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، که زحمت راهنمایی این ناصر گودرزیبا سپاس صمیمانه خدمت استاد بزرگوار، جناب آقای دکتر 

 ام.مند گشتهها و نظرات ارزشمند ایشان بهرهرعهده داشتند و همواره از راهنماییرساله را ب

ام شان طی انجهای ارزنده، که از راهنماییدکتر منصور عرب چم جنگلیبا تشکر از استاد گرانقدر، جناب آقای 

 این رساله بهره گرفتم.

ریان دهقی، که مشاوره این رساله را پذیرفتند و در با قدردانی از استاد محترم، جناب آقای دکتر قدمعلی باق

 دریغ مساعدت نمودند.مسیر پیشبرد آن بی

 محمدحسین فاطمیبا سپاس فراوان و قدردانی از سرکار خانم دکتر فاطمه مصدرالامور و جناب آقایان دکتر 

ت مطالعه رساله (، که زحممازندران)اعضای محترم هیات علمی دانشگاه وف صمدی عبدالرئو دکتر سید 

 اینجانب را با سعه صدر پذیرفته و با ارائه پیشنهادات و نظرات ارزنده جهت بهبود آن یاری رساندند.

با تشکر از جناب آقای دکتر مهدی میرزایی که در سمت نماینده تحصیلات تکمیلی زحمت مدیریت جلسه 

 دفاع از رساله اینجانب را بر عهده داشتند.

 خانواده عزیز و مهربانم که همیشه مدیون لطف ایشان هستم.با سپاس فراوان از 

های تحقیقاتی شیمی، کلیه و سایر آزمایشگاه های تجزیههمچنین، از تمامی دوستان عزیزم در آزمایشگاه

 اساتید محترم و کارمندان زحمتکش دانشکده شیمی کمال تشکر را دارم.
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ود صنعتی شاهردانشگاه  شیمیدانشکده شیمی تجزیه  رشته ی دوره دکتری دانشجو سحر فارسی مداناینجانب 

سازی های بهینهمایع پخشی اصلاح شده و تکنیک - های میکرو استخراج مایعکاربرد روش رسالهنویسنده 

تحت راهنمایی  (HPLC)روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا گیری برخی ترکیبات دارویی بهبرای اندازه

 متعهد می شوم : دکتر قدمعلی باقریان مشاوره و دکتر منصور عرب چم جنگلی  و تر ناصر گودرزیدک

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

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

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

 در هیچ جا ارائه نشده است .

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

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

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

 مستخرج از پایان نامه رعایت می گردد.

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای آنها ( استفاده شده

 ست ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است .ا

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا

                                                                                                                                                                                   استفاده شده است اصل رازداری ، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است .

 تاریخ                                                                 امضای دانشجو

 

 

 

 

 

 

 تعهد نامه

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

  یانه ای ، نرم را امه های  ثر و محصولات آن )مقالات مستخرج ، کتاب ، برن کلیه حقوق معنوی این ا

. این مطلب  اشد  فزار ها و تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می ب ا

اید به نحو . ب  مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود 

 .ان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد نتایج موجود در پای  استفاده از اطلاعات و 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

  کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج ، کتاب ، برنامه های رایانه ای
به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد .  ، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته شده است ( متعلق 

. به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود   این مطلب باید 

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

ک روش سریع، ساده و حساس به نام روش میکرواستخراج فاز مایع نامه، یدر اولین قسمت از این پایان

ادیر گیری همزمان مقتغلیظ و اندازهبر اساس قطره جامد با کمک سورفکتانت و امواج فراصوت برای پیش

های حقیقی معرفی شد. در این بخش، پارامترهای مهم و تاثیرگذار کم نیترازپام و میدازولام در نمونه

استخراج با استفاده از طراحی پلاکت برمن به عنوان یک روش غربالگری بررسی گردید. بر بازده عمل 

بنکن به کار برده شد. در نهایت روش -دست آوردن شرایط بهینه، طراحی باکسهمچنین برای به

سدیم دودسیل  NaCl،L µ 0/10درصد وزنی/حجمی  36/1آندکانول، -1از  µL  1/29میکرواستخراج با

عنوان عامل به mg mL 0/25-1 با غلظت L µ 0/10 Tween 80و mg mL 0/25-1 لظتسولفات با غ

اجرا شد. برای اعتبار سنجی روش مفروض،  pH=88/7دقیقه و  20پخش کننده با زمان استخراج 

گیری و درصد پارامترهای مهم مانند گستره خطی دینامیکی، تکرارپذیری، حدتشخیص، حد اندازه

ترتیب به 086/0و  µg L 017/0-1 هایهینه مورد بررسی قرار گرفت. حد تشخیصبازیابی تحت شرایط ب

دست آمد. درصد بازیابی استخراج برای داروهای تحت مطالعه، در گستره برای نیترازپام و میدازولام به

طور درصد بوده است. این روش به 0/1-8/3درصد با انحراف استاندارد نسبی در گستره  0/98 -1/108

 .کار برده شدگیری این داروها در نمونه سرم خون انسانی، قرص و آمپول بهقیت آمیزی برای اندازهموف

روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی مبتنی بر انجماد قطره آلی نامه، در دومین قسمت این پایان

رام، مان سیتالوپگیری همزتغلیظ و اندازهشناور و روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا برای پیش

های قرص، سرم و ادرار انسانی عنوان داروهای آرام بخش و ضد افسردگی در نمونهدیازپام و سرتالین به

عنوان حلال استخراج کننده و حلال ترتیب بهآندکانول و اتانول به-1توسعه داده شد. در این روش، 

کارآمدی روش استخراج با استفاده از طراحی پخش کننده مورد استفاده قرار گرفتند. پارامترهای موثر بر 

زی مرکب مرکبا استفاده از طراحی  عنوان یک روش غربالگری مورد بررسی قرار گرفت.پلاکت برمن به

محلول و همچنین حجم حلال استخراج کننده که اثرات مهمی را روی پاسخ  pH مرکز وجوه پر،



 ح

 

سنجی این فن، صحت، دقت، حد تشخیص، حد بهینه شد. برای اعتبار  ،ای نشان داده استتجزیه

و  µg L 3/1 ،7/2-1 گیریگیری، گستره خطی دینامیکی و حساسیت ارزیابی شدند. حدود اندازهاندازه

دست آمد. درصد بازیابی استخراج برای همه داروهای ترتیب برای سیتالوپرام، دیازپام و سرتالین بهبه 2/1

-طور موفقیتنحراف استاندارد نسبی قابل قبول بود. این روش بهدرصد با ا 0/85مطالعه شده، بالای 

 های قرص، ادرار و سرم انسانی به کار برده شد.گیری این داروها در نمونهآمیزی برای اندازه

در سومین قسمت این پایان نامه، یک عملکرد جدید براساس روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی 

های روغن قبل در نمونه Eو  Aگیری ویتامین رای استخراج و اندازهمعکوس با کمک امواج فراصوت ب

کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا توسعه و ارائه داده شد. همچنین طراحی فاکتوریل از آنالیز با روش 

کار برده شد. سپس فاکتورهای مهم و تاثیرگذار بر کامل برای انتخاب پارامترهای موثر بر استخراج به

، ترکیب درصد حلال استخراج، حجم حلال پخش کننده با استفاده از pHی استخراج شامل کارآمد

 ،pH= 5/4بانکن بهینه شد. پس از آنالیز نتایج به دست آمده، شرایط بهینه به صورت -طراحی باکس

عنوان حلال دی اکسان به 4و1از  L µ 110عنوان حلال استخراج،اتانول به-مخلوط آب 8-2نسبت 

دست آمد. برای اعتبار سنجی این روش، گستره خطی دقیقه به 10نده و زمان فراصوت پخش کن

خیص دست آمدند. حد تشدینامیکی، تکرار پذیری، حد تشخیص و درصد بازیابی تحت شرایط بهینه به

دست آمدند. درصد بازیابی استخراج برای به Eو  Aترتیب برای ویتامین به 3/2و  µg L  6/1-1 روش

درصد با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول به دست آمد. این روش  91های مطالعه شده بالای ینویتام

 کار برده شد.های مختلف روغن بهها در نمونهگیری این ویتامینطور موفقیت آمیزی برای اندازهبه

 ی فاز معکوسدر نهایت در آخرین قسمت این پایان نامه، کاربرد روش میکرواستخراج مایع مایع پخش

در نمونه های مختلف روغن  Eو  Aبدون استفاده از حلال آلی برای پیش تغلیظ و تعیین مقدار ویتامین 

گیاهی توسعه داده شد. روش میکرواستخراج براساس انتقال آنالیت از ماتریس روغن به یک فاز آبی 

ستفاده نشده است. غنی از سورفکتانت است و به همین سبب حلال استخراج آلی در این روش ا
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های کمومتریکس بهینه سازی شدند. ابتدا در متغیرهای مورد نظر در این روش با استفاده از روش

آزمایشات غربالگری، روش طراحی فاکتوریل کامل برای انتخاب متغیرهای موثر بر روش استخراج 

راساس طراحی مکعب پاسخ ب رویههای انتخاب شده با استفاده از روش استفاده شدند. سپس متغیر

 mg L-1 مرکزی همراه با تابع مطلوبیت بهینه سازی شدند. در شرایط بهینه گستره خطی دینامیکی

به دست آمد. همچنین درصد انحراف  Eو  Aهای ترتیب برای ویتامینبه 008/0-0/2و  005/0 -0/3

به دست آمد.  Eو  A به ترتیب برای ویتامین 61/0-37/4و  77/0-71/4استاندارد نسبی در گستره 

 درصد بوده است. 30/98های مختلف روغن بالای ها نیز در نمونهدرصد بازیابی نسبی این ویتامین
 های کلیدی:واژه

امواج  ،سورفکتانت ،میکرواستخراج فاز مایع بر اساس قطره جامد ،مایع پخشیمیکرواستخراج فاز مایع 

 .طراحی آزمایش ،فراصوت
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 و A نیتامیو همزمان یریگاندازه یبرا کامل لیفاکتور طرح از حاصل بیضرا جدول(: 54-2) لجدو

 E ........................................................................................... 155 نیتامیو

 نیتامیو و A نیتامیو همزمان یریگاندازه و ظیتغلشیپ یبرا آن جینتا و CCD یطراح(: 55-2) جدول

E ...................................................................................................... 156 

 یریگاندازه و ظیتغلشیپ پاسخ یبرا شده انجام CCD یطراح یبرا یآمار یپارامترها(: 56-2) جدول

 E ........................................................................... 157 نیتامیو و A نیتامیو

 A نیمتایو  یریگاندازه و ظیتغلشیپ به مربوط یشنهادیپ مدل یبرا انسیوار لیلتح(: 57-2) جدول

 E ......................................................................................... 158 نیتامیو و

 E ...... 160 نیتامیو و A نیتامیو یریگاندازه یبرا ستمیس یینها نهیبه طیشرا(: 58-2)جدول

 A .................. 163 نیتامیو یبرا روش صحت و دقت یبررس از حاصل جینتا(: 59-2)جدول

 E .................. 163 نیتامیو یبرا روش صحت و دقت یبررس از حاصل جینتا(: 60-2)جدول

 و A نیتامیو یریگاندازه و ظیتغلشیپ در مزاحم یهاگونه اثر یبررس از حاصل جینتا(: 61-2) جدول

E ...................................................................................................... 164 

 E 166 نیتامیو و A نیتامیو مانهمز یریگاندازه یبرا یقیحق یهانمونه جینتا(: 62-2) جدول

 نیتامیو یریگاندازه یبرا شده گزارش یهاروش از یبرخ با یشنهادیپ روش سهیمقا(: 63-2) جدول

A نیتامیو و E ...................................................................................... 168 

 176 ......... استخراج زانیم بر نمونه محلول حجم اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 2-1) جدول

 177 ......................... استخراج زانیم بر بافر نوع یبررس از حاصل جینتا: :پ( 3-1) جدول
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 178 ................... استخراج زانیم بر بافر حجم اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 4-1) جدول

 179 . استخراج زانیم بر کننده استخراج حلال نوع اثر یبررس از حاصل جینتا: پ( 5-1) جدول

 180 .. استخراج زانیم بر کننده استخراج حلال حجم یبررس از حاصل جینتا: :پ( 6-1) جدول

 181 ............. استخراج زانیم بر سورفکتانت نوع اثر یبررس از حاصل جینتا: پ( 7-1) جدول

 182 ................ استخراج زانیم بر SDS غلظت اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 8-1) جدول

 183 .......... راجاستخ زانیم بر Tween80 غلظت اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 9-1) جدول

 184 ............... استخراج زانیم بر SDS حجم اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 10-1) جدول

 185 ......... استخراج زانیم رب Tween80 حجم اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 11-1) جدول

 186 ............ استخراج زانیم بر استخراج زمان اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 12-1) جدول

 187 ... استخراج زانیم بر( نمک اثر) یونی قدرت اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 13-1) جدول

 188 .......... استخراج زانیم بر وژیفیسانتر زمان اثر یبررس از حاصل جینتا: :پ( 14-1) جدول

 191 .................. استخراج زانیم بر یآب فاز pH اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 1-2) جدول

 193 ........ استخراج زانیم بر نمونه محلول حجم اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 2-2) جدول

 194 ......................... استخراج زانیم بر بافر نوع یبررس از حاصل جینتا: :(پ 3-2) جدول

 195 ................... استخراج زانیم بر بافر حجم اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 4-2) جدول

 196 . استخراج زانیم بر کننده استخراج حلال نوع اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 5-2) جدول
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 197 .. استخراج زانیم بر کننده استخراج حلال حجم یبررس از حاصل جینتا(: :پ 6-2) جدول

 198 ... استخراج زانیم بر کننده پخش حلال نوع اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 7-2) جدول

 199 . راجاستخ زانیم بر کننده پخش حلال حجم اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 8-2) جدول

 200 .............. استخراج زانیم بر استخراج زمان اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 9-2) جدول

 201 ...استخراج زانیم بر( نمک اثر) یونی قدرت اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 10-2) جدول

 203 ........ استخراج زانیم بر استخراج حلال pH اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 1-3) جدول

 204 ................ استخراج زانیم بر محلول حجم اثر یبررس از لحاص جینتا(: پ 2-3) جدول

 205 ......................... استخراج زانیم بر بافر نوع یبررس از حاصل جینتا: :(پ 3-3) جدول

 206 ..... استخراج زانیم بر استخراج محلول حجم اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 4-3) جدول

 207استخراج زانیم بر استخراج حلال درصد بیترک اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 5-3) جدول

 208 .... استخراج زانیم بر کننده پخش حلال نوع اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 6-3) جدول

 209 ..... استخراج زانیم بر کننده پخش حلال حجم یبررس از حاصل جینتا(: :پ 7-3) جدول

 210 .............. استخراج زانیم بر استخراج زمان اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 8-3) جدول

 211 ............. استخراج زانیم بر سورفکتانت نوع اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 1-4) جدول

 212 .......... استخراج زانیم بر سورفکتانت غلظت اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 2-4) جدول

 213 .............. استخراج زانیم بر سورفکتانت حجم یبررس از حاصل جینتا(: :پ 3-4) جدول
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 214 ..................استخراج زانیم بر دیاس درصد اثر یبررس از حاصل جینتا(: پ 4-4) جدول

 215 .............. استخراج انزیم بر استخراج زمان اثر یبررس از حاصل جینتا(: :پ 5-4) جدول
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 هافهرست شکل

 2 ....................................................... ]1[نیازپیبنزود کی هیپا ساختار(: 1-1)شکل

 3 ................................................ [.6]ازولامدیم یدارو ییایمیش ساختار( 2-1) شکل

 4 ................................................ [.8] ترازپامین یدارو ییایمیش ساختار( 3-1) شکل

 5 .................................................. [.9] ازپامید یدارو ییایمیش ساختار( 4-1) شکل

 7 ........................................... [ .17] تالوپرامیس یدارو ییایمیش ساختار( 5-1) شکل

 8 ..................................................... .[ 19] نیسرتال ییایمیش ساختار( 6-1) شکل

 A [29.] ................................................. 11 نیتامیو ییایمیش ساختار(: 7-1) شکل

 E [35.] ................................................. 12 نیتامیو ییایمیش ساختار(: 8-1) شکل

 20 ...................... [.50] عیما فاز کرواستخراجیم یهاروش انواع یبند میتقس( 9-1) شکل

 34 .......................................... [.75] 32 لیفاکتور طرح یهندس شینما(: 10-1)شکل

)×(  ،یمرکز نقطه( o) ل،یفاکتور رحط نقاط( ●) فاکتور، دو یبرا یمرکز مرکب طرح(: 11-1) شکل

 37 ................................................................................... [.80]یمحور نقاط

 38 .................................... [.82] بنکن -باکس روش در شیآزما یطراح(: 12-1)شکل

 47 ................................................... دازولامیم و امترازپین یجذب فیط(: 1-2) شکل
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 با ،5/5 برابر pH یفسفات بافر از یمخلوط) متحرک فاز به نسبت متانول یجذب فیط(: 2-2) شکل 

 47 ...................................................... (1:1 نسبت با لیتریاستون و M  06/0غلظت

 و 5/5 با برابر pH با یفسفات بافر بیترک ترازپام،ین mg L 0/5-1 یآب محلول کروماتوگرام(: 3-2) شکل

 µLلوپ حجم قه،یدق بر تریلیلیم 5/1 انیجر سرعت متحرک، فاز عنوانبه 1: 1 نسبت با ل،یتریاستون

 nm  220 ......................................................................... 48موج طول در 0/5

 و 5/5 با برابر pH با یفسفات بافر بیترک دازولام،یم mg L 0/5-1 یآب محلول کروماتوگرام(: 4-2) شکل

 µLلوپ حجم قه،یدق بر تریلیلیم 5/1 انیجر سرعت متحرک، فاز عنوانبه 1: 1 نسبت با ل،یتریاستون

 nm  220 ......................................................................... 48موج طول در 0/5

 pH با یفسفات بافر بیترک دازولام،یم و ترازپامین mg L 0/5-1 یآب محلول کروماتوگرام(: 5-2) شکل

 قه،یدق بر تریلیلیم 5/1 انیجر سرعت متحرک، فاز عنوانبه 1: 1 نسبت با ل،یتریاستون و 5/5 با برابر

 nm  220 ......................................................... 49جمو طول در µL 0/5لوپ حجم

 52 ............................................ .ترازپامین میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: :6-2) شکل

 52 .............................................دازولامیم میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 7-2) شکل

دازولامیم و ترازپامین یریگاندازه و ظیتغل شیپ در برمن پلاکت یطراح یبرا پارتو نمودار(: 8-2)شکل

 ......................................................................................................... 60 

 زپام وگیری نیترا(: نمودار احتمال نرمال در طراحی پلاکت برمن بر پیش تغلیظ و اندازه9-2شکل)

 ……63………..........................................................................................................میدازولام

 -ساکب یطراح در دازولامیم و ترازپامین یریگاندازه و ظیتغل شیپ یبرا هاماندهیباق نمودار(: 10-2)شکل

 70 ................................................................................................... بنکن
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 و ترازپامین یریاندازهگ و ظیتغل شیپ یبرا برازش مقدار مقابل در ماندهیباق نمودار(: 11-2) شکل

 71 ................................................................. بنکن -باکس یطراح در دازولامیم

 یریگاندازه یبرا pH (A) مقابل در (B) استخراج حلال حجم هیرو سطح یمنحن(: الف 12-2) شکل

 یریگاندازه یبرا pH (A) مقابل در (F) نمک اثر هیرو سطح یمنحن(: ب) دازولامیم و ترازپامین همزمان

 استخراج حلال حجم بلمقا در(F) نمک اثر یبرا هیرو سطح یمنحن(: ج)  دازولام،یم و ترازپامین همزمان

(B) 72 .............................................. دازولامیم و ترازپامین همزمان یریگاندازه یبرا 

 زمانهم یریگاندازه در بنکن باکس یطراح در موثر یفاکتورها یبرا تیمطلوب لیپروفا(: 13-2) شکل

 75 ................................................................................. دازولامیم و ترازپامین

استاندارد  یک(: الف: کروماتوگرام شاهد. ب(کروماتوگرام حاصل از نمونه قرص قبل از اسپا14-2شکل)

 83......................................................................................................................................یترازپامن

.دازولامیم استاندارد کیاسپا از قبل دازولامیم آمپول نمونه از حاصل کروماتوگرام: الف(: 15-2)شکل

 ......................................................................................................... 85 

 و ترازپامین یحاو سرم نمونه گرامکروماتو:ب شاهد سرم نمونه از حاصل کروماتوگرام: الف(: 16-2)شکل

 mg L  5/0. ................................................................. 86-1کدام هر از دازولامیم

 91 ....................................... نیسرتال و ازپامید تالوپرام،یس یجذب فیط(: 17-2) شکل

 92 ................................. .تالوپرامیس mg L 0/5-1یآب محلول کروماتوگرام( 81-2) شکل

 93 ..................................... .ازپامید mg L 0/5-1یآب محلول کروماتوگرام( 19-2) شکل

 93 ....................................... .نیسرتال mg L  0/5-1لولمح کروماتوگرام( 20-2) شکل
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..mg L  0/5- 1غلظت با کدام هر نیسرتال ازپام،ید تالوپرام،یس یحاو محلول کروماتوگرام( 21-2) شکل

 ......................................................................................................... 93 

 97 .......................................... .تالوپرامیس میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 22-2)شکل

 97 .............................................. .ازپامید میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 23-2)شکل

 98 ............................................ .نیتالسر میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 24-2)شکل

نیالسرت و ازپامید تالوپرام،یس یریگاندازه در برمن پلاکت یطراح از حاصل پارتو نمودار(: 25-2) شکل

 ....................................................................................................... 102 

نیرتالوس ازپامید تالوپرام،یس یریگاندازه و ظیتغلشیپ پاسخ یبرا نرمال مالاحت نمودار(: 26-2)شکل

 ....................................................................................................... 107 

 pH قابلم در نیوسرتال ازپامید تالوپرام،یس یریگاندازه و ظیتغلشیپ پاسخ هیرو یمنحن(: 27-2)شکل

(A) استخراج حلال حجم و (C) .................................................................. 108 

 ازپامید تالوپرام،یس همزمان یریگاندازه در CCF یطراح یبرا تیمطلوب لیپروفا(: 28-2) شکل

 109 ............................................................................................ نیوسرتال

 110 ................................... .تالوپرامیس ظیتغلشیپ ونیسبرایکال یمنحن(: 29-2) شکل

 111 ...................................... .نیسرتال ظیتغلشیپ ونیبراسیکال یمنحن(: 30-2) شکل

 110................................................................یازپامد تغلیظیشپ یبراسیونکال ی(: منحن31-2شکل )

 تاندارد،اس کیاسپا از قبل تالوپرامیس قرص نمونه از حاصل کروماتوگرام(: الف) کروماتوگرام(:32-2)شکل

 µg L 0/500. ........................... 118-1 غلظت با تالوپرامیس استاندارد کیاسپا از بعد( بّ)



 دد

 

 استاندارد، کیاسپا از قبل ازپامید قرص نمونه از حاصل کروماتوگرام( الف) کروماتوگرام(:33-2)شکل

 µg L0/500. ................................ 119-1 غلظت با ازپامید استاندارد کیاسپا از بعد( ب)

 دارد،استان کیاسپا از قبل نیسرتال قرص نمونه از حاصل کروماتوگرام( الف) کروماتوگرام(: 34-2)شکل

 µg L 0/500. .............................. 120-1 غلظت با نیسرتال استاندارد کیاسپا از بعد( بّ)

  mg L-1یو( سرم حاB(  شاهد سرم انسان بدون مصرف دارو، )A(:کروماتوگرام نمونه )35-2شکل)

 119..........................................................................................ینو سرتال یازپامو د یتالوپرامس 5/0

 ازپامید و تالوپرامیس g Lµ 5/0-1 یحاو ادرار (B) مار،یب فرد ادرار   (A)نمونه کروماتوگرام(:36-2)شکل

 122 .......................................................................................... ..نیسرتال و

 E ........................................... 124 نیتامیو و A نیتامیو یجذب فیط(: 37-2) شکل

 mg L 0/10................251-1غلظت با A نیتامیو استاندارد به مربوط کروماتوگرام(: 38-2) شکل

 mg L 0/10. ......... 126-1غلظت با E نیتامیو استاندارد به مربوط کروماتوگرام(: 39-2) شکل

.mg L  0/10-1غلظت با کی هر E و A نیتامیو استاندارد مخلوط به مربوط وگرامکرومات(: 40-2) شکل

 ........................................................................................................ 126 

 A. ...................................... 127 نیتامیو میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 41-2) شکل

 E. ...................................... 127 نیتامیو میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 42-2) لشک

E نیتامیو و A نیتامیو یریگاندازه یبرا کامل لیفاکتور طرح از حاصل پارتو نمودار(: 43-2)شکل

 ....................................................................................................... 132 

 E135 نیتامیو و A نیتامیو یریگاندازه و ظیتغلشیپ یبرا نرمال احتمال نمودار(: 44-2) شکل



 هه

 

 یبرا (B) استخراج محلول درصد بیترک برابر در pH (A) یبرا پاسخ هیرو یمنحن(: 45-2) شکل

 E .............................................................. 136 نیتامیو و A نیتامیو یریگاندازه

 137 ... (D) کننده پخش حلال حجم برابر در pH (A) یبرا پاسخ هیرو یمنحن(: 46-2) شکل

 محلول درصد بیترک مقابل در (D) کننده پخش حلال حجم  یبرا خپاس هیرو یمنحن(: 47-2) شکل

 E ....................................... 137 نیتامیو و A نیتامیو یریگاندازه یبرا (B) استخراج

 نیتامیو و A نیتامیو همزمان یریگاندازه در بنکن باکس یطراح یبرا تیمطلوب لیپروفا(: 48-2) شکل

E ..................................................................................................... 139 

 A ................................... 140 نیتامیو ظیتغلشیپ ونیبراسیکال یمنحن(: 49-2) شکل

 E.................................... 140 نیتامیو ظیتغلشیپ ونیبراسیکال یمنحن(: 50-2) شکل

 mg L 1/0-1 یحاو تونیز یسنت روغن (B) ، یسنت تونیز روغن   (A)نمونه کروماتوگرام(:51-2)شکل

 E. ........................................................................... 143 نیتامیو و A نیتامیو

 E ........................................... 146 نیتامیو و A نیتامیو یجذب فیط(: 52-2) شکل

 mg L 0/10. ....... 147-1 غلظت با A نیتامیو استاندارد به مربوط کروماتوگرام(: 53-2) شکل

 mg L 0/1. .......... 147-1 غلظت با E نیتامیو استاندارد به وطمرب کروماتوگرام(: 54-2) شکل

  E ………………..146و   Aیتامین(: کروماتوگرام مربوط به استاندارد مخلوط و55-2شکل )

 E...................................146و   Aیتامین(: کروماتوگرام مربوط به استاندارد مخلوط و56-2شکل )

 mg L-1 غلظت با کی هر E و  Aنیتامیو مخلوط استاندارد به مربوط کروماتوگرام(: 57-2) شکل

0/100. .............................................................................................. 149 



 وو

 

 A.. ..................................... 150 نیتامیو میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 58-2) شکل

 E. ...................................... 150 نیتامیو میمستق ونیبراسیکال یمنحن(: 59-2) شکل
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 نبنزودیازپی 1-1

ها اختار شیمیایی پایه آنکه س قرار دارند 1داروهای فعال کننده روانی در گروهها بنزودیازپین

 ( نشان داده شده است.1-1که در شکل) ،]1[باشد یک حلقه دیازپین میشامل یک حلقه بنزن و 

 

 ]1[بنزودیازپین(: ساختار پایه یک 1-1شکل)

افزایش  BAGAرا در پذیرنده  GABA( 2(آمینوبوتریک اسید-این داروها، اثر انتقال دهنده عصبی گاما

ردگی و همچنین شل کننده عضلات آور، ضد افسبخش، خوابچون آرام هاییالتحدهند که سبب می

بخش و تضعیف کننده بر ها یک اثر آرامپذیری نورونها با کاهش تحریکبنزودیازپین  .[2] گردندمی

ها بنزودیازپین  گردد.می حافظه دارویی سبب کاهش مصرف بالای این خانواده  د ودارنهای مغزی فعالیت

عموما  .شوندسیم میاثر تق و طولانی راث اثر، متوسط به انواع کوتاه عمرنیمه سته به سرعت اثر وب

در  ترهای با اثر طولانیودیازپینزتر در درمان بی خوابی و بنهای دارای نیمه عمر کوتاهودیازپینزبن

دارای اثر کوتاه  4و تریازولام 3عنوان مثال میدازولامبه  .[3] کاربرد دارند و اضطراب درمان افسردگی

و  10امپ، فلوراز 9دیازپامدارای اثر متوسط و  8ورازپام و ل 7ام ، تمازپ 6، کلونازپام 5مدت، آلپرازولام

                                                
1 Psychoactive drug 
2 Gamma-amino butyric acid 
3 Midazolam 
4 Triazolam 
5 Alprazolam 
6 Clonazepam 
7 Temazepam 
8 Lorazepam 
9 Diazepam 
10 Flurazpam 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%DB%8C%D9%85%D9%87%E2%80%8C%D8%B9%D9%85%D8%B1_(%D8%AF%D8%A7%D8%B1%D9%88%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C)
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Benzodiazepine_a.svg
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خطر و در کوتاه مدت ها بیطور کلی بنزودیازپینباشند. بهدارای اثر طولانی مدت می 1کلرودیازپوکساید

موثر هستند، اگرچه ممکن است گاهی باعث اختلالات شناختی و اثرات متناقص مانند پرخاشگری یا 

-ویژه برای پیشین انتخاب در درمان ترک الکل، بهها بهتربنزودیازپین  [.4د ]عدم بازداری رفتاری شون

همیت ا انونی و شرایط بالینیشناسی پزشکی قدر سمگیری و درمان عارضه خطرناک تشنج هستند و 

 لخون و ادرار به دلیهای بیولوژیکی مانند نمونهها در گیری مستقیم آناندازه کهای دارند. در حالیویژه

ابتدا باید با یک روش مناسب پیش تغلیظ شده و بنابراین  یر نیست.ها امکان پذغلظت بسیار کم آن

از جمله  .[5] گیری شوندشود، اندازهته میهای مناسب که در ادامه به توضیح آن پرداخبا روش پسس

 باشد. میازپام، میدازولام و نیترازپام های مورد استفاده در این مطالعه دیبنزودیازپین

 [ بنزودیازپینa[ ]4،1-5،1ایمیدازو]-H-4-متیل-1فلوروفنیل(-2)-6-کلرو-8 با نام شیمیایی میدازولام

، بی قراری و شکلات خوابمدرمان عنوان آرام بخش جراحی و برای بیهوشی، هب 2ورسدبا نام تجاری  و

 [. 6] ت( آمده اس2-1که ساختار آن در شکل ) رودمی به کارهای شدید ناآرامی

 

 [.6]میدازولامشیمیایی داروی ( ساختار 2-1شکل )

تواند بصورت می این دارو[. 7رود ]می به کاران حمله ناگهانی صرع نیز میدازولام همچنین برای درم

درون ماهیچه و اسپری درون بینی تجویز شود. در این دارو به خوراکی از راه دهان، وریدی، تزریق 

گردد. در حالیکه در صورت تزریق دقیقه، اثرگذاری آن آغاز می 5ود از حد صورت تزریق وریدی، پس

                                                
1 Chlordiazepoxide 
2  Versed  
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ساعت  6بدن بین یک تا  یابد. اثر این دارو درافزایش میدقیقه  15درون ماهیچه، این زمان به حدود 

تواند شامل تنگی نفس، فشار خون پایین و همچنین نجامد. اثرات جانبی میدازولام میابه طول می

 [. 6دگی باشد ]خواب آلو

با ساختاری که در شکل  اون -2 -بنزودیازپین -4و  1 -دی هیدرو 3و 1 -فنیل-5-نیترو-7نیترازپام، 

که برای اثر کوتاه  باشدها میور از خانواده بنزودیازپینیک داروی خواب آ( نشان داده شده است، 1-3)

 .[8] شودمی کار بردهعنوان آرام بخش بههمدت درمان اضطراب و همچنین ب

 

 [.8] نیترازپامساختار شیمیایی داروی ( 3-1شکل )

 در بازار موجود است.  4پاکسادورمو  3نیترازادون، 2اینزوما، 1آلودورمیترازپام با نام های تجاری ن

(، 4-1)شکل  5والیومبا نام تجاری اون -2-بنزودیازپینH-،41 3-فنیل-5-متیل-1-کلرو-7 یا دیازپام

های و متابولیت گرفتهطولانی اثر قرار  هایبنزودیازپین است که در رده درمانی آورخواب و مسکن دارویی

 . [9] کبدی آن نیز فعال هستند

 

                                                
1  Alodorm 
2 Insoma 
3 Nitrazadon 
4 Paxadorm 
5 Valium   

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%A7%D8%B1%D9%88
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%B3%DA%A9%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%B3%DA%A9%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AE%D9%88%D8%A7%D8%A8%E2%80%8C%D8%A2%D9%88%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D9%86%D8%B2%D9%88%D8%AF%DB%8C%D8%A7%D8%B2%D9%BE%DB%8C%D9%86
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 .[9] دیازپامساختار شیمیایی داروی ( 4-1شکل )

شود. این دارو همچنین تجویز می 1دیازپام برای تسکین اضطراب، اختلالات خواب و اختلالات هراس

تب و تشنج در کودکان یا ) تشنج کننده ماهیچه اسکلتی، درمان انقباض عضلانی وعنوان شلبه

 .[10] شودنیز استفاده می (صرع حمله

گزارش شده است که در زیر  هاگیری مقادیر بسیار کم بنزودیازپینهای مختلفی برای اندازهروزه روشام

 ها آورده شده است.گیری این داروهای انجام شده برای اندازهز کاره ای اخلاص

گیری همزمان مایع را برای اندازه و همکارانش، روش استخراج 2، کامیلا اسوانستروم2012در سال 

ی مراه اسپکتروسکوپه کروماتوگرافی مایع به به وسیلههیدروکسی میدازولام در پلاسما -1میدازولام و 

با درصد بازیابی بین  nmol L 0/100-2/0-1 ستفاده نمودند. در شرایط بهینه، گستره خطیجرمی ا

 [.11] درصد برای دو آنالیت گزارش شد 6/98-2/91

-ای اندازهسنجی جرمی برطیف-و همکارانش، از کروماتوگرافی مایع 3کوان تروبی ، کاتجا2014در سال 

انولول و میدازولام در نمونه خون موش استفاده نمودند. گیری همزمان بیسوپرولول، رامیپریلات، پروپر

 [.12] برای میدازولام گزارش گردید g L µ 5-1 و حد اندازه گیری g Lµ 250-5-1 گستره خطی

                                                
1 Panic Disorders 
2 Camila Svanstrom  
3 Katja Cvan trobee 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B4%D9%86%D8%AC
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B4%D9%86%D8%AC
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B5%D8%B1%D8%B9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B5%D8%B1%D8%B9
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درجه  50در دمای  C18با ستون  در سرم خون گیری و جداسازی برومازپام، مدازپام و میدازولاماندازه

-30 دیصنیوم استات با نسبت دروآم-تانولم-متحرک شامل استونیتریل سانتیگراد و با استفاده از فاز

خطی غلظتی انجام پذیرفت. گستره  2012و همکارانش در سال  1الهواسلی توسط حسن 45-25

که گستره خطی مدازپام در مد. درحالیآدست به mg mL 18/0-12/0-1 میدازولام و برومازپام بین

-0/99در گستره بین خون رم ده است. درصد بازیابی نمونه سگزارش ش mg mL 12/0-08/0-1 حدود

 [.13درصد بوده است ] 5/91

قطره آلی شناور جامد با کمک از روش میکرو استخراج  ربرای اولین با ،این پژوهشقسمت اول در 

برای پیش  UV آشکارسازو کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا با  فراصوتتانت و امواج ایش سورفکافز

 .گیری همزمان نیترازپام و میدازولام استفاده شداندازه و غلیظت

 )SSRIs( 2بازجذب سروتونینانتخابی مهار کننده های  1-2

ای از داروهای ضدافسردگی هستند که در درمان دسته ،های بازجذب سروتونینمهار کننده

ین داروها میزان سروتونین اافسردگی و برخی از انواع اختلالات اضطرابی و شخصیتی کاربرد دارند. 

