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اي در  هاي آروماتیک چند حلقه شناسایی وآنالیز همزمان هیدروکربن

سنج   طیف- هاي نان بربري با استفاده از روش کروماتوگرافی گازي نمونه
 جرمی

 

 4سید ابراهیم حسینی ،3عطاءاله شکوري، 2،  سید مهدي سیدین اردبیلی1وحیده مرادي

 
   .تهران، ایران ،سلامی واحد علوم و تحقیقاتدانشگاه آزاد ا-گروه علوم و صنایع غذاییصنایع غذایی، کشاورزي و علوم دانشکده صنایع غذایی،  ي دکترا-1

   .، تهران، ایراندانشیار دانشکده علوم کشاورزي و صنایع غذایی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات -2
  هشتیاستادیار مرکز تحقیقات سلامت غذا دانشگاه علوم پزشکی شهید ب -3

   .ایران ،دانشیار دانشکده علوم کشاورزي و صنایع غذایی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران -4
)11/09/98: رشیخ پذی  تار98/ 23/04:  افتیخ دریتار(  

 
  چکیده

نیمه ( بربري سنتی تنوري و فرپز هاي نان نمونه اي در  نوع هیدروکربن آروماتیک چند حلقه24در این پژوهش یک روش معتبر و مؤثر براي آنالیز همزمان 
 QuEChERS1سازي نمونه بر اساس روش  آماده.اندازي گردید طیف سنج جرمی راهستگاه کروماتوگرافی گازي مجهز به آشکارساز  با استفاده از د)صنعتی

 شیب منحنی کالیبراسیون ترسیم ، اثر ماتریکسبررسیبراي  .ته شدهاي نان به کار گرف پس از اعتبار سنجی براي آنالیز نمونهروش تدوین شده انجام شد و 
 ترکیب آنالیز 24 بین در .مقایسه شد ي بلانک  در نمونه3 شدهشیب منحنی کالیبراسیون اسپایکو  2در حلال خالص استونیتریل PAHشده با استانداردهاي 

 از منحنی  در نتیجه به منظور غلبه بر اثر ماتریکس. داراي اثر ماتریکس کاهشی بودند)8(% ترکیب 2داراي اثر ماتریکس افزایشی و ) 91(% ترکیب 22شده، 
با ضریب همبستگی به صورت خطی،  ng/g 500 - 10 غلظت ي    یبراسیون براي هر آنالیت در دامنهشیب منحنی کال  .کالیبراسیون اسپایک شده استفاده شد

)R2 (999/0-990/0 حد تشخیص  .بود)LOD (عیین مقدار و حد ت)LOQ( ،  به ترتیبng/g 49/1 -14/0و  ng/g 91/4-46/0 میانگین  .محاسبه گردید
  نسبی انحراف استاندارد ودرصد 86- 111دامنه  با ) تکرار در هر روز3 (سه روز متوالیدر ) ng/g 200 ،50 ،25(درصد بازیافت در سه سطح اسپایک 

57/11 -85/2) RSD<20%( نمونه 9 درهاي نان با روش معتبر شده نشان داد که هآنالیز نمون  نتایج.بود )با   نفتالن ترکیب، تنوري سنتی بربري نان%)45
 از حدود قانونی اتحادیه اروپا مقادیر مثبت شناسایی شدهتمامی . هاي بربري فرپز هیچ ترکیبی ردیابی نشد ناندر و ردیابی شد ng/g89/1±34/46  میانگین

تواند سبب  میدر نان بربري   با حرارت مستقیم شعله گازتماس که نتایج نهایی نشان داد. بیشتر بود) ng/g 1.0( بر پایه غلات براي غذاهاي فرایند شده
  .شودآروماتیک ایجاد ترکیبات 

  
  اي، نان بربري، ترکیبات آروماتیک چند حلقه)GC-MS( اسپکترومتري جرمی -  گازي کروماتوگرافی: واژگانکلید

  

                                                             
 مسئول مکاتبات: mahdi_seyedain@yahoo.com  

1. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe 
2. Solvent-based calibration curve  
3. Spiked calibration curve 
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  مقدمه - 1
بزرگـی   ، گـروه  (PAHs)اي  چند حلقهآروماتیک هايهیدروکربن
 تـشکیل    آروماتیـک ي  یا چند حلقه2آلی هستند که از  از ترکیبات

-ور مـشترك مـی     اتم کربن دو حلقـه مجـا       دوشوند که حداقل     می

 شکلهاي کربن و هیدروژن      ها از اتم     PAHاسکلت اصلی   . باشند
ظیـر نیتـروژن و   هـایی ن   اتـم هـا هتـرو    ولی در برخـی از آن گیرد  می

 3 تـا  2کـه داراي  ترکیبـاتی  آن دسـته  . شـود  سولفور هم یافت مـی  
 4 و L-PAHs(1( هاي سـبک  PAHحلقه بنزنی هستند به عنوان    

-H( هــاي ســنگین PAHحلقــه بنــزن و بــیش از آن، بــه عنــوان 

PAHs(2  ترکیبات . ]1[شوند   شناخته میPAH   بزرگتـرین گـروه 
زایـی،  دهند که خصوصیات سرطان   کیل می ترکیبات شیمیایی را تش   

  PAH.  بعضی از آنها شناخته شده اسـت       زاییآسیبزایی و   جهش
) cd-1,2,3(ماننـد بنزوآپیـرن، اینـدنو       ) H-PAH(هاي سـنگین    

ــزو  ــرن، دي بن ــزو ) h,a(پی ــن، بن ــریلن ســمی و ) g,h,i(آنتراس پ
ایـن ترکیبـات از    . ]2[ باشندمی) L-PAH( پایدارتر از نوع سبک

لالیت کمی در آب برخوردارند و خاصیت چربی دوستی زیادي          ح
بیشتر این ترکیبات فشار بخار پایینی دارنـد و جـذب ذرات            . دارند

تواننـد بـه   تمام ترکیبـات داراي کـربن و هیـدروژن مـی      . می شوند 
. عمـل کننـد  ) C°700-500( در دماي بـالا   PAHسازعنوان پیش

