
ت
انسان و محیط زیس

14

www.irsen.org :سایت اینترنتی انجمن متخصصان ایران

كاربرد روش HPTLC در بررسي غلظت سم دیازینون در مزارع 
برنج

• رضا ارجمندي، استاديار دانشكده محيط زيست و انرژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات         
• منصوره شايقي، دانشيار دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ دانشكده بهداشت ـ گروه حشره شناسي پزشكي و مبارزه با ناقلين

• ميترا توكل، كارشناسي ارشد علوم محيط زيست ـ دانشكده محيط زيست و انرژي ـ دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات

چكیده 
آفت كرم ساقه خوار  با  مبارزه  برای  مازندران  استان  بيشتر شاليزارهای  در 
در  بررسی  اين  می شود.  استفاده  ديازينون  فسفره  حشره كش  از  برنج، 
برنج زارهای شمال كشور انجام شد تا از ميزان باقی مانده اين حشره كش ها 
در زمان مصرف برنج آگاهی لازم به دست آيد. اين مطالعه در يك مركز 
نازك  لايه  كروماتوگرافی  از  استفاده  با  سال 1386  در  آمل  از شهرستان 
جهت بررسی ديازينون بر روی 125 نمونه انجام گرفت. زمان نمونه برداری 
برای آب از يك روز پس از سمپاشی تا هنگام رديابی سم بوده است، طی 

آزمايش های متعدد در اين بررسی نتيجه به شرح ذيل اعلام گرديد : 

باقيمانده اين سم در اكثر ايستگاه ها 1 تا 2 ماه رديابی شد. بالاترين ميزان 
سم ديازينون در ايستگاه اول به ميزان تقريبی ppm 1/14 بوده است. كه 
اين  اروپايی می باشد. در  استاندارد كشورهای  تعيين شده  از مقادير  بيشتر 
رابطه، شرايط اقليمی منطقه، خواص فيزيكی و شيميايی حشره كش فوق از 
جمله خاصيت تدخينی ديازينون مؤثر است. در طی دوره رشد گياه، به سبب 
همين خواص، جذب گياه شده و به تدريج اثرات خود را از دست می دهند.

واژه هاي كلیدي: كروماتوگرافی لايه نازك، ديازينون، مزارع برنج
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مقدمه
افزايش  و  از روش هاي حفظ  يكي  گياهي،  بيماري هاي  و  آفات  با  مبارزه 
توليدات كشاورزي مي باشد كه در اين ارتباط، حشره كش ها قاطع ترين مواد 
جهت كنترل آفات به شمار مي آيند. ولي باقي مانده آفت كش ها در مواد غذايي 
در طولاني مدت عوارضي را در انسان و موجودات زنده ايجاد مي نمايند كه 

اغلب اوقات سبب ايجاد نگراني هايی برای عموم مي شوند )1،2(.
    در ايران از ساليان قبل تا كنون حشره كش های فسفره عمدتاً برای مبارزه 
با آفات كشاورزی و باغات ميوه مورد استفاده قرار می گيرد. مطالعات انجام 
به  را  محيط زيست  و  سطحی  آب های  از  برخی  آلودگی  ايران ،  در  گرفته 

سموم فسفره نشان داده است )3،4،5(.
موجودات  غذايي  زنجيره  آنكه  بر  علاوه  حشره كش  به  آب ها  آلودگي     
آبزي را آلوده می سازد، ممكن است در نهايت به آب شرب نيز راه يابد و 
تهديد  به طور مستقيم و غيرمستقيم  را  انسان ها و ساير موجودات  حيات 

نمايد )6(.
   استان مازندران با 202 هزار هكتار سطح زير كشت برنج، مقام اول را 
باقی مانده  ميزان  از  آگاهی  بررسی جهت  اين   .)7 ( دارا می باشد   در كشور 

حشره كش ديازينون در روی برنج در شهرستان آمل از مراحل اوليه رشد تا 
زمان برداشت محصول بر روی 125 نمونه با استفاده از روش كروماتوگرافی 
لايه نازك انجام گرفت، تا باقی مانده اين حشره كش ها در زمان برداشت 

محصول مشخص گردد )5(.

