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  هاي مسطح سنتيآميد در نانگيري آكريلبررسي نحوه اندازه
 SPE-GC/FIDشهرستان كرمان به روش 

  
  

  cميترا مهرباني ،bمهدي سيدين اردبيليسيد ،b، مسعود هنرور*aمحمد مهدي متقي
  

  aاستاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد كرمان، گروه شيمي، كرمان  
b  تحقيقات تهران، دانشكده علوم و مهندسي صنايع غذايي، تهران ، واحد علوم واستاديار دانشگاه آزاد اسلامي  

c انشگاه علوم پزشكي كرمان، دانشكده داروسازي، گروه فارماكوگنوزي، كرمان  ددانشيار 
  

  

  

  

  

  

  

  

  26/6/1390 :مقالهتاريخ پذيرش                                                            7/6/1390: تاريخ دريافت مقاله
  

  هچكيد
اين . آيداند بوجود مي حرارتي را سپري كردهباشد كه در دسته مشخصي از غذاها كه فرايندزا ميآميد يك تركيب سرطان آكريل:مقدمه

از روش ارزان هاي سنتي پخت شده در شهرستان كرمان با استفاده انواع نان آميد درگيري و مقايسه ميزان آكريلتحقيق با هدف اندازه
  .انجام گرديد  GC- FIDقيمت و در دسترس

برداري تصادفي  به طريق نمونه  لواش و بربري، سنگك،نوع نان تافتون چهار به تفكيك، از  براي تهيه هر نمونه نان:روش هامواد و 
به منظور استخراج و رداري انجام شد و بها نمونهاي از نوع ميداني و با مراجعه به مناطق تعيين شده و بسته به جمعيت نانوايي طبقه
  مجهز به ستون قطبي  GC- FIDدستگاهو بكارگيري  "Oasis HLB"  استخراج فاز جامدآميد از كارتريجگيري مقدار آكريل اندازه

DB-FFAPاستفاده گرديد                  . 
 ،101، 141 هاي تافتون، سنگك، لواش و بربري به ترتيبونه نانآميد در هر يك از نمبا توجه به نتايج بدست آمده غلظت آكريل :هايافته

 .     محاسبه شد(ppb) نانوگرم بر گرم 127و ) بسيار ناچيز(گيري غيرقابل اندازه
 سازي نمونه است، كه آناليت را به وسيله جذب روي فاز جامد، از محلول  براي آماده بسيار مناسبياستخراج فاز جامد، روش :گيرينتيجه

گازكروماتوگراف با آشكارساز  هاي قطبي در دستگاه و بكارگيري ستونSPE با استفاده از تكنيك .نمايد مورد نظر جداسازي و تغليظ مي
  .گيري كرد نانوگرم بر گرم در مواد غذايي اندازه50توان آكريل آميد را تا حد  ميSplitlessاي در حالت يونش شعله

  
  نان سنتياستخراج فاز جامد، كروماتوگرافي گازي، آميد، يونش شعله، آكريلآشكارساز  :هاي كليديواژه

  
 email: motaghi.mehdi@gmail.com                                                                                     مكاتبات                      مسئول  نويسنده*
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  مقدمه
هاي حجيم  كه در مقايسه با نانهاي سنتي ايراننان

بايد آنها را نازك و مسطح ناميد، از قديم در شهرها و 
هاي مختلف تهيه و مصرف روستاهاي ايران به شكل

اند و هنوز هم در الگوي تغذيه اكثريت مردم به ويژه  شده مي
در ايران . قشر كم درآمد جامعه نقش قابل توجهي دارند

مورد نياز روزانه از نان تأمين پروتئين و انرژي % 60حدود 
، لذا با توجه به اهميت و )1372 همكاران، و ايزدبار (شود مي

غذايي ترين و مهمترين مواد جايگاه نان كه يكي از ارزان
 ريزي پيرامون باشد، ضرورت برنامه مورد استفاده انسان مي

 شود  آن بيش از پيش احساس ميكيفيت و سلامت
 .)1372 ميرفخرايي،(

 نان به عوامل مختلف از جمله نوع گندم، شيوه فيتكي
 بستگي دارد... آوري و  پخت، نوع نان، روش عمل

