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ایـن مقالـه، یک جاذب سـازگار بـا محیط‌زیسـت مبتنی بـر نانوکامپوزیت هالوسیت-کیتوسـان بـرای ریزاسـتخراج فیلم نازک 
را معرفـی می‌کنـد. کیتوسـان به‌عنـوان یـک پلیمـر زیسـت تخریب‌پذیر و زیسـت سـازگار بـرای تهیه جـاذب فیلم نازک اسـتفاده 
شـد. بـرای بهبـود مقاومـت مکانیکـی و شـیمیایی فیلـم و افزایـش کارایـی جـذب، نانولوله‌هـای هالوسـیت بـا کیتوسـان ترکیـب 
شـدند تـا جـاذب فیلـم نـازک تهیـه شـود. این فیلـم بـرای ریزاسـتخراج فیلم نـازک 17-آلفـا اتینیـل اسـترادیول و بـه دنبال آن 
اندازه‌گیـری بـه روش کروماتوگرافـی مایـع بـا کارایـی بالا مجهز به عنصر تشـخیص فلورسـانس اسـتفاده شـد. عوامل موثـر مانند 
میـزان کیتوسـان و هالوسـیت، قـدرت یونـی محلـول نمونـه، نوع و حجم حالل واجذب، زمـان اسـتخراج و واجذب بهینه شـدند. 
 µg/L 1/0-50/0 و حد تشـخیص و انحراف اسـتاندارد نسـبی روش بـه ترتیب µg/L محـدوده دینامیکـی خطـی روش در محدوده
0/4 و 9 درصـد بـود. ایـن روش، بـرای نمونه‌هـای آب رودخانـه، فاضالب و آب لوله‌کشـی اعتبارسـنجی و درصـد بازیابی‌هـا در 

محـدوده 106-67 درصـد حاصل شـد.
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ریزاسـتخراج فیلـم نـازک1 نوعـی از ریزاسـتخراج فـاز جامـد2 اسـت کـه در آن یـک لایه نـازک از جاذب با مسـاحت سـطح 
بـالا به‌عنـوان فاز اسـتخراج اسـتفاده می‌شـود. در TFME، بـه دلیل ویژگی‌های سـطح ویـژه، ظرفیت اسـتخراج از روش‌های 
رایـج SPME بیشـتر اسـت. از طرفـی، لایـه نازک جاذب باعث شده‌اسـت که زمان رسـیدن بـه تعادل از SPME کمتر باشـد 
]1[. از زمـان ارائـه روش TFME تاکنـون پوشـش‌های مختلـف مانند پلی دی متیل سیلوکسـان، پلی دوپامیـن، پلی آنیلین/ 
نایلـون 6، نانوکامپوزیـت پلی‌آمید-نانـوذرات اکسـید روی، پلـی دی متیل سیلوکسـان/ زئولیت 5، پلـی اکریلونیتریل/ زئولیت 
ایمیـدازول 8، پلـی اسـتایرن/ چارچـوب آلـی فلـزی 199 ارائـه شـده‌اند ]2 تـا 8[. برای سـنتز بیشـتر جاذب‌ها، واکنشـگرها 
و حلال‌هـای آلـی سـمی و خطرنـاک اسـتفاده می‌شـود و در مقـالات گـزارش شـده، سـنتز و اسـتفاده از فیلم‌های دوسـتدار 

محیط‌زیسـت کمتر گـزارش شده‌اسـت ]3[.
اخیـرا نانورس‌هـا ماننـد نانولوله‌هـای هالوسـیت در سـاخت نانوکامپوزیت‌هـا به‌طـور گسـترده مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیرند 
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]9 تـا 12[. نانولوله‌هـای هالوسـیت دارای شـبکۀ بلوری چهار وجهی منتظم اکسـید سـیلیکا و هشـت وجهی منتظم اکسـید 
آلومینا هسـتند ]13[. پایداری دمایی و مکانیکی مناسـب، مسـاحت سـطح و ظرفیت جذب بالا، ارزان، سـمیت کم و دوستدار 
محیط‌زیسـت بـودن نانورس‌هـا، دلیـل اصلـی اسـتفاده آنهـا در تهیـه و سـاخت نانوکامپوزیت‌هـا اسـت. نانوکامپوزیت‌هـای 
هالوسـیت-پلی‌آنیلین  نانولوله‌هـای   ،]9[ اکسـید-پلی‌تیوفن  هالوسـیت-گرافن  نانولوله‌هـای  ماننـد  هالوسـیت‌ها  از  متنـوع 
]10[، نانولوله‌هـای هالوسـیت عامـل‌دار شـده بـا نانـوذرات طال ]11[ و نانولوله‌هـای هالوسـیت مغناطیسـی مولکولـی ]12[ 

به‌عنـوان فـاز اسـتخراج بـرای تجزیـه و تحلیـل ترکیبـات مختلـف در مقـالات قبلی گزارش شـده‌اند.
کیتوسـان، یـک پلیمـر زیسـت ‌تخریب‌پذیـر با گروه‌هـای عاملی هیدروکسـیل و آمینی فراوان در سـاختار خود اسـت. خواص 
آبدوسـتی، زیسـت سـازگاری، عـدم سـمیت و قابلیـت جـذب بـالا، کیتوسـان را به‌عنوان یـک پلیمـر در زمینه‌هـای مختلف 
زیسـت پزشـکی، تصفیه آب و علوم جداسـازی تبدیل کرده اسـت ]14 تا 17[. علاوه‌بر این، کیتوسـان در تهیه کامپوزیت‌ها 
و نانوکامپوزیت‌هـا مـورد اسـتفاده قـرار گرفته اسـت؛ زیـرا دارای گروه‌های آمین و هیدروکسـیل فراوانی اسـت کـه می‌توانند 
بـا ترکیبـات آلـی و معدنـی تعامل داشـته باشـند و به‌عنـوان یک غشـاء، کاربردهای زیادی در سیسـتم‌های زیسـت پزشـکی 
و تصفیـه آب دارد. بـا ایـن حـال، ایـراد اصلـی فیلم کیتوسـان، پایـداری مکانیکی و شـیمیایی ضعیـف آن اسـت ]18[. برای 
کاهـش ایـن نقـص در عملکـرد مـواد معدنی مختلـف به‌عنـوان مثـال، گاما-گلایسی‌دوکسـی‌پروپیل و تری‌متوسـیلان ]19[، 

