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 چکیده

ها تولید گوشتی به سبب وجود نیتریت و ترکیبات آمینی موجود در بافت ماده غذایی، نیتروزآمینهاي در فرآیند تولید فرآورده :سابقه و هدف
سازي روش استخراج به کمک هدف از این پژوهش، معرفی و بهینه. باشندزایی میزایی و سرطانشوند که این ترکیبات داراي خاصیت جهشمی

هاي ها در نمونهبه عنوان یک روش سریع، کم هزینه و دقیق جهت تعیین نیتروزآمینمایع پخشی -ماکروویو به همراه میکرواستخراج مایع
  .باشدسوسیس و کالباس عرضه شده در شهر تهران می

 6 با مرکزي مرکب طرح از سازي بهینه جهت. گردید ینهسطح پاسخ به روش کمک به هانیتروزآمین استخراج بر مؤثر عوامل :هامواد و روش
- شناسایی و تعیین مقدار نیتروزآمین. ارقام شایستگی روش پیشنهادي مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت. نقطه مرکزي استفاده گردیدتکرار در 

روش آماري مورد استفاده . ي معتبر شهر تهران با استفاده از روش پیشنهادي انجام گرفتکارخانه 3ي تهیه شده از  نمونه 18 هاي موجود در
  .باشدش آنالیز واریانس یک طرفه میدر این پژوه

تعیین   =5/7pHو %) 11(گرم  1/1: ، مقدار نمکµL500: ، حجم حلال پخشیµL100: مقادیر بهینه مربوط به حجم حلال استخراجی :هایافته
در پژوهش حاضر، کمترین و بیشترین مقدار . بسیار مطلوب قرار داشت يارقام شایستگی روش پیشنهادي در شرایط بهینه  در گستره. گردید

  .تعیین گردید ng g-1 195و ng g-1465/0 هاي سوسیس و کالباس عرضه شده در شهر تهران به ترتیبنیتروزآمین در نمونه
به عنوان یک روش ساده و  مایع پخشی-مایعروش استخراج به کمک ماکروویو به همراه میکرواستخراج کارایی و قابلیت اعتماد  :گیري نتیجه

  .هاي قبلی اثبات گردیدهاي سوسیس و کالباس در مقایسه با سایر روشها در نمونهسریع جهت تعیین مقادیر بسیار کم نیتروزآمین
 - وماتوگرافی گازيمایع پخشی، کر-ها، استخراج به کمک ماکروویو، میکرواستخراج مایعسوسیس و کالباس، نیتروزآمین :واژگان کلیدي

  اسپکترومتري جرمی

  مقدمه 
هاي گوشتی به عنوان جزء اصلی رژیـم  گوشت و فرآورده

ي بخش وسیعی از نیازهـاي پروتئینـی،   کنندهغذایی و تامین
. شـوند ویتامینی و املاح مورد نیاز بدن انسان محسـوب مـی  

هاي گوشتی در ایران مربوط به انـواع  بیشترین تولید فرآورده
باشــند، کـه تحــت عنــوان  حـرارت دیــده مـی  هــاي فـرآورده 

ــازار عرضــه مــی  ــاس در ب ــدسوســیس و کالب یکــی از . گردن
هاي فـرآوري محصـولات گوشـتی اسـتفاده از     ترین راه اصلی

این ترکیبات سبب افـزایش مـدت   . باشدنیترات و نیتریت می
زمان ماندگاري و همچنـین جلـوگیري از فسـاد محصـولات     

واکنش بـین  ). 1، 2(شوند  یمذکور در طول زمان نگهداري م
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ي غـذایی و نیتـرات و   هـاي نـوع دوم موجـود در مـاده    آمین
نیتریت افزوده شده به آن منجر بـه تشـکیل ترکیبـات فـرار     

هـا بـه روش   تشـکیل نیتـروزآمین  . )3(شـود  می نیتروزآمین
بستگی دارد ... پخت، دما، زمان، غلظت نیتریت افزوده شده و

نوع مختلف نیتروزآمین شناخته  300کنون از بین تا. )2، 4(
. اسـت ها بـه اثبـات رسـیده    درصد آن 91زایی شده، سرطان

ها قادرند از طریق خون به کبد راه یافته و سریعاً نیتروزآمین
زایی خود را از طریـق آسـیب   شوند و اثرات سرطانمتابولیزه 

ها به دو دسته فرار نیتروزآمین). 5-7(سازند  ظاهر DNAبه 
هاي فرار ترین نیتروزآمیناز مهم. گردندفرار تقسیم می و غیر

 که توسط آژانـس بـین   شناخته شده در سوسیس و کالباس
ــوان ترکیبــات IARC) ( المللــی تحقیقــات ســرطان ــه عن ب

 تـوان می اندبندي شدهزاي احتمالی براي انسان طبقهسرطان
  ):8، 9(به موارد زیر اشاره کرد 

N-nitrosodimethylamine (NDMA) 
N-nitrosodiethylamine (NDEA) 
N-nitrosodibutylamine (NDBA) 
N-nitrosopiperidine (NPIP)  

 )N-nitrosopyrrolidine (NPYR   
حداکثر غلظت مجاز تعیین شـده بـراي ایـن ترکیبـات در        

هاي غذایی متغیر است و براي مثال در مورد ترکیـب  فرآورده
NPYR 10 وزن بـدن هـر انسـان در     میکروگرم در کیلوگرم

هـا در  تعیین میزان نیتروزآمین). 10(روز گزارش شده است 
هاي گوشتی به سبب اثـرات قابـل توجـه سـمیت  و     فرآورده
زایی این ترکیبات و همچنین با توجه به مصرف بالا و سرطان

ــالایی   روزافــزون سوســیس وکالبــاس درکشــور از اهمیــت ب
ــت ــدازه. برخــوردار اس ــت نان ــري غلظ ــروزآمینگی ــا در یت ه

