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 چکیده

. اسوت دهبوو هاستیآنال یبرا یجد چالش کی بدن، عاتیما در مشابه باتیترک ریسا وجود بعلاوه و آن نییپا غلظت علت به نیملاتون مقدار نییتع :زمینه و هدف

 بوا دیجد یروش دنبال به مطالعه نیا. باشدیم ناپذیراجتناب امر کی مختلف یهانمونه در نیملاتون مقدار نییتع یبرا یدستگاه زیآنال انجام از قبل نمونه یسازآماده
 تمیور شواخ  عنوانبوه بوزا  در نیملاتوون جزئوی حسوطو نیویتع یبورا یمعمول یهاشگاهیآزما در موجود زاتیتجه از استفاده با بتواند که بود بالا دقت و صحت

 Disspersive Liquid-Liquid) یپخشو عیموا-عیموا اسوتخرا  زیور روش سوازیبهینه بوه منظوور نیهمو به. ردیگ قرار استفاده مورد انسان در نیرکادیس
Microextraction )شد پرداخته بود نشده استفاده یبزاق نیملاتون یبرا تاکنون که. 

 موورد هفت انیم نیا از. بود DLLME روش بر مؤثر عامل هشت یبررس شامل سازیبهینه مرحله. باشدیم یکاربرد مطالعه کی حاضر مطالعه: روش بررسی

 بوه وزر صوورتبه شده سازیبهینه روش یسنج اعتبار نیهمچن. شدند نییتع نهیبه ریمقاد و گرفت قرار موردبررسی سطح پنج در pH صرفاً و سطح چهار در هاآن
 .دیگرد انجام تریلیلیم بر کوگرمیپ 254 و 144 ،54 غلظت سه یبرا راتییتغ بیضر محاسبه با روز کی در بار شش و یمتوال روز شش مدت به روز

 بورده نوام غلظت سه راتییتغ بیضر ریمقاد محاسبه با شده یسازنهیبه روش دقت و صحت. آمد بدست موردبررسی عوامل از هرکدام یبرا نهیبه ریمقاد: هایافته

 .بود 13/1 و 61/2 ،45/4 بیترت به روز کی در یریتکرارپذ یبرا و 12/1 و 35/2 ،25/6 بیترت به روز به روز یریتکرارپذ یبرا راتییتغ بیضر .شد یبررس

 عوامول یسازنهیبه نکهیا باوجود. است بوده برخوردار یمناسب دقت و صحت از شده یسازنهیبه روش آمده، بدست راتییتغ بیضر ریمقاد به توجه با: گیرینتیجه

 .کرد استفاده راتییتغ یاندک با مشابه ییایمیش باتیترک یبرا توانیم را هاریمتغ نیا اما رد،یگ صورت مدنظر تیآنال تناسببه دیبا استخرا  در مؤثر
 

 .یعال عملکرد با عیما یماتوگرافکرو ن،یرکادیس تمیر بزا ، ،یپخش عیما-عیما استخرا  زیر ن،یملاتون: هاکلیدواژه

 مقدمه
-N-acetyl-methoxy) ملاتوووونین هورموووون
triptamine) های فوو  از قسمتی از مغز به نام هسته

شود و آزاد شدن آن در اثر تاریکی کیاسمایی ترشح می
. سواعت [1] شوودمیافزایش و در اثر نور روز سرکوب 

زیستی بدن یا همان ریتم سیرکادین از طریو  ترشوح 
از قبیول ملاتوونین و کوورتیزول تنظویم  هاییهورمون

خاص با  طوربهاختلال در ریتم سیرکادین  .[2]گرددمی
کار شبانه یا کار بودون نوور روز رابطوه دارد. ملاتوونین 

  نظمویبییک بیومارکر خووب بورای نموایش  عنوانبه
ریتم سیرکادین شناخته شده است و بنابراین در اغلوب 
مطالعات برای تعیین میزان اختلال سیرکادین ناشوی از 

. شوکل [3]فاده شده اسوتاست کارینوبتیا  کاریشب
ساختار شیمیایی هورمون ملاتوونین را نشوان  1شماره 
 .[4]دهدمی

به علت غلظت پایین و بعلاوه وجود سایر ترکیبات در 
مایعات بدن، تعیین مقدار ملاتونین یک چوالش جودی 

 توانمیاین هورمون را  .[5]ها بوده استبرای آنالیست
 [11 ،14]و بوووووزا   [5 ،1]، ادرار [7 ،6]در خوووووون 

از بزا  به دلیول  گیرینمونه حالبااینکرد.  گیریاندازه
دون درد بوودن، بو غیرتهواجمیداشتن مزایایی از قبیل 
دیگور تورجیح داده  هوایروشبودن و آسان بودن بوه 

کووه  انووددادهچنوودین مطالعووه نشووان  .[12]شووودمی
همبستگی خوبی میوان ملاتوونین بوزا  و سوطح ایون 
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  .[13 ،14]هورمون در پلاسما وجود دارد
بخوووش در بسووویاری از آنالیزهوووای  تووورینمهم 

بیولوووژیکی، حووذا عواموول  هاینمونووهکروموواتوگرافی 
اگر آنالیوت در مقوادیر  .باشدمیجود در نمونه مزاحم مو

جزئی در نمونه موجود باشد، حوذا مقوادیر زیواد موواد 
بدون اختلال در بازیابی آنالیت مودنظر یوک  گرمداخله

