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 )OCPS( چکیده: در این مقاله از روش ساده و کارآمد میکرواستخراج مایع- مایع پخشی برای استخراج و پیش تغلیظ همزمان سموم آلی کلردار
در نمونه آب رودخانه با دستگاه کروماتوگرافی یونش شعله استفاده شده است. اثر عامل های مؤثر بر میکرواستخراج مانند نوع و حجم حلال های پخشی 
و استخراجی و حجم نمونه آب موردبررسی قرارگرفته و بهینه شده است. مخلوطی از استون به عنوان حلال پخشی و هگزان نرمال و تولوئن )1:1( 
به عنوان حلال استخراجی، به محلول آب داخل لوله تزریق و با تشکیل محلول ابری، سموم به فاز آلی انتقال یافته و به بالای ستون رسیدند. درنهایت 
پس از استخراج و پاک سازی 1 میکرو لیتر از نمونه به دست  آمده به دستگاه کروماتوگرافی گازی با شناساگر یونش شعله تزریق شده و با استفاده از 
منحنی درجه بندی محلول های استاندارد، تعیین مقدار شدند. بازیابی نسبی در گستره 89/8 تا 98/6 درصد محاسبه شده است. حد تشخیص و حد تعیین 
مقدار روش به ترتیب در گستره 0/8 تا 1/5 و 3 تا 4/1 میکروگرم بر لیتر به دست آمد. نتایج نشان داد که روش میکرو استخراج مایع- مایع پخشی 

همراه با GC-FID روشی با عملکرد ساده، سرعت زیاد، و درصد بازیابی بالاست.

واژه های کلیدی: میکرواستخراج مایع- مایع پخشی، سموم آلی کلردار )OCPS(، کروماتوگرافی گازی یونش شعله

مقدمه
آفت کش ها با توجه به ساختار شیمیایی آن ها به انواع آلی کلردار، 
گروه بندی  غیره  و  تریازین  علف کش ها،  کاربامات ها،  فسفردار،  آلی 
دهه  دو  در  گسترده  به طور   1)OCPS( کلره  آلی  سموم  می شوند. 
گذشته برای مبارزه با آفات در کشاورزی، صنعت و حتی برای مقابله 
با بیماری هایی مانند مالاریا استفاده شده است. ویژگی های فیزیکی 

و شیمیایی مخصوص این ترکیب ها آن ها را در برابر تخریب زیستی 
بسیار مقاوم کرده و به همین دلیل آن ها بسیار پایدار هستند. با توجه به 
این طیف گسترده از توزیع و تجزیه زیستی دشوار، این ترکیب ها یک 
تهدید جدی برای بهداشت عمومی است ]OCPS .]1 ممکن است 
به عنوان شبه هورمون رفتار کنند و سبب بر هم خوردن سامانه غدد 
درون ریز در حیات وحش، انسان و موجودات آبزی شوند. آسیب عصبی، 

e-asghari@tabrizu.ac.ir 

1. Organochlorine pesticides               
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بیماری پارکینسون، نقایص هنگام تولد، بیماری تنفسی، سرطان سینه، 
رشد جنسی زودرس، تغییرات رفتاری، اختلال در سامانه ایمنی بدن و 
کاهش تعداد اسپرم به برهم خوردگی غدد درون ریز مرتبط شده اند. این 
ترکیبات در درجه اول از طریق فراورده های کشاورزی، بارش، انتقال 
جوی، فاضلاب، نفوذ و فرسایش خاک، هم چنین در اثر پراکندگی 
پس از افشاندن آفت کش ها، نشت تصادفی و کاربرد مستقیم آن ها 
در زمین هایی که نزدیک سامانه های آبی واقع شده و یا زمانی که 
در رودخانه ها و حوضچه ها برای کشتن ماهی ها به مصرف می رسند، 
وارد محیط زیست آبی می شوند؛ بنابراین، نظارت و ردیابی بر سطح 
اثر OCPS در مواد غذایی و آب هنوز هم برای حفاظت از سلامت و 

کنترل محیط زیست لازم است ]2[.
از آن جایی که مقدار این سموم در بافت نمونه ها ممکن است در حد 
تشخیص دستگاه نباشد، آماده سازی، شامل استخراج و تغلیظ پیش از 
تزریق آن به دستگاه، نقش مهمی در تعیین و اندازه گیری این ترکیبات 
دارد  ]3[. به دلیل پایداری، تجمع آسان و سمیت بالا این ترکیبات، 
برای تشخیص و ردیابی غلظت OCPS در محیط، توسط پژوهشگران 
روش های متفاوتی توسعه یافته اند. در بسیاری از این روش ها، نمونه ها 
 ]4[ ،1)LLE( نیاز به آماده سازی دارند. برای مثال، استخراج مایع- مایع
استخراج فاز جامد )SPE(2 و میکرواستخراج فاز جامد )SPME(3 که 
 LLE هرکدام معایبی دارند از جمله این روش ها هستند ]5[. روش
وقت گیر و خسته کننده است و نیاز به مقدارهای زیادی از حلال های 
آلی گران قیمت و به طور عمده سمّی دارد. در روش SPE نسبت به 
LLE مقدار بسیار کمتری حلال استفاده می شود، اما نیاز به آماده سازی 

ستون داشته و یک روش به نسبت گران قیمت هستند. راهکار دیگر 
استفاده از روش میکرواستخراج فاز جامد SPME است که برای تعیین 
 SPME ترکیب های آلی به کار گرفته شده است. ]6[ با این وجود
مشکلاتی از جمله هزینه بالا، شکنندگی و کاهش کارایی فاز جامد 
آن با گذشت زمان دارد ]7[. در سال های اخیر میکرواستخراج فاز مایع 
)LPME(4 به عنوان جانشینی کارآمد برای روش های سنتی معرفی 

