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معتبرتریـن روش بـرای تشـخیص کیفیـت عسـل و آگاهـی از خلـوص آن، روش‌هـای آزمایشـگاهی اسـت. آنالیـز عسـل 
طبیعـی روش آسـان و سـریعی نیسـت و حتـی با وجود ادعـای برخی مراکز، مبنی بر تشـخیص عسـل طبیعـی، تایید کیفیت 
عسـل و اعتبارسـنجی داده‌‌هـای آنالیـز آن همچنـان مـورد مناقشـه اسـت. بـا ایـن وجـود عواملـی نظیـر اندازه‌گیـری درصـد 
قندهـای احیـا کننـده و سـاکارز، تعییـن نسـبت فروکتوز به گلوکـز، اندازه‌گیری هیدروکسـی متیـل فورفـورال4، تعیین میزان 
فعالیـت دیاسـتازی، اندازه‌گیـری پرولیـن، رطوبـت، اسـیدیته آزاد، هدایـت الکتریکـی، خاکسـتر و باقیمانـده آفت‌کش‌هـا در 
عسـل از جملـه عواملـی هسـتند کـه بـا اسـتفاده از تجهیـزات آزمایشـگاهی معمـول نظیـر pH متـر، هدایت‌‌سـنج و کـوره تا 
دسـتگاه‌های اختصاصی‌تـر ماننـد اسـپکتروفوتومتر، کروماتوگرافـی گازی5 و کروماتوگرافـی مایـع بـا کارآیـی بالا6 قابـل انجام 
هسـتند و ایـن امـکان را بـرای تولیدکننـدگان و مصرف‌کنندگان فراهـم می‌کند تا از کیفیت عسـل خود مطلع باشـند. در این 
مقالـه قصـد داریـم بـا معرفـی آزمون‌های آزمایشـگاهی و مـروری بر اسـتانداردهای ملـی ایران، شـما را با آزمون‌های عسـل و 

حـدود قابـل قبول بـرای عسـل طبیعی آشـنا کنیم.

هیدروکسی  ساکارز،  کننده،  احیا  قندهای 
متیل فورفورال )HMF(، فعالیت دیاستازی، 

پرولین، عسل.

واژه‌های کلیدی

چکیده

نویسندگان

مهشید رحیمی‌فرد1و3*
محمود نادری2و3

m_rahimifard@yahoo.com٭

آزمون‌های سنجش آزمون‌های سنجش 
کیفیت عسل مطابق با کیفیت عسل مطابق با 

استانداردهای ملی ایراناستانداردهای ملی ایران

بـا توجـه بـه عـدم قطعیـت در آنالیز عسـل و تقلب‌های گسـترده توسـط افراد سـود جو، اسـتاندارد ملـی ایران به شـماره 92، 
بـا هـدف معرفـی ویژگی‌هـای اصالت‌سـنجی، کیفیـت و ایمنـی، آلاینده‌هـا، نمونه‌بـرداری، روش‌هـای آزمـون و نشـانه‌گذاری 
انـواع عسـل، بـرای نخسـتین بـار در سـال 1344 تدویـن و منتشـر شـد و براسـاس پیشـنهادهای دریافتـی، بررسـی و تاییـد 
کمیسـیون‌های مربوطـه بـرای هشـتمین بـار در سـال 1398 مـورد تجدیـد نظـر قـرار گرفـت. بـا توجـه بـه تولیـد، مصرف و 
صـادرات بـالای عسـل در ایـران و همچنیـن وجـود امکانـات آزمایشـگاهی مـورد نیـاز و آزمایشـگاه‌های متعـدد انجام‌دهنـده 
آزمون‌هـای سـنجش کیفیـت آن، می‌تـوان انتظار داشـت که با گسـترش مراکز انجام دهنده آزمون‌های تشـخیص عسـل‌های 
بـا کیفیـت و آگاهـی از توانمنـدی مذکـور، در کاهش میـزان تقلبات این محصـول و قیمت‌گذاری مناسـب آن کمک زیادی به 
ایـن صنعـت انجـام شـود. در این مقاله به بررسـی سـه دسـته از ویژگی‌هـای لازم در تعیین کیفیت عسـل شـامل ویژگی‌های 

اصالـت سـنجی، کیفیـت و ایمنـی، و آلاینده‌ها خواهیـم پرداخت.
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   ویژگی‌های اصالت‌سنجی عسل

بـه شـماره 92، ویژگی‌هـای  ایـران  براسـاس اسـتاندارد ملـی 
اصالت‌سـنجی عسـل بایـد مطابق جـدول )1( باشـد کـه در ادامه به 
معرفـی هـر یک از عوامـل و آزمون‌هـای آنها خواهیـم پرداخت ]1[.

جدول )1(: ویژگی‌های اصالت‌سنجی عسل ]1[.

