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 چکیده

هایی هستند که در کنترل آفات بسیاری از محصولات کشاورزی کاربرد دارند. آنالیز این کشقارچها از گروه دی تیوکاربامات سابقه و هدف:

های فلزی در ساختار این ترکیبات با مشکلات مختلف همراه است. یکی به علت وجود گروهکروماتوگرافی مایع و گازی  هایها با دستگاهآفتکش

است. هدف از این مطالعه بهینه سازی و اعتبارسنجی  اوره و پروپیلن تیواورهای اتیلن تیوهای تجزیههای آنالیز آنها بررسی میزان متابولیتاز راه

 است. والیمت غلات با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع همراه با طیف سنجی جرمی تیواوره در روشی برای آنالیز اتیلن تیواوره و پروپیلن

و بدون مرحله  EDTAدر حضور محلول  بر پایه استخراج متانولی  QuPP-OP Methodآماده سازی بر اساس روش بهینه شده  ها:مواد و روش

های اسپایک شده رسم شده است. پارامترهای خالص سازی است. جهت غلبه بر اثر ماتریکس منحنی کالیبراسیون با استفاده از آنالیز نمونه

اعتبارسنجی روش شامل خطی بودن و محدوده منحنی کالیبراسیون، مطالعات صحت، دقت میانی و تکرارپذیری و همچنین محاسبه حدود 

 مورد بررسی قرار گرفته است.(LOQ) و اندازه گیری  (LOD)تشخیص

نانوگرم برگرم خطی و نتایج آزمون از صحت و دقت لازم برخوردار است. همچنین  11- 411دهد روش در محدوده نتایج نشان می :هايافته

درصد برای پروپیلن تیواوره  1/12 درصد و 42/69 ترتیبه پذیری ببرای مطالعات تکرار (%CVمیانگین درصد بازیافت و میزان ضریب تغییرات )

نانوگرم  3/3نانوگرم برگرم و 11روش برای هر دو ترکیب، بترتیب  LODو  LOQدرصد برای اتیلن تیو اوره بوده است. 19/13 درصد و 41/67 و

 برگرم بدست آمده است.

 ترکیبات اتیلن تیواوره و پروپیلن تیواوره در غلات است. لازم جهت آنالیزدهد روش آزمون ارائه شده دارای اعتبار مطالعه نشان می گیري: نتیجه

  متوالی ، غلات، کروماتوگرافی مایع همراه با طیف سنجی جرمیQuPP-OPاتیلن تیواوره، پروپیلن تیو اوره،  واژگان كلیدي:

  مقدمه 

ترین گروه یکی از قدیمی (DTCs)ها دی تیوکاربامات

در کنترل  کشقارچها در جهان هستند که به عنوان کشآفت

-کشقارچآفات بسیاری از محصولات کشاورزی کاربرد دارند. 

های دی تیوکاربامات گروهی از ارگانوسولفورها با یک ساختار 

را  Rهستند که در آن   N-(C = S)- SX (R1R2) کلی بصورت

توان با یک آلکیل، آلکیلن، آریل یا مشابه آن جایگزین کرد می

 (.1)معمولا یک یون فلزی است  Xو 

ها از نظر ساختار کربنی به چهار زیرگروه تیوکاربامات دی 

 هاگروه اول؛ مونومتیل دی تیو کاربامات شوند.تقسیم بندی می

Monomethyl dithiocarbamate)( سدیم مانند متام(Metam 

sodium)، هاگروه دوم؛ دی متیل دی تیوکاربامات 

(Dimethyldithiocarbamate ) شامل تیرامThiram )( فربام ،

Ferbam)(  و زیرامZiram)(،  گروه سوم؛ اتیلن بیس دی تیو

، مانکوزب )Maneb(مانند مانب  (EBDTC)ها کاربامات
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)Mancozeb(متیرام ،) Methiram( نبام ،Nebam)( زینب ،

Zineb)( ها و گروه چهارم؛ پروپیلن بیس دی تیو کاربامات

(PBDTC) مانند پروپینب Propineb)(.  

تیوکاربامات در های دیکشآفتاستفاده گسترده از 

 کشاورزی نگرانی در مورد اثرات مضر آنها در مواجهات شغلی و

 DTCهای زیست محیطی را افزایش داده است. کمپلکس

معمولاً دارای سطح سمیت پایینی هستند، اگرچه شواهد نشان 

های استفاده شده برای سلامتی انسان کشآفتدهد برخی از می

 DTCهای کشآفتاثرات نامطلوبی داشته است. اثرات سمی 

تواند از طریق تماس با پوست، بلع و استنشاق ایجاد شود. می

ها آنها را برای عبور در  DTCدر واقع، ماهیت چربی دوست 

 DTC(. علاوه بر این، 3کند )سراسر غشای سلولی مناسب می

نند منجر به ایجاد اختلال در سیستم عصبی محیطی تواها می

( و همچنین نوروپاتی محیطی دیستال ناشی 4و مرکزی شوند )

(. 2از مانب، مانکوزب، متیرام، زیرام و تیرام گزارش شده است )

ها به عنوان باقیمانده در مواد  کشآفتبنابراین، حضور این 

تواند منجر به مشکلات جدی و باعث آسیب مزمن به غذایی می

(. به همه این دلایل، شناسایی و تعیین 9سلامت انسان شود )

ها در محصولات غذایی و مقایسه کشقارچمقدار باقیمانده این 

 با حدود مجاز مقرر ملی، یک ضرورت است.

