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 »مه تعالیبس«

  سسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایرانوآشنایی با م
  اسـت کـه     مرجع رسـمی کـشور     ، تنها قانونتحقیقات صنعتی ایران به موجب       و سسه استاندارد مو

  .باشد می) رسمی(تانداردهای ملی اس رنش ، تدوین و تعیینی وظیفهعهده دار
های فنی مرکـب از کارشناسـان موسـسه،         ط کمیسیون   تدوین استاندارد در رشته های مختلف توس      

ط بـا موضـوع   ، تولیدی و اقتـصادی آگـاه و مـرتب   سسات علمی، پژوهشی نظران مراکز و مو   صاحب
ح ملـی و    ، در جهت مطلوبیت ها و مصال       بر این است که استانداردهای ملی      سعی. گیردصورت می 

 و منصفانه صاحبان حـق و       ت آگاهانه ، فنی و فن آوری حاصل از مشارک       با توجه به شرایط تولیدی    
دهـا و  ، مراکـز علمـی و تخصـصی و نها   تولیدکننـدگان، مـصرف کننـدگان، بازرگانـان      : نفع شـامل  

پیش نویس استانداردهای ملی جهـت نظرخـواهی بـرای مراجـع ذینفـع و               . سازمانهای دولتی باشد  
  یـشنهادها در   شـود و پـس از دریافـت نظـرات و پ            کمیسیون های فنی مربـوط ارسـال مـی         اعضای
چـاپ  ) رسمی( تصویب به عنوان استاندارد ملی     ملی مرتبط با آن رشته طرح و در صورت         یکمیته

  .شود و منتشر می
 ـ          سسه ها یش نویس استانداردهایی که توسط مو     پ ا رعایـت    و سـازمانهای علاقمنـد و ذیـصلاح و ب

لـی مربـوط و در صـورت         م یکمیتهشود نیز پس از طرح و بررسی در         ضوابط تعیین شده تهیه می    
  بدین ترتیـب اسـتانداردهایی ملـی تلقـی    . گرددان استاندارد ملی چاپ و منتشر می     ، به عنو  تصویب

لی مربوط که    م ی تدوین و در کمیته    )5(شود که بر اساس مفاد مندرج در استاندارد ملی شماره           می
  . به تصویب رسیده باشد ،گرددسسه تشکیل میتوسط مو

باشـد  ی سازمان بین المللی استاندارد می      و تحقیقات صنعتی ایران از اعضای اصل       سسه استاندارد مو
، از  رایط کلـی و نیازمنـدیهای خـاص کـشور         که در تدوین استانداردهای ملی ضمن تـوجه بـه ش ـ         
 .نمایدانداردهای بین المللی استفاده میآخرین پیشرفتهای علمی، فنی و صنعتی جهان و است

 بـه  تواند با رعایت موازین پیش بینی شده در قـانون        یقات صنعتی ایران می   اندارد و تحق  سسه است مو
، حـصول اطمینـان از      و ایمنی فـردی و عمـومی      ، حفظ سلامت    منظور حمایت از مصرف کنندگان    



 

، اجـرای بعـضی از اسـتانداردها را بـا            و ملاحظات زیست محیطی و اقتـصادی       کیفیت محصولات 
         توانـد بـه منظـور حفـظ بازارهـای         سـسه مـی   مو. نمایـد  عالی اسـتاندارد اجبـاری       رایتصویب شو 

را  ، اجـرای اسـتاندارد کالاهـای صـادراتی و درجـه بنـدی آن              بین المللی برای محصولات کـشور     
  .اجباری نماید 

 فعال در   ا و موسسه های   همچنین به منظور اطمینان بخشیدن به استفاده کنندگان از خدمات سازمانه          
مدیریت کیفیـت ومـدیریت     ، ممیزی و گواهی کنندکان سیستم های        بازرسیزمینه مشاوره، آموزش،    

    گونـه سـسه اسـتاندارد ایـن   ، مونجش، آزمایـشگاهها و کـالیبره کننـدگان وسـایل س ـ      زیست محیطی 
یید صلاحیت ایران مورد ارزیابی قرار داده و در          را بر اساس ضوابط نظام تا      ها و موسسه ها    سازمان
ها نظـارت   نموده و بر عملکرد آن    یید صلاحیت به آنها اعطا      گواهینامه تا ت احراز شرایط لازم،     صور
بهـا و  وسایل سنجش تعیین عیار فلزات گران  ، کالیبراسیون   ترویج سیستم بین المللی یکاها     . نمایدمی

      سـسه داردهای ملـی از دیگـر وظـایف ایـن مو          انجام تحقیقات کاربردی برای ارتقـای سـطح اسـتان         
  .باشدمی
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  گفتار پیش
  

       :  اندازه گیری هیدرو کربن های آروماتیک چند حلقه ای  قسمت اول–آب  "استاندارد

کروماتو گرافی لایه نازک با کارایی   هیدروکربن آروماتیک چند حلقه ای به روش6اندازه گیری 

 تهیه  مربوطفنی توسط کمیسیون  که" مایع–سازی فلورسانس پس از استخراج مایع بالا با آشکار 

شیمیایی و پلیمر  ملی استاندارد یکمیتهجلسه  صد و شصت و پنجمینچهارر و تدوین شده و د

 اینک به استناد بند یک ماده سه قانون اصلاح ،مورد تصویب قرار گرفته است  13/8/86 مورخ

عنوان ه  ب1371ماه ران مصوب بهمن یسه استاندارد و تحقیقات صنعتی اسقوانین و مقررات مؤ

  .شود ران منتشر مییاستاندارد ملی ا

 صنایع، علوم و یتهای ملی و جهانی در زمینهبرای حفظ همگامی و هماهنگی با تحولات و پیشرف

شنهادی که نظر خواهد شد و هر گونه پیای ملی ایران در موقع لزوم تجدیداستاندارد ه ،خدمات

نظر در کمیسیون فنی مربوطه  تجدیدم، در هنگاه شودیکمیل این استاندارد ها ارابرای اصلاح یا ت

این برای مراجعه به استاندارد های ملی ایران باید از آخرین مورد توجه قرار خواهد گرفت بنابر

  .ها بهره گیری کردتجدیدنظر آن

در    ،ن توجه به شـرایط و نیازهـای جامعـه         ت که ضم  و تدوین این استاندارد سعی شده اس      در تهیه   

. حد امکان بین این استاندارد و استاندارد ملی کشورهای صنعتی پیـشرفته همـاهنگی ایجـاد شـود                 

   : به شرح زیر است،منبع و ماخذی که برای تهیه این استاندارد به کار رفته

1- ISO 7981-1  2005:  Water quality-Determination of  polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAH) -  part 1: Determination of six PAH by high-performance 
thin-layer chromatography with fluorescence detection after liquid-liquid 
extraction. 



 

  مقدمه
        یافـت  آب هـا     ی در همـه   ، بـه طـور معمـول      ١(PAH) ،هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای     

روی مـواد جامـد               بـه همـان انـدازه کـه در فـاز آبـی حـل مـی شـوند                     این ترکیـب هـا    . شوند    می

ماتیـک         بعـضی از هیـدرو کـربن هـای آرو         . شـوند  جـذب سـطحی مـی     )  مواد معلـق   رسوب های (

 درخـصوص آب مـورد      PAHبیشترین مقـدار قابـل قبـول        . شوندچند حلقه ای باعث سرطان می     

  . داده شده است4-3 و 3-3، 2-3، 1-3مراجع الزامی، بند انسان در مصرف 

 ـ 05/0 تـا  01/0 در حدود این استاندارد در    PAH 6مجموع غلظت جرمی     ر لیتـر در   میکروگـرم ب

  .ر لیتر در آب سطحی مشخص شده است میکروگرم ب1تا آب زیرزمینی و 

                                                 
1- Polycyclic Aromatic Hydrocarbons  



 

:   قسمت اول –  اندازه گیری هیدرو کربن های آروماتیک چند حلقه ای     –آب  
 گرافی اتیک چنـد حلقـه ای بـه روش کرومـاتو           هیدروکربن آروم  6اندازه گیری   

         لایــه نــازک بــا کــارایی بــالا بــا آشــکار ســازی فلورســانس پــس از اســتخراج  
   مایع–مایع 

  

   هدف1
 ،  فلــورانتن[b]بنــزو ، شــامل فلــورانتن  6PAH هــدف از تــدوین ایــن اســتاندارد انــدازه گیــری

در آب  ،  )1طبق جدول    (پیریلن[ghi]پیرن و بنزو  [cd-1.2.3]ونایندفلورانتن،   [k] بنزو ،پیرن[a]بنزو

لایه نازک با کارایی بـالا بـا آشـکار سـازی فلورسـانس پـس از                  گرافیبه روش کروماتو  آشامیدنی  

  .  مایع است–مایع  استخراج

  

   کاربردی دامنه2
  :است شامل موارد زیر ،رده شده در این استاندای کاربرد روش ارایدامنه 