حدود قابل قبول ویژگی ردیف

کمینه 65 قندهای احیاکننده قبل از هیدرولیز 
)درصد وزنی( 1

بیشینه 5 ساکارز )درصد وزنی( 2

کمینه 0/9 نسبت فروکتوز به گلوکز 3

کمینه 8 فعالیت دیاستازی
4 )بر حسب واحد دیاستاز(

کمینه 180 )mg/Kg( پرولین 5

بیشینه 40  هیدروکسی متیل فورفورال
)mg/Kg( 6

 درصد قندهای احیاکننده و ساکارز
عسـل یـک ترکیـب محلـول در آب بسـیار غلیظ قندی اسـت و 
مهمتریـن قندهـای آن فروکتوز، گلوکز و سـاکارز هسـتند. قندها از 
لحاظ احياکنندگي به دو دسـته احياکننده و غيراحياکننده تقسـيم 
می‌شـوند. قندهـاي احياکننـده به علت داشـتن گروه‌هـاي آلدئيدي 
يـا آلفاهیدروکسـی کتونی دارای خـواص کاهندگی هسـتند. تمامی 
مونوسـاکاریدها و برخـی دی‌سـاکاریدها نظیـر لاکتـوز و مالتـوز قند 
احیاکننـده هسـتند. قندهای احیاکننـده مي‌توانند يون‌هـاي فلزاتي 
ماننـد مـس دو ظرفيتـي )+Cu2( و يـون نقـره را در محيـط قليايـي 
احيـا کننـد. مـس دو ظرفيتـي پـس از احيـا به‌صـورت مـس يـک 
ظرفيتـي )+Cu( در مي‌آيـد. ايـن يـون کمتر از مـس دو ظرفيتي در 
 CuOH آب محلـول اسـت و در نتيجـه به‌صورت رسـوب سـبز رنـگ
يـا رسـوب قرمـز رنـگ Cu2O و يـا مخلـوط زرد رنگـي از ايـن دو 
ترکيـب در مي‌آيـد. قندهـای احیاکننـده کـه بخـش اصلی عسـل را 
تشـکیل می‌دهنـد توسـط آزمـون فهلینـگ اندازه‌گیـری می‌شـوند. 
اسـاس ایـن روش، اندازه‌گیـری حجـم محلـول قنـدی )نمونـه مورد 
نظـر( لازم بـرای احیاء حجم معینـی از مخلـوط دو محلول فهلینگ 
در مجـاورت متیلـن بلـو به‌عنـوان معرف اسـت. در ایـن آزمون مس 
دو ظرفیتـی توسـط کربوهیـدرات احیاکننـده به مس یـک ظرفیتی 
تبدیـل می‌شـود و رنگ محلول از آبی به رسـوب قرمـز آجری تغییر 

خواهـد کرد )شـکل )1((.

شـکل )1(: واکنـش عامـل آلدهیدی با محلول فهلینگ و تشـکیل رسـوب 
آجری اکسـید مس یـک ظرفیتی ]2[.

محلـول فهلینـگ در واقـع شـامل دو محلـول بـوده کـه اولـی 
حـاوی سـولفات مس محلول در آب اسـت و دومـی دارای تارتارات 
مضاعـف سـدیم پتاسـیم در محیـط قلیایـی اسـت. ایـن دو محلول 
پیـش از انجـام آزمـون بـا حجم‌هـای مسـاوی از یکدیگـر مخلـوط 

می‌شـوند )شـکل )2((.

شـکل )2(: مخلوط دو محلول فهلینگ و تشـکیل کمپلکـس مس بلافاصله 
پیش از انجـام آزمون قندهای احیـا کننده ]2[.

وجـود تارتـارات مضاعف سـدیم پتاسـیم به‌عنوان مـاده تثبیت 
کننـده الزامـی اسـت؛ زیـرا ایـن ترکیـب از تبدیل مس احیا شـده 
بـه مـس اکسـید ممانعـت می‌کنـد. همان‌گونـه کـه پیشـتر هـم 
اشـاره شـد ایـن آزمـون بـه pH قلیایـی نیازمنـد اسـت کـه ایـن 
شـرایط با اسـتفاده از سـدیم هیدروکسـید تامین می‌شـود. از دیگر 
شـرایط انجـام ایـن آزمـون، حرارت‌دهـی در حیـن آزمایش اسـت، 
در واقـع عمـل تیتراسـیون در حـال جوشـیدن انجام می‌شـود. این 
کار بـرای جلوگیـری از مزاحمـت اکسـیژن هـوا صـورت می‌گیـرد، 
زیـرا اکسـیژن باعـث انجـام واکنـش برگشـتی و تولید دوبـاره مس 

دوظرفیتـی می‌شـود.
در میـان قندهـای موجـود در عسـل، سـاکارز قنـدی اسـت کـه 
خصلـت احیاکنندگـی نـدارد. سـاکارز نـام علمـی شـکر معمولی یا 
شـکر سـفید اسـت. ایـن ترکیـب یـک قنـد دو مولکولـی اسـت که 
از یـک مولکـول گلوکـز و یـک مولکـول فروکتـوز به‌دسـت می‌آید. 
تغذیـه زنبـور با شـکر یـا شـربت معمـولا در فصل پس از برداشـت 
عسـل )پاییـز( به‌منظور ذخیـره غذایی زنبـوران در زمسـتان امری 
عـادی ‏محسـوب می‌شـود. ایـن تغذیـه گاهی نیـز در ابتـدای فصل 
بهـار بـرای کمـک بـه رشـد کلنـی نیـز انجـام می‌شـود. اگـر زنبور 
عسـل علاوه‌بر اسـتفاده از شـهد گل‌ها و گیاهان، از شـربت، شکر و 
یـا سـایر مـواد قندی ‏کـه در اختیار آنهـا می‌گذارند، اسـتفاده کرده 
باشـد، بـا انجـام آزمایش‌هـای متعـدد که یکـی از آنهـا اندازه‌گیری 
سـاکارز در ‏عسـل اسـت، می‌تـوان بـه ایـن موضـوع پـی بـرد، بـه 
تغذیـه‌ای می‌گوینـد.  ایـن روش عسـل  از  آمـده  به‌دسـت  عسـل 
میـزان سـاکارز عسـل، به نـوع گیـاه غالبی کـه زنبـور از آن تغذیه 
کـرده اسـت نیـز بسـتگی دارد ولی براسـاس اسـتاندارد ملـی ایران 
بـه شـماره92، حداکثر میزان قابل قبول سـاکارز در عسـل طبیعی 

