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  )۱/۱۱/۱۳۹۲ :رشيخ پذي؛  تار۲۷/۵/۱۳۹۲: افتيخ دريارت(
  

  دهيچك

 توليـد  قهـوه  و كـشمش  غـلات،  در Penicillium و  Aspergillusهـاي  گونـه  توسط عمدتاً که است يقارچ زهرابه) A) OTA اكراتوكسين

 از ناشـي  سـميت  .اسـت  Aوكـسين اكرات بـه  محصولات نيا يآلودگ دنيا در قهوه و کشمش صادرات محدودكننده عامل ترين مهم. شود مي

 ـتحق ايـن  در. دشو مي كبد و ها هيکل سرطان نهايتاً و نارسايي سبب و کند يم بروز ها كليه درA اكراتوكسين  اسـتان  کـشمش  محـصول  از قي

 جهـت . شـد  اريبـرد  نمونه) ملکان و مراغه بناب، (شرقي آذربايجان استان و ،)تاکستان (قزوين استان ،)قوچان آباد، خليل کاشمر، (خراسان

 چنـين  هـم  شـد،  کشت مناسب مصنوعي کشت هاي محيط در مستقيماً كشمش هاي نمونه Aspergillus Sec. Nigri گروه يها قارچ يجداساز

 هـا  نمونـه  آلـودگي  ميزان و تشخيص رديابي، فوق گروه يها  قارچ و کشت مناسب طيمح در تهيه، آنها سطحي هاي آلودگي از يسوسپانسيون

 جهت. دش رييگ اندازه آن ميزان و رديابيHPLC+IAC روش از استفاده با شده يآور جمع کشمش يها نمونه در  Aکراتوکسينا. گرديد ثبت

 اکراتوکـسين  ميـزان  و انتخـاب  جدايـه  چهارده کشمش، از حاصل Aspergillus Sec. Nigri گروه يها هيجدا ييزا نيتوکس ييتوانا يابيارز

 ـيو اسـاس  بـر  کـه  A. carbonarius گونه از ييها هيجدا. گرديد گيري اندازه PDB طيمح در آنها توسط شده توليد  ـمورفولوژ يهـا  يژگ  کي

 آنها نيتوبول بتا ژن و يبوزومير يا ان يد از 18S, ITS1, 5.8S, ITS2, 28S ينواح و استخراج آنها يا ان يد  انتخاب، بودند، شده صيتشخ

 ـمقا NCBI در گونـه  نيا از شده گزارش يها هيجدا ريسا در ينواح نيا يتوال با و ،يتوال نييتع ر،يتکث PCR واکنش در  همگـي . شـد  سهي

 آلـودگي  بيـشترين . بـود  متغيـر  درصـد  ١٠٠ -٨ نيب آلودگي ميزان ليکن بودند، آلوده A. Sec. Nigri گروه يها قارچ به) نمونه ٤٤ (ها نمونه

 در A اکراتوکـسين  بـه  آلودگي. نداشتند خوراكي مستقيم مصارف که بود ييها کشمش و ديده آسيب يها کشمش به مربوط%) ١٠٠ (قارچي

 ١٠ تعـداد  A. Nigri گروه به متعلق هيجدا ٥٢ نيب از. شد يابيرد ١٠٠ ppb تا ٤/٠ ppb يآلودگ گستره با) ها نمونه% ١١ (كشمش نمونه پنج

  تـا  ٣/٢  ريمقـاد  در A اکراتوکـسين  توليـد  ييوانـا ت يبررس ـ مـورد  يها هيجدا% ۷۱ که بود A. carbonarius گونه به متعلق%) ٢٠ (هيجدا

ppbـنوکلئوت يتـوال . داشـتند  را يمـصنوع  طيمح ـ در ٨/١٠٨   ـجدا از ييهـا  نـده ينما نيتوبـول  بتـا  ژن و يبـوزوم ير يا ان يد يدي  يهـا  هي

A. carbonarius نياکراتوکس يبالا ريمقاد مولد که کشمش A ،ـا يها هيجدا با و کساني يهمگ بودند   تـشابه % ۱۰۰ ژن بانـک  در قـارچ  ني

 بتـا  ژن يبرا KF434634 ، KF434635و يبوزومير يا ان يد يبرا  KF434631، KF434632،  KF434633  دسترسييها شماره با که داشت

  .شد ثبت  NCBIژن بانک در نيتوبول
  

  A، Aspergillus carbonariusن يران، اکراتوکسيکشمش، ا:  يدي كل يها واژه
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  مقدمه

ست كـه بـه     ها  قارچاكراتوكسين متابوليت ثانويه گروهي از      

 Penicillium و  Aspergillus هاي طور طبيعي توسط گونه

ها قادرند در شرايط آب و هـوايي         شود، اين كپك   توليد مي 

متفاوت و روي گياهان مختلف رشد نموده و محـصولات          

ــه ــوده ســازند) A) OTA اكراتوكــسين كــشاورزي را ب . آل

حبوبات، غلات، كاكائو، كشمش، قهوه و        در Aاكراتوكسين

 در  OTAلوده بـه     در گوشت حيواناتي كه غذاي آ      چنين  هم

ــميت      ــا س ــته و در آنه ــود داش ــا وج ــذايي آنه ــم غ   رژي

  اكراتوكــسين از . كليـوي ايجــاد نمـوده يافــت شـده اســت   

شـود و    طريق معده و كمي هم از ابتداي روده جـذب مـي           

  اكراتوكــسين در . بلافاصــله در خــون قابــل رديــابي اســت

  شـــير مـــادران شـــيرده ده برابـــر خـــون آنهاســـت     

(Breithultz- Emanuelsson et al. 1993a,b) و در ،

هايي كه در جيره غذايي آنها اكراتوكـسين بـوده اسـت             مرغ

سبب كاهش تعداد تخم و تغيير رنـگ پوسـت تخـم مـرغ              

ــت   ــده اس ــسين. (Page et al. 1980)ش   از A اكراتوك

ــروتئين،  ــنتز پ ــي  RNA و DNAس ــوگيري م ــد  جل   كن

(Creppy et al. 1984) .انجام شـده يها بر اساس آزمايش  

. هـا هـستند     كليـه  OTAمحل اصلي ايجاد سميت ناشي از       

تـر   تحقيقات نشان داده است كه جنس ماده و افـراد مـسن           

نسبت به جنس نر و جوانترها در برابر اين سم حـساسيت            

بـراي مثـال وقتـي    . (Dortant et al. 2001)بيشتري دارنـد  

OTA       هـاي مختلـف سـني        در جيره غذايي روزانـه گـروه

هاي مـاده    ، كمترين غلظتي كه در موش     ها منظور شد   موش

 g/kgµ ۷۰هـا شـده برابـر        هايي در كليـه    بالغ پير سبب لكه   

هـاي مـاده    که براي مـوش  يوزن موش در روز بود، در حال   

 Aاكراتوكـسين   .  برابر بيـشتر بـود     ۵بالغ جوان اين غلظت     

سبب افـزايش حجـم، قنـد و پـروتئين ادرار و اوره خـون               

ــي ــود م ــر نفروتوكس. ش ــساني و  از نظ ــواهد ان ــسيتي ش ي

 OTAهاي سبب شناسي مشخص نموده اسـت كـه           بررسي

هاي كشنده كليوي در جوامع روستايي مناطق        سبب بيماري 

مركــزي شــبه جزيــره بالكــان شــامل بوســني، هرزگــوين، 

 و اسـلوونيا شـده      صربـستان بلغارستان، كروآسي، روماني،    

سبب سـرطان كليـه   A اكراتوكسين ). (JECFA 2001است

   OTAشـود،    نوان عضو اصلي و هـم چنـين كبـد مـي           به ع 

هــا نيــز شــده اســت   بــاكتريي ان ايســبب جهــش در د

(Obrecht- Pflumio et al. 1999).  

