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ّ5) روش کار
5-1) تهیه و جمع آوری نمونه

برای این منظور 3 نوع ماهی به همراه یک نوع کنسرو ماهی از دریای شمال و 7 نوع ماهی به همراه یک نوع کنسرو ماهی از دریای جنوب انتخاب، و ازهرنوع ماهی منتخب 9 نمونه(به طور تصادفی)از سطح فروشگاههای مشهد خریداری گردید(نمودار5-1).  در هنگام تهیه و جمع آوری نمونه سعی گردید از گونه هائی استفاده شود که ازنظر قیمت مناسب بوده و همچنین از لحاظ طیف مصرف در بین مردم مشهد از معروفیت و محبوبیت گسترده ای برخوردارباشد.                                           

با توجه به وضعیت آلودگی دریای خزر و دریای جنوب، و نظر به اینکه بخش اعظمی از فراورده های آبزی در ایران از این دو منبع بزرگ تامین می گردد، لذا سعی گردید در هنگام جمع آوری نمونه، تنها انواع ماهی صید شده از این دو اکوسیستم دریایی مورد بررسی قرار گیرد.                                   

5-2) نمونه برداری وآماده سازی نمونه ها
نمونه برداری از بافت ماهیها با توجه به روش پیشنهادی سازمان U.N.E.P (United National of Environmental Program) بوده است که برای آنالیز نمونه ماهیان به منظور تعیین عناصر جزئی توصیه شده بود. در این روش ابتدا تمام وسایل مورد نیاز تهیه نمونه نظیر قیچی، چاقو و میز کار را با دترجنت و سپس آب مقطر شستشو میدهیم و بعد ماهیان صید شده از مناطق صیادی را کاملا شسته و تمیز می کنیم. آنگاه ماهی را روی میز کار قرار داده و از قسمت سمت راست یا چپ ماهی از ناحیه باله سینه ای (Pectoral fin) در نزدیکی سر را به طریقه طولی بریده و سپس از ناحیه آبششها تا ناحیه شکمی (dorsal) به طریقه عرضی می بریم و از قسمت شکمی تا ناحیه دم ادامه میدهیم تا کلیه عضلات طرف راست ماهی را از آن جدا کنیم.سپس پوست و تیغ ماهی را نیز از عضله جدا می کنیم و آنرا به وسیله آب مقطر شستشو می دهیم. نمونه های تهیه شده را در داخل کیسه فریزر قرار داده و هوای آنرا خالی نموده و خصوصیات ماهی را با برچسب روی آن یادداشت می نماییم. در نهایت نمونه تهیه شده را تا آماده شدن تمام نمونه ها در فریزر و برودت ċ 18- نگهداری می کنیم(8).
قبل از فرایند آماده سازی نمونه، تمام ظروف شیشه ای مورد نیاز به مدت 24 ساعت در تانک اسید نیتریک 10% گذاشته و سپس با اسید هیدروکلریک 10% شستشو داده شد و در نهایت با آب دو بار تقطیر شده شستشو و قبل از استفاده خشک گردید(23).  

به منظور آماده سازی نمونه، 5 گرم از هر نمونه را به همراه 5 میلی لیتر آب مقطر و 10 میلی لیتر اسید سولفوریک و اسید نیتریک غلیظ، در داخل بالن ریخته و در شرایط بسته به مدت 10 دقیقه حرارت ملایم داده شد. پس از انحلال پروتئینها محلول حاصل را صاف کرده و محتویات بدست آمده به بالن ژوژه 50 میلی لیتری منتقل و با آب مقطر به حجم رسانده شد(18).    
5-1) نمودار روش جمع آوری نمونه های ماهی از سطح فروشگاههای مشهد
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   نمونه های ماهی و کنسرو دریای شمال (خزر): N .
 کیلکا: N1
 کپور: N2
 آزاد: N3
 تن شنگر شمال: N4
 نمونه های ماهی و کنسرو دریای جنوب (خلیج فارس): S.
 فیله کولی: S1
 بیاح: S2
 کتو: S3
 سرخو : S4
 حسون: S5
 هامور: S6
 کوسه: S7

