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برای  بالا مجهز به آشکارساز فرابنفش عملکردکروماتوگرافی مایع با استفاده از 

 های خاک و کودسنجش آمینواسیدهای آزاد در نمونه

 2، کریم شهبازی1محمود پایه قدر، 2،*، کبرا سادات هاشمی نسب1بهمن احمدی عبد

 تهران، ایران نور،گروه شیمی، دانشگاه پیام 1
 ن، ایراكرجسازمان تحقیقات، آموزش و ترویج كشاورزي، ، خاك و آب یقاتموسسه تحق2

 20/10/99تاريخ پذيرش:           19/10/99تاريخ تصحيح:              09/07/99تاريخ دريافت: 

 چکيده

مجهز  بالا عملکردبا  عیما یكروماتوگراف به روش كود خاك و مختلف هايدر نمونه ،یاهیگ سمیثر در متابولؤم آزاد هايدینواسیآمغلظت  پژوهش نیدر ا

سازي ( مشتقPITC) اناتیوسیزوتیا لیبا فنسپس  .نداستخراج شدنرمال  1/0 دیاس کیدروكلریبا ها ابتدا آمینواسیدهشد.  گیرياندازه به آشکارساز فرابنفش

-لیتریو استون دراتیهياستات تر میبا بافر سد یانیگراد شیدر ستون فاز معکوس با استفاده از شو آمینواسید-لیوكاربامیت لیمشتقات فن ،نهایتر . دشد

 جداسازي پیک بر موثر پارامتر چندین شد. ينانومتر آشکارساز 254در طول موج  UVو توسط آشکارساز  ي،( جداساز ]یحجم/یحجم[ 40:60آب )

از  کیهر  رییتغ اب .گرفتند قرار مطالعه مورد متحرك فاز در( آمین اتیل تري) كننده اصلاح و بافر غلظت متحرك، فاز دماي و pH جمله آمینواسیدها از

 – mol/mlµ 125/0تحت شرایط بهینه، گستره خطی خوبی در محدوده خطی شد.  يسازنهیبه دهاینواسیاز آم کیهر  کیتفک زانیموجود م طیشرا

 RSD 1/6و تکرار پذیري قابل قبولی براي هر یک از آمینواسیدها به دست آمد )% mol/mlµ 0094/0آمینواسید با حدّ تشخیص  17براي  0312/0

  شد. يرگیكود اندازهخاك و  هاي مختلفدر نمونه آزاد يدهاینواسیدرصد آمبا این روش  تیدر نها(. ≥

 .كودخاك،  انات،یوسیزوتیا لی، فنمجهز به آشکارساز فرابنفش بالا عملکردبا  عیما یكروماتوگراف ،هاي آزاددینواسیآم :یدیکلمات کل
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 مقدمه -1

محصول بوده و علاوه  تیفیعملکرد و ک شیافزا یشناخته شده برا هایاز روش یکی اهیرشد گ در طول دهایاسنویآماستفاده از 

 ماندهیبرده و باق نیو حشرات را از ب هایباکتر تواندیداده که م لیتشک کلات ،ابیبا عناصر کم دهایاسنویبر آن، ممکن است آم

رشد، بعد از نشاء، در طول دوره  یاستفاده در طول مراحل بحران یبرا دیاسونیآم هیبا پا کودهاسموم را کاهش دهد. معمولاً 

 لیبدل شوند،یاستفاده م کرویبا عناصر م بیدر ترک کهیآنها بخصوص در زمان شوند.یم هیتوص یمیاقل هایو در استرس دهیگل

 میکروفلورای تقویت و بهبود باعث تواندمی خاک در آمینواسیدها وجود .]1[، موثرند قابل استفاده هستند شتریکلات که ب لیتشک

در اکثر مزارع و باغات کشور  .باشند گیاه ریشه توسط عناصر جذب تسهیل در مهمی عامل توانندمی موجودات این که شده خاک

 پذیرد،نمیجذب عناصر ماکرو و میکرو توسط گیاه بخوبی انجام رود که احتمال میای وجود دارد، های مختلف تغذیهمحدودیت

