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 چکیده

به  قطبي و غیر قطبي های آروماتیک حلقویفرآیند حرارت دادن، پختن و کباب کردن محصولات گوشتي سبب تشکیل آمین سابقه و هدف:

های آروماتیک حلقوی قطبي و گیری مقدار آمیناین تحقیق با هدف اندازه  شود.مي غني از پروتئین در مواد غذایيآلاینده  عنوان ترکیبات

در گوشت کبابي غیرقطبي با دو روش استخراج الکتروغشایي مسطح جدید برای اولین بار و میکرواستخراج حلال سبک و مقایسه دو روش، 

 انجام شد.

استخراج حلال سبک و همچنین استخراج الکتروغشایي مسطح در مرحله در این پژوهش دو روش مؤثر استخراجي شامل  ها:مواد و روش

 برای هر روش به طور جداگانه بهینه شدند. های آروماتیک حلقویآمیندر استخراج  سازی نمونه به کار گرفته شدند. فاکتورهای اثرگذارآماده

 های آنالیزی پیشنهادی با یکدیگر مقایسه شدند.ارقام شایستگي روشهمچنین 

های اعتبارسنجي هر دو روش آنالیزی انجام آزمون. های بهینه برای هر فاکتور مؤثر در استخراج برای هر دو روش به دست آمدمقدار :هايافته

 حددرصد برای هر دو روش،  90های حقیقي بود. راندمان بیشتر از توانایي  بالای هر دو روش در آنالیز نمونه پذیرفت و یافته ها نشانده

به خوبي را های حقیقي پیشنهادی در نمونههای  کارایي روشدرصد  8تا  5/3بین و انحراف استاندارد بر گرم نانوگرم  7/1تا  2/0بین  تشخیص

 های حقیقي یافت شد. نانوگرم در گرم در نمونه ND-8های آروماتیک حلقوی در گستره مقادیر میزان آمین .کند مياثبات 

های آروماتیک های میکرواستخراجي به کار برده شده برای تعیین میزان آمینحاصل از این پژوهش ثابت کرد که روشنتایج  گیري: نتیجه

های استخراجي به کار برده شده در هر دو همچنین حجم حلال حلقوی در محصولات گوشتي حساسیت، دقت، صحت و بازیابي بالایي دارند.

های پیشنهادی قابلیت کاربرد برای انواع  باشند. روشهای پیشنهادی مي سبز نقطه قوت روش باشد که از نظر شیمي روش بسیار کم مي

 های آروماتیک حلقوی دارند.های کبابي را در تعیین آمین گوشت

فاز کروماتوگرافي مایع استخراج الکتروغشایي مسطح،  حلال سبک، استخراجگوشت قرمز کبابي،  ،های آروماتیک حلقویآمین واژگان كلیدي:

 معکوس

  مقدمه 

ی مهمي از علمم شمیمي بمه    تجزیه به عنوان شاخه شیمي

های جداسازی، شناسایي و تعیین مقدار  و بررسي روشمعرفي 

ای پردازد. فرآیند تجزیمه ترکیبات مختلف در مواد گوناگون مي

سممازی نمونممه، جداسممازی، شناسممایي،  آمممادهی حلممهمرشممامل 

باشمد. در طمي سمالیان اخیمر     ممي  ها گیری و تحلیل داده اندازه

ن بخمش  تریترین و محوریسازی به عنوان اساسيمرحله آماده

. سرعت، سمادگي،  (1، 2)اند ای شناخته شدهیک فرآیند تجزیه

پذیری خوب، کارایي زیاد، تکرارپمذیری  حساسیت بالا، گزینش

هممای آلممي آلاینممده و قابلیممت  مناسممب و مصممرف کممم حمملال 

ای از جملمه فاکتورهمای   اتوماسیون پیوسته با دسمتگاه تجزیمه  
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. در طمول  (3، 4)باشند ای ميمهم در انتخاب یک روش تجزیه

