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 چکیده

 نواحی جنوبیدر از انگور و کشمش  جداسازی شده Aspergillus tubingensisهای گونه جدایه زاییپتانسیل توکسین

کروماتوگرافی بنفش و ی ماورای برداری با اشعهتفاده از سه روش بخار آمونیاک، عکسبا اس شرقیآذربایجان استان

 های کشتروی محیطهای قارچی برای این منظور جدایه گرفت. قرارارزیابی ( مورد HPLCبالا ) مایع با کارآیی

Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA)  وCoconut Cream Agar (CCA)  تولید کشت داده شدند و

بخار آمونیاک، روش نشان داد که تولید توکسین با استفاده از  این بررسینتایج  ردیابی گردید. (OTA) اوکراتوکسین آ

ها قابل تشخیص بود. میزان از جدایه %96و  %14، %96ترتیب در به HPLCو  ماورای بنفش یاشعهبرداری با عکس

بنفش، بخار آمونیاک با ی ماورا یبرداری با اشعهعکس با HPLC ،HPLCخوانی روش بخار آمونیاک با هم

اساس نتایج  بربود.  %16و  %96، %96، %65ترتیب دیگر بهبنفش و سه روش مذکور با همی ماورا یبرداری با اشعهعکس

زای وکسینهای تبنفش در مقایسه با بخار آمونیاک در ردیابی جدایهی ماورای اشعهبرداری با کارآیی عکساین تحقیق 

A. tubingensis های قارچی با استفاده از جدایه توسط تولید شده. میزان توکسین تر بودبیشHPLC  4506تا  66بین 

 تعیین گردید. میکروگرم بر کیلوگرم

 

 Aspergillus tubingensisاکراتوکسین آ، انگور، کشمش،  کلیدی: واژگان
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  مقدمه

ای قارچی است که هیکی از توکسین 4آ اکراتوکسین

عنوان عامل آلودگی در تعداد زیادی از هطور مکرر بهب

های آن کشاورزی از جمله انگور و فرآوردهمحصولات 

 و همکاران بِلّی) در سراسر دنیا شناخته شده است

توسط  این توکسین. (6556بائو و همکاران  ؛6551

 یو گونه Aspergillusهای جنس تعدادی از گونه

Penicillium verrucosum دارای  شود وتولید می

زایی روی کلیه در انسان و اثرات سمی و سرطان

در غلات و  عموماًآ توکسین اکراباشد. می جانوران دیگر

است شود، اگرچه گزارش شده های آن یافت میفرآورده

از جمله انگور و دیگر  که در دامنه وسیعی از محصولات

ه این توکسین دیده شده های آن نیز آلودگی بفرآورده

خیلی از محققان اثرات  (.4666است )پوهلند و همکاران 

پتانسیل  و متعاقباً (روی کلیه و کبد اساساً)سلامتی  ضد

و  یکاا)پر اندزایی اکراتوکسین آ را تایید کردهسرطان

چنین اکراتوکسین آ با یک بیماری هم (.4666 همکاران

ژامبون ها در آنکه  در کشورهای بالکان 6اندمیک کلیه

(. 4660ت )استوو شود، مرتبط بوده اسخوک مصرف می

در  آ سنجی اکراتوکسینتهای ردیابی و کمیروش

شامل استخراج  محصولات کشاورزی عموماً

دنبال آن با هاست که ب های آلیحلالآ با  اکراتوکسین

میزان  ،3نازک یاستفاده از کروماتوگرافی لایه

 یمستقیم با یک نمونه یمقایسهبا  آتوکسین ااکر

ر زیر نور فلورسنت د نور استاندارد با استفاده از شدت

به همین  .(4696 )اسکات شودبنفش برآورد میی ماورا

 یحلقهروش  مخصوصاً ترردیابی ساده هایجهت روش

 ؛4605)فیلتنبورگ و فرایزود  استابداع شده  1یآگار

 .(4603 نبورگ و همکارانفیلت

مخصوصاً و های انگور جه به اینکه فرآوردهبا تو

کشمش از نظر صادرات برای کشور و منطقه مهم 

های غیرمکتوب از باشند و با توجه به وجود گزارشمی

                                                   
1- Ochratoxin A (OTA) 

2 - Balkan Endemic Nephropathy 
3- Thin layer chromatography (TLC) 
4- Agar plug 

های صادراتی این منطقه که ردیابی توکسین در کشمش

مشکلاتی را برای این محصول در بازارهای جهانی 

هدف شناسایی بوجود آورده است، لذا تحقیق حاضر با 

 Aspergillus یگونه زایتوکسینهای جدایه

tubingensis  و کشمش در نواحی جدا شده از انگور

 انجام گردید.شرقی جنوبی آذربایجان

شامل استفاده از بخار  متفاوت سه روش پژوهشدر این 

بنفش با طول ی ماورا یبرداری با اشعه، عکس6آمونیاک

 9رافی مایع با کارآیی بالاکروماتوگنانومتر و  399موج 

 Aspergillusزای های توکسینجدایه ردیابیبرای 

tubingensis ند.اورد مقایسه قرار گرفتهم 

 

