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موكونيك اسيد به عنوان يك شاخص  - ترانس وترانسآماده سازي نمونه هاي بررسي عوامل موثر  بر

 بيولوژ يكي در ارزشيابي مواجهه شغلي با بنزن با استفاده از فازهاي جامد
@ @

  4 رحيميعباس، دكتر 3، دكتر فريده گلبابايي2 دكتر جمال الدين شاه طاهري,1فرهاد قمري
  اشت حرفه اي معاونت بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي اراك   كارشناس ارشد بهد-1
   دانشيار و مدير گروه بهداشت حرفه اي دانشگاه علوم پزشكي تهران-2

  اعضاي هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي تهران-4 - 3
@ @

   چكيده
يص در اين مطالعه با استفاده از مواد جاذب جامد بـا پايـه سـيليكا، عوامـل مـوثر بـر تغلـيظ و تخل ـ                        

و   حـلال شستـشو  ع بي عبـور نمونـه ، نـو    د غلظت نمونه ، حجم و        ,نمونه PHموكونيك اسيد مشتمل بر     
 كوچـك   ت موكونيك اسيد كه يك متابولي ـ     –ترانس ، ترانس     نوع جاذب مورد ارزيابي قرار گرفت        وشويش

با فاز جامد نوع آنيوني ) Clean up( مواجهه با بنزن مي باشد ، بعد از آماده سازي نمونه هاي آزمايشگاهي 
C   مجهز به ستون HPLC، با استفاده از سيستم )  SAX( قوي 

 .

64
  

 .
. ا

0
 ( .

 .
با

ــ
د1

  . دم

18  )µm 5 / 0 و IDmm  /  × 250 (  و
 ، 1و  V / V(  آب ، متانول ، اسيد استيك :بكارگيري فاز برنده   نانومتر و با   259در طول موج     UVكتور  تد

بازيافت موكونيك اسيد   ديد و راندمان بازيافت بدست آمد        ، تعيين كمي گر    min / ml 1در دبي    ) 69 ،   30
 حـد تعيـين  بدست آمد  % 95 بيش از ml/ g µ 10 – 1 / 0 شده در غلظت  Spikedز نمونه هاي ادراري    

هفتاد مرتبه كمتـر از اسـتاندارد مواجهـه          (  / ml/ g µ 01اين ماده با شرايط كروماتوگرافي ذكر شده فوق         
در آمـاده   )  SAX ( قـوي    يدر اين ارزيابي آزمايشگاهي ، كارتريج تبـادل آنيـون         يين گرديد   تعبيولوژيكي  

ميـزان رانـدمان بازيافـت      ، انتخـاب و پذيرفتـه شـد          C18و   C8سازي نمونه نسبت به جاذبهاي غير قطبـي         
 / 001  نمونه و سرعت عبور نمونه  pHموكونيك اسيد با نوع جاذب ، نوع حلال شستشو ، حجم نمونه ، 

0 Pv<داري دارد و بهترين بازيافت در ني مع  ارتباط pH = 7  نمونه و سرعت عبـور min / ml 1  و اسـيد 
 SAXبـه عنـوان حـلال شـويش در جـاذب نـوع        % 10به عنوان حلال شستشو و اسيد استيك      % 1استيك  

      داري وجـود نداشـت     نـي مع  در اين مطالعه بين غلظت نمونه با بازيافت موكونيك اسيد رابطـه               .بدست آمد 
 )05 / 0 > Pv . (   ا اســتفاده از نمونــه هــاي        شــده در ســه غلظــت Spikedهمچنـين روش بهينــه شــده ب

ppm  / 0   ر شش روز متـوالي و در طـول                   10 و   1 و  معتبر سازي شد كه قابليت تكرار پذيري مناسب آن 
  .يك روزمورد تائيد قرارگرفت

ونهآماده سازي : كليديكلمات  بنزن- HPLC - ترانس ، ترانس موكونيك اسيد- استخراج فاز جام- ن
  

  مقدمه 
شناسـي شـغلي بـه     ترين علومي كه مي تواند نقش بسزايي در سم شناسي بطور اعم و در سم يكي از اساسي

 ,بـرداري  در مباحث نمونه دخالت شيمي تجزيه ,دلايل اصلي اين نقش. شيمي تجزيه است,معناي اخص ايفا نمايد 
هـاي   به منظور ارزيابي تراكم آلاينده هاي موجود در محـيط . است گيرياندازه  وي آشكارساز, شناساي , جداسازي