تواند بـه عنـوان یـک معیـار جهـت      هاي گوشتی می فرآورده
اي و نیـز تعیـین کیفیـت فرآینـدهاي     ارزیابی کیفیت تغذیـه 

  . )11(حرارتی مختلف مورد توجه قرار گیرد  فرآوري و
هـا در انـواع   به منظـور تعیـین و شناسـایی نیتـروزآمین    

از جملـه  هاي متعـدد دسـتگاهی   مختلف مواد غذایی از روش
به دلیـل   ).11-13(شود کروماتوگرافی گازي بهره گرفته می

وجود انواع ناخالصـی و مزاحمـت در بافـت نمونـه بـه ویـژه       
     ها نیازمند بـه هاي جامد، شناسایی و تعیین نیتروزآمین نمونه

کــارگیري مراحــل اســتخراج متعــدد قبــل از بــه کــارگیري  
و تسـریع   جهت سـاده سـازي  . باشدهاي دستگاهی می روش

فرآیند استخراج اولیه، استخراج بـه کمـک امـواج مـاکروویو     
مـان  در این روش به دلیل تـابش هـم ز   .باشدبسیار مؤثر می

هاي نمونـه و   ي جهات به تمام قسمتامواج ماکروویو از همه
افزایش سریع دماي آن، فرآینـد اسـتخراج مقـادیر بسـیارکم     

. گرددوتاه محقق میبا سرعت زیاد و در زمان ک هایتروزآمینن
 هاي استخراجی که بـراي تعیـین و شناسـایی    از جمله روش

گرفته است اسـتخراج مـایع    استفاده قرار موردها نیتروزآمین
-مـی  )14( (SPE)و نیز استخراج فاز جامد  )4( (LLE) مایع

  . باشند
هاي استخراجی فوق به دلیـل مصـرف زیـاد    امروزه روش

پراکنی آن و در نتیجه امکان حجم حلال آلی و نیاز به حلال 
هدر رفت آنالیت و همچنین طولانی بودن مدت زمان انجـام  

 تحقیقـات در . گیرنـد آزمایش، کمتر مورد استفاده قـرار مـی  
جهت حذف و یا تقلیـل معایـب فـوق منجـر بـه اسـتفاده از       

جمله تکنیـک میکرواسـتخراج    میکرواستخراجی ازهاي روش
مایع پخشی به منظور استخراج و تعیین دقیـق مقـادیر   -مایع

انجـام   هـاي مختلـف نمونـه   ها در بافـت بسیار کم انواع گونه
مـایع  -تکنیک میکرواستخراج مـایع . )15-17(پذیرفته است 

  (Dispersive Liquid Liquid Microextraction)پخشــی
و به منظور  2006وسط اسدي و همکاران در سال اولین بار ت

آب مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت      شناسایی ترکیبات آلـی در 
-مبناي سه فاز مایع شامل نمونه اساس این تکنیک بر. )18(

در . باشـد کننده مـی ، حلال استخراجی و حلال پخشي آبی
این روش آنالیت مورد نظر از فاز آبی بـه حـلال اسـتخراجی    

کننده که خود بایـد امتـزاج   نقش حلال پخش. یابدانتقال می
پذیري مناسبی با دو محیط آبی و آلی داشته باشد، تسـهیل  

ي یابی هرچـه بیشـتر گونـه   خروج آنالیت از محیط آبی و راه
جملـه مزایـاي ایـن     از. باشـد مورد نظر به فاز استخراجی می

پـذیري بـالاي روش،   توان به حساسیت و گزینشتکنیک می
حجـم کـم    ه بالاي استخراج، سرعت زیـاد و اسـتفاده از  بازد

  .حلال آلی اشاره کرد
هدف از این تحقیق، ابداع و معتبرسازي یک روش جدیـد  

)MAE-DLLME-GC-MS(      به منظـور شناسـایی و تعیـین
هـا در سوســیس و کالبــاس  مقـادیر بســیار کـم نیتــروزآمین  

ي شـیوه هـا بـه   عوامل مؤثر بر استخراج نیتروزآمین. باشد می
. سطح پاسخ و با استفاده از طرح  مرکب مرکزي بهینه شدند

همچنین کارایی این روش در استخراج و تعیین مقادیر بسیار 
هاي حقیقی سوسـیس و کالبـاس   ها در نمونهکم نیتروزآمین

  .عرضه شده در شهر تهران محقق گردید
  ها مواد و روش  

ي موجـود در اداره ابتـدا بـه کمـک آمـار     : هـا ي نمونهتهیه
ي داراي مجـوز رســمی  کارخانـه  3نظـارت بـر مـواد غــذایی    

که بیشـترین عرضـه را در    هاي گوشتی حرارت دیدهفرآورده
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محصـولات انتخـابی از هـر    . شهر تهران دارند انتخاب شـدند 
کارخانه در دو نوع سوسیس و کالباس گوشت قرمز و گوشت 

، 40(رف زیاد مرغ با درصدهاي مختلف گوشت متداول با مص
بلافاصله پـس از تهیـه،   . باشندمی) درصد 90و  70، 60، 55

ها به آزمایشگاه منتقل و تا زمان آنالیز در یخچال تحت نمونه
استخراج و آنـالیز  . گراد نگهداري گردیددرجه سانتی 4دماي 

  .پس از تولید انجام گرفت 14ها در روز تمام نمونه
ــیمیایی و اســتانداردها   ــواد ش ــانول، کلروفــرم، : م   ات

ــید،     متـــانول، هیدروکســـید پتاســـیم، هیـــدروکلریک اسـ
ــتات روي،    ــزا فروســیانید و اس ــد ســدیم، پتاســیم هگ   کلری
ــه    ــالاترین درج ــا ب ــی ب ــرك همگ ــرکت م ــوص از ش   ي خل
 (Merk, Darmstadt, Germany) خریداري شدند.  

