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 15/11/99تاریخ پذیرش:                                                                                                    10/8/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

باشد و در این بین، ارزیابی تقلب در محصولات  های مهم سلامت یک جامعه می کنترل کیفیت و ایمنی مواد غذایی از بخش سابقه و هدف:

های خوراکی  ترین چربی مصرف ترین و پر ی حاوی چربی شیر و یکی از گران های اخیر موضوعی اساسی بوده است. خامه فرآورده غذایی در سال

های کشف این نوع تقلب  گیرد. یکی از راه های گیاهی مختلف با چربی طبیعی شیر قرار می صورت اختلاط چربی هدف تقلب بهاست که اغلب 

 های گیاهی در این محصول لبنی است. پایش استرول

پخشی برای استخراج مایع -مایع همگن با روش میکرواستخراج مایع-در این کار پژوهشی از تلفیق روش استخراج مایع ها:مواد و روش

ها با استفاده از دستگاه  های خامه حیوانی و آنالیز آن سیتسترول از نمونه-های استیگمااسترول، براسیکااسترول، کمپسترول و بتا فیتواسترول

تورهای مختلف در هر یک شد. برای رسیدن به کارایی استخراج بالا، اثر فاک استفاده ای کروماتوگرافی گازی مجهز به آشکارساز یونیزاسیون شعله

مایع -زمان سانتریفوژ در مرحله استخراج مایع کننده، حجم عامل جداکننده، سرعت و مدت از مراحل استخراج شامل نوع و حجم حلال استخراج

 مایع پخشی بررسی و بهینه شدند.-زنی در مرحله میکرواستخراج مایع کننده و اثر نمک هموژن و نوع و حجم حلال استخراج

گیری این روش به  طوری که حد تشخیص و حد اندازه های خامه انجام گرفت به  آمیزی بر روی نمونه طور موفقیت روش مذکور به :هافتهيا

طوریکه درصد انحراف استاندارد  نانوگرم در گرم به دست آمد. روش پیشنهادی از دقت بالایی برخوردار بود به  1/2-4/6و  92/0-1/2ترتیب 

 3از  درصد( بیش 70نمونه ) 21ها در  داد مجموع فیتواسترول شد. همچنین نتایج نشان گزارش 8/8روز و در بین روزها کمتر از   نسبی در یک

 درصد و مغایر با موازین موسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران بود.

باشد و توانایی  عتماد بوده و دارای زمان آنالیز کوتاه مینتایج حاصل از این پژوهش ثابت کرد که روش پیشنهادی ساده و قابل ا گیري: نتیجه

 های خامه حیوانی دارد. های گیاهی از نمونه گیری استرول بالایی در استخراج و اندازه

  مایع پخشی-مایع همگن، میکرواستخراج مایع-خامه، فیتواسترول، کروماتوگرافی گازی، استخراج مایع واژگان كلیدي:

  مقدمه 

های مهم سلالامت یلاک جامعلاه    ایمنی مواد غذایی از بخش

باشد و نهادهای نظارتی در هر کشوری در تلاش برای ارتقلاا   می

ایمنی مواد غذایی هستند. در این بین ارزیابی انواع تقلبلاات در  

است زیرا ایلان املار بلاه طلاور      موادغذایی موضوعی اساسی بوده 

گذارد بنلاابراین تلادوین    چشمگیری بر سلامت عمومی تأثیر می

ای بلارای کنتلارل ایمنلای موادغلاذایی و      تجزیلاه  های دقیق روش

 (. 1است ) تشخیص تقلب در آن امری ضروری

هلالاای آن غنلالای از کلسلالایم، فسلالافر و انلالاواع  شلالایر و فلالارآورده

های مورد نیلااز بلادن بلاوده و از مهمتلارین      ها و پروتئین ویتامین

باشلاند. خاملاه و    ها می اجزای تشکیل دهنده سبدغذایی خانواده

مقلادار زیلاادی چربلای شلایر و یکلای از       ی حلااوی  کره، فلارآورده 
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های خوراکی هستند که اغلب  ترین چربی مصرف ترین و پر گران

تلار یلاا    هلاای ارزان  شلاکل جلاایگزینی بلاا چربلای     هدف تقللاب بلاه  

 (.  2باشد ) های گیاهی می روغن

آسلایل   ها دارای دو بخش ترکیبات عمده شامل تلاری  روغن

هلاا،  وکلاوفرول هلاا، ت  ها و ترکیبات جزئی مانند استرولگلیسرول

هلاا و مقلاادیری از   هلاا، لیگنلاان و فنلاول   هلاا، رنگدانلاه  هیدروکربن

ها باشند. شناخت این ترکیبات و یا مقادیر آن ترکیبات فرار می

سلاازد  پذیر می های مختلف، تشخیص تقلبات را امکاندر روغن

هلالاای آزاد و  هلالاا عملالادتال مخللالاوطی از اسلالاترول   (. اسلالاترول3)

