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Abstract

The purpose of this study was to determine the effects of different cooking processes
such as boiling, roasting and microwaving on enrofloxacin residues in muscle, liver and
gizzard tissues of broiler chickens. Each of chicks was fed by routine diet and water with
%0.05 of enrofloxacine for consecutive 5 days .Then; three locations including breast
muscle, liver and gizzard were sampled aseptically from each carcass. Enrofloxacin
residue was analyzed using microbial method by plates seeded with Escherichia coli.
After doing different phases of the test on raw samples, the positive raw samples cooked
by various cooking procedures and we surveyed cooked samples with similar method
again for present of residue. The results were show reduction in concentration of
enrofloxacin residue after different cooking processes. The most reduction of the residue
in cooked meat and gizzard samples related to boiling process and roasting process for
cooked liver samples and the highest detectable amount of residue belonged to
microwaving process in all cooked samples. Regarding to the results of this study, we can
conclude that cooking processes can’t annihilate total amounts of these drug and it can
only decrease their amounts and the most of residue in boiling process excreted from
tissue to cooking fluid.

Keywords: Cooking processes, Enrofloxacin, Antibiotic Residue, Poultry
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چكيده

هدف از اين تحقيق، بررسي اثرات فرآیندهاي مختلف پخت نظير آب‌پز كردن، كباب‌كردن و ميكروویو كردن بر باقي​مانده انروفلوكساسين در عضلات، كبد و سنگدان جوجه‌هاي گوشتي بود. به هر يك از جوجه‌ها، آنتي‌بيوتيك انروفلوكساسين به ميزان 5/0 در هزار در آب آشاميدني به مدت 5 روز تجويز گرديد و آب و غذاي مشابه گروه شاهد در اختيارشان قرار گرفت. سپس از هر لاشه به طور مجزا و در شرايط آسپتيك از بافت‌هاي گوشت، كبد و سنگدان نمونه‌برداري شد. باقيمانده انروفلوكساسين با استفاده از روش ميكروبي و پليت حاوي باكتري اشریشيا كولاي بررسي شد. بعد از انجام مراحل مختلف آزمايش بر روي نمونه‌هاي خام و تأیيد وجود بقاياي آنتي‌بيوتيك، نمونه‌هاي مثبت خام با استفاده روش‌هاي مختلف پخت، پخته شدند و پس از آن بار ديگر نمونه‌هاي پخته نيز با روش مشابه مورد آزمايش قرار گرفتند. نتايج نشان داد كه پس از انجام فرآیندهاي مختلف پخت باقي​مانده اين دارو كاهش مي‌يابد. بيشترين ميزان كاهش در نمونه‌هاي گوشت و سنگدان پخته مربوط به فرآیندهاي آب‌پز كردن و در نمونه‌هاي كبد پخته مربوط به فرآیند كبابي بود و بيشترين ميزان باقي​مانده قابل تشخيص مربوط به فرآیند ميكروویو كردن در مورد تمامي نمونه‌هاي پخته بود. با توجه به نتايج اين تحقيق مي‌توان اين چنين نتيجه‌گيري كرد كه فرآیندهاي پخت مواد غذايي نمي‌تواند ميزان كلي اين آنتی​بیوتیک​ها را از بين ببرد بلكه فقط مي‌تواند ميزان آن را كاهش دهد و قسمت اعظم 
باقي​مانده‌ها نيز در طي فرآیند آب‌پز كردن از بافت به مايع پخت تراوش مي‌كند.


 مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 3، پیاپی 19، صفحات: 1265-1259.