هـاي ناپایـدار   بـه بخـش  این ترکیبات طی پیرولیز با شکسته شـدن        
و سـپس ترکیـب شـدن بـا         ) هـاي آزاد  غالبـا رادیکـال   (تـر   کوچک

هاي نـسبتا پایـدار را   PAH، )پیروسنتز(یکدیگر در مجاورت گرما   
-C°150(تـر    ها در دماهـاي پـایین      PAHتشکیل  . کنندتولید می 

ی بـه دوره زمـانی و مقـدار بیـشتري        نیز اتفـاق مـی    ) 100 افتـد ولـ
ــات ــلترکیب ــاز دارد دا آلکی ــه. ]3[ر نی ــورکلی ب ــواد در ط  م

 عـدم  در و بـالا  دماهـاي  در هـا کربوهیـدرات   از PAHsغـذایی، 

همچنـین  . شـوند آن تـشکیل مـی   فشار کاهش یا و اکسیژن حضور
تواننـد از اسـیدهاي آمینـه و         مـی  PAHsمشخص شده است کـه      

  .]4[وجود آیند اسیدهاي چرب نیز به

                                                             
1. Low- poly aromatic hydrocarbon     
2. High-poly aromatic hydrocarbone 

 بخـش  تـرین عمده آمده ملبه ع هايبررسی و تحقیقات اساس بر

 90 از بـیش  سـاله  هـر  که است نان تولید به مربوط گندم مصرف

-کـه عمـده   می رسد نان تهیه مصرف به عرضه گندم مقدار درصد

 رژیـم  در پـروتئین دریـافتی   و انـرژي  تامین در غذایی گروه ترین

 هـاي ویژگی به توجه با نان .کشور محسوب می شود افراد غذایی

 الگـوي  اصـلی  منـابع  از اقتصادي و اجتماعی گی،فرهن منطقه اي،

 نیازهاي از اي عمده بخش و باشد می ما کشور غذایی روزانه مردم

 در امـر  ایـن  ویـژه  به. می شود تامین آن از بدن ي روزانه اي تغذیه

 باشـد  مـی  نـان  ها آن غذاي اصلی که جامعه درآمد کم اقشار مورد

لید نان بر اسـاس آمـار    توي متوسط روزانه .]5[است  اهمیت حائز
باشـد کـه بـا       کیلـوگرم مـی    500حـدود   هاي غلات،   پژوهشمرکز  

 مرکـز   تحقیقـات . آیـد بدست می   کیلوگرم آرد  400مصرف حدود   
 نـان  ٪5/42  مـردم ایـران  دهـد کـه  هاي غـلات نـشان مـی     پژوهش

 نان لواش را بـه   ٪4 نان بربري و     ٪5/17 نان تافتون،    ٪30سنگک،  
  . ]6[کنند عنوان نان اصلی مصرف می

ها با توجـه بـه امکانـات موجـود،       PAHهاي گذشته آنالیز    در دهه 
 یهـاي دسـتگاهی مختلف ـ  محدودیت زمانی و نوع پـایش بـا روش      

 GC و   HPLCهاي کروماتوگرافی چون    روش. انجام گرفته است  
و اخیـرا   FLD, FID, UVD مختلـف نظیـر   آشکارسـازهاي بـا  

در آنـالیز   LC/MS و GC/MSمدتر آتر و کار هاي حساس روش
PAH   7[شـود  هاي مختلـف بـه کـار بـرده مـی     ها در ماتریکس[. 

یک مزیت مهم    طیف سنج جرمی     هايآشکارسازامروزه استفاده از    
تعیـین  (آید، زیـرا بـا ایـن نـوع آشکارسـازها شناسـایی         شمار می به

ها به طـور همزمـان        ترکیبات مورد آنالیز و تعیین مقدار آن      ) ماهیت
تـوان   مـی  حاصـل از آنـالیز  با طیف جرمـی . تیر اسپذ  کاملاً امکان 

- درباره وزن مولکولی، ساختار عنصري، گـروه       عات با ارزشی  اطلا

 هـا   هاي عاملی و در برخی موارد، هندسه و ایزومر فضایی مولکول          
 از گازکرومـاتوگرافی بـه همـراه طیـف          اسـتفاده . ]8[ دست آورد به

نیاز و توانمندي    امکانات مورد    برخورداري از سنج جرمی به علت     
 هــا، روش PAHو کــارایی بــالاي ایــن روش در آنــالیز همزمــان 

  .باشددستگاهی انتخابی مطالعه حاضر می
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سازي نمونه گلوگاه اصـلی در مراحـل آنـالیز در محـصولات          آماده
 و سخت بـوده  گیرهاي آنالیزي وقتبسیاري از روش  . غذایی است 

ــد و بنــابراین پــر و  از  .هزینــه هــستندمــصرف حــلال بــالایی دارن
هاي مـورد آنـالیز زیـاد باشـند،         که ممکن است تعداد نمونه    آنجایی

آل یـک  در حالـت ایـده  . باشـد  بنابراین روشی سریع مورد نیاز مـی      
 آنالیز باید سریع و آسان بوده، به مواد شیمیایی کمی احتیـاج            روش

هـاي پـاك سـازي    داشته باشد، اختصاصیت داشـته، نیـاز بـه روش      
هـا را در بـر    ته باشـد و نیـز طیـف وسـیعی از آنالیـت            اضافی نداش 

  . ]9[گیرد
انـدازي یـک روش    ي نخـست راه  حلـه مرهدف از این پژوهش در   

ــالیز همزمــان   ــراي آن  نــوع هیــدروکربن 24معتبــر ارزان و ســاده ب
هـاي نـان بربـري سـنتی و نیمـه       اي در نمونـه  آروماتیک چند حلقه  

اتوگرافی گـازي مجهـز   ي کروم ـ صنعتی با استفاده از روش پیشرفته     
به طیف سنج جرمی و سـپس اسـتفاده از ایـن روش معتبـر بـراي                 

