
 

  مجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران
  95- 106 صفحات، 1395 بهار، 1 ، شمارهیازدهمسال 

  
  

 جفت شده با اسپکتروفتومتري مایع پخشی -توسعه و معتبرسازي روش میکرواستخراج مایع
 گیري رنگ کارموزین در مواد غذایی براي استخراج و اندازه

  3مریم سلامی ،2، محمد فرجی1پریسا امینی کادیجانی

 

     ، تهران، ایرانهاي نوین، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم دارویی دانشجوي کارشناسی ارشد علوم و صنایع غذایی گرایش شیمی مواد غذایی، دانشکده علوم و فناوري -1
  mfaraji@standard.ac.ir :پست الکترونیکی. استادیار گروه پژوهشی مواد غذایی، پژوهشکده صنایع غذایی و کشاورزي، پژوهشگاه استاندارد، کرج، ایران: نویسنده مسئول -2

   ایران ،دانشگاه تهران ،مهندسی و فناوري کشاورزي دانشکده پردیس کشاورزي، علوم و مهندسی صنایع غذایی گروه -3
  

  10/6/94: تاریخ پذیرش                                                                                                     25/2/94: تاریخ دریافت
 چکیده

اي در سراسر جهان در صنایع غذایی  طور گسترده  آنها به. هاي خوراکی هستند افزودنیهاي مصنوعی گروهی بسیار مهمی از  رنگ :سابقه و هدف
در این تحقیق، روش ساده، سریع و حساسی با . شوند العاده، به کار برده می و خوراك دام به دلیل قیمت پایین، اثر بخشی بالا و پایداري فوق

  .گیري مقادیر کم کارموزین در مواد غذایی پیشنهاد شد کتروفتومتري براي اندازهمایع پخشی جفت شده با اسپ-عنوان میکرو استخراج مایع
محلول رنگ،  pHدر ابتدا عوامل مؤثر برکارایی استخراج کارموزین شامل نوع و مقدار حلال استخراج کننده و پخش شونده،  :هامواد و روش

منظور اعتباربخشی روش پیشنهادي، از سیستم کروماتوگرافی مایع  ادامه به در .درصد نمک، مقدار معرف زوج یون کننده مطالعه و بهینه شدند
  .با کارایی بالا استفاده شد

. به دست آمد) 0/ 9993(با ضریب همبستگی خوب ) μg/L 2000-10(تحت شرایط بهینه، رفتار خطی خوبی در کل گستره غلظتی  :هایافته
بود و همچنین حد تشخیص % 90درصد استخراج . بود% μg/L 250 ،6گیري مکرر در سطح غلظتی  انحراف استاندارد نسبی بر پایه شش اندازه

  .بود μg/L 2روش پیشنهادي 
هاي  درصد بازیابی(گیري کارموزین  در اندازهبا اسپکتروفتومتري ه مایع پخشی جفت شد-روش استخراجی میکرواستخراج مایع :گیري نتیجه

  .از صحت خوبی برخوردار است ،)μg/Lدر حد (هاي کم  در غلظت%) 95بالاتر از 
  مایع پخشی، اسپکتروفتومتري،کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا- کارموزین، میکرواستخراج مایع :واژگان کلیدي

  مقدمه 
هاي خوراکی هستند  هاي مصنوعی گروهی از افزودنی رنگ

هـاي طبیعـی و پایـداري کـم و      که به دلیل کمبود منابع رنگ
تدریج پا به عرصه صـنعت غـذا    ها به  گونه رنگ قیمت بالاي این

هـاي   هـاي اخیـر مقـدار مجـاز رنـگ      گرچه در سـال . گذاشتند
کننــده  مصـنوعی بـه دلیـل اثراتـی کـه روي سـلامتی مصـرف       

ها در سراسر جهان   گذارند، کاهش یافته است ولی این رنگ می
این دسته از ترکیبات از سـال  . شود طور گسترده استفاده می به

منظور فراهم آوردن ظاهري مطلـوب   صورت قانونی به به 1880
تر شدن و اشتهاآور شـدن آن   در ماده غذایی که موجب جذاب

. شـوند  افه مـی شود، به مـواد غـذایی اض ـ   کننده می براي مصرف
همچنین براي جبران از دست دادن رنگ طبیعـی غـذا کـه در    

شـود و   رود اسـتفاده مـی   سازي از بین می طول فرایند و ذخیره
مقاومت بالایی کـه در برابـر تجزیـه نـور بـراي حفـظ طعـم و        

  ).1، 2(ها دارند، کاربرد دارند   ویتامین
هـاي مصـنوعی مقاومـت خـوبی در برابـر       بسیاري از رنـگ 

جزیه شدن داشته و خطر زیادي براي سلامتی انسان و حیوان ت
هـاي آن   ندارند، اما ممکن است برخی از این مـواد و متابولیـت  

ویژه هنگامی که در مقادیر بیش از حد مصرف شوند خطرات  به
اثرات جـانبی کـه   . اي را براي انسان ایجاد کنند سلامتی بالقوه

گذارنـد شـامل    هاي مصـنوعی روي سـلامتی انسـان مـی     رنگ
آسـیب   هاي آلرژیـک و آسـم، پـیش فعـالی کودکـان،      واکنش
DNAهـاي   به همین دلیل استفاده از رنگ. باشند ، سرطان می
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 ٩٦

طور جدي کنتـرل   مصنوعی در مواد غذایی در سراسر جهان به
هــاي دقیــق و قابــل اعتمــاد بــراي  شــود، در نتیجــه روش مــی

هاي  روش .)3، 4(اطمینان از ایمنی مواد غذایی مورد نیاز است 
هـا،   هاي مصنوعی در نوشیدنی آنالیز متعددي براي تعیین رنگ

هـاي خـوراکی    جـات، بافـت   هاي میـوه، شـیرینی   ها، ژله آبمیوه
هـا    برخـی از ایـن روش  . جات ارائه شـده اسـت   حیوانی و ادویه
 ،)6( ولتـامتري ، )5(الکتروفـورز لولـه مـوئین    : عبارت اسـت از 

ایی بالا، کروماتوگرافی فـاز معکـوس،   کروماتوگرافی مایع با کار
کروماتوگرافی لایه نازك، الکتروشیمی، اسـپکترو فوتـومتري و   

 ).7(غیره 
یک رنـگ مصـنوعی محلـول در آب    ) آزوروبین(کارموزین 

است که از آن جهت تولید رنگ قرمز مایـل بـه آبـی اسـتفاده     
این رنگ . شود بندي می هاي آزو دسته شود و در طبقه رنگ می
هاي دیگـر بـراي تولیـد یـک رنـگ مطلـوب        رکیبی از رنگبا ت

رنگدانه خالص قدرت رنگی بالایی با ماکزیمم . شود استفاده می
کارموزین براي پایداري در برابر .نانومتر در آب دارد 516جذب 

 mg/Kgمقدار مصرف روزانه قابـل قبـول آن   . نور مناسب است
 JECFAط به ازاي هر کیلوگرم وزن انسان است که توس ـ 4-0
)Joint  Expert Committee on Food Additives (  تعیـین

