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  کروماتوگرافی مایعاصلاح شده  ر خشک به روشيموجود در ش B1 , B2ن يآفلاتوکس يرياندازگ
 1، محمود چمساس2گزوه يوش افضليدار  ،3*ينيام يعل

 
 خلاصه

هايغ پخؾي تزاي پيؼ تغليظ هقاديز تغييار   -يک رٍػ هيکزٍ اعتخزاج هايغادُ اس تا اعتفدر ايي تحقيق،  :هقذهه
هقيذار آفلاتَکغييي تيا اعيتفادُ اس     تؼييي ؽذ. عپظ در ؽيزخؾک  B1,B2هقذار آفلاتَکغيي ، کن آفلاتَکغيي

 کزٍهاتَگزافي هايغ تا ػولکزد تالا تِ ّوزاُ آؽکارعاس فلَرعٌت تؼييي ؽذ.
ًَِآفلاتَکغيي هَخَد  روش: اَفيٌيتي اعيتخزاج ؽيذُ ٍ عيپظ تَعيظ هيکيزٍ      ّا  در ًو اتتذا تَعظ عتَى ايويٌ

دام ؽذ. پاراهتزّاي  -اعتخزاج هايغ ع ٍ ؽاهل  هختلفهايغ پخؾي پيؼ تغليظ آفلاتَکغيي اً ع حلال ؽغتؾَ، ًَ ًَ
ثيز أتي حدن حلال اعتخزاج ٍ حلال پخؾي، سهاى اعتخزاج ٍ سهاى عاًتزيفَص ٍ غيزُ کيِ تيز کيارايي هزاحيل     

يٌِ  هي  ؽذ. گذارد، تْ
ِ هٌحٌي کاليثزاعيَى  ها: یافته يٌ ليتز تِ  گزم تز هيليًاًَ 0/1 -006/0ٍ 03/0-0/5حذٍدُ در ه  B1 ،B2تحت ؽزايظ تْ

 دعت آهذ.  تِ خغي 98/0  ٍ99/0 (R2) تزتية تا ضزية تزآٍرد
ي ّوزاُ تا کزٍهياتَگزافي هيايغ تيا    دّذ کِ هيکزٍ اعتخزاج هايغ هايغ پخؾ هي ًتايح ًؾاى  گیری: بحث و نتیجه

تخاتي، عادُ، حغاط ٍ ه  B1,B2  ثز تزاي پيؼ تغليظ ٍ تؼييي هقاديز تغيار کن آفلاتَکغييي ؤػولکزد تالا رٍػ اً
 ؽَد. پيؾٌْاد هيدر ؽيز خؾک  B1  ،B2 رٍػ تزاي پيؼ تغليظ ٍ تؼييي آفلاتَکغيي ٍ ايي  تاؽذ هي

اَفيٌيتي، کزآفلاتَکغيي، عتَى ايوي:یذیکلهای  واشه  اعتخزاج هيکزٍؽيزخؾک،  هاتَگزافي هايغ تا کارايي تالا،ٌٍ

 پخؾي هايغ-هايغ
 

،  ارشذ يكارشٌاس يداًشجَ -3 م پايِ تٍحق شيوي، داًشكذُ علَ م  اٍحذ علَ ُ آزاد  شگا ُ تحص  شيوي، ار ياستاد -2  يقات خراساى رضَيداً شگا ش يوي،  اس تاد    -3 كره اى  يل  يلات تكويداً
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 هقذهه
اَى در     يت 1960در عال  ملويَى خي ؼ اس فيذ ّيشار تَ
گل کؾَر اَى   يي خذ يويار يک تيظ در اثز ياً ذ تحيت ػٌي
ي يهحققي . رفتٌذ ييت در ػزك چٌذ هاُ اس Turkey X يواريت

تٌْا  يواريت افتٌذ کِيق دريدم يّايتزرع هغالؼات ٍ سپظ ا
ملويَى    ٍ  ٍدر خَخيِ ارد   ثيَدُ ً ّيا هحيذٍد تيِ تَ  ّيا 

اَى يّا ييتلذرچ  .ؽذُ اعيت  يٌيتلفات عٌگ هٌدز تِش يً خ
ق يي اس عز يويار يکِ ػاهل ت ذًذيدِ رعيي ًتيي تِ ايّوچٌ
تٍاػي    يتِ ع يليتزس يٌيتادام سه ِ تايتغذ ر هٌتقيل  َر هشتَ

ا ؽذُ اعتيه هزگ ٍ دام تؼذ اس آسها .ز آًْ  ؾات هتؼذديعزاً
تيا   يًظز تز اثز آليَدگ  ذ کِ خَرا  هَرديهؾخـ گزد

ػ در تلفيات  دياد  يعثة ادارد ش يً يارچعن کِ هٌؾا م يًَ
لَ  1961عيال   لذا در اعت. ذُيَر گزديع ذکٌٌيذُ  يميارذ ت
 Aflatoxin عين حافيلِ را   ٍ  Aspergilus flavusار يويار يت

 .(1) کزدًذ يًاهگذار
لَط فلاٍٍط ٍ يّا تَعظ دٍ کپک آعپزصييآفلاتَکغ
لَيتيلَط پاراسيآعپزص ًَذ يذ هيکَط ت ف يي در عکيِ   ؽي
ز، آرد يَر، ؽي يز خَرا  دام ٍ عيًظ يياد غذااس هَ يؼيٍع

