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ABSTRACT 

Acrylamide is a toxic compound produced in some processed foods. The purpose of this research was to 

provide an easy and reliable method for measuring acrylamide in potato chips by HPLC-PDA. For this 

purpose, the effect of 5 columns ODS-H-C18 Optimal, Sphere-Image 80-5 ODS 2, Zorbax Hilic Plus, 

Lichrosorb-100 NH2 and Shodex NH2P-50 4E were investigated on the separation and measurement of 

acrylamide in chips. The best results were obtained with the use of the new generation of Shodex NH2P-50 

4E amino columns, and acrylamide peak was isolated successfully without the need for solid state 

purification steps. The standard calibration curve was linear in the range of 100-5000 μg / L (R2 = 0.997). 

Recycling percentages in the range of 95.9% to 102.2%, the detection limit and the limit of value were 9 and 

27 μg / Kg respectively. The repeatability of this method was appropriate and the relative standard deviation 

was 4.39%.  

Keywords: Acrylamide, Analysis, Chromatography Column, Liquid Chromatography, Photodiode Array 

Detector. 
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 های مختلف برای آناليز آکريلاميد در چيپس سيب زمينی با روش کروماتوگرافی مايع مقايسه کاربرد ستون

 4، فتانه شکرالهی3، کرامت اله رضايی*2، مريم جليلی1پور یبابک سامان

 ، کرج، ایراندانشجوی دکتری، پژوهشکده صنایع غذایی و کشاورزی ، پژوهشگاه استاندارد. 1

 ، کرج، ایران . استادیار، پژوهشکده صنایع غذایی و کشاورزی ، پژوهشگاه استاندارد2

 ، کرج، ایران. استاد، گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران3

 ، کرج، ایراندانش آموخته کارشناسی ارشد، پژوهشکده صنایع غذایی و کشاورزی ، پژوهشگاه استاندارد. 4

(18/7/1397تاریخ تصویب:  -23/6/1397تاریخ بازنگری:  -18/4/1397)تاریخ دریافت:   

 چکيده

. هدف از این پژوهش، ارائه یک روش شودآکریلامید ترکیبی است سمی که در برخی از مواد غذایی فرآیند شده ایجاد می

 ODS-H-C18ستون  5ین منظور، اثر دگیری آکریلامید در چیپس سیب زمینی بود. بآسان و قابل اطمینان برای اندازه

Optimal ،Sphere-Image 80-5 ODS 2 ،Zorbax Hilic Plus ،Lichrosorb-100 NH2 و Shodex NH2P-50 

4E گیری آکریلامید در چیپس بررسی گردید. بهترین نتایج با کاربرد ستون آمینه نسل جدید بر جداسازی و اندازه

Shodex NH2P-50 4E به دست آمد و پیک آکریلامید با موفقیت و بدون نیاز به انجام مراحل پاکسازی با فاز جامد ،

R=997/0بود )کاملا خطی  μg/L 5000-100جداسازی شد. منحنی کالیبراسیون استاندارد در محدوده 
(. درصد 2

به  μg/kg 27و  μg/kg9 حد شناسایی و حد تعیین مقدار کمی نیز به ترتیب % ، 2/102% تا 9/95محدوده بازیافت در 

 % بود.39/4تکرار پذیری این روش مناسب بوده و شاخص انحراف استاندارد نسبی برابر  دست آمد.

 ستون کروماتوگرافی، کروماتوگرافی مایع، طیف سنجی نوری دیودیگیری، : آکریلامید، روش اندازهکليدی های هواژ
 

 *مقدمه
-آکریلامید یک ترکیب بسیار قطبی با وزن مولکولی پایین می

از کربوهیدرات و دارای سطح  اسپایکباشد که در مواد غذایی 

متوسطی از پروتئین، در طی فرآیندهای حرارتی با دمای بالاتر 

 ;Bent et al., 2012گردد )درجه سلسیوس تشکیل می 120از 

Lee et al., 2007 ،این ماده دارای خاصیت نوروتوکسینی .)

و  (Xu et al., 2013; Zhang et al., 2007) ژنوتوکسینی بوده

گردد به طوریکه همچنین سبب بروز سرطان در پستانداران می

المللی تحقیقات سرطان آکریلامید را  آژانس بین 1994در سال 

زای انسانی، قرار  حتمل سرطان، به عنوان ترکیب م2Aدر گروه 

(. در Mastovska & Lehotay, 2006; Wang et al., 2013داد )

تحقیقات ادارۀ ملی غذای سوئد و دانشگاه استکهلم  2002سال 

برای نخستین بار نشان داد که آکریلامید در یک سری از مواد 

غذایی سرخ شده یا پخته شدۀ پرمصرف مانند چیپس 

نی سرخ شده، غلات صبحانه، نودل و زمی زمینی، سیب سیب

گردد های نانوایی به مقدار زیادی تشکیل می فرآورده

(Fernandes & Soares, 2007; Paleologos & Kontominas, 

واکنش میلارد، به ویژه بین اسید آمینه آسپاراژین و  .(2005
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کننده( و در حضور حرارت،  گلوکز )و یا سایر قندهای احیاء

-سمی است که در طی آن آکریلامید تشکیل میمهمترین مکانی

با توجه به  (.Bent et al., 2012; Zhang et al., 2006گردد )

اداره  2009اثرات سوء این ترکیب بر سلامت انسان، در سال 

های  ایمنی غذای اتحادیه اروپا حداکثر مقدار این سم در فرآورده

و  2668زمینی سرخ شده و انواع بیسکوئیت را به ترتیب  سیب

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم محصول اعلام نمود  4200

(EFSA, 2009 .) 

ه به اهمیت این ماده در مواد غذایی، محققان با توج

پیشنهاد گیری و تعیین مقدار کمی آن روشهایی را برای اندازه

های ترین آنها روشترین و متداولاند که اصلینموده

 ;Ghasemian et al., 2014کروماتوگرافی گازی و مایع است )

., 2012;et al 2015; Sun .,et al Mousavinejad میان سایر (. از

توان به روش  های آنالیز کمیّ آکریلامید در مواد غذایی می روش

الکتروفورز ناحیه موئینه و روش بیوسنسور ولتامتریک اشاره کرد 

(Bermudo et al., 2007; Bermudo et al., 2006a; Stobiecka 

et al., 2007; Tezcan & Bedia-Erim, 2008 .) 
دارای مزایا و معایبی  های کروماتوگرافیهریک از روش 

است. به عنوان مثال مزیت عمده روش کروماتوگرافی گازی، 
 & Fernandesعدم نیاز نسبی به مراحل پاکسازی با فاز جامد )
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Soares, 2007; Lee et al., 2007 و برخورداری از حساسیت )
ولی  (. et al; Zhu 2006 .,et alZhang,. 2008بالای نتایج است )

از سوی دیگر، لزوم مشتق سازی با برومیناسیون که با هدف 
شود، افزایش وزن مولکولی و کاهش قطبیت آکریلامید انجام می

-سبب پیچیدگی و طولانی شدن روش کروماتوگرافی گازی می

(. در مقابل، در Bent et al., 2012; Zhang et al., 2007گردد )
تق سازی با برومیناسیون روش کروماتوگرافی مایع نیازی به مش

-نیست و همین موضوع سبب سادگی و کاهش زمان آزمون می

(. اما از Geng et al., 2008; Rufian & Morales, 2006شود )
طرف دیگر، استفاده از آب دیونیزه به عنوان حلال استخراجی 

گردد. لذا، سبب استخراج سایر ترکیبات محلول در آب نیز می
ی مربوط به سایر مواد موجود در هامشکل مداخله پیک

شود. بنابر این، برای جلوگیری از بروز ماتریکس نمونه ایجاد می
پیک های مزاحم و مداخله سایر مواد، در روش کروماتوگرافی 

تریج فاز جامد استفاده رمایع غالباً از یک مرحله پاکسازی با کا
وش شود که خود منجر به پیچیدگی بیشتر و زمان بر بودن رمی

(. Geng et al., 2008; Wang et al., 2013آزمون می گردد )
لازم به ذکر است در برخی موارد از کاربرد یک یا دو آشکارگر 

 Mastovskaشود )طیف سنجی جرمی پشت سر هم استفاده می

& Lehotay, 2006; Bermudo et al., 2006b استفاده از .)
حساسیت بالای آشکارگر طیف سنجی جرمی علیرغم دقت و 

