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Ceq,acceptor غلظت آناليت A در فاز گيرنده در زمان t، مي‌باشد. 
در رابطه، K ثابت سرعت با واحد (S-1) و مقدار آن از رابطه‌ي ذيل قابل محاسبه است: 

(4-6)	 



Ai و  ثابت‌هاي انتقال جرم در فاز آلي را نشان مي‌دهد اين معادله نشان مي‌دهد اگر Ai و  بزرگ باشند و Vsample كوچك باشد، استخراج با سرعت بيشتري انجام مي‌شود. با افزايش سرعت همزدن مي‌تواند به ماكزيمم مقدار خود برسد. 
در مدل سه فازي، آناليت از نمونه آبي به فاز آلي و سپس به فاز گيرنده كه يك محلول آبي است و داخل فيبر را پر مي‌كند وارد مي‌شود. اين فرآيند به صورت معادله تعادلي زير نوشته مي‌شود: 

(4-7)	 
در اينجا Kacceptor/org,Korg/sample به عنوان ثابت‌هاي توزيع تعريف مي‌شوند: 

(4-8) 	

(4-9) 	
بر اساس معادلات فوق و نيز بر پايه تعادل جرم براي سه فاز مقدار R از رابطه‌ي زير محاسبه مي‌شود: 

(4-10) 	
Vacceptor حجم فاز گيرنده و Vorg حجم فاز آلي مستقر در داخل منافذ فيبر مي‌باشد. معادله فوق نشان مي‌دهد راندمان استخراج در سيستم سه فازي از طريق ثابت‌هاي توزيع، حجم نمونه و حجم فاز آلي و حجم فاز گيرنده كنترل مي‌شود. در كل داشتن ثابت توزيع بالا براي انجام استخراج خيلي مهم است كه مي‌تواند با انتخاب مناسب فاز آلي و نيز تنظيم pH نمونه حاصل شود. براي آناليت‌هاي بازي pH نمونه بايد بالا باشد (تقريباً سه واحد بزرگتر از pKa آناليت) در حالي كه pH فاز گيرنده بايد اسيدي باشد (ترجيحاً سه واحد كوچكتر از pKa آناليت) به صورت عكس براي آناليت اسيدي شرايط معكوس بايد مهيا باشد. با توجه به معادله (4-11) مي‌توان براي LPME فاكتور تغليظ بالايي انتظار داشت به شرط اينكه ثابت توزيع آناليت بزرگ باشد. 
در مدل سه فازي، كل حجم فاز گيرنده براي استخراج در دسترس مي‌باشد، بنابراين درصد بازيابي از معادله زير بدست مي‌آيد: 

(4-11) 	
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4-2. مراحل بهينه‌سازي 
[bookmark: _Toc344019889]4-2-1. بهينه‌سازي شرايط جداسازي 
به منظور دستيابي به جداسازي مناسب و پيك‌هاي متقارن، شرايط جداسازي در دستگاه كروماتوگرافي بهينه شد. نوع و نسبت حلال‌ها در فاز متحرك و همچنين سرعت جريان‌هاي فاز متحرك آزمايش شد و در نهايت شرايط جداسازي بدست آمد. ] 83[

ستون: C18 به طول 25 سانتي‌متر با قطر داخلي  mm4.6 ميلي‌متر و قطر ذرات 5 ميكرون 
تركيب فاز متحرك: محلول بافر پتاسیم دی هیدروژن فسفات pH: 2.5 و استونيتريل با درصد حجمي- حجمي 70-30
نوع شويش: ايزوكراتيك 
سرعت جريان: 1.2 ميلي‌ليتر بر دقيقه 
طول موج انتخابي: 280 نانومتر 
زمان بازداري: 6.5 دقيقه 
لوپ تزريق: 20 ميكروليتر
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شكل (4-1). كروماتوگرام تزريق محلول آبي رالوکسیفن در شرايط بهينه جداسازي
[bookmark: _Toc344019890]
4-2-2. بهينه‌سازي شرايط استخراج 
عوامل متعددي بر استخراج با روش سه فازي با استفاده از فيبر توخالي متخلخل تاثيرگذار هستند كه عبارتند از: نوع حلال آلي، pH فاز دهنده، pH فاز گيرنده، زمان استخراج، سرعت هم‌زدن، قدرت يوني فاز دهنده، دما و نسبت حجم فاز دهنده به فاز گيرنده، براي رسيدن به ماكزيمم كارايي استخراج جهت دستيابي به حساسيت و تكرارپذيري بالا، مطالعه نحوه تاثير هر كدام از عوامل فوق به منظور بهينه‌سازي ضروري مي‌باشد. 