در شمیمي تجزیمه    پژوهشمگران علمم  تملاش  های گذشته، دهه

آنالیزی که شامل پارامترهای ذکر های ی روشو توسعه معرفي

جدیمد گردیمده   های اسمتخراجي  روش شده باشند سبب تولید

 (.5-8)است 

های میکرواستخراج حجم فماز اسمتخراجي بسمیار    در روش

باشد. براساس ماهیمت  ميکمتر از حجم نمونه و در حد میکرو 

هممای ی مهممم از روشتمموان دو دسممته فمماز اسممتخراجي مممي 

میکرواسمممتخراجي از جملمممه میکرواسمممتخراج فممماز جاممممد و 

هممای . روش(9-11)میکرواسممتخراج فمماز مممایع را نممام بممرد    

همممای اسمممتخراج  و روش میکرواسمممتخراج حممملال پخشمممي 

و  الکتروغشایي مسطح به عنوان دو روش پمر کماربرد در انمالیز   

همای گونماگون ممواد غمذایي     تعیین ترکیبات مختلف در نمونه

در دانشگاه علم و صنعت ایران روش  2006باشند.  در سال مي

. از (12)میکرواسممتخراج حمملال پخشممي ابممداع و معرفممي شممد 

توان به سادگي، سرعت زیماد، کمارایي   های این روش ميمزیت

ای بما بافمت   هم استخراج بالا، قابلیت کماربرد روش بمرای نمونمه   

پیچیده، توانایي بسیار خوب در حذف یا تقلیل مزاحمت بافمت  

 .(13-16)نمونه، تکرار پذیری بالای روش اشاره کرد 

بممرای  Rasmussen و Pedersen-Bjergaard، 2006 سممالدر 

بماردار را در یمک    ترکیبمات ینتیکي سبار مهاجرت الکترو اولین

سیستم سه فازی براساس استفاده از فیبرهای توخالي معرفمي  

از  .شمد نامیمده   الکتروغشمایي  استخراج ،این روش .(17)کردند 

-توان به حجم فوق العاده کم حلالجمله مزایای این روش مي

های زیاد، حساسیت قایل توجمه،  های دهنده و پذیرنده، کارایي

زیماد و قابلیمت خودکارسمازی بما دسمتگاه      فاکتور تغلیظ بسیار 

ای نام برد. در این شیوه نیز فاکتورهای ممؤثر در فرآینمد   تجزیه

معممولي، در   EMEاستخراج باید بهینه گردنمد. هماننمد روش   

استخراج، ولتاژ اعممالي، ماهیمت    زمانEME روش میکروچیپ 

تواننمد بمه عنموان فاکتورهمای     فازهای دهنده و پذیرنده نیز مي

 در روند فرآیند استخراج در نظر گرفته شوند.  مهم

های میکروچیمپ و بمه کمارگیری    به تازگي طراحي سیستم

همای  ای را پمیش روی آنمالیز گونمه   غشاهای مسطح افمق تمازه  

همای مختلمف قمرار داده     مختلف در طیف وسمیعي از مماتری   

هما بمه نمدرت بمه کمار      است. تاکنون در صنعت غذا این نوآوری

های میکروچیپ در صنعت غمذا  ی روشد و توسعهانگرفته شده

. در بیست سال گذشته، (18)از پتانسیل بالایي برخوردار است 

ی تکنولموژی  های عممده ی میکروسیال به یکي از قابلیتشاخه

های آنالیزی مینیاتوری شیمي یما در اصمطلا    در فهم سیستم

هما در  ی چیمپ تبمدیل شمده اسمت. توسمعه     (Chip)ریزتراشمه  

های جداسازی از جملمه  ی حسگرها، آشکارسازها و روشینهزم

های انجام شده در علم شیمي بموده اسمت. بما ورود و    پیشرفت

هممای جداسممازی همما مخصوصمما  در روشمعرفممي ایممن سیسممتم

کروماتوگرافي انقلابي عظیم به وقوع پیوسمته اسمت. بما ورود و    

سمیار  ی بی کروماتوگرافي مایع در این زمینه یک شاخهتوسعه

-23)مهم در این روش به سرعت به جهانیمان معرفمي گردیمد    

19) 

زا و های آروماتیک حلقوی به عنوان ترکیبمات جهمش  آمین

زا شناخته شده اند. این ترکیبات به علت اعمال حرارت سرطان

شمودن. ایمن   با درجه بالا به غذاهای حاوی پروتئین تشکیل مي

-[b,4,5]یمیمدازو فنیمل ا -6-متیمل -1-آمینو-2ترکیبات شامل 

 [f,4,5]ایمیمممدازو -متیمممل-3-آمینمممو-2، (PhIP)پیریمممدین 

 [f,4,5]دی متیممل ایمیممدازو  8،3-آمینممو-2، (IQ)کویینولممون 

 [f,4,5]دی متیل ایمیمدازو   4،3-آمینو-2، (MeIQ)کویینولون 

خطممر ابممتلا بممه سممرطان  هسممتند.،  (MeIQx)کویینوکسممالین 

سینه، معده، روده بزرگ، پانکراس، پروستات و... در اثر مصمرف  

غذاهای کبابي و سرخ شده حاوی ترکیبات آمینهای آروماتیک 

. عواملي از قبیل ممدت زممان   (24، 25)هتروسیکل وجود دارد 

پخت، روش پخت، نوع گوشت کبابي، میزان چربي موجمود در  

ی آزاد، کمراتین، کمراتینین و... بمر    گوشت، میزان آمینواسیدها

-های آروماتیک در گوشمت حمرارت  میزان تشکیل و نوع آمین

 .  (26)باشند دیده تاثیرگذار مي

در ایمن مطالعممه دو روش اسمتخراج الکتروغشممایي مسممطح   

جدید برای اولین بار و میکرواستخراج حلال سبک بمه منظمور   

طبممي و هممای آروماتیممک حلقمموی قگیممری مقممدار آمممینانممدازه

شوند و نتایج این دو در گوشت کبابي به کار برده ميغیرقطبي 

دو روش انتخمابي از دقمت،    گردد.مطالعه با یکدیگر مقایسه مي

صممحت، سممادگي و حساسممیت بممالایي جهممت انممدازه گیممری   

های آروماتیک حلقوی در نمونه های گوشمت کبمابي دارا    آمین

 باشند.   مي

  هامواد و روش 

 4استانداردهای  ها:مواد شیمیایی و نمونه استانداردها، 

-متیل-1-آمینو-2  های آروماتیک حلقوی شاملنوع از آمین

-متیل-3-آمینو-2، (PhIP)پیریدین -[b,4,5]فنیل ایمیدازو-6

دی متیل  8،3-آمینو-2، (IQ)کویینولون  [f,4,5]ایمیدازو 

دی متیل  4،3-آمینو-2، (MeIQ)کویینولون  [f,4,5]ایمیدازو 

 Santa شرکت  از ،  (MeIQx)کویینوکسالین  [f,4,5]ایمیدازو 

Cruz Biotechnology(Dallas,TX,USA)  تهیه شد. متانول و

 ,Darmstadt)از شرکت مرک  HPLC grade استونیتریل

Germany)   ،اکتانول، استیک اسید، -1خریداری شد. استون
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%(، سدیم کلراید و w/w37)سدیم استات، هیدروکلریک اسید 

 ,Darmstadt)پتاسیم هیدروکسید نیز از شرکت مرک 

Germany) های کارز از قبیل پتاسیم هگزا تهیه شد. محلول

 ( به ترتیب ازII( و استات روی )کارزIفروسیانید )کارز

Panreac (Spain) وMerck(Darmstadt, Germany)  تهیه

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

اتیل هگزیل -2-نیتروفنیل اکتیل اتر، دی-2تخلیص شد. 