 براي سلامتي انسان در     Aسميت و ريسك اكراتوكسين     

 ي توسط كميته علمي كميسيون اروپـاي      ۱۹۹۸اروپا در سال    

 European Commission Scientific Committee)غـذا  

On Food, SCF,1998) ارزيابي شده است، در كميته خبره 

ــشترك  ــي WHO وFAOمـ ــذايي  در افزودنـ ــاي غـ   هـ

(The Joint FAO/WHO Expert Committee On Food 

Additive, JECFA)ز حد تحملي نOTA  در غذا مشخص 

شده است، اين حد تحمل به عنوان معيار پايه براي وضـع            

مقـدار سـم قابـل      .  شـده  قوانين در ساير كشورها پذيرفتـه     

 وزن بـدن    ng/kg ۱- ۱۶تحمل در غـذاي روزانـه معـادل         

 و (Codex Alimentalius 1998)انسان پيشنهاد شده است 

 بـه   Aمصرف غذاهاي آلوده بـه ايـن مقـادير اكراتوكـسين            

سرعت در بـسياري از كـشورهاي اروپـا، امريكـا و كانـادا              

 .Van Egmund, 1997; Romani et al) شـده اسـت   ممنـوع 

2000; Cotty et al. 1994) .ه اروپــا  يـ ـدر اتحاد(EU) ،

انگلستان و تعداد زيادي از كشورها ميزان اكراتوكـسين در          

هاي خشك، كـشمش، خرمـا، غـذا و سـاير            خشكبار، ميوه 

بـر اسـاس قـوانين كـشورهاي        . گـردد  ها كنترل مي   فراورده

 g/kgµ ۱۰ در كـشمش   Aاروپايي حد تحمل اكراتوكسين

  .(Muller& Nyberg 2003)ته شده است ر گرفظدر ن

 A بـه عنـوان مولـد اكراتوكـسن          زيـر  قارچي   يها  گونه

ز به عنـوان آلـوده      ي ن ها  گونهتعدادي از اين    . اند معرفي شده 



  ... هاي مولد  و جدايه Aاكراتوكسين:  و همكارانميرابوالفتحی

۳  

  .اند  شناخته شدهOTAكننده محصولات غذايي به 

 .A. ochraceus, A. melleus, A. auricomus, A يها گونه

ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. sulfureus از 

نيـز   A. ochraceus كه به عنـوان گـروه   Circumdatiبخش 

  A. alliaceus , A. albertensis  يها گونه. شناخته شده است

 مـشخص   بودنـد، امـا اخيـراً      Circumdati در بخش    كه قبلاً 

 Peterson) هــستندFlaviتــر بــه بخــش شــده كــه نزديــك

2000).A. niger  و A. carbonarius  از بخــش Nigri 

(Abarca et al. 1994; Ciegler 1972; Pitt 1987; Teren et al. 

1996; Varga et al.1996) و قــــارچ Penicillium 

verrucosum  )Peterson 2000( تعــدادي از ايــن . هــستند

ــه ــد  هــا گون ــا توصــيف ضــعيفي دارن ــرادف هــستند ي   مت

(Peterson 2000; Varga et al. 2000; Samson & Pitt 2000) .

شناسـي مولـدين اكراتوكـسين      كه سبب پيچيده شدن سبب    

  .اند شده

ــه  حاصــل از A. ochraceusهــاي  هــيچ يــك از جداي

. خــشكبار و انجيــر كاليفرنيــا اكراتوكــسين توليــد ننمودنــد

و پنيسيليوم  A. ochraceus در انجيرهاي آلوده به چنين هم

  هـاي  يـه كـه همـه جدا      نـشد، در حـالي     يابياكراتوكسين رد 

A. alliaceus گونه، در نتيجهاكراتوكسين نمودند توليد  A. 

alliaceusكه كمتر شناخته شده بود، مولد اكراتوكسين  A 

 Aدر انجير كاليفرنيا و عامـل آلـودگي آن بـه اكراتوكـسين             

  ).et al. 2002) Baymanمعرفي شد 

 انگور در آرژانتين نشان داده اسـت        يبررسي فلور قارچ  

 بوده و در    Aspergillusها مربوط به جنس      دگيآلو% ۷۰كه  

 رديابي شده A. niger var. niger و A. flavus ها گونهبين 

 يبررسي توانايي توليد اكراتوكسين در گـروه قـارچ        . است

Aspergillus Nigri۶۳ژانتين نـشان داد كـه از    در انگور آر 

ن بخـش فقـط سـه درصـد آنهـا مولـد        ي ـسوش متعلق به ا   

اند، کـه ميـزان آن در محـيط           در انگور بوده   Aاكراتوكسين  

 (Magnoli et al. 2003).  متغير بودng/ml۲-۴۵/۲كشت بين 

 Nigriهــاي مولـد اكراتوكــسين در بخــش   حـضور ســوش 

 در انگور نواحي گرمـسيري و       OTAگوياي اهميت وجود    

 و  ها  قارچنيمه گرمسيري است، از اين رو بايد از رشد اين           

 جلـوگيري   ين نـواح  ي ـانگـور ا  تشكيل مايكوتوكـسين در     

  .نمود

   در انگـور و كـشمش گونـه        Aگونه مولد اكراتوكـسين     

A. carbonarius و در قهوه A. ochraceus باشد، ليكن  مي

تعـدد   ،يبه دليل عـدم بررسـي در همـه منـاطق جغرافيـاي     

 بـه دليـل وجـود       چنـين   هـم ي مولد اكراتوكسين و     ها  قارچ

، روشن نيست   Circumdatiبخش   مسائل تاكسونوميكي در  

هـاي   كه در محصولات مختلف كدام گونه سـبب آلـودگي         

ــي ــسيني م ــوند اكراتوك ــرد  . ش ــرايط س ــلات و در ش در غ

Penicillium verrucosum     بـه عنـوان مولـد اكراتوكـسين 

  . (Mill & Abramson 1982; Pitt 2000) شناخته شده است

كشمش ميـوه رسـيده و خـشك فـرآوري شـده ارقـام              

 Vitis viniferaول بوته مو از گونـه  مختلف انگور و محص

بـوده و بـر حـسب رقـم و شـرايط       Vitiaceae و خـانواده 

،كـشمش  (raisin)هاي كشمش آفتابي    فرآوري انگور به نام   

ــي  ــه زرد   (Sultanus)تيزاب ــي دان ــوگردي ب ــشمش گ   ، ك

Golden bleach) ( يا كشمش طلايي كه همان رقمSultan 

شـود و در     ار مـي  تيم) SO2(است كه با دي اكسيد گوگرد       

. شـود  دو نوع بي دانه كشمشي و بي دانه پيكاني عرضه مي          

گر موجود در بازار    يز  از انواع د    يكشمش دانه دار و مويز ن     

دانه سفيد در اروپا ، امريكا و استراليا به نـام    رقم بي . هستند

Thompson seedless  Sultan كـشمش  . شـود  شناخته مـي

و كشمش پلويي كه ريـز      سبز فقط در ايران توليد مي شود        

در هند و   . شود هند هم توليد مي   و تيره است در پاكستان و       

يـك لغـت    ( Kishmishپاكستان كشمش سـياه بـه عنـوان   

  .شود خوانده مي) هندي
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 ۱۳۸۷بر اساس آمارنامه وزارت جهاد كـشاورزي در سـال           

 هكتـار و توليـد آن       ۳۰۱۷۲۹سطح زير كشت انگور معادل      

هـاي خراسـان     اسـتان . ده است تن ذكر ش  ۱۷۳۹۵۰۳معادل  

، آذربايجــان ) تــن۳۲۶۱۱(، قــزوين )تــن ۳۵۸۱۳(رضــوي 

ــرقي  ــن۱۶۸۰۷(ش ــمالي )ت ــان ش ــن۱۶۰۸۹(، خراس از ) ت

ميـزان  .  مهم توليد كننده  انگـور كـشور هـستند          يها استان

   معـادل  ۱۳۸۷ران در سـال     ي ـمحصول بي دانـه كشمـشي ا      

ــن بــوده اســت و هــر تــن كــشمش بــه       ۱۴۱۳/ ۶۱  ت

كشمش ايران  . رسد  دلار به فروش مي    ۱۳۰۰ -۱۲۰۰قيمت

به كشورهاي هلند، آلمان، ايتاليا، ليتواني، اتـريش، فرانـسه،          

يونان، چين، ژاپـن، كانـادا، مجارسـتان، اوكـراين، روسـيه،            

 ـ      آمارنامـه ( شـود  مـي  صـادر    يلهستان و امارات متحده عرب

 تا كنـون بررسـي      .)۱۳۸۷وزارت جهاد كشاورزي در سال      

ش ايـران و بـه ويـژه آنچـه مـصرف         جامعي در مورد كشم   

هـدف ايـن تحقيـق پـايش     . داخلي دارد انجام نشده اسـت  

 در كشمش، تعيين گونه مولـد اكراتوكـسين         Aاكراتوكسين  

A دركــشمش، و مقايــسه تــوان توليــد اكراتوكــسين A در 

 كشمش ايران Aspergillus Nigri يهاي گروه قارچ جدايه

  .بود

  

