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 تقدیر   و تشکر از
یتپرستم و تنها از تنها تو  را  می پروردگارم،  که بزرگترین امید و یاور در لحظه لحظه زندگیم  است. فرما،راه   تو یاری میخواهم، مرا به راه  راست هدا

 کسانیکه بر آنان  نعمت  بخشیدی ، نه  راه کسانی که  برآنان خشم فرمودی و نه گمراهان...
 مرهمیست، ثمره تلاش برای افتخار من ا شان کههای پینه بسته نه میتوانم موهایشان را که در راه عزت من سفید شد، سیاه کنم  و نه  برای دست

 . دارم.پس توفیقم ده که هر  لحظه شکر گزارشان باشم و ثانیه های عمرم را در عصای دست بودنشان بگذرانم
ر و قدر دان تمامی حمایت ها ،محبت  ها ،همراهی  و نثار لحظه های عمرتان  در راه پیشرفتم هستم : پدر صبور   ر مادر مهربان و  همسف  و با  ذره ذره وجودم سپاسگذا

 ابدی لحظه های زندگیم ،همسر عزیزم.
ق   دکتر ناصر گودرزی که از محضر پر فیض  بسی شایسته است از استاد فرهیخته و فرزانه جناب آقای «من لم یشکر المخلوق لم یشکر الخالق»به مصدا

بارور  های کارساز و  سازنده را  با  راهنمایی   ین پروژهانجام اتدریسشان، بهره ها برده ام و با کرامتی چون خورشید، سرزمین  دل را  روشنی بخشیدند و 

گلی که  ق شائبه آقای دکتر منصور عرب چمکران از مساعدت های بیبا امتنان بی .;تقدیر  وتشکر نمایمساختند کاری در سمت بولجن این   مشاور  هم

و همواره اسوه  امها بردهشان، بهره تشکر و سپاس فراوان از استاد دانشمند آقای دکتر باقریان که از محضر پر فیض تدریس را بر عهده گرفتند. پایان نامه
رامش و خاطرات  شیرین در این  دریغ خدمت  تمامی دوستان صمیمی و مهربانم،که مایه آاستاد اخلاق و  صبر در زندگی من خواهند بود.با سپاس بی

مومنی و...و  سرکا رخانم  اشرفی و خانم فارسی وخواهران برزویی و  تمامی طاهری و  و تمامی کارکنان  دانشکده  شیمی  آقایان یزدانی ودوران  شدند 
 کسانی که به نوعی مرا در به انجام  رساندن این مهم  یاری نموده اند.
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اینجانب عادله عبادی دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته شیمی تجزیه. دانشکده شیمی دانشگاه شاهرود نویسنده پایان نامه جداسازی و 

با استفاده از روش میکرواستخراج قطره آلی شناور جامد با کمک افزایش سورفاکتانت و امواج مافوق صوت جفت  بخشآرام یداروهابعضی  یریگاندازه

 :شومیمی دکتر ناصر گودرزی متعهد تحت راهنمائروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، با ک شده

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

  محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است. یهاپژوهشدر استفاده از نتایج 

 در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه نشده  مطالب مندرج

 است.

  و یا  «دانشگاه شاهرود»و مقالات مستخرج با نام  باشدیمکلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه شاهرود«Shahrood 

University» .به چاپ خواهد رسید 

 عایت ر پایان نامهدر مقالات مستخرج از  اندبودهوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار حقوق معن

 .گرددیم

  استفاده شده است ضوابط و اصول اخلاقی  (هاآنیا بافتهای )در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که از موجود زنده

 رعایت شده است.

  ه حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است اصل بدر کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که

 رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.

 تاریخ

 امضای دانشجو

 مالکیت نتایج و حق نشر

  ،اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب ی رایانه ای، هابرنامهکلیه حقوق معنوی این 

. این مطلب باشدیممتعلق به دانشگاه شاهرود  (و تجهیزات ساخته شده است افزارهانرم 

 باید به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.

 باشدینمبدون ذکر مرجع مجاز  استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه. 
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Article II.  
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Article IV.  
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Article VII.  

 

 

 

 

 

 



 

 خ

 

 چکیده

و نمک خارج کننده  با استتتفاده از اثرهموژن  مایع جریان مخالف-استتتخراج مایع روشدر این پروژه، 

و  تغلیظ و تعیین همزمتتان آلارازولامبرای پیش متتایع پخشتتتی-میکرو استتتتخراج متتایع ترکیتتب آن بتتا

ز اکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا با آشکار ساز ماوراء بنفش به کار برده شد.  ییلهوسبه  کلرودیازپوکساید

آندکانول به -6دوم و حلال مرحله اول و حلال پخش در مرحله  حلال استخراج عنوانبهحلال استونیتریل 

به دمای محیط  داشتن چگالی کمتر از آب و نقطه ذوب نزدیک یلدلبه حلال استخراج مرحله دوم منظور

و اثر نمک  مرحله اول ، حجم حلال استخراجpHبر استخراج مانند  بعضی از پارامترهای مؤثر استتفاده شد.

و داروی برای د تغلیظپیشبا روش طراحی آزمایش بهینه شدند. تحت شرایط بهینه، منحنی کالیبراسیون 

بر لیتر خطی  گرمیلیم 5/5تا  060/0و  1/5تا  061/0 محدودهدر  یبترتبهکلرودیازپوکستتاید و آلارازولام 

بر لیتر برای  یکروگرمم 9/6و  آلارازولامبر لیتر برای  یکروگرمم 3/6 یصتشتتتخهمچنین حتتد  و بوده،

 کلرودیازپوکستتتایدو برای  9/33 آلارازولامتغلیظ برای فاکتور پیشدستتتت آمد. هکلرودیتازپوکستتتایتد بت

و  50/6 و 10/0 یهاغلظتتکراری در  یریگاندازهانحراف استتاندارد نسبی برای سه  دستت آمد.به3/604

و  5/6و  3/6و برای کلرودیازپوکستتتاید  1/6و  0/2و  9/9 یبترتبهبرای آلارازولام  بر لیتر گرمیلیم 00/5

، ادرار و ستترم مانند قرص حقیقی یهانمونهدستتت آمد. این روش برای تعیین غلظت این داروها در هب 5/6

 کار برده شد.به خون

 

، ندهاثر نمک خارج کن میکرو استخراج مایع مایع پخشی،ساید، آلارازولام، کلمات کلیدی: کلرودیازپوک

طراحی آزمایش
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 بنزودیازپین 

که ساختار شیمیایی آن شامل یک  هستند گردانروان یداروهاگروهی از  6(BZD) هایازپینبنزود

 .دهدیمرا نشان  هایازپیندساختار کلی بنزو  6-6شکل  .[6]حلقه بنزن و یک حلقه دیازپین است 

 
 ( ساختار کلی بنزودیازپین6-6شکل )

 ، صرع[1،1،8] یکپان، حملات [5] ، اضطراب[4] بخشآرام ،[2،9] خوابییدرمان ب دراین داروها 

و... به کار  [64] یشیپرخواب ی وشل کننده عضلان، ایحافظه اختلالات، [62،69] الکل ترک، [3،60،66]

 .روندیم

 9گابا هاییرندهگ 2یستبه عنوان آگون داروها این ها بدین صورت است کهیازپینبنزودمکانیسم اثر 

کلر  یونشده و ورود ( GABA) 4آمینو بوتیریک اسید-گاماعمل  یشافزا یاورود و  یلاثر کرده و باعث تسه

دو  لفا،آ یرواحداست که از دو ز یک پنتامر یداسآمینو بوتیریک -گاما یرنده. گدهندیم یشافزا هاسلولرا به 

آلفا  دیرواحز ینب یمحل هایازپینبنزود یریمحل قرار گ شده است. یلرواحد گاما تشکیز یکبتا و  یرواحدز

آمینو بوتیریک -گاما یشده و اثر مهار 5ایارپلاریزیشنچار هکلر سلول د یونبا ورود  گاماست. یرواحدو ز

___________________________ 
1
 Benzodiazepine 

2 Agonist 
3
 GABA 

4
 Gamma-aminobutyric acid 

5 Hyper polarization 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Benzodiazepine_a.svg
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بر  دهننک یفاثر آرامبخش و تضع یک هانورون پذیرییکبا کاهش تحر هایازپین. بنزودشودیم یتتقو یداس

 [.65] دارد یندآفر یندر ا ینقش اساس یداسآمینو بوتیریک -گاما یرندهگ و دارند یمغز هاییتفعال

-9، هایازپامدمشابه  هاییازپینبنزودگروه  5به  توانیمبنزودیازپین ها را بر اساس ساختمان 

، هایازپینبنزود-5-6ادغام شده و  هاییازپینبنزود-2-6، هایتروبنزودیازپینن-1، هایازپینبنزودهیدروکسی 

 .[61]تقسیم نمود 

 خواص بنزودیازپین ها 

بنزودیازپین ها بسته به سرعت اثر و نیمه عمر به انواع کوتاه اثر، متوسط اثر و طولانی اثر تقسیم 

با اثر  هاییازپینبنزودو  خوابییبدر درمان  ترکوتاهبنزودیازپین های دارای نیمه عمر  عموماً. شوندیم

دارای اثر  2و تریازولام 6مثال میدازولام عنوانطولانی تر در درمان افسردگی و اضطراب کاربرد دارند. به 

و  8، فلورازیام1دارای اثر متوسط و دیازپام 1و لورازپام  5، تماریام 4، کلونازپام9کوتاه مدت، آلارازولام

 ؤثرمو در کوتاه مدت  خطریب هایازپینبنزودکلی  طوربه .باشندیمدارای اثر طولانی مدت  3کلرودیازپوکساید

کن است گاهی باعث اختلالات شناختی و اثرات متناقص مانند پرخاشگری یا عدم بازداری هستند، اگرچه مم

 [.61]رفتاری شوند 

___________________________ 
1
 Midazolam 

2
 Triazolam 

3
 Alprazolam 

4
 Clonazepam 

5
 Temazepam 

6
 Lorazepam 

7
 Diazepam 

8
 Flurazpam 

9
 Chlordiazepoxide 
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هیدرولیز، هیدروکسیله شدن، حذف آلکیل، احیا و مزدوج  یهاراهدر درون بدن از  هایازپینبنزود

تابولیت . از ترکیباتی که مشوندیمشدن دچار تغییرات زیستی شده و به ترکیبات غیرفعال یا فعال تبدیل 

را نام برد.  3و پرازپام 2، دیازپام، فلورازپام، هالازپام1کلرودیازپوکساید، کلرازپات توانیم، کنندیمفعال ایجاد 

ونازپام، ، کلبه آلارازولام توانیم، گردندیمتبدیل  تریفضعز جمله داروهایی که به متابولیت غیرفعال یا ا

یند متابولیک، ترکیبات ایجاد آپس از انجام فر معمولاً ، تمازپام و تریازولام اشاره نمود. 4لورازپام، اکسازپام

 [.61] گردندیمشده به صورت گلوکورونید دفع 

هنوز  هاآننگرانی در مورد عوارض جانبی روانی و جسمی  یلدلبه داروهالانی مدت از این استفاده طو

یکی وابستگی فیز توانندیمدارند این است که  هایازپینبنزوددیگری که  هاییژگیوهم مورد بحث است. از 

دارو در بیمار قابل  ترک یهانشانهایجاد کنند؛ اما به محض قطع دارو بعد از یک استفاده طولانی مدت، 

. دهدیمدرصد، زوال عقل را افزایش  50. همچنین استفاده دراز مدت تقریباً به میزان [68،63]مشاهده است 

تر از مک هاآنباعث بیهوشی عمیق شود اما با این حال سمیت  تواندیم هایازپینبنزودمصرف بیش از اندازه 

 است.[ 20] 5هایتوراتباربمشتقات قبلی خود از قبیل 

 هابنزودیازپینتاریخچه  

. دانشده، به تدریج از صد سال پیش تاکنون کشف کنندیمایجاد  آورخوابعواملی که اثر مسکن 

به عنوان یک داروی  8توسط لیبریش 6813در سال  7بیکیلتوسط  6892که در سال  6کلرال هیدرات

___________________________ 
1 Chlorazpat 
2 Halazepam 
3 Prazepam 
4 Oxazepam 
5
 Barbiturate 

6 Chloral Hydrate 
7 Lee Baik 
8 Lybryshn 
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دیازپوکساید بود ، کلروهایازپینبنزود[. اولین دارو از گروه 61با موفقیت مورد ارزیابی قرار گرفت ] آورخواب

تولید شد. به علت اینکه خواص دارویی این ترکیبات نتیجه بخش  6توسط لئو استرنباخ 6355که در سال 

 هاییستالکربر روی  2، همکارش ارل ریدر6351نبود، استرنباخ طرح را رها کرد و دو سال بعد در آوریل 

 قوی، بخشآراملازم دریافت که این ترکیب یک  هاییشآزمامانده در آزمایشگاه توجه کرد و پس از  جابه

وارد بازار شد  9با نام تجاری لیبریوم 6310شل کننده عضلانی است. این ترکیب در سال  ضد تشنج و

به بازار عرضه شد. معرفی  6319، در سال 4نام تجاری والیوم دیازپام با دیازپوکساید،. به دنبال کلرو[22،26]

تا حد زیادی  داروهااین  6310که تا سال  یطوربهتجویز باربیتورات شد  منجر به کاهش هایازپینبنزود

 [.6شدند ] آورخوابو  بخشآرام تریمیقدجایگزین داروهای 

، اکسازپام و پرازپام علاوه بر مشتقات بسیار جدید به سرعت به کلرودیازپوکساید که اولین دیازپام

هم که موارد مصرف بسیاری در بین مردم دارد  هایییازپینبنزودعضو این دسته بود، اضافه شدند. از جمله 

 [.61اشاره نمود ] 5به کلرودیازپوکساید، دیازپام، آلارازولام و نیترازپام توانیم

شده  استفاده هادر پژوهش پیش رو از آلارازولام و کلرودیازپوکساید به عنوان دو مورد از بنزودیازپین 

 است.

و  α-[6[-9و  4آزولو ]ی[ تر4و  2و  6]-H4-فنیل-1-متیل-6-کلرو-8 با نام شیمیایی آلارازولام

 ،1نشان داده شده است دارای چندین نام تجاری از قبیل زاناکس 2-6که ساختار آن در شکل  بنزودیازپین-[4

___________________________ 
1
 Leo Sternbach 

2
 Earl Reeder 

3
 Librium 

4
 Valium 

5 Nitrazepam 

6-Xanax 
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باشد. آلارازولام ضد اضطراب و داری اثر متوسط از گروه می 9دی تی آلارازولام و 2اس تی آلارازولام ،6نیراوام

ساعت است. کاربرد پزشکی این دارو شامل درمان وحشت  62-65بوده و نیمه عمر آن بین  هایازپینبنزود

 .باشدیمو تهوع ناشی از شیمی درمانی [ 24]، اضطراب [29]زدگی 

 
 ساختار آلارازولام( 2-6شکل )

-متیل آمینو-2-کلرو-1نام شیمیایی با  دیگر داروی مورد استفاده در این پژوهش کلرودیازپوکساید

نشان داده شده  9-6 است که ساختار آن در شکل اکسید هیدروکلرید-4-بنزودیازپین-2و  H9-6-فنیل-5

 .است

 
 ساختار کلرودیازپوکساید (9-6شکل )

___________________________ 
1-Niravam 
2-Alprazolam-ts 
3-Alprazolam-td 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Alprazolam.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Chlordiazepoxide.svg
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، 9، کلوپوکسید2، انگیرکس6به این مواردی مانند النیوم توانیمدیازوپوکساید تجاری کلرو یهاناماز 

، اشاره نمود، که ضد اضطراب 60و تروپیوم 3، لیبوتریب8، لیبریتابس1، لیبریوم1، مولتوم5، نواپام4سیلیبرین

اغلب به اشکال مختلفی مانند قرص،  داروهاساعت است، این  60-90طولانی اثر است و نیمه عمر آن بین 

گیجی، یبوست، مشکلات کبد و  توانیماز عوارض جانبی این دارو . روندیمآماول و حتی شیاف به کار 

 تهوع را نام برد.

 هابنزودیازپین یریاندازه گ یتاهم 

قرار بگیرند.  11(DFCباعث شده که در دسته داروهای قاچاق ) هایازپینبنزودموارد استفاده از 

ج و درمان عارضه خطرناک تشن گیرییشپبهترین انتخاب در درمان ترک الکل، به ویژه برای  هایازپینبنزود

انونی و شرایط بالینی دارند و چون در سم شناسی پزشکی ق داروهاهستند و با توجه به اهمیتی که این 

امکان پذیر نیست، ابتدا باید با  هاآندر خون و ادرار به دلیل غلظت بسیار کم  هاآناندازه گیری مستقیم 

، شودیممناسب که در ادامه به توضیح آن پرداخته  یهاروشیک روش مناسب پیش تغلیظ شده و ساس با 

 .[25]شود  یریگاندازه

  

___________________________ 
1 Elenium 
2
 Angirex 

3
 Klopoxid 

4
 Silibrin 

5
 Novapam 

6
 Multum 

7
 Librium 

8
 Libritabs 

9
 Libotryp 

10
 Tropium Mass spectrometry 

11 Drug-Facilitated Crimes 
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 هابنزودیازپین گیری مختلف اندازه هایروش 

وجود دارد. این ترکیبات اغلب توسط دستگاه  هایازپینبنزودتحلیلی متعددی برای تعیین  یهاروش

 یا دتکتور آرایه فتودیودی 2 [28،21،21](MSجرمی ) سنجییفطبه همراه  1(LCکروماتوگرافی مایع )

(PDA)3 [23]( کروماتوگرافی گازی ،GC)4  کروماتوگرافی مایع با  ،[90]جرمی  سنجییفطبه همراه

 یریگاندازه [99]جرمی  سنجییفطهمراه با  6و الکتروفورز موئینه5 [92،96 ](HPLCعملکرد بالا )

 .شوندیم

 هابنزودیازپین یریاندازه گ یانجام شده برا یبر کارهامروری   

ر دمختلفی برای اندازه گیری مقادیر بسیار کم بنزودیازپین گزارش شده است که  یهاروشامروزه 

 .آورده شده است داروهابرای اندازه گیری این انجام شده  کارهایزیر خلاصه ای از 

با کمک دستگاه کروماتوگرافی  را آلارازولام در نمونه قرص مقدارو همکارانش  7لوزانو 2004در سال 

ریل با نسبت و استونیت( pH=  0/1)مولار  02/0با فاز متحرک مخلوطی از بافر فسفاتی مایع با عملکرد بالا 

میکروگرم بر  200درصد غلظت کاری  690تا  10کردند. محدوده خطی به صورت  گیریاندازه( 45:55)

 برای آلارازولام گزارش شد. لیترمیلی

___________________________ 
1
 Liquid Chromatography 

2
 Mass Spectrometry 

3 Photodiode Array Detector 
4
 Gas Chromatography 

5 High Performance Liquid Chromatography 
6 Capillary Electrophoresis 
7 Lozano 
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ده بنزودیازپین در ادرار از روش  گیریاندازههمکارانش برای جداسازی و  و 6بلاس 2008در سال  

استفاده کردند. محدوده  MS(TOF) -CEC2الکتروکروماتوگرافی موئین با طیف سنجی جرمی زمان پرواز

، داروهانانو گرم بر میلی لیتر برای سایر  5/62-500گرم بر میلی لیتر برای لورازپام و نانو 25-500خطی 

نانو گرم بر میلی لیتر و حد تشخیص بین  6ی تکراری غلظت، اندازه گیر 1انحراف استاندارد نسبی برای 

برای این  15- 640و همچنین فاکتور پیش تغلیظ در محدوده  دست آمده، بنانو گرم بر میلی لیتر 8/6-1/0

 .[94] ترکیبات گزارش شده است

دیازپین و بنزو ینمونه 1 زمانهمای تعیین و همکارانش یک روش جدید بر 9اودین 2008در سال  

 با آشکارساز HPLC یلهوسبه( در مایعات بیولوژیک TCAS) 4چهار نمونه داروی ضدافسردگی سه حلقه ای

با نسبت  OH3/ACN/CH2COONH3CHاستفاده کردند. جداسازی با استفاده از فاز متحرک  فرابنفش

لیتر نانوگرم بر میکرو 28/0-3/9و  08/0-61/6( انجام شد. حد تشخیص و حد کمی به ترتیب 55:65:90)

 .[92]گزارش شد  هانمونهبرای همه  %0/60از و انحراف استاندارد نسبی کمتر 

اسحاقی و همکارانش برای پیش تغلیظ و اندازه گیری لورازپام، از روش میکرو  2003در سال  

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا با دتکتور آرایه  وسیلهبه( SD-LPME) 5استخراج فاز مایع با قطره شناور

نانوگرم بر میلی لیتر خطی بوده، حد  90-5500دیودی استفاده کردند. منحنی کالیبراسیون در محدوده 

 .[95] دست آمدهب 145نانو گرم بر میلی لیتر و فاکتور پیش تغلیظ نیز  25تشخیص 

___________________________ 
1 Blas 
2 Capillary Electrochromatography-Time of Flight Mass Spectrometry 
3 Uddin 
4 Tricyclic Antidepressants 
5
 Suspended Droplet Liquid Phase Microextraction 
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و همکارانش برای آنالیز هفت بنزودیازپین در ادرار از روش الکتروفورز لوله  1کائو 2060در سال  

در  هاآناستفاده کردند، حد تشخیص  2(SDSبا سورفاکتانت سدیم دودسیل سولفات ) شدهاصلاحمویین 

میکروگرم بر  650تا  60، محدوده خطی برای همه داروها لیتریلیممیکروگرم بر  42/4تا  14/2محدوده 

گزارش  29/0تکراری برای همه داروها کمتر از %  یریگاندازه 5و انحراف استاندارد نسبی برای  لیتریلیم

 .[91]شده است 

از روش کروماتوگرافی مایع سریع همراه با اساکتروسکوپی و همکارانش  3سالومون 2066در سال 

بنزودیازپین در نمونه ادرار استفاده کردند. برای همه داروها رنج خطی،  29 یریگاندازهجرمی دوگانه برای 

گزارش شده است  لیتریلیمنانوگرم بر  90تا  5/0و حد تشخیص بین  لیتریلیمنانوگرم بر  6000تا  50بین 

[61.] 

از  اهنزودیازپینبرضایی و همکارانش برای پیش تغلیظ و اندازه گیری پنج دارو از  2069در سال  

بر اساس حلال فوق بحرانی بوسیله ( HF-LPME) 4روش میکرو استخراج فاز مایع با استفاده از هالو فیبر

خطی  هکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا با دتکتور آرایه فتو دیودی استفاده کردند. تحت شرایط بهینه دامن

 میکرو گرم بر لیتر، 0/2-0/200 داروهاپام و برای سایر گرم بر لیتر برای دیازمیکرو 0/6-0/200در محدوده 

 662-638میکرو گرم بر لیتر و فاکتور پیش تغلیظ نیز در محدوده  5/0-1/0حد تشخیص در محدوده 

 [.91] دست آمدهب

-HPLCمایع پخشی همراه با -، خدادوست و همکارانش از روش میکرواستخراج مایع2069در سال 

UV حقیقی استفاده نمودند. بهینه سازی  یهانمونهدیازوپوکساید در بعضی از برای تعیین مقدار کلرو

___________________________ 
1 Kao 
2 Sodium Dodecyl Sulfate 
3 Salomone 
4
 Hollow Fiber Microextraction 
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مورد بررسی  6دیازوپوکساید و با استفاده از طرح مرکب مرکزیمختلف بر راندمان استخراج کلرو یفاکتورها

میکرو گرم  0005/0د تشخیص میکرو گرم بر میلی لیتر، ح 005/0-60قرار گرفت. دامنه خطی در محدوده 

 .[96]دست آمده است هب %5بر میلی لیتر و انحراف استاندارد نسبی کمتر از 

مایع پخشی به کمک امواج مافوق -و همکارانش از روش میکرواستخراج مایع 2فرناندز 2069در سال  

برای تعیین عملکرد بالا و دتکتور آرایه فتودیو  با کروماتوگرافی مایع با 9(DLLME-UAصوت )

 د.سرم انسان استفاده کردن یهانمونهآلارازولام، برومازپام، کلونازپام، دیازپام و لورازپام در  هاییازپیندبنزو

 طاز کلروفرم و متانول نیز به ترتیب به عنوان حلال استخراج و پخش کننده استفاده گردید. تحت شرای

 دست آمدهب %8و انحراف استاندارد نسبی کمتر از  لیتر،گرم بر میلیمیکرو 06/0-5بهینه محدوده خطی 

[98]. 