دی اکسـید سـیلیکون3 ]20[، دی اکسـید تیتانیوم4 ]21[ و زئولیت ]22[ با پلیمرکیتوسـان ترکیب شـده‌اند.
در چنـد سـال گذشـته، تلاش‌هایـی بـرای کاربـرد پلیمر کیتوسـان در زمینه اسـتخراج صورت گرفته اسـت. به‌عنـوان جاذب 
اسـتخراج، کیتوسـان در فیبـر SPME ]23 و 24[، اسـتخراج فـاز جامـد مغناطیسـی ]25[، SPME درون لولـه‌ای ]26[ و 
پراکندگـی فـاز جامـد ماتریس ]27[ اسـتفاده شده‌اسـت. بـا این حال، طبـق اطلاعات ما، هیچ گزارشـی در مورد اسـتفاده از 
کیتوسـان در روش TFME تاکنـون منتشـر نشده‌اسـت. دلیـل این امـر، پایداری مکانیکی پایین فیلم نازک کیتوسـان اسـت.
در ایـن روش، نانولوله‌هـای هالوسـیت را بـرای بهبـود پایـداری مکانیکـی و کارایـی جـذب فیلم بـه کیتوسـان وارد کردیم تا 

به‌عنـوان جاذب در TFME اسـتفاده شـود.
17-آلفـا اتینیل‌اسـترادیول، به‌عنـوان یـک ماده شـیمیایی، در عملکرد غـدد درون ریز اختلال ایجاد می‌کنـد و عملکرد عادی 
هورمون‌هـا را تحـت تأثیـر قـرار می‌دهـد. به‌طـور معمـول، ایـن مـواد از طریـق تصفیه‌خانـه فاضالب، فاضالب کارخانه‌های 
داروسـازی و بیمارسـتان‌ها رهـا می‌شـوند و در معـرض قـرار گرفتن آنها می‌تواند منجر به مشـکلات سالمتی ماننـد افزایش 
خطـر ابتال بـه سـرطان سـینه و اختاللات تولید مثل شـود. بـه دلیـل تأثیـرات نامطلـوب 17-آلفـا اتینیل‌اسـترادیول برای 

سالمتی، اندازه‌گیـری ایـن ترکیـب در نمونه‌هـای زیسـت‌محیطی حائز اهمیت اسـت ]28[.
در ایـن روش، تهیـه فیلـم نانوکامپوزیت زیست‌سـازگار بر پایه کیتوسـان و هالوسـیت برای اسـتفاده در روش TFME گزارش 
شده‌اسـت. از فیلـم نانوزیسـت کامپوزیـت بـرای اسـتخراج 17-آلفـا اتینیل‌اسـترادیول از نمونه‌هـای آب و فاضالب اسـتفاده 
شـد. از کروماتوگرافـی مایـع بـا عملکـرد بـالا مجهـز به آشکارسـاز فلورسـانس بـرای اندازه‌گیری اسـتفاده شـد. تأثیـر عوامل 
آزمایشـگاهی )ماننـد مقـدار کیتوسـان، هالوسـیت، قـدرت یونـی نمونـه، زمان اسـتخراج، نوع حالل، حجم و زمـان واجذب( 

روی عملکرد اسـتخراج بررسـی شد.

 بخش آزمایشگاهی
 مواد شیمیایی و محلول‌ها

کیتوسـان بـا جـرم مولکولـی Da 300.000-100.000 بـا 90 
درصـد داسـتیله شـدن، هالوسـیت و 17-آلفـا اتینیل‌اسـترادیول، 
سـدیم هیدروکسـید، اسـتیک اسـید 96 درصد و سـدیم سـولفات، 
متانـول، اسـتونیتریل، اسـتون و ایزوپروپانـول بـا درجـه خلـوص 
HPLC خریـداری شـد. آب خالـص بـا دسـتگاه فیلتراسـیون تهیه 

شـد. محلـول مـادر 17-آلفـا اتینیل‌اسـترادیول در متانـول تهیـه و 
محلول‌هـای روزانـه از محلـول مـادر تهیـه شـد.