دهد اغلب متدها فقط بر ان میبررسی مطالعات پیشین نش

ها و EBDTCها، به ویژه DTCآنالیز یک مورد خاص از 

PBDTC( مطالعات متعددی جهت 7، 1ها متمرکز شده اند .)

ها در محصولات غذایی کشتعیین میزان باقیمانده این آفت

در  HPLC-DADانجام شده است که نشان دهنده اهمیت 

نیک رسمی مورد استفاده تک (.1، 6آزمون این ترکیبات است )

ها و  DTC توسط اتحادیه اروپا و ایالات متحده برای آنالیز

های آنها در محصولات زراعی بر اساس هضم اسیدی متابولیت

( و بعد از 2CSها به دی سولفید کربن ) DTCبه منظور تبدیل 

آن تعیین مقدار توسط جذب اسپکتروفتومتری یا کروماتوگرافی 

های آنالیز بر اساس در منابع اخیر روش (.11، 11گازی است )

ای، اسپکتروفتومتری و کروماتوگرافی گازی را الکتروفورز مویینه

استفاده از کروماتوگرافی مایع با طیف   (.12) توان یافتمی

( MS/MS) متوالی جرمی( و طیف سنجی MSسنجی جرمی )

ها گزارش شده است EBDCهم  برای تعیین میزان باقیمانده 

(. در واقع همه این روش ها برای استخراج و شناسایی برخی 13)

بر اساس اطلاعات ها استفاده شده است و از دی تیوکاربامات

، هیچ مطالعه قبلی با تمرکز بر آنالیز توام با شناسایی موجود

 ها انجام نشده است.  DTCهمه 

 های کروماتوکروفی مایعها با دستگاهآنالیز دی تیو کاربامات

های فلزی در ساختارشان با مشکلات گازی به علت وجود گروهو 

های مختلف مواجه است. بنابراین استفاده از تعیین و چالش

ها کشقارچای این گروه از های تجزیهمیزان باقیمانده متابولیت

 (.14) شودجهت آنالیز و تعیین مقدار باقیمانده آنها پیشنهاد می

( PTU) یلن تیواوره( و پروپETU) اتیلن تیواوره

ی اتیلن و پروپیلن بیس دی های حاصل از تجزیهمتابولیت

مانب، مانکوزب، متیرام، نبام، زینب و  ها مانندتیوکاربامات

و  ETUپروپینب هستند. نتایج آزمایشگاهی نشان داده است که

PTU  در  با ایجاد اختلالات تیروئید، نقایص مادرزادی و سرطان

( نگرانی 12اثرات ژنوتوکسیک ) ( و یا14ی )حیوانات آزمایشگاه

ا ایجاد هسم شناسی بسیار بیشتری نسبت به دی تیوکاربامت

  (.19اند )کرده
 

 
 (2ها )ساختار شیمیایی دی تیوکاربامات .1شکل
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قبول باقیمانده در مقررات اتحادیه اروپا برای میزان قابل 

( حد مجاز PTU( و پروپیلن تیواوره )ETUاتیلن تیواوره )

(MRL تعیین نشده است، بنابراین بر اساس قوانین اتحادیه )

گرم برکیلوگرم به عنوان حد میلی 11/1اروپا حد پیش فرض 

 (. 17شود )گزارش دهی در نظر گرفته می

آنالیز این های مختلفی جهت محققین در سراسر دنیا روش

( که اکثرا عملکرد 12ترکیبات راه اندازی و ارائه کرده اند )

 بصورت  AOACچندان مطلوبی نداشته است. روش رسمی

آب -خاک دیاتومه با متانول استخراج همراه با اختلاط نمونه و

پس از افزودن نمک طعام  است و مراحل بعدی پاکسازی با 

 (.11)شود خاک دیاتومه و آلومینا انجام می

در آنالیز این ترکیبات با مشکلاتی  GCاستفاده از دستگاه 

 GCروبروست اکثر محققین از مشتق سازی برای آنالیز با 

استفاده کرده اند، با این حال استفاده از مشتق سازی بصورت 

( نیاز به مراحل آماده سازی اضافی S-butylationبوتیلاسیون )

دهد و را افزایش می دارد که زمان صرف شده برای آنالیز

همچنین ممکن است با افزایش بروز خطا و کاهش درصد 

این مزیت را  HPLC(. آنالیز بادستگاه 16بازیافت همراه باشد )