یلان ترکیبلاات بلار اسلااخ سلااختار      باشلاند. ا  ها ملای استراسترول

متیلال   جلاات بلادون متیلال، منومتیلال و دی     شیمیایی به دسلاته 

( یلالاا Phytosterolsهلالاا ) شلالاوند. فیتواسلالاترول بنلالادی ملالای طبقلالاه

هلاای  شلاونده روغلان   های گیاهی عمده مواد غیرصلاابونی  استرول

ها تا یک درصلاد آن  دهند و در اکثر روغن گیاهی را تشکیل می

های ها، روغن ترین منابع فیتواسترول شوند لذا غنیرا شامل می

هلاای گیلااهی حلااوی مخللاوطی از      (. روغلان 4باشلاد ) گیاهی می

هلالاا شلالاامل کمپسلالاترول، اسلالاتیگما اسلالاترول، بتلالاا   فیتواسلالاترول

سیتواسلالالاترول، ارگوسلالالاترول، براسیکااسلالالاترول و اونااسلالالاترول 

ها شلاامل   روش استاندارد برای آنالیز فیتواسترول(. 3باشند ) می

( نمونه روغلان، اسلاتخراج ملاواد    Saponificationکردن ) صابونی

(، TLCکردن با کروماتوگرافی لایه نلااز  )  غیرصابونی، مشخص

( و Trimethylsilylسلایلیل )  متیلال  سازی به اترهای تلاری  مشتق

 (.5باشد )آنالیز با کروماتوگرافی گازی می

امکلاان   ای،هلاای تجزیلاه  گیلار روش ی چشلام علیرغم توسعه

ویژه در  های بسیار کم بهترکیبات با غلظتگیری مستقیم اندازه

باشلاد.  طور کامل مقلادور نملای   های دارای بافت پیچیده به نمونه

سلاازی نمونلاه جهلات     این املار للازوم اسلاتفاده از مراحلال آملااده     

هلاای بافلات نمونلاه و     هلاا و حلاذف مزاحملات    تغلیظ آنالیلات  پیش

فلارم منببلاق بلاا روش آنلاالیز و      هلاا بلاه    همچنین تبدیل آنالیلات 

(. از آنجا که قسمت عمده 6دهد ) می ای را نشان تجزیهسیستم 

شود و ایلان مرحللاه    سازی آن می زمان تجزیه نمونه صرف آماده

ی مراحل بعدی آنالیز تأثیرگلاذار اسلات از ایلان رو     بر روی همه

هلاا دارد.   گیری آنالیت نقش شاخصی در شناسایی، تأیید و اندازه

تلاوان بلاه سلاریع،    آل ملای های یک روش استخراج ایدهاز ویژگی

هلاای آللای در آن   ساده، تکرارپذیر بودن و مصرف پلاایین حلالال  

اشاره کرد ضمن اینکه چنین روشلای بایلاد از قابلیلات خودکلاار     

ی اهلاای تجزیلاه  کردن و استفاده به صورت پیوسته بلاا سیسلاتم  

 (.7برخوردار باشد )

سلاازی و اسلاتخراج    های گوناگونی برای آملااده  تاکنون روش

هلاای   است که روش ف از مواد غذایی ارائه شدههای مختل آنالیت

( و 8 ،5) Liquid Liquid Extractionملاایع یلاا   -استخراج مایع

 Liquid-Liquidملالالالاایع یلالالالاا-روش ریزاسلالالالاتخراج ملالالالاایع

Microextraction (11-9از روش )   هلالالاای اصلالالالی و متلالالاداول

ملالاایع هملالاوژن  –رود. اسلالاتخراج ملالاایع شلالامار ملالای اسلالاتخراج بلالاه

(Homogeneous Liquid-Liquid Extraction براساخ فرایند )

جداسازی فاز در یک محلول هموژن و استخراج آنالیلات ملاورد   

باشلاد. در واقلاع در ایلان روش    نظر به درون فاز جلادا شلاده ملای   

به دلیل اختلاط کامل فاز آلی با فلااز آبلای،    LLEبرخلاف روش 

گیرد. شلارط  ها در یک محیط هموژن انجام میاستخراج آنالیت

باشد طلاوری کلاه   نیک، تشکیل محلول هموژن میاولیه این تک

در این نوع استخراج مرزی بین فاز آبی و فاز آلی وجود ندارد و 

در نتیجه به دلیل فصل مشتر  بسیار بزرگ بین ایلان دو فلااز،   

سرعت حاصلال   زدن نیست بنابراین حالت تعادل به نیازی به هم

از (. ریزاسلاتخراج فلا  12شود و زمان استخراج کوتلااه اسلات )  می

-منظور مینیاتوریزه کردن روش استخراج ملاایع  مایع هم که به

ابداع شلاد بلاه    آبی فاز به آلی حلال نسبت مایع از طریق کاهش

تلارین آنهلاا    گیرد که یکلای از مهلام   های مختلفی انجام میشیوه

 Dispersive Liquid-Liquidمایع پخشلای ) -ریزاستخراج مایع

Microextraction   داع و معرفلای  ابلا  2006( است کلاه در سلاال

جزئی شامل فاز آبی دارای  ی سیستم سهشد. این روش بر پایه

کننده استوار است. کننده و حلال پخش آنالیت، حلال استخراج

کننده بایستی هم با فاز آبی و هم با فاز آللای قابلال   حلال پخش

کننلاده بصلاورت   امتزاج باشد و قابلیت پخلاش حلالال اسلاتخراج   

 (.  13داشته باشد )قبرات ریز را در فاز آبی 

هدف از این کار پژوهشی توسعه یک روش ملاثثر و کاراملاد   

هلاا از  در کشف تقلبات در خامه، بر پایه اسلاتخراج فیتواسلاترول  

روش کروملااتوگرافی   هلاا بلاه  گیلاری آن های خامه و انلادازه نمونه

گلالاازی اسلالات. در ایلالان راسلالاتا از یلالاک روش جدیلالاد مبتنلالای بلالار  

ه بلاا آب  و ترکیلاب آن بلاا    مایع هموژن القاءشلاد -استخراج مایع

( جهلالات DLLMEملالاایع پخشلالای )-روش میکرواسلالاتخراج ملالاایع

های اتکتیک  است. در این شیوه از حلال استخراج استفاده شده

عمیق به عنوان حلال استخراج کننده/ پخش کننلاده در روش  

تلارین   پیشنهادی اسلاتفاده ملای شلاود. ایلان ملاواد یکلای از مهلام       

سبتال پایین آنهلاا بسلایار   هایی هستند که به علت سمیت ن حلال

هلاا مخللاوط حاصلال از     انلاد. ایلان حلالال    مورد توجه قرار گرفتلاه 

اختلاط اسیدها و بازهای لوییس و برونستد هستند که مخلوط 

ها دارای دمای ذوب پسیار پایینی نسبت به هر یک از اجزاء  آن

(. ترکیبات استخراج شده با دستگاه 14باشند ) سازنده خود می

ای  ازی مجهز به آشکارسلااز یونیزاسلایون شلاعله   کروماتوگرافی گ

(Flame Ionization Detectorاندازه ) .گیری شدند 
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  هامواد و روش 