 يّيا  ظيز، هاعيت، عَعي  يي ا، کؾوؼ، پٌيگٌذم، آرد عَ
هؾاّذُ ؽذُ  زُيغؽذُ ٍ  يػول آٍر يّا، گَؽتيزيتخو
اَع هختلف عن هذکَر اعت. ي يدارد کِ ؽاهل آفلاتَکغ ياً

B1, B2, G1, G2, M1, M2  تاؽييذ.  يهييّييا آىٍ هؾييتقات
خقَؿ ِ ّا ت ييًذ کِ آفلاتَکغذُ ايي ػقيي تز اياکثزهحقق
ع  ًَB1 َع ًيتز يعو ي ٍيتز يکِ م ق يش ّغت اس عزيي ًَ

لَکَل ّياي   دياد خْيؼ  يعيلَل ٍ ا  DNAّاي  اتقال تِ ه
تيز   اثيز خيَد را   DNAدر آى ٍ اختلال در عيٌتش   يا ًقغِ

را  B1 ييافلاتَکغ IARC 1988درعال  گذارًذ. يه هَخَدات
اَديدر ل غاً يسا عزعاى غت ه  .(2) ار دادمز ياً

در  AFB1 ٍAFM1در هييَرد حييذاکثز هقييذار هديياس  
اًَ يکؾَرّا ٍخَد دارد، اها تيِ عيَر    يي هتٌَػيهختلف م

دام  را در خيَرا   AFB1هؼوَل حيذاکثز هقيذار هدياس    
ppb20-10 (3) زًذيگ يدر ًظز ه . 

 يّيا  ي رٍػيشاى آفلاتَکغيي هييٍ تؼ يخذاعاستزاي 
اَى تيِ رٍػ    يٍخَد دارد کِ اس آى خوليِ هي   يهتؼذد  تي

(Thin Layer Chromatography) TLC  ِاس عيال  اؽارُ ًوَد ک
1990  ِ اَى  تي ل  يّيا اس رٍػ يکي يػٌي  يخذاعياس  هتيذاٍ
دُ ٍيافلاتَکغ ي ييي تؼ ـ ٍيتِ هٌظَر تؾخ ي هَرد تَخِ تَ
ي رٍػ يي در ا تِ کاررفتِ اعيت.  ييافلاتَکغ يز کويهقاد
گزم تز گيزم    شاى عن تز حغةيه  .ؽيَد  يگيشارػ هي  ًاًَ

اَرُ ًَِ کِ اعت لاسم ّو  عاسي خالـ اسيً هَرد ييايويؽ ي گ

ذاف تزاي عپظ ؽذُ  (.4) زديگ مزار اعتفادُ هَرد ًاهثزدُ اّ
ي يي هقذار آفلاتَکغييتؼ تزايگز يد يّااس خولِ رٍػ

اَى تِ رٍػ  يه تا فاس هؼکَط اؽارُ ًوَد. در عال  HPLCت
ي رٍػ، يي ٍ ّوکاراى تيا اعيتفادُ اس ا   (Brera)تزرا ، 2011

غتٌذ هقاد اًَ عيَر  ِ را ت Ochratoxin Aي ٍ عن يز آفلاتَکغيت
 (. 5ي کٌٌذ )ييتچِ ٍ فلفل مزهش تؼ يّوشهاى در غذا
ش اس رٍػ يي ً 2004 ٍ ّوکاراى در عيال   (Chan)چاى 

HPLC ي ٍ يـ ّوشهياى آفلاتَکغي  يتؾيخ  يخَدکار تزا
Ochratoxin A ي رٍػ اس عييتَى ييياعييتفادُ کزدًييذ. در ا

اَفيويا ٍ  AFLA ياختقافي  يّيا  يتياد  يآًت يحاٍ يتيٌيٌ
OCHRA ( 6اعتفادُ ؽذ .) 
ي يٌيِ افلاتَکغي  يدر سه ياديؾات سيزاى ّن آسهايدر ا

لَ يتا پغتِ ٍ ؽرتثاط ؾتز در ايفَرت گزفتِ کِ ت  يز هؼوي
دُ اعت. تا تَخِ تِ ا ي عن يٌکِ تذى کَدکاى در هقاتل ايتَ

ق يي ر تحقتاؽذ، د يهّاي عٌي  اس ديگز گزٍُزتز يپذ ةيآع
شاى يي ي هييؼ تؼيتز آسها قيتز ٍ دم حغاط يحاضز تا رٍؽ
ديام ؽيذ.    زخؾکيؽ يي رٍيآفلاتَکغ هَخَد در تاسار اً

ٌيِ  يکَچيک در سه  يق گياه يي تحقيا يذ اعت تا اخزاياه
ک هَرد اعيتفادُ در  يافزاد خاهؼِ تزداؽتِ ؽَد. تکٌ يعلاهت
اٍعتخزاج هايق رٍػ هيي تحقيا  تاؽذ. يه يغ پخؾيها-غيکز

اَع رٍػ اعتخزاج ها يکيرٍػ هَرد اعتفادُ  غ يها -غياس اً
 تيزاي  گغيتزدُ  عَر تِ غيها -غيتاؽذ. رٍػ اعتخزاج ها يه

