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 :تشکر و قدردانی

 و افکنده سیطره هستی یهمه بر کرانبی دریاین همچو مشعل که مستایمی رانخست خداوندی 

 عنوان به من به که گویم سپاس را تو ت.نیس اسرار این فهم قدرت را جهان اندیشمندان بزرگترین

 کشف اجازه مخلوقاتت اشرف عنوان به و کردی عطا تفکر قدرت بزرگت هستی این از کوچکی جزء

 کوچک چند هر خدمتی پنهانت امراز فهم با عالم این در بتوانم که است امید و دادی را پهناور جهان این

 بابت فراتر بس سپاسی م.باش نعماتت قدردان شایستگی به و کنم مخلوقاتت دیگر و نوعانم هم به

 بی هایحمایت با و یابم پرورش مهرشان پر آغوش در بتوانم تا بخشیدی من به که ایست هخانواد

 م.ساز هموار را موفقیت ناهموار مسیر دریغشان

سرکار خانم دکتر وحیده مهدوی که زحمت از اساتید گرانقدرم سرکار خانم دکتر فاطمه مصدر الامور و 

نامه را بر عهده داشتند، کمال تشکر و قدردانی را دارم. از اساتید بزرگوار، جناب آقای راهنمایی این پایان

نامه را متقبل دکتر ناصر گودرزی و جناب آقای دکتر قدمعلی باقریان دهقی که زحمت داوری این پایان

 شدند، کمال سپاس را دارم. 

 و دانشگاه صنعتی شاهرودر خاتمه از تمامی مسئولین و پرسنل محترم موسسه تحقیقاتی گیاه پزشکی تهران د

که کمال همکاری را با اینجانب داشتند و همچنین از دوستان و عزیزان گرانقدرم سرکار خانم ریحانه 

کمال تشکر نامه یاری نمودند غلامی، خانم گودرزی و جناب آقای مسعود سیوری که مرا در انجام این پایان

 دانش و علم کسب با و باشم دلسوز عزیزان این حماتز قدردان بتوانم که است امید و قدردانی را دارم.

 م.شو عزیزم کشور سرافرازی و آبادانی باعث ،بیشتر
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 تعهد نامه

رود صنعتی شاهدانشگاه  شیمیدانشکده  تجزیهشیمی دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته  رحمان غلامی اینجانب

کش اسپیروتترامات و مهمترین متابولیت آن حشره ارائه روشی معتبر در استخراج و آنالیز نامهنویسنده پایان

 شوم:متعهد می دکتر وحیده مهدوی وفاطمه مصدرالامور دکتر تحت راهنمائی انول در پسته -اسپیروتترامات

 نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است.تحقیقات در این پایان 

 محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.های در استفاده از نتایج پژوهش 

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ

 جا ارائه نشده است.

 اه صنعتی دانشگ»باشد و مقالات مستخرج با نام کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می

 به چاپ خواهد رسید.« Shahrood University of Technology»و یا « شاهرود

 اند در مقالات مستخرج ازنامه تأثیرگذار بودهحقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان 

 گردد.نامه رعایت میپایان

 ها( استفاده شده است ضوابط های آندی که از موجود زنده )یا بافتدر کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در موار

 و اصول اخلاقی رعایت شده است.

 نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده در کلیه مراحل انجام این پایان

 شده است اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است. 

 تاریخ                                                                                                                      

 امضای دانشجو                                                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

   کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه های رایانه ای، نرم افزار ها و تجهیزات

ساخته شده است( متعلق به دانشگاه شاهرود می باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر 

 شود.

 باشد.اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمیاستفاده از 
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 چکیده

 د،نکمی فاای کشور نفتی غیر صادرات در را نقش مهمیپسته به عنوان یک محصول مهم و استراتژیک، 

پسته  بافت در هاشکآفت باقیماندن باشد.می اهمیت حائز محصول این ترتیفیک با و بیشتر تولید لذا

 .کندرا دچار مشکل میصادرات این محصول  انسان و محیط زیست،سلامت  رساز بودن برایخط علاوه بر

 با انول-ت و مهمترین متابولیت آن، اسپیروتتراماتاسپیروتتراما کشآفتانده باقیم نامهپایان ایندر 

 پیچیده یهابافت برای اطمینان قابل و ایمن ارزان، آسان، سریع، روشی که کچرز روش از استفاده

کش از کروماتوگرافی مایع با گیری این آفتبرای جداسازی و اندازهت. گرف قرار ارزیابی مورد ت،اس

. برخی از شرایط دستگاه کروماتوگرافی نظیر طول استفاده گردید UV/Visعملکرد بالا با آشکارساز 

شامل دو کچرز روش های مختلف بهینه شدند. استاندارد با حلالهای محلولی موج ماکزیمم و تهیه

با استفاده که مرحله پاکسازی  -2 ،گیرداستخراج کلی که توسط استونیتریل انجام می -1مرحله است: 

در   آمین نوع اول و دومو  کربن سیاه گرافیتی های جاذبمیزان . شودانجام می هاها و جاذبنمکاز 

روش از نظر حد ، در انتها. شدند آب در مرحله استخراج بهینهمقدار همچنین مرحله پاکسازی و 

ابی قرار مورد ارزی، بازیابی و تکرارپذیری ایران کش درآفتحداکثر مقدار باقیمانده  با توجه به تشخیص

 یدر محدودهبرای اسپبروتترامات  یسازی بافت همسان  درجه بندی منحنیدر شرایط بهینه،  .گرفت

ین همچن .رفتار خطی مناسبی را نشان داد 9978/0بستگی همبا ضریب  mg/L  0/1-040/0غلظتی

منحنی علاوه بر این،  .دست آمدهب 91-103و درصد بازیابی  درصد 10از انحراف استاندارد نسبی کمتر 

و  mg/L 0/1-050/0 ی خطیبا گسترهانول -پیروتتراماتدرجه بندی همسان سازی بافتی برای اس

 و حد کمی آنباشد می µg/kg 2/2 روشتشخیص این  حد دست آمد.به 9936/0بستگی ضریب هم

mg/L 053/0  که با توجه به استMRL این س( م µg/kg50 ) باشدمی قبولقابل. 

وش ، ر(MRL)کش متابولیت، حداکثر مقدار باقیمانده آفت، کشی آفتاندهباقیمواژگان کلیدی: 

 کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا انول،-اسپیروتترامات کچرز، اسپیروتترامات،
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:  50 مخلوط در شده تهیه mg/L 0/5با غلظت  برای اسپیروتتراماتکروماتوگرام ثبت شده  8-3 شکل
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 ساعت 72 گذشت از پس( ج ساعت 24 گذشت از پس( ب روز همان در قیتزر( الف
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 54..................................................................................... ساعت 72ساعت ج( پس از  24همان روز ب( پس از 
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mg/L 0/1  از نمونه استخراج شده با کچرز اصلی در سرعت جریانmL/min 1  : و فاز متحرک آب

انول ب( نمونه -الف( برای نمونه حاوی اسپیروتترامات و اسپیروتترامات 50:  50استونیتریل با نسبت 

 56......................................................................................................................................................................... شاهد
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حاوی اسپیروتترامات ( برای کچرز بافری الف 50: 50استونیتریل  : با فاز متحرک آب mL/min1 جریان 

انول با -ای روش اصلی کچرز حاوی اسپیروتتراماتب( بر mg/L 0/1انول با غلظت -و اسپیروتترامات

 mg/L 0/1 ..................................................................................................................................................57غلظت 

های مربوط به استخراج اسپیروتترامات با روش اصلی کچرز از نمونه پسته  الف( کروماتوگرام 14-3شکل 

 59..................................................................... لیتر آب در مرحله استخراجمیلی 0/5د(  5/3ج(  5/1صفر ب( 
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 مقدمه 1-1

 آن بهکشورهای مختلف  در امروزه که است کاربردی و مهم هاییواژه از غذایی 2ایمنی و 1امنیت

 به غذای کافی در تمام عمر گفته هعی افراد جامدسترسی همه به غذایی امنیت. شودمیه پرداخت

ن واژه بدین ای د.کننمی استفاده جامعه مردم که غذاییسلامت  از اطمینان یعنی غذایی یمنیشود. امی

جدی را برای سلامت انسان و  خطرای باشد که محصولات نباید به گونهمقدار آلودگی  معنی است که

 و سالم غذای تولید برای هاکشآفت مصرف سازیبهینه ی،غذای ایمنی طبقزیست ایجاد کند. محیط

 در رنگیپر بسیار نقش هاکشتآف شک بدونباشد. ت میاهمی با بسیار محیطی زیست خطرات کاهش

که این امر امنیت غذایی  دارند بیشتر محصول تولید در نتیجه وها برخی بیماری نترل، کتاآف مدیریت

 هاکشآفت انواع از کشاورزی آفات با مبارزه برای کشورها، میتما در شاورزانککند. را فراهم می

 به بلکه ،مانندی میباق محصولات سطح روی تنها نه سموم این که ی استحالاین در  د،کننیم استفاده

 آنها مسمومیت و آلودگی باعث و کرده نفوذ زیرزمینی هایبآ حتی یاو  سبزیجات ا،همیوه بافت داخل

 آنها ماندن باقی و اهشکآفت از گسترده استفاده امروزه .اندازندو ایمنی غذایی را به خطر می دشونمی

 .است به وجود آورده هگیا خود حتی و حیوانات ا،هانسان سلامت برای جدی خطرات گیاهان بافت در

زمان  مدت اگر اماباشند، می کم ان بسیارگیاه بافت در باقیمانده شیمیایی کودهای و سموم مقدار البته

د. نگذارمی جایبه انسان سلامت بر را بسیاری مخرب اثرات گیرند، قرار سموم این معرض درزیادی 

 اهمیت زئحا ماندمی باقیان و محیط اطراف آنان گیاه در که سمومی مقدار به بردن پی ابراینبن

 .]1[ باشدمی

 

 

_______________________ 

Food Security 1 

Food Safety 2 
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 پسته 1-2

 ،3تس باین تری ،2آتلانتیکا ،1ورا مانند هاییدرختچه از گونه 20 توسط شده تولید آجیل یک پسته

 ییهوا و آب شرایط به توجه باها درختچهنوع این هر کدام از . باشدمیو غیره  5سکستی لن ،4کخینجا

 و آب دارای که مناطقی در و باشدمی خاورمیانه بومی محصول یک ورا پستهد. آینمی پدیدخود منطقه 

 کند، رشد تواندمی متر 10 حدود تا ورا درخت د.کنمی رشد سرعت به است خشک و گرم هوای

 متحده ایالات خاورمیانه، مناطق در ورا درختان د.دار نیز را شور خاک و خورشید نور تحمل همچنین

 به پاییز اوایل یا و تابستان اواخر در پسته میوه. دارند وجود زیادی تعداد به همدیتران کشورهای وآمریکا 

این  کردن اضافهد همچنین شومی شور و داده بو وعده، میان عنوان به اغلب پسته مغز و شیندنیم ثمر

می محصولات این به لذیذی طعم غیره و نان سالاد، سوهان، بستنی، دمانن غذایی محصولات به آجیل

 .]4-2 [دده

 

 

 پسته محصول و پسته باغات 1-1شکل

________________ 

Vera 1 

Atlantica 2 

Terebinthus 3 

Khinjuk 4 

Lentiscus 5 
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 تاریخچه پسته 1-2-1

 یکی پسته درخت و ده استبو مورد توجه هاانسان غذایی رژیم از بخشی عنوان به پسته قدیم زمان از

 پیش سال 700 به درخت این قدمت باستانی سوابق د. طبقباشمی خاورمیانه ی منطقهبوم درختان از

 خاورمیانه از مخصوص، آجیل یک عنوان به پستهمیلادی  1880سال در گردد.میباز  هیترک در میلاد از

 و خاورمیانه در پسته تجاری کشت میلادی 1940-1970 هایسال بین در کالیفرنیای آمریکا شد. وارد

 .]2[ تیاف راه جهانی بازار به مغذی و مفید آجیل یک عنوان به و یافت گسترش کالیفرنیا

 اهمیت پسته 1-2-2

 محصول این صادرات و تولید در پیشرو کشورهای از یکی مساعد، هوایی و آب شرایط به توجه با ایران

 عنوان به را ه در روزپست گرم 43 مصرف (FDA) 1اآمریک دارویی و غذا اداره 2003 سال در. باشدمی

 ها از جملهسیاری از بیماریب درمان و پیشگیری در پسته د.کر توسعهغذایی کم چرب  رژیم از بخشی

 آن کردن اضافه باشد و بامی موثر 2کمتابولی سندروم و دوم نوع دیابت چاقی، عروقی، قلبی هایبیماری

 پسته روغن از. ]5[ تاس حاصل شده خون چربی کاهش مورد در قطعی و مثبت نتایج غذایی رژیم به

 و 3لکلروفی هایرنگدانه دارایاین محصول  که شود،می استفاده آرایشی لوازم و غذایی صنایع در

 منبع یک عنوان به 5هتود زیست هایسوخت برای پسته ضایعات از. ]6[ باشدمی 4دنوئیکاروت

 عنوان به مستقیم غیر و مستقیم صورت به توده زیست. شودمی استفاده پاک سوختی و رتجدیدپذی

 غیر صورت به ی وشیمیای مواد و سوخت عنوان به ممستقی صورت به. گیردقرار می استفاده مورد انرژی

 .]7[شود استفاده می بیوروغن و بیوگاز بیواتانول، بیودیزل، هایسوخت با تبدیل بهم مستقی

___________________________________ 

Food and Drug Administration 1 

Metabolic Syndrome 2 

Chlorophyl 3 

Carotenoid 4 

Biomass 5 
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 ترکیبات پسته 1-2-3

 سدیم مس،، آهن روی، فسفر، کلسیم، منیزیم، پتاسیم، دمانن بسیاری معدنی منابع حاوی پسته آجیل

 کلسیم. کندمی کمک اکسیژن حمل نتیجه در و سازیخون به پسته در آهن وجودد. باشمی سلنیم و

 تا کندمی کمک نیز فسفر .شودمی عصبی سیستم هایبیماری و استخوان پوکی از جلوگیری باعث

 .]3[د دهمی کاهشرا  بالا خون فشار منیزیم و شوند تجزیه اسید آمینو به دیگر هایپروتئین و گوشت

 زودرسی سیری احساس تا شودمی باعث فیبر که است محلول غیر و محلول فیبرهای از سرشار پسته

 روز در پسته گرم 30-80 مصرف مطالعات از بسیاری در .کندمی کمک وزن کاهش به و شود حاصل

 -نلیپوپروتئی و درصد1/10 میزان به( HDL) 1بالا چگالی با لسترولک-لیپوپروتئین کاهش باعث

 از زیادی مقادیر حاوی پسته همچنین د.شومی درصد 6/8 میزان به( LDL) 2مک چگالی با کلسترول

 که باشدمی 5کاولئی اسید و 4کلینولنی اسید ،3اهئیکللینو اسید مانند نشده، اشباع چرب اسیدهای

 چربی و کلسترول تا کنندیم کمک خود ترکیبات در موجود دوگانه پیوند با اشباع غیر چرب ایهاسید

 .]3,8[ آوردمی پایین را بدن وزن و خون فشار نتیجه در و یابد کاهش خون

 ویتامین گیاهی، هایپروتئین ها،توکوفرول توان بهمی آجیل این در موجود مهم و مغذی مواد دیگر از

K، 6 ویتامینB، رسوراتول لوتئین، سترول،افیتو د:مانن )گیاهی( یفیتوشیمیای دمواو  فنولی تترکیبا، 

ولفنیپل و یننآنتوسیا (،اکسیدان آنتی) کفنولی دهایاسی کاروتنوئیدها، ،هادنوئیوایزوفلا کامپسترول،

 .]9[ کرد اشاره ها

 

____________________________________________ 

Cholesterol-High Density Lipoprotein 1 

Cholesterol-Low Density Lipoprotein 2 

Linoleic acid 3 

Linolenic acid 4 

Oleic acid 5 
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 پسته آفات 1-2-4

. رندیگیم قرار حشرات بخصوص آفات، (نوع 50 از شیب) یادیز تعداد حمله مورد همواره پسته درختان

 ودهب باغداران مشکلات نیبزرگتر از یکی همواره هانآ نترلو ک یریجلوگ از یهاآگ عدم و آفات خسارات

 :شوندیم میتقس دسته سه به ندکنیم وارد که یخسارات اساس بر آفات نیا. است

 دنورآ وارد علت به و دنشومی دیده پسته باغات در ساله همه که آفاتی ل:او درجه آفاتالف( 

 آورزیان هایسن و پسته چوبخوار زنجیره پسته، پسیل .باشدمی الزامی هاآن با مبارزه شدید خسارت

 .باشندمی اول درجه آفات مهمترین جمله از پسته

 هاسال از بعضی در ولیباشد می اقتصادی زیان سطح زیر هاآن جمعیت معمولاً م:دو درجه آفاتب( 

میوه پروانه دوم، درجه آفات مهمترین ت.اس لازم آنها با مبارزه و درآمده زاتخسار و طغیانی حالت به

 .باشندمی پسته خوارپوست پروانه و پسته هایشپشک پسته، خوار

 آفات این جمله از د.باشمی پایین بسیار پسته باغات در آفات این جمعیت م:سو درجه آفاتج( 

شب و خرنوب پرهشب پسته، مغزخوار زنبورهای پسته، خوارطوقه سوسک پسته، بلند اخکش سوسک

 .باشندمی هندی پره

 دراین آجیل،  کننده تولید مناطق سراسر در پسته آفت مهمترین 1هپست پسیل ،آفات تمامی میان در

 مرتبه شش الی پنج سال طول در و است فعال پاییز اواخر تا بهار اوایل از پسته پسیل د.باشمی ایران

 قرار هوا معرض در ی این شهدوقت که کندمی غلیظ شهدی تولید حشره این .دهدانجام می مثل تولید

 گذراندن از پس پسیل پسته د.ریزمی ختاندر زیر و هابرگ روی بر و شودمی خشک بلافاصله یردگ

 شیره از آن نوزادهای و کندمی ریزیتخم به شروع ماه اردیبهشت اوایل درو  خاک زیر در زمستان

 . ]10[ یندنمایم تغذیه نباتی

____________________________________ 

Psyllaistachio P 1 
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 و افزایش ی آنپوک درصد کاهش، ز محصولمغ وزن ه،پست پسیل توسط گیاهی شیره مکیدن اثر در

 در دهنده میوه هایجوانه و هابرگ ریزش آفت این دیگر هایخسارت از د.شومی کم هم خندانی میزان

 .باشدیم شیره ترشح اثر در هوایی هایروزنه شدن بسته همچنین و بعد سال

  

 ایران در پسته باغات مرسوم آفت ه،پست پسیل 1-2

 

 های مرسوم باغات پستهکشآفت 1-2-5

ه استفاد .اندهشد به کار برده پسته لیپس هیعل 2پرایدکلوو ایمیدا  1پرایدش از قبیل استامیکچندین آفت

ها کشن این حشرات در برابر این آفتدر طول چندین سال باعث مقاوم شد هاکشمداوم از این آفت

در  3مانند اسپیروتتراماتر های جدیدتر و کارآمدتکشمدن آفتکه همین امر منجر به وجود آ بودشده 

 ارکبه پسته لیپس هیعل جهان در یمتعدد یهاکشآفت با گذشت زمانبرابر پسیل پسته شده است. 

