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هاي  العاده قوي به صورت گسترده براي کنترل آلودگی کشیِ فوق کشی است که به دلیل فعالیت کرم کش و حشره آمیتراز آفت :سابقه و هدف
) HF-LPME(خالی  هاي تو هدف از این تحقیق تلاش جهت توسعه و معتبرسازي تکنیک استخراج فاز مایع با فیبر. شود بیولوژیک استفاده می

  .باشد هاي عسل می به منظور تعیین مقدار باقیمانده آمیتراز در نمونه
به عنوان روشی ساده، سریع، کم هزینه و حساس براي ) HF-LPME(هاي تو خالی  روش میکرو استخراج فاز مایع با فیبر :هامواد و روش

. اي به کار برده شد هاي عسل به وسیله دستگاه کروماتوگرافی گازي مجهز به آشکار ساز یونیزاسیون شعله کش آمیتراز در نمونه گیري آفت اندازه
  .خراج و درصد نمک کلرید سدیم مطالعه و بهینه شدندمحلول، سرعت همزدن، زمان است pHنوع حلال استخراج کننده، : اثر پنج فاکتور تجربی

گستره خطی روش ). p=05/0(آنالیز واریانس نشان داد که درصد نمک و سرعت هم زدن بیشترین تأثیر را روي میزان استخراج دارند  :هایافته
در آب به % 14انحراف استاندارد نسبی کمتر از و  9901/0لیتر با ضریب همبستگی برابر با  نانوگرم بر میلی 1000تا  20در محیط عسل بین 

  .لیتر به دست آمد نانوگرم بر میلی 10حد تشخیص  = S/N 3و همچنین بر پایه  75  فاکتور تغلیظ. دست آمد
این روش به  ،عسل  آمیتراز در نمونهگیري  براي اندازه HF-LPMEبا استفاده از روش %) 90بالاتر از (با توجه به درصد بازیابی بالا  :گیري نتیجه

  .گردد عنوان روشی ساده، سریع و حساس پیشنهاد می
  هاي تو خالی، طراحی آرایه اورتوگونال، نمونه عسل آمیتراز، میکرو استخراج فاز مایع با فیبر :واژگان کلیدي

  مقدمه 
ــراز  ــت )Amitraz(آمیت ــد،    ، آف ــانواده فرمامی ــی از خ کش

اي دارد و به  کشی فوق العاده کشی است که فعالیت کرم حشره
هاي تولید شده به وسـیله   صورت گسترده براي کنترل آلودگی

هـاي عسـل بـه کـار بـرده       در کنـدو  Jacobsoni Varroaکرم 
کشی است که بـراي کنتـرل    کش و کنه آمیتراز حشره. شود می

. رود بوتی، مینوز برگ و سپرداران به کار مـی کنه قرمز تار عنک
هـاي بـرگ    این سم در پنبه علیه کرم پنبه، مگس سفید و کرم

خوار و در حیوانات براي کنترل سـاس، کنـه، شـپش و دیگـر     
  . شود آفات حیوانی به کار برده می

. رسـد  آمیتراز در ایران با نام تجاري میتاك به فـروش مـی  
. و نسبت به گرما مقاوم است این سم خاصیت خورندگی ندارد

رسد اشعه ماوراء بنفش تأثیر اندکی بر پایـداري آن   به نظر می

در صورتی که آمیتراز به مدت طولانی در شـرایط  . داشته باشد
از آمیتـراز  . مرطوب نگهداري شود به آرامی تجزیه خواهد شـد 

. دار و مرکبات نیز استفاده شده اسـت  براي کرم درختان خزان
ــین ا ــراي    همچن ــوان جــایگزینی ب ــه عن ــت ز آن ب ــش  آف ک
coumaphosکش ارگانو فسفاته، براي از بین بـردن کنـه    ، آفت

آمیتـراز و محصـول   . روي حیوانات بـه کـار بـرده شـده اسـت     
بـه عنـوان مـواد    ) DMA(دي متیل آنیلین  4-2هیدرولیز آن 

به علت اسـتفاده از آمیتـراز در   ). 1، 2(شوند  سمی شناخته می
عسل، این امر منجر به حضـور مقـادیر باقیمانـده در    هاي  کندو

مطابق با استاندارد آژانس اروپایی براي ارزیـابی  . شود عسل می
براي ) MRL(اکثر میزان باقیمانده مجاز  محصولات پزشکی حد

]  200در عسـل   DMAهاي آن شـامل   آمیتراز و تمام متابولیت
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 ٦٨

دلیـل  بـه همـین   ). 3(باشـد   میکرو گرم بر کیلو گرم عسل می
آنالیز باقیمانده آمیتراز در عسل مورد توجه ویـژه قـرار گرفتـه    

ها با آمیتراز زمـانی   ها و جویبار آلودگی رودخانه). 4-18(است 
افتد که حیواناتی که تازه تحـت تـأثیر آمیتـراز قـرار      اتفاق می

و یا عبور از رودخانه یا جویبار وارد  اند براي نوشیدن آب گرفته
هـا، خـالی کـردن     دیگر براي آلـودگی آب  منبع. آب می شوند

هاي حاوي آمیتراز در محیط زیست است که براي تحت  خمره
تأثیر قرار دادن حیوانات با این سم به کـار بـرده شـده بودنـد     

)12.(  
هاي مختلف عموماً بـا   استخراج و جداسازي آمیتراز از بافت

 ، استخراج)9، 17(مایع  -استخراج آن به صورت استخراج مایع
، 11(، میکرو استخراج با فـاز جامـد   )10، 18(هاي جامد  با فاز

