
سال دوازدهم، شماره 3، پاییز 97*عهده دار مکاتبات:
79

JARC
اندازه گیری آتورواستاتین در نمونه های قرص با روش میکرو استخراج مایع-مایع پخشی براساس 
جامدکردن قطره شناور و بهینه سازی طرح مرکب مرکزی با استفاده از سوانگاری مایع با عملکرد بالا
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چکیده:‌روش‌ساده،‌سریع‌و‌ارزان‌میکرواستخراج‌مایع-مایع‌پخشی‌براساس‌جامدکردن‌قطره‌شناور‌با‌استفاده‌از‌سوانگاری‌مایع‌با‌عملکرد‌بالا‌
)HPLC(‌برای‌استخراج‌و‌تعیین‌مقادیر‌آتورواستاتین‌در‌نمونه‌های‌قرص‌به‌کار‌برده‌شده‌است.‌اثر‌عامل‌هایی‌مانند‌حجم‌حلال‌استخراج‌کننده،‌حجم‌
حلال‌پخش‌کننده‌و‌‌pHبا‌استفاده‌از‌طراحی‌آزمایش‌بهینه‌شدند.‌تحت‌شرایط‌بهینه،‌منحنی‌واسنجی‌با‌دامنه‌خطی‌ا‌تا‌‌200میکروگرم‌بر‌لیتر‌
با‌حد‌تشخیص‌‌0/3میکروگرم‌بر‌لیتر‌به‌دست‌آمد.‌روش‌بهینه‌شده‌دقت‌و‌انحراف‌استاندارد‌نسبی‌خوبی‌را‌با‌مقدار‌‌2/2%‌نشان‌داد.‌توانایی‌روش‌
معرفی‌شده‌برای‌اندازه‌گیری‌آتورواستاتین‌در‌نمونه‌های‌قرص‌نیز‌مورد‌آزمون‌قرارگرفت.‌نتایج‌این‌کار‌نشان‌داد‌که‌روش‌معرفی‌شده‌کارایی‌استخراج‌

بالا‌و‌حد‌تشخیص‌پایین‌دارد.‌مهم‌ترین‌مزیت‌این‌روش‌استفاده‌از‌حجم‌بالای‌نمونه‌و‌حذف‌حلال‌های‌آلی‌سمی‌است.‌‌

واژه های کلیدی:‌آتورواستاتین،‌روش‌میکرواستخراج‌مایع-مایع‌پخشی،‌طراحی‌آزمایش

مقدمه
به‌نام‌ نوین‌ میکرواستخراج‌ روش‌ یک‌ اخیر،‌ سال‌های‌ در‌
و‌ اسدی‌ توسط‌ ‌1)DLLME( پخشی‌ مایع-مایع‌ میکرواستخراج‌
یک‌ ‌DLLME روش‌ اساس‌ ‌.]4 تا‌ ‌1[ شد‌ معرفی‌ همکارانش‌
مجموعه‌سه‌حلاله‌است‌که‌در‌آن‌مخلوط‌حلال‌پخش‌کننده‌و‌
آنالیت‌تزریق‌شده‌ استخراج‌کننده‌به‌سرعت‌به‌محلول‌های‌حاوی‌
‌،DLLMEکه‌باعث‌تولید‌حالت‌ابری‌می‌شود.‌در‌رایج‌ترین‌حالت‌
حلال‌های‌استخراج‌کننده‌با‌چگالی‌بیشتر‌از‌آب‌استفاده‌می‌شوند‌

‌2سازگار‌نیستند.‌ HPLCکه‌این‌حلال‌ها‌با‌مجموعه‌فاز‌معکوس‌
همچنین،‌بیشتر‌این‌حلال‌ها‌سنگین‌تر‌از‌آب‌هالوژن‌دار‌هستند‌و‌
به‌طور‌معمول‌اثر‌منفی‌روی‌محیط‌زیست‌دارند‌که‌این‌به‌عنوان‌
ساده‌ روش‌ ‌.]5[ است‌ شناخته‌شده‌ روش‌ این‌ عیب‌ بزرگ‌ترین‌
میکرواستخراج‌مایع-مایع‌پخشی‌بر‌اساس‌جامدکردن‌قطره‌آلی‌
معرفی‌ همکارانش‌ و‌ لی‌انگ‌4 توسط‌ ‌)DLLME-SFO( شناور‌3
‌DLLMEو‌جامدسازی‌قطره‌شناور‌ این‌روش‌ اساس‌ ‌.]6[ شد‌
استفاده‌و‌ از‌آب‌ با‌چگالی‌کمتر‌ این‌روش‌حلال‌هایی‌ است.‌در‌
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1. Dispersive liquid-liquid microextraction       2. High performance liquid chromatography     3. Dispersive liquid-liquid microextraction 
method based on solidification of floating organic drop (DLLME-SFO)      4. Leong
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سپس‌قطره‌شناور،‌جامد‌و‌برای‌آزمون‌جمع‌آوری‌می‌شود‌]‌5و‌
7[.‌آتورواستاتین‌جزئی‌از‌ترکیب‌های‌آلی‌به‌نام‌دیفنیل‌پیرول‌ها‌
و‌عضو‌خانواده‌استاتین‌ها‌است‌که‌توسط‌شرکت‌فایزر‌به‌صورت‌
نمک‌کلسیم‌و‌با‌عنوان‌تجاری‌لیپیتر‌1تولید‌می‌شود.‌این‌ماده‌از‌
‌2ردوکتاز‌سطح،‌کلسترول‌خون‌ HMG CoAطریق‌مهار‌آنزیم‌
را‌کاهش‌می‌دهد.‌در‌زیست‌سنتز‌3کلسترول‌‌HMG CoAنقش‌
و‌ خون‌ چربی‌ درمان‌ برای‌ آتورواستاتین‌ همچنین،‌ دارد.‌ اساسی‌
جلوگیری‌از‌بیماری‌های‌قلبی-عروقی‌استفاده‌می‌شود‌]‌8و‌9[.‌
افزون‌بر‌این،‌به‌عنوان‌یک‌داروی‌کمکی‌در‌درمان‌سرطان‌است‌
]‌10تا‌12[.‌به‌هر‌حال‌برخی‌اثرهای‌جانبی‌از‌قبیل‌آسیب‌عضله‌
و‌آسیب‌ماهیچه‌اسکلتی‌پس‌از‌مصرف‌آتورواستاتین‌گزارش‌شده‌
نمونه‌های‌ در‌ آتورواستاتین‌ اندازه‌گیری‌ و‌ تعیین‌ بنابراین،‌ است.‌
حقیقی‌مانند‌قرص‌بسیار‌پراهمیت‌است‌]‌13تا‌16[.‌بهینه‌کردن‌
را‌ فراورده‌ یا‌ فرایند‌ مجموعه،‌ یک‌ عملکرد‌ که‌ است‌ فرایندی‌
برای‌بهبود‌کارایی،‌افزایش‌می‌دهد.‌در‌شیمی‌تجزیه‌بهینه‌کردن‌
موردنظر‌ فرایند‌ آن‌ در‌ که‌ است‌ شرایطی‌ کردن‌ پیدا‌ معنای‌ به‌
توسعه‌ می‌تواند‌ الگوکردن‌ و‌ بهینه‌کردن‌ دارد.‌ را‌ کارایی‌ بهترین‌
یک‌روش‌را‌که‌بیشتر‌یک‌فرایند‌وقت‌گیری‌است،‌تسریع‌کند‌
]17[.‌متأسفانه‌هنوز‌هم‌روش‌های‌کلاسیک‌تجربی‌بهینه‌کردن‌
یک‌متغیر‌در‌زمان‌استفاده‌می‌شود.‌گرچه‌بهینه‌کردن‌یک‌متغیر‌
در‌زمان‌در‌بعضی‌زمینه‌ها‌به‌خوبی‌کار‌می‌کند‌اما‌به‌داده‌زیادی‌
نیاز‌دارد‌]18[.‌همچنین،‌زمانی‌که‌این‌متغیرها‌با‌هم‌برهم‌کنش‌
دارند‌این‌روش‌مشکل‌ساز‌خواهد‌بود.‌روش‌های‌چند‌متغیره‌که‌
در‌آن‌تمام‌متغیرها‌هم‌زمان‌تغییر‌می‌کنند‌یک‌زمینه‌جالب‌است.‌
همچنین،‌این‌روش‌ها‌زمان‌کمتری‌در‌مقایسه‌با‌روش‌های‌تک‌
‌4)RSM(متغیره‌نیاز‌دارند‌]19[.‌بهینه‌سازی‌به‌روش‌سطح‌پاسخ‌
ترکیبی‌از‌روش‌های‌ریاضی‌و‌آماری‌بر‌پایه‌برازش‌یک‌معادله‌
آماری‌ با‌آزمون‌های‌ را‌ چندجزیی‌است‌که‌می‌تواند‌رفتار‌داده‌ها‌
توصیف‌کند‌]20[.‌این‌روش‌زمانی‌که‌در‌آن‌یک‌پاسخ‌یا‌تعدادی‌
از‌پاسخ‌ها‌با‌چند‌متغیر‌مستقل‌تحت‌تأثیر‌قرار‌می‌گیرد،‌کارامد‌
است.‌هدف‌این‌روش‌بهینه‌کردن‌هم‌زمان‌سطوح‌متغیرها‌برای‌