. شوندیم استفاده رانیا در گسترده صورت به هاکشآفت نیا از یبرخ حاضر حال در و شد گرفته

  .است شده آورده ه به خصوص پسیل پستهپست باغات مرسوم هایکشآفت از بخشی (1-1) درجدول

_______________________ 

Acetamiprid 1 

Imidacloprid 2 

Spirotetramat 3 
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 11بر اساس مرجع  پسته آفات کنترل برای مرسوم هایکشآفت 1-1 جدول

 ساختاری فرمول شیمیایی فرمول نام تجاری کشآفت نام

 
 ایمیداکلوپراید

 
Confidor  

 

2O5ClN10H9C 

 

 

 پراید استامی

 

Mospilan  

 

4ClN11H10C 

 
 

 

 اسپیروتترامات

 

 

Movento 

 

 

 

 

5NO27H21C 

 

 

 تیاکلوپراید

 
CaLypso 

 

 
S4ClN9H10C 

 

 

 اسپیرودایکلوفن

 

 

Envidor 

 

 

4O2Cl24H21C 

 

 
 

 آمیتراز

 

 

Mitac 

 

 

3N23H19C 

 

 

 هگزافلوموران

 
 

Consult 

 

3O2N6F2Cl8H16C 
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 تولید جهانی و صادرات پسته 1-2-6

 برد. باشنمی جهان در پسته کننده تولید کشورهای بزرگترین ترکیه و متحده ایالات ایران، کشور سه

 از جهان، در پسته تولید( FAO) 1دمتح ملل کشاورزی و غذا سازمان سوی از شده منتشر آمار طبق

 در تن 566,057,1 به تن 410,348 از و  شد مواجه برابری 3 از بیش شدر با 2016 تا  1994 سال

 .]12[ یافت افزایش سال

 

 
 12بر اساس مرجع  2016تا  1994پسته در جهان از سال نمودار تولید جهانی  3-1شکل 

 

تن و  151,315 دیبا تول رانیپسته، ا دیتن در رتبه نخست تول 646,406 دیبا تول کایآمر 2016در سال 

 ریاخ یدر سالها دوم و سوم را به خود اختصاص دادند. هایهگایجاترتیب بهتن  000,170با  هیترک

 نیر چو کشو ردیکنندگان پسته بگ دیرا در رتبه نخست تول رانیا یمتحده توانست جا الاتیکشور ا

ل با محصو نیکننده ا دیتول یکشورها نیدر ب یخوب گاهیپسته جا دیدر تول یبرابر 4با رشد توانست 

 آورده شده است. ( 2-1اختصار در جدول) بندی کشورهای تولید کننده پسته بهرتبه .آوردت دسهارزش ب

__________________________________________________________________ 

Food and Agriculture Organization of the United Nations 1 
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  2016 لسا در پسته تولید میزان اساس بر کشورها بندی رتبه 2-1 جدول

 (تن) وزن روکش رتبه

 646,406  متحده تایالا 1

 151,315 ایران 2

 000,170 ترکیه 3

 310,83 چین 4

 833,56 سوریه 5

 338,6 یونان 6

 649,3 ایتالیا 7

 400,3 تونس 8

 814,2 افغانستان 9

 418,2 اسپانیا 10

 

 یهاو صادرات پسته دارد. استان کرمان )شهرستان دیدر تول را سهم نیشتریاستان کرمان ب رانیا در

بردسکن،  ت،یولا مه یهاشهرستان) یاستان خراسان رضوو  و انار( رتبه نخست رجانیرفسنجان، زرند، س

 و زیخاتم، اردکان، مهر یهاستان) شهر زدید. استان آباد( در رتبه دوم قرار دار لیخوشاب، گناباد و خل

را به رانیکنندگان پسته در ادیتوانست رتبه سوم تول یریگچشم شرفتیبا پ ریاخ یهاسال تفت( در

سفانه متا د.باشیسه استان م نیکننده پسته متعلق به ا دیدرصد مناطق تول 80از  شیکه ب آورددست 

اختلالات جوی، نوسانات دمایی، های اخیر اتفاقاتی مانند کاهش کمیت و کیفیت منابع آبی، در سال

 تدچار مشکلاتی کرده اسرا در ایران تولید پسته استفاده از سموم وارداتی غیر مجاز و بالا رفتن نرخ ارز 

درصدی تولید این محصول  85استان کرمان که به قطب تولید پسته مشهور است، با کاهش طوری که به

های در سال درصد کاهش پیدا کند. 90مواجه شده است که همین امر سبب شده صادرات پسته تا 

به توانست رتآسیب دیدند و  در ایرانباغات پسته در استان مرکزی کمتر از سایر باغات پسته  اخیر

 .]13[ ته ایران را به خود اختصاص بدهدنخست تولید پس
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 هاکشآفت 1-3

 شوندکه برای از بین بردن آفات استفاده میاده یا مخلوط چند ماده با همدیگر گویندیک مبه کش آفت

نماتدکشها، کشعلفها، کشها، قارچکشه وسیعی از ترکیبات شامل حشرهگستراین عبارت  . ]14[

 .دهدرا پوشش می کشنده جانوران جونده، نرم تنان و غیرهها، 

النحرین سال پیش سومریان باستان در بین 4500باشد که حدود کش شناخته شده گوگرد میاولین آفت

های شیمیایی به عنوان مهمترین روش برای کشپس از جنگ جهانی دوم، آفتکردند. استفاده میاز آن 

میلادی  1940ها وجود دارند: اولین نسل به قبل از سال کشات معرفی شدند. دو نسل از آفتکنترل آف

ار  کنسمیت بسیار بالا دلیلبه  وگردد که شامل ترکیباتی مانند آرسنیک، جیوه و سرب بودند باز می

اده قرار فد استاز ترکیبات آلی سنتزی تشکیل شده بودند و هنوز هم مور ،ومین نسلگذاشته شدند. د

کشف کرد،  1939درسال  را DDT 2سم  1های نسل دوم بعد از آنکه پل مولرکشگیرند. مصرف آفتمی

به طور موفقیت آمیزی  (OC) 3کلردارهای آلیکشها، حشرهکشدر میان تمام آفت .]51[ شتاب گرفت

های کشهمعرفی سایر حشر .ندها مانند تیفوس و مالاریا موثر واقع شددر کنترل تعدادی از بیماری

 6روئیدهایرت، پمیلادی( 1970) 5هاکربامات، میلادی( 0196) (OP) 4فسفره ترکیبات آلی مصنوعی مانند

به میزان زیادی  (1980تا  1970های در بین سال)ها کشها و قارچکشو معرفی علفی( میلاد 1980)

 فاتکش باید به آآفت ،آلت ایده. در حالنقش داشتند محصولات کشاورزی کنترل آفات و ازدیاد در

 .]16[ هدف از جمله انسان مضر نباشدهای غیر هدف حمله کند و برای گونه

 

_______________________________ 

Paul Muller 1 

ichlorodiphenyltrichloroethaneD 2 

Organo Chlorine 3 

Organo Phosphate 4 

Carbamate 5 

Pyrethroid 6 
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 هاکشآفتاستفاده ازو مضرات  ایمزا 1-3-1

 دیتول یتقاضا برا توسعه، الدر ح یمردم در کشورها ییغذا میرژ رییو تغ تیجمع شیبا توجه به افزا

 موجب از یکشاورز یهانیزم شیاست. افزا افتهی شیدرصد افزا 70 ترتیفیو با ک شتریب ییمواد غذا

انجام گرفته  قاتی. طبق تحقشودیها منهیهز شیوحش، کمبود آب و افزا اتیح یهاگاهستیرفتن ز نیب

توان  تواندیکش مار بردن آفتکبهلذا  ،روندیم نیاز بتوسط آفات قبل از برداشت  محصولات درصد 35

 کاهش مانند یادیز یایمزا شتریمحصولات ب دیدهد. تول شیفزامحصولات را ا تیفیو ک یدیتول

مراه را به ه کشورها یرونق اقتصاد شیو افزا یشغل یهافرصت جادیا ،محصولات متیکاهش ق ،یگرسنگ

کشورهای آفریقایی و  نظیرها به ویژه در کشورهای کم درآمد کشفروش عمومی آفت .]17[ دارد

 ردهعمومی ک دیل به یک آلوده کنندهاین مواد را تب کافی، عدم وجود یک چهارچوب نظارتی همچنین

المللی را ندارند و تهدیدی برای های موجود در بازار استانداردهای بینکشدرصد از آفت 30است. حدود 

 1960تا  1940های در دهه DDTکش برای مثال آفت آیند.می سان و محیط زیست به شمارسلامت ان

 حیات بر رات مضرپایداری زیاد و اث دلیلبه فت و قرار گراستفاده مورد برای کنترل مالاریا  و تیفوس 

ولی این  ،ندشد به کار بردهها ها و مورچهبرای کنترل موریانه 1های حلقویدی ان. وحش ممنوع شد

برای کنترل  2وسکلروهمچنین دی .شوندد ذخیره میچسبند و در کبگلبول قرمز میها به کشتآف

شود و روی باعث فساد و زوال سلول می کشاما این آفت ،شد به کار بردهها ها و سگکک در گربه

DNA ها، بر روی انسانهای آزمایشگاهی و مطالعه دادهطور کلی بسیاری از د. بهگذاریر مینیز تاث

 و باشند مضر یسلامت یبرا توانندیم هاکشآفت از یاریبس که دهدمینشان یست ز حیوانات و محیط

تفاده ها مدیریت و نظارت بر اسبسیاری از دولت نیستند. مستثنیاین قاعده  از زین یآب و یوحش واناتیح

انسان و محیط زیست را تضمین کنند  دانند تا سلامتها را بسیار جدی میکشاز نوع و مقدار آفت

]17, 18 [. 

______________________ 
Cyclodienes1 

Dichlorvos2 
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 هاکشباقیمانده آفت 1-3-2

مانده باقیمانند ها پس از عرضه به بازار، باقی میکه بر روی محصولات یا درون آنها کشبه مقداری از آفت

 گویند.کش میآفت

 5000تخمین زده است سالانه  کشور، 19ی اطلاعات آماری بر پایه (WHO) 1سازمان جهانی بهداشت

ها که شمار واقعی مسمومیت شود. تخمین زده میدهدا رخ میهکشد مرگ بر اثر مسمومیت با آفتمور

منجر از این تعداد نفر  چهل هزارباشد که حدود در سال به میزان قابل توجه دو میلیون نفر در جهان 

 به دلیل عدم نظارت کافی کهدر خصوص آمارهای ارائه شده این است جالب نکته  شوند.می به مرگ

 .]19[ دهددر کشورهای درحال توسعه رخ میها درصد این مسمومیت 70

ی و های فیزیکویژگی دوز مصرفی، شرایط محیطی و ا به پارامترهایی مانندهکشمیزان باقیماندن آفت

 ا در شرایطهکشپی بردن به میزان مقاومت آفتکش بستگی دارد. برای های آفتشیمیایی مولکول

آب و ، شرایط خاکگیرند و این نیمه عمر با توجه به جنس مختلف میزان نیمه عمر آن را اندازه می

از  یبرخ ها طول بکشد.ها و یا سالو غیره ممکن است روزها، ماه خاک pHهوایی، دوز مصرفی، 

زردچوبه، سرکه  کربنات،یب میبا آب نمک، سد جاتیو سبز وهیشستن مه )برای مثال ارائه شد یکارهاراه

 یگام زین یریگپوست ندیسموم شده است. فرآ ماندهیمقدار باق نیکم شدن ا ایباعث حذف و  ل(الک ایو 

یم یپوست محصولات باق یدارند و رو یاست که قدرت نفوذ کم ییهاکشبردن آفت نیاز ب یموثر برا

 اریکش بسبا توجه به زمان حرارت دادن و نوع آفت جوشاندن ایپختن، حرارت  ندیفرآ همچنین .مانند

 یمواد روغن یبراشستن با آب گرم خواربارها مانند کشمش،  یبرخ یبراخشک کردن . شودیموثر واقع م

. سرد کردن، منجمد باشدیها مکشآفت ماندهیبردن باق نیاز ب یبرا یدیمف یاهحلراهن نیز تویمانند ز

 یموثر برا یارهاکراهاز جمله  زیکردن ن ابیو آس یریگوهیآب م ،یریگکردن، عصاره ریکردن، تخم

 .]20,21[ ها هستندکشآفت ماندهیحذف باق ای اهشک

_____________________________________ 

World Health Organization 1 
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( و مصرف روزانه MRL) 1های خود حداکثر مقدار باقیماندههر کشوری طبق شرایط محیطی و سیاست

المللی که های بین MRLکند. برخی از کشورها از کش تصویب میرا برای هر آفت (ADI) 2قابل قبول

توسط ها  MRL. این کنندها استفاده میشود، برای تعریف حدود باقیماندهمعرفی می 3توسط کدکس

برای  1963( در سال WHO( و سازمان بهداشت جهانی )FAOسازمان غذا و کشاورزی ملل متحد )

عضو سازمانی  1عضو کشوری و  185توسعه استانداردهای غذایی منتشر شد. در حال حاضر کدکس 

 های تصویب شده آمده است. MRLلیستی از برخی از  (3-1)ل دارد. در جدو

 کدکسهای تصویب شده توسط  MRLبرخی از  3-1جدول 

 MRL (mg/kg) نام محصول آزمایش شده کشآفت

 (Imidaclopridایمیداکلوپراید )
 گیلاس 

 )برای تولید روغن( زیتون

 )سبز، سیاه و خشک شده( چای

4 

2 

50 

 (Acetamipridاستامی پراید )
 هل

 خیار

 فلفل سیاه و سفید

1/0 

3/0 

1/0 

 (Acetochlorاستوکلر )

 

 نخود خشک

 تخم مرغ

 سیب زمینی

15/0 

02/0 

04/0 

 (Bifenthrin) ای فنتراینب
 بلوبری

 انگور

 نخود فرنگی

3 

3/0 

05/0 

 (Ethephonادفون )
 سیب

 گندم

 آناناس

8/0 

5/0 

5/1 

 اسپیروتترامات

(Spirotetramat) 

 ادامب

 آجیل

 زمینیسیب

10 

5/0 

8/0 

 

_____________________________________ 

Maximum Residue Limits 1 

Acceptable Daily Intake 2 

CODEX 3 
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 هاکشگیری باقیمانده آفتهای اندازهروشمروری بر  1-3-3

 باشد.میو ضروری ها برای سلامت انسان و محیط زیست بسیار مهم کشباقیمانده آفت گیریاندازه

توانند برای آینده و جوامع مختلف با توجه به سلامت مردمان خود و بهداشت محیط اطراف آنان می

در ها کشی آفتماندهباقی گیریاندازه قبل، سال 60 حدود از. ریزی کنندبرنامه شانپیشرفت کشور

شود. در سراسر جهان انجام میتوسط مراکز دولتی و خصوصی،  یاهای زیست محیطی و تغذیهنمونه

ها، زمانبر بودن آنالیز و اتوماتیک نبودن برای از نظر مصرف حلالولی در آن زمان توقعات کمتری 

توجه به پیشرفت تجهیزات آزمایشگاهی و  با درحال حاضرای وجود داشت. جزیهتهای نمونهگیری اندازه

تری برای آنالیز باقیمانده قتر و دقی، سریعترای موثرهای تجزیهروش ،های مدرنروی کار آمدن دستگاه

لامت تضمین سای و های تجزیهکیفیت و کارایی آزمایشگاهکه باعث بهبود  شوداستفاده می هاکشآفت

 گردد.جوامع می

که با استفاده از آن با  باشدمی( MRM) 1ها، روش چند منظورهکشنالیز آفتشک موثرترین شیوه آبی

در  که بود 2قابل توجه روش میلز MRMاولین  گیری کرد.توان چند آنالیت را اندازهیک بار آنالیز می

توسعه ( FDA) 3ایالات متحده آمریکاغذا و داروی شخصی با همین نام در سازمان  توسط 0196سال 

( OCsهای آلی کلردار )کشبر روی حشرهها کشگیری آفتدر آن زمان تمرکز اصلی اندازه .]22 [یافت

غذاهای کم در های غیرقطبی کشفتهای آلی کلردار و سایر آکشآفت روش میلزدر بود.  غیرقطبی

ترولیوم مانند پیک حلال غیر قطبی  توسطسپس  و اضافه کردن آب به آن، با استونیتریلو پرچرب چرب 

های آلی کشبرخی از حشره قطبی مانند های تقریباًکشدر نتیجه آفت. شوداستخراج می یا هگزان 4اتر

 رفتند.دست می از ( تا حدی در این روشOPs) فسفره

_____________________________________ 

Multi Residual Method 1 

Mills 2 

U.S Food & Drug Administration 3 

Petroleum ether4  
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سرآغاز  ،کشاورزیها در کشتر و سایر آفتقطبی یهای آلی فسفرهکشحشرهگیری نیاز به اندازه 

 1964گیری ترکیبات استخراج نشده با روش میلز بود. در سال های جایگزین برای اندازهی روشتوسعه

اصلاح  ،این روش .ارائه کردند های آلی فسفرهکشو همکارانش یک روش برای تعیین آفت 1استورهر

ا حلال باستخراج اولیه با استونیتریل انجام و سپس مرحله تقسیم و پاکسازی که بود میلز شده روش 

 .]22,23 [کردتغییر مینیز گیری دستگاه اندازه انجام شد و دیگری

 گیریاندازهی مورد هاکشش باعث گسترش محدوده قطبیت آفتو همکاران 2روش لوک 1970ی در دهه

در یک آنالیز   (ONs) 3دارنیتروژنآلی  و OCs ،sPOهای کشتا حشره گشتموجب این روش و شد 

ها به جای استونیتریل داشتند و در آنکمی با روش میلز تفاوت ها در این روش  MRM استخراج شوند.

