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Introduction:In recent years, due to the increase in the use of pesticides in 
agricultural products and their entry into the human food chain, there has 
been an increase in concerns about food health among people, researchers, 
and international organizations. Therefore, this research aims to validate 
the analysis method of 25 pesticide residues in rice using LC-MS/MS de-
vice.
Methodology: In this research, a simultaneous analysis method was set 
up to determine the amount of 25 types of commonly used pesticides in 
rice using liquid chromatography with sequential mass spectrometry (LC-
MS/MS). Sample preparation steps were performed based on QuEChERS 
optimized method, using buffer extraction and purification based on the 
d-SPE method. LC-MS/MS technique with electrospray ionization (ESI) 
in positive mode was used for the simultaneous determination of 25 types 
of pesticides in a 20-minute run and in the MRM program.
Results: The limit of quantification (LOQ) and limit of detection (LOD) 
for all pesticides were 25 and 8 ng/g, respectively. 30 samples of rice im-
ported from Tehran were collected and analyzed. Out of the total number 
of 30 samples, 9 samples, i.e. 30% of the samples, were contaminated 
with Triazophos, Phoratesulfoxide, Fosthiazate, Formetanate, Fonofos, 
and Cyphenothrin toxins; Of these, 4 samples were higher than the MRL 
determined by the National Governor’s Organization of Iran.
Conclusion: The results of the present study show that pesticides were 
found in all the samples examined in this research, and considering the 
permissible limit of these toxins according to the standard and the con-
sumption of rice in the food basket of most people in the region, it is a 
threat to consumers.
Keywords: pesticide, liquid chromatography with mass spectrometry, 
rice, QuEChERS

Validation of the analysis method of 25 pesticide residues in 
rice using LC-MS/MS device (liquid chromatography-mass 

spectrometry).
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معتبرسازى روش آنالیز باقى مانده 25  آفت کش در برنج با استفاده از 
LC-MS/MS دستگاه

(کروماتوگرافى مایع– طیف سنجى جرمى)

مریم امیر احمدى1 
حامد حسنوند*2 

وحید هادى3
ــا در محصــولات  ــل افزایــش مصــرف آفتکــش ه ــه دلی ــر ب ــه: آدر ســال هــاى اخی مقدم
کشــاورزى و بــه طبــع ورود آن بــه زنجیــره غدایــى انســان موجــب افزایــش نگرانــى هایــى 
در مــورد ســلامت غــذا، در بیــن مــردم، محققیــن و مجامــع بیــن المللــى شــده اســت.ازاین 
رو،هــدف از انجــام ایــن پژوهــش معتبرســازى روش آنالیــز باقــى مانــده 25  آفــت کــش در 

ــا اســتفاده از دســتگاه LC-MS/MSســت. برنــج ب
ــوع  ــدار 25 ن ــن مق ــراى تعیی ــان ب ــز همزم ــک روش آنالی ــش ی ــن پژوه روش کار: در ای
آفتکــش پــر مصــرف در برنــج بــا اســتفاده از دســتگاه کروماتوگرافــى مایــع بــا طیــف ســنج 
ــر  ــدازى شــد. مراحــل آمــاده ســازى نمونــه هــا ب جرمــى متوالــى (LC-MS/MS) راه ان
اســاس روش بهینــه شــده QuEChERS، بــا اســتفاده از اســتخراج بافــرى و پاکســازى بــر 
اســاس متــد d-SPE انجــام شــد. تکنیــک LC-MS/MS بــا یونیزاســیون الکترواســپرى 
(ESI) در مــد مثبــت بــراى تعییــن همزمــان 25 نــوع آفتکــش در یــک اجــراى 20 دقیقــه 

اى و در برنامــه MRM بــکار گرفتــه شــد. 
نتایــج: حــد تعییــن مقــدار (LOQ) و حــد تشــخیص (LOD) بــراى تمامــى آفتکــش هــا 
بــه ترتیــب، 25 و 8 نانوگرم/گــرم بدســت آمــد. 30 نمونــه جمــع آورى شــده برنــج وارداتــى 
از ســطح شــهر تهــران جمــع آورى و آنالیــز شــدند. از تعــداد کل 30 نمونــه، 9 نمونــه یعنــى 
 Triazophos, Phoratesulfoxide, Fosthiazate, ــموم ــه س ــا ب ــه ه 30٪ نمون
Formetanate, Fonofos, Cyphenothrin آلودگــى داشــتند؛ کــه از ایــن تعــداد 4 

نمونــه بالاتــر از MRL تعییــن شــده توســط ســازمان اســتاندار ملــى ایــران بــود.
نتیجــه گیرى:نتایــج مطالعــه حاضــر بیــان مــى کندکــه آفــت کــش هــا در تمامــى نمونــه 
ــه حــد مجــاز ایــن  ــا توجــه ب هــاى مــورد بررســى در ایــن تحقیــق یافــت شــده اســت و ب
ســموم طبــق اســتاندار و مصــرف برنــج در ســبد غذایــى اغلــب مــردم منطقــه تهدیــدى بــراى 

مصــرف کننــده هــا باشــد.
ــج،  ــى، برن ــنج جرم ــف س ــا طی ــع ب ــى مای ــش، کروماتوگراف ــت ک ــدى: آف ــات کلی کلم

