
بهینه سازی روش میکرو استخراج مایع-مایع پخشی برای تعیین مقادیر جزیی سم دیازینون...

359
مریم رامین ثابت1- مهران پورحسین1- منیره خادم2- فریبرز امیدی3- فریده گلبابایی4- سید جمال الدین شاه طاهری4،*

shahtaheri@tums.ac.ir

     چکیده
مقدمه: تعیین مقدار سموم در مایعات زیستی به خاطر غلظت ناچیز سموم و پیچیدگی ترکیب نمونه ، یک مشکل 
جدی برای محققان می باشد. هدف مطالعه حاضر توسعه یک روش جدید آماده سازی نمونه با صحت و دقت بالا 

و مدت زمان کوتاه برای تعیین مقدار سم دیازینون می باشد.

روش کار: برای استخراج و تعیین مقادیر سم دیازینون در نمونه های ادرار، از روش میکرو استخراج مایع-مایع 
پخشی و دستگاه کروماتوگرافی مایع با عمل کرد بالا مجهز به شناساگر ماورا بنفش استفاده شد. برای بهینه سازی 
عوامل موثر بر استخراج دیازینون از روش یک عامل در یک زمان بهره برداری گردید. عوامل مختلف مانند نوع  و 
حجم حلال استخراج کننده، نوع و حجم حلال پخش کننده، مدت زمان و سرعت سانتریفیوژ کردن، افزودن نمک 

و تاثیر pH، مورد مطالعه و بهینه سازی قرار گرفت.

یافته ها: بر اساس نتایج بهینه سازی به دست آمده، سطوح بهینه متغیرهای نامبرده برای آفت کش دیازینون شامل 
150 میکرولیتر تتراکلرید کربن به عنوان حلال استخراج کننده، 1/5 میلی لیتر متانول به عنوان حلال پخش کننده، 
pH برابر 6، 5 دقیقه زمان سانتریفوژ با سرعت 4000 دور در دقیقه و 0% وزنی-حجمی نمک افزوده شده به دست آمد.

ضریب هم بستگی معادل 0/9965 حاصل شد که نشان دهنده خطی بودن در محدوده وسیعی از غلظت سم می 
باشد. LOD و LOQ به ترتیب کم تر از 0/7 و 5 میکروگرم بر لیتر محاسبه شد. مقادیر انحراف معیار برای تکرار 
پذیری روز به روز و هم چنین تکرار پذیری در یک روز برای سه غلظت انتخاب شده )50، 200 و 1000 میکروگرم 
در لیتر(، کم تر از 4 درصد بود که نشان دهنده صحت و دقت بالای روش بهینه سازی است. مقادیر غنی سازی و 

راندمان استخراج برای دیازینون به ترتیب به طور میانگین معادل 245 و 99% می باشد.

نتیجه گیری: مطابق نتایج به دست آمده، روش میکرو استخراج مایع-مایع پخشی با موفقیت برای استخراج 
دیازینون از نمونه های ادرار توسعه یافته است. هم چنین در مقایسه با سایر روش های استخراج، روش ارایه شده 
در مطالعه حاضر دارای مزایایی از قبیل زمان استخراج کوتاه تر، تکرارپذیری بهتر و عامل غنی سازی بالاتر می باشد.

  کلمات کلیدی:   دیازینون، میکرو استخراج مایع مایع پخشی، ادرار، کروماتوگرافی مایع با عمل کرد بالا

بهینه سازی روش میکرو استخراج مایع-مایع پخشی برای تعیین مقادیر جزیی 

سم دیازینون در نمونه های ادرار

				                    فصلنامه بهداشت و ایمنی کار                                      جلد 8/ شماره 4/ زمستان  1397  

1- دکتری مهندسی بهداشت حرفه ای، گروه مهندسي بهداشت حرفه اي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران
2- استادیار، گروه مهندسي بهداشت حرفه اي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران

3- دکتری مهندسی بهداشت حرفه ای، مرکز تحقیقات عوامل محیطی موثر بر سلامت، دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه، کرمانشاه، ایران
4- استاد، گروه مهندسي بهداشت حرفه اي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران

تاریخ دریافت: 1396/12/21               تاریخ پذیرش: 1397/5/20    

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jh
sw

.tu
m

s.
ac

.ir
 a

t 1
2:

28
 IR

D
T

 o
n 

S
at

ur
da

y 
A

pr
il 

4t
h 

20
20

http://jhsw.tums.ac.ir/article-1-5959-fa.html


مریم رامین ثابت و همکاران

13
97

ن  
ستا

زم
 /4

ره 
ما

 ش
/8

د 
 جل

   
   

   
   

   
   

   
   

