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 چکیده

صادرات این  تسهیلو استراتژیک با توجه به اهمیت  .کننده پسته در دنیا استعنوان نخستین کشور تولیدیران به ا     

لامت محصول، بر اساس شرایط در این محصول جهت اطمینان از سها  کش مانده آفتمحصول، بررسی و تعیین میزان باقی

های جدیدی است که اخیرا به مقدار کشیکی از آفتاسپیروتترامات . های اعتبارسنجی شده اهمیت بسزایی داردو روش

کش از بافت پسته از روش بهبود  جهت استخراج این حشره. رودمیفراوان در باغات پسته جهت کنترل پسیل پسته بکار 

ه سازی روش استخراج با استفاده از دستگاها همه مراحل بهینهجویی در هزینهشد، به منظور صرفهیافته کچرز استفاده 

سازی منجر به نتایج حاصل از این بهینه. جام شدان UV (HPLC-UV) آشکارسازکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا و 

کلیه مراحل . هزینه استخراج را در پی داشت% 01شد که کاهش حداقل  GCBو  C18گران قیمت های جاذبحذف 

های مختلف ها بطور مصنوعی در آزمایشگاه با غلظت ، نمونههای پسته عاری از سم انجام شد اعتبارسنجی با استفاده از نمونه

 آشکارسازبا  HPLCای واقعی از هشده نهایی و استفاده از این روش در آنالیز نمونهبرای تأیید روش بهینه. شدند تیمار

روتترامات در یاسپ یبرا یبافت یساز همسان یبنددرجه یمنحن نه،یبه طیدر شرا. استفاده شد  (LC-MS/MS)جرمی

انحراف  نیهمچن. را نشان داد یمناسب یرفتار خط 3391/1 یبستگ هم بیبا ضر mg/L11/1 -10/1 ی غلظت ی محدوده

 یبافت یسازهمسان یبندرجهد یمنحن ن،یعلاوه بر ا. دست آمد به 99-119 یابیدرصد بازو  %7کمتر از  یاستاندارد نسب

ها سازی آنالیتحد کمی. دست آمد به 3390/1 یبستگ هم بیضربا  ی فوق،غلظتدر محدوده انول -روتتراماتیاسپ یبرا

  mg/L19/1 این ترکیب در پسته که برابر  MRLکه با توجه به  محاسبه شد SANCO ، mg/L10/1طبق دستورالعمل 

 .باشدمی باشد در محدوده قابل قبول می

 (HPLC).کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا کچرز، انول، پسته، -اسپیروتترامات، اسپیروتترامات :کلیدی هایواژه
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 مقدمه

 یا به گونه ،در کشور است یمیآفت قد کی لیپس     

در کشور  1991تا  1901 یها آفت در سال نیکه ا

آفت درجه اول در باغات به امروزه  یگزارش شده؛ ول

پسته که در اصطلاح به آن  لیپس. شده است لیپسته تبد

 یدیدر حال حاضر آفت کل ند،یگو یم« خشک رهیش»