يكي از موادي كه در اثر شرايط نامطلوب . )1383اصغرزاده،(
شود  پخت و با توجه به نوع نان در اين فرآورده تشكيل مي

 (Ahrne et al.,2007; Brathen باشد آميد ميآكريل
(& Knutsen, 2005. براساس 1994آميد از سال آكريل 

) IARC1(المللي تحقيقات سرطان بندي آژانس بينطبقه
) Class 2A(زا در انسان به عنوان عامل محتمل سرطان

سپس براي اولين بار در  .(IARC, 1994) شناخته شد
 3 و دانشگاه استكهلم2 سازمان ملي غذا در سوئد2002سال 

آميد در مواد بل توجهي از آكريلگزارش كردند كه مقادير قا
غذايي بر پايه نشاسته مانند چيپس، سيب زميني سرخ شده 

 ( ;SNFA, 2002است گرديدهو بيسكويت يافت 
(Tareke et al., 2002 .آميد در بدن به آكريل

شود كه تركيبي فعال بوده و از گلايسيدآميد متابوليزه مي
آميد توليد آكريل ساختماناِپواكسيداسيون باند دوگانه در 

 مطالعاتي كه بر. (Lingnert et al., 2002) شودمي
آميد  آكريل باروي عوارض و سميت ناشي از مواجهه

 نشان دادند كه مواجهه طولاني مدت با استهصورت گرفت
 به سيستم آسيب وارد كردنتواند منجر به آميد ميآكريل

 ( ;Doerge et al., 2005عصبي در حيوان و انسان شود
(Lopachin, 2004.  

المللـي، فعـالان   بر اساس آنچه گفته شد موسسات بـين   
حوزه سـلامت و مـواد غـذايي و محققـين بـه ايـن نتيجـه                 

                                                      
2 Swedish National Food Authority 
4 JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives) 

رسيدند كه درك دقيق و كامل فرآيندهاي منجر بـه توليـد            
آميـد  هاي جلوگيري از توليد آكريـل     آميد و مطالعه راه   آكريل

گيـري  هاي اندازهوشهاي غذايي در كنار بهبود ردر فرآورده 
تـاكنون در   . اين تركيب از اهميت فراوانـي برخـوردار اسـت         
گيري ميزان  ايران تحقيقات قابل توجهي در خصوص اندازه      

هـاي غـلات صـورت نپذيرفتـه و يـا           آميد در فرآورده  آكريل
ال ـــ ـدر س . گزارشي در ايـن خـصوص ثبـت نـشده اسـت           

 ازمانس ـ وكميته مشترك سازمان خواربـار جهـاني        « 2005
4» افزودنيهاي مواد غـذايي    برايبهداشت جهاني   

 گزارشـي   3
آميد در غـلات و مـواد       مبني بر ميزان متوسط حضور آكريل     

در . غذايي بر پايه غلات در كشورهاي اروپايي منتـشر كـرد          
، در انــواع 446آميــد انــواع نــان متوســط محتــواي آكريــل

 96 و در غــلات صــبحانه 350شــيريني، كلوچــه و كيــك 
 ( ,JECFAاسـت گرم بـر كيلـوگرم گـزارش شـده    ميكرو

(2005.  
  

  مواد و روش ها
  4و دستگاه هامواد شيميايي  -

آميد، متانل، كلريد سديم، اسيد فرميك،      استاندارد آكريل 
n- هگزان، با خلوص بالا (extra pure) از شركت مرك 

(Merck)  ــد ــه گرديـ ــان تهيـ ــون .  آلمـ ــدون يـ   آب بـ
(Ultra Pure Water)دسـتگاه   با استفاده از MilliQ ، 

Millipore ،  USA      كارتريج .  از آب دوبار تقطير تهيه شد
SPE  از نـوع (Oasis HLB, 3ml/60mg)  محـصول 

 (GC)، دســتگاه كرومــاتوگرافي گــازي Watersشــركت 
، ژنراتــور توليــد هــوا،   BEIFEN شــركت3420مــدل 

 NHA-500 مــدل (%99.999)هيــدروژن، نيتــروژن  
 Braun KSM2ل  ، دستگاه آسياب مـد BCHPشركت 