های عصبی در گیرنده سروتونین بازجذب سریع از جلوگیری باو این کار  دادهسلولی را افزایش برون

و  رفتهدر نتیجه، غلظت سروتونین در شکاف سیناپسی بالا . [14] دهندپیش سیناپسی انجام می

بر  SSRIsهمچنین گیرد. می یناپسی قرارهای پس سسروتونین بیشتری در اختیار گیرنده

 این خانواده داروییمصرف از طرفی  .[15] هم مؤثر هستند دوپامین و نوراپینفرین هایدهندهانتقال

، ضد پروپرانول مانند بتابلاکرها آریتمی، ، ترکیبات ضدوارفارین ممکن است غلظت داروهایی چون

فزایش را ا ،دیازپام و آلپرازولام ها از جمله، بنزودیازپینتریپتیلینآمی ای مانندهای سه حلقهافسردگی

                                                
1 Hasan Al hawasli 
2 Selective serotonin reuptake inhibitors 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D8%B1%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%86%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D8%B1%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%86%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%B1%D8%A7%D9%BE%DB%8C%D9%86%D9%81%D8%B1%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%B1%D8%A7%D9%BE%DB%8C%D9%86%D9%81%D8%B1%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D9%88%D9%BE%D8%A7%D9%85%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D9%88%D9%BE%D8%A7%D9%85%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%D8%A7%D8%B1%D9%81%D8%A7%D8%B1%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%D8%A7%D8%B1%D9%81%D8%A7%D8%B1%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%AA%D8%A7%D8%A8%D9%84%D8%A7%DA%A9%D8%B1%D9%87%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%AA%D8%A7%D8%A8%D9%84%D8%A7%DA%A9%D8%B1%D9%87%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%D9%BE%D8%B1%D8%A7%D9%86%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%D9%BE%D8%B1%D8%A7%D9%86%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%85%DB%8C%E2%80%8C%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%BE%D8%AA%DB%8C%D9%84%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%84%D9%BE%D8%B1%D8%A7%D8%B2%D9%88%D9%84%D8%A7%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%84%D9%BE%D8%B1%D8%A7%D8%B2%D9%88%D9%84%D8%A7%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%D8%A7%D8%B2%D9%BE%D8%A7%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%D8%A7%D8%B2%D9%BE%D8%A7%D9%85
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این ترکیبات دارای اهمیت با  SSRIs گیری همزمانبنابراین اندازه [.16] دداده و منجر به مسمومیت شو

 مورد مطالعه در این پژوهش، سرتالین و سیتالوپرام می باشد.  SSRIsاز جمله  بوده که

-5-دی هیدروایزوبنزوفوران-1،3-فلوروفنیل(-4)-1-)دی متیل آمینو(پروپیل[-3]-1 یا لوپرامسیتا

های بازجذب ی ضد افسردگی از گروه مهار کنندهیک دارو 2سیپرامیلو  1سلکساکربونیتریل با نام تجاری 

 شودمی برده کاردرمان اختلالات افسردگی شدید به باشد که برای درمان اختلالات خلقی وسروتونین می

 ( نشان داده شده است.5-1ساختار سیتالوپرام در شکل ). [ 17]

 

 [ .17] سیتالوپرامساختار شیمیایی داروی ( 5-1شکل )

[. استفاده از این دارو برای 18گردد ]ن اختلالات اضطرابی نیز تجویز میهمچنین این دارو برای درما

 است. قرار گرفته اعی مورد تاییدافسردگی، اختلالات هراس و اضطراب اجتم درمان

آمین با نام تجاری -1-تتراهیدرونفتالن-1،2،3،4-متیل-ان-دی کلروفنیل4-(3،4-)-(1s ،4sسرتالین، )

از  داروی ضد افسردگی یک( نشان داده شده است، 6-1که ساختار آن در شکل ) 3زولفت

اختلال وسواسی  ،افسردگی است که استفاده از آن برای درمان های بازجذب سروتونینمهارکننده گروه

اختلال استرس پس از  و اختلال خلقی پیش از قاعدگی ،فوبیای اجتماعی ،اختلال هراس ،جبری

   . [19] است پذیرفته شده سانحه

 

                                                
1 Celexa 
2 Ciperamil  
3 Zoloft  

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%A7%D8%B1%D9%88%DB%8C_%D8%B6%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B3%D8%B1%D8%AF%DA%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%A7%D8%B1%D9%88%DB%8C_%D8%B6%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B3%D8%B1%D8%AF%DA%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D9%87%D8%A7%D8%B1%DA%A9%D9%86%D9%86%D8%AF%D9%87%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%D8%A7%D8%B2%D8%AC%D8%B0%D8%A8_%D8%B3%D8%B1%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%86%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%81%D8%B3%D8%B1%D8%AF%DA%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%81%D8%B3%D8%B1%D8%AF%DA%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D9%88%D8%B3%D9%88%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D8%AC%D8%A8%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D9%88%D8%B3%D9%88%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D8%AC%D8%A8%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D9%88%D8%B3%D9%88%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D8%AC%D8%A8%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D9%87%D8%B1%D8%A7%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D9%87%D8%B1%D8%A7%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D9%88%D8%A8%DB%8C%D8%A7%DB%8C_%D8%A7%D8%AC%D8%AA%D9%85%D8%A7%D8%B9%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D9%88%D8%A8%DB%8C%D8%A7%DB%8C_%D8%A7%D8%AC%D8%AA%D9%85%D8%A7%D8%B9%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D8%AE%D9%84%D9%82%DB%8C_%D9%BE%DB%8C%D8%B4_%D8%A7%D8%B2_%D9%82%D8%A7%D8%B9%D8%AF%DA%AF%DB%8C&action=edit&redlink=1&preload=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A8%D9%86%D8%AF%DB%8C&editintro=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%AF%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%86%D9%88%D8%AA%DB%8C%D8%B3&summary=%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%DB%8C%DA%A9%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D9%86%D9%88%2B%D8%A7%D8%B2%2B%D8%B7%D8%B1%DB%8C%D9%82%2B%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%DA%AF%D8%B1&nosummary=&prefix=&minor=&create=%D8%AF%D8%B1%D8%B3%D8%AA%2B%DA%A9%D8%B1%D8%AF%D9%86%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D8%AC%D8%AF%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D8%AE%D9%84%D9%82%DB%8C_%D9%BE%DB%8C%D8%B4_%D8%A7%D8%B2_%D9%82%D8%A7%D8%B9%D8%AF%DA%AF%DB%8C&action=edit&redlink=1&preload=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A8%D9%86%D8%AF%DB%8C&editintro=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%AF%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%86%D9%88%D8%AA%DB%8C%D8%B3&summary=%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%DB%8C%DA%A9%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D9%86%D9%88%2B%D8%A7%D8%B2%2B%D8%B7%D8%B1%DB%8C%D9%82%2B%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%DA%AF%D8%B1&nosummary=&prefix=&minor=&create=%D8%AF%D8%B1%D8%B3%D8%AA%2B%DA%A9%D8%B1%D8%AF%D9%86%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D8%AC%D8%AF%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1%D8%B3_%D9%BE%D8%B3_%D8%A7%D8%B2_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AD%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1%D8%B3_%D9%BE%D8%B3_%D8%A7%D8%B2_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AD%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AE%D8%AA%D9%84%D8%A7%D9%84_%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%B1%D8%B3_%D9%BE%D8%B3_%D8%A7%D8%B2_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AD%D9%87
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   .[ 19] سرتالینساختار شیمیایی ( 6-1شکل )

س پ یعصب هاییرندهتوسط گ یناز جذب مجدد سروتون یریجلوگ یقاز طر ینلاسرتمکانیسم عمل 

 یکم یزانم به ینچنهم ینالسرت است. یمرکز یدر دستگاه عصب ینو بالابردن غلظت سروتون یناپسیس

ساعت و در زنان حدود  45تا  13 ینب این داروعمر  نیمه کند. یم یریجلوگ یناز جذب مجدد دوپام

و  رسدیساعت به حداکثر م 6تا  4خون پس از  یاز مردان است. غلظت آن در پلاسما یشبرابر ب 5/1

 .[20] کنددر افراد ایجاد وابستگی می ٪99حدود  تا

گیری مقادیر بسیار کم این داروها گزارش شده است که در زیر های مختلفی برای اندازهروزه روشام

 ها آورده شده است.گیری این داروهای انجام شده برای اندازهز کارخلاصه ای ا

گیری سریع سیتالوپرام در پلاسمای خونی و همکارانش، یک روش برای اندازه 1، جی مک2001در سال 

وج در طول مفلوئورسان  آشکارسازمایع با عملکرد بالا توسعه دادند. وسیله روش کروماتوگرافی هرا ب

با استفاده  ng mL 96/0-1گیری تنظیم گردید. حد اندازه nm 306نانومتر و نشری  nm 326برانگیختگی 

 7بی کمتر از همچنین در این مطالعه انحراف استاندارد نساز یک میلی لیتر از پلاسما به دست آمد. 

 [.21درصد گزارش گردید ]

ا ب کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا به وسیلهسیتالوپرام گیری همزمان سیتالوپرام و دسیتیل اندازه

و همکارانش انجام پذیرفت.  2توسط منگ 2005در سال  فلوئورسان پس از استخراج فاز مایع آشکارساز

رای دسیتیل سیتالوپرام گزارش ب ng mL 800-6-1پرام وبرای سیتالو ng mL 1600-12-1گستره خطی

                                                
1 J. Meck 
2 Qing.H. Meng 



9 

 

ت سیتالوپرام به دسدسیتیل به ترتیب برای سیتالوپرام و  6و  g Lµ 12-1 گیری. همچنین حد اندازهشد

 [.22آمد ]

 1آنستارا نوگیری همزمان سیتالوپرام، فلوکسیتین و متابولیت های اصلی آن توسط اندازه 2008در سال 

وسیله روش میکرواستخراج فاز جامد کوپل شده با کروماتوگرافی ههای ادرار انسان بر نمونهو همکارانش د

 mgو حد تشخیص mg L 0/2-05/0-1 مایع با عملکرد بالا انجام پذیرفت. در این مطالعه گستره خطی

 1-L 01/0 [.23های آن به دست آمد ]ین متابولیتبرای سیتالوپرام، فلوکسیتین و همچن 

ا ، یک روش سریع توسط کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا ب2012و همکارانش در سال  2رومانا

همچنین داروهای دیگر ضد  ، سیتالوپرام وگیری همزمان سرتالیناسپکتروسکوپی جرمی برای اندازه

و همچنین درصد  ng mL 500-5-1افسردگی معرفی نمودند. گستره خطی برای سرتالین و سیتالوپرام

 [.24ها گزارش شده است ]درصد برای این گستره از داده 87 بالاتر ازبی بازیا

رای ببا دتکتور فرابنفش مایع با عملکرد بالا از روش کروماتوگرافی و همکارانش  3فرانینی 2012در سال 

-g mLµ  700-1گیری سرتالین و سه ناخالصی غیر کایرال مرتبط استفاده نمودند. گستره خطیاندازه

 .[25به دست آمد ] g mL  9800/0-1حد تشخیصو  425

روش میکرواستخراج رتالین، سیتالوپرام و دیازپام بهگیری همزمان سدر قسمت دوم این پژوهش، اندازه

 .دارایه شعملکرد بالا همراه جامدسازی قطره آلی شناور و کروماتوگرافی مایع با ه مایع مایع پخشی ب

  ویتامین  1-3

ارند دها نیاز بدن به مقدار محدود به آن های مختلفت آلی هستند که قسمتا ترکیباهویتامین

آن  های بدن نتوانندشود که ارگانویتامین نامیده می یی آلی هنگامی[. در واقع یک ترکیب شیمیا26]

                                                
1 Nora Unceta   
2 rumana 
3 Alessia ferranini 
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ته ها به دو دسرژیم غذایی دریافت شوند. ویتامینرا در مقادیر کافی سنتز کنند و بنابراین باید از 

نوع ویتامین وجود  13 ،شوند. در انسانآب و محلول در چربی طبقه بندی میهای محلول در تامینوی

ویتامین گروه  8)ویتامین محلول در آب  9و  (K, E, D,A)ویتامین محلول در چربی  4دارد که شامل 

B  و ویتامینCاز بدن  زنی و به آسانی شدههای محلول در آب، به آسانی در آب حل ( است. ویتامین

 هو نتیجه اینک ها استن دهنده دقیق میزان مصرف ویتامیننشا ،شوند. بنابراین آزمایش ادراردفع می

ده با کمک های محلول در چربی، در رو[. ویتامین27شوند ]ها در بدن ذخیره نمیاین نوع ویتامین

ذخیره شوند، ممکن ر بدن ها تمایل دارند که دعلت اینکه این ویتامینبه  شوند وها جذب میچربی

، یهای محلول در چربامین در بدن شوند. تنظیم ویتامینهای ناشی از ازدیاد ویتاست سبب بیماری

ن در ای Eو  Aبا توجه به اینکه دو ویتامین  [.28های کیستی دارد ]اهمیت ویژه ای در افزایش بافت

 ر رابطه با این دو ویتامین خواهد آمد.در ادامه توضیحاتی د ،اندپژوهش مورد استفاده قرار گرفته

 Aویتامین  1-3-1

ظر باشند که از نآن متعلق به دسته ترکیبات آلی میو مشتقات سنتزی و طبیعی  Aویتامین 

 باشدمید. این ویتامین برای رشد، حفظ سیستم ایمنی و بینایی مهم نباشمی 1ساختاری شبیه رتینوئید

 ( آمده است.7-1ل )ساختار این ویتامین در شک [.29]

 

 

 

                                                
1 Retinoid 
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 A [29.]ویتامین ساختار شیمیایی  :(7-1شکل )

برای تشکیل  3، مورد نیاز است که با پروتئین اپسین2چشم به شکل رتینال 1رتینای وسیلهبه Aویتامین 

غذایی در رژیم  Aشود. شایان ذکر است که دو نوع ویتامین جاذب نور، ترکیب می ، مولکول4رودوپسین

د. اولین نوع آن در محصولات حیوانی مانند گوشت، ماهی و محصولات لبنیاتی وجود دارد وجود دار

ت موجود است. اسکلت ها و سبزیجادر محصولات گیاهی مانند میوه A[. نوع دیگر ویتامین 30،31]

قطبی در  غیرزنجیره رتینوئید طبیعی شامل حلقه سیکلوهگزنیل و شاخه پلی ان و یک گروه قطبی و 

 های مختلف از رتینوئیدها را با اثراتچه اصلاحات اسکلت رتینوئید، کلاسباشد. اگرانتهایی می قسمت

، C=C پیوند دوگانه به وسیلهسیستم مزدوج در شاخه پلی ان، ایجاد شده  ،بیولوژیکی ایجاد نموده است

های . گروه[33،32] است 5عنوان کروموفرهها و همچنین توانایی برای عمل بمسئول رنگ رتینوئید

 [.34]یر دهدمولکول رتینوئید را تغیتواند رفتار فیزیکی و شیمیایی استخلافی روی کروموفر رتینوئید می

 E ویتامین 1-3-2

-1که ساختار آن در شکل ) در بافت و خون انسان است Eشکل کلی ویتامین  6آلفا توکوفرول

ها و ی را در میان توکوفرولفعالیت بیولوژیک بالاترین Eاین نوع از ویتامین  ( نشان داده شده است.8

 .[35] دهدنشان می 7هاتری انولتوکو

 

                                                
1 Retina 
2 Retinal 
3 Opsin 
4 Rhodopsin 
5 Chromopher 
6 α-tocopherol 
7 Tocotri enol 
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 E [35.]ویتامین ساختار شیمیایی  :(8-1شکل )

در سیستم  (ROS)1های اکسیژن فعال در مقابل گونهادعاهایی در مورد فعالیت پیشگیرانه توکوفرول 

حفظ سیستم های بیماریسرطان،  انواع از وی برخیر درمانی اثر مثبت که بیولوژیکی وجود دارد های

-در روز ممکن است سبب بیماری Eاز ویتامین  mg  1000مصرف بیش ازو قلبی و عروقی دارد.  ایمنی

    .    [36] های ناشی ازدیاد ویتامین در بدن شود

شده است که در های مختلفی برای اندازه گیری مقادیر بسیار کم این ویتامین ها گزارش امروزه روش

 ها آورده شده است.گیری این ویتامینهای انجام شده برای اندازهز کارزیر خلاصه ای ا

را در شربت  Eو  Aگیری همزمان ویتامین ، جداسازی و اندازه2005ش در سال و همکاران 2بیک نموم

گزارش نمودند.   3دکیمولتی ویتامین با استفاده از کروماتوگرافی مایع مایسلی بهمراه بهینه سازی سا

 .گزارش شد Eبرای ویتامین  ng L  0/8-0/2-1و Aبرای ویتامین  ng L  5/1-15/0-1گستره خطی

به دست آمد.  Eو ویتامین  Aبه ترتیب برای ویتامین  52/4و  ng mL  71/1-1همچنین حد تشخیص

گیری یزی برای اندازهطور موفقیت آمهش بدرصد نشان دهنده این است که رو 90درصد بازیابی بالای 

 .[37] این ترکیبات در محصولات دارویی قابل کاربرد است

ی سازبهینهو همکارانش یک روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا را برای  4عبد خان 2010در سال 

. در نمونه های سرم انسانی توسعه دادند Eو  Aگیری همزمان ویتامین شرایط کروماتوگرافی برای اندازه

 [.38گزارش شد]  Eو Aبرای ویتامین  29و  ng mL  3/0-1حد تشخیص

                                                
1 Reactive oxygen species 
2 Momenbeik 
3 Simplex optimization 
4 Abad Khan 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023210004538
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023210004538
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و با استفاده از روش استخراج فاز جامد  Eو  Aهای تغلیظ ویتامینجداسازی و پیش 2011در سال 

 توسعه داده شد. از مزایای این روش مصرف پایینکروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا با دتکتور فرابنفش 

دهد درصد نشان می 90درصد و درصد بازیابی بالاتر از  5کمتر از   RSDآلی بوده است.حلال استخراج 

-های محلول در چربی در مکملتامینگیری این نوع ویطور موفقیت آمیزی برای اندازهکه این روش به

 [.39های رژیمی و غذایی قابل کاربرد است ]

های محلول در چربی را در گیاهان با یتامینگیری وهو همکارانش انداز 1، جی سانتوز2012در سال 

-g mLn  10000-1گزارش دادند. گستره خطی با روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا برگ سبز

با  5/87به دست آمد. همچنین درصد بازیابی  Aبرای ویتامین  g mLn  170-1و حدتشخیص 6250

 [.40درصد گزارش گردید ] 9/4انحراف استاندارد نسبی 

با دتکتور فرابنفش  3لوله مویین، روش کروماتوگرافی مایع 2014و همکارانش در سال  2پیلار ویناس 

 Eگیری ویتامین ج مایع مایع پخشی را برای اندازهو میکرواستخرا 4همراه استخراج مایع تحت فشارهب

دست آمد. به µg L 200-5/0-1ئه نمودند. گستره خطی روش در شرایط بهینهادر محصولات آرایشی ار

انحراف  با 87-105%گزارش گردید. درصد بازیابی در گستره  µg L 13/0-1دراین شرایط حد تشخیص

 .[41] دست آمدبه 8/7%اندارد نسبی کمتر از است

 آشکارسازروش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا با و همکارانش یک  5یانگ فو وونگ 2014در سال 

های مکمل های گیاهی، مارگارین و کپسولو مشتقات آن در روغن Eی ویتامین گیربرای اندازهفرابنفش 

فنیل گزارش نمودند. گستره خطی برای ویتامین  فلورو پنتا کروماتوگرافیخوراکی با استفاده از ستون 

E،1-g Lµ  2500-200 1با حد تشخیص-µg L  2/0 [42] گزارش گردید. 

                                                
1 J.Santos 
2 Pilar vinas 
3 Capillary liquid extraction 
4 Pressurized liquid chromatography 
5 Yong foo wong  
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های خوراکی مورد در روغن Eو  Aگیری همزمان ویتامین زهت سوم و چهارم این پژوهش، اندادر قسم

های روغن در نمونه Eو  Aگیری همزمان ویتامین گرفته است. در قسمت سوم، اندازه بررسی قرار

روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی معکوس و کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا انجام خوراکی به

لول در چربی حگیری همزمان این دو ویتامین ماندازه نیز ین پژوهشپذیرفته است. در قسمت چهارم ا

ا روش ب و وسیله فاز غنی شده از سورفکتانتهوسیله میکرواستخراج مایع مایع پخشی معکوس و بهب

 انجام پذیرفته است. کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا

 روش های کروماتوگرافی 1-4

به  اولین بار . کروماتوگرافیباشدمی ردترین روش جداسازیرین و پرکاربتمهم کروماتوگرافی

این  شد. او از ارائه( 1903، در اوایل قرن بیستم )1تسوتمیکاییل یک گیاه شناس روسی به نام  وسیله

از او،  . پسها استفاده کردها و گزانتوفیلهای مختلف گیاهی مانند کلروفیلبرای جداسازی رنگدانه فن

 3و سینج 2اند. از جمله مارتینکروماتوگرافی نقش داشتههای در توسعه تئوری و روش ندان زیادیدانشم

بطور کلی  .شدند 1952که به علت توصیف کروماتوگرافی تقسیمی موفق به اخذ جایزه نوبل در سال 

ها نمونه در یک فاز متحرک های جداسازی هستند که در آنای از روشهای کروماتوگرافی دستهروش

ردیده و این مخلوط از درون یک فاز ساکن غیرقابل امتزاج با فاز متحرک عبور نموده و در نتیجه حل گ

ا هرچه شوند. لذبرهم کنش با فاز ساکن، اجزای نمونه به طور متفاوت بین فاز ساکن و متحرک توزیع می

خارج  تر از ستونمیزان تمایل نمونه به فاز متحرک بیشتر باشد، سریعتر حرکت نموده و این گونه زود

ها زمان بازداری بیشتری خواهند ه فاز ساکن بیشتر باشد نمونهشود و برعکس هرچه میزان تمایل بمی

 .[43] کنندداشت و دیرتر ستون را ترک می

                                                
1 Mikhail Tsvet 
2 A. J. P. Martin 
3 R. L. M. Synge  
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های شیمیایی با ساختار بسیار نزدیک به یکدیگر، عنوان بهترین روش جداسازی گونهکروماتوگرافی به

کار هشده بهای جداگیری کمی گونهتوان برای شناسایی کیفی و اندازهروش را می است. این رشد یافته

ادگی و کروماتوگرافی بخشی از رشد سریع خود را در طول چهار دهه گذشته مدیون سرعت، س برد.

 عنوان یک وسیله جداسازی است.دامنه کاربرد وسیع خود به

 1بالا ییبا کارا یعما یکروماتوگراف 1-4-1

  cmو طول 5تا  cm  1یبا قطرها اییشهش های، در ستوندر ابتدا یه،اول یعما یماتوگرافکرو

با سرعت معقول، قطر ذرات فاز ساکن جامد  هایییاناز جر یناناطم ی. براشدیانجام م 500تا  50

کم و در  هایانسرعت جر یزحالت ن ایندر  یشدند. حت انتخاب 200تا  µ 150 یمعمولا در گستره

و اغلب چند ساعت طول  یطولان یزمان جداساز ینبود و بنابرا یقهدر دق لیتریلیستره چند دهم مگ

 یشاافز یراموثر نبود، ز یانسرعت جر یشافزا یپمپ برا یادر مورد استفاده از خلا  اهکوشش .یدکشیم

 .[44] شدمی ییکاراکاهش  نتیجه در و هاارتفاع بشقابک یشسبب افزا یاندر سرعت جر

را  ستون ییکارا یرگچشم یشدادند که افزا یصدانشمندان تشخ یع،ما یابداع کروماتوگراف یلدر اوا

و  یدتول آوریفن 1960 یتا اواخر دهه ین،ذرات پرکننده انجام داد. با وجود ا یبا کاهش اندازه توانیم

در  آوریفن ینبود. ا گردیدهن ابداع یکرومترم 10تا  3 یبه کوچک یبا قطر ذرات هاییاستفاده از پرکننده

اشت. نام د یازن اییچیدهپ هایبه دستگاه یک،کلاس یکروماتوگراف اییشهساده ش یهانبا ستو یسهمقا

 هایاز روش یدترجد هایروش ینکردن ا یزمتما یبالا اغلب اوقات برا ییبا کارا یعما یکروماتوگراف

 .  رودیم کاربه یککلاس

 مل موارد زیر است:شا HPLCاجزای دستگاه 

                                                
1 High performance liquid chromatography (HPLC) 
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فاز متحرک را به طور تکرار پذیر و یکنواخت با سرعت جریان ثابت در  که ای استالف( پمپ: وسیله

 آورد.ستون به حرکت در می

های شستشو دهنده ریخته شده است و مجهز به ها فاز متحرک و حلالب( مخازن حلال: که در آن

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

ج( سیستم تزریق نمونه: برای به دست آوردن حداکثر کارایی در کروماتوگرافی، نمونه باید به صورت 

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

توان حجم نمونه تزریقی به ته شده است که میتزریق نمونه، در نظر گرف1در این سیستم یک حلقه 

 ستون را توسط آن کنترل کرد.

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

باشد. می mm  9-3یو قطر داخل cm  50-5جنس ستون معمولا از استیل زنگ نزن به طول شود.می

میکرومتر اتصال داده شده،  3-30با قطر  2فاز ساکن که بر روی ترکیبی به نام نگهدارندهدرون ستون از 

 پر شده است.

 HPLCباشد. در های جداسازی شده میه( آشکارساز: وظیفه آن تولید علامتی متناسب با غلظت نمونه

وئورسانس، فل ،، هدایت الکتریکی، ضریب شکستUVهای های مختلفی نظیر آشکارسازاز آشکارساز

 شود.الکتروشیمیایی و طیف سنج جرمی استفاده می

ها به فرم مناسب تبدیل شده تا توسط ز( ثبات: علامت مربوط به نمونه شسته شده توسط پردازشگر

 .[45] ثبات، ثبت گردد

 روش های آماده سازی نمونه 1-5

                                                
1 Loop 
2 Support 
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گذشته  ای ازعلوم تجزیههای اساسی های مهم شیمیایی و زیستی یکی از هدفگیری گونهاندازه

های بسیار پیچیده وجود جایی که در بسیاری از موارد گونه مورد نظر در محیطتاکنون بوده است. از آن

گیر و پر هزینه جداسازی، گونه مورد نظر هایی است که بدون نیاز به مراحل وقتدارد، لذا نیاز به روش

  نیز برخوردار باشند. لازمکه از حساسیت  نگیری کنند، ضمن ایرا به صورت انتخابی اندازه

ای هیی از بافت نمونه و یا دیگر گونهکار برده شده برای جداسازی گونه های شیمیاههای باغلب روش

ها بین دو فاز توزیع شده است. حمتموجود شامل یک سیستم دو فازی می باشد که آنالیت و مزا

اپذیر در تماس با یع حل شونده بین دو فاز مایع امتزاج نمربوط به توز 1 (LLE)استخراج مایع مایع 

د ، استخراج فاز جامفنباشد. اگر نمونه بین یک فاز جامد و یک فاز مایع توزیع شود، این یکدیگر می

(SPE)2 های استخراج پایه و قدرتمند، سال های زیادی ، بعنوان روشفن. این دو [46] شودنامیده می

ها زمان بر هستند و از با این وجود، این روشرفته است.  به کارها غلیظ آنالیتبرای جداسازی و پیش ت

های چند مرحله ، به روشفنونکنند. همچنین این ل آلی گرانقیمت و سمی استفاده میمقدار زیاد حلا

اینکه  هبا توجه ب ،دهعلاوه بر معایب ذکر ش ،ای با خطر بالای از دست رفتن آنالیت، نیاز دارند. بنابراین

 های متفاوتی از تحقیقات ممکن است منشاء چندین آلودگی باشندای در زمینههای تجزیهروش بعضی از

 تا دان و شیمیدانان را ملزم می سازدتوجه زیاد عموم به حفاظت و مراقبت از محیط زیست، دانشمن و

 اندسعی کردهجزیه ای شمیدانان تلذا فعالیتشان را در جهت سازگاری با محیط زیست گسترش دهند. 

 پیروی ،در راستای سازگاری با محیط زیست آوردن فعالیتشان به دستتا از اصول معروف زیر برای 

 کنند.

 های تجزیه آلی، در روش های، مخصوصا حلالف یا به حداقل رساندن مصرف مواد شیمیاییحذ

 ای 

                                                
1 Liquid liquid extraction 
2 Solid phase extraction 
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 ه های تجزید شده درآزمایشگاهفاضلاب مایع و جامد تولی ها وهمچنیناهش انتشار بخارات وگازک

 ای

  هایبنزن با حلال ی)مانند جایگزین ایهای تجزیهبا سمیت بالا از روش مواد شیمیاییحذف 

 دیگر(

 یک آنالیت یا برای کل چرخه )برای  ایهای تجزیهمصرف انرژی در روشکاهش  و سادگی

 ای(تجزیه

های سمی و از قبیل جایگزینی حلال سبزهای ر، توجهات زیادی به توسعه فعالیتهای اخیدر سال

های ای مصرف حلالتواند به طور قابل ملاحظههای استخراج شده است که میمینیاتوری کردن روش

-روش به عنوان جایگزین مناسب برایهای میکرواستخراج منظور روشآلی سمی را کاهش دهد. بدین 

های میکرواستخراج به دو دسته کلی به همین منظور روش های استخراج سنتی توسعه یافتند.

 [.47د ]شونتقسیم می 2(SPMEو میکرواستخراج فاز جامد) 1(LPMEمیکرواستخراج فاز مایع)

تغلیظ های منحصر به فردی مانند چون قابلیت پیش( ویژگیLPMEروش میکرو استخراج فاز مایع )

تقریباً امکان ترکیب  LPMEهای روش دهد.سازی نمونه را نشان میخالصبالا، سادگی، هزینه پایین و 

ز فابسیار کمتر از حجم  حاوی آنالیت فاز آلی در این روش حجم ای را دارند.هر نوع تکنیک تجزیه با

 . [48]است  آنالیتحاوی  آبی اولیه

 همنظور بهبود عملکرد، ارائه شدهای متفاوتی از آن بهاستخراج فاز مایع، فرملیه میکرواز زمان ارائه او

 :[49] توان انواع روش میکرو استخراج با فاز مایع را به سه دسته زیر تقسیم نموداست، که می

 3میکرو استخراج با فاز مایع با استفاده از غشا هالو فیبر -1

                                                
1 Liquid phase microextraction 
2 Solid phase microextraction 
1 Hollow fiber liquid-phase microextraction 
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 1میکرو استخراج با تک قطره -2

 2مایع پخشی–میکرو استخراج مایع  -3

در  [.50( نشان داده شده است ]1-1ع در شکل)های میکرو استخراج فاز مایتقسیم بندی انواع روش

میکرواستخراج مایع مایع پخشی  ، روش های اصلاح شدهرسالهز آن جا که موضوع اصلی این ادامه، ا

 یل توضیح داده خواهد شد.، اصول و همچنین اصلاحات انجام شده در این روش به تفصباشدمی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
2 Single drop microextraction  
3 Dispersive-liquid liquid microextraction 
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 [.50] های میکرواستخراج فاز مایعانواع روش ( تقسیم بندی9-1شکل )
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 میکرو استخراج مایع مایع پخشی 1-6

 اصول میکرو استخراج مایع مایع پخشی 1-6-1

است و با توجه به  بنا شدههای سه جزیی اج مایع مایع پخشی بر پایه سیستماستخرمیکرو

های سه آید. سیستممجزا در مییکدیگر، بصورت دو فاز ها با رکیب درصد اجزا و قدرت اختلاط آنت

شوند. فشار و دمای ثابت توضیح داده می جزیی براساس نمودارهای فازی در یک نمودار دو بعدی در

دهد. از دو جز دیگر، تشکیل میاند که معمولا یک جز آن را آب ها از سه جز تشکیل شدهاین سیستم

های سه ز دیگر است. در سیستمتزاج با دو جیک جز غیر قابل امتزاج با آب و دیگری کاملا قابل ام

جزیی، دو فاز بر حسب سه جز مخلوط شده وجود دارد. در نسبت های مشخصی از اجزا، سیستم به 

اجزا،  باشد. با تغییر نسبتل مشخصی بین اجزا قابل تشخیص نمیشکل یک فازی بوده و هیچ حد فاص

در حال تعادل با  امتزاج بصورت فازهای جداگانهسیستم وارد ناحیه دو فازی شده و دو جز غیر قابل 

مایع پخشی، سه جز حلال آبی، حلال -گیرند. به طور کلی در روش میکرواستخراج مایعیکدیگر قرار می

شوند که حلال آلی استخراج کننده به گونه ای با هم مخلوط میآلی استخراج کننده و حلال آلی پخش 

 واند بدون حضور یکتپخش شده و نمیبین لایه های حلال آبی  کننده به صورت قطرات بسیار ریز در

نیروی خارجی به یکدیگر متصل شده و ته نشین شود. بر اثر پخش حلال آلی استخراج کننده در درون 

ع یما-آب، سطح تماس مولکول های آب و حلال آلی به میزان بسیار زیادی در مقایسه با استخراج مایع

گردد که زمان لازم برای رسیدن به تعادل گونه استخراج شونده بین سبب میمعمولی افزایش یافته و 

مایع -اج مایعآب و حلال آلی کاهش یافته و به چند ثانیه برسد. به طور کلی مراحل انجام میکرواستخر

خش پباشد که ابتدا یک محلول همگن از حلال آلی استخراج کننده و حلال پخشی بدین ترتیب می

گردد. سپس مقدار مشخصی از این محلول به کمک سرنگ به سرعت به تی معین تهیه میکننده با نسب

گردد. در لحظات ابتدایی مخلوط شدن حلال گونه آزمایشی مورد نظر تزریق می درون محلول آبی حاوی

فازی شده ولی با وارد شدن استخراج کننده، حلال پخش کننده و آب منجر به تولید یک محلول تک 
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ت تک فازی به لو محلول از حا محلول، تعادل بهم خوردههای بیشتر حلال استخراج کننده به مولکول

علت پخش ذرات ریز حلال کند. این حالت ابری شدن، بهی تبدیل شده و حالت ابری پیدا میدو فاز

ا هعتتواند ساوط تا حد زیادی پایدار بوده و میباشد. این مخلتخراج کننده در درون حلال آبی میاس

ه ذرات ریز حلال استخراج همین حالت باقی بماند. سپس این مخلوط سانتریفیوژ شده و در نتیجبه

ده که فاز ته نشین ش گردند. ایننشین میری نسبت به آب هستند، تهدارای دانسیته بالات کننده که

 دگیرفاده قرار میهای دستگاهی مورد استباشد، جهت آنالیز با روشنظر میمایشی موردحاوی گونه آز

[51]. 