این رنـگ در ایـالات متحـده و کانـادا مصـرف      ). 8(شده است 
یکی از  740اما مطابق استاندارد ملی ایران به شماره ) 9(ندارد 
هاي مجـاز بـراي محصـولات قنـادي و دسـرها در ایـران        رنگ
تاندارد و سـازمان  گزارشاتی از طرف سازمان ملی اس ـ. باشد می

غذا و دارو مبنی بر استفاده غیر مجاز یا بـیش از حـد از رنـگ    
کارموزین در محصولات غذایی مختلف وجود دارد که تـاکنون  

گیـري کمـی آن راه انـدازي     روش آزمون معتبري براي انـدازه 
همچنین لازم به ذکر است که کـارموزین یکـی از   . نشده است

مجـاز خـوراکی در صـنایع    هـاي مصـنوعی    ترین رنگ پرمصرف
  .باشد غذایی ایران و جهان نیز می

هـاي   هاي قابل توجـه در زمینـه فنـاوري    با وجود پیشرفت
طور مسـتقیم   توانند به اي نمی هاي تجزیه آنالیزي، اکثر دستگاه

در نتیجـه  . هاي پیچیده به کار رونـد  براي آنالیز ماتریس نمونه
دسـتگاهی الزامـی    سـازي نمونـه، قبـل از آنـالیز     مرحله آمـاده 

هـاي اسـتخراجی کـه بـراي تعیـین و       از جملـه روش . باشد می
شناسایی آنالیت مورد استفاده قرار گرفته است استخراج مـایع  

و نیز اسـتخراج فـاز   ) LLE )Liquid Liquid Extractionمایع  
امــروزه . باشـند  مـی  )SPE )Solid Phase Extraction جامـد  

هاي استخراجی فوق به دلیل مصرف زیـاد حـلال آلـی و     روش
نیاز به حلال پراکنی آن و در نتیجه امکان هدر رفت آنالیـت و  

همچنین طولانی بودن مدت زمان انجام آزمایش، کمتر مـورد  
تحقیقات در جهت حـذف و یـا تقلیـل    . گیرند استفاده قرار می

هاي میکرواسـتخراجی از   از روش معایب فوق، منجر به استفاده
 DLLMEمـایع پخشـی   -جمله تکنیـک میکرواسـتخراج مـایع   

)Dispersive liquid-liquid microextraction( منظــور  بــه
هـا در    استخراج و تعیین دقیق مقـادیر بسـیار کـم انـواع گونـه     

  ).10(هاي مختلف نمونه شده است  بافت
رضـایی و  اولـین بـار توسـط     ،مایع پخشی -استخراج مایع

منظـور   ایـن روش  بـه  . ارائه شـده اسـت   2006اسدي در سال 
. شناسایی ترکیبات آلی در آب مورد استفاده قرار گرفته اسـت 

این روش، روشی ساده و سریع بوده و در آن سه فاز مایع مورد 
داراي دانسـیته  : فاز استخراج کننـده  -1: گیرد استفاده قرار می

تتراکلرو اتیلن، کلروفرم، تترا متفاوتی نسبت به آب است مانند 
تـر   سبک(؛ اکتانول، آندودکانول )تر از آب سنگین(کلرید کربن 

باید حلالیت بـالایی در هـر دو   : حلال پخش کننده -2) از آب
فاز استخراج کننده و فاز آبی را دارا باشد مانند متانول، اتانول، 

قـرار  فاز آبی که گونه مورد نظر در آن  -3استون، استونیتریل 
  . دارد

هنگامی که فاز استخراج کننـده و پخـش کننـده مخلـوط     
شده و با سرعت به درون محلول نمونه تزریـق شـوند، حـلال    

طور یکنواخـت   واسطه حلال پخش کننده به استخراج کننده به
هاي بسیار ریز حلال  شود و قطره و کامل در فاز آبی پخش می

در . شـود  نه میاستخراج کننده منجر به کدر شدن محلول نمو
این حالت سطح تماس بین حلال استخراج کننده و فـاز آبـی   
بسیار بزرگ شده در اثر ایجاد تعـادل سـریع، زمـان اسـتخراج     

سپس حلال استخراج . شود بسیار کوتاه و در حد چند ثانیه می
کننده حاوي آنالیت به راحتی توسط سـانتریفیوژ جداسـازي و   

تـوان بـه    ایـن تکنیـک مـی   از جملـه مزایـاي   . شـود  آنالیز مـی 
حساسیت و گزینش پذیري بالاي روش، بازده بالاي استخراج، 

بـا  . سرعت زیاد و استفاده از حجم کم حلال آلـی اشـاره کـرد   
تواند کاربرد وسیعی  توجه به مزایاي ذکر شده، این تکنیک می
  ).11(را در زمینه آنالیز مواد غذایی داشته باشد 

و همکـاران   Wuتوسـط   2013در پژوهشی کـه در سـال    
مایع پخشی همراه بـا  -از روش میکرو استخراج مایع ،انجام شد

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا براي تعیین شـش نـوع رنـگ    
هاي بر پایه شـکر و ژلاتـین    ها و شیرینی  مصنوعی در نوشیدنی

اي آمیـزي بـر   صـورت موفقیـت   ایـن روش بـه  . استفاده کردنـد 
هــاي حقیقــی بــه کــار بــرده شــد و  اســتخراج و آنــالیز نمونــه

بـه دسـت   % 5/104-8/95هاي بازیابی خوبی در گستره  درصد
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ــد  ــال   ). 12(آم ــه در س ــر ک ــژوهش دیگ ــط  2011در پ توس
Hongyuan  و همکــاران انجــام شــد از روش میکــرو اســتخراج

مایع پخشی براي تعیین چهار نوع رنگ سـودان در زرده  -مایع
نیز %) 87(هاي خوبی  استفاده کرده که درصد بازیابی مرغ تخم

  ). 13(به دست آوردند 
هدف از انجام این تحقیق، راه اندازي و معتبر سـازي روش  

مـایع  -آزمون استاندارد بر اساس تکنیک میکرو استخراج مـایع 
پخشی جفت شده با اسپکتروفتومتري براي شناسایی و تعیین 

ــی    ــارموزین در برخ ــگ ک ــدار رن ــد   مق ــذایی مانن ــواد غ از م
 .باشد ها می  ها و ژله  ها، لواشک ها، دراژه نوشیدنی

  هامواد و روش  
هـاي اسـپکتروفتومتري بـا دسـتگاه     گیـري  انـدازه : ها دستگاه

)  ساخت کشور آلمان( Cary 1e مدل Varianاسپکتروفتومتري 
مـاکزیمم   ماکرولیتري در طول مـوج  350مجهز به سل کوارتز 

هـا بـا     محلـول  pHتنظیم . انجام گرفتند) nm 515( کارموزین 
، )ساخت کشـور آلمـان  ( WTW Inolabمتر، مدل  pHدستگاه 