  غلظــت هــا دري نیتــروزآمینمحلــول اســتاندارد اولیــه 
µg mL-12000 هـاي اسـتاندارد از   دیگر محلـول  .گردید تهیه

حل کردن مقدار مناسبی از محلول استاندارد اولیه در متانول 
) خریداري شده از شرکت مرك آلمـان (بی فنیل . تهیه شدند
بـه عنـوان اسـتاندارد داخلـی مـورد       µg mL-110در غلظـت  

گـرم   6/10، 1جهت تهیه محلـول کـارز   . استفاده قرار گرفت
. لیتر آب مقطر حل شدمیلی 100وسیانید در پتاسیم هگزا فر

گرم استات  9/21، 2ي محلول کارز همچنین به منظور تهیه
ــالن میلــی 3روي بــه همــراه   100لیتــر اســید اســتیک در ب

ي مـواد  همـه . لیتري با آب مقطر به حجم رسانده شـد  میلی
  .شیمیایی و استانداردها در دماي یخچال نگهداري شدند

طراحی آزمایش و بهینه سازي عوامل مؤثر بر استخراج 
سـازي متغیرهـاي مـورد نظـر     بهینـه : به روش سطح پاسخ

و مقـدار   pH حجم حلال استخراجی، حجم حـلال پخشـی،  (
با هدف کسب شرایط بهینـه، بـه کمـک روش سـطح     ) نمک

و بـا اسـتفاده از   ) (Response Surface Methodologyپاسخ 
 5در  Central composite design)(طـرح مرکــب مرکــزي  

ایـن   1جـدول  (سطح مختلف براي هر متغیر انجام پـذیرفت  
پس از انتخاب سطوح مختلف براي ). دهدها را نشان میداده

هـاي  به منظـور طراحـی تعـداد آزمـایش    هر یک از پارامترها 
محصـول   v. 8.0.5 Design expertفـزار  ا از نـرم مـورد نیـاز   

استفاده گردید که   (Minneapolis, USA)ایز شرکت استیت
 3ها با تعـداد تکـرار   آزمایش. آزمایش انجامید 30به طراحی 

نسـبت سـطح زیـر منحنـی     بار انجام گرفت و در نهایت نیـز  
ها به سطح زیر منحنی استاندارد داخلـی  مجموع نیتروزآمین

. به عنوان پاسخ نهایی گزارش شد ) سطح زیر منحنی نسبی(
 نرم از استفاده باها نیتروزآمین گیرياندازه به مربوط هايداده

  .ندشد تحلیل و تجزیه  Excellافزار
  گیـــريهـــاي معتبرســـازي روش انـــدازهآزمـــون

 MAE-DLLME-GC-MS  هـا براي تعیین نیتروزآمین :
ي خطی به منظور رسم منحنی کالیبراسیون و تعیین گستره

نیتـروزآمین  هاي آبی مخلوط هفـت اسـتاندارد   روش، محلول
-دي، نیتـروز آمـین اتیـل آمین، نیتروزومتیلمتیلدينیتروزو(

آمین، نیتروزوپیرولیدین، نیتروزوپیپریدین، نیتـروزو دي  اتیل
، 10، 5هـاي  در غلظـت ) آمینفنیلبوتیل آمین و نیتروزودي

ــی  200و  150، 100، 50، 20 ــر میل ــانوگرم ب ــورد  ن ــر م لیت
 5اندارد نسبی روش، با انجام انحراف است. استفاده قرار گرفت

 ي سوسـیس کـه غلظـت   آزمایش تکراري با استفاده از نمونه
شـرایط بهینـه    بود، تحـت ng mL-1  50 آن درها نیتروزآمین

ي درصد بازیافت روش با اسـتفاده از  محاسبه. انجام پذیرفت
از  ng mL-150اي کـه غلظـت   ي سوسیس تهیـه شـده  نمونه

صـورت دسـتی اضـافه شـده بـود،      آن بـه   هـا در  نیتروزآمین
به منظور محاسـبه فـاکتور تغلـیظ، محلـول     . محاسبه گردید

، 20، 10، 5، 2هاي ها با غلظتاستاندارد مخلوط نیتروزآمین
از هـر یـک از   . گرم در لیتـر در متـانول تهیـه شـد     میلی 40

تزریق  GCمیکرولیتر به طور مستقیم به دستگاه  3ها محلول
 تشـخیص  حـد . گردید و منحنی کالیبراسیون به دست آمـد 

(LOD)  براساسS/N 3  گیرياندازهحد و  (LOQ) ي بر پایـه
S/N 10محاسبه شد.  

  
 هاسازي آنفاکتورها و سطوح بهینه .1جدول 

  متغییر   سطوح
α+  1+  0  1 -  α -     

 A )میکرولیتر(حلال پخشی حجم  300 475 650 825 1000
  B )میکرولیتر(حجم حلال استخراجی  60 5/82 105 5/127 150
9 5/7 6 5/4 3 pH C 
 D )گرم(نمک  0 375/0 75/0 135/1 5/1
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 ٥٠

: هاي سوسیس و کالبـاس ها در نمونهآنالیز نیتروزآمین
سوسـیس و کالبـاس در   هاي ها از نمونهاستخراج نیتروزآمین

میکرولیتـر،  100مقدار کلروفرم (به دست آمده  ينقاط بهینه
گـرم و   1/1میکرولیتر، مقدار کلرید سـدیم   500مقدار اتانول

pH  گـرم از هـر یـک از     15ابتـدا  . انجام پـذیرفت ) 5/7برابر
هاي سوسـیس و کالبـاس وزن گردیـد و توسـط چـرخ      نمونه

لیتر آب میلی 10با  شده سپس نمونه چرخ. گوشت چرخ شد
اي گـرم از آن در ظـرف شیشـه    5/1مقطر مخلوط گردیـد و  