مقادیر حد داده شده    % 20 است که در آن نمونه های حاوی کمتر از           1غربالگریروش   : الفروش  

 .ودش  را شامل نمی4-3 و 3-3، 2-3، 1-3در مراجع 

 40  در این روش، از 6PAH یک روش کمی است که مجموع مقدار قابل اندازه گیری : بروش 

    ، غلظت های بالاتر نیز بـا اسـتفاده از حجـم هـای کمتـری از نمونـه                  .ستا نانوگرم در لیتر     240تا  

  .قابل اندازه گیری است

                                                 
1- Screening Method 



 

ــا،    ــلاح ه ــی از اص ــا برخ ــی ب ــن روش م ــرای   ای ــد ب ــایشتوان ــی  آزم ــر زمین ــای زی                      آب ه

  ،)یتـر  میکروگرم در ل1تا (ی متوسط  با آلودگ  و آب های سطحی    ) میکروگرم در لیتر   05/0 تا   01/0(

  .به کار گرفته شود

  

   مراجع الزامی3
 .مدارک الزامی زیر حاوی مقرراتی است که در متن این استاندارد به آنهـا ارجـاع داده شـده اسـت                    

 در مـورد مراجـع دارای تـاریخ         .شودی از این استاندارد محسوب می     یبدین ترتیب آن مقررات جز    

بـا ایـن    . این مدارک مورد نظـر نیـست   یعدنظرهای ب ، اصلاحیه ها و تجدید    نظر یا تجدید  /چاپ و 

نظرهای کاربرد آخرین اصـلاحیه هـا و تجدیـد        ، امکان   است کاربران ذینفع این استاندارد    بهتر  حال  

ضـروری  مراجع ذکر شده برای کاربرد این استاندارد         .دهند مدارک الزامی زیر را مورد بررسی قرار      

  .است

ع بدون تاریخ چاپ در مورد مراجه را به کار برید و  در مورد مراجع تاریخ دار، تنها چاپ ذکر شد

  . ارجاع داده شده مورد نظر است الزامینظر آن مدارک، آخرین چاپ و یا تجدید نظرو یا تجدید

  
3-1 Council Direcrive 80/778/EEC of 15 July 1980 relating to the quality of 
water intended for human consumption. 

  

3-2 Council Direcrive 75/440/EEC of 16 July 1975 concerning  the quality 
required of surface water intended for the abstraction of drinking water in the 
Member Ststes. 
 



 

3-3 Council Direcrive 79/869/EEC of 9 October 1979 concerning  the methods 
of measurement and frequencies of sampling andanalysis of surface water 
intended for the abstraction of drinking water in the Member Ststes. 
 
3-4 Council Directive 98/83/EC of 3 November 1998 on the quality of water 
intended for human consumption. 
 
3-5 DIN 38407-8: 1995-10 – German standard methods for the examination of 
water, waste water and sludge – Substance group analysis (group F) – Part 8: 
Determination of six polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in water by 
high performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection 
(F8).  
 
3-6 ISO 383: 1976, Laboratory glassware – Inteechangeable conical ground 
joints. 
 
3-7 ISO 5667-2:1991, water quality – Sampling – Part 2: Guidance on 
sampling techniques. 
 
3-8  ISO 5667-3:2003, water quality – Sampling – Part 3: Guidance on the 
preservation and handling of water samples. 
 

3-9 ISO 8466-1:1990, Water Quality-Calibration and evaluation of analytical 
methods and estimation of performance characteristics-Part 1: Statistical 
evaluation of linear calibration function. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 اساس کار 4
 ،شـوند، تمـام نمونـه   طحی مـی  به مقدار زیادی روی مواد ذره ای جذب س    PAHازآنجایی که   

  .شود میآزمایش 

 امـا ایـن    تفاوت قایل شد،  محلول و نامحلول      PAH  باید بین  آب های سطحی،  آزمایش   در :اد آوری ی

  . نیستمربوط به آب های آشامیدنیامر 

PAH   مـایع اسـتخراجی    . دشـو  مایع اسـتخراج مـی     –ج مایع   وسیله استخرا ه   آب ب  یاز نمونه

مـایع اسـتخراجی    . شـود حل شده و آزمایش مـی     مانده در حلال      و باقی  خشک ،  تبخیر  توسط

        شـوند   مـی  1آزمـایش پاکـسازی    قبـل از     لـوده شـده،      آ ی یـا نمونـه هـای      حاصل از آب سطح   

  .)4-9طبق بند (

PAH    یی بـالا  گرافی لایه نازک با کـارا      به روش کروماتو (HPTLC)2          و بـا یـک فـاز سـاکن

     در در وضـعیت موجـود،       انـدازه گیـری فلورسـانس        ید و به وسـیله    شو  جداسازی می  مناسب

  .دشو ، آشکار میها طول موج ثابت یا ترکیبی از طول موج

  

  

  

  

  

  

  
                                                 

1- Cleaned  
2- High-Performance Thin-Layer Chromatography   



 

 هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای قابل اندازه گیری با روش کروماتوگرافی – 1جدول 
  ه نازک با کارایی بالالای

  نام
فرمول 
  شیمیایی

  وزن ملکولی
  )گرم بر مول ( 

درصد 
  کربن

  ساختار CASشماره 

  فلورانتن
Fluoranthen 

C16H10 26/202  0/95  0-44-206  
 

   فلورانتن[b]بنزو 
Benzo[b]fluoranthene  

C20H12 32/252  2/95  2-99-205  
  

   پیرن[a]بنزو 
Benzo[a]pyrene 

C20H12 32/252  2/95  8-32-50  
  

   فلورانتن[k]بنزو 
Benzo[k]fluoranthene  

C20H12 32/252  2/95  9-08-207  
  

  پیرن [cd – 1,2,3] ونایند
Indeno[a]pyrene  

C22H12 34/276  6/95  5-39-193  
 

   پیریلن[ghi]بنزو 
Benzo[ghi]perylene  

C22H12  34/276  6/95  2-24-191  
  

  

  مزاحمت ها 5
  )روش الف( غربالگری روش  مزاحمت ها در5-1

بنـابر ایـن   . کننـد   ایجـاد مزاحمـت مـی   ،غربـالگری  ها در روش     ناخالصی و یا     ترکیب ها  سایر

       اســتفاده از روش شناســایی طیــف ســنجی بــرای کــاهش احتمــال رخــداد خطــای مثبــت در 

  .شود  مورد آزمون به روش الف، توصیه مینمونه های

 آزمـون محتـوی سـایر مـواد         ینمونهستخراجی رنگی یا    مایع ا پاکسازی  درصورت لزوم برای    

     .)4-9طبق بند (  شودتفادهاس، SiO1) 2 (ازسیلیسآلی، قبل از آزمایش 
                                                 

1- Silica  



 

   مزاحمت ها در نمونه برداری و استخراج5-2
 برای نمونه برداری باید از جنس موادی باشـد کـه طـی مـدت زمـان       مورد استفاده  های فظر

به طور ترجیحـی ظـرف هـای شیـشه ای یـا             (وی آن نداشته باشد     ر ر تماس با نمونه، تاثیری ب    

  .)استیل

نمونـه بـرداری، نگهـداری و اسـتخراج         در مدت   به کار بردن پلاستیک ها یا سایر مواد آلی           از

  .خودداری کنید

از بـه کـار بـردن مـواد سـیلیکونی یـا              ،کنیـد  مـی اگر از وسایل نمونه برداری خودکار استفاده        

در صورت وجود چنین موادی، لوله هـا بایـد تـا حـد              .  ها خودداری کنید   پلاستیکی برای لوله  

 ، آب همـان  مورد آزمـون بـا    ی قبل از برداشتن نمونه     را مسیر نمونه برداری  . امکان کوتاه باشند  

  .  مراجعه کنید8-3 و 7-3مراجع الزامی بند به . شستشو دهید

دادن در مقابل نور به مدت طـولانی        نمونه های مورد آزمون را از نور مستقیم خورشید و قرار            

  .محافظت کنید

  در اثـر جـذب سـطحی بـر روی دیـوار      PAH مورد آزمون، مقداریدر زمان نگهداری نمونه

  .یابد که مقدار آن به زمان نگهداری نمونه بستگی دارد ظرف کاهش می

  

  HPTLC مزاحمت در 5-3
رسـانس یـا خـاموش کننـده        ی که خاصـیت فلو    ، ترکیب های   اندازه گیری  مدتممکن است در    

این مزاحمت هـا    . ندکن ایجاد مزاحمت    ، دارند آزمایش مورد   PAHفلورسانس و هم شویشی با      

 بر روی دقت وصحت نتـایج تـاثیر         ها،به صورت علامت های تفکیک نشده و بنا بر بزرگی آن          

 نوارهـایی   نامتقـارن و   نوارهای. سازد  تفسیر نتایج را غیر ممکن می      نوارهاهمپوشانی  . گذارد می



 

تـشخیص و   .هـستند  مزاحمـت  ی نـشان دهنـده    ،انـد  ترکیب مرجع پهن تر شـده      نوارهایکه از 