سازي  آب یون زدائی شده توسط دستگاه خالص. صورت گرفت
ــرکت   ــاخت ش ــره ( Aqua Max-Ultra Younglingآب س ک

از هـا    جهـت سـانتریفیوژ نمونـه   . تهیـه گردیـد  ) جنوبی، سئول
. سانتریفیوژ ساخت شرکت پویا الکتریـک ایـران اسـتفاده شـد    

مــورد ) HPLC(دسـتگاه کرومـاتوگرافی مـایع بــا کـارایی بـالا      
ساخت کشـور آلمـان    EuroChromمدل  KNAUERاستفاده 

ــدل   ــه م ــه پمــپ چهــار کانال   آشکارســاز و -1001Kمجهــز ب
  UV-Vis وdegasser  ــدل ــود -2600Kم ــا در   جداســازي. ب ه

میلـی متـر،    6/4× میلی متر  18C- )250ستون کروماتوگرافی
و  μl20 حجـم تزریقـی    .انجـام شـد  ) میکرومتـر  5قطر ذرات 

همچنـین سـرعت جریـان فـاز     . بوددماي ستون، دماي محیط 
  . بود ml/min 1متحرك 

تمامی مواد شیمیایی بـه کـار   : مواد شیمیایی و استانداردها
رنگ کارموزین بـا  . اي بودندي خلوص تجزیه درجه رفته داراي

) Seelze, Germany(آروم -از شرکت ریدل% 95خلوص بالاي  
اتــانول، کلروفــرم، متــانول، اســتون، اســتونیتریل، . تهیــه شــد

تتراکلرواتیلن و تترا کلریـد کـربن، هیدروکسـید سـدیم، تتـرا      
ــد  از شــرکت مــرك آلمــان  ،)TBAB(بوتیــل آمونیــوم برومای

کـارموزین  ) mg/l 200(محلول استاندارد پایه . اري شدندخرید
با توزین مقدار مناسبی از استاندارد رنگ و به حجم رساندن با 

سـازي   هاي استاندارد کاري با رقیق محلول. آب مقطر تهیه شد
همچنین محلـول  . مناسب محلول پایه با آب مقطر تهیه شدند

قیم مقـدار  کـردن مسـت   بـا حـل  ) TBAB  )mol/L 05/0ي  پایه

 pHبـراي تنظـیم   . در آب مقطر تهیـه شـد   TBABمناسبی از 
ها از محلول سدیم هیدروکسید و هیـدروکلریک اسـید   محلول

  . مولار استفاده شد 1/0
اي، تافی،  هاي بستنی میوه نمونه: ها سازي نمونه تهیه و آماده

اي کـه بـر اسـاس     هـاي میـوه   ژله، لواشک، نوشـیدنی  آدامس،
یات قبلی موجود در سـازمان ملـی اسـتاندارد،    اطلاعات و تجرب

احتمال استفاده از رنـگ کـارموزین در آنهـا وجـود داشـت، از      
 .هـاي مـواد غـذایی داخـل شـهر تهـران تهیـه شـدند         فروشگاه

لازم به ذکر است . محصولات از برندهاي مختلف انتخاب شدند
گیري همزمان چند رنـگ توسـط    که به دلیل عدم امکان اندازه

هاي انتخابی باید همرنگ و تنها  اسپکتروفتومتر، نمونهدستگاه 
منظور حصول اطمینان از وجود یک  به. حاوي کارموزین باشند

ها بـراي    سازي نمونه ها قبل از آماده  در نمونه) کارموزین (رنگ 
 TLCفرآیند میکرواستخراج تسـت کرومـاتوگرافی لایـه نـازك     

)Thin Layer Chromatography (در مـــورد . انجـــام شـــد
گرم نمونه ژله توزین شده  5ها، ابتدا  هاي جامد مانند ژله نمونه
لیتـر از   میلی 2/1سپس . لیتر آب مقطر رقیق شد میلی 15و با 

لیتري با آب مقطر به  میلی 50محلول رقیق شده در بالن ژوژه 
لیتر  میلی 5/0هاي مایع، ابتدا  در مورد نمونه .رسانده شدحجم 

بـه   50از نمونه با استفاده از پیپـت برداشـته شـده و در بـالن     
هـاي تهیـه شـده بـدون      در نهایـت محلـول  . حجم رسانده شد

سازي اضافی ماننـد فیلتراسـیون و سـانتریفیوژ     گونه آماده هیچ
  . کردن تحت فرآیند میکرواستخراج قرار گرفتند

از محلول رنـگ بـا    mL 7/7در هر آزمایش، : راجروش استخ
منتقل شـده و  لیتري  میلی 50به یک بشر  µg/L-1 250غلظت 

pH  لیتر از محلـول   میلی 3/0سپس . شود تنظیم می 4آن روي
TBAB  به بشر اضافه شده و بعد از هم زدن، محلول حاصل به

ظروف مخصوص روش میکـرو  (اي ته مخروطی  یک لوله شیشه
تحت این شرایط، . انتقال داده شد) مایع پخشی-مایعاستخراج 

مخلوط مناسب و یکنواخـت شـده حـلال اسـتخراج کننـده و      
بـه داخـل    mL 5حلال پخش کننـده  بـا اسـتفاده از سـرنگ     

 5محلول کدر به وجود آمده بـه مـدت   . محلول آبی تزریق شد
بعـد از سـانتریفیوژ   . سانتریفیوژ شـد  rpm 4000دقیقه با دور 

طرات پخش شده حلال استخراج کننـده در تـه لولـه    کردن، ق
طـور کامـل    نشین شـده بـا سـرنگ بـه     فاز ته. شود نشین می ته

 350جداسازي شده و جهت آنالیز مقدار رنگ نمونه، بـه سـل   
میکرولیتري دستگاه اسپکترومتري منتقل شده و در طول موج 

nm 515 در روش کروماتوگرافی مایع. ها انجام شد گیري اندازه 
نشین شده تحت جریان گاز نیتروژن تبخیر  با کارایی بالا فاز ته
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میکرولیتــر فــاز  350در  ، مجــدداًشــده و رنــگ خشــک شــده
و همکاران بـا   Yoshiokaمتحرك مجدد حل شد و طبق روش 

  ).4(دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا آنالیز شد 
سازي  نهبهی: مؤثر در راندمان استخراج عوامل سازي بهینه

در چهـار   نمونـه اسـتخراجی  pH : پارامترهاي مورد نظر شامل
انتخاب شد و اثر هر یک از مقادیر بـر  )  8، 6، 4،  5/2( سطح 

نوع و میزان حـلال اسـتخراج   . راندمان استخراج ارزیابی گردید
 :هـاي اسـتخراج کننـده شـامل     کننده و پخش شـونده، حـلال  

کلروفرم، تترا کلرواتیلن و تتراکلرید کـربن کـه تحـت شـرایط     
بـراي بررسـی اثـر     در ادامه. یکسان مورد آزمایش قرار گرفتند

هـاي   کننده بر کـارایی اسـتخراج، حجـم    حجم حلال استخراج
،  800، 600،700، 500(مختلفــی از حــلال اســتخراج کننــده 