در ایـران ۵ گـرم درصد اسـت.
سـاکارز در محیط قلیایی پایدار اسـت ولی در محیط اسـیدی، 
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فروکتـوز  و  گلوکـز  احیاکننـده  قندهـای  بـه  و  شـده  هیدرولیـز 
تبدیـل می‌شـود )شـکل )3((. بنابرایـن، اختالف میـزان قندهـای 
احیاکننـده قبـل و بعـد از هیدرولیـز نشـان‌دهنده میـزان سـاکارز 
موجـود در عسـل اسـت. بنابرایـن، بـا کسـر کـردن مقـدار اولیـه 
قندهـای احیاکننـده از مقـدار آن بعـد از هیدرولیـز، مقدار سـاکارز 

موجـود در عسـل به‌دسـت می‌آیـد.

شکل )3(: هیدرولیز اسیدی ساکارز به گلوکز و فروکتوز ]3[.

سـاکارز،  گلوکـز،  فروکتـوز،  نظیـر  قندهایـی  دقیـق  تعییـن 
تورانـوز و مالتـوز و همچنیـن سـایر سـاکاریدها ماننـد ملزیتـوز، 
ارلـوز، ایزومالتـوز و رافینـوز توسـط کروماتوگرافـی مایع بـا کارآیی 
بـالا )HPLC( قابـل انجـام اسـت. این روش کـه در اسـتاندارد ملی 
ایـران بـه شـماره 13059 شـرح داده شده‌اسـت از یـک سـتون 
آمینـی و یـک آشکارسـاز ضریـب شکسـت به‌منظـور اندازه‌گیـری 
دقیـق قندهـای مذکـور اسـتفاده می‌کنـد ]4[. بـا توجـه بـه اینکه 
حـدود معرفـی شـده در اسـتاندارد ملی ایـران به شـماره 92، برای 
قندهـای موجـود در عسـل بـا روش‌هـای غیردسـتگاهی مشـخص 
شـده‌، شایسـته اسـت محققان و پژوهشـگران کشـور با اسـتفاده از 
روش دقیـق دسـتگاهی HPLC، اقـدام بـه معرفی این حـدود قابل 

قبـول بـرای عسـل‌های طبیعـی نماینـد.
متاسـفانه امـروزه بعضـی از افـراد متقلـب بـرای افزایـش حجم 
عسـل تولیـدی خود، اقـدام به افزایش شـربت فروکتـوز و گلوکز به 
عسـل می‌نماینـد و بدیـن ترتیـب علاوه‌بـر افزایش میـزان قندهای 
احیاکننـده، میـزان سـاکارز را نیز کاهش می‌دهند. بـا وجود چنین 
تقلبـات جدیـدی روی میـزان قندهـا در عسـل، آزمون سـاکارز به 
تنهایـی نمی‌توانـد مالک صحیحـی بر تعیین کیفیت عسـل باشـد 

و تکیـه بـر در صـد سـاکارز، می‌تواند انسـان را به خطـا بیاندازد.

 آزمایش تعیین نسبت فروکتوز به گلوکز
میـزان فروکتـوز عسـل حـدود ۳۸ درصـد و گلوکـز آن حـدود 
۳۰ درصـد اسـت. بنابرایـن، در ‏عسـل‌های طبیعـی و خالـص نسـبت 
فروکتـوز بـه گلوکز معمولا عددی بین ۱ تا ۱/۲ اسـت که این نسـبت 
در عسـل‌های مصنوعـی ‏معمـولا عـددی کمتـر از ۰/۹۵ اسـت که در 
اسـتاندارد ملـی ایـران بـه شـماره 92، مقـدار ۰/۹ به‌عنـوان حداقـل 

مقـدار مجـاز و قابـل قبول بـرای ‏ایـن نسـبت پذیرفته شده‌اسـت.‏
در ایـن روش، ابتـدا میـزان گلوکـز بـه روش یدومتـری محاسـبه 
می‌شـود. گلوکـز دارای گروه آلدهیدی اسـت و این گـروه در مجاورت 
ید، اکسـید شـده و تبدیل به اسـید گلوکونیک می‌شـود. بخش مازاد 
یـد نیـز در مجـاورت با چسـب نشاسـته بـا تیوسـولفات سـدیم تیتر 
می‌شـود. ایـن مقـدار از کل ید مصرفی کم شـده و براسـاس آن مقدار 
گلوکـز به‌دسـت می‌آیـد. با توجـه به اینکـه قندهـای احیاکننده قبل 

از هیدرولیـز شـامل گلوکز و فروکتوز اسـت، با کاهـش میزان گلوکز از 
قندهای احیاکننده، مقدار فروکتوز مشـخص شـده و سپس از تقسیم 

ایـن دو مقـدار بـر هم نسـبت فروکتوز بـه گلوکز تعیین می‌شـود.