اتیل هگزیل فسفات با درصد خلوص بیشتر -2-فسفات و تری 

کشور سویی  خریداری گردید.  Flukaدرصد از شرکت  95از 

لیتر نانوگرم بر میلي 2000 محلول استاندارد مرجع در غلظت

، 100، 50، 20، 1، 5/0های کاری تهیه گردید. سپ  محلول

سازی توسط متانول لیتر با رقتنانوگرم بر میلي 1000و  500

همه مواد شیمیایي و استانداردها در دمای یخچال  بدست آمد.

ها و های کباب کوبیده از سوپر مارکتنمونهنگهداری شدند. 

 .های مختلف شهر تهران تهیه شدند رستوران

  MDS-10گاه هضم ماکروویو مدلدست اطلاعات دستگاهی:

مگنترون با  2، شانگهای چین دارای Sineoساخت شرکت 

 psiمگاپاسکال ) 10تا  0وات و کنترل فشار  1800قدرت 

درجه به کار گرفته شد. دستگاه  300( و ماکزیمم دمای 1500

ولت و با  600تا  0ی ولتاژ با گستره 8760T3اعمال ولتاژ 

آمپر از شرکت پویا پژوهش، یليم 500تا  0خروجي جریان 

تهران ایران خریداری شد. الکترود پلاتین کاتد و آند به ترتیب 

متر از شرکت پارس پلاتین، تهران، میلي 5/0و  2/0با قطر 

 Accurelایران تهیه شدند. غشاء مسطح از جن  پلي پروپیلن

2E HF (R/P)   2/0ی ی ذرهمیکرومتر و و اندازه 100با قطر 

-آلمان خریداری شد. طراحي Membrana متر از شرکتمیکرو

 aSMG-302 CNCهای کانال با استفاده از دستگاه 

micromilling ساخت شرکتSadrafan Gostar Indus-tries  

آنالیز دستگاهي توسط دستگاه تهران، ایران ایجاد شدند. 

 Agilent 1260 series  کروماتوگرافي مایع با عملکرد بالا مدل

USA  که با پمپ چهارگانهG1311C  ، واحدهای چند گانه

سازی، گاززدای تحت خلا و انتقال حلال، محفظه اختلاط

،  (Rheodyne model 7125, USA)دریچه شش گانه

 ODS(250 mm × 4و ستون  G1314B UV-Vis آشکارساز

mm I.D., 5 µm) افزارتجهیز شده است. نرم Agilent 

Chemstation G2170AA ردازش اطلاعات حاصل مورد برای پ

های ذکر شده نوع از آنالیت 4استفاده قرار گرفت. جداسازی 

 V/Vو استونیتریل با نسبت  (pH=3)توسط بافر استات سدیم 

لیتر بر میلي 1به عنوان فاز متحرک با سرعت جریان  92:8

نانومتر انجام گرفت. محفظه تزریق  264دقیقه و طول موج 

گراد بوده درجه سانتي 25دمای ستون  میکرولیتر بوده و 20

 ,Delonghi 7 days (Trevisoمایکروویو است. دستگاه هضم 

Italy) های مذکور مورد استفاده برای استخراج اولیه آنالیت

 قرار گرفت. 

کبماب کوبیمده   تهیه کباب کوبیده طبق استاندارد ایرران:  

ا ای اسمت بم  فمرآورده  4622طبق استاندارد ملي ایران شمماره  

های حملال گوشمت   درصد گوشت چرخ شده از دام 70حداقل 

: 4850و شمماره   9717)مطابق با استاندارد ملي ایمران شمماره  

(، بممه 3228و شممماره 1378: سممال4846و شممماره 1378سممال

همراه سایر مواد اولیه از قبیل پیاز )مطابق بما اسمتاندارد ملمي    

د ملمي  (، نمک خموراکي )مطمابق بما  اسمتاندار    87ایران شماره 

( و ادویه )مطابق با استاندارد ملي ایران شماره 26ایران شماره 

بنمدی و  ( که در شرایط خوب و بهداشمتي تولیمد، بسمته   3677

 گذاری شده باشد.نشانه

بمه منظمور تهیمه    روش تهیه کباب کوبیده در آزمایشگاه: 

های کباب کوبیده طبق استاندارد ملي ایران، ابتدا گوشت نمونه

شمود.  مشخص با چرخ گوشمت دو بمار چمرخ ممي    حاوی چربي 

 200سپ  تعداد مشخصي پیاز )به ازای هر یک کیلو گوشمت  

هما  شود تما آب آن گرم پیاز( رنده شده و از صافي عبور داده مي

گوشت چرخ کمرده بمه    .شودگرفته شود و به گوشت اضافه مي

درصمد زردچوبمه    2/0درصد فلفل و  1/0درصد نمک،  1همراه 

شده ها یکسان است، به پیاز رنده ی نمونهن در همهکه مقدار آ

شمود تما زمماني کمه     اضافه شده و مخلوط کماملا  ورز داده ممي  

گوشت حالت چسبندگي پیدا کنمد. حمال بمرای جلموگیری از     

oخراب شدن گوشت، نمونه در یخچال با دممای  
C4   نگهمداری

-ساعت نمونه در یخچال نگه داشمته ممي   4-5شود. حدود مي

چسبندگي گوشت به سیخ مناسب شمود. حمال مقمدار    شود تا

های یکسان و با طول یکسان به های مشخص از گوشت با وزن

شوند تما  شود و در معرض حرارت قرار داده ميسیخ کشیده مي

 کباب شوند.