به‌دست‌آوردن‌بهترین‌عملکرد‌مجموعه‌است.‌
در‌این‌کار،‌روش‌‌DLLME-SFOبرای‌استخراج‌آتورواستاتین‌
بر‌ متفاوت‌ تجربی‌ عامل‌های‌ اثر‌ و‌ استفاده‌ قرص‌ نمونه‌های‌ در‌

عملکرد‌کارایی‌روش‌بررسی‌شده‌است.‌

بخش تجربی
مواد

آتورواستاتین‌و‌حلال‌های‌استونیتریل،‌متانول،‌آندکانول،‌اکتانول‌
نرمال،‌1-دکانول‌با‌خلوص‌‌HPLCاز‌شرکت‌مرک‌خریداری‌شد.‌
تهیه‌ آتورواستاتین‌ ‌1000  ppm ‌ آتورواستاتین‌ استاندارد‌ محلول‌
شد.‌ نگهداری‌ فریزر‌ در‌ سانتی‌گراد‌ درجه‌ ‌-10 دمای‌ در‌ شد.‌
استاندارد‌ محلول‌ رقیق‌کردن‌ از‌ کار‌ استاندارد‌ضمن‌ محلول‌های‌

اولیه‌تهیه‌شدند.‌

دستگاه‌ها
آشکارساز‌ با‌ ‌)Knauer( بالا‌ عملکرد‌ با‌ سوانگاری‌5 دستگاه‌
فتودیود‌برای‌بررسی‌سوانگاری‌به‌کار‌رفت.‌فرایند‌جداسازی‌روی‌
ستون‌C ‌18)مدل100-‌5(‌به‌طول‌‌250میلی‌متر،‌قطر‌داخلی‌
‌4/6میلی‌متر‌و‌اندازه‌ذره‌های‌‌5میکرومتر‌انجام‌شد.‌مخلوط‌آب‌
و‌استونیتریل‌به‌نسبت‌‌97:3با‌سرعت‌جریان‌‌1میلی‌لیتر‌بر‌دقیقه‌
به‌عنوان‌فاز‌متحرک‌برای‌شویش‌یکنواخت‌استفاده‌شد.‌طول‌موج‌

آشکارساز‌در‌‌237نانومتر‌برای‌آشکارسازی‌آنالیت‌تنظیم‌شد.‌

آماده‌سازی‌نمونه
‌100میکروگرم‌بر‌لیتر‌از‌آتورواستاتین‌را‌در‌یک‌لوله‌دستگاه‌
گریزانه‌2که‌حاوی‌‌5میلی‌لیتر‌آب‌بود‌تزریق‌کرده،‌قدرت‌یونی‌
و‌‌pHمحلول‌تنظیم‌شد‌)‌pH=‌4و‌سدیم‌کلرید‌V/V %1(.‌از‌
تنظیم‌ برای‌ هیدروکسید‌ و‌سدیم‌ اسید‌ هیدروکلریدریک‌ محلول‌
‌pHاستفاده‌شد.‌سپس،‌با‌تزریق‌‌1/5میلی‌لیتر‌متانول‌حاوی‌‌40

ابری‌ لوله‌گریزانه‌ این‌مخلوط،‌محتویات‌ به‌ آندکانول‌ میکرولیتر‌
شکل‌شده‌و‌آنالیت‌به‌داخل‌قطرات‌ریز‌آندکانول‌استخراج‌شد.‌