گیــرد ، همچنــین اخیــراً بــه روش میکــرو   صــورت مــی) 5، 8
  . انجام شده است) 6(استخراج با حلال از فضاي فوقانی 

وسیله دستگاه ه ب گیري آمیتراز استخراج شده معمولاً اندازه
 TSDون اي همچ ـ هـاي ویـژه   کروماتوگرافی گـازي بـا دتکتـور   

)Thermionic specific detector) (11 ،6( اســـپکترومتري ،
صورت گرفته ) 9(و یا با دتکتور ربایش الکترونی ) 5، 8(جرمی 

همچنین با دستگاه کروماتوگرافی مایع با دتکتـور آرایـه   . است
  .گیري آمیتراز انجام شده است نیز اندازه) 10(دي  دیو

ــدف ــام ه ــراي   از انج ــلاش ب ــق، ت ــن تحقی ــعه و  ای توس
هـاي تـو    معتبرسازي تکنیک میکرو استخراج فازمایع بـا فیبـر  

ــالی   HF-LPME )Hollow Fiber-Liquid Phaseخــ

Microextraction ( که کاربرد گسترده اي به دلیل مزایاي ویژه
-29(آن همچون پاکسازي بالا در میکرواستخراج داشته است 

هـاي   نمونـه  سازي و تعیین مقـدار آمیتـراز در    براي کمی، )19
روش تاگوشی نیز به عنوان روش . عسل و آب انجام شده است

  . سازي در استخراج آمیتراز مورد ارزیابی قرار گرفته است بهینه
به علت سادگی و قیمـت کـم تجهیـزات مـورد نیـاز بـراي       
استخراج، فیبر تو خالی بعد هر استخراج به منظور حـذف اثـر   

ایـن امـر موجـب    . ته شودتواند دور انداخ حافظه و آلودگی می
. شـود  بهبود فوق العاده تکرارپـذیري و تکثیرپـذیري روش مـی   

ــن روش   بنــابراین، بــدون اســتفاده از اســتاندارد داخلــی در ای
همچنـین، در  . هاي خوبی دست یافـت  توان به تکرارپذیري می

توانند نقش صافی را نیز داشته  این تکنیک استخراج فیبرها می
اثرات بافت نمونـه و بـه دسـت آوردن    باشند و منجر به حذف 

روش تاگوشـی بـه عنـوان    . هاي بسیار تمیز شـوند  کروماتوگرام
هـاي   روش بهینه سازي مزایایی از قبیل کاهش تعداد آزمـایش 

کنش میـان   لازم براي رسیدن به شرایط بهینه و مطالعه برهم

در یـک زمـان معرفـی    متغیـر  فاکتورها را نسبت به روش یک 
 کند می

  هاو روش مواد  
و % 98آمیتـراز بـا درجـه خلـوص بیشـتر از       :ها و مواد معرف
آندکانول، دي هگزیل اتر و دودکان  -1اکتانول،  -1هاي  حلال

نیتریل با درجه خلـوص   استو . خریداري شد Merckاز شرکت 
HPLC-grade  از شرکتAldrich محلـول پایـه   . خریداري شد

ر در استو نیتریل تهیـه  گرم بر لیت میلی 1000آمیتراز با غلظت 
هـاي پایـه از    دیگـر محلـول  . نگهداري شد ºC4شد و در دماي 
سازي  گرم بر لیتر با رقیق میلی 10و  100هاي  آمیتراز با غلظت

هاي اسـتانداردي   محلول. محلول اولیه در استونیتریل تهیه شد
شـد قبـل از اسـتخراج بـا رقیـق       که استخراج از آنها انجام می

. تهیـه شـدند   ،ي پایـه در آب دو بـار تقطیـر   هـا  سازي محلول
قطـر  : مشخصات فیبـر ( Q 3/2خالی پلی پروپیلنی  هاي تو فیبر

متـر و   میکـرو  200متر، ضخامت دیواره فیبر  میکرو 600داخلی 
خریـداري   Membranaاز شـرکت  ) متـر  میکرو 2/0اندازه منافذ 

با قرار . سانتیمتري بریده شد 5/1خالی به قطعات  فیبر تو. شد
ها تمیز شده و قبل از استفاده  دادن این قطعات در استون فیبر

  .خشک شدند
آنالیز آمیتراز با استفاده از دستگاه کرومـاتوگرافی   :ها دستگاه

ــدل  ــازي م ــرکت  7890گ ــاز   Agilentش ــه آشکارس ــز ب مجه
هـاي کرومـاتوگرافی بـا     داده. اي انجـام شـد   یونیزاسیون شـعله 

هـاي   جداسـازي . ثبـت و آنـالیز شـد    Chem stationافـزار   نـرم 
 HP5ي  گرافی با سـتون مـویین سـیلیکاي ذوب شـده     کروماتو

متـر   میکرو 25/0متر قطر داخلی و  میکرو 32/0متر طول،  30(
انجـام   Agilentه از شـرکت  خریداري شد) ضخامت فلیم مایع

دقیقـه   2آون : دماي آون به این صورت برنامه ریزي شـد . شد
شد سپس دماي آون با شـیب   نگه داشته می ºC120در دماي 

ºC40  بر دقیقه تا دمايºC280 6شـد و بـه مـدت     رسانده می 
دمـاي محفظـه تزریـق و    . شد دقیقه در این دما نگه داشته می

محفظه . گراد بود درجه سانتی 280 و 260ساز به ترتیب  آشکار
بـه   5:1نسـبت   غیر انشعابی در مد انشعابی بـا / تزریق انشعابی