هلاای مختللاف خاملاه    نمونلاه برداری و مواد شیمیایی:  نمونه 

های سنتی )سرشیر(،  نمونه از هریک از خامه 10حیوانی شامل 

و تابسلاتان  بندی شده پاستوریزه و غیرپاستوریزه در بهلاار   بسته

هلالالاای عرضلالالاه در سلالالاب  اسلالالاتان    از محلالالال 1399سلالالاال 

صورت تصادفی انتخاب و خریلاداری شلادند.    شرقی به آذربایجان

سازی توسط شیوه پیشنهادی و تحلات   ها بدون رقیقهمه نمونه

هلاا در   شرایط بهینه، اسلاتخراج و آنلاالیز شلادند. کلیلاه آزملاایش     

 بوتیلالال گرفلالات. تلالاری تبریلالاز انجلالاام شلالایمی دانشلالاگاه دانشلالاکده

اسلاید،   گلیکلاول، اسلاتیک   کلریلاد، اتلایلن   کلریلاد، کلاولین   آمونیوم

پروپانوئیک اسید، دی کلرواسلاتیک اسلاید، هگزانوئیلاک اسلاید،     

کلرید، اتلاانول   اوکتانوئیک اسید، دکانوئیک اسید، هگزان، سدیم

( Merck, Germanyای از شرکت مر  )با درجه خلوص تجزیه

ستیگمااسلاترول  های مورد بررسلای شلاامل ا   و استاندارد استرول

(Stigmasterol( براسیکااسترول ،)Brasicasterol کمپسترول ،)

(Campesterolو بتا )-( سیتسترولbeta-Sitesterol از شرکت )

منظلاور کنتلارل کیفلای    ( تهیلاه شلاد. بلاه   Sigma, USAسیگما )

پلالاذیری، محللالاول اسلالاتاندارد  سیسلالاتم کروملالااتوگرافی و تکلالارار 

بار به دسلاتگاه   هر روز سه گرم در لیتر(میلی 1000ها )استرول

( تزریق DANI1000, FID system, Italyکروماتوگرافی گازی )

ى هلاا بلارای محاسلابه   یک از آنالیلات شد و مساحت زیر پیک هر

 تغلیظ و راندمان استخراج مورد استفاده قرارگرفت.  فاکتور 

بلارای دسلاتیابی بلاه کلاارایی     سازی شرایط استتخراج:   بهینه

پارامترهای مختلف در هلار یلاک از مراحلال    استخراج بالا، تاثیر 

-استخراج بررسی شد. عوامل موثر در مرحللاه اسلاتخراج ملاایع   

کننلالاده )از بلالاین  ملالاایع هملالاوژن شلالاامل  نلالاوع حلالالال اسلالاتخراج 

گلیکلالاول،  اتلالایلن-کلریلالاد هلالاای اتکتیلالاک عمیلالاق کلالاولین  حلالالال

پروپانوئیلاک اسلاید(،   -کلرید استیک اسید و کولین-کلرید کولین

میللای لیتلار(، حجلام عاملال      4تلاا   2حجم حلالال )در محلادوده   

 140، 130، 120، 100، 80جداکننده )با اضافه کردن مقلاادیر  

میکرولیتلالار از آب دیلالاونیزه(، سلالارعت سلالاانتریفوژ )در     150و 

دور بلار دقیقلاه( و    4000و  3000، 2000، 1000هلاای   سرعت

دقیقلاه( و   10و  7، 5، 2هلاای   زمان سلاانتریفوژ )در زملاان   مدت

مایع پخشی شلاامل  -ی ریزاستخراج مایععوامل موثر در مرحله

بوتیلال   هلاای تلاری   کننلاده )از بلاین حلالال    نوع حلالال اسلاتخراج  

اسلالاید،  هگزانوئیلالاک-اسلالاید کللالارو اسلالاتیک دی-کلریلالاد آمونیلالاوم

اسلاید   اکتانوئیک-اسید کلرو استیک دی-کلرید بوتیل آمونیوم تری

-اسلالاید  کللالارو اسلالاتیک  دی-کلریلالاد  بوتیلالال آمونیلالاوم  و تلالاری

، 45، 38هلاای   لال )با انتخلااب حجلام  اسید(، حجم ح دکانوئیک

زنلای )بلاا افلازودن مقلاادیر      میکرولیتر( و اثر نملاک  80و  65، 55

حجملالای( -درصلالاد وزن 10-2متفلالااوتی از نملالاک در محلالادوده  

هلاای ملاوثر در روش   سازی گردید. بلارای بررسلای پلاارامتر    بهینه

اسلاتفاده شلاد.    "یک پارامتر در یک زملاان "پیشنهادی از روش 

هلاا  قایسه سب  زیر پیک حاصل از آنالیلات تأثیر این عوامل با م

 (.15اند )در شرایط مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته

ملاایع  -در این مبالعلاه روش اسلاتخراج ملاایع   روش استخراج: 