شده است ]8[.
بودن  بالا  که  است  استخراج تک مرحله ای  روش  LPME یک 

نسبت حجم نمونه به حلال استخراجی منجر به افزایش تغلیظ آنالیت 
موردنظر می شود. LPME روشی سریع، آسان و ارزان است و نیاز 
به مقدار بسیار اندکی حلال آلی دارد. از LPME بر اساس فاز جامد 
قطره  با  میکرواستخراج  فوقانی،  فضای  میکرواستخراج  ستون،  در 
شناور مستقیم و LPME با جامد سازی قطره شناور برای استخراج 
و پیش تغلیظ ترکیب های آلی به کار گرفته شده است. با این وجود، 
این روش ها، دارای مشکلاتی مانند زمان استخراج طولانی، ناپایداری 
میکروقطره و در بعضی موارد دقت پایین هستند ]9[. افزون بر این 
روش ها، روش میکرواستخراج مایع- مایع پخشی )DLLME(5 بر 
پایه گسترش سطح تماس بین دو فاز مایع پیشنهاد شده که یک 
روش استخراج سریع و آسان است. با اعمال این راه کار ساده مرحله 
سانتریفوژ که یک مرحله وقت گیر در استخراج است، حذف می شود 
هم چنین امکان استفاده از حلال های با چگالی کمتر از آب به عنوان 

حلال استخراج کننده فراهم می شود ]10[.
برای اندازه گیری ترکیب های کلردار در محیط های آبی به طورمعمول 
از روش های کارتریج های فاز جامد، سوکسیله و روش میکرواستخراج 
مایع مایع پراکنده استفاده شده که در این روش ها حلال های کلردار و 
سنگین تر از آب به کار گرفته شده اند ]11 تا 13[. در پژوهش های انجام 
شده تاکنون، از حلال های سبک تر از آب استفاده نشده است. در یک 
پژوهش از کارتریج فاز جامد برای بررسی مقدار سموم آلی کلردار در آب 
رودخانه ها استفاده شده است ]11[. در پژوهشی دیگر روش سوکسیله 
برای استخراج این سموم از آب رودخانه موردبررسی قرار گرفته ]12[ 
و در پژوهش هایی دیگر از روش میکرواستخراج مایع مایع پراکنده 
 برای استخراج ترکیب های کلردار از نمونه های آب ]2[ و عسل ]13[

استفاده شده است.
تعیین  در   GC با  همراه   DLLME روش  به کارگیری 
آلی  آفت کش   ،)PAHs( حلقه ای  چند  آروماتیک  هیدروکربن های 
فسفردار )OPPs(، کلروبنزن، کلروفنل ها، تری هالومتان )هالومتان ها(، 
فنول فرار، علف کش تریازین، فتالات استر، داروهای ضدافسردگی، بی 
فنیل ها )PCBs( آفت کش آلی گوگرددار، علف کش آمید، کاپتان و 

کاپتافول موفق بوده است ]2، 14 و 15[.

شناسایی سموم آلی کلردار در نمونه های آب رودخانه به روش ... 

1. Liquid–liquid extraction (LLE)                       2. Solid phase extraction (SPE)                        3. Solid phase micro extraction (SPME)      
4. Liquid phase microextraction (LPME)                      5. Dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME)
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در این پژوهش بهینه سازی حالت ویژه ای از روش DLLME برای 
استخراج 11 سم آلی کلردار از نمونه های آب که به سختی استخراج 
می شوند، ارایه شده است. شناسایی سموم با دستگاه کروماتوگرافی 
گازی یونش شعله )GC-FID(1 انجام شده است. عامل های استخراج 
DLLME )حجم و نوع حلال استخراجی و پخشی و حجم نمونه 

آب( بهینه سازی و سپس برای شناسایی سموم آلی کلردار در نمونه های 
آب آلایش یافته ، یون زدایی شده و نمونه های آب رودخانه به کار 

گرفته شده است.

بخش تجربی
مواد و روش ها

همه مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش شامل تولوئن، 
هگزان نرمال، استون از درجه خلوص تجزیه ای برخوردار بوده و از 
شرکت مِرک آلمان تهیه شده و بدون آماده سازی قبلی مورداستفاده 
قرار گرفتند. محلول استاندارد مادر شامل مخلوط 11 سم آلی کلردار 
 heptachlor, aldrin, heptachlor epoxide, endosulfanβ,

 dieldrin, endrin, endosulfan α, ketone, endrin

 endosulfan sulfate, methoxychlor, endrin aldehyde

شدند.  خریداری  آلدریچ  سیگما  شرکت  از   200 µg/ml غلظت  با 
محلول های استاندارد در غلظت های 0/6، 0/8، 1، 1/2 و 1/4 به صورت 
تازه تهیه و در دمای 4 درجه سانتی گراد نگه داری شد. پشم شیشه و 
سدیم سولفات بدون آب و پودر سیلیکاژل با مش 100 از شرکت مِرک 

آلمان تهیه شده است.
رودخانه  از  آب  نمونه های  موردنظر،  روش  کارایی  بررسی  برای 
در  در ظروف شیشه ای  و  جمع آوری  )گیلان(  بندرانزلی  سوسرروگا 

دمای 4 درجه سانتی گراد نگه داری شدند.
شناسایی و اندازه گیری بقایای سموم آلی کلره در نمونه ها به وسیله 
دستگاه کروماتوگرافی گازی Alignment آمریکا مجهز به ستون 
و   0/25  mm داخلی  قطر  متر،   30 طول  به   DB-35 کاپیلاری 
 )GC-FID( 0/25 و مجهز به آشکارساز یونش شعله μm ضخامت
انجام شد. دماهای محل تزریق و شناساگر به ترتیب 200 و 300 درجه 

سانتی گراد تنظیم شد و با برنامه دمایی به صورت دمای ابتدایی 120 
درجه سانتی گراد )به مدت 1 دقیقه نگه داشته شد( و با شیب افزایش 
دمایی به مقدار 8/5 درجه در دقیقه به دمای 300 درجه سانتی گراد رسید 
و به مدت 3 دقیقه ثابت نگه داشته شد ]16[. شناسایی سموم از طریق 
زمان بازداری و غلظت ترکیب های آلی موجود در نمونه ها از طریق 
رسم منحنی درجه بندی بر اساس سطح زیر پیک )شکل 1( به عنوان 
پاسخ تجزیه ای برای محاسبه غلظت استفاده شده است. هلیم خالص 
 99/9999 درصد، به عنوان گاز حامل با سرعت خطی ثابت 35 سانتی متر
در ثانیه استفاده شده و زمان کل برای یک اجرا 35 دقیقه بوده است.

