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 چکیده

در این پژوهش روشی ساده برای شناسایی و اندازه گیری رنگ های مصنوعی کارمیوزین، سان ست یلو، تارتارازین، برلیانت بلو و 

ارائه گردید. پارامترهای موثر  C-18یمجهز به ستون کروماتوگراف HPLCبستنی و ژله با دستگاه کینولین یلو به طور همزمان در 

شویش گرادیانت با ترکیب بر جداسازی و آشکارسازی رنگ ها بررسی و بهینه شدند. مقادیر بهینه به این صورت بدست آمدند: 

 A (41:41 :01)(، استونیتریل و متانول؛ فاز 7بافر آمونیوم استات )اسیدیته:دو فاز متحرک مختلف با ترکیب درصد های مختلف از 

سپس تحت شرایط بهینه  نانومتر. 109و  949، 101، 101طول موج های و  ml/min 4)(، سرعت جریان )  B (09:01:99و فاز 

بدست (mg L 0/1-1(، حد تشخیص )999/1ضریب همبستگی ) و(mg L 11-0/1-1)ارقام شایستگی روش مانند گستره خطی 

با شش تکرار  رنگ های کارمیوزین، سان ست یلو، برلیانت بلو، کینولین یلو و تارترازین  برای (%RSDتکرار پذیری روش )آمد. 

روش ارائه شده جهت شناسایی کارایی در نهایت  .بدست آمد % 4/7، %9/1، %9/1 ،%7 و %4/7 به ترتیب Lmg  41-1برای غلظت  

برلیانت بلو، تارترازین و کینولین یلو در تعدادی از بستنی های اسکوپی،  و اندازه گیری هم زمان رنگ سانست یلو، کارمویزین،

 به دست آمد.   %91<نتایج رضایت بخشی با درصد بازیابی مورد ارزیابی قرار گرفت و  ژله یخمک، بستنی یخی و

 

 .وتارتارازین، برلیانت بلو، کینولین یل, : رنگ های مصنوعی، کارمیوزینکلیدی واژه های
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 مقدمه - 1

کننده  مصرف اولین ویژگی کیفی ماده غذایی که توسط

م )امورد توجه قرار می گیرد خصوصیات ظاهری آن است

لردز وهمکارانش، 0117(†. در حقیقت مصرف کننده قبل 

ا بو از آن که اطلاعاتی از سایر خصوصیات از قبیل طعم ی

)مینگ به ظاهرخوراک توجه می نمایند ،داشته باشد

وهمکارانش،0111(†. بنابراین، مشخصات ظاهری یک 

فراورده غذایی عامل مهمی است که مخصوصا در اولین 

برخورد خریدار نقش اساسی وتعیین کننده 

دارد)القمدی،0110(†.سایر خصوصیات کیفی مانند عطر، 

ول پس از مصرف محصکه بافت وغیره معیارهایی هستند

ن مورد واحیانا پس از یک بار خرید وتجربه کردن آ ،غذایی

توجه واقع می شوند)روبرتو سباستینووهمکارانش ، 

0140(**.  خصوصیات ظاهری محصول شامل مشخصاتی 

تی اندازه ویکنواخ  ،نوع بسته بندی ،شکل،مانند رنگ

است)لانگ چ وهمکارانش، 0144(††. رنگ یکی از 

ه در ک ،کیفی ظاهری محصول استمهمترین خصوصیت 

بدو امر توسط مصرف کننده  مشاهده می 

شود)یوشیکاوهمکارانش، 0110(††. رنگ عامل موثر در 

اس که از طریق احس ،جلب نظر وانتخاب ماده غذایی است

رش وجود آن در تشخیص سریع پذی و ،دریافت می گردد

 اگرچه ممکن است رابطه،نهایی هر فراورده موثر است

یب از نظر نوع ترکعلمی بین رنگ وعطر وطعم مواد غذایی 

ولی  ،اشدنداشته ب وجود در خصوصیات فیزیکی وشیمیایی

نگ آزمایش های چشایی نشان داده است که در اکثر مواد ر

ابل بر اساس عطر وطعم ماده غذایی اثر مثبت وق ،مطلوب

ملاحظه ای دارد)مینیوتی وهمکارانش، 0117(††. لذا پس از 

خرید ومصرف یک فراورده غذایی نیز رنگ از اهمیت 

خاصی برخوردار است)سارا اس صالح وهمکارانش، 

                                                           
† M  Lourdes Gonza´lez-Miret et al 
‡ Ming et al 
§ Alghamdi 
** Roberto Sebastiano et al 
†† Long, Ch et al  
‡‡ Yoshioka et al 
§§ Minioti et al 