هموژن القاءشده با آب و ترکیلاب آن بلاا روش میکرواسلاتخراج    

تغللالایظ  منظلالاور اسلالاتخراج و پلالایش  ملالاایع پخشلالای بلالاه  –ملالاایع

شلاده و   هلاای خاملاه توسلاعه داده    های گیلااهی از نمونلاه   استرول

ها با روش کروماتوگرافی گازی مجهز به دتکتور  گیری آن اندازه

گرم  2منظور  است. برای این ای صورت گرفته یونیزاسیون شعله

هلاای ملاورد مبالعلاه )بلاه     از هرنمونه خامه آلوده شده با آنالیلات 

هلاا(  لیترنسبت به هر یک از آنالیت نانوگرم در میلی 250غلظت 

داخل یک لوله آزملاایش منتقلال گردیلاد و بلار روی آن یلاک       به

دقیقه ورتکلاس شلاد تلاا     2مدت  شد و به لیتر هگزان اضافه میلی

لیتلار از حلالال    میللای  2محلول یکنواختی حاصل شود. سلاپس  

گلیکول اضافه شده و مخلوط  اتیلن-کلرید اتکتیک عمیق کولین

میکرولیتلار آب دیلاونیزه بلاه     125یکنواختی حاصل شد. سپس 

ها بلاه داخلال محللاول اضلاافه شلاد و      عنوان عامل جدا کننده فاز

 5هم زده شلاد. مخللاوط حاصلاله بلاه ملادت       ثانیه به 30مدت  به

دور در دقیقه سانتریفوژ گردید. پلاس از   4000دقیقه با سرعت 

-کلریلاد  لیتر از مخلوط آب و حلال کلاولین  میلی 1/1سانتریفوژ 

-ه از خامه میهای استخراج شدگلیکول که حاوی آنالیت اتیلن

باشد در زیر نمونه جمع شده و یک سیسلاتم دو فلاازی حاصلال    

لیتلالار از مخللالاوط آب و   شلالاد. سلالاپس بلالاه داخلالال یلالاک میللالای   

میکرولیتر  38گلیکول حاصل از مرحله قبل،  اتیلن-کلرید کولین

دی کلرواستیک -کلرید بوتیل آمونیوم حلال اتکتیک عمیق تری

وسلاط سلارن    دکانوئیک اسید اضافه و مخلوط حاصلال ت -اسید

خالص پخلاش گردیلاد.    HPLC–gradeلیتر آب  میلی 5داخل  به

صلالاورت یلالاک مخللالاوط کلالادر از پخلالاش شلالادن حلالالال    در ایلالان

صورت قبرات ریز در آب ایجلااد شلاده و ایلان     کننده به استخراج

دقیقلاه فلااز    5محلول به داخل حمام یخ منتقل شلاد و پلاس از   

شده در سب  محلول برداشته و به یلاک ویلاال مخروطلای     جمع

شدن، یلاک میکرولیتلار از حلالال     ل منتقل شد. پس از ذوبشک

 ای تزریق شد. کننده به سیستم تجزیه استخراج

: بلارای  گتازی   کرومتاتوگرافی   شرایط آنالیز بتا دستتگاه  

 دسلالاتیابی بلالاه حلالاداکثر تفکیلالاک در سیسلالاتم کروملالااتوگرافی، 

بعلاد از   هلاا در شلارایط بهینلاه صلاورت گرفلات.     جداسازی آنالیت

 GC-FIDی شلاده شلارایط کلااری بهینلاه    گرفته،مبالعات صورت

هلاای خاملاه   های مورد مبالعه از نمونلاه  برای جداسازی استرول
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 200برنامه دمایی ستون شامل اعمالبصورت زیر انتخاب شد.  

درجه افزایش دما در  20مدت یک دقیقه و  گراد به درجه سانتی

دقیقلاه   15درجه و سپس تثبیت دما بلاه ملادت    300دقیقه تا 

متلار، قبلار    30 ببلاول  DB_5.1 ستون بکلاار رفتلاه   بوده و نوع 

میکرومتلار و   5/0میکرومتر با ضخامت فازسلااکن   25/0داخلی 

گراد بود. تزریق کننده  درجه سانتی FID ، 260دمای آشکارساز

گلاراد انتخلااب    درجه سانتی 270 با دمای Split/Splitless از نوع

آپ، هلیوم )به ترتیلاب بلاا جریلاان     گردید. گازهای حامل و میک

لیتلالار در دقیقلالاه(،  میللالای 30متلالار در ثانیلالاه و  سلالاانتی 30خبلالای 

لیتلالار در دقیقلالاه( و  میللالای 40سلالاوخت، هیلالادروژن )بلالاا جریلالاان 

لیتلار در دقیقلاه( انتخلااب     میللای  300اکسیدان، هوا )با جریلاان  

 شدند.  

منظلاور اعتبارسلانجی روش    بلاه ای: ی مشخصات تجزیهبررس

هلاا در ایلان تحقیلاق، پلاس از      بکار رفته برای آنالیز فیتواسلاترول 

ترسیم نمودار معیارگیری یا منحنی کالیبراسیون، فاکتورهلاایی  

گیلاری   (، حد انلادازه Limit of detectionاز قبیل حد تشخیص )

(Limit of quantitationتکرار  ،)( پلالاذیریRSD%فلالاا ،) کتور

 (.16تغلیظ و راندمان استخراج بررسی و محاسبه شدند )

 

 

 

 

 

 هايافته 
های مؤثر در مرحله  استخراج سازی پارامتر نتایج بهینه

 مایع هموژن–مایع

دسلات   نتلاایج بلاه  کننده/پخش کننتده:   نوع حلال استخراج

شلالاده فقلالاط  هلالاای انتخلالاابآملاده نشلالاان داد کلالاه در بلالاین حلالالال 

قابلیت تشکیل سیستم دو فلاازی در   گلیکول اتیلن-کلرید کولین

هلاا را دارد و در ملاورد   حضور آب به عنوان عامل جدا کننده فاز

شود. از ایلان رو ایلان   ها سیستم دوفازی تشکیل نمیسایر حلال

کننلاده مناسلاب در مرحللاه اول     عنوان حلال اسلاتخراج  حلال به

انتخاب شد. با توجه به نحوه اجرای روش، حلال استفاده شلاده  

ان استخراج کننده در این مرحله به عنوان حلال پخلاش  به عنو

 شود.    استفاده می DLLMEکننده در مرحله 

بررسی اثلار ایلان   کننده/پخش کننده:  حجم حلال استخراج

های مختلفی از حلالال اتکتیلاک عمیلاق     پارامتر با افزودن حجم

لیتلار بلاه    میللای  5تلاا   2اتیلن گلیکول در محدوده -کلرید کولین

صورت جداگانه صلاورت گرفلات. نتلاایج بلاه      مه بهداخل نمونه خا

است. با افلازایش حجلام    نشان داده شده 1شکل دست آمده در 

هلالاای لیتلالار، سلالایگنالمیللالای 5بلالاه  2کننلالاده از  حلالالال اسلالاتخراج

ها مربوط به یابد که این کاهش در سیگنالای کاهش می تجزیه

کننده  افزایش فاز آلی جدا شده با افزایش حجم حلال استخراج

بلاه   mL 2باشد. از این رو ها در این فاز میقیق شدن آنالیتو ر

 عنوان حجم بهینه برای حلال استخراج کننده انتخاب گردید.

