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ر کسانی هستم که سر سپاس استادی که  شوم و از دیگری جاودانه.غاز تولد من هستند.از یکی زاده میآگذا

گاشت و مادری که تار مویی از او بپای   .من سیاه نماندسپیدی را بر تخته سیاه زندگیم ن

 ؛ تقدیم به

 .می دانم نمقدسترین واژه ها در لغت نامه دلم، پدر و مادر مهربانم که زندگیم را مدیون مهر و عطوفت آنا

  



 ه 

 قدردانی  شکر و

ی را جل و جلاله که آثار قدرت او بر چهره روز روشن، تابان است و انوار حکمت او در دل شب تار،  درفشان. سپاس و ستایش مر خدا

ن، بنده ضعیف خویش را در طریق عل  م و معرفت آفریدگاری که خویشتن را به ما شناساند و درهای علم را بر ما گشود و عمری و فرصتی عطا فرمود تا بدا

بینم از نجام دهم، بر خود لازم می. ضمن سپاس و ستایش به درگاه ایزد منان که به من توانایی داد که با استعانت از او بتوانم این پایان نامه را ابیازماید

 دلگرمی و تشویق اساتید و دوستان که مرا یاری نمودند، قدردانی نمایم.

در این عرصه بر من دریغ ننمودند و  مکیدر کمال سعه صدر، با حسن خلق و فروتنی، از هیچ ک که  ابتدا از استاد گرانقدرم جناب آقای دکتر ناصر گودرزی 

که زحمت مشاوره  سرکار خانم فاطمه مصدرالامور چنین از استاد عالیقدرم ،کمال سپاس را دارم.همزحمت راهنمایی این رساله را بر عهده گرفتند

متحمل شدند و در طول انجام این پایان نامه از نظرات کارشناسانه شان بهره جستم
کنم. از اساتید بزرگوار م، جناب ، صمیمانه تشکر میاین پایان نامه را 

گلی و  دکتر قدمعلی باقریان دهقی آقای متقبل شدند، کمال تشکر و جناب آقای دکتر منصور عرب چم جن
که زحمت داوری این پایان نامه را 

 قدردانی را دارم.

کار و شتیباننی حککم و ممئنن برایم وودههاها و دشواری که در تمام سختیاز پدر بزرگوارم و مادر مهربانم چنین هم اند، صمیمانه ی زندیی ممواره یاوری دسووز و ددا

رم.  سپاس گذا

کاری صمیمانه و سایر دوستان خوب و ارجمندم  19اند، ممه دانشجویان ورودی سال ای با اینجانب داشتهدر خاتمه از تمامی کارکنان ححترم دانشگده شیمی که مم

 .نمایمدکترا  که در مرا در انجام این پایان نامه یاری نمودند، قدرانی و تشکر میو دانشجویان 
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نویسنده  ،شاهرودصنعتی دانشگاه  .شیمی دانشجوی دوره كارشناسی ارشد رشته شیمی تجزیه. دانشكده محسن امیریاینجانب 

میكرواستخراج قطره آلی شناور جامد شده توسط استفاده از گیری تیكلوپیدین و لوزارتان با اندازهتغلیظ و پیش :نامهپایان

 شوم:متعهد می دكتر ناصر گودرزیتحت راهنمائی جناب آقای  عملكرد بالا امولسیون سازی ورتكس و كروماتوگرافی مایع با

 و از صحت و اصالت برخوردار است.نامه توسط اینجانب انجام شده است تحقیقات در این پایان 

 های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.در استفاده از نتایج پژوهش 

 نامه تاكنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ مطالب مندرج در پایان

 جا ارائه نشده است.

  دانشگاه» شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام  صنعتی كلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه 

 به چاپ خواهد رسید.«  Shahrood University of Technology » و یا« شاهرود  صنعتی

 نامه تأثیرگذار بوده اند در مقالات مستخرج از حقوق معنوی تمام افرادی كه در به دست آمدن نتایح اصلی پایان

 گردد.رعایت می نامهپایان

  های آنها ( استفاده شده است ضوابط ، در مواردی كه از موجود زنده ) یا بافتنامهكلیه مراحل انجام این پایاندر

 و اصول اخلاقی رعایت شده است.

 یا استفاده  حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته نامه، در مواردی كه بهدر كلیه مراحل انجام این پایان

 صول اخلاق انسانی رعایت شده است.، ضوابط و اشده است اصل رازداری

      

 تاریخ

 دانشجو ءامضا                     

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

  افزار                  نرم ای،های رایانهمستخرج، كتاب، برنامهكلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات

باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی                    شاهرود می صنعتیها و تجهیزات ساخته شده( متعلق به دانشگاه 

 در تولیدات علمی مربوطه ذكر شود.

 استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون ذكر مرجع مجاز نمی باشد. 

 

 تعهد نامه          

4 -  

2 -  

9 -  

1 -  

1 -  

6 -  

7 -      
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 چكیده

                                                                                               در این پایان نامه برای اولین بار، روش ساده و حساس میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بر انجماد قطهره  

  كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا         همراه با   (VA-SFODME           سازی ورتكس)                       آلی شناور توسط امولسیون

                . در ایهن روش،       اسهت                                                       گیری مقادیر كم تیكلوپیدین و لوزارتان بكار برده شهده               تغلیظ و اندازه        برای پیش

       افزوده                       تیكلوپیدین و لوزارتان                             به سطح محلول حاوی مقادیر كم           دودكانول  - 4                     چند میكرولیتر از حلال 

                                                                                        گردید. پس از قرار گرفتن در دستگاه ورتكس در مدت زمان معینی، ظرف محتوی محلهول نمونهه در   

                                        منجمد جدا گردیهد و درون ویهال فهورا               دودكانول  - 4                                         زمان كوتاهی در حمام یخ قرار داده شد. سپس 

                        تزریهق گردیهد. بهرای     HPLC                                                میكرولیتر متانول رقیق شد و در نهایت به دسهتگاه     1 / 0             ذوب و بوسیله 

                                                                                      سازی اثر عوامل مختلف از روش طراحی آزمایش استفاده شد. به منظور بررسهی عوامهل مههم و         بهینه

                       مركب مركزی مركز وجهوه                    موثر و مهم از طرح                                                    موثر از طرح فاكوریال كامل و برای بهینه سازی عوامل

گهرم بهر لیتهر    میلی   0 /  06 0- 1 / 1                                             تحت شرایط بهینه، منحنی كالیبراسیون در محدوده                   پر استفاده شد.

حهد تشهخی                                 لوزارتان، خطی شهد. همننهین    گرم بر لیتر برایمیلی   0 /  01 0- 1 / 1             تیكلوپیدین و برای 

گرم بهر لیتهر و   میكرو   4 / 0 و   4 / 7                    و لوزارتان به ترتیب                 گیری تیكلوپیدین               تغلیظ و اندازه   پیش  روش برای

         محاسهبه       419 / 8  و     33 / 1                                    برای تیكلوپیدین و لوزارتان به ترتیب  تغلیظ تحت شرایط بهینهفاكتور پیش

گهرم بهر لیتهر    میلهی    1 / 0  و    4 / 0      ههای                    گیری تكراری غلظهت       اندازه   1                               شد. انحراف استاندارد نسبی برای 

             %  بدست آمد. 0 / 1  و    4 / 8    % ،  0 / 8  و    4 / 4                                تیكلوپیدین و لوزارتان به ترتیب

 

                                             میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بر انجماد قطهره             دودكانول،  - 4                      تیكلوپیدین، لوزارتان،   :         های كلیدی    واژه

                        مركب مركزی مركز وجوه پر                  طراحی آزمایش، طرح             سازی ورتكس،                        آلی شناور توسط امولسیون
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 خون               ضد تشكیل لختهداروهای   -4-4

     تهر                                شدن خون یا پیشهگیری از بهزر        لخته                    خون جهت پیشگیری از                ضد تشكیل لخته        داروهای 

                         باشهند كهه در انعقهاد     ی                             یكی از اجزای موجود در خون مه    ها     پلاكت  .     شوند                       شدن لخته موجود تجویز می

                                                      های غیر محلولی اسهت كهه فاكتورههای انعقهادی نهام       ن                خون دارای پروتئی       همننین    .             خون نقش دارند

     شوند                        خون به دو دسته تقسیم می      لخته         ضد تشكیل      های    دارو  . د   كنن                           ند و تشكیل لخته را تسریع می   دار

       جملهه     از  4(Tic)تیكلوپیهدین     ی.                 داروهای ضد انعقاد  و     كت لا      تجمع پ   ه        مهاركنند           از داروهای         عبارتند    كه 

  . [ 4 ]   رود          به شمار می    كت لا      تجمع پ           مهاركننده        داروهای 

 تیكلوپیدین  -4-4-4

( پیریهدین  c-2،9)تترا هیدروتینو -7،6،1،1-]ل(متیلفنیكلرو-2)[-1، تیكلوپیدین هیدروكلراید

 تجمع پلاكت قوی در پلاسمای انسان است. یک مهاركننده ( 4- 4      شكل )هیدروكلراید

 

 هیدروكلراید ساختار تیكلوپیدین 4-4 شكل 

             تیكلوپیهدین                    فرمهول مولكهولی                                   یک جامد كریستالی سفید رنگ است.                        تیكلوپیدین هیدروكلراید

C14H14ClNS.HCl   2                                 تیكلوپیهدین در درمهان ترومبهوز      .    باشد  می     900 /  21                        است و دارای جرم مولكولی  

                                               و پیشگیری از سكته مغزی مهورد اسهتفاده قهرار       (            ستم گردش خون          لخته در سی       )تشكیل      حاد        شریانی

                      آدنهوزین دی فسهفات              مهاركننهده                           تیكلوپیدین به عنوان یهک                       مطالعات فارماكولوژی       براساس        گیرد.  می

                                                 
1  Ticlopidine 
2  Thrombosis 
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(ADP)
        كنهد.         تداخل می      پلاكت-    پلاكت     های   كنش      و برهم  ADP                 پلاكت از طریق مهار             عملكرد غشاء      ، با4

-                متهابولیزه مهی         كبهد       توسط        گسترده         به صورت   و      بوده  %   80   از                                    میزان جذب تیكلوپیدین در بدن بیشتر

این دارو، از مهمترین مضرات    .   شود                 در ادرار آشكار می            بدون تغییر                               تنها مقادیر بسیار كمی از دارو   .   شود

 بین سطح در تیكلوپیدین قرص حاضر حال در            اشاره كرد.  مسمومیت خونی                    توان به آسیب كبدی ومی

انسداد عروق شناخته شده  خطر معرض بیماران در از بخش در حفاظتاثر  داروی یک عنوان المللی به

 .[2]است

         فشار خون    ضدداروهای   - 2- 4

         فشار خون    ،   كند          ها وارد می                                         خون در هر انقباض عضله قلب به دیواره سرخر       جریان          فشاری كه 

                                  است كه به هنگام انقبهاض ماهینهه     ( 2       سیستولی      )فشار    م      ماكزیم       مقدار                  فشار خون دارای یک           نام دارد. 

                    مربوط بهه زمهانی           ( است كه 9             فشار دیاستولی )   م                               د و همننین دارای یک مقدار مینیم  شو        ایجاد می     قلب

                از حهد نرمهال         بیشتر             بطور مداوم         فشار خون              در صورتی كه            قرار دارد.                           است كه قلب در حالت استراحت 

          اولیهه و          بهالای        خهون                               فشار خون بالا به دو دسته فشار       باشد.                                     باشد، فرد دچار بیماری فشار خون بالا می

  %   80        تقریبا  و       بوده                              ته اول علت فشار خون بالا مشخ  ن     در دس  .    شود               ثانویه تقسیم می      بالای     خون      فشار

        از جمله       دیگر    های              در اثر بیماری       ثانویه       بالای          فشار خون  .           اولیه هستند      بالای     خون      فشار                از موارد از نوع 

                      داروهای ضد فشار خهون     .   دهد  می   رخ       و...            قلبی عروقی    های         ، بیماری       های غدد        بیماری  ،             اختلالات كلیوی

  ،          سهمپاتیک        ههای          كننهده         بلهوک   ،    آور       ادرار           داروههای                        شوند كهه عبارتنهد از                            بالا به چهار دسته تقسیم می

 .[9]1آنژیوتانسین هایمهاركننده  و           های عروق         گشادكننده

 

                                                 
1  Adenosine diphosphate 
2  Systolic 
3  Diastolic 
4  Angiotensin 
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 لوزارتان  - 4- 2- 4

- 1-         ایمیدازول]          فنیل(بنزیل- 1-       تترازول-o-4 H )[p- 4-    كلرو- 1-     بوتیل- 4،   2(Los)               لوزارتان پتاسیم

       گرم بر      164 /  04        مولكولی      وزن                      كریستالی سفید رنگ با              به صورت پودر   ( 2- 4      شكل  )            مونوپتاسیم       متانول

  . [ 1 ]    باشد  می  C22H22ClKN6O              فرمول مولكولی  و     مول 

 

 پتاسیملوزارتان ساختار  2-4 شكل 

-اسهتیک  اسید مشتقاتدان به این نتیجه رسیدند كه یک سری از دانشمن 4380اوایل سال در 

كار بهر روی یهک سهری از تركیبهات غیهر       4382در سال  دهند.ایمیدازول فشار خون را كاهش می-1

از طریق مسدود كردن فعالیت سیسهتم   تركیبات اینشروع شد.  II آنژیوتانسینپپتیدی خنثی كننده 

 لوزارتهان  كشف به منجر نهایت در تحقیقات اینداد. را كاهش می حیوانات در خون فشار، آنژیوتانسین

 تنگیک  II آنژیوتانسین .[1]باشدمی AT¹))نوع  II آنژیوتانسین یک مهاركننده لوزارتان پتاسیم شد.

باشد. این تركیهب همننهین   می بالا خون فشار پاتوفیزیولوژیقوی و یک تركیب مهم در  عروق كننده

 تنهگ  و ترشهح آلدوسهترون   اثهرات  لوزارتهان كند. را تحریک می آدرنال قشر توسط 2آلدوسترون ترشح

اولین مرحلهه از متابولیسهم لوزارتهان توسهط      كند.را مهار می II آنژیوتانسینمربوط به  عروق گیكنند

شهود  تبدیل مهی  فعال كربوكسیلیک اسیدشود. لوزارتان به متابولیت انجام می P450 9سیتوكروم آنزیم

                                                 
1
 Losartan 

2
 Aldosterone 

3
 Cytochrome 
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بهه   لوزارتهان  از دوز تهک مصرف یهک   از پس است. II آنژیوتانسینهای كه مسئول مهار بیشتر گیرنده

% از دوز به صورت متابولیت فعال، از طریق ادرار دفع 6% از دوز بدون تغییر و 1صورت خوراكی، حدود 

به عنوان اولین داروی كاهش فشار خون با یک مكانیسم جدید باعث شهد تها    لوزارتان معرفیشود. می

 .[1]كمتر از یک دهه قابل دسترس باشد این دارو در

                      تیكلوپیدین و لوزارتانگیری اهمیت اندازه  -4-9

 درمهان  یها  پیشهگیری  برای، همزمان طوربه  توانمی را تیكلوپیدین پلاكت ضد عامل و لوزارتان

مساحت سطح زیر منحنی غلظت در  ،هیدروكلراید تیكلوپیدینتجویز كرد.  عروقی و قلبی هایبیماری

به طهور قابهل    غلظت پلاسمای لوزارتان را اوجهمننین و ، لوزارتان و متابولیت اصلی آن زمان-پلاسما

بهه صهورت خهوراكی مصهرف     دهد. این افزایش برای زمانی است كه قرص لوزارتان توجهی افزایش می

ی كه به صورت تزریقی مصرف شده لوزارتان فارماكوكینتیک بر هیدروكلراید تیكلوپیدینشده باشد. اثر 

 لوزارتهان  فارماكوكینتیهک  بر تیكلوپیدینتاثیری كه  بنابراین با توجه به باشد، چندان چشمگیر نیست.

ای برخهوردار  ویهژه ادرار و پلاسهما از اهمیهت   ههای  نمونهه دارو در گیری دقیق غلظت این دواندازه دارد

 .[6]است

                      تیكلوپیدین و لوزارتانگیری های اندازهروش  -4-1

            تهوان بهه                 از جملهه مهی             اسهت كهه            گزارش شده            تیكلوپیدینگیری اندازه متعددی برای هایروش

یها آشكارسهاز تلهه     2[7](MSجرمهی)  سهنج بهه همهراه طیهف    4(GCمهاتوگرافی گهازی )  وكر    های    روش

، [3]جرمهی  سهنج بهه همهراه طیهف    1(HPLCی مهایع بها عملكهرد بهالا )    كرومهاتوگراف ، 9[8](ITDیون)

UVآشكارساز همراه با  1موئینهلوله الكتروفورز 
آنهالیز تزریهق در    ،UV[44]اسهپكتروفتومتری  ، [40]4

                                                 
1  Gas chromatography 
2  Mass spectrometry 
3  Ion trap detector 
4  High  performance liquid chromatography 
5  Capillary electrophoresis 
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 اشاره نمود. [49]و ولتامتری 2[42](FIAجریان پیوسته)

              تهرین آنهها        مههم      كهه  گزارش شده اسهت  لوزارتان  گیریهای مختلفی برای اندازههمننین روش

 آشكارسههاز یهها UV[41 ,41]آشكارسههاز  همههراه بهها وگرافی مههایع بهها عملكههرد بههالا كرومههات        شههامل

لولهه  الكتروفهورز    ،  [  48 ]                        یهف سهنجی فلوئورسهانس      ، ط [  47 ]    متری            اسهپكتروفتو         آنالیز، [46]نساسفلوئور

 باشد.می [20]ولتامتریو  [43]موئینه

                   های حقیقی از نظهر   ه       در نمون                       تیكلوپیدین و لوزارتانگیری مشكلات در اندازه وجود برخی بدلیل

-              منظهور  پهیش                سازی نمونه، به                       استفاده از یک روش آماده    ها،                      همننین غلظت كم آنالیت              بافت نمونه و

                 كارههای انجهام                            در ادامه به مرور برخی از        باشد.        ضروری می   ،                ها از بافت نمونه                      تغلیظ و جداسازی آنالیت

               خواهیم پرداخت.                       تیكلوپیدین و لوزارتان  گیری      اندازه         ده برای ش

                      تیكلوپیدین و لوزارتان  گیری                            كارهای انجام شده برای اندازه    برمروری   - 1- 4

               تیكلوپیهدین و   گیهری مقهادیر بسهیار كهم    انهدازه           تغلهیظ و    پیش  های مختلفی برایروزه روشام

 هها ایهن دارو گیهری  برای انهدازه های انجام شده ای از كاردر زیر خلاصه گزارش شده است كه          لوزارتان

 .آورده شده است

              و چنهد داروی              تیكلوپیدینگیری همزمان و همكارانش برای اندازه9سیلویا مگیرا 2041در سال 

اسهتفاده كردنهد. آنهها بهرای      العاده بهالا فوقعملكرد   كروماتوگرافی مایع با       از روش   نمونه ادرار        دیگر در 

، 1(MEPSبندی شده)ها از نمونه ادرار، از تكنیک میكرواستخراج توسط جاذب بستهتغلیظ آنالیتپیش

   0 /  09-  20 / 0  ن            تیكلوپیهدی  محدوده خطی منحنی كالیبراسیون برای استفاده كردند. تحت شرایط بهینه

لیتهر  میكروگرم بهر میلهی   026/0و  003/0لیتر، حد تشخی  و حد كمی به ترتیب میكروگرم بر میلی

                                                                                                                                               
1  Ultraviolet absorbance detector 
2  Flow injection analysis 
3  Sylwia Magiera 
4  Microextraction by packed sorbent 
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 .[24]گزارش شد% 4/70ها بزرگتر از برای آنالیت استخراجمننین بازده بدست آمد. ه

                      در نمونه قهرص از روش              تیكلوپیدین گیریاندازه همكارانش برایو  4نفیز او كان 2008در سال 

 -33/7×40-1منحنی كالیبراسهیون برای  محدوده خطی. استفاده كردند( FIAتزریق در جریان پیوسته)

كمتهر از   انحهراف اسهتاندارد نسهبی   و  مول بر لیتهر  34/8×40-8حد تشخی  مول بر لیتر، 13/4×6-40

 .[42]% گزارش شد9/4

            تیكلوپیدین گیریو اندازهجداسازی برای  همكارانشو  2نی كارتر دوكارمو بورگز 2001 در سال

كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا همهراه بها            و آنالیز   9(LLE )    مایع-                               در نمونه پلاسما روش استخراج مایع

اسهتخراج تیكلوپیهدین از نمونهه پلاسهما توسهط حهلال        .را پیشنهاد دادند جرمی سنجطیفآشكارساز 

گهرم  نانو 0/4-0/4000( انجام شد. رنج خطی منحنی كالیبراسیون20:80هگزان)-اتیل اتراستخراج دی

 .[3]گزارش شد لیترگرم بر میلینانو 0/4حد كمی  و لیتربر میلی

                      در نمونه پلاسما از روش             تیكلوپیدین گیریبرای اندازه همكارانشو  1پنا یناآنجل 2002 در سال

همراه با آشكارساز تله یونی استفاده كردند. آنها برای جداسهازی آنالیهت از نمونهه     ماتوگرافی گازیوكر

را بكار بردند و از هگزان به عنوان حلال  Extrelut-1ستون  با 1(SPE)روش استخراج فاز جامد ،پلاسما

خطهی   لیتهر میكروگرم بر میلهی  04/0-10/2 منحنی كالیبراسیون در محدوده شویش استفاده كردند.

ضریب تغییرات بهین  لیتر و میكروگرم بر میلی 04/0و  001/0و حد كمی به ترتیب حد تشخی  بود. 

   0 /  04      ههای                            از نمونه پلاسما برای غلظهت        پیدین     تیكلو بازیابیهمننین درصد  گزارش شد.% 3/6و  4/1

 .[8]% بدست آمد9/87و 1/81در محدوده لیتر میكروگرم بر میلی   2 / 0 و

                                                 
1  Nafiz O Can 
2  Ney Carter do Carmo Borges 
3  Liquid–liquid extraction 
4  Angelina Pena 
5  Solid phase extraction 
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  ،     یهی              محصهولات دارو    در             تیكلوپیدین گیریاندازه منظوربه 2و نور اونار 4ابرو تركز 2007 در سال

ای، جریهان مسهتقیم و   توسط روش ولتامتری چرخهه را  تیكلوپیدین هیدروكلراید     ایی          الكتروشیمی      فتار ر

آنها از یک سیستم سه الكترودی شامل الكترود قطره جیوه معلق  موج مربعی مورد مطالعه قرار دادند.

 اسهتفاده كردنهد.   ینپلاته  یمسو یک الكترود كمكی  Ag/AgClبه عنوان الكترود كار، الكترود رفرنس 

یهک پیهک    لت وو -40/0ای تیكلوپیدین هیدروكلراید یک پیک كاهشی در پتانسیل چرخه مولتاموگرا

منحنههی  تحهت شهرایط بهینهه محهدوده خطهی      دهههد.نشهان مهی  ولهت   01/0در پتانسهیل   اكسایشهی 

و  47/1×40-7و حد كمی به ترتیهب  مول بر لیتر، حد تشخی   36/4×40-6-49/4×40-1كالیبراسیون 

 .[49]دبدست آم 72/4×6-40

  و             تیكلوپیدین گیریبرای اندازه الكتروفورز موئینهاز روش  همكارانشو  9كواگلیا 4339 در سال

منحنی كالیبراسهیون بهرای    تحت شرایط بهینه محدوده خطی                       اصلی آن استفاده كردند.      های       ناخالصی

 8بهرای  )انحهراف اسهتاندارد نسهبی   و  ضهریب همبسهتگی    ،لیترمیلیگرم بر میلی 4/0-0/2تیكلوپیدین

 .[40]% گزارش شد9/4 و 333/0ترتیب به گیری(اندازه

 گیهری بهرای انهدازه   اسهپكتروفتومتری یک روش ساده  همكارانشو  1          آربی كاكد  2003 در سال

گرم بهر  میكرو 0/4-0/10منحنی كالیبراسیون در محدوده                    یی را توسعه دادند.     دارو     فرم   در             تیكلوپیدین

و حهد كمهی بهه ترتیهب     بدست آمهد. حهد تشهخی      333/0 ضریب همبستگیو  لیتر خطی شدمیلی

 .[44]گزارش شد لیترمیكروگرم بر میلی 3221/4و  6911/0

در آن  فعهال  یهت متابول  و لوزارتهان  گیهری برای انهدازه  همكارانش و 1پولن یونگ 2000در سال 

نمونه پلاسمای خون از روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا استفاده كردنهد. آنهها بهرای جداسهازی     

                                                 
1  Ebru Turkoz 
2  A. Nur Onar 
3  M.G.  Quaglia 
4  RB Kakde 
5  Pollen K.F. Yeung 
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پیونهدی اسهتاندارد را    C2 سهیلیكا ژل از روش استخراج فاز جامد با استفاده  ،ها از نمونه پلاسماآنالیت

نهانوگرم   0/40-0/900آن  یهت متابول  منحنی كالیبراسیون برای لوزارتان و محدوده خطی بكار گرفتند.