گیری غلظت عدم امکان عملی اندازه ،شاید یکی از دلایل اصلی عدم کیفیت محصولات کشاورزی و کاهش عملکرد آنها

از همین رو بسیاری از کارشناسان و متخصصان  د.های مناسب باشکنترل نسبت آنها با سایر عناصر غذایی در زمان اسیدها ووآمین

تواند مورد نیاز گیاه هستند می آمینواسیدهایاستفاده توامان کودهای کامل با کودهایی که حاوی کلیه  که در کشاورزی معتقدند

و نیاز به کنترل  این تقاضاهابا توجه به  .]2[ ثیرات بسیار چشمگیری روی عملکرد و خصوصیات کیفی محصول داشته باشدأت

عرضه کودهای تقلبی که درصدهای غیر واقعی را به بازار عرضه و جلوگیری از  کودهای حاوی آمینواسید مصرفی در کشاورزی

د. از طرف دیگر با شو انجامهای کود در آزمایشگاه لازم است روشی کارآمد برای تعیین غلظت آمینواسیدها در نمونهکنند، می

.گیاه میسر خواهد بودبررسی آمینواسیدها در نمونه خاک کشاورزی مطالعات روی تاثیر و میزان جذب آمینواسیدها توسط 

نازک، الکتروفورز  هیلا یکروماتوگرافتوان وجود دارد، که می آزاد هایدینواسیغلظت آم یریگاندازه یبرا های بسیـاریتکنیک

استفاده از  یهاروش ر،یاخ یهادر سال .]3-8[ را نام برد بالا عملکرد با عیما یو کروماتوگراف یگاز یکروماتوگراف ،یانهییمو

به  ار یشتریب تیّ( اهمRP( با فاز معکوس )HPLCبالا ) عملکردبا  عیما یبا کروماتوگراف دها،ینواسیمآ یستونشیپ یسازمشتق

روش را  نیبودن ا دی، مفتحقیقات . شده است کیکلاس یهابه روش دهاینواسیآم زیآنال نیگزیجا یادست آورده است و تا اندازه

 جیبا نتا سهیدر مقا HPLC یهاحاصل از روش جینتا همچنین دهد وینشان م یکیولوژیزیف عاتیدر ما دهاینواسیآم نییتع یبرا

 ،یونیمبادله  یتوسط کروماتوگراف هادینواسیآم زیو آنال یستونپسساز با مشتق سهیمطلوب است. در مقا دینواسیآم زریآنالا

و کاهش  یریپذو انعطاف تیحساس شیافزا ز،یهمچون کاهش زمان آنال ییایاز مزا HPLC یهاو روش یستونپیش یسازمشتق

 .]9[ تبرخوردار اس یابزار و نگهدار یهانهیهز

 هاینمونه در آزاد آمینواسیدهای غلظت تعیین برای فرابنفش آشکارگر و بالا عملکرد با مایع کروماتوگرافیروش در این پژوهش، 

 غلظت تری ،متحرک فاز دمای ،pH جمله از هاروی جداسازی پیک موثر پارامتر چندین سازی گردید.بهینه کودمختلف خاک و 
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 آماری هایویژگی این، بر علاوه. دادیم انجام را هاآن سازی بهینه و گرفته نظر در متحرک فاز در بافر غلظت و( TEA) آمین اتیل

میزان  سپس .گرفت قرار بررسی مورد نیز بازیابیدرصد  تکرارپذیری و قابلیت ،خطی دامنهحد تشخیص،  مانند روش

 HPLC با روش اناتیوسیزوتیا لیفنکود پس از استخراج و مشتق سازی با واکنشگر خاک و نمونه چندین آمینواسیدهای آزاد در 

 .ندتعیین شد

 بخش تجربی -2

 و استانداردها شيميايي مواد -2-1

از  (TEA)و تری اتیل آمین  (PITC) اناتیوسیزوتیا لیفن ای بودند.دارای درجه خلوص تجزیه استفادهمورد مواد شیمیایی تمام 