ضرورت دارد كه سموم به طور دقيـق        ,مدفوع و بافتهاي بدن     , خون, شغلي و يا در نمونه هاي بيولوژيكي نظير ادرار          
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شـده  ان با مقايسه مقادير محاسبه شده بـا اسـتانداردهاي توصـيه             گيري شوند تا از اين طريق بتو       شناسايي و اندازه  

   .ها در محيط كار اظهار نظرنمودو نسبت به كنترل آنها اقدام كرد تراكم آلايندهويا نسبت به برآورد ميزان مواجهه 
 اغلـب يـا حـاوي تركيبـات بـسيار     , نمونه هاي بيولوژيكي يا نمونه هايي كه از منابع محيطي گرفتـه ميـشوند      

گيري دخالت مي نمايندو يا مقادير سـم         اندازه يند تجزيه و  آپيچيده ديگري هستندكه به عنوان عوامل مزاحم در فر        
مورد نظر به قدري ناچيز است كه ممكن است با قويترين دستگاههاي آشكار ساز نيز قابل اندازه گيـري نباشـد ويـا           

  .باشند يندهاي تجزيه ناسازگاررآاينكه با ف
  وجه اين است كه بعضي از سموم خطرناك در همان مقادير كم داراي آثار زيانبار فيزيولوژيكينكته قابل ت

مي باشند لذا ضرورت دارد كه روشهاي بسيار حساس و اختصاصي را بررسي وتدوين نمود تا بتوان چنين مقاديري 
ي تجزيه و اندازه گيري دقيق و از سموم را در نمونه به طور دقيق و واقعي اندازه گرفت اگرچه امروزه دستگاهها

حساس وجود دارد كه قادرند به اين مهم دست يابند ليكن چنين دستگاههايي به قدري گران قيمت هستند كه 
  .اساساآزمايشگاههاي معمولي فاقد آنها بوده و حتي ممكن است در آزمايشگاههاي مجهز تحقيقاتي نيز يافت نشوند

جلوگيري از  كاهش عمر چنين دستگاههاي ارزشمندي اقتضا  مي نمايد كه مضافاً به اينكه حفظ و نگهداري و 
بنابراين آماده سازي نمونه كه اغلب در آزمايشگاههاي .  خودداري نمود"ازمعرفي نمونه هاي پيچيده به آنها جدا

يي خطرناك از طرف ديگر برخي مواد شيميا. ضرورت پيدا مي كند, آموزشي و تحقيقاتي قابل انجام است , معمولي 
همانند تركيبات آلي فرار كه در مقادير كم داراي آثار زيانبار فيزيولوزيكي وسيع مي باشند وبه طور گسترده مصرف 

از جمله اين مواد مي توان بنزن را نام برد كه بطور . بايستي نمونه برداري و اندازه گيري گردند, ويا توليد مي شوند
  ).7(لف استفاده مي شود و اثرات سرطانزايي آن به اثبات رسيده استوسيعي به عنوان حلال در صنايع مخت

به علت اثرات خوني و , در اكثر كشورهاي صنعتي ,  بنزن در محيط كار (TLV)مقدار حداكثر مجاز
به عنوان مثال انجمن دولتي متخصصين بهداشت صنعتي آمريكا در سال . رو به كاهش بوده است, سرطانزايي آن 

 تقليل ppm 3/0 اين مقدار به 1994 كاهش داد ودر سال ppm 1 بهppm 5ثر مجاز اين ماده را از حداك , 1990
عوامل مهم در بالا بردن  يكي از, تغليظ و تخليص مقادير كم سموم    لذا آماده سازي نمونه به منظور. پيدا كرد

 ).10(قدرت آشكارسازي دستگاههاي آناليز بطور غير مستقيم مي باشد
و در مـاتريكس     كماشي از مواجهه با آنهـا در مقـادير         تعيين مقدار مواد شيميايي و يا متابوليتهاي ن        لهدر مرح 

بنزن يك ماده شـيميايي صـنعتي اسـت كـه در            . هاي بيولوژيكي و محيطي پيچيده مشكلات عمده اي وجود دارد           
 صـنعتي    و آلـودگي هـاي محيطـي     نفت و روغن هاي معدني وجود دارد و در فرآيند هاي احتراقي ايجاد مي شود و                 

گستره اي را ايجاد مي كند كه اثرات زيان آور زيادي از جمله بيماريهاي خوني ، آسيب سيستم ايمنـي ، اخـتلالات            
موكونيـك   Mاخيرا تـرانس ، تـرانس        . )11( نزايي انساني را بدنبال دارد     اقاعدگي و كاهشي اندازه تخمدان ها و سرط       