0140(***. طبق تعریف اف.دی.ای††† اصطلاح رنگ 

غذا††† عبارتست از"رنگریزه رنگ مصنوعی یا سایر مواد 

ویا اکردن ساخته شده توسط فرآیند صنعتی واستخراج وجد

مواد  ،حیوانات،مشتقات مواد رنگی میوه ها وسبزی ها 

اد که به منظور ایجاد رنگ در مو ،معدنی یا منابع دیگر

آن ها  مصرف انسان به آشامیدنی وآرایشی برای ،خوراکی 

اضافه می شود)زو وهمکارانش، 0142(†††. طبق این 

،رنگ های غذایی به دو دسته رنگ های با مجوز 

مصرف**** )یعنی برای مصرف نیاز به کسب مجوز می 

باشد(ورنگ های بدون مجوز مصرف††††)یعنی برای 

می  مصرف مورد نیاز به کسب مجوز نمی باشد(تقسیم

شوند)توبا ارکای وهمکارانش ،0140(††††. اخیرا 

تیتو ملی محدودیت بسیاری از جانب سازمان بین المللی وانس

ان سرطان در مورد استفاده از رنگ های قرمز خوراکی بی

در سال ،در ایران .(0117 ،)مینیوتی وهمکارانششده است

از به دلیل استفاده از رنگ های غیر مج 4211های اول دهه 

م ابتدا مصرف رنگ ممنوع اعلا،در اغلب فراوردهای غذایی

نگ ها در ولی با توجه به لزوم استفاده گسترده از ر گردید.

قع نشدو این ممنوعیت موثر وا،انواع فراوردهای غذایی

مشکلات زیادی را به 

در نتیجه چند نوع  .(0117)یوشیکاوهمکارانشآوردوجود

 ازجمله کارموییزین به عنوان رنگ مجاز اعلام ،رنگ

شد)وود وهمکارانش، 0111(††††. اهمیت سلامت افزودنی 

گ های غذایی ومدارکی که مدعی مضر بودن بعضی از رن

قت در نیازمند د  ،های مصنوعی برای سلامتی انسان هستند

تری از وپیگیری های بیش رنگ های مصنوعی دوز مصرفی

طرف مسئولین ذیل ربط می باشد)وو وهمکارانش، 

0142(*****. به همین دلیل در این تحقیق سعی شده تا در

                                                           
*** Sarah S  Saleh et al 
††† U.S.FDA(united states food and drug 

administration),1986 
‡‡‡ colorant 
§§§ Zou et al 
**** certified 
†††† uncertified 
‡‡‡‡ Tuba Erkaya et al 
§§§§ Wood et al 
***** Wu et al 
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ده رنگ  به کار بر چندین نوع ومقدار،مدت زمان کوتاهی

این .به صورت همزمان ارزیابی شود شده در ماده غذایی

ائید روش کاربردی برای اداره استاندارد وبهداشت جهت ت

صلاحیت ماده غذایی بسیار کارآمد می باشد)فو هکارانش، 

 .†††††) 0110 

 روشومواد  -2

نمونه های غذایی از سوپر مارکت های در سطح شهر کرج 

خریداری شدند و این نمونه ها شامل بستنی میوه ای 

 ,بستنی طالبی,بستنی انار ,اسکوپی)شامل بستنی هلو 

 ,پرتقالی ,زغال لخته,موزی  ,بلوبری ,زعفرانی ,آلبالویی

شهر کرج سه فروشگاه از نقاط مختلف از   سیب ترش (

یخمک)با  ,پودر ژله)ژله طالبی وژله هلو(  گردید. خریداری

بستنی یخی)دو رنگی پرتقالی توت , طعم توت فرنگی(

بستنی فالوده ای)با , شاتوتی  (,آلویی ,پرتقالی  ,فرنگی 

معرف ها و مواد دراین تحقیق از  .شربت توت فرنگی(

آمونیوم استات، استو نیتریل، متانول با همچون  شیمیایی

و آمونیاک غلیظ %90و اتانول  †††††کروماتوگرافیدرجه 

.  کرده خریداری از شرکت مرک را وسدیم هیدروکسید

مدل ساخت  †††††آب دیونیزه شده نیز با استفاده از دستگاه

  .کشور تایوان در آزمایشگاه تهیه گردید

 

 روش آماده سازی نمونه -3

نحوه آماده سازی برای نمونه های بستنی میوه ای وبستنی 

دلیل داشتن شیر وبرای جدا شدن رنگ از نمونه یخی به 

 91گرم نمونه را توسط ترازو توزین کرده .  41غذایی ابتدا 

درصد  99درصد آمونیاک و 9 )میلی لیتر اتانول آمونیاکی

به محض ریختن اتانول  به آن اضافه گردید .اتانول( 

آمونیاکی نمونه بستنی لخته شدورنگ موجود در بستنی از 

دقیقه به ترکیب بدست  21به مدت  ج  گردید.بستنی خار

آمده استراحت داده شد ودرون یخچال قرار داده شدتا به 

بعد از این مدت   خوبی محلول با نمونه بستنی ترکیب گردد.

جهت دقیقه  09مدت و به ترکیب از یخچال خارج 

                                                           
††††† Fuh et al 
‡‡‡‡‡ HPLC grade 
§§§§§ LAN SHAN 

بعد از این شد.  گاززدایی به دستگاه اولترا سونیک منتقل 

افی عبور داده تا ناخالصی ها ولخته هایی مرحله از کاغذ ص

بعد ازمرحله صاف کردن از  درون ترکیب جدا سازی شود.