ابتدا  میكرواستخراج حلال سبک: برای سازی نمونهآماده

ز چمر   ی گوشت کبابي تکه تکمه شمدند و بما اسمتفاده ا    نمونه

گوشت دو بار چرخ شده و به صورت یکنواخت درآممد. سمپ    

نانوگرم در گرم اسپایک شد و به خوبي بمه   50نمونه در غلظت 

صورت دستي هم زده شد تما تممام نقماط نمونمه از اسمتاندارد      

 10اضافه شده به صمورت یکنواخمت برخموردار گمردد. سمپ       

)در غلظت هیدرولیزی پتاسیم هیدروکسید  لیتر از محلولمیلي

 10:20:70های  مولار(، استونیتریل و اتانول به ترتیب با نسبت 1

ثانیمه تحمت اممواج     60گرم از نمونه اضافه شد و به مدت  1به 

 rpm9000مگاهرتز مایکروویو قرار گرفت. سپ  نمونمه در   50
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دقیقه سانتریفیوژ شد. در مرحله بعد فماز رویمي بمه     5به مدت 

-میلمي  1تنظیم گردید. سمپ    3آن در مقدار  pHجدا شد و 

 4/0همای اسمتات روی )در غلظمت    لیتر از هرکمدام از محلمول  

مولار( اضمافه   25/0مولار( و هگزافروسیانید پتاسیم )در غلظت 

شدند. پ  از سانتریفیوژ مجدد در شرایط قبلي، فاز رویي جدا 

 12نهایي توسط پتاسیم هیدروکسید غلیظ تا عمدد   pHشده و 

آخمرین مرحلمه سمانتریفوژ انجمام گرفمت و      تنظیم شد. سپ  

رسوبات احتمالي گرفته شد و یک گرم نمک کلرید سمدیم بمه   

اکتانول بمه عنموان   -1میکرولیتر  100محلول اضافه شد. سپ 

میکرولیتمر متمانول بمه عنموان      600حلال استخراجي سبک و 

حلال  کمکي در پخش کمردن حملال اسمتخراجي در سراسمر     

د و سمپ  حملال اسمتخراجي جمدا     محلول به محلول اضافه ش

 تزریق شد HPLCشد و به دستگاه 

در الكترواستخراج غشاء مسطح:  برای سازی نمونهآماده

مرحله استخراج ابتدا مقداری معیني گوشت کباب شده 

 هاHAAنانوگرم در گرم استاندارد مخلوط  50آسیاب و غلظت 

به آن اسپایک شد. به منظور اطمینان از پخش یکنواخت 

ی نقاط نمونه، محلول حاصل استاندارد اضافه شده در همه

گرم نمونه به همراه یک  1/0کاملا  مخلوط و همگن شد. سپ  

مولار(، متانول و استون )به  1لیتر پتاسیم هیدروکسید )میلي

ریخته و  درصد( در ظرف ماکروویو 10، 20، 70ترتیب نسبت 

مگاهرتز قرار  500ثانیه تحت امواج با فرکان   30به مدت 

لیتری میلي 2داده شد. بعد از سرد شدن، محلول به میکرولوله 

 pHسانتریفوژ شد.  g2683 دقیقه با دور  5منتقل و به مدت 

رسانده شد.  3فاز رویي با استفاده از هیدروکلریک اسید به 

های موجود در محلول نشین شدن پروتئینسپ  برای ته

میلي لیتر  1/0و  Iمیلي لیتر محلول کارز  1/0حاصل به آن 

اضافه و محلول به خوبي هم زده شد. محلول به  IIمحلول کارز 

تحت  g2683 دقیقه و با سرعت  5دست آمده به مدت 

سانتریفوژ قرار داده شد. در نهایت فاز رویي با استفاده از 

نجام فرآیند الکترواستخراج سرنگ جدا و صاف شد و جهت ا

 نگهداری شد

به منظور ساخت میکروچیپ، چهار قطعه از جن  پلمي متیمل   

متر بریمده  سانتي 2متاآکریلات در ابعاد مربعي با طول و عرض 

متمری و دو قطعمه   میلمي  5قطعه عممق   4شد. دو قطعه از این 

متری داشتند. به عنوان جایگاه فماز دهنمده   میلي 2بعدی عمق 

 2/0متر و شعاع میلي 2پذیرنده یک میکروکانال به عمق  و فاز

میلي متر داشمتند   2متر روی هر یک از قطعاتي که عمق میلي

تراش داده شد. به منظور قرار دادن الکترودهای کاتد و آند، دو 

میلمي متمر، بما     5سوراخ روی هر کدام از قطعمات دارای عممق   

همچنین بمه منظمور   متر از یکدیگر ایجاد شد. میلي 2ی فاصله

تزریق و یا خارج کردن فاز پذیرنمده، دو سموراخ بمه قطمر یمک      

متر برای قرار دادن میکروشملنگ در یکمي از قطعمات بمه     میلي

ها میکروشملنگ  میلي متر ایجاد شد. در یکي از سوراخ 5عمق 

برای ورود فاز پذیرنده قرار داده شد. برای سوراخ بعمدی ایجماد   

نگ داخل سوراخ گذاشته و چسبانده شده، دوباره یک میکروشل

شد. در سر دیگر میکروشلنگ جهت تزریق فاز استخراج شمده  

تعبیه شد. در این مرحله همر کمدام     HPLCیک سوزن سرنگ 

میلممي متممری توسممط کلروفممرم بممه یکممدیگر   5و  2از قطعممات 

چسبانده شدند و سپ  به مدت نیم سماعت در آون بما درجمه    

Oحممرارت
C 100 در ایممن مرحلممه دو قطعممه قممرار داده شممدند .

