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از هر    یعار  دیمحصولات با  نیا  زه،یپاستور  ری مانند ش  یاستفاده از محصولات لبن  یبا توجه به گستردگ

آلا باق   ندهیگونه  ما  ماندهیمانند  کش،  آفت  غ   نیکوتوکسیدارو،  ما  رهیو  )مانند  نیکوتوکسیباشند.  ها 

 وریخوراک دام و ط   ،ییذامواد غ   ندهی و آلا  یاز مواد سمّ  یا( دسته رهیو غ  A  نیها، اکراتوکس نیآفلاتوکس 

 یبرا   ریها در شنیکوتوکسیشوند. حضور مایم  دیها تول از قارچ  ی از انواع خاص  یعی هستند که به طور طب

 یبررس  یکارآمد و آسان برا  ع،یسر  یها توسعه روش  نیخطرناک است. بنابرا  اریمصرف کننده بس   یسلامت

-یم  تی حائز اهم  اریبس ییدر مواد غذا  A نیوکسو اکرات 1M نیمانند آفلاتوکس ییهان یکوتوکسیحضور ما

شده با    بی ترک  یبر استخراج فاز جامد پخش  یکارآمد مبتن  یاهیروش تجز  کی  یکار پژوهش  نیاشد. در اب 

آفلاتوکس   یبرا  یپخش  عیما-عیما  کرواستخراجیم اکراتوکس   1M  نیاستخراج  هااز    A  نی و    ر یش   ینمونه 

بالا مجهز به دتکتور فلورسانس ارائه شده است.   ییبا کارا  عیما  ی رافها با کروماتوگ آن   زیو آنال   زهیپاستور

  77/0-97/0و    23/0-29/0  های  در محدوده  بی به ترت  یرگی  و اندازه  صیحدود تشخ   نهیبه   طیتحت شرا

-249  های  در محدوده  بی و راندمان استخراج به ترت  ظیفاکتور تغل   نیحاصل شدند. همچن   ترلی   بر  گرمنانو

 یدرصد از نمونه ها  70)در    1M  نیآفلاتوکس  زیاز نمونه ها ن  یبدست آمدند. در تعداد  83-89و %    322

با    نیشد. همچن  افتیشده(    یبررس  ریش  یدرصد از نمونه ها   10)در    A  نیشده( و اکراتوکس  یبررس  ریش

 5/33  ات  6/27در محدوده  )  1M  نیآفلاتوکس  زانیم  تواندیم  ویکروویبدست آمده، تابش ما  جیتوجه به نتا

 کاهش دهد.   (درصد 8/20تا  17/ 3در محدوده ) A نیو اکراتوکس  (درصد
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 مقدمه -1

که تحت تاثیر  امروزه، گسترش و بروز انواع مختلف سرطان  

قرار دارد سلامت   مواد غذایی  ایمنیعوامل مختلفی مانند  

و   شیر  کند.  می  تهدید  جدی  طور  به  را  بشری  جوامع 

نقش موثری    یدارا بودن مواد مغذ  لیبه دلفرآورده های آن  

مردم   این    سراسر جهاندر سبد غذایی  به  توجه  با  دارند. 

نکته، شیر و فرآورده های آن باید عاری از هرگونه آلودگی  

مانند آفت کش، مایکوتوکسین، فلزات سنگین و غیره باشد  

بسیار خطرناک بوده و جزو شناخته  مایکوتوکسین ها  .  ]1[

به طور طبیعی   شده ترین آلاینده ها می باشند. این ترکیبات

، نگهداری و انبار حین تولیدها  انواع خاصی از قارچرشد  از  

تولید می شوند    نمودن مواد غذایی در شرایط گرم و مرطوب

به توان    یم  ی شناخته شدهمایکوتوکسین هااز جمله  .  ]2[

 .]3[  دکراشاره    A  ن یاکراتوکس  و  ها  نیآفلاتوکس

م   نیکوتوکسیما مستقنتوان  یها  طور  به  طر)  مید    قیاز 

غذامصرف   طر)  میمستق  ریغ  ا یو  (  آلوده  ییمواد    قیاز 

ها   نیکوتوکس یدر معرض ما  واناتیح  یورده هاآمصرف فر

جزو مواد  وارد بدن انسان شوند. این ترکیبات    یر(مانند ش

غذا، انجماد و پختن   دیتول  یندهایفرا  یطبوده و    زا  سرطان

در    نوع آفلاتوکسین  17بیشتر از  نمی روند. امروزه    نیباز  

،  G1لچهار نوع اصلی آن شامکه    طبیعت شناخته شده است 

G2  ،B1  و  B2  موارد،  ]4[  دنباشمی این  میان  در   .

 فلاتوکسینو متابولیت هیدروکسیله آن )آ  B1آفلاتوکسین  

M1  باشند می  ها  افلاتوکسین  ترین  سمی  از   )]5[  .

دیگر مایکوتوکسین سمی است که اولین بار   A اکراتوکسین

سازی    از سویه آسپرژیلوس اکراسیوس استخراج و خالص

  نیکوتوکس یمقدار ماپایش    با در نظر گرفتن این نکات،شد.  