فقط   ETUمشتق سازی نیست با این حال،  دارد که نیازی به

نانومتر  231یک کروموفور ضعیف با جذب حداکثر در حدود 

را  UVی بر آنالیز با دستگاه های مبتنروش دارد. چند محقق

گزارش کرده اند، اما حد تشخیص روش ها معمولاً بیشتر از 

آنالیز  (.21-23گرم بر کیلوگرم بوده است )میلی11/1

الکتروشیمیایی نیز توسط تعدادی از دانشمندان به کار گرفته 

 و تکنیک از حساسیت خوبی برخوردار بوده است. اما شده است

ن شامل مراحل خالص سازی خسته کننده این روش ها همچنا

نیز  برای تعیین   LC-MSاستفاده از  (.16، 24، 22هستند )

ETU  گزارش شده است اماLOQ  روش بالاتر از حد پیش فرض

 (.29اتحادیه اروپا بوده است )

سازی و اعتبارسنجی روشی هدف از این مطالعه بهینه

و  لن تیواورهدقیق و حساس برای آنالیز ترکیبات اتی ،صحیح

غلات بر اساس روش سریع آنالیز  پروپیلن تیواوره در

 QuPP-OPهای گیاهی های با قطبیت بالا در ماتریکسکشآفت

(Quick Method for highly Polar Pesticides- Plant 

Origin  ( با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع همراه با طیف

اطلاعات موجود، این روش است و بر اساس  متوالی جرمیسنجی 

 برای اولین بار در ایران راه اندازی و اعتبارسنجی شده است.

 

 

 
 

  هامواد و روش 

های شیمیایی تمامی حلالمواد شیمیایی و حلال ها:  

بوده و از شرکت مرک آلمان  HPLCآزمایشگاهی و درجه 

 واورهتیاتیلن تیواوره و پروپیلن های استاندارد .خریداری شده اند

خریداری شدند. سایر مواد شیمیایی و  LGCاز شرکت آلمانی 

 1/66متانول با خلوص بالای  شاملهای مورد استفاده حلال

درصد، آب دیونیزه، 6/66استونیتریل با خلوص بالای  درصد و

(، EDTA-4Na) اتیلن دی آمین تترا استیک اسید تتراسدیم

با خلوص بالای  درصد، اسید فرمیکEDTA-4Na 11محلول 

درصد اسید 1متانول اسیدی )متانول درصد و محلول 61

 هستند. فرمیک(

دستگاه کروماتوگرافی  در این مطالعهاطلاعات دستگاهی: 

و طیف سنجی جرمی  Dionex 3000( مدل UHPLCمایع )

، حاوی یونساز Bio system, API 3200 Appliedمتوالی مدل 

ادروپل سه گانه همراه  با و آنالایزر جرمی کو ESI+با تکنیک 

ساخت کشور آمریکا مورد  Ultimate 3000اتوسمپلر مدل 

-Kinetex XBاستفاده قرار گرفته است. ستون کروماتوگرافی 

C18 100 mm × 2.1 mm i.d., 2.6 μm  جهت جدا سازی و

 Security Guard Ultra Holder forگارد ستون با مشخصات: 

UHPLC column 2.1 to 4.6mm ID  .فاز بکار رفته است

درصد  1/1 اسید فرمیک شامل A متحرک متشکل از حلال

درصد  1/1 اسیدفورمیک شاملB )درآب( و حلال 

میلی  3/1 )دراستونیتریل( بوده است. سرعت جریان فاز متحرک

 32 میکرولیتر و دمای ستون11لیتر در دقیقه، حجم تزریق

 برنامه تغییرات فازگراد در نظر گرفته شده است. سانتیدرجه 

 تعیین شده است. 1متحرک مطابق جدول 

 

برنامه تغییرات فاز متحرک در سیستم کروماتوگرافی .  1جدول 

 مایع

 زمان کلی

 )دقیقه(

 سرعت جریان

)میلی لیتر بر دقیقه(   

  Aفاز 

 )درصد(

  Bفاز 

 )درصد(

1 3/1  3 67 

2/1  3/1 3 67 

1/4  3/1 31 71 

1/2  3/1 21 11 

1/9  3/1 21 11 

1/9  3/1 3 67 

1/12  3/1 3 67 
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 آنالیز دستگاهی استانداردها 