  .شود  بررسی می، ثبت شده و تهییجی به وسیله طیف نشرینوارها این خلوص

  

  مواد لازم 6
          آزمـایش  بـرای    " بـا عنـوان      بـرای مثـال   (یـه ای    بـا خلـوص تجز    شـناخته شـده     فقط از مواد    

و از آب مقطـر یـا آبـی بـا  کمتـرین فلورسـانس                ) "HPTLC آزمـایش برای  " یا   "مانده باقی

  .استفاده کنید

ون را برای محلول تهی انجـام       ابل تشخیص، آزم  با غلظت ق   PAHجهت اطمینان ازعدم وجود     

  .)13طبق بند  (دهید

  

    حلال ها6-1
  1 حلال های استخراج کننده و تصفیه کننده6-1-1
  H ۶C ١٢ سیکلوهگزان، 6-1-1-1
  H ۶C ١۴ هگزان، 6-1-1-2
  CH ٢Cl٢  دی کلرومتان،6-1-1-3

        سایر حلال های فرار در صورتی که بـازده اسـتخراج معـادل و یـا بهتـری داشـته باشـند نیـز                        

  .دنند استفاده شوانتو می

 که ممکـن اسـت بـر   است دی کلرومتان اغلب دارای پایدار کننده هایی مثل اتانول یا آمیلن   :یـاد آوری  

بـه  بدون پایدار کننده ممکن است رادیکال ها گسترش یابند که این امر             . قدرت شویندگی آن موثر باشد    

                                                 
1- Clean-up 



 

مقدار . استوجود هیدروژن کلرید دلیل بر وجود رادیکال ها         . شود  می  PAH منجر به تخریب     احتمال،

 PH مقـدار ی   و انـدازه گیـر     هیدروژن کلرید را می توان با استخراج از دی کلرومتـان بـه وسـیله آب               

  .کردمشخص 

  HPTLCحلال های  6-1-2
 CH        ٣  OHل،  متان6-1-2-1

  ٣CH CN استونیتریل، 6-1-2-2
  ١۴ H ۶ C O، )دی ایزو پروپیل اتر (  اکسی پنتان – 3 – دی متیل - 4و2   6-1-2-3
  ٣C OH٧H، )ایزوپروپانل (  پروپانل 2   6-1-2-4
  

  Na ٢S٢ ٣O. H5 O٢ آبه، 5وسولفات   سدیم تی6-2
  NaClد،   سدیم کلری6-3
ــدی6-4 ــولفات  س ــای   ،۴O S٢Na،م س ــه در دم ــدون آب ک ــه500ب ــسیوسی درج              سل

  .  شده باشد1پیش پاکسازی

  . درصد999/99)  کسر حجمی(با خلوص  ،  نیتروژن6-5
  میکرومتر که برای اطمینان از فعالیـت         40 در حدود    با اندازه میانگین ذره ها    ،  س  سیلی  6-6

  . در خشک کن آزمایشگاهی نگهداری شده باشد،داکثرح
  .باشد میبه طور تجاری در دسترس پر شده با سیلیس که  کارتریج های :یاد آوری

  . نانومتر4/0با سوراخ هایی به قطر دانه های الک مولکولی،  6-7
 H٨C ٢O۴N١٠ ، کافیین6-8

                                                 
1- Precleaned 



 

 عپارافین مای 6-9

 )1جدول طبق ( مواد مرجع 6-10

شود از محلول های اسـتاندارد کـه          توصیه می  به شدت  خطرناک این ترکیب ها   به دلیل ماهیت    

 بـا پوسـت      آن از تمـاس  . ، استفاده شـود   هستند و دارای گواهی     صورت تجاری در دسترس   به  

  .خودداری کنید

           هگـزان   کـه در سـیکلو     1لیـست شـده در جـدول         ی، تک جزی ـ  یمحلول های ذخیره   6-11

که برای مثال تا رسیدن به غلظـت وزنـی          ) 1-2-1-6طبق بند   (ل    متانیا  ) 1-1-1-6طبق بند   (

  .گرم بر میلی لیتر رقیق شده اند میکرو10

   شـــده، کـــه در ســـیکلو هگـــزان                  یـــدتایی،  چنـــد جزیـــیمحلـــول هـــای ذخیـــره 6-12

وزنـی   که برای مثال  تا رسیدن به غلظـت           )1-2-1-6طبق بند   (ل  یا متان ) 1-1-1-6طبق بند   (

 مرجـع   مـواد گرم بر میلی لیتر برای سـایر         میکرو 2 وانتن  گرم بر میلی لیتر برای فلور      میکرو 10

  .رقیق شده اند

 ونمحلول های کالیبراسی 6-13
 ) 14-7طبـق بنـد     ( یژوژه بـالن     میکرو لیتر از محلول ذخیره را در       120 و   100،80،60،40،20

به ) 1-2-1-6طبق بند   (ل  یا متان ) 1-1-1-6ند  طبق ب (هگزان   و با سیکلو   میلی لیتر بریزید   10

 نـانوگرم از    120 و   100،80،60،40،20لیتر از این محلول مرجع حـاوی          میلی 1. حجم برسانید 

  .)10-6طبق بند  (است مرجع مواد نانوگرم از سایر 24 و 20،16،12،8،4 و انتنفلور

 در جای تاریک    ند، به شرط آن که     برای مدت یک سال پایدار هست      13-6 تا   11-6محلول های    :یادآوری

  .محافظت شوند و در دمای اتاق نگهداری و از تبخیر

  



 

  ل لازموسای 7
از وسایل آزمایشگاهی استانداردی اسـتفاده کنیـد کـه پـیش از بـه کـار گیـری بـه منظـور حـذف                             

 وسـایل   بـرای شستـشوی  .تمام ظرف های شیـشه ای را تمیـز کنیـد    . مزاحمت ها تمیز شده باشند    

 دقیقـه در دمـای      30 تـا    15 به مـدت     ها را   ن آ  و اک کننده ها و آب داغ استفاده کنید        از پ  ایشیشه  

      ها را با اسـتون شستـشو داده، در پـوش          پس از سرد شدن آن    . دکنی خشک سلسیوس   ی درجه 120

  .ها را گذاشته و در محیط تمیز نگهداری کنیدآن

    PAHلاب یـا نمونـه هـای بـا غلظـت بـالای               که در تماس با نمونه های فاض       از وسایل شیشه ای   

  . استفاده نکنید آب آشامیدنیآزمایشبوده اند، برای 

 میلی لیتـری بـا درپـوش        1000با دهانه باریک، ته صاف،       شه ای قهوه ای،   بطری های شی   7-1

  .شیشه ای

 ـ     دور   1000 با فرکـانس چرخـشی       ، همزن یلهبا می سی  همزن مغناطی  7-2 ه در دقیقـه کـه ب

 .هگزان نگهداری شود  تفلون پوشش داده و در سیکلویوسیله

 . میلی لیتر1000 و 25،10با ظرفیت اسمی مدرج،ی  استوانه7-3

 و در پوش شیـشه ای باشـد و در           1تفلونیر   میلی لیتری که دارای ش     1000،  ف جداکننده قی 7-4

  .2قیف اسکوییببه عنوان مثال . هگزان نگهداری شود سیکلو

 . با در پوش شیشه ای میلی لیتر100 اسمی با ظرفیت  ارلن،7-5

 .)1-پشکل طبق ( میلی لیتر 50با ظرفیت اسمی ،ظبالن تغلی 7-6

                                                 
1- PTFE 
2- Squibb Funnel  



 

          میلـی لیتـر    50با لوله های سانتریفوژ ته باریک بـه ظرفیـت              چرخان، یفوژ با لوله  سانتری 7-7

 . بر دقیقه دور3000و با فرکانس چرخشی در حدود ) 2-پشکل طبق (

 ت پاستور پی پ7-8

 و حمـام     خـلاء  یپایدارکننـده به عنوان مثال تبخیر کن چرخان که دارای         ،  1رتجهیزات تبخی  7-9

 .آبی باشد

آزمـایش لولـه هـای      مناسب برایکه دارای سرعت لرزشی قابل تنظیم ،2 دستگاه لرزاننده7-10

 . باشدآزمایش

         شـیر سـوزنی بـرای      سـیلندر فـشار نیتـروژن بـا شـیر کـاهش فـشار و                 ،3 دستگاه دمنـده   7-11

 .جزیی تنظیم

ــا حــداقل ا پلــی پــروپن،  شیــشه ای یــج هــایکــارتری 7-12   گــرم ســیلیس              5/0پــر شــده ب

 .)6-6طبق بند (

 میلی لیتر و    10به عنوان مثال لوله های سانتریفوژ با ظرفیت اسمی          شه ای،   شی ویال های    7-13

 .دارای در پوش شیشه ای

 . میلی لیتر250 و 100،20،10با ظرفیت اسمی  ، بالن ژوژه7-14

نـوان مثـال سـیلیس    به ع  کروماتوگرافی لایه نازک با کارایی بالا،  4 آماده  صفحه های  7-15