 BOECO شركت   U-320Rو سانتريفيوژ يخچالدار مدل     
، GENIUS3 مـدل  IKA Vortexآلمـان، شـيكر لولـه    

  .ساخت اسپانيا استفاده شد
  

   نمونه برداري -
برداري   ها به طريق نمونه   آوري نمونه   در مرحله اول جمع   

اي از نوع ميداني و با مراجعه به مناطق تعيين            تصادفي طبقه 
براي تهيه هـر    . ها انجام شد  بسته به جمعيت نانوايي   شده و   

                                                      
1 International Agency for Research on Cancer 
3 Stockholm University  
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، ) لواش و بربري   ، سنگك ،تافتون: چهارنوع نان   (نمونه نان     
از يك نانوايي چهار نان از سه پخـت صـبح، ظهـر و عـصر         
مجموعاً دوازده نان تهيه و به آزمايـشگاه منتقـل و پـس از              

 با اسـتفاده  ،) C28°(ها در دماي محيط خشك كردن نمونه 
اندازه ذرات حداكثر   ( به ذرات كوچك  برقي   آسياب  دستگاه از
سـازي   و عمليات آمادهتبديل و مخلوط گرديدند  )متر ميلي 1

اي مخلوط از هر دوازده نـان       گرم نان خشك كه نمونه     100
آميـد مـورد اسـتفاده قـرار       بود انجام و براي استخراج آكريل     

  . گرفت
  

  آميد گيري آكريل استخراج و اندازه-
توزين  همگن شده هاينمونه ناناز   يكهر  گرم از10
  لوله سانتريفيوژ درب (ليتري  ميلي50 داخل ظرف و به
در آب % 75ليتر متانل  ميلي28 . شدريخته) دارپيچ

(%V/V) محلولهاي از ليتر از هركدام  ميلي1 به انضمام
Carrez I (15g of potassium hexacyanoferrate 

[II] trihydrate in 100ml water) و  
Carrez II(30g of Zinc sulfate in 100ml 

(Water گرديدآن افزوده به   منظور پاكسازي محيطبه .
 rpm و C 25° دقيقه در دماي 45محتوي ظرف به مدت 

 با  دقيقه و15 به مدت C 5° و سپس در شده شيكر100
توسط پيپت حبابدار، . گرديد سانتريفيوژ rpm 4000 سرعت

اي منتقل و  به يك لوله شيشه1ليتر از محلول روئيي ميل10
و تحت جريان گاز نيتروژن تا  C 45°داخل حمام بخار 

 2سازيبراي خالص. گرديدليتر تبخير  ميلي5حجم نهايي
 مطابق SPEآناليت، محلول نهايي از كارتريج  بهتر

 ,Oasis HLB ( شددستورالعمل شركت سازنده عبور داده
(3ml/60mg.  

µl5/0 از محلول حاصل از فرآيند SPEبه دستگاه گاز  
 مجهز به آشكارساز 3420 مدل BEIFEN كروماتوگراف
3اييونش شعله

. )(Splitless mode تزريق گرديد1
 به DB-FFAP استفاده شده در دستگاه از نوع 4ستون
 ميكرومتر 25/0متر و  ميلي25/0 متر، قطر داخلي 30طول 

دماي محفظه تزريق  .ي بودضخامت پوشش فاز ساكن داخل
°C230،  دماي آشكارساز°C260 و برنامه دمايي آون به 

  :شرح ذيل تنظيم گرديد
°C/min15 @ °C205 →(hold 0.5 min) °C100.   

                                                      
3 FID                                  4 Column 

 مگاپاسكال و سرعت 7/0گاز حامل نيتروژن با فشار ثابت 
ml/min 4/1از داخل ستون جريان داشت .  