کليد واژه​ها: روش​های پخت، انروفلوكساسين، باقي​مانده آنتی​بیوتیک، طیور

مقدمه

     كينولون‌ها گروهي از عوامل ضدميكروبي سنتتيك هستند كه داراي طيف وسيعي از فعاليت و تأثير بسيار بالايي بر روي عفونت‌هاي باكتريايي مختلف به​ويژه باكتري​هاي گرم منفي مي‌باشند اما در مورد كوكسي‌هاي گرم مثبت تأثير كمي دارند (21 و 23). همچنين اين داروها براي درمان عفونت​هاي مجاري ادراري و داخلي در انسان تجويز مي‌شوند. فعاليت ضدباكتريايي كينولون‌ها براساس جلوگيري از عمل آنزيم –DNA ژيراز است كه باعث كندانسه شدن ناپايدار ساختار DNA باكتريايي در طي تقسيم سلولي مي‌شود (23). معمولاً آنتي‌بيوتيك‌ها توسط دامپزشكان براي درمان و پيشگيري از بيماري​هاي عفوني در دام​ها استفاده مي‌شوند و اهميت آنها در روش​هاي نگه​داري متراكم حيوانات بيشتر است (4 و 14). 
به​علاوه از اين داروها در مقادير تحت درماني به عنوان افزودني​هاي غذايي حيوانات به خاطر اثر محرك رشد آن‌ها استفاده مي‌شود (16). وجود بقاياي آنتي‌بيوتيك در مواد غذايي و انتقال آن به بدن مصرف‌كنندگان موجب بروز خطراتي بر روي سلامتي انسان مي‌شود. اين اثرات شامل ايجاد مقاومت‌هاي آنتي‌بيوتيكي در باكتري‌ها، واكنش‌هاي آلرژيك در افراد حساس، خطرات مسموميت مستقيم با اين داروها، خواص كارسينوژنيك برخي از آنها و همچنين برهم زدن ميكروفلور طبيعي بدن مي‌باشند (3، 11 و 13). همچنين مصرف بالاي اين داروها در انسان و حيوان و استفاده غيرضروري از كينولون‌ها در كشورهاي در حال توسعه به​ويژه در ايران و عدم توجه به دوره منع مصرف اين داروها در صنعت دام و طيور سبب شده که این دارو به عنوان یکی از عوامل بروز مقاومت باكتريايي به شمار ‌آيد.  از اين رو كنترل كيفيت مواد غذايي در رابطه با باقي​مانده‌هاي آنتي‌بيوتيكي امري ضروري است (21). 


 انروفلوكساسين يك داروي ضدميكروبي از گروه فلوئوروكينولون‌هاي سنتتيك به حساب مي‌آيد. اين دارو در دامپزشكي به صورت خوراكي به بوقلمون‌ها و جوجه‌ها براي درمان عفونت​هاي مجاري تنفسي و گوارشي به كار مي‌رود. دوز توصيه شده اين دارو در حدود 10 ميلي‌گرم انروفلوكساسين برای هر كيلوگرم وزن بدن در روز به مدت 3 تا 10 روز (جوجه‌ها و بوقلمون‌ها) مي‌باشد (6).

 امروزه ميزان باقيمانده‌هاي دارويي در مواد غذايي (گوشت و فرآورده‌هاي دامي) در کشورهای اتحادیه اروپا  كنترل مي‌شود. كشورهاي اتحاديه اروپا، حداكثر ميزان مجاز (MRL) فلوروكينولون‌ها، انروفلوكساسين و متابوليت آن يعني سيپروفلوكساسين را 30 نانوگرم در هر گرم بافت عضله، كبد و كليه تعيين كرده‌اند (5، 13، 19 و 21).


انروفلوكساسين از سال 1990 براي مصارف دامپزشكي در ايران معرفي گرديد و از سال 1991 به شكل پودر و محلول براي پيش‌گيري و درمان عفونت‌هاي ناشي از ميكروارگانيسم‌‌هاي گرم منفي به كار مي‌رود. حدود 20% آنتي‌بيوتيك مصرفي در ايران مربوط به انروفلوكساسين است (21). در بين انواع روش‌هاي مختلف تشخيص بقاياي آنتي‌بيوتيكي، روش‌هاي ميكروبيولوژيكي از متداول‌ترين و كاربردي‌ترين روش‌هاي تعيين بقاياي آنتي‌بيوتيكي در مواد غذايي هستند (10). اين روش‌ها به​عنوان روش‌هاي غربالي براي تشخيص بقاياي آنتي‌بيوتيكي به شمار مي‌آيند و توانايي تشخيص گروه‌هاي آنتي‌بيوتيكي را دارند (1 و 9). 