اندازه‌گیری‌آتورواستاتین‌در‌نمونه‌های‌قرص‌با‌روش‌میکرو‌‌‌...‌

1. Lipitor     2. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG CoA)     3. Biosynthesis     4. Response surface methodology (RSM)
5. Chromatography      6. Centrifuge
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سپس،‌مخلوط‌به‌مدت‌‌5دقیقه‌در‌‌3500‌rpmسانتریفیوژ‌شده‌و‌
لوله‌را‌داخل‌حمام‌یخ‌قرار‌داده‌تا‌بتوان‌قطره‌جامد‌شده‌را‌روی‌
محلول‌جمع‌آوری‌کرد.‌قطره‌جامده‌شده‌داخل‌یک‌ظرف‌ریخته‌
اتاق‌ذوب‌شود.‌درنهایت‌‌30میکرولیتر‌از‌قطره‌ شد‌تا‌در‌دمای‌

ذوب‌شده‌به‌دستگاه‌‌HPLCتزریق‌شد.‌‌

‌)CCD(‌1طرح‌مرکب‌مرکزی
با‌استفاده‌از‌طراحی‌آزمایش‌یک‌سری‌آزمایش‌ها‌را‌می‌توان‌
به‌صورت‌یک‌ماتریس‌با‌متغیرهای‌متفاوت‌تعریف‌کرد.‌نخستین‌
بار‌طرح‌مرکب‌مرکزی‌)CCD(‌توسط‌باکس‌2و‌ویلسن‌3معرفی‌
شد‌]21[‌که‌یک‌طرح‌بسیار‌کارا‌برای‌برازش‌الگوهای‌درجه‌دوم‌
مانند‌ عامل‌هایی‌ و‌ عامل‌ها‌ کردن‌ بهینه‌ و‌ طراحی‌ برای‌ است.‌
استخراج‌کننده‌ حلال‌ حجم‌ و‌ کننده‌ پخش‌ حلال‌ حجم‌ ‌،pH

شرایط‌ کردن‌ بهینه‌ برای‌ می‌رود.‌ به‌کار‌ ‌CCD و‌ ‌RSM روش‌
pH،‌حجم‌حلال‌ )X1(آزمایش‌اثر‌برخی‌عامل‌های‌متفاوت‌مانند‌
پنج‌ در‌ ‌)X3( کننده‌ پخش‌ و‌حجم‌حلال‌ ‌)X2( استخراج‌کننده‌
سطح‌بررسی‌شد‌تا‌یک‌الگو‌وایازش‌4بین‌متغیرها‌و‌سطح‌زیر‌
پیک‌سوانگار‌5به‌دست‌آید.‌پس‌از‌آزمایش‌های‌اولیه‌سطوح‌بالا‌و‌
پایین‌عامل‌های‌متفاوت‌مؤثر‌بر‌استخراج‌به‌صورت‌حجم‌حلال‌
پخش‌کننده حلال‌ حجم‌ میکرولیتر(،‌ )30و‌50 ‌استخراج‌کننده‌
)‌0/5و‌‌1/5میلی‌لیتر(‌و‌‌pH)‌4و‌7(‌تعریف‌شدند.‌نقاط‌بالا‌)کد‌
شده‌2+(‌و‌نقاط‌پایین‌)کد‌شده‌2-(‌برای‌سه‌متغیر‌تعریف‌شده‌
معرفی‌شدند.‌مقادیر‌واقعی‌و‌کددارشده‌‌18آزمایش‌طراحی‌شده‌
با‌ ‌CCD روش‌ با‌ آتورواستاتین‌ پیک‌ زیر‌ مقادیر‌سطح‌ با‌ همراه‌
نرم‌افزار‌مینی‌تب‌نسخه‌‌16در‌جدول‌‌1خلاصه‌شده‌اند.‌معادله‌های‌
چندجمله‌ای‌و‌سطح‌پاسخ‌با‌استفاده‌از‌نرم‌افزار‌مینی‌تب‌به‌دست‌
آمد.‌معادله‌های‌ریاضی‌که‌ارتباط‌بین‌سه‌متغیر‌مستقل‌و‌پاسخ‌را‌

توضیح‌می‌دهند‌به‌صورت‌زیر‌بیان‌می‌شوند:
 Response = b0 + b1× X1+ b2× X2+ b3× X3 + b4×

 X1×X1 + b5× X2 × X2 + b6× X3 × X3 + b7× X1 ×

X2 + b8× X1 × X3 + b9× X2 × X3

مقادیر‌ ‌b0…b9 و‌ مستقل‌ متغیرهای‌ ‌X3 و‌ ‌X2,‌ X1 که‌
ضرایب‌به‌دست‌آمده‌از‌وایازش‌کمترین‌مربعات‌با‌مینی‌تب‌هستند.‌
نمودارهای‌سطح‌پاسخ‌با‌روش‌های‌آماری‌به‌دست‌آمدندکه‌روش‌
طراحی‌و‌داده‌های‌الگو‌‌CCDرا‌توضیح‌می‌دهند.‌روش‌سطح‌پاسخ‌
به‌صورت‌گرافیکی‌ارتباط‌بین‌عامل‌ها‌و‌پاسخ‌آن‌ها‌را‌در‌شرایط‌
بهینه‌توضیح‌می‌دهند‌]‌22و‌23[.‌جدول‌‌1ماتریس‌طراحی‌را‌برای‌

سه‌متغیر‌به‌همراه‌پاسخ‌های‌مشاهده‌شده،‌بیان‌می‌کند.

نتیجه ها و بحث
در‌این‌کار،‌روش‌‌DLLME-SFOهمراه‌‌HPLC-UVبرای‌
به‌ دستیابی‌ برای‌ استفاده‌شد.‌ آتورواستاتین‌ اندازه‌گیری‌ و‌ تغلیظ‌
بر‌جداسازی‌ تأثیر‌عاملهای‌مؤثر‌ بالای‌روش‌جداسازی،‌ کارایی‌

شیري‌و‌همکاران

1. Central Composite Design (CCD)     2. Box     3. Wilson     4. Regression model      5. Chromatogram

جدول‌‌1ماتریس‌طراحی‌برای‌سه‌عامل‌)مقادیر‌واقعی‌و‌کد‌شده(‌‌و‌‌پاسخ‌تجربی
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 ماتریس طراحی برای سه عامل )مقادیر واقعی و کد شده(  و  1جدول 

 پاسخ تجربی

سطح زیر پیک 
 آتورواستاتین

X3 
حجم حلال 

 پخشی
(لیترمیلی)  

