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 چکیده

طبقه "زاي احتمالی براي انساني سرطانماده"توسط آژانس بین المللی تحقیقات سرطان به عنوان یک  1970در سال  پاتولین :سابقه و هدف
 4/0بیشترین مقدار مجاز مصرف پاتولین در آب سیب ) FAO/WHO )JECFAمشترك متخصصان ي براساس گزارشات کمیته. بندي شد

در این مطالعه کارایی روش جهت تعیین میزان پاتولین در چند نمونه از آب . علام شده استمیکروگرم به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن در روز ا
  .شدهاي موجود در مناطق مختلف شهر اراك بررسی سیب

ي سطح پاسخ و طرح مرکب مرکزي انجام پذیرفت که شامل سازي متغیرهاي مؤثر در استخراج پاتولین به کمک شیوهبهینه :هامواد و روش
مقدار . سازي روش پیشنهادي ارقام شایستگی روش محاسبه گردیدبه منظور معتبر. سطح بود 5متغیر در  4ایش طراحی شده براي آزم 30

تعیین   IL-DLLME-HPLCهاي مختلف شهر اراك با استفاده از روشهاي تهیه شده از سوپرمارکتپاتولین موجود در چند نمونه از آب سیب
  .گردید

 15/0ارقام شایستگی روش پیشنهادي از جمله حد تشخیص . ي متغیرهاي مؤثر بر کارایی روش پیشنهادي تعیین شدبهینهمقدار  :هایافته
کارایی روش پیشنهادي در . باشندهاي دیگر میدرصد، قابل مقایسه و یا در مواردي بهتر از روش 5/7و انحراف استاندارد نسبی بر گرم نانوگرم 

  .ی اثبات گردیدهاي حقیقی به خوبنمونه
 پاتولینتوانایی بسیار بالایی جهت تعیین مقادیر بسیار کم  IL-DLLME-HPLCنتایج به دست آمده به خوبی ثابت کرد که تکنیک  :گیري نتیجه

    .باشدهاي آب سیب را دارا میدر نمونه
  با عملکرد بالا، رویه سطح پاسخمایع پخشی، کروماتوگرافی مایع - پاتولین، آب سیب، ریزاستخراج مایع :واژگان کلیدي

  مقدمه 
 و نـوع  بـا  تنگـاتنگی  يرابطـه  افـراد  روان و جسم سلامت

هاي استفاده از میوه .ها داردآن يروزانه مصرفی مواد کیفیت
زده و فاسد شـده  هاي کپک با کیفیت پایین که داراي قسمت

ترکیبات خطـرزا   ایجادها به دلیل میوهي آبهستند در تهیه
هـایی در بـدن مصـرف    همچون پاتولین سبب بروز نـاراحتی 

ي پاتولین مایکوتوکسینی است که به وسیله. دشونکننده می

بر ها این قارچ اکثر. شودها تولید میهاي مختلف از کپکگونه
. کننـد شده به ویژه سیب، رشد می هاي فاسدروي انواع میوه

بـه  ن بر این باورند که ورود بیش از حد از این ترکیب امحقق
تواند آثار سویی همچون خونریزي شـش و ضـایعات   بدن می

. طحـال و کلیـه را سـبب شـود     مویرگی و نیز آسیب به کبد،
تـوان از  بر جنـین را مـی   ءجهش و اثرات سو همچنین ایجاد
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طبـق قـوانین   ). 1 ،2(دیگر عوارض ایـن ترکیـب ذکـر کـرد     
ــدکس و ه ــذا و دارو  ک ــین ســازمان غ ــداکثر  (FDA)مچن ح
میکروگـرم بـر لیتـر      50ها پاتولین در آب میوه غلظت مجاز

در اروپـا   2003اعلام شـده اسـت کـه ایـن مقـدار در سـال       
کـاهش یافـت    میکروگرم بر لیتـر  25، 1425براساس قانون 

اثـرات سـویی    دلیل درآب میوه بهپاتولین  میزان تعیین. )3(
بسـیار مهـم و    ،تواند در پی داشـته باشـد  که این ترکیب می
هـاي دسـتگاهی کـه    از جملـه روش . رسدضروري به نظر می

تـوان بـه   بدین منظور مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت مـی     
ــازك کرومــاتوگرافی لایــه ، اســپکترومتري )6-4( (TLC)ي ن

، کروماتوگرافی الکتریکـی غشـایی   )8(، کولومتري )7(جرمی 
(MEKC) )9( اسـپکترومتري جرمـی   -، کروماتوگرافی گـازي

(GC-MS) )11،10( ــایع ــاتوگرافی م ــپکترومتري -، کروم اس
و کروماتوگرافی مایع با عملکـرد  ) 15-12( (LC-MS)جرمی 

) 19-16(  (HPLC-UV)بالا همـراه بـا آشکارسـاز فـرابنفش    
در  HPLC-UVهـاي ذکـر شــده،   از بـین روش . اشـاره نمـود  

. یشتر مورد استفاده قرار گرفته استها بمقایسه با دیگر روش
ــده   ــد و پیچی ــت جام ــه باف ــه ب ــا توج ــور  ب ــیب و حض ي س