ًَِ در ّا تيآًال ظيتغل ؼيپ ٍ خذاعاسي  تيزاي  يآتي ّاي  ًو

لٍيي کيارتزد   .ؽَديه اعتفادُ يهؼذً ٍ يآل ثاتيتزک اييي  ا
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ًَِ رٍػ  2003ّاي هؼيذًي در عيال   در سهيٌِ اعتخزاج گ
 ييي ا . تيا (7) ذُ اعتگشارػ ؽ ىچوغاس ٍ ّوکارا تَعظ
ِ  اس يضيؼف  طاًقي  داراي کيتکٌ ييا ،ٍخَد  ليتؾيک  خولي
ع لََ ِ يّشپيز   حلال، اديس حدن اس اعتفادُ َى،ياه  ٍ تيَدى  ٌي

اَري  تزاي هغتوز ّاي تلاػ( 8) تاؽذ يه رٍػ اخزاي در دؽ

ِ  اسيً کِ غيها -غيها اعتخزاج رٍػ اس اعتفادُ  کين  حدين  تي

 داديا تِ هٌدز تاؽذ داؽتِ کوتز هزاحل تؼذاد ٍ کٌٌذُ زاجاعتخ

 اعتخزاج کزٍيه ،(9) تٌْا ي مغزُ اعتخزاج کزٍيه رٍػ عِ

 غيهيا -غيهيا  اعيتخزاج  کزٍيه، (10) يخال تَ ثزيف تا غيها فاس
 .ؽذ (11) يپخؾ

لٍ يپخؾ غيها -غيها اعتخزاج  ٍ ييرضيا  تَعيظ  تيار  ييا

 عادُ يرٍؽ( کِ 12) اعت ؽذُ ارائِ 2006 عال درّوکاراى 

ِ  تاؽيذ  يهي  غيعيز  ٍ ِ  رٍػ ييي ا در کي  فياس  تخيؼ  عي

 اعتفادُ هَرد يآت فاسٍ کٌٌذُ  پخؼ حلال ،کٌٌذُ اعتخزاج

 (.13) زديگ هي مزار
اَهلاس خولِ   غيهيا  -غيها اعتخزاج رٍػ تاسدُ تز هؤثز ػ

اَى تيِ    ي، هي يپخؾ  حيلال ، ياعيتخزاخ  حيلال  حدين تي

ًًَِ حدن، يًَي زٍييً زيتأث، کٌٌذُ پخؼ  اعتخزاج دهاي، و
 .اؽارُ ًوَد اعتخزاج سهاىٍ 
 تا درآب کيآرٍهات تزٍيً ثاتيتزک شيآًال ي رٍػ دريا

 در کيي آرٍهاتّياي   ييآهي  يييتؼ، گاسي يکزٍهاتَگزاف

ًَِ ِ  در يآلي  ثاتيتزک يييتؼ، يآتّاي  ًو ًَي  يآتي ّياي   ًو
ئَي، ّگشاى،( لَ َ ّاي  کؼ آفت ت رگياً  آفيت  فغيفزّا،  اٍ

رگيياًَّيياي  کييؼ ييشى ليييات ذّا،يييکلز اٍ ييشى  ّييا، تٌ تٌ
شى،(15،14) تٌٍ هتاى تزي ّا، فٌَل ّا، کلزٍفٌَل ّا، کلز  ٍ ّالَ

ِ  در کيکليع يپلّاي  ذرٍکزتييّ ًَي ( 12)غ يهيا ّياي   ًو
 کارتزد دارد.
 يغ پخؾي يهيا  -غيکزٍ اعتخزاج هيا يرٍػ ه يايهشااس 

دى کار تا ا  ارساى، اعيتخزاج  غيسهاى عزي رٍػ، يآعاى تَ

دى،  دى تالاتَ ّياي   فياکتَر تيَدى  تيالا   ٍ رٍػ ياتياست تَ
 .تاؽذ هي عاسي يغٌ
 

 بررسی روش
 استفاده های هورد دستگاه و وسایل

ِ  هدْيش  (HPLC)غيهيا  يکزٍهياتَگزاف  دعيتگاُ  -  تي

ئََرعاًظ هيذل  آؽکارعاس  ؽيزکت  عياخت  474 فل

 کايآهز اٍتزس
 کزيؽ عتگاُد -
  لواىآ کؾَر عاخت  HN-Sهذل  َصيفيعاًتز عتگاُد -
 ؽيزکت  عياخت  تيزي يل کزٍيه فذ HPLCعزًگ  -

ئَ  لتَىيّاه  ظيع
ع اس اي ؾِيؽ ظزٍف ِيکل -  عياخت  دٍراى، ٍ تزاًيذ  ًَ

 آلواى کؾَر

ع اس تزييل يليه 50 فالکَى -  لييپزٍپ يپل ًَ
 دميت  تيا  LIBROR AEU- 210 هيذل  تاليديد تزاسٍي -

 صاپي وادسٍيؽ ؽزکت عاخت گزم، 0001/0
اَفيوياّاي  عتَى - AflaCLEAN  يتيٌيٌ

TMؽذُ ذارييخز 

  LCTech GmbHؽزکت اس
 تويياٍ يفاف کاغذ -
 GFA  يکاغذ فاف -

 
 استفاده هورد ضیویایی هواد

گزم0/1000  اعتَ  اعتاًذارد هحلَل - ليتيز   هيلي تز ًاًَ
گزم B1   ٍ200 ييافلاتَکغ تِ ًغثت ييافلاتَکغ  ًاًَ

 اس ؽذُ ذارييخز B2  ييافلاتَکغ تِ ًغثتليتز  هيلي تز

 آلواى هز  ؽزکت

لَ  ٍسى درفيذ تيا   5/99زات تيً نيعذ ًوک - لَکي  يه
 آلواى هز  ؽزکت اس ؽذُ ذارييخز گزم  44/85