هدف از  . )4(مي گيرد  بنزن مورد ارزيابي قرارppm  5اري مواجهه با غلظتهاي كمتر ازاسيد به عنوان متابوليت ادر
 موكونيـك اسـيد در ادرار   - كردن روش آماده سازي نمونه براي تعيين مقدار ترانس ، ترانس  ينهبه انجام اين مطالعه  

ات مخرب آن هر سـاله كـاهش        استانداردهاي بنزن به علت اثر    ( در مواجهه هاي شغلي و محيطي با مقدار كم بنزن           
  . مي باشد ) يافته است

آماده ) و سوكسله  مايع–استخراج مايع ( جايگزين روشهاي قبلي )  SPE( استفاده از استخراج فاز جامد 
از . بكار بردن روش استخراج فاز جامد ، راندمان بازيافت قابل قبولي را فراهم مي كند . سازي نمونه گرديده است 

ت بسيار كم مي يمنظور تغليط و تخليص تركيبات شيميايي كه ماتريكس پيچيده داشته و يا مقدار آنالاين روش به 
در اين مطالعه با استفاده از مواد جاذب متصل به سيليكا عوامل موثر بر تغليط و تخليص  . )3(باشد استفاده ميگردد
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 نوع حلال -عت عبور نمونه ، نوع جاذب نمونه ، غلظت نمونه ، حجم نمونه ، سر PHموكونيك اسيد مشتمل بر 

 . نوع حلال شويش مورد ارزيابي قرار گرفته و وضعيت هاي بهينه آنها تعيين گرديده استوشستشو 
  

  مواد و روش كار 
و جامعـه آمـاري   . انجام شـده اسـت   )  Experimental design( اين مطالعه بر اساس طراحي آزمايشگاهي 

 نمونـه  372و حجم نمونه بر اسـاس بـر آورد نمونـه آمـاري ،      C18 و SAX ، C8 وعسيليكاي پيوندي ن  جاذب هاي
   خالص كا ربردي تعيين گرديده است و نتايج راندمان بازيافت با توجه به متغيرهاي ذكـر شـده بـا فاصـله اطمينـان             

  . است  تجزيه و تحليل گرديدهspssبا استفاده از آزمون آماري واريانس يك طرفه در نرم افزار % 95
  . استفاده شده است  EXCLE همچنين براي رسم نمودار از نرم افزار 

استفاده گرديده و سطح پيك به  HPLCدر اين پژوهش جهت آناليز نمونه هاي تهييه شده ، از دستگاه 
 عنوان پاسخ آشكار ساز تعيين گرديده و بازيافت استخراج با استفاده از مقايسه سطح پيك نمونه هاي استخراج

  : شده و نمونه هاي استاندارد مورد محاسبه قرار گرفته است 
    سطح پيك نمونه استخراج نشده/ بازيافت = % سطح پيك نمونه استخراج شده

  : وسايل عمده استفاده شده عبارت بودند از 
 ) .   قوي يتبادل آنيون(  SAXو ) اكتيل  ( C8، ) سيل داكتا ( C 18لوله هاي جاذب حاوي  -
 .  محل براي استقرار لوله هاي جاذب 10ء حاوي جعبه خلا -
 .  ميكروليتر 10000 ، 5000 ، 1000 ، 200 ، 50پي پت هاي گيلسون در حجمهاي  -
  mg 0001 / 0ترازوي دقيق در حد  -
- PH  متر ديجيتال 
  ميلي متري 10 و 5ويالهاي  -
  ميكروليتري 100سرنگ تزريق  -
ود و نمونه هاي مورد استفاده عبارت بودند از نمونـه هـاي             ب HPLCدستگاه اندازه گيري در اين پژوهش ،         -

 . شده با ادرار  spikedموكونيك اسيد خالص و 
  .  معرف ها و حلال هاي مختلف مورد نياز در اين پژوهش ,استانداردها -

  : تهيه محلول مادر استاندارد 
متانول حل كرده و با آب مقطـر         ميلي ليتر    15 ميلي گرم ماده جامد ترانس ، ترانس موكونيك اسيد در            10  

