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 چکیده

زایی هستند که توسط حرارت دادن مواد غذایی غنی از زا و جهشهای آروماتیک حلقوی ترکیبات شیمیایی سرطانآمین سابقه و هدف:

دیده و کباب های حرارتی  گوشتگردند. استخراج این ترکیبات از بافت پیچیدههای گوشتی تشکیل میپروتئین از جمله گوشت و فرآورده

سازی و استخراج انجام گرفت و پس از فرآیند آمادهستخراج توسط امواج مایکروویو و روش دقیق، سریع و حساس ریزشده ابتدا با پیش ا

 استخراج، نمونه به دستگاه کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا تزریق شد.

انجام پذیرفت که ه یک متغیر در یک زمان رویبه کمک  های آروماتیک حلقویآمینسازی متغیرهای مؤثر در استخراج بهینه ها:مواد و روش

سازی های مؤثر بر کارآیی فرآیند استخراج، بهینهترین پارامتربه عنوان مهم pH، مقدار نمک و نوع و حلال پخشینوع و حجم حلال استخراجی، 

موجود در چند  های آروماتیک حلقویآمین در نهایت غلظت. شد ارقام شایستگی روش محاسبه  ،سازی روش پیشنهادیبه منظور معتبر شدند.

 تعیین گردید. پیشنهادی با استفاده از روش تهرانمختلف شهر  هایو رستوران هااز سوپرمارکتهای گوشتی تهیه شده  فرآوردهنمونه از 

 5/2بین ز جمله حد تشخیص ی متغیرهای مؤثر بر کارایی روش پیشنهادی تعیین شد. ارقام شایستگی روش پیشنهادی ابهینه مقادیر :هايافته

باشند. های دیگر میقابل مقایسه و یا در مواردی بهتر از روش % گزارش شد که1/8% تا 8/5بین و انحراف استاندارد بر گرم نانوگرم  1/3تا 

 های حقیقی به خوبی اثبات گردید.کارایی روش پیشنهادی در نمونه

-گیری مقادیر بسیار اندک آمینپیشنهادی توانایی بالایی جهت استخراج و اندازه که روش نتایج حاصل از این پژوهش ثابت کرد گیري: نتیجه

 های گوشتی مختلف دارد.های آروماتیک حلقوی را از بافت پیچیده فرآورده

کروماتوگرافی مایع  ،ریزاستخراجی مایکروویو، استخراج بر پایه ،های گوشتی حرارت دیدهفرآورده ،های آروماتیک حلقویآمین واژگان كلیدي:

  با عملکرد بالا

  مقدمه 

پمروتئین،  تمرین منبمع   های گوشتی مهمم گوشت و فرآورده

ها و دیگمر ممواد   چربی، آمینواسیدهای ضروری، املاح، ویتامین

ی غذایی با ارزش . این ماده(1)مغذی برای بدن انسان هستند 

. امروزه مصمرف  (2)کند در سلامت بشر نقش مهمی را ایفا می

ی غذایی به طور چشمگیری افمزایش یافتمه اسمت. در    این ماده

% گمزارش  31/71سرانه مصرف گوشمت در جهمان   2014سال 

. اما این ماده غذایی غنی از پمروتئین در حمین فرآینمد    (3)شد 

زایی از جملمه  زا و جهشپخت در دماهای بالا ترکیبات سرطان

-amino-1-methyl-6-2همای آروماتیمک حلقموی شمامل     آمین

phenylimidazo[4‚5-b] pyridine (PhIP) ،2-amino-3-

methyl imidazo[4-5-f]quinolone(IQ)  ،2-amino-3‚8-

dimethlylimidazo[4‚5-f]quinolone (MeIQ)  ،2-amino-

3,4- dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (MeIQx)   تولیمد

. مطالعمات  (4)کند که برای بدن انسان بسمیار مرمر اسمت    می

اپیدمیولوژیک حاکی از آن است که ایمن ممواد باعمف افمزایش     

خطر ابمتلا بمه سمرطان سمینه، معمده، روده بمزرک، پمانکراس،        
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. عمواملی از قبیمل ممدت زممان     (8–4)شموند  پروستات و... می