  هامواد و روش

 های شیمیاییمواد و حلال

قرار زیر بوده همواد مورد استفاده در این پژوهش ب

 است:

)با درجه خلوص  متانول)مرک، آلمان(،  %66آمونیاک 

HPLCهایبا قطر سوراخصافی  کاغذمرک، آلمان(،  ؛ 

مقطر )با درجه ، انگلستان(، آبواتمنمیکرومتر ) 466

)با درجه  استونیتریلمرک، آلمان(،  ؛HPLCخلوص 

یخی )با  اسید استیکمرک، آلمان(،  ؛HPLCخلوص 

 OTA استاندارد مرک، آلمان( و ؛HPLCدرجه خلوص 

 )مرجعان خاتم، ایران(.

 یقارچهای جدایه

، مورد استفاده در این آزمایش Aspergillusهای جدایه

های نمونه از روی 4364و  4365های در تابستان سال

 نیزو  آوری شده از باغات انگورجمع محصول انگور

جنوب  یکشمش موجود در بازار در منطقه

های مراغه، آذرشهر، شامل شهرستان شرقیآذربایجان

و هویت  زی شده بودملکان جداساو  شیربناب، عجب

شناسی فرهنگستان قارچ یها در موسسهمولکولی آن

 .علوم کشور هلند تایید شده بود

 

                                                   
5- Ammonia vapor 
6 - High performance liquid chromatography (HPLC) 
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 کشتهای محیط

( 4)جدول  4CYAکشت  دو نوع محیطاز  پژوهشدر این 

 محیط سازیآمادهاستفاده گردید.  (6)جدول  6ACCو 

نارگیل آگار بدین صورت انجام گرفت  یشت عصارهک

در یک بشر دو ولرم لیتر آب میلی 955مقدار که ابتدا 

گرم از پودر نارگیل  455مقدار لیتری ریخته شد و 

هم زدن با یک هتجاری به آن افزوده گردید و ضمن ب

بعد از  .جوش حرارت داده شد یای تا آستانهمیله شیشه

ململ دو لایه  یاینکه مخلوط حاصل دو مرتبه از پارچه

لیتر رسانده شد میلی 955به صاف گردید، حجم عصاره 

مخلوط  .از پودر آگار به آن اضافه گردید گرم نهو مقدار 

حدود و در نهایت استریل شد اوتوکلاو دست آمده در هب

زیر هود میکروبیولوژی در کشت  لیتر از محیطده میلی

نفش سترون ی بماورا یاشعه دقیقه با 46دت مبه که قبلاً

متری هشت سانتیستیکی پتری پلا ظروفدر شده بود، 

تا  های آماده شدهمحیط .بار مصرف پخش گردیدیک

تا اگر  ندداری گردیدزمان استفاده در دمای اتاق نگه

 آلودگی احتمالی ایجاد شده باشد، خود را نشان دهد.

 های قارچیکشت جدایه

های قارچی با استفاده از یک سوزن برای کشت جدایه

 ی هر دو نوع محیطسترون مرکز ظروف پتری حاو

زنی گردید، برای های قارچی مایهکشت با اسپور جدایه

زنی جلوگیری از پخش شدن اسپورها در موقع مایه

و عمل  ندداشته شدصورت وارونه نگهتری بهظروف پ

زنی ظروف زنی از زیر صورت گرفت. بعد از مایهمایه

یسه نایلونی سربسته قرار داده آماده شده در درون ک

های استفاده روز )برای آزمونسه مدت و سپس به دنشد

ماورای  یاشعه برداری باعکساز بخار آمونیاک و 

)برای آزمون کروماتوگرافی مایع با هفت روز  وبنفش( 

 داری گردیدند.نگه oC 6±66در دمای  کارآیی بالا(

 Aspergillusهایهزای گونهای توکسینجدایهغربال 

شرح به سه آزمونزا از توکسینهای برای غربال جدایه

 زیر استفاده گردید:

                                                   
1- Czapek yeast autolysate agar 
2- Coconut cream agar 

 آزمون استفاده از بخار آمونیاک -الف

جدایه  466 یهای سه روزهاین آزمون از کشت در

، یک جدایه A. tubingensisجدایه از گونه  469قارچی )

و یک جدایه  A. parasiticus، یک جدایه از A. nigerاز 

کشت  ی محیطرو که در (A. welwitschiaeاز 

داری نگه Co 6±66دمای  و درنارگیل آگار  یعصاره

ابتد با دوربین دیجیتال در شده بودند، استفاده گردید. 