HPLC - grade  ميلي ليتري مي رسانيم 100به حجم  .  
  : روش آماده سازي نمونه 

 ميلـي  3 ميلي گرمي با اسـتفاده از   500 و 100در مقادير )   SAX و   C18 و   C8( ابتدا لوله هاي جاذب سيليكا       . 1
ايـن مرحلـه لازم بـود از خـشك شـدن سـتون جـدا                در  . (  ميلي ليتر آب مقطر آماده شدند        3ليتري متانول و    

  ) . گردد  مراقبت
از روي فاز    ) ml 1000 – 1( و در حجم هاي مختلف       ) ppm 100 – 01 / 0( نمونه ها با غلظت هاي مختلف        . 2

  .  عبور داده شدند min / ml 20 – 1جامد با سرعت 
انول ، متـانول ، اسـتونيتريل ، فـاز برنـده ، اسـيد         ات(  ميلي ليتر حلال هاي مختلف       3سپس ستون ها به توسط       . 3

  .  كننده حذف گردندهند تا عوامل و مواد مزاحم و مداخلدبطور مجزا شستشو داده ش % ) 3و  % 2و  % 1استيك 
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 ميلـي ليتـر از حـلال هـاي          4بـر روي سـتون بتوسـط        )  موكونيك اسيد    -ترانس ، ترانس    ( آناليت جذب شده     . 4

به طور مجزا از روي ستون جـدا گرديـده و            % ) 5 -% 10ل ، اتانول ، متانول ، اسيد استيك         استونيتري(  مختلف
  . جهت اندازه گيري تزريق گرديده شد  HPLC ميكرو ليتر از آن به دستگاه 100

  :  موكونيك اسيد -براي آناليز ترانس ، ترانس  HPLCشرايط مطلوب 
   ) C18 )m µ 5 ، IDmm 6 / 4 × 250: ستون 

   ) V /V، 1 ، 30 ، 69(آب متانول ، اسيد استيك با در صد حجمي به ترتيب : ز برنده فا
   نانومتر 259ماوراء بنفش در طول موج : نوع آشكار ساز 

   min / ml 1 :سرعت جريان فاز برنده 
   ميكروليتر 100: حجم نمونه تزريقي 

  دماي محيط : درجه حرارت 
 - signal - to( 1 بـه  3حد آشكار سازي نيز با توجه به نـسبت ارتفـاع    ) :  limit of detection( حد آشكار سازي 

noise ( در نظر گرفته شد كه مقدارppm 01/0 بدست آمد  .  
@ @

  نتايج 
از آنجايي كه روش گاز كروماتوگرافي از حد آشكار سازي قابل قبولي در تعيين تركيبات با غلظت كم برخوردار                   

 قرين با مشكلات عديده ديگري است و همچنين به علت اين كه موكونيـك اسـيد             نيست و انجام مشتق سازي خود     
 بـراي آنـاليز تـرانس ،        HPLCلـذا از روش      . )9(يك تركيب ناپايدار بوده و در اثر حرارت سريعا تجزيه مـي گـردد             

ل ، شـرايط  براي دريافت يك حد آشكار سازي ايده آل و قابـل قبـو   .  موكونيك اسيد استفاده گرديده است       -ترانس  
 از لحاظ نوع و تركيب فاز برنده ، سرعت جريان عبور فاز برنده ، طول موج آشكار سازي بررسـي گرديـده و                        فمختل

  .  در شرايط بهينه نشان داده شده است ml/ g µ 1 براي غلظت  زيروگرامتكروما. شرايط بهينه معين گرديد 

@ @
نمونـه ، حجـم نمونـه ،         PH ,فت متغير نوع فـاز جامـد        به منظور دستيابي به يك پروتكل استخراج بهينه ، ه         

غلظت نمونه ، نوع حلال شستشو ، نوع حلال شويش و سرعت عبور نمونـه از روي فـاز جامـد مـورد آزمـايش قـرار                       
  . گرفتند 
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    نوع فاز جامد بهبستگي ميزان بازيافت ترانس ، ترانس موكونيك اسيد

مـورد ارزيـابي قـرار       SAXو   C18و   C8كارتريجهايي از نوع     ) جاذب( به منظور انتخاب يك فاز جامد مناسب        
بي بودن ترانس ، ترانس ـ موكونيك اسيد و همچنـين يـونيزه شـدن آن در     وگرفتند با توجه به خصوصيات هيدرو ف

  . به مراتب بالاتر از انواع ديگر فاز جامد بود  SAXحالت آبي ، ميزان راندمان بازيافت آن در نوع 
بديهي است هر چقدر فاز جامد در ستون بيشتر باشد ظرفيت جذب ستون بالا رفته و امكان افزايش حجم 