  
  تجزيه و تحليل آماري -

 هاي مورد بررسي مطابق روش نمونهاناز هريك از ن 
 نمونه آماده و با سه تكرار مورد آزمايش قرار 10برداري 
 از نرم افزار ،هاجهت انجام آزمون آماري داده. گرفت

SPSS 05/0 و مفروضات 15 ويرايش<α 2/0 و=β 
هاي حاصل از مطالعه با آناليز آماري داده. استفاده شد

يفي و آمار تحليلي انجام هاي آمار توصاستفاده از روش
  .گرفت
 
  ها   يافته

  برنامه دمايي -
DB-FFAP, 30m, 0.25 mm i.d., 0.25µm film 
thickness 
Sample: Spike with 100µg acrylamide 
Inj.Temp.: 230 ºC, Splitless 
Carrier gas: Nitrogen, constant pressure  
Oven Temp.: 100 ºC (hold 0.5 min) to 205 ºC 
@15 ºC/min 
Det. : FID @ 260 ºC 

2  

 كردن نمونه شاهد Spikeمنحني كاليبراسيون با 
خمير هر نوع نان كه با شرايط مشابه نمونه اصلي در دماي (

آميد استاندارد و با آكريل) معمولي خشك گرديده بود
 ترسيم و ppb (50، 100،500، 1000 ،2000(هايغلظت

 آنها با محلول استاندارد  كردنSpikeها با آناليز نمونه
   µg100آميد با غلظت ثابت به منظور حضور آكريل
آميد استاندارد در نمونه مورد آزمايش و مقايسه نتيجه آكريل

  ).1نمودار (با آناليز شاهد، انجام گرديد 
آميد در هر با توجه به نتايج بدست آمده غلظت آكريل

ن، سنگك، لواش هاي مورد مطالعه  تافتويك از نمونه نان
غيرقابل  ،101، 141و بربري به طور متوسط و به ترتيب 

  بدست آمد(ppb) نانوگرم بر گرم 127گيري و اندازه
و حد ) ng/g 4000-50(رنج خطي روش . )1جدول (

 (RSD%)و انحراف استاندارد نسبي) ng/g 30(تشخيص 
براي نان لواش .  بار تكرار محاسبه شد10 با 24/5برابر 
گيري آن با آميد آنقدر كم بود كه امكان اندازهن آكريلميزا

  .اين روش وجود نداشت
                                                      

1 Supernatant                                     2 Clean up 
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   معادله خط مربوط به آن وSPE-GC/FIDمنحني كاليبراسيون بدست آمده براي روش  -1نمودار 
  

  

  
شاهد  شده به نمونه ppb 200 (spikeغلظت(آميد استاندارد محلول آبي حاصل از استخراج آكريل  µl 1 گازكروماتوگرام تزريق -1شكل 

   )Rt=6.413 & Area=195770 . ( SPEگيري از فرآيند  با بهره GC/FIDبا دستگاه ) خمير(
  

   )ppb(هاي مورد مطالعه ميانگين مقدار آكريل آميد توليد شده در نان-1جدول 
 تعداد نمونه كمينه  بيشينه ) انحراف استاندارد±(ميانگين  نوع نان

  10 130 159 37/141 ± 24/1 تافتون
  10 115 138 02/127 ± 95/0 بربري
  10 73 116 21/101 ± 01/1 سنگك
  10 - -  گيريغير قابل اندازه لواش
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  بحث 
اكثر محققين از روشهاي پيشرفته مانند 

LC/MS/MS و يا GC/MS به منظور تشخيص و 
  .اندآميد  استفاده كردهعيين ميزان آكريلت

Castleهاي  استفاده از روش2002و همكاران در سال
LC-MS/MS و  GC-MS را براي تجزيه مستقيم و

 قابل قبول گزارش يآميد با نتايجتعيين مقدار آكريل
  . نمودند
  Tarekeآميد موجود  آكريل2002 و همكاران در سال

شوند را با دو معمول مصرف ميدر مواد غذايي كه به طور 
 تعيين كردند و GC-MS و LC-MS/MSروش 

آميد در ت تكنيك پختن را در تشكيل آكريليهمچنين اهم
غذايي وقتي كه مواد. موادغذايي را مورد بررسي قرار دادند

آميد به طور قابل به روش جوشاندن تهيه شدند مقدار آكريل
. ش يافتاي نسبت به روش سرخ كردن كاهملاحظه