، نموع گوشمت، میمزان چربمی، میمزان      pHپخت، روش پخمت،  

آمینواسمیدهای آزاد، کممراتین، کممراتینین و... بمر میممزان و نمموع   

هممای آروماتیممک حلقمموی تشممکیل شممده در گوشممت و   آمممین

. (9-12) گمذارد ممی  تمثثیر دیمده  های گوشمتی حمرارت  فرآورده

-گیری این مواد شیمیایی مرر در نمونهبنابراین تعیین و اندازه

 باشد.های غذایی نام برده از اهمیت بالایی برخوردار می

های آروماتیمک حلقموی   به علت حرور مقادیر ناچیز آمین 

بافت پیچیده گوشت، تزریق مستقیم بافت جامد این نمونمه  در 

سمازی جهمت   غذایی به دستگاه آنالیزی،  بدون هیچ گونه آماده

پذیر نخواهد بود. های آروماتیک حلقوی امکانگیری آمیناندازه

سمازی دقیمق و بما رانمدمان     بنابراین به کمارگیری روش آمماده  

قادیر بسیار اندک این استخراج بالا که دارای قابلیت استخراج م

ترکیبات مرر را از بافت پیچیده فرآورده گوشتی داشته باشمد،  

 . (13، 14) لازم و ضروری است

سازی سمریع و مناسمب بمه منظمور آنمالیز      یک روش آماده

همای  جاممد و پیچیمده، نظیمر     های موجود در بافت نمونهگونه

اممواج   یآن، روش استخراج بر پایه هایانواع گوشت و فرآورده

باشد. مکانیسم عمل در این روش بمدین صمورت   مایکروویو می

است که جذب امواج توسط نمونه و حلال باعف تغییر و نوسان 

هما در  گمردد. تمایمل مولکمول   هما ممی  حرکت چرخشی مولکول

هما بمه   برگشت به حالت چرخشی قبلی خود باعف برخمورد آن 

کنمد.  ممی یکدیگر شده و در نتیجه دمای محیط افمزایش پیمدا   

نظر به اینکه تابش این امواج در سرتاسمر نمونمه و بمه صمورت     

پذیرد، پس از تابش امواج، دمای نمونمه بمه   یکنواخت انجام می

های سملولی  سرعت بالا رفته و باعف نرم شدن یا تخریب دیواره

شمود کمه آنالیمت بما     بافت نمونه گشته و همین امر باعمف ممی  

ن بمالا از آن جمدا شمود. ایمن     سهولت و بسیار سریع و با راندما

 مؤثرتواند به عنوان یک تکنیک پیش استخراج بسیار  روش می

ممورد   ، جهت خروج آنالیت از بافت جامد نمونه به محیط آبمی 

استفاده قمرار گیمرد. همچنمین ایمن تکنیمک یکمی از بهتمرین        

ها جهت کم کردن زمان استخراج و افزایش میزان درصد  روش

ی مواد غذایی جامدی که آنالیت مورد  زیهبازیافت آنالیت در تج

 باشد.پایدار گرمایی است، می داراینظر

ممایع  -سازی ماننمد اسمتخراج ممایع   های قدیمی آمادهروش

هایی از قبیل دارای محدودیت (16)و استخراج فاز جامد  (15)

قابلیت بازیابی پایین، احتمال از دست رفتن آنالیت و... هستند 

عنموان  اسمتخراج بمه  های ریمز که اخیرا، روش ر صورتی. د(17)

هما از  های برگزیده و جدید برای اسمتخراج انمواع آنالیمت   روش

 روش انمد. شمده  همای آروماتیمک حلقموی معرفمی    جمله آمین

به عنوان یک روش   (DLLME)مایع پخشی-مایع ریزاستخراج

 در استخراج انواع گوناگون ترکیبمات ،  مؤثرریزاستخراج کارا و 

ی این روش بمر پایمه  ابداع شد.  ایشان وسط اسدی و همکارانت

سیستم سه فازی محلمول نمونمه، حملال اسمتخراجی و حملال      

دارای   که (18)باشد می نظری مورد پخشی در استخراج گونه

هممای دی از حمملالمزایممایی از قبیممل نیمماز بممه حجممم محممدو  

های ی آسان، قابلیت جفت شدن با دستگاهاستخراجی، استفاده

دار محیط زیست، فاکتور تغلیظ بمالا و افمزایش   آنالیزی، دوست

-ی آمماده . پس از اجرای مرحلمه (4)باشد بازدهی استخراج می

ای ی مورد هدف آماده تزریمق بمه دسمتگاه تجزیمه    سازی نمونه

 گردد.می

ای که تا به اممروز بمرای تعیمین مقمدار     های تجزیهدستگاه

-های آروماتیک حلقوی در مطالعات گوناگون به کار رفتهآمین

، (19)سممنج جرمممی طیممف-مممایع انممد شممامل: کروممماتوگرافی

، کرومماتوگرافی  (20)سمنج جرممی   طیمف -کروماتوگرافی گازی

ا آشکارسمماز و کرومماتوگرافی ممایع بم    (21)ممایع فموس سمریع    

 باشند.  می (22)فرابنفش و فلوئورسانس 

بمه عنموان    MAE-DLLME-HPLCدر این مطالعمه روش  

نموع از   4پذیر بمرای تعیمین مقمدار    و انتخاب مؤثریک تکنیک 

و   PhIP ،MeIQ ،MeIQx های آروماتیک حلقموی شمامل  آمین

IQ شود.های گوشتی ارائه میدر فرآورده  

  هامواد و روش 

 4اسمتانداردهای   هاا  شیمیایی و نمونهاستانداردها، مواد  

-amino-1-2 هممای آروماتیممک حلقمموی شممامل  نمموع از آمممین

methyl-6-phenylimidazo[4‚5-b] pyridine (PhIP)، 2-

amino-3-methyl imidazo[4-5-f]quinolone(IQ) ،2-

amino-3‚8-dimethlylimidazo[4‚5-f]quinolone (MeIQ) 
 amino-3,4- dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline-2 و  

(MeIQx) شمممممممممرکت   از Santa Cruz 

Biotechnology(Dallas,TX,USA)   تهیمممه شمممد. متمممانول و

 ,Darmstadt)از شممرکت مممرک  HPLC grade اسممتونیتریل

Germany)   ،اکتانول، اسمتیک اسمید،   -1خریداری شد. استون

%(، سدیم کلرایمد و  w/w37سدیم استات، هیدروکلریک اسید )

 ,Darmstadt)پتاسممیم هیدروکسممید نیممز از شممرکت مممرک   

Germany) های کارز از قبیمل پتاسمیم هگمزا    تهیه شد. محلول

 ( بممه ترتیممب از II( و اسممتات روی )کممارز Iفروسممیانید )کممارز 

Panreac (Spain) وMerck(Darmstadt, Germany)   تهیممه

 GFL2104(Burgwedel, Germany) شدند. آب نیز با سیسمتم 

نمانوگرم   2000 تخلیص شد. محلول استاندارد مرجع در غلظت

، 50، 20، 1های کماری  لیتر تهیه گردید. سپس محلولبر میلی
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سمازی توسمط   لیتر با رقتنانوگرم بر میلی 1000و  500، 100

همه مواد شیمیایی و استانداردها در دممای   متانول بدست آمد.

