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JARC
اندازه گیری افلوکساسین با روش میکرواستخراج امولسیون سازی به کمک امواج فراصوت به وسیله 

دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

ندا کلیایی1، پروین شهدوستی2 و محمد آقامحمدی2و*

1- کارشناس ارشد شیمی تجزیه، واحد بروجرد، دانشگاه آزاد اسلامی، بروجرد، ایران
2- استادیار شیمی تجزیه، گروه شیمی، واحد بروجرد، دانشگاه آزاد اسلامی، بروجرد، ایران

دریافت: آذر 1395، بازنگری: دی 1395، پذیرش: اسفند 1395

چکیده: در این پژوهش، یک روش ساده و سریع برای اندازه گیری افلوکساسین توسعه داده شده است. افلوکساسین آنتی بیوتیکی است که برای 
به کارگیری  اساس  بر   )USAEME( فراصوت  امواج  به کمک  امولسیون سازی  میکرواستخراج  استفاده می شود. روش  باکتریایی  درمان عفونت های 
اندازه گیری افلوکساسین استفاده شد.  حلال های آلی سنگین تر از آب به همراه تجزیه با دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا )HPLC( برای 
به این منظور، µl 150 حلال کلروفرم به عنوان حلال استخراجی به آرامی به داخل ظرف سانتریفوژ که حاوی ml 10 نمونه آبی بود، در داخل حمام 
التراسونیک تزریق شد. امولسیون تشکیل شده در فاز آبی به وسیله سانتریفوژ با سرعت 5000 دور بر دقیقه از فاز آبی جدا شد. µl 20 از فاز آلی جدا شده 
که حاوی افلوکساسین استخراج شده بود، برای تجزیه به دستگاه HPLC مجهز به آشکارساز UV/Vis در طول موج nm 290، تزریق شد. عامل های 
مؤثر بر فرایند میکرواستخراج USAEME مانند نوع و حجم حلال استخراجی مورد بهینه سازی قرار گرفتند. در شرایط بهینه به دست آمده، منحنی 
کالیبراسیون در گستره 10 تا µg l-1 1000 خطی شد. حد تشخیص )LOD( و حد اندازه گیری کمی )LOQ( به ترتیب µg l-1 7 و 23 و عامل پیش 

تغلیظ 27 به دست آمد.

واژه های کلیدی: افلوکساسین، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، میکرواستخراج امولسیون سازی به کمک امواج فراصوت

مقدمه
داروی  به عنوان  از مشتقات کینولون ها است که  افلوکساسین1 
و  ادراری  دستگاه  تنفسی،  عفونت های  درمان  در  آنتی بیوتیک 
در  افلوکساسین  ترکیب  ساختار  دارد.  کاربرد  عفونی  اسهال های 
به  می توان  دارو  این  عوارض  از  است.  شده  داده  نشان   1 شکل 
اسهال  تهوع،  برافروختگی،  کهیر،  قلب،  تپش  بی خوابی،  سردرد، 
داروهایی  از  یکی  افلوکساسین   .]1[ کرد  اشاره  مفصل ها  درد  و 

aghamo_m@yahoo.com

 ،200 روکش دار  قرص  شکل  به  زیادی  مقدار  سالانه  که  است 
دقیق  کنترل  بنابراین،  می شود.  تولید  میلی گرمی   400 و   300
افلوکساسین در داروهای تولیدی برای رعایت استاندارد تولید دارو 
به  توجه  با  است.  اهمیت  حائز  بسیار  داروسازی،  شرکت های  در 
اهمیت کنترل آنتی بیوتیک در فراورده های دارویی که حاوی این 
ماده است، ارایه روشی معتبر برای ایجاد نتیجه های تکرارپذیر و 
برای کمی سازی  الزامی است. روش های متعددی  بالا  با صحت 
1. Ofloxacin (OFL)
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بافت های  داروها،  نمونه  در  آنتی بیوتیک  داروهای  اندازه گیری  و 
متفاوت بدن و... به کار می رود.

 

‌مقدمه

تنفستی، دستتگاه    یهتا  عفونتت در درمان  بیوتیک یآنتداروی  عنوان بهکه  است ها ینولونکاز مشتقات  1افلوکساسین

داده شده است. از عوارض این  نشان 1ساختار ترکیب افلوکساسین در شکل  .عفونی کاربرد دارد یها اسهالادراری و 

. [1] اشتاره کترد   هتا  مفصتل ، تپش قلب، کهیر، برافروختگتی، تهتوع، استهال و درد    خوابی یببه سردرد،  توان یمدارو 

 گرمتی  میلتی  011،311،211 دار روکتش افلوکساسین یکی از داروهایی است که سالانه مقدار زیادی به شکل قتر   

دارو در کنتترل دقیتق افلوکساستین در داروهتای تولیتدی بترای رعایتت استتاندارد تولیتد           ،. بنتابراین شود یمتولید 

دارویتی کته    یهتا  فتراورده در  بیوتیک یآنتداروسازی، بسیار حائز اهمیت است. با توجه به اهمیت کنترل  یها شرکت

متعتددی   یهتا  روش .است، ارائه روشی معتبر برای ایجاد نتایج تکرارپذیر و با صحت بالا الزامی استحاوی این ماده 

 .رود یمبه کار  بدن و... تفاوتم یها بافتدر نمونه داروها،  بیوتیک یآنتداروهای  یریگ اندازهو  سازی یکمبرای 

 

 : ساختار ترکیب افلوکساسین1شکل 

آشکارستاز   وستیله  بته ، کروماتوگرافی متایع بتا کتارایی بتالا     تفاوتم یها بافتافلوکساسین در  یریگ اندازهروش رایج 

[ و 1جرمتی ]  ستنج  طیت   آشکارستاز کروماتوگرافی مایع مجهز بته   با ،[. این ترکیب همچنین2-0] استفلورسانس 

قطتره   [ مورد ارزیابی قرار گرفته است. مقدار افلوکساسین در اشک خرگوش تحت درمتان بتا  6-8الکتروفورز مویین ]

شد. افلوکساسین برای درمان و  یریگ اندازه HPLC/MS/MSبا روش  2112در سال  حاوی افلوکساسین، چشمی

 و یآور جمتع  اشتک  بتا نتوار   اشتک ‌.شتود  یمت چشمی سطحی در حیوانات و انسان استفاده  یها عفونتجلوگیری از 

خطی و حتد قابتل    ng/ml 1111-11 در گسترهانجام شد. منحنی کالیبراسیون  LLEبا استفاده از روش  استخراج

 [.3] گزارش شد ng/ml11 یریگ اندازه

231 

 