 

 
 اتیلن گلیکول در کارایی روش پیشنهادی-بررسی حجم حلال کولین کلرید  .1 شکل
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نتلاایج حاصلال از تغییلار رانلادمان     حجم عامتل دداکننتده:   

استخراج با تغییر حجم آب دیونیزه نشان داد با افزایش حجلام  

ای افزایش یافته وللای پلاس   های تجزیه سیگنال µL 120آب تا 

-کلاار  یابد. همچنین نتایج نشان دادند که با بلاه از آن کاهش می

 150و  140، 130، 120، 100، 80هلالالالاای گیلالالالاری حجلالالالام

، 1/1، 8/0، 4/0هلاای  کرولیتر از آب دیونیزه به ترتیب حجلام می

لیتلالار از مخللالاوط آب و حلالالال اتکتیلالاک میللالای 7/1و  3/1، 2/1

گلیکول از مخلوط خاملاه جداگردیلاد.    اتیلن-کلرید عمیق کولین

ها با روش پیشنهادی، مرتبط تغییرات مساحت زیر پیک آنالیت

گلیکلاول   اتیلن-کلرید با تغییر حجم حلال اتکتیک عمیق کولین

باشلاد. از ایلان رو   ملای ها جداشده از خامه و تغلیظ بیشتر آنالیت

µL 120 .به عنوان حجم بهینه برای آب انتخاب شد 

دست  نتایج بهبهینه سازی سرعت و مدت زمان سانتریفوژ:

زملاان سلاانتریفوژ تلاأثیر     آمده نشان داد که تغییر سرعت و مدت

هلاا نلادارد    مربوط به آنالیتای  های تجزیه محسوسی در سیگنال

 5دور بر دقیقلاه و زملاان بلاالاتر از     3000ولی در سرعت بالای 

شلاوند، از ایلان رو سلارعت     دقیقه فازها به خوبی از هم جدا ملای 

دقیقه برای دستیابی به  حاللات   7دور بر دقیقه و زمان  4000

 مبلوب در تشکیل سیستم دو فازی انتخاب شدند.

 DLLMEای موثر در مرحله سازی پارامتره نتایج بهینه

مختلف با   حلال3در این راستا کننده: نوع حلال استخراج

دست آمده از  کلرید به اتیلن-کلرید لیتر از فاز کولین یک میلی

مرحله قبل به طور جداگانه مخلوط شدند و مخلوط حاصل به 

دست  لیتر آب دیونیزه پخش گردید.  نتایج به میلی 5داخل 

های انتخاب شده ان داد که در بین حلالنش 2 شکلآمده در 

دکانوئیک -دی کلرواستیک اسید-کلرید بوتیل آمونیوم تری

های مورد نظر اسید دارای بیشترین کارایی در استخراج آنالیت

 رو این حلال برای آزمایشات بعدی انتخاب شد. باشد. از این می

ای هلاای تجزیلاه  بررسی سیگنالکننده: حجم حلال استخراج

کننده نشان داد کلاه بلاا افلازایش     اساخ حجم حلال استخراجبر 

میکرولیتلار رانلادمان    80بلاه   38کننده از  حجم حلال استخراج

باشد. از های مورد مبالعه تقریبال ثابت میاستخراج برای آنالیت

عنلاوان حجلام    بلاه  µL 38رو به دلیل مصرف کم حلال آلی،  این

ذکلار   یلاد. لازم بلاه  کننده انتخاب گرد بهینه برای حلال استخراج

 80بلاه   38کننلاده از   است که با افزایش حجم حلال اسلاتخراج 

میکرولیتر حجم فاز جمع شده سب  محللاول آزمایشلای نیلاز از     

 کند.میکرولیتر تغییر می 26به  10

نتایج افزودن نمک حاکی از این بود که افزایش اثر نمک زنی: 

شلاود.  نیروی یونی محیط منجر به کاهش کارایی استخراج می 

تواند مربوط بلاه افلازایش ویسلاکوزیته محللاول و      که این امر می

ها شود. بنابراین در ادامه مبالعات  کاهش ضرایب انتشار آنالیت

 نظر شد. از افزایش نمک صرف

ای روش   پارامترهای تجزیهای روش: نتایج مشخصات تجزیه

حاضر تحلات شلارایط بهینلاه محاسلابه و ارائلاه گردیدنلاد. بلارای        

هلاای  هلاای متفلااوتی از آنالیلات   نمونه خامه با غلظلات منظور  این

مورد مبالعه اسپایک شده و مبابق روش پیشنهادی اسلاتخراج  

و آماده سازی شد. محلول حاصله تحلات شلارایط بهینلاه ملاورد     

گیلاری از رسلام   استخراج و آنالیز قرار داده شلاد. نملاودار معیلاار   

-های استخراج شده در غلظلات ای آنالیتنسبت سیگنال تجزیه

، 0/250، 0/50، 0/25، 0/10، 0/6، 0/3، 5/1، 0/1، 5/0ای هلالالا

ها به دست آمد. از منحنلای  گرم بر لیتر از آنالیتمیکرو 0/500

rکالیبراسیون مقدار مجذور ضلاریب همبسلاتگی )  
( و محلادوده  2

هلاا بلاه دسلات آملاد. حلاد      خبی روش برای هلار یلاک از آنالیلات   

هلاایی  گیری روش به ترتیب برابلار غلظلات   تشخیص و حد اندازه

باشلاد   ملای  10و 3ترتیلاب   ها نسبت سیگنال به نویز به که در آن

منظور بررسی تکرارپذیری و دقت روش از  درنظر گرفته شد. به

اسلالاتفاده شلالاد. بلالارای    (% RSD)انحلالاراف اسلالاتاندارد نسلالابی 

 هالیتر از آنالیت نانوگرم در میلی 25محلول حاوی  6منظور  این

 سلاتخراج شلادند. درصلاد   با شرایط یکسان و در حاللات بهینلاه ا  

RSD   به دست  8/8تا  9/5بر اساخ مساحت پیک در محدوده

آمد که نشان از تکرارپذیری بالای روش ارائه شده دارد. نتلاایج  

ارائلاه شلاده    1ای روش در جلادول   حاصل از مشخصلاات تجزیلاه  

 است.
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 بررسی نوع حلال استخراج کننده در کارایی روش پیشنهادی  .2 شکل

 های خامهها از نمونه ای روش پیشنهادی در استخراج فیتواسترول . مشخصات تجزیه1ددول 

راندمان    

انحراف  ±

 استاندارد

(3 n=) 