X2 
 حجم حلال

  کنندهاستخراج 

 )میکرولیتر(

X1 
pH 

شماره 
 آزمایش

44128 2/5 )+2( (2 )35  (2 )5  1 
61151 1/5 )2( (2 )35  (2 )5  2 
64781 1/5 )2( (2 )35  (2 )5  3 
22861 (1- )1  (1- )22  (1- )3  4 
66521 1/5 )2( (2 )35  (2 )5  5 
16712 (1 )+2  (1- )22  (1 )+7  6 
22843 1/5 )2( (2 )+62  (2 )5  7 
54781 (1-) 1  (2 )35  (2 )5  8 
62939 1/5 )2( (2 )35  (2 )5  9 
29798 2/5 )2( (1 )+52  (1 )+7  12 
23121 (1 )+2  (1- )22  (1- )3  11 
33719 (1 )+2  (1 )+52  (1 )+7  12 
34811 (1- )1  (1 )+52  (1- )3  13 
12721 1/5 )2( (2- )12  (2 )5  14 
16839 (1- )1  (1- )22  (1 )+7  15 
41739 (1 )+2  (1 )+52  (1- )3  16 
42781 1/5 )2( (2 )35  (2 )+8  17 
51918 1/5 )2( (2 )35  (2- )2  18 

 

 و بحث هانتیجه

 دستیابیبرای استفاده شد.  آتورواستاتین یریگاندازهتغلیظ و  برای HPLC-UVهمراه  DLLME-SFOروش  ،در این کار       

 باو غلظت نمک  هاآنو حجم  هاحلال، نوع  pHبر جداسازی مانند  مؤثرهای عامل یرتأث ،به کارایی بالای روش جداسازی

 قرار گرفتند. موردبررسیدر زمان و طراحی آزمایش  عاملیک  سازیینهبه یهاروش 

 در زمان عاملیک  سازیبهینه

 کنندهاستخراجانتخاب حلال 

کمتر از آب،  چگالیباید  کنندهاستخراجحلال اهمیت است. پربسیار  DLLMEروش در  کنندهاستخراجانتخاب روش حلال        

 را  (گرادیسانتدرجه  32تا  12متفاوت و نقطه ذوب نزدیک به دمای اتاق ) هاییتآنالحلالیت پایین در آب، قدرت استخراج 

اکتانول -nو  (Co 4/6=mp ،1-lgm 83/2=d)دکانول -1 ،( Co 19=mp ،1-lgm 83/2=d) آندکانول-1به همین علت  داشته باشد.

(Co 16=mp ،1-gml 824/2=d ) 1نشان داد که  1در شکل نتایج  قرار گرفتند. موردبررسی کنندهاستخراجحلال  عنوانبه-
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مانند‌‌pH،‌نوع‌حلال‌ها‌و‌حجم‌آن‌ها‌و‌غلظت‌نمک‌با‌روش‌های‌
موردبررسی‌ آزمایش‌ طراحی‌ و‌ زمان‌ در‌ عامل‌ یک‌ بهینه‌سازی‌

قرار‌گرفتند.
بهینه‌سازی‌یک‌عامل‌در‌زمان
انتخاب‌حلال‌استخراج‌کننده

‌DLLME روش‌ در‌ استخراج‌کننده‌ حلال‌ روش‌ انتخاب‌
چگالی‌ باید‌ استخراج‌کننده‌ حلال‌ است.‌ پراهمیت‌ بسیار‌
استخراج‌ قدرت‌ آب،‌ در‌ پایین‌ حلالیت‌ آب،‌ از‌ کمتر‌
اتاق‌ دمای‌ به‌ نزدیک‌ ذوب‌ نقطه‌ و‌ متفاوت‌ آنالیت‌های‌
علت‌ همین‌ به‌ باشد.‌ داشته‌ را‌ سانتی‌گراد(‌ درجه‌ ‌30 تا‌ ‌10(
1-دکانول ‌،)d ‌=0/83 ‌gml-1 ،mp=19˚C ‌( ‌1-آندکانول‌
،mp=16˚C ‌( n-اکتانول‌ d=0/83(و‌  gml-1 ،mp=6/4˚C ‌(

موردبررسی‌ استخراج‌کننده‌ حلال‌ به‌عنوان‌ ‌)d  =0/824 ‌gml-1

قرار‌گرفتند.‌نتایج‌در‌شکل‌‌1نشان‌داد‌که‌1-آندکانول‌کارایی‌
نقطه‌ 1-آندکانول‌ این‌که‌ به‌ توجه‌ با‌ دارد.‌ بالاتری‌ استخراج‌
‌˚C1-آندکانول( دارد‌ دیگر‌ حلال‌ دو‌ به‌ نسبت‌ بیشتری‌ ذوب‌
1‌،19-دکانولC˚‌‌6/4و‌n-اکتانول‌C˚‌16(‌با‌دستگاه‌گریزانه‌
بنابراین،‌در‌تمام‌مراحل‌ از‌سطح‌محلول‌جدا‌می‌شود.‌ راحت‌تر‌
بعدی‌این‌حلال‌به‌عنوان‌حلال‌استخراج‌کننده‌به‌کار‌گرفته‌شد.

‌

‌

اندازه‌گیری‌آتورواستاتین‌در‌نمونه‌های‌قرص‌با‌روش‌میکرو‌‌‌...‌

انتخاب‌حلال‌پخش‌کننده
نوع‌حلال‌پخش‌کننده‌نیز‌موردبررسی‌قرار‌گرفت.‌این‌حلال‌
باید‌با‌آب‌قابل‌اختلاط‌بوده‌و‌حلال‌استخراج‌کننده‌را‌نیز‌در‌خود‌
این‌ برای‌ استونیتریل‌ و‌ متانول‌ دو‌حلال‌ اثر‌ بنابراین،‌ کند.‌ حل‌
منظور‌روی‌کارایی‌استخراج‌موردبررسی‌قرار‌گرفت.‌نتایج‌شکل‌
مراحل‌ و‌ دارد‌ بالاتری‌ استخراج‌ کارایی‌ متانول‌ که‌ داد‌ نشان‌ ‌2