نتایج، بسیار پیچیده و گران قیمت بوده که این امر علاوه بر 
گردد. این ها نیز میسختی آزمون، سبب افزایش هزینه این روش

در حالی است که یکی از ویژگیهای مهم یک روش آزمون، 
توجیه پذیر بودن آن از نظر اقتصادی است. همچنین عدم در 

های سیاری از مجموعهدسترس بودن این آشکارگر در ب
آزمایشگاهی داخل کشور، لزوم استفاده از سایر آشکارگرها را 

(. به همین  et al ; Zhu2013., et alWang,. 2008آشکار نمود )
دلیل با توجه به اهمیت ویژه نوع ستون کروماتوگرافی نسبت به 
سایر متغیرهای آنالیز، هدف از این پژوهش، بررسی اثر نوع 

وگرافی در هنگام استفاده از روش کروماتوگرافی ستون کرومات
-HPLCمایع و آشکارگر طیف سنجی نوری با آرایش دیودی )

PDA جهت تعیین یک روش آسان، کم هزینه و قابل اطمینان )
گیری آکریلامید در چیپس سیب زمینی است. لذا در برای اندازه

های کروماتوگرافی غیر قطبی، این پژوهش از انواع ستون
آبدوست، آمینه سنتی بر پایه سیلیکا، و آمینه نسل جدید بر پایه 

 ژل پلیمری آبدوست استفاده شده است.

 هامواد و روش

 های شيميايی مواد و محلول

% از نوع مخصوص الکتروفورز از شرکت سیگما 99آکریلامید 

( و کلیه Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USAآلدریچ )

متانول، استونیتریل، اسید استیک و آب حلالهای شیمیایی نظیر 

دیونیزه از نوع مخصوص کروماتوگرافی مایع از شرکت دیجونگ 

-Daejung Chemicals and Metals,Gyongyiکمیکال )

do,Korea خریداری شد. سایر مواد شیمیایی مورد نیاز شامل )

پتاسیم هگزا سیانو فرات تری هیدرات، سولفات روی هپتا 

 Merckان از نوع آزمایشگاهی از شرکت مرک)هگز -nهیدرات و 

KGaA, Darmstadt, Germany تهیه شد. فالکون های پلی )

میلی لیتر مخصوص سانتریفوژ از شرکت ایزو  50و  25پروپیلن 

(، Iso LAB-Laborgerate, Wertheim, Germanyلب )

میکرومتر از شرکت  22/0فیلترهای سرسرنگی استات سلولز 

( و CNW Technologies, Dusseldorf, Germanyسی ان دبلیو)

 Agilentای با درب پیچی از شرکت آجیلنت )ویال های شیشه

Technologies, Wilmington, DE, USA .خریداری گردید ) 

 هاهای استاندارد کاری و معرف محلول

گرم در لیتر از حل میلی 1000 محلول مادر آکریلامید با غلظت

دیونیزه لیتر آب میلی 100مید در گرم آکریلامیلی 100کردن 

، 500، 100ساخته شد. سپس محلولهای استاندارد آکریلامید )

میکروگرم آکریلامید در هر  10000و  5000، 2500، 1500

لیتر آب( با رقیق سازی محلول مادر با آب دیونیزه تهیه شد. 

مادر و محلولهای استاندارد آکریلامید پس از تهیه در  محلول

درجه  4ای کهربایی و در دمای داخل ویال های شیشه

سلسیوس در داخل یخچال تا زمان آنالیز نگهداری شدند. 

گرم پتاسیم هگزا  5/7( از حل کردن  Ιcarrez) 1محلول کارز 

لول لیتر آب دیونیزه و محمیلی 50سیانو فرات تری هیدرات در 

گرم سولفات روی هپتا  15(  از حل کردن ΙΙ carrez) 2کارز 

  لیتر آب دیونیزه ساخته شد.میلی 50هیدرات در 

 سازی نمونهآماده

ترین برندهای های چیپس سیب زمینی از معروفکلیه نمونه

فروشی تهران تهیه گردید. مراحل تجاری موجود در بازار خرده

سازی نمونه بر حسب روش آمادهکلی استخراج آکریلامید و 

توصیف شده توسط گوکمن و همکاران انجام پذیرفت 

(Gokmen et al., 2005ابتدا نمونه چیپس سیب .)  زمینی به

( کاملاً آسیاب شد. Moulinex, Ecully, Franceکمک میکسر )

گرم از نمونه  2سپس، در داخل یک لوله سانتریفوژ مقدار 

دار مشخصی از محلول استاندارد چیپس آسیاب شده ریخته و مق

 10شد. آنگاه مقدار  به آن اسپایکآکریلامید با غلظت معین 

لیتر متانول به عنوان حلال آلی اولیه به لوله سانتریفوژ میلی

دقیقه کاملا مخلوط و پس از آن تحت اثر  3اضافه کرده و سپس 
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دقیقه قرار گرفت و پس از آن به مدت  8امواج فراصوت به مدت 

تکان  محکم( Kunshan, Chinaدقیقه با دستگاه شیکر ) 20

دور بر  4000دقیقه در  15داده شد. آنگاه محلول به مدت 

لیتر از لایه شفاف فوقانی میلی 6دقیقه سانتریفوژ گردید. مقدار 

 240با میکروپیپت کشیده و جهت رسوب پروتئین ها مقدار 

در آن ریخته و  2و  1های کارز میکرولیتر از هر یک از محلول

مجدداً سانتریفوژ شد. به منظور انجام مرحله پیش تغلیظ، مقدار 

 60لیتر از لایه شفاف فوقانی را برداشته و در بن ماری میلی 5

ساعت  1درجه سلسیوس مجهز به جریان گاز نیتروژن به مدت 

لیتر آب میلی 1قرار داده شد تا کاملا خشک شود. آنگاه مقدار 

دقیقه  3لیتر هگزان نرمال اضافه و به مدت میلی 1دیونیزه و 

 22/0تکان داده شد. سپس، با استفاده از سرنگ فیلتردار 

 500میکرومتر، فیلتراسیون نهایی انجام پذیرفت. آنگاه مقدار 

میکرولیتر از محلول شفاف فیلترشده کشیده و در داخل ویال 

شیشه ای جمع آوری گردید و نمونه آماده تزریق به 

 روماتوگرافی مایع گردید.ک 

 HPLC – PDAآناليز نمونه با دستگاه 

برای تعیین مقدار کمی آکریلامید از دستگاه کروماتوگرافی مایع 

 Waters 717 model HPLC system(Waters کارایی بالا با 

Corporation, Milford, MA, USA)  استفاده شد که دارای

هواگیری تحت خلاء، تجهیزات جانبی نظیر پمپ مضاعف، سیستم 

ارگر بود. آشگارگر به کار کنمونه گذار اتوماتیک، آون ستون و آش

(                                    PDAرفته از نوع طیف سنجی نوری با آرایش دیودی )
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) Waters 996 

model photodiode array detector کارگر بود. کاربرد آشPDA  در

این پژوهش به دلیل در دسترس بودن آن در مجموعه آزمایشگاهی 

ما بوده است. در این بررسی از میان متغیرهای آنالیز که بر نتیجه 

آزمون موثرند، تمرکز اصلی بر روی تاثیر نوع ستون کروماتوگرافی 

های موجود در آزمایشگاه، قرار گرفت. به این ترتیب از میان ستون

مورد با در نظر گرفتن قطبیت مواد پرکننده آنها و نوع پنج 

برهمکنش با ترکیبات آبدوست، جهت بررسی امکان جداسازی 

    (.1آکریلامید انتخاب گردید )جدول شماره 

درجه سلسیوس بود.  25دمای ستون های کروماتوگرافی 

شرایط آزمایشگاهی مورد استفاده برای هر ستون از نظر نوع و 

بات فاز متحرک و طول موج شناسایی آکریلامید در نسبت ترکی

است. در انتخاب ترکیبات فاز مشخص گردیده 2جدول شماره 

هایی استفاده گردید که قابلیت سازگاری با متحرک، از حلال

های کروماتوگرافی فوق را داشتند. همچنین از شدت ستون

 میکرولیتر 50زریق لیتر بر دقیقه و حجم تمیلی 5/0جریان 

 استفاده گردید.