.QuEChERS
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مقدمه
افزایــش نیازبــه مــواد غذایــى درکشــورهاي دنیــا بــه دلیــل افزایــش 
جمعیــت آنهــا ازاهمیــت ویژهــاي برخــوردار بــوده، بــه همیــن منظــور 
وجــود آفــات درمحصــولات کشــاورزي بــه عنــوان معضلــى بــزرگ 
مطــرح مــى گــردد. و مبــارزه بــا آنهــا در راســتاي ایــن هــدف امــري 
ــا  اجتنابناپذیراســت. اگــر چــه روش هــاي مختلفــى جهــت مبــارزه ب
آفــات وجــود دارد ولــى در حــال حاضــر عمــده تریــن و عملــى تریــن 
ــات و بیمــاري هــاي  ــا حشــرات ناقــل بیمــاري و آف ــارزه ب روش مب
گیاهــى در کشــورهاي جهــان و همچنیــن ایــران، مبــارزه شــیمیایى 
اســت کــه ایــن روش نســبت بــه ســایر روش هــا برتــري دارد زیــرا 
ــاص  ــده و خ ــى مشــکلات عدی ــردد ول ــى گ ــع م ــر واق ــریعاً مؤث س
خــود را بــه دنبــال دارد (1). اســتفاده وســیع و بیرویــه آفــت کــش هــا 
ــه مســایل زیســت  در امــور بهداشــتى و کشــاورزي و عــدم توجــه ب
ــه  ــا ب ــبب ورود آنه ــت، س ــط زیس ــى محی ــلاوه برآلودگ محیطــى ع
ــق وارد  ــن طری ــده و ازای ــاك ش ــو وخ ــه آب، ج ــف ب ــرق مختل ط
زنجیــره غذایــى مــى شــود و تأثیــر قابــل توجهــى دراکوسیســتم هاي 
کشــاورزي، منابــع آبهــاي زیرزمینــى، محصــولات باغــى وزراعــى بــه 
وجــود مــى آورد. عــلاوه بــر ایــن هــا ایــن مــواد دراثرتمــاس ضمــن 
ــف وارد  ــى مختل ــواد غذای ــدن م ــوده ش ــازي وآل ــه، انبارس کار، تهی
بــدن انســان و ســایر موجــودات زنــده مــى شــود کــه ممکــن اســت 

خطــرات و زیــان هــاي غیــر قابــل جبرانــى را ایجــاد نمایــد(1).
برنــج1 دومیــن محصــول کشــاورزي پرتولیــد در جهــان پــس از ذرت 
اســت (2)واختصاصــاً بــه منظــور مصــرف انســان کشــت مــى شــود. 
ایــن گیــاه، قــوت غالــب بیــش از 4/5 میلیــارد نفــر در جهــان بــوده 
کــه حــدود نیمــى از جمعیــت کنونــى دنیــا را تشــکیل مــى دهــد و در 
بیــش از یکصــد کشــور دنیــا مصــرف مــى شــود.حدود 24 ٪ از ســرانه 
جهانــى انــرژي مــورد نیــاز جوامــع انســانى از برنــج تامیــن مــى شــود 
ــر اســت (1). ــعه بالات ــال توس ــام در کشــورهاي در ح ــن ارق ــه ای ک
در کشــور ایــران نیــز برنــج داراي جایــگاه ویژهــاي در ســبد خانــوار 
ــن  ــه ای ــور ب ــمال کش ــع ش ــده اي از مرات ــد و بخــش عم ــى باش م
ــن  ــده تری ــى از عم ــا یک ــده اســت. ام محصــول اختصــاص داده ش
مشــکلات در در تولیــد آن هجــوم حشــرات مــى باشــد کــه عامــل 
کاهــش عملکــرد و کیفیــت ایــن محصــول بــوده و صدمــات زیــادي 
را بــر محـــیط زیســت و ســلامت انســان بــر جــاي مــى گــذارد (2).
کــرم ســاقه خــوار نــواري از جملــه مهمتریــن حشــره اي اســت کــه 
بــه برنــج خســارت میزنــد (3). و بــه طــور اختصاصــى از گیــاه برنــج 
تغذیــه کــرده و در مرحلــه رویشــى باعــث مــرگ جوانــه مرکــزي و در 
مرحلــه زایشــى موجــب ســفید شــدن خوشــه هــاي برنــج مــى شــود. 
ــورهاي  ــج درکش ــزارع برن ــواري در م ــوار ن ــاقه خ ــرم س ــارت ک خس
برنــج خیــز متفــاوت مــى باشــد. نتایــج بررســى هــاي فرنانــدو (1964 
1-Oryza sativa L.