میکرو متر استفاده گردیدتا ریز  1/ 19فیلتر سر سرنگی   

میکرو لیتر  01ترین ناخالصی در ترکیب باقی نمانده باشد . 

 از ترکیب بدست آمده را برای تشخیص رنگ به دستگاه

  تزریق کرده.کروماتوگرافی 

گرم از پودر ژله را  41ابتدا  ,برای آماده سازی پودر ژله

 درجه سانتی گراد ترکیب 411سی سی آب  411با  توزین و

کمی محلول را تکان داده تا به خوبی ترکیب گردد.  . شد

وتا  گردیدبرای گاززدایی به دستگاه اولترا سونیک منتقل 

کاغذ صافی عبور . از روی شددقیقه گاززدایی  09مدت 

محلول شفاف با سرنگ به  . .گرددداده تا ناخالصی ها جدا

 .شد دستگاه تزریق

سی سی از نمونه  91 کافی بود برای آماده سازی یخمک

دقیقه توسط  09وبه مدت  گرددیخمک را توزین 

.از روی کاغذ صافی عبور گردداولتراسونیک گاز زدایی 

را به دستگاه ه شدبدست آورده  کهداده ومحلول شفافی 

تا نوع رنگ به کار برده شده  گرددتزریق  کروماتوگرافی

  شود.مشخص  کروماتوگرافیتوسط دستگاه 

از هر یک از پودر رنگ برای آماده سازی محلول استاندارد 

برلیانت ,تارترازین  ,کینولین یلو,های سانست یلو 

درصد می باشند،  92کارمویزین که دارای خلوص ,بلو

سی سی  1v 1M =2v 2M 9/0با استفاده از فرمولجداگانه 

با آب مقطر به  91برداشته ودر بالن  ppm 0111از رنگ 

بدست آید.  ppm 411حجم می رسانیم. رنگ به غلظت  

 ppm 411سی سی از رنگ 9سپس مجددا با فرمول قبلی 

با آب مقطر به حجم رسانیده تا رنگ   91برداشته ودر بالن 

ppm 41 ن مراحل را برای هر کدام از رنگها بدست اید.ای

به طور جداگانه انجام داده . رنگ های مورد بررسی شامل 

تارترازین وسانست یلو وکینولین یلو وکارمیوزین وبرلیانت 

 بلو می باشند.

گرم آمونیوم استات را  710/7تهیه بافرآمونیوم استات برای 

با ترازوی دیجیتالی توزین کرده ودرون بالن ژوژه ی به 
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رسانیده  حجم میلی لیتر توسط آب دیونیزه به  4111حجم  

متر میزان اسیدیته بافر مشخص گردید عددی   pH.توسط 

بوده در حالی که  1/ 0 متر دیده شد   PHکه در دستگاه 

بافر باید خنثی باشد. در این صورت با استفاده از سدیم 

محلول  رسانیده. 7هیدروکسیداسیدیته(بافر را خنثی کرده وبه 

استاندارد آماده سازی شده را نیازی نیست در یخچال نگه 

گاه ستدکرد .لازم است  قبل از  شروع کار با داری 

ابتدا محلول بافر را فیلتر کرده وبعد توسط کروماتوگرافی 

این کار را صرفا دستگاه اولترا سونیک گاززدایی نمود.

ضروری   جهت گاز زدایی وعدم تشکیل حباب در دستگاه 

درصد آمونیم  A (01در برنامه شویشی از محلول  می باشد. 

درصد متانول(ودر  41درصد استو نیتریل و 41استات و

درصد استونیتریل  01درصد آمونیوم استات وB (99محلول 

تهیه محلول اتانول  درصد متانول( استفاده شد. 09و

را توسط  %90اتانول  cc 99آمونیاکی به این صورت که  

سی سی آمونیاک غلیظ ترکیب  9استوانه مدرج برداشته وبا 

تانول آمونیاکی(برای جداسازی رنگ کرده از این ترکیب)ا

 از نمونه بستنی مورد استفاده قرار می دهیم.

 

  دستگاهی تجهیزات -4

ساخت ******دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا  -

مجهز به پمپ  KNAUERتوسط شرکت کشور آلمان 

مدل  UV-Visآشکارساز  و 4411kچهار کاناله مدل 

0111-k  بود. جداسازی ها در ستون کروماتوگرافیC-18 

میلی متر و پر شده با  1/1سانتیمتر، قطر درونی  09با طول 

( 250mm × 4.6mm, 5μmمیکرومتر ) 9ذرات به ابعاد 

حجم  گرفت. صورت  -0111Kدستگاه هواگیری مدل

دمای محیط بودند. همچنین  و دمای ستون، μl01تزریقی 

بود. سرنگ تزریق  ml/min 4سرعت جریان فاز متحرک 

SGE  میکرو لیترساخت کشور اندونزی بود. 411حجم با 

فیلترهای نایلونی با قطر منافذ مجموعه ای از فیلترها شامل  -

از جنس استات سلولز ساخت کشور آلمان، میکرو لیتر 19/1

ارلن خلأ و پمپ خلأ جهت صاف کردن حلال های فاز 

                                                           
****** KNAUERمدل EuroChrom   

استات سلولز جهت  متحرک و فیلتر سر سرنگی از جنس

 صاف کردن محلول های نمونه 

 