 

 HPLC-PDAهای کروماتوگرافی مورد استفاده جهت جداسازی آکريلاميد با استفاده از روش . مشخصات فنی ستون1جدول  

 شرکت سازنده ابعاد نوع ستون نام ستون کروماتوگرافی ردیف

1 ODS-H-C18 Optimal 4.5×250 غیر قطبی mm, 5µm (Scotland, UK. ) Capital HPLC 

2 Sphere-Image 80-5 ODS 2 4×250 غیر قطبی mm, 5µm Herbert Kenauer (Berlin,Germany) 
3 Zorbax Hilic Plus 4.6×50 آبدوست mm, 3.5µm Agilent Technologies (Wil., USA) 
4 Lichrosorb-100 NH2 4×250 آمینه بر پایه سیلیکا mm, 5µm Herbert Kenauer (Berlin,Germany) 
5 Shodex Asahipak NH2P-50 4E 4.6×250 آمینه بر پایه پلی وینیل الکلmm, 5µm (Kawasaki, Japan) Shodex Group 

 
گيری آکريلاميد در چيپس سيب زمينی با استفاده از روش های کروماتوگرافی به کار رفته جهت اندازه. شرايط آزمايشگاهی مورد استفاده برای ستون2جدول 

HPLC-PDA  

 (nmطول موج شناسایی ) ترکیب فاز متحرک ستون کروماتوگرافی ردیف

1 ODS-H-C18 Optimal 3 اسید استیک % mM5- 97استونیتریل % 
*226/210 

 210 % استونیتریلmM5- 10 % اسید استیک 90  

 200 % آب دیونیزه100  

2 Sphere-Image 80-5 ODS 2 5/86200 % استونیتریل5/13 -% آب دیونیزه 

 200 % استونیتریل10 -% آب دیونیزه90  

3 Zorbax Hilic Plus 100آب دیونیزه % 
*226/210/200 

4 Lichrosorb-100 NH2 4/94200 % استونیتریل6/5 -% آب دیونیزه 

5 Shodex Asahipak NH2P-50 4E 4/94 200 % استونیتریل6/5 -دیونیزه% آب 

 نانومتر به عنوان يکی از طول موجها، مورد استفاده قرار گرفت.  226با توجه به وجود پيوند دوگانه در ساختار شيميايی مولکول آکريلاميد، طول موج  *:
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های استاندارد ابتدا محلول جهت اجرای مراحل آزمون
و سپس با کاربرد هر یک از پنج ستون  آکریلامید ساخته شده

به (، 2کروماتوگرافی و شرایط آزمایشگاهی مربوط به آنها )جدول
دستگاه کروماتوگرافی مایع تزریق شدند. سپس اثر نوع ستون 

بر روی شکل و خصوصیات ظاهری پیک  کروماتوگرافی
تیابی آکریلامید حاصل شده بررسی گردید. در صورت عدم دس

های استاندارد آکریلامید به شکل پیک مناسب در مورد محلول
و در صورت  در دستور کار قرار گرفته یروش بعد یبررس

دستیابی به شکل پیک مناسب، روش با استفاده از نمونه حقیقی 
بررسی شد. به این نحو که نمونه های چیپس سیب زمینی با 

شده و بعد  سپایکااستفاده از محلول استاندارد آکریلامید 
های چیپس سیب زمینی با مراحل استخراج آکریلامید از نمونه

-استفاده از روش استخراج با متانول انجام پذیرفت. آنگاه محلول

های آکریلامید استخراج شده به دستگاه کروماتوگرافی مایع 
 محاسبه شد.تزریق و درصد بازیافت روش آزمون 

 ( Method Validationاعتبار بخشی آزمون )

برای اعتبار بخشی روش از آکریلامید به عنوان استاندارد خارجی 

نقطه ای در محدوده  5استفاده شد. یک منحنی کالیبراسیون 

میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب با  100-5000غلظت 

 = yاستفاده از سطح زیر پیک ترسیم و سپس معادله رگرسیون )

ax + bلیبراسیون، با استفاده از ( در محدودۀ خطی منحنی کا

 Excel 2010 software (Excel 2010 softwareنرم افزار 

Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) 
محاسبه شد. از این منحنی در تعیین مقدار کمّی آکریلامید در 

زمینی استفاده شد. پس از کاربرد هر  های چیپس سیب نمونه

(، درصورتیکه شکل و 1ه )جدول های پنجگانیک از ستون

خصوصیات ظاهری پیک محلول استاندارد آنها مناسب بوده و 

منحنی کالیبراسیون آنها با موفقیت رسم شده بود درصد 

بازیافت محاسبه شد. به منظور تعیین درصد بازیافت، نمونه های 

چیپس سیب زمینی با استفاده از غلظت مشخصی از محلول 

میکروگرم  2400و  1200، 500سطح  3در  استاندارد آکریلامید

شدند  اسپایکآکریلامید در هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی 

(2n=).  سپس غلظت نهایی با در نظر گرفتن فاکتور پیش تغلیظ

و غلظت آکریلامید در نمونه شاهد، محاسبه شد. به منظور 

بررسی تکرار پذیری روش، نمونه های چیپس سیب زمینی در 

( در سطح غلظت =5nروزه ) 6روز و با فواصل زمانی  30مدت 

ی میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس سیب زمین 1200

( تعیین شد. به RSDو شاخص انحراف استاندارد نسبی) اسپایک

( و حد تعیین مقدار LODمنظور تعیین حد شناسایی)

آکریلامید در سطح های چیپس با استفاده از نمونه(، LOQکمی)

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس  250و  100، 50

 شدند. یکاسپا( n=2) و در هر سطح با دوبار تکرارسیب زمینی 

شده استخراج و به دستگاه  اسپایکهای سپس نمونه

-250در محدوده  و منحنی کالیبراسیون کروماتوگرافی تزریق

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی  50

آنگاه با توجه به فرمول های زیر حد شناسایی و  ترسیم گردید.

  .شدحد تعیین مقدار کمی تعیین 

 (LOD= 3.3 × (s/S)      ( 1)رابطه 

 LOQ= 10 × (s/S)       ( 2)رابطه 

انحراف استاندارد عرض از  sبه طوری که در این روابط، 

 & Fernandes)باشند شیب منحنی کالیبراسیون می Sمبداء و 

2013 .,et al LeeSoares, 2007; .) 

 نتايج و بحث 

 ODS-H-C18اثر شرايط مختلف آزمايش با استفاده از ستون 

Optimal گيری آکريلاميدجهت اندازه 

 5برای این منظور ابتدا از مخلوط دو حلال اسید استیک 

حجمی( -% )حجمی97% به 3مولار و استونیتریل در نسبت  میلی

نانومتر جهت شناسایی  210به عنوان فاز متحرک و طول موج 

 حالت پیک آکریلامید در پیک آکریلامید استفاده شد. در این

. اما شکل پیک الف( -1)شکل جداسازی گردید  96/7دقیقه 

آکریلامید نامناسب و با فاصله از خط پایه بود و با دو پیک 

مجاور خود دارای هم پوشانی بود که حکایت از غیر انتخابی 

مزاحمت در این روش داشت. در ادامه و به منظور بودن و وجود 

پیک آکریلامید مزاحم و بهبود شکل های حذف مداخله پیک

 226حاصل شده، با حفظ ترکیب فاز متحرک از طول موج 

نانومتر جهت شناسایی استفاده گردید. این امر نیز سبب حذف 

 0/8های مزاحم نشد و پیک آکریلامید که در دقیقهپیک

جداسازی گردیده بود همچنان دارای شکل و فاصله نامناسب تا 

به منظور اصلاح شکل  ب(. در گام بعدی -1خط پایه بود )شکل 

پیک آکریلامید، میزان قطبیت فاز متحرک افزایش یافت و به 

مولار و میلی 5مخلوط دو حلال اسید استیک  این ترتیب از

به عنوان حجمی( -% )حجمی10% به 90استونیتریل در نسبت 

، شاخص 9فاز متحرک بهره گرفته شد )شاخص قطبیت آب 

(. 8/5ت استونیتریل ، شاخص قطبی2/6قطبیت اسید استیک 

همچنین به طور همزمان طول موج شناسایی نیز تغییر کرد و 

نانومتر صورت گرفت. پس از تزریق  210آنالیز در طول موج 

ظاهر شد  6/9های استاندارد، پیک آکریلامید در دقیقه محلول

 ج(. -1که دارای شکلی پهن و نامناسب بود )شکل 
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آکريلاميد در آب ديونيزه با استفاده  μg/L 5000بر شکل پيک محلول استاندارد  ODS-H-C18 Optimalتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون . کروما1 شکل