ها در بافـت آن،  ي محلول و همچنین پروتئینهاکربوهیدرات
هاي متعـددي را در فرآینـد تشـخیص پـاتولین     که مزاحمت

شــوند، بــه کــارگیري اي ســبب مــیتوســط دســتگاه تجزیــه
ــا هــدف کــم  روش ــر  هــاي اســتخراجی مناســب ب کــردن اث

در اکثـر  . رسـد هاي بافت نمونه، ضروري به نظر می مزاحمت
ها از اتیل استات و سدیم کربنات جهـت اسـتخراج   آزمایشگاه

مصرف زیاد حلال آلی، . شودپاتولین از آب سیب استفاده می
ي بـالاي روش و نیـز طـولانی    گزینش پذیري پایین، هزینـه 

  روش بـــودن مراحـــل اســـتخراج از جملـــه معایـــب ایـــن  
ــی ــند م ــد   ). 20(باش ــاز جام ــتخراج ف ــین روش اس   همچن

  (Solid phase extraction)  نیز در گزارشات متعددي جهت
). 21-23(تعیین پاتولین از آب سـیب اسـتفاده شـده اسـت     

هاي ریزاستخراج به منظور استخراج و امروزه استفاده از روش
هـاي مختلـف، توجـه    ها از بافـت پیش تغلیظ مناسب آنالیت

هـاي  از جملـه روش . محققین را به خود جلـب کـرده اسـت   
ریزاستخراجی که جهت شناسایی پاتولین از آب سیب مـورد  

توان بـه روش ریزاسـتخراج فـاز    استفاده قرار گرفته است می
 ).24(اشـاره کـرد    (Solid phase microextraction)  جامـد 
 روش  (DLLME)مـایع پخشـی  -مـایع  ریزاسـتخراج  روش

توسـط   2006کـه در سـال    جدید دیگـري اسـت  استخراجی 
ي ایـن روش بـر پایـه   ). 25(اسدي و همکـارانش ابـداع شـد    

سیستم سه فازي محلول نمونه، حـلال اسـتخراجی و حـلال    
از . است ي مورد هدف بنا نهاده شدهپخشی در استخراج گونه

تـوان بـه   مایع پخشی می-هاي روش ریزاستخراج مایعمزیت
یاد، راندمان بالاي استخراج، قابلیـت  سادگی، سرعت بسیار ز

هاي مختلف، تکرارپـذیري بـالاي روش   اجراي روش در نمونه
 Ionic)در چندین تحقیق از مایعات یونی اخیراً. اشاره کرد... و

liquid)   جـایگزینی بـراي    وبه عنوان حلال استخراج کننده
دار در روش ریزاستخراج استفاده هاي خطرناك هالوژنحلال

ــالاي روش و  ). 26(ســت شــده ا ــیظ ب ــابی و فــاکتور تغل بازی
از ) شـیمی ســبز (همچنـین غیرسـمی بـودن مایعــات یـونی     

مزایاي استفاده از این ترکیبات به عنوان فـاز اسـتخراجی در   
  . مایع پخشی است-تکنیک ریزاستخراج مایع

 ریزاسـتخراج  حساس و سریع ساده، روش تحقیق، این در

ــه مــایع پخشــی-مــایع ــر پای همــراه  لال یــونی بــهي حــب
مایع با عملکرد بالا جهت تعیین میزان پاتولین  کروماتوگرافی

پارامترهاي مـؤثر بـر   . موجود در آب سیب، ابداع و معتبر شد
 استفاده با پاسخ سطح روش پاتولین انتخاب و به ریزاستخراج

اسـتفاده از روش   .شـدند  سـازي مرکزي بهینه مرکب طرح از
پیشنهادي، منجـر بـه دسـتیابی فـاکتور تغلـیظ بـالا و حـد        

هاي بسیار عالی در تعیین میزان پاتولین موجود در تشخیص
  .گردید هاي آب سیبانواع نمونه

  ها مواد و روش 
هاي مختلف از مناطق مختلف شـهر اراك  آب سیب: هانمونه

خریداري و به آزمایشگاه منتقل و تـا زمـان آنـالیز در دمـاي     
C°4 ها دو بار تکرار شدآنالیز همه نمونه. نگهداري شدند.  