معمولا در اواخر  لیحشره پس. پسته کشور است یها باغ

گذران  زمستان یها شدن هوا از پناهگاهاسفند و با گرم

شدن شدن و بازبلافاصله پس از متورم خارج شده و

 یگذار و تخم هیتغذ ت،یپسته شروع به فعال یها جوانه

حشرات همزمان با شروع  نیا تیجمع انیطغ .کنند یم

پس از آن است که موجب اختلال در  ایبستن پسته و مغز

و در صورت خسارت  شوند یروند پرشدن مغز پسته م

 تیو کم تیفیآفت علاوه بر خسارت به ک نیا د،یشد

گل و  یها جوانه یها و حت برگ زشیمحصول، موجب ر

 روتتراماتیاسپ. شود یم زیدرختان پسته ن ندهیبرگ سال آ

 .رودیپسته بکار م لیآفت پس هیعل 1موونتو یبا نام تجار

در حال حاضر سطح زیر کشت پسته ایران بیش از 

یکی از عوامل مهم کاهش باشد،  هکتار می 079111

ها و  بیماریعملکرد پسته در ایران خسارت آفات و 

ها میزان  خسارت آن کنترلهای هرز است که با علف

  .(FAO, 2016) دیاب میتولید افزایش 

این محصول یکی از اقلام مهم و  آنجایی کهاز 

رود،  استراتژیک در بخش صادرات غیرنفتی به شمار می

برای تداوم صادرات این محصول و حفظ بازار و کسب 

 باقی ماندهه سالم و عاری از تولید پست ،درآمد ارزی بیشتر

. ضروری است پرخطرسموم و عدم استفاده از سموم 

بوده و خطرات  یکمتر باقی ماندهسموم جدید دارای 

ها  بسیار کمتری برای محیط زیست و سلامتی انسان

یکرد اخیرا مصرف یکی از این سموم که با این رو. دارند

 ص داده،های پسته کشور به خود اختصازیادی را در باغ

اسپیروتترامات متعلق به گروه . است روتتراماتیاسپ

                                                           
1 Movento 

کش  هاست که به عنوان یک حشره شیمیایی کتوانول

سیستماتیک برای کنترل دامنه وسیعی از حشرات مکنده 

آبکش گیاه آوند این ترکیب با حرکت در . کاربرد دارد

اسپیروتترامات در  .تواند آفات پنهانی را نیز نابود کند می

تری  های مشابه ترکیب ایمن کش مقایسه با حشره

پس از نفوذ باشد و  بخصوص برای آفات غیر هدف می

-شود که اسپیروتترامات هیدرولیز میبه گیاه به فرم انولی 

ترین متابولیت اسپیروتترامات در گیاهان انول مهم

، کنش با محیط اطرافدر اثر برهم ها کش آفت. باشد می

آب و هوا، محصولات کشاورزی، گیاهان، حیوانات و 

که محصولات انتقالی،  شوند یمبه موادی تبدیل  ها انسان

. شوند یمنامیده  ها کش آفت 2“مشتقات”متابولیت یا 

های  مشخص شده است متابولیت کهنیاامروزه به علت 

 (Belfroid et al., 1998)تر سمی توانند یم ها کش آفت

 ,Aga and Thurman) اولیه کش آفتاز  تر مقاومیا 

ها در حال افزایش  باشند، تمایل به مطالعه متابولیت (2001

کش اولیه، برخی بر خلاف آفتاین، علاوه بر . تاس

های واکنش، ویژهعلت داشتن خواص ها به متابولیت

یا به  دهنداز خود بروز می ستیز طیمحدر  متفاوتی

رسانند که هرگز برای میخود را  ستیز طیمحیی از جاها

مثال به علت  عنوان به. اولیه دیده نشده است کش آفت

ها  خاک، متابولیت-در محیط آب شان ییایپوتحرک و 

ی ها آببه  توانند یم شان هیاولاز ترکیبات  تر آسانخیلی 

ها  لذا متابولیت. (Dagnac et al., 2002)زیرزمینی برسند 

 اند گرفتهقرار 9ی در حال ظهورها ندهیآلاگروه  در

(Hernández et al., 2008).  در  تاکنوناین ترکیبات

بودن اما به علت مشکوک اند نبوده توجه موردپایش 

 سلامتی تهدیداتو  ستیز طیمحدر انتقال به  ها آن

((Martínez Vidal et al., 2009 ، باید در دستور کار

. (Karabelas et al., 2009)ارزیابی ریسک لحاظ شوند 

                                                           
2 Derivatives 
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ی جهت پایش ا هیتجزی ها ، توسعه روشجهیدرنت

تا  ستیز طیمحی مختلف اعم از ها طیمحها در  متابولیت

 طیف سنجی. باشد یمی غذایی ضروری ها کسیماتر

یک سیستم تشخیصی قوی به علت  عنوان  بهجرمی 

پذیری، همراه با گزینش 1توانایی شناسایی مقادیر ناچیز

در بین  2تأییدی-حساسیت و قابلیت بالای تشخیصی

 ,.Antignac et al) باشد یم، پیشرو شده  ارائهی ها روش

استانداردهای  در دسترس نبودنعلت از طرفی به (.2003

، نیاز هاآن 9ناشناخته بودن یا مورد هدف نبودنتجاری، 

، یکی از کند یمبه روش آنالیز توانمند را چندین برابر 

هایی که دارای توانایی بالای ردیابی در موارد روش

جرمی  آشکارسازکروماتوگرافی مایع با  گفته شده است،

(LC/MS )باشد یم. 
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spirotetramat                     

   

spirotetramat-enol 

ترین مهم  ساختار مولکولی اسپیروتترامات و -1 شکل

 متابولیت آن، اسپیروتترامات سیس انول

Fig 1. molecular structure of spirotetramat and 

its main metabolite, spirotetramat-enol. 

 

در بسیاری از کشورها برای  روتتراماتاسپی کشحشره 

های  روش. ها ثبت شده است هها و میو کنترل آفات سبزی

 از .اشدبشده برای آنالیز این ترکیب محدود میارائه

                                                           
1 Trace 
2 Identification–Confirmation Capability 
3 Non-Targeted 

 این HPLC/MS از استفاده با 2111 سال در جمله

 . (Kay and Herron, 2010) کردند آنالیز را کشحشره 

 یانول تیو متابول روتتراماتاسپی مهاپاترا 2112 سال در

 و خاک در بافت انبه و کلم HPLCاده از آن را با استف

در سال  (Mohapatra et al., 2012). کردند یرگیاندازه

 تیو چهار متابول روتتراماتیو همکارانش اسپ ، ژو2119

با استفاده از روش استخراج  یو سبز وهیآن را در انواع م

در  .(Zhu et al., 2013)کردند  یبررس LC/MSکچرز و 

را با استفاده  بیترک نیهمکارانش او  نگیس 2119سال 

 Singh) کردند یابیرد جاتیدر خاک و سبز HPLCاز 

et al., 2013.)  نیاش ایقاتیتحق میو ت یل 2110در سال 

 آن را در فلفل با استفاده از یهاتمتابولی و کشحشره

LC/MS کردند زیآنال کسیبا کمومتر یقیبا روش تلف 

(Li et al., 2016). های چرب از چهار در بررسی بافت

شود که روش عمومی برای استخراج سموم استفاده می

، 0جاذبهای براساس فناوریها شامل این روش

 0استخراج حلال فوق بحرانی، 9وماتوگرافی نفوذ ژلیرک

است  7های پاک سازیپایه حلال و روش و استخراج بر

به . اندبنا شده آخرین روش اساسبر هاکه بیشتر روش

برای استخراج سموم در  هاپژوهشطور معمول بیشترین 

ها بین فاز جامد آنالیت توزیعمواد غذایی بهره برداری از 

با آب در  متزاجیا نیمه جامد و یک حلال غیر قابل ا

 های برپایه حلال یا مواد جاذب در روش های برروش

(GPC) کروماتوگرافی نفوذ ژلی .پایه جاذب هست
9 

سازی کردن و یا پاکروشی است که برای جزءجزء

روزمره طور این روش به. چرب ابداع شده استبافت 

سم در روغن سبزیجات و معمولا  ماندهباقیبرای بررسی 

(LLE)مایع -بعد از یک جداسازی مایع
ا استونیتریل ب 3

هایی از جداسازی مستقیم البته مثال .شوداستفاده می
                                                           
4Sorbent-Based (Extraction and Clean-up) Techniques 
5Gel-Permeation Chromatography 
6Supercritical Fluid Extraction (SFE) 
7Solvent-Based Extraction and Clean-up 

Methodologies 
8Gel-Permeation Chromatography 
9Liquid-Liquid Extraction 
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مایع با -سموم از روغن زیتون بدون نیاز به جداسازی مایع