  ها روشمواد و 

  برداري نمونه

 از محـصول    ۱۳۹۱ تـا    ۱۳۸۹ها در پـاييز و زمـستان         هنمون

هاي آذربايجان شرقي شامل شهرهاي ملكان،       كشمش استان 

بناب و مراغه، استان خراسان شامل شهرهاي كاشمر، خليل         

آباد، قوچان و در استان قزوين از منطقه تاكستان در مراحل       

در بارگـاه، كارگـاه، كارخانـه پـس از            پس از خشك شدن     

. آوري شد  بندي جمع   انبار در مرحله قبل از بسته      فرآوري و 

 ۱۰۰هر نمونه يـك كيلـوگرمي متـشكل از ده زيـر نمونـه               

هاي فرآوري مختلف هر شـهر       گرمي از ده بارگاه و كارگاه     

هايي كه انواع كـشمش از نظـر نـوع خـشك             در محل . بود

ــوگرد (شــدن  ــين، گ ــابي، روي زم ــاليآفت ــا ) يفرني، ک و ي

ر ي ـ، غربـال شـده، غ     ي خوراک ياه  کشمش(براساس كيفيت   

در دسترس بود،   ) ا کله و با دم    يده  يب د يقابل مصرف و آس   

 يي مختلف فرآور  ها  روشثير  أاز انواع آنها جهت مقايسه ت     

  . برداري شد بر ميزان آلودگي نمونه

  

  شناسي  قارچيها يبررس

ي مولـد اكراتوكـسين بـا دو        هـا   قـارچ به منظور جداسازي    

هاي كشمش ضـدعفوني     دانهكشت مستقيم   ) ۱روش شامل 

 دقيقـه در  ۳شده با هيپوكلريت سديم يك درصد به مـدت          

  NaCl, 2% agar %6هـاي نمـك آگـار حـاوي     محـيط 

(Doster & Michailides 1994)  وPDA+ 250 ppm 

streptomycin   كشت سوسپانسيون حاصل از افزودن     ) ۲ و

 گـرم از هـر نمونـه        ۱۰ليتر آب مقطر سترون بـه         ميلي ۱۰۰

 تكان در دقيقه بـه مـدت        ۹۰و قرار دادن درشيكر     كشمش  

 از lµ۵۰۰ دقيقـــه انجـــام شـــد، در آزمـــايش اخيـــر  ۱۵

 هر ظرف پتري حاوي محيط      سوسپانسيون مذكور در سطح   

تعيـين  .  ريخته شـد  PDA+250 ppm streptomycinكشت

 Aspergillus Sec. Nigri يدرصد آلودگي به گـروه قـارچ  

ي كشمش آلوده از    ها  نهدا كشت مستقيم بر اساس تعداد       در

 عدد كشمش كشت شده و براي كـشت سوسپانـسيون           ۵۰

هاي رشـد يافتـه    تعداد پرگنه اين گروه قارچي از كل پرگنه    

براي . در ده تشتك پتري براي هر نمونه كشمش انجام شد         

 در هــا جدايــهمــشاهدات مورفولوژيــك و تــشخيص،   

 و Czapek-Dox agar،agar  potato dextroseهـاي  محيط

malt extract agar بـا  هـا  جدايـه تـشخيص  .  كشت شـدند 

ــستم  ــتفاده از سيـ ــسونوميكي  اسـ ــاي تاكـ ــتاندارد هـ  اسـ

)Christensen 1982 ; Klich & Pitt 1988; Raper & 
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Fennell 1965 (  و استفاده از كليدهاي معتبر شناسايي ايـن

كيفيـت  .  انجـام گرديـد  (Samson & Varga 2007)جنس 

ونه كشمش نيـز يادداشـت       هر نم  يظاهري و روش فرآور   

  .دش

 
ــولي  ــي مولك ــهبررس ــا جداي ــسينه ــد اكراتوك   ي مول

A. carbonarius 
 A. carbonariusي هـا  جدايـه ييـد تـشخيص   أبه منظـور ت 

ــدادي از  ــهتع ــا جداي ــالايي  ه ــادير ب ــه مق ــه ك ــن گون ي اي

 ي نيز توليد نموده بودند، انتخـاب شـد، بـرا          Aاكراتوكسين

 در  هـا   جدايـه روزه   ۵تهيه توده قـارچ قطعـاتي از رويـش          

هـاي دويـست و     در فلاسكpotato dextrose agarمحيط 

  ليتـــر محـــيط  ميلـــي۵۰ليتـــري محتـــوي  پنجـــاه ميلـــي

potato dextrose broth  روز در ۷ انداخته شد و به مـدت 

داري و تـوده قـارچي رشـد          درجه سلسيوس نگه   ۲۸دماي  

يافته در سطح محيط با كاغـذ صـافي جـدا، بـا آب مقطـر                

ــشو و ــتخراج  شست ــور اس ــه منظ ــه -۲۰ در DNA ب  درج

 بــا روش DNAاســتخراج . داري شــد سلــسيوس نگــه 

)Sambrook & Russell  (2001)واكنش .  انجام شدPCR 

 ريبوزومي با استفاده از جفت DNA ي ان ايد ري تکثيبرا

 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) آغازگرهاي

 صورت ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) و 

ــت    و ( White et al. 1990; Peterson 2008)گرف

ــد،   ي ان ايد -  ــوالي ش ــين ت ــده تعي ــر ش ــه تكثي  ناحي

ــم ــين هــ ــاچنــ ــازگر   بــ ــت آغــ ــتفاده از جفــ   اســ

: (T1>5′-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3′, 

T22>5′-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3′)    ژن 

β-tubulin ــه ــا جداي ــنش  ه ــب در واك ــر PCRي منتخ  تكثي

(O'Donnell &. Cigelnik 1997).در ي، تعيين توالي و همگ 

NCBI      نـواحي مـشابه سـاير       ي ان ا  يد  بلاست و بـا تـوالي 

  . موجود در بانك ژن مقايسه شد A. carbonariusي ها دايهج

 ني اکراتوکسيريگ  و اندازهيابيرد

هر نمونه يك كيلوگرمي كشمش، مخلوطي از ده زير نمونه    

ف هر شـهر    آوري شده از ده كارگاه مختل       گرمي جمع  ۱۰۰

. تمامي كشمش هر نمونه در نيتروژن مايع پـودر شـد          . بود

ي ريختـه   ليتر  ميلي گرم آن در يك فلاسك يكصد        ۵سپس  

نـيم  . بـه آن افـزوده شـد      % ۸۰ متـانول    ليتـر   ميلي ۲۵شد و   

تكان افقي در هـر دقيقـه شـيك و          ۰۱۴۰ساعت در شيكر با   

 ۵كاغـذ صـافي صـاف شـد،          سپس با اسـتفاده از قيـف و       

 ۳۵ از محلــول صــاف شــده برداشــته شــد و بــا ليتــر ميلــي

 محلول  ليتر  ميلي ۴۰همه  .  آب ديونيزه مخلوط شد    ليتر  ميلي

 ليتـر   ميلـي حاصل از ستون ايمونـو افينيتـي بـا حجـم سـه              

 فرانـسه عبـور     Libus از شركت    Aاختصاصي آكراتوكسين 

سـرعت عبـور ازسـتون    . (Sibanda et al. 2008) داده شد

سـپس سـتون بـا شـش     . انيـه بـود   در ثليتر ميلي معادل يك

.  آب ديـونيزه شستـشو و بـا پمـپ خـشك شـد              ليتـر   ميلي

 شـده بـه فيلتـر سـتون ايمونـوافينيتي      متصل  Aاكراتوكسن

   متـــانولليتـــر ميلـــي ۵/۱اختـــصاصي اکراتوکـــسين بـــا 

HPLC gradeاز ستون شسته و در يك ويال جمع گرديد  .

