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  چکیده
و هیدروکسی متیل فورفورال (F) اعمال فرآیندهاي حرارتی در حین تولید شیرخشک، آن را در معرض ایجاد دو ترکیب فورفورال  :سابقه و هدف

(HMF) سازي روش هدف از این پژوهش، معرفی و بهینه. مقادیر بسیار کم به اثبات رسیده استسمی بودن این ترکیبات حتی در . دهدقرار می
به همراه کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا به عنوان روشی حساس و دقیق جهت شناسایی و تعیین  )DLLME( مایع پخشی -ریزاستخراج مایع

  .باشدهاي شیرخشک مینهمقادیر بسیار کم فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال در نمو
سـازي، طـرح   به منظـور بهینـه  . مشخص شدند و توسط روش سطح پاسخ بهینه گردیدند HMFو  Fاستخراج  بر عوامل مؤثر  :هامواد و روش

ي خطـی تعیـین   ارقام شایستگی روش پیشنهادي شامل حد تشـخیص، حـد تعیـین، تکرارپـذیري و گسـتره     . مرکب مرکزي به کار گرفته شد
هـاي شـهر تهـران بـا     تهیه شـده از داروخانـه   ينمونه 22استخراج و تعیین مقادیر فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال موجود در . دگردیدن

  .روش آماري مورد استفاده در این پژوهش آنالیز واریانس یک طرفه بود. استفاده از روش پیشنهادي انجام گرفت

بسـیار   يارقام شایستگی روش پیشنهادي در گستره. مشخص شدند HMFو  Fمربوط به فاکتورهاي مؤثر بر استخراج  يمقادیر بهینه :هایافته
گرم بـر گـرم و هیدروکسـی متیـل     میکرو 77/20و  18/0 در پژوهش حاضر، کمترین و بیشترین مقدار فورفورال به ترتیب. مطلوب قرار داشت

  .هاي شیرخشک بوددر نمونه بر گرممیکروگرم  16/167و  24/0فورفورال 
مقایسه گردید و کارایی بالا و قابلیت  هاي قبلیروش با سایربالا  عملکردمایع با همراه کروماتوگرافی  به DLLMEاستخراجی  روش :گیري نتیجه

 .رسیدهاي شیرخشک به اثبات اعتماد آن در تعیین مقادیر بسیار کم فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال در نمونه

مایع پخشی، کروماتوگرافی مایع با عملکرد بـالا، طـرح    -هیدروکسی متیل فورفورال، ریزاستخراج مایع شیرخشک، فورفورال و :واژگان کلیدي
  زيمرکب مرک

  مقدمه 
ترین از مهم یکی شیمیایی نظر از مواد غذایی امروزه ایمنی

توجه و ارزیـابی   به طور گسترده مورد باید که است موضوعاتی
غـذایی سـبب بـروز تغییـرات     عمل فـرآوري مـواد   . قرار بگیرد

ي غـذایی از  از ترکیبـات موجـود در مـاده   شیمیایی در برخـی  
ها شـده و  ها و ویتامینها، چربیها، پروتئینجمله کربوهیدرات

این نـوع  . گرددمنجر به تشکیل ترکیبات سمی و خطرناك می
داري هاي شیمیایی نامطلوب، در طی فرآیند پخت، نگهواکنش

ثر از نـوع  أشـوند و مت ـ و یا سایر فرآیندهاي صنعتی حاصل می
غــذایی  يمــاده يوش فــرآوري و ترکیبــات تشــکیل دهنــدهر

هاي ابتدایی تولد نوزادان بـه عنـوان   شیرخشک در ماه. هستند
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بـا  . شـود ترین غذاي کمکی بعد از شیر مادر محسوب میاصلی
هــدف افــزایش ارزش غــذایی شیرخشــک ترکیبــاتی همچــون 

بــه دنبــال اعمــال . گــرددلاکتــوز و لیــزین بــه آن اضــافه مــی
ندهاي حرارتی در حین تولید شیرخشک، لاکتوز و لیـزین  فرآی

هـایی از جملـه واکـنش    موجود در آن در طـی انجـام واکـنش   
و  (F) میلارد سبب ایجاد ترکیبات سمی و خطرناك فورفـورال 

فورفورال . )1، 2( شوندمی  (HMF)هیدروکسی متیل فورفورال
کیبـی  المللی پزشکی آمریکا به عنـوان تر از طرف کتابخانه بین

یی شده اسـت و دز سـمی   سمی و خطرناك براي انسان شناسا
 میکروگـرم بـر کیلـوگرم وزن بـدن     65 × 103 آن براي موش

ــدار  . باشــدمــی ــا مق ــز ب  75هیدروکســی متیــل فورفــورال نی
را بـه   بدن انسان بـروز مسـمومیت  میکروگرم بر کیلوگرم وزن 

  ). 3(دنبال دارد 
 شیرخشـک و  يکننده مصرف نوزادان کم وزن به با توجه

 در هـا آن توانـایی  عدم و مصرفی مواد به آنان شدید حساسیت

 گوارش دستگاه بیومیکر فلور بودن ناقص و آورزیان مواد دفع

تواند به بدن می مواد یابی اینتولد، راه در چند ماه اول نوزادان
و دز  داشـته  نـوزادان  هـاي انـدام  تکامـل  و رشد بر سویی اثرات
). 4-6(گـردد  کبدي مـی  شدید هايآسیب سبب بروز آن بالاي

گیري این ترکیبـات در مـواد غـذایی    بنابراین شناسایی و اندازه
حتی در مقادیر بسیار کم به دلیل خطرات جدي که بر سلامت 

همچنـین  ). 7(انسان دارند از اهمیت بـالایی برخـوردار اسـت    
گیــري ســطح غلظتــی فورفــورال و هیدروکســی متیــل انــدازه

