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زان آن در تخم مرغ به ین میین و تعیملامط استخراج ی شراينه سازیبه

   بالاییع با کارای مایروش کروماتوگراف
  

  3 گنجلوی، عل2یی، شعله عطا1یمانی سلیمسعود حاج

  

  ران ی واحد زنجان، ای جهاد دانشگاهیی آب و مواد غذای و کمیفی کنترل کیه، مرکز خدمات تخصصی تجزیمی ارشد شیکارشناس - 1
 واحد ی جهاد دانشگاهیی آب و مواد غذای و کمیفی کنترل کی، مرکز خدمات تخصصییع غذای علوم و صناي کشاورزی ارشد مهندسیکارشناس - 2

  رانیزنجان، ا
  رانی، دانشگاه زنجان، زنجان، اي، دانشکده کشاورزییع غذای صنایار گروه علوم و مهندسیاستاد - 3

 )07/02/98: رشیپذ خیتار  97 /22/02:  افتیدر خیتار(

  
  

  دهیچک
ن قدم در یاستخراج اول. باشدی و سلامت مصرف کنندگان میی مواد غذایمنینه ایت در زمی از موضوعات حائز اهمیکی یین در مواد غذایوجود ملام

 سطح پاسخ بر ین از تخم مرغ با استفاده از روش شناسیط استخراج ملامیلذا در پژوهش حاضر شرا.  استیین در مواد غذایزان ملامین میی تعيراستا
 فاز pHکننده، زمان استخراج، ل، حجم فاز استخراج یتریاستون/ آبيدرصد آب در فاز استخراج کننده حاو. دینه گردی بهياساس طرح مرکب مرکز

در نظر گرفته ن یملام استخراج ينه سازی بهي مورد مطالعه برايرهاید در فاز استخراج کننده به عنوان متغیک اسیدروکلریاستخراج کننده و غلظت ه
 روش به)HPLC( بالا ییع با کارآیا می تخم مرغ با استفاده از دستگاه کروماتوگرافين موجود در چهار نشان تجاریت مقدار ملامیدر نها. شدند

تر حجم حلال استخراج یلیلی م06/5 درصد آب در فاز استخراج کننده، 28/39نه استخراج به صورت یط بهیشرا.  شديریگ ش استاندارد اندازهیافزا
 تخم مرغ مورد مطالعه در يها ن در نمونهیملاممقدار .  مولار به دست آمد73/0د برابر ی و غلظت اس04/5 برابر pHقه زمان استخراج، ی دق48/12کننده، 

ن ییکا تعی آمريه اروپا و سازمان غذا و دارویزان مجاز ملامین که توسط اتحادیبا توجه به م. لوگرم به دست آمدیگرم بر ک یلی م19/0- 45/0محدوده 
ه اروپا قرار دارد و تنها در دو نمونه ی مورد مطالعه در محدوده مجاز استاندارد اتحاديهان نمونهی نمود که مقدار ملاميریجه گیتوان نتیشده است م

  . کا استیش از استاندارد آمریمقدار آن ب
  
 . بالاییع با کارآی مایکروماتوگراف،ن، تخم مرغی، استخراج، ملامينه سازیبه: د واژگانیکل
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   مقدمه-1
ب ی ـک ترکی) نیرازی ـ ت 5، 3، 1-نوی آمي ـ تر 6، 4، 2 (نیملام

ن مـاده   ی ـا). 1شکل  (د است   ی با بلور سف   یدار جامد آل  تروژنین
ک ی ـن کـه  ین ملام ـیصورت رزد بهیب با فرمالده یغالبا در ترک  

ار مقـاوم بـه   ین ماده بـس  یا. شودیافت م ی است   يمریب پل یترک
ن در بـدن    یملام.  با استحکام بالا است    ي ساختار يگرما و دارا  

ک به سه ساعت از یمه عمر نزدیشود و با ن یسوخت و ساز نم   
ــطر ــع مـ ـی ــود یق ادرار دف ــه  ].1[ش ــین ب ــق  ملام ــه طری  س

هـا را آلـوده     خوراکی،تماس پوستی و تنفسی، انسان یا حیـوان       
ه، ی ـن ممکن است سـبب بـروز سـنگ کل   یخوردن ملام . کندمی

گـر  یمـشکلات د   ادرار و    ي، انسداد مجـار   يوی کل يهایینارسا
  ].2[شود  ی سلامتيبرا

پزشـکان گـزارش کردنـد       کـه دام   ی زمان 2007ن در سال    یملام
ر ی ـن سـبب مـرگ و م  ی آلوده به ملام ـ ی خانگ يهاوانی ح يغذا

- چـالش يها از موضوعیکیل به یوان بوده است تبد یصدها ح 

  ].3[ز شد یانگ

  
Fig 1 Melamine structure 

 بـا   يادر مطالعه   ) 2005(ترسانچوو همکاران   شیهر چند که پ   
دند یجه رسین نتی آن به ايهابین و ترکین منبع ملامییهدف تع
هـا بـا   کـش  استفاده از آفـت يجهین ممکن است در نت یکه ملام 

هـا   کنترل رشد حـشره  ي برا ن که یرومازیر س ین نظ یرازی ت يهیپا
ست وجود داشـته باشـد و       ی ز طیشود در غذا و مح    یاستفاده م 

 ياهی ـک محـصول تجز   ی ـن  یان کردنـد کـه ملام ـ     ی ـن ب یچن ـهم
 وجود  یاي که به منظور بررس     در مطالعه  ].4[ن است   یرومازیس

انجـام  ) 2006(د و همکـاران  ی سـع -ن در کود توسـط ال  یملام
ل ی ـن بـه دل   ی از ملام ـ  ياست مقدار افتند که ممکن    یشد آنها در  