نمونه ناگمت   3نمونه کباب کوبیده، ، 4اری شدند. یخچال نگهد

های سراسمر  ها و سوپر مارکتنمونه ماهی از رستوران 3مرغ و 

 .شهر تهران تهیه شدند

آنممالیز دسممتگاهی توسممط دسممتگاه   اطلاعااات دسااتگاهی 

 Agilent 1260 series  کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا مدل

USA   که با پمپ چهارگانمهG1311C  ،    واحمدهای چنمد گانمه

سمازی، گماززدای تحمت خملا و     انتقال حلال، محفظه اخمتلا  

،  (Rheodyne model 7125, USA)دریچممه شممش گانممه  

 ODS(250 mm × 4و سمتون   G1314B UV-Vis آشکارسماز 

mm I.D., 5 µm)     PUR C18-M-SE (Berlin 

Charlottenburg, Germany) افممزارمجهممز شممده اسممت. نممرم 

Agilent Chemstation G2170AA     بمرای پمردازش اطلاعمات

های نوع از آنالیت 4حاصل مورد استفاده قرار گرفت. جداسازی 

و اسمتونیتریل بما   ( pH=3)ذکر شده توسط بافر استات سمدیم  

 1به عنوان فاز متحمرک بما سمرعت جریمان      V/V 92:8نسبت 

نمانومتر انجمام گرفمت.     264لیتر بر دقیقمه و طمول مموج    میلی

درجمه   25میکرولیتر بموده و دممای سمتون     20تزریق  محفظه

-گراد بوده است. مدت زمان هر تزریق برای ردیابی پیکسانتی

دقیقمه درنظمر گرفتمه شمد.      30آنالیمت   4های مربو  به همر  

 Delonghi 7 days (Treviso, Italy)ممایکروویو  دستگاه هرمم  

ر همای ممذکور ممورد اسمتفاده قمرا     برای استخراج اولیه آنالیمت 

 گرفت.  

همای گوشمت گرمما    : نمونهسازی نمونه و ریزاستخراجآماده

کن به صورت یکنواخت و به حالت پمودری  دیده با یک مخلو 

1mol L)پتاسیم هیدروکسمید   لیتر از محلولمیلی 10درآمد. 
-

1
گرم از نمونمه   1با  70:20:10، استونیتریل و اتانول با نسبت (

 5/1شد. سپس به ممدت   مورد نظر در ظرف مایکروویو مخلو 

مگاهرتز مایکروویو قمرار گرفمت. بعمد از     50دقیقه تحت امواج 

ها تا دمای محیط، محتوای ظروف ممایکروویو  سرد شدن نمونه

بمه ممدت    rpm9000لیتر منتقل شد و در میلی 50به فالکون 

دقیقه سانتریفیوژ شد. پس از اتمام سانتریفیوژ فماز رویمی    5/1

 3آن تما عمدد    pHیتر دیگر منتقل شمد و  لمیلی 50به فالکون 

لیتمر از  میلی 1ها تنظیم شد. سپس برای رسوب دادن پروتئین

به آن اضمافه شمد. محلمول حاصمل      IIلیتر کارزمیلی 1و  Iکارز

دقیقه تحت سمانتریفیوژ قمرار    5به مدت  rpm9000مجددا در 

گرفت. پس از پایان سانتریفیوژ فاز رویی جدا شده و به فالکون 

نهمایی توسمط پتاسمیم     pHلیتر دیگر انتقال یافمت و  میلی 50

تنظیم شد. محلول حاصمل مجمددا بمه     12هیدروکسید تا عدد 

سانتریفیوژ شمد و در نهایمت فماز     rpm9000دقیقه در  5مدت 

اسمتخراج  منتقل شد و آمماده فرآینمد ریمز    15رویی به فالکون 

ریمد  گرم از سدیم کل 1مایع پخشی گشت. در این مرحله -مایع

به محلول حاصل از مراحل قبل اضافه شد و عمل شیک کردن 

 625به خوبی انجام گرفت تا نمک به خوبی حل شمود. سمپس   

-1میکرولیتمر   60میکرولیتر متانول به عنوان حلال پخشمی و  

اکتانول به عنوان حلال استخراجی به محلول اضافه شمد و بمه   

. سمپس  زده شد تا یک محلول کدر حاصل گرددطور کامل هم

-سانتریفیوز شد. آممین  rpm9000 دقیقه با سرعت  5به مدت 

نظمر در فماز   های ممورد های آروماتیک حلقوی به عنوان آنالیت

اوکتمانول اسمت جممع شمدند و بمه صمورت       -1رویی که شامل 

 تزریق شدند.   HPLCمستقیم به 

پارامترهای مؤثر بر فرآینمد   در این مطالعه  سازی روشبهینه

همای  های آروماتیک حلقوی در نمونه گوشتمینآریزاستخراج 

، نموع و حجمم   پخشمی نوع و حجم حلال  حرارت دیده از جمله

ممورد بررسمی   محلول نمونه و اثر نممک   pH، استخراجیحلال 

هما جهمت کماربرد در    ی آن( و مقادیر بهینه4،22قرار گرفتند )

های حقیقمی  های مورد نظر در نمونهمقادیر آنالیت گیریاندازه

سازی پارامترهمای ممذکور بما    مورد استفاده قرار گرفتند. بهینه

های استفاده از رویه یک متغیر در یک زمان انجام گرفت. حجم

سازی برای ارائه شده از این روش طراحی آزمایش جهت بهینه

، 300برای حلال پخشی  100و 80، 60، 40حلال استخراجی 

تما   pH 2نمج  و ر 20، 10، 5، 0درصد نمک  800و 625، 475

 در نظر گرفته شد. 12

 هايافته 
سازی عوامل مؤثر بر استخراج با اساتفاده از  نتایج بهینه

تممام متغیرهمای     (OVAT) زمانیک متغیر در یک  رویه

بر فرایند ریزاستخراج با استفاده از شمیوه یمک متغیمر در     مؤثر

-یک زمان بهینه شدند. جداسازی، بهینه و آشکارسازی آممین 

 ممؤثر سازی چندین فاکتور آروماتیک حلقوی توسط بهینههای 

مایع پخشی از قبیل: نموع و حجمم   -بر فرآیند ریزاستخراج مایع

نمونه انجمام   pHهای استخراجی و پخشی، میزان نمک و حلال

 گرفت.