                                                            
1 Ofloxacin (OFL) 

شکل 1  ساختار ترکیب افلوکساسین

متفاوت،  بافت های  در  افلوکساسین  اندازه گیری  رایج  روش 
فلورسانس  آشکارساز  به وسیله  بالا  کارایی  با  مایع  کروماتوگرافی 
است ]2 تا 4[. این ترکیب همچنین، با کروماتوگرافی مایع مجهز 
تا 8[ الکتروفورز مویین ]6   به آشکارساز طیف سنج جرمی ]5[ و 

اشک  در  افلوکساسین  مقدار  است.  گرفته  قرار  ارزیابی  مورد 
خرگوش تحت درمان با قطره چشمی حاوی افلوکساسین، در سال 
افلوکساسین  اندازه گیری شد.   HPLC/MS/MS روش  با   2012
برای درمان و جلوگیری از عفونت های چشمی سطحی در حیوانات 
و انسان استفاده می شود. اشک با نوار اشک جمع آوری و استخراج 
با استفاده از روش LLE انجام شد. منحنی کالیبراسیون در گستره 
 10  ng/ml اندازه گیری  قابل  حد  و  خطی   10-5000  ng/ml

گزارش شد ]9[.
جداسازی  به منظور  نمونه  آماده سازی  ترکیب،  هر  تجزیه  برای 
آنالیت از بافت نمونه، خالص سازی و پیش تغلیظ ترکیب موردنظر 
ضروری است. در سال Rgueiro ،2008 و همکارانش برای اولین 
بار روش میکرواستخراج امولسیون سازی به کمک امواج فراصوت1 
اندازه گیری برخی آلاینده های مهم در نمونه  برای استخراج و  را 
آب های محیطی استفاده کردند ]10[. به خاطر حجم کم مجموعه 
فازهای گیرنده و دهنده در این روش، استفاده از سانتریفوژ امکان پذیر 
بوده و بنابراین، نگرانی در مورد امولسیون شدن فازها و در نتیجه 
روش  این  در  شد.  مرتفع  به طورکلی  فازها  جدایی  زمان  افزایش 
 ،)DLLME( همانند روش های میکرواستخراج مایع- مایع پخشی

استخراج مایع- مایع همگن )HLLE(2 و استخراج در نقطه ابری 
شدن3، سطح تماس بین دو فاز به شدت افزایش می یابد، به طوری که 
ثانیه  فاز در چند  بین دو  آنالیت ها  امولسیون شدن، توزیع  از  پس 
به تعادل می رسد و بلافاصله پس از انجام فرایند امولسیون سازی 
کرد.  جداسازی  یکدیگر  از  را  فاز  دو  سانتریفوژ  عمل  با  می توان 
روش های HLLE و DLLME جزء سامانه های سه جزئی بوده که 
برای انجام آن ها افزون بر فاز دهنده )آبی( و گیرنده )آلی( نیاز به 
یک عامل پخش کننده یا همگن کننده نیز است. فاکتورهای تغلیظ 
بزرگ، زمان استخراج و هزینه کم از مهم ترین مزایای این روش ها 
است. از طرفی مصرف حلال های کمکی )حلال های پخش کننده یا 
همگن کننده( در روش های HLLE و DLLME منجر به کاهش 
ضرایب توزیع آنالیت ها از فاز آبی به آلی شده و از طرفی، حجم 
حلال مصرفی را افزایش می دهد. همچنین، تنوع حلال های آلی 
که در این روش ها مورد استفاده قرار گرفته محدود است. کاربرد 
آلی، جایگزین حلال  امولسیون سازی حلال  امواج فراصوت برای 
پخشی در روش DLLME شده است. امواج فراصوت باعث پخش 
فاز آلی به صورت قطرات ریز در محلول آبی )تشکیل امولسیون( 
و با افزایش سطح تماس بین دو فاز باعث افزایش سرعت انتقال 
جرم از فاز دهنده به فاز گیرنده، افزایش سرعت و کارایی استخراج 
می شود ]11[. در روش میکرواستخراج امولسیون سازی به کمک 
امواج فراصوت، به طورمعمول ظرف حاوی نمونه و فاز گیرنده غیر 
محلول وارد حمام فراصوت محتوی یک مایع انتقال دهنده ی امواج 
فراصوت می شود. امواج فراصوت در مدت زمان معینی اعمال شده و 
پس از جدا کردن فازها، فاز گیرنده برای تجزیه و یا مرحله ی بعدی 
آماده سازی نمونه به کار می رود. کاربردهای متعددی از این روش 
آنالیت ها در نمونه های مایع گزارش  انواع متفاوت  برای استخراج 

شده است ]12 تا 14[.
در این مطالعه سعی شده برای اندازه گیری افلوکساسین از روش 
امواج فراصوت استفاده  امولسیون سازی به کمک  میکرواستخراج 
شود که دارای مزایای زیاد مانند: مصرف ناچیز حلال آلی، سرعت 

بالا، پیش تغلیظ زیاد، سادگی کار و بازده بالای استخراج است.

اندازه گیری افلوکساسین با روش میکرواستخراج امولسیون ...

1. Ultrasound-assisted emulsification microextraction (USAEME)                             2. Homogeneous liquid-liquid extraction (HLLE)
3. Cloud point extraction (CPE)
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بخش تجربی
مواد موردنیاز

سبک:  استخراجی  حلال های  شامل:  استخراجی  حلال های 
اوکتانول، n-هگزان، n-دودکان، بوتیل استات، تولوئن و حلال های 
استخراجی سنگین: کربن تترا کلرید، کلروفرم، دی کلرو متان، تری 
کلرو اتان، کلرو بنزن و اسید پرکلریک )HClO4(، جفت یون آنیونی 
)NaHxSo(1 و کاتیونی )TBAHS(2 از شرکت مرک آلمان و متانول 
با درجه خلوص HPLC برای فاز متحرک، از شرکت رومیل انگلستان 
خریداری شدند. آب یون زدایی شده با دستگاه TKA Smart با سامانه 
Q-5Direct با صافی 0/02 میکرون تهیه شد. ترکیب افلوکساسین از 

شرکت سیگما لوئیس خریداری شد و محلول استاندارد افلوکساسین با 
غلظت mg l-1 1000 در متانول تهیه شد. برای تهیه ی محلول های با 

غلظت کمتر، از رقیق سازی محلول اصلی استفاده شد.