رد اما برای استفاده از کروماتوگرافی نفوذ ژلی وجود دا

و سیستم کروماتوگرافی یک ها افزایش طول عمر ستون

مایع پیش از کروماتوگرافی نفوذ ژلی  -جداسازی مایع

 حلال فوق بحرانیبا استفاده از استخراج  .شودتوصیه می

(SFE)های بافت استخراج از دیگر روش مورد استفاده در

پذیری و اتوماسیون با وجود گزینشچرب است که 

اد شرایط به علت قیمت بالا و بستگی زی آنعلاقه به 

-پیچیده بهینه و فرآیندزمان مصرف ، استخراج به نمونه

مورد علاقه  وزمرههای رسازی این روش برای استفاده

با استفاده از جداسازی  (.Borges et al., 2008) نیست

ترین استراتژی مورد استفاده برای احتمالا مهم حلال،

کردن همگن .چرب است بافتدر  سازی نمونهآماده

با سرعت بالا  ،همراه حلالبه وژنایزر مدر یک ه نمونه

این  .شودد شدن و استخراج بهتر آنالیت میرباعث خ

(LPE)مایع  استخراج فاز فناوری
یا استخراج جامد مایع  1

(LSE)مایع 
های استخراج امروزه روش. نام دارد  2

اتیل استات یا استن  ،عمومی معروفی برپایه استونیتریل

وجود دارد که برای استخراج ترکیبات قطبی و غیرقطبی 

صرفه مقرون به سریع وکارایی دارند که به طور معمول 

آن  کاراییسادگی و  ،ترین حسن این روشمهم. هستند

حجم زیاد استفاده از  .است که به حلال بستگی دارد

ت از مشکلا عدم توانایی برای خودکار شدنو  ،حلال

 .(Bogialli et al., 2003) این روش است

مایکروویو برای آنالیزهای امواج استخراج به کمک 

مره بسیار مناسب است و کاهش قابل توجهی در روز

مصرف حلال و افزایش توان عملیاتی نمونه ایجاد ، زمان

یک روش استخراج  .(Fuentes et al., 2009) کندمی

مایع با استفاده از استخراج  ،شده نسبتا جدید خودکار

تسریع شده  لالحبه آن استخراج که است  9تحت فشار

                                                           
1Liquid Phase Extraction 
2Liquid Solid Extraction 
3Pressurized Liquid Extraction 

(ASE)
شود که برپایه استخراج تحت گفته مینیز   0

 psi911تا  911و فشار  C 211°تا 91شرایط دمای بالا بین 

کار با این . دقیقه است11تا  9در مدت زمان کوتاه 

سازی آن دشوار است و ضعف دیگر سیستم و بهینه

حضور  .ریز استگهای آلی آباستفاده از حلال ،روش

به دلیل مانع شدن آب از درصد بالای آب در نمونه 

 Mezcua)دهد بازده را کاهش می تماس حلال و آنالیت

et al., 2007). برای  9امروزه روشی نوین با نام کچرز

پیچیده معرفی شده است های بافت نمونه از سازیآماده

به . باشدبودن میهایی ازجمله عمومیکه دارای ویژگی

زمان ترکیبات با خواص گیری هماین معنا که اندازه

این روش . گیردمی فیزیکی و شیمیایی متفاوت را دربر

ترکیب را همزمان آنالیز کند و به  191تواند گاهی می

های آزمایشگاهها مورد توجه دلیل کاهش در هزینه

  .(Jiao et al., 2016)تجزیه قرار گرفته است

ن تریکش اسپیروتترامات و مهمدر این مطالعه حشره

کش اولیه است با متابولیت آن که فرم انولی حشره

این مطالعه در . شده استآنالیز  HPLCاستفاده از دستگاه 

سازی روش استخراج ه و بهینهپسته انجام شدپیچیده بافت 

با حفظ یابی به بهترین شرایط بازیابی به منظور دست

های استخراج مورد بررسی تکرارپذیری با کاهش هزینه

-LCبرای تایید نتایج از دستگاه  .قرار گرفته است

MS/MS های واقعی استفاده شده استو نمونه. 

 هامواد و روش

 : مواد

 از انول-استانداردهای اسپیروتترامات و اسپیروتترامات     

 استاندارد اولیه هایمحلول .شد خریداری شرکت سیگما

 خالص در استونیتریل لیتر بر گرممیلی 1111غلظت  با

های مورد نیاز برای استخراج به روش نمک .گردید تهیه

بدون آب،  سولفات منیزیم کلرید، کچرز، شامل سدیم

                                                           
4Accelerated Solvent Extraction 
5QuEChERS 
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از شرکت   (PSA)سدیم استات و پلی آمین ثانویه

