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Abstract 
Mycotoxins-producing fungi can enter the body of animals and humans by contaminating grain and 

fodder. Aflatoxins are potential carcinogens that can lead to severe health issues such as neurological 

disorders and liver or kidney failure. In this study, we employed a combination of the QuEChERS 

method and Dispersive Liquid-Liquid Microextraction (DLLME) for the extraction and determination of 

aflatoxins B1, B2, G1, and G2 from corn samples, using High-Performance Liquid Chromatography with 

Fluorescence Detection (HPLC-FLD). We investigated and optimized the key factors affecting both 

stages of the extraction process. The developed method was validated by assessing parameters such as 

the linear range, limits of detection and quantification, repeatability, and extraction recovery. The linear 

range of the technique, with a coefficient of determination exceeding 0.996, spanned from 0.23 to 200 

ng/g. The method achieved a low limit of quantification (LOQ) of 0.23-0.38 ng/g, which is below the 

permissible limits for the target aflatoxins in corn. The method's reproducibility ranged from 3.9% to 

7.1%, and extraction recovery was between 60% and 73%. The technique was applied to corn samples to 

detect aflatoxin B1 in all samples, with concentrations ranging from 1.1 to 11.2 ng/g. Overall, the 

proposed method is accurate, reliable, and highly efficient for analyzing and identifying aflatoxins in 

corn samples. 
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ذرت با روش کچرز  یهادر نمونه هانیاز آفلاتوکس یبرخ ماندهیباق یریگاستخراج و اندازه

 ییبا کارا عیما یکروماتوگراف شده بهجفت یپخش عیما-عیما کرواستخراجیشده با م قیتلف

 بالا
 ها در ذرت به روش کروماتوگرافیتوکسینتعیین آفلا
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 چکیده
 .شاوند انساان بدن وارد قیطر نیا از ورا آلوده کرده  علوفه و غلات از یعیوس گروهتوانند می هانیکوتوکسیما دکنندهیتول یهاقارچ

کلیه را به  و توانند اثرات مخربی از جمله اختلالات عصبی، نارسایی کبدمی همچنینای هستند و زای بالقوهمواد سرطان هاتوکسینآفلا

های غذایی توسط متولیان سلامت کشور از اهمیت زیادی برخوردار است. در ها در فرآوردهبنابراین کنترل مقدار آن همراه داشته باشند

از  2Gو  1B ،2B ،1Gهای یع پخشی به منظور اساتخراج افلاتوکساینما-این کار پژوهشی از تلفیق روش کچرز با میکرواستخراج مایع

برای این منظور تااثیر عوامال ماوثر در دو مرحلاه انجام شده است.  HPLC-FLDها با گیری آنهای ذرت استفاده شده و اندازهنمونه

ارقاام شایسات ی مانناد  باا محاسابه سازی شد. همچنین اعتبارسنجی روش توسعه داده شدهروش استخراج پیشنهادی بررسی و بهینه

روش پیشانهادی بباا محدوده خطای گیری، تکرارپذیری و راندمان استخراج ارزیابی گردید. محدوده خطی، حدود تشخیص و اندازه

در ناانوگرم  23/0-38/0گیری پایین در محادوده گرم و حداندازهنانوگرم در  200تا  23/0( در محدوده 996/0ضریب تعیین بالاتر از 

های هدف در ذرت( حاصل شد. بار اساان نتاایک تکرارپاذیری روش گرم بکمتر از حد مجاز قابل قبول برای باقیمانده آفلاتوکسین

 بار ماذکور علاوه اجرای روشدرصد بدست آمد. به 73تا  60و همچنین بازده استخراج بین  1/7تا  9/3توسعه داده شده در محدوده 

نانوگرم در گرم را نشان داد. در مجموع روش  2/11تا  1/1ها در محدوده نمونه تمامیدر  1Bتوکسین آفلاوجود  ذرت هاینمونه روی

 های هدف در نمونه ذرت برخوردار است. پیشنهادی دقیق و قابل اعتماد بوده و از کارایی بالایی در تجزیه و شناسایی آنالیت
 

 یپخش یعما-یعما یکرواستخراجم ،بالا ییبا کارا عیما یکروماتوگراف ،کچرز آفلاتوکسین، :های کلیدیواژه
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 مقدمه