بـه  ) لیتـر بـر دقیقـه    میلـی  2(جریان ثابتی از هلـیم  . کار رفت
بـا اسـتفاده از یـک سیسـتم     . عنوان گاز حامل به کار برده شد

، ژنراتور 2381هوا مدل  -ژنراتور نیتروژن(ژنراتور چند منظوره 
بـراي  ) ، ایتالیـا Claind، ساخت شـرکت  2200هیدروژن مدل 

هـاي ثـابتی از هیـدروژن، هـوا و نیتـروژن بـراي        تولید جریان
همـزن  . اي اسـتفاده شـد   سیستم آشکارساز یونیزاسیون شـعله 

بـراي همـزدن   ) IKA, Germany(مغناطیسـی چنـد جایگاهـه    
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ا ب pHهاي  گیري اندازه. همزمان چند محلول نمونه استفاده شد
  .انجام شد) WTW Inolab )Weilhen, Germanyدستگاه 

سازي متغیرهـاي مـؤثر در اسـتخراج    بهینه : طراحی آزمایش
و درصـد    pHآمیتراز از جمله زمان استخراج، سرعت همـزدن، 

نمک به منظور کسـب شـرایط بهینـه، بـه کمـک روش آرایـه       
سطح مختلف بـراي هـر متغیـر     4اورتوگونال طراحی شده در 

  ). 1جدول (پذیرفت انجام 
  HF-LPMEگیـري هاي معتبرسازي روش انـدازه آزمون

بــه منظــور رســم منحنــی : گیــري آمیتــرازبــراي انــدازه
آبــی  ي خطــی روش، محلــولکالیبراســیون و تعیــین گســتره

نانوگرم بر گرم مـورد   1000تا  20ي غلظتی آمیتراز در گستره
 6روش، با انجام انحراف استاندارد نسبی . استفاده قرار گرفتند

ي عسل که میـزان آمیتـراز   آزمایش تکراري با استفاده از نمونه
. بود، تحت شـرایط بهینـه انجـام پـذیرفت     ng g-1 100در آن 

ي عسـل کـه   محاسبه درصد بازیافت روش با استفاده از نمونـه 
ــت  ــه 50و  ng g -1100 غلظ ــراز ب ــورت  از آمیت ــه ص   آن ب

 ــ    تشــخیصحــد  .ددســتی اضــافه شــده بــود محاســبه گردی
  (Limit of detection)   بر اسـاسS/N 3  گیـري  انـدازه حـد  و 

(Limit of quantification) بر پایه S/N 10 محاسبه شد .  
: هـاي عسـل   روش استخراج و آنالیز آمیتراز در نمونه

مول بر لیتر سدیم استات  01/0یک گرم از نمونه عسل با بافر 
لیتر رسـانده شـد و مقـادیر     میلی 10به حجم   6برابر با  pHبا 

 12به یک ظرف نمونـه  . شد spikeمشخصی از آمیتراز به آنها 
قـرار  ) mm × 14 mm 4(لیتري که داخل آن یک مگنـت   میلی

بـه داخـل سـرنگ    ) آندکانول-1(حلال آلی . داشت منتقل شد
لی به خا فیبر تو. کشیده شد و نوك سرنگ وارد کانال فیبر شد

ثانیه داخل آندکانول قرار گرفت تا منافذ فیبر کـاملا   10مدت 
بار فـرو کـردن فیبـر در آب     5سپس، با . با حلال آلی پر شود

سـپس بـا   . مقطر، اضافی حلال آلی از سطح فیبر شسـته شـد  
فشار دادن آرام پلانگر سرنگ فاز آلی داخل سـرنگ بـه فیبـر    

تـه فیبـر بـا    . رج شـد منتقل شد و اضافی آن از انتهاي فیبر خا
استفاده از یک تکه فویل آلومینیوم مسدود شد و بعد آن فیبـر  

فیلم  داخل محلول نمونه قرار گرفت و سر ظرف نمونه نیز با پارا
بعـد از یـک زمـان مشـخص،     . پوشانده شد و همزن روشن شد

همزن خاموش شده و میکرو سرنگ حاوي فیبر از ظرف نمونه 
جدا شـد و بـا    HPLCر از ته سرنگ سرانجام، فیب. برداشته شد

لیتر از فاز  میکرو GC ،2لیتري  میکرو 10استفاده از یک سرنگ 
بود برداشته و به محفظـه   0/3 ± 2/0استخراجی که حجم آن 

  .، تزریق شدGCتزریق 
  

 هایافته  
دو  HF-LPMEبراي ارزیـابی روش  شده ها شناسایی  متغیر

هاي عسـل و   فازي توصیف شده براي استخراج آمیتراز از نمونه
اثـر غلظـت   ، نوع حـلال اسـتخراج کننـده    :عبارت بودند از آب

NaCl  ،اثــر ســرعت همــزدن ،pH اثــر زمــان ، محلــول نمونــه
 استخراج

روي میزان  زیادينوع حلال استخراج کننده اثر  از آنجا که
، ایـن  پوشـاند  مـی ها را  غیراثر سایر مت استخراج دارد و احتمالاً

عامل به صورت جداگانه و به روش یکی در یـک زمـان بهینـه    
ها با استفاده از روش طراحی آزمایش تاگوشی  سایر پارامتر. شد

گرم بر لیتر از آمیتراز در مراحل  میلی 2/0محلول . بهینه شدند
هـا در آب مقطـر    سـازي  بهینه سازي به کار برده شـد و بهینـه  