 براي جدا سازي  شويشينمونه و بدنبال آن ، تغليظ بيشتر نمونه وجود خواهد داشت و در مقابل نيز حجم حلال
نمونه خواهد گذاشت كه در اين زمينه كونيك اسيد از فاز جامد بالا خواهد رفت كه اثر منفي روي ميزان تغليظ وم

  .لازم است تعادلي بين دو متغير وجود داشته باشد 
@ @

 )SAX,C8,C18 هاي جاذب(د يك اسيموكون - ترانس,افت ترانسي بر روي راندمان بازنوع جاذب اثر) 1(جدول
 

 نوع جاذب
 

  C8  C18  SAX  آزمايش
1  44  40  101  
2  48  41  101  
3  49  41  99  
4  48  41  99  
5  50  42 99 

  8/99  8/40  8/47 ميانگين
  87/0  75/0  2  انحراف معيار

  

قبل از .نرمال نمونه عبور داده شده است pH هريك از فازهاي جامد در  از رويppm 1تر نمونه با غلظت يلي لي م1
پس از  ميلي ليتر آب مقطر شرايط سازي شده و 3 ميلي ليتر متانول و 3 فازهاي جامد به وسيله ي,عبور نمونه

% 10كيداستيتر اسليليي م4ش با يعمل شستشو انجام شده وعمل شو% 1ك يداستيتراسيلي لي م3 عبور نمونه با
: فاز برنده .  ميلي ليتر رسيده است5به حجم  HPLC grade   ترآب مقطريلي لي م1تا با يصورت گرفته و نها

 -C18: ه اييستون تجز -ml/min1 : مونه سرعت عبور نزاني م-)V/V69:1 :30,(ك يد استياس , آب ,متانول 
  . باشد تر مييكرو ليم100ق يحجم تزر. نانومترuv , 259طول موج 

   نمونه بر روي راندمان استخراج pHاثر  
 در 11 و 9 و 7 و 5 و 3هـاي    pHنمونه بر روي راندمان بازيافت موكونيك اسيد ،  pHبه منظور ارزيابي تاثير 

 از آنجايي كه موكونيك اسيد در شرايط نرمـال در فـاز             .مورد بررسي قرار گرفتند    C18 و C8و   SAXجاذب هاي نوع    
 با توجه به    (در استخراج تركيبات يوني   ) SAX(آبي، يك تركيب يونيزه شده است و استفاده از فازهاي جامد آنيوني             
بـه لحـاظ تئـوريكي      .  مي باشد     بسيار مناسب  )اينكه ميزان يونيزه شدن آن ارتباط مستقيم با راندمان بازيافت دارد          

      4موكونيـك اسـيد برابـر     PKaآن باشد فعاليـت يـوني نداشـته و چـون        PKaيك اسيد دو واحد زير       pHزماني كه   
نمونه افزايش پيدا مـي كنـد بـه علـت      pHجذبي را نخواهد داشت و هر چقدر  SAXجاذب   pH = 2مي باشد در 

و بالاتر راندمان بازيافت مقدار ثـابتي بدسـت     pH = 7يش يافته و تقريبا در افزايش توليد يون ، ميزان راندمان افزا
   . )10(آمده است نتايج اين بررسي در شكل ذيل به تصوير كشيده شده است

@ @
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 ، روش SAX,C18,C8  موكونيك اسيد از روي  جاذبهاي– نمونه بر روي بازيافت ترانس ، ترانس PH اثر -1شكل 
    . مي باشد1 شرايط كروماتوگرافي مشابه روش و شرايط جدول آماده سازي نمونه و

  وي عملكرد فازهاي جاذب سيليكا  
 در اين پژوهش به منظور برآورد تاثير        .آل راندمان نبايد به غلظت نمونه بستگي داشته باشد           

 ميكروگـرم بـر   100 ميكروگرم بر ميلـي ليتـر تـا         0 / 01كرد فاز جامد ، غلظت هاي متفاوت           
نس ، ترانس ـ موكونيك اسيد مورد استفاده قرار گرفت و بـر اسـاس روش مـورد نظـر عمـل       

در غلظـت هـاي متفـاوت از         SAXجدول ذيل بيانگر اين نكته است كه فاز جامد نوع           . فت  ير   
رانـدمان پـاييني بدسـت آمـده اسـت و            SAXنسبت به نـوع      C8ر بوده است ، حال آنكه در          