1 µg/ml در غلظت OCPS شکل 1  کروماتوگرام استاندارد سموم

چگونگی انجام فرایند میکرواستخراج
سامانه میکرواستخراج بسیار ساده بوده و تنها نیازمند به یک ستون 
شیشه ای بلند و باریک از جنس پیرکس با ابعاد 5 میلی متر در 130 

اصغری کلجاهی و همکاران

1. Gas chromatography Flame ionization detection (GC FID)                  2. Solid phase extraction (SPE)                        3. Soli extrE)      
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به عنوان واحد استخراج کننده و یک سرنگ شیشه ای 5  سانتی متر 
میلی لیتری برای تزریق مخلوط استخراج کننده/ پخشی بوده است؛ که 
انتهای این لوله با یک سپتوم پلاستیکی مسدود شده است )شکل 2(. 
در ابتدا حجم مشخصی از آب یون زدایی شده )19 میلی لیتر( در درون 
لوله ریخته شده، سپس مخلوط حلال استخراجی و پخشی که حاوی 
2/5 میلی لیتر استون )حلال پخشی( و 0/5 میلی لیتر هگزان نرمال/

تولوئن 1:1 )حلال استخراجی( است، با سرنگ شیشه ای از طریق 
سپتوم لاستیکی تعبیه شده در قسمت پایینی لوله، در مدت زمان 30 
ثانیه به داخل محلول آبی تزریق شد. بلافاصله پس از تزریق محلولی 
ابری شامل قطرات بسیار ریز حلال استخراجی در قسمت پایینی لوله 
باریک شکل گرفته و استون به سرعت در آب حل شده و قطرات بسیار 
ریز حلال استخراج کننده به دلیل چگالی کمتر از آب، به سمت بالای 

لوله حرکت نموده و در طول حرکت قطرات ریز حلال ترکیب های 
آلی کلردار به درون آن استخراج شدند. در عرض کمتر از دو دقیقه 
به تقریب تمامی قطرات به بالای لوله رسیده و به صورت یک فاز آلی در 
سطح محلول آبی ظاهر شدند. سرانجام فاز آلی تجمع یافته که حاوی 
ترکیب های کلردار بوده با سرنگ شیشه ای جداشده و برای جذب آب 
از سدیم سولفات بدون آب و برای پاک سازی، از ستون حاوی 1 گرم 
سیلیکاژل آماده شده عبور داده شده و درنهایت مقدار 1 میکرولیتر با 
سرنگ برداشته و به دستگاه GC-FID تزریق شد. خلاصه مراحل 

میکرواستخراج در شکل 2 نشان داده شده است.

نتیجه ها و بحث
به منظور به دست آوردن بیشترین بازده استخراج، عامل های تجربی 

شکل 2 مراحل فرایند میکرو استخراج مایع مایع پراکنده در لوله بلندقابل شارژ

شناسایی سموم آلی کلردار در نمونه های آب رودخانه به روش ... 
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مهمی که می توانند قابلیت استخراج مؤثر را داشته باشند مانند نوع و 
حجم حلال استخراجی و پخشی، حجم نمونه آب و غیره، به طور دقیق 
موردبررسی قرار گرفتند. برای ساده سازی مراحل بهینه سازی، از روش 
تک متغیری که در آن تمام متغیرها به جز متغیر موردبررسی ثابت 
بوده است، استفاده شده است. برای این منظور، یک سری آزمایش ها 
طراحی شده و غلظت ترکیب های آلی کلردار برای بررسی کارایی 
استخراج و تعیین بهترین شرایط مورداستفاده قرار گرفته است. تمام 
بهینه سازی ها بر روی نمونه آبی حاوی 0/8 میکروگرم بر میلی لیتر 
سموم آلی کلردار انجام گرفته و هر آزمایش حداقل 3 بار تکرار شده 

است.

بهینه سازی شرایط استخراج
 به منظور بهینه سازی متغیرهای متفاوت، نمونه های آب یون زدایی 
شده با مخلوط ترکیب ها آفت کش در غلظت های متفاوت آلایش شد. 
نخستین گام در روش بهینه سازی انتخاب حلال استخراج مناسب 
است. حلال ها بر اساس چگالی کمتر نسبت به آب، قابلیت استخراج 
ترکیبات هدف و رفتار کروماتوگرافی مناسب انتخاب شدند. دی اتیل 
اتر، هگزان نرمال و تولوئن به عنوان فاز پذیرنده با قابلیت مناسب مورد 

آزمایش قرار گرفتند.