 وجود داشته یی مختلف در مواد غذاياضافه کردن آن به کودها
 بـه بررسـی   يدر مطالعه ا) 2007( براون و همکاران  ].5[باشد  

ن مطالعه مشخص شد یدر ا.  پرداختندی خانگيهاوانی حيغذا
-ک یانورین و سین شامل ملام یرازی ت يهابی از ترک  يکه تعداد 

د یــ، تول2007در ســال  ].6[ن غــذاها وجـود دارد  یــد در ایاس ـ
ن زده شد که در نوع خود       یون تن تخم  یلی م 2/1ن  ی ملام یجهان

تواند ی گسترده مين استفادهی ايجهینت.  است یرقم قابل توجه  
 ].7[ باشد یی غذايهارهیست و زنجیط زین در محیحضور ملام

 ین ـی چ يهـا رخشکین در ش  یاد ملام ی، غلظت ز  2008در سال   
 در یداد آلـودگ ین روی ا یگزارش شد و سازمان بهداشت جهان     

 يهـا رخـشک ی که از ش   ینوزادان.  قرار داد  ین را مورد بررس   یچ
کننـد نـسبت بـه کودکـان و افـراد           یه م ـ ی ـن تغذ یآلوده به ملام  

 يترشین ب ی انواع غذاها هستند ملام    بزرگسال که مصرف کننده   
 51900ش از ی ب].8[کنند یافت می واحد وزن بدن دريرا به ازا  

، ين بـه سـبب مـشکلات ادرار   ینوزاد و کودك خردسال در چ    
 از مـصرف    یه ناش ـ ی ـ و ابتلا به سنگ کل     يوی کل يانسداد مجار 

.  شـدند  يمارسـتان بـستر   ین در ب  ی آلوده به ملام   يهارخشکیش
 پـس از آن،  ].9[د شـد  ی ـین تای نـوزاد در چ ـ 6ن مـرگ    یچنهم

رخـشک، غـلات،   ی، شیخ ـی ير، ماست، دسـرها  ین در ش  یملام
 از مـواد    ین و برخ  یت، پودر پروتئ  یسکویک، ب یجات، ک ینیریش

ن مـشخص شـد   یچن هم. افت شدیز  یر ن یه شده از ش   ی ته ییغذا
 ـ ی ـ ماننـد آمون   ین ـی چ یرلبن ـی مختلف غ  يهاکه محصول  -یوم ب

-ها، تخموانی حي غذادهندهل یکربنات، خوراك دام، مواد تشک  
 ].10[ن هـستند  ی بـه ملام ـ ز آلـوده ی ـ ن یرلبنی غ يهامرغ و خامه  

گلوتن گنـدم آلـوده را کـه سـبب          ) 2008(دابسون و همکاران    
. ل کردنـد  ی ـه و تحل  ی ـ بـود، تجز   2007 در سال    ي ا بروز حادثه 

ر ی نظين شامل موادیرازیب تی حاصل نشان داد که ترک  يهاداده
 3/2د ی ـ درصـد، آمل  3/5د  یک اس ـ یانوری درصد، س ـ  4/8ن  یملام

ن هـر دو    یل ملام ـ ین و مت  یاوره ملام  درصد،   3/1ن  یدرصد، آمل 
ب ی ـک ترکی ـن یجـا کـه ملام ـ   از آن  ].11[ درصد اسـت     1ر  یز

 ی و خوراک  ییم آن به مواد غذا    ی است اضافه کردن مستق    يسنتز
 کـه در  ییهـا  ظـرف  هی ـست، اگرچه استفاده از آن در ته   یمجاز ن 

منظـور حفـظ     بـه    ].3[ ندارد يرادی است ا  ییتماس با مواد غذا   
 از کــشورها ياری بـس یی مــواد غـذا یمن ـی ا ویسـلامت عمـوم  

ن در ی ملام ـيرا بـرا  ) MRL1(مانـده   ی حـد مجـاز باق     ينهیشیب
 يهی ـبه عنوان مثال، اتحاد   . اندن کرده یی مختلف تع  يهامحصول

 ی لبنيهان را در محصولیمانده ملامینه حد مجاز باق  یشیاروپا ب 
ن کرده ییلوگرم تعیگرم بر کیلیم 5/2ن ی از پروتئی غنيو غذاها

ن مقدار را در    یکا ا ی آمر يکه سازمان غذا و دارو    یاست در حال  
لوگرم در نظر گرفته یگرم بر کیلی م25/0 آن يهار و فراوردهیش

کننـدگان   که به مـصرف    ییهارخشکید کرده است که ش    یو تاک 
ن و ی از ملاميطور کامل عار د به یشوند با ی فروخته م  ییکایآمر
ن ی، وزارت بهداشـت چ ـ 2010در سـال   .  آن باشـد   يهابیترک

ن کـرد و    ی تـدو  ی لبن ـ يهـا  محصول ي را برا  يدیاستاندارد جد 
به عبارت . ن باشندی ملاميد حاوی نبایید نمود که مواد غذایتاک

                                                             
1. Maximum Residue Limit 
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ن بـه  ی اضـافه کـردن ملام ـ   ي در راسـتا   یگر هـر نـوع اقـدام      ید
اضـافه   اگر مقـدار     ی خلاف قانون است، حت    ی لبن يهامحصول
ص و اندازه ی تشخي برا ].12[ باشد MRLتر از  ار کمیشده بس

 مختلـف کـه احتمـال    یی غـذا  يهـا  ن در محـصول   ی ملام يریگ
 ی مختلف ـيهـا  ها وجـود دارد از روش     ن در آن  ی با ملام  یآلودگ

، )LC(ع  ی مـا  ی، کروماتوگراف )GC (ي گاز یر کروماتوگراف ینظ
 یجرم ـ یف سـنج ی ـ ط-ي گـاز  ی، کروماتوگراف یستیسنجش ز 

