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زیستیهاي سیال) در  3Dگیري کوله کالسیفرول (ویتامین اندازه و استخراجمیکرو

ناپذیرکارگیري فیبر توخالی و دو حلال آلی امتزاجبا یک روش سه فازي و به
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چکیده
مایع با فیبر توخالی انجام شـد.-هاي زیستی با روش میکرواستخراج مایعدر سیال 3Dگیري ویتامیندر این مطالعه، استخراج و اندازه 

لیتـر محلـولمیلـی 8ناپذیر در دیواره و درون فیبراستفاده شد. ویتامین از کارگیري دو حلال آلی امتزاج از روش سه فازي و به منظور  بدین
(نرمال دودکان) که در منافـذ فیبـر قـرار دارد، اسـتخراج شـد. سـپس، در داخـل فیبـر کـه حـاوينمونه با لایه نازکی از یک حلال آلی 

در ایـندسـت آمـد.  استونیتریل درمقیاس میکرولیتر بود، استخراج برگشتی انجام شد. عوامل موثر بر این روش بررسی و شرایط بهینه به 
دستبه  999/0برابر با 2R با  ng ml1000-1تا 3ه گسترو نمودار واسنجی در  ng ml 9/0-1، حدتشخیص130سازي شرایط عامل غنی

پذیري در چند روز انجام شد و انحراف معیار نسبی بـه ترتیـبآمد. براي بررسی دقت روش پیشنهادشده، تکرارپذیري در یک روز و تکثیر
هـاي زیسـتی انجـام شـد و بـاپیشنهادي، استخراج ایـن ویتـامین از سـیالدست آمد. در ادامه براي اثبات توانمندي روش  به   1/6و    4/5

دست آمد.قبولی به هاي قابلشده مقایسه شد و نتیجه هاي انجامپژوهش

سوانگاري مایع با کارایی بالا3Dویتامین کلیدي: هايواژه تغلیظ.هاي زیستی، پیشفیبر توخالی، سیال، ،

مقدمه
از آن3Dویتامین   استفاده  در چربی است.  ویتامین محلول   ،

]. کمبود آن1همراه با کلسیم براي حفظ توده استخوانی بدن است [ 
شود. افزایش آن درکاهش تراکم استخوانی و شکستگی می   موجب 

بافت  در  آن  رسوب  و  کلسیم  افزایش  سبب  وخون  کلیه  هاي 
می شریان  خونی  وهاي  خون  فشار  افزایش  آن  نتیجه  که  شود 

است   کلیه  سیال ]2[نارسایی  در  آن  مقدار  واپایش  بنابراین،  هاي. 
است.  مهم  سیالآماده   زیستی  این  حذفها،  سازي  براي 

تداخلعامل اندازه هاي  براي  ویتامین،  کننده  این  از  پیشگیري 
] است  مهم  بسیار  سال   ].3سنجش  روشدر  اخیر،  هايهاي 

هايمتفاوتی براي استخراج و اندازه گیري این ویتامین از سیال
ها، استفاده]. یکی از این روش7تا    4زیستی گزارش شده است [
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که   است  جاذب  جامد  فاز  بهزماناز  دستیابی  براي  و  بوده  بر 
شو تبخیر  باید  شوینده  حلال  بالا،  تغلیظ  ].10تا    8[ دپیش 

هايو استفاده از حجم بالاي حلال  مایع-مایعکاربرد استخراج  
محیط آلاینده  و  گران  است  آلی  در11[زیست  ،1999 سال ]. 

(  متخلخل فیبرهاي با میکرواستخراج روش   )١LPMEتوخالی 
این روش، به دوگروه دو فازي و سه فازي  .]13و  12[شد   ارائه 

به  شود.تقسیم می آلی  فازي حلال  دو  درکاربرده در روش  شده 
،فازي سه  روشدر  فیبر یکسان است.    داخل فیبر و منافذ دیواره 

و گیردمی قرار فیبر منافذ درون موئینگی با نیروهاي آلی حلال
می فیبر دیواره  درون را  نازکی لایه  [ تشکیل  فاز. ]14دهد 

شود.می وارد  میکرولیتر) درون فیبر چند حد (در  آبی استخراجی
دهنده بین آلی غشاي وجود شدنمخلوط از گیرنده  و فازهاي 
طورمستقیماستخراجی به  فاز ، از طرفیکندمی جلوگیري فازها

اثر  تواند درنمونه می  بنابراین، محلول   نیست. نمونه  با  تماس  در
آبی به .شود همگن،  زدنهم از محلول  آنالیت  در روش مذکور 

محلول به  سپس،  و  استخراج  فیبر  دیواره  در  آلی  حلال  داخل 
می انجام  برگشتی  استخراج  فیبر،  داخل  آبی آبی  فازشود.  بودن 

به   موجبگیرنده   در  برايمحدودیت  دستگاه  کارگیري 
محدود رفع  براي  شود.می  آنالیت  گیرياندازه  نظر از یتاین 

به  اي و از طرف دیگر دستیابیتجزیه  هايدستگاه  با سازگاري 
تشخیص آن هايحد  در  که  است  شده  معرفی  روشی  بهتر، 

استفاده  فازي سه  روش  ناپذیر درامتزاج  آلی حلال دو از توانمی
در آلی (مانند نرمال دودکان) حلال یک  ،روش دراین  ].15[کرد  
یا آلی دیگر (مانند متانول حلال و گیردمی قرار فیبر دیواره  منافذ

کند.می پر را درون فیبر و عمل پذیرنده  فاز عنوانبه استونیتریل)
باید به گونه  انتخاب شود که بتواند درحلال پرکننده غشاء،  اي 

از طرفی دومنافذ فیبر   آنالیت به آن منتقل شود.  باقی مانده و 
به  برده حلال  امتزاج کار  زمانشده  در  و  باشند  پایدار  و  ناپذیر 

افزون نشوند،  تبخیر  تجزیه آزمایش  دستگاه  با  سازگار  ايبرآن، 

1. Hollow fiber liquid phase microextraction (LPME)

سه روش براي مناسبی مکمل شده،ارائه  روش بنابراین، باشد.
بسیار  آلی حلال دو  بین انتشار لایه  چون ضخامتاست.    فازي
با استخراج  بازدهی و نفوذ است، سرعت آلی-آبی حلال از  کمتر