  یبخش  یجهت آگاه  ریشمواد غذایی مانند    ی در نمونه ها  ها

 

1- High Performance Liquid Chromatography 

2 -Dispersive solid phase extraction 

  بسیار حائزو سلامت کشور و عموم مردم    هیتغذ  انی به متول

 است.  ت یاهم

پیشروی  مهمترین لبنی  صنایع  چالش  و   یا  کاهش  غذایی 

حذف آلاینده های مواد غذایی می باشد. تا به حال برای 

رسیدن به این هدف، از فرآیندهای مختلفی مانند تابش دهی  

مایکروویو، حرارت،  با   اشعه  ماورابنفش،  اشعه  گاما،  پرتو 

استفاده    .]7،  6[استفاده شده است     اکسیداسیون و کمپوست 

از طریق تغییر و تخریب ساختار  از این روش ها می تواند  

هامولکولی   قابلیت  آلاینده  کاهش  و  انتقال  مهار  سبب   ،

 ها گردد.ها به بافت هدف و حذف آن  آندسترسی 

از بالا  حساسیت  به  توجه  با  موارد  از  بسیاری   در 

ای  به عنوان ابزار تجزیه 1کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

استفاده می شود  ها نیکوتوکسیمابرای آنالیز انواع مختلف 

ها بدون استفاده  مایکوتوکسین. اما متاسفانه آنالیز مستقیم  ]8[

روش ماتریکس  از  پیچیدگی  دلیل  به  سازی  آماده  های 

ها امکان پذیر نیست ها و مقادیر غلظتی پایین در آننمونه

  ی آماده ساز  یتوسعه و استفاده از روش ها  ن،یبنابرا.  ]9[

  ی م  ت ی حائز اهم  ارینمونه ها بس  زیآسان و کارا قبل از آنال

نمونه   یجهت آماده ساز  تنوعیم  یروش هاکنون  تا  باشد.

- عیتوان به استخراج ما  یجمله م   نیکه از ا   استفاده شدهها  

پخش  ع،یما جامد  فاز  استخراج  جامد،  فاز  و  2ی استخراج 

 اشاره کرد. 3ی پخش عیما-عیما کرواستخراجیم

یکی از پرکاربردترین روش های    یاستخراج فاز جامد پخش

 میذرات جاذب بطور مستق  آماده سازی نمونه بوده و در آن

براساس جاذب  ذرات    .باشندی با محلول نمونه در تماس م

نمونه  بافت  موجود در    ترکیبات  می توانند  شانیگروه عامل

بعد]10[  کنندرا جذب   در مرحله ی  که   جامدی  ذرات  . 

از    وژیفیسانتر  ی  لهوسی  به  ندا  کرده   جذب  را  ها  ت یآنال

حلال مناسب    کی  ی  لهوسیجدا شده و به    یشیمحلول آزما

3- Dispersive liquid-liquid microextraction 
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آنالیت ها   . بنابراین در این  شوندیشسته م جهت واجذب 

جاذب  روش،   ت  مناسب انتخاب  دارد  نیربیش  را  .  تاثیر 

  ها از نانو جاذب    یدی، نسل جد1ی فلز-یآل  های  چارچوب

  ار یتخلخل بس،  جذب  یبالا   ت ظرفی   هستند که با توجه به

بالا و   یحرارت  ی وکیمکان  یداریپا  ،بالا، مساحت سطح بالا

گرفته    اریبسساده  سنتز    هایروش   قرار  توجه  اند مورد 

]11[. 

پژوهشی   کار  این  تلفیق روش  در    DLLMEو    DSPEاز 

یونی مایع  از  استفاده  بر  برای   مبتنی    استخراج   مغناطیسی 

شیر    A  نیواکراتوکس  1M  نیآفلاتوکس های  نمونه  از 

آنالیز    زهیپاستور سپس  به و  ترکیبات    روش   این 

مجهز  کارایی   با  مایع  کروماتوگرافی دتکتور    به  بالا 

  یبرا  یکار پژوهش  نیدر ا  نیهمچن  استفاده شد. 2فلورسانس

  ی استفاده از امواج فرابنفش در کاهش محتوا  ریبار تاث  نیاول

مورد    شیر پاستوریزه  ینمونه هادر    الیت های مورد مطالعهآن

 . گرفت قرار   یبررس

 

 ها مواد و روش  -2
 نمونه برداری  -1-2

که توسط    1400گاو در زمستان    زهیپاستورنمونه شیر    31

محلی در سطح استان آذربایجان شرقی تولید   تولید کنندگان

نمونه ها تا    نیاشده بودند از شرکت پگاه تبریز تهیه شدند.  

داخل ترفتالات در    لنیات  یپلظروفی از جنس  در    زیزمان آنال

یکی    شدند.  ینگهدار  (گرادیدرجه سانت  4  ی با دما)  خچالی

از نمونه ها که فاقد آنالیت های مورد مطالعه بود به عنوان 

بلانک انتخاب شد و در بهینه سازی روش پیشنهادی مورد  

تمامی   قرار گرفت.  دانشکده  هاشی آزما استفاده    یمیش   در 

 . شد انجام زیتبر دانشگاه

 مواد شیمیائی  -2-2

و سه نوع مایع    A  نیاکراتوکس،  1M  نیآفلاتوکساستاندارد  

شامل   مغناطیسی  ایمیدازولیوم -3-هگزیل-1یونی  متیل 

متیل  -3-بوتیل-4MIM] [FeCl6([C،1([تتراکلروفرات  

تتراکلروفرات   -1و    4MIM] [FeCl4([C([ایمیدازولیوم 

کلروفرات  -3-وتیلب دی  برومو  دی  ایمیدازولیوم  متیل 

])2Br2 MIM] [FeCl4([C  ( سیگما  شرکت   ,Sigmaاز 

USA  ،)O26H⋅3FeCl  ،1کربوکسیلیک اسید، بنزن دی  -4و

، استون، متانول، ایزوپروپانول، تری کلرو  دیفرمام  ل یمت  ید

هیدروکسید   سدیم  کلرید،  سدیم  اسید،  از شرکت  استیک 

( درجه   (،Merck, Germanyمرک  با  آب  و  استونیتریل 

HPLC-grade  کِم شرکت  )از  ( ChemLab, Belgiumلَب 

 خریداری شدند.