ــوزین شــددرب ــدار . دار ت ــر حــلال میلــی 10ســپس مق لیت
 2متانول مخلوط شده بـا هیدروکسـید پتاسـیم    (هیدرولیزي 

بـه آن اضـافه   ) درصـد  80و  20به ترتیـب بـا نسـبت     مولار
ورد نظـر،  به منظور تخریب و خروج بهتر ترکیبات م ـ. گردید

دقیقـه در معـرض امـواج     5/1ظرف حاوي نمونـه بـه مـدت    
پس از خنک شـدن ظـرف، نمونـه بـه     . مایکروویو قرار گرفت

 5لیتري انتقال یافت و بـه مـدت   میلی 50فالکون پلاستیکی 
ــرعت    ــا س ــه و ب ــل    4000دقیق ــت عم ــه تح دور در دقیق

پس از این مرحله، فاز شفاف رویی به . سانتریفیوژ قرار گرفت
آن بـــا اســـتفاده از  pHالکون دیگـــري منتقـــل شـــد و فـــ

. رسـانده شـد   5/7بـه عـدد   ) مـولار  5/0(هیدروکلریک اسید 
و ) هگزا فروسیانید پتاسیم( 1لیتر محلول کارز  میلی 1سپس 

نشـینی  جهـت تـه  ) اسـتات روي ( 2لیتر محلول کارز میلی 1
ــروتئین ــافه شــد پ ــه آن اض ــا ب ــدداً   .ه ــوط حاصــل مج مخل

). rpm 4000دقیقه و سـرعت   5به مدت (سانتریفیوژ گردید 
نشـین شـده در تـه فـالکون از     پس از جدا نمودن رسوبات ته

محلــول شــفاف رویــی، ایــن محلــول جهــت انجــام فرآینــد  
بـه   .لیتري انتقـال داده شـد  میلی 15ریزاستخراج به فالکون 

 درصـد  11 ابتدا ی،پخش مایع مایع ریزاستخراج منظور فرآیند
 به زنهم از استفاده با و گردید اضافه آن به کلرید سدیم نمک
 حـلال (میکرولیتـر کلروفـرم    100سپس . شد مخلوط خوبی

اسـتاندارد داخلـی بـی     µg mL-1 10  بـه همـراه   )استخراجی
 اضافه به محلول )پخشی حلال(میکرولیتر اتانول  500 و فنیل

 بـه  نیتـروزآمین اسـتخراج   و شد ابري حاصل محلول .گردید
 به نمونه فازها، جداسازي جهت .پذیرفت انجام آلی فاز درون
 .شـد  سـانتریفوژ  rpm 4000 سـرعت   تحت و دقیقه 10مدت 

با اسـتفاده از سـرنگ   سپس  ابتدا فاز مایع بالایی جدا گردید
 شامل ،نشین شده آلی ته فاز میکرولیتر از 3میکرولیتري  10

 کرومـاتوگرافی  دسـتگاه  به طور مستقیم به نظر مورد آنالیت

  .شد تزریق
  
 

 هایافته 
از جملــه پارامترهــاي مــؤثر بــر فرآینــد میکرواســتخراج  

ي سوسیس و کالبـاس، نـوع و حجـم    هانیتروزآمین در نمونه
 pHحلال اسـتخراجی، نـوع و حجـم حـلال پخـش کننـده،       

  .باشندمحلول نمونه و مقدار نمک می
تکنیـک  در به کـارگیري  : نوع حلال استخراجی و پخشی

مایع پخشی، نوع حلال استخراج کننده -میکرواستخراج مایع
ثیرگـذار  أو نوع حلال پخشـی در مقـدار اسـتخراج آنالیـت ت    

به منظور انتخاب نوع حلال اسـتخراجی مناسـب،   . باشند می
سه نوع حلال استخراجی کلروفرم، تترا کلرواتیلن و تتراکلرید 

مقایسه . تحت شرایط یکسان مورد آزمایش قرار گرفتند کربن
سطح زیر پیک نیتروزآمین براي سه حلال استخراجی مذکور 

بیشترین کارایی اسـتخراج را داشـته و    کلروفرمنشان داد که 
رفتار کرومـاتوگرافی بهتـري را در اسـتخراج نیتـروزآمین در     

انتخـاب  بـا هـدف   . دهـد هاي دیگر نشان میمقایسه با حلال
بهترین نوع حلال پخشی نیز سـه نـوع حـلال اسـتونیتریل،     
اتانول و استون مورد ارزیابی قرار گرفتند که نتایج، بالا بودن 
. درصد استخراج را با بـه کـارگیري حـلال اتـانول نشـان داد     

ــوان حــلال    ــه عن ــه ترتیــب ب ــرم و اتــانول ب ــابراین کلروف بن
قــرار  اســتخراجی و حــلال پخشــی مناســب مــورد اســتفاده

  .گرفتند
سازي عوامل مؤثر بر استخراج با استفاده از نتایج بهینه

عوامل مؤثر بـر کـارایی روش   : )RSM( روش سطح پاسخ
میکرواستخراج شـامل حجـم حـلال پخشـی، حجـم حـلال       

و مقـدار نمـک بـا اسـتفاده از طـرح مرکـب        pHاستخراجی، 
بـار   6آزمـایش بـا    30مطابق این طرح . مرکزي بهینه شدند

هـاي مـذکور انجـام و    آزمایش. ار نقطه مرکزي انجام شدتکر
 Designافـزار  هاي به دسـت آمـده بـا اسـتفاده از نـرم     پاسخ

Expert پس از رگرسیون درجه دوم، معادله زیـر  . تحلیل شد
براي ارزیابی پاسخ کل مجموع سطح زیر منحنی نسبی تمام 