پاتولین با خلـوص بـیش از   : مواد شیمیایی و استانداردها
ــرکت  99 ــد از شـ ــیگما درصـ  ,Sigma, Steinheim)سـ

Germany) محلول اسـتاندارد آن در غلظـت    خریداري شد و
گرم پـاتولین  میلی 15گرم در لیتر از حل کردن میلی 1500

متانول و آب . تهیه شد) =4PH(لیتر آب اسیدي میلی 10در 
 ,Merk, Darmstadt)از شـرکت مـرك    HPLC-gradeمقطر 

Germany) خلوص بالاتر  دیگر مواد شیمیایی با. فراهم شدند
درصد شامل استیک اسید، سدیم هیدروکسید، سـدیم   99از 

پتاسـیم هگـزا فروسـیانید و اسـتات روي، همگــی از     کلریـد،  
-3 هگزیـل -1یـونی  سه مایع . شرکت مرك خریداري شدند

متیـل  -3بوتیـل  -1هگـزا فلـورو فسـفات،     ایمیدازولیوم متیل
ــفات و    ــورو فس ــزا فل ــدازولیوم هگ ــل -1ایمی ــل -3اکتی متی

  Acros Organics ایمیدازولیوم هگزا فلورو فسفات از شـرکت 
ــد  ــه گردیـ ــا تهیـ ــدار . آمریکـ ــیم  6/10مقـ ــرم از پتاسـ گـ
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در ) 1معرفی شده به عنـوان محلـول کـارز    ( هگزافروسیانید 
لیتري ریخته شد و با آب مقطر دو بار میلی 100ي بالن ژوژه

ن نیز از حل کـرد  2محلول کارز . تقطیر به حجم رسانده شد
لیتر اسـتیک اسـید در بـالن    میلی 32گرم استات روي و  22

لیتري و به حجم رساندن آن با آب مقطـر  میلی 100ي ژوژه
دمـاي   همـه مـواد شـیمیایی و اسـتانداردها در     .تهیه گردیـد 

  . یخچال نگهداري شدند
سـازي عوامـل مـؤثر در روش    طراحی آزمایش و بهینه

به کمک رویه سـطح   IL-DLLME-HPLCاستخراجی 
حجـم حـلال   سازي متغیرهاي مورد نظر شامل بهینه: پاسخ

میکرولیتـر، حجـم حـلال     40-120ي استخراجی در گسـتره 
میکرولیتـر، مقـدار نمـک     300-1000ي پخشی در محـدوده 

به  ،3-10ي در گستره pHدرصد و  30تا  0از ) کلرید سدیم(
 )Response surface methodology(کمک رویه سطح پاسـخ  

 Central composite(و با اسـتفاده از طـرح مرکـب مرکـزي     

design(  هـا را بـه نمـایش    ایـن داده  1جـدول   .انجام گرفـت
پس از انتخاب سطوح مختلـف بـراي هـر کـدام از      .گذارد می

جهـت طراحـی    v. 8.0.5 Design expert ي پارامترها، برنامه
در نهایـت   هاي مورد نیاز به کـار گرفتـه شـد و   تعداد آزمایش

 6ي مذکور آماده گردید که آزمایش توسط برنامه 30مجموع 
 2ها با تعداد تکـرار  آزمایش. دوشي مرکزي را شامل مینقطه

بار انجام گرفت و در نهایت نیز سطح زیـر پیـک پـاتولین بـه     
 بـه  مربـوط  هـاي  داده. عنـوان پاسـخ نهـایی گـزارش شـد     

و  تجزیـه   Excellافـزار  نـرم  از اسـتفاده  پاتولین با گیري اندازه
  .ندشد تحلیل

  ها در طرح مختلط مرکزيمتغیرها و سطوح آن. 1جدول 
 سطوح متغیر متغیر
  α- 1 - 0 1+ α+ 
X1 pH 3 75/4 5/6 25/8 10 
X2  120 100 80 60 40 )میکرولیتر(حجم حلال استخراجی 
X3  1000 825 650 475 300 )میکرولیتر(حجم حلال پخشی 
X4  30 5/22 15 5/7 0 )درصد( نمک 

  
گیري معتبرسازي و تعیین ارقام شایستگی روش اندازه

IL-DLLME-HPLC به منظور : جهت استخراج پاتولین
هـاي آبـی اسـتاندارد    ي خطی روش از محلـول تعیین گستره

 200و 100، 50، 20، 10، 5، 2، 1هــاي در غلظــتپــاتولین 
بـه دسـت آوردن    بـراي . اسـتفاده شـد  لیتر نانو گرم بر میلی

آزمـایش تکـراري بـا اسـتفاده از      7انحراف استاندارد نسـبی،  
از پـاتولین در   ng mL-1100 ي آب سـیبی بـا غلظـت    نمونه

درصـد بازیافـت بـا اسـتفاده از      .شرایط بهینه محاسبه گردید
به صورت  پاتولین ng mL-1 50ي آب سیبی که غلظت نمونه

دستی به آن افـزوده شـده و پـس از اسـتخراج و تزریـق بـه       
ي فـاکتور  بـراي محاسـبه  . اي، محاسبه گردیددستگاه تجزیه
لیتـر از  نـانو گـرم در میلـی    5 ي آبی با غلظتتغلیظ از نمونه

پاتولین استخراج و سطح زیر پیک استخراجی با سـطح زیـر   
قیم مـورد  پیک منحنی کالیبراسیون حاصـل از تزریـق مسـت   

 و S/N 3براسـاس   (LOD)تشخیص  حد .مقایسه قرار گرفت
بـه  . محاسبه شـد  S/N10 ي بر پایه (LOQ)گیري اندازه حد

نمونه آب سیب بـا   4منظور ارزیابی کارایی روش پیشنهادي 
   IL-DLLME-HPLCبرندهاي مختلف تهیه و تحـت فرآینـد  