% استونيتريل به عنوان فاز متحرک، طول 97و mM 5 % اسيد استيک3)الف( ترکيب  از ترکيب های مختلف فاز متحرک و طول موجهای شناسايی گوناگون

% 10و mM 5% اسيد استيک 90)ج( ترکيب nm 226 % استونيتريل به عنوان فاز متحرک، طول موج97و  mM 5% اسيد استيک 3)ب( ترکيب  nm 210 موج

 (  mL/min 5/0)شدت جريان  nm  210استونيتريل به عنوان فاز متحرک، طول موج

 

در ادامه با توجه به غیر قابل قبول بودن شرایط فوق، 

طول % آب دیونیزه تغییر پیدا کرد و 100ترکیب فاز متحرک به 

-نانومتر کاهش یافت. پس از تزریق محلول 200موج شناسایی به 

یلامید در های استاندارد به دستگاه کروماتوگرافی مایع، پیک آکر

 ظاهر شد که دارای شکل مناسب، تیزی مطلوب و عدم  9/2دقیقه 

 

(. منحنی 2وجود نویز در نزدیکی پیک آکریلامید بود )شکل 

کالیبراسیون استانداردی که با این روش ترسیم شد در محدوده 

کاملاً خطی و میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب  1000-100

2ضریب همبستگی )
R و معادله رگرسیون مربوط به  999/0( آن

 به دست آمد.   Y= 94.75X– 1835آن 

 

 الف

 ب

 ج

 فلا
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آکريلاميد در آب ديونيزه با استفاده از  μg/L 1000بر شکل پيک محلول استاندارد  ODS-H-C18 Optimal. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون 2شکل

 (mL/min5/0 )شدت جريان  nm  200آب ديونيزه به عنوان فاز متحرک و طول موج شناسايی % 100ترکيب 

 

آنگاه به منظور بررسی درصد بازیافت این روش، نمونه 

میکروگرم آکریلامید  1000های چیپس سیب زمینی در سطح 

و با دوبار تکرار توسط در هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی 

استخراج آکریلامید از نمونه های  شده و بعد اسپایکآکریلامید 

چیپس سیب زمینی با استفاده از روش استخراج بوسیله متانول 

انجام پذیرفت. آنگاه نمونه های چیپس استخراج شده به دستگاه 

شده،  اسپایکتزریق گردید. پس از تزریق نمونه های چیپس 

آکریلامید بسیار نامناسب بود و یک افت شدید شکل پیک های 

نداشتن قبل از ظهور پیک اصلی و فاصله زیاد از خط پایه و 

ها مشاهده شد. به بیان دیگر استفاده از پیک ارتفاع مناسب

که در حالت آخر با  ODS-H-C18 Optimalستون غیرقطبی 

% آب دیونیزه به عنوان فاز متحرک و 100استفاده از ترکیب 

نانومتر جهت شناسایی، پیک  200مندی از طول موج رهبه

های استاندارد آکریلامید داده بود، در مورد مناسبی برای محلول

های چیپس سیب زمینی استخراج شده مناسب نبود و این نمونه

-بدان معنی بود که این ستون توانایی تفکیک و جداسازی پیک

پیچیده چیپس  های مزاحم از پیک آکریلامید را در ماتریکس

 .نداردسیب زمینی 

-Sphereاثر شرايط مختلف آزمايش با استفاده از ستون 

Image 80-5 ODS 2 گيری آکريلاميدجهت اندازه 

 های استاندارد آکریلامید در غلظت هایجهت این امر محلول

میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب دیونیزه  1500و  100

ها به دستگاه کروماتوگرافی مایع ساخته شد. پس از تزریق نمونه

، Sphere-Image 80-5 ODS 2با استفاده از ستون غیر قطبی 

های نانومتر و با استفاده از ترکیب 200در طول موج  شناسایی

مخلوط دو حلال آب  مختلف فاز متحرک انجام پذیرفت. ابتدا از

-% )حجمی5/13% به 5/86دیونیزه و استونیتریل در نسبت 

عنوان فاز متحرک بهره گرفته شد. در نتیجه پیک به حجمی( 

 100. در غلظت ظاهر شد 46/4آکریلامید در حدود دقیقه 

میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب یک پیک مزاحم در فاصله 

بسیار نزدیکی به پیک آکریلامید ظاهر گردید. با افزایش غلظت 

، پیک میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب 1500آکریلامید به 

مزاحم تقریباً محو شد اما شکل پیک آکریلامید حالت پهن موج 

دار و شانه دار داشت. بنابراین، این روش برای شناسایی پیک 

مخلوط دو حلال آب آکریلامید مناسب نبود. اما، هنگامی که از 

حجمی( -% )حجمی10% به 90دیونیزه و استونیتریل در نسبت 

، پیک آکریلامید در حدود به عنوان فاز متحرک استفاده شد

( و مشکل بروز پیک مزاحم و 3جدا شد )شکل  68/4دقیقه 

شانه داری پیک های استاندارد آکریلامید نیز تا حدی مرتفع 

گشت که این موضوع احتمالا به دلیل افزایش قطبیت فاز حلال 

 بود.

نقطه ای استاندارد  5سپس منحنی کالیبراسیون 

میکروگرم آکریلامید  100-5000آکریلامید در محدوده غلظت 

در هر لیتر آب با موفقیت ترسیم گردید که معادله رگرسیون 

و ضریب همبستگی  Y= 13.87X + 788.0 منحنی به صورت

(R
گیری درصد بازیافت به دست آمد. به منظور اندازه 990/0( 2

 1200های چیپس سیب زمینی در سطح روش، نمونهاین 

و با دو کیلوگرم چیپس سیب زمینی  میکروگرم آکریلامید در هر

با استفاده از متانول   شدند و بعد آکریلامید اسپایکتکرار 

های به دست آمده استخراج و به دستگاه تزریق شد. نتایج گراف

دیده  68/4از دستگاه نشان داد که پیک آکریلامید در دقیقه 

 83/4و  58/4نشد و دو پیک بسیار نزدیک به هم در دقایق 

 (.4شد )شکل  دیده
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آکريلاميد در آب ديونيزه با  μg/L 1500بر شکل پيک محلول استاندارد  Sphere-Image 80-5 ODS 2. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون 3 شکل

 (mL/min5/0 )شدت جريان  nm  200% استونيتريل به عنوان فاز متحرک و طول موج شناسايی10% آب ديونيزه و 90استفاده از ترکيب 

 

بوسيله روش استخراجی با حلال در جداسازی پيک آکريلاميد استخراج شده  Sphere-Image 80-5 ODS 2. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون 4 شکل

%  استونيتريل به عنوان فاز متحرک، طول 10%  آب ديونيزه و 90با آکريلاميد )ترکيب  μg/kg1200 شده در سطح  اسپايکمتانول از نمونه چيپس سيب زمينی 

 (mL/min5/0 ، شدت جريان nm  200موج
  

 68/4این امر نشانگر آن بود که پیک آکریلامید در دقیقه  

هم پوشانی داده و ادغام شده بود و  58/4با پیک مزاحم دقیقه 

در کنار استفاده از  Sphere-Image 80-5 ODS 2کاربرد ستون 

به  %10% به 90مخلوط آب دیونیزه و استونیتریل در نسبت 

نانومتر، امکان  200عنوان فاز متحرک و طول موج شناسایی 

 جداسازی پیک آکریلامید از این پیک مزاحم را نداشت.