 انتخاب حلال استخراجی
فرایند  در  زیادی  اهمیت  مناسب  استخراجی  حلال  انتخاب 
DLLME دارد. حلال استخراجی مناسب برای این روش باید دارای 

حلالیت پایین در آب، چگالی کمتر از آب و توانایی استخراج بالای 
آنالیت های موردنظر باشد ]17[. افزون بر این ویژگی ها، میزان سمیت 
پایین و رفتار کروماتوگرافی مناسب )پیک حلال با پیک آنالیت هم 
پوشانی نکند، حلال به راحتی از ستون کروماتوگرافی خارج شده و 
بهترین جداسازی اجزا فراهم شود( از دیگر ویژگی های مطلوب برای 

حلال استخراجی هستند ]5 و 10[.
در این پژوهش، برای انتخاب حلال استخراجی مناسب، در شرایط 
یکسان، حلال های متفاوتی موردبررسی قرار گرفتند که از بین آن ها 2 
حلال هگزان نرمال و تولوئن به دلیل تکرارپذیری، کارایی استخراجی 

بهتر، انتخاب و با هم مقایسه شدند. بدین منظور 0/5 میلی لیتر از هر 
حلال به صورت جداگانه به همراه 2/5 میلی لیتر استون )حلال پخشی( 
برای استخراج 19 میلی لیتر از نمونه آب آلوده شده به کار گرفته شد. 
بر اساس نتیجه های آزمایش، بازده استخراج ترکیب های آلی کلردار با 
ترکیب حلال هگزان نرمال و تولوئن به نسبت 1:1 بالاتر از بقیه بود. 
علت این موضوع را می توان ضریب توزیع بالاتر ترکیب های موردنظر 
در این حلال دانست، افزون بر این، حلالیت هگزان نرمال در آب 
نسبت به سایر حلال ها کمتر است. بنابراین، در ادامه پژوهش، این 

ترکیب به عنوان حلال استخراجی استفاده شده است.

انتخاب حلال پخشی
در فرایند DLLME حلال پخشی باید هم در حلال استخراجی 
فاز آلی و هم در محلول نمونه فاز آبی قابل امتزاج باشد. لازم است 
که حلال استخراجی به صورت قطرات بسیار ریز در حلال آبی پراکنده 
شود تا سطح تماس زیادی بین دو فاز به وجود آید و به این ترتیب 
امکان مهاجرت سریع آنالیت ها از محیط آبی به فاز آلی فراهم شود 
می یابد  تحقق  مناسب  پخشی  از حلال  استفاده  با  شرایط  این  که 
]18,19,20[. بنابراین حلال های متداول استون، متانول و اتانول مورد 
 DLLME آزمون قرار گرفتند. اثر این حلال ها بر روی بازده استخراج
با استفاده از 2/5 میلی لیتر از هر حلال به همراه 0/5 میلی لیتر تولوئن/

هگزان نرمال 1:1 موردبررسی قرار گرفت، با توجه به نتایج بیشترین 
بازده استخراج با استفاده از استون به عنوان حلال پخشی به دست آمد 

)شکل 3(؛ بنابراین، استون برای آزمایش های بعدی انتخاب شد.

 
 

شکل 3  اثر نوع حلال پخشی بر بازده استخراج ترکیب های OCPS به دست  آمده 
از کروماتوگرافی

 heptachlor aldrin heptachlor epoxideendosulfan αDieldrin endrin endosulfan βEndrin aldehyde
اتانول 12.74 10.9 13.88 14.77 24.73 10.32 13.51 23.93

استون 30.22 38.29 38.74 36.7 60.8 26.46 27.04 55.21
متانول 10.2 18.45 16.27 20.8 13.2 12.3 21.6 20.47
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اثر حجم حلال استخراجی
حجم حلال استخراجی استفاده شده می تواند بر حجم فاز آلی 
جمع آوری شده در بالای محلول آبی، تکرارپذیری نتیجه ها و بازده 
استخراج مؤثر باشد، لذا حجم حلال استخراجی در گستره 400 تا 
700 میکرولیتر از هگزان نرمال و تولوئن مورد مطالعه قرار گرفت. 
افزایش حجم  با  4 مشاهده می شود،  در شکل  که  همان طوری 
حلال استخراجی از 400 تا 500 میکرولیتر، سطح زیر پیک که 
معیاری از غلظت است، افزایش یافته و در حجم های بالاتر از 500 
میکرولیتر سطح زیر پیک ها در کروماتوگرام با کاهش مواجه شده 
است. از این رو تصمیم گرفته شد تا در تمام آزمایش های بعدی 
حجم 500 میکرولیتر هگزان نرمال و تولوئن به عنوان حجم بهینه 

حلال استخراجی مورداستفاده قرار گیرد.

 

 heptachlor aldrin heptachlor epoxideendosulfan αDieldrin endrin endosulfan β
400 19.37 15.76 21.35 21.69 35.96 15.3 27.73
500 30.22 38.29 38.74 36.7 60.8 26.46 27.04
600 12.47 10.9 13.88 14.77 24.73 14.1 16.41
700 4.2 13.5 15.2 18.84 18.31 10.4 9.36
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شکل 4  اثر حجم حلال استخراجی بر بازده استخراج ترکیب های OCPS به دست 
 آمده از کروماتوگرافی

اثر حجم حلال پخشی
در  باید  از عامل های مهم است که  حجم حلال پخشی یکی 
DLLME در نظر گرفته شود. تغییر حجم حلال پخشی می تواند 

منجر به تغییراتی از جمله تغییر در حجم فاز آلی جمع آوری شده، 
اندازه قطرات و قطبیت فاز آبی شود. تمامی این عامل ها بر بازده 
میکرواستخراج مؤثرند، از این رو بررسی و بهینه سازی اثر حجم 
حجم های  منظور،  این  برای   ]5[ است.  ضروری  پخشی  حلال 
متفاوتی از استون 1800 تا 2800 میکرولیتر، حاوی 500 میکرو 
لیتر هگزان نرمال و تولوئن )حلال استخراجی( مورد آزمایش قرار 
 DLLME گرفتند. در حجم های کمتر از 2000 میکرو لیتر، فرایند

به خوبی اجرا نمی شد. همان طور که در شکل 5 مشاهده می شود 
با افزایش حجم حلال پخشی از 2000 تا 2500 میکرولیتر علامت 
تجزیه ای افزایش یافت و پس از آن کاهش علائم مشاهده می شود. 
پخشی،  حلال  حجم  افزایش  با  که  است  آن  موضوع  این  دلیل 
انجام  بهتر  نمونه  آبی  محیط  در  استخراجی  حلال  پخش  عمل 
شده و منجر به افزایش بازده استخراج و در نتیجه افزایش علامت 
تجزیه ای می شود. از طرف دیگر وقتی حجم حلال پخشی از یک 
محلول  آب  در  استخراجی  حلال  از  مقداری  می رود،  بالاتر  حد 
در  بنابراین،  می یابد.  کاهش  استخراج  بازده  نتیجه  در  و  می شود 
ادامه پژوهش، 2500 میکرولیتر استون به عنوان حجم بهینه حلال 