 دستگاهوری
اندازه‌گیری کروماتوگرافی با اسـتفاده از دسـتگاه کروماتوگرافی 
 )HP 1046( مایـع بـا کارایی بـالا5 مجهز به آشکارسـاز فلورسـانس
 و یـک شـیر تزریـق دسـتی )حلقـه نمونـه µL 20( انجـام شـد. 
 ،3/0 mm 150 × قطـر داخلـی mm طـول( C8 از یـک سـتون
انـدازه ذرات µm 3( بـرای جداسـازی اسـتفاده شـد. یـک سـتون 
محافـظ )10mm × 3( بـه سـتون تجزیـه‌ای متصـل شـد. طـول 
و 302   203 nm روی  ترتیـب  بـه  انتشـار  و  برانگیختگـی  مـوج 
تنظیـم و فـاز متحـرک بـا ترکیـب70 درصـد اسـتونیتریل و 30 
درصـد آب بـا سـرعت جریـان mL.min 0/5 از سـتون عبـور داده 
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شـد. میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی نشـر میدانی6 برای بررسـی 
 FT-IR مورفولـوژی فیلم هالوسیت/کیتوسـان اسـتفاده شـد. طیف
در حالـت ATR بـا اسـتفاده از طیف‌سـنج مـادون قرمـز7 به‌دسـت 
 XRD الگـوی  بـه  دسـتیابی  بـرای  پراش‌سـنج8  دسـتگاه  آمـد. 
اسـتفاده شـد. مسـاحت سـطح فیلـم بـا اسـتفاده از تخلخل‌سـنج9 

آمـد. به‌دسـت 

 تهیه فیلم نانوزیست کامپوزیت
براسـاس مطالعه قبلی، نانوزیسـت کامپوزیت با تغییـرات جزئی تهیه 
 شـد ]29[. به‌طور خلاصه، mm 15 محلول اسید استیک 1 درصد حاوی

g 0/3 کیتوسـان و g 0/045 از نانـورس تهیـه شـد. نانـورس هالوسـیت 
بـا اسـتفاده از امـواج فراصـوت در محلـول پراکنـده و سوسپانسـیون بـه 
مـدت 4 سـاعت در دمـای 60 درجـه سـانتیگراد و سـپس یـک شـب در 
دمـای اتـاق هم‌زده شـد. سوسپانسـیون در پتـری دیش پلـی پروپیلن )با 
قطـر داخلـی cm 7/5( ریختـه و در آون بـا دمای 60 درجه سـانتی‌گراد 
بـه مـدت 24 سـاعت خشـک شـد. بـرای خنثـی کـردن اسـید اسـتیک 
 1mol/l 25 سـدیم هیدروکسـید mm باقیمانده، فیلم خشـک شـده در
بـه مـدت 15 دقیقـه غوطـه‌ور و سـپس بـاآب خالـص شسـته شـد. فیلم 
انعطاف‌پذیـر به‌دسـت آمـده به قطعـات cm 1×2 سـانتی‌متر بریده شـد. 

عکـس فیلـم نـازک واقعی در شـکل )1( نشـان داده شده‌اسـت.

شکل )1(: تصویر فیلم نازک کیتوسان/هالوسیت ]39[.

 روش ریزاستخراج فیلم نازک
قبـل از شـروع فرآینـد ریزاسـتخراج، فیلـم نازک بـه مدت 10 
دقیقـه در آب غوطـه‌ور شـد تـا متـورم شـود و انعطاف‌پذیـری آن 
افزایـش یابـد. سـپس فیلـم بـا اسـتفاده از یـک دسـتمال تمیـز تا 
حدی خشـک شـد. یک ویـال شیشـه‌ای درپیـچ‌دار mL 15 حاوی 
mL 14 محلـول نمونـه بـرای TFME اسـتفاده شـد. جـاذب لایـه 

نـازک در بـالای ویـال شیشـه‌ای بـا اسـتفاده از یک پیـن از جنس 
اسـتیل ضـد زنـگ و نگهدارنـده پلـی اتیلنـی متصـل بـه درپـوش 
ویـال ثابت شـد )شـکل )2((. محلول نمونه بـا اسـتفاده از لرزاننده 
بـا سـرعت 210 دور در دقیقـه را هم‌زده و اسـتخراج در دمای اتاق 
بـه مـدت 30 دقیقـه انجـام شـد. هنگامـی که اسـتخراج بـه پایان 

رسـید، لایـه نـازک همـراه پیـن از نگهدارنـده پلی اتیلنـی درپوش 
جـدا و بـه مـدت 5 ثانیـه در آب غوطـه‌ور و جـاذب لایـه نـازک تا 
حـدی با اسـتفاده از یک دسـتمال تمیز خشـک شـد. بـرای جذب 
 mm آنالیـت، فیلـم نـازک در ویال شیشـه‌ای کوچک )قطـر داخلی
4( حـاوی µL 110 متانـول رول و بـه مـدت 5 دقیقه نگهداشـته و 

پـس از آن، µL 20 از محلـول بـه HPLC تزریـق شـد.

شکل )2(: نمای کلی تجهیز استخراج ]39[.

 نمونه‌های واقعی
پسـاب شـهری از جریـان ورودی تصفیه‌خانه فاضلاب دانشـگاه 
صنعتـی اصفهـان )اصفهان، ایـران(، نمونه آب رودخانـه، از رودخانه 
زاینـده‌رود در مرکـز شـهر )اصفهـان، ایـران( و آب لوله‌کشـی از 
شـد.  جمـع‌آوری  ایـران(  )اصفهـان،  اصفهـان  صنعتـی  دانشـگاه 
 µm نمونه‌هـای آب قبـل از اسـتخراج بـا اسـتفاده از فیلتـر نایلونی

0/45 فیلتـر شـدند.

 بحث و نتایج
 ویژگی‌های فیلم هالوسیت / کیتوسان

ریخت‌شناسـی فیلم هالوسیت/کیتوسـان با میکروسکوپ الکترونی 
روبشـی گسـیل میدانی10 مـورد مطالعه قـرار گرفت. تصویـر فیلم در 
شـکل )3( نشـان داده شده‌اسـت. ادغام هالوسـیت در پلیمر کیتوسان 

را می‌تـوان در تصویر مشـاهده کرد.
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شـکل )3(: تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشـی گسیل میدانی از مقطع 
عرضی کامپوزیت کیتوسان/هالوسیت ]39[.