تواند به عنوان یک شناساگر جهت فورال در شیرخشک میفور
اي آن و تعیین سطح کیفـی فرآینـدهاي   ارزیابی کیفیت تغذیه

حرارتی مختلف مورد توجه قـرار گیـرد، زیـرا در صـورتی کـه      
شرایط تولید شیرخشک مناسب نباشد میزان این ترکیبـات در  

  ). 8(تواند به شدت افزایش یابد ي غذایی میماده
 متیل هیدروکسی و نظور تعیین و شناسایی فورفورالبه م

ــواد غــذایی روش  ــواع مختلــف م هــاي متعــدد فورفــورال در ان
، کرومـاتوگرافی گـازي   )9(دستگاهی از جمله اسپکتروسکوپی 

بـه   .به کار گرفته شده اسـت ) 11(و کروماتوگرافی مایع ) 10(
-مزاحمـت  و ي جامدناخالصی در بافت نمونه انواع دلیل وجود

 تعیین و هاي متعدد آن در فرآیند تشخیص آنالیت، شناسایی

 شیرخشک نیازمنـد  در فورفورال متیل هیدروکسی و فورفورال

سـازي نمونـه قبـل از بـه     مراحل استخراج و آماده گیريکار به
هـاي  از جملـه روش  .باشـد هاي دستگاهی مـی کارگیري روش

دروکسی استخراجی که براي تعیین و شناسایی فورفورال و هی
 -متیل فورفورال مورد استفاده قرار گرفته است، استخراج مایع

استخراج فاز جامـد  و ) 12( (Liquid-liquid extraction)مایع 

)Solid-phase extraction (باشــند مــی)ــن  ).13 ــب ای از معای
توان به حساسـیت و دقـت پـایین، زمـان طـولانی      ها میروش

دست رفتن آنالیت اشاره استخراج و همچنین احتمال بالاي از 
اسـتخراجی بـه   ریزهاي استفاده از روش در سالیان اخیر، .کرد

عنوان روشی کارا و مؤثر به منظور استخراج ترکیبات مختلـف  
  انــدهــاي گونــاگون مــورد توجــه قــرار گرفتــهاز بافــت نمونــه

ــایع. )14، 15(  ــتخراج مــ ــی -روش ریزاســ ــایع پخشــ    مــ
(Dispersive liquid-liquid microextraction)    اولـین بـار در

). 16(توسط اسدي و همکاران ابداع و معرفی شـد   2006سال 
حـاوي آنالیـت،    آبـی  يدر این روش سه فاز مایع شامل نمونه

کننـده مـورد اسـتفاده قـرار     حلال استخراجی و حـلال پخـش  
ي ریزاستخراج آنالیت مورد نظر از فاز در طی مرحله. گیرند می

کننده که حلال پخش. یابداستخراجی انتقال میآبی به حلال 
، حـلال  اردپذیري مناسـبی بـا دو محـیط آبـی و آلـی د     امتزاج

هاي ریـز در سراسـر محـیط آبـی     به صورت دانهرا استخراجی 
یابی آن به فـاز  و خروج آنالیت از محیط آبی و راهپخش کرده 

از جملـه مزایـاي ایـن    ). 17-19( سازدمی را آسان استخراجی
پـذیري بـالاي روش،   توان به حساسـیت و گـزینش  کنیک میت

بازده بالاي استخراج، سرعت زیاد و استفاده از حجم کم حلال 
از  DLLMEهمچنــین روش . )16، 20، 21( آلــی اشــاره کــرد

هـاي گونـاگون از مـواد    قابلیت بالایی جهت اسـتخراج آنالیـت  
  ). 22-24(باشد غذایی مختلف برخوردار می

استخراج، شناسایی و تعیین مقـادیر بسـیار    در این پژوهش
در   (HMF)و هیدروکسـی متیـل فورفـورال   (F) کم فورفـورال  

گر، حساس و دقیق شیرخشک با استفاده از یک روش گزینش
DLLME-HPLC عوامل مؤثر بر اسـتخراج  . انجام پذیرفتF  و

HMF  حجم حلال استخراجی، حجم حـلال پخشـی،   از جمله
سـطح پاسـخ و بـا     ينمونه به شیوهمحلول  pHدرصد نمک و 

همچنـین کـارایی   . استفاده از طرح مرکب مرکزي بهینه شدند
این روش در تعیین مقادیر بسیار کم فورفـورال و هیدروکسـی   

هاي حقیقی شیرخشک عرضه شده در متیل فورفورال در نمونه
  .هاي شهر تهران مورد ارزیابی قرار گرفتداروخانه

  ها مواد و روش 
هاي معـروف  هاي انجام شده برندبررسی طی: هاي نمونهتهیه

هاي شهر تهـران شناسـایی   شیرخشک عرضه شده در داروخانه
هاي ترین شیرخشکشدند و سپس هفت برند به عنوان فراوان

ي شیرخشـک  نمونـه  22در مجمـوع  . مصرفی، انتخاب شـدند 
ي درجـه  4تهیه و تا زمان انجام آزمایش در یخچال در دمـاي  

  . گراد نگهداري شدندسانتی
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هگزانول، -1اتیل-2فورفورال، : مواد شیمیایی و استانداردها
 اکتانول، متانول، اتانول، استون، آمونیوم فسفات، هیدروکلریک

اسید، استیک اسید، سدیم هیدروکسید، سدیم کلرید، پتاسیم 
ــتات    ــیانید، اس ــزا فروس ــر روي هگ ، HPLC-gradeو آب مقط

  خلـــوص از شـــرکت مـــرك بـــالاترین درجـــههمگـــی بـــا 
(Merk, Darmstadt, Germany) ــد -5. تهیــــه گردیدنــ

آلـدریچ  -فورآلدهیـد از شـرکت سـیگما    -2-هیدروکسی متیل
), GermanySchnelldorf aldrich,-Sigma (خریداري شد.  