  :دست آمد ترکیبات استخراجی بر حسب مقادیر کد شده به
Y= +1.68 - 0.045A + 0.22B + 0.18C + 0.11D + 0.019AB - 
0.056AC - 0.016AD + 0.030BC + 0.063BD -0.048CD - 
0.053A2 - 0.11B2 - 0.054C2 - 0.088D2 

Y=        مجموع سـطح زیـر منحنـی نسـبی تمـام ترکیبـات
حجـم  : Bحجـم حـلال پخشـی    : Aنیتروزآمین استخراجی، 

  . باشدمقدار کلرید سدیم می: D و  C  :pHحلال استخراجی 
با در نظر گرفتن این معادله و نیز با توجـه بـه علامـت و    

توان چنـین نتیجـه   ضرایب به دست آمده براي هر متغیر می
گرفت که حجم حلال استخراجی و حجم حلال پخشـی بـه   
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ترتیب اثر مثبت و منفی قابل توجهی در رانـدمان اسـتخراج   
 .دارند

مایش علاوه بر امکان پیشگویی در به کارگیري طراحی آز
ي اثر هر کدام از ي متغیرها و نیز بررسی جداگانهمقدار بهینه

هـاي موجـود   کنشتوان برهمها در راندمان استخراج، میآن
. بین متغیرها را در قالـب نمـودار سـه بعـدي مشـاهده کـرد      

را بر روي  pHالف اثر ترکیبی حجم حلال پخشی و  -1شکل
براسـاس ایـن شـکل بیشـترین درصـد      . دهدپاسخ نشان می

میکرولیتر و  500توان در حجم حلال پخشی استخراج را می
pH 5/7 بـین حجـم    کـنش بـرهم ب -1شـکل  . مشاهده کرد

افـزایش   بـا . دهدحلال استخراجی و مقدار نمک را نشان می
حجم حلال استخراجی تـا   افزایش ودرصد 11تا  نمک میزان
 .بیشترین مقدار پاسخ به دست خواهد آمـد  ،میکرولیتر 100

نشـان   pHج سطح پاسخ را به عنوان تابع نمـک و   -1شکل 
  دهد و روند افزایشی پاسـخ بـا افـزایش غلظـت نمـک تـا      می

  . مشهود است 5/7تا   pHدرصد و کاهش11 
  

حجم حلال پخشی و : الف. هاریزاستخراج نیتروزآمین نمودار سه بعدي برهم کنش بین متغیرهاي مؤثر بر فرآیند .1شکل  
PH .و  مقدار نمک: ج. حجم حلال استخراجی و مقدار نمک: بPH  

  

  
    )الف(

  )ب(
با (و نمونه ب ) تزریق استانداردبدون (الف . SIMدر حالت  MAE-DLLME-GC-MSکروماتوگرام حاصل از استخراج  توسط روش  .2شکل 

  هانیتروزآمین ng g-1 40از غلظت  )تزریق استاندارد
(a)  (NDMA), (b) (NMEA), (c) (NDEA), (d) (NPYR), (e) (NPIP), (f) (NDBA), (g) biphenyl (IS), (h) N- (NDPheA)  
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 ٥٢

ت جهMAE-DLLME-GC-MS ارقام شایستگی روش 
 ســازيمعتبــر از حاصــل نتــایج: هــاتعیــین نیتــروزآمین

ــدول در  MAE-DLLME-GC-MSروش ــده آورده 2 ج  ش
 نیتـروزآمین  ترکیبات کالیبراسیون هايمنحنی بررسی. است

 همبسـتگی  ضـریب  با هامنحنی این که دهدمی نشان آب در
 ng ml-1200-1/0غلظتـی   درمحدوده =R2)96/0-99/0( بالا
روش در  نسـبی  استاندارد انحراف. باشندمی خطی صورت به

 پیشـنهادي  روش تشـخیص  حد .قرار دارد %5/3-4/5گستره 
-ng g گیـري اندازه حد و ng g-15/0-1/0  هانیتروزآمین براي

درصد بازیافـت نسـبی روش پیشـنهادي    . باشد می 14/1-4/0
 .بـه دسـت آمـد    9/83-4/109هاي مختلف براي نیتروزآمین

 همچنـین . باشـد مـی  152 تـا  126 بین لیظتغ فاکتور مقدار
 در هـا ارقام شایستگی روش پیشنهادي با سایر روش مقایسه
  .است شده داده نشان 3 جدول

  
  ارقام شایستگی روش پیشنهادي. 2جدول 

 آنالیت نمونه
  ضریب

 همبستگی 
  انحراف استاندارد

 (%)نسبی 
درصد 
 بازیابی

  تشخیصحد 
(ng g-1) 

  حد تعیین
(ng g-1) 

  فاکتور
 تغلیظ  

  خطی يگستره
(ng mL-1)  

  
  

سوسیس و 
  کالباس

NDMA 9803/0 5/3 108  5/0 4/1 8/131 200-1/0 
NMEA 9881/0  6/3 109 4/0 4/1 8/152 200-1/0  
NDEA 9909/0  4/5 109 3/0  0/1 0/144 200-1/0  
NPYR 9633/0 9/3 93 2/0 9/0 1/148 200-1/0  
NPIP 9954/0  3/4  92 2/0  8/0 1/140 200-1/0  

NDBA 9962/0  7/4 88 1/0  4/0 5/142 200-1/0  
NDPheA 9799/0  8/4  83  1/0 6/0 0/126 200-1/0  

  
  هابا سایر روشمقایسه روش پیشنهادي  .3جدول 

  ضریب 
 همبستگی

  انحراف استاندارد
 (%)نسبی

  درصد 
 بازیابی

  حد تشخیص
(ng g-1) 

  حد تعیین
(ng g-1) 

  ي خطیگستره
(ng mL-1) 