پخشی مورداستفاده قرار گرفته است.
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شکل 5  اثر حجم حلال پخشی بر بازده استخراج ترکیبات OCPS به دست  آمده 

از کروماتوگرافی

 
بهینه سازی حجم نمونه

طول  افزایش  با  استخراج،  کارایی  بر  نمونه  حجم  افزایش  اثر 
ستون در گستره 70 تا 130 سانتیمتر، ضمن ثابت نگه داشتن قطر 
نشان  نتیجه ها  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  میلی متر   5 لوله  داخلی 
دادند که با افزایش طول ستون حاوی نمونه، حساسیت اندازه گیری 
زیادتر  استخراج  کارایی  نتیجه  در  و  یافته  افزایش  پیوسته  به طور 
می شد. لازم به ذکر است که ستون هایی با طول بزرگ تر از 130 
سانتی متر، به دلیل مشکلات جابه جایی بررسی نشد. بنابراین، در 
 5 داخلی  قطر  و  سانتی متر   130 طول  با  ستون  پژوهش،  ادامه 
میلی متر که گنجایش 19 میلی لیتر از حجم نمونه آب را داشت، 

شناسایی سموم آلی کلردار در نمونه های آب رودخانه به روش ... 
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مورداستفاده قرار گرفته است.

pH اثر
با توجه به پژوهش های مشابه انجام شده بر روی تأثیر pH بر کارایی 
 روش استخراج میکرواستخراج مایع مایع پراکنده ]18، 21 و 22[

که نشان داده اند pH معادل 7 بهترین کارایی را در فرایند استخراج 
داشته و با توجه به ژئوشیمی ترکیب های کلردار ]23[ که بیانگر 
این واقعیت است، کاهش و افزایش pH محیط تأثیر به سزایی در 
تجزیه و تخریب سموم کلردار داشته و درنهایت با در نظر گرفتن 
نظر  از  تجزیه شده  و  نمونه برداری  منطقه  نکته که آب های  این 
 pH خنثی بودند. بنابراین، در ادامه این کار پژوهشی تنظیم pH

محلول لازم نبود.

عامل های تجزیه ای روش میکرو استخراج پیشنهادی
پیشنهادی،  میکرواستخراج  روش  اعتبار  میزان  بررسی  برای   
عامل های تجزیه ای مانند حد تشخیص و حد تعیین مقدار، مقدار 

بازیابی نسبی، تکرارپذیری و گستره دینامیکی مورد مطالعه قرار 
گرفتند )جدول 1(. در رسم منحنی درجه بندی برای روش فوق، 
محلول های استاندارد در گستره غلظتی 0/6 تا 1/4 میکروگرم بر 
میلی لیتر ساخته شد، سپس در شرایط بهینه شده میکرواستخراج، 
درنهایت  و  این محلول ها صورت گرفت  بر روی  استخراج  عمل 
توسط دستگاه کروماتوگرافی گازی مجهز به شناساگر یونش شعله 
اندازه گیری شده است. در جدول 2 کارایی روش استخراج پیشنهادی 
با سایر روش ها مقایسه شده است. گستره خطی منحنی درجه بندی 
میکروگرم  1/4 تا   0/6 گستره  در  کلردار  آلی  ترکیب های   برای 

بر میلی لیتر با ضریب همبستگی 0/961 تا 0/994 دیده شد.

اندازه گیری نمونه های حقیقی
برای بررسی کارایی روش DLLME ارایه شده، از این روش 
بهینه سازی شده برای استخراج ترکیب های OCPS از نمونه های 
 GC-FID آب رودخانه سوسرروگا بندرانزلی )گیلان( و تجزیه با
در  موجود  آلی  ترکیبات  و  سموم  شناسایی  است.  شده  استفاده 

 اػتخشاج ػُٕ ٔیىشٚاػتخشاج، ؿذٜ تٟیٙٝ ؿشایظ دس ؿذ، ػپغ ػاختٝ ِیتش ٔیّی تش ٔیىشٌٚشْ 4/1 تا 6/0 غّظتی ٌؼتشٜ اػتا٘ذاسد دس
ٜ ؿذ ٌیشی ا٘ذاصٜ ؿؼّٝ ؾٌاصی ٔدٟض تٝ ؿٙاػاٌش یٛ٘ وشٚٔاتٌٛشافی دػتٍاٜ تٛػظ دسٟ٘ایت ٚ ٌشفت كٛست ٞا ٔحَّٛ ایٗ سٚی تش

 تشای تٙذی دسخٝ ٔٙحٙی خغی ٌؼتشٜ. اػت ؿذٜٔمایؼٝ  اٞ سٚؽتا ػایش  واسایی سٚؽ اػتخشاج پیـٟٙادی 2دس خذَٚ . اػت
 .دیذٜ ؿذ 994/0تا  961/0 یٕٞثؼتٍ ضشیة تا ِیتش تش ٔیّی ٔیىشٌٚشْ 4/1 تا 6/0 ٌٜؼتش دس داسآِی وّشٞای  تشویة

 
 ّای آب رٍدخاًِ در ًوًَِ دارآلی کلردر لَلِ تلٌذ ترای استخراج سوَم  DLLMEارقام ضایستگی رٍش   1جذٍل 

 یتآًال
 اًحراف 

  یًسثاستاًذارد  
 درصذ()

 هٌحٌیگسترُ خطی 
  تٌذی درجِ

لیتر( هیکرٍگرم تر هیلی)  

