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Aflatoxin is a group of carcinogenic secondary metabolites produced by fungi As-
pergillus flavus and Aspergillus parasiticus. These fungal species are contaminants of 
foodstuff as well as feeds and are responsible for aflatoxin contamination of these agro 
products. Aflatoxin contamination can occurr very widely. They can be found in over a 
hundred kinds of agro-products and foods, such as peanut, corn, rice, soy sauce, vinegar, 
vegetable oil, pistachio, tea, Chinese medicinal, egg, milk, feed, etc. The toxicity of 
aflatoxins makes them the primary health hazard as well as responsible for losses asso-
ciated with contaminations of processed foods and feeds. Determination of aflatoxins 
concentration in foodstuff and feeds is thus very important. Various analytical methods 
have been developed and can be listed broadly under three categories: chromatograph-
ic, immunochemical, and spectroscopic. As each method of aflatoxin detection has its 
advantages and limitations, it is important to be informed about the currently available 
options during the selection of any application method. In addition to these methods, 
new technologies are being developed to make aflatoxin detection faster, more sensi-
tive, and more reliable. With the increased availability of accurate aflatoxin detection 
technology, scientifically informed pretand postharvest measures can be taken  to reduce 
human exposure to aflatoxins.
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 روش های اندازه گیری آفلاتوکسین ها

واژگان کلیدی:

    آفلاتوکسین ها متابولیت های ثانویه سرطان زا هستند که عمدتا توسط دوگونه قارچ به نام آسپرژیلوس 
فلاووس و آسپرژیلوس پارازیتیکوس تولید می شوند. این گونه های قارچی آلوده کننده مواد غذایی و همچنین 
خوراک دام و عامل آلودگی محصولات کشاورزی به آفلاتوکسین ها هستند. این سموم می توانند در سطح 
بسیار گسترده آلودگی ایجاد کنند. آفلاتوکسین ها را می توان در بیش از صد نوع محصولات زراعی و غذایی 
از جمله بادام زمینی، ذرت، برنج، سس سویا، سرکه، روغن گیاه، پسته، چای، گیاه دارویی چینی، تخم مرغ، 
شیر، خوراک دام و غیره مشاهده کرد. سمیت آفلاتوکسین ها خطر جدی برای سلامتی انسان ها و همچنین 
مسئول ضایعات و تلفات در محصولات غذایی و خوراک دام محسوب می شوند. تعیین غلظت آن ها در 
مواد غذایی و خوراک دام بسیار مهم است. روش های مختلف اندازه گیری آفلاتوکسین هابه طور گسترده در 
سه گروه قرار دارند: کروماتوگرافی، ایمونوشیمیایی و طیف سنجی. هرکدام از روش ها دارای مزایا و معایبی 
گاهی از آن ها هنگام انتخاب روش حائز اهمیت می باشد. علاوه بر این ها  فناوری های جدیدی  هستند که آ
راه اندازی شده اند تا بتوانند تشخیص آفلاتوکسین ها را سریع تر، با حساسیت بالاتر و قابل اطمینان تر کنند. 
عملی جهت  و  علمی  اقدامات  می توان  آفلاتوکسین ها  تشخیص  دقیق  فناوری های  به  بیشتر  دسترسی  با 
تشخیص  روش های  مهم ترین  بررسی  به  مطالعه  این  داد.  انجام  آفلاتوکسین ها  با  انسان  مواجهه  کاهش 