رش در آن گـزا  قرار گرفت و مقـادیر یافـت شـده از پـاتولین    
  .گردید

هـاي آب سـیب   گیري پاتولین در نمونـه آزمون اندازه
استخراج پـاتولین از   :IL-DLLME-HPLCتوسط فرآیند 

حجم حلال اسـتخراجی  (هاي آب سیب در نقاط بهینه  نمونه
میکرولیتـر، مقـدار    600میکرولیتر، حجم حلال پخشـی   80
گیـري  براي انـدازه . انجام گرفت) =5/6pHدرصد نمک و  28

لیتر از آب سیب درون یک فالکون ریختـه  میلی 50پاتولین، 
میکرولیتر از  100میکرولیتر از آنزیم آمیلاز و  25شد، سپس 

زن بـه  آن اضافه و با استفاده از دستگاه هـم  آنزیم پکتیناز به
دقیقـه در آون   120خوبی مخلوط شد و این محلول به مدت 

°C45 دقیقه و با  5سپس محلول حاصل به مدت . قرار گرفت
دور در دقیقه سانتریفوژ شد و محلول رویی آن  6000سرعت 
ي هـا هـا و کربوهیـدرات  نشـینی پـروتئین  جهت تـه . جدا شد

لیتـر از محلـول آمـاده شـده در     میلـی  10محلول در آب، به 
هگـزا   پتاسـیم ( 1لیتـر محلـول کـارز    میلی 1 ،ي قبلمرحله

اضافه ) استات روي( 2لیتر محلول کارز میلی 1و ) فروسیانید
دقیقـه   5محلول حاصل به خوبی هم زده شد و به مدت . شد

پـس از جـدا   . قرار گرفت) rpm 6000(تحت عمل سانتریفوژ 
نشین شده در ته فالکون از محلـول شـفاف   شدن رسوبات ته

رویی، این محلول جهت انجام فرآیند ریزاستخراج به فالکون 
 ریزاستخراج ظور فرآیندبه من .لیتري انتقال داده شدمیلی 15

 به شده آماده از محلول لیترمیلی 10 ابتدا پخشی، مایع مایع

 آن به کلرید سدیم نمک درصد 28 سپس .شد بالا فیلتر روش

 بعد و شد مخلوط خوبی به زنهم از استفاده با و گردید اضافه

-3 هگزیـل -1میکرولیتـر   80 مخلـوط  ،5/6 در  pHتنظیم از
 و )اسـتخراجی  حلال(هگزا فلورو فسفات  ایمیدازولیوم متیل
 به سرنگ از استفاده با )پخشی حلال(میکرولیتر متانول  600

 و گردیـد  ابـري  حاصل محلول .شد تزریق به محلول سرعت
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 ١٤٨

 جهـت  .پـذیرفت  انجـام  آلـی  فـاز  درون به استخراج پاتولین

 سـرعت   تحـت  و دقیقـه  1مـدت   به نمونه فازها، جداسازي

rpm4000 آلی جمـع   فاز میکرولیتر 50سپس .شد سانتریفوژ
 فاز از سرنگ از با استفاده هدف مورد آنالیت شامل آوري شده،

 100سـرنگ   از اسـتفاده  بـا  آن  از میکرولیتـر  20 و جدا آبی
ثبـت   .گردید معرفی HPLC دستگاه به مستقیم میکرولیتري،
ي سطح زیر پیک پاتولین بـراي  ها و نیز محاسبهکروماتوگرام

 HPLCدسـتگاه   Stream Powerهر آزمایش توسط نرم افزار 
  .محاسبه گردید

 هایافته 
از جمله پارامترهاي مؤثر بر فرآیند ریزاستخراج پاتولین در 

توان به نوع و حجم حلال اسـتخراجی،  ي آب سیب مینمونه
محلول نمونه و اثر نمک  pHنوع و حجم حلال پخش کننده، 

  .اشاره نمود
نتایج انتخاب حلال استخراجی و حلال پخشی مناسب 

ــراي روش  ــتخراج   IL-DLLME-HPLCب ــت اس جه
تـرین پارامترهـاي مـؤثر در     یکی از مهم :هاپاتولین از نمونه

مایع پخشی، نوع حـلال اسـتخراج   -تکنیک ریزاستخراج مایع
نظـور انتخـاب نـوع    به م. باشدکننده و نوع حلال پخشی می

-3 هگزیـل -1حلال استخراجی مناسب، سه نوع مایع یـونی  
متیـل  -3بوتیـل  -1هگزا فلـورو فسـفات،    متیل ایمیدازولیوم

ــفات و    ــورو فس ــزا فل ــدازولیوم هگ ــل -1ایمی ــل -3اکتی متی
ایمیدازولیوم هگزا فلورو فسفات تحت شـرایط یکسـان مـورد    

لین براي سه مقایسه سطح زیر پیک پاتو. مقایسه قرار گرفتند
 متیـل -3 هگزیـل -1حلال استخراجی مذکور نشان داد کـه  