مایع -میکرو استخراج مایع قبادی و همکارانش از روش استخراج فاز جامد همراه با 2064در سال 

ر آب م داز جمله دیازپام، میدازولام و آلارازولا هایازپینبنزودمقادیر کم بعضی از  یریگاندازهپخشی، برای 

تفاده اس یاشعلهخالص، آب میوه و نمونه ادرار، با استفاده از کروماتوگرافی گازی با دتکتور یونیزاسیون 

، حد تشخیص در محدوده 9835-1222کردند. تحت شرایط بهینه فاکتور پیش تغلیظ بالا در محدوده 

بر لیتر و انحراف استاندارد  میکروگرم 6/0-600میکروگرم بر لیتر، دامنه خطی در محدوده  05/0-02/0

 .[93]دست آمد هب %4/4-1/60نسبی در محدوده 

___________________________ 
1-Central composite design 

2
-Fernández 

3-Ultrasound-assisted dispersive liquid–liquid microextraction 
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در سرم و نمونه ادرار از روش  هایازپینبنزودو همکارانش برای تجزیه  6کوئیچی 2064در سال 

جرمی زمان پرواز  سنجییفط-یعما(، ترکیب با کروماتوگرافی SPDE) 2استخراج پخشی با فاز جامد

9(MS-LC/TOF استفاده نمودند. منحنی کالیبراسیون خطی در محدوده )حد تشخیص در 500-2000 ،

 .[40]گزارش شد  %6/2-8/2و انحراف استاندارد نسبی در محدوده  لیترمیلی نانو گرم بر  6-60محدوده 

 سازیینهبهنیترازپام و میدازولام از روش  یریگاندازهگودرزی و همکارانش برای  2065در سال 

استفاده  4و جفت شده با کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا مایع پخشی اصلاح شده-میکرواستخراج مایع

و فاکتور  لیتریلیمنانوگرم بر  081/0و  061/0کردند حد تشخیص روش برای نیترازپام و میدازولام به ترتیب 

 .[46]را گزارش کردند  36ش از بی تغلیظیشپ

از میکرو استخراج فاز مایع بر اساس  نامه کارشناسی ارشد خود در پایان امیرنوایی 2065در سال 

م مقادیر ک زمانهم یریگاندازهجامد با کمک سورفاکتانت و امواج مافوق صوت برای پیش تغلیظ و  یقطره

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا با آشکار ساز طول موج متغیر  ییلهوسکلرودیازپوکساید و آلارازولام به 

ماوراء بنفش استفاده کرد. منحنی کالیبراسیون خطی برای دو داروی کلرودیازپوکساید و آلارازولام در 

بر لیتر برای  گرمیلیم 020/0تشخیص  بر لیتر خطی گزارش شد. حد گرمیلیم 5/9تا  06/0 یمحدوده

بر لیتر برای آلارازولام، فاکتور پیش تغلیظ برای کلرودیازپوکساید  گرمیلیم 026/0کلرودیازپوکساید و 

 .[42]دست آمد هب 6/602و برای آلارازولام  9/608

___________________________ 
1
 Koichi 

2
 Solid-phase dispersive extraction 

3-Liquid chromatography/time-of-flight mass spectrometry 
4 Optimization of Modified Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Coupled with High Performance Liquid 

Chromatography 
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 رییگاندازهبا استفاده از روش استخراج فاز جامد پخشی جهت پیش تغلیظ و رحیمی  2061در سال 

 آنیلینیلپنیترازپام، آلارازولام، کلرودیازپوکساید و دیازپام بر اساس جذب آنالیت روی نانوذرات اکسیدآهن/

رد. تحت کو استفاده از استونیتریل به عنوان حلال شویش در کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا استفاده 

بر لیتر به ترتیب برای نیترازپام و دیازپام،  گرمیلیم 06/0-0/1، 06/0-0/5، 06/0-0/1در رنج شرایط بهینه 

 [.49]دست آمد هآلارازولام، کلرودیازپوکساید رابطه خطی ب

ا ب و کلرودیازپوکساید مآلارازولادر این پژوهش برای اولین بار پیش تغلیظ و اندازه گیری همزمان 

-نمک خارج کننده ومیکرو استخراج مایع با اثر جریان مخالفهموژن مایع -استخراج مایعه از روش داستفا

 استفاده شده است. UVدتکتور  و کروماتوگرافی مایع با کارایی بالامایع پخشی جفت شده با 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   2 فصل

  تئوری
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 کروماتوگرافی 

 یهاروش. است "کروماتوگرافی"و پرکاربردترین روش جداسازی، روش  ینترمهمبدون شک 

نمونه در یک فاز متحرک حل گردیده و  هاآنجداسازی هستند که در  یهاروشاز  یادستهکروماتوگرافی 

ن، کنش با فاز ساکنتیجه برهمتحرک عبور نموده و در این مخلوط از درون فاز ساکن غیرقابل امتزاج با فاز م

. لذا هرچه میزان تمایل به فاز متحرک شوندیماجزای نمونه به طور متفاوت بین فاز ساکن و متحرک توزیع 

و برعکس هرچه میزان  شودیمحرکت نموده و این گونه زودتر از ستون خارج  تریعسربیشتر باشد نمونه 

 .کنندیمان بازداری بیشتری خواهند داشت و دیرتر ستون را ترک زم هانمونهتمایل به فاز ساکن بیشتر باشد 

کروماتوگرافی مایع، روشی است که در آن جداسازی اجزای مخلوط براساس اختلاف در تمایل اجزاء 

 .[44] گیردیممختلف برای توزیع بین فاز متحرک مایع و فاز ساکن صورت 

 :شودیمکروماتوگرافی مایع بر اساس حالت فیزیکی فاز ساکن به دو گروه زیر تقسیم 

  کروماتوگرافی مایع– ( جامدLSC)6 .که در آن فاز ساکن جامد است 

  کروماتوگرافی مایع– ( مایعLLC)2 .که در آن فاز ساکن مایع است 

متحرک و ساکن و انواع  یفازهاع انوا یهپابر  توانیمنوع دیگر طبقه بندی کروماتوگرافی مایع را 

 :[45] شودیمبنا شده است که به چهار دسته تقسیم  فازهادرگیر در انتقال مواد حل شده بین  یهاتعادل

 9کروماتوگرافی تبادل یونی 

 4کروماتوگرافی جذب سطحی 

 

___________________________ 
1 Liquid- Solid Chromatography 
2
 Liquid- Liquid Chromatography 

3
 Ion Exchange Chromatography 

4
 Adsorption Chromatography 



   61 

 

 6کروماتوگرافی تقسیمی 

 2کروماتوگرافی اندازه طردی 

 کروماتوگرافی تقسیمی 2-1-1

کروماتوگرافی تقسیمی در بین چهار نوع روش کروماتوگرافی مایع، بیشتر از همه به کار برده شده 

یک  .شوندیمنمونه، بین دو فاز مایع غیر قابل امتزاج توزیع  یهامولکولاست. در این نوع کروماتوگرافی، 

 اثریبصورت لایه نازکی بر روی ذرات نگهدارنده مایع فاز متحرک است و مایع دیگر فاز ساکن است که به 

بر اساس روش پوشاندن فاز ساکن بر روی نگهدارنده  توانیمپوشانده شده است. این نوع از کروماتوگرافی را 

مایع که در آن فاز ساکن به صورت مکانیکی روی -به دو گروه تقسیم نمود. نوع اول کروماتوگرافی مایع

و نوع دوم کروماتوگرافی با فاز پیوند شده که در آن فاز ساکن به صورت شیمیایی  نگهدارنده جذب شده است

 یهانهنموبرای  نظیرییبتوزیعی از گزینش پذیری  یکروماتوگراف روی نگهدارنده پیوند داده شده است.

 تبراساس خاصیبه گستره وسیع فاز ساکن مربوط باشد.  تواندیممختلف برخوردار است و علت این امر 

 3(NPCکروماتوگرافی با فاز نرمال ) دستهقطبیت نسبی فاز متحرک و فاز ساکن، کروماتوگرافی توزیعی به دو 

، ذرات نگهدارنده با فاز ساکن قطبی پوشش NPCدر  .شودیمتقسیم  4(RPCو کروماتوگرافی فاز معکوس )

یت با قط ییهانمونهو این نوع از کروماتوگرافی برای جداسازی  باشدیمداده شده و فاز متحرک غیر قطبی 

، فاز ساکن غیر قطبی و فاز متحرک قطبی است و از این RPC. در شودیمبالا و محلول در آب استفاده 

 ] .45[ شودیمکه حلالیت کمی در آب دارند، استفاده  ییهانمونهروش برای جداسازی 

___________________________ 
1
 Partition Chromatography 

2
 Size Exclusion Chromatography 

3 Normal Phase Chromatography 
4 Revers Phase Chromatography 
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 1(HPLC) الاکروماتوگرافی مایع با عملکرد ب 

، به خاطر افزایش رسدیممیکرومتر یا کمتر  60به  LCوقتی که اندازه ذرات پر کننده ستون در 

جداسازی افزایش فاز ثابت با نمونه و نهایتاً افزایش تعداد تعادلات توزیع، راندمان  یهاکنشبرهمتعداد 

 HPLC. نامندیم HPLCکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا یا  را LCدر این حالت روش زیادی خواهد یافت، 

)پلیمرها(، بیوشیمی )تجزیه  برای تجزیه کمی و کیفی مواد دارویی، شیمیایی، غذایی، صنایع سنگین

فاز متحرک( از  نامبه. بطور ساده جریانی از یک حلال )رودیمبکار  ( وو... و اسیدهای نوکلییک هایینپروت

قسمت بالای دستگاه،  به و نمونه مورد آزمایش کندیمفاز ساکن( عبور  نامبهن پر شده )درون یک ستو

اجزا نمونه بر اساس ماهیت شیمیایی، با فاصله زمانی متفاوتی از ستون  .شودیمتزریق شده و وارد ستون 

به  .رسندیمت به ثب هایییکپو نتایج به صورت  شوندیموسیله آشکارساز شناسایی هعبور کرده و ساس ب

کروماتوگرافی سخت یا غیر ممکن است، با این  یهاروشکه با دیگر  هایییهتجزو  هایجداسازطور معمول، 

 .[41] شودیمروش به سادگی انجام 

 شامل موارد زیر است: HPLCاجزای دستگاه 

وسیله ای است فاز متحرک را به طور تکرار پذیر و یکنواخت با سرعت جریان ثابت در  الف( پمپ:

 .آوردمیستون به حرکت در 

شستشو دهنده ریخته شده است و مجهز  هایحلالفاز متحرک و  هاآنکه در  ب( مخازن حلال:

 .به میکرو فیلتر جهت ممانعت از ورود ذرات ریز احتمالی موجود در فاز متحرک است

کروماتوگرافی، نمونه باید به ی به دست آوردن حداکثر کارایی در برا ج( سیستم تزریق نمونه:

صورت نوار بسیار باریک از سر ستون وارد آن شود. سیستم تزریق نمونه، به همین منظور طراحی 

___________________________ 
4 

High-Performance Liquid Chromatography 
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حجم نمونه  توانمیتزریق نمونه، در نظر گرفته شده است که 1شده است، در این سیستم یک حلقه 

 تزریقی به ستون را توسط آن کنترل کرد.

به منزله قلب یک دستگاه کروماتوگرافی بوده و عمل جداسازی ترکیبات مختلف در آن  :د( ستون

 9-3سانتی متر و قطر داخلی  5-50از استیل زنگ نزن به طول  معمولاًجنس ستون  .شودمی انجام

 9-90با قطر  2ن که بر روی ترکیبی به نام نگهدارنده. درون ستون از فاز ساکباشدمی مترمیلی 

 میکرومتر اتصال داده شده، پر شده است.

. در باشدمیجداسازی شده  هاینمونهوظیفه آن تولید علامتی متناسب با غلظت  ه( آشکارساز:

HPLC  آشکارسازهایمختلفی نظیر  آشکارسازهایاز UVهدایت الکتریکی، ضریب شکست ،، 

 .شودمیفلوئورسانس، الکتروشیمیایی و طیف سنج جرمی استفاده 

 به فرم مناسب تبدیل شده تا توسط پردازشگرهاعلامت مربوط به نمونه شسته شده توسط  ( ثبات:و

 ثبات، ثبت گردد.

 آماده سازی نمونه هایروشمقدمه ای بر  

ودن بافت، حجم محدود نمونه و پیچیده ب علتبهآن  یسازآمادهبدون  هانمونهتجزیه بسیاری از 

همچنین  و تغلیظیشپ. بنابراین انجام یک مرحله غلظت پایین ترکیبات مورد بررسی بسیار مشکل است

زیادی که در زمینه  هاییشرفتپ. با وجود [41]استخراج ترکیبات مورد نظر از بافت نمونه ضروری است 

جود مستقیم نمونه و یریگاندازهصورت گرفته است، هنوز در بسیاری از موارد امکان  یریگاندازه هاییکتکن

ندارد، که این امر ناشی از پیچدگی بافت نمونه و نیز غلظت پایین آنالیت است. بنابراین انجام یک مرحله 

 [.41] رسدیممقادیر کم آنالیت ضروری به نظر  یریگاندازهقبل از  تغلیظیشپجداسازی و 

___________________________ 
1 Loop 
2 Support 
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 به شرح زیر است: یسازآماده یهاروشاهداف عمومی 

  مقادیر کم آنالیت یریگاندازه منظوربهتغلیظ نمونه 

  موجود در نمونه در مراحل جداسازی و شناسایی آنالیت و در نتیجه افزایش  یهامزاحمتحذف

 پذیریینشگز

  نمونه باشد.فراهم کردن یک روش تکرارپذیر و کارآمد که مستقل از تغییرات بافت 

 استخراج 2-2-1

 یریگاندازهتجزیه ای برای  یهادستگاهبسیار در توسعه  هاییشرفتپدر چند دهه اخیر با وجود 

و بیولوژیکی و محصولات دارویی، آماده سازی نمونه به منظور استخراج و  محیطی یهانمونهآنالیت در 

 توانندینمآنالیز  یهادستگاهضروری است، زیرا بسیاری از  معمولاًپیچیده  هایسیماتراز  هایتآنالتغلیظ 

 [.48]پیچیده را آنالیز کنند  یهابافتبه طور مستقیم 

، مرحله استخراج است که منجر اییهتجز یهاروشنمونه در  یسازآمادهمراحل  ترینیاساسیکی از 

 تاثیری مستقیمی نمونه یسازآماده. گرددیماز بافت نمونه  هاآنمورد نظر و جداسازی  یهاگونهبه تغلیظ 

مرحله در  ینترمهمنمونه  یسازآماده. در واقع [43] حد کمی ترکیبات دارد بر روی صحت، دقت و

با  ییهاروشبه  یابیدست منظوربه یاگسترده. امروزه نیز تحقیقات شودیممحسوب  اییهتجزیندهای آفر

، استخراج با فاز 6مایع-. استخراج مایعگیردیمصحت و دقت بالا به همراه حدود کمی قابل قبول صورت 

استخراج بودند، که برای جداسازی یک گونه از محلول مورد  یهاروشاز اولین  ابری و استخراج نقطه 2جامد

 استفاده قرار گرفتند.

___________________________ 
1-Liquid liquid extraction 

2
-Solid phase microextraction 
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 (LLE) یعما یعاستخراج ما 2-2-2

 یهاگونهشیمیایی از بافت نمونه و یا دیگر  یهاگونهکار برده شده برای جداسازی هب یهاروشاغلب 

فاز توزیع شده است. استخراج بین دو  هامزاحمتکه آنالیت و  باشدیمیک سیستم دوفازی  املموجود ش

. این [50] باشدیمشونده بین دو فاز مایع امتزاج ناپذیر در تماس با یکدیگر مایع مربوط به توزیع حل-مایع

فته بکار ر هایتآنال تغلیظیشپزیادی برای جداسازی و  یهاسالتکنیک، به عنوان روش پایه و قدرتمند 

 .دکنیماستفاده  و سمی یمتقگراناست و از مقدار زیادی حلال آلی و  برزمان روشاست. با این وجود، این 

چند مرحله ای با خطر بالای از دست رفتن آنالیت نیاز دارد. علاوه بر معایب ذکر  یهاروشهمچنین به 

 شده برای محیط زیست نیز مضر است.

دستخوش اصلاحات  هاروشاستخراج باعث شده است که این  یهاروشتوجه اخیر شیمیدانان به 

که یا عاری از حلال هستند  اندشدهکلاسیک  یهاروشمتنوعی جایگزین  هاییکتکنجدید گردند. امروزه 

عاری از حلال محسوب کرد.  یهاروشرا جزو  هاآن توانیمو یا حجم حلال مصرفی آنقدر کم است که 

سازی و مینیاتوری شدن مرحله آماده سازی نمونه کاملی در شیمی تجزیه به سمت سادههمچنین روند ت

د. تجزیه ای معرفی شدن یهاروشو حساسیت  میکرو استخراج برای بهبود کیفیت یهاروشاست. بنابراین، 

و  1(LPMEمیکرواستخراج به دو دسته کلی میکرواستخراج فاز مایع ) یهاروشبه همین منظور 

 .[56] شوندیمتقسیم  2(SPMEمیکرواستخراج فاز جامد )

 (LPMEمیکرواستخراج فاز مایع ) 2-2-3

ی، بالا، سادگ تغلیظیشپمنحصر به فردی مانند قابلیت  هاییژگیو( LPMEروش میکرو استخراج فاز مایع )

تقریباً امکان ترکیب با هر نوع تکنیک  LPME یهاروش. دهدیمنمونه را نشان  یسازخالصهزینه پایین و 

___________________________ 
1 Liquid Phase MicroExtraction 
2 Solid Phase MicroExtraction 
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. در این روش حجم فاز آلی بسیار کمتر از حجم حاوی نمونه است. در مواردی از [52] را دارند اییهتجز

میکرو استخراج که مقدار آنالیت استخراج شده نسبت به مقدار اولیه موجود در نمونه بسیار کم باشد تغییر 

ه مهمی در غلظت گونه در طی استخراج حاصل نشده و در این مورد مقدار استخراج مستقل از حجم نمون

 .باشدیم

متفاوتی از آن به منظور بهبود عملکرد، ارائه شده است،  یهافرماز زمان ارائه اولیه میکرو استخراج فاز مایع، 

 انواع روش میکرو استخراج با فاز مایع را به سه دسته زیر تقسیم نمود: توانیمکه 

 1(LPME-HF) میکرو استخراج با فاز مایع با استفاده از فیبر تو خالی -6

 2(SDME) میکرو استخراج با تک قطره -2

 3(DLLME) مایع پخشی–میکرو استخراج مایع  -9

 .[59]نشان داده شده است  6-2میکرو استخراج فاز مایع در شکل  یهاروشتقسیم بندی انواع 

که هر یک مزایا و تفاوت اصلی دو دسته اول وجود یا عدم وجود غشا بین دو فاز آبی وآلی است 

معایب مخصوص به خود را دارند. اما تکنیک آخر به دلیل استفاده از یک سیستم سه تایی حلال با دیگر 

 [.41میکرو استخراج فاز مایع تفاوت اساسی دارد ] یهاروش

 

___________________________ 
1
 Hollow Fiber Liquid-Phase MicroExtraction 

2
 Single Drop MicroExtraction 

3
 Dispersive-Liquid Liquid MicroExtraction 
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 انواع میکرواستخراج فاز مایع بندییمتقس( 6-2شکل )
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DLLME-سازی قطره آلی شناور )اساس جامدر مایع پخشی ب-استخراج مایعمیکرو 2-2-4

SFOD)1 

 یمعرف [54] 2001و همکاران در سال  ی( توسط اسدDLLME) یع پخشیما یعاستخراج ما یکروم

 .شد

جم ح بالا و مصرف یساز یفاکتور غن، با ارزان، آسان یع،سر یست،ز یطبا مح یسازگاراین تکنیک بدلیل 

 روش قابلیت ترکیب با ینا .[54،55]محبوب تبدیل شد  نمونه یروش آماده ساز یکبه  یآل یهاحلالکم 

(، HPLCبالا ) ییکارابا  یعما ی(، کروماتوگرافGC) یگاز یمختلف مانند کروماتوگراف یلیتحل هاییکتکن

 و... را دارد.( ICP-OES) ینور ینشر یسنج یفط -جفت شده القایی پلاسما

جزو  یک معمولاًسه جزیی بنا شده است که  هاییستمس مایع مایع پخشی بر پایه میکرو استخراج

 قابل امتزاج با دو کاملاًبا آب و دیگری  امتزاج . از دو جزو دیگر، یک جزو غیر قابلدهدیمآن را آب تشکیل 

 مایع مایع پخشی، سه جز حلال آبی، حلال آلی زو دیگر است. به طور کلی در روش میکرواستخراجج

ه مانند وحلال آلی پخش کنندبالا  یبا چگال یدسولف یدکربن  یاکلروبنزن، کلروفرم استخراج کننده مانند 

 شوندیمی به گونه ای باهم مخلوط استخراج و آب حلال امتزاج بالا در هر دواستون با  یاو  یتریلمتانول، استون

بدون حضور  تواندینمکه حلال آلی استخراج کننده به صورت قطرات کوچک در حلال آبی پخش شده و 

این امر سبب افزایش سطح تماس ملکول های  نشین شود.و تهیک نیروی خارجی به یکدیگر متصل شده 

 که زمان لازم برای شودیمتخراج مایع مایع معمولی حلال آلی به میزان بسیار زیادی در مقایسه با اس آب و

 آبی به حلال آلی کاهش یافته است. عادل گونه استخراج شونده از حلالبه ت رسیدن

بدین ترتیب ابتدا مقدار مشخصی از یک محلول همگن از حلال پخش کننده و حلال آلی استخراج 

ل ریز حلا . به علت پخش ذراتگرددیمزریق کننده با کمک سرنگ به سرعت درون محلول آبی مورد نظر ت

___________________________ 
1 Dispersive-Liquid Liquid MicroExtraction – Solidification of Floating Organic Droplet 
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ه که تا حد زیادی پایدار بود ،شوندیماستخراج کننده در درون حلال آبی سبب تشکیل محلول ابری شکل 

سانتریفیوژ شده و در نتیجه ذرات ریز  طاین مخلو ساس باقی بماند. به همین حالت هاساعت توانیمو 

نشین  از تهف ینا .گردندیمنشین  ته بالاتری نسبت به آب هستند، حلال استخراج کننده که دارای دانسیته

 [.51] یردگیمدستگاهی مورد استفاده قرار  یهاروششونده جهت آنالیز با 

 است: یربه شرح ز دهدیمقرار  یرتأثکه بازده استخراج را تحت  ی، عواملDLLMEدر 

 حلال استخراج مناسب -6

 حلال پخش مناسب -2

 کنندهحجم حلال استخراج  -9

 کننده حجم حلال پخش -4

 یک از یمخلوط ین تزریقب یفاصله زمان یکزمان استخراج به عنوان  استخراج مایع مایع پخشی،در 

 .شودیمتریفیوژ تعریف قبل از سان حلال پخش و حلال استخراج

غیر قابل امتزاج با آب بوده و دانسیته بیشتری نسبت به آب داشته  بایستیماستخراج کننده  حلال

ای هو یا حلال بنزن کلروتترا کلرید،  کربن دار و سولفوره مانند کلروفرم،هالوژن یهاحلال معمولاً باشد.

سمی  داًیشد هاحلال. این باشندیمدارای چنین شرایطی  و نیترو بنزن کربن دی سولفید غیرهالوژنی مانند

 هستند. از نظر زیست محیطی خطرناک و و

سازی قطره آلی س انجمادبر اسا همکارانش روش میکرواستخراج مایع جدید یمینی و 2001در سال 

استفاده شده با چگالی کمتر از آب  حلال استخراج از این روش، در معرفی کردند. (LPME-SFO) شناور

دلیل استفاده از هب تکنیک ینا دار دارند.استخراج هالوژن یهاحلالکه سمیت کمتری نسبت به  ،است

ای مانند نوک سوزن میکرو سرنگ، چ نگهدارندهآلی با چگالی کم و نقطه ذوب مناسب نیاز به هی یهاحلال

ناگهانی  شکاه برای نگهداشتن میکروقطره آلی ندارد. کلروپرنیپلفیبرتوخالی یا لوله لاستیکی از جنس 

قطره منجمد شده با استفاده از یک اسااتول  ساس .شودیمدما سبب انجماد قطره آلی در زمان کوتاه 



21 

 

روش تجزیه ای با  ویال مخروطی منتقل و در دما محیط ذوب شده و اندازه گیری آنالیتکوچک به یک 

تجزیه  یزهایآنالبا این حال زمان استخراج تا حدودی طولانی بود و نیاز  [.51،58شود ]یممناسب انجام 

 .کردینمای سریع را برآورده 

برای غلبه  LPME-SFOو  DLLMEاساس روش جدید بر  یک هوانگ و همکاران، 2008در سال 

به  اًیعسراستخراج کننده و پخش کننده  یهاحلالاین روش مخلوط  در بر مشکل ذکر شده معرفی کردند.