 یکروماتوگراف با دستگاه ز یآنال طی شرا -3-2

پارامترها  زیآنال  طی شرا  سازی نهیبه فرآ  لیدخ  یو   ندیدر 

دستگاه    یجداساز افزاHPLCبا  به  منجر    ت ی قابل  شی، 

بهینه    .شود یم  ی کروماتوگراف  ستمی س  یجداساز شرایط 

HPLC    به آنالیز    FLDمجهز    و   1M  نیآفلاتوکس برای 

 است.  در جدول  یک ذکر گردیده A نیاکراتوکس

Table 1. Optimal condition of HPLC-FLD  
, length: 150 mm, ID: 4.6 mm, particle size: 5 µm 18Gemini C Type of column 

Acetonitrile: water (35:65 v/v), flow rate: 1.1 ml/min Mobile phase 

40 °C, loop: 20 µL Injector 

and 333 nm for Ochratoxin A 1360 nm for Aflatoxin M Wavelength of Emission 

and 470 nm for Ochratoxin A 1430 nm for Aflatoxin M Wavelength of Excitation 

 

 MOFسنتز  -4-2

 

1 - Metal Organic Frameworks 

سنتز   آلبرای  ،  ]MIL-88B(Fe)  )]12   ی فلز -یچارچوب 

  تریلیلیم  4.4و    دیفرمام  ل یمت  ید  تریلیلیم  55از    یمخلوط

2 - Fluorescence Detector 
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  ی اشهیش  وانیل ک یمولار( به  2) سدیم هیدروکسیدمحلول 

و   تااضافه  مذکور  یکزمان    مخلوط  به  محلول   دستیابی 

ادامه    شد.  همزدههمگن   دی  -4و1گرم    1/ 82در  بنزن 

و   اسید  داخل    O26H⋅3FeCl  گرم  2/ 97کربوکسیلیک  به 

دقیقه همزده   15مخلوط مذکور اضافه و مخلوط به مدت  

مخلوط  شد.   مدت  حاصل  سپس  دما  12به  در    ی ساعت 

. در ادامه، رسوب به  گردیداتوکلاو    گرادیدرجه سانت  100

و در دمای اتاق   لتریف  یکاغذ صاف   با استفاده ازدست آمده  

شد به  خشک  جامد  پودر  ادامه  در  آب    تریل  یلیم  200. 

نهاهمزده شدروز    کیاضافه و به مدت    دیونیزه   تی . در 

  15ساعت در    1به مدت    MOFو    گردیدهمحلول صاف  

به ذکر است که خواص    وه ی متر ج  یلیم خشک شد. لازم 

MOF  گروه ما به طور کامل مورد   یسنتز شده در کار قبل

 . ]12[ه است بحث قرار گرفت

 استخراج طی شرا یسازنه یبه  -5-2

برای رسیدن به راندمان های استخراج بالا، تاثیر پارامترهای 

مختلف مانند مقدار تری کلرو استیک اسید )از بین مقادیر  

میلی گرم(، مدت زمان ورتکس )از میان مدت   150تا    75

تا    25دقیقه(، مقدار جاذب )از بین مقادیر    5تا    1زمان های  

تا  1های  میلی گرم(، مدت زمان جذب )از میان زمان 100

5  ( زنی  نمک  اثر  محدوده  دقیقه(،  افزودن    10تا    0/ 0با 

( ، نوع )از بین  دیکلر  میسداز نمک    یحجم  / یدرصد وزن

( و  استون، متانول، ایزوپروپانول و استونیتریلچهار حلال  

(  میلی لیتر   2/ 0  و  1/ 5،  0/1،  0/ 5  یهاحجم  نیاز بحجم )

شوینده/پخش حلال    کنندهحلال  چهار  بین  استون،  )از 

(، مدت زمان واجذب )از متانول، ایزوپروپانول و استونیتریل 

دقیقه( و نوع )از میان سه مایع    5تا    1میان مدت زمان های  

4MIM] [FeCl6], [C4MIM] [FeCl4[C ,[یونی مغناطیسی  

]2Br2MIM] [FeCl4[C( حجم  و  ب(  ،  55های  حجم  نیاز 

مورد  میکرولیتر  70و    65،  60 کننده  استخراج  حلال   )