 فعالیت دیاستازی 
در عسـل طبیعـی آنزیم‌هایـی از قبیـل آمیلاز،کاتـالاز، اینورتـاز، 
فسـفاتاز و گلوکز اکسـیداز وجود دارند که به نام دیاستازها معروفند. 
عسـل طبیعـی به دلیل وجـود این آنزیم‌هـا فعالیت دیاسـتازی دارد 
کـه بـرای عملکرد دسـتگاه گـوارش بسـیار مفیـد اسـت. از آنجا که 
آنزیم‌هـا ماهیـت پروتئینـی دارنـد، در اثـر گذشـت زمان یـا حرارت 
دیـدن عسـل، دناتـوره شـده و از بیـن می‌رونـد. در نتیجـه، فعالیـت 
دیاسـتازی عسـل کاهـش می‌یابـد. بر طبق اسـتاندارد ملـی ایران به 
شـماره ۹۲، حداقـل اسـتاندارد میزان فعالیت دیاسـتازی عـدد ۸ بر 
حسـب واحـد دیاسـتاز اسـت. در هنگام قرائـت نتیجه دیاسـتاز باید 
در نظـر داشـت که برخی از عسـل‌های تک گل بطـور طبیعی دارای 

فعالیت دیاسـتازی پایین هسـتند.
یـک واحد دياسـتاز مقـدار آنزيمي اسـت كه 0/01گرم نشاسـته 
را در مدت كي سـاعت و در دماي 40 درجه سلسـيوس در شـرايط 
آزمون هيدروليز نمايد. در این روش كي محلول اسـتاندارد نشاسـته 
كـه قابليـت ارزيابـي بـا يـد را دارد، بـه نمونه عسـل اضافه مي‌شـود، 
آنزيم‌هـاي موجود در نمونه در شـرايط اسـتاندارد موجـب هيدروليز 
نشاسـته مي‌شـود و تغييـر رنـگ حاصـل به‌عنـوان دامنه شناسـايي 
شـدت واكنـش به كار مـي‌رود. در ايـن تبديل، كاهش رنـگ آبي در 
فواصـل زمانـي معيـن اندازه‌گيري مي‌شـود. زمان رسـیدن به جذب 
مخصـوص )0/235( در طـول موج 660 نانومتر با معادله رگرسـيوني 
نمـودار جـذب بـر حسـب زمـان تعییـن شـده و از تقسـيم 300 بـر 

زمـان به‌دسـت آمـده، عدد دیاسـتاز حاصل مي‌شـود.
در ویرایـش هفتـم اسـتاندارد ملـی ایـران بـه شـماره 92 تعییـن 
کیفـی فعالیـت دیاسـتازی نمونه عسـل، بـا اسـتفاده از حـرارت دادن 
محلـول عسـل در مجاورت نشاسـته و در دماي 45 درجه سلسـيوس 
به مدت كي سـاعت و سـپس افزودن محلول ید و مقایسـه با محلول 
شـاهد، به‌عنوان روشـی برای تعیین کیفیت عسـل معرفی شـده بود. 
در ایـن روش، ظهـور رنگ سـبز زيتوني يـا قهوه‌اي نشـان دهنده این 
اسـت کـه عسـل داراي فعاليـت دياسـتازي اسـت و ظهـور رنـگ آبی 
نشـان دهنـده عسـل حـرارت دیـده یـا عسـل غیرطبیعـی اسـت. در 
ویرایـش هشـتم این اسـتاندارد به دلیـل دقت کـم روش کیفی، فقط 

بـه روش کمی که پیشـتر شـرح داده شـد، اشـاره شده‌اسـت.

 آزمون پرولین 
پرولیـن یکـی از مهمتریـن آنزیم‌های موجود در عسـل طبیعی 
اسـت و آزمـون پرولین یکی از روش‌های بسـیار مهم در شناسـایی 
کیفیـت عسـل اسـت. هـر چقـدر میـزان آنزیـم پرولیـن در عسـل 
بالاتـر باشـد، کیفیـت عسـل بهتر اسـت بـه نوعی که نشـان دهنده 
ملـی  اسـتاندارد  براسـاس  اسـت.  کنـدو  مصنوعـی  تغذیـه  عـدم 
ایـران بـه شـماره 92، میـزان پرولیـن در عسـل بایـد حداقل ۱۸۰ 

میلی‌گـرم در کیلوگـرم باشـد.



تخصصیدانش آزمایشگاهی ایرانسال نهم    شماره   1  بهار   1400  شماره پیاپی 33    فصلنامه 

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

1 8

ت 
الا

مق

اندازه‌گیـری پرولیـن در عسـل بایـد مطابـق بـا اسـتاندارد ملی 
ایـران بـه شـماره 11145 انجام شـود. در ایـن روش پرولين با نين 
هيدريـن تشـيكل تريكـب پيچيـده رنگـي مي‌دهـد. نیـن هیدرین 
ترکیبـی اسـت کـه بـا بیشـتر آمینواسـید وارد واکنـش می‌شـود و 
کمپلکـس آبـی رنـگ هیدرین‌دانتیـن را تشـکیل می‌دهـد )شـکل 
)4-الـف((. در ایـن فرایند آمینواسـید نیز به یـک ترکیب آلدهیدی 
تبدیـل می‌شـود. این واکنـش برای اسـیدآمینه پرولین تـا این حد 
پیـش نمـی‌رود زیـرا گروه متیـل موجـود در پرولین مانـع از کامل 
شـدن آزمایـش می‌شـود، بـه همیـن دلیل پرولیـن بـا نین‌هیدرین 
کمپلکـس زرد رنـگ ایجاد می‌کند )شـکل )4-ب((. ميـزان پرولين 
از نسـبت حداكثـر جـذب آزمونـه و يـك محلـول مرجـع در طـول 

مـوج 500 تـا 520 نانومتر محاسـبه مي‌شـود ]5[.

شـکل )4(: )الـف(: واکنـش نیـن هیدرین بـا اسـیدهای آمینه و 
)ب(: پرولیـن ]6[.