آفلاتوکسین ها می پردازد.
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1- مقدمه
مایکوتوکسین ها متابولیت های سمی قارچی هستند که به طور طبیعی مواد غذایی 
و خوراک دام را آلوده می کنند. آفلاتوکسین ها گروهی از مایکوتوکسین ها هستند 
که متابولیت ثانویه گونه هایی از قارچ آسپرژیلوس مانند آسپرژیلوس فلاووس1، 
آسپرژیلوس پارازیتیکوس2 و به ندرت آسپرژیلوس نومیوس3 می باشند. این سموم  
آلوده عواقب  بسیار سمی و سرطان زا هستند و در صورت مصرف محصولات 
میان 18نوع  از   .]4-1[ دارند  پی  در  حیوانات  و  انسان  برای سلامتی  جدی 
آفلاتوکسین شناخته شده آفلاتوکسین های G1،B2 ،B1 و G2  از اهمیت ویژه ای 
برخوردارند که نامگذاری آن ها براساس رنگ های فلورسانسی است که این سموم 
رنگ   B گروه  آفلاتوکسین های   .]6،5[ می کنند  ایجاد  بنفش  ماوراء  نور  زیر 
فلورسانس آبی دارند و دارای یک حلقه سیکلوپنتان در ساختار خود می باشند در 
G رنگ فلورسانس زرد-سبز ایجاد می کنند و  حالی که  آفلاتوکسین های گروه 
دارای حلقه لاکتون می باشند. قدرت سمیت، جهش زایی  و سرطان زایی آن ها به 
ترتیب G2 >B2 >G1 >B1 است. آفلاتوکسین B توسط آسپرژیلوس فلاووس و 
آفلاتوکسین G توسط آسپرژیلوس پارازیتیکوس و نومیوس تولید می شوند. حدود 
75٪ آلودگی های مواد غذایی و خوراک دام مربوط به آفلاتوکسین B1 است که 
رایج ترین نوع آفلاتوکسین ها است ]7[. آفلاتوکسین ها بر روی انواع دانه ها و 
آجیل ها، به عنوان مثال ذرت، سورگوم، دانه کتان، بادام زمینی، پسته، نارگیل، 
حبوبات، دانه های روغنی، میوه های خشک، کاکائو، ادویه جات و... در مزرعه و 
هنگام ذخیره سازی تولید می شوند ]9،8[. دمای 52-53 درجه، رطوبت نسبی 
سطح  همچنین  است.  مناسب  آن ها  رشد  برای  اسیدی  شرایط  و   ٪88-٪83
مناسب اکسیژن و  دی اکسیدکربن در تولید آفلاتوکسین نیز تاثیر می گذارد. به 
تولید  هوا  در  اکسیژن   ٪10 و  دی اکسید کربن    ٪20 وجود  مثال  عنوان 
به  آلوده  خوراک  مصرف  صورت  در   .]10[ می دهد  کاهش  را  آفلاتوکسین ها 
یعنی  آن  هیدروکسیله  فرم  به  دام  کبد  در  سم  این  دام،  توسط   B1 آفلاتوکسین 
آفلاتوکسین M1 و M2 تبدیل می شود. این آفلاتوکسین ها در شیر دام حضور دارند 
و هنگام پاستوریزاسیون، نگهداری و تهیه فرآورده های لبنی نسبتا پایدار هستند 
]11[. در میان بیش از 300 مایکوتوکسین شناخته شده، آفلاتوکسین ها برای 
جهان تهدید جدی محسوب می شوند. بعد از سال 1975 نگرانی بیشتری در مورد 
احتمال حضور متابولیت های سرطان زا، به ویژه آفلاتوکسین ها در مواد غذایی و 
بیش از 80 کشور جهان تحت  خوراک دام وجود دارد. اگرچه آفلاتوکسین ها در 
نشده  هماهنگ  کاملًا  بین المللی  در سطح  آن ها  قوانین  هنوز  اما  است،  کنترل 
است ]12[. به همین دلیل، روش های مختلفی برای تشخیص و تعیین مقدار 
آفلاتوکسین ایجاد شده است. روش اصلی مبتنی بر سیستم ایمنو لوژیکی، روش 

