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  چكيده

هاي مولد آفلاتوكسين و تعيـين ميـزان آفلاتوكسـين در     هاي توليدي در استان خراسان رضوي به قارچ آلودگي كشمش هدف از اين پژوهش مطالعه
نتايج نشان داد كـه  . فراهم گرديد) نمونه از هر شهر 10(شهر كاشمر، خليل آباد، بردسكن، مشهد و قوچان  5نمونه كشمش از  50بدين منظور . ها بود آن
كمتـرين و بيشـترين ميـزان    . آلودگي قـارچي داشـت  ) درصد 88(نمونه  44فاقد آلودگي قارچي و ) درصد 12(نمونه  6رد آزمايش نمونه كشمش مو 50از 

هـاي آلـوده زيـر نـور      شـده از نمونـه   هـاي جداسـازي   بررسي قارچ. هاي كشمش شهرهاي قوچان و كاشمر مشاهده شد آلودگي قارچي به ترتيب در نمونه
فاقـد توانـايي توليـد    ) درصـد  09/34(نمونـه   15توليدكننـده آفلاتوكسـين و   ) درصـد  9/65(نمونه  29رگيل آگار نشان داد كه فرابنفش درمحيط كشت نا

بـالا   ،ييآهاي توليدكننده آفلاتوكسين با استفاده از روش كروماتوگرافي با كـار  هاي كشمش داراي قارچ حضور آفلاتوكسين در نمونه. آفلاتوكسين هستند
هرچند با توجـه  ). نانوگرم در گرم 5(ها كمتر از حد مجاز تعيين شده توسط استاندارد ملي ايران بود  هر چند غلظت آفلاتوكسين در اين نمونه ييد گرديد،أت

كند، ولي با توجه بـه مصـرف سـرانه كشـمش در      رسد كه در حال حاضر خطر جدي سلامت عمومي جامعه را تهديد نمي به نتايج بدست آمده به نظر مي
  .، بهتر است اين مساله به عنوان يك خطر در نظر گرفته شود)كيلوگرم در سال 22(شور ك
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از انـواع خشـكبار بـوده و از     7كشمش با نام علمي ويتيس وينيفرا
مصرف كشمش به صـورت  . گردد ميخشك كردن ميوه انگور حاصل 

خام يا بعنوان يكي از اجزا تشكيل دهنده مواد غـذايي جهـت افـزايش    
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7- Vitis vinifera  

 غيـر نفتـي   صـادراتي  لاتمحصـو  زيرمجموعه ترين مهم خشكبار
 را كشــاورزي محصــولات صــادرات از نيمــي از بــيش و اســت ايــران
ايران يكي از كشورهاي عمده توليدكننده كشـمش و   .دهد مي تشكيل

 و توليـد  نظـر  از كـه  طوري به باشد از صادركنندگان اين محصول مي
 ,USDA, 2006( باشد مي دارا جهان در را سوم رتبه كشمش صادرات

USDA, 2010( .   10642استان خراسان رضوي با سطح زيـر كشـت 
هاي مهـم توليـد    هكتار انگور ديم از استان 23322هكتار انگور آبي و 

دفتر آمـار و فنـاوري اطلاعـات وزارت جهـاد     (كشمش در ايران است 
ــاورزي،  ــال   ).1389كش ــه س ــار نام ــاس آم ــاد  86براس ــازمان جه س

تن بوده كه از اين  135000كشاورزى، ميزان توليد كشمش در كشور 
دفتـر آمـار و   (باشـد   ميتن  35000ميزان سهم استان خراسان رضوى 

  .)1386فناوري اطلاعات وزارت جهاد كشاورزي، 
ها در مرحله قبـل   كشمش با توجه به امكان آلودگي به انواع قارچ

از برداشت، برداشت و فرآوري پس از آن و شرايط مساعد بـراي رشـد   
هاي قارچي  باشد كه مستعد توليد توكسين تي ميآنها از جمله محصولا

ها بويژه آفلاتوكسين علاوه بر خطراتي  آلودگي به مايكوتوكسين. است
كه از نظر بهداشت مواد غذايي براي مصرف كننـدگان دارد، صـادرات   

  ). USDA, 2006(نمايد  محصولات غذايي را همواره تهديد مي
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 ـ، زا هـا بعنـوان عوامـل جهـش     آفلاتوكسين  ،اقص الخلقـه زايـي  ن
هـاي   كننده سيستم ايمني، متابوليـت ثانويـه قـارچ    زا و تضعيف سرطان

ــلاووس ــپرژيلوس ف ــارازيتيكوس ،1آس ــپرژيلوس پ ــپرژيلوس 2آس ، آس
، 5، آســپرژيلوس ژاوگينســيس4، آســپرژيلوس ســودوتاماري3نوميــوس

 و اميريسـلا  7، آسپرژيلوس اوكراسئوروسـوس 6آسپرژيلوس بومبيسيس
B چهار نـوع آفلاتوكسـين اصـلي   . باشند يم 8ونزوئلانسيس

1
،B

2
،G

1
و 

G
2

Bمي باشند كه  
1

موسسـه  (هـا اسـت    تر از ساير آفلاتوكسين سمي 
 ,.Iamanaka et al، 1380اسـتاندارد و تحقيقــات صـنعتي ايــران،   