برای ی آن و تعیین حجم بهینه حلال استخراجی مناسب

پارامترهمای  تمرین   یکی از مهم  MAE-DLLME-HPLCروش 

ممایع پخشمی، نموع حملال     -مؤثر در تکنیک ریزاستخراج ممایع 

باشممد. بممه منظممور انتخمماب نمموع حمملال اسممتخراج کننممده مممی

-1حلال سیکلوهگزان، هگزانول و  استخراجی مناسب، سه نوع

مقایسه تحت شرایط یکسان مورد مقایسه قرار گرفتند.  اکتانول
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برای سمه  لقوی های آروماتیک حآمینسطح زیر پیک میانگین 

 اکتممانول-1 حمملال حمملال اسممتخراجی مممذکور نشممان داد کممه

بیشترین کارایی استخراج و رفتار کرومماتوگرافی بهتمری را در   

بمه  های دیگر دارد. نسبت به حلال های مذکورآنالیتاستخراج 

های متفاوتی سازی حجم حلال استخراجی، حجمبهینهمنظور 

میکرولیتمر در شمرایط    100،  80، 60، 40اکتانول شمامل -1از 

طمور کمه در   آزمایشی یکسان مورد بررسی قرار گرفتند. هممان 

 60اکتانول تا -1مشخص است، پاسخ با افزایش حجم  1شکل 

 میکرولیتر افزایش یافت.  

بارای   و تعیاین حجام بهیناه آن     مناسب پخشیحلال 

با هدف انتخماب بهتمرین نموع      MAE-DLLME-HPLCروش 

استون، متانول و اتانول ممورد ارزیمابی   حلال پخشی سه حلال 

، بممالا بمودن درصممد  اطلاعمات بدسممت آممده   قمرار گرفتنمد کممه  

همچنین به  استخراج را با به کارگیری حلال متانول نشان داد.

، 300ی حجمیمنظور تعیین حجم بهینه حلال پخشی گستره

بمرای تعیمین بهتمرین    میکرولیتر از متانول  800و  625، 475

 2جی مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به شکل شرایط استخرا

میکرولیتر افمزایش یافمت و در    625بازده استخراجی در حجم 

 تر  از آن بمازده اسمتخراجی کماهش یافمت.    حجم بالاتر و پایین

ها اسمتفاده  به عنوان حجم بهینه در آزمایش بنابراین این حجم

 گردید.  

 

 روند تغییر بازدهی استخراج با تغییر حجم حلال استخراجی )میکرولیتر( در فرآیند ریزاستخراج .1شکل 

 

 روند تغییر بازدهی استخراج با تغییر حجم حلال پخشی )میکرولیتر( در فرآیند ریزاستخراج .2شکل 
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-MAEروش  ی بهیناه در میزان نماک ماورد اساتفاده   

DLLME-HPLC     دسمت آممده از مراحمل    براسماس نتمایج بمه

ی انتخابی نمک سمدیم کلریمد در فرآینمد    گستره سازی ،بهینه

درصمد انتخماب    20و 10، 5،  0سمازی  ریزاستخراج برای بهینه

شدند که این مقمادیر در شمرایط یکسمان آزمایشمگاهی ممورد      

م در گمر  1درصد ) 10بررسی قرار گرفت و در نتیجه در مقدار 

لیتممر محلممول( از سممدیم کلریممد بیشممترین بممازده    میلممی 10

 (3استخراجی مشاهده شد. )شکل 

بممه   MAE-DLLME-HPLCروش  بهینااه در pHتعیااین

تما   pH 2بهینه، فرآیند استخراج در محدوده  pH منظور تعیین

نهمایی   pH 4مورد آزمایش قرار گرفت و با توجه به شمکل   12

 انتخاب شد. 12 فرآیند استخراج، عدد

 
 روند تغییر بازدهی استخراج با تغییر مقدار نمک )%( در فرآیند ریزاستخراج. 3شکل 

 

 در فرآیند ریزاستخراج pHروند تغییر بازدهی استخراج با تغییر . 4شکل 
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  HAAsجهت تعیین  پیشنهادیروش نتایچ معتبرسازی 

نشان داده شمده   1در جدول ،نتایج حاصل از معتبرسازی روش

همچنممین ارقممام شایسممتگی روش پیشممنهادی بمما ارقممام  اسمت. 