الایزا4 ]13[ است. روش های دیگر بر اساس اصول الکتروشیمیایی و نوری از 

قبیل: کروماتوگرافی ]14[، طیف سنجی ]15[ و همچنین سایر تست های 
آزمایشگاه های  به  شده  ذکر  روش های  از  برخی  هستند.  ایمونوشیمیایی 
مجهز، پرسنل آموزش دیده، استفاده از حلال های مضر و چندین ساعت 
کشف  برای  نوین  روش های  دارند.  نیاز  آزمایش  انجام  برای  زمان 
این  جمله  از  دارند.  معایب  این  از  جلوگیری  در  سعی  آفلاتوکسین ها 
 ،]16[ زیستی  حسگرهای  از  استفاده  به  می توان  جدید  روش های 
 ]19[ ولتامتری  و   ]18[ آمپرومتری  تشخیص   ،]17[ الکتروسینتیک 
اشاره کرد. هر یک از روش های ذکر شده با توجه به حساسیت، سهولت 
در استفاده و مقرون به صرفه بودن، مزایا و محدودیت های خاص خود را 
آفلاتوکسین ها  اندازه گیری  روش های  مهم ترین  به  مقاله  این  در  دارند. 

می پردازیم.

2- کروماتوگرافی
آنالیز  در  مهم  روش های  از  یکی  بالا   کارایی  با  مایع5  کروماتوگرافی 
آفلاتوکسین ها است. کروماتوگرافی  براساس  مایکوتوکسین ها خصوصا 
برهم کنش نمونه با فاز متحرک و فاز ثابت عمل می کند. اجزاء نمونه که 
باید از هم جدا شوند بین دو فاز توزیع می شوند. فاز متحرک معمولا سیال 
است و اجزا نمونه با سرعت متفاوت همراه آن در طول فاز ثابت )جامد 
با  مایع  کروماتوگرافی  آن ها  رایج ترین   .]20[ می کنند  حرکت  مایع(  یا 
کارایی بالا و کروماتوگرافی لایه نازک6 می باشند و بیشترین استفاده را در 
تحقیقات و آنالیز مرسوم نمونه های آفلاتوکسین دارند ]21[. این روش ها 
اپراتور ماهر، تجهیزات گران  نیازمند  اما  حساسیت بسیار خوبی دارند 

قیمت و مراحل آماده سازی دقیق و پرزحمت هستند ]22[.

2-1- کروماتوگرافی لایه نازک
TLC به عنوان کروماتوگرافی مسطح شناخته می شود و هنوز هم یکی از 

آفلاتوکسین ها  تحلیل  و  تجزیه  برای  پرکاربرد  آزمایشگاهی  تکنیک های 
استفاده   TLC ارزان  و  سریع  تکنیک  از   HPLC ظهور  از  قبل  است. 
می شد. در این روش یک فاز ثابت از جنس سیلیس، آلومینا یا سلولز 
وجود دارد که بر روی ماده ای بی اثر مانند شیشه، فلز یا پلاستیک سخت 
قرار گرفته است. پس از آماده سازی نمونه و استخراج سم به کمک ستون 
ایمونوافینیتی دارای آنتی بادی های ویژه آفلاتوکسین، با استفاده از محلول

1Aspergillus 
2Aspergillus flavus
3Aspergillus nomius
4Enzyme-linked immunosorbent assays
5Liquid chromatography
6Thin- layer chromatography



ان
یر

ی ا
لم

 ع
ی

ها
گاه 

یش
زما

ر آ
ن د

وی
ی ن

ها
رد

یک
رو

مه 
لنا

ص
ف

................................................................................................................................................................