ها در این کار بر پایه سطح زیر  تمام کمی سازي .صورت گرفت
  .پیک آمیتراز انجام شد

انتخـاب حـلال آلـی    : انتخاب نوع حلال استخراج کننـده 
. بسیار تأثیر گذار خواهـد بـود   HF-LPMEمناسب براي روش 

معیار انتخاب براي یک حلال آلی که گزینه مناسبی باشد این 
و بـه آسـانی در منافـذ    باید سازگار با فیبر باشـد  ) 1(است که 
حـلال آلـی بایـد غیـر     ) 2(پروپیلنی نگه داشته شود،  فیبر پلی

قابل امتزاج با آب باشد تا میزان هدر رفتن حـلال بـه حـداقل    
حلال آلی باید رفتار کروماتوگرافی خـوبی داشـته   ) 3(برسد و 

 -1اکتـانول،   -1هـاي   هـا، حـلال    با ارزیابی ایـن فـاکتور  . باشد
دکان براي بررسی مفید بودن آنها  گزیل اتر و دوه آندکانول، دي
نتایج مربوط به بررسـی نـوع حـلال اسـتخراج     . آزمایش شدند

. نشان داده شـده اسـت   1کننده بر راندمان استخراج در شکل 
 -1بیشترین راندمان اسـتخراج زمـانی بـه دسـت آمـد کـه از       

  .آندکانول به عنوان حلال استخراج کننده استفاده شد
  

  سازي نوع حلال استخراج کننده بهینه .1شکل  
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 ٧٠

سازي عوامل مؤثر بر اسـتخراج آمیتـراز بـا    نتایج بهینه
در این مطالعـه  : استفاده از روش طراحی آرایه اورتوگونال

آمیتراز بـه   HF-LPMEروش تاگوشی براي بهینه سازي روش 
هـاي طراحـی    این روش طراحی آزمایش از روش. کار برده شد

هاي اورتوگونال بـراي   است که در آن از آرایه فاکتوریال جزئی
ها در یک سري از ترکیبات آزمایشی به کار  دنبال کردن فاکتور

هـاي   شود و نتایج به دست آمـده بـا اسـتفاده از روش    برده می
اخیراً، چندین کاربرد از این . توانند آنالیز شوند ریاضی رایج می

ات کامـل  توصیف بـا جزیی ـ ). 30-32(روش گزارش شده است 
براي ). 33(طراحی آرایه اورتوگونال در مرجع آورده شده است 

هـاي   طراحی دو یا سه سطحی، توجه زیادي در انتخاب سـطح 
سـطح هـر فـاکتور، بـه عنـوان مقـداري       (هر فاکتور نیاز است 

توانـد بـه خـود     تجربی که هر فاکتور براي انجام آزمـایش مـی  
براي طراحی چهـار سـطحی،   ). شود تعریف می اختصاص دهد،

تر اسـت و کمتـر منجـر بـه      انتخاب سطوح بسیار ساده  فرآیند
بنابراین یک طـرح چهـار سـطحی    . شود نتایج گمراه کننده می

دهـد   شود و نشان مـی  منجر به نمایش با جزئیات بیشتري می
هـا تحـت تـأثیر     که چگونه تابع پاسخ با تغییر در سطوح متغیر

هـاي طراحـی آرایـه اورتوگونـال      نتـایج آزمـایش  . گیرد یقرار م
)OAD ( با روش آنالیز واریانس)ANOVA ( و یا آنالیز مشاهده

گیرد  صورت می) شود که آنالیز گستره نیز نامیده می(مستقیم 
هاي مختلـف روي تـابع    ، اثرات فاکتورANOVAدر ). 34، 35(

ه مقـادیر  هاي مختلف با محاسب پاسخ و برهمکنش میان فاکتور
F-ratio )و درصد مشارکت هـر فـاکتور   ) ها نسبت واریانسPC 

)Percentage contribution(  ــی ــابی م ــود ارزی ــالیز . ش در آن
هـاي   هـاي فـاکتور   ها در مقابـل سـطح   مشاهده مستقیم، پاسخ

مختلف به صـورت مسـتقیم و از روي منحنـی خـط شکسـته      
)Broken line plot ( هایی کـه   تورفاک. توانند مشاهده شوند می

دهنـد،   ثیـر قـرار مـی    داري خروجـی را تحـت تـأ    به طور معنی
و آنالیز مشاهده  ANOVAتوانند با استفاده از هر دو روش  می

است که بـه ایـن    لازم. هاي تجربی به دست آیند مستقیم داده
 OADنکته توجه شود که با انتخاب دقیق فاکتورها، استفاده از 

توانـد   تحت تأثیر قـرار دهـد مـی    که کیفیت نتایج را بدون این
معادلات به کار برده شده بـراي  . تر کند روش آزمایشی را ساده

محاسبه مربع حاصل جمع ها، میانگین مربعات، درجه آزادي و 
در مراجع ذکـر شـده اسـت     قبلاً ANOVAدر روش  Fمقادیر 

)34.(  

بـه منظـور   ) 44(ي چهـار سـطحی    طراحی چهـار متغیـره  
آمیتراز تأثیر دارند،  HF-LPMEهاي زیر که روي  ارزیابی متغیر

محلـول نمونـه، سـرعت همـزدن، زمـان       pH: به کار برده شـد 
بـه منظـور تخمـین بهتـرین شـرایط      . NaClاستخراج و درصد 