 اين روش با دارا بودن حداقل نتايج مثبت كاذب (12)  توانايي تشخيص طيف وسيعي از آنتي‌بيوتيك‌ها را دارا هستند (1 و 9). از مزاياي ديگر اين روش​ها، قابليت انجام با تعداد بالاي نمونه‌ها و كمترين زمان مورد نياز براي آماده‌سازي نمونه‌ها مي‌باشد. نتايج مثبت حاصل از اين تست‌ها بايد به​وسيله روش‌هاي فيزيكي و شيميايي تأييد شوند (7 و 11). روش‌هاي ميكروبي روش‌هاي نسبتاً ارزان و به آساني قابل اجرا بوده و به تجهيزات گران قيمتي نياز ندارد (18). براساس نتايج و تحقيقات ديگر، پليت حاوي باكتري اشریشيا كولاي براي تشخيص بقاياي فلوروكنيولون‌ها مناسب است (8 و 18). ما بين سال‌هاي 1995 و 1999 Rose و همكاران ثابت كردند كه ميزان مقاومت بقاياي يك سري از داروهاي دامپزشكي در طي پخت متفاوت است. بنابراين فرآیند پخت مي‌تواند ميزان خطر حاصل از اين باقي​مانده‌ها را تحت تأثير قرار دهد (20).


از آن جایي كه اكثر مواد غذايي دامي قبل از مصرف پخته مي‌شوند، تغيير در ميزان باقي​مانده انروفلوكساسين در بافت‌ها بستگي به روش پخت دارد (13) لذا هدف این مقاله بررسي تأثير روش​هاي مختلف پخت بر روي باقيمانده انروفلوكساسين در بافت​های خوراکی طیور گوشتی می​باشد.

مواد و روش​ها

     جوجه‌ها و تجويز دارو: تعداد 20 جوجه گوشتي نژاد راث (20 روزه) به طور تصادفي به دو گروه شاهد و تیمار تقسيم شدند. هر يك از گروه‌ها شامل 10 جوجه بود. به منظور پاك شدن بدن آن‌ها از بقاياي انروفلوكساسين احتمالي به مدت 10 روز نگه​داري و غذاي عاري از آنتي‌بيوتيك در اختيار آنها قرار داده شد. به گروه تيمار، انروفلوكساسين به ميزان 5/0 در هزار در آب آشاميدني به مدت 5 روز تجويز گرديد و آب و غذاي مشابه گروه شاهد در اختيارشان قرار گرفت.


آماده سازي نمونه‌ها: پس از روز پنجم تغذيه، جوجه‌ها را كشتار و نمونه‌هايي (به وزن متوسط 10 گرم) از محل‌هاي گوشت، سنگدان و كبد گرفته شد و پس از ثبت مشخصات تا زمان انجام آزمايشات در ظروف سترون از جنس پلي‌اتيلن و در دماي 20- درجه سانتي‌گراد منجمد شدند.


فرآیند‌هاي پخت: 

آب‌پز كردن: نمونه‌هاي 10 گرمي در داخل يك صافي قرار داده شده و در حمام آب به حجم 10 ميلي‌ليتر با دمای 100 درجه سانتي‌گراد غوطه‌ورگردیدند. سپس براي پخت كامل هر بافت، به مدت لازم حرارت داده شد (9 دقيقه براي نمونه‌هاي كبد، 24 دقيقه براي نمونه‌هاي عضلات، 85 دقيقه براي نمونه‌هاي سنگدان).

كباب كردن: نمونه‌هاي 10 گرمي در يك سيني فلزي پخت قرار داده شدند و در داخل يك فور الكتريكي (Memmert، آلمان) در دماي 200 درجه سانتي‌گراد و در مدت زمان‌هاي مربوطه براي پخت كامل، كباب شدند (25 دقيقه براي نمونه‌هاي كبد، 40 دقيقه براي نمونه‌هاي عضله، 60 دقيقه براي نمونه‌هاي سنگدان). از عصاره‌هاي خارج شده از نمونه‌هاي پخته شده برای آزمایش استفاده نگردید. تمامي نمونه‌ها از نظر ظاهري به منظور پخت مناسب مورد بررسی قرار گرفتند.


ميكروویو كردن: نمونه‌هاي 10 گرمي بر روي صفحه‌گردان دستگاه ميكروویو قرار داده شدند. نمونه‌ها با قدرت كامل دستگاه (900 وات) و در مدت زمان‌هاي مربوطه براي پخت كامل (3 دقيقه در مورد تمامي نمونه‌ها) پخته شدند.


