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 چکیده

و فومونیسین ها در غلات،  T2 ،HT2برای تعیین همزمان آفلاتوکسین ها، اکراتوکسین آ، زئارالنون، دئوکسی نیوالنول، سموم 

ای( به کار گرفته شد و در آن کارایی دو روش استخراج سموم )یک و دو مرحله  LC-MS/MSیک روش کروماتوگرافی جرمی/ جرمی  

سازی( برای به دست و ستون ایمیونوافینیتی و بدون خالص  MycoSep 226  ،Oasis HLBسازی )شامل ستون  و چهار روش خالص

ریل: آب: اسیداستیک به نسبت حجمی ها بررسی گردید. استفاده از حلال استونیتآوردن حداکثر میزان بازیافت مایکوتوکسین

تا  3/64سازی عصارۀ حاصل از استخراج، بالاترین میزان بازیابی به میزان ( به عنوان حلال استخراج، بدون خالص1:20:79)

 و ستون ایمیونوافینیتی میزان بازیابی به MycoSep 226  ،Oasis HLBدست داد، در حالی که با استفاده از درصد را به 1/112

های غلات )برنج، گندم، ها بود. تجزیه و تحلیل نمونهدرصد برای همۀ مایکوتوکسین 6/97 -3/61و 9/94 -10، 6/99 – 7ترتیب 

ها در بین درصد را برای همه مایکوتوکسین  3/106تا    1/75جو و ذرت( با استفاده از شرایط انتخاب شده، میزان بازیابی قابل قبول  

نمونۀ غلات نمونه برداری شده از بازار نشان داد که روش یاد شده دارای دقت  30کاربرد این روش روی  ها تأیید کرد. همه نمونه

 کافی برای استفاده به عنوان روش معمول تجزیه و تحلیل برای سطوح کمی از مایکوتوکسین ها خواهد بود.

 

 LC-MS/MSمایکوتوکسین، استخراج، خالص سازی، غلات،  کلیدی:های واژه

 

 مقدمه

ها متابولیت های طبیعی قارچی هستند که مایکوتوکسین 

ثیرات سمی را دارند. از میان صدها أطیف وسیعی از ت

 ,AFB1, AFB2, AFG1) 1هاآفلاتوکسینمایکوتوکسین، 

AFG22آ(، اکراتوکسین (OTA)، 3زئارالنون (ZEA) ،

و  (FB1, FB2) 5ها، فومونیزین(DON) 4نیوالنولدئوکسی

 
1 Aflatoxins (B1, B2, G1, G2) 
2 Ochratoxin A (OTA) 
3 Zearalenone (ZEA) 
4 Deoxynivalenol (DON) 
5 Fumonisins (FB1, FB2) 

ترین سموم خطرزا برای سلامت مهم 72HT  و  T2 6سموم 

  انسان و دام هستند.

های تعیین همزمان تعدادی از اخیراً روش

گیری کاربرد پیدا ها در یک استخراج و اندازهمایکوتوکسین

ویژه زمانی کاربرد دارند که سرعت، ها بهکرده است. این روش

 برایدقت و صحت برای برآورد کیفیت حائز اهمیت است. 

6 T2- toxin 
7 HT2 toxin 
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های غذایی بر پایۀ غلات، گیری مایکوتوکسین در نمونهاندازه

های مورد استفاده و ترین روشهای کروماتوگرافی رایجروش

برای   (Wang et al., 2019). بسیار حساس و دقیق هستند

های ها، معمولاً از روشتجزیه و تحلیل مایکوتوکسین

 با کارایی بالا کروماتوگرافی از جمله کروماتوگرافی مایع

(HPLC)، کروماتوگرافی لایه نازک (TLC) کروماتوگرافی ،

-LC و کروماتوگرافی با طیف سنجی جرمی  (GC) گازی

MS/MS  شوداستفاده می  (Shi et al., 2018) .

، (DAD)  یا دیود  UVکروماتوگرافی با کارایی بالا با آشکارساز  

یا آشکارساز طیف سنجی   (FLD)فلورسانس آشکارساز

، AFs ،OTA ،DON ،ZEAبرای تشخیص (MS) جرمی

FBs1، سیترینین (CIT)  2و پاتولین (PAT)  استفاده شده

های کروماتوگرافی مایع برای روشاست. با استفاده از 

های سنجی جرمی، تشخیص همزمان مایکوتوکسینطیف

متعدد در غلات مختلف و محصولات غذایی مربوطه ممکن 

 . (Shi et al., 2018) شد

ها معمولاً از موادغذایی جامد آسیاب شده مایکوتوکسین

مخلوط کردن با متانول آبی یا استونیتریل  دادن یابا تکان 

شوند. با اینکه استفاده از متانول و آب به آبی استخراج می

و  AFs ،OTAعنوان حلال مفید برای استخراج همزمان 

ZEA  گزارش شده است، استخراجDON  یاFBs  با این

، (Rahmani et al., 2009) ترکیب گزارش نشده است

درحالی که مخلوط استونیتریل و آب بازیابی خوبی برای 

 ,.Berthiller et al)کندها فراهم میبسیاری از مایکوتوکسین

2005; Soleimany et al., 2012a). 

های حجمی استفاده از استونیتریل: آب در نسبت

80:20)(Driehuis et al., 2008)( ،84 :16 )(Ren et al., 

برای استخراج  (Tanaka et al., 2006)( 15: 85)و  (2007

  HT2و  OTA ،ZEA ،DON ،T2ها، همزمان آفلاتوکسین

گزارش شده است. برای استخراج فومونیزین ها نسبت حلال 

 
1 Citrinin 
2 Patulin 

 Paepens)  شوددرصد( توصیه می  70آلی کمتر استونیتریل )

et al., 2005) در نتیجه، برای استخراج همزمان همۀ .

الذکر مقادیر مناسبی از استونیتریل های فوقمایکوتوکسین

ها های جدید استفاده شد. علاوه بر این، پژوهشدر روش

نشان داه است که مقادیر بالاتر بازیافت سموم با استفاده از 

 ,.Paepens et al) آیددست می حلال استخراج اسیدی به

. با در نظر گرفتن توصیۀ استخراج اسیدی، بسیاری از (2005

 1: 20:  79محققان، از استونیتریل: آب: اسیداستیک )

های هدف تحت ینمایکوتوکس حجمی( برای استخراج همۀ

 ;Fernandes et al., 2015)کردندبازیابی قابل قبول استفاده  

Monbaliu et al., 2010; Sulyok et al., 2010) . 

های استخراج شده مرحله ای است سازی عصارهخالص

مادۀ غذایی استخراج شده همراه   3که برای حذف اجزای بافت

گیری رود و گامی اساسی در اندازهبه کار می با سموم

ها مخصوصا در مقادیر اندک با استفاده از برخی مایکوتوکسین

های کروماتوگرافی، است. با این حال، از آنجایی که روش

ها متفاوت است باید روش بهینه میزان قطبیت مایکوتوکسین

ها ایجاد شود. خالص های مایکوتوکسینبرای همۀ گروه

و  (Qiao et al., 2009)  (SPE)سازی با استخراج فاز جامد 

 ,.Multi-Seps   ،(Berthiller et alو   MycoSepانواع مختلف  

 Ventura et) (IACs)های ایمیونوافینیتی و ستون (2005

al., 2006) ها سازی همزمان مایکوتوکسینبرای خالص

تجاری موجود،  SPEهای اند. در میان ستونبررسی شده

استفاده را بیشترین  MycoSepو  Oasis HLBستون های 

. (Diana Di Mavungu et al., 2009)دارند 

که به صورت تجاری در دسترس   MycoSepهایستون

هایی تشکیل شده است که تقریباً تمام مواد هستند، از جاذب

کنند، در حالی که آنالیت )سموم(  مزاحم را در خود حفظ می 

 های دهد. ستونهیچ تمایلی به واکنش با این ماده نشان نمی

MycoSep اند، حاوی زغال چوب، سلیت و چند منظوره

3 Matrix 



 