 مایع پخشی-اصول تئوری میکرواستخراج مایع  1-6-2

را می توان از روابط ریاضی  𝑛𝑠𝑒𝑑، 1مقدار ماده استخراج شده در فاز ته نشین شده

 مایع پخشی به صورت زیر به دست آورد:-میکرواستخراج مایع

(1-1)𝑛𝑡𝑜𝑡 =  𝑛𝑠𝑒𝑑 +  𝑛𝑎𝑞                                                           

(1-2 )𝑛𝑠𝑒𝑑 =  𝐶0  × 𝑉𝑎𝑞 −  𝐶𝑎𝑞  ×  𝑉𝑎𝑞                        

 شوند:پارامتر های ذکر شده در معادلات فوق به صورت زیر تعریف می

  = 𝑛𝑡𝑜𝑡مقدار کل گونه آزمایشی مورد نظر در نمونه 

   = 𝑛𝑠𝑒𝑑در فاز ته نشین شده مقدار آنالیت 

  = 𝑛𝑎𝑞در فاز آبی پس از تعادل مقدار آنالیت 

  = 𝐶0غلظت اولیه گونه آزمایشی مورد نظر در نمونه 

  = 𝐶𝑎𝑞در فاز آبی پس از تعادل غلظت آنالیت 

                                                
1 Sedimented phase 



23 

 

  = 𝑉𝑎𝑞حجم نمونه آبی 

 (𝐶𝑠𝑒𝑑 ) نشین شدهدر فاز ته ت ماده استخراج شدهصورت نسبت غلظهب (𝐾𝐷 )همچنین ضریب توزیع 

 شود:تعریف می (𝐶𝑎𝑞 )نظر در فاز آبی پس از تعادل به غلظت گونه آزمایشی مورد

(1-3                                      )𝐾𝐷 =  
𝐶𝑠𝑒𝑑

𝐶𝑎𝑞
 

 دست می آید:هب( روابط زیر 2-1با جایگزینی ضریب توزیع در رابطه )

(1-4                                         )- 
𝐶𝑠𝑒𝑑

𝐾𝐷
× 𝑉𝑎𝑞 𝑛𝑠𝑒𝑑 =  𝐶0  × 𝑉𝑎𝑞 

(1-5                                                     )𝑛𝑠𝑒𝑑 =  𝐶𝑠𝑒𝑑  ×  𝑉𝑠𝑒𝑑 

دست ( روابط زیر به4-1)رابطه ( در 5-1اشد و با جایگزینی رابطه )بده میحجم فاز ته نشین ش 𝑉𝑠𝑒𝑑که 

 آید:می

(1-6                                        )− 
𝑛𝑠𝑒𝑑

𝑉𝑠𝑒𝑑 × 𝐾𝐷
×  𝑉𝑎𝑞 𝑛𝑠𝑒𝑑 =  𝐶0  × 𝑉𝑎𝑞 

(1-7                                                 )   𝑛𝑠𝑒𝑑 =  
𝐶0×𝑉𝑎𝑞

1+ 
𝑉𝑎𝑞

𝑉𝑠𝑒𝑑× 𝐾𝐷

 

(1-8                                                 )𝑛𝑠𝑒𝑑 =  
𝐾𝐷× 𝑉𝑠𝑒𝑑× 𝐶0 ×𝑉𝑎𝑞

𝑉𝑎𝑞+ 𝐾𝐷× 𝑉𝑠𝑒𝑑
                    

( 𝐶0نمونه ) اولیه ( و غلظت(𝑛𝑠𝑒𝑑یم بین ماده استخراج شده در حلال آلی  ارتباط مستق (،8-1معادله )

 .[51،52] دهدرا نشان می

 ویژگی های حلال استخراج کننده و پخش کننده 1-6-3

ب آ اج با آب بوده و دانسیته بیشتری نسبت بهبایست غیر قابل امتزحلال استخراج کننده می

دار و سولفوره مانند کلروفورم، کربن تتراکلرید، کلروبنزن، های هالوژنداشته باشد. معمولا حلال

اشند. در ضمن در مواردی که از بسولفید دارای چنین شرایطی میدیکربن تتراکلرواتیلن و 
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شود، حلال استخراج کننده باید با ستون مورد گیری مواد استفاده میجهت اندازهکروماتوگرافی گازی 

بوده و از نقطه جوش پایینی برخوردار باشد. حلال پخش کننده نیز باید قابلیت انحلال  استفاده سازگار

 .[53،54] پذیری در هر دو حلال آبی و آلی را داشته باشد

 معایب میکرواستخراج مایع مایع پخشی 1-6-4

 ، شدیدابا چگالی بالاتر از آب هالوژن دارهای حلال DLLMEهای مورد استفاده در روش حلال

های دیگر یکی از محدودیتاشند. همچنین بنظر زیست محیطی بسیار خطرناک میو از  سمی

DLLME، ور حلال پخش واسطه حضهضریب تقسیم پایین آنالیت بین حلال آلی و محلول نمونه ب

های میکرواستخراج جدیدی برای غلبه بر این های اخیر روشباشد. در سالکننده در فاز آبی می

های استخراج با چگالی کم تر از آب استفاده از حلال ها،است. در این روشمعرفی شده  هایتدمحدو

نین از امواج فراصوت د. همچندار دارهالوژنهای استخراج است که سمیت کمتری نسبت به حلال شده

ای هبرای پخش نمودن حلال آلی در نمونهکه از نظر زیست محیطی مناسب هستند، ها و سورفکتانت

 .[55] ی استفاده شده استآب

و با کمک امواج  مایع پخشی بر اساس جامدسازی قطره آلی شناور -استخراج مایعمیکرو 1-7

 فراصوت

ی یک مرحله، آماده سازی نمونه قبل گفته شده است، برای انجام یک آنالیزطور که در همان

در مرحله آماده سازی  بود کاراییدر جهت به فراصوتبیشترین بهره را از امواج ضروری بوده و امروزه 

-تمصورت سیسبه فراصوت های الکترونیکیمیلههای آبی و ه معمولا از حمامبرند. در این زمینمی نمونه

در سیستم ناپیوسته، برخلاف سیستم پیوسته، تابش  .[56] شودی ناپیوسته یا پیوسته استفاده میها

های گردد. در صورتیکه در سیستماعمال می بصورت پالسی و در یک مدت زمان مشخص به نمونه

 گیرد.پیوسته، نمونه در کل زمان مورد نظر  تحت تابش فراصوت قرار می



25 

 

حال مزایای های پیوسته مورد استفاده قرار گرفته است، ولی با این کمتر در روش فراصوتاگرچه 

صرف حلال و زمان فرایند از جمله کارایی، م ها فراهم آورده است. کنترل فرایند،بیشتری را در این روش

ن همچنی های پیوسته شده است.ها در روشموجب بهبود آن فراصوتده از پارامترهایی هستند که استفا

توانند سرعت انتقال جرم را از فازی به فاز دیگر افزایش دهند. از طرفی باعث افزایش می فراصوتامواج 

گرها در استفاده از امواج شاید به همین دلیل تجزیه و ندشوپدیده امولسیون شدن در مخلوط دو فاز می

 در فراصوتاند. در واقع کاربرد امواج تردید داشته روش های استخراج مایع برای بهبود کارایی فراصوت

شود که به دلیل زیاد بودن حجم اغلب باعث ایجاد یک امولسیون پایدار می های استخراج مایعروش

طرفی  ازشود. وژ، فرایند جداسازی فازها طولانی مییممکن نبودن عمل سانتریف کلی نمونه و در نتیجه

های استخراج روش در فراصوتتوان گفت که با افزایش بیشتر سرعت و کارایی استخراج با امواج یم

 یابد. بنابراین، باید دو فاکتور سرعت استخراج و زمان جداییاز طرفی زمان جدایی فازها افزایش می مایع

بهینه شوند. بسیاری از   LLE-AU(1(  روش استخراج مایع مایع به کمک امواج فراصوتفازها در 

اند. در استفاده شده است، به صورت ناپیوسته انجام شده UA-LLE ها از روشکه در آن هاییگزارش

 فراصوتمام در نمونه وارد ح قابل امتزاجها معمولاً یک ظرف حاوی نمونه و فاز گیرنده غیر این روش

ای در مدت زمان معینی اعمال شده و پس از جدا کردن فازها، فاز گیرنده بر فراصوتشود. امواج می

کاربردهای متعددی از این تکنیک برای استخراج  .رودسازی نمونه به کار میآنالیز و یا مرحله بعدی آماده

 UA-LLE از طرفی روش دینامیک. [57] های مایع گزارش شده استها در نمونهانواع مختلف آنالیت

که به این  هاییمایع پیوسته از فاز آبی به آلی و بر عکس با استفاده از سیستم-نیز برای استخراج مایع

 UA-LLE یکی از مشکلات موجود در ،اند، به کار رفته است. همان طور که ذکر شدمنظور طراحی شده

دلیل حجم کلی نسبتاً زیاد، استفاده از فازها بود که به های نسبتاً طولانی برای جداسازینیاز به زمان

های زیاد از حلال آلی مشکلاتی نظیر ، استفاده از حجمهمچنینامکانپذیر نبود. ا هوژ در آنیسانتریف

                                                
1 Ultrasound assisted -liquid-liquid extraction (UA-LLE) 
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ورد نظر را به همراه های مهزینه بالا، آلودگی محیط زیست و ایجاد یک فاز گیرنده رقیق حاوی آنالیت

 . [58] داشت

یمینی و همکارانش روش میکرو استخراج فاز مایع جدیدی را براساس انجماد قطره آلی  2007ال در س

. در این روش، نمونه آبی در یک ظرف حاوی همزن قرار داده شده و [59]ارائه کردند  )SFOD( 1شناور

ر گ بسرنشود، چند میکرولیتر از یک حلال آلی مناسب با یک میکرودر حالی که محلول هم زده می

. کاهش ناگهانی درجه حرارت شودسطح محلول اضافه گردیده، سپس ظرف نمونه به حمام یخ منتقل می

ی جامد با استفاده از یک شود. سپس فاز استخراج شدهموجب انجماد حلال آلی در چند ثانیه می

آنالیت با گیری اسپاتول کوچک به یک ظرف مناسب منتقل و در درجه حرارت اتاق ذوب شده و اندازه

 گیرد.ای مناسب انجام میروش تجزیه

را با هم آمیختند و یک  SFODو  DLLME، مزایای دو روش شانو همکاران [61] 3زو ، [60] 2لونگ

ر را لی شناومایع پخشی بر اساس انجماد قطره آ -تغلیظ جدید به نام میکرواستخراج مایع روش پیش

جامد، در واقع شکل  قطره شناورسازی اساس بر پخشی ایعم - مایع . روش میکرواستخراجمعرفی کردند

های آلی مضر و مایع سنتی است که به منظور کاهش مصرف حلال -ای از استخراج مایع اصلاح شده

، محلول هم زده نشده و SFODزمان استخراج طراحی و ابداع شده است. در این روش برخلاف روش 

 شود. بعد از تزریق،ننده سریعا به محلول نمونه تزریق میهای استخراج کننده و پخش کمخلوط حلال

، SFODشود. سپس همانند روش سانتریفیوژ برای شناورسازی فاز آلی در بالای فاز آبی استفاده می

ظرف حاوی محلول نمونه در داخل ظرفی حاوی قطعات یخ قرار داده شده تا فاز آلی منجمد شود. مزیت 

سطح تماس زیاد بین نمونه و حلال استخراج کننده است که به طور  ،SFODاین روش نسبت به روش 

 .[62] کندموثر انتقال جرم را بهبود بخشیده و سریعا حالت تعادل را ایجاد می

                                                
1 Solidification of floating organic droplet 
2  Leong 
3 Xu  
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 حلال استخراج کننده باید شرایط زیر را داشته باشد: DLLME-SFODو  SFODدر روش 

 .آن کاهش نیابد رمقداشد تا در حین استخراج الف( فراریت کمی داشته با

 ب( قابلیت حل شدن آن در آب کم باشد.

 درجه سانتیگراد(  10-30ج( نقطه ذوب آن به دمای اتاق نزدیک باشد )در محدوده 

 .[63] ای سازگار باشدهای تجزیهگیری ترکیبات مورد نظر با دستگاهد( برای اندازه

 و امواج فراصوت کتانتورفی شناور جامد با کمک افزایش سمیکرواستخراج قطره آل  1-8

های آب دوست و آب گریز ههستند که شامل گرو 1ها، ترکیبات آلی دوگانه دوستیسورفکتانت

ها کشش سطحی بین روغن و های آلی محلول هستند. سورفکتانتبنابراین در آب و حلال باشند ومی

در د تواننها میسورفکتانت دهند. بسیاری ازمایع کاهش می-ب در سطح مشترک گازجذ وسیلهبهآب را 

سورفکتانت  ی ازصورت غلظتهب (CMC) 2. غلظت بحرانی مایسلیمحلول همانند مایسل ها تجمع یابند

. [64شوند ]صورت خودبخود تشکیل میاین غلظت، مایسل ها ب سطح  بالاتر تعریف می شود که در

یم پایین آنالیت بین حلال آلی ضریب تقس DLLMEهای یکی از محدودیتهمانطور که قبلا گفته شد، 

های های اخیر روشباشد. در سالور حلال پخش کننده در فاز آبی میو محلول نمونه بواسطه حض

-امولسیفایر را دارد. در این روش ها نقش عاملدیدی معرفی شده است که سورفکتانتمیکرواستخراج ج

ای های پخش نمودن حلال آلی در نمونهرها که از نظر زیست محیطی مناسب هستند، بها، سورفکتانت

و مشخصی از حلال استخراج و  در این روش، ابتدا مخلوطی از حجم کم آبی استفاده شده است.

ث که باع فراصوتگردد. همچنین محلول در معرض امواج کتانت به محلول حاوی آنالیت اضافه میسورف

ه و ب فراصوتقرار گرفتن نمونه تحت امواج  . پس ازگیردگردد، قرار میافزایش سطح تماس دو فاز می

 ویدنبال آن سانتریفیوژ کردن محلول، حلال آلی که دارای چگالی کمتری نسبت به آب است در ر

                                                
1 Amphiphile  
2 Critical micelle concentration 
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. سپس ظرف نمونه را در درون حمام یخ قرار داده تا حلال استخراج منجمدگردیده گرددسطح شناور می

حلال استخراج  .کرد جدا کوچک اسپاتولیک وسیله ی بهراحتتوان بهقطره جامد را می بعدودر مرحله 

. توان توسط روش مورد نظر آنالیز کردمنجمد شده در دمای محیط به سرعت ذوب شده و آن را می

در سال و همکارانش  1وو وسیلهبه، عامل پخش کنندهعنوان ت بهاولین مورد معرفی استفاده از سورفکتان

وش، تکنیک میکرواستخراج تقویت شده با سورفکتانت و با کمک . در این ر[65] معرفی شد 2010

عه داده شد. در این های آبی توسها در نمونهگیری کرباماتبرای اندازه SEME)-(UA 2فراصوتامواج 

امولسیون و همچنین کاهش زمان استخراج استفاده برای تسریع تشکیل  (Tween 20) روش سورفکتانت 

 گردید. 

  DLLME)-(RP3 ج مایع مایع پخشی معکوسمیکرواستخرا 1-9

در مقایسه  استخراج کننده قطبیت حلال  میکرواستخراج مایع مایع پخشی معکوس، در روش

 هالوژنهای آلی گردد و آب، جایگزین حلالوس میعکمیکرواستخراج مایع مایع پخشی نرمال مبا روش 

در یک حلال آلی ی از محلول آبی، . در این روش به طور کلی، حجم کوچک[66] گرددسمی می دار

ابراین . بنشودنوان حلال پخش کننده، پراکنده میعهتر از آب با کمک یک حلال نسبتا قطبی بسبک

 تزریق شود. HPLCطور مستقیم به دستگاه تواند بهیکروقطره آبی است که میفاز ته نشین شده، یک م

 .[67]باشدهای کلردار سمی میز حلالتفاده امزیت این روش زمان آنالیز کوتاه و عدم اس

 هاپارامتر 4سازیهای بهینهروش 1-10

در آزمایش را مشخص های موثر هایی هستند که سطوحی از متغیرسازی، روشهای بهینهروش

وب سازی خیک روش بهینهآید.  دستبهها، پاسخ بهینه طوری که در این سطوح از متغیرنمایند. بهمی

                                                
1 Qiuhua Wu  
2 Ultrasound assisted-surfactant enhanced emulsification microextraction 
3 Reverse phase dispersive liquid liquid microextraction 
4 Optimization method 
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داشته باشد. اول اینکه شرایط تجربی را مشخص نماید که در آن شرایط پاسخ بهینه یا  باید دو ویژگی

جهت رسیدن به پاسخ های کمتری نزدیک به بهینه ایجاد شود و دوم اینکه تا حد ممکن تعداد آزمایش

توان میا هسازی متغیرها وجود دارد که از بین آنهای متفاوتی برای بهینهنیاز داشته باشد. روشبهینه 

 :[68به موارد زیر اشاره کرد ]

 1متغیرهالف( روش تک

 2روش سیمپلکس (ب

 (3روش طراحی آزمایش )طراحی فاکتوریال (ج

 4روش مربعات لاتین (د

سازی متغیرها استفاده شده است. طراحی آزمایش برای بهینه متغیره وهای تکدر این پروژه از روش

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

 متغیرهروش تک 1-10-1

ظر ن سازی یک متغیر، سایر متغیرها ثابت نگه داشته شده و متغیر مورددر این روش برای بهینه

وند. شآید. سایر متغیرها نیز به همین روش بهینه می به دستپاسخ  شود تا بیشترینتغییر داده می

ی کنشاست ولی این روش زمانی مفید است که برهممتغیره، سادگی آن سازی تکمزیت روش بهینه

اده سازی استفهای بهینهکنش، باید از سایر روشمتغیرها وجود نداشته باشد. در صورت وجود برهم بین

 شود. 

 

                                                
1 One at a time 
2 Simplex  
3 Factorial design 
4 Latin squares  
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 آزمایش راحیط 1-10-2

دست آوردن اطلاعات موثق درباره منظور بهها بهالگوهایی برای انجام آزمایش طراحی آزمایش،

ریزی، اجرا، تجزیه عبارت دیگر، علم طراحی آزمایش، علم طرحباشند. بهها میموثر بر آزمایش عوامل

نتایج توان مقادیر بهینه میطراحی آزمایش، ها است. با اجرای گیری در مورد آزمایشآماری و نتیجه

اسبی برخوردار هستند های مغایر، از سازگاری منها( و یا شرایطی که در آن، پاسخ)پاسخها گیریاندازه

ای مختلف علم شیمی و علوم وابسته، از اهمیت زیادی هدر زمینهطراحی آزمایش را تعیین نمود. 

 سازی پارامترهای موثر بربهینه توان برایمیطراحی آزمایش باشد. در شیمی تجزیه نیز از برخوردار می

تفاده اسدست آوردن بهترین پاسخ به وتغلیظ و استخراج نمونه پیششامل ای های مختلف تجزیهروش

 .[69] کرد

 طراحی آزمایشمراحل اصلی اجرای   1-10-3

های موثر بر پاسخ های آزمایشی شامل انتخاب فاکتور یا فاکتوراولین مرحله در اجرای طرح

یی ااست. در صورتی که اطلاعات کافی در مورد فاکتورهای موثر موجود نباشد، لازم است اثر کلیه فاکتوره

ه این ب که را که ممکن است موثر باشند، مورد بررسی قرار داده و سپس فاکتورهای موثر را انتخاب نمود

 شود. استفاده می 1یگرمنظور، از طرح غربال

محدوده آزمایشی تعریف شوند. در این مرحله،  و سطوح بایست مرزهاپس از انتخاب فاکتورهای موثر، می

، یعنی محدوده تغییرات متغیرهای سطوح فاکتورهان محدوده آزمایشی یا ها و بنابرایسطوح فاکتور

ار بسی سطوحشوند. تعریف صحیح مرزها و سطوح، بسیار ضروری است. انتخاب مستقل، مشخص می

وسیع، آزمایشگر را وادار به انجام آزمایش در شرایط غیر مفید کرده و همچنین موجب دستیابی به 

                                                
1 Screening design  
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قت کافی جهت توصیف رابطه کمی متغیرهای وابسته و مستقل برخوردار شود که از دهایی میمدل

 .[69] باشندنمی

ها و اغلب بر اساس ، انتخاب شرایط بهینه بر اساس نتایج آزمایشطراحی آزمایشآخرین مرحله اجرای 

نه یباشد. با انجام آزمایش در شرایط بهسازند، میمدلی که پاسخ را به فاکتورهای آزمایشی مرتبط می

بر  اهپس از اینکه نتایج آزمایش های ایجاد شده را ارزیابی نمود.توان کیفیت مدلبینی شده، میپیش

به دست آمد، یک مدل ریاضی برای ارتباط بین فاکتورهای موثر و پاسخ ایجاد طراحی آزمایش مبنای 

های توان با استفاده از روشدست آورد. در این مرحله میرا به 1شود تا بتوان بر مبنای آن رویه پاسخمی

و حداقل مربعات  4، آنالیز جز اصلی3، رگرسیون رویه پاسخ2مختلف مانند رگرسیون خطی چندتایی

 به جستجوی مدل ریاضی و توصیف رابطه بین فاکتورها و پاسخ مورد مطالعه پرداخت. 5جزیی

 های متوالیطرح 1-10-4

قدار بهینه یک پاسخ، مورد جستجو بوده و یافتن شوند که مهای متوالی زمانی استفاده میطرح

ای هها ارتباط دهد، مد نظر نباشد. اگرچه نتایج به دست آمده از اجرای طرحپاسخ را به متغیرمدلی که 

کنند )رویه پاسخ، نموداری از پاسخ به صورت متوالی، امکان ترسیم بخشی از رویه پاسخ را فراهم می

کن بینی شرایط بهینه را ممدهد و به این ترتیب پیشرا در اختیار قرار میتابعی از فاکتورهای آزمایشی 

های متوالی صحت تعیین نقطه باشد. در روشدست آمده، لزوما مدل مناسبی نمیمدل بهو سازد( می

 .[70،71]شود، وابسته استبهینه به مسیری که برای رسیدن به این نقطه طی می

 

                                                
1  Response surface 
2 Multiple linear regression  
3 Response surface  regression 
3 Principal components analysis  
4 Partial Least Squares 
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 های هم زمانطرح 1-10-5

سازی سازی متوالی و هم زمان از جمله راهبردهای اصلی بهینهور که قبلا اشاره شده، بهینههمانط

سازی همزمان مورد را که در راهبرد بهینهطراحی آزمایش شوند. مجموعه چند متغیره محسوب می

به دو  ها. این طرح[71] نامندهای فاکتوریل مییحاهای هم زمان یا طرگیرند، طرح استفاده قرار می

 شوند:می گروه اصلی تقسیم

 هاست.ها، تعیین فاکتورهای موثر بر پاسخ و تخمین اثر آنهایی که هدف از اجرای آنطرح -1

سازی تابع پاسخ و در نتیجه ترسیم رویه پاسخ فراهم ها، امکان مدلهایی که با اجرای آنطرح -2

 شود.می

شود. در استفاده می 1های فاکتوریل دو سطحیا، از طرحههای موثر و تخمین اثر آنجهت تعیین فاکتور

ها در گیرند. در صورتی که آزمایشها، هر یک از فاکتورها در دو سطح مورد مطالعه قرار میاین طرح

بدیهی  .نامندممکن از سطوح فاکتورها انجام گیرند، طرح فاکتوریل کامل می 2های فاکتوریکلیه ترکیب

یابد. در این موارد ها به سرعت افزایش میفاکتورها زیاد باشند، تعداد آزمایشاست هنگامی که تعداد 

های اخیر را طرح شود و لذا طرحها انجام میجای انجام طرح فاکتوریل کامل، تنها کسری از آزمایشبه

 .[72] نامندمی 3فاکتوریل ناقص یا کسری

لزم مطالعه هر یک از فاکتورها در بیش از دو شود، مستسازی تاکید میها بر مدلهایی که در آنطرح

مربوطه است. به همین دلیل  پاسخاستخراج مدل و  ها،باشند. هدف اصلی استفاده از این طرحسطح می

-از جمله معروف (CCD) 4های مرکب مرکزینامند. طرحهای رویه پاسخ نیز میها را طرحگاه این طرح

سازی پاسخ به صورت تابعی از فاکتورهای یط بهینه عملکرد با مدلها، شراهایی است که در آنطرحترین 

                                                
1 Two level factorial design 
2 Factor combination 
3 Fractional or incomplete factorial design 
4 Central composite design 
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شخص های موثر بر پاسخ مسازی شرایط و در صورتی که فاکتورمنظور بهینهشوند. بهآزمایشی، تعیین می

ود. شبا توجه به تعداد فاکتورهای مورد بررسی، از یک طرح غربالگری مناسب استفاده مینباشند، اغلب، 

 5فاکتور باشد، از طراحی فاکتوریال کامل یا کسری و اگر  4تا  2ر اگر تعداد فاکتورها بین دین منظوب

استفاده  1فاکتور یا بیشتر مورد بررسی قرار گیرد، از طراحی فاکتوریل کسری و یا طراحی پلاکت برمن

ت دسجهت به های رویه پاسخ، تنها فاکتورهای موثر در بیش از دو سطحسپس با اجرای طرح خواهد شد.

 .[73] گیرندمورد مطالعه قرار می آوردن شرایط بهینه مدل مربوطه

 های فاکتوریل دو سطحیطرح 1-10-6

 :[74] گیرنددهی به دو سوال مورد استفاده قرار میهای فاکتوریل دو سطحی به منظور پاسخطرح

 پاسخ دارند؟ها تاثیری بر های بین آنکنشآیا فاکتورهای مورد نظر و یا بر هم -1

 ها بر پاسخ چقدر است؟کنش آنهم ها و برمیزان تاثیر فاکتور -2

برای  تواندکه تعداد فاکتورهای مورد مطالعه اندک باشند، یک طرح فاکتوریل کامل دو سطحی میزمانی

غربالگری مفید باشد. یک طرح فاکتوریل کامل دو سطحی تمام ترکیبات ممکن از تمام متغیرهای 

اد ، تعدفاکتورهابرای یک طرح فاکتوریل کامل با افزایش تعداد شود. ها را شامل میسطوح آن ورودی و

 های یکیابد. از نقطه نظر هندسی، طرح فاکتوریل در گوشهها به صورت هندسی افزایش میآزمایش

ت صور(. اگر تعداد فاکتورها بیشتر از سه باشد، شکل هندسی طرح به10-1 شکلگیرد )مکعب قرار می

 [.75] کندیک ابرمکعب خواهد بود که ذهن ما قادر به تجسم آن نیست اما از  نظر ریاضی تغییر نمی

                                                
1 Plackett Burman design    
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 [.75] 32نمایش هندسی طرح فاکتوریل  :(10-1)شکل

 ها، انجام تعداد زیادی آزمایش ضروری است که از لحاظفاکتورمنظور ارزیابی اثرات تعداد زیادی از به

 دستهبطرح فاکتوریل کامل برای اغلب از کسری از در این حالت  پذیر نیست وناقتصادی و عملی امکا

. در اغلب تحقیقات، منطقی است که فرض شود اثر [76] شودآوردن اطلاعات مورد نظر استفاده می

ا در مدل ها رکنشتوان اثر این برهمهای مرتبه سوم یا بالاتر بسیار کوچک است، بنابراین میکنشبرهم

توان توسط فاکتور را می fطرح فاکتوریل کسری با دو سطح و تعداد [. 77] ای حذف نمودچند جمله

2𝑓−𝑣 ه ک آزمایش بررسی کرد 𝑣 ها در طرح از آن جایی که تعداد آزمایش. تعداد کسرها می باشد

های فاکتوریل شود، معمولا از طرحمی طور نمایی زیادمل، با افزایش تعداد فاکتورها بهفاکتوریل کا

-وریل کسری نیز به طریق مشابه طرحهای فاکتشود. محاسبه اثر فاکتورها برای طرحکسری استفاده می

وع اثرات فاکتورهای ها، مجمطرح گیرد. البته باید توجه داشت که در اینریل کامل انجام میهای فاکتو

 شوند.های چند فاکتوری محاسبه میکنشاصلی و بر هم

شود و فاکتورهای موثر ها صرفنظر میکنشطرحی است که در آن از کلیه بر همکت برمن، پلا طراحی

این  ای مرتبه اول است.این طرح بر اساس مدل چند جمله شوند.با تعداد کمی آزمایش تعیین می

 سطحی دو فاکتوریل کسری طراحی یک شد، ابداع  برمن و پلاکت توسط 1946 سال در که طراحی

ها در این طرح هنگامی آزمایش . تعداد[78] گیردنمی نظر در را فاکتورها بین هایکنشبرهم که است

هم  4بایست مضربی از است که می 48تا  12ته باشد عددی بین که نقطه مرکزی و تکرار وجود نداش

 -های تعریف شده در طرح پلاکتتعداد آزمایش 48، 44، 40، 36، 28، 24، 20، 12طور مثال هباشد. ب
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توان در هر طراحی آزمایش بررسی کرد برابر است هایی که میباشد که در آن ماکزیمم فاکتوربرمن می

 با:

(1-9)                                                                                                 f = N-1  

f  مورد بررسی فاکتورهای= حداکثر تعداد 

N تعداد آزمایش های تعریف شده نرم افزار = 

 از هایشبرمن نقاط مرکزی و تکرار وجود داشته باشد تعداد آزما -پلاکت طراحیهنگامی که در یک  

 [.79] آیدمی به دست زیر معادله

(1-10                                                                                              ) N = 2(f − 3) 

 کنش بینارزیابی متغیرهای چندتایی و برهمها برای ها کاهش تعداد آزمایشترین حسن این روشمهم

 رهای گوناگون برای فرآیندآمیزی با بررسی پارامتطور موفقیتتوانند بهها مینیکتکها است. این آن

 .کار برده شوندحذف به

شود. نمودار های مختلفی استفاده میهای موثر بر پاسخ، از روشکنشمنظور تعیین فاکتورها و بر همبه

رتو استاندارد شده، برای هر فاکتور یک باشد. در نمودار پاها مییکی از این روش 1پارتو استاندارد شده

 شوند. ترین آن مرتب میترین فاکتور به کم اهمیتمهم از کهمیله وجود دارد 

 2های چند سطحیطرح 1-10-7

های موثر سازی پاسخ به صورت تابعی از فاکتورها و بر همکنشهای پاسخ، مستلزم مدلترسیم رویه

یف رابطه کمی برای توص 3های خمیدهسطح، جهت ایجاد مدلهای آزمایشی با بیش از دو است. طرح

                                                
1 Standardized Pareto chart 
2 Multi-level design 
3 Curved models 
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، کنندهای چند سطحی متقارن توصیف میروند. محدوده آزمایشی که طرحکار میپاسخ و فاکتورها به

بینی پاسخ بهینه لازم است از باید توجه داشت که برای پیش ممکن است کروی و یا مکعبی باشد و

صیف شده توسط طرح آزمایشی اجتناب شود. زیرا در غیر این صورت یابی در خارج از ناحیه توبرون

بینی بسیار زیاد بوده و حتی ممکن است مدل ایجاد شده، در خارج از محدوده آزمایشی خطای پیش

های فاکتوریل سه سطحی اشاره نمود. برخی از توان به طرحهای مکعبی میمعتبر نباشد. از جمله طرح

نیز از جمله طرح 2و دوهلرت (BBD) 1بنکن -های باکسکزی و همچنین طرحهای مرکب مرانواع طرح

آزمایش، طرح مکعبی محسوب  f3شوند. طرح فاکتوریل سه سطحی کامل با های کروی محسوب می

گردد. به منظور حل مشکلات شود. از این طرح تنها در مواردیکه تعداد فاکتورها کم باشد، استفاده میمی

های مرکب های سه سطحی کامل در مطالعه اثر فاکتورهای متعدد، طرحرای طرحاججهت اقتصادی، 

 شوند:ها از سه بخش تشکیل میمرکزی مطرح شدند. این طرح

 طرح فاکتوریل دو سطحی کامل و یا کسری -1

که از آن، جهت افزایش تعداد سطوح فاکتورهای مورد مطالعه و توصیف روابط  3ایطرح ستاره -2

 شود.سخ و فاکتورها استفاده میغیر خطی پا

 رود.آزمایش به کار می 5که اغلب جهت تخمین خطای خالص 4نقطه مرکزی -3

گیرد، اما تعداد آزمایشهای مکعبی، اگرچه هر فاکتور در سه یا پنج سطح مورد مطالعه قرار میدر طرح

 های فاکتوریل سه سطحی است. ها بسیار کمتر از طرح

                                                
1 Box-Behnken design 
2 Doehlert design 
3 Star design 
4 Center point 
5 Pure error 
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فاکتوریل کامل یا فاکتوریل کسری با دو سطح، نقاط معمولا شامل یک طرح  های مکعب مرکزیطرح

های طرح (. تعداد آزمایش2-2شکل محوری اضافی و حداقل یک نقطه مرکزی از طرح آزمایشی است )

 :[76ید ]آمی به دستر مرکب مرکزی توسط رابطه زی

(1-11) p+ 2k + c k2N =  

مرکب مرکزی برای دو باشد. ماتریس طرح ها میفاکتورتعداد  kو مرکزی  نقاطتعداد  pcدر این رابطه 

 αفاصله نقاط محوری از نقطه مرکزی طرح با پارامتر نشان داده شده است.  11-1شکل  فاکتور در

دو نوع  α. بسته به مقدار ها متغیر استفاکتوربا تغییر تعداد  αداده شده است. مقدار پارامتر  نمایش

CCD  ،موجود دارد( رکب مرکزی مرکز وجوه پرCCF)1  با𝛼 = ها را در سه سطح بررسی فاکتورکه  1

 کندها را در پنج سطح بررسی میفاکتورکه  α>1با   2(CCC) مرکب مرکزی محدود شدهکند و می

[80.] 

 

 [.80]یورنقاط مح)×( ( نقطه مرکزی، oفاکتوریل، )طرح ( نقاط ●مرکب مرکزی برای دو فاکتور، )طرح  (:11-1)ل شک

باشد که برای مطالعه اثر های اقتصادی چند سطحی میبنکن نیز از جمله طرح -باکسطراحی آزمایش 

گیرد. این طرح شامل نقطه مرکزی یک مکعب و نقاط میانی فاکتورهای متعدد مورد استفاده قرار می

 .شد ارائه نکنب و باکس توسط 1960 سال در مدل این است. 3اضلاع آن است و کروی و قابل چرخش

                                                
1 Central composite face-centered 
2 Central composite circumscribed 
3 Rotatable  
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برای مطالعه فاکتورهای متعدد  که باشدمی پذیرچرخش و سطحی سه دوم مرتبه مدل یک طرح این

 :آیدمی به دست زیر رابطه از طرح این در هاآزمایش تعداد .[81] گیردمورد استفاده قرار می

   N = 2K(K − 1) + C0                                                                                   (1-12)  

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

 :است شده داده نشان  (13-1) با معادله که باشدمی دوم درجه ایچندجمله

y = βo + ΣβiXi + ΣβiiX
2 + ΣβijXiXj                                                                (13-1) 

 iiβضریب خطی، βiمقدار ثابت،  oβ های ورودی موثر بر پاسخ، متغیر  Xiو  Xjپاسخ،  y در این معادله، که

 هستند.  Xjو  Xiضریب برهم کنش بین  ijβضریب برهم کنش دوتایی و 

برآوردی  توانبتنظیم شود، که  اید به نحویب آنها پیشنهاد کردند که انتخاب نقاط در سه سطح فاکتوریل

ها تخمین ضرایب درجه اول و دوم مدل ریاضی انجام شود. در این طرح همچنین متغیر جهتمناسب 

ای روی گوشه مکعب وجود ندارد گیرند و هیچ نقطهها و مرکز فضای طراحی قرار میدر نقاط میانی یال

بنکن آورده شده است. از جمله فواید این طرح این  -س( نمایی از طرح باک12-1[، که در شکل )82]

همچنین این طرح از این جهت  و داشتهاست که نسبت به طرح مرکب مرکزی تعداد آزمایش کمتری 

 رود.می به کار زیاداست که عمدتاً برای تعداد متغیرهای بهتر نسبت به طرح فاکتوریل سه سطحی 

 

 [.82] بنکن -س(: طراحی آزمایش در روش باک12-1شکل)
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 1تابع مطلوبیت 1-10-8

بهترین سطوح بهینه برای برای تعیین باشد که مییک روش معمول و مرسوم  (DF)تابع مطلوبیت 

معرفی گردید و سپس  2برای اولین بار توسط هانگتون DF .استفاده شده است پاسخهای موثر بر فاکتور

بینی شده روی متغیرهای وابسته و های پیشخبرای تعیین رابطه بین پاس 4و سویخ 3توسط درینگر

وش طور کلی ر( می باشد. به1و  5/0، 0سه سطح )دارای  DFمطلوبیت پاسخ بهینه گردید. همچنین 

 . [2] باشدمرحله می 3تابع مطلوبیت شامل 

ده پاسخ مشاهده ش دست آوردنبهوسیله هب که وابسته هایمتغیرپیش بینی پاسخ، براساس  -1

 باشد.یرهای مستقل میبراساس سطوح متغله و همچنین مطابق معاد

 یرو برشده مطلوب را  ینیبیشپ یهاطور همزمان پاسخکه به ،مستقل یرهایسطوح متغ یافت -2

 .یدنمایم ایجادوابسته  یرهایمتغ

 به حداکثر رسانی مطلوبیت کل با توجه به متغیرهای قابل کنترل -3

 سیلهوبههای کمی و کیفی دست آوردن پاسخبیت برای بهلوبنابراین مزیت مهم استفاده از توابع مط

 باشد.گیری میهای مختلف برای یک اندازهع پاسخساده و سری تبدیل

تا  صفرشود که بین تبدیل می (𝑑𝑓𝑖)، به درون یک تابع مطلوبیت ویژه (U)در ابتدا پاسخ بدین منظور، 

ا برای یک موقعیت غیر مطلوب ی صفرو مطلوبیت  پاسخ برای حداکثر یکمتغیر است. مطلوبیت  یک

 :[83] صورت زیر فرض نمودندهدله را بو سویخ معا . درینگرتعریف شده است پاسخ حداقل

𝑑𝑓𝑖 =  (
𝑢−𝛼

𝛽−𝛼
)𝑤𝑖                              𝛼 ≤ 𝑢 ≤  𝛽                                                            ( 1-13 )  

𝑑𝑓𝑖 = 1                                         𝑢 > 𝛽    

                                                
1 Desirability function 
2 Hanngton  
3 Derringer  
4 Suich  
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𝑑𝑓𝑖 = 0                                         𝑢 < 𝛼 

می باشد.  1وزن 𝑤𝑖 و iدست آمده برای پاسخ بالاترین و پایین ترین مقدار به و  𝛼در این معادله 

ابع تبینی شده برای هر متغیر وابسته، درون یر پیشمقادبرای  منحصر بفردهای مطلوبیت مقادیر

 است: مطلوبیت منحصربفردمحاسبه میانگین هندسی مقادیر  وسیلهبه گردد کهمطلوبیت کلی جمع می

𝐷𝐹 = [𝑑𝑓𝑖
𝑣𝑖 × 𝑑𝑓2

𝑣2 × … . .× 𝑑𝑓𝑛]
1

𝑛⁄  , 0 ≤ 𝑣𝑖 ≤ 1 

(i=1, 2, 3,….n) 

∑ 𝑣𝑖 = 1

𝑛

𝑖=1

 

پروفایل  بررسیکند. با ها را بیان میاهمیت پاسخ Uiدهد و را نشان می Uiپاسخ  مطلوبیت dfiکه  

یش بینی های پپاسختوانند میبینی کننده، متغیرهای پیش ی ازسطوح چهشود که مطلوبیت، تعیین می

 را بر روی متغیرهای مستقل، ایجاد کند.شده بسیار مطلوب 

 های آماریایجاد مدل 1-10-9

دست آمد، یک مدل ریاضی برای ارتباط بین زمایشات بر مبنای طرح آزمایشی بهه نتایج آپس از اینک

 دست آورد. در این مرحلهوان بر مبنای آن رویه پاسخ را بهشود تا بتهای موثر و پاسخ ایجاد میفاکتور

ز آنالیز ج های مختلف مانند رگرسیون خطی چندتایی، رگرسیون رویه پاسخ،توان با استفاده از روشمی

ی بین فاکتورها و پاسخ مورد اصلی و حداقل مربعات جزیی به جستجوی مدل ریاضی و توصیف رابطه

 مطالعه پرداخت.

 

 

                                                
1 Weight  
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 فصل دوم

 بخش تجربی
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 مواد شیمیایی 2-1 

 نیمرتبط با موضوع ا یشگاهیآزما یانجام کارها یمورد استفاده برا یمیاییشخصات مواد شم

اصلاح  ای میکرواستخراج مایع مایع پخشیهروشرساله،  این در. است ( ارائه شده1-2ول )رساله در جد

 کارهبگیری ترکیبات دارویی با روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا تغلیظ و اندازهبرای پیش شده

 برده شده است.

 یقاتیکار تحق یندر ا مورد استفاده یمیاییمواد ش :(1-2جدول )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
1 Merck 
2 Fluka  

 نام ماده شیمیایی شیمیایی فرمول ندهشرکت ساز

 O2.2H4PO2KH 1مرک
 

 

 پتاسیم دی هیدروژن فسفات دو آبه

 پتاسیم هیدروژن فسفات 4HPO2K مرک

 4PO3H مرک
 

 فسفریک اسید

 متانول OH3CH مرک

 استون O6H3C مرک

 استونیتریل CN3CH مرک

 هیدروکلریک اسید HCl مرک

 سدیم هیدروکسید NaOH مرک

 آندکانول-O24H11C 1 مرک

 کانولددو-O26H12C 1 مرک

 دی کلرو دکان-10و2Cl20H10C 1 مرک

 (SDS)سدیم دودسیل سولفات  4SO25H12NaC مرک

 26O24H164C Tween 80 مرک

35-Brij       33H16C20O)2CH2HO(CH 2فلوکا 
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 دستگاهها و تجهیزات مورد استفاده در این پروژه 2-2

با استفاده از سیستم کروماتوگرافی مایع با عملکرد  در این پروژه گیری داروهاندازهجداسازی و ا

( انجام شد. WDM-vU) 1مجهز به آشکارساز فرا بنفش چند طول موجی 1100Agilent مدل بالا

های کروماتوگرافی مورد برای پردازش داده 2کم استیشننرم افزاری  همچنین یک رایانه مجهز به برنامه

میکرومتر(  5متر با اندازه ذرات میلی 5/4  ×150) 18Cفاده قرار گرفت. ستون مورد استفاده نیز از نوع است

 بود.