 ضریة ّوثستگی 
در گسترُ خطی 

تٌذی درجِهٌحٌی   

فاکتَر 
 تغلیظ

 حذ تؼییي هقذار
 )هیکرٍگرم تر لیتر(

 LOQ1 

 حذ تطخیص 
 )هیکرٍگرم در لیتر(

LOD2 

Heptachlor 3/5 4/1-6/0 993/0 581 3/3 9/0 

Aldrin 6/4 4/1-6/0 961/0 581 7/3 4/1 
Heptachlor 

epoxide 0/5 4/1-6/0 978/0 581 2/3 1/1 

Endosulfan α 4/4 4/1-6/0 975/0 581 3/3 0/1 

Dieldrin 6/4 4/1-6/0 981/0 581 8/3 2/1 

Endrin 5/4 4/1-6/0 966/0 581 1/4 5/1 
Endosulfan β 8/4 4/1-6/0 989/0 581 5/3 2/1 

Endrin aldehyde 3/5 4/1-6/0 977/0 581 6/3 2/1 
Methoxychlor 9/5 4/1-6/0 982/0 581 2/3 9/0 

Endosulfan sulfate 1/7 4/1-6/0 985/0 185 7/3 3/1 
Endrin ketone 2/4 4/1-6/0 994/0 185 0/3 8/0 

1. Limit of quantification for a S/N = 10 
2. Limit of detection for a S/N = 3 

 
 دیگرّای  ِ تا رٍشدر هقایس دارآلی کلرهقایسِ کارایی رٍش پیطٌْادی ترای استخراج ترکیثات   2جذٍل 

 استخراجیحلال  قذاره زهاى استخراج رٍش استخراج
هیلی لیتر()  

درصذ 
 هرجغ تازیاتی

DLLME سٚؽ پیـٟٙادی 98 تا 93 3 دلیمٝ 3 دس ِِٛٝ تاسیه 
DLLME 10 ٝ[13ٚ  8، 2] 93 تا 88 12 دلیم 

MAE 10 [21] 95 تا 80 30 دلیمٝ 30 تا 
SPME 2 [24] 82 تا 60 11 ػاػت 
 [25] 90 تا 70 ٔیّی ِیتش 500 ػاػت 48 تا 24 ّٝػٛوؼی

 
 
 
 
 ٞای حمیمی ٌیشی ٕ٘ٛ٘ٝ ا٘ذاصٜ -3-9

ٞای آب  اص ٕ٘ٛ٘ٝ OCPSٞای  ػاصی ؿذٜ تشای اػتخشاج تشویة ، اص ایٗ سٚؽ تٟیٙٝؿذٜ اسائٝ DLLMEواسایی سٚؽ تشای تشسػی 
ی ٞا ٔٛخٛد دس ٕ٘ٛ٘ٝ یثات آِویػْٕٛ ٚ تش ییؿٙاػا. اػت ٜاػتفادٜ ؿذ GC-FID تا تدضیٌٝیلاٖ( ٚ ) یتٙذسا٘ضِسٚدخا٘ٝ ػٛػشسٌٚا 

ٔحاػثٝ  یای تشا ػٙٛاٖ پاػخ تدضیٝ تٝخاسخی  اػتا٘ذاسد یهش پیٕ٘ٛ٘ٝ تٝ ػغح ص یهش پیػغح ص تٙذی دسخٝٔٙحٙی  سػٓ ساٜاص  ٚالؼی
ٜ ٝ ٔحَّٛ اػتا٘ذاسد ٔحاػثٝ ؿذٞای حمیمی ٚ ٕ٘ٛ٘ ای دس ٕ٘ٛ٘ٝ كٛست ٘ؼثت پاػخ تدضیٝ . تاصیاتی ٘ؼثی تٜٝ اػتغّظت اػتفادٜ ؿذ

ٞای  ، ٕ٘ٛ٘ٝتؼتشتٝ ٕٞیٗ دِیُ تشای تشسػی تأثیش  .اػت داسآِی وّشٞای آب سٚدخا٘ٝ ٘ـاٖ داد وٝ فالذ تشویثات  . ٘تایح تشای ٕ٘ٛ٘ٝاػت

                                                             
1 Limit of quantification for a S/N = 10 
2 Limit of detection for a S/N = 3 

جدول 1  ارقام شایستگی روش DLLME در لوله بلند برای استخراج سموم آلی کلردار در نمونه های آب رودخانه

اصغری کلجاهی و همکاران



20
سال نهم، شماره 4، زمستان 94 )JARC( نشریه پژوهش های کاربردی در شیمی

پیک  زیر  راه رسم منحنی درجه بندی سطح  از  واقعی  نمونه های 
نمونه به سطح زیر پیک استاندارد خارجی به عنوان پاسخ تجزیه ای 
برای محاسبه غلظت استفاده شده است. بازیابی نسبی به صورت 
محلول  نمونه  و  حقیقی  نمونه های  در  تجزیه ای  پاسخ  نسبت 
آب  نمونه های  برای  نتیجه هایی  است.  شده  محاسبه  استاندارد 
به همین  است.  کلردار  آلی  ترکیبات  فاقد  که  داد  نشان  رودخانه 
دلیل برای بررسی تأثیر بستر، نمونه های آب رودخانه با استاندارد 
سپس  و  یافته  آلایش   0/6  µg/ml غلظت  با  کلردار  آلی  سموم 
نتیجه های  است.  پذیرفته  آن ها صورت  روی  بر  استخراج  فرایند 
به دست  آمده در جدول 3 ارایه شده است. بازیابی خوبی در دامنه 

93/1 تا 98/6 درصد به دست  آمده که نشان از اثر اندک بافت نمونه 
بر کارایی روش DLLME پیشنهادی دارد.