)GC-MS (ی جرمــیف ســنجیــ ط-عی مــایو کرومــاتوگراف 
)LC-MS (ــ ــرد   یم ــتفاده ک ــوان اس ــا ].13[ت ــا، ن روشی          ه

تـر   کـم ي تـا روش هـا     LC-MS حـساس ماننـد      يهايفناور
را در بر  ) ELISA(م  ی مربوط به آنز   یار سنج یحساس مانند ع  

بالا ع با عملکرد    ی ما ی مختلف کروماتوگراف  يهاروش. ردیگیم
زمـان   هـم  يریگ اندازه يبرا) 2007(نگ و همکاران    یتوسط اهل 

د در بـرنج، گنـدم و آرد    یاسک  یانورین و س  ید، آمل ین، آمل یملام
از روش ) 2010( و سوآ یونکاتاسام ].14[کار برده شد ذرت به

ن در ی ملام ـيریگ اندازهيع با عملکرد بالا برای ما یکروماتوگراف
ک ی فلوئـورو اسـت  يها از تر آن ].15[رخشک استفاده کردند    یش
بـه عنـوان فـاز متحـرك        ) 90:10( درصـد و متـانول       1/0د  یاس

- هی تجزيها روشينهیر در زمی اخيهاشرفتیپ. استفاده کردند
 يرخـشک و غـذا    یر، ش ین در پـودر ش ـ    ی ملام ـ يری ـگ اندازه يا

        مـرور ) 2010( توسـط سـان و همکـاران       ی خـانگ  يهـا وانیح
  يا، مضرات و کاربردهایها در مورد مزاآن ].16[شده است 

.  بحـث کردنـد    یرکروماتوگرافی و غ  ی کروماتوگراف يهاروش  
 يری ـگ مختلـف انـدازه    يهاز روش ین) 2012(ان و همکاران    یت

 يهان مطالعه، روشیدر ا ].17[ کردند ین را مجددا بررسیملام
ــاتوگراف  يهــــا و روشHPLC-UV از جملــــه یکرومــ

- از روش  یبرخ. سه شد ی مقا ELISAمانند   یرکروماتوگرافیغ
طـور  بـه 1 ن در جـدول   ی ملام يریگ اندازه يد برا یی مورد تا  يها

 ماده ی ثباتی، اثرات بافت و ب  یآلودگ. خلاصه آورده شده است   
 يری ـگر انـدازه ی از مشکلات موجود در مـس  یه برخ یمورد تجز 

ن ینه استخراج ملامیط بهین شرایی لذا تع ].18[باشند ین میملام
ن مـوثر  یق ملامیزان دقی م يریتواند بر اندازه گ   یاز ماده هدف م   

 در يا منابع انجام شده تاکنون مطالعـه     یبا توجه به بررس   . باشد
ن در تخم مرغ انجام نشده ی ملاميری و اندازه گينه جداسازیزم

 استخراج يهامت بودن روش ی با توجه به گرانق    یاز طرف . است
ز استخراج با فاز جامد بر آن یا  ریو ر استخراج با فاز جامد ینظ

ط استخراج ی شراينه سازیم تا در پژوهش حاضر ضمن به  یشد
ن موجـود در چهـار      یع، مقـدار ملام ـ   یما-عین به روش ما   یملام

 تخم مرغ عرضه شده در شهر زنجـان بـه عنـوان         ينشان تجار 
 . گرددیابی پر مصرف ارزینیک محصول پروتئی

Table 1 Summary of methods relevant to determination of melamine. 
 

Reference LOD 
(μg/kg) 

LOQ 
(μg/kg) 

Recovery 
(%) Sample Method 

)19(  35-110 105-340 82-122 Dairy products HPLC 
)15(  100 200 97-101 Infant formula HPLC 
)20(  200 1000 81-84 Milk, Milk powder HPLC 
)21(  - 20 84-91 Milk HPLC 
)22(  18 60 85-99 Milk HPLC 
)23(  - 25 75-125 Infant formula HPLC-MS/MS 
)3(  - 50 101-119 Milk, Infant formula HPLC-MS/MS 
)18(  - 4 92-105 Milk, Infant formula, Yogurt HPLC-MS/MS 
)24(  0.3 1 65-106 Milk GC-MS 
)25(  2 5 81-92 Dairy products GC-MS/MS 

(26) 0.05 0.19 85–95 Dairy products Electromembrane 
–LPME-HPLC 

(27) - 5 95 Soil HPLC–UV 
(28) - - 96-98 Milk Magneticmolecularly 

imprinted polymer 
(29) - 10 93-97 Infant formula HPLC 

  
  

  ها مواد و روش-2
  ها مواد و دستگاه-2-1
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ن از چهـار    ی وجـود ملام ـ   یمنظور بررس  تخم مرغ به   يهانمونه
ه و ی سطح شهر زنجان تهيها معتبر و از فروشگاهينشان تجار

) وسی درجـه سلـس  4(خچـال  یشگاه در  ی ـپس از ورود به آزما    
ش ین با خلوص بیل و استاندارد ملامیتریاستون.  شدندينگهدار

گما ی مـرك آلمـان و س ـ   يهـا ب از شرکت  ی درصد به ترت   99از  
بـار  کی ـ ی سرسـرنگ  يلترهایف.  شدند يداریکا خر یچ آمر یآلدر

 ,Teknokroma(کرومتر ی م45/0 با قطر ییمصرف با منفذها

Spain (حمـام  . هـا اسـتفاده شـد       نمونـه  ي خالص سـاز   يبرا
، دســتگاه )Elmasonic S60 H, Germany(فراصــوت 

 يسـاز  آمادهيبرا)Sigma 3-30K, Germany(وژ یفیسانتر
ــه ــاتوگرافنمون ــالا ی مــایهــا و دســتگاه کروم ــا عملکــرد ب ع ب