  .به طور یکنواخت پخش شده است ، بهتر است دارای معرف فلورسانس باشد که60

  
                                                 

1- Evaporation Assembly 
2- Shaking Apparatus  
3- Blow-down Assembly  
4- Precoated Plates  



 

پوشـش داده شـده را بـه         از پیش    ، صفحه ها  کافیین اشباع شده با      صفحه های سیلیس   یبرای تهیه 

               کلرومتـان  گـرم دی     96در  ) 8-6بـق بنـد     ط( گـرم کـافیین      4ه در محلولی شامل      ثانی 4مدت زمان   

  بـه مـدت      را صفحه هـا  . ، غوطه ور کنید    دستگاه غوطه ور کننده    یبه وسیله )  3-1-1-6بق بند   ط(

خـشک   دسـتگاه    آن را داخـل       خشک کنید و تا زمان استفاده      سلسیوس ی درجه 110 دقیقه در    30

  . قرار دهید1کننده

 .این صفحه ها به صورت تجاری نیز در دسترس هستند: یادآوری

، RP-18مثـال    به عنوان     کروماتوگرافی لایه نازک با کارایی بالا،      ی صفحه های آماده   7-16

  .شده است به طور یکنواخت پخش  باشد که  فلورسانسدارای معرفبهتر است 
انـدازه گیـری          بـرای مـصرف کـم فـاز متحـرک، مناسـب بـرای                رومـاتوگرافی،  مخزن ک  7-17

 .2مقادیر کم

           مناسـب بـرای نقطـه گـذاری و          وسایل بـرای نقطـه گـذاری بـه صـورت اتوماتیـک،             7-18

 .سرنگ های میکرو لیتر  یاگذاری،نوار

 . نانومتر366 با طول موج  ،UV لامپ 7-19

  . مستقیم3رنگ سنجیه گیری برای انداز ،TLC اسکنر 7-20
  
  
  
  

                                                 
1- Desiccator 
2- Trace Analysis 
3- Fluorimetric  



 

     نمونه برداری8
    مـورد آزمـون را قبـل از        یاگر نمونه بـرداری آب آشـامیدنی از شـیر آب صـورت گیـرد، نمونـه                

  . جمع آوری کنید، نمونه برداری باکتری شناسیبرای،  آباستریلیزه کردن شیر

 نمونـه بـرداری اسـتفاده       بـرای نبایـد    – )تفلون( به استثناء پلی تترا فلورو اتن        –مواد پلاستیکی   از  

    در زمـان بررسـی نمونـه هـا     . شـود   میبر روی این موادPAH  جذب سطحی   چون باعث ،شود

  .دشو  تجزیه می PAH صورت   در غیر این،ها را از تابش مستقیم نور محافظت کنیدآن

         ن مــشخص بــا وز)1-7طبــق بنــد ( مــورد آزمــون را درون بطــری شیــشه ای قهــوه ای ینمونــه

         مـورد آزمـون حـاوی کلـرین را بلافاصـله بـا اضـافه کـردن حـدود                  نمونه های   . جمع آوری کنید  

  .کلرزدایی کنید) 2-6طبق بند (  میلی گرم تیوسولفات سدیم50

پر کنیـد و نمونـه هـای مـورد آزمـون را در دمـای                )  میلی لیتر  1000حدود  (گلویی آن   بطری را تا    

.  اسـتخراج، از نـور دور  نگهداریـد         ی سلسیوس نگهـداری کـرده و تـا مرحلـه          ی  درجه  4تقریبی  

گیـرد تـا از       برداری انجـام مـی      ساعت بعد از نمونه    24خراج در مدت    که است اطمینان حاصل کنید    

 سـاعت   24 در مـدت      کامل را    آزمایشچنانچه نتوان   . افت ناشی از جذب سطحی جلوگیری شود      

داخل بطری را    همگن   مقداری از نمونه  در صورت لزوم    : انجام دهید  زیر را    انجام داد، مرحله های   

ردن بطری   میلی لیتر نمونه باقی بماند و حجم نمونه را با وزن ک            1000±10بردارید تا داخل بطری     

  .      محاسبه کنید

. را به بطـری اضـافه کـرده و خـوب هـم بزنیـد              ) 1-1-1-6طبق بند   ( هگزان    میلی لیتر سیکلو   25

 ساعت در دمـای     72مدت  در معرض تابش نور قرار نگیرد، به        ورد آزمون آماده شده اگر       م ینمونه

  . سلسیوس قابل نگهداری استی درجه4

  



 

     روش اجرای آزمون9
     استخراج9-1

          در  ،هـا را از تـابش مـستقیم نـور محافظـت کنیـد              نمونـه هـا آن     1جابجـایی و نگهـداری    در زمان   

  .دشو  میتجزیه PAHصورت  غیر این

 داخـل بطـری را      یمقداری از نمونـه   . کنیدهمگن   مورد آزمون را با یک همزن مغناطیسی،         ینمونه

میلی لیتر نمونه باقی بماند و حجم نمونه را با وزن کردن             1000±10بردارید تا داخل بطری حدود      

اضـافه  ) 3-6طبـق بنـد     ( گرم سـدیم کلریـد       20 برای بهبود راندمان استخراج      .بطری محاسبه کنید  

.  به بطری اضافه کرده و خوب هم بزنیـد   ار )1-1-1-6طبق بند   ( هگزان    میلی لیتر سیکلو   25. کنید

  . مورد آزمون را تا شروع استخراج در یک مکان سرد و تاریک نگهداری کنیدینمونه

 مـورد آزمـون را بـا      یسـپس نمونـه   . مگنت را به داخل بطری انداخته و در پـوش آن را بگذاریـد             

 بـه هـم   دقیقه 60 مدت  به دقیقه دور بر1000با تنظیم  )2-7طبق بند ( ستفاده از همزن مغناطیسیا

 دقیقـه صـبر   5 و حـداقل  بریزیـد ) 4-7طبق بند ( قیف جداکننده  مورد آزمون را درینمونه .بزنید

  . کنید تا فازها جدا شوند

یتـر   میلـی ل   100 تا   10 فقط    PAHبرای استخراج فاضلاب و سایر نمونه های آب با غلظت بالای            

 میلــی لیتــری               250بــالن ژوژه   پــی پــت درونی مــورد آزمــون همگــن را بــه وســیلهیاز نمونــه

 گرم سدیم کلریـد  20پس از افزودن .  میلی لیتر رقیق کنید200 و با آب تا بریزید )14-7طبق بند (

به روش توضـیح داده شـده در        ) 1-1-1-6طبق بند   ( میلی لیتر سیکلوهگزان     25و  ) 3-6طبق بند   (

 انجـام شـود                2اده از یـک ریزجداکننـده      جداسـازی مـی توانـد بـا اسـتف          یمرحلـه . بالا عمل کنیـد   

  .)3-پ شکل طبق(

                                                 
1- Handling 
2- Microseparator  



 

ــه  ــی مرحل ــر ط ــانتریفوژ   یاگ ــه س ــود، آن را در لول ــشکیل ش ــداری ت ــسیون پای ــتخراج امول               اس

 دور بـر دقیقـه سـانتریفوژ        3000 دقیقه با سـرعت      10ه مدت   جمع آوری کرده و ب    ) 7-7طبق بند   (

  .کنید

 ارلـن هگزان استخراج شده را  در یک          و سیکلو  بریزید) 1-7طبق بند   (  بطری نمونه   در فاز آبی را  

  . خشک کنید2-9  بندمحلول استخراجی را مطابق. جمع آوری کنید) 5-7طبق بند (

  
    خشک کردن مایع استخراجی9-2

و بـه کـل     ) 1-1-1-6طبق بنـد    (هگزان شستشو دهید     لیتر از سیکلو   میلی   10 را با    قیف جداکننده 

 30بـه مـدت     ) 4-6طبق بنـد    ( استخراج شده را با سدیم سولفات        فاز. مایع استخراجی اضافه کنید   

) 6-7طبق بنـد    ( فاز خشک شده را در ظرف تغلیظ         . بچرخانید گاه ظرف را گاه  . دقیقه خشک کنید  

شستـشو  ) 1-1-1-6طبق بند   (هگزان    میلی لیتر سیکلو   5ار با   را دو ب  ) 5-7 بند   طبق ( ارلن .بریزید

  .داده و به همان ظرف تغلیظ اضافه کنید

  

    غنی سازی3 -9
      بـا اسـتفاده از تبخیـر کـن چرخـان          اسـت     را کـه صـاف شـده        سیکلو هگزان  بخش استخراجی از  

 هکتوپاسکال است، تبخیر کنید     120 سلسیوس و فشار آن      ی درجه 30که دمای آن    ) 9-7طبق بند   (

را پـر کنـد                ) 6-7طبـق بنـد      ( ظـرف تغلـیظ     انتهـای  کـه فـاز آلـی فقـط قـسمت باریـک            یجایتا  