[bookmark: _Toc344019891]4-2-2-1. نوع حلال آلي 
انتخاب حلال مناسب جهت دستيابي به حداكثر استخراج و به منظور رسيدن به حساسيت خوب و گزينش‌پذيري و دقت بالا حائز اهميت است. حلالي كه انتخاب مي‌شود بايد داراي شرايط زير باشد: 
1- بايد به راحتي در داخل منافذ فيبر وارد شود. 
2- حلال مورد نظر بايد تمايلي به انحلال در فاز گيرنده و فاز دهنده نداشته باشد براي اين منظور حلال بايد غير قابل اختلاط با آب باشد. 
3- بايد دماي جوش بالايي داشته باشد (غير فرار باشد) تا در طي پروسه استخراج از دست نرود ]12[.
4- داراي ويسكوزيته مناسب (نه خيلي بالا) باشد، به طوري كه انتقال جرم آناليت در آن كوچك باشد (نه خيلي كم) تا در منافذ فيبر باقي نمايند از طرف ديگر ويسكوزيته پايين مي‌تواند به افزايش ضريب توزيع آناليت در حلال كمك كند ]29[. 
5- غير سمي باشد. 
6- حلال بايد با جنس HF از لحاظ قطبيت سازگار باشد ]44[. 
7- گزينش‌پذيري خوبي براي تركيب يا تركيب‌ها مورد نظر داشته باشد] 12[. 
در اين تحقيق با توجه به موارد فوق حلال‌هاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت. 
نتايج به دست آمده در نمودار (4-1) نشان داده شده است. در نهايت اكتانول به عنوان حلال مناسب انتخاب گرديد.


نمودار (4-1). بررسي نوع حلال پر كننده منافذ فيبر، شرايط استخراج، pH فاز گيرنده :2.5، pH فاز دهنده: 11، سرعت هم‌زدن 600 دور در دقيقه، عدم حضور نمك در فاز دهنده، زمان استخراج 30 دقيقه، در دماي محيط.

  
[bookmark: _Toc344019892]4-2-2-2. اثر pH فاز گيرنده و فاز دهنده 
همان طور كه قبلاً هم اشاره شد در روش استخراج سه فازي، نيروي پيش‌برنده‌ي استخراج گراديان pH مي‌باشد. پس بهينه‌سازي pH يكي از مهم‌ترين آزمايشات مي‌باشد.
 

نمودار (4-2). بررسي اثر تغييرات pH در فرآيند استخراج سرعت هم‌زدن 500 دور  در دقيقه شرايط استخراج: حلال فاز آلي اكتانول، pH فاز گيرنده 2.5، عدم حضور نمك در فاز دهنده و زمان استخراج 15 دقيقه، در دماي محيط.

اين نمودار بهينه‌سازي pH در فاز دهنده را نشان مي‌دهد. براي افزايش ميزان استخراج با توجه به ساختار و pka دارو (pka دارو 44/8 است) pH فاز دهنده بايد به گونه‌اي تنظيم شود كه بتواند آناليت مورد نظر را به طور موثر ديونيزه كند و به دنبال آن با كاهش حلاليت در آب، باعث افزايش استخراج آناليت به حلال آلي شود. حال با توجه به اين موضوع و آگاهي داشتن از ميزان ديونيزه شدن دارو در  pHهاي مختلف مي‌توان به افزايش كارايي استخراج كمك كرد ]29،12،44.[ چنانچه در نمودار (4-2) قابل مشاهده است، در 11pH=، راندمان استخراج به ماكسيمم مقدار خود مي‌رسد. اين مساله نشانگر اينست كه در اين pH، آناليت بيشتر به فرم مولكولي وجود دارد، لذا انتقال به فاز آلي به سهولت روي مي‌دهد. 
همچنين در فاز گيرنده همان طور كه در نمودار (4-3) نشان داده شده است در pH هاي بازی آناليت مورد نظر در سطح تماس داخلي فاز گيرنده به صورت هيدروکسين در آمده و با تبديل آناليت به فرم يوني، راندمان استخراج افزايش مي‌يابد. آنالیت وارد فاز گيرنده مي‌شود و در اين ناحيه استخراج خوبي را نشان مي‌دهد.
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نمودار (4-3). بررسي اثر تغييرات pH فاز گيرنده در فرآيند استخراج، شرايط استخراج، حلال فاز آلي اكتانول، pH فاز دهنده 11، سرعت هم‌زدن 500 دور در دقيقه، عدم حضور نمك در فاز دهنده و زمان استخراج 15 دقيقه، در دماي محيط.