 .[41]گزارش شد لیترنانوگرم بر میلی 0/40لیتر و حساسیت روش كمتر از بر میلی

بهرای تعیهین مقهدار لوزارتهان در تركیبهات دارویهی روش        همكارانش و 4حبیب 2008در سال 

ها در سطح الكترود گونه تودهاین روش بر مبنای جذب ری برهنه سازی كاتدی را توسعه دادند. ولتامت

ولتهاموگرام   در بهود.  یرفهت و برگشهت   ACمتناوب  یانجر اعمال س ازپ =7pHقطره جیوه آویزان در 

 -4/4ولت و یک پیک اكسایشهی در پتانسهیل    -2/4ای، لوزارتان یک پیک كاهشی در پتانسیل چرخه

و حهد  لیتر میكروگرم بر میلی46/0 -20/4منحنی كالیبراسیونمحدوده خطی  ولت به نمایش گذاشت.

 .[20]زارش شدگلیتر میكروگرم بر میلی 42/0تشخی  

 9(MSCسیستم كروماتوگرافی چند سهرنگی)  همكارانش و 2ماریا آنتونیتا اوباندو 2008در سال 

های آب سطحی، در نمونه و لوزارتان 1هیدروكلروتیازیدگیری را برای استخراج فاز جامد آنلاین و اندازه

-ها از نمونه بهه دیسهک  استخراج آنلاین آنالیت بر مبنایاین روش  .توسعه دادند فاضلابزمینی و زیر 

تحهت  . باشهد ها از جاذب و انتقال آنها به سهتون كرومهاتوگرافی مهی   ، سپس شویش آنالیتهای جاذب

و 9/0-7/4و لوزارتان به ترتیب هیدروكلروتیازیدبرای  منحنی كالیبراسیون شرایط بهینه محدوده خطی

 03/0و  07/0ارتان بهه ترتیهب   و لوز هیدروكلروتیازیدو حد تشخی  برای گرم بر لیتر میلی 8/4-1/0

 .[22]بدست آمدگرم بر لیتر میلی

در نمونهه   هیدروكلروتیازیهد لوزارتهان و   گیهری برای انهدازه  همكارانشو  كواگلیا 2004در سال 

یهک   CEC استفاده كردند. 1(CECو الكتروكروماتوگرافی موئینه) الكتروفورز موئینه هایقرص از روش

                                                 
1  I.H.I. Habib 
2  Maria Antonieta Obando 
3  Multi-syringe chromatography 
4  Hydrochlorothiazide 
5  Electrochromatography 
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-می مختلفهای قدرتمند برای جداسازی تعداد زیادی از تركیبات مربوط به كلاس الكتروفورزتكنیک 

تحهت شهرایط    منحنهی كالیبراسهیون   .انجام شد RP-18 فاز ثابتدر لوله موئینه پرشده با  CEC. باشد

لوزارتان و لیتر به ترتیب برای گرم بر میلیمیلی 0211/0 -408/0و  406/0 -180/0 در محدوده بهینه

نهانو   036/0و  092/0بهه ترتیهب    لوزارتانو حد كمی برای خطی شد. حد تشخی   هیدروكلروتیازید

     برای   RSD             همننین مقدار نانو گرم بدست آمد.  42/0و  01/0به ترتیب  هیدروكلروتیازیدو برای  گرم

 .[43]گزارش شد %3/4% و 1/4به ترتیب  هیدروكلروتیازیدو          لوزارتان

                    داروی ضد فشار خهون     1همزمان  گیریبرای اندازه همكارانشو  4ریو ناگس ورا 2049در سال 

تغلهیظ  آنها برای پهیش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا استفاده كردند.                              بالا از جمله لوزارتان، از روش 

               یههونی یعمههامههایع پخشههی بهها اسههتفاده از -میكرواسههتخراج مههایعههها از نمونههه سههرم، تكنیههک آنالیههت

(IL-DLLME)2  .لوزارتهان    منحنی كالیبراسیون بهرای  محدوده خطی تحت شرایط بهینهرا بكار بردند           

میكروگهرم بهر    06/0و  048/0و حد كمی به ترتیهب  لیتر، حد تشخی  میكروگرم بر میلی   0 / 4-  20 / 0

 .[41]بدست آمد لیترمیلی

                                                          روش میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بر انجماد قطره آلی شناورنخستین بار، در این پروژه برای 

       بهرای    كروماتوگرافی مهایع بها كهارایی بهالا             همراه با   9(VA-SFODME )     ورتكس      سازی             توسط امولسیون

                   بكار برده شده است.                       تیكلوپیدین و لوزارتان          مقادیر كم       گیری        و اندازه       تغلیظ   پیش

  

                                                 
1  R.  Nageswara  Rao 
2  Ionic liquid based dispersive liquid–liquid microextraction 
3  Vortex-assisted emulsification solidified floating organic drop microextraction 
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 كروماتوگرافی   - 4- 2

        به معنی    "     كروما "                         است كه تركیبی از دو واژه               نوشتن با رنگ                                 كروماتوگرافی لغتی یونانی به معنی 

          جداسهازی     در                                   بهرای اولهین بهار از ایهن روش       4309                            به معنی نوشتن است. در سهال     "   فین ا  گر "      رنگ و 

.كروماتوگرافی به طهور            انجام گرفت  4    تسوت                                    استفاده شد كه این كار توسط میخائیل           های گیاهی       رنگدانه

كهار  های پینیده بهه ای برای جداسازی، شناسایی و تعیین اجزای سازنده شیمیایی در مخلوطگسترده

-مسهطح تقسهیم   كروماتوگرافیستونی و  كروماتوگرافیتوان به را می های كروماتوگرافیرود. روشمی

و فاز متحرک تحهت   شدهای باریک نگه داشته در كروماتوگرافی ستونی، فاز ساكن در لولهبندی نمود. 

كند. در كروماتوگرافی مسطح، فاز ساكن روی یک از درون لوله عبور می شیفشار یا توسط نیروی گران

ای یا تحت تاثیر ثر مویینهشود و فاز متحرک توسط اصفحه صاف یا در منافذ یک كاغذ نگه داشته می

ههای كرومهاتوگرافی بهر اسهاس ماهیهت فهاز       كنهد. روش از درون فاز ساكن حركت می نیروی گرانشی

(GC)متحرک به سه دسته كروماتوگرافی گازی 
(LC)، كروماتوگرافی مایع 2

و كرومهاتوگرافی سهیال    9

(SFC)بحرانی فوق
 .[29]شوندتقسیم می 1

 آنالیت جهت رفهتن بهه  در تمایل های كروماتوگرافی، جداسازی بر اساس تفاوت در تمامی روش

-توان گفت غلظت آنالیت در فاز ساكن و متحرک متفاوت میو می شودمتحرک انجام میفاز ساكن و 

 ضهریب گردد كه آن را با پارامتری به نام . این تفاوت غلظت، در نهایت منجربه تشكیل تعادلی میباشد

دهنهده غلظهت مهولی    ترتیهب نشهان  به  Csو  Cm. در این رابطه (4-2معادله)كنندبیان می (K)توزیع 

 .[29]لیت در فاز متحرک و فاز ساكن استآنا

( 2-4) 

 
𝐾 =

𝐶𝑠

𝐶𝑚
 

         از بهین  .                          جداسهازی تهاثیر دارنهد            و بازده                                          های فیزیكی و شیمیایی متفاوتی بر روی سرعت     پدیده
                                                 
1  Mikhail tswett 
2
 Gas chromatography 

3
 Liquid chromatography 

4
 Supercritical fluid chromatography 
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         كهاربرد          فرضهی       ههای              تئوری بشقابک          پردازند،                                       موجود كه به توجیه و محاسبه این عوامل می     های     تئوری

       كهاملا              ، افقهی و               صهفحات نهازک                 ستون از یک سری            شود كه هر                   در این تئوری فرض می   د.           بیشتری دار

       نیهز           ، بشقابک     صفحات          یک از این      به هر  .    است              اند، تشكیل شده                     طور متوالی قرار گرفته                 مجزا از هم، كه به

                             رک و سهاكن قهرار دارد و در                                 ها آنالیت در تعادل بین فاز متح                            شود. در هركدام از این بشقابک       گفته می

-                                  كارایی هر ستون به تعهداد بشهقابک    .      پذیرد                      ها عمل جداسازی صورت می                          نهایت با انتقال بین بشقابک

       بهرای     د.                      شده در ستون بستگی دار         های ایجاد                                      ستون و یا به عبارت دیگر به تعداد تعادل              های موجود در

                در این رابطهه        شود كه   می        محاسبه   2- 2  له    معاد    از (N)  ی       های فرض            تعداد بشقابک   ،                 بررسی كارایی ستون

H ارتفاع هر بشقابک و       دهنده    نشان                    L  [  29 ]    باشد  می          طول ستون       دهنده    نشاننیز .  

( 2-2) 

 
𝑁 =

𝐿

𝐻
 

      طهور      بهه             در ادامهه       است،                             كروماتوگرافی مایع استفاده شده     روش                                  با توجه به اینكه در این پروژه از

        پرداخت.                             خلاصه به توصیف این روش خواهیم 

 كروماتوگرافی مایع  -2-4-4

 :[29]شودبه چهار دسته تقسیم می، و ساكنمتحرک اساس نوع فاز كروماتوگرافی مایع بر 

 4كروماتوگرافی تقسیمی
 

 2كروماتوگرافی جذب سطحی
 

 9ونیكروماتوگرافی تبادل ی
 

 1  ای      اندازه                  كروماتوگرافی طرد
 

 

                                                 
1  Partition chromatography 
2  Adsorption chromatography 
3  Ion-exchange chromatography 
4  Size-exclusion chromatography 
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 كروماتوگرافی تقسیمی -2-4-4-4

  تقسیمی                  اساس كروماتوگرافی  ،امتزاج              مایع غیر قابل     فاز       در دو            های نمونه      مولكول             توزیع متفاوت 

توسهط جهذب    یهک لایهه نهازک   بهه صهورت   است كه مایع ، فاز ساكن در این نوع كروماتوگرافی  .    است

  تقسهیمی كرومهاتوگرافی  . اثر پوشانده شده استبر روی ذرات نگهدارنده بی سطحی یا پیوند شیمیایی،

(NP)       نرمال                      دسته كروماتوگرافی فاز       به دو    ،                             براساس قطبیت فاز ساكن و متحرک
                   كروماتوگرافی فهاز    و   4

(RP)      معكوس 
 .[29]شودمی تقسیم  2

  و                                            غیرقطبی مانند هگزان و فاز ساكن قطبی اسهت                  فاز متحرک یک حلال   ، NP                در كروماتوگرافی 

       مهواد      ت.              جداسهازی اسه          اسهاس    ،           با فاز ساكن           های نمونه      مولكول         های قطبی    كنش         قدرت برهم   در       تفاوت 

     كهه           هسهتند    ا        آلومینه     س و                             ، اكسیدهای متخلخل مانند سیلیNP                                  پركننده ستون رایج در كروماتوگرافی 

                 . ایهن نهوع از        اسهت               پوشهیده شهده    OH       ههای                                                           سطح ایهن مهواد پركننهده بها جمعیهت انبهوهی از گهروه       

 .[29]   شود                                         هایی با قطیت بالا و محلول در آب استفاده می                               كروماتوگرافی برای جداسازی نمونه

     قدرت    در       تفاوت         باشد و       قطبی می    نیز                                 ، فاز ساكن غیر قطبی و فاز متحرک RP             كروماتوگرافی     در

                     كرومهاتوگرافی فهاز      . ت            جداسازی اسه       اساس   ،           با فاز ساكن       نمونه     های      مولكول           واندروالس     های   كنش    برهم

                                   از عوامل اصلی شهرت و كاربرد زیهاد    .    است       مایع                        ترین روش كروماتوگرافی                  تا به امروز متداول       معكوس

   .                   پهذیری در آن اسهت                                                                          این روش، توانایی تمایز تركیبات بسیار مشابه و سهولت تغییر بازداری و گزینش

           گیرند و یک                                                             لند زنجیره به صورت موازی با یكدیگر و عمود بر سطح ذره قرار می               های هیدروكربن ب    گروه

                                كهار گرفتهه شهده اغلهب یهک                                 آورند همننین فاز متحرک بهه        وجود می                         سطح هیدروكربنی غیرقطبی به

                                                     هایی مانند متانول، استونیتریل و تتراهیدروفوران است.                  های متفاوتی از حلال                   محلول آبی حاوی نسبت

 . [  29 ]   شود                                         هایی كه حلالیت كمی در آب دارند، استفاده می                  برای جداسازی نمونه            از این روش

                                                 
1
 Normal phase chromatography 

2
 Reversed  phase chromatography 
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 كروماتوگرافی مایع با عملكرد بالا  -2-4-2

 100تها   10سانتیمتر و طول  1تا  4ای با قطر های شیشهكروماتوگرافی مایع ابتدایی، در ستون

یابی به سرعت جریان مطلوب، قطر ذرات در فاز ساكن جامد معمولا شد. برای دستسانتیمتر انجام می

متهر در  میكرومتر بود. حتی با این قطر، سرعت جریان تنها چنهد دههم میلهی    200تا  410در گستره 

یها توسهط    خه  دقیقه بود و بنابراین زمان جداسازی طولانی بود. تلاش برای افزایش سرعت با اعمهال  

نبود، زیرا افزایش در سرعت جریهان، ارتفهاع بشهقابک فرضهی را بهه بهیش از مقهدار         مؤثرپمپ كردن 

بنابراین باعث كهاهش   و دادمنحنی نوعی ارتفاع بشقابک در برابر سرعت جریان افزایش می مینیمم در

شد. در آغاز توسعه كروماتوگرافی مایع، مشاهده شد كه افزایش عمهده در بهازدهی سهتون    بازدهی می

اربرد آوری برای تولید و كفن 4360همراه با كاهش در اندازه ذرات پركننده خواهد بود. در اواخر سال 

بهالا   عملكهرد  با مایع میكرومتر توسعه یافت و بدین منظور واژه كروماتوگرافی 40كننده با قطر مواد پر

برای تجزیه كمی و  این روش .متمایز گرددتر های قدیمیجدید از روش تا این روش شدبه كار گرفته 

( و... ها و اسیدهای نوكلییهک ، بیوشیمی )تجزیه پروتیینیكیفی مواد دارویی، شیمیایی، غذایی، پلیمر

 .[29]رودبكار می و

عبارتند از: مخازن حلال، گاززدا، پمهپ، سیسهتم تزریهق نمونهه، سهتون،       HPLCاجزاء دستگاه 

بها فهاز    از درون یک ستون پهر شهده   جریانی از یک حلال، HPLCدر . پرداز و نمایشگرآشكارساز، داده

نمونهه بهر    ءاجهزا  وشهده  وارد ستون سیستم تزریق توسط  نیز نمونه مورد آزمایش كرده و عبورساكن 

جهدا   و از سهتون عبهور كهرده    ، با فاصله زمانی متفاوتو متحرک كنش با فاز ساكنمیزان برهم اساس

-تایج به صورت پیکو ن شدهشناسایی  مناسب آشكارسازیک بوسیله از خروج از ستون پس شوند. می

  .[29]رسندهایی به ثبت می

به میكرو فیلتر جهت ممانعت از ورود  ای مجهزیک یا چند مخزن شیشهدارای  HPLC دستگاه

قسمت  .های فاز متحرک درون آنها قرار دارنداحتمالی موجود در فاز متحرک است كه حلال ذرات ریز
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ههای ههوا بهه داخهل سهتون      است و از ورود حبهاب  ستگاه متشكل از یک سیستم پمپ خ گاززدای د

در  شهوند. های هوا باعث پهن شدن نوار و تداخل در عملكهرد آشكارسهاز مهی   كند. حبابجلوگیری می

HPLC  و  شهود: پمهپ سهرنگی بها رانهش پینهی و پمهپ رفهت        كار گرفته مینوع پمپ مكانیكی بهدو

ای تری دارنهد و متشهكل از یهک محفظهه اسهتوانه     برگشتی كاربرد گسترده و های رفتپمپ برگشتی.

 .[29]شوداند كه با حركت یک پیستون به جلو و عقب، خالی و پر میكوچک

سیسهتم تزریهق    استوار اسهت.  تزریق نمونه 4اساس حلقهترین روش وارد كردن نمونه برمتداول

میكرولیتهر را ممكهن    100تا  1از  تزریقی پذیری دارد كه انتخاب مقدار نمونههای تعویضحلقه نمونه،

عملكرد بالا معمولا از جنس فولاد زنگ نزن هسهتند. طهول    با مایع های كروماتوگرافیستون .سازدمی

-متداول. باشدمتر میمیلی 6/1تا  4/2و قطر درونی آنها بین  مترمیلی 900تا  90ها در گستره ستون

   از   و شهود كننده متشكل از ذرات سیلیس است كه اغلب توسط لایه آلی نازک، اندود مهی ترین ماده پر

   . [  21 ]             اشهاره كهرد    2 (ODS           دسیل سیلان      اكتا )  C18     ستون          توان به          غیرقطبی می    های          ترین ستون     مرسوم

-                آشكارساز ظاهر می      توسط                    شود، به صورت یک پیک                  درون ستون شسته می    از    كه   ی                سرانجام هر تركیب

                    كه در این ناحیه جذب           تركیباتی      برایو  بوده UV-Vis     سنج     طیف   ،        آشكارساز    نوع              پركاربردترین       گردد. 

      بایست                                             انتخاب طول موج مناسب یكی از مواردی است كه می  .     گیرد                                داشته باشند مورد استفاده قرار می

                                           بر مبنهای تغییراتهی اسهت كهه در ضهریب                          آشكارساز ضریب شكست         اساس كار   .           قرار بگیرد           مورد توجه

  .      شهود               ، ایجهاد مهی       لیهت          ههای آنا         مولكهول                                                     شكست سیستم حلال به تنهایی و سیستم حهلال همهراه بها    

                   خاصهیت فلورسهانس          ی كهه    ات             ولهی تركیبه      است   UV-Vis         شكارساز آ       تر از                      آشكارساز فلورسانس حساس

                        آشكارساز الكتروشیمیایی        عملكرد.                                          درنتیجه كاربرد این آشكارساز نیز محدود است  و                  رند، محدود بوده  دا

                        به دلیل مزایای زیادی كه       جرمی                 آشكارساز طیف سنج   .                         های اكسید و احیا می باشد             بر پایه واكنش     نیز

                 تهوان بهه حهد        مهی                                       . از جملهه مزایهای ایهن آشكارسهاز         گیرد                                      دارد به طور وسیعی مورد استفاده قرار می

                                                 
1  Loop 
2  Octadecylsilane 
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      ههای                                           و امكان بررسهی نمونهه در حضهور مهزاحم         بالا      پذیری      گزینش                      بسیار پایین، حساسیت و        تشخی 

                                   یا صفحه نمهایش كهامپیوتر نمهایش                                            پاسخ آشكارساز برای هر تركیب روی نمودار   .                 شیمیایی اشاره كرد

      ههای                                           بهرای گهردآوری، ذخیهره و آنهالیز داده      .      شهود                                      شود كه به عنوان كروماتوگرام شناخته می       داده می

  . [  29 ] د  شو             ها استفاده می                              گیر و سایر تجهیزات پردازش داده                 كامپیوتر، انتگرال    از              كروماتوگرافی

 

 سازی نمونههای آمادهای بر روشمقدمه   - 2- 2

-                     گیری نمونه صورت گرفته          های اندازه                        گیری در استفاده از تكنیک                       طی چند دهه اخیر رشد چشم

                               و همینطورحسهگرها و ابزارههای                                        قبیل كرومهاتوگرافی، اسپكتروسهكوپی        ای از          های تجزیه      دستگاه   .   است

-                   ساخت ابزارهای تجزیه               رغم پیشرفت در       اما علی  .    اند         قرارگرفته   ها                                میكرو نیز تحت تاثیر همین پیشرفت

            لهذا جههت     .       باشهد      نمهی       پذیر           موارد امكان              هنوز در بیشتر                            های بسیار دقیق و غیرتخریبی     گیری          ای، اندازه

  .                        سازی نمونه ضهروری اسهت                                 غلب موارد یک یا چند مرحله آماده               های موجود، در ا                كمک به بهبود روش

               بهه تغلهیظ و                                       شامل مرحله استخراج اسهت كهه منجهر               ای عمدتا                  ر یک فرآیند تجزیه            سازی نمونه د     آماده

        تحقهق          منظهور       بهه        نمونه      سازی       آماده     كلی     طور  به  .    گردد        نمونه می                      های مورد نظر از بافت            جداسازی گونه

  : [  29 ]    گیرد    می      صورت     زیر       اهداف

  روش پذیری گزینش افزایش منظوربهموجود در نمونه  هایمزاحمتحذف 

 روش حساسیت افزایش و هاآنالیت تغلیظپیش 

 باشد مناسب آنالیز یا جداسازی برای كه شكلی به گونه تبدیل لزوم صورت در. 

 استخراج  -2-9

ای بهرای انهدازه   ههای تجزیهه  های بسیار در توسعه دسهتگاه پیشرفت وجود در چند دهه اخیر با

منظهور   سهازی نمونهه بهه   ولوژیكی و محصولات دارویی، آمهاده بی و محیطی هایگیری آنالیت در نمونه



48 

ههای  بسیاری از دستگاههای پینیده معمولا ضروری است، زیرا ها از ماتریكساستخراج و تغلیظ آنالیت

 .[21]های پینیده را آنالیز كنندتوانند به طور مستقیم بافتآنالیز نمی

از    ،    دادن          و رسهوب   (SPE )                      اسهتخراج فهاز جامهد      ،(LLE )      مهایع -                         هایی از قبیل استخراج مایع   روش

                             های مختلهف مهورد اسهتفاده              ها از بافت            تغلیظ آنالیت                  برای جداسازی و پیش  هایی بودند كهاولین روش

 پس و انجام گرفته آب با امتزاج غیرقابل آلی حلال یک توسط استخراجفرایند  ،LLE در   .   اند          قرار گرفته

 كاربردههای  بهرخلاف ، LLE روش. گیهرد مهی  صهورت          آنالیهت         تغلیظدر اثر تبخیر حلال،  استخراج، از

 و             ی از نمونهه      بخشه امكهان از دسهت دادن   و  بهودن  ای مرحلهه  چنداز جمله  معایبی دارای اش گسترده

گیهر  بسیار وقتروشی با هزینه بالا، LLE        بعلاوه باشد.می سمی آلی هایحلال از زیادی مقادیر مصرف

                       شهده اسهت كهه ایهن           باعث         استخراج    های                      اخیر شیمیدانان به روش     توجه  باشد.می كنندهخسته   ا بعضو 

            ل، خودكهار   لا                                        ین راهكارههایی بهرای كهاهش مصهرف حه        تعی   .              حات جدید گردند لا            ها دستخوش اص   روش

       جملهه                            سازگار با محیط زیسهت از     های         كردن روش                             گیری مقادیر بسیار كم و پیدا      اندازه              نمودن و امكان 

   د.   باش  می       اصلاحات      این           اهداف مهم

          ل هستند و  لا                   اند كه یا عاری از ح       سیک شده لا     های ك                      های متنوعی جایگزین روش            امروزه تكنیک

        محسهوب       حلال      ری از       های عا             ها را جزء روش       توان آن              كوچک است كه می       آنقدر        ل مصرفی  لا        یا حجم ح

     سازی      آماده      مرحله                      سازی و مینیاتوری شدن                                 تكاملی در شیمی تجزیه به سمت ساده      روند       همننین    .   كرد

   ای              ههای تجزیهه                                                میكرواستخراج برای بهبود كیفیهت و حساسهیت روش       های                        نمونه است. بنابراین، روش

واسهتخراج فهاز   ههای میكرواسهتخراج بهه دو دسهته كلهی میكر     . بهه همهین منظهور روش     ند        معرفی شد

 .[26]شوندتقسیم می 2(SPMEو میكرواستخراج فاز جامد) 4(LPMEمایع)

 

                                                 
1  Liquid phase microextraction 
2  Solid phase microextraction 
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 میكرواستخراج فاز مایع  -2-9-4

-       مایع می-                             سازی نمونه مشابه استخراج مایع                ( یک تكنیک آمادهLPME                      میكرواستخراج فاز مایع)

         اواسهط     از  .                              به حداقل مقدار كاهش یافته است  LPME                                         باشد، با این تفاوت كه حجم حلال استخراج در 

                 بهالقوه میكهرو           كاربرد              مقالات درباره    از       توجهی      قابل              همكارانش سری   و  4          ، داسگوپتا    4330          اواخر سال     تا

                                 مهایع را نشهان دادنهد. آنهها          های                                های منحصر به فرد و مفیدی از قطره                            قطره منتشر كردند. آنها ویژگی

                                  ش كردنهد. در ایهن سیسهتم، یهک                                    قطره در قطهره جدیهد را گهزار                                 اولین كسانی بودند كه یک سیستم 

  ر              تعلیهق قهرا          حالهت              بزرگتهر در        آبهی       قطره    یک                                             قطره از یک حلال آلی غیر قابل امتزاج با آب در     میكرو

  . [  27 ]    داشت

                       را معرفهی كردنهد. در        حلال    با              میكرواستخراج      جدید       تكنیک    یک  9        و كانتول  2                 در همان زمان، ژنو

طهور مسهتقیم، از نهوک    میكرولیتری بهه  8یک قطره تعلیق  توسط فرایند میكرواستخراج           این تكنیک، 

ور در محلول نمونه آبی، انجام شد. پس از استخراج، فاز آلهی بهه داخهل    سرنگ غوطهسوزن یک میكرو

 .[27]شد و سپس به دستگاه كروماتوگرافی گازی تزریق شدمیكروسرنگ برگشت داده

كلی  طوربه گزارش شده است. مختلف میكرواستخراج هایتا به امروز، مقالات متعددی در زمینه روش

LPME  شود:دسته اصلی تقسیم میبه سه 

  (                                بدون استفاده از غشاء فیبر متخلخل )  1(SDME) قطره تنها                      میكرواستخراج فاز مایع  -4

                                                     میكرواستخراج فاز مایع با استفاده از غشاء فیبر متخلخل -2
1
(HF-LPME) 

 6(DLLMEپخشی ) مایع-مایع میكرواستخراج -9

                                                 
1  Dasgupta 
2  Jeannot 
3  Cantwell 
4  Single-drop microextraction 
5  Hollow-fiber liquid-phase microexeraction 
6  Dispersive liquid–liquid microextraction 
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                                                             وجود یا عدم وجود غشا بین دو فاز آبی و آلی است كهه ههر یهک           و دوم          دسته اول            تفاوت اصلی

                                       به دلیل اسهتفاده از یهک سیسهتم سهه      DLLME            . اما تكنیک  د ن                                 مزایا و معایب مخصوص به خود را دار

  . [  29 ]                                           های میكرواسهتخراج فاز مایع تفاوت اساسی دارد                    تایی حلال با دیگر روش

 :[26]شودی انجام میقطره تنها به دو روش اصل                      میكرواستخراج فاز مایع 

 مستقیم  شدن ورغوطه(DI-SDME)
4

 

  قرار گرفتن در فضای فوقانی(HS-SDME)
2 

       توسهط                                 انجمهاد قطهره آلهی شهناور    میكرواستخراج مبتنی بر        پروژه،                          روش بكار برده شده در این

بوده كهه در ادامهه بهه بررسهی كامهل ایهن روش        DI-SDME    های        جزء روش  ،     ورتكس      سازی        امولسیون

 خواهیم پرداخت.

