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)26/1/94: پذیرش نهایی16/12/92: دریافت مقاله(

چکیده
هدف .باشدهاي اخیر در صنایع دارویی و شیرخشک نوزاد مورد توجه قرار گرفته است، پودر آب پنیر مییکی از  موادي که در سال
Demineralized Whey(زدایی شدهطی فرایند تولید پودر آب پنیر ملح)M1)AFM1کاهش آفلاتوکسین از این پژوهش بررسی میزان 

Powder 90- DWP هـاي آب  آوري شد که شامل نمونهنمونه از مراحل مختلف تولید جمع36بدین منظور . از آب پنیر شیرین بود)90
هـا از  ایـن نمونـه  . بودنـد )نمونـه 12(DWP-90هـاي و نمونه) نمونه12(زدایی شده، نمونه آب پنیرهاي ملح)نمونه12(پنیر شیرین 

بـا تکنیـک   AFM1میـزان  . آوري شـدند جمـع )1392تـا  1391(طی مـدت یـک سـال    )Nutricia-MMP(کارخانه پودر شیر مشهد
ها وجود داشته اما میزان آن ونهنم٪100در AFM1براساس این نتایج. تعیین گردید) HPLC(کروماتوگرافی مایع با عملکرد فشار بالا 

بـراي  ppt1000براي آب پنیر وppt100(5925شماره ه کمتر از حد بیشینه تعریف شده توسط استاندارد ملی ایران بهادر همه نمونه
متـر از حـد   ک) ppt8/45(و پودر آب پنیر ملح زدایی شـده ) ppt5/32(در آب پنیر شیرین AFM1میانگین مقدار . بود)پودر آب پنیر

EC(بیشینه تعریف شده در استانداردهاي کدکس و اروپا با توجه به درصـد مـاده خشـک   . بود)ppt50(براي شیر خام)1881/2006
)TS(شیرینآب پنیر)6±1/0٪( و درصد ماده خشکDWP-90)97٪ ( و همچنین مقادیرAFM1ها، به طور میـانگین  در بین این نمونه

.مشاهده شدDWP-90فرایند تولید طی،AFM1کاهش ٪91حدود

کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا، پودر آب پنیر، ملح زدایی، M1آفلاتوکسین: هاي کلیديواژه
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مقدمه
آفلاتوکسـین  تاکنون تحقیقات متعددي بر روي میزان

M1)AFM1( هـاي لبنـی موجـود در    در شیر و فـراورده
؛1386، و کـریم ارکامک ـ(کشور صـورت پذیرفتـه اسـت   

MohammadiSani et al., 2010, Mohammadi Sani

et al., 2012 Tavakoli et al., ــی از . )2013 یک
90زدایـی شـده   پـودرآب پنیـر ملـح   هاي لبنـی،  فراورده
ه باشد که بتولید شده از آب پنیر می)DWP-90(درصد 

ــالا و زدایــی بیشــترن ملــحا، میــزدلیــل ارزش غــذایی ب
تن طعم مناسب نسبت بـه سـایر پودرهـاي    همچنین داش

مصــرف ،DWP70وDWP50نظیــر،زدایــی شــدهملــح
در صنایع شیر خشک نوزاد و همچنـین صـنایع   بیشتري 

دلیل اهمیت فراوان ه ب.پیدا کرده استدارویی و رژیمی 
شـیر خشـک نـوزاد   واسطه اسـتفاده در ه محصول باین 

آن نظیـر هـاي  آلاینـده کنتـرل میـزان   ،بعنوان ماده اولیـه 
از اهمیـت زیـادي برخـوردار   )M1)AFM1آفلاتوکسین

,Yu(اسـت  2002; Reddy, 2007; Strosnider,

هـاي متعـددي از   روشAFM1منظور کاهش ه ب).2006
)1386برجـی،  (جمله افزودن مواد جاذب نظیر بنتونیت

کامکار(همراه ریبوفلاوین بهلاکتوپراکسیداز و همچنین 
 ـ ،هپذیرفتانجام)1383، و کریم متعـدد از  یـل  دلاه امـا ب
در و تغییـر  بـر طعـم   ها تکنیکلوب این تاثیر نامطجمله 