ماکزیمم به  دستیابی  جهت  قرارگرفتند.  کاهش   بررسی 

در نمونه ها اثر    A  نیاکراتوکس  و  1M  نیآفلاتوکس محتوای  

مدت زمان قرار گرفتن نمونه در معرض امواج مایکروویو  

قدرت    120و    90،  75،  60،  45،  30،  15) و  ثانیه( 

و    360و  270، 180، 90،  0مایکروویو ) از میان توان های 

گرفت.    450 قرار  بررسی  مورد  نیز  ارزیابی  وات(  جهت 

یک پارامتر "های موثر در روش ارائه شده از روش  فاکتور

استفاده شد. تاثیر این عوامل با مقایسه سطح   "در یک زمان

آنالیت  از  حاصل  پیک  مورد  زیر  مختلف  شرایط  در  ها 

 اند. ارزیابی قرار گرفته

 ایمشخصات تجزیه -6-2

جهت اعتبارسنجی روش ارائه شده در این کار پژوهشی، 

ها،  پس از رسم منحنی کالیبراسیون برای هر کدام از آنالیت  

تشخیص    حد   ،(Linear range)  روش  خطی  محدوده

(Limit of detectionحد )اندازه  (،   Limit ofگیری 

quantitationمجذور تکرارپذیری   ضریب   (،  همبستگی، 

(RSD%راندمان و فاکتور ،)  تغلیظ بررسی و محاسبه شدند.  

روش استخراج -7-2

  

  تلفیق   بر  سازی مبتنی روش آماده یک این کار پژوهشی  در

  نیآفلاتوکس   برای استخراج  DLLMEو    DSPE  هایروش

1M  نیواکراتوکس  A   پاستوریزه توسعه نمونه های شیر  از 

منظور،   بدین  شد.  شیر    7داده  نمونه  لیتر    زه یپاستور میلی 

افزودن   از  کلرو    125برداشته شده و پس  تری  میلی گرم 

دقیقه ورتکس شد.   3استیک اسید مخلوط مذکور به مدت  

دور بر دقیقه به مدت    5000پس از سانتریفیوژ )با سرعت  

میلی گرم از جاذب    50دقیقه( فاز رویی برداشته شده و با    5

 4سنتز شده مخلوط شد. در ادامه مخلوط مذکور به مدت  

دور    5000قه ورتکس شد. پس از سانتریفیوژ )با سرعت  دقی

  1دقیقه( فاز رویی دور ریخته شده و    5بر دقیقه به مدت  

میلی لیتر استونیتریل بر روی ذرات جاذب اضافه شد. این  

مدت   به  از   4مخلوط  پس  دوباره  و  شده  ورتکس  دقیقه 

سرعت   )با  مدت    5000سانتریفیوژ  به  دقیقه  بر    5دور 

آلی حاوی آنالیت های استخراج شده برداشته    دقیقه(، فاز

با   اختلاط  از  پس  و  یونی    55شده  مایع  از  میکرولیتر 

داخل    4MIM] [FeCl6[C[مغناطیسی   آب   5به  لیتر  میلی 

آهنربا،   حضور  در  سپس  شد.  تزریق   یونی   عی مادیونیزه 

در داخل لوله حاوی آنالیت های استخراج شده  ی  سیمغناط
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دستگاه   به  کمی  آنالیز  جهت  و  شده    HPLC-FLDجمع 

 تزریق شد.

محتوی    -8-2 بر  مایکروویو  امواج  تاثیر  بررسی 

 ها مایکوتوکسین 

میلی لیتر از نمونه شیر برداشته شده و با    7در این راستا،  

نانوگرم   200های مورد مطالعه آلوده شدند )مایکوتوکسین  

بر لیتر(. سپس نمونه به دست آمده تحت امواج مایکروویو  

قرار گرفت. در ادامه نمونه ها با روش اشاره شده در بالا 

 استخراج شدند. 

 نتایج  -3
 سازی عوامل موثر در استخراج نتایج بهینه -1-3

 مقدار تری کلرو استیک اسید -1-1-3

نمودار   در  آمده  بدست  نتایج  به  توجه  افزایش  1با  با   ،

میلی گرم، راندمان   125مقدار تری کلرو استیک اسید تا 

استخراج آنالیت های مورد مطالعه افزایش یافته و پس از  

مقدار  عنوان    به  میلی گرم  125در نتیجه  آن ثابت می ماند.  

  انتخاب شد.تری کلرو استیک اسید  بهینه

 مدت زمان ورتکس  -2-1-3

تا   ورتکسزمان  با افزایش مدت مطابق نتایج بدست آمده،  

  یافته و بعد از آن ثابتدقیقه راندمان استخراج افزایش    3

 ماند.می

 مقدار جاذب -3-1-3

افزایش  با که   دهدمینشان  2نمودار دست آمده در نتایج به

میلی گرم راندمان    50تا  ( استفاده شده  MOFمقدار جاذب )

استخراج آنالیت های مورد مطالعه افزایش یافته و پس از  

 آن ثابت می ماند. 

 مدت زمان جذب   -3- 4-1

با در نظر گرفتن نتایج بدست آمده، با افزایش مدت زمان  

دقیقه راندمان    4ورتکس مخلوط نمونه و ذرات جاذب تا  

 استخراج افزایش یافته و پس از آن ثابت می ماند. 

 اثر نمک زنی  -3- 5-1

به  نشان    نتایج  آمده  نمک    داددست  افزایش  موجب  که 

و    شود مطالعه میآنالیت های مورد  کارایی استخراج    کاهش

 گرفت. لذا مراحل بعدی بدون افزایش نمک صورت 

 نوع حلال شوینده  -3- 6-1

که در بین    می دهدنشان    3در نمودار  دست آمده  نتایج به

دارای بیشترین کارایی    استونیتریلهای مورد بررسی  حلال

در استخراج آنالیت های مورد مطالعه بوده و به عنوان حلال 

 بهینه برای مراحل بعدی انتخاب شد.