)HMF( اندازه‌گیری هیدروکسی متیل فورفورال 
در طـی فرآیندهـای مختلـف تولیـد و نگهـداری مـواد غذایی، 
آلاینده‌هایـی بـا اثـرات سـوء بر سالمتی انسـان تشـکیل می‌شـود 
کـه از آن جملـه می‌توان به تشـکیل هیدروکسـی متیـل فورفورال 
)HMF( در عسـل اشـاره نمـود. طـی سـال‌های اخیـر بـه دلیـل 
HMF، سـازمان‌های علمـی و  اثـرات سـرطان‌زایی  محـرز شـدن 
بهداشـتی توجـه ویـژه‌ای روی ایـن مـاده داشـته‌اند. ایـن آلاینـده، 
ترکیبـی فورانـی بـوده کـه به‌طـور عمـده از طریق واکنـش میلارد 
)حرارت‌دهـی در حضـور آمینواسـیدها( و یـا از طریـق حرارت‌دهی 
و  فروکتـوز  نظیـر گلوکـز،  قنـدی  ترکیبـات  اسـیدی  در شـرایط 

سـاکارز تشـکیل می‌شـود )شـکل )5((.

اثـر  در  فورفـورال  متیـل  هیدروکسـی  تشـکیل   :)5( شـکل 
.]7[ فروکتـوز  و  گلوکـز  سـاکارز،  حرارت‌دهـی 

تشـکیل HMF در عسـل بـه عوامـل متعـددی از قبیـل pH و 
اسـیدیته، فعالیـت آبـی، فعالیـت آنزیم اینورتاز و دیاسـتاز وابسـته 
اسـت همچنیـن ارتبـاط معنـی‌داری بیـن میـزان ایـن ترکیـب بـا 
شـرایط حرارتـی مـورد اسـتفاده در فراینـد سالم‌سـازی و نگهداری 
بـه دلیـل مـورد  از تولیدکننـدگان  شناسـایی شده‌اسـت. بعضـی 
پسـند واقـع شـدن در نظـر مشـتری، عسـل تولیـدی خـود را گرم 
می‌کننـد تـا شـکرک آن از بیـن بـرود غافـل از اینکـه از عوامـل 
موثـر در شـکرک زدن عسـل رطوبـت بـالا، درجـه حـرارت پاییـن 
نگهـداری و میـزان گلوکـز بـالای نمونـه اسـت و بـا گـرم کـردن 
عسـل، ترکیبـی سـرطان‌زا به نـام هیدروکسـی متیل فورفـورال در 
آن تولیـد می‌شـود کـه برای سالمتی انسـان مضر اسـت. از طرفی 
ایـن عامـل می‌توانـد، نشـان دهنـده افـزودن شـربت گلوکز باشـد. 
چـون در صنعـت برای تولید شـربت گلوکـز، سـاکارز را تحت تاثیر 
اسـید و حـرارت قـرار می‌دهنـد کـه در آن، ترکیـب هیدروکسـی 
متیـل فورفـورال نیز ایجاد می‌شـود. بر طبـق اسـتاندارد ملی ایران 
بـه شـماره ۹۲، حـد قابل قبول بـرای HMF حداکثـر ۴۰ میلی‌گرم 

اسـت. کیلوگرم  در 
 HMF کمیسـیون بین‌المللـی عسـل7 سـه روش بـرای تعییـن
توصیـه می‌کنـد. ایـن روش‌هـا شـامل دو روش اسـپکتروفتومتری 
)روش وایـت و روش وینکلـر( کـه به‌طـور گسـترده در آنالیزهـای 

معمولـی اسـتفاده می‌شـود و روش دیگـر، HPLC اسـت ]8[.
توصیـف  روش  از   92 شـماره  بـه  ایـران  ملـی  اسـتاندارد  در 
شـده توسـط وایـت اسـتفاده می‌شـود کـه در آن میـزان جـذب 
اشـعه ماوراءبنفـش محلـول عسـل آبـی شـفاف در برابـر محلـول 
 HMF مرجـع همـان عسـل کـه در آن کروموفـور 284 نانومتـری
تخریـب  می‌شـود.  تعییـن  اسـت،  رفتـه  بیـن  از  بی‌سـولفیت  بـا 
کروموفـور 284 نانومتـری ناشـی از افـزودن نوکلئوفیل به سیسـتم 
کربونیـل αر، β- غیراشـباع موجود در هیدروکسـی متیـل فورفورال 

اسـت ]9[.
در روش وینکلر که در اسـتاندارد ملی ایران به شـماره 12048 
شـرح داده شده‌اسـت، محلول عسـل بـا محلول‌هـاي پاراتولوئیدین 
و اسـید باربیتوریـک واکنـش می‌دهـد و میـزان جـذب مـواد رنگی 
تشـکیل شـده در مقابـل محلول شـاهد، درسـل یک سـانتی‌متري 

در طـول مـوج 550 نانومتـر اندازه‌گیري می‌شـود ]10[.
اسـاس روش HPLC کـه در اسـتاندارد ملـی ایـران به شـماره 
12186 شـرح داده شده‌اسـت نیـز مشـابه بـا روش وایـت بـوده بـا 
ایـن تفـاوت کـه در این روش نیازی به افزودن سـدیم بی سـولفیت 