در مطالعمات پیشمین    HAAsهای دیگر آنمالیز  روششایستگی 

   (.2) جدول  مقایسه شده است

در اناوا  نموناه هاای     HAAsنتایج اندازه گیری غلظت 

ی مقمادیر یافمت شمده    3جمدول  دیاده   های حرارتگوشت

HAAs همای کبماب کوبیمده،    های مختلمف گوشمت  را در نمونه

 دهد.حرارت دیده  نشان می  ناگت مرغ و ماهی

 HAAsارقام شایستگی روش پیشنهادی جهت آنالیز   .1جدول 

انحراف استاندارد  فاکتور تغلیظ

)%(نسبی   

 حدتعیین

)نانوگرم بر گرم(   

 حد تشخیص

)نانوگرم بر گرم(   

ضریب  درصد بازدهی 

 همبستگی

ی خطیگستره  

 )نانوگرم بر گرم(
 آنالیت

100 4/6  6/9  9/2  86 989/0  1000-1  PhIP 

110 8/5  3/8   5/2  93 992/0  1000-1  IQ 

105 9/7  9/8  7/2  97 978/0  1000-1  MeIQ 

135 1/8  2/10  1/3  89 990/0  1000-1  MeIQx 

 های دیگرروش با HAAsمقایسه ارقام شایستگی روش پیشنهادی جهت آنالیز   .2جدول 

انحراف استاندارد  منبع

 نسبی )%(

 حد تشخیص

)نانوگرم بر گرم(   

ی خطیگستره ضریب همبستگی درصد بازدهی  

 )نانوگرم بر گرم(
 روش

25 - 275/0– 013/0  6/107- 2/58  9996/0-9957/0  - SPE-UHPLC-MS/MS 

19 < 13 1-02/0  79-45  999/0-945/0  - PLE-LC-MS/MS 

26 - 011/0  4/69- 7/52  999/0-997/0  - SPE-HPLC-UV-DAD 

22 9/10-4/5  - 100-69  - - DLIME-HPLC 

حاضر مطالعه  1/8-8/5  1/3-5/2  97-86  992/0-978/0  1000-1  MAE-DLIME-HPLC 

 ی مورد مطالعههای حرارت دیده)نانوگرم بر گرم( در گوشت HAAsمیانگین غلظت  .3جدول 

 PhIP IQ MeIQ MeIQX نمونه

79/186 ± 3166 60/284±19/22 1ناگت  13338± 97/87  ±1250   75/98  

79/37  60/484 ± 2ناگت  ±2316  64/136  ND
 

±3500  50/276  

81/146  30/1882± 3ناگت  ± 6416  54/378  ± 416  45/27  ND 

300 ± 4ناگت  40/23  ± 1083  89/63  ND ±1400  60/110  

84/235± 1کباب  72/8  ±50/112  75/6  ±27/91  29/5  ±250  25/20  

5/141± 2کباب  23/5  ± 150  00/9  ±58/77  57/4  ±57  61/4  

37/160 ± 3کباب  93/5  ± 1250  75 ±24/517  51/30  ±40  24/3  

9/8± 1ماهی  65/0  ND ±2/18  18/1  ± 8/17  47/1  

2/3± 2ماهی  23/0  ND ±5/20  33/1  ±2/25  09/2  

ND ND ±7/11  76/0 3ماهی  ±6/13  12/1  

.تشخیص داده نشد:  ND 

 
 (.  PhIP،2: IQ ،3: MeIQ،4: MeIQX :1) پیشنهادی روش استخراج شده با HAAکروماتوگرام مربو  به چهار نوع . 5شکل 
 باشد.نانوگرم بر گرم می 500کباب کوبیده در غلظت  spikeی مربو  به نمونه bکباب کوبیده و شکل   non-spikeی مربو  به نمونه aشکل 
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  بحث 

تعیین حجم بهیناه   مناسب واستخراجی  انتخاب حلال

تمرین   یکی از مهم  MAE-DLLME-HPLCبرای روش آن 

ممایع پخشمی،   -پارامترهای مؤثر در تکنیک ریزاستخراج ممایع 

عواملی از قبیل سمازگاری  باشد. حلال استخراج کننده می نوع

همای  با شرایط دستگاهی، کارایی بمالا بمرای اسمتخراج آنالیمت    

همای یمک   موردنظر و کمترین میزان حلالیت در آب از ویژگی

هممای طممورکلی حمملاحمملال اسممتخراجی مناسممب اسممت. بممه  

 هایی کمه تر یا بیشتر از آب دارند. حلالاستخراجی چگالی کم

فرآینمد   HPLCها بیشمتر از آب اسمت در آنمالیز بما     چگالی آن

کنند زیمرا بمه تبخیمر شمدن و حمل      تر میاستخراج را طولانی

 ای نیاز استها در حلال سازگار با دستگاه تجزیهشدن آنالیت

اکتانول به علت نشمان دادن  -1 ،بنابراین در این پژوهش. (23)

همای ممورد همدف و    ی استخراج آنالیمت بازدهی بالا در مرحله

بممه عنمموان حمملال  ،سممازگاری مناسممب بمما دسممتگاه آنممالیزی 

استخراجی مناسب انتخاب گردید. در بحف تعیین حجم بهینه 

میکرولیتمر بمه دلیمل کمم      60های کمتمر از  در حجماکتانول، 

توانند از فاز آبمی بمه   ها نمیبودن حجم حلال آلی تمام آنالیت

پذیر حلال آوری تکرارمعفاز آلی استخراج شوند و همچنین ج

در نتیجمه   ،آلی در پایان استخراج بما مشمکل رو بمه رو اسمت    

 60هممای بیشممتر از  میممزان اسممتخراج کممم اسممت. در حجممم  

میکرولیتر نیز به دلیل زیاد شدن حجمم حملال آلمی و رقیمق     

یابمد. بنمابراین   تغلمیظ کماهش ممی   شدن محلول، فاکتور پیش

جمم مناسمب حملال    میکرولیتمر بمه عنموان ح    60حجم بهینه 

  استخراجی در نظر گرفته شد.

تعیین حجام بهیناه آن    مناسب وپخشی  انتخاب حلال

-تمرین ویژگمی  از مهم  MAE-DLLME-HPLCبرای روش 

های مورد نظر در انتخاب حلال پخشی در روش ریزاستخراج، 

امتزاج پذیری مناسب این حلال بما فماز آبمی و نیمز بما حملال       

لازم به ذکر است کمه حملال پخمش    باشد. استخراج کننده می

-کننده با توجه به اثرگذاری مستقیمی که بر روی ویسکوزیته

توانمد در  کنمد، ممی   ی محیط آبی و حلال استخراجی ایفا ممی 

ی اضمافه شمدن   در مرحلمه  چگونگی و کیفیت تولیمد قطمرات  

 حلال استخراجی و پخشی به محلول نمونه و کلوئیدی شمدن 

سمزایی داشمته   هی استخراج نقش بو در نتیجه در درصد بازده

. در این تحقیق از بین سه نوع حلال پخشی استون، ( 4) باشد

متانول و اتانول، نتایج به دسمت آممده از بمه کمارگیری حملال      

حملال بما   ایمن  سازگاری بهتر و بیشمتر   یتاکید کنندهمتانول 

-میها با این حلال شرایط آزمایش و نیز استخراج بیشتر گونه

-1شمود تما   یرا متانول به علت قطبیت بمالا باعمف ممی   باشد. ز

بنمابراین   اکتانول به خوبی در محلول آبی نمونه پخمش شمود.  

تمرین حملال پخشمی انتخماب و در     متانول به عنموان مناسمب  

بمه منظمور    مراحل بعدی آزمایش مورد اسمتفاده قمرار گرفمت.   