 حجم استونیتریل  -3- 7-1

( با افزایش حجم 4نمودار با توجه به نتایج به دست آمده )

لیتر، راندمان های استخراج افزایش  میلی    1استونیتریل تا  

یابند. در یافته و بعد از آن با افزایش بیشتر حجم، کاهش می

بهمیلی  1نتیجه   استونیتریل  برای    لیتر  بهینه  حجم  عنوان 

   مطالعات بعدی انتخاب شد.

 مدت زمان واجذب   -8-1-3

مخلوط  ورتکس  زمان  مدت  افزایش  با  نتایج،  به  توجه  با 

تا   ذرات جاذب  و  کننده  واجذب  راندمان    4حلال  دقیقه 

 استخراج افزایش یافته و پس از آن ثابت می ماند. 

 نوع حلال استخراج کننده -9-1-3

در  همان که  می  5  نمودارطور  یونی  شود  مشاهده  مایع  از 

بالاتری    4MIM] [FeCl6[C[مغناطیسی   استخراج  کارایی 

استفاده  نسبت به سایر حلال به عنوان  های مورد  داشته و 

 .حلال بهینه برای مراحل بعدی انتخاب شد

 کننده حجم حلال استخراج  -1-3- 10

، با افزایش حجم DLLMEدر طول فرآیند  با توجه به نتایج  

استخراج استخراج  حلال  راندمان  در  چندانی  تغییر  کننده، 

بنابراین،   نمی شود.  مطالعه مشاهده   55آنالیت های مورد 

 عنوان حجم بهینه انتخاب شد. میکرولیتر به

غلظت    -11-1-3 کاهش  در  مایکروویو  زمان  مدت  اثر 

 آنالیت ها 

نمودار   در  آمده  بدست  نتایج  به  توجه  غلظت    6با  الف، 

ثانیه کاهش یافته   90آنالیت ها در نمونه شیر تا مدت زمان 

 و پس از آن کاهشی در غلظت آنالیت ها مشاهده نمی شود.
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آنالیت    -12-1-3 اثر قدرت مایکروویو در کاهش غلظت 

 ها

با افزایش    ،شودمشاهده می  ب  6  نمودارطور که در  همان

تا   مایکروویو  )  360قدرت  گرفتن  وات  قرار  زمان  مدت 

غلظت آنالیت ها  (  ثانیه  90مایکروویو  نمونه ها در معرض  

در نمونه شیر کاهش یافته و پس از آن کاهشی در غلظت  

 شود.آنالیت ها مشاهده نمی

 
Figure 1. Optimizing the amount of trichloroacetic acid 

 

 

 

 

Figure 2. Optimizing the amount of absorbent 
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Figure 3. Optimizing the type of detergent solvent 

 

 
Figure 4. Optimizing the volume of acetonitrile 
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Figure 5. Optimizing the type of extraction solvent 
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Figure 6. Optimizing microwave exposure time (a) and microwave power (B) in reducing the 

concentration of studied analytes 

 

 ای هی مشخصات تجز  جی نتا -2-3

ارقام شایستگی روش ارائه شده تحت شرایط بهینه بدست  

ها،  کالیبراسیون برای هر یک از آنالیت آمدند. از رسم نمودار  

( همبستگی  ضریب  مجذور  خطی  2rمقادیر  محدوده  و   )

( بدست آمد. جهت ارزیابی تکرارپذیری و دقت LRروش )

( استفاده شد. حد  %RSDروش از انحراف استاندارد نسبی ) 

ترتیب برابر    ( بهLOQگیری )( و حد اندازهLODتشخیص )

ها نسبت سیگنال  گرفته شدند که در آنهایی در نظر  غلظت 

نویز   مقایسه می  10و  3به  از  تغلیظ  فاکتور  محاسبه  باشد. 

آنالیت  های محلول استاندارد با مساحت  مساحت زیرپیک 

از اجرای روش  نمونه شیر پس های موجود در پیک آنالیت 

گرفت. ارقام شایستگی روش  ارائه شده و استخراج صورت

 است. ارائه شده  1ارائه شده در جدول 
Table 2. Figure of merits of the presented method 
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Enrichment 

factor  ± SD 
(n=3) 

Extraction 

efficiency ± 
SD (n=3) 

Relative  

Standard  

Deviation 

(%) 

Correlation 

coefficient 

Limit of 

Quantification 
(ng/L) 

Limit of 

Detection 
(ng/L) 

Linear 

range 
(ng/L) 

Analyte 

232±8 83±3 3.9 0.997 0.97 0.29 0.97-105 Aflatoxin M1 

249±11 89±4 4.2 0.998 0.77 0.23 0.77-105 Ochratoxin A 

 