[ فیبر در آلی، حلال دو کارگیريبه  است  در  ].18تا   16بیشتر 
تغلیظ ویتامین، فیبر توخالیاین پژوهش، براي استخراج و پیش

هاي گوناگونکاربرده شد. روش دو فازي و سه فازي با حلالبه 
به آلی که   دارند،  را  استخراج  این  کاربرده شد. روش سهشرایط 

غنی عامل  درفازي  بهینه  شرایط  داد.  نتیجه  را  بالاتري  سازي 
به  بهینه  شرایط  در  و  شد  بررسی  فازي  سه  آمدهدستروش 

و  انجام  زیستی  يهااز سیالتغلیظ این ویتامین  استخراج و پیش
شده مقایسه شد. هاي انجامبا روش

بخش تجربی
ها  دمواد شیمیایی و استاندار

بـا  3Dویتـامین  پـودر خـالص  ،  اسـتاندارد   تهیه محلول براي  
درصد از شرکت مرك آلمان تهیه شد. محلول  97خلوص بیشتر از  
کردنلیتـر، بـا حـل میلی   50و حجـم    µg/ml  500مادر به غلظت  

در اتــانول، تهیــه و در یخچــال  3Dمقــدار مناســب پــودر ویتــامین  
اسـتونیتریل هاي استاندارد از آن تهیه شد. داري و روزانه محلول نگه 

- 1خلوص دستگاه سوانگاري مایع با عملکرد بالا،    و متانول با درجه 
اکتانول، آندکان، نرمال دودکان، نرمـال- 1آندکانول،  - 1دودکانول،  

پنتادکان، نرمال هگزادکان، نرمال هگزان، اتیل استات و تولـوئن از
پـروپیلن بـا قطـر داخلـیفیبرهاي پلی ك خریداري شد. شرکت مر 

کارگرفته به   آلمان میکرومتر ساخت    0/ 2قطر منافذ  و میکرومتر  600
.شد 

 ها و تجهیزاتدستگاه 
هـايعاملسـازي شـرایط اسـتخراج و تعیـین  بهینه براي  

سـوانگاري مـایع بـادسـتگاه  گیري ویتـامین،  اندازه اي و  تجزیه 
مجهز به شیر محل تزریقاستفاده شد. این دستگاه    بالاعملکرد  
فـرابنفشمیکرولیتـري و آشکارسـاز    20  ايلوله حلقه و    خودکار
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) و یــک پمــپنــانومتر 264شــده در طــول مــوج (تنظیممرئــی 
و متـرسـانتی 51بـه طـول  18Cوبرگشتی به همراه سـتون رفت
سـتون. پیشمیکرومتر بود 5 هايه متر با اندازه ذرمیلی 6/4قطر
18C بـراي معلـق. کارگرفتـه شـدبه محافظت از ستون  براينیز
سـرنگ ، داشتن فیبر داخل محلول و تزریق محلول داخل فیبـر نگه 

میکرومتر  800میکرولیتري با سوزن سر تخت به قطر    25هامیلتون  
) و سرنگ پزشکی  NR702 (مدل  ساخت کمپانی هامیلتون آمریکا  

10 و  5 ، 2 هـاي پیپـت  ، هـا براي برداشتن محلـول .  د ش   کارگرفته به 
تـا  100و    100تـا    10حجم متغیـر  ی با  ی بردارها نمونه لیتري و  میلی 

بـار مصـرفتعویض یک ل میکرولیتري با سر پلاستیکی قابـ  1000
لیتـر در دقیقـه میلی  1از متانول با سرعت شویش  شد.    کاربرده به 
لول نمونـهــزدن محبراي هم  عنوان فاز متحرك استفاده شد.به 

.کاربرده شدبه سی  ــدستگاه همزن مغناطی ،طی استخراج 

میکرواستخراج  روش مراحل
لیتـرمیلـی 15 حجـم بـا ظروفـی اسـتخراج، انجـام براي

میکرولیتر، 25حجم  با سرتخت همچنین، سرنگ د.ش کاربرده به 
طـی فیبـر نگهـداري معمولی براي پزشکی سرنگ سوزن یک

8ابعـاد  بـه  پروپیلنپلی فیبر ]. ابتدا15شد [ برده  کاربه  استخراج 
درون قراردادن با فیبر احتمالی هايآلودگی شد. بریده  مترسانتی
برطـرف شـد. سـپس ه دقیق 2مدت  به  فراصوتو انجام  استون

ربـايزمان داده شد، تا استون از سطح فیبر تبخیـر شـود. آهـن
بـا اسـتخراج  ظـرف درون mm 10× 2ابعاد  شده باداده پوشش

حجم لازم از محلول نمونه بـه شد و داده  قرار لیترمیلی15 حجم
مغناطیسـی همـزن روي ظـرف نمونـه ظرف استخراج منتقل و 

 هامیلتون سرنگ درون گیرنده، فاز از میکرولیتر 25  .ه شدقرارداد

از پزشکی سرنگ یک سر سرنگ هامیلتون و سوزن شد. کشیده 
متصـل میکروسرنگ سوزن به  فیبر داخل دیواره سیلیکونی رد و

بـه  فیبـر .متصل شـد پزشکی سوزن به  نیز فیبر دیگر و انتهاي
تـا شـد داده  قـرار دودکـان لنرمـا محلـول در ثانیـه  چند مدت

فیبر درون به  گیرنده  فاز ازآن،پس .شود پر آلی حلال با منافذش
داخل محلول نمونه قـرار دایره نیم شکل شد. این فیبر به  تزریق

سـپس، همـزن د.شـ بسـته  گیـره  بـه  گرفـت و میکروسـرنگ
گیرنده فاز استخراج، زمانگذشت  از پس مغناطیسی روشن شد.