)1200Agilent( ن مورد استفاده قـرار     ی ملام يریگ اندازه يبرا

 Millipore(سـاز  آب فـوق خـالص بـا دسـتگاه آب    . گرفت

USA (ه شدیته.  
  نی ملامينداردها استاي آماده ساز-2-2
ن با یتر محلول مادر استاندارد ملامیلیلی م200 ي آماده سازيبرا

ن در ی از ملامیتر مقدار مشخصیگرم بر لیلیم200 ییغلظت نها
وس ی درجه سلس4 يد و در دمایآب حل گرد/لیتریحلال استون

 استاندارد  یمنظور رسم منحن  به  .  شد يک نگهدار یط تار یو مح 
تر یگرم بر لیلی م10 و  5،  1،  05/0،  01/0 يهان از غلظت  یملام
 یب همبستگیمعادله خط با ضر ). 2شکل  (ن استفاده شد    یملام
 .به دست آمد) R2=0.9998(بالا 

  
Fig 2 Standard calibration curve for melamine. 

 
  ها نمونهيساز آماده- 2-3

 ـ ی ـ بـه دل   یی غـذا  يهـا ن در نمونـه   ی ملام يریگ اندازه    یل فراوان
ن یبنـابرا .  همـراه اسـت    یها با سـخت   نیها و پروتئ  دراتیکربوه

ش از  ی مشابه آن پ ـ   يها بین و ترک  ی ملام ياستخراج و جداساز  
 يسـاز  از آمـاده یهدف اصل .  است ي لازم و ضرور   يریگاندازه
ن بـردن اثـر   یص با از بین حد تشخیترنییدن به پا  یها رس نمونه

 يسـاز یا غن ی یی شناسا ينه است که ممکن است رو     یبافت زم 
ده تخم مرغ با هم    ین منظور زرده و سف    یبد.ها اثر بگذارد  تیآنال

وس ی درجه سلس  15 يقه در دما  ی دق 15مخلوط شد و به مدت      
ن و  ی گرم از مخلوط حاصل تـوز      1±001/0زان  یم. قرار گرفت 

 از  یر مشخـص  یسپس به آن مقاد   . خته شد ی ر یکیدر لوله پلاست  
د ی ـ مختلـف اضـافه گرد     يهـا ل با نسبت  یتریاستون/مخلوط آب 

 مخلوط در محـدوده مـشخص،     pHم  یپس از تنظ  ). 2جدول  (
ن در حمام فراصـوت قـرار گرفـت         یمخلوط در مدت زمان مع    

 دور بـه  25000(فوژ یسانترسپس نمونه به دستگاه ). 2جدول  (

 توسـط   یی ـمنتقل شد و در ادامـه محلـول رو        ) قهی دق 15مدت  
در . دیکرومتر صاف گرد  ی م 45/0 ي با منفذها  یلتر سر سرنگ  یف

 ییع با کارآ  ی ما یت محلول حاصل به دستگاه کروماتوگراف     ینها
  .ق شدیبالا تزر

ــرا-2-4 ــط تجزی شــ ــتگاه ياهیــ  در دســ
   بالاییع با کارآی مایکروماتوگراف

 تخم مرغ، از ینین در فراورده پروتئی ملاميریبه منظور اندازه گ
 بالا استفاده شـد اسـتفاده       ییع با کارآ  ی ما یستم کروماتوگراف یس

ل و آب بـا نـسبت     یتریفاز متحرك شامل مخلوط استون    . دیگرد
ق شـده   ی ـتـر نمونـه تزر    یکرولی م 20.  بـود  ی درصد حجم  95:5

به منظـور  ) Rheodyne injector3725i(ر کنترل یتوسط ش
 6/4 × 150 با ابعـاد  C18 يه ای به داخل ستون تجز   يجداساز

پـس از   . ت شد یوس هدا ی درجه سلس  30 يمتر با دما  یلی م 5× 
 ماورا -ی نمونه در داخل ستون توسط آشکارساز مرئيجداساز
 230در طول مـوج  ) Agilent 1200 series VWD(بنفش 
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ن از روش ی غلظت ملاميری اندازه گيبرا.  شدیینانومتر شناسا
ن صورت که نمونه اول بدون یبد. ش استاندارد استفاده شدیافزا

 بـه   ي بعد يهابه نمونه . ق شد یافزودن استاندارد به دستگاه تزر    
تـر  یگرم بر لیلی م25تر از استاندارد یکرولی م200 و 100ب  یترت
 یه شده از محلول مادر، اضافه شد و به دستگاه کروماتوگرافیته

بـا اسـتفاده از     ). 3شـکل   (د  ی ـق گرد ی ـ بـالا تزر   ییع با کارآ  یما
هـا و   ک از نمونـه   ی هر ي به دست آمده برا    یر منحن یمساحت ز 

 مـورد   يهـا ن در نمونـه   یانجام محاسبات مربوطه غلظت ملام ـ    
  .مطالعه به دست آمد

  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 3 Chromatogram and standard addition curve of melamine. 