 نتایج-5

به منظور دستیابی به بیشترین حساسیت در اندازه گیری 

نانومتر تنظیم شد و  101رنگ ها، طول موج دستگاه روی 

رنگها به صورت تک تک با فاز متحرک متانول: بافر  

( به دستگاه تزریق شدند. نتایج نشان 91:91آمونیوم استات )

داد که تحت این شرایط رنگهای تارتارازین و کینولین یلو 

از حساسیت خوبی برخوردارند ولی سانست یلو، کارمیوزین 

و برلیانت بلو از حساسیت بسیار کمی برخوردارند. بر اساس 

طول موج ها  ,مروری بر منابع ودستیابی به بیشترین حساسیت

ا ت 111دند.در گستره تنظیم ش maxدر طول موج های 

)وو .طول موج های مختلف بررسی شدند نانومتر،191

 uv از هر چهار کانال,لذا بر این اساس (0142,وهمکارانش

طول موج های نهایی که روی  به طور همزمان استفاده شد.

 دستگاه تنظیم شدند به صورت زیر می باشد.
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 به همراه متغیرها HPLCشرایط اولیه ی جداسازی با _جدول 

 سرعت جریان نوع شویش ترکیب فاز متحرک ستون

ml/min 

 زمان بازداری nm طول موج انتخابی

Min 

 حجم تزریق

lµ 

C-18  متانول و بافرامونیوم

 استات واستونیتریل

گرادیانت و 

 ایزوکراتیک 

  420 , 024  5/1و 1

082 , 514  

25 24   

 

. آورده شده است ر های اولیه مورد بررسی در جدولپارامت  

به منظور دست یابی به زمان های جداسازی کوتاه و 

جلوگیری از مصرف زیاد حلال شست و شو و نیز تفکیک 

مناسب و متقارن پیک های آنالیتها، اثر ترکیب فاز متحرک 

و نیز سرعت جریان فاز متحرک بر زمان بازداری و نیز 

کار با  قدرت جداسازی آنالیت ها بررسی و بهینه گردید.

بالا در طی جداسازی به دستگاه  سرعت جریان

کروماتوگرافی فشار زیادی وارد خواهد آمد سعی شد تا از 

 در طی جداسازی استفاده شود. ml/min  4 سرعت جریان

با مشخص شدن سرعت جریان به نوع شویش)گرادیانت 

در ابتدا از جدول ایزو  وایزو گرادیانت(پرداخته شد.

گرادیانت مقدار گرادیانت استفاده شد.در روش ایزو 

مشاهده شد که  .ات ومتانول را بارها تغییر دادیمآمونیوم است

خارج می شود به همین دلیل  9/47برلیانت بلو در دقیقه 

با استفاده از استو  سعی شد از استونیریل استفاده گردد.

از ستون خارج گردید. با  9/41نیتریل برلیانت بلو در دقیقه 

پیکها بیشتر شده در نتیجه اصله زمانی استفاده از استو نیتریل ف

جداسازی  مشکل رو هم افتادگی پیک ها وعدم

با افزودن مقدار استونیتریل برلیانت بلو در  کمترمشاهده شد.

از ستون خارج گردید به این طریق مشکل دیر  4/1دقیقه 

حضور استونیتریل  .گردیدخارج شدن برلیانت بلو برطرف 

ی توانست حلالیت آنالیت ها را به عنوان یک حلال آلی قطب

. شرایطی را فراهم فاز استخراجی به شدت افزایش دهد در

ولی همچنان مشکل  کند که راندمان استخراج بیشینه گردد.

از جدول  رو هم افتادگی پیک ها حل نگردیده است.

گرادیانت برای رفع مشکل رو هم افتادگی پیک ها استفاده 

وری تنظیم گردند که علاوه بر مقدار بافر ها باید ط گردید.

رنگها طوری از ستون خارج شوند که  ,ایجاد حالت بهینه

با  وقابل تشخیص باشند.پیکها کاملا از یکدیگر متمایز بوده 

. رنگ تزریق گردید 1ن شد مخلوطی ازجدولی که تعیی

در جدول  0/41رنگ برلیانت بلو)پیک چهارم( در دقیقه 

UV 4  کارمیوزین )پیک سوم( در دقیقه پیک داد و رنگ

  0ورنگ تارترازین)پیک اول( در دقیقه UV3 در جدول49

        ن ست)پیک دوم( در دقیقهورنگ سا UV1در جدول  9/ 

پیک هایی که  پیکها نمایان شدند. UV2در جدول 40/  0

دیده شد خیلی به هم نزدیک بوده ودر فاصله های زمانی 

ه همین دلیل از برنامه شویشی ب کم از ستون خارج گردیدند.