 تن ساحل جنوب: S8
شماره نمونه های مورد بررسی : n (x)
5-3) آماده سازی محلولهای لازم برای سنجش فلزات سنگین
5-3-1) آماده سازی محلول سدیم بور هیدرات 3% 

به منظور تهیه محلول سدیم بور هیدرات 3% ، ابتدا 3 گرم از سدیم بور هیدرات را وزن کرده و سپس در 100 میلی لیتر سود 1% حل گردید. از این محلول برای سنجش آرسنیک و جیوه استفاده شد.                                                     
5-3-2) آماده سازی محلول استاندارد جیوه
1000 ppm   به منظور تهیه محلول استاندارد جیوه، از محلول استوک
 انگلستان استفاده شد.BDH نیترات جیوه، تهیه شده از کمپانی
از محلول نامبرده، محلولی به غلظت 1000 میکرو گرم در لیتر تهیه شد. سپس با رقیق سازی 1 میلی لیتر از محلول ساخته شده به  
نسبتهای 20 ، 50 ، 100 ،200، 500 برابر، محلولهای استاندارد 
در غلظت های 50 ، 20 ، 10 ، 5 ، 2 میکروگرم در لیتر فراهم گردید.
5-4)اندازه گیری مقادیر جیوه موجود در نمونه های ماهی مورد مطالعه بوسیله طیف سنجی جذب اتمی    

به منظور اندازه گیری مقادیر جیوه موجود در نمونه های ماهی  استفاده  MHS
مورد مطالعه، ازدستگاه جذب اتمی مجهز به سیستم 
شد.
   ( MHS) تنظیم سیستم 5-4-1)
برای اندازه گیری میزان جیوه موجود در نمونه ، از هالوکاتد لامپ جیوه ساخت شرکت پرکین المر آمریکا استفاده شد.مختصات بکار گرفته شده در سیستم مذکور به قرار ذیل میباشد:
Instrument  Condition

Hcl : Mercury 

Wavelength  :  253 nm
Operating Current : 6 mA

Slit Width :  0.7 Normal   
به دلیل عدم نیاز به حرارت، نیازی به تعیین برنامه دمائی نیست. 

روند بکار گیری سیستم MHS بدین صورت است که ابتدا برنامه مربوط به آنالیز جیوه را که بر روی یک فلاپی ذخیره شده است، در دستگاه قرار داده و به کمک آن سیستم برای کار آماده و تنظیم می گردد. در مرحله بعد جایگاه تعبیه شده برای NaBH4 را با سدیم هیدر بورات3% (تهیه شده در سود 1%) پر کرده و سپس به منظور صفر نمودن دستگاه cc9 محلول اسید نیتریک 5/1% را به همراه cc1 محلول بلانک و5 قطره پرمنگنات پتاسیم (ماده اکسید کننده) در ظرف RF
 سیستم وارد کرده و پس از آن RF در جایگاه خود مستقر گردید، و در نهایت به کمک شاسی موجود بر روی سیستم ،NaBH4 قطره قطره به محتویات ظرف RF افزوده شد.پس از صفر نمودن دستگاه همین روند کار برای محلولهای استاندارد و نمونه انجام شد. با این تفاوت که در این مرحله cc1 نمونه یا محلول استاندارد را به همراه cc9 محلول اسید نیتریک 5/1%  در ظرف  RF رقیق نموده و پس از افزودن 5 قطره پر منگنات پتاسیم آنرا در جایگاه مربوطه مستقر، و عمل آنالیز طبق همین روند انجام گرفت .