Agilent های سایر حلال. آمریکا سفارش داده شدند

و یا  HPLCمورد نیاز برای آنالیز دستگاهی از درجه 

LC/MS خالص مورد نیاز با استفاده از فوق آب . بودند

 s/cmµ 19/1ساز با هدایت کمتر از دستگاه آب خالص

 .شدبصورت تازه و روزانه تهیه می

 :تجهیزات

سازی روش استخراج فرایند بهبود روش با برای بهینه     

ساخت شرکت  10Aسری  HPLCاستفاده از دستگاه 

Shimadzu از ستون. ژاپن انجام شد SB-C18, Zorbax 

Eclipse ( mm291 ×1/9  وµm 9 ) که در محفظه مجهز

ثابت تنظیم شده بود،  C 29°به ترموستات، در دمای 

  SPD-10 AVاز سری  UV آشکارساز و از استفاده شد

: از استونیتیریل  71:91استفاده شد فاز متحرک با نسبت 

به منظور  .تحت شرایط ایزوکراتیک استفاده شدآب 

تایید نهایی روش و استفاده از روش استخراج بهینه شده 

از  LC-MSهای حقیقی، از دستگاه در آنالیز نمونه

 tripleمجهز به آنالایزر  0011مدل  Agilentکمپانی 

quadrupole جداسازی در . استفاده شدLC  1211مدل 

 SB-C18, Zorbax از ستون . انجام شد Agilentشرکت 

Eclipse  با مشخصات( mm1/91 ×1/9 قطر ذرات فاز  و

که در محفظه مجهز به ترموستات، در ( µm 9/1 ساکن

برای جداسازی . تنظیم شده بود، استفاده شد C° 29دمای 

 % 1/1 حاوی ونیتریل و آبفازهای متحرک است از

 طور  بهفرمیک اسید استفاده شد که درصد فازهای آلی 

% 11دقیقه اول  9در : کرد یمخطی به این صورت تغییر 

 111، درصد استونیتریل به 91تا  9استونیتریل، از دقیقه 

 .اولیه بازگشت% 11مجدداً به  99تا  91رسید و از  دقیقه

 

 نتایج
تعیین نوع و :  HPLCسازی شرایط دستگاه  بهینه

 درصد فاز متحرک

بر اساس مطالعات انجام شده، استونیتریل و آب به      

در ابتدا آنالیت . عنوان فاز متحرک انتخاب شدند

اسپیروتترامات به تنهایی مورد ارزیابی قرار گرفت و با 

بالاترین از استونیتریل  09و  91، 99، 01تغییر درصدهای 

مطابق شکل . شدت و بهترین شکل پیک شناسایی شد

مشخص شد با افزایش درصد استونیتریل در فاز ( 2)

ها  شود ولی شدت پیک متحرک زمان بازداری کم می

بردن به محل پیک برای پی. یابد افزایش می

انول، استانداردهای اسپیروتترامات و -اسپیروتترامات

گرم بر  میلی 1/9با غلظت هر دو )انول -اسپیروتترامات

ها با نسبت  با یکدیگر مخلوط شدند و کروماتوگرام( لیتر

 91و  99متفاوت در دو فاز متحرک با درصدهای 

دهد که در  نشان می( 9)شکل . استونیتریل بررسی شدند

پیک متابولیت  99:  09استونیتریل / نسبت آب

 انول از پیک مربوط به فاز متحرک به-اسپیروتترامات

طور که در شکل همان. شود طور کامل جداسازی نمی

استونیتریل / آب 91:  91شود در نسبت  ملاحظه می( 0)

انول از فاز متحرک به طور -جداسازی اسپیروتترامات

از آب و  91: 91بنابراین درصد . کامل انجام شده است

 .استونیتریل به عنوان فاز متحرک بهینه انتخاب شد
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در فاز  mL/min 1و سرعت جریان  nm291در طول موج  mg/L 1/9های اسپیروتترامات با غلظت  کروماتوگرام -2 شکل

 99:  09(، د91:  91( ، ج09:  99( ، ب 01:  01(استونیتریل الف/ های متفاوت آب متحرک با نسبت

Fig 2. Chromatograms of 5.0 mg/ L Spirotetramat at λ=250 nm and flow rate of 1 ml/min with different 

ratio of ACN/Water: a) 40:60, b) 45:55, c) 50:50 and d)55:45 v/v as mobile phase. 

 

 

 

 

 99:  09استونیتریل با نسبت / در فاز متحرک آب mg/L 1/9انول با غلظت -کروماتوگرام اسپیروتترامات و اسپیروتترامات -9شکل 

  mL/min 1و سرعت جریان  nm291در طول موج 
Fig 3. Chromatogram of 5.0 mg/ L Spirotetramat and spirotetramat-enol at λ=250 nm and flow rate of 1 

ml/min in 55:45 v/v ratio of ACN/Water as mobile phase. 
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استونیتریل با نسبت / در فاز متحرک آب mg/L 1/9انول با غلظت -اسپیروتترامات و اسپیروتترامات  کروماتوگرام ثبت شده  -0شکل 

 mL/min 1و سرعت جریان  nm 291در طول موج  91:  91
Fig 4. Chromatogram of 5.0 mg/ L Spirotetramat and spirotetramat-enol at λ=250 nm and flow rate of 1 

ml/min in 50:50 v/v ratio of ACN/Water as mobile phase. 