به دلیل ارتباط  یمنیناامصرف مواد غذایی ناسالم و 

های با سلامت افراد جامعه و ایجاد بیماری هاآنمستقیم 

اخیرر  یهاسال. در باشدیمگوناگون بسیار حائز اهمیت 

 یسرروبه هرراآنبررا صررنعتی شرردن جوامررع و حرکررت 

گیری، شناسرایی و حرذف نروی،، انردازههای تکنولوژی

 موردتوجرره زیسررتیطمحهای مررواد غررذایی و آلاینررده

 (. Alizadeh et al., 2021) اندقرارگرفته

گروهی از ترکیبات سرمی و مررر ها مایکوتوکسی،

هرا تولیرد و منجرر بره که توسط برخی از کپک باشندیم

آلوده شدن مواد غذایی مختلف مرورد مصررف انسران و 

درصرد  25بریش از  بر اساس آمارها. شوندنات میحیوا

ها محصولات کشاورزی در سراسر دنیا به مایکوتوکسی،

 و غلات از یعیوس گروهها شوند که در بی، آنمیآلوده 

 .(Fumagalli et al., 2021هرم وجرود دارنرد ) علوفره

 یفررآور یط در ها،یکوتوکسیما زانیم کاهش ازآنجاکه

 اکثرر در ای، سرموم و است یرممک،غ باًیتقر ییغذا مواد

 ،یبرر از( دادن حرررارت ماننررد) غررذا دیررتول ینرردهایفرآ

 بردن وارد قیرطر ،یرا از و مانردهیباق غذا در، روندینم

 برررری،از . (Adeyeye, 2020) شرررروندیم انسرررران

 هراآننوع  20موجود، حدود  های مختلفمایکوتوکسی،

ت حیوانرا جهانی تهدیدی برای سرلامت انسران و ازنظر

ترروان برره جملرره میآن کرره از  شرروندمحسرروب می

ها ونیسری،فوم و ، پاتولی،A ها، اکراتوکسی،آفلاتوکسی،

ها آفلاتوکسی،. (Gholizadeh et al., 2022د )اشاره نمو

کلیره  و کبد هاینارسایی ازجملهتوانند اثرات مخربی می

زا نیرز ترکیبات بالقوه سررطانرا به همراه داشته باشند و 

بنابرای، کنترل مقردار  .(Medina et al., 2017) شندبامی

متولیران توسرط های غذایی ها در فرآوردهمایکوتوکسی،

تغذیه و سلامت کشور از اهمیت بسیار زیادی برخوردار 

 است. 

 تیرررظرف لیررربررره دل یکرومررراتوگراف یهررراروش

 ،های مایکوتوکسی،ماندهشناسائی باقیدر بالا  یجداساز

 ,.Badali et al) بوده اسرت ،یمحقق مورد توجه  اریبس

2023; Na et al., 2022 .)توجه به مطالعات گوناگون  با

برالا بره روش  ییبا کرارا عیما یانجام شده، کروماتوگراف

در مررواد  ،یکوتوکسرریما لیررو تحل هیررتجز یبرررا یاصررل

 یتوانرد برا آشکارسرازهایشده است که م لیتبد ییغذا

 ;Gholizadeh et al., 2022) شررود بیررمختلررف ترک

Radić et al., 2022). خروب  اریوجرود توسرعه بسر ابر

 ،یررریدر تع یبرررر کرومررراتوگراف یمبتنررر یهررراکیتکن

 کسیاز عوامررل از جملرره مرراتر یبرخرر ها،،یآفلاتوکسرر

اسرتااده توانرد میهردف،  باتیو غلظت کم ترک دهیچیپ

کنرد نمونره را محردود  زیدر آنرال کیتکن ،یااز  میمستق

 شی)مرحلره پر یمراحرل مقردمات یرخرانجرام ب ،یبنابرا

 اسرت یضررور یجداسراز ی( بررایسازو آماده ظیتغل

(Mogaddam et al., 2022). 

 ,QuEChERS (Quick, Easy یررا روش کچرررز

Cheap, Effective, Rugged, and Safe) از  یکرری

ترکیبرات  زیدر آنرال یآماده سراز یهاروش ،یترمتداول

 ,.Nasiri et al., 2023; Farajpour et al) است مختلف

اسرتخرا   و قابلیت سادگی ای، روش رغم علی (.2023

 حقیقری، هاینمونه بافت از مستقیم صورت به هاآنالیت

 از حسراس آنالیزهرای بره دسرتیابی و تغلیظ امکان عدم

 ,.Anastassiades et alباشرد )مری روش ایر، معایرب

 های اخیر تلایق ای، روش برا(. از ای، رو در سال 2003

-عیمرا کرواستخرا یمهای استخرا  به ویژه دیگر روش

 DLLME (Dispersive Liquid-Liquid ای یپخش عیما
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Microextraction) مررورد توجرره قرررار گرفترره اسررت 

(Andraščíková and Hrouzková, 2016 .) ،در ایرر

ها از داخل بافت نمونه به داخل حلال روش ابتدا آنالیت

ی بعرد ایر، حرلال بره آلی استخرا  شده و در مرحلره

کننرده کننده با یرک حرلال اسرتخرا عنوان حلال پخش

صررورت  DLLMEی مخلرروط شررده و سررپس مرحلرره

 یحلال آل کیپخش شدن  DLLMEروش  درگیرد. می

کننده( توسرط قابل اختلاط با آب )حرلال اسرتخرا  ریغ

کننده )قابل اختلاط با آب( در محلرول حلال پخش کی

و  یمحلرول آبر ،یح تمراس برسرط شیموجب افزا ،یآب

کننده شده و راندمان اسرتخرا  بره طرور حلال استخرا 

 ;Zare Sani et al., 2023) ابدییم شیافزا یاقابل توجه

Zeiadi et al., 2022).  

در ای، کار پژوهشی یک شریوه اسرتخرا  مروثر و 

و  1B ،2B ،1Gی هافلاتوکسری،آکارا به منظور استخرا  

2G بررای ایر، یافتره اسرتت توسرعه های ذراز نمونه .