 یاز قسمت پشتی همه DSC-HX10Vسونی مدل 

های مورد آزمایش حاوی جدایه پتریظروف 

میکرولیتر از  655برداری شد، سپس مقدار عکس

ی در قسمت مرکزی در زیر هود شیمیای %66آمونیاک 

قرار گرفته  هصورت وارونکه به پتریظروف درپوش 

پتری حاوی محیط ظروف اضافه شد و در نهایت  ،بودند

قارچی روی درپوش محتوی آمونیاک  یکشت و ریسه

از قسمت  اًمجدد ،دقیقه 35حدود از بعد ، ندگذاشته شد

نهایت  و در گردیدبرداری عکس پتریظروف پشتی 

ط به هر جدایه در کنار هم قرار داده های مربوعکس

 ،ظروف پتری شدند تا تغییر رنگ محیط در قسمت پشتی

محلی که حاوی هیف قارچی بود، مورد مقایسه قرار در 

تولید  ید. تغییر رنگ از زرد تا قرمز نشان دهندهرگی

و با افزایش میزان توکسین تولیدی، میزان بوده توکسین 

 تغییر رنگ بیشتر بود.

 بنفش ی ماورا یاشعهزمون استفاده از آ -ب

 466 یهای سه روزهبرای انجام این آزمون نیز کشت

، A. tubingensis یجدایه از گونه 469قارچی ) یجدایه

 .Aی گونه، یک جدایه از A. niger یگونه یک جدایه از

parasiticus  ی گونهو یک جدایه ازA. welwitschiae) 

نارگیل آگار،  یکشت عصاره کشت شده در روی محیط

داری شده بودند، مورد استفاده نگه oC 6±66که در دمای 

برداری با قرار گرفتند. در این آزمایش نیز قبل از عکس

بنفش، با استفاده از دوربین دیجیتال ی ماورا یاشعه

از قسمت پشتی ظروف  DSC-HX10Vسونی مدل 

تگاه برداری شد و سپس با استفاده از دسپتری عکس

 ,VILBER LOURMAT EXC-F20.M)داک مدلژل

FRANCE) ًبرداری انجام گرفت و در عکس مجددا
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نهایت دو تصویر مربوط به هر جدایه در کنار هم چیده 

 شد و مورد مقایسه قرار گرفت.

 HPLCدستگاه  آزمون با -ج

دو آزمون قبلی انجام  ینتیجه یاین آزمون برای مقایسه

فوق در غربال  آزمونو دوانی خگرفت، تا میزان هم

د. برای مقایسه قرار گیر زا موردهای توکسینجدایه

 شامل: های مورد آزمایش در چهار گروهکار جدایهاین

هایی که در هر دو آزمون بخار آمونیاک و جدایه -4

مثبت بنفش، واکنش ی ماورا یبرداری با اشعهعکس

مون فوق هایی که در هر دو آزجدایه -6، نشان دادند

هایی که در آزمون جدایه -3، واکنش منفی نشان دادند

برداری با مثبت و در آزمون عکسآمونیاک واکنش 

            ،بنفش واکنش منفی را نشان دادندی ماورا یاشعه

هایی که در آزمون آمونیاک واکنش جدایه -1

 یبرداری با اشعهزایی منفی و در آزمون عکستوکسین

، قرار داده ش واکنش مثبت را نشان دادندبنفی ماورا

صورت تصادفی های فوق بهدر نهایت از بین گروه .شدند

همراه سه به A. tubingensis یجدایه از گونه 63 تعداد

 A. niger یگونه های دیگر )یک جدایه ازجدایه از گونه

 .Aی گونه(، یک جدایه از OTA )با قابلیت تولید

parasiticus فاقد ق( درت تولیدOTA)  و یک جدایه از

، OTA)قدرت تولید  A. welwitschiae یگونه

با  CYAکشت  وی محیطنامشخص(( انتخاب و در ر

بعد از  هاکشت .کشت گردید ،شرایطی که در بالا ذکر شد

تولید توکسین با استفاده از  ارزیابیمدت هفت روز برای 

استفاده مورد  کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا روش

 قرار گرفتند.