  .) میکرو لیتر500تقریبا (

ــه  ــدههــر گون ــاقی مان ــوارب  ــرا  شیــشه  روی دی ــا تکــان دادن مــایع اســتخراجی ب           ا اســتفاده از  ب

  .حل کنید) 10-7طبق بند (دستگاه لرزاننده 



 

       ی بـاقی مانـده   پـیش پاکـسازی شـده باشـد،       4-9ق بنـد    اگر مایع استخراجی بـی رنـگ یـا مطـاب          

تـا    ) 5-6طبـق بنـد     (بـا نیتـروژن     ) 11-7طبـق بنـد     (هگزان را با استفاده از دستگاه دمنـده          سیکلو

تـا  ) قطـه گـذاری   بـرای ن  (تر   میکرولی 40 خشک را در     یباقی مانده .  خشک شدن اولیه تبخیر کنید    

ــر    120 ــرو لیت ــذاری (میک ــرای نوارگ ــیکلو) ب ــزان از س ــد  ( هگ ــق بن ــل              ) 1-1-1-6طب ــا متان  ی

  .حل کنید) 1-2-1-6طبق بند (

  . انجام دهید4-9  در صورت نیاز پیش پاکسازی مایع استخراجی را طبق بند

  
  مایع استخراجیی    تصفیه9-4
اوی حداقل  که ح ) 12-7طبق بند (کارتریج هایی    از ستون ها یا      مایع استخراجی، ی  تصفیهه منظور   ب

         را بـا     کـارتریج   داخـل سـتون یـا       سـیلیس  .باشـد، اسـتفاده کنیـد     ) 6-6 طبق بند  ( گرم سیلیس  5/0

  . شستشو دهید، برابر ستون5 به حجم ،دی کلرومتان

ولکولی خشک کنید    الک م   مایع استخراجی را با استفاده از      پاکسازیحلال های مورد استفاده برای      

  .)7-6طبق بند (

روی ) 8-7طبـق بنـد   (پاسـتور  را با استفاده از پی پت ) 3-9طبق بند (مایع استخراجی تغلیظ شده   

ع استخراجی به طور کامـل بـه   د تا مایبگذاری و بریزید سیلیس که با هگزان پوشش داده شده است     

 شه ای جمـع آوری کنیـد            شی ـ یـال  محلـول حاصـل از شستـشو را در و          .نفـوذ کنـد   داخل سیلیس   

  .)13-7طبق بند (

 و ایـن محلـول را       بشویید) 2-1-1-6طبق بند   ( میکرو لیتر هگزان     500فاده از   بالن تغلیظ را با است    

  . نفوذ کنداجازه دهید به طور کامل در سیلیسبه ستون اضافه کنید و 



 

PAH        بـه  ) 2-1-1-6 طبـق بنـد   ( هگـزان ) / 3-1-1-6طبق بنـد    ( را با مخلوطی از دی کلرومتان

، )9-7طبـق بنـد     (فاز آلی را با استفاده از تبخیر کن چرخـان           .  شستشو دهید  1 به   1  حجمی نسبت

پـر کنـد      را  ) 6-7طبق بند   ( ظرف تغلیظ     انتهای که فاز آلی فقط قسمت باریک      ی تا جای  تبخیر کنید 

          نیتـروژن  بـا جریـان   ) 11-7طبـق بنـد      (دمنـده بـا دسـتگاه     و  )  میکـرو لیتـر    500به طور تقریبـی     (

  .کنیدتا خشک شدن اولیه تبخیر   )5-6 طبق بند(

) 1-1-1-6طبق بنـد    ( میکرولیتر سیکلوهگزان    120یتر یا    میکرو ل  40مانده را در      باقی رسوب های 

  . حل کنید) 1-2-1-6طبق بند  (لمتانیا 

     3،  نیـاز بـه حـداقل      PAH   گرم سیلیس بـرای شستـشو      5/0کارتریج تجاری در دسترس شامل       :یاد آوری 

  . دارد1 به 1میلی لیتر از مخلوط دی کلرو متان و هگزان به نسبت حجمی 

  
    کروماتوگرافی لایه نازک با کارایی بالا9-5
   کاربرد محلول های استخراجی9-5-1

  نمونه های متعددی با استفاده از دو یا چند محلـول             HPTLC یممکن است بر روی یک صفحه     

بـرای آزمـون    اگر تعداد قابل توجهی نمونه       . شوند  آزمایش زمان ، هم ا غلظت های متفاوت    ب مرجع

 .نقطـه گـذاری کنیـد       HPTLC باشد، محلول استخراجی را در هر دو انتهای صفحه           وجود داشته 

   .صفحه را برای مخزن کروماتوگرافی افقی تهیه کنید

 دســتگاه نقطــه گــذار خودکــار              یبــه وســیلهرا ) 3-9طبــق بنــد (کــسری از محلــول اســتخراجی 

در این آزمـایش بخـشی      . یا به صورت دستی، نقطه گذاری و یا نوار گذاری کنید          ) 18-7طبق بند   (

         اگـر از نوارگـذاری اسـتفاده مـی کنیـد، طـول نوارهـا              . از محلول استخراجی را نقطه گذاری کنید      

  . میلی متر باشد3میلی متر و فاصله بین آنها  7

  



 

  )روش الف (غربالگری روش 9-5-2
   کلیات9-5-2-1

مـاکزیمم مقـدار قابـل    % 20 کـه کمتـر از        است  نمونه هایی   حذف این روش، آزمون مقدماتی برای    

  .) نانوگرم در لیتر40 تا 30غلظت کل  (باشند را دارا میقبول 

  . انتخاب کنیدغربالگرییکی از دو روش زیر را جهت انجام روش 

  )2-2-5-9طبق بند ( سیلیس اشباع شده با کافیین یر روی صفحه جداسازی ب-الف

 )3-2-5-9طبق بند  (HPTLC-RP-18 یجداسازی در دمای اتاق بر روی ماده - ب

انجام شود، می تواند به عنوان یک روش کار کمی           سلسیوس   ی درجه -20 در   چنانچه ) الف روش

  ک و جـرم بـه کـار گرفتـه شـده در             خطی را بین ارتفاع پی ـ     رابطه    این روش یک   .نیز توصیه گردد  

. دهـد  نـشان مـی     PAH نانوگرم برای سایر     4/2 تا   4/0 و    نانوگرم برای فلورانتن   12 تا   2ی  گستره

 آب در کرومـاتوگرافی لایـه نـازک بـا           ی میلی لیتر از نمونـه     1000از مایع استخراجی در     % 10اگر  

  هـای  نانوگرم و سایر هیدروکربن120تا  20 ی در محدوده به کار رود، غلظت فلورانتن   کارایی بالا 

  .است نانوگرم قابل اندازه گیری 24 تا 4 یآروماتیک چند حلقه ای در محدوده

 
   سیلیس اشباع شده با کافیین در دمای اتاقی جداسازی بر روی صفحه9-5-2-2

 بـر   1ادل دقیقه در دمای اتاق در محفظه تع       30مدت  ه   را پس از کاربرد مایع استخراجی، ب       صفحه ها 

 را به صورت عمودی در مخزن کروماتوگرافی عمـودی و           صفحه ها بلافاصله  . روی آب قرار دهید   

  . دهید قراریا به صورت افقی در یک مخزن کروماتوگرافی افقی

بـه نـسبت    ) 2-1-1-6طبق بند   ( هگزان   /)3-2-1-6 طبق بند (اکسی پنتان    -3 - متیل دی -4،2از  

  .دک استفاده کنی به عنوان فاز متحر1 به 4حجمی 

                                                 
1- Conditioning Chamber 



 

 سـانتی متـری در حـدود    5/6 1طول پیمایشدر یک مخزن عمودی کروماتوگرافی، زمان لازم برای       

 سانتی متـری  5/6 طول پیمایشدر یک مخزن افقی کروماتوگرافی، زمان لازم برای     .  دقیقه است  25

  . دقیقه است10 سانتی متری در حدود 5/4برای طول پیمایش  دقیقه و 15در حدود 

 ثانیـه در  2 و سـپس بـرای   کنیـد  خشک دمای اتاق دقیقه در جریان هوا در   2حه را برای مدت     صف

 بـرای   2 به   1به نسبت حجمی     )2-1-1-6طبق بند   (هگزان  ) / 9-6طبق بند   (محلول پارافین مایع    

ــانس   ــدت فلورس ــزایش ش ــت و اف ــرار تثبی ــد  ق ــریب  (دهی ــا ض ــرای5ب ــزو  ب ــرن و[a] بن                    پی

آن را خـشک     دقیقه   2 برای مدت    دوباره سپس   ). برای سایر مواد   2 پیریلن و با ضریب      [ghi]بنزو  

  .کنید

  

  HPLC-RP-18  جداسازی بر روی صفحه های9-5-2-3
 کروماتوگرافی را به صورت عمودی در مخزن کروماتوگرافی عمودی و یا به صورت افقی در یک               