مایع -منظور از تلایق روش کچرز با میکرواستخرا  مایع

استااده های مورد مطالعه با و آنالیت شدهپخشی استااده 

مجهز به آشکارسراز  بالا ییبا کارا عیما یکروماتوگرافاز 

آنررالیز FLD (Fluorescent detector )فلورسررانت یررا 

 .ندشد

 

 هامواد و روش
 های مادر از آفلاتوکسینه محلولتهی -

  2Bو 1G ،2G ،1B هایآفلاتوکسرری،محلررول مررادر 

(Sigma–Aldrich, St. Louis, MA, USA ) به صرورت

گرم در لیتر از هر کدام، با حرل میلی 5مخلوط به غلظت 

 100گررم از هرر یرک از ایر، مرواد در میلری 5/0کردن 

( Merck, Darmstadt, Germany)لیتر اسرتونیتریل میلی

 تهیه شد. 

 حلال اتکتیک عمیق تهیه -

 DES (Deep eutecticیق یا عم یکحلال اتکت یهته

solvents )ید و اسر یوالیرکقابل اختلاط با آب برا پ یرغ

 یرکبه عنوان ( Merck, Darmstadt, Germany) منتول

 HBD (Hydrogen-bond یردروژنی یراه یونرددهنده پ

donorژنی یررا یرردروه یونرردپ هاییرنررده( و پذHBA 

(Hydrogen-bond acceptor ) یررد و کلر ی،کررولشررامل

 ,Merck, Darmstadt) تترابوتیررل آمونیرروم کلرایررد

Germany )انجرام  2بره  1مختلرف  یمول یهادر نسبت

بره مردت  یوسدرجه سلسر 80 یها در دماشد. مخلوط

 یقررهدق 5حرررارت داده شرردند و برره مرردت  یقررهدق 45

. لازم به ذکر (Rastpour et al., 2022) شدند یایوژسانتر

 یلتشرک یرکحلال اتکت یمول ینسبت ها یراست در سا

 نشد.

 های حقیقینمونه -

هرای نمونره ذرت از محل 10، تعداد لعهامطدر ای، 

عرضه در شهر تبریز به صورت تصادفی خریداری شرده 

گررم از همره  50و در دمای یخچرال نگهرداری شردند. 

اده قررار گرفرت. یرک ها جهت آنالیز مرورد اسرتانمونه

های مرورد مطالعره نیرز برا نمونه ذرت فاقد آفلاتوکسی،

 ISIRIروش استاندارد ملی ایران تشرخی  داده شرده )

No. 6872)  برره عنرروان نمونرره شرراهد در فراینررد و

 سازی مورد استااده قرار گرفت. بهینه

 دست اه کروماتوگرافی مایعی شرایط بهینه  -

 یجداسررراز یرابررر HPLC-FLDکرررارکرد  طیشررررا

 انتخاب شد. 1مطابق جدول هافلاتوکسی،آ
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 مورد مطالعه یهای،آفلاتوکسبه منظور آنالیز  HPLC- FLDی شرایط بهینه -(1جدول )

متر و اندازه میلی 6/4متر با قطر داخلی میلی 250به طول  Eclipse EDB C18ستون   نوع ستون

 میکرومتر 5ذرات 

 ٪1 یآب حاو :متانولاستونیتریل: مخلوط از  70:15:15 نسبت باکه شویش گرادیان  فاز متحرک

(v/vاس )دقیقه به نسبت  5دقیقه شروع و سپس در زمان  4یک به مدت است ید

دقیقه به همان نسبت اولیه  2دقیقه ادامه یافت. سپس در مدت  2رسیده و  30:25:45

لیتر در دقیقه ریان یک میلیدقیقه در ای، نسبت ادامه پیدا کرد. شویش با ج 3برگشته و 

 انجام شد.

 درجه سلسیوس 40میکرولیتر با دمای  10مقدار  تزریق کننده

 نانومتر 360 دتکتورتحریک طول مو  

 نانومتر 430 دتکتورانتشار طول مو  

 