بیشترین کارایی اسـتخراج و   هگزا فلورو فسفات ایمیدازولیوم
رفتار کروماتوگرافی بهتري را در استخراج پاتولین نسبت بـه  

با هـدف انتخـاب بهتـرین نـوع حـلال      . هاي دیگر داردحلال
پخشی نیز، سه نوع حـلال اسـتون، متـانول و اتـانول مـورد      
ارزیابی قرار گرفتند که نتایج، بالا بودن درصد استخراج را بـا  

  . به کارگیري حلال متانول نشان داد
سازي عوامل مؤثر بر استخراج با استفاده از نتایج بهینه

 آزمـایش  30پـس از انجـام   : )RSM(رویه سـطح پاسـخ   
افـزار  هاي به دست آمده با استفاده از نرمطراحی شده، پاسخ

Design Expert  تجزیه و تحلیل شد و معادله درجه دوم زیر
براي ارزیابی پاسخ کل بر حسب مقادیر کد شـده بـه دسـت    

  :آمد
  

R = +16.86 – 0.89X1 + 0.69X2 + 0.22X3 +1.59X4 – 0.12X1X2 + 
0.15X1X3 + 0.000X1X4 + 0.075X2X3 + 0.075X2X4 – 0.075X3X4 – 
8.80 X1

2 – 5.40 X2
2 – 2.60 X3

2 + 5.20 X4
2        

R : ،مجموع سطح زیر پیک پاتولین: X1 pH ،X2 :   ،حجم حـلال اسـتخراجی
X3 : حجم حلال پخشی وX4 :مقدار نمک  

    
علامـت و  با در نظر گرفتن این معادله و نیز بـا توجـه بـه    

توان چنـین نتیجـه   ضرایب به دست آمده براي هر متغیر می
بـه ترتیـب اثـر مثبـت و منفـی قابـل        pHگرفت که نمک و 

  . توجهی در راندمان استخراج دارند
گویی در به کارگیري طراحی آزمایش علاوه بر امکان پیش

ي اثر هر کـدام  ي متغیرها و نیز بررسی جداگانهمقدار بهینه
ــوان ر رانـــدمان اســـتخراج، همچنـــین مـــیهـــا داز آن تـ
هاي موجود بین متغیرها را در قالب نمـودار سـه    کنش برهم

و حجـم   pHبرهم کنش بین  1در شکل. بعدي مشاهده کرد
براساس ایـن  . است حلال استخراجی به تصویر کشیده شده

به عنوان بهترین مقدار جهـت کسـب    5/6برابر با  pHشکل 
در مورد حجم حلال . مشهود است بالاترین بازده استخراجی

میکرولیتــر از مــایع یـــونی    80اســتخراجی نیــز مقــدار    
[HMIM]PF6  بیشترین درصد استخراج را به خود اختصاص

  .استداده 

  
نمودار سه بعدي برهم کنش بین متغیرهاي مؤثر بر . 1شکل 

  فرآیند ریزاستخراج پاتولین
 pH    بر حسب حجم حلال استخراجی در شرایط حجم حـلال پخشـی

  درصد 28میکرولیتر و مقدار نمک   600ثابت 
  

نمودار سه بعدي برهم کنش میان نمک و حجـم   2شکل 
پاتولین در شرایط حجم حلال   حلال پخشی را در استخراج

. دهـد نشـان مـی  =pH 5/6میکرولیتر و  80استخراجی ثابت 
بین ایـن   کنش برهمشود مشاهده میهمانطور که در شکل 

درصد  28نمک تا  میزان بوده و با افزایش دارمتغیر، معنی دو
حجم حلال استخراجی تـا   افزایش و )بیشترین مقدار نمک(

   .یابدمی پاسخ افزایش مقدار میکرولیتر، 80
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نمودار سه بعدي برهم کنش بین متغیرهاي  .2شکل  
   مؤثر بر فرآیند ریزاستخراج پاتولین

نمک بر حسب حجم حلال پخشی در شرایط حجم حلال اسـتخراجی   
  =pH 5/6میکرولیتر و  80ثابت 
  

نشان داد که شرایط  CCDو  RSMنتایج به دست آمده از 
میکرولیتـر، حجـم    80: بهینه براي حجم حلال اسـتخراجی 

  ودرصـد نمـک    28میکرولیتـر، مقـدار    600: حلال پخشـی 
 5/6 pH=باشدمی.  