 (LC-MS/MS)ها در غلات با کروماتوگرافی مایع و شناساگر جرمی/ جرمی اندازه گیری مایکوتوکسین

17 

آلومینا هستند و معمولاً برای تجزیه و تحلیل همزمان سموم 

 . et al.(Berthiller(2005 ,استفاده می شوند 1تریکوتسن

هایی بادیحاوی آنتی (IAC)های ایمونوافینیتیستون

اثر متصل هستند و برای هستند که به یک ماده پشتیبانی بی

های نمونه اتصال اختصاصی سموم در حین عبور ناخالصی

ها تجزیه و تحلیل مایکوتوکسین شوند. این ستوناستفاده می

اند و از آنجایی که بسیار انتخابی هستند، محلول را ساده کرده

الص به دست می آیند. علاوه بر این، این های نهایی بسیار خ

ها نسبت به روش های سنتی حلال بسیار کمتری ستون

توانند خودکار شوند. چندین ستون کنند و میمصرف می

ها، ها، فومونیزینایمیونوافینیتی تجاری برای آفلاتوکسین

OTA ،DON تریکوتسن های نوع ،A (T2-toxin)  وZEA  

. عیب اصلی استفاده (Lattanzio et al., 2009)موجود است 

سازی نیاز به خالص IACاز ستون های ایمیونوافینیتی 

یا گروهی از   (DON)همزمان تریکوتسن های منفرد

های است. ستون  HT2)و  T2های مرتبط )سموم تریکوتسن

ایمیونوافینیتی چند سمی حاوی آنتی بادی برای همۀ این 

، DONها برای تعیین همزمان سموم فوزاریوم )مایکوتوکسین

T2-toxin ،HT2-Toxin ،FB1 ،FB2  و(ZEA   و 

در ذرت استفاده شده است  OTAو  (AFs)ها آفلاتوکسین

(Lattanzio et al., 2007)رغم استفادۀ گسترده از . به

ها هنگام استخراج مایکوتوکسین های ایمونوفینیتی بهستون

 Oasis HLBمانند  SPEهای ها، استفاده از کارتریجاز نمونه

هزینه بودن و استفاده رایج یت از جمله کمدارای چندین مز

 . (Stecher et al., 2007) ها استدر آزمایشگاه

-LCسازی نمونه برای آنالیز در روند اخیر در آماده

MS/MS  تزریق مستقیم عصارۀ استخراج شده از نمونه به ،

سازی بیشتر گزارش شده صورت رقیق شده و بدون خالص

است، به ویژه زمانی که طیف وسیعی از سموم باید تجزیه و 

. گزینش پذیری بالای (Sulyok et al., 2010)تحلیل شوند 

لص باعث کاهش یا حتی حذف خا LC-MS/MSابزارهای 

 
1 Tricotesens 

شود و در نتیجه توان نمونه را افزایش سازی نمونه می

دهد. با این حال، بدون در نظر گرفتن مرحلۀ تمیز کردن، می

کند، سطوح تشخیص تری را ارائه میتجزیه و تحلیل سریع

 شده بیشتر قابل دستیابی است. های تصفیهتر در عصارهپایین

برای شناسایی نقاط  LC-MS/MSنتایج آزمون مهارت 

 11های مختلف در اندازه گیری قوت و ضعف احتمالی روش

، فومونیزین G2و  B1 ،B2 ،G1مایکوتوکسین )آفلاتوکسین 

B1  وB2 اکراتوکسین آ، زئارالنون، دئوکسی نیوالنول، سم ،

T2  وHT2   آزمایشگاه نشان داد که  41در ذرت با شرکت

ها( از مخلوط شگاهدرصد آزمای 56ها )اکثر آزمایشگاه

 17استونیتریل: آب برای استخراج استفاده کردند. حدود 

درصد از دو   15های از مخلوط متانول:آب و  درصد آزمایشگاه

و متانول   (PBS)استخراج متوالی با محلول بافر فسفات

درصد( استفاده کردند. تعداد کمی از آزمایشگاه ها 15)

آب: متانول و حدود  درصد( از مخلوط استونیتریل:7)حدود 

به تنهایی  PBSها از آب: اتیل استات یا درصد آزمایشگاه 5

ها از مرحلۀ خالص استفاده کردند. هرچند اکثر آزمایشگاه

درصد  37سازی قبل از کروماتوگرافی استفاده کردند ولی 

به سیستم  اهای استخراج شده را مستقیمآنها عصاره

های ر کلی، مخلوط کروماتوگرافی تزریق کردند. به طو

استخراج آب با استونیتریل، متانول یا هر دو نتایج خوبی برای 

ها از ذرت ارائه کردند. هرچند استخراج کمی مایکوتوکسین

سازی عصاره استخراج شده هایی که از خالصآزمایشگاه

استفاده کردند، نتایج قابل قبولی را برای اکثر 

ایج بسیارخوبی نیز ها گزارش دادند، ولی نتمایکوتوکسین

های دست آمد که مستقیما عصارههایی بهتوسط آزمایشگاه

های این پژوهش بازیابی بالاتر استخراج را آنالیز کردند. یافته

از حدقابل قبول و تنوع بالای نتایج فومونیزین توسط اکثر 

 ها را نشان داد که قابل توجیه نبودآزمایشگاه

(De Girolamo et al., 2013) . 
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مطالعۀ حاضر رویکردی سیستماتیک  را  برای انتخاب 

منظور استخراج یک حلال استخراج و روش خالص سازی به

، AFs ،OTA ،ZEA ،DONسازی همزمان و خالص

کند. مقایسۀ توکسین توصیف می HT2و  T2ها، فومونیزین

سازی نمونه برای استخراج و های آمادهچندگانه روش

های های ردیابی از نمونهسازی مؤثر مایکوتوکسینخالص

-LCای، قبل از تجزیه و تحلیل، با استفاده از غلات خوشه

MS/MS  سازی نمونه، بالاترین انجام شد. بهترین روش آماده

دهد. های هدف را ارائه میمیزان بازیابی همۀ مایکوتوکسین

ها در دیگر روش بهینه برای تعیین همزمان مایکوتوکسین

  غلات نیز به کار گرفته شد.

های پیشین در خصوص اندازه خلاصۀ مروری بر پژوهش

 1در جدول  LC-MS/MSروش گیری مایکوتوکسین ها با 

 آمده است.

 

 هامواد و روش 

 مواد و شناساگرها 

 ,AFB1, AFB2)های استانداردهای مایکوتوکسین

AFG1, AFG2, OTA, ZEA, DON)ها ، فومونیزین

(FB1,FB2)    و سمومT2    وHT2     از شرکت سیگما(Sigma) 

آلمان خریداری شدند. متانول و استونیتریل درجۀ 

( و اسیداستیک از شرکت مرک LCکروماتوگرافی مایع )

(Merck)   آلمان تهیه شد. محلول بافر فسفات(PBS)    با حل

در  (Sigma-Aldrich, USA)از شرکت   PBSکردن قرص 

 آب مقطر تهیه شد. 

از برند  MycoSepTM 226ستون های چند منظوره 

Rumer Lab  تهیه شد. کارتریج هایOASISTM HLB   

 Watersگرم( از شرکت واترز میلی 200لیتر، )شش میلی

های ایمونوافینیتی )میلفورد، آمریکا( به دست آمد. ستون

AOFZDT2TM (IAC) از ( شرکت وایکمVICAM )آمریکا،

 تهیه شد. 