فاکتور تغلیظ 

انحراف  ±

 استاندارد

(3 n=) 

انحراف استاندارد نسبی 

)%( 

(6 n=) 

مجذور 

ضریب 

 همبستگی

 گیری حد  اندازه

 )نانوگرم در گرم(
 

 حد تشخیص

 )نانوگرم در گرم(
 

 محدوده  خبی روش

 )نانوگرم در گرم(
 

 

  آنالیت
 

 در یک روز بین روزها

 براسیکااسترول 2-32/6×108 1/2 32/6 993/0 86/5 73/7 138 ± 8     69 4±

53 ± 6 106 ± 12 12/8  17/6  992/0  86/5  74/1  کمپسترول 2-86/5×108 

74 ± 5 148 ± 10 72/8  32/7  992/0  14/2  923/0  استیگمااسترول 2-14/2×108 

52 ± 6 104 ± 12 13/7  23/7  990/0  34/4  32/1  سیتواسترول-بتا 2-34/4×108 

 

بلارای بررسلای قابلیلات روش    های حقیقی: نتایج آنالیز نمونه
هلاای  های مورد مبالعه در نمونهاستخراج آنالیتپیشنهادی در 

حقیقی مختلف و همچنلاین بررسلای اثلار ملااتریکس، اقلادام بلاه       
هلاای مختللاف تحلات شلارایط بهینلاه      ها در نمونهگیری آناندازه

بلالاه دسلالات آملالاده نشلالاان  GC-FIDهلالاای نملالاودیم. کروملالااتوگرام
هلاا فیتواسلاترول وجلاود دارد کلاه      دهند کلاه در هملاه نمونلاه    می

 3 گیری شد. شکل ا با شیوه افزایش استاندارد اندازهه مقادیر آن
هلاا را هملاراه بلاا دو     کروماتوگرام محلول استاندارد فیتواسلاترول 

 دهد.   نمونه حقیقی خامه نشان می
درصلاد(   70مورد ) 21دست آمده نشان داد که در  نتایج به
نمونلاه   4نمونلاه خاملاه سلانتی،     10های مورد مبالعه ) از نمونه

بنلادی   نمونه خاملاه بسلاته   7بندی شده و  بسته خامه پاستوریزه
هلاا بلایش از حلاد مجلااز      شده غیرپاستوریزه( میزان فیتواسترول

(. 17باشلاد )  ها مبابق دستورالعمل استاندارد ملی ایران ملای  آن
هلاایی کلاه در آن مقلادار     بر اساخ ایلان دسلاتورالعمل در نمونلاه   

درصد باشند، تقللاب صلاورت    3ها بیشتر از  مجموع فیتواسترول
هلاای ملاورد    ها در نمونه است. مجموع مقادیر فیتواسترول رفتهگ

 است.  گزارش شده 2مبالعه در جدول 

 
ها به غلظت  محلول استاندارد فیتواسترول GC-FIDهای  کروماتوگرام .3شکل 

، (Aگرم بر کیلوگرم در استون )نسبت به هریک از آنالیت ها(  ) میلی 250

 ها گرم بر لیتر از هر یک از آنالیت میلی 5/0نمونه خامه اسپایک شده با غلظت 
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(B)  و دونمونه خامه (C,D )( .1پس از اجرای روش پیشنهادی :)

 سیتواسترول-(: بتا4(: استیگمااسترول و )3(: کمپسترول، )2استرول، ) براسیکا

هلالاا و  بلالاه دلیلالال اینکلالاه ملالاواد مختلفلالای از جمللالاه پلالاروتئین 

ممکلان اسلات در    های موجود در ماتریکس نمونلاه  کربوهیدرات

هلالاا تلالاداخل ایجلالااد نمایلالاد، صلالاحت روش  گیلالاری آنالیلالات انلالادازه

های حقیقلای در کلاارایی روش    پیشنهادی و اثر ماتریکس نمونه

هلالاای ملالاورد نظلالار از  پیشلالانهادی از طریلالاق اسلالاتخراج آنالیلالات 

هلاای اسلاتاندارد   های حقیقلای اسلاپایک شلاده بلاا محللاول      نمونه

مختللاف تعیلاین   هلاای  های مورد مبالعه در غلظلات  فیتواسترول

 3(. مقادیر بازیابی نسبی به دسلات آملاده در جلادول   15گردید )

هلاا در کلاارایی   نشان دهنده تاثیر بسیار ناچیز ملااتریکس نمونلاه  

باشد. با توجه به اینکه این مقادیر در بلاازه  روش پیشنهادی می

درصلالاد قلالارار دارنلالاد، اثلالار ملالااتریس نلالاا محسلالاوخ  120اللالای  70

 باشد. می

 

 

 شرقی های حیوانی در استان آذربایجان های مورد مبالعه در خامه مجموع مقادیر )نانوگرم در گرم( فیتواسترول .2ددول 

 10نمونه 9نمونه  8نمونه  7نمونه    6نمونه  5نمونه  4نمونه   3نمونه  2نمونه  1نمونه  ها مجموع فیتواسترول

 سنتیخامه 

 )سرشیر(

108×2/1 107×7/4 108×02/1 108×08/1 108×18/1 108×31/1 108×12/1 108×21/1 107×95/8 107×1/9 

شده  بندی خامه سته

 پاستوریزه

107×6/7 107×2 107×15/2 107×7/6 107×1/2 107×75/2 108×52/1 107×6/4 107×2/2 107×9/2 

شده                 بندی خامه سته

 غیرپاستوریزه

108×2/1 107×7 107×5/2 107×2 107×8/2 108×62/2 108×2/1 108×57/1 108×5/1 108×34/1 

 
 