2007, Milanez et al., 2002(.  
شناسـايي   يـا  آفلاتوكسـين  تعيين مقدارجهت  مختلفي هاي روش

كـه شـامل    گيرنـد  مـورد اسـتفاده قـرار مـي    نـده آن  هاي توليدكن قارچ
يي آ، كروماتوگرافي مـايع بـا كـار   9هاي كروماتوگرافي لايه نازك روش
هـاي   هاي مولكولي و اسـتفاده از محـيط كشـت    ، روش11، الايزا10بالا

حسـاس، قابـل   هـا گرچـه    بسياري از ايـن روش . باشند اختصاصي مي
و با حـلال، مهـارت بـالا   نيازمند استخراج هستند ولي  كمي و اطمينان
هـاي اختصاصـي را    توان محيط كشت از اين رو مي .باشند بر مي هزينه

ــارچ  ــوان روشــي ســاده جهــت شناســايي ق ــه عن ــده  ب هــاي توليدكنن
  ).Abbas et al., 2004(آفلاتوكسين بكار برد 

Iamanaka حضور آفلاتوكسين، آسپرژيلوس  )2007( و همكاران
نمونه كشمش سـلطاني   43وس را در فلاووس و آسپرژيلوس پارازيتيك

) نمونه كشمش سلطاني سـفيد  19نمونه كشمش سلطاني سياه و  24(
ايزوله آسـپرژيلوس   10از . ندمورد بررسي قرار داد را به برزيلوارداتي 

 ايزولـه  9شـده،   جداسازي B2 و B1توكسين كننده آفلافلاووس توليد 
از انجيــر  ســلطاني ســفيد و يــك ايزولــههــاي كشــمش  نمونــهآن از 

. ها مشـاهده نشـد   جداسازي شد اما آسپرژيلوس پارازيتيكوس در نمونه
Bآفلاتوكسين نشان داد نتايج 

هـاي كشـمش    درصد از نمونـه  16در  1
نـانوگرم در گـرم    2سلطاني سفيد وجود داشت كه مقـدار آن كمتـر از   

  .گزارش شد
 راها  مايكوتوكسين ميزانقارچي و  آلودگي) 2004(القليبي و شاتر 

مـورد  ) كشمش، خرمـا و انجيـر  (هاي خشك يمن  ميوهنمونه از  60در 
                                                            
1- A. flavus 
2- A. parasiticus 
3- A. nomius 
4- A. pseudotamarii 
5- A. zhaoqingensis 
6- A. bombycis 
7- A. ochraceoroseus 
8- Emericella venezuelensis 
9- Thin Layer Chromatography (TLC) 
10- High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
11- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

هاي غالب جداسازي شده شامل آسـپرژيلوس   گونه. آزمايش قرار دادند
، 13، آســـپرژيلوس فـــلاووس، آســـپرژيلوس فوميگـــاتوس12نـــايجر

و رايزوپـوس   15سـيليوم كريزوژنـوم   ، پنـي 14آسپرژيلوس اوكراسـئوس 
 هـاي  نمونـه درصـد از   30ان داد همچنين نتايج نش ـ. بود 16استولونيفر

Bآفلاتوكسين كشمش آلوده به
1

نـانوگرم   130-350بود و غلظت آن  
  .در گرم گزارش گرديد

Macdonald  ــاران ــراي  ) 1999(و همكـ ــه بـ ــي كـ در آزمايشـ
گيري اوكراتوكسين و آفلاتوكسين در چند واريته كشمش انجـام   اندازه

مش ميــزان هــاي كشــ دادنــد گــزارش دادنــد كــه در تمــامي واريتــه 
باشد اين در حالي  ميكروگرم بر كيلوگرم مي 2/0اوكراتوكسين بيش از 

 .ها آفلاتوكسيني يافت نشد است كه در هيچكدام از واريته
Varga  اي كه روي گروهي از مواد  در مطالعه) 2006(و همكاران

غذايي موجود در بازار مجارستان از جمله كشمش بـه منظـور بررسـي    
هاي قارچي انجام دادند، كشـمش را از   ي به توكسينآلودگي مواد غذاي

ها گزارش نمودنـد و كشـمش    ترين مواد غذايي به مايكوتوكسين آلوده
هـاي آزمـايش شـده     ترين كشمش در بين نمونـه  ايران را بعنوان آلوده

اين در حالي است كه متاسفانه در ايران تحقيق جـامعي  . معرفي كردند
و حتي از ميـزان آلـودگي انـواع    در اين خصوص صورت نگرفته است 

هاي مختلف كشمش نيز  هاي مولد توكسين در واريته كشمش به قارچ
  . باشد اطلاعي در دسترس نمي

Romero  فلور كپكي كشمش را قبل و بعد از ) 2005(و همكاران
بيشـترين  . ضدعفوني كردن سـطحي ايـن محصـول بررسـي نمودنـد     

رژيلوس بودند كـه حـدود   هاي مختلف آسپ هاي ايزوله شده سويه قارچ
البتـه ايـن دانشـمندان از    . درصد را به خود اختصاص داده بودند 2/50

  .ها استفاده كردند هاي كلاسيك براي تشخيص كپك روش
Grigoryan  نمونه كشمش  22طي پژوهشي ) 2006(و همكاران