 کلرومتان یا پترولیوم اتر(قطبی )دیهای غیرولی همچنان از حلال از استون برای استخراج استفاده شد

ها باعث مایع در تمام روش-همچنین افزودن نمک سدیم کلرید در طول استخراج مایع .شداستفاده می

 .]24[ گذاردها اثر مستقیم میشود زیرا این نمک روی قطبیت نمونهبهتر شدن کارایی استخراج می

شود استون بیشتری به فاز آلی باعث میهمین امر شود که نمک جامد باعث اشباع شدن فاز آبی می

س از پ شود.دهد و باعث افزایش بازیابی ترکیبات قطبی میشود در نتیجه قطبیت را افزایش میوارد 

تحت ( AOAC) 4وش رسمی در انجمن رسمی کشاورزی و شیمیلوک به عنوان رمدت کوتاهی روش 

به های اصلاح شده آنهاو مدل ها MRMاین  .]25[ به عنوان روش رسمی منتشر شد 985.22عنوان 

 شدند.ها در سراسر جهان استفاده میکشی آفتهای نظارتی باقیماندههگسترده توسط آزمایشگا طور

آنها خطرناک محسوب  به دلیل سمی بودنهای کلردار پس از گذشت حدود یک دهه، استفاده از حلال

 های جدید استخراج حلال سوق داده شوند.روششدند که همین امر موجب شد محققان به سمت می

_______________________________________ 

Storherr 1 

Luck 2 

Organonitrogen 3 

iation of Official Agricultural ChemistsAssoc 4 
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پترولیوم کلرومتان یا جای دی( به v/v 1:1اتیل استات ) -و همکارانش از مخلوط سیکلوهگزان 1اسپچت

ی ها از عصارهکش( برای استخراج آفتSPEاز فاز جامد ) 3میر و نوردن 2. کاسانوا]62[ استفاده کردنداتر 

. ]27[ مایع اجتناب شد-مایع ین ترتیب از استخراجا بهاستفاده نمودند و  ،استخراجی استون رقیق شده

لوک و همکارانش برای جدا کردن آب از استون در عصاره استخراجی اولیه، از مخلوط فروکتوز، منیزیم 

با  4. پارفیت]82[ های غیر قطبی حذف شدندکلرید استفاده کردند بدین ترتیب حلالسولفات و سدیم 

 که های استخراجی را در دمای پایین قرار دادوک استخراج را انجام داد و عصارهاستفاده از همان روش ل

سی های جداسازی یک اشکال اسای این روشهمهشود. میاز محلول حذف با این عمل فاز آبی منجمد و 

ش رو ازهای غیر قطبی حذف حلالبا یکدیگر در جریان  داشتند و آن امتزاج پذیری بالای آب و استون

 هاو با افزودن نمک استونیتریل به جای استون به کار برده شدبود. برای حل این مشکل مجدداً  لوک

های غیر حذف حلالبرای .  ]29,03[ دوشتر از آب جدا میراحتاستونیتریل (، Salting out)روش 

کلرید هایی مانند سدیم با وجود نمککه  و همکارانش از سدیم کلرید استفاده کردند 5لی ،قطبی

دیگر نیز منتشر شد که  MRMچندین  .]31[ یتریل از آب بسیار رضایت بخش بودجداسازی استون

ها  MRMحلال دیگری که در . ]32,33[ ها برای استخراج استفاده شدندمکاستونیتریل به همراه ن

هایی مانند امتزاج پذیری جزئی با آب دارد که افزودن استات مزیتاستات بود. اتیلاستفاده شد اتیل

کند، همچنین ی استخراجی را غیرضروری میهای غیرقطبی برای جداسازی آب از عصارهسایر حلال

که  استات این استکند. مشکل اتیلاهم میها فرکشتری برای آنالیز انواع آفتی قطبیت وسیعمحدوده

 شوند که برای حل این مشکل مقدار زیادیاستات نمی با قطبیت بالا وارد فاز اتیلها کشبرخی از آفت

______________________ 

Specht 1 

Casanova 2 

Nordenmir 3 

Parfitt 4 

Lee 5 
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های قطبی مانند متانول و اتانول حلالشود. استخراج افزوده می ( به مرحله4SO2Naاز سدیم سولفات )

استات یک مشکل دیگر  مصرف حلال اتیل .]34-36[ زایش قطبیت فاز آلی استفاده شدندنیز برای اف

نیز به همراه داشت و آن استخراج بیش از اندازه ترکیبات غیرقطبی مانند لیپیدها و مواد موم 

(epicuticular )ها باید حذف شوند. برای رفع این مشکل گیری توسط دستگاهباشد که قبل از اندازهمی

های اخیر، در دهه شود.استفاده می 1(GPCگیر کروماتوگرافی ژل تراوا )از یک مرحله پاکسازی وقت

های ها و کارهای دستی اهمیت پیدا کرد که همین عوامل منجر به معرفی روشکاهش مصرف حلال

-39[ 1994-7199های سالدر  2(SFE)استخراج با سیال فوق بحرانی  ملهاجی جایگزین از جاستخر

، ماتریس پخشی فاز جامد ]04,14[ 1996-1997های در سال 3(PLEستخراج مایع تحت فشار )، ا ]37

(MSPD)4 24-44[ 1995-2000های در سال[ ( استخراج میکرو فاز جامد ،SPME)5 های در سال

های روش شد. ]84[ 1997در سال  6(MAEاستخراج با امواج مایکروویو ) و  ]74-54[ 2000-1997

 ها نتوانستند بر تمامی نقایص غلبهکدام از این تکنیکارائه شده مزایای زیادی دارند ولی تاکنون هیچ

 مثال روش . برایکار بردها بهکشبرای آنالیز تمامی آفترا  یک روش مفید چند منظوره ند تا بتوانکن

MAE اشد بمی هزینه کمتر مصرف حلال کمتر، راندمان استخراج بالاتر، سادگی ومانند  یدارای مزایای

لا، هایی با فراریت باهای غیرقطبی و حلالکارایی پایین استخراج برای حلالولی دارای نقایصی مانند 

 .]49[باشد در اثر استفاده از انرژی بالای میکروویو می نمونه بیتخر ای ونیزاسیزومریاهمچنین 

 

 

_________________________ 

Gel Permeation Chromatography1 

Supercritical Fluid Extraction2 

Pressurized Liquid Extraction3 

Phase Dispersion-Matrix Solid4  

Phase Micro Extraction-Solid5 

Extraction Assisted-Microwave6 
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پی درها در مدهای پیهستند که استخراجی دستگاه هایی بر پایهدارای تکنیک SFEو  PLEدو روش 

بر و مواد تخصصی برای تمیز کردن دستگاه و شوند ولی به مراحل دستی زماننیمه خودکار انجام می و

برای یک روش  گستردگی زیادی SPMEو  MSPDهای داری دستگاه نیاز است. روشهی بالای نگهزینه

 کند.ای فراهم نمیتجزیه

اند، هیچ یک به درستی موثر بسیار زیاد که توصیف شده  های MRMدر پایان باید عنوان کرد با وجود 

مانند سرعت بالای آنالیز، آسان بودن، بازیابی بالا، کم بودن  های لازمتوانند تمامی ویژگیاند و نمینبوده

 پذیریمراحل)جهت افزایش دقت(، کم بودن دخالت فردی، مصرف کم واکنشگرهای شیمیایی، انتخاب

 MRM ها فراهم کنند. از این رو گسترش و معرفی ی وسیعی از آنالیتبالا و تکرار پذیری را برای گستره

 .]50[باشددانان میتجزیه مورد توجه های جدید

 روش کچرز 1-4

 هایهای غذایی و محیطی، در تعداد زیادی از کشورها و آزمایشگاهها در نمونهکشآنالیز باقیمانده آفت

های جدید در بخش شود. با در نظر گرفتن تحولات و پیشرفتاختصاصی در سراسر جهان انجام می

اخیر روشی  هایدر سالرسد. تر و موثرتر ضروری به نظر میکشاورزی، معرفی یک روش جدید، سریع

 یک روشدر حال حاضر با بافت پیچیده معرفی شد که  هاسازی نمونهنوین با کارایی بالا برای آماده

 زمانمهرا ترکیباتی با خواص فیزیکی و شیمیایی متفاوت  تواندمیشود. این روش عمومی محسوب می

و همکارانش برای آنالیز  1توسط آناستاسیادس 2003این روش برای اولین بار در سال  گیری کند.اندازه

( مخفف کلمات QuEChERSکچرز )ها و سبزیجات معرفی شد. کش در میوهباقیمانده چندین آفت

( Safe( و ایمن )Rugged(، نیرومند )Effective(، موثر )Cheap(، ارزان )Easy(، آسان )Quickسریع )

اختصار  ها بهکند. این ویژگیهای این روش را بیان میخوبی ویژگیشود که به میو کچَِرز تلفظ  باشدمی

 .]50 [شودتوضیح داده می)الف( تا )و(  هایدر بند

______________________ 

M.Anastassisdes 1 
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دقیقه  15-30بالایی است و در مدت زمان  بدین معنی که دارای سرعت تهیه نمونه: سریع( الف

 .کردسازی آمادهرا نمونه  6-12توان می

 سازی در آن کم است.دارد و مراحل آماده 1نیاز کمتری به دستکاری نمونهآسان:  (ب

تجهیزات پیچیده آزمایشگاهی  ر کمی نیاز دارد و همچنین نیاز بهها و مواد جاذب بسیاحلال ارزان:( ج

های مختلفی توان نمونهزدن و سانتریفیوژ موجود باشد، میامکانات ساده آزمایشگاهی برای هم. اگر ندارد

 سازی و آنالیز کرد.را آماده

 دهد.ارائه می های غذاییبالایی برای طیف وسیعی از گونهبازیابی  موثر:( د

ای از قطبیت و فراریت به ی گستردهها با محدودهکشروش، برای تعداد زیادی از آفتاین  ه( نیرومند:

ی آلی با استفاده از روش آلاینده 300دهد که بیش از کار برده شده است. بررسی مقالات نشان می

اند که این ویژگی سبب شده، روش کچرز به طور گسترده مورد توجه قرار گیرد سازی شدهکچرز آماده

 .های آزمایشگاهی قرار گرفته استشدر لیست روبه طوری که به عنوان یک روش مدرن 

دهد به طوری که استفاده از به شدت کاهش میرا ها و مواد زائد خطرناک استفاده از حلال ایمن:( و

 های کلردار در این روش غیر ضروری است.حلال

رای ب و سبزیجات داشته است و هاا در میوههکشگیری باقیمانده آفتطلوبی را برای اندازهکچرز نتایج م

 باتیچرب شامل ترک های. بافتشودمیدرصد چربی( نیز به کار برده  2-20هایی با بافت چرب )نمونه

 متفاوت رابا قطبیت  ییهاتیزمان آنالکه هم یعنوان روش هستند و روش کچرز به زیگردوست و آبآب

ها، میوهعسل، توان به شیر، ها میشود. از جمله این بافتها استفاده میکند در این بافتتعیین می

 .]51-61[، غذاهای دریایی، گوشت و صنایع آرایشی و بهداشتی اشاره کرد مرغ، مرغتخم

__________________________ 

Sample treatment 1 
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 دهد. های اخیر نشان مینمودار استفاده از روش کچرز را در سال (4-1)شکل 

 
) استخراج شده  2004-2018های سالبین در یری روش کچرز کارگداد مقالات منتشر شده در بهتع 4-1 شکل

 (Science directاز

 

دهد، این روش نشان می های متفاوتسازی کچرز را برای گونهکاربرد روش آمادهنیز  (4-1)جدول 

 ،انعطاف پذیری بالایی دارد و با توجه به خصوصیات آنالیت مورد نظر، بافت نمونه و تجهیزات موجود

 .]61[ قابل تغییر است

شود و از ند که کاهش مقدار نمونه باعث بهبود کارایی استخراج میاهمخترعان روش کچرز ادعا کرد

انجام شده نسبت نمونه به حلال  هایدهد. در آزمایشمی کاهشها را طرف دیگر هزینه و مصرف حلال

 .]50[ ه استدست آمدهب 1:  1در کارایی استخراج بسیار موثر است و بهترین نتیجه در نسبت 
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 ها سازی نمونهاستفاده از روش کچرز برای آماده 4-1جدول 

 آنالیت
محیط 

 نمونه

های ویژگی

 مدل کچرز
LOQ 

(µg/kg) 
 بازیابی

روش 

 آنالیز
 منابع

 دارچین کشآفت 60
مقایسه پاکسازی 

 D-SPEکچرز با 
5/0 118-71 

LC-

MS/MS ]62[ 

نوع از  13

ترکیبات 

 پرفورورین

محصولات 

 آبی

استخراج توسط 

 دیوینیل-استایرن

 بنزن کوپلیمر

31- 028/0 120-71 LC-

MS/MS 
]63[ 

آفتنوع از  25

 کش

شیر و 

محصولات 

 لبنی

سازی با بهینه

-طرح باکس

 بهنکن

10 > 120-72 GC-MS ]64[ 

کننده دو تنظیم

 رشد گیاهان

 ها و شیرمیوه
روش کچرز یون 

اصلاح و کوچک 

 شده

 

02/0-0022/0 

 

112-3/76 IC-

FLD/UV 
]65[ 

و زولینون داایمی

 ایمازاپیک

 خاک
روش کچرز اصلاح 

شده  با تنظیم 

pH  توسطHCl 

6/6-1/6 117-85 LC-

MS/MS 
]66[ 

سیکلوپیازونیک 

 اسید

ژامبون 

 گوشت

مقایسه چهار 

 94-104 01/0 روش استخراج  
UHPLC-

MS/MS ]67[ 

پروپوکسیکاربازون 

های و متابولیت

 آن

در، کاهو، چغن

 عسل، سویا

روش رسمی 
AOAC  

25-10 110-73 UHPLC-

MS/MS 
]68[ 

 

کش آفت 9

 هابیسفنول

 

 شیر

مقایسه کچرز با 

DLLE1  و

مقایسه پاکسازی 

 SPMEکچرز با 

 

8/9-5/3 

 

8/93-8/75 

 

HPLC-

FLD 

 

]69[ 

 فلفل شیرین کشآفت 13
روش بافری 

 MRLs> 10% 120-70 سیترات
LC-

MS/MS ]70[ 

های فیلتر

 فرابنفش 

های لجن

 فاضلاب

پاکسازی با 

4MgSO و 

GCB  18وC 

MRLs> 10% 122-75 GC-

MS/MS 
]71[ 

 

__________________________ 

Liquid Extraction-Dispersive Liquid 1 
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 هاسازی نمونهاستفاده از روش کچرز برای آماده 4-1ادامه جدول 

 آنالیت
محیط 

 نمونه

های ویژگی

 مدل کچرز
LOQ 

(µg/kg) 
 بازیابی

روش 

 آنالیز
 منابع

 کش آفت 6
خون و ادرار 

 انسان

پاکسازی با 

PSA ،18C  و
4OMgS 

15/1-46/0 112-87 HPLC-

MS/MS 
]72[ 

مبندازول، 

آلبندازول، 

لوامیسول و 

 های آنانمتابولیت

ماهی، میگو، 

لاک پشت و 

 مار ماهی

پاکسازی با 

آلومینیوم نیترید 

 18Cو 

 

3/0> 

 

7/113-80 

LC-

MS/MS 

 

]73[ 

 

 کشآفت 140

 

 گربه ماهی

استخراج با 

استونیتریل و 

پاکسازی با 

هایی بر جاذب

 پایه زیرکونیوم

 

05/0 

 

120-70 

 

Lp-GC-

MS/MS 

 

]74[ 

تعیین همزمان 

داروهای 

دامپزشکی، سموم 

دفع آفات و میکو 

 هاکوتوکسین

 

 تخم مرغ

کچرز اصلاح شده 

بر اساس نانو 

های کربنی لوله

 چند منظوره

 

3/17-1/0 

 

6/114-

5/60 

 

UHPLC-

MS/MS 

 

]75[ 

کش آفت 14

 بیوشیمیایی

فلفل، خیار، 

فرنگی، گوجه

پرتغال و توت 

 فرنگی

روش بافری 

، بدون سیترات

 نیاز به پاکسازی

 

003/0 

 

112-70 

 

GC-MS 

 

]76[ 

 تخم مرغ کش آفت 58
یک پاکسازی با 

 فیلتر چند کاره
5-2/0 115-74 

LC-

MS/MS ]77[ 

 

گیری اندازه

 پاتولین

 

 آب سیب

با استخراج 

منیزیم سولفات، 

سدیم کربنات و 

 سدیم کلرید

 

3/1-4/0 

 

9/87-79 
GC- 

MS/MS 

 

]78[ 

گیری سریع اندازه
ethylenethiourea 

(ETU) 

 

زمینی و سیب

 خیار

استخراج با 

استونیتریل 

قلیایی شده با یک 

 درصد آمونیاک

 

2 

 

103-90 
HPLC-

MS/MS 

 

]79[ 
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 مراحل انجام روش کچرز 1-4-1

 روش کچرز از دو مرحله تشکیل شده است:

ترکیب یا ترکیبات مورد نظر بین فاز آبی و  رحله بر اساس توزیعی این مپایه الف( مرحله استخراج:

های از حلالو معمولی است مایع -مکانیسم این مرحله شبیه به استخراج مایعگیرد. فاز آلی انجام می

استخراج  مانندهایی ها باید دارای ویژگیشود. این حلالاز استخراج کننده استفاده میآلی به عنوان ف

کمترین میزان بافت نمونه، حلالیت بالا برای طیف وسیعی از ترکیبات با قطبیت متفاوت، قابلیت 

 متناسب با تکنیکمورد نظر، های یا آنالیتپذیری بالا با آنالیت گزینشجداسازی آسان از فاز آبی، 