. بعلاوه بورای تزریو  نمونوه بوه باشدمیمشکل جدی 
، افزایش غلظت آنالیت در واحد حجوم HPLCدستگاه 
 .[11-14]باشدمیالیز فرایند آن هایضرورتنمونه از 
تگاهی بورای نمونه قبل از انجام آنالیز دس سازیآماده

مختلوف یوک امور  هاینمونهتعیین مقدار ملاتونین در 
. در مطالعوات قبلوی از اسوتخرا  باشدمی ناپذیراجتناب
و اسووتخرا  فوواز جاموود [15] (1LLE)مووایع -مووایع

(2SPE)[1، 24، 21]  ملاتووونین در  سووازیآمادهبوورای
اسوتفاده  بواوجودمختلف استفاده شده است.  هاینمونه

معوایبی  هاروش، هرکدام این LLEو  SPEمتداول از 
بودن، هزینه بالا و نیاز به  گیروقت LLEدارند. معایب 

. باشودیمآلوی سومی  هوایحلالحجم بالای نمونه و 
SPE  و  کنندهکسلآلی،  هایحلالعلیرغم مصرا کم
بوورای  SPEگووران اسووت، بعوولاوه اسووتفاده از  نسووبتاً
با حجم زیاد منجر خواهود شود مقوادیری از  هاینمونه

بدون اینکه جذب گردنود، از  موردنظرترکیب شیمیایی 
سطح جاذب عبور نمایند. علت ایون امور اشوباد شودن 

 .[7] باشدمیسطح جاذب 
از روش ریوز  تووانمییک روش جایگزین  عنوانبه 

                                                           
1 Liquid-liquid extraction 
2 Solid phase extraction 

کووه در ( 3DLLME)مووایع پخشووی -اسووتخرا  مووایع
طی ایون  است استفاده کرد. یافتهعهتوساخیر  هایسال

 کنندهاسوتخرا  عنوانبوهروش حلالی نامحلول در آب 
توسط سرنگ به داخل محیط آبی حاوی نمونه با فشار 

. این آیددرمیقطرات ریز  صورتبهکه  گرددمیتزری  
عمل موجب استخرا  آنالیوت از محویط آبوی نمونوه و 

. گرددمی ندهکناستخرا انتقال آن به محیط آلی حلال 
سووادگی و در دسووترس بووودن تجهیووزات، سوورعت و 
سهولت انجام روش، هزینه پایین و مصرا بسویار کوم 

 .[22] باشندمیمزیت این روش  هاحلال
روش مذکور تاکنون برای استخرا  ملاتونین بزاقوی 
استفاده نشده است و برای اولین بار در مطالعوه حاضور 

مایع پخشی بورای اسوتخرا  -روش ریز استخرا  مایع
 یسووازبهینهبووزا   هاینمونووههورمووون ملاتووونین از 

گردید. در تنها مطالعوه مشوابه داخلوی طالبیوان پوور و 
روش ریووز  سووازیبهینهبووه  2414 در سووالهمکوواران 

موایع پخشوی بورای سوطوح هورموون -استخرا  مایع
ملاتونین موجود در پلاسوما بوا روش طراحوی مرکوب 

و دسوتگاه  (Central Composite design)مرکوزی 
ه شناسواگر کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا مجهز بو

UV [7]پرداختند.  
روشی برای تعیوین  سازیبهینهاین مطالعه به دنبال  

ملاتونین در بزا  بوود کوه ضومن جدیود  جزئیمقادیر 
بودن و داشوتن صوحت و دقوت بوالا، بتووان آن را بوا 

معموولی  هایآزمایشگاهاستفاده از تجهیزات موجود در 
-انجام داد. برای این منظور روش ریز اسوتخرا  موایع

ر گرفت، زیرا تمامی مزایای قرا موردبررسیمایع پخشی 
. در ایووون کوووار از طراحوووی باشووودمینوووامبرده را دارا 
One-) "یووک عاموول در هوور مرحلووه "آزمایشووگاهی 

time-a-at-factor)  و دستگاه کروماتوگرافی موایع بوا
 عملکرد بالا مجهز به شناساگر فلورسانس استفاده شد.

 
 روش بررسی
+ از 55ملاتونین بوا درجوه خلووص   مواد شیمیایی:

                                                           
3 Dispersive liquid-liquid microextraction 

 

 ساختار شیمیایی مولکول ملاتونین -1 شکل
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 (Karlsruhe, Germany شورکت آلفووا ایسور آلمووان
(Alfa Aesaer,  هواآزمایشخریداری شد. برای انجام 

بور  گورممیلی 244با غلظوت  محلول استوک ملاتونین
لیتر در متانول آماده گردیود. متوانول، اتوانول، اسوتون، 

 همگوی بوا درجوه خلووص)استونیتریل و فرمیک اسید 
HPLC grade)  بهینوه  کنندهپخشحلال برای تعیین

دی -2و  1و دی کلرومتان، کلروفرم، تتراکلریودکربن، 
( بورای تعیوین 55  همگی با درجه خلوص کلروبنزن )
با درجه بهینه و سدیم کلراید ) کنندهاستخرا نود حلال 
( برای ایجواد تغییورات در میوزان نموک 55  خلوص 