  .نان بربري استهاي واقعی  آنالیز نمونه
  

  هامواد و روش -2
  PAHمواد شیمیایی و استانداردهاي  -2-1

فلـــورن  ) C( شـــامل بنـــزو  PAH اســـتاندارد مخلـــوط  15
(B[c]F,97%) ، ــزو ــن ) a(بنــــ ، )B[a]A,99%(آنتراســــ

،  (MChr,99%-5) متیـل کرایـزن  -5،   (CHR, 99%)نکرایز
فلــورانتن ) b(، بنــزو (C[cd]P,99%)پیــرن) c,d(ســیکلوپنتا

(B[b]F,99%) بنزو ،)k (فلورانتن (B[k]F,99%)  بنزواپیـرن ،
(B[a]P,99%) دي بنــزو ،)ah ( آنتراســن(D[ah]A, 99%) ،

پـریلن  ) ghi(، بنـزو   (I[cd]P, 99%)پیـرن ) cd-1,2,3(ایندنو 
(B[ghi]P, 99%) دي بنزو ،)al ( پیـرن(D[al]P, 99%) دي ،

ــزو (D[ae]P, 99%)پیـــرن ) ae(بنـــزو  پیـــرن ) ai(، دي بنـ
(D[ai]P, 99%) و دي بنزو )ah (  پیـرن(D[ah]P, 99%) از 

 عدد اسـتاندارد جداگانـه مـشتمل بـر فنـانترن         9 و   1شرکت رستک 
PHE, 99.20%) نفتالن ،(NPH, 99.40%) فلورن ،(FLR, 

                                                             
1.  Restek United States 

، (PYR, 98%)، پیرن (FLA, 98.7%)، فلورانتن (99.90%
، پریلن (ACP, 99.9%)، آسنفتن (ANT, 99.40%)آنتراسن 

(PER, 99.9%)ــنفتیلن ــتاندارد  (ACL,99.9%) ، آس و اس
دریچ             خریـداري   2داخلی تري فنیل فـسفات از شـرکت زیگمـا آلـ

ستونیتریل، هاي مورد استفاده شامل اتیل استات و ا         حلال. گردیدند
 و  3از شـرکت مـرك    ) HPLC-grade(با درجـه آنـالیزي      همگی  

 از شــرکت PSA4آب، اســتات سـدیم و  سـولفات منیــزیم بـدون   
آب دیونیزه از سیستم خاص سازي آب       . زیگما آلدریچ تهیه شدند   

)Milli-Q water (دست آمده ب.  

   هاPAHسازي استانداردهاي کاري   آماده-2-2
گـرم از   میلـی 10وزین   از ت  PAH استاندارد   9هاي استوك   محلول 

اسـتات  لیتر اتیل میلی10هر کدام از استانداردها به طور جداگانه در  
 در اتیل استات آمـاده  μg/mL 1000.0تهیه شد و از آنها غلظت 

 بـا غلظـت   PAH ترکیـب اسـتاندارد     24 محلول مخلوطی از     .شد
5.0 μg/mL ــل ــا ح ــردن ب ــبک ــوط 15 ی از غلظــت مناس  مخل

همـه   . تهیـه گردیـد   ارد منفـرد در اسـتونیتریل        استاند 9استاندارد و   
 PAH ترکیب  24استانداردهاي اولیه و کاري از استاندارد مخلوط        

در اتیـل  ) TPP(محلول استوك تـري فنیـل فـسفات      . آماده شدند 
 بـه مقـدار   μl/ml 20استات به عنوان استاندارد داخلی در غلظت 

50 μl     تمـامی  . به نمونه هاي نـان مـورد آزمـون اسـپایک گردیـد 
بـراي جلـوگیري از   (هاي تیره رنگ هاي استاندارد در شیشه لمحلو

 . نگهداري شدندC˚20- و در دماي ) در معرض نور قرار گرفتن

  هاي آزمونسازي نمونهآماده -2-3
 معرفـی شـده در سـال    QuEChERSاستخراج بر اسـاس روش   

 و همکـاران، بـر پایـه اســتخراج    Anastassiades توسـط  2003
تونیتریل و آبگیري بـا سـولفات منیـزیم در حـضور یـک        توسط اس 

 توسط یـک آمـین نـوع        5حله پاك سازي  رنمک و پس از آن یک م      
 بـا  روش بـه کارگرفتـه شـده       .]9[  انجام شد  PSAاول دوم به نام     

 نـان بـا    ي   گـرم نمونـه    5 بدین ترتیب بود کـه       تغییرات اعمال شده  

                                                             
2.  Sigma Aldrich,United states 
3.  Merk, Germany 
4. primary secondry amin  
5. Clean-up 
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. ل گردیـد لیتـري منتق ـ  میلـی 50دقت توزین شد و به یک فـالکون    
 ng با غلظت TPP استاندارد داخلی μL50سپس بر روي نمونه، 

/mL200سپس.  افزوده شد mL14   استونیتریل به نمونـه افـزوده 
 ورتکـس  PAHبـراي خـروج ترکیبـات     دقیقـه  3شد و به مـدت     

 گـرم اسـتات    5/1 گـرم سـولفات منیـزیم و         2روي نمونـه    . گردید
در این مرحله فـالکون  .  دقیقه ورتکس شد 3سدیم اضافه و مجدداً     
 .شـد   سـانتریفیوژ rpm9000 دقیقه با دور    5حاوي نمونه به مدت     

ه             mL 7 سپس  از محلول صاف شده رویی برداشته شـد و بـه لولـ
 گاز نیتـروژن تـا      با  دستگاه اواپراتور  آزمایش منتقل گردید و توسط    
سپس به این لولـه کـه در انتهـاي آن    . خشک شدن کامل تبخیر شد  

 استونیتریل اضافه شد و بعـد ابتـدا   μL 500شده بود،نمونه تغلیظ 
و مجـدداً    Sonicate دقیقـه   10 دقیقه ورتکس، سپس     3به مدت   