، کاربرد آنهـا  )1386، وسهابرجی(شیر ینئیپروتساختار 
از جملـه  . ه اسـت گردیـد پذیر ندر مقیاس صنعتی امکان

ــایر روش ــاهش س ــاي ک ــی و ،AFM1ه ــت میکروب تثبی
عوامـل  ، آناس که براسهاي تثبیت شیمیایی بودهتکنیک

و یا میکروبی روي یک شبکه پلیمري یا یاذب شیمیایج
). 1388، و همکارانرهایی(ندوشآلژیناتی تثبیت می

هـاي آنیـونی و   از سـتون DWP-90تولیـد  فرایندطی 
هاي مثبت جهت حذف یونزداییدر واحد ملحکاتیونی 

,Rohm and Haas(دشـو استفاده میو منفی در . )2008
هاي پلی اسـتیرنی توسـط دي   ها شبکهار این رزینساخت
هـاي  هاي بنزنی به یکـدیگر متصـل شـده و گـروه    ونیل

کننده یونی روي این شبکه قـرار  کاتیونی و آنیونی تثبیت
هـاي موجـود در آب پنیـر    گرفته و باعـث جـذب یـون   

ها در دو ستون کاتیونی و آنیونی ساختار رزین.شوندمی
در ستون کاتیونی که آب پنیـر  .با یکدیگر متفاوت است

بـوده و اسیدي قوي از نوع شود، رزینابتدا وارد آن می
بـر روي آنهـا تثبیـت    اسید کلریدریکیا اسید سولفورو

کلسیم، منیزیم، هاي مثبت نظیرشده و وظیفه جذب یون
ها قـدرت انتخـابی در   این رزین. باشدسدیم و سرب می

هـاي ذیـل بـه    یـون هاي مثبت دارند که براي جذب یون
ســدیم >منیــزیم>کلســیم >ســرب :ترتیــب زیــر اســت

جـایگزین  ي مـذکور هـا یونها،این رزیندر هیدروژن>
ها شـده و سـپس   گروه هیدروژن موجود در تثبیت کننده

Ion exchange for(شـود یم ـهیـدروژن وارد محلـول   

Dummies- Sep ــروه   . )2008 ــونی، گ ــتون آنی در س
نظیـر  هـایی  شـامل باز ي رزینشده بر روشیمیایی تثبیت

هـاي منفـی   در این سـتون یـون  . استهیدروکسیدسدیم 
هاي کلر با گـروه  هاي آمونیاکی، فسفاتها و یوننظیر یون

شـده  جابه جا هیدروکسیل موجود در هیدروکسیدسدیم 
هـاي وهگـر بـا ترکیـب شـدن   وشـود و وارد محلول می

تون با هیدروژن موجود در آب پنیر که از سهیدروکسیل
.شودآب تولید میشده،آن ونی وارد کات

در AFM1اتصـال احتمـال  با توجه به توضیح فوق و 
هدف از انجام این پژوهش بررسـی  شبکه پلی استایرنی،

هاي تبادل یونی بـر میـزان  تاثیر احتمالی استفاده از ستون
AFM1هاي آب پنیر شیرین مورد استفاده در تولید نمونه

. زدایی شده بودحپودر آب پنیر مل
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هامواد و روش
مواد مصرفی

12(پنیر شـیرین نمونه شامل آب 36شدر این پژوه
و پـودر آب  )نمونـه 12(زدایی شدهملح، آب پنیر )نمونه

. ندمورد بررسی قرار گرفت) نمونه12(زداییپنیر ملح
DWP-90روش تولید 

وز آب پنیر شیرین ورودي به کارخانـه، کمتـر از دو ر  
تولید شـده و در همـان روز   فرایندبعد از دریافت، وارد 

 ـ. گردیـد % 90زدایی شـده تبدیل به پودر آب پنیر ملح ه ب
از سپراتور ترتیب ه بی، آب پنیر دریافتتولید پودرمنظور

MSE-مدل GEAمارك ( ، )ساخت کشور آلمـان -500
، واحــد )ســاخت کشــور آلمــان-GEA(پاســتوریزاتور

Applexion(ستون کـاتیونی و آنیـونی   زدایی شاململح

SA-ONEX- ــه ــور فرانس ــاخت کش ــا)س ، ، اواپراتوره
Compact(کن پاششـی و واحد خشککریستالیزاتورها

Spray drier- GEA-نمودعبور ) ساخت کشور آلمان.