 
 آمارى لیتحل و هیتجز و شاتیآزما  طرح- 2-5

ن از یند استخراج ملامی فرايساز نهین پژوهش به منظور بهیا در
 شامل درصد آب مورد استفاده در لر مستقیتخم مرغ پنج متغ

ل، حجم فاز استخراج یتریاستون/ آبيفاز استخراج کننده حاو
 فاز استخراج کننده و غلظت pHکننده، زمان استخراج، 

د در فاز استخراج کننده با استفاده از روش یک اسیدروکلریه
 مورد مطالعه 3يح مرکب مرکزبراساسطر2پاسخ سطح شناسى

) -1 (ینییو پا) صفر (یانی، م+)1(سطوح بالا . قرار گرفت
لازم به ذکر .  ارائه شده است2 در جدول مستقل رهاىیمتغ

 مستقل بر اساس يرهاین متغییاست که سطوح بالا و پا
 مورد يمارهای ت3 جدولرد. دیانتخاب گرده ی اولمطالعات

 به صورت یانی تکرار در نقطه م8مار با ی ت50مطالعه شامل 
 پاسخ سطح شناسى روش در.  آورده شده استیکاملا تصادف

  را پاسخ مقدار که شودمى فیمدل تعر کی پاسخ هر براى
به ) 1رابطه(دوم  درجه اى مدل چند جمله از استفاده با توانمى

  .آورد دست  درجه دوم کاسته بهایصورت درجه دوم کامل 
  

                                                             
2. Response surface methodology 
3. Central composite design 

  

 1رابطه    xxbxbxb jiijiiiiiY 2  

  
  بهي برایونیب رگرسی ضراbij و bo ،bi ،biiن رابطه یدر ا
کنش و ، درجه دوم و بر همیب عرض از مبدا، اثرات خطیترت
xi وxjت مدل ی کفایابیبراىارز.  مستقل هستنديها فراسنجه

و ) R2(ب همبستگى یر ضریازآزمون ضعف برازش، مقاد
. مدل استفاده شد) ADJ-R2( اصلاح شده یب همبستگیضر

ها، رسم نمودارهاى سه بعدى و ل دادهیه و تحلیبه منظور تجز
 Design Expert 7.0.3ند از نرمافزار ی فراينه سازیبه

(Minneapolis, USA)با هاشیه آزمایکل.  استفاده شد 
ن یک ملامیر پیت سطح زی تکرار انجام شد و در نها2حداقل 

نه سازى عددى براى یک بهیاز تکن. به عنوان پاسخ گزارش شد
ن ینه با هدف به حداکثر رساندن غلظت ملامیط بهین شراییتع

ت به منظور یدر نها. استخراج شده از تخم مرغ استفاده شد
ط یمده تحت شرا به دست آیج تجربی مدل، نتایید کارآییتا
  .دیسه گردی شده توسط مدل مقاییشگویج پینه با نتایبه

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
1-

10
 ]

 

                             5 / 14

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-19375-fa.html


 ...در آن زانیم نییتع و نیملام استخراج طیشرا يساز نهیبه                                      همکاران و یمانیسل یحاج مسعود

 152

Table 2 Levels of independent variables and related codes 
Codes and related levels Independent variables Symbol -1 0 +1 

Water in extraction phase (%) A 37.5 50.00 62.50 
Volume of extraction phase (mL) B 5.00 7.50 10.00 

Extraction time (min) C 7.50 10.00 12.50 
pH of extraction phase  D 5.00 7.00 9.00 

HCl concentration in extraction phase (M) E 0.25 0.50 0.75  
Table 3 Central composite design matrix and results of response variable.  

Independent variables Run A (%) B (mL) C (min) D E (M) Peak area 

1 37.50 5.00 7.50 5.00 0.25 49.10 
2 62.50 5.00 7.50 5.00 0.25 70.00 
3 37.50 10.00 7.50 5.00 0.25 50.00 
4 62.50 10.00 7.50 5.00 0.25 56.30 
5 37.50 5.00 12.50 5.00 0.25 90.30 
6 62.50 5.00 12.50 5.00 0.25 90.00 
7 37.50 10.00 12.50 5.00 0.25 74.90 
8 62.50 10.00 12.50 5.00 0.25 68.00 
9 37.50 5.00 7.50 9.00 0.25 37.80 

10 62.50 5.00 7.50 9.00 0.25 38.90 
11 37.50 10.00 7.50 9.00 0.25 34.80 
12 62.50 10.00 7.50 9.00 0.25 36.50 
13 37.50 5.00 12.50 9.00 0.25 53.30 
14 62.50 5.00 12.50 9.00 0.25 65.90 
15 37.50 10.00 12.50 9.00 0.25 31.15 
16 62.50 10.00 12.50 9.00 0.25 39.46 
17 37.50 5.00 7.50 5.00 0.75 72.90 
18 62.50 5.00 7.50 5.00 0.75 85.92 
19 37.50 10.00 7.50 5.00 0.75 92.70 
20 62.50 10.00 7.50 5.00 0.75 85.90 
21 37.50 5.00 12.50 5.00 0.75 105.00 
22 62.50 5.00 12.50 5.00 0.75 107.90 
23 37.50 10.00 12.50 5.00 0.75 107.00 
24 62.50 10.00 12.50 5.00 0.75 80.00 
25 37.50 5.00 7.50 9.00 0.75 50.00 
26 62.50 5.00 7.50 9.00 0.75 31.93 
27 37.50 10.00 7.50 9.00 0.75 40.00 
28 62.50 10.00 7.50 9.00 0.75 32.22 
29 37.50 5.00 12.50 9.00 0.75 67.70 
30 62.50 5.00 12.50 9.00 0.75 65.00 
31 37.50 10.00 12.50 9.00 0.75 60.00 
32 62.50 10.00 12.50 9.00 0.75 43.10 
33 25.00 7.50 10.00 7.00 0.50 59.00 
34 75.00 7.50 10.00 7.00 0.50 23.00 
35 50.00 2.50 10.00 7.00 0.50 84.60 
36 50.00 12.50 10.00 7.00 0.50 52.70 
37 50.00 7.50 5.00 7.00 0.50 17.50 
38 50.00 7.50 15.00 7.00 0.50 56.40 
39 50.00 7.50 10.00 3.00 0.50 95.00 
40 50.00 7.50 10.00 11.00 0.50 23.39 
41 50.00 7.50 10.00 7.00 0.02 62.00 
42 50.00 7.50 10.00 7.00 0.99 82.00 

43 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.50 37.10 
44 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.50 39.40 
45 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.50 38.10 
46 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.51 36.50 
47 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.51 39.40 
48 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.51 37.40 
49 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.51 39.00 
50 (C) 50.00 7.50 10.00 7.00 0.51 38.60 
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C: Centre point; A: Water in extraction phase (%); B: Volume of extraction phase (mL); C: Extraction time 
(min); D: pH of extraction phase and E: HCl concentration in extraction phase (M). 