 نمونـه موجـود   μL 500در این مرحله تمام .  دقیقه ورتکس شد3
 mg60در لوله به یک میکروتیوپ یک میلی لیتري حـاوي مقـدار             

 دقیقـه  1  منتقل و بعد بـه مـدت   mg20  ،PSAسولفات منیزیم و    
 دقیقـه بـا دور      5سـپس ایـن مجموعـه بـه مـدت           . ورتکس گردید 

rpm13000در آخرین مرحله، محلول رویـی بـا   . شد   سانتریفیوژ
 . بـه دســتگاه تزریـق شــد  μL 2دقـت برداشـته شــد و در نهایـت    

هـاي   نـسبت بـه روش     QuEChERSاستخراج  روش  استفاده از   
 هاي خطرناك ماننـد  استخراج دیگر به کار رفته در نان که از حلال     

، علاوه بـر   ]1[بر سوکسله استفاده شده است    هگزان و روش زمان   
تر در استخراج استفاده می شود، مـدت   کمتر و ایمن اینکه از حلال  

زمان کمتري صرف استخراج می گردد و به وسایل پیشرفته خـاص   
نیاز ندارد و داراي بازیافت بهتري نـسبت بـه روش سوکـسله مـی            

از مزایــاي دیگــر روش حاضــر، کــم هزینــه بــودن آن،  .]1[باشــد 
سرعت و سادگی روش می باشد که به راحتی مـی تـوان در مـواد             

 .غذایی به کار گرفته شود

  آنالیز دستگاهی -2-4
 Agilent code 7890 مـدل  GCبـا دسـتگاه   هـا  تمامی نمونـه 

 Agilent codeمجهز به شناسـاگر اسـپکترومتري جرمـی مـدل     

  7693با کـد  و اتوسـمپلر split/spiltless  بـا اینجکتـور  5975
)Agilent technologies, USA(  سـتون مـورد   .  انجـام شـد

 DB-5MS capillaryاســـتفاده از نـــوع ســـتون موئینـــه  

column(30m0.25mm I.D., (0.25µm film) از 
بـا  ) %99.999خلـوص   ( و گاز حامل هلیـوم       Agilentشرکت  

 دمـایی آون مطـابق    با برنامـه mL/ min 1.6سرعت جریان ثابت 
 2بـه مـدت     درجـه سلـسیوس      80دمـاي اولیـه       : زیر به کار رفت   

 رسیددرجه سلسیوس    140 دماي    به C/min20°دقیقه، با سرعت    
 به دماي   C/min 5° دقیقه توقف و سپس با سرعت          1و به مدت    

ــسیوس   315 ــه سل ــیددرج ــور   . رس ــاي اینجکت ــه  300دم درج
دمـاي خـط   . بـود splitless و با جریـان ثابـت در مـد    سلسیوس 

درجـه سلـسیوس     230 و   280بـه ترتیـب       2 و منبـع یـونی     1انتقال
ــی . بودنــد ــان m/z 500-50از دامنــه جرم ــراي جــستجوي زم  ب
از روي   .ها اسـتفاده گردیـد   آنالیت 4هاي تشخیصیو یون 3بازداري

هـاي انتخـابی بـراي شناسـایی        زمان بازداري و طیف جرمـی یـون       
فاده شـد کـه حـداقل سـه یـون بـراي             دست آمده اسـت   ههاي ب  پیک

 بـا   یـون تـرین فـراوان   .ها استفاده شـدند  تشخیص و تعیین آنالیت
 و بقیـه  5بالاترین نسبت سیگنال به نویز به عنوان یون کمیـت یـاب        

  .انتخاب شدند 6هاي تاییديبه عنوان یون

   اعتبارسنجی روش-2-5
تبار نتایج   به منظور تضمین اع    که اطمینان از کارایی روش    از آنجایی 

، بنـابراین در   ]10[باشد  عامل اساسی در آزمایشگاه می    ، یک   آزمون
این پژوهش، بر اساس قوانین اتحادیه اروپا اعتبارسنجی انجام شـد           

در این راستا پارامترهاي معتبرسازي چـون بررسـی اثـر           . ]10-12[
ماتریکس، محدوده خطی بودن، مطالعات دقـت، صـحت، حـدود           

   .، انجام گردید)LOQ(عیین مقدار ، حدود ت)LOD(تشخیص 
هـاي متفـاوتی    روش)ME ( اثـر مـاتریکس  درصـد   براي محاسبه
ــود دارد ــسه   . وج ــق از روش مقای ــن تحقی ــی  در ای ــیب منحن ش

شیب منحنی کالیبراسیون ترسـیم شـده   با ) A(کالیبراسیون اسپایک   
کــه ) B(در حــلال خــالص اســتونیتریل  PAHبــا اســتانداردهاي 

                                                             
1.  transfer line 
2.  ion source 
3.  retention time 
4.  Diagnostic ions 
5. Quantitative ion 
6. Confirmative ion 
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سـپس بـا در نظـر گـرفتن      گردیـد و استفاده شد، باروش دقیقی می  
شیب منحنی دو خط فوق و با استفاده از فرمـول زیـر درصـد اثـر              

            .]14[ شدماتریکس محاسبه 

 
بـا دامنـه     براي غلبه بر اثر ماتریکس، از روش کالیبراسیون اسـپایک         

 رسـم منحنـی    با سه تکرار جهت   )  نقطه ng/g 500-10) 6غلظت  
 بـه ایـن   .اسـتفاده شـد   و تعیین محدوده خطی بـودن   کالیبراسیون
 در  PAH ترکیـب    24 گرم نمونه نان بلانک، مخلـوط        5منظور به   
 ng/g 10 ، ng/g 25 ،ng/g 50  ،ng/g 100  ،ng/gســطوح 

 بـا غلظـت ثابـت     TPP و نیز استاندارد داخلـی     ng/g 500 و   200
ng/g 200   طبـــق روش  اســپایک و کـــاملا مخلــوط گردیـــد و