 
 سازی روش استخراج کچرز بهینه

از آنجایی که کاهش مقدار نمونه باعث کاهش      

های مورد استفاده در  ها و جاذب ها، نمک مصرف حلال

مراحل استخراج و پاکسازی و در نتیجه کاهش هزینه 

شود، با توجه به امکانات و تجهیزات آزمایشگاهی  می

گرم نمونه برای انجام مراحل استخراج و  9/9مقدار 

میزان . انتخاب گردید HPLCگیری با  پاکسازی و اندازه

ها  های مورد نیاز با حفظ نسبت ها و جاذب حلال، نمک

سازی قرار   در روش اصلی کچرز انتخاب و مورد بهینه

 .گرفت

 
 سازی مقدار آب بهینه

به بافت پسته موجب نفوذ بهتر حلال آلی افزودن آب      

قابل امتزاج به بافت نمونه و استخراج بیشتر آنالیت 

سازی نسبت نمونه به مقدار آب افزوده شود و با بهینه می

 9/9به ازای . توان درصد بازیابی را بهبود بخشید شده می

لیتر آب به  میلی 1/9و  9/9، 9/1، 1گرم نمونه مقادیر 

. خراج و پاکسازی انجام شده و مراحل استها اضاف نمونه

 گرم 9/9ا ابتدکار برده به این صورت است که روش به

و به لیتری منتقل گردید  میلی 91 فالکنتوزین و به  نمونه

کش اسپیروتترامات با غلظت  لیتر آفت میلی 1/1نمونه 

mg/L 1/1 ساعت زمان داده  1زدن  پس از هم. افزوده شد

س سپ. کش به داخل بافت پسته نفوذ کند شد تا آفت

دقیقه زمان داده  21فه و اضا مقطر آبمقادیر مختلفی از 

  9/9در ادامه . شد تا آب به درون بافت نمونه نفوذ کند

 با شدت به ثانیه 21 مدت به و افزوده لاستونیتریلیتر  میلی

ه همرا به سولفات منیزیم گرم 0/1 .زده شد هم دست

 نمونه حاوی فالکن بهن و توزی کلرید سدیم گرم 99/1

 قهیدق 1 ثانیه با دست و 91 مدت به نمونه. شد افزوده

 شد زده  هم دور بر دقیقه 1111ورتکس با سرعت  توسط

 انجام وژیفیسانتر عمل 9091 دور با قهیدق 9 مدت به و

 یدما با زریفر در ساعت 12 مدت به نمونهسپس . دیگرد

C˚21- از  نمونه اعتس 12ت گذشپس از . شد گذاشته

 129/1ر مقادی پاکسازی مرحله برای. فریزر خارج گردید

 گرم17/1و  GCB گرم PSA ،12/1 گرم C18  ،1/1گرم

لیتری  میلی 19 فالکنن درو به ت بدون آبسولفا منیزیم

ی، حاوی روی آلی فاز لیتر از میلی 9/2س سپ .دش یختهر
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 19 فالکنآنالیت استخراج شده در مرحله قبل به 

 مدت هلیتری ب میلی 19 فالکن. لیتری اضافه گردید میلی

دور بر دقیقه  1111ورتکس با سرعت  توسط دقیقه یک

 دور بر دقیقه 9091 با سرعت دقیقه 9 مدت به وه زد مه

پس از سانتریفیوژ یک محلول دو فازی . دش سانتریفیوژ

 برداشتهلیتر  میلی 9/1تشکیل شد که از فاز رویی شفاف، 

 09/1با اندازه حفرات  PTFAاز فیلتر سرسرنگی  و

 درونویال . میکرومتر عبور داده و به ویال منتقل گردید

 C99˚در دمای  دقیقه 111گرمکن خلاء به مدت  دستگاه

میکرولیتر  291خیر کامل حلال، پس از تب. قرار داده شد

 .تزریق شد HPLCه دستگا به و اضافه به آن استونیتریل

 9/1نشان داد که با افزایش ( 0)و ( 9)های  نتایج شکل

لیتر آب به بافت نمونه سطح زیر پیک اسپیروتترامات  میلی

از آنجایی . یابد حاصل کمی افزایش می  در کروماتوگرام

امد پسته باعث نفوذ بیشتر که افزایش آب به نمونه ج

شود و ایجاد  به بافت نمونه می( استونیتریل)حلال آلی 

های بعدی در  کند، آزمایش یک محیط همگن می

تأثیر حضور آب . لیتر آب انجام گرفت میلی 9/1حضور 

به جداشدن کامل  فازی که منجر 0بر تشکیل سیستم 

نشان داده شده ( 7)شود در شکل فازهای درگیر می

.است

 

 

 

 

 1/9( د 9/9( ج 9/1( صفر ب( های مربوط به استخراج اسپیروتترامات با روش اصلی کچرز از نمونه پسته  الف کروماتوگرام -9شکل 

 .لیتر آب در مرحله استخراج میلی

Fig 5. Chromatograms of spirotetramat extracted with original QuECheRS method from pistachio with 

different amount of water a) 0, b) 1.5, c) 3.5 and d) 5 ml in extraction procedure. 
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 mg/L 1/1تاثیر مقدار آب بر سیگنال اسپیروتترامات استخراج شده از بافت پسته غنی شده با غلظت  -0شکل 

Fig 6. Effect of water amount on the signal of spirotetramate extracted from 1.0 ml/L enriched pistachio. 

 

  

شکل سمت راست در حضور آب و شکل سمت چپ )تاثیر حضور آب بر ایجاد ساختار چهار فازی در مرحله استخراج   -7شکل 

 (بدون آب
Fig 7. Effect of water addition on obtaining the 4-phase system at extraction step (right: with water left: 

without water). 
 

 
 های مرحله پاکسازی سازی جاذب بهینه

های استخراج نشان داد که امکان حذف  آزمایش     

های پسته وجود ندارد، زیرا  مرحله پاکسازی بر روی بافت

اول بسیار کدر، غیرشفاف و فاز آلی حاصل از مرحله 

باشد که همین امر موجب  دارای ناخالصی زیادی می

شود عصاره حاصل شده، قابلیت تزریق به دستگاه  می

HPLC منظور چهار جاذب  بدین. را نداشته باشدPSA ،

GCB ،C18   وMgSO4 کار گرفته شددر این مرحله به .

نقش منیزیم سولفات در این مرحله جذب آب اضافی 

. باشد موجود در لایه استونیتریل و افزایش بازیابی می

PSA های قطبی،  برای حذف ترکیباتی مانند رنگ

. رود اسیدهای چرب، اسیدهای آلی و قندها به کار می

GCB ها و ترکیبات استرولی استفاده  برای حذف رنگدانه

نیز موجب حذف ترکیبات غیر قطبی مثل  C18. شود می

با . شود ها و کارتنوئیدها می ها، کلروفیل لیپیدها، استرول

اثر چندانی  MgSO4توجه به مطالعات قبلی، تغییر میزان 

کردن بیش از حد آن بر استخراج ندارد ولی اضافه

زدن را با مشکل  شود و هم شدن نمونه میخهموجب کلو

 Cدادن نمونه در دمایعلاوه بر این با قرار. کند جه میموا

مورد  C18شوند و میزان  ها به راحتی جدا می چربی -21˚
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توجه به  بنابراین با. یابد گیری کاهش می نیاز تا حد چشم