روش آزمايش در مورد نمونه‌هاي خام و پخته:


 ميكروارگانيسمي كه در اين آزمايش مورد استفاده قرار گرفت اشریشيا كولاي (1270 PTCC) بود و محيط كشت مورد استفاده در انجام آزمايش، محيط مولرهينتون آگار بود كه با استفاده از pH متر ديجيتالي به وسيله اسيداستيك و هيدروكسيد سديم در 6 = pH آماده گردید. پتري ديش‌هاي سترون (با قطر 9 سانتي‌متر) با 25 ميلي‌ليتر از محيط كشت آماده پر شدند و سپس باكتري اشریشيا كولاي در پليت‌ها به صورت سطحی كشت داده شد. نمونه‌هاي خام با استفاده از اسكالپل، به صورت دیسك‌هايي با قطر 2 ميلي‌ليتر برش داده شدند و در داخل هر يك از پليت‌ها قرار گرفتند. همچنين يك ديسك كاغذي نيز به عنوان نمونه شاهد منفي در پليت‌ها قرار داده شد. پليت‌هاي حاوي نمونه‌هاي خام به مدت 24 ساعت در انكوباتور با دماي 37 درجه سانتی​گراد گرمخانه گذاری شدند. نمونه خام مثبت نمونه‌اي است كه يك هاله مهاري كامل با قطر بيشتر از 2 ميلي‌ليتر در اطراف ديسك نمونه ایجاد شود. طبق مطالعات انجام يافته مشاهده هاله مهاري در اطراف نمونه‌ها زماني امكان‌پذير است كه ميزان باقيمانده آنتي‌‌بيوتيكي بيش از حد مجاز باشد. حساسيت اين قسمت طوري است كه بقاياي كمتر يا در حد مجاز را نمي‌تواند تشخيص بدهد (15). قطر هاله‌هاي مهاري با استفاده از كوليس ديجيتالي اندازه‌گيري گردید.

نمونه‌هاي خام مثبت براي اعمال فرآیند‌هاي مختلف پخت بر روي آنها انتخاب شدند. پس از پخت اين نمونه‌ها، مراحل مختلف آزمايش بررسی هاله عدم رشد بر روي نمونه‌هاي پخته همانند نمونه‌هاي خام انجام داده شد. همچنين به ميزان 01/0 ميلي‌ليتر از آب پخت روش آب‌پز كردن، بر روي پليت‌ها قرار داده شد. تمام پليت‌هاي حاوي نمونه‌هاي پخته به مدت 24 ساعت در گرمخانه 37 درجه سانتی​گراد قرار داده شدند.


آناليز آماري:


     مقايسه بين ميانگين قطر هاله‌ مهاري اطراف نمونه‌هاي خام و پخته به روش ANOVA و با استفاده از نرم‌افزار SPSS نسخه 15 مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند.


یافته​ها

   مقايسه اثرات روش‌هاي مختلف پخت بر روي قطر ميانگين هاله مهاري در اطراف نمونه‌هاي خام و پخته در جدول 1 نشان داده شده است. نتايج نشان داد كه همه روش‌هاي پخت منجر به ايجاد كاهش قطر هاله‌هاي مهاري در اطراف نمونه‌هاي پخته نسبت به نمونه‌هاي خام مي‌شوند. مقايسه اثر هريك از روش‌هاي پخت بر روي ميانگين قطر هاله مهاري در اطراف نمونه‌هاي بافت‌هاي مختلف در جدول 2 نشان داده شده است. قطر هاله مهاري در اطراف همه بافت​ها در هر يك از فرآیند‌هاي پخت كاهش داشت. فقط اختلاف مابين ميانگين قطر هاله مهاري در اطراف كبد و عضله آب‌پز شده معني‌دار بود (01/0< p).