کسب بهترین حجم حلال پخشمی نیمز شمواهد آزمایشمگاهی     

 ،میکرولیتمر متمانول   625همای کمتمر از  در حجم نشان داد که

گیمرد و  حالت ابری )کدر( در محلمول بمه خموبی شمکل نممی     

 625همای بیشمتر از   شمود. حجمم  فرآیند استخراج مختل ممی 

میکرولیتر متانول نیز باعمف کماهش ضمریب توزیمع ترکیبمات      

 در نتیجمه  شمده و  مورد نظر در حلال آلمی اسمتخراج کننمده    

شمود. بنمابراین حجمم بهینمه     ستخراج میکاهش میزان ا باعف

 میکرولیتر انتخاب گردید. 625برای این حلال 

-MAEروش  تعیااین میاازان نمااک مااورد اسااتفاده در

DLLME-HPLC  های موردنظر در فماز آبمی   حلالیت آنالیت

یابمد  ، کاهش ممی یافتهکه قدرت یونی محیط افزایش  هنگامی

مولمد قطبیمت در   همای  همای آب درگیمر مولکمول   زیرا مولکول

محیط شده )مثلا نمک اضافه شده در محیط( و این عمل یک 

نظر برای استخراج به وجمود   دهای مورنوع رهایی برای آنالیت

هممین اممر    .گویندمی نمک salting outآورد که به آن اثر می

 .(24) شمود باعف افزایش کارایی در فرآینمد ریزاسمتخراج ممی   
براساس نتایج بدست آمده بهتمرین اسمتخراج، زممانی صمورت     

گمرم باشمد.    1گیرد که مقدار سدیم کلرید ممورد اسمتفاده   می

گرم نمک بمه   1ز کاهش کارایی استخراج در مقدارهای بالاتر ا

و ذرات نممک در   هدلیل ایجاد حالت فوس اشباع در محلول بود

این مقدار توانایی حمل شمدن در فماز آبمی را نداشمته و عمملا       

 بود. خواهد ی استخراج غیرممکنادامه

جهت   MAE-DLLME-HPLCروش  بهینه در pH تعیین

بما   12عمدد   pH انجام فرآیند استخراج در شرایط بهینه مقمدار 

بیشترین درصد بازدهی استخراج به دست آمد. اصولا به دلیمل  

ها برای تمایل آن ،های قلیاییدر محیط HAAsساختار آمینی 

استخراج در یک حلال آلی بیشمتر خواهمد بمود. زیمرا در ایمن      

کنمد و  به سمت شکل خنثی تغییر ممی  HAAsمحیط ساختار 

ی آبمی بمه حملال    نمونه در نتیجه تمایل این آنالیت به نفوذ از

 .گرددمیآلی بیشتر 

جهت تعیین  گیری پیشنهادیمعتبرسازی روش اندازه

HAAs معتبرسازی   دیدههای حرارتدر نمونه گوشت

کسب  برای  با تکنیک پیشنهادی HAAsگیری روش اندازه

. لذا معیارهای باشدضروری میکارایی روش  اطمینان از

صحت، دقت،  که عبارتند از:ای معتبرسازی یک روش تجزیه
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گیری مورد محدوده خطی بودن، حد آشکارسازی و حد اندازه

 .(24بررسی قرار گرفتند )

در آب  HAAهای کالیبراسیون ترکیبات بررسی منحنی

ها با ضریب همبستگی بالا دهد که این منحنینشان می

(978/0 (R
2
-خطی می µg/L1000-1 محدوده غلظتی در  <

-نتایج مربو  به انحراف استاندارد نسبی نشانباشند. بررسی 

صحت روش  %(.8/5-%1/8باشد ) روش می بالایدهنده دقت 

-97باشد )% قبول می قابل  حد گیری در )درصد بازیابی( اندازه

برابر  HAAsبرای %(. حد تشخیص روش پیشنهادی 86

ng/g1/3-5/2 گیری بدست آمده توسط این حد اندازهباشد. می

 مقادیر فاکتور تغلیظ در باشد.می ng/g2/10-3/8 روش نیز،

 (.     100-135باشد ) قبول می قابل  حد

نتایج حاصل از معتبرسازی روش نشان داد که روش توسعه 

یافته در این پژوهش روشی قابل اعتماد و مناسب برای 

های گوشت و مشتقات آن در نمونه HAAsگیری مقدار  اندازه

باشد. همچنین مقایسه ارقام شایستگی ی میحرارت دیده

دهد روش پیشنهادی با ارقام شایستگی دو روش دیگر نشان می

ی قابل قبولی برای که منحنی کالیبراسیون آن در محدوده

 باشد.و مشتقات آن خطی می HAAsگیری اندازه

-های حرارتدر انوا  نمونه های گوشت HAAsمقدار 

مایع پخشی -ریزاستخراج مایعدر پژوهش حاضر، روش   دیده

نمونه حقیقی از  10در HAAsگیری برای جداسازی و اندازه

-ها و رستورانهای حرارت دیده که از سوپرمارکتانواع گوشت

های سطح شهر تهران تهیه شده بود، مورد استفاده قرار 

ترین و نتایج حاکی از آن است که کم 3گرفت. براساس جدول 

 2/3 ±23/0به ترتیب PhIPآمده برای ترین غلظت بدست بیش
( نانوگرم بر 3)ناگت  30/1882± 81/146 ( و2)نمونه ماهی

به ترتیب  غیرقابل  IQترین غلظت ترین و بیشگرم، کم

( 3)ناگت  6416±54/378 های ماهی( وتشخیص )نمونه

ترین و بیشترین میزان تعیین شده نانوگرم بر گرم، کم

  ± 97/87 ( و4و2)ناگت غیر قابل تشخیص   MeIQبرای
-ترین و بیش( نانوگرم بر گرم و همچنین کم1)ناگت  13338