سازی شارایط اساتخراج و ارزیاابی مشخصاات بهینه  -

 ای تجزیه

ا های هدف در ای، پژوهش براستخرا  آفلاتوکسی،

مرایع پخشری -تلایق روش کچرز و میکرواستخرا  مایع

 یشرنهادیعوامل موثر در دو مرحله روش پ ریتاثانجام و 

 .شد یسازنهیو به یبررس

استخرا  در مرحله کچرز با انتخراب  طیشرا سازینهیبه

 ل،یتریمختلرف شرامل اسرتون، اسرتون ینوع حلال آلر 5

از  یمختلارر یهررامتررانول، اتررانول و پروپررانول و حجم

( لیتررریمیل 25/2و  0/2، 75/1، 5/1 ،25/1) لیتریاسررتون

ها از دو روش اخرتلاط نمونره یبررا ،یانجام شد. همچن

کره  دیمافوق صوت استااده گرد  ورتکس کردن و اموا

 یهراها در مردت زمانمدت زمان ورتکس کردن نمونره

 .انجام شد قهیدق 5تا  کیمتااوت شامل 

در مرحلررره اسرررتخرا  کننرررده  حرررلالهمچنررری، 

 یهراحلال ،ی، از بریپخشر عیمرا-عیمرا کرواستخرا یم

 ،ی:کولدیاسر کیوالیپ د،یکلرا ،یمنتول:کول قیعم کیاتکت

: دیاسر کیوالیو پ دیکلرا ومیآمون لیمنتول: تترابوت د،یکلرا

و  70، 60، 50 هرایدر حجرم دیرکلرا ومیآمون لیتترابوت

 یزنمرکاثر ن یابیعلاوه ارزانتخاب شد. به تریکرولیم 80

 ریاستخرا  در مرحلره دوم، برا افرزودن مقراد ییدر کارا

به داخرل  دیکلر میاز سد یحجم/یدرصد وزن 4صار تا 

 .محلول نمونه انجام شد

هرای نمرودار معیرارگیری برا محلرول پس از رسرم

، 100، 50، 25، 10، 5، 1، 5/0هرای استانداردی با غلظت

 ها،نررانوگرم در گرررم از هررر یررک از آفلاتوکسرری، 200

محاسربه ارقرام برا  روش توسرعه داده شرده یاعتبارسنج

(، Limit of detectionمانند حرد تشرخی  ) یستگیشا

(، محردوده Limit of quantificationگیری )حد انردازه

(، تکرارپذیری )براساس انحرراف Linear rangeخطی )

( و رانرردمان اسررتخرا  %RSDاسررتاندارد نسرربی یررا 

(Extraction recovery) دیگرد یابیرزا . 

توسعه روش استخراج کچارز و تلفیاق آن باا روش   -  

هاای مایع پخشای مبتنای بار حلال-میکرواستخراج مایع

 هااتکتیک عمیق برای استخراج آفلاتوکسین

 از نمونه ذرت پرودر ابتدا یک گرم برای ای، منظور

سرپس  شرد ومنتقرل  یشلوله آزمرا یکشده و به داخل 

به داخل نمونه اضافه  یتریلاز استون رلیتمیلی 75/1مقدار 
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 5بره مردت ورتکرس و دقیقه  3شده و مخلوط حاصل 

. گردیرد یاوژسرانتردور در دقیقه  5000دقیقه با سرعت 

 هایآفلاتوکسری،) هراالیتآن یحاو ییپس از آن فاز رو

1G ،2G ،1B 2وB برداشررته شررده و پررس از اخررتلاط بررا )

پیوالیرک  یرقعم یرکاز حرلال اتکت میکرولیتر 60حجم 

 یتررلیلیم 5، مخلوط حاصل به داخل اسید:کولی، کلراید

عمل حلال اسرتخرا   ی،شد. در اثر اپخش  یوینزهآب د

هرای لیتو آنا هآزاد شرد یزیکننده به صورت قطرات ر

شدند که یرک حلال استخرا   ی،به داخل ا مورد مطالعه

برا  یشلال جمع شده در سطح لولره آزمرالیتر از حمیلی

برداشررته شررده و برره دسررتگاه  یلاریولرره کرراپل یررک

مجهز بره شناسراگر بالا  ییبا کارا یعفاز ما یکروماتوگراف

 .گردید یقتزر( HPLC-FLDفلورسانت )

 های حقیقیآنالیز نمونه  -

-کرشدر آنالیز آفت توسعه داده شدهقابلیت روش 

 ده نمونره ذرتهرا در گیرری آنهای انتخابی، برا انردازه

 ،بافرت نمونرهمطالعره اثرر احتمرالی  بررای شد. بررسی

شرده برا ها از پنج نمونه ذرت )اسپایک استخرا  آنالیت

نررانوگرم در گرررم از هررر کرردام از  50مقررادیر یررک و 

هرا ها( و همچنی، استونیتریل حاوی همان غلظتآنالیت

برا  ،ها انجام و در نهایت تراثیر مراتریکساز آفلاتوکسی،

دو گرروه تیمرار هرای الیتآنیج بازیابی نسبی امقایسه نت

 (.Chandran and Singh, 2007) شده تعیی، شداشاره

 

 

 

 

 