و گوواز نیتووروژن بوورای خشووک کووردن ه محلووول نمونوو
( ,Merckشوورکت موورک آلمووان همگووی از ،هوواحلال

Darmstadt, Germany ).خریداری شدند 
مجهز بوه پموت توک  HPLCاز دستگاه  تجهیزات:
 و سوتون Knauer (Socorex, Germany)پیسوتونه 

C18  و آشکارسوووواز فلئورسووووانسRF_10AXL 

Knauer  استفاده شود. مقودار  هانمونهبرای آنالیزpH 
دیجیتوووالی  متووور pHبوووا اسوووتفاده از  هوووامحلول

Metrhom744(Metrhom,USA) گیریانوووووودازه 
تورازوی دیجیتوالی  وسیلهبهنیز  هامعراگردید. مواد و 

CP225D (Sartorius, Germany) Startorius  بوا
 گرم توزین شدند. 44441/4دقت 

انتخاب عوامول بهینوه  منظوربه: هانمونهتعیین تعداد 
انتخواب  ؤثرمدر استخرا  ملاتونین، هشت عامل  مؤثر

، حجوم کننودهپخشاز: نود حولال  اندعبارتشدند که 

، حجوم کنندهاسوتخرا ، نود حولال کنندهپخشحلال 
 زمانمدتتکان دادن،  زمانمدت، کنندهاستخرا حلال 

و در نهایوت  شدهافزودهنمک سانتریفیوژ کردن، میزان 
pH( متغیرها، سطوح موورد آزموایش 1. جدول شماره )

چنین کدگذاری انجام شوده بورای و هم رمتغیبرای هر 
 .دهدمیسهولت کار را نشان 
a-at-factor-One-روش  بوور اسوواسایوون مطالعووه 

time (OFAT) در هر این روش،  بر اساسنجام شد. ا
ثابت در نظر گرفته شد و یوک  مؤثرمرحله هفت عامل 

عامل برای تعیین مقدار بهینه در سطوح مختلف موورد 
وارد انتخاب شوده بهینوه در هور آزمایش قرار گرفت. م

مقوادیر ثابوت موورد  عنوانبوهمرحله در مراحل بعودی 
بورای مرحلوه آزموایش  55استفاده قرار گرفتند. تعوداد 

بررسوی هشوت عامول  که شامل انجام شد سازیبهینه
بود. از این میان هفت موورد  DLLMEبر روش  مؤثر
در پوونج سووطح  pH صوورفاًدر چهووار سووطح و  هوواآن

با سوه  سازیبهینهقرار گرفت. تمام مراحل  سیموردبرر
اعتبوار سونجی  همچنوین بورای بار تکرار انجام شدند.

در شوش  روز بوه روز صوورتبه شده سازیبهینهروش 
آزموایش انجوام  66در یک روز،  روز متوالی و شش بار

ی انجام شده بورای هاآزمایشبنابراین مجمود ؛ گردید
 مرحله بود. 165مطالعه حاضر 

تمامی مراحول آزموایش، اسوتخرا  ملاتوونین بوا  در
 14از  (pg/ml) لیتورمیلیپیکوو گورم بور  144غلظت 
 محلول آبی نمونه انجام شد. لیترمیلی

 متغیرها، کد ها و  سطوح مورد آزمایش برای هر متغیر -1جدول 

 سطوح مورد آزمایش برای هر عامل کد بندی عوامل موثر در بهینه سازی

1 2 3 4 5 
 - استون اتانول متانول استونیتریل* A نود حلال پخش کننده

 - B 5/4 1 5/1 2 (ml)حجم حلال پخش کننده

 - دیکلروبنزن2و1 دی کلرومتان کلروفرم تتراکلرید کربن C نود حلال استخرا  کننده
 - D 54 144 154 244 (µl)حجم حلال استخرا  کننده
 - E 1 3 5 7 (min)مدت زمان تکان دادن

 - F 2 4 6 1 (min)مدت زمان سانتریفیوژ کردن
 - G 4 5/2 4/5 5/7 (NaCl%, w/v)میزان نمک افزوده شده

 H 3 5 7 5 11 اسیدیته
 نشان می دهد که حلال پخش کننده مدنظر استونیتریل می باشد. A1*مثال: کد 
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مراحوول کلووی انجووام  :هانمونووهو آنووالیز  سووازیآماده
بوه شورح زیور  DLLMEنمونه بوه روش  سازیآماده

هر یک از هشت متغیور  است. در هر مرحله از آزمایش،
نام برده بر روی سطوح معینی از نوود و مقودار کوه در 

نشان داده شوده اسوت، تنظویم شودند.  1جدول شماره 
کوه حواوی حجوم  کننودهپخشحجم معینی از حولال 

است توسوط سورنگ بوا  کنندهاستخرا معینی از حلال 
سرعت و فشار به داخول لولوه آزموایش حواوی نمونوه 

کسوان در تزری  شد. برای برقراری سورعت و فشوار ی
ثابت )یک ثانیه( برای  زمانمدتتمام مراحل و تکرارها 

در نظر گرفته شد. بعود از انجوام مرحلوه  هاتزری تمام 
ابری و کدر درآمد. سپس بورای  صورتبهفو ، محلول 

انجام فرآیند اسوتخرا  ملاتوونین از نمونوه بوه حولال 
، این محلول مدتی به آرامی تکوان داده کنندهاستخرا 
دور در دقیقوه سوانتریفیوژ  4544پس با سورعت شد. س