کارگیری روش کچرز، مقدار منیزیم مطالعات قبلی در به

گرم  129/1و  17/1به ترتیب  C18بدون آب و سولفات 

 GCBو  PSAدر این مطالعه دو جاذب . انتخاب شدند

کار برده شده به این صورت است  روش به. بهینه شدند

لیتری  میلی 91 فالکنتوزین و به  نمونه گرم 9/9ا ابتدکه، 

کش  لیتر آفت میلی 1/1منتقل گردید و به نمونه، 

اضافه گردید و پس  mg/L 1/1اسپیروتترامات با غلظت 

کش به داخل  ساعت زمان داده شد تا آفت 1زدن  از هم

 21فه و اضا مقطر آبلیتر  میلی 9/1 سپس. بافت نفوذ کند

. دقیقه زمان داده شد تا آب به درون بافت نمونه نفوذ کند

 21 مدت به و افزوده لاستونیتریلیتر  میلی 9/9در ادامه 

 منیزیم گرم 0/1 .زده شد هم دست با شدت به ثانیه

 بهن و توزی کلرید سدیم گرم 99/1ه همرا به سولفات

ثانیه با  21 مدت به نمونه. شد افزوده نمونه حاوی فالکن

دور بر  1111ورتکس با سرعت  توسط قهیدق 1 دست و

دور بر  9091سرعت  با قهیدق 9 مدت به و زده هم دقیقه

 مدت بهسپس  نمونه. دیگرد انجام وژیفیسانتر عملدقیقه 

پس از  .شد گذاشته -C˚21 یدما با زریفر در ساعت 12

 برای. از فریزر خارج گردید نمونه اعتس 12ت گذش

 گرم17/1، مقدار  C18گرم 129/1دار مق پاکسازی مرحله

و نیز  PSAت بدون آب و مقادیر مختلفی از سولفا منیزیم

های   فالکن  به( 1)مطابق جدول  GCBمقادیر مختلفی از 

 آلی فاز لیتر میلی 9/2س سپ .دش لیتری منتقل میلی 19

ی، حاوی آنالیت از مرحله استخراج به هریک از روی

 مدت هلیتری ب میلی 19 های فالکن. ها اضافه گردید فالکن

دور بر دقیقه  1111ورتکس با سرعت  توسط دقیقه یک

 دور بر دقیقه 9091 سرعتبا دقیقه 9 مدت به و هزد هم

پس از سانتریفیوژ، یک محلول دو فازی . دش سانتریفیوژ

 با سرنگ لیتر میلی 9/1 از فاز رویی شفاف،. تشکیل شد

با اندازه  PTFAاز عبور از فیلتر سرسرنگی  پس و برداشته

 درونویال . میکرومتر به ویال منتقل گردید 09/1حفرات 

 C99˚در دمای  دقیقه 111کن خلاء به مدت  گرم دستگاه

میکرولیتر  291پس از تبخیر کامل حلال، . ر داده شدقرا

 تزریق  HPLCهدستگا به و اضافه به آن استونیتریل

بالاترین سیگنال ( 17)و ( 10)های  مطابق شکل .گردید

 mg 19/1و  PSAجاذب  mg 19/1مربوط به مقدار 

GCB بنابراین مقدار . باشد میmg 19/1  ازPSA  وmg 

 .های بعدی انتخاب گردید برای آزمایش GCBاز  19/1

 
 سازی در مرحله پاکسازی  جهت بهینه GCBو  PSAمقادیر مختلف دو جاذب  -1جدول 

Table 1. Different amount of PSA and GCB used for optimization during clean-up. 

   

C18 (mg) MgSO4 (mg) GCB (mg) PSA (mg) Test Number 

25 70 20 40 1 
25 70 20 50 2 
25 70 20 60 3 
25 70 20 70 4 
25 70 20 100 5 
25 70 10 50 6 
25 70 20 50 7 
25 70 30 50 8 
25 70 40 50 9 
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 mg/L 1/1شده با غلظت  بر سیگنال اسپیروتترامات استخراج شده از بافت غنی PSAثیر میزان جاذب أت -9شکل 
Fig 8. Effect of PSA on the signal of spirotetramat extracted from 1.0 ml/L enriched pistachio.  

 

 

 mg/L 1/1بر میزان سیگنال اسپیروتترامات استخراج شده از بافت پسته غنی شده با غلظت  GCBتاثیر میزان جاذب  -3شکل 

Fig. 9. Effect of GCB on the signal of spirotetramat extracted from 1.0 ml/L enriched pistachio. 

 
 سنجی روشاعتبار

 برای محاسبات( کالیبراسیون)بندی رسم منحنی درجه     

باشد بدین منظور در کمی و بررسی اثرات بافت لازم می

در تمامی این . محیط حلال و بافت این اثر بررسی شد

ها، در دامنه کش های استاندارد آفت ها محلول منحنی

 HPLCگرم بر لیتر به دستگاه  میلی 1/1تا  101/1غلظتی 

 .تزریق شد

 بندی مستقیم رسم منحنی درجه

 بندی مستقیم برای اسپیروتترامات و رسم منحنی درجه     

مطابق . انول در هفت نقطه انجام گرفت-اسپیروتترامات

های استاندارد،  و پس از تزریق محلول( 11)و ( 11) شکل

مساحت سطح زیر هر پیک ثبت و با روش حداقل 

 .مربعات بهترین خط رسم شد
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 بندی مستقیم اسپیروتترامات منحنی درجه -11شکل               

Fig 10. Spiroteramat calibration curve in solvent 

 

 

 انول-بندی مستقیم اسپیروتترامات منحنی درجه -11شکل 

Fig 11. spiroteramat-enol calibration curve in solvent. 
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 سازی بافتیبندی همسان رسم منحنی درجه

سازی بافتی، ابتدا بندی همسان برای رسم منحنی درجه     

تمامی مراحل روش کچرز بهینه شده روی ده نمونه انجام 

کش  دست آمدن عصاره استخراجی آفت پس از به. شد

، 101/1های مختلف  اسپیروتترامات استاندارد با غلظت

191/1 ،101/1  ،11/1 ،19/1 ،21/1 ،91/1 ،91/1 ،79/1 

به به لیتر ساخته و هرکدام سه مرت گرم بر  میلی 1/1و 

بندی در منحنی درجه. تزریق شدند HPLCدستگاه 

مشخصات بهترین خط رسم شده نشان داده ( 12)شکل 

-همین روند برای متابولیت اسپیروتترامات. شده است

سازی بافتی بندی همسانمنحنی درجه. بررسی شدانول 

نشان داده شده ( 19)انول در شکل -برای اسپیروتترامات

 .است

 

 

 

 .سازی بافتی برای اسپیروتتراماتبندی همسانمنحنی درجه -12شکل 
Fig 12. Matrix match calibration curve for spirotetramat. 