 هایافته

 سازی مرحله استخراج کچرز نتایک بهینه -

 کننده حلال استخراجو حجم نوع  -

نروع حرلال آلری  5برای ای، مرحلره از اسرتخرا ، 

مختلررف شررامل اسررتون، اسررتونیتریل، متررانول، اتررانول و 

خاب شده و مورد بررسی قرار گرفتنرد و در پروپانول انت

قابلیت بیشرتری  استونیتریلهای استااده شده، بی، حلال

های انتخرررابی نشررران داد در اسرررتخرا  آفلاتوکسررری،

برای ارزیابی اثر حجم حلال هم آزمایشاتی با  (.1)شکل

 هاییافترههای مختلای از اسرتونیتریل انجرام شرد. حجم

( که برا افرزایش حجرم 1بدست آمده نشان دادند )شکل

ای افزایش و های تجزیهلیتر، سیگنالمیلی 75/1حلال تا 

بعد از آن افزایش حجم حلال منجر بره کراهش کرارایی 

حجم فاز جمع شده رویری در شود. روش پیشنهادی می

 لیتر بود. میلی 0/1ای، شرایط حدود 

 حلال و نمونه کردن مخلوط زمان مدت و نوع انتخاب  -

از دو روش ورتکرس کرردن و  نمونهلاط کامل اخت یبرا

ها در معرر  امروا  مررافوق قررار دادن مخلروط نمونرره

شد که نتایج بدست آمده حراکی از تراثیر صوت استااده 

مردت  ی،همچن (.1بهتر ورتکس کردن نمونه بود )شکل 

اسرت کره  یگررید مترها پرارازمان ورتکس کردن نمونه

منظرور نمونره  یر،ا ی. بررایرردقرار گ یمورد بررس یدبا

 یتریلاسررتون لیتررریلیم 75/1بررا  هررایتآنال یذرت حرراو

ترا  یکمتااوت شامل  هایمخلوط شده و در مدت زمان

مشراهده  1چنانچره در شرکل  ورتکس شردند. یقهدق 5

دقیقرره ورتکررس کررردن نمونرره منجررر برره  سررهشررود، می

های مررورد مطالعرره اسررتخرا  حررداکثری آفلاتوکسرری،

 گردید. 
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 ذرت از نمونه های هدفآفلاتوکسی،مرحله اول استخرا   ییعوامل موثر در کارا یسازنهیبه  -(1)شکل

 

 استخراج دوممرحله  سازیینهبه نتایک  -

  حلال اتکتیک عمیقو حجم نوع   -

هرای های اتکتیک عمیق که حرلالاز حلالدر ای، راستا 

ای هسرتند بره عنروان حرلال سبز و ترازه شرناخته شرده

مرایع -خرا  کننده در مرحله میکررو اسرتخرا  مرایعاست

دیرده  2کره در شرکلچنانپخشی استااده شرده اسرت. 

هررای مررورد بررسرری رانرردمان در برری، حررلالشررود، می

پیوالیرک استخرا  با حلال اتکتیرک حاصرل از اخرتلاط 

باشد لرذا ایر، حرلال بررای بیشتر می اسید:کولی، کلراید

ای هرای تجزیرهالثبت سریگنمراحل بعدی انتخاب شد. 

با های مختلف ای، حلال نیز نشان داد که ناشی از حجم

رانردمان اسرتخرا   تریکرولیم 60حجم تا مقدار  شیافزا

 برایو سرپس تقر شیافرزا یمورد بررسر های،یآفلاتوکس

 .(2)شکل ماندیم یثابت باق

 اثر نمک زنی  -

، DLLMEدر مرحلرره  نیررروی یررونیبررای بررسرری اثررر 

ی از کلرید سدیم به داخل نمونره اضرافه و مقادیر مختلا

 شیبرا افرزا 2مطرابق شرکلروش پیشنهادی ادامه یافت. 

رانرردمان  یحجمرر/یدرصررد وزن کیررتررا  NaClمقرردار 

 .ابدییو سپس کاهش م شیافزا هاتیاستخرا  آنال



15-29، صفحات: 1403، بهار 53، پیاپی 1، شماره 14دوره                            مواد غذایی                                                                                                          بهداشت   

  

21 

 

 

 

 
 ذرت ز نمونها های هدفآفلاتوکسی،استخرا   دوممرحله  ییعوامل موثر در کارا یسازنهیبه  -(2)شکل

 

 روش نتایک اعتبارسنجی  -

محردوده خطری بررای  یافته روش توسعه یپس از اجرا

هایی که در برای غلظتها بدست آمد. هر یک از آنالیت

بود، حد تشخی  و برای  3ها نسبت سیگنال به نویز آن

گیری ، حد اندازه10های با نسبت سیگنال به نویز غلظت

ش برا اسرتااده از انحرراف درنظر گرفتره شرد. دقرت رو
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تکرارپررذیری و بصررورت ( % RSD)اسررتاندارد نسرربی

نتایج  محاسبه شد. ها در یک روز و در بی، روزهاآزمون

 ارائره  2روش پیشنهادی در جدولای مشخصات تجزیه

 شده است.

 
 ای ذرتههای هدف از نمونهارقام شایستگی روش توسعه داده شده برای استخرا  آفلاتوکسی،  -(2جدول)

  محدوده  آنالیت

 aخطی

 ضریب

 تعیین

 حد

  aتشخیص

 حد

 aگیریاندازه

بازده  bتکرارپذیری

 بین روزها در یک روز cاستخراج

 2G 200-23/0 998/0 06/0 23/0 1/4 5/6 4±71 آفلاتوکسی،

 2B 200-29/0 997/0 08/0 29/0 9/3 8/6 4±60آفلاتوکسی، 

 1G 200-34/0 999/0 1/0 34/0 5/5 1/7 2±73آفلاتوکسی، 

 1B 200-38/0 996/0 11/0 38/0 6/5 4/6 3±65 آفلاتوکسی،
          aبر حسب نانوگرم در گرم ) 

          b)( بر اساس انحراف استاندارد نسبی )با شش تکرار 

          c انحراف استاندارد )با سه تکرار( ±( بازده 

 

 صحت روش  بررسی  -

در  روش توسرررعه داده شررردهقابلیرررت  بررسررری

نمونره حقیقری  10ها در مقدار آن ها،گیری آنالیتاندازه

گیرری ذرت تحت شرایط بهینه توسعه داده شرده انردازه

هرای هرای حاصرل از نمونرهمقایسره کرومراتوگرامشد. 