ي فورفـورال و هیدروکسـی متیـل    محلول استاندارد اولیـه 
. متـانول تهیـه گردیـد   در  µg mL-1 2000 فورفورال در غلظت

از حـل  ) μg mL-1 200-05/0(هـاي اسـتاندارد   محلـول  سـایر 
کردن مقدار مناسبی از محلول استاندارد اولیه در متانول تهیـه  

گـرم پتاسـیم هگـزا     6/10، 1جهت تهیه محلول کـارز  . شدند
همچنـین بـه   . لیتر آب مقطر حل شدمیلی 100فروسیانید در 

گرم استات روي به همراه  9/21، 2ي محلول کارز منظور تهیه
لیتري با آب مقطر میلی 100لیتر استیک اسید در بالن میلی 3

مـواد شـیمیایی و اسـتانداردها در     يهمه. به حجم رسانده شد
  . گراد نگهداري شدنددرجه سانتی 4دماي 

سـازي عوامـل مـؤثر بـر روش     طراحی آزمایش و بهینه
سازي متغیرهاي هبهین : ي سطح پاسخاستخراجی به شیوه

مؤثر در استخراج فورفـورال و هیدروکسـی متیـل فورفـورال از     
و   pHجمله حجم حـلال اسـتخراجی، حجـم حـلال پخشـی،     

مقدار نمک به منظور کسـب شـرایط بهینـه، بـه کمـک روش      
و با اسـتفاده  ) Response surface methodology(سطح پاسخ 

 5در  Central composite design)(از طـرح مرکـب مرکـزي    
پس از ). 1جدول (سطح مختلف براي هر متغیر انجام پذیرفت 

بـه منظـور    انتخاب سطوح مختلف براي هـر یـک از پارامترهـا   
 Design  8.0.5افزاراز نرمهاي مورد نیاز، طراحی تعداد آزمایش

expert v.  ایـز محصول شرکت استیت(Minneapolis, USA)  
ي مرکزي نقطه 6آزمایش با  30استفاده گردید که به طراحی 

هاي مربوط داده. بار تکرار انجام گرفت 3ها با آزمایش. انجامید

گیـري فورفـورال و هیدروکسـی متیـل فورفـورال بـا       به انـدازه 
  .ندتجزیه و تحلیل شد SPSSاستفاده از نرم افزار 

-DLLMEگیـري هـاي معتبرسـازي روش انـدازه   آزمون

HPLC  و هیدروکسی متیـل   گیري فورفورالبراي اندازه
بـه منظـور رسـم منحنـی کالیبراسـیون و تعیـین       : فورفورال

هاي آبـی مخلـوط دو اسـتاندارد    ي خطی روش، محلولگستره
 1غلظتـی   يفورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال در گستره

انحـراف  . نانوگرم بر گرم مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد     200تا 
آزمایش تکراري با استفاده از  5استاندارد نسبی روش، با انجام 

ي شیرخشکی که میزان فورفـورال و هیدروکسـی متیـل    نمونه
بـود، تحـت شـرایط بهینـه انجـام       ng g-1 50فورفورال در آن 

درصـد بازیافـت روش بـا اسـتفاده از نمونـه       محاسبه. پذیرفت
از مخلـوط فورفـورال و    ng g -110 شیرخشـکی کـه غلظـت    

آن به صورت دستی اضافه شده  هیدروکسی متیل فورفورال در
 Limit of) تشـــخیص حـــد  .محاســـبه گردیـــد ،بـــود

detection) براساس روشS/N 3  گیري اندازهحد و(Limit of 

quantification) ي بر پایهS/N 10 محاسبه شد .  
آنــالیز فورفــورال و هیدروکســی متیــل فورفــورال در 

اسـتخراج فورفـورال و هیدروکسـی    : هاي شیرخشـک  نمونه
 ـ يهاي شیرخشک از نقـاط بهینـه  نمونهدر متیل فورفورال  ه ب

 650میکرولیتـر، مقـدار اتـانول     60مقدار اکتانول (دست آمده 
) 5/6برابـر   pHدرصـد سـدیم کلریـد و     20میکرولیتر، مقـدار  

هاي شیرخشـک  گرم از هر یک از نمونه 5ابتدا . انجام پذیرفت
لیتر آب مقطر مخلـوط شـد، سـپس از    میلی 5با وزن گردید و 

گرم درون فالکون در بسته وزن شد و  2دست آمده ه مخلوط ب
مول بر لیتر اضافه شـد و   01/0لیتر محلول سود میلی 9به آن 

محلـول   pH. زن مخلـوط گردیـد  دقیقه توسط هـم  3به مدت 
 توسط مقدار مناسبی از هیدروکلریک اسید تنظیم و به منظور

هاي محلـول در شـیر   ها و کربوهیدراتین شدن پروتئیننشته
و  1لیتـر محلـول کـارز    میلی ها، یکخشک و کاهش مزاحمت

  .شد اضافه آن به 2کارز  محلول لیتریک میلی
  

  هاسازي آنمتغیرها و سطوح بهینه .1جدول 

  متغیر سطوح
α+  1+  0  1-  α-     

 A )میکرولیتر(استخراجی  حلال حجم 40 60 80 100 120
  B  )میکرولیتر(حجم حلال پخشی  300 475 650 825 1000
 C )درصد(نمک   0 5 10 15 20
10 25/8 5/6 75/4 3 PH D 
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 ١٠٠

