوح تعیین شدهبه زیر

ــکل  ــاتوگرام 2ش ــت  کروم ــا غلظ ــون ب ــتاندارد زیرالن اس
µg/l100  35/6بازداري زیرالنون    مدت زمان . دهدمی را نشان

.باشددقیقه می

µg/l100کروماتوگرام استاندارد زیرالنون با غلظت. 2شکل 

نشان اي از آرد آلوده به زیرالنون را کروماتوگرام نمونه.3شکل 
.دهدمی

ها با مقایسه زمان بـازداري      شناسایی پیک زیرالنون نمونه   
ها با استفاده   غلظت زیرالنون در نمونه   . نجام شد استاندارد سم ا  

از سطح زیر منحنی پیک و استفاده از رسم خط کالیبراسـیون            
.بدست آمد

کروماتوگرام نمونه اي از آرد آلوده به زیرالنون. 3شکل 
گیري بحث و نتیجه 

نیـت  مین ام دلیل داشتن مواد مغذي زیاد در تـأ        گندم به 
تولید آن در ایران قـدمت    . کندغذایی کشور نقشی مهم ایفا می     

دی ـتول وکـشت    ری ـغله از نظر سطح ز     نیمهم تر زیادي دارد و    
مین گنـدم مـورد نیـاز کـشور ثمـره      خود کفایی در تأ . باشدمی

خــش بهــاي اخیــر کــشور و اقــداماتالسیاســت گــذاري ســ
. مین امنیت غذایی جامعـه بـوده اسـت        کشاورزي در راستاي تأ   

هـاي داخلـی    تولیدات کشاورزي متناسب با نیـاز      حال که رشد  
آغاز گردیده است، ضروري است که همزمان با آن، کیفیت نیز           

. به عنوان یک نیاز و یک پشوانه مورد توجه قرار گیرد
حرارتـی يقارچی، پایـدار  سمومویژگیهايمهمترینازیکی

معمـولاً کـه رابـالا دماهـاي تواننـد میاساس،اینبرکهآنهاست
درتغییـري اینکـه بدونکنند،تحملاست،لازمغذاهاپختبراي

.)13(شودایجادآنهابیولوژیکیفعالیتوساختمان
روي پایـداري  بـر  2008در بررسی کـه در سـال   امورتاگ

نها در فرایندهاي حرارتـی،     به مقاومت بالاي آ    زیرالنون انجام داد  
هاي صورت گرفته در دمـاي بـالا        آسیاب کردن، پختن و فراوري    

.)14(کرد اشاره 
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کـه دارنـد مـواد یکـسري بـه نیازخودرشدبرايقارچها
بـراي نیزشود،مییافتغذاییهايفراوردهدرمواداینمعمولاً

شـت گذودمارطوبت،ازمیزانیبهمایکوتوکسینتولیدورشد
رشدازپسروزچندسم،میزانبیشترینزیرادارندنیاززمان
محصولاتدرسممیزانمعمولاًنتیجهدرشود،میتولیدقارچ
شـرایط کنتـرل دلیـل، همـین به. بودخواهدبیشترشدهانبار

تولیـد ازپیـشگیري بـراي غذایی،موادفراوريوسازيذخیره
. )13،15(استلازمسم

تحـت فوزاریوم یاد شده هگوندوفراوانیاینکهبهتوجهبا
دیگـر عامـل ،داردقـرار هـوایی وآبجغرافیـاي شـرایط ثیرتأ

درموجـود سـیلوهاي درهاگندمایننگهداريشرایطاحتمالاً
سـم تولیدباذخیرهمکانرطوبتمیزانزیرااستکارخانجات

.داردزیاديارتباط
شـرایط مـورد دررارابطـه این،همکارانومزسمطالعه

انجـام ذرترويبرکهمطالعهایندر. دهدمینشاننگهداري
شدهبرداشتتازههايذرتدررازیرالنونمیزانويبود،شده

ppb79-6میــزانحالیکــهدراســتنمــودهگیــريانــدازه
کردهگزارشppm8/11-01/0شده انبارذرتهايرازیرالنون

.)16(است
هـاي گندمرويبربالیوکونین و همکارانکهتحقیقیدر
رازیرالنـون متفـاوت، سـایزهاي بـا انبـار نـوع سـه درموجود
دررازیرالنــونمقــداربیــشترینواســتکــردهگیــريانــدازه

کـرده گـزارش ppb01/5دارنـد  کـوچکتر سایرکهانبارهایی
.)17(است

براي 2003در سال   پالارونی و ون هولست     بررسی که   در
ذرت به روش کروماتوگرافی مایع و     گندم و ن زیرالنون در  تعیی

میـانگین میـزان ایـن       ،هلند انجام دادند  اي در طیف سنج توده  
112و35ذرت مایکوتوکــسین بــه ترتیــب بــراي گنــدم و    

.)18(بودمیکروگرم برکیلوگرم 

و همکـاران در    مانووا و ملادنووا  یک بررسی که توسط     در
غلــه و مرکــزان زیرالنــون درانجــام گرفــت، میــز2009ســال