جمع آوري شـده از كشـور ارمنسـتان را از لحـاظ فلـور قـارچي مـورد        
نمونــه قــارچ  15طبــق نتــايج بــه دســت آمــده،  .بررســي قــرار دادنــد

جـنس موكـور،    5ميكروسكوپي جداسازي و شناسايي شد كـه شـامل   
هـاي   در بين قـارچ . آسپرژيلوس، پني سيليوم، تريكودرما و آلترناريا بود

جداسازي شده، آسپرژيلوس نـايجر و موكـور فلـور غالـب بـه حسـاب       
يـزان آلـودگي بـا    هـاي جداسـازي شـده م    در برخي از نمونه. آمدند مي

هـاي   اي قارچ كشـمش  آناليز مقايسه. بود cfu/gr 10اسپورها بيشتر از 
ــپرژيلوس     ــه آس ــان داد ك ــتان نش ــي ارمنس ــدات محل ــي و تولي ايران

هـاي ارمنـي    را در كشمش) درصد 5/62(كربوناريوس بيشترين حضور 
                                                            
12- A. niger 
13- A.  fumigatus 
14- A. ochraceus 
15- Penicillium chrysogenum 
16- Rhizopus stolonifer 



  3     ...،هاي توليدي در استان خراسان  مطالعه آلودگي كشمش

  . دارد
Zohri  فلور قارچي چند نمونه انجير خشـك،  ) 1993(و همكاران

رد آلو، آلو و كشمش را از لحاظ فلور قارچي مورد بررسـي قـرار   برگه ز
 23گونـه ميكروبـي مربـوط بـه      55پس از آزمايشات ميكروبي . دادند

هــاي جداســازي شــده از  بيشــترين قــارچ. خــانواده جمــع آوري شــد
سـيليوم كريزوژنـوم، آسـپرژيلوس     هاي مورد آزمايش شامل پنـي  نمونه

همچنـين در ايـن   . وس فلاووس بـود نايجر، كلادوسپوريوم و آسپرژيل
از لحــاظ وجـود مقــادير   هــاي مختلـف ميــوه خشـك   آزمـايش نمونـه  
ــين ــيله   آفلاتوكس ــون بوس ــاتولينو زرالن ــين، پ ــيترينين، اكراتوكس ، س

هـا   در تمامي نمونه. كروماتوگرافي لايه نازك مورد بررسي قرار گرفت
  .فقط اكراتوكسين يافت شد

Iamanaka  ــوه  117حقيقــي در ت) 2005(و همكــاران ــه مي نمون
خشك شامل كشمش سلطاني سفيد، سلطاني سياه، خرما، آلو، انجير و 

. زا مورد مطالعـه قـرار دادنـد    هاي توكسين زردآلو را از لحاظ وجود قارچ
هـاي مولـد توكسـين از جملـه      نتايج آزمايشات انجام شده وجود قـارچ 

ــارازيتيكوس را در كشــمش  ــلاووس و آســپرژيلوس پ  آســپرژيلوس ف
ييـد كـرد و همچنـين از نظـر ميـزان      أسلطاني سفيد و انجير خشك ت

هاي مورد آزمايش بيشترين  آلودگي به قارچ مولد اكراتوكسين، كشمش
  .درصد آلودگي را به خود اختصاص داده بودند

Magnoli  نمونه كشـمش   50طي آزمايشاتي ) 2004(و همكاران
ظ فلور قـارچي مـورد   آوري شده از نقاط مختلف آرژانتين را از لحا جمع

هـاي ايـن پـژوهش نشـان داد كـه       نتايج آناليز داده. بررسي قرار دادند
. بيشترين قارچ جداسازي شده از كشمش سياه بـود  نايجر سآسپرژيلو

هـا در بيشـتر آنهـا     طبق آزمايشات سم شناسي انجام شده روي نمونـه 
آزمايشات نشان داد كه ايـن توكسـين توسـط    . اوكراتوكسين يافت شد

  .آسپژيلوس كربوناريوس توليد شده است
با توجه به اهميت اقتصـادي و بهداشـتي آفلاتوكسـين، هـدف از     

هاي توليدكننده آفلاتوكسين و تعيين  انجام اين پژوهش شناسايي قارچ
غلظت آفلاتوكسين در چند نوع كشمش توليدي در شهرهاي خراسان 

  .رضوي بود
  

  ها مواد و روش
  برداري  نمونه

از  1اي تصـادفي  بـرداري خوشـه   اري بـه صـورت نمونـه   بـرد  نمونه
شهرهاي عمده توليد كننده كشمش در استان خراسان رضوي شـامل  

) نمونـه  10هـر شـهر   (مشـهد و قوچـان    ،بردسكن ،خليل آباد ،كاشمر
). 1372موسسـه اسـتاندارد و تحقيقـات صـنعتي ايـران،      (انجام گرديد 
هاي مربوط  نمونه. بودند ها گوگردي و بقيه بدون گوگرد نيمي از نمونه

                                                            
1- Clustered Random Sampling 

بردسـكن و مشـهد، كشـمش سـبز      ،خليـل آبـاد   ،به شهرهاي كاشـمر 
. هاي مربوط به شهر قوچان كشمش پلويي بودنـد  پيكامي بوده و نمونه