طیف‌سـنجی اشـعه ایکـس پراکندگـی انـرژی11 بـرای فیلـم 
اکسـیژن،  سـیلیس،  آمـد.  به‌دسـت  نیـز  کیتوسـان  هالوسـیت/ 
نیتـروژن و کربـن در اندازه‌گیـری EDX مشـاهده شـد. بررسـی 
انجام شـده وجود هالوسـیت را تایید کرد. مسـاحت سـطح از آنالیز 

بـی ای تـیg/m2 ،12 1/64 به‌دسـت آمـد.
طیـف FT-IR فیلـم هالوسیت/کیتوسـان در شـکل )I( )اطلاعات 
 3000-3600 cm-1 تکمیلـی( نمایش داده شده‌اسـت. قله در محـدوده
بـه ارتعـاش کششـی گروه‌هـای O-H نسـبت داده می‌شـود. قلـه در 
محـدوده cm-1 2875 و 2925 بـه پیوندهـای C-H اختصـاص داده 
می‌شـوند. قلـه در cm-1 3691 بـه دلیـل ارتعـاش کششـی گروه‌هـای 
 1151 cm-1 هیدروکسیل سطح داخلی هالوسیت است. قله در محدوده
 C-H و خمشـی گروه‌های Co و 1375 بـه ارتعـاش نامتقارن گروه‌های
کیتوسـان نسـبت داده می‌شـوند. قلـه در cm-1 1649، بـه دلیـل گروه 
آمید کیتوسـان اسـت. قله در محـدوده cm-1 1025، بـه دلیل ارتعاش 
کششـی گروه‌هـای Si-O از هالوسـیت اسـت. خمـش NH آمین اولیه 
کیتوسـان در cm-1 1587 مشـاهده شد ]29 و 30[. الگوی XRD فیلم 
)شـکل )II(، اطلاعات تکمیلی( پیک پراش را در حدود 2θ =20 نشـان 
داد کـه بـه ترتیب بـه شـاخص‌های )110( و )02،11( برای کیتوسـان 
و هالوسـیت نسـبت داده می‌شـود. قلـه پـراش در حـدود 2θ =12 بـه 
صفحـات هالوسـیت )001( اختصـاص داده شده‌اسـت ]31[. نمایـی از 
برهم‌کنـش بیـن آنالیت و جـاذب در شـکل )III( )اطلاعـات تکمیلی( 
نشـان داده شده‌اسـت. کیتوسـان دارای گروه‌های هیدروکسیل و آمین 
فراوانـی در سـاختار خود اسـت کـه می‌تواند با گروه‌های هیدروکسـیل 
هالوسـیت از طریق پیوند هیدروژنی برهم‌کنش داشـته باشد. از آنجایی 
که آنالیت )17آلفا-اتینیل اسـترادیول( دارای گروه‌های هیدروکسیل در 
سـاختار خـود اسـت، آنهـا می‌توانند بـا گروه‌های عاملی قطبـی جاذب 
)گروه‌هـای هیدروکسـیل هالوسـیت و گروه‌های آمین و هیدروکسـیل 
کیتوسـان( برهم‌کنش داشـته باشـند. به نظر می‌رسـد برهم‌کنش‌های 
واندروالسـی و پیونـد هیدروژنـی بین گروه‌های عاملی جـاذب و آنالیت، 

نقش غالب را در سـازوکار جذب داشـته باشـند.

  تهیه جاذب لایه نازک
بـرای بهینه‌سـازی اثـر مقـدار هالوسـیت بـر اسـتخراج آنالیت، 
فیلـم نـازک با نسـبت وزنـی مختلف هالوسـیت بـه کیتوسـان )0، 
15، 30 و 40 درصـد وزنی/وزنـی( سـنتز و بـرای اسـتخراج آنالیت 
 )4-2( و   )3-2( بخش‌هـای  در  بحـث  مـورد  روش‌هـای  مطابـق 
اسـتفاده شـد. داده‌هـا )شـکل )4(( نشـان داد کـه فیلـم با نسـبت 
وزنـی15 درصـد کارایـی بهتـری را بـرای اسـتخراج 17آلفا-اتینیل 
اسـترادیول ارائـه کـرد. نانوسـاختار هالوسـیت نسـبت سـطح بـه 
حجـم زیـادی را فراهـم کـرد و کارایی اسـتخراج را بهبود بخشـید. 
در مقادیـر بالاتـر نانورس، تجمع هالوسـیت می‌تواند سـطح موثر را 

کاهـش دهـد؛ بنابرایـن، کارایـی اسـتخراج کاهـش می‌یابد.

 10 mL شـکل )4(: اثر مقدار هالوسـیت بر کارایی اسـتخراج فیلم با اسـتفاده از
محلـول اسـتیک )1 درصد وزنی( حاوی g 2/0 کیتوسـان و نسـبت وزنی مختلف 
نانـورس به کیتوسـان تهیه شـد )حلال شستشـو: متانول، حجم حلال شسـت و 
شـو: µL 250، زمان اسـتخراج: 40 دقیقـه و زمان واجذب هـوا: 10 دقیقه( ]39[.