ــر آلودگــى  ــر اث ــزان کاهــش محصــول ب )نشــان داده اســت کــه می
ســاقه خــوار نــواري برنــج در آســیا ممکــن اســت 1 الــى 20 درصــد 
باشــد و در شــرایط طغیانــى از 30تــا 100 درصــد هــم امکانپذیراســت. 
ــت  ــران، از آف ــن ای ــان و همچنی ــت در جه ــن آف ــرل ای ــت کنت جه
ــه  ــه ب ــوري ک ــه ط ــود، ب ــى ش ــتفاده م ــیمیایى اس ــاي ش ــش ه ک
منظــور کنتــرل ایــن آفــت ســالانه بیــن 4000 تــا 8000 تــن حشــره 
ــه  ــى ک ــود(4). تعریف ــى ش ــج م ــى برن ــتم زراع ــش وارد اکوسیس ک
آژانــس حفاظــت محیــط زیســت (EPA) آمریــکا (5) ازآفــت کــش 
ارایــه داده بدیــن صــورت اســت. «آفــت کــش مــاده یــا مخلوطــى از 
مــواد اســت کــه بمنظــور پیشــگیرى ،نابــودى، دفــع یــا کاهــش هــر 
گونــه آفــت بــکار مــى رود. »تعریــف دیگــر «آفــت کــش هــر عامــل 
ــت  ــک آف ــد ی ــه بتوان ــت ک ــى اس ــا بیولوژیک ــیمیایى ی ــى ش فیزیک
گیاهــى یــا جانــورى را از بیــن ببــرد. » واژه «آفــت» شــامل حیوانــات 
،گیاهــان یــا میکروارگانیــزم هــاى مضــر، مخــرب یــا مشــکل آفریــن 
ــا بخصــوص  ــه حشــره کــش ه ــوان گفــت ک ــاید بت ــى شــود. ش م
ــاد  ــاظ ایج ــر از لح ــورد نظ ــموم م ــته س ــا سردس ــفره ه ارگانوفس
ــام حشــره کــش  ــاً تم ــروزه تقریب مســمومیت در انســان هســتند. ام
هــاى شــیمیایى مصرفــى ســموم عصبــى بــوده و موجــب مســمومیت 
در سیســتم عصبــى موجــودات هــدف مــى گــردد. حشــره کــش هــا 
انتخابــى عمــل نمــى کننــد و مــى تواننــد روى موجــودات غیــر هــدف 
ــر  ــر ب ــر تاثی ــلاوه ب ــواد ع ــن م ــر ای ــارت دیگ ــه عب ــد. ب ــر بگذارن اث
اعصــاب حشــرات مــى تواننــد اثــرات مشــابهى بــر ســلامت انســان 
داشــته باشــند. در ایــن رابطــه تنهــا میــزان دوز اثــر، ســطح آلودگــى 
ــر  ــد. ب ــرات بیولوژیکــى را تعییــن مــى کن و مــدت آن اســت کــه اث
ــا  ــداد مســمومیت ب ــان تع ــر جه ــارى از سراس ــات آم اســاس گزارش
ــا  ــورد در ســال ب ــزار م ــه بیــش از پانصــد ه ــت کــش ب ــل آف عوام

بیســت هــزار مــورد مــرگ و میــر مــى رســد (6)
آفــت کــش هــاى آلــى فســفره درحال حاضــر در زمــره پــر مصرفترین 
آفــت کــش هــا در جهــان هســتند. ایــن ترکیــب هــا بــا وجــود آنکــه 
ــدگارى کمتــرى در  ــره مان ــى کل ــا آفــت کــش هــاى آل در قیــاس ب
محیــط زیســت دارنــد، امــا از ســمیت فــوق العــاده اى برخــوردار بــوده 
ــد.  ــز حضــور یابن ــى نی ــاى غذای ــره ه ــد در زنجی ــى توانن ــى م و حت
بــا شناســایى آفــت کــش هــاى آلــى فســفره در یــخ- هــاى قطــب 
شــمال، تصــور اینکــه آفــت کــش هــاى آلــى فســفره بــه ســرعت در 
محیــط تجزیــه مــى شــوند از بیــن رفــت و در بســیارى از مــوارد بایــد 
آنهــا را در زمــره مــواد پایــدار محســوب نمــود(7). آفــت کــش هــاى 
آلــى فســفره از متــداول تریــن و پــر مصرفتریــن آفــت کــش هــاى 
ــر ایــن دســته ســم  کشــاورزى در کشــور مــى باشــند، مهمتریــن اث
هــا، جلوگیــرى از فعالیــت آنزیــم کولیــن اســتراز در حشــرات و توقــف 
هیدرولیــز اســتیل کولیــن و تبدیــل آن بــه اســتیل و کولیــن مى باشــد 
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کــه بــه ایــن دلیــل بــه آن هــا، ســم هــاى آنتــى کولیــن اســتراز مــى 
گوینــد. عــدم هیدرولیــز اســتیل کولیــن توســط آنزیــم کولیــن اســتراز، 
ســبب تجمــع آن شــده و افزایــش اســتیل کولیــن موجــب تحریــک 
دســتگاه عصبــى مرکــزى و پاراســمپاتیک مــى شــود(8). مالاتیــون، 
ــداول حشــره کــش هــاى  ــواع مت فنتیــون ، دیازنیــون و پاراتیــون ان
آلــى فســفره مــى باشــند. دیازینــون از حشــره کــش- هــاى 
ــور  ــه- ط ــا ب ــر در دنی ــه اخی ــد ده ــه در چن ارگانوفســفرى اســت ک
گســترده اى مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه اســت. . قابــل توجــه اســت 
کــه طبــق آمارهــاى مســتند میــزان وقــوع مســمومیت در کشــورهاى 
در حــال توســعه 13 برابــر بیشــتر از مــورد کشــورهاى کامــلاً صنعتــى 
مــى باشــد کــه خــود 85 درصــد از تولیــد جهانــى آفــت کــش هــا را 
مصــرف مــى کنــد .(11). بــر طبــق مطالعــه اى کــه بیمــاران بســترى 
ــکا را در یــک دوره زمانــى 5 ســاله  شــده در یکــى از ایالتهــاى آمری
بررســى کــرد مشــخص شــده 73 مــوارد مســمومیت بــا عوامــل آفــت 
ــغلى و 8  ــهاى ش ــت تماس ــد بعل ــى 17 درص ــت خودکش ــش بعل ک
درصــد بصــورت تصادفــى رخ داده بــود (9). از ایــن رو مطالعــه حاضــر 
بــا هــدف معتبــر ســازى روش آنالیــز باقــى مانــده 25 آفــت کــش در 
برنــج بــا اســتفاده از دســتگاه lc-MS/MS(کروماتوگرافــى مایــع – 

طیــف ســنجى جرمــى) طراحــى شــده اســت .