 Zorbax Hilicاثر شرايط مختلف آزمايش با استفاده از ستون 

plus گيری آکريلاميدجهت اندازه 

 2000در این راستا، ابتدا محلول استاندارد آکریلامید با غلظت 

د. پس از میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب دیونیزه تهیه ش

ها به دستگاه کروماتوگرافی مایع با استفاده از ستون تزریق نمونه

، 200، شناسایی در سه طول موج Zorbax Hilic plusآبدوست 

نانومتر انجام پذیرفت. در نتیجه پیک آکریلامید در  226و  210

که دارای  )ج-5ب و -5الف، -5شکل ظاهر شد ) 95/4دقیقه 

ه پیک مزاحم در نزدیکی پیک شکلی مناسب بدون هیچ گون

های کروماتوگرام نشان داد بیشترین اصلی بود. بررسی منحنی

شدت جذب و سطح زیر پیک آکریلامید با استفاده از طول موج 

الف( و کمترین شدت جذب و سطح زیر -5نانومتر )شکل  200

نانومتر به دست  226  پیک آکریلامید با استفاده از طول موج

  ج(. -5آمد )شکل
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آکريلاميد در آب ديونيزه  μg/L2000 بر شدت جذب و شکل پيک محلول استاندارد  Zorbax Hilic Plus. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون 5 شکل

 %  آب ديونيزه، شدت جريان 100)فاز متحرک  nm  226، )ج( طول موجnm  210، )ب( طول موجnm  200در طول موج های مختلف )الف( طول موج

mL/min2/0) 

 

دلیل این امر احتمالاً به ساختار شیمیایی آکریلامید به 

 Gokmen etعنوان مشتق اسیدهای کربوکسیلیک بر میگردد. )

al. (2005  در تحقیقات خود اشاره داشتند ازآنجائیکه آکریلامید

یکی از مشتقات اسید های کربوکسیلیک است، حداکثر جذب 

نانومتر می باشد.  205نانومتر تا  195آن در محدوده طول موج 

البته باید اشاره داشت در این پژوهش آکریلامید در طول موج 

عملاً  C2و  C1بن نانومتر نیز به دلیل پیوند دوگانه بین کر 226

برابر کمتر  5از خود جذب نشان داد که شدت جذب آن حدود 

نانومتر  200نانومتر بود. بنابراین از طول موج  200از طول موج 

جهت شناسایی پیک آکریلامید در مورد محلول های استخراجی 

 چیپس سیب زمینی نیز بهره گرفته شد.

جداسازی آنگاه به منظور بررسی کفایت روش آزمون در 

های چیپس آکریلامید از ماتریکس چیپس سیب زمینی، نمونه

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس  1200در سطح 

های شدند و بعد مراحل استخراج آکریلامید از نمونه اسپایک

چیپس سیب زمینی با استفاده از متانول  صورت پذیرفت. پس 

دستگاه، در حدود  های چیپس استخراج شده بهاز تزریق نمونه

یک پیک بزرگ مزاحم ظاهر شد که با پیک دقیقه  30/4دقیقه 

 (.6آکریلامید هم پوشانی داشت )شکل  95/4

 

 الف

 ب

 ج
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در جداسازی پيک آکريلاميد استخراج شده بوسيله روش استخراجی با حلال متانول از  Zorbax Hilic Plus. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون 6 شکل

 % آب ديونيزه به عنوان فاز متحرک، شدت جريان nm  200 ،100با آکريلاميد )طول موج μg/kg 1200شده درسطح   اسپايکهای چيپس سيب زمينی نمونه

mL/min5/0)  

 Zorbax Hilicاین امر بیانگر آن بود که کاربرد ستون  

Plus آب دیونیزه به عنوان فاز 100، در کنار استفاده از ترکیب %

نانومتر،  226و  210، 200متحرک و شناسایی در سه طول موج 

نیز نتوانست منجر به جداسازی پیک آکریلامید از پیک مزاحم 

 ردد. مجاور آن در ماتریکس چیپس سیب زمینی گ

-Lichrosorbاثر شرايط مختلف آزمايش با استفاده از ستون 

100 NH2 گيری آکريلاميدجهت اندازه 

و  Lichrosorb-100 NH2جهت این امر اثر کاربرد ستون آمینه 

در نسبت  فاز متحرک با ترکیب آب دیونیزه و استونیتریل

نانومتر  200در طول موج حجمی( -)حجمی %6/5به % 4/94

-لعه قرار گرفت. این ستون یکی از انواع متداول ستونمورد مطا

های استاندارد های آمینه بر پایه سیلیکا می باشد. سپس محلول

 5000و  2500، 1500، 500، 100آکریلامید در غلظت های 

میکروگرم آکریلامید در هر لیتر آب دیونیزه ساخته شد و به 

دود دقیقه دستگاه تزریق شد. در نتیجه پیک آکریلامید در ح

این  .(7)شکل گردید  ظاهربه خوبی و با شکل مناسب  36/5

مزاحم در نزدیکی خود ها فاقد مشکل شانه داری یا پیک پیک

بودند. منحنی کالیبراسیون استانداردی که با این روش ترسیم 

میکروگرم آکریلامید در هر لیتر  100-5000شد در محدوده 

2ضریب همبستگی)کاملاً خطی بوده و آب دیونیزه 
R آن )

  Y= 13.62X– 1042.3و معادله رگرسیون مربوط به آن  997/0

 بود.

 

 
آکريلاميد در آب ديونيزه با استفاده از  μg/L 5000بر شکل پيک محلول استاندارد  Lichrosorb-100 NH2. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون آمينه 7 شکل

  (mL/min5/0  )شدت جريان  nm 200% استونيتريل به عنوان فاز متحرک و طول موج شناسايی 6/5% آب ديونيزه و 4/94ترکيب 
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نتایج کاربرد ترکیبات مختلف به عنوان فاز متحرک شامل 

% آب دیونیزه در 100تا ترکیب  % استونیتریل97ترکیب 

جداسازی پیک آکریلامید در این پژوهش نشان داد ضعیف ترین 

اسید مخلوط دو حلال استونیتریل و کارایی آنالیز با استفاده از 

به عنوان فاز  حجمی(-% )حجمی3% به 97در نسبت  استیک

سپس با کاهش درصد استونیتریل و افزایش سهم  بود.متحرک 

یج بهبود یافت به طوری که بهترین کارایی آنالیز با فاز آبی، نتا

در نسبت  استونیتریلو  آب دیونیزهمخلوط دو حلال استفاده از 

حاصل گردید. در همین  حجمی(-)حجمی %6/5به % 4/94

در تحقیقات خود  Paleologos & Kontominas  (2005)راستا 

-HPLCگیری آکریلامید با استفاده از روش در زمینه اندازه

PDA  به نتایج مشابه ای دست یافتند. آنها اشاره داشتند که

افزودن حلال های آلی مانند استونیتریل به فاز آبی سبب 

کوتاهتر شدن زمان شستشو و عبور سیال و بهبود قابلیت 

شناسایی پیک از راه تقویت سیگنال آن و کاهش زمان آنالیز و 

دو حلال  گردد. آنها از مخلوطجداسازی آکریلامید می

مولار در  01/0استونیتریل و فاز آبی حاوی اسید سولفوریک 

به عنوان فاز متحرک در  حجمی(-)حجمی %80به % 20نسبت 

طی مراحل جداسازی پیک آکریلامید استفاده نمودند. همچنین 

% آب 100شایان ذکر است در این پژوهش استفاده از ترکیب 

خالص به عنوان فاز متحرک به دلیل افزایش فشار داخلی ستون 

های کروماتوگرافی و احتمال آسیب رساندن به ساختار این 

 هایی در اجرا روبرو بود.دودیتها، عملاً با محستون

-سپس به منظور بررسی درصد بازیافت این روش، نمونه

میکروگرم آکریلامید در هر  1200های چیپس در سطح 

شدند و بعد  اسپایککیلوگرم چیپس سیب زمینی و با دو تکرار 

های چیپس سیب زمینی بوسیله استخراج آکریلامید از نمونه

تزریق گردیدند. پس از تزریق، در  متانول  انجام و به دستگاه

شده، یک پیک  اسپایکهردو نمونه چیپس شاهد و چیپس 

( که 8د )شکل شهر اظ 51/5بزرگ و پهن در حدود دقیقه 

درصد بازیافت آن بسیار بالاتر از حد مجاز استاندارد و به 

% بود. این موضوع نشان می داد یک یا چند 469-821میزان

( هم پوشانی داشته 36/5مید )دقیقه پیک مزاحم با پیک آکریلا

و بنابراین با کاربرد ستون آمینه بر پایه سیلیکای    

Lichrosorb-100 NH2 در  آب دیونیزه و استونیتریل و مخلوط

توان به عنوان فاز متحرک، نمی %6/5به % 4/94نسبت 

 آکریلامید را شناسایی نمود.