 0/3 g 2 کیتوسـان و g بـرای تهیـه فیلم نازک از محلولی حاوی
نانورس در mL 100 محلول اسـید اسـتیک 1 درصد اسـتفاده شـد. 
 ،10 mL بـرای سـاخت لایه‌هـای نـازک بـا ضخامت‌هـای مختلـف
15، 20 و 25 از محلـول ذکـر شـده بـه ظـروف پتری پلـی پروپیلن 
اضافه شـد. سـپس از فیلم‌ها برای اسـتخراج آنالیت اسـتفاده و برای 
اسـتخراج از محلول آنالیت با غلظت µg/L 50 اسـتفاده شـد. پس از 
اسـتخراج، فیلم‌هـای بارگذاری شـده بـا اسـتفاده از µL 250 متانول 
طـی 10 دقیقـه در حمام اولتراسـونیک شسـته شـدند. نتایج نشـان 
داد کـه فیلـم تهیـه شـده بـا اسـتفاده از mL 15 محلول کیتوسـان، 
بهتریـن کارایـی را دارد )شـکل )IV(، اطلاعـات تکمیلـی(. ضخامت 
فیلـم بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ نـوری µm 15 محاسـبه شـد. 
در حجم‌هـای بیـش از mL 15، بـازده اسـتخراج بـه دلیـل کاهـش 
سـرعت انتقـال جـرم آنالیـت در فیلم‌هـای ضخیم‌تر کاهـش یافت.
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 ریزاستخراج لایه نازک
محلو‌ل‌هـای مختلـف نمونـه، حـاوی مقادیـر مختلف سـولفات 
سـدیم )0، 5، 10، 20 و 25 درصـد وزنی/حجمـی( بـرای بررسـی 
اثـر افـزودن نمـک بر اسـتخراج آنالیت تهیه شـد. با توجـه به نتایج 
)شـکل )V(، اطلاعات تکمیلی(، اسـتخراج آنالیـت از محلول حاوی 
20 درصـد سـدیم سـولفات، بالاتریـن سـیگنال تجزیـه‌ای را ارائـه 
داد. افزایـش کارایـی اسـتخراج آنالیت بـا افزودن نمـک را می‌توان 
بـا اثـر نمک‌زدایـی توضیـح داد. بـا افزایـش مقـدار نمـک، حلالیت 
آنالیـت در محلـول نمونه کاهـش می‌یابـد. بنابراین، انتقـال آنالیت 
از محلـول بـه جـاذب افزایش می‌یابد. مقدار بالاتر سـولفات سـدیم 

تاثیـر معناداری روی بازده اسـتخراج نداشـت.
آب  بـا  بایـد  آنالیـت  واجـذب  بـرای  اسـتفاده  مـورد  حالل 
قابـل اختالط باشـد تـا بـا آنالیـز HPLC فـاز معکـوس سـازگار 
شـود. علاوه‌بـر ایـن، حلال‌هـای قطبـی مناسـب‌تر هسـتند؛ زیـرا 
می‌تواننـد بـا گروه‌هـای عاملـی آنالیت برهم‌کنش داشـته باشـند و 
کارایـی واجـذب را افزایش دهند. براسـاس عوامل ذکر شـده، چهار 
حالل آلـی شـامل متانـول، اسـتونیتریل، اسـتون و ایزوپروپانـول 
مـورد آزمایـش قـرار گرفتنـد. داده‌های تجربی )شـکل )5(( نشـان 
داد کـه متانـول، بهتریـن حالل بـرای شـویش آنالیـت از فیلـم 
اسـت. پـس از بهینه‌سـازی حالل شستشـو، حجم‌هـای مختلـف 
متانـول )µL 110، 150 ، 200 و 250( بـرای یافتـن حجـم کافـی 
متانـول به‌منظـور واجـذب آنالیـت انتخـاب شـد. حجم‌هـای کمتر 
از µL 110 مـورد بررسـی قـرار نگرفتنـد؛ زیـرا در ایـن صـورت، 
فیلـم به‌طـور کامـل پوشـش درون حلال قـرار نمی‌گرفـت. بهترین 
حجـم حالل واجـذب، حداقـل مقـدار حالل اسـت که بیشـترین 

حساسـیت را ایجـاد کنـد.

شـکل )5(: اثـر نـوع حلال شستشـو بـر کارایـی اسـتخراج فیلم با اسـتفاده 
 0/045 g 0/3 کیتوسـان و g15 محلـول اسـتیک )1 درصد وزنـی( حاوی mL از
هالوسـیت )حجم حلال شستشـو: µL 250، زمـان اسـتخراج: 40 دقیقه، زمان 

واجـذب: 10 دقیقـه، غلظـت نمک تهیه شـده: 20 درصـد( ]39[.

واجـذب آنالیـت در یـک ویـال کوچک انجام شـد تـا حجم حلال 
مـورد نیـاز برای پوشـش فیلـم را بـه حداقل برسـاند. براسـاس نتایج 
)شـکل )µL ،))6 110 متانول بیشـترین کارایی را به همراه داشت. در 
حجـم حالل بالاتر، کارایـی واجذب بـه دلیل اثر رقـت، کاهش یافت.

شـکل )6(: اثـر حجـم حالل شستشـو بـر کارایـی اسـتخراج فیلـم بـا 
اسـتفاده از mL 15 محلول اسـتیک )1 درصـد وزنی( حاویg 0/3 کیتوسـان و 
g 0/045 هالوسـیت )حلال شستشـو: متانـول، زمان اسـتخراج:40 دقیقه، زمان 

واجـذب: 10 دقیقـه، غلظت نمـک: 20 درصد(تهیه شـد ]39[.