از جمله  د.نزیست باشمحیطکروماتوگرافی( و سازگار با  هایخصوص در تکنیکآنالیزی مورد استفاده )به

 ]. 79-83[ اتانول و استونیتریل اشاره کرد وان به استون، اتیل استات، متانول،تها میاین حلال

رافی، ، سازگار با سیستم کروماتوگپذیری بالاباشد زیرا دارای گزینشترین حلال استونیتریل میمتداول

ها دهد. همچنین پس از افزودن نمکها را پوشش میکشحلالیت محدود لیپیدها و دامنه وسیعی از آفت

کشمنجر به افزایش درصد بازیابی آفت همین امر کهباشد تریل بهتر از استون میجدایی فاز در استونی

است که اکثر ترکیباب قطبی در آن  این اتیل استاتاستفاده از مشکل . ]50[ شودها با قطبیت زیاد می

. شودافزوده  برای استخراج به فاز آلی زیادیبایست مقدار نمک میو شوند به راحتی استخراج نمی

موجب ها در آن بیشتر از استونیتریل است که همین امر ها و واکسهمچنین احتمال استخراج چربی

های معدنی در ستفاده از نمکا. ]50,81,82 [شود.های اسیدی و بازی میکشکاهش بازیابی در آفت

شود باعث جدایی حلال آلی از مخلوط و تشکیل دو فاز می هم،مخلوط فاز آبی و فاز آلی قابل امتزاج با 

ها این اثر باعث کاهش حلالیت آنالیت .شود نسبت داده می Salting-Outکه این جدایی فاز به پدیده 

های از نمکشود. و ها به فاز آلی و در نتیجه افزایش بازدهی استخراج میدر فاز آبی و افزایش انتقال آن

، منیزیم دی (COONa3CH) ، سدیم استات(4OMgS) در این مرحله منیزیم سولفات شده به کار برده

صد درباشند. می (NaCl) سدیم کلرید و( 3NaNO) م نیترات، سدی(LiCl) کلرید، لیتیمMgCl)2) کلرید
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زیرا  بستگی دارد. Salting-Outمرحله های به کار برده شده در نمکنوع و مقدار بازیابی آنالیت به 

تواند روی درصد آب موجود در استونیتریل تاثیر بگذارد و قطبیت آن را تنظیم نمک میو نوع غلظت 

 2هسته یو رزونانس مغناطیس 1(CN3CD) همکارانش با استفاده از حلال دوترهکند. آناستاسیادس و 

(NMR) ها منیزیم بررسی کردند که در میان این نمکها را ی مختلف و درصد بازیابی آنهااثر نمک

. ]50 [ترکیبات قطبی( و بازیابی را روی استونیتریل داردبرای خصوص بهسولفات بدون آب بهترین اثر )

همین  شده کهموجب کاهش حجم فاز آبی  با جذب آب، Salting outوه بر علابدون آب منیزیم سولفات 

میزان آب را به خود جذب کند مقدار  الاترینباین نمک برای اینکه شود. امر باعث بهبود بازیابی می

شود که ظرفیت باعث می استفاده بیش از حد از این نمک. گرددتر از حد اشباع به نمونه اضافه میبیش

دن را زهم وآید به وجود می 3شود و پدیده لخته شدنهای قطبی کمتر استونیتریل برای توزیع ترکیب

فزودن سدیم کلرید سبب افزایش قدرت یونی محلول و کاهش حلالیت ا. ]83[ کندبا مشکل مواجه می

 بتبهترین نس هابنابر آزمایش .شودمی آلیامر موجب تمایل آنالیت به فاز این  و گرددآنالیت در آب می

 .]50[ شده استگزارش  1:4 )منیزیم سولفات : سدیم کلرید(

ی استخراج انتخابی نیست، بنابراین همراه با انتقال با توجه به اینکه مرحله ب( مرحله پاکسازی:

ه برای رفع این مشکل مرحلشوند. آنالیت از فاز آبی به فاز آلی اجزای دیگر بافت نمونه وارد فاز آلی می

هایی ون آب به همراه جاذباز منیزیم سولفات بد ی پاکسازی معمولاًدر مرحله پاکسازی ضروری است.

 خلافگردد. با این تفاوت که براده میشوند، استفبه کار گرفته می(  (SPE 4که در استخراج فاز جامد

SPE  در روش کچرز به شکل پودر مورد استفاده  ،اندشدهها درون یک کاتریج پر اذبه این جکمعمولی 

___________________________________ 

d3-Acetonitrile 1 

Nuclear Magnetic Resonance 2 

Coagulation 3  

Phase Extraction-Solid 4 
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 شودمیته ( گفSPE-D) 1فاز جامد پخشی طور معمول به این مرحله، پاکسازی با د. بهنگیرقرار می

منیزیم سولفات  عبارتند از: شوندهایی که به طور متداول در این مرحله استفاده میجاذب .]83,84[

( و اکتا دسیل پیوند خورده به PSA) 3آمین نوع اول و دوم ،(GCB)  2بدون آب، کربن سیاه گرافیتی

 .]83-86[ آورده شده است (1-7)ها به اختصار در جدول ( که نقش هرکدام از جاذب18C) 4سیلیکا

 پاکسازی روش کچرز های مورد استفاده در مرحله جاذب 5-1جدول 

 جاذب کاربرد شکل مولکولی

 

 ذف آب از فاز استونیتریلیح
 منیزیم سولفات

(4MgSO) 

 

حذف اسیدهای آلی قطبی، 

قطبی، برخی از  هایپیگمنت

 قندها و اسیدهای چرب

 آمین نوع اول و دوم

(PSA) 

 

هایی حذف استرول و پیگمنت

 مانند کلروفیل
 کربن سیاه گرافیتی

(GCB) 

 

حذف مواد متداخل غیر قطبی 

 مانند لیپیدها
 اکتا دسیل

(18C) 

 

دارند. برای مثال جاذب سیلیکای اصلاح شده با زیرکونیا  ایهای ویژههای پیچیده جاذباز ماتریسبرخی 

(Z-Sep( و اکتا دسیل پیوند خورده به سیلیکا )Z-SepPlusکه رنگدانه )ها را بهتر حذف ها و چربی

های کربنی، نانو ذرات مغناطیسی، گرافن اصلاح شده با . آلومینا، فلورسیل، نانو لوله] 74,87 [کنند می

توان در این مرحله از آنها استفاده کرد و یا موازی با هایی هستند که میآمین و کیتین سایر جاذب

  .]88-93[های دیگر به کار برد جاذب

______________________________________ 

Solid Phase Extraction-Dispersive 1 

Graphatized Carbon Black 2 

ePrimary Secondary Amin 3 

Octadecylsilane 4 
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گن شده شود روش کچرز با توزین مقدار مشخصی از نمونه همدیده می (5-1)طور که در شکل همان

ج های استخراه دنبال آن حلالبه داخل لوله سانتریفیوژ منتقل و ب شود. پس از توزین، نمونهآغاز می

لوله را درون سانتریفیوژ گذاشته  ،زدنشوند. پس از مدتی همهای توزیع کننده افزوده میکننده و نمک

 ولولی به طور معم تشکیل شده به نوع بافت بستگی دارد هایتعداد فاز یرد.گها صورت تا جدایی فاز

پایین شامل فاز آلی )حاوی ترکیبات استخراج شده(،  باشد که به ترتیب از بالا بهمیچهار فاز  شامل

یط ت دیگر موجود در محها و ترکیباها، رنگدانهتواند شامل چربیبافت نمونه که بسته به نوع نمونه می

 د.باشهای حل نشده میی نمکلایه ی فاز آبی ولایه نمونه باشد،

شانتریفیوژ دیگر که حاوی پودرهای جاذب  یی پاکسازی فاز آلی )محلول رویی( به یک لولهدر مرحله

توان به زدن و عمل سانتریفیوژ، محلول حاصل را میشود. پس از چند دقیقه هماست انتقال داده می

آنالیز  طور مستقیم، یا با حلال پرانی، رقیق کردن و یا حل کردن مجدد در یک حلال مناسب به دستگاه

 کننده تزریق نمود.

 

 

 

 

 ]83[ مراحل انجام روش کچرز 5-1شکل 

 

ر وزن کردن مقدا همگن کردن نمونه

 مشخصی از نمونه

افزودن حلال 

 استخراجی

 هم زدن

های افزودن نمک

 ی اولمرحله 

افزودن فاز آلی به  سانتریفیوژ کردن هم زدن

 ی حاوی جاذبلوله

آنالیز با سیستم    سانتریفیوژکردن هم زدن

 مورد نظر
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 های اصلی کچرزدستورالعمل 1-4-2

 چرز را ارائههای اصلاح شده کروش ،روش اصلی، برخی از محققین با انجام تغییرات اندک یپس از ارائه

 به طور کلی کچرز در سه نسخه معرفی شد: .کردند

 1روش اصلی غیر بافری (1

 2(2CEN 1566) بافری سیتراتی ( روش2

 3(AOAC official 2007.01) بافری استاتی روش (3

باشد که همان نسخه اصلی این روش ترین نوع روش کچرز میترین و کارالی غیر بافری، سادهروش اص 

ها بازیابی بالایی برای صدشود. این روش و از نمک سدیم کلرید در مرحله استخراج استفاده می است

هستند بازیابی  pHو وابسته به  ی دارندهایی که پایداری کمکشآفتکش نشان داده است اما برای آفت

 دهد.کمی را نشان می

از سدیم استات ی اول کردند. در مرحلهیجاد و همکارانش تغییراتی را در روش کچرز اصلی ا 4لئوتای

ترات سدیم سی ارانش نیز از شرایط بافری. آناستادیاتس و همکاستفاده شد یشرایط بافربرای ایجاد 

 AOACتبدیل و با نام  AOACکمیته روش اصلی در یک به  یاستفاده کردند. نسخه با بافر استات

official 2007.01 نیز در کمیته استاندارد اروپا با نام  ی. نسخه بافر سیتراتانتشار یافتCEN 15662 

 تری ازگستردهطیف بسیار اضافه شدن این دو نسخه سبب شد کچرز  .]80,94,95[ گردید ثبت

با سطوح ا هکشده برای انواع مختلفی از آفتدا 5000-10000را پوشش دهد به طوری که  اهکشآفت

-LCو   GC-MSهای مختلفی نظیر ، محیط نمونه متفاوت و همچنین استفاده از دستگاهمختلفغلظتی 

MS/ MS آمد دستهب. 

_________________________________________ 

Original Unbuffered Method 1 

   Comite Europeen de normalization)) European Committee for Standardization 2 

Association of Official Analytical Chemists 3 

Lehotay 4 
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 دهد.از سه نسخه کچرز را نشان می خلاصه ای (6-1)شکل 

                                                                                       

 

 

 

 

 

                                             

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 94و  80، 50بر اساس مراجع  اصلی روش کچرزهای دستوالعمل 6-1شکل 

 

آیند و فرم یونی تمایل دارد که در فاز های بالا یا پایین به صورت یون درمی pHها در کشبرخی از آفت

است یونیزاسیون تعدادی از  7تا  5/2ای زراعی بین هنمونه pHبا توجه به این اینکه آبی باقی بماند. 

بر روی  pHهای بازی تاثیر کشکه برای آفت رد بررسی قرار گرفت و نشان داده شدها موکشآفت

 .]96[ ریکاوری ناچیز است

میلادی  2008 سال

  آناستادیاتس و همکاران
میلادی لئوتای و  2007سال 

   همکاران

میلادی  2003سال 

آناستادیاس، لئوتای و 

 همکاران 

CEN 15662 

 گرم نمونه 10

 

 لیتر استونیتریلمیلی 10

 گرم منیزیم سولفات بدون آب 4

 گرم سدیم سیترات 5/1

 زدنهم

 سانتریفیوژ

 گرم سدیم سولفاتمیلی 150

 PSAگرم میلی 25

 زدنهم

 سانتریفیوژ 

 آنالیز

 

 

AOAC official 2007.01 

 گرم نمونه 15

 

 %1لیتر استونیتریل میلی 15

v/v استیک اسید 

 گرم منیزیم سولفات بدون آب 6

 گرم سدیم استات بدون آب 5/1

 زدنهم

 سانتریفیوژ

 گرم سدیم سولفاتمیلی 150

 PSAگرم میلی 50

 زدن و سانتریفیوژهم

 آنالیز

 روش اصلی

 گرم نمونه 10

 

 لیتر استونیتریلمیلی 10

 گرم منیزیم سولفات بدون آب 4

 گرم سدیم کلرید 1

 زدنهم

 سانتریفیوژ

 گرم سدیم سولفاتمیلی 150

 PSAگرم میلی 25

 زدنهم

 سانتریفیوژ 

 آنالیز
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روی بازیابی قابل توجه است و روش باید اصلاح شود. نتایج  pHهای اسیدی تاثیر کشدر مورد آفت

نسبت به روش ( pH=8/4استات )  یروش کچرز بافر، pHبرای ترکیبات حساس به نشان داده است 

های اسیدی آنالیت همچنین بازیابی. ]83[دهد بازیابی بالاتری را نشان می( pH=5کچرز بافری سیترات )

شود که برای کاهش پیوندهای کوالانسی از میی با ماتریس نمونه کمتر سبه دلیل ایجاد پیوند کوالان

شود و با استفاده از سدیم هیدروکسید و سپس خنثی سازی محلول با هیدرولیز قلیایی استفاده می

 شود.استفاده از اسید سولفوریک انجام می

ا جاذب در اثر واکنش به دیگر در آنالیز اسیدها کاهش قابل توجه ترکیبات اسیدی پس از پاکسازی مسال

PSA باشد، بنابراین باید از مرحله پاکسازی پرهیز کرد و عصاره خام را پس از استخراج به مدت یک می

ه فاز دار کمی بترکیبات خیلی قطبی به مق تر جدا شوند.های چرب راحتشب در فریزر گذاشت تا بافت

 .]83[روند در نتیجه با روش کچرز قابل آنالیز نیستند روند و یا اصلا نمیآلی می

 هامقایسه روش کچرز با سایر روش 1-4-3

 نکاتی باشد. در مقایسه کچرز با روش فاز جامد پخشیهای فاز جامد پخشی میمانند روشروش کچرز ه

مقدار زیاد توان به می SPEوجود دارد که موجب برتری روش کچرز شده است از جمله مشکلات روش 

شود. چنین مقدار زیادی نمونه مصرف میگرم در هر کاتریج( اشاره کرد هممیلی 250-1000جاذب ) 

 ی ستون،اولیه یی خلاء، آماده سازبه محفظه روش در مقایسه با کچرز نیازاز دیگر نکات منفی این 

ر د نیاز به دانش تجربی و دقت  بالا عملیات دستی، چندین حلال به مقدار زیاد، مراحل تبخیر حلال،

با وجود تشابه زیاد روش فاز . ]97 [باشدمی گران بودن ابزار اتوماسیونهمچنین حین اجرای عملیات و 

نیز بین این دو روش وجود دارد و این هایی ی پاکسازی( تفاوتجامد پخشی با روش کچرز )در مرحله

 شود ولیدر روش فاز جامد پخشی جاذب به نمونه افزوده می تفاوت باعث برتری روش کچرز شده است.

بالای مواد ی هزینه شود. در فاز جامد پخشی،استخراجی اضافه میی در روش کچرز جاذب به نمونه

ای که مورد استفاده قرار که در این صورت مقدار نمونه شودجاذب منجر به انتخاب بخشی از نمونه می
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ی ( براSFE) 1به وسیله سیال فوق بحرانیاستخراج  .]98[ گیرد ممکن است نماینده کل نمونه نباشدمی

ی شرایط وابستگ ولی قیمت بالا،باشد پذیری بالایی میدارای گزینش های چرب بسیار موثر است وبافت

سازی سبب شده استفاده از این روش روتین و پیچیده بودن فرآیند بهینهقطبی های استخراج به نمونه

  .]99[و مورد علاقه نباشد 

به آن استخراج است که  2یک روش استخراج اتوماتیک نسبتاً جدید، استخراج به وسیله مایع تحت فشار

 50شود که بر پایه استخراج تحت شرایط دمای بالا بین ( نیز گفته میASE) 3توسط حلال تسریع شده

دقیقه است. کار با این سیستم و  10الی  5در مدت زمان کوتاه  psi500تا  300و فشار  C°200تا 

یابد ولی روش هایی با درصد آب زیاد بازدهی به شدت کاهش میدر نمونه سازی آن دشوار است وبهینه

 .]100[هایی با درصد آب زیاد از خود نشان داده است بازدهی بالایی برای نمونهبسیار ساده و کچرز 

 های آنو متابولیت اسپیروتترامات 1-5

که به منظور حفاظت از گیاهان و محصولات در  هاستترامات متعلق به گروه شیمیایی کتوانولاسپیروت

 کش به صورتاین آفت (IUPAC) 4شد. نام آیوپاکوارد بازار برابر حشرات مکنده به خصوص پسیل 

-ناِ-3-دک-]5/4[آزا اسپیرو-1-متوکسی-8-کسی(ا کربونیل)اتوکسی -4-اکسیلیل( 5، 2)-3-سیس

 را تصویبکش طبق مقررات حفاظت از گیاهان این آفت  6اروپا اتحادیه 2013در سال باشد. می 5ناُ-2

 توانست به بازار جهانی راه بیابد. کش این آفتو  کرد

 ( برخی از خصوصیات اسپیروتترامات آمده است.6-1در جدول )

__________________________ 

 Supercritical Fluid Extraction 1 

Pressurized Liquid Extraction 2 

Accelerated Solvent Extraction 3 

International Union of Pure and Applied Chemistry 4 

one-2-en-3-azaspiro[4.5]dec-1-methoxy-8-(ethoxycarbonyloxy)-4-Xylyl)-(2,5-3-cis 5 

Union Europeenne 6 
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 101های اسپیروتترامات مطابق مرجع برخی از ویژگی 6-1جدول 

( mg/L)حلالیت در آب  (C°نقطه جوش ) (C°نقطه ذوب ) (g/mLچگالی )

(°C20) 
apK 

23/1 142 235 03/0 7/10 

 

 شود که اینبه چندین متابولیت تبدیل می کشسپیروتترامات به بدن حشرات این آفتبا ورود ا

ات اسپیروتترام ،2، اسپیروتترامات کتوهیدروکسی1: اسپیروتترامات انول گلوکوسایدها عبارتند ازمتابولیت