جدول 1- ميانگين قطر هاله مهاري مابين نمونه‌هاي طیور خام و پخته در روش‌هاي مختلف پخت

		

		گوشت

		كبد

		سنگدان



		نمونه خام

		c99/0 ( 6/24

		b24/2 ( 3/19

		 c55/0 ( 2/20



		نمونه آب‌پز شده

		 a87/0 ( 1/7

		a30/1 ( 3/9

		a94/0 ( 30/6



		آب نمونه آب‌پز شده

		b02/1 ( 7/14

		ab99/2 ( 12

		b98/0 ( 6/13



		نمونه ميكروویو شده

		b20/1 ( 3/16

		 ab27/3 ( 9/11

		 bc13/1 ( 9/16



		نمونه كباب شده

		a31/0 ( 6/7

		a81/0 ( 9/5

		 a25/0 ( 80/6





a و b و  c: در هر ستون تفاوت بين ميانگين‌هايي كه فاقد حروف مشترك باشند معني‌دار مي‌باشد (01/0< p)


جدول 2- ميانگين قطر هاله مهاري در بافت​هاي كبد، گوشت و سنگدان در هر يك از فرآیند‌هاي پخت


		

		نمونه آب‌پز شده

		آب نمونه آب‌پز شده

		نمونه ميكروویو شده

		نمونه كباب شده



		گوشت

		b02/1 ( 7/14

		a99/0 ( 6/24

		 a88/0 ( 1/7

		a31/0 ( 6/7



		كبد

		a99/2 ( 12

		a24/2 ( 3/19

		 a3/1 ( 3/9

		a81/0 ( 9/5



		سنگدان

		a98/0 ( 6/13

		 a55/0 ( 2/20

		a94/0 ( 3/6

		 a25/0 ( 8/6





a و b و c : در هر ستون تفاوت بين ميانگين‌هايي كه فاقد حروف مشترك باشند معني‌دار مي‌باشد (01/0< p)


بحث و نتیجه​گیری



   روش‌هاي ميكروبيولوژيكي براي تشخيص وجود يا عدم وجود بقاياي آنتي‌بيوتيكي موجود در بدن دام‌هاي صنعتي به كار مي‌رود. اين روش‌ها اساساً به​عنوان آزمايشات غربالي محسوب مي‌شوند كه براساس ممانعت از رشد باكتريايي عمل مي‌كنند. از مزاياي اين روش‌ها اين است كه به آساني قابل انجام بوده، ارزان هستند و از حساسيت و قابليت اعتماد كافي برخوردارند و به مهارت بالاي كاربر نيازي ندارند. در روش ميكروبي، مشاهده هاله مهاري زماني امكان‌پذير است كه باقيمانده آنتي‌بيوتيك بيش‌تر از حد مجاز باشد.

 بر طبق نتايج به​دست آمده توسط اين تحقيق، بيشترين قطر هاله مهاري در نمونه‌هاي پخته مربوط به آب روش آب‌پز بود و كمترين قطر هاله مهاري در نمونه‌هاي گوشت و سنگدان پخته مربوط به روش ميكروویو بود و در نمونه‌هاي كبد مربوط به روش كباب كردن بود (جدول 1). گوشت و سنگدان پخته به ترتيب حاوي بيشترين و كمترين بقاياي قابل تشخيص در روش آب‌پز كردن بودند (جدول 2). اين نتايج نشان مي‌دهد كه در روش آب‌پز كردن قسمت اعظم بقايا به آب جوش تراوش مي‌كند. بيشترين ميزان كاهش باقي​مانده انروفلوكساسين در نمونه‌هاي گوشت و سنگدان پخته مربوط به روش آب‌پز كردن بود و در نمونه‌هاي كبد پخته به فرآیند‌ كباب‌كردن تعلق داشت. بيشترين ميزان باقيمانده قابل تشخيص در همه نمونه‌هاي پخته متعلق به روش ميكروویو كردن می​باشد.


در همه فرآیند‌هاي پخت تفاوت مابين بقاياي نمونه‌هاي گوشت خام و پخته معني‌دار بود (01/0< p).  بقاياي نمونه‌هاي كبد و سنگدان پخته و خام در روش ميكروویو كردن در مقايسه با ساير روش‌ها معني‌دار نبود (01/0<p) (جدول 2).


براساس مطالعه‌اي كه محققان روی اثر روش‌هاي مختلف پخت (ميكروویو كردن، بريان كردن، آب‌پز كردن، كباب كردن و سرخ كردن در روغن) بر روي بقاياي انروفلوكساسين در بافت​هاي سينه و ران كامل جوجه‌ها انجام دادند، خاطر نشان كردند كه وقتي بافت​هاي جوجه در آب جوش 100 درجه سانتی​گراد به مدت 100 دقيقه در 800 وات به مدت 5/3 دقيقه پخته شوند، تراوش بقاياي دارو به آب جوش صورت مي‌گيرد. لذا غلظت بقايای كاهش يافته، در آب جوش تشخیص شدند. در روش كباب كردن نيز ميزان غلظت باقي​مانده انروفلوكساسين در روش بريان كردن در دماي 200 درجه سانتی​گراد به مدت 10 دقيقه و در روش كباب كردن به مدت 10 دقيقه افزايش يافت زيرا اين نمونه‌ها در طي پخت رطوبت خود را از دست دادند (13).