 

 

 .انول-سازی بافتی برای اسپیروتتراماتبندی همسانمنحنی درجه -19 شکل

Fig 13. Matrix match calibration curve for spirotetramat-enol. 
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 بررسی رابطه غلظت و بازیابی

های  برای پی بردن به مقادیر بازیابی، ابتدا غلظت     

سپس مراحل . های پسته افزوده شد مذکور به نمونه

ها انجام گرفت و به  استخراج و پاکسازی بر روی نمونه

مقادیر . ها ثبت شدند دستگاه تزریق و کروماتوگرام

 .نشان داده شد( 10)بدست آمده برای بازیابی در شکل 

 

  

 .رابطه درصد بازیابی با غلظت -10شکل 
Fig 14. Relationship of % recovery and concentration. 

 

 ارقام شایستگی

و حد  (LOD) 1دست آوردن حد تشخیص جهت به     

سازی بافتی را تا حد سان هم  روش، نمونه (LOQ) 2کمی

ممکن رقیق کردیم، تا مقداری که پیک حاصل از 

آنالیت اسپیروتترامات از نویز قابل شناسایی نبود و 

 119/1کش  کمترین مقدار قابل شناسایی برای این آفت

ی حد کمی  برای محاسبه. دست آمد لیتر به گرم بر  میلی

شود که  استفاده می (SANCO)سانکو  روش از استاندارد

های مقدار حد کمی با روش استفاده شده برای آنالیت

دست آمد و این هلیتر ب گرم بر  میلی 101/1مدنظر برابر با 

طبق . بود% 7کمتر از  RSDدر شرایطی بود که مقادیر 

سازی که در دارد سانکو کمترین سطح غلظتی غنیاستان

 RSDدرصد قرار گیرد و  121تا  71محدوده بازیابی 

در نظر  LOQدرصد را رعایت کنند به عنوان  21کمتر از 

بدست  mg/L 10/1شود که برای این آنالیت گرفته می

 . آمد

-LCاسپیروتترامات و فرم انولی آن با دستگاه  آنالیز

MS/MS: 
از استاندارد  ppm1ابتدا با تزریق مستقیم      

 Infuseیا اصطلاحا  MSاسپیروتترامات و فرم انولی آن به 

کش را در کردن شرایط بهینه برای تشخیص این دو آفت

کنیم یا اصطلاحا دستگاه را برای دستگاه پیدا می

بدین ترتیب که . کنیمتشخیص این دو آنالیت کالیبره می

ژ قطعه ت دستگاه بهترین ولتابرای تأمین حداکثر حساسی

و بهترین انرژی برخورد برای یون کردن یون مادرقطعه

ها بدست مادر هر یک از آنالیتهای های تولیدی از یون

نسبت به  آیند این مقادیر برای حداکثر پاسخ دستگاهمی

اطلاعات مربوط به این دو . شونداین دو آنالیت بهینه می

 .آمده است 2آنالیت در جدول شماره 
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%
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-LCبه دستگاه  ppm1در مرحله بعد با تزریق استاندارد 

MS/MS زمان بازداری برای این دو آنالیت مشخص شد .

کردن اثرات د تزریق مخلوط این دو سم با لحاظمرحله بع

ماتریس پسته بود تا تأثیر بافت بر سطح زیر پیک و زمان 

های پسته با تزریق نمونه .شود بازداری نیز در نظر گرفته

به دستگاه با توجه به پارامترهایی نظیر زمان بازداری، جرم 

مولکولی و یون های کیفی و کمی و همچنین نسبت 

شدت این دو یون به یکدیگر عملیات شناسایی انجام 

برای افزایش دقت و حساسیت دستگاه از . گرفت

 Multiple Reaction Monitoring (MRM)حالت

 .دستگاه استفاده شد

 

 

گیری و های کروماتوگرافی متعارف برای اندازه روش

های کروماتوگرافی شناسایی اسپروتترامات شامل روش

-LCبا توجه به اطلاعات ساختاری که . باشدمایع می

MS/MS برای تشخیص آنالیت اصلی و دهد یم ،

به  فناوریاین . بسیار کارا و مؤثر است ها یتمتابول

کند که توانایی  را دنبال می ها شکستهای مختلفی  روش

دستگاه را چندین برابر در شناسایی و تشخیص 

 .دهد یممحصولات تخریب شده از ماده اولیه، افزایش 

LC-MS/MS  برای آنالیز مستقیم اسپیروتترامات و

بسیار توانمند است، چرا که این   محصولات جانبی آن

 .نداردترکیب فشار بخار کافی 

 

 .برای داشتن حداکثر حساسیت نسبت به اسپیروتترامات و متابولیت آن آمده دست بهشرایط بهینه  -2جدول 
Table 2. Optimized parameters for maximum intensity of spirotetramat and its metabolite.                                 