بعدی‌به‌عنوان‌حلال‌پخش‌کننده‌مورد‌استفاده‌قرار‌گرفت.‌

‌

طراحی‌آزمایش
حلال‌ حجم‌ ‌،)X1( pH عامل‌ سه‌ شد‌ گفته‌ که‌ همان‌طور‌
کارایی‌ ‌)X3( کننده‌ پخش‌ حلال‌ حجم‌ و‌ ‌)X2( استخراج‌کننده‌
استخراج‌را‌تحت‌تأثیر‌قرار‌می‌دهند.‌هدف‌روش‌‌CCDافزایش‌
کارایی‌استخراج،‌تعیین‌عامل‌های‌مؤثر‌بر‌کارایی‌استخراج‌و‌نشان‌
شده،‌ کددار‌ مقادیر‌ ‌1 جدول‌ عامل‌هاست.‌ بین‌ برهم‌کنش‌ دادن‌
آتورواستاتین‌ آزمایش‌و‌مقادیر‌سطح‌زیر‌پیک‌ واقعی‌عامل‌های‌
را‌نشان‌می‌دهد.‌در‌جدول‌‌2معادله‌های‌ارتباط‌بین‌سه‌عامل‌و‌
اثر‌ تخمین‌ برای‌ واریانس‌ تحلیل‌ است.‌ شده‌ آورده‌ آن‌ها‌ پاسخ‌
‌1آزمون‌آماری‌ ANOVAعامل‌های‌مهم‌به‌کار‌می‌رود.‌از‌بررسی‌

شکل‌‌1بررسی‌نوع‌حلال‌استخراج‌کننده‌بر‌مقدار‌استخراج‌آتورواستاتین‌
)حجم‌حلال‌استخراج‌کننده‌‌40میکرولیتر،‌حجم‌حلال‌پخش‌کننده‌)متانول(‌
‌1/5میلی‌لیتر،‌حجم‌نمونه‌‌5میلی‌لیتر،‌غلظت‌نمک‌1درصد‌وزنی-‌حجمی،‌

pH=4،‌غلظت‌آتورواستاتین‌100میکروگرم‌بر‌لیتر(
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-1آندکانول نقطه ذوب بیشتری نسبت به دو حلال دیگر دارد )-1 کهینابا توجه به آندکانول کارایی استخراج بالاتری دارد. 

در  ،براینا. بنشودیمجدا محلول  از سطح ترراحتبا دستگاه گریزانه ( C 16°اکتانول-nو  C 4/6°دکانول-C 19 ،1°آندکانول

 گرفته شد.  کاربه کنندهاستخراجحلال  وانعنبهتمام مراحل بعدی این حلال 
 

 
 کنندهنوع حلال استخراج

 نآتورواستاتیبر مقدار استخراج  کنندهاستخراجنوع حلال  یبررس 1شکل 
 کنندهپخشمیکرولیتر، حجم حلال  42 کنندهاستخراج)حجم حلال 

درصد 1، غلظت نمک لیتریلیم 5، حجم نمونه لیتریلیم 5/1)متانول( 
 میکروگرم بر لیتر(122، غلظت آتورواستاتین pH=4 ،حجمی -وزنی

 

 انتخاب حلال پخش کننده

یز در را ن کنندهاستخراجو حلال  بودهاین حلال باید با آب قابل اختلاط  .قرار گرفت موردبررسیکننده نیز نوع حلال پخش       

شکل  تایجن قرار گرفت. موردبررسیاثر دو حلال متانول و استونیتریل برای این منظور روی کارایی استخراج  ،خود حل کند. بنابراین

 کننده مورد استفاده قرار گرفت. حلال پخش عنوانبهبعدی نشان داد که متانول کارایی استخراج بالاتری دارد و مراحل  2
 

 
 آتورواستاتین استخراج قدارم بر کنندهپخش حلال نوع یبررس 2شکل 

شکل‌‌2بررسی‌نوع‌حلال‌پخش‌کننده‌بر‌مقدار‌استخراج‌آتورواستاتین
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‌میلی‌لیتر،‌حجم‌نمونه‌‌5میلی‌لیتر،‌غلظت‌نمک‌1درصد‌حجمی-‌وزنی،

‌pH‌=4،‌غلظت‌آتورواستاتین‌100میکروگرم‌بر‌لیتر(
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 آتورواستاتین استخراج قدارم بر کنندهپخش حلال نوع یبررس 2شکل 

1. Analysis of variance 
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شیري‌و‌همکاران

‌Fبرای‌تعیین‌این‌که‌چه‌عامل‌هایی‌بر‌پاسخ‌تأثیر‌بیشتری‌دارند،‌
به‌کار‌می‌رود.‌اهمیت‌هر‌عامل‌از‌وایازش‌با‌مقدار‌p)مقدار‌احتمال(‌

تعیین‌می‌شود.‌

از‌‌0/05 ‌pکمتر‌ مقدار‌ قدر‌مطلق‌ اگر‌ اطمینان‌‌%95 با‌سطح‌
باشد‌عامل‌موردنظر‌روی‌پاسخ‌اثر‌بیشتری‌دارد.‌ضرایب‌وایازش‌
و‌مقادیر‌‌pدر‌جدول‌‌2آورده‌شده‌اند.‌عامل‌‌R2به‌صورت‌نسبت‌
تغییر‌در‌داده‌ها‌که‌با‌تحلیل‌واریانس‌تعیین‌می‌شود،‌تعریف‌شد.‌
بالاتر‌بهتر‌ البته‌مقادیر‌ باشد‌که‌ باید‌بین‌صفر‌و‌یک‌ ‌R2 مقدار‌
است.‌عیب‌این‌عامل‌این‌است‌که‌مقدار‌آن‌به‌عامل‌هایی‌که‌به‌
الگو‌افزوده‌می‌شوند،‌بستگی‌دارد.‌با‌افزایش‌عامل‌های‌افزوده‌شده‌
معنی‌دار‌ عامل‌ها‌ این‌ اگر‌ حتی‌ است،‌ افزایشی‌ آماری‌ مقدار‌ این‌
‌R2تعیین‌

adjنباشند.‌برای‌از‌بین‌بردن‌این‌عیب‌ضریب‌تنظیم‌شده‌
به‌وسیله‌ تعریف‌شده‌ مقدار‌ حول‌ تغییر‌ اندازه‌ عامل‌ این‌ می‌شود.‌
الگو‌برای‌عامل‌ها‌به‌کار‌رفته‌است.‌افزایش‌عامل‌های‌بی‌معنی‌به‌
‌الگو‌می‌تواند‌این‌مقدار‌آماری‌را‌کاهش‌دهد.‌‌R2پیش‌بینی‌شده
الگو‌ در‌ است.‌ الگو‌ پیش‌بینی‌ توانایی‌ از‌ معیاری‌ ‌،)R2 pred.)