همچنين رابطه بين دما و زمان حرارت دهي را بررسي 
  .كردند

ترين امكانات در اين تحقيق تلاش گرديد با ساده
هاي تحقيقاتي شهرستان كرمان ميزان موجود در آزمايشگاه

 گاز. هاي نان ارزيابي گرددآميد در نمونهآكريل
 كروماتوگرافي روشي سريع و نسبتاً كم هزينه براي دنبال

آميد در ها مانند آكريلكردن بسياري از تركيبات و آناليت
، يك آشكارساز FIDآشكارساز . باشدموادغذايي مي

. يونيزاسيون است كه تقريباً به تمام مواد آلي حساس است
امتيازاتي همانند حساسيت بالا، پايداري مناسب، دامنه 
گسترده خطي بودن پاسخ، سادگي كاربرد، سهولت 

 قابليت كاربرد وسيع و قيمت ارزان، سبب شده نگهداري و
ترين و پر كاربردترين آشكارساز  عموميFIDاست كه 

  ).1383 امامي،(كروماتوگرافي گازي باشد 
هاي حاصل از غلات حاوي با توجه به اينكه انواع نمونه

باشند لذا از مخلوط مقادير قابل توجه نشاسته و پروتئين مي
ل استفاده گرديد تا از تورم و آب و متانل به عنوان حلا

ژلاتينه شدن نمونه و در نتيجه كاهش بازده استخراج 
  . (SNFA, 2002)جلوگيري شود 

اي از اهميت  در يك روش تجزيه سازي نمونهآماده
رغم اي برخوردار است، زيرا در بسياري موارد، علي ويژه

شود، به عنوان منشأ بسياري از  وقت زيادي كه صرف مي
سازي نمونه،  در گذشته آماده. شود ي كار، شناخته ميخطاها

شامل انحلال نمونه، خالص سازي و استخراج بود كه 
اما امروز . گرفت  مايع صورت مي–توسط استخراج مايع 

SPE نسبت به LLEشود، كه اين   ترجيح داده مي
تغليظ ارجحيت، به دليل عملكرد سريع و آسان، فاكتور پيش

مد، عدم نياز به مصرف مقادير زياد زياد، تنوع فاز جا
هاي مورد نظر روي فاز جامد با  هاي آلي، جذب گونه حلال

باشد  پايداري مناسب و حد تشخيص پايين مي
(Simpson, 2000). استخراج فاز جامد، روشي براي 

سازي نمونه است، كه آناليت را به وسيله جذب روي  آماده
. نمايد  و تغليظ ميفاز جامد، از محلول مورد نظر جداسازي

اين عمل به وسيله شويش آناليت با يك يا چند حلال 
عوامل . يابد مناسب جهت تجزيه دستگاهي ادامه مي

مختلف درخلال فرآيندهاي جذب آناليت روي جاذب و 
امروزه . د بهينه شونديواجذب شدن آن با يك شوينده با

SPEهاي استخراج و   به عنوان يكي از مهمترين روش
 ( ,.Fontanas et alتغليظ شناخته شده استپيش 

(2007.  
 DB-FFAPدر خاتمه ميتوان استفاده از ستون قطبي 

 به همراه كارايي و حساسيت بسيار بالا دستگاه گاز
 را رمز موفقيت اين 3420 مدل BEIFENكروماتوگراف 

  . تحقيق به شمار آورد
  
  گيرينتيجه

 ميزان مجاز با توجه به اين نتايج، در صورتيكه حداكثر
 µg/kg bw/day 8/0-3/0آميد مواجهه روزانه با آكريل

  ، در اين صورت (Dearfield et al., 1988)باشد 
آميد از نان هاي سنتي توان ميزان دريافت روزانه آكريلمي

در شهرستان كرمان را با توجه به ميانگين مصرف روزانه 
د با شوالبته پيشنهاد مي. هر فرد زير حد مجاز دانست

-GC-MS ،LCهاي پيشرفته مانند استفاده از دستگاه
MS-MSهاي مختلف استخراج، تحقيقات بر و با روش 

روي انواع نان در مناطق مختلف با توجه به شرايط متفاوت 
پخت ادامه يابد تا بهترين نوع نان و مطلوبترين شرايط 

  .پخت بطور دقيق تعيين گردد
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