می  زیردیگری استفاده گردید برنامه شویشی بعدی جدول 

 باشد.
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 توسط درصد مناسبی از بافر رنگها بهینه سازی زمان جداسازی -جدول

امونیوم B (45%محلول 

استونیتریل %25استات و

 متانول(%14و

امونیوم استات  A  (84%محلول 

 متانول(%14استونیتریل و %14و

flow(ml/min)  دقیقه 

4 144 1 4 

4 144 1 4 

144 4 1 2/4 

144 4 1 14 

4 144 1 14/14 

4 144 1 15 

 

با این برنامه شویشی ذکر شده تنها رنگ تارترازین در دقیقه 

آشکارسازی شدند و دو  9/0و رنگ سانست یلو در دقیقه  1

رنگ دیگر پیک ندادند. لذا از برنامه شویشی دیگری 

استفاده شد که مشابه برنامه شویشی قبلی بوده ولی زمان 

آنالیز طولانتری داشت. در این حالت نیز تنها دو پیک 

تارتارازین و سانست یلو آشکارسازی شد. در ادامه از برنامه 

آورده شده زیرشویشی دیگری استفاده شد که در جدول 

 .است
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 توسط درصد مناسبی از بافررنگها  بهینه سازی زمان جداسازی_جدول

امونیوم  B(45%محلول 

استونیتریل %25استات 

 متانول(%14و

امونیوم  A  (84% محلول

استونیتریل %14استات و

 متانول(%14و

flow(ml/min) دقیقه 

4 144 1 4 

4 144 1 0 

144 4 1 5/0 

144 4 1 8/11 

4 144 1 18 

4 144 1 25 

 

 در نهایت با استفاده از برنامه شویشی ذکر شده در جدول

شرایط بهینه جداسازی مخلوط رنگ ها با تفکیک  زیر

مناسب و بطور همزمان فراهم شد. زمان های بازداری تحت 

 9/2نگ ها به ترتیب در دقایقشرایط جداسازی بهینه برای ر

 9/1برای رنگ کینولین یلو،  9/1,برای رنگ تارترازین 

 1/40برای کارموزین و  1/44برای رنگ سان ست یلو، 

برای رنگ برلیانت بلو بدست آمد. در ادامه با توجه به 

اهمیت آنالیز کینولین یلو، تحت شرایط بهینه جداسازی، به 

لین یلو هم اضافه شد و رنگ مطالعه شده کینو 1مخلوط 

نتایج نشان داد که در این حالت کینولین یلو هم جداسازی 

  خوبی دارد.
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 توسط درصد مناسبی از بافررنگها بهینه سازی زمان جداسازی -جدول

امونیوم  B(44%محلول 

استونیتریل %24استات 

 متانول(%14و

امونیوم استات  A  (84%محلول 

 متانول(%14استونیتریل و%14و

flow(ml/min) دقیقه 

4 144 1 4 

4 144 1 3 

144 4 1 0 

144 4 1 18 

4 144 1 5/11 

4 144 1 25 

 

 رنگها  ††††††کالیبراسیون نمودار -6

در این تحقیق منحنی درجه بندی در نمونه های آبی تهیه 

محلول های استاندارد مخلوط پنج ,شدند.جهت رسم منحنی

، ppm 4/1 ،0/1 ،9/1 ،4 ،9/0 ،9،  ،41رنگ با غلظت های 

تهیه شدند.سپس تحت شرایط بهینه  11، 11، 01، 1،  1، 0، 

ک به یک به سیستم جداسازی ،محلول های استاندارد ی

کروماتوگرافی تزریق شدند. با بررسی ارتباط بین سطح زیر 

منحنی حاصل از هر تزریق و غلظت هر یک از رنگ ها، 

معادله کالیبراسیون هر رنگ به صورت جداگانه جهت تعیین 

مقدار رنگ ها در نمونه های بستنی و پودر ژله و یخمک 

                                            تعیین گردید. 

                                                           
†††††† Calibration Curve 

طبق منحنی های استاندارد به دست آمده از هر رنگ، 

ضریب همبستگی  برای رنگ سانست یلو، برلیانت بلو، 

به  †††††† 2R  ≤99/1 کینولین یلو، تارترازین و کارمویزین

  دست آمد.

 

 ( LOD††††††کمترین حد قابل تشخیص) 6-1

برای (LODتشخیص ) برای تعیین مقدار کمترین حد قابل

هر رنگ پس از تزریق غلظت های مختلف از مخلوط دو 

که پیک  0/1رنگ، اولین پیک تشخیص رنگ در غلظت 

بسیار کوچکی بود قابل مشاهده بود و حد تشخیص روش 

(LOD)  تعیین شد. 0/1نیز 

                                                           
‡‡‡‡‡‡ Coefficient Variability 
§§§§§§ Limit of Detection 
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پس از آن با افزایش غلظت، پیک های واضح تر و بلندتری 

-11گستره خطی به دست آمد مشاهده شد . به این ترتیب 

 میلی گرم بر لیتر تعیین شد. 0/1

ازی و ارقام شایستگی روش در نتایج حاصل از معتبر س

 نشان داده شده است. جدول

 نتایج حاصل از معتبر سازی و ارقام شایستگی_ جدول 

گستره خطی  آنالیت

(mg/L) 