بـرای واجـذب آنالیـت، آزمایش‌هـا در زمان‌هـای 2، 5 و 10 
دقیقـه )در یـا خـارج از حمـام فراصوت( انجـام شـد. همان‌طور که 
در شـکل VI اطلاعات تکمیلی، مشـاهده می‌شـود، امـواج فراصوت 
هیـچ اثـر قابل توجهی در واجـذب آنالیت ندارد. براسـاس نتایج، در 
آزمایش‌هـای بعـدی، واجـذب بـه مـدت 5 دقیقه و خـارج از حمام 
فراصـوت انجـام شـد. زمان لازم بـرای اسـتخراج آنالیـت از محلول 
بـه فیلـم با اسـتفاده از زمان‌هـای اسـتخراج 20، 30، 40، 50 و60 
دقیقه بهینه‌سـازی شـد. نتایج شـکل VII اطلاعات تکمیلی نشـان 
داد کـه سـیگنال تجزیه‌ای بعـد از مدت 50 دقیقه بـه حالت تعادل 
می‌رسـد؛ امـا بـه دلیـل تفـاوت کـم در کارایـی اسـتخراج بین 30 
و50 دقیقـه، بـرای کاهـش زمـان آنالیـز، 30 دقیقه به‌عنـوان زمان 

انتخاب شد. اسـتخراج 
تأثیـر pH نمونـه بـر کارایـی اسـتخراج در pHهـای بیـن 4 
تـا 12 مـورد بررسـی قـرار گرفـت. بـا توجـه بـه ماهیـت اصلـی 
آنالیـت )pKa~ 10/4(، در pHهـای زیـر 10 بـه شـکل خنثـی 
VIII اطلاعـات تکمیلـی  وجـود دارد. همان‌طـور کـه در شـکل 
مشـاهده می‌شـود، کارایـی اسـتخراج در pH بیـن 4 تـا 8 به‌طـور 
تقریبـی یکسـان بـود، از آنجایـی کـه آنالیـت در ایـن pHهـا بـه 
بـا  می‌توانـد  آنالیـت  هیدروکسـیل  گـروه  اسـت،  خنثـی  شـکل 
گروه‌هـای هیدروکسـیل و آمیـن جـاذب، تعامـل کنـد. بـه نظـر 
می‌رسـد پیونـد هیدروژنـی و برهم‌کنش‌هـای واندروالسـی بیـن 
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جـاذب و آنالیـت، نقش مهمی در سـازوکار جذب دارنـد. هنگامی 
کـه pH نمونـه افزایـش یافـت، شـکل خنثـی آنالیـت بـه آنیونـی 
تغییـر و کارایـی اسـتخراج در pHهـای 12-10 کاهـش یافـت.

 اعتبارسنجی روش
شـرایط بهینـه برای به‌دسـت آوردن بیشـینه مقدار حساسـیت 

به شـرح زیـر بود:
• حجم محلول کیتوسان: mL 15؛

• مقدار هالوسیت13: 15 درصد )وزنی/وزنی(؛
• غلظت نمک: g mL-1 0/2؛

• حلال واجذب: µL 110 متانول؛
• زمان واجذب: 5 دقیقه؛

• زمان استخراج: 30 دقیقه.
-1/0 µg/L محـدوده خطـی پویـای روش، در شـرایط بهینـه
50/0 بـود. حـد کمّی‌سـازی و حـد تشـخیص )براسـاس نسـبت 
سـیگنال بـه نویز 10 و 3 محاسـبه شـد( به ترتیـب µg/L 1 و 0/4 
بـود. تکرارپذیـری روش بـرای سـه اسـتخراج تکـراری در غلظـت 

µg/L 10، 9 درصـد بـود.
ضریـب غنی‌سـازی روش براسـاس نسـبت غلظـت آنالیـت در 

حالل شستشـو بـه غلظـت آن در محلـول نمونـه محاسـبه شـد که 
برابـر با 15 بود. مقایسـه نتایـج اندازه‌گیری روش موجـود با روش‌های 
اسـتخراجی مبتنی بر جاذب بـرای تعیین 17آلفا-اتینیل اسـترادیول 
در نمونه‌هـای آب در جـدول )1( نشـان داده شده‌اسـت. همان‌طور که 
مشـاهده می‌شـود، حد تشـخیص و دقت روش با بیشـتر رو‌ش‌ها قابل 
مقایسـه بـود. از سـوی دیگـر، در روش موجـود، از حجـم کـم حالل 
واجذبی اسـتفاده شـد و زمان اسـتخراج به نسـبت کم بود. در همین 
حـال، جـاذب، یـک ماده زیسـت سـازگار بود که بـا اسـتفاده از روش 
سـبز یـک مرحله‌ای، تهیـه و از هیچ معرف سـمی برای سـنتز جاذب 
اسـتفاده نشـد. در مقایسـه بـا روش‌هـای سـنتی مانند اسـتخراج فاز 
جامـد14، روش پیشـنهادی بـه تجهیزات پیچیـده )مانند پمـپ( نیاز 
نـدارد. از طرفـی، مصـرف حالل آلی سـمی کمتـر بود. در مقایسـه با 
ریزاسـتخراج فـاز جامـد15 و اسـتخراج جـاذب میله چرخـان16، فیلم 
پیشـنهادی بـا یـک روش سـاده و یـک مرحلـه‌ای سـاخته شـد. بـه 
دلیـل هندسـه خـاص TFME کـه از یـک ورق صـاف جـاذب بـرای 
اسـتخراج اسـتفاده می‌کنـد، زمـان اندازه‌گیری روش موجـود کمتر از 
روش SPME اسـت. برخالف فیبر SPME، فیلـم به دلیل روش تهیه 
آسـان و کـم هزینه می‌تواند یکبار مصرف باشـد. بنابراین، مشـکل اثر 

حافظـه با اسـتفاده از فیلم پیشـنهادی حذف شـد.

جدول )1(: مقایسه روش ارائه شده با سایر روش‌های استخراج فاز جامد برای تعیین 17آلفا-اتینیل استرادیول.