 نتیجه گیری
پخشی  مایع  مایع-  میکرواستخراج  جدید  روش  مقاله  این  در 
استخراج  و  تغلیظ  پیش  برای  باریک  ستون  یک  در   )DLLME(
مقادیر بسیار کم ترکیب های آلی کلردار در نمونه های آب به صورت 
برای  شده  زمان صرف  است.  شده  معرفی  و  استفاده  موفقیت آمیز 
آماده سازی نمونه بدون تأثیر مخرب بر حساسیت روش، حداقل مقدار 
ممکن است. افزون بر این، از مصرف بیش از اندازه حلال های آلی 

 اػتخشاج ػُٕ ٔیىشٚاػتخشاج، ؿذٜ تٟیٙٝ ؿشایظ دس ؿذ، ػپغ ػاختٝ ِیتش ٔیّی تش ٔیىشٌٚشْ 4/1 تا 6/0 غّظتی ٌؼتشٜ اػتا٘ذاسد دس
ٜ ؿذ ٌیشی ا٘ذاصٜ ؿؼّٝ ؾٌاصی ٔدٟض تٝ ؿٙاػاٌش یٛ٘ وشٚٔاتٌٛشافی دػتٍاٜ تٛػظ دسٟ٘ایت ٚ ٌشفت كٛست ٞا ٔحَّٛ ایٗ سٚی تش

 تشای تٙذی دسخٝ ٔٙحٙی خغی ٌؼتشٜ. اػت ؿذٜٔمایؼٝ  اٞ سٚؽتا ػایش  واسایی سٚؽ اػتخشاج پیـٟٙادی 2دس خذَٚ . اػت
 .دیذٜ ؿذ 994/0تا  961/0 یٕٞثؼتٍ ضشیة تا ِیتش تش ٔیّی ٔیىشٌٚشْ 4/1 تا 6/0 ٌٜؼتش دس داسآِی وّشٞای  تشویة

 
 ّای آب رٍدخاًِ در ًوًَِ دارآلی کلردر لَلِ تلٌذ ترای استخراج سوَم  DLLMEارقام ضایستگی رٍش   1جذٍل 

 یتآًال
 اًحراف 

  یًسثاستاًذارد  
 درصذ()

 هٌحٌیگسترُ خطی 
  تٌذی درجِ

لیتر( هیکرٍگرم تر هیلی)  

 ضریة ّوثستگی 
در گسترُ خطی 

تٌذی درجِهٌحٌی   

فاکتَر 
 تغلیظ

 حذ تؼییي هقذار
 )هیکرٍگرم تر لیتر(

 LOQ1 

 حذ تطخیص 
 )هیکرٍگرم در لیتر(

LOD2 

Heptachlor 3/5 4/1-6/0 993/0 581 3/3 9/0 

Aldrin 6/4 4/1-6/0 961/0 581 7/3 4/1 
Heptachlor 

epoxide 0/5 4/1-6/0 978/0 581 2/3 1/1 

Endosulfan α 4/4 4/1-6/0 975/0 581 3/3 0/1 

Dieldrin 6/4 4/1-6/0 981/0 581 8/3 2/1 

Endrin 5/4 4/1-6/0 966/0 581 1/4 5/1 
Endosulfan β 8/4 4/1-6/0 989/0 581 5/3 2/1 

Endrin aldehyde 3/5 4/1-6/0 977/0 581 6/3 2/1 
Methoxychlor 9/5 4/1-6/0 982/0 581 2/3 9/0 

Endosulfan sulfate 1/7 4/1-6/0 985/0 185 7/3 3/1 
Endrin ketone 2/4 4/1-6/0 994/0 185 0/3 8/0 

1. Limit of quantification for a S/N = 10 
2. Limit of detection for a S/N = 3 

 
 دیگرّای  ِ تا رٍشدر هقایس دارآلی کلرهقایسِ کارایی رٍش پیطٌْادی ترای استخراج ترکیثات   2جذٍل 

 استخراجیحلال  قذاره زهاى استخراج رٍش استخراج
هیلی لیتر()  

درصذ 
 هرجغ تازیاتی

DLLME سٚؽ پیـٟٙادی 98 تا 93 3 دلیمٝ 3 دس ِِٛٝ تاسیه 
DLLME 10 ٝ[13ٚ  8، 2] 93 تا 88 12 دلیم 

MAE 10 [21] 95 تا 80 30 دلیمٝ 30 تا 

SPME 2 [24] 82 تا 60 11 ػاػت 
 [25] 90 تا 70 ٔیّی ِیتش 500 ػاػت 48 تا 24 ّٝػٛوؼی

 
 
 
 
 ٞای حمیمی ٌیشی ٕ٘ٛ٘ٝ ا٘ذاصٜ -3-9

ٞای آب  اص ٕ٘ٛ٘ٝ OCPSٞای  ػاصی ؿذٜ تشای اػتخشاج تشویة ، اص ایٗ سٚؽ تٟیٙٝؿذٜ اسائٝ DLLMEواسایی سٚؽ تشای تشسػی 
ی ٞا ٔٛخٛد دس ٕ٘ٛ٘ٝ یثات آِویػْٕٛ ٚ تش ییؿٙاػا. اػت ٜاػتفادٜ ؿذ GC-FID تا تدضیٌٝیلاٖ( ٚ ) یتٙذسا٘ضِسٚدخا٘ٝ ػٛػشسٌٚا 

ٔحاػثٝ  یای تشا ػٙٛاٖ پاػخ تدضیٝ تٝخاسخی  اػتا٘ذاسد یهش پیٕ٘ٛ٘ٝ تٝ ػغح ص یهش پیػغح ص تٙذی دسخٝٔٙحٙی  سػٓ ساٜاص  ٚالؼی
ٜ ٝ ٔحَّٛ اػتا٘ذاسد ٔحاػثٝ ؿذٞای حمیمی ٚ ٕ٘ٛ٘ ای دس ٕ٘ٛ٘ٝ كٛست ٘ؼثت پاػخ تدضیٝ . تاصیاتی ٘ؼثی تٜٝ اػتغّظت اػتفادٜ ؿذ

ٞای  ، ٕ٘ٛ٘ٝتؼتشتٝ ٕٞیٗ دِیُ تشای تشسػی تأثیش  .اػت داسآِی وّشٞای آب سٚدخا٘ٝ ٘ـاٖ داد وٝ فالذ تشویثات  . ٘تایح تشای ٕ٘ٛ٘ٝاػت