ضریب همبستگی 

)2(R 

حد تشخیص روش 

(mg/L) 

  معادله کالیبراسیون

  y = 39330X-3126 2/4 114/4 2/4 – 44 سانست یلو

             y =40677X-1566 2/4 111/4 2/4 – 44 تارترازین

          y =134947X+39023 2/4 118/4 2/4 – 44 برلیانت بلو

         y =46410X+39532 2/4 111/4 2/4 – 44 کارمیوزین

        y =60672X+67642 2/4 111/4 2/4 – 44 کینولین یلو

 

 *******(RSD)تعیین تکرار پذیری  6-2

پذیری روش که معیاری از دقت روش می باشد با  تکرار

پارامتری به نام انحراف استاندارد نسبی بیان می شود .برای 

محاسبه انحراف نسبی در یک روز کاری، تحت شرایط 

میلی  41و  4بهینه از محلول های استاندارد با غلظت های 

بار تکرار شد ند.سپس  1ها  لیتر بر کیلو گرم از آنالیت

استاندارد بدست آمده از سطح زیر پیک ها را در انحراف 

روز متوالی  7فرمول زیر قرار داده شدند .انحراف نسبی در 

به همین طریق از غلظت های ذکر شده برای انالیت ها نیز 

 طبق فرمول محاسبه شدند. 

RSD= SD/X*100 

:SD  انحراف استاندارد مطلق 

Xمیانگین داده ها : 

 

 پذیری:تعیین تکرار  6-3

در این مرحله برای معتبرسازی روش استخراج و بررسی 

قابلیت کاربرد عملی روش پیشنهادی پارامتر های تجزیه ای 

                                                           
*******- Relative Standard Deviation 

 ،تکرار پذیری ومیانگینتحت عنوان ارقام شایستگی شامل 

جهت استخراج از نمونه های آبی تحت شرایط بهینه بررسی 

 ایستگیش ارقام و معتبرسازی از حاصل نتایجو تعیین شدند.

 .است آمدهدول زیر ج در
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 شایستگی ارقام و معتبرسازی از حاصل نتایج-جدول

 غلظت STDEV AVERAGE آنالیت
PPM 

RSD 

 یک روز در

 54/05841 3145 یلو ست سان
1 

1/4  

021/3281 تارترازین  4/04151 1 1 

88/3185 کارمیوزین  41/54104 1 5/1  

 11/10854 برلیانت بلو
1/252434 

1 8/5  

 321/3301 کینولین یلو
85/01444 

1 1/1  

 

 شایستگی ارقام و معتبرسازی از حاصل نتایج-جدول 

 غلظت STDEV AVERAGE آنالیت
PPM 

RSD 

 یک روز در

 4/230314 03/14411 یلو ست سان
14 

1/4 

 0/201844 15/11814 تارترازین
14 

1/1 

 1/1 14 015143 31/35541 کارمیوزین

 1/124142 برلیانت بلو
1134144 

14 1/4 

 1/134431 کینولین یلو
5/1844158 

14 1 

 

 آنالیز نمونه های غذایی -7

پیشنهاد شده، نمونه های کنترلی برای بررسی کارایی روش 

ند که مقدار مشخصی از مخلوط  نیز به این صورت تهیه شد

برلیانت( ,کارمیوزین,کینولین,سان ست,نگ)تارترازینج رپن

به آن افزوده شدند تا تطابق مقدار افزوده شده و بررسی شده 

برای استاندارد سازی از نمونه های  را مشخص کند.

ه هیچ گونه رنگ مصنوعی در ( کspike sample)غذایی

میکرولیتر از رنگ  411آنها به کار برده نشده بود ابتدا 

میکرو لیتر  411استخراج شده از ماده غذایی برداشته وبا 

ترکیب کرده .این ترکیب را درون ویال   ppm 01رنگ 

ریخته .ترکیب بدست آمده را به دستگاه کروماتوگرافی 

تزریق کرده تا از صحت ودرستی آزمون وعدم داشتن رنگ 

در نمونه اطمینان حاصل کنیم. برای استاندارد سازی  نمونه 

میکرو لیتر  401های غذایی که دارای رنگ مصنوعی بودند 

میکرولیتر از  01از رنگ ماده غذایی آماده سازی شده را 

این ترکیب را درون ویال  .ترکیب کرده ppm 411رنگ 

ریخته وبعد ترکیب بدست آمده را به دستگاه 

از داشتن  روش میتوانیمکروماتوگرافی تزریق کرده. با این 

نوع رنگ را درست واینکه رنگ مصنوعی ومحل پیک ها 

این روش  حدس زده ایم اطمینان کامل حاصل می کنیم.
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زمون صورت گرفت تا از هر جهت اثبات درستی وصحت آ

. مواد غذایی که فاقد رنگ گونه خطای احتمالی مبرا گردد

مصنوعی بودند به آنها مقداری رنگ افزودیم ومورد آزمون 

مجدد قرار دادیم تامتوجه شویم اگر فرضا این ماده غذایی 

دارای رنگ مصنوعی بود باید در این زمانها بر روی نمودار 

     ا به ثبت می رسیدند.کروماتوگرام این پیک ه

ها بعد از تزریق نمونه های ه نتایج بدست آمده از آنالیز داد

به گونه ای که بعضی از  ,استاندارد شده به صورت زیر بوده 

بستنی ها قبل از اسپایک در آنها هیچ یک از رنگها در آنها 

زعفرانی ،شاتوتی،آلویی،دیده نشده. مانند بستنی سیب ترش 

وپرتقالی  kموزی ، اسکوپی چند رنگ،ایفالوده ،میهن

ویخمک وژله طالبی.در جدول زیر نمونه هایی که قبل از 

 اسپایک دارای رنگ بوده اند آورده شده.