اندازه‌گیری واقعیروش  نمونه 
و  دقت 

)%( درستی 
تشخیص  حد 

)µg/L (
حجم 

)µL ( واجذب 

زمان 
ج  استخرا
)دقیقه(

مراجع

 SBSE/HPLC-UV17 و دریاچه  رودخانه،  آب 
ماهی ]32[70/3510030استخر 

SPME/HPLC-UVرودخانه و  ]33[45-90/4فاضلاب 

 SBSE/HPLC-DAD18و آب سطحی ]34[7/61/01500120ادرار 

FPSE19
s/ HPLC-FLD20 ،رودخانه آشامیدنی،  آب 

ادرار و  ]35[20/03650020زیرزمینی 

SPME/HPLC-UVو شیر آب دریاچه  ]36[8/30/53060آب 

MIPSPE
21

s/HPLC-FLD37[-0/451500>10فاضلاب[

SPE/HPLC-FLD آشامیدنی زیرزمینی،  آب 
رودخانه و 

13/30/652000-]38[

TFME/HPLC-FLD و آب  شیر  فاضلاب، 
رودخانه

لۀ 90/411030 مقا
ضر حا
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 اندازه‌گیری نمونه واقعی
آب  و  فاضالب  رودخانـه،  )آب  آب  مختلـف  نمونـه  سـه 
لوله‌کشـی( بـا اسـتفاده از روش حاضر )ریزاسـتخراج فیلـم نازک با 
کامپوزیـت کیتوسان/هالوسـیت( مـورد آنالیـز قرار گرفتنـد. آنالیت 
 در نمونه‌هـا شناسـایی نشـد. نمونه‌ها با آنالیت در دو سـطح غلظت

)µg/L 2 و 10( تغلیظ شدند.
نتایـج اندازه‌گیـری نمونـه واقعـی در جـدول )2( نشـان داده 
شـده  اندازه‌گیـری  غلظـت  نسـبت  براسـاس  بازیابـی  شده‌اسـت. 
آنالیـت در نمونـه واقعـی پـس از تغلیـظ )Cتشـخیص( بـه غلظـت 
محاسـباتی آنالیـت در نمونـه واقعـی )Cاضافه‌شـده( محاسـبه شـد. 
بازیابـی بـرای نمونه‌هـای واقعـی بیـن 67 تـا 106 درصـد بـود. 
بازیابـی کـم به‌دسـت‌آمده بـرای برخـی از نمونه‌هـا نشـان داد کـه 
بافـت نمونـه اثـر نامطلـوب بـر کمیـت آنالیـت دارد. اجـزای بافـت 
نمونـه می‌تواننـد مکان‌هـای فعـال جـاذب را اشـغال کننـد و بـر 
بازیابـی روش تأثیـر منفـی بگذارنـد. بنابراین، برای به‌دسـت آوردن 
نتایـج دقیـق و حـذف اثـر ماتریـس نمونـه، بایـد روش افزایـش 

اسـتاندارد بـرای اندازه‌گیـری آنالیـت اسـتفاده شـود.

جدول )2(: نتایج به‌دست آمده برای آنالیز نمونه واقعی.

نمونه

ی 
یر

ه‌گ
داز

ن ان
یزا

م
ی 

قع
 وا

ونه
 نم

در
ده 

ش
)µ

g/
L(

ده 
 ش

فه
ضا

ن ا
یزا

م
)µ

g/
L(

ی 
یر

ه‌گ
داز

ر ان
دا

مق
ظ 

غلی
ز ت

د ا
 بع

ده
ش

)µ
g/

L(

د(
رص

)د
ی

یاب
باز

آب 
ND222/0 رودخانه

10
2/12i(± 0/11)i

23

8/3i(± 0/58)
106
83

آب 
فاضلاب

 ND2/0
10

1/34i(± 0/12)
8/5i(± 0/68)

67
85

آب 
له‌کشی لو

 ND2/0
10

2/02i(± 0/11)
9/6i(± 0/38)

101
96

نانوکامپوزیــت  ایــن کار، یــک فیلــم  در 
زیســتی جدیــد بــر پایــه کیتوســان و هالوســیت 
 )TFME( ــازک ــم ن ــتخراج فیل ــز اس ــرای ری ب

ــد.  ــه ش ــترادیول تهی ــل اس 17آلفا-اتینی
هالوســیت،  و  کیتوســان  زیســت‌پلیمر 
ــا  ــازگار ب ــه، س ــم هزین ــات ک ــوان ترکیب به‌عن
ــرای  ــترس، ب ــات در دس ــت و ترکیب محیط‌زیس
تهیــه جــاذب فیلــم نــازک انعطاف‌پذیــر و ارزان 
قیمــت اســتفاده شــد. افــزودن نانولوله‌هــای 
هالوســیت بــه پلیمــر کیتوســان باعــث افزایــش 
اســتخراج  کارایــی  و  مکانیکــی  پایــداری 
کامپوزیــت می‌شــود. مقایســه روش حاضــر 
ــه  ــتخراج ک ــز اس ــای ری ــی از روش‌ه ــا برخ ب
ــل  ــن 17آلفا-اتینی ــرای تعیی ــال حاضــر ب در ح
ــه  ــان داد ک ــود، نش ــتفاده می‌ش ــترادیول اس اس
در  آمــده  به‌دســت  اندازه‌گیری‌هــای  نتایــج 
روش حاضــر بــا ســایرین قابــل مقایســه اســت. 
ــن  ــورد اســتفاده در ای ــن، جــاذب م ــر ای علاوه‌ب
ــوده و روش  ــت ب ــا محیط‌زیس ــازگار ب روش س