بـراي  . شـد لیتر متـانول اضـافه    میلی 1/ 5به ) میکرولیتر 900
هـاي اتـانول، متـانول،     انتخاب نوع حلال پخش کننده از حلال

 5/1بـراي ایـن منظـور    . . استون و اسـتونیتریل اسـتفاده شـد   
 500کننـده کـه حـاوي     هاي پخش لیتر از هر کدام حلال میلی

میکرولیتر از حلال استخراج کننده بودند، مورد اسـتفاده قـرار   
درصـد اسـتخراج    بـراي بررسـی اثـر غلظـت نمـک بـر      . گرفت

هاي استخراج معمولاً افزایش نمـک   چون در فرآیند کارموزین،
به دلیل پدیده خروج نمک منجر به افزایش راندمان اسـتخراج  

رو تأثیر افزایش نمـک بـر کـارایی اسـتخراج در      شود، از این می
حجمی سدیم کلرید در فـاز   -درصد وزنی  10محدوده صفر تا 
تأثیر افزودن زوج یون کننده بـر  براي بررسی . آبی بررسی شد

درصد استخراج کارموزین، به دلیل اینکه رنگ کارموزین یـک  
باشد و امکان استخراج مستقیم آن به درون  ترکیب آنیونی می

 هاي آلی وجود ندارد، بنابراین تترا بوتیل آمونیوم بروماید حلال
)TBAB (عنوان زوج یون کننده کاتیونی مناسب به محلـول   به

بـراي بررسـی اثـر حجـم زوج یـون کننـده،       . اضافه شـد رنگ 
، 0/10، 0/5، 5/2، 0(هاي مختلفـی از زوج یـون کننـده     حجم

تحـت شـرایط بهینـه    ) میلی مول بر لیتر 0/25و  0/20، 0/15
حلال استخراج کننده و پخش شونده به محلـول رنـگ اضـافه    

  .شد
ــالیز آمــاري  ــق پــارامتر  : آن ــاي آمــاري  در ایــن تحقی   ه

ــانگین،  ــرات   میـ ــریب تغییـ ــتاندارد، ضـ ــراف اسـ  .C.Vانحـ
)Coefficient of Variation(  ــی ــتگی منحن ــریب همبس ، ض

محاسبه و بـراي   EXCELLافزار  با استفاده از نرمکالیبراسیون 
بـا  همچنـین   .تجزیه و تحلیـل آمـاري نتـایج اسـتفاده شـدند     

درصـد   95در سـطح اطمینـان     Paired t-testاستفاده از روش

)05/0=p (ــپکتروفتومتري و اخــــتلا ــایج دو روش اســ ف نتــ
  .کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا محاسبه شد

 هایافته  
ــتخراج     ــد میکرواس ــر فرآین ــؤثر ب ــاي م ــه پارامتره از جمل

محلـول   pHهـاي مـواد غـذایی     سازي نمونه کارموزین در آماده
نمونه، نوع و حجم حلال استخراجی، نوع و حجم حلال پخش 

  .باشند شونده، مقدار زوج یون کننده  و مقدار نمک می
نشـان   1شـکل  : بر راندمان اسـتخراج کـارموزین   pHاثر 
حاصـل شـده    pH=4دهد که بالاترین میـزان اسـتخراج در    می

  . است

  بر درصد استخراج کارموزین pH اثر. 1شکل
  

اثر نوع و میزان حلال استخراج کننده و پخش شونده بر 
دمان اســتخراج کـارموزین   در بــه کـارگیري تکنیــک  : رانـ

مایع پخشی، نوع حلال استخراج کننـده   -میکرواستخراج مایع
و نــوع حــلال پخشــی در مقــدار اســتخراج آنالیــت تأثیرگــذار 

پس از تزریق مشـاهده شـد بیشـترین اسـتخراج بـا      . باشند می
ــا حــلال هــاي تتــرا کلــرواتیلن و  کلروفــرم صــورت گرفــت و ب
بنـابراین  . گیـرد  ت نمـی تتراکلرید کربن اصلاً استخراجی صـور 

  . عنوان حلال استخراج کننده انتخاب شد کلروفرم به
کننـده بـر کـارایی     براي بررسی اثر حجم حـلال اسـتخراج  

بـه   500استخراج، مشاهده شد که با افزایش حجم کلروفرم از 
 860بــه  360نشــین شــده از  میکرولیتــر حجــم فــاز تــه 900

رانـدمان اسـتخراج    بر اسـاس نتـایج،  . میکرولیتر افزایش یافت
  . میکرولیتر بیشینه است 500آنالیت در حجم کلروفرم  در 

دهـد، بـا اسـتفاده از اتـانول      آمده نشان مـی  دست نتایج به 
تـوان   هاي بـالاتري مـی   عنوان حلال پخش کننده به راندمان به

در ادامه بـراي بررسـی اثـر حجـم حـلال پخـش        .دست یافت
 2، 5/1، 1، 5/0( هـــاي مختلفــی از اتـــانول  شــونده، حجــم  

بـر اسـاس   . میکرولیتر کلروفرم افـزوده شـد   500به ) لیتر میلی
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لیتـر   میلـی  5/1آمده، با افزایش حجم اتـانول تـا    دست نتایج به
شاهد افزایش راندمان استخراج بودیم و سپس با کاهش مواجه 

  . شدیم
نتایج نشان : اثر غلظت نمک بر درصد استخراج کارموزین

ایش درصـد نمـک، درصـد اسـتخراج کـاهش      دهد که با افز می
  . یابد می

تأثیر افـزودن زوج یـون کننـده بـر درصـد اسـتخراج       
بـــا افـــزایش حجـــم تتـــرا بوتیـــل آمونیـــوم : کـــارموزین

مشاهده شد که بالاترین رانـدمان اسـتخراج   )  TBAB(بروماید
 2نتایج در شکل . میلی مول بر لیتر بیشینه است 15در حجم 

  . آورده شده است

  
تأثیر افزودن زوج یون کننده بر درصد استخراج . 2شکل

  کارموزین
  

برخـی از پارامترهـاي    1جـدول  : معتبرسازي روش آزمـون 
 PF )Preconcentrationاي روش از قبیل فاکتور تغلیظ  تجزیه

Factor ( رانــدمان اســتخراج ،%ER )Extraction Recovery( ،
انحـراف  ، درصـد  )LOD )Limit of Detectionحـد تشـخیص   

، ضـــریب همبســـتگی نمـــودار %)RSD(اســـتاندارد نســـبی 
منظـور رسـم    به. دهد کالیبراسیون و محدوده خطی را ارائه می

ــی   ــتره ي خطــ ــیون و تعیــــین گســ منحنــــی کالیبراســ
هـاي   هاي آبی استاندارد رنگ کارموزین در غلظت روش،محلول

mg/l  1 وmg/l  10   هـاي مختلـف    تهیه گردید و سـپس رقـت
جهـت رسـم   ) µg/l 2000-10در محـدوده  (نگ هاي ر محلول