 محلول استاندارد و آماده سازی نمونه آلوده 

ها، برای تهیۀ محلول استاندارد مخلوط مایکوتوکسین

نانوگرم  50،000با غلظت   OTAمیکرولیتر  50ابتدا حجم 

 2،500در میلی لیتر( در متانول حل شد تا محلول ذخیره 

نانوگرم بر میلی لیتر تولید شود. یک میلی لیتر از این محلول 

میلی لیتر محلول مخلوط  1با  OTAذخیرۀ منفرد 

با  AFB1, AFG1 وکسین )محلول استاندارد مخلوط لاتآف

 با AFG2و  AFB2نانوگرم در میلی لیتر و  1000غلظت 

 ZEA  (50،000میکرولیتر    500نانوگرم در میلی لیتر(،    300

میکرولیتر محلول  250نانوگرم در میلی لیتر( مخلوط شد. 

،  DONنانوگرم در میلی لیتر( سم  200،000استاندارد )

نانوگرم در   FB1   (50،000میکرولیتر محلول استاندارد  500

از محلول استاندارد )با  FB2میکرولیتر  500میلی لیتر(، 

میکرولیتر از  500نانوگرم در میلی لیتر(،  50،000غلظت  

نانوگرم در میلی لیترT2   (100،000   )محلول استاندارد سم  

 HT2 (100،000میکرولیتر از محلول استاندارد سم  500و 

میلی  10نانوگرم در میلی لیتر( در یک فلاسک حجمی 

لیتری مخلوط شد و با متانول به حجم رسید تا محلول ذخیره 

، 2500،  250،  30،  100،  30،  100های  ای از سموم با غلظت

نانوگرم در میلی لیتر   5000و    5000،  5000،  2500،  2500

،  AFB1 ،AFB2 ،AFG1 ،AFG2 ،OTAبه ترتیب برای 

ZEA  ،FB1  ،FB2  ،T2-toxin  ،HT2-toxin    وDON   به دست

آید. از این محلول برای تهیۀ محلول استاندارد کاری استفاده 

های کهربایی های استاندارد کاری در ویالشد. تمام محلول

 درجه سلسیوس نگهداری شدند. -20در دمای 

 LC-MS/MSتجهیز و شرایط 

کروماتوگرافی  هایاز سیستم LCبرای تجزیه و تحلیل 

، Thermo Scientificمایع با شناساگر جرمی کوانتومی )

امریکا( متشکل از یک پمپ دوتایی ، یک گاززدا، یک آون 

بردار خودکار استفاده  شد. برای آزمون از ستونی و یک نمونه

متر، اندازه میلی 2/ 1× 50به اندازۀ  C18یک ستون کوتاه 
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، امریکا( بهره Thermo Scientificمیکرومتر ) 1/ 9ذرات 

 گرفته شد. 

داشته شد. ولتاژ   درجه سلسیوس نگه  30دمای ستون در  

کیلو ولت بود و از نیتروژن به عنوان گاز پاشش استفاده  3

 400و  120شد. دمای منبع و دمای جداسازی به ترتیب 

ها در کانال های درجه سلسیوس تنظیم شد. مایکوتوکسین

گیری با کالیبراسیون بررسی شدند. اندازه (SRM)  1اسکن

یی اجرا شد. از حجم غذااستاندارد همسان با ماتریس ماده 

 در  (ESI)   2میکرولیتر و یونیزاسیون الکترواسپری    20تزریق  

حالت یون مثبت و منفی استفاده شد. مایکوتوکسین با 

استفاده از برنامۀ گرادیان فاز متحرک شامل متانول و محلول 

 2صفر تا شد. ) درصد( جداسازی 0/ 1استیک ) آبی اسید

با   5تا  2درصد شروع شد و طی دقیقه  5دقیقه( با متانول 

درصد تغییر کرد، و با همان شرایط  90گرادیان به متانول 

( به 13تا  10دقیقه( ادامه یافت و دوباره )دقیقه  5-10)

دقیقه( برای  15تا  13درصد گرادیان بازگشت و ) 5متانول 

تصویر پیک های  1تعادل مجدد ستون ادامه یافت.  شکل 

دهد که در کروماتوگرام طور نشان میمایکوتوکسین را همان

  شوند.ظاهر می

 

 
AFB1, aflatoxin B1 (2,5 ng/g); AFB2, aflatoxin B2 (0.75 ng/g); AFG1, aflatoxin G1 (2.5 ng/g); AFG2, aflatoxin G2 

(0.75 ng/g); OTA, ochratoxin A (6.25 ng/g); ZEA, zearalenone (62.5 ng/g), deoxynivalenol (DON) (125 ng/g), FB1 

fomunisinB1(62.5 ng/g), FB2, fomonisinB2(62.5 ng/g), T2 toxin (125 ng/g), Ht2 toxin (125mg/g) 

 ده، بدون استفاده از روش خالص سازی. کروماتوگرام مایکوتوکسین ها پس از استخراج از نمونۀ برنج آلوده ش1شکل 
Figure 1. Chromatogram of mycotoxins after extraction from infected rice sample, without using 

purification 

 

 
1 Selected reaction monitoring (SRM) 2 Electrospray ionization (ESI) 
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 LC-MS/MS های پیشین در خصوص اندازه گیری مایکوتوکسین ها با روشخلاصۀ مروری بر پژوهش -1جدول 
Table 1- An overview of previous researches regarding the measurement of mycotoxins by LC-MS/MS 

method 

 نتایج مراجع
روش اندازه 

 گیری
 سموم

خالص 

 سازی
 روش استخراج

(Soleimany 

et al., 

2012a) 
 

درصد  و  4/108تا  8/76 بازیافت
 20تا  01/0حد تشخیص  

 میکروگرم در کیلوگرم

LC-MS/MS 

، AFsسم شامل  12اندازه گیری 
OTA ،ZEA ،DON, FBs ،

T2  وHT2 در غلات 

بدون خالص 
 سازی

: 79)  استونیتریل: آب: اسید استیک
 حجمی( 1: 20

(Monbaliu 

et al., 

2010) 

 6/60تا  7/0حد تشخیص
 میکروگرم در کیلوگرم

LC-MS/MS 

مایکوتوکسین شامل  23اندازه گیری 
AFs, OTA, ZEA, DON, 

T2, HT2, FBs, در خوراک دام 

بدون خالص 
 -سازی

سید ستخراج با استونیتریل:آب:ا ا 
 حجمی( 1: 20:  79فرمیک )

(Driehuis 

et al., 

2008) 

درصد و   111 -73بازیافت سموم 
میکروگرم  250تا  8حد تشخیص 

 در کیلوگرم
LC-MS/MS 

مایکوتوکسین شامل  20اندازه گیری
AFs ،OTA ،ZEA ،DON ،
T2  وHT2 در خوراک دام 

 45/0فیلتر 
میکرو متر  
 نیتروسلولز

آب استونیتریل: استخراج سموم با
 (حجمی 80:20)

(Ren et al., 

2007) 

درصد  119 -6/70بازیافت سموم 
 7/0تا  01/0و حد تشخیص 

 میکروگرم در کیلوگرم

UPLC-

MS/MS 

مایکوتوکسین شامل  17اندازه گیری 
AFs ،OTA ،ZEA ،DON ،

T2  وHT2 

Mycosep 

226 
:  84آب )استونیتریل: با استخراج سموم

 (حجمی16

(Tanaka et 

al., 2006) 

  1/6تا  1/0حد تشخیص 
 میکروگرم در کیلوگرم

 

LC-MS 

 اندازه گیری تریکوتسن ها و
AFs ،OTA ،ZEA ،DON ،

T2 و HT2 

Mycosep 

#226 
استونیتریل: آب در  استخراج سموم با

 (15: 85نسبت های حجمی)

(Paepens et 

al., 2005) 