اوی محلول نمونه در داخل ظرفی حاوی ح ظرف ،SFODهمانند روش  ساس .شودیممحلول نمونه تزریق 

تماس زیاد  سطح ،SFODاین روش نسبت به روش  یتمز لی منجمد شود.آقرار داده شد تا فاز  یخ قطعات

تعادل  حالت یعاًسرانتقال جرم را بهبود بخشیده و  مؤثرحلال استخراج کننده است که به طور  بین نمونه و

 [.53] کندیمرا ایجاد 

مایع جریان -ستخراج جدید براساس استخراج مایعروش ا زاده و همکاران، یک فرج 2065در سال 

در  .کردند معرفی مایع پخشی-کرو استخراج مایعبا می مخالف هموژن با اثر نمک خارج کننده جفت  شده

یک ستون کوچک با عامل جداکننده )نمک سدیم کلرید( پر شده و ساس مخلوطی از محلول این روش ابتدا 

 دیکلر یمبا عبور دادن مخلوط، سدسرعت جریان مشخص عبور داده  شد.  هدف و حلال استخراج از ستون با

شده  دیشود. قطرات تول یم یلتشک یتریلاستون ریز، قطرات مک خارج کنندهناثر  یلشود و به دل یحل م

 یشوند. ساس فاز آل یم یجدا شده جمع آور یهلا یکو به عنوان  یندآ یمانده بالا م یمخلوط باق یقاز طر

اتان )حلال استخراج در ورتتراکل-2،2،6،6برداشته شده و با سرنگ  یک( با یتریلشده )استون یجمع آور

لول محشده و  ریقزتمحلول نمک سدیم کلرید با غلظت مشخص و با سرنگ به  شود ی( مخلوط مμL سطح

له در انتها لو راجدر ادامه با سانتریفیوژ کردن محلول ابری قطرات ریز حلال استخ .شودمی ابری تشکیل

توان به استخراج  مزیت این روش می .[10] تزریق شدند (GC–FID) به برای تحلیلآزمایش جمع شده و 
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ند چتوان به روش میازی نمونه نام برد، ولی عیب این های پیچیده بدون نیاز به آماده سترکیبات از بافت

 اشاره کرد. مرحله ای بودن مراحل استخراج

خالف م مایع جریان-بار از تلفیق روش استخراج جدید براساس استخراج مایعدر این پروژه برای اولین 

 س شناور سازی قطرهمایع پخشی بر اسا-و استخراج مایعهموژن با اثر نمک خارج کننده جفت شده با میکر

 ها مورد استفاده قرار گرفت.آلی برای پیش تغلیظ و تعیین همزمان بنزودیازپین

 پارامترهابهینه سازی  هایروش 

انند، م یندآمؤثر بر فر یرهایمتغ ین. اباشدیم هاآنمؤثر و مقدار  یرهایاز متغ یتابع تعداد یندآهر فر

ممکن است محقق از روش  .شودیم یدهها سطح نامپارامتر ینعامل و مقدار ا پارامتر یا دما، زمان و ...،

مختلف انجام دهد و پس  یطرا در شرا یادیز یاربس هاییشآزما یعنی ید،آزمون و خطا استفاده نما یمیقد

هستند که  ییهاروش سازیینهبه یهاروشاما  مطلوب برسد. یشنامطلوب به آزما هاییشآزمااز رد 

، پاسخ یرهامتغ، به طوری که در این سطوح از نمایندیمدر آزمایش را مشخص  مؤثر یرهایمتغسطوحی از 

دف مختلف، متفاوت است. در برخی از موارد، ه اییهتجز یندهایفرآدر  اییهتجزپاسخ  بهینه ایجاد گردد.

شدت نشر و ...(  بیشترین مقدار جذب، مثلاً به دست آوردن شرایطی است که درآن پاسخ دستگاه حداکثر )

، هدف بهینه سازی، افزایش سیگنال به نوفه یا سیگنال به زمینه، ایجاد بهترین تفکیک باشد و در موارد دیگر

خوب باید دو ویژگی  سازیینهبهیک روش  .باشدیممزاحم  یهاگونهدست آوردن حداقل پاسخ برای هو یا ب

اول اینکه شرایط تجربی را مشخص نماید که در آن شرایط پاسخ بهینه یا نزدیک به بهینه داشته باشد. 

کمتری جهت رسیدن به شرایط بهینه نیاز داشته  هاییشآزماایجاد شود و دوم اینکه تا حد ممکن تعداد 

 توانیمبه موارد زیر  هاآنمتفاوتی برای بهینه سازی متغیرها وجود دارد که از بین  یهاوشر. [16] باشد

 اشاره کرد:
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 متغیره تکروش  -6

 روش سیمالکس -2

 1روش طراحی آزمایش -9

 روش مربعات لاتین -4

پارامترها استفاده شده  سازیینهبهتک متغیره و طراحی آزمایش برای  یهاروشدر این پروژه از 

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

 روش تک متغیره 2-3-1

یک متغیر، سایر متغیرها ثابت نگه داشته شده و متغیر مورد نظر تغییر  سازیینهبهدر این روش برای 

 . مزیت روششوندیمین روش بهینه آید و سایر متغیرها نیز به هم دستبهتا پاسخ مناسب  شودیمداده 

 ینکنشی بمفید بوده و کارایی دارد که برهم، سادگی آن است ولی این روش زمانی یعاملتک سازیینهبه

 استفاده شود. سازیینهبه یهاروش، باید از سایر کنشبرهممتغیرها وجود نداشته باشد و در صورت وجود 

 .شودیمآزمایش استفاده از روش طراحی  هاکنشبرهمبرای مطالعه 

 طراحی آزمایش 2-3-2

آوردن اطلاعات  دستبهمنظور  و به هایشآزماآزمایش الگوهایی هستند که برای انجام  یهاطرح

آزمایشی، علم طرح ریزی،  یهاطرح. به عبارت دیگر، روندیم کاربهدقیق و صحیح درباره مواد مورد مطالعه 

مقدار بهینه  توانیمآزمایشی  یهاطرحاست. با اجرای  هایشآزمادر مورد  گیرییجهنتاجرا، تجزیه آماری و 

آزمایشی در زمینه مختلف علم شیمی و علوم  یهاطرح( را تعیین کرد. کاربرد هاپاسخ) یریگاندازهنتایج 

 زایشبا اف توانیمآزمایشی مناسب  یهاطرحوابسته، از اهمیت زیادی برخوردارند. در شیمی آلی با اجرای 

___________________________ 
1 Exprimental Design 
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 یهاطرح. در شیمی تجزیه نیز با اجرای راندمان یک سنتز، مقدار محصولات جانبی را به حداقل رساند

و استخراج و همچنین کیفیت و زمان جداسازی  تغلیظیشپنمونه،  یسازآماده یهاروش توانیمآزمایشی 

 [.44نمود ] سازیینهبهاجزای یک نمونه در کروماتوگرافی را 

 طراحی آزمایشاصول اولیه  2-3-3

بستگی  هاداده یآورجمعحاصل به شدت به روش  هایگیرییجهنتو  هاپاسخدر هر بررسی تجربی، 

 یگیریجهنت، هاداده یآورجمعدر شرایط یکسان انجام پذیرد. پس از  بایستیم هایشآزمادارد و بنابراین 

رت یند با سیستم صوایش عملیاتی فرآه تحقیقاتی جهت نمدر یک پروژ هایشآزمانهایی بسیار مهم است. 

به صورت یک مدل عمومی  توانیمیند را آفر شده استداده( نشان 2-2شکل )که در  طورهمان. گیردیم

ه )منظور مواد اولی هایورود، ... و سایر منابع به کار رفته جهت تبدیل هاروش، هاینماشکه شامل ترکیبی از 

 یند مانندآیند همواره بعضی از متغیرهای فرآو انرژی است( به خروجی یا محصول است نمایش داد. در هر فر

1X ،2X ... ،nX  1قابل کنترل بوده، در حالی که تعداد دیگری از متغیرها همچونZ ،2Z ... ،pZ  غیر قابل

 .باشندیمکنترل 

 
 [12]یند آ( مدل عمومی یک فر2-2شکل )

 به موارد زیر است: بردنیپهدف از انجام یک آزمایش بیشتر شامل 

 .گذاردیمکدام متغیر بیش از سایر متغیرها بر پاسخ اثر  -6

 (Yتعیین مقادیر متغیرهای مؤثر به منظور کوچک شدن تغییرات در پاسخ ) -2
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 چنان تنظیم گردد تا اثر متغیرهای غیرقابل کنترل کمینه گردد. Xمقادیر مؤثر  -9

یند بر مقدار آتعیین اثر فاکتورهای مؤثر بر فر دهدیمدر حقیقت هدف کسی که تحقیق را انجام 

به جهت رسیدن به هدف موردنظر  هایییشآزما. چگونگی طراحی چنین باشدیم هاآن سازیینهبهپاسخ و 

 .نامندیمرا رهیافت آزمایش 

یند یا سیستم آفر یابیمیدرمند بوده و راهی است که توسط آن آیآزمایش بخشی از عملیات فر

 یریگیجهنتکه در  آیدیمدست یی بههادادهعلاوه به وسیله انجام آزمایش، هموردنظر کارایی دارد یا خیر و ب

دیگری را پیشنهاد نماید.  هاییشآزماممکن است  هادادهدست آمده از ه. اطلاعات بشودیم استناد هاآنبه 

 کاربرد طراحی آزمایش ممکن است به موارد زیر منجر شود:

 یندآبهبود راندمان فر -6

 کاهش تغیرات پاسخ و مطابقت بیشتر با الزامات قراردادی مانند استانداردها -2

 یندآکاهش زمان فر -9

 کلی مانند مواد مصرفی، تکرار آزمایش و نیروی انسانی هایینههزکاهش  -4

 آزمایشوقتی پارامترهای متعددی در سطوح مختلف در آزمایش دخیل باشند، آنگاه طراحی یک 

و کارا برای رسیدن به نتایج بهینه حائز اهمیت است. استفاده از آمار در طراحی آزمایش به  مؤثرتجربی 

ابی لازم برای دستی هاییشآزماروی نتایج منجر به کاهش تعداد بر ف تاثیرگذار ظور بررسی عوامل مختلنم

 روش بهینه سازی روش یک متغیر ینترمتداول. گرددیمبه شرایط بهینه و در نتیجه کاهش زمان و هزینه 

 کنشمهرو این امر به دلیل ب شودیمر زمان است. این روش گاهی اوقات منجر به یافتن نقاط بهینه نادرست د

 مشخص کرد. در عوض توانینمنیز برهمکنش بین متغیرها را  ،این علاوه بر احتمالی بین متغیرها بوده و

در این  بوده و همچنین هاپاسخفاکتورهای مختلف بر روی  یرتأثآماری قادر به تعیین همزمان  یهاطرح
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ات کمی زیادی در زمینه مهم بودن و اطلاع شدهفاکتور داده شده در یک سطح چندین بار آزمایش  هاروش

 .[19] دهدیمدر اختیار ما قرار  هاآناثرات فاکتورهای مختلف و برهمکنش بین 

 یشآزما یطراح هایروش یدسته بند 2-3-4

از:  اندعبارتتوانند در دو طبقه بزرگ دسته بندی شوند که یم هاطرحاساس اهداف یک آزمایش، همه بر 

 .[14] 2و طرح بهینه سازی 1طرح غربالگری

 یغربالگر طرح 

. این نوع شودیماز تمام عوامل بالقوه استفاده  هاآناین طرح، برای تعیین عوامل مهم و اثر متقابل 

آزمایش  . در واقع در یککندیمرا به طور همزمان بررسی  هاآن، عوامل کیفی، کمی و ترکیب هاطرح

 را شناسایی کنیم. اغلب براییند آبر پاسخ فر یرگذارتأثمند هستیم متغیرهای غربالگری، معمولاً علاقه

 5و پلاکت برمن 4، فاکتوریال کسری دو سطحی3فاکتوریال کامل دو سطحی یهاروشغربالگری، از  یمرحله

 .[15] شودیماستفاده 

 فاکتوریل طرح 

که ارزیابی اثرات چندین عامل مورد نظر باشد. در بعضی  گرددیمیک طرح فاکتوریل زمانی استفاده 

. در حقیقت منظور از آزمایش فاکتوریل، کنندیمهم تغییر  مورد مطالعه همگی با یهاعامل، هاطرحاز 

 از .گردندیمسی مورد نظر برر یهاعاملآزمایشی است که در هر تکرار کامل آن کلیه ترکیبات سطوح 

___________________________ 
1- Screening design 

2
-Optimization design 

3
-Full factorial design 

4
-Fractoinal factorial design 

5
-Placket Burman design 
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 توانیم اصلی انواعاز . است اطلاعات بیشترین به دست آوردن یبرا هاآزمایش کم تعداد روش این محاسن

 .[11]به طرح فاکتوریل کامل و فاکتوریل کسری اشاره نمود 

 الف( طرح فاکتوریل کامل

 بر پاسخ هاآن یهاکنشبرهمدو سطحی به منظور تعیین اثر فاکتورها و کامل فاکتوریل  یهاطرح

مستلزم آن هستند که در تمام ترکیبات ممکن از دو سطح هر یک  هاطرح. این گیرندیممورد استفاده قرار 

 تعداد فاکتورهاست. در kاست که  k2فاکتور، آزمایشی انجام گیرد. به طور کلی تعداد آزمایشات لازم  kاز 

روش برای  ینترمتداولنامید.  k2طرح فاکتوریل کامل  توانیمفاکتوریل دو سطحی را  kنتیجه، یک طرح 

فاکتورهاست. این  تریینپابه ترتیب برای سطوح بالاتر و  1-و  1+نمایش سطوح فاکتورها، استفاده از علائم 

 .گیردیمنمایش برای فاکتورهای کمی و کیفی مورد استفاده قرار  نحوه

 فاکتوریل کسری ( طرحب

 ،هایشآزما، به علت زیاد شدن تعداد شودیمبیشتر  5در این طرح وقتی تعداد عوامل مورد بررسی از 

 که در آن شودیمنمایش داده  P-K 2 به صورت معمولاًو  گیردیمانتخاب و مورد بررسی قرار  هاآناز  یکسر

k  تعداد عوامل مورد بررسی وp  11[کسری از طراحی فاکتوریل کامل به کار رفته است[. 

 برمن-طرح پلاکت 

فاکتوریل کسری  طراحی یک شد، ابداع برمن و پلاکت توسط 6341 سال در که برمن -پلاکت طراحی

 یفاکتورهاتعیین  یبرا طراحی این. گیردینم نظر در را فاکتورها بین یهاکنشبرهم که است سطحی دو

 هایشآزما تعداد Minitab16. با توجه به اطلاعات نرم افزار گرددیم استفاده تأثیرگذار بر پاسخ آزمایش مؤثر

بایست است که می 48تا  62در این طرح هنگامی که نقطه مرکزی و تکرار وجود نداشته باشد عددی بین 

تعریف شده در  هاییشآزماتعداد  48، 44، 40، 91، 28، 24، 20، 62هم باشد. بطور مثال  4مضربی از 
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در هر طراحی آزمایش بررسی کرد  توانمیکه  فاکتورهاییکه در آن ماکزیمم  باشدمیبرمن  -طرح پلاکت

 برابر است با:

(2-6) f = N-1 

f =  مورد بررسی فاکتورهایحداکثر تعداد 

N =  تعریف شده نرم افزار هاییشآزماتعداد 

کنش ارزیابی متغیرهای چندتایی و برهمها برای ها کاهش تعداد آزمایشحسن این روش ینترمهم

توانند به طور موفقیت آمیزی با بررسی پارامترهای گوناگون برای فرآیند ها میاست. این تکنیک هاآنبین 

 [.11] به کار برده شوند استخراج

 یساز ینهبه یطراح 2-3-5

 ،هاآنکه که هدف  شودیماستفاده  ییهاطرحسازی است که در آن از بعد از غربالگری مرحله بهینه

 ا در مدلدر این صورت لازم است مرتبه دوم فاکتوره توصیف روابط غیرخطی بین پاسخ و فاکتورهاست.

حداقل سه سطح از هر فاکتور را باید در نظر گرفت. دلیل اصلی استفاده از این  وارد شوند. بدین منظور

دو فاکتوری جهت تعیین فاکتورهای  یهاطرح، استخراج مدل و رویه پاسخ مربوطه است. معمولاً ابتدا هاطرح

د مور اهطرحمورد استفاده قرار گرفته و ساس تنها فاکتورهای مهم در بیش از دو سطح، توسط این  مؤثر

 مطالعه قرار خواهند گرفت.
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 1های چندسطحیطرح 

 ثرمؤی هاکنشبرهمتابعی از فاکتورها و  صورتبهی پاسخ سازمدلهای پاسخ مستلزم یهروترسیم 

برای توصیف رابطه کمی پاسخ و  2ی خمیدههامدلاست. طراحی آزمایش با بیش از دو سطح، جهت ایجاد 

 3ی چندسطحی ممکن است چرخش پذیرهاطرحآزمایشی توسط  محدودهروند. توصیف یم کاربهفاکتورها 

ی مکعبی است و از این طرح تنها در مواردی هاطرحی از جمله سطحسهی فاکتوریل هاطرحیا مکعبی باشد. 

 کبی مرهاطرحگردد و زمانی که تعداد فاکتورها زیاد باشد، از یمکه تعداد فاکتورها کم باشد استفاده 

که  5و دوهلرت 4بنکنباکسی هاطرحتوان به، یمی مرکب مرکزی هاطرحاز انواع  شود.یممرکزی استفاده 

 Minitabشوند، اشاره نمود. که در این پروژه از نرم افزار یمیر نیز محسوب پذچرخشی هاطرحاز جمله 

 هاطرحستفاده شد که در ادامه این ا پارامترهاها جهت غربالگیری و بهینه سازی برای استفاده از این طرح

 .شودیمبه اختصار توضیح داده 

 طرح مرکب مرکزی 

های فاکتوری کامل های مرکب مرکزی طرحطرح. ارائه شد 6توسط باکس و ویلسون 6356این طرح در سال 

 یهروبه منظور برآورد مدل  شده متغیر انتخاباز تعداد محدودی  بوسیلهدو سطحی هستند که  کسرییا 

های متوالی بوده یک ابزار طراحی ایده آل برای آزمایش . طرح مرکب مرکزیکاربرد دارندپاسخ درجه دوم 

و امکان بررسی خطای مدل را زمانی که مقادیر مناسبی از آزمایش در دسترس باشد امکان پذیر 

  .[18،13]سازدمی

___________________________ 
1
-Multi-level design 

2
-Curved models 

3
-Rotatable 

4
-Box-Benken 

5
-Doehlert 

6-Wilson 
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 .آیددست میه( ب2-2از معادله ) هایشتعداد آزما

(2-2)  𝐍 = 𝟐𝐟 + 𝟐𝐟 + 𝐍𝟎 

 

 [.10] (9-2ت )شکلتعداد نقاط مرکزی اسنیز  𝐍𝐨دار ونقاط ستاره f2نقاط فاکتوریل  f2 در این معادله

 

 

 [10] یمرکز( طراحی آزمایش در طرح مرکب 9-2شکل )

گیرند، اما تعداد های مرکب مرکزی اگرچه فاکتورها در سه یا پنج سطح مورد بررسی قرار میدر طرح

 یاهطرحمرکزی را به سه دسته  مرکب هایسطحی است. طرحفاکتوریل سه ها بسیار کمتر از طرحآزمایش

مرکزی وجوه مرکز پر  مرکب و 2 (CCIمرکزی محاط شده ) مرکب، 1 (CCCشده )مرکزی محدود  مرکب

(CCF)3 ای از مرکز طرح که با پارامتر بندی براساس فاصله نقطه ستارهکنند. این تقسیمتقسیم میα  نمایش

CCF ،αگیرد. در طرح شود، صورت میداده می =  CCCهای در طرحشود. در حالیکه در نظر گرفته می 1

ای ههای مرکب مرکزی، طرحاز یک است. از بین طرح ترکوچکو  تربزرگترتیب مقدار این پارامتر به CCIو 

CCC  وCCI پذیر بوده و طرح چرخشCCF .مکعبی نیز است 

 

 

___________________________ 
1-Central composite circumscribed (CCC) 

2
-Central composite iinscribed (CCI) 

3
-Central composit face-centrred(CCF) 
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 بنکن-طرح باکس 

 و سطحی سه دوم مرتبه مدل یک طرح این .شد ارائه بنکن و باکس توسط 0691 سال در مدل این

( Nت )آزمایشا تعداد .گیردیمکه برای مطالعه فاکتورهای متعدد مورد استفاده قرار  باشدیم یرپذچرخش

 :آیدیم دستهب زیر رابطه از طرح این در

 N = 2K(K − 1) + C0 (2-9)                                                                                       

 معادله یک صورت به مدل این کلی شکل .باشدیمتعداد نقاط مرکزی  0Cتعداد فاکتورها و  kکه 

 :است داده شده نشان زیر در که باشدیم دوم درجه یاچندجمله

(2-4) y = βo + ΣβiXi + ΣβiiX
2 + ΣβijXiXj 

ضریب  ii βضریب خطی، iβمقدار ثابت،  oβبر پاسخ،  مؤثرورودی  یرهایمتغ Xi و Xjپاسخ،  yکه 

 هستند. Xjو  Xiضریب برهم کنش بین  ijβبرهم کنش دوتایی و 

روی  یانقطهو هیچ  گیرندیمو مرکز فضای طراحی قرار  هایالدر نقاط میانی  یرهامتغدر این طرح 

بنکن آورده شده است. از جمله  -نمایی از طرح باکس( 4-2[، که در شکل )11گوشه مکعب وجود ندارد ]

این طرح همچنین  فواید این طرح این است که نسبت به طرح مرکب مرکزی تعداد آزمایش کمتری دارد و

کار هاست که عمدتاً برای تعداد متغیرهای بزرگ بتوریل سه سطحی بهتر فاکطرح  نسبت بهاز این جهت 

 .رودمی

 

[11بنکن ] -طراحی آزمایش در روش باکس (4-2شکل )



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  3 فصل

 تجربی
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 مقدمه 

انسان که در فصل اول اشاره  سلامتی بر هاآن نقش و بخشآرام یداروها یو کاربردها یتبا توجه به اهم

در  .رسدیم نظر به ضروری هاآنکم از  یرمقاد یریگاندازه یبرا پذیرینشگزشد، ارائه روش ساده، حساس و 

استخراج  یکروم نمک خارج کننده و ژن با اثرهمو مخالف یانجر یعما-یعاستخراج ما کاربرد پژوهش، ینا

 ایدیازپوکسهمزمان آلارازولام و کلرود یریگاندازه و یظتغل یشپ یبرا HPLCجفت شده با  یپخش یعما-یعما

 .قرار گرفت یمورد بررس یقیحق یهانمونهدر 

 هامحلولمواد مورد استفاده و طرز تهیه  

 .اندشدهنمایش داده  6-9در جدول  هاآنمواد شیمیایی مورد استفاده و شرکت سازنده مشخصات 

و  یازپوکسایددوکلر یگرم از دارو 0600/0. یداستفاده گرد تقطیر بار دو آب از هامحلولتمام  یهته یراب

 یترلیلی م 0/60در متانول حل شده و به حجم  هرکدام جداگانه یدیشده از شرکت دکتر عب یهآلارازولام ته

از هر  یتربر ل گرمیلیم 0/6000و آلارازولام با غلظت  یازپوکسایدرودصورت محلول مادر کل ینرسانده و بد

 هیلکردن محلول مادر که به وس یقبه صورت روزانه، از رق یتربر ل گرمیلیم 0/600شد. محلول  یهته دارو

 شد. هیمحلول توسط آب ته ینکردن ا یقرق یلهبه وس تریقرق یهامحلولشد.  یهته گرفتیممتانول صورت 

 یمپتاس یهامحلولاز  ینیمع یهاحجماز مخلوط کردن  00/8 تا pH 00/9با  یبافر فسفات یهامحلول

 یهته یشدند. برا یهمولار ته 011/0فسفات  یدروژنه سدیممولار و  011/0فسفات دو آبه  هیدروژنید

مولار و  011/0 فسفات دو آبه هیدروژنید سدیم یهامحلولاز  00/9کمتر از  pHمحلول بافر فسفات با 

پتاسیم از محلول  00/8از  یشترب pHمحلول بافر فسفات با  یهته یو برا مولار 600/0 یداس یکفسفر

 مولار استفاده شد. 600/0 سدیم  هیدروکسیدمولار و  011/0فسفات  یدروژنه
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 مورد استفاده هایتجهیزات و دستگاه 

مجهز به آشکارساز فرا  Agilent 6600HPLCداروها با استفاده از سیستم  یریگاندازهجداسازی و 

. همچنین از یک رایانه مجهز میکرومتری انجام شد 5( و یک لوپ VWD-UV) 2بنفش چند طول موجی

جداسازی . شدکروماتوگرافی استفاده  یهادادهبرای پردازش  Agilent ChemStationافزاری نرم برنامهبه 

 هایریاندازگ .در دمای اتاق انجام شدو  میکرومتر( 5میلی متر با اندازه ذرات  5/4  ×650) 18Cستون از نوع با 

دیازپوکساید و آلارازولام، انجام شد. لازم به نانومتر به ترتیب برای کلرو 222و  210در دو طول موج جذبی 

، که در  ( صورت گرفت6-9 )شکل وهاداربا توجه به طیف جذبی این  هاموجذکر است که انتخاب طول 

___________________________ 
1
 Merck 

2
 Ultraviolet-Variable Wavelength Detector 

 استفاده( مواد شیمیایی مورد 6-9جدول )

 نام ماده شیمیایی شیمیایی فرمول شرکت سازنده

 کلریدسدیم  NaCl 6مرک

 پتاسیم دی هیدروژن فسفات دو آبه O2.2H4PO2KH مرک

 هیدروژن فسفات سدیمدی  4HPO2Na مرک

 فسفریک اسید 4PO3H مرک

 متانول OH3CH مرک

 استون O6H3C مرک

 استونیتریل CN3CH مرک

 اسید هیدروکلریک HCl مرک

 سدیم هیدروکسید NaOH مرک

 آندکانول-O24H11C 6 مرک

 دوکانول-O26H12C 6 مرک

 دی کلرو دکان-2Cl20H10C 6 ،60 مرک

 یدمدی متیل فرم آ C3H7NO مرک

 آلارازولام، کلرودیازپوکساید  دکتر عبیدی
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 BANDELINصوت )فرا حمام آب انتخاب شد، همچنین از  یریگاندازهبه عنوان طول موج مورد  max𝜆اینجا 