و یک  برای پراکنش حلال آلی ، آلمان(DT510H، الکترونیکی BANDELINصوت )حمام آب فرا

لعه مورد استفاده در این مطاته نشین نمودن حلال آلی برای ، آلمان( Hettich EBAدستگاه سانتریفیوژ )

 780 3متر متراهم pHمحلول نمونه و فاز متحرک با استفاده از  pHگیری قرار گرفت. تنظیم و اندازه

 مولار پتاسیم کلرید( انجام شد. 0/3کالومل )-ایمجهز به الکترود ترکیبی شیشه

 4رتریوسسا mg  1/0ای با دقتبرای وزن کردن جرم معینی از مواد شیمیایی از ترازوی تجزیه

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

استفاده  010Researchمدل  5با حجم قابل تنظیم ساخت شرکت اپندورف 0/1000و  L µ 0/100های

 L µ 0/10یک سرنگ اجیلنتاز  HPLCو تزریق نمونه به  شد و همچنین برای برداشتن سورفکتانت

 استفاده شد.

 هاآماده سازی محلول 2-3

-افرب یهته یفسفـات برا یدروژنه یمپتاس یفسفـات و د یدروژنه ید یمپتاس هایاز محلـول

( استفاده شد و سپس 0/4-0/9مختلف )گستره  یها pH( درM  067/0فسفات )هر کدام با غلظت های

                                                
1 Ultraviolet-variable wavelength detector  
2 Agilent ChemStation 
3 Metrohm 
4 Sartorius 
5 Eppendrof 
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pH شده توسط دستگاه  یهبافر ته هایمحلولpH ی. براگردید متنظی متر pH از 0/4کمتر از  یها ،

 محلول بافر استفاده شد.  یهته یفسفات برا یدروژنه ید یمو سد یداس یکفسفر لولمح

با  یدروکسیده یمو محلول سد M  0/1یداس یکاز مخلوط کردن محلول است یبافر استات محلول

 .یدگرد یهته M  0/1غلظت

  Mبا غلظت یدروکسیده یمو محلول سد M  10/0یتراتس یماز مخلوط کردن سد یتراتیبافر س محلول

 . یدگرد یهته 10/0

 یدروکسیده یمو محلول سد یدروفتالاته یمپتاس M  20/0از مخلوط کردن محلول یبافر فتالات محلول

به دقت وزن  NaOHاز  g  0/4، مقدار M  0/1برای تهیه محلول سود .یدگرد یهته M  10/0با غلظت

 لا یکنواخت گردید.حجم رسانیده و کامبا آب مقطر به  mL  0/100میشد و در یک بالن حج

درصد در یک بالن حجمی  85از اسید فسفریک  M  0/1 ،mL 1/6برای تهیه محلول اسید فسفریک

mL0/100 .با آب مقطر به حجم رسانیده و کاملا یکنواخت گردید 

وسیله هب، g cm 01/1-3گالی با چ (SDSسدیم دودسیل سولفات ) سورفکتانت mg L0/100-1 محلول

 به دست آمد. mL  0/100در یک بالن حجمی SDSاز  L µ 0/10حل نمودن

 L µوسیله حل نمودنهب، g cm 06/1-3با چگالی  Tween 80از سورفکتانت  mg L 0/100-1ل محلو

 تهیه گردید. mL  0/100در بالن Tween 80از  63/7

از داروی نیترازپام  mg L 0/0004 ،g  0040/0-1 ولام با غلظتبرای تهیه محلول مادر نیترازپام و میداز

  mLو میدازولام تهیه شده از شرکت داروسازی ابوریحان )تهران، ایران( در متانول حل شده و به حجم

به صورت روزانه، از رقیق کردن محلول مادر که به  mg L 0/100-1 . محلولشدلیتر رسانده میلی 0/10

تر به وسیله رقیق کردن این محلول توسط های رقیقگرفت تهیه شد. محلولمی وسیله متانول صورت

 آب دو بار تقطیر تهیه گردید.
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ز ا mg L  0/0003 ،g  0030 /0-1 برای تهیه محلول مادر سرتالین، سیتالوپرام و دیازپام با غلظت 

از  دیازپام تهیه شدهایران( و تهیه شده از شرکت داروسازی نوکام )تهران، داروهای سرتالین، سیتالوپرام 

شد. رسانده  mL  0/10داروسازی دکتر عبیدی )تهران، ایران( در متانول حل شده و به حجمشرکت 

به صورت روزانه، از رقیق کردن محلول مادر که به وسیله متانول صورت  mg L 0/100-1 محلول 

محلول توسط آب دو بار تقطیر تهیه تر به وسیله رقیق کردن این های رقیقگرفت تهیه شد. محلولمی

 گردید.

( تهیه شده از شرکت سیگما E( و آلفا توکوفرول )ویتامین Aگرم از رتینول استات )ویتامین  0200/0

و ویتامین  Aدین صورت محلول مادر ویتامین هو بشد رسانده  mL  0/10بوتانول حل و به حجم-nدر 

E 1 با غلظت-mg L   0/2000 .رقیق سازی روزانه با مخلوط  به وسیلهرقیق تر  هایلمحلو تهیه شد

 ( آماده سازی گردید. 2-8) آب-اتانول

 تهیه گردید.  mL  0/100در بالن Brij-35سورفکتانت   M 16/0 محلول

( به عنوان فاز 1: 1و استونیتریل  با نسبت ) (M 06/0، با غلظت 5/5برابر  pHمخلوطی از بافر فسفاتی )

تغلیظ و اندازه گیری مقادیر کم نیترازپام و میکرواستخراج فاز مایع برای پیشمتحرک برای روش 

 مورد استفاده قرار گرفت.و همچنین سرتالین، سیتالوپرام و دیازپام میدازولام 

عنوان فاز متحرک به یقهبر دق یترل یلیم 0/1 یانو سرعت جر 9-1 یآب با نسبت حجم -مخلوط متانول

 .یدانتخاب گرد یخوراک یهادر روغن E یتامینو و A یتامینو یریگزهو اندا یظتغل یشپ یبرا
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 تفراصوروش میکرواستخراج فاز مایع بر اساس قطره جامد با کمک سورفکتانت و امواج  2-4

سیله وهای حقیقی بهگیری مقادیر کم نیترازپام و میدازولام در نمونهتغلیظ و اندازهبرای پیش

 ارایی بالاکروماتوگرافی مایع با ک

آور بودن و همچنین خواب علت آرامبخشاروهای نیترازپام و میدازولام بهبه اینکه دتوجه ا ب

ها بر سلامتی انسان، ارائه روشی ساده، حساس نقش آندلیل به گیرند ومصرف قرار میعموما مورد سوء

ای ههمچنین از آنجا که غلظت. رسدنظر میها ضروری بهگیری مقادیر کم از آنپذیر برای اندازهو گزینش

طور مستقیم ظت بهکند و این غلدر بدن انسان ایجاد مسمومیت و خطر می mg mL 0/5-1بالاتر از 

باشد، ارائه روش میکرواستخراج ضروری گیری نمیروش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا قابل اتدازهبه

روش میکرواستخراج فاز مایع بر اساس قطره جامد با ، امکان استفاده از بخشدر این  .رسدنظر میبه

مقادیر کم نیترازپام و میدازولام در  گیریو اندازه تغلیظپیش برای فراصوتو امواج  کمک سورفکتانت

وسیله کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا مورد بررسی قرار گرفته ها بهگیری آنهای حقیقی و اندازهنمونه

 است.

 ها و انتخاب بهترین طول موجآنالیت UVیف ثبت ط 2-4-1

ها در طیف جذبی آنالیتمنظور مشخص کردن بهترین طول موج برای آشکارسازی، به

صورت نیترازپام و میدازولام به mg L 0/5-1 هایبرای این منظور محلول ثبت شد. nm  300-200گستره

ک و طیف جذبی هر ی تروفتومتر منتقلداخل سل اسپکبهجداگانه در فاز متحرک تهیه گردید و سپس 

  nmبا توجه به اینکه در طول موج(. 1-2)شکل  ثبت شدعنوان شاهد بهها نسبت به فاز متحرک از آن

ثبت  nm  220ر طول موجگیری ددارو دیده شده است، نتایج اندازه، حداکثر جذب برای هر دو 220

)شکل  )متانول( بررسی انجام نگرفت لیل جذب حلالد، به nm  220تر ازهای پاییندر طول موج گردید.

(2-2).  
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(، فاز mg L 0/5-1 ) میدازولامو  نیترازپام: غلظت یشآزما یطشرا میدازولام،و  نیترازپام یجذب یفط (:1-2شکل )

 (1:1با نسبت  یتریلو استون M  06/0، با غلظت5/5برابر  pH یبافر فسفات زا یمتحرک )مخلوط

 

 

و  M  06/0، با غلظت5/5برابر  pHی بافر فسفات زا ی)مخلوطجذبی متانول نسبت به فاز متحرک  یفط (:2-2شکل )

 (1:1با نسبت  یتریلاستون

 میدازولامو  گیری همزمان نیترازپامشرایط کروماتوگرافی برای اندازه 2-4-2

یک نوع حلال در طول )استفاده از  1جداسازی کروماتوگرافی با استفاده از شویش ایزوکراتیک         

فر از با یمخلوطصورت پذیرفت. بدین منظور  میدازولامو  گیری همزمان نیترازپامبرای اندازهآنالیز( 

 یعنوان فاز متحرک برا( به1:1با نسبت ) یتریلو استون (M06/0ت غلظ ، با5/5برابر  pH) یفسفات

جداسازی  .[84] رد استفاده قرار گرفتمو میدازولامو  نیترازپامکم  یرمقاد یریگو اندازه جداسازی

                                                
1  Isocratic  
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کروماتوگرام حاصل  میلی لیتر بر دقیقه انجام پذیرفت. 5/1در دمای اتاق با سرعت جریان کروماتوگرافی 

 (5-2تا ) (3-2) هایدر شکل هاو همچنین مخلوط آن نیترازپام و میدازولام 0/5آبی  mg L-1 از محلول

 نشان داده شده است.

 

 

با و استونیتریل،  5/5برابر با  pHترکیب بافر فسفاتی با ، نیترازپام mg L 0/5-1 آبی روماتوگرام محلول(: ک3-2شکل )

  nm  220طول موجدر  L µ 0/5لیتر بر دقیقه، حجم لوپمیلی 5/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 1: 1نسبت 

 

و استونیتریل، با  5/5برابر با  pHیب بافر فسفاتی با ترکمیدازولام،  mg L 0/5-1 آبی (: کروماتوگرام محلول4-2شکل )

  nm  220طول موجدر  L µ 0/5لیتر بر دقیقه، حجم لوپمیلی 5/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 1: 1نسبت 

 

 



49 

 

 

و  5/5برابر با  pHترکیب بافر فسفاتی با نیترازپام و میدازولام،  mg L 0/5-1 آبی (: کروماتوگرام محلول5-2شکل )

طول در  L µ 0/5لیتر بر دقیقه، حجم لوپمیلی 5/1به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  1: 1استونیتریل، با نسبت 

  nm  220موج

 

 میدازولامو  نیترازپامگیری سازی پارامترهای موثر در اندازهروش کار در بهینه  2-4-3

   mg L-1 محلول mL  5/0و نیترازپام mg L 0/10-1 از محلول mL  5/0در یک لوله آزمایش

 از حجم معینیو  NaCl محلول درصد وزنی حجمی مشخصی از، محلول بافر mL  0/1،میدازولام 0/10

  Tween 80 محلولو   SDSاز محلول  حجم مشخصی همچنینو عنوان حلال استخراج آندکانول به-1

. رسید mL  0/10م نهاییبه محلول نمونه اضافه شد و به حج پخش کنندهعنوان بهمشخص با غلظت 

قرار  کیلو هرتز 60 فراصوتدر حمام فراصوت با فرکانس  دقیقه 20به مدت  پس از آن، لوله آزمایش

پراکنده درمحلول آبی تشکیل  آندکانول-1داده شد تا یک محلول ابری متشکل از قطرات بسیار ریز 

منظور جلوگیری از به شدند. سپس ها در قطرات ریز حلال آلی استخراجد که در این مرحله آنالیتوش

دقیقه  10دور در دقیقه به مدت  3500 با سرعتمحلول نمونه  پراکنده شدن حلال آلی در سطح،

ن که نسبت به آب کمتر است( در بالای لوله آزمایش آبا توجه به چگالی و قطرات حلال آلی ) سانتریفیوژ

حلال آلی شناور به  قرار داده شد تاحمام یخ  به صورت شناور تشکیل شد. پس از آن، لوله آزمایش در

شده به یک ویال مخروطی  قطره آلی منجمدتوسط یک قاشق پزشکی، سپس  .دیصورت قطره جامد درآ

از آن به دستگاه  µL0/5در دمای اتاق ذوب شده و سپس این حلال منجمد که  گردیدکوچک منتقل 

HPLC تزریق شد. وسیله سرنگ هامیلتون به 
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 گیری نیترازپام و میدازولامدر اندازه نحنی کالیبراسیون مستقیمم 2-4-5

 mg L  2/0-1 میدازولام در محدوده غلظتی و های متفاوت از نیترازپامهایی با غلظتمحلول

با متانول تهیه شدند.  هر یک از داروها mg L 0/4000-1مادر سازی از محلولبا رقیق mg L 0/3000-1تا

 mg L 0/10-1 از محلول mL 1/0داروها، هر یک از  mg L  0/1-1هیه محلولت جهتبرای مثال سپس 

  mLآندکانول به یک ویال-1از حلال استخراج  mL  9/0و که در متانول تهیه شده است هاهر یک از دارو

به دستگاه توسط سرنگ هامیلتون  این محلول،از  Lµ 0/5پس از یکنواخت نمودن،منتقل شدند.   0/1

HPLC های ثبت گردید. منحنی ،ح زیر پیک نمونه بودسطگردید و سیگنال حاصل که  تزریق

دست به ولاممیداز و نیترازپامکالیبراسیون مربوطه نیز از رسم تغییرات سیگنال آنالیت بر حسب غلظت 

میدازولام  و نیترازپامبرای به ترتیب ( 7-2) ( و6-2) های( و شکل2-2در جدول ) حاصلهآمد که نتایج 

 mg L 1500-2/0-1 یغلظتمحدوده در  به دست آمده کالیبراسیون هایمنحنی. ان داده شده استنش

 باشد.برای میدازولام خطی می mg L 1700-3/0-1 برای نیترازپام و از
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 متفاوت یهابا غلظت یترازپام و میدازولامن هایدارو یآمده برا دستبه یممستق یگنال(: س2-2جدول)

 

 اییهسیگنال تجز

 )سطح زیر منحنی(
(mV.S) 

 میدازولامغلظت 

( 1-mg L ) 

 ایسیگنال تجزیه

 )سطح زیر منحنی(
(mV.S) 

 غلظت نیترازپام

( 1-mg L ) 

13 3/0 4 2/0 

17 8/0 10 5/0 

20 0/1 15 0/1 

28 5/1 22 5/1 

41 0/2 31 0/2 

52 0/3 53 0/3 

71 0/4 60 0/4 

90 0/5 109 0/5 

197 0/10 136 0/6 

6547 0/500 154 0/7 

13987 0/1000 170 0/10 

22974 0/1700 530 0/30 

23874 0/2000 5659 0/500 

24517 0/2200 12000 0/1000 

25016 0/2500 17870 0/1500 

- - 23745 0/2000 

- - 25126 0/2500 

- - 26108 0/2700 

- - 27025 0/3000 



52 

 

 

-1در حلال  mL  1های مختلفی از آنالیت در حجمتقیم نیترازپام. غلظتمنحنی کالیبراسیون مس: (:6-2)شکل 

میلی لیتر  5/1به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pHآندکانول، بافر فسفاتی با 

  nm  220دقیقه و طول موجبر 

 

-1م در حلال mL  1ی مختلفی از آنالیت در حجمهامنحنی کالیبراسیون مستقیم میدازولام. غلظت :(7-2)شکل 

 5/1به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pHآندکانول، ترکیبات بافر فسفاتی با 

  nm  220و طول موج میلی لیتر بر دقیقه

 

y = 11.891x + 1.4358
R² = 0.9997
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 رازپام وگیری نیترهای موثر در پیش تغلیظ و اندازهبررسی و بهینه سازی فاکتو 2-4-6

 میدازولام

 سیت،بهترین حساهمچنین دستیابی به تغلیظ و شرایط جهت پیش ینمنظور فراهم نمودن بهتربه

روش  انیبه دلیل ناتوقرار گرفتند.  ی، مورد بررسمیکرواستخراج نیترازپام و میدازولامبر  مؤثر هایفاکتور

-وشاز ر بایستمی ،هافاکتوربین  کنشهمبربرای نشان دادن  در یک زمان ک متغیریسازی های بهینه

 ودنبنابراین برای پیدا نم استفاده نمود.، دارندرا متقابل توانایی بیان این اثرات  های طراحی آزمایش که

جهت تعیین  زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینه، ابتدا از روش بهبر روش میکرواستخراج مؤثر هایفاکتور

مشخص نمودن  از روش طراحی پلاکت برمن جهت سپس. شداده بر روش استف مؤثرهای سطوح متغیر

 شده عبارتند از:یبررس هایفاکتور. شد فادهاستبر راندمان استخراج مؤثر مهم و  هایفاکتور

1) pH  نمونه 

 نوع بافر (2

 حجم بافر (3

 حجم محلول نمونه (4

 کنندهنوع حلال استخراج (5

 کنندهحجم حلال استخراج (6

 نوع سورفکتانت (7

  غلظت سورفکتانت (8

 حجم سورفکتانت (9

 زمان استخراج   (10

 اثر نمک )قدرت یونی(  (11

 زمان سانتریفیوژ   (12
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ر گرفتند قرا یزمان مورد بررس یکدر  یرمتغ یک سازیینهابتدا توسط روش بهفاکتورهای موثر بر پاسخ، 

 شیآزما یروش طراح یسطوح مورد نظر هر فاکتور برا ینه،به یرتوجه به مقاد و سپس با(( 3-2)جدول )

آورده  1نتایج حاصل از بررسی روش بهینه سازی یک متغیر در یک زمان در پیوست  .یدگرد ینیتع

به صورت  1استخراج درصد بازیابیهای میکرواستخراج فاز مایع، قابل ذکر است که در روش شده است.

به روگرم حسب میکبر (n0)مقدار آنالیت کل به  (norg) مقدار استخراج شده در فاز آلینسبت درصد 

  دست می آید.

ER =  
norg

n0
 × 100 (2-1                                                                                  )  

=
Corg×Vorg

Co×Vaq
× 100 (2-2                                                                                  )  

ER = (
Vorg

Vaq
) × PF × 100 (2-3  )                                                                      

به  Coو Corg و  لیتر بر حسب میلی به ترتیب حجم فاز آلی و محلول نمونه  Vaqو  Vorgدر این معادله  

یتر لی آنالیت در محلول بر حسب میکروگرم بر میلیغلظت آنالیت در فاز آلی و غلظت ابتدای ترتیب

 آبی تعریف شده است. فاز آلی به در فاز غلظتنیز به صورت نسبت  2فاکتور پیش تغلیظ باشد.می

 

 

 

 

 

                                                
1  Extraction recovery percent (ER) 
2  Preconcentration factor (PF) 
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 لامیدازوو م یترازپامن گیریو اندازه یظتغل یشزمان در پ یکدر  یرمتغ یک سازیینهحاصل از به یجنتا :(3-2جدول )

 مقدار بهینه ه مورد بررسیمحدود فاکتور
pH 0/11- 0/2 

 

00/8 

 

 آندکانول-1 دی کلرودکان-10و1دودکانول،-1آندکانول،-1 کنندهنوع حلال استخراج

 

 Lµ0/200- 0/20  Lµ0/30  کنندهحجم حلال استخراج

 

  mL0/20-0/5  mL0/10  حجم محلول نمونه

 Tween 80و  SDS،CTAB  ،Tween 80 SDS نوع سورفکتانت

 

 غلظت سورفکتانت

(SDS, Tween80) 

 

 1-mg mL 0/50-0/10      1-mg mL 0/25  

 

  SDS (µL) 0/200-0/10 0/10حجم 

  Tween 80 (Lµ) 0/70-0/1 0/1 حجم

 دقیقه 15 دقیقه 0/1-0/20 زمان استخراج

 

 %5/1 % 0/0-0/2 اثر نمک )قدرت یونی(

 

 فسفاتی یلاتی، بوراکسافسفاتی، فت نوع بافر

 

  mL0/3-5/0   mL0/1  حجم بافر

 

  15 0/5-0/20 )دقیقه(  زمان سانتریفیوژ

 

گیری نیترازپام و تغلیظ و اندازههینه سازی فاکتورهای موثر بر پیشبررسی و ب 2-4-7

 وش طراحی آزمایشرمیدازولام به

، ندفرآیهای موثر در های مختلف طراحی آزمایش، شناسایی فاکتورگیری تکنیککاربههدف از 

توان اولاً می طراحی آزمایشهای ها است. با کمک تکنیکو تعیین مقادیر بهینه آن هاکنش آنبرهم

ای ه گونههای ورودی موثر را بهایی که بیشترین تاثیر را بر پاسخ دارند، تعیین کرد و ثانیاً فاکتورفاکتور

ک ها را کوچدیک کرده، تغییرپذیری آنتعیین کرد که مقادیر پاسخ را به مقدار بهینه واقعی خود نز
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، دطور که گفته ش. هماندرا بر متغیر پاسخ به حداقل رسان ترلکنهای غیرقابلنموده و تاثیر فاکتور

نوع  ،نمونه حجم محلول ، نوع حلال استخراج کننده، حجم حلال استخراج کننده، pHهایی نظیرپارامتر

زمان سانتریفیوژ در میزان پاسخ آشکارساز  و افر، حجم بافراثر نمک، نوع ب کتانت،غلظت و حجم سورفو 

کنش بین متغیرها وجود دارد و در نتیجه و حساسیت روش موثر هستند. از طرف دیگر احتمال برهم

ی نیاز از طرفتواند شرایط بهینه واقعی باشد و سازی یک متغیر در یک زمان نمیشرایط حاصل از بهینه

های موثر بر حساسیت با استفاده از ، بنابراین لازم است اثر فاکتوراستاد های زیبه تعداد آزمایش

 طراحی با عنوان روش غربالگرییک های طراحی آزمایش مورد بررسی قرار گیرد. بدین منظور از روش

به بنکن برای  -سازی طرح باکسبهینههای موثر و همچنین از روش برای تعیین فاکتوربرمن -پلاکت

 شرایط بهینه استفاده شد. آوردن دست

گیری همزمان نیترازپام و تغلیظ و اندازهبرای پیش تعیین سطوح فاکتورها 2-4-7-1

 میدازولام

 برمن انتخاب-پلاکت طراحیهای مهم و تاثیرگذار بر پاسخ، رای بررسی و تشخیص فاکتورب

-سری پارامترحی آزمایش، یکهای طراهای مورد بررسی در روشمعمولا پارامتر لازم به ذکر استگردید 

خراج، حلال است تانت، نوعنوع سورفک های دیگر از قبیلاثر برخی پارامتر باشد. بنابراینهای اصلی می

صورت یک متغیر در زمان بررسی ها به، با توجه به تعداد زیاد آننوع و حجم بافر و حجم محلول نمونه

تورهای فاک) های باقی ماندهسطوح سایر فاکتور بنابراینگردید و همان نتایج مورد استفاده قرار گرفت. 

زی یک متغیر در یک زمان مشخص شد. اسآمده از روش بهینه دستبهبر مبنای اطلاعات  غیر اصلی(

در این طراحی، نتایج بر  ( آورده شده است.4-2در جدول ) ی اصلیهاسطوح انتخاب شده برای فاکتور

شود ضرب درصدهای بازیابی دو آنالیت تعریف میحاصل ثبت شده است که بصورت 1MERحسب 

های مختلفی همچون مجموع دو سیگنال، میانگین دو سیگنال به . شایان ذکر است که از روش[85]

                                                
1 Multiple extraction recovery (MER) 
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ه توان استفاددست آمده و همچنین حاصلضرب درصد بازیابی دو سیگنال برای آنالیز این طراحی می

 توان در مورد کارایی روش قضاوت نمود. مطلوبیت می نمود که در نهایت با استفاده از تابع

 در طراحی پلاکت برمن یدازولامو م یترازپامن یریگو اندازه یظتغل یشموثر بر پ ی( : نام و سطوح فاکتورها4-2جدول )

 

 گیریتغلیظ و اندازهبرای پیش مهم یفاکتورها یینپلاکت برمن در تع یطراح 2-4-7-2

 همزمان نیترازپام و میدازولام

گیری های موثر بر اندازهها و تعیین فاکتوردن فاکتورها جهت غربال کربرای طراحی آزمایش

ها و پردازش داده (برمن-پلاکت طراحیبرای انجام ) 05 1استت گرافیکاز نرم افزار  نیترازپام و میدازولام

آزمایش  12،  تکرار یکفاکتور مورد بررسی و همچنین  6ها هنگامی که استفاده شد. تعداد آزمایش

 حجم ، حجم حلال استخراج کننده، اثرpHکه شامل  ی اصلیهاایش برای فاکتورآزم طراحیباشد. می

نتایج و زمان استخراج هستند، در دو سطح انجام شدند. اثر نمک  ،(Tween 80و  SDS) تانتسورفک

 ( آورده شده است.5-2در جدول ) حاصل

 

                                                
1  Statgraphics 05 

 (-سطح پایین) سطح بالا)+( نشانه فاکتور
pH A 0/11 0/6 

 B 0/75 0/15 (Lµکننده)حجم حلال استخراج

 SDS (Lµ) C 0/200 0/10حجم 

 Tween 80 (Lµ) D 0/70 0/1حجم 

 E 20 1 زمان استخراج)دقیقه(

 F 5/1 05/0 حجمی(-اثر نمک)درصد وزنی
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 و یترازپامن یریگو اندازه یظتغل یشپدر سخ پا برای فاکتور 6 با آمده دست به یج(: طرح پلاکت برمن و نتا5-2جدول )

 یدازولامم

MER 
 درصد بازیابی

 میدازولام

 درصد بازیابی

 نیترازپام
F E D C B A ردیف 

461/0 69 67 + - + + - + 1 

106/0 33 32 - + + - + + 2 

074/0 28 27 + - + + + - 3 

030/0 18 17 - + - + + - 4 

060/0 24 25 - - + - + + 5 

691/0 83 83 + + - - - + 6 

055/0 24 23 + - - - + - 7 

413/0 65 64 - - - + - + 8 

184/0 44 41 - - - - - - 9 

149/0 37 40 - + + + - - 10 

144/0 39 37 + + + - - - 11 

157/0 38 41 + - - + + + 12 

 

مربوط لیل قرار گرفت. نتایج یه و تح، مورد تجزی حاصلهاهای طراحی شده، دادهپس از انجام آزمایش

 ( آورده شده است.6-2در جدول ) به ضرایب به دست آمده

گیری همزمان نیترازپام و تغلیظ و اندازهبرای پیش برمن -پلاکت طراحیحاصل از  یب(: جدول ضرا6-2جدول )

 میدازولام

 1خطای استاندارد ضریب ضریب فاکتور

 0164/0 2258/0 ثابت

A 1849/0 0328/0 

B 2845/0- 0328/0 

C 0234/0- 0328/0 

D 0729/0- 0328/0 

E 0344/0 0328/0 

F 1290/0 0328/0 

                                                
1 Standard error coefficient  
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 شود:یمحاسبه م (4-2)اثر هر فاکتور از رابطه 

Ex =
∑ Y(+1)−ΣY(−1)

N

2

                                                                                         (2-4)  

∑. استشده  گیریپاسخ اندازه Yو xاثر فاکتور  xEرابطه  ینا در Y(+1)  و∑ Y(-1) مجموع  یبترتبه

. [83] شده است یطراح هاییشتعداد آزما Nهستند و  -1سطح  یا+ 1در سطح  xفاکتور  هایپاسخ

 شیپاسخ افزا داربه بالا مق ییناز پا یرمتغ یکسطح  یشکه با افزا دهدیمقدار مثبت هر اثر نشان م

الا مقدار به ب ییناز پا یرمتغ یکسطح  یشاثر نشان دهنده آن است که با افزا یک یو مقدار منف یابدیم

 .[77]یابد یپاسخ کاهش م

 :آیدیدست ماثر آن بر دو به یماز تقس یرهر متغ یبضر مقدار

(2-5)                                                           Coefficient= Effect/2 

 یونگرسر یبهر ضر برای همچنین. دهدیرا با تابع پاسخ نشان م هایراثرات متغ یوابستگ یب،ضرا یبزرگ

 نیدقت مدل را در تخم توانیبا استفاده از آن م که شودیم گیریاندازه یستانداردبرآورد شده، انحراف ا

 بیاستاندارد ضر یبالاتر است. خطا تخمین دقت نشانه تراستاندارد کوچک ی. خطایدسنج یبضر

معناست که اگر  ه اینهمچنین عبارت ثابت در جدول ضرایب رگرسیون ب .مثبت است یمقدار یشههم

سخ صفر باشند، این مقدار ثابت باید نشان دهنده پاسخ مورد بررسی باشد. به عبارت دیگر همه ضرایب پا

 باشد.برآورد میانگین جمعیت در مقادیر مرجع و یا صفر می

استفاده شده  tکه در آن از آزمون شود استفاده می فاکتورها برای تعیین اهمیت اثراتاز نمودار پارتو، 

باشد. مقدار عددی این خط بحرانی جدول می tمبنا وجود دارد که همان است. در این نمودار یک خط 

اینکه درجه با توجه به شود. محاسبه می tاز جدول  %95مبنا براساس درجه آزادی در سطح اطمینان 

هایی فاکتورباشد. می 796/1برابر با  %95بحرانی در سطح اطمینان  t می باشد، 11آزادی در این مطالعه 

باشند. می %95اند دارای اثر معنادار در سطح اطمینان آنها سمت راست خط مبنا قرار گرفته tار که مقد
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( نشان داده شده است. 7-2برمن در شکل )-فاکتور مورد بررسی در طرح پلاکت ششنمودار پارتو برای 

ه عنوان ، حجم حلال استخراج و اثر نمک بpHشود متغیرهای ( مشاهده می8-2) همانطورکه در شکل

و اثر نمک دارای اثر مثبت و عامل حجم حلال  pHهای مهم شناسایی شدند که دو فاکتور فاکتور

  باشد.استخراج دارای اثر منفی می

 آید:( به دست می6-2تعداد درجات آزادی نیز از رابطه )

ها در طرح(تعداد کل آزمایش = درجه آزادی  - (1 -هاهمکنشتعداد کل بر                 (2-6)   

 

 گیری نیترازپام و میدازولامپیش تغلیظ و اندازه برای طراحی پلاکت برمن در(: نمودار پارتو 8-2شکل)
=1.796)critical(t 

 

، طرحی است که در آن  توضیح داده شده است طراحی پلاکت برمن 5-10-1همانطور که در قسمت 

صفر در نظر  هاکنشبر هم(، تعداد کل 6-2بطه )شود بنابراین در راها صرفنظر میاز کلیه بر هم کنش

 شود.گرفته می

های رگرسیون و همچنین در محاسبه فواصل برای آزمون Fو tهای ی آمارهاز آنجایی که در محاسبه

 روی تواندمی نرمال توزیع های بزرگ ازنحرافا ،کنیماطمینان، از فرض نرمال بودن خطاها استفاده می

یک روش ساده برای بررسی فرض نرمال بودن  .بگذارد تاثیر زیادی آمده به دست یجنتا اعتبار و صحت
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زیرا این نمودار الگوی تقریبا خطی سازگار با توزیع نرمال  ،ها استمانده باقی رسم نمودار احتمال نرمال

ط راست قرار ها دارای توزیع نرمال باشند، عموماً نقاط باید روی یک خباقی مانده دهد و اگررا نشان می

گیرند و در صورتی که نقاط از خط راست منحرف شده باشند ممکن است فرض نرمال بودن معتبر 

توان برای تعیین نرمال را می 1دارلینگ-های برازش مانند آماره اندرسننباشد. نمودار احتمال وآزمون

ها از ورد نظر کمتر باشد دادهی مα ها به کار برد، در صورتی که مقدار احتمال از سطح مانده بودن باقی

 [.86کنند ]توزیع نرمال پیروی نمی

فرض نرمال بودن  یبرا یدیروش مفنشان داده شده است،  (9-2)که در شکل  نمودار احتمال نرمال

نقاط  ین. هر چه اباشدیم یرنمودار هر نقطه نشان دهنده اثر هر متغ ینا در .شودیمشاهدات محسوب م

 یشترب نیز هاآن یتاهم یزانهستند و م یاثر بزرگتر یداشته باشند دارا یشتریب از خط مبنا فاصله

 ی. انحرافات اساسیرندخط راست قرار گ یک یرو یدنرمال باشد، آنگاه نقاط با هایماندهباق یعاگر توز است.

 . [86]. یستنرمال ن یعدارد که توز یناشاره بر ا یماز خط مستق

 گیری نیترازپام و میدازولامبر پیش تغلیظ و اندازه در طراحی پلاکت برمننرمال  (: نمودار احتمال9-2شکل)

 

 

                                                
1 Anderson-Darling 
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غلیظ تبرای پیش روش طراحی باکس بنکنهای موثر بهفاکتور شرایط بهینه تعیین 2-4-7-3

 گیری همزمان نیترازپام و میدازولامو اندازه

، حجم pHت قبل، سه فاکتور در قسم با توجه به نتایج به دست آمده از طراحی پلاکت برمن

گیری شده برای بر میزان پاسخ اندازه ثرومهای ترین فاکتورعنوان مهمحلال استخراج و اثر نمک به

ا از هتعیین شدند. در این قسمت برای تعیین مقادیر بهینه هر کدام از این فاکتورنیترازپام و میدازولام 

ها در بیش از دو مطالعه هر یک از فاکتور ین طراحی،تفاده شد. در ابنکن اس-سازی باکسروش بهینه

برمن در سه سطح بالا، میانی و -پلاکت به دست آمده از طراحی ثرومهای و فاکتور می باشدسطح لازم 

 گیرند. پایین مورد بررسی قرار می

ایر شود، سبنکن انجام می -باکس طراحیهایی که بر اساس که در تمام آزمایش لازم به ذکر است 

نشان دهنده سطح  -1+ نشان دهنده سطح بالا و 1شان )های غیرموثر با توجه به علامت اثرفاکتور

های انجام شده مدت زمان بنابراین در آزمایش .مانند، ثابت باقی میطراحی پلاکت برمنپایین( در 

سایر  .شددر نظر گرفته  L µ 0/1نیز Tween 80و حجم  SDS،µL  0/10دقیقه، حجم  20استخراج 

بیان شده است،  3-2دست آمده از روش یک متغیر در یک زمان که در جدول ها مطابق نتایج بهمتراپار

مورد بررسی در طراحی باکس بنکن، همانند سطوح تعریف های فاکتوربالا و پایین سطوح  بوده است.