سپس محتواي ويال در دستگاه خـشك كـن خـشك شـد،            

 بـه آن    HPLC حـلال فـاز متحـرك دسـتگاه          ليتر  ليمي ۵/۱

در ايـن   .  از آن به دسـتگاه تزريـق گرديـد         lµ۱۰۰اضافه و   

حـلال فـاز متحـرک      .  اسـتفاده شـد    C18بررسي از سـتون     

HPLC بـود، سـرعت     ۳۰: ۷۰استونيتريل بـه نـسبت      :  آب 

حس گـر سيـستم   .  در دقيقه بودليتر ميليجريان حلال يک   

فلورسنت با طول   دتكتور Aينبراي اندازه گيري اكراتوكس

) Emission(  و نـشر nm ۳۳۰) Excitation(مـوج تهيـيج   

 Scott &  Kanhere 1995; Mac  نــانومتر بــود ۴۴۰

Donald 1999) .(محلول استانداردOTA  تا ۵/۰ در مقادير 

ng/ml ۱۵    پيـك   .  به سيستم تزريق شدOTA     ۷/۴ پـس از 

  نه با منحنـي    از مقايسه سطح زير پيك نمو     . دقيقه ظاهر شد  
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   شده از شهرهاي مختلفيآور  جمعيها  نمونه.۱جدول     

     Table 1. The samples collected from various cities 
 

No Location Processing area Common name Processing sort 

 نوع فرآوري نام عمومي ناحيه فرآوري محل شماره

1 TakestanTaherkhaniBidane tizabi 
2 Takestan Zartak factory Bidane tizabi- sulfure 
3 TakestanTaherkhaniBidane aftabi 
4 TakestanTaherkhani FarshidBidane californi 
5 TakestanTaherkhaniBidane Roie zamini 
6 TakestanRahmani factoryTalaii californi 
7 TakestanRahmaniBidane tizabi- saie khoshk 
8 TakestanTaherkhaniBidane tizabi 
9 TakestanTaherkhaniBidane tizabi- sulfure 

10 KhalilabadParshahi1Bidane tizabi 
11 KhalilabadParshahi2Bidane tizabi- sulfure 
12 KhalilabadParshahi3Sabz tizabi- sulfure 
13 KhalilabadParshahi4Sabz kalle 
14 KhalilabadParshahi 5Sabz qalami tizabi- sulfure 

15 Kashmar Parshahi6 Sabz qalami tizabi- sulfure- badom 

16 KhalilabadParshahi 8Sabz kalle 
17 Kashmar Parshahi1 Sabz qalami tizabi- sulfur- darje1 
18 KashmarParshahi 7Sabz dom keshmesh 
19 KashmarKhalilabadSabz kalle 
20 KhalilabadParshahi 8Sabz qalami daraje1 
21 QuchanArea1Poloii tizabi 
22 QuchanArea2Poloii tizabi 
23 QuchanArea3Poloii tizabi 
24 QuchanArea4Poloii tizabi 
25 QuchanArea5Poloii tizabi 
26 MaraghehArea1Poloii tizabi 
27 MaraghehArea2Poloii tizabi 
28 MaraghehArea3Poloii tizabi 
29 BonabArea1Poloii tizabi 
30 BonabArea2Poloii tizabi 
31 BonabArea3Sabz tizabi 
32 MaraqehArea4Sabz tizabi 
33 MaraqehArea5Poloii tizabi 
34 BonabArea4Sabz tizabi 
35 MalekanArea1Sabz tizabi- sulfure 
36 MaraqehArea6Poloii tizabi 
37 MalekanArea2Sabz tizabi- sulfure 
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  .۱ادامه جدول 

38 Malekan Area3 Sabz tizabi- sulfure 
39 Malekan Area4 Poloii tizabi 
40 Malekan Area5 Poloii tizabi 
41 Bonab Area5 Poloii tizabi 
42 Bonab Area6 Sabz tizabi 
43 Malekan Area6 Poloii Tizabi non sulfur 
44 Malekan Area7 Poloii tizabi 

  

ميـزان  ng/ml ۱۵  تـا ۵/۰هـاي   ندارد حاصل از غلظـت استا

 LOD  (Limit of Detection).اكراتوكـسين محاسـبه شـد   

ــد    ــبه ش ــز محاس ــکل(روش ني ــت ). ۱ش ــد بازياف  درص

 اکراتوکسين  ppb۱۰نيز با افزودن  ) Recovery(اکراتوکسين  

A         گيـري آن بـا       به پودر كشمش عاري از آلودگي و انـدازه

HPLC+IAC۲ شکل و۴جدول(  محاسبه شد.(  

  

گروه  يها  جدايهزايي   بررسي و مقايسه توان اكراتوكسين    

A. Nigri كشمش   

 در  OTA از نظـر توليـد       ها  جدايهبه منطور بررسي پتانسيل     

هاي مورفولوژي گـروه     بندي آزمايشگاه نمايندگاني از گروه   

A. Nigri   انتخاب و در محـيط كـشت PDA   ،كـشت شـد 

از هر جدايـه  ) هفت روزه( قطعه از لبه کلني جوان  ۵تعداد  

 محيط  ليتر  ميلي ۵۰ي محتوي   ليتر  ميلي ۲۵۰در يک فلاسک  

 ساعت در   ۴۸ها به مدت    فلاسک.  انداخته شد  PDBکشت  

 درجه سلـسيوس قـرار داده       ۲۵حالت سکون در انکوباتور     

 روز در شـيکر انکوبـاتور       ۱۰شدند و پس از آن به مـدت         

rpm۹۰  به منظور اسـتخراج اکراتوکـسين     .  شيک شد A  در 

پايان دوره ده روزه محتوي هر قلاسـک همـوژن و صـاف             

 ليتـر   ميلـي  ۳۵ از صاف شده مذکور با       ليتر  ميليگرديد، پنج   

 سـرعت  آب مخلوط و به مدت نـيم سـاعت در شـيکر بـا    

rpm۱۴۰   ۴۰همـه   . گراد قرار داده شـد      درجه سانتي  ۲۵ در 

ــي ــر ميل ــي   ليت ــو افينيت ــتون ايمون ــک از س ــوي فلاس  محت

)  فرانسهLibusساخت کارخانه (A توکسين اختصاصي اکرا

سپس ستون بـا    . با سرعت يک قطره در ثانيه عبور داده شد        

ــي ۱۰ ــر ميل ــاً  ليت ــشک و نهايت ــشو و خ ــر شست   آب مقط

 متـانول از سـتون شـسته و در          ليتر  ميلي ۵/۱اکراتوکسين با   

محنوي ويال در خشک کـن خـشک و         . ويال جمع گرديد  

:  شـامل آب  HPLCرک حـلال فـاز متح ـ  ليتـر  ميلي ۵/۱در 

گيـري بـا    هانـداز . حل گرديـد  ۳۰: ۷۰استونيتريل به نسبت 

 و دتکتــور  Waters ســاخت کارخانــه   HPLCدســتگاه  

 و  Excitation (nm ۳۳۰(فلورسنت با طـول مـوج تهيـيج         

  . نانومتر انجام شد۴۴۰در طول موج ) Emission(نشر 

  