ها در استاندارد استوک آنالیت های استاندارد:تهیه محلول

تهیه حلال استونیتریل  در لیتربر میلی گرمیک میلیغلظت 

 گراد نگهداری شدند.درجه سانتی 11شده و در دمای منهای 

میلی لیتر از  بردر غلظت یک میکروگرم  استاندارد حد واسط

استاندارد ذخیره ساخته شده است. در این مرحله برای تهیه 

درصد در آب استفاده گردیده 1/1استانداردها از اسید فرمیک 

است. استانداردهای مورد نظر برای تعیین و بهینه سازی 

جهت تولید یون والد و  متوالی جرمیپارامترهای طیف سنج 

محلول همچنین گرفتند.  دختر مورد استفاده قرارهای یون

 11های مورد نظر در غلظت استاندراد مخلوط از آنالیت

در حلال استونیتریل تهیه و در فریزر میلی لیتر بر میکروگرم 

شده است. استاندارد  گراد نگهداریدرجه سانتی11منهای 

مخلوط جهت رسم منحنی کالیبراسیون، مطالعات صحت و دقت 

 های اعتبارسنجی استفاده شده است.و بررسی سایر پارامتر

 های والد وجهت بهینه سازی پارامترها مرتبط با تولید یون

ابتدا محلول خالص  متوالی جرمیدختر در دتکتور طیف سنجی 

در حلال  گرم بر میلی لیتر میکروهر استاندارد در غلظت یک 

درصد در آّب(  تهیه و در حالت اسکن کامل  1/1)اسید فرمیک 

تزریق شده است.  متوالی جرمیدتکتور طیف سنجی  به مستقیماً

دختر مرتبط با  هایمادر انتخاب و سپس یون ابتدا یون

های پروپیلن تیواوره و اتیلن تیواوره تعیین شده است. استاندارد

 اتیلن تیواوره و پروپیلن تیواورهمادر جهت دو آنالیت های یون

در گرم بر مول  19/112 و14/119 های ملکولیبا جرم به ترتیب

 و  =13/117PTUبرابر با  [M+H]+بصورت ESI+سیستم

13/113 ETU=  طیف است. پارامترهای دتکتور بدست آمده

(، DPپتانسیل دکلاسترینگ ) شامل جرمی متوالیسنجی 

های پتانسیل( و CE( ، انرژی سل تصادم )EPپتانسیل ورودی )

( 2) مطابق جدول  (CXP, CEP) ورودی و خروجی سل تصادم

های مادر و دختر برای بدست آمدن بیشترین فراوانی یون

ها و تعیین شده و سپس با مشخص شدن یونمنتخب 

  ههای چندگانهای بهینه شده برنامه پایش واکنشپارامتر

MRM  (Multi Reaction Monitoring.نوشته شده است )  

دتکتور طیف سنجی پارامترهای وابسته به منبع یونی و 

جهت تکنیک الکترو اسپری در مد مثبت با طیف  متوالی جرمی

شامل کرتین گاز  MS/MS) +(ESI/متوالی جرمیسنجی 

(Curtain Gas) (CUR)  گاز تصادم 11برابر ، Collision Gas 

(CAD) ولتاژ اسپری یون11برابر ، Ion spray Voltage (IS) 

درجه  211برابر Temperature (TEM) ، دما 2111برابر 

برابر  Ion source Gas1 (GS1) 1گراد، گاز منبع یونی سانتی

تعیین  21برابر Ion source Gas2 (GS2) 2و گاز منبع یونی  91

 شده است.

کروماتوگرافی مایع و دتکتور طیف  با برقراری متد مناسب

ها بصورت مجزا و سپس مخلوط ابتدا آنالیت متوالی جرمیسنجی 

تزریق شده  LC-MS/MSمیکرولیتر به دستگاه 11در حجم 

 است.

 استخراج و خالص سازی نمونه ها

 QuPP-OPآماده سازی بر اساس روش بهینه شده اساس کار: 

Method  (27بر پایه استخراج متانولی )  در حضور محلول

EDTA  و بدون مرحله خالص سازی انجام شده است. در این

روش جهت استخراج سموم از محلول اسید فرمیک یک درصد 

در متانول استفاده گردیده و جهت رفع اثر ماتریکس منحنی 

م های اسپایک شده رسبا استفاده از آنالیز نمونهکالیبراسیون 

 شده است.

 

 در مد مثبت MRMدختر و پارامترهای بهینه شده جهت تهیه برنامه های والد، یون هایمشخصات یون. 2جدول 

 یون والد

 جرم بر بار() 

 یون دختر

 )جرم بر بار(

   Dw مدت زمان پایش

 )میلی ثانیه(

 نام متابولیت
aDP bEP cCEP dCE eCXP 

13/117 21/21 31 PTU-1 39 2 19 23 2 

13/117 11/91 31 PTU-2 39 2 19 33 2 

13/117 11/72 31 PTU-3 39 2 19 33 2 

13/113 21/44 31 ETU-1 29 6 19 22 2 

13/113 21/91 31 ETU-2 29 6 19 41 2 

13/113 11/19 31 ETU-3 29 6 19 22 2 

aDeclustering potential. 
bEntrance potential. 
c Collision Cell Entrance Potential 
dCollision energies. 
e Collision Cell Exit Potential 
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ابتدا آسیاب و همگن سازی نمونه  آماده سازی و استخراج:

پنج گرم نمونه آرد شده در داخل یک لوله فالکون  انجام شده و

از حلال استخراج  لیترمیلی11لیتری وزن گردیده است.میلی 21

کننده )اسید فرمیک یک درصد در متانول( به روی نمونه ها 

میکرولیتر اسید فرمیک به روی  111اضافه گردید. در ادامه 

ستفاده از نمونه ها اضافه و نمونه ها به مدت یک دقیقه با ا

ورتکس جهت مخلوط شدن تکان داده شد. در مرحله بعد یک 

بر روی نمونه ها اضافه و با  درصدEDTA11 میلی لیتر محلول 

تکان داده شد. سپس مخلوط کردن  یک دقیقهدست به مدت 

دقیقه  12و به مدت  rpm 1211با استفاده از ورتکس با دور 

 انجام شد.