درصد( از شرکت مرک خریداری  99( و اتانول )HPLCشرکت سیگما خریداری شدند. هیدروکلریک اسید و استونیتریل )خلوص 

 استفاده گردید.فاز متحرک تهیه سازی و شدند. آب دوبار تقطیر دیونیزه برای محلول

از  تـرلییلیم /کـرومولیم 5/2حاوی است که  (Termo scientific, USA) یترلییلیم کیشامل آمپول  دهایاسنویاستاندارد آم

-L) دیاس کی(، گلوتامL-aspartic acid) دیاس کیشـامل: آسپـارت که است نرمــال 1/0 داسی کیــدروکلریدر ه دینواسیهر آمـ

glutamic acid ،)نیسر (L-serineگلا ،)نیسی (L-glycineه ،)نیدیستی (L-histidineآرژن ،)نی (L-arginineترون ،)نی (L-

threonineنی(، آلان (L-alanineپرول ،)نی (L-prolineت ،)نیروسی (L-tyrosineوال ،)ــنی (L-valineم ،)نیونیت (L-methionine ،)

-L) نآلانیـلی(، فنL-leucine) نی(، لـوسL- ileucine) ایزولوسین، (تـرلییلیم /کـرومولیم 25/1) (L-cysteine) نیسـتئیس

phenylalanine) نیسیو ل (L-lysine) این استاندارد در دمای .استC   ͦ4- .نگهداری شد 

 هانمونه -2-2

شامل کودهای آنالیز کودهای مورد آوری شدند. چندین نمونه خاک کشاورزی از مناطق مختلف ایران برای آنالیز انتخاب و جمع

 . بودندشیمیایی و آلی ارسال شده به موسسه تحقیقات خاک و آب ایران برای آنالیز کمیّ آمینواسیدها 

 تجهيزات -2-3

ساخت کشـور آلمـان  EuroChrom مدل KNAUER مـورد استفاده( HPLC) بـالا عملکرددسـتگاه کرومـاتوگرافی مـایع بـا 

-بــود. جداســازی-K 2600مــدل  Degasser و UV-Visو آشکارســاز  -1001Kکانالــه مــدل مجهــز بــه پمــپ چهــار 

 .انجـام شـد Watersاز شرکت Tag-Pico (mm 9.3mm, ID= 501L= ) مخصوص آنالیز آمینواسیدها با نام 18C ستونهــا در 

 بود. ml/min  1متحرک بود. همچنـین سـرعت جریـان فـاز C   ͦ 38و دمای ستون μL 20 حجـم تزریقـی

برای صاف کردن  45/0با اندازه منفذ   (FRISENETTE-PVDF, Denmark)از فیلتر سرسرنگیاز پمپ خلا برای حلال پرانی و 

 ها استفاده گردید.محلول
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 هامونهسازي نآماده -2-4

گرم از نمونه خاک  4( برداشته شد. سپس cm 2های درشت )قطر بیش از برای آماده سازی نمونه خاک کوبیده شده و سنگریزه

میزنیم. پس از هم  rpm 200 دقیقه با دور 15مخلوط کرده و به مدت اسید هیدروکلریک نرمال 1/0محلول میلی لیتر  20با  را 

در ظروف سپس . شد لتریف کرونیم 45/0 یسرنگ سر لتریبا ف میلی لیتر رسانده و سپس 25را به حجم محلول رویی سانتریفیوژ 

 .]10[ شدداری پلی اتیلنی در فریزر نگه

 نرمال 1/0محلول  ،حجم بالناز . تا حدود سه چهارم شدمنتقل  یترلییلیم 25گرم از نمونه به بالن  4/0 کود جامد، برای نمونه

 . شد فیلتر یسرسرنگ لتریآن با ف اتیمحتو . سپس به حجم رسانده وشد هم زده قهیدق 20و به مدت  ختهیر اسیدهیدروکلریک

و حدود دو سوم حجم  به بالن انتقال داده شداز نمونه  ترلییلیم 2 یترلییلیم 25بالن  در یک ،عیما کود نمونه سازیآماده برای