غیرقابل    MeIQxها برای ترین مقدار بدست آمده از نمونه

( نانوگرم بر گرم 2)ناگت  3500±50/276( و3تشخیص )ناگت 

-توان اظهار داشت که از آنها میباشد. در تفسیر این یافتهمی

نوع نمونه )ماهی، کباب و ناگت( نوع ترکیبات جایی که در هر 

های یکسان نیز تشکیل دهنده متفاوت بوده و حتی در نمونه

سازها از جمله آمینواسیدهای آزاد، مقادیر این ترکیبات و پیش

کراتین و کراتینین  متفاوت است، بنابراین میزان و انواع  هر 

ر نمونه های آروماتیک حلقوی تشکیل شده در هنوع از آمین

جات مورد استفاده، متفاوت خواهد بود. حتی نوع و مقدار ادویه

توان در نوع و دهی و میزان چربی نیز میمیزان و زمان حرارت

های آروماتیک حلقوی تشکیل یافته در هر نمونه مقدار آمین

هایی که حاوی میزان چربی کمتری باشد باشد. در گوشت مؤثر

آروماتیک حلقوی بیشتر بوده و  هایسازهای آمینمقدار پیش

جات و در نتیجه تشکیل این ترکیبات بیشتر خواهد بود. ادویه

توانند در کاهش یا به طور خاص برخی از این ترکیبات می

باشند. هر  مؤثرزا حتی جلوگیری از تشکیل این مواد سرطان

دهی و میزان آن در فرآیند طبخ بیشتر چه زمان حرارتآن

های آروماتیک حلقوی بیشتر خواهد کیل آمینباشد میزان تش

گونه که ذکر شد در این آزمایش بیشترین مقدار بود. همان

و مربو   MeIQهای آروماتیک حلقوی بدست آمده برای آمین

 (3باشد )جدولمی 1به نمونه 

 نتیجه گیری

به عنوان  MAE-DLLME-HPLCروش  حاضر، تحقیق در

پمذیری بمالا و   و انتخاب یک تکنیک سریع، آسان، با حساسیت

همچنین دارای کارایی بالا بمرای اسمتخراج مقمادیر بسمیارکم     

همای  ی نمونمه های آروماتیک حلقموی از بافمت پیچیمده   آمین

، ناگت و ماهی سمر  شمده معرفمی    کباب کوبیده، کباب ترکی

های متداول رایمج از  گردید. تکنیک مذکور در مقایسه با روش

برخموردار اسمت. همچنمین دقمت     سرعت و حساسیت بالاتری 

گیمر و  پمذیری، فماکتور تغلمیظ چشمم    زیاد، بازیابی بالا، انتخاب

ای از مزایمای دیگمر روش   قابلیت سازگاری بما دسمتگاه تجمزه   

 باشند.پیشنهادی در این پژوهش می

 سپاسگزاری

انسمتیتو  دانشمکده و  معاونت محتمرم پژوهشمی    در پایان از

های کشور، به خاطر حمایت ای و صنایع غذایی تحقیقات تغذیه

 شود.مالی تشکر و قدردانی می

   References 

1.  Biesalski H-K. Meat as a component of a healthy diet – 

are there any risks or benefits if meat is avoided in the 

diet? Meat Sci. 2005;70(3):509–24.  

2.  Higgs JD. The changing nature of red meat: 20 years of 

improving nutritional quality. Trends Food Sci Technol  

2000;11(3):85–95.  

3.  Zhang W, Naveena BM, Jo C, Sakata R, Zhou G, 

Banerjee R, et al. Technological demands of meat 

processing–An Asian perspective. Meat Sci 

2018;132:35–44.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

02
 ]

 

                             8 / 10

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-2800-fa.html


 57                                                                               1399 بهار، 1، شماره پانزدهممجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران، سال 

 

4.  Aeenehvand S, Toudehrousta Z, Kamankesh M, 

Mashayekh M, Tavakoli HR, Mohammadi A. Evaluation 

and application of microwave-assisted extraction and 

dispersive liquid–liquid microextraction followed by 

high-performance liquid chromatography for the 

determination of polar heterocyclic aromatic amines in 

hamburger patties. Food Chem 2014;190:429–35.  

5.  Namiranian N, Moradi-Lakeh M, Razavi-Ratki SK, 

Doayie M, Nojomi M. Risk factors of breast cancer in the 

Eastern Mediterranean Region: a systematic review and 

meta-analysis. Asian Pac J Cancer Prev 

2014;15(21):9535–41.  

6.  Oba S, Shimizu N, Nagata C, Shimizu H, Kametani M, 

Takeyama N, et al. The relationship between the 

consumption of meat, fat, and coffee and the risk of colon 

cancer: A prospective study in Japan. Cancer Lett 

2006;244(2):260–7.  

7.  Paluszkiewicz P, Smolińska K, Dębińska I, Turski WA. 

Main dietary compounds and pancreatic cancer risk. The 

quantitative analysis of case–control and cohort studies. 

Cancer Epidemiol  2012;36(1):60–7.  

8.  Puangsombat K, Gadgil P, Houser TA, Hunt MC, Smith 

JS. Heterocyclic amine content in commercial ready to 

eat meat products. Meat Sci 2011;88(2):227–33.  

9.  Oz F, Kaban G, Kaya M. Effects of cooking methods on 

the formation of heterocyclic aromatic amines of two 

different species trout. Food Chem 2007;104(1):67–72.  

10.  Oz F, Kaban G, Kaya M. Effects of cooking methods and 

levels on formation of heterocyclic aromatic amines in 

chicken and fish with Oasis extraction method. LWT - 

Food Sci Technol  2010;43(9):1345–50.  

11.  Toribio F, Busquets R, Puignou L, Galceran MT. 

Heterocyclic amines in griddled beef steak analysed 

using a single extract clean-up procedure. Food Chem 

Toxicol 2007;45(4):667–75.  

12.  Zaidi R, Kumar S, Rawat PR. Rapid detection and 

quantification of dietary mutagens in food using mass 

spectrometry and ultra performance liquid 

chromatography. Food Chem 2012;135(4):2897–903.  

13.  Barceló-Barrachina E, Santos FJ, Puignou L, Galceran 

MT. Comparison of dimethylformamide dialkylacetal 

derivatization reagents for the analysis of heterocyclic 

amines in meat extracts by gas chromatography–mass 

spectrometry. Anal Chim Acta 2005;545(2):209–17.  