ر سه نکن فاکتورها دب-سبا این تفاوت که در طراحی باک ،شده برای طراحی پلاکت برمن انتخاب گردید

  .شوندسطح بررسی می

نقطه مرکزی مورد  3کتور در یک بلوک و با فا 3 کههنگامی بنکن، -باکساحی ها در طرتعداد آزمایش

مورد  طراحی( 7-2باشد. در جدول )آزمایش می 15برابر با  (12-1مطابق معادله ) ،بررسی قرار گیرد



63 

 

-در آزمایش 2و باقیمانده 1ینی شدهبو همچنین مقدار پیش ERMصورت هب های ثبت شدهنظر و سیگنال

 .بنکن آمده است -باکس طراحیهای انجام شده مطابق با 

 گیری نیترازپام و میدازولامفاکتور و سه نقطه مرکزی برای اندازه 3بنکن با  -(: طرح باکس7-2جدول )

Residual 
Predicted 

MER 
MER 

درصد 

 بازیابی

 میدازولام

 زیابیدرصد با

 نیترازپام

درصد 

 نمک

حجم 

حلال 

 استخراج
pH ردیف 

041/0 389/0 430/0 68 64 0 - *- 1 

013/0 865/0 879/0 96 91 0 0 0 2 

033/0- 658/0 625/0 81 77 0 + + 3 

189/0 716/0 906/0 97 93 + - 0 4 

223/0- 643/0 421/0 68 62 + 0 + 5 

073/0- 866/0 792/0 91 87 0 0 0 6 

122/0- 548/0 425/0 68 62 0 - + 7 

189/0- 199/0 010/0 15 8 0 + - 8 

007/0 196/0 203/0 47 43 - + 0 9 

088/0- 526/0 438/0 68 64 + + 0 10 

026/0 154/0 181/0 45 40 - 0 - 11 

122/0 485/0 607/0 79 76 + 0 - 12 

108/0- 385/0 278/0 56 49 - - 0 13 

075/0 313/0 388/0 63 61 - 0 + 14 

060/0 866/0 926/0 96 95 0 0 0 15 
 :سطح بالا+*

 : سطح پایین-

 : سطح میانی 0

 

های داده شده در مدل که های آماری مربوط به فاکتور( ضرایب رگرسیون و سایر پارامتر8-2جدول )

 یبر خطا یبضر یمبا تقس t مقداردهد. باشد را نشان میها میهای آنها و بر هم کنششامل خود فاکتور

 ،یفرض آمار یک. دهدر بودن اختلاف ضریب از صفر را نشان میمعنی داکه  شودیاستاندارد محاسبه م

 .کندیم یانمدل ب یک هایپارامتر یااحتمال  یعتوز یک هایرا در مورد پارامتر یا یهنظر یاجمله  یک

                                                
1 Predicted MER 
2  Residual 
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 کندیم یانب شود،ینشان داده م 0Hصفر که با  یهباشند: فرضیم یهفرض شامل دو نوع فرض هایآزمون

 یصفر بررس یهفرض یدرست هایآزموندر  وجود ندارد که معمولاً یسهمورد مقا هاییتکم یناختلاف ب

 یکسان یتدو کم کندیم یاناست که ب یا یهفرض شود،ینشان داده م 1Hمتقابل که با  یه. فرضشودیم

 یاو  یرشپذ 0Hفرض  یتمحاسبه و در نها یاست آماره مناسب یازفرض ن یکمنظور آزمون . بهیستندن

 یینرا تع شودیم 0Hر آماره آزمون که منجر به رد یاز مقاد یروش، مجموعه ا یناز ا یود. در بخشرد ش

 ی. معمولا آماره آزمون، زماننامندیرد آزمون م یهناح یا یبحران یهرا ناح یرمجموعه از مقاد ین. اکنیمیم

 یآزمون فرض را بر مبنا یابیرزا یآمار هاینرم افزار یه. کلشودیم یمعنادار تلق شودیرد م 0Hکه فرض 

سطح معنادار که  ترینعنوان کوچکبه توانیرا م P مقدار. اندقرار داده P-valueتحت عنوان  یاریمع

 یمساو یا( بزرگتر αنوع اول ) یاز احتمال خطا Pنمود. اگر مقدار  یفتعر شود،یم 0Hمنجر به رد فرض 

 P. در صورت معلوم بودن مقدار کنیمیرا رد م 0Hفرض  ینصورتا یر. در غپذیریممی را 0Hباشد فرض 

همانطور که قبلا اشاره شد  کند. یینمعنادار بودن داده را تع یزانقادر خواهد بود تا م یرندهگ یمتصم

 95اطمینان  سطح با متناظر و است دارمعنی (α=05/0در سطح ) 05/0کوچکتر از  Pضرایب با ارزش 

، حجم حلال استخراج و مقدار درصد نمک pHنابراین برهمکنش دوتایی . بآزمون است این برای درصد

دلیل دارا ها بهکنشهمباشند و سایر برطور آماری معنی دار میبوده و به 05/0کمتر از  Pدارای مقدار 

زیابی اهمانگونه که از نتایج مشاهده شده است، بالاترین درصد ب معنی دار نیستند. 05/0بالاتر از  Pبودن 

و با حجم پایین از حلال استخراج و درصد بالای نمک به دست آمده است. با توجه  pHدر سطح میانی 

دلیل تشکیل پیوند هیدروژنی، عدم توازن در توزیع بار های قلیایی بهبه ساختار این ترکیبات در محیط

ابد ید و میزان استخراج کاهش میشود و بنابراین این ترکیبات امکان ورود به فاز آلی را ندارنایجاد می

های پایین هم احتمال پروتونه شدن ترکیب وجود دارد، در نتیجه یون pH[. از طرف دیگر در 8و  6]

ر طرح ها دشود. بنابراین با در نظر گرفتن بر هم کنششود که منجر به کاهش استخراج میتشکیل می

همچنین با در نظر گرفتن بر هم کنش میان  بهینه انتخاب شد. pHبه عنوان  =88/7pHباکس بنکن 

، با توجه به ثابت بودن µL  0/30ها در طرح باکس بنکن، با افزایش حجم حلال استخراج تا حدودفاکتور
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نال یابد و بنابراین سیگحجم فازآبی، امکان تماس دو فاز بیشتر شده و لذا راندمان استخراج افزایش می

حلال  ،µL 0/30از های بالاتر یابند. اما درحجمه تدریج افزایش میای و درصد بازیابی نیز بتجزیه

. اثر افزودن نمک را یابدسیگنال کاهش میحجم و درنتیجه کاهش غلظت،  استخراج به دلیل افزایش

و دیگری اثر  salting-outعنوان نتیجه دو اثر رقابتی بزرگ در نظر گرفت که یکی تاثیر توان بهمی

ها در فاز آبی را کاهش داده تواند حلالیت آنالیتمی salting-outباشد، اثر [ می87ه ]مقاومت ویسکوزیت

ها از فاز آبی به فاز آلی و در نتیجه بهبود بازده استخراج شود. با این حال، و باعث افزایش انتقال آنالیت

ه کاهش افته و منجر بدرغلظت بالاتر نمک، در محلول نمونه ویسکوزیته وچگالی محلول آبی نیز افزایش ی

بنابراین استفاده از مقدار  .شودکارایی فرایند انتقال جرم و در نتیجه کاهش در بازده استخراج روش می

 گردد.( سبب افزایش راندمان استخراج می36/1% بهینه اثر نمک )

و  نیترازپام گیریندازهو ا یظتغل یشپاسخ پ یطرح باکس بنکن انجام شده برا یبرا یآمار ی(: پارامترها8-2جدول )

 میدازولام

 t P خطای استاندارد ضریب ضریب عبارت

 000025/0 43/11 0757/0 8797/0 ثابت

A 0789/0 0464/0 70/1 150/0 

B 0954/0- 0464/0 06/2- 096/0 

F 1652/0 0464/0 56/3 016/0 

AA 2751/0- 0683/0 03/4- 010/0 

BB 2181/0- 0683/0 19/3- 024/0 

FF 1913/0- 0683/0 80/2- 038/0 

AB 1550/0 0656/0 36/2 065/0 
AF 0983/0- 0656/0 50/1- 194/0 
BF 0983/0- 0656/0 50/1- 194/0 

 

 گیری همزمان نیترازپام و میدازولامتغلیظ و اندازهبرای پیش ارزیابی مدل 2-4-7-4
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های مختلفی از یک جمعیت را نهبینی نموتوانایی پیش آمده، دستبهمدل  برای اطمینان از اینکه

 داراست، باید مدل را ارزیابی کرد. لازم به ذکر است که در ارزیابی مدل فرضیات زیر باید محقق شود

[88]. 

 .پاسخ به دست آمده به خوبی با مدل توضیح داده شود 

 .داده پرت وجود نداشته باشد 

 ها نرمال باشد.ماندهتوزیع باقی 

 شد.رات خطاها مستقل بایتغی 

 .واریانس ثابت باشد 

اده ها استفماندهآمده از روش تحلیل واریانس و بررسی باقی به دستبرای ارزیابی مدل در این پژوهش، 

های کمی صحت نتایج ارائه شده توسط مدل مورد سنجش ها از طریق شاخصگردید که در این ارزیابی

 گیرند.قرار می

 گردد. استفاده می 2و ضریب تعیین تعدیل شده 1ضریب تعیین همچنین برای ارزیابی مدل ارائه شده، از

-ضریب تعیین بیانگرنسبت مجموع مربعات رگرسیون به مجموع مربعات کل که شامل رگرسیون و باقی

تواند بین صفر و یک متغیر باشد که نزدیکی آن به یک بیانگر برازش بهتر می 2Rباشد و مانده است، می

 اشد. بها توسط مدل میداده

 :ط به ضریب تعیین به صورت زیر استرابطه ریاضی مربو

(2-7 )                                                

                    

                                                
1 Determinaton coefficient 
2 Adjusted R squard  

total

model

modelResidual

Residual2
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SS

SSSS
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مجموع  totalSSمجموع مربعات مدل و  modelSSمجموع مربعات باقی مانده،  ResidualSSطه که در این راب 

 شوند:از رابطه زیر محاسبه می modelSSو ResidualSS باشد.مربعات کل می

𝑆𝑆𝑟𝑒𝑠𝑖𝑜𝑑𝑢𝑎𝑙 =  ∑ (𝑦𝑖 − 𝑓(𝑥𝑖))2𝑛
𝑖=1                                                                                       (2-8)  

𝑆𝑆𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙 =  ∑ (𝑦̂𝑖 − 𝑦̅𝑛
𝑖=0  )2                                                                                                  (2-9)  

مقدار پیش تابع  𝑓(𝑥𝑖)ام متغیر اصلی، iمقدار  𝑥𝑖ام متغیر پیش بینی شده، iمقدار  𝑦𝑖در این روابط، 

مجموع  SStotalهمچنین مقدار باشد. می امین پاسخ براورد شدهiعنوان هنیز ب 𝑦̂𝑖است.  𝑦𝑖بینی شده 

SSresiodual  وSSmodel باشد.می 

باشد درصد می 14/92میدازولام نیترازپام و  گیری همزمان( برای پاسخ اندازه2Rمقدار ضریب تعیین )

تواند توسط متغیر مستقل توضیح داده درصد تغییرات در متغیر وابسته می 14/92دهد که نشان می

های مختلف با تعداد ارزیابی و مقایسه مدل برایاست که  پارامتریضریب تعیین تعدیل شده  شود.

)ضریب تعیین( تعداد پارامترهای  2Rیی که اما از آنجا .شودمتفاوت متغیر پیش بینی شده استفاده می

را  Rشود که سعی دارد مربع تعدیل شده محاسبه می 2Rمقدار  آورد،موجود در مدل را به حساب نمی

بدین منظور از ضریب  . لذاتصحیح نماید تا بیشترین میزان انطباق مدل را در جمعیت انعکاس دهد

 [.89شود ]مدل برتر استفاده می تعیین تعدیل شده طبق رابطه زیر برای انتخاب

 

(2-10       )       

درجه آزادی  باشد.درجه آزادی مدل می modelD.Fدرجه آزادی باقی مانده و  ResidualD.Fکه در این رابطه 

اشد. همچنین درجه آزادی باقیمانده، برابر با اختلاف درجه بمدل، برابر با تعداد ضرایب منهای یک می

 % 4/78)که مقدار آن برابر با تعدیل شده  2R، مقدار 2Rبرخلاف  آزادی کل و درجه آزادی مدل است.

  ممکن است با اضافه شدن پارامتر کوچکتر شود. باشد(می
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 یانسوار تحلیل 2-4-7-4-1

یری گتغلیظ و اندازهاضی برای پاسخ مربوط به پیشریبا در نظر گرفتن عوامل اصلی، مدل  

( پیشنهاد شده است. برای بررسی صحت مدل ارائه شده به 11-2طبق معادله ) میدازولامو  نیترازپام

 ( نشان داده شده است.9-2صورت معادله درجه دوم، تحلیل واریانس انجام شد که نتایج در جدول )

، AA ،BB ،ABم حلال استخراج، اثر نمک، برهمکنش ، حجpHهمانطور که مشخص است عبارات 

AF، BF وFF  دارای مقدارP  و نقش مهمی بر روی  بوده و از نظر آماری معنی دار هستند 05/0کمتر از

 . تعیین مقدار بهینه دارند

(2-11) 

     ER = 0.8797 + 0.0789A − 0.0954B + 0.1652F − 0.2751A2 − 0.2181 𝐵2 −  0.1913𝐹2 +

0.1550AB − 0.0983AF − 0.0983BF 

 ازولامیدو م یترازپامهمزمان ن گیریو اندازه یظتغل یشمربوط به پ یشنهادیمدل پ یبرا یانسوار یل(: تحل9-2جدول )

F مجموع مربعات میانگین درجه آزادی مجموع مربعات منبع آماره    P مقدار   

A 04977/0  1 04977/0  66/15  0167/0  

B 07277/0  1 07277/0  45/50  1002/0  

F 21846/0  1 21846/0  35/134  0003/0  

AA 2794/0  1 2794/0  76/23  0004/0  

AB 09610/0  1 09610/0  14/43  0028/0  

AF 0361/0  1 0361/0  63/33  0044/0  

BB 1756/0  1 1756/0  81/98  0006/0  

BF 0386/0  1 0386/0  96/13  0202/0  

FF 1352/0  1 1352/0  79/55  0017/0  

Lack of fit 0768/0  3 0256/0  77/2  1677/0  

Pure error 0092/0  2 0046/0    

Total error 1148/1  14    
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اسخ پ متغیر و هافاکتور ینصورت مناسب رابطه بکه نتواند به دهدینشان م 1عدم برازش یک مدل زمانی

 ایدب کند برازش را هاتواند دادهیم یحصورت صحکرد مدل به یینبتوان تع ینکها یرا نشان دهد. برا

 را هاداده خوبیگرفت مدل به هیجنت توانیباشد م 05/0از کمتر  pتوجه کرد. اگر مقدار  pمقدار به

 یشتردست آمده مربوط به عدم برازش مدل ببه pحاصل شده، مقدار  یج. با توجه به نتاکندنمی برازش

 وجود دارد. یتطابق خوب یتجرب هایمدل و داده ینب دهدیکه نشان م (P=1677/0باشد )یم 05/0از 

دار بودن آماری در تحلیل رگرسیون ساده و چند مون معنییا آزمون فیشر در واقع آز Fآزمون  همچنین

( MSEها )( به میانگین مربعات باقیماندهMSR) 2متغیره است و برابر با نسبت میانگین مربعات رگرسیون

 باشد:می (12-2معادله )است. بیان ریاضی آن به صورت 

 (2-12) 

 

𝐷. 𝐹 𝑚 درجه آزادی مدل، 𝑝 مدل تعداد متغیرهای مستقل،  𝑛 تعداد کل ترکیبات مربوط به مدل )تعداد

.𝐷ها( و کل آزمایش 𝐹 𝑟𝑒𝑠 ها است. نیز درجه آزادی باقیماندهSSE  و 𝑆𝑆𝑅  ( 2( و )8-2نیز در روابط-

 Fمیانگین مربع فاکتور به باقی مانده بیشتر باشد، مقدار نسبت ( توضیح داده شدند. هر چه مقدار 9

ها مربوط به اثرات مربع پارامتر F( مقدار 9-2دست آمده در جدول )که با توجه به مقادیر به است بیشتر

میانگین  مقدار ها بر پاسخ بیشتر است.بیشتر و درنتیجه تاثیر آن فاکتور میدازولامو  نیترازپامبرای 

بر درجه آزادی  Adj SS 4مجموع مربعات تعدیل شده از تقسیم نیز Adj MS 3ل شدهمربعات تعدی

 رود.می کاربه Fآید که در محاسبه آماره دست میبه

 

                                                
1 Lack-of-fit 
2 Mean square regression 
3 Adjusted mean squares  
4 Adjusted sum of squares 

𝐹 =
𝑀𝑆𝑅

𝑀𝑆𝐸
=

𝑆𝑆𝑅 𝐷. 𝐹 𝑚⁄

𝑆𝑆𝐸 𝐷. 𝐹 𝑟𝑒𝑠⁄
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 1هانمودار احتمال نرمال باقی مانده 2-4-7-4-2

ه شده ( نشان داد10-2بودن این توزیع در شکل )ها و بررسی نرمالماندهنمودار مربوط به توزیع باقی 

که مقدار پاسخ پیش بینی شده توسط طراحی در مقابل مقدار باقیمانده )که تفاوت میان مقدار  است

ها همانددهد توزیع باقینشان می باشد( رسم شده است. این شکلواقعی و مقدار پیش بینی شده می

 .نرمال است

 بنکن -نیترازپام و میدازولام در طراحی باکسگیری ها برای پیش تغلیظ و اندازهمانده(: نمودار باقی10-2شکل)

 

 2ها در مقابل مقادیر برازش شدهماندهنمودار باقی 2-4-7-4-3

نمایشگر یک الگوی تصادفی باقی در مقابل مقادیر برازش شده متناظر  هامانده باقی رسم نمودار

ط خ ر بایستی نسبت به. اگر مدل برازش شده مناسب باشد این نموداها در طرفین خط صفر استمانده

 [.90]اکنده شده باشندبه طور یکنواخت پر تقریبا باقی مانده صفر متقارن بوده و نقاط حول این خط

تر از سایر نقاط واقع شود، ای دوردهد. اگر نقطهت بودن واریانس خطاها را نشان میاین وضعیت ثاب

                                                
1 Normal probability of plot  
2 Residuals versus fits 
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لگوی قابل تشخیصی در نمودار ممکن است آن نقطه، نقطه پرت باشد و همچنین ممکن است هیچ ا

 ها پیدا نشود. موارد زیر مشخص کننده خطای غیر تصادفی هستند: باقی مانده

 یکسری از نقاط صعودی یا نزولی 

 ها منفی باشندها مثبت یا اکثر آناکثر داده 

 های افزایشیوجود الگویی مانند باقی مانده های افزایشی با برازش 

ها نباید ساختار خاصی از خود نشان دهند. فروضات برقرار باشد، باقیماندهبنابراین اگر مدل صحیح و م

(، پراکندگی 11-2حاصل از طرح )شکل در مقابل مقادیر برازش شده هاماندهبا توجه به نمودارهای باقی

 و خطای غیر تصادفی وجود ندارد. در دو طرف خط صفر تقریبا یکسان است

 

نیترازپام و میدازولام در طراحی گیری برای پیش تغلیظ و اندازه برازش مقدار مقابل در ماندهیباق نمودار(: 11-2شکل )

 بنکن -باکس

 

 های رویه پاسخمنحنی 2-4-7-4-4

ید. این آ به دستوسیله منحنی رویه پاسخ هتواند ببینی شده میتجسم فضایی معادله پیش

یا تعداد بیشتری متغیر  3بنابراین اگر  است. ی( بعدn+1بعدی در فضای ) nنمایش گرافیگی، یک سطح 

وجود داشته باشد، تنها اگر یک یا تعداد بیشتری از متغیرها ثابت نگه داشته شوند، رسم منحنی پاسخ 
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و  نیترازپام همزمان گیریها را برای اندازهاین منحنی ، الف، ب و ج(12-2) . شکلامکان پذیر است

  دهند.نشان می میدازولام

 

گیری همزمان نیترازپام برای اندازه pH (A)در مقابل  (B) منحنی سطح رویه حجم حلال استخراج الف(: 12-2شکل )

 )، گیری همزمان نیترازپام و میدازولامهبرای انداز pH (A)در مقابل  (F)منحنی سطح رویه اثر نمک ب(: ) و میدازولام

گیری همزمان نیترازپام و برای اندازه (B) ل استخراجدر مقابل حجم حلا(F) که برای اثر نممنحنی سطح رویج(: 

 میدازولام

 Lµ 0/30( الف دیده شده است، با افزایش حجم حلال استخراج تا حدود 12-2همانطور که در شکل )

وجه شود. بنابراین با تهای بالاتر کاهش درصد بازیابی دیده میافزایش درصد بازیابی را داریم اما در حجم

-2) عنوان مقدار بهینه انتخاب گردید. در شکلبه Lµ 1/29های موجود حجم استخراج به برهمکنش

درصد، افزایش سیگنال تجزیه ای را داشتیم و بنابراین مقدار  36/1( ب، با افزایش مقدار نمک تا 12

ط یبا توجه به مدل ریاضی پیشنهادی و منحنی رویه پاسخ، شراعنوان مقدار بهینه انتخاب شد. به %36/1

جدول  محاسبه و نتایج آن در statistica 12افزار با استفاده از نرمنیترازپام و میدازولام گیری بهینه اندازه

صورت یک متغیر در زمان بهینه هها، ب( گزارش شده است. لازم به ذکر است که تعدادی از فاکتور2-10)

 ، نوع بافر، حجم بافر، زمان سانتریفیوژتوان به نوع حلال استخراج کننده، نوع سورفکتانتشدند که می
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ترکیب دو سورفکتانت می تواند سبب افزایش پراکنش همچنین استفاده از و حجم محلول اشاره نمود. 

مقایسه نتایج حاصل از روش یک متغیر در زمان و طراحی آزمایش گردد. حلال استخراج در حلال آبی 

، بنکن -روش طراحی آزمایش با استفاده از مدل باکس دست آمده ازبهدهد که شرایط بهینه نشان می

کنش بین متوان بر هتا حدودی با روش یک متغیر در زمان تفاوت دارد. علت این تفاوت را نیز می

قایسه ایج مربوط به منسبت داد. نتنیترازپام و میدازولام گیری تغلیظ و اندازههای موثر برپیشفاکتور

ر در زمان و روش طراحی آزمایش و همچنین شرایط بهینه نهایی برای سازی یک متغیشرایط بهینه

 ( آورده شده است.11-2( و )10-2های )گیری همزمان نیترازپام و میدازولام در جدولاندازه

گیری تغلیظ و اندازهبرای پیش یشآزما یدر زمان و طراح یرمتغ یک سازیینهبه یطشرا یسه(: مقا10-2جدول )

 پام و میدازولامهمزمان نیتراز

 فاکتور
مقادیر بهینه با روش 

 یک متغیر در زمان

مقادیر بهینه با روش 

 طراحی آزمایش

pH 

 (µL) کنندهحجم حلال استخراج

 SDS(µL) حجم 

 Tween 80 (µL)حجم 

 زمان استخراج

 اثر نمک )قدرت یونی(

00/8 

0/30 

0/10 

0/1 

 دقیقه15

5/1% 

88/7 

1/29 

0/10 

0/1 

 دقیقه 20

36/1% 

 میانگین سطح زیر پیک

 درصد بازیابی

0/1640 

0/82 

03/1853 

6/92 
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 یدازولامو م یترازپامن گیریاندازه یبرا یستمس یینها ینهبه یط(: شرا11-2جدول)

 فاکتور مقدار بهینه

88/7 pH 

 کنندهنوع حلال استخراج آندکانول-1

 (µL)کنندهحجم حلال استخراج  1/29

 (mL)  حجم محلول  0/10

SDS وTween 80 نوع سورفکتانت 

 (µg L-1)غلظت سورفکتانت   0/25

 SDS(µL)حجم   0/10

 Tween 80(µL)حجم   0/1

 زمان استخراج دقیقه 0/20

 اثر نمک )قدرت یونی( %36/1   

 نوع بافر فسفاتی

 (mL)حجم بافر  0/1

 زمان سانتریفیوژ دقیقه 0/10

 

 1تابع مطلوبیت 2-4-7-4-5

سازی فرایند برای بهینه 2دیزاین اکسپرتل مقدار پیش بینی شده و مطلوبیت در نرم افزار پروفای

مطلوبیت ویژه که معیاری است از نزدیکی مقادیر برازش شده )در شرایط بهینه استفاده شده است. 

کند که چگونه تغییر شرایط موجب بهینه سازی یک پاسخ پارامترها( به مقدار مطلوب، مشخص می

توان تشخیص داد که چگونه تغییرات اعمال شده شود. در حالیکه، به کمک مطلوبیت مرکب میمی

به برای هر متغیر وابسته  DFشامل تعیین  تابع مطلوبیتشود. منجر به بهینه سازی چند پاسخ می

                                                
1 Desirability function (DF) 
2 Design expert 07 
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تایج . با توجه به ن(13-2)شکل  گردیدرسم  یکتا  یین مقدار پیش بینی شده در گستره صفرتع وسیله

برای حداکثر  یکمطلوبیت  ،که از نتایج به دست آمده است MERمقدار   و بالاترینطراحی باکس بنکن 

مقادیر بهینه هر برای حالت حدواسط بیان شده است.  5/0برای حداقل پاسخ و  صفرپاسخ و مطلوبیت 

نشان  12-2 آن در شکل مطلوبیت درجهفاکتور مهم که از طراحی باکس بنکن به دست آمده است و 

 داده شده است. 

 

گیری همزمان نیترازپام و طراحی باکس بنکن در اندازه فاکتورهای موثر در پروفایل مطلوبیت برای (:13-2)شکل 

 میدازولام

دهد که چگونه تغییرات در سطح هر متغیر، پاسخ و همچنین طور اجمالی نشان میاین تصاویر به

 MER 925/0و  997/0دهد. براساس این محاسبات و درجه مطلوبیت ها را تغییر میمطلوبیت کلی پاسخ

 ، شرایط بهینه مطلوب به دست آمد.

گیری همزمان تغلیظ و اندازهبرای پیش تغلیظرسم منحنی کالیبراسیون پیش 2-4-8

 نیترازپام و میدازولام

 تفاوت ازهای مهای نمونه با غلظتتغلیظ، محلولمنظور رسم منحنی کالیبراسیون پیشبه

لوله  یک بهدین منظور، هب نیترازپام و میدازولام تهیه شد و در شرایط بهینه مورد بررسی قرار گرفت.
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-mg L 0/8- 1در گستره غلظتی استاندارد میدازولام های مختلفی از نمونه نیترازپام وآزمایش حجم

0005/0،mL  0/1  ،وزنی حجمی از محلول  36/1%محلول بافرNaCl (g 0136/0  نمک در حجم

mL0/1 )وLµ 1/29 1-آندکانول به عنوان حلال استخراج و همچنینL µ 0/10  از محلولSDS   و

Lµ0/1  از محلول Tween 80 1با غلظت-mg L 25 به محلول نمونه اضافه  عامل پخش کنندهعنوان به

  KHzفراصوتنس در حمام فراصوت با فرکا پس از آن، لوله آزمایش. رسید mL  0/10و به حجم نهایی

پراکنده  آندکانول-1درجه سانتی گراد قرار داده شد تا یک محلول ابری از قطرات بسیار ریز  25در  60

ها در قطرات ریز حلال آلی استخراج شدند. سپس این مرحله آنالیتدر   .شوددرمحلول آبی تشکیل 

وژ و قطرات حلال آلی )با توجه دقیقه سانتریفی 10دور در دقیقه به مدت  3500محلول نمونه با سرعت 

ن که نسبت به آب کمتر است( در بالای لوله آزمایش به صورت شناور تشکیل شد. پس از آبه چگالی 

سپس قطره  .آن، لوله آزمایش در حمام یخ قرار داده شد تا حلال آلی شناور به صورت قطره جامد درآید

کی کوچک منتقل گردید که در دمای آلی منجمد شده به یک ویال مخروطی توسط یک قاشق پزش

 تزریق شد.  HPLCبه دستگاه توسط سرنگ هامیلتون از آن  µL0/5اتاق ذوب شده و سپس 

منحنی کالیبراسیون پیش تغلیظ دارای دامنه خطی در محدوده غلظتی  12-2براساس نتایج جدول 

1-mg L 0005/0  2= 9995/0با ضریب تعیین  5/6تاR نه خطی در محدوده غلظتی برای نیترازپام و دام

1-mg L 0008/0  2= 9996/0با ضریب تعیین  5/5تاR  برای میدازولام به دست آمد. معادله بهترین خط

( و 13-2برای وابستگی سیگنال به غلظت مربوط به استخراج نیترازپام و میدازولام به صورت روابط )

 باشد.( می2-14)
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 یترازپام و میدازولامن پیش تغلیظ یبراسیونکال ینمربوط به منح های(: داده12-2جدول)

 

Y= 3704/4 CNIT +  3/10                                                                           ) 13-2(   

Y= 4121/7 CMID + 8/3                                                                              (14-2) 

گیری همزمان نیترازپام و تغلیظ و اندازهبرای پیش های مزاحمبررسی اثر گونه 2-4-9

 میدازولام

 ایسیگنال تجزیه

 )سطح زیر منحنی(

(mV.S) 

 میدازولامغلظت 

(1-mg L ) 

 ایسیگنال تجزیه

 )سطح زیر منحنی(
(mV.S) 

 نیترازپام غلظت

(1-mg L ) 

13 3-10× 8/0 5 3-10× 5/0 

17 2-10× 1/0 40 1-10× 1/0 

40 2-10× 8/0 187 1-10× 5/0 

51 1-10× 1/0 318 1-10× 8/0 

400 1/0. 378 1/0 

1985 5/0 1720 5/0 

4008 0/1 2884 8/0 

6450 5/1 3658 0/1 

8107 0/2 5521 5/1 

12637 0/3 7758 0/2 

16520 0/4 10958 0/3 

20254 0/5 15125 0/4 

22857 5/5 16548 5/4 

23921 0/6 18897 0/5 

24165 5/6 20102 5/5 

24327 0/7 22125 0/6 

24712 5/7 23514 5/6 

24953 0/8 24004 0/7 

- - 24682 0/8 
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ی شناور جامد با کمک افزایش میکرواستخراج قطره آلبرای بررسی قابلیت کاربرد روش  

های حقیقی، اثر در نمونه زولاممیداو  نیترازپام همزمان گیریاندازهدر  فراصوتکتانت و امواج سورف

مورد استفاده  HPLCها با استفاده از گیری آنتغلیظ این داروها و اندازههای احتمالی در پیشمزاحمت

بار تکرار  3ها تحت شرایط بهینه انجام گرفت، این کار قرار گرفت. عمل استخراج بر روی این محلول

ها محاسبه شد. محدوده قابل قبول برای نوسان سیگنال د آنها و انحراف استاندارشد و میانگین سیگنال

انحراف استانداردهای   ASمیانگین و  Āکه در این رابطه باشد می AS3±Āای، با توجه به رابطه تجزیه

-برابر وزنی 1000هر گونه با نسبت  ،. برای بررسی اثر مزاحمت احتمالیاستای های تجزیهسیگنال

 تخراج انجام گرفت وسپس عمل اس .به محلول اولیه اضافه شد میدازولامو  منیترازپاحجمی نسبت به 

دست آمده در حضور گونه ای بهدست آمد. اگر سیگنال تجزیهای مربوط به هر دارو بهسیگنال تجزیه

مورد نظر با نسبت موجود مزاحم  گونهگرفت به این معنا بود که قرار می AS3± Āمورد نظر در دامنه 

ی اشد تا سیگنال تجزیهحجمی گونه مزاحم آنقدر کاهش داده می-غیر این صورت نسبت وزنی نیست. در

با  ( نشان داده شده است.13-2این بررسی در جدول ) ازقرار گیرد. نتایج حاصل  AS3± Āدر دامنه 

های مورد بررسی حتی هنگامی که به توجه به نتایج این جدول مشخص گردید که بسیاری از گونه

 داشتند مزاحم نبودند. حضور میدازولامو  نیترازپام وزنی نسبت به ن هزار برابرمیزا
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 mg L  0/1-1ت با غلظ و میدازولام یترازپامن یظتغلیشمزاحم در پ هایاثر گونه یحاصل از بررس یج(: نتا13-2جدول)

 تآنالینسبت غلظت گونه به غلظت 

 (وزنی)وزنی/
 آنالیت های مورد بررسیگونه

1000 
لوکز،لاکتوز، متیونین، تیو اوره، گ

 6B و 1B آلانین، سیتالوپرام، ویتامین
 نیترازپام

 ، اگزالاتسرتالین 500

 ونلافاکسین 300

1000 

،گلوکز،لاکتوز،  6B و 1B ویتامین

رام، سیتالوپ ،آلانین، متیونین، تیو اوره،

 ، اگزالاتسرتالین، ونلافاکسین

 میدازولام

 

 گیری همزمان نیترازپام و میدازولامتغلیظ و اندازهبرای پیش روش ارقام شایستگی 2-4-10

تواند با سطح اطمینان حد تشخیص یک روش، حداقل غلظت یا وزنی از آنالیت است که می

 ( استفاده شد:15-2) مشخص آشکارسازی شود. برای محاسبه حد تشخیص از رابطه

LOD =  
KSbl

m
 (2-15                        )                                                                        

 Kو  تغلیظشیب منحنی کالیبراسیون پیش mشاهد، سیگنال انحراف استاندارد  bSکه در این رابطه 

قابل قبول برای این ضریب  ، مقدار منطقی و1بر طبق استدلال کیزرباشد. همچنین می  ضریب اطمینان

   [.66] است K =0/3د ثابت عد

-2در رابطه )یط بهینه و با قرار دادن مقادیر طبق شرا گیری تکراری روی محلول شاهد،هبار انداز 6با 

آمد. به طور مشابه برای داروی  دستبه g Lµ  017/0- 1نیترازپام( مقدار حد تشخیص روش برای 12

 2گیریهمچنین حد اندازهباشد. می g Lµ  086/0- 1به دست آمده برابر با تشخیص، حد میدازولام

                                                
1  Kaiser logic 
2  Limit of quantification  
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(LOQ)  برابر انحراف استاندارد سیگنال شاهد بر شیب منحنی کالیبراسیون پیش تغلیظ به  10بصورت

 باشد.می µg L   283/0- 1و برای میدازولام µg L  056/0- 1آید که برای نیترازپامدست می

ود شرت درصد انحراف استاندارد نسبی بیان میدقت نشان دهنده میزان تکرار پذیری نتایج است و به صو

محاسبه  16-2( از رابطه %RSDباشد. درصد انحراف استاندارد نسبی )که تابعی از غلظت نمونه می

 باشد.میانگین غلظت می Cانحراف استاندارد غلظت و   CSشود که می

%RSD = 
Sc
C̅̅ ̅  × 100 (2-16)                                                                                         

در دامنه خطی منحنی  میدازولامو  نیترازپامهای متفاوتی از برای بررسی دقت و صحت روش، غلطت

ها انجام گرفت. برای هر یک از کالیبراسیون انتخاب و در شرایط بهینه، عمل استخراج بر روی آن

مده آ دستهای بهگیری تکراری انجام گرفت و با استفاده از سیگنالاندازه بار 3شده،  های انتخابتظغل

معادل با هر سیگنال محاسبه شد.  میدازولامو  نیترازپاممقدار  ،های کالیبراسیونبرای هر نمونه و منحنی

ب ترتیو درصد انحراف نسبی به t( نشان داده شده است مقادیر 15-2( و )14-2همانطور که در جدول )

 tمقدار  %95خوب روش است. لازم به ذکر است که در سطح اطمینان  دقتو  صحتنشان دهنده 

  .است 30/4درجه آزادی برابر  2بحرانی برای 

(، به صورت نسبت شیب منحنی کالیبراسیون پیش تغلیظ بر شیب PFهمچنین فاکتور پیش تغلیظ )

ظ ج به دست آمده مقدار فاکتور پیش تغلیشود. براساس نتایمنحنی کالیبراسیون مستقیم تعریف می

با حجم قطره آلی در  90%با درصد بازیابی میانگین 302و  315برای نیترازپام و میدازولام، به ترتیب 

 به دست آمد. µL  29حدود
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 یترازپامن آمده برای دستبهبهینه  یطدقت و صحت در شرا یبررس :(14-2جدول)

 درصد بازیابی

 

 t مقدار

 

 
%RSD 

 

 گیری شدهاندازه رازپامنیت

SD* ±)1-(mg L 

نیترازپام موجود در 

 (mg L-1محلول آبی)

0/104 38/1 80/4 005/0±104/0 100/0 

4/100 43/0 59/1 008/0±502/0 500/0 

0/106 55/2 77/3 04/0±06/1 00/1 

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

)95% confidence interval=4.30 (criticalt 

 

 یدازولامم آمده برای به دستبهینه  یطدقت و صحت در شرا یبررس :(15-2جدول)

 درصد بازیابی

 

 tمقدار

 

 
RSD % 

 

 گیری شدهاندازه میدازولام

SD* ±)1-(mg L 

میدازولام موجود در 

 (mg L-1محلول آبی)

0/103 05/1 85/4 005/0±103/0 100/0 

2/101 02/1 98/1 010/0±506/0 500/0 

0/103 70/1 91/2 03/0±03/1 00/1 

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

)95% confidence interval=4.30 (criticalt 

 

 های حقیقینیترازپام و میدازولام در نمونه گیریاندازه 2-4-11

 هایهای حقیقی با بافتبرای بررسی کارایی روش پیشنهادی به منظور استفاده در نمونه

 وزپام نیترادر قرص  میدازولامو نیترازپام گیری اندازهپیش تغلیظ و برای جداسازی،  مختلف، این روش

 .کار گرفته شدهو همچنین نمونه سرم با اعمال شرایط بهینه ب میدازولام آمپول

 mg  0/5معادلپودر و توزین شد، سپس یک سوم این مقدار  mg 0/5نیترازپامعدد قرص  3ابتدا 

پس از صاف کردن آن و متانول حل  مقداری با mL  0/50در بالن حجمی نیترازپامثره گرم ماده مومیلی

آب  با mL  100از این محلول در بالن حجمی mL  1ده شد، در این مرحلهرسانبه حجم با آب مقطر 
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های مشخص و متفاوتی از نمونه حجممحلول این لیتر از یک میلیبه  سپس . ده شدمقطر به حجم رسان

نه به دست آمده یتحت شرایط به رسانده و mL  10اضافه و به حجم نهایی داروی مورد نظراستاندارد 

یچ ی قرص هلیتر نمونهابتدا به محلول نمونه حاوی یک میلیت. بنابراین، گیری قرار گرفاندازه مورد

و  مل استخراج انجامع،  mL  10و در حجمطبق شرایط بهینه شده ی استانداردی اضافه نشد و ماده

 mgاز محلول استاندارد 0/1و  mL  1/0 ،5/0. در مراحل بعدی، به ترتیبای به دست آمدسیگنال تجزیه

1-L 0/10  و  شد ای محاسبهبه محلول نمونه اضافه و پس از انجام پیش تغلیظ سیگنال تجزیهنیترازپام

بار تکرار گردید که  3ری گی. هر اندازهغلظت نیترازپام تعیین شدبا استفاده از منحنی کالیبراسیون، 

 پیشدهد که درصد بازیابی برای نتایج نشان می آمده است.( 14-2و شکل )( 16-2) نتایج آن در جدول

با انحراف استاندارد نسبی درصد  0/98-0/103 نیترازپامدر نمونه قرص  نیترازپامگیری تغلیظ و اندازه

 .باشدمیدرصد  7/2-5/3قابل قبول 

نیز  ،ساخت شرکت کاسپین تامین )تهران، ایران( ، mL0/3ر د mg  0/15میدازولام آمپولآماده سازی 

متانول  رد mL  0/250در بالن حجمی )از دو آمپول(  آمپول از mL 0/5.گرفت صورت مشابه انجامبه 

 با آب مقطر بهمنتقل و  mL  0/100از این محلول به بالن mL  0/1. سپسده شدحل و به حجم رسان

های مشخص و متفاوتی از نمونه استاندارد لیتر از این محلول حجمبه یک میلی ه شد.حجم رساند

گیری رسانده و تحت شرایط بهینه به دست آمده مورد اندازه mL  10میدازولام اضافه و به حجم نهایی

ی هیچ ماده ی آمپوللیتر نمونهیک میلی به این صورت که ابتدا محلول نمونه حاویقرار گرفت. 