درصـد انحـراف   . منحنی کالیبراسیون مورد استفاده قرار گرفت
آزمایش تکراري در یک روز و  6استاندارد نسبی روش با انجام 

در چنــد روز متــوالی بــا اســتفاده از محلــول اســتاندارد رنــگ 
تحـت شـرایط بهینـه انجـام       µg/l 250کـارموزین در غلظـت   

هـاي   اسبه درصد بازیابی روش با اسـتفاده از نمونـه  مح. گرفت
صـورت دسـتی بـه     رنگ کارموزین به µg/l250مواد غذایی که 

منظور محاسبه فـاکتور   به. آنها اضافه شده بود، محاسبه گردید
، 5، 1هـاي   تغلیظ، محلول استاندارد رنگ کارموزین با غلظـت 

سـیم  سـپس بـا تق  . گرم در لیتر در آب تهیه شد میلی 15، 10
شیب منحنـی کالیبراسـیون پـس از پـیش تغلـیظ بـه شـیب        

مقـدار  ) مسـتقیم (منحنی کالیبراسـیون بـدون پـیش تغلـیظ     
مقدار حد تشخیص روش نیـز  . به دست آمد 17فاکتور تغلیظ 

  رنـگ در گسـتره   گیري مقـادیر بسـیار کـم    با استخراج و اندازه
 µg/l 10-1 به دست آمد 2صورت عملی  ، به.  

ــه  ــالیز نمون ــی  آن ــاي حقیق ــاربرد روش : ه  DLLMEک
)Dispersive Liquid Liquid Microextraction (اسـتخراج   در

هاي مواد غـذایی از برنـدهاي    گیري کارموزین در نمونه و اندازه
هاي مواد غذایی در سـطح شـهر تهـران     مختلف که از فروشگاه

روش  منظور ارزیابی کـارایی  به. تهیه گردیده بودند بررسی شد
مـایع  -یند میکرو اسـتخراج مـایع  آها تحت فر  پیشنهادي، نمونه

تکرار قـرار   2پخشی جفت شده با دستگاه اسپکتروفتومتري با 
گرفتند و مقادیر میانگین یافت شده از کـارموزین  موجـود در   

 2نتایج حاصل از این بررسی در جدول. ها گزارش گردید  نمونه
 ـ . آورده شده است ا اسـتفاده از مقـدار   همچنین صـحت روش ب

هـاي انتخـابی و محاسـبه درصـد      مشخص اضافه شده به نمونه
  .بازیابی مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت

×100 Cfound %Recovery= Cinitial+Cadded 

  
Cfound :بـراي نمونـه   ) گیري شـده  اندازه(آمده  دست غلظت به

  اسپایک شده
Cinitial : آمده براي نمونه قبل اسپایک دست اولیه بهغلظت  
Cadded :غلظت اضافه شده به نمونه  

  
  ارقام شایستگی روش پیشنهادي .1جدول

  حد تشخیص درصد استخراج درصد تکرارپذیري
(µg/L) 

فاکتور 
 تغلیظ

  یرنج خط  ضریب همبستگی
(µg/L)    6(چند روز=n(  یک روز)6=n(  

6/6 5/4 91 2 17 9993/0 2000-10 

0
20
40
60
80

100

0.0 2.5 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

راج
ستخ

ا
 

(%
)

(mmol/L) TBAB غلظت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

02
 ]

 

                             5 / 12

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-1904-fa.html


 پریسا امینی کادیجانی و همکاران.../ مایع  -توسعه و معتبرسازي روش میکرواستخراج مایع                                                      100 
 

 ١٠٠

  DLLMEهاي غذایی به روش  گیري کارموزین در نمونه اندازه .2جدول
  درصد بازیابی )g/Lµ(گیري شده  مقدار اندازه )g/Lµ(رنگ مقدار اضافه شده   نام نمونه

  —  A  —  213 لواشک
250  486  105  

  —  B —  230لواشک 
250  480  106  

  —  A  —  349ژله 
250  625  104  

  —  B —  399ژله 
250  688  106  

  —  A —  316نوشیدنی 
250  588  104  

  —  B —  337نوشیدنی 
250  597  101  

  —  C —  337نوشیدنی 
250  578  98  

  —  A  —  148دراژه
250  439  110  

  —  B   —  323دراژه
250  598  104  

  
  

هاي حاصل از اسپکتروفتومتر مربـوط بـه    طیف 3در شکل 
صـورت مجـاز بـود،     که داراي رنگ کـارموزین بـه   Aنمونه ژله 

کروماتوگرام مربوط بـه   4همچنین در شکل . آورده شده است
  .قبل و بعد از اسپایک نشان داده شده است Aنمونه ژله 

  
  

  
  

 (b) یکو بعد از اسپا  (a)قبل Aطیف مرئی نمونه ژله . 3شکل
g L-1µ 250 از محلول استاندارد کارموزین  

  
 (b)  و بعد از اسپایک  (a)قبل Aکروکاتوگرام نمونه ژله . 4شکل

g L-1µ 250 از محلول استاندارد کارموزین  
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هـاي مختلـف، جهـت     پس از معتبرسـازي و آنـالیز نمونـه   
بررسی میزان استفاده از رنگ و رعایت حد مجاز رنـگ، بـا در   

هاي  ها، غلظت واقعی رنگ کارموزین در نمونه گرفتن رقتنظر 
  .آورده شده است 3مختلف محاسبه و نتایج در جدول 

ــه منظــور اعتباربخشــی روش پیشــنهاد شــده   همچنــین ب
ها پس از فرآیند میکرو اسـتخراج بـا دسـتگاه      تعدادي از نمونه

ر که نتایج د. کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا نیز آزمون شدند
  . آمده است 4جدول 

 95در سـطح اطمینـان     Paired t-testبا اسـتفاده از روش 
اخـــتلاف دو روش اســـپکتروفتومتري و   ) =05/0p(درصـــد  

پـس از آنـالیز    .کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا محاسبه شـد 
به دسـت آمـده از آنـالیز نتـایج نشـان      p که آماري، از آنجایی 

وش اسـپکتروفتومتري و  داري بـین ر  دهـد اخـتلاف معنـی    می
  .کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا وجود ندارد

با سـایر    DLLMEروش  ارقام شایستگی مقایسه 5جدول 
 SALLE )Solvent Assisted Liquid Liquidها از قبیل  روش

Extraction ( ،CPE )Cloud Point Extraction( و SPE 
)Solid Phase Extracti(  بــراي اســتخراج و تعیــین رنــگ در