ِ  تيا  کيزتي  ذيي تتزاکلز ٍ کلزٍفيزم  -  خليَؿ  درخي

 آلواى هز  ؽزکت اس ؽذُ ذارييتالاخز
ل - ل،اتاًَ ًَ ٍ هتاًَ  ؽذُ ذارييخز HPLCذ يگز ليتزياعت

  آلواى هز  ؽزکت اس
 ؽذُ ذارييخز تالا، خلَؿ درخِ تا ذيکلز نيعذ ًوک -

 آلواى هز  ؽزکت اس
 =pH 4/7تا   (PBS)لاى يع تافز فغفات -
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 نیاز های هورد هحلول تهیه
اٍعظ اعتاًذارد هحلَل الف(  گزم ًاًَ 0/20ٍ  0/100حذ

ِ  اعتَ  هحلَل اس اعتفادُ تا ييافلاتَکغليتز  هيلي تز  عياخت
ل -آب لِيٍع تِ عپظ ٍؽذ   5 تيالي  در 1 تِ 1 ًغثت تِ هتاًَ
اٍعظ ييافلاتَکغ هحلَل .ؽذ عاًذُر حدن تِ تزييل يليه  حذ

 .ؽذ ًگْذاري گزاد يعاًت درخِ -18 دهاي در
 هختلفّاي  غلظت در رٍساًِ کاري اعتاًذارد هحلَل ب(

اٍعظ اعتاًذارد هحلَل اس اعتفادُ تا  -آب تيا  ٍ ؽيذ  عاختِ حذ

ل  رعياًذُ  حدن تِ تزييل يليه 5 تالي در 1 تِ 1 ًغثت تا هتاًَ

 .ؽذ

 کيي  =pH 7/4تيا   لاىيع تافز فغفات ِيتْ هٌظَر تِ ج(
 هقغز آب تا تزييل کي تالي کي در PBS پَدر اس گوايع تغتِ

 .ؽذ رعاًذُ حدن تِ
 نيعيذ  ًويک  اس گزم 10 هقذار: تزاتيً نيعذ هحلَل )د
 يليه 0/100يتالي حدو در عپظ ٍ حل هقغز آب در تزاتيً
 يحدوي  يٍسًي  فذ در 10 )هحلَل ؽذ رعاًذُ حدن تِ تزييل

 آهذ(. تذعت تزاتيً  نيعذ تِ ًغثت
اَفيويا عتَى تا اعتخزاج تزاي ياعتخزاخ حلال )ُ  :يتيٌيٌ
ل-آب  .55-45 ًغثت تِ هتاًَ
 
  های حقیقی نوونه آنالیس
ا در  اعتخزاج در رٍػ دمت ٍ ييکارا يتزرعتزاي  تيًْ

ًَِ ًَِ تافت اس ّا  گ ِ  اس اعتخزاج ،يقيحقّاي  ًو ًَي ّياي   ًو
دام يهختلف يقيحق عِ تار  فحت يتزرع تزاي ييچٌّو .ؽذ اً
ًَِ ييا ذ.يؼ تکزار گزديآسها  ياّي  زخؾکيؽ ؽاهلّا  ًو
دًذًاى ٍ : ّاهاًا، تثلا هختلف   .تَ

ًَِ اس گزم 0000/25اتتذا     تلٌيذر  کيي  در ٍ ييتيَس  ًو

ًَِ تِ. ؽذ ختِير  ؽيذ،  ذ اضافِيکلز نيعذ ًوک  گزم پٌح ًو
ل  -آب) ياعيتخزاخ  حلالليتز  هيلي 100عپظ   %(80 هتياًَ
س اهحلَل حافل عپظ  .سدُ ؽذ قِ ّنيدم 3تِ هذت ٍ اضافِ 
 تِ ٍ خذا آى اسليتز  هيلي 20 ،ؽذ دادُ ػثَراٍتوي  يکاغذ فاف

ذ يپظ اس آى هحلَل خذ .ذيگزد اضافِ آبليتز  هيلي 130 آى
ًَِ اس تزيل يليه 70ٍ ؽذ ػثَر دادُ  GFA  ياس کاغذ فاف  ًو

اَفيويا عتَى اس را حافلِ  10 ػثيَر  تيا  عپظ دادُ َرػث يتيٌيٌ
 آب هقغز عتَى ؽغتؾَ دادُ ؽذ ٍ عپظ تا ػثَرليتز  هيلي

اَ لٍيه 1500پيظ اس آى   .ذيي گزد خؾک عتَى ّ تيز  يکز
ل  لَِ يتِ عتَى اضافِ گزد HPLCذ يآب گز –هتاًَ ذ ٍ در ل
 500،  لاىيعي  تيافز  فغيفات ليتيز   هيليي  5 يؼ حاٍيآسها
لٍيه ًَ تزيکز  تزاتيً نيعذ وکً تزيل کزٍيه 500ٍ  ليتزياعت

 200 ذيي گزد ٍريآ خويغ  ييافلاتَکغيي اٍخيذب  تيزاي 

لٍيه  قيتشر هحلَل درٍى تِ عزًگ کزٍيه تا کلزٍفزم تزيکز
ذ در ٍ ذيگزد  اعتخزاج اتيػول يمثلّاي  ؼيآسها اداهِ ّواًٌ

ًَِ تکزار ؽذ يعِ تار تزا ، HPLC تا شيآًال ٍ  ّز ًو
 
 