HPLCگیري آفلاتوکسین توسط روش اندازه

دایـی  زهاي پودر آب پنیر ملحسازي نمونهجهت آماده
40آب دیونیزه شـده  گرم پودر آب پنیر توسط20ده، ش

لیتر رسـانده شـد و   میلی200، به حجم سلسیوسدرجه 
گیـري  ت چربـی جه ـمحلول بدست آمدهلیتر ازمیلی60

منتقـل دقیقـه  5مـدت  هو ب ـg4500به سانتریفوژ با دور 
آن را که بسـیار نـازك بـود جـدا     سپس لایه چربی .شد

از فیلتـر  آب پنیر بـدون چربـی،   نمونه در نهایت و کرده
و توسط سـرنگ،  واتمن عبور داده شد 4کاغذي شماره 

از محلــول فیلتــر شــده بــه ســتون لیتــرمیلــی50مقــدار 
کروماتوگرافی ایمونوافینیتی منتقل شد و با شدت جریان 

ــی2-3 ــاتوگرافی    میل ــتون کروم ــه از س ــر دقیق ــر ب لیت
AFLAPREP M, R-Biopharm Rhone(ایمونوافینیتی

Ltd( لیتـر آب  میلـی 10مرتبـه،  2بـراي  . داده شـد عبور
، از میلی لیتر بـر دقیقـه  3-2تصفیه شده با شدت جریان 

ــتون عبــور داده شــد   ــول. س هــاي اســتاندارد  از محل
AFM1)Sigma(01/0هـاي  با غلظـت هاي کـاري  محلول ،

تهیـه  میکروگرم بر لیتـر  5/0و 1/0، 05/0، 03/0، 02/0
.استفاده شدنکالیبراسیوجهت و 

میکروگرم بر لیتر5/0و 1/0، 05/0، 03/0، 02/0، 01/0هايهاي استاندارد آفلاتوکسین در غلظتمنحنی کالیبراسیون با محلول-1شکل
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HPLC)Agilentدر این تحقیق از دستگاه ساخت 1200
FLD G1321Aفلورسـنت  آشکارسازبا که )کشور آلمان

نـانومتر 435و365ورودي با طـول مـوج خروجـی و    
دقیقـه  AFM120یا تـاخیر زمان بازداري .گردیداستفاده 

. بود
: متـانول : فاز متحرك بکـار رفتـه شـامل مخلـوط آب    

) Merck) (حجمــی حجمــی/ 15، 15، 70(اســتونیتریل 
بود که به شکل ایزوکراتیک مورد استفاده قرار گرفـت و  

میلـــی لیتـــر بـــر دقیقـــه بـــود1شـــدت جریـــان آن 
)MohammadiSani, 2011.(

)TS(روش اندازه گیري ماده خشک

دسـتگاه انـدازه   نمونه هاي مختلـف توسـط   ماده خشک
بـا کسـر   . شدتعیینMB45مدل Ohausگیري رطوبت 
، میزان درصد مـاده خشـک   100ها از عددرطوبت نمونه

.ها محاسبه گردیدنمونه
هاروش تجزیه و تحلیل داده

مـورد  2007توسط نرم افزار اکسل نتایج بدست آمده
و انحـراف معیـار  میانگین، . تجزیه و تحلیل قرار گرفتند

نیز توسـط نـرم   ) (R2ضریب همبستگی رگرسیون خطی 
. محاسبه شد2007افزار اکسل

هایافته
ــزان  داده ــنجش میـ ــل از سـ ــاي حاصـ در AFM1هـ

نشـان داده  2در شـکل هاي مختلف مورد بررسـی  هنمون
و حـد تشـخیص   ) LOD(د آشکارسـازي  ح. شده است

)LOQ ( در این روش بترتیـب براي آفلاتوکسینppt2
بـا  محلـول اسـتاندارد  6روش ازدر ایـن . ودب ـppt7و