دستگاه های مورد استفاده
از دستگاه HPLC مدل PerkinElmer Series 200 ساخت کمپانی 
 Series 200 مدل UV/Visible پرکین المر3 آمریکا مجهز به آشکارساز 
 C18 (Agilent – 10cm, 4/6mm, 3/5µm) و ستون جداسازی
)nuve 200( برای اندازه گیری افلوکساسین و دستگاه سانتریفیوژ مدل 

NF ساخت ترکیه برای جداسازی فاز آلی از آبی و دستگاه فراصوت 

مدل s 244 ED استفاده شد. ترازو با دقت g 0/0001 ساخت کمپانی 
سارتوریوس4  آلمان برای توزین به کار گرفته شد. 

فاز متحرک مخلوطی از آب یون زدایی شده )حاوی بافر H3PO4 در 
pH برابر با 3/5( و متانول حاوی 10% ایزوپروپانول به نسبت حجمی 

v/v 60:40، در حالت ایزوکراتیک با سرعت جریان ml/min 0/9 بود. 

طول موج آشکارساز nm 290 انتخاب و از لوله حلقه ای با حجم تزریقی 
µl 10 استفاده شد.

نتیجه ها و بحث
در هر روش استخراجی عامل هایی بر کارایی روش و بازده استخراج 
مؤثرند که باید بهینه شوند. این عامل های مؤثر در روش استخراجی 

USAEME، به ترتیب عبارت اند از: نوع حلال استخراجی، مقدار اثر 

قدرت یونی نمک، حجم حلال استخراجی، pH محلول استخراجی و 
اثر جفت یون.

اثر نوع زوج یون در pHهای متفاوت
سازوکار استخراج OFL از نمونه های آبی، ایجاد جفت یون بالکی 
قابل استخراج به حلال آلی با یک زوج یون مناسب است. در این مرحله 
اثر نوع جفت یون در pHهای متفاوت مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین 
 TBAHS زوج یون کاتیونی ،NaHxSo منظور، اثر زوج یون آنیونی
و مخلوط دو زوج یون آنیونی NaHxSo و کاتیونی TBAHS همراه 
با هم در pHهای 4، 7 و 9 مورد ارزیابی قرار گرفت. پایین بودن بازده 
استخراج در pHهای قلیایی حاکی از بازده پایین تشکیل جفت یون 
با زوج یون کاتیونی TBAHS است. شاید علت آن را بتوان به عدم 
استقرار بار منفی OFL در pHهای قلیایی نسبت داد. همان طور که از 
شکل 2 مشاهده می شود، استفاده از زوج یون آنیونی در pH برابر با 7 

منجر به بیشترین بازه استخراج شد.

ایزوپروپانول به  11و متانول حاوی %) pH=3.5در  H3PO4)حاوی بافر  شده زدایی یونفاز متحرک مخلوطی از آب 

 nm آشکارساز موج طول/ بود. mL/min 3حالت ایزوکراتیک با سرعت جریان  در v/v 61:01 1 نسبت حجمی

 استفاده شد. µL11 انتخاب و از لوپ با حجم تزریقی 231

‌بحث‌و‌نتایج

مؤثر  های عاملکه باید بهینه شوند. این  بر کارایی روش و بازده استخراج مؤثرند هایی عاملدر هر روش استخراجی 

حجم ، مقدار اثر قدرت یونی نمک، نوع حلال استخراجیاز:  اند عبارت، به ترتیب USAEMEدر روش استخراجی 

‌اثر جفت یون. ومحلول استخراجی  pH ،حلال استخراجی

‌تفاوتم‌یها‌pHاثر‌نوع‌زوج‌یون‌در‌

یک زوج یون  باایجاد جفت یون بالکی قابل استخراج به حلال آلی  آبی، یها نمونهاز  OFLمکانیسم استخراج 

مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین منظور، اثر زوج  تفاوتم یها pHدر این مرحله اثر نوع جفت یون در  .استمناسب 

و کاتیونی  NaHxSoو مخلوط دو زوج یون آنیونی  TBAHS، زوج یون کاتیونی NaHxSoیون آنیونی 

TBAHS  همراه با هم درpH استخراج در  بازدهارزیابی قرار گرفت. پایین بودن  مورد 3،7،0 یهاpH  های قلیایی

شاید علت آن را بتوان به عدم استقرار  .است TBAHSپایین تشکیل جفت یون با زوج یون کاتیونی  بازدهحاکی از 

، استفاده از زوج یون شود یممشاهده  2که از شکل  طور همانهای قلیایی نسبت داد.  pHدر  OFLبار منفی 

 .شداستخراج  بازهمنجر به بیشترین  7برابر با  pH در آنیونی
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شکل 2  اثر نوع زوج یون در pHهای متفاوت بر کارایی استخراج OFL، شرایط 
آزمایش: ml 10 محلول نمونه حاوی µl  ، OFL 500 µg l-1 200 حلال کربن 

تترا کلرید، زمان امولسیون سازی: 30 ثانیه و زمان سانتریفوژ: 5 دقیقه.

OFL بر استخراج pH اثر
با توجه به وجود گروه های عاملی اسیدی و بازی در این ترکیب 
)pKa2 برابر با 8/22 و pKa1 برابر با 6/05(، در pHهای پایین تر از 

آقامحمدی و همکاران

1. Hexan-1-sulfonic acid sodium salt               2. Tetra-n-butylammonium hydregen sulfate                3. Perkin Elmer              4. Sartorius 
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pKa1 این ترکیب به طور عمده به صورت کاتیونی است و در این حالت 

گروه آمینی +H می گیرد و گروه اسیدی به صورت یونیزه نشده است در 
pHهای بالاتر از pKa2 این ترکیب به طور عمده به صورت آنیونی است 

و در این حالت گروه آمینی یونیزه نشده و گروه اسیدی، +H از دست 
می دهد، البته بار منفی در فرم آنیونی مستقر نبوده و در رزونانس شرکت 
می کند. در گستره ی pH بین pKa2 و pKa1 یعنی بین 6/05 تا 8/22 
این ترکیب دارای بار مثبت و منفی است. میزان استخراج OFL در 
گستره ی pH بین 2 تا 10 مورد ارزیابی قرار گرفت. نتیجه ها در شکل 
3 نشان داده شده است. همان طور که در شکل 3 مشاهده می شود در 
pHهای قلیایی که OFL به صورت آنیونی بوده و قابلیت تشکیل جفت 

یون با NaHxSo آنیونی را ندارد، بازده استخراج بسیار ناچیز است. در 
محدوده ی pH بین 2 تا 4 که OFL به طور عمده به فرم کاتیونی است، 
بازده استخراج به تقریب ثابت است. در pH برابر با 6 نیمی از ترکیب 
به صورت کاتیونی و نیمی دیگر به صورت خنثی است، بنابراین، بازده 
تشکیل جفت یون کمتر از pHهای 5 و 4 است. همان گونه که پیش از 
 pH های 4 و 5 درصد فرم کاتیونی بیشتر است، درpH این اشاره شد در
برابر با 7 که به تقریب pH نقطه ایزوالکتریک ))pKa2+pKa1(1/2( این 
 ،pH ترکیب است بیشترین بازده استخراج به دست آمده است. در این
بار مثبت و منفی OFL مساوی و در نتیجه بار الکتریکی خالص آن 
صفر است. در این pH کمترین مقدار قطبیت، حلالیت در آب و کمترین 
مقدار آب پوشی و در نتیجه بیشترین آزادی عمل برای ایجاد جفت یون 
با NaHxSo وجود دارد. در نتیجه pH برابر با 7 به عنوان مقدار بهینه 

pH برای آزمایش های بعدی انتخاب شد.