 

 (SFODME)انجماد قطره آلی شناورمیكرواستخراج مبتنی بر   -2-9-4-4

       جدیهد  و همكارانش یک روش میكرواستخراج فاز مایع  زنجانیرضا خلیلی محمد 2007در سال 

 شناور آلی قطره انجماد بر مبتنی واستخراجمیكر  .  [  28 ]              را ارائه كردند                      انجماد قطره آلی شناور          مبتنی بر 

 جلب كرد و در خود به را پژوهشگران سرعت توجه به حلال، با میكرواستخراج هایتكنیک دیگر مانند

  شیمیدانان بسیار محبوب شد. میان

حجم كمی از یک حلال آلی مناسب با نقطه ذوب نزدیک به دمهای اتهاق ) در     ، SFODME   در 

-به      نمونهمحلول سپس شود. سانتیگراد( در سطح محلول نمونه آبی شناور میدرجه  90-40محدوده 

شهود. پهس از انجهام فراینهد     برای مدت زمان مشخ  همزده مهی  افزایش سطح تماس دو فاز،منظور 

 قطره آلی جامد شده ،در مرحله بعد شده واستخراج، محلول آبی حاوی قطره آلی به حمام یخ منتقل 
                                                 
1
 Direct immersion-SDME 

2
 Headspace-SDME 
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به یک ویال توسط اسپاتول  ،باشدمینسبت به آب در روی سطح محلول شناور  چگالی كمتركه بدلیل 

در این مرحله احتمال این وجود دارد كه همراه با خارج كردن قطهره جامهد شهده از     گردد.منتقل می

مقداری از محلول نمونه نیز وارد ویال شده باشد، كه دراین صورت باعث ایجهاد خطها در   لوله آزمایش، 

، محلهول  در دمهای اتهاق   قطره پس از ذوب شدنشود. بنابراین تزریق حلال آلی به دستگاه میمرحله 

، شود. در نهایهت قطهره آلهی   دقت خارج میلیتری، بهآبی موجود در ویال بوسیله یک سرنگ یک میلی

 گیرد.توسط سیستم دستگاهی مناسب، مورد آنالیز قرار می

گاه ورتكس برای همزدن محلول نمونه استفاده شده است، از دستپروژه این در با توجه به اینكه 

        سهازی                  توسهط امولسهیون                         انجماد قطره آلی شناورمیكرواستخراج مبتنی بر         به صورت SFODME روش

  . [  27 ]        گذاری شد   نام  ( VA-SFODME )     ورتكس

 

 

 

 VA-SFODME [23]روش  یطرح كل 4-2 شكل 

  

Micropipette 

 

Vortex 

Ice bath Vial Vial Vial Vial Vial 

http://dictionary.reference.com/browse/micropipette
http://dictionary.reference.com/browse/micropipette
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                های حلال استخراج     ویژگی  ( أ  

 : [  27 ]                              باید خصوصیات زیر را داشته باشد VA-SFODME   در                     طور كلی حلال استخراج ب

 منظور پایدار ماندن حلال در طول استخراجبه آبدر  كم بسیار حلالیت 

 دمای اتاق به نزدیک ذوب نقطه 

 چگالی كمتر از آب 

  ایجاد مزاحمت در آشكارسازی آنالیتعدم 

 VA-SFODME                  مزایا و معایب روش   ( ب  

  زمهان  ،بهالا  توان به سادگی، مصرف كم حلال آلی، تكهرار پهذیری  مزایای این روش میمزایا: از 

همننهین ایهن روش بهرای تجزیهه      .اشاره كهرد پایین و فاكتور پیش تغلیظ بالا  هزینه ،استخراج كوتاه

 [27]مناسب است یدهننمونه های با بافت پی

           ههای بها                  بهرای آنالیهت          این روش ،  [  27 ]                        اب نوع حلال استخراج كننده               محدودیت در انتخمعایب: 

  . [  28 ]     باشهد  می       مناسب                    دوستی زیاد و متوسط      ی چربی    درجه

 

 VA-SFODME                     روابط تئوری حاكم بر  ( ج  

                         آنالیت بین حلال اسهتخراج  ، شناور آلی قطره انجماد بر مبتنی                              در روش میكرواستخراج فاز مایع

                                 صورت نسبت غلظت آنالیهت در حهلال       به 4(PF )     تغلیظ   پیش       فاكتور       شود.        توزیع می           نمونه آبی       محلول  و 

   (. 9- 2      معادله )   شود        تعریف می( Caq )                                به غلظت اولیه آنالیت در فهاز آبی( Co )   آلی

( 2-9) 
𝑃𝐹 =

𝐶𝑜

𝐶𝑎𝑞
 

                                                 
1  Preconcentration factor 
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    كهه      شهود                 زیر اسهتفاده مهی         از رابطه   4(ER )                                           همننین برای بدست آوردن درصد بازیابی استخراج

  . [  28 ]    باشد                              حجم فاز آلی و حجم نمونه آبی میترتیب به Vaqو  Vo   آن     در

( 2-1) 

 
𝐸𝑅 =

𝐶𝑜𝑉𝑜

𝐶𝑎𝑞𝑉𝑎𝑞
× 100 

 

 

                 های میكرواستخراج           با سایر روش  VA-SFODME      ی روش       مقایسه  ( د  

بین حهلال                                                  بدلیل استفاده از دستگاه ورتكس و افزایش سطح تماس    ،VA-SFODMEدر روش 

میكرواسهتخراج فهاز   های در حالی كه در روش دقیقه است حدود یک             زمان استخراج   ،آلی و نمونه آبی

روش  باشهد. دقیقه می 90مایع توسط فیبر توخالی و میكرواستخراج قطره تنها، زمان استخراج حداقل 

VA-SFODME   پذیری بالایی برخوردار ، از تكرارحلال استخراج پس از انجمادكامل آوری جمع      بدلیل

         نهدارد.              حافظه وجود                                حلال آلی تازه در هر استخراج، اثر                  بدلیل استفاده از   روشاین در  همننین است.

                                                                           ، برای نگه داشتن قطره آلی نیاز به وسیله خاصی ندارد و چهون قطهره آلهی در    VA-SFODME    روش 

  . [  27 ]        پذیر است             های بالا امكان                                 ور است، همزدن محلول نمونه در سرعت               محلول نمونه شنا

  

                                                 
1  Percent extraction recovery 
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   ها       پارامتر  4    سازی         های بهینه   روش   - 1- 2

                  در آزمایش را مشخ           های موثر                             هایی هستند كه سطوحی از متغیر   روش   ،    سازی         های بهینه   روش

سازی خوب یک روش بهینه                       ، پاسخ بهینه بدست آید.   ها                               به طوری كه در این سطوح از متغیر  .       نمایند  می

باشد. اول اینكه شرایط تجربی را مشخ  نماید كه در آن شرایط پاسخ بهینه یا  گی داشتهباید دو ویژ

ههای كمتهری نیهاز داشهته باشهد.      دوم اینكه تا حد ممكن تعداد آزمایش شود ونزدیک به بهینه ایجاد 

ره تهوان بهه مهوارد زیهر اشها     سازی متغیرها وجود دارد كه از بین آنها میهای متفاوتی برای بهینهروش

 :[90]كرد

 متغیرهروش تک -4

 روش سیمپلكس -2

 (2طراحی فاكتوریال)طراحی آزمایش روش  -9

 روش مربعات لاتین -1

سازی متغیرها استفاده شهده  برای بهینه طراحی آزمایش و متغیرهتکهای در این پروژه از روش

 ، این دو روش مورد بررسی قرار خواهند گرفت.در این بخشبنابراین  است.

 متغیرهروش تک  -2-1-4

متغیر مورد نظر سازی یک متغیر، سایر متغیرها ثابت نگه داشته شده و در این روش برای بهینه

مزیت . شوندسایر متغیرها نیز به همین روش بهینه می. دست آیدثر پاسخ بشود تا حداكتغییر داده می

 كنشهی بهین  كه بهرهم است ، سادگی آن است ولی این روش زمانی مفید متغیرهتکسازی روش بهینه

سهازی اسهتفاده   های بهینهه كنش، باید از سایر روشدر صورت وجود برهم متغیرها وجود نداشته باشد.

 شود.استفاده می ها از روش طراحی آزمایشكنششود. برای مطالعه برهم

                                                 
1
 Optimization 

2
 Factorial  design 
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 طراحی آزمایشروش   -2-1-2

بهه   4فیشهر  رونالد توسط یک دانشمند انگلیسی به نام سر 4320طراحی آزمایش در سال روش 

ها شامل اكثر آزمایش. های تجربی ایجاد شدكردن دانش بدست آمده از دادهعنوان روشی برای حداكثر

طراحهی   فهمیدن رابطهه بهین متغیرهها    چندین متغیر هستند كه به منظور پیدا كردن شرایط بهینه و

كنش ها برهموقتی بین متغیر فیشر نشان داد كه روش یک متغیر در یک زمان،. شودآزمایش انجام می

روش یک متغیر در یک زمهان، بهرای    .ددهی واقعی را نشان میای غیر از نقطه بهینهوجود دارد، نقطه

كهنش موجهود   گرفتن بهرهم نادیدهبه دلیل زمان بیشتر بلكه به دلیل نه صرفا  ،فاكتوركردن چند بهینه

زیهرا   .شودهای آماری برطرف میمحدودیت این روش با استفاده از طرح ، نامناسب است.فاكتورهابین 

 .[94]شود بررسی میهای مختلف فاكتوركنش بین همبرها در این روش

                        بهه طهور آگاهانهه در          هها                 شهود كهه در آن         هایی می                     شامل یک سری از آزمایش   ها          حی آزمایشا  طر

                                                         گردد تا از این طریهق میهزان تغییهرات حاصهل در پاسهخ                                        های ورودی فرآیند تغییراتی ایجاد می     متغیر

                                                      در واقع این روش یک چارچوب ریاضی محكهم بهرای تغییهر      .                                  خروجی فرآیند مشاهده و شناسایی شود

             در ایهن روش          كنهد.                                                   به صورت همزمان و در كمترین تعداد آزمایش فراهم مهی              های وابسته،          تمام متغیر

                   روش طراحی آزمهایش                       ها قابل مشاهده است.   كنش                      گیری كاهش یافته و برهم                   ها به وسیله میانگین   خطا

  : [  94 ]   شود                      در دو زمینه استفاده می

 ها به منظور ایجاد مدلای از آزمایشانجام مجموعه 

 هاها و فرآیندسازی روشبهینه 

  

                                                 
1

  - Sir Ronald A. Fisher 
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 اهداف طراحی آزمایش  -2-1-2-4

      هها،                         توان تركیبی از دسهتگاه             فرایند را می   یک                    نشان داده شده است   2- 2      شكل     در        گونه كه     همان

              ایهن محصهول            كننهد.                                                              و افراد تصور نمود كه مواد ورودی را به یک محصول خروجی تبدیل می   ها     روش

             های فراینهد               بعضی از متغیر                      های قابل مشاهده است.                                  دارای یک یا چند مشخصه كیفی با پاسخ      خروجی 

اهداف روش طراحی  .( هستند zq،...و  z1  ،z2غیر قابل كنترل )            و سایر آنها   ( xp، ...وx1 ،x2            قابل كنترل )

 است:آزمایش شامل موارد زیر 

 ( تعیین متغیرهاییx كه بیشترین اثر را بر روی پاسخ )دارندها. 

 تعیین مقادیر متغیرهایی (x،كه بیشترین اثر را بر روی پاسخ دارند )مقدار  ای كه بهبه گونه ها

 .بهینه واقعی خود نزدیک باشد

 تعیین مقادیر متغیرهایی (x،كه بیشترین اثر را بر روی پاسخ دارند )ای كه به گونه ها

 .باشد كمتغییرپذیری 

 تعیین مقادیر متغیرهایی (x،كه بیشترین اثر را بر روی پاسخ دارند )ای كه اثرات به گونه ها

  .[94]كنترل حداقل گردد متغیرهای غیر قابل

 

 [94]مدل عمومی یک فرایند 2-2 شكل 

 

 ورودی

 

قابل فاكتورهای 

 كنترل

 

غیر  فاكتورهای

 قابل كنترل

 

 فرایند

 خروجی
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 مزایای طراحی آزمایش  -2-1-2-2

روش متداول یک متغیر  نسبت بهروش طراحی آزمایش  مزایایبا توجه به مطالبی كه ذكر شد، 

 از:در زمان عبارتند 

 افزایش شانس انجام یک آزمایش موفق 

  هاها و صرف زمان كمتر بخاطر انجام تعداد كمتر آزمایشانجام آزمایشسرعت در 

 هاها به علت انجام تعداد كمتر آزمایشكاهش هزینه 

 زیرا ، آیدرباره سیستم مورد مطالعه بدست میبا طراحی آزمایش، اطلاعات بیشتر و مفیدتری د

 .[90]شودتاثیر پیوسته و همزمان تمام متغیرهای موثر در نظر گرفته می

 

 طراحی آزمایشمراحل روش   -2-1-2-9

           بیان مسئلهو  آزمایش اهداف تعریفالف( 

                 ها حل كرد، بسیار                          توان از طریق طراحی آزمایش                       ی  اینكه یک مسئله را می                 در عمل، غالبا تشخ

                                                                          شاید نتوان به طور واضح مسئله را بیان كرد. با این حال بایهد بهدانیم كهه                           دشوار است. به همین علت 

                      غالبا بیان صریح مسئله                                                                        ارائه كلیه نظرات به طور كامل در مورد مسئله و اهداف آزمایش ضرورت دارد.

  .                                                                    و اهداف آزمایش در درک بهتر فرایند و حل مسئله كمک به سزایی خواهد داشت

                          تعیین سطح مناسب برای آنهارگذار و های تاثیشناسایی فاكتورب( 

                  باید شناخت و دانش   ،                          تعیین سطح مناسب برای آنهاهای تاثیرگذار و شناسایی فاكتور         به منظور 

                                           معمولا این شناخت تركیبی از تجارب عملی و درک   .                وجود داشته باشد          مورد نظر                     كافی در مورد فرایند

                                             ای در آزمایش نقش مهمی داشهته باشهند بایهد                         ی كه ممكن است به گونه         فاكتورهای     كلیه   .          تئوری است

                                    شناسی فرایند باشد بهتهر اسهت كهه            یا ویژگی          فاكتورها             كه هدف غربال          . زمانی                     مورد بررسی قرار گیرند

  .    شود(                                                                   مورد مطالعه كم در نظر گرفته شود )در اغلب موارد از دو سطح استفاده می       فاكتور            تعداد سطوح 
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 آزمایش طرح انتخابج( 

           و همننهین                                       كهه آزمهایش بایهد تكهرار شهود،         است                                        انتخاب نوع طرح شامل تعیین تعداد دفعاتی 

  .    باشد              بندی و غیره می              هایی نظیر بلوک             تعیین محدودیت     ها و                              تعیین ترتیب صحیح انجام آزمایش

 آزمایش انجامد( 

             اطمینان حاصل                                                     شود، باید فرایند انجام آن را به دقت تحت نظر گرفت تا                     وقتی آزمایش انجام می

                                                      رود. وجود خطا در روش آزمایش در این مرحله معمولا منجهر                                 گردد كه همه چیز طبق نقشه پیش می

      گردد.                            به از بین رفتن صحت آزمایش می

 هاآزمایش توسط آمده دستب اطلاعات تحلیله( 

         مختلفهی             افزارههای            امروزه نرم     شود.   می            ها استفاده                                 های آماری برای تجزیه و تحلیل داده   روشاز 

                     های نموداری ساده نیز                                                                     برای انجام محاسبات مورد نیاز وجود دارد. همننین باید توجه داشت كه روش

  . [  94 ]    كنند          ها ایفا می                              نقش مهمی در تعبیر و تفسیر داده

 

 های طراحی آزمایشروش انواع  -2-1-2-1

            و هریهک از          شهوند                                       های آزمایشی به دو گروه عمده تقسیم مهی    طرح  ،                     براساس هدف یک آزمایش

  : ( 9- 2     شكل )     باشند      طرح می            شامل چندینفاكتورها                          این دو گروه براساس تعداد 
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   4طرح فاكتوریل كامل      

 

  2طرح فاكتوریل كسری      

9غربالگری -4
                            طرح فاكتوریل كسری                                  

 

                  1    برمن  -        طرح پلاكت    

 (CCD)              طرح مركب مركزی   
1        

                             6    بنكن  -        طرح باكس   

7          طرح تاگوچی   
 

8لرتهطرح دا                         سازیبهینه -2
 

 یا بیشتر فاكتور 1                  

 [92]انتخاب طرح نمودار 9-2 شكل

بالقوه اسهتفاده    كتورهایفامهم و اثر متقابل آنها از تمام   فاكتورهایطرح غربالگری برای تعیین 

-بهینه .شوندطور همزمان بررسی می             تركیب آنها بهكمی و   ، كیفی  فاكتورهاها طرحاین نوع در شود.می

تنظیمهات یهک آزمهایش را    یط مطلهوب و  كه شراهای دیگر طراحی آزمایش است از جنبه سازی یكی

 كند.تعیین می

                                                 
1
 Full factorial design 

2
 Fractional factorial design 

3
 Screening 

4
 Plackett–Burman design 

5
 Central composite design 

6
 Box–Behnken design 

7
 Taguchi design 

8
 Doehlert design 

 فاكتور 1-2

 فاكتور 2-1

 یا بیشتر فاكتور 1

غربالگری روش از  سازیقبل از بهینه حالت بایددر این 

 .استفاده كرد فاكتورهابرای كاهش تعداد 
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                تواننهد تنهها                     این متغیرهها مهی           بگذارد.      تأثیر       آزمایش      نتیجه   بر      تواند  می   كه    است       متغیری  ،      فاكتور

-               شود و همننین می       گفته می  4         سطوح عامل  ها                                                   تعداد معدودی از مقادیر ممكن را داشته باشند كه به آن

                                                                          ای باشد )مانند كاتالیزور كه حضور آن به عنوان سطح بالا و عدم حضهور آن بهه           غیر طبقهت          تواند یک م

                                                   تواند یک متغیر پیوسته باشد )مانند دما كه توانهایی         و یا می   (   شود                     پایین در نظر گرفته می           عنوان سطح

    است     قرار          فرایند كه   یا      محصول   از   ای     مشخصه                                                     پذیرش هر مقداری را به  عنوان سطح بالا و پایین دارد(.

   .      كننهد     می      توصیف   را       كارایی   كه      دانست          متغیرهایی     توان  می      ها را    پاسخ  .   شود  می       نامیده     پاسخ     شود،      بهینه

و متغیرههای وابسهته    (xi) هایی كه متغیرهای مستقل هستند      فاكتور      دارد،     وجود      متغیر    نوع   دو         بنابراین

نشان داده شده  1-2معادله ها و متغیرهای مستقل درهستند. ارتباط بین پاسخ (yi)ها كه همان پاسخ

 است.

( 2-1) 

 

(y1, y2,…,yi) = f (x1, x2,…xi) 

        نشهان       زیهر       شهكل    به       معادله    لذا      گیرد.   می     قرار      بررسی     مورد        جداگانه    طور ب     پاسخ   هر      موارد     اكثر   در

  :   شود  می     داده

( 2-6) 

 

y = f (x1,x2….,xn) 

برای  پاسخ درجه اول      تابع نام دارد. 2    پاسخ     تابع  ،   دهد  می    ربط  ها      فاكتور      اثرات   به   را     پاسخ   كه     مدلی

 باشد.می 7-2رابطهبرطبق  x2و  x1دو فاكتور 

( 2-7) 

 

y= b0 + b1x1 + b2x2 + b12x1 x2 

 x2و  x1فاكتورهای كنش ضریب برهم b12و  یب خطیاضر b2و  b1مقدار ثابت،  b0در این رابطه 

 .[99]باشدمی

                                                 
1
 Factor levels 

2
  Response function 
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-4-1-2-1-2 طرح فاكتوریل 

           فاكتوریهل       طرح                را مطالعه كند.     سطح     چند    یا    دو    در       فاكتور     یک    از     بیش       تواند  می          فاكتوریل     طرح

           های مهورد        فاكتور       متقابل    و      اصلی              گیرد و اثرات       قرار می         استفاده      مورد          غربالگری                    دو سطحی برای اهداف

-         آزمایشهی                                     در حقیقت منظور از طراحی فاكتوریهل،        كند.                                     نظر را با كمترین تعداد آزمایش مشخ  می

         شود. طرح                      های مورد نظر بررسی می      فاكتور                                             است كه در هر تكرار كامل آن كلیه تركیبات سطوح       هایی

       كسهری              فاكتوریهل                   كامل و دیگری طرح          فاكتوریل                شود كه یكی طرح                            فاكتوریل به دو دسته تقسیم می

 .[92]   است

 كامل فاكتوریل طرح -4

-دو سطحی می طرح فاكتوریل كامل، یک مورد مطالعه اندک باشند فاكتورهایزمانی كه تعداد 

 تمهام  از ممكهن  تركیبهات  یک طرح فاكتوریل كامل دو سطحی تمهام  تواند برای غربالگری مفید باشد.