ــت ــاي غلظـ 5/0و 1/0، 05/0، ، 03/0، 02/0، 01/0هـ
ضـریب همبسـتگی   اسـتفاده شـد کـه   میکروگرم بـر لیتر 

حاصل از غلظت بر حسب میـزان  )R2(رگرسیون خطی
.باشدمی993/0آفلاتوکسین جذب در

از ) LOQ(و حـد تشـخیص   ) LOD(حد آشکارسـازي  
.هاي زیر محاسبه شدندفرمول

Detection Limit, DL = SD x 3/slope
Quantitation Limit, QL = SD x 10/slope

توسـط نمـودار اکسـل و    Slop =(503/1(شیب خط 
SD: Standard Deviation( =1/1(میزان انحراف معیار 

: زیر محاسبه شدندنیز از فرمول

SD=

براي هر تفاوت بین نتایج محاسباتی و واقعی = 
غلظت محلول استاندارد 

n.=هاي استانداردمحلولتعداد
زدایی میزان ماده خشک آب پنیر شیرین، آب پنیر ملح

٪1/4، ٪6تیـب  زدایی شده بترشده و پودر آب پنیر ملح

شـود میـزان   همانگونـه کـه مشـاهده مـی    بوده و٪97و 
AFM1زدایی بـه میـزان قابـل    عبور از واحد ملحپس از
در AFM1میانگین میـزان  . اي کاهش یافته استملاحظه

بوده که پـس از  ppt5/32)آب پنیر شیرین(مرحله اول 
92رسیده است که کاهش حـدود  ppt5/2زدایی به ملح

استانداردهاي بین المللـی  بنابر .دهدرا نشان میدرصدي 
ــا ــدکس و اروپ ــزان ،ک ــینه می ــیر  AFM1بیش ــراي ش ب

EC(باشد می)ppt50(میکروگرم بر کیلوگرم05/0خام

حد بیشینه تعریف شده براي آفلاتوکسین . ) 1881/2006
5925بـه شـماره   براي آب پنیر در استاندارد ملی ایـران  

باشد میppt100برابر با ppb1/0)  1اصلاحیه شماره (
ینه هـا، کمتـر از حـد بیش ـ   که نتایج بدست آمده از نمونه

بـا ایـن   . باشـد تعریف شده در استانداردهاي مذکور مـی 
خشک کردن پاششی و تولید پودر (حال در مرحله سوم 
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DWP-90 ( ــزان ــه AFM1می ــل ملاحظ ــور قاب ــه ط اي ب
. دیرسppt8/45افزایش یافته و به میانگین حدود

در واقع طی مرحله خشک کردن میـزان سـم تغییـري    
نکرده و فرآیند حرارتی اعمال شده تـاثیري روي مقـدار   
توکسین نداشته است و این افزایش به دلیل تغییـر مـاده   

بـه عبـارتی بـا افـزایش مـاده      . خشک در فرآورده است
ــع آن       ــه تب ــول و ب ــیظ محص ــل تغل ــه دلی ــک، ب خش

بـه عنـوان   . یابـد افزایش میAFM1مایکوتوکسین، میزان
هـاي تبـادل یـونی    زدایـی در سـتون  مثال در مرحله ملح

یابد کـه  درصد کاهش می1/4به 6میزان ماده خشک از 
AFM1تواند منجـر بـه کـاهش غلظـت     به نوبه خود می

AFM1شود اما این اثر نسبت به تاثیر سـتون در جـذب   

بسیار کمتر اسـت و در سـتون عـلاوه بـر کـاهش مـاده       
توسط رزین بـه صـورت فعـالی    AFM1خشک، جذب 

لازم به ذکر است افت ماده خشـک در  . گیردصورت می
این مرحله به دلیل افت پروتئین بوده که کاهش پروتئین 

و در نتیجه دناتوراسـیون و جـذب   pHنیز به دلیل افت 
در شـرایط  . ونی اسـت آن توسط رزین در ستون تبادل ی

بهینه تولید، حداکثر میزان افت پروتئین تعریف شده طی 
باشـد کـل پـروتئین موجـود مـی    ٪5زدایـی  فرایند ملـح 

)Novasep group- Whey demineralization , 2007 .(
زدایی شده، ماده طی مرحله خشک کردن آب پنیر ملح