های آسپرژیلوس از برای استخراج توکسین از جدایه

( استفاده 4661روش ارائه شده توسط اسمدگارد )

گردید. برای این منظور ابتدا با استفاده از یک پیپت مقدار 

لیتری های ده میلیلیتر از متانول در درون ویالپنج میلی

الپل سترون کل ریخته شد و سپس با استفاده از یک اسک

شده و بعد از  بریدهمحیط کشت  همراهبهقارچی  یپرگنه

 و های حاوی متانول انتقال داده شدتوزین به درون ویال

با قطر صافی  دقیقه با استفاده از کاغذ 95 از حدود بعد

یری گعصاره( 4)شماره  میکرومتری 466 هایسوراخ

لیتری میلی 6/4های حاصل درون ویال یعصاره ،دیدگر

های آماده شده تا زمان ریخته شد و در نهایت ویال

در داخل  Cecil 1100مدل  HPLCآنالیز با دستگاه 

 داری گردیدند.نگه -oC 40فریزر با دمای 

مورد استفاده در این آزمایش  HPLCشرایط دستگاه 

 Nucelosil C18 (mmفاز ساکن بود: ستون  بدین صورت

9/1×mm665 میکرومتر(، فاز متحرک  6 ذرات یبا اندازه

ترتیب به اسید استیک )به –آب  –شامل استونیتریل 

لیتر بر دقیقه، (، سرعت جریان یک میلی4-16-65نسبت 

 نانومتر. 646با طول موج  CE1200سری  UVدتکتور 

، بعد از روشن OTAبرای ترسیم منحنی کالیبراسیون 

ا ها، اجازه داده شد تکردن سیستم و هواگیری حلال

دقیقه جهت  46به مدت  ایسیستم بدون تزریق نمونه

برای آزمون روشن بماند، بعد از سپری  ه شدنآماد

مدت مذکور ابتدا یک تزریق خالی صورت گرفت تا شدن 

، ای اطمینان حاصل گردداز خالی بودن ستون از هر ماده

چند تزریق با  ،OTA 4سپس برای تعیین زمان بازداری

نانوگرم بر  4555و  333داردهای استفاده از استان

لیتر انجام گرفت و مدت زمان لازم برای اتمام آنالیز میلی

های دقیقه در نظر گرفته شد. با توجه به کروماتوگرام 35

و مدت  OTA( مدت زمان بازداری 4شکل دست آمده )به

های تعیین گردید و نمونه ،هازمان لازم برای تزریق

 333و  655، 465، 455، 65های غلظتاستاندارد به

میکرولیتر( تزریق  66مقدار لیتر )بهنانوگرم بر میلی

( 3و در نهایت سطح زیر پیک هر غلظت )جدول  ندگردید

یادداشت شد و با استفاده از آن منحنی کالیبراسیون 

OTA ( ترسیم گردید و معادله6شکل )لازم برای  ی

دست بههای مورد آزمایش در نمونه OTAتعیین غلظت 

 آمد.

های مورد آزمایش، بعد برای ردیابی توکسین در نمونه

 سپس الی،خ یاز کالیبره کردن سیستم، ابتدا یک نمونه

OTA  و لیترنانوگرم بر میلی 333استاندارد به غلظت 

غلظت نهایت استانداردهای به های مورد نظر و درنمونه

                                                   
1- Retention time 
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گردیدند. لیتر تزریقنانوگرم بر میلی 655و  465، 455، 65

 CYAکشت ط محی یتشکیل دهندهنوع و مقدار مواد  -1دول ج

 مقدار لازم نوع ماده مقدار لازم نوع ماده

 گرم 54/5 لفات آهن با هفت مولکول آبوس گرم 3 نیترات سدیم

 گرم 556/5 لفات مس با پنج مولکول آبوس گرم 6 مخمر یعصاره

 گرم 54/5 بلفات روی با هفت مولکول آوس گرم 35 ساکارز

 گرم 46 آگار گرم 3/4 فسفات هیدروژن پتاسیم با سه مولکول آب

 یک لیتر آب مقطر گرم 6/5 سلفات منگنز با هفت مولکول آب

   گرم 6/5 کلرید پتاسیم

 

 CCAکشت  محیط یتشکیل دهندهنوع و مقدار مواد  -2جدول 

 مقدار لازم نوع ماده مقدار لازم نوع ماده

 لیترمیلی 955 آب مقطر گرم455 اریپودر نارگیل تج

   گرم 6 آگار 

 

 
 لیترنانوگرم بر میلی 333استاندارد به غلظت  OTAدست آمده از تزریق هکروماتوگرام ب -1شکل

 

 های استانداردبرای نمونه Aسطح زیر پیک اکراتوکسین  -3جدول 

 کسطح زیر پی لیتر(غلظت برای نمونه استاندارد )نانوگرم بر میلی

5 5 

65 15315 

455 06615 

465 431465 

655 464365 

333 611313 
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y = 0.0012x + 0.7424

R² = 0.9937
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 های استانداردبا استفاده از محلول Aمنحنی کالیبراسیون اکراتوکسین  -2 شکل
 