ر  
کا

ی 
من

 ای
ت و

اش
هد

ه ب
ام

صلن
ف

360

     مقدمه
صنعت  در  که  هستند  سمومی  حشره کش ها 
کشاورزی برای از بین بردن و کنترل آفات مضر برای 
ها نقش مهمی در  می شوند. آن  محصولات استفاده 
ایفا می کنند.  با کیفیت  تامین محصولات کشاورزی 
از سویی دیگر، مقادیر باقی مانده سموم در محصولات 
یا  و  نماید  تهدید  را  انسان  تواند سلامت  می  زراعی 
داشته  زیست  محیط  روی  بر  ای  ناخواسته  اثرات 
باشد )1-3(. وجود باقی مانده سموم ارگانوفسفره در 
زیان  انسان  سلامت  برای  سبزیجات،  و  غذایی  مواد 
ارگانوفسفره ها دارای سمیت  از  آور می باشد. برخی 
فعالیت  مهار  با  ها  آن  باشند.  می  انسان  برای  زیاد 
آنزیم کولین استراز موجب سرکوب انتقال پیام های 
کشنده  دیازینون با مقدار   .)6-4( می گردند  عصبی 
بدن،  وزن  کیلوگرم  بر  میلی گرم   ۱۰0-۵۰ )LD50(
جزء سموم فسفره و یک حشره‌کش نسبتاً فرّار است و 
برای از بین بردن مگس و کنه، به مقدار زیاد استفاده 
گوارشی،  های  راه  از  دیازینون  با  مواجهه  می‌شود.  
تنفسی  مواجهه  باشد.  می  چشم  و  تنفسی  پوستی، 
در سمپاشی های کشاورزی یا محیط هایی که تهویه 
در  دیازینون    .)11-7( می دهد  رخ  ندارند  مناسب 
بدن به دیازوکسون اکسید می گردد که در مقایسه 
با ترکیب اولیه از سمیت بالاتری برخوردار می باشد 
 )1( دیازینون در شکل  )12-15(. ساختار شیمیایی 

قابل مشاهده است.
با توجه به استفاده گسترده از سموم، محققان به 
برای تعیین مقدار  اعتمادی  قابل  روش های سریع و 
آن ها در نمونه های مختلف، اعم از نمونه های شغلی، 
سبزیجات،  و  ها  میوه  و  غذایی  مواد  زیستی،  محیط 
بالا، یک  با عمل کرد  نیاز دارند. کروماتوگرافی مایع 
گزینه مناسب برای آنالیز مقادیر ناچیز سموم فسفره 
در نمونه های مختلف مانند نمونه آب )17،16(، ادرار 

و میوه ها )18-20( می باشد.
در  مهم  مراحل  از  یکی  نمونه  سازی  آماده 
فرآیند تجزیه است. این مرحله به عنوان یک فرآیند 
استخراج، موجب جداسازی و تغلیظ و تخلیص ترکیب 
مورد نظر از محیط نمونه می گردد. روش های آماده 
سازی متنوعی از نظر قدرت انتخاب، سرعت و راحتی 
و  شرایط  به  توجه  با  کدام  هر  انتخاب  دارند.  وجود 
آنالیت  و  نمونه  شیمیایی  و  فیزیکی  ویژگی های 

صورت می گیرد )21(.
در گذشته، اغلب دو روش استخراج مایع-مایع 
)22( و استخراج فاز جامد )23، 24( برای استخراج و 
پیش تغلیظ آنالیت ها از محیط نمونه مورد استفاده 
قرار می گرفتند. اخیرا روش های مینیاتوری و با ابعاد 
مصرف  ها  آن  مزیت  که  اند  یافته  توسعه  کوچکتر 
برای مثال، در روش  باشد.   کم حلال های آلی می 
Liquid-phase micro-( مایع  فاز  استخراج  ریز 
extraction-LPME( )25( استخراج آنالیت از داخل 

مقدار  وسیله  به  آبی هست،  فاز  دارای  که  ای  نمونه 
ناچیزی حلال نامحلول در آب )فاز پذیرنده( صورت 
می گیرد )26-28(. روش LPME به سه دسته اصلی 

تقسیم می گردد: 
 Single-drop( قطره ای  تک  استخراج  ریز 
فاز  استخراج  ریز   ،)micro-extraction-SDME

 
 

  نونيازيد ييايميساختار ش -)1(شكل 

   

شکل )1(- ساختار شیمیایی دیازینون
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 Hollow-fiber liquid-phase( مایع با فیبر تو خالی
micro-extraction-HFLPME( و ریز استخراج مایع 

Dispersive liquid-liquid micro-( پخشی  مایع 
.)29( )extraction-DLLME

توسط  پخشی  مایع  مایع  استخراج  ریز  روش 
پاسخ  در   ،)2(  2006 سال  در  همکاران  و  رضایی 
سریع،  نمونه  سازی  آماده  روش  یک  برای  نیاز  به 
معرفی  زیست  محیط  دار  دوست  و  صرفه  به  مقرون 
شد. DLLME امکان استفاده برای انواع نمونه ها مانند 
خاک، ادرار و مواد غذایی را دارد. فرآیند استخراج در 
این روش مبتنی بر تمایل آنالیت به فاز آبی نمونه و فاز 
آلی حلال استخراج کننده می باشد. مزیت اصلی این 
روش سادگی، استفاده حداقلی از حلال های خطرناک، 