دور در  4000دقیقه و با سرعت  5محلول حاصل به مدت 
پس از این مرحله، با هدف حـذف ذرات  . شددقیقه سانتریفوژ 

معلق موجود در محلول، فاز شفاف رویی فیلتـر شـد و سـپس    
بـه  . انتقـال داده شـد  لیتـري  میلـی  15 به فـالکون این محلول 

مایع پخشی، ابتدا به محلـول   -منظور فرآیند ریزاستخراج مایع
سـدیم کلریـد    نمـک  درصـد  20 بدست آمده در مرحله قبـل، 

سپس . شد هموژن خوبی به زنهم از استفاده اب و گردید اضافه
بـه همـراه    )اسـتخراجی  حلال(میکرولیتر اکتانول  60مخلوط 

. گردیـد  اضافه به محلول) پخشی حلال(اتانول  میکرولیتر 650
 و اسـتخراج  شـده  ابـري  حاصـل  محلـول  در طی ایـن مرحلـه  

 انجام آلی فاز درون به فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال

  تحت و دقیقه 5مدت  به نمونه فازها، جداسازي جهت .پذیرفت
  میکرولیتــر 20ســپس  .ســانتریفوژ شــد rpm4000  ســرعت 
ــی جمــع آوري شــده توســط ســرنگ    ــه دســتگاهاز فــاز آل   ب
)Cecil CE-4900 (HPLC تزریق شد.  
 هایافته 

از جمله پارامترهاي مؤثر بر فرآیند ریزاستخراج فورفورال و 
ي شیرخشـک، نـوع و   هـا فورفورال در نمونه هیدروکسی متیل

 pHحجم حلال استخراجی، نوع و حجم حلال پخش کننـده،  
  .باشندنمونه و مقدار نمک می محلول

در بـه  : انتخاب نوع حلال استخراجی و نوع حلال پخشی
مایع پخشـی، نـوع حـلال    -تکنیک ریزاستخراج مایعکارگیري 

در مقـدار  سـزایی  ثیر بـه أتاستخراج کننده و نوع حلال پخشی 
به منظـور انتخـاب حـلال اسـتخراجی     . استخراج آنالیت دارند

هگزانـول و اکتـانول مـورد آزمـایش قـرار      -1اتیل-2هاي حلال
دست ه کارگیري حلال اکتانول بگرفتند که بهترین پاسخ از به

بنابراین اکتـانول بـه عنـوان حـلال اسـتخراجی مناسـب        .آمد
ین نوع حلال پخشی نیز سـه  با هدف انتخاب بهتر. انتخاب شد

نوع حلال متانول، اتانول و استون مورد ارزیابی قرار گرفتند که 
نتایج بالا بودن درصد استخراج را با به کارگیري حلال اتـانول  

  . نشان داد
سازي عوامل مؤثر بر اسـتخراج فورفـورال و   نتایج بهینه

هیدروکسی متیل فورفورال با اسـتفاده از روش سـطح   
 اثـر  بررسـی  بـراي  معمولاً پاسخ سطح يرویه ):RSM(پاسخ 

 یک براي بهینه شرایط کسب منظور به متغیر چندین ترکیبی

 منظـور از  این براي. )26(رود  به کار می متغیره چند يسامانه

عوامـل مـؤثر بـر     .شـد  اسـتفاده  مرکـزي  مرکب آزمایشی طرح
، حجم کارایی روش ریزاستخراج شامل حجم حلال استخراجی

و مقدار نمـک بـا اسـتفاده از طـرح مرکـب       pHحلال پخشی، 
بار تکرار  6آزمایش با  30مطابق این طرح . مرکزي بهینه شدند

هاي بدست آمده با اسـتفاده از   نقطه مرکزي انجام شد و پاسخ
پس از رگرسیون درجه . گردید تحلیل Design expertافزار نرم

کـل مجمـوع سـطح زیـر      دوم، معادله زیر براي ارزیابی پاسـخ 
منحنی نسبی تمام ترکیبات استخراجی بر حسب مقـادیر کـد   

  :دست آمد شده به
Y= + 2026.27 - 189.18 A - 67.00 B + 150.09 C - 446.61 D + 45.50 
AB - 53.12 AC + 127.00 AD + 153 BC - 4.25 BD - 50.62 CD + 
151.27 A2 - 996.73 B2 + 475.27 C2 - 610.73 D2 

Y :      مجمــوع ســطح زیــر منحنــی نســبی فورفــورال و
حجـم حـلال   : Aهیدروکسی متیل فورفورال اسـتخراج شـده،   

 D :pHدرصد نمـک و   :Cحجم حلال پخشی، : Bاستخراجی، 
  . باشدمی

با در نظر گرفتن این معادله و نیز بـا توجـه بـه علامـت و     
تـوان چنـین نتیجـه    ضرایب به دست آمده براي هر متغیر مـی 

به ترتیب اثر مثبت و منفی قابـل   pHدرصد نمک و  گرفت که
 .بر راندمان استخراج دارند ايملاحظه

 هاي واقعی توسط ضریب تعیین میزان انطباق مدل روي داده 

R2  و Adjusted-R2 شـود نشان داده می .R2   و  99/0بـالاتر از
96/0=  Adjusted-R2هــاي اي قــوي بــین دادهگویــاي رابطــه

  در ایـن مـدل  ). 1شـکل  (باشـد  نهادي مـی واقعی و مدل پیش ـ
 p-value  57/49 و 0001/0کمتر از F-value = است.  