  .دهد هاي مواد غذایی را نشان می نمونه

  
  هاي غذایی غلظت واقعی رنگ کارموزین در نمونه .3جدول

  غلظت کارموزین
mg/ml  

 غلظت کارموزین  نام نمونه
mg/ml 

  نام نمونه
 

 Aژله   B 76/8در اژه   66/53

 Bژله  C 29در اژه   16/31

  C ژله A 92/39بستنی   06/22

 Aنوشیدنی   B  54/31 بستنی 06/25

  B نوشیدنی C  62/33 بستنی 4/24

   C نوشیدنی A 58/35پاستیل   94/10

 Aآدامس   B 66/24پاستیل 32/15

64/10mg/kg  لواشکA 58/22 آدامس B  

94/11mg/kg لواشکB 66/24   دراژهA 

  
  اسپکتروفتومتري با روش کرماتوگرافی مایع با کارایی بالامقایسه روش . 4جدول

 A نوشیدنی  Aلواشک  Aژله   نام نمونه
  وسیله آمده به دست مقادیر به

DLLME-UV 
76/8  12/10  54/31  

  وسیله آمده به دست مقادیر به
DLLME-HPLC  

25/8  64/10  6/30  

 aدار  عدم اختلاف معنی  اختلاف آماري دو روش
a p  274/0(محاسبه شده (از  بزرگترp  در نظر گرفته شده)05/0(  

  
  ها مقایسه روش پیشنهادي با سایر روش. 5جدول

  گستره خطی  آنالیت  سازي روش آماده
)µg/l(  

  حد تشخیص
)µg/l(  

درصد   تکرارپذیري
  بازیابی

  رفرنس

DLLME Carmoisine  2000-10  2  6<  98≥  روش پیشنهادي  

SPE  Allura red  6000 -1000  35/2  7<  98≥  14 

CPE  Amaranth  1600 -20  13  17/3  94>  15  
SALLE  sunset yellow  7000-200  70-60  8/3  90≥  16  

DLLME: Dispesive Liquid-Liquid Microextraction; SPE: Solid Phase Extraction; CPE: Clouid Point Extraction; SALLE: Solvent Assisted Liquid-
Lquid Microextraction  [
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 ١٠٢

  بحث  
کارایی استخراج  به میزان زیادي : pHسازي اثر  نتایج بهینه
یون تشکیل -اي است که در آن کمپلکس زوج pHتحت تأثیر 

اي است  ترین پارامترهاي تجزیه یکی از مهم pHگردد، پس  می
طـور   همـان . گذارد زیرا روي افزایش راندمان استخراج تأثیر می

  شود بالاترین میـزان اسـتخراج در   مشاهده می 1که در نمودار 
 4=pH  8و کمتــرین میــزان اســتخراج در =pH  حاصــل شــده

هاي اسیدي به دلیل اینکـه رنـگ کـاملاً بـه فـرم       pHدر  .است
یـون   -باشـد، بنـابراین احتمـال تشـکیل زوج     ونی خود نمیآنی

یابد که در نتیجه آن راندمان استخراج نیـز کـاهش    کاهش می
  .بهینه انتخاب گردید pHعنوان  به pH=4بنابراین . یابد می

 :کننده و پخش شونده  تأثیر نوع و حجم حلال استخراج
تــرین مراحــل  کننــده یکــی از مهــم انتخــاب حــلال اســتخراج

در کار حاضر حلال بایـد  . است DLLMEسازي در روش  ینهبه
دانسیته بیشتري از آب داشته و قابلیت اسـتخراج گونـه مـورد    
نظر را دارا بوده و همچنین باید حلالیت آن در آب کـم باشـد   

هــاي کلروفــرم، تتراکلریــدکربن و تتــرا  در میــان حــلال). 10(
ده شـد  کلرواتیلن تحت شرایط یکسان و پس از تزریق، مشـاه 
هاي تترا  که تنها با کلرو فرم استخراج صورت گرفت و با حلال

. گیـرد  کلرواتیلن و تتراکلرید کـربن اسـتخراجی صـورت نمـی    
. عنوان حلال استخراج کننده انتخاب شـد  بنابراین کلرو فرم به

که این احتمالاً به علت حلالیت بالاي کـارموزین در کلروفـرم   
ایسه با تتراکلریدکربن و تتـرا  تري در مق که حلال نسبتاً قطبی

همچنـین تبخیــر کلروفــرم در  . کلـرواتیلن اســت، بـوده باشــد  
  بنابراین، کلروفـرم بـه  . تر است مقایسه با دو حلال دیگر راحت

  .کننده انتخاب گردید استخراج  عنوان حلال
کننـده بـر کـارایی     براي بررسی اثر حجم حـلال اسـتخراج  

، 600،700، 500(از کلروفـرم   هـاي مختلفـی   استخراج، حجـم 
بـر  . لیتر متانول اضافه شد میلی 5/1به ) میکرولیتر 900 ،800

آمده، راندمان استخراج آنالیـت در حجـم    دست اساس نتایج به
ــا   500کلروفــرم در  میکرولیتــر بیشــینه اســت و پــس از آن ب

افزایش حجم، راندمان استخراج به دلیل کاهش فاکتور تغلیظ 
). 12(یابـد   نشین شده کاهش می حجم فاز ته به دلیل افزایش

منظور حصول فاکتور تغلـیظ و رانـدمان بـالا بـراي      بنابراین به 
عنـوان   میکرولیتر از کلروفرم به 500استخراج کارموزین، حجم 
  .حجم بهینه انتخاب گردید

پذیري مناسبی را بـا هـر دو    حلال پخش کننده باید امتزاج
بـراي ایـن   ). 10(ه داشته باشـد  کنند فاز آبی و حلال استخراج

هاي اتانول، متانول، استون و استونیتریل تحت  منظور از حلال

عنوان حلال  با استفاده از اتانول به. شرایط یکسان استفاده شد
و مشاهده شد که . پخش کننده راندمان استخراج بیشینه است

با استون محلول ابـري تشـکیل نشـد و بـا اسـتو نیتریـل هـم        
هاي روغنی شکل  صورت گلوله بعد از تزریق آنالیت بهبلافاصله 

در بررسی اثـر حجـم حـلال پخـش     . در انتهاي لوله جمع شد
آمده با افزایش حجم اتـانول تـا    دست شونده، بر اساس نتایج به

لیتر، شاهد افزایش راندمان استخراج بودیم و سـپس   میلی 5/1
مقادیر کم چرا که در هنگام استفاده از . با کاهش مواجه شدیم

شود در نتیجه  طور کامل تشکیل نمی اتانول، فاز شیري رنگ به
%ER 2یابد از سوي دیگر با افزایش حجم اتانول به  کاهش می 

در نتیجـه   و لیتر، حلالیت کارموزین در آن افزایش یافته، میلی
کـاهش   ER%به علت کاهش در ثابت توزیع گونه در کلروفرم، 

عنوان  لیتر اتانول به میلی 5/1حجم  بنابراین. )10-12( یابد می
  .حجم بهینه انتخاب شد
افـزودن نمـک باعـث افـزایش بـازده      : تأثیر افـزایش نمـک  

شود زیرا  هاي استخراج معمول می استخراج در بسیاري از روش
توانـد ضـریب    وسیله افزایش قدرت یونی نمونه محلـول، مـی   به

افـزایش میـل    این پدیده به. توزیع فاز دهنده آبی افزایش یابد
کنـد   هاي آنالیت کمـک مـی   ترکیبی فاز پذیرنده براي مولکول