آن  اتیو محتو . سپس به حجم رساندهزده شدهم  قهیدق 20 و به مدت به آن اضافه اسیدهیدروکلریک نرمال 1/0محلول  ،بالن

 . شد لتریف کرونیم 45/0 یسرنگ سر لتریبا ف

  اناتيسويتزويا ليفنسازي با مشتق -2-5

سازی را برای مشتق PITCما واکنشگر استفاده شده است. HPLC ساز زیادی برای تعیین آمینواسیدها با از واکنشگرهای مشتق

برای هر آمینواسید  است و سریع بسیار واکنش آن کند. سرعتپایدار تولید میبا آمینواسیدها مشتقات  PITCانتخاب کردیم. زیرا 

سازی آمینواسیدها به منظور مشتقنشان داده شده است.  1با آمینواسیدها در شکل  PITCواکنش  .دهدمیمحصول  یک فقط

آن  اتیمحتو ءدر ظرف خلا و شد منتقل ایشهیش هایوپیبه تاز خاک یا کود  استخراجیاز محلول  تریکرولیم 40و  20 ریمقاد

 میاز محلول تنظ تریکرولیم 30تا  20 خشک شده، ۀاستاندارد و نمون یحاو ایشهیش هایوپیاز ت کیهر  به. شدخشک  کاملاً 

pH  میخشک شوند. محلول تنظ تا کاملاًداده قرار  ءو در ظرف خلا شد هم زده واضافه pH آباز  بیبه ترت 1:2:2نسبت  یحاو ،

و مخلوط  هیکار ته نیا یبرا یو اختصاص زیتم و کاملاً رهیظروف ت رد در هر بار آنالیز، که بصورت تازه است نیآملیاتیاتانول و تر

 تریکرولیم 20. سپسکندمی ایّمه سازیرا جهت مشتق طیو شرا شودیم طیشدن مح یباعث باز نیآملیاتیمرحله تر نی. اشد

 لیو فن نیآم لیاتیب، ترآاز اتانول،  بیبه ترت 1:1:1:7نسبت  یحاو سازمشتق . محلولشدساز اضافه و ورتکس محلول مشتق

قرار  طیمح یو در دما یکیدر تار قهدقی 20 ها و استانداردهانمونه ساز،. پس از اضافه کردن محلول مشتقاست اناتیسویتزویا

 تا کاملاً داده شد )حذف حلال(قرار  ءدر ظرف خلاها سپس تیوپگردد.  ملکا آمینواسیدهاو  PITC نیتا واکنش ب داده شد

گراد برای روزهای بعد درجه سانتی -4دمای  در توان تا این مرحلهیخشک شده را م هایاستانداردها و نمونه نیا. خشک شوند

 دکر ینگهدار نیز
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 PITC واكنشگر سازي آمینواسیدها باواكنش مشتق -1شکل 

محلول  یهته ی. براشد هم زدهو  هکننده اضافقیمحلول رق تریکرولیم 400 هاپویاز ت کیبه هر   HPLC دستگاهبا  آنالیز هنگام

 pH. رسانده شد ترلییلیم 100 ا آب به حجمب Merck, Germany))  فسفات دروژنیهید میگرم سدیلیم 71کننده،  قیرق

 .ندبا هم حل شد لیتریاستون ترلییلیم 5 با محلول نیاز ا ترلییلیم 95 شد و تنظیم 4 روی %10 کیفسفر دیاس با محلول

 کروماتوگرافي مايع با عملکرد بالا-آناليز آمينواسيد توسط روش فنيل ايزوتيوسيانات -2-6

( بدین Bو  Aهای فاز متحرک )حلالسازی آماده. برای برای جداسازی آمینواسیدها استفاده شددر این روش از روش گرادیانی 

 600و  لیتریمیلی 1000حجم بالن  4/3در  (Merck, Germany) دراتیهیتر استات سدیمگرم  A :19صورت عمل شد. حلال 