به منظور كنترل pH در فاز دهنده و فاز گيرنده از NaOH و اسيد فسفريک جهت بهينه‌سازي استفاده گرديد. با توجه به نتايج به دست آمده، pH هاي 11 و 2.5 به ترتيب به عنوان مقادير بهينه‌ي pH براي فازهاي دهنده و گيرنده انتخاب شدند. 

[bookmark: _Toc344019893]4-2-2-3. اثر سرعت هم‌زدن محلول آناليت 
براساس تئوري فيلم با افزايش سرعت هم‌زدن، ضخامت لايه انتشار كاهش يافته و باعث افزايش ضريب انتقال جرم و افزايش كارايي استخراج مي‌شود. ميكرواستخراج سه فازي با استفاده از فيبر بر مبناي برقراري تعادل بين سه فاز استوار مي‌باشد. سرعت كلي استخراج در دو مرحله انتقال آناليت در فصل مشترك فاز دهنده- فاز آلي و فاز آلي- فاز گيرنده محدود مي‌شود. هم‌زدن محلول معمولاً براي بهتر كردن كينتيك و كاهش زمان استخراج به كار مي‌رود چرا كه با هم‌زدن محلول، تعادل بين اين دو لايه سريع‌تر برقرار مي‌شود و در اين تحقيق براي هم‌زدن محلول از مگنت و هم‌زن‌هاي مغناطيسي استفاده شد. اثر سرعت چرخش بر ميزان استخراج در محدوده‌ي 1000-100 دور در دقيقه بررسي گرديد. نمودار (4-4) تاثير اين عامل را به خوبي نشان مي‌دهد. در اين روش وقتي سرعت چرخش خيلي بالا مي‌رود باعث حباب روي فيبر مي‌شود كه منجر به كاهش انتقال آناليت به داخل فيبر و در نهايت كاهش تكرارپذيري و دقت كار مي‌شود سرعت 600 دور بر دقيقه به عنوان سرعت چرخش بهينه انتخاب شد ]53 ، 75 ، 82 ، 54[. قابل ذكر است در دورهاي بالاتر از 750 به علت ايجاد حالت گرداب در محلول نمونه، در نتيجه حركت دادن فيبر از سر ميكروسرنگ و نهايتاً ورود فاز آلي به فاز گيرنده، از انتخاب دورهاي بالا صرفنظر كرديم. 

نمودار (4-4). اثر سرعت هم‌زدن بر فرآيند استخراج
شرايط استخراج: حلال فاز آلي: اكتانول، pH فاز دهنده 11، pH فاز گيرنده 2.5، عدم حضور نمك در فاز دهنده، زمان استخراج 15 دقيقه، در دماي محيط.