 OFL استخراج بر‌pHاثر‌‌

 یها pH، در (=pka1 11/6 و=pka2 22/8)عاملی اسیدی و بازی در این ترکیب  یها گروهبا توجه به وجود 

و گروه  گیرد یم +H گروه آمینی تلاست و در این حا کاتیونی صورت به طور عمده بهاین ترکیب  pka1 از تر یینپا

است و در آنیونی  صورت بهعمده  طور بهاین ترکیب  pka2بالاتر از  یها pHدر  است یونیزه نشده صورت بهاسیدی 

، البته بار منفی در فرم آنیونی مستقر نبوده دهد یماز دست  +H، گروه آمینی یونیزه نشده و گروه اسیدی این حالت

یب دارای بار ترک این 11/6-22/8یعنی بین  pka1و  pka2بین  pH ی گستره. در کند یمو در رزونانس شرکت 

 3مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج در شکل  11تا  2 ینب pH ی گسترهدر  OFL. میزان استخراج مثبت و منفی است

آنیونی بوده  صورت به OFLهای قلیایی که  pHدر  شود یممشاهده  3که در شکل  طور هماننشان داده شده است. 

بین  pH ی محدوده. در استاستخراج بسیار ناچیز آنیونی را ندارد، بازده  NaHxSoو قابلیت تشکیل جفت یون با 

نیمی از  6برابر با  pHثابت است. در  تقریب بهاستخراج  بازده، استبه فرم کاتیونی عمده  طور به OFLکه  0تا  2

و  1های  pHتشکیل جفت یون کمتر از  بازده ،، بنابرایناستخنثی  صورت بهنیمی دیگر  و کاتیونی صورت بهترکیب 

 7برابر با  pH دردرصد فرم کاتیونی بیشتر است،  1و  0های  PHکه پیش از این اشاره شد در  گونه هماناست.  0

 آمدهدست  بهاستخراج  بازدهبیشترین  استاین ترکیب ) 2/1(pKa2+pKa1نقطه ایزوالکتریک )) pH تقریب بهکه 

 pH. در این استمساوی و در نتیجه بار الکتریکی خالص آن صفر  OFL، بار مثبت و منفی pHاست. در این 

آب پوشی و در نتیجه بیشترین آزادی عمل برای ایجاد  قدارقطبیت، حلالیت در آب و کمترین م قدارکمترین م

بعدی  های یشآزمابرای  pHمقدار بهینه  عنوان به 7برابر با  pH یجهنت. در وجود دارد NaHxSoجفت یون با 

 انتخاب شد.

 
 ونیزوج  g 111/1و  µg l-1 111 OFLمحلول نمونه حاوی  ml 11 :، شرایط آزمایشOFLبر کارایی استخراج  pH ریتأث 3شکل 

NaHxSo ،µl 211  دقیقه. 1ثانیه و زمان سانتریفوژ:  31، زمان امولسیون سازی: لریدتترا ککربن حلال 
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شکل 3  تأثیر pH بر کارایی استخراج OFL، شرایط آزمایش: ml 10 محلول 
نمونه حاوی OFL 500 µg l-1 و g 0/001 زوج یون µl ،NaHxSo 200 حلال 

کربن تتراکلرید، زمان امولسیون سازی: 30 ثانیه و زمان سانتریفوژ: 5 دقیقه

 بهینه سازی نوع حلال استخراجی و حجم آن
انتخاب یک حلال استخراجی مناسب در روش های میکرواستخراج از 
اهمیت زیادی برخوردار است. در انتخاب حلال آلی چند عامل مهم مورد 
توجه قرار می گیرد. حلال موردنظر باید در آب نامحلول یا حلالیت اندکی 
داشته باشد، تمایل زیادی برای استخراج و انحلال ترکیب موردنظر را در 
خود داشته و با دستگاه تجزیه مورد استفاده نیز سازگار باشد و در گستره ی 
ماده ی استخراجی پیک نداشته باشد. در این پژوهش، کارایی هر دو گروه 
حلال های با چگالی کمتر از آب و با چگالی بیشتر از آب برای استخراج 
OFL مورد بررسی قرار گرفت )حجم حلال آلی µl 200(. این حلال ها 

شامل حلال های زیر هستند: n-هگزان، تولوئن، n-دودکان، اوکتانول، 
بوتیل استات و کربن تترا کلرید، کلروفرم، دی کلرو متان، تری کلرو اتان 
و کلرو بنزن. ظروف استخراج برای حلال های با چگالی کمتر از آب، 
دهانه مخروطی دارد و در ظروف استخراجی مخصوص حلال سنگین، 
بخش مخروطی در ته این ظروف است تا حلال آلی به راحتی جمع شود. 

نتیجه های به دست آمده در شکل a–4 نشان داده شده است.

، OFLجفت یون  داشتن نگهمناسب و پایدار  کنش برهم دلیلبه  OFLبرای استخراج کلروفرم  کارایی. کندعمل 

در مقایسه با و آلی  یفاز آبمناسب با آب جهت جدایی دو گرانروی ، تفاوت امولسیون شدن خوب و همچنین

مورد  ها شیآزماحلال بهینه در سایر  عنوان بهکلروفرم  ،. بنابرایناستبیشتر  توجهی قابلدیگر به مقدار  یها حلال

 استفاده قرار گرفت.