 
 
 
 
 
 
 دقیقه

گرام .1ضکل  ککرهاتَ سیياستفادُضذُّایآفلاتَ
.DLLME – FLDدر

گرم بر  AFB1 5/3شرايط: هقذار   گرم ب ر   AFB2   3/3ٍ ليتر  هيلياًًَ ، حج ن  ليت ر  هيل ي اًًَ

ُ  3/233ليتر، حلال استخراجي  هيلي 5حلال  ٌٌذ فٍرم، حلال پخش ك لٍيتر كلر لٍيت ر   533هيكر هيكر

يًتريل،  ِ  pHليتر،  هيلي NaNO3 10% (w/v) 5/3استَ ًَ ش  4/7ًو تًريفيَ  دقيقِ 3ٍ زهاى سا

 
 استخراج ضرایط سازی بهینه

تز تِ ياتي دعت تزاي  عاسي ٌِيتْ اعتخزاج، ييکارا ييتْ

 کيار  در .اعيت  يالشاه اعتخزاج ٌذيفزآ تز هؤثزّاي  پاراهتز

 تا يپخؾ غيها  -غيها اعتخزاج کزٍيهرٍػ  اس حاضز يقاتيتحق
 هٌظَر تِ تالا کزدػول تا غيها يکزٍهاتَگزاف دعتگاُ اس اعتفادُ

ِ  .ؽذ اعتفادُ  B1 ،B2 ييافلاتَکغ دٍ ظيتغل ؼيپ  هٌظيَر  تي

تخاب  ييکيارا  رٍي تز يهختلفّاي  پاراهتز اثز ٌِيتْ ظيؽزا اً

اَهل .ؽذ يتزرع اعتخزاج  - غيها اعتخزاج کزٍيه تز هؤثز اس ػ
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ع ،يپخؾ غيها  حدين  ٍ ًيَع  کٌٌذُ، اعتخزاج حلال حدن ٍ ًَ
ع کٌٌذُ، پخؼ حلال  ٍ اعتخزاج سهاى ًوک، هقذار ٍ کًو ًَ
ِ  .ؽذ يتزرع َصيفيعاًتز سهاى ِ  تا تَخي ِ يا تي  اعيتخزاج  ٌکي

دام =pH 4/7در ّا  ييافلاتَکغ  اسpH ن يتٌظ زد، تزاييگ هي اً

 .ؽذ اعتفادُ لاىيع تافز فغفات
 

 استخراجی حلال حجن اثر ررسیب 
 رعاًذى حذامل تِ اعتخزاج کزٍيه رٍػ ػوذُ اييهشا اس

ًَِ اٍمغ در، چَى اعت يآلّاي  حلال فهقز شاىيه  هَرد گ

ي يي . در اؽيَد  اعيتخزاج  حلال هقذار ييکوتز تا يغتيتا ًظز
ؾيتز اس آب تاؽيذ ٍ   يذتيهحلَل اعيتخزاج تا  يرٍػ، چگال

ا اًَ در حيل ؽيذى در آب    يت کوياعتخزاج تالا ٍ ماتل ييت
 CHCL3  ٍCCL4داؽتِ تاؽذ. عِ هحليَل اعيتخزاج ؽياهل    

تيز  CHCL3اى يي هيزفتٌذ کِ در امزار گ يهَرد تزرع ي يتْ
اَى هحلَل اعتخزاج در  ييکارا اعتخزاج را ًؾاى داد ٍ تِ ػٌ

ِ ؽذ.   کٌٌذُ، حلال اعتخزاج حدن کزدى ٌِيتْ تزايًظز گزفت

 210 ٍ 200، 160، 140، 120، 100، 80ّييياي  حدييين اس
لٍيه  حيلال  حدين  زييتغ اثز .ؽذعتفادُ ا کلزٍفزم اس تزييکز

 ارائِ ؽيذُ ( 1ًوَدار ) در اعتخزاج شاىيه زت کٌٌذُ اعتخزاج

 .اعت
 
 
 
 

 

 
 

 حجم حلال استخراجی )میکرولیتر(

اثرحجنحلالاستخراجرٍیکاراییاستخراج. 1نوودار 
ِ شكل   ِ جس حجن حلال استخراجيهي 3شرايط هشاب  باشذ، ب

 

 حدين  ؼيافيشا  تيا  اتتيذا  دّذ هي ًؾاىّواًغَر کِ ًوَدار 

 تا عپظ ٍ ؼيافشا ياتيتاس درفذ تزيلٍکزيه 200 تا کلزٍفزم

اتزاتي. هاًذ هي ثاتت ياتيدرفذ تاس حدن ؼيافشا  200 حدن تٌ

لٍيه  اعتفادُ مزار هَرد اعتخزاج ػول تزاي کلزٍفزم اس تزيکز

 .گزفت
 

 کننذه پخص حلال نوع اثر بررسی 
تخاب در هْن ًکتِ  آى اهتشاج تيماتل کٌٌذُ پخؼ حلال اً