 روش  نوع نمونه  آنالیت

9803/0 5/3 69/108 38/1 59/4 200-1/0 NDMA 

 سوسیس و کالباس
 

 روش پیشنهادي
 

9881/0 6/3 40/109 23/1 09/4 200-1/0 NMEA 
9909/0 4/5 10/109 07/1 56/3 200-1/0 NDEA 
9633/0 9/3 87/93 064/1 92/3 200-1/0 NPYR 
9954/0 3/4 13/72 46/3 54/11 200-1/0 NPIP 
9962/0 68/4 32/78 6/1 33/5 200-1/0 NDBA 
9799/0 8/4 99/83 45/1 883/4 200-1/0 NDPheA 
               
999/0 7 84 12/0 36/0 500-25 NDMA 

 هاي گوشتیفرآورده
 

میکرواستخراج فاز جامد 
 )13( پخشی

999/0 4 74 06/0 18/0 500-25 NMEA 
999/0 7 80 06/0 18/0 500-25 NDEA 
999/0 4 99 06/0 18/0 500-25 NPYR 
999/0 8 98 03/0 09/0 500-25 NDPA 
999/0 2 83 03/0 09/0 500-25 NPIP 
999/0 7 105 01/0 03/0 500-25 NDBA 
               
967/0 - - 86/3 71/16 - NDMA 

 گوشتیهاي فرآورده

-کروماتوگرافی گازي
آشکارسازي لومینسانس 

 )19( هیدروژنی

  

982/0 - - 32/2 04/10 - NDEA 
996/0 - - 61/1 96/6 - NDPA 
968/0 - - 15/2 30/9 - NPYR 
973/0 - - 98/1 56/8 - NPIP 
971/0 - - 46/2 63/10 - NDBA 
            

- 4/9 79 11/0 37/0 - NDMA 

  ماهی
-کروماتوگرافی گازي

 )20( اسپکترومتري جرمی
- 4/8 82 10/0 33/0 -  NDEA 
- 4/8 87 11/0 35/0 - NPYR 
- 1/8 86 10/0 34/0 - NPIP 
- 7/7 88 10/0 33/0 - NDBA 
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سوسـیس و  هـاي  در انواع نمونهها نیتروزآمینغلظت 
 18بـه منظـور ارزیـابی کـارایی روش پیشـنهادي،       :کالباس
مهــم عرضــه کننــده   ي کارخانــه 3ي مختلــف از نمونــه
 هاي گوشتی در تهران تهیه گردیدند و تحت فرآیند  فرآورده

MAE-DLLME-GC-MS  تکرار قرار گرفتنـد و مقـادیر    3با
 هـا هـاي موجـود در نمونـه   میانگین یافت شده از نیتروزآمین

آورده  4در جدول  تایج حاصل از این بررسین. گزارش گردید

ــا اســتفاده از مقــدار  همچنــین . شــده اســت صــحت روش ب
هـاي انتخـابی مـورد بررسـی و     مشخص اضافه شده به نمونه

بـه دسـت آمـده از     کرومـاتوگرام  2شکل  .ارزیابی قرار گرفت
بـدون  (الـف   تحت شرایط  MAE-DLLME-GC-MSتکنیک 

  از غلظــت )بــا تزریــق اســتاندارد(و نمونــه ب ) تزریــق اســتاندارد
 ng g-1 40 باشد می هانیتروزآمین.  

  
  
  

میانگین غلظت با استفاده از روش پیشنهادي در تهران  کارخانه 3کالباس تولید  سوسیس و ها درنتایج حاصل از استخراج نیتروزآمین .4 جدول
)بر حسب نانوگرم بر گرم  ± SD   )  

 NDMA NMEA NDEA NPYR NPIP NBBA NDpA نوع محصول کارخانه

A 

  ND  ND  ND  ND  ND  ND  14/1±7/14  %60کالباس گوشت 
 ND  ND  ND  ND  ND  ND  98/0±4/13  %90کالباس گوشت 
 ND  ND  ND  ND  ND  39/12±8/149 27/1±2/17  %90کالباس مرغ 
 ND  ND  ND  ND  98/0±1/10 29/1±1/19 24/4±0/63  %55 کوکتل گوشت
 ND  ND  ND  2/58±15/2  ND 09/1±7/17 66/8±4/106  %55کوکتل مرغ 

 ND  ND  ND  6/9±74/0 21/4±2/38 97/1±8/24 93/6±1/99  %70کوکتل گوشت 

B  

 ND  ND  ND  64/0±5/7  94/1±1/15 83/0±3/10 65/0±5/7  %60کالباس گوشت 
 ND  ND  ND  ND  74/0±4/10 29/4±6/44 42/0±4/6  %90کالباس گوشت 
 ND  ND  ND  18/1±3/22  08/1±9/12 07/1±8/12 29/0±3/3  %90کالباس مرغ 

 ND  ND  ND  ND  39/0±1/5 56/3±0/54 41/0±3/8  %55کوکتل گوشت 
 ND  ND  ND  ND  45/0±3/7 ND 17/0±4/2  %55کوکتل مرغ 

 ND  ND  ND  42/1±7/17  88/0±8/17 51/5±6/87 16/0±4/2  %70کوکتل گوشت 

C  

  ND  ND  ND  ND  83/0±3/12  ND  34/9±4/128  %60کالباس گوشت
  ND  ND  ND  ND  64/8±3/139  59/2±5/27  76/0±0/9  %90کالباس گوشت 
  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  %90کالباس مرغ 

  ND  ND  ND  ND  47/14±4/132  ND  43/0±8/6  %55کوکتل گوشت 
  ND  ND  ND  78/8±9/139  94/7±0/106  ND  19/0±4/2  %55کوکتل مرغ 

  ND  ND  ND  ND  ND  ND  ND  %70کوکتل گوشت 
:NDیافت نشد

  بحث  
سازي عوامل مؤثر بر میکرواستخراج با اسـتفاده  بهینه

 معمـولاً  پاسـخ  سطح رویه : )RSM( از روش سطح پاسخ
 یـافتن  منظـور  بـه  متغیـر  چنـدین  ترکیبی اثر بررسی براي