 ی حقیق  های آنالیز نمونه جی نتا -3-3

تعیین  در  روش ارائه شدهکاربرد   های حقیقیبا آنالیز نمونه

مورد    یهامایکوتوکسین    کمی مطالعه  قرار   ارزیابیمورد 

منظور،    .ردیگ می این  در   شیر  یهانمونه برای  شده  آماده 

  HPLC-FLDاستخراج قرار گرفته و با    مورد  نهی به  طیشرا

نمونه از    21با توجه به نتایج بدست آمده در    .شدند  زیالآن

تا    23با غلظت   1M  نیآفلاتوکس  نمونه شیر بررسی شده  30

در    196 شد.  یافت  لیتر  در  نیز  3نانوگرم  شیر    نمونه 

  تر ینانوگرم در ل  48تا    30در محدوده غلظتی    A  نیاکراتوکس

نمونه  یافت شد. ادامه،  بررسی شدههادر  ارزیابی    ی  برای 

ها   آنالیت  در کاهش محتوای  مایکروویو  در معرض  تاثیر 

به    و ی کروویقرار گرفتند )زمان و توان ما  و یکروو یتابش ما

. با توجه به نتایج بدست آمده،  وات(  360و    هیثان  90  ب یترت

ما در    1M  نیآفلاتوکسمیزان    تواندیم  و ی کروویتابش  را 

و    33/ 5تا    27/ 6محدوده   در    A  نیاکراتوکسدرصد  را 

    درصد کاهش دهد. 20/ 8تا  17/ 3محدوده 

 های حقیقی بررسی اثر ماتریکس در نمونه -4-3

های شیر بررسی  جهت ارزیابی اثر ماتریکس در نمونه

  1M  نیآفلاتوکسهمه نمونه ها و نمونه بلانک با    ،شده

در   نانوگرم  15و    10های  به غلظت   A  نیاکراتوکس  و

دست آمده  های نسبی بهمقادیر بازیابی  لیتر آلوده شدند.

-مینشان  درصد(    103تا    89)در محدوده    2در جدول  

  بر   چندانی  ریتأث  یقیحق  یهانمونه  کسیماترهند که  د

 .دارند ن  یشنهادیپ  روشعملکرد 
Table 3. Examination of the matrix effect of pasteurized milk samples 

Relative recovery ± standard deviation (n = 3) 

Sample 5 Sample 4 Sample 3 Sample 2 Sample 1 Analyte 

Spiked samples containing each of the analytes at a concentration of 10 ng/L 

91±3 100±2 99±2 87±4 89±3 Aflatoxin M1 

102±3 103±5 101±5 94±3 88±2 Ochratoxin A 

Spiked samples containing each of the analytes at a concentration of 50 ng/L 

95±3 98±4 101±3 90±2 93±2 Aflatoxin M1 

103±4 100±2 103±3 96±4 93±3 Ochratoxin A 

 

 بحث  -4
یک روش آماده سازی نمونه مبتنی بر  در این کار پژوهشی،  

مبتنی بر استفاده از    DLLMEو    DSPEترکیب روش های  

برای و  شده  سازی  بهینه  مغناطیسی  یونی    استخراج  مایع 

شیر    A  نیواکراتوکس  1M  نیآفلاتوکس های  نمونه  از 

با   شده  استخراج  های  آنالیت  شد.  استفاده  پاستوریزه 

HPLC-FLD  شدند ا  نی همچن  .آنالیز  پژوهش  نیدر    ی کار 

امواج فرابنفش در کاهش محتوا   ریتاث از  الیت  آن  یاستفاده 

مطالعه مورد  هادر    های  پاستوریزه  ینمونه  مورد   شیر 

 . گرفت قرار   یبررس

استفاده از عوامل    ر،ینمونه ش  دهیچیپ  کسیبا توجه به ماتر

در آن قبل از  نیپروتئ ب ی ترس ندیرسوب دهنده و انجام فرا

  ک یاستکلرو  یاست. تر  یضرور   یامر  ای  هیارائه روش تجز
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به   ای که دارد به طور گسترده هایی  ت یبا توجه به مز  دیاس

با توجه    .]13[گردد    یعنوان عامل رسوب دهنده استفاده م

قادر به رسوب    دیاس  کیاست   ی کلروکه مقدار کم تر  نیبه ا

پروتئ  یده ز  ست ین  ها  نیتمام  مقدار  م  ادیو    تواند   یآن 

تغ  ت یماه را  به  ریینمونه  حا  سازی  نهی دهد  آن   ئز مقدار 

 .  باشد یم ت یاهم

( دهنده  رسوب  عامل  تماس  زمان    ک یاستکلرو  یترمدت 

( با نمونه شیر دیگر پارامتر مهمی است که می تواند دیاس

تاثیر قرار دهد   در    .]13[کارایی روش ارائه شده را تحت 

 نیسطح تماس ب  شیافزا  برای ورتکس    این کار پژوهشی از

دهنده رسوب  شیرو    عامل  بهبود    عیتسر   جهت   نمونه  و 

ترسیب پروتئین نمونه شیر استفاده شد. فلذا مدت    ندیفرآ

 ورتکس در این مرحله نیاز به بهینه سازی دارد. زمان 

مقدار جاذب در روش استخراج فاز جامد پخشی از مهم  

باشد. این تاثیر  های موثر در کارایی روش میترین پارامتر

به حجم   فاز جامد جاذب  نسبت  به  استخراج،  کارایی  در 

باشد. در مقادیر کم از جامد نسبت  محلول نمونه مرتبط می

می پایین  استخراج  راندمان  و  بوده  کم  با فاز  ولی  باشد 

افزایش مقدار جاذب نسبت فازها افزایش یافته و راندمان 

. از این رو مقدار جاذب باید ]14[  یابد  استخراج افزایش می

 بهینه گردد. 