  مقدار واقعی -بینی شده مقدار پیش. 1شکل   
 

گویی در به کارگیري طراحی آزمایش علاوه بر امکان پیش
ي متغیرها و بررسی انطباق آن بـا مقـادیر واقعـی    مقدار بهینه

هـا در  ي اثـر هـر کـدام از آن   جداگانـه و نیز بررسی ) 1شکل (
هـاي موجـود   کـنش توان برهمراندمان استخراج، همچنین می

. بین متغیرهـا را در قالـب نمـودار سـه بعـدي مشـاهده کـرد       
 حجـم  و اسـتخراجی  حلال حجم بین کنشبرهم الف -2شکل

بـا افـزایش حجـم حـلال     . دهـد مـی  نشـان  را پخشـی  حـلال 
الی که میزان حلال پخشـی  میکرولیتر در ح 60استخراجی تا 

] . شود بیشترین کارایی استخراج دیده می ،میکرولیتر است 650
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و حجم حلال پخشی ب برهمکنش بین میزان نمک  -2شکل 
در مقـدار  به بیشـترین  افزایش میزان نمک با . دهدرا نشان می

بـالاترین  میکرولیتـر اسـت    100 پخشی حالی که حجم حلال
ج بر هم کـنش بـین    -2شکل  .مقدار پاسخ بدست خواهد آمد

pH بیشترین پاسـخ   دهد کهو حجم حلال پخشی را نشان می
 .باشدمیکرولیتر می 650و میزان حلال پخشی   =5/6pHدر 

ــر ــازي روش معتب ــین DLLME-HPLC س ــت تعی جه
: فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال در شیرخشـک 

ي گسترهارقام شایستگی روش پیشنهادي، شامل تکرارپذیري، 
هاي شیرخشک حاوي خطی، حد تشخیص و حد تعیین نمونه

هاي متفاوتی از استاندارد فورفورال و هیدروکسی متیـل  غلظت
هـاي  بررسـی منحنـی  . فورفورال مـورد ارزیـابی قـرار گرفتنـد    

کالیبراسیون ترکیبات فورفورال و هیدروکسی متیل فورفـورال  
ب همبستگی بالا ها با ضریدهد که این منحنیمی در آب نشان

)99/0R2 > (   در محـدوده غلظتـی ng g-1200-1    بـه صـورت
شیرخشک بعد از افـزایش مقـادیر    ياز نمونه. باشندخطی می

مشخص محلول استاندارد، براي تعیین انحراف استاندارد، حـد  
. تشخیص، حد تعیین و درصـد بازیافـت نسـبی اسـتفاده شـد     

دقت خوب روش  يدهدهنبررسی انحراف استاندارد نسبی نشان
ــا  مــی ــراي  9/3باشــد کــه بــراي فورفــورال برابــر ب درصــد و ب

حد تشـخیص  . باشددرصد می 9/4هیدروکسی متیل فورفورال 
روش پیشنهادي براي فورفورال و هیدروکسی متیل فورفـورال  

ــه ترتیــب ــدازه ng g-1 8/1 و ng g-1  7/0ب ــريو حــد ان   گی
 ng g-1 4/2  وng g-1 9/5 درصد  1/98زان بازیافت می. باشدمی

 درصد براي فورفورال 0/93هیدروکسی متیل فورفورال و براي 
ثیرپذیري تکنیک پیشـنهادي از بافـت نمونـه در    أگویاي عدم ت
ارقام شایسـتگی روش   يمقایسه). 2جدول ( باشداستخراج می

دهد که روش پیشـنهادي  ها نشان میپیشنهادي با سایر روش
راج فورفـورال و هیدروکسـی متیـل    قابلیت بالایی جهت استخ

هاي شیرخشک را فورفورال در مقادیر بسیار کم، از انواع نمونه
  ).3جدول (باشد دارا می

  
  ارقام شایستگی روش پیشنهادي .2جدول 

 خطی يگستره آنالیت نمونه
(ng g-1)  

 ضریب

 همبستگی
انحراف استاندارد 

 (%)نسبی
 درصد

 بازیابی
  حد تشخیص

(ng g-1) 
  حد تعیین
(ng g-1) 

 F 200-1  9898/0  90/3 0/93  7/0 4/2  شیر خشک 
HMF 200-1  9915/0  91/4 1 /98 8/1 9/5 

  ریزاستخراج فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال نمودار سه بعدي برهم کنش بین متغیرهاي مؤثر بر فرآیند .2شکل   
  pHحجم حلال پخشی و : ج. حجم حلال پخشی و نمک: ب. حجم حلال استخراجی و حجم حلال پخشی: الف
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  هامقایسه روش پیشنهادي با سایر روش. 3جدول 
  حد تعیین  منابع

(ng g-1) 
  حد تشخیص

(ng g-1) 
انحراف استاندارد  درصد بازیابی

(%) 
  خطیي گستره

(ng g-1) 
 نمونه روش آنالیت

)28(  - 15  93 7/11≤ 103 × )16-12/0( F استخراج با فاز جامد از فضاي ریز
فوقانی همراه با کروماتوگرافی 

 گازي 

  سرکه
 

)29(  39 12 - 5  700- 25 HMF استخراج فاز جامد به همراه 
-کروماتوگرافی گازي

  اسپکترومتري جرمی 

  آب پرتغال

)29(  39 12 - 20 - 15  - HMF مایع به همراه -استخراج مایع
-کروماتوگرافی گازي

 اسپکترومتري جرمی 

  عسل

  يمطالعه
  حاضر 

4/2 7/0 92 9/3  200-1 F خشکشیر روش پیشنهادي 
9/5 8/1 1/98 9/4 200-1 HMF  

  
  

فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال در انواع غلظت 
بـه منظـور ارزیـابی کـارایی روش     : هـاي شیرخشـک  نمونه

هـاي  از داروخانـه  شیرخشـک  مختلف ينمونه 22پیشنهادي، 
 3بـا   DLLME-HPLCشهر تهران تهیه گردید و تحت فرآیند 