  ).17-7طبق بند (زن کروماتوگرافی افقی انجام دهید مخ

ــتونیتریل  ــد  (از اسـ ــق بنـ ــل پ -2) / 2-2-1-6طبـ ــد  (روپانـ ــق بنـ ــ) / 4-2-1-6طبـ                    لمتانـ

.  بـه عنـوان فـاز متحـرک اسـتفاده کنیـد            1 بـه    2 بـه    1بـه نـسبت حجمـی       ) 1-2-1-6طبق بنـد    (

 . خشک کنیددمای اتاق دقیقه در 2گروماتوگرام را به مدت 

   سـانتی متـری در حـدود       5/6 برای طول پیمایش  مان لازم   در یک مخزن عمودی کروماتوگرافی، ز     

      5/6 طـول پیمـایش   در یک مخزن افقی کرومـاتوگرافی، زمـان لازم بـرای            .  دقیقه است  25  الی 20

 دقیقـه اسـت     15  سانتی متری در حدود    5/4طول پیمایش    دقیقه و برای     20سانتی متری در حدود     

  .)بدون اشباع کردن محفظه(

                                                 
1- Migration Distance 



 

  .توان به جداسازی بهتری دست یافت ین تر میمای پایددر  : ادآوریی

 درجـه سلـسیوس در      -20 سیلیس اشباع شده با کـافیین  در          ی جداسازی بر روی صفحه    9-5-3
  )روش ب(زر فری

سـپس از دی کلـرو متـان                .  دقیقـه قـرار دهیـد      20 سلسیوس بـه مـدت       ی درجه -20صفحه را در    

  . سلسیوس استفاده کنیدی درجه-20حرک در به عنوان فاز مت) 3-1-1-6طبق بند (

  سانتی متری در حدود    5/6در یک مخزن عمودی کروماتوگرافی، زمان لازم برای مسافت مهاجرت           

       5/6در یـک مخـزن افقـی کرومـاتوگرافی، زمـان لازم بـرای مـسافت مهـاجرت                   . دقیقه اسـت   20

 دقیقـه   12 انتی متـری در حـدود      س ـ 5/4 دقیقه و برای مسافت مهاجرت       17سانتی متری در حدود     

  .است

 ثانیـه   2 و سپس بـرای      کنید مشخص خشک    دمای دقیقه در جریان هوا در       2صفحه را برای مدت     

 2بـه    1 به نـسبت حجمـی     )2-1-1-6طبق بند   (هگزان  ) / 9-6طبق بند   (در محلول پارافین مایع     

  پیــرن و            [a]  بنــزو بــرای5بــا ضــریب (بــرای تثبیــت و افــزایش شــدت فلورســانس قــرار دهیــد 

خـشک   دقیقه   2 برای مدت     دوباره آن را   ، سپس ) برای سایر مواد   2با ضریب    پیریلن و    [ghi]بنزو  

  .کنید

  
  
  
  
  
  
  
  



 

    ارزیابی10
 غربالگری ارزیابی چشمی روش 10-1

  . مراجعه کنیدالف تحت شرایط مختلف به پیوست PAHبرای  Rf برای مقدارهای

 دمای اتاق خـشک کنیـد و سـپس آن را زیـر             دقیقه در جریان هوا در       2  زمان صفحه را برای مدت   

 یقرار دهید و با مقایسه با محلول استاندارد به وسیله         ) nm 366= λ) (19-7طبق بند    (UVلامپ  

 شـدت    و موقعیـت نـسبی گرومـاتوگرام مرجـع و          Rf رنـگ، مقـدار      ناحیه هـا بـه    اختصاص دادن   

  . فلورسانس نمونه را ارزیابی کنید

  .)2طبق شکل (تواند قابل تشخیص باشد  ناحیه می3 تنها RP-18 یدر صفحه :دآورییا

  .ی نقطه های منفرد لازم نیستویژه-تعیین طیف ماده

 میکرولیتر حـلال  40 در ی پس از تبخیر راباقی مانده میلی لیتر آب استخراج شده باشد،       1000اگر  

فلورسـانس کرومـاتوگرام در هـیچ کجـا قـویتر از            .  میکرولیتر از آن را به کار بریـد        20 حل کنید و  

  :نتیجه عبارت است از).  میکروگرم10 به کار رفته PAHمجموع (استاندارد نیست 

کنش هـای  ( میکروگرم در لیتر است    20مجموع هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای کمتر از          

  ).بیشتری لازم نیست

،    ی تـری از کرومـاتوگرام اسـتاندارد نـشان داد          که کروماتوگرام نمونه، فلورسـانس قـو       در صورتی 

  .است کمی ضروری  هایاندازه گیری

  

  

  

  



 

   ارزیابی چگالی سنجی فلورسانس10-2
 نـانومتر و  366 تهییجـی  پیک در طـول مـوج    را با در نظر گرفتن ارتفاع پیک یا سطح  روماتوگرامک

بع کالیبراسـیون برپـا شـده روی        تا. ارزیابی کنید ) صافی لبه ای  ( نانومتر   430ورسانس  طول موج فل  

  .صفحه ای از همان گونه را به کار برید

بایـد پهـن تـر از    ) 20-7طبـق بنـد   ( شکاف اسکنر ، در کروماتوگرامدر صورت استفاده از نقطه ها     

، پهنـای شـکاف در   هادر صورت استفاده از بانـد . باشدX بزرگترین ناحیه کروماتوگرام در جهت 

متـر  میلـی    3/0 شکاف نبایـد کـوچکتر از        Yول باند باشد و در جهت        ط 3/2 تا   2/1باید   ،Xجهت  

  .باشد

          PAH 6 ای موقعیــت فلورســانهــ ، رنگهــای فلورســانس و منحنــی موقعیــت3 و 2، 1شــکلهای 

اطلاعاتی ب،  پیوست  ). PAH دیگر نانوگرم برای    2 و   انتنی فلور نانوگرم برا  10(دهد    را نشان می  

  . دارد برپی دردر مورد شناخت اسپکتروسک

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

  

  
  راهنمای شکل

  
 شروع                        1
 

  های فلورسانس رنگ
  Fآبی روشن      
         BkFآبی تیره         
  BbF  آبی             

  BaP  بنفش  
  IPزرد روشن      

 BP بنفش

  
  
  
  

 ی درجه-20ین  در باع شده با کافی سیلیس اشی روی صفحه  بر 6PAH  کروماتوگرام– 1شکل 
  سلسیوس



 

                        
                                       

  راهنمای شکل
  
           پایان                         1
          شروع                         2
  

  های فلورسانس رنگ
  Fآبی روشن      
         BkFآبی تیره         
  BbF  آبی             

  BaP  بنفش  
  IPزرد روشن      

 BP بنفش

  
  

 RP-18 یبر روی صفحه    6PAH  کروماتوگرام – 2شکل 



 

  
  

  
  

  راهنمای شکل
  
  شروع                                                           1
  

  F  ن  فلورانت
                      BkF  فلورانتن[k]بنزو
  BbF  فلورانتن[b]بنزو
  BaP  پیرن[a]بنزو

  IP   پیرن[cd-1,2,3]ایندنو
 BP پیریلن[ghi]بنزو

  
  
  

 ی درجه-20ین  در  اشباع شده با کافیسیلیسی بر روی صفحه   6PAH  منحنی موقعیت – 3شکل 
  سلسیوس



 

    کالیبراسیون11
    کلیات11-1
  مقـدار   دستیابی به این امـر،     برای. برقرار کنید ، تابع کالیبراسیون را     1مواد جدول   ی   همه آزمایش با

Rf    ازمناسـب   ت هـای     رق ـ آزمـایش  یو یـا بـه وسـیله      منفرد باید از پـیش مـشخص شـده            مواد      

 تعیـین  ،تحت شـرایط مـشخص کرومـاتوگرافی   ) 11-6طبق بند   (جزیی تک   یذخیرهمحلول های   

  . شوند

  . به دست آوردن یک تابع کالیبراسیون خطی برای هر نوع ماده تنظیم کنیدبرای را تجزیه ایوش ر

  .ی کالیبراسیون را موافق با موضوع آزمایش انتخاب کنیدگستره

برقـرار   3-11 و   2-11  با بندهای   را مطابق  دقتاگر آزمونی با این روش وجود نداشت، داده های          

  .کنید

  ).2-11طبق بند  (، با استفاده از استاندارد خارجی به تنهاییHPTLC یهلکالیبراسیون مرح) الف 

ــیون روش ) ب  ــلکالیبراس ــاملک ــه ، ش ــارجی  یمرحل ــتاندارد خ ــتفاده از اس ــا اس ــتخراج ب                 اس

  )3-11طبق بند (

 روی هر   ای به دست آوردن بر    ، بر متداول  های کار  ف برای هد  2-11 بند   روش شرح داده شده در    

  .شود  توصیه میHPTLC یع صفحهنو

، و با دو    است معتبر   HPTLCط   مرتب یی انتخاب شده و صفحه    ای گستره  بر ، تنها تابع کالیبراسیون 

  .شود  میتاییدنقطه روی هر صفحه 

  

  

  



 