ت یک و نیم ساعت در جهت فریزاوتینگ نمونه ها، بمد

گراد نگهداری گردید. درجه سانتی 21 فیفریزر با دمای من

در دمای  rpm 9111دقیقه با دور  21سپس سانتریفیوژ  بمدت 

انجام شد. پس از سانتریفیوژ سه  گراددرجه سانتی 11منهای

میلی لیتری  12میلی لیتر از محلول رویی به یک لوله فالکون 

 9111ونه ها به مدت پنج دقیقه با دور منتقل گردید. مجدد نم

rpm  در سانتریفیوژ قرار  گراددرجه سانتی 11منفی در دمای

 گرفتند.  

در نهایت دو میلی لیتر از محلول رویی به فالکون پنج 

درجه  42لیتری منتقل و تحت گاز ازت در دمای میلی

میکرولیتر از محلول استخراج باقی  21گراد )حداقل سانتی

( تغلیظ شده اند. یک میلی لیتر استونیتریل بر روی عصاره بماند

تغلیظ شده اضافه و به مدت سه دقیقه به منظور اختلاط و 

همگن شدن محلول ورتکس شدند. پاک سازی عصاره با فیلتر 

 11انجام و(  PTFEمیکرون ) فیلتر سرسرنگی  2/1سر سرنگی 

تزریق شده  LC-MS/MSی به دستگاه یمیکرولیتر از عصاره نها

 است.

آزمون  صحت سنجی روش جهت اعتبار سنجی روش:

پارامترهایی چون، تعیین محدوده و بررسی خطی بودن، صحت 

( و حد LODو دقت روش، اختصاصیت، تعیین حد تشخیص )

( مورد بررسی قرار گرفته است. به منظور LOQتعیین مقدار )

از  هغلبه بر اثر ماتریکس منحنی کالیبراسیون با استفاد

های اسپایک شده رسم شده است. جهت بررسی نتایج، نمونه

 (.21یافته ها با الزامات اتحادیه اروپا مقایسه گردیده است )

 هايافته 
در این مطالعه پس از بهینه سازی شرایط دستگاهی، 

های مورد بررسی به دستگاه تزریق و استاندارد خالص آنالیت

دست آمده است. در ه ب کروماتوگرام مربوط به هر آنالیت

ای از کروماتوگرام شناسایی همزمان اتیلن نمونه 3و  2های شکل

( در حلال استونیتریل PTUپروپیلن تیواوره ) ( وETUتیواوره )

 لیتر نشان داده شده است.نانوگرم بر میلی 111در غلظت 
 

 
نانوگرم  111( در حلال استونیتریل در غلظت PTU( و پروپیلن تیواوره )ETUنمونه ای از کروماتوگرام شناسایی همزمان اتیلن تیواوره ) .2شکل 

 لیترمیلی بر
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 ترانزیشن 3( به تفکیک PTU( و پروپیلن تیواوره )ETUنمونه ای از کروماتوگرام شناسایی همزمان اتیلن تیواوره ) .3شکل 

 

 اعتبار سنجی

جهت  و رسم منحنی کالیبراسیون: بررسی خطی بودن

غلبه بر اثر ماتریکس منحنی کالیبراسیون با استفاده از 

های اسپایک شده رسم شده است. بدین منظور اسپایک نمونه

 411و 211-111-21-21-11های به غلظت سطحدر شش 

 بلانک بودنگرم در نمونه بلانک انجام شده است. برنانوگرم 

نمونه ها نمونه با پنج بار آزمون مشخص شده است. بر روی 

توضیح داده شده مراحل آماده سازی و  طبق روش استخراجی

استخراج صورت گرفته است. این کار در چهار روز کاری مختلف 

ر اتکرار شده و در نهایت منحنی کالیبراسیون با میانگین چه

با نام  LC/MS-MSافزار اختصاصی دستگاه نقطه و توسط نرم

Analyst (. 2و  4های  محاسبه و رسم گردیده است )شکل

همچنین میزان صحت و دقت نقاط خط نیز با استفاده از نرم 

 ارائه گردیده است.  3افزار نامبرده تعیین و در جدول 

ای برتعیین درصد بازیافت و مطالعات صحت و دقت روش: 

های بلانک بررسی درصد بازیافت، دقت وصحت روش، نمونه

نانوگرم برگرم و برای هر سطح سه  121-91-31  درسه سطح

نمونه )جمعا نه نمونه( اسپایک شده سپس با استفاده از روش 

ها ه. این نمونگرفته استگفته شده بر روی آنها استخراج صورت 

ون منحنی کالیبراسی آنالیز شده و درصد بازیافت با استفاده از

تعیین گردیده است. این کار در سه روز کاری انجام شده و 

میانگین درصد بازیافت و میزان درصد ضریب تغییرات نسبی 

جهت مطالعات صحت و دقت میانی تعیین شده است )جدول 

4.) 