 را طهرح فاكتوریهل كامهل   در یهک  ها تعداد آزمایشی شود.و سطوح آنها را شامل می ورودی متغیرهای

2صورت به توانمی
n  نشان داد كهn  مهی  سهطح  دو دارای         فاكتورها از هریک باشد.می         فاكتورهاتعداد-

بهرای یهک طهرح     شهوند. مهی  نشان داده -و  +باشند: سطح بالا و سطح پایین، كه به ترتیب به صورت 

ماتریس  یابد.ها به صورت هندسی افزایش می، تعداد آزمایش        فاكتورهاتعداد  افزایش با فاكتوریل كامل

ایهن   نشان داده شهده اسهت.    4- 2      جدولدر        فاكتوركامل برای سه  ها برای یک طرح فاكتوریلآزمایش

2ماتریس دارای هشت سطر )
 یک به مربوط ستون هر( و سه ستون )آزمایش یک به مربوط سطر هر، 3

در  صورت متناوببه، در ستون دوم سطر هر در متناوبصورت به در ستون اول +و  - باشد.( میفاكتور

 .[92]در هر چهار سطر قرار دارند صورت متناوببههر دو سطر و در ستون سوم 

(. اگهر   1- 2       شهكل گیهرد ) های یک مكعب قرار می، طرح فاكتوریل در گوشههندسی نظر نقطه از

 مها  ذههن خواهد بود كه  ابرمكعب صورت یکبیشتر از سه باشد، شكل هندسی طرح بهفاكتورها تعداد 

 .[91]كندتغییر نمی ریاضی نظر  از امانیست  آن تجسم به قادر
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2 ها برای طرح فاكتوریلماتریس آزمایش 4-2 جدول
3 

 Aفاكتور Bفاكتور Cفاكتور

- - - 

- - + 

- + - 

- + + 

+ - - 

+ - + 

+ + - 

+ + + 

 

 

2طرح فاكتوریل  هندسی نمایش 1-2 شكل 
3 [91] 

2طرح فاكتوریل در 
 مختلهف  مقهادیر  9 و 2ههای          فهاكتور  كه حالی دركند می تغییر 4       فاكتور ،3

بهرای   فاكتوریهل طهرح   كه است معنی بدان این(. افتدمی اتفاق همین ها      فاكتور همه برای البتهدارند )

زمهانی كهه    4         فهاكتور  تغییهر  در تفهاوت  مثال، عنوان به)مناسب استها       فاكتوركنش بین تخمین برهم

 شرح به فاكتوریلطرح  ریاضی مدل. (ترتیب همین به ودر سطح بالا یا پایین خود قرار دارد،  2       فاكتور

 :[91]باشدمی زیر

( 2-8) 

 

𝑌 = 𝑏0 + 𝑏1𝑋1 + 𝑏2𝑋2 + 𝑏3𝑋3 + 𝑏12𝑋1𝑋2 + 𝑏13𝑋1𝑋3 + 𝑏23𝑋2𝑋3 + 𝑏123𝑋1𝑋2𝑋3 

 طرح فاكتوریل كسری -2

 از، انجام تعداد زیادی آزمایش ضروری است كه ها      فاكتور از زیادی تعداد اثراتارزیابی  منظور به
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    طرح توسط  پاسخ یک بر خاصهای       فاكتور اثردر این حالت  پذیر نیست.و عملی امكان اقتصادی لحاظ

 طهرح                                                   زمانی كه تعداد نسبتا زیهادی آزمهایش بهرای یهک            گیرد.                   مورد مطالعه قرار می               فاكتوریل كسری

 مهورد  اطلاعهات  آوردن دستب برای كامل فاكتوریل طرح    از      كسری         اغلب از   ،   است     لازم  كامل فاكتوریل

 مرتبهه ههای  كهنش كه فرض شود اثر برهم است منطقی ،تحقیقات لباغ در .[92]شوداستفاده می نظر

حذف  ایجمله چند مدل ها را دركنشتوان اثر این برهماست، بنابراین می كوچک بسیار بالاتر یا سوم

آزمایش بررسی  2𝑓−𝑣توان توسط را میفاكتور  f                  با دو سطح و تعداد                    طرح فاكتوریل كسری .[91]نمود

𝑣 باشد،كسر می اندازه v) كرد = 1,2,3, … , 𝑛)[92]. 

-2-1-2-1-2 برمن -پلاكت طرح 

     ناق          فاكتوریل    طرح       شد، یک           برمن ابداع  و     پلاكت     توسط     4316    سال   در   كه     برمن -    پلاكت    طرح

-        فهاكتور       تعیین     برای           از این طرح        گیرد.   نمی    نظر   در   را   هافاكتور    بین    های   كنش    برهم   كه    است     سطحی   دو

                    هها در ایهن طهرح            آزمهایش                 افهزار تعهداد                    توجه به اطلاعات نرم   با       شود.  می        استفاده                تأثیرگذار و مهم های 

            بایست مضربی        كه می     است    18   تا     42                                                       هنگامی كه نقطه مركزی و تكرار وجود نداشته باشد عددی بین 

                       ههای تعریهف شهده در                تعداد آزمایش    18  ،   11  ،   10  ،   96  ،   28  ،   21  ،   20  ،   42         طور مثال  ه ب  .  [  99 ]    باشد   1   از 

               ی آزمایش بررسی                توان در هر طراح     كه میهایی       فاكتور                      باشد كه در آن ماكزیمم      من می  بر  -        طرح پلاكت

  . [  92 ]   آید       بدست می   3- 2            كرد از رابطه

( 2-3) 

 

𝑓 = 𝑁 − 1 

ههای تعریهف شهده    آزمهایش تعداد  Nو  مورد بررسی های      فاكتورحداكثر تعداد   fدر این رابطه، 

                                         برمن نقاط مركزی و تكهرار وجهود داشهته      -                        هنگامی كه در یک طرح پلاكت باشند.می افزارتوسط نرم

 .   آید  می     بدست 40-2معادله   از   ها            تعداد آزمایش   ،    باشد

تعداد كل آزمایش (2-40 ) = (N + X) × Y 

        تعیهین                 اوقهات بهرای          گهاهی    .      باشهد     مهی                تعداد تكرارها  Y             نقاط مركزی و       تعداد   X              در این رابطه، 
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 اثرات زدنتخمینمنظور بهای مرتبه اول یک مدل چند جمله معمولاشوند. ها تكرار میآزمایش ،خطاها

  . [  92 ]   شود  می         استفاده      برمن  -        طرح پلاكتبرای  مختلف های      فاكتور

-9-1-2-1-2 یطرح مركب مركز 

-     كهنش       و برهمها       فاكتور                           سازی پاسخ به صورت تابعی از           مستلزم مدل 4پاسخ رویهمنحنی ترسیم 

                       خمیهده بهرای توصهیف         های                                           های آزمایشی با بیش از دو سطح، جهت ایجاد مدل   طرح               های موثر است.

          جهایگزین                        طهرح مركهب مركهزی        كهه        رسهد     مهی      نظر  به       روند.        كار می بها       فاكتور       پاسخ و     بین           رابطه كمی 

         تعهداد       بها    ای                                                                                 مناسبی برای طرح فاكتوریل كامل سه سطحی باشد، زیرا این طرح نتهایج قابهل مقایسهه   

  . [  92 ]   كند             كمتر فراهم می        آزمایش

CCD  محهوری         نقهاط                                             فاكتوریل كامل یا فاكتوریل كسری با دو سهطح،  یک طرح معمولا شامل         

           طرح مركهب      های             تعداد آزمایش   . ( 1- 2     شكل )     است         آزمایشی     طرح    از       مركزی      نقطه    یک       حداقل  و        اضافی

  : [  92 ]   آید                      توسط رابطه زیر بدست می       مركزی

( 2-44) 

 

N = k
2
 + 2k + cp 

       مركهب  مهاتریس طهرح    باشهد. میها       فاكتورتعداد  kو  مركزی نقطهتعداد تكرار  cpدر این رابطه 

                  از نقطه مركزی طرح        محوری           فاصله نقاط نشان داده شده است.    2- 2      جدول   در         فاكتور        برای دو        مركزی

       مقدار    به     سته ب   .متغیر استها       فاكتوربا تغییر تعداد   α                                  نمایش داده شده است. مقدار پارامتر    α           با پارامتر 

α    دو نوع       CCD  ،مركز وجوه پر           مركب مركزی وجود دارد              ( CCF)2  باα =  سهه  در راهها          فهاكتور كه  1

(CCC)                     مركب مركزی محدود شدهكند و بررسی می سطح
 سهطح  پهنج  در راهها          فهاكتور  كه α>1 با  3

 .[91]كندمی بررسی

                                                 
1  Response surface 
2
 Central composite face-centered 

3
 Central composite circumscribed 
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 [91]محوری نقاط( ×( نقطه مركزی، )o، )فاكتوریلطرح ( نقاط ●، )فاكتورمركب مركزی برای دو طرح  1-2 شكل

 

 فاكتورمركب مركزی برای دو ماتریس طرح  2-2 جدول

 طرح فاكتوریل

2X 4X 

- - 

- + 

+ - 

+ + 

 0 0 نقاط مركزی

 نقاط محوری

0 α- 

0 α 
α- 0 

α 0 

 

 

-1-1-2-1-2 بنكن -طرح باكس 

     سهه     دوم        مرتبهه       مهدل      یهک       طهرح       ایهن   .   شد      ارائه     بنكن  و     باكس     توسط     4360    سال   دراین طرح 

        تعهداد . گیردبرای مطالعه فاكتورهای متعدد مورد استفاده قرار می   كه     باشد  می     پذیر    چرخش  و     سطحی

  . [  92 ]   آید  می     بدست   42- 2      معادله   از    طرح    این   در         آزمایشات

( 2-42) 

 

𝑁 = 2𝑘(𝑘 − 1) + 𝐶0 
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       صهورت      بهه     مدل    این    كلی    شكل است. تعداد نقاط مركزی C0و ها       فاكتورتعداد  k   ،            در این رابطه

 : [  96 ]   است    شده     داده     نشان    زیر   در   كه     باشد  می    دوم     درجه   ای       چندجمله       معادله   یک

( 2-49) 

 

y = βo + ΣβiXi + ΣβiiXi
2
 + ΣβijXiXj 

      مقدار   oβ، گذارندكه بر پاسخ تاثیر می های ورودی هستندمتغیر Xjو  Xiو  پاسخ y در این رابطه

 .       هسهتند   Xj  و   Xi          كنش بهین             ضریب بهرهم    ijβ             كنش دوتایی و          ضریب برهم   ii β ،        ضریب خطی   iβ      ثابت، 

نشهان    6- 2       شهكل كند كهه در  آزمایش تعریف می 49تعداد        فاكتورسه  بررسی برای بنكن -باكس طرح

 داده شده است.

 

 [97] فاكتور سهبررسی بنكن برای  -باكس طرح 6-2 شكل
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 فصل سوم                           -9

 تجربیبخش 
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 مقدمه  -9-4

و همننهین نقهش آنهها بهر                               تیكلوپیهدین و لوزارتهان  با توجه به اهمیت و كاربردههای داروههای   

                     این داروها ارائه شد. گیری مقادیر كم از پذیر برای اندازهسلامتی انسان، روشی ساده، حساس و گزینش

     سازی              توسط امولسیون                                                                       در این پژوهش، روش میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بر انجماد قطره آلی شناور 

  و            های حقیقی        در نمونه                       تیكلوپیدین و لوزارتان                تغلیظ مقادیر كم         برای پیش   (VA-SFODME)       ورتكس

 بررسی قرار گرفت.كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا برای آنالیز آنها مورد     روش 

 

 هاهای مورد استفاده و طرز تهیه آنمحلول  -9-2

 مهاده جامهد   گهرم از  0400/0ها از آب دو بهار تقطیهر اسهتفاده گردیهد.     برای تهیه تمام محلول

بهه   حل شهده و در متانول   ،    ساوه       نوكام          داروسازی شركتتهیه شده از                       تیكلوپیدین و لوزارتانداروهای 

 غلظهت بها                            تیكلوپیهدین و لوزارتهان  و بهدین صهورت محلهول مهادر      رسانیده شدلیتر میلی 0/40 حجم

گرم بر لیتر به صورت روزانه، از رقیق كردن میلی 0/400گرم بر لیتر  تهیه شد. محلول میلی 0/4000

صورت روزانه در آب دوبار تقطیر ساخته تر نیز بههای رقیق. محلولگردیدتهیه  در متانولمحلول مادر 

 .یخنال نگهداری شدو در 

ههای  های معینی از محلهول از مخلوط كردن حجم 00/8تا pH 00/1های بافر فسفاتی با محلول

مولار تهیه شدند.  067/0هیدروژن فسفات مولار و پتاسیم  067/0هیدروژن فسفات دو آبه پتاسیم دی

هیهدروژن فسهفات   سیم دیهای پتانیز از محلول pH=00/9همننین برای تهیه محلول بافر فسفاتی با 

بهالاتر از   pHو برای تهیه محلول بافر فسهفاتی بها   مولار  400/0مولار و فسفریک اسید  067/0دو آبه 

. گردیهد اسهتفاده   مهولار  400/0مهولار و سهود    067/0هیدروژن فسهفات  پتاسیم های از محلول 00/8

 آمده است.  4- 9      جدولمورد استفاده در  مشخصات مواد شیمیایی
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مواد شیمیایی مورد استفاده 4-9 جدول  

 شركت سازنده فرمول نام ماده شیمیایی

 4مرک CH3OH متانول

 مرک CH3CN استونیتریل

 مرک C3H6O استون

 پتاسیم دی هیدروژن فسفات دو آبه
KH2PO4.2H2O مرک 

 مرک K2HPO4 پتاسیم هیدروژن فسفات

 مرک HCl هیدروكلریک اسید

 مرک NaOH سدیم هیدروكسید

 مرک CH3(CH2)11OH 2دودكانول -4

 مرک CH3(CH2)10OH 9آندكانول -4

 مرک Cl(CH2)10Cl 1دی كلرودكان -40و4

 مرک NaCl سدیم كلرید

 مرک H3PO4 اسیدفسفریک 

  

 ها و وسایل مورد استفادههدستگا  -9-9

مجههز   4400مدل  1اجیلنت HPLC  ه      دستگابا استفاده از یک    ها     نمونه  گیریجداسازی و اندازه

 00/1و یهک لهوپ    G1374A، گاز زدای مدل 6(MWD-UV) چند طول موجی بنفشفرابه آشكارساز 

                                                 
1  Merck 
2  1-Dodecanol 
3  1-Undecanol 
4  1,10-Dichlorodecan 
5  Agilent 
6  Ultraviolet-multi wavelength detector 
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پهردازش   بهرای  ‎ Agilent ChemStationمجهز بهه برنامهه  همننین یک رایانه  انجام شد.  ی         میكرولیتر

بها   C18 (1/1  ×410 گرفت. ستون مورد استفاده نیز از نهوع  كروماتوگرافی مورد استفاده قرار یهاداده

 .بود (مترمیكرو 1اندازه ذرات 

 استونیتریلو  (M 06/0با غلظت  7/2برابر pH) یمخلوطی از بافر فسفات متحرک فازجهت تهیه 

گیری . تنظیم و اندازه[98]گردیدانتخاب  دقیقه برمیلی لیتر  0/4سرعت جریان %( و 91:11:20) و آب

pH محلول نمونه و فاز متحرک با استفاده از pH تركیبهی شیشهه  مجهز به الكترود  4780متر متراهم-

 انجام شد.مولار پتاسیم كلرید(  0/9) كالومل-ای

میلهی گهرم    4/0 ای بها دقهت  تجزیهه از مواد شهیمیایی از تهرازوی   برای وزن كردن جرم معینی 

 0/4000و  0/400ههای  سهاخت كشهور آلمهان اسهتفاده شهد. میكروپیپهت        A200Sمهدل  2ساتریوس

برای برداشتن حجهم   Research 100مدل  9ساخت شركت اپندورف ،میكرولیتری با حجم قابل تنظیم

. همننهین  انجام شد كسورتدستگاه  یک سازی توسطفرایند امولسیون شد. استفادهها معینی از حلال

    رای    به  ، آلمان( در این مطالعه مورد اسهتفاده قهرار گرفهت.   Hettich EBA 20یک دستگاه سانتریفیوژ )

  ز    مجه UV-2601   دل م  1                            از دستگاه اسپكتروفتومتر ریلی  ،           ماوراءبنفش-    مرئی                      ثبت طیف جذبی در ناحیه 

                             منظور تعیین فاكتورهای موثر و      ها به                 برای طراحی آزمایش   .                    سانتیمتری استفاده شد   4 / 0              به سل كوارتز

 استفاده گردید. Statgraphics       افزاری                                     همننین یافتن نقطه بهینه، از بسته نرم

 شرایط كروماتوگرافی  -9-1

  HPLC                                تیكلوپیدین و لوزارتان از دستگاه گیری در این پروژه برای جداسازی و اندازه           از آنجا كه

      باشد.             امری ضروری می              كروماتوگرافیشرایط  تعییناستفاده شده است،  UV-Vis مجهز به آشكارساز

                                                 
1  Metrohm 
2  Sartorius 
3  Eppendrof 
4  Rayleigh 
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 و انتخاب بهترین طول موج هاآنالیت UVطیف ثبت   -9-1-4

                هها در گسهتره         آنالیت      جذبی     طیفبرای آشكارسازی،  بهترین طول موجمنظور مشخ  كردن به

                                     گرم بر لیتر تیكلوپیدین و لوزارتهان     میلی   1 / 0     های     محلول      منظور          برای این          ثبت شد.        نانومتر      100-   200

         و طیهف                                     به داخل سل اسهپكتروفتومتر منتقهل       سپس   و                        در فاز متحرک تهیه گردید          جداگانه         به صورت

                    های جهذبی ، طهول                   (. با توجه به طیف 4- 9     شكل )        ثبت شد                   نسبت به فاز متحرک               هر یک از آنها      جذبی

 .انتخاب شد                      تیكلوپیدین و لوزارتان  برای آشكارسازی بهترین طول موجبه عنوان    ،       نانومتر    20 2     موج

 

 لوزارتانتیكلوپیدین و  UVجذبطیف  4-9 شكل

با غلظت  7/2برابر pHفسفاتی ) بافرحلال مخلوط ، گرم بر لیترمیلی 0/1و لوزارتان تیكلوپیدین غلظت  شرایط آزمایش:

M 06/0)، ( 91:11:20استونیتریل و آب)% 

 شرایط شویش كروماتوگرافی  -9-1-2

        سیسهتم     از   ،       باشهد     مهی        قطبهی     غیر           نسهبتا                             تیكلوپیهدین و لوزارتهان                     ماهیهت داروههای              از آنجا كه

از  برای جداسازی آنهها اسهتفاده شهد.    4(RP-HPLC) ی فاز معكوسكروماتوگرافی مایع با عملكرد بالا

                                                      تیكلوپیدین و لوزارتان، جداسهازی ایهن تركیبهات بهه     در میزان قطبیت             نسبتا  زیاد تفاوت  طرفی بدلیل

                                                 
1  Reversed  phase-high  performance liquid chromatography 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

200 250 300 350 400

A 

Wavelength(nm) 

Los

Tic
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مخلهوطی از بهافر                      باشهد. بنهابراین                                   یک روش شویش ساده قابل انجام مهی               با استفاده از              صورت همزمان

ز متحهرک  فها عنهوان  بهه  %(91:11:20) و آب اسهتونیتریل ، (M 06/0با غلظهت   7/2برابر pH) یفسفات

            ونیک قهرار           اولتراسه    م      در حما      دایی ز          زی و گاز ا س          منظور همگن  بهفاز متحرک        ابتدا .[98]استفاده گردید

                                ها در دمای اتهاق و بها سهرعت               كلیه آزمایش           منتقل شد.     گاه ت                  مخازن فاز متحرک دس         و سپس به       گرفت

    ون،  ت   ل س                         قبل از تزریق نمونه به داخ             گرفت. همننین    م                  لیتر بر دقیقه انجا    میلی   4 / 0                 جریان فاز متحرک

            لیتهر بهر         میلهی    4 / 0                                                           شد تا فاز متحرک برای مدت زمان حدود یک ساعت با سرعت جریهان              اجازه داده

 .                                                       دقیقه از داخل ستون عبور كرده تا ستون به حالت تعادل برسد

 هاكروماتوگرام مخلوط گونه  -9-1-9

.  با فاز ساكن مشخ  شودكنش هر كدام از تركیبات لازم است تا زمان بازداری و برهمدر ابتدا 

                                  تیكلوپیدین و لوزارتان بهه صهورت   داروهای گرم بر لیتر میلی 0/40 استاندارد برای این منظور، محلول

                    (، زمهان بهازداری    2- 9       شهكل  )                                          تزریق گردید. با توجه به كروماتوگرام حاصل HPLC                 مستقیم به دستگاه 

                 دقیقه بدست آمد.   9 / 3  و    2 / 9      ترتیب                              برای تیكلوپیدین و لوزارتان به

 

 تیكلوپیدین و لوزارتانگرم بر لیتر میلی 0/40 استاندارداتوگرام حاصل از محلول كروم :2-9 شكل

سرعت  ،عنوان فاز متحرک %( به91:11:20) استونیتریل و آب، 7/2برابر pHبا  بافر فسفاتشرایط آزمایش: تركیب 

  میكرولیتر 0/1 لوپ محج ،لیتر بر دقیقهمیلی 0/4 فاز متحرک جریان

)دقیقه( زمان  

Los 
mAU 

Tic 
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 تیكلوپیدین و لوزارتانتغلیظ موثر در پیشهای سازی پارامتركار در بهینه روش  -9-1

لیتر میلی 0/4،           تیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یک لوله آزمایش 

آب  و توسهط اضهافه               مهورد نظهر   pH   با  لیتر بافرمیلی 0/2  و          لوزارتان  بر لیترگرم میلی 0/40از محلول 

-4 میكرولیتر 0/90 ،وسیله یک میكروپیپتبهلیتر رسانده شد. سپس میلی 0/40به حجم نهایی مقطر 

-منظور امولسیوندر مرحله بعد به .اضافه شد نمونه محلولبه سطح  حلال استخراج عنوانبه          دودكانول 

پهس از اتمهام عمهل    . دقیقه در دسهتگاه ورتكهس قهرار گرفهت     2به مدت  لوله آزمایشسازی مخلوط، 

     ، در                     قطهره آلهی منجمهد           دقیقه،    20     گذشت        بعد از و  یدمنتقل گرد یخ حمام بهلوله آزمایش استخراج، 

  .     شهد                 ویهال منتقهل     یک            اسپاتول به توسط  شده آلی منجمد سپس قطره   .     گردید                سطح محلول تشكیل 

         رولیتهر     میك   1 / 0       توسهط               قطهره آلهی                              دمای اتاق نسبتا منجمد است،              دودكانول در- 4     حلال            بدلیل اینكه 

برای محلول شاهد  .گردیدتزریق  HPLCدستگاه  به                     مقداری از آن با دقت         در انتها       شد و             متانول رقیق

      ههای                                تیكلوپیدین و لوزارتهان، حجهم  های محلول با این تفاوت كه به جای ،نیز به طور مشابه عمل شد

 مهورد  ایبه عنوان سیگنال تجزیهه        و شاهد  اختلاف سیگنال محلول نمونه .مساوی از آب اضافه گردید

 قرار گرفت. استفاده

 برای رسم منحنی كالیبراسیون مستقیم روش كار  -9-1-4

             توسهط حهلال                            تیكلوپیدین و لوزارتهان  گرم بر لیترمیلی 0/4000های مشخصی از محلول حجم

             تیكلوپیدین و نسبت به            های متفاوت       با غلظت     هایی                     لیتر رقیق شد و محلول    میلی   4 / 0               استخراج تا حجم 

سطح زیهر  تزریق شد و  HPLCبه دستگاه         با دقت   ها          این محلول    از       مقداری سپس           بدست آمد.           لوزارتان

 هریک از داروهااز رسم تغییرات سیگنال  ثبت گردید.        نانومتر     220در طول موج پیک هریک از داروها 

و   2- 9      جدولدر  بدست آمده های كالیبراسیون بدست آمد. نتایج، منحنیآنها غلظت تغییرات بر حسب

          آمده است.          لوزارتان  برای  1- 9     شكلو   9- 9      جدول  و             تیكلوپیدینبرای   9- 9     شكل
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 تیكلوپیدین منحنی كالیبراسیون مستقیم :9-9 شكل

 pHبافر فسفات با تركیب ، دودكانول-4 لیتر حلالمیلی 0/4در حجم پیدین های مختلف تیكلوغلظت شرایط آزمایش:

، لیتر بر دقیقهمیلی 0/4 فاز متحرک سرعت جریانعنوان فاز متحرک، %( به 91:11:20، استونیتریل و آب )7/2برابر

  میكرولیتر 0/1 لوپ محج

 های مختلفسیگنال مستقیم تیكلوپیدین در غلظت :2-9 جدول

 تیكلوپیدین غلظت

 گرم بر لیتر()میلی
 سیگنال

 (پیک)سطح زیر 

1/0 

0/4 

1/4 

0/2 

1/2 

0/9 

1/9 

0/1 

0/1 

0/6 

0/7 

0/8 

0/3 

1/3 

4/24 

2/94 

8/93 

4/14 

8/60 

8/63 

7/84 

1/400 

1/424 

1/429 

6/421 

1/422 
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 لوزارتان منحنی كالیبراسیون مستقیم :1-9 شكل

 pHبافر فسفات با تركیب دودكانول، -4لیتر حلال میلی 0/4در حجم  لوزارتانهای مختلف غلظت شرایط آزمایش:

، دقیقهلیتر بر میلی 0/4 فاز متحرک سرعت جریانعنوان فاز متحرک، %( به 91:11:20، استونیتریل و آب )7/2برابر

 میكرولیتر 0/1 لوپ محج

 های مختلفدر غلظت لوزارتان سیگنال مستقیم  :9-9 جدول

 لوزارتان غلظت

 گرم بر لیتر()میلی
 سیگنال

 (پیک)سطح زیر 

1/0 

0/4 

1/4 

0/2 

1/2 

0/9 

1/9 

0/1 

0/1 

0/6 

0/7 

0/8 

7/49 

2/20 

1/92 

2/12 

3/12 

9/62 

1/72 

6/84 

6/401 

2/406 

1/409 

3/407 
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 تیكلوپیدین و لوزارتان گیریاندازهتغلیظ و پیشدر متغیرهای موثرسازی رسی و بهینهبر   -9-1-2

                                                                        منظور فراهم نمودن بهتهرین حساسهیت و در نتیجهه بهتهرین حهد تشهخی ،         به              در این پروژه، 

مؤثر، ابتهدا      های      فاكتور یبررسدر   .                      مورد بررسی قرار گرفتند  میكرواستخراج داروها،  ر  ب  مؤثر           پارامترهای 

بر روش و سهپس از   مؤثرهای جهت تعیین سطوح متغیر ،زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینهاز روش به

پس از مشخ   مهم در استخراج استفاده شد.    های      فاكتور مشخ  نمودن جهت كامل فاكتوریلطرح 

                    سازی فاكتورهای موثر           برای بهینه  (CCF )                         مركب مركزی مركز وجوه پرشدن فاكتورهای مهم، از طرح 

                        قرار گرفتند عبارتند از:   ی            كه مورد بررس     هایی       فاكتور                        بر استخراج استفاده شد.