آب به حجم رسانده شد و این  و با میتنظ 4/6 رویآن  pH ،دیاسکی. سپس با استبا هم حل شدند نیآم لیاتیتر تریلکرویم

حل  لیتریاستون ترلییلیم 60با محلول  نیاز ا ترلییلیم 940فیلتر شد. سپس میکرومتر 45/0منفذ تر با اندازه محلول توسط فیل

برای و آب(.  لیتریاستون بیبه ترت یحجم/یحجم 40:60با نسبت  ی)محلول شد هیته لیتریاستون %60محلول : Bحلال  .شد

ه گرادیانی مناسب برنام ازجداسازی بهتر نمونه و ایجاد تعادل نمونه و فاز متحرک با فاز ساکن و در نتیجه زمان ماندگاری مناسب 

 اولین دقیقه، 1 مدت برای A حلال 100% با  ایزوکراتیک برنامه گرادیانی شسشتشو ابتدا .سازی شده، استفاده گردیدو بهینه

%  100 با ایزوکراتیک دقیقه، 5/0 در B حلال %100 دقیقه، سپس با 10 تا B حلال %46 و Aحلال  %54با  گرادیان مرحلۀ

%  100 و B حلال% 0 با ایزوکراتیک انتها در و دقیقه 5/0 در B حلال%  0 تا 100 از گرادیان دقیقه، 5/1 مدت برای B حلال

بود تا  هاقیتزر نیب قهیدق 12بود که شامل  قهیدق 23ی کروماتوگراف یاجرا زمان.شستشو جهت دقیقه 7 مدت برای A حلال

 شسته شوند. PITC -مشتقات کود یاجزا

 آناليز نمونه -2-7

 400 هاپویاز ت کیبه هر  HPLC به دستگاه استانداردها و نمونه قیتزر هنگامدر روش کروماتوگرافی مایع، جهت آنالیز نمونه، 

با استفاده از دستگاه  اناتیسویتزویا لیو فنها دینواسیمشتق آم .شد به هم زده وکننده اضافه کرده قیمحلول رق تریکرولیم

HPLC  18در ستونC  ( لیتری)استون گریزآببافر  کیو به کمک  دینواسیآم یگروه جانبگریزی آبو بر اساس  با روش فاز معکوس



 احمدي عبد و همکاران               .                          استفاده از کروماتوگرافي مايع با عملکرد بالا مجهز به آشکارساز فرابنفش براي سنجش ..

26 

باشد که  یبه صورت دیبا سازیمشتق طیروش شرا نیدر ا شود.یم ینانومتر آشکارساز 254از ستون جدا شده و در طول موج 

 باشند. خالص امکان حد تا هانمونه

 گیریبحث و نتیجه -3

 سازي شرايط جداسازيبهينه -3-1

 .باشندمین دمای ستو، TEAمقدار غلظت ، فاز متحرک  pHآمینواسیدها،  جداسازیاز جملــه پارامترهــای مــؤثر بــر فرآینــد 

 (TEA) آمین اتیل غلظت تری بافر، غلظت متحرک، فاز pH جمله از ،های آمینواسیدهاموثر روی جداسازی پیک پارامتر چندین

 .[11] گذارند می تأثیر آمینه اسید مشتقات شستشو ترتیب و جداسازی بر شدت به عوامل این و دمای ستون بهینه شدند.

ند، برای بهینه وشبه سختی جدا می( Ile-Leu و Arg-Thr،Thr-Ala ، Ala-Pro)زوج از آمینواسیدها  4های جا که پیکاز آن

نشان  1جدول ساختار این آمینواسیدها در  به عنوان متغیر پاسخ مورد بررسی قرار گرفت. ،زوج پیک 4سازی قدرت تفکیک این 

 داده شده است.