روش كار
براي اندازه گيري مقدار باقي مانده حشره كش ديازينون در آب شاليزارهاي 

شهرستان آمل سه مرحله در نظر گرفته شد:
1ـ انتخاب محل و نمونه برداري 2ـ عصاره گيري 3ـ تشخيص

حشره كش  نوع  به  توجه  با  و  شد  تهيه  آمل  شهرستان  از  نقشه اي  ابتدا 
مورد نظر و سطح زير كشت مناطق مختلف شهرستان، ايستگاه هايي جهت 
نمونه برداري تعيين گرديد. در مزارع انتخابي، نقاط نمونه برداري در شمال، 
جنوب، شرق، غرب و مركز منطقه قلعه كش در نظر گرفته شدند. با توجه 
تعيين  نمونه برداری  جهت  ايستگاه هايی  منطقه،  موقعيت  و  فوق  مواد  به 
از  آماری در هريك  اساس فرمول ها و محاسبات  بر  نمونه برداری  گرديد. 

زيرمنطقه ها از فاكتور موردنظر به صورت تصادفی انجام گرفت )8(.
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روش محاسبه حجم نمونه
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= برای محاسبه حجم نمونه از فرمول  

دقتی معادل 1/6  انحراف معيار استفاده گرديد.
     ابتدا قبل از شروع سمپاشی مزارع از تمام ايستگاه های انتخاب شده ، 
نمونه برداری انجام گرفت تا از عدم وجود حشره كش فسفره در آب اطمينان 
به  برنج  مزارع  سمپاشی  از  پس  آب  از  اصلی  نمونه برداری  شود.  حاصل 

صورت زير انجام گرفت. 
    در ايستگاه های تعيين شده، از هريك 20 نمونه يك ليتری آب تهيه 
ايستگاه  هر  مختلف  نقاط   cm  10 15ـ  عمق  از  نمونه ها  اين  گرديد. 

جمع آوری شدند. 
    نمونه های جمع آوری شده مربوط به هر ايستگاه جداگانه با هم مخلوط 
گرديد و در گالن های 20 ليتری ريخته شد و در نهايت برای هر ايستگاه 
پنج نمونه 1 ليتری تهيه شد و برای جلوگيری از تجزيه ديازينون موجود 
مراحل  انجام  تا  نمونه برداری  زمان  بين  فاصله  در  آب،  نمونه های  در 
گرديد.  اضافه  نمونه  هر  به  كلرايد  متيلن  محلول   50  CC آزمايشگاهی، 
و  نگهداری شدند  نمونه  يخچال های مخصوص حمل  در  نمونه ها  سپس 
شيمی آزمايشگاه  به  استخراج حشره كش  عمليات  همان صورت جهت   به 

آفت كش ها در دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكی تهران انتقال يافت. 
 شستشوی ظروف شيشه ای مخصوص نمونه برداری و حمل آن با استفاده از 

محلول استن و اسيد كلريدريك انجام گرديد.
 5 در  ايستگاه ها حداقل  تمامی  از  نمونه برداری  كه  است  ذكر  به     لازم 
نوبت در فاصله زمانی يك روز، يك هفته، دو هفته ، يك ماه و دو ماه پس 
اواخر  از  نمونه برداری  گرفت.  صورت  ماه   2 مدت  به  حداقل  سمپاشی  از 
ماه خرداد 1386 يعنی دقيقاً همزمان با شروع فصل سمپاشی، )سمپاشی 
در 15 و 19 خردادماه صورت گرفت ( آغاز و تا اواخر ماه مرداد 1386 كه 
ديگر باقی مانده حشره كش در آب قابل شناسايی نبود انجام گرفت . )تعداد 

نمونه ها 125 عدد(
    عمل استخراج حشره كش و جداسازی فازآلی از فازآبی بر طبق روش های 
از حلال های استون و متيلن كرايد،  به وسيله قيف  با استفاده  متداول )9( 
دكانتور انجام گرفت. بدين ترتيب كه پس از جداسازی )Partition( و استخراج 
قيف  طريق  از  آن  اضافی  مواد  آب ،  نمونه های  از  ديازينون  حشره كش 
جداكننده حذف گرديد و حشره كش مورد نظر در تركيب حلال استون ـ متيلن 