مورد استفاده  پژوهشدر این نیز ، آلمان( Hettich EBA 20الکترونیکی، آلمان( و یک دستگاه سانتریفیوژ )

مجهز  180 6متر متراهم pHمحلول نمونه و فاز متحرک با استفاده از  pH یریگاندازهتنظیم و . قرار گرفت

 مولار پتاسیم کلرید( انجام شد. 0/9) کالومل-اییشهشبه الکترود ترکیبی 

 2میلی گرم سارتریوس 6/0با دقت  اییهتجزبرای وزن کردن جرم معینی از مواد شیمیایی از ترازوی 

 هاییکروپیاتم. برای برداشتن حجم معینی از حلال آلی از ساخت کشور آلمان استفاده شد A200Sمدل 

استفاده  Research 100مدل  9میکرولیتری با حجم قابل تنظیم ساخت شرکت اپندورف 0/6000و  0/600

 .میکرولیتری استفاده گردید 0/50جیلنت یک سرنگ ااز  هانمونهو همچنین برای تزریق  شد

 شرایط کروماتوگرافی 

همزمان آلارازولام و  یریگاندازهشویشی برای  وماتوگرافی با استفاده از روش تکجداسازی کر

ات سدیم هیدروژن فسفدی کلرودیازپوکساید صورت پذیرفت. بدین منظور مخلوطی از متانول، آّب و محلول 

(pH  با غلظت 25/1برابر ،M 6/0 )یتر میلی ل 0/6( با سرعت جریان 20:25:55با نسبت حجمی )ترتیب به

 . [16]بر دقیقه به عنوان فاز متحرک مورد استفاده قرار گرفت 

 و انتخاب بهترین طول موج هاآنالیت UVثبت طیف  3-4-1

-400در گستره  هایتآنالبه منظور مشخص کردن بهترین طول موج برای آشکارسازی، طیف جذبی 

بر لیتر آلارازولام و کلرودیازپوکساید به  گرمیلیم 0/60 یهامحلولنانومتر ثبت شد. بدین منظور  200

نسبت به فاز متحرک ثبت  هاآنصورت جداگانه در فاز متحرک تهیه گردید و ساس طیف جذبی هریک از 

___________________________ 
1
 Metrohm 

2
 Sartorius 

3
 Eppendrof, model Research 100 
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نانومتر  222 و 210در دو طول موج جذبی  هایریاندازگ داروهابا توجه به طیف جذبی این  (.6-9شد )شکل 

 دیازپوکساید و آلارازولام، انجام شد. به ترتیب برای کلرو

 

  
میلی  0/60( طیف جذبی آلارازولام و کلرودیازپوکساید، شرایط آزمایش: غلظت آلارازولام و کلرودیازپوکساید )6-9شکل )

((، متانول و آب با نسبت M 6/0، با غلظت 25/1برابر  pHبافر فسفاتی ) از(، حلال فاز متحرک )مخلوطی بر لیتر گرم

 کلرودیازپوکسایددارو مربوط به نانومتر  210و طول موج  آلارازولامدارو مربوط به  نانومتر 222طول موج . 25:55:20

 .باشدیم

در اندازه گیری کلرودیازپوکساید و  مؤثر پارامترهایروش کار در بهینه سازی  

 آلپرازولام

درون  عنوان عامل جدا کننده  فاز آلی از آبیسدیم کلرید به گرم نمک 0000/2ابتدا  ،روشدر این 

میلی لیتری که تا خط نشانه با پشم  شیشه مسدود شده بود  0/25)از یک  بورت  با حجم یک ستون 

میلی  0/5در یک بالون اوی پشم شیشه ریخته شد. ساس عنوان ستون استخراج استفاده گردید.( حبه

لارازولام و داروهای آ هر یک ازبر میلی لیتر  میکروگرم 0/60 حاوی میلی لیتر از محلول 0/6لیتری،

محلول درون  .رسانده شدحجم به ساس  واضافه  آنمیلی لیتر از محلول بافر به  0/6 و کلرودیازپوکساید
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مرحله اول بود  عنوان حلال استخراج میلی لیتر استونیتریل به 50/6لوله آزمایش که حاوی  بالون به یک

 پس از بازکردن .به ستون حاوی نمک انتقال داده شدمحلول درون لوله آزمایش اختلاط، . پس از اضافه شد

قطرات ریز استونیتریل به دلیل اثر نمک خارج کننده  ،میلی لیتر بر دقیقه 50/0 ورت با سرعت جریانشیر ب

دقیقه شیر بورت بسته شد و  0/60پس از گذشت  ،حرکت نموده محلول یو جریان مخالف به سمت بالا

دودکانول منتقل شد. -6حلال  درون ویال حاوی حجم مشخصی ازمیلی لیتر به 5/6با حجم  محلول بالایی

یک سرنگ  وسیلهبهو حلال استخراج مرحله دوم  هاآنالیتکه حاوی ساس مخلوط حلال استونیتریل 

کلرید به سرعت تزریق سدیم حجمی از آب و نمک درصد وزنی/  0/6به محلول  میلی لیتری 0/2 انسولین

شد که یک محلول ابری مانند تشکیل شد. پس از آن، لوله آزمایش را در حمام فراصوت با فرکانس مافوق 

 9500قرار داده شد. ساس محلول نمونه در  گرادیسانتدرجه  25دقیقه در  60هرتز به مدت کیلو 10 صوت

 چگالی به دلیل ،دکانولدو-6دقیقه سانتریفیوژ گردید و قطرات مایع آلی )لایه  60ر دقیقه به مدت دور د

( در بالای لوله آزمایش به صورت شناور تشکیل شد. پس از آن، لوله آزمایش به مدت نسبت به آب  کمتر

ره آلی منجمدشده دقیقه در حمام یخ منتقل و حلال آلی شناور به صورت قطره جامد درآمد. ساس قط 60

به یک ویال مخروطی توسط یک قاشق پزشکی کوچک منتقل شد که در دمای اتاق ذوب شده و ساس 

µL0/5  از آن به دستگاهHPLC با این تفاوت  ،تزریق شد. برای محلول شاهد نیز به طور مشابه عمل شد

ل حلول نمونه )سیگناسیگنال مکلرودیازپوکساید و آلارازولام بود. اختلاف  یداروهاکه محلول شاهد فاقد 

متر نانو 222نانومتر و آلارازولام در  210ی کلرودیازپوکساید در طول موج ح زیر منحننمونه برابر با سط

 .مورد استفاده قرار گرفت اییهتجزبه عنوان سیگنال ( و شاهد، باشدیم
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 pHبر لیتر آلارازولام و کلرودیازپوکساید، ترکیب بافر فسفاتی با  گرمیلیم 0/20( کروماتوگرام محلول استاندارد 2-9شکل )

، رنگ آبی بر دقیقه لیتریلیم 0/6به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  55:25:20، آب و متانول با نسبت 25/1برابر با 

نانومتر و دارو کلرودیازپوکساید  210نانومتر و دارو آلارازولام و رنگ قرمز مربوط به طول موج  222 مربوط به طول موج

 .باشدیم

 

 
 ،تحت شرایط بهینه  بر لیتر آلارازولام و کلرودیازپوکساید گرمیلیم50/6( کروماتوگرام پیش تغلیظ محلول 9-9شکل )

 0/6به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  55:25:20، آب و متانول با نسبت 25/1برابر با  pHرکیب بافر فسفاتی با ت

 210نانومتر و دارو آلارازولام و رنگ قرمز مربوط به طول موج  222، رنگ آبی مربوط به طول موج بر دقیقه لیتریلیم

 .باشدیمنانومتر و دارو کلرودیازپوکساید 
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 کالیبراسیون مستقیم منحنی 

تا  05/0آلارازولام در محدوده غلظتی  و متفاوت از کلرودیازپوکساید یهاغلظتبا  ییهامحلول

ه تهی هر کدام جداگانه بر لیتر با متانول گرمیلیم 0/1000از محلول  سازییقرقبر لیتر با  گرمیلیم 0/5000

-6از حلال استخراج  لیتریلیم 3/0داروها و  یک از هراز محلول  لیتریلیم 6/0، یسازآمادهشدند. پس از 

میکرولیتر از این  0/5منتقل شدند. پس از یکنواخت نمودن،  لیترییلیم 0/6آندکانول برداشته به یک ویال 

بود، ثبت گردید.  هانمونهتزریق گردید و سیگنال حاصل که سطح زیر پیک  HPLCمحلول به دستگاه 

آلارازولام و بوطه نیز از رسم تغییرات سیگنال آنالیت بر حسب غلظت کالیبراسیون مر هاییمنحن

 (5-9)و  (4-9) یهاشکلو  (9-9)و  (2-9)در جداول شده  دست آمد که نتایج حاصلکلرودیازپوکساید به

ت غلظدر . منحنی کالیبراسیون نشان داده شده استبه ترتیب برای آلارازولام و کلرودیازپوکساید 

لیتر برای بر گرم میلی  0/115تا90/0غلظت برلیتر برای آلارازولام و  گرمیلیم 0/300تا90/0

 .باشدیمکلرودیازپوکساید خطی 

 

کلرودیازپوکساید و  گیریتغلیظ و اندازهپیش در مؤثر سازی فاکتورهایبررسی و بهینه 

 آلپرازولام

بر  مؤثر یفاکتورها تغلیظ و بهترین حساسیت،شرایط جهت پیش ینمنظور فراهم نمودن بهتربه

بهینه  یهاعیب روش ترینیاصلقرار گرفتند.  ی، مورد بررسمیکرواستخراج کلرودیازپوکساید و آلارازولام

بین فاکتورها کاملاً ناتوان بوده و  کنشبرهماین است که برای نشان دادن  در یک زمان ک متغیریسازی 

آماری بوده و توانایی بیان این اثرات  یهاشامل روش استراتژی دیگری که بایستیبنابراین م .بر استزمان

 یررسدر ب. طراحی آزمایش استاستفاده از این یک دلیل اساسی برای  کار برد وه، بدباشرا داشته متقابل 
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بر  مؤثریرهای متغسطوح جهت تعیین  زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینهمؤثر، ابتدا از روش به یفاکتورها

 اند از:عبارت شدهیبررس یفاکتورهاروش استفاده گردید. 

 روی آلارازولام با غظت های متفاوتدست آمده برای داه( سیگنال مستقیم ب2-9جدول )

 سیگنال تجزیه ای غلظت

9/0 5/1 

2/6 5/24 

0/9 0/55 

0/1 1/608 

0/69 2/226 

0/28 8/418 

0/95 9/585 

0/10 1/6095 

0/210 3/4213 

0/920 8/5612 

0/120 5/60932 

300 8/64800 

 

 

 ون مستقیم آلارازولام( منحنی کالیبراسی4-9شکل )

، آب و 25/1برابر با  pHآندکانول ترکیب بافر فسفاتی با -6در حلال  لیتریلیم 0/6مختلفی از آنالیت در حجم  یهاغلظت 

 نانومتر 222بر دقیقه و طول موج  لیتریلیم 0/6به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  55:25:20متانول با نسبت 

y = 16.561x + 2.2868
R² = 0.9997
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 داروی کلرودیازپوکساید با غظت های متفاوتدست آمده برای ه( سیگنال مستقیم ب9-9جدول )

 سیگنال تجزیه ای غلظت

9/0 6/8 

 5/6 2/48 

5/9 4/601 

0/1 1/203 

0/65 9/462 

0/61 8/433 

0/90 2/301 

0/10 5/6803 

0/655 9/4930 

0/990 6/3133 

0/450 0/69630 

0/115 2/22150 

 

 
در حلال  لیتریلیم 0/6مختلفی از آنالیت در حجم  یهاغلظتراسیون مستقیم کلرودیازپوکساید. ( منحنی کالیب5-9شکل )

به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  55:25:20، آب و متانول با نسبت 25/1برابر با  pHآندکانول ترکیب بافر فسفاتی با -6

 نانومتر 210ج و طول مو بر دقیقه لیتریلیم 0/6

 

 

y = 29.245x - 0.5298
R² = 0.9999
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6- pH نمونه 

 نوع بافر -2

 حجم بافر -9

 مرحله اول کنندهاستخراجنوع حلال  -4

 حجم حلال استخراج مرحله اول -5

 نوع حلال استخراج مرحله دوم -1

 مرحله دوم کنندهاستخراجحجم حلال   -1

 زمان اولتراسونیک -8

 زمان سانتریفیوژ -3

 دور سانتریفیوژ -60

 مطالعه سرعت جریان -66

 اثر نمک )قدرت یونی( -62

یک متغیر در یک زمان مورد بررسی قرار گرفتند. با  سازیینهبهروش  وسیلهبهفاکتورهای ذکر شده 

(، سطوح مورد نظر برای روش طراحی آزمایش تعیین گردید 4-9توجه به مقادیر بهینه هر فاکتور )جدول 

 شده است(. یک متغیر در یک زمان در پیوست آورده سازیینهبه)نتایج و نمودارهای حاصل از روش 
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آلارازولام و  یریگاندازهنتایج حاصل از بهینه سازی یک متغیر در یک زمان در پیش تغلیظ و ( 4-9جدول )

 کلرودیازپوکساید

 فاکتور   محدوده مورد بررسی یا نوع فاکتور مقدار بهینه

00/8 0/60-0/2 pH 

 نوع بافر فسفاتی، بوراکسی، آمونیاکی فسفاتی

 حجم بافر لیتریلیم 5/0-0/2 میلی لیتر 0/6

 مرحله اول کنندهاستخراجنوع حلال  استون، استونیتریل، دی متیل فرم آمید استو نیتریل

 مرحله اول کنندهاستخراجحجم حلال  لیتریلیم 6-5/2 میلی لیتر 0/2

 مرحله دوم کنندهاستخراجنوع حلال  دی کلرودکان-60و  6دودکانول،-6آندکانول،-6 آندکانول-6

 مرحله دوم کنندهاستخراجحجم حلال  میکرولیتر 0/65-0/55 میکرولیتر 0/95

 زمان اولتراسونیک دقیقه 4-61 دقیقه 60

 زمان سانتریفیوژ دقیقه 65تا  5 دقیقه 60

 دور سانتریفیوژ دقیقه دور بر 9000-4100 دور بر دقیقه 4500

 مطالعه سرعت جریان میلی لیتر بر دقیقه 2تا  25/0 میلی لیتر بر دقیقه 5/0

 )سدیم کلرید( قدرت یونی %62تا  %0 وزنی/ حجمی  0/60%

 

کلرودیازپوکساید  گیریاندازهو  تغلیظپیشبر  مؤثر فاکتورهای بررسی و بهینه سازی 

 آزمایش طراحی از استفاده و آلپرازولام با

در فرآیند و تعیین  مؤثر، شناسایی عوامل یشآزمامختلف طراحی  هاییکتکنکارگیری ههدف از ب

متغیرهایی که بیشترین  اولاً توانمیهای طراحی آزمایش یکتکن. با کمک باشدیم هاآن یینهبهمقادیر 

اسخ تعیین کرد که مقادیر پ ایگونهرا به  مؤثرمتغیرهای ورودی  ثانیاًو  خروجی دارند، تعیین کرد را در تأثیر

، نوع pH یرنظ ییپارامترهاهمانطور که در بخش قبل دیده شد، را به مقدار بهینه واقعی خود نزدیک نماید. 
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ر، سرعت جریان، زمان ، نوع بافر، حجم بافقدرت یونی ،و حجم حلال استخراج کننده مرحله اول و دوم

یگر هستند. از طرف د مؤثردر میزان پاسخ آشکارساز و حساسیت روش  یفیوژاولتراسونیک، زمان و دور سانتر

یک متغیر در یک زمان  سازیینهبهمتغیرها وجود دارد و در نتیجه شرایط حاصل از  کنشبرهماحتمال 

، تآزمایشگاهی اس گیراد و وقتزی هاییشآزماشرایط بهینه واقعی باشد و از طرفی نیاز به تعداد  تواندینم

طراحی آزمایش مورد بررسی  یهاروشبر حساسیت با استفاده از  مؤثر یفاکتورهابنابراین لازم است اثر 

قرار گیرد. به این منظور برای تعیین فاکتورهای مؤثر بر راندمان استخراج و مشخص نمودن اثر هر یک از 

از مشخص شدن پارامترهای  برمن دو سطحی طراحی و اجرا شد. پس -پلاکتغربالگری این فاکتورها، طرح 

بنکن نیز برای یافتن شرایط بهینه واقعی با استفاده از فاکتورهای مهم تعیین  -مؤثر، طرح آزمایشی باکس

 برمن به کار برده شد. -شده توسط طرح پلاکت

 فاکتورهاتعیین سطح  3-2-1

طوح مقدار سد. برمن انتخاب گردی-مهم و تاثیرگذار بر پاسخ، طرح پلاکت یفاکتورهابه منظور تشخیص 

، اثر نمک، حجم حلال استخراج مرحله اول، حجم حلال استخراج مرحله دوم، pHمانند  فاکتورهابعضی از 

 سرعت جریان، زمان اولتراسونیک، زمان و دور سانتریفوژ بر اساس نتایج حاصل از روش یک متغیر در زمان

لاعات باقی مانده بر مبنای اط یفاکتورهاسایر  مقدار بهینهانتخاب گردید.  برمن -برای بررسی در طرح پلاکت

یک متغیر در یک زمان مشخص شد. سطوح انتخاب شده برای این  سازیینهبهدست آمده از روش هب

 .( آورده شده است5-9در جدول ) فاکتورها
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 یری آلارازولام و کلرودیازپوکسایدگاندازهبر پیش تغلیظ و  مؤثری فاکتورها: نام، علامت و سطوح (5-9)جدول 

 +(بالا )سطح  (-) یینپاسطح  اسم وعلامت فاکتور

pH pH 0/9 5/8 

 حجم حلال استخراج کننده مرحله اول 

 )حجم استونیتریل( )میلی لیتر(

V-acn 2/6 9/2 

 دوم مرحله  کنندهاستخراجحجم حلال 

 میکرولیتر()آندکانول(-1)حجم 

V-und 0/65 0/45 

 S 0/5 0/66 اثر نمک )درصد وزنی حجمی(

 Fr 9/0 0/6 سرعت جریان )میلی لیتر بر دقیقه(

 t.u 0/1 0/62 زمان اولتراسونیک )دقیقه(

 t.s 0/1 0/65 زمان سانتریفیوژ )دقیقه(

 rpm 9000 4100 دور سانتریفیوژ )دور بر دقیقه(

 

 مهم فاکتورهایبرمن جهت تعیین -پلاکتطراحی آزمایش در طرح  

زولام آلارا یریگاندازهبر  مؤثر یفاکتورهاو تعیین  فاکتورهاجهت غربال کردن  هایشآزمابرای طراحی 

استفاده شد.  هادادهبرمن و پردازش -برای انجام طرح پلاکت Minitab 16و کلرودیازپوکساید از نرم افزار 

فاکتور مورد بررسی و دو تکرار  8هنگامی که  هایشآزمابیان شد، تعداد  9-4-9-2همانطور که در بخش 

، حجم حلال pHکه شامل  فاکتورها. طرح آزمایش برای تمام باشدیمآزمایش  24وجود داشته باشد، 

ان، (، سرعت جریقدرت یونی )اثر نمک استخراج کننده مرحله اول، حجم حلال استخراج کننده مرحله دوم،

 24اسونیک، زمان و دور سانتریفیوژ هستند، در دو سطح و با دو تکرار انجام شدند. در تمامی زمان اولتر

 آزمایش، میکرواستخراج بر اساس روش کار زیر انجام گردید.

 0/60میلی لیتر از محلول کلرودیازپوکساید و آلارازولام با غلظت  0/6میلی لیتر،  0/5در یک بالون با حجم 

رسانده شد.  وده شد و ساس با آب مقطر به حجممورد نظر افز pHمیلی لیتر بافر در  0/6 ،بر لیتر گرمیلیم

محلول آنالیت ها به همراه حجم مشخصی از حلال استونیتریل به درون ستون با سرعت جریان مناسب برای 
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تون شیر س )باقی ماندن حجم استونیتریل در بالای نمک( جقل شد. پس از پایان استخراتهر استخراج من

آندکانول مخلوط -6حلال استونیتریل حاوی آنالیت به ویال با حجم مورد نظر بسته شد و حجم مورد نظر از 

 کلریدیمسدغلظت مشخصی از نمک  حاویدرون لوله آزمایش به گردید و توسط سرنگ انسولین با سرعت 

وت صمافوق  فرکانسبا فراصوت زمان مشخص در هر استخراج درون حمام  تزریق شد. ساس لوله آزمایش با

د منجمقطره آلی ادامه، گردید. در  قرار داده شد، در ادامه با زمان و دور مورد نظر سانتریفیوژ کیلو هرتز 10

س ذوب شده و سا که در دمای اتاق منتقل شد کوچکپزشکی  یک قاشق توسط مخروطی ویال شده به یک

تزریق شد. برای محلول شاهد نیز به طور مشابه عمل شد با این  HPLCبه دستگاه از آن  میکرو لیتر 0/5

کلرودیازپوکساید و آلارازولام بود. اختلاف سیگنال محلول نمونه و  یداروهاتفاوت که محلول شاهد فاقد 

( آورده شده 1-9که نتایج حاصله نیز در جدول ) مورد استفاده قرار گرفت اییهتجزشاهد به عنوان سیگنال 

 است.

 برمن و تعیین عوامل مهم–های حاصل از طرح پلاکتزیه و تحلیل دادهتج 

جهت ارزیابی  61Minitab افزارنرمهای طراحی شده، نتایج حاصل با استفاده از یشآزماپس از انجام 

( آورده شده 1-9فاکتورهای مهم، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نتایج حاصل از این طراحی در جدول )

ی حاصل از این پارامترهاخلاصه  طوربه جدول ضرایب رگرسیونی نیز آورده شده است که ناست. در ای

 بررسی توضیح داده خواهد شد.
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یری گاندازهبار تکرار برای پاسخ پیش تغلیظ و  2فاکتور و  8آمده با  دستبهبرمن و نتایج -طرح پلاکت :(1-9)جدول 

 کلرودیازپوکساید و آلارازولام

 pH V-Acn V-und S Fr t.u t.s rpm شماره آزمایش

سیگنال میانگین

 ها

6 - - + + + - + + 8/383  

2 + + + - + + - + 6/2961  

9 + - + - - - + + 2/6484  

4 + - + - - - + + 0/6550  

5 - + + + - + + - 2/6126  

1 + + - + + - + - 5/9112  

1 + + - + + - + - 9/9181  

8 - + + + - + + - 6/6194  

3 + - - - + + + - 1/982  

60 + + - + - - - + 8/2350  

66 + + - + - - - + 3/9211  

62 + - + + - + - - 5/2162  

69 - - - - - - - - 3/48  

64 - + + - + - - - 3/118  

65 - + - - - + + + 4/841  

61 + - - - + + + - 8/911  

61 - - - + + + - + 8/369  

68 - - - - - - - - 4/41  

63 + - + + - + - - 6/2514  

20 - + + - + - - - 6/806  

26 + + + - + + - + 1/2991  

22 - + - - - + + + 3/821  

29 - - - + + + - + 1/368  

24 - - + + + - + + 5/320  
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 برمن -حاصل از طرح پلاکت یب: جدول ضرا(1-9)جدول 

 2ضریب 6اثر عبارت
ضریب خطای 

 9استاندارد
T* P4 

pH 1/6468 9/103 8/19 1/3 000/0 

V-Acn 8/6001 4/509 8/19 8/1 000/0 

V-und 1/646 8/10 8/19 0/6 959/0 

S 1/6639 8/531 8/19 6/8 000/0 

Fr 1/660- 4/55- 8/19 1/0- 415/0 

t.u 0/299- 5/661- 8/19 1/6- 695/0 

t.s 5/603- 1/54- 8/19 1/0- 410/0 

rpm 4/55 1/21 8/19 4/0 169/0 

 

 .[12] آیدیم: مقدار اثر هر متغیر از رابطه زیر به دست اثر

(9-6) Effect= 2 [∑(y+)-∑(y-)] / N 

 y-که در آن متغیر مورد بررسی در سطح بالا و  ییهاپاسخ y+، هایشآزماتعداد کل  Nکه در آن 

آن  دهندهنشان. مقدار مثبت هر اثر باشندیمکه در آن متغیر مورد بررسی در سطح پایین خود  ییهاپاسخ

است که با افزایش سطح یک متغیر از پایین به بالا مقدار پاسخ افزایش یافته و همچنین مقدار منفی یک 

اثر  مقدار .یابدیمدهنده آن است که با افزایش سطح یک متغیر از پایین به بالا مقدار پاسخ کاهش اثر نشان

اثر برای مقدار  .شودیمافزایش پاسخ باعث از پایین به بالا  pH افزایش یبیشترین است، به عبارت pHبرای 

نیز ا همنفی و برای سایر فاکتور صورتبهفیوژ ، زمان اولتراسونیک و زمان سانتریجریان سرعت یهافاکتور

 .باشندیممثبت  صورتبه

___________________________ 
1
 Effect 

2 Coefficient 
3 Standard error coefficient 
4 P- value 
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ثابت نگه داشته  فاکتورها، وقتی که سایر x: تغییر در میانگین پاسخ را به ازاء هر واحد افزایش در ضریب

. با توجه به ضرایب نشان داده شده در جدول گرددیمه ( محاسب2-9مطابق با رابطه )و  کندیمشوند، برآورد 

ان داده با توجه به ضرایب نشآن اثر بر روی پاسخ بیشتر است.  یرتأثهر چه مقدار ضریب بیشتر باشد  ،(9-1)

 آن بر روی پاسخ بیشتر است. یرتأثدر نتیجه بالاترین ضریب را دارد  pH(، 1-9شده در جدول )

= ضریب (9-2)
اثر 

2
 

اندازه خطای  دهندهنشان: برای هر ضریب یک انحراف استاندارد گزارش شده که خطای استاندارد ضریب

 ترچککوگذاشته و مقدار آن مثبت است و همچنین مقدار  یرتأثتجربی )تصادفی( است که بر روی ضریب 

 [.19] است تریقدقبرآورد  دهندهنشانآن 

 tکه هر چه مقدار قدر مطلق  بدین صورت ،رودیم کاربه بودن یک فاکتور برای بررسی معنی دار :tآماره 

گزارش شده در جدول  tباشد، با احتمال زیاد فاکتور معنی دار است. مقدار  تربزرگمربوط به یک فاکتور 

که ضریب در برابر خطای استاندارد چقدر بزرگ است و مفهوم آن چیزی شبیه نسبت سیگنال  دهدیمنشان 

آید می دستبه (9-9از تقسیم کردن هر ضریب بر خطای استاندارد طبق رابطه ) t. مقدار باشدیمبه نویز 

مربوط به  t( مقدار 1-9. با توجه به نتایج در جدول )]91[( *اند.افزار گرد شده)نتایج در جدول توسط نرم

pH  آن بر روی پاسخ بیشتر است. یرتأثبیشتر، در نتیجه 

(9-9)  t =
ضریب

ضریب خطای استاندارد
 

. اگر رودیم کاربه هافرضبرای تصمیم گیری در مورد رد یا عدم رد فرضیه صفر در آزمون  :Pارزش 

ورد نظر کمتر باشد آنگاه رابطه معنی داری بین فاکتور و متغیر پاسخ م αمقدار احتمال یک ضریب، از سطح 

( به عنوان نقطه P˂ 05/0) 05/0( کمتر از P، میزان احتمال )ارزش فاکتورهابرای تعیین اهمیت وجود دارد. 