) OA16(براي استخراج آمیتراز، مطابق با طراحی صورت گرفته 
. ه صـورت گرفـت  آزمایش براي رسـیدن بـه شـرایط بهین ـ    16

. گزارش شده اسـت  1ها به همراه سطوح آنها در جدول  فاکتور
براي افزایش دقت و تکرار پـذیري فرآینـد بهینـه سـازي، هـر      

بنابراین براي به دست آوردن شرایط . آزمایش دو بار تکرار شد
مقادیر میانگین سطح . آزمایش انجام شد 32بهینه در مجموع 

هـاي   در هر سطح مطابق با آزمـایش ها  ها براي فاکتور زیر پیک
ها بـراي   براي مثال، سطح زیر پیک. صورت گرفته محاسبه شد

بود به عنـوان مقـادیر    4محلول برابر  pHآزمایش که در آن  4
. بررسی شد) هر آزمایش یک تکرار داشت(آزمایش  8میانگین 

آشـکار  ) pHمثـل  (مقادیر میـانگین چهـار سـطح هـر فـاکتور      
راندمان استخراج وقتی که سطح هر فاکتور  کنند که چگونه می

میانگین سـطح زیـر    3شکل . کند، تغییر خواهد کرد تغییر می
هـاي مطالعـه شـده     ها را به عنوان تابعی از سطوح فاکتور پیک

  . دهد نشان می
  

آرایه اورتوگونال طراحی شده براي بهینه سازي روش  .1جدول 
HF-LPME  

  نمک%
(w/v) 

  زمان استخراج
 )دقیقه(

  سرعت همزدن
(rpm) 

pH شماره آزمون 

0 10 200 4 1 
5 20 500 4 2 
10 30 800 4 3 
15 45 1000 4 4 
10 20 200 6 5 
15 10 500 6 6 
0 45 800 6 7 
5 30 1000  6 8 
15 30 200 8 9 
10 45 500 8 10 
5 10 800 8 11 
0 20 1000 8 12 
5 45 200 10 13 
0 30 500 10 14 
15 20 800 10 15 
10 10 1000 10 16 
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  ارزیابی شده روي تابع پاسخ  هاي اثر سطوح مختلف پارامتر .2شکل 

  
  

، مقـادیر بهینـه   )3شـکل  (مطابق با نتایج به دسـت آمـده   
آمیتراز به ایـن   HF-LPMEهاي انتخاب شده براي روش  متغیر

تنظـیم شـود، سـرعت     6نمونه بایـد روي   pHصورت است که 
دقیقـه و   45دور بر دقیقه باشد، زمان استخراج  1000همزدن 

  .نمک نباید به محلول اضافه شود
 2بـراي مـدل انتخـاب شـده در جـدول       ANOVAنتایج  

نشان داده شده است این جدول پس از بـه اشـتراك گذاشـتن    
جزئیات . استخراج با خطا به دست آمده استو زمان  pH سهم 

کامل نحوه محاسبه مقادیر میانگین و آنالیز واریانس نتـایج در  
  ).  34(هاي قبلی به طور کامل گزارش شده است  کار

ي  اثر قدرت یونی محلـول نمونـه در گسـتره   : اثر قدرت یونی
نتایج . درصد وزنی حجمی سدیم کلراید بررسی شد 15تا  صفر

ي معکـوس میـان مقـدار آمیتـراز      هد که یک رابطهد نشان می
  ). 2شکل (استخراج شده و غلظت نمک وجود دارد 

همزدن محلول نقش مهمـی در افـزایش   : اثر سرعت همزدن
رو اثر ایـن   از این. انتقال جرم و افزایش راندمان استخراج دارد

. مورد بررسی قرار گرفـت  rpm 1000تا  200عامل در گستره 
  .نمایش داده شده است 2نتایج در شکل 

  
هـاي آبـی    محلـول  pHآمیتـراز در کـل بـازه     :محلول pHاثر 

هاي اسـیدي   ناپایدار است ولی سرعت هیدرولیز آن در محلول
بـراي بررسـی   . هیدرولیز آن بسیار سریعتر اسـت ) pH < 2در (
روي استخراج آمیتراز، مطابق با سطوح انتخاب شده در  pHر اث

با اضافه  10و  8، 6، 4هاي  pHهایی با  طراحی آزمایش، محلول
.هـاي سـود یـا اسـید کلریـدریک تنظـیم شـد        کردن محلـول 

 
  HF-LPMEبراي بهینه سازي روش  ANOVAجدول  .2جدول 

PC%c Pure sum of squares F-ratiob واریانس Sum of squares DOFa فاکتور 

- - pooled - 74/3256 - pH نمونه حلال  

 سرعت همزدن 3 35/14595 12/4865 117/267 69/11 04/30

 
 - pooled - 53/3128 - زمان استخراج 

 درصد نمک 3 67/19435 56/6478 533/930 57/15 93/40

 خطا 25 44/10400 02/416   03/29

 کل 31 46/44431    100

a Degrees of freedom 
b F critical (3, 25; 0.05) = 2.99 
c Percent contribution 
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 ٧٢

نشـان داده   2اثر زمان استخراج در شکل : اثر زمان استخراج
تـوان دیـد بـا افـزایش زمـان       همان گونـه کـه مـی   . شده است

هـاي اسـتخراج افـزایش     دقیقـه رانـدمان   45تا  10استخراج از 
دقیقـه   45بر پایه نتایج به دست آمده، زمان استخراج . یابد می

 . به عنوان زمان استخراج بهینه براي ادامه کار انتخاب شد
-نتایج حاصل از معتبـر : HF-LPMEشایستگی روش  ارقام