استخراج سریع و مقرون به صرفه بودن آن می باشد.
 DLLME هدف مطالعه حاضر بهینه سازی روش
به عنوان یک روش آماده سازی نمونه سریع، آسان، 
ناچیز  مقادیر  تعیین  برای  ایمن  و  موثر  هزینه،  کم 
منظور  این  برای  بود.  ادرار  های  نمونه  در  دیازینون 
پارامتر های مهم موثر در راندمان روش،  برای دست 
پیش  و  استخراج  سازی  غنی  عامل  به حداکثر  یابی 
تغلیظ مقادیر ناچیز دیازینون موجود در نمونه مدنظر 
، بهینه سازی شدند. بنابراین این روش بهینه سازی 
آماده  جدید  روش  یک  عنوان  به  توان  می  را  شده 
سازی نمونه با حداقل معایب و حداکثر راندمان برای 
در  دیازینون  کش  آفت  کم  بسیار  مقادیر  استخراج 

نمونه ادرار معرفی کرد.

    روش کار
حلال ها و مواد شیمیایی

 CAS number: و   98%> )با خلوص  دیازینون 
)آلمان(   Dr. Ehrenstorfer شرکت  از   )333-41-5

کربن   تتراکلرید  شامل  آلی  های  حلال  شد.  تهیه 
 CAS( کربن دی سولفاید ،)CAS number: 56-23-5(
 CAS number:( کلروفرم   ،)number: 75-15-0

 ،)CAS number: 67-56-1( متانول   ،)67-66-3 

استون  و   )CAS number: 75-05-8( استونیتریل 
)CAS number: 67-64-1( از شرکت مرک )آلمان( 
خریداری شدند. هم چنین سدیم کلرید، هیدروکلریک 
اسید و سدیم هیدروکسید از شرکت مرک آلمان تهیه 
)ایران-تهران(  بهان  از شرکت  یونیزه  گردیدند.آب دی 
خریداری شد. محلول استوک دیازینون در استونیتریل با 
غلظت ppm  1000 آماده گردید. محلول های استاندارد 
رقیق  با  روزانه  به صورت  آزمایش،  استفاده طی  مورد 
سازی محلول استوک توسط آب دی یونیزه تهیه شدند.

تجهیزات
از  دیازینون  مقدار  تعیین  و  جداسازی  برای 
مجهز  بالا  کرد  عمل  با  مایع  کروماتوگرافی  دستگاه 
 k-2600 بنفش  ماوراء  دتکتور  و   k-1001 پمپ   به 
شد.  استفاده  آلمان(   Knauer شرکت  )ساخت 
ستون  از  عبارتند  ترتیب  به  کروماتوگرافی  شرایط 
متحرک  فاز   ،  )L=250 mm, ID=4.6 mm(  C18

استونیتریل-آب )40/60(، دبی پمپ 1/5 میلی لیتر 
بر دقیقه و دمای ستون 25 درجه سانتی گراد. طول 
موج مناسب برای پاسخ کروماتوگرافیک آنالیت 230 
از دستگاه  نانومتر بود. برای سانتریفیوژ کردن نمونه 
Hettich zentrifugen Rotofix 32  )چین( استفاده 

 )SonoSwiss SW 6 H( التراسونیک  حمام  گردید. 
همه  شد.  گرفته  کار  به  ها  نمونه  سازی  آماده  برای 
استون و آب دی  با  استفاده  وسایل شیشه ای مورد 
درجه   50 دمای  در  آون  در  و  شده  شستشو  یونیزه 

سانتی گراد خشک شدند.
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روش ریز استخراج مایع-مایع پخشی
انجام  زیر  ترتیب  به  نمونه  سازی  آماده 
غلظت  با  که  ادرار  نمونه  لیتر  میلی   10  )1( شد: 
مشخصی از سم مورد نظر )1ppm(   تهیه شده بود 
لیتری مخصوص  لوله آزمایش 15 میلی  درون یک 
سانتریفیوژ ریخته شد، )2( سپس مقدار 1/5 میلی 
لیتر متانول حاوی 150 میکرولیتر تتراکلرید کربن 
 )3( گردید.  تزریق  آن  داخل  به  فشار  و  سرعت  با 
می آید  وجود  به  شکل  ابری  محلول  آن  از  پس  
که حاصل پراکندگی فاز آلی در فاز آبی می باشد. 
و  دقیقه   5 مدت  به  آمده  دست  به  محلول  سپس 
و  شد  یفیوژ  سانتر  دقیقه  در  دور   4000 سرعت 
آزمایش  لوله  انتهای  در  کننده  استخراج  حلال 

ته نشین گردید. )4( حلال ته نشین شده ی حاوی 
دیازینون توسط یک سرنگ جدا و به لوله آزمایش 
گاز  ملایم  جریان  توسط  حلال  و  منتقل  دیگری 
خشک  ماده  نهایت  در   )5( شد.  خشک  نیتروژن 
باقی مانده در متانول حل شد و برای تعیین مقدار 
مایع  کروماتوگرافی  دستگاه  به  میکروسرنگ  توسط 
مراحل   .)17-21( گردید  تزریق  بالا  کرد  عمل  با 