 هٌظَر تِ. تاؽذ هي کٌٌذُ اعتخزاج لحلا ٍ يآتّاي  هحلَل تا

ع اثزتؼييي   يياسافلاتَکغ ييّا هحلَل ، کٌٌذُ پخؼ حلال ًَ

گزم 1/1 غلظت تا ٍ   B1 ييافلاتَکغ ًغثت تِليتز  هيلي تز ًاًَ

گزم تز  22/0  ٍ ِيتْ  B2ي يًغثت تِ افلاتَکغليتز  هيليًاًَ

دام ظيتغل ؼيپ گفتِ ؽذُ رٍػ  هغاتق  حيلال  عِ اثز. ؽذ اً

ل،ا ل ٍ تاًَ ًَ هتاًَ  حيًتيا  .گزفت مزار يتزرع هَرد ليتزياعت

ل داد کِ  ًؾاى حافل ًَ  ٍ اتياًَ  ييؾيتز يت داراي ليتزياعيت

 زييي گ اًيذاسُ  در ٌکِيا تِ تاتَخِ يلٍّغتٌذ  ياتيتاس درفذ

ًَِ اَفيوياّاي  عتَى ؼيپ اس يقيحقّاي  ًو  ؽذ اعتفادُ يتيٌيٌ

 ييآًدا اس ٍ تاؽذ هي هْن کٌٌذُ پخؼ حلال اٍخذب مذرت ٍ

ًَ  اٍخيذب  مذرت کِ ًَ  ؾتزاعيت، يت ليتزياعيت  ليتزياعيت

اَى تِ تخياب  تؼذي هغالؼات در کٌٌذُ پخؼ حلال ػٌ  .ؽيذ  اً

، 3/0 هختلفّاي  حدن اس ٌذُ،يؽَ حلال حدن اثز يتزرع تزاي

ًَ تييزييل يليييه  1ٍ  9/0، 7/0، 6/0، 5/0، 4/0  ليتزياعييت

 تَخِتا  اعت. ذُؽ آٍردُ (2ًوَدار ) در حيًتا کِ ؽذ اعتفادُ

. اؽتد را يتاسدّ درفذ ييؾتزيت ليتز  هيلي 5/0 حدن ح،يًتا تِ

تَ تِليتز  هيلي5/0 اس کوتزّاي  حدن  رٍي اس راّا  تيآًال يخ

اَفيويا عتَى َ  يتيٌيٌ  گيز يد عيزف  اس ٍ دّيذ  يًوي  ؽغتؾي

ِ  شيي ًليتز  هيلي5/0 اس تالاتزّاي  حدن  ؽيذى  حيل  ليي دل تي

ًَ  آب درّيا   تيآًال تيحلال ؼيافشا تاػ  آب در ليتزياعت

اتزا .ؽَد هي اَى تِليتز  هيلي 5/0ي يتٌ تخياب  ٌِيتْ حدن ػٌ  اً

 .ؽذ

بی
زیا

ذ با
رص

د
 



ذازُ کسیياً ِرٍشB2،B1گیریآفلاستَ وکاراىHPLCهَجَددرضیرخطکب ٍّ ی اهیٌ

 123 

 

 

 

 

 
 

 )میکرولیتر(پخش کننذه حجم حلال 

 بازیابی درصذ بر کٌٌذُ پخص حلال حجن تأثیر.2نوودار 

کسیي استخراج افلاتَ
ٌٌذُ 3شرايط آزهايش هطابق شكل   ِ جس حلال پخش ك  ب


  نوک ودىافس اثر بررسی 

لٍ افشٍدى  تيا  خزاجعيت ا اثز دِيًت در يآت فاس تِ تيالکتز

ِ  غيي تَس ًغثت ؼيافشا تِ هٌدز يسً ًوک ًَي  ًظيز  هيَرد  گ
 تيزات يً نيعيذ  ًويک ي هٌظَر اس يا تزاي(. 16) گزدد هي

ّاي  هحلَل ًوک، حدن يتزرع تزاي عپظ ( .17) ؽذ عتفادُا
 هغياتق  تيزات، يً نيعيذ  ًوک هختلفّاي  غلظت تا کغاىي

ِ  عيَر  ّوياى  گزفتٌذ ٍمزار يتزرع هَرد کار رٍػ در  کي
 اتتيذا تيا افيشايؼ حدين      ؽيَد،  هيي  هؾياّذُ ( 3ًوَدار )
 

 
     
 
 
 

 

 
 سذیم نیتراتحجم 

 استخراج بازیابی درصذ بر ًیترات سذین حجن تأثیر.3نوودار 

کسیي افلاتَ
ًوک حجن جس بِ 3شكل  هطابق :آزهايش شرايط 

 

لٍيه 500 تا ًوک درفذ 10 هحلَل  ياتيي تاس درفيذ  تيز يکز
 درفذ تِ تالا تزيل کزٍيه  500 هحذٍدُ در ٍکزد  ذايپ ؼيافشا

د.  ثاتت ثاًيتقز ياتيتاس اتزاتَ هحلَل  تزيل کزٍيه 500 حدن ييتٌ
اَى تِ درفذ 10 تزاتيً نيعذ  ؾيات يآسها تزاي ٌِيتْ حدن ػٌ

تخاب تؼذي  .ؽذ اً
 

 بررسی اثر زهاى سانتریفیوش
غ تز دٍ فاس، اعيتفادُ اس  يؾتز ٍ عزيت يتِ هٌظَر خذاعاس

اثيز هيذت سهياى     يتزرعي تزاي  تاؽذ.يَص لاسم هيفيعا ًتز
گزم تيز    0/2کغاى تا غلظت ي يّاهحلَل ،َصيفيعاًتز ًياًَ
گزم تيز    B1  ٍ4/0ي يفلاتَکغي آًغثت تيِ  ليتز  هيلي ًياًَ
 هذت تا کار رٍػ هغاتق  B2ييًغثت تِ آفلاتَکغليتز  هيلي