كلرايد استخراج گرديد.
   خالص سازی )Clean up( محلول حاصل در ستون های آماده فلوراسيل 
 و سيليكاژل صورت گرفت و سپس محلول به دست آمده در اين مرحله 

نقشه شماره 1. شماتیک از ایستگاه های انتخابی مزارع برنج شهرستان آمل جهت نمونه برداری آب
E2 .2 قلعه كش جنوب                                     E1 .1 قلعه كش شمال    
                                    E3 .3 قلعه كش شرق                E4 .4 قلعه كش غرب
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تغليظ   )evaporation rotary( دوار  تبخير  دستگاه  كمك  به 
)Concentration( شد. محلول های حاصل به عنوان نمونه های مجهول 

برچسب گذاری شد و در مراحل بعدی ميزان حشره كش های موجود در آنها 
تعيين گرديد. برای تعيين راندمان استخراج )Recovery( در اين روش به 
صورت تجربی عمل شد. بدين ترتيب كه مقدار كاملًا مشخصی از حشره كش 
فسفره ديازينون به نمونه هايی از آب مزارع كه عاری از سموم فسفره بود 
با  بود اضافه گرديد سپس  از سمپاشی نمونه برداری شده  و در زمان قبل 
ديازينون نمونه آب جداسازی،  روش مورد استفاده در اين مطالعه، مجدداً 
خالص سازی و مورد آزمايش قرار گرفت. در نهايت ميزان ديازينون به دست 
آمده با اين روش با مقدار اوليه مقايسه شد و به عنوان راندمان استخراج 
در نظر گرفته شد. تعيين ميزان باقی مانده حشره كش ديازينون، با استفاده 
از روش HPTLC  كه در سال های اخير بسيار متداول گشته )9،10( به 

ترتيب زيرا انجام گرفت:
 Accustandard 10 از نمايندگی شركت mg استاندارد ديازينون در اندازه
سوئيس تهيه گرديد. با استفاده از دستگاه لكه گذار )Applicator( و لوله 
آلومينيومی  پليت  روی  بر  لكه گذاری  عمل   ،(Capillary 5(  5 موئين 
به عنوان  اين روش  )Silicagel 60 F 254) كه در  حاوی سيليكاژل 
فاز ثابت می باشد )به ابعاد cm 20×20(، با استفاده از محلول استاندارد و 
محلول های مجهول تهيه شده از نمونه های آب انجام شد. برای لكه گذاری 
نمونه استاندارد از روش چند استانداردی )Multiple level)  استفاده شد . 
دراين روش از چند غلظت مختلف و يا حجم های مختلف از يك غلظت 

استاندارد برای لكه گذاری نمونه استاندارد استفاده می شود )11(.
   پس ازطی مراحل لكه گذاری )Spotting( و خشك شدن لكه ها ، پليت 
آماده شده جهت رشد و ظهور )Development( در داخل تانك حلال قرار 
گرفت. حلال آلی به عنوان فاز متحرك )Mobile phase( مورد استفاده 
برای رشد لكه های ديازينون ، تركيب استون ـ هگزان به نسبت 80%  به 
20%  بود اين تركيب را در درون تانك ريخته و پس از اشباع فضای تانك 

)حدود 30 دقيقه( پليت آماده در داخل آن قرار گرفت )9،12(.
    در اين تست حدود 25 ـ20  دقيقه برای رشد لكه ها و صعود حلال 
كافی بود ) اين مدت زمان بستگی به اندازه پليت و نوع حلال های داخل 
از تانك خارج كرده و پس از خشك شدن آن ، در  تانك دارد(. پليت را 
لكه ها  نانومتر   254 موج  و طول  فلورسانس  نور  با   UV cabinet داخل 
شركت  )ساخت   TLC Scanner 3 دستگاه  با  نهايت  در  شدند.  رؤيت 
 CATS افزاری  نرم  برنامه  از  استفاده  با  و   سوئيس(  CAMAG كشور 

UV و در وضعيت جذبی ـ انعكاس  با نور فرابنفش  4 لكه های ديازينون 
اسكن  مورد   )Reflection/Absorption( ، )Measurement mode(

قرار گرفت )11(. 