 هاتیمتابول نیا از یبرخ و روتتراماتیاسپ ییایمیش ساختار (4-1) شکل .]102, 110[ 3مونوهیدروکسی

 .دهدیم نشان را

 شود. اجزا و موادمتابولیت ماده یا ترکیبی است که در طول متابولیسم )سوخت و ساز( تشکیل می

کنش توسط حشرات یا گیاهان به مواد توانند در اثر برهمها میکشی فعال برخی از آفتتشکیل دهنده

تر از خود سمی ها بسیارتری شکسته شوند. برخی از متابولیتهای کوچکدیگری تبدیل و یا به مولکول

 .]83[باشند و در برخی موارد کاملاً غیر سمی هستند کش میآفت

های جهانی و یا هر کشوری باشند به همین دلیل سازمانتمامی سموم برای سلامت انسان مضر می

ها که به طور قانونی در مواد کشند. به بالاترین مقدار از آفتکنحداقل مقداری برای هر سم تعیین می

تواند وجود داشته باشد و به سلامت موجودات آسیب وارد نکند حداکثر باقیمانده ایی یا خوراکی میغذ

(MRLگویند ). MRL ( رانیا استاندارد یمل سازمان طبق) کیلوگرم برمیکروگرم  50 سم نیا یبرا

 .]103[ باشدمی

 

___________________ 

glucoside-Enol 1 

hydroxy-Ceto 2 

hydroxy-Mono 3 



33 
 

 

 
 101مطابق مرجع  های آنساختار شیمیایی اسپیروتترامات و متابولیت 7-1شکل 

 

گیری شده است. از این های مختلفی استخراج و اندازهبه روشهای گیاهی اسپیروتترامات در بافت

های کروماتوگرافی با ، فاز جامد پخشی و کچرز به همراه روشمایع-مایعتوان به استخراج ها میروش

برخی از  (7-1)در جدول . ]104-106[اشاره کرد  MS/MSو  UV/Visآشکارسازهای مختلف مانند 

 های مختلف آورده شده است.های آن در گونهاسپیروتترامات و متابولیتگیری اندازهنتایج حاصل از 
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 های مختلفونهها در گکشاگانه یا همزمان با برخی آفتگیری اسپیروتترامات به صورت جدنتایج و اندازه 7-1جدول 

 نمونه مورد بررسی
گونه مورد 

 آزمایش

درصد 

 بازیابی
LOD 

(µg/kg) 
 منابع آنالیز دستگاه

پراید، استامی

ایمیداکلوپراید، 

اسپیروتترامات همراه با 

 ها متابولیت

 

 پسته

 

110-91 

 

2 

 

UHPLC-

MS/MS 

 

]104[ 

اسپیروتترامات و سه 

 متابولیت آن
____ 99-82 5 UPLC-

MS/MS 
]105[ 

اسپیروتترامات و 

 متابولیت سیس انول

میوه و 

 سبزیجات
97-82 30 HPLC ]106[ 

اسپیروتترامات و 

 های آنمتابولیت

میوه و 

 سبزیجات
110-82 - UHPLC-

MS/MS 
]107[ 

اسپیروتترامات و 

 انول-اسپیروتترامات
-HPLC 1 92-103 انگور

MS/MS 
]108[ 

اسپیروتترامات و 

 های آنمتابولیت
 ]LC-MS/MS ]109 6و  3 70-120 خاک، ریشه

تیاکلوپراید، 

اسپیروتترامات و چهار 

 آن متابولیت

-UHPLC 2/0-3 71-120 فلفل

MS/MS 
]110[ 

اسپیروتترامات و 

 ایمیداکلوپراید
 HPLC - 65-105 خاک و انبه

MS/MS 
]111 [ 

و  اسپیروتترامات

 های آنمتابولیت
 HPLC 5/0-8/3 77-103 اسفناج

MS/MS 
]112[ 

اسپیروتترامات و 

 انول-اسپیروتترامات
 ]HPLC ]113 16 72-87 انبه و کاهو
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 هدف از این مطالعه 1-6

ندگی داشتن زو فواید این محصول برای با توجه به اهمیت پسته به عنوان محصول صادراتی غیر نفتی 

فت شود. باها محقق میکشاین امر با استفاده از آفت وباشد ز اهمیت میاین محصول حائ دازدیا ،ترسالم

یری گها، در مطالعات محدودی به کار رفته است و همچنین اندازهکشپسته برای بررسی باقیمانده آفت

های های کنترل کیفیت نسبت به روشل دسترس در آزمایشگاههای ارزان و قابها با روشکشآفت

ها با استفاده از یک روش سریع، آسان، موثر، کشی آفتباشند. آنالیز باقیماندهپرهزینه در اولویت می

لیز های آنادستگاهضروری است.  ها و محیط زیستانسان ارزان، ایمن و نیرومند برای سلامتی و بهداشت

 هدف از این مطالعهباشد. می GC-MSیا  MS-HPLC یهای پرهزینهدستگاه معمولاًدر روش کچرز 

تفاده از در بافت پسته با اسانول -و متابولیت اسپیروتتراماتکش اسپیروتترامات انده آفتمبررسی باقی

های انجام شده این روش برای باشد. با توجه به بررسیمی HPLCروش کچرز و آنالیز آن با دستگاه 

 UV/Visبا آشکارساز  HPLC دستگاه اولین بار برای آنالیز اسپیروتترامات در بافت پسته با استفاده از

 .به کار برده شده است
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  دوم فصل

  بخش

 تجربی
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 ها دستگاه و مواد

 استفاده شده مواد 2-1

 مطالعهمواد شیمیایی استفاده شده در این  1-2جدول 

 شرکت سازنده فرمول شیمیایی نام ماده شیمیایی

اسپیروتترامات با درجه خلوص 

2/99 % 

5NO27H21C Bayer Crop Science 

 آلمان

انول با درجه -اسپیروتترامات

 % 1/99خلوص 

8NO33H42C Bayer Crop Science 

 آلمان

 COONa3CH Chem-Lab NV سدیم استات

 بلژیک

 4MgSO Carlo Erba Reagenti SPA منیزیم سولفات بدون آب

 فرانسه

 NaCl Merk سدیم کلرید

 آلمان

 2SiN22H8C Agilent Technologies آمین نوع اول و دوم

 آمریکا

 Agilent Technologies _____ کربن سیاه گرافیتی

 آمریکا

اکتادسیل پیوند خورده به 

 سیلیکا

Si37H18C Agilent Technologies 

 آمریکا

با درجه استونیتریل 

  HPLCخلوص

CN3CH Biochem Chemopharma 

 فرانسه

 HPLC O2H Biochem Chemopharma با درجه خلوص آب

 فرانسه

 COOH3CH Merk استیک اسید گلاسیال

 آلمان

 HCOOH Merk فرمیک اسید

 آلمان

 N15H6C Merk تری اتیل آمین

 آلمان
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 هادستگاه 2-2

با  Shimadzu( Kyoto, Japan( ساخت شرکت ) HPLCبا عملکرد بالا )سیستم کروماتوگرافی مایع 

، آشکارساز FCV-10AL vp، مخلوط کن مدل DGU-14A، گاز زدای مدل LC-10AD vpپمپ مدل 

/VisVU  10مدلA vp-SPD10کن ستون مدل ، گرمAC vp-CTO میکرولیتر  20، شیر تزریق با حجم

ی ذرات با اندازه 6/4قطر داخلی  ،مترسانتی 25کار گرفته شده برای فاز ساکن به طول  به 18C و ستون

به منظور آنالیز کمی و کیفی  Agilent Technologies(U.S.Aمیکرومتر، ساخت شرکت ) 5کننده پر

استفاده شد.  YL-Clarityها از نرم افزار مورد استفاده قرار گرفت. برای انتگرال گیری از سطح زیر پیک

( Schwabach, Germanyساخت شرکت )ورتکس  کار برده شده عبارتند ازهای بهدستگاهسایر 

Heidolph  ، دستگاه( سانتریفیوژ از شرکتKorea )Vision Scientific CO.LTD  مدلVS-4000N ،

دستگاه ، 5000N-VSمدل  Vision Scientific CO.LTD (Korea) شرکت از وژیفیسانتر دستگاه

Bosch ، فریزر ، یخچال پارس )ایران، تهران(CF2 1YY(  Cardiff, United Kingdom) 1فراصوت

(Stuttgart,Germany) ، مخلوط کن(Amsterdam, Netherlands )PHILIPS ،ای با ترازوی تجزیه

مدل  2کن خلاءدستگاه گرم ،Gottingen, Germany( Sartorius A2005( گرممیلی 1/0دقت 

EYELA CVE-2000 (Japan)،  میکرولیتر 250میکروسرنگ با حجمHamilton (U.S.A) ،  فیلتر

 Teknokromaمیکرومتر از شرکت  45/0با اندازه حفرات  PTFE3سرسرنگی از جنس 

(Barcelona,Spain)  در این تحقیق به کار اتیلنی کف مخروطی لیتری پلیمیلی 50و  15فالکون  و

 برده شدند.

 

 

_____________________________ 

Sonicate1  

Vacuum Gauge 2 

Polytetra fluoroethylene 3 
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 بالا عملکرد با مایع کروماتوگرافی شرایط 2-3

های مورد استفاده در مرحله استخراج روش کچرز، بر اساس مطالعات انجام گرفته و با توجه به حلال

 درصد. ]115، 114، 104[انتخاب گردید  HPLCآب و استونیتریل به عنوان فاز متحرک برای دستگاه 

ک و پی پهنای ها،شکل پیک بازداری، زمان (1-2) معادله به توجه باکه  شد داده تغییر 40تا  60از  آب

 هایموج ولط د. ش انتخاب بهینه متحرک فازانول از پیک فاز متحرک، درصد -جداسازی اسپیروتترامات

 یا آب با استاندارد هایمحلول یتهیه  نانومتر نیز بررسی و بهینه شدند. همچنین 250و 220، 196

ی و نتایج ثبت شد. در مرحله بررسی حلال دو این ترکیب یا و (HPLC)با درجه خلوص  استونیتریل

( و یا فرمیک اسید در فاز متحرک استفاده TEAها از تری اتیل آمین )آخر برای کاهش عرض پیک

 گردید.

  (1-2) معادله

Rt  ،0.5زمان بازداریW  نصف عرض پیک وN  0.5(2نیزW/   Rt( 54/5 باشد.می 

 داستاندار هایمحلول یتهیه 2-4

 از رمگ 0100/0( اسپیروتترامات لیتر بر گرممیلی 0/1000 استاندارد)ر ماد محلول یتهیه برای

 با سپس منتقل گردید. لیتریمیلی 0/10 یحجم بالن و به کرده وزن را ماده این جامد استاندارد

با رقیق سازی های مورد استفاده محلول د. بقیهش رسانده حجم به(  HPLCخلوص درجه بال )استونیتری

لیتر  گرم برمیلی 0/390با غلظت انول -سپیروتتراماتاستاندارد امحلول مادر تهیه شدند. این از  مناسب

نظر  در) تهیه شده از دانشکده شیمی دانشگاه شهید بهشتی( حلول مادر به عنوان مدر استونیتریل 

شآزمای ر تمامید. ندساخته شد مناسب از این محلولبا رقیق سازی  تررقیقهای گرفته شد و محلول

ید. دگر استفاده داستاندار هایلمحلو این ازسازی روش کچرز بهینه و کروماتوگرافی یسازهبهین های

 نگهداری شدند.های ساخته شده در یخچال تمامی محلول
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 (م )استانداردهامستقی بندی درجه منحنی برای رسم هالمحلوی تهیه 2-4-1

  mg/Lمادرهای استاندارد با رقیق سازی محلول محلولمستقیم،  بندی هدرج هایمنحنیبرای رسم 

 .ندشد تهیه استونیتریل در mg/L 0/390 انول-مادر اسپیروتترامات و محلول اسپیروتترامات 0/1000

گیری ت حداقل مقدار قابل اندازهبایسمی اسپیروتترامات برای (MRLز )مجا کثرحدا مقدار به توجه با

 بر گرملیمی 040/0-0/1 هایلمحلو ،مناسب سازی رقیق با منظورهمین  به د.باش اردمق این اطراف

 دستگاه به و تهیه انول-اسپیروتترامات گرم بر لیترمیلی 050/0-0/1ای هو محلولاسپیروتترامات  لیتر

HPLC  ندشد تزریق.  

 1تیباف سازی همسان بندی هدرج منحنی برای رسم هالمحلوتهیه  2-4-2

ی هبهین مقدار با کچرز مراحل تمامی ابتدا ه،شد سازی همسان بافت بندی درجه منحنی رسم برای

 گرمی پسته 5000/3نمونه  10روی  سازیکپا و استخراج یهمرحل دو هر در هاکنم و هالحلا تمامی

-0/1اسپیروتترامات در محدوده غلظتی  داردهای استانلیتر از محلولمیکرو 250شد. سپس  انجام

تزریق و  HPLCها به دستگاه افزوده شد و نمونه از ده عصاره گرم بر لیتر به هر یکمیلی 040/0

-ازی بافتی اسپیروتتراماتها ثبت شدند. این روند برای رسم منحنی درجه بندی همسان سکروماتوگرام

 تکرار شد. 050/0-0/1نمونه در محدوده غلظتی  7برای  انول،

 2بازیابی یها برای محاسبهمحلولی تهیه 2-4-3

 مستقیم صورت به و نمونه سازی آماده عملیات انجام از قبل داستاندارهای محلول ی،ساز آماده این در

ن جداگانه که فالک 7های استخراجی، به عصاره بدین ترتیب برای تهیه .شد افزوده پستههای هنمون به

 حلول استاندارد اسپیروتترامات بالیتر از ممیلی 0/1گرم نمونه پسته بودند،  5/3حاوی کدام  ره

 گردید. لیتر اضافهرم بر گمیلی 750/0 و 500/0، 300/0، 200/0، 100/0، 060/0 ،040/0 هایغلظت

______________________ 

Matrix Matched 1 

Ricovery 2 
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کش به بافت پسته نفوذ کند. مراحل استخراج و پاکسازی مشابه شد تا آفتسپس یک ساعت زمان داده 

 HPLCمیکرولیتر استونیتریل حل و به دستگاه  250های حاصل در کچرز اصلاح شده انجام شد و عصاره

 ها ثبت شدند.تزریق گردید و کروماتوگرام

 ها برای بررسی دقت و صحت روشمحلول تهیه 2-4-4

گرم بر لیتر میلی 250/0، 500/0، 750/0های ی دقت و صحت روش، سه نمونه با غلظتبرای محاسبه

مرتبه در یک  3ها در شرایط بهینه اسپیروتترامات در بافت پسته تهیه شدند. سپس هرکدام از غلظت

ی یق محاسبهروش از طر 2و بین روز 1روز و یک مرتبه در سه روز متوالی استخراج شدند. دقت درون روز

ه افزود ی بازیابی غلظتصحت روش با محاسبهتست بررسی شد.  t( و RSD%) 3انحراف استاندارد نسبی

سازی ارزیابی ن شده توسط منحنی درجه بندی غنیسازی و غلظت تعییهای غنینمونه شده در استخراج

 شد.

 پسته هاینمونه یتهیه و سازیهآماد روش 2-5

گرم از  000/211مقدار  ،برای همگن شدنو  شد کنده پوست از نوع اکبری تهیه ومورد آزمایش  پسته

 ( -C 20˚دمای در) فریزر داخل و مصرف بار یک ظرف دروننمونه  سپسآسیاب گردید.  نمونه پسته

  د.ش نگهداری

 
 مراحل آماده سازی و همگن کردن پسته 1-2شکل 

_____________________________ 

Day Precision-Intra 1 

Day Precision-Inter 2 

Relative Standard Deviation 3 
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  آنالیت با پسته هشد غنی هایهنمون یتهیه 2-5-1

 حاوی هایینفالکو بهآنالیت  از مشخصی مقدار ،آنالیت با پسته یشده غنی هایهنمون یهتهی برای

 مراحل یک ساعت گذشت از پس و گردید اضافه )پودر شده( شده همگن یپسته نمونه گرم 5000/3

 شد. انجامروی نمونه  سازی آماده

  یبافت یشده سازیهمسان هاینمونه تهیه 2-5-2

ته همگن شده که پس گرمی 5000/3 نمونه روی ابتدا بافتی، سازی همسان هاینمونه یهتهی منظور به

 مقدار آخر مرحله در و شد انجام کامل صورت به استخراج و پاکسازی مراحلباشد، حاوی آنالیت نمی

 .ه شدنداضاف نمونه بافت به انول-و یا اسپیروتترامات اسپیروتترامات آنالیت استاندارد محلول از مشخصی

 پسته بافت روی بر رفته کار به کچرز عمومی هایشرو 2-6

 که هایینمونه پسته، بافت روی بر کچرز سازی آماده روش بررسی برای شده انجام هایآزمایش در

 بهینه شرایط از هاآزمایش تمامی درت. گرف قرار استفاده مورد بود شده تهیه 5-2 دستورالعمل طبق

روش کچرز به شرح زیر استفاده  دو .گردید استفاده توضیح داده شد 3-2 بخش درکه  HPLC دهش

 شد:

 اصلی کچرز 2-6-1

 شده همگن نمونه از گرم 5000/3. سپس برسد محیط دمای به تا خارج شد فریزر از نمونهدر ابتدا 

کش آفت لیترمیلی 0/1به نمونه  منتقل شد. سپس لیتریمیلی 50 نوفالک درونبه  و توزین

 کشت زمان داده شد تا آفتساع یکزدن تزریق شد و پس از هم mg/L 0/1اسپیروتترامات با غلظت 

)بهترین نسبت نمونه و حلال استخراج  استونیتریل لیترمیلی 5/3 سپسنفوذ کند. پسته به داخل بافت 

 .شد داده تکان دست با شدت بهثانیه  20 مدت بهو  ه شداضاف نمونه به (]50[ باشدمی 1: 1کننده که 

 اضافه مخلوط به کلرید سدیم گرم 3500/0 ههمرا به بدون آب سولفات منیزیم گرم 4000/1 سپس

 ثانیه به 30های افزوده شده به مدت نمونه به همراه نمک .(]50[ باشدمی 1:  4د )بهترین نسبت گردی
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سپس به منظور افزایش تا از کلوخه شدن منیزیم سولفات جلوگیری شود.  زده شدبا دست هم شدت