هـاي تحلیلـی افــزوده    سـدیم کلریـد معمـولاً بـه نمونـه     ). 13(
دهد که با افزایش درصـد   آمده نشان می دست نتایج به. شود می

افـزودن نمـک موجـب    . یابـد  نمک، درصد استخراج کاهش می
ه پخش شدن شـده،  نشینی و کاهش پدید افزایش حجم فاز ته

). 10، 11(یابـد   که در نتیجه آن راندمان استخراج کاهش مـی 
یـون  -علاوه چون مکانیسم اسـتخراج بـر پایـه تشـکیل زوج     به

-باشد، در نتیجه وجود مقادیر بالاي نمک براي تشکیل زوج می
بنابراین آزمایشـات بـدون حضـور    . کند یون مزاحمت ایجاد می

  .گیرد نمک انجام می
رنـگ کـارموزین یـک رنـگ      :ودن زوج یون کنندهتأثیر افز

اسیدي و آنیونی است که حلالیت نسبتاً بالایی نیـز در محـیط   
لذا امکـان اسـتخراج مسـتقیم آن بـه داخـل حـلال       . آبی دارد

بنـابراین بـراي افـزایش رانـدمان     . استخراجی آلی وجود نـدارد 
تـوان از یـک ترکیـب     استخراج رنگ به داخل حلال آلـی مـی  

ترکیـب  . عنـوان زوج یـون کننـده اسـتفاده نمـود      بـه کاتیونی 
یـون بـا گروهـاي سـولفونات رنـگ      -کاتیونی بـا تشـکیل زوج  

شـدت کـاهش داده و منجـر بـه      حلالیت آن را در فاز آبـی بـه  
 3نتایج در نمودار . افزایش راندمان استخراج به حلال آلی شود

 0/15دهد که با افزایش مقـدار زوج یـون کننـده تـا      نشان می
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ــ ــه و در    یمیل ــزایش یافت ــر، درصــد اســتخراج اف ــر لیت ــول ب م
ــت ــی   غلظ ــاهش م ــتخراج ک ــالاتر درصــد اس ــاي ب ــد ه در . یاب
عنـوان   تواند بـه  هاي آبی، تترا بوتیل آمونیوم بروماید می محلول

توانـد در   هـاي بـالاتر مـی    سورفکتانت عمل نماید و در غلظـت 
 -درون محلول تشکیل مایسل دهد که ضمن کاهش تعداد زوج

عنوان فرآیند رقـابتی بـراي اسـتخراج رنـگ بـه       ون کننده، بهی
درون حلال آلی استخراجی عمل کند، بنابراین درصد استخراج 

همچنین عدم اسـتخراج رنـگ در غیـاب    ). 12(یابد  کاهش می
صورت  کند که استخراج به تترا بوتیل آمونیوم بروماید تأیید می
  .گیرد مییون صورت -کامل از طریق مکانیسم تشکیل زوج
روش اسـپکتروفتومتري  : ها مقایسه روش با دیگر روش

هـاي   هزینه جهت تعیـین مقـدار رنـگ    روشی ساده، سریع، کم
باشد یکـی از معایـب ایـن     هاي تک رنگ می مصنوعی در نمونه

ها اثر بافت نمونه و یـا در صـورت وجـود      روش در آنالیز نمونه
ف رنـگ مـورد   ها با طی ـ  ها، تداخل طیفی سایر رنگ سایر رنگ

در مقابل روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بـالا  .باشد نظر می
هـاي   بر و پر هزینه در آنـالیز نمونـه   روش نسبتاً پیچیده، زمان

هـا بافـت     باشـد ولـی در صـورتی کـه نمونـه      حاوي رنـگ مـی  
هـا    اي داشته باشند و یا از مخلوط چند رنگ در نمونـه  پیچیده

ش نسبت به روش اسپکتروفتومتري استفاده شده باشد، این رو
از قابلیت و کارایی بالایی برخوردار بوده و نسبت به آن ارجـح  

ها سـاده و تنهـا حـاوي      از طرف دیگر زمانی که نمونه. باشد می
هـاي   یک رنگ باشند روش اسپکتروفتومتري به لحاظ ویژگـی 

بـا توجـه بـه    . باشـد  تر می اي ارجع تر و مقرون به صرفه تجزیه
هاي جمع آوري شده تک  شده از آنجایی که نمونهذکر مطالب 

عنـوان روش   رنگ بودند لـذا از سیسـتم اسـپکتروفتومتري بـه    
  .    تر در این تحقیق استفاده شده است هزینه تر و کم ساده

هـا از   با سایر روش DLLMEروش  ارقام شایستگی مقایسه
براي استخراج و تعیین رنـگ در   SPE و SALLE  ،CPEقبیل 
 DLLMEکه دقـت روش   دهد هاي مواد غذایی نشان می نمونه

همچنین حـد  . ها است خوب بوده و قابل مقایسه با سایر روش
بـه   عـلاوه  بـه . ها است  تشخیص و رنج خطی بهتر از دیگر روش

در مقایسـه بـا    DLLMEدلیل سهولت و سـرعت بـالاي روش   
 هاي بسیار مهـم ایـن روش، زمـان    ها، یکی از مزیت سایر روش

هـاي   استخراج و آنالیز بسیار کوتاه آن بوده که در توسعه روش
  .اي اهمیت فراوانی دارد تجزیه

الگوي کلی استفاده از رنـگ هـا در مطالعـه حاضـر نشـان      
دهد که در بعضی از فراورده ها مثل لواشک ها و نوشـیدنی   می

ها از رنگ هاي مصنوعی مجاز که استفاده آنها دراین فـراورده  

لـذا  . است، بصورت غیر مجـاز اسـتفاده شـده اسـت    ها ممنوع 
اجراي قوانین و مقررات مربوط به مواد غذایی نیاز بـه نظـارت   
هاي شدیدتري دارد، با این حال در بسیاري از برندها، غلظـت  
رنگ استفاده شده هنگامی که تعداد زیادي از محصولات باهم 

 ایـن امکـان وجـود   . مقایسه شدند بطور گسترده متفاوت است
دارد که عدم کنترل تولید و کیفیت محصولات تولیـدي منجـر   
به استفاده از مقدار زیـادي از رنـگ هـاي غـذایی در فـرآورده      

  .هایی که اکثرا طرفداران زیادي در بین کودکان دارد، شود
در مطالعه اي کـه توسـط محمـد مهـدي سـلطان دلال و      

صورت گرفتـه اسـت، وضـعیت رنـگ      1386همکاران در سال 
صرفی در شیرینی هاي خشک جنوب شهر تهـران را بـا   هاي م

استفاده از روش کروماتوگرافی با لایه نازك، مورد بررسی قـرار  
نمونه شیرینی خشک از مناطق جنوبی شهر  191تعداد . دادند

تهران به صورت تصادفی نمونه برداري و پس از استخراج رنگ 
قـرار  توسط اسید کلریدریک و تخلیص مورد آنالیز نـوع رنـگ   