مواد و روش کار:
ــه گیــرى درمناطــق جغرافیایــى  ــى ،کــه نمون در ایــن مطالعــه تجرب
شــمال، جنــوب، شــرق و غــرب ســطح شــهر تهــران صــورت 
پذیرفتــه در مجمــوع،30 نمونــه مرکــب انتخــاب گردیدکــه 21 نمونــه 
مرکــب مربــوط بــه برنــج هنــدو8 نمونــه مرکــب مربــوط بــه برنــج 
پاکســتانى و1 نمونــه مرکــب مربــوط بــه برنــج اروگوئــه بــوده اســت 
ــرل غــذا و  . مــکان انجــام آزمایــش اداره کل آزمایشــگاه هــاى کنت
دارو وزارت بهداشــت و درمــان آمــوزش پزشــکى بــوده اســت زمــان 
ــا بهمــن ســال 95  ــا از بهمــن 94 شــروع و ت ــردارى تقریب ــه ب نمون

بــه طــول انجامیــد.
ــه هــا (اســتخراج و پاکســازى)، در ایــن  ــاده ســازى نمون مراحــل آم
QuEchERS تحقیــق اســتخراج ســموم، روش بهینــه شــده
مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. روش QuEchERSبرپایــه اســتخراج 
اســتونیتریلى و آبگیــرى بــا ســولفات منیزیــم اســت کــه پــس از آن 
یــک مرحلــه خالــص ســازى(clean up) وجــود دارد. در ایــن روش 
ــد.  ــتفاده گردی ــتونیتریل اس ــول اس ــموم از محل ــتخراج س ــت اس جه
ــال  ــازى و انتق ــن س ــت از:1) همگ ــد اس ــتخراج عبارتن ــل اس مراح
 (2 50 ml ــون ــه فالک ــک لول ــل ی ــه داخ ــده ب ــه آرد ش g10 نمون
 ml10 (3 ng/g500 ــطح ــى در س ــتاندارد داخل ــردن اس ــه ک اضاف
ــه هــا افــزوده مــى  ــه روى نمون از حــلال اســتخراج (اســتونیتریل) ب

ــر روى  ــه 5) ب ــک دقیق ــدت ی ــه م ــا ورتکــس ب ــود. 4) شــیک ب ش
نمونــه،g4 ســولفات منیزیــم خشــک و g۱ نمــک طعــام و همچنیــن 
ــدیم  ــدرات و g0,5 س ــیترات دهی ــدیم س ــرى س ــامل g1 ت ــر ش باف
هیــدروژن ســیترات ســیس کویــى هیــدرات اضافــه شــده و بــه مــدت 
 g4،ــه ــر روى نمون ــود.6) ب ــى ش ــوط م ــا Shaker مخل ــه ب 2 دقیق
ســولفات منیزیــم خشــک و g1 نمــک طعــام و همچنیــن بافــر شــامل 
g1 تــرى ســدیم ســیترات دهیــدرات و g0,5 ســدیم هیــدروژن 
ســیترات ســیس کویــى هیــدرات اضافــه شــده و بــه مــدت 2 دقیقــه 
ــولفات  ــه،g4 س ــر روى نمون ــود.7) ب ــى ش ــوط م ــا Shaker مخل ب
منیزیــم خشــک و g1 نمــک طعــام و همچنیــن بافــر شــامل g 1ترى 
ســدیم ســیترات دهیــدرات و g0,5 ســدیم هیــدروژن ســیترات ســیس 
 Shaker ــا ــه ب ــدت 2 دقیق ــه م ــه شــده و ب ــدرات اضاف ــى هی کوی
مخلــوط شــد.8) شــیک بــا ورتکــس بــه مــدت یــک دقیقــه9) یــک 
 4500 rpm ــا دور ــه ب ــدت 10 دقیق ــه م ــون ml 15 ب ــه فالک لول
ــى  ــول روی ــد.ml4 (10 از محل ــانتریفیوژ گردی ــاى C° 5- س در دم
 μl10 (11.ــد ــل ش ــزرگ منتق ــى ب ــال کهربای ــه وی ــته و ب را برداش
بــه ازاى هــر میلــى لیتــر محلــول اســتونیتریل و اســید فرمیــک 0,5 
ــول (10٪) آب  ــا μl500 متان ــه ب ــد.μl (12 500 از نمون ــه ش اضاف
ــه  ــوط شــد.13) ورتکــس ب ــات مخل ــوم فرم (90٪) و mM 5 آمونی
ــول.  ــه منظــور اختــلاط و همگــن شــدن محل مــدت یــک دقیقــه ب
LC/MS/ 20 از عصــاره رقیــق شــده بــه دســتگاه μl 14) تزریــق

