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  چكيده 
 صورت به استخراج راندمان در موثر  پارامترهاي.شد گرفته كار به هموژن  مايع-مايع استخراج روش نمونه عسل در رنظ مورد تركيب استخراج براي

 گرم وNaCl14  نمك مقدار ليتر، ميلي 5/1 كلروفرم حجم ليتر، ميلي 5 متانول حجم: باشدصورت زير مي به كه گرديد سازي بهينه زمان در متغيير يك

 آمـد  بدسـت  تركيـب  ايـن  براي 9987/0همبستگي ضريب با /ppm 20-001ديناميكي  خطي  دامنهمقدار روش اين در ليتر يليم 50 : آب حجم نمونه

 تشخيص تا حدود و 5/6 بين  (RSD%)نسبي  استاندارد انحراف حسب بر تركيب اينppm 19غلظت در گيري اندازه و استخراج 12 براي روش دقت.

 روش. باشـد  مـي  روش خـوب  دهنـده صـحت   نـشان  كـه  كنـد  مـي  تغييـر  4/95  % تا  2/86 % گستره در نيز افتبازي ميزان. آمد  بدست 001/0زير

 .كار رفـت  به مورد نظر تركيب سم گيري اندازه و جداسازي براي بود UV-Visآشكارساز  به مجهز كه معكوس در فاز بالا كارايي با مايع كروماتوگرافي
 انجام ايزوكراتيك مد در) v/v%40-60 ( متانول-آب   متحرك فاز  و18ZORBAX Eclipse XDB- Cستون استفاده از با اتاق دماي در جداسازي

  .شد
  

   مايع هموژن، كروماتو گرافي مايع با كارايي بالا–، استخراج مايع ، افت كش ها عسل: كليدي واژه هاي
  

    2 1 مقدمه
اي  ارزيــابي آفــت كــش هــا از اهميــت ويــژه امــروزه شناســايي و

تركيبـات   باقي مانـده   .اي پيدا كرده است     خوردار بوده و ابعاد گسترده    بر
موجود در مواد غذايي طيف وسيعي را در بر مي گيرند كـه عبارتنـد از                

آلاينده هـاي    در كشاورزي،  مواد شيميايي مورد استفاده    سموم طبيعي، 
زيستي و مواد شيميايي حاصل از فراوري مواد غذايي و بـسته             صنعتي،
كشاورزي با بازده بالانيز مستلزم كاربرد سموم        وليد محصولات ت. بندي

 درصد باقيمانده آفت    80بيش از   . )1385هاديان،( دفع آفات نباتي است   
ــسان وكــش ــا در ان ــان مخــاطرات  ه ــويژه در كودك ــر  ب جــدي در ب
به  در نتيجه كنترل باقيمانده سموم درمواد غذايي                .)1386خانباني،(دارد

به همـين دليـل،      .اقتصادي ضرورت دارد   دهاي بهداشتي و  دلايل پيام 
غـذايي در راسـتاي      باقيمانده سـموم در مـواد      پايش وجود  هاي برنامه

حداكثر مجاز باقيمانده سـموم و ميـزان دريافـت از طريـق              اطمينان از 
 مـستمر انجـام مـي شـود        رژيم غذايي در بسياري از كشورها به طـور        

                                                            
   كارشناسان ارشد شيمي تجزيه، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد فيروزآباد، فارس-2 و 1

  )Email: abbasebrahimi64@gmail.com       : نويسنده مسئول-(*
 

 آفت كش مورد اسـتفاده در       800 حدود   در كشور ما از    .)1386خانباني،(
 نوع تركيب شيميايي با فرمولاسـيون مختلـف و كاربردهـاي            211دنيا  

توليـد محـصولات     .)1386خانبـاني، ( متفاوت بـه ثبـت رسـيده اسـت        
هـا   بررسـي . اي نيز مستلزم كاربرد سموم دفع آفات نباتي اسـت        گلخانه

باقي ماندن سموم نشان داده است كه اين نوع توليد مي تواند منجر به      
 توسط  MRLS(3(در مقادير بالاتر از حد قانوني قابل قبول توصيه شده           

FAO/codex4ميزان مـصرف  . ) 1385هاديان،(  و اتحاديه اروپا شود 
سموم تحت شرايط مختلف كشاورزي، آب و هـوايي در هـر كـشور و               

چنـدين   .)1372هلفـريچ، ( بين نواحي مختلف يك كشور متفاوت است
يميايي مانند حشره كش ها، علف كش ها و آنتـي بيوتيـك             نوع سم ش  

ها در عسل ديده شده است سموم در كشاورزي كاربرد زيادي دارنـد و              
در بررسي ها نشان داده شده كه عسل توسط ايـن سـموم مـي توانـد                 
آلوده شود ساير آلوده كننده هاي مهم عـسل قـارچ كـش هـا هـستند          