حد درصد،  94 -71بازیافت 
میکروگرم در   20تا  5/7تشخیص 

 کیلوگرم
LC-MS/MS 

 FBsگیری فومونیسین ها اندازه
 در کورن فلکس

 IACستون 

استخراج فومونیزین ها با متانول : آب 
 pHحجمی( اسیدی شده تا  30: 70)

 با اسید کلریدریک 4

(Ventura et 

al., 2006) 
-UPLC پیکوگرم 1حد تشخیص 

MS/MS 

در ماء  OTAو  AFsاندازه گیری 
 الشعیر

SPE استخراج با متانول و آب 

(Diana Di 

Mavungu 

et al., 

2009) 

درصد و حد  60بیش از  یافتباز
میکروگرم در  30تا  3/0تشخیص 

 کیلوگرم

UPLC-

MS/MS 

مایکوتوکسین شامل  23اندازه گیری 
AFs ،OTA ،ZEA ،DON ،

FBs, T2  وHT2 

Oasis 

HLB  و
MycoSep 

استخراج با استونیتریل:اسید فرمیک 
حجمی( و هگزان برای  5:  95)

 استخراج ترکیبات غیر قطبی

(Lattanzio 

et al., 

2007) 

(Lattanzio 

et al., 

2009) 

درصد و  حد  79بازیافت بیشتر از 
میکروگرم در  2/4تا  3/0تشخیص 

 کیلوگرم
LC-MS/MS 

، AFsاندازه گیری سموم 
OTAوFBs, ZEA, DON, 

T2, HT2  تدر ذر 

IAC, 
Oasis 

HLB 

و  PBSاستخراج دو مرحله ای با 
 متانول

(Sulyok et 

al., 2010) 
  

، AFsسم شامل  19اندازه گیری 
OTA ،ZEA ،DON ،FBs  ،

 مواد غذایی در HT2و  T2سم 
 استخراج با استونیتریل : آب 

(Spanjer,et 

al., 2008) 
 50تا  1کمترین حد اندازه گیری 

 میکروگرم در کیلوگرم
LC-MS/MS 

، AFsسم شامل  33اندازه گیری 
OTA ،ZEA ،DON ،FBs ،

 در مواد غذایی HT2و  T2سم 

بدون خالص 
 سازی

 استخراج با استونیتریل : آب

(De 

Girolamo 

et al., 

2013) 

 LC-MS/MS 

مایکوتوکسین شامل  11اندازه گیری 
AFs ،OTA ،ZEA ،DON ،
FBs سم ،T2  وHT2 در ذرت 

خالص سازی 
با ستون و 

بدون خالص 
 سازی

استخراج یک مرحله ای استونیتریل: 
استخراج دو مرحله و ب  و متانول:آب آ

، درصد( 15و متانول )  PBSای 
مخلوط استونیتریل: آب: متانول  آب: 

 PBSاتیل استات یا 
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 آماده سازی نمونه 

برای تهیه نمونه آلوده، ذرت بدون آلودگی با مقدار 

آمده دستمناسب مخلوط مایکوتوکسین آلوده شد. غلظت به

 2/ 5ها در نمونه ذرت آلوده شده به ترتیب مایکوتوکسین

 AFG1 ،75 /0و  AFB1میکروگرم در کیلوگرم برای 

 AFG2 ،25 /6و  AFB2میکروگرم در کیلوگرم برای 

میکروگرم در  OTA ،5 /62برای میکروگرم در کیلوگرم 

میکروگرم در  125و  FB2و  ZEA ،FB1کیلوگرم برای 

 بود.   HT2و  T2، و سموم DONکیلوگرم برای 

 

 انتخاب روش استخراج

 در این پژوهش، از دو روش استخراج استفاده شده است. 

گرم(   10نمونه های آسیاب شده )  یک مرحله ای:  استخراج  

میلی لیتر حلال استخراج آلی )استونیتریل: آب:  40ابتدا با 

(، مخلوط شد و با تکان دادن به مدت 1:20:79اسید استیک  

، ایتالیا(  ,VDRl  711دقیقه روی یک تکان دهنده )مدل    60

دور در دقیقه به  3000سموم استخراج شد. مایع رویی در 

-Allegra Xنتریفیوژ شد )سانتریفیوژ دقیقه سا 10مدت 

22R )آمریکا ،(Sulyok et al., 2007) . 

گرم  10ها، برای استخراج دو مرحله ای: مایکوتوکسین

دقیقه  60به مدت  PBSمیلی لیتر  50نمونۀ آسیاب شده با 

دور در  3000کار گرفته شد، در روی یک تکان دهنده به

میلی لیتر  35دقیقه(، سانتریفیوژ شد و  10دقیقه )به مدت 

و با فیلتر میکروفیبر  آوریاز عصاره استخراج شده جمع

لیتر میلی 35(. سپس، Aشیشه ای فیلتر گردید )عصارۀ 

 PBSلیتر میلی 15مانده، حاوی  متانول به مادۀ جامد باقی

دقیقه  60اضافه شد و نمونه دوباره با تکان دادن به مدت 

درصد   70استخراج شد )به این ترتیب حلال استخراج حدود  

دور در  3000تریفیوژ شدن )متانول آبی بود(. پس از سان

سپس  دقیقه(، عصاره به دست آمد )عصاره(. 10دقیقه، 

لیتر از هر میلی  B (5و  Aمخلوط مقدار مساوی از عصارۀ 

 ,.Lattanzio et al) گیری به کار رفتکدام( برای اندازه

2007) . 

 

 انتخاب روش خالص سازی

عصاره ها با روش های مختلف خالص سازی شامل 

 Oasisو کارتریج    MycoSep 226با استفاده از    SPEکارتریج  

HLB  وIAC  چند منظورهAOFZDT2TM   خالص سازی

شدند. عصارۀ استخراج شدۀ بدون اِعمال خالص سازی با سه 

روش خالص سازی فوق الذکرمقایسه شد. عملکرد هر روش 

با روش استخراج با تجزیه و تحلیل سازی در ترکیب خالص

 ها در سه تکرار تعیین شد.میزان بازیابی مایکوتوکسین

، ده میلی لیتر عصاره MycoSepبرای روش خالص سازی  

و  Aمیلی لیتر عصارۀ  5ای( یا مخلوط )استخراج یک مرحله

ای( در ستون )استخراج دو مرحله Bمیلی لیتر عصارۀ  5

MycoSep لیتر از عصارۀ خاص میلی 4ر اِعمال شد. مقدا

سازی شده به لولۀ آزمایش منتقل و با گاز نیتروژن خشک 

لیتر محلول حجمی متانول و آب میلی 1شد. باقیمانده با 

حل شد.  (1: 1درصد اسید استیک ) 0/ 1اسیدی شده با 

-LCمیکرومتری به  0/ 22ها پس از عبوراز فیلتر محلول

MS/MS  تزریق شدند(Berthiller et al., 2005) . 