حلال استخراجی  عنوان بهاز کلروفرم  متفاوتی یها حجمدر مرحله بعد برای تعیین حجم بهینه حلال استخراجی، 

 OFLسطوح زیر پیک  Error! Reference source not found.–b0شکل قرار گرفت.  بررسی بهینه مورد

که بیشترین تغلیظ و بنابراین بهترین  گونه هماندهد.  های حلال استخراجی نشان می حجم برحسباستخراج شده را 

مشخص است، که از شکل  طور هماندست آمد. ه حلال آلی در فرایند استخراج ب µl 111 مربوط بهحساسیت 

غلظت آن در فاز آلی با افزایش حجم این فاز بیش از  دیگر عبارتی بهفاز آلی یا  در OFL سطوح زیر پیک مربوط به

µl 111 رقیق شدن  ه علتبOFL یابد می، کاهش. 
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شکل 4 تأثیر نوع حلال آلی )a( و حجم حلال آلی )b( بر کارایی استخراج 
 pH در  OFL 500 µg l-1 10 محلول نمونه حاوی ml :شرایط آزمایش ،OFL

برابر با g ،7 001 /0 زوج یون NaHxSo، زمان امولسیون سازی: 30 ثانیه و 
زمان سانتریفوژ: 5 دقیقه.

اندازه گیری افلوکساسین با روش میکرواستخراج امولسیون ...
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دارای  باید  استخراجی  حلال  مایع-مایع،  استخراج  روش  در 
برهم کنش مناسب با آنالیت موردنظر باشد. از بین حلال های کار 
شده، نیروی بین مولکولی در هگزان، کربن تترا کلرید و دودکان 
به دلیل عدم داشتن ممان دوقطبی و همچنین مکان های دهنده و 
گیرنده پروتون فقط از نوع لاندن بوده و برهم کنش مناسبی با جفت 
یون OFL که دارای گروه های اکسیژن و نیتروژن است، نداشته و 
در نتیجه کارایی پایینی در استخراج این ترکیب دارند. حلال هایی 
و  هیدروژنی  پیوند  ایجاد  به  قادر  استات  بوتیل  و  اکتانول  مانند 
برهم کنش  دارای  کلرواتان  تری  و  کلروفرم  مانند  حلال هایی 
بین مولکولی از نوع دوقطبی-دوقطبی هستند. افزون بر عامل یاد 
پایین،  الکتریک  دی  ثابت  با  حلال هایی  در  یون ها  جفت  شده، 
پایدار می مانند. به همین دلیل، کلروفرم با ثابت دی الکتریک 4/8 
در استخراج جفت یون OFL موفق تر از تری کلرواتان با ثابت دی 
استخراج  روش  در  همچنین،   .]15[ است   7/2 با  برابر  الکتریک 
تشکیل  قابلیت  باید  استخراجی  فراصوت، حلال  امواج  به کمک 
امولسیون با کارایی بالا در اثر جذب امواج فراصوت داشته باشد. 
حلال هایی با گرانروی بیشتر، در برابر عبور امواج فراصوت مقاومت 
با قطرات  امولسیون  ایجاد  در  توانایی کمتری  نتیجه  در  و  بیشتر 
.]16[ دارند  کمتر  گرانروی  با  حلال های  با  مقایسه  در   کوچک 

بنابراین، حلال هایی مانند کلروفرم با گرانروی برابر با 0/56 و تری 
کلرواتان با گرانروی برابر با 0/73 در مقایسه با اوکتانول با گرانروی 
برابر با 7/59 ]15[ در استخراج موفق تر بوده و در اثر جذب امواج 
فراصوت امولسیونی با ذرات کوچک ایجاد کرده که به تبع آن سطح 
انتقال جرم  نتیجه  زیاد و در  آلی بسیار  آبی و  فاز  بین دو  تماس 
آنالیت افزایش می یابد. در نهایت، حلالی کارایی بیشتر در استخراج 
آنالیت را دارد که هم زمان در همه مراحل استخراج به کمک امواج 
 OFL فراصوت موفق عمل کند. کارایی کلروفرم برای استخراج
 ،OFL به دلیل برهم کنش مناسب و پایدار نگه داشتن جفت یون
امولسیون شدن خوب و همچنین، تفاوت گرانروی مناسب با آب 
جهت جدایی دو فاز آبی و آلی در مقایسه با حلال های دیگر به 
بنابراین، کلروفرم به عنوان حلال  مقدار قابل توجهی بیشتر است. 

بهینه در سایر آزمایش ها مورد استفاده قرار گرفت.

استخراجی،  حلال  بهینه  حجم  تعیین  برای  بعد  مرحله  در 
بهینه  استخراجی  حلال  به عنوان  کلروفرم  از  متفاوتی  حجم های 
 OFL پیک  زیر  سطوح   4–b شکل  گرفت.  قرار  بررسی  مورد 
نشان  استخراجی  حلال  حجم های  برحسب  را  شده  استخراج 
بهترین  بنابراین،  و  تغلیظ  بیشترین  که  همان گونه  می دهد. 
به  استخراج  فرایند  در  آلی  حلال   150  µl به  مربوط  حساسیت 
دست آمد. همان طور که از شکل مشخص است، سطوح زیر پیک 
فاز  در  آن  غلظت  به عبارتی دیگر  یا  آلی  فاز  در   OFL به  مربوط 
آلی با افزایش حجم این فاز بیش از µl 150 به علت رقیق شدن 

OFL، کاهش می یابد.

            
اثر غلظت زوج یون

غلظت بحرانی سورفکتانت  )CMC( برای NaHxSo برابر با 
M 0/54 است ]17[. همان طور که در شکل 5 مشاهده می شود، 
بازده استخراج تا رسیدن به 0/53 میلی مولار روند افزایشی دارد 
بازده  بیشترین  و  می یابد  کاهش  مقدار  این  از  گذشتن  از  پس  و 
استخراج مربوط به غلظت 0/53 میلی مولار است که بسیار کمتر 

از غلظت CMC ترکیب NaHxSo است.
 