 نتايج و بحث

  Aspergillus Sec. Nigriي گروه ها قارچآلودگي كشمش به 

ي هـا  گونـه ها گوياي آلودگي انواع کشمش به       نتايج بررسي 

 و A. carbonariusو   A. niger از جملـه A. Nigriگـروه  

 يابي ـامکـان رد  .  در صـد بـود     ۱۰۰ تا   ۸ميزان آلودگي بين    

قتر از روش   يون دق يه سوسپانس ي در روش ته   ي قارچ يآلودگ

 ـ.  بود ييط غذا يم در مح  يکشت مسق  ن ي ـ ا طـور كلـي در    هب

ق از نظر نوع كشمش تفاوتي بـين ميـزان آلـودگي در             يتحق

 نـشد ولـي     ديـده كشمش سبز قلمـي، بـي دانـه و پلـويي            

 ـ         كشمش طريـق  ه هايي كـه پـس از تيـزاب روي زمـين و ب

 ،  ۴۱،  ۳۳ ،   ۳۲،  ۵،  ۳هـاي    نمونه(آفتابي خشك شده بودند     

  هاي گوگردي آلودگي قارچي بيشتري      از كشمش ) ۴۳و  ۴۲
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  A (ng/g) ني و اکراتوکسA. Sec. Nigri(%)  بخشيها  مختلف به قارچيها  شده از استانیآور  کشمش جمعي آلودگزاني م.۲جدول 

Table2. Aspergillus section Nigri contamination (%) and ochratoxin (ng/g) of raisins collected from different 
provinces 
 

No Location Area 
A. Sec. Nigri contamination (%)آلودگي قارچي  

Suspension**                      Raisin* 
Ochratoxin A (ng/g) 

 **سوسپانسيون *کشمش ناحيه فرآوري محل شماره
اکراتوکسين 

 )گرم/نانوگرم(

1 Takestan Taherkhani 66 50 0.4 
2 Takestan Zartak factory 0 25 ND*** 
3 Takestan Taherkhani 100 100 ND 
4 Takestan Taherkhan Farshid 0 75 ND 
5 Takestan Taherkhani 100 100 2.13 
6 Takestan Rahmani factory 0 75 0.61 
7 Takestan Rahmani 0 8 ND 
8 Takestan Taherkhani 82 100 ND 
9 Takestan Taherkhani 90 90 ND 
10 Khalilabad Parshahi1 100 100 ND 
11 Khalilabad Parshah2 0 75 ND 
12 Khalilabad Parshahi3 100 25 ND 
13 Khalilabad Parshahi4 100 100 ND 
14 Khalilabad Parshahi 5 33 75 ND 
15 Kashmar Parshahi6 50 50 ND 
16 Khalilabad Parshahi 8 100 100 ND 
17 Kashmar Parshahi1 75 100 ND 
18 Kashmar Parshahi 7 83 100 ND 
19 Kashmar Khalilabad 100 100 100 
20 Khalilabad Parshahi 8 100 100 ND 
21 Qouchan Area1 36 100 ND 
22 Qouchan Area2 10 100 ND 
23 Qouchan Area3 0 80 ND 
24 Qouchan Area4 100 25 ND 
25 Qouchan Area5 25 25 ND 
26 Maraghe Area1 100 100 ND 
27 Maraghe Area2 0 10 ND 
28 Maraghe Area3 100 100 ND 
29 Maraghe Area4 0 20 ND 
30 Maraghe Area5 0 80 ND 
31 Maraghe Area6 100 50 ND 
32 Bonab Area1 100 100 ND 
33 Bonab Area2 100 100 ND 
34 Bonab Area3 45 20 ND 
35 Bonab Area4 17 80 ND 
36 Bonab Area5 50 90 ND 
37 Bonab Area6 33 20 ND 
38 Malekan Area1 100 80 ND 
39 Malekan Area2 0 20 ND 
40 Malekan Area3 0 20 ND 
41 Malekan Area4 100 100 ND 
42 Malekan Area5 100 100 ND 
43 Malekan Area6 100 100 3.07 
44 Malekan Area7 60 100 ND 

*- culturing surface sterilized raisin on PDA directly.                         PDA   * در ي سطحيم کشمش با ضد عفوني کشت مستق
** culturing suspension of raisins -surface contaminations on PDA+streptomycin 

- PDA+streptomycin ط کشتي کشمش در محي سطحي هايون آلودگي کشت سوسپانس                                          ** 

***ND= Not Detected                                                                                                                     نشديابيرد   = ND ***         
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  مختلف شده از مناطق يآور  از کشمش جمعحاصل A. Nigri بخش يها هي جدا.۳جدول         

         Table 3.The list of Aspergillus section Nigri isolates obtained from raisin collected from different areas 
 

Species Location   and processing kind Code Number 

 شماره کد محل و نوع فرآوري گونه

A. niger Khalilabad 100- 12-15BS 1 

A. niger Khalilabad 100- 12-15BC 2 

A. niger Takestan 100- 12-5BS 3 

A. niger khalilabad 100-12-21BC 4 

A. carbonarius Khalilabad, Kale 100-12-10L 5 

A. niger Khalilabad, Kale 100-12-20BC 6 

A. niger Takestan, on the ground 100-12-9 BC 7 

A. carbonarius Khalilabad 100-12-7L 8 

A. niger Khalilabad 100-12-16BC 9 

A. niger Khalilabad,  not screened 100-12-18BC 10 

A. niger Khalilabad, kale 100-12-23C 11 

A. carbonarius Khalilabad, screened 100-12-24L 12 

A. niger Khalilabad, screened 100-12-24S 13 

A. carbonarius Zartak 100-12-6 L 14 

A. carbonarius Khalilabad 100-12-15L1 15 

A. carbonarius Khalilabad, Badom 100-12-19L1 16 

A. niger Khalilabad, Badom 100-12-19-BC 17 

A. niger Kashmar 100-12-14-BC 18 

A. niger Khalilabad 100-12-16BC 19 

A. carbonarius Khalilabad, Kale 100-12-23L 20 

A. niger Khalilabad,  notscreened 100-12-18-B 21 

A. niger Maragheh4 100-12-30B 22 

A. carbonarius Maragheh4 100-12-30-L 23 

A. niger Maragheh4 100-12- 30-BS 24 

A. niger Maragheh5 100-12-32-B 25 

A. niger Maragheh5 100-12-32BR 26 

A. niger Bonab 100- 12-34Y 27 

A. niger Bonab 100-12- 34BR 28 

A. niger Bonab6 100-12-35BR 29 
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  . ۳دولادامه ج

A. niger Bonab6 100-12-35B 30 

A. niger Bonab4 100-12-38BC 31 

A. niger Bonab4 100-12-38B 32 

A. niger Quchan4 100-12-28B 33 

A. niger Quchan4 100-12-28BC 34 

A. niger Quchan5 100-12-29BR 35 

A. niger Quchan5 100-12-29-B 36 

A. niger Maragheh3 100- 12-40-B 37 

A. niger Malekan, Sulfur 100-12-41-BR 38 

A. carbonarius Malekan, Sulfur 100-12-41-L 39 

A. niger Malekan, Sulfur 100-12-43SMB 40 

A. niger Malekan 100-12-44BR 41 

A. niger Malekan 100-12-44 SMB 42 

A. niger Bonab3 100-12-45BR 43 

A. niger Bonab3 100-12-45B 44 

A. sp Bonab5 100-12-46-B 45 

A. niger Bonab5 100-12-46Y 46 

A. niger Malekan 100-12-47SB 47 

A. niger Malekan 100-12-47BR 48 

A. niger Malekan, Sulfur 100-12-48BR 49 

A. niger Khalilabad, Kale 100-12-23BRB 50 

A. niger Maragheh 100-12-37BR 51 

A. niger Quchan 100-12-25B 52 

  

هاي منطقه كاشـمر      كارگاه در بازديد از  .  )۲جدول  (داشتند  

هـاي تغييـر رنـگ يافتـه ناشـي از            مشاهده شد كه كشمش   

هاي سالم جدا نموده و  انگورهاي آسيب ديده را از كشمش 

ن نـوع   يا). ۱۹و ۱۳،۱۶هاي نمونه(ناميدند    كله مي  اصطلاحاً

کشمش بنا بـه قـول باغـداران مـصارف ديگـري بـه جـز                

لواشـك از آنهـا   خوراك مستقيم دارد و براي تهيه الكل يـا         

ها قـارچي مربـوط بـه        شود كه بيشترين آلودگي    استفاده مي 

  ).۲ جدول(ها بود  اين كشمش

  