 نزدیک به هم HPLCهاي چهار زوج آمینواسید با پیک -1جدول 

1 
  

 ترونین آرژنین

2 

  

 آلانین ترونین

3 

  

 پرولین آلانین

4 

 

 

 

 

  

 لوسین ایزو لوسین
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  هافاز متحرک روي جداسازي پيک pHتاثير  -3-2

به این  .ددار pH دقیق به کنترل ازیک نفاز متحرّ ،pH میزان بهمهـم  دینواسیآم نیمختلف چند هایتیّموقع یوابستگ لیبه دل

آمینواسیدها در  پیک قدرت تفکیکفاز متحرک روی  pHتاثیر مورد سنجش قرار گرفت.  Aک فاز متحرّ pH زانیمترتیب 

 2مطابق نتایج نشان داده شده در شکل . انجام شد اسیداستیکبا استفاده از  pH رییغمورد بررسی قرار گرفت. ت 1/6-7محدوده 

 یدهاینواسآمی تفکیک پیک 4/6 از بالاتر pHدر  .داشت Ile – Leu یدهاینواسیآم پیکقدرت تفکیک روی  یادیز تأثیرpH تغییر 

Arg - Thr  وThr - Ala  از  دیگر مشتق شده یدهاینواسی. آمیافتکاهشPITC به همین دلیل را نشان دادند. یخوب کیتفک 

 (. 2 )شکل انتخاب شدآمینواسید  17برای جداسازی هر  A ،4/6 =pHک فاز متحرّ یبرا

 
 PTC-اتچهار جفت از مشتق کیفاز متحركّ بر تفک   pHریتأث -2شکل 

 هاتاثير غلظت بافر فاز متحرک روي جداسازي پيک -3-3

 استات/استیک اسید بافر محلول چندین. آبی بود متحرک فاز در استیک اسید ها غلظتروی قدرت تفکیک پیک موثر دیگر عامل

 14/0گرفت. نتایج جداسازی در غلظت  قرارها مورد بررسی تهیه و جداسازی پیک آمینواسیدها در این غلظت M 2/0-1/0 از

 .شد انتخاب مطلوب بافر غلظت عنوان بافر مطلوب بودند بنابراین این غلظت به

 هادر فاز متحرک روي جداسازي پيک TEAتاثير غلظت  -3-4

حضور آن  در فاز ساکن، لانولیآزاد س یهاعلاوه بر حفاظت از گروه د،ینواسیبا مشتق آم یونیزوج  زمیک مکانیتوسط  TEAثر ا

 TEAمختلف  یهاغلظت با یمتحرک آب فاز. [12] ارزشمند است اریبس Thr-Alaو  Arg-Thrمشتقات  کیک در تفکدر فاز متحرّ

در محدوده نشان داده شده است.  3نتایج آن در شکل . قرار گرفت یبررسمورد اسیدها تهیه و قدرت تفکیک پیک آمینو

که تقریباً ثابت  Ile–Leuبه جــز  افزایش یافت آمینواسیدها یهاکیپ کیـتفکقدرت ،  TEA (v / v) 05/0-17/0 ٪ هایغلظت
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در  .مناسب انتخاب شد یکار طشرای عنوان به ٪06/0 غلظت بنابراین .مشاهده شد06/0 – 1/0 ٪ بهتر در فاصله طیشرابود. 

 .یافت کاهش Proمشتقات  کی، تفکTEAبالاتر  هایغلظت

 
 PTC -مشتقاتهاي پیکدر فاز متحركّ بر تفکیک چهار جفت از  TEAتأثیر غلظت  -3شکل 

 هارافي روي جداسازي پيکگتاثير دماي ستون کروماتو بهينه سازي -3-5

مطابق نتایج نشان  مورد بررسی قرار گرفت.گراد یدرجه سانت 40تا  25از دمای  های ستون روی جداسازی جفت پیکدما ریتأث

 که یمورد مطالعه است، در حال دماییفراتر از بازه به دما  Arg-Thrو  Ala-Pro کیتفکقدرت  یوابستگ، 4داده شده در شکل 

 یکار یگراد دما یدرجه سانت 38بنابراین . ماندمی یثابت تقریباً گرادیدرجه سانت 38بالاتر از  یدر دما Ile-Leu قدرت تفکیک

 یکار یدما. در ضمن یابدمیکاهش  Thr-Ala قدرت تفکیکدرجه حرارت،  نیچرا که بالاتر از ا ،شدمناسب آون ستون انتخاب 