و به عنوان  شدهفرضیه صفر رد  05/0کمتر  Pبا ارزش  یفاکتورهاد. بنابراین برای وشمیحد در نظر گرفته 
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به عنوان فاکتور  05/0بیشتر از  Pبا ارزش  یفاکتورها کهیحالر ، دشوندیمشناخته پاسخ  در مؤثرفاکتور 

 حجم حلال استخراج، pH(، 1-9در جدول ) P. بنابراین با توجه به مقدار شوندیمغیرموثر بر پاسخ شناخته 

سرعت جریان، زمان  حجم حلال استونیتریل، و مؤثرو اثر نمک به عنوان فاکتورهای  استونیتریل

 .شناخته شدند فاکتور غیرموثر عنوانبهاولتراسونیک، زمان و دور سانتریفیوژ 

، نمودار 6اصلی کمک کنند، نمودارهای پارتو یفاکتورهادر تعیین  توانندیمهمچنین نمودارهایی که 

 .باشندیم 9و نمودار نیمه نرمال 2احتمال نرمال

استفاده شده است تا اختلاف  tنموداری است برای تعیین اهمیت اثرات که در آن از آزمون  نمودار پارتو:

بحرانی جدول  tدار اثرات با صفر تعیین گردد. در این نمودار یک خط مبنا وجود دارد که همان یمعن

محاسبه  tاز جدول  %35در سطح اطمینان  ی این خط مبنا براساس درجه آزادی. مقدار عددباشدیم

ار در سطح داثر معنی دارای اندگرفتهسمت راست خط مبنا قرار  هاآن tکه مقدار  ییفاکتورها. شودیم

( 1-9برمن در شکل )-فاکتور مورد بررسی در طرح پلاکت هشت. نمودار پارتو برای باشندیم %35اطمینان 

استونیتریل  ، حجم حلال استخراجpHدهد، متغیرهای نشان داده شده است. همانطور که نمودار نشان می

در حالی که فاکتورهای دیگر،  بر راندمان استخراج مشخص شدند. مؤثر یفاکتورها عنوانبهو اثر نمک 

 بر پاسخ ندارند. داریمعن از این حد بوده و در نتیجه اثر ترکوچک

  

در طرح( هاشیآزماتعداد کل  = درجه آزادی (9-4)  – 6) – هابرهمکنشتعداد کل    

 

___________________________ 
1-Pareto chart 

2
-Normal Probability Plot 

3
-Half Normal Plot 
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 بر پیش تغلیظ و اندازه گیری کلرودیازپوکساید و آلارازولام فاکتورهااثر پارتو : نمودار (1-9شکل )

 

. در این نمودار نقاطی مشاهده هاستآن کنشبرهمبرای مقایسه اثرات اصلی و  نمودار احتمال نرمال:

هر چه این نقاط از خط مبنا فاصله بیشتری داشته  کهیطورمتغیر بوده، به اثر هر  دهندهنشانکه  شوندیم

نیز بیشتر است. نمودار احتمال نرمال علاوه بر مشخص  هاآنو میزان اهمیت  بوده یتربزرگباشند دارای اثر 

به این صورت که  دهندیمکردن میزان اهمیت متغیرها، مثبت یا منفی بودن اثر هر متغیر را نیز نشان 

نقاطی که در سمت راست خط برازش قرار دارند دارای اثر مثبت و نقاطی که در سمت چپ آن قرار دارند 

، حجم حلال pHمتغیرهای  شودیم( مشاهده 1-9شکل ). همانطورکه در ]19[باشندیمدارای اثر منفی 

ر مثبت دارای اثدند که هر سه فاکتور مهم شناسایی ش یفاکتورهااستخراج استونیتریل و اثر نمک به عنوان 

 .باشندیم
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 کلرودیازپوکساید و آلارازولامبر پیش تغلیظ و اندازه گیری  فاکتورها: نمودار احتمال نرمال اثر (1-9شکل )

بر  مؤثر فاکتورهاییط بهینه آوردن شرا دستبهکاربرد طرح باکس بنکن جهت   3-2-2

 آلپرازولام و کلرودیازپوکساید گیریاندازهو  تغلیظپیش

، حجم pHسه فاکتور  برمن پلاکتراحی آزمایش توسط طرح با توجه به نتایج مشاهده شده در ط

ری شده گیبر میزان پاسخ اندازه مؤثر یفاکتورها ینترمهماستونیتریل و اثر نمک به عنوان  حلال استخراج

 فاکتورهاکدام از این  ینه هردر ادامه برای تعیین مقادیر به برای آلارازولام و کلرودیازپوکساید تعیین شدند.

 .در بیش از دو سطح لازم است فاکتورهاکه مطالعه هر یک از  ،بنکن استفاده شد-باکس سازیینهبهاز روش 

برمن در سه سطح بالا، میانی و پایین مورد بررسی قرار -مشخص شده از طرح پلاکت مؤثر یفاکتورهاتنها 

نشان داده شده است.  فاکتورها( مقادیر سطوح بالا، میانی و پایینی برای هر یک از 8-9. درجدول )گیرندیم

  .یک متغیر در یک زمان انتخاب گردید سازیینهبهانتخاب این سطوح با توجه به نتایج حاصل از 
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 بنکن -در طرح باکس مؤثر یفاکتورها: سطوح (8-9جدول )

 +(6بالا )سطح  (0) یانیم سطح (-6) یینپاسطح  فاکتور

pH 00/9 15/5 50/8 

 کنندهاستخراجحجم حلال 

 استونیتریل

20/6 15/6 90/2 

 %0/66 %0/8 %0/5 )قدرت یونی( اثر نمک

 

 یورهافاکت، سایر شودیمبنکن انجام  -که بر اساس طرح باکس هایییشآزمالازم به ذکر است در تمام 

نشان دهنده سطح  -6+ نشان دهنده سطح بالا و 6) اثرشانغیرموثر در مقدارهایی که با توجه به علامت 

ر تمام دبنابراین  .مانندیمباقی  در سطح مناسب خود، ثابت، اندآمدهدست هپایین( در طرح پلاکت برمن ب

شامل حجم حلال استخراج  ، فاکتورهای غیرمهمشودیمبنکن انجام -که بر اساس طرح باکس هایییشآزما

احتمال اثر این فاکتورها در نمودار  یلدلبه دور بر دقیقه 4100 دور سانتریفیوژ ،میکرولیتر 0/45آندکانول -6

دقیقه  1زمان اولتراسونیک  لیتر بر دقیقه، یلیم 9/0 در سطح مثبت خود و فاکتورهای سرعت جریان نرمال

 در نظر گرفته شدند.دقیقه با اثر منفی در سطح پایین خود  1و زمان سانتریفیوژ 

 (BBD)ن بنک–اجرای طرح باکس 

 ینههمقدار ب یینتع یبرا همچنین و هافاکتور بین کنشبرهم یبه منظور بررس هایشآزما یطراح یبرا

-طرح باکس یجادا یبرا Minitab 16و آلارازولام از نرم افزار  یازپوکسایدکلرود یریگاندازهفاکتور در  هر

که  یهنگام هایشآزماشد، تعداد  یانب 9-5-9-2شد. همانطور که در بخش  استفاده هادادهبنکن و پردازش 

برابر  یردقرار گ یمورد بررس ینقطه مرکز 2و بار تکرار  2با بلوک  یکفاکتور در  9بنکن،  -در طرح باکس

انجام شده  هاییشآزماثبت شده در  هاییگنالس( طرح مورد نظر و 3-9. در جدول )باشدیم یشآزما 28با 

 .یدانجام گرد یربر اساس روش کار ز یظتغل یشپ هاییشآزمابنکن آمده است.  -مطابق با طرح باکس
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لیتر  یلیم 0/6بر لیتر کلرودیازپوکساید و  گرمیلیم 0/60از محلول  لیتریلیم 5/0در یک ظرف نمونه، 

مورد نظر افزوده شد و ساس با  pHبافر فسفاتی با  لیتریلیم 0/6بر لیتر، گرمیلیم 0/60محلول آلارازولام 

تون مونه به سساس، حجم مشخصی از استونیتریل همراه به ن رسانده شد. لیتریلیم 0/5آب تقطیر به حجم 

میلی لیتر بر دقیقه، استخراج تحت اثر نمک خارج کننده انجام  9/0استخراج منتقل شد و با سرعت جریان 

 میکرولیتر 0/45درون حلال استونیتریل پس از اختلاط در حجم  هایتآنالادامه محلول بالایی شامل  در شد.

پس از  .کلرید با غلظت مشخص تزریق گردیدبه محلول نمک سدیم توسط سرنگ انسولین  آندکانول،-6از 

 کیلو هرتز 10صوت مافوق  فرکانس با حمام فراصوت درحاوی محلول ابری تشکیل شده  لوله آزمایش آن،

حلال  ریز قطرات در هایتآنال که در این مرحلهدرجه سانتی گراد قرار داده شد  25 در دقیقه 0/1به مدت 

دقیقه سانتریفیوژ گردید.  0/1دور در دقیقه به مدت  4100با دور  هاستخراج شدند. ساس محلول نمونآلی 

 منجمدقطره آلی  .درآمد جامد قطرهحلال آلی شناور به صورت  و منتقل یخ به حمام، لوله آزمایش ساس

ذوب شده و  که در دمای اتاق منتقل شد کوچکپزشکی  یک قاشق توسط مخروطی ویال شده به یک

تزریق شد. برای محلول شاهد نیز به طور مشابه عمل شد با این تفاوت که  HPLCبه دستگاه مقداری از آن 

 HPLCبه دستگاه کلرودیازپوکساید و آلارازولام بود. در این مرحله محلول  یداروهامحلول شاهد فاقد 

 .تار گرفمورد استفاده قر اییهتجزتزریق شد. اختلاف سیگنال محلول نمونه و شاهد به عنوان سیگنال 

تحلیل و بررسی شدند، که در این بررسی  ANOVAبا روش  هایشآزمادست آمده از انجام هنتایج تجربی ب

( ضرایب رگرسیون و سایر 60-9نیز در نظر گرفته شدند. جدول ) هابرهمکنشاثرات خطی، درجه دوم و 

 هاآن یهاکنشبرهمو  فاکتورهال که شامل خود داده شده در مد یفاکتورهاآماری مربوط به  یپارامترها

در سطح ) 05/0از  ترکوچک Pشد ضرایب با ارزش اشاره  قبلاً. همانطور که دهدیمرا نشان  باشدیم

05/0=α) آزمون است. این برای درصد 35اطمینان  سطح با متناظر و بوده داریمعن 
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 کلرودیازپوکساید و آلارازولام یریگاندازهنقطه مرکزی برای  2بار تکرار و  2فاکتور، 9بنکن با  -: طرح باکس(3-9)جدول 

قدرت یونی  pH شماره آزمایش

)درصد وزنی 

 حجمی(

حجم حلال 

 (lµاستخراج )

 پاسخ پاسخ آلپرازولام

 کلرودیازپوکساید

6 

2 

9 

4 

5 

1 

1 

8 

3 

60 

66 

62 

69 

64 

65 

61 

61 

68 

63 

20 

26 

22 

29 

24 

25 

21 

21 

28 

6+ 

6+ 

6- 

0 

6+ 

6- 

6- 

6- 

0 

0 

6+ 

6+ 

0 

6- 

0 

0 

0 

0 

6+ 

6- 

6+ 

0 

0 

6+ 

0 

6- 

0 

6- 

0 

6+ 

6- 

0 

0 

0 

6+ 

0 

6+ 

0 

6- 

6+ 

0 

6+ 

6- 

6+ 

6- 

6+ 

6- 

6- 

0 

0 

6- 

0 

6- 

0 

6+ 

0 

6+ 

0 

0 

0 

6- 

6- 

0 

6+ 

6- 

0 

0 

0 

0 

0 

6+ 

6- 

6- 

6+ 

0 

0 

6- 

0 

6- 

6+ 

6+ 

6- 

6+ 

6+ 

91/2626 

94/2000 

13/6961 

5/2048 

53/2068 

52/6115 

13/6522 

11/2918 

15/6998 

56/6316 

0/6851 

0/2086 

81/6321 

43/6121 

12/6198 

26/6911 

26/6591 

23/2002 

41/6811 

01/6960 

41/2064 

29/6311 

20/6524 

14/2683 

50/6112 

15/6161 

91/2003 

50/2901 

56/9913 

01/9153 

33/801 

24/9613 

51/9822 

45/6658 

11/6153 

88/6518 

93/2899 

52/9060 

00/2300 

32/9129 

15/9610 

91/6111 

80/2228 

61/2841 

63/2661 

29/9692 

86/2858 

43/112 

15/9156 

93/9666 

84/2615 

34/9441 

80/2228 

66/6269 

30/9613 

85/6111 
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 آلارازولام یریگاندازه: پارامترهای آماری برای طرح باکس بنکن انجام شده برای پاسخ پیش تغلیظ و (60-9)جدول 

 T P استاندارد ضریب یخطا ضریب عبارت

Constant 91/6395 28/48 084/40 000/0 

pH 10/692 61/96 255/4 000/0 

V 40/10 61/96 253/2 095/0 

S 84/685 61/96 319/5 000/0 

pH*pH 02/669 28/48 946/2 090/0 

V*V 43/961- 28/48 511/1- 000/0 

S*S 26/20- 43/56 932/0- 133/0 

PH*V 54/68 31/41 402/0- 132/0 

pH*S 15/646- 08/44 261/9- 004/0 

V*S 48/658 08/44 531/9 002/0 

 

،  pH*pH،V*V یهابرهمکنش، اثر نمک، حجم حلال استخراج، pHهمانطور که مشاهده شد عبارات 

pH*S و V*S  دارای مقدارP  یهابرهمکنشو  باشندیمو به طور آماری معنی دار  بوده 05/0کمتر از 

pH*V  وS*S  به دلیل دارا بودنp  که معنی دار نیستند از  ییهاعبارتمعنی دار نبوده و لذا  05/0بالاتر از

دار و ضرایب داده شده در معنی یهابرهمکنشمدل حذف شده و مدل رویه پاسخ آزمایش با استفاده از 

 .شودیمبه صورت زیر پیشنهاد آلارازولام  یریگاندازه( برای 60-9جدول )

  

Response = 91/6395 + 10/692  pH +  84/685 S + 40/10 V + 02/669 pH×pH 43/961-  V× V 15/646-  

pH×S + 48/658  S×V   

R2 = % 81/90 R2
adj = % 82/85 (9-5) 
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 سایدکلرودیازپوک یریگاندازه: پارامترهای آماری برای طرح باکس بنکن انجام شده برای پاسخ پیش تغلیظ و (66-9)جدول 

 T P استاندارد ضریب یخطا ضریب عبارت

Constant 38/9662 83/95 121/81 000/0 

pH 16/6019 35/61 826/53 000/0 

V 49/463 35/61 916/29 000/0 

S 59/11 35/61 214/4 000/0 

pH*pH 11/458- 98/28 619/61- 000/0 

V*V 21/989- 98/28 501/69- 000/0 

S*S 39/691- 98/28 825/4- 000/0 

pH*S 98/615- 98/25 561/1- 000/0 

V*S 50/58 98/25 905/2 099/0 

PH*V 18/2- 01/21 609/0- 363/0 

 

به غیر  باشندیمو به طور آماری معنی دار  بوده 05/0کمتر از  Pدارای مقدار همچنین تمامی عبارات 

از  دار نبوده و لذا عبارتی که معنی دار نیستمعنی 05/0بالاتر از  pبه دلیل دارا بودن  pH*Vاز برهمکنش 

ضرایب داده شده در دار و معنی یهابرهمکنشتفاده از شده و مدل رویه پاسخ آزمایش با اسمدل حذف 

 .شودیمبه صورت زیر پیشنهاد کلرودیازپوکساید  یریگاندازه( برای 66-9) جدول

Response = 38/9662 + 16/6019  pH + 49/463  V + 59/11  S – 11/458 pH×pH 39/691-  S×S 21/989-  V× 

V 

  98/615-  pH×S + 50/58  S× V 

(9-1)  R2
adj =% 33/46 R2 = %33/53 
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ضریب تعیین بیانگر نسبت مجموع مربعات رگرسیون به مجموع مربعات کل که شامل  :1ضریب تعیین

بین صفر و یک متغیر باشد که نزدیکی آن به یک بیانگر  تواندیم 2Rو  باشدیماست،  ماندهیباقرگرسیون و 

 .باشدیمتوسط مدل  هادادهبرازش بهتر 

 .رابطه ریاضی مربوط به ضریب تعیین به صورت زیر است

 

(9-1) 

                                                                      

SST = ∑ (yi-y̅)2n
i=1  که در این رابطهSSResidual ،مجموع مربعات باقی مانده SSmodel مجموع 

 یریگاندازه( برای پاسخ 2R. مقدار ضریب تعیین )باشدیممجموع مربعات کل  SStotalمربعات مدل و 

 90/81 دهدیمکه نشان  باشدیمدرصد  53/33کلرودیازپوساید  یریگاندازه و برای پاسخ 90/81آلارازولام 

 توسط متغیر مستقل توضیح داده شود. تواندیمدرصد تغییرات در متغیر وابسته  53/33و 

که در ارزیابی و مقایسه  ی است: ضریب تعیین تعدیل شده پارامتر2ضریب تعیین تعدیل شده

)ضریب  2Rاما از آنجایی که  .شودیممختلف با تعداد متفاوت متغیر پیش بینی شده استفاده  یهامدل

که  شودیمتعدیل شده محاسبه  2Rمقدار  ،آوردینمتعیین( تعداد پارامترهای موجود در مدل را به حساب 

 بدین اس دهد. لذاکت انعیزان انطباق مدل را در جمعین میشترید تا بیح نمایرا تصح Rدارد مربع  یسع

 .[14] شودیممنظور از ضریب تعیین تعدیل شده طبق رابطه زیر برای انتخاب مدل برتر استفاده 

 

___________________________ 
1
-Determinaton coefficient 

2
-Adjusted R squard 

total

model

modelResidual

Residual2

SS

SS

SSSS

SS
1 










R
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(9-8) 

 

 

، 2R . برخلافباشدیمدرجه آزادی مدل  modelDFآزادی باقی مانده و  درجه ResidualDF ن رابطهیه در اک

و برای پاسخ آلارازولام  %46/33پاسخ کلرودیازپوکساید برابر با  )که مقدار آن برایتعدیل شده  2R مقدار

 شود. ترکوچکممکن است با اضافه شدن پارامتر  (باشدیم %85/82برابر با 

 ارزیابی مدل 

ختلفی م یهانمونهبینی ، مدل مناسبی است که توانایی پیشدست آمدههبرای اطمینان از اینکه مدل ب

 از یک جمعیت را داراست، باید مدل را ارزیابی کرد. 

ید استفاده گرد هاماندهیباقدست آمده از روش تحلیل واریانس و بررسی هبرای ارزیابی مدل بپروژه،  در این

صتحت نتایج ارائه شتتده توسط مدل مورد سنجش قرار  ، کمی یهاشتاخصاز طریق  هایابیارزکه در این 

 .گیرندیم

 

 تحلیل واریانس 

یری گبا در نظر گرفتن عوامل اصلی، مدل ریاضی برای پاسخ مربوط به پیش تغلیظ و اندازه

 ( پیشنهاد شده است.1-9( و )5-9طبق معادله )کلرودیازپوکساید و آلارازولام 

برای بررسی صحت مدل ارائه شده به صورت معادله درجه دوم، تحلیل واریانس انجام شد که نتایج در  

 رودیازپوکساید نشان داده شده است( برای کل69-9( برای آلارازولام و جدول )62-9جدول )

 













































modelResidual

modelResidual

Residual

Residual

2

D.FD.F

SSSS

D.F

SS

1RAdjusted
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 گیری آلارازولامتحلیل واریانس برای مدل پیشنهادی مربوط به پیش تغلیظ و اندازه (:62-9) جدول

 

 

 کلرودیازپوکساید گیریتحلیل واریانس برای مدل پیشنهادی مربوط به پیش تغلیظ و اندازه (:69-9) جدول

 

___________________________ 
1- Degrees of Freedom 
2 Adjusted Sum of Square 
3- 

Adjusted Mean Square 

Source 

 

6DF 2Adj SS 9Adj MS F P 

Regression 1 2695105 905606 19/63 000/0 

Linear 9 369229 904408 53/63 000/0 

Square 2 810866 490401 13/21 000/0 

Interaction 2 916116 680895 14/66 000/0 

Residual Error 20 960822 65546 - - 

Lack-of-Fit 5 663993 29818 81/6 610/0 

Pure Error 65 636489 62111 - - 

Total 21 - - - - 

Source 

 

DF Adj SS Adj MS F P 

Regression 8 29503193 2398161 24/510 000/0 

Linear 9 26950506 1661894 31/6980 000/0 

Square 9 6369052 191184 14/629 000/0 

Interaction 2 241681 629039 83/29 000/0 

Residual Error 63 31361 5654 - - 

Lack-of-Fit 4 90533 1150 10/6 206/0 

Pure Error 65 11968 4488 - - 

Total 21 - - - - 
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دهد. با توجه به نتایج به دست آمده، مقدار ها و پاسخ را نشان می: ارتباط بین فاکتور6عدم برازش

P ( 206/0مربوط به عدم برازش مدل برای کلرودیازپوکسایدp=( و آلارازولام )610/0p= بیشتر از )05/0 

 .های تجربی تطابق خوبی دارددهد بین مدل و دادهباشد که نشان میمی

دار بودن آماری در تحلیل رگرسیون ساده و یا آزمون فیشر در واقع آزمون معنی Fآزمون  :Fآماره 

( 𝑀𝑆𝐸ها )( به میانگین مربعات باقیمانده𝑀𝑆𝑅است و برابر با نسبت میانگین مربعات رگرسیون ) چند متغیره

 :باشدمی است. بیان ریاضی آن به صورت زیر

(9-3)                                       𝐹 =
𝑀𝑆𝑅

𝑀𝑆𝐸
=

𝑆𝑆𝑅 𝑑𝑓𝑚⁄

𝑆𝑆𝐸 𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠⁄
 

  

𝑑𝑓𝑚  درجه آزادی مدل و𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠 ها است. نیز درجه آزادی باقیماندهSSE  و𝑆𝑆𝑅  ( 8-9در روابط ) نیز

بیشتر  F( توضیح داده شدند. هر چه مقدار میانگین مربع فاکتور به باقی مانده بیشتر باشد، مقدار 1-9و )

 هامربوط به اثرات مربع پارامتر F( مقدار 69-9( و )62-9دست آمده در جدول )با توجه به مقادیر به است.