و ستون ایمیونوافینیتی   Oasis HLBسازی با  برای خالص

IAC ارۀ رقیق شده استفاده شد. این عصاره در برخی از عص

 Sáez et al., 2004) (Ren etپژوهش ها استفاده شده بود 

al., 2007; میلی لیتر از عصارۀ  10. با اندکی تغییرات، حجم

میلی لیتر   90حاصل از استخراج )استخراج یک مرحله ای( با  

میلی لیتر محلول رقیق شده   50آب مقطر رقیق شد و سپس  

میلی لیتر   1با سرعت جریان    Oasis HLBاز طریق کارتریج  

  Oasis HLB در دقیقه از کارتریج عبور داده شد. کارتریج

میلی لیتر آب  2میلی لیتر متانول فعال و با  6پیش از آن با 

سازی عصاره های حاصل مقطر متعادل شده بود. برای خالص

حاوی  Bلیتر عصارۀ میلی 10ای، ابتدا از استخراج دو مرحله
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لیتر آب مقطر رقیق شد. پنج میلی میلی  90با    PBSمتانول/  

میلی لیتر عصارۀ  50مونه( و گرم ن  1)معادل  Aلیتر عصارۀ 

عبور داده شد.   Oasis HLBاز ستون  Bرقیق شدۀ 

لیتر متانول شسته و با گاز نیتروژن میلی  6ها با  مایکوتوکسین

 1درجه سلسیوس خشک شدند. باقیمانده با  50در دمای 

درصد  0/ 1میلی لیتر مخلوط حجمی متانول و محلول آبی 

 0/ 22ها از فیلتر  ( حل شد. محلول1: 1اسید استیک )

 تزریق شدند. LC-MS/MSمیکرومتری عبور داده و به 

 50و  AOFZDT2TMعصاره با استفاده از ستون ایمنی 

میلی لیتر  10ای )لیتر عصارۀ استخراج یک مرحلهمیلی

میلی لیتر آب مقطر( مشابه روش  90عصاره رقیق شده با 

شد.   سازیخالص Oasis HLBتوصیف شده برای کارتریج 

ای، سازی عصارۀ حاصل از استخراج دو مرحلهبرای خالص

لیتر عصارۀ میلی   B   (10شدۀ  لیتر عصارۀ رقیقمیلی  50ابتدا  

B  2تا  1( با سرعت لیتر آب مقطرمیلی 90رقیق شده با 

عبور   AOFZDT2TMقطره در ثانیه از ستون ایمیونوافینیتی  

شسته شد تا بقایای  PBSمیلی لیتر  20داده شد. ستون با 

لیتر از عصارۀ میلی 5متانول کاملاً حذف شود. پس از عبور 

A میلی لیتر آب مقطر شسته شد تا باقیمانده  10، ستون با

PBS غذایی حذف شوند. مادۀ و ترکیبات مزاحم ماتریکس

میلی  3داشته شده در ستون ایمیونوافینیتی با سموم نگه

قطره  1لیتری با سرعت میلی 1/ 5لیتر متانول در دو مرحلۀ 

دقیقه بین دو مرحله واجذب شد.  5در ثانیه و فاصلۀ 

شستشوی کامل تمام سموم با مرحلۀ شستشوی دوم و پس 

 (Lattanzio et al., 2007)از عبور هوا از ستون به دست آمد

ها تحت گاز نیتروژن دست آمده مایکوتوکسین. مخلوط به

فاز  لیترمیلی  1در  LC-MS/MSخشک شد و برای آزمون 

 متحرک حل شد.

 
1 Limit of Detection (LOD) 
2 Limit of Quantification (LOQ) 

 0/ 5سازی، ها، بدون خالصبرای آنالیز مایکوتوکسین

ای با همان مقدار عصارۀ نهایی استخراج یک مرحلهلیتر  میلی

-LC( رقیق و به 1:20:79استونیتریل: آب: اسید استیک )

MS/MS  تزریق شد(Spanjer et al., 2008; Sulyok et al., 

ای، با مخلوط های دو مرحله. در مورد عصاره (2010 ,2007

)برابر   Bبا همان مقدار عصارۀ  Aمیلی لیتر عصارۀ  5کردن 

میکرومتر، نمونه برای  0/ 22گرم نمونه( و عبور از فیلتر  1

 ، آماده شد. LC-MS/MSتزریق مستقیم به 

 

 اعتبار سنجی

های عملکرد سنجی روش با توجه به توصیهاعتبار

 Vasquez-Martinez et)های تحلیلی و تفسیر نتایج روش

al., 2011) های تحلیلی برای تعیین و اعتبار سنجی روش

 & Gilbert)ها در مواد غذایی اجرا گردیدمایکوتوکسین

Anklam, 2002) شده و نتایج با سطوح قابل قبول تعیین

ها مقایسه شد. تجزیه و توسط مقررات اروپایی برای روش

تحلیل برای کنترل سطوح مایکوتوکسین در مواد 

و تجزیه   (Cheli et al., 2014; Köppen et al., 2013)غذایی

، AFs ،OTA ،ZEAو تحلیل رگرسیون خطی برای مخلوط 

OTA ،DON ،FB1 ،FB2 ،T2-Toxin  وHT2-Toxin  اجرا

ای برای های کالیبراسیون پنج نقطهشد. منحنی

 4های مذکور در جدول ها در محدودۀ غلظتمایکوتوکسین

رسم شد. از رگرسیون خطی برای رسم نسبت مساحت پیک 

هر مایکوتوکسین در برابر غلظت آن استفاده شد. ارزیابی هر 

و  (LOD) 1 ار شد. کمترین حد تشخیصنقطه سه بار تکر

های سریالی با با رقت LOQ)(2 گیریکمترین حد اندازه

= 3)  3کمترین غلظت تعیین و بر اساس نسبت سیگنال/نویز  

S/N 10(  و (10 =S/N برآورد شد. برای بررسی میزان )
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بازیافت و اثر ماتریس، پنج استاندارد پس از استخراج به 

 اضافه و هر یک سه بار تزریق شد.ماتریس ذرت 

 

 نتایج و بحث

 مقایسۀ روش های استخراج و خالص سازی 

گرم نمونه استخراج شد. اما در مقالات   10در این مطالعه،  

 0/ 5مروری دیده شده مقادیر کمتری استخراج شده است )

گرم  5و  (Sulyok et al., 2007, 2010)گرم نمونه 

تمونۀ استخراج شده همراه  (Monbaliu et al., 2010)نمونه

آمده از دستروش خالص سازی بررسی شد. بازیابی به 4با 

های ها و اهمیت تفاوت بین بازیابیمایکوتوکسین

های مختلف استخراج و آمده با استفاده از روشدستبه

 نشان داده شده است.  2خالص سازی در جدول 

ها برای استخراج همزمان پیش از این گفته شد بهترین روش

AFs  ،OTA ،ZEA ،DONها، سموم ، فومونیزینT2  وHT2  

ای با استونیتریل: آب: اسید استیک استخراج یک مرحله

و روش های   ,.Sulyok et al) (2007( است 1:20:79)

و  PBSای با استفاده از استخراج دو مرحله

های . در میان تمام روش(Lattanzio et al., 2007)متانول

کمترین بازیابی   Mycosep 226و     Oasis HLBسازی  خالص

 11/ 8در محدودۀ    Oasis HLBاند و میزان بازیابی  را ارائه داده

،  AFG2ها به جز  درصد برای تقریباً همۀ مایکوتوکسین  89و  

AFG1    وDON  ها است. میزان بازیابی ب برای مایکوتوکسین

درصد  11/ 8در محدوده Oasis HLBبا استفاده از ستون 

است که مشابه   AFG1درصد برای    77/ 4و    HT2 Toxinبرای  

های برخی پژوهشگزارش شده در  AFsمیزان بازیابی برای 

 . (Garon et al., 2006; Richard et al., 2007)پیشین است

 88/ 2تا  11/ 5بازیابی بین  MycoSep 226همچنین 

ها دهد که برای هیچ یک از مایکوتوکسیندرصد را ارائه می

قابل قبول نیست.  این نتایج نمی تواند نتایج  AFB2به جز 

 MycoSepبازیافت خوب گزارش شده در پیشینه تحقیق با 

تا  DON ،50درصد بازیافت برای  93را  تایید کند که  226

درصد برای   80تا    30توکسین و    HT2و    T2درصد برای    70

ZEA  با استفاده ازMycoSep 226  را گزارش کردند

(Berthiller et al., 2005; Biselli & Hummert, 2005) .