جهــت  IL-DLLME-HPLCنتـایج معتبرســازي روش  
نتایج حاصل از معتبرسازي و مقایسه ارقـام  : تعیین پاتولین

ها جهـت  با سایر روش IL-DLLME-HPLCشایستگی روش 
نشـان داده شـده    2در جـدول   پاتولین از آب سیباستخراج 

  .است
هـاي  گیري غلظت پاتولین در انواع نمونـه نتایج اندازه

 4بـه منظـور ارزیـابی کـارایی روش پیشـنهادي      : آب سیب
-ILنمونه آب سیب با برندهاي مختلف تهیه و تحت فرآینـد  

DLLME-HPLC ت شده از پـاتولین قرار گرفت و مقادیر یاف 
ها در جدول نتایج حاصل از این بررسی. در آن گزارش گردید

صحت روش با استفاده از مقدار همچنین . آورده شده است 4
هاي انتخابی مورد بررسـی قـرار   مشخص اضافه شده به نمونه

  بــه دســت آمــده از تکنیــک کرومــاتوگرام 3شــکل  .گرفــت
 IL-DLLME-HPLC    ــرایط ــت شـــ   و a) spikedتحـــ
 b) non-spiked  ــت ــاتولین   ng mL-1 50در غلظ ــراي پ ب

  .باشد می

  

  
  

  IL-DLLME-HPLCکروماتوگرام حاصل از استخراج توسط روش  .3شکل 
(a) non-spiked  و(b) spiked  از غلظتng mL-1 50 پیک پاتولین: 1 .پاتولین  

  
  پیشنهاديارقام شایستگی روش . 2جدول 

ضریب  آنالیت
 همبستگی

انحراف استاندارد نسبی 
(%) 

بازیابی نسبی 
(%) 

  حد تشخیص
(ng g-1) 

  حد تعیین
(ng g-1) 

 فاکتور  تغلیظ

  162  5/0  15/0  89  5/7  998/0  پاتولین
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 ١٥٠

  هامقایسه روش پیشنهادي با سایر روش. 3جدول 
میزان نمونه  روش

  )لیترمیلی(
  ي خطیگستره

(ng mL-1) 
انحراف استاندارد 

  (%)نسبی
  حد تشخیص بازیابی نسبی

(ng mL-1) 
  منابع

  22  25  63-87  11  25-1000  7  کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا-استخراج فاز جامد

 -کروماتوگرافی مایع-ریزاستخراج فاز جامد
  اسپکترومتري جرمی

1  20-5/0  97/4-76/0  5/92  023/0  24  

  23  6  89- 100  -  10- 400  10  کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا-جامداستخراج فاز 

  -  15/0  89  5/7  1- 200  2  روش پیشنهادي

  
  

  هاي مختلف با استفاده از روش پیشنهادينتایج حاصل از استخراج پاتولین از آب سیب .4جدول 
  مقدار یافت شده

(ng mL-1) 
  مقدار اضافه شده 

(ng mL-1)   
  غلظت پاتولین

(ng mL-1)  
 نمونه

 1نمونه  - 20 51/19±30/0
 2نمونه  00/12±15/0 20 72/21±47/0
 3نمونه  55/10±78/0 20 82/29±23/0
 4نمونه  26/1±09/0 20 98/20±27/0

  )n=3(  میانگین ± انحراف استاندارد: 1

  
  

  بحث  
  حــلال آلــی و پخشــی مناســب بــراي روش انتخــاب

 IL-DLLME-HPLC    جهت استخراج پـاتولین از آب
تـرین پارامترهــاي مــؤثر در تکنیــک   یکــی از مهــم :ســیب

مایع پخشی، نوع حلال اسـتخراج کننـده   -ریزاستخراج مایع
در نظـر   به منظور انتخاب نوع حلال استخراجی، با. باشدمی

ــلال  ــازگاري ح ــرفتن ناس ــالوژن گ ــاي ه ــا  ه ــنگین ب دار س
کروماتوگرافی مایع فاز برگشتی، و نیز با توجـه بـه کارهـاي    

ي پیشـین بـا اسـتفاده از مایعـات یـونی در بـه       انجام گرفته
مایع پخشی بـه منظـور   -کارگیري تکنیک ریزاستخراج مایع

هایی که ماهیتی مشابه با پاتولین داشتند و با در آنالیز نمونه
مینـان از بـه کـارگیري    نظر گرفتن حصـول نتـایج قابـل اط   

-1مایعات یونی در تکنیـک ریزاسـتخراج، در ایـن تحقیـق،     
بــا (هگــزا فلــورو فســفات  متیــل ایمیــدازولیوم-3 هگزیــل
عنوان حلال استخراجی مناسـب   به) 29/1-31/1ي  دانسیته

   . )26( انتخاب گردید
هاي مورد نظر در انتخاب حلال پخشی ترین ویژگیاز مهم

امتزاج پذیري مناسب این حلال با فاز  در روش ریزاستخراج،
لازم به ذکر است . باشدآبی و نیز با حلال استخراج کننده می

که حلال پخش کننده با توجه به اثرگذاري مستقیمی که بر 

ــا  روي ویســکوزیته ــی و حــلال اســتخراجی ایف ي محــیط آب
تواند در چگونگی و کیفیت تولید قطرات و در کند، لذا می می

 سزایی داشته باشدهي استخراج نقش بدرصد بازدهنتیجه در 
در این تحقیق از بین سه نوع حـلال پخشـی اسـتون،    . )25(

متانول و اتانول، نتایج به دست آمده از بـه کـارگیري حـلال    
حـلال بـا شـرایط    ایـن  متانول موید سازگاري بهتر و بیشـتر  
. هـا بـا ایـن حـلال بـود     آزمایش و نیز استخراج بیشتر گونـه 