سطح تماس    شیبه منظور افزا  ورتکسدر روش حاضر از  

جذب    زانیم  شیبا جاذب و افزا  یمورد بررس  های  ت یآنال

رو    نیاز ا  .]12[   توسط جاذب استفاده شده است   ها  ت یآنال

ه  موثر بود  یشنهادیروش پ  ییمدت زمان ورتکس در کارا

 . و نیاز به بهینه سازی دارد

روش در  افزا  های  عموماً  محلول   شیاستخراج،  بر   نمک 

که حضور نمک باعث    نی دو اثر متقابل دارد. اول ا  یآب  های

  تیشده و باعث کاهش حلال  یفاز آب  یونی  یروین  شیافزا

  سطح جاذب   به  ها  انتقال آنافزایش  و    یدر فاز آب  ها  ت یآنال

. دوم ابدی  یم  شافزای  استخراج  راندمان  جهیدر نت  شود  می

شده    یفاز آب  تهیسکوز یو  ش یباعث افزانمک    شیکه افزا  نیا

 ی قرار م  ر یتحت تأث  یرا در فاز آب  ت ی انتشار آنال  ب ی و ضر

 کدام  . هرشود  یکه منجر به کاهش راندمان استخراج م  دهد

  ریصورت تأث نیداشته باشد در ا یبرتر یگردی بر اثرات از

مهم   یاز پارامترها  یکیلذا    .]15[  آن عامل غالب خواهد بود

  ی سازنهیو به  یبه بررس  ازیاستخراج که ن  یها در اکثر روش

 . باشدی دارد مقدار نمک م

  کرواستخراج یروش حلال پخش کننده در مرحله م  نیدر ا

مورد    های  ت یآنال  ندهیبه عنوان حلال شو   یپخش  عیما-عیما

  ی م  یفاز جامد پخش  استخراج  از جاذب در مرحله  یبررس

  ت یّانتخاب نوع حلال پخش کننده از اهم  رو  نی. از اباشد

م  یادیز روش  باشد  یبرخوردار  در  کننده  پخش  حلال   .

از    جذب  های  ت یآنال  ش یشو   ت یقابل   دیبا  ی شنهادیپ شده 

داشته   را  باشد   جاذب  آب  با  امتزاج  قابل  فلذا .  ]16[و 

 انتخاب حلال مناسب بسیار ضروری است. 

استونیتریل آنالیت   حجم  شویش  برای  شده  از استفاده  ها 

باشد. با  جاذب پارامتر بسیار مهمی در روش پیشنهادی می 

آنالیت  کننده  ها در فاز افزایش حجم حلال شوینده/پخش 

ها بیشتر در آنالیت   DLLMEشوینده رقیق بوده و در مرحله  

شود. از طرف دیگر  فاز آبی حل شده و کارایی روش کم می

کارایی مرحله   کننده  کاهش حجم حلال شوینده/پخش  با 

DLLME  می به  کم  کننده  استخراج  حلال  چون  شود 

گردد. تشکیل حالت  صورت قطرات کاملاً ریزی پخش نمی

ابری موجب افزایش سطح تماس حلال استخراج کننده با  

ها به درون حلال استخراج  فاز آبی و تسریع استخراج آنالیت 

می دلی]16[  شودکننده  همین  به  حلال  .  حجم  ل 

 شوینده/پخش کننده بایستی مورد بهینه سازی قرار گیرد. 

ذرات   یپخش کننده بر رو  / ندهیپس از افزودن حلال شو 

  یجذب شده، مخلوط حاصل برا  های   ت یآنال  یجاذب حاو

م  یمدت فرآ  شود  ی ورتکس  تسر  ندیتا  شود.    عیواجذب 

مرحله را زمان واجذب    نی مدت زمان ورتکس در ا   ن، یبنابرا

 .ه شده و نیاز به بهینه سازی دارددینام

روش   انتخاب  DLLMEدر  کننده  حلال،    ی استخراج 

روش   ییتواند کارایاست که م  یامرحله  نیرتمهممناسب  

به توجهرا  قابل  تاث   یطور  دهد  ریتحت  برای   .]17[قرار 
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پارامتربهینه این  مغناطیسی  سازی  یونی  مایعات  دلیل    به، 