معمـولا در   .)Hernandez,2002 ()1386خانبـاني، () 1373سالاري ،(
 مـايع معمـولي و روش       –تحقيقات گذشته از روشهاي استخراج مـايع        

                                                            
3- MRLS : Maximum Residue Limit 
4- Food and Agriculture organization 

  نشريه پژوهشهاي علوم و صنايع غذايي ايران
 190-194.، ص1392 تابستان، 2، شماره 9جلد

Iranian Food Science and Technology 
Research Journal  
Vol. 9, No. 2, Summer 2013, p. 190-194 



  191     ...استخراج و اندازه گيري آفت كش ها در نمونه هاي عسل

اســتخراج فــاز جامــد بــا اســتفاده از دســتگاه كرومــاتوگرافي گــازي و 
روشهاي الكتروشيميايي استفاده شده كه اين روشـها از دقـت كمتـر و        
 زمان آناليز طولاني تـر و مـصرف زيـادتر حلالهـاي آلـي و در نتيجـه                

 اسـتخراج  جديـد  روش تحقيق اين در.هزينه زيادتر برخوردار بوده اند 

 جهت مايع با كارايي بالا كروماتوگرافي همراه به هموژن مايع – مايع

كه نـسبت  شـد  بررسي اندازه گيري آفت كش ها در نمونه هاي عسل 
به روشهاي قبلي از دقت بـالاتر و زمـان آنـاليز كوتـاهتر و همچنـين                 

لهاي آلي و در نتيجه هزينه كمتر و همچنين بـدليل           مصرف كمتر حلا  
  .استفاده از حلال متانول از سميت كمتري برخوردار بود 

  
   مواد و تجهيزات

 آلمان كه   Agilent از شركت    1200Series مدل   HPLCدستگاه  
ــپ   ــك پم ــه ي ــز ب ــدل Quarternaryمجه ــك 1200Series م  و ي

ريـق شـش     و يـك شـير تز      1200Series مـدل    UV/VISآشكارساز  
 ميكروليتـر مـورد اسـتفاده       20 بـا لـوپ      Rheododyneقسمتي مدل   

شـركت  (ديگر دستگاه هاي مورد استفاده ترازوي ديجيتال        . قرارگرفت
Mettler     از سـانتريفوژ  ) گـرم 0001/0  آلمان با دقت ،KOKUSAN 

 دوران  مـاكزيمم سـرعت   (كشور آلمان    ساخت   H-108SERIESمدل  
يفوژ كـردن نمونـه هـا اسـتفاده        جهـت سـانتر   ) rpm 5000يا چرخش   

  گرديد
 از شـركت  %99با درجه خلوص flam prop-m-isopropyl سم 
Sigma            آلمان، حلال هـاي متـانول و اسـتونيتريل بـا درجـه خلـوص 

HPLC-grade     نيز از شركت Scharlau  ها  و ديگر حلال  .  تهيه شدند
ن هگـزا -nو مواد مورد استفاده مثل دي كلرو متان، كلروفرم، استون،           

 كه داراي خلوص تجزيه اي مي باشند از شركت مرك           NaClو نمك   
نمونـه  .خريداري شدند ، در تمام آزمايش ها از آب ديونيزه استفاده شد           

هاي عسل مورد استفاده نيز از نمونه هاي موجود در سوپر ماركت هـا              
  . و بويژه نمونه هاي عسل خمين به صورت تصادفي انتخاب شدند

 گـرم   025/0 دقيقاً   ppm50تاندارد با غلظت    براي تهيه محلول اس   
مخلوط شد و     ml 5از نمونه سم توزين شده و با استونيتريل به حجم           

با آب مقطر به حجم رسانيده شد و با رقيق سازي پي در پـي محلـول                 
. مورد نظر به طور روزانـه تهيـه گرديـد          دامنه   هاي استاندارد كاري در   

 نمونه ها در مقادير مشخصي آب براي راحتي كار با نمونه هاي حقيقي   
ــرد         ــورت گي ــر ص ــت ت ــا آن راح ــردن ب ــار ك ــا ك ــدند ت ــل ش  ح

)2007,Aleksandra(.  
  