میلي متمری   5ریزتراشه ایجاد شد که پایه آن، قطعات با عمق 

میلي متری روی آنها قرار گرفته شدند.  2بود و قطعات با عمق 

در نهایت دو سوراخ جهت پیچ و مهره کردن قطعات به یکدیگر 

ی در دو ریز تراشه ایجماد گردیمد. در مرحلمه اسمتخراج قطعمه     

ای کمه  مسطح از جن  پلي پروپیلن به انمدازه کوچکي از غشاء 

های فاز دهنده و پذیرنده را بپوشاند بریده شد روی میکروکانال

 10بمه ممدت    DEHPدرصمد   5حاوی  NPOEو به حلال آلي 

ثانیه آغشته شد و بین دو ریز تراشه قمرار داده و پمیچ و مهمره    

میکرولیتر محلول نمونه به عنوان فاز دهنمده و   60شد. سپ  

مولار به عنموان فماز پذیرنمده توسمط      HCl 1/0میکرولیتر  30

ها تزریق شمد. سمپ  بمه ایمن سیسمتم،      میکروسرنگ در کانال

دقیقه اعمال شد و فاز پذیرنده  15ولت به مدت  100پتانسیل 

تزریمق گردیمد.    HPLCبه صورت مستقیم به محفظمه تزریمق   

 برای هر آزمایش از غشاء جدید استفاده شد.  

پارامترهممای مممؤثر بممر  در ایممن مطالعممه :سررازی روشبهینرره

های آروماتیک هتروسمیکل از گوشمت   استخراج ترکیبات آمین

حملال سمبک و    اسمتخراج کبابي بما اسمتفاده از دو روش میکرو  

نموع و   الکترواستخراج غشاء مسطح مورد بررسي قرار گرفتنمد. 

محلول  pH، استخراجي، نوع و حجم حلال پخشيحجم حلال 

قطبیممت محلممول نمونممه )اثممز نمممک( در روش   اثممر نمونممه و 

میکرواستخراج حلال سبک و فاکتورهای ولتماژ اعممالي، زممان    

استخراج و فاکتور موازنه بار )ماهیت فماز پذیرنمده و دهنمده از    

محمیط( انتخماب و بما اسمتفاده از روش یمک       +Hنظر غلظمت  

-ی بهینمه همای مرحلمه  فاکتور در زمان بررسي شدند. آزمایش

های به دست آمده از بار تکرار شدند و میانگین جواب 3سازی 

همچنین سه آزمایش به عنوان پاسخ نهایي در نظر گرفته شد. 

  V.20.0ممدل  SPSSتحلیل آماری نتایج با استفاده از نرم افزار 

 .استفاده شد (>05/0P) درصد 5 قبول قابل خطای حداکثر با
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 هايافته 
میكرواسرتخراج حرلال   پارامترهای مؤثر در اسرتخراج  

مناسمب،   و پخشمي استخراجي  حلال انتخاب منظور به :سبک

با آزمون و سعي و خطاهمای اولیمه کمه در آزمایشمگاه صمورت      

 کلروفمرم،  شمامل  میکرواستخراج در پرکاربرد حلال 4 پذیرفت،

دی ایزوبوتیمل کتمون انتخماب شمدند.      و اوکتمانول -1 هگزانول،

استون استون  و اتانول متانول، های استونیتریل،حلال همچنین

بمه منظمور    .گرفتنمد  قمرار  آزممون  مورد به عنوان حلال پخشي

 150تما   40ی بهینه سازی حجمم حملال اسمتخراجي گسمتره    

 800تما   300ی میکرولیتر در نظر گرفته شد. همچنین گستره

میکرولیتر از حلال پخشي برای کسمب بهتمرین حجمم حملال     

بممه عنمموان  pHنمممک و پخشممي مممورد بررسممي قممرار گرفممت.  

و  12تا  3از  pHگستره ی فاکتورهای مهم بعدی به ترتیب در 

 گرم نمک انتخاب شدند.   2/ و 5، 1، 5/0، 0مقادیر 

در  :پارامترهای مؤثر در استخراج الكتروغشایی مسرطح 

ی اصملي کمه سمبب     روش استخراج الکتروغشایي نیرو محرکمه 

شود توسط میمدان   ميی مورد نظر از میان غشاء مهاجرت گونه

گردد. قمدرت میمدان الکتریکمي بمه ولتماژ       الکتریکي تأمین مي

سمازی ایمن   اعمال شده بستگي دارد. بنابراین به منظمور بهینمه  

ولمت انتخماب شمد و     150تما   50ی ولتماژ  فاکتور مهم، گستره

مورد بررسي قرار گرفت. یکي از فاکتورهای تأثیرگذار بر فرآیند 

ی باشمد. گسمتره  زمان اعمال ولتماژ ممي   استخراج الکتروغشایي

ی مناسمب بمه منظمور    دقیقه بمه عنموان بمازه    30تا  10زماني 

دستیابي به بهترین زمان استخراج مورد بررسمي قمرار گرفمت.    

پذیرنمده بمر رونمد     فاز pHو  دهنده فاز pH همچنین دو فاکتور

بررسي شد. براسماس تجربیمات و مطالعمات    ها HAAاستخراج 

Hپیشممین غلظممت 
میلممي مممولار  و  100بممرای فمماز پذیرنممده  +

Hممولار  میلمي  100تا  0ی غلظتي گستره
بمرای فماز دهنمده     +

 انتخاب شد و مورد بررسي قرار گرفت.  
 