4 - pH نمونه      

         نوع بافر - 2

         حجم بافر - 9

                نوع حلال استخراج - 1

                حجم حلال استخراج - 1

             زمان استخراج - 6

 اثر نمک( )         قدرت یونی - 7

. مورد بررسی قرار گرفتندیک زمان سازی یک متغیر در توسط روش بهینه        ذكرشده    های       فاكتور

 تعیهین  سطوح مورد نظر برای روش طراحی آزمهایش ،  ( 1- 9      جدول        فاكتور )هر  توجه به مقادیر بهینه با

سازی پارامترها به روش یک متغیهر در یهک زمهان غلظهت     . قابل ذكر است كه در مراحل بهینهگردید

)نتهایج و   لیتهر بهوده اسهت   میلهی  0/40گهرم بهر لیتهر در حجهم     میلی 0/4داروهای مورد بررسی برابر 

 در پیوست آورده شده است(. زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینهروش بهنمودارهای حاصل از 
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 سازی یک متغیر در یک زمان بهینهنتایج حاصل از  1-9 جدول

 فاكتور محدوده مورد بررسی یا نوع فاكتور مقدار بهینه

00/1 

 فسفاتی

 لیترمیلی 1/0

 دودكانول-4

 میكرولیتر 0/90

 دقیقه 0/2

40/0% 

0/3-0/2 

 فسفاتی، سیتراتی، تیالافت

 لیترمیلی 1/9-1/0

 دی كلرودكان-40و4دودكانول،-4آندكانول،-4

 میكرولیتر 0/400-0/41

 دقیقه 0/1-0/4

0/4-04/0% 

pH 

 نوع بافر

 حجم بافر

 نوع حلال استخراج

 استخراجحجم حلال 

 زمان استخراج

 )اثر نمک(قدرت یونی

 

 

 گیریاندازهتغلیظ و در پیش مؤثر عوامل سازیبهینه و تأثیرگذار فاكتورهای بررسی  -9-6

 تیكلوپیدین و لوزارتان

ها و تعیین مقادیر آنالیت گیریاندازه        تغلیظ و    پیش  مهم در فرایند           فاكتورهایشناسایی       منظور   به

فاكتوریهل كامهل،   كمهک طهرح   بهه   اسهتفاده شهد.   های مختلف طراحی آزمهایش بهینه آنها، از تكنیک

 فاكتورههای ، CCFطهرح   سپس با اسهتفاده از  وخ دارند، تعیین هایی كه بیشترین تاثیر را بر پاسمتغیر

 یعنهی  ،باشهد خهود نزدیكتهر    كه مقادیر پاسخ به مقدار بهینهه واقعهی   گردیدندای تعیین موثر به گونه

 مینیمم باشد. كنترل بر متغیر پاسخ، غیرقابل           فاكتورهایتغییرپذیری آنها كوچک و تاثیر 

 

 فاكتوریل كاملطرح  با استفاده از بر فرایند موثر فاكتورهایارزیابی   -9-6-4

                              حجهم حهلال اسهتخراج، زمهان                    حجهم بهافر،  ، pHنظیر:             فاكتورهاییهای قبل با توجه به قسمت

كنش متغیرهها  باشند. از طرفی احتمال برهمموثر می پاسخ آشكارسازدر میزان             و قدرت یونی        استخراج 



18 

توانهد شهرایط   یک متغیر در یک زمان نمهی  تغییر سازیوجود دارد و در نتیجه شرایط حاصل از بهینه

سهازی همزمهان   های بهینهبه روش       فرایندموثر بر  فاكتورهایبنابراین لازم است اثر  .بهینه واقعی باشد

-هها و بهینهه  كهنش در این پروژه از روش طراحی فاكتوریل برای بررسی بهرهم  رار گیرد.مورد بررسی ق

سازی به روش طراحی فاكتوریل مستلزم یهافتن  بهینه استفاده گردید.       فرایندموثر بر فاكتورهای سازی 

 سهازی در ادامهه، مراحهل انجهام كهار در بهینهه      باشهد. سازی آنها میموثر و بهینهفاكتورهای مهمترین 

 همزمان متغیرها به روش طراحی فاكتوریل آورده شده است.

 

 فاكتورهاتعیین سطح   -9-6-4-4

بهرای بررسهی و تشهخی     فاكتوریهل كامهل   مهورد بررسهی، طهرح               فاكتورهایبا توجه به تعداد 

، نوع و حجم استخراجنوع حلال برای فاكتورهای بر پاسخ، انتخاب گردید.  مهم و تاثیرگذارفاكتورهای 

بهینه حاصل از روش یک متغیر در یک زمان استفاده شد. همننین با استفاده از نتهایج   بافر از مقادیر

مشهخ    هها فاكتور یهک از سطوح بالا و پایین هر، یک متغیر در یک زمان سازیروش بهینهحاصل از 

 آورده شده است.  1- 9      جدول در         فاكتورها سطوح انتخاب شده برای  گردید.

 

 تیكلوپیدین و لوزارتان گیریتغلیظ و اندازهپیش موثر بر فاكتورهایح سطتعیین  1-9 جدول

(-) یینسطح پا  علامت فاكتور سطح بالا )+( 

0/2 

0/41 

0/4 

04/0 

0/3 

0/400 

0/1 

80/0 

pH 

 )lµ)حجم حلال استخراج

 (min)زمان استخراج

 )درصد( )اثر نمک(قدرت یونی

A 

B 

C 

D 
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 طرح فاكتوریل كامل طراحی آزمایش در  -9-6-4-2

 گیهری انهدازه           تغلهیظ و     پیش برفاكتورها ها به منظور تعیین تاثیرگذارترین برای طراحی آزمایش

هها  و پهردازش داده فاكتوریل كامهل  طرح  انجامبرای  Statgraphicsافزار از نرم  ،                      تیكلوپیدین و لوزارتان

هها در طهرح فاكتوریهل    ذكر شد، تعداد آزمهایش  2-1-2با توجه به مطالبی كه در بخش  .استفاده شد

آزمهایش خواههد    92 ،مورد بررسی باشد و دو تكرار نیز وجود داشته باشهد فاكتور  1كامل هنگامی كه 

تحت شرایط مشهخ  شهده   ها تمامی آزمایش دهد.طرح را نشان می های اینآزمایش  6- 9      جدول بود.

 آورده شده است.  6- 9      جدولدر نیز نتایج حاصل انجام شد. بصورت زیر در طرح فاكتوریل كامل و 

لیتر میلی 0/4،           تیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یک لوله آزمایش 

              مقهدار نمهک     و      نظرمورد  pHلیتر بافر فسفاتی با میلی 1/0،         لوزارتان  بر لیترگرم میلی 0/40از محلول 

وسهیله یهک   بهه سپس   لیتر رسانده شد.میلی 0/40به حجم نهایی و توسط آب مقطر اضافه          مورد نظر

 نمونه محلولبه سطح  حلال استخراج عنوانبه           دودكانول- 4    حلال از          مورد نظرهای میكروپیپت، حجم

           مورد نظهر   هایدر مدت زمان لوله آزمایشسازی مخلوط، منظور امولسیون. در مرحله بعد بهاضافه شد

و  یهد منتقل گرد یخ حمام بهلوله آزمایش پس از اتمام عمل استخراج، در دستگاه ورتكس قرار گرفت. 

سپس قطره آلی منجمهد                              ، در سطح محلول تشكیل گردید.               قطره آلی منجمد   ،     دقیقه    20     گذشت        بعد از 

                         میكرولیتر متانول رقیق شد    1 / 0                       در انتها قطره آلی توسط      شد.            ویال منتقل   یک            اسپاتول به شده توسط 

روش كار برای نمونه شاهد مطابق روش ذكر  تزریق گردید. HPLCدستگاه  به                     مقداری از آن با دقت  و 

 در نمونه شاهد وجود ندارند. بررسیباشد با این تفاوت كه داروهای مورد شده در بالا می

       بهرای     م                                       و مقادیر مجموع سطح زیر پیک كرومهاتوگرا       كاملفاكتوریل    رح  ط       ماتریس ، 6-9جدول 

  .           گیهری شهد                                ها نمونه شهاهد نیهز انهدازه         آزمایش   م                 به ذكر است در تما   م ز لا  .   دهد       نشان می   را           دو آنالیت 

                                  گیری شده و سیگنال شاهد بدست آمد.                             ای از اختلاف بین سیگنال اندازه            سیگنال تجزیه
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 از آن دست آمدهنتایج بفاكتوریل كامل و  طرح :6-9 جدول

 پاسخ
 )مجموع سطح زیر پیک(

 یونیقدرت 

 )درصد(
 زمان استخراج

(min) 

حجم حلال 

 )lµ)استخراج
pH شماره آزمایش 

66/1171 + + - - 4 

74/2233 + - + - 2 

64/4003 - + + + 9 

17/9078 + + + - 1 

96/4111 + - - + 1 

32/4162 + - + + 6 

64/9361 - - - - 7 

64/2998 + + - + 8 

29/1474 + - - - 3 

63/2633 - - + - 40 

81/1026 - + - - 44 

67/4111 - + - + 42 

88/2711 - + + - 49 

14/877 - - - + 41 

1/4949 + + + + 41 

76/341 - - + + 46 

16/2163 + + - - 47 

06/2017 + - + - 48 

79/4912 - + + + 43 

1/9911 + + + - 20 

22/2117 + - - + 24 

42/4901 + - + + 22 

43/9111 - - - - 29 

4/2930 + + - + 21 

1/9710 + - - - 21 

28/2321 - - + - 26 

81/1002 - + - - 27 

72/111 - + - + 28 

37/9323 - + + - 23 

18/4916 - - - + 90 

93/4343 + + + + 94 

61/4039 - - + + 92 
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 DOEموثر به وسیله فاكتورهای تعیین   -9-6-4-9

فاكتورهای                           ، مورد تحلیل قرار گرفته و Statgraphicsافزار نرم              دست آمده توسط        نتایج بدر ادامه 

 نشان داده شده است.  7- 9    ول  جددر شوند. نتایج حاصل موثر به ترتیب اهمیت مشخ  می

 فاكتوریل كاملطرح  جدول ضرایب حاصل از :7-9 ولجد

Pارزش
 ضریب استانداردخطای  tارزش 4

(SE)C

2 

 اثر ضریب

(EX)9 

 فاكتور

0000/0 61/1- 70/208 26/370- 19/4310- pH 

 حجم حلال استخراج -11/677 -72/998 70/208 -62/4 0010/0

 زمان استخراج -61/201 -92/402 70/208 -13/0 9981/0

 یونیقدرت  41/902 07/414 70/208 72/0 4692/0

 

-4-9-4-6-9 فاكتوریل كاملتفسیر نتایج حاصل از طرح  

دهنده آن است كه با افزایش سطح یهک متغیهر از پهایین بهه بهالا      مقدار مثبت هر اثر نشان: اثر

دهنده آن است كه با افزایش سطح یک متغیر از  و مقدار منفی یک اثر نشان یافتهمقدار پاسخ افزایش 

 آید.دست میب 4-9معادلهمقدار اثر هر متغیر طبق . یابدپایین به بالا مقدار پاسخ كاهش می

( 9-4) 

 
𝐸𝑋 =

[ ∑(𝑦+) − ∑(𝑦−)]

𝑁/2
 

y، هاتعداد كل آزمایش Nدر این رابطه، 
 هایی كه در آن متغیر مورد بررسی در سطح بالاپاسخ +

yو 
بها توجهه بهه     .، می باشهند قرار داردهایی كه در آن متغیر مورد بررسی در سطح پایین خود پاسخ -

بها   باشد و علامت منفی آن بیانگر این است كهه دارای بیشترین اثر بر پاسخ می pH، فاكتور  7- 9    ول  جد

بیشهترین اثهر را بهر     حجم حلال استخراج، فاكتور pHبعد از  یابد.، مقدار پاسخ افزایش میpHكاهش 

-گذارد. با توجه به علامت منفی آن، با كاهش حجم حلال استخراج مقدار پاسخ افزایش مهی پاسخ می

                                                 
1  P value 
2  Standard error of Coefficient 
3  Effect 
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 گذارد.رین اثر را بر پاسخ میمت. فاكتورهای زمان استخراج و قدرت یونی كیابد

ثابهت   فاكتورهها سهایر   ، وقتی كهXبه ازاء هر واحد افزایش در  تغییر در میانگین پاسخ، :ضریب

، هرچهه مقهدار    7- 9    ول    جهد كند. با توجه به ضرایب نشهان داده شهده در   برآورد می نگه داشته شوند را

 pHضریب بیشتر باشد، تاثیر آن اثر بر روی پاسخ بیشتر است، با توجه بهه ضهرایب نشهان داده شهده،     

حجم حهلال  ، فاكتور pHبعد از باشد.بنابراین تاثیر آن بر روی پاسخ بیشتر می ن ضریب را دارد،بالاتری

بیشترین ضریب و در نتیجه بیشترین تاثیر بهر پاسهخ را دارد. فاكتورههای زمهان اسهتخراج و       استخراج

دو بدست  برآن هر متغیر از تقسیم اثر برای مقدار ضریب باشند. دارای كمترین ضریب می قدرت یونی

 (.2-9معادله) آیدمی

( 9-2) 

 
ضریب =

𝐸𝑋

2
 

دهنهده  كه نشهان  است گزارش شده یک انحراف استاندارد اثر برای هر :ضریب خطای استاندارد

مثبت بوده و      ضریب  . مقدار خطای استانداردگذاردتاثیر می اثركه روی  باشدمیاندازه خطای تصادفی 

 .تر استدهنده برآورد دقیقمقدار كوچكتر آن نشانهمننین 

رود، به این صورت كه هرچهه مقهدار   كار میبرای بررسی معنی دار بودن  یک متغیر به: t آماره

 tمقهدار  دار اسهت.  متغیهر معنهی   آن تر باشد، با احتمهال زیهاد  مربوط به یک متغیر بزر  tقدر مطلق 

مفهوم آن  دهد كه ضریب در برابر خطای استاندارد چقدر بزر  است.گزارش شده در جدول نشان می

خطهای   ضهریب بر  از تقسیم كردن هر ضریب tنسبت سیگنال به نویز می باشد. مقدار به چیزی شبیه 

و حجم حهلال   pH،  7- 9    ول  جدارائه شده در  tبا توجه به مقادیر  (.9-9معادله) آیددست میباستاندارد 

تاثیر ایهن دو پهارامتر روی   بزرگتری نسبت به دو فاكتور دیگر هستند، بنابراین  tاستخراج دارای مقدار 

 باشد.پاسخ بیشتر می

( 9-9) 
t =

ضریب
(SE)𝐶
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به عنوان نقطه حهد در نظهر گرفتهه شهد. در      P ˂01/0، فاكتورهابرای تعیین اهمیت  :Pارزش 

 Pپاسخ و فاكتورهای بها مقهدار   بر به عنوان فاكتورهای موثر  01/0كمتر  Pنتیجه فاكتورهای با مقدار 

فاكتورهایی كه اثر ، Pبا توجه به مقدار  باشند.به عنوان فاكتورهای غیرموثر بر پاسخ می 01/0بیشتر از 

 مشخ  شدند.  8- 9      جدولدر  دارند، بر پاسخدار معنی

 

 Pدار بر استخراج با توجه به مقدار دارای اثر معنی هایمیزان اهمیت فاكتور 8-9 جدول

 
 فاكتور

 
 Pمقدار

 
 اثر فاكتور

pH 0000/0 موثر 

 موثر 0010/0 حجم حلال استخراج

 غیر موثر 9981/0 زمان استخراج

 غیر موثر 4692/0 یونیقدرت 
 

مفیهد   ی اصلیفاكتورهاد در تعیین نتوان، ارائه نمودارهایی است كه میDOEافزارهای یكی مزایای نرم

 اشاره كرد. 4      پ ر تو نموداربه توان . ازجمله این نمودارها میباشند

 Tكنهد.  ، اختلاف معنادار اثرات با مقدار صفر را تعیین میT-testاین نمودار با استفاده از  :             نمودار پ ر تو

تعهداد درجهات آزادی    آن به مقدار عددی كهبحرانی دراین نمودار به صورت یک خط مبنا وجود دارد 

براسهاس ایهن    .شهود محاسهبه مهی   tاز جهدول   α=01/0در سطح اطمینان معمولا و  ،C(SE)مرتبط با 

، دارای اثر معنا داری بر روی پاسخ داردسمت راست خط مبنا قرار  آنها tكه مقدار ی هایفاكتورنمودار 

كهه  ی ههای فهاكتور باشند. همننهین  هستند یا به عبارت دیگر جزء فاكتورهای مهم و موثر بر پاسخ می

 دارد، فاكتورهای غیر موثر هستند.قرار  سمت چپ خط مبنا آنها tمقدار 

ا فاكتورهای غیر موثر را به صورت سطح بالا ی بهینه نشان داده شده در این نمودار، مقدار –علامت + و 

                                                 
1  Pareto 
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         پ ر تهو بنهابراین بها توجهه بهه نمهودار       كند.مراحل بعد مشخ  می هایپایین برای استفاده در آزمایش

 گیهری اندازه        تغلیظ و    پیش برموثر فاكتورهای به عنوان  حجم حلال استخراجو  pHحاصل، فاكتورهای 

، یهونی قدرت  سطح بالای و زمان استخراج سطح پایینانتخاب شدند. همننین                       تیكلوپیدین و لوزارتان

 (. 1- 9     شكل) انتخاب شدندموثر فاكتورهای غیر  عنوان مقادیر بهینهبه

 

 حاصل از طرح فاكتوریل كامل              نمودار پ ر تو :1-9 شكل
 

 

 تیكلوپیدین و لوزارتانگیری اندازهتغلیظ و پیشموثر بر  هایفاكتوربهینه سازی   -9-6-2

بهه عنهوان    حجم حهلال اسهتخراج  و  pHفاكتورهای حاصل از مرحله غربالگری،  نتایجبر اساس 

انتخهاب شهدند. در ادامهه                            تیكلوپیدین و لوزارتهان  گیریاندازه        تغلیظ و    پیش برمهم و موثر  هایفاكتور

شهوند.  می تعیینمهم  هایفاكتور(، مقادیر بهینه این CCF )                         مركب مركزی مركز وجوه پرطرح توسط 

سهطوح بها   گیهرد. ایهن   بالا، میانی و پایین مورد بررسی قرار مهی           در سه سطح         هر فاكتور  CCFدر طرح 

 (. 3- 9      جدول) ، تعیین شدیک متغیر در یک زمان تغییر سازیتوجه به نتایج حاصل از بهینه
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 CCF  موثر در طرح هایفاكتورسطح  3-9 جدول

(-) یینسطح پا (0) میانی سطح سطح بالا )+(  فاكتور 

0/3 

0/400 

05/0 

 

05/05 

0/2 

0/41 

pH 

 (Vorg) حجم حلال استخراج

 

                                  غیر مهم ثابت در نظر گرفته شهدند.  ی فاكتورها   ،CCFطرح              انجام شده در     های               در تمام آزمایش

            نشهان داده       7- 9    ول    جهد         كهه در    فاكتوریل كاملطرح       ها در                   با توجه به ضرایب آنفاكتورها            مقادیر این 

-                   ها و بهرای متغیهر                                              هایی كه دارای ضریب مثبت بودند از سطح بالای آن                           شد، انتخاب شدند. برای متغیر

                            های طراحهی شهده اسهتفاده                      ها در انجام آزمایش                                             هایی كه دارای ضریب منفی بودند از سطح پایین آن

از مقادیر بهینه حاصل از روش یک   ، نوع و حجم بافرنوع حلال استخراجبرای فاكتورهای       هننین     شد.

     شد.        استفاده  متغیر در یک زمان

 پرمركب مركزی مركز وجوهاجرای طرح   -9-6-2-4

            رای تعیهین            ننهین به          مهم و همفاكتورهای         كنش بین                 و نیز بررسی برهم    ها                 برای طراحی آزمایش

                  مركب مركزی مركهز  طرح      های      آزمایش            برای ایجاد Statgraphicsافزار از نرمفاكتورها                 مقدار بهینه این 

نقطه  9با دو تكرار و فاكتور  2ها هنگامی كه تعداد آزمایش   ،  44- 2            براساس رابطه  .           استفاده شد        وجوه پر 

   .باشدآزمایش می 22مركزی وجود دارد، برابر با 

  گرم بر لیترمیلی0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یک لوله آزمایش   ، CCF          انجام طرح منظور به

لیتر بهافر فسهفاتی بها    میلی 1/0،         لوزارتان  بر لیترگرم میلی 0/40لیتر از محلول میلی 0/4،           تیكلوپیدین

pH  0/40بهه حجهم نههایی    و توسهط آب مقطهر    شد       افزوده       كلرید   م   سدی        گرم نمک    0 /  08   و     نظرمورد 

بهه              دودكهانول - 4      حهلال  از          مورد نظرهای میكروپیپت، حجموسیله یک بهسپس  لیتر رسانده شد.میلی

بهه مهدت    لوله آزمایشسازی مخلوط، منظور امولسیون. در مرحله بعد بهاضافه شد نمونه محلولسطح 
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 یهخ  حمهام  بهه لولهه آزمهایش   پس از اتمام عمل اسهتخراج،  دقیقه در دستگاه ورتكس قرار گرفت.  0/4

سهپس                                  ، در سطح محلول تشهكیل گردیهد.                 قطره آلی منجمد       دقیقه،     20     گذشت        بعد از و  یدمنتقل گرد

   1 / 0                               در انتهها قطهره آلهی توسهط            شهد.                 ویهال منتقهل       یهک               اسپاتول بهه  قطره آلی منجمد شده توسط 

  ،   40- 9        جهدول  تزریهق گردیهد.   HPLCدسهتگاه   به                     مقداری از آن با دقت                           میكرولیتر متانول رقیق شد و 

            بهرای دو     م                                         و مقهادیر سهطح زیهر پیهک كرومهاتوگرا     ( CCF )    پر                    مركب مركزی مركز وجوه    رح ط       ماتریس 

     دهد.       نشان می           آنالیت را

 تكرار  2و  نقطه مركزی 9فاكتور، 2با  CCFطرح ماتریس   :40-9 جدول

 پاسخ)لوزارتان(

        (mAU) 

 )تیكلوپیدین(پاسخ

(mAU) 

حجم حلال 

 )lµاستخراج)
pH شماره آزمایش 

6/170 6/4129 0 0 4 

6/612 9/4841 - 0 2 

0/14 9/4711 0 + 9 

1/27 8/4416 + + 1 

7/187 3/886 + 0 1 

1/61 1/2611 - + 6 

0/4274 6/29 + - 7 

6/4101 2/23 - - 8 

8/118 2/4172 0 0 3 

9/4204 0/94 0 - 40 

0/163 7/4163 0 0 44 

7/114 4/4164 0 0 42 

4/610 3/4310 - 0 49 

0/14 9/4713 0 + 41 

1/26 8/4012 + + 41 

7/119 6/386 + 0 46 

2/74 0/2721 - + 47 

7/4207 1/26 + - 48 

2/4194 1/28 - - 43 

6/149 3/4134 0 0 20 

1/4240 9/21 0 - 24 

8/170 7/4176 0 0 22 
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مورد تجزیه و  ANOVAبه وسیله روش  ،طراحی شده هایایج تجربی حاصل از انجام آزمایشنت