 

             

‌اثر‌غلظت‌زوج‌یون

 1در شکل  طور که همان .[17] است M 10/1با برابر  NaHxSo( برای CMC) 9غلظت بحرانی سورفکتانت

پس از گذشتن از این مقدار میلی مولار روند افزایشی دارد و  13/1رسیدن به  تااستخراج بازده  ،شود یممشاهده 

 CMCمیلی مولار است که بسیار کمتر از غلظت  13/1استخراج مربوط به غلظت  بازدهو بیشترین  یابد یم کاهش

 .است NaHxSoترکیب 

 
 در µg l-1 111 OFLمحلول نمونه حاوی  ml 11 ، شرایط آزمایش:OFLبر کارایی استخراج  NaHxSo: اثر غلظت زوج یون 1شکل 

pH  و  7برابر باµl 111  دقیقه. 1ثانیه و زمان سانتریفوژ:  31، زمان امولسیون سازی: لروفرمکحلال 

‌مقدار‌اثر‌قدرت‌یونی‌محلول‌نمونه‌سازی‌ینهبه‌

به  یها نمونهاز تزریق  پساستفاده شد.  NaClبرای بررسی اثر قدرت یونی محیط بر مقدار استخراج، از نمک 

مشاهده  6که شکل  گونه همان(. 6شدند )شکل با یکدیگر مقایسه  آمدهدست  به های یکپمساحت  ،HPLCدستگاه 

محلول  گرانروی با افزودن قدرت یونی محلول، استخراج بیشتر است. ، در شرایط بدون استفاده از نمک، بازدهشود یم

 .شود یماستخراج کم  بازدهو  گیرد ینمبه فاز آلی صورت  خوبی بهبیشتر شده و انتقال جرم  آبی

 

 

                                                            
9 Critical micelle concentration 
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شکل 5  اثر غلظت زوج یون NaHxSo بر کارایی استخراج OFL، شرایط 
 µl برابر با 7 و pH در  OFL 500 µg l-1 10 محلول نمونه حاوی ml :آزمایش
150 حلال کلروفرم، زمان امولسیون سازی: 30 ثانیه و زمان سانتریفوژ: 5 دقیقه.

بهینه سازی مقدار اثر قدرت یونی محلول نمونه
برای بررسی اثر قدرت یونی محیط بر مقدار استخراج، از نمک 
 ،HPLC استفاده شد. پس از تزریق نمونه های به دستگاه NaCl

آقامحمدی و همکاران
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 مساحت پیک های به دست آمده با یکدیگر مقایسه شدند )شکل 6(.
همان گونه که شکل 6 مشاهده می شود، در شرایط بدون استفاده از 
نمک، بازده استخراج بیشتر است. با افزودن قدرت یونی محلول، 
گرانروی محلول آبی بیشتر شده و انتقال جرم به خوبی به فاز آلی 

صورت نمی گیرد و بازده استخراج کم می شود.

 

 

 

 
زوج  g 111/1و  µg l-1 111 OFLمحلول نمونه حاوی  ml 11 ، شرایط آزمایش:OFLقدرت یونی بر کارایی استخراج  ریتأث: 6شکل 

 دقیقه. 1ثانیه و زمان سانتریفوژ:  31، زمان امولسیون سازی: حلال کلروفرم NaHxSo ،µl 111 ونی

‌روش‌یا‌هیتجز‌ییکارا

‌یقیحق‌ی‌نمونه‌یار‌بر‌روکرسم‌منحنی‌کالیبراسیون‌و‌

هتای   تحتت شترایط بهینته انجتام گرفتت. منحنتی       OFL تجزیته روش،  ای یته تجز یهتا  شتاخص آزمتودن   منظور به

 یتری گ انتدازه بترای   USAEME-HPLC-UVروش  ای یته تجز یها شاخصکالیبراسیون در آب خالص رسم شد. 

OFL   ی گستتره نشتان داده شتده استت. روش پیشتتنهادی در     1در جتدول gl-1 1111 – 11    ،حتتد خطتی بتوده

 (EFو فتاکتور پتیش تغلتیظ )    g l-1 23 و 7ترتیتب  ( به LOQکمی ) یریگ اندازه( و حد LOD) روش یصتشخ

( محاسبه شده با پنج مرتبه استخراج از محلتولی حتاوی   %RSDدست آمد. انحراف استاندارد نسبی )ه ب 27 برابر با

g l-1 111  ازOFL  بود.11کمتر از % 

 OFL یریگ اندازهبرای  USAEME-HPLC-UVروش  ای یهتجز یها شاخص :1جدول 

RSD%‌
)n=3( EF LOQ‌

(g L-1) 
LOD‌

(g L-1) R2 
‌گستره‌خطی

(g L-1) 
 آنالیت

6/3 27 23 7 3310/1 1111-11 OFL 

‌
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 10 ml :شرایط آزمایش ،OFL شکل 6  تأثیر قدرت یونی بر کارایی استخراج
 150 µl ،NaHxSo 0/001 زوج یون g و OFL 500 µg l-1 محلول نمونه حاوی

حلال کلروفرم، زمان امولسیون سازی: 30 ثانیه و زمان سانتریفوژ: 5 دقیقه.

کارایی تجزیه ای روش
رسم منحنی کالیبراسیون و کار بر روی نمونه ی حقیقی

به منظور آزمودن شاخص های تجزیه ای روش، تجزیه OFL تحت 
شرایط بهینه انجام گرفت. منحنی های کالیبراسیون در آب خالص 
USAEME-HPLC-UV رسم شد. شاخص های تجزیه ای روش 

برای اندازه گیری OFL در جدول 1 نشان داده شده است. روش 
حد  بوده،  خطی   1000  µg l-1 تا   10 گستره ی  در  پیشنهادی 
تشخیص روش )LOD( و حد اندازه گیری کمی )LOQ( به ترتیب 
7 و µg l-1 23 و فاکتور پیش تغلیظ )EF( برابر با 27 به دست 
آمد. انحراف استاندارد نسبی )RSD%( محاسبه شده با پنج مرتبه 
استخراج از محلولی حاوی µg l-1 100 از OFL کمتر از 10% بود.

جدول 1  شاخص های تجزیه ای روش USAEME-HPLC-UV برای 
OFL اندازه گیری

هدف از انجام این کار پژوهشی، ارایه یک روش کارآمد، سریع و 
ساده برای اندازه گیری داروی افلوکساسین در فراورده های دارویی 
 )200 mg OFL( و سرم خون است. به این منظور، 5 عدد قرص
آسیاب  قرص های  از  گرم   0/01 شد.  آسیاب  سپس  و  شده  وزن 
ml 5 متانول به  بالون 50 میلی لیتری منتقل کرده و  به  را  شده 
افزوده و به مدت 15 دقیقه در حمام فراصوت قرار داده شد  آن 
با آب مقطر به حجم رسانده و  به طور کامل حل شود، سپس   تا 
g 0/005 از NaHxSo به آن افزوده شد. ml 10 از این محلول 
را به ظرف استخراج منتقل کرده و با µl 150 کلروفرم به وسیله 
روش USAEME در شرایط بهینه به دست آمده استخراج شده و 
µl 20 از حلال استخراجی برای تجزیه به دستگاه HPLC تزریق 

شد. برای بررسی تکرارپذیری روش، آزمایش فوق 3 بار تکرار شد. 
کروماتوگرام به دست آمده از استخراج OFL از قرص حاوی این 
 OFL 7 نشان داده شده است و میانگین غلظت-b دارو در شکل

محاسبه شده در جدول 2 آورده شده است.