.]11[ نیست 

   ویژگی‌های کیفی و ایمنی عسل
علاوه‌بـر ویژگی‌هـای اصالت‌سـنجی عسـل کـه در تشـخیص 
تقلبـات عسـل بسـیار کمـک کننـده هسـتند، برخـی ویژگی‌هـای 
کیفـی و ایمنـی عسـل نیز وجـود دارند کـه در تشـخیص و معرفی 
عسـل‌های بـا کیفیـت و همچنیـن قیمت‌گـذاری عسـل‌ها بسـیار 
موثرنـد. علاوه‌بـر مـواردی نظیـر حالـت فیزیکـی، رنگ، عطـر و بو، 

ان
ایر

ی 
 مل

ای
ده

دار
تان

 اس
ق با

طاب
ل م

عس
ت 

فی
 کی

ش
نج

 س
ای

ن‌ه
مو

آز



سال نهم    شماره   1  بهار   1400  شماره پیاپی 33    دانش آزمایشگاهی ایران
تخصصی

فصلنامه 
w

w
w

.I
JL

K
.i

r

1 9

ت 
الا

مق
مـزه و عـدم وجود رنگ مصنوعی و کف ناشـی از ترشـی، براسـاس 
اسـتاندارد ملـی ایـران بـه شـماره 92، مـوارد دیگـری نیـز وجـود 
دارنـد کـه در جـدول )2( اشـاره شـده کـه در ادامه بـه آزمون‌های 

یـک می‌پردازیم. هـر 

جدول )2(: ویژگی‌های کیفی و ایمنی عسل ]1[.

حدود قابل قبول ویژگی ردیف

بیشینه 20 رطوبت )درصد وزنی( 1

بیشینه 40 )meq/Kg( اسیدیته آزاد 2

بیشینه 0/6 خاکستر )درصد وزنی( 3

بیشینه 0/8 )ms/cm( هدایت الکتریکی 4

کمینه 0/03 )mg/milt( پلی فنل کل 5

بیشینه 40 )mg/Kg( سرب 6

بیشینه 40 )mg/Kg( کادمیوم 7
مطابق با استاندارد ملی 
ایران به شماره 7610 میکروبیولوژی 8

 رطوبت عسل
مقـدار رطوبـت عسـل بسـیار حائـز اهمیـت اسـت زیـرا ایـن 
رطوبـت در تخمیـر و همچنیـن در تبلـور عسـل )شـکرک زدن( 
تاثیـر بسـزایی دارد، رطوبـت عسـلی کـه به‌طـور عـادی در کنـدو 
رسـیده باشـد، کمتـر از 20 درصد اسـت و عسـل‌های حـاوی بیش 
از رطوبـت فـوق غیر اسـتاندارد هسـتند. درصد رطوبت بـه عواملی 
کـه در رسـیدن عسـل دخالـت دارنـد بسـتگی دارد. ایـن عوامـل 
عبارتنـد از: شـرایط آب و هوایـی و رطوبـت اصلـی شـهد. مقـدار 
رطوبـت عسـل پـس از برداشـت از کنـدو و اسـتخراج آن در نتیجه 

شـرایط ذخیره‌سـازی ممکـن اسـت تغییـر کنـد.
تعییـن رطوبـت عسـل بـا اندازه‌گیـری ضریـب شکسـت نـور8 
انجـام می‌شـود. اگـر رطوبـت عسـل بیـش از مقـدار مذکـور باشـد 
مخمـر خاصـی به نـام مخمـر اسـموفیلیک9 در آن رشـد می‌کند و 

باعـث تخمیـر عسـل می‌شـود.

 
 اسیدیته آزاد

بـر طبق اسـتاندارد ملی ایـران به شـماره 92، میزان اسـیدیته 
آزاد بـرای عسـل حداکثـر ۴۰ میلـی اکـی‌والان در هـر کیلوگـرم 
پذیرفتـه شده‌اسـت. اسـیدهای موجـود در عسـل در ‏سـاخت مـزه 
خـاص آن دخالـت دارنـد. اسـید موجود در عسـل احتمـالا در عدم 
رشـد میکروب‌هـا نیـز موثر اسـت. بیشـترین اسـیدی که ‏در عسـل 
وجـود دارد اسـید گلوکونیـک اسـت کـه از تاثیـر آنزیـم گلوکـز 
اکسـیداز روی گلوکـز تولیـد می‌شـود. در ایـن واکنـش پراکسـید 
جلوگیـری  عسـل  فسـاد  از  کـه  می‌شـود  تولیـد  نیـز  ‏هیـدروژن 

می‌کنـد.‏

چندیـن اسـید دیگـر نیـز در عسـل وجـود دارنـد کـه مقادیـر 
آنهـا متغیـر بـوده و عبارتنـد از: اسـید اسـتیک، اسـید بوتریـک، 
اسـید سـیتریک، ‏اسـید فرمیـک، اسـید لاکتیـک، اسـید مالیـک، 
اسـید پیروگلوتامیک، اسـید فسـفریک، اسـید سوکسـینیک، اسید 
اگزالیـک. در مـواردی کـه ‏در مراکـز پـرورش زنبور عسـل، زنبورها 
بـا محلول شـکر تغذیـه شـوند، زنبورداران به عسـل به‌دسـت آمده 
اسـید سـیتریک اضافـه ‏می‌کننـد تـا راحت‌تـر هیدرولیز شـود و در 
نتیجـه ایـن کار، اسـیدیته آزاد در ایـن عسـل‌ها از حد مجـاز بالاتر 
مـی‌رود و ایـن امر نشـان ‏دهنده ناخالص بودن این عسـل‌ها اسـت.