به دستگاه سوانگاري با عملکرد بالا تزریق شد. میکروسرنگ با

ها و بحث نتیجه 
 انتخاب حلال آلی براي غشاء و درون فیبر 

شده در غشـاء و درون فیبـر بـرايکاربرده هاي آلی به حلال 
تغلـیظ مناسـب، بسـیار مهـم اسـت.دستیابی به اسـتخراج و پیش 

ناپذیر، داراي فراریـت پـایین و ازامتزاج حلال آلی غشاء باید با آب  
آسانی در منافـذ دیـوار فیبـرنظر قطبیت، سازگار با فیبر باشد تا به 

روي بالایی نداشته باشد تا انتقال جرم ازقرار گیرد. از طرفی گران 
فاز آبی به آن صورت گیرد. حلال آلی درون فیبر نیز، باید مناسـب

بـالا و بـا فـاز آلـی داخـل غشـاءبراي سوانگاري مایع با عملکرد 
ناپذیر باشد (روش سه فازي). برپایه ایـن مطالـب، انتخـابامتزاج 

فازي به صـورت یـک حـلالحلال آلی با دو روش دوفازي و سه 
آلی در غشاء و درون فیبـر (روش دو فـازي) و دو حـلال آلـی در

کـارگیريغشاء و درون فیبر (روش سه فازي)، انجام شـد. بـا بـه 
سازي در هر آزمـایشهاي آلی، استخراج انجام و عامل غنی حلال 

آمده نشان داد کـه روشدست ). عددهاي به 1جدول  ( محاسبه شد  
هايدهد. حلال بالاتري را نتیجه می   1سازي سه فازي عامل غنی 

تري راسازي پایین شده درروش دو فازي، عامل غنی کاربرده آلی به 
ري نیز مناسب نبود و مشـکلاتینتیجه داد و براي دستگاه سوانگا 
براین، روش سه فـازي بـرايبنا  را براي ستون دستگاه پیش آورد. 

تغلیظ در نظرگرفته شد.استخراج و پیش 

1. Enrichment factor (EF)
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شده در فیبر و تاثیر آن بر عاملکاربردههاي آلی بهحلال 1جدول 
 سازي غنی

روش دو فازي روش سه فازي 

EF فیبر حلال آلی در غشاء و درون  در   یحلال آل
ء فیبر غشا

حلال آلی
درون فیبر  EF

15 دودکانول 1 آندکان  استونیتریل  88
38 آندکانول  1 آندکان  متانول  75
62 اکتانول  1 دودکان  ل یتری استون 105 

9 تولوئن  دودکان  متانول  98
2 ) 70:30اتیل(-هگزان پنتادکان  ل یتری استون 48

پنتادکان   40 متانول 
هگزادکان   31 ل یتری استون
هگزادکان   28 متانول 

ــلال ــدند،ح ــی ش ــازي بررس ــه ف ــه در روش س ــی ک ــاي آل ه
هاي زیر را دادند:نتیجه 

فیبر قرار  آندکان، پنتادکان و هگزادکان به خوبی دردیواره 
استونیتریل   و  متانول  با  و  در طولامتزاج گرفتند  و  بودند  ناپذیر 

دیواره  از  استخراج  به زمان  ولی  نکردند،  نشت  فیبر  علتي 
نشد.گران انجام  خوبی  به  آبی  فاز  از  آنالیت  انتقال  بالا،  روي 

دست نیامد. با توجهها به سازي بالایی از آنبنابراین، عامل غنی
ي فیبرعنوان حلال آلی براي غشاها، نرمال دودکان به به نتیجه 

فاز عنوانبه  متانول و استونیتریل انتخاب شد. در ادامه دو حلال
شدند بررسی  بسیار  ، حلال هردو  .گیرنده  در  کمی حلالیت 

درون خوبی به  استخراج  زمان مدت طول در و داشتند دودکان
سازي بالاتري را نتیجهماندند. استونیتریل عامل غنی باقی فیبر

 .شد استفاده  گیرنده  فاز عنوانبه  استونیتریل داد، پس از

طول فیبر بررسی اثر
فیبر، بـا مقـدار حجـم فـاز گیرنـده شده طول در نظرگرفته 

متناسب بود. در روش میکرواستخراجی، حجم فاز گیرنده کمتـر
شده در فاز گیرندهآوريموجب افزایش غلظت مقدار آنالیت جمع

]. از18آیـد [دسـت میسـازي بـالاتري به شود و عامل غنیمی

تـر ازبـه فـاز گیرنـده، مهـمیافته  طرف دیگر، مقدار جرم انتقال
افـزون بـر آن، تبخیـر فـاز  .غلظت آنالیت در فاز گیرنـده اسـت

باید فاز  ،شود. بنابراینگیرنده و انحلال آن هم باید درنظرگرفته  
اي بزرگ باشد که انتقال جـرم را ممکـن و اثـرگیرنده به اندازه 

پژوهش، اثر طول فیبر درتبخیر و انحلال را پوشش دهد. دراین
سـازي، بررسـی شـد.متر بر عامـل غنـیسانتی  11تا    6گستره  
ترسیم شده است. 1هاي آزمایش در شکل  نتیجه 

سازي محلول ویتامین اثر طول فیبر بر عامل غنی  1شکل 

غنی عامل  براي  شکل،  این  طولبرپایه  گستره  در  سازي 
آزمایش فیبر  فیبر  طول  عددعاملمتر  سانتی  8شده،  بالاترین 

سازي را نتیجه داد. غنی

 زدن محلول نمونه بررسی اثر سرعت هم
زدن محلـول نمونـههاي استخراجی با فیبر، هـمدر روش

] و تمـاس پیوسـته19کاهش در ضخامت لایه نرست [منجر به 
تـرمحلول تازه نمونه با سطح استخراجی، موجب انتقـال سـریع

شـود. از طـرف دیگـر، افـزایشفاز آلی میآنالیت از فاز آبی به  
شود کهزدن، موجب تشکیل حباب در سطح فیبر میسرعت هم

-]. در این پژوهش، براي بـه 20دهد [تکرارپذیري را کاهش می
تــا 100هــایی در گســتره آزمایشآوردن ســرعت بهینــه، دســت
بـا توجـه بـه زمـان طـولانی  انجـام شـد.  1دور بر دقیقه   1000

زمـان انجـام شـد.استخراج با شـرایط یکسـان، هم  3ج،  استخرا

1. Revolutions per minute (rpm)
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نشـان  2سازي در شکل  زدن بر عامل غنیتغییرهاي سرعت هم
داده شده است.