گردید و محلول به دو فاز جودا شوده و حولال حواوی 
ملاتونین در پایین و فاز آبی نمونه در بالا لوله آزمایش 
قرار گرفت. فاز حاوی ملاتونین توسط سرنگ جدا شده 
و در لوله آزمایش جدید ریختوه شود و توسوط جریوان 

 ل آن خشک شد.نیتروژن حلا اثربیملایم گاز 
سپس ملاتونین باقیمانوده در متوانول حول و بورای  

با دتکتور فلئورسوانس  HPLCتعیین مقدار به دستگاه 
 تزری  شد. تنظیمات مربوط به دستگاه به شرح زیر بود:

، فواز متحورک 18Cمیکرولیتر، ستون  24حجم تزری  
 7/4آب دوبار تقطیر، دبی فاز متحورک -متاتول 64:44
در دقیقه، دتکتور فلورسوانس بوا طوول موو   لیترمیلی

نوانومتر، دموای  352و  216تحریک و نشر به ترتیوب 
 .گرادسانتیدرجه  22ستون 
، HPLCبا اسوتفاده از دسوتگاه  هانمونهبرای آنالیز  

مودنظر قورار  آشکارسوازپاسخ  عنوانبهسطح زیر پیک 
با مقایسوه سوطح زیور  (%ER)گرفت. میزان بازیافت 

اسوتخرا  شوده و سوطح زیور پیوک  هواینمونوهپیک 
 . [23]باشدمیاستاندارد قابل محاسبه  هاینمونه

(%) بازیافت =
سطح زیر پیک نمونه

سطح زیر پیک استاندارد
× 100         

 . محاسبه راندمان بازیافت1معادله شماره      

 هایافته
 مؤثرعوامل  سازیبهینه

برای این منظور چهوار  :کنندهپخشنود حلال  تأثیر 
 موردبررسویحلال استونیتریل، متانول، اتانول و استون 

هفوت عامول دیگور مقوادیر ثابوت قرار گرفتند. بورای 
انتخواب شوود. در نهایوت اسووتونیتریل بیشوترین مقوودار 

از  هواحلالرا درمیوان سوایر  (=%34/54ER)بازیافت 
حولال  عنوانبوهبنوابراین اسوتونیتریل ؛ خود نشان داد

مناسب برای مراحل بعدی مطالعه انتخواب  کنندهپخش
 شد.

 رتوأثیبورای بررسوی : کننودهپخشحجم حلال  تأثیر
 2، 1.5، 1، 4.5، چهوار حجوم کنندهپخشحجم حلال 

بهینووه یعنووی  کننوودهپخشبوورای حوولال  لیتوورمیلی
 موردبررسوی استونیتریل که در مرحله قبل تعیین شود،

قوورار گرفتنوود. در نهایووت بیشووترین مقوودار بازیافووت 
(74/54ER%=  در حجوم )؛ بدسوت آمود لیتورمیلی 2

م بهینوه حولال حج عنوانبه لیترمیلی 2بنابراین حجم 
 برای مراحل بعدی مطالعه انتخاب شد. کنندهپخش
بورای تعیوین حولال  :کنندهاستخرا نود حلال  تأثیر

تتراکلریوودکربن  بهینووه چهووار حوولال کنندهاسووتخرا 
(4CCL( کلرفوووووورم ،)3CHCl دی کلرومتووووووان ،)
(2Cl2CH)  2و  1و-( 2دیکلروبنووزنCl4H6C بوورای )

انتخواب شودند. در  بهینوه کنندهاسوتخرا تعیین حلال 
کوه بیشوترین میوزان  ایکنندهاسوتخرا نهایت حولال 
( را داشت تتراکلریدکربن بود =%54/51ERاستخرا  )

بهینوه بورای اداموه  کنندهاسوتخرا حلال  عنوانبهکه 
 مطالعه انتخاب شد.

 توأثیربرای بررسی  :کنندهاستخرا حجم حلال  تأثیر
 154، 144، 54، چهار حجم کنندهاستخرا حجم حلال 

بهینوه  کنندهاسوتخرا بورای حولال  میکرولیتر 244و 
یعنی تتراکلریدکربن کوه در مرحلوه قبول تعیوین شود، 

قورار گرفتنود. در نهایوت بیشوترین مقودار  موردبررسی
میکرولیتوور  244( در حجووم  =%24/52ER) افووتیباز

 عنوانبوه میکرولیتور 244بنوابراین حجوم ؛ بدست آمد
بورای مراحول بعودی  کنندها استخرحجم بهینه حلال 
 مطالعه انتخاب شد.
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 توأثیربورای بررسوی : تکوان دادن زمانمودت تأثیر 
، 1این فرایند در چهار بازه زمانی  تکان دادن، زمانمدت
مورد آزمایش قرار گرفت. در نهایت  ایدقیقه 7و  5، 3

( در بازه زمانی  =%14/52ERبیشترین مقدار بازیافت )
بنووابراین ؛ (3موود )جودول شووماره بدسووت آ ایدقیقوه 3

بهینوه بورای  Extraction time دقیقوه 3 زمانمودت
 مراحل بعدی مطالعه انتخاب شد.