تا زمـان آزمـايش در    1388هاي خريداري شده در فروردين ماه  نمونه
  .يخچال نگهداري گرديد

  
  ها جداسازي كپك

و ) مـرك، آلمـان  ( 2تيتو دكستروز آگارپس از تهيه محيط كشت پو
هـاي   و تهيه رقت 356سازي نمونه طبق استاندارد ملي به شماره  آماده

ليتر از نمونه مورد آزمون درون پليت استريل ريخته شد  لازم يك ميلي
 12ســپس ). 1375موسســه اســتاندارد و تحقيقــات صــنعتي ايــران،  (

گـراد بـه آن    جه سـانتي در 45ليتر از محيط كشت مذكور با دماي  ميلي
محيط كشت و نمونه به خوبي مخلوط شده و تا جامد شدن . اضافه شد

پـس از جامـد شـدن محـيط     . روي سطح صاف و خنك قـرار گرفـت  
گـراد   درجه سانتي 25روز در دماي  5تا  3ها بطور وارونه به مدت  پليت

 هاي كپكي گذاري پرگنه در پايان دوره گرمخانه. گذاري گرديد گرمخانه
موسسه استاندارد ( رشد يافته بر روي سطح محيط كشت شمرده شدند

  .)Abbas et al., 2004، 1374و تحقيقات صنعتي ايران، 
  
  ها  سازي قارچ خالص

ها پس از شمارش توسط آنس سوزني بـه محـيط    تعدادي از قارچ
كشت سيب زميني دكستروز آگار كه قبلا در پليـت اسـتريل ريختـه و    

روز در دمـاي   5-7نقطه انتقال داده شد و به مدت  4سرد شده بود در 
  . گذاري گرديد گراد گرمخانه درجه سانتي 25

  
زايي روي محيط كشت كوكونـات   بررسي پتانسيل آفلاتوكسين

  آگار
  تهيه محيط كشت كوكونات آگار 

بـه  ) 1987(و همكـاران   Davisبراي تهيه محـيط كشـت، روش   
شده بـا   گرم نارگيل رنده 100بدين صورت كه . طور جزئي اصلاح شد

دقيقـه توسـط مخلـوط كـن      5ليتر آب مقطر داغ بـه مـدت    ميلي 200
  pHسـپس  . اي فيلتـر شـد   لايـه صـافي پارچـه    4هموژن گرديد و از 

گرم  20پس از آن به ميزان . تنظيم گرديد 7نرمال روي  2توسط سود 
پس س. مخلوط حرارت ديد تا جوش آمد ،در ليتر آگار به آن افزوده شد

بررسـي گرديـد تـا در     pHگراد سرد شـد و مجـددا    درجه سانتي 50تا 
دقيقـه در   18مخلوط حاصل به مدت . تنظيم شود 7صورت لزوم روي 

درجـه   50پس از سرد شدن تـا حـدود   . اتمسفر استريل شد 5/1فشار 
درصد كلرامفنيكل كه قبلا توسـط صـافي سـرنگي     01/0 ،گراد سانتي

به عنوان عامل  ،استريل شده بود) بلژيك، 3شركت اورنج ساينتيفيك(
                                                            
2- Potato Dextrose Agar 
3- Orange Scientific 
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ها اضافه گرديد و در محـدوده دمـاي    كننده رشد باكتري عامل ممانعت
هـاي   در پليـت  ،شـد  زده مـي  گراد همچنانكه هـم  درجه سانتي 45-40

  ).Cutuli et al., 1991(استريل ريخته شد 
  

  كشت و مشاهده فلورسنس 
ي هاي خالص رشـد كـرده روي محـيط كشـت سـيب زمين ـ      قارچ

دكستروز آگار با استفاده از آنس سوزني آغشته به آنها به مركـز پليـت   
روز در  2-5حاوي محيط كشت كوكونات آگار تلقيح شـد و بـه مـدت    

مشـاهده هالـه   . گـذاري گرديـد   گـراد گرمخانـه   درجه سانتي 25دماي 
 365ها زير نور فرابنفش در طول موج  فلورسنس در اطراف پرگنه قارچ

 Lemke et(ها در توليد آفلاتوكسين است  توانايي قارچنانومتر نشانگر 
al., 1988.(  

  
گيري آفلاتوكسـين توسـط دسـتگاه كرومـاتوگرافي بـا       اندازه

  )، آلمان1شركت سيكام(بالا كارايي 
برابر وزن خود آب مخلوط شد و توسط  5/1هاي كشمش با  نمونه

 ـ  10تا  5به مدت ) اپندروف، آلمان( 2دستگاه اسلاري ه شـكل  دقيقـه ب
گرم نمونه اسـلاري   75جهت عمل استخراج . خميري يكنواخت درآمد

گرم نمك كلريد سديم  5با ) گرم آب 45+ گرم ماده خشك  30(شده 
درصد كاملا مخلوط شده و توسط كاغـذ   100ليتر متانول  ميلي 120و 

شـده   ليتر از محلول صـاف  ميلي 20. واتمن صاف گرديد 1/113صافي 
كـاملا مخلـوط و از    =4/7pHبـا  ) PBS(بافز فسفاته ليتر  ميلي 120با 