 

  ج و بحثی نتا-3
 مستقل بر يرهایر متغی تاثی بررس- 3-1

   تخم مرغینین از فراورده پروتئیاستخراج ملام
ن استخراج یزان ملامی ميانس برایل واریه و تحلیج تجزینتا

 شده در یش طراحی آزما50شده از تخم مرغ پس از انجام 
 اثرات درجه ینکه تمامیبا توجه به ا.  ارائه شده است4جدول 

 يداریر معنی مورد مطالعه تاثيرهایدوم و برهمکنش متغ
)05/0p> ( بر پاسخ نداشتند آنها از معادله درجه دوم کامل

 ی تجربيهاحذف و مدل به صورت کاسته شده مجددا بر داده
 مدل درجه دوم کاسته شده 4بر اساس جدول . دیبرازش گرد
آزمون ضعف برازش از . بود) ≤05/0p(دار ی معنياز نظر آمار
ل بازه ی بود که به دل)≤05/0p(دار یز معنی نيلحاظ آمار

 یب همبستگیضرا. باشدی مورد مطالعه ميرهایگسترده متغ
)R2 (اصلاح شده یو همبستگ )ADJ-R2 (مدل درجه يبرا 

 به دست آمد که 91/0 و 93/0ب معادل یدوم کاسته شده به ترت
 ی تجربيهاانگر تطابق نسبتا مناسب مدل برازش شده با دادهیب

مدل . باشدی پاسخ مینیش بی پو دقت نسبتا مطلوب مدل در
  نیزان استخراج ملامی مینیش بی پيدرجه دوم کاسته شده برا

  

  :ر به دست آمدیر کد شده به صورت زی بر اساس مقاد
 :2رابطه

ܻ = +38.99 − ܣ 2.29 − ܤ 5.34 + ܥ 9.04 − ܦ 17.53 + ܧ 7.02
− ܧܣ 3.35 − ܥܤ 4.17 − ܧܦ 4.27 + 2ܤ 8.22

+ 2ܦ 5.86 +  2ܧ 9.06

  
درصد آب مورد : Aن، یک ملامیر پیسطح ز: Yن رابطه یدر ا

حجم فاز استخراج کننده، : Bاستفاده در فاز استخراج کننده، 
C : ،زمان استخراجD :pH فاز استخراج کننده و E : غلظت
  .باشدید در فاز استخراج کننده میک اسیدروکلریه

ب به دست یبا توجه به رابطه بالا و با توجه به علامت و ضرا
 فاز استخراج pHجه گرفت که یتوان نتیر می هر متغيآمده برا

 و مثبت را ین اثر منفیشتریب بیکننده و زمان استخراج به ترت
 یدگیبه علاوه نمودار پرش. زان پاسخ مورد مطالعه دارندیبر م
ن از یند استخراج ملامی مستقل مورد مطالعه بر فرايرهایمتغ

 مورد يرهایت پاسخ به متغیس حسای بررسيتخم مرغ برا
-وجود انحنا در نمودار نشان). 4شکل (د یز رسم گردیمطالعه ن

که یر مستقل است در حالیت پاسخ به آن متغیدهنده حساس
ر یت پاسخ به متغی از عدم حساسیخط صاف حاکوجود 

ر ی بر اساس شکل متغ ].30[باشد یمستقل مورد مطالعه م
ن از تخم ی استخراج ملامزانیر مر را بین تاثیشتری بpHمستقل 

  .مرغ دارد

  
Fig 4 Perturbation plot showing the effect of process variables (A) Water in extraction phase (%), (B) Volume 
of extraction phase (mL), (C) Extraction time (min), (D) pH of extraction phase and (E) HCl concentration in 

extraction phase (M) on peak area (mV min). 

Deviation from Reference Point (Coded Units) 
 

Peak A
rea  
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Fig 5 Plot of predicted crude extract yield related with experimental values. 

 
Table 4 Analysis of variance (ANOVA) and coefficients of the final reduced regression equation. 

p-value F-value Mean Square df Sum of Squares Source 
<0.0001 46.19 2388.14 11 26269.50 Model 

0.050 4.06 209.86 1 209.86 A 
<0.0001 22.02 1138.70 1 1138.70 B 
<0.0001 63.20 3267.78 1 3267.78 C 
<0.0001 237.87 12298.35 1 12298.35 D 
<0.0001 38.14 1972.06 1 1972.06 E 

0.012 6.93 358.05 1 358.05 AE 
0.002 10.75 555.78 1 555.78 BC 
0.001 11.27 582.94 1 582.94 DE 

<0.0001 41.83 2162.58 1 2162.58 B2 
<0.0001 21.23 1097.74 1 1097.74 D2 
<0.0001 50.78 2625.66 1 2625.66 E2 

  51.70 38 1964.69 Residual 
<0.0001 52.41 63.11 31 1956.26 Lack of fit 

  1.20 7 8.43 Pure error 
  0.9103 ADJ-R2 0.9304 R2 

 
  

 علاوه بر امکان پاسخ سطح با استفاده از روش شناسى
 جداگانه اثر ی مستقل و بررسيرهاینه متغی مقدار بهییشگویپ

 يهاتوان برهمکنشیک آنها بر پاسخ مورد مطالعه، میهر 
 سه يصورت نمودارها مستقل را بهيرهایان متغیموجود م

ن حجم فاز استخراج کننده و یبرهمکنش ب.  نشان داديبعد
ن یبر اساس ا.  نشان داده شده است6زمان استخراج در شکل 