 تيز  دٍر 5000 عيزػت  تا قِ(يدم 6تا  1) هتفاٍتّاي  سهاى

 هيذت  آهيذُ  دعت تِ حيًتا اعاط تز .ؽذًذ َصيفيعاًتز قِيدم

 خذاعياسي  تزاي قِيدم تز دٍر 5000 عزػت تا قِيدم 3 سهاى

 .تاؽذ ي هيکافّا  فاس کاهل
 

  روش ضایستگی 
دُ، زيپذ تکزار ذيتا اي ِيتدشّاي  رٍػ  يخغ گغتزُ تَ

ًَِ ِيتدش تزاي ٍ تاؽذ داؽتِ کن ـيتؾخ حذ ٍ اديس ّياي   ًو
 گغتزُ ـ،يتؾخ حذ هٌظَر ييتذ. تاؽٌذ اعتفادُ ماتل يقيحق

 ياتيي ارس هَرد رٍػ، يؾيافشا فاکتَر ٍ زييتکزارپذ ،يخغ
-HPLCي تَعظ رٍػ يآفلاتَکغ يش کوي. آًالگزفت مزار

FLD  خَب رٍػ  ييًؾاى دٌّذُ کاراعثيؼي  ظيتحت ؽزا
اًيذ.   شارػ ؽيذُ گي  1ح در خيذٍل  يًتاکِ تاؽذ  هي هذکَر
 9900/0ٍ  9985/0ة تيزآٍرد  يَى تا ضزيثزاعيکال يهٌحٌ
د. يخغ  AFB1   ٍAFB2 يتزا  تَ

اٍعتخزاجيه رٍػ يؾيافشا فاکتَر  تِ يپخؾ غيها -غيها کز

ذي هحلَل درخِ يهٌحٌ ةيؽ ًغثت فَرت ؽذُ  ظيتغلّاي  تٌ
(maِت ) ذي درخِ يهٌحٌ ةيؽ ( mbًؾذُ ) ظيتغلّاي  هحلَل تٌ
 اس هختليف  غلظيت  تيا  ييّيا  هحلَل .(18َد )ؽ يف هيتؼز

ل-آب درّييا  ييافلاتَکغيي دعييتگاُ  تييِ ٍ ِيييتْ هتيياًَ
ق يي تحق ظيؽيزا  تا هغاتق تالا ػولکزد تا غيها يکزٍهاتَگزاف
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ذاسُ اتزا .ؽذ زييگ اً تزاي  حاضز کار در يؾيافشا فاکتَر ييتٌ
B1  ،91/88  تزاي ٍB2  ،65/49 تاؽذ هي. 

ma/mb يؾيافشا ; فاکتَر 

 تاؽذ کِ در آى:  هي 3sb/mـ تِ فَرت يتؾخحذ 
حزاف اعتاًذارد تلٌک ;    sbاً

   m ;َى پظ اس اعتخزاجيثزاعيکال ية هٌحٌيؽ

 0/8×10-3تزتية  تِ  AFB1   ٍAFB2 يتزا ـيحذ تؾخ
گزم تز  4/1×3-10ٍ  حزاف اعتاًذارد ًغثليتز  هيليًاًَ  يٍ اً
(RSD  ،n=7ت )د. 4/1درفذ ٍ  6/2ي ي  درفذ تَ

 
 جیانت

 های حقیقی آنالیس نوونه
زاى يي هَخَد در تاسار ا  زخؾکيؽعِ پضٍّؼ، ي يدر ا
آسهيايؼ  کِ پيظ اس عيِ تيار     گزفتٌذمزار  ياتيهَرد ارس

 گشارػ ؽذُ اعت:1در خذٍل ح يًتا يياًگيه
.  

ًَِ.1جذول  ّایحقیقیًتایجحاصلازًو

 انو گرم بر گرم()نB2  هقذار )نانو گرم بر گرم( B1 هقذار  نوونه هورد آزهایص

 كوتر از حذ تعييي هقذار 3123/3±3333/3 ضیرخطک هاهانا

 كوتر از حذ تعييي هقذار 3537/3±3335/3 ضیرخطک ببلاک

 كوتر از حذ تعييي هقذار 3462/3±3334/3 ضیرخطک ناى

 
 

 های استخراج هعوولیهقایسه روش بهبود یافته با روش

ذ تغتِ  IACsاهزٍسُ  ياختقاف يّا يادت يؽذُ تا آًت يتٌ
اعيتفادُ   يٌيکَتَکغي يه يشّيا يآًالتزاي  ياديشاى سيتِ ه
ًَذ. تا ا يه يا در   يتزا ييّا تيي حال، هحذٍديؽ اعتفادُ آًْ
غيِ رٍػ  يذُ ٍخيَد دارد. هقا يي چيپ يّا کظيهاتز يتؼض

DLLME گيشارػ ؽيذُ خْيت     يّا ؾٌْاد ؽذُ تا رٍػيپ
اٍضح ًؾاى داِ ي تيي آفلاتَکغيياعتخزاج ٍ تؼ د کيِ  عَر 

تزخيَردار   ييت ٍ دميت تيالا  ياس حغاع يؾٌْاديرٍػ پ
ـ يتيا هحيذٍدُ تؾيخ    يؾٌْاديتاؽذ. تِ ػلاٍُ، رٍػ پ يه
تَکييِ ؽييذ  ييي ؽٌاعيياييپييا ي ييييتؼ يتييزا يرٍػ هغليي