ههای خطهی و   بینهی پاسهخ، رابطهه   دل تجربی برای پیشدست آوردن مبمنظور بررسی قرار گرفتند. به

ضهرایب رگرسهیونی                    پهردازش شهده و         هها         آزمهایش         آمده از    دست     های ب    داده و هاكنشدرجه دوم و برهم

 .نشان داده شده است، 42-9و 44-9جداول در       ترتیب  به          لوزارتان  و             تیكلوپیدینمربوط به پاسخ 

 تیكلوپیدین گیریاندازهتغلیظ و پیش انجام شده برای پاسخ CCF پارامترهای آماری برای طرح :44-9 جدول 

 عبارت ضریب ضریب خطای استاندارد tارزش Pارزش

000/0 98/16 41/92 43/4134 Constant 

000/0 11/91 13/21 94/303 *A 

000/0 18/46- 13/21 68/124- **B 

000/0 76/49- 98/93 74/114- AA 

000/0 18/42- 91/94 48/931- AB 

627/0 13/0- 98/93 14/43- BB 

   **B= Vorg *A= pH 

 

 گیهری انهدازه         تغلیظ و    پیش  ترین مدل برایساده  44- 9       جدول با استفاده از ضرایب داده شده در 

 .شودبه صورت زیر پیشنهاد می           تیكلوپیدین 

 ( 9-1) AB48/931-B
2 14/43-A

2 74/114-B68/124-A94/303+43/4134 = Response 

 R2
= %22/33                           R

2
adj= %30/38  

 لوزارتان گیریاندازهتغلیظ و پیش انجام شده برای پاسخ CCF پارامترهای آماری برای طرح: 42-9 جدول 

 عبارت ضریب ضریب خطای استاندارد tارزش Pارزش

000/0 60/92 76/46 19/116 Constant 

000/0 83/17- 91/49 70/698- *A 

000/0 06/1- 91/49 10/67- **B 

004/0 94/1 19/20 13/88 AA 

009/0 18/9 99/46 83/16 AB 

009/0 16/9 19/20 08/74 BB 
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  گیهری اندازه        تغلیظ و    پیش  مدل برای ترینساده   42- 9       جدول  استفاده از ضرایب داده شده دربا 

 .شودبه صورت زیر پیشنهاد می         لوزارتان

 ( 9-1) 
 

AB83/16+B
2 08/74+A

2 13/88+B10/67-A70/698-19/116 = Response 

 R2
= %97/33                           R

2
adj= %42/33  

Rآماره )ضریب تعیین
این آماره به عنوان یک شاخ  برای بیان دقت خط رگرسیون برآورد  (:2

چه مقدار وابسته توسط متغیر مستقل است. هردهنده نسبت تغییرات متغیر رود و نشانشده به كار می

R
Rیک یا درصد  به 2

بینهی  تواند پاسخ را پیشاست و بهتر می ترمناسب تر باشد، مدلصد نزدیک به 2

Rمقدار  كند.
 تغییهرات در پاسهخ   97/33و % 22/33% ترتیهب كهه بهه   دههد در ایهن روش نشهان مهی    2

بهین نتهایج    كهه  شهود تواند توسط مدل توضیح داده شود و نیز مشخ  میمی تیكلوپیدین و لوزارتان

-توافق خوبی وجود دارد. ضریب تعیین طبق رابطه ریاضی زیر محاسهبه مهی   بینی شدهتجربی و پیش

 شود:

( 9-6) 

 
𝑅2 =

𝑆𝑆𝑅

𝑆𝑆𝑇
= 1 −

𝑆𝑆𝐸

𝑆𝑆𝑇
 

 

SSR             در رابطه فوق 
4 ،  2

SST   و  SSE
                                                    به ترتیب بیانگر مجموع مربعات انحراف مقادیر پیش بینی   9

    از                                                                                                    شده متغیر وابسته از میانگین مقادیر آن، مجمهوع مربعهات انحهراف مقهادیر واقعهی متغیهر وابسهته       

                                                                                               میانگین مقادیر آن و مجموع مربعات انحراف مقادیر واقعی متغیر وابسته از مقادیر پهیش بینهی شهده    

      شوند:                بط زیر محاسبه می               باشند و طبق روا          برای آن می

( 9-7) 

 𝑆𝑆𝑅 = ∑(𝑦̂𝑖 − 𝑦̅)2

𝑛

𝑖=1

 

 
                                                 
1  - Sum of Square Regression  
2  - Sum of Square Total 
3  - Sum of Square Error 
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( 9-8) 
𝑆𝑆𝑇 = ∑(𝑦𝑖 − 𝑦̅)2

𝑛

𝑖=1

 

 

( 9-3) 

 𝑆𝑆𝐸 = ∑(𝑦𝑖 − 𝑦̂𝑖)
2

𝑛

𝑖=1

 

 

̂ 𝑦میانگین مقادیر و ̅ 𝑦 مقادیر واقعی،   𝑦𝑖              در روابط فوق،  𝑖      مقادیر پیش بینی شده متغیهر وابسهته                                     

           توان نوشت:                       با توجه به روابط فوق میاست. 

( 9-40) 

 
𝑅2 = 1 −

∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̂𝑖)
2𝑛

𝑖=1

∑ (𝑦𝑖 − 𝑦̅)2𝑛
𝑖=1

 

یعنی بهه ازای   ،تمام مشاهدات بر روی خط برازش شده قرار گرفته باشنداگر  ،3-9 طبق رابطه

𝑦𝑖 نقاط تمام = 𝑦 ̂
𝑖 

R مقدار، باشد  
شهود  گونه انحرافی از این حالت باعث مهی شود و هربرابر یک می 2

R  كه مقدار
R)مقدار ضریب تعیین از یک كوچكتر شود.2

               تیكلوپیهدین و    گیهری بهرای پاسهخ انهدازه   (، 2

تغییهرات   ،درصد 97/33و  22/33دهدباشد كه نشان میدرصد می 97/33و  22/33      ترتیب   به          لوزارتان

 .تواند توسط متغیر مستقل توضیح داده شوددر متغیر وابسته می

R )  شده تعدیلمیزان ضریب تعیین 
2

adj) 4  تیكلوپیهدین و                 ترتیهب بهرای         ، بهه                   برای مدل ارائه شده               

          های مهدل                                          از آنجایی كه در ضریب تعیین تعداد پارامتر               دست آمده است. ب 42/33% و 30/38%          لوزارتان

      سهعی      شده  تعدیل           ضریب تعیین       شود.              شده استفاده می تعدیل                  شود از ضریب تعیین                 در نظر گرفته نمی

              . بهه همهین                                                                        را تصحیح نماید تا بیشترین میزان انطباق مدل را در جمعیت انعكهاس دههد    R          دارد مربع 

      گردد:         محاسبه می  برای انتخاب مدل برتر        بطه زیر          شده طبق را تعدیل           ضریب تعیین       منظور 

( 9-44) 

 
𝑅𝑎𝑑𝑗

2 = 1 −
𝑛 − 1

𝑛 − 𝑝 − 1
 .

𝑆𝑆𝐸

𝑆𝑆𝑇
= 1 − (1 − 𝑅2)

𝑛 − 1

𝑛 − 𝑝 − 1
 

                                                 
1  - Adjusted Determination Coefficient 
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                 ور كهه در ایهن      طه  ن ا  هم باشد.ها میتعداد آزمایش pهای مستقل و تعداد متغیر nدر رابطه فوق 

R  م                    شود مقدار عددی مفهو      حظه می لا       رابطه م
2

adj   از مقدار         R
                  در یک مدل معتبر و                   كمتر است و عموما 2

  .           نزدیک باشند   م                     باید از نظر عددی به ه   م                 مناسب این دو مفهو

 

 ارزیابی مدل  -9-6-2-2

     . در                                          بی اسهت، بایهد مهدل را ارزیهابی كهرد                    آمده مدل مناسه      دست              از اینكه مدل ب              برای اطمینان

               باید محقق شود.                       ارزیابی مدل فرضیات زیر 

 پاسخ حاصل به خوبی با مدل توضیح داده شود                                        

 داده پرت وجود نداشته باشد 

 ها نرمال باشدتوزیع باقیمانده 

 واریانس همگون باشد 

 تغیرات خطاها مستقل باشد 

 ها استفاده شد.ماندهرسی باقیبرای ارزیابی مدل بدست آمده از روش تحلیل واریانس و بر

 

-9-6-2-2-4 (ANOVA)تحلیل واریانس  

ترتیهب  بهه                           تیكلوپیهدین و لوزارتهان    گیریتغلیظ و اندازهریاضی برای پاسخ مربوط به پیشمدل 

                       ارائهه شهده، تحلیهل           ههای                           بهرای بررسهی صهحت مهدل    . پیشنهاد شده است 1-9و  1-9 تطبق معادلا

                   نشان داده شده است.    41- 9  و     49- 9      جداول              نتایج آن در    كه                 واریانس انجام شد 
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 تیكلوپیدین گیریتغلیظ و اندازهپیش تحلیل واریانس برای مدل پیشنهادی مربوط به :49-9 جدول 

P F Adj MS Adj SS DF Source 

000/0 42/980 2386116 41392280 1 Regression 
000/0 21/767 6027303 42011847 2 Linear 
000/0 36/409 846791 4699174 2 Square 
000/0 24/418 4212334 4212334 4 Interaction 

- - 7817 447813 41 Residual Error 
279/0 31/4 3027 33236 44 Lack-of-Fit 
- - 1698 48112 1 Pure Error 

- - - - 24 Total 

 

 لوزارتان گیریتغلیظ و اندازهپیش پیشنهادی مربوط بهتحلیل واریانس برای مدل : 41-9 جدول 

P F Adj MS Adj SS DF Source 

000/0 18/171 4042876 1061982 1 Regression 
000/0 93/4413 2171361 1313327 2 Linear 
000/0 71/20 11289 88161 2 Square 
009/0 49/42 21830 21830 4 Interaction 

- - 2491 92024 41 Residual Error 
011/0 67/1 2791 90083 44 Lack-of-Fit 
- - 189 4394 1 Pure Error 

- - - - 24 Total 

 

       هها و                                                  دهد كه نتواند به صورت مناسب رابطه بهین فهاكتور    می    نشان  4                      یک مدل زمانی عدم برازش

ها را برازش تواند دادهبرای اینكه بتوان تعیین كرد مدل به صورت صحیح می                        متغیر پاسخ را نشان دهد. 

توان نتیجه گرفت مدل به خهوبی  باشد می 01/0 كمتر از Pتوجه كرد. اگر مقدار  Pباید به مقدار كند، 

ربوط بهه عهدم بهرازش    دست آمده مب Pكند. با توجه به نتایج حاصل شده، مقدار ها را برازش نمیداده

                                                 
1  Lack-of-fit 



62 

باشد می 01/0بیشتر از                      یكلوپیدین و لوزارتان ت گیریتغلیظ و اندازهپیش پیشنهادی مربوط بهی هامدل

 های تجربی تطابق خوبی وجود دارد.و داده هادهد بین مدلكه نشان می

                                        دار بهودن آمهاری در تحلیهل رگرسهیون                                     یا آزمون فیشر در واقع آزمون معنی  F      آزمون    :F      آماره 

( بهه میهانگین مربعهات       𝑀𝑆𝑅)                                                                  ساده و چند متغیره است و برابر با نسبت میانگین مربعهات رگرسهیون  

 باشد:بیان ریاضی آن به صورت زیر می ( است و   𝑀𝑆𝐸ها )باقیمانده

( 9-42) 

 
𝐹 =

𝑀𝑆𝑅

𝑀𝑆𝐸
=

𝑆𝑆𝑅 𝑑𝑓𝑚⁄

𝑆𝑆𝐸 𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠⁄
 

𝑑𝑓𝑚 = 𝑝      ,       𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠 = 𝑛 − 𝑝 − 1 

تعهداد كهل تركیبهات    𝑛  ،تعداد متغیرهای مستقل مدل 𝑝 ،درجه آزادی مدل 𝑑𝑓𝑚دراین رابطه 

هرچهه مقهدار میهانگین     .ها استدرجه آزادی باقیمانده 𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠 و ها()تعداد كل آزمایش مربوط به مدل

        مقهدار  ،   41- 9  و     49- 9        جهداول  با توجه به  بیشتر است. Fمانده بیشتر باشد، مقدار مربع فاكتور به باقی

، از Adj MSمقدار  .                     تری روی فاكتورها دارد                بوده و تاثیر بیش       مقدار      ترین   بیشخطی برای اثرات  F        آماره

رود. همننهین خطهای   بكار مهی  Fآید كه در محاسبه آماره بر درجه آزادی بدست می Adj SSتقسیم 

-برآورد دقیق دهندهرود، كه مقدار كوچكتر آن نشانبكار میهای تكراری ، برای یک سری داده4خال 

 تر است.

-2-2-2-6-9 هابررسی باقیمانده 

     اند:                        ها به صورت زیر تعریف شده         باقیمانده

( 9-49) 

 
𝑒𝑖 = 𝑦𝑖 − 𝑦̂𝑖  ,   𝑖 = 1,2, … . , 𝑛 

اظر آن اسهت. چهون تلقهی از    تنه مقهدار بهرازش شهده م    𝑦̂𝑖مقدار مشاهده شده و  𝑦𝑖كه در آن 

باشد، لهذا یهک معیهار یها     باقیمانده به صورت انحراف بین مقدار مشاهده شده و مقدار برازش شده می

                                                 
1  Pure Error 



69 

تهوان  چنهین مهی  اندازه از تغییراتی است كه به وسیله مدل رگرسهیون توضهیح داده نشهده اسهت. ههم     

د خطاهها  خطا دانست، بنابراین هر انحهراف از مفروضهات در مهور    یها را مقادیر شناخته شدهباقیمانده

توان به راحتی از ها نمایان شود. در واقع نقض مفروضات اولیه و كفایت مدل را میبایستی در باقیمانده

ها انجام داد. در ادامه چند نمودار باقیمانده ارائه خواهند شد  كه بهرای تعیهین   طریق بررسی باقیمانده

 عدم كفایت مدل كاربرد دارند.

-9-2-2-6-9 نمودار احتمال نرمال 

ها، روش مفیدی برای فرض نرمهال بهودن مشهاهدات    ار احتمال نرمال برای باقیماندهرسم نمود

. نقاط باید روی یک خط راست قهرار گیرنهد  ها نرمال باشد، آنگاه شود. اگر توزیع باقیماندهمحسوب می

 ههای نمودار احتمال وآزمون انحرافات اساسی از خط مستقیم اشاره بر این دارد كه توزیع نرمال نیست.

 αها بكار برد، در صورتی كه مقدار احتمال از سطح توان برای تعیین نرمال بودن باقیماندهبرازش را می

-برای پاسخ پهیش  نمودار احتمال نرمال كنند.ها از توزیع نرمال پیروی نمیداده ،مورد نظر كمتر باشد

       د كهه     نه   ده       نشان می (7-9)و  (6-9های)شكلدر ترتیب به                      تیكلوپیدین و لوزارتان گیریو اندازهتغلیظ 

  .                            توزیع خطاها تقریبا نرمال است

 

 تیكلوپیدین گیریتغلیظ و اندازهبرای پاسخ پیش احتمال نرمال نمودار :6-9 شكل
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 لوزارتان گیریتغلیظ و اندازهبرای پاسخ پیش احتمال نرمالنمودار : 7-9 شكل

-1-2-2-6-9 ها بر حسب زماننمودار باقیمانده 

ها مفید تواند در شناسایی همبستگی بین باقیماندهها میها بر حسب ترتیب زمانی آنرسم داده

ها و به معنای نقهض  های مثبت و منفی بیانگر همبستگی مثبت بین باقیماندهواقع شود. وجود گرایش

و برطرف كهردن آن   شدهباشد. این مسئله یک مشكل بالقوه جدی محسوب ها میاستقلال خطافرض 

آوری داده از بروز چنهین مشهكلی   ای نیست. بنابراین باید سعی شود تا در زمان جمعمعمولا كار ساده

 تواند گام مهمی جهت دستیابی بهه می هاآزمایش انجام پیشگیری به عمل آید. تصادفی سازی مناسب

استقلال مشاهدات باشد. در برخی مواقع مهارت آزمایشگر ممكن است با پیشرفت آزمایش تغییر كنهد  

عبارت دیگهر غیهر قابهل    هو یا فرایند مورد مطالعه ممكن است قادر به حفظ شرایط خاصی نباشد و یا ب

در چنهین  شود تا واریانس خطا بها زمهان تغییهر كنهد.     بینی باشد. وجود چنین شرایطی باعث میپیش

ها بر حسب زمان، تغییرات زیادی را در یک طرف نمودار در مقایسه با طرف شرایطی، نمودار باقیمانده

صفر پراكنده شده  محور باقیمانده ها به صورت تصادفی اطرافدهد. اگر باقیماندهدیگر از خود نشان می

هها  باقیمانده هایت. نمودارباشند و نمودار طرح خاصی نداشته باشد مبین فرض وجود استقلال خطاس

  (  3- 9     ( و ) 8- 9    های)      در شكل                       تیكلوپیدین و لوزارتان  گیریتغلیظ و اندازهمربوط به پیش بر حسب زمان

 كه نشان دهنده استقلال میان خطاهاست. ،ارائه شده است
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 تیكلوپیدین گیریتغلیظ و اندازهبرای پاسخ پیش ها بر حسب زماننمودار باقیمانده :8-9 شكل

 

 

 

 لوزارتان گیریتغلیظ و اندازهبرای پاسخ پیش ها بر حسب زماننمودار باقیمانده: 3-9 شكل

-1-2-2-6-9 ها در مقابل مقادیر برازش شدهنمودار باقیمانده 

یک الگوی تصهادفی   ها ŷi مقابل مقادیر برازش شده متناظر یعنیدر  هاماندهباقی رسم نموداربا 

اگر مدل برازش شده مناسب باشد این نمودار بایسهتی  شود. ایجاد میها در طرفین خط صفر ماندهباقی
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. طور یكنواخت پراكنده شده باشهند خط بهمتقارن بوده و نقاط حول این مانده صفر خط باقی نسبت به

یهک الگهوی    بیهانگر  در واقهع ایهن نمهودار   دههد و  واریانس خطاها را نشان میدن این وضعیت ثابت بو

ای دور تر از سایر نقاط واقع شود، اگر نقطه صفر است. محور باقیماندهها در طرفین  ماندهباقیتصادفی 

لگوی قابل تشخیصهی در نمهودار   ممكن است آن نقطه، نقطه پرت باشد و همننین ممكن است هیچ ا

، و یا یكسری از نقاط صعودی یا نزولی یا مثبت یا منفی هایداده یتاكثر وجود پیدا نشود. هاماندهباقی

خطهای غیهر   دهنهده  ، نشاننموداردر  های افزایشیهای افزایشی با برازشماندهباقی وجود الگویی مانند

 .باشدمی تصادفی

نباید ساختار خاصی از خهود   هااگر مدل صحیح و مفروضات برقرار باشد، آنگاه باقیماندهبنابراین 

-9شهكل ) حاصل از طهرح  در مقابل مقادیر برازش شده هاماندهباقی هایبا توجه به نمودار .نشان دهند

 صفر تقریبا یكسان است.خط (، پراكندگی در دو طرف 44-9و  40

 

 

 هاماندگیری تیكلوپیدین در برابر باقیتغلیظ و اندازهبینی شده برای پیشپاسخ پیش :40-9 شكل
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 هاماندگیری لوزارتان در برابر باقیتغلیظ و اندازهبینی شده برای پیشپاسخ پیش: 44-9 شكل

 

-6-2-2-6-9 پاسخ یهرو یمنحن 

ههای سهه   شود. از منحنهی گفته می پاسخ      رویههای به نمایش گرافیكی مدل رگرسیون، منحنی

هها روی پاسهخ   ها و نیز اثر این متغیهر كنش بین متغیرهمپاسخ برای نشان دادن رابطه و بر      رویهبعدی 

دههد در حهالی كهه سهایر     پاسخ، اثر دو متغیر مستقل را نشهان مهی        رویهشود. هر منحنی استفاده می

پاسخ را برای       رویه منحنی   42- 9     شكلشوند. می( ثابت نگه داشته ها در سطح صفر )سطح میانیمتغیر

 د.دهنشان می                       تیكلوپیدین و لوزارتان  گیریتغلیظ و اندازهپیش
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 Bو  Aدر مقابل  گیری تیكلوپیدین و لوزارتانتغلیظ و اندازهپیش منحنی رویه پاسخ :42-9 شكل

               تیكلوپیهدین و   گیهری انهدازه           تغلهیظ و       پهیش   با توجه به مدل ریاضی پیشنهادی، شهرایط بهینهه  

گهزارش شهده اسهت.       41- 9      جدول محاسبه شد. نتایج در Statgraphicsافزار از نرم با استفاده         لوزارتان

دههد كهه شهرایط بهینهه     زمان نشان مهی یک در  متغیرمقایسه این نتایج، با نتایج حاصل از روش یک 

، تها حهدودی متفهاوت از شهرایط بهینهه      CCFآزمایش با استفاده از مدل  یحابدست آمده از روش طر

مهوثر بهر    فاكتورههای دهنده این است كهه بهین   زمان است كه نشان یک در متغیرز روش یک حاصل ا

كنش وجهود داشهته اسهت و در نتیجهه     برهم                      تیكلوپیدین و لوزارتان گیریاندازه        تغلیظ و    پیش  سیگنال

، زیهرا تمهام   باشهد تهر  مقادیر بهینه واقعی نزدیهک به باید آزمایش  یحاشرایط بدست آمده از روش طر

 ها در نظر گرفته شده است.كنشبرهم

 زمان و طراحی آزمایشیک یک متغیر در  هایبدست آمده توسط روش مقایسه شرایط بهینه :41-9 جدول

 فاكتوریل یحامقادیر بهینه طر مقادیر بهینه یک متغیر در یک زمان فاكتور

pH 00/1 30/1 

 0/41 0/90 )میكرولیتر( حلال استخراجحجم 

 0/4 0/2 )دقیقه( زمان استخراج

 40/0% 80/0% (w/v)% قدرت یونی
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 تیكلوپیدین و لوزارتان گیریاندازهتغلیظ و پیشهای موثر بر توجیه فاكتور  -9-6-9

 فاز آبی بر میزان استخراج pHبررسی اثر   -9-6-9-4

   با   pH                    استفاده شد. این رنج    pH ،  0 / 3 -0 / 2                                    محلول نمونه ، از بافر فسفاتی در رنج   pH         در بررسی 

                                             در استخراج فاز مایع بایسهتی آنالیهت مهورد                                                         توجه به ثابت اسیدی لوزارتان و تیكلوپیدین انتخاب شد.

                                                                                                     نظر در محلول نمونه خنثی و بدون بار شود تا بتواند از محلول آبی به فاز آلی انتقال یابهد. بهه منظهور    

 0/4،             تیكلوپیهدین   گهرم بهر لیتهر   میلی0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یک لوله آزمایش ، pH      بررسی 

و   3 / 0     تها     pH   0 / 2    بها   فسهفاتی  لیتر بافرمیلی 0/2          لوزارتان،   گرم بر لیترمیلی 0/40لیتر از محلول میلی

لیتر رسانده شد. میلی 0/40اضافه شد و توسط آب مقطر به حجم نهایی    ید ا        سدیم كلر  گرم نمک 40/0

بهه عنهوان حهلال اسهتخراج بهه سهطح                دودكانول -4میكرولیتر  0/90میكروپیپت وسیله یک سپس به

 2سازی مخلهوط، لولهه آزمهایش بهه مهدت      منظور امولسیونمحلول نمونه اضافه شد. در مرحله بعد به

دقیقه در دستگاه ورتكس قرار گرفت. پس از اتمام عمل استخراج، لوله آزمایش به حمهام یهخ منتقهل    

سپس قطهره آلهی                                          قطره آلی منجمد، در سطح محلول تشكیل شد.        دقیقه،     20  ت    گذش       بعد از گردید و 

          میكرولیتر    1 / 0                                 پس از ذوب شدن در دمای اتاق، توسط                   یک ویال منتقل شد.            اسپاتول به منجمد توسط 

   دو  ،pHبا تغییرات نتایج نشان داد كه  تزریق شد. HPLCدستگاه  به      از آن        مقداری   و                 متانول رقیق شد

                                            . بهترین سیگنال در محیط اسیدی برای لوزارتان      دارند                              رفتاری متفاوت و مخالف یكدیگر            داروی مذكور 

              برابهر بها    pH                                                              تیكلوپیدین در كمترین مقدار خود قرار گرفت. در نهایت دو دارو در       حالت              بوده و در این 

  ر                                                       به عنوان نقطه بهینه در روش یک متغیر در یک زمان در نظه   pH                          سیگنالی مطلوب داشته و این    1 / 0

 3/1برابهر بها     pH        بهینهه           مقهدار همننین با انجام بهینه سازی به روش طراحی فاكتوریهل،             گرفته شد.

 بدست آمد.