ذکر شده در شکل )2( نمایش داده شده است.
در  موثر  عوامل  بهینه  مقادیر  تعیین  منظور  به 
استخراج دیازینون، به ترتیب هشت عامل موثر مهم 
نوع حلال استخراج کننده، نوع حلال پخش کننده، 
پخش  حلال  حجم  کننده،  استخراج  حلال  حجم 
کننده، مدت زمان و سرعت سانتریفیوژ، میزان نمک 

 
 

 ريز استخراج مايع مايع پخشي روش يمراحل اجرا -)2(شكل 

   

 ريز استخراج مايع مايع پخشي در بهينه سازي روش مورد آزمايشمتغيرها و سطوح  -)1(جدول 
  

 سطوح متغيرها متغيرها 
 - استون اتانول متانول استونيتريل حلال هاي پخش كننده

 ml( 5/0 1 5/1 2 5/2( حلال پخش كنندهحجم 

 - - 4CCl 3CHCl 2CS حلال استخراج كننده

 - Lµ(  50 100 150 200( حجم حلال استخراج كننده

 - min( 5 10 15 20( مدت زمان سانتريفيوژ

  rpm( 2500 3000 3500 4000( سرعت سانتريفيوژ

 - NaCl%, w/v( 0 2 4 6( قدرت يوني

pH 10 8 6 4 2  نمونه  

 

   

شکل )2(- مراحل اجرای روش ریز استخراج مایع مایع پخشی

جدول )1(- متغیرها و سطوح مورد آزمایش در بهینه سازی روش ریز استخراج مایع مایع پخشی
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افزوده شده و pH نمونه انتخاب شدند. بهینه سازی 
 One factor at( مرحله  هر  در  عامل  یک  روش  به 
مرحله  هر  در  که  ترتیب  بدین  شد  انجام   )a time

دارند  ثابت  مقدار  موثر  عامل  هفت  سازی،  بهینه  از 
تغییر  مختلف  سطوح  در  نظر  مورد  عامل  فقط  و 
گردد.  مشخص  آن  بهینه  مقدار  تا  شود  می  داده 
ها  متغیر  از  یک  هر  سطوح  و  متغیرها   )1( جدول 
را در مراحل بهینه سازی نشان می دهد. در تمامی 
و   ppm با غلظت 1  استاندارد  نمونه های  از  مراحل 

حجم 10 میلی لیتر استفاده شد. 

محاسبات
برای توسعه روش ریز استخراج مایع مایع پخشی 
برای  عامل  چند  دیازینون،  تخلیص  و  تغلیظ  برای 
این  به  قرار گرفت.  استفاده  بازده روش مورد  کنترل 
منظور عامل غنی سازی )Enrichment factor-EF( و 
راندمان استخراج  )Extraction recovery-ER( برای 
سم مورد نظر به ترتیب  با استفاده از معادله های )1( 

و )2( محاسبه شد )30(.

EF = Csed / C0	   	                                                    (1)

که در آن Csed و C0  به ترتیب غلظت آنالیت در 
فاز ته نشین شده و غلظت آنالیت در نمونه قبل از 

استخراج می باشند. 

ER = CsedVsed/ C0Vaq× 100% = EF × (Vsed/ Vaq) 

× 100% 	  	                               (2)

Vsed و Vaq به ترتیب معادل حجم فاز ته نشین 

شده و حجم کل نمونه می باشند. تمام مراحل با 3 
بار تکرار انجام و میانگین مقادیر 3 آزمایش برای همه 
مراحل ارایه شد. بقیه محاسبات و پارامترهای آماری 

با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 18 انجام شد.

    یافته ها و بحث
انتخاب حلال استخراج کننده 

پخشی،  مایع  مایع  استخراج  ریز  فرآیند  در 
حلال استخراج کننده از میان حلال هایی که علاوه 
از   بالاتر  چگالی  داشتن  و  آب  در  بودن  نامحلول  بر 
نظر و هم  ترکیب مورد  استخراج  توانایی  آب، دارای 
انتخاب  بودند،  مناسبی  کروماتوگرافیک  رفتار  چنین 
 ،)CCl4( شد. به این منظور سه حلال تتراکلرید کربن
دی سولفید کربن )CS2( و کلروفرم )CHCL3( مورد 
آزمایش قرار گرفتند. در این مرحله برای بهینه سازی، 
از    نمونه های دیازینون دارای حجم 10 با غلظت 
ppm 1 استفاده شد. بر اساس نتایج به دست آمده، 
دی  از  استفاده  حین  واضحی  شکل  ابری  محلول 
استخراج  حلال  عنوان  به  کلروفرم  و  کربن  سولفید 
کننده، به دست نیامد که نشان می دهداین حلال ها 
توانایی پخش شدن مناسبی در فاز آبی نمونه ندارند و 
باعث می شود توانایی استخراج خوبی نداشته باشند. 
اما با حلال تتراکلرید کربن راندمان استخراج بالایی 
برای دیازینون به دست آمد. بنابراین تتراکلرید کربن 
به عنوان حلال استخراج کننده بهینه برای استفاده 

در مراحل بعدی انتخاب شد.