 شود. شتریکه طول عمر ستون ب دهدیانتخاب شده اجازه م

 
 PTC-مشتقات هايپیکتأثیر دماي ستون بر تفکیک چهار جفت از  -4شکل 

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

800000

0 0/05 0/1 0 /15 0/2

R
S

CTEA %(V/V)

Ala– Pro

Thr–Ala

Arg–Thr

Ile–Leu

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

R
S

T °C 

Arg–Thr

Ala– Pro

Thr–Ala

Ile–Leu



 1400 تابستان 59، شماره شانزدهمسال                                                                            پژوهشي شيمي کاربردي                  -ميمجله عل

29 

 بررسي روش -3-6

در شکل  (آمینواسید ازلیتر میکرو مول بر میلی 025/0 مربوط به پیک)هر آمینواسیدها استاندارد  کروماتوگرامدر شرایط بهینه 

رسم  واسنجی هر یک از آمینواسیدها هایبهینه منحنی شرایط شرایط جداسازی، تحت سازیاز بهینه پسآورده شده است.  5

  شدند.

 

 دهاینواسیكروماتوگرام استاندارد آم -5شکل 

 روش (LODتشخیص ) و حد 2(LOQ، حد کمی )1گستره خطی همبستگی، ضریب تکرارپذیری، شاملروش  ارقام شایستگی

 . محاسبه شدند

استاندارد  انحراف نظری، راه از حدتشخیص محاسبه برای. تعیین کرد تجربی و نظری راه دو از توانمی را روش یک حد تشخیص

 (.1 )معادله آیدمی به دست LOD نتیجه، سه برابرکردن با و تقسیم (mواسنجی ) منحنی شیب بر (bS) شاهد 3نشانک

(1                     )                                                                                     
3𝑆𝑏

𝑚
  LOD =   

. شودمی انتخاب LOD عنوان به کند،می 4نوفه برابر 4 تا 3 اندازه به رؤیتی قابل پیک ایجاد که گونه از غلظتی تجربی، روش در

 .آمد دست به نظری روش از آمینواسیدها حدتشخیص حاضر، کار در

 کنیم.ضرب می 3/3برای محاسبه حد کمی مقدار حد تشخیص را در 

(2) LOQ = 3.3 × LOD 

 برای محاسبه  .شودمی بیان RSD5 نسبی استاندارد انحراف درصد به نام عاملی با است، روش دقت از معیاری که روش تکرارپذیری

RSD استاندارد سپس، انحراف .شد انجام آنالیت از از یک غلظت بهینه شرایط و آنالیز تحت استخراج بار 3 کاری، روز یک در 

 
1Linear Dynamic Range (LDR) 
2Limit of Quantitation (LOQ) 
3 Signal 
4 Noise 
5 Relative standard deviation 
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 انتگرال میانگین  x- .شد محاسبه کاری روز یک در RSD  %مقدار و داده زیر قرار فرمول در آمده ( به دستdSپیک ) زیر سطح

 .است پیک زیر سطح

RSD% = (Sd / x-) × 100 

 2 در جدول هر یک از آمینواسیدها برای روش ارقام شایستگی ،آمینواسیدها واسنجی نمودارهای از آمده به دست نتایج پایه بر

  .است شده ارائه

 شایستگی تعیین آمینواسیدها ارقام -2جدول 

 تکرارپذيري
RSD (%) 

 حد کمي
LOQ (µmol/mL) 

 حد تشخيص
LOD (µmol/mL) 

) 2R( دامنه خطي 
LDR (µmol/mL) 