ليتر از محلول  ميلي 100عبور داده شد و پس از آن  GFFكاغذ صافي 
صاف شده از ستون ايميونر برداشـته و از سـتون ايمونـوآفينيتي عبـور     

در ستون آفلاتوكسين موجود در محلول صاف شده به آنتـي  . داده شد
 2ليتـر حـلال متـانول و    ميلـي  2سـپس  . شـود  آفلاتوكسين متصل مي

ليتر آب به اين ستون اضافه گرديد تا آفلاتوكسين از ستون خارج  ميلي
آوري شـد و توسـط همـزن     سپس محلول حاصل در ظرفي جمع. شود

 45/0سپس محلول حاصل از صافي سر سرنگي . ورتكس هم زده شد
عبور داده و محلول حاصل جهـت تزريـق   ) ميلي پور، فرانسه(ميكرمتر 

  .ه دستگاه آماده گرديدب
جهت تعيين مقدار آفلاتوكسين از يك سيستم حلال ايزوكراتيـك  

ــر آب ،  ميلــي 60شــامل  ــانول و  ميلــي 20ليت ــر مت ــر  ميلــي 20ليت ليت
استونيتريل استفاده شدكه بر حسب نسبت تعريف شـده در نـرم افـزار    

مشخص وارد ستون  3دبي جرياندستگاه، تنظيم شده و توسط پمپ با 
ســتون مــورد اســتفاده بــراي آفلاتوكســين، حــاوي تركيبــات . دگرديــ

                                                            
1- Sykam co. 
2- Slurry 
3- Flow rate 

Sio(سيليكاته
2

 C18بـه نـام سـتون     4بـر پايـه اكتـا دسـيل سـيلان     ) 
  .بود) ، آمريكا5جنسيس(

به منظور افزايش شدت فلورسنس، از مشتق سازي آفلاتوكسين با 
بدين ترتيب كه يد و محلول خروجي ستون بـا هـم   . يد استفاده گرديد
وارد دتكتور شناسايي آفلاتوكسـين از نـوع فلورسـنس     مخلوط شده و

  ).1380موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران، (گرديد 
  

  طرح آماري 
از طرح پايه كـاملا تصـادفي در    ،ها به منظور تجزيه و تحليل داده
ــد  ــرم  داده. قالــب فاكتوريــل اســتفاده گردي ــا اســتفاده از ن ــزار  هــا ب اف

MSTAT-C ) مورد تجزيه و تحليـل  ) شگاه ميشيگان، دان42/1نسخه
هاي مربوطه بـا اسـتفاده از    پس از آناليز واريانس، ميانگين. قرار گرفت

نمودارها بوسيله . مقايسه شد p=05/0آزمون دانكن در سطح اطمينان 
  .رسم گرديد) ، ميكروسافتXP 2003نسخه ( EXCELافزار  نرم

  
  نتايج و بحث
  هاي كشمش نمونه آلودگي قارچي

شامل  )درصد 12(نمونه  6مورد آزمايش  كشمش نمونه 50 بين از
نمونه كشمش گوگردي و يك نمونه غيرگـوگردي همگـي از شـهر     5

آلـودگي قـارچي   ) درصـد  88(نمونه  44فاقد آلودگي قارچي و  قوچان،
هيچگونـه   3122با توجه به اين كه طبق استاندارد ملي شماره . داشتند

درصـد   88 ،هاي كشمش مشاهده گـردد  آلودگي قارچي نبايد در نمونه
هاي كشمش مورد آزمايش از نظر آلودگي قارچي غير قابل قبول  نمونه
  . بودند

 ،هـاي كشـمش در شـهرهاي مشـهد     درصد آلودگي قارچي نمونه
و  100، 100، 40، 100بردسكن و كاشمر به ترتيب  ،خليل آباد ،قوچان

  ).1جدول (درصد بود  100
  

  مش در شهرهاي مختلفبررسي آلودگي قارچي كش
گيري آلـودگي قـارچي    هاي حاصل از اندازه نتايج آناليز آماري داده

دار بودن اختلاف  هاي مربوط به شهرهاي مختلف حاكي از معني نمونه
هـاي مـورد آزمـايش بـود      موجود در ميـان آلـودگي قـارچي در نمونـه    

)05/0< P .(5ها با آزمون دانكن در سطح اطمينـان   مقايسه ميانگين %
 1همـانطور كـه در شـكل    . دهـد  نيز به خوبي اين مطلب را نشان مـي 

هاي مربـوط بـه شـهر     ميزان آلودگي قارچي در نمونه ،مشخص است
  . هاي ساير شهرهاست تر از نمونه داري پايين قوچان به طور معني

  
                                                            
4- Octa Desil Silan 
5- Genesis 



  5     ...،هاي توليدي در استان خراسان  مطالعه آلودگي كشمش

  
  ضويهاي كشمش شهرهاي مختلف استان خراسان ر درصد فراواني آلودگي قارچي در نمونه -1جدول

  كاشمر  بردسكن  خليل آباد قوچان مشهد  نوع كشمش
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  هاي كشمش شهرهاي مختلف ميانگين آلودگي قارچي در نمونه - 1شكل 