سـازي صـورت     هـا اسـتخراج و پـاك         بـر روي نمونـه     استخراجی،
کرومـاتوگرافی گازیــ طیـف      توسـط دسـتگاه    آنالیز  بعد از  .گرفت

 نسبت سطح زیر منحنـی هـر ترکیـب بـه سـطح زیـر          سنج جرمی، 
ین آن منحنی استاندارد داخلی، بـراي هـر تکـرار محاسـبه و میـانگ         

 رسـم  ،)R2 (تعیـین مقـدار    ضریب   گرفته شد و سپس معادله خط،     
 در . محاسـبه گردیـد  Excelمنحنی کالیبراسیون توسط نـرم افـزار       

هاي اسپایک شده در سطوح پایین با احتساب نسبت سیگنال         نمونه
 جهـت  1/10 و نسبت سیگنال بـه نـویز       LOD جهت   1/3به نویز   
LOQ              حدود شناسایی و حدود تعیین مقـدار هـر ترکیـب تعیـین 

- بـه نمونـه    جهت مطالعه دقت، صحت و تکرارپذیري روش،       .شد

، ng/g 25  سـه سـطح    درهـا  غلظت،هاي بلانک نان آسیاب شده
ng/g 50   و ng/g 200    از مخلوط PAH        9ها و براي هـر سـطح 
به تمـام  .  اسپایک شدند در سه روز متوالی   ) نمونه 27جمعاً  (نمونه  
 افـزوده  ng/g200 با غلظت ثابـت   TPPها استاندارد داخلی    نمونه
   استخراج شدند و سازي نمونهآمادهش ها مطابق رونمونه. گردید

جهـت   2 و میـزان انحـراف معیـار نـسبی    1میانگین درصد بازیافـت 
مطالعه دقت، صـحت و تکرارپـذیري درون آزمایـشگاهی در نـرم             

 . محاسبه گردید Excelافزار 

ــات -2-6 ــابی ترکیب ــه PAH ردی           هــايدر نمون
  نان بربري

 ]15[اس استاندارد ملی ایـران       نمونه نان بربري تهیه شده بر اس       40
هـا در تنورهـاي    نان. هاي سطح تهران جمع آوري گردید     از نانوایی 

 170-250 بـا دامنـه دمـایی      )نیمـه صـنعتی    (سنتی و فرهاي گردان   
هاي نـان   نمونه.  با سوخت گاز طبیعی پخته شدند      درجه سلسیوس 

تهیه شده پس از کدگـذاري، خـشک شـدند و پـیش از آنـالیز بـه                  
یاب گردیدند و به آرد کاملاً یکنواخـت تبـدیل شـدند و           خوبی آس 

براي .  نگهداري شدند  سلسیوسـ درجه   20تا زمان آنالیز در فریزر      
 نمونـه کـاملا یکنواخـت شـده تـوزین و آنـالیز       g 5انجام آزمـون   

  .گردید
  

 نتایج و بحث -3
 تعیین شرایط دستگاه گـاز کرومـاتوگرافی        -3-1

  اسپکترومتري جرمی
،  کروماتوگرافی ـ طیـف سـنج جرمـی    سازي دستگاهنهبه منظور بهی

بـه  براي دستیابی   .  قبل از شروع کار انجام شد      Tunningعملیات  
ــه  ــامل برنامـ ــتگاه شـ ــرایط ي پارامترهـــاي دسـ ــایی آون، شـ  دمـ

هـاي متعـدد   اسپکترومتري جرمی و سـتون مناسـب آنـالیز، تزریـق     
 بـازداري  پس از تعیین زمان. دست آمده انجام شد تا شرایط بهینه ب   

 یـون بـا توجـه بـه بزرگـی      3هاي شاخص هر استاندارد کـه   و یون 
جرم، شدت حضور و تکرارپذیري، به عنوان یون شاخص در نظـر    

 جهت آنالیز همزمـان ترکیبـات   SIM، برنامه  )1جدول  (گرفته شد   
PAHنوشته شد .  

                                                             
1. Recovery 
2. %RSD  or %CV 
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Table 1 Names, Molecular weights, Quantification and Confirmation ions and Retention Times of studied 
PAHs   

Retention 

Time (min)  
Confirmation 

Ions (m/z)  
Quantification 

Ion (m/z)  
Molecular 

Weight (g/mol) 
abbreviation Compound NO. 

5.19 128,127,129  128  128 NPH Naphthalene 1 

8.18 152,151,76 152  152 ACL Acenaphtylene 2 

8.63  153,154,76 153  154  ACP Acenaphthene 3 

10.16  166,165,82 166 166 FLR Fluorene 4 

12.91  178,179, 76 178 178 PHE Phenanthrene 5 

13.09 178,179,76 178 178 ANT Anthracene 6 

17.40  202,200,201 202 202 FLA Fluoranthene 7 

18.27  202,200,201 202 202 PYR Pyrene 8 

20.17  216,215,217 216 216 B(c)F Benzo(c)fluorene 9 

23.49 226,227,225 226 226 CP(c,d)P Cyclopenta(c,d)pyrene 10 

23.66  228.226,229 228 228 B(a)A Benz(a) anthracene 11 

23.79  228.41,113 228 228 CHR chrysene 12 

25.82 242,241,239 242 242 5-M-CHR 5-Methylchrysene 13 

28.25  252,250,253 252 252 B(b)F Benzo(b)fluoranthene 14 

28.35  252,250,253 252 252 B(k)F Benzo(k)fluoranthene 15 

29.76 252,250,253 252 252 B(a)P Benzo(a) pyrene 16 

29.96  252,250,253 252 252 PER Perylene 17 

33.45 276,277,138 276  276 I(1,2,3-cd)P Indeno (1,2,3-cd)pyrene 18 

33.67 278,279,138 278  278 DB(a,h)A Dibenzo(a,h)anthracene 19 

34.25 276,277,138 276  276 B(g,h,i)PER Benzo(g,h,i)perylene 20 

37.84 302,303,300 302 302 DB(a,l)P Dibenzo(a,l)pyrene 21 

38.84 302,303,300 302 302 DB(a,e)P Dibenzo(a,e)pyrene 22 

39.19 302,303,300 302 302 DB(a,i)P Dibenzo(a,i)pyrene 23 

39.37 302, 303,150 302 302 DB(a,h)P Dibenzo(a,h)pyrene 24 
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   بررسی اثر ماتریکس- 3-2
هاي همراه آن ناشی  اثرماتریکس، از رقابت بین آنالیت و مولکول