 نتایج و بحث

شان داده شده ن 1تا  1 هاینتایج آزمایش در جدول

تغییر رنگ کلنی با در آزمون  1 اساس جدول است. بر

مورد  یجدایه 466از مجموع ( 3شکل )بخار آمونیاک 

و  ندواکنش منفی داشت( %66)جدایه  19 تعداد ،آزمایش

ایی تولید توکسین بودند، در مطابق این آزمون فاقد توان

بوده  دارای واکنش مثبت( %14)جدایه  63که تعداد حالی

در آزمون تند. عبارتی توانایی تولید توکسین را داشهو ب

 15، (1شکل ) بنفشای ماور یبرداری با اشعهعکس

( واکنش %96) جدایه 06نفی و واکنش م( %34جدایه )

( 1این دو آزمون )جدول  یمثبت نشان دادند. با مقایسه

انی این دو آزمون در خوشود که میزان هممشاهده می

 جدایه از 39تعداد که طوریهاست ب %69 ،هاغربال جدایه

نایی تولید در هر دو آزمون فاقد توا ،هامجموع جدایه

 ,O7222, O9215) جدایه چهارو فقط توکسین بودند 

R613, R6224) یبرداری با اشعهعکس آزمون در 

آزمون زایی ولی در فاقد قدرت توکسینبنفش ی ماورا

در مقابل زایی بودند. سینکآمونیاک دارای قابلیت تو

تولید دارای توانائی  آزمون دو در هر ،جدایه 16تعداد 

در آزمون دیگر هرچند  یجدایه 15ولی  توکسین بودند

واکنش مثبت بنفش ی ماورا یبرداری با اشعهعکس

نشان  از خوددر آزمون دیگر واکنش منفی  ند ولیداشت

 آزموناین دو اساس این تحقیق  براز نگاه دیگر  دادند.

فقط  ،زاتوکسینزا از غیروکسینهای تدر غربال جدایه

جدایه(  11) %31خوانی داشته و در جدایه( هم 06) 99%

 مغایرت نشان دادند.

 

 بنفش یماورا یاشعهبرداری با ونیاک و عکسزایی با آممون توکسینها به آزواکنش جدایه یمقایسه -4جدول 

 زایی در آزمون باتوکسین
 درصد جدایه ها تعداد جدایه ها

 آمونیاک شنفب ماورایی اشعه

- - 39 60 

- + 1 3 

+ - 15 34 

+ + 16 30 

 455 466 جمع
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زا با تست آمونیاک: بالا: مثبت، پایین: منفی، چپ: قبل از افزودن آمونیاک، راست: زا و غیرتوکسینهای توکسینجدایه -3شکل 

 بعد از افزودن آمونیاک

 

 
: بالا: مثبت، پایین: منفی، چپ: ماوری بنفش یبرداری با اشعهعکس ا آزمونزا بزا و غیرتوکسینهای توکسینجدایه -4شکل 

 بنفشی ماورا یاشعهبرداری با برداری با نور معمولی، راست: عکسعکس

 

کروماتوگرافی مایع با کارآیی  روشر د 6مطابق جدول 

مورد  یجدایه 69جدایه از  41در  اکراتوکسین آ ،بالا

ها آنلی در نه جدایه که یکی از آزمایش ردیابی گردید و

، اثری از بود A. parasiticus یبه گونه متعلق

مشاهده نشد. لازم به یادآوری است که  آاکراتوکسین 

 .Aهای به گونه فوق یجدایه 41 از دیگر یدو جدایه

welwitschiae  وA. niger  .چنین برهمتعلق داشتند 

قابلیت بدون  وهای با جدول تعداد جدایههمین اساس 

در مساوی بودند بخار آمونیاک  روشزایی در توکسین

، بنفشی ماورا یبرداری با اشعهعکس روشدر  کهحالی

 یدر هفت جدایه لیو ددنجدایه توکسین تولید نمو 46

 9با مروری بر جدول  نشد. ردیابیتوکسین  دیگر

بخار  هایمیزان تطابق روشتوان دریافت که می

وماتوگرافی مایع با کارآیی بالا، کربا  آمونیاک

ی با بردارعکسبا  کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا

ی ماورا یبرداری با اشعهعکس، بنفشی ماورا یاشعه

صورت توام به سه روش به هر با بخار آمونیاک و بنفش

با توجه به بوده است.  %16و  %96، %96، %65ترتیب 

خوانی دو روش ن همتوان گفت که میزامی نتایج بالا

برداری با و عکسکروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا 

بنفش نسبت به روش بخار آمونیاک ی ماورای اشعه

هیکو و مچیدا میچیهمین سبب نیز بهباشد. تر میشبی

را بنفش ی ماورای اشعهبرداری با عکس( روش 4666)