ایجادشده،‌‌R2برابر‌با‌0/9534،‌مقدار‌95/34%‌تغییرات‌در‌سطح‌
زیر‌پیک‌را‌نشان‌می‌دهد.‌در‌جدول‌‌3مقدار‌‌R2پیش‌بینی‌شده‌
توانایی‌ ایجادشده‌ الگو‌ می‌دهد‌ نشان‌ که‌ است‌ ‌0/7068 با‌ برابر‌

پیش‌بینی‌را‌به‌‌70/68%‌رسانده‌است.‌

روش‌سطح‌پاسخ‌و‌انتخاب‌شرایط‌بهینه
یکی‌از‌مزایای‌روش‌سطح‌پاسخ‌وجود‌نمودارهای‌سه‌بعدی‌
نشان‌ را‌ عامل‌ تجربی‌هر‌ و‌سطح‌ پاسخ‌ها‌ بین‌ ارتباط‌ که‌ است‌
می‌دهد.‌این‌نمودارها‌باید‌شکل‌تقریبی‌سطح‌پاسخ‌و‌این‌که‌آیا‌
بهینه‌کردن‌عامل‌ها‌امکان‌پذیر‌است‌یا‌نه‌را‌نشان‌دهد‌)شکل‌3(.‌

‌
‌

‌

جدول‌‌2مقدار‌ثابت‌و‌ضرایب‌برای‌معادله‌درجه‌دو
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 5/1 کنندهپخشمیکرولیتر، حجم حلال  42 کنندهاستخراج حلال حجم)
وزنی،  -درصد حجمی1، غلظت نمک لیتریلیم 5، حجم نمونه لیتریلیم

4pH=  میکروگرم بر لیتر122 آتورواستاتین، غلظت) 
 طراحی آزمایش

( کارایی X3و حجم حلال پخش کننده ) (X2) کنندهاستخراج حلال، حجم pH  (X1)عاملگفته شد سه  که طورهمان       

استخراج و یی اکار بر مؤثرهای عاملافزایش کارایی استخراج، تعیین  CCD روش. هدف دهندیمقرار  یرتأثاستخراج را تحت 

های آزمایش و مقادیر سطح زیر پیک عاملواقعی  ،مقادیر کددار شده 1هاست. جدول عاملبین  کنشبرهمنشان دادن 

واریانس برای  تحلیل. آورده شده است هاآنو پاسخ  عاملارتباط بین سه  یهامعادله 2در جدول . دهدیمرا نشان  آتورواستاتین

 یرتأثپاسخ  بر ییهاعاملچه  کهینابرای تعیین  Fآماری  آزمون 1ANOVA بررسی. از رودیم کاربههای مهم عاملتخمین اثر 

 . شودیمتعیین )مقدار احتمال(   pمقدار با یازشوااز  عاملاهمیت هر . رودیم کاربهدارند،  بیشتری

 

مقدار ثابت و ضرایب برای  2جدول 
 دودرجهمعادله 

 عامل ضرایب pمقدار 
 ثابت 61471 2

2/221 2573-  X1 

2/215 5636 X2 

2/212 12855 X3 

2/222 7427-  X1
2 

2 18235-  X2
2 

2/222 15412-  X3
2 

2/881 -327/8 X1 X2 

2/759 -942/4 X1 X3 

2/619 1528/8 X2 X3 

 

دارد. ضرایب  بیشتریروی پاسخ اثر  موردنظر عاملباشد  25/2از  کمتر pمقدار  اگر قدر مطلق %95با سطح اطمینان        

 ،شودیمواریانس تعیین  تحلیلا که ب هادادهنسبت تغییر در  صورتبه 2R عامل .اندشده آورده 2جدول  در pمقادیر و  وایازش

ه مقدار آن باین است که  عاملعیب این باشد که البته مقادیر بالاتر بهتر است.  بین صفر و یک باید 2Rمقدار . شدتعریف 

ر این حتی اگ ی است،این مقدار آماری افزایش شدهافزودههای عامل، بستگی دارد. با افزایش شوندیم افزوده الگوکه به  ییهاعامل

adj شدهتنظیمدار نباشند. برای از بین بردن این عیب ضریب ها معنیعامل
2R  اندازه تغییر حول مقدار  عامل. این شودیمتعیین

 این مقدار آماری را کاهش تواندیم الگوبه  معنییبی هاعاملرفته است. افزایش  کاربه هاعاملبرای  الگو یلهوسبه شدهتعریف

                                                           
1. Analysis of variance  

جدول‌‌3نتایج‌تحلیل‌واریانس

R2:0/9534,‌R2 adj:‌0/9009,‌R2 pred:‌0/7068
SS:مجموع‌مربعات‌

df:درجه‌آزادی‌
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مقدار ، 9534/2با  برابر 2R، ایجادشده الگودر است.  الگو بینییشپتوانایی  معیاری از ،(pred 2R.) شده بینییشپ 2Rدهد. 

نشان  است که 7268/2 برابر با شده بینییشپ 2Rمقدار  3در جدول . دهدیمتغییرات در سطح زیر پیک را نشان  34/95%

  .رسانده است % 68/72را به  بینییشپتوانایی  ایجادشده الگو دهدیم
 

واریانس تحلیلنتایج  3جدول   

 مقدار p مقدار SS df F منبع
Model 54243 9 16/87 >2/2221 

Residual 2858 8 - - 

Lack of fit 2697 5 1/42 2/263 

Pure error 161 3   

R2: 2/9534, R2 adj: 2/9229, R2 pred: 2/7268 
SS: مجموع مربعات 
df: درجه آزادی 

 

 و انتخاب شرایط بهینه پاسخ روش سطح

 را نشان  عاملو سطح تجربی هر  هاپاسخوجود نمودارهای سه بعدی است که ارتباط بین  سطح پاسخیکی از مزایای روش        

 (. 3کل ش) را نشان دهد یا نه ستا پذیرامکانها عاملکردن که آیا بهینهو این سطح پاسخ. این نمودارها باید شکل تقریبی دهدمی

 

 

 

 

شکل‌3منحنی‌سه‌بعدی‌سطح‌پاسخ‌از‌سطح‌زیر‌پیک‌سوانگار‌آتورواستاتین‌
در‌مقابل‌عامل‌های‌مستقل‌در‌سطح‌پاسخ‌در‌مقدار‌بهینه‌از‌متغیرهای‌
)X3‌=حلال‌استخراجی‌‌،X2‌=حلال‌پخشی‌،X1=pH(باقی‌مانده‌‌
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 (. 3کل ش) را نشان دهد یا نه ستا پذیرامکانها عاملکردن که آیا بهینهو این سطح پاسخ. این نمودارها باید شکل تقریبی دهدمی
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اندازه‌گیری‌آتورواستاتین‌در‌نمونه‌های‌قرص‌با‌روش‌میکرو‌‌‌...‌