 
های اسپایک با استفاده از نمونه PTUمنحنی کالیبراسیون . 4شکل 

 شده

 

 

 
های اسپایک با استفاده از نمونه ETUمنحنی کالیبراسیون . 5شکل 

 شده
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 ETUو  PTU صحت )درصد بازیافت( و دقت )تکرار پذیری( بدست آمده از نقاط منحنی کالیبراسیون .3جدول 

اسپایک شده غلظت 

 )نانوگرم بر گرم(

های تعداد نمونه

 اسپایک شده

ETU PTU 

 میانگین غلظت 

 )نانوگرم برگرم(

 درصد ضریب انحراف استاندارد

 تغییرات )%( 

 درصد  

 بازیافت )%(

میانگین غلظت 

 )نانوگرم برگرم(

انحراف 

 استاندارد

درصد ضریب 

 تغییرات )%(

 درصد 

 بازیافت )%(

11 4 12/6 22/1 74/12 21/61 31/6 91/1 47/9 11/63 

21 4 23/16 12/1 69/2 13/69 42/16 24/2 22/11 16/67 

21 4 41/46 17/4 22/1 12/61 21/41 21/3 11/9 43/69 

111 4 19/111 41/13 24/13 19/111 24/111 12/12 12/12 24/111 

211 4 97/162 72/16 11/11 14/67 17/212 39/31 26/12 24/112 

411 4 26/411 31/17 32/4 17/111 97/367 42/16 11/4 42/66 

 

 ETUو   PTUمطالعات صحت )درصد بازیافت( و دقت میانی بدست آمده از روش آزمون  .4جدول 

 غلظت اسپایک شده 

 )نانوگرم بر گرم(

تعداد 

های نمونه

 اسپایک شده

ETU PTU 

میانگین غلظت 

 )نانوگرم برگرم(

 انحراف 

 استاندارد

 ضریب 

 تغییرات )%(

 درصد بازیافت

 )%( 

 میانگین غلظت 

 برگرم()نانوگرم 

 انحراف

 استاندارد 

 ضریب 

 تغییرات )%(

 درصد بازیافت

 )%( 

31 3 91/26 32/2 12/7 71/61 16/21 47/2 72/1 61/63 

91 3 23/21 21/1 11/2 12/67 72/22 79/2 24/2 62/17 

121 3 24/111 14/21 23/16 21/61 76/113 92/13 19/13 46/19 

 

: برای بررسی تکرار پذیری درون پذیری درون روزیتکرار 

نانوگرم برگرم به تعداد   21های بلانک در سطح روزی، نمونه

شش بار اسپایک گردید. سپس با استفاده از روش ارائه شده بر 

ها مطابق روش روی آنها استخراج صورت گرفته است. این نمونه

نی استفاده از منحآنالیز شده و درصد بازیافت و تکرار پذیری با 

کالیبراسیون تعیین گردیده است. این کار در یک روز کاری 

برای  CVانجام شده و میانگین درصد بازیافت و میزان %

 1/12درصد و  42/69مطالعات تکرارپذیری درون روزی بترتیب 

درصد  19/13درصد و  41/67درصد برای پروپیلن تیواوره و 

 .استبرای اتیلن تیو اوره بدست آمده 

LOD  وLOQ :های اسپایک در سطوح پایین با نسبت در نمونه

جهت  1/6و سیگنال به نویز  LODجهت  1/3سیگنال به نویز 

LOQ حدود تقریبی تشخیص و تعیین مقدار تعیین گردیده ،

 LOQاست، سپس با بررسی صحت و دقت آزمون در سطح 

  مقدار دقیق حد تعیین مقدار بدست آمده است. در این روش

LOD  وLOQ گرم برنانوگرم  3/3 هر دو آنالیت به ترتیب برابر

 گرم بوده است.برنانوگرم  11و

 SANTE/11312/2021طبق راهنمای (: RTزمان بازداری )

( شیفت زمان بازداری در مطالعات اعتبارسنجی برای 21)

دقیقه ذکر شده است. در این  ±1/1برابر  LC-MS/MS دستگاه 

مطالعه انحراف معیار و ضریب تغییرات زمان بازداری نسبت به 

های اسپایک شده برای هر دو میانگین زمان بازداری در نمونه

زمان بازداری برای پروپیلن تیواوره  آنالیت بررسی شده است.