مقالات علمی

ها
ین
کس

تو
فلا
یآ

یر
هگ
داز

ان
ی
ها
ش
رو


42

لکه گذاری شامل استن، هگزان و متانول روی صفحات TLC لکه گذاری 
شده و سپس صفحه مورد نظر به صورت عمودی درون تانک دارای فاز 
متحرک قرار می گیرد. فاز متحرک شامل مخلوطی از دو تا چند حلال 
مانند ترشیو بوتیل متیل اتر، متانول و آب می باشد. به دلیل حساسیت 
آفلاتوکسین ها به نور، درب تانک TLC باید بسته باشد. پس از این که 
حلال تا مرز پیشروی تعیین شده بالا آمد صفحه را از داخل تانک حلال 
خارج کرده و پس از خشک شدن به اتاقک دارای لامپ ماوراء بنفش 
به  تشخیص  مرحله  می شود.  داده  انتقال  نانومتر   366 موج  طول  با 
صورت چشمی و یا با استفاده از فلورودانسیتومتر صورت می گیرد. در 
نمونه هایی که شدت فلورسانس کم است با استفاده از پارافین رقیق شده 
شدت  می یابد.  افزایش  فلورسانس  شدت  کردن  اسپری  صورت  به 
فلورسانس پس از تبخیر حلال اسپری دو برابر می شود ]23[. از مزایای 
این روش ساده بودن، در دسترس بودن معرف های مورد نیاز، قابلیت 
تکرارپذیری و همچنین تجزیه و تحلیل مقرون به صرفه است چرا که 
می توان با استفاده از یک صفحه و مقدار کمی حلال در زمانی کمتر از 
کروماتوگرافی مایع آزمون را انجام داد. دقت پایین این روش به علت 
و  باشد  داشته  وجود  است  ممکن  صفحات  تفسیر  در  که  خطاهایی 
همچنین خطا در لکه گذاری باعث توسعه این روش به فرم اتوماتیک به 
نام کروماتوگرافی لایه نازک با کارایی بالا  شده است. کروماتوگرافی لایه 
نازک با عملکرد بالا، فرم بهبود یافته کروماتوگرافی لایه نازک است که 
افزایش  باعث  نمونه  تفسیر  و  لکه گذاری  مراحل  خودکار  انجام  با 
تفکیک پذیری و اندازه گیری کیفی و کمی با دقت و صحت بالاتری شده 
اندازه قطر ذرات فاز  HPTLC در  با   TLC است ]4[. تفاوت روش 
ثابت، خودکار بودن و روش پردازش داده ها است ]24[. کمترین میزان 
آفلاتوکسین که با این روش گزارش شده است 1 تا 20 نانوگرم بر گرم 

بوده است ]25[. 

 2-2- کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا7
کروماتوگرافی  روش  محبوب ترین  بالا،  کارایی  با  مایع  کروماتوگرافی 
درصد   80 می باشد.  آلی  ترکیبات  غلظت  تعیین  و  جداسازی  برای 
ترکیبات آلی در جهان با استفاده از HPLC اندازه گیری می شوند ]26[. 
امروزه HPLC به دلیل عملکرد عالی و قابلیت اطمینان در مقایسه با 
TLC بسیار مورد استفاده قرار می گیرد. این روش شامل یک فاز ثابت 

که روی یک بستر جامد قرار گرفته است، پمپ که فاز های متحرک را 
از طریق ستون  هدایت می کند و یک آشکارساز که زمان بازداری و 
به  بازداری  زمان   .]27[ می باشد  می دهد،  نشان  را  آنالیت  هر  مقدار 

ماهیت آنالیت و ترکیب فازمتحرک و ثابت بستگی دارد ]28[. 