 های خامه های از نمونه مبالعه اثر ماتریکس در کارایی روش استخراج فیتواسترول .3ددول

 مقادیر بازیابی نسبی ±انحراف استاندارد  

 6خامه  5خامه  4خامه  3خامه  2خامه  1خامه  آنالیت

 نانوگرم در گرم اسپایک شدند 100همه نمونه با مخلوط آنالیت ها به غلظت  

 96±5 96±6   96±4 96±6 99±5 92±5 براسیکا استرول

 96±6 93±5    95±4 95±5 102±6 98±6  کمپسترول

 97±5 94±7   97±8 94±6 99±5 90±4 استیگمااسترول

 98±3   95±6 96±7 97±5 98±6 98±5 سیتواسترول-بتا

 نانوگرم در گرم اسپایک شدند 250همه نمونه با مخلوط آنالیت ها به غلظت  

 96 ±5 97 ±5 99 ±5  94 ±4 97 ±5 96 ±5 براسیکا استرول

 95 ±6 95 ±6  98 ±6 96 ±5 96 ±7  89 ±7  کمپسترول

 103 ±5   98 ±5  96 ±6  96 ±6 94 ±5  94 ±6 استیگمااسترول

 98 ±8   96 ±6  95 ±7  98 ±7  98 ±6  93 ±5 سیتواسترول-بتا

 نانوگرم در گرم اسپایک شدند 500همه نمونه با مخلوط آنالیت ها به غلظت  

 94 ±6 99 ±5 96 ±8 97 ±5  95 ±5 92 ±6 براسیکا استرول

 90 ±5 97 ±5 97 ±8 92 ±6  96 ±6  94 ±5  کمپسترول

  92 ±9   98 ±6 95 ±5 93 ±5 89 ±7 95 ±6 استیگمااسترول

  90 ±4   96 ±5 94 ±7 91 ±5 94 ±5 96 ±5 سیتواسترول-بتا

 باشد خامه غیرپاستوریزه می 6و5های  خامه پاستوریزه و نمونه 4و3های  خامه سنتی )سرشیر(، نمونه 2و1های  نمونه                 
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  بحث 
 –های مهم در اجرای روش استخراج مایع یکی از پارامتر

مایع هموژن انتخاب نوع حلال استخراج کننده است. این 

حلال بایستی قابل اختلاط با نمونه بوده و در حضور یک عامل 

سوم قابلیت تشکیل سیستم دوفازی را داشته باشد. همچنین 

ها را از نمونه داشته  د قابلیت استخراج آنالیتاین حلال بای

کننده در روش  اینکه حلال استخراج (. با توجه به18باشد )

 DLLMEکننده در مرحله  عنوان حلال پخش پیشنهادی به

های اتکتیک عمیق  شود، در این تحقیق از حلال استفاده می

ت که هم قابلیت اختلاط با نمونه و فاز آبی را داشته و هم قدر

عنوان حلال  (  به19، 20استخراج بالا و سمیت کمتری دارند )

استخراج کننده استفاده شد. حلال اتکتیک مورد استفاده در 

این روش از برقرار پیوند هیدروژنی ما بین کولین کلرید و 

 اتیلن گلیکول حاصل می شود.

بازده  HLLEکننده در مرحله  حجم حلال استخراج

دهد  تأثیر قرار می نتایج را تحت استخراج و تکرارپذیری 

صورت  طوریکه هر چه حجم حلال اولیه بیشتر باشد در این به

شود و  شده پس از استخراج نیز بیشتر می حجم فاز جمع

ای نیز کاهش  های تجزیه فاکتور تغلیظ کاهش یافته و سیگنال

(. ازطرفی با کاهش حجم حلال، کارایی 12خواهندیافت )

  یابد لذا حجم حلال یری کاهش میاستخراج و تکرارپذ

(. در این مبالعه نیز 21سازی شود ) کننده باید بهینه استخراج

ها کننده و رقیق شدن آنالیت با افزایش حجم حلال استخراج

ای کاهش یافت. لازم های تجزیهدر فاز آلی جدا شده، سیگنال

سیستم دو فازی  mL 2تر از های پایینبه ذکر است در حجم

 ل نشد.تشکی

منظور تشکیل  از یک عامل سوم به HLLEدر روش 

شود. در کار پژوهشی حاضر از آب  سیستم دوفازی استفاده می

عنوان این عامل بهره گرفته شد. آب به دلیل داشتن  دیونیزه به

ساختمان دوقببی غیرقابل اختلاط با نمونه روغن بوده در 

شود. اختلاط آب با  حالیکه به هر نسبتی در استون حل می

شود که قببیت مخلوط حاصله به نحوی  ث میاستون باع

-کلرید تغییر کند که بخشی از حلال اتکتیک عمیق کولین

همراه آب از مخلوط خامه جدا شده و یک  گلیکول به اتیلن

سیستم دو فازی تشکیل گردد. هرچه حجم آب بیشتر باشد 

مقدار حلال اتکتیک عمیق جدا شده از مخلوط خامه نیز 

رو حجم آب بایستی مورد بررسی  اینگردد. از  بیشتر می

 (.22قرارگیرد )