 

 
در جداسازی پيک آکريلاميد استخراج شده بوسيله روش استخراجی با  Lichrosorb-100 NH2. کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون آمينه 8 شکل

%  استونيتريل 6/5%  آب ديونيزه و 4/94، ترکيب nm  200با آکريلاميد )طول موج μg/kg1200 شده در سطح  اسپايکحلال متانول از نمونه چيپس سيب زمينی 

  (mL/min5/0 به عنوان فاز متحرک، شدت جريان 

 

های رایج شایان ذکر است در این پژوهش و از میان حلال

جهت استخراج آکریلامید مانند آب دیونیزه، متانول، استونیتریل 

و استون، نهایتاً از متانول به عنوان حلال استخراجی استفاده 

د. زیرا استفاده از آب دیونیزه به عنوان حلال استخراجی سبب ش

استخراج همزمان سایر ترکیبات محلول در آب مانند مونو، دی و 

های آمینه، و اسیدهای آلی نیز ها، اسیدپروتئینپلی ساکاریدها، 
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 ,.Fernandes & Soares, 2007; Gokmen et alمی گردد )

(. بنابر این هنگام استفاده از روش کروماتوگرافی مایع و 2005

استخراج با آب دیونیزه در اکثر تحقیقات گذشته، جهت کاهش 

له کنندگی ماتریکس نمونه غالباً از یک مرحخطر مداخله

های فاز جامد استفاده شده بود که خود پاکسازی با کارتریج

 گردیدمنجر به پیچیدگی بیشتر و زمان بر بودن روش آزمون می

(Geng et al., 2008; Mastovska & Lehotay, 2006; Wang 

et al., 2013) . همچنین دلیل دیگر انتخاب متانول را می توان

فوق و همچنین میزان در مقایسه میزان قطبیت چهار حلال 

ها دانست. شاخص قطبیت آب، حلالیت آکریلامید در این حلال

است.  1/5و  1/5، 8/5، 9استونیتریل، متانول و استون به ترتیب 

همچنین میزان حلالیت آکریلامید در آب، متانول، استونیتریل و 

گرم در لیتر می  63و  396، 1550، 2155استون به ترتیب 

(. بنابراین پس از آب، میزان Bermudo et al., 2006bباشد )

قطبیت سه حلال دیگر تقریباً به یکدیگر نزدیک بوده در حالیکه 

برابر استونیتریل و  4میزان حلالیت آکریلامید در متانول حدود 

برابر استون است. لذا متانول احتمالاً به طرز موثرتری می  24

وذ کرده و تواند به ماتریکس پیچیده چیپس سیب زمینی نف

سبب استخراج آکریلامید از چیپس سیب زمینی گردد. در تایید 

در تحقیقات خود به نتایج  Gokmen et al. (2005)این نظر، 

مشابهی دست یافتند. آنها اعلام کردند از آنجائیکه چیپس سیب 

زمینی دارای مقادیر بالایی نشاسته است، استخراج اولیه با آب 

ماتریکس نمونه و از  مختلفکیبات سبب استخراج هم زمان تر

دستیابی به یک لایه  شده وتشکیل یک محلول بسیار غلیظ 

ساخت. از طرف دیگر شفاف پس از سانتریفوژ را دشوار می

های غذایی حاوی متانول دارای سازگاری بیشتری با ماتریکس

-%35مقادیر بالای چربی مانند چیپس سیب زمینی )محتوی 

حلال استخراجی است و آکریلامید پس از % چربی( به عنوان 30

آب، دارای حلالیت بالایی در متانول است که این امر سبب 

افزایش راندمان استخراج آکریلامید از چیپس سیب زمینی با 

نیز اشاره داشتند  Gokmen & Senyuva (2006)  متانول گردید.

ن که ازآنجائیکه متانول، پلی ساکاریدهایی مانند نشاسته و پکتی

کند، بنابراین با کاربرد متانول جهت استخراج را استخراج نمی

آکریلامید از چیپس سیب زمینی، عصاره استخراجی شفافی در 

شد. همچنین در روش مقایسه با کاربرد آب دیونیزه ایجاد می

استخراج آبی به دلیل تورم نشاسته سیب زمینی، نسبت حلال 

تا مقادیر کافی از عصاره  گرددمی 10به نمونه غالباً بیشتر از 

برای ادامه مراحل استخراج به دست آید. این عصاره استخراجی 

سازی نمونه باید تغلیظ گردد که با توجه در ادامه مراحل آماده

 به حجم عصاره حاصله امری دشوار بود.

 Shodexاثر شرايط مختلف آزمايش با استفاده از ستون 

Asahipak NH2P-50 4E گيری آکريلاميدجهت اندازه 

در  ین منظور از مخلوط دو حلال آب دیونیزه و استونیتریلدب

به عنوان فاز متحرک  حجمی( -)حجمی %6/5به % 4/94نسبت 

نانومتر استفاده گردید. سپس  200و طول موج شناسایی 

، 500، 100های استاندارد آکریلامید در غلظت های محلول

ید در هر لیتر آب میکروگرم آکریلام 5000و  2500، 1500

 Shodexدیونیزه ساخته شد و با استفاده از کاربرد ستون آمینه

Asahipak NH2P-50 4E   به دستگاه تزریق شد. این ستون

پلی  ژل های آمینه نسل جدید و بر پایهیکی از انواع ستون

باشد. به این ترتیب پیک آکریلامید در حدود  وینیل الکل می

وجود پیک مزاحم در نزدیکی آن ون به خوبی و بد 70/7دقیقه 

الف(. منحنی کالیبراسیون استانداردی -9جداسازی شد )شکل 

میکروگرم  100-5000که با این روش ترسیم شد در محدوده 

ب( و لذا -9کاملاً خطی بوده )شکل آکریلامید در هر لیتر آب 

( به دست LDRاین محدوده به عنوان محدوده دینامیکی خطی )

2ضریب همبستگی) آمد. همچنین،
R و معادله  997/0( آن

 بود.  Y= 893.25X– 11154رگرسیون مربوط به آن 

های به منظور بررسی درصد بازیافت این روش، نمونه

میکروگرم  2400و  1200، 500 در سه سطح غلظتچیپس 

و در هر سطح با آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی 

و سپس استخراج آکریلامید از  شدند اسپایک(، n=2تکرار) دو بار

های چیپس با استفاده از روش استخراج بوسیله متانول  نمونه

های استخراج شده به دستگاه تزریق نمونهانجام پذیرفت. پس از 

-Shodex NH2Pکروماتوگرافی مایع با استفاده از ستون آمینه 

50 4E،  به 68/7پیک آکریلامید با موفقیت و در حدود دقیقه 

کروماتوگرام مربوط به  10خوبی جداسازی گردید. در شکل 

 1200 شده در سطح غلظت اسپایکنمونه چیپس سیب زمینی 

 آمدهمیکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی 

 است.