شود که  این رقابت یا سبب کاهش یونیزاسیون آنالیت می. شود می
 گویند و یا باعث تقویت یونیزاسیون آنالیت 1به آن فرونشانی یونی

نان . ]13[شود   گفته می2گردد که به آن تقویت یا افزایش یونی می
تواند تغییرات چشمگیري  هاي آلی می به دلیل داشتن انواع مولکول

 مورد مطالعه ایجاد PAHهاي کروماتوگرام ترکیبات  در پاسخ
بنابراین باید اثر ماتریکس نان به دقت بررسی و در آنالیز . نماید
روش کالیبراسیون اسپایک براي غلبه بر اثر . ها لحاظ گردد نمونه

استانداردهاي کالیبراسیون با بدین منظور .  رفتبه کارماتریکس 
هاي بلانک نان و مطابق روش افزودن محلول استاندارد به نمونه

، 10( غلظت 6منحنی کالیبراسیون با . سازي نمونه آماده شدند آماده
نتایج . با سه تکرار رسم شد) ng/g 500 و 200، 100، 50، 25

 مورد مطالعه به PAHات نشان داد که اثر ماتریکس نان بر ترکیب
از  .نمایان گردید تقویت یونی و فرونشانی یونی دو صورت کلی

داراي اثر ماتریکس افزایشی و ) 91(% ترکیب 22 ترکیب، 24بین 
که  در صورتیداراي اثر ماتریکس کاهشی بودند) 8(% ترکیب 2

 کدام از  و همکاران، در هیچAl-Rashdan در تحقیقات 
هاي آزمون شده اثر ماتریکسی نواع نان در اPAHترکیبات 

 اثر ماتریکس افزایشی و کاهشی در 2 و 1 شکل .]1[ مشاهده نشد
  .دهدرا به ترتیب نشان میدر نان  PAHترکیبات 

رسم منحنی کالیبراسیون و بررسی خطی  -3-3 

 بودن روش

 24هاي کالیبراسیون براي تمام   نشان داد که منحنی2نتایج جدول 
             ضریب.  خطی بودng/g500  -10حدوده  ترکیب در م

   24 تمام  براي   اعشار، رقم   سه   احتساب ، با)R2(تعیین مقدار 

                                                             
1.  Ion suppression 
2.  Ion enhancement 

مطابق با معیار که همگی دست آمد  به990/0ترکیب بیشتر از 
تحقیقات اسلامی زاد و . ]16[ بود 3ICHاتحادیه اروپا و 

 بدست 997/0در نان، ضریب همبستگی ) 18 و 17(همکاران 
 فرآیند استخراج و بنابراین بر اساس نتایج به دست آمده. آمد

آنالیز داراي کارایی لازم در شناسایی و تعیین مقدار ترکیبات 
PAHباشد می .  

  

  
Fig 1 Ion enhancement matrix effect in analysis of 

studied PAHs in bread by GC-MS 
  

  
Fig 2 Ion suppression matrix effect in analysis of 

studied PAHs in bread by GC-MS 
 

                                                             
3.The International Council for Harmonisation of Technical 
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use 
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Table 2 Regression equations and coefficients of determination (R2), LOQs, LODs (ng/g) obtained for 
studied PAH in bread samples 

Compound 
Regression Equation 

(n=18) 

Coefficients of 
Determination 

(R2) 
LODa LOQb  

NPH y = 0.0003x + 0.009  0.99 1.49 4.91 
ACL y = 0.002x + 0.038  0.998 0.65 2.50 
ACP y = 0.025x + 0.134 0.991 0.65 2.15 
FLR y = 0.005x + 0.052 0.997 0.75 2.48 
PHE y = 0.005x + 0.077 0.998 0.61 2.01 
ANT y = 0.003x + 0.011 0.998 0.56 1.85 
FLA y = 0.006x - 0.006 0.999 0.14 0.46 
PYR y = 0.007x - 0.037 0.996 0.87 2.88 
BcF y = 0.006x - 0.002 0.999 0.18 0.60 

CPcdP y = 0.005x - 0.002 0.996 0.82 2.71 
BaA y = 0.005x + 0.012 0.999 0.24 0.80 
CHR y = 0.013x - 0.068 0.998 0.20 0.67 

5-M-CHR y = 0.005x + 7E-05  0.999 0.24 0.80 
BbF y = 0.008x + 0.015 0.999 0.35 1.15 
BkF y = 0.003x + 0.008 0.999 0.39 1.28 
BaP y = 0.017x - 0.106 0.994 0.79 2.59 
PER y = 0.006x + 0.012 0.999 0.39 1.29 

Indeno cd  P y = 0.006x + 0.021 0.998 0.56 1.85 
DBahA y = 0.005x + 0.004 0.999 0.36 1.19 

BghiPER y = 0.009x + 0.072 0.998 0.58 1.90 
DBalP y = 0.014x - 0.057 0.997 0.59 1.96 
DBaeP y = 0.004x + 0.011 0.999 0.30 1.52 
DBaiP y = 0.003x + 0.020 0.996 0.84 2.76 
DBahP y = 0.002x + 0.027 0.998 0.57 1.88 

a LOD, limit of detection for a S/N = 3. 
bLOQ, limit of quantification for a S/N = 10. 