آن  ریأثتنتیجه  بیشتر و در مربوط به اثرات خطی پارامترها برای کلرودیازپوکساید Fو مقدار  آلارازولامبرای 

 ها بر پاسخ بیشتر است.فاکتور

 رود.بکار می Fآید که در محاسبه آماره دست میبر درجه آزادی به Adj SS، از تقسیم Adj MSمقدار 

دهنده ،که مقدار کوچکتر آن نشانرودیمتکراری به کار  یهادادهیک سری  یبرا ،2خطای خالصهمچنین 

 تر است.برآورد دقیق

 

 

___________________________ 
1-Lack-of-fit 

2 -Pure Error 
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 1هاماندهنمودار احتمال نرمال باقی  

رگرسیون و همچنین در محاسبه فواصل  یهاآزمونبرای  Fو  t یهاآماره محاسبهاز آنجایی که در 

 روی تواندیمتوزیع نرمال  بزرگ از یهاانحراف، لذا کنیمیماطمینان، از فرض نرمال بودن خطاها استفاده 

زیادی بگذارد. یک روش ساده برای بررسی فرض نرمال بودن رسم  یرتأثدست آمده هصحت و اعتبار نتایج ب

خطی سازگار با توزیع نرمال را نشان  یباًتقراست. زیرا این نمودار الگوی  هاماندهباقی  نمودار احتمال نرمال

 .دهدیم

 ها به صورت  زیر تعریف شده اند: باقیمانده

ei= yi – y^i      , i= 1,2,… .,n                                                                       

  مقدار برازش شده متناظر آن است. چون تلقی از y^i  مقدار مشاهده شده و yi  )9-60(     که در آن

باشد، لذا یک معیار یا اندازه از به صورت انحراف بین مقدار مشاهده شده و مقدار برازش شده می باقیمانده

اگرح داده نشده است. وسیله مدل رگرسیون توضیتغییراتی است که به دارای توزیع نرمال  هاماندهباقی  

نقاط باید روی یک خط راست قرار گیرند و در صورتی که نقاط از خط راست منحرف شده  عموماً باشند،

باشند ممکن است فرض نرمال بودن معتبر نباشد. نمودار احتمال وآزمونهای برازش مانند آماره اندرسن-

دارلینگ2 را میتوان برای تعیین نرمال بودن باقی ماندهها بهکار برد، در صورتی که مقدار احتمال از سطح 

α .کنندینماز توزیع نرمال پیروی  هادادهمورد نظر کمتر باشد  ی  

داده  ( نشان3-9) و (8-9این توزیع در شکل ) بودننرمالو بررسی  هاماندهیباقنمودار مربوط به توزیع 

 15است ]نرمال  هاماندهیباقتوزیع  دهدیماست که نشان  05/0از  تربزرگ Pدر اینجا مقدار شده است. 

 [.11و

___________________________ 
1
-Normal probability of plot 

2-Anderson-Darling 
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ن بنک -کلرودیازپوکساید و آلارازولام در طراحی باکس یریگاندازهبرای پیش تغلیظ و  هاماندهیباق: نمودار (8-9شکل )

 آلارازولاممربوط به پاسخ 

 

 

 

ن بنک -کلرودیازپوکساید و آلارازولام در طراحی باکس یریگاندازهبرای پیش تغلیظ و  هاماندهیباق: نمودار (3-9شکل )

 کلرودیازپوکساید مربوط به پاسخ
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 1در برابر ترتیب زمان ماندهیباقنمودار  

 یرآوجمعنسبت به ترتیب زمان  هاماندهیباق، رسم نمودار هاماندهیباقدر بررسی همبستگی بین 

. یک همبستگی مثبت شودیمبرای یافتن خطای غیر تصادفی استفاده مفید است. از این نمودار  هاداده

و یک همبستگی منفی نیز توسط  شودیمکه هم علامت هستند تعیین  هاماندهتوسط دسته ای از باقی 

این موضوع اغلب نتیجه تغییر در  که .گرددیممتوالی مشخص  یهاماندهتغییرات سریع در علامت باقی 

ن نسبت به زما هاماندهیباقاری برای منتهی به نمود غالباًواریانس خطای تصادفی نسبت به زمان است و 

 خاصیاگر این نمودار طرح . دهدیمبه طرف دیگر نشان  از ، که در یک طرف پراکندگی بیشتریشودیم

( 66-9( و )60-9با توجه به شکل ) .]11و  15 [مبین فرض وجود استقلال خطا استنداشته باشد، 

 .[15] خطاهاست میان استقلال دهندهنشانکه  شودیممشاهده  هادادههمبستگی کمی بین 

 

 
ولام و آلاراز کلرودیازپوکساید یریگاندازهبه ترتیب زمان جمع آوری برای پیش تغلیظ و  هاماندهیباق: نمودار (60-9)شکل 

 آلارازولامبنکن مربوط به پاسخ  -در طراحی باکس

___________________________ 
1
-Residuals versus order of time 
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ولام و آلاراز کلرودیازپوکساید یریگاندازهبه ترتیب زمان جمع آوری برای پیش تغلیظ و  هاماندهیباق: نمودار (66-9)شکل 

 کلرودیازپوکسایدبنکن مربوط به پاسخ  -در طراحی باکس

 1در مقابل مقادیر برازش شده هاماندهیباقنمودار  

ها نمایشگر  ŷi ( در مقابل مقادیر برازش شده متناظر یعنیn2,6=i,…,) هاRi هاماندهرسم نمودار باقی 

در طرفین خط صفر است. اگر مدل برازش شده مناسب باشد این نمودار  هاماندهیک الگوی تصادفی باقی 

بایستی نسبت به خط باقی مانده صفر متقارن بوده و نقاط حول این خط به طور یکنواخت پراکنده شده 

و در واقع این نمودار بیانگر یک الگوی  دهدیمباشند. این وضعیت ثابت بودن واریانس خطاها را نشان 

در طرفین خط صفر است. اگر نقطه ای دور تر از سایر نقاط واقع شود، ممکن است  هامانده تصادفی باقی

یدا پ هاماندهآن نقطه، نقطه پرت باشد و همچنین ممکن است هیچ الگوی قابل تشخیصی در نمودار باقی 

 نشود. موارد زیر مشخص کننده خطای غیر تصادفی هستند:

 ند.باش یکسری از نقاط صعودی یا نزولی 

  منفی باشند هاآنمثبت یا اکثر  هادادهاکثر. 

  وجود داشته باشد. افزایشی یهابرازشافزایشی با  یهاماندهوجود الگویی مانند باقی 

___________________________ 
1
-Residuals versus fits 
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 یکسان است. یباًتقرکه پراکندگی دو طرف خط صفر  دهدیمنشان  (69-9) و (62-9شکل )

 

کلرودیازپوکساید و آلارازولام در  یریگاندازهبرای پیش تغلیظ و نمودار باقیمانده در مقابل مقدار برازش : (62-9)شکل 

 آلاراززولامبنکن مربوط به پاسخ  -طراحی باکس

 

 

 
کلرودیازپوکساید و آلارازولام در  یریگاندازهبرای پیش تغلیظ و نمودار باقیمانده در مقابل مقدار برازش : (69-9)شکل 

 کلرودیازپوکسایدبنکن مربوط به پاسخ  -طراحی باکس
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 1رویه پاسخ یهایمنحن 

ش دست آید. این نمایهبوسیله منحنی رویه پاسخ ب تواندیمشده  بینییشپتجسم فضایی معادله 

بعدی را  9بعدی یک طرح  2نمایش  معمولاً( بعد است و n+1بعدی در فضای ) nگرافیگی، یک سطح 

یا تعداد بیشتری متغیر وجود داشته باشد، تنها اگر یک یا تعداد بیشتری  9رسم کرد. بنابراین اگر  توانیم

( این 61-9( تا )64-9) یهاشکل. شودیماز متغیرها ثابت نگه داشته شوند، رسم منحنی پاسخ ممکن 

 .دهندیمنشان و کلرودیازپوساید آلارازولام  یریگندازهارا برای  هایمنحن

 

 
 pHو  (S) در مقابل اثر نمکآلارازولام  یریگاندازهتغلیظ و پاسخ پیش : منحنی رویه(64-9شکل )

 

___________________________ 
1
-Surface response plot 
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 اثر نمکدر مقابل حجم حلال استخراج و آلارازولام  یریگاندازهتغلیظ و منحنی رویه پاسخ پیش: (65-9شکل )

 

 

 pHو  اثر نمککلرودیازپوساید در مقابل  یریگاندازهتغلیظ و : منحنی رویه پاسخ پیش(61-9شکل )
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 اثر نمکدر مقابل حجم حلال استخراج و  کلرودیازپوکساید یریگاندازهتغلیظ و : منحنی رویه پاسخ پیش(61-9شکل )

 

 افزارنرماده از با استفکلرودیازپوساید و آلارازولام  یریگاندازهبا توجه به مدل ریاضی پیشنهادی، شرایط بهینه 

61Minitab  ( گزارش شده است. لازم به ذکر است که تعدادی از 64-9نتایج آن در جدول )محاسبه و

 رحلهم به نوع حلال استخراج کننده توانیمرا به همان صورت یک متغیر در زمان بهینه شدند که  فاکتورها

که شرایط  دهدیماشاره نمود. مقایسه نتایج حاصل از این دو روش نشان  و حجم بافر بافر، نوع دوم اول و

با نتایج حاصل از یک متغیر  بنکن، -دست آمده از روش طراحی آزمایش با استفاده از مدل باکسهبهینه ب

تغلیظ پیش بر مؤثر یفاکتورهابین  کنشهمبر  توانیمتا حدودی تفاوت دارد. علت این تفاوت را نیز  در زمان

 نسبت داد.کلرودیازپوساید و آلارازولام  یریگاندازهو 
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 یک متغیر در زمان و طراحی آزمایش سازیینهبه: مقایسه شرایط (64-9)جدول 

 مقادیر بهینه با روش عامل

 یک متغیر در زمان

 مقادیر بهینه با روش

 طراحی آزمایش

pH 
 اثر نمک )قدرت یونی(

 استونیتریل کنندهاستخراجحجم حلال 

 دور سانتریفیوژ

 سرعت جریان

 اولتراسونیکزمان 

 سانتریفیوژ زمان

 آندکانول-6حجم حلال استخراج کننده 

 حجم بافر

 نوع بافر

00/8 

60% 

 ولیترلییم 0/2

 دور بر دقیقه 4500

 دقیقهبر  لیتر یلیم 5/0

 یقهدق 60

 دقیقه 60

 لیترمیکرو 0/95

 میلی لیتر 0/6

 بافر فسفاتی

50/8 

1/8% 

 لیترلیمی 3/6

 دور بر دقیقه 4100

 میلی لیتر بر دقیقه 9/0

 دقیقه 1

 دقیقه 1

 لیترمیکرو 0/45

- 

- 

 کلرودیازپوکساید و آلپرازولام اندازه گیریتغلیظ و توجیه فاکتورهای مؤثر بر پیش 3-2-3

 فاز آبی بر میزان استخراج pHبررسی اثر  

گرم یلیم 0/60محلول  میلی لیتر 0/6وگرم بر لیتر کلرودیازپوکساید یلیم 0/60میلی لیترمحلول  0/6

به یک لوله آزمایش منتقل  00/60تا  pH 00/2لیتر محلول بافر فسفاتی بین یلیم 0/6بر لیتر آلارازولام، 

میلی لیتر استونیتریل  5/6گردید و با آب به حجم رسید. برای انجام استخراج محلول نمونه حاوی آنالیت ها با 

 salting-outاثر کلرید منتقل شد. با استفاده از یمسدگرم نمک  0/2راج حاوی مخلوط شد و به ستون استخ

ها از فاز آبی به استونیتریل استخراج شدند. لیتر بر دقیقه آنالیتیلیم 5/0و جریان مخالف در سرعت جریان 

ین به محلول دکانول منتقل و توسط سرنگ انسولدو-6میکرولیتر  0/95در ادامه محلول بالایی به ویال حاوی 

کدر )به دلیل پخش عت تزریق شد تا محلول ابری شکل و وزنی/حجمی نمک سدیم کلرید به سر 0/6%

 0/60آندکانول در محلول آبی توسط حلال پخش کننده استونیتریل( تشکیل گردد. ساس به مدت -6ذرات 

لوله آزمایش حاوی محلول  کیلوهرتز قرار داده شد. در مرحله بعد 0/10دقیقه در حمام فراصوت با فرکانس 
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در دقیقه( گردید و فاز آلی در سطح محلول جمع دور  9500دقیقه سانتریفیوژ با ) 60ابری شکل به مدت 

یقه قطره آلی منجمد با اسااتول برداشته دق 60گردید. ساس ظرف نمونه را در یخچال قرار داده و بعد از 

از حلال استخراج به  lμ 0/5حالت مذاب است(. در پایان )در دمای محیط به  شد شد و به ویال انتقال داده

دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا تزریق گردید. سیگنال محلول شاهد نیز در غیاب آنالیت ها اندازه 

 .گیری شد و اختلاف سیگنال محلول نمونه و شاهد به عنوان سیگنال تجزیه ای در نظر گرفته شد

دهد که در بهینه سازی یک متغیر یمپیوست(( نشان -6پیوست( و شکل )-6جدول ) در نتایج حاصل

گردد. نتایج مشاهده شده به ساختار داروهای یممشاهده  =0/8pHتجزیه ای در  در زمان بیشترین سیگنال

لی های بازی به فرم ملکولی خود حضور دارند و به آسانی وارد فاز آ PHشود که در مورد بررسی مربوط می

 شوند.)استونیتریل( می

 اثر نوع بافر یبررس 

 یبوراکس ،یسه نوع بافر شامل بافر فسفات یشتر،ب یتبه حساس یابیدست یبرا ینهبه pHتوجه به  با

و فقط هر بار  pHبررسی اثر روش کار مطابق با بخش  یبررس ینقرار گرفت. در ا یمورد بررس یاکیو آمون

شد و پس از انجام  ضافهبه آن ا =pH 0/8با  یاکیو آمون یبوراکس ی،ع فسفاتمحلول بافر از نو لیتریلیم 0/6

شد و  یریمحلول شاهد هم اندازه گ یگنالدست آمد. سبه HPLCبا  یا یهتجز یگنالاستخراج، س یکروم

ت آمده دسبه یجدر نظر گرفته شد. نتا یا یهتجز یگنالمحلول نمونه و شاهد به عنوان س یگنالاختلاف س

 یفاتدر بافر فس اییهتجز یگنالس یشترینآن است که ب یانگر( بیوستپ-2( و شکل )یوستپ-2در جدول )

 .یدرداستفاده گ هایشدر آزما یدست آمد و لذا از بافر فسفاتهب یدر حضور بافر بوراکس یگنالس ینو کمتر
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 بررسی اثر حجم بافر 

لیتر از بافر مورد یلیم 5/0-0/2در محدوده  =0/8pHفسفاتی با  بعد از بررسی نوع بافر، اثر حجم بافر

است و  pHبررسی قرار گرفت. روش کار جهت انجام آزمایش مطابق با روش ارائه شده در بخش بررسی اثر 

آمده  تدسبهاختلاف سیگنال محلول نمونه و شاهد به عنوان سیگنال تجزیه ای در نظر گرفته شد. نتایج 

عنوان حجم به =0/8pHلیتر از بافر فسفاتی با یلیم 0/6پیوست( حجم -9وست( و شکل )پی-9در جدول )

عدی های بیبررسو لذا در ها، ظرفیت کافی داشته باشد بهینه انتخاب گردید، تا برای بافری نمودن نمونه

 استفاده گردید. =0/8pHمیلی لیتر از بافر فسفاتی با  0/6حجم 

 مرحله اول کنندهاستخراجبررسی اثر نوع حلال  

ل حلا یک، این پروژهدر  دارد.تغلیظ یشپ انتخاب حلال استخراج مناسب اهمیت اساسی در فرآیند

، و 1(CCSHLLE) اول استخراج استخراج کننده در مرحله یک( به عنوان 6: )ی دارداستخراج نقش مضاعف

حلال بر اساس امتزاج  ین(. اDLLME) یبعد یظتغلیشدر مرحله پکننده پخش حلال  یک( به عنوان 2)

 شود.میانتخاب  ی( و فاز آبDLLME)حلال استخراج  یآن با فاز آل

قرار گرفتند.  یشاز هر حلال( مورد آزما یترل میلی 5/6) DMFو  ، استوناستونیتریلاساس،  ینبر ا

بور محلول ی در اثر عدو فاز یستمس یک یلتشک استونیتریل تواناییبه دست آمده نشان داد که تنها  یجنتا

جدا  یاز محلول آب یگرد هاحلالکه  یدر حالنمونه از نمک سدیم کلرید درون ستون استخراج را دارد، 

 انتخاب شد. یشترمطالعات ب یبه عنوان حلال استخراج برا استونیتریل ین. بنابراشوندنمی

 

 

___________________________ 
1 Counter Current Salting–Out Homogenous Liquid–Liquid Extraction 
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 کنندهبررسی اثر حجم حلال استخراج 

در فواصل  یترل یلیم 0/6-5/2استونیتریل مختلف  یهاحجم حلال استخراج، حجم یساز ینهبه یبرا

حجم حلال  یش، با افزاپیوست( 4)در شکل  یجقرار گرفت. با توجه به نتا یبررسمورد  یتریل یلیم 5/0

 هبا افزایش حجم حلال استخراج، با توجزیرا ، یتر افزایش یافتل یلیم 0/2تا  جزیه ایت یگنالاستخراج، س

یگنال سلذا  ها کاهش یافته،با افزایش حجم فاز آلی غلظت آنالیتآبی، مقدار انالیت در فاز به ثابت بودن 

در  یدرست یابرحالت ، استونیتریل یترل یلیم 0/6 حجم در ،لازم به ذکر است. ابدییمای کاهش تجزیه

 یترل یلیم 0/2-5/6مطلوب در حجم ی ابرحالت حال،  ین. با اشدینم یلتشک یبعد DLLMEروش 

تر به ای بیشیهتجزیل داشتن سیگنال دلبهلیتر از استونیتریل یلیم 0/2بنابراین، حجم بود.  استونیتریل

 منظور حجم بهینه انتخاب شد.

 بررسی اثر نوع حلال استخراج کننده مرحله دوم 

ور فاکت به یابیبه منظور دست یمناسب نقش اصلیظ تغلیشحلال پ یکنتخاب در این روش، ا

بالا از  تی)ب( حلال ی،: )الف( رفتار خوب کروماتوگرافیدبا یظتغلیش. حلال پکندیم یفابالا ا تغلیظیشپ

ر د یابر محلول یک یل(، )ه( تشکیحاًبالاتر از آب )ترج یکم در آب، )د( چگال یتهدف، )ج( حلال یتآنال

 دهد. شود، نشانیم یقتزر یکه به محلول آب یزمان استونیتریلحضور 

مورد  کلرودکانید-60،6دکانول و -6، دودکانول-6، آندکانول-6اساس، چند حلال از جمله  ینا بر

کلرودکان به دلیل عدم تشکیل قطره جامد ید-60،6همانطورکه مشاهده شد از حلال . ندقرار گرفت یبررس

پیوست(  5شکل )منسجم و خروج پیک در زمان بازداری آنالیت ها، صرف نظر شد. همان طور که در 

یابد، ولی به دلیل یمهای تجزیه ای افزایش یگنالس مشاهده شد، با کاهش طول زنجیر حلال آلی میزان

درجه سانتی گراد( شرایط کار را سخت کرده و تشکیل قطره را با  1دکانول )-6نقطه ذوب نامناسب حلال 

یگنال تجزیه ای مشاهده شد. حلال دلیل تکرارپذیری نامناسب و کاهش س شد. به همینیممشکل مواجه 
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ل رایط کار آسان به عنوان حلاآندکانول به دلیل داشتن بهترین سیگنال، تکرارپذیری خوب و داشتن ش-6

 تغلیظ مرحله دوم انتخاب شد.پیش

 کننده مرحله دومبررسی اثر حجم حلال استخراج 

 0/55-0/65 یها، حجمDLLME مرحلهبر عملکرد  یظتغلیشبه منظور مطالعه اثر حجم حلال پ

. با توجه به )حجم های نهایی پس از ذوب قطره آلی( قرار گرفت یشمورد آزمامیکرولیتر از حلال مورد نظر 

جزیه ت یگنالس یکرولیتر،م 95تا  یکرولیترم 65 افزایش حجم از با پیوست( 1نشان داده شده در شکل ) یجنتا

با افزایش حجم حلال استخراج، با توجه به ثابت بودن حجم فازآبی، امکان زیرا  است یافته افزایش یتآنال ای

ه تدریج ی نیز باهیتجز. بنابراین، سیگنال ابدییمتماس دو فاز بیشتر شده و لذا راندمان استخراج افزایش 

ایش پس از آن با افز میکرولیتر از حلال استخرج مشاهده شد و 0/95این روند تا حجم  .ابندییمافزایش 

تغلیظ مقدار سیگنال تجزیه ای کاهش یافته است که با توجه به افزایش حجم حلال آلی حجم حلال پیش

 و سیگنال تجزیه ای کاهش یافته است. اندشدهو عدم تغییر مقدار آنالیت استخراج شده، آنالیت ها رقیق 

 بررسی اثر قدرت یونی )اثر نمک( 

آندکانول، اثر قدرت یونی بر بازدهی استخراج مورد -6میکرولیتر برای  0/95پس از انتخاب حجم 

ر، . در کار حاضگذاردیم یرتأث یاملاح آل یتحلال ینمک در محلول آب یکمعمولاً حضور بررسی قرار گرفت. 

 مورد مطالعه قرار )وزنی/حجمی( ٪0/62-0/0بازده استخراج با اضافه کردن نمک طعام در محدوده غلظت 

غلظت  یشرسم شده است. با افزا پیوست 1 در شکل سدیم کلریددر مقابل غلظت  تغییرات سیگنالگرفت. 

NaCl  لیل به د است و پس از آن یافتهبهبود با تغییرات ملایم استخراج  )وزنی/ حجمی( بازده درصد 0/60تا

 شود،یمافزایش ویسکوزیته محلول آبی که منجر به کاهش در انتقال جرم آنالیت از محلول آبی به حلال آلی 

کلرید به دلیل یمسد)وزنی/ حجمی(  %0/60به کاهش سیگنال تجزیه ای شده است. در نهایت غلظت  منجر

 داشتن بیشترین سیگنال تجزیه ای به عنوان قدرت یونی بهینه انتخاب گردید.
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 بررسی اثر سرعت جریان 

ج روش ارائه شده را استخرا یابیباز تواندیمهم است که م یاز پارامترها یکینمونه  یانسرعت جر

قرار گرفت.  یبررسیقه مورد دق بر یترل یلیم 0/2-9/0از  یعیوس یفدر ط ین،. بنابرادهدقرار  یرتحت تأث

لیتر بر دقیقه یلیم 5/0است با افزایش سرعت جریان تا  نشان داده شدهپیوست(  8) همانطور که در شکل

مشاهده  یاز فاز آب یتآنال یاستخراج ناکاف یان،سرعت جر یشساس با افزامیزان استخراج افزایش یافته است. 