 و مقادیر میانگین یافت شده از فورفورال. بار تکرار قرار گرفتند

 .گـزارش شـد   هـا موجود در نمونه فورفورال متیل هیدروکسی
. آورده شـده اسـت   4در جـدول   ایـن بررسـی   نتایج حاصـل از 

صـحت روش بـا اسـتفاده از مقـدار مشـخص اضـافه       همچنین 
هاي انتخابی مورد بررسی و ارزیابی به نمونه HMFو  Fي  شده

  ).3شکل (قرار گرفت 
 

  
از  ng g-1 50غلظت افزایش : بدون افزایش استاندارد و ب: الف DLLME-HPLC.کروماتوگرام حاصل از استخراج توسط روش .3شکل 

  )2(فورفورال و  )1(هیدروکسی متیل فورفورال 
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در  مختلف شیر خشک موجودبرند  7از ) µg g-1( نتایج حاصل از استخراج فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال. 4جدول 
  تهران هاي سطح شهر داروخانه

 نام برند شیرخشکنوع   فورفورال هیدروکسی متیل فورفورال
101/0± 062/1 cde 03/0± 555/0 a ١ A 

 078/0± 705/1 f 07/0± 985/0 a ٢ 
078/0± 0450/1 cde 028/0± 555/0 a ٣  
311/0± 74/3 h 31/0± 935/6 c FMS 

04/0 ± 095/1 cde NDa ١ B 
 047/0 ± 056/1 cde 46/0 ± 44/0 a ٢ 

04/0 ± 084/1 cde 02/0 ± 424/0 a ٣ 
156/0 ± 496/1 ef NDa LF 
05/0 ± 22/1 de 02/0 ± 40/0 a ١  C 

 
 

 

07/0 ± 183/1 de 021/0 ± 435/0 a ٢ 
101/0 ± 106/1 cde 005/0 ± 894/0 a ٣ 
023/0 ± 765/0 bcd 14/0 ± 97/2 b LF 

272/0 ± 128/3 g 10/2 ± 768/20 d HA 

335/0 ± 003/8 i 085/0 ± 161/1 a Comfort 
46/0 ± 319/0 ab 545/0 ± 182/0 a ١  D 

048/0 ± 979/0 cd NDa ٢ 
02/0 ± 61/0 abc 02/0 ±462/0 a ١ E 

 01/0 ± 333/0 ab ND a ٢ 
008/0 ± 611/0 abc 04/0 ± 417/0 a ٣ 

14/7 ± 155/167 j 039/0 ± 72/0 a ١ F 
 01/0 ± 242/0 a 013/0 ± 631/0 a ٢ 

21/0 ± 108/3 g 086/0 ± 812/0 a ١ G 

سازي جهت غنی :FMS، شیرخشک مخصوص کودکان بالاي یکسال: 3ماه،  12تا  6شیرخشک مخصوص نوزادان : 2ماه،  6شیرخشک مخصوص نوزادان زیر : 1
  شیرخشک با پروتئین هیدرولیز شده براي هضم بهتر :Comfort، هایپوآلرژنیکشیرخشک  :HA، شیرخشک بدون لاکتوز: LF، کودکان نارس برايشیر مادر 

 :a3( میانگین ± استاندارد انحراف(n=  
ND : یافت نشد  

دهنده قرارگیري آن در اختصاص چندین حرف متفاوت به یک شیر خشک نشان .باشدها میحروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنادار بین انواع شیرخشک
  .باشددسته میچندین 

  
و تست آنالیز واریانس یک طرفـه   SPSSافزار اساس نرم بر

هاي انتخابی شیرخشک نمونه يدست آمده از همهه هاي بداده
هاي سطح شهر تهران برند موجود در داروخانه 7که مربوط به 

  دســته 4باشــند از نظــر دارا بــودن مقــدار فورفــورال بــه  مــی
مختلـف   يدسـته  10و مقدار هیدروکسی متیل فورفورال بـه   

  هــاي مربــوط بــهدر اکثــر مــوارد شیرخشــک. تقســیم شــدند
در مـورد فورفـورال   . بندي شـدند هر برند در یک طبقه دسته 

  شیرخشــک کــه بــا علایــم 3هــا بــه جــز  شیرخشــک يکلیــه
 AFMS , CLF, CHA بقیـه بـا یکـدیگر اخـتلاف     گذاري شدند نام

بیشـترین  . بندي شدندداري نداشته و در یک گروه دسته یمعن
باشد که از نظـر دارا بـودن   می CHAمیزان فورفورال مربوط به 

پروتئین و کربوهیـدرات در بـالاترین سـطح نسـبت بـه سـایر       
از ایـن سـه شیرخشـک، نمونـه بـا علامـت       . باشد ها نمینمونه

وهیـدرات  داراي بالاترین میزان پروتئین و کرب AFMSاختصاري 
طور کـه  همان HMFدر مورد . باشدها مینسبت به سایر نمونه

هاي مربوط به یـک برنـد   گفته شد در بیشتر موارد شیرخشک
با وجود دارا بودن میزان متفاوتی از ترکیبات از نظر دارا بـودن  

در . انـد هیدروکسی متیل فورفورال در یک گروه جـاي گرفتـه  
داراي بـالاترین   F1ري این مورد شیرخشک بـا علامـت اختصـا   

 .میزان هیدروکسی متیل فورفورال بوده است
حد مجاز فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال به ترتیب 

ــا   ــت ب ــر اس ــرومی 65 × 103براب ــوگرم و   ک ــر کیل ــرم ب  75گ
وزن نوزادان از زمـان  . باشدمیکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن می

اسـاس جـداول    بـر . باشـد سالگی در حال تغییر مـی  2تولد تا 
برابـر  صورت متوسط  بهاي میزان وزن نوزاد در بدو تولد تغذیه