نمودارها‌پاسخ‌را‌در‌برابر‌مقادیر‌محاسبه‌شده‌در‌شکل‌‌4نشان‌
شرایط‌ این‌ ‌ هستند.‌ پایین‌ بسیار‌ باقی‌مانده‌ مقادیر‌ که‌ می‌دهند‌
آوردن‌ به‌دست‌ برای‌ را‌ پیش‌بینی‌ ابزار‌ از‌ استفاده‌ اجازه‌ ما‌ به‌
پاسخ‌در‌یک‌دامنه‌از‌عدم‌قطعیت‌می‌دهد.‌هدف‌اصلی‌و‌نهایی‌
روی‌ را‌ مؤثر‌ عامل‌های‌ بهینه‌ مقادیر‌ که‌ است‌ این‌ بهینه‌کردن‌
بیشتر‌ مقدار‌ می‌دهد.‌ به‌دست‌ ایجادشده‌ الگو‌ از‌ استفاده‌ با‌ پاسخ‌
سطح‌زیر‌پیک‌‌69960با‌استفاده‌از‌مقادیر‌بهینه‌‌38میکرولیتر‌
حلال‌استخراج‌کننده،‌‌1/5میلی‌لیتر‌حلال‌پخش‌کننده‌و‌‌‌pHبرابر‌

با‌‌4به‌دست‌آمد.‌

شرایط‌و‌عامل‌های‌تجزیه‌ای
تا‌ در‌حد‌‌1 را‌ واسنجی‌ از‌ دامنه‌خطی‌خوبی‌ روش‌موردنظر،‌
را‌نشان‌ از‌‌0/9966 بیشتر‌ ‌R2 با‌ضریب‌ لیتر‌ بر‌ ‌200میکروگرم‌
داد.‌حد‌تشخیص‌)LOD(‌براساس‌‌S/N‌=3مقدار‌0/3میکروگرم‌
لیتر‌به‌دست‌آمد.‌انحراف‌استاندارد‌نسبی‌)RSD(‌برای‌چهار‌ بر‌

اندازه‌گیری‌2/2%‌است.‌

آزمون‌نمونه‌حقیقی
روش‌معرفی‌شده‌برای‌استخراج‌و‌اندازه‌گیری‌آتورواستاتین‌در‌
از‌ نمونه‌ها‌پس‌ رفت.‌ به‌کار‌ نمونه‌های‌قرص‌ و‌ ادرار‌ نمونه‌ آب،‌
شرایط‌ تحت‌ ‌HPLC-UV دستگاه‌ با‌ ‌DLLME-SFO فرایند‌
بهینه‌بررسی‌شدند.‌همچنین،‌به‌نمونه‌ها‌مقادیر‌معینی‌از‌محلول‌

استاندارد‌تزریق‌شد.‌نتایج‌در‌جدول‌‌4نشان‌داده‌شده‌اند.

سوانگار‌نمونه‌شاهد‌و‌اسپایک‌شده‌از‌آنالیت‌تحت‌شرایط‌بهینه‌
در‌شکل‌‌5نشان‌داده‌شده‌اند.

همچنین،‌روش‌به‌کار‌رفته‌با‌روش‌های‌دیگر‌برای‌اندازه‌گیری‌
پیشنهادشده‌ روش‌ دقت‌ نتایج‌ برپایه‌ شد.‌ مقایسه‌ آتورواستاتین‌
قابل‌مقایسه‌با‌سایر‌روش‌هاست.‌بر‌پایه‌نتایج،‌این‌روش‌برای‌
کافی‌ اندازه‌ به‌ حقیقی‌ نمونه‌های‌ در‌ آتورواستاتین‌ اندازه‌گیری‌

حساس‌است.‌

شکل‌‌4منحنی‌واسنجی‌آتورواستاتین‌پس‌از‌فرایند‌میکرواستخراج
مایع-‌مایع‌پخشی
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ی سطح پاسخ از سطح زیر پیک بعدسه منحنی 3شکل
 مستقل در سطح یهاعاملدر مقابل  آتورواستاتین سوانگار

  ماندهیباقپاسخ در مقدار بهینه از متغیرهای 
(X1=pHحلال پخشی ،= X2 حلال استخراجی ،= X3) 

بسیار پایین هستند.  این  ماندهیباقکه مقادیر  دهندیمنشان  4در شکل  شدهمحاسبهنمودارها پاسخ را در برابر مقادیر        

. هدف اصلی و دهدیمآوردن پاسخ در یک دامنه از عدم قطعیت  دستبهرا برای  بینییشپابزار شرایط به ما اجازه استفاده از 

دار . مقدهدیم دستبه ایجادشده الگورا روی پاسخ با استفاده از  ؤثرم یهاعاملکردن این است که مقادیر بهینه نهایی بهینه

 کنندهپخشحلال  لیتریلیم 5/1، کنندهاستخراجمیکرولیتر حلال  38با استفاده از مقادیر بهینه  69962سطح زیر پیک  بیشتر

 آمد.  دستبه 4برابر با  pH  و

 

 
 میکرواستخراج فرایند از پس آتورواستاتین واسنجی یمنحن 4شکل 

 یپخش مایع -مایع
 

 اییهتجزهای عاملشرایط و 

نشان را  9966/2 بیشتر از 2R با ضریبمیکروگرم بر لیتر  222 تا 1 را در حد واسنجیخطی خوبی از  دامنه ،موردنظرروش        

( برای چهار RSDانحراف استاندارد نسبی ) آمد. دستبهمیکروگرم بر لیتر 3/2مقدار  S/N =3( براساس LODداد. حد تشخیص )

  است. %2/2 یریگاندازه

 نمونه حقیقی آزمون

 سپ هانمونهرفت.  کاربهقرص  یهانمونهدر آب، نمونه ادرار و  آتورواستاتین یریگاندازهبرای استخراج و  شدهمعرفیروش        

مقادیر معینی از محلول  هانمونهبه  ،شدند. همچنین بررسیشرایط بهینه  تحت HPLC-UVدستگاه  با DLLME-SFOیند ااز فر

 .اندشدهنشان داده  4نتایج در جدول  شد. تزریقاستاندارد 

 