بالا  هاییانجر در سرعت ینمک محلول در فاز آب یزانچرا که م، داد یحتوض توانیرفتار را م ینکه ا شد

های پایین به دلیل افزایش یانجرشده و در سرعت  ایسیگنال تجزیهو منجر به کاهش در  یافتهکاهش 

ته محلول آبی مقداری از آنالیت در فاز آبی باقی مانده و سبب کاهش راندمان غلظت نمک و ویسکوزی

با توجه به زمان  هایبررسادامه  یبرایقه دق بر یترل یلیم 5/0 یانجر ین، سرعتبنابراشود. یماستخراج 

 انتخاب شد. یقهدق 60استخراج نسبتاً کوتاه 

 کیلوهرتز( 2/62س بررسی اثر زمان اولتراسونیک )حمام فراصوت با فرکان 

ه عنوان ب یر آنتأثپس از بررسی پارامتر مهم سرعت جریان به منظور بررسی اثر زمان اولتراسونیک و 

دقیقه مورد بررسی قرار گرفت. همانند مراحل قبلی تمامی پارامترها  4-61ی هازمانیکی از مراحل استخراج، 

ونیک بر میزان استخراج بررسی شد. همان طور که در مقدار ثابت خود در نظر گرفته شدند و زمان اولتراس

دقیقه رو به افزایش بود و  60شود، مقدار آنالیت آلارازولام تا زمان یمپیوست مشاهده  3در جدول و شکل 

یباً ثابت شد. برای نمونه کلرودیازپوکساید نیز با افزایش زمان اولتراسونیک سیگنال تجزیه ای تقرپس از آن 

زمان اولتراسونیک روند کاهشی مشاهده شد. با قرار دادن لوله آزمایش درون  با بیشتر شدن افزایش یافته و

حمام فراصوت، امواج ارتعاش شده موجب بهبود فرآیند مهاجرت آنالیت ها از فاز آبی به فاز آلی شدند. با 

نال ها سبب کاهش سیگیر بر ساختار آنالیتتأث احتمالا باافزایش زمان به دلیل افزایش دما حمام فراصوت، 

 .شده استای تجزیه
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 بررسی اثر زمان سانتریفیوژ 

بر بازده استخراج زمان سانتریفیوژ است. روش کار جهت انجام آزمایش  مؤثریکی دیگر از پارامترهای 

 0/5-0/65ی که زمان سانتریفیوژ در محدوده طوربهاست  pHمطابق روش ارائه شده در بخش بررسی اثر 

سانتریفیوژ موجب شکستن امولسیون و سرعت بخشیدن به جدایی فاز ررسی قرار گرفت. دقیقه مورد ب

با  ایسیگنال تجزیهپیوست( نشان داد که -60پیوست( و شکل )-60جدول )در  نتایج حاصله. شودیم

، دقیقه 0/60ی بیشتر از هازمانافزایش یافته، و در  بسیار اندک دقیقه 0/60افزایش زمان سانتریفیوژ تا 

ه بسیار اندک در سیگنال بافزایش ی حاصله رخ نداد. اهای تجزیه یگنالستقریباً تغییر قابل توجهی در 

نابراین بهای سانتریفیژ بالاتر مربوط شده. کیفیت قطره آلی تشکیل شده و تکرارپذیری نسبی بهتر در دور

 ه شد.زمان بهینه سانتریفیوژ در نظر گرفت عنوانبهدقیقه سانتریفیوژ  0/60

 بررسی اثر دور سانتریفیوژ 

( 6-9-4-9دور سانتریفیوژ است که طبق روش ارائه شده در بخش ) مؤثریکی دیگر از پارامترهای 

با توجه به نتایج نشان  مورد بررسی قرار گرفت که 9000-4100دور سانتریفیوژ در هر دقیقه در محدوده 

بهینه انتخاب شد و علت نیز این  عنوانبه 4500پیوست(، -66پیوست( و شکل )-66جدول )داده شده در 

بی پخش شده و امکان جدایی دو آ، قطره حلال آلی در سطح محلول 4500از  ی کمترهادورهاست که در 

یباً ثابت تقرسیگنال تجزیه ای  4500ی بالاتر از دورهافاز و جمع آوری تمام آن وجود نداشت، همچنین در 

  مقدار بهینه انتخاب شد. عنوانبه 4500است. بنابراین دور 
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 تغلیظپیشکالیبراسیون  هایمنحنیرسم  

 کلرودیازپوکساید تغلیظپیشرسم منحنی کالیبراسیون  3-2-1

متفاوت از  یهاغلظتنمونه با  یهامحلول، تغلیظیشپرسم منحنی کالیبراسیون  منظوربه

آزمایش تهیه شد. بدین ترتیب که در تحت شرایط بهینه حاصل از طراحی و آلارازولام کلرودیازپوکساید 

از غلظت  لیتریلیم 0/6با غلظت معین برای مثال  هاحجم مشخصی از دارو لیتریلیم 0/5ن با حجم بال یک

با استفاده از  و اضافه شد 50/8برابر با  pHمیلی لیتر بافر فسفاتی در  0/6همراه  یترلبر  گرمیلیم 00/60

 ت.گرفانجام  هامحلولساس عمل استخراج تحت شرایط بهینه بر روی این  شد. آب مقطر به حجم رسانیده

نتایج حاصل از این بررسی در شد  یریگاندازه HPLCپس از جداسازی، قطره استخراج شناور با دستگاه 

 ( نشان داده شده است.68-9( و شکل )65-9جدول )

 تغلیظ آلپرازولامرسم منحنی کالیبراسیون پیش 3-2-2

اوت ی متفهاغلظتی نمونه با هامحلولتغلیظ آلارازولام، یشپرسم منحنی کالیبراسیون  منظوربه

تهیه شد. مشابه روش بالارسم منحنی کالیبراسیون آلارازولام صورت گرفت. نتایج حاصل از این بررسی در 

 ( نشان داده شده است.63-9( و شکل )61-9جدول )

 061/0تغلیظ دارای دامنه خطی در محدوده سیون پیششود منحنی کالیبرایمهمانطور که مشاهده 

برای کلرودیازپوکساید و دامنه خطی در محدوده  2R= 3333/0میلی گرم بر لیتر با ضریب تعیین  1/5تا 

باشد. معادله بهترین خط یمبرای آلارازولام  2R= 3332/0میلی گرم بر لیتر با ضریب تعیین  5/5تا  60/0

( 62-9)و ( 66-9)بوط به استخراج کلرودیازپوکساید و آلارازولام به صورت روابط برای غلظت و سیگنال مر

 دست آمد.به

(9-66) Y= 9011/8 CCHL + 3/41 

(9-62) Y= 6144/1 CALP - 6/88 
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 مربوط به منحنی کالیبراسیون کلرودیازپوکساید یهاداده: (65-9جدول )

 سیگنال تجزیه ای غلظت

061/0 6/53 

01/0 1//631 

1/0 5/6801 

8/0 4/2504 

0/6 3/9043 

5/6 1/4165 

1/6 1/4830 

0/2 6/1626 

0/9 1/3261 

8/9 9/66581 

0/5 6/65406 

1/5 9/61616 

 

 
 در شرایط بهینه تغلیظ کلرودیازپوکسایدون پیش: منحنی کالیبراسی(68-9)شکل 

 

y = 3066.8x + 9.4715
R² = 0.9999
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 مربوط به منحنی کالیبراسیون آلارازولام یهاداده(: 61-9جدول )

 سیگنال تجزیه ای  غلظت

06/0 44/64 

 08/0 51/622 

1/0 10/6093 

8/0 81/6229 

0/6 86/6519 

5/6 13/2426 

1/6 10/2519 

0/2 60/9405 

0/9 11/5602 

8/9 18/1924 

2/4 25/1344 

0/5 93/8043 

5/5 30/3028 

 
  در شرایط بهینه تغلیظ آلارازولاممنحنی کالیبراسیون پیش: (63-9)شکل 

y = 1644.6x - 1.8884
R² = 0.9992
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 های مزاحمبررسی اثر گونه 

مایع جریان مخالف هموژن با اثر نمک خارج کننده -برای بررسی قابلیت کاربرد روش استخراج مایع

قی، اثر حقی هایگیری آلارازولام و کلرودیازپوکساید در نمونهمایع پخشی برای اندازه-استخراج مایعو میکرو

 210در طول موج  HPLCها با استفاده از گیری آنتغلیظ این داروها و اندازههای احتمالی در پیشمزاحمت

 نانومتر مورد استفاده قرار گرفت. 222و 

برلیتر از آلارازولام وکلرودیازپوکساید تحت شرایط بهینه و  گرمیلیم 0/2ابتدا سیگنال محلول نمونه حاوی 

و انحراف استاندارد  هایگنالسبار تکرار شد و میانگین  9شد. این کار  یریگاندازهمزاحم  یهاگونهدر غیاب 

که در این  AS9± Ā، با توجه به رابطه اییهتجزمحاسبه شد. محدوده قابل قبول برای نوسان سیگنال  هاآن

آمد. برای  دستبهشده  یریگاندازه اییهتجز هاییگنالسانحراف استانداردهای  ASمیانگین و  Ā رابطه 

دیازپوکساید و حجمی نسبت به کلرو-برابر وزنی 6000بررسی اثر مزاحمت احتمالی هر گونه با نسبت 

آلارازولام به محلول اولیه اضافه شد، ساس عمل استخراج انجام گرفت و سیگنال تجزیه ای مربوط به هر 

قرار  SA9± Āآمده در حضور گونه مورد بررسی در دامنه  دستبه اییهتجزآمد. اگر سیگنال  دستبهدارو 

به این معنا بود که گونه مورد بررسی با نسبت موجود مزاحم نیست. در غیر این صورت نسبت  گرفتیم

قرار گیرد. نتایج  AS9±Āدر دامنه  اییهتجزسیگنال  تا شدیمحجمی گونه مزاحم آنقدر کاهش داده -وزنی

با توجه به نتایج این جدول  .( نشان داده شده است.68-9جدول )( و 61-9دول )حاصل در این بررسی در ج

مورد بررسی حتی هنگامی که به میزان هزار برابر کلرودیازپوکساید  یهاگونهمشخص گردید که بسیاری از 

  .داشتند مزاحم نبودند و آلارازولام حضور
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 0/2غلظت کلرودیازپوکساید با  یریگاندازهغلیظ و تمزاحم در پیش یهاگونه: نتایج حاصل از بررسی اثر (61-9جدول )

 میلی گرم بر لیتر

مورد بررسی یهاگونه نسبت غلظت گونه به غلظت کلرودیازپوکساید  

 گلوکز، لاکتوز، اوره، تیواوره، ساکارز 6000

 1Bاگزالات، ویتامین استامینوفن، 

 6Bکافیین، ویتامین  100

 اوریک اسید 610

 

میلی گرم  0/6غلظت آلارازولام با  یریگاندازهتغلیظ و مزاحم در پیش یهاگونه: نتایج حاصل از بررسی اثر (68-9جدول )

 بر لیتر

مورد بررسی یهاگونه نسبت غلظت گونه به غلظت آلارازولام  

 گلوکز، لاکتوز، اوره، تیواوره، ساکارز 6000

 6B و 1Bاگزالات، ویتامین 

 ، استامینوفنکافیین 100

 اسیداوریک 610

 

 ارقام شایستگی روش 

تواند با سطح اطمینان مشخص یمحد تشخیص یک روش، حداقل غلظت یا وزنی از آنالیت است که 

 ( استفاده شد:69-9تشخیص از رابطه )آشکارسازی شود. برای محاسبه حد 

(9-69) 𝐿𝑂𝐷 =
𝐾𝑆𝑏𝑙

𝑚
 

 

bS= نحراف استاندارد شاهدا 
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 =m تغلیظمنحنی کالیبراسیون پیش یبش 

= K ضریب اطمینان 

 [.45] است k =0/9 قابل قبول برای این ضریب ثابت عدد بر طبق استدلال کیزر، مقدار منطقی و

گیری تکراری روی محلول شاهد )فاقد کلرودیازپوکساید و آلارازولام( طبق شرایط بهینه و با بار اندازه 1با 

در نظر گرفتن انحراف مقدار حد تشخیص روش برای کلرودیازپوکساید ( 62-9قرار دادن مقادیر، در رابطه )

بر  یکروگرمم 9/6، حد آشکارسازی تغلیظیشپلیبراسیون و شیب منحنی کا 232/6استاندارد شاهد برابر با 

و شیب منحنی کالیبراسیون  011/6برابر با  blSدست آمد. به طور مشابه برای داروی آلارازولام با هب لیتر

 .باشدیم بر لیتر یکروگرمم 3/6دست آمده برابر با ، حد آشکارسازی بهتغلیظیشپ

 دقت و صحت 3-11-1

دقت نشان دهنده میزان تکرار پذیری نتایج است و به صورت درصد انحراف استاندارد نسبی بیان 

از رابطه زیر محاسبه  (%RSD. درصد انحراف استاندارد نسبی )باشدیمکه تابعی از غلظت نمونه  شودیم

 :شودیم

 

%RSD= 
𝑆𝑐
𝐶̅̅ ̅  × 100 

(9-64) 

%RSD  =درصد انحراف استاندارد نسبی غلظت 

CS = انحراف استاندارد غلظت 

 =Cمیانگین غلظت 

متفاوتی از کلرودیازپوکساید و آلارازولام در دامنه خطی  یهاغلطتبرای بررسی دقت و صحت روش، 

برای هر یک از انجام گرفت.  هاآنمنحنی کالیبراسیون انتخاب و در شرایط بهینه، عمل استخراج بر روی 
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آمده  دستبه هاییگنالستکراری انجام گرفت و با استفاده از  یریگاندازهبار  9، شده انتخاب یهاغلطت

کالیبراسیون مقدار کلرودیازپوکساید و آلارازولام معادل با هر سیگنال محاسبه  هاییمنحنبرای هر نمونه و 

 یبترتبهو درصد انحراف نسبی  t( نشان داده شده است مقادیر 20-9( و )63-9شد. همانطور که در جدول )

بحرانی  tمقدار  %35ت خوب روش است. لازم به ذکر است که در سطح اطمینان دقو  صحتنشان دهنده 

 است. 90/4درجه آزادی برابر  2رای ب

 در شرایط منحنی کالیبراسیون کلرودیازپوکساید ( بررسی دقت و صحت63-9)جدول

 

درصد 

 بازیابی

 

 tمقدار 

  

%RSD 

(n=3) 

 شده کلرودیازپوکساید یریگاندازهمقدار 

 (تریلیلیم)میکروگرم بر 

 کلرودیازپوکساید

 موجود در محلول آبی

 (تریلیلیم)میکروگرم بر 

8/38 19/6 3/6  53/0 10/0 

8/602 41/9 5/6 54/6 50/6 

2/33 33/0 5/6 31/4 00/5 

 

 در شرایط منحنی کالیبراسون آلارازولام ( بررسی دقت و صحت20-9)جدول

 

 درصد

 بازیابی

 

 tمقدار 

  

%RSD 

(n=3) 

 شده آلارازولام یریگاندازهمقدار 

 (تریلیلیم)میکروگرم بر 

 آلارازولام

 موجود در محلول آبی

 (تریلیلیم)میکروگرم بر 

1/606 81/0 9/9 16/0 10/0 

9/33 51/0 0/2 43/6 50/6 

8/38 23/6 1/6 43/4  00/5 
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 1تغلیظفاکتور پیش 

 تغلیظ بر شیب منحنینسبت شیب منحنی کالیبراسیون پیش (، به صورتPFتغلیظ )فاکتور پیش

 تغلیظشیب منحنی کالیبراسیون پیش 1m (،65-9که در رابطه ) ]11] شودیمکالیبراسیون مستقیم تعریف 

 آلارازولام، کلرودیازپوکساید وتغلیظ برای ون مستقیم است. مقدار فاکتور پیششیب منحنی کالیبراسی 2mو 

 به دست آمد.  9/33و  3/604براساس نتایج  به ترتیب 

(9-65)       PF = 
𝑚1

𝑚2
                                        

 حقیقی هاینمونهدیازپوکساید و آلپرازولام در کلرو گیریاندازه 

ن یف، امختل یهابافتبا  یقیحق یهانمونهکارایی روش پیشنهادی به منظور استفاده در  یبرای بررس

ید و ص کلرودیازپوکسادیازپوکساید و آلارازولام در قرکلرو یریگاندازهتغلیظ و ی، پیشجداساز یروش برا

 .ار گرفته شدکبا اعمال شرایط بهینه به و ادرار  نمونه سرمآلارازولام، 

 کلرودیازپوکساید آلپرازولام وقرص  نمونه سازیآماده وهنح 3-13-1

و به منظور همگن سازی توزین  شرکت سبحان گرمییلیم 0/5عدد قرص کلرودیازپوکساید  4ابتدا 

با  ماده مؤثره کلرودیازپوکساید گرمیلیم 0/5این مقدار معادل  چهارم، ساس یک در هاون عقیق پودر شد

 0/6. ساس به حجم رسانیده شد لیترییلیم 0/600در بالن حجمی  متانول حل و پس از صاف کردن

از محلول  لیتریلیممنتقل و به حجم رسانده شد. یک  لیترییلیم 0/60از این محلول به بالن  لیتریلیم

 به محلول نمونه حاوی یکبه این صورت که ابتدا  ،حاصل به روش افزایش استاندارد مورد آنالیز قرار گرفت

استانداردی اضافه نشد و سیگنال به دست آمد. در مراحل بعدی، به ترتیب  یمادهقرص هیچ  نمونه لیتریلیم

___________________________ 
1-Preconcentration factor 
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ونه اضافه شد و پس از به محلول نم میلی گرم بر لیتر 0/60 از محلول استاندارد لیتریلیم 0/6و  5/0، 9/0

 بار تکرار گردید که نتایج آن در جدول 9 یریگاندازهشد. هر محاسبه  اییهتجزغلیظ سیگنال تانجام پیش

ساید کلرودیازپوک یریگاندازهتغلیظ و که درصد بازیابی برای پیش دهدیم( آمده است. نتایج نشان 9-26)

، باشدیم 21/6-9/2با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول  %9/38-0/604در نمونه قرص کلرودیازپوکساید 

کلرودیازپوکساید در حضور آلارازولام تغییری در سیگنال  یریگاندازههچنین با توجه به نتایج، هنگام 

مونه در ن داروهانتیجه گرفت که اندازه گیری هم زمان این  توانیمکلرودیازپوکساید ایجاد نشد، بنابراین 

 .حقیقی مزاحمتی ندارند

 5/0عدد قرص آلارازولام  1رتیب صورت گرفت، ابتدا آماده سازی قرص آلارازولام نیز به همین ت 

 گرمیلیم 0/6شد، ساس یک سوم این مقدار معادل وساس همگن  را توزینسبحان  از شرکت گرمییلیم

به حجم  لیترییلیم 0/600در بالن حجمی با متانول حل شد و پس از صاف کردن  آلارازولامماده مؤثره 

رت صواز این محلول به روش افزایش استاندارد مورد آنالیز قرار گرفت به این  لیتریلیم 5/0رسانیده شد. 

 د و سیگنال به دستاستانداردی اضافه نش مادهقرص هیچ  نمونه لیتریلیم 5/0که ابتدا محلول نمونه حاوی 

به بر لیتر میلی گررم  0/60از محلول استاندارد  لیتریلیم 0/6و  5/0، 9/0بعدی، به ترتیب  آمد. در مراحل

بار تکرار  9 یریگاندازهمحاسبه شد. هر  اییهتجزتغلیظ سیگنال مونه اضافه شد و پس از انجام پیشمحلول ن

تغلیظ و که درصد بازیابی پیش دهدیم( آمده است. نتایج نشان 22-9جدول )گردید که نتایج آن در 

-2/4با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول  %9/38-0/609در نمونه قرص آلارازولام آلارازولام  یریگاندازه

 .باشدیم 33/0

ا داروها ب دمحلول استاندارنامشخص با افزایش غلظت  تغلیظ شده حاوی نمونه قرص بانمونه پیش

قرمز  نانومتر و رنگ 222( )که رنگ آبی مربوط به طول موج 20-4لیتر در شکل )بر گرمیلیم 0/6 غلظت

 نشان داده شده است.( باشدیمنانومتر  210مربوط به طول موج 
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 نحوه آماده سازی سرم خون 3-13-2

سرم به  لیتریلیم 0/4استونیتریل به  لیتریلیم 4/2نحوه آماده سازی سرم به این صورت بود که ابتدا 

سانتریفیوژ با در  یقهدق 0/60مدت موجود در آن اضافه گردید. ساس به  هایینپروتئمنظور جداکردن 

 0/25[. ساس محلول رویی آن برداشته و در بالن حجمی 18شد ]دور در دقیقه قرار داده  2000سرعت 

 لیترییلیم 0/5 الونباز این محلول به  لیتریلیمدر انتها یک  به حجم رسانیده شد. منتقل کرده و لیترییلیم

 یداروهاانتقال داده شد و آنالیز نمونه با روش افزایش استاندارد در سه غلظت متفاوت از استاندارد 

( آورده شده است. نتایج 24-9( و )29-9کلرودیازپوکساید و آلارازولام انجام شد که نتایج آن در جدول )

-9/606کساید در نمونه سرم کلرودیازپو یریگاندازهتغلیظ و که درصد بازیابی برای پیش دهدیمنشان 

غلیظ و تنیز درصد بازیابی روش برای پیش بوده و 11/0-41/2با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول  5/31%

 99/0-83/9با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول  %9/31-1/600آلارازولام در نمونه سرم  یریگاندازه

کلرودیازپوکساید و آلارازولام در حضور هم تغییری در  یریگاندازه. همچنین با توجه به نتایج باشدیم

در نمونه  روهادانتیجه گرفت که اندازه گیری هم زمان این  توانیم، بنابراین کنندینمسیگنال یکدیگر ایجاد 

 .حقیقی سرم مزاحمتی بر روی یکدیگر ندارند

داروهای مذکور در نمونه سرم (( که در آن هیچ یک از 26-9کروماتوگرام نمونه سرم شاهد )شکل )

-9شکل )و آلارازولام در  بر لیتر از کلرودیازپوکساید گرمیلیم 0/2وجود نداشته است و نمونه سرم حاوی 

( نشان باشدیمنانومتر  222نانومتر و رنگ قرمز، طول موج  210( )که رنگ آبی مربوط به طول موج 29

 داده شده است.

 نحوه آماده سازی ادرار 3-13-3

استونیتریل  لیتریلیم 0/6ادرار،  لیتریلیم 0/5ماده سازی ادرار به این صورت بود که ابتدا به نحوه آ

دقیقه در سانتریفیوژ  60رسانده شد و به مدت  لیتریلیم 0/60در لوله آزمایش افزوده و با آب مقطر به حجم 
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محلول رویی آن برداشته  ساس آن جدا گردد. هاییناخالصدور در دقیقه قرار گرفت تا  2000با سرعت 

در شرایط بهینه به روش پیشنهادی مورد  لیترییلیم 0/5شد و به روش افزایش استاندارد در ظرف نمونه 

 0/6متقاوتی از محلول استاندارد به ظرف نمونه حاوی  یهاغلظتبررسی قرار گرفت. در مراحل بعدی 

سه بار تکرار گردید. نیز  یریگاندازهصورت گرفت. هر  هاآنادرار افزوده و عمل استخراج روی  لیتریلیم

که درصد بازیابی  دهدیمنتایج نشان  آورده شده است.( 21-9و ) (25-9جدول )نتایج به دست آمده در 

با انحراف استاندارد نسبی  %5/33-0/606ادرار کلرودیازپوکساید در نمونه  یریگاندازهتغلیظ و برای پیش

آلارازولام در نمونه  یریگاندازهتغلیظ و و نیز درصد بازیابی روش برای پیشبوده  99/0-31/2قابل قبول 

. همچنین با توجه به نتایج باشدیم 38/0-09/9با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول  %0/600-0/609 ادرار

، بنابراین نندکینماد در حضور هم تغییری در سیگنال یکدیگر ایج کلرودیازپوکساید و آلارازولام یریگاندازه

مزاحمتی بر روی یکدیگر  ادرار در نمونه حقیقی داروهانتیجه گرفت که اندازه گیری هم زمان این  توانیم

 .ندارند

( کروماتوگرام 24-9( کروماتوگرام مربوط به نمونه ادرار بدون افزودن آنالیت و شکل )29-9شکل )

محلول استاندارد آلارازولام و بر لیتر از  گرمیلیم 0/9نمونه ادرار با افزودن تغلیظ پیشمربوط به 

  .کلرودیازپوکساید است
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 کلرودیازپوکساید در نمونه قرص کلرودیازپوکساید یریگاندازهغلیظ و تحاصل از پیش : نتایج(26-9) جدول

مقدار تجربی   درصد بازیابی
t 

%RSD 
(n=3) 

 گیریاندازه کلرودیازپوکساید

بر لیتر( گرممیلیشده )  

بر لیتر( گرممیلیاضافه شده ) کلرودیازپوکساید  

- - 9/2  33/0  (00/0) کلرودیازپوکساید (00/0) آلارازولام 

9/38  81/0  21/6  85/6  (10/0) کلرودیازپوکساید (10/0) آلارازولام 

0/604  19/6  31/6  90/2  (00/6) کلرودیازپوکساید (00/6) آلارازولام 

0/609  19/6  31/6  50/9  (00/2) کلرودیازپوکساید (00/2) آلارازولام 

 

 آلارازولام در نمونه قرص آلارازولام یریگاندازهتغلیظ و : نتایج حاصل از پیش(22-9) جدول

مقدار تجربی   درصد بازیابی
t 

%RSD 
(n=3) 

شده  گیریاندازه آلارازولام

بر لیتر( گرممیلی)  

بر لیتر( گرممیلیاضافه شده ) آلارازولام  

  

- - 2/4  33/0  (00/0) کلرودیازپوکساید (00/0) آلارازولام 

9/83  95/0  61/9  85/6  (10/0) کلرودیازپوکساید (10/0) آلارازولام 

0/609  53/2  33/0  20/2  (00/6) کلرودیازپوکساید (00/6) آلارازولام 

9/33  94/0  11/2  38/2  (00/2) کلرودیازپوکساید (00/2) آلارازولام 

 

 سرم خوندر نمونه  آلارازولام یریگاندازهتغلیظ و حاصل از پیش : نتایج(29-9) جدول

 نتایج آزمون درصد بازیابی

t 

%RSD 

(n=3) 

 گیریاندازه آلارازولام

(بر لیتر گرممیلیشده )  

بر لیتر( گرممیلیاضافه شده ) آلارازولام  

- - - 
LOD> (00/0) کلرودیازپوکساید (00/0) آلارازولام 

9/31  19/6  38/9  11/0  (80/0) کلرودیازپوکساید (80/0) آلارازولام 

5/33  81/0  00/6  33/6  (00/2) کلرودیازپوکساید (00/2) آلارازولام 

1/600  41/9  99/0  02/9  (00/9) کلرودیازپوکساید (00/9) آلارازولام 
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 سرم خوندر نمونه  کلرودیازپوکساید یریگاندازهتغلیظ و : نتایج حاصل از پیش(24-9) جدول

 نتایج آزمون درصد بازیابی

t 

%RSD 

(n=3) 

 کلرودیازپوکساید

شده  گیریاندازه

بر لیتر( گرممیلی)  

اضافه شده  کلرودیازپوکساید  

بر لیتر( گرممیلی)  

- - - LOD>  (00/0) آلارازولام (00/0)کلرودیازپوکساید 

9/606  81/0  41/2  86/0  (80/0آلارازولام ) (80/0) کلرودیازپوکساید 

5/31  81/2  59/6  53/6  (00/2) آلارازولام (00/2کلرودیازپوکساید ) 

0/33  10/2  11/0  31/2  (00/9) آلارازولام (00/9کلرودیازپوکساید ) 

 