 خاکستر
شـیمیایی،  مـواد  و  حـرارت  بـا  را  غذایـی  مـاده  یـک  اگـر 
اکسـید کـرده و بسـوزانید، خاکسـتر باقـی می‌مانـد کـه بـه نوعـی 
نشـان‌دهنده مـواد معدنی موجود در آن اسـت. میـزان مواد معدنی 
موجـود در عسـل عامل تعییـن کننـده کیفیت، برای عسـل‌های با 
منشـاء گیاهـی اسـت. این عامـل برای عسـل طبیعـی حداکثر ۰/۶ 

گـرم درصـد پذیرفتـه شده‌اسـت.

 هدایت الکتریکی عسل
ایـن عامـل به خاکسـتر و اسـیدهای موجود در عسـل بسـتگی 
دارد و هـر چـه مقـدار این دو ماده بیشـتر باشـد هدایـت الکتریکی 
عسـل بیشـتر اسـت. هدایـت الکتریکـی و درصـد جرمی خاکسـتر 

عسـل دارای رابطـه خطـی )رابطه )1(( هسـتند: 

C= 0.14 + 1.74 A                                               )1( رابطه
  

کـه در آن: C نشـان‌‌دهنده میـزان هدایت و A میزان خاکسـتر 
بر حسـب گرم درصد اسـت.

حداکثـر مقـدار پیشـنهادی طبـق اسـتاندارد ملـی ایـران برای 
هدایـت عسـل، ۰/۸ میلـی زیمنـس برسـانتی‌متر اسـت.

 پلی فنل
پلـی فنـل موجـود در عسـل مطابـق بـا اسـتاندارد 8986-1، 
هماننـد تعییـن مقـدار کل پلـی فنل‌هـای موجـود در چای سـبز و 
سـیاه بـه روش رنگ سـنجی با اسـتفاده از معرف صـورت می‌گیرد 
]12[. پلـی فنل‌هـای موجـود در عسـل بـه روش رنگ‌سـنجی و 
بـا اسـتفاده از معـرف فولیـن دنیز-سـیکالتو، اندازه‌گیری می‌شـود. 
معـرف فولیـن دنیز–سـیکالتو )یـا واکنشـگر فولیـن فنـول یا روش 
تعیین هم‌ارزی گالیک اسـید( مخلوطی از فسـفومولیبدات و فسـفو 
تنگسـتات اسـت کـه بـرای سـنجش آنتـی اکسـیدان‌های ‌فنولی و 
پلی‌فنولـی بـه روش رنگ‌سـنجی اسـتفاده می‌شـود. این واکنشـگر 
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فقـط بـرای اندازه‌گیـری فنـول نیسـت بلکـه بـا هرگونه مـواد احیا 
شـونده؛ واکنـش می‌دهـد و در پایـان، یک رنگ آبـی ایجاد می‌کند 
کـه حداکثـر جـذب آن در طـول مـوج 765 نانومتـر اندازه‌گیـری 
می‌شـود. از گالیـک اسـید به‌‌عنوان ترکیبـی بـرای اندازه‌گیری پلی 

فنل‌هـا در تهیـه منحنی اسـتاندارد اسـتفاده می‌شـود.

 سرب و کادمیوم
اندازه‌گیـری سـرب و کادمیـوم موجـود در عسـل مطابـق بـا 
اسـتاندارد ملـی ایـران به شـماره 9266 و بـا عنوان »مـواد غذایی-

و روی-روش  آهـن  کادمیـوم، مـس،  مقـدار سـرب،  اندازه‌گیـری 
در   .]13[ می‌گیـرد  صـورت  اتمـی«  جـذب  نـوری  طیف‌سـنجی 
ایـن روش، ابتـدا نمونه خشـک شـده و سـپس با افزایـش تدریجی 
دمـا تـا محـدوده 50±500 درجـه سلسـیوس، به خاکسـتر تبدیل 
می‌شـود. پـس از افـزودن اسـید کلریدریک و سـپس تبخیر اسـید، 
باقـی مانـده در اسـید نیتریـک 0/1 مولار حل شـده و تعیین مقدار 
عناصـر توسـط طیف‌سـنجی جـذب اتمـی بـا اسـتفاده از شـعله و 

کـوره گرافیتـی انجـام می‌شـود.

 میکروبیولوژی
عسـل معمولاً به دليل تريكب شـيميايي آن، بـه خصوص مقدار 
زيـاد شـكر و مقـدار كـم آب در مدت زمـان طولاني قابـل نگهداري 
اسـت و فقـط مخمرهـاي اسـموفيلك مي‌تواننـد آن را آلـوده و در 
آن ايجـاد كـف نماينـد. ايـن پديـده را جوانـه‌زدن عسـل ناميـده و 
هـم در عسـل مـوم‌دار و هـم در محصـولات تصفيـه شـده مشـاهده 
از سـطح عسـل پـر شـده در ظـروف  مي‌شـود. آلودگـي معمـولاً 
شـروع و سـپس افزايـش ميي‌ابـد. ايـن آلودگـي بعـد از گذشـت 
مدتـي مي‌توانـد در قسـمت‌هاي داخلـي هـم رشـد نمايـد. طعـم و 
بـوي عسـل كف آلـود كاماًل با عسـل معمولـي متفاوت اسـت، ولي 
تغييرات قابل اثبات از طريق آناليز شـيميايي بسـيار مشـكل اسـت. 
تخميـر كـف مانند عسـل يـك تخمير الكلـي و با جريان بسـيار كند 
اسـت كـه عامـل آن مخمرهـاي اسـموفيلك هسـتند و كـف حاصل 
بـه دليـل تشـيكل دي‌اكسـيد كربـن در اثـر تخميـر اسـت. در ايـن 
فرآينـد، دكربوكسيلاسـيون اسـيد فرميـك نقـش زيـادي نـدارد و 
الـكل بـه دليـل تصاعد در ظـروف غيرقابل نفـوذ به مقـدار كم يافت 
مي‌شـود. همان‌گونه که پیشـتر هم ذکر شـد، حداكثر آب در عسـل 
20 درصـد اسـت كـه بـا قابليـت جـذب رطوبـت در سـطح، منطقه 
رقيـق شـده‌اي تشـيكل مي‌شـود كـه مي‌توانـد محيـط مناسـبي 
بـراي رشـد مخمرهـاي اسـموفيلك فراهـم كنـد. همچنيـن جريان 
تنفسـي سـلول‌هاي مخمر موجب تشـيكل آب مي‌شـود كه این امر 
مي‌توانـد باعـث تغييـر يـك بخـش از گلوكـز از حالت بلوری شـود، 
در نتيجـه فعاليـت آبـي عسـل افزايـش يافتـه و محيـط براي رشـد 
موجـودات ذره‌بينـي مناسـب‌تر مي‌شـود. جـدول )3(، ويژگی‌هـاي 
اسـتاندارد مكيروبيولـوژي انـواع عسـل، مطابـق بـا اسـتاندارد ملـی 