های تولید کننده آفلاتوکسین در برای غربال جدایه

. اندمفید دانسته A. parasiticusو  A. flavusهای ونهگ

ی ماورا یبرداری با اشعهعکسکه روش این ضمن

کروماتوگرافی مایع با  در مقام مقایسه با روش ،بنفش
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 نیز می باشد.تر تر و مقرون به صرفهسریع تر،بسیار سادهکارآیی بالا 
 

 .ا با هر سه روش مورد آزمایشهزایی جدایهقابلیت توکسین یمقایسه -5جدول 

 واکنش
 نوع آزمون

 بنفشی ماورا یبرداری با اشعهعکس آمونیاک کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا

+ 41 43 46 

- 6 43 1 

 

 .OTAهای مورد آزمایش در ردیابی خوانی روشمیزان هم یمقایسه -6جدول 

 مقایسههای مورد روش یمقایسه خوانیخوانی یا ناهمهم

HPLC, ammonia HPLC, UV UV, ammonia HPLC, UV, ammonia 

 44 49 40 43 خوانیهم

 16 96 96 65 خوانیدرصد هم

 46 45 0 43 خوانیناهم

 60 30 34 65 خوانیدرصد ناهم

 

ارزیابی  شده در ردیابیمقدار توکسین  1 براساس جدول

 66ز ا کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالاروش با 

 4506تا  R6221 یمیکرولیتر بر کیلوگرم در جدایه

به  )متعلق A2215 یمیکرولیتر بر کیلوگرم در جدایه

و میانگین توکسین  بود، متغیر (A. awamori یگونه

 برآورد گردیدمیکرولیتر بر کیلوگرم  364 ردیابی شده

نهایی مورد قبول کمیسیون اروپا  که حدبالاتر از که 

(5ng/ml)  البته بایستی در نظر  .باشدمیمیوه  آبدر

ممکن داشت که غلظت بالای توکسین در این آزمایش 

باشد و لازم  قبیل دما ناشی از شرایط آزمایشی از است

زایی در روی است تا در کارهای بعدی قابلیت توکسین

محصولات کشاورزی نیز مورد بررسی قرار گیرند، چرا 

در مطالعات  ،نگورا در آب OTAکه تفاوت در محتوای 

دیگر نیز گزارش شده است و بیان شده است که ممکن 

مختلف های کارگیری روشاست ناشی از به

های آزمایشگاهی ، اثرات فصلی و یا روشبردارینمونه

کار گرفته شده در مطالعات مختلف باشد. تفاوت در به

شرایط در دلیل تفاوت به ، احتمالاOTAًسطوح 

برداری شده باشد، اما در نمونه وهوایی نواحیآب

توسط  OTAهای متفاوت، نیز تفاوت در سطوح سال

(، لوپز دسراین و همکاران 6554تری و همکاران )پیه

 ( گزارش شده است.6559( و باتیلانی و همکاران )6556)

 ،هاانوی قارچهای ثولیتتابپروفیل م زامروزه استفاده ا

ها را تشکیل بندی و شناسایی قارچبخش مهمی از رده

. در بعضی از حالات (4665 پیت و سامسوندهد )می

نوی، های ثایابی به پروفیل کاملی از متابولیتبرای دست

گیری اختصاصی ضرورت استفاده از فرایندهای عصاره

سریع و آسان  غربالچنین حالاتی یک روش  یابد. درمی

 مثلمتنوعی  هایکه روشلازم و ضروری است. با این

برای  کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالاروش  استفاده از

اند، فقط تعداد توصیف شده ویژههای تعیین متابولیت

ها مناسب برای غربال عمومی کشتها اندکی از آن

 .(4663 )فرایزود و تران هستند
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و  کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالاا استفاده از روش های مورد آزمایش بدر جدایه OTAاطلاعات مربوط به غلظت  -7جدول 

 این روش با دو روش دیگر یمقایسه

غلظت  جدایه
)1-(μkg 

HPLC ammonia UV غلظت  جدایه
)1-(μkg 

HPLC ammonia UV 

745 (niger) 455 + + + K1111 404 + + + 
A2215 

(welwitschiae) 
4506 + + + M4114 ND - - + 

NR14 

(parasiticus) 
*ND - - - N112 ND - + - 

A2211 ND - + + O3119 001 + - + 

A3117 ND - - + O9213 303 + - + 

A4119 636 + - + O9214 ND - - - 

B1119 ND - + + O9223 416 + - + 

B3112 16 + - + R6221 66 + - - 

B3115 ND - - - R6224 351 + + - 

B3116 669 + + + R711 ND - + + 

B3117 466 + + + S113 95 + + + 

C211 611 + + + S213 164 + - + 

C213 355 + - - Y1142 166 + + + 
 غیر قابل تشخیص -*

 