E
F

زدنسرعت هم
محلول ویتامین   سازي عامل غنی   زدن محلول بر اثر سرعت هم   2شکل  

نتیجه  به  توجه  سرعت  با  عامل  700ها،  دقیقه  بر  دور 
سازي بالاتري را نتیجه داد. غنی

 بررسی اثر زمان استخراج 
هاي میکرواستخراج، زمانی را براي رسیدن به تعادل نیازروش 

دارد. در روش سه فازي دوسري تعادل وجود دارد. تعادل اول، زمان
لازم براي استخراج بین محلول آبی و غشاء آلی و تعادل دوم، زمان

رفتن حلال آلیاستخراج برگشتی است. به علت ازدست لازم براي  
هـايشدن در محلـول آبـی در زمـان داخل فیبر بر اثر تبخیر و حل 

]. بنـابراین، در ایـن21یابـد [ طولانی، بازدهی استخراج کاهش می 
پژوهش، زمان مناسب براي رسـیدن بـه تعـادل و از طـرف دیگـر

تا  10اج در گستره  ندادن حلال آلی بررسی شد. زمان استخر ازدست 
8دور بـر دقیقـه و طـول فیبـر   700دقیقه با سرعت چـرخش    40

نشان داده شـده اسـت.  3ها در شکل  متر آزمایش شد. نتیجه سانتی 
سـازيدقیقـه، عامـل غنـی   35مطابق شکل، با افزایش زمـان تـا  

دقیقه، کاهش در آن مشاهده شد. با توجه  35افزایش یافت. پس از  
هاي بعدي درنظرگرفتـهدقیقه، براي آزمایش   35ن  ها، زما به نتیجه 

شد. 

E
F

زمان (دقیقه)
محلول ویتامین سازياثر زمان استخراج بر عامل غنی  3شکل 

 بررسی اثر افزایش نمک 
هاي میکرواستخراج بـا فیبـر، بسـته بـه طبیعـتدر روش

سـازي افـزایش یـا کـاهشنمک، عامل غنیآنالیت، با افزایش  
مثبت  ها افزایش نمک، نتیجه اي از گزارش]. در پاره 22یابد [می

منفـی  ها افزایش نمـک نتیجـه اي گزارش] و در پاره 25تا    23[
]. افزایش نمک موجب افزایش ضـخامت27و    26داشته است [

د وشـولایه انتشار بین محلول نمونه و لایه آلی جداره فیبـر می
آید. از طرف دیگـر، بـابدین ترتیب سرعت انتقال جرم پایین می

شـدنشدن آنالیت در فاز آبی کـاهش، و حلافزایش نمک، حل
یابد. در این پژوهش، محلول نمونهآنالیت در فاز آلی افزایش می

مـولار بررسـی شـد،  5/2بدون نمک و افزایش نمک تا غلظـت  
آمده است.  4ها در شکل نتیجه 

E
F

غلظت محلول سدیم کلرید (مول بر لیتر) 
محلول ویتامین  سازي غلظت سدیم کلرید بر عامل غنی   اثر   4شکل  

مولار، به دلیل  5/1، افزایش نمک تا غلظت  4برپایه شکل  
عامل افزایش  موجب  آبی،  فاز  در  آنالیت  حلالیت  کاهش 

روي محلولگران سازي شد. با افزایش بیشتر غلظت نمک،  غنی
کاهش موجب  که  یافت  کاهش  آنالیت  انتقال  و  عامل افزایش 
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آزمایشسازي  غنی در  غلظتشد.  با  نمک  محلول  بعدي،  هاي 
کار برده شد.مولار به  5/1

بررسی اثر حجم محلول نمونه 
ــتره  ــه در گس ــول نمون ــم محل ــر حج ــی اث ــا    7  بررس 11ت

ــی  ــرعت  میل ــا س ــر ب ــه،    700لیت ــر دقیق ــان  35دور ب ــه زم دقیق
انجــام شــد.  مــولار ســدیم کلریــد   1/ 5و محلــول  اســتخراج  

نشــان داده شــده اســت.  5آمده در شــکل  دســت هــاي بــه نتیجــه 
8ســازي بــا افــزایش حجــم، تــا  شــکل، عامــل غنــی   پایــه ایــن بر 

لیتــر افــزایش داشــت، ولــی پــس از آن، افــزایش چنــدانیمیلــی 
مشاهده نشـد. زیـرا بـا افـزایش حجـم محلـول نمونـه و سـرعت

توانـد موجـب انتقـال بیشـتر آنالیـتزدن ثابـت، همرفـت نمی هم 
شــود. از طــرف دیگــر، برپایــه قــوانین میکرواســتخراج مــایع، بــا

ــاهش می  ــتخراج ک ــازدهی اس ــه، ب ــم نمون ــزایش حج ــد.اف یاب
ــابر  ــه، این، در آزمــایش بن ــول نمون 8 هــاي بعــدي، حجــم محل
درنظرگرفته شد.   لیتر میلی 

E
F

لیتر)حجم محلول نمونه (میلی
سازي محلول ویتامین اثر حجم نمونه بر عامل غنی  5شکل 

بررسی اثر دما
استخراج ترمودینامیک  و  سینتیک  بر  موثري  عامل  دما، 
است. دماي بالا، زمان لازم براي رسیدن به تعادل را با افزایش

افزایش می پذیرنده  فاز  به  آنالیت  دمانفوذ  از طرف دیگر،  دهد. 
آنالیت بین فاز دهنده و فازمی تواند موجب تغییر ضریب توزیع 

ر  گیرنده  بر  پس  باشد.  خواهدآلی  تاثیر  استخراج،  بازدهی  وي 

] نمونه،28گذاشت  محلول  دماي  افزایش  با  دیگر،  طرف  از   .[
علت افزایش حلالیت حلال آلی در فاز آبی، حجم حلال آلیبه 

گرم اثر  در  یا  و  یافته  کاهش  استخراج،  زمان  طول  شدن،در 
آن، کاهش بازدهی  گیرد که نتیجه تبخیر حلال آلی صورت می

اس [استخراج  پژوهش،29ت  این  در  در  ].  نمونه  محلول  دماي 
نتیجه   55تا    15  گستره  شد.  بررسی  سلسیوس  هايدرجه 

نتیجه نشان  7آمده در شکل  دستبه  برپایه  هايداده شده است. 
شکل  داده نشان در  مناسب6شده  اتاق،  دماي  براي،  دما  ترین 

آزمایش است.