[bookmark: _Toc344019894]4-2-2-4. اثر قدرت يوني فاز دهنده 
در اين مرحله اثر افزايش نمك به فاز دهنده بر روي راندمان استخراج بررسي شد. به طور كلي هنگامي كه نمك به آب اضافه مي‌شود. دو پديده به طور همزمان اتفاق مي‌افتد: پديده اول كه به اثر Salting-out معروف است به اين صورت روي مي‌دهد كه، مولكول‌هاي آب در اطراف مولكول‌هاي يوني نمك، كره‌هاي آبپوشي تشكيل مي‌دهند و اين موضوع باعث كاهش مولكول‌هاي آب براي آبپوشي مولكول‌هاي آناليت شده و نتيجه آن رانش مولكول‌هاي آناليت به سمت حلال آلي و افزايش كارايي استخراج مي‌باشد. پديده دوم بر هم كنش الكتروستاتيكي مولكول‌هاي آناليت و نمك است، كه اين بر هم كنش باعث كاهش تحرك مولكول‌هاي آناليت، افزايش ضخامت لايه انتشار بين محلول نمونه و لايه آلي جداره فيبر شده و در نتيجه كاهش كارايي استخراج مي‌شود. از سوي ديگر اضافه كردن نمك مي‌تواند باعث افزايش ويسكوزيته محلول نمونه و همچنين تغيير خصوصيات فيزيكي ديواره فيبر شود كه اين تداخلات مي‌تواند باعث كاهش حركت آناليت از فاز دهنده به حلال شود. به طور كلي افزودن نمك بسته به ماهيت آناليت ممكن است باعث افزايش، كاهش و يا عدم تغيير راندمان استخراج شود. ]31 ، 44 ، 29 ، 38[ 
در اين تحقيق اثر افزايش نمك، با افزودن نمك NaCl در محدوده 20-1% وزني- حجمي بر روي راندمان استخراج بررسي شد. از روي نتايج نشان داده شده در نمودار (4-5) مي‌توان مشاهده كرد كه افزودن نمك تا حد مشخصي موجب تغييرات شاخصی در استخراج دارو نشده است. با توجه به نتايج بدست آمده مي‌توان گفت كه پديده Salting out در اين پروسه بی تأثير بوده است. 

نمودار (4-5). تاثير قدرت يوني فاز دهنده، شرايط استخراج: حلال فاز آلي: اكتانول، pH فاز دهنده 11، pH فاز گيرنده: 2.5، سرعت هم‌زدن 600 دور در دقيقه، زمان استخراج 15 دقيقه، دماي محيط.

[bookmark: _Toc344019895] 4-2-2-5. اثر زمان استخراج 
نمودار (4-6) تاثير زمان را بر ميزان استخراج نشان مي‌دهد. استخراج و بازيافت آناليت تحت تاثير زمان هم خوردن نمونه است كه منجر به تسهيل انتقال آناليت از فاز دهنده به حلال آلي و در نهايت فاز گيرنده مي‌شود. در اين تحقيق اثر زمان استخراج از 20 تا 50 دقيقه مورد بررسي قرار گرفت. 
نتايج نشان مي‌دهد كه با افزايش زمان تا حد مشخصي ميزان استخراج افزايش مي‌يابد. از سوي ديگر با افزايش زمان استخراج به بيش از 30 دقيقه اكتانول به دليل افزايش حلاليت آن از دست مي‌رود و ممكن است به فاز گيرنده يا دهنده نشت كند به همين دليل با وجود عدم رسيدن به نقطه تعادل براي حفظ شرايط ايده‌آل 30 دقيقه به عنوان زمان بهينه استخراج انتخاب شد. ]12 ، 81 ، 34[
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ايزو بوتيل متيل کتون	دکانول	اکتانول	هگزان	ايزو بوتيل متيل کتون	دکانول	اکتانول	هگزان	ايزو بوتيل متيل کتون	دکانول	اکتانول	هگزان	1	2.7881683711411678	3.1283992687178066	1.7781512503836436	حلال آلی
لگاريتم مساحت سطح زير پيک
فاز دهنده pH	8.5	9	9.5	10	10.5	11	11.5	12	104	157	234	266	318	341	304	282	سطح زیر پیک

pHفاز گیرنده	2	2.5	3	3.5	4	312	362	335	291	265	
سطح زیر پیک

100	250	375	500	600	650	700	800	1000	1.1139433523068367	1.7781512503836436	2.1271047983648077	2.3873898263387292	2.4871383754771865	2.3617278360175931	2.1818435879447726	1.8512583487190752	1.3010299956639813	دورهم زدن rpm
لگاريتم مساحت زير پيک
1	2	5	10	15	20	2.5774917998372255	2.5575072019056577	2.5211380837040362	2.4653828514484184	2.3838153659804311	2.3242824552976926	غلظت نمک - درصد

لگاريتم مساحت سطح زير پيک
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