 از. رود مـی  کاربه متغیره چند سامانه یک براي بهینه شرایط
 هـاي آزمـایش  انجـام  از قبل بهینه نقطه موقعیت کهآنجایی
 طرحـی  با برتري نیست، معلوم پاسخ سطح روش به مربوط

. کنـد  تأمین جهات تمام در را مشابهی برآورد دقت که است

ي اثـر خطـی متغیرهـا روي    در این روش علاوه بر مشـاهده 
. شـود ها نیز نشان داده میپاسخ، اثر متقابل و درجه دوم آن

ها مشخص شد، مدل درجه دوم  طور که در بخش یافتههمان
ــد روي داده ــق گردیـ ــا منطبـ ــدل . هـ ــاق مـ ــزان انطبـ   میـ

ــط   روي داده  ــی توسـ ــاي واقعـ ــین  هـ ــریب تعیـ   و R2ضـ
 Adjusted-R2  ــی ــان داده م ــودنش ــالاتر از  R2. ش   و 96/0ب
 96/0= Adjusted-R2 هـاي  اي قـوي بـین داده  گویاي رابطـه
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 p-valueدر ایـن مـدل   . باشـد واقعی و مدل پیشـنهادي مـی  
 نمودارهاي سـه . است=F-value  97/50 و 0001/0کمتر از 

-خوبی نشان می بهبعدي اثرات متقابل متغیرها را بر پاسخ 
 از میکرولیتـر  500 حجـم  در استخراج بازده بیشترین. دهند
هـاي  مطابق پژوهش. آمد دست به 5/7 مساوي  pHو اتانول

ــین  ــم ) 15، 16(پیش ــتفاده از حج ــالاتر از  اس ــاي ب  500ه
هــا میکرولیتـر اتــانول ســبب افـزایش حلالیــت نیتــروزآمین  

احتمـالاً  . گـردد آبی و کاهش کارایی استخراج می يدرنمونه
pH  یـونی در   باعـث ایجـاد یـک سـاختار غیـر      5/7 برابر بـا

هـا بـه   نتیجه انتقـال نیتـروزآمین   در. شودها می نیتروزآمین
افـزایش غلظـت    .پذیردتر صورت میحلال استخراجی آسان

، سـطح زیـر منحنـی بـراي هـر یـک از        درصـد  11نمک تا 
 ـ  . دهـد  ها را افزایش مینیتروزآمین  ه دلیـل اثـر   ایـن امـر ب

salting out    هـا بـه   و در نتیجه افـزایش تمایـل نیتـروزآمین
اثر افزایش قـدرت یـونی محلـول     حلال آلی در استخراج در

دار بین غلظت نمـک و  اثر تداخلی معنی. )17(باشد آبی می
در اینجـا نیـز   . نیز در این مدل مشـاهده گردیـد   pHمقادیر 

درصد نمک 11 ها دربیشترین مقدار استخراج از نیتروزآمین
  .به دست آمد 5/7برابر با  pHو 

ــر ــازي روش معتب ــت  MAE-DLLME-GC-MSس جه
ــیس و کالبــاس جهــت : تعیــین نیتــروزآمین در سوس

 روش شایســتگی  معتبرســازي یــک روش جدیــد، ارقــام    
 فــاکتور خطــی، يگســتره تکرارپــذیري، شــامل پیشـنهادي، 

ارزیابی قرار مورد بررسی و  تعیین حد و تشخیص حد تغلیظ،
هـاي نـاچیز   غلظـت  ضریب همبستگی بالا در گستره .گرفت

هـا مؤیـد قابلیـت کـاربرد و اعتمـاد روش جهـت       نیتروزآمین
دقت و . باشدهاي کم این ترکیبات در نمونه میتعیین غلظت

تکرارپذیري مناسب روش نیز بـه سـبب مقـادیر کـم درصـد      
توافـق و   به توجه با.  انحراف استاندارد نسبی به اثبات رسید

 یافـت  مقـدار  بـا  هانیتروزآمین شده اضافه مقدار نزدیکی بین
 صـحت  که گرفت نتیجه توانمی هانمونه اکثر در هاآن شده
حـدود تشـخیص و   . باشـد مـی  قبـول  قابل گیرياندازه روش

تعیین روش پیشنهادي قابلیت کاربرد روش را جهت تعیـین  
هاي گوشتی بـه  در فراورده هامقادیر بسیار ناچیز نیتروزآمین

مقادیر قابل قبول درصـد بازیافـت نسـبی روش     .اثبات رساند
MAE-DLLME-GC-MS تکنیـک  تأثیرپـذیري  عدم گویاي 

 .باشـد مـی  نیتروزآمین استخراج در نمونه بافت از پیشنهادي
 دیگـر  هـاي روش با پیشنهادي روش شایستگی ارقام مقایسه

 جهـت  بـالایی  قابلیـت  پیشـنهادي  روش کـه  دهـد می نشان

 کالباس و سوسیس هاينمونه انواع از هانیتروزآمین استخراج
 .باشدمی دارا را

جهت بررسی مناسـب  : هاي حقیقیکارایی روش در نمونه
هــا در بــودن روش ارائــه شــده بــراي شناســایی نیتــروزآمین

کارخانـه،   3نوع از محصولات گوشتی  18هاي حقیقی،  نمونه
ــی از  شــامل سوســیس و  ــدهاي مختلف ــاس داراي درص کالب

گوشت قرمز یا مـرغ، در شـرایط بهینـه مـورد ارزیـابی قـرار       
ها ناچیز بوده ها در نمونهغلظت برخی از نیتروزآمین. گرفتند

ها با روش افزایش استاندارد مورد تأییـد  اي آنو نتایج تجزیه
 نشـان  هـا نیتـروزآمین  تغییـرات  میـزان  بررسـی . قرار گرفت