    برای اسكن پليت لامپ دوتريوم در طول موج 257 نانومتر انتخاب شد 
)13(.  در نهايت مقادير ديازينون موجود در هر لكه و همچنين Rf  آنها 
نيز مستقيماً به وسيله برنامه نرم افزاری CATS 4 تعيين شد. از مقادير به 
دست آمده برای هر لكه و با تناسب ساده ميزان ديازينون موجود در واحد 

حجم آب نمونه ها محاسبه گرديد.
    ميزان Rf برای ديازينون )2%±(  58% تعيين گرديد. 

      فاصله طی شده توسط حلال ) از نقطه لكه گذاری الی آخر(
Rf  =                                                                      

 فاصله طی شده توسط سم ) از نقطه لكه گذاری تا نقطه ظاهر شده(   

بحث و تفسیر نتایج
انسان مصرف  جايگاه ويژه آفت كش ها در ميان مواد شيميايي كه توسط 
مي شوند، كاملًا مشخص است. اين مواد كه عمدتاً به منظور كنترل ناقلين 
بيماري ها و آفات كشاورزي به كار مي روند، با هدف هرچه بيشتر مساعد 

نمودن شرايط زندگي انسان ها كاربرد دارند )14(.
   بررسی بر روی 125 نمونه، جهت مطالعه باقيمانده ديازينون از مراحل 
مختلف كاشت ، داشت و برداشت محصول برنج از روز اول بعد از سمپاشی 
با حشره كش ديازينون تا زمانی كه ديگر حشره كش مورد مطالعه در مزارع 
برنج رؤيت نشد، در شهرستان آمل انجام گرفت. همان طور كه در جدول 
1 منعكس گرديده است. بيشترين مقدار باقيمانده ديازينون، يك روز پس 
در  شد.  مشاهده   1/14  ppmمقدار به   1 شماره  ايستگاه  در  سم پاشی  از 
حد  از  كمتر  شده  مشاهده  سموم  زمان ها  كل  در  نيز  ديگر  ايستگاه های 

استاندارد و حد قابل تحمل سم بوده است )8(. 
   ميزان ميانگين باقيمانده ديازينون يك روز پس از سمپاشی در ايستگاه 
شماره يك برابر ppm 1/1391 بوده است، و به ترتيب يك هفته پس از 
آن ppm 0/6637 و دو هفته بعد از سم پاشی به ppm 0/048 كاهش يافته 
است. در اين ايستگاه در ماه اول و دوم قادر به اندازه گيری ديازينون نبوده و 
اثری از حشره كش مشاهده نگرديد. ميانگين نتايج حاصله در ايستگاه شماره 
2، به ترتيب يك روز پس از سمپاشی برابر ppm 0/5281، يك هفته پس 
 ،0/092  ppm سمپاشی  از  پس  هفته  دو   ،0/2551  ppm سمپاشی  از 
يك ماه پس از سمپاشی ppm 0/021 ، دو ماه پس از سمپاشی اثری از 
ديازينون در آب مشاهده نگرديد. ميانگين نتايج حاصله در ايستگاه شماره 3 
به ترتيب يك روز پس از سمپاشی برابر ppm 0/3058، يك هفته پس از 
سمپاشی ppm 0/1604، دو هفته پس از سمپاشی 0/086، يك ماه پس از 
سمپاشی ppm 0/014 و در ماه دوم اثری از سم ديازينون در آب مشاهده 
نشد. ميانگين نتايج حاصله در ايستگاه 4 به ترتيب يك روز پس از سمپاشی 
 برابر ppm 0/6174، يك هفته پس از سمپاشی ppm 0/1873، دو هفته
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پس از سمپاشی ppm 0/065، در ماه اول و ماه دوم پس از سمپاشی اثری 
از سم ديازينون در آب مشاهده نگرديد. نتايج حاصله در ايستگاه شماره 5، 
به ترتيب يك روز پس از سمپاشی برابر ppm 0/9273، يك هفته پس از 
سمپاشی ppm 0/2823، دو هفته پس از سمپاشی ppm 0/1163، يك 
ماه پس از سمپاشی ppm 0/0521 و غلظت سم دو ماه پس از سمپاشی 