قرار  استفاده  مورد  آفلاتوکسین ها  شناسایی  و  تشخیص  در  که  آشکارسازهایی 
می گیرند شامل ماوراء  بنفش8، آرایه دیود9  و فلورسانس10 می باشند که آشکارساز 
فلورسانس از حساسیت بالاتری برخوردار است و حد تشخیص آن در محدوده 
نمونه  ماهیت  به  نیز  مناسب  آشکارساز  انتخاب  است.  کیلوگرم  بر  میکروگرم 
ثابت  )فاز  نرمال  فاز  کروماتوگرافی  روش  دو  از  همچنین   .]29[ دارد  بستگی 
قطبی و فاز متحرک غیرقطبی( و فاز معکوس )فاز ثابت غیرقطبی و فاز متحرک 
معکوس  فاز  روش  که  می شود  استفاده  آفلاتوکسین ها  اندازه گیری  برای  قطبی( 
 18C متداول تر است و معمولا برای جداسازی آفلاتوکسین ها از فاز ثابت شامل
استفاده می شود ]29-31[. آماده سازی نمونه در HPLC گامی بسیار مهم است 
چرا که بدون تخلیص و استخراج سم از نمونه جداسازی و اندازه گیری آن کار 
دشواری است. استخراج فاز جامد )SPE( و استفاده از ستون های ایمونوافینیتی 
)IAC( روش های پرکاربردی جهت استخراج آفلاتوکسین ها هستند ]23[. گاهی 
برای  است  ممکن   G1 و   B1 آفلاتوکسین های  شیمیایی  مشتق سازی  اوقات، 
افزایش حساسیت آشکارساز در طول  اندازه گیری مورد نیاز باشد زیرا فلورسانس 
طبیعی آفلاتوکسین های  B1 و G1  ممکن است به اندازه کافی زیاد نباشد تا به 
حد تشخیص مورد نیاز برسد. مشتق سازی باعث افزایش خاصیت فلورسانس و 
بهبود قابلیت تشخیص می شود. مشتق سازی می  تواند قبل یا بعد از ستون انجام 
ستون  از  قبل  مشتق سازی  برای  تری فلورواستیک اسید   ،)Br2( برومین  شود. 
استفاده می شوند. در مشتق سازی پس از ستون از یدید یا برومید با استفاده از 
کبراسل یا سلول الکتروشیمیایی و یا افزودن برومید یا پیریدینیوم هیدروبرومید 
به فاز متحرک استفاده می شود ]34،33[. روش دیگری از مشتق سازی پس از 
که حاصل  است  فتوشیمیایی  روش  یدزنی می باشد  و  برم زنی  معادل  که  ستون 
تشکیل همی استال ناشی از تابش نور UV است ]36،35[. کروماتوگرافی مایع 
با کارایی بالا در زمان کم، نتایج دقیق را ارائه می دهد و حساسیت تشخیص آن 
است  شده  گزارش  کیلوگرم  بر  میکروگرم   0/1 از  کمتر  فلوئورسانس  دتکتور  با 
با  اولیه  نمونه  شدید  خالص سازی  نیاز  روش  این  کننده  محدود  عامل   .]37[
استفاده از ستون ایمونوافینیتی است که هزینه بالایی در پی دارد. همچنین نیاز به 
مشتق سازی جهت افزایش حساسیت آفلاتوکسین ها دیگر عامل محدود کننده این 
روش است. استفاده از HPLC با طیف سنج جرمی می تواند نیاز به مشتق سازی 
را برطرف کند ]38[ چرا که این  روش نیازی به آشکارساز فلورسانس و ماوراء 
بنفش و جذب آنالیت ها ندارد در نتیجه نیاز به مشتق سازی از بین می رود. با این 
نیازمند  قیمت  گران  تجهیزات  دلیل  به  نیز   HPLC-MS/MS از  استفاده  حال 

پرسنل آموزش دیده و ماهر است ]39[.