USAEME-HPLC در نمونه های حقیقی با روش OFL جدول 2 اندازه گیری

 

داروی افلوکساسین در  گیری اندازه، سریع و ساده برای کارآمد، ارائه یک روش پژوهشیهدف از انجام این کار 

وزن شده و سپس آسیاب شد.  )mg OFL 211)عدد قر   1 . به این منظور،استدارویی و سرم خون  های فراورده

متانول به آن افزوده و به مدت  ‌ml 1منتقل کرده و لیتری میلی 11آسیاب شده را به بالون  یها قر گرم از  11/1

 g 111/1به حجم رسانده و  ، سپس با آب مقطرحل شود کامل طور بهتا  شد قرار داده فراصوتدقیقه در حمام  11

کلروفرم  l 111 از این محلول را به ظرف استخراج منتقل کرده و با ml 11شد.  فزودهآن ا به NaHxSo از

به  برای تجزیهاز حلال استخراجی  l21استخراج شده و  آمدهدست  بهدر شرایط بهینه  USAEME روش وسیله به

 آمدهدست  به کروماتوگرام. شدبار تکرار  3آزمایش فوق  ،تکرارپذیری روش برای بررسیتزریق شد.  HPLCدستگاه 

محاسبه  OFLنشان داده شده است و میانگین غلظت  b-7از قر  حاوی این دارو در شکل  OFLاز استخراج 

 آورده شده است. 2شده در جدول 

‌‌USAEME-HPLCروش باحقیقی  یها نمونهدر ‌‌OFLیریگ اندازه: 2جدول 

 نمونه
بازده‌
 استخراج

RSD% 
(3n=) مقدار‌پیدا‌شده صحت 

(g l-1)‌

‌مقدار‌
‌شده‌فزودها

(g l-1) 

 % -12* 7/3 %88 قرص
 (قر  g 11/1در )

 g 12/1 
0 

سرم‌
 خون

   1 1 
2/33% 8/3 8/6- % 6/06 11 
0/113% 2/8 0/3+ 0/113 111 

 .است mg 211برابر با  g 188/1در هر قر  با میانگین وزن  OFLدوز  *

از مورد ارزیابی قرار گرفت.  ،در سرم خون OFL یریگ اندازه، کارایی روش پیشنهاد شده برای در قسمت بعدی

از سرم خون فرد ، ، امکان نداشتباشد OFLدستیابی به سرم خون بیماری که تحت درمان با داروی  که  جایی آن

از سرم خون فرد سالم را در ظرف استخراج ریخته  ml 2کارایی روش استفاده شد. به این منظور  برای بررسیسالم 

 انجام استخراج عمل USAEMEروش  بارسانده و  ml 11حجم آن را به  NaHxSoاز  g111/1 افزودناز  پس و

نشان  c -7از استخراج سرم خون در شکل  آمدهدست  به یها کروماتوگرامو  2در جدول  آمدهدست  بهشد. نتایج 

 داده شده است.

در قسمت بعدی، کارایی روش پیشنهاد شده برای اندازه گیری 
که  آن جایی   از  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  خون،  سرم  در   OFL

 OFL داروی  با  بیماری که تحت درمان  به سرم خون  دستیابی 
بررسی  برای  سالم  فرد  خون  سرم  از  نداشت،  امکان  باشد، 
کارایی روش استفاده شد. به این منظور ml 2 از سرم خون فرد 
از   0/001 g افزودن  از  را در ظرف استخراج ریخته و پس  سالم 
 USAEME 10 رسانده و با روش ml حجم آن را به NaHxSo

اندازه گیری افلوکساسین با روش میکرواستخراج امولسیون ...  

 

 
زوج  g 111/1و  µg l-1 111 OFLمحلول نمونه حاوی  ml 11 ، شرایط آزمایش:OFLقدرت یونی بر کارایی استخراج  ریتأث: 6شکل 

 دقیقه. 1ثانیه و زمان سانتریفوژ:  31، زمان امولسیون سازی: حلال کلروفرم NaHxSo ،µl 111 ونی

‌روش‌یا‌هیتجز‌ییکارا

‌یقیحق‌ی‌نمونه‌یار‌بر‌روکرسم‌منحنی‌کالیبراسیون‌و‌

هتای   تحتت شترایط بهینته انجتام گرفتت. منحنتی       OFL تجزیته روش،  ای یته تجز یهتا  شتاخص آزمتودن   منظور به

 یتری گ انتدازه بترای   USAEME-HPLC-UVروش  ای یته تجز یها شاخصکالیبراسیون در آب خالص رسم شد. 

OFL   ی گستتره نشتان داده شتده استت. روش پیشتتنهادی در     1در جتدول gl-1 1111 – 11    ،حتتد خطتی بتوده

 (EFو فتاکتور پتیش تغلتیظ )    g l-1 23 و 7ترتیتب  ( به LOQکمی ) یریگ اندازه( و حد LOD) روش یصتشخ

( محاسبه شده با پنج مرتبه استخراج از محلتولی حتاوی   %RSDدست آمد. انحراف استاندارد نسبی )ه ب 27 برابر با

g l-1 111  ازOFL  بود.11کمتر از % 

 OFL یریگ اندازهبرای  USAEME-HPLC-UVروش  ای یهتجز یها شاخص :1جدول 

RSD%‌
)n=3( EF LOQ‌

(g L-1) 
LOD‌

(g L-1) R2 
‌گستره‌خطی

(g L-1) 
 آنالیت

6/3 27 23 7 3310/1 1111-11 OFL 
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عمل استخراج انجام شد. نتیجه های به دست آمده در جدول 2 و 
شکل  در  خون  سرم  استخراج  از  آمده  به دست  کروماتوگرام های 

c -7 نشان داده شده است.

  .  