یک روش استاندارد عمومی برای ردیابی 

های کشت ها در محیطها و سایر متابولیتمایکوتوکسین

ارائه شده  (4601توسط فرایزود و تران ) قارچی قبلاً

ها دشوار بوده و از مقدار زیادی از آن بود. اما روش

گردید و در اغلب های آلی در آن استفاده میحلال

ها بررسی از نمونهمطالعات فقط تعداد محدودی 

کروماتوگرافی برای روش  جایگزینوش گردیدند. رمی

 یآگار یحلقهاستاندارد، روش  مایع با کارآیی بالای

ه یکی از باشد کمی (4606 فرایزود و همکاران)

ها برای تعیین مستقیم پروفیل ترین روشساده

های کشت قارچی است. محیط درهای ثانوی متابولیت

خیلی وسیعی از  یدامنهدر این روش اگرچه 

های ها با استفاده از سیستمقارچهای ثانوی متابولیت

 ،های اختصاصیسازی شده و معرفحلال بهینه

ند ولی فاقد گردصورت نقاط رنگی مشخص میبه

های روشلازم در مقایسه با  تحساسیت و اختصاصی

باشد. با میکروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا  یپایه بر

ای برای طور گستردهوده و بهحال این روش سریع باین

سامسون گیرد )مورد استفاده قرار میها قارچندی برده

 (.4666 ؛ میلز و همکاران4666و همکاران 

های قارچی روی مواد روش ردیابی توکسینچندین 

زا های توکسینغربال جدایه برایکشت ط غذایی و محی

رین ت(. عمده6554 ا و همکارانگد )واروجود دار

گیرند، که امروزه مورد استفاده قرار می ییهاروش

افی نازک، کروماتوگر یعبارتند از: کروماتوگرافی لایه

ب ایمنی متصل به سنجش جذ و مایع با کارآیی بالا

 غالباً ،اکراتوسین آ در انگورسنجی برای کمیت .4آنزیم

های ها با استفاده از ستونازی نمونهسخالص

نجی با استفاده از سدنبال آن کمیو به 6ایمونوآفینیتی

است  کار گرفته شدهبه کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا

های جدایه(. برای غربال سریع 6556 )بِلّی و همکاران

 in situصورت تواند بهقارچی، تولید اکراتوکسین آ می

                                                   
1- Enzyme linked Immunosorbant Assay (ELISA) 

2- immunoaffinity Column (IAC) 
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نور فلورسنت  یو با مشاهده CCAشت ک روی محیط

در زیر طول موج یعی ناشی از تولید توکسین آبی طب

 نان و همکارانیردیابی شود )ه، پایین نور فرابنفش

های جدایهغربال  دیگری برای(. در روش 4600

شت رشد ک قارچی در روی محیط یجدایه ،زانیتوکس

، از با استفاده از یک حلال آلیداده شده، اکراتوکسین آ 

یری شده و بعد از صاف کردن گهقطعات آگار عصار

سنجی میتگردد تا کتزریق می HPLCبه درون  مستقیماً

امروزه علاقه به (. 6554 شود )براگولات و همکاران

استفاده از  های ایمونولوژیک ماننداستفاده از روش

تر دلیل نیاز به حجم کم نمونه و سادهبههای الایزا کیت

های بودن روش تلخیص نمونه نسبت به روش

نازک و کروماتوگرافی مایع با  یکروماتوگرافی لایه

 بر اخیراً(. 6554 کسساتراست )افزایش یافته کارآیی بالا 

یک روش شیب افقی  ،یمنی اکراتوکسین آا پایه سنجش

گیری شده از قطعات آگار دیابی توکسین عصارهجهت ر

 (.6553 ه داده شده است )دانکز و همکارانتوسع

د نگردموقعی الزامی می فرآیندهای تغلیظ و تصفیه ظاهراً

مورد نیاز باشد )فستاس و ردیابی پایینی  یکه محدوده

های کلاسیک عبارت بودند از ش(. رو6555 همکاران

، ولی در 4تخراج فاز جامدندی مایع مایع و اسببخش

های پیچیده کافی مواردی تاثیر تصفیه برای ماتریکس

 یهای ایمونوآفینیتی در مرحلهنبود. استفاده از ستون

مطالعه شده است،  OTAدر مورد  تصفیه که مخصوصاً

ترین امتیاز نموده است. عمده ترروش تصفیه را ساده

طور به OTAها ها این است که در آناین ستون

ها متصل شده و دخالت بادیاختصاصی به آنتی

 بر گردد. علاوهمل حذف میطور کابه ماتریکس تقریباً

قبول  از نظر دقت و قابل های ایمونوآفینیتیستون این

ای یی بهینهآکار ،هاوسیعی از غلظت ین در دامنهبود

های ای استفاده از حلاللاحظهم طور قابلداشته و به

، 4666دهند. زیمرلی و دیک )اهش میخطرناک را ک

از  OTAد که استخراج دن( پیشنهاد کر4669

فرم انجام گرفته و های الکلی اسیدی با کلروفرآورده

                                                   
1 - Solid phase extraction (SPE) 