درصد رسیده و بنا بـه توضـیحات   97به 1/4خشک از 
در AFM1تواند منجر به افزایش قابـل ملاحظـه   فوق می

بنابراین این افزایش تنها بـه دلیـل   . محصول نهایی گردد
افزایش ماده خشک بوده و در واقع هیچگونه کاهش یـا  

.صورت نگرفته استAFM1افزایشی در میزان واقعی

هاي مورد بررسیدر نمونهAFM1میزان -2شکل
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پـس  (در مرحله دوم AFM1ش میزان کاه2مطابق شکل
درصد مـی باشـد کـه تنهـا بـه      90حدود ) از ملح زدایی

امـا  . دلیل جذب سم توسط رزین هاي تبادل یون اسـت 
کـه فراینـد   ) خشک کردن و تولید پودر(در مرحله سوم 

درصـد  97به 1/4تغلیظ منجر به افزایش ماده خشک از 
25نیز حـدود  AFM1گردیده پیش بینی می شود میزان 

) نسبت ماده خشک مرحلـه سـوم بـه مرحلـه دوم    (برابر 
افزایش داشته باشد که با نتـایج حاصـل کـاملا مطابقـت     

در آب پنیـر  AFM1دارد یعنی با در نظر گـرفتن میـزان   
میـزان  پیش بینـی مـی شـود    ) ppt5/2(ملح زدایی شده 

AFM1 درDWP-90حدودppt50   باشد که بـا میـانگین
اسـت  ppt8/45رابـر بـا  کـه ب DWP-90واقعی نتایج در 

مطابقت دارد و بیانگر بی تاثیر بودن مراحل بعد از واحد 
طـی فراینـد تولیـد    AFM1ملح زدایی بر کـاهش میـزان   

DWP-90میانگین نتـایج آفلاتوکسـین در آب   . می باشد
مشابه بـا  )ppt20-40(پنیرتست شده در سایر تحقیقات 

رایـن  د)ppt5/32(میانگین نتایج آفلاتوکسین آب پنیـر  

Rubio(باشـد تحقیـق مـی   et al., براسـاس اکثـر   . )2011
تحقیقات انجام شـده، آفلاتوکسـین حـین فراینـد تولیـد      

و )٪72تـا  66حـدود (پنیر، غالبا در کازئین توزیع شده 
شـود  مقـدار کمتـري از آفلاتوکسـین وارد آب پنیـر مـی     

)Marshaly et al., 1986; El Deeb et al., در ).1992
شته مشخص شده است که عوامل مختلفـی  تحقیقات گذ

در میزان توزیع آفلاتوکسین بین دو فاز سرمی و کازئین 
اعمال حرارت بر رنت از جمله ایـن عوامـل   .موثر است

است و با افزایش حرارت میزان انتقـال آفلاتوکسـین بـه    
Mohammadi(یابـد  آب پنیر افزایش می et al., 2008 .(

 ـ   بر  گیـري  وط بـه انـدازه  اساس نتـایج بدسـت آمـده مرب
AFM1هاي مورد آزمون و بررسی آنهـا در هـر   درنمونه

موجـود  AFM1مرحله از تولید مشخص شد کـه میـزان   
طی فراینـد  ٪91هاي آب پنیر شیرین، به میزان در نمونه

.کندزدایی شده کاهش پیدا میتولید پودر آب پنیر ملح
در میزان کاهش آفلاتوکسین در هر یک از مراحل تولید 

ــماره   ــدول شـــ ــت  1جـــ ــده اســـ ــان شـــ .بیـــ

در مراحل مختلف تولیدAFM1میزان کاهش -1جدول 

AFM1 تغییراتمیزان 
میانگین مقدار

(ppt)AFM1 در
هاي هر مرحلهنمونه

میزان انحراف 
)(STDمعیار 

میزان ماده 
)٪(خشک

مرحله سنجش

a* 5/32 3/24 6 )آب پنیر شیرین(1مرحله 

- 90% 5/2 67/0 1/4 )بعداز ملح زدایی(2مرحله 

b** 8/45 5/27 97 )بعد از خشک کردن(3مرحله 

a*:در این مرحله، هنوز ماده اولیه فرآوري نشده است.
b** : ،محسوسی در میزان تغییربا توجه به تغییرات ماده خشک در این مرحله صرفا تغلیظ صورت گرفته و طبق توضیحات متنAFM1ایجاد نمی شود.
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گیريبحث و نتیجه
عوامـل احتمـالی   هاي انجام شده بـر بر اساس بررسی