  Aكشمش به اكراتوكسين آلودگي

 ng/ml ۱۵  تـا ۵/۰هـاي   منحني استاندارد حاصل از غلظت

ــکل  ــسين در ش ــت ۱اكراتوك ــشاهده اس ــل م ــد .  قاب   درص

 مـورد    HPLC+IAC  در روش Aاکراتوکـسين  بازيافـت 

   و۲/۶۸ش انجـــام شـــده معـــادل يســـتفاده در دو آزمـــاا
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  از کشمش  شده جدا A. Nigri از بخش ييها هي در جداAنيد اکراتوکسي توليي توانا.۴جدول        

          Table 4. Ochratoxin producing potential of representative isolates of A. section Nigri isolated from raisin  
 

Ochratoxin A(ng/g) Location Code Number 
 شماره کد محل )گرم/نانوگرم(ن ياکراتوکس

ND Bonab 100-12-34Y 1 
2.3 Bonab 100-12-46Y 2 

63.91 Kale- Parshahi 100-12-23L 3 
3.2 Maragheh 100-12-30L 4 

13.74 Kale- khalilabad 100-12-10L 5 
51.15 Badom-khalilabad 100-12-19L 6 

108.08 Khalilabad 100-12-7L 7 
0.87 kashmar 100-12-14BC 8 
ND Zartak 100-12-6BC 9 
ND khalilabad 100-12-16BC 10 
ND Takestan 100-12-5 BS 11 
ND Khalilabad 100-12-19L1 12 
ND S -Malekan 100-12-43S 13 
ND Khalilabad 100-12-15L1 14 

  

  
 

15.00 10.00 5.00 2.50 2.00 1.00 0.50 ng/ml 

2,197,020 1,530,068 884,650 607,030 569,940 421,417 381,969 AUC 

  

  A از محلول استاندارد اکراتوکسينng/ml ۱۵تا /. ۵ منحني استاندارد سطح زير منحني مقادير .۱شکل                      

                         Fig. 1. Area under curve of 0.5- 15 ng/ml ochratoxin A Standard solutions 
  

  ).۲ و شکل ۵جدول( در صد بود ۷۰

 سـه  در يآلـودگ  از نظر آلودگي كشمش به اكراتوكسين     

 کاشـمر  نمونـه  کي ـ و ملکـان  نمونـه  کي ـ تاکستان، نمونه

 و تاکـستان  آلـوده  يها نمونه درA اکراتوکسين. شد رديابي

ــر ملکــان ــراي شــده تعريــف مجــاز حــد از کمت ــن ب  اي

ــسين ــه در و) ١٠ ppb (مايكوتوك ــشمش نمون ــمر ک  کاش

)ppbبـود  شـده  تعريـف  مجاز حد از شتريب اريبس و) ١٠٠ 

  ).۲جدول(

ــه ــاي  در نمون ــع۶ و ۵، ۱ه ــه   جم ــده از منطق آوري ش

ــادير    ــزوين مق ــستان ق ــسين ppb ۴/۰- ۱۳/۲تاك    اكراتوك
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  فزوده شده به کشمش عاري از آلودگي  ا A  اکراتوکسينppb 10 درصد بازيافت مقدار.۵جدول        

    Table 5. The result of recovery tests obtained from 10 ppb ochratoxin A spiked uncontaminated raisin  

NO AUC Conc. 5 g Diluted Factor Recovery 
Spk 10 ppb 110920 0.028 0.444 0.50 71.00% 
Spk 10 ppb 106545 0.027 0.426 0.50 68.20% 

  

  
   در کشمشAن ي اکراتوکسppb 10 يابي کروماتوگرام رد.۲شکل

 Fig. 1. The chromatograms of 10 ppb spiked raisin sample 

  

تر از حـد مجـاز تعريـف شـده در            رديابي شد كه پايين   

. بـود ) g/kgµ۱۰(و اسـتاندارد ايـران    كميـسيون اروپـا  

شك شده بود    تاكستان که روي زمين خ     ۵نمونه شماره   

 و نمونه کشمش غير گوگردي ppb۱۳/۲  آلودگييدارا

 آلــودگي كمــي ppb ۰۷/۳ يدارا) ۴۳شــماره(ملکــان 

آوري شده از منطقـه خليـل        در يك نمونه جمع   . داشتند

 ppb ۱۰۰مقـدار   ) ۱۹شـماره   (آباد کاشمر در خراسـان      

اكراتوكسين رديابي شد كه بـسيار بـالاتر از حـد مجـاز      

هاي كـشمش آسـيب ديـده و         ز نمونه نمونه اخير ا  . بود

ده ي ـ كلـه نام   يتغيير رنگ يافته بود که در اصطلاح محل       

 جـدا   ها  کشمشه  ي با دست از بق    ها  کشمشن  يشود، ا  يم

  . مصرف خوراكي ندردشده و مستقيماً

  

  ي گـروه  هـا   جدايـه  در   Aتوانايي توليـد اكراتوكـسين      

A. Nigriكشمش   

 ـبررسي توانايي توليـد اكراتوكـسين در           ي گـروه  هـا   هجداي

 A. Nigra 23-12-100 يهـا  جدايـه نشان داد كهL ،100-12-

19L ،100-12-7L،100-12-30L  ،100-12-10L ،100-12-46Y 

 بودنـد كـه    Aقادر به توليد مقادير متفاوتي از اكراتوكـسين 

 ppb بـا مقـدار    7L-12-100بيشترين مقدار توسـط جدايـه  

 خوراكي  هاي غير  ه از كشمش  ين جدا ي  توليد شد ا    ۰۸/۱۰۸

  Aي مولد اكراتوكسينها جدايههمه . نوع كله جدا شده بود
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ــه  ــه گون ــدA. carbonariusمتعلــق ب ــه.  بودن   يــك جداي