 موكونيـك اسـيد ،    ون آماري واريانس يك رابطه معني داري ما بين راندمان بازيافت و غلظت               
جدول زير بيانگر اين واقعيت است كه در غلظـت هـاي متفـاوت    ) .  Pv < 0 / 05( ود ندارد 

  .، جهت بازيافت مناسب مي باشد  SAX جاذب نوع 

  C8 و SAXب هاي ثر غلظت نمونه بر روي بازيافت ترانس ، ترانس ـ موكونيك اسيد از جاذ
  

/0  1 / 0  1  10  100  
SD  Mean  SD  Mean  SD  Mean  SD  Mean  SD  

6 / 0  43  7 / 1  63  5 / 3  38  7 / 1  28  9 / 4 
7 / 6  7 / 6  97  8 / 7  100  3  100  92  2 / 6  

Mean : ينميانگ             SD : انحراف معيار 
    :وع حلال شستشوافت به ن

 روي جاذب عبور داده مي شود عمل شستشوي بستر جاذب به منظور حذف تركيبـات  از ونه
لازم است از يك حلال مناسب شستشو به منظور حذف مواد اضـافي ، بـدون                . جام مي شود       

در اين مطالعه طيفي از حلالهاي غير قطبي و يوني    . ود   استفاده ش  ,از بستر جاذب جدا گردد          
استفاده گرديده است همـانطوري كـه كـه در           % 3و   % 2و   %  1 استونيتريل ، اسيد استيك          

حلال شستشوي مناسبي براي آناليت ترانس ، ترانس موكونيك اسـيد    % 1شود اسيد استيك       
SA  مي باشد .  
  

اثر غلظت نمونه بر ر
در يك روش ايده   
غلظت نمونه روي عمل
ميلي ليتر از آناليت ترا
بازيافت نمونه انجام پذ
راندمان بالايي برخوردا
همچنين بر اساس آزم

 وجppm 01 / 0بالاي  
نمونه موكونيك اسيد ،

 

 ا) 2(جدول 

01  غلظت
  Mean  جاذب
C8  36  

SAX72  

بستگي راندمان بازي
پس از آن كه نم
اضافي مداخله كننده ان
آنكه تركيب مورد نظر 
شامل اتانول ، متانول ،

 مشاهده مي 3جدول  
Xر جاذب از روي بست
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  C8 و SAX اثر نوع حلال شستشو در بازيافت موكونيك اسيد از روي جاذبهاي ) 3(جدول 
    نوع حلال  %1اسيد استيك  %2اسيد استيك  %3اسيداستيك  استو نيتريل  متانول  اتانول

  Mean   SD  Mean  SD  Mean  SD  Mean  SD  Mean   SD  Mean   SD  جاذب
C852  9/1  54  1/1  49  1/1  31  8/0  47  5/1  63  5/3  

SAX  92  2/1  95  0  96  8/0  56  8/1  90  5/0  100  3/1  
  

    بستگي راندمان بازيافت به نوع حلال شويش 
   افـزايش   حـلال   با كـاهش قطبيـت      حلال در جاذبهاي غير قطبي     يهاي موجود قدرت جداسازي   ربر اساس تئو  

درت جداسازي حلال ، با ميـزان افـزايش قطبيـت آن            ق ) SAX( مي يابد و بر عكس در جاذب هاي قطبي و يوني            
 -با توجه به اين تئوري ، به منظور ارزيابي قدرت جداسازي حلال ها در استخراج ترانس ، تـرانس                  . افزايش مي يابد    

 حلال مشتمل بر متانول ، اتانول ، استونيتريل ،          هفت , جامد و انتخاب يك حلال مطلوب       فاز موكونيك اسيد از روي   
همانطوري كـه در شـكل ذيـل نـشان          . مورد استفاده و ارزيابي قرار گرفتند        % 10و   % 9و   % 7و   % 5ستيك  اسيد ا 

از راندمان بـالايي     C8و هم در     SAXهم در    % 10داده شده است ميزان بازيافت به هنگام استفاده از اسيد استيك            
  . برخوردار بوده است
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.C8وSAX    شكل2- اثر نوع حلال شويش بر روي بازيافت ترانس  ,ترانس-موكونيك اسيد از روي جاذبهاي
روش آماده سازي نمونه و شرايط كروماتوگرافي مشابه روش و شرايط جـدول  (1 )مي باشد .