ها در این تحقیق. و ادبیات را می توان با تفاوت بازیابی

بسیاری از متغیرهای موثر بر استخراج مایکوتوکسین توضیح 

ها در این تحقیق تغییر در حلال ترین تفاوتداد. یکی از مهم

ها در این تحقیق، استخراج است که به دلیل وجود فومونیزین

 یاری مقالات، اعمال شد.نسبت به بس

و   IACهای های خالص سازی، روشدر بین تمام روش

های بدون خالص سازی، به ترتیب با درصد بازیافت روش

درصد، بالاترین میزان 112/ 1تا    3/64درصد و    97/ 6تا    61/ 3

ها ارائه کردند. با توجه به بازیابی را برای همه مایکوتوکسین

،  IACسازی نمونه با استفاده از بالابودن قیمت و زمان آماده

بهینه برای آماده روش بدون خالص سازی به عنوان روش 

ها انتخاب شد. تجزیه و تحلیل واریانس سازی نمونه

(ANOVA) های ها با استفاده از روشبازیابی مایکوتوکسین

نشان داده شده   3سازی در جدول  مختلف استخراج و خالص

نشان داد    (GLM)  است. تحلیل واریانس مدل خطی عمومی

های مختلف وشآمده بین ردستهای بهکه بر اساس بازیابی

داری وجود استخراج و خالص سازی و سموم تفاوت معنی

نشان داد که   R(. مقدار بالای مربعات  p-value  <0.05دارد )

درصد تغییر بازیابی را می توان با این متغیرهای   95بیش از  

 سازی و تعامل آنها پیش بینی کرد.استخراج و خالص

مختلف  با توجه به اهمیت عملکرد روش برای سطوح

ها آلودگی مایکوتوکسین، در مورد اثر غلظت مایکوتوکسین

های بیشتری شده است. استفاده از روش استخراج بررسی

های در غلظت "سازیبدون خالص"ای و روش یک مرحله

ها در نمونۀ غنی شده، بازیابی در مختلف روی مایکوتوکسین

ج درصد به دست آمد که با نتای 112/ 1تا  64/ 3محدودۀ 

ها به جز گزارش شدۀ دیگر محققان برای همه مایکوتوکسین

ها همخوانی دارد و الزامات اتحادیه اروپا را برای فومونیزین
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 European)کندها فراهم میروش سنجش مایکوتوکسین

Commission, 2006; Spanjer et al., 2008) در روش ارائه  .

 (Spanjer et al., 2008).شده توسط اسپانجر و همکاران 

ها، ز جمله آفلاتوکسینها اتعداد زیادی از مایکوتوکسین

 ، سمT2 اکراتوکسین آ، زئارالنون، دئوکسی نیوالنول ، سم

HT2    دقیقه تفکیک  30و برخی مشتقات این سموم در مدت 

 

 

 مختلفبازیابی مایکوتوکسین ها با استفاده از دو روش استخراج مختلف و روش های خالص سازی  نتایج - 2جدول 

Table 2 - Mycotoxin recovery results using two different extraction and different purification methods 

 مایکوتوکسین ها

غلظت 

)میکروگرم در 

 کیلوگرم(

روش 

 استخراج

 روش خالص سازی

 Mycosep 226 ایمینوافینیتی

 بدون 

 خالص سازی
Oasis HLB 

 B1 5آفلاتوکسین 
aA 5 /6 ± 42  83/ 5 ± 4/ 5 مرحله اییک   aB 6 /7 ± 1 /85 aA 5 /10 ± 1 /26  aB 

80/ 2 ± 5/ 5 دو مرحله ای  aA 5 /4 ± 34  bB 5 /9 ± 2 /97  aC 5 /8 ± 5 /18  aD 

 B2 1.5آفلاتوکسین 
5/84 ± 4.3 یک مرحله ای  aA 5 /11 ± 1 /88  cA 8 /11 ± 9 /96  aA 4 /6 ± 5 /68  bB 

71/ 5 ± 10/ 2 دو مرحله ای  aA 1 /6 ± 5 /72  cA 5 /4 ± 9 /89  aB 4 /14 ± 2 /79  AB 

 G1 5آفلاتوکسین 
80/ 5 ± 4/ 5 یک مرحله ای  aA 1 /23 ± 5 /44  abcB 9 /11 ± 2 /76  aA 5 /4 ± 1 /76 bA 

75/ 9 ± 3/ 5 دو مرحله ای  aA 2 /4 ± 4 /32  bB 3 /6 ± 5 /91  aC 8 /5 ± 1 /89 bC 

 G2 1.5آفلاتوکسین 
91/ 4 ± 6/ 2 یک مرحله ای  aA 1 /4 ± 8 /31  bB 1 /13 ± 1 /84  aA 9 /4 ± 2 /19  aC 

82/ 9 ± 3/ 8 دو مرحله ای  aA 1 /4 ± 8 /11  dB 6 /5 ± 8 /85  aC 2 /4 ± 1 /18  aC 

 12.5 اکراتوکسین آ
aA 1 /26 ± 1 /47 86/ 3 ± 3/ 8 یک مرحله ای  cB 7 /4 ± 1 /90  aA 9 /4 ± 1 /25  aC 

80/ 2 ± 3/ 5 دو مرحله ای  aA 1 /4 ± 3 /52  cB 3 /8 ± 1 /87  aA 1 /7 ± 5 /26  aC 

 125 زئارالنون 
77/ 2 ± 6/ 8 یک مرحله ای  aA 8 /6 ± 3 /62  cB 5 /4 ± 7 /82  aC 1 /7 ± 3 /31  aD 

69/ 3 ± 4/ 1 دو مرحله ای  aA 6 /7 ± 5 /54  cB 3 /8 ± 7 /77  aA 6 /4 ± 3 /37  aC 

 250 داکسی نیوالنون
74/ 7 ± 5/ 6 یک مرحله ای  aA 6 /4 ± 1 /50  cB 7 /5 ± 1 /82  aC 9 /7 ± 9 /52  bB 

75/ 3 ± 4/ 9 دو مرحله ای  aA 8 /4 ± 5 /49  cB 1 /6 ± 1 /85  aC 8 /4 ± 3 /65  bD 

 B1 125فومونیسین 
90/ 1 ± 3/ 7 یک مرحله ای aA 8 /4 ± 1 /37 cbB 8 /3 ± 5 /89 aA 2 /7 ± 7 /34 aB 

78/ 7 ± 4/ 1 دو مرحله ای aA 1 /37  6/4± cB 9 /88  3/8±  aA 7 /33  6/9±  aB 

 B2 125فومونیسین 
78/ 9 ± 5/ 6 مرحله اییک  aA 7 /4 ± 1 /38 cB 6 /5 ± 1 /80 aA 9 /3 ± 5 /39 aC 

70/ 5 ± 3/ 8 دو مرحله ای aA 1.4 ± 9/33 cbB 1 /6 ± 9 /82 aC 8 /6 ± 6 /17 aD 

 T2 250سم 
80/ 1 ± 2/ 9 یک مرحله ای aA 1 /4 ± 2 /38 cB 1 /5 ± 6 /85 aA 1 /5 ± 1 /27 aC 

86/ 9 ± 3/ 7 دو مرحله ای aA 9 /3 ± 8 /41 cB 8 /4 ± 6 /94 aC 3 /4 ± 1 /30 aD 

 HT2 250سم 
79/ 1 ± 3/ 1 یک مرحله ای aA 4 /6 ± 3 /64 cB 5 /3 ± 9 /85 aC 8 /3 ± 9 /14 aD 

90/ 3 ± 4/ 2 دو مرحله ای aA 8 /4 ± 3 /46 cB 8 /4 ± 3 /107 aC 1 /3 ± 5 /14 aD 

 از سه تکرار تعیین بازیابی  انحراف معیار

 تفاوت قابل توجهی در بازیابی بین خالص سازی برای هر مایکوتوکسین را نشان می دهند )تفاوت بین ستون ها(   (abc) حروف کوچک 