ــت. ــه اس ــم هزین ــان و ک ــه آن آس تهی

ری
گی

جه‌
نتی

 

پی‎نوشت
1. Thin-film microextraction (TFME)
2. Solid phase microextraction (SPME)
3. Silicon Dioxide (SiO2)
4. Titanium dioxide (TiO2)
5. High-performance liquid chromatography (HPLC)
6. Quanta™, 450
7. Jasco-FTIR-350
8. X'pert Eindhoven
9. Belsorp-mini II, BEL
10. Field emission scanning electron microscopy 
(FE-SEM)
11. Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX)
12. BET(Brunauer-Emmett-Teller)
13. halloysite
14. Solid Phase Extraction (SPE)
15. Solid Phase Microxtraction (SPME)
16. Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)
17. High-Performance Liquid Chromatography 
Ultraviolet Spectrophotometry
18. High-Performance Liquid Chromatography with 
Diode-Array Detection
19. fabric phase sorptive extraction
20. high performance liquid chromatography-fluo-
rescence detection
21. Molecularly imprinted solid-phase extraction
22. Not detected (ND)
23. Standard deviation (±SD)
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 اشکال اطلاعات تکمیلی

شکل )I(: طیف FT-IR فیلم هالوسیت-کیتوسان.

شکل )II(: الگوی XRD فیلم هالوسیت-کیتوسان.

شکل )III(: نمایی ازنمودار برهم‌کنش بین آنالیت و جاذب.

شـکل )IV(: اثـر حجم محلـول کیتوسان-هالوسـیت مورد اسـتفاده بـرای تهیه فیلم 
جـاذب بـر کارایی اسـتخراج. محلـول کیتوسان/هالوسـیت حـاوی 2 گرم کیتوسـان و 
0/3 گـرم هالوسـیت در 100 میلی‌لیتـر محلول اسـتیک اسـید 1 درصد )حلال شـویش: 
متانـول، حجـم حالل شـویش: 250 میکرولیتـر، زمـان اسـتخراج: 40 دقیقـه و زمان 

واجـذب: 10 دقیقه(.

شـکل )V(: تاثیـر غلظـت نمـک روی کارایـی اسـتخراج. فیلـم بـا اسـتفاده از 15 
میلی‌لیتـر محلـول اسـتیک اسـید )1 درصـد وزنی/وزنـی( حـاوی 0/3 گرم کیتوسـان 
و 0/045 گـرم از هالوسـیت )مقـدار از هالوسـیت: 15 درصـد )وزنی/وزنـی(، مقـدار 
کیتوسـان: 0/3گـرم، حلال شـویش: متانـول، حجـم حالل شـویش: 250 میکرولیتر، 

زمـان اسـتخراج: 40 دقیقـه، زمـان واجـذب: 10 دقیقـه( تهیـه شـد.

شـکل )VI(: تاثیـر زمـان واجـذب روی کارایـی اسـتخراج. فیلـم بـا اسـتفاده از 15 
میلی‌لیتـر محلـول اسـتیک اسـید )1 درصـد وزنی/وزنی( حـاوی 0/3گرم کیتوسـان و 
0/045 گـرم هالوسـیت )حلال شـویش: متانـول، حجم حالل شـویش: 110 میکرولیتر، 

زمـان اسـتخراج: 40 دقیقـه، غلظـت نمـک: 20 درصد( تهیه شـد.

شـکل )VII(: تاثیـر زمـان اسـتخراج روی کارایـی اسـتخراج. فیلـم بـا اسـتفاده از 15 
میلی‌لیتـر محلول اسـتیک اسـید )1 درصـد وزنی/وزنـی( حـاوی 0/3 گرم کیتوسـان و 
0/045 گـرم هالوسـیت )حالل شـویش: متانول، حجـم حالل شـویش: 110 میکرولیتر، 

زمـان واجـذب: 5 دقیقـه، غلظـت نمـک: 20 درصد( تهیه شـد.

شـکل )VIII(: تاثیـر pH محلـول نمونـه روی کارایـی اسـتخراج. فیلـم بـا 
اسـتفاده از 15 میلی‌لیتر محلول اسـتیک اسـید )1 درصـد وزنی/وزنی( حاوی 
0/3 گـرم کیتوسـان و 0/045 گـرم هالوسـیت )حلال شـویش: متانـول، حجم 
حلال شـویش: 110 میکرولیتـر، زمان واجـذب: 5 دقیقه، زمان اسـتخراج: 30 

دقیقه،غلظـت نمـک: 20 درصد( تهیه شـد.
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This work introduced an environmentally friendly sorbent based on halloysite-chitosan 
nano-biocomposite for thin film microextraction (TFME). Chitosan as a biodegradable and 
biocompatible polymer was used to prepare thin film sorbent. To improve the mechanical 
and chemical resistance of the film and increasing the adsorption efficiency, halloysite 
nanotubes were combined with the chitosan to prepare the thin film sorbent. The film was  
used for TFME of 17α-ethynylestradiol followed by high-performance liquid chromatograph 
y-fluorescence detection. Effective parameters such as the amount of chitosan and 
halloysite, ionic strength of sample solution, type and volume of desorption solvent, 
desorption and extraction times were optimized. The linear dynamic range of the method 
was in the range of 1.0–50.0 μg L−1. The detection limit and relative standard deviation 
of the method were 0.4 μg L−1 and 9%, respectively. The method was validated for the 
TFME of 17α-ethynylestradiol in river water, wastewater, and tap water samples, and  
recoveries were found to be in the  range  67–106%.
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