 اسپایکهای چیپس میانگین درصد بازیافت در مورد نمونه

میکروگرم آکریلامید  2400و  1200، 500شده در سطح غلظت 

با  (،=2nدر هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی با دو بار تکرار)

% به دست آمد 2/102±6/1% تا 9/95±3/1موفقیت در محدوده 

 (.3)جدول 
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y = 893.25x - 11154
R² = 0.9971
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 (μg/Lدر آب ) ديلاميغلظت محلول استاندارد آکر

آکريلاميد در آب با  μg/L 5000بر شکل پيک محلول استاندارد  Shodex NH2P-50 4E. )الف( کروماتوگرام مربوط به اثر کاربرد ستون آمينه 9 شکل

)ب( منحنی  (mL/min5/0 )شدت جريان  nm  200% استونيتريل به عنوان فاز متحرک و طول موج شناسايی6/5% آب ديونيزه و 4/94استفاده از ترکيب 

 μg/L5000-100 کاليبراسيون استاندارد آکريلاميد در آب ديونيزه در محدوده غلظت 

 

 
در جداسازی پيک آکريلاميد استخراج شده بوسيله روش استخراجی با  Shodex NH2P-50 4Eط به اثر کاربرد ستون آمينه . کروماتوگرام مربو10 شکل

% استونيتريل به عنوان فاز 6/5% آب ديونيزه و 4/94با آکريلاميد )ترکيب  μg/kg1200 شده در سطح  اسپايکحلال متانول از نمونه چيپس سيب زمينی 

 (mL/min5/0 ، شدت جريان nm  200متحرک، طول موج

 

 الف

 (μg/Lغلظت محلول استاندارد آکریلامید در آب )
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 500، 250، 100،  50شده در سطح  اسپايکهای چيپس سيب زمينی در تعيين درصد بازيافت نمونه Shodex NH2P-50 4E. اثر کاربرد ستون آمينه 3جدول 

 (=2nبا آکريلاميد )  2400μg/kgو    1200،

 cدرصد بازيافت

(%) 
(X ̅± SD) 

               bغلظت نهايی

(μg/kg) 
 (X ̅± SD) 

 aغلظت اوليه

(μg/kg) 
(X ̅± SD) 

 سطح زير پيک

 )واحد اختياری(

) 103
(× (X ̅± SD) 

 غلظت تزريق شده 

 به چيپس سيب زمينی 

(μg/kg) 

N/A 14 ± 111  14 ± 111  11 ± 183   نمونه شاهدd
 

7/5 ± 165 3 ± 82 3 ± 82  2 ± 66    50 

6/1 ± 1/106 2 ± 106 2 ± 191 14 ± 160 100 

7/1 ± 4/97 4 ± 243 4 ± 329 4 ± 282 250 

3/1 ± 9/95 6 ± 480 6 ± 600 5 ± 562  500 

6/1 ± 2/102 18 ± 1227 19 ± 1347 14 ± 1141 1200 

2/0 ± 4/96 6 ± 2313 7 ± 2433 5 ± 1989 2400 

a:  .غلظت اوليه به طور مستقيم از منحنی کاليبراسيون و با استفاده از معادله رگرسيون محاسبه گرديد 

b:  .غلظت نهايی با تاثير فاکتور پيش تغليظ و کم کردن غلظت آکريلاميد در نمونه شاهد محاسبه گرديد 

c: .درصد ريکاوری از تقسيم غلظت نهايی بر غلظت اسپايک شده، تعيين گرديد 

d:  سازی با آکريلاميد است. آغشتهنمونه شاهد، چيپس سيب زمينی آسياب شده بدون 

N/A :غير قابل اجرا 

 

با استفاده از  Wang et al. (2013)در مطالعات پیشین 

روش کروماتوگرافی مایع و آشکارگر طیف سنجی نوری با آرایش 

-Hypersil ODSهمراه با کاربرد ستون  (HPLC-DAD)دیودی 

C18 ، در غذاهای چینی پخته شده 89-103به درصد بازیافت %

 Gokmen et al. (2005)همچنین  و یا سرخ شده دست یافتند.

همراه با کاربرد ستون آبدوست     HPLC-DADبا استفاده از روش 

Atlantis HILIC در 8/92-2/96، درصد بازیافت را در محدوده %

های چیپس سیب زمینی محاسبه نمودند. در یک مطالعه مونهن

و  HPLC-DADبا استفاده از روش   Geng et al. (2008)دیگر،

Hamilton HC-75Hستون دفع یونی
-104، درصد بازیافت را +

% در چیپس سیب زمینی، بیسکوئیت و کلوچه گزارش 5/92

-ازهنمودند. شایان ذکر است در تحقیقات گذشته در زمینه اند

گیری آکریلامید در مواد غذایی با استفاده از روش کروماتوگرافی 

های های آمینه بر پایه سیلیکا و یا ستونمایع، استفاده از ستون

آمینه نسل جدید بر پایه پلی وینیل الکل مانند آنچه در این 

 Shodex NH2P-50پژوهش با کاربرد موفقیت آمیز ستون آمینه

4E   های نشده است و عمدتاً از ستونتحقق پذیرفت، دیده

آمینه به منظور جداسازی مونو و الیگوساکاریدها استفاده شده 

های متداول (. از طرف دیگر ستونHvizd et al., 2011بود )

مورد استفاده همراه با روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

برهمکنش ( ،یا از نوع ODS-C18غالباً بر پایه اکتا دسیل سیلیکا )

باشند. اما از ( میIE( و یا از نوع دفع یون )HILICآبدوست )

آنجائیکه آکریلامید یک مولکول بسیار قطبی با قابلیت بازداری و 

های متداول روش کروماتوگرافی جداسازی ضعیف روی ستون

تریج رمایع است در اکثر مقالات از انجام مراحل پاکسازی با کا

 Bermudo et al., 2006a; Rufianد )فاز جامد استفاده شده بو

& Morales, 2006( به عنوان نمونه در تحقیقات فوق .)Wang 

et al. (2013  از کارتریج فاز جامدElut-Accuate  وGokmen et 

al. (2005)  وGeng et al. (2008) از کارتریج فاز جامدOasis-

HLB   استفاده نمودند که منجر به طولانی شدن مراحل

استخراج و افزایش هزینه روش جداسازی آکریلامید می گردید. 

 آنچه به عنوان یک مزیت در رابطه با کاربرد ستون آمینه 

NH2P-50 4E در این پژوهش به دست آمد عدم نیاز به انجام

  مراحل زمانبر و پر هزینه پاکسازی با فاز جامد بود. ستون

Shodex NH2P-50 4Eهای آمینه نسل جدید بوده از انواع ستون

های های فعال پلی آمین است که بر خلاف ستونو دارای گروه

(، به جای پایه Lichrosorb-100 NH2آمینه متداول )مانند 

متداول سیلیکا، به یک نوع ژل سخت پلیمری آبدوست به نام 

متصل بوده و دارای پلی وینیل الکل ژل به عنوان ترکیب پایه 

 ,.Showa-Denko et alباشد )پایداری شیمیایی بالایی می

(. این امر مشکل کاهش قدرت بازداری و جداسازی ستون 2013

 (.Acworth et al., 2011های قبلی را مرتفع نمود )

، این روشبه منظور اعتبار بخشی و بررسی دقت نتایج 

استفاده قرار گرفت.  آزمون تکرار پذیری در خلال چند روز مورد

های میانگین و انحراف ، نخست شاخص4مطابق جدول شماره 

گردید. های سطح زیر پیک محاسبه استاندارد در مورد داده

% به 39/4برابر  (RSD)سپس شاخص انحراف استاندارد نسبی 

دست آمد که حکایت از تکرار پذیری مناسب روش آزمون با 
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   داشت. NH2P-50 4Eاستفاده از ستون آمینه 

 Paleologos & Kontominasدر یک تحقیق مشابه، 

با استفاده از روش کروماتوگرافی مایع و آشکارگر طیف  (2005)

و ستون  (HPLC-UV-vis)ماوراء بنفش -سنجی نوری مرئی

-5/0را در محدوده  RSDشاخص ، Aminex HPX-87Hقطبی 

در % در سیب زمینی سرخ شده، شکلات، پودر کاکائو، پو4/0

 Zhang etقهوه و مرغ خام گزارش نمودند. در مطالعه ای دیگر، 

al. (2006)  با استفاده از روش کروماتوگرافی گازی و آشکارگر

و ستون پلی اتیلن گلیکولی  (GC-ECD)تسخیر کننده الکترون 

HP-INNOWax،  شاخصRSD  بال مرغ  ینمونه ها یبرارا

% 8/0-9/5در محدوده  ینیزم بیس پسیسرخ شده و چ

با استفاده   Bermudo et al. (2006b)محاسبه نمودند. همچنین

از روش کروماتوگرافی مایع و دو آشکارگر طیف سنجی جرمی 

(LC- MS/MSو ستون غیرقطبی )ODS-80 TS  ، به شاخص

RSD 8 در بیسکوئیت، چیپس سیب زمینی، نان و شکلات %

 دست یافتند.
 