 و فاز ینیش زمان مجاورت فراورده پروتئیشکل با افزا
ابد که ییش میزان پاسخ مورد مطالعه افزایاستخراج کننده م

 یمش زمان یشتر عمل استخراج با افزایل بین امر تکمیل ایدل
ند استخراج ی بودن فرایکینتی سيای گویشین روند افزایا. باشد
  . باشدی مینین از فراورده پروتئیملام

-یلی م5/7حجم حلال استخراج کننده تا  شیبه علاوه، با افزا
افت ین موجود در فاز استخراج کننده کاهش یتر، مقدار ملامیل

ن در حلال یق شدن غلظت ملامین کاهش به سبب رقیکه ا
 يهاگرچون تعداد مولیبه عبارت د. باشدیاستخراج کننده م

 است با بالا رفتن ینیند استخراج مقدار معی فراین در طیملام
افته که باعث کاهش ین کاهش یزان غلظت ملامیحجم حلال م
شتر حجم حلال استخراج یش بیبا افزا. گرددیمقدار پاسخ م

زان پاسخ مورد ی در ميریر چشمگییتر تغیلیلی م10کننده تا 
  .دیمطالعه مشاهده نگرد

ان درصد آب در فاز استخراج کننده و ی برهمکنش م7در شکل 
ر ید در فاز استخراج کننده به تصویک اسیدروکلریغلظت ه

Actual values 
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گردد با یطور که در شکل مشاهده مهمان. ده شده استیکش
 ي در حلال استخراج کننده حاویش درصد فاز آبیافزا

ت حلال استخراج یش در قطبیل افزایه دلل و آب بیتریاستون
ابد یی کاهش مینین از فراورده پروتئیزان استخراج ملامیکننده م

ش ی با افزایاز طرف. ن اشاره داردیت کم ملامین امر به قطبیکه ا
-ید می کلريهاونیش غلظت ی افزايد که به معنایغلظت اس

طور که در همان. ابدییش میزان پاسخ مورد مطالعه افزایباشد م
ن ی مقدار استخراج ملامpHش یشود با افزای ملاحظه م8شکل 

ر ییزان استخراج با تغیرات مییدر مورد روند تغ. افتیکاهش 

pHل وجود یان نمود که به دلین نکته را بیتوان ای می فاز آب
 و pHزان یش مین با افزای در ساختار ملاميدیدروژن اسیه

ن به درون حلال یورود ملامزان یدروژن میون هیکاهش غلظت 
-ونیکنش ن امر به برهمیل ایافته که دلیاستخراج کننده کاهش 

-کنشباشد که مانع از برهمین می ملاميدیاس H  باOH يها

 pHدر مقابل با کاهش ). 8شکل (شود ی می استخراجيها
- آبیبیل به ترکیافته و تبدیش ین افزایت ملامیزان قطبیم

  .ابدییش میجه مقدار پاسخ افزایتشود که در نیدوست م

  
  

Fig 6 Response surface plot for peak area (mV min) as a function of (B) volume of extraction phase (mL), (C) 
extraction time (min). 

  

  
  

Fig 7 Response surface plot for peak area (mV min) as a function of (A) water in extraction phase (%) and (E) 
HCl concentration in extraction phase (M). 
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Fig 8 Response surface plot for peak area (mV min) as a function of (D) pH of extraction phase and (E) HCl 
concentration in extraction phase (M). 

 
ن از یط استخراج ملامی شراينه سازی به- 3-2

 تخم مرغ
ن با هدف به یط استخراج ملامی شراينه سازیمنظور بهبه

ن استخراج شده از تخم مرغ از یزان ملامیحداکثر رساندن م
  نه استخراجیط بهیشرا.  استفاده شدي عددينه سازیک بهیتکن

 آورده شده 5 تخم مرغ در جدول ینین از فراورده پروتئی ملام
ند استخراج ینه، فرایط بهی صحت شرایمنظور بررسبه. است
 در سه تکرار انجام شد و يشنهادیمار پی تن بر اساسیملام

. دیسه گردی شده توسط مدل مقاییشگویجه پیج حاصل با نتینتا
ر به دست ین مقادیب)<05/0p(ر یعدم وجود اختلاف چشمگ

  .کندی مدل را اثبات مییآمده کارآ
Table 5 Optimum extraction conditions of melamine from egg. 

Melamine concentration (mg/Kg) A (%) B (mL) C (min) D E (M) Experimental Predicted 
39.28 5.06 12.48 5.04 0.73 0.461 0.483 

 
ن در تخم مرغ به روش یزان ملامین مییتع- 3-3

   بالاییع با کارآی مایکروماتوگراف
 ی اعتبار سنجي روش استخراج پارامترهایمنظور اعتبار سنجبه

 يری، حد اندازه گ)LOD(ص ی، حد تشخیشامل گستره خط
)LOQ (ن ی نمونه مورد مطالعه و محلول استاندارد ملاميبرا

در .  آورده است6 حاصل در جدول يهابه دست آمد که داده
 مختلف به ي از چهار نشان تجاریقی حقيهات نمونهینها

پس از . دیه گردی از سطح شهر زنجان تهیصورت تصادف
نه، مقدار یط بهی تحت شرایقی حقيهان از نمونهیاستخراج ملام

- بالا و بهییع با کارای ماینبا استفاده از روش کروماتوگرافیملام

ن یر ملامیمقاد. دی گرديری استاندارد اندازه گشیروش افزا
طور همان.  نشان داده شده است7 شده در جدول يریاندازه گ

 مورد يهان در تمام نمونهیمقدار ملامگردد یکه ملاحظه م
ن اعلام شده توسط استاندارد یزان مجاز ملامیمطالعه کمتر از م

تنها در دو است و ) لوگرمیگرم بر کیلی م5/2(ه اروپا یاتحاد
گرم یلی م25/0(کا یتر از استاندارد آمر شین بینمونه مقدار ملام