  مايع هموژن-استخراج مايع
 يك ايجاد جهت  كلروفرم- متانول –آب  جزيي سه سيستم يك از

 فازهـا  جهـت جداسـازي   الكتروليت سديم كلريـد  از و هموژن مخلوط

مخروطي مخـصوص   ته آزمايش لوله به نمونه سم ml 80شد  استفاده
 همـوژن  حـلال  عنـوان  به(  متانولml8  سپس. شد منتقل سانتريفوژ

 )كننـده  اسـتخراج  حـلال  به عنـوان (  كلروفرمml2 حاوي  كه )كننده

 و يكنواخـت  همـوژن  محلـول  يـك  تا اضافه گرديد نمونه به باشد مي

 9 نآ بـه  و شد داده  تكان به آرامي min 5مدت  به آيد سپس بدست
 شكل ابري محلول يك مخلوط دادن تكان  با.  اضافه شدNaClگرم 

 1800 با دور min20 مدت به فازها كردن جدا براي كه شودمي ايجاد

rpmبـا  ويسكوز ريز قطرات صورت  به استخراجي فاز.  سانتريفوژ شد 

 سرنگ با كه شود آزمايش جمع مي لوله انتهاي در  /ml 3حجم حدود 

  μmسـرنگي   از فيلترهاي از عبور بعد و شده برداشته فاز اين تزريقي
  .تزريق مي شود HPLCبه / 45

 
  HPLC انتخاب ستون مناسب 

 end cap چـون بـه خـوبي    C18بعضي از ستونهاي فاز معكـوس  
اند يا داراي ناخالصي كـاتيون فلـزي در مـاده پـر كننـده سـتون                   نشده
روههـاي  شـوند بـه علـت بـرهمكنش گونـه بـا گ              باشند باعث مـي     مي

هـا، پيكهـاي گونـه مـورد نظـر            خالـصي سيلانول فعال فاز ساكن يا نا     
دار شده و به خوبي از ديگر پيكها تفكيك نشوند به ويژه زمانيكه               دنباله

ــي،       ــاملي آمين ــروه ع ــود داراي گ ــاختار خ ــر در س ــورد نظ ــه م گون
بـه همـين منظـور سـتون هـاي          . كربوكسيليكي يا هيدروكسيل باشـد    

يش قرار گرفتند تا ستون مناسب جهت دستيابي بـه          مختلفي مورد آزما  
هر يك از ستون ها جداگانـه       . بهترين شرايط جداسازي مشخص شود    

 متصل و محلول استاندارد سم مورد نظر با غلظـت           HPLCبه دستگاه   
ppm50         به كمـك شـير تزريـق µL20        بـه دسـتگاه تزريـق گرديـد  .

پيـك   18C نشان مي دهد كـه سـتون         1كروماتوگرام حاصله در شكل     
 همين جهت از اين سـتون بـراي تمـام       به. متقارن تري ايجاد مي كند    

  ).olkowski& 2004,Hamlton,1998( آناليز هااستفاده گرديد
  

 انتخاب فاز متحرك

 جداسازي و افـزايش زمـان بـازداري       فرايند سازي  به منظور بهينه    
سم مورد نظر، علاوه بر نوع ستون و ابعـاد آن، نـوع  فـاز متحـرك و                   

بنابراين انواع مختلفي از    .  سازي گردد   سرعت جريان آن نيز بايد بهينه     
فازهاي متحرك رايج در فاز معكـوس مطالعـه شـد و معيـار انتخـاب                

 سـم كـه جداسـازي       نهايي آنها براساس رفتار بازداري و  شكل پيك          
. پـذير كنـد قـرار گرفـت         كامل پيك آناليت را از بقيه ناخالصي امكان         

 بافر فسفات،   - آب، متانول  - آب، استونيتريل  -فازهاي متحرك متانول  
بـافر  - بـافر فـسفات و اسـتونيتريل       - بافراسـتات، اسـتونيتريل    -متانول

هـر دو  . هاي متفاوت مورد بررسي قـرار گرفـت    استات در كسر حجمي   
 آب نــسبت بــه بقيــه - آب و اســتونيتريل-ازهــاي متحــرك متــانولف

بخشي نشان دادند كـه بـه علـت ارزان     فازهاي متحرك نتايج رضايت   
بودن حلال متانول نسبت به استونيتريل، كه مزيـت مهمـي در انجـام            

 آب بـا درصـد      -باشد، فاز متحرك متانول       كارهاي روتين و روزمره مي    
 فاز متحرك مناسب انتخاب شـد كـه    به عنوان  v/v % 80-20حجمي  

 نـا مناسـب     3 مشاهده مي كنيد و شكل       2كروماتوگرام ان را در شكل      
   .دهد  آب و متانول را نشان مي75 به 25بودن نسبت فاز متحرك 
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  18C  كروماتوگرام مربوط به نمونه سم مورد نظر بروي ستون -1شكل