( داده RSD( و انحراف استاندارد نسبی)SDهای ميانگين، انحراف استاندارد)در تعيين شاخص Shodex NH2P-50 4E. اثر کاربرد ستون آمينه 4جدول 

 (=5nبا آکريلاميد ) μg/kg 1200شده در سطح   اسپايکهای سطح زير پيک نمونه های چيپس سيب زمينی 

 انحراف استاندارد نسبی

RSD) %) 

 انحراف استاندارد

(SD) 

 ميانگين 

(Mean) 
μg/kg 1200( )103شده ) اسپايکهای چيپس سطح زير پيک نمونه

× ) 

5 4 3 2 1 

391/4 98/67045 8/1526 1559 1568 1503 1590 1421 

 

( و حد تعیین مقدار LOD) جهت تعیین حد شناسایی

قسمت از آزمون توصیف شده در  ،این روش( LOQکمی )

استفاده گردید. به این منظور درصد بازیافت  اعتباربخشی آزمون

و  100، 50شده در سطح  اسپایکهای چیپس در مورد نمونه

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس سیب زمینی  250

سپس حد شناسایی و حد تعیین  (.3محاسبه گردید )جدول 

 NH2P-50 4Eبا استفاده از ستون آمینهن مقدار کمی روش آزمو

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم چیپس  27و  9به ترتیب ، 

 سیب زمینی به دست آمد.
 Wang نتایج به دست آمده در این پژوهش، مشابه نتایج

et al. (2013) ، Govaert et al. (2006)وFernandes & Soares 

با استفاده از روش  Wang et al. (2013)بود.  (2007)

کروماتوگرافی مایع و آشکارگر طیف سنجی نوری با آرایش 

،  Hypersil ODS-C18( و ستونHPLC-DADدیودی )

میکروگرم  25و  8را به ترتیب  LOQو  LODهای شاخص

آکریلامید در هر کیلوگرم غذاهای چینی پخته شده و یا سرخ 

با  Fernandes & Soares (2007)شده گزارش کردند. همچنین 

استفاده از روش کروماتوگرافی گازی و آشکارگر طیف سنجی 

ها را به ، این شاخصMDN-12( و ستون GC-MSجرمی )

میکروگرم آکریلامید در هر کیلوگرم  8/38و  8/12ترتیب 

 Govaert et al. (2006) چیپس سیب زمینی محاسبه نمودند.

آشکارگر طیف نیز با استفاده از روش کروماتوگرافی مایع و دو 

 μ-Bondapak( و ستون غیرقطبیLC- MS/MSسنجی جرمی )

C18 میکروگرم  20و  10ها را به ترتیب ، همین شاخص

آکریلامید در هر کیلوگرم بیسکوئیت، چیپس سیب زمینی، نان 

 و شکلات به دست آوردند.

های کروماتوگرافی در این پژوهش با بررسی نقش ستون

آکریلامید در چیپس سیب زمینی،  گیریدر جداسازی و اندازه

های غیر قطبی و بر پایه اکتا دسیل سیلیکای ابتدا از ستون

ODS-H-C18 Optimal  وSphere-Image 80-5 ODS 2 ستون ،

و ستون آمینه بر پایه سیلیکای Zorbax Hilic Plus آبدوست 

Lichrosorb-100 NH2 ها بهره گرفته شد. کاربرد این ستون

منجر به ظهور پیک مناسب در هنگام تزریق علی رغم آن که 

های استاندارد آکریلامید شده بود، اما در هنگام تزریق محلول

شده با آکریلامید، شکل  اسپایکهای چیپس سیب زمینی نمونه

و خصوصیات ظاهری پیک آکریلامید مناسب نبود و عمدتاً یک 

ک گردید که نشانگر ادغام یپیک بسیار پهن و بزرگ تشکیل می

یا چند پیک مزاحم و هم پوشانی آنها با پیک آکریلامید و عدم 

کفایت روش آزمون در تفکیک و جداسازی پیک های مزاحم از 

پیک آکریلامید در ماتریکس پیچیده چیپس سیب زمینی 

استخراج شده را داشت. سپس از ستون آمینه نسل جدید 

Shodex Asahipak NH2P-50 4E استفاده گردید. این ستون 

برخلاف ستون آمینه قبلی، به جای پایه غیر قطبی سیلیکا، 

حاوی یک ژل آبدوست قطبی به نام پلی وینیل الکل به عنوان 

ای بود. کاربرد این ستون منجر به جداسازی مطلوب ترکیب پایه

های بدون مداخله پیک 68/7پیک آکریلامید در حدود دقیقه 

های بازیافت نمونه ماتریکس نمونه و نتایج مناسب آزمون درصد

%( گردید. این امر احتمالاً 9/95 -%2/102چیپس سیب زمینی )

بوده است.  NH2P-50 4Eبه دلیل قطبیت بالای ستون آمینه 

زیرا آکریلامید که خود یک ترکیب بسیار قطبی است، مدت 

تری بر روی ستون اقامت می کند و به همین دلیل زمان طولانی

های غیر قطبی از مقایسه با ستون فرآیند جداسازی بهتری در
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دهد. در مطالعاتی مشابه و در راستای بررسی خود نشان می

 Zhu et al. (2008)های مختلف، برهمکنش آکریلامید با ستون

های با خاصیت قطبی نظیر اعلام داشتند که استفاده از ستون

Supleco-Wax-10  یاDB-Wax های غیرقطبی نسبت به ستون

ضعیف بهتر توانستند سبب جداسازی پیک  یا با قطبیت

 Zhang etهای مزاحم ماتریکس نمونه گردند. آکریلامید از پیک

al. (2006)  در مطالعات خود عنوان داشتند که آکریلامید به

عنوان یک ترکیب قطبی دارای خاصیت بازداری و جداسازی 

های غیر قطبی یا با قطبیت ضعیف مانند ضعیفی روی ستون

DB-5 ت که منجر به دستیابی به شکل پیک نامناسب میاس-

با  HP-INNOWaxگردید. لذا این نویسنده با استفاده از ستون 

گیری آکریلامید نمود. خاصیت قطبی بالا، اقدام به اندازه

های بیان کردند که استفاده از ستون Xu et al. (2013)همچنین 

دن و پهن سبب دنباله دار ش DB-5 ms با قطبیت پایین مانند

شدن شکل پیک آکریلامید می گردید. این محققین از ستون 

30 m INNOWax  گیری اندازهبرای از جنس پلی اتیلن گلیکول

 آکریلامید استفاده کردند.

 کلیگيری  نتيجه
در این پژوهش اثر نوع ستون کروماتوگرافی در تعیین روش 

از  گیری آکریلامید در چیپس سیب زمینی با استفادهاندازه

روش کروماتوگرافی مایع و آشکارگر طیف سنجی نوری با آرایش 

ستون  5ین منظور اثر ددیودی مورد مطالعه قرار گرفت. ب

گیری آکریلامید کروماتوگرافی مختلف در تعیین روش اندازه

های چیپس سیب مورد بررسی قرار گرفت. پس از تزریق نمونه

مون نشان داد که با شده با آکریلامید، نتایج آز اسپایکزمینی 

های کروماتوگرافی غیر قطبی، آبدوست، و استفاده از ستون

های مزاحم و آمینه سنتی بر پایه سیلیکا، مشکل مداخله پیک

هم پوشانی آنها با پیک آکریلامید به وجود آمده و درصد 

بازیافت نیز قابل قبول نبود. با کاربرد ستون آمینه نسل جدید 

Shodex NH2P-50 4E شرایط آزمایشگاهی مورد استفاده  و

برای ستون از نظر نوع و نسبت ترکیبات فاز متحرک و طول 

های مزاحم در هنگام تزریق موج شناسایی، مشکل مداخله پیک

های استخراج شده آکریلامید از چیپس سیب زمینی به نمونه

  طور کامل برطرف گردید.

وش نتایج این پژوهش نشان داد که با استفاده از ر

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا و آشکارگر طیف سنجی نوری 

 4Eبا آرایش دیودی و کاربرد ستون کروماتوگرافی آمینه 

Shodex NH2P-50 آب دیونیزه به -همراه با ترکیب استونیتریل

نانومتر، میتوان به یک  200عنوان فاز متحرک و طول موج 

گیری جهت اندازه روش آسان، مقرون به صرفه و قابل اطمینان

 آکریلامید در چیپس سیب زمینی دست یافت.

 سپاسگزاری
نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و قدردانی خود را از  

های صورت گرفته توسط پژوهشکده صنایع غذایی و حمایت

کشاورزی پژوهشگاه استاندارد )کرج، ایران(، معاونت پژوهشی 
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