 
هاي مربوط به شهر كاشمر به طـور   ميزان آلودگي قارچي در نمونه

امـا بـا    ،مشـهد و قوچـان بدسـت آمـد    هاي  داري بالاتر از نمونه معني
  .داري نداشت شهرهاي خليل آباد و بردسكن اختلاف معني

  
  هاي ايزوله شده  شناسايي قارچ

زمينـي   هاي كشمش در محـيط سـيب   هاي آلوده كننده نمونه قارچ
به لحاظ رنگ كلني و شكل ظـاهري و بـا تهيـه لام و     ،دكستروز آگار

ــر ميكروســكوپ مــورد بررســي ق  ــدمشــاهده زي مشــاهدات . رارگرفتن
 نمونـه آلـوده   44از ايزوله شده هاي ماكروسكوپي و ميكروسكوپي قارچ

بيشـترين آلـودگي مربـوط بـه جـنس      نشان داد كه احتمـالا   ،كشمش
  .است سيليوم يآسپرژيلوس و نيز به ميزان كمي پن

هايي بـه رنـگ زرد طلايـي     كلني، هاي ايزوله شده در بيشتر قارچ
هايي بـه رنـگ    تدريج تيره شده و كلني هشدكه بطي اولين روزها ديده 

هـايي بـه شـكل     ها شـعاع  در مركز اين كلني. سبز تيره مشاهده گرديد
برهـاي مسـتقيم و سـاده     در زير ميكروسـكوپ كنيـدي  . پرتو ديده شد

مشاهده گرديدكه در انتها به تورمي كروي شكل كـه همـان وزيكـول    
اد زيـادي اسـتريگما   تعـد  ،شد و بر روي سطح خـارجي آن  بود ختم مي

به صورت شعاعي در تمـام سـطح آن در يـك رديـف     ) سلول اسپورزا(
همچنـــين ). Kavangh, 2005، 1376پيغـــامي، (مشـــاهده شـــد 

هاي تك سلولي و كروي به صورت زنجير متصل به اسـتريگما   كنيدي
مشخصات ذكـر شـده مشـابه كليـدهاي تشخيصـي جـنس       . ديده شد

و الكسوپلوس و همكـاران  ) 1368(تر آسپرژيلوس بوده كه بارنت و هان

  .كر كردندذ) 1384(
در كشـور  ) 2007(و همكـاران   Askunاي كـه توسـط    در مطالعه

مشـخص   ،تركيه در زمينه بررسي آلودگي قارچي كشمش انجـام شـد  
هـاي   هاي قارچي ايزوله شـده مربـوط بـه جـنس     گرديد كه اكثر گونه

  .آسپرژيلوس و پنسيليوم بودند
Iamanaka هـاي   نيز در برزيل آلودگي ميـوه  )2007( و همكاران

ايزولـه   9. نـد خشك وارداتي از جمله كشمش را مورد بررسي قـرار داد 
هـاي   نمونه از B2 و B1آفلاتوكسين فلاووس توليد كننده  آسپرژيلوس

هـاي   جداسازي شد امـا آسـپرژيلوس پـارازيتيكوس در نمونـه    كشمش 
  .كشمش مشاهده نشد

در زمينــه ) Shater )2004و  Alghalibi تحقيقــي ديگــر توســط
انجـام  هاي خشك يمـن   لودگي قارچي و توليد مايكوتوكسين در ميوهآ

هـاي غالـب جداسـازي شـده شـامل آسـپرژيلوس نـايجر،         گونـه . شد
آســپرژيلوس فــلاووس، آســپرژيلوس فوميگــاتوس، آســپرژيلوس     

  .سيليوم كريزوژنوم و رايزوپوس استولونيفر بود اوكراسئوس، پني
  

  زايي آفلاتوكسين ارزيابي پتانسيل
هـاي آلـوده جهـت بررسـي توليـد       هاي ايزوله شده از نمونـه  قارچ

و ) 2شـكل  ( داده شـد  انتقال محيط كشت نارگيل آگار به آفلاتوكسين
نـانومتر مـورد    365با طـول مـوج   فرابنفش زير نور روز  4پس از طي 

   .)3شكل ( بررسي قرار گرفت
هـا   آفلاتوكسـين  طبيعـي  ماهيـت  لتوليد نور فلورسـنس بـه دلي ـ  
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سـاختار حلقـوي   ناشـي از  هـا   فلورسنس طبيعي آفلاتوكسين. باشد مي
حضـور تركيبـاتي در محـيط     .باشد مي آنها ليك اكسيژنهكپنتاهيدروسي

در گســترش  گشــته وحريــك خاصــيت فلورســنس تســبب  ،كشــت
  ).20و19، 17(نمايد  كمك ميهاي شناسايي اين تركيبات  روش

  

  
  شد قارچ روي محيط آگار نارگيلر - 2شكل 

  
 29 ،نمونـه آلـوده   44از بـين   2 در اين پژوهش بر اساس جـدول 

نمونــه  15آفلاتوكســين مثبــت بــوده و تعــداد ) درصــد 9/65 (نمونــه 
  .)4شكل ( فاقد توانايي توليد آفلاتوكسين بودند )درصد 09/34(

  