   .C8 و SAX ترانس موکونيک اسيد از روی جاذبهای –اثر نوع حلال شويش بر روی باز يافت ترانس _ 2شكل
   می باشد١ روش آماده سازی نمونه و شرايط کروماتوگرافی مشابه روش و شرايط جدول 

  
  

  :ا فازهاي جاذب سيليكبرآورد تاثير حجم نمونه بر روي عملكرد 
اصولا كاهش راندمان جذب و به تبع آن كاهش راندمان بازيافت با افـزايش حجـم مـصرفي نمونـه بـه دليـل                           

محدود بودن ظرفيت جذب فاز جامد و يا فرار آناليت مورد نظر به هنگام اشباع فاز جامد از تركيب شـيميايي مـورد          
 ميلي ليتـر  100 تا 1م نمونه بر روي راندمان بازيافت ، حجمهاي مختلف     براي ارزيابي اثر حج    . )4(نظر رخ مي دهد   

  . عبور داده شد  C8و  SAXنمونه از روي جاذبهاي 
نتايج شكل ذيل نشان مي دهد كه با افزايش حجم نمونه راندمان بازيافت كاهش يافته اسـت ولـي تـا حجـم                       

  . مي باشد  % ) 90ز بيش ا(  ميلي ليتر راندمان بازيافت در حد قابل قبولي 500
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شكل3-  نمودار  اثر حجم نمونه بر روي راندمان بازيافت ترانس   ,ترانس -موكونيك اسيداز روي    
جاذبهايSAX , C8. روش استخراج و شرايط كروماتوگرافي مشابه جـدول  (1)مي باشد .

 C8 و SAX ترانس موکونيک اسيد از روی جاذبهای –بر روی راندمان بازيافت ترانس نمودار اثر حجم نمونه _ 3شكل
   می باشد١روش استخراج و شرايط کروماتوگرافی مشابه جدول 

  
  

   : تاثير ميزان سرعت عبور نمونه از روي جاذب ، بر روي راندمان بازيافت ترانس ، ترانس ـ موكونيك اسيد
در ارتباط با سرعت عبور نمونه از روي فاز جامد ، اگر بتوان سرعت را بالا بـرد ، بـدون آنكـه ميـزان رانـدمان                

 نمونه را سريعتر انجام داده و مدت زماني كه براي آناليز يك نمونـه منظـور   كاهش يابد ، مي توان عمل آماده سازي 
ق ولذا به منظـور ف ـ    . مي گردد ، كاسته مي شود و تعداد نمونه بيشتري را مي توان در يك زمان محدود آناليز نمود                    

 ليتر در دقيقه     ميلي 20 تا   1 با سرعت هاي متفاوت      C8و   SAXنمونه هاي حاوي موكونيك اسيد از روي جاذبهاي         
شكل ذيل نشان مي دهد كه با افزايش سرعت عبور نمونـه از روي جـاذب ميـزان رانـدمان كـاهش                      . عبور داده شد    

  . بدست آمده است ml/ min 1و بهترين راندمان در سرعت  ) Pv < 001. ( يافته است 
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شكل  4- نمودار  اثر سرعت عبور نمونه بر روي راندمان بازيافت ترانس  ,ترانس -موكونيك اسيداز روي    
جاذبهايSAX , C8. روش استخراج و شرايط كروماتوگرافي مشابه جـدول  (1 ) مي باشد .

  
  

  معتبر سازي روش 
 ، ppm 5هه با بنزن در غلظت هـاي محيطـي كمتـر از           به منظور تعيين قابليت استفاده از روش ارزيابي مواج        

تكنيك آماده سازي نمونه شامل استفاده از روش استخراج فاز جامد و تعيين عوامل موثر بر آن ، لازم است روش                     
لذا جهت معتبر سازي متد از دو روش تكرار پذيري روز بـه روز و تكـرار پـذيري در طـول         . ارائه شده معتبر گردد   

نتايج اين بررسي كه در جدول ذيل آمده است نشان مي دهد كه در سه غلظت    . )10(ده شده است  استفا يك روز 
  . بسيار كم بوده و اين نشان دهنده دقت بيشتر روش مي باشد ) % Cv(تعيين شده ، ضريب تغييرات 

@ @
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انس موكونيك اسيد  شده جهت معتبر سازي روش ارزيابي ترانس ، ترspiked راندمان بازيافت نمونه هاي )4(جدول 

  .در ادرار به دو روش تكرار پذيري روز به روز در طول يك روز
@ @

(PPm)       غلظت   
  10  1   %1 شاخص آماري

  D. t.d.r w.d.rD.t.d.r w.d.r D.t.d.r w.d.r 
 9 / 87 9 / 9  %98  %99  %1  %097  ميانگين

 0 / 27 0 / 3 0 / 03 0 / 025 0 /01  %007  انحراف معيار
CV% 2 / 7 10 5 / 2 06 / 3 3 74 / 2 