.MS
ــول  ــس از انتخــاب حــلال، محل ــتاندارد، پ ــاى اس ــول ه ــه محل تهی
ــدارى شــده  ــودرى اولیــه خری ــره از ســموم خالــص پ اســتاندارد ذخی
از شــرکت Ehrenstorfer آمریــکا، بصــورت جداگانــه و اســتاندارد 
مخلــوط ذخیــره تهیــه گردیــد. اســتاندارد ذخیــره(stock)، اســتاندارد 
ســموم در غلظــت هــاىmg/ml1 و در حــلال هــاى اســتونیتریل، 
متانــول، اســتون و اتیــل اســتات تهیــه گردیــد. تمامــى اســتانداردها 
در دمــاى C° 20-نگهــدارى شــدند. اســتاندارد جهــت بهینــه ســازى 
ــاى  ــا غلظــت ه ــه ب ــر ک ــورد نظ ــموم م ــتانداردهاى س mass، اس
μg/ml5 در محلــول متانــول (50٪): آب (50٪) + آمونیــوم فرمــات 
ــد  ــاى وال ــون ه ــایى ی ــور شناس ــه منظ ــد، ب ــده ان ــه ش mM5 تهی
مســتقیما بــه دســتگاه طیــف ســنج جرمــى تزریــق شــد. در ابتــدا از 
ترکیبــات مختلــف یــک Full scan گرفتــه شــد. بعــد از مشــخص 
ــون  ــر ی ــراى ه ــاى Mass ب ــر و پارامتره ــاى دخت ــون ه ــردن ی ک
ــن  ــط، ای ــد واس ــتاندارد ح ــد. اس ــته ش ــه MRM نوش ــر، برنام دخت
ــره  ــا 10 از اســتاندارد ذخی اســتاندارد در غلظــت هــاى μg/m  15ی
ســاخته شــدند. در ایــن مرحلــه بــراى تهیــه اســتانداردها از مخلــوط 
فرمــات  mM 5اســتفاده  آب (50٪)+آمونیــوم  متانــول (٪50): 
ــه ســازى  ــن و بهین ــراى تعیی ــورد نظــر ب ــد و اســتانداردهاى م گردی
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ــاى  ــون ه ــد، ی ــون وال ــل ی ــى مث ــنج جرم ــف س ــاى طی پارامتره
تولیــدى و ســایر پارامترهــا مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد. اســتاندارد 
مخلــوط، محلــول اســتاندارد مخلــوط از ســموم مــورد نظــر در 
غلظــت μg/ml10 در اســتونیتریل و 0,1٪ اســتیک اســید از حــلال 
ــتانداردهاى کارى  ــه اس ــراى تهی ــتاندارد ب ــن اس ــد. از ای ــه گردی تهی
ــه هــا اســتفاده  جهــت رســم منحنــى کالیبراســیون و اســپایک نمون
ــى یــک ترکیــب  ــى، اســتاندارد داخل ــن اســتاندارد داخل ــد. تعیی گردی
شــیمیایى مرتبــط و شــبیه آنالیــت اســت کــه بطــور طبیعــى در نمونــه 
واقعــى وجــود نــدارد و بعنــوان نزدیکتریــن مــاده ممکنــه بــه رفتــار 
کروماتوگرافــى و طیــف ســنجى جرمــى اســتفاده گردیــد از آنجائیکــه 
ــر  ــرات ماتریکــس در طیــف ســنجى جرمــى عمــلا اجتنــاب ناپذی اث
اســت. بنابرایــن نیــاز بــه کاهــش اثــرات ماتریکــس بــر روى دقــت، 
ــراى  ــى ممکــن اســت ب ــج مــى باشــد. اســتاندارد داخل صحــت نتای
ــى  ــس در ط ــرات ماتریک ــم اث ــت و ه ــت دادن آنالی ــران از دس جب
زمــان آمــاده ســازى نمونــه مــورد اســتفاده قــرار بگیــرد. کــه راهــى 
ــراى بهبــود کیفیــت نتایــج آنالیــز مــى باشــد. پارامترهــاى تعییــن  ب
RP-C18- بــا مشــخصات HPLC ســتون: ســتون ،LC شــده در
x 4.6mm,Chromolith 100, یــا ســتون بــا مشــخصات مشــابه 

ــاز متحــرك: ــا cm 10، ف در طــول 5 ی
Solvent A=MeOH (%10) +Water (%90) +Am-
 Solvent B=MeOH  ،  (moniumformate(10Mm
(%90) +Water (%10) +Ammonium for-

 .(mate(10Mm
بهینــه ســازى شــرایط دتکتــور mass، در ابتــدا بــراى تعییــن متــد 
آنالیــز بایســتى شــرایط بهینــه ســازى mass انتخــاب و یــون هــاى 
مناســب بــا تزریــق اســتاندارد منفــرد از آفــت کــش هــاى مــورد نظــر 
بــا غلظــت هــاى مختلــف پیوســت (1) بطــور جداگانــه اجــرا گردیــد 
بــراى اینکارحجــم تزریــق 20 در نظــر گرفتــه شــد. انتخــاب حالــت 
ــاى  ــش ه ــت ک ــاخنمان آف ــى س ــا بررس ــیون(mode)، ب یونیزاس
مــورد نظــر و مقــالات منتشــر شــده در ایــن زمینــه دیــده شــد کــه 
ــن  ــند، بنابرای ــى باش ــون را دارا م ــاد کاتی ــت ایج ــموم قابلی ــام س تم
دســتگاه بــه منظــور پایــش و انــدازه گیــرى تنظیــم گردیــد. پایــش 
ــت  ــور در حال ــه دتکت ــى ک ــه روش Full scan، هنگام ــموم ب س
ــورد  ــا م ــون ه ــیعى از ی ــدوده وس ــد مح ــل میکن Full scan عم
ــه داراى  ــواد ک ــى م ــت تمام ــن حال ــد. در ای ــرار مى گیرن ــش ق پای
ــزر  ــراى آنالای ــند، ب ــده باش ــاب ش ــدوده انتخ ــى در مح ــرم ملکول ج
ــه  ــى ب ــزر جرم ــت آنالای ــن حال ــتند در ای ــت هس ــل روی ــى قاب جرم
ــر  ــا ب ــازى یونه ــث جداس ــوده و باع ــل نم ــر عم ــک فیلت ــورت ی ص
مبنــاى جــرم بــه بــار(m/z) و عبــور تفکیکــى آن هــا مــى شــود. بــه 
ــور،  ــه دتکت ــور هــر یــک از آن هــا و ســپس برخوردشــان ب ازاى عب