گرم بـه وزن   30پس از آن روزانه . کیلوگرم است 3-200/3با 
. شودکیلوگرم می 5/3هفتگی  2بنابراین در . شودمی او افزوده

تغییــرات وزن . رســدمــی 800/4مــاهگی بــه  2وزن نــوزاد در 
ــزان  ــوزادان و  می ــل  ن ــورال و هیدروکســی متی ــت فورف دریاف
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توسط نوزادان در سنین مختلف فورفورال از مصرف شیرخشک 
  .گزارش شده است 5 جدولدر 

بر این اساس میزان دریافـت فورفـورال در تمـامی سـنین     
باشــد ولـی در مــورد  مـی  کمتـر از آسـتانه خطــر اعـلام شــده   

 ـ ،هیدروکسی متیل فورفورال در تمام موارد زیر یک سال وزاد ن

هیدروکسی گرم بر کیلوگرم وزن بدن کرومی 75روزانه بیش از 
کند کـه ایـن میـزان در دراز مـدت     دریافت میمتیل فورفورال 

زدایی شیر میـزان  اما به دلیل اثرات سم. باشدبار  تواند زیانمی
رود، ثیر این ترکیبات به احتمال زیاد کمتر از آنچه انتظار میأت

  .باشد می
  

  میزان دریافت فورفورال و هیدروکسی متیل فورفورال در سنین مختلف نوزاد .5جدول 
 

دریافتی در روز به ازاي وزن  Kg( HMF(وزن نوزاد   دفعات مصرف  تعداد پیمانه  سن مصرف
  )µg kg-1(بدن

فورفورال دریافتی در روز به ازاي 
  )µg kg-1(وزن بدن

  85/48  26/252  3-200/3  6  3  تولدبدو 
  83/55  30/288  500/3  6  4  هفتگی 2

  63/62  42/323  900/3  6  5  یک ماهگی
  89/50  57/262  800/4  5  6  ماهگی 2
  45/41  04/214  500/5  4  7  ماهگی 4
  38  21/196  6  4  7  ماهگی 5
  51/38  86/198  400/7  5  7  ماهگی 6

  62/35  94/183  8  5  7  ماه هفتم به بعد
  12  86/58  10-15  3  7  سالگی به بعدیک 

  
  بحث  

 یکی از فاکتورهاي اساسی در فرآیند ریزاستخراج انتخاب

با توجه به . باشدمی مناسب پخشی و حلال استخراجی حلال
 يریکـارگ  بـه گیـري و همچنـین   مـورد انـدازه  ماهیت آنالیت 

دو  يریکـارگ  بـه مایع فاز معکوس، در  دستگاه کروماتوگرافی
ــلال  ــل-2ح ــانول  -1اتی ــول و اکت ــههگزان ــوان ب ــلال  عن ح

استخراجی، بهترین پاسخ در مورد حلال اکتـانول بـه دسـت    
آب بــوده و بــا دســتگاه  تــر از اکتــانول حلالــی ســبک .آمــد

ایی بـالاي فـاز معکـوس سـازگاري     کارکروماتوگرافی مایع با 
بـا  . رودمـی  بـه کـار  دارد، بنابراین در استخراج این ترکیبات 

توجه به درصد استخراج بیشتر آنالیت مورد هدف با استفاده 
از حلال اکتانول و همچنین حصول نتایج قابل اطمینان از به 

 آنالیتهاي قبلی در استخراج کارگیري این حلال در پژوهش
، در این تحقیق، اکتانول به عنـوان  )25( هاي پیچیدهفتاز با

یکـی از  . حلال استخراجی مناسب مورد استفاده قرار گرفـت 
 يریپـذ  امتـزاج در انتخـاب حـلال پخشـی،     رگـذار یتأثنکات 

. باشدمناسب حلال پخشی با فاز آبی و حلال استخراجی می
محیط آبی و حـلال   يحلال پخشی با اثر بر روي ویسکوزیته

استخراجی روي کیفیت تولید قطرات و به دنبال آن کیفیـت  
به دلیل دستیابی بـه نتـایج بهتـر در    . گذارد استخراج اثر می

مورد حلال اتانول، این حلال از بین سه حلال استون، متانول 
 .ترین حلال پخشی انتخاب شدو اتانول به عنوان مناسب

 ـ  نمودارهاي سه ر پاسـخ بـه   بعدي اثرات متقابل متغیرهـا را ب
 60بیشترین بازده استخراج در حجـم   .دهندخوبی نشان می

. آمد به دستمیکرولیتر از اتانول  650میکرولیتر از اکتانول و 
کارایی استخراج به دلیل افزایش میزان حلال پخشی تا حجم 

پذیري بیشـتر بـین دو حـلال    میکرولیتر و ایجاد امتزاج 650
هاي بیشـتر  در حجم. یابدیآلی و آبی در این حجم افزایش م

آید که ایـن امـر   استخراج پایین می ییکارامیکرولیتر  650از 
ها در فاز آبی در اثر افـزایش  به سبب افزایش حلالیت آنالیت

بــا کــاهش میــزان حــلال . باشــدحجــم حــلال پخشــی مــی
هـا  استخراجی و افزایش فاکتور تغلیظ آنالیت، تجمع آنالیـت 

ي بنـابراین بیشـترین بـازده   . رودمیدر حلال استخراجی بالا 
اســتخراج در کمتــرین حجــم از حــلال اســتخراجی حاصــل 

آوري میکرولیتـر جمـع   60هـاي کمتـر از   در حجـم . شود می
حلال استخراجی مشـکل بـوده و هـدر رفـت آنالیـت اتفـاق       