E
F

دما (درجه سلسیوس) 
سازي محلول ویتامین اثر دماي آزمایش بر عامل غنی   6شکل  

بهینه 2جدول   شرایط  استخراجدست به  ،  براي  آمده 
دهد. ویتامین را نشان می

آمده در دماي اتاق برايدستشرایط بهینه به 2جدول 
 استخراج ویتامین 

دودکان  حلال آلی غشاء فیبر
استونیتریل  فیبرحلال آلی درون 

لیتر میلی 8 نمونه   محلول  حجم
مولار  5/1 کلریدسدیم  محلول غلظت

دقیقه  35 زمان استخراج 
دور بر دقیقه  700 سرعت هم زدن محلول 
متر سانتی 8 طول فیبر 
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 منحنی واسنجی
اندازه  و  پیشنهادي  روش  ارزیابی  عاملبراي  گیري 

هايمنظور محلول. بدینواسنجی بود  نیاز به منحنیسازي،  غنی
غلظتویتامین  استاندارد   بر  500تا    5/0  هايبا  میکروگرم 

استانداردها   20مقدار    ،سپسلیتر تهیه شد.  میلی از  يمیکرولیتر 
دستگاه شده  ساخته  برتسوانگاري    به  پیک  زیر  سطح  و  زریق 

رسم   غلظت  به دشحسب  نمودار  شکل  دست.  در  نشان  7آمده 
داده شده است.

ک 
ر پی

 زی
طح

س

لیتر) غلظت (میکروگرم بر میلی 
منحنی واسنجی تزریق مستقیم ویتامین  7شکل 

-بــه  تحــت شــرایط بهینــه  تغلــیظو پیش اســتخراج 
ــت ــول  آمده دس ــامیناز  ng/ml 100از محل ــد و ویت ــام ش انج

ی قـرار دادهواسـنجدر منحنـی    ،آمده دسـتسطح زیر پیـک بـه 
ــل  ــد و عام ــیش ــازي غن ــازس ــت در ف ــت آنالی از نســبت غلظ

).1(معادله   دست آمدبه  پذیرنده به غلظت اولیه 

)1(iC/aC=  EF

دست آمد.به   2، از معادله 1درصد بازیابی استخراج 

)2( )) × 100iV×  iC(/)aV×  aC% = (( ER

1. Extraction recovery (ER)

ــه در  ــن معادل ــه ، iCو  aC، هاای ــه ب ــب غلظــت گون ــازترتی در ف
iVو    aV  ،. همچنیناستشده و غلظت گونه در فاز آبی  استخراج 

درصد  ،% ER فاز آبی وحجم و  ترتیب حجم فاز استخراجیبه 
، افـزون برمنحنـی واسـنجی دردر این مطالعه   .است  استخراج   بازده 

هـا در ادرار و پلاسـماآب خالص، براي بررسی اثر زمینه، اندازه گیري 
انو  1000تـا    3 نیز انجام شد. ده محلول استاندارد در گستره غلظتی  نـ

اسـتخراج تحـت شـرایط بهینـه از ، تهیه شد. سپس لیتر  گرم بر میلی 
انجـام و سـطح زیـر پیـک  ، سه مرتبه شده هاي استاندارد تهیه محلول 

ه در فـاز دهنـده دست به  شـدرسـم    ، آمده بر حسب غلظت اولیـه گونـ
).10  تا   8هاي  (شکل 

ک 
ر پی

 زی
طح

س

لیتر) غلظت (نانوگرم بر میلی 
پلاسما براي محلول ویتامین منحنی واسنجی در  8شکل 

ک 
ر پی

 زی
طح

س

لیتر) غلظت (نانوگرم بر میلی 
منحنی واسنجی در ادرار براي محلول ویتامین  9شکل 
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ک 
ر پی

 زی
طح

س

  لیتر) غلظت (نانوگرم بر میلی 
  منحنی واسنجی در آب براي محلول ویتامین  10شکل 

 ،خطـی منحنـی واسـنجی  گسـتره شـده،  هـاي انجام با محاسـبه 
ــخیص ــد تش ــین (ح ــریب تعی ــی2R، ض ــل غن ــازي و )، عام س

هـاي موردآزمـایش بازدهی اسـتخراج بـراي هـر یـک از محیط
. ارقــام شایســتگی بــراي روش پیشنهادشــده در آمــدت دســه بــ

ــدول  ــده  3ج ــخیص آورده ش ــد تش ــهاند. ح ــانک ب ــه نش برپای
. است   دست آمده ، به 3نوفه برابر 

 تکرارپذیري و تکثیرپذیري
ــدازه  ــا ان ــذیري ســامانه، ب ــذیري و تکثیرپ -مقــدار تکرارپ

-دســت آمــد. مقــدارهاي بــه بــه  انحــراف معیــار نســبی گیــري
ــت ــک روزدس ــبی در ی ــتاندارد نس ــراف اس ــدار انح آمده از مق

درپـی در شـرایط بهینـه بـا غلظـتگیـري پیاندازه   6کاري (با  
راف اســتاندارد نســبی در چنــدمیکروگــرم بــر لیتــر) و انحــ 50

درپــی درروز پی 6گیــري در انــدازه  6درپــی، بــا روز کــاري پی
3میکروگـرم بـر لیتـر، در جـدول    50شرایط بهینـه بـا غلظـت  

ارائه شده است.