مودت  تأثیربرای بررسی : سانتریفیوژ زمانمدت تأثیر
چهوار  این فرایند در چهار بازه زمانی سانتریفیوژ کردن،

دور در دقیقووه  4544و سوورعت  ایدقیقوه 1و  6، 4، 2
یش قرار گرفوت. در نهایوت بیشوترین مقودار مورد آزما

 ایدقیقوه 6( در بوازه زموانی  =%51/53ER) افتیباز
زموان  عنوانبهدقیقه  6 زمانمدتبنابراین ؛ بدست آمد

 بهینه برای مراحل بعدی مطالعه انتخاب شد.
میزان نمک  تأثیربرای بررسی : شدهافزودهنمک  تأثیر
، 4مرحلوه مقوادیر  4به ماتریکس نمونه در  ،شدهافزوده

نموک  (W/V ) درصد وزنوی حجموی  5/7و  5، 5/2
NaCl  افزوده شد و مراحول اسوتخرا  و تعیوین مقودار

انجووام گردیوود. در نهایووت بیشووترین مقوودار بازیافووت 

(27/55ER%=  هنگامی حاصل شد که میزان نموک )
بنوابراین ؛ درصد بوود 5اضافه شده به ماتریکس نمونه 

زان بهینه نمک اضافه شده بورای می عنوانبهاین مقدار 
 مراحل بعدی مطالعه انتخاب شد.

 ،نمونوه pH توأثیربورای بررسوی : نمونوه pH تأثیر
ی هوامحلولمراحل استخرا  و تعیین مقودار بور روی 

 11و  5و  7و  5و  3در پنج مقودار  هاآن pHنمونه که 
تنظیم شده بود، انجام گردید. در نهایت بیشترین مقدار 

؛ حاصوول شوود =7pH( در  =%14/55ERبازیافووت )
بورای  pHمیوزان بهینوه  عنوانبوهبنابراین این مقودار 

(، 2شوماره )مراحل بعدی مطالعه انتخاب شود. جودول 
را برای هور  OFATبا استفاده از متد  هاآزمایشنتایج 

 .دهدمیمتغیر در تمامی سطوح مورد مطالعه نشان 
 اعتباربخشی

سوتفاده از روش ریوز نشوان دادن قابلیوت ا منظوربه 
واقعوی،  هاینمونوهموایع بورای -استخرا  پخشی مایع
 اعتباربخشوویشووده  سووازیبهینهلازم اسووت کووه روش 

–Day) گردد. برای این منظور تکرارپذیری روز به روز

to–day reproducibility)  در شووش روز متوووالی و

 OFATبا محاسبه راندمان بازیافت، با استفاده از متد  تعیین پارامترهای بهینه برای آماده سازی نمونه ملاتونین، -2جدول 

 راندمان بازیافت در هر سطح ) ( عوامل ثابت در نظر گرفته شده در هر مرحله عنوان مرحله

1 2 3 4 5 
انتخاب حلال پخش کننده 

 (Aبهینه)

B4, C1, D4, E2, F1, G1, H3 *34/54 54/34 14/26 24/33 - 

انتخاب حجم بهینه حلال 

 (Bخش کننده)پ

, C1, D4, E2, F1, G1, H3*A1 14/21 14/51 74/47 *74/54 - 

انتخاب حلال استخرا  کننده 

 (Cبهینه)

, D4, E2, F1, G1, H3*, B4*A1 *54/51 24/24 64/15 - - 

انتخاب حجم بهینه حلال 

 (Dاستخرا  کننده)

, E2, F1, G1, H3*, C1*, B4*A1 14/31 44/52 54/77 *24/52 - 

خاب مدت زمان بهینه برای انت

 (Eتکان دادن)

, F1, G1, H3*, D4*, C1*, B4*A1 34/54 *14/52 14/61 14/14 - 

انتخاب مدت زمان بهینه 

 (Fسانتریفیوژ کردن)

, G1, H3*, E2*, D4*, C1*, B4*A1 52/75 56/71 *51/53 44/67 - 

انتخاب میزان بهینه نمک 

 (Gافزوده شده)

, H3*, F3*, E2*, D4*, C1*, B4*A1 14/77 24/11 *27/55 64/15  

 G3*, F3*, E2*, D4*, C1*, B4*A1 27/65 64/65 *14/55 77/15 14/65 ,* (Hانتخاب اسیدیته بهینه)

 *راندمان بازیافت بهینه ، پارامتری که در هر مرحله بعنوان بهینه انتخاب گردید، در مرحله بعد بعنوان عامل ثابت در نظر گرفته شد.
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 Within–day)شووووووش بووووووار در یووووووک روز 
reproducibility)  و  144، 54سه غلظت با استفاده از

254 pg/ml  مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج در جداول
 .باشدمی( قابل مشاهده 3و  4شماره )

 
 گیریو نتیجه بحث

بر تغلوی  و تخلوی   مؤثربرای تعیین مقادیر بهینه  
، DLLME سووازیآمادههورمووون ملاتووونین در روش 
، حجم حلال کنندهپخشهشت متغیر شامل نود حلال 

، حجوم حولال کنندهاسوتخرا ، نود حلال کنندهپخش
 زمانموودتتکووان دادن،  زمانموودت، کنندهاسووتخرا 

 pHسووانتریفیوژ کووردن، میووزان نمووک اضووافه شووده و 
محلول، در سطوح مختلف و با سوه بوار تکورار در هور 