برابر ppm 0/001 بوده است )بر اساس جدول ميانگين( )8(.
    ميزان حشره كش ديازينون در ايستگاه شماره دوم و سوم تا ماه اول پس 
از سمپاشی و در ايستگاه پنجم تا ماه دوم پس از سمپاشی قابل رديابی بود، 
كه اين موضوع احتمالًا به دليل قدرت ابقايی بالای حشره كش ديازينون در 
محيط می باشد . زيرا بر اساس مطالعاتی كه در دنيا انجام گرفته، اثر ابقايی 
سموم فسفره نظير ديازينون در آب و محيط بيشتر از ساير سموم فسفره 

می باشد )15(.

                     UV تصویر شماره 1. رؤیت لكه ها با استفاده از نور                TLC Scanner  تصویر شماره 2. دستگاه 

            ppm نمودار شماره 1. مقایسه باقیمانده میانگین سم دیازنیون در ایستگاه هاي مختلف  برحسب

روز اول هفته اول هفته دوم ماه اول ماه دوم

سموم  اغلب  است  مؤثر  محيط  در  حشره كش ها  پايداری  و  بقا  در   PH

ارگانوفسفره در PH بالای 5 پايدار نبوده و سرعت هيدروليز در PH بالای 
8 به ازای افزايش هر واحد 10 برابر می شود. افزايش PH باعث افزايش 

تجزيه سموم ارگانوفسفره می گردد )5(. 
    به طور كلی مطالعات گذشته نشان می دهد كه مدت حضور ديازينون در 
آب بيش از سموم فسفره ديگر بوده است كه اين را می توان به دليل ساختار 
فيزيكی، شيميايی اين تركيبات و پايداری بيشتر ديازينون در محيط قليايی 
به نسبت ديگر سموم فسفره دانست. با توجه به نتيجه آزمايشات مشاهده 
می گردد PH در نمونه  های آب، بالای 5 بوده و به طور كلی PH آب های 
منطقه خنثی به طرف قليايی است يعنی سموم فسفره در آنها دارای پايداری 

كم هستند كه اين به عنوان يك مزيتی مطرح است )5 ،4(.
     درجه حرارت نيز بر سرعت هيدروليز سموم تأثير دارد به طوری كه به ازای 
 افزايش هر 10 درجه سانتی گراد سرعت هيدروليز 3/75 برابر می شود كه
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جهاني )MRL( براي سم ديازينون ppm 2 است( )8(.
   تحقيقات صورت گرفته در طی سال های 1991 الی 1995  در ايالات متحده 
نيز نشان داده كه سموم ديازينون و متان فوس )در حوزه رودخانه وايت در 
ايالت اينديانا و 20 رودخانه اطراف ( دارای بيشترين مقادير در نمونه های 
آناليز شده بودند و مشخص شده كه آلودگی رودخانه ها به سموم فسفره با 

افزايش فاصله رودخانه ها از محل تحت سمپاشی ، كاهش می يابد )18(.
   طبق بررسی هايی كه در ايران صورت گرفته، شايقی 1378 )زمين های 
 ،) مازندران  )رودخانه های   1379 سلسله  تنكابن(،  مركبات  باغات  و  برنج 
هنرپژوه 1381 )سيمينه رود و رودهای اطراف آن( به ترتيب بقايای اين 
حشره كش را 5 ماه، 4ماه و 3 ماه در آب رديابی نمودند. طبق نتايج اين 
 تحقيق نيز بقا  اين سم بيش از 3-2 ماه رديابی گرديد. نتايج اين پژوهش ها 
نتيجه   با  فوق  تحقيقات  در  آمده  دست  به  ارقام  و  اعداد  می دهد ،  نشان 
اين  دارد.  همخوانی  شده  اندازه گيری  سم  ميزان  بر اساس  حاضر  تحقيق 
كشاورزی،  زمين های  شيب  محيط،  دمای   ، PH كه  كرده  ثابت  بررسی 
ميزان بارندگی و ... همگی در باقيمانده ديازينون در محيط مزارع كشاورزی 
آمل نقش مؤثری دارند. مديريت صحيح در استفاه از آفت كش ها، كاهش 
 مصرف بي رويه سموم ارزان قيمت فسفره و جايگزين نمودن تناوبي سموم