میکرولیتر بـه   60بنابراین بیشترین کارایی در حجم . افتد می
بیشـترین  (درصـد   20تـا   افزایش غلظت نمـک  با. دست آمد

. یابـد هـا افـزایش مـی   ، سطح زیر منحنی آنالیت)مقدار نمک
 salting out افزایش مقدار معینی از نمک سـبب ایجـاد اثـر    

در این اثر با اضـافه کـردن مقـدار معینـی از     ). 27(گردد می
هاي نمک موجود در هاي فاز آبی به یوننمک، تمایل مولکول

-ین امر سبب کاهش حلالیت آنالیتآن فاز بیشتر شده و هم
] ها را بین دو فاز و نیز ثابت توزیع آنالیت ها در فاز آبی گشته
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 pHبیشترین میزان اسـتخراج در  . بخشدآلی و آبی بهبود می
توان دست آمده میه در توجیه عدد ب. به دست آمد 5/6برابر 

هاي مورد نظر به صـورت خنثـی   آنالیت pHگفت که در این 
ها به فـاز آلـی بیشـتر شـده و در نتیجـه      تمایل آن درآمده و

 . یابدراندمان استخراج افزایش می
به ( به دلیل وجود پروتئین و کربوهیدرات در شیرخشک 

، انتظـار  )عنوان یکی از عوامل اصـلی انجـام واکـنش مـیلارد    
رود کــه شــیر خشــک حــاوي میــزان بــالاتر پــروتئین و  مــی

فورفـورال و هیدروکسـی   کربوهیدرات، مقـادیر بیشـتري  از    
کـه   CHAشیرخشک  متیل فورفورال را دارا باشد، اما در عمل

و بیشــترین مقــدار چربــی و    میــزان پــروتئین  کمتــرین
ها دارد درصد بـالاتري  ي نمونهنسبت به بقیه را کربوهیدرات

بین میزان هیدروکسی همچنین . را دارد HMFو  Fاز مقادیر 
ــورال و فورفــورال  ارتبــاط  هــادر نمونــه موجــودمتیــل فورف

آیـد  بـه نظـر مـی    ؛ بنـابراین داري وجود نداشـته اسـت   معنی
تشکیل این ترکیبات بیش از هر چیز مربوط به روش تولید و 
میزان فرآیند حرارتی اعمال شـده بـه شیرخشـک در زمـان     

  .باشدتولید آن می
فورفـورال و   کم بسیار مقادیر استخراج حاضر، تحقیق در

 و اسـتفاده از روش حسـاس   بـا  هیدروکسی متیل فورفورال 
 .حاصل شد (DLLME)مایع پخشی -دقیق ریزاستخراج مایع

پذیري و فاکتور تغلیظ گزینش افزایش روش پیشنهادي سبب
هـاي آلـی کلـردار و سـمی و     آنالیت، کاهش مصـرف حـلال  

 مـورد  هـاي آنالیت استخراج گیر زمانچشم همچنین کاهش

 دسـتگاه  بـا  تکنیـک  ایـن  شدن همراه همچنین. در گردینظ

 آنـالیز  به منظور (HPLC)بالا  عملکرد با کروماتوگرافی مایع

و در  خـوب  هاي بسـیار تشخیص حد کسب به منجر ها،نمونه
 پارامترهـاي  سـازي بهینـه . شـد  در گـرم نمونـه   حد نانوگرم

 سـطح  يشیوه از استفاده با ریزاستخراج بر فرآیند ثیرگذارأت

انجـام    (CCD)مرکـزي  طرح مرکـب  يپایه بر (RSM) پاسخ
 شناسایی جهت به کارگیري پیشنهادي قابلیت روش .پذیرفت

فورفورال و هیدروکسی متیـل    هاي بسیار کمغلظت تعیین و
ارقام  يمقایسه. باشدمی دارا حقیقی هاينمونه در رافورفورال 

نشـان  هاي دیگـر   با روش DLLME-HPLCشایستگی روش 
روش کارایی بالایی جهـت اسـتخراج فورفـورال و    این داد که 

  .داردرا هاي شیرخشک هیدروکسی متیل فورفورال از نمونه
  سپاسگزاري

اي و معاونت محترم پژوهشی انستیتو تحقیقات تغذیـه از  
تشـکر و   هـاي مـالی  صنایع غذایی کشور، به خـاطر حمایـت  

  .شودقدردانی می
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Background and Objectives: Heat treatment during a baby formula production causes to production of F 
and HMF. The toxicity of these compounds in trace amount has been demonstrated. The purpose of this 
study is the identification and optimization of dispersive liquid-liquid microextraction followed by high-
performance liquid chromatography as a sensitive and accurate method for the determining the trace 
amounts of F and HMF in baby formula samples. 

Materials and Methods: The effective parameters on the extraction of F and HMF were determined and 
optimized using response surface methodology. Central composite design was used for optimization. The 
figures of merit of the proposed method such as limit of detection, limit of quantification, repeatability, 
and linear rang were calculated. Extraction and determination of F and HMF in 22 samples taken from the 
drugstores in Tehran were carried out by the proposed method. Statistical method used in this study was a 
one-way ANOVA. 

Results: The optimum amounts for effective parameters were determined. The figures of merit for the 
proposed method were at the ideal range. In the present study, the lowest and highest concentrations of F 
and HMF in baby formula samples were 0.18 and 20.77 µg g-1 and 0.24 and 167.16 µg g-1, respectively. 

Conclusion: The proposed method (DLLME) was compared with other previous methods, and its high 
capability and reliability were demonstrated in determination of furfural and hydroxylmethyl furfural at 
very low concentrations in baby formula samples.  

Keywords: Baby formula, Furfural and hydroxylmethyl furfural, Dispersive liquid-liquid microextraction, 
High-performance liquid chromatography, Central composite design 
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