 =%CV 31/1 و 12/1برابر (STD)دقیقه با انحراف معیار  41/1

 (STD)دقیقه با انحراف معیار دقیقه 36/1تیواوره و برای اتیلن 

پراکندگی  9بدست آمده است. شکل  =%CV 11/1 و 12/1برابر

های اسپایک شده را نشان زمان بازداری دو آنالیت در نمونه

 دهد.می

 
 

های نمودار پراکندگی زمان بازداری دو آنالیت در نمونه.  6شکل

 اسپایک شده

  بحث 
شناسایی و تعیین مقدار  های آزمون برایتوسعه روش

هایی که به لحاظ خواص فیزیکوشیمایی کشآفتباقیمانده 

 های متداول آنالیز همزمان امکان آنالیز همزمان آنها با روش

، QuEChERS (Safe ،Rugged ،Effective، Cheap مانند روش

Easy، Quick )ماندهباقیهای تک وجود ندارد و به روش SRM 

(Single Residue Methods )برترین و نیاز دارند، یکی از زمان
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 های آزمون باقیماندههای آزمایشگاهبرانگیزترین فعالیتچالش

های موجود در آنالیز این ترکیبات باعث چالش هاست. کشآفت

ها به طور کلی تمایلی به آزمون شده که اکثر آزمایشگاه

های بسیار شته باشند و در نتیجه دادهندا SRMهای کشآفت

محدودی در مورد وضعیت باقیمانده بسیاری از این گروه 

های آنالیز ها در محصولات غذایی وجود دارد. روش کشآفت

های آنالیز ها معمولاً به اندازه روشکشآفتتک باقیمانده 

بر هستند، اما تنها یک یا همزمان چند باقیمانده کاربر و هزینه

دهند. بنابراین تصمیم کش را پوشش میعداد محدودی آفتت

در آزمایشگاه نه تنها  SRMبرای بکارگیری و اجرای یک روش 

به در دسترس بودن ابزار دقیق لازم وابسته است، بلکه به نسبت 

 (.26هزینه و فایده اقتصادی نیز بستگی دارد )

های با قطبیت بسیار بالا در کشروش سریع آنالیز آفت

رای آنالیز بقایای ب QuPP-OPهای گیاهی ماتریکس

غیرقابل  QuEChERSهای بسیار قطبی که با روش کشآفت

آزمون هستند در غذاهای با منشاء گیاهی ارائه شده است. این 

ها در ماتریکس کشروش جهت آزمون باقیمانده برخی آفت

های هایی مانند میوه ها، سبزیجات، غلات، حبوبات خشک، دانه

روغنی و مغزها و همچنین در عسل استفاده شده است. در این 

روش پس از تنظیم آب و افزودن متانول اسیدی، باقیمانده 

شوند. در مورد غلات، حبوبات، آجیل ها استخراج می کشآفت

های فلزی ی کمپلکس کردن یونبرا EDTAهای روغنی، و دانه

-کشتواند بر آزمون برخی از آفتمانند کلسیم و منیزیم، که می

شود. در حین فرایند عصاره ها تأثیر بگذارند استفاده می

استخراج و خالص سازی شده فیلتر و مستقیماً توسط دستگاه 

LC-MS/MS (.27شود )آنالیز می 

جود در آزمایشگاه و در مطالعه حاضر با توجه به امکانات مو

 QuPP-OPهای کنترلی سراسر کشور روش سایر آزمایشگاه

به گونه ای بهینه سازی  PTUو  ETU جهت آزمون ترکیبات

شده است تا بصورت صحیح و دقیق قابل اجرا باشد. تغییر در 

های مرتبط با سانتریفیوژ و نحوه شرایط فریزاوتینگ، زمان

اره نمونه ها تحت گاز ازت و فیلتراسیون و در نهایت تغلیظ عص

دمای مناسب امکان دسترسی به حد تعیین مقدار مناسب با 

 صحت و دقت لازم را فراهم کرده است.

تغییر در شدت سیگنال یک آنالیت در  بصورت اثر ماتریکس

در  محلول استخراج شده از نمونه در مقایسه با شدت سیگنال

شده از ماتریکس  ترکیبات استخراج شود.حلال  خالص دیده می

توانند به طور اند مینمونه که همراه با آنالیت استخراج شده

ا ها تأثیر گذاشته باعث سرکوب یبالقوه بر یونیزاسیون آنالیت

ها شوند. به منظور رسیدن به نتایج افزایش در شدت سیگنال آن

ست. ا اثر ماتریکس و غلبه بر آن ضروریدقیق و صحیح توجه به 

ها با استفاده کشآفتآنالیز باقی مانده  هر گونه روش

ازکروماتوگرافی و طیف سنجی جرمی با اثر ماتریکس همراه 

که  ستا ایاست. علت اصلی این اثرات وجود ترکیبات ناخواسته

گذارند همراه آنالیت وجود دارند و بر فرایند یونیزاسیون تأثیر می

ه ند و هم ب(. اثرات ماتریکس هم به آنالیت بستگی دار31،31)

( و نوع منبع 32نوع ماتریکس و انتخاب حالت یونیزاسیون )

های ( در میزان این اثر تاثیر گذار است. از راه33یونی )

( 34-37پیشنهادی برای کاهش اثر ماتریکس پاکسازی نمونه )

( است. 31و اضافه کردن ترکیبات محافظ به فاز متحرک )