و همچنین مقایسـه ایـن    3در جدول  HF-LPME سازي روش
  .استنشان داده شده  4ها در جدول نتایج با سایر روش

  

به منظور ارزیابی : هاي عسلغلظت آمیتراز در انواع نمونه
ي مختلــف از ســوپر  نمونــه 10کــارایی روش پیشــنهادي،  

 HF-LPMEهران تهیه گردید و تحت فرآیند هاي شهر ت مارکت
 مقادیر میانگین یافت شده از آمیتراز. بار تکرار قرار گرفتند 3با 

در  نتایج حاصل از این بررسـی  .گزارش شد هاموجود در نمونه
صحت روش با استفاده از همچنین . آورده شده است 5جدول 

بی مـورد  هاي انتخـا به نمونهآمیتراز  مقدار مشخص اضافه شده
  ).3شکل (بررسی و ارزیابی قرار گرفت 

 ارقام شایستگی روش پیشنهاد شده براي بافت عسل .3جدول
R2 رنج خطی % درصد استخراج  (µg mL-1) حدتشخیص %تکرارپذیري فاکتور تغلیظ (µg mL-1) ماتریکس 

 عسل 01/0 14> 75 02/0-1 3 9906/0

  
 گیري آمیتراز هاي بکار رفته براي اندازه روش سایرمقایسه روش پیشنهاد شده با  .4 جدول

تکرارپذیري منبع
% 

  رنج خطی
 (µg mL-1) 

  حدتشخیص
    (ng mL-1) 

 سراسر زمان آنالیز مرحله هیدرولیز
 )دقیقه(

  ماتریکس روش استخراج سیستم شناسایی

 عسل GC-TSD HSME 60< دارد 10 03/0-10 10 6
 موم  GC-ECD LLE 60< دارد 8 - 15> 9
 پلاسما GC-TSD SPME 60< ندارد - 02/0-4/0 15> 11
 عسل GC-MS SPME 60> ندارد 6 - 11> 5
 موم GC-ITD SPME 60> دارد 1 001/0-50 12> 8
 عسل HPLC-DAD LLE 60< ندارد 1.5 - 5> 10

 14> کار فعلی
 

02/0-1. 
 

10 
 

 عسل GC-FID HF-LPME 60> ندارد
 

  

  
  .لیتر آمیتراز گرم بر میلی نانو d (250و  spike ،b (20 ،c (100بدون ) a. 1براي نمونه عسل  GCکروماتوگرام  .3شکل 
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  بحث  
  بیشترین راندمان اسـتخراج زمـانی بـه دسـت آمـد کـه از       

. عنوان حـلال اسـتخراج کننـده اسـتفاده شـد     آندکانول به  -1
دلیل این کـه ایـن حـلال کـارایی اسـتخراج بهتـري را نشـان        

تواند به علت امتزاج پذیري بسیار کمتر این حـلال   دهد، می می
هـاي   هاي چرخش بـالا و زمـان   بنابراین در سرعت. با آب باشد

از . شـود  استخراج طولانی میزان هدر رفـتن حـلال کمتـر مـی    
ر، این حـلال بـه علـت داشـتن گـروه هیدروکسـیل       طرف دیگ

توانایی تشکیل پیوند هیدروژنی با آمیتراز را دارد که ایـن امـر   
  .افزاید نیز به افزایش راندمان استخراج با این حلال می

بر پایه نتـایج بـه دسـت آمـده در آنـالیز واریـانس اولیـه،        
و زمان استخراج کمتـر از   pHمشاهده شد که درصد مشارکت 

به عبارت دیگر تغییر ایجاد شده  باشد صد مشارکت خطا میدر
در سطوح مختلف این فاکتورها تاثیر معناداري بـر روي پاسـخ   

توانند با خطـا   ها می بنابراین، درصد مشارکت این فاکتور. ندارد
  محاسبه شده Fمقایسه مقادیر ). 34(به اشتراك گذاشته شود 

براي هر ( 3ا درجه آزادي براي هر فاکتور با مقدار بحرانی آن ب
نشــان % 95در ســطح اطمینــان ) بــراي خطــا( 19و ) فــاکتور

محلـول و زمـان    pHدهد که درصد نمک، سرعت همزدن،  می
ــتخراج اثــر معنــی   ــتخراج آمیتــراز دارنــد    اس داري روي اس

)Fcalculated>Fcritical .(     درصد نمـک و سـرعت همـزدن بیشـترین
بعد از به اشـتراك گـذاري    .تأثیر را روي میزان استخراج دارند

محلــول و زمــان اسـتخراج بــا خطــا، درصــد   pHهــاي  فـاکتور 
درصـد   30و  9/40و سرعت همزدن به ترتیب  NaClمشارکت 

  .به دست آمد
درصـد نمـک بیشـترین تـاثیر را بـر روي       این موضوع کـه 

نیز در استخراج  راندمان استخراج دارد، پدیده اي است که قبلاً
آنها ). 11(مشاهده شده است  SPMEقیم آمیتراز با روش مست

اند که نمک ممکن است در محلـول بـا آنالیـت از     اظهار داشته
یـون بـر    -هاي الکتروستاتیکی یا تشکیل زوج طریق برهمکنش

همکنش کند که این پدیده توانایی آمیتراز را براي حرکـت بـه   
از طرف دیگر با افزایش غلظت نمـک،  . دهد فاز آلی کاهش می

یابد و سـنتیک انتقـال جـرم در     ته محلول افزایش میویسکوزی
یابد کـه ایـن عامـل     فاز مشترك فیبر با محلول آبی کاهش می