پیشنهادشده در آب، پلاسما و ادرار ارقام شایستگی روش  3جدول 

% ER EF  
***RSD 

**LOD *DLR  2R  معادله بین چند روز نمونه    در یک روز 
41 130 1/6 6/5 9/0  1000-3  999/0  62061  +X  4938 =Y آب
39 124 2/6 8/5 0/1  1000-10 997/0 51049  +X  5159   =Y  پلاسما
38 121 5/6 1/6 1/1  1000-10 992/0 11650 +X  4580   =Y  ادرار

* Dynamic linear range
(DLR) 

** Limit of detection 
(LOD) 

*** Releative standard deviation 
(RSD) 

 هاي واقعیتجزیه نمونه 
براي راستی آزمایی روش پیشنهادشده، استخراج ویتـامین 

ادرار   هاي زیستی مانند پلاسما و ادرار انجام شد. نمونـه از سیال
پلاسـما از بیمارسـتان طالقـانی   آوري و نمونـه از فرد سالم جمع

درجـه  -20و در دمـاي  تهران از فـرد سـالم و بزرگسـال تهیـه 
بـر اسـتخراجزمینـه    رسـی اثـربراي برداري شد.  سلسیوس نگه 

با فیبر توخالی، باید  مایع-به روش میکرواستخراج مایعویتامین،  
10]. براي این کار،  30شد [ابتدا نمونه پلاسما پروتین زدایی می

لیتري ریختـه ومیلی  25پلاسما در یک ظرف    لیتر از نمونه میلی
دقیقه  8  مدتلیتر استونیتریل به آن افزوده شد. سپس، به میلی  4

آمدهدستتکان داده شد. مخلوط به  کن گردابیبا دستگاه مخلوط
دور بـر  3500دقیقه در دستگاه گریزانـه بـا سـرعت    15مدت  به 

نشین وازآن، پروتئین در ظرف دستگاه ته دقیقه قرار گرفت. پس
آوري و به ظرف دیگري منتقـل و بـا آبمحلول روي آن، جمع

بـا آب  1:1ادرار هـم بـه نسـبت    نمونه رقیق شد.    1:3به نسبت  
رقیق شد. غشاء فیبر در یک مخلوط پیچیده مانند صـافی عمـل
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تواننــد از آن عبــور کننــد.هــاي بــزرگ نمیکنــد و ملکــولمی
هاي زیستی مانند پلاسما و ادرار شـامل اسـیدها، بازهـا وسیال

افـزودندر ابتـدا بـدون  ].  31هـاي دیگـر آلـی هسـتند [ترکیب
.انجــام شــد ها در شــرایط بهینــه اســتخراج از نمونــه ین، ویتــام

،در مرحله بعد   ندادند.   نشان چشمگیري    علامت ،  ها از نمونه کدام  هیچ
میکروگــرم برلیتــر) بــه  50و    20ویتــامین (   دو غلظــت متفــاوت از 

در شـرایط بهینـه   شد و اسـتخراج   هاي پلاسما و ادرار افزوده نمونه 
ها بـا حـدودها شش مرتبه تکرار و نتیجه گرفت. این آزمایش  انجام 

هـا دردرصد اطمینان گزارش و بازده نسبی محاسبه شد. نتیجه   95
اند. ارائه شده   4جدول  

ــرار ــده، تک ــت روش پیشنهادش ــی دق ــراي بررس ــذیريب پ
پــذیري (در چنــد روز کــاري) در(در یــک روز کــاري) و تکثیــر

ــاي غلظت ــاوت افزوده ه ــده از آ متف ــدند.ش ــی ش ــت، بررس نالی
ها شش مرتبه تکـرار و انحـراف معیـار نسـبی تعیـین شـدآزمایش 
).4(جدول  

 شدههاي گزارش روش پیشنهادي با روش  مقایسه 
روش شایسـتگی ارقـام بـین را اي، مقایسـه 5جـدول 

مـایع، میکرواسـتخراج-مـایع هاي اسـتخراج روش با پیشنهادي

دهد.و استخراج با فاز جامد را نشان می آلی منجمد شناور قطره 
هاي یادشده، دستگاه سوانگاري مایع بـا عملکـرددر همه روش

هـايشـده در مقایسـه بـا روشروش ارائه  کارگرفته شـد.بالا به 
تر، حـد تشـخیص مطلـوب وخطی گسترده   شده، گستره گزارش

بــرآن، در مقایســه بــاي بــالاتري دارد. افزونســازعامــل غنــی
مایع و استخراج فاز جامد، حلال آلـی-هاي استخراج مایعروش

کمتري استفاده شده است.

هاي زیستی گیري ویتامین در سیالاندازه 4جدول 

RR*
(%)

RSD% 
foundC

(µg/l) 
addedC

(µg/l )  بین چندنمونه
روز 

در یک
روز 

--- ادرار  ---  ---  ---  ---
5/93 2/6 3/5 6/0 ±7/18 20
2/96 1/7 8/5 8/0 ± 2/48 50

--- پلاسما   ---  ---  ---  ---
5/93 3/8 8/7 5/0± 7/18 20
6/97 4/8 5/7 4/0±8/47 50

 * Relative recovery (RR)

شده با روش پیشنهادشدهانجامهاي مقایسه روش 5جدول 
مرجع LODDLRRSD%EF2Rاي روش تجزیه

9980/032---   2/9  0/1- 100  0/1  مایع- استخراج مایع
57/10339984/033- 400  0/1  میکرواستخراج قطره آلی منجمد شناور 

9998/034---   3/2  16/0-30/1  05/0  استخراج با فاز جامد 
 پژوهش حاضر 30/81309990/0-1000  9/0  توخالیاستخراج با فیبر 

گیرينتیجه
جدیـدي مفهـوم بـار نخسـتین بـراي حاضر، پژوهش در

آلـی حـلال دو از و اسـتفاده  توخـالی فیبـر سـه فـازي روش از
ــذیرامتزاج  ــدازه  ناپ ــراي ان ــامین ب ــه  3Dگیري ویت ــ ارائ د.ش
آمده در ایـن پـژوهش، نشـان داد کـه ایـندسـتهاي به نتیجه 

ــه روش ــبت ب ــر، داراي مزیتروش نس ــاي دیگ ــره ــاي زی ه
است.