برای ارزیابی صحت روش مقادیری از استانداردهای رنگ 

از مخلوط  ppm 01های مذکور به صورت دستی )

نمونه رنگ(به نمونه های حاوی رنگ اضافه شد به عنوان 9

برای بررسی صحت نتایج ( Spike Samplesهای کنترلی )

ودرصد بازیابی رنگ ها مورد ارزیابی قرار  اضافه شد.

 گرفت.فرمول درصد بازیابی به صورت زیر است. 

 411 *غلظت بدست آمده بر غلظت افزوده  =درصد بازیابی 

با توجه به داده های جدول مقادیر استاندارد نمونه ها خارج 

که نشان دهنده ی این است از محدوده ی استاندارد نبوده 

که با استفاده از روش طراحی شده می توان به تقلبات صنایع 

غذایی پی برد .به دنبال تدوین راه حل های مؤثر در این 

تا  91حدوده زمینه بود. درصد بازیابی رنگ  هایی که در م

به دست آمده اند نشان دهنده دقت و صحت در روش  441

 کار می باشد.

 

 نتایج مربوط به نمونه ها -8

یخمک و ,بستنی  ای غذایی مورد آزمون شامل انواعنمونه ه

به نمونه بستنی پودر ژله  بودند که کروماتوگرام های مربوط 

و بعد از از افزودن قبل , نمونه پس از آماده سازییخی 

 است. شدهافزودن مقدار کنترلی، آورده 

در کروماتوگرام بدست آمده تنها دو پیک قبل از افزودن 

مقدار کنترلی مشاهده شد.این دو که مربوط به رنگ سان 

/ 01ورنگ کارمیوزین در دقیقه  7/7ست یلو که در دقیقه 

از ستون خارج شده اند.این کروماتوگرام مربوط به   44

دو رنگی)پرتقالی توت فرنگی( بوده و بعد از  بستنی یخی

اندازگیری سطح زیر منحنی و محاسبات صورت گرفته 

مشخص گردید که در این بستنی از رنگ کارمیوزین و سان 

ست یلو استفاده شده که استفاده از هر گونه رنگ مصنوعی 

خوراکی غیر مجاز بوده. همچنین پیک رنگ کارمیوزین 

با مساحت بیشتری نسبت به تزریق  وسان ست یلو بلندتر و

قبل از افزودن مقدار کنترلی تشکیل شده که به علت افزودن 

رنگ کنترلی به نمونه می باشد و اینکه مقدار رنگ 

 کارمیوزین  وسان ست افزایش پیدا کرده است.

 

 

021رنگ در طول موج  5میلی گرم بر کیلوگرم مخلوط  01بستنی یخی دو رنگ قبل و بعد افزودن -شکل   
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نانومتر 500رنگ طول موج  5میلی گرم بر کیلوگرم مخلوط  01بستنی یخی دو رنگ قبل و بعد افزودن -شکل  

 

تعیین غلظت رنگ های موجود در هر یک از  -9

 HPLCنمونه ها به وسیله 

تشخیص مقادیر از مزایای روش کروماتوگرافی مایع توانایی 

به دلیل حساسیت در مجموع این روش  .ناچیز مواد می باشد

بالا، دقت، تکرارپذیری و کم بودن نقش خطای انسانی در 

 آن برای تعیین کیفی و کمی رنگ ها بسیار مناسب است.

هر یک از محلول های به دست آمده از نمونه های بستنی 

وژله ویخمک پس از آماده سازی به دستگاه تزریق شدند 

ها، با .پس از به دست آمدن کروماتوگرام حاصل از آن 

مقایسه زمان بازداری هر یک از پیک ها با زمان بازداری 

پیک های رنگ های استاندارد، نوع رنگ موجود در نمونه 

 شناسایی می شود. 

با جایگزینی سطوح زیر منحنی به دست آمده از هر تزریق 

در معادله کالیبراسیون رنگ مورد نظر، غلظت رنگ در 

با در نظر گرفتن  محلول تزریقی به دست می آید. سپس

مراحل مختلف آماده سازی و رقت های انجام شده می توان 

مقدار رنگ در نمونه های بستنی و ژله را بدست آورد.رنگ 

های به کاررفته در هر نمونه مورد آزمایش و غلظت هر 

 رنگ در نمونه آورده شده است.