و همچنـین  AFM1موثر در هر مرحله تولید در کـاهش  
هـاي مـورد بررسـی در آن    در نمونهAFM1گیري اندازه

ــه ــاهش  ،مرحل ــه ک در واحــد AFM1مشــخص شــد ک
باشد، زدایی که شامل دو ستون کاتیونی و آنیونی میملح

بـا بررسـی عوامـل مختلـف در     . ته اسـت صورت پذیرف
، دما، فشار، نوع اسید و باز pHزدایی از جمله واحد ملح

زدایـی و همچنـین بررسـی مـواد     استفاده شـده در ملـح  
رسـد کـه   زدایی به نظـر مـی  رزینی بکار رفته جهت ملح

، رزیـن  AFM1مهمترین عامل تاثیرگذار در کاهش میزان 
در فراینـد  . ایـی باشـد  زدهاي ملحمورد استفاده در ستون

تولید، حداکثر دماي اعمال شده بر ماده اولیه طی فراینـد  
درجـه  90(باشـد  تولید، کمتر از دماي استریلیزاسیون می

، )ثانیـه در اواپراتورهـا  15به مـدت کمتـر از   سلسیوس
5/5-5در ستون کـاتیونی تـا حـدود    pHعلاوه بر این 

ه ستون آنیـونی  بیابد اما بعد از ورود آب پنیرکاهش می

افزایش یافته و در 8/6تا pH، )زداییانتهاي مرحله ملح(
رسد کـه بیـانگر   می9/6به حدود pHپودر نهایی میزان 

تواند تحت تاثیر ایـن  آن است که این مایکوتوکسین نمی
ــردد  ــرار گرفتـــه و تخریـــب گـ شـــرایط محیطـــی قـ

)Laciakova, 2008; Diener, و لــــذا )1966
هـاي کـاتیونی و   ار گرفته شـده در سـتون  هاي به کرزین

در این فرایند تلقـی  AFM1آنیونی مهمترین دلیل کاهش 
هـا کـه   با توجه به ساختار و نوع عملکرد رزین. شودمی

هاي شـیمیایی موجـود   قبلا به آن اشاره شد، تثبیت کننده
هـا مهمتـرین عامـل    روي شبکه پلی استیرن داخل رزین

.وندشتلقی میAFM1جذب و کاهش 

يسپاسگزار
از کلیه پرسنل واحـدهاي تحقیـق و توسـعه و تولیـد     
کارخانـه پـودر شــیر مشـهد کـه در انجــام ایـن تحقیــق      
ــگزاري     ــمیمانه سپاس ــاندند، ص ــاري رس ــین را ی محقق
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Abstract
Demineralized whey powder is one of the materials which isused in medical and infant milk powder

industries recently. The aim of this study was to evaluate theratio of aflatoxin M1 (AFM1) detoxification
in 90% demineralized whey powder (DWP-90), produced from sweet whey. For this purpose, 36 samples
gathered from different steps of production line including Sweet whey (12 sample), demineralized whey
(12 sample) and DWP-90 (12 sample). The samples gathered from Nutricia-MMP factory during one
year (from 2012 to 2013). AFM1 detected by High performance liquid chromatography (HPLC) method.
Based on results, AFM1 was found in 100% of the samples but the concentration of AFM1 in all samples
was less than maximum limit defined by Iranian national standards, No 5925 (100ppt for wheyand
1000ppt for whey powder). The Average amount of AFM1 in sweet whey (32.5ppt) and DWP-90
(45.8ppt) was less than maximum limit in CODEX and EC 1881/2006, defined for raw milk (50ppt).
Considering total solid in sweet whey (6%±0.1) and DWP-90 (٪97) and concentration of AFM1 in these
samples, about 91% reduction was found in concentration of AFM1during DWP-90 production.
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