 روش آلـی اسـتونیتریل، ایـن گیرنده  فاز از استفاده  دلیلبه
.مـایع بـا عملکـرد بـالا اسـت سوانگاري دستگاه  با سازگار
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بـا تـداخلی گونه هیچ که  اي استگونه سوانگاري به  شرایط
شود.نمی ایجاد آنالیت پیک

 پس توخالی فیبر روش، این ارزان و قیمت سادگی خاطر به
موجـب کـار ایـن کـه  شـودمی انداخته  دور استخراج  هر از

 .شودیم حافظه  اثر از اجتناب

بـا و ارزان سـاده، دقیـق، حسـاس، روشـی شده ارائه  روش
از اسـتخراج  براي آن کاربرد است و آلی حلال کم مصرف

 بسیار مناسب است. زیستی پیچیده  هاينمونه 

مراجع
[1] Song Y, Slominski R, Qayyum S, Kang K,

Janjetovic Z, Raman C. Improvement of
copper FAAS determination conditions via
preconcentration procedure with the use of
salicylaldoxime complex trapped in polymer
matrix. Talanta. 2012;96:82-88. doi:
10.1016/j.talanta .2012 .02.005

[2] Campos Gomes F, Faria Santos I, Makino
Stephani C, Ramires M. Vitamin D3

supplementation may attenuate morphological
and molecular abnormalities of the olfactory
bulb in a mouse model of Down syndrome.
Tissue and Cell. 2022;78;101898. doi:
org/10.1016/j.tice.2022.101898

[3] Xu H, Liao Y, Yao J. Development of a novel
ultrasound-assisted headspace liquid-phase
microextraction and its application to the
analysis of chlorophenols in real aqueous
samples. Journal of Chromatography A.
2007;1167(1):1-8. doi: org/10.1016/j.
chroma.2007.08.022

[4] Bilodeau L, Dufresne G, Deeks  J, Clément G,
Bertrand J, Turcotte S. Determination of
vitamin D3  and 25-hydroxyvitamin D3  in
foodstuffs by HPLC UV-DAD and LC–
MS/MS. Journal of Food Composition and
Analysis. 2011;24(3):441-448. doi:
org/10.1016/j.jfca.2010.08.002

[5] Hymøller L, Krogh  Jensen S. Vitamin D
analysis in plasma by high performance liquid
chromatography (HPLC) with C30  reversed
phase column and UV detection – Easy and
acetonitrile-free. Journal of Chromatography
A. 2011;1218(14):1835-1841. doi: org/10.
1016/j.chroma.2011.02.004

[6] Iwase H. Determination of vitamin D2  in
emulsified nutritional supplements by solid-
phase extraction and column-switching high-
performance liquid chromatography with UV
detection. Journal of Chromatography A.
2000;881(1-2):189-196. doi: org/10.1016
/S0021-9673(00)00198-9

[7] Qian H, Sheng M. Simultaneous determination
of fat-soluble vitamins A, D and E and pro-
vitamin D2  in animal feeds by one-step
extraction and high-performance liquid
chromatography analysis. Journal of
Chromatography A. 1988;526(6):127-133.
doi: 10.1016/s0021-9673(98)00733-x

[8] Luque-Garcı́a JL, Luque de Castro MD.
Extraction of fat-soluble vitamins. Journal of
Chromatography A. 2001;935(1-2):3-11. doi:
org/10.1016/S0021-9673(01)01118-9

[9] Tapadia K, Shrivas K, Bachan Upadhyay L.
GC–MS Coupled with hollow-fiber drop-to-
drop solvent microextraction for determination
of antidepressants drugs in human blood
sample. Chromatographia. 2011;74:437-442.
doi: org/10.1007/s10337-011-2096-1

[10] van Hoof  HJC, Swinkels LMJW, van
Stevenhagen JJ. Advantages of paper
chromatography as a preparative step in the
assay of 1,25-dihydroxyvitamin D. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and
Applications. 1993; 621(1):33-39. doi: org/
10.1016/0378-4347(93)80073-D

[11] V. Justová, Z. Wildtová, V. Pacovský.
Determination of 1,25-dihydroxyvitamin
D3 in plasma using thin-layer
chromatography and modified competitive
protein binding assay. Journal of



رضیئی

1403  پاییز، 3سال هجدهم، شماره (JARC)هاي کاربردي در شیمی نشریه پژوهش 
36

Chromatography A. 1984;290:107-112. doi: 
org/10.1016/S0021-9673(01)93565-4 

[12] Si Ho T, Pedersen-Bjergaard S, Rasmussen K.
Recovery, enrichment and selectivity in
liquid-phase microextraction: Comparison
with conventional liquid–liquid extraction.
Journal of Chromatography A. 2002;963(1-
2):3-17. doi: org/10.1016/S0021-9673(02)
00215-7

[13] Pedersen-Bjergaard S, Rasmussen K.
Liquid−Liquid−Liquid Microextraction for
sample preparation of biological fluids prior
to capillary electrophoresis. Analytical
Chemistry. 1999;71(14):2650-2656. doi:
org/10.1021/ac990055n

[14] Pedersen-Bjergaard S, Rasmussen K.
Bioanalysis of drugs by liquid-phase
microextraction coupled to separation
techniques. Journal of Chromatography B.
2005;817(1):3-12. doi: org/10.1016
/j.jchromb.2004.08.034

[15] Ghambarian M, Yamini Y, Esrafili A,
Yazdanfar N. A new concept of hollow fiber
liquid–liquid–liquid microextraction
compatible with gas chromatography based
on two immiscible organic solvents. Journal
of Chromatography A. 2010;1217(36):5652-
5658. doi: org/10.1016/j.chroma.
2010.07.013

[16] Ali Khan W, Arain M, Yamini Y, Shah N.
hollow fiber-based liquid phase
microextraction followed by analytical
instrumental techniques for quantitative
analysis of heavy metal ions and
pharmaceuticals. Journal of Pharmaceutical
Analysis. 2020;10:109-122. doi:
org/10.1016/j.jpha.2019.12.003