   تفاوت قابل توجهی را در بازیابی بین حلال ها برای هر مایکوتوکسین نشان می دهند )تفاوت بین ردیف ها( (ABC) حروف بزرگ
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 بازیابی مایکوتوکسین ها با استفاده از روش های مختلف استخراج و خالص سازی (ANOVA) تجزیه و تحلیل واریانس .3جدول 

Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of recovery of mycotoxins using different extraction and 

purification methods 

   F-value P-value درجۀ آزادی منبع

000/0 58/28 10 سم  

136/0 24/2 1 استخراجروش   

000/0 17/778 3 روش خالص ساازی  

 0.005 66/2 10 سم×روش استخراج

000/0 26/22 30 سم× روش خالص سازی  

000/0 78/8 3 روش استخراج× خالص سازی  

001/0 18/2 30 سم×روش استخراج× خالص سازی  

R-sq =1/95    

 

شدند. این روش با روش رسمی اتحادیه اروپا گیری و اندازه

برای تعیین آفلاتوکسین در مواد غذایی مقایسه شد و به 

عنوان روش مولتی مایکوتوکسین با تشخیص بیش از یک 

مایکوتوکسین در ذرت، گندم سیاه، انجیر و آجیل به اثبات 

 رسید.

ها در روش ارائه شده بیشتر از موارد بازیابی فومونیزین

 ,.Spanjer et al).گزارش شده توسط اسپانجر و همکاران 

است. این را می توان به دلیل افزایش مقدار آب حلال   (2008

استخراج و افزودن اسید استیک به عصاره توضیح داد که 

ترین راه برای بهبود راندمان استخراج و در نتیجه راحت

ها است و روش چندگانه را برای دیگر بازیابی فومونیزین

 گذارد. ها بدون تغییر باقی میایکوتوکسینم

ها از ذرت، ها با نتایج استخراج مایکوتوکسیناین یافته

 های ذرت و نان، استخراج با استونیتریلگندم، جو دوسر، دانه

زدایی با (، و یک مرحله چربی1: 20:  79آباسیداستیک )

هگزان، فیلتراسیون، تبخیر حلال از عصاره و حل کردن 

 باقیمانده در فاز متحرک برای اندازه گیری میزان سموم با

LC-MS/MS   مشابه است. در این پژوهش فاز متحرک که از

میلی مولار استات آمونیوم  10مخلوطی از متانول و آب با 

تنظیم شد.   3برابر     pHتشکیل شده بود، با اسید استیک در  

رهای نتایج ویژگی های عملکرد روش توسعه یافته با معیا

 2006/ 401شمارۀ  (EC)ذکر شده در مقررات کمیسیون

 (De Boevre et al., 2012).مطابقت خوبی دارد 

 

 اعتبارسنجی روش

خطی بودن رابطه بین سطح پیک و غلظت با تجزیه و 

ای های کالیبراسیون پنج نقطهتحلیل منحنی

های مختلف تعیین شد )جدول ها در غلظتمایکوتوکسین

ها، ضرایب همبستگی منحنی مایکوتوکسین(. برای همه 4

بود.  کمترین حد تشخیص و  0/ 925کالیبراسیون بیشتر از 

برای این روش روی   LOQ)و    (LODگیری  کمترین حد اندازه

های حاوی غلظت بسیار پایین مایکوتوکسین و نمونۀ نمونه

ذرت اجرا شد. کمترین حد تشخیص به دست آمده برای 

میکروگرم در  8تا  0/ 08و  5تا  0/ 05مایکوتوکسین ها  

کیلوگرم به ترتیب برای محلول استاندارد مایکوتوکسین ها و 

برای عصاره استخراج شده از ذرت بود. کمترین حد اندازه 

میکروگرم در کیلوگرم برای   25تا  0/ 25و    15تا    0/ 15گیری  

محلول استاندارد مایکوتوکسین ها و ذرت بود . این حدود 
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حدود نظارتی تعیین شده توسط اتحادیه بسیار کمتر از 

هاست که قابلیت روش را برای به اروپایی برای مایکوتوکسین

دهد ها نشان میگیری مایکوتوکسینکار رفتن در اندازه

(European Commission, 2006) مقادیر به دست امده، در .

دست آمده است، ها بهمقایسه با مقادیری که از دیگر پژوهش

هایی که سازی از پژوهشبا توجه به عدم استفاده از خالص

صورت گرفته است  MycoSepیا   IACتخلیص با 
(Lattanzio et al., 2009; Diana Di Mavungu et al., 

 ، بالاتر است. (2009

بررسی دیگری برای نظارت بر وقوع این در 

ها در محصولاتی برای تغذیۀ حیوانات در سوئد، مایکوتوکسین

ها به دو قسمت تقسیم کسینعصاره های استخراج مایکوتو

شدند که یک بخش رقیق و بدون خالص سازی و بخش دیگر 

 خالص سازی و سپس برای  MultiSep226 با استفاده از

-LC ها باجداسازی، شناسایی و اندازه گیری مایکوتوکسین

ESI-MS/MS  در حالت SRM  بررسی گردید.  بازیابی برای

 0/ 1درصد و حد تشخیص    86ها بالاتر از  همۀ مایکوتوکسین

بود   μg/kg   115 تا 2/ 5و حد اندازه گیری از  μg/kg  72 تا

(Tevell Åberg et al., 2013) . 

 

 برای تعیین همزمان مایکوتوکسین ها LC-MS/MS خطی بودن و حساسیت روش . 4جدول 

Table 4. Linearity and sensitivity of LC-MS/MS method for simultaneous determination of mycotoxins 

ن
سی

مایکوتوک
ها

 

 LODحد تشخیص 

در محلول استاندارد 

(ug/L) 

حداندازه گیری 

LOQ  در محلول

 (ug/Lاستاندارد )

حد تشخیص 

LOD  در

 (ug/kgذرت )

حداندازه گیری 

LOQ  در ذرت

(ug/kg ) 

محدوده 

 (ug/Lخطی)
R2 

B1 05/0 15/0 08/0آفلاتوکسین   25/0  100-05/0  999/0  

B2 15/0 5/0 25/0آفلاتوکسین   75/0  30-15 /0  998/0  

G1 05/0 15/0 1/0آفلاتوکسین   3/0  100-05/0  997/0  

G2 2/0 6/0 3/0آفلاتوکسین   1 30-2/0  995/0  

15/0 15/0 05/0 اکراتوکسین آ  45/0  250-  1/0  997/0  

5/0 3/0 1/0 زئارالنون  5/1  2500 -1  995/0  

5- 5000 20 7 15 5 داکسی نیوالنون  925/0  

B1 5 15 8 25 2500 -5فومونیسین   993/0  

B2 5 15 8 25 2500 -5فومونیسین   994/0  

T2 5/2 5/7 5 15 5000 -5/2سم   986/0  

HT2 5/2 5/7 5 15 5000 -5/2سم   985/0  

 

برای  (Soleimany et al., 2012a)سلیمانی و همکاران 

ها در غلات از استخراج یک گیری مایکوتوکسیناندازه

( 1:20:79ای حلال استونیتریل: آب: اسیداستیک )مرحله

 سازی استفاده نمودند.  تعیین همزمانبدون خالص

 طیف  ها با کروماتوگرافی مایع فاز معکوسمایکوتوکسین

با استفاده از رابط الکترو     (UPLC-MS/MS)سنجی جرمی  

در هر دو حالت یون مثبت و منفی  (ESI) اسپری یونیزاسیون

تا  83/ 5ها از غلات انجام شد. میانگین بازیابی مایکوتوکسین

حد و  (LOD) درصد بود، در حالی که حد تشخیص107/ 3

میکروگرم در  25تا  0/ 01به ترتیب از  (LOQ) اندازه گیری

میکروگرم در کیلوگرم بود. روش  40تا0/ 02کیلوگرم و 

نمونه  100ها در توسعه یافته برای تعیین مایکوتوکسین
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 .غلات جمع آوری شده از بازارهای مالزی استفاده شده است