ــداد  ــدر تع ــور ایجــاد مــى شــود. هــر ق ــى الکتریکــى در دتکت جریان
ــده و در  ــاد ش ــرى ایج ــوى ت ــیگنال ق ــد س ــتر باش ــا بیش ــن یونه ای
واقــع ســطح زیــر منحنــى پیــک ایجــاد شــده بــا تعــداد یــون هــاى 
عبــور کــرده از دتکتــور ارتبــاط مســتقیم دارد. در ایــن مرحلــه پــس از 
شناســایى تمامــى یــون هــاى حاصــل از ســموم مــورد آنالیــز، بــراى 
هــر ســم یونــى کــه بیشــترین فراوانــى را داشــت بــه عنــوان یــون 
 Product Ion)والــد انتخــاب شــد. پایــش یــون هــاى محصــول
Scanning)، پــس از تشــخیص یــون هــاى والــد، ایــن یــون هــا 
ــورد  ــل دوم م ــل کوادروپ ــلا در داخ ــون و تحــت خ ــط گاز آرگ توس
ــوند.  ــرى شکســته ش ــاى دخت ــون ه ــه ی ــا ب ــت ت ــرار گرف هــدف ق
ــر شکســته شــود  ــون دخت ــن ی ــه چندی ــون ممکــن اســت ب یــک ی
ــترین  ــه بیش ــى ک ــط یون ــق، فق ــدى تحقی ــل بع ــراى مراح ــى ب ول
ــه  ــد انتخــاب شــدند. در مرحل ــن m/z را دارن شــدت و ســنگین تری
ــه  ــور جداگان ــب بط ــر ترکی ــر ه ــاى دخت ــون ه ــاى ی ــرم ه ــد ج بع
بهینــه ســازى گردیــد و بهتریــن collision energy (انــرژى کــه 
در آن تبدیــل هــاى حاصــل((Transision منجــر بــه ایجــاد یــون 
ــا  ــراى آن ه ــوند) ب ــى ش ــى م ــترین فراوان ــا بیش ــاى محصــول ب ه
تعییــن گردیــد. از بیــن دو یــون بهینــه شــده بــراى هــر ترکیــب کــه 
بیشــترین شــدت را دارد و در نتیجــه بیشــترین مســاحت زیــر منحنــى 
ــر  ــون Quantitative در نظ ــوان ی ــه عن ــد ب ــى کن ــد م را تولی
 confirmative گرفتــه مــى شــود و یــون دیگــر بــه عنــوان یــون
ــه  ــپایک، ب ــه روش اس ــیون ب ــى کالیبراس ــم منحن ــود. رس ــد ب خواه
منظــور غلبــه بــر اثــر ماتریکــس منحنــى کالیبراســیون بــا اســتفاده 
ــى رســم شــده  ــتاندارد داخل ــه هــاى اســپایک در حضــور اس از نمون
 ،50 ،25 ng/g اســت. بدیــن منظــور در 5 ســطح بــه غلظــت هــاى
ــد   ــه در بن ــتخراجى ک ــق روش اس ــپایک و طب 200، 400، 500 اس
داده شــده مراحــل اســتخراج و خالــص ســازى، صــورت مــى گیــرد. 
ایــن کار در ســه روز کارى مختلــف تکــرار شــده و در نهایــت منحنــى 
کالیبراســیون بــا میانگیــن 3 نقطــه و توســط نــرم افــزار اختصاصــى 
دســتگاه LC / MS / MS و بــا نــام Analyst محاســبه و رســم 
و  صحــت  مطالعــات  و  بازیافــت  درصــد  تعییــن  مى گردد. 
ــراى بررســى درصــد بازیافــت و مطالعــات صحــت و  دقــت روش، ب
ــطح ng/g،100،300 و  ــک در 2 س ــاى بلان ــه ه ــت روش، نمون دق
بــراى هــر ســطح ســه نمونــه (جمعــا 9 نمونــه) اســپایک شــده ســپس 
ــتخراج  ــا اس ــر روى آنه ــد ب ــده در بن ــه ش ــتفاده از روش گفت ــا اس ب
صــورت مــى گیــرد. ایــن نمونــه هــا آنالیــز شــده و درصــد بازیافــت 
بــا اســتفاده از منحنــى کالیبراســیون تعییــن گردیــده اســت. ایــن کار 
در ســه روز کارى انجــام شــده و میانگیــن درصــد بازیافــت و میــزان 
CV٪ جهــت مطالعــات صحــت و دقــت تعییــن شــده اســت. حــد 
ــن  ــخیص(LOD)، بدی ــد تش ــن ح ــدار(LOQ) و تعیی ــن مق تعیی
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ــبت  ــا نس ــن ب ــطوح پایی ــپایک در س ــاى اس ــه ه ــور در نمون منظ
ــز 9,1،  ــه نوی ــیگنال ب ــت LOD و س ــز 3/1 جه ــه نوی ــیگنال ب س
ــت.  ــده اس ــن گردی ــدار، تعیی ــن مق ــدود تعیی ــخیص و ح ــدود تش ح
بــا ایــن شــرط کــه در ســطح LOQ تعییــن شــده صحــت و دقــت 
آزمــون تامیــن شــده باشــد. جهــت ارائــه نتایــج، از نــرم افــزار خــود 
دســتگاه بــه نــام Analyst 1.5.1 و جهــت تحلیــل داده هــا از نــرم 