14.  Kanai Y, Wada O, Manabe S. Detection of carcinogenic 

glutamic acid pyrolysis products in cigarette smoke 

condensate. Carcinogenesis 1990;11(6):1001–3.  

15.  Gu YS, Kim IS, Ahn JK, Park DC, Yeum DM, Ji C Il, et 

al. Mutagenic and carcinogenic heterocyclic amines as 

affected by muscle types/skin and cooking in pan-roasted 

mackerel. Mutat Res 2002;515(1–2):189–95.  

16.  Rezaei F, Yamini Y, Moradi M, Ebrahimpour B. Solid 

phase extraction as a cleanup step before microextraction 

of diclofenac and mefenamic acid using nanostructured 

solvent. Talanta  2013;105:173–8.  

17.  Chen BH, Yang DJ. An improved analytical method for 

determination of heterocyclic amines in chicken legs. 

Chromatographia 1998;48(3–4):223–30.  

18.  Rezaee M, Assadi Y, Milani Hosseini M-R, Aghaee E, 

Ahmadi F, Berijani S. Determination of organic 

compounds in water using dispersive liquid–liquid 

microextraction. J Chromatogr A2006;1116(1–2):1–9.  

19.  Khan MR, Busquets R, Santos FJ, Puignou L. New 

method for the analysis of heterocyclic amines in meat 

extracts using pressurised liquid extraction and liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry. J 

Chromatogr A 2008;1194(2):155–60.  

20.  Krach C, Sontag G. Determination of some heterocyclic 

aromatic amines in soup cubes by ion-pair 

chromatography with coulometric electrode array 

detection. Anal Chim Acta 2000;417(1):77–83.  

21.  Oz F. Quantitation of heterocyclic aromatic amines in 

ready to eat meatballs by ultra fast liquid 

chromatography. Food Chem 2011;126(4):2010–6.  

22.  Agudelo Mesa LB, Padró JM, Reta M. Analysis of non-

polar heterocyclic aromatic amines in beefburguers by 

using microwave-assisted extraction and dispersive 

liquid–ionic liquid microextraction. Food Chem 

2013;141(3):1694–701.  

23. Barzegar F, Kamankesh M, Mohammadi A. Heterocyclic 

aromatic amines in cooked food: A review on formation, 

health risk-toxicology and their analytical techniques. 

Food Chem 2019;280:240–54.  

24.  Mohammadi M, Kamankesh M, Hadian Z, Mortazavian 

AM, Mohammadi A. Determination of Biogenic Amines 

in Cheese Using Simultaneous Derivatization and 

Microextraction Method Followed by Gas 

Chromatography–Mass Spectrometry. Chromatographia 

2017;80(1):119–26.  

25.Yan Y, Zeng M.-M, Zheng Z.-P, He Z.-Y, Tao G.-J,  

Zhang S, Gao Y.-H and Chen J. A novel one-step 

extraction method for simultaneously determining eleven 

polar heterocyclic aromatic amines in meat products by 

UHPLC-MS/MS. Analytical Methods. 2014, 6, 6437. 

26. Dundar A, Saricoban C and Yilmaz M.T. Response 

surface optimization of effects of some processing 

variables on carcinogenic/mutagenic heterocyclic 

aromatic amine (HAA) content in cooked patties. Meat 

Science. Volume 91, Issue 3, July 2012, Pages 325-333. 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

02
 ]

 

                             9 / 10

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-2800-fa.html


 Iranian Journal of Nutrition Sciences & Food Technology                                                                              58 
 Vol. 15, No. 1, Spring 2020 

 

 58 

 

Determination of Heterocyclic Aromatic Amines in Heated Meat Samples Using an 

Efficient Microwave Assisted Extraction and Microextraction Method Followed by 

HPLC 

 Barzegar F
1
, Omidi N

1
, Kamankesh M

2
, Mohammadi A

*3
 

 

1- MSc Student of Food Science and Technology, Faculty of Nutrition and Food Technology, National Nutrition and Food Technology 

Research Institute, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

2- Ph.D Student, Research Laboratory of Spectroscopy & Micro and Nano Extraction, Department of Chemistry, Iran University of 

Science and Technology,  Iran 

3- Corresponding author: Prof, Dept. of Food Science and Technology, Faculty of Nutrition and Food Technology, National Nutrition 

and Food Technology Research Institute, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran,  

Email: ab.mohammadi@sbmu.ac.ir 

 

Received 8 Mar, 2019                                                                                           Accepted 29 May, 2019 

 

Background and Objectives: Heterocyclic aromatic amines (HAAs) are carcinogenic and mutagenic substances, 

which are formed during the heating process of proteinaceous foods such as meat and meat products. The extraction of 

these compounds from the complex matrix of meat products was carried out by microwave assisted pre-extraction and a 

precise, rapid and high sensitive microextraction method. After the extraction process, the amount of HAAs in the 

samples was measured using a reverse phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) coupled to a UV 

detector. 

Materials and Methods: Optimization of effective parameters on the microextraction process of HAAs was carried out 

using one factor at a time procedure, which included the type and volume of extraction solvent, the type and volume of 

dispersive solvent salt, and pH. In order to validation of the proposed method, the merit figures of microextraction 

method were calculated. The amount of HAAs in several meat products from supermarkets and restaurants in Tehran 

was determined by the mentioned method. 

Results: The optimum amount of effective parameters on the microextraction efficiency was obtained using central 

composite design (CCD). The merit figures of the proposed method included the limited detection (LOD) and the 

relative standard deviation (RSD) (5.8-8.1 ng/g) and (2.5-3.1), respectively. The efficiency of the proposed method in 

real samples was illustrated. 

Conclusion: The results proved that the proposed method had high ability to extract and measure the trace quantities of 

HAAs from the complex matrix of meat products. 

Keywords: Heterocylic aromatic amines, Meat products, Microextraction, High performance liquid chromatography 
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