 

 

 

 بهینه سازی پارامترهای مؤثر در روش میکرواستخراج حلال سبک. 1شكل 
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 فاز دهنده pHبهینه سازی متغیرهای مؤثر در استخراج الکتروغشایي مسطح: الف( مقدار ولتاژ اعمال شده، ب( مدت زمان اعمال ولتاژ، ج( . 2شكل 

 

 
های آروماتیک قطبي و غیر قطبي  کروماتوگرام مربوط به آمین .3شكل 

 :PhIP،2: IQ ،3: MeIQ،4 :1)های پیشنهادی  استخراج شده با تکنیک

MeIQX  .) 

مربوط به  bمربوط به روش میکرواستخراج حلال سبک و شکل  aشکل 

 باشد.استخراج الکتروغشای مسطح مي

به منظور اعتبارسنجي و  :معتبرسازی روش های پیشنهادی

ی خطمي،  ارزیابي نتایج روشهای پیشنهادی پارامترهای گستره

تعیمین، بازیمابي، تکرارپمذیری و    حد تشخیص، حمد  رگرسیون، 

نشمان   1فاکتور تغلیظ برای هر دو روش محاسبه و در جمدول  

داده شده است.  همچنین تحلیل آماری نتایج که با استفاده از 

انجام گرفت عدم معني داری نتایج در دو روش  SPSSافزار  نرم

 پیشنهادی را نشان داد.

غیرر   هرای آروماتیرک قطبری و   مقادیر یافت شده آمین

همای آروماتیمک   مقمدار آممین  قطبی در نمونه های حقیقی: 

موجمود و   (PhIP)و غیمر قطبمي   (MeIQ, MeIQx, IQ)قطبمي  

همای کبمابي قرممز در    یافت شده در نمونه های مختلف گوشت

 نمایش داده شده است.  2جدول 

  بحث 

 :پارامترهای مؤثر در روش میكرواستخراج حلال سربک 

حملال  استخراج میکروترین پارامترهای مؤثر در تکنیک  از مهم

-1در این پژوهش باشد. ، نوع حلال استخراج کننده ميسبک

ی اسمتخراج   اکتانول به علت نشان دادن بازدهي بالا در مرحله

ترکیبات مورد هدف و سازگاری مناسب با دستگاه آنالیزی بمه  

 عنوان حلال استخراجي مناسب انتخاب گردید. 
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 های آروماتیک هتروسیکلارقام شایستگي دو روش پیشنهادی به کار برده شده در  آنالیز آمین .1جدول 

 انحراف استاندارد فاکتور تغلیظ

نسبي )%(   

 حدتعیین

)نانوگرم بر گرم(   

 حد تشخیص

)نانوگرم بر گرم(   

خطيی گستره ضریب همبستگي درصد بازدهي   

 )نانوگرم بر گرم(

 آنالیت

120-100  9-5/5  10-8  3-5/2  90-85  990/0-970/0  1000-1  روش میکرواستخراج حلال سبک 

40-25  7-5  6-5/2  2-8/0 95بالاتر از    9999/0-9990/0  1000-5  روش استخراج الکتروغشاء مسطح 

 

 های قرمز کبابيقطبي و غیرقطبي در گوشتهای آروماتیک  میانگین غلظت بر حسب نانوگرم بر گرم از آمین .2جدول 

 روش میکرواستخراج حلال سبک روش استخراج الکتروغشاء مسطح 

 PhIP IQ MeIQ MeIQX PhIP IQ MeIQ MeIQX نمونه

1 ND 2/5 ± 31/0  6/6 ± 34/0  ±4  21/0 *
 ND 7 ± 41/0  8± 50/0  ±3/5  42 

2 ± 2/2  10/0  ±7/3  20/0  5/7 ± 40/0  ND ND 6/4 ± 30/0  6± 33/0  ND 
3 ±7  30/0  ± 1/4  24/0  ± 8  42/0  ±6/5  30/0  ±4/6  23/0  ± 3/5  31/0  ± 8  45/0  ±8/6  55/0  

4 ± 2/4  20/0  ND 1/5 ± 30/0  ±7/1  10/0  ±4  14/0  ND 1/6 ± 35/0  ND 

.تشخیص داده نشد:  ND 
 انحراف استاندارد ±میانگین غلظت *

 باشد. مي 05/0روش کمتر از و تفاوت معني داری بین دو  >05/0p سطح معني داری:

 40های کمتر از در حجمدر بحث تعیین حجم بهینه اکتانول، 

هما  میکرولیتر به دلیل کم بودن حجم حلال آلي تممام آنالیمت  

توانند از فاز آبي به فاز آلمي اسمتخراج شموند و همچنمین     نمي

پایان استخراج با مشکل رو پذیر حلال آلي در آوری تکرارجمع

همای  به رو است. در نتیجه میزان استخراج کم است. در حجم

میکرولیتر نیز به دلیل زیاد شدن حجمم حملال    100بیشتر از 

یابمد.  تغلیظ کاهش ممي آلي و رقیق شدن محلول، فاکتور پیش

میکرولیتر به عنوان حجمم مناسمب    100بنابراین حجم بهینه 

همای  ترین ویژگياز مهم  گرفته شد. حلال استخراجي در نظر

مورد نظمر در انتخماب حملال پخشمي در روش ریزاسمتخراج،      

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

 لباشد. در این تحقیق از بین سه نوع حملا استخراج کننده مي

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

حلال این سازگاری بهتر و بیشتر  یتاکید کننده حلال متانول

باشد. زیرا متانول بمه علمت قطبیمت بمالا     ميبا شرایط آزمایش 

اکتانول بمه خموبي در محلمول آبمي نمونمه      -1شود تا باعث مي

تمرین حملال   بنابراین متمانول بمه عنموان مناسمب     پخش شود.