 قرار گرفتند. موردبررسیسطح 

در ایجاد فاز کودر )ابوری( در  کنندهپخشنود حلال 
 کنندهپخش. انحلال حلال باشدمی مؤثر محلول بسیار

در محلووول آبووی نمونووه )قطبووی( و انحوولال حوولال 
، نکتوه کنندهپخش)غیرقطبی( در حلال  کنندهاستخرا 

. از این رو باشدمی کنندهپخشاصلی در انتخاب حلال 
(، 3CH-CO-3CH)یعنی اسوتون  موردبررسیحلال  4

ریل ، اسوتونیت(OH5H2C)(، اتوانول OH3CH)متانول 
(N3H2C)  طوری انتخاب شدند که بوه لحواس سواختار

مولکولی دارای یک سر قطبی و یک سور غیور قطبوی 
باشند. با توجه به نتایج، مشاهده شد کوه وقتوی کوه از 

استفاده گردیود،  کنندهپخشحلال  عنوانبهاستونیتریل 
میزان بازیافت هورمون ملاتونین از محلول آبی بیشوتر 

 .بود هاحلالاز سایر 
بر میوران  مؤثرنیز از عوامل  کنندهپخشحجم حلال 

 میلی لیتر 14تکرارپذیری روز به روز ملاتونین افزوده شده به بزا ، حجم نمونه:  -3 جدول

 روز (pg/ml)غلظت 

254 144 54 
71/51 14/54 45/145 1 
54/144 64/51 52/56 2 
14/142 35/55 44/143 3 
64/51 25/54 54/143 4 
56/55 64/56 54/53 5 
15/56 51/54 34/145 6 
 میانگین 16/142 51/53 645/55

11/1 15/2 47/6 SD 

12/1 35/2 25/6 CV (%) 

 
 میلی لیتر 14تکرارپذیری در یک روز ملاتونین افزوده شده به بزا ، حجم نمونه:  -4جدول 

 آزمایش (pg/ml)غلظت 

254 144 54 
55/57 64/142 14/54 1 
65/51 26/143 2/14 2 
54/142 34/147 14/52 3 
73/55 44/143 54/53 4 
54/57 44/141 54/51 5 
17/144 54/51 64/56 6 
 میانگین 52/51 12/142 42/55

12/1 76/2 11/4 SD 

13/1 61/2 45/4 CV (%) 
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. برای تعیین حجم بهینه حولال باشدمیبازیافت آنالیت 

 لیتوورمیلی 2و  5/1، 1، 5/4چهووار حجووم  کننوودهپخش
 لیتورمیلی 5/4قرار گرفتند. مقادیر کمتر از  موردبررسی
ایجاد نکردن فاز کدر )ابری( مناسب و مقوادیر  به علت
به علت زیاد شودن نسوبت حولال  متریلیم 2بیشتر از 
و ممانعووت از  کنندهاسووتخرا بووه حوولال  کننوودهپخش
، بورای بررسوی کنندهاسوتخرا شودن حولال  نشینته

انتخاب نشدند. با توجوه بوه نتوایج، بیشوترین بازیافوت 
استونیتریل  لیترمیلی 2هنگامی حاصل شد که از حجم 

 .استفاده شد کنندهپخشحلال  عنوانبه
است که دارای  ایگونهتار شیمیایی ملاتونین به ساخ

بزا   ینمونهقطبیت کمی است. از سوی دیگر فاز آبی 
به موارد ذکر شوده،  با توجه. باشدمیدارای قطبیت بالا 

، غیرقطبوی کنندهاسوتخرا معیارها برای انتخاب حلال 
بووودن از آب و عملکوورد مناسووب  ترسوونگینبووودن، 

علت تعیوین چنوین معیارهوایی . باشدمیکروماتوگرافی 
که از یک طرا  باشدمی ایکنندهاستخرا حلال  برای

ملاتونین تمایل بیشتری به حل شودن در یوک حولال 
غیووور قطبوووی دارد و از سووووی دیگووور اگووور حووولال 

غیرقطبووی و سوونگین باشوود در اثوور  کنندهاسووتخرا 
سانتریفیوژ کوردن بوه آسوانی از محلوول جودا شوده و 

 بووراین اسوواس چهووار حوولال. گوورددمی نشووینته
(، 3CHCl)(، کلرفوووووورم 4CCLتتراکلریوووووودکربن )

دیکلروبنووووزن -2و  1و  (2Cl2CH)دیکلرومتووووان 
(2Cl4H6C)  41/1، 55/1به ترتیب با چگوالی نسوبی ،
بورای تعیوین حولال  لیتورمیلیگرم بور  34/1و  33/1

بهینه انتخاب شدند. در نهایت بیشوترین  کنندهاستخرا 
ل شد که از تتراکلرید کربن برای بازیافت هنگامی حاص
 این منظور استفاده شد.