براسیون مبتنی بر های رسم منحنی کالیهمچنین اتخاذ روش

 Matrix)حضور ماتریکس از جمله روش سازگار با ماتریکس 

(Match  استفاده از روش افزایش استاندارد، استفاده از استاندارد

ایک های اسپآنالیت ها و استفاده از نمونه نشاندارداخلی ایزوتوپ 

 (.37شده از این دسته روش هاست )

ماتریکس منحنی در این مطالعه جهت غلبه بر اثر 

های اسپایک شده رسم شده کالیبراسیون با استفاده از نمونه

های اسپایک شده علاوه بر کاهش اثر است. استفاده از نمونه

ماتریکس باعث کاهش بسیاری از خطاهای حین مراحل 

 (.21شود )استخراج و آماده سازی نمونه می

و د های کالیبراسیون هرنتایج نشان داده است که منحنی

( در  PTU( و پروپیلن تیواوره )ETUاتیلن تیواوره )آنالیت 

محدوده بررسی شده خطی است و نتایج از صحت و دقت مورد 

 نظر برخوردار بوده است.

های آزمون بررسی از پارامترهای مهم اعتبارسنجی روش

صحت، تکرار پذیری و بررسی دقت میانی است. نتایج مطالعات 

د که در هر سه فاکتور نامبرده روش دهانجام شده نشان می

یید است و با الزامات مقررات اتحادیه اروپا مطابقت أکاملا مورد ت

 دارد. 

حد شناسایی و حد تعیین مقدار دو پارامتر بسیار مهم از 

بایست بصورت دقیق مشخصات یک روش آزمون است که می

تعیین شود. با توجه به اهمیت وجود صحت و دقت لازم در 

، در این مطالعه پایین ترین LOQن میزان آنالیت در سطح تعیی

ز ها در آن ااسپایک شده که درصد بازیافت آنالیت نمونه سطح

جهت هر دو آنالیت به  ،صحت و دقت لازم برخوردار بوده است

 عنوان حد تعیین مقدار در نظر گرفته شده است.

 نشیفت زمان بازداری، انحراف معیار و ضریب تغییرات زما

( و پروپیلن تیواوره ETUاتیلن تیواوره )بازداری هر دو آنالیت 

(PTU )های اسپایک نسبت به میانگین زمان بازداری در نمونه

داشته است. قابل مطابقت  SANTE/11312/2021راهنمای با 

توجه است که زمان بازداری هر دو آنالیت بسیار به هم نزدیک 

و قابلیت ( 36/1در دقیقه  ETU و 4/1دقیقه  (PTU است
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های مادر و در افتراق یون متوالی جرمیدستگاه طیف سنجی 

دختر توانمندی بسیار مهمی در شناسایی این ترکیبات از 

 یکدیگر است.

در نهایت اینکه نتایج اعتبارسنجی روش آزمون ارائه شده، 

دهد که پارامترهای مورد مطالعه با مقررات اتحادیه نشان می

طابقت دارد و روش از اعتبار لازم جهت استفاده در اروپا م

 های کنترلی توسط مراجع ذی صلاح برخوردار است. آزمون

 

 سپاسگزاری 

های نوین آزمون مطالعه حاضر در راستای راه اندازی روش

به منظور کنترل و پایش محصولات کشاورزی در اداره کل 

پزشکی،  های مرجع کنترل غذا، دارو و تجهیزاتآزمایشگاه

انجام شده است. بدین وسیله از آن سازمان  سازمان غذا و دارو

 گردد.تشکر و قدردانی می

نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی در قبال  تعارض منافع:

 .تحقیق انجام شده ندارند
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Background and Objectives: Dithiocarbamates are groups of fungicides used to control pests of agricultural products. 

Analysis of these pesticides with liquid and gas chromatography instruments is associated with various problems due to 

the presence of metal groups in the structure of these compounds. Therefore, one of the ways for analysis the pesticides 

is to check the level of decomposition metabolites of ethylene thiourea and propylene thiourea. The purpose of this study 

was to establish and validate a method for the analysis of ethylene thiourea and propylene thiourea in grains using liquid 

chromatography tandem mass spectrometry. 

Materials and Methods: Preparation was based on the optimized QuPP-OP method with methanolic extraction in 

presence of ethylenediaminetetraacetic acid solution without purification steps. To overcome the matrix effect, calibration 

curve was drawn using analysis of spike samples. 

Results: Results showed that the method was linear in the range of 10–400 ng/g and assessment results were accurate 

and precise. The average recovery proportions and CV% for repeatability were 96.42, 12.1, 97.40 and 13.86% for 

propylene thiourea and ethylenethiourea, respectively. The LOD and LOQ of the method for the two compounds were 

3.3, and 10 ng/g, respectively. 

Conclusion: Results showed that the presented assessment method included necessary validity of the analysis of ethylene 

thiourea and propylene thiourea in cereals. 

Keywords: Ethylene thiourea, Propylene thiourea, QuPP-OP, Cereals, Liquid chromatography tandem mass 

spectrometry, LC/MS-MS 
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