 0/1و  mL  1/0 ،5/0به دست آمد. در مراحله بعدی، به ترتیبمربوط ستانداردی اضافه نشد و سیگنال ا

و  رسانده mL  10، به حجمبه محلول نمونه اضافه mg L 0/10-1با غلظت میدازولام از محلول استاندارد

بار تکرار گردید که نتایج آن  3گیری ای محاسبه شد. هر اندازهپس از انجام پیش تغلیظ سیگنال تجزیه

پیش تغلیظ و دهد که درصد بازیابی نتایج نشان می آمده است.( 15-2و شکل )( 16-2) در جدول

درصد  12/1-66/1با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول درصد  6/100-0/104 میدازولامگیری اندازه

 باشد.یم
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سرم به منظور  mL  0/2استونیتریل به mL  2/1به این صورت بود که ابتدا نیز نحوه آماده سازی سرم

دقیقه در سانتریفیوژ با سرعت  0/10های موجود در آن اضافه گردید. سپس به مدتجداکردن پروتئین

منتقل  mL  0/25بالن حجمی بهته و سپس محلول رویی آن برداش دور در دقیقه قرار داده شد. 2000

در  نهوانتقال داده شد و آنالیز نم mL  0/10لوله آزمایشمحلول به این لیتر از و در انتها یک میلی شد

-2که نتایج آن در جدول ) گردیدانجام  میدازولامو  نیترازپامهای سه غلظت متفاوت از استاندارد دارو

گیری پیش تغلیظ و اندازهدهد که درصد بازیابی برای می . نتایج نشان[91] ( آورده شده است17

درصد  95/1-82/3با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول درصد  4/102-0/108در نمونه سرم  نیترازپام

 6/100-1/108در نمونه سرم  میدازولامگیری پیش تغلیظ و اندازهدرصد بازیابی روش برای بوده و نیز 

کروماتوگرام حاصل از نمونه باشد. میدرصد  01/1-93/3ارد نسبی قابل قبول انحراف استاندبا درصد 

سرم شاهد که در آن هیچ یک از داروهای مذکور در نمونه سرم وجود نداشته است، و نمونه سرم حاوی 

 نشان داده شده است. الف، ب( 16-2) در شکل میدازولامو  نیترازپاممیلی گرم بر لیتر از  1/0
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 .کروماتوگرام حاصل از نمونه قرص قبل از اسپایک استاندارد نیترازپامکروماتوگرام شاهد. ب(الف:  (:14-2شکل)

، mL  0/10شرایط آزمایش: حجم محلول نمونه) .استاندارد نیترازپام mg L 5/0-1:کروماتوگرام نمونه قرص حاویج

 0/20، زمان استخراج  mg L 00/25-1 کتانت، غلظت سورفL µ 1/29نول(آندکا-1) حجم حلال استخراج کننده

 (.nm  220موج دقیقه، در طول 0/10کردن  سانتریفیوژدقیقه، زمان 
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ب:کروماتوگرام  .(: الف: کروماتوگرام حاصل از نمونه آمپول میدازولام قبل از اسپایک استاندارد میدازولام15-2شکل)

، حجم حلال  mL  0/10مایش: حجم محلول نمونهرایط آزش. )استاندارد میدازولام mg L 5/0-1 نمونه آمپول حاوی

دقیقه، زمان  0/20، زمان استخراج mg L 00/25-1تانتک، غلظت سورفL µ 1/29آندکانول(-1استخراج کننده)

 (.nm  220موج دقیقه، در طول 0/10کردن  سانتریفیوژ
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از هر  میدازولامو  نیترازپامسرم حاوی کروماتوگرام نمونه ب: کروماتوگرام حاصل از نمونه سرم شاهد(: الف: 16-2شکل)

، حجم mL  0/10، حجم محلول نمونهmg L  0/1-1میدازولامو  نیترازپامرایط آزمایش:غلظت ش) .mg L  5/0-1کدام

دقیقه،  0/20، زمان استخراج  mg L  00/25-1تانت، غلظت سورفک L µ 1/29آندکانول(-1) حلال استخراج کننده

 (.nm  220موج یقه، در طولدق 0/10فیوژ یزمان سانتر
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  قرص و آمپول یهانمونه یدازولام درو م یترازپامهمزمان ن یریگاندازه یج: نتا(16-2)جدول

 نمونه

آنالیت اضافه 

 شده 

(1-mg L) 

 گیریآنالیت اندازه

 SD±شده

(1-mg L) 

 
RSD% 

 
(n=3) 

 

مقدار 
t 

 تجربی

درصد 

 بازیابی

 

 

 قرص

 

 

 آمپول

 نیترازپام

0/0 002/0±096/0 - - - 

100/0 008/0±198/0 7/2 43/0 0/98 

500/0 020/0±611/0 8/2 31/1 0/103 

00/1 04/0±11/1 5/3 61/0 4/101 

 میدازولام

0/0 001/0±096/0 - - - 

1/0 005/0±308/0 6/1 08/4 00/104 

5/0 008/0±711/0 12/1 18/3 1/102 

0/1 020/0±204/1 66/1 68/0 6/100 
  mg 0/5مقدار برچسب روی قرص نیترازپام =

  mg 8/4گیری شده=مقدار اندازه

  mg 0/15= آمپول میدازولاممقدار برچسب روی 

  mg 4/14گیری شده=مقدار اندازه
tcritical=4.30 (95% confidence interval) 

  سرم خوننمونه در  یدازولامو م یترازپامهمزمان ن یریگاندازه یج: نتا(17-2) جدول

 نمونه
آنالیت اضافه 

 شده 

(1-mg L) 

گیری آنالیت اندازه

 SD±شده

(1-mg L) 

 

RSD% 

 

(n=3) 

 

 tمقدار 

 تجربی
 درصد بازیابی

 نیترازپام

0/0 *ND - - - 

0/108 

4/102 

8/104 

- 

0/104 

6/100 

1/108 

100/0 004/0±108/0 70/3 35/0 

500/0 100/0±512/0 95/1 1/2 

00/1 04/0±50/1 82/3 18/2 

 میدازولام

0/0 ND - - 

100/0 300/0±104/0 40/2 72/2 

500/0 005/0±503/0 01/1 00/1 

00/1   503/0±081/1 23/3 93/3 
* Not detected 

tcritical=4.30 (95% confidence interval) 
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 تغلیظ وبرای پیش گرفته شده کاربهمقایسه روش پیشنهادی با برخی روش های  2-4-12

 گیری همزمان نیترازپام و میدازولاماندازه

آورده شده نیترازپام و میدازولام گیری تغلیظ و اندازههای پیشتعدادی از روش 18-2جدول  در

ازپام و نیترگیری همزمان تغلیظ و اندازهپیشای مبنی بر . با توجه به اینکه تا به حال هیچ مقالهاست

ای شد، براین دو دارو مربوط می مستقیم گیریت، لذا مقالاتی که به اندازهمیدازولام گزارش نشده اس

حد  های مختلف، مانند حد تشخیص،در این جدول پارامترمقایسه در جدول زیر آورده شده است. 

تغلیظ برای مقایسه آورده شده است. مقایسه ارقام شایستگی دامنه خطی و فاکتور پیش گیری،اندازه

، حد [94]جز در روش مرجع بهدهد که ها با روش پیشنهادی نشان میای این روشگزارش شده بر

همچنین با توجه به  باشد.های گزارش شده بهتر میروش همهروش پیشنهادی نسبت به تشخیص 

 باشد. های ارائه شده بهتر میگستره خطی روش ارائه شده نسبت به همه روش ،نتایج
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 یدازولامو م یترازپامن گیریاندازه یگزارش شده برا هایاز روش یبا برخ نهادییشروش پ یسهمقا (:18-2)جدول 

 روش ماتریکس/آنالیت
 حدتشخیص

(
1-µg L) 

 گستره خطی
(

1-µg L) 
 مرجع

 وم  /نیترازپام
Molecularly imprinted SPE/ 

LC-MS 

11/0 

 
- 3 

 LC-MS ادرار / نیترازپام و میدازولام

(NIT) 5/0 

(MID) 8/0 
 

- 5 

 Supported LE-LC-MS پلاسما  /میدازولام
2/0 

 
- 11 

 LC-MS پلاسما /میدازولام
0/5 

 
- 12 

 - Flow injection fluorimetric وییمحصولات دار  /نیترازپام
15/0-01/0 

 
92 

 LC-MS ادرار  /نیترازپام
25/0 

 

0/200-0/5 

 
93 

 Capillary electrophoresis ادرار /نیترازپام
0363/0 

 

150/0-01/0 

 
94 

 LLE- LC-MS/MS مو  /نیترازپام و میدازولام
5/16-33/0 

 
- 95 

 پلاسما  /نیترازپام و میدازولام
Solid supported LLE-UPLC-

MS 

(NIT)8/1 

(MID) 1/4 

 

- 96 

 HPLC سرم  /میدازولام
6/19-9/7 

 

0/10-05/0 

 
97 

 

 سرم  /نیترازپام و میدازولام
 

UA-SEME-SFOD-HPLC 

(NIT) 0173/0 

(MID)086/0 

310× 5/5 - 8/0 
310× 5/6 - 5/0 

 

کار 

 حاضر
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واج ام با همراهبتنی بر انجماد قطره آلی شناور م پخشی روش میکرواستخراج مایع مایع 2-5

-اندازه های حقیقی ودر نمونه تغلیظ مقادیر سرتالین، سیتالوپرام و دیازپامفراصوت برای پیش

 یع با کارآیی بالاکروماتوگرافی ماروش به گیری

ر ها بو نقش آن سرتالین، سیتالوپرام و دیازپام آرامبخش داروهای با توجه به اهمیت و کاربرد

داروها  برند، اینخوابی رنج میو اینکه معمولا بیماران مبتلا به افسردگی از مشکل بی سلامتی انسان

برای سیتالوپرام  mg mL 0/5-1الاتر از های بهمچنین از آنجا که غلظتگیرند. قرار میمصرف سوءمورد 

 هاظتد و این غلنکندر بدن انسان ایجاد مسمومیت و خطر میبرای سرتالین  mg mL 0/20-1و دیازپام و 

وش د، ارائه رنباشگیری نمیدازهرافی مایع با کارایی بالا قابل انروش کروماتوگبهو طور مستقیم به

پذیر برای روشی ساده، حساس و گزینش بنابراین در این مطالعه .رسدنظر میمیکرواستخراج ضروری به

. در این پژوهش، روش میکرواستخراج ه استاین داروها ارائه شدگیری مقادیر کم از اندازهتغلیظ و پیش

 کروماتوگرافی مایعو روش  همراه امواج فراصوتبه و مبتنی بر انجماد قطره آلی شناورپخشی  مایع مایع

ی ها مورد بررسآنالیز آن وهای حقیقی تغلیظ مقادیر کم این داروها در نمونهبرای پیش بالا با کارآیی

 قرار گرفت.

 

گیری سرتالین، سیتالوپرام برای اندازه موجو انتخاب بهترین طول UV هایثبت طیف 2-5-1

 و دیازپام

طیف  ،ن، سیتالوپرام و دیازپامسرتالیداروهای  جذب های ماکزیممبرای تعیین طول موج                

محلول  ،mL  0/10یک بالن حجمی دراین داروها ثبت گردید. به این ترتیب که  هایجذبی محلول

شد. پس از یکنواخت کردن  تهیهبا فاز متحرک تعیین شده  mg L 0/5-1 مورد نظر با غلظت هایدارو

جذبی آن نسبت به فاز متحرک در  محلول، مقداری از آن به داخل سل اسپکتروفتومتر منتقل و طیف
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نشان داده شده  17-2که در شکل ها با توجه به طیف جذبی این دارو. ، ثبت شدnm  400-200ناحیه

دیازپام و ترتیب برای سیتالوپرام، به 210و  nm  230 ،240ها در طول موج جذبیگیریه، اندازاست

 سرتالین، انجام پذیرفت.

 

 سیتالوپرام، دیازپام و میدازولام: غلظت یشآزما یطشرا ،تالوپرام، دیازپام و سرتالین سی یجذب یفط (:17-2شکل )

(1-mg L0/5یبافر فسفات زا ی(، حلال فاز متحرک )مخلوط (pH  با غلظت5/5برابر ،M  06/0) با  یتریلو استون

 . (1:1نسبت

 

 

 ینو سرتال زپامیاد یتالوپرام،سگیری همزمان برای اندازهشرایط کروماتوگرافی  2-5-2

 پرام،یتالوسگیری همزمان جداسازی کروماتوگرافی با استفاده از شویش ایزوکراتیک برای اندازه         

 ، با غلظت5/5برابر  pH) یاز بافر فسفات یمخلوطدین منظور هین صورت پذیرفت. بو سرتال یازپامد

M06/0) یعنوان فاز متحرک برابهر دقیقه میلی لیتر ب 0/1و سرعت ( 1:1با نسبت ) یتریلو استون 

کروماتوگرام مربوط به  .[84] مورد استفاده قرار گرفت یازپامو د یتالوپرامس ین،سرتال جداسازی داروهای

( نشان 21-2) ( تا18-2) هایدر شکل هاو مخلوط آن سرتالین، سیتالوپرام و دیازپام mg L0/5-1محلول 

 داده شده است.

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

190 240 290 340 390

ب
جذ

(nm)طول موج 

Citalopram

Diazpam

Sertalin
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و استونیتریل، با  5/5برابر با  pHترکیب بافر فسفاتی با . سیتالوپرام mg L 0/5-1آبی رام محلول( کروماتوگ18-2شکل )

  nm  230طول موجدر  L µ 0/5لیتر بر دقیقه، حجم لوپمیلی 0/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 1: 1نسبت 

 

 

 



93 

 

و استونیتریل، با  5/5برابر با  pHفسفاتی با ترکیب بافر دیازپام.  mg L 0/5-1ل آبی( کروماتوگرام محلو19-2شکل )

  nm  240طول موجدر  L µ 0/5لیتر بر دقیقه، حجم لوپمیلی 0/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 1: 1نسبت 

 

و استونیتریل، با  5/5برابر با  pHترکیب بافر فسفاتی با . سرتالین mg L  0/5-1( کروماتوگرام محلول20-2شکل )

  nm  210طول موجدر  µL  0/5لیتر بر دقیقه، حجم لوپمیلی 0/1به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  1: 1نسبت 

 

 

ترکیب بافر . mg L  0/5- 1هر کدام با غلظت ، دیازپام، سرتالینسیتالوپرامحاوی ( کروماتوگرام محلول 21-2شکل )

لیتر بر دقیقه، حجم میلی 0/1متحرک، سرعت جریان عنوان فاز به 1: 1و استونیتریل، با نسبت   =pH 5/5با  فسفاتی 

، دیازپام، سیتالوپرامبرای )رنگ قرمز(  210)رنگ سبز( و  240، )رنگ آبی( 230 هایطول موجدر  L µ 0/5لوپ

 ترتیب.به سرتالین
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گیری سیتالوپرام، دیازپام و های موثر در اندازهسازی پارامترروش کار در بهینه 2-5-3

 سرتالین

 pH با بافر mL 0/2 هر یک از داروها و mg L 0/10-1از محلول mL 5/0 یک لوله آزمایشدر 

سپس مخلوط همگنی از حلال رسانده شد.  mL0/10 اضافه و توسط آب مقطر به حجم نهایی  مورد نظر

لیتری آندکانول( توسط سرنگ یک میلی-1کننده سبک تر از آب )کننده و حلال آلی استخراجآلی پخش

ورت به که این کد گردیدمحلول کدر یا ابری تشکیل  ،سرعت به نمونه آبی تزریق گردید. در نتیجهبه 

ر ددر مرحله بعد لوله آزمایش باشد. آبی می محلولدرون کننده بهعلت پخش ذرات ریز حلال استخراج

ی بهتر دو . سپس به منظور جداسازشد دادهقرار   kHz 60با قدرت  فراصوتدر حمام مدت زمان معین 

پس از اتمام عمل دور بر دقیقه قرار داده شد.  3000فاز، لوله آزمایش در دستگاه سانتریفیوژ با سرعت 

 قطره آلی منجمد دقیقه، 30حدود گذشت بعد از ید و منتقل گرد یخ حمام بهلوله آزمایش استخراج، 

اتول اسپد شده توسط سپس قطره آلی منجم، در سطح محلول تشکیل گردید. است Lµ30که در حدود 

 شد. تزریق HPLCبه دستگاه از آن  Lµ 0/5و  ویال منتقلیک به 

مشخص شده است که ( 19-2)در جدول  بر بازده استخراج فراصوتامواج با بررسی نتایج حاصل از اثر 

 عنوان عامل کمک کننده دربه فراصوت استفاده امواجدر اثر  های مورد بررسیای آنالیتسیگنال تجزیه

، زیرا حمام فراصوت باعث افزایش انتقال جرم آنالیت از فاز آبی یابدافزایش می پخش حلال استخراج،

وت( با حمام فراص استفاده ازحلال پخش کنندهشود. در نتیجه تلفیق این دو روش با هم )به فاز آلی می

 شود. منجر به افزایش راندمان استخراج ترکیبات دارویی مورد نظر می
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 *بر اندازه گیری همزمان سیتالوپرام، دیازپام و سرتالین فراصوت( نتایج مربوط به مقایسه اثر امواج 19-2جدول )

ای بعد از سیگنال تجزیه

 فراصوتاستفاده از امواج 

ای قبل از سیگنال تجزیه

 فراصوتاستفاده از امواج 
 آنالیت

 سیتالوپرام 562 765

 دیازپام 611 812

 سرتالین 541 765

 

 0/10حجم محلول نمونه ، 5/8برابر  pH در ، mg L  5/0-1سیتالوپرام و دیازپام و سرتالینغلظت  شرایط آزمایش:*

، زمان Lµ 0/1000 میکرولیتر ، حجم حلال پخش کننده 0/50آندکانول( -1میلی لیتر، حجم حلال استخراج کننده)

ترتیب برای سیتالوپرام، به 210و  nm  230 ،240وجم دقیقه، در طول 15فیوژ کردن یدقیقه، زمان سانتر 15استخراج 

 دیازپام و سرتالین.

 گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالیندر اندازه منحنی کالیبراسیون مستقیم 2-5-4

های هایی با غلظتمحلولدست آوردن منحنی کالیبراسیون مستقیم این داروها، برای به             

سازی از با رقیق 0/0002تا  mg L  2/0-1در محدوده غلظتی سرتالینیازپام و متفاوت از سیتالوپرام، د

در سازی در حلال استخراج ، رقیقسپسمتانول تهیه شدند.  تهیه شده در mg L  0/0020-1محلول

 از حلال µL  0/5در نهایتصورت پذیرفت و  5-4-2مطابق روش گفته شده در قسمت  ، mL  0/1حجم

نمونه بود ثبت  هرزیر پیک  سطحتزریق گردید و سیگنال حاصل که  HPLCگاه به دست آنالیتحاوی 

دست هب ییرات سیگنال آنالیت بر حسب غلظتهای کالیبراسیون مربوطه نیز از رسم تغگردید. منحنی

سیتالوپرام، برای ترتیب به (24-2( و )23-2، )(22-2) های( و شکل20-2در جدول ) آمد که نتایج آن

براساس نتایج به دست آمده منحنی کالیبراسیون برای  .نشان داده شده است سرتالیندیازپام و 

-mg L  1500-1در محدوده غلظتی ، برای دیازپامmg L 1700-3/0-1سیتالوپرام در محدوده غلظتی

 باشد.خطی می mg L  1000-2/0-1در محدوده غلظتیو برای سرتالین 3/0
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 تمتفاو هایبا غلظتهای سیتالوپرام، دیازپام و سرتالین دارو یآمده برا ستدبه یممستق هاییگنال(: س20-2جدول)

 

 

 

 ایسیگنال تجزیه

 )سطح زیر منحنی(

(mV.S) 

  سرتالین غلظت 

(1-mg L ) 

 ایسیگنال تجزیه

 )سطح زیر منحنی(

(mV.S) 

  دیازپام غلظت 

(1-mg L ) 

 ایسیگنال تجزیه

 )سطح زیر منحنی(
(mV.S) 

 یتالوپرامس غلظت 

(1-mg L ) 

48 2/0 20 3/0 18 3/0 

70 5/0 52 8/0 27 5/0 

95 0/1 65 0/1 55 0/1 

142 0/2 103 0/2 125 0/2 

185 0/3 148 0/3 210 0/3 

225 0/4 206 0/4 185 0/4 

275 0/5 225 0/5 265 0/5 

340 0/6 290 0/6 290 0/6 

390 0/7 301 0/7 344 0/7 

450 0/8 315 0/8 390 0/8 

470 0/9 341 0/10 450 0/9 

530 0/10 2862 0/100 490 0/10 

4900 0/100 16958 0/500 4892 0/100 

24450 0/500 36254 0/1000 24125 0/500 

48850 0/1000 53145 0/1500 49651 0/1000 

83214 0/1700 56148 0/1700 83214 0/1700 

84157 0/1800 58485 0/2000 87458 0/2000 

86971 0/2000 - - 87965 0/2200 

89512 0/2500 - - 88106 0/2500 
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-1در حلال  mL  0/1های مختلفی از آنالیت در حجممنحنی کالیبراسیون مستقیم سیتالوپرام. غلظت(: 22-2)شکل

  عنوان فاز متحرک،به 1:1ل با نسبت و استونیتری 5/5 برابر pHبافر فسفاتی با  ترکیبآندکانول، 

 nm230یلی لیتر بر دقیقه در م 0/1عت جریان سر

 

 

 

 

 

 

-1در حلال  mL  0/1های مختلفی از آنالیت در حجم(: منحنی کالیبراسیون مستقیم دیازپام. غلظت23-2شکل)

 عنوان فاز متحرک، به 1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pHآندکانول، ترکیب بافر فسفاتی با 

 nm240 در میلی لیتر بر دقیقه 0/1سرعت جریان 

 

y = 49.074x + 3.0562
R² = 0.9999
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-1در حلال  mL  0/1های مختلفی از آنالیت در حجممنحنی کالیبراسیون مستقیم سرتالین. غلظت(: 24-2)شکل

 0/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pHبافر فسفاتی با  آندکانول، ترکیب

 nm210در  میلی لیتر بر دقیقه

ازپام سیتالوپرام، دی گیریاندازهتغلیظ و درپیش متغیرهای موثرسازی نهبررسی و بهی  2-5-5

 و سرتالین 

 الوپرام،یتس گیریتغلیظ و اندازهشرایط برای پیشمنظور فراهم نمودن بهترین بهدر این پروژه،  

 یدر بررس .مورد بررسی قرار گرفتند داروها،این میکرواستخراج بر  مؤثرپارامترهای  ین،و سرتال یازپامد

 مؤثرهای ، جهت تعیین سطوح متغیرزمان یکدر  یرمتغ یک سازیینه، ابتدا از روش بهمهم هایفاکتور

در استخراج استفاده  موثر هایفاکتورمشخص نمودن  پلاکت برمن جهت طراحیبر روش و سپس از 

برای  (CCFمرکب مرکزی مرکز وجوه پر ) طراحی، از موثرشد. پس از مشخص شدن فاکتورهای 

سطوح مورد بررسی و همچنین مقادیر بهینه سازی فاکتورهای موثر بر استخراج استفاده شد. بهینه

حاصل از کامل نتایج آورده شده است. همچنین  21-2بررسی یک متغیر در یک زمان در جدول 

 آورده شده است. 2زمان در پیوست های یک متغیر در بررسی

 

 

y = 48.812x + 40.359
R² = 0.9998
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 گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالیندر اندازه زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینهحاصل از به یجنتا(: 21-2)جدول

 فاکتور محدوده مورد بررسی یا نوع فاکتور مقدار بهینه

00/8 

  mL 0/10  

 فسفاتی

mL 0/2  

 آندکانول-1

L µ0/30  

 اتانول

L µ1000 

 دقیقه 0/10

% 05/0 

0/9-0/2 

 mL0/20-0/5  

 فتالاتی، سیتراتی، فسفاتی

mL  5/3-5/0  

 دی کلرودکان-10و1دودکانول،-1آندکانول،-1

L µ0/100-0/15 

 اتانول-استون

L µ1500-500 

 دقیقه 0/20-0/1

0%/1-0/0 

pH 

 حجم محلول

 نوع بافر

 حجم بافر

 نوع حلال استخراج

 حجم حلال استخراج

 نوع حلال پخش کننده

 حجم حلال پخش کننده

 زمان استخراج

 قدرت یونی)اثر نمک(

 

پلاکت برمن برای بررسی و تشخیص فاکتورهای مهم  طراحیمورد بررسی،  فاکتورهایوجه به تعداد با ت

روش یک متغیر در زمان، برای فاکتورهای مقادیر بهینه مربوط بهو تاثیرگذار بر پاسخ، انتخاب گردید. 

 ای،زیههای تجلدلیل تغییرات اندک سیگنابه و همچنین زمان سانتریفیوژ ، حجم محلولبافرنوع و حجم 

سازی یک متغیر در یک زمان، سطوح همچنین با استفاده از نتایج حاصل از روش بهینه انتخاب گردید.

آورده  22-2جدول در فاکتورها بالا و پایین هریک از فاکتورها مشخص گردید. سطوح انتخاب شده برای 

  شده است.
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 ینو سرتال یازپامد یتالوپرام،س گیریو اندازه یظتغلیشموثر بر پ یسطح فاکتورها یینتع (:22-2)جدول

 (-سطح پایین ) سطح بالا )+( فاکتور علامت

A pH 0/9 0/4 

B دی کلرودکان 10و1 آندکانول-1 نوع حلال استخراج 

C حجم حلال استخراج (Lµ) 0/200 0/15 

D استون اتانول نوع حلال پخش کننده 

E حجم حلال پخش کننده (Lµ) 0/1000 0/300 

F  1 10 )دقیقه( فراصوتزمان 

G اثر نمک (%W/V)  5/0 0 

 

 گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالیندر اندازه طراحی پلاکت برمن 2-5-6

گیری هاندازتغلیظ و پیشها به منظور تعیین تاثیرگذارترین فاکتورها بر برای طراحی آزمایش           

برای انجام طراحی پلاکت برمن و پردازش  Statgraphics 05افزارز نرماسرتالین، سیتالوپرام و دیازپام، 

 هنگامی پلاکت برمن طراحیها در ها استفاده شد. با توجه به مطالبی که ذکر شد، تعداد آزمایشداده

را نشان  طراحیهای این آزمایش 23-2جدول آزمایش خواهد بود.  12فاکتور مورد بررسی باشد  7که 

 دهد. می

ـــخ چندگانهبرا ـــخ در این طراحی، از پاس ـــت آوردن پاس ـــده  )(Rm 1ی به دس ـــتفاده ش اس

 گردد:( محاسبه می17-2[. برای مثال برای اولین آزمایش، پاسخ بصورت رابطه )99و98است]

Rm =  
1053

2765
+

990

1480
+

973

1452
= 1.95  (2-17                        )                      

 .گردددست آمده از هر آنالیت تقسیم میهر سیگنال بر بزرگترین سیگنال بهرابطه،  که در این

                                                
1 Multiple response 
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و  (DIZ)م ، دیازپا (CIT)م گیری سیتالوپرادر اندازه آمده از آن دستبه یجپلاکت برمن و نتا یطراح (: 23-2)جدول 

 (CIT)ن سرتالی

 

 ردیف

 
A 

 
B 

 
C 

 
D 

 
E 

 
F 

 
G 

  مساحت سطح زیر پیک
mR CIT DIZ SER 

1 + + - + - - - 1053 990 973 95/1 

2 - + + - - + - 334 297 281 51/0 

3 - - - + - + + 271 265 238 44/0 

4 - - - - - - - 210 197 176 33/0 

5 + - + + - - + 528 476 419 80/0 

6 - + + + + - + 350 347 335 59/0 

7 - + - - + - + 557 527 513 91/0 

8 + + + - - + + 765 721 754 28/1 

9 + + - + + + - 2765 1480 1452 00/3 

10 - - + + + + - 267 244 256 43/0 

11 + - + - + - - 346 332 324 57/0 

12 + - - - + + + 610 591 589 02/1 

 

فاکتورهای  ، مورد تحلیل قرار گرفته وStatgraphics 05افزار نرمآمده توســط  به دســتنتایج در ادامه 

 نتایج مربوط به ضــرایب حاصــل از طراحی پلاکت برمن درشــوند. موثر به ترتیب اهمیت مشــخص می

 نشان داده شده است. 24-2 جدول

 گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالیندر اندازه پلاکت برمن یحاصل از طراح یبجدول ضرا (:24-2)جدول 

 ضریب اثر فاکتور

 0076/0 9858/0 ثابت

A 9016/0 1803/0 

B 7750/0 1803/0 

C 5783/0- 1803/0 

D 4316/0 1803/0 

E 2550/0 1803/0 

F 2916/0 1803/0 

G 2016/0- 1803/0 
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 گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالیندر اندازه پلاکت برمن طراحیحاصل از  پارتونمودار  (:25-2) شکل

 حجم حلال استخراج ، نوع وpH، فاکتورهای (25-2ل )شک بر اساس نتایج حاصل از مرحله غربالگری

نتخاب این و سرتال یازپامد یتالوپرام،سگیری اندازهتغلیظ و پیشهای مهم و موثر بر به عنوان فاکتور

های مهم (، مقادیر بهینه این فاکتورCCFمرکب مرکزی مرکز وجوه پر ) طراحیشدند. در ادامه توسط 

. گیردبالا، میانی و پایین مورد بررسی قرار می هر فاکتوردر سه سطح CCF طراحیشوند. در تعیین می

ر تمام د سازی تغییر یک متغیر در یک زمان، تعیین شد.این سطوح با توجه به نتایج حاصل از بهینه

غیر مهم ثابت در نظر گرفته شدند. مقادیر این فاکتورهای ، CCFطرح های انجام شده در آزمایش

نشان داده شد، انتخاب  24-2جدول که در پلاکت برمن  طراحی ها درجه به ضرایب آنبا توفاکتورها 

 هایی که دارایها و برای متغیرهایی که دارای ضریب مثبت بودند از سطح بالای آنشدند. برای متغیر

 برای چنینمهای طراحی شده استفاده شد. هها در انجام آزمایشضریب منفی بودند از سطح پایین آن

از مقادیر بهینه حاصل از روش یک متغیر  ، حجم محلول، زمان سانتریفیوژنوع و حجم بافرفاکتورهای 

  .استفاده شد در یک زمان
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در  پرمرکب مرکزی مرکز وجوه روش طراحیشرایط بهینه فاکتور های موثر به تعیین 2-5-7

 اندازه گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالین

ـــی برهمبرای طراحی آزمایش مهم و همچنین برای تعیین فاکتورهای کنش بین ها و نیز بررس

مرکب مرکزی  طراحیهای برای ایجاد آزمایش Statgraphics 05افزار فاکتورها از نرممقدار بهینه این 

شد. ستفاده  شده برای طراحی  مرکز وجوه پر ا شان داده  25-2، در جدول CCFسطوح به کار برده  ن

نقطه مرکزی  3یک تکرار و  بافاکتور  2ها هنگامی که تعداد آزمایش، CCFحی در طرا شـــده اســـت. 

نوع همچنین پارامتر نوع  .(26-2)جدول  باشــدآزمایش می 11، برابر با (11-1طبق رابطه ) وجود دارد

ستخراج به دلیل اینکه یک فاکتور کیفی می ستفاده حلال ا سطح بالای آن در ادامه طراحی ا شد، از  با

ــو ــده برا CCF طراحی یبرا یآمار یپارامترهاآید. نمی CCFد و در طراحی می ش پاســخ  یانجام ش

 نشان داده شده است. 26-2یازپام در جدول و د یتالوپرامس ین،سرتال گیریو اندازه تغلیظیشپ

 نیو سرتال یازپامد یتالوپرام،س گیریو اندازه تغلیظیشموثر بر پ یسطح فاکتورها یینتع (:25-2)جدول

 (-سطح پایین ) (0سطح میانی ) سطح بالا )+( فاکتور علامت

A pH 0/9 5/6 0/4 

C ( حجم حلال استخراجLµ) 0/200 5/107 0/15 
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 ینو سرتال یازپامد یتالوپرام،س یریگدر اندازه ینقطه مرکز 3فاکتور، 2با  CCF طراحی:  ماتریس (26-2)جدول 

mR 
 مساحت سطح زیر پیک

C A ردیف 
*SER DIZ CIT 

05/0 297 310 362 0 - 1 

48/2 15431 13121 16721 0 + 2 

45/0 3310 2100 2850 + - 3 

71/0 4500 4134 4256 - - 4 

68/0 4310 3980 4100 + + 5 

06/0 325 451 310 + 0 6 

4/2 17542 14870 12150 0 0 7 

68/2 18387 15310 14365 - 0 8 

0/3 19400 17220 18100 - + 9 

4/2 17542 14870 12150 0 0 10 

4/2 17542 14870 12150 0 0 11 

 کروماتوگرامسطح زیر پیک *

 

 ین،سرتال گیریو اندازه تغلیظیشپاسخ پ یانجام شده برا CCF طراحی یبرا یآمار ی: پارامترها(27-2)جدول 

 یازپامو د یتالوپرامس

 خطای استاندارد ضریب ضریب اثر فاکتور

 1805/0 1847/1 1847/1 نمیانگی

A 2667/1 6333/0 2873/0 

C 6633/1- 8317/0- 2783/0 

AA 6336/0- 3168/0- 4421/0 

AC 0350/1- 5175/0- 3518/0 

CC 51631/0 2581/0- 4421/0 
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این گیری اندازهتغلیظ و پیش برای ترین مدلســاده 27-2جدول ضــرایب داده شــده در ا اســتفاده از ب

 شود.پیشنهاد می (18-2رابطه )به صورت آنالیت ها 

 Rm = 1/184 + 0/633A – 0/831C – 0/3168A2 – 0/5175AC - 0/258C2                                )18-2( 

تواند توســـط مدل می ات در پاســـختغییر 87/92% دهد که در این روش نشـــان می 2Rمقدار 

ارد. بینی شده توافق خوبی وجود دایج تجربی و پیششود که بین نتتوضیح داده شود و نیز مشخص می

ضریب تعیین تعداد پارامتر ضریب تعیین های مدل در نظر گرفته نمیاز آنجایی که در  عدیل تشود از 

adj) همچنین میزان ضریب تعیین تعدیل شده .شودشده استفاده می
2R)1 ،57/85%برای مدل ارائه شده 

 ANOVAوسیله روش های طراحی شده، بهاصل از انجام آزمایشنتایج تجربی ح .به دست آمده است

 .شان داده شده استن 28-2که نتایج آن در جدول  مورد تجزیه و بررسی قرار گرفتند

 رتالیندیازپام و ستالوپرام، گیری سیتغلیظ و اندازه(: تحلیل واریانس برای مدل پیشنهادی مربوط به پیش28-2جدول )

tآماره Fآماره 
ین میانگ

 مربعات
 منبع مجموع مربعات درجه آزادی

0176/0  11/12  0017/4  1 0017/4 A 
0142/0  58/13  4893/4  1 4893/4 C 
1410/0  04/3  0054/10  1 0054/10 AA 
24/3  0712/1  1316/0  1 0712/1 AC 
95/1  4661/0  2208/0  1 4661/0 CC 
99/1  2064/0  3290/0  3 6191/0  Lack of fit 
  0024/0  5 1965/1  Total error 

   10 5836/8  total 

 

و حجم حلال استخراج بالاترین اثر را  pH (28-2و  27-2دهد )جدول نتایج نشان میهمانگونه که 

بر بازده  منفیدارای اثر نیز  pHبین حلال استخراج و روی بازده استخراج دارد. همچنین برهمکنش 

                                                
1 Adjusted Determination Coefficient 
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قلیایی به دلیل های در محیط [، این داروها،19و 17، 9] ساختار این ترکیباتبا توجه . هستنداستخراج 

استخراج کاهش بازده به فاز آلی وجود ندارد و میزان این داروها امکان ورود  یع بار،عدم توازن در توز

های پایین هم احتمال پروتونه شدن ترکیب وجود دارد، در نتیجه تشکیل pHیابد. از طرف دیگر در می

ی بین هابا در نظر گرفتن بر هم کنش بنابراینشود. استخراج می بازده جر به کاهشدهند که منیون می

حجم همچنین  بهینه انتخاب شد. pHبه عنوان  =CCF ،53/8pHدر  موثر بر بازده استخراج فاکتورهای

  µLاز استخراج دارد. با افزایش حجم حلال استخراج کاراییحلال استخراج نقش مهمی در افزایش 

آبی، امکان تماس دو فاز بیشتر شده و لذا سیگنال  ، با توجه به ثابت بودن حجم فاز0/30ا ت 0/15

لیل به این د های بالاتریابند. اما علت کاهش سیگنال تجزیه ای در حجمتدریج افزایش میبه ایتجزیه

مونه ، نل آلیاحتمالا مقدار آنالیت استخراج شده تغییر نکرده و با توجه به افزایش حجم حلا است که

احتی ر، بههای مطالعه شدهنوع آنالیتاما به دلیل ماهیت  یابد.ای کاهش میرقیق شده و سیگنال تجزیه

 یرمتغ یک هایآمده توسط روش دستبه ینهبه یطشرا 29-2جدول شوند. درون حلال آلی استخراج می

و دیازپام و  مزمان سیتالوپرامگیری هتغلیظ و اندازهبرای پاسخ پیشیش آزما یزمان و طراح یکدر 

 بودن این توزیع در شکلها و بررسی نرمالماندهنمودار مربوط به توزیع باقیدهد. سرتالین را نشان می

که مقدار پاسخ پیش بینی شده توسط طراحی در مقابل مقدار باقیمانده  ( نشان داده شده است2-25)

هد دباشد( رسم شده است. این شکل نشان میشده می )که تفاوت میان مقدار واقعی و مقدار پیش بینی

آمده از مدل با مقادیر واقعی  دستبهمعمولا مقادیر قابل ذکر است که  ها نرمال است.ماندهتوزیع باقی

، مقادیر باقی مانده از اختلاف مقدار کند. به عبارت دیگریکسان نبوده و مقدار باقیمانده را ایجاد می

که در نمودار احتمال نرمال ترسیم شده است. برای  آیدمی دستبهبینی شده پاسخ  واقعی و مقدار پیش

 ثابت فرضغیر وابسته هستند و واریانس خطا  ها به صورت توزیع نرمال وهای آماری، باقیماندهآزمایش

 روی خطر اختصاصی در این صفحه طوها بهطور نرمال توزیع شوند، همه آنها بهشود. اگر باقی ماندهمی

ها را خطی خیلی کم بوده که این نرمال بودن فرضیه ( انحرافات از نمودار26-2افتند. در شکل )می

 شود.شکل مشاهده میS کند. برای الگوهای غیرخطی فرم اثبات می
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 سیتالوپرام، دیازپام وسرتالین  گیریتغلیظ و اندازهنمودار احتمال نرمال برای پاسخ پیش (:26-2)شکل

 

یش در آزما یزمان و طراح یکدر  یرمتغ یک هایبه دست آمده توسط روش ینهبه یطشرا یسهمقا(: 29-2)ول جد

 اندازه گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالین

 فاکتور مقادیر بهینه یک متغیر در یک زمان CCFمقادیر بهینه طراحی 

53/8 

 آندکانول-1

 Lµ0/30  

 اتانول

 Lµ1000 

 دقیقه 10

0 

0/5929 

0/8 

 آندکانول-1

 Lµ0/25  

 اتانول

   Lµ 900   

 دقیقه 10

05/0 

0/5278 

pH 
 نوع حلال استخراج

 حجم حلال استخراج

 نوع حلال پخش کننده

 حجم حلال پخش کننده

 زمان استخراج

 حجمی(-قدرت یونی)درصد وزنی

 ایمیانگین سیگنال تجزیه

 )سطح زیر پیک کروماتوگرام(

 

ها و نیز اثر این کنش بین متغیرهمپاسخ برای نشان دادن رابطه و بر هرویهای سه بعدی از منحنی

 دهد درپاسخ، اثر دو متغیر مستقل را نشان می رویهشود. هر منحنی ها روی پاسخ استفاده میمتغیر

. بر اساس (27-2)شکل  شوندها در سطح صفر )سطح میانی( ثابت نگه داشته میحالی که سایر متغیر
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 0/30، با افزایش مقدار حجم حلال استخراج تا pHدر مقدار میانی ه پاسخ مدل مربوطه، نمودار روی

اهش گردد که به دلیل کمیکرولیتر مقدار پاسخ افزایش یافته و پس از آن میزان پاسخ تا حدودی کم می

تا  pHر با افزایش مقداهمچنین باشد. دلیل افزایش حجم حلال استخراج میو بهفاز آلی دارو در غلظت 

به عنوان مقدار بهینه  pH 53/8شود. بنابراین مقدار پاسخ افزایش یافته و پس از آن ثابت می 53/8

 انتخاب گردید. 