ــتفاده شــد. ــزار آفیــس excel 2007 اس اف

نتایج:
ــج از  ــف برن ــه مختل ــش در 30 نمون ــت ک ــش 25 آف ــن پژوه در ای
برنــد هــاى مختلــف مــورد بررســى قــرار گرفــت. بــراى از بیــن بردن 
ــه هــاى  ــتفاده از نمون ــا اس ــى کالیبراســیون ب ــر ماتریکــس، منحن اث
اســپایک و بــا محاســبه نســبت ســطح زیــر منحنــى اســتاندارد داخلــى 
ــان  ــنجى نش ــج اعتبارس ــت. نتای ــده اس ــم ش ــزا رس ــط مج در دو خ
مــى دهــد منحنــى هــاى کالیبراســیون آفــت کــش هــا در محــدوده 
500-25(ng/ml) خطــى بــوده و ضریــب همبســتگى تمــام آفــت 
ــت  ــن درصــد بازیاف ــد. میانگی ــى باش ــتر از 0/990 م ــا بیش کــش ه
آفــت کــش هــا در محــدوده 83,96٪-105,62٪ مــى باشــد. از نظــر 
ــر از ٪25  ــا cv% کمت ــا عمدت ــت کــش ه ــام آف ــرى تم ــرار پذی تک
داشــته انــد. درصــد بازیافــت و تکــرار پذیــرى بــا شــرایط اعلام شــده 
توســط اتحادیــه اروپــا مطابقــت دارد. حــد تعییــن مقــدار و حــد تعییــن 
ــوده  ــب ng/g25 و ng/g8 ب ــه ترتی ــا ب ــش ه ــت ک ــخیص آف تش
اســت. از 30 نمونــه برنــج جمــع آورى شــده از بــازار تهــران، 9 نمونــه 
Triazophos, Phorate- ــموم ــه س ــا ب ــه ه ــى 30٪ نمون یعن
 sulfoxide, Fosthiazate, Formetanate, Fonofos,
pho-) 2 آلودگــى داشــتند؛ کــه از ایــن تعــداد Cyphenothrin
nofos, cyphonethrin) مــورد بالاتــر از MRL تعییــن شــده 
توســط ســازمان اســتاندار ملــى ایــران بــود. از 9 نمونــه برنــج آلــوده،5 
نمونــه آلودگــى مجــاز و 4 نمونــه آلودگــى غیــر مجــاز داشــتند. نتایــج 
ــه  ــده از منظق ــیاب ش ــج آس ــاى برن ــه ه ــش نمون ــل از آزمای حاص

تهــران در پیوســت 2 آورده شــده اســت.

بحث و نتیجه گیرى
یکــى ازمهمتریــن دغدغــه هــاى جامعــه بشــرى ســلامت و امنیــت 
مــواد غذایــى مــورد مصــرف اســت کــه تاثیــر بــه ســزایى بــه روى 
کیفیــت زندگــى او دارد. یکــى از مــواردى کــه مــى توانــد در تعییــن 
ــودن مــواد غذایــى نقــش داشــته باشــد ترکیبــات ســمى از  ســالم ب
جملــه آفــت کــش هــا هســتند، اســتفاده از آفــت کــش هــا اگرچــه 
ســبب افزایــش تولیــد در واحــد ســطح گردیــده اســت امــا باقیمانــده 
ایــن مــواد در محصــولات و فــراورده هــاى گوناگــون ســلامت بشــر 

ــم  ــه تنظی ــا منجــر ب ــد. . ســمیت آفــت کــش ه ــد مــى کن را تهدی
ــواد  ــرل م ــر کنت ــورها، در ام ــیارى کش ــى در بس ــن و مقررات قوانی
ــه  ــد. اتحادی ــى باش ــه م ــورد توج ــان م ــه انس ــر تغذی ــى از نظ غذای
ــق و  ــز دقی ــراى آنالی ــى ب ــا و ارگانهــاى دیگــر، تصویــب مقررات اروپ
قابــل اطمینــان آفــت کــش هــا را ضــرورى مــى داننــد کــه اجــازه 
شناســایى دقیــق و تعییــن کمــى آفــت کــش هــا را در غلظــت پاییــن 
 (HPLC)مــى دهــد. در ایــن مطالعــه دســتگاه کروماتوگرافــى مایــع
LC/)و طیــف ســنجى جرمــى متوالــى Dionex 3000 مــدل

 ،Applied Bio system API 3200 مــدل   (MS-MS
ــل  ــى کوادروپ ــزور جرم ــک ESI و آنالای ــا تکنی ــاز ب ــاوى یونس ح
ســه گانــه(QqQ) بــا اتوســمپلر مــدل Ultimate 3000 اســتفاده 
گردیــد. اســاس ایــن تکنیــک، تولیــد یــون قبــل از رســیدن آنالیــت 

ــه الکترواســپرى جرمــى مــى باشــد. ب
متــد راه انــدازى شــده بــه طــور موفقیــت آمیــزى جهــت آنالیــز 30 
نمونــه برنــج جمــع آورى شــده از ســطح شــهر تهــران در ســال 1395 
اســتفاده گردیــد؛ کــه در همیــن ارتبــاط طــى مطالعــه اى که در ســال 
ــت  ــده 41 آف ــى مان ــزان باق ــتى، می ــهید بهش ــگاه ش 2014 در دانش
کــش در 60 نمونــه برنــج جمــع آورى شــده از بــازار تهــران بررســى 
ــا اســتفاده از یونیزاســیون الکترواســپرى  شــد در ایــن بررســى کــه ب
ــت  ــده آف ــد باقیمان ــام ش ــا روش QuEChERS انج ــت و ب مثب
ــد.  ــن کردن ــتگاه lc/ms/ms تعیی ــتفاده از دس ــا اس ــا را ب ــش ه ک
منحنــى کالیبراســیون بــراى هــر آنالیــت در محــدوده غلظــت 0/02-
0/1 میکــرو گــرم/ گــرم با ضریــب همبســتگى بیــن 0/999 و 0/993 
ــه ترتیــب 0/025-0/008 میکروگرم/گــرم  ــود. LOQ و LOD ب ب
ــه  ــود در س ــط بهب ــش متوس ــت ک ــه 41 آف ــراى هم ــد ب ــى باش م
ــد و  ــرم)71-119 درص ــطح (0/025 0/08 و 0/250 میکروگرم/گ س
بــا دقــت RSD<٪20 بــه دســت آمــده در ایــن تحقیــق بــه غیــر 
 (TCMTB, Phosphamidon) از دو آفــت کــش ممنــوع
Cinosulfuron, triadi-) ســه آفــت کــش مجــاز دیگــر ،