 
و حد تعیین ) LOD(تعیین حد تشخیص  -3-4

  )LOQ(مقدار 
 جهت 1/3با احتساب نسبت سیگنال به نویز ، ICHطبق معیار 

LOD جهت 1/10 و نسبت سیگنال به نویز LOQ حدود 
راساس ب. شناسایی و حدود تعیین مقدار هر ترکیب تعیین شد

-   بهLOQ و LOD ادیرمق شود،  دیده می2آنچه که در جدول 

 ng/g  مورد مطالعه به ترتیبPAHدست آمده براي ترکیبات 
 که همگی مطایق معیارهاي بودند 46/0- 91/4و 14/0- 49/1

ICHبراي )18( تحقیقات اسلامی زاد و همکاران در .]16[  بود 

  و LODاي  برng/g3/0  مقدارترکیب بنزوآپیرن در نان،

ng/g5/0  براي LOQتعیین شد .  
  تعیین درصد بازیافت و تکرارپذیري روش - 3-5

 هاي اسپایک شده، پس از تزریق سه غلظت متفاوت از نمونه
 قرار 88/86 - 93/111میانگین درصد کلی بازیافت بین محدوده 

  بازیافتیدهد، در محدوده نشان می3شکل طور که  همان.داشت
یانگین م ، در حالی که ترکیبی وجود نداشت هیچ%70ـ  % 80

 از % 8/45، % 80ـ % 90 بین محدوده ترکیبات% 3/8بازیافت 
% 100ـ % 110بین از ترکیبات % 5/37، % 90ـ %100بین ترکیبات 

بودند که این نتایج نشان %  110ـ % 120 از ترکیبات بین % 3/8و 
  . از صحت روش دارد
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Fig 3 Recovery percent of studied PAHs in bread 

samples 
کـه بیـان   ) RSDr(همچنین بررسی میزان انحراف استاندارد نسبی    
ترکیبـات داراي  % 67کننده تکرارپذیري روش است، نشان داد کـه         

  و %5ــ   % 10بـین   ترکیبـات   % 25،  %2ــ   % 5میزان انحرافات بـین     
و هیچ ترکیبـی  بوده % 10ـ % 15بین ترکیبات د اراي انحراف  % 3/8

درصــد قــرار نداشــت و میــانگین کلــی % 15ـــ % 20در محــدوده 
  بــود85/2 ـ  57/11در محــدوده نیــز انحــراف اســتاندارد نــسبی 

بنابراین نتایج آنالیزهاي سه روزه و میانگین آنهـا نـشان      .  )4شکل(
هاي انجام شده میـزان بازیافـت  در محـدوده      داد که در تمام نمونه    

نـشان  بـود کـه     % 20 از   کمتـر ) RSD(وانحراف نـسبی  % 120-70
و مطـابق بـا    بسیار خوب روش مورد مطالعه صحت و دقت  دهنده  

ــود ICHمعیارهــاي  تحقیقــات اســلامی زاد و همکــاران   .]16[ ب
بنزآپیرن در نمونه هـاي اسـپایک       %  5/110-85/119بازیافت  ) 18(

 را نـشان داد و در تحقیقـی    RSDبراي % 68/11و مقادیر کمتر از 
 . درصد بود97-120 بازیافت مقدار) 17(دیگر 

  
Fig 4 Percentage of relative standard deviation of 

studied PAHs in bread samples 

هاي بربري  در نانPAH ردیابی ترکیبات - 3-6
  آنالیز شده
 نمونه 20 از میانهاي نان نشان داد که نمونه بر روينتایج آنالیز 

 هاکدام از نمونههیچدر  یز شده،آنال )نیمه صنعتی (پزفربربري نان 
در نان بربري  ولی ، ردیابی نشداي ترکیبات آروماتیک چند حلقه

 %45( نمونه 9 در نان آنالیز شدهنمونه  20 از،  سنتیتنوري
 ng/g  با میانگین )NPH(  نفتالنترکیب) ترکیبات مورد مطالعه

یه  مقدار آن از حدود قانونی اتحادکه  ردیابی شد±34/46 89/1
بیشتر ) ng/g 1.0(اروپا براي غذاهاي فرایند شده بر پایه غلات 

هاي  تمام نمونهاین است کهباشد آنچه قابل توجه می  .]19[ بود
هاي تهیه شده در تنور سنتی که با حرارت مستقیم مثبت در نان

مطالعات گذشته نشان داده است که . پخته شدند، ردیابی گردید
 هاي سنتی و خصوصا نانهاي ایرانیها در نانPAH درباره 

در مطالعات انجام شده توسط . تحقیقات کمی انجام گرفته است
Al-Rashdan ترکیب 16 و همکاران، تعداد PAH 18 در 

 7 نمونه مورد مطالعه، تعداد 18 از .شدنمونه نان و آرد بررسی 
هاي ایرانی حاصل از آرد سفید پخته شده با آون گازي نمونه، نان

هاي مورد مطالعه، از میان ترکیبات شناسایی شده در نان. دندبو
) PHE( فنانترن  و)FLR(فلورن  ،)NPH(   نفتالنترکیبات

همچنین آنها گزارش . بیشترین ترکیبات شیمیایی تولید شده بودند
با دامنه  NPHي نان ایرانی داراي مقادیر بالايهاکردند که نمونه

ng/g 177 -22 و PHEبا دامنه  ng/g  102 -1 از . بودند
هاي سنتی با حرارت مستقیم شعله گاز که در ایران اکثر نانآنجایی

شوند، بنابراین مقادیر بالاي این دو ترکیب در زمان کوتاه پخته می
هاي ما در یافته .]1[تواند تولید شود دلیل شعله مستقیم گاز میبه

از  NPH ترکیب  و همکاران، Al-Rashdanنیز مانند مطالعات 
هاي   همچنین به دلیل اینکه نمونه.ترکیبی بود که ردیابی شدجمله 

هاي سنتی که با حرارت مستقیم پخت  مثبت فقط در نان بربري
ي  شوند وجود داشت، بنابراین در این پژوهش هم اثر شعله می

. شود مستقیم در تولید ترکیبات آروماتیک در نان دیده می
در تحقیقی انجام نگرفته است ولی تحقیقات بر روي نان بربري 

بر روي تعیین ترکیب   ]17[زاد و همکاران که توسط اسلامی
هاي سنتی و نیمه صنعتی سنگگ و نان در نان) BaP(بنزوآپیرن 

از %  5/35 نشان داد کهصنعتی در تهران انجام گرفت، نتایج 
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 و مقدار آن از حدود قانونی  آلوده بودند BaPهاي نان به نمونه
 1.0(اتحادیه اروپا براي غذاهاي فرایند شده بر پایه غلات 

ng/g (ردیابی در تحقیق دیگري  .]19[بیشتر بودBaPان  در ن
    .]18[ مثبت بودند نمونه 2 نمونه نان، 29سنگک نشان داد که از 

در مقایسه با نان هاي   بررسی شدهبربريهاي نان بنابراین در 
ها ترکیب کدام از نمونهر هیچ، د]19و18[  تحقیقات پیشینسنگگ
BaPردیابی نشد .   