انتخاب حلال پخش کننده
روش  در  نمونه  سازی  آماده  فرآیند  به  توجه  با 
معرفی شده حاضر، نوع حلال پخش کننده برای پیش 
تغلیظ ماده مورد نظر از اهمیت بالایی برخوردار می باشد. 
مبنای انتخاب حلال پخش کننده، قابلیت حل شدن آن 
هم در فاز آبی نمونه و هم در فاز آلی حلال استخراج 
به خواص  توجه  با  منظور  این  برای  باشد.  می  کننده 
فیزیکی و شیمیایی حلال ها، چهار حلال متانول، اتانول، 
استونیتریل و استون برای انتخاب حلال بهینه  انتخاب 
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شدند. طبق نتایج حاصل شده، حین استفاده از متانول به 
عنوان حلال پخش کننده بالاترین میزان بازیافت حاصل 
کننده  پخش  عنوان حلال  به  متانول  بنابراین  گردید. 
بهینه برای استفاده در مراحل بعدی آزمایش انتخاب شد.

تأثیر حجم حلال استخراج کننده
در این مرحله به منظور بررسی اثر حجم حلال 
استخراج کننده بر عامل غنی سازی و راندمان استخراج 
آنالیت، آزمایش ها با استفاده از  2 میلی لیتر متانول 
به عنوان حلال پخش کننده حاوی مقادیر مختلفی 
انجام  میکرولیتر(   200 و   150  ،100  ،50( CCl4 از 

 CCl4 شد. راندمان بازیافت دیازینون با افزایش حجم
افزایش یافت. هم چنین میزان فاز ته نشین شده نیز 
با افزایش مقدار حلال استخراج کننده اضافه گردید. 
بیش ترین میزان بازیافت هنگامی حاصل شد که از 
150 میکرولیتر CCl4 به عنوان حلال استخراج کننده 
استفاده شد و در مقادیر بالاتر حلال، میزان بازیافت 
عنوان  به  میکرولیتر   150 حجم  بنابراین  ماند.  ثابت 

حجم بهینه حلال استخراج کننده انتخاب شد.

تأثیر حجم حلال پخش کننده
حجم حلال پخش کننده نیز از اهمیت خاصی 
برخوردار است. برای تعیین حجم بهینه حلال پخش 
کننده ، حجم های مختلف متانول )0/5، 1، 1/5، 2 
و 2/5 میلی لیتر( حاوی 150 میکرولیتر CCl4 مورد 
آزمایش قرار گرفتند. در ابتدا با افزایش حجم حلال 
پخش کننده، راندمان بازیافت نیز افزایش یافت اما در 
حجم های بالاتر از 1/5 میلی لیتر راندمان بازیافت رو 
به کاهش رفت. مطابق نتایج به دست آمده، در حجم 
بازیافت مشاهده  راندمان  ترین  لیتر بیش  1/5 میلی 

شد و به عنوان حجم بهینه متانول انتخاب شد.

بهینه سازی سرعت و زمان سانتریفیوژ
در  اساسی  مرحله  یک  کردن  سانتریفیوژ 
می  کننده  استخراج  فاز  کردن  جدا  برای   DLLME

و  رود  می  بین  از   ابری  فاز  مرحله،  این  طی  باشد. 
استخراج کننده کمک می  ته نشین شدن حلال  به 
روی  بر  سانتریفیوژ  سرعت  و  زمان  مدت  اثر  گردد. 
بازده استخراج در بازه زمانی 20-5 دقیقه و سرعت 
4000-2500 دور در دقیقه مورد بررسی قرار گرفت. 
و  دقیقه   5 زمان  مدت  مرحله،  این  نتایج  براساس 
سرعت 4000 دور در دقیقه که بیش ترین راندمان 
بازیافت را داشتند، به عنوان مقادیر بهینه برای مراحل 

بعدی آزمایش انتخاب شدند.

اثر افزودن نمک
بالای  حلالیت  دلیل  به  نمونه  به  نمک  افزودن 
نمونه  آبی  فاز  از  آنالیت  شدن  خارج  به  آب،  در  آن 
کمک می کند. از این متغیر تحت عنوان قدرت یونی 
یاد می شود. برای بررسی اثر افزودن نمک، از مقادیر 
مختلفی از کلرید سدیم )0، 2، 4 و 6 درصد وزنی-

حجمی( استفاده شد. نتایج به دست آمده نشان داد 
محلول  به  نمک  مختلف  های  غلظت  افزودن  با  که 
نمونه، میزان استخراج با کاهش مواجه می شود. دلیل 
این امر افزایش ویسکوزیته نمونه می باشد که موجب 
کاهش ضریب نفوذ آنالیت می شود. بنابراین مراحل 

بعد بدون افزودن نمک انجام شد.