 

حجم  و pH (A) در مقابلسیتالوپرام، دیازپام وسرتالین گیری تغلیظ و اندازهپیش منحنی رویه پاسخ(: 27-2)شکل

 (C) حلال استخراج

 

ای بهینه سازی فرایند بر 071دیزاین اکسپرت نی شده و مطلوبیت در نرم افزار پروفایل مقدار پیش بی

یله تعیین وسه. تابع مطلوبیت پاسخ شامل تعیین تابع مطلوبیت برای هر متغیر وابسته باستفاده شد

مقدار پیش بینی شده در گستره صفر تا یک رسم گردید. مطلوبیت یک برای حداکثر پاسخ و مطلوبیت 

مقادیر بهینه هر  28-2در شکل برای حالت حدواسط بیان شده است.  5/0حداقل پاسخ و  صفر برای

                                                
1Design expert 07  
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این نشان داده شده است.  آن به دست آمده است و درجه مطلوبیت CCFفاکتور مهم که از طراحی 

تصاویر به طور اجمالی نشان می دهد که که چگونه تغییرات در سطح هر متغیر، پاسخ و همچنین 

 Rm 96/2و  997/0پاسخ ها را تغییر می دهد. براساس این محاسبات و درجه مطلوبیت  مطلوبیت کلی

 به دست آمد. (29-2)جدول  ، شرایط بهینه مطلوب

 

 ینوسرتال یازپامد یتالوپرام،سگیری همزمان در اندازه CCF(: پروفایل مطلوبیت برای طراحی 28-2شکل )

گیری سیتالوپرام، دیازپام و در اندازه ظتغلیهای کالیبراسیون پیشرسم منحنی 2-5-8

 سرتالین

های متفاوت از هر های نمونه با غلظتتغلیظ، محلولمنظور رسم منحنی کالیبراسیون پیشبه         

نشان داده ( 30-2در جدول )نتایج آن ایط بهینه مورد آزمایش قرار گرفت که آنالیت تهیه و تحت شر

 هر یک از داروهاهای مختلف در یک لوله آزمایش غلظتاست که  . روش کار به این صورتشده است
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       برای دیازپام و L mg 0/5-0008/0- 1،برای سیتالوپرام L mg0/6-0006/0-1 غلظتی در گستره

1-L mg 0/5-0008/0  وبرای سرتالین mL 0/2 با فسفاتی بافر pH 53/8  و توسط آب مقطر به حجم

آندکانول -1 زا µL30  اتانول µL 1000 شاملپس مخلوط همگنی سرسانده شد.  mL  0/10نهایی

توسط سرنگ به سرعت به نمونه آبی تزریق گردید. در نتیجه، محلول کدر یا ابری )حاوی محلول آبی، 

شود که این کدورت به علت پخش ذرات کننده( تشکیل میکننده و حلال آلی پخشحلال آلی استخراج

دقیقه  10به مدت باشد. در مرحله بعد لوله آزمایش درون محلول آبی می کننده بهریز حلال استخراج

منظور جداسازی بهتر دو فاز، لوله آزمایش . سپس بهشد دادهقرار   kHz 60با قدرت  فراصوتدر حمام 

لوله پس از اتمام عمل استخراج، . گرفتدور بر دقیقه قرار  3000در دستگاه سانتریفیوژ با سرعت 

، در سطح محلول قطره آلی منجمد دقیقه، 20 حدود گذشتبعد از ید و منتقل گرد یخ مامح بهآزمایش 

 HPLCو به دستگاه  ویال منتقلیک اسپاتول به سپس قطره آلی منجمد شده توسط تشکیل گردید. 

 شد. تزریق

 

فاز  رکیبتیط بهینه، های مختلفی از آنالیت در شراتغلیظ سیتالوپرام. غلظتمنحنی کالیبراسیون پیش(: 29-2شکل )

میلی لیتر بر  0/1سرعت جریان  عنوان فاز متحرک،به 1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pHمتحرک: بافر فسفاتی با 

 .nm230دقیقه در 

 

y = 14592x + 2.615

R² = 0.9999
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فاز  یبترکهای مختلفی از آنالیت در شرایط بهینه، تغلیظ سرتالین. غلظتمنحنی کالیبراسیون پیش(: 30-2شکل )

میلی لیتر بر  0/1سرعت جریان  عنوان فاز متحرک،به 1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pH: بافر فسفاتی با متحرک

  nm230دقیقه در 

 

فاز  ترکیبهای مختلفی از آنالیت در شرایط بهینه، تغلیظ دیازپام. غلظتمنحنی کالیبراسیون پیش(: 31-2شکل )

میلی  0/1سرعت جریان  عنوان فاز متحرک،به 1:1و استونیتریل با نسبت  5/5 برابر pHمتحرک: بافر فسفاتی با 

 .nm230لیتر بر دقیقه در 

ـــکلنتایج با توجه به  ـــیون پیش، (31-2( تا )29-2های )ش تغلیظ برای دامنه خطی منحنی کالیبراس

ضریب تعیین  L mg  0/5-0013/0-1غلظتی  در محدوده سیتالوپرام در  زپامدیابرای  ، 2R=9998/0با 

ـــریب تعیین  L mg0/4-0027/0-1غلظتی محدوده  ـــرتالین در محدوده و 2R=9999/0با ض  برای س

 باشد. می  2R=9999/0با ضریب تعیین  L mg   0/4-0012/0-1غلظتی 

y = 12363x + 34.533
R² = 0.999
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 ینو سرتال یازپامد یتالوپرام،س یریگدر اندازه های مزاحمبررسی اثر گونه  2-5-9

ستخراج روقابلیت کاربرد منظور بررسی به طره مبتنی بر انجماد ق مایع پخشی پخشیش میکروا

های احتمالی در اثر مزاحمت، های حقیقیدر نمونه، فراصوتبا امواج سازی آلی شناور توسط امولسیون

 .مورد بررسی قرار گرفت سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینگیری تغلیظ و اندازهپیش

 یتالوپرامس گیریو اندازه یظتغل یشمزاحم در پ هایگونهاثر  یحاصل از بررس یج: نتا(30-2ول )جد

 نسبت غلظت گونه به غلظت 

وزنی(-)درصد وزنی  
های مورد بررسیگونه  

میدازولام و نیترازپامنیکوتین آمید، گلوکز، متیونین،  1000  

 B1 ویتامین ، ، آلانینلاکتوز 400

 B6 ، ویتامینتیواوره 300

 یازپامد گیریو اندازه یظتغل یشمزاحم در پ هایاثر گونه یز بررسحاصل ا یج: نتا(31-2جدول )

 نسبت غلظت گونه به غلظت 

وزنی(-)درصد وزنی  
های مورد بررسیگونه  

میدازولام و نیترازپامنیکوتین آمید، گلوکز، متیونین،  1000  

 B1 ، ویتامینB6 ، ویتامین ، لاکتوز، آلانین 400

ایدو کلرودیازوپوکس تیواوره 300  

 

 ینسرتال گیریو اندازه یظتغل یشمزاحم در پ هایاثر گونه یحاصل از بررس یجنتا (:32-2)جدول 

 نسبت غلظت گونه به غلظت 

وزنی(-)درصد وزنی  
های مورد بررسیگونه  

 نیکوتین آمید، گلوکز، متیونین،  1000

 لاکتوز، آلانین 400

 ویتامین B1، ویتامین B6 ، تیواوره 300

 

ـــیاری از گونه (32-2( و )31-2(، )30-2) جه به نتایج جدولبا تو ـــخص گردید که بس های مورد مش

 کنند.ایجاد مزاحمت نمیسیتالوپرام، دیازپام و سرتالین گیری تغلیظ و اندازهبررسی، در پیش
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 گیری سیتالوپرام، دیازپام و سرتالیندر اندازه ارقام شایستگی روش 2-5-10

-غلیظ و اندازهتپیش روش برای گیریاندازهحد ، 10-4-2قسمت شده در توضیحات ارائه مطابق 

حد  همچنین آمد. به دست 2/1و  g Lµ 3/1، 7/2- 1به ترتیب سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینگیری 

 µg L  4/0 ،8/0-1ترتیب به سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینگیری تغلیظ و اندازهپیش روش برای تشخیص

 آمد. ستبه د 4/0و 

و درصد انحراف نسبی  tآمده است. مقادیر  (35-2و ) (34-2)(، 33-2) در جداول مربوط به دقتنتایج 

 2بحرانی برای  tمقدار  %95سطح اطمینان در ) خوب روش است دقتو  صحتترتیب نشان دهنده به

 است(. 30/4درجه آزادی برابر 

 یتالوپرامس یبرادقت و صحت روش  یحاصل از بررس یج: نتا(33-2)جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه سیتالوپرام

SD* ±)1-(mg L 

 سیتالوپرام موجود در محلول آبی
)1-(mg L 

0/104  73/1  8/3  104/0 ± 004 /0  100/0  

2/99  22/2  5/1  491/0 ± 007/0  500/0  

2/101  48/1  4/1  012 /1 ± 014/0  000/1  

 *Standard deviation گیری(ه)سه انداز  

tcritical=4.30 (95% confidence interval) 

 یازپامد یدقت و صحت روش برا یحاصل از بررس یج: نتا(34-2)جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه دیازپام

SD* ±)1-(mg L 

 دیازپام موجود در محلول آبی
)1-(mg L 

0/98  70/1  04/2  098/0 ± 002/0  1000/0  

6/100  58/0  78/1  503/0 ± 009/0  5000/0  

0/101  56/0  06/3  01/1 ± 03/0  000/1  

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

)95% confidence interval=4.30 (criticalt 
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 ینسرتال یدقت و صحت روش برا یحاصل از بررس یج: نتا(35-2ل )جدو

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه سرتالین

SD* ±)1-(mg L 

 سرتالین موجود در محلول آبی
)1-(mg L 

0/103 70/1 91/2 031/0 ± 003/0  100/0 

2/99 62/0 21/2 496/0 ± 011/0  500/0 

0/103 57/2 98/1 30/1 ± 02/0  00/1 

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

)95% confidence interval=4.30 (criticalt 

نسبت شیب منحنی کالیبراسیون پیش تغلیظ بر شیب به صورت که ،  (PFتغلیظ )فاکتور پیش

 236، 297ب به ترتی سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینبرای  ،شودمنحنی کالیبراسیون مستقیم تعریف می

صد بازیاب  253و  ست که حجم قطره آلی جمعبه  79% میانگین  یبا در ست آمد. قابل ذکر ا آوری  د

 بوده است. Lµ30شده در حدود 

 های حقیقیدر نمونه سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینگیری اندازه 2-5-11

ــنهادی، در اندازهبه ــی توانایی روش پیش ــرتالینگیری منظور بررس ــیتالوپرام، دیازپام و س ر د س

ازپام سیتالوپرام، دیگیری تغلیظ و اندازهاز این روش برای پیش ،تهای متفاوهای حقیقی با بافتنمونه

 استفاده شد. سرم خونهای قرص، ادرار و نمونهدر  و سرتالین

سپس یک سوم مقدار پودر  و در هاون عقیق همگن گردید.پودر عدد قرص  3ابتدا برای این منظور، 

از این محلول  mL 1 با متانول حل و به حجم رسانیده شد. در این مرحله mL  250شده در بالن حجمی

لیتر از این محلول رسانده شد. سپس به یک میلیبا آب مقطر به حجم  mL 100 در بالن حجمی

رسانده  mL  10های مشخص و متفاوتی از نمونه استاندارد داروی مورد نظر اضافه و به حجم نهاییحجم

گیری قرار گرفت. بنابراین، ابتدا به محلول حاوی یک و تحت شرایط بهینه به دست آمده مورد اندازه

  mLی استانداردی اضافه نشد و طبق شرایط بهینه شده و در حجمههیچ ماد ،ی قرصلیتر نمونهمیلی

و  mL  1/0 ،5/0ای به دست آمد. در مراحل بعدی، به ترتیب، عمل استخراج انجام و سیگنال تجزیه10

تغلیظ شبه محلول نمونه اضافه و پس از انجام پی داروی مورد نظر mg L0/10-1از محلول استاندارد  0/1
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 آن، غلظت پیش تغلیظ ای محاسبه و با استفاده از منحنی کالیبراسیونسیگنال تجزیه ،هدر شرایط بهین

-2(، )32-2های )و شکل( 36-2بار تکرار گردید که نتایج آن در جدول ) 3گیری هر اندازه تعیین شد.

 آمده است.( 34-2( و )33

سرم به منظور  mL  0/2بهاستونیتریل  mL  2/1نحوه آماده سازی سرم به این صورت بود که ابتدا

دقیقه در سانتریفیوژ با سرعت 0/10های موجود در آن اضافه گردید. سپس به مدتجداکردن پروتئین

لیتری میلی 0/25بالن حجمی  و به جداسپس محلول رویی آن  دور در دقیقه قرار داده شد. 2000

انتقال داده شد و آنالیز  mL0/10 لوله آزمایشمحلول به این لیتر از یک میلی گردید. سپسمنتقل 

ه استاندارد در گستر سرتالینو  سیتالوپرام، دیازپامهای غلظت متفاوت از استاندارد دارو چهاردر نه ونم

ام انجپیش تغلیظ با استفاده از منحنی کالیبراسیون  ، mL0/10در حجم کلی  خطی هر یک از داروها

 آورده شده است.  35-2و شکل ( 37-2گردید که نتایج آن در جدول )

مخلوط  mL  0/10در یک لوله آزمایشاستونیتریل  mL 5/0 ادرار با mL  0/2برای آماده سازی ادرار

مقطر دقیقه، محلول رویی با آب  10دور بر دقیقه به مدت  4000گردید. پس از سانتریفیوژ با سرعت 

با استفاده از منحنی  و افزایش استانداردروش سپس با ده شد و رسان mL 0/10نهایی  به حجم

رد سالم و ط به فبوط به نمونه ادرار مربومر که نتایج مورد آنالیز قرار گرفت، پیش تغلیظ کالیبراسیون

 . آورده شده است 36-2( و شکل 37-2در جدول ) کند،ی که داروهای مورد نظر را مصرف میفرد بیمار
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 های قرصو سرتالین در نمونهسیتالوپرام و دیازپام گیری اندازهنتایج  (:36-2)جدول

 آنالیت
 غلظت اضافه شده

)1-g Lµ( 

 گیری شدهغلظت اندازه

)1-(µg L 

RSD 
(%) 

(n=3) 

درصد 

 بازیابی

گرم میلی

 قرص

 سیتالوپرام

0 0/2000 11/3 -  

00/500* 

 

0/500 0/2530 10/1 00/106 

0/1000 0/3050 21/2 00/105 

 دیازپام

0 0/20 21/2 -  

00/5** 

 

0/500 0/578 11/4 60/111 

0/1000 0/1010 61/1 00/99 

 سرتالین

 

0 0/70 83/1 -  

5/71*** 

 

0/500 0/570 10/2 84/99 

0/1000 0/1061 25/1 82/98 

 گرممیلی 500گرم= *مقدار برچسب روی قرص سیتالوپرام بر حسب میلی

 گرملیمی 5گرم= *مقدار برچسب روی قرص دیازپام بر حسب میلی*

 گرممیلی 20گرم= *مقدار برچسب روی قرص سرتالین بر حسب میلی**

 سیتالوپرام و دیازپام و سرتالینگیری اندازه های حقیقی سرم و ادرار براینمونه (37-2)جدول 

 آنالیت
 غلظت اضافه شده

)1-(µg L 

 غلظت اندازه گیری شده

)1-(µg L 

RSD 
(%) 

(n=3) 

 درصد بازیابی

 نمونه سرم

 یتالوپرامس

0 - - - 

00/5 04/5 60/1 80/100 

00/20 10/19 50/2 50/95 

00/25 84/24 60/2 36/99 

00/40 61/40 20/3 52/101 

 دیازپام

0 - - - 

00/5 98/4 20/1 60/99 

00/20 17/20 50/3 80/100 

00/25 02/26 80/1 10/104 

00/40 40/40 60/1 00/101 

 سرتالین

 

0 - - - 

00/5 99/4 40/1 90/99 

00/20 20/20 50/1 00/101 

00/25 71/26 33/2 84/106 

00/40 54/41 21/3 85/103 

 نمونه ادرار )اسپایک شده(
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 سیتالوپرام

 

0 - - - 

00/5 17/5 50/4 50/103 

00/20 83/20 64/1 15/104 

00/25 90/19 98/3 50/99 

00/40 22/39 70/2 05/98 

 دیازپام

0 - - - 

00/5 960/4 9/1 16/99 

00/20 82/19 30/2 10/99 

00/25 13/25 20/2 52/100 

00/40 11/40 12/2 30/100 

 سرتالین

0 - - - 

00/5 34/5 70/3 80/106 

00/20 19/20 50/2 95/100 

00/25 54/24 87/1 16/98 

0/40 05/41 12/3 65/102 

 نمونه ادرار )بیمار(

 امسیتالوپر

 

0 400/1 10/2 - 

00/5 40/6 90/3 00/100 

00/10 70/11 40/3 00/103 

00/15 53/15 50/3 20/94 

 دیازپام

0 00/16 50/2 - 

00/5 80/20 60/5 00/96 

00/10 50/24 70/2 00/85 

00/15 34/30 12/3 60/95 

 سرتالین

 

0 - - - 

00/5 20/5 50/3 00/104 

00/10 10/10 40/4 10/110 

00/15 25/15 81/3 66/101 
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 ، )بّ( بعد ازقبل از اسپایک استاندارد سیتالوپرام کروماتوگرام حاصل از نمونه قرص )الف(:کروماتوگرام (:32-2شکل)

، حجم حلال  mL  0/10شرایط آزمایش: حجم محلول نمونه .µg L 0/500-1اسپایک استاندارد سیتالوپرام با غلظت 

دقیقه، زمان  0/10، زمان استخراج µL 0/1000 ، حجم حلال پخش کنندهµL 0/30 آندکانول(-1استخراج کننده)

  nm230موج  دقیقه، در طول 0/10کردن  سانتریفیوژ
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( بعد از ، )بکروماتوگرام حاصل از نمونه قرص دیازپام قبل از اسپایک استاندارد )الف(کروماتوگرام (:33-2شکل)

م حلال ، حجmL  0/10رایط آزمایش: حجم محلول نمونهش .µg L0/500-1با غلظت اسپایک استاندارد دیازپام 

دقیقه، زمان  0/10، زمان استخراج µL00/1000، حجم حلال پخش کننده µL  0/30 آندکانول-1استخراج کننده)

  nm 240 موج دقیقه، در طول 0/10کردن  سانتریفیوژ
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قبل از اسپایک استاندارد، )بّ( بعد از  سرتالیناصل از نمونه قرص کروماتوگرام )الف( کروماتوگرام ح (:34-2شکل)

م حلال ، حجmL  0/10شرایط آزمایش: حجم محلول نمونه .µg L 0/500-1با غلظت  سرتالیناسپایک استاندارد 

دقیقه، زمان  0/10، زمان استخراج µL 0/1000 ، حجم حلال پخش کنندهµL 0/30 آندکانول( -1استخراج کننده)

 nm  210موج دقیقه، در طول 0/10کردن  تریفیوژسان
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سیتالوپرام و  mg L 5/0-1 سرم حاوی (B)، انسان بدون مصرف دارو شاهد سرم   (A)(:کروماتوگرام نمونه35-2شکل)

، mL  0/10، حجم محلول نمونهmg L  5/0-1 غلظت سیتالوپرام و دیازپام و سرتالین شرایط آزمایش: .دیازپام و سرتالین

 0/10، زمان استخراج L µ 0/1000، حجم حلال پخش کنندهµL  0/30آندکانول(-1) جم حلال استخراج کنندهح

 nm  210)رنگ سبز( و nm  240)رنگ آبی(، nm  230هایدر طول موجدقیقه،  0/10کردن  سانتریفیوژدقیقه، زمان 

 )رنگ قرمز( برای سیتالوپرام، دیازپام، سرتالین به ترتیب.
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 .سیتالوپرام و دیازپام و سرتالین g Lµ 5/0-1 حاویادرار  (B)، فرد بیمار ادرار   (A)کروماتوگرام نمونه(:36-2شکل)

، حجم حلال  mL  0/10، حجم محلول نمونه g Lµ  5/0-1 سیتالوپرام و دیازپام و سرتالینغلظت  شرایط آزمایش:

دقیقه، زمان  0/10، زمان استخراج  L µ 0/1000، حجم حلال پخش کننده L µ 0/30آندکانول(-1استخراج کننده)

)رنگ قرمز(  nm  210)رنگ سبز( و nm  240)رنگ آبی(، nm  230هایطول موجدر دقیقه،  0/10کردن  سانتریفیوژ

 برای سیتالوپرام، دیازپام، سرتالین به ترتیب.
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 یریگدر اندازه گرفته شده کاربههای مقایسه روش پیشنهادی با برخی روش 2-5-12

 ینو سرتال یازپامد یتالوپرام،س

سیتالوپرام، برخی از داروهای گیری تغلیظ و اندازههای پیشتعدادی از روش 38-2در جدول  

های مختلف، مانند حد تشخیص، دامنه خطی در این جدول پارامتر.. آورده شده استدیازپام و سرتالین 

ا هقایسه ارقام شایستگی گزارش شده برای این روشتغلیظ برای مقایسه آورده شده است. مو فاکتور پیش

های گزارش شده بهتر دهد که روش پیشنهادی نسبت به برخی از روشبا روش پیشنهادی نشان می

باشد. می 103و  120، 101، 23روش ارائه شده دارای حدتشخیص بهتر نسبت به مراجع  باشد.می

 گزارش شده است. 103و  102، 23، 22مراجع همچنین انحراف استاندارد نسبی بهتری نسبت به 

 نیو سرتال یازپامد یتالوپرام،س یریگاندازه یانجام شده برا یهاروش یربا سا یشنهادیروش پ یسهمقا:  (38-2)جدول 

 مرجع
فاکتور 

 تغلیظپیش
%RSD صحد تشخی 

)1-µg L(  

 گستره خطی

)1-g Lµ( 
 روش استخراج آنالیت/ماتریس

22 - 8/8-1/1 - 
1600-12 

 

سیتالوپرام/ 

 پلاسمای خون
SPE/HPLC-FLD 

23 - <0/10 
0/13 

 
0/2-05/0 

 
 SPE/HPLC-DAD سیتالوپرام/ ادرار

100 - 5/3-1/2 
8/0 

 

125-5/2 

 

دیازپام/ پلاسمای 

 موش و بافت مغز
SPE/HPLC-UV 

101 - <8/0 
8/2 

 

0/5000-0/10 

 

دیازپام/ پلاسمای 

 خون

UADLLME/ 

HPLC-PDA 

102 25 <0/11 
0/5 

 

0/1000-0/20 

 

سیتالوپرام/ 

 پلاسمای خون

LPME/ capillary 

electrophoresis 

103 133 7/8-5/3 
5/1 

 

0/306-06/3 

 
 DLLME/ capillary سرتالین/ ادرار

electrophoresis 

روش 

 پیشنهادی

445 

344 

383 

6/5-10/1 

CIT 39/0 

DIZ 80/0 

SER 36/0 
 

0/50-3/1 

0/40-7/2 

0/40-2/1 

 

، سرتالین و دیازپام

سیتالوپرام/ ادرار و 

 پلاسمای خون

UA-SFOD-

DLLME/ HPLC-

MWD 

 



124 

 

ین گیری ویتامتغلیظ و اندازهج مایع مایع پخشی معکوس برای پیشروش میکرواستخرا 2-6

A  وE های گیاهیدر روغن 
انسان، روشی  و رشد بر سلامتی هاچربی و نقش آن درهای محلول ویتامینبا توجه به اهمیت 

ارائه شد. های گیاهی در روغن Eو  Aگیری مقادیر کم ویتامین پذیر برای اندازهساده، حساس و گزینش

کروماتوگرافی مایع با روش  همراهبهی معکوس در این پژوهش روش میکرواستخراج مایع مایع پخش

مورد  خوراکیگیاهی های ها در روغنگیری مقادیر کم این ویتامینبرای پیش تغلیظ و اندازهکارایی بالا 

 بررسی قرار گرفت.

 Eو ویتامین  Aویتامین  UV-Visثبت طیف   2-6-1

های ، طیف جذبی محلولEو  A هاییتامینوهای دارای جذب ماکزیمم برای تعیین طول موج 

با  رکحدر فاز مت E  یتامینو و A یتامینو mg L 0/5-1این داروها ثبت گردید. بدین منظور محلول

نسبت به فاز متحرک ها تهیه و طیف جذبی این ویتامین عنوان حلالبه متانول -آب مقطر 1:9مخلوط 

به دلیل رسیدن به حساسیت  .(37-2)شکل  ثبت گردید nm  450-200در گسترهعنوان شاهد به

 Aو ویتامین  Eترتیب برای ویتامین به 326و  nm  216ماکزیممها در دو طول موج گیریهانداز، بیشتر

 نجام پذیرفت. ، ا

 

. mg L 0/5-1 هر یک Eو ویتامین  Aشرایط: غلظت ویتامین ، Eو ویتامین  Aطیف جذبی ویتامین  (:37-2شکل )

 متانول -آب مقطر 1:9لوط خحلال م
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 Eیتامین و و A یتامینو شرایط کروماتوگرافی برای اندازه گیری 2-6-2

 یستماز سهای خوراکی، روغن در Eیتامین و و A یتامینوگیری همزمان برای اندازه 

 1:9مخلوط  به این منظور. ( استفاده شدRP-HPLCفاز معکوس ) یبا عملکرد بالا یعما یکروماتوگراف

[. 38] گردید استفادهعنوان فاز متحرک میلی لیتر بر دقیقه به 0/1جریان و سرعت  متانول -آب مقطر

-2)های در شکلها و مخلوط آن Eیتامین و و A یتامینو mg L 0/10-1 کروماتوگرام حاصل از محلول

، دو پیک Eقابل ذکر است که در کروماتوگرام مربوط به ویتامین  ( نشان داده شده است.40-2) تا( 38

اشد بگردد که اولین پیک مربوط به توکوتری انول و دومین پیک مربوط به آلفا توکوفرول میمشاهده می

باشد که در زمان بازداری در حدود های خوراکی آلفا توکوفرول مینوع مورد بررسی در مطالعه روغنکه 

 .دقیقه دیده شده است 11

 

آب  1:9مخلوط . فاز متحرک: mg L   0/10-1 با غلظت A(: کروماتوگرام مربوط به استاندارد ویتامین 38-2شکل )

  .nm  326در طول موج متانول -مقطر
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آب  1:9مخلوط . فاز متحرک: mg L  0/10-1 با غلظت Eستاندارد ویتامین (: کروماتوگرام مربوط به ا39-2شکل )

 . nm  216در طول موج متانول -مقطر

 

 

. فاز متحرک: mg L  0/10-1با غلظتهر یک  Eو  A(: کروماتوگرام مربوط به مخلوط استاندارد ویتامین 40-2شکل )

رنگ آبی  (nm  216و( Aگیری ویتامین رای اندازه)رنگ قرمز ب nm 326در طول موج متانول -آب مقطر 1:9مخلوط 

 (Eگیری ویتامین برای اندازه

و ویتامین  Aگیری ویتامین تغلیظ و اندازهدر پیش رسم منحنی کالیبراسیون مستقیم 2-6-3

E  

 mg L  5/0-1در محدوده غلظتی Eو ویتامین  Aهای متفاوت از ویتامین هایی با غلظتمحلول

با  بوتانول حل شده است،-nکه در  هااین ویتامین mg L  0/2000-1سازی از محلولبا رقیق 0/250تا 

طور مستقیم به از محلول به L µ 0/5تهیه شدند. سپس mL  0/10در حجم( 8-2) اتانول-آبمخلوط 

 ،ایهعنوان سیگنال تجزیبه زیر پیک نمونه بود سطحتزریق گردید و سیگنال حاصل که  HPLCدستگاه 

ین اهای کالیبراسیون مربوطه نیز از رسم تغییرات سیگنال آنالیت بر حسب غلظت ید. منحنیثبت گرد
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 Eویتامین  و A یتامینوبرای  (42-2و ) (41-2) هایدر شکل دست آمد که نتایج آنبه دو ویتامین

-mg L 0/150-1براساس نتایج به دست آمده، منحنی کالیبراسیون در محدوده  .نشان داده شده است

 باشد. خطی می Eبرای ویتامین  mg L  0/200-0/1-1ه و در محدود Aبرای ویتامین  6/0

 

، (8-2) اتانول-آبمخلوط های مختلفی از آنالیت در . غلظتA یتامینومنحنی کالیبراسیون مستقیم  (:41-2)شکل 

در طول  یلی لیتر بر دقیقهم 0/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 9:1با نسبت حجمی  آب مقطر -متانول ترکیب

 .nm  326موج

 

(، 8-2) اتانول-آبهای مختلفی از آنالیت در مخلوط . غلظتE یتامینومنحنی کالیبراسیون مستقیم  (:42-2)کل ش

در طول  لیتر بر دقیقهمیلی 0/1عنوان فاز متحرک، سرعت جریان به 9:1 با نسبت حجمی آب مقطر -متانولترکیب 

 .nm  216موج
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 در روغن خوراکی Eو ویتامین  Aگیری ویتامین تغلیظ و اندازهکار در پیش روش 2-6-4

mL 0/14 های روغن خوراکی حاوی ویتامینA  وEبا ،mL  0/1 عنوان عامل سیکلوهگزان به

عنوان حلال به 8-2اتانول با نسبت -رقیق کننده در یک لوله آزمایش یکنواخت گردید. مخلوط آب

عنوان حلال پخش کننده توسط یک سرنگ به سرعت به درون دی اکسان به 4و  1تخراج کننده و اس

دقیقه حمام فراصوت قرار گرفت  10لوله آزمایش تزریق گردید. محلول ابری تشکیل شده در به مدت 

دقیقه  15تا محلول استخراج کننده به درون محلول روغن پخش شود. پس از سانتریفیوژ نمونه به مدت 

تزریق و مورد آنالیز  HPLCاز حلال ته نشین شده به دستگاه  µL 0/5دور بر دقیقه ، 3500با سرعت 

 قرار گرفت.

و  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و درپیش متغیرهای موثرسازی بررسی و بهینه 2-6-5

 Eویتامین 

ی ا، پارامترهپاســخمنظور فراهم نمودن بهترین حســاســیت و در نتیجه بهترین بهدر این پروژه، 

ستخراج ویتامینبر  مؤثر سی قرار گرفتند ها،میکروا س .مورد برر مؤثر، ابتدا از روش  هایفاکتور یدر برر

ــازیینهبه ــطوح متغیرزمان یکدر  یرمتغ یک س ــپس از طرح  مؤثرهای ، جهت تعیین س بر روش و س

خص شدن مش مهم در استخراج استفاده شد. پس از هایفاکتورمشخص نمودن  کامل جهت فاکتوریل

سازی فاکتورهای موثر بر استخراج استفاده برای بهینه (BBD) ی باکس بنکنفاکتورهای مهم، از طراح

 قرار گرفتند عبارتند از: یکه مورد بررسهایی فاکتور شد.

1- pH محلول استخراج 

 نمونه حجم محلول -2

 نوع بافر -3

 حجم محلول استخراج -4
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 ترکیب درصد حلال استخراج -5

 پخش کنندهنوع حلال  -6

 پخش کنندهم حلال حج -7

 زمان استخراج -8

 زمان سانتریفیوژ -9

تایج ن سازی یک متغیر در یک زمان مورد بررسی قرار گرفتند.توسط روش بهینه شدهمعرفی های فاکتور

با توجه به مقادیر بهینه هر  آمده است. 3کامل مربوط به بهینه سازی یک متغیر در زمان در پیوست 

، سطوح مورد نظر برای روش طراحی آزمایش ازی یک متغیر در زمانبهینه سدر  (39-2جدول ) فاکتور

سازی پارامترها به روش یک متغیر در یک زمان غلظت تعیین گردید. قابل ذکر است که در مراحل بهینه

 بوده است. mg L  5/0-1ویتامین های مورد بررسی برابر

 E یتامینو و A یتامینو گیریاندازه زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینهحاصل از به یجنتا :(39-2جدول )

 مقدار بهینه محدوده بررسی فاکتور

pH 0/4 2-7 حلال استخراج 

  mL0/15-0/5  mL0/15  حجم محلول

 نوع بافر

 (Lµحجم محلول استخراج )

 ی، فسفاتیاستات

200-50 

 یاستات

100 

 ترکیب درصد حلال استخراج
 (اتانول-آب)

1:9 – 4:6 8:2 

 دی اکسان 4وTHF 1استون و  دی اکسان، 4و1 نندهپخش کنوع حلال 

 Lµ300-50 Lµ100 پخش کنندهحجم حلال 

 دقیقه 15 دقیقه 10-30 زمان استخراج

 دقیقه 15 دقیقه 10-20 زمان سانتریفیوژ
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و  Aویتامین سازی فاکتورهای موثر بر پیش تغلیظ و اندازه گیری بررسی و بهینه 2-6-6

 آزمایش به روش طراحی Eویتامین 

تغییر  سازیشرایط حاصل از بهینه های احتمالی بین فاکتورهای مورد بررسی،دلیل برهمکنشبه

تواند شرایط بهینه واقعی باشد. بنابراین لازم است اثر فاکتورهای موثر بر یک متغیر در یک زمان نمی

 ژه از روش طراحی فاکتوریلسازی همزمان مورد بررسی قرار گیرد. در این پروهای بهینهبه روش فرایند

استفاده گردید. در ادامه، مراحل انجام کار در  و تعیین فاکتورهای موثرها کنشبرای بررسی برهم کامل

به ذکر است که  لازم .آورده شده است کامل سازی همزمان متغیرها به روش طراحی فاکتوریلبهینه

 نوع بافر و حلال پخش کننده زمان سانتریفیوژ، نوع حلال استخراج، حجم محلول نمونه، برای فاکتورهای

ورها فاکتسطوح انتخاب شده برای  از مقادیر بهینه حاصل از روش یک متغیر در یک زمان استفاده شد.

 آورده شده است. 40-2جدول در 

 E یتامینو و A یتامینو گیریو اندازه تغلیظیشموثر بر پ یسطح فاکتورها یینتع (:40-2)جدول 

 علامت فاکتور سطح بالا )+( (-) ینیسطح پا

0/2 5/4 pH حلال استخراج A 

 ترکیب درصد حلال استخراج 4:6 8:2

 (اتانول-آب)

B 

 C )دقیقه(زمان استخراج 20 10

 پخش کنندهحجم حلال  0/150 0/50

(Lµ) 

D 

 

 Aیتامین گیری واندازهتغلیظ و پیشمنظور تعیین تاثیرگذارترین فاکتورها بر ها بهبرای طراحی آزمایش

ها استفاده شد. برای انجام طرح فاکتوریل کامل و پردازش داده statistica 12 افزاراز نرم، Eو ویتامین 

آزمایش خواهد  16 ،مورد بررسی باشدفاکتور  4ها در طرح فاکتوریل کامل هنگامی که تعداد آزمایش

 یاهدرصدهای بازیابی هر یک از آنالیت قابل ذکر است که در این طراحی، پاسخ بصورت حاصلضرب بود.
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تحت ها دهد. تمامی آزمایشرا نشان می طراحیهای این آزمایش 41-2 جدولمورد بررسی بوده است. 