از میان . درصد از کل نمونه ها حاوي رنگ بودند 2/93. گرفتند
حاوي رنـگ مصـنوعی   %) 22(نمونه  42کل نمونه هاي رنگی، 

حـاوي رنـگ مصـنوعی    %) 3/50(نمونه  96غیرمجاز خوراکی، 
نمونـه   40مجاز خوراکی براي تولیـد کننـده هـاي صـنعتی و     

ین رنـگ سانسـت یلـو بیشـتر    . حاوي رنگ طبیعی بود%) 21(
مورد مصرف در میان رنگ هاي مورد استفاده در شیرینی هاي 

  ).17(بررسی شده بود 
ــلطان دلال و    ــه توســط محمــد مهــدي س ــی ک در تحقیق

صورت گرفت، به بررسـی نـوع رنـگ     1387همکاران در سال 
هاي مصرفی در آب آلبالو و آب زرشک عرضه شـده در سـطح   

. پرداختنـد  شهر تهران به روش کرومـاتوگرافی بـا لایـه نـازك    
نمونـه آب آلبـالو و آب زرشـک سـنتی از منـاطق       336تعداد 

نمونه . مختلف شهر تهران به صورت تصادفی نمونه برداري شد
ها پس از استخراج رنگ با اسید کلریدریک و تخلیص با روش 

. مـورد آنـالیز قـرار گرفتنـد    ) TLC(کروماتوگرافی با لایه نازك 
ند از میان کل نمونه هاي از کل نمونه ها حاوي رنگ بود% 89

حــاوي رنــگ مصــنوعی غیرمجــاز %) 5/18(نمونــه  62رنگــی، 
حـاوي رنـگ مصـنوعی مجـاز     %) 5/70(نمونـه   237خوراکی، 

%) 11(نمونـه   37خوراکی براي تولید کننـده هـاي صـنعتی و    
رنگ کارمویزین بیشترین مورد مصرف . حاوي رنگ طبیعی بود

آلبـالو و آب زرشـک   در میان رنگ هاي مورد اسـتفاده در آب  
  ) .18(بررسی شده بود 

و همکاران روي فـرآورده هـاي   Arest همچنین در مطالعه 
درصد نمونه ها حـاوي   7/26قنادي شهر قم مشخص شده که 
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درصد حاوي رنـگ مصـنوعی    3/21رنگ مصنوعی غیر مجاز و 
  ).19(مجاز هستند 

نتایج مطالعات ذکـر شـده نشـان مـی دهـد کـه در نقـاط        
استفاده از رنگ در فرآورده هاي خوراکی رو بـه   مختلف کشور

افزایش است و این مسئله اعلام هشدار و یا زنگ خطري بـراي  
همان طور کـه در  . مصرف کنندگان این گونه مواد غذایی است

این مطالعه نیز مشخص شد از کل نمونه هاي برداشتی حـدود  
درصد نمونه ها حاوي رنگ کـارموزین بودنـد کـه در ایـن      50
درصد نمونه ها از ایـن رنـگ بصـورت غیـر مجـاز       25ان در می

گرچه رنـگ هـاي مصـنوعی غیـر مجـاز در      . استفاده شده بود
مطالعات کمتر استفاده شده است ولی بالا بودن درصد مصرف 
رنگ هاي مصنوعی خوراکی مجاز نشـان دهنـده ایـن مطلـب     
است که صنف تولید کننده و مصـرف کننـده فاقـد هـر گونـه      

. عوارض سوء مصرف این گونـه رنـگ هـا مـی باشـند     اطلاع از 
بنابراین توسعه و معتبرسازي روش هاي آزمـون جدیـد بـراي    

هاي مصنوعی در مواد غذایی از اهمیت زیادي  گیري رنگ اندازه
  . برخوردار است

در این تحقیق، روش جدیدي بر اسـاس میکـرو اسـتخراج    
فتـومتري  مایع پخشی جفت شده بـا دسـتگاه اسـپکترو    -مایع

گیري مقادیر بسیار کم کـارموزین در مـواد غـذایی     براي اندازه

روش پیشنهاد شـده مزایـایی ماننـد سـادگی، دقـت      . ارائه شد
خوب، سرعت بالا، حساسیت بالا و قیمت کم را در استخراج و 

هاي مؤثر بـر   بررسی فاکتور. کند گیري کارموزین ارائه می اندازه
مکانسـیم اصـلی در اسـتخراج    فرآیند استخراج نشـان داد کـه   

یون میان رنگ آنیونی و تترابوتیل آمـونیم  -رنگ، تشکیل زوج
عنـوان الگـویی    توانـد بـه   روش ارائه شده می. باشد کاتیونی می

هاي مصـنوعی در مـواد    گیري سایر رنگ براي استخراج و اندازه
همچنـین، نتـایج   . غذایی با مکانیسم مشابهی به کار برده شود

هاي حقیقی نشان داد که علیرغم غیر مجاز بـودن   آنالیز نمونه
استفاده از کـارموزین و ادعاهـاي کارخانجـات تولیدکننـده در     

ها، مقادیر بالایی از این رنگ استفاده شده  ها و لواشک  نوشیدنی
عنـوان   تواند بـه  توان گفت که این تکنیک می در نهایت می. بود

ارتی جهـت  هاي نظ ـ روشی مناسب، سریع و حساس براي نهاد
  .هاي غذایی استفاده شود پایش رنگ کارموزین در نمونه

 سپاسگزاري
نویسندگان مقالـه از پژوهشـگاه اسـتاندارد سـازمان ملـی      
استاندارد جهـت در اختیـار قـرار دادن امکانـات آزمایشـگاهی      

  .نمایند تشکر  و قدردانی می
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Background and Objectives:  Synthetic colorants are very important class of food additives. They are 
widely used all over the world in food and feed industries due to their low price, high effectiveness and 
excellent stability. In this research, a simple, rapid and sensitive method termed as “dispersive liquid-liquid 
microextraction” combined with spectrophotometry determination is proposed for determining the trace 
amounts of carmoisine in food samples.  

Materials and Methods: Several factors influencing the extraction efficiency of carmoisine including the 
type and amount of extraction solvent and disperser solvent, pH, ionic strength, and amount of ion-pairing 
reagent were studied and optimized. The proposed method was validated by high performance liquid 
chromatography technique.  

Results: Under the optimal conditions, a good linear behavior over the investigated concentration ranges 
(10-2000 μg/L) with good correlation of determination, R2> 0.9993, was obtained. The relative standard 
deviation (RSD) based on six replicate determinations at 250 μg/L level of carmoisine was 6%. The 
extraction percent was 90%, and the limit of detection (LOD) of the proposed approach was 2.0 μg/L. 

Conclusion: Dispersive liquid-liquid microextraction method coupled with spectrophotometric has good 
accuracy (spike recoveries greater than 95%) for determining the trace amounts of carmoisine (μg/L).  

Keywords: Carmoisine, Dispersive liquid-liquid microextraction, Spectrophotometry, High performance 
liquid chromatography  
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