تأثیر pH  نمونه
این متغیر از این جنبه دارای اهمیت می باشد که 
باعث ایجاد تغییر در یونی یا مولکولی بودن مولکول می 
گردد که در میزان استخراج موثر است. با افزودن مقدار 
یا سدیم  از محلول های هیدروکلریک اسید  مناسبی 
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هیدروکسید به نمونه، پایداری دیازینون در محدوده 
اسیدیته 2 الی 10 بررسی شد. طبق نتایج بیش ترین 

میزان استخراج در اسیدیته 6 به دست آمد.

اعتباربخشی روش بهینه سازی شده
امکان استفاده از روش مدنظر برای پیش تغلیظ 
و تعیین مقدار دیازینون از نمونه های اسپایک شده 
ادرار مورد بررسی قرار گرفت. به منظور اعتباربخشی 
روش DLLME، نمونه های ادرار حاوی غلظت های 
استاندارد 50، 200 و 1000 میکروگرم بر لیتر همراه 
 6 صورت  به  سپس  شد.  آماده  شاهد  نمونه  یک  با 
شده  سازی  بهینه  روش  از  استفاده  با  تکرار  بار 

محدوده  شامل  تجزیه ای  ویژگی های  شدند.  تجزیه 
تشخیص  حد   ،)Linear range-LR( شدن   خطی 
مقدار  تعیین  حد   ،)Limit of detection-LOD(
هم  ضریب   ،)Limit of quantification-LOQ(
بستگی )Correlation coefficient-r2( ، انحراف معیار 
 ،)%Relative standard deviation-RSD( نسبی 
عامل غنی سازی )EF( و راندمان استخراج )ER(، با 
ارزیابی عمل  از متغیرهای بهینه شده برای  استفاده 
کرد روش استخراج محاسبه شدند. نتایج در جدول 

)2( قابل مشاهده می باشد. 
در  استخراج  راندمان  دهد  می  نشان  نتایج 
باشد که تفاوت  الی 101 درصد می  محدوده 99/3 

  ديازينون در نمونه ادرار اعتبارسنجي روش بهينه شده در استخراج -)2(جدول 
  

  غلظت اوليه
)1-µg L(  

  مقدار استخراج شده
)1-µg L(  

  راندمان استخراج(%)
(n=6)   

RSD (%)  
 (n=6)  

  عامل
غني 
 سازي

LOD  
)1-(µg L 

LOQ  
)1-(µg L 

LR  
)1-(µg L روز به روز  در يك روز  روز به روز  در يك روز  

0  N.D  -  -  -  -  -  -  -  -  
50  49  7/1±100*  3/2±98  7/1  3/2  211  5/0  1  500-1  
200  198  5/1±3/99  2±99  5/1  2  236  3/0  1  500-1  
1000  999  8/3±101  1/4±9/99  8/3  1/4  289  7/0  5  500-5  

  انحراف معيار ±ميانگين سه بار تكرار *       
 

جدول )2(- اعتبارسنجی روش بهینه شده در استخراج دیازینون در نمونه ادرار

  

 
  

 
 

  از پيش تغليظ نمونه مورد نظرقبل و بعد دست آمده ه ب هاي كروماتوگراممقايسه  -)3(شكل  
 

قبل از اعمال روش 
 آماده سازي نمونه

از اعمال روش  بعد
 آماده سازي نمونه

  

 
  

 
 

  از پيش تغليظ نمونه مورد نظرقبل و بعد دست آمده ه ب هاي كروماتوگراممقايسه  -)3(شكل  
 

قبل از اعمال روش 
 آماده سازي نمونه

از اعمال روش  بعد
 آماده سازي نمونه

  

 
  

 
 

  از پيش تغليظ نمونه مورد نظرقبل و بعد دست آمده ه ب هاي كروماتوگراممقايسه  -)3(شكل  
 

قبل از اعمال روش 
 آماده سازي نمونه

از اعمال روش  بعد
 آماده سازي نمونه

شکل  )3(- مقایسه کروماتوگرام های به دست آمده قبل و بعد از پیش تغلیظ نمونه مورد نظر
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با غلظت های استاندارد نمونه ها ندارند.  معنی داری 
مقادیر بازیافت اعتبار روش را تایید می کنند. انحراف 
در  واقعی  های  نمونه  برای  آمده  دست  به  معیارهای 
غلظت های مختلف بسیار کم می باشد. این نتایج نشان 
داد که عوامل مزاحم موجود در نمونه واقعی، تاثیر کمی 
بر روش ارایه شده برای پیش تغلیظ دیازینون از نمونه 
های ادرار دارد. ضریب هم بستگی معادل 0/9965 به 
محدوده  در  بودن  دهنده خطی  نشان  که  آمد  دست 
به   LOQ و   LOD باشد.  می  سم  غلظت  از  وسیعی 
ترتیب کم تر از 0/7 و 5 میکروگرم بر لیتر محاسبه شد. 
مقادیر انحراف معیار برای تکرار پذیری روز به روز و هم 
چنین تکرار پذیری در یک روز، کم تر از 4 درصد بود 
که نشان دهنده صحت و دقت بالای روش بهینه سازی 
شده است. مقادیر EF و ER برای دیازینون به ترتیب به 
طور میانگین معادل 245 و 99% بود. تکرار پذیری قابل 
قبول، مقادیر بالای EF و ER و پایین بودن LOD و 

LOQ مزیت های اصلی روش مدنظر می باشد. 