مکانیسم بکار گیری این سیستم به این صورت است که پس از فشار دادن شاسی موجود بر روی سیستم محلول NaBH4 قطره قطره به محتویات ظرف RF افزوده شده و فلز جیوه را که قبلا توسط پر منگنات پتاسیم به فرم اکسیددر آمده بود به فرم هیدرید تبدیل می نماید. سپس جیوه هیدرید شده از منافذ موجود در بالای ظرف RF وارد سل کوارتز گشته ودر آنجا در مقابل طیف منتشر شده از هالو کاتد جیوه قرار گرفته و میزان جذب آن توسط سیستم مورد ارزیابی قرار می گیرد. نکته قابل توجه این است که در پایان هر سنجش ، از اسید نیتریک 3% برای شستشوی ظرف RF استفاده می شود.
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  MHS  شکل (5-1): تصویر سیستم تولید هیدرید
5-4-2) بررسی تکرار پذیری روش مورد استفاده در سنجش جیوه

به منظور بررسی تکرار پذیری سیستم از لحاظ قابلیت آن در اندازه گیری جیوه موجود در نمونه ، آزمایشات برون روزی و درون روزی برای سیستم مذکور انجام شد. 
الف) ارزیابی آزمایشات برون روزی

هدف از انجام این آزمایشات ، بررسی میزان دقت و تکرار پذیری سیستم مورد استفاده در سنجش جیوه، در خلال روزهای متفاوت می باشد،که برای انجام آن ابتدا شش سری استاندارد جیوه در غلظت های 2،5،10،20،50 میکرو گرم در لیتر تهیه شد و سپس در شش روز مختلف موردارزیابی قرار گرفت.                             
ب) ارزیابی آزمایشات درون روزی

هدف از انجام این آزمایشات، بررسی میزان دقت و تکرار پذیری سیستم مورد استفاده در سنجش جیوه،  در طول یک روزمی باشد، که برای انجام آن ابتدا یک سری استاندارد جیوه در غلظت های2،5،10،20،50 میکرو گرم در لیتر تهیه شده و سپس شش مرتبه موردارزیابی قرار گرفت.                                  
5-4-3) بررسی صحت نتایج آزمایشات بااستفاده از تعیین میزان بازیافت جیوه
                                            
در هر نوع آنالیز کمی، تعیین میزان بازیافت ماده مورد آزمایش، معرف میزان صحت آزمایش است. این کمیت، که بصورت درصد بیان می شود نشان دهنده آن است که چه میزان از آنالیت که می تواند به طور دستی به ماتریکس مورد آزمایش اضافه شود امکان بازیافت در پایان مرحله آزمایش را خواهد داشت. وجود خطای سیستماتیک در آزمایش می تواند باعث کاهش صحت آزمایش شود(9). در این مطالعه برای تعیین درصد بازیافت، ابتدا مقدار جیوه در نمونه مجهول اندازه گیری شد و سپس به نمونه ها مقادیر مشخصی از جیوه اضافه گردید و پس از انجام فرایند آماده سازی، غلظت و درصد جیوه بازیافت شده محاسبه شد.                                                     
5-4-4) رسم منحنی استاندارد جیوه

هدف از رسم منحنی استاندارد جیوه ، اثبات خطی بودن رابطه غلظت -  جذب در محدوده مورد آزمایش می باشد. برای رسم این منحنی از محلولهای استاندارد جیوه در غلظت های2، 5 ، 10 ، 20 50 میکرو گرم در لیتراستفاده گردید.                       
 mg/ kg (ppm)5-4-5) محاسبه غلظت جیوه برحسب  

 از رابطه ذیل استفاده mg/ kg (ppm)جهت محاسبه غلظت جیوه برحسب 
می گردد:
Hg Concenteration (mg/ kg) =  C × V / W

  غلظت جیوه در نمونه بر حسب میکرو گرم در میلی لیتر:  C

 حجم نمونه آماده شده (50 میلی لیتر):  V

 وزن اولیه نمونه: W
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