میزان زیرالنـون در    .مطالعه قرارگرفت حبوبات بلغارستان مورد  
میکروگـرم   6/36در گنـدم    میکروگرم برکیلـوگرم و   148ذرت  

.)19(برکیلوگرم بود
بـه همکارانولیورنزتوسط2002سالدرکهايمطالعه

-HPLCروشدوبـــهزیرالنـــونآنـــالیزمقایـــسهصـــورت

FluorescenceوHPLC-Photodiode،شـــد،انجـــام
بهتـري تشخیـصی حـد fluorescenceروشکـه دادنشان
بـا جداسـازي بررسـی ایـن در. دارد) ng/g4(زیرالنـون براي

.)20(داشتبالاییکاراییایمنوافینیتیستون
سی بر روي میزان مایکوتوکـسین زیرالنـون        با برر هدایتی  

بـه ایـن     1381در سـال     هاي انباري استان مازنـدران    گندمدر
به زیرالنون آلوده بودنـد    درصد نمونه ها  5/80که  نتیجه رسید 

ــد4/64و ــا درص ــه ه ــیش از نمون ــاوي ب ــرم 200ح میکروگ
در حالی که در مطالعه حاضـر    ،)21(دبرگیلوگرم زیرالنون بودن  

درصد نمونه ها غلظت زیرالنون بـیش از حـد مجـاز             5تنها در   
وسته و سبوس گندم بیـشتر در معـرض         با توجه با اینکه پ    . بود

آلودگی قارچی می باشد، بـه نظـر مـی رسـد ایـن اخـتلاف در        
اداره اسـتاندارد ایـران   . غلظت زیرالنون ناشی از نوع نمونه باشد 

میزان مجاز زیرالنون در نمونه هـاي گنـدم مـصرفی انـسان را              
بـر ایـن   . )22(میکروگرم در کیلوگرم اعلام نمـوده اسـت       200

صد نمونه ها در مطالعه حاضر بیشتر از حـد مجـاز            در 5اساس  
البته براي مطمئن شـدن از     .آلودگی به زیرالنون را نشان دادند     

هـاي غـذایی   در هر یک از نمونـه  مایکوتوکسین  عدم وجود این    
ار ایی که زمان بیـشتري را در انب ـ هبر روي نمونه  لازم است کار  

تـا نتـایج    . شود مزمانی بیشتري انجا   هاند و نیز در محدود    مانده
با اطمینان بیشتري گزارش شوند در ضمن با توجـه بـه اینکـه           

هـا در مـواد غـذایی در مقـادیر          وجود همزمـان مایکوتوکـسین    
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تواند اثرات زیانباري داشته باشد باید به   تر از حد مجاز می    پائین
.ها نیز توجه کردوجود دیگر مایکوتوکسین

بـه غـذایی مـواد آلـودگی ازپیـشگیري بـراي هاییروش
میـسلیومی، رشـد مـثلاً   .داردوجـود زیرالنـون مولدهايکپک

18تـا 15رطوبـت دارايهـاي نمونـه درگرامینارومفوزاریوم
بـه کمتـر، یاسانتیگراددرجه7دمايدرشدهنگهداريدرصد
هـا نمونـه رسـد مینظربهاما.شدخواهدمتوقفماه6مدت
مرحلــهدرکــهبــوداهنــدخومــصونآلــودگیاززمــانیتنهــا

.)2(باشندداشتهکمتریادرصد14برابررطوبتیانبارداري
فیزیکـی کـردن طـرف برباعثهانمونهسادهکردنتمیز

کـه شدهگزارشهمچنین.شودمیغلاتاززیرالنونآلودگی
تـا 40آلودگیمیزانشودجداغلاتپوستهخارجیبخشاگر

وآبازاســتفادهنیــزوکنــدمــیپیــداکــاهشدرصــد100
باعـث مـوارد برخـی درذرتوجوهاينمونهسادهشستشوي

.)2(شودمیدرصد61تا2میزانبهآلودگیرفع

ــوادازاســتفاده ــیمیاییم ــدش ــد،مانن ــسیمفرمالدئی کل
باعـث کلـسیم هیدروکـسید یـا آمـین متیـل منوهیدروکسی

.)4(شودمیزیرالنونازغلاتآلودگیکاهش
54آزمـایش شـده      زیرالنونم اینکه میانگین مقدار     علیرغ

و کمتر از حد مجاز تعیـین شـده توسـط         میکروگرم برکیلوگرم   
تا هنگامی که اطـلاع دقیقـی از         ولی استاندارد ملی ایران است   

تـوان  اشـته باشـد نمـی   میزان گندم در سـبد غـذایی وجـود ند      
.را مورد بررسی قرار دادزیرالنون سمیت ریسک و خطر 

و قدردانیتشکر
بدینوسیله از زحمات همکار گرامی و ارجمند جناب آقاي       
فریدون کوشکی، کارشـناس آزمایـشگاه کنتـرل کیفیـت مـواد         
ــذا و دارو لرســتان صــمیمانه سپاســگزاري   ــت غ غــذایی معاون

.گرددمی
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