ــی   ــتخراج شــده م ــت اس ــاهش آنالی ــث ک ــابراین . شــود باع بن
  .هاي بعدي بدون اضافه کردن نمک انجام شد آزمایش

HF-LPME  دو فازي بر پایه توزیع آنالیت میان دو فاز آبی
   نظریــه بــازداري جــرم حــل شــونده     . دباشـ ـ و آلــی مــی 

)Penetration theory of mass of solute( دهـد کـه    نشان می
ضریب انتقال جرم از فاز آبی به آلی با افزایش سرعت همـزدن  

بنابراین آشفتگی در محلول نمونه، انتقال جرم . یابد افزایش می

بخشـد و در نتیجـه    حل شونده از فاز آبی به آلی را بهبود مـی 
. تر حاصـل شـود   تواند سریع هاي آبی و آلی می ادل میان فازتع

. یابـد  راندمان استخراج با افزایش سرعت همزدن افـزایش مـی  
دور بر دقیقه، ماکزیمم سرعت  1000بنابراین، سرعت همزدن 

هاي بعدي به  همزدن قابل دسترس براي همزن، براي آزمایش
  .کار برده شد

راندمان اسـتخراج بـراي   pH =6دهد که در  نتایج نشان می
ــدار را دارد ــراز بیشــترین مق ــایین،   pHدر . آمیت ــالا و پ ــاي ب ه

هـاي   راندمان استخراج به علـت هیـدرولیز آمیتـراز در محلـول    
ایـن نتـایج تطـابق خـوبی بـا      . یابد اسیدي و قلیایی کاهش می
در این ). 13-15(باشد  هاي قبلی می نتایج به دست آمده از کار

روي پایـداري آمیتـراز بـه ایـن نتیجـه       pHاثر ها با بررسی  کار
گیري آمیتراز به تنهایی زمانی امکـان پـذیر    اند که اندازه رسیده

خنثی یا اسیدي ضعیف رقیق شود  pHاست که نمونه با آبی با 
بنـابراین،  . که آمیتراز بیشترین پایداري را در ایـن حالـت دارد  

بـر لیتـر    مـول  01/0نمونه با محلـول   pHهاي بعدي  براي کار
  .تنظیم شدpH  = 6سدیم استات در 

با افزایش زمان استخراج، میزان انتقال جرم افزایش یافته و 
یابد که ایـن امـر    در نتیجه میزان راندمان استخراج افزایش می

لازم به ذکـر اسـت   . گردد منجر به افزایش سیگنال آمیتراز می
حـلال   دقیقه به علت هـدر رفـت   45هاي بالاتر از  که در زمان

  .یابد استخراجی میزان سیگنال آمیتراز کاهش می
نتـایج  . هاي بعدي تحت شرایط بهینـه انجـام شـد    آزمایش

ي بـه دسـت آمـده از     دهد کـه تحـت شـرایط بهینـه     نشان می
ها مشابه کـارایی بهینـه محاسـبه     ، بازیابیOA16 (44)ماتریس 

  :آید اي هستند که با استفاده از عبارت زیر به دست می شده
  

)
N
Tt()

N
Tr()

N
Tp()

N
Ts(

N
TAopt   (1)   

T  ،جمع کل نتایجN  تعداد کل نتایج وAopt   کارایی تحـت
هـاي متوسـط درصـد     کارایی tو s،p،r. شرایط بهینه است

بهینـه  ، سرعت همزدن و زمان استخراج در سـطوح  pHنمک، 
بر پایه معادلات بالا در شرایط بهینه، کارایی تنها . باشد آنها می

) ها در این مطالعه تمام فاکتور( هاي مهم  با به کار بردن فاکتور
در شـرایط بهینـه، بـازه اطمینـان     ). 34(شـوند   حدس زده می

)C.I. (شود کارایی با استفاده از عبارت زیر حساب می:  

e

e

N
V)nF(1,

C.I. 2 
                                         (2)  

F (1, n2)  مقدارF   حاصل از جـدولF    در سـطح اطمینـان
بــراي خطــا  n2و درجــه آزادي  1مــورد نیــاز در درجــه آزادي 

] به دسـت آمـده و    ANOVA، واریانس خطا که از Veباشد،  می
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 ٧٤

Ne روش تاگوشـی پـیش بینـی    . هـاي مـؤثر اسـت    تعداد تکرار
تـا   5/112ي  کند کـه نتـایج در شـرایط بهینـه در گسـتره      می

میـانگین نتـایج   . خواهـد بـود  ) بر پایه سطح زیر پیک( 1/138
 3/112 ± 2/11در شرایط بهینه براي سه بار تکـرار   ها آزمایش

بـه   توانـد  دهد که روش تاگوشـی مـی   این نتایج نشان می. بود
هـاي   سازي متغیر عنوان روشی سریع و قابل اعتماد براي بهینه

  .به کار برده شود HF-LPMEکنترل کننده استخراج در روش 
ي  هاي روش پیشنهاد شـده از قبیـل گسـتره    برخی ویژگی

خطی، حد تشخیص، فاکتور تغلیظ، ضریب همبستگی و تکرار 
ل میلـی لیتـر محلـو    10بـا پـیش تغلـیظ     پذیري روش تمامـاً 

شده مـورد بررسـی    spikeهاي عسل  استاندارد آمیتراز و نمونه
آورده شـده   3قرار گرفت که نتایج به دسـت آمـده در جـدول    