  

D.t.d.r.:Day – to – day reproducibi lity .  
 W.d.r : within – day reproducibility 

  بحث و نتيجه گيري 
ايـن عمـل بـه      .  بيولوژيكي را تشكيل مـي دهـد          و آماده سازي نمونه ، بخش اصلي آناليز نمونه هاي محيطي         

ه هاي كم غلظت ، تخليص نمونه هايي كه ماتريكس آن مركب و مملو از تركيبات                دلايل متعدد همچون تغليظ نمون    
به منظور فراهم نمودن يك روش ارزيابي سريع ، اختصاصي ، دقيـق ، انتخـابي و بـا                   . مزاحم است صورت مي گيرد      

ي اختـصاصي    مركونيك اسيد به عنوان يك شاخص حيـات        - قابليت تكرار در مواجهه شغلي با بنزن ، ترانس ، ترانس          
 مـورد بررسـي قـرار گرفـت و شـرايط آمـاده سـازي نمونـه هـاي ادرار حـاوي           PPM 5در مواجهات شغلي كمتر از   

  . موكونيك اسيد معين گرديد 
 نـوع  ,نمونه ، غلظت نمونه ، حجم نمونـه ، سـرعت عبـور نمونـه               pH( عوامل موثر بر تغليظ و تخليص نمونه        

نمونه  pHنتايج نشان مي دهد كه بين       . مورد ارزيابي قرار گرفتند     ) ذب   نوع جا  وحلال شستشو ، نوع حلال شويش       
بـراي   pHوجود دارد و مناسـب تـرين         ) Pv  > 0 / 001( و ميزان بازيافت نمونه موكونيك اسيد رابطه معني داري          

ن بـين نـوع   همچنـي . مـي باشـد     pH = 7ارزيابي ميزان موكونيك اسيد در ادرار با استفاده از استخراج فاز جامـد  
وجود داشت و مناسـب تـرين جـاذب بـراي ارزيـابي              )  >Pv  001/0(   جاذب و ميزان بازيافت رابطه معني داري        

بـين حـلال    . مـي باشـد      SAXموكونيك اسيد در ادرار با استفاده از استخراج فاز جامد ، جاذب آنيوني قـوي نـوع                  
وجود دارد و مناسب ترين حلال      ) >Pv  007/0(  رابطه معني داري   MAيش و ميزان بازيافت     وشستشو ، حلال ش   

 مـي باشـد و   % 1شستشو براي ارزيابي ميزان موكونيك اسيد در ادرار با استفاده از استخراج فاز جامد اسيد استيك           
   .به عنوان حلال شويش استفاده مي گردد  % 10از اسيد استيك 

 ـ            ه رابطـه معنـي دار آمـاري وجـود دارد و     همچنين بين نوع حلال شويش ، حجم نمونه و سـرعت عبـور نمون
و در  .را فراهم مي كند      % 95ي   راندمان بالا  min / 1ml ميلي ليتر نمونه با سرعت عبور        1 – 500استفاده از حجم    

و در نهايـت ايـن بررسـي        .وجود ندارد    ) Pv <0 / 05(  راندمان بازيافت رابطه اي آماري       ونهايت بين غلظت نمونه     
بجاي روش استخراج فاز مايع مي تواند در تغليظ و تخليص نمونه هاي             )  SPE( خراج فاز جامد    نشان داد روش است   

  . بيولوژيكي توصيه گردد 
  . فوايد اين روش مي تواند شامل موارد ذيل باشد 

  سرعت در عمل تغليظ و تخليص ) الف 
  تنوع در فازهاي جامد ) ب 
  بهداشتي كاهش استفاده از حلال هاي خطرناك به لحاظ ) ج 
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  افزايش حجم نمونه به دليل سطح وسيع جاذب جامد و بازيافت در مقادير كم حلال مناسب ) د 
  اتوماتيك نمودن فرآيند تغليظ و تخليص به دليل حالت جامد فاز ) ه 
 نمونـه بـرداري و در نتيجـه كـاهش هزينـه هـاي حمـل و نقـل و                     در محل امكان پذير بودن انجام فرآيند      ) و  

  .  احتمالا ممكن است در حفظ و نگه داري نمونه پيش آيد مشكلاتي كه
 