 بافر نوعبررسی اثر  -9-6-9-2

    تی،       فتهالا یابی به حساسیت بیشتر، سهه نهوع بهافر شهامل بهافر      بهینه برای دست pHبا توجه به 

و فقهط   4-9-6-9 كار مطابق با بخشدر این بررسی روش . مورد بررسی قرار گرفت                سیتراتی، فسفاتی
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آن اضهافه شهد و   بهه   =pH 0/1و فتالاتی با         سیتراتیلیتر محلول بافر از نوع فسفاتی، میلی 0/2هر بار 

دسهت  نتهایج ب با توجه بهه   .دست آمدب HPLCتوسط استخراج، سیگنال تجزیه ای پس از انجام میكرو

، دسهت آمهد  ب          سهیتراتی و كمتهرین سهیگنال در حضهور بهافر     بیشترین سیگنال در بافر فسفاتی  ،آمده

 .استفاده گردید از بافر فسفاتی به عنوان بافر بهینهبنابراین 

 بررسی اثر حجم بافر  -9-6-9-9

   9 /  10     تها     0 /  10             ر محههدوده د =pH 0/1    با                                             بررسهی نهوع بهافر ، اثهر حجهم بهافر فسهفاتی  ازپس

 4-9-6-9مطابق با روش ارائه شده در بخش بررسیروش كار جهت   .                    مورد بررسی قرار گرفت     لیتر     میلی

         بنابراین مشاهده شد.  =pH 0/1 لیتر از بافر فسفاتی بامیلی 1/0بیشترین سیگنال در حجم انجام شد. 

                ههای بعهدی در                                     به عنوان حجم بهینه بافر در بررسهی  =pH 0/1   با                      لیتر از بافر فسفاتی    میلی   0 / 1    حجم 

 .            نظر گرفته شد

 اجنوع حلال استخربررسی اثر   -9-6-9-1

 نوع حلال استخراج        ، بررسی      شونده                           پذیری خوب تركیبات استخراج                دستیابی به گزینش      منظور   به

                       باشد و توانایی انحهلال         با آب                                    حلال استخراج بایستی غیر قابل امتزاج زیادی برخوردار است. اهمیتاز 

                                               قابلیت اسهتخراج آنهها را داشهته باشهد تها              همننین       باشد و          فاز آبی                           ها در این حلال نیز بیشتر از      نمونه

      شهده                                                       های استخراج در روش میكرواستخراج قطره آلی شناور جامد   حلال .                        كارایی استخراج بیشتر شود

   در                  داشهته باشهند.      نیز    را    4- 4- 9- 2       در بخش          ذكر شده              لازم است شرایط   ،          شرایط فوق      داشتن         علاوه بر 

                  دودكهانول مهورد     - 4           آندكانول و   - 4            ی كلرودكان،  د  -  40 و 4    های                               بررسی اثر نوع حلال استخراج، حلال

با این تفاوت انجام شد،  4-9-6-9عمل استخراج همانند روش ارائه شده در بخش  .                  بررسی قرار گرفتند

. با توجهه بهه نتهایج    های استخراج متفاوتی كه در بالا ذكر شد، استفاده گردیدكه در هر مورد از حلال

               تشهكیل قطهره          همننین            بدست آمد.          دودكانول-4استفاده از حلال بیشترین سیگنال با   بدست آمده،

             بهه عنهوان                 دو حلال دیگهر                          شود بهتر از حالتی كه از           استفاده می          دودكانول-4    حلال                  جامد زمانی كه از
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درصد بازیابی استخراج در          بنابراین      شود.                        در سطح محلول آبی جمع می   ،  شد                      حلال استخراج استفاده می

                   بهه عنهوان حهلال              دودكانول- 4                های بعدی از حلال                  بنابراین در بررسی. ر استبیشترین مقدا این حالت

  .                     استخراج استفاده گردید

 بررسی اثر حجم حلال استخراج  -9-6-9-1

     400 / 0     تها      41 / 0                       دودكهانول در محهدوده   - 4  ، از حلالمنظور بررسی اثر حجم حلال استخراجبه

بها ایهن    انجام شد 4-9-6-9ج همانند روش ارائه شده در قسمت عمل استخرا                      میكرولیتر استفاده شد. 

به محلول نمونه اضافه شد. با توجه به  های استخراجهای متفاوتی از حلالتفاوت كه در هر مورد حجم

                 ههای پهائین از           در حجهم                                             میكرولیتر به عنوان مقدار بهینه بدست آمهد.  0/90حجم نتایج بدست آمده، 

   ،     شهود                                                               لیت موجود در فاز آبی به دلیل اشباع شدن حلال استخراج بازیابی نمی                     حلال استخراج، تمام آنا

                           راندمان اسهتخراج افهزایش                     سیگنال و در نتیجه            میكرولیتر    90 / 0   تا                                لذا با افزایش حجم حلال استخراج

        حجهم و                                                 میكرولیتر از حلال استخراج بهه دلیهل افهزایش       90 / 0             های بالاتر از               از طرفی در حجم  .    یابد  می

میكرولیتر به عنوان حجم بهینهه   0/90حجم بنابراین .     یابد              سیگنال كاهش می           كاهش غلظت،          درنتیجه

همننین با انجام بهینهه سهازی بهه روش طراحهی      انتخاب شد.        های بعدی                  استخراج برای بررسیحلال 

 بدست آمد. میكرولیتر    41 / 0         برابر با          استخراجفاكتوریل، حجم بهینه حلال 

 بررسی اثر زمان استخراج  -9-6-9-6

                بهرای افهزایش           باشهد.      مهی                   زمهان اسهتخراج    ،            های استخراج                                 یكی از پارامترهای مهم در اكثر روش

     شود،                                                                    انتخاب زمان استخراج مناسب، كه طی آن تعادل بین فاز آبی و آلی برقرار   ،                   تكرارپذیری استخراج

قرار گرفتن لوله آزمایش در دسهتگاه   در این روش زمان استخراج به عنوان فاصله زمانی            ضرورت دارد. 

مهورد بررسهی         دقیقه    1 / 0   تا    4 / 0                                  . بنابراین زمان استخراج در محدوده [93]               در نظر گرفته شد  ،ورتكس

                 زمان استخراج یكی   انجام شد. 4-9-6-9مطابق با روش ارائه شده در بخش عمل استخراج  .قرار گرفت

                باشهد كهه روی       مهی        آلهی         قطهره          انجمهاد                                           مهم در روش میكرواستخراج فاز مایع بر اساس فاكتورهای    از 
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                                 گذارد. انتخاب زمان استخراج مناسب            ها تاثیر می                                              راندمان استخراج، دقت، حساسیت و تكرارپذیری داده

   .                                                                                         تواند تضمینی برای تعادل بین فاز آبی و آلی باشد تا حداكثر میزان استخراج از آنالیت حاصل شود  می

                                      دقیقه راندمان استخراج افهزایش یافهت      2 / 0                زمان استخراج تا           با افزایش                              با توجه به نتایج بدست آمده،

           های بعهدی                                                           دقیقه راندمان استخراج تقریبا  ثابت بود. بنابراین در بررسی   2 / 0             های بیشتر از            ولی در زمان

همننهین بها انجهام بهینهه       .                                                 دقیقه، به عنوان زمان استخراج بهینه انتخاب گردیهد    2 / 0             زمان استخراج 

 بدست آمد.      دقیقه    4 / 0         برابر با بهینه              زمان استخراجسازی به روش طراحی فاكتوریل، 

 بررسی اثر قدرت یونی  -9-6-9-7

یهد  اسهدیم كلر  ماده جامد بر راندمان استخراج با اضافه كردن مقادیر مختلفی از          قدرت یونیاثر 

انجام شد با ایهن   4-9-6-9عمل استخراج مطابق با روش ارائه شده در بخش  .مورد بررسی قرار گرفت

به  حجمی-درصد وزنی 0/4تا  04/0در محدوده  سدیم كلرایدتفاوت كه در هر مورد مقادیر مختلفی از 

                                    توان تحت تهاثیر دو نیهروی مختلهف                                            تاثیر قدرت یونی بر راندمان استخراج را می محلول اضافه گردید.

                       به این ترتیب كه نمک با    .    افتد        اتفاق می Salting-out                                در حالت اول با افزایش نمک پدیده            بررسی كرد.

                       شهود و در حالهت دوم                                                                       كاهش حلالیت آنالیت در فاز آبی سبب افزایش توزیع آن به درون فاز آلی مهی 

منجر بهه كهاهش كهارایی     كهچگالی محلول آبی افزایش یافته  ویسكوزیته و، نمک یبالا هایدرغلظت

یر یک متغ روشبراساس نتایج حاصل از  .شودفرایند انتقال جرم و در نتیجه كاهش بازده استخراج می

همننین با انجام بهینه سازی بهه   .بهینه انتخاب شد مقدار به عنوان% 4/0ید ا، سدیم كلرزمان یک در

 بدست آمد.  %  0 /  80         برابر با  سدیم كلرید بهینهروش طراحی فاكتوریل، درصد 

 تغلیظهای كالیبراسیون پیشرسم منحنی  -9-7

 تیكلوپیدین تغلیظكالیبراسیون پیش رسم منحنی  -9-7-4

ههای متفهاوت از   های نمونهه بها غلظهت   تغلیظ، محلولمنظور رسم منحنی كالیبراسیون پیشبه

، =30/1pHبها   لیتر بافر فسفاتیمیلی 1/0، آزمایش هایاین ترتیب كه در لولهبه .تهیه شد تیكلوپیدین
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 گرم بهر لیتهر  میلی 0/40و 0/4 ، 40/0هایمحلولهای معینی از حجم گرم نمک سدیم كلراید و 08/0

 0/41سهپس  .اضهافه شهد   گهرم بهر لیتهر   یلهی م  1/6تها   004/0گستره غلظتی برای ایجاد  تیكلوپیدین

به سطح محلول نمونه اضافه شد. در مرحله بعد  بهینه به عنوان حلال استخراج         دودكانول -4میكرولیتر 

پس  دقیقه در دستگاه ورتكس قرار گرفت. 0/4سازی مخلوط، لوله آزمایش به مدت منظور امولسیونبه

           قطره آلهی         دقیقه،     20     گذشت        بعد از از اتمام عمل استخراج، لوله آزمایش به حمام یخ منتقل گردید و 

                 یک ویال منتقل شد            اسپاتول به قطره آلی منجمد توسط سپس                               منجمد، در سطح محلول تشكیل شد. 

. از رسهم  تزریهق گردیهد   HPLCدسهتگاه   به               و مقداری از آن                           میكرولیتر متانول رقیق شد   1 / 0     توسط    و

تیكلوپیهدین   تغلهیظ پهیش های بدست آمده برحسب غلظت تیكلوپیدین، منحنی كالیبراسیون سیگنال

 نشان داده شده است.   49- 9     شكلو    46- 9      جدولنتایج حاصل در  .بدست آمد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تیكلوپیدین های مربوط به منحنی كالیبراسیونداده :46-9 جدول

 )سطح زیر منحنی(ایتجزیه سیگنال گرم بر لیتر()میلیتیكلوپیدین غلظت

006/0 

04/0 

01/0 

4/0 

2/0 

1/0 

0/4 

1/4 

0/2 

1/2 

0/9 

1/9 

0/1 

1/1 

0/1 

1/1 

0/6 

1/6 

64/47 

42/26 

69/33 

10/437 

62/931 

68/4040 

74/2003 

48/9086 

72/9384 

23/1036 

21/6044 

94/6367 

99/8038 

06/8398 

90/3314 

14/44461 

79/44272 

20/44920 
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 تیكلوپیدین منحنی كالیبراسیون پیش تغلیظ :49-9 شكل

 

 

 لوزارتان تغلیظرسم منحنی كالیبراسیون پیش  -9-7-2

هایی لوزارتان محلول تغلیظمنظور رسم منحنی كالیبراسیون پیشبه ،4-7-9مشابه روش بخش 

نشان داده شهده     41- 9     شكلو   47- 9      جدولتهیه شد. نتایج حاصل در  های متفاوت از لوزارتانبا غلظت

 است.
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 لوزارتان منحنی كالیبراسیون پیش تغلیظ :41-9 شكل 

 لوزارتانهای مربوط به منحنی كالیبراسیون داده :47-9 جدول

 )سطح زیر منحنی( ایتجزیه سیگنال گرم بر لیتر()میلیتیكلوپیدین غلظت

001/0 

04/0 

01/0 

4/0 

2/0 

1/0 

0/4 

1/4 

0/2 

1/2 

0/9 

1/9 

0/1 

1/1 

0/1 

1/1 

0/6 

10/24 

13/97 

41/471 

90/947 

80/694 

43/4161 

33/9086 

33/1787 

32/6269 

20/7387 

27/3286 

76/40370 

10/42913 

78/41069 

04/41012 

14/41063 

96/41440 
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تغلهیظ بهرای   دامنهه خطهی منحنهی كالیبراسهیون پهیش     ، 41-9و  49-9ههای با توجه به شكل

3338/0Rگرم بر لیتر با ضریب تعیین میلی 006/0-1/1تیكلوپیدین در محدوده 
2
                   و برای لوزارتان در  =

3338/0Rبا ضریب تعیین  گرم بر لیترمیلی   0 /  01 0- 1 / 1       محدوده 
2
معادله بهترین        همننین        باشد.  می =

                   نشان داده شده است.    زیر    در                       تیكلوپیدین و لوزارتان   پیش تغلیظخط برای غلظت و سیگنال مربوط به 

( 9-41) A= 2006.6CTic + 6.22 
 

( 9-41) 

 

  A= 3119.7CLos + 9.00   

 های مزاحمبررسی اثر گونه  -9-8

                                                           روش میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بر انجماد قطره آلی شهناور   قابلیت كاربرد            منظور بررسی   به

و  تغلهیظ ههای احتمهالی در پهیش   اثر مزاحمهت   ،          های حقیقی        در نمونه  ،           سازی ورتكس             توسط امولسیون

 مورد بررسی قرار گرفت.گیری تیكلوپیدین و لوزارتان اندازه

نمونهه تحهت شهرایط بهینهه و در غیهاب       ابتدا سیگنال محلولها، به منظور بررسی اثر مزاحمت

لیتهر از محلهول   میلهی  0/4در یهک لولهه آزمهایش    این صورت كهه  . بهگیری شدم اندازههای مزاحگونه

 1/0             لوزارتهان و   بهر لیتهر  گهرم  میلی 0/40لیتر از محلول میلی 0/4،           تیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی0/40

بهه حجهم   و توسط آب مقطهر   اضافه شد % نمک سدیم كلراید8/0 و =3/1pHلیتر بافر فسفاتی با میلی

به لوله آزمایش تزریق  دودكانول-4میكرولیتر از حلال  0/41لیتر رسانده شد. سپس میلی 0/40نهایی 

 بهلوله آزمایش پس از اتمام عمل استخراج،  دقیقه در دستگاه ورتكس قرار گرفت. 0/4شده و به مدت 

 9این فراینهد  حلال به دستگاه تزریق شد.  هااستخراج حاوی نمونه نهایت و در یدمنتقل گرد یخ حمام

محهدوده قابهل قبهول بهرای      و ها و انحراف استاندارد آنها محاسبه شدمیانگین سیگنال بار تكرار شد و

 زیر بدست آمد:نوسان سیگنال، با توجه به رابطه 

( 9-46) 

 

SA9Ā± 
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 باشهد. شهده مهی  گیهری های اندازهانحراف استانداردهای سیگنال  SAمیانگین و  Āدر این رابطه 

             تیكلوپیدین و  حجمی نسبت به-برابر وزنی 4000گونه با نسبت ، هربرای بررسی اثر مزاحمت احتمالی

دست هر آنالیت ب به مربوطهبه محلول اضافه شد سپس عمل استخراج انجام گرفت و سیگنال          لوزارتان 

گرفت به ایهن معنها   قرار می ±SA9Āدست آمده در حضور گونه مورد نظر در دامنه اگر سیگنال ب آمد.

حجمهی گونهه   -در غیر این صورت نسهبت وزنهی   بود كه یون مورد نظر با نسبت موجود مزاحم نیست.

نتهایج حاصهل از    قهرار گیهرد.   ±SA9Āای در دامنهه  شد تا سیگنال تجزیهمزاحم آنقدر كاهش داده می

                   نشان داده شده است.   ( 3 4- 9 )  و    ( 8 4- 9 )  ول ا               های مزاحم در جد        اثر گونهبررسی 

 گیری تیكلوپیدینهای مزاحم در پیش تغلیظ و اندازهاز بررسی اثر گونه حاصلنتایج  :48-9 جدول

تیكلوپیدیننسبت غلظت گونه به غلظت  های مورد بررسیگونه   

 نیكوتین آمید، گلوكز، متیونین، آلانین 4000

 لاكتوز 100

 تیواوره 900

200 B6 ویتامین ،B1 ویتامین 

 

 

 لوزارتان گیریهای مزاحم در پیش تغلیظ و اندازهنتایج حاصل از بررسی اثر گونه :43-9 جدول 

های مورد بررسیگونه نسبت غلظت گونه به غلظت لوزارتان  

 نیكوتین آمید، گلوكز، متیونین 4000

 لاكتوز، آلانین 100

900 B6 تیواوره، ویتامین 

 ویتامین B1، لاكتوز 200
 

      پهیش       ، در                     ههای مهورد بررسهی                                 مشخ  گردید كه بسیاری از گونهه                            با توجه به نتایج این جدول

      كنند.                           و لوزارتان ایجاد مزاحمت نمی            تیكلوپیدین      گیری      اندازه        تغلیظ و 
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 ارقام شایستگی روش  -9-3

 و حد كمی حد تشخی   -9-3-4

سهطح   یهک  توانهد بها  از آنالیت اسهت كهه مهی    ی، حداقل غلظتیک روش 4(LOD)حد تشخی 

  : [  90 ]   شود               ه زیر محاسبه می                حد تشخی  از رابط  اطمینان مشخ  آشكارسازی شود.

( 9-47) 

 
LOD =

𝑘𝑆𝑏𝑙

𝑚
 

و  49/4و لوزارتان به ترتیب  تیكلوپیدین كه برای شاهدنحراف استاندارد ا  Sblدراین رابطه، 

مقدار منطقی  باشد.ضریب اطمینان می kو  تغلیظن پیششیب منحنی كالیبراسیوm ، باشدمی 40/4

-بار اندازه 6،بهینه شرایطتحت  محلول شاهد. است k =0/9وقابل قبول برای این ضریب ثابت عدد 

تغلیظ و پیش حد تشخی  روش برای (47-9)معادلهدر  گرفتن نتایجقرار شود. با میگیری تكراری 

 .بر لیتر بدست آمد كروگرممی 0/4و 7/4به ترتیب و لوزارتان  تیكلوپیدین گیریاندازه

تواند با دقت و صحت قابل یک روش، حداقل غلظتی از آنالیت است كه می 2(LOQ) حد كمی

 .[90]شودگرفته می در نظر k=0/40برای محاسبه حد كمی، مقدار ضریب  گیری شود.قبول اندازه

 9/9و  7/1و لوزارتان به ترتیب  تیكلوپیدین گیریتغلیظ و اندازهپیش برایاین حد كمی روش بنابر

 .گرم بر لیتر بدست آمدمیكرو

 دقت و صحت  -9-3-2

پذیری نتایج است و به صورت درصد انحراف استاندارد نسبی بیان دهنده میزان تكراردقت نشان

( از رابطهه زیهر   %RSDانحهراف اسهتاندارد نسهبی)   درصهد   باشهد. شود كه تابعی از غلظت نمونه مهی می

 :[90]شودمحاسبه می

                                                 
1  Limit of detection 
2  Limit of quantification 
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( 9-48) 

 
%RSD =

𝑆𝐶

𝐶
× 100 

سهی دقهت و   ربرباشهد. بهرای   می میانگین غلظت  Cغلظت و  نحراف استاندارد SCدر این رابطه 

در دامنهه خطهی منحنهی كالیبراسهیون                                تیكلوپیهدین و لوزارتهان  از  های متفهاوتی تظصحت روش، غل

ههای  بهرای ههر یهک از غلطهت    . عمل استخراج بر روی آنها انجام گرفهت بهینه تحت شرایط انتخاب و 

-معادلهه در  آمده دستهای بسیگنال دادنبا قرار و  گیری تكراری انجام گرفتاندازه بار9شده، انتخاب

 (24-9) و (20-9جهداول)  در نتایج حاصل  .         بدست آمد                       تیكلوپیدین و لوزارتانكالیبراسیون مقدار  های

خهوب روش  ترتیهب نشهان دهنهده دقهت و صهحت      و درصهد انحهراف نسهبی بهه     tمقهادیر  . آمده است

 است(. 90/1برابر درجه آزادی  2برای بحرانی  t% مقدار 31سطح اطمینان است)

 

 تیكلوپیدینروش برای  دقت و صحتنتایج حاصل از بررسی  :20-9 جدول

 %t RSDمقدار بازیابیدرصد 
 گیری شدهاندازه تیكلوپیدین

 )میلی گرم بر لیتر(

موجود در محلول تیكلوپیدین 

 آبی)میلی گرم بر لیتر(

0/37 36/4 6/2 431/0 ± 001/0  200/0 

8/33 99/0 4/4 338/0 ± 044/0  000/4 

1/400 82/0 8/0 092/0±041/1 000/1 

     

 

 

 لوزارتانروش برای  دقت و صحتنتایج حاصل از بررسی  :24-9 جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
)میلی  گیری شدهلوزارتان اندازه

 گرم بر لیتر(

لوزارتان موجود در محلول 

 آبی)میلی گرم بر لیتر(

0/33 18/0 0/9 438/0 ± 006/0  200/0 

8/33 43/0 8/4 338/0 ± 048/0  000/4 

2/33 68/2 1/0 020/0±363/9 000/1 
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 تغلیظفاكتور پیش  -9-40

به صورت نسبت شیب منحنی كالیبراسیون پیش  (43-9)طبق رابطه ،4(PFتغلیظ )فاكتور پیش

شهیب منحنهی    m1. در ایهن رابطهه   شهود تغلیظ بر شیب منحنی كالیبراسهیون مسهتقیم تعریهف مهی    

       بهرای    تغلهیظ فاكتور پیشباشد. كالیبراسیون مستقیم میشیب منحنی  m2و  تغلیظكالیبراسیون پیش

 .        بدست آمد   9  41 / 8  و    3 3 / 1         به ترتیب           لوزارتان   و            تیكلوپیدین

( 9-43) 

 
PF =

𝑚1

𝑚2
 

          های حقیقی        در نمونهو لوزارتان                 گیری تیكلوپیدین       اندازه   -  44- 9

      ههای                                       گیری تیكلوپیدین و لوزارتان در نمونهه                    پیشنهادی، در اندازه                         منظور بررسی توانایی روش  به

   در                           تیكلوپیهدین و لوزارتهان          گیهری                  تغلیظ و اندازه                این روش برای پیش    از ،            های متفاوت،          با بافت       حقیقی

                                   های قرص، ادرار و پلاسما استفاده شد.     نمونه

 نمونه قرص درو لوزارتان گیری تیكلوپیدین اندازه  -9-44-4

      كه هر   هیدروكلراید                   عدد قرص تیكلوپیدین    1                                    گیری تیكلوپیدین در نمونه قرص، ابتدا            برای اندازه

          هاون عقیق   ها دردقت توزین شد و پس از آنكه قرصبه                   گرم ماده مؤثر است،    میلی     210 / 0         قرص حاوی 

      توزین      است،                           گرم ماده مؤثره تیكلوپیدین     میلی     210 / 0      معادل                             گن شدند، یک چهارم از آن كه         پودر و هم

    20                          اضهافه شهد و بهه مهدت                  لیتر متانول    میلی     400 / 0                 به یک بالن حاوی                     سپس مقدار توزین شده     شد.