زده شد. در دور بر دقیقه هم 1000به مدت یک دقیقه با دستگاه ورتکس با سرعت نمونه  ،سطح تماس

 5/2 .گرفت انجام دقیقه 3 مدت به دقیقه بر دور 3450 سرعت با سانتریفیوژ عمل ،ی بعدمرحله

، بدون آب تسولفا منیزیمگرم  0700/0 حاوی که دیگری نوفالکه ب (فاز رویی )آلی از لیترمیلی

 مخلوط مرحله این در د.گردی منتقل بود 18C  گرم 0100/0 و GCB گرم PSA ،0020/0 گرم 0010/0

 3ت مد به سپس و شد زدههم دور بر دقیقه 1000ورتکس با سرعت  دستگاه با دقیقه یک مدت به

ت )شرایط سانتریفیوژ و ورتکس از قبیل گرف انجام سانتریفیوژعمل  دقیقه بر دور 3450سرعت ا ب دقیقه

 فیلتر از و برداشتهفاز رویی  از لیترمیلی50/1 انتخاب گردید(. ]83[دور و زمان با استفاده از مرجع 

ت مد به خلاء کنگرم درون محلول .داده شد عبور میکرومتر 45/0ت حفرا اندازه با   PTFAسرسرنگی

با ل )استونیتری میکرولیتر 025 ل،حلا کامل تبخیر از پس و شد داده قرار C ° 38دمای با ساعت 1

 .شد آماده HPLC دستگاه به تزریق برای و گردید اضافه آن به( HPLCدرجه خلوص 

 بافری کچرز 2-6-2

به عنوان روش  و عنوان شد دو نوع روش بافری استاتی و بافری سیتراتی 2-4-1طور که در بخش همان

 ،فری استاتی نسبت به روش بافری سیتراتیتجربیات نشان داده روش با .اندمعرفی شدهبافری کچرز 

ن منظور بدیشد. بررسی  استاتیتنها روش کچرز بافری نیز  در این مطالعهدرصد بازیابی بالاتری دارد و 

 تا به دمای محیط برسد. سپس داده شدرا از فریزر بیرون آورده و اجازه  ی پسته همگن شدهابتدا نمونه

 0/1 به نمونه .افتی انتقاللیتری میلی 50ن وهمگن شده توزین و به درون فالک گرم از نمونه 5000/3

ساعت زمان داده  1زدن همتزریق شد و پس از  mg/L 0/1کش اسپیروتترامات با غلظت آفتلیتر میلی

 کی با شده یدیاس لیتریاستونلیتر میلی 50/3 سپسکند. نفوذ پسته به داخل بافت  کششد تا آفت

 با شدت به ثانیه 20 مدت به و دیگرد افزوده نمونه به ال،یگلاس دیاس کیاستحجمی/حجمی  درصد

به  استاتگرم سدیم  3500/0همراه  به آب بدون سولفات میزیمن گرم 4000/1. شد زدههم دست

 شد. سپس ورتکسدور بر دقیقه  1000با سرعت دقیقه  ثانیه با دست و یک 30و به مدت  مخلوط اضافه
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فاز  چهار. در این مرحله شددقیقه انجام  3بر دقیقه به مدت دور  3450 سرعت عمل سانتریفیوژ با 

 ن دیگری که حاویوفالک و به شدبرداشته  حاصل از استخراج لیتر از فاز روییمیلی 5/2 و ایجاد گردید

رم منیزیم سولفات بدون آب گ 0007/0و  GCBگرم  18C ،0020/0گرم  PSA ،0100/0گرم  0001/0

به و  دهزدور بر دقیقه هم 1000 با سرعتدقیقه  1به مدت با ورتکس سپس مخلوط . شد، اضافه بود

زی فا دو پس از سانتریفیوژ یک مخلوط دور بر دقیقه سانتریفیوژ شد. 3450 سرعت با دقیقه 3مدت 

با اندازه  PTFAفیلتر سرسرنگی عبور از از پس و شد از فاز رویی برداشته  لیترمیلی 5/1 ایجاد گردید که

یک ساعت در مدت و  C38˚ کن خلاء با دمایمیکرومتر به ویال انتقال یافت و درون گرم 45/0فرات ح

 HPLCاستونیتریل با درجه خلوص میکرولیتر  250 ید. پس از تبخیر حلال،تمام حلال آن تبخیر گرد

 آماده شد. HPLCه و برای تزریق به دستگاه به عصاره اضاف

 شده اصلاح کچرز 2-6-3

لیتر میلی 0/1 به نمونه سپسگردید منتقل  لیتریمیلی 50 نوفالکتوزین و به  نمونه گرم 5000/3ا ابتد

ساعت زمان داده شد تا  1زدن تزریق شد و پس از هم mg/L0/1 کش اسپیروتترامات با غلظت آفت

 تادقیقه زمان داده شد  20ه و فاضا مقطر آبلیتر میلی 50/1 سپسکش به داخل بافت نفوذ کند. آفت

 به و افزوده (HPLCل )با درجه خلوص استونیتریلیتر میلی 5/3 .ندآب به درون بافت نمونه نفوذ ک

 گرم 3500/0ه همرا به سولفات منیزیم گرم 4000/1 ده شد.زهم دست با شدت به ثانیه 20 مدت

 توسط قهیدق1 ثانیه با دست و 30 مدت به نمونه. شد افزوده نمونه حاوی فالکن بهن و توزی کلرید سدیم

 عملدور بر دقیقه  3450 رعتس با قهیدق 3 مدت به و شد زدههم دور بر دقیقه 1000ورتکس با سرعت 

با این کار  .شد گذاشته -C˚20 یدما با زریفر در ساعت 12 مدت به نمونه. دیگرد انجام وژیفیسانتر

ر و همچنین د جدا نمود توان فاز آلی راه راحتی میزند و بموجود در بافت پسته یخ میو فاز آبی چربی 

 برایو خارج شد  از فریزر نمونه اعتس 12 تگذشپس از شود. صرفه جویی می 18Cمصرف جاذب 

 گرم0007/0و  GCB گرم PSA ،0003/0 گرم 18C ،0005/0 گرم 0025/0ر مقادی پاکسازی مرحله

 آلی فاز لیتر ازمیلی 5/2 سسپ د.ش منتقللیتری میلی 15ن وفالکن درو به ت بدون آبسولفا منیزیم
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 مدت هبلیتری میلی 15 نوفالک گردید.ی، حاوی آنالیت استخراج شده در مرحله قبل به آن اضافه روی

 دور 3450 سرعت با دقیقه 3 مدت به و هدزمهدور بر دقیقه  1000ورتکس با سرعت  توسط دقیقه یک

  ،شفافشد که از فاز رویی یک محلول دو فازی تشکیل پس از سانتریفیوژ د. ش سانتریفیوژ بر دقیقه

به ویال  عبور داده ومیکرومتر  45/0اندازه حفرات  با PTFAاز فیلتر سرسرنگی  و برداشتهلیتر میلی 5/1

قرار داده شد. پس از  C38˚در دمای  ساعت 1کن خلاء به مدت گرم دستگاه درونویال  منتقل گردید.

 تزریق برای و شد اضافه به آن استونیتریل میکرولیتر 250 و خارج دستگاه از ویال ،تبخیر کامل حلال

 .گردید آماده  HPLCه دستگا به

 1یبازیاب محاسبه 2-7

های استفاده شده در روش کچرز اصلاح شده )بخش حلال برای محاسبه غلظت واقعی با توجه به حجم

 کش از فرمول زیر محاسبه گردید.( غلظت واقعی آفت2-6-3

   غلظت واقعی =(           2-2معادله )
1

 0/25 𝑚𝐿
  ×   

1/5ml

4/5ml
 × 

mg

L
 mL 1 ×غلظت افزوده شده    

میکرولیتر استونیتریل حل شده و  250گیری شده، عصاره استخراج شده در غلظت اندازهبرای محاسبه 

تزریق گردید. سطح زیر پیک حاصل در معادله منحنی همسان سازی بافتی قرار داده شد و  HPLCبه 

 دست آمده با جای گذاری در معادله زیر مقدار بازیابی محاسبه شد.مقدار به

   =R% ×100                                              (3-2معادله )
غلظت اندازهگیری شده

غلظت واقعی 
 

 

 

 

_____________________ 

Recovery 1 
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 گیریهنتیج وبحث 
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  HPLC دستگاه شرایطسازی بهینه 3-1

و  تاسپیروتتراما آنالیت کاهش پهنای پیک برای کروماتوگرافی شرایطن بهترین تعیی منظور به

 0/5 با غلظت داستاندار محلول از میکرولیتر 20، از پیک فاز متحرک انول-جداسازی اسپیروتترامات

ده تهیه ش انول که از محلول مادر-و متابولیت اسپیروتترامات اسپیروتترامات آنالیت از لیتر بر گرممیلی

 3-2ش بخ درطبق توضیحات داده شده  .نددش تزریق  HPLC دستگاه به مستقیم صورت بهند بود

 این آنالیز برای ساکن فاز عنوان به 18C ستون و متحرک فاز عنوان به استونیتریل  :آب مخلوط

 موج طول ،متحرک فاز ترکیب تغییر بر علاوه مطالعه این در. شد انتخابو متابولیت آن  کشآفت

برای  هاتمامی آزمایش یز بررسی شدند.ن استاندارد رساندن حجم به برایمورد استفاده  حلال وماکزیمم 

 .نجام گرفتبا بیش از سه مرتبه تزریق ابررسی و اطمینان از تکرارپذیری نتایج 

 ج ماکزیمممو طول تعیین 3-1-1

را  nm 196جذبی با طول موج ماکزیمم  اسپیروتترامات یک نوار UV/Vis جذبی طیف( 1-3شکل )

 دهد.نشان می

 

  ثبت شده برای اسپیروتترامات UV/Visطیف  1-3شکل 
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 mg/L 0/5گیری جذب اسپیروتترامات، کروماتوگرام محلول استاندارد برای انتخاب طول موج اندازه

  minپیک مشاهده شده در( 2-3با توجه به شکل )دست آمد. به nm 250اسپیروتترامات در طول موج 

10t ₌ دربا شروع حم یک پیک مزا باشد.مربوط به اسپیروتترامات میmin  11t ₌  در تعیین مساحت

از بین  nm 250کند. این پیک مزاحم در طول موج سطح زیر پیک اسپیروتترامات مزاحمت ایجاد می

به دلیل  گیری اسپیروتترامات انتخاب شد.برای اندازه nm250رود و به همین دلیل طول موج می

 گیرد.صورت می max λیی غیر از هاگیری معمولاً در طول موجبا پیک آنالیت، اندازه هامزاحمت سایر پیک

 

 
:  65با نسبت آب : استونیتریل  mL/min 1 و سرعت جریان nm250کروماتوگرام ثبت شده در طول موج  2-3شکل 

  nm 250 ₌ maxλ ج(  nm 220 ₌ maxλب(   nm 196 ₌ maxλالف(  اسپیروتترامات mg/L 0/5در غلظت  35
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 متحرکتعیین نوع و درصد فاز  3-1-2

. ]115، 114، 104[ ندآب به عنوان فاز متحرک انتخاب شداستونیتریل و  ،بر اساس مطالعات انجام شده

ی از مختلف درصدهایتغییر  در ابتدا آنالیت اسپیروتترامات به تنهایی مورد ارزیابی قرار گرفت و با

مطابق مشخصات بیان شده  بالاترین شدت و بهترین شکل پیک درصد( 45و  50، 55، 60) استونیتریل

 . شناسایی شد 3-2در بخش 

د شوکم میمتحرک زمان بازداری با افزایش درصد استونیتریل در فاز  مشخص شد (3-3)مطابق شکل 

انول، استانداردهای -برای پی بردن به محل پیک اسپیروتترامات. یابدها افزایش میولی شدت پیک

 وگرم بر لیتر( با یکدیگر مخلوط شدند میلی 0/5هر دو با غلظت )انول -وتترامات و اسپیروتتراماتاسپیر

ند. بررسی شد استونیتریلاز  50و  55در دو فاز متحرک با درصدهای  ها با نسبت متفاوتکروماتوگرام

 انول-متابولیت اسپیروتتراماتپیک  55:  45آب/ استونیتریل  دهد که در نسبتنشان می (4-3)شکل 

ملاحظه  (5-3)همان طور که در شکل  شود.نمیبه فاز متحرک به طور کامل جداسازی از پیک مربوط 

انول از فاز متحرک به طور کامل -جداسازی اسپیروتتراماتآب/ استونیتریل  50:  50 در نسبتشود می

 از طرفی قطبیتآب/ استونیتریل قطبیت فاز متحرک بیشتر است  50:  50است. در حالت  هانجام شد

انول -تشود اسپیروتتراماانول نیز از اسپیروتترامات بیشتر است که همین امر سبب می-اسپیروتترامات

درصد  نابراینب گردد.تر قرار بگیرد و با پهن شدگی کمتری ظاهر میبیشتر تحت تاثیر فاز متحرک قطبی

 فاز متحرک بهینه انتخاب شد. آب/ استونیتریل به عنوان 50 : 50
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و سرعت جریان  nm250در طول موج  mg/L 0/5با غلظت ی اسپیروتترامات های ثبت شدهکروماتوگرام 3-3شکل 

mL/min 1 55:  45 ، د(50:  50، ج( 45:  55، ب(  40:  60استونیتریل الف(: های متفاوت آبدر فاز متحرک با نسبت 

 

 

: در فاز متحرک آب mg/L 0/5با غلظت  انول-سپیروتتراماتی اسپیروتترامات و اثبت شده کروماتوگرام 4-3شکل 

 mL/min 1و سرعت جریان  nm250در طول موج  55:  45استونیتریل با نسبت 

 

 
: در فاز متحرک آب mg/L 0/5با غلظت  انول-اسپیروتتراماتاسپیروتترامات و  کروماتوگرام ثبت شده 5-3شکل 

 mL/min 1و سرعت جریان  nm 250در طول موج  50:  50استونیتریل با نسبت 
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 برای کاهش پهنای پیکفرمیک اسید آمین و تری اتیل افزودن  3-1-3

 نآمیتری اتیل استفاده از فرمیک اسید و  ،برای کاهش پهنای پیکیکی از راهکارهای توصیه شده 

(TEA) به فاز  اسید درصد فرمیک 1/0افزودن  (الف (6-3))شکل  مطابق .]115،114 ،104 [باشد می

دو شاخه پهن و اسپیروتترامات استاندارد پیک و به شدت دچار نوسان  خط پایهموجب شد رک متح

با توجه به شکل مولکولی اسپیروتترامات، این ترکیب مستعد گرفتن پروتون است و با گرفتن گردد. 

 بنابراینکند. پروتون درگیر رزونانس شده و وجود دو حالت رزونانسی مانند تداخل دو پیک عمل می

 گردید.فرمیک اسید از فاز متحرک حذف 

 
  mL/min1  سرعت جریاناسپیروتترامات در  mg/L 0/5غلظت  با nm250موج کروماتوگرام ثبت شده در طول 6-3شکل 

 صد فرمیک اسید در فاز متحرک ب( فاقد فرمیک اسیددر 1/0لف( شامل ا   50:  50استونیتریل : با نسبت آب 

 

با افزودن دهد. کروماتوگرام حاصل از افزودن تری اتیل آمین به فاز متحرک را نشان می (7-3)شکل 

وجب که همین امر مخط پایه شیب صعودی گرفت درصد به فاز متحرک، 1مقدار آمین به تری اتیل 

ای هبنابراین آزمایش آید.افتی مشکلات جدی به وجود میسان سازی بهای همشود در آنالیز پیکمی

 مواد ذکر شده در فاز متحرک انجام گرفت.بعدی در عدم حضور 
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  اسپیروتترامات در سرعت جریان mg/L 0/5با غلظت  nm250موج کروماتوگرام ثبت شده در طول 7-3شکل 

mL/min 1  : ب( فاز متحرک  آمین  تری اتیل درصد 1الف( فاز متحرک شامل    50:  50استونیتریل با نسبت آب

 آمینتری اتیل فاقد 

 

 های متفاوتهای استاندارد با حلالمحلولی تهیه 3-1-4

ر مادبه منظور کاهش هزینه در مصرف حلال و بررسی اثر حلال بر روی کروماتوگرام، محلول استاندارد 

استونیتریل بار دیگر با و  50: 50آب/ استونیتریل یک مرتبه با در آب خالص و یک مرتبه اسپیروتترامات 

ی محلول از تهیه های مختلف پسدست آمده در زمانهای بهخالص تهیه شدند. بررسی کروماتوگرام

تواند شود. این عدم ناپایداری میه حضور آب باعث جابجایی و ناپایداری پیک میاستاندارد نشان داد ک

مربوط به  (8-3)این اثر در شکل  به دلیل هیدرولیز اسپیروتترامات و ناپایداری آن در محلول آبی باشد.

مربوط به تهیه محلول  (9-3)و در شکل  آب/ استونیتریل 50: 50استاندارد در نسبت تهیه محلول 

های مربوط به کروماتوگرام (10-3)شکل استاندارد در آب خالص به خوبی قابل مشاهده است. 