  .دهد شرح میروند،  به کار میکه در متن بعدی را  هایی  نمایه2جدول 

   از این استاندارد نمایه های استفاده شده در این قسمت– 2جدول 
  نام  نمایه

i مادهیشناسه   
e  ونمقدار اندازه گیری شده درکالیبراسی  
t   روش کل  

  
   با استفاده از استاندارد خارجیHPTLCکالیبراسیون  11-2

 با به کار بردن    غلظت مختلف    5 مورد آزمون با استفاده از حداقل     جزء   هر   تابع کالیبراسیون را برای   

 5 بـه  1با رقـت    )12-6طبق بند ( چند جزیی یی ماده ذخیرهول هایحجم های متفاوت از محل

  .بنا کنید

 نـانوگرم   12 و   10،8،6،4،2 میکرولیتر مطـابق بـا       6 و   5،4،3،2،1:  عبارتند از  حجم های توصیه شده   

 به ایـن ترتیـب  .  هستندنانوگرم برای سایر مواد 4/2 و 0/2، 6، 1، 2، 1، 8/0، 4/0فلورانتن و  برای

  .است نانوگرم 24 و 20،16،12،8،4 به کار گرفته شده  PAH مجموع 

 تـابع  1 یبـا اسـتفاده از معادلـه     .، رسـم کنیـد  A,ieρ، را در برابر جـرم،  yie،گیری شده مقادیر اندازه

  .کالیبراسیون خطی را محاسبه کنید

        yie = ( ai . ρA,ie ) + bi                                       1 یمعادله

  :که در آن

yie       جزء مورد آزمون  مقدار اندازه گیری شدهiاست پیکسطح طول پیک یا ، به عنوان مثال .  

ai          جزء مورد آزمون      شیب تابع کالیبراسیون  i،   به ازای هر   پیک   سطح پیک یا    بر حسب ارتفاع 

  .بر ناحیه کروماتوگرام است / نانوگرم 



 

ρA,ie      جزء مورد آزمون     به کار گرفته شده     جرمi   صفحه در HPTLC   بـر  /   نـانوگرم     بر حسب

  . است کروماتوگرامیناحیه

bi                عرض از مبدا تابع کالیبراسیون جزء مورد آزمونi         با مختصات، به عنوان مثال ارتفاع پیـک 

  .یا سطح پیک است

  
  روش با استفاده از استاندارد خارجیکل کالیبراسیون  11-3
 میلی لیتر از آب اضافه کنیـد و         1000 به    را )13-6طبق بند   (لول کالیبراسیون    میلی لیتر از هر مح     1

  . انجام دهید9 استخراج و غنی سازی را مطابق بند

  .محاسبه کنید bit تابع کالیبراسیون خطی را 2 یبا استفاده از معادله

   + bit                           yiet = ( ait . ρiet )                      2 یمعادله                      

  :که در آن

yiet  جزء مورد آزمون مقدار اندازه گیری شده  i است پیکسطح پیک یا ، به عنوان مثال ارتفاع .  

ait      جزء مورد آزمون شیب تابع کالیبراسیونi است.  

ρietجزء مورد آزمون   غلظت وزنی  i استر لیتر بنانوگرمبر حسب  کالیبراسیون، محلول در .  

bit             عرض از مبدا تابع کالیبراسیون جزء مورد آزمونi  به عنوان مثال ارتفاع پیک یا      ،   با مختصات

  .سطح پیک است

  
  
  
  



 

     اندازه گیری بازیابی12
  . تعیین کنید4 و 3فاده از معادله های با استجزء مورد آزمون را  ،iη  ،میانگین بازیابی

                                          3 یمعادله                      
e

f

Ni

Ni
Ni ,

,
, ρ

ρ
η =  

                                           4 یمعادله                      
n

n

N
Ni

i

∑
=

−

= 1
,η

η                       

                                                                     

  :که در آن

i,N ηجزء مورد آزمون   بازیابیi غلظت  تراز موجود در Niاست .  

ρi,Nf   جزء مورد آزمون     غلظت وزنی i   ترازغلظتدر Ni       شـود،  مـی  که با تابع کالیبراسیون محاسبه 

  . استر لیترمیکروگرم ببر حسب 

ρi,Ne    داده شده جزء مورد آزمون     غلظت وزنی i   غلظت  تراز  درNi    ـ ، بر حسب   ر لیتـر  میکروگرم ب

   . است
−

iη است میانگین بازیابی .  

n   است غلظتترازهای تعداد .  

 ی کار توزیع شده انـد،     ، با داده های بازیابی که به طور هم فاصله در گستره           از مقدار به دست آمده    

  .  دکنیبرای تصحیح نتایج استفاده 

. آیـد   بـه دسـت مـی      یی بالا  های  بازیابی  به طور معمول   9خراج شرح داده شده در بند       با روش است  

  .ده کل روش استخراج را  نشان می یا مشناسازگار اثر زمینه  هایبازیابی

  



 

   تهیی   اندازه گیری نمونه13
  بـرای  . بررسی کنیـد   کارکرد صحیح دستگاه را   محلول های تهی، مواد و      انجام اندازه گیری های     با  

  .کنید آزمایش 9ابق بند  میلی لیتر آب مقطر را مط1000این منظور 

جستجو بـا روش معـین را بـرای    اگر در نمونه های تهی یک یا چند جزء مورد آزمون یافت شود،            

  . و منابع آلودگی را حذف کنیدیافتن علت انجام دهید

  

     محاسبه14
  .کنید محاسبه 5 یاستفاده از معادلهبا را ، ρi در نمونه آب، iمورد آزمون غلظت وزنی جزء 

−                                             5 یمعادله

−
=

iasi

Eii
i

VVa

Vby

η
ρ

...

).(  

  :که در آن

ρi    مورد آزمونغلظت وزنی جزء  i استر لیتر آب بر حسب میکروگرم بیدر نمونه .  

yi    مورد آزمونمقدار اندازه گیری شده جزء  iاست پیک ثال بر حسب سطح، به عنوان م.  

bi        به عنوان مثال بر حسب سـطح پیـک یـا ارتفـاع               با مختصات،  عرض از مبدا تابع کالیبراسیون 

  .استپیک 

VE   شودمی تزریق  مقداری از آنکه بر حسب میکرولیتر حجم مایع استخراجی.   

ai       مورد آزمون   شیب تابع کالیبراسیون جزء  i     بـه  . شود  نیز نامیده می   ژه  وی-ماده، که فاکتور پاسخ

  . است)کروماتوگرامی نانوگرم بر ناحیه(بر عنوان مثال سطح پیک 

Vs  است مورد آزمون بر حسب میلی لیتری حجم نمونه .  

Va   یرفته بر صفحه حجم مایع استخراجی به کار HPTLCاست  بر حسب میکرولیتر .  
−

iη   استمیانگین بازیابی .  



 

  جبیان نتای    15
کنید که حداکثر دو رقم معنی دار        بیان    طوری به صورت میکروگرم در لیتر    را   PAHغلظت جرمی   

 میکروگرم در لیتر را تا سـه رقـم بعـد از اعـشار               01/0غلظت های جرمی کوچکتر از      . داشته باشد 

  .گرد کنید

  1مثال 
مقدار اندازه گیری شده       

  )میکروگرم در لیتر(
  نتیجه گزارش شده

  )میکروگرم در لیتر(
  

   14/0 143/0 فلورانتن
    008/0  0079/0   پیرن[a]بنزو 

  
  2مثال 

مقدار اندازه گیری شده       
  )میکروگرم در لیتر(

  نتیجه گزارش شده
  )میکروگرم در لیتر(

  رش شدهنتیجه گزا
  ) PAH مجموع (

    11/0               1132/0فلورانتن                               
    027/0               0271/0 فلورانتن                    [b]بنزو 
    012/0    0116/0 فلورانتن                    [k]بنزو 
    015/0  0150/0 پیرن                         [a]بنزو 
    010/0               0097/0 پریلن                    [ghi]بنزو 

    008/0               0082/0 پیرن         [cd – 1,2,3]ایندنو 
  

          PAH  6  مجموع غلظت
    

182/0  
  

18/0  
، PAH 6  مجموع غلظت

محاسبه شده بر حسب کربن       
  95/0×18/0  17/0  

  
تعیـین  بایـد    PAH 6ظـت وزنـی      شود، مجموع غل     آزمایش  3-3 و   2-3اگر آب سطحی طبق بند      

  . لیتر بیان شوند، همانطور که در بالا مشخص شده استرو نتایج بر حسب میکروگرم بشود 



 

  وباید تعیـین شـود   PAH  6  شود، مجموع غلظت وزنی آزمایش1-3 آب آشامیدنی طبق بند اگر

رم در لیتـر     حسب میکروگ  برباید  نتایج  . کربن به دست آید    ضرب شود تا محتوی      95/0در ضریب   

  .بیان شوند، همانطور که در بالا مشخص شده است

 پیرن و مجموع غلظت وزنی      [a] شود، غلظت وزنی بنزو       آزمایش 4-3 آب آشامیدنی طبق  بند       اگر