 كم خطرتر، آشنا نمودن مصرف كنندگان نسبت به مخاطرات سموم، استفاده 
مبارزه  و  پارازيتوئيدها  از  استفاده  مانند  آفات  با  مبارزه  روش های  ساير  از 
بيولوژيك به جای روش های شيميايی و بالأخره تدوين استانداردها و تعيين 
بيشترين مقدار باقيمانده سم در محصول )MRL( از جمله مسائلی هستند 

كه توجه به آنها در اين منطقه ضروری به نظر می رسد )8(.

می توان اين را ناشی از افزايش فعاليت ميكروبی و بيولوژيكی با افزايش 
دما دانست. طبق آزمايشات انجام گرفته، دمای آب مزارع حداقل 14 درجه 
سانتی گراد در اواخر بهار و حداكثر 27 درجه سانتی گراد در اواسط تابستان 

بوده است )8(.
   تحقيقات انجام گرفته در ديگر مناطق استان مازندران نيز آلودگي برخي 
به  بابل رود  و  تجن، صفا رود  رود  قبيل  از  را  رودخانه هاي شمال كشور  از 
سموم فسفره مالاتيون و ديازينون نشان داده است كه حتي پس از گذشت 
4-3 ماه از زمان سمپاشي، هنوز هم ميزان حشره كش هاي فسفره مذكور 

بيش از حد مجاز بوده است )16 و 4(.
    در مطالعه حاضر نيز روند كاهش حشره كش در طول زمان از روز اول 
پس از سمپاشي تا پايان ماه دوم مشاهده گرديد. ساير مطالعات انجام گرفته 
نيز نشان مي دهد كه سموم ارگانوفسفره معمولًا از منابع آلودگي آب هاي 
آشاميدني به ويژه در مناطق روستايي و شهرهاي نزديك به روستاها و يا 

مزارع كشاورزي و باغات مركبات مي باشد )17(.
    آنچه كه مشخص است در ايران هيچ استاندارد مناسبي براي آب و مواد 
غذايي وجود ندارد بنابراين تنها راه، مقايسه با استانداردهاي جهاني است. 
در كشورهاي اروپايي با توجه به موقعيت هر كشور استانداردهاي متفاوتي 
با  نيز همين وضعيت وجود دارد.  امريكا و كانادا و استراليا  وجود دارد. در 
توجه به اين مسئله استانداردي كه ما در نظر گرفتيم استاندارد كشور آلمان 

است كه در آن استاندارد ديازينون برابر ppm 1 است )5(.
   مقايسه اين نتايج نشان مي دهد كه در ايستگاه شماره 1 در روز پس از 
 سمپاشي ميزان ديازينون بالاتر از حد استاندارد است. )بالاترين حد مجاز 
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Abstract
In most rice paddies in Mazandaran Province,  
Diazinon is applied to control Chilo suppressalis. 
Due to the extensive application of insecticides in 
the rice paddies of the Caspian coasts of Iran, this 
investigation was carried out on the rice fields and 
rice granules in order to obtain the necessary data 
and information on the concentration of insecticide 
residues. This study was done in a center in Amol 
Township in 1386 by using thin-layer chromatography 
in order to investigate Diazinon on 125 samples.  
Sampling period was one day after spraying until  
observing Diazinon. Results indicate that the  
insecticide is used frequently to combat stem  
boring caterpillar of rice and citrus tree’s pest. The 
residuals of this toxic chemical were observed in 
the majority of stations from the day after the  
spraying until one to two months later. The 
greatest level of Diazinon, was in Station #1 in 
amount of 1.14 ppm. This study revealed that the 
physical and chemical properties of the studied 
insecticides such as fumigation quality as well as 
the ecological conditions and soil type influence  
the reduction and eventual removal of the insecticides 

during the cultivation and harvest periods. 

Key words: Diazinon, Thin-Layer-Chromatography, 
Rice fields