 به دلیل پایداریدهد خالص در روزهای مختلف را نشان میاستونیتریل اسپیروتترامات تهیه شده با 

 هایسازی شده و عصارههای غنیاستاندارد، عصارههای تمامی محلول، در استونیتریل اسپیروتترامات

 .شده با استونیتریل به حجم رسانده شدند سازیهمسان
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/  آب 50:  50 مخلوط در شده تهیه  mg/L 0/5با غلظت برای اسپیروتترامات کروماتوگرام ثبت شده  8-3 شکل

 روز همان در قیتزر( الف  50:  50 با نسبت آب : استونیتریل فاز متحرک و mL/min 1 سرعت جریان با لیتریاستون

 ساعت 72 گذشت از پس( ج ساعت 24 گذشت از پس( ب

 

 
 سرعت جریان خالص با آبدر  شده تهیه  mg/L 0/5با غلظت برای اسپیروتترامات کروماتوگرام ثبت شده  9-3شکل 

mL/min 1  / ساعت ج(  24همان روز ب( پس از الف( تزریق در   50:  50استونیتریل با نسبت در فاز متحرک آب

 ساعت 72پس از 

  

سرعت  خالص با در استونیتریل شده تهیه  mg/L 0/5با غلظت برای اسپیروتترامات کروماتوگرام ثبت شده  10-3شکل 

ساعت  24الف( تزریق در همان روز ب( پس از   50:  50استونیتریل با نسبت در فاز متحرک آب /  mL/min 1 جریان

 ساعت 72از ج( پس 
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  کشآفتشده با  غنی بر روی پسته ز عمومی به کار رفتههای کچرنتایج روش 3-2

-ترامات و انولکش اسپیروتابتدا دو آفت، استخراج بر های کچرز عمومیمقایسه روش به منظور

طبق  استاتیروش بافری  زمان روش اصلی کچرز و همسپس  .اسپیروتترامات به نمونه پسته اضافه شد

قسمت  (11-3)شکل  .گرفتانجام  بر روی بافت پسته 2-6-2و  1-6-2های مراحل عنوان شده در بخش

دست آمده هکه با استفاده از روش اصلی کچرز باز مرحله استخراج  ل شدهفاز تشکی تصویر چهارالف 

جامد  و فازپسته، فاز آبی بافت فاز به ترتیب از بالا به پایین شامل فاز آلی،  دهد. این چهارنشان می

فاز جامد  از طریقی پاکسازی مرحله ،پس از جداسازی فاز آلی باشند.های افزوده شده مینمک شامل

و منیزیم سولفات بدون آب انجام شد.  PSA ،GCB ،18C هایجاذبر روی فاز آلی با استفاده از بپخشی 

 بیترت به فاز دو نیا. دهدیمفاز حاصل شده در مرحله پاکسازی را نشان  دوقسمت ب  (11-3)شکل 

 و ییرو فاز یجداساز از پس .باشندیم استفاده شده هایبجاذ و شفاف یآل فاز شامل نییپا به بالا از

 mL) محج به لیتریاستون با ماندهیباق و ریتبخ جودمو حلال ،یسرسرنگ لتریف از فاز نیا دادن عبور

 یهنمون کی. شدند ثبت هاکروماتوگرام و قیتزر HPLC دستگاه به زیآنال یبرا سپس ،شد رسانده( 25/0

بدین ترتیب که تمامی مراحل مانند روش کچرز اصلی و بافری  .شد هیته یاصل روش یبرا زین شاهد

 .کش به نمونه تزریق نشدانجام شد ولی آفت

 الف                                       ب                                          

 
 الف( پس از استخراج ب( پس از مرحله پاکسازی فازهای جداشده در روش کچرز 11-3شکل 

 فاز آلی

 بافت پسته

 ها نمک

 فاز آلی

 هاجاذب

 فاز آبی
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دهد. در این روش روش اصلی کچرز به همراه شاهد را نشان میکروماتوگرام حاصل از  (12-3)در شکل 

تخراج سپس مراحل اس ،انول به نمونه پسته افزوده شد-کش اسپیروتترامات به همراه اسپیروتتراماتآفت

ها برای نمونه شاهد نیز تمامی مراحل مطابق روش اصلی انجام شد ولی آنالیت .و پاک سازی انجام شد

 به بافت پسته اضافه نشد.

 

نمونه از  mg/L 0/1با غلظت انول -برای مخلوط اسپیروتترامات و اسپیروتتراماتکروماتوگرام ثبت شده  12-3شکل 

الف( برای  50:  50 با نسبت استونیتریل:  آب فاز متحرک و mL/min 1در سرعت جریان استخراج شده با کچرز اصلی 

 شاهد انول ب( نمونه-نمونه حاوی اسپیروتترامات و اسپیروتترامات

ی بنابراین روش اصل باشد.کمتر از روش اصلی میدست آمده مقدار سیگنال بهدر روش بافری استاتی 

های حاصل از روش بافری استاتی و کروماتوگرام (13-3)کچرز به عنوان روش اصلی انتخاب شد. شکل 

و انحراف استاندارد نسبی نیز مقادیر سیگنال  (1-3)کچرز اصلی با یکدیگر مقایسه شدند. در جدول 

 دهد.حاصل از دو روش را نشان می

 دست آمده برای مقایسه کچرز اصلی و بافریمقادیر به 1-3 جدول

مربوط به  سطح زیر پیک روش کچرز به کار رفته

  mg/L 1اسپیروتترامات با غلظت 

%RSD 

 939/4 282/20 روش اصلی

 648/7 967/17 روش بافری استاتی
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 mL/min1 سرعت جریان و  nm 250 در طول موجج شده برای نمونه استخراهای ثبت شده گرامکروماتو 13-3 شکل

انول با -و اسپیروتترامات حاوی اسپیروتتراماتبرای روش کچرز بافری الف(  50: 50استونیتریل :  با فاز متحرک آب

 mg/L 0/1انول با غلظت -ب( برای روش اصلی کچرز حاوی اسپیروتترامات و اسپیروتترامات mg/L 0/1غلظت 

  

 کچرز اصلیروش استخراج سازی هینهب 3-3

های مورد استفاده در ها و جاذبها، نمکاز آنجایی که کاهش مقدار نمونه باعث کاهش مصرف حلال

شود، با توجه به امکانات و تجهیزات می هامراحل استخراج و پاکسازی و در نتیجه کاهش هزینه

 HPLCگیری با ندازهگرم نمونه برای انجام مراحل استخراج و پاکسازی و ا 5000/3آزمایشگاهی مقدار 

ها در روش اصلی کچرز های مورد نیاز با حفظ نسبتها و جاذبانتخاب گردید. میزان حلال، نمک

 سازی قرار گرفت.انتخاب و یا مورد بهینه

ای را در بازیابی و پاکسازی بافت در روش کچرز پارامترهای متعددی وجود دارد که هر کدام نقش ویژه

انتخاب  مقالات چندین پارامتر بررسی شد و سایر پارامترها با توجه به مطالعهکنند. در این می ایفانمونه 

 باشدکش اصلی و مهم اسپیروتترامات میکه آفتبا توجه به این. ]50,83[ثابت در نظر گرفته شدند و 

ر این انول د-وتتراماتسازی بر روی متابولیت اسپیرکش انجام شد و بهینهها بر روی این آفتسازیبهینه

 مطالعه صورت نگرفت.
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 سازی مقدار آببهینه 3-3-1

نالیت آموجب نفوذ بهتر حلال آلی قابل امتزاج به بافت نمونه و استخراج بیشتر افزودن آب به بافت پسته 

د یتوان درصد بازیابی را بهبود بخشمی افزوده شدهسازی نسبت نمونه به مقدار آب شود و با بهینهمی

 1، 0:1های )با نسبتلیتر آب میلی 0/5و  5/3، 5/1، صفرگرم نمونه مقادیر  5000/3به ازای . ]83[

روش به  .گرفتها اضافه و مراحل استخراج و پاکسازی انجام به نمونهنمونه: آب(  5/1: 1و  1:1، 5/0:

منتقل  لیتریمیلی 50ون فالکتوزین و به  نمونه گرم 5000/3ا ابتدکار برده به این صورت است که 

پس از  .اضافه گردید mg/L 0/1کش اسپیروتترامات با غلظت آفت لیترمیلی 0/1و به نمونه گردید 

 بآس مقادیر مختلفی از سپنفوذ کند. پسته کش به داخل بافت ساعت زمان داده شد تا آفت 1زدن هم

لیتر میلی  50/3 در ادامه نفوذ کند.دقیقه زمان داده شد تا آب به درون بافت نمونه  20فه و اضا مقطر

 به سولفات منیزیم گرم 4000/1 زده شد.هم دست با شدت به ثانیه 20 مدت به و افزوده لاستونیتری

ثانیه با  30 مدت به نمونه. شد افزوده نمونه حاوی فالکن بهن و توزی کلرید سدیم گرم 3500/0ه همرا

سرعت  با قهیدق 3 مدت به و شد زدههم بر دقیقه دور 1000ورتکس با سرعت  توسط قهیدق1 دست و

 یدما با زریفر در ساعت 12 مدت به نمونهسپس . دیگرد انجام وژیفیسانتر عمل دور بر دقیقه 3450

C˚20- ر مقادی پاکسازی مرحله برای از فریزر خارج گردید.  نمونه اعتس 12ت گذشپس از  .شد گذاشته

 ت بدون آبسولفا منیزیم گرم0700/0و  GCB گرم PSA ،0002/0 گرم 18C ،0010/0 گرم 0250/0

ت استخراج ی، حاوی آنالیروی آلی فاز لیتر ازمیلی 5/2س سپ د.ش یختهرلیتری میلی 15ون فالکن درو به

 دقیقه یک مدت هبلیتری میلی 15 نوفالکاضافه گردید.  لیتریمیلی 15شده در مرحله قبل به فالکون 

 بر دقیقهدور  3450 با سرعت دقیقه 3 مدت به وه زدمهدور بر دقیقه  1000ورتکس با سرعت  توسط

لیتر میلی 5/1د. پس از سانتریفیوژ یک محلول دو فازی تشکیل شد که از فاز رویی شفاف، ش سانتریفیوژ

میکرومتر عبور داده و به ویال منتقل گردید.  45/0با اندازه حفرات  PTFAاز فیلتر سرسرنگی  و برداشته

قرار داده شد. پس از تبخیر کامل  C38˚در دمای  دقیقه 100گرمکن خلاء به مدت  دستگاه درونویال 

-3)های نتایج شکل .تزریق شد HPLCه دستگا به و اضافه به آن استونیتریل میکرولیتر 250 حلال،
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پیک اسپیروتترامات سطح زیر آب به بافت نمونه لیتر میلی 5/1 داد که با افزایشنشان  (15-3)و  (14

از آنجایی که افزایش آب به نمونه جامد پسته باعث نفوذ  .یابدل کمی افزایش میصحا در کروماتوگرام

 هایشکند، آزمایاد یک محیط همگن میشود و ایجبیشتر حلال آلی )استونیتریل( به بافت نمونه می

 لیتر آب انجام گرفت.میلی 5/1بعدی در حضور 

 

 5/1 ب( صفرالف(   مربوط به استخراج اسپیروتترامات با روش اصلی کچرز از نمونه پستههای کروماتوگرام 14-3شکل 

 لیتر آب در مرحله استخراجمیلی 0/5د(  5/3ج( 

 

 
 لظتغاز بافت پسته غنی شده با  اسپیروتترامات استخراج شده سطح زیر پیکمیزان مقدار آب بر  تاثیر 15-3شکل 
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 های مرحله پاکسازیسازی جاذببهینه 3-3-2

 ،های پسته وجود نداردکه امکان حذف مرحله پاکسازی بر روی بافتنشان داد استخراج  هایآزمایش

باشد که همین امر ناخالصی زیادی میدارای شفاف و غیر کدر، حاصل از مرحله اول بسیار فاز آلیزیرا 

. بدین منظور چهار را نداشته باشد HPLCبه دستگاه  ت تزریقیقابلاصل شده، شود عصاره حموجب می

نقش منیزیم سولفات در این در این مرحله به کارگرفته شد.  4OMgSو   PSA ،GCB ،18Cجاذب 

برای  PSAباشد. و افزایش بازیابی می آلی(ی )فاز مرحله جذب آب اضافی موجود در لایه استونیتریل

 هاف رنگدانهبرای حذ GCBرود. اسیدهای چرب، اسیدهای آلی و قندها به کار میذف ترکیباتی مانند ح

ها و ها، کلروفیلنیز موجب حذف ترکیبات غیر قطبی مثل لیپیدها، استرول 18Cشود. استفاده می

اثر چندانی بر استخراج ندارد ولی  4MgSOتغییر میزان  ،با توجه به مطالعات قبلی شود.کارتنوئیدها می

. ]78[کندمواجه می زدن را با مشکلشود و هماضافه کردن بیش از حد آن موجب کلوخه شدن نمونه می

مورد نیاز  18Cو میزان شوند ها به راحتی جدا میچربی -C˚20 علاوه بر این با قرار دادن نمونه در دمای

بنابراین با توجه به مطالعات قبلی در به کارگیری روش کچرز، . ]83[ یابدگیری کاهش میتا حد چشم

دو در این مطالعه انتخاب شدند.  0250/0و  0700/0به ترتیب  18Cمقدار منیزیم سولفات بدون آب و 

 گرم 5000/3ا ابتد که،کار برده شده به این صورت است روش بهبهینه شدند.  GCBو  PSA جاذب

کش اسپیروتترامات آفتلیتر میلی 0/1 ،و به نمونه منتقل گردید لیتریمیلی 50ون فالکتوزین و به  نمونه

کش به داخل بافت ساعت زمان داده شد تا آفت 1زدن و پس از هم اضافه گردید mg/L 0/1با غلظت 

دقیقه زمان داده شد تا آب به درون بافت  20فه و اضا مقطر آبلیتر میلی 50/1 سپسنفوذ کند. پسته 

تکان  دست با شدتبه ثانیه 20 مدت به و افزوده لاستونیتریلیتر میلی 50/3 در ادامه نمونه نفوذ کند.

 حاوی فالکن بهن و توزی کلرید سدیم گرم 3500/0ه همرا به سولفات منیزیم گرم 4000/1 شد. داده

 دور بر دقیقه 1000ورتکس با سرعت  توسط قهیدق1 ثانیه با دست و 20 مدت به نمونه. شد افزوده نمونه

 هبسپس  نمونه. دیگرد انجام وژیفیسانتر عملدور بر دقیقه  3450سرعت  با قهیدق 3 مدت به و زدههم

 از فریزر خارج نمونه اعتس 12ت گذشپس از  .شد گذاشته -C˚20 یدما با زریفر در ساعت 12 مدت
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بدون آب و  تسولفا منیزیم گرم0700/0 مقدار ،18C گرم 0250/0 دارمق پاکسازی مرحله برایگردید. 

 15های ونفالک به( 2-3مطابق جدول ) GCBو نیز مقادیر مختلفی از  PSAمقادیر مختلفی از 

ی، حاوی آنالیت از مرحله استخراج به هریک از روی آلی فاز لیترمیلی 5/2س سپ د.ش منتقللیتری میلی

 1000ورتکس با سرعت  توسط دقیقه یک مدت هبلیتری میلی 15 هاینوفالکاضافه گردید.  هافالکون

، د. پس از سانتریفیوژش سانتریفیوژ بر دقیقهدور  3450 سرعت با دقیقه 3 مدت به و هزدهمدور بر دقیقه 

عبور از از  پسو برداشته با سرنگ لیترمیلی 5/1 ی شفاف،از فاز روی یک محلول دو فازی تشکیل شد.

گرم دستگاه درونبه ویال منتقل گردید. ویال  میکرومتر 45/0حفرات  با اندازه PTFAفیلتر سرسرنگی 

 میکرولیتر 250 قرار داده شد. پس از تبخیر کامل حلال، C38˚در دمای  دقیقه 100کن خلاء به مدت 

 (17-3)و  (16-3) هایشکلمطابق  .گردید تزریق  HPLCه دستگا به و اضافه به آن استونیتریل

بنابراین باشد. می mg 0300/0 GCBو  PSAجاذب  mg 0500/0 بالاترین سیگنال مربوط به مقدار

 بعدی انتخاب گردید. هایبرای آزمایش GCBاز  mg 0300/0و  PSAاز  mg 0500/0مقدار 

 روش کچرز سازی در مرحله پاکسازیجهت بهینه GCBو  PSAمقادیر مختلف دو جاذب  2-3جدول 

18C 

(mg)  
4OMgS 

   (mg) 
  GCB 

   (mg) 
  PSA 

   (mg) 
 شماره آزمایش

25 70 20 40 1 

25 70 20 50 2 

25 70 20 60 3 

25 70 20 70 4 

25 70 20 100 5 

25 70 10 50 6 

25 70 20 50 7 

25 70 30 50 8 

25 70 40 50 9 
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ا بشده غنی پسته اسپیروتترامات استخراج شده از بافت سطح زیر پیکمیزان  بر PSA جاذب میزان تاثیر 16-3شکل 

 mg/L 0/1 غلظت

 

 

 
اسپیروتترامات استخراج شده از بافت پسته غنی شده با  میزان سطح زیر پیک بر GCB جاذبمیزان تاثیر  17-3شکل 

 mg/L 0/1 غلظت
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 اعتبار سنجی روش 3-4

باشد. رسم منحنی درجه بندی )کالیبراسیون( الزامی میدن به مقدار سموم در نمونه مجهول، برای پی بر

گر آید. اآنها تعدادی نقاط بدست می دست آوردن سطح زیر پیکهای مختلف و بهبا استفاده از غلظت

آید. با دست آمده را با روش حداقل مربعات به یکدیگر وصل کنیم منحنی درجه بندی پدید مینقاط به

دست آوردن سیگنال نمونه مجهول و قرار دادن آن در منحنی درجه بندی به غلظت ماده مجهول پی هب

 بریم.می

 مستقیم بندیرسم منحنی درجه 3-4-1

م بندی رسنوع منحنی درجه دوبه منظور ارزیابی اثر بافت موجود در عصاره استخراجی بر نتایج کمی، 

که با استونیتریل به حجم کش اسپیروتترامات های استاندارد آفتمحلول هامنحنیتمامی این شد. در 

و با شرایط کروماتوگرافی گرم بر لیتر میلی 0/1تا  040/0دامنه غلظتی ده نقطه و با در رسیده بودند 

بندی . رسم منحنی درجهتزریق شد HPLCبه دستگاه سه مرتبه بار تهیه و  یک 1-3در بخش ذکر شده 

انجام گرم بر لیتر میلی 0/1تا  050/0قطه با دامنه غلظتی انول در هفت ن-برای اسپیروتتراماتمستقیم 

ندارد، مساحت سطح زیر هر پیک های استاپس از تزریق محلولو  (19-3)و  (18-3) مطابق شکلشد. 