 آمينواسيد

 گلوتامیک اسید 0312/0 – 125/0 958/0 0094/0 0312/0 6/3

 آسپارتیک اسید 0312/0 – 125/0 000/1 0094/0 0312/0 9/3

 سرین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 2/4

 گلایسین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 3/4

 هیستیدین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 1/5

 آرژنین 0312/0 – 125/0 996/0 0094/0 0312/0 8/3

 تروئونین 0312/0 – 125/0 000/1 0094/0 0312/0 2/4

 آلانین 0312/0 – 125/0 000/1 0094/0 0312/0 4/4

 پرولین 0312/0 – 125/0 995/0 0094/0 0312/0 9/5

 تیروزین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 3/4

 والین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 1/5

 متیونین /0156– 0625/0 000/1 0047/0 0156/0 5/5

 سیستئین 0312/0 – 125/0 986/0 0094/0 0312/0 1/6

 ایزولوسین 0312/0 – 125/0 992/0 0094/0 0312/0 2/3

 لوسین 0312/0 – 125/0 000/1 0094/0 0312/0 5/3

 فنیل آلانین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 8/4

 لایسین 0312/0 – 125/0 999/0 0094/0 0312/0 1/5

 حقيقي هاينمونه تجزيه -3-7

های نمونه برخی در آن کارایی حقیقی، هاینمونه آمینواسیدهای آزاد در برای سنجش مورد نظر روش عملکرد بررسی منظور به

و  کود هاینمونه در آمینواسیدها گیریاندازه در شده ارائه روش عملکرد بررسی منظور به .بررسی شدخاک و کود کشاورزی 

 . شد گیریاندازه روش بازیابی درصدتکرار پذیری و  ،خاک

با درصد مشخص آمینو اسید خریداری شده و با روش مورد از برند معتبر  کود نمونه دو ابتدا ،محاسبه درصد بازیابی منظور به

ر درصد بازیابی ادیمقدار درصد بازیابی روش محاسبه گردید. مق سپس. ندشد آنالیز و سازیمشتق بهینه شرایطنظر در 

به دست آمد. در ادامه به منظور محاسبه درصد بازیابی در نمونه درصد  96%-99% در بازه  کود هایآمینواسیدهای آزاد در نمونه

 استاندارد از مشخصی مقدار هانمونه همان به ادامه، در. شدند آنالیز و سازیمشتق بهینه شرایط ابتدا دو نمونه خاک در خاک،

مقادیر درصد بازیابی آمینواسیدهای آزاد در . شد انجام آنالیز و سازیمشتق مجدداً و گردید ( اضافهµmol/mL 1/0) آمینواسیدها
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 5/7( و نمونه خاک )%> RSD 6/5روش برای نمونه کود )%. تکرار پذیری درصد به دست آمد 94%-97های خاک در بازه  %نمونه

RSD <ورده شده است. آ 6در شکل وماتوگرام یک نمونه کود آنالیز شده کر. ( قابل قبول بود 

 
 كروماتوگرام نمونه كود - 6شکل 

 نتیجه گیری -4

 خاک و مختلف هایدر نمونه آزاد هایدینواسیآمغلظت  مد برای سنجشروشی کارآ ،بالا عملکردبا  عیما یکروماتوگراف روش

-لیوکاربامیت لیمشتقات فن موفق بود.( PITC) اناتیوسیزوتیا لیفن واکنشگر  ،سازی آمینواسیدهااست. به منظور مشتق کود

 40:60آب )-لیتریو استون دراتیهیاستات تر میبا بافر سد یانیگراد شیدر ستون فاز معکوس با استفاده از شو آمینواسید

 متحرک، فاز دمای و pH .ندشد ینانومتر آشکارساز 254در طول موج  UVو توسط آشکارساز  ی،( جداساز ]یحجم/یحجم[

 .، پارامترهای موثر بر جداساری آمینواسیدها بودند که بهینه شدندمتحرک فاز در( آمین اتیل تری) کننده اصلاح و بافر غلظت

 .شد یرگیکود اندازهخاک و  های مختلفدر نمونه آزاد یدهاینواسیدرصد آم ،با این روشدر نهایت 

 تقدیر و تشکر -5

به دلیل حمایت مالی و و ریاست محترم دفتر ثبت و کنترل کیفی مواد کودی محترم موسسه تحقیقات خاک و آب ریاست از 

  گردد.تشکر می هایشان از پروژه،سایر حمایت
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