                  
  متانول- آب75-25كروماتوگرام  سم مورد نظر با نسبت  -3 متانول              شكل- آب80-20كروماتوگرام سم مورد نظر با نسبت  -2شكل
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  در شرايط بهينه جداسازيppm30 و14، 11، 7، 002/0كروماتوگرام هاي سم مورد نظر در غلظت هاي  -8و7 ،6 ،5 ،4شكل
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  رد نظر بر اساس غلظت و سطح زير پيك منحني كاليبراسيون براي سم مو -9شكل 

  

 هاي آماري مربوط به آنه كاليبراسيون و داد-1جدول

Detection limit 
(μg ml-1)  

Correlation 
coefficient  

Linear range 
(ppm)  Calibration curve  Compound 

001/  9987/  20-001/ y =12.584x + 83.296  سم 

  
 انتخـاب گرديـد بـه       رصـد  د 20-80بنابراين همان درصد حجمي     

منظور دستيابي به زمان بازداري تكرارپذيرتر زمان بـه تعـادل رسـيدن             
سـرعت فـاز    .  انتخـاب گرديـد    min20بعد از هر آناليز ثابت و در حـد          

مـورد ارزيـابي   mLmin-12/1  و1،1/1,/9، 8/0متحرك نيز در مقـادير  
 كـه در اكثـر آنـاليز هـاي          mLmin-11قرار گرفـت و سـرعت جريـان       

HPLC           به كار مي رود به عنوان سرعت جريان بهينه انتخاب گرديد و 
 دقيقـه بـراي     17زمـان بـازداري سـم را از         mLmin-11سرعت جريان 
 دقيقه كاهش مي دهد كه باعث هـم         8 به   mLmin-11سرعت جريان   

   پوشــاني بــا ديگــر پيــك هــاي نمونــه مــي گــردد و ســرعت جريــان
mLmin-18/0      يش مي دهـد كـه باعـث         دقيقه افزا  35 اين زمان را به

  .طولاني تر شدن زمان آناليز مي گردد
  

  راسيونيبمنحني كال
براي تعيين دامنه ديناميكي خطي غلظت سم مورد نظـر در روش            

-20پيشنهادي يك سري محلولهاي استاندارد سم در دامنـه غلظتـي            

ppm002/  شود و   سازي مكرر از محلول استاندارد سم تهيه مي          با رقيق
 تزريـق   HPLCگيري به دستگاه      ينه جداسازي و اندازه   تحت شرايط به  

شـود و جهـت ترسـيم منحنـي       هر نمونه دو مرتبه آناليز مـي      . گردد    مي
كاليبراسيون، ميانگين سطح زيـر پيـك بدسـت آمـده در هـر غلظـت                

نمـودار    9 و 8و   7و6 و 5و  4شـكل   . گردد  برحسب غلظت سم رسم مي    
هاي  اي حاصله در غلظت   منحني كاليبراسيون حاصله و كروماتوگرام ه     

ه  نيـز داد   1جدول  . سم را نشان مي دهند    ppm20و14،  11  ،7،  002/0
بـراي محاسـبه    . هاي آماري منحني به دست آمده را ارايـه مـي دهـد            

 بـه  ppm 20-002/0حدتشخيص نيز محلول هـايي بـا غلظـت هـاي       
  .دستگاه تزريق شده استفاده گرديد

  
  نتيجه گيري 

 و سريع كروماتوگرافي مايع با كارايي در اين تحقيق يك روش ساده
جهت آناليز سم مورد نظر در UV-Vis بالا با آشكارساز عمومي 

اين روش فقط يك مرحله ساده . هاي حقيقي ارايه شده است نمونه
سازي   مايع هموژن دارد و نياز به مشتق-سازي با استخراج مايع خالص

گيري دامنه خطي  زهتحت شرايط بهينه جداسازي و اندا. آناليت ندارد
 و /9987 با ضريب همبستگي /ppm20-001 غلظت سم مورد نظر 

در مورد نمونه هاي عسل مورد . آمد بدست/ppm001 حد تشخيص 
آزمايش نشان داده شد كه سم مورد نظر در بعضي از اين نمونه ها 
وجود دارد و شناسايي سم مورد نظر در اين نمونه ها بر اساس مقايسه 

يك نمونه استاندارد اين سم با سطح زير پيك نمونه هاي سطح زير پ
زيافت سم ابراي راندمان ب مورد آزمايش مشخص شد كه نتايج زير

  .مورد نظر  بدست آمد 
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  داده هاي مربوط به راندمان بازيافت - 2جدول 

       شدهspikeنمونه سم   
    سم موجود در نمونه عسل   )µgg-1 15  (1سطح     )2µgg-1) 20سطح   
    مقدار ميانگين    مقدار ميانگين    (%)ميانگين بازه     مقدار ميانگين    (%)ميانگين بازه   

  نمونه

  
 سم   56/19   87/23   2/86   34/37   9/88  
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