 DLLMEکننده در روش  انتخاب نوع حلال استخراج

کننده بایستی قابلیت  باشد. حلال استخراج ترین پارامتر می مهم

پخش در فاز آبی و حلالیت کمی در فاز آبی را داشته باشد. از 

باشد طرف دیگر این حلال باید دارای دانسیته متفاوت از آب 

(. در این کار پژوهشی 23آوری آن ممکن باشد ) تا جمع

آوری  های با دانسیته کمتر از آب به دلیل امکان جمع حلال

 (.24ها بدون سانتریفوژ انتخاب شدند ) آن

در اکثر موارد افزایش قدرت یونی محلول آزمایشی سبب 

های آنالیت به حلال )آب(  کاهش میزان دسترسی مولکول

های هیدراته در اطراف  ه دلیل تشکیل کرهشود که ب می

( در نتیجه افزایش 7باشد ) های حاصل از انحلال نمک می یون

کارایی استخراج دور از انتظار نیست. از طرفی افزودن نمک 

انتشار  تواند باعث افزایش ویسکوزیته فاز آبی شده و ضریب می

هش تأثیر قرار داده و منجربه کا آنالیت را در فازآبی تحت 

راندمان استخراج گردد لذا یکی از پارامترهای مهم در اکثر 

سازی دارد، مقدار  های استخراج که نیاز به بررسی و بهینه روش

 (. 25باشد ) نمک می

منظور ارزیابی کارایی روش پیشنهادی در استخراج  به

ای روش حاضر از  های گیاهی، برخی پارامترهای تجزیه استرول

گیری، حد تشخیص، تکرارپذیری  دازهقبیل محدوده خبی ان

استاندارد(، درصد بازیابی و مدت زمان  )بصورت درصد انحراف

ها  کار رفته برای استخراج این آنالیت استخراج با چند روش به

به آن  4های مختلف مشابه مقایسه شد که در جدول از نمونه

ال و قابل  است. تکرارپذیری روش حاضر ایده  اشاره شده

های ذکر شده در جدول است. مقادیر  با سایر روشمقایسه 

گیری و حد تشخیص به دست آمده در این مبالعه  اندازه حد

های انجام  ها حتی روش تر و قابل مقایسه با سایر روش پایین

باشد. کارایی نسبتا پایین روش خصوصال  می GC–MSشده با 

 در استخراج دو آنالیت کمپسترول و بتا سیتواسترول مشهود

شود. از  ای بودن استخراج مربوط می است که به دو مرحله

توان به کوتاه بودن زمان  های بارز روش حاضر می گی ویژه

 استخراج اشاره کرد.
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 مشابه های های خامه حیوانی با روش ها از نمونه مقایسه کارایی روش پیشنهادی در استخراج فیتواسترول .4ددول

 نمونه روش استخراج

 

 محدوده خبی

 )نانوگرم در گرم(

 حد تشخیص

 )نانوگرم در گرم(

انحراف استاندارد 

 نسبی )%(

راندمان 

 استخراج

 زمان استخراج

 )دقیقه(

 منبع

 26 ~25 75-90 9/3-2/6 52/0-6/3 12-8000 روغن خوراکی الف

 27 ~50 75-90 2/2-6/9 300 2000-2×106 روغن گیاهی ب

 28 ~130 41/97 2/2-3/3 120-290 16000-25600 روغن تخم کدو ج

 حاضر روش ~10 52-74 9/5-8/8 92/0-1/2 1/2-500 خامه حیوانی د

 گازی مجهز به اسپکترومتر جرمی با کروماتوگرافی   شده مایع جفت-شده با ریز استخراج مایع الف: استخراج فاز جامد پخشی تلفیق

 ای شده به کروماتوگرافی گازی مجهز به مجهز به دتکتور یونیزاسیون شعله جفتب: استخراج فاز جامد 

 ای شده به کروماتوگرافی گازی مجهز به دتکتور یونیزاسیون شعله مایع جفت-ج: استخراج مایع

 ای ر یونیزاسیون شعلهگازی مجهزبه دتکتو شده با کروماتوگرافی مایع پخشی جفت-شده با ریزاستخراج مایع مایع تلفیق-د: استخراج مایع

 

 

 گیری نتیجه

ملاایع  -هلاای اسلاتخراج ملاایع    این کار پژوهشی ترکیب روش

مایع پخشلای بلارای اسلاتخراج و    -هموژن و میکرواستخراج مایع

های استیگمااسترول، براسیکااسلاترول،   تغلیظ فیتواسترول پیش

خاملالاه حیلالاوانی  هلالاای سیتسلالاترول از نمونلالاه-کمپسلالاترول و بتلالاا

از آب بلاه   HLLEاستفاده شد. در اجرای این روش، در مرحللاه  

 دهنده سیستم دوفازی استفاده شد.   عنوان عامل تشکیل

هلاای   آمیزی بر روی انواع نمونه طور موفقیت روش مذکور به

دسلالات آملالاده نشلالاان دهنلالاده  خاملالاه انجلالاام گرفلالات و نتلالاایج بلالاه

تشخیص  طوریکه حد  باشند به ای مبلوب می های تجزیه پارامتر

-4/6و  92/0-1/2گیری در ایلان روش بلاه ترتیلاب     و حد اندازه

 نانوگرم در گرم بلاه دسلات آمدنلاد. دقلات روش بلار اسلااخ       1/2

 8/8تلالاا  9/5درصلالاد انحلالاراف اسلالاتاندارد نسلالابی در محلالادوده   

 شد که نشان از تکرارپذیری بالای روش مذکور دارد. گزارش

داد کلاه مقلادار مجملاوع     های حقیقی نیز نشلاان  آنالیز نمونه 

 3های مورد مبالعه بلایش از   درصد نمونه 70ها در  فیتواسترول

ه حلااکی از  درصد بوده و مغایر با استاندارد ملی ایران اسلات کلا  

هلاای   اختلاط چربی حیوانی و طبیعی موجود در شیر بلاا روغلان  

 باشد. گیاهی می
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Background and Objectives: Food quality and safety control is an important part of the public health assessment of 

food adulteration has been a key issue in recent years. Cream is a product containing milk fat and is one of the most 

expensive and widely consumed edible fats, which is often targeted for cheating by mixing various vegetable oils with 

natural milk fats. A way to detect this type of fraud is to assess phytosterols in this dairy product. 

 Materials & Methods: In this study, homogeneous liquid-liquid extraction method combined with dispersive liquid-

liquid microextraction method was used for the extraction of stigmasterol, brassicaestrol, compesterol and β-sitestrol 

from animal cream samples. Samples were analyzed using gas chromatography-flame ionization detection method. To 

achieve high efficiency, effects of various factors in each extraction step, including type and volume of the extraction 

solvent, volume of the separating agent, speed and duration of centrifugation in the homogeneous liquid-liquid 

extraction step were investigated and optimized. Moreover, type and volume of the extraction solvent and salting effects 

in the dispersive liquid-liquid microextraction step were investigated and optimized as well. 

Results: The suggested method was successfully carried on on cream samples. Limit of detection and limit of 

quantification of the method were in ranges of 0.92–2.1 and 2.1–6.4 ng/g, respectively. Method included a proper 

precision with relative standard deviation of less than ≤ 8.8 for intra and inter-day precisions. Results showed that the 

total phytosterol content in 21 samples (70%) was more than 3%, contrary to the legal limits by the Institute of 

Standards and Industrial Research of Iran. 

Conclusion: Results of this study have verified that the suggested method is simple and reliable, including short 

analysis time and high ability to extract and measure phytosterols from animal cream samples. 

Keywords: Cream, Phytosterol, Gas chromatography, HLLE, DLLME 
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