100-12-14BC ــه ــسيار   A. niger از گونـ ــدار بـ  مقـ

 توليد نمـود كـه بـا تكـرار      Aاكراتوكسين/.) ppb۷۸(كمي

ــا ــابي  يــش توليآزم ــه مــذکور ردي د اكراتوكــسين در جداي

ــد ــيتع. نگردي ــه جداني ــ گون ــدار 46Y-12-100ه ي ــه مق  ک

 يد نمود در دست برررس    ين تول ياکراتوکس) ppb ۳/۲(يکم

ز نـشان   يهاي انجام شده در ساير مناطق دنيا ن        بررسي. است

   در انگــورOTAداده اســت كــه گونــه اصــلي مولــد     

A. carbonarius  ط ي شـرا ي رويادي ـ است و مطالعـات ز

صـورت گرفتـه    ن گونه   ي توسط ا  OTAد  ينه رشد و تول   يبه

محصول انگور استراليا نيز به . (Mitcell et al. 2004)است 

OTA يها جدايه آلوده بوده و همهA. carbonarius انگور  

رغم آلودگي بـالا     كه علي  اند در حالي   مولد اكراتوكسين بوده  

بـر  . انـد   نبودهOTAي اين گونه مولد ها جدايه A. nigerبه 

هـاي   ن كشور آلودگي لايهاساس تحقيقات انجام شده در اي  

   وA. nigerي هــا گونــههــا بــه  تاكــستان ســطحي خــاك

A. carbonarius    بالاســت و جمعيــت ايــن دو گونــه 

از مبنـاي   (درصورت افزايش يا كاهش دماي سـطح خـاك          

، رطوبت بـالاي خـاك و شـخم زدن            ) درجه سلسيوس  ۲۵

ت آلودگي كاهش ين کاهش جمعيكاهش يافته و به تبع از ا    

 انگور، آسيب ديـدگي و تـرك        يها رسيدگي حبه . مي يابد 

كه فاكتور اخير خود وابسته بـه نـوع و زمـان         (خوردن آنها   

از فاكتورهـاي   ) آبياري و موقعيت خوشه روي ساقه اسـت       

. (Leong et al. 2006)اصلي دخيل در بروز آلودگي است 

ــر اســاس بررســي   ــز ب ــا ني ــشمش ۴۰در آمريك ــه ك  نمون

% ۹۳ور كــاري كاليفرنيــا آوري شــده از نــواحي انگــ جمــع

 آلـوده  ng/g ۴/۱۱- ۰۶/۰ OTA ها بـه مقـادير كمـي    نمونه

 به دست آمـده فقـط    Apergillus جدايه۴۰۰اند، و از  بوده

 نمونه كشمش جـدا شـده       ۵كه از   ) ها  جدايه%۳( جدايه   ۱۲

ــه  ــد گون ــادير  A. carbonariusبودن ــد مق ــوده كــه تولي  ب

g/gµ۱۵ - ۹ /۰ ر اسـاس تحقيـق     اند و ب   اكراتوكسين نموده

 OTAگيري شده كه آلودگي كشمش كاليفرنيا به اخير نتيجه

ــوژي   ــه اكول ــايين و مطالع در درون   A. carbonariusپ

 را OTA وضـعيت آلـودگي كـشمش بـه      A. Ngriبخـش 

ز ي ـا ني ـتاليدر ا  (Palumbo et al.2011).روشن خواهد كرد

بوده اسـت و    A. carbonarius در انگورOTAگونه مولد 

  ن ين توکـس  ي ـا بـه ا   ي ـتالي ا يانگور مناطق جنـوب   % ۴۰ب  يقر

ــ نμg/L 2ش از ي بــه بــيآلــوده بــوده کــه گــاه آلــودگ    ز ي

 برحسب A. Ngri گروه يها قارچت  يده است و جمعيرس

ــرا  ــال و ش ــوايس ــ تغييط آب و ه ــيي ــت  ير م ــرده اس   ک

)  (Lucchetta et al.2010; Battilani et al.2004   

ازنظـر   A. carbonariusي گونـه  هـا  جدايهق ين تحقيدر ا

 بــه واســطه  Nigriي گــروههــا گونــهمورفولــوژي از ســاير 

 مشخص شد، ميسليوم سفيد حاشيه کلني در        زير يها يگ ژيو

، رنگ کلني از پشت ظرف پتري سياه، MEAو  PDA محيط

رنگ بـا    ميکرومتر و بي ۳۷۰۰-۱۰۰۰×۲۵-۱۸ بلند   کنيديوفور

 ميکرومتـر و    ۷۰- ۹۵ها بزرگ بـا قطـر        کليديواره صاف، وز  

-۲۰کل را پوشانيده و ابعاد آنهـا        يکروي، متولا همه سطح وز    

.  ميکرومتــــر۷-۶×۱۱-۷ميکرومتــــر، فياليــــدها ۶-۱۰×۴۵

 ميکرومتر، کروي، جداره    ۱۱- ۸ها بسيار بزرگ با قطر     کنيديوم

هـا يـا     بالغ به صـورت مـيخ  يها وميدياصاف که در کن بسيار ن 

ها سياه و    رنگ کنيديوم . شد هاي مشخص ديده مي    برجستگي

کل شعاعي بود که بـا افـزايش        ينحوه قرار گرفتن آن روي وز     

مشخــصه بــارز آن . يافــت ســن کلنــي، حالــت ســتوني مــي

  .کنيديوفور بلند، کنيديوم بزرگ با جداره بسيارناصاف آن بود

  

  يهـا   جدايـه ن  يتوبول - و بتا  يبوزومير ي ان ا  يدتوالي  

 A. carbonariusكشمش 

 ,ITS1, ي، نـواح  18Sه  ي ـ از ناح  ي قسمت يدي نوکلئوت يتوال 

5.8S  ،ITS2ــسمت ــ از ناحي و قـ  ي ان اي از د 28Sهيـ
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 23L  ، ,100-12-10L 100-12-7L-12-100يهـا  جدايـه  يبـوزم ير

 يز د فوق اي نواحيق صد در صد با توالين تحقيکشمش ا

 NRRL 346و NRRL 4849 .يهـا  جدايه يبوزومي ريان ا

ــه ــا شــمارهA. carbonarius .گون  دسترســي يهــا کــه ب

AF459734.1و AF459731  ده ي در بانک ژن به ثبـت رس ـ

 .A يهـا  جدايـه  ITS ي نواحيبود، مشابهت داشت و توال

carbonarius هـاي  شمارهق به ترتيب با ين تحقيکشمش ا 

در بانک  KF434631. ،KF434632، KF434633 دسترسي

   .ديبه ثبت رسNCBI ژن 

ــوالي نوکلئوت ــت ــا يدي ــول - ژن بت ــه نيتوب ــا جداي   يه

100-12-10L 7-12-100  وLق، صد در ين تحقي کشمش ا

 ژن مـذکور    يدي ـ نوکلئوت يتـوال . صد با يكديگر مشابه بود    

ــا ــهن ي ــا جداي ــاز از ۵۶۹% (۹۹ ه ــاز۵۷۰ ب ــا جدا)  ب ــب   هي

CCF 3388  گونه A. carbonarius دسترسيکه با شماره  

HE577803.1   در بانـك ژن)  et al. 2012  (Hubka  بـه 

دو  β-tubulin ده بـود مـشابه بـود و تـوالي ژن     يثبت رس ـ

  كــشمش ايــران بــا 7L-12-100 و  10L-12-100جدايــه 

 در بانـک  KF434635 و KF434634 دسترسي هاي شماره

  .ديبه ثبت رس NCBIژن

 کـم   يرغـم آلـودگ    يداد که عل  ق نشان   ين تحق يج ا ينتا

، با توجـه    Aن  يران به اکراتوکس  يکشمش مناطق مختلف ا   

 از کـشمش،  OTA مولـد  A. carbonarius يبه جداسـاز 

ط مـساعد رشـد     ي در شـرا   ين زهرابه قارچ  يد ا يامکان تول 

 وجـود   Aني کشمش به اکراتوکـس يقارچ و امکان آلودگ

 .دارد

ــل ــونگ  تحلي ــه چگ ــيعي در زمين ــات وس ــا و مطالع ي ه

ثر بـر آلـودگي     ؤآلودگي، شرايط آلـودگي و فاكتورهـاي م ـ       

در تاكستان، OTA و  A. carbonariusانگور به كپك سياه 

ن يچن ـ هاي آن انجـام شـده اسـت، هـم          کشمش و فرآورده  

ده اسـت   ش ـ يز بررس يي كنترل و كاهش آلودگي ن     ها  روش

(Varga & Kozakiewicz 2006).   

  گـروه  يهـا   ارچق به   ي آلودگ يابي امکان رد  يطور کل  هب

A. Nigriتر  تر و همگن قيون دقيه سوسپانسي در روش ته

). ۶جـدول ( بـود  ييط غـذا يم در محياز روش کشت مسق  

 گروه  يها  قارچ کشمش مناطق مختلف به      يسه آلودگ يمقا

A. Nigri ن ي و اکراتوکسAق نـشان داد کـه   ين تحقي در ا

 مـذکور در کـشمش      ي بـه گـروه قـارچ      ين آلودگ يشتريب

زان ي ـن م ين بـالاتر  يچن ـد، هـم  ي گرد يابيرد%) ۸۴(کاشمر  

ک نمونه يمربوط به ) OTA)ppb ۱۰۰ کشمش به  يآلودگ

 مولـد   يها  جدايهن  ي، علاوه بر ا   )۶جدول( ن منطفه بود  يا

 7L-12-100,يها  جدايه شامل   A اکراتوکسن   ير بالا يمقاد

100-12-23L 19-12-100 وL  ر يادق ـد م ي ـب با تول  ي به ترت

ن ين ا ين مولد يشتري ب Aن  يراتوکس اک ppb ۵۱ و   ۶۳،  ۱۰۸

د مـورد توجـه قـرار      ي ـ که با  يانکته.  بودند يزهرابه قارچ 

 تعـداد تمونـه   يکـسان ين است که به علـت عـدم     يرد ا يگ

 ي و بررس ـ  يري ـک سـو و  نمونـه گ       ي ـمناطق مختلف از    

ده کـه فقـط در منطقـه        ي ـب د ي و آس ـ  ي زخم يها  کشمش

شـد از   يده م ي کله نام  کاشمر در دسترس بود و اصطلاحاً     

ق به صـراحت    ين تحق ي توان بر اساس ا    يگر، نم ي د يسو

 را داشته است    ين آلودگ يشترين منطقه ب  ياعلام نمود که ا   

ن منطقـه   ي در ا  يليفات تکم يازمند تحف ين امر ن  يو اثبات ا  

 در  A. Nigri گـروه يهـا  قـارچ  به يدر صد آلودگ. است

ن و ملکـان در اسـتان       ي تاکستان در استان قزو    ينمونه ها 

ــ نيجــان شــرقيباآدر  در صــد و ۶۹ و ۷۴ب يــز بــه ترتي

 ۱۴ و   ۳۰ب  ي ـ انها به ترت   OTA آلوده به    يها درصد نمونه 

ه ي ـن دو ناح  ي کشمش در ا   يزان آلودگ ي م يدر صد بود ول   

 ـ       نييپا در  . بـود  ppb ۷/۳ تـا    ۰ /۳ن  يتر از حد مجـاز و ب

ــاطق شــامل قوچــان، بنــاب و مراغــه  يســاکــشمش   ر من

  