بقایا در ستون  ،ازی بعدیسسپس برای خالص

تری و ایمونوآفینیتی وارد گردند. سایر محققان همانند پیه

یا و ( 4666(، بورداسپال و لگاردا )6554همکاران )

از روش پیشنهادی  ( عموما6554ًمارکاکی و همکاران )

این محققان با کمی تغییرات استفاده نمودند. بایستی 

گیری با کلروفرم بعد از اسیدی تاکید گردد که عصاره

به  OTAکردن در خیلی از موارد بنیادی است زیرا 

های غذایی پروتئین متصل شده و بعضی از نمونه

 ر یک ستون ایمونوآفینیتی )والنتاد اًتوانند مستقیمنمی

حداقل به برایکار گرفته شوند. اما تمایلی ( به4660

دلایل نی و سمی بههای هالوژرساندن مقادیر حلال

بر این یک  محیطی وجود دارد. علاوهتبهداشتی و زیس

کارگیری مناسب با مهیا کردن شرایط به یفرآیند تصفیه

تواند زمان ایمونوآفینیتی میهای مستقیم نمونه در ستون

آنالیز را کاهش داده و امکان اتومات کردن را فراهم 

 نماید. 

های ونه( در شناسایی گ6546و همکاران ) دیوید

انگور با  یدر روی میوه هازای آسپرژیلوستوکسین

 93نشان دادند که  PCR-RFLPاستفاده از یک فرایند 

تا  56/5یز شده بین آنال ینمونه 369( از %1/41نمونه )

ایشان  .دنمودن تولید OTAلیتر، میکروگرم بر میلی 5/3

لید تو های الکلیفرآوردهسطح آلودگی که گزارش نمودند 

و  6551های در سال شده از انگورهای مورد آزمایش

 46/5) 6551اما در سال  بود ترپایین عموماً ،6559

میکرولیتر  56/5) 6559میکرولیتر بر لیتر( نسبت به سال 

که در جالب این یبر لیتر( بالاتر بوده است. نکته

 یگونه هایکدام از جدایهها هیچهای آزمایشی آنگونه

A. niger یاز گونهزایی نداشته ولی قدرت توکسین A. 

tubingensis،  در سال ها( جدایه %1/64)جدایه شش

ر قاد 6551ها( در سال جدایه %1/44) و پنج جدایه 6559

 OTAبودند تا در شرایط آزمایشگاهی مقادیر پایینی از 

( 6556نتایج مشابهی را مدینا و همکاران )را تولید نمایند. 

. دست آوردند( به6551و مارتینز کولبراس و رامون )

های نتایج آزمایش حاضر نیز تولید توکسین در جدایه

با و در شرایط آزمایشگاهی را  A. tubingensis یگونه
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تایید  ،کار گرفته شده در این آزمایشهای بهشرو

ولی آسنسی  جدایه(، 466جدایه از مجموع  63)اید نممی

های تولید کننده ( نشان دادند که جدایه6554و همکاران )

OTA یمتعلق به گونه A. niger کدام از بوده و هیچ

 OTAقادر به تولید  A. tubingensis یگونه هایجدایه

متفاوت  یقض در نتایج ممکن است در نتیجهانتنبودند. 

 ی تهیه شدههاجغرافیایی منشاء جدایه یبودن ناحیه

 ین مختلف باشد. شرایط آزمایشامحققتوسط 

داری و یا دما( مورد استفاده ، زمان نگهpHکشت، )محیط

، نیز ممکن است دلیل این OTAبرای استخراج و ردیابی 

 ها باشند.تفاوت
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Abstract 

Toxicogenic potential of Aspergillus tubingensis isolates occurring on grape and raisin in southern 

regions of East Azerbaijan province were evaluated using of ammonia vapor, UV photography and 

high performance liquid chromatography (HPLC) methods. For this purpose, fungal isolates were 

grown on Capek Yeast Autolysate Agar (CYA) and Coconut Cream Agar (CCA) media and 

Ochratoxin A (OTA) production was evaluated. The results of this study showed that toxin 

production was detectable on 69%, 41% and 65% of the isolates using ammonia vapor, UV 

photography and HPLC methods, respectively. The compatibility of ammonia vapor vs. HPLC, 

HPLC vs. UV, ammonia vapor vs. UV and three mentioned methods was 50%, 69%, 62% and 42%, 

respectively. According to the results of this study, UV photography method appeared to be more 

efficient for detection of toxigenic isolates of A. tubingensis in comparison to ammonia vapor. The 

amount of OTA produced by isolates was determined 29-1089 µg/kg using HPLC. 
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