 ند.ها انتخاب شدسمیت کمتر آن

استخراج  حلال  می    کنندهحجم  که  است  دیگری  پارامتر 

اگر    .]17[تواند راندمان استخراج را تحت تاثیر قرار دهد  

  صورت حجم فاز جمع در این  دباش  حلال بیشتر  حجم اولیه

م بیشتر  نیز  استخراج  از  پس  تغلیظ  و    شودیشده  فاکتور 

س  افتهیکاهش   خواهند  زین  ایهیتجز  هایگنالیو   کاهش 

ازطرفافت ی کاهش حجم حلال  ی.  استخراج و   کارایی  ،با 

  کننده استخراج  حجم حلال   لذا  ابدی یکاهش م  یریتکرارپذ

 شود.  سازی  نهیبه دبای

و توان  امواج مایکروویو    معرض  زمان قرارگرفتن در  مدت

غلظت    و ی کروویما توانند  می  که  هستند  پارامترهایی  نیز 

را در نمونه شیر  A نیواکراتوکس 1M نیآفلاتوکسباقیمانده 

دهند. قرار  تاثیر  زمان    تحت  مدت  توان  افزایش  امواج  و 

تخر  تواند  یم  مایکروویو  تغ  بیبر  ترک   رییو    باتیشکل 

کاهش   به  منجر  و  باشد  موثر  باقیمانده هدف  غلظت 

 شود.   A نیواکراتوکس 1M نیآفلاتوکس

امروز روش به  اندازهتا  گیری  های استخراج مختلفی برای 

نمونه  A  نیواکراتوکس  1M  نیآفلاتوکس مختلف در  های 

اند.   شده  م  یابی ارز  یبرااستفاده  و    تیموفق  زانیعملکرد 

مربوط به آن اعم از    ای  هی تجز  ی پارامترها  ،یشنهادیروش پ

LOD،  LR،  RSD    وLOQ،  ر یسا  ای هیتجز  یبا پارامترها  

 1M  نیآفلاتوکس  نییتع  برای  رفته  کار به  یهاروش

جدول    های با توجه به داده  شدند.  سهیمقا  A  نیواکراتوکس

پایین تر از سایر روش    LOQو    LOD  یشنهادی، روش پ3

حساس بیانگر  که  است  می  ها  پیشنهادی  روش  بودن  تر 

های پایین تر   RSDباشد. همچنین روش ارائه شده دارای  

بوده و تکرار پذیر می باشد. محدوده خطی روش پیشنهادی  

است.   وسیعتر  ها  روش  سایر  با  مقایسه  در    ج ینتا   نیانیز 

قابل  یحاک  پ  یبالا  تیاز  اندازه  یشنهادی روش    یرگی   در 

 .باشد یم  A نیواکراتوکس 1M نیآفلاتوکس
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Table 4. Comparison of the efficiency of the proposed method with other methods 

Reference Method Linear range 

(ng/L) 

Limit of 

Quantification 

(ng/L) 

Limit of 

Detection (ng/L) 

Relative 

standard 

deviation (%) 
Analyte Sample 

[18] a - 410 130 ≤16.9 Ochratoxin A Red wine 

[19] b 
100-15000 30 10 ≤5.9 Aflatoxin M1 

Mother milk 
100-15000 30 10 ≤17.3 Ochratoxin A 

[20] c 210-5000 210 60 12.3 Aflatoxin M1 

Milk 
Present work Present work 

0.97-105 0.97 0.29 3.9 Aflatoxin M1 

0.77-105 0.77 0.23 4.2 Ochratoxin A 

a) Solid phase extraction coupled with liquid chromatography equipped with a sequential mass detector 

b) Liquid-liquid extraction coupled with liquid chromatography equipped with a fluorescence detector 

c) Liquid phase microextraction with hollow fiber coupled with liquid chromatography equipped with a sequential mass detector 
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 کلیگیرینتیجه  -5

 DLLMEو    DSPEدر مطالعه حاضر، از ترکیب روش های  

برای کارآمد  و  جدید  سازی  آماده  روش  یک  عنوان   به 

های    A  نیاکراتوکس  و  1M  نیآفلاتوکس  استخراج نمونه  از 

استفاده شد. روش پیشنهادی سریع و دوستدار    زهیپاستورشیر  

آمده قابلیت   نتایج بدست  به  با توجه  محیط زیست بوده و 

استخراج   در  از    A  نیاکراتوکس  و  1M  نیآفلاتوکس بالایی 

شیر   های  حدود    زه یپاستورنمونه  بالا،  استخراج  )راندمان 

تشخیص و اندازه گیری پایین و تکرار پذیری مناسب( دارد. 

همچنین علیرغم حضور انواع ترکیبات آلی و معدنی در بافت  

روش   کارایی  بر  محسوسی  تاثیر  نمونه  ماتریکس  شیر، 

 پیشنهادی ندارد.  
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Due to the extensive use of dairy-products like pasteurized milk, these 

products should be free of any contaminants such as drug residues, 

pesticides, mycotoxins, and etc. Mycotoxins (such as aflatoxins, ochratoxin 

A, and etc.) are a group of toxic and pollutant substances in foodstuffs, 

animal and poultry feed that are naturally produced from certain types of 

fungi. The presence of mycotoxins in milk is very dangerous for the health 

of the consumer. Therefore, the development of fast, efficient and easy 

methods for investigating the presence of mycotoxins such as aflatoxin M1 

and ochratoxin A in foodstuffs is of great importance. In this research, an 

efficient analytical method based on the combination of dispersive solid 

phase extraction and dispersive liquid-liquid microextraction has been 

proposed for the extraction of aflatoxin M1 and ochratoxin A from 

pasteurized milk samples and analyzing them with high-performance liquid 

chromatography equipped with a fluorescence detector. Under the optimum 

condition, limits of detections and quantifications within the ranges of 0.23–

0.29 and 0.77–0.97 ng L–1 were obtained, respectively. Enrichment factors 

and extraction recoveries has been obtained in the ranges of 232–249 and 

83–89%, respectively. Aflatoxin M1 (in 70% of the examined milk samples) 

and ochratoxin A (in 10% of the -examined milk samples) were found in a 

number of samples. Also, according to the obtained results, microwave 

radiation can reduce the amount of aflatoxin M1 (in the range of 27.6 to 

33.5%) and ochratoxin A (in the range of 17.3 to 20.8%). 
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