پخشي انتخاب و در مراحل بعدی آزمایش مورد استفاده قمرار  

به منظور کسب بهترین حجم حلال پخشي نیز شواهد  رفت.گ

 600هممای کمتممر از در حجمممآزمایشممگاهي نشممان داد کممه   

میکرولیتر متانول حالت ابری )کدر( در محلول به خوبي شکل 

های بیشمتر  شود. حجمگیرد و فرآیند استخراج مختل مينمي

میکرولیتر متمانول نیمز باعمث کماهش ضمریب توزیمع        600از 

ت مورد نظر در حلال آلي استخراج کننده به علمت اثمر   ترکیبا

شود. بنابراین حجمم  رقت در نتیجه کاهش میزان استخراج مي

حلالیت میکرولیتر انتخاب گردید.  625بهینه برای این حلال 

کمه قمدرت یموني     های مورد نظر در فماز آبمي هنگمامي   آنالیت

همای آب  یابد زیمرا مولکمول  یابد، کاهش ميمحیط افزایش مي

های مولد قطبیت در محیط شمده )ممثلا نممک     درگیر مولکول

اضافه شده در محمیط( و ایمن عممل یمک نموع رهمایي بمرای        

آورد که بمه آن  های مور نظر برای استخراج به وجود ميآنالیت

هممین اممر باعمث افمزایش      .گوینمد  ممي  نمک salting outاثر 

تمایج بدسمت   براساس ن شود.کارایي در فرآیند ریزاستخراج مي

گیرد که مقدار سدیم آمده بهترین استخراج، زماني صورت مي

گرم باشد. کاهش کمارایي اسمتخراج در    1کلرید مورد استفاده 

گرم نمک بمه دلیمل ایجماد حالمت فموق       1مقدارهای بالاتر از 

اشباع در محلول بود و ذرات نمک در این مقدار توانمایي حمل   

ی استخراج غیرممکن ادامهشدن در فاز آبي را نداشته و عملا 

 pH جهت انجام فرآیند استخراج در شرایط بهینمه مقمدار  بود. 

با بیشترین درصد بازدهي اسمتخراج بمه دسمت آممد.      12عدد 

همای قلیمایي   در محمیط  HAAsاصولا به دلیل ساختار آمیني 

ها برای استخراج در یک حلال آلمي بیشمتر خواهمد    تمایل آن

به سمت شکل خنثمي   HAAsبود. زیرا در این محیط ساختار 

ی کند و در نتیجه تمایل این آنالیت به نفوذ از نمونهتغییر مي

 (.1شود )شکل آبي به حلال آلي بیشتر مي

نتایج  :پارامترهای مؤثر در استخراج الكتروغشایی مسطح

تورهای مؤثر در استخراج الکتروغشایي مسمطح  بهینه سازی فاک

نشان داده شده است. طبق نتایج به دست آممده بما    2در شکل 

 هاHAAولت روند استخراج  100افزایش مقدار ولتاژ اعمالي تا 

شود. ولت روند کاهشي مشاهده مي 100افزایشي و بعد از ولتاژ 

-يمم  EMEیکي از دلایل اصلي این امر تعادلي بمودن فرآینمد   

باشد. همچنین در مقادیر بالای ولتاژ اعممالي احتممال تشمکیل    

های الکترولیمز، از دسمت دادن قسممتي از    حباب، انجام واکنش

غشاء به مرور زمان و در نتیجه افزایش احتمال تشمکیل قموس   
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ولمت بمه عنموان     100یابد. بنمابراین مقمدار   الکتریکي شدت مي

ها به ی آزمایشدر بقیه مقدار بهینه برای ولتاژ اعمالي انتخاب و

کار گرفته شمد.  همچنمین بما علمم بمر تعمادلي بمودن فرآینمد         

دقیقممه افممزایش در کممارایي  15الکتروغشممایي تمما مممدت زمممان 

دقیقمه   15همای بیشمتر از   شود. در زممان استخراج مشاهده مي

کارایي استخراج کاهش مي یابد. کاهش میزان استخراج پ  از 

ل اشمباع شمدن فماز پذیرنمده از     این زمان ممکن است بمه دلیم  

ی آنالیممت یمما افممزایش احتمممال اسممتخراج بازگشممتي در نتیجممه

همای الکترولیمز باشمد.    فاز پذیرنده به دلیل واکنش pHافزایش 

pH  ی بمازی   محلول نمونه باید به حدی اسیدی باشد که گونمه

تواند بما مهماجرت    ها مي ی آنالیت کاملا  یونیزه شود. فرم پروتونه

الکتروسینتیکي از فاز دهنمده بمه فماز پذیرنمده انتقمال یابمد. از       

فمماز پذیرنممده بایممد کمماملا  اسممیدی باشممد تمما از      pHطرفممي 

احتمال نفوذ برگشتي به ها جلوگیری کرده و  زدایي گونه پروتون

داخل فاز آلي را کم کند. میمزان اسمتخراج آنالیمت بما افمزایش      

Hغلظت 
یابد. مهمترین دلیمل ایمن    در فاز پذیرنده افزایش مي +

هما   ، کاهش نسبت غلظت یون افزایش در میزان استخراج آنالیت

فماز   pHدر فاز دهنده نسبت به فاز پذیرنمده اسمت. بما کماهش     

ها به راحتي بمه ایمن فماز     ها( آنالیت گونه pKaز پذیرنده )کمتر ا

Hمتمایل خواهند شد اما افزایش غلظمت  
در فماز پذیرنمده بما     +

افزایش میزان الکترولیز و تشمکیل حبماب هممراه خواهمد بمود.      