نیوز در میوزان بازیافوت  کنندهاسوتخرا حجم حلال 
 بوه علوتمیکرولیتور  54. مقادیر کمتر از باشدمی مؤثر

عدم ایجاد حالت کدر )ابری( مناسب و مقادیر بیشوتر از 
 کنندهاستخرا میکرولیتر به علت زیاد شدن حلال  244
، کنندهاسوتخرا دن قسمت اضافی حولال ش نشینتهو 

برای بررسی انتخاب نشدند. بیشوترین مقودار بازیافوت 
میکرولیتوور از  244هنگووامی حاصوول شوود کووه حجووم 

اسوتفاده  کنندهاسوتخرا حلال  عنوانبهتتراکلریدکربن 
د وجوود مقودار بیشوتر حولال توانمیشد. علت این امر 

 نسبت به سایر مقادیر باشد. کنندهاستخرا 
تکان دادن، بیشترین مقدار  زمانمدت تأثیردر بررسی 

بازیافت هنگامی حاصل شد که محلول نمونه کودر یوا 
دقیقه تکان داده شود و هنگوامی کوه  3ابری به مدت 

مدت تکان دادن افزایش یافت مقدار بازیافوت کواهش 
 DLLMEنمونه بوه روش  سازیآمادهیافت. در فرآیند 

حل  کنندهاستخرا در حلال فقط مقادیری از آنالیت که 
بنوابراین ؛ شده باشند قابلیت آنالیز و تعیین مقدار دارنود
 زمانمدتدلیل کاهش بازیافت درصورت افزایش طول 

استخرا  این است که مقداری از آنالیت حول شوده در 
د از آن جوودا شووده و در توانوومی کنندهاسووتخرا حوولال 
 حل شود. کنندهپخشحلال 
 نشینتهنیروی  عنوانبهیوژ کردن سانتریف زمانمدت

حواوی آنالیوت از اهمیوت  کنندهاسوتخرا کننده حلال 
بوودن  ترسونگینبه  با توجه. باشدمیبسزایی برخوردار 

مشاهده  ی،نشینتهو تمایل آن به  کنندهاستخرا حلال 
که بیشترین بازیافت هنگامی صورت گرفته که  شودمی

دور در  4544دقیقوه و بوا  6محلول موردنظر به مودت 
 دقیقه سانتریفیوژ شد.

با توجه قابلیت انحلال بسیار بالای نموک طعوام در 
به محلوول نمونوه موجوب  NaClمحلول آبی، افزودن 

ایجاد رقابت با سوایر موواد بورای انحولال در آب و در 
و تقویت فرایند استخرا  ملاتونین از فواز  نتیجه تسریع

. بوه شودمی کنندهاستخرا آبی نمونه به فاز آلی حلال 
افوزودن مقوادیر مختلفوی از نموک  تأثیرهمین منظور 

( به محلول نمونه بر روی میزان استخرا  NaClطعام )
ملاتونین بررسی شد. حداکثر بازیافت آنالیت با افوزودن 

 ین ماده به نمونه حاصل شد.از ا حجمی-درصد وزنی 5
مقدار اسیدیته محلوول را در  بهینه pHبرای انتخاب 

مقادیر معینی مورد آزمایش قرار گرفت. از آنجوایی کوه 
 باشودمییوک حولال غیرقطبوی  کنندهاستخرا حلال 

بوورای بدسووت آموودن بازیافووت حووداکثر، بایوود نقطووه 
ایزوالکتریک برای مولکول ملاتونین که نوعی پروتئین 

، بدسوت آیود. نقطوه ایزوالکتریوک بورای هور باشدیم
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خاص که در  pHمولکول پروتئین عبارت است از یک 
برابر بوا صوفر باشود. بوا  هاکاتیونو  هاآنیونآن میزان 
محلول نمونه و انجام مراحل آزموایش،  pHتغییر دادن 

بدست آمد. علوت  =pH 7بیشترین میزان استخرا  در 
ی هواکاتیونو  هوانیونآاین امور بوه حوداقل رسویدن 

 .باشدمی  =7pHملاتونین در 
روز به روز در  صورتبهشده  سازیبهینهاعتبار روش 

 موردبررسویشش روز متوالی و شش بوار در یوک روز 
قرار گرفت. برای تعیین مقدار هورمون ملاتونین بزاقی 

روز متووالی  6منحنی استاندارد برای هر روز و به مدت 
بزا  اسپایک  ml 14با حجم  هایهنمونترسیم گردید. 

تهیوه گردیود.  pg/ml 254و  144، 54 هوایغلظتبا 
 154و  144، 54 هووایغلظتضووریب تغییوورات بوورای 

در تکورار پوذیری روز بوه روز بوه  لیترمیلیپیکوگرم بر 
و برای تکرارپذیری شوش  13/1و  61/2، 45/4ترتیب 

 بدسوت 12/1و  25/2، 25/6بار در یک روز به ترتیوب 
آمدند که بیانگر صحت و دقت بالای روش بهینه شوده 

 .باشدمی
بوورای  DLLMEدر مطالعووه مشووابهی کووه روش 

پلاسووما مووورد  هاینمونووهاسووتخرا  ملاتووونین از 
قرار گرفته است، نشان داده شده است کوه  سازیبهینه

( و تتراکلریوود کووربن بووه ترتیووب ACNاسووتونیتریل )
 کنندهاسوتخرا  و حلال کنندهپخشحلال  ترینمناسب
، کووه نتووایج آن بووا نتووایج مطالعووه حاضوور [7]باشوندمی

ام شده اسوت انج اخیراًدر مطالعاتی که  همخوانی دارد.
( بوورای اسووتخرا  SPEاز روش اسووتخرا  فوواز جاموود )
 SPE. روش [21 ،5 ،1]ملاتونین اسوتفاده شوده اسوت