7High performance liquid chromatography
8Ultraviolet
9Diode array detector
10Fluorescent detector
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می گیرند و سپس آنتی بادی یا آنتی ژن نشان دار شده با آنزیم مورد نظر آن 
از  تابعی  شده  تولید  فلوئورسنت  رنگ  میزان  می شود  اضافه  سیستم  به 
شده  تولید  سیگنال  بررسی  با  بود.  خواهد  شده  ردیابی  آنتی ژن  میزان 
برای  برد.  نمونه  در  نظر  مورد  آنتی بادی  یا  آنتی ژن  وجود  پیبه  می توان 
اندازه  گیری آفلاتوکسین ها روش مستقیم استفاده می شود ]49،22[. در 
روش غیرمستقیم سرم رقیق شده به آنتی ژن های پوشش داده شده در فاز 
جامد اضافه می شود، سپس نمونه را به آن اضافه کرده و پس از گذشت 
زمان انکوباسیون و یک مرحله شستشو، آنتی هیومن گلوبولین نشاندار 
شده با آنزیم به چاهک اضافه می شود. این روش برای تعیین آنتی بادی 
اختصاصی یا تیتراسیون آنتی بادی در سرم استفاده می شود. آنزیم هایی که 
می شود  استفاده  کردن  نشان دار  جهت  آفلاتوکسین ها  جداسازی  در 
 )AP( فسفاتاز  آلکالین  و   )HRP( کوهی  ترب  پراکسیداز  آنزیم های 
بادام  می باشد ]51،50[. پال و همکاران در  سال AFB1 2004 را در 
با استفاده از روش الایزا تعیین کرد.  زمینی، ذرت، گندم و فلفل قرمز 
درصد بازیافت از نمونه های مختلف غذایی بین 91 تا 104 درصد و حد 
تشخیص  در این مطالعه 0/01 نانوگرم بر میلی لیتر بود ]52[. مزایای 
این  پایین  هزینه  و  الایزا  کیت های  به  آسان  دسترسی  روش شامل  این 
آنالیت در 96 چاهک موجود در  روش، امکان تشخیص همزمان چند 
انسان  سلامتی  برای  روش  این  بودن  بی خطر  همچنین  و  الایزا  کیت 
روش  دارد  شستشو  مرحله  چند  به  نیاز  اینکه  دلیل  به  اما  می باشد. 
ترکیبات  همچنین   .]53[ دارد  زمان  به صرف  نیاز  و  است  وقت گیری 
مختلف موجود در بافت نمونه می تواند واکنش آنزیمی را تحت تاثیر قرار 

دهد ]56-54[. 

4- اسپکتروسکوپی
4 -1- فلوریمتری

موج های  طول  در  نور  انتشار  پی  در  جذب  روند  مولکول ها  برخی  در 
مختلف انجام می گیرد. به عبارت دیگر، این ترکیبات خاصیت فلورسانس 
دارند. فلورسانس در مولکول هایی که انرژی را در طول موج های خاصی 
برای  آن  از  و  دارد  فراوانی  اهمیت  می کنند  ساطع  یا  می دهند  انتشار 
می کنند  استفاده  غذایی  مواد  در  آفلاتوکسین ها  اندازه گیری  و  تشخیص 

]57[. این روش می تواند مقادیر 5 تا 5000 نانوگرم بر گرم را در کمتر
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11Radioimmunoassay 
12 Van Vunakis
13Langone
14Elisa
15Avrameas

3- سنجش ایمونولوژیکی
ویژگی  این  آنتی ژن ها متکی است.  و  بادی ها  آنتی  بین  اتصال  به  این روش ها 
آنتی ژن- تشکیل   .]40[ است  شده  ایمونوشیمیایی  روش های  توسعه  باعث 
آنتی بادی را می توان با تغییری که در جذب فوتون های انرژی نور ایجاد می شود 
برخی موارد برای شناسایی بهتر  به وسیله اسپکتروفتومتری اندازه گیری کرد. در 
آنزیم ها،  از  استفاده  با  امر  این  که  دارند  تقویت  به  نیاز  اتصالات  سیگنال ها، 
رادیوایزوتوپ ها و.. صورت می گیرد. محبوبیت این روش ها به علت حساسیت 
بالای آن ها به وجود آلاینده ها در مواد غذایی و دارویی است. همچنین در این 
روش ها  در صورت بروز مشکل هنگام جداسازی نیاز به حضور پرسنل ماهر 
جهت عیب یابی نیست و زمان کمی صرف انجام آزمون می شود و به همین دلیل 
این روش ها نسبت به کروماتوگرافی و اسپکتروفتومتری ارجح هستند. از جمله 
روش های مهم که در تشخیص آفلاتوکسین ها به کار می روند رادیو ایمنو اسی11 و 

الایزا را می توان نام برد ]41[. 