ها استاندارد حاکی از آلودگی همه نمونه حقیقی و نمونه

تعرداد دو ( کره فقرط 3برود )جردول 1Bبه آفلاتوکسی، 

 ها بیش از حد مجاز باقیمانده تعیی، شرده )نمونه از آن

ppb5 برای ای، مایکوتوکسی، در ذرت آلرودگی نشران )

ها در (. سررایر آفلاتوکسرری،ISIRI No. 5925دادنررد )

، 3های مرررورد مطالعررره یافرررت نشرررد. شرررکلنمونررره

مربوط به تزریق مستقیم  HPLC-FLDهای کروماتوگرام

مورد مطالعه، نمونره ذرت اسرپایک  ایهآنالیتاستاندارد 

ی ذرت اسرپایک نشرده را ها و یک نمونهشده با آنالیت

 دهد.نشان می
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( Bلیتر، )گرم در میلینانو 5/2های مورد مطالعه به غلظت ( تزریق مستقیم محلول استاندارد آفلاتوکسی،Aحاصل از ) HPLC- FLDکروماتوگرام  -(3شکل)

 نشده، پس از اجرای روش استخرا  توسعه داده شده.یک نمونه ذرت اسپایک ( Cگرم در گرم و )مونه ذرت اسپایک شده با مقدار یک نانویک ن
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 های حقیقی ذرت )نانوگرم در گرم(های مورد مطالعه در نمونهمقادیر آفلاتوکسی، -(3جدول)

های نمونه

 ذرت

 آفلاتوکسین

2G 

 آفلاتوکسین

2B 

 آفلاتوکسین

1G 

 آفلاتوکسین

1B 

1 - - - 3/4 

2 - - - 2/3 

3 - - - 2/1 

4 - - - 1/1 

5 - - - 6/1 

6 - - - 1/9 

7 - - - 3/2 

8 - - - 4/2 

9 - - - 2/11 

10 - - - 3/2 

 

 های حقیقی  بررسی اثر بافت نمونه  -

در  برررای ارزیررابی مداخلرره احتمررالی بافررت ذرت

مقایسرره ، 1B ،2B ،1G ،2G یها،یسررآفلاتوکاسررتخرا  

نمونره  5ای بدست آمده برای تعرداد های تجزیهسیگنال

ذرت بررا روش افررزایش اسررتاندارد مررورد بررسرری قرررار 

ذرت برررا  یهامنظرررور نمونررره ،یرررا یبررررا گرفرررت.

شرده و سرپس  کیمرورد مطالعره اسرپا یها،یآفلاتوکس

 ریاندازه گرفته شرد. مقراد یشنهادیها با روش پمقدار آن

 ریشرده بره مقراد یابیرباز ریمقاد میبا تقس ینسب یابیباز

ها نشران یافتره. دیرشده، محاسبه و گزارش گرد کیاسپا

روش  ییذرت در کررارا یهانمونرره کسیکرره مرراتر داد

 .(4)جدول موثر نیست یشنهادیپ

 

 های مورد مطالعهنتایج ارزیابی اثر بافت ذرت در استخرا  آفلاتوکسی، -(4جدول)

 نسبی بازیابی مقادیر ± استاندارد نحرافا آنالیت

 5نمونه 4نمونه 3نمونه 2نمونه 1نمونه

 شدند ها اسپایکگرم از مخلوط آفلاتوکسی، در نانوگرم یک غلظت با هانمونه

 2G 86±4 92±5 101±4 91±2 93±4 آفلاتوکسی،

 2B 89±3 87±5 84±7 93±5 97±3آفلاتوکسی، 

1G 100±4 99±3 39آفلاتوکسی،  ±2 94±3 96±4 

 1B 97±3 98±2 95±3 91±4 99±3 آفلاتوکسی،

 شدند ها اسپایکاز مخلوط آفلاتوکسی، گرم در نانوگرم 50 غلظت با هانمونه

 2G 86±5 99±3 91±2 95±4 93±4 آفلاتوکسی،

 2B 99±4 97±4 96±2 98±3 105±6آفلاتوکسی، 

 1G 98±5 94±2 91±4 96±2 98±3آفلاتوکسی، 

 1B 93±5 92±2 96±4 94±3 93±5 کسی،آفلاتو
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 گیریبحث و نتیجه

مورد استااده در مرحلره  کننده نوع حلال استخرا 

QuEChERS بررر عملکرررد روش دارد. از  یمهمرر یرترر ث

مرحلره ایر، که حلال استخرا  مورد استااده در  ییآنجا

در روش  پخرررش کننررردهحرررلال  یرررکبررره عنررروان 

، اده خواهرد شرداسرتا مایع پخشی-میکرواستخرا  مایع

و هم با استخرا  کننده مورد اسرتااده  یهم با فاز آب یدبا

 ییتوانرا یردبا ی،باشد. همچن اختلاطقابل  DLLMEدر 

 را داشته باشد ذرتها از نمونه یتدر استخرا  آنال یکاف

(Rastpour et al., 2022)توسرعه داده شرده . در روش ،

رفتنرد و های آلری مرورد اسرتااده قررار گحلالاز  یبرخ

توان آن را یم از استونیتریل کسب شد که ییکارا ی،بهتر

 یربررا سررا یسررهآن در مقا یی،پررا یسررکوزیتهو یررلبرره دل

نمونه  یسشده و ناوذ بهتر آن به ماتر یشآزما یهاحلال

 نسبت داد.