[17] Khafi M, Javadi A, Afshar Mogaddam M.
Combination of three-phase extraction with
deep eutectic solvent-based dispersive liquid–
liquid microextraction for the extraction of
some antibiotics from egg samples prior to
HPLC-DAD. Microchemical Journal. 2023;
190: 108652. doi: org/10.1016/j.microc.
2023.108652

[18] Darvishnejad F, Raoof J, Ghani M, Ojani R.
Keggin type phosphotungstic acid intercalated
copper-chromium-layered double hydroxide
reinforced porous hollow fiber as a sorbent for
hollow fiber solid phase microextraction of
selected chlorophenols besides their
quantification via high performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography
A. 2023;1697:463993. doi: org/10.1016
/j.chroma.2023.463993

[19] Yang S, Wu C, Ji D, Xi Z, Chen K.
Preparation and characterization of fiber
braided tube reinforced polyethylene hollow
fiber membranes via thermally induced phase
separation. Journal of Environmental
Chemical Engineering. 2023;11(9):109375.
doi: org/10.1016/j.jece.2023.109375

[20] Tahmasebi E, Yamini Y, Saleh A. Extraction
of trace amounts of pioglitazone as an anti-
diabetic drug with hollow fiber liquid phase
microextraction and determination by high-
performance liquid chromatography-
ultraviolet detection in biological fluids.
Journal of Chromatography B. 2009;877(20-
21):1923-1929. doi: org/10.1016/j.
jchromb.2009.05.033

[21] Esrafili A, Baharfar M, Tajik M, Yamini Y.
Two-phase hollow fiber liquid-phase
microextraction. TrAC Trends in Analytical
Chemistry. 2018;108:314-322. doi: org/10.
1016/j.trac.2018.09.015

[22] Jeannot M, Cantwell F. Mass Transfer
Characteristics of Solvent Extraction into a
Single Drop at the Tip of a Syringe Needle.
Analytical Chemistry. 1997;69(2):235-239.
doi: org/10.1021/ac960814r

[23] Tao Y, Liu J, Hu X, Li H, Wang Th. Hollow
fiber supported ionic liquid membrane
microextraction for determination of
sulfonamides in environmental water samples
by high-performance liquid chromatography.
Journal of Chromatography A.
2009;1216(35):6259-6266. doi.org/10.1016/
j.chroma.2009.06.025

[24] Es’haghi Z, Kalateh Khooni M, Heidari T.
Determination of brilliant green from fish



...میکرواستخراج و اندازه  گیري کوله کالسیفرول

1403 پاییز ، 3سال هجدهم، شماره (JARC)هاي کاربردي در شیمی نشریه پژوهش 
37

pond water using carbon nanotube assisted 
pseudo-stir bar solid/liquid microextraction 
combined with UV–vis spectroscopy–diode 
array detection. Spectrochimica Acta Part A: 
Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 
2011;79(3):603-607. doi: org/10.1016/j.saa.  
2011.03.042 

[25] Esrafili A, Yamini Y, Ghambarian M, Shariati
SH, Moradi M. Measurement of
fluoroquinolone antibiotics from human
plasma using hollow fiber liquid phase
microextraction based on carrier mediated
transport. Journal of Liquid Chromatography
& Related Technologies. 2012;35(3):343-
354. doi: org/10.1080/10826076.  2011.
601488

[26] Esrafili A, Yamini Y, Shariati SH. Hollow
fiber-based liquid phase microextraction
combined with high-performance liquid
chromatography for extraction and
determination of some antidepressant drugs
in biological fluids. Analytica Chimica Acta.
2007;604(2):127-133. doi: org/10.1016/j.
aca.2007.10.012

[27] Sarafraz-Yazdi A, Amiri A.H, Es’haghi Z.
BTEX determination in water matrices using
HF-LPME with gas chromatography–flame
ionization detector. Chemosphere.
2008;71(4):671-676. doi: org/10.1016/j.che
mosphere.2007.10.073

[28] Es h̕aghi Z, Azmoodeh R. Hollow fiber
supported liquid membrane microextraction
of Cu2+ followed by flame atomic absorption
spectroscopy determination. Arabian Journal
of Chemistry. 2010;3(1):21-26. doi: org/10.
1016/j.arabjc.2009.12.004

[29] Siang G.H, Makahleh A, Saad B. Hollow fiber
liquid-phase microextraction coupled with

gas chromatography-flame ionization 
detection for the profiling of fatty acids in 
vegetable oils. Journal of Chromatography A. 
2010;12174(52):8073-8078. doi: org/10.1016  
/j.chroma.2010.10.052 

[30] Perez-Serradilla JA, Priego-Capote F.
Simultaneous ultrasound-assisted
emulsification−extraction of polar and
nonpolar compounds from solid plant
samples. Analytical Chemistry. 2007;
79(17):6767-6774. doi: org/10.1021/  ac
0708801

[31] Luque de Castro MD, Priego-Capote F.
Ultrasound-assisted preparation of liquid
samples. Talanta. 2007;72(2): 321-334. doi:
org/10.1016/j.talanta.2006.11.013

[32] Quesada JM, Mata-Granados JM, Luque de
Castro MD. Automated method for the
determination of fat-soluble vitamins in
serum. The Journal of Steroid Biochemistry
and Molecular Biology. 2004;89-90:473–477.
doi: org/10.1016/j.jsbmb.2004.03.056

[33] Sobhi HR, Yamini Y, Esrafili A,
Baghdad Abadi R. Suitable conditions for
liquid-phase microextraction using
solidification of a floating drop for extraction
of fat-soluble vitamins established using an
orthogonal array experimental design. Journal
of Chromatography A. 2008;1196-1197:28-
32. doi: org/10.1016/j.chroma.2008.05.005

[34] Moreno P, Salvadó V. Determination of eight
water- and fat-soluble vitamins in multi-
vitamin pharmaceutical formulations by high-
performance liquid chromatography. Journal
of Chromatography A. 2000;870(1-2):207-
215. doi: org/10.1016/S0021-9673(99)
01021-3