3 -1-رادیوایمونواسی
اساس این روش رقابت بین آنتی ژن نشان دار و آنتی ژن موجود در نمونه براساس 
با  رادیواکتیو  نشان دار  آنتی ژن های  مقدار مشخصی  است.  آنتی بادی  به  اتصال 
مقدار نامعلوم از آنتی ژن های نمونه در اتصال به تعداد مشخصی از آنتی بادی ها 
رقابت می کنند ]42[. در تحقیقات وان ووناکس12 و لانگون13 رادیو ایمونواسی 
بادام زمینی استفاده شد و حد تشخیص  فاز جامد در تعیین آفلاتوکسین B1 در 
یک میکروگرم بر کیلوگرم بدست آمد ]43[. از مزایای این روش امکان انجام 
این  معایب  از   .]45،44[ است  بالای حساسیت  با سطح  آنالیز  چند  همزمان 
روش می توان به لزوم وجود آنتی ژن در حالت خالص، نیاز به ایزوتوپ رادیواکتیو 
همچنین  و  دارد  انسان  سلامتی  برای  زیادی  خطرات  که  کردن  نشان دار  برای 
مشکل دفع ضایعات رادیواکتیویته اشاره کرد. این معایب استفاده مکرر از این 

روش را برای تشخیص آفلاتوکسین ها محدود کرده است ]47،46[. 

4-الایزا14
خطراتی که روش رادیوایمونواسی برای سلامتی انسان دارد باعث جایگزین کردن 
آنتی ژن- واکنش  پایه  بر  نیز  روش  این  اساس  است.  شده  ایمن تر  روش های 
آنتی بادی است با این تفاوت که به جای ایزوتوپ های رادیواکتیو از آنزیم برای 
نشان دار کردن استفاده می شود. تلاش های اولیه اورامس15 در سال 1969 برای 
نشان دار کردن آنتی ژن و آنتی بادی ها به وسیله آنزیم باعث توسعه روش الایزا شد 
نمود  استفاده  می توان  آفلاتوکسین ها  تشخیص  برای  که  الایزا  روش های   .]48[
روش مستقیم و غیرمستقیم است که هر دو روش شامل جداسازی آفلاتوکسین های 
بستر جامد حضور دارند، می باشد. در  آزاد موجود در فاز مایع از سمومی که در 
روش مستقیم آنتی ژن یا آنتی بادی مورد نظر به طور مستقیم بر بستر جامد قرار 
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توسط  روشی  سیاه  نور  آزمایش   .]41[ کند  اندازه گیری  دقیقه   5 از 
تشخیص  برای  و  آفلاتوکسین ها  بر  نظارت  برای  دولتی  سازمان های 
محل  در  باید  آزمایش  می شود.  استفاده  زیاد  حجم  در  آفلاتوکسین ها 
تاریک و زیرنور ماوراءبنفش 360 نانومتر انجام شود تا  وضوح بهتری 
داشته باشیم. شدت فلورسانس با توجه به میزان ماده ماده فلورسانس 
به  کمرنگ باشد. نور فلورسانس ایجاد شده منحصر  می تواند روشن یا 
آفلاتوکسین ها نیست و ممکن است متابولیت های فلورسانس غیرسمی 
دیگری توسط قارچ های تولید کننده آفلاتوکسین ها تولید شود. همچنین 
فلورسانس پایدار نیست و در طول 4 تا 6 هفته قرار گرفتن در معرض 
اشعه ماوراء بنفش ناپدید می شود درحالی که سم همچنان باقی است. 
بنابراین باید نمونه های تازه تهیه شود. این آزمایش در خوراک دام انجام 
کمی  اندازه گیری  برای  و  است  اولیه  تاییدیه  آزمون  یک  و  می شود 
نمونه های مثبت به آزمایش نور سیاه روش های دیگر لازم است ]58[.