های یوني در فماز پذیرنمده سمبب    همچنین افزایش غلظت گونه

ا افزایش میزان عبور از غشاء شده که این اممر سمطح جریمان ر   

افزایش داده و منجر به افزایش حمرارت و در نتیجمه ناپایمداری    

گردد. همچنین افزایش سطح جریمان منجمر بمه    غشاء مایع مي

گردد که عدم های الکترولیز و تشکیل حباب ميافزایش واکنش

دهد. براساس آزمایشمات اولیمه در ممورد    قطعیت را افزایش مي

ه )با ثابمت بمودن   افزایش غظت هیدروکلریک اسید در فاز دهند

pH  مولار( مشماهده شمد ایمن    میلي 100فاز پذیرنده در غلظت

Hهای تواند رقابت یونافزایش غلظت مي
اضافي در محلمول را   +

های آنالیت برای عبور از میان غشاء را سبب شود و باعث با یون

گونمه  کاهش کارایي استخراج گردد. بنابراین در فاز دهنده هیچ

H
 ول آزمایش اضافه نگردید.  اضافي به محل +

نتمایج اعتبارسممنجي   :هررای پیشررنهادیمعتبرسرازی روش 

ی خطي، های پیشنهادی نشان داد که پارامترهای گسترهروش

رگرسممیون، بازیممابي و تکرارپممذیری بممرای هممر دو روش مشممابه 

گیری ندارند. همچنین حساسیت هر باشند و اختلاف چشم مي

اسمتخراج الکتروغشماء مسمطح    دو روش بالا و حساسیت روش 

باشمد. فماکتور    نسبت به میکرواستخراج حلال سبک بهتمر ممي  

تغلممیظ روش میکرواسممتخراج حمملال سممبک نسممبت بممه روش  

استخراج الکتروغشاء مسطح براساس تفاوت در مرحله ی آماده 

 های استخراجي بیشتر میباشد.سازی نمونه و حجم حلال

قطبری و غیرر   هرای آروماتیرک   مقادیر یافت شده آمین

همای آروماتیمک   مقمدار آممین   :قطبی در نمونه های حقیقی

موجمود و   (PhIP) و غیمر قطبمي   (MeIQ, MeIQx, IQ)قطبي 

های قرمز کبمابي  های مختلف گوشتگیری شده در نمونهاندازه

نانوگرم  4-8ی به روش میکرواستخراج حلال سبک در گستره

-8ی در گسترهدر گرم و به روش استخراج الکتروغشاء مسطح 

همایي کمه غلظمت    نانوگرم در گرم بمه دسمت آممد. نمونمه     7/1

HAAs ها در آنND  گزارش شده اند مقادیرHAAs هما  در آن

انمد. مقایسمه   های ممورد بررسمي بموده   کمتر از حساسیت روش

نشان داد که  >05/0p معني داری نتایج به دست آمده با مقدار

تعیین شده توسط دو روش تفاوت  HAAsبین مقادیر میانگین 

ی انحراف اسمتاندارد  معني داری وجود ندارد و نتایج در گستره

 نسبي گزارش شده با یکدیگر متفاوت هستند. 

دو روش اسممتخراجي جدیممد، مممؤثر و  حاضممر، تحقیممق در

هممای پرکمماربرد در آنممالیز ترکیبممات آلاینممده و پرخطممر آمممین  

همای  گوشت وجود درآروماتیک هتروسیکل قطبي و غیرقطبي م

قرمز کبابي به کار برده شدند و نتایج ایمن دو روش بما یکمدیگر    

مقایسه شدند. در تکنیک استخراج حلال سبک سادگي، ارزاني، 

سرعت و دقت بمالای روش و در روش الکترواسمتخراج مسمطح    

کمماهش چشممم گیممر حجممم حمملال اسممتخراجي، کمماهش زمممان 

پممذیری و خمماباسممتخراج، بممازدهي بممالای روش، افممزایش انت  

باشمند.  های هر دو روش استخراجي ممي حساسیت بالا از مزیت

های حقیقمي بسمیار راحمت و بما     کاربرد دو روش در مورد نمونه

همای اعتبارسمنجي و   قابلیت تطبیق زیاد هستند. نتمایج آزممون  

ارزیابي نشان داد کمه همر دو روش از توانمایي و اعتبمار بمالایي      

 ی هتروسیکل آروماتیمک قطبمي و  هاجهت آنالیز ترکیبات آمین

 های حقیقي برخوردار هستند.غیرقطبي در نمونه
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Background and Objectives: Heating, cooking and grilling of meat products form polar and non-polar heterocyclic 

aromatic amines as toxic compounds. The current study was carried out for the first time to assess polar and non-polar 

heterocyclic aromatic amines in grilled meats using two novel flat electromembrane and low-solvent microextraction 

and to compare these two techniques. 

 Materials & Methods: In this study, two efficient methods of low-density solvent and flat electromembrane 

extractions were used for the sample preparation. Affecting factors in extraction of heterocyclic aromatic amines were 

separately optimized. Moreover, merit figures of the two methods were calculated and compared with each other. 

Results: Value of each effecting factor in extraction were calculated for the two methods. Validation methods were 

carried out and results revealed high capability and validation of the two methods for the analysis of real samples. 

Recovery rates of higher than 90% for the two methods, detection limits of 0.2–1.7 and relative standard deviation of 

3.5–8% verified use of the highlighted methods for real samples. Levels of heterocyclic aromatic amines were reported 

as not determined to 8 ng g
-1

. 

Conclusion: Results of this study showed that the two microextraction methods included high sensitivity, accuracy and 

recovery to assess heterocyclic aromatic amines in meat products. Furthermore, volumes of the extraction solvents in 

the two techniques were small that were advantages of the suggested methods (green chemistry). In conclusion, the 

suggested methods include capabilities to assess heterocyclic aromatic amines in various heated red meat products. 

Keywords: Heterocyclic aromatic amines, Heated red meat, Low-density solvent extraction, Flat electromembrane 

extraction, Reverse-phase liquid chromatography 
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