ایـران بـه شـماره 7610 را نمایـش می‌دهـد ]14[.

جدول )3(: ويژگي‌هاي استاندارد مكيروبيولوژي انواع عسل ]14[.

بیشینه مقدار مجاز ويژگي‌ها ردیف

منفي شمارش اسپوركلستريديوم احياء كننده 
سولفيت 1

10 مخمرهاي اسموفيلكي 2

102 كپك 3

شـمارش مخمرهـاي اسـموفيلكي بايـد مطابـق بـا اسـتاندارد 
ملـي ايـران شـماره 3196 ]15[، و شـمارش كپـك بايـد مطابق با 

اسـتاندارد ملـي ايـران شـماره 1-10899 ]16[، انجـام پذيـرد.

   آلاینده‌ها
میـزان باقی‌مانـده داروهـای دامـی و آفت‌کش‌هـا در عسـل باید 
مطابـق بـا قوانین و مقررات مراجع ذی‌صلاح کشـور باشـد. براسـاس 
اسـتاندارد 2-9037 باقی‌مانـده آفت‌کش‌هـا بیشـتر بـا اسـتفاده از 
حلال مناسـب از آزمونه به‌گونه‌ای اسـتخراج می‌شـود که بیشـترین 
مقـدار اسـتخراج بـا حداقـل مـواد تداخل‌کننـده همراه باشـد ]17[. 
سـایر مـواد تداخـل کننده بایـد توسـط روش‌های مناسـب از عصاره 
حذف شـوند تا محلول اسـتخراجی نهایی برای آزمون کمی )مطابق 
با اسـتاندارد ملـی ایران به شـماره 17026( بـه روش کروماتوگرافی 
گازی - طیف‌سـنج جرمـی و یـا کروماتوگرافـی مایع - طیف‌سـنجی 

جرمـی متوالی ]18[، آماده شـود.

پر  اکسیر  و یک  مفید  عسل یک محصول غذایی 
ارزش است که از قرن‌ها پیش به‌عنوان یکی از عالی‌ترین 
و مقوی‌ترین غذاها ‏شناخته شده و همچنین به واسطه 
ویژگی‌های شفابخش خود به‌عنوان دارو در درمان بیشتر 
بیماری‌ها در بین تمام ملل کاربرد ‏داشته است و تقلب در 
عسل و آزمون‌های تشخیصی آن اهمیت بالایی دارد. با 
توجه به عدم قطعیت در آنالیز عسل و تقلب‌های گسترده 
توسط افراد سود جو، استاندارد ملی ایران به شماره 92، با 
هدف معرفی ویژگی‌های اصالت‌سنجی، کیفیت و ایمنی، 
آلاینده‌ها، نمونه‌برداری، روش‌های آزمون و نشانه‌گذاری 
سال  در  بار  برای هشتمین  و  منتشر شد  انواع عسل، 
1398 مورد تجدید نظر قرار گرفت. انجام این آزمون‌ها 
علاوه بر کاهش میزان تقلبات این محصول به تشخیص 

عسل‌های با کیفیت و قیمت‌گذاری آن کمک می‌کند.
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3. عضو کارگروه تخصصی کروماتوگرافی
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5. Gas chromatography (GC)
6. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
7. International Honey Commission (IHC)
8. refractive index
9. osmophitic yeas‌t 
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The mos‌t valid method for determining the quality of honey and knowing its purity is labora-
tory methods. Analyzing natural honey is not an easy and fas‌t method, and even despite the 
claims of some centers, the diagnosis of natural honey, confirmation of the quality of honey 
and validation of its analysis data is s‌till controversial. However, factors such as measuring the 
percentage of reducing sugars and sucrose, measuring fructose to glucose ratio, measuring 
hydroxymethyl furfural (HMF), determining the amount of dias‌tase activity, measuring proline, 
mois‌ture, free acidity, conductivity, ash and pes‌ticide residues of Honey are some factors that 
can be done using common laboratory equipments such as pH meters, conductivity meters and 
furnaces to more specific equipments such as spectrophotometers, gas chromatograph (GC) 
and high performance liquid chromatograph (HPLC) which allows producers and consumers 
to be aware of the quality of the honey. In this article, we introduce tes‌ts and acceptable lim-
its for natural honey by introducing 
laboratory tes‌ts and reviewing the 
national s‌tandards of Iran.
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