4-2-بیوحسگرها
این  با قابلیت تحلیل داده ها هستند.  حسگرهای کوچک، قابل حمل 
حسگرها به صورت انتخابی و با حساسیت بالا قادر به تشخیص مواد 
بیولوژیکی و شیمیایی هستند ]59[. هنگامی که آنالیت مورد نظر پیوند 
تغییر  به  منجر  که  اتفاق می افتد  برهم کنش های خاصی  برقرار می کند 
برخی خواص فیزیکی و شیمیایی مانند Hp، انتقال الکترون، جرم یا 
به روش  با توجه  اندازه گیری می شود.  گرما می شود که توسط مبدل ها 
انتقال سیگنال  ها حسگرهای زیستی به انواع مختلف تقسیم می شوند: 
در  مغناطیسی.  یا  پیزوالکتریک  دماسنجی،  نوری،  الکتروشیمیایی، 
نوری  و  الکتروشیمیایی  حسگرهای  آفلاتوکسین  تشخیص  خصوص 
روی  بر  مهاری  اثر  دارای  آفلاتوکسین ها   .]60[ هستند  رایج تر 
استیل کولین  استراز )AchE( هستند و تشخیص آن ها با کاهش فعالیت 
استیل کولین   استراز همراه است که با استفاده از بیوسنسور آمپرومتریک 
 .]61[ می شود  اندازه گیری  کوتاهی  زمان  در  اکسیداز   کولین 
ایمونوحسگرها بیوحسگرهایی هستند که پاسخ های بیولوژیکی ناشی از 
تعامل بین آنالیت و یک عنصر بیولوژیکی را از طریق ردیاب به صورت 
از  استفاده  بودن  ساده   .]62[ می کند  ثبت  الکتریکی  سیگنال های 
حد  هزینه بر،  و  پیچیده  آماده سازی های  به  نیاز  عدم  بیوحسگرها، 
بیوحسگرها  از  استفاده  مزایای  از  حمل  قابلیت  و  پایین  تشخیص 

می باشد]57[. 

5- نتیجه گیری
روش های مختلفی برای تشخیص و اندازه گیری آفلاتوکسین ها وجود

دارد که به برخی از آن ها اشاره کردیم. در طول زمان این روش ها بهبود می یابند و 
به طور  کروماتوگرافی  پیشرفته تر جایگزین می شوند. روش های  با روش های  یا 
گسترده در تشخیص و اندازه گیری آفلاتوکسین ها مورد استفاده قرار می گیرند، اما 
به  محدود  دشوار  مراحل  و  قیمت  گران  تجهیزات  دلیل  به  آن ها  از  برخی 
آزمایشگاه های خاصی می شوند. به همین دلیل لازم است که روش های ساده تر و 
بین روش های موجود، استفاده از ستون های  در دسترس تری جایگزین شود. در 
ایمونوافینیتی جهت استخراج سم و اندازه گیری آن به وسیله HPLC معمول ترین 
روش برای تشخیص و تعیین آفلاتوکسین ها است. روش های ایمونوشیمیایی و 
اسپکتروسکوپی پس از روش های کروماتوگرافی کشف شدند که روش ایمونواسی 
مناسب تری  گزینه  محل  در  آلودگی  تشخیص  و  رایج  آزمون های  انجام  برای 
می باشد.  همچنین با توجه به پیشرفت های اخیر روش های مبتنی بر ایمونوشیمیایی 
محبوبیت بیشتری نیز پیدا کرده اند. البته در برخی موارد این روش ها نیاز به تایید 
نهایی توسط روش های قوی تر دارند. تحقیق روی روش های ساده تر، بدون نیاز به 
به تولید  نشانه گذاری با حساسیت بالا برپایه ایمونو بیوحسگر ها می تواند منجر 
ابزارهای پرکاربرد، حساس، قابل حمل و دقیق برای تشخیص آفلاتوکسین ها در 
و  تشخیص  نتیجه، روش های  در  باشد.  میدانی  کار  قابلیت  با  و  آلودگی  محل 
تجزیه و تحلیل آفلاتوکسین ها نیز با گذشت زمان به پیشرفت خود ادامه می دهند.
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