شکل )3( کروماتوگرام نمونه های حاوی دیازینون 
با غلظت ppm  1 را قبل و بعد از آماده سازی نمونه 
توسط روش ریز استخراج مایع مایع پخشی نشان می 
دهد. همان گونه که مشخص است سطح زیر پیک بعد 
از اعمال روش DLLME بیش از 200 برابر نسبت به 
سطح زیر پیک تزریق مستقیم محلول آنالیت، تغلیظ 
شده است که نشان دهنده موثر بودن روش ارایه شده 

برای استخراج مقادیر ریز مقدار آنالیت می باشد.
روش  با  حاضر  مطالعه  در  آمده  دست  به  نتایج 
مطالعات  در  دیازینون  تجزیه  برای  گزارش شده  های 
مختلف مورد بررسی قرار گرفت. در مطالعاتی که فرج 
زاده و همکارانش در سال 2009 و 2016 انجام دادند 
)30،32( از حلال های یونی که سبک تر از آب هستند 
به عنوان حلال استخراج کننده استفاده نمودند که به 

نتایج مطلوبی دست پیدا کردند ولی کم ترین میزان 
LOD گزارش شده در غلظت 200 میکرو گرم بر لیتر، 

0/65 بود، درحالی که میزان LOD در مطالعه حاضر 
با همین غلظت و با استفاده از حلال هالوژنه به عنوان 
حلال استخراج کننده 0/3 میکروگرم بر لیتر به دست 

آمده است.
هم چنین، مقادیر RSD روش ارایه شده در مقایسه 
با روش های دیگر پایین تر می باشد بنابراین دارای دقت 
بالاتری است. مقادیر RSD کم تر از 4 درصد گزارش 
شده است در صورتی که در مطالعات مشابه )30-35( 
انحراف معیار نسبی اعلام شده بالاتر از 5 درصد می 
باشد. یکی دیگر از پارامترهای مهم و مورد بررسی مدت 
زمان استخراج می باشد که در مطالعات قبلی انجام شده 
بر روی این آفت کش )30،32(، زمان استخراج بیش 
از 15 دقیقه و دستگاه آنالیز مجهز به دتکتور خاصی 
هیچ  از  استفاده  بدون  حاضر  مطالعه  در  ولی  هستند 
دتکتور ویژه ای، سموم مورد نظر در زمان کم تر از 5 

دقیقه با راندمان بالا استخراج شدند.
بدین ترتیب، مقادیر به دست آمده برای LOD و 
LOQ در این مطالعه در مقایسه با همه روش های دیگر کم 

تر یا معادل آن هاست، حتی روش هایی که از شناساگرهای 
 )Mass spectrometry-MS( جرمی   اسپکترومتری 
استفاده کرده اند )33-30(. شایان ذکر است که اکثر 
روش های نامبرده از دستگاه های تجزیه با حساسیت 
و گزینش بالا مانند شناساگر های یونیزان، شعله ای و 
یا جرمی استفاده کرده اند. کاربرد این تجهیزات همراه 
و  قیمت می باشد  گران  کروماتوگرافی  گاز  با دستگاه 
استفاده گسترده از آن ها برای تجزیه سموم ارگانوفسفره 
در کشورهای درحال توسعه امکان پذیر نیست. بنابراین، 
سادگی،  حساسیت،  از  که  حاضر  یافته  توسعه  روش 
سرعت و تکرارپذیری بالایی برخوردار می باشد، روش 
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ناچیز  مقادیر  تغلیظ  پیش  و  استخراج  برای  مناسبی 
دیازینون از    نمونه های زیستی و آبی می باشد. هم 
چنین لازم به ذکر است که روش های دستگاهی رایج 
جهت تعیین مقدار آفت کش ها، پیچیده بوده و نیاز به 
زمان و مهارت بالایی دارد. بنابراین استفاده از روش های 
ساده، کم هزینه و سریع می تواند مشکلات بسیاری را 

در زمینه پایش محیطی و شغلی سموم مرتفع نماید.
استخراج  راندمان  شده،  حاصل  نتایج  براساس 
آنالیت از نمونه های واقعی در تمامی غلظت های انتخابی 
به بیش از 98 درصد رسید. لذا می توان با اطمینان بالا 
جهت استخراج انتخابی و تعیین مقدار آفت کش مورد 

نظر از نمونه های ادرار استفاده کرد. 