حجررم حررلال اسررتخرا  کننررده نیررز از دیگررر 

پارامترهایی است کره هرم در مرحلره کچررز و هرم در 

-مایع پخشی نیاز بره بهینره–ستخرا  مایعروش میکرو ا

سازی دارد. به طوریکه اگر حجم حلال جمع شده کمتر 

از حجررم حررلال اولیرره باشررد در ایرر، صررورت حررلال 

استخرا  کننده در فاز آبی حل شده که میزان کاهش در 

حجم بسته به حلالیرت حرلال اسرتخرا  کننرده در آب 

 Zare Sani et al., 2023; Farajpour et)خواهد داشت 

al., 2023)  همچنی، هرر چره حجرم حرلال اسرتخرا .

کننده اولیه بیشتر باشد در ای، صورت حجم حلال جمع 

شده نیز بیشتر خواهد بود و فاکتور تغلیظ کاهش یافته و 

از طرفری برا کراهش ای کمتر خواهد بود. سیگنال تجزیه

کرارایی اسرتخرا  و تکرارپرذیری کراهش  حجم حلال،

 .(Jalili et al., 2020) یابدمی

افزایش تحرکات مولکولی و بالا برردن ضررایب توزیرع 

ها در حرلال سربب تسرریع فراینرد اسرتخرا  بره آنالیت

طور معمرول در داخل حلال اسرتخرا  کننرده شرود. بره

هایی مانند ورتکرس کرردن ای از روشهای تجزیهروش

(Amini et al., 2018 استااده از اموا  مرافوق صروت ،)

(Gholizadeh et al., 2022 و یرا امروا  مرایکرو ویرو )

(Sheikhzadeh et al., 2020اسررتااده می ) شررود. از

آنجائیکه افزایش مدت زمان یا شردت هرم زدن در هرر 

تواند منجر به تخریرب های اشاره شده میکدام از روش

و تغییر شکل ترکیبات هدف موثر شده و بنابرای، سربب 

 ,.Llompart et al)کرراهش رانرردمان اسررتخرا  شررود 

، از ای، رو ای، پارامتر نیز بایرد مرورد ارزیرابی و (2019

 سازی قرار گیرد.بهینه

 یهرا بره حرلال هرا یتآنال یلتما ینکهبا توجه به ا

در  استخرا  مختلف متااوت است، نوع حلال استخرا 

 یدهرد. بررا ییرروش را تغ ییتواند کارایم ایهر مرحله

در نظرر  یمختلا یفاکتورها دیانتخاب حلال استخرا  با

متااوت نسبت بره محلرول  یگرفته شود که داشت، چگال

از  یفراز دو یسرتمس یرک یلکمتر و تشک یتنمونه، سم

در . (Rasi et al., 2021) باشرد یعوامرل مر ی،مهمترر

هرای مایع پخشری از حلال–روش میکرو استخرا  مایع

ه شرود کرها استااده میآلی به منظور جمع آوری آنالیت

ای، حلال با استااده از حلال پخش کننرده بره صرورت 

 Rezaee et)شود قطرات بسیار ریز در فاز آبی پخش می

al., 2006)هرای آلری . با توجه به اینکه که اکثرر حرلال

هررای کلررره( دارای سررمیت بررالایی )بخصرروح حررلال

( از ایرر، رو در کررار Zeiadi et al., 2022باشررند )می

عنوان ای اتکتیک عمیق که برههپژوهشی حاضر از حلال

 ,.Mogaddam et al) شروندهای سبز شرناخته میحلال



  و همکارانآزادی                                                                                                                                                 ها در ذرت به روش کروماتوگرافیتعیین آفلاتوکسین
 

26 

به عنوان حرلال اسرتخرا  کننرده اسرتااده شرده  (2023

 است.

های استخرا ، افرزایش نمرک بره معمولا در روش

یونی فراز  تواند سبب افزایش نیرویهای آبی میمحلول

از آبی و ها در فآبی شده و باعث کاهش حلالیت آنالیت

کننده شرود کره در  ها به داخل حلال استخرا انتقال آن

اسررتخرا  افررزایش خواهررد یافررت نتیجرره رانرردمان 

(Farajzadeh et al., 2015) از سروی دیگرر افرزایش .

توانررد حلالیررت حررلال نمررک برره محرریط اسررتخرا  مرری

کننده را نیز کراهش داده و منجرر بره افرزایش  استخرا 

تواند باعرث شود که ای، امر میه شد حجم فاز آلی جمع

سررازی شررود ای در اثررر رقیقکرراهش سرریگنال تجزیرره

(Meshkini et al., 2021) همچنی، امکان دارد افزایش .