ولی مصنوعی در بستنی غیر مجاز بوده  وجود هر گونه رنگ

که 711 استاندارد شماره ژله طبق خوراکی در وجود رنگ

ایران،  استاندارد ملی) در سایت رسمی اداره استاندارد ایران

. مقدار رنگ ها در تبلا مانع اس بیان شده (4290، 711ش 

می باشد. در ژله بیشینه مصرف ( (mg/kg حد چند  

میلی گرم به ازای هر کیلو وزن فرد و بیشینه  1کارمیوزین 

میلی گرم به ازای هر کیلو  9کینولین یلو در ژله مصرف 

 وزن هر فرد بوده.
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 بستنی وژله غلظت رنگ های به کار رفته در هر یک از نمونه های_جدول

1کینولین  تارترازین  نمونه سان  

وست یل  

2کینولین  وبرلیانت بل کارمیوزین   مقدار مجاز 

یبستنی هلوی  - - - - 55/4  غیر مجاز - 

انیبستنی زعفر  مجاز - - - - - - 

 مجاز - - - - - - بستنی موزی

بری بستنی بلو  - - - - - 4/4  غیر مجاز 

لوییبستنی آلبا  - - - - 85/11  غیر مجاز - 

15/12 - - - - بستنی انار  غیر مجاز - 

قالیبستنی پرت  مجاز - - - - - - 

 بستنی سیب

 ترش

 مجاز - - - - - -

یبستنی آلوی  مجاز - - - - - - 

اسکوپی چند 

 رنگ

 مجاز - - - - - -

ده ایبستنی فالو  مجاز - - - - - - 

وتیبستنی شات  مجاز - - - - - - 

 مجاز - - - - - - یخمک

 مجاز - - - - - - ژله طالبی

45/13 - ژله هلو  - 1/5  05/11  مجاز - 

 

نمونه  42نشان می دهد که از میان  نتایج موجود در جدول

نمونه دارای رنگ  1بستنی که مورد بررسی قرار گرفت 

کارمیوزین وبرلیانت بلوبودند که مصرف رنگ مصنوعی 

مصنوعی در بستنی غیرمجاز بوده . از دو نمونه ژله ای که 

مورد بررسی قرار گرفت ژله هلو دارای رنگ کارمیوزین و 

ایران، ش  استاندارد ملی) کینولین یلو بوده که طبق استاندارد

 مقداری که مصرف شده مجاز بوده.  (4290، 711

ی نمونه درج شده بود که از رنگ مصنوعی روی بسته بند

 استفاده نشده که نمونه ها نیز فاقد رنگ مصنوعی بودند.

با توجه به نتایج به دست آمده با این روش می توان به 

 تقلبات صنایع غذایی پی برد.

 

 نتیجه گیری -11

این مطالعه نشان داد عرضه کنندگان محصولات صنعتی 

رنگهای مصنوعی خوراکی وسنتی خیلی کمتر امروزه از 

استفاده می کنند. خوشبختانه سطح آگاهی و سواد مردم بالا 

رفته و تنها به ظاهر مواد غذایی توجه نمی کنند و به سلامت 

خود و کودکانشان بیشتر اهمیت می دهند .با نظارت دقیق 

سازمانهای استاندارد و بهداشت اجازه گسترش کار به 

سلامت و آینده جامعه در متخلفین در صنعت غذا که با 

ارتباط است را نخواهد داد. در این تحقیق مشخص شد 

درصد بالایی از نمونه هایی که بر روی آنها بررسی صورت 

با  .تر از رنگهای مصنوعی استفاده شدهگرفت کم

استانداردهای جامعه منطبق بوده است. اصلاح در زمان 
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ید کنندگان فرایند تولید و همچنین ارتقای سطح فرهنگ تول

و سخت گیری های صورت گرفته از طرف سازمانهای 

مسئول بر تولید مواد غذایی تولید شده سبب شده تا بر 

سلامت محصول تولید شده بیفزاید. افزودن رنگ های 

طبیعی خوراکی)مانند بتاکاروتن، آنتوسیانین، کلروفیل، 

زعفران رنگ های قرمز چغندر  ... ( مطابق استاندارد ملی 

،  (4290، 711ایران، ش  استاندارد ملی) 711ران شماره ای

در تهیه انواع بستنی یخی میوه ای، بستنی شیری )بدون 

چربی نباتی( میوه ای و بستنی میوه ای طعم دار یا در روکش 

 آنها متناسب با طعم یا نوع میوه مصرفی مجاز می باشد .

 استفاده از رنگ های مجاز خوراکی سنتتیک در بستنی و

 کلیه مواد به کاررفته در آن، اکید اً ممنوع می باشد.

 

 پیشنهادات -11

در جهت رسیدن به اهداف فوق پیشنهادات زیر مطرح می 

 شود:

 بررسی به کارگیری روش ارائه شده برای سایررنگ ها-4

بررسی امکان استفاده از سایر ستون های کروماتو گرافی  -0

 به منظور جداسازی بهتر

فاده از آشکارسازهای مختلف به منظور اندازه بررسی است-2

 گیری مقادیر پایین تر
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