آلی، بوه علوت نیواز بوه  هایحلالعلیرغم مصرا کم 
و  باشودمی کنندهکسولزمان طولانی بورای انجوام آن 

 قیمتویگرانهمچنین در آن نیاز به تجهیوزات و موواد 
کوه  باشودمیایون  SPEادات روش هست. از سایر ایر

وقتی حجم زیادی از نمونه از روی سطح جاذب موجود 
عبور داده شود امکان دارد مقوداری از  SPE یلولهدر 

. [23]آنالیت جذب شده از آن جدا شده و از دست بورود
درحالی که در روش موورد اسوتفاده در مطالعوه حاضور 

 نامبرده وجود ندارند.  مشکلات

را  DLLMEروش  سوازیبهینه قوبلاًمطالعاتی کوه 
، هر [25 ،24 ،7]انددادهبرای مواد شیمیایی دیگر انجام 

در  مووردنظرلیت در استخرا  آنا مؤثر متغیرهاییک از 
قرار گرفته اسوت، بنوابراین  موردبررسیدو یا سه سطح 

حالات کمتری از کل حالات ممکن برای انتخواب هور 
در  کوهدرحالی، انوددادهعامل بهینه مورد آزمایش قورار 

در استخرا  ملاتوونین  مؤثرمطالعه حاضر، هشت متغیر 
قورار گرفتنود.  موردبررسویسطح  5و یا  4از نمونه در 

 pHمطالعات نامبرده در مرحلوه انتخواب  مثالعنوانبه
بهینه، اسویدیته محلوول نمونوه را در سوه سوطح و در 

اما در مطالعه حاضر  اندنمودهبررسی  12و  1، 4مقادیر 
pH تنظیم و  11، و 5، 7، 5، 3پنج سطح با مقادیر   در

میزان بازیافت هورموون ملاتوونین بررسوی  pHدر هر 
جب افزایش تعوداد آزمایشوات و بوه گردید. این امر مو

 طبع آن افزایش دقت مطالعه شد.
ماحصل این تحقی  منجور بوه دسوتیابی بوه روشوی 

از آن در  تووانمیدقی  و با صحت بالا شد که امروزه 
ملاتوونین  گیریانودازهمعموولی بورای  هایآزمایشگاه

شاخصی برای عملکرد ریتم سیرکادین انسوان  عنوانبه
 رار گیرد.مورد استفاده ق

مووایع کووه در -روش ریووز اسووتخرا  پخشووی مووایع
 هوایروشاخیر ابداد شوده اسوت و یکوی از  هایسال
، تواکنون بورای آیدمینمونه به شمار  سازیآمادهجدید 
ملاتونین بزاقی قبل از آنالیز دستگاهی مورد  سازیآماده

استفاده قرار نگرفته بود. نتایج بدست آموده در مطالعوه 
نمونوه بوه روش  سوازیآمادهکوه  دهدیمحاضر نشان 

د با صحت و دقت بالایی برای تغلوی  و توانمینامبرده 
بوزا  موورد  اینمونوهتخلی  هورموون ملاتوونین در 

عوامول  سازیبهینهاستفاده قرار گیرد. بدیهی است که 
آنالیت مودنظر صوورت  تناسببهدر استخرا  باید  مؤثر

ات شویمیایی مشوابه گیرد. البته این عوامل برای ترکیب
د بووا تغییوورات انوودکی قابوول اسووتفاده باشوود. توانوومی
 هایمزیتدارای  DLLMEنمونه به روش  سازیآماده

فراوانووی از قبیوول سووادگی و قابوول انجووام بووودن در 
، هواحلالمعمولی، استفاده از حجم کم  هایآزمایشگاه

 هووایتکنیکنیواز بووه زمووان کووم، سوازگاری بووا سووایر 
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Abstract 

Background and aims: Due to low concentration of melatonin and also the existence of other 

compounds in body fluids, measuring the amount of melatonin is a serious challenge for the 

analysts. Before measurement of melatonin amounts using chromatographic method, sample 

preparation is unavoidable. The aim of current study is develop a new sample preparation 

method that not only have high accuracy and validity, but also can using by conventional 

equipment available in the laboratory to determine trace levels of salivary melatonin. For this 

purpose, the dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) method, that has not been used 

so far to preparation of salivary melatonin samples, were optimized. 

Methods: Optimization procedure involved evaluation of eight factors affecting DLLME 

method. From these factors, seven were examined in four levels, and just pH was done in five 

levels. Accuracy and precision of the optimized method was evaluated at three concentrations of 

50, 100, 250 pg.ml-1 by achieving CV% for day-to-day and within-day reproducibility. 

Results: Optimum values were determined. Accuracy and precision of the optimized method 

was investigated at three concentrations of 50, 100, and 250pg/ml by achieving CV% of 6.29, 

2.39, and 1.82 for the "day-to-day" and 4.49, 2.68, and 1.83 for "within-day" reproducibility. 

Conclusion: Due to the results of this study for Coefficient of variations, the optimized method 

was provided with proper accuracy and precision. Although optimized extraction factors must 

be fit analyte, but these factors can be used for similar chemical compounds with a slight 

modification. 

 

Keywords: Melatonin, Dispersive liquid–liquid microextraction, Saliva, Circadian rhythm, 

HPLC. 
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