  
  

Table 3 PAHs values determined in semi industrial (n=20) and traditional Barbary bread samples (n=20). 
Semi industrial 

bread Traditional bread 
 

Compound Numbers of 
positive 
samples 

Numbers 
of positive 
samples 

LOD 
(ng/g) 

LOQ 
(ng/g) 

Mean ±SD 
(ng/g) 

Min Level 
(ng/g) 

Max Level 
(ng/g) 

NPH 0 9 (45%) 1.49 4.91 46.34  ±1.89 44.254 47.954 
ACL 0 0 0.65 2.50 0 nd nd 
ACP 0 0 0.65 2.15 0 nd nd 
FLR 0 0 0.75 2.48 0 nd nd 
PHE 0 0 0.61 2.01 0 nd nd 
ANT 0 0 0.56 1.85 0 nd nd 
FLA 0 0 0.14 0.46 0 nd nd 
PYR 0 0 0.87 2.88 0 nd nd 
B(c)F 0 0 0.18 0.60 0 nd nd 

CP(c,d)P 0 0 0.82 2.71 0 nd nd 
B(a)A 0 0 0.24 0.80 0 nd nd 
CHR 0 0 0.20 0.67 0 nd nd 

5-M-CHR 0 0 0.24 0.80 0 nd nd 
B(b)F 0 0 0.35 1.15 0 nd nd 
B(k)F 0 0 0.39 1.28 0 nd nd 
B(a)P 0 0 0.79 2.59 0 nd nd 
PER 0 0 0.39 1.29 0 nd nd 

I(1,2,3-cd)P 0 0 0.56 1.85 0 nd nd 
DB(a,h)A 0 0 0.36 1.19 0 nd nd 

B(g,h,i)PER 0 0 0.58 1.90 0 nd nd 
DB(a,l)P 0 0 0.59 1.96 0 nd nd 
DB(a,e)P 0 0 0.30 1.52 0 nd nd 
DB(a,i)P 0 0 0.84 2.76 0 nd nd 
DB(a,h)P 0 0 0.57 1.88 0 nd nd 

∑24 PAHs 0 9 (45%) - - 0 nd nd 
*nd: not detected 

 

  گیري نتیجه- 4
  و دستگاه گاز QuEChERSدر این تحقیق روش 

کروماتوگرافی مجهز به اسپکترومتري جرمی براي استخراج و 
تیک  آروماهیدروکربن ترکیب 24و آنالیز ) clean up(سازي پاك

روش  .به کار رفتبربري و نیمه صنعتی در نان سنتی  ايچندحلقه
سازي نمونه روشی آسان، کم هزینه و به کار گرفته شده در آماده

پس از اطمینان از کارایی . گرددجویی در زمان میسبب صرفه
  توسط اعتبارسنجی روش و محاسبه پارامترهاي روش که 

  
             روش معتبرشده در آنالیزتأثیرگذار بر آنالیز انجام گرفت،

 که در نتایج نشان داد. کار گرفته شد به با موفقیت هاي نان نمونه
هاي بربري فرپز که از حرارت غیرمستقیم در آن استفاده شده نان

تنورپز هاي بربري  در نانولییی ردیابی نشد PAHاست، ترکیب 
 با مقداري   نفتالنبی ترک نمونه9 در  نمونه نان آنالیز شده،20از 

از حدود قانونی اتحادیه اروپا براي غذاهاي فرایند شده بر بالاتر 
  .ردیابی شد) ng/g 1.0(پایه غلات 
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In this research a validated and effective method for simultaneous analysis of 24 poly aromatic 
hydrocarbons (PAHs) using gas chromatography-mass spectrometric detector was developed in traditional 
and semi industrial bread samples. Sample preparation was done based on QuEChERS method and 
developed method was validated and applied for analysis of bread samples. Matrix effect was evaluated 
by comparing the slopes of solvent-based calibration curve and spiked calibration curve in blank sample. 
Among the 24 analyzed compounds, 22 (91%) and 2 (8%) compounds presented the ion enhancement and 
ion suppression respectively. Therefore spiked calibration curve was used for overcoming matrix effect. In 
the concentration range of 10-500 ng/g, the calibration curves for each analyte was linear with a 
determination coefficient (R2) of 0.990 to 0.999. The limits of detection (LODs) and quantitation (LOQs) 
for different PAHs were between 0.14-1.49 and 0.46-4.91 ng/g, respectively. The mean recoveries 
obtained for three fortification levels (25, 50 and 200 ng/g, three replicates in each day) in three 
consecutive days were 86-111% (n=27), and also the average of relative standard deviations (RSDs) of 
PAHs were in the range of 2.85-11.57%  with a satisfactory precision (RSD<20%). Analysis of bread 
samples using the validated method showed that Naphthalene was found in 9 traditional Barbary bread 
samples (45%) in the range of 46.34±1.89 ng/g and any compounds was detected in semi- industrial 
samples. All of the obtained positive results were higher than the legal permissible limits (1.0 ng/g) 
proposed by the European Union for processed cereal-based foods. The final findings showed that direct 
flame exposure in gas oven during baking of Barbary bread could produce PAH compounds. 
 
Keywords: Gas chromatography- mass spectrometry (GC-MS); Poly Aromatic Hydrocarbons; Barbary 
bread. 
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