 رٍػ EFفياکتَر   يعياس  يتاؽيذ ٍ غٌي   يي هي يآفلاتَکغ
 SPE–DLLME–HPLC غييِ تييا رٍػ يدر هقاSPE َل  يهؼويي
ا HPLC تاؽذ. رٍػ يتزاتز ه 50ؼ اس يت اًَ  يعاس خالـ ييت

 دارد. يؾتزيت تيتالاتز ٍ حغاع
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کسیيهَجَددر(a) .2 ضکل گرامحاصلازآفلاتَ کرهاتَ

اّهاًابارٍش پسازپیصDLLME - FLDضیرخطک
کسیيهَجَددرbتغلیظ،) گرامحاصلازآفلاتَ (کرهاتَ

پسازپیصDLLME - FLDضیرخطکببلاکبارٍش
گرامحاصلازآcتغلیظ،) کسیيهَجَددر(کرهاتَ فلاتَ

اًىبارٍش ازپیصتغلیظپسDLLME - FLDضیرخطک

 

کسیيهَجَددرa). 3ضکل  گرامحاصلازآفلاتَ (کرهاتَ

اّهاًاقبلازپیصتغلیظ) گرامحاصلbضیرخطک (کرهاتَ
کسیيهَجَددرضیرخطکببلاکقبلازپیص ازآفلاتَ

کسیيcتغلیظ) گرامحاصلازآفلاتَ هَجَددر(کرهاتَ
اًىقبلازپیصتغلیظ ضیرخطک
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 گیری و نتیجه بحث
ذ، عادُ ٍ حغاط يخذرٍػ ک يپضٍّؼ ي يدر ا
DLLME  ُتِ ّوزاHPLC – FLD ي ييظ ٍ تؼيؼ تغليپ يتزا
ي رٍػ يي تِ کار گزفتِ ؽذ. ايز کن آفلاتَکغيهقذا

دگي در هَرد  يذياعلاػات هف  زخؾکيؽهحقَلات آلَ
ي ًکتِ يي تز ايآفلاتَکغ يز تالايدّذ. هقاد يزاى ارائِ هيا
تِ  ييغتن اهي غذايک عيحقَل  يذ دارد کِ تزايکأت
ي در يکٌتزل آفلاتَکغ يتز تزا زاًِيهٌظنٍ  عختگ ياتيرد
ّاي   غِ تا رٍػيدر هقا .تاؽذ هي اسيي عغح هوکي ًيکوتز

اثزات  يؾٌْاديي، رٍػ پيآفلاتَکغر هقذاي ييهؼوَل تؼ
 ؛دارد يار تالاتزيت تغيکٌذ ٍ حغاع يهشاحن را حذف ه

ُ، ِ تالا. ت يعاس يغٌػاهل ک ي يؼٌي ة يتزک DLLMEػلاٍ
اس يز کن حلال اعتخزاج عن ًيتِ هقاد HPLC – FLDؽذُ تا 

لٍ يدارد. تزا ؼ يپ يتزا  DLLMEق يي تحقيي تار در ايا
کار رفتٍ   تِ زخؾکيؽي در يي آفلاتَکغييظ ٍ تؼيتغل

 ًغثتاً ياتيي رٍػ اس دمت خَب ٍ تاسياًؾاى داد کِ 
کٌذ  يق هيق تقذيي تحقيتاؽذ. ا هي تزخَردار يتخؾ تيرضا
ايي ي ياکِ  اًَ ش يغٍ  آًاليظ عزيؼ تغليدر پ ييتالارٍػ ت

اَع هختلف آفلاتَکغ ًَِياً  دارد.هختلف ّاي  ي اس ًو
ذاسُ  B1  ٍB2ّاي  تَکغييگيزي افلا در ايي تحقيق اً
دُ ٍ آفلاتَکغيي اس ايي دٍ عن  M1  ٍM2ّاي  هذًظز تَ

لَيذ هي ذاسُؽَد  ت ايي دٍ را ًيش پَؽؼ  B1  ٍB2گيزي  کِ اً
 دّذ.  هي
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Abstract 
Background & Aims: In this study, using a liquid-liquid microextraction method for pre-concentration 

trace amounts of aflatoxins, the amount of Aflatoxins B1 and B2 in powdered milk was determined. 

Determination of aflatoxins was done by using high-performance liquid chromatography coupled with 

fluorescent detector.  

Method: Samples were extracted by immunoaffinity column (IAC) clean-up, and their eluents were used as 

dispersants of the subsequent DLLME, for further enrichment of aflatoxins. Various parameters (the type of 

elution solvent, the type and volume of extraction solvent and disperser solvent, extraction time and 

centrifugation time) that affect the efficiency of two steps were optimized.  

Results: Under the optimum conditions, the calibrations for B1 and B2 were found to be linear in the range 

of 0.03-5.0 and 0.006-1.0 ng ml-1 with 0.98 and 0.99 coefficient of estimation (R2), respectively.  

Conclusion: The results showed that dispersive liquid–liquid microextraction combined with HPLC is a 

selective, simple, sensitive and effective analytical method for the pre-concentration and determination of 

ultra trace amounts of aflatoxins. The method is suggested for pre-concentration and determination of B1 

and B2 aflatoxins in milk powder. 

Keywords: Aflatoxins, High pressure liquid chromatography (HPLC), Immunoaffinity cleanup, Powdered 

Milk, DLLME 
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