ــر  ــه زی ــدند ک ــت ش ــج یاف ــم در برن menol tricyclazole) ه
ــال 2012  ــه در س ــش ک ــک پژوه ــج ی ــد(10). نتای MRLs بودن
ــت  ــده آف ــع باقیمان ــى و توزی ــور بررس ــه منظ ــه ب ــور اروگوئ در کش
کــش هــا در طــول کشــت برنــج انجــام شــد از 4 نــوع علــف کــش 
 azoxystrobin,)ــوع حشــره کــش ــارچ کــش و دو ن ــوع ق و 9 ن
 byspiribac-sodium, carbendazim, clomazone,
 difenoconazole, epoxiconazole, isoprothiolane,
kresoxim-methyl, propanil, quinclorac, tebu-
conazole, thiamethoxam, tricyclazole, triflox-
ــد  ــتفاده کردن ــج اس ــت برن ystrobin, λ-cyhalotrin) در کش
پــس از کشــت, برنــج خــام را برداشــت مــى کننــد و در صنعــت بــه 
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برنــج قهــواه اى و برنــج ســفید و ســبوس برنــج تبدیــل مــى شــود 
ــا روش QuEChERS و  ــده آفــت کــش را ب و پــس از آن باقیمان
بــا متــد LS-MS/MS و GC-MS مــورد بررســى قــرار گرفــت. 
ــج قهــوه  ــا، هفــت آفــت کــش در برن ــده آفــت کــش ه و از باقیمان
ــج یافــت شــد و بالاتریــن  اى و هشــت آفــت کــش در ســبوس برن
غلظــت در برنــج را محاســبه کردنــد. ایــن نتایــج اطلاعــات مربــوط 
بــه سرنوشــت آفــت کــش هــا در زنجیــره غذایــى برنــج و ایمنــى آن 
بــراى مصــرف کننــدگان را فراهــم مــى کنــد(11). در ایــن تحقیــق 
منحنــى کالیبراســیون خطــى و در محــدوده mg/kg 0/01-2 بــود و 
میــزان بهبــود در دو ســطح غنــى ســازى kg/mg 0/1 و 0/5 بیــن 
 RSD <8% ــتاندارد نســبى ــا انحــراف اس 100,6-88,1 درصــد و ب
حــد ســنجش mg/kg 0/03پاییــن تــر از حــد ماکزیمــم باقیمانــده 
mg/kg 0/05 تعییــن شــده توســط وزارت غــذا و داروى کشــور کــره 
بــود(12). نتایــج پژوهــش فــوق الذکــر همراســتا بــا نتایــج پژوهــش 

حاضــر مــى باشــد.

نتیجه گیرى نهایى
برنــج یکــى از پرمصــرف تریــن غذاهــاى دنیــا از جملــه در ایران 
مــى باشــد. بــا افزایــش مصــرف برنــج در دهــه هــاى اخیــر در 
نتیجــه اســتفاده از آفــت کــش هــا بــراى بهبــود عملکــرد تولیــد 
ــتفاده  ــت اس ــه اس ــش یافت ــل کشــت افزای ــول مراح آن در ط
ــاك و  ــج (آبِ و خ ــتم برن ــا کل سیس ــش ه ــت ک ــن آف از ای
دانــه برنــج) را تحــت تاثیــر قــرار مــى دهــد. بــه دلیــل اینکــه 
ــران متعــادل نمــى باشــد ســالانه  ــج در ای تقاضــا و عرضــه برن
مصــرف  بــراى  برنــج  تــن  حــدود 500000-400000  در 
ــه  ــاز ب ــا نی ــه ایــن دلایــل م داخلــى وارد کشــور مــى شــود. ب
توســعه روشــهاى ســریع بــراى تجزیــه و تحلیــل باقــى مانــده 
آفــت کــش هــا در محصــولات برنــج داریــم. بدیــن منظــور در 
ــردى جهــت  تحقیــق حاضــر تــلاش شــده اســت روشــى کارب
ــه شــود  ــج در ســطح شــهر ارائ ــا در برن پایــش آفــت کــش ه
تــا شــرایط آنالیــز آفــت کــش هــا در تمامــى آزمایشــگاه هــاى 

مربوطــه فراهــم شــود.

سپاسگزارى
مطالعــه حاضــر حاصــل طــرح تحقیقاتــى مصــوب در معاونــت 
تحقیقــات واحــد علــوم دارویــى دانشــکده داروســازى دانشــگاه 
آزاد اســلامى تهــران مــى باشــد.لذا از تمامــى عزیزانــى کــه در 
ــد کمــال تشــکر را  ــا همــکارى داشــته ان ــژوژه ب اجــراء ایــن پ

داریــم.
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