 آلارازولام در نمونه ادرار یریگاندازهتغلیظ و : نتایج حاصل از پیش(25-9) جدول

 نتایج آزمون درصد بازیابی

t 

%RSD 

(n=3) 

 گیریاندازه آلارازولام

بر  گرممیلیشده )

(لیتر  

بر لیتر( گرممیلیاضافه شده ) آلارازولام  

- - - 
LOD> (00/0) کلرودیازپوکساید (00/0) آلارازولام 

0/600  51/0  09/9  60/6  (00/6) کلرودیازپوکساید (00/6) آلارازولام 

0/609  41/9  45/6  10/2  (00/2) کلرودیازپوکساید (00/2) آلارازولام 

9/606  96/2  38/0   04/9  (00/9) کلرودیازپوکساید (00/9) آلارازولام 

 

 کلرودیازپوکساید در نمونه ادرار یریگاندازهغلیظ و ت: نتایج حاصل از پیش(21-9) جدول

 نتایج آزمون درصد بازیابی

t 

%RSD 

(n=3) 

 کلرودیازپوکساید

شده  گیریاندازه

بر لیتر( گرممیلی)  

اضافه شده  کلرودیازپوکساید  

بر لیتر( گرممیلی)  

- - - LOD> (0) آلارازولام (0) کلرودیازپوکساید 

0/660  51/0  31/2  60/6  (00/6آلارازولام ) (00/6) کلرودیازپوکساید 

5/33  81/0  06/6  33/6  (00/2) آلارازولام (00/2کلرودیازپوکساید ) 

1/33  19/6  99/0  33/2  (00/9) آلارازولام (00/9کلرودیازپوکساید ) 
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 یترل بر گرمیلیم0/6 یحاو محلول استادارد داروهابا  همراهقرص نمونه محلول تغلیظ پیش کروماتوگرام :(20-9شکل )

 و آلارازولام یازپوکسایدکلرود

حجم حلال  یتر،ل یلیم 0/5حجم محلول نمونه  یتر،گرم بر ل یلیم 0/6و آلارازولام  یازپوکسایدکلرود غلظت :یشآزما شرایط

طول موج مربوط به آلارازولام و نانومتر  222مربوط به طول موج  ی، رنگ آبیکرولیترم 45آندکانول( -6کننده )استخراج 

 .باشدیم با رنگ قرمز مربوط به کلرودیازپوکساید نانومتر 210

 

 
 حاصل از نمونه سرم شاهد کروماتوگرام :(26-9شکل )

سرعت جریان میکرولیتر،  45آندکانول( -6کننده )میلی لیتر، حجم حلال استخراج  0/5شرایط آزمایش: حجم محلول نمونه 

 222و ، طول موج  مربوط به کلرودیازپوکساید نانومتر 210طول موج  ، 5/8آبی برابر با  فاز pH ، میلی لیتر بر دقیقه 9/0

 .باشدیممربوط به آلارازولام نانومتر 

 

 

220 nm 

210 nm 
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 و آلارازولام گرم بر لیتر کلرودیازپوکساید یلیم 0/2سرم حاوی نمونه  کروماتوگرام :(22-9شکل )

میلی لیتر، حجم  0/60میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2کلرودیازپوکساید و آلارازولام  غلظت شرایط آزمایش:

نانومتر  210، طول موج مربوط به آلارازولام نانومتر  222طول موج ، یکرولیترم 45آندکانول( -6کننده )حلال استخراج 

 .باشدیم یازپوکسایدمربوط به کلرود

 
 شاهد بدون حضور داروهای کلرودیازپوکساید و آلارازولام ادرارنمونه  کروماتوگرام :(29-9شکل )

میلی لیتر، حجم  0/5بدون حضور داروهای آلارازولام و کلرودیازپوکساید، حجم محلول نمونه ادرار شرایط آزمایش: نمونه 

 .یکرولیترم 45آندکانول( -6کننده )حلال استخراج 

 
 بر لیتر کلرودیازپوکساید و آلارازولام گرم یلیم 0/2حاوی  ادرارنمونه  کروماتوگرام :(24-9شکل )

میلی لیتر، حجم حلال  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/9شرایط آزمایش: غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام 

 210ول موج ط (bنانومتر مربوط به آلارازولام و  222مربوط به طول موج ( a، یکرولیترم 45آندکانول( -6کننده )استخراج 

.باشدیم یازپوکسایدمربوط به کلرودنانومتر 

 کلرودیازپوکساید

 آلارازولام



 

 

 

 

 

 

 

  4 فصل

 گیری یجهنتبحث و 
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 روش یستگیارقام شا 

تا  06/0به ترتیب کلرودیازپوکساید را آلارازولام و انجام شده، ناحیه خطی غلظت برای  هاییبررس

آلارازولام و  استخراج مربوط بهمعادله بهترین خط . را نشان دادبر لیتر  گرمیلیم 1/5تا  061/0و  5/5

 یریگاندازه 9آمده است. مقادیر انحراف استاندارد نسبی برای ( 62-9( و )66-9در روابط ) کلرودیازپوکساید

 برابر یبترتبهلیتر برگرمیلیم 00/5و  50/6، 10/0 یهاغلظتدر  (26-9( و )20-9مطابق جدول ) تکراری

 دهندهنشانکه  ،باشدیمآلارازولام  برای 1/6و  0/2، 9/9برابر کلرودیازپوکساید و  برای 5/6و  5/6، 3/6 با

ذکر شده در جدول  یهاغلظتمقادیر درصد بازیابی نشان داده شده برای همچنین،  دقت خوب روش است.

 ( بیانگر صحت خوب روش است.26-9( و )9-20)

 برلیتریکروگرمم 3/6و  90/6 یبترتبهبرای کلرودیازپوکساید و آلارازولام  مقدار حد تشخیص روش 

دست آمد. بر اساس نتایج ارائه شده در هب 9/33 و 3/604 یبترتبه تحت شرایط بهینه تغلیظیشپو فاکتور 

دیازپوکساید و آلارازولام مزاحم نیستند و روش کلرو یریگاندازهدر  هاگونهبیشتر  (63-9( و )68-9جدول )

 بالایی برخوردار است. پذیریینشگزاز 

 دیازپوکساید وقرص کلرو یهانمونهکلرودیازپوکساید و آلارازولام در  یریگاندازهنتایج حاصل از 

که روش  دهدیم( آمده است. این نتایج نشان 21-9( تا )26-9در جدول )خون و ادرار آلارازولام و سرم 

ابل قبا دقت و صحت خوبی حقیقی  یهانمونهکلرودیازپوکساید و آلارازولام در  یریگاندازهبرای  ،پیشنهادی

 کاربرد است.

 موجود هایروش یبا برخ یشنهادیروش پ یسهمقا 

همزمان این دو دارو در این پژوهش انجام گرفته است، لذا  یریگاندازهتغلیظ و با توجه به اینکه پیش

د و کلرودیازپوکسای یریگاندازهبرای  یریگاندازهو  تغلیظیشپ یهاروش( فهرستی از برخی 6-4در جدول )

(، دامنه خطی LOD) یصتشخمختلف، مانند حد  یپارامترهاآلارازولام آورده شده است. در این جدول 
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(LDR و )راج بازده استخ(ER برای مقایسه آورده شده است. مقایسه ارقام شایستگی گزارش شده برای )

که روش ارائه  دهدیمکلرودیازپوکساید و آلارازولام با روش پیشنهادی نشان  یریگاندازهدر  هاروشاین 

ز سایر ا ترمطلوب تغلیظیشپفاکتور  مانند حد تشخیص،شده در این پروژه در برخی از ارقام شایستگی 

. حجم حلال آلی باشدیممیلی گرم بر لیتر  005/0-1/5همچنین دارای گستره خطی خوب  .است هاروش

-CCSHLE-DLLMEکرد که  گیرییجهنت توانیممصرف شده در این روش بسیار کم است. بنابراین 

SFOD  باشدیمو سازگار با محیط زیست  دقیقسریع، نسبتا ، مؤثریک روش بسیار. 

و  کلرودیازپوکساید یریگاندازهو  تغلیظیشپارش شده برای گز یهاروشروش پیشنهادی با برخی از  یسهمقا :(6-4) جدول

 آلارازولام

 

 مرجع

 هاآنالیت

 بازده استخراج

دامنه خطی 

 گرم برلیتر(یلیم)

 حد تشخیص

 گرم بر لیتر()میکرو

 

روش 

 گیریاندازه

 

 پیشنهادی روش

[98] ALP 608-35 - 5/9 UPLC1 DLLME-UA1 

[13] ALP 606-33 00/6-05/0 08/64 MS-LC - 

[42] ALP 604-31 5/9-06/0 026/0   

 CHL 601-602 5/9-06/0 020/0 HPLC 2SFO-UASEME 

[49] ALP 

CHL 

602-600 

600-38 

00/5-06/0 

00/1-06/0 

2/2 

06/9 

HPLC SPE 

 ALP کار حاضر

CHL 

602-33 

609-33 

5/5-060/0 

1/5-061/0 

9/6 

3/6 

HPLC CCSHLE-

SFOD-DLLME1 

 

___________________________ 
1-Ultra-performance liquid chromatography, Ultrasound-assisted dispersive liquid–liquid microextraction 

2-Ultrasound-assisted surfactant-enhanced emulsification microextraction with solidification of floating 

organic droplet 
6
-counter current salting-out homogenous liquid-liquid extraction joined with the disper-sive liquid–liquid 

microextraction based on solidification of floating organic drop 
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 گیرینتیجه 

با حساسیت بالاست، که  یریگاندازهجداسازی و  یهاروشکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا یکی از 

غیرفرار و یا ناپایدار در مقابل گرما به  یهاگونهدر علوم و صنعت دارد و برای جداسازی  یاگستردهکاربرد 

 .رودیمکار 

به کمک اثر نمک خارج کننده با روش میکرو استخراج  جریان مخالف مایع-مایعروش استخراج استفاده از 

و ظ داروهای آلارازولام تغلیره آلی شناور برای جداسازی و پیشقطانجماد  مایع پخشی بر اساس-مایع

تحقیقاتی مورد پروژه برای اولین بار در این  به طور همزمان HPLCبه وسیله  یریگاندازهو کلرودیازپوکساید 

 بررسی قرار گرفته است.

 به موارد زیر اشاره کرد: توانیماز جمله مزایای روش پیشنهادی 

  کوتاه است. نسبتاًزمان آنالیز 

  ،کلرودیازپوکساید و آلارازولام بالا است. یداروهاتغلیظ برای فاکتور پیشدر روش پیشنهادی 

  است.حد تشخیص پایین  ودامنه خطی وسیع این روش دارای 

 و آزمون  نتایج درصد بازیابیt  یهانمونهم در کلرودیازپوکساید و آلارازولا یریگاندازهحاصل از 

 وش است.نشان دهنده صحت بالای ر مختلف قرص، ادرار و سرم

  مصرف کم حلال استخراج در حد چند میکرو لیتر با استفاده از روش میکرو استخراج فاز مایع به

 .باشدیموسیله قطره آلی شناور جامد از مزایای این روش 

 .استفاده از این روش هزینه کمی دارد 

 .این روش از گزینش پذیری بالایی برخوردار است 
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 آینده نگری 

 

  یا  ومانند دیازپام با کلرودیازپوکساید یی دارو یباتترکجفت  یگرد یظتغلیشدر پروش این کاربرد

 آمیل نیتریت ددسته دیگر ترکیبات دارویی مانن

 جای امواج مافوق صوتتغییر فرآیند استخراج مانند استفاده از ورتکس به 

  ها و آب میوههای پیچیده مانند از بافتمانند حشره کش ها استتخراج آلاینده های محیط زیست

... 

 سی به منظور برر ی سایر پارامترها مانند دما یا شرایط ستون ) ارتفاع ستون، قطر ستون و ...(بررس

بر نتایج استخراج هاآناثرات 
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 پیوست

نمودارها و نتایج بررسی یک متغیر در زمان برای اندازه گیری آلپرازولام و 

 کلرودیازپوکساید

 روش کار:

 0/6بر لیتر کلرودیازپوکساید و  گرمیلیم 0/60از محلول  لیتریلیم 0/6میلی لیتر، 0/5 در یک بالون

و با آب مقطر  مورد نظر افزوده شد pHمقداری بافر با بر لیتر آلارازولام،  گرمیلیم 0/60میلی لیتر محلول 

مخلوط شد و به ستون استخراج حاوی  استونیتریل لیتریلیم 0/2محلول داروها با  ساس ،به حجم رسید

عبور داده شد. در انتها بر دقیقه از ستون  لیتریلیم 50/0با سرعت جریان  و منتقل گردید کلریدیمسدنمک 

دودکانول -6میکرولیتر حلال استخراج  0/95 یحاواستونیتریل محلول بالایی به ویال  لیتریلیم 0/2حجم 

سدیم  وزنی/حجمی نمک %0/6محلول  میلی لیتر 0/60 توسط سرنگ انسولین به لوله حاوی و منتقل شد

عمل باعث ایجاد محلول ابری شکل به دلیل پخش شدن ذرات حلال  ینا کلرید به سرعت تزریق شد.

استخراج توسط حلال پخش کننده در محلول آبی است که موجب انتقال بهتر دارو به حلال استخراج 

کیلو هرتز به مدت مشخصی  10صوت لوله آزمایش را در حمام فراصوت با فرکانس مافوق س سا .شودیم

در قطرات ریز حلال آلی استخراج شدند.  هایتآنالدرجه سانتی گراد قرار داده شد که در این مرحله  25در 

ه زمایش بساس محلول نمونه با دور مشخصی در مدت زمان معینی سانتریفیوژ گردید. پس از آن، لوله آ

ساس قطره آلی منجمدشده به یک ویال  .حمام یخ منتقل و حلال آلی شناور به صورت قطره جامد درآمد

صورت حجم )حجم گزارش شده در تمامی پروژه به مخروطی توسط یک قاشق پزشکی کوچک منتقل شد

رولیتر از آن به دستگاه میک 0/5مقدار در دمای اتاق ذوب شده و ساس  و (باشدمانده پس از استخراج میباقی

HPLC  تزریق شد. برای محلول شاهد نیز به طور مشابه عمل شد با این تفاوت که محلول شاهد فاقد
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 اییهجزتکلرودیازپوکساید و آلارازولام بود. اختلاف سیگنال محلول نمونه و شاهد به عنوان سیگنال  یداروها

 مورد استفاده قرار گرفت.

 فاز آبی بر میزان استخراج pHنتایج حاصل از بررسی اثر  پ(: 6جدول   

pH مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلارازولام 

0/2 4/38 4/92 8/690 

0/9 5/683 1/613 6/913 

0/4 1/401 8/111 4/6684 

0/5 2/512 9/6401 4/6551 

0/1 8/102 9/6401 6/2003 

0/1 5/150 5/6826 6/2412 

5/1 8/190 8/2264 1/2345 

0/8 3/811 3/2515 8/9442 

0/3 2/181 1/6804 3/2430 

0/60 1/416 9/6231 3/6151 

 

 
 فاز آبی بر میزان استخراج pH یرتأثپ(: نمودار  6شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

 لیتریلیم 50/0میکرولیتر، سرعت جریان استخراج  0/95دکانول( دو-6کننده )بافر فسفاتی، حجم حلال استخراج  لیتریلیم

 دور در دقیقه. 9500فیوژ یدقیقه، دور سانتر 0/60کردن  و اولتراسونیک سانترفیوژ زمان بر دقیقه،
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 بر میزان استخراج بررسی نوع بافر : نتایج حاصل ازپ( 2جدول 

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام بافرنوع 

 8/6126 0/6613 8/452 یبوراکس

 5/2018 2/6560 4/558 یآمونیاک

 8/9442 3/2515 3/811 فسفاتی

 

 

 

 بر میزان استخراج نوع بافر یرتأثپ(: نمودار  2شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  یلیم 0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

 0/60فیوژ کردن یمیکرولیتر، زمان سانتر 0/95دکانول( دو-6کننده )، حجم حلال استخراج =0/8pHبا بافر  لیتریلیم

  دور در دقیقه. 9500دقیقه، دور سانترفیوژ 
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 بر میزان استخراج بررسی اثر حجم بافرتایج حاصل از پ(: ن 9جدول  

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام )میلی لیتر( حجم بافر

5/2 1/591 3/6481 5/2024 

2/1 3/881 3/2515 8/9442 

5/1  0/101 9/2220 9/2321 

2/2 0/591 4/6144 4/2611 

 

 

 بر میزان استخراج بافر پ(: نمودار تاثیرحجم 9شکل 

میلی لیتر، بافر فسفاتی  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2آلارازولام غلظت کلرودیازپوکساید و  شرایط آزمایش:

دور دقیقه،  0/60فیوژ کردن ی، زمان سانتریکرولیترم 0/95دکانول( دو-6کننده )، حجم حلال استخراج =0/8pHبا 

  دور در دقیقه 9500سانترفیوژ 
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 بر میزان استخراجمرحله اول  کنندهاستخراجحجم حلال بررسی اثر  پ(: نتایج حاصل از 4جدول 

 کنندهاستخراجحلال  حجم

 )میلی لیتر(

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام

0/6 0/613 4/143 4/828 

5/6 0/811 0/2515 0/9446 

0/2 5/838 5/2180 0/9513 

5/2 1/161 3/6112 1/2280 

 

 

 بر میزان استخراجمرحله اول حلال استخراج کننده  حجم یرتأثپ(: نمودار  4شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

دور  دقیقه، 0/60فیوژ کردن یسانتر زمان میکرولیتر، 0/95کننده ، حجم حلال استخراج =0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم

  دور در دقیقه. 9500فیوژ یسانتر
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 بر میزان استخراج مرحله دوم کنندهاستخراجبررسی اثر نوع حلال  پ(: نتایج حاصل از 5جدول 

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام کنندهاستخراجنوع حلال 

 1/4546 5/9985 2/6651 دکانول-1

 1/9413 1/2196 2/848 دکانولدو-1

 2/5816 8/4642 4/6128 آندکانول-1

 

 

 

 بر میزان استخراجمرحله دوم نوع حلال استخراج کننده  یرتأثپ(: نمودار  5شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

دقیقه، دور  0/60فیوژ کردن یسانتر زمان ،یکرولیترم 0/95کننده ، حجم حلال استخراج =0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم

  دور در دقیقه. 9500فیوژ یسانتر
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 بر میزان استخراجمرحله دوم حلال استخراج کننده  بررسی حجم پ(: نتایج حاصل از 1جدول 

 کنندهاستخراجحجم حلال 

 )میلی لیتر(

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید لپرازولامآ

0/65 0/6219 3/9616 0/4495 

0/25 1/6116 1/4063 4/5186 

0/95 4/6128 8/4642         2/5816 

0/45 1/6133 0/9110 1/5953 

0/55 1/6210 5/2813 2/4650 

 

 

 بر میزان استخراج مرحله دوم حجم حلال استخراج کننده یرتأث: نمودار (پ 1شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2کلرودیازپوکساید و آلارازولام غلظت  شرایط آزمایش:

  دور در دقیقه. 9500فیوژ یدقیقه، دور سانتر 0/60فیوژ کردن یسانتر زمان ،=0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم
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 بر میزان استخراج نمک )قدرت یونی(بررسی اثر  نتایج حاصل از :پ( 1جدول 

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام اثرنمک )وزنی/حجمی(

0/0% 3/362 1/2441 5/9951 

0/6% 4/6128 8/4642 2/5816 

0/2% 0/6153 5/4206 4/5310 

0/9% 2/6805 1/4219 3/1018 

0/4% 2/6815 0/4421 2/1902 

0/5% 2/6399 2/4563 9/1452 

0/1% 1/6814 5/4534 6/1413 

0/1% 3/2029 3/4141 8/1110 

0/8% 3/2056 6/4315 0/1061 

0/3% 3/2619 2/5061 6/1680 

0/60% 1/2240 6/5961 1/1551 

0/66% 3/2012 1/4541 1/1103 

0/62% 1/6306 2/4434 3/1935 

 

 

  بر میزان استخراجنمودار اثر نمک )قدرت یونی( پ(:  1شکل 

لیتر بافر یلیم 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

فیوژ یدقیقه، دور سانتر 0/60فیوژ کردن یمیکرولیتر، زمان سانتر 95آندکانول( -6کننده )، حجم حلال استخراج =0/8pHبا فسفاتی 

 دور در دقیقه. 9500

1000

1700

2400

3100

3800

4500

5200

5900

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

ی
ه ا

زی
ج

ل ت
نا

یگ
س

(حجمی سدیم کلرید /درصد وزنی)قدرت یونی  ALP CHL



660 

 

 بر میزان استخراج )میلی لیتر بر دقیقه( سرعت جریانبررسی  ج حاصل ازپ(: نتای 8جدول 

 سرعت جریان 

 )میلی لیتر بر دقیقه(

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام

9/0 1/2031 8/4643 4/1241 

5/0 1/2240 6/5961 1/1551 

0/6 1/6313 1/9145 9/5125 

5/6 2/6485 2/9031 4/4582 

0/2 1/6696 8/2618 4/9960 

 

 

 

  بر میزان استخراج سرعت جریان یرتأثنمودار : پ( 8شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

 0/60فیوژ کردن یمیکرولیتر، زمان سانتر 95آندکانول( -6کننده )، حجم حلال استخراج =0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم

  دور در دقیقه. 9500فیوژ یدقیقه، دور سانتر
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 بر میزان استخراجاولتراسونیک بررسی اثر زمان  نتایج حاصل از پ(: 3جدول 

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام )دقیقه( اولتراسونیکزمان 

4 3/6812 2/4423 6/1232 

1 1/2066 4/4819 6/1885 

60 1/2240 6/5961 1/1551 

69 4/2206 8/4319 2/1615 

61 9/2006 1/5056 0/1059 

 

 

 

 بر میزان استخراج اولتراسوتیکزمان  یرتأثپ(: نمودار  3شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

 ،میکرولیتر 95آندکانول( -6کننده ) دقیقه، حجم حلال استخراج 60، زمان استخراج =0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم

  دور در دقیقه. 9500فیوژ یدقیقه، دور سانتر 0/60فیوژ کردن یزمان سانتر
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 بر میزان استخراج  زمان سانتریفیوژنتایج حاصل از بررسی اثر پ(:  60جدول 

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام سانتریفیوژ )دقیقه(زمان 

5 1/2088 8/5682 4/1216 

1 2/2641 1/5284 3/1490 

60 1/2240 6/5961 1/1551 

62 2/2682 9/5241 5/1423 

65 5/2008 9/5662 8/1620 

 

 
 بر میزان استخراج زمان سانتریفیوژاثر  یرتأثپ(: نمودار  60شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  آزمایش:شرایط 

، میکرولیتر 95آندکانول( -6کننده ) دقیقه، حجم حلال استخراج 60، زمان استخراج =0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم

  دور در دقیقه. 9500فیوژ یدقیقه، دور سانتر 0/60فیوژ کردن یزمان سانتر
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 بر میزان استخراجسانتریفیوژ دور بررسی اثر نتایج حاصل از  :پ( 66جدول 

 )دور بر سانتریفیوژدور 

 دقیقه(

 مجموع سیگنال کلرودیازپوکساید آلپرازولام

9000 1/6163 0/4239 1/5362 

9500 2/6883 4/4153 1/1148 

4000 5/2240 2/5642 1/1982 

4500 1/2250 6/5211 1/1501 

4100 3/2213 8/5223 1/1508 

 

 بر میزان استخراجسانتریفیوژ  دور اثر یرتأثپ(: نمودار  66شکل 

 0/6میلی لیتر،  0/5میلی گرم بر لیتر، حجم محلول نمونه  0/2غلظت کلرودیازپوکساید و آلارازولام  شرایط آزمایش:

 95آندکانول( -6کننده )وزنی حجمی، حجم حلال استخراج  %0/60نمک ، مقدار =0/8pHبا بافر فسفاتی  لیتریلیم

  میکرولیتر.
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Abstract 

In this study, a simple and sensitive counter current salting–out homogenous liquid–liquid 

extraction followed by dispersive liquid–liquid microextraction coupled with HPLC used 

for simultaneous preconcentration and determination of Alprazolam and 

Chlordiazepoxide. The solvent,  Acetonitrile was used as an extraction solvent in first 

step  and dispersive solvent in second stage. The solvent, 1-undecanol, was used as an 

extraction solvent. For its low density and proper melting point near room temperature. 

Some of parameters such as pH, first step extraction solvent volume and salt effect 

optimized with experimental design method. At the optimized condition, 

preconcentration calibration curve in range of 0.017-5.6 and 0.010-5.5 mg L-1 was linear 

for chlorodiazepoxide and alprazolam, also limit of detections (LOD) were 1.9 and 1.3 

µg L-1 for alprazolam and chlorodiazepoxide respectively. Preconcentration factor (PF) 

was 99.3 for alprazolam and 104.9 for chlorodiazepoxide. Relative standard deviation 

(RSD) for 3 repeated measurement in 0.6, 1.5, 5.0 mg L-1 concentration were 3.3, 2.0, 1.7 

for alprazolam and 1.9, 1.5, 1.5 for chlorodiazepoxide. This method was applied 

successfully for determination of these drugs in different real samples such as pills, urine 

and blood serum. 

 

 

Keywords: Chlorodiazepoxide, Alprazolam, Dispersive liquid-liquid microextraction, 

Salting out effect, experimental design. 
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