-      میلهی      210 / 0                      در یهک بهالن حجمهی      پس از آنكه صاف شد                                     دقیقه در حمام التراسونیک قرار گرفت و 

              لیتری منتقل و     میلی 0/400                   لیتر از آن به بالن     میلی 0/40سپس  .                                لیتری با متانول به حجم رسانده شد

                    لیتری منتقل و با آب     میلی 0 0 4 / 0             لیتر به بالن     میلی   0 4 / 0                 د. از این محلول،         رسانده ش   م              ا متانول به حج ب

روش افزایش اسهتاندارد مهورد آنهالیز        به                    ین محلول نمونه قرصاز الیتر میلی 0/4.  د    ده ش  ان  رس   م     به حج

                                                 
1  Preconcentration Factor 
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ی قهرص و فاقهد   نمونهه لیتر میلی 0/4قرار گرفت، به این صورت كه ابتدا سیگنال محلول نمونه حاوی 

-میلهی  1/2و  1/4، 0/4های ترتیب حجمو در مراحل بعد، به دست آمدبهینه ب استاندارد تحت شرایط

-به محلول نمونه اضافه شد. همننین بهه            تیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی 0/40لیتر از محلول استاندارد 

لیتهر از  میلهی  1/2و  1/4، 0/4ی هها ترتیهب حجهم  گیری همزمهان، بهه  یابی به هدف اندازهمنظور دست

-لوزارتان نیز به محلول نمونه اضافه شد و پس از انجام پیش گرم بر لیترمیلی 0/40محلول استاندارد 

بار تكرار شد كه نتایج آن  9گیری ای محاسبه شد. هر اندازهتغلیظ تحت شرایط بهینه، سیگنال تجزیه

تغییهری در  لوزارتهان  در حضهور               تیكلوپیهدین گیری با توجه به نتایج اندازه. آمده است   22- 9      جدولدر 

هها در  گیری هم زمان این داروتوان نتیجه گرفت كه اندازهین میبنابراایجاد نشد،            تیكلوپیدین سیگنال

نیز به همین ترتیب صورت گرفت، كه نتایج  آماده سازی قرص لوزارتان .ندارند نمونه حقیقی مزاحمتی

 آمده است.   22- 9      جدولآن در 

 ادرار نمونه درو لوزارتان گیری تیكلوپیدین اندازه  -9-44-2

-ادرار جمعابتدا   ،                                       فرد بیمار كه قرص لوزارتان مصرف كرده بود                  سازی نمونه ادرار           منظور آماده    به

لیتهر  میلی 0/2در دمای اتاق ذوب شد و سپس به ازای هر آوری شده كه تا زمان آنالیز فریز شده بود، 

بهه   های موجود در آن اضهافه گردیهد و  ینمنظور جداكردن پروتئبه استونیتریللیتر میلی 1/0از ادرار، 

          لیتهر از        میلهی    4 / 0    سپس   .دور در دقیقه قرار داده شد 2000دقیقه در سانتریفیوژ با سرعت 0/40مدت

به این           انجام شد،                             نه با روش افزایش استانداردو         آنالیز نم   و    شد       منتقل            لوله آزمایش           ادرار به            محلول رویی

قد استاندارد تحت شرایط ی ادرار و فالیتر نمونهمیلی 0/4صورت كه ابتدا سیگنال محلول نمونه حاوی 

  یتهر گرم بهر ل میلی 0/40های استاندارد از محلول              سه حجم متفاوت دست آمد و در مراحل بعد بهینه ب

بهار تكهرار شهد كهه نتهایج آن در       9گیری به محلول نمونه اضافه شد. هر اندازه و لوزارتان           تیكلوپیدین 

   8  ،  (  46- 9        شهكل   )                                       نمونهه ادرار حهاوی داروی لوزارتهان   كهه  لازم به ذكر است  آمده است.   22- 9      جدول

             سازی نمونهه            برای آماده   .       دست آمد              از فرد بیمار ب     گرمی     میلی    21 / 0    تان                          ساعت پس از مصرف قرص لوزار

 اسهتونیتریل لیتهر  میلی 1/2لیتر از ادرار، میلی 0/1   به       ساله،     90     سال     مرد   لب  ط                  ادرار مربوط به داو   م  دو
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دقیقهه در سهانتریفیوژ بها    0/40به مهدت  های موجود در آن اضافه گردید وینمنظور جداكردن پروتئبه

      لیتری     میلی    21 / 0                                  س محلول رویی آن برداشته و به بالن  پ س. دور در دقیقه قرار داده شد 2000سرعت 

                             لیتهر از ایهن محلهول بها           میلهی    4 / 0  س  پ   سه   .                    بر لیتر دارو تهیه شد   م  گر    میلی   1 / 0                    منتقل كرده و محلول

                                    لیتهری در شهرایط بهینهه بهه روش           میلهی     40 / 0                                                     استفاده از روش افهزایش اسهتاندارد در ظهرف نمونهه     

    فت.                              و لوزارتان مورد بررسی قرار گر                                                       ادی در سه غلظت متفاوت از استاندارد داروهای تیكلوپیدین     پیشنه

  .             آورده شده است   2 2- 9                                          گیری سه بار تكرار شد كه نتایج آن در جدول         هر اندازه

 

 فرد سالم )فاقد تیكلوپیدین و لوزارتان(كروماتوگرام حاصل از نمونه ادرار  :41-9 شكل

میكرولیتر،  41( دودكانول-4حجم حلال استخراج)لیتر، میلی 0/40حجم محلول نمونه ، =3/1pH  شرایط آزمایش:

 %( به91:11:20) آباستونیتریل و ، 7/2برابر pHبا  بافر فسفاتتركیب ، %80/0قدرت یونی دقیقه،  0/4زمان استخراج 

 میكرولیتر 0/1 لوپ محج، لیتر بر دقیقهمیلی 0/4 فاز متحرک سرعت جریان، عنوان فاز متحرک

 نمونه پلاسما درو لوزارتان گیری تیكلوپیدین اندازه  -9-44-9

آوری شده كه تا زمان آنالیز فریز شهده  ابتدا پلاسمای جمع       پلاسما،             سازی نمونه           منظور آماده    به

 اسهتونیتریل لیتهر  میلی 1/0،       پلاسمالیتر از میلی 0/2و سپس به ازای هر  اتاق ذوب شدبود، در دمای 

دقیقهه در سهانتریفیوژ بها    0/40به مهدت  های موجود در آن اضافه گردید وینمنظور جداكردن پروتئبه

            لوله آزمایش     به       پلاسما                    لیتر از محلول رویی    میلی   4 / 0    سپس   .دور در دقیقه قرار داده شد 2000سرعت 

به این صورت كه ابتدا سهیگنال محلهول                                        نه با روش افزایش استاندارد انجام شد،و           و آنالیز نم    شد       منتقل

دست آمد و در مراحل قد استاندارد تحت شرایط بهینه بی پلاسما و فالیتر نمونهمیلی 0/4نمونه حاوی 

Time (min) 

mAU 
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به محلول  و لوزارتان           تیكلوپیدین   لیترگرم بر میلی 0/40های استاندارد از محلول              سه حجم متفاوت بعد 

آمده است. لازم به ذكهر   ،  22- 9      جدولبار تكرار شد كه نتایج آن در  9گیری نمونه اضافه شد. هر اندازه

            لوزارتهان                       ساعت پس از مصرف قهرص     6  ،  (  48- 9      شكل  )                                  نمونه پلاسمای حاوی داروی لوزارتاناست كه 

         دست آمد.                   گرمی از فرد بیمار ب    میلی    21 / 0

 

های حقیقیتیكلوپیدین و لوزارتان در نمونهگیری نتایج حاصل از پیش تغلیظ و اندازه :22-9 جدول  

 نمونه
 (ppm)اضافه شده 

 گیری شدهاندازه

(ppm) 
RSD% 
(n=3) 

مقدار در نمونه  بازیابیدرصد  tمقدار 

 اصلی
 لوزارتان تیكلوپیدین لوزارتان تیكلوپیدین لوزارتان تیكلوپیدین لوزارتان تیكلوپیدین لوزارتان تیكلوپیدین

 

قرص 

 لوزارتان

0/0 0/0 000/0 348/0 - 2/4 - - - - 

 گرممیلی 3/22
0/4 0/4 023/4 021/4 9/9 9/1 18/4 32/0 3/402 1/402 

0/2 1/4 339/4 197/4 1/1 7/2 41/0 19/4 61/33 1/402 

0/1 0/2 068/1 041/2 6/4 6/1 78/4 26/0 7/404 7/400 

 

قرص 

 تیكلوپیدین

0/0 0/0 381/0 0/0 1/9 - - - - - 

 گرممیلی0/216
0/4 0/4 386/0 317/0 8/1 6/9 14/0 49/2 6/38 7/31 

1/4 1/4 113/4 113/4 3/4 9/2 14/9 68/2 3/409 6/36 

1/2 1/2 191/2 144/2 7/0 8/2 97/9 27/0 1/404 1/400 

ادرار 

 لوزارتان

0/0 0/0 000/0 471/0 - 6/1 - - - - 
-میلی 471/2

 گرم بر لیتر
1/4 0/4 143/4 048/4 8/9 1/9 18/0 83/0 9/404 8/404 

1/1 1/4 162/1 140/4 9/2 8/2 69/0 1/0 4/33 7/400 

ادرار 

 تیكلوپیدین

0/0 0/0 <LOD 0/0 - - - - - - 

- 0/4 0/4 047/4 381/0 4/4 4/2 67/2 6/2 7/404 1/38 

1/2 1/4 197/2 122/4 0/4 4/2 1/2 2/4 1/404 1/404 

پلاسما 

 لوزارتان

0/0 0/0 000/0 043/0 - 0/9 - - - - 
-میلی 297/0

 گرم بر لیتر
0/2 1/0 389/4 148/0 6/1 9/9 92/0 8/4 41/33 6/409 

0/9 0/4 071/9 010/4 8/2 3/4 1/4 4/1 1/402 7/401 

 پلاسما

 تیكلوپیدین

0/0 0/0 <LOD 0/0 - - - - - - 

- 0/2 0/4 372/4 370/0 0/4 2/2 1/2 1/2 6/38 37 

0/1 0/2 311/9 362/4 18/0 0/4 0/1 1/9 3/38 4/38 
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Time(min) 

 

  بیمارفرد كروماتوگرام حاصل از نمونه ادرار  :46-9 شكل 

میكرولیتر،  41( دودكانول-4حجم حلال استخراج)لیتر، میلی 0/40حجم محلول نمونه ، =3/1pH شرایط آزمایش:

 %( به91:11:20) استونیتریل و آب، 7/2برابر pHبا  بافر فسفاتتركیب ، %80/0قدرت یونی دقیقه،  0/4زمان استخراج 

 میكرولیتر 0/1 لوپ محج، لیتر بر دقیقهمیلی 0/4 فاز متحرک سرعت جریان، عنوان فاز متحرک

 

 

 و لوزارتانتیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی 0/4كروماتوگرام نمونه ادرار :47-9 شكل 

لیتر، میلی 0/40حجم محلول نمونه ، =3/1pH ،گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  شرایط آزمایش:

 بافر فسفاتتركیب ، %80/0قدرت یونی دقیقه،  0/4میكرولیتر، زمان استخراج  41( دودكانول-4حجم حلال استخراج)

لیتر بر میلی 0/4 فاز متحرک سرعت جریان، عنوان فاز متحرک %( به91:11:20) آباستونیتریل و ، 7/2برابر pHبا 

 میكرولیتر 0/1 لوپ محج، دقیقه

Los 

Tic 

Los 

Time(min) 

mAU 

mAU 
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 بیمارفرد  سمایكروماتوگرام حاصل از نمونه پلا :48-9 شكل 

میكرولیتر،  41( دودكانول-4حجم حلال استخراج)لیتر، میلی 0/40حجم محلول نمونه ، =3/1pH شرایط آزمایش:

 %( به91:11:20) استونیتریل و آب، 7/2برابر pHبا  بافر فسفاتتركیب ، %80/0قدرت یونی دقیقه،  0/4زمان استخراج 

 میكرولیتر 0/1 لوپ محج، لیتر بر دقیقهمیلی 0/4 فاز متحرک سرعت جریان، عنوان فاز متحرک

 

  

Los 

Time(min) 

mAU 
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 فصل چهارم                           -1

 گیریبحث و نتیجه
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                                                                   روش میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بهر انجمهاد قطهره آلهی شهناور      در این پروژه، با استفاده از 

 گیری شد.اندازه                       تیكلوپیدین و لوزارتان          مقادیر كم ، HPLC          و دستگاه            سازی ورتكس             توسط امولسیون

 

 شایستگی روشارقام   -1-4

         گرم بهر      میلی 006/0-10/1 یه غلظتیدهد كه در ناحهای كالیبراسیون نشان میمنحنی بررسی

   ای             سیگنال تجزیهبرای لوزارتان، بین غلظت و             گرم بر لیتر    میلی 001/0-10/1برای تیكلوپیدین و      لیتر

-انهدازه  9نسبی برای  مقادیر انحراف استاندارد  ،   24- 9  و     20- 9              . مطابق جداول                    رابطه خطی وجود دارد

% بهرای  8/0و  4/4، 6/2 برابهر  ترتیبگرم بر لیتر بهمیلی 0/1و  0/4، 2/0های گیری تكراری در غلظت

 دهنهده دقهت خهوب روش اسهت.    كهه نشهان   باشهد % برای لوزارتان مهی 1/0و  8/4، 0/9تیكلوپیدین و 

، بیهانگر صهحت خهوب روش    های ذكر شدهمقادیر درصد بازیابی نشان داده شده برای غلظتهمننین 

   4 / 0   و   4 / 7                                        گیری تیكلوپیدین و لوزارتان بهه ترتیهب                 تغلیظ و اندازه   پیش  است. حد تشخی  روش برای

   3 3 / 1         به ترتیب           لوزارتان   و                 برای تیكلوپیدین  بهینه تغلیظ تحت شرایطو فاكتور پیش گرم بر لیترمیكرو

           محاسبه شد.   9  41 / 8  و 

             تیكلوپیدین و   گیریدر اندازه هابیشتر گونه، 43-9و  48-9 بر اساس نتایج ارائه شده در جداول

 پذیری بالایی برخوردار است.مزاحم نیستند و روش از گزینش         لوزارتان

ههای قهرص، ادرار و پلاسهما در    در نمونهه                           تیكلوپیهدین و لوزارتهان   گیهری  نتایج حاصل از اندازه

توان روش پیشنهادی را با دقت و صحت خوبی دهد كه میاین نتایج نشان می آمده است.   22- 9      جدول

 كار گرفت.های حقیقی بهدر نمونه                      تیكلوپیدین و لوزارتانگیری در اندازه
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 های موجودمقایسه روش پیشنهادی با برخی روش  -1-2

آورده شده                       تیكلوپیدین و لوزارتان  گیریاندازهو تغلیظ های پیشاز روش تعدادی   4- 1      جدول   در 

           تیكلوپیدین  انهمزم گیریتغلیظ و اندازهپیش           ای مبنی بر                                     با توجه به اینكه تا به حال هیچ مقاله   .است

                                                    گیری جداگانه ههر یهک از ایهن دو دارو مربهوط                                                       و لوزارتان گزارش نشده است، لذا مقالاتی كه به اندازه

ههای مختلهف، ماننهد حهد     در این جدول پهارامتر                                          ، برای مقایسه در جدول زیر آورده شده است.   شد  می

مقایسهه ارقهام شایسهتگی     تغلیظ برای مقایسه آورده شده اسهت. تشخی ، دامنه خطی و فاكتور پیش

روش پیشنهادی نسبت به برخی از دهد كه با روش پیشنهادی نشان می هاگزارش شده برای این روش

 باشد.های گزارش شده بهتر میروش

 تیكلوپیدین و لوزارتانگیری اندازه های گزارش شده برایمقایسه روش پیشنهادی با برخی از روش 4-1 جدول

 تغلیظ روش پیش آنالیت
 روش اندازه

 گیری

 حد تشخی 

گرم بر )میلی

 لیتر(

 دامنه خطی

گرم بر )میلی

 لیتر(

 فاكتور پیش

 تغلیظ
 مرجع

 SPE GC 001/0 1/2-04/0 - [8] تیكلوپیدین

 [44] - 0/4-0/10 69/0 اسپكتروفتومتری - تیكلوپیدین

 SPE GC-MS 41/0 1/4-9/0 - [7] تیكلوپیدین

 [20] - 46/0-2/4 42/0 ولتامتری - لوزارتان

 DLLME HPLC-UV 044/0 0/4-4/0 - [10] لوزارتان

IL-DLLME لوزارتان
4

 HPLC 048/0 0/20-4/0 - [41] 

  VA-SFODME HPLC 0047/0 1/1-006/0 1/33 تیكلوپیدین

  VA-SFODME HPLC 004/0 1/1-001/0 8/419 لوزارتان

 

تر است و همننهین دارای گسهتره   های بالا پاییننسبت به روشروش پیشنهادی  حد تشخی 

در                           تیكلوپیهدین و لوزارتهان  برای استخراج نیز  حلال آلی و زمان مورد نیاز باشد. حجمخطی خوب می

                                                 
1  Ionic liquid based dispersive liquid–liquid microextraction 
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سهریع،   یک روش بسهیار سهاده،   VA-SFODMEتوان گفت بنابراین میباشد. این روش بسیار كم می

 موثر و سازگار با محیط زیست است.

 گیرینتیجه   -1-9

                                          روش میكرواستخراج فاز مایع مبتنی بر انجماد  از امكان استفاده در این پروژه برای نخستین بار

  و          تغلهیظ             بهرای پهیش    كهارایی كروماتوگرافی مایع بها    و            سازی ورتكس              توسط امولسیون               قطره آلی شناور 

-مورد بررسی قرار گرفت. از مزایای روش پیشنهادی می                       تیكلوپیدین و لوزارتان          مقادیر كم       گیری      اندازه

  توان به موارد زیر اشاره كرد:

 زمان استخراج بسیار كوتاه 

 بسیار كم حلال استخراج مصرف 

 دامنه خطی نسبتا  وسیع                      

 دقت و صحت بالا 

 هزینه كم 

 

     نگری     آینده   - 1- 1

 تغلیظ دیگر تركیبات داروییكاربرد این روش در پیش 

 مقهادیر كهم            تغلهیظ             بهرای پهیش                                          ههای میكرواسهتخراج بها فهاز مهایع                        استفاده از سایر روش              

                        تیكلوپیدین و لوزارتان
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 زمان یکدر  یرمتغ سازی یکینهروش بهنتایج و نمودارهای حاصل از 

 

 :       روش كار

لیتر میلی 0/4،           تیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یک لوله آزمایش 

بهه  و توسهط آب مقطهر   اضافه          مورد نظر pH   با  مقداری بافر          لوزارتان،  بر لیترگرم میلی 0/40از محلول 

-4 از حلال         مورد نظرمقدار وسیله یک میكروپیپت، بهلیتر رسانده شد. سپس میلی 0/40حجم نهایی 

-منظور امولسیون. در مرحله بعد بهاضافه شد نمونه محلولبه سطح  حلال استخراج عنوانبه          دودكانول 

پس از اتمام عمل در دستگاه ورتكس قرار گرفت.          مورد نظرزمان به مدت  لوله آزمایشسازی مخلوط، 

     ، در                     قطهره آلهی منجمهد           دقیقه،    20     گذشت        بعد از و  یدمنتقل گرد یخ حمام بهلوله آزمایش استخراج، 

      شهد.                  ویهال منتقهل     یک            اسپاتول به سپس قطره آلی منجمد شده توسط                        سطح محلول تشكیل گردید. 

            میكرولیتهر     1 / 0                                               دمای اتاق نسبتا منجمد است، قطهره آلهی توسهط                 دودكانول در- 4    حلال             بدلیل اینكه 

  تزریق گردید. HPLCدستگاه  به                     مقداری از آن با دقت                          متانول رقیق شد و در انتها 
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان pHبررسی اثر  نتایج حاصل از :4جدول

 pH تیكلوپیدینسیگنال  سیگنال لوزارتان هامجموع سیگنال

7/4206 1/316 9/260 2 

2/4237 6/311 6/914 1/2 

9/4911 3/314 1/102 9 

8/4948 4/826 7/132 1 

3/4460 2/110 7/620 1 

0/4017 8/911 2/702 6 

2/374 0/482 2/783 7 

8/396 2/414 6/781 8 

0/327 6/498 1/788 3 

 

 

 

 بر میزان استخراج pH مودار تاثیرپ: ن4شكل

م لیتر حجمیلی 0/40 فاتی،سف لیتر بافرمیلی 0/2 ،گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  :شرایط آزمایش

 میكرولیتر 0/90 حلال استخراج، حجم دودكانول-4 حلال استخراجدقیقه،  2زمان استخراج ، نمونهمحلول 
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 بررسی اثر نوع بافر بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان نتایج حاصل از :2جدول

 نوع بافر سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان هامجموع سیگنال

 فسفاتی 6/168 9/112 3/4420

 سیتراتی 8/414 2/100 0/612

 فتالاتی 0/267 0/121 0/632

 

 

  

 استخراجمودار تاثیر نوع بافر بر میزان پ: ن2شكل

لیتر میلی 0/1pH=، 0/40لیتر بافر با میلی 0/2 ،گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  :شرایط آزمایش

 میكرولیتر 0/90 حلال استخراج، حجم دودكانول-4 حلال استخراجدقیقه،  2، زمان استخراج نمونهم محلول حج
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتانحجم بافر  بررسی اثر نتایج حاصل از :9جدول

 حجم بافر سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان هامجموع سیگنال

4/4843 2/811 3/379 1/0 

6/4921 6/693 0/681 0/4 

0/4440 0/190 0/180 0/2 

4/4412 0/184 4/674           0/9 

2/4402 2/112 0/610 1/9 

 

 

 

 بافر بر میزان استخراج حجممودار تاثیر نپ: 9شكل

م لیتر حجمیلی 0/1pH=، 0/40بافر فسفاتی با  ،گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  :شرایط آزمایش

 میكرولیتر 0/90 حلال استخراج، حجم دودكانول-4 حلال استخراجدقیقه،  2، زمان استخراج نمونهمحلول 
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 حجم حلال استخراج بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان بررسی اثر نتایج حاصل از :1جدول

 حجم حلال سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان هامجموع سیگنال

2/4772 6/821 6/316 0/41 

4/4843 2/811 3/379 0/90 

1/4134 8/639 7/737 0/11 

9/4241 1/163 3/611 0/70 

4/172 8/260 9/944 0/400 

 

 

 

 

 بر میزان استخراج حلال استخراج حجممودار تاثیر نپ: 1شكل

 0/1pH=، 0/40لیتر بافر فسفاتی با میلی 1/0، گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  :شرایط آزمایش

 دودكانول-4 حلال استخراجدقیقه،  2، زمان استخراج نمونهم محلول لیتر حجمیلی
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 میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان بربررسی اثر زمان  نتایج حاصل از :1جدول

 (min)زمان سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان هامجموع سیگنال

3/4100 2/610 7/710 0/4 

4/4762 3/804 2/360 1/4 

6/4803 7/891 3/379 0/2 

1/4780 9/840 2/370 0/9 

0/4137 7/716 9/810 0/1 

 

 

 

 بر میزان استخراج زمانمودار تاثیر نپ: 1شكل

 0/1pH=، 0/40لیتر بافر فسفاتی با میلی 1/0، گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  :شرایط آزمایش

 میكرولیتر 0/90 حلال استخراجدودكانول، حجم -4 حلال استخراج، نمونهم محلول لیتر حجمیلی
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 بررسی اثر قدرت یونی  بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان نتایج حاصل از: 6جدول

 NaClدرصد  سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان هامجموع سیگنال

0/4789 6/722 1/4060 04/0 

2/2017 1/816 8/4200 01/0 

2/2432 9/321 3/4266 40/0 

1/2484 1/370 3/4240 10/0 

8/4838 1/816 9/4012 00/4 

 

 

 

 بر میزان استخراج قدرت یونیمودار تاثیر نپ: 6شكل

 0/1pH=، 0/40لیتر بافر فسفاتی با میلی 1/0، گرم بر لیترمیلی 0/4 و لوزارتانتیكلوپیدین غلظت  :شرایط آزمایش

 2زمان استخراج میكرولیتر،  0/90 حلال استخراجدودكانول، حجم -4 حلال استخراج، نمونهم محلول لیتر حجمیلی
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Abstract 

 

In this study, for the first time a simple, rapid, and highly efficient liquid-phase 

microextraction method based on the vortex-assisted emulsification solidified floating 

organic drop, followed by high performance liquid chromatography equipped with UV 

detection, has been developed for simultaneous preconcentration and determination of 

Ticlopidine (Tic) and losartan (Los). In this method, a few microliters of 1-dodecanol 

was delivered to the surface of solution containing trace amounts of Tic and Los. Then 

this solution was vortexed for a desired time. Then sample solution was cooled by 

inserting it into an ice bath for a short time. The solidified 1-dodecanol containing 

analytes was transferred into a suitable vial and immediately melted, it was diluted by 

5.0µl of methanol and injected to HPLC. Full factorial design was used as Screening 

method to select the important variables that effect extraction efficiency. Then Central 

composite face-centered design (CCF) was used for optimization of selected factors by 

Full factorial design such as pH  and volume of organic solvent.  The calibration curves 

were linear in the range of 0.006-5.5 ppm for Tic and 0.004-4.5 ppm for Los. Under the 

optimum conditions, the detection limits were 1.7 ppb for Tic and 1.0 ppb for Los. 

Preconcentration factor were 99.5 for Tic and 153.8 for Los. The relative standard 

deviation for five replicate measurements of 1.0 and 4.0 ppm of Tic and Los were 

obtained 1.1 and 0.8 %, 1.8 and 0.5% respectively. 

 

Keywords: Ticlopidine, Losartan, 1-dodecanol, Liquid-phase microextraction based on 

the vortex-assisted emulsification solidified floating organic drop, Experimental design, 

Central composite face-centered design 
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