. آمدهدست  بهتحت شرایط بهینه  OFLاز استخراج  پسکلروفرم  تریرولیکم 21ق یاز تزر آمدهدست  بهروماتوگرام ک -7شکل 

و نمونه سرم خون فرد سالم اسپایک  (bشده )، قر  بدون اسپایک استخراج (a) در آب g l-1 111با غلظت  OFLاستاندارد 

 OFL (c)از  g l-1 111شده با غلظت 

میکرواستخراج گزارش شده در مقالات برای  یها روشبا شده  ارائهروش  ای یهتجز یها شاخصمقایسه برخی از 

 توان یمرا  یآل حلالو مصرف کم  نهیهز، یل سادگیاز قب ییایآورده شده است. مزا 3جدول در  OFL گیری اندازه

 طور به USAEMEو استخراج در روش  یحلال آلسازی  ونیامولس یبرا موردنیازداد. زمان  روش نسبتن یبه ا

 ترین مهمکه  است 3گزارش شده در جدول  یها روشاستخراج در  یبرا موردنیازبسیار کمتر از زمان  توجهی قابل

مستلزم صرف مواد  (SPME)میکرواستخراج فاز جامد  روش در بسپارتهیه . دیآ یم حساب بهمزیت این روش 

 پخشی به کمک امواج فراصوتمایع -میکرواستخراج مایع. روش زیاد استو هزینه  طولانی ، زمانتفاوتشیمیایی م

(UA-DLLME)،  افزایش حجم حلال آن بر ( دارد که افزون کننده پخش حلالکمکی ) حلالنیاز به مصرف

های آلی که در این  تنوع حلال ،. همچنینشود یمها از فاز آبی به آلی  مصرفی منجر به کاهش ضرایب توزیع آنالیت

 .استاستفاده شده است محدود  روش

 

 

 

شکل 7  کروماتوگرام به دست آمده از تزریق 20 میکرولیتر کلروفرم پس از 
 استخراج OFL تحت شرایط بهینه به دست آمده. )a( استاندارد OFL با غلظت
µg l-1  100 در آب، )b( قرص بدون اسپایک استخراج شده و )c( نمونه سرم 

OFL 100 از µg l-1 خون فرد سالم اسپایک شده با غلظت

با  شده  ارایه  روش  تجزیه ای  شاخص های  از  برخی  مقایسه 
روش های میکرواستخراج گزارش شده در مقالات برای اندازه گیری 
OFL در جدول 3 آورده شده است. مزایایی از قبیل سادگی، هزینه 

و مصرف کم حلال آلی را می توان به این روش نسبت داد. زمان 
روش  در  استخراج  و  آلی  حلال  امولسیون سازی  برای  موردنیاز 
موردنیاز  زمان  از  کمتر  بسیار  قابل توجهی  به طور   USAEME

برای استخراج در روش های گزارش شده در جدول 3 است که 
مهم ترین مزیت این روش به حساب می آید. تهیه بسپار در روش 
میکرواستخراج فاز جامد )SPME( مستلزم صرف مواد شیمیایی 
متفاوت، زمان طولانی و هزینه زیاد است. روش میکرواستخراج 
مایع-مایع پخشی به کمک امواج فراصوت )UA-DLLME(، نیاز 
بر  افزون  که  دارد  پخش کننده(  )حلال  کمکی  به مصرف حلال 
افزایش حجم حلال مصرفی منجر به کاهش ضرایب توزیع  آن 
آنالیت ها از فاز آبی به آلی می شود. همچنین، تنوع حلال های آلی 

که در این روش استفاده شده است محدود است.

جدول 3 مقایسه روش USAEME-HPLC با برخی از روش های 
OFL میکرواستخراج گزارش شده در منابع برای اندازه گیری

نتیجه گیری
هدف از این پژوهش، ارایه روش استخراجی با به کارگیری حداقل 
مقدار حلال آلی با کارایی بالا در حداقل زمان است. بدین منظور برای 
استخراج افلوکساسین روش میکرواستخراج امولسیون سازی به کمک 
امواج فراصوت به کار گرفته شد. زمان استخراج در این روش 5 دقیقه 
است. تحت شرایط آزمایشگاهی بهینه، گستره خطی مناسب با حد 
تشخیص و حد قابل اندازه گیری قابل قبول به دست آمد. در نهایت روش 
پیشنهاد شده به طور موفقیت آمیزی برای اندازه گیری OFL در نمونه 
قرص این دارو و سرم خون به کار رفت. روش ارایه شده، ساده، ارزان و 
سریع است که می تواند برای پیش تغلیظ و اندازه گیری افلوکساسین در 

نمونه های دارویی و سایر بافت های حقیقی به کار گرفته شود.
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 OFL گیری اندازهبرای  نابعمیکرواستخراج گزارش شده در م های روش برخی ازبا  USAEME-HPLCمقایسه روش  3جدول 

 نمونه مرجع
زمان‌

 استخراج
)min( 

حد‌
 تشخیص
)μg l-1( 

گستره‌
 خطی

)μg l-1( 

 روش‌
*استفادهمورد‌  

LOQ: 3/1 21 شیر [18]  
)μg ml-1( 

611-1  
)μg ml-1( 

SPME-MIP  
HPLC-UV/Vis 

30/1 11 آب فاضلاب [13]  2111-11  UA-DLLME  
HPLC-UV/Vis 

[21] 
آب شرب و 
 ادرار

1/13  11/1  111-1/1  in-tube MSPME 
HPLC-UV/Vis 

21-2110 12 11 شیر [21]  SALLUE-ASS 

20/23 01 ادرار [22]  1111-01  SD-LLLME 
CE/UV 

 پژوهش
 حاضر

قر  و 
 سرم خون

1 7 1111-11  USAEME 
HPLC-UV/Vis 

*SPME: solid-phase microextraction; MIP: molecularly imprinted polymer; 
UA-DLLME: ultrasound-assisted dispersive liquid–liquid microextraction; in-
tube MSPME: In-tube magnetic solid phase microextraction; SALLUE: 
salting-out assisted liquid–liquid ultrasonic extraction, ASS: aluminum 
sensitized spectrofluorimetric method; SD-LLLME: single drop liquid–
liquid–liquid microextraction; CE: capillary electrophoresis. 
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Abstract: In this study, a simple and fast method was developed for ofloxacin determination. 
Ofloxacin is an antibiotic that is used to treat bacterial infections. Ultrasound-assisted 
emulsification microextraction (USAEME) based on applying heavy density organic 
solvent followed by high performance liquid chromatography (HPLC) was used for 
ofloxacin determination. For this purpose, 150 µl chloroform as extraction solvent was 
slowly injected into the centrifuge glass vial containing 10 µl aqueous sample located 
inside the ultrasonic water bath. The formed emulsion was centrifuged at 5000 rpm and 
20 µl of separated organic solvent containing extraction ofloxacin was injected into the 
HPLC system equipped with a UV/Vis detector at 290 nm. The influences of different 
parameters affecting the USAEME procedure were evaluated to optimize the efficiency 
of the microextraction process. Under the optimum extraction conditions, the calibration 
carve was linear in range of 10- 1000 µg l-1. The limit of detection (LOD), limit of 
quantification (LOQ), and preconcentration factor in water sample were obtained 7,  23 µg l-1 

and 27, respectively.

Keywords: Ofloxacin, High Performance Liquid Chromatography, Ultrasound-assisted Emulsification 
Microextraction
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