  ... هاي مولد  و جدايه Aاكراتوكسين:  و همكارانميرابوالفتحی

۱۵  

  Aن ي و اکراتوکس A. Sec. Nigri گروه يها  کشمش مناطق مختلف به قارچيودگزان آلي درصد و م.۶جدول 

Table 6. Ochratoxin and Aspergillus section Nigri contaminations of raisin produced in different locations  

Location 
Samples 
numbers 

 تعداد نمونه منطقه

A. Nigri contamination (%) 

  A. Nigri  گروهيها  به قارچيآلودگ

(%) 

OTA contaminated 
samples (%) 

 OTA  آلوده بهيها نمونه

(%) 

OTA contamination 
level (ng/g) 

 OTA  بهيزان آلودگيم

(ng/g) 

  Raisin کشمش Suspension ونيسوسپانس   
Takestan 9 48.66±47 69.22±34 30 0.4- 2.3 
Kashmar 11 76.45±34 84.09±26 9 100 
Qouchan 5 34.2±39 66±38 0 0 
Maraghe 6 50±55 60±39 0 0 

Bonab 6 57.5±35. 68.33±38 0 0 

Malekan 7 65.71±37 74.28±38 14.3 3.07 

 
 به  ي قارچ ي آلودگ ي نشد، ول  يابين رد ي به اکراتوکس  يآلودگ

  .ديبرآورد گرد% ۶۸ تا ۶۰ن ي ب A. Nigri گروهيها قارچ

ي مختلـف   ها  روشثير  أواع کشمش و ت   ر مقايسه ان  ظاز ن 

ــشترين    ــشمش بي ــودگي ک ــر آل ــرآوري ب ــهف ــا جداي   يه

A. carbonarius    از کشمش نامرغوب غيـر خـوراکي کـه ،

 شامل انگورهاي زخمي، آسيب ديده و لهيـده بـود،           عمدتاً

در ايـران بـه منظـور تهيـه كـشمش، پـس از              . حاصل شـد  

ن گياهي و   برداشت ابتدا انگور با استفاده از امولسيون روغ       

ي هـا   روشو در موارد معـدود بـه        ) كربنات پتاسيم (تيزاب  

ي هـا  روشسـپس بـا   . شـود   مـي يريسنتي و در آفتاب آبگ    

 ويـا سـنتي  ) هاي توري و سـيمي استفاده از بارگاه(جديد 

شـود، و در مـواردي در        كشمش تهيـه مـي    )آويختن با نخ  (

) يگـوگرد (د سـولفورو دود داده      ي ـدريهمين مرحلـه بـا ان     

د، سپس كشمش به كارخانه منتقل شـده و در آنجـا            شو يم

ابتدا شستشو شده، مواد همراه خوشـه و دم در دو مرحلـه             

 يخشك شده ، در گرمخانه گـوگردده      داً  حذف شده، مجد  

هــاي بــزرگ   در بــستهزنــي و نهايتــاًمجــدد شــده، روغــن

رطوبت كشمش در هنگام انبـار نبايـد        . گردد بندي مي  بسته

نــسبت فــشار آب  (awا يــ يت آبــو فعاليــ % ۱۳-۱۶بــالاي

موجود در كشمش به فـشار بخـار آب خـالص در حالـت              

 در چنـين شـرايطي      . باشـد  6/۰آن نبايـد بيـشتر از       ) اشباع

در . شـود  يهـاي ميكروبـي در كـشمش متوقـف م ـ          فعاليت

مواردي كه كشمش رطوبتي بيش از اين مقدار داشته باشد،          

 در هـا خـارج شـده و يـا        در اثر رطوبت شـيره از كـشمش       

هاي چـوبي   جاي نگاهداري كشمش در جعبه   ه  كه ب  صورتي

روسي با چهار چوب فلزي با حجـم يـك متـر مكعـب از               

اسـتفاده شـود در اثـر فـشار          هـاي معمـولي در انبـار       گوني

شـود و    ها روي يكديگر خـروج شـيره مـشاهده مـي           گوني

در مـواردي نيـز     . هاي قارچي بعدي مي شود     سبب آلودگي 

. شـود  ها مـي   هم چسبيدن كشمش  ه  ب ب هاي پائيزه سب   باران

مين شرايط فرآوري مطلوب ماننـد تـسريع در پروسـه           أبا ت 

خشك نمودن كشمش، عدم خشك نمـودن روي زمـين و           

، استفاده از داربـست بـراي       يميبارگاه س  خاك و استفاده از   

جلوگيري از تماس ميوه با خـاك بـه خـصوص در فـصل              

 زخمي از   هاي آسيب ديده و    جدا نمودن كشمش    رسيدن و   

 در Aتوان از احتمال توليـد اکراتوکـسن     يها م  كشمش ساير

  .انواع کشمش کاست

 يچگـونگ  از يگزارش ـ قيتحق نيا از قبل تا که جانآ از

 قي ـتحق ني ـا هـدف  نبـود،  OTA به رانيا کشمش يآلودگ

 ياصـل  منـاطق  کـشمش  يآلـودگ  تيوضع از هياول يبررس



  ۱-۱۶: ۱۳۹۳ سال / ۱شماره  / ۵۰جلد   /هاي گياهي بيماري

۱۶  

 ـ ياصـل  گـروه هـاي     قـارچ  بـه  راني ـا کـشمش  ديتول  دمول

 Aنيآکراتوکـس  مولد گونه ،Aنيآکراتوکس وA نيآکراتوکس

 در طبيعـي  يآلودگ حد نيبالاتر افتني و A. Nigraگروه در

 در يليتکم قاتيتحق انجام راستا نيا در. بود کشمش انواع

 ـ نقـاط  افتني آلودگي، وقوع چگونگي نهيزم  دي ـتول يبحران

 مقايـسه  ،يفـرآور  مراحـل  نيآخـر  تـا  تاکستان از نيتوکس

 بـا  سکي ـر پـر  منـاطق  افتني ـ يبـرا  دي ـتول مناطق يودگآل

 يهــا روش انــواع و تجــاري ارقــام سهيــمقا بــالا، يآلــودگ

 و هـا   گونـه  افتني ـ يبـرا  تحقيقات. است يضرور يفرآور

 زي ـن راني ـا کـشمش  در نياکراتوکـس  مولد گريد يها جنس

 ين با توجه به رديابي آلـودگي بـالا        يچن هم. ابدي ادامه ديبا

هـاي    در نمونـه Aني و اکراتوکـس  A. Nigri گروهيها قارچ

منطقه خليل آباد كاشمر، ضروري است چگونگي آلـودگي         

  .دشوقات آتي بررسي يكشمش اين منطفه در تحق

  يسپاسگزار

ــنو ــر ي   در مؤســسهBjorn Gehesquièreسندگان از دکت

ILVO)(Instituut voor Landbouw- en  VisserijOnderzoek 

ــبلژ محمــدي پــور در مركــز ک، آقــاي مهنــدس محمــد ي

خـانم مهنـدس سـميعي       ،تحقيقات استان آذربايجان شرقي   

مدير باغباني تاكستان، آقـاي مهنـدس معتمـد الـصنايع در            

سازمان كشاورزي استان خراسان رضوي و مديريت محترم     

  .ندينما ي مي، تشکر و قدردانباعباني كاشمر و خليل آباد
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