Compound Retention time 

(min)  
Parent ion 
[M+H]+ 
(fragmentation voltage) 

Qualification ion 
(m/z) 
(collision energy) 

Quantification ion 

(m/z) 
(collision energy) 

Molecular 

formula 

 

spirotetramat 13.5 374.2 
(190) 

330.2 
(10) 

302.2 
(20) C21H27NO5 

Spirotetramat

-enol 10.9 302.2 
(150) 

270.2 
(15) 

216.1 
(20) 

 

C18H23NO3 
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( ث)یون کیفی و (ت)اسپیروتترامات و یون تاییدی یا کیفی  (پ)، سازییون کمی(ب) ،هاکروماتوگرام کل یون(الف) -19شکل 

 .انول در ماتریس پسته-کمی سازی اسپیروتترامات

Fig. 15. a) total ion chromatogram, b) quantification ion, c) qualification or confirmation ion of 

spirotetramat and d) quantification ion and e) qualification or confirmation ion of spirotetramat-enol 

 

 های حقیقیآنالیز نمونه

گیری به منظور بررسی کارایی روش پیشنهادی، اندازه     

که  نمونه پسته 9های مورد مطالعه در کشآفت ماندهباقی

های بزرگ سطح بصورت کاملا تصادفی از سوپرمارکت

لازم به ذکر . شهر تهران خریداری شده بود، انجام شد

سموم مورد  ماندهباقیها یک از نمونهاست در هیچ

 LC-MS/MSبررسی مشاهده نشد که نتایج با دستگاه 

های تواند این باشد که نمونهیکی از دلایل می تایید شد؛

های کشت شده در سال واقعی احتمالاً مربوط به پسته

مصرف جاری یا حداکثر سال گذشته است که مقدار 

شدن پسیل پسته در برابر این اسپیروتترامات به علت مقاوم

 .کش محدودتر شده استحشره

 

  بحث

آنالیز این  ،های جدید کش با توجه به ورود آفت     

زمان این آنالیز هم. باشد ها نیز حائز اهمیت می کش آفت
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های قدیمی توسط  کش ها به همراه آفت کش آفت

به  GC-MSو یا  LC-MSهای قدرتمندی مانند  دستگاه

همراه با  HPLCگیرد ولی با دستگاه  راحتی صورت می

از آنجایی . رسد کمی دشوار به نظر می UVآشکارساز 

اهمیت این  ،تر است تر و ارزان بسیار عمومی HPLCکه 

با توجه به مشکلات . شود ها بیشتر می گیری اندازه

اقتصادی کشور و افزایش قیمت تمام شده استخراج، 

کردن قادیر لازم برای استخراج یا پیدابهینه سازی م

تر شدن  تواند به ارزان ها مین مناسب برای آنجایگزی

های در بررسی بافت .تر روش کمک کند هرچه بیش

چرب از چهار روش عمومی برای استخراج سموم 

های فناوریها شامل شود که این روشاستفاده می

استخراج ، وماتوگرافی نفوذ ژلیرک، براساس جاذب

های روش پایه حلال و و استخراج بر حلال فوق بحرانی

آخرین  اساسبر هاکه بیشتر روشاست  پاک سازی

تاکنون بهینه سازی روشی مانند کچرز  .اندبنا شده روش

 .برای بافت چرب پسته بدین صورت انجام نگرفته است

روش کچرز از طریق  تلاش شد تا در مطالعهدر این 

سازی نسبت آب و استونیتریل در مرحله اول و بهینه

 ،سازیمورد استفاده در مرحله پاکهای جاذبمقدار 

بازیابی در محدوده قابل قبول استاندارد سانکو به دست 

به  هانمک یک از این امر از طریق حذف هر. آید

صورت جداگانه و سپس انتخاب مقداری که در آن 

این مرحله . صورت گرفت ،بهترین پاکسازی بدست آمد

 در % 01بیش از  GCBو  C18های با حذف جاذب

این مسئله . های استخراج کاهش صورت گرفتهزینه

گام با ارزشی در کاربردی کردن این روش و استفاده از 

 های کنترل کیفیت مواد غذایی آن در آزمایشگاه

توجه به وجود  با توجه به نتایج بدست آمده با .باشدمی

ماتریس پیچیده و بسیار شلوغ پسته که ناشی از چربی 

های فراوان آن است، روش آنالیز استخراج زیاد و هم

HPLC  با استفاده از آشکارساز عمومی مانند آشکارساز 

UV اسپیروتترامات و متابولیت انولی گیری برای اندازه

اولیه است با موفقیت انجام  که بسیار شبیه به آنالیت آن،

 .شد
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Abstract 
Iran is the in the first rank for pistachio production in the world. Considering the strategic importance 

and facilitating the export of this product, evaluation and determination of pesticide residues to ensure the 

safety of the product, based on the optimized and validated methods is very important. Spirotetramate is 

one of the newest and widely used pesticides in most of the pistachio gardens to control Agonoscena 

pistaciae. In order to extract this insecticide from the pistachio matrix, the optimized QuEChERS method 

was used. In order to save costs, all the stages of optimization of the method were performed using high 

performance liquid chromatography with UV detector (HPLC-UV). The optimization resulted in removal 

of expensive compounds like C18 and GCB, which in turn resulted in a reduction of at least 60% of the 

cost of extraction. All validation steps were carried out using blank pistachio samples. The samples were 

artificially contaminated in the laboratory with different concentrations of the insecticide. In order to 

confirm the final optimized method to use this method for real samples, HPLC with mass detector (LC- 

MS / MS) was used. At optimized conditions calibration curve of matrix effect for spirotetramate shows a 

good linearity in the range of 0.04- 0.10 mg/Kg (r
2 

of 0.995) and RSD less than 7% with the extraction 

recovery ranged from 85 to 100.3%. In addition, the matrix matched calibration curve for spirotetramate-

enol in the above concentration range was found to have a correlation coefficient of 0.9936. The limit of 

quantification of the analytes was calculated to be 0.04 mg/Kg according to the SANCO guidelines, 

which is within the acceptable range with respect to the MRL of pistachio which is 0.05 mg/Kg. 

Keywords: spirotetramate, spirotetramate-enol, pistachio, High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC). 
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