 پیرن بایـد تعیـین   cd - 1,2,3] [ ایندنو پریلن و [ghi] فلورانتن، بنزو [k] فلورانتن، بنزو [b]بنزو 

  .، همانطور که در بالا مشخص شده استگرم در لیتر بیان شوند نتایج بر حسب میکروشود و

  

    گزارش آزمون16
  .ی آزمایش باید در گزارش آزمون ارایه شودحداقل، آگاهی های زیر در باره

   . استاندارد ملییشماره) الف

  . آزمون لازم هستندی برای شناسایی نمونهیی کهداده ها) ب

  . نگهداری نمونهنه برداری و در مورد نمومربوط آگاهی های) پ

  . شودبیانمحاسبه و  15مطابق با بند که ، PAHغلظت هر ) ت

  .گذارد استاندارد گفته نشده است ولی بر نتایج اثر می در این قسمت از تمام کارهایی که) ث

  .تاریخ انجام آزمون) ج

  

    صحت17
 به دست آمده    )5-3طبق بند    (اندر آلم ی   آزمایشگاه  بین یتجربهاز نتایج یک    که  داده های آماری    

  .، در پیوست ت داده شده استاست

  



 

 الف   پیوست                                                  

  )اطلاعاتی(
   تحت شرایط مختلف کروماتوگرافیPAH 6 درRfمقدار 

   تحت شرایط مختلف کروماتوگرافی6PAH   درRf مقدار - 1.جدول الف
  فلورانتن   پیرن- [k]بنزو    فلورانتن– [b]بنزو    پیرن[a]بنزو    پیرن[cd – 1,2,3]-ایندو   پریلن[ghi]بنزو   

RP 18 
  عمودی   
   سانتیمتر6

  دمای اتاق

  85 تا 80 85 تا 80 80 تا 75 80 تا 75 75 تا 70  75 تا 70
PR 18 
  افقی

   سانتیمتر6
  دمای اتاق

  85ا  ت80 80 تا 75 80 تا 70 80 تا 75 75 تا 70 75 تا 70

  سیلیس
  کافئین

  ناحیه ی غلظت
  عمودی

   سانتیمتر5/6
 دمای اتاق

  55 تا 50 40 تا 35 35 تا 30 30 تا15 25 تا 20 20 تا 15

  سیلیس
  کافئین

  ناحیه ی غلظت
  افقی

   سانتیمتر5/6
  دمای اتاق

  40 تا 35 30 تا 25 25 تا 20 20 تا 15 15 تا 10 10 تا 5

  سیلیس
  کافئین

  ناحیه ی غلظت
  عمودی

   سانتیمتر5/6
O C 20-  

  60 تا 55 50 تا 45 45 تا 40 40 تا 35 35 تا 30 25 تا 20

  سیلیس
  کافئین

  ناحیه ی غلظت
  افقی

   سانتیمتر5/6
O C 20-  

  55 تا 50 50 تا 45 40 تا 35 45 تا 40 35 تا 30 25 تا 20

  سیلیس
  کافئین

  ناحیه ی غلظت
  افقی

   سانتیمتر5/4
O C 20-  

  65 تا 60 55 تا 50 45 تا 40 50ا  ت45 40 تا 33 30 تا 25

  سیلیس
  کافئین

  بدون ناحیه غلظت
  افقی

   سانتیمتر5/6
O C 20-  

  55 تا 50 45 تا 40 35 تا 25 35 تا 30 25 تا 20 15 تا 10



 

  پیوست ب
  )اطلاعاتی (

                         شناسایی اسپکتروسکوپی

  
a) λexc= ٣۶۵ nm       b) λexc= ۴٣۶nm         c) λexc= ۴٠۵ nm        d) λexc= ٣٣۴nm           

λ       fl ۴٣۶=   nm    λ          fl ۵٧٨=   nm            λ  fl = ۴٣۶ nm    λ       fl = ۴٣۶nm 
  
  
  راهنمای شکل 
  
      پایان                               1
  شروع                                 2

  های فلورسانس رنگ
  Fبی روشن      آ

         BkFآبی تیره         
  BbF  آبی             

  BaP  بنفش  
  IPزرد روشن      

 BP بنفش

  
  exc          λ     طول موج تهییج     

  flλ        ل موج فلورسانس     طو

    PAH 6 آشکارسازی گزینشی –1.شکل ب



 

  پپیوست 
  )اتیاطلاع(

  هایی برای ساخت تجهیزات ویژه مثال
  
  
  

  
  

  
  راهنمای شکل     

  
 سر بطری           1

  
  
  

  ) میلی لیتر50(غلیظ  ظرف ت– 1.شکل پ



 

  
  

  

  
  
  
  
  

  راهنمای شکل
  

  در پیچی تفلونی 1
  
  
  
  
 

   سانتریفوژ با ته مخروطی و در پیچیی لوله– 2.شکل پ



 

  
  

  
  

  راهنمای شکل
  
  فلونیدر پیچی ت                 1
  
  
 

   ریز جداکننده– 3.شکل پ
  



 

  تپیوست 
 )اطلاعاتی(

  صحت
  ی ماسه ایصاف شده داده های آماری برای آب آشامیدنی و – 1.تجدول 

  
  

 l n nAP  ترکیب

%  expρ  
نانوگرم 
 بر لیتر

−

ρ  
نانوگرم 
  بر لیتر

η  
%  

Sr 

نانوگرم 
 بر لیتر

CV(r) 
% 

SR 

گرم نانو
  بر لیتر

CV(R)
%  

 9/8 48/2 1/14 91/3  4/101 8/27 4/27 7/8 42 11  فلورانتن

 4/8 53/0 1/19 19/1  8/92 2/6 7/6 9/8 41 11  فلورانتن[k]بنزو

 9/15 21/1 6/33 57/2  7/100 7/7 6/7 0/0 47 12  فلورانتن[b]بنزو

 1/18 90/0 2/36 80/1  8/105  0/5 7/4 4/2 41 11   پیرن[cd-1,2,3]ایندنو

آب 
 آشامیدنی

 0/13 35/1 4/26 74/2  5/86 4/10 0/12 0/0 47 12  پیریلن[ghi]بنزو

 7/5 01/7 3/16 02/20  8/89 0/123 9/136 3/2 43 12  فلورانتن

 6/9 92/3 5/18 59/7  9/92 0/41 1/44 0/0 44 12  فلورانتن[k]بنزو

 2/13 30/2 3/24 24/4  2/80 5/17 8/21 0/0 44 12  پیرن[a]بنزو

صاف 
شده ی 
  ماسه ای

 3/15 35/7 0/19 11/9  9/90 1/48 9/52 0/0 43 12  پیریلن[ghi]بنزو

l                                             تعداد آزمایشگاهها بعد از حذف موارد غیر قابل قبول   
n                                        رد غیر قابل قبول     تعداد نتایج بعد از حذف موا  

nAP                                     کسر موارد غیر قابل قبول       
expρمقدار مرجع پذیرفته شده                                           
−

ρ                  نتایج مستقل از موارد غیر قابل قبول میانگین کل                          متوسط   
η                                             بازیابی   

Sr                                           انحراف استاندارد تکرارپذیری   

CV(r)                                     تکرارپذیریرپذیرییغی ضریب ت   
SR                   انحراف استاندارد تجدیدپذیری                           

CV(R)                                     تجدیدپذیریرپذیرییضریب تغی   
  



 

  ب و الف داده های آماری برای استانداردهای – 2.تجدول 
 

 l n nAP  ترکیب  نمونه

% 
expρ  

نانوگرم 
بر لیتر    

−

ρ  
نانوگرم 

بر لیتر   

η  
%  

sr 

نانوگر
م بر 
 لیتر

CV(r) 
 
% 

SR 

نانوگرم 
 بر لیتر

CV(R) 
%  

 5/3 096/0 189/08/6  2/99 77/2 79/2 0/0 32 11  فلورانتن

 2/4 035/0 075/09/8  5/95 84/0 88/0 0/0 32 11  فلورانتن[k]بنزو

 6/4 019/0 050/01/12  6/94 42/0 44/0 0/0 31 11  پیرن[a]بنزو

استاندارد 
 الف

 6/6 064/0 073/05/7  9/91 97/0 06/1 3/6 30 10  پیریلن[ghi]بنزو

 6/3 122/0 266/08/7  9/99 41/3 42/3 0/0 32 11  فلورانتن

 6/2 020/0 049/04/6  3/91 77/0 84/0 6/15 27 10  فلورانتن[k]بنزو

 9/2 028/0 144/09/14  6/101 97/0 95/0 0/0 32 11  فلورانتن[b]بنزو

 [cd-1,2,3]ایندنو
  پیرن

11 32 0/0 59/0 58/0 9/97  091/07/15 057/0 8/9 

استاندارد 
 ب

  5/3  049/0  4/17 243/0  3/96  40/1  45/1  0/0  32  11  پیریلن[ghi]بنزو
  . داده شده است1.تعریف علامت های اختصاری در جدول ت
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