ترین حلال پخشی انتخاب و راین متانول به عنوان مناسببناب
  .در مراحل بعدي آزمایش مورد استفاده قرار گرفت

سازي عوامل مؤثر بر استخراج با استفاده از رویه بهینه
هاي اصـلی طراحـی   یکی از زیر گروه : (RSM)سطح پاسخ 

 (CCD)آزمایش رویـه سـطح پاسـخ، طـرح مرکـب مرکـزي       
سـطح مختلـف بررسـی     5طرح متغیرهـا در  در این . باشد می
در این شیوه علاوه بر توصیف اثر خطی متغیرها بـر  . شوندمی

روي پاسخ، اثر متقابل و درجه دوم متغیرهـا نیـز بـه تصـویر     
ها مشاهده شـد  گونه که در بخش یافتههمان. شودکشیده می

ها منطبق شد که اثر هر کـدام  مدل درجه دومی بر روي داده
. دهـد رها را بر راندمان استخراج به خوبی نشـان مـی  از پارامت

تعیـین   ضریب توسط واقعی هايداده روي مدل میزان انطباق
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R2  وR2  در اینجا مقـادیر   .شودمی داده نشانتعدیل شدهR2 
. باشـد مـی  9852/0و  9923/0تعدیل شده بـه ترتیـب    R2و 

هـاي   کسب این اعـداد توانـایی بـالاي مـدل در توصـیف داده     
براساس نتایج به دست آمـده از ایـن   . دهد را نشان میتجربی 

 P-valueتوان دریافت که مدل انتخـابی بـا مقـدار    جدول، می
مدل انتخابی  46/138مساوي با  F-valueو  0001/0کمتر از 

  مناســبی بــوده و کمتــرین میــزان عــدم تطــابق را بــا کســب
 lack-of-fit  دهدبه دست می 2960/0برابر با.  

بـه   پاسـخ  بر را متغیرها متقابل اثرات بعدي سه مودارهاين
بـه   5/6برابر با  pH =1اساس شکل  بر .دهندمی نشان خوبی

عنوان بهترین مقدار جهت کسب بالاترین بـازده اسـتخراجی   
توان می pHدر توجیه عدد به دست آمده براي . مشهود است

به فرم خنثی خود ظاهر گشته،  pHگفت که پاتولین در این 
هاي مورد نظر به فـاز  ، تمایل آنالیت5/6در  pHلذا با تنظیم 

در مـورد  . یابدآلی بیشتر شده و راندمان استخراج افزایش می
میکرولیتــري از حــلال اســتخراجی نیــز  80ي حجــم بهینــه

توان گفت که هر چه حجم حلال استخراجی کمتر باشد،  می
  . ش خواهد یافتفاکتور تغلیظ افزای

با افزایش مقدار شود مشاهده می 2طور که در شکل  همان
افزایش مقدار معینی . یابدنمک، راندمان استخراج افزایش می

در ایـن اثـر بـا    . گرددمی salting outاز نمک سبب ایجاد اثر 
هـاي فـاز   اضافه نمودن مقدار معینی از نمک، تمایل مولکـول 

در آن فاز بیشتر شده و همـین  هاي نمک موجود آبی به یون
امر سبب کاهش حلالیت آنالیـت در فـاز آبـی گشـته و نیـز      
بهبود ثابت توزیع آنالیـت بـین دو فـاز آبـی و آلـی را سـبب       

این بهبود نیـز سـبب افـزایش رانـدمان اسـتخراجی      . شود می
بـه  ) درصـد  NaCl )28بنـابراین بیشـترین مقـدار    . گردد می

در مـورد حـلال   . عنوان مقدار گرم نمک بهینه انتخـاب شـد  
گـردد، بـا   طور که در شـکل مشـاهده مـی    پخشی نیز همان

میکرولیتر، کارایی اسـتخراج   600افزایش حجم این حلال تا 
پـذیري بیشـتر   افزایش یافته که این امر به سبب ایجاد امتزاج

ي افزایش حجم تیجهبین دو حلال آبی و آلی در یکدیگر در ن
حلال پخشی و نیز تشکیل قطـرات ریزتـر در ایـن حجـم از     

همچنین یک کاهش در راندمان اسـتخراج از  . باشدحلال می
شود کـه ایـن اثـر    میکرولیتر مشاهده می 1000تا  600حجم

مربوط به افزایش انحلال پذیري پاتولین در فاز آبـی   احتمالاً
بنـابراین حجـم   . اشـد بدر اثر افزایش حجم حلال پخشی می

  .میکرولیتر از متانول به عنوان حجم بهینه انتخاب شد 600

 IL-DLLME-HPLCگیـري  معتبر سـازي روش انـدازه  
جهـت بررسـی ارقـام    : جهت تعیین پاتولین در آب سیب

ــایعشایســتگی روش ریزاســت ــایع پخشــی، شــامل -خراج م م
ي خطی، فاکتور تغلیظ، حد تشـخیص و  پذیري، گسترهتکرار
هاي متفاوتی از هاي آب سیب حاوي غلظت عیین، نمونهحد ت