   نتیجه گیری
 در مطالعه حاضر، روش DLLME برای استخراج

موفقیت  با  )ادرار(  بیولوژیک  های  نمونه  از  دیازینون 
توسعه یافت. متغیرهای مختلف موثر در فرآیند استخراج 
گرفتند.  قرار  سازی  بهینه  و  بررسی  مورد  ماده  این 
روش ارایه شده در  مقایسه با روش های دیگر آماده 
سازی نمونه دارای مزایای زیادی مانند زمان استخراج 
کوتاه تر، تکرارپذیری بالاتر و عامل غنی سازی بالاتر 
بود. شاخص های تحلیلی بسیار مناسبی، مانند صحت 
بالا و عامل غنی سازی، راندمان بازیافت بسیار خوب، 
محدوده خطی وسیع و حد تشخیص پایین برای روش 
DLLME به دست آمد. هم چنین با توجه به بررسی 

اثر عوامل مداخله گر بر روی راندمان استخراج دیازینون 
در حضور آفت کش های دیگر مانند آترازین، مالاتیون و 
کلرپیرفوس، با به دست آمدن راندمان استخراج دیازینون 
بیش از 95% در حضور عوامل مزاحم، می توان نتیجه 
گرفت که این روش قابلیت گزینش پذیری سم مورد نظر 

را در حضور آفت کش ها دیگر دارد.

در نتیجه، روش بهینه سازی شده در این مطالعه 
می تواند یک روش بسیار پرکاربرد با راندمان استخراج 

بالا برای سم دیازینون از نمونه ادرار محسوب شود.

   پیشنهادها
با توجه به نتایج و هم چنین نکاتی که در طول 
انجام مطالعه با آن برخورد شد و با در نظر گرفتن سایر 
تحقیقات صورت گرفته، پیشنهاداتی مطرح می گردد 
که می تواند جهت بررسی در مطالعات دیگر مد نظر 

قرار گیرد:
- بررسی به کارگیری روش توسعه یافته در این مطالعه 

در استخراج آفت کش های دیگر
نمونه  آماده سازی  از روش  استفاده  قابلیت  بررسی   -
بهینه سازی شده در استخراج آفت کش ها در سایر 

نمونه های بیولوژکی مانند خون یا پلاسما
- روش بهینه سازی شده حاضر قابلیت این امر را دارد 
که به عنوان مرحله پیش آماده سازی برای روش های 
برای  بنابراین  شود.  استفاده  نمونه  سازی  آماده  دیگر 
نمونه هایی که عوامل مزاحم زیادی دارند می توان قبل 
از انجام روش های گران قیمت، از این روش آماده سازی 

به عنوان مرحله پیش آماده سازی استفاده کرد.

   تشکر و قدردانی
 9223491001 شماره  با  تحقیقاتی  طرح  این 
علوم  دانشگاه  پژوهشی  محترم  معاونت  تصویب  به 
و  تقدیر  وسیله  بدین  که  رسیده  تهران  پزشکی 
تشکر می گردد. هم چنین از گروه محترم مهندسی 
علوم  دانشگاه  بهداشت  دانشکده  ای  حرفه  بهداشت 
پزشکی تهران که تمامی امکانات آزمایش گاه عوامل 
و  تشکر  گذاشتند،  این طرح  اختیار  در  را  شیمیایی 

قدردانی می گردد.
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Abstract
Introduction: Measurement of pesticides in biological matrices is become a serious challenge for researchers due to 
their very low concentration in different matrices. The aim of this study was to develop a new sample preparation 
method with high accuracy and validity and short retention time for determination of diazinon.

Material and Method: Dispersive liquid-liquid micro-extraction technique coupled with high performance liquid 
chromatography equipped with ultra violet detector was developed for trace extraction and determination of 
diazinon pesticide in human urine samples. One variable at a time method was used to optimize parameters 
affecting the diazinon extraction. Different parameters such as extraction solvent, disperser solvent, and volume of 
the extraction solvent, volume of the disperser solvent, centrifugation time and speed, salt addition, and sample pH 
were studied and optimized.

Result: Findings showed that optimal levels of these variables for diazinon pesticide were 150 μl of carbon 
tetrachloride as extraction solvent, 1.5 ml of methanol as dispersive solvent, pH of 6, 5 minutes centrifuge time 
at speed of 4000 rpm , 0% (w/v) salt addition. Correlation coefficient was 0.9965 indicating the linearity of a wide 
range of concentrations of the toxin. LOD and LOQ was calculated less than 0.7 and 5 µg L-1 respectively. The 
relative standard deviation for six replicate experiments in intra-day and inter-day at tree selected concentrations 
(50, 200 and 1000 µg L-1) was less than 4% that indicates the accuracy and precision of the optimized method. 
Enrichment factor and extraction recovery for diazinon were 245 and 99% respectively.

Conclusion: According to the results, dispersive liquid-liquid micro-extraction procedure was successfully 
developed for the extraction of diazinon from human urine samples. Compared to other extraction techniques, 
the proposed procedure had some advantages such as shorter extraction time, better reproducibility, and higher 
enrichment factor.

Key words: Diazinon, Dispersive Liquid–Liquid Micro-Extraction, Urine, HPLC
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