ي خطی خـوبی را بـا ضـریب همبسـتگی      آمیتراز گستره. است
عسل نشـان    ي مطالعه شده در نمونه در گستره 99/0بیشتر از 

د و ارزیـابی ش ـ  =3S/N حد تشـخیص روش بـر پایـه   . دهد می
لیتر به دست  گرم بر میلی نانو 0/10مقدار آن براي نمونه عسل 

تکرار پذیري روش براي پنج آزمایش تکـراري در غلظـت   . آمد
ــانو 0/50 ــر میلــی ن ــراز و  گــرم ب لیتــر محلــول اســتاندارد آمیت

عسل مطالعه شـد و انحـراف اسـتاندارد      شده spikeهاي  نمونه
هاي تغلـیظ بـر پایـه     فاکتور. به دست آمد% 14نسبی کمتر از 

تقسیم شیب منحنی کالیبراسـیون بـر شـیب منحنـی تزریـق      
. بـه دسـت آمـد    75  شـده  spikeهاي عسـل   مستقیم در نمونه

هـاي   گیري آمیتراز در نمونه روش افزایش استاندارد براي اندازه
  . عسل به کار برده شد

هاي دیگري کـه بـراي    مقایسه روش پیشنهاد شده با روش
اند صورت گرفـت و نتـایج    آمیتراز به کار برده شدهگیري  اندازه

نتـایج گـزارش   . نشان داده شده است 5این مقایسه در جدول 
دو فـازي روشـی    HF-LPMEدهـد کـه روش    شده نشـان مـی  

زمـان کلـی آنـالیز    . باشـد  ساده، سریع، اقتصادي و حساس می

گیـري آمیتـراز بـراي     کوتاه و حذف مرحله هیدرولیز در انـدازه 
روش پیشـنهاد  . باشد سریع این گونه مفید و مطلوب میآنالیز 

هـاي پـایین را نیـز     شده رنج خطـی وسـیعی دارد کـه غلظـت    
هـاي   دهد کـه از ایـن نظـر قابـل مقایسـه بـا روش       پوشش می

SPME GC-MS )5 ( وSPME GC-ITD )8 ( ایـن   .باشـد  مـی
همچنـین  . باشـند  ها حساس ولی از نظر هزینه گران مـی  روش

ن روش بدون استفاده از استاندارد داخلی پایین تکرار پذیري ای
  .باشد ها می و مشابه دیگر روش

به  HF-LPMEدهد که روش  نتایج تحقیق حاضر نشان می
عنوان یک مرحله آمـاده سـازي نمونـه قبـل از انـدازه گیـري       

ــتگاه   ــا دس ــراز ب ــاکتورGCآمیت ــد   ، ف ــالا و ح ــیظ ب ــاي تغل ه
و عســل ارائــه  هــاي پــایینی را در هــر دو بافــت آب تشــخیص

، نتـایج بـه   ) 5-11(در مقایسه با مقالات چـاپ شـده   . کند می
جفـت شـده بـا     يروش پیشنهاد دهد که دست آمده نشان می

تکنیک ساده، سـریع، اقتصـادي، حسـاس و     GC-FIDسیستم 
هاي آبی و عسل  قابل کاربرد براي آنالیز کمی آمیتراز در نمونه

به علت سادگی و قیمت کم تجهیزات مورد نیاز براي . باشد می
استخراج، فیبر تو خالی بعد هر استخراج به منظور حـذف اثـر   

 ایـن امـر موجـب   . تواند دور انداخته شود حافظه و آلودگی می
. شـود  بهبود فوق العاده تکرارپـذیري و تکثیرپـذیري روش مـی   

بنابراین، بدون استفاده از اسـتاندارد داخلـی در ایـن روش مـا     
روش تاگوشـی  . هاي خوبی در نمونه عسل داشتیم تکرارپذیري

به عنوان روش بهینه سـازي مزایـایی از قبیـل کـاهش تعـداد      
مطالعـه   هاي لازم بـراي رسـیدن بـه شـرایط بهینـه و      آزمایش

برهمکنش میان فاکتورها را نسبت به روش یک در یک زمـان  
همچنین کاربرد روش با آنالیز تعـدادي نمونـه   . کند معرفی می

هاي خوبی بـه دسـت    آبی و عسل آزمایش شد و درصد بازیابی
  .آمد
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Background and Objectives: Amitraz is an insecticide and pesticide that, due to exceptionally strong 
parasiticide activities, is widely used for biological pollution monitoring. The purpose of this research was 
to develop and validate a liquid phase extraction technique with hollow fibers (HF-LPME) in order to 
determine amitraz residue in honey samples. 

Materials and Methods: Method of Hollow fiber liquid phase microextraction (HF-LPME) was used as 
simple, fast, low cost and sensitive method for determination of the amitraz from honey samples by gas 
chromatography flame ionization detection. Effects of five experimental factors: type of the extracting 
solvent, pH of the sample, stirring rate, extraction time and percent of NaCl were studied and optimized. 

Results: Analysis of variance showed that percent of salt and stirring rate have major effect on the 
extraction of amitraz (p = 0.05). Method in honey matrix was linear in the range from 20 to 1000 ng/mL 
with RSD lower than 14% and r2> 0.9901. Enrichment factor was 75; also the limit of detection (LOD) 
based on S/N = 3 was 10 ng/mL. 

Conclusion: According to obtained high recovery (>90%) of Amitraz by applying HF-LPME method in 
honey samples, this method is suggested as simple, rapid and sensitive technique.  

Keywords: Amitraz, Hollow fiber liquid phase microextraction, Orthogonal array design, Honey sample 
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