  
  هاله فلورسنس در ايزوله آفلاتوكسين مثبت – 3شكل 

  
صـورت  ) Shater )2004و  Alghalibiاي كـه توسـط    لعهمطا در
Bآفلاتوكسـين  نمونه آلوده به 20نمونه كشمش از مجموع  6گرفت 

1
 

نشان دادنـد  ) 2007(و همكاران  Iamanakaهمچنين . گزارش گرديد
كشمش سلطاني سفيد آلـوده  ) درصد 16(نمونه  19نمونه از  3كه تنها 

Bآفلاتوكسين به
1

نـانوگرم در   2(ي از حـد مجـاز   و ميزان آلـودگ  هبود 
در كشمش سلطاني سياه آفلاتوكسـين مشـاهده    آنها. بيشتر نبود )گرم

  .نكردند

  

  
  سمت چپ آفلاتوكسين مثبت و سمت راست آفلاتوكسين منفي UVرتصويرمشاهده شده زيرنو –4شكل 

  
  با استفاده از روش كشتفلاتوكسين آهاي توليدكننده  كشمش آلوده به قارچ و آلوده به قارچ هاي نمونهتعداد  –2جدول

  هاي آفلاتوكسين مثبت تعداد نمونه هاي آلودهتعداد نمونه شهر و نوع كشمش
 4 5 )سبز(مشهد
  2 5 )سبز گوگردي(مشهد
  0 4 )پلويي(قوچان

  4 5 )سبز(خليل آباد
 3 5 )سبز گوگردي(خليل آباد
  4 5 )سبز(بردسكن
  2 5 )يسبز گوگرد(بردسكن
  5 5 )سبز(كاشمر
  5 5 )سبز گوگردي(كاشمر
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گيـري   بـه منظـور شناسـايي و انـدازه     هايي كه اخيـرا  بيشتر روش

حساسـيت   از هـر چنـد   ،گيرنـد  مورد استفاده قـرار مـي   ها آفلاتوكسين
زمند مرحله استخراج آفلاتوكسين توسط حـلال  اني ،ندبرخورداربالايي 

هـاي   از ايـن رو اسـتفاده از محـيط    .باشند بر مي بر و زمان بوده و هزينه
ها به عنـوان روشـي سـاده و اقتصـادي      آفلاتوكسينكشت اختصاصي 

هـاي فاقـد    زا در آزمايشـگاه  هاي آفلاتوكسـين  براي شناخت اوليه قارچ
شوند  محسوب مي ،امكانات لازم جهت شناسايي شيميايي آفلاتوكسين

)Areseculerante et al., 1969.(  
Almeida  جهـت جداسـازي فلـور قـارچي و     ) 2000(و همكاران

هـاي   محـيط از ذرت بـه ترتيـب    هـاي  در نمونهشناسايي آفلاتوكسين 
در اين  .استفاده نمودندآگار و نارگيل آگار سيب زميني دكستروز كشت 

ايزولـه آسـپرژيلوس فـلاووس جـدا      10 ،نمونـه  66مطالعه از مجموع 
  .فلاتوكسين را داشتايزوله توانايي توليد آ 6گرديد كه 

Lemke  از محيط كشت عصاره نارگيل جهت ) 1987(و همكاران
 ـ   عنـوان  ه كشت آسپرژيلوس فلاووس و آسـپرژيلوس پـارازيتيكوس ب

  .مناسب براي شناسايي آفلاتوكسين استفاده كردند يروش
هاي مورد مطالعـه در ايـن پـژوهش بـا      نتايج بدست آمده از نمونه

) 1987(و همكاران  Davis ،)Dianese )1976و  Linنتايج مطالعات 
كه از محـيط كشـت نارگيـل جهـت     ) 2002(و همكاران  Milanezو 

شناسايي سريع آفلاتوكسين توليد شده توسـط نژادهـاي آسـپرژيلوس    
هايي كه توليد  ايزوله ،در اين تحقيقات. مطابقت داشت ،استفاده كردند

تحـت عنـوان    ،هـا كردنـد   نور فلورسنس آبي يا آبي سبز اطراف كلني
  .ه شدآفلاتوكسين مثبت در نظر گرفت

  
 HPLCتاييد نتايج با روش 

تعـدادي از   ،جهت تاييد نتايج بدسـت آمـده زيـر نـور فـرا بـنفش      
مورد ارزيابي قـرار   HPLCهاي آفلاتوكسين مثبت توسط روش  نمونه
  .گرفت

توليـد آفلاتوكسـين در    HPLCنتـايج حاصـل از آنـاليز     3جدول 
در تمامي  B1ميزان آفلاتوكسين . دهد را نشان ميهاي كشمش  نمونه

نـانوگرم در   1/0نمونه ها بجز نمونه كشمش گوگردي كاشمر كمتر از 

 64/0 در كشـمش گـوگردي كاشـمر    B1ميزان آفلاتوكسين . گرم بود
هـاي   فقـط در نمونـه   G2آفلاتوكسـين   .نانوگرم در گـرم بدسـت آمـد   

). 5شـكل  (ديده شد  نانوگرم در گرم 56/0كشمش بردسكن به ميزان 
هاي كشمش از حد مجاز  بطور كلي غلظت انواع آفلاتوكسين در نمونه