 .پاتولین مورد آنالیز قرار گرفتند
بررسی منحنی کالیبراسیون پاتولین در آب نشان داد کـه  

در محـدوده  ) <99/0r2(این منحنی با ضریب همبستگی بالا 
بررسـی نتـایج   . باشـد خطـی مـی   ng mL-1200-1 غلظتـی  

نسبی نشان دهنده دقـت بـالاي   مربوط به انحراف استاندارد 
 ).8%<(باشـد  روش پیشنهادي جهت استخراج پـاتولین مـی  
درصـد بـه    89میزان بازیافت  به دست آمده بـراي پـاتولین   

ثیرپـذیري تکنیـک   أدست آمد که ایـن اعـداد بیـانگر عـدم ت    
مقدار فاکتور . استحاضر از بافت نمونه در استخراج پاتولین 

قابل  حد که براي این روش در هبود 162تغلیظ براي پاتولین 
براي حد تشخیص و حد تعیین روش پیشنهادي . قبول است

. به دست آمـد نانوگرم بر گرم  5/0و  15/0به ترتیب  پاتولین
هاي ذکر شـده در  مقایسه تکنیک حاضر با تعدادي از تکنیک

نشان داد که تکنیک بـه کـار گرفتـه شـده در ایـن       3جدول 
یار کمتـري را بـراي هـر دو    هـاي بس ـ تحقیق، حد تشـخیص 

دهـد  همچنین این مقایسه نشان مـی . آوردترکیب فراهم می
که تکنیک پیشنهادي، از توانایی بالایی جهت آنالیز پـاتولین  

 .در انواع آب سیب برخوردار است
طـور   همـان : هاي آب سیبمقدار پاتولین در انواع نمونه

گونـه  هـیچ   1ي که در بخش نتایج مشـاهده شـد در نمونـه   
همچنین بیشترین مقدار پاتولین . پاتولینی تشکیل نشده بود

  .مشاهده گردید 3ي در نمونه
 بسـیار  مقادیر يساده و سریع استخراج حاضر، تحقیق در

مـایع  -بـه کـارگیري روش ریزاسـتخراج مـایع     با پاتولین کم
 سبببه کارگیري این روش  .حاصل شد (DLLME)پخشی 

 زمـان  کـاهش  و عمل آسانی نیز و حساسیت و دقت افزایش

 این شدن همراه همچنین. دنظر گردی مورد آنالیت استخراج

همراه  به بالا عملکرد با مایع کروماتوگرافی دستگاه با تکنیک
 ها،نمونه آنالیز جهت (HPLC-UV)فرابنفش -مرئی آشکارساز

 اسـتخراج  در عـالی  بسیار هايتشخیص حد کسب به منجر

 پارامترهاي سازيبهینه این مطالعه، در. شد مذکور ترکیبات

 سـطح  يشیوه از استفاده با ریزاستخراج بر فرآیند ثیرگذارأت

 کار به  (CCD)مرکزي مختلط مدل يپایه بر (RSM) پاسخ

 و شناسایی جهت کاربرد پیشنهادي قابلیت روش .شد گرفته
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 ١٥٢

 دارا حقیقـی  هـاي نمونه در را پاتولین هاي کمغلظت تعیین

 استخراجی، هايروش سایر با مقایسه در همچنین. باشدمی

 کم بسیار مقادیر براي مؤثرتري بسیار استخراج مذکور روش

  .پاتولین دارد
  
  

 سپاسگزاري
ــت محتــرم پژوهشــی انســتیتو تحقیقــات   در پایــان از معاون

هـاي مـالی   اي و صنایع غذایی کشور، به خاطر حمایت تغذیه
  .شودتشکر و قدردانی می
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Background and Objective: Patulin was classified as a possible human carcinogen by the International 
Agency for Research on Cancer in 1970. Owing to its toxicity, the Joint FAO/WHO Expert Committee on 
Food Additives has established a provisional maximum tolerable daily intake for patulin in apple juice of 
0.4 µg kg−1 body weight per day. The present study examined efficient methods for the determination of 
the amount of patulin in different brands of apple juice purchased in different districts of the city of Arak. 

Materials and Methods: Optimization of effective parameters for extraction of patulin was carried out 
using response surface methodology based on a central composite design that included 30 treatments at 5 
levels for 4 factors with 6 replicates for the center point. The proposed method was validated using figures 
of merit. The amount of patulin was determined by the proposed IL-DLLME-HPLC method in apple juice 
samples available at different supermarkets in Arak.  

Results: Optimum amounts for effective parameters were determined using the proposed method. The 
figures of merit for the proposed method were comparable to or better than other methods. The 
performance of the proposed method was well-demonstrated by analysis of real samples. 

Conclusion: The results of the present study demonstrated that IL-DLLME-HPLC is a powerful method 
for monitoring the presence of patulin, even at very low concentrations, in apple juice samples.  

Keywords: Patulin, Apple juice, Dispersive liquid-liquid microextraction, HPLC, Response surface 
methodology  
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