 حاصل سطح زیر پیک و  های حاصل از غلظتدادهرسم شد.  ل مربعات بهترین خطبا روش حداقو  ثبت

بستگی محاسبه شده برای این شیب و ضریب همآورده شده است. همچنین  (4-3)و  (3-3)در جدول 

 .آورده شده است )7-3(در جدول ها منحنی
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  mg/L  0/1-04/0غلظتیدر محدوده  حاصل از بررسی منحنی درجه بندی مستقیم اسپیروتترامات نتایج 3-3جدول 

 (mv/sسطح زیر پیک ) (mg/Lغلظت )
04/0 62/0 

05/0 89/0 

06/0 17/1 

10/0 73/1 

15/0 93/2 

20/0 97/3 

30/0 41/6 

50/0 89/10 

75/0 89/17 

00/1 76/23 

 

 

 

 اسپیروتترامات بندی مستقیمهمنحنی درج 18-3شکل 

 

 

 

 

 

 

y = 24.199 x - 0.5934

R2 = 0.9985
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-mg/L 0/1 غلظتیدر محدوده  انول-حاصل از بررسی منحنی درجه بندی مستقیم اسپیروتترامات نتایج 4-3جدول 

05/0 

 (mv/sسطح زیر پیک ) (mg/L) غلظت
05/0 23/0 

10/0 64/0 

20/0 31/1 

40/0 59/2 

60/0 96/3 

80/0 10/5 

00/1 55/6 

 

 

 

 

 انول-بندی مستقیم اسپیروتتراماتمنحنی درجه 19-3شکل 

 

 

 

 

y = 6.5141 x - 0.0268

R2 = 0.9994
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 بندی همسان سازی بافتیرسم منحنی درجه 3-4-2

 مراحل روش کچرز اصلاح شده روی ده ابتدا تمامی ،بندی همسان سازی بافتیمنحنی درجهبرای رسم 

 کشآمدن عصاره استخراجی آفت دستهانجام شد. پس از ب)بدون آنالیت(  گرمی پسته خالص 5/3 نمونه

، 50/0، 30/0، 20/0، 15/0، 10/0 ، 06/0، 05/0، 04/0 های مختلف اسپیروتترامات استاندارد با غلظت

تزریق شدند. منحنی  HPLCلیتر ساخته و هرکدام سه مرتبه به دستگاه گرم بر میلی 00/1و  75/0

آورده  (5-3)نشان داده شد و مشخصات بهترین خط رسم شده در جدول  (20-3)درجه بندی در شکل 

ای هالکون جداگانه و با غلظتانول در هفت ف-همین روند برای متابولیت اسپیروتترامات شده است.

تزریق  HPLCگرم بر لیتر ساخته و به دستگاه میلی 00/1و  80/0، 60/0، 40/0، 20/0، 10/0، 05/0

-3و جدول ) (21-3)انول در شکل -روتتراماتبندی همسان سازی بافتی برای اسپی منحنی درجه شد.

 ده شده است.آور (7-3)نشان داده شد و مشخصات بهترین خط آن در جدول  (6

 mg/L غلظتیدر محدوده  حاصل از بررسی منحنی درجه بندی همسان سازی بافتی اسپیروتترامات نتایج 5-3 جدول

0/1-04/0 

 (mv/sسطح زیر پیک ) (mg/Lغلظت )
04/0 51/0 

05/0 84/0 

06/0 97/0 

1/0 57/1 

15/0 78/2 

2/0 25/3 

3/0 66/4 

5/0 62/8 

75/0 89/13 

00/1 28/18 
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 منحنی درجه بندی همسان سازی بافتی برای اسپیروتترامات 20-3شکل 

 

 mg/Lغلظتیدر محدوده  انول-حاصل از بررسی منحنی درجه بندی همسان بافتی اسپیروتترامات نتایج 6-3جدول 

00/1- 05/0 

 (mv/sسطح زیر پیک ) (mg/Lغلظت )
05/0 34/0 

10/0 60/0 

20/0 29/1 

40/0 25/2 

60/0 14/3 

80/0 58/4 

00/1 97/5 

 

 

 انول-منحنی درجه بندی همسان سازی بافتی برای اسپیروتترامات 21-3شکل 

y = 18.491 x - 0.2875

R2 = 0.9978
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 بندی رسم شده های درجهمنحنیمعادله خط و ضریب همبستگی  7-3 جدول

 2R معادله خط نوع منحنی درجه بندی

 x199/24 y =  9985/0  - 5934/0 مستقیم اسپیروتترامات 

 x5141/6y =  9994/0  - 0268/0 انول-مستقیم اسپیروتترامات 

 x491/18y = 9978/0  - 2875/0 همسان سازی بافتی اسپیروتترامات

 x7565/5y =  9936/0 +  0084/0 انول-همسان سازی بافتی اسپیروتترامات

 

 های مختلفدر غلظت بازیابینمودار  3-4-3

گرم بر میلی 04/0و  06/0، 10/0، 20/0 ،50/0 ،75/0های ابتدا غلظت ،مقادیر بازیابین به برای پی برد

های پسته افزوده شد. سپس مراحل استخراج و پاکسازی بر کش اسپیروتترامات به نمونهاز آفت لیتر

( 1-2له )ها ثبت شدند. با استفاده از معادکروماتوگرامانجام گرفت و به دستگاه تزریق و  هاروی نمونه

 نشان داده شد. (22-3)دست آمده طبق شکل یابی محاسبه شد و مقادیر بهدرصد باز

 

 های مختلفدر غلظت بازیابینمودار  22-3شکل 
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 اثر بافت 3-4-4

( اثر بافت با رسم منحنی درجه بندی همسان سازی بافتی و یا روش SANCOطبق استاندارد سانکو )

م بندی مستقیدرجهدست آمده از دو منحنی های بهبا مقایسه شیبشود. افزایش استاندارد بررسی می

گیری کمی و همچنین کارایی توان اطلاعاتی در مورد اثر بافت نمونه بر اندازهو همسان سازی بافتی می

در عصاره استخراجی و  تفاوت دو منحنی در حضور بافت پستهدست آورد. سازی نمونه بهمراحل آماده

 دهد.اثر بافت را نشان می ،دو منحنی مقایسه شیب این

ه رقابت بین آنالیت و ترکیبات نامعلوم استخراج شداست، که احتمالاً شامل مکانیسم اثر بافت ناشناخته 

 آید.دست می( به1-3شود. مقدار این اثر با استفاده از معادله )حاصل میاز بافت نمونه 

  × 100                                     (                                    1-3معادله )
𝐴−𝐵

𝐴
 % ME =  

ME  ،بیان کننده اثر بافتA  ،شیب منحنی استانداردB باشد.شیب منحنی همسان سازی بافتی می 

دهد اثر بافت نمونه بر روی آنالیز کم نشان می MEدرصد برای  ±15طبق مراجع عنوان شده مقادیر 

شود و در درصد باشد اثر بافت متوسط عنوان می ±40تا  ±15است. در صورتی که اگر این مقدار بین 

تواند اثر بافت را به صورت قابل گردد که روش آماده سازی به کار رفته نمیغیر این صورت مشخص می

 توجهی کم کند. 

 ر بافت بر روی نتایج کمی با استفاده از روش کچرز اصلاح شده برابر است با:در این مطالعه اث

                                                     = 23.59 %   100 ×  
24.199−18.491

24.199
 % ME =       

باشد ولی با توجه به اینکه بافت می دهد روش پیشنهادی دارای مقداری اثرعدد محاسبه شده نشان می

 .]117 ,116[ یاشد این مقدار قابل قبول استدرصد می 40دست آمده زیر عدد به
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 تعیین حد تشخیص و حد کمی روش پیشنهادی 3-4-5

سان سازی بافتی را تا حد ممکن رقیق هم ( روش، ابتدا نمونهLOD) 1دست آوردن حد تشخیصجهت به

ن مقدار د و کمتریاسپیروتترامات از نویز قابل شناسایی نبو آنالیتکه پیک حاصل از کردیم، تا جایی 

 2ی حد کمیبرای محاسبهدست آمد. به کیلوگرمبر  میکروگرم 2/2کش قابل شناسایی برای این آفت

(LOQ ) بایست کمترین میمقدار حد کمی  شود. طبق این روشکو استفاده میساناستاندارد روش از

 20ندارد نسبی کمتر از درصد و همچنین دارای انحراف استا 120تا  70که دارای ریکاوری بین  غلظتی

های بیان شده طبق گرم بر لیتر دارای ویژگیمیلی 053/0در این مطالعه مقدار . ]117[درصد باشد 

 باشد.استاندارد سانکو می

 بررسی دقت و صحت درون روز و بین روز روش پیشنهادی 3-4-6

و ( )سه مرتبهدست آمده در یک روز نتایج به انحراف استاندارد نسبی از محاسبهدقت روش با استفاده 

 33/0، 66/0، 0/1شاهد پسته در شرایط بهینه با سه غلظت از نمونه  )یک مرتبه( سه روز متوالی

ی مقایسهمحاسبه بازیابی توسط تست و  t روش با استفاده ازلیتر محاسبه شد. صحت گرم بر میلی

 سازی و غلظت تعیین شده توسط منحنی درجه بندی های غنینمونه اضافه شده در استخراج غلظت

روز در  و دقت درون روز و بیندست آمده از بررسی صحت هارزیابی شد. مقادیر ب همسان سازی بافتی

مقدار  % 95سطح اطمینان در )باشد نشان دهنده دقت و صحت خوب برای این روش می( 8-3)جدول 

t  است(. 30/4درجه آزادی برابر  2بحرانی برای 

 

 

 

________________________ 

Limit Of Detection 1 

Limit Of Quantification 2 
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 پسته  در اصلاح شدهدقت و صحت روش کچرز  مقادیر محاسبه شده برای 8-3دول ج

غلظت اسپیروتترامات 
(mg/L) 

گیری شده غلظت اندازه
 ( mg/L ± SD٭)

%RSD  مقدارt درصد بازیابی 

1  0032/0± 005/1 32/0 21/2 47/100 

66/0 0096/0± 639/0 03/1 82/3 89/97 

33/0 0089/0± 324/0 47/2 59/1 21/97 

 ٭ Standard deviationگیری()سه اندازه

= 4.30 (0.95 of confidence limit)l ctitica t 

 

 های واقعیآنالیز نمونه 3-5

در سال جاری یافت نشد. برای )نمونه واقعی(  کش اسپیروتتراماتنمونه پسته سمپاشی شده با آفت

های مختلف پسته، چند نمونه جمع آوری شده از باغات پسته کرمان بعد بررسی کارایی روش در نمونه

ه همگن شده نمون از این گرم 5000/3مورد آنالیز قرار گرفت. اصلاح شده کچرز از همگن سازی با روش 

دقیقه  20فه و اضا مقطر آبلیتر میلی 50/1 سپسلیتری منتقل گردید. میلی 50ون فالکتوزین و به  را

 ثانیه 20 مدت به و ل افزودهاستونیتریلیتر میلی 5/3زمان داده شد تا آب به درون بافت نمونه نفوذ کند. 

ن توزی کلرید سدیم گرم 3500/0ه همرا به سولفات منیزیم گرم 4000/1 زده شد.هم دست با شدت به

ورتکس با سرعت  توسط قهیدق1 ثانیه با دست و 30 مدت به نمونه. شد افزوده نمونه حاوی فالکن بهو 

 انجام وژیفیسانتر عملدور بر دقیقه  3450 سرعت با قهیدق 3 مدت به و شد زدههم دور بر دقیقه 1000

 نمونه اعتس 12ت گذشپس از  .شد گذاشته -C˚20 یدما با زریفر در ساعت 12 مدت به نمونه. دیگرد

 PSA ،0300/0 گرم 18C ،0500/0 گرم 0250/0ر مقادی پاکسازی مرحله برایاز فریزر خارج شد و 

س سپ د.ش لیتری منتقلمیلی 15ون فالکن درو به ت بدون آبسولفا منیزیم گرم0700/0و  GCB  گرم

 نوفالکی، حاوی آنالیت استخراج شده در مرحله قبل به آن اضافه گردید. روی آلی فاز لیتر ازمیلی 5/2
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 3 مدت به وه دزمهدور بر دقیقه  1000ورتکس با سرعت  توسط دقیقه یک مدت هلیتری بمیلی 15

د. پس از سانتریفیوژ یک محلول دو فازی تشکیل شد ش سانتریفیوژ دور بر دقیقه 3450 سرعت با دقیقه

 45/0با اندازه حفرات  PTFAاز فیلتر سرسرنگی  و برداشتهلیتر میلی 5/1  شفاف،که از فاز رویی 

ساعت در دمای  1کن خلاء به مدت گرم دستگاه درونمیکرومتر عبور داده و به ویال منتقل گردید. ویال 

˚C38 ،به  استونیتریلمیکرولیتر  250و  خارج دستگاه از ویال قرار داده شد. پس از تبخیر کامل حلال

-3ها و با توجه به شکل در آنالیز این نمونه.گردید آماده  HPLCه دستگا به تزریق برای و شد اضافه آن

ان باشد. برای اطمینها کمتر از حد تشخیص میمعلوم شد غلظت اسپیروتترامات موجود در این نمونه 23

نیز تزریق  LC-MSازی با روش اصلاح شده کچرز به دستگاه ساج و پاکها پس از استخربیشتر، این نمونه

 اسپیروتترامات مشاهده نشد.کش آفتشد. طبق نتایج حاصل شده از این دستگاه نیز 

 
فاز متحرک و  mL/min 1با سرعت جریان  nm 250در طول موج  های واقعیاز نمونه ماتوگرام حاصلکرو 23-3شکل 

  50:  50استونیتریل با نسبت آب : 

کار گرفته شده برای های بهمقایسه روش پیشنهادی با برخی روش 3-6

 کش اسپیروتتراماتگیری آفتاندازه

 MS/MSبا استفاده از روش کچرز با دتکتور  2018های دیگر در سال کشکش به همراه آفتاین آفت

استفاده شده است که روش کم هزینه و  UVبا دتکتور  HPLCدر روش پیشنهادی از گیری شد. اندازه

شویم حد دو روش ذکر شده متوجه می تطبیقبا باشد. های عمومی میقابل دسترس برای آزمایشگاه

با  ]106,113[کش اسپیروتترامات در مراجع آفتباشد. تشخیص روش پیشنهادی قابل مقایسه می
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گیری شده انبه و سبزیجات اندازهدر بافت  HPLCها با تکنیک استفاده از روش کچرز و آنالیز نمونه

 و درصد بازیابی قابل مقایسه است. LODمقادیر  (9-3)است. با توجه به جدول 

 هامقایسه روش پیشنهادی با سایر روش 9-3جدول 

 مرجع درصد بازیابی LOD(µg/kg) روش ماتریس آنالیت

پراید، اسپیروتترامات، استامی

 هاو متابولیت ایمیداکلوپراید

 ]104[ 91-110 2 کچرز پسته

س سیمتابولیت اسپیروتترامات و 

 اسپیروتترامات-انول

میوه و 

 سبزیجات

 ]106[ 82-97 30 کچرز

-و متابولیت انول اسپیروتترامات

 اسپیروتترامات

 ]113[ 72-87 16 کچرز کاهو و انبه

اسپیروتترامات و مهمترین 

 91-103 2/2 کچرز پسته ولان-متابولیت آن اسپیروتترامات
 

 

 گیرینتیجه 3-6

ت بایسبا توجه به اهمیت صادرات محصولات غیر نفتی از جمله پسته، سلامت این محصولات نیز می

ز به عنوان یکی اکش اسپیروتترامات روش کچرز آفتنامه با استفاده از در این پایانتضمین شوند. 

توسط  کشآفت تاکنون اکثر آنالیز این از بافت پسته استخراج شد.های مرسوم باغات پسته، کشآفت

HPLC  با دتکتورMS  ولی به دلیل گران بودن این دستگاه و عمومی نبودن آن، در این  هگرفتانجام

در این مطالعه مقدار آب در مرحله  صورت گرفت. UV/Visدتکتور  و با HPLCمطالعه آنالیزها با دستگاه 

ها و برای کاهش هزینه نددر مرحله پاکسازی بهینه شد GCBو  PSAاستخراج و مقدار دو جاذب 

نتایج حاصل شده گواه این موضوع است که روش به کار برده  تغییراتی در روش اصلی حاصل گردید.

 برای آنالیزها گواهی برای ارزان و عمومی HPLC-UVباشد و به کارگیری دستگاه بسیار ارزان و ساده می

 باشد.بودن این روش می
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 آینده نگری 3-7

نالیز همزمان این آباشد. ها نیز حائز اهمیت میکشهای جدید آنالیز این آفتکشبا توجه به ورود آفت

 GC-MSو یا  LC-MSهای قدرتمندی مانند های قدیمی توسط دستگاهکشها به همراه آفتکشآفت

رسد. از کمی دشوار به نظر می UVهمراه با دتکتور  HPLCگیرد ولی با دستگاه به راحتی صورت می

شود. با توجه به ها بیشتر میگیریتر است اهمیت این اندازهتر و ارزانبسیار عمومی HPLCآنجایی که 

پیدا کردن جایگزین  ها مانند آمین نوع اول و دوم، مشکلات اقتصادی کشور و گران شدن برخی از جاذب

 تر روش کچرز کمک کند.تر شدن هرچه بیشتواند به ارزانمناسب برای آنها می
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Abstract 

Pistachio as an important and strategic product plays an important role in non-oil export 

of the country. Hence, increasing the amount and quality of this product is important. 

Pestiside residues in pistachio treat human and environment health and also cause serious 

problems in exporting of this product. In this dissertation, the spirotetramat pesticide 

residue and its most important metabolite, spirotetramat-enol, were evaluated using the 

QuChERS method, which is a fast, easy, inexpensive, safe and reliable method for 

complex tissues. To isolate and measure this pesticide, high perfomance liquid 

chromatography with UV/Vis detector was used. HPLC instrumental such as wavelength 

of analysis and solvent for preparation of standards were evaluad and optimized. The 

QuChERS method consists of two steps: 1) extraction by acetonitrile. 2) a cleaning step 

using salts and sorbents. The amount of graphene carbon black and the primary and 

secondry amines at the purification step as well as the amount of water at the extraction 

stage were optimized. Finally, the method was evaluated for linearty range, detection 

limit according to the maximum residual value of pesticidein Iran, and also recovery and 

repeatability. The matrix-match calibration curve for spirotetramat showed a linear 

relation in the range 0.040-1.0 mg/ L with correlation coefficient of 0.9978. The RSD was 

less than 10% and the recovery range was 91-103%. In addition, the matrix-match 

calibration curve for spirotetramate-enol exhibited a dynamic range of 0.050-1.0 mg/L 

with correlation coefficient of 0.9936. The LOD and LOQ for spirotetramate was 2.2 

µg/kg and 0.053 mg /L, respectively which is acceptable according to the MRL of this 

pesticide (50 µg/kg). 

Key words: Pesticide residue, Metabolite, MRL, QuChERS method, Spirotetramat, 

Spirotetramat-enol, HPLC 
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