. كمتـر بـود  ) نانوگرم در گرم 5( تعيين شده توسط استاندارد ملي ايران
Iamanaka آفلاتوكسـين نيز آلودگي بـه   )2007( و همكارانB1  را در

 ميـزان  گـزارش نمودنـد كـه    به برزيلوارداتي كشمش سلطاني سفيد 
 ميـزان ) Shater )2004و  Alghalibi. بيشتر نبودآلودگي از حد مجاز 

نـانوگرم در   130-350 را كشمش يمن هاي نمونهدر   B1 آفلاتوكسين
ــد  ــزارش كردن ــرم گ ــه. گ ــز در فرانس   Herry and Lemetayer، ني

كـه از   هـايي  در كشـمش  B1كه آفلاتوكسين  نمودندگزارش ) 1992(
 جمـع آوري  1989-1990هاي  سالدر طول ها  ها و سوپر ماركت مغازه

ــود، حضــور  )1995(و همكــاران  Ozay. تشــخيص داده شــد شــده ب
-Abdelدر مصـر،   .نمودنـد ثبت را  آفلاتوكسين در كشمش در تركيه

Sater & Saber  )1999(  حضــور آفلاتوكســينB1  در يــك نمونــه
 ـگـرم تشـخيص داد   درگرم نـانو  550را  كشـمش   سـوي ديگـر،  از  .دن
Stoloff  )1976( نمونـه   108 در ي راهيچ آفلاتوكسين قابل تشخيص
  .دكرمشاهده ن در ايالات متحده آمريكا مورد آزمايشكشمش 

ــاليز  نشــان داد كــه هالــه  HPLCهمچنــين نتــايج حاصــل از آن
ــارچ   ــراف ق ــده اط ــاد ش ــنس ايج ــت   فلورس ــين مثب ــاي آفلاتوكس ه

موج بالا  هاي كشمش زير نور فرا بنفش با طول شده از نمونه جداسازي
حضـور آفلاتوكسـين را    ،در محيط كشت نارگيـل آگـار  ) نانومتر 365(

  .مشخص كرد
  

  نتيجه گيري 
نتايج اين تحقيق در رابطه بـا آلـودگي آفلاتوكسـين در كشـمش     

هاي مورد مطالعـه بـالا    بيانگر اين است كه در صد آلودگي در كشمش
  .بود

  
   HPLCها با استفاده از روش  وكسينهاي كشمش به آفلات ميزان آلودگي نمونه -3جدول 

  )گرم/نانوگرم(آفلاتوكسين  ها نمونه
B

1
B

2 G
1  G

2 
 - - 1/0كمتراز 1/0 از كمتر كشمش سبز مشهد

 -  -  1/0كمتراز 1/0 از كمتر كشمش سبز خليل آباد
 56/0  1/0 از كمتر - 1/0 از كمتر كشمش سبز بردسكن
 -  55/0 - 1/0 از كمتر كشمش سبز كاشمر

 -  1/0 از كمتر  1/0 از كمتر 64/0 )گوگردي(مش سبز كاشمركش



  1392 بهار،  1، شماره9، جلد نايرا علوم و صنايع غذاييپژوهشهاي نشريه      8

  
  ي كشمش سبز بردسكن  گيري آفلاتوكسين در نمونه كروماتوگرام مربوط به آندازه - 5شكل 

 
با توجه به اينكه طبق اسـتاندارد ملـي ايـران هيچگونـه آلـودگي      

% 88هــاي كشــمش مشــاهده گــردد،  بايســت در نمونــه قــارچي نمــي
از نظـر  . ش از نظر آلودگي قارچي غيرقابل قبـول بـود  هاي كشم نمونه

هاي شهر قوچان كمترين آلـودگي و در   در نمونه،ميزان آلودگي قارچي
مشـاهده  . هاي شهر كاشمر بيشترين آلودگي قارچي مشاهده شد نمونه

و  ،ييـد أهاي مثبت زير نـور فـرا بـنفش ت    هاله فلورسنس اطراف نمونه
د كــه بــا وجــود حضــور مشــخص كــر HPLCگيــري توســط  انــدازه

هاي كشمش، ميزان آن كمتـر از حـد اسـتاندارد     آفلاتوكسين در نمونه
  .بود

بـه   كشـمش اهميـت آلـودگي   با توجه بـه نتـايج ايـن تحقيـق و     
و خطـرات   كننـدگان  مصـرف آفلاتوكسين و اثرات سوء آن بر سلامت 

 ،لزوم توجه و پيگيري در كليه مراحـل توليـد   ،ها گسترده اين متابوليت

يع و نگهداري با هدف به حداقل رساندن آلودگي قـارچي ضـروري   توز
هـاي ايـن    هاي ايزولـه شـده از نمونـه    است و با توجه به توانايي قارچ

هـاي   هـا در نمونـه   تحقيق در توليد آفلاتوكسين، حضور و رشـد قـارچ  
  . باشد كشمش هشدار دهنده مي

  
  سپاسگزاري

دانشگاهي واحـد  بدينوسيله از حمايت مالي معاونت پژوهشي جهاد
مشهد و همكاري آزمايشگاه اكروديته صنايع غذايي پژوهشكده علـوم  

تشـكر و قـدرداني    ،و فناوري مواد غذايي در اجـراي ايـن پايـان نامـه    
  .شود مي
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