  .باشدیم) لوگرمیبر ک

Table 6 Linear relationships between peak areas, concentrations and LOD and LOQ of melamine. 
R2 LOD (ppm) LOQ (ppm) Linear equation Source 

0.9998 0.0696 0.2322 Y=186.75+9.1005 Standard solution 
0.9996 0.1157 0.3858 Y=3537.50+65.25 Egg sample 
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Table7 Melamine concentrations (mg/Kg) of different egg brands. 
Standard deviation Mean 3th 

determination 
2nd 

determination 
1th 

determination 
Commercial 
trademark 

0.0043 0.452 0.457 0.450 0.449 A 
0.0036 0.405 0.401 0.410 0.405 B 
0.0033 0.194 0.199 0.191 0.193 C 
0.0017 0.192 0.194 0.190 0.193 D 

  

  يریجه گی نت- 4
ن در ی وجـود ملام ـ  یت بررس ـ ین پژوهش با توجه به اهم     یدر ا 

ن از فـراورده  یع ملام ـیمـا -عینـد اسـتخراج مـا    ی فرا ییمواد غذا 
 مستقل از جمله    يرهای تخم مرغ با در نظر گرفتن متغ       ینیپروتئ

ــده حــاو   ــاز اســتخراج کنن  يدرصــد آب مــورد اســتفاده در ف
 pHل، حجم فاز استخراج کننده، زمان استخراج،     یتریاستون/آب

د در فــاز یک اســیروکلردیــفــاز اســتخراج کننــده و غلظــت ه
 سـطح پاسـخ بـر    یاستخراج کننده بـا اسـتفاده از روش شناس ـ   

نـه  یمـورد مطالعـه قـرار گرفـت و به        یاساس طرح مرکب مرکز   
 يرهـا ی متغیج به دست آمده تمـام    یبر اساس نتا  . دی گرد يساز

ن از تخـم  ی بر اسـتخراج ملام ـ يداری معنیرات خطیمستقل تاث 
نه اسـتخراج  یط بهی شراي عددکیبا استفاده از تکن   . مرغ داشتند 
 06/5 درصـد آب در فـاز اسـتخراج کننـده،          28/39به صورت   

قـه زمـان    ی دق 48/12تر حجـم حـلال اسـتخراج کننـده،          یلیلیم
 مـولار بـه   73/0د برابر ی و غلظت اس04/5 برابر  pHاستخراج،  
 تخم مرغ مورد مطالعـه      يها ن در نمونه  یمقدار ملام . دست آمد 

لــوگرم بــه دســت یگــرم بــر ک یلــیم 19/0-45/0در محــدوده 
ن یانگر آنست که مقـدار ملام ـ یج به دست آمده ب  ینتا سهیمقا.آمد

ن یزان مجـاز ملام ـ ی ـ مورد مطالعه کمتـر از م يهادر تمام نمونه 
ه اروپـا اسـت و تنهـا در دو    یاعلام شده توسط استاندارد اتحاد 

بـه عـلاوه    . کا بود یتر از استاندارد آمر    شین ب ینمونه مقدار ملام  
ت مطلـوب روش  ی حـساس يای ـ روش گویج اعتبـار سـنج    ینتا

 بـالا   ییع با کـارآ   ی ما ی توسط دستگاه کروماتوگراف   يریاندازه گ 
 در نمونه تخم مرغ     LOQ و   LODزان  یکه م يطورباشد به یم

ن پژوهش یج به دست آمده در ایبا توجه به نتا  .قابل قبول است  
 انـدازه  نـه اسـتخراج و روش  یط به ی شـرا  يتوان با جمع بند   یم
ر ین در تخـم مـرغ و سـا      یزان ملام ـ یح م ی صح ی به بررس  يریگ

بـا  گـردد  یشنهاد م ـ ی ـت پ ی ـدر نها .  مشابه پرداخت  يهافراورده
ک محصول پرمصرف در    یت تخم مرغ به عنوان      یتوجه به اهم  

تخـم مـرغ بـا     ی از آلـودگ يری مردمبه منظور جلوگ ییسبد غذا 
 يهـا  ارگان يور از سو  ی خوراك ط  ي بررو یقین کنترل دق  یملام

ن در مـواد  ین مقدار ملام ـیین تع یرد و همچن  یمربوطه صورت گ  
 مورد آزمـون در مراجـع اسـتاندارد قـرار        ي در پارامترها  ییغذا

 عرضـه  یین مواد غـذا ی سطح ملام  ي بررو یقیرد تا کنترل دق   یگ
  .ردیشده در سطح کشور صورت گ
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The presence of melamine in foods is one of the important issues in terms of food safety and 
consumer health. Extraction is the first step in determining the amount of melamine in foods. 
Therefore, in the current study, melamine extraction from egg was optimized using response surface 
methodology based on the central composite design. The percentage of water used in the extraction 
phase containing water/acetonitrile, extraction phase volume, extraction time, pH of extraction phase, 
and hydrochloric acid concentration in the extraction phase were considered as the studied variables 
for optimizing extraction conditions. Finally, the amount of melamine present in four brands of egg 
was measured by high-performance liquid chromatography (HPLC) using internal standard method. 
Optimum extraction conditions were obtained in the form of 39.28% water in the extraction phase, 
5.06 mL extraction solvent volume, 12.48 min extraction time, pH 5.04 and acid concentration of 0.73 
M. The amount of melamine in the egg samples was in the range of 0.19-0.45 mg/kg. Regarding the 
amount of melamine authorized by the EU and the US Food and Drug Administration, it can be 
concluded that the melamine content of the samples is within the limits of the EU standard and only in 
two samples was more of the USFDA standard. 
 
Keywords: Optimization; Extraction; Melamine; Egg; High-Performance Liquid Chromatography. 
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