                                                             
1 Limit of quantification for a S/N = 10 
2 Limit of detection for a S/N = 3 

جدول 2  مقایسه کارایی روش پیشنهادی برای استخراج ترکیبات آلی کلردار در مقایسه با روش های دیگر

. ٝ اػتكٛست پزیشفتٞا  یٙذ اػتخشاج تش سٚی آٖاآلایؾ یافتٝ ٚ ػپغ فش µg/ml6/0 غّظت داس تاآِی وّشآب سٚدخا٘ٝ تا اػتا٘ذاسد ػْٕٛ 
وٝ ٘ـاٖ اص اثش ا٘ذن  آٔذٜ دػت  تٝدسكذ  6/98تا  1/93اػت. تاصیاتی خٛتی دس دأٙٝ  ؿذٜ اسائٝ 3دس خذَٚ  آٔذٜ دػت  تٝ ٞای ٘تیدٝ

 پیـٟٙادی داسد. DLLMEتافت ٕ٘ٛ٘ٝ تش واسایی سٚؽ 
 

 ّای آب رٍدخاًِ در ًوًَِ داری کلرآلدر لَلِ تلٌذ ترای سوَم  DLLMEرٍش تا  آهذُ دست  تِ ّای ًتیجِ: 3جذٍل 

غلطت هطاّذُ ضذُ   آلی کلرُسوَم 
 ًوًَِ آب رٍدخاًِ در

 غلظت 
 افسٍدُ ضذُ

µg/ml 

 آهذُ دست  تِت غلظ
 پس از آلایص

درصذ 
 یاتیتاز

Heptachlor ND* 6/0 586/0 6/97 
Aldrin ND 6/0 581/0 8/96 

heptachlor epoxide ND 6/0 584/0 3/97 
Endosulfan α ND 6/0 591/0 5/98 

Dieldrin ND 6/0 561/0 5/93 
Endrin ND 6/0 569/0 8/94 

Endosulfan β ND 6/0 0.568 6/94 
Endrin aldehyde ND 6/0 592/0 6/98 
Methoxychlor ND 6/0 561/0 5/93 

Endosulfan sulfate ND 6/0 539/0 8/89 
Endrin ketone ND 6/0 559/0 1/93 

*Not detected 

 
 
 ٌیشی ٘تیدٝ -4
 تؼیاس ٔمادیش اػتخشاج ٚ تغّیظ پیؾ تشای تاسیه ػتٖٛ یه دس (DLLME) پخـی ٔایغ -ٔایغ ٔیىشٚاػتخشاج خذیذ سٚؽ ٔماِٝ ایٗ دس

 ٕ٘ٛ٘ٝ ػاصی آٔادٜ تشای ؿذٜ كشف . صٔاٖاػت ؿذٜ ٔؼشفی اػتفادٜ ٚ آٔیض ٔٛفمیت كٛست تٝآب  ٞای ٕ٘ٛ٘ٝ دس داسآِی وّشٞای  وٓ تشویة

 ٔا٘ٙذ ػٕی آِی ٞای حلاَ ا٘ذاصٜ اص ٔلشف تیؾ اص ایٗ، تش . افضٖٚاػت ٕٔىٗ ٔمذاس حذالُ سٚؽ، حؼاػیت ٔخشب تش تأثیش ٖٚتذ

 حزف تش افضٖٚ تٛاٖ ٔی ؿذٜ، اسائٝ سٚؽ دس DLLME ٔشػْٛ ٞای سٚؽ خلاف تش ،چٙیٗ ٞٓ .اػت ؿذٜ اختٙاب داسوّش آِی ٞای حلاَ

 خغی ٌؼتشٜ خٛب ٚ تـخیق حذ .اػتفادٜ وشد حلاَ اػتخشاخی ػٙٛاٖ تٝ ٘یض آب اص تش ػثه ایٞ حلاَ اص ػا٘تشیفٛط، ٌیش ٚلت ٔشحّٝ

 .آیذ ٔی تٝ دػت سٚؽ ایٗ دس آػا٘ی تٝ تٛدٖ
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سمی مانند حلال های آلی کلردار اجتناب شده است. هم چنین، بر 
ارایه شده، می توان  DLLME در روش  خلاف روش های مرسوم 
سبک تر  حلال های  از  سانتریفوژ،  وقت گیر  مرحله  حذف  بر  افزون 

تشخیص  حد  کرد.  استفاده  استخراجی  حلال  به عنوان  نیز  آب  از 
دست  به  روش  این  در  آسانی  به  بودن  خطی  گستره  و   خوب 

می آید.
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liquid-liquid microextraction in narrow column using gas chromatogra-
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Abstract: The simple and efficient dispersive liquid-liquid microextraction was applied for 
extraction and simultaneous preconcentration of organochlorine pesticides (OCPS) in river water 
samples using chromatography-flame ionization.
The effect of factors controlling the microextraction, such as the type and volume of dispersive and 
extracted solvents and volume of extracted aqueous solution sample were studied and optimized. 
In the optimized qualification, a mixture of acetone as dispersive solvent and n-hexane toluene as 
extraction solvent (1: 1) is injected to water solution in the pipe, where the pesticides are transferred 
into an organicphase and reach the top of the column. Finally, after extraction and cleaning up, 1 ul 
of the prepared sample was injected into gas chromatography with flame ionization detector and 
its amount was determined using the standard solvent calibration curves.
 The relative recovery was from 89.8 to 98.6. The limits of detection and quantification were in the 
range of 0.8 to 1.5 and 3 to 4.1 µg/l, respectively. The results showed that the micro liquid-liquid 
extraction with the GC-FID method is a convenient and fast method with a considerably high 
recovery percentage.

Keywords: Dispersive liquid-liquid microextraction, Organochlorine, Gas chromatography-flame 
ionization
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