ها نشان داد که این روش برای تعیین نتایج بررسی

تواند برای آنالیز ها در غلات مناسب است و مییکوتوکسینما

 (Soleimany et al., 2012b).معمول اجرا شود

تجزیه و تحلیل نمونه های غلات )برنج، گندم، جو و 

نشان داده شده است. میزان بازیابی سموم   5ذرت( در جدول  

هر مایکوتوکسین با محاسبه درصد مقدار اندازه گیری شده 

تا   75/ 1به سطح آلوده شده آن به دست آمد. میزان بازیافت  

های مایکوتوکسین در درصد بود که برای روش 106/ 3

درصد(  110تا 70محدوده میزان بازیافت قابل قبول )

 قرارداشت. 

 کاربرد روش برای سنجش آلودگی نمونه های واقعی 

ها، در اندازه گیری کمی آفلاتوکسین  LC-MS/MSروش  

ها، آ، زئارالنون، داکسی نیوالنول، فومونیزیناکراتوکسین

به کار برده شد. تمام  نمونه غلات 30، در HT2و  T2سموم 

شده با استفاده از روش جدید آوریهای غلات جمعنمونه

LC-MS/MS  شده  آورده 6بررسی شدند و نتایج در جدول

 است. 

 

 بازیافت مایکوتوکسین ها با روش استخراج یک مرحله ای و بدون خالص سازی  -5جدول

Table 5- Recovery of mycotoxins with one-step extraction method without purification 

 مایکوتوکسین ها
سطح آلوده شده 

(ng/g) 

 بازیافت )%(

 جو گندم برنج ذرت

B1 5 3/106آفلاتوکسین   6/105  1/104  1/102  

B2 5/1 1/91آفلاتوکسین   91 2/88  2/86  

G1 5 5/83آفلاتوکسین   86 1/75  6/84  

G2 5/1 5/86آفلاتوکسین   5/86  2/86  3/81  

9/86 5/12 اکراتوکسین آ  4/88  1/88  1/87  

5/88 125 زئارالنون  1/90  1/89  9/88  

1/90 250 داکسی نیوالنون  2/89  5/86  1/85  

B1 125 2/90فومونیسین   2/91  9/88  1/89  

B2 125 4/87فومونیسین   2/89  2/87  1/83  

T2 250 9/95سم   5/98  1/93  9/91  

HT2 250 1/97سم   2/97  97 3/92  

 

نمونه  12نمونه از  9نمونه بررسی شده،  30از این میان 

 3درصد(،  80نمونه گندم ) 5نمونه از  4درصد (،  75برنج )

نمونه ذرت  8نمونه از  6درصد( و  60نمونه جو ) 5نمونه از 

نمونه کل  30نمونه از  25درصد(، و در مجموع  75)

لی درصد( به حداقل یک مایکوتوکسین آلوده بودند. و 83/ 3)

میزان آلودگی در هیچ یک از نمونه ها از سطوح مجاز آلودگی 

 فراتر نبود. 
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 آلودگی مایکوتوکسین ها در نمونه های غلات -6جدول 

Table 6- Contamination of mycotoxins in cereal samples 

  ذرت جو گندم برنج مایکوتوکسین ها

 12 5 5 8 30 (Nنمونه )تعداد 

AFs 6 (25/0- 65/4)آفلاتوکسین ها   4 (3/0- 5/3)  2 (25/0-95/2)  6 (25/0- 5/6)  18 (25/0-5/6 )  

(45/4 -6/0) 7 اکراتوکسین آ  2 (5/1-45/10)  2 (9/0-5/15)  4 (5/1-.5/20)  15 (45/0- 5/20)  

(5/12 -5/4) 4 زئارالنون  2 (5/2- 20.85)  2 (5/1- 5/20)  4 (5/2- 35/54)  12 (5/1-35/54 )  

(5/85 – 20) 3 داکسی نیوالنون  2 (25- 5/110)  2 (20- 5/80)  4 (35- 150)  11 (20-150 )  

B1 2 (40- 65)فومونیسین   1 (75)  2 (35- 105)  3 (50- 225)  8 (35- 225)  

B2 ND 2 (25- 85)فومونیسین   2 (30-95)  3 (45- 175)  7 (25- 175)  

T2 2 (15- 95)سم   1 (45)  1 (45)  4 (30- 105)  8 (15-105 )  

HT2 1 (20)سم   ND ND 3 (30- 95)  4 (30- 95)  

(%75) 9 وقوع )%(  4 (80 )%  3 (60 )%  6 (75 )%  25 (83.3 )%  

n (min - max)  (ng/g) 

ND  : معمولا مقادیر تشخیص داده نشده راND  می گویند و کمتر ازLOQ صورت را به<LOQ .گزارش می دهند 

 

 گیرینتیجه

های سازی کارآمد نمونه از طریق انتخاب روشآماده 

 11سازی، برای تعیین همزمان استخراج و خالص

توسعه یافت. در   LC-MS/MSمایکوتوکسین از غلات، توسط  

درصد  1:20:79این مطالعه، استونیتریل: آب: اسید استیک )

ها حجمی( میزان بازیابی بالاتری را برای همه مایکوتوکسین

ای ارائه داد. علاوه بر این، در مقایسه با استخراج دو مرحله

سازی با استفاده از میکروفیلتر فیبر شیشه روش خالص

 112/ 1تا 64/ 3میزان بازیابی ) سازی( بالاترین)بدون خالص

 ،IACدرصد( را در مقایسه با سه روش تمیزکردن دیگر، 

Oasis HLB  وMycoSep 226 دست داد. مطالعه به

اعتبارسنجی نشان داد که این روش برای تعیین همزمان 

های هدف در غلات  به میزان کافی از خطی مایکوتوکسین

. بنابراین، بودن، حساسیت، دقت و صحت برخوردار است

توان نتیجه گرفت که این روش برای تعیین مایکوتوکسین می

به صورت آزمون روتین مناسب است. علاوه بر این، رویکرد 

تواند به عنوان مرجعی تجربی مورد استفاده در این مطالعه می

 سازی نمونه استفاده شود.های آمادهبرای دیگر روش
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Abstract 
A chromatography mass/mass method (LC-MS/MS) was used for the simultaneous determination of 

aflatoxins, ochratoxin A, zearalenone, deoxynivalenol, toxins T2, HT2 and fumonisins in cereals, and the 

efficiency of two methods of extracting toxins (one and two steps) and four purification methods (including 

MycoSep 226, Oasis HLB, immunoaffinity column (IAC) and No clean-up method) were investigated to 

obtain the maximum amount of recovery of myconoxins. The use of acetonitrile solvent: water: acetic acid 

in a volume ratio (79:20:1) as the extraction solvent, without purification, achieved the highest recovery rate 

of 64.3 to 112.1%. However, using MycoSep 226, Oasis HLB and IAC, the recovery rate was 7- 99.6, 10- 

94.9 and 61.3- 97.6% for all mycotoxins, respectively. Analysis of cereal samples (rice, wheat, barley, and 

corn) using the selected sample preparation method confirmed acceptable recovery rates of 75.1–106.3% for 

all mycotoxins among all samples. The application of the method on 30 grain samples taken from market 

showed that the method has sufficient accuracy to be used as a routine analysis method for small levels of 

mycotoxins.  
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