 يدر طول مدت نگهـدار  ترکیبات ینا ییره روند تغک دهد می
انجـام   هـاي بررسی. است یشیدرجه افزا 4 يمحصول در دما

 در شــده تشــکیل نیتــروزآمین مقــدارشــده نشــان داد کــه 
 همچنین و شده افزوده نیتریت میزان به گوشتی هايفرآورده
بـه   نتـایج ). 21(دارد  بسـتگی  محصـول  در باقیمانده نیتریت

طرفه جهت  یک یانسوار یزتست آنال یريبا بکارگ آمده دست
محصولات با درصـد گوشـت متفـاوت نشـان داد کـه       یبررس

) بـا قطـر کمتـر   ( هـا یسدر سوس ـ نیتروزآمین تشکیل یزانم
 ییاز آنجـا  .اسـت  )بیشتر قطر با(کالباس  هاياز نمونه بیشتر

کالباس بـه طـور    يبرا که طول مدت زمان پخت در کارخانه
سـاعته لازم   2-1از مـدت زمـان    بوده وساعت  5-6متوسط 

 ینـد فرا ینکـه است و با توجه به ا یشترب یسپخت سوس يبرا
افزوده شده  یتریتبر کاهش ن یاثر قابل توجه تواندیپخت م

اخـتلاف در مقـدار    یـل امـر را دل  یـن تـوان ا  یداشته باشد، م
. دو محصــول دانســت یــنا ینبــ شــده تشــکیل نیتــروزآمین

 روي بر ايمطالعه در 2009 سال در نیز کارانهم و فریعقوبی
عرضه شده در سـبزوار نشـان دادنـد     هايکالباس و سوسیس

 گوشـتی  هـاي فـرآورده  در سـدیم  نیتریـت  کاهش یزانکه م
بـا   هـاي فرآورده از کمتر، )یسسوس( کمتر قطر با امولسیونه

 و سوسـیس  بررسـی  در). 22( اسـت ) کالبـاس  ( قطر بیشتر
 نیتریـت  مقـدار  کـه  شـد  مشـخص  مطالعه مورد هايکالباس
 مجـاز  حـد  از بـیش  هـا نمونـه  ایـن  از برخـی  در شده افزوده

 را همکـاران  و میرزایـی  هـاي یافتـه  امر این که بود استاندارد
  ).23(نماید می تایید

 بسیار مقادیر يساده و سریع استخراج حاضر، تحقیق در
مایع -به کارگیري روش ریزاستخراج مایع با هانیتروزآمین کم

 سبببه کارگیري این روش  .حاصل شد (DLLME)پخشی 
عمل، کـاهش مصـرف    آسانی نیز و حساسیت و دقت افزایش
نظر  مورد آنالیت استخراج زمان کاهش هاي آلی سمی وحلال
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 ـ  دسـتگاه  بـا  تکنیـک  ایـن  شـدن  همـراه  همچنـین . دگردی
 همـراه آشکارسـاز   بـه  بـالا  عملکـرد  بـا  گازي کروماتوگرافی

 حد کسب به منجر ها،نمونه آنالیز اسپکترومتري جرمی جهت
. شـد  مـذکور  ترکیبات استخراج در خوب بسیار هايتشخیص

 بـر فرآینـد   تاثیرگذار پارامترهاي سازيبهینه این مطالعه، در
-پایه بر (RSM) پاسخ سطح يشیوه از استفاده با ریزاستخراج

 روش .شـد  گرفتـه  کـار  بـه   (CCD)مرکزي مختلط مدل ي
هاي غلظت تعیین و شناسایی جهت کاربرد پیشنهادي قابلیت

. باشـد مـی  دارا حقیقـی  هـاي نمونـه  در را هـا نیتروزآمین کم

هـاي دیگـر   مقایسه ارقام شایستگی روش پیشنهادي با روش
دهـد کـه روش پیشـنهادي قابلیـت بـالایی جهـت       نشان می

هاي سوسیس و کالباس انواع نمونهها از استخراج نیتروزآمین
  .را دارا است

  سپاسگزاري
اي و معاونت محترم پژوهشی انسـتیتو تحقیقـات تغذیـه    از   

هـاي مـالی تشـکر و    حمایـت  صنایع غذایی کشور، به خـاطر 
  .شودقدردانی می
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Background and Objective: Nitrosamines are produced during processing of meat products from the 
presence of nitrite and amine compounds; these compounds are mutagenic and carcinogenic. The present 
study optimized and determined the level of nitrosamines in sausage and salami samples in Tehran 
markets using microwave-assisted extraction and dispersive liquid-liquid microextraction followed by gas 
chromatography -mass spectrometry (MAE-DLLME-GC-MS), which is a fast, low-cost and precise 
method.   
 
Materials and Methods: The nitrosamine extraction was optimized using response surface methodology 
and a central composite design with 6 replications at the center point. The figures of merit of the proposed 
method were then evaluated. The proposed method was used to determine the nitrosamine levels in 18 
samples at 3 factories of major producers of meat products in Tehran. One-way ANOVA was the 
statistical method used in this study. 
 
Results: The optimum volume of extraction solvent (100 µl), disperser solvent (500 µl), salt (11%), and 
the pH (7.5) were obtained. The figures of merit for the proposed method under optimum conditions were 
in the appropriate range. The lowest and highest concentrations of nitrosamines in real samples were 0.46 
and 195 ng g-1, respectively. 
 
Conclusion: The capability and reliability of MAE-DLLME-GC -MS as a simple and fast method for trace 
determination of nitrosamines in sausage and salami samples was confirmed over the results of other 
methods.   
 

Keywords: Sausage and salami, Nitrosamines, Microwave-assisted extraction, Dispersive liquid-liquid 
microextraction, Gas chromatography-mass spectrometry  
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