 

y = 0.9534x + 1813.7
R² = 0.9534
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جدول‌‌4تجزیه‌نمونه‌حقیقی‌)قرص‌و‌ادرار(‌به‌روش‌میکرواستخراج‌مایع-
مایع‌پخشی
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قیقی )قرص و ادرار( به روش تجزیه نمونه ح 4جدول 
 مایع پخشی-استخراج مایعمیکرو

درصد 
 بازیابی

 نسبی 

 مقدار یافت شده
) میکروگرم بر  

 لیتر(

 شدهافزودهمقدار 
) میکروگرم بر  

 لیتر(
 نمونه

- 41/2± 72/9 2 

 12 34/18 ± 25/2 42/86 قرص
15/84   23/1 ± 53/26 22 
76/84   32/1 ± 13/35 32 

- - 2 
 12 85/9 ± 36/2 5/98 ادرار

2/96 51/2 ± 22/19 22 
 

 .اندشدهنشان داده  5شده از آنالیت تحت شرایط بهینه در شکل  اسپایکو نمونه شاهد  سوانگار
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 حت شرایط بهینه ت آنالیتاز  )ب( )الف( و اسپایک شدهاولیه نمونه قرص  سوانگار 5 شکل

 

شکل‌‌5سوانگار‌نمونه‌قرص‌اولیه‌)الف(‌و‌اسپایک‌شده‌)ب(‌از‌آنالیت‌تحت‌
شرایط‌بهینه
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شیري‌و‌همکاران

نتیجه گیری
در‌این‌کار،‌روش‌‌DLLME-SFOبرای‌استخراج‌و‌اندازه‌گیری‌
آتورواستاتین‌از‌نمونه‌های‌قرص‌استفاده‌شد.‌نتایج‌این‌کار‌نشان‌
تشخیص‌ حد‌ و‌ بالا‌ استخراج‌ کارایی‌ معرفی‌شده‌ روش‌ که‌ داد‌
پایین‌دارد.‌مهم‌ترین‌مزیت‌این‌روش،‌سمی‌بودن‌حجم‌بالای‌

حلال‌های‌آلی‌است‌که‌استفاده‌نمی‌شود.‌همچنین،‌به‌کار‌گرفتن‌
آزمایش‌ طراحی‌ روش‌های‌ از‌ یکی‌ به‌عنوان‌ پاسخ‌ سطح‌ روش‌
برای‌به‌دست‌آوردن‌شرایط‌بهینه‌تا‌اثرات‌متقابل‌عامل‌های‌مؤثر‌
یک‌ در‌ یکی‌ روش‌های‌ حذف‌ منجربه‌ و‌ شود‌ لحاظ‌ پاسخ‌ در‌

زمان‌شد.‌

جدول‌‌5مقایسه‌روش‌پیشنهادی‌با‌روش‌های‌قبلی‌برای‌اندازه‌گیری‌آتورواستاتین‌در‌نمونه‌قرص

a) High performance liquid chromatography coupled to quadrupole-time-of flight mass spectrometry. 

b) Liquid chromatographic–electrospray ionization– mass spectrometric.

c) Liquid-liquid-liquid microextraction HPLC-UV. 

d) Solid phase extraction followed by LC- tandem MS.
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 نهادشدهپیشنتایج دقت روش  برپایهمقایسه شد.  آتورواستاتین گیریاندازهدیگر برای  هایروشرفته با  کاربهروش  همچنین،

افی حقیقی به اندازه ک هاینمونهدر  آتورواستاتین گیریاندازهبرای  روشاین  ،نتایج بر پایه. هاستروشسایر قابل مقایسه با 

 . استحساس 

 

 

 در نمونه قرص آتورواستاتین گیریاندازهقبلی برای  هایروشمقایسه روش پیشنهادی با  5جدول 

 خطی گستره گیریاندازهروش 
 میکروگرم بر لیتر

 حد تشخیص
 میکروگرم بر لیتر

دارد نانحراف استا
 %نسبی

Ref. 

RP-HPLC 32222-2222 652 65/2 [24] 
DLLME–HPLC–Q-TOF-MS a - 22226/2 42/16 [25] 

RP-HPLC–UV 152-3 2/1 12/15 [26] 
RP-HPLC–UV 15222-5222 122 52/2 [27] 
LC–ESI–MS b 22-25/2 - 24/4 [28] 

LLLME–HPLC–UV c 522-1 4/2 22/7 [29] 
SPE–LC–MS/MS d 32-2/2 26/2 15 [32] 

DLLME-SFO-HPLC 6222-2/2 27/2 42/8 [31] 
DLLME-SFO-HPLC 222-1 92/2 22/2 کار حاضر 

a) High performance liquid chromatography coupled to quadrupole-time-of flight mass spectrometry.  
b) Liquid chromatographic–electrospray ionization– mass spectrometric. 
c) Liquid-liquid-liquid microextraction HPLC-UV.  
d) Solid phase extraction followed by LC- tandem MS. 

 

 گیرییجهنت

قرص استفاده شد. نتایج این کار  یهانمونهاستاتین از وآتور یریگاندازهاستخراج و  برای DLLME-SFOروش کار، در این        

الای حجم ب روش، سمی بودنمزیت این  ینترمهمکارایی استخراج بالا و حد تشخیص پایین دارد.  شدهمعرفینشان داد که روش 

طراحی آزمایش  یهاروشیکی از  عنوانبه سطح پاسخروش گرفتن  کاربه ،همچنین .شودینماستفاده است که آلی  یهاحلال

یکی در یک  یهاروشو منجربه حذف  شود در پاسخ لحاظ مؤثر یهاعاملآوردن شرایط بهینه تا اثرات متقابل  دستبهبرای 

 زمان شد. 
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Abstract: A simple, rapid, and inexpensive dispersive liquid-liquid microextraction based 
on solidification of organic drop (DLLME-SFO) combined with high-performance liquid 
chromatography was developed for the extraction and determination of trace levels of atorvastatin 
(ATV) in tablet. Effect of variables such as extracting and dispersive solvent volume and pH 
were investigated simultaneously using experimental design. Under the optimum conditions, 
the calibration graph was linear in the range of 1-200 µg L-1 with the detection limit of 0.3 µg 
L-1. The optimized method revealed a good precision with relative standard deviation (RSD) of 
2.2 %.The performance of the method was evaluated for extraction and determination of ATV in 
tablet sample. The results of this study revealed that the proposed method gives high extraction 
efficiency and low LOD. The most important advantage of this technique is that the use of large 
sample volumes and toxic organic solvents have been omitted. 
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