نمک باعث افزایش ویسکوزیته فاز آبی شرده و ضرریب 

انتشار آنالیت در فاز آبی را تحت ت ثیر قرار دهد کره بره 

شرود خرا  مریخود منجر به کراهش رانردمان اسرتنوبه 

(Limoei Khosrowshahi et al., 2022). زنی لذا نمرک

کدام از اثررات برر تواند دو اثر متقابل داشته باشد، هرمی

دیگری برتری داشته باشد در ای، صورت ت ثیر آن عامل 

غالب خواهد بود. به همی، دلیل در فرایندهای استخرا  

 است.زنی از اهمیت زیادی برخوردار بررسی اثر نمک

ای روش حاضررر بررا دیگررر مقایسرره پارامترهررای تجزیرره

های مرورد گیری آفلاتوکسی،تحقیقات مشابه برای اندازه

مطالعه نشان دهنده قابلیت قیاس یا حتی برترری برخری 

باشد. از جمله ای، پارامترهای روش توسعه داده شده می

درصرد بررای  73تا  60توان به بازده استخرا  موارد می

در روش حاضرررر   1B ،2B ،1G ،2Gهای سررری،آفلاتوک

 82ترا  69اشاره کرد که قابل قیراس برا درصرد بازیرابی 

 Lesan etها در نمونره بررنج )درصد برای همی، آنالیت

al., 2023 بررای  7/87ترا  3/68/3( و یا درصد بازیرابی

های سرورگوم و پسرته در تحقیرق دیگرری اسرت نمونه

(Ghali et al., 2009) . 

دتشرررخی  بدسرررت آمرررده بررررای همچنررری، ح

 06/0-11/0های هرردف در مطالعرره مررا )آفلاتوکسرری،

نانوگرم در گرم( قابل مقایسه با حدود تشخی  حاصرل 

نرانوگرم  02/0-07/0ها )شده برای همی، مایکوتوکسی،

 ,.Lesan et al) باشردمیدیگرری در گررم( در تحقیرق 

ام ای از ارقر. درحالیکه مقادیر ای، پرارامتر تجزیره(2023

هرا در بدست آمرده بررای حرد تشرخی  همری، آنالیت

 نرانوگرم در گررم( در مطالعره 15/0-28/0نمونه چای )

حد  . همچنی،(Gholizadeh et al., 2022دیگری است )

 7/0-27/1تشخی  حاصل شده برای گیاه دارویی سنا )

 Maneeboon etنانوگرم در گرم( در تحقیرق دیگرری )

al., 2023باشد.تر میاله(، پایی، تر و اید 

علاوه یکی دیگر از نقراط قروت مطالعره حاضرر به

تکرارپذیری بالای روش است بطوریکه درصد انحرراف 

های آفلاتوکسی،آنالیز استاندارد نسبی بدست آمده برای 

1B ،2B ،1G ،2G  1/7تررا  4/6و  6/5تررا  9/3برره ترتیررب  

برای تکرارپذیری در یک روز و تکرارپذیری بی، روزها 

ای نیرز قابرل قیراس برا ده است. ایر، پرارامتر تجزیرهبو

باشرد خصروح میمطالعات دیگرر انجرام شرده در ای،

بطوریکرره  تکرارپررذیری روش توسررعه داده شررده برررای 

ها در نمونره بررنج بره ترتیرب گیری همی، آنالیتاندازه

درصرد بررای تکرارپرذیری  0/4-6/6درصد و  3/6-3/3

محققرری، دیگررر  توسررطدر یررک روز و در برری، روزهررا 

. در تحقیرق (Lesan et al., 2023) گزارش شرده اسرت

های گیری آفلاتوکسی،دیگری تکرارپذیری آزمون اندازه

مذکور در نمونه گیاه داروئی سنا در یک روز و در بری، 
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ثبرت شرد  67/2-02/7و  13/3-59/10روزها به ترتیب 

(Maneeboon et al., 2023 که همانند مطالعره حاضرر )

 قابل قبولی برخوردار است.از حد 

روش توسررعه داده در مجمرروع، محرردوده خطرری 

( در 996/0ی پیشنهادی )با ضریب تعیری، برالاتر از شده

گیری گرم و حدانردازهنانوگرم در  200تا  23/0محدوده 

نانوگرم در گرم )کمترر از  23/0-38/0پایی، در محدوده 

ای هحد مجاز قابل قبرول بررای باقیمانرده آفلاتوکسری،

ترا  9/3هدف در ذرت(، تکرارپذیری روش در محدوده 

درصرد،  73ترا  60و همچنی، بازده اسرتخرا  بری،  1/7

کند که ای، روش دقیق و قابل اعتماد بروده و از تایید می

های هدف در کارایی بالایی در تجزیه و شناسایی آنالیت

 علاوه اجرررای روشنمونرره ذرت برخرروردار اسررت. برره

 B1آفلاتوکسری، وجود  ذرت هایونهنم روی بر مذکور

نرانوگرم در  2/11ترا  1/1ها در محدوده نمونه تمامیدر 

گرم را نشان داد که بجز دو مورد، مقرادیر بدسرت آمرده 

کمتررر از حررد مجرراز تعیرری، شررده برررای باقیمانررده ایرر، 

 آفلاتوکسی، در ذرت بود.
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