نتايج فرآیند‌هاي آب‌پز كردن و ميكروویو كردن در مطالعه فوق، يافته‌هاي تحقيق‌حاضر در رابطه با كاهش فعاليت انروفلوكساسين بعد از پخت را تا حدودي تأييد مي‌كند اما در مورد نتايج تحقيق‌ حاضر در مورد فرآیند‌ كباب كردن و مطالعه فوق تطابقي وجود ندارد كه علت آن را مي‌توان به وجود اختلاف در زمان كباب كردن در مطالعه اخیر دانست كه حدود 4 دقيقه در مورد نمونه‌هاي عضلات براي پخت كامل بود و دليل ديگر را مي‌توان به روش تشخيصي مورد استفاده مربوط دانست كه در مطالعه حاضر از روش ميكروبيولوژيكي به جاي روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا استفاده گردیده كه يك روش كمي می باشد. نتايج مطالعه اخیر با ديگر يافته‌هاي ساير محققان در مورد سرنوشت بقاياي دارويي مطابقت دارد.


 بر طبق تحقيقي كه مقاومت آنتي‌بيوتيك‌ها را در مخلوط گوشت ـ كليه ـ كبد خوك بعد از مرحله استريلیـزاسيون (134 درجه سانتی​گراد به مدت 20 دقيقه) بررسي می​كرد، ثابت شد كه بعد از پخت استریلیزاسیون ميانگين فعاليت باقي​مانده انروفلوكساسين به 68% كاهش يافت (22).

 در مطالعه ديگري بر روي بقاياي نوروفلوكساسين در 
بافت​هاي كبد و گوشت طيور در استان شرقي عربستان سعودي، مشخص شد كه غلظت باقي​مانده نوروفلوكساسين در همه نمونه‌هاي خام مثبت بالاتر از محدوده MRL بود و در 45% از نمونه‌هاي گوشت و 1/72% از نمونه‌هاي كبد بعد از پخت در دماي 100 درجه سانتی​گراد به مدت 20 دقيقه غلظت باقي​مانده بالاي محدوده MRL بود (2) سيپروفلوكساسين به عنوان متابوليت اصلي انروفلوكساسين محسوب مي‌شود كه به ميزان زيادي در بدن جوجه‌ها متابوليزه مي‌شود اما فقط مقادير كم و يا غير قابل تشخيص سيپروفلوكساسين را مي‌توان در بافت‌هاي جوجه تشخیص داد (13).

بر طبق يافته‌هاي مطالعه حاضر و نتايج محققان ديگر درباره اثرات روش‌هاي مختلف پخت بر روي باقي​مانده آنتي‌بيوتيك در مواد غذايي مي‌توان اين نتيجه‌گيري را كرد كه فرآیند‌ پخت نمي‌تواند همه مقادير باقي​مانده اين دارو را از بين ببرد بلكه فقط مي‌تواند ميزان آن‌ را كاهش دهد و قسمت اعظم بقاياي دارويي در روش آب‌پز كردن از بافت به آب جوش تراوش مي‌كند. بنابراين ميزان در معرض قرار گرفتن به اين باقي​مانده‌ دارویی را می​توان با عدم مصرف هرگونه عصاره تراوش شده از بافت​هاي خوراكي كاهش داد. در بين عوامل مختلفي كه بقاياي آنتي‌بيوتيك را پس از پخت تحت تأثير قرار مي‌دهند، زمان و درجه حرارت پخت نقش مهمي را در كاهش بقاياي آنتي‌بيوتيك ايفا مي‌كند. اما براي تشخيص متابوليت‌هاي اين داروها كه پس از پخت توليد مي‌شوند باید مطالعات جداگانه‌اي صورت گيرد و براي تعيين اثرات آن‌ها بر روي بدن انسان بايد از آزمايشات سم‌شناسي استفاده كرد.
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