 .شرایط مشخص شده در طرح فاکتوریل کامل و بصورت زیر انجام شد

 Eیتامین و و A یتامینو یگیربرای اندازه آمده از آن به دست یجکامل و نتا یلطرح فاکتور (:41-2)جدول 

 pH ردیف
ترکیب درصد حلال 

 آب(-)اتانول استخراج

زمان 

 استخراج

حجم حلال 

 نندهکپخش 

درصد 

بازیابی 

 Aویتامین 

درصد 

 یابیباز

 E یتامینو

MER 

1 - + - - 10 15 016/0 

2 + + + - 32 51 167/0 

3 + + - + 45 70 315/0 

4 + - + + 25 36 092/0 

5 - - - + 4 4 0016/0 

6 - - + - 7 8 0056/0 

7 - + + + 17 24 042/0 

8 + - - - 22 23 051/0 

9 - - + + 12 15 018/0 

10 - + + - 4 5 004/0 

11 + - + - 22 24 054/0 

12 + + + + 44 53 235/0 

13 + + - - 32 39 125/0 

14 + - - + 34 41 138/0 

15 - - - - 4 6 0024/0 

16 - + - + 12 15 018/0 

 

موثر به ترتیب اهمیت مشخص فاکتورهای آمده مورد تحلیل قرار گرفته و  به دستنتایج در ادامه 

از نمودار پارتو برای بررسی و ارزیابی اثر فاکتورهای به کار برده شده در این طراحی  بنابراین شوند.می

همیت هر یک از فاکتورها . در این نمودار طول هر ستون متناسب با ا((43-2)شکل ) استفاده شد

داری اثرات، نشان عنوان حد معنیرا به 95ار پارتو، سطح اطمینان %خط عمودی در نمود باشد.می

 دهد.می
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 Eیتامین و و A یتامینو گیریبرای اندازه تو حاصل از طرح فاکتوریل کاملنمودار پار (:43-2)شکل

حجم حلال  ، حلال استخراج ترکیب درصد، pHای فاکتورهنتایج حاصل از مرحله غربالگری، بر اساس 

های مهم و موثر بر عنوان فاکتوربه (ABو ترکیب درصد حلال استخراج ) pHو برهمنکش  پخش کننده

باکس بنکن  طراحیدر ادامه توسط  انتخاب شدند. Eو ویتامین  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و پیش

(BBDمقادیر بهینه این فاکتور ،)شوند. در طراحی تعیین میم های مهBBD در سه سطح هر فاکتور 

ه برای انتخاب شد بالا و پایین مشابه سطوح ،سطوحگیرد. این بالا، میانی و پایین مورد بررسی قرار می

غیر مهم فاکتور ، BBDطراحی های انجام شده در در تمام آزمایش. باشدطراحی فاکتوریل کامل می

 پارتو علامت آن در نمودارکه علامت آن مشابه با  دقیقه در نظر گرفته شد 10استخراج( ثابت و  زمان)

 . باشدمی FFDطراحی 

باکس بنکن، مایش در طراحی  عداد آز که ت گامی  با  3ها هن طبق نقطه مرکزی وجود دارد،  3فاکتور 

 MERر و مقادی طراحی باکس بنکنماتریس  44-2جدول  باشد.آزمایش می 15برابر با ( 12-1رابطه )

 دهد.نشان می برای دو آنالیت را
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 Eیتامین و و A یتامینو گیریبرای اندازه ینقطه مرکز 3فاکتور، 3با  BBDماتریس طرح  (:42-2)جدول 

 A B D ردیف
درصد بازیابی 

 Aویتامین 

 یابیدرصد باز

 E یتامینو
MER 

1 + - 0 17 24 041/0 

2 0 + - 33 47 1551/0 

3 - 0 - 19 14 027/0 

4 0 0 0 38 55 209/0 

5 0 0 0 38 54 205/0 

6 - + 0 19 27 051/0 

7 + 0 + 31 42 130/0 

8 - 0 + 18 26 047/0 

9 0 + + 48 67 322/0 

10 + 0 - 33 47 155/0 

11 - - 0 16 24 038/0 

12 0 - + 22 32 070/0 

13 0 0 0 38 54 205/0 

14 + + 0 70 94 658/0 

15 0 - - 22 28 062/0 

 

مورد تجزیه و  ANOVAهای طراحی شده، به وسیله روش نتایج تجربی حاصل از انجام آزمایش

و  های خطیبینی پاســخ، رابطهآوردن مدل تجربی برای پیش به دســتمنظور بررســی قرار گرفتند. به

ضــرایب رگرســیونی ها پردازش شــده و آمده از آزمایشبه دســتهای دادهها و کنشدرجه دوم و برهم

 یلتحل همچنین ، نشــان داده شــده اســت.43-2در جدول   Eو ویتامین  Aمربوط به پاســخ ویتامین 

شنهادیمدل پ یبرا یانسوار در جدول  E یتامینو و  A یتامینو  گیریو اندازه تغلیظیشمربوط به پ ی

 نشان داده شده است. 2-44
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 E یتامینو و A یتامینو گیریپاسخ اندازه یاانجام شده بر BBDطراحی  یبرا یآمار ی(: پارامترها43-2جدول )

 t P خطای استاندارد ضریب ضریب عبارت

 066/0 343/2 0618/0 1448/0 ثابت

A 1026/0 0378/0 711/2 042/0 

B 1218/0 0378/0 220/3 023/0 

D 0212/0 0378/0 561/0 599/0 
AA 0052/0- 0557/0 093/0- 930/0 

BB 0573/0 0557/0 029/1 351/0 

DD 0499/0- 0557/0 896/0- 411/0 
AB 1510/0 0535/0 821/2 037/0 
AD 0112/0- 0535/0 210/0- 842/0 
BD 0397/0 0535/0 743/0 491/0 

 

 E یتامینو و  A یتامینو  گیریو اندازه تغلیظیشمربوط به پ یشنهادیمدل پ یبرا یانسوار یلتحل (:44-2)جدول 

 

ضرایب  ستفاده از  ست آمدهبا ا  گیریاندازهتغلیظ و پیش ن مدل برایتریساده ،(43-2در جدول ) به د

 شود.پیشنهاد می (19-2معادله )صورت به  Eو ویتامین  Aویتامین 

 

دیدرجه آزا مجموع مربعات منبع F میانگین مربعات  P  آماره   مقدار

A 0315/0  1 0315/0  32/18386  0001/0  

B 0317/0  1 0317/0  62/18525  0001/0  

D 0051/0  1 0051/0  29/2978  0003/0  

AA 0004/0  1 0004/0  43/233  0043/0  

AB 0337/0  1 0337/0  10/19710  0001/0  

AD 0003/0  1 0003/0  44/217  0046/0  

BB 0003/0  1 0030/0  63/172  0057/0  

BD 0094/0  1 0094/0  28/5490  0002/0  

DD 0131/0  1 0131/0  67/7666  0001/0  

Lack of fit 0203/0  3 0315/0  38/3962  3000/0  

Pure error 0000034/0  2 000001713/0    

Total error 1462/0  14    
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(2-19) 

Response = 0.144 + 0.1026 A + 0.1219 B + 0.0212 D - 0.0051 A2 + 0.151 AB - 0.0112 AD + 0.0573 B2+ 

0.0397 BD - 0.0499 D2 

رسد، با افزایش مقدار اتانول در ترکیب حلال استخراج نظر میبا توجه به نتایج به دست آمده، به

شود که این ترکیبات راحت تر به درون فاز ها بیشتر شده و باعث میکننده، امکان برهمکنش با آنالیت

ــوند. همچنین ــتخراج ش ــدن پخش کننده،از حلال پخش µL  0/110های کمتر ازدر حجم آبی اس ش

ــتخراج ــورحلال اس ــتخراج به خوبی و  گیرد وت نمیکننده خوب ص کافی  به اندازهقطرات ریز برای اس

ــکیل نمی ــود.تش ــطح تماس بین دو فاز روغن و آبی می ش گردد. در نتیجه این امر منجر به کاهش س

اهش رسد که کیابد. اما به نظر میمیزان انتقال آنالیت به فاز آبی کمتر و بازده استخراج نیز کاهش می

تواند ناشی از انحلال حلال استخراج باشد می L µ 0/110های بالاتر ازای در حجمیههای تجزسیگنال

 گردد.که این امر منجر به کاهش بازده استخراج می

ــخ پیش ــکل   Eو ویتامین  Aگیری ویتامین تغلیظ و اندازهنمودار احتمال نرمال برای پاس در ش

 .ستد که توزیع خطاها تقریبا نرمال اندهنشان می 2-44

 

 Eو ویتامین  Aگیری ویتامین تغلیظ و اندازهنمودار احتمال نرمال برای پیش (:44-2)شکل 
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شان دادن رابطه و بر سطحهای سه بعدی از منحنی ر ها و نیز اثکنش بین متغیرهمپاسخ برای ن

هد دنشان میپاسخ، اثر دو متغیر مستقل را  رویهشود. هر منحنی ها روی پاسخ استفاده میاین متغیر

 46-2، 45-2شوند. شکل ها در سطح صفر )سطح میانی( ثابت نگه داشته میدر حالی که سایر متغیر

سخ را برای  رویه منحنی 47-2و  شان می  Eو ویتامین  Aویتامین  گیریتغلیظ و اندازهپیشپا  دهد.ن

 تا، کننده م حلال پخشحج، در مقدار میانی 45-2در شکل  پاسخ مدل مربوطه سطحبر اساس نمودار 

سخ تا حدودی کم می L µ 0/80آلیحجم حلال  سخ افزایش یافته و پس از آن میزان پا گردد مقدار پا

ستخراج محلولقطبی شدن  علتهاین افزایش سیگنال بکه  همچنین همانطور که در شکل  باشد.می ا

یافته و پس از آن مقدار آن پاســخ افزایش  4/4تا  pHنشــان داده شــده اســت، با افزایش مقدار  2-46

شکل به عنوان مقدار بهینه انتخاب گردید pH 4/4یابد. بنابراین مقدار کاهش می -2. همچنین مطابق 

ــتخراج، با افزایش حجم حلال پخش کننده، تا47 ــخ  L µ 110، در مقدار میانی حلال اس ، میزان پاس

ستخراجشدپخش کننده،های کمتر حلال پخشدر حجم .یابدافزایش می صورت ن حلال ا کننده خوب 

  شود.کافی تشکیل نمی به اندازهقطرات ریز برای استخراج به خوبی و  گیرد ونمی

 

 یتامینو گیریاندازه یبرا (B)در برابر ترکیب درصد محلول استخراج  pH (A)برای  رویه پاسخ(: منحنی 45-2) لشک

A یتامینو و E 
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و  A یتامینو گیریبرای اندازه (D)در برابر حجم حلال پخش کننده  pH (A)رای ب رویه پاسخ(: منحنی 46-2شکل )

 Eیتامین و

 

 (B)در مقابل ترکیب درصد محلول استخراج  (D)برای  حجم حلال پخش کننده  رویه پاسخمنحنی  (:47-2)شکل 

 Eیتامین و و A یتامینو گیریبرای اندازه

و ویتامین  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و پیش هینهبا توجه به مدل ریاضی پیشنهادی، شرایط ب

E  سبه صل از روش  45-2شد. نتایج در جدول  محا سه این نتایج، با نتایج حا ست. مقای شده ا گزارش 

آمده از روش طراحی آزمایش با  دســـتبهدهد که شـــرایط بهینه یک متغیر در یک زمان نشـــان می

ــتفاده از مدل  ــل از روش یک متغیر در یک زمان  ، تا حدودی متفاوت ازBBDاس ــرایط بهینه حاص ش

شان ست که ن سیگنالا ست که بین فاکتورهای موثر بر  یتامین وگیری اندازهتغلیظ و پیش دهنده این ا

A  و ویتامینE  (pH  ــتخراجو ــد حلال اس ــت و در نتیجه برهم( ترکیب درص ــته اس کنش وجود داش

تر باشــد، زیرا تمام ید به مقادیر بهینه واقعی نزدیکآمده از روش طراحی آزمایش با به دســتشــرایط 

 ها در نظر گرفته شده است.کنشبرهم
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 E یتامینو و A یتامینو گیریاندازه یبرا یستمس یینها ینهبه یط(: شرا45-2جدول)

 فاکتور مقدار بهینه طراحی آزمایش مقدار بهینه یک متغیر در زمان

0/4 4/4 pH 

 (mL) ونهحجم محلول نم  0/15 0/15

 کنندهنوع حلال استخراج آب-اتانول آب-اتانول

 کنندهحلال استخراج ترکیب درصد 8-2 8-2

 نوع حلال پخش کننده دی اکسان 4و1 دی اکسان 4او

 حجم حلال پخش کننده 0/110 0/100

 زمان استخراج دقیقه 10 دقیقه 15

 نوع بافر یاستات یاستات

 فیوژزمان سانتری دقیقه 15 دقیقه 15

 ایمیانگین سیگنال تجزیه 5/649 0/536

 

برای بهینه سازی فرایند  design expeert07بینی شده و مطلوبیت در نرم افزار پروفایل مقدار پیش 

 ه وسیلهباستفاده شده است. تابع مطلوبیت پاسخ شامل تعیین تابع مطلوبیت برای هر متغیر وابسته 

صفر تا یک رسم گردید. با توجه به نتایج طراحی باکس بنکن  تعیین مقدار پیش بینی شده در گستره

 5/0، مطلوبیت یک برای حداکثر پاسخ و مطلوبیت صفر برای حداقل پاسخ و نقاط بهینه به دست آمدهو 

که چگونه تغییرات در سطح  نشان داده شده است 48-2در شکل برای حالت حدواسط بیان شده است. 

دهد. براساس این محاسبات و درجه ها را تغییر میلوبیت کلی پاسخمطهر متغیر، پاسخ و همچنین 

 ، شرایط بهینه مطلوب به دست آمد.MER 538/0و  939/0مطلوبیت 



139 

 

 

 E یتامینو و A یتامینو(: پروفایل مطلوبیت برای طراحی باکس بنکن در اندازه گیری همزمان 48-2شکل )

 Eیتامین و و A یتامینو گیریبرای اندازه تغلیظپیش رسم کالیبراسیون 2-6-7

ر د های متفاوتهای نمونه با غلظتتغلیظ، محلولمنظور رسم منحنی کالیبراسیون پیشبه

 تهیه شد و در شرایط بهینه مورد بررسی قرار گرفت. Eو  A یتامینواز  mg L 0/2-005/0-1 گستره

حاوی  روغن mL  0/14وربدین منظ نشان داده شده است. 50-2و  49-2 هاینتایج حاصل در شکل

یکلوهگزان به عنوان رقیق کننده در یک لوله آزمایش یکنواخت س mL  0/1با Eو  Aویتامین های 

  µLبه عنوان حلال استخراج کننده و 8-2با نسبت حجمی  اتانول-آباز مخلوط  L µ 0/100گردید.

زمایش تزریق گردید. دی اکسان به عنوان حلال پخش کننده به سرعت به درون لوله آ 4و1 0/110

دقیقه در حمام فراصوت قرار گرفت تا محلول استخراج کننده به  10محلول ابری تشکیل شده به مدت 

 15دور بر دقیقه به مدت  3500فیوژ نمونه با سرعت یدرون محلول روغن پخش شود. پس از سانتر

تزریق و مورد  HPLCگاه به دستبود،  L µ 0/100که در حدوداز حلال ته نشین شده  L µ 0/5دقیقه،
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ظ برای تغلیدامنه خطی منحنی کالیبراسیون پیشدست آمده بهبا توجه به نتایج  آنالیز قرار گرفت.

 در محدوده Eبرای ویتامین  و 2R=9998/0با ضریب تعیین   mg L 0/1-006/0-1 در محدود Aویتامین 

 1-mg L2/1-0075/0 2=7999/0  با ضریب تعیینR  باشد.می 

 

 A یتامینوتغلیظ منحنی کالیبراسیون پیش(: 49-2)شکل 

 

 

 E یتامینوتغلیظ منحنی کالیبراسیون پیش (:50-2)شکل 

 

y = 1190.4x + 36.35

R² = 0.9998
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 Eیتامین و و A یتامینو گیریبرای اندازه ارقام شایستگی روش 2-6-8

-تغلیظ و اندازهپیش حد تشخیص روش برایدر این روش پیشنهادی، ، 10-4-2مطابق قسمت 

تغلیظ پیش آمد. حد کمی روش برای دستبه 3/2و  Lg µ 6/1-1 به ترتیب E یتامینو و A نیتامیوگیری 

 آمد. دستبه 6/7و  Lg µ 9/5-1 به ترتیب E یتامینو و A یتامینوگیری و اندازه

و درصد انحراف نسبی  t( آمده است. مقادیر 47-2( و )46-2) نتایج مربوط به دقت در جداول

درجه  2بحرانی برای  tمقدار  %95)سطح اطمینان  دقت و صحت خوب روش استترتیب نشان دهنده به

 است(. 30/4آزادی برابر 

 A یتامینو یدقت و صحت روش برا یحاصل از بررس یج: نتا(46-2)جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه A یتامینو

SD* ±)1-(mg L 

در روغن  A یتامینو
)1-(mg L 

2/98 45/1 44/2 049/0 ± 001/0  050/0 

1/98 50/2 42/1 098/0 ± 001/0  10/0 

6/100 60/1 19/2 01/0±51/0 50/0 

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

)95% confidence interval=4.30 (criticalt 

 E یتامینو یدقت و صحت روش برا یحاصل از بررس یج: نتا(47-2)جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه E تامینیو

SD* ±)1-(mg L 

 در روغن E یتامینو
)1-(mg L 

0/102 42/1 35/2 001/0±051/0 050/0 

8/98 88/0 33/2 002/0±099/0 10/0 

4/98 05/1 64/2 01/0±49/0 50/0 

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

)95% confidence interval=4.30 (criticalt 

( ، که به صـورت نسـبت شـیب منحنی PFتغلیظ )فاکتور پیش به دسـت آمده، بر اسـاس نتایج

ستقیم تعریف می سیون م شیب منحنی کالیبرا سیون پیش تغلیظ بر  و  A یتامینو برایشود، کالیبرا

 .آمد دستبه درصد 5/81میانگین با درصد بازیابی  141و  106به ترتیب  E یتامینو
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 Eیتامین و و A یتامینو گیریرای اندازهب های مزاحمبررسی اثر گونه 2-6-9

ـــی به کاربرد منظور بررس ـــنهادی، قابلیت  های اثر مزاحمت، های حقیقیدر نمونهروش پیش

مالی در پیش ندازهاحت تامین گیری تغلیظ و ا فت Eو  Aوی ـــی قرار گر  .((48-2ول )جد) مورد بررس

نابراین  تامینب ـــور این وی ندازههای محلول در چربی هیچ نوع مزاحض  گیریحمتی در پیش تغلیظ و ا

 ندارد. Eو  Aهای ویتامین

 Eو  Aویتامین  گیریو اندازه یظتغل یشمزاحم در پ هایاثر گونه یحاصل از بررس یج: نتا(48-2ول )جد

 نسبت غلظت گونه به غلظت

وزنی(-)وزنی  
های مورد بررسیگونه  

 K، ویتامین D ویتامین  1000

 

 در نمونه های روغن E یتامینوو  A تامینیوگیری اندازه 2-6-10

شنهادی، در اندازهبه سی توانایی روش پی های نمونه در E یتامینوو  A یتامینوگیری منظور برر

ندازهاز این روش برای پیش ،حقیقی تامینوگیری تغلیظ و ا تامینوو  A ی نه E ی  روغنهای در نمو

 استفاده شد.

با روش افزایش استاندارد در سه غلظت متفاوت از یاهی مختلف های گوغنرنمونه از  8در این روش 

تحت شرایط بهینه  E یتامینوو  A یتامینوتغلیظ پیشبا استفاده از منحنی کالیبراسیون و استاندارد 

روغن  mL  0/14بدین منظور( آورده شده است. 49-2که نتایج آن در جدول ) مورد تجزیه قرار گرفت

عنوان رقیق کننده در یک لوله آزمایش یکنواخت سیکلوهگزان به mL  0/1با Eو  Aهای حاوی ویتامین

 Lµعنوان حلال استخراج کننده وبه 8-2با نسبت حجمی  اتانول-آباز مخلوط  L µ 0/100گردید.

عنوان حلال پخش کننده به سرعت به درون لوله آزمایش تزریق گردید. دی اکسان به 4و1 0/110

دقیقه در حمام فراصوت قرار گرفت تا محلول استخراج کننده به  20ه به مدت محلول ابری تشکیل شد
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 10دور بر دقیقه به مدت  3500درون محلول روغن پخش شود. پس از سانتریفیوژ نمونه با سرعت 

همچنین با  تزریق و مورد آنالیز قرار گرفت. HPLC، به دستگاه از حلال ته نشین شده µL 0/5دقیقه،

در حضور هم تغییری در سیگنال یکدیگر ایجاد  هاویتامینگیری همزمان این اندازه توجه به نتایج

 ،وغنردر نمونه حقیقی  هاویتامینزمان این گیری همتوان نتیجه گرفت که اندازهین میکنند، بنابرانمی

 شرایط تحرا ت سنتیکروماتوگرام به دست آمده از نمونه روغن زیتون  51-2شکل  .باشدیر میامکان پذ

 بهینه نشان می دهد.

 

و  A یتامینو mg L 1/0-1 زیتون حاوی سنتیروغن  (B)،  روغن زیتون سنتی   (A)کروماتوگرام نمونه(:51-2شکل)

( نسبت اتانول-آب) حلال استخراج کننده mL  0/15 ،L µ 0/100. شرایط آزمایش: ، حجم محلول نمونهE یتامینو

دقیقه،  0/15فیوژ کردن یدقیقه، زمان سانتر 0/10، زمان استخراج L µ 0/110، حجم حلال پخش کننده 2-8حجمی 

 (Eگیری ویتامین رنگ آبی برای اندازه (nm  216( وAگیری ویتامین )رنگ قرمز برای اندازه nm  326در طول موج
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 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریگاندازه یبرا یقیحق ینمونه ها یج: نتا(49-2دول )ج

Vitamin E Vitamin A  آنالیت

 اضافه شده

 
)1-g Lµ( 

 نمونه

RSD 
درصد 

 بازیابی

آنالیت اندازه 

 گیری شده

)1-(µg L 

RSD 
درصد 

 بازیابی

آنالیت اندازه 

 گیری شده

)1-(µg L 
63/2 - 910/9 14/2 - 18/9 0 

 

روغن زیتون 

 سنتی

25/2 60/97 67/19 85/1 70/96 85/18 00/10 

15/3 46/98 14/59 03/4 08/98 22/58 00/50 

78/1 20/98 11/108 24/3 42/99 60/108 0/100 

14/3 - 340/9 46/1 - 35/8 0 

روغن زیتون 

 تجاری )اویلا(

63/1 90/102 63/19 15/3 60/94 81/17 00/10 

12/4 94/100 81/59 92/2 54/97 12/57 00/50 

91/2 38/99 70/108 73/2 76/97 11/106 0/100 

12/4 - 110/8 72/3 - 150/7 0 

روغن هسته انگور 

 )فامیلا(

63/2 40/91 25/17 97/1 50/90 20/16 00/10 

12/3 84/98 53/57 37/1 72/98 51/56 00/50 

43/2 31/99 40/107 14/2 60/99 70/106 0/100 

04/3 - 42/8 76/1 - 140/6 0  

روغن ذرت 

 )فامیلا(

 

 

86/1 60/93 78/17 15/4 60/92 40/15 00/10 

12/5 00/98 42/57 48/2 08/98 18/55 00/50 

15/3 19/99 60/107 94/1 67/99 80/105 0/100 

- - N.D - - N.D 0 

روغن آفتابگردان 

 )لادن(

48/2 40/98   84/9 76/3 71/99 971/9 00/10 

37/4 26/98 13/49 87/2 22/99 61/49 00/50 

11/1 54/99 54/99 20/4 76/99 76/99 0/100 

84/1 - 520/7 10/2 - 310/6 0 

روغن کنجد 

 )اویلا(

41/1 20/100 54/17 94/2 10/93 62/15 00/10 

65/1 58/98 81/56 34/1 20/99 91/55 00/50 

83/2 13/99 6/106 10/3 94/98 2/105 0/100 

12/4 - 240/8 65/2 - 110/6 0 

روغن کرچک 

 )سنتی(

56/4 80/97 02/18 82/1 20/90 13/15 00/10 

15/3 40/99 94/57 17/3 40/98 31/55 00/50 

27/3 07/99 30/107 53/3 03/98 1/104 0/100 

75/3 - 180/8 - - ND 0 

 روغن کلزا

 )اویلا(
18/3 50/96 83/17 13/3 20/98 820/9 00/10 

04/4 14/99 75/57 65/1 42/99 71/49 00/50 

56/2 85/99 00/108 72/1 63/98 63/98 0/100 
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 یریگاندازه یبرا گرفته شده به کارمقایسه روش پیشنهادی با برخی روش های  2-6-11

 E یتامینو و A یتامینهمزمان و

آورده  E یتامینوو  A یتامینوگیری تغلیظ و اندازههای پیشتعدادی از روش 50-2در جدول  

رای تغلیظ بخیص، دامنه خطی و فاکتور پیشهای مختلف، مانند حد تشدر این جدول پارامتر. شده است

دارد.  105و  104، 41مطالعه حاضر دارای گستره خطی بهتر نسبت به مراجع مقایسه آورده شده است. 

و  41، 40دهد که حد تشخیص روش پیشنهادی بهتر از مراجع شماره همچنین بررسی نتایج نشان می

 باشد.می 104

 E یتامینو و A یتامینو گیریاندازه یگزارش شده برا هایاز روش یبا برخ دییشنهاروش پ یسهمقا(: 50-2)جدول 

 LOD مرجع

)1-(µg L 
LDR 

)1-(µg L 
 آنالیت ماتریکس روش

37 17/1 

52/4 

 

5/1-15/0 

0/8- 0/2 

 

Micellar liquid 

chromatography 
  A یتامینو شربت مولتی ویتامین

 E یتامینو

38 13/0 

 

0/200-5/0 

 

Capillary liquid 

chromatography-pressurized 

liquid extraction-DLLME 

 E یتامینو محصولات بهداشتی

39 2/0 

 

0/2500-0/5 

 

HPLC-FL یتامینو روغن گیاهی E 

 40 8/8 

 

310× 0/18- 0/50 HPLC-FLD یتامینو گیاهان دارای برگ سبز E 

41 0/3 

0/29 

 

310×0/4- 310×5/0 

0/200- 310× 0/10 

 

HPLC-UV یتامینو سرم انسان A  

 E یتامینو

42 2/0 

 

0/500-5/0 

 

Fiber solid phase extraction-

HPLC 
 E یتامینو شربت مولتی ویتامین

104 0/50 

0/600 

 

0/500-0/10 
310×0/40- 310×0/2 

HPLC-DAD یتامینو شیر و نوشیدنی A  

 E یتامینو

105 2/0 

0/20 

 

0/700-0/300 

0/10000-0/5000 

 

HPLC-PDA یتامینو سرم انسانی A  
 E یتامینو

مطالعه 
 حاضر

6/1 

3/2 

 

0/1000-0/6 

0/1200-5/7 

 

UA-RP-DLLME-HPLC یتامینو نمونه روغن A 

 E یتامینو
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روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی معکوس با کمک فاز غنی شده از سورفکتانت  7 -2

 Eو  Aادیر کم ویتامین و به کمک امواج فراصوت برای پیش تغلیظ و اندازه گیری مق
 وروشی ساده چربی و نقش آن بر سلامتی انسان،  درهای محلول با توجه به اهمیت ویتامین

ارائه شد. در این پژوهش روش میکرواستخراج  Eو  Aگیری مقادیر کم ویتامین پذیر برای اندازهگزینش

روش بهامواج فراصوت  و به کمک با کمک فاز غنی شده از سورفکتانت مایع مایع پخشی معکوس

های ر روغنها دگیری مقادیر کم این ویتامیندازهتغلیظ و انبرای پیشکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

 ها مورد بررسی قرار گرفت.برای آنالیز آن خوراکی

 Eو ویتامین  Aبرای ویتامین  UV-Vis ثبت طیف  2-7-1

های ، طیف جذبی محلولEو  A هاییتامینو های دارای جذب ماکزیممبرای تعیین طول موج

در فاز متحرک با  E  یتامینو و A یتامینو mg L 0/5-1 این داروها ثبت گردید. بدین منظور محلول

 ها نسبت به فاز متحرک)به عنوان حلال( تهیه و طیف جذبی این ویتامین متانول -آب مقطر 1:9مخلوط 

(. به دلیل رسیدن به حساسیت 52-2گردید )شکل  ثبت nm  450-200عنوان شاهد در گسترهبه

و ویتامین  Eبه ترتیب برای ویتامین  326و  nm  216ها در دو طول موج ماکزیممگیریبیشتر، اندازه

A  .انجام پذیرفت ، 

 

. mg L 0/5-1 با غلظت Eو ویتامین  Aشرایط: غلظت ویتامین ، Eو ویتامین  Aطیف جذبی ویتامین  (:52-2)شکل 

  متانول -آب مقطرترکیب  1:9ل مخلوط حلا

0

0.5

1
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2
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 Eیتامین و و A یتامینو گیریشرایط کروماتوگرافی برای اندازه 2-7-2

 یستماز سهای خوراکی، در روغن Eیتامین و و A یتامینوگیری همزمان برای اندازه 

آب با -مخلوط متانول از. استفاده شد (RP-HPLCفاز معکوس ) یبا عملکرد بالا یعما یکروماتوگراف

. [38] میلی لیتر بر دقیقه به عنوان فاز متحرک انتخاب گردید 0/1و سرعت جریان  9:1نسبت حجمی 

در در سه غلظت ها و مخلوط آن  Eیتامین و و A یتامینو mg L 0/10-1 کروماتوگرام حاصل از محلول

 ( نشان داده شده است.57-2) تا( 53-2) هایشکل

 

ترکیب  9:1 مخلوط. فاز متحرک: mg L 0/10-1 با غلظت Aبوط به استاندارد ویتامین (: کروماتوگرام مر53-2شکل )

  nm  326در طول موج آب مقطر -متانول

 

 

ترکیب  9:1. فاز متحرک: مخلوط mg L 0/1-1 با غلظت E(: کروماتوگرام مربوط به استاندارد ویتامین 54-2شکل )

  nm  216آب مقطر در طول موج -متانول
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. فاز متحرک: mg L 0/10-1 با غلظت هر یک Eو  A (: کروماتوگرام مربوط به استاندارد مخلوط ویتامین55-2شکل )

 (nm  216( وAگیری ویتامین )رنگ قرمز برای اندازه nm  326در طول موجآب مقطر  -ترکیب متانول 1:9مخلوط 

  (Eگیری ویتامین رنگ آبی برای اندازه

. فاز متحرک: mg L  0/05-1 با غلظتهر یک  Eو  A ربوط به استاندارد مخلوط ویتامین(: کروماتوگرام م56-2شکل )

 (nm  216( وAگیری ویتامین )رنگ قرمز برای اندازه nm  326در طول موجآب مقطر  -ترکیب متانول 1:9مخلوط 

 (Eگیری ویتامین رنگ آبی برای اندازه
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. فاز متحرک: mg L 0/100-1 هر یک با غلظت Eو  A مخلوط ویتامین(: کروماتوگرام مربوط به استاندارد 57-2شکل )

 (nm 216( وAگیری ویتامین )رنگ قرمز برای اندازه nm  326در طول موجآب مقطر  -ترکیب متانول 1:9مخلوط 

 (Eگیری ویتامین رنگ آبی برای اندازه

 

 E یتامینو و A یتامینو یریگاندازه یبرا رسم منحنی کالیبراسیون مستقیم 2-7-3

 mg L 5/0-1 در محدوده غلظتی Eو ویتامین  Aهای متفاوت از ویتامین هایی با غلظتمحلول

با عنوان حلال( هب) بوتانول-nتهیه شده در  mg L 0/2000-1 سازی از محلولبا رقیق هاآن 0/500تا 

رولیتر از محلول به میک 0/5تهیه شدند. سپس )بعنوان فاز استخراجی(  mol L 16/0 35-Brij-1 محلول

ثبت  ،ح زیر پیک نمونه بودسطتزریق گردید و سیگنال حاصل که  HPLCطور مستقیم به دستگاه 

های کالیبراسیون مربوطه نیز از رسم تغییرات سیگنال آنالیت بر حسب غلظت این دو گردید. منحنی

-mg L 0/400-1 و A برای ویتامین mg L 0/400-6/0-1 در محدوده غلظتی دست آمد کهویتامین به

برای ( 59-2و )( 58-2) هایشکل درترتیب به این بررسینتایج  باشد.خطی می Eبرای ویتامین  0/1

 .نشان داده شده است Eو ویتامین  A یتامینو

 



150 

 

 

 mol L 16/0-1 محلولهای مختلفی از آنالیت در . غلظتA یتامینومنحنی کالیبراسیون مستقیم  (:58-2)شکل 

Brij-35، و طول موج میلی لیتر بر دقیقه 0/1به عنوان فاز متحرک، سرعت جریان  9:1آب مقطر  -متانول محلولnm  

326. 

 

mol L 16/0 -Brij-1 محلولهای مختلفی از آنالیت در . غلظتE یتامینومنحنی کالیبراسیون مستقیم  (:59-2کل )ش

 .nm  216و طول موج میلی لیتر بر دقیقه 0/1ت جریان به عنوان فاز متحرک، سرع 9:1آب مقطر  -متانول ، ترکیب35
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 Eو ویتامین  Aگیری ویتامین تغلیظ و اندازهکار در پیش روش 2-7-4

      mL 0/4 با )روغن آفتابگردان لادن( روغن خوراکیmL  0/1 عنوان رقیق کننده در سیکلوهگزان به

ل سورفکتانت( به سرعت به درون لوله آزمایش یک لوله آزمایش یکنواخت گردید. محلول استخراج )محلو

 محلول سورفکتانتدقیقه در حمام فراصوت قرار گرفت تا  15تزریق گردید. محلول تشکیل شده به مدت 

 10دور بر دقیقه به مدت  3500به درون محلول روغن پخش شود. پس از سانتریفیوژ نمونه با سرعت 

نت که در واقع نقش حلال استخراج را دارد، به دستگاه از فاز غنی شده از سورفکتا L µ 0/5دقیقه،

HPLC .تزریق و مورد آنالیز قرار گرفت 

و  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و درپیش متغیرهای موثرسازی بررسی و بهینه 2-7-5

 Eویتامین 

ـــی معکوس با فاز در این پروژه،  ـــتخراج مایع مایع پخش ـــده از آبی از روش میکرواس غنی ش

ــورفکت ــوتانت و با کمک امواج س در روغن های  Eو  Aگیری ویتامین برای پیش تغلیظ و اندازه فراص

شد. بنابراین، ب ستفاده  سازی نمنظور فراهم نمودن بهتری هخوراکی ا ر ب مؤثر، پارامترهای شرایط جدا

تند عبارتند قرار گرف یکه مورد بررسهایی فاکتور .مورد بررسی قرار گرفتند میکرواستخراج ویتامین ها،

 از:

 نوع سورفکتانت -1

 نمونه حجم محلول -2

 غلظت سورفکتانت  -3

 حجم سورفکتانت -4

 زمان استخراج -5

 درصد اسید افزوده شده -6
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، جهت تعیین سطوح زمان یکدر  یرمتغ یک سازیینهمؤثر، ابتدا از روش به هایفاکتور یدر بررس

مهم در  هایفاکتورنمودن مشخص  کامل جهت بر روش و سپس از طراحی فاکتوریل مؤثرهای متغیر

برای  (CCD) پس از مشخص شدن فاکتورهای مهم، از طراحی مکعب مرکزی. استخراج استفاده شد

جدول  که درفاکتور. با توجه به مقادیر بهینه هر سازی فاکتورهای موثر بر استخراج استفاده شدبهینه

همچنین نتایج یین گردید. سطوح مورد نظر برای روش طراحی آزمایش تع ،گزارش شده است 2-51

قابل ذکر است که در مراحل ارائه شده است.  4در پیوست کامل بهینه سازی یک متغیر در یک زمان 

 mg L 5/0-1های مورد بررسی برابرک متغیر در یک زمان غلظت ویتامینسازی پارامترها به روش یبهینه

  گرم بر لیتر بوده است.میلی

 Eو  Aهای  یتامینو گیریو اندازه یظتغلیشزمان در پ یکدر  یرمتغ یک سازیینهز بهحاصل ا یجنتا :(51-2جدول )

 مقدار بهینه محدوده بررسی فاکتور

 ,SDS, Brij-35, CTAB, Tween 80 نوع سورفکتانت

triton-x100 
Brij-35 

 5/0-1/0  2/0 (L mol-1)  غلظت سورفکتانت

 100-20  30 (µL) حجم سورفکتانت

 0 حجمی(-)درصد حجمی 0-0/20 افزوده شده درصد اسید

  10  1-15 )دقیقه( زمان استخراج

 

 با Eو ویتامین  Aویتامین گیری بهینه سازی فاکتورهای موثر بر پیش تغلیظ و اندازه 2-7-6

 روش طراحی آزمایش

 ،غلظت و نوع سورفکتانت، حجم سورفکتانتنظیر  فاکتورهایی مطالعات انجام شدهبا توجه به 

 قابل ذکر است برای باشند.در میزان پاسخ آشکارساز موثر می درصد اسید افزوده شدهو  مان استخراجز

از طرفی احتمال  صورت مستقیم استفاده گردید.، از فاکتور افزایش اسید استیک بهpHبررسی اثر 
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ک غیر در یسازی تغییر یک متمتغیرها وجود دارد و در نتیجه شرایط حاصل از بهینهبین کنش برهم

های ه روشب فرایندتواند شرایط بهینه واقعی باشد. بنابراین لازم است اثر فاکتورهای موثر بر زمان نمی

-سازی همزمان مورد بررسی قرار گیرد. در این پروژه از روش طراحی فاکتوریل برای بررسی برهمبهینه

ل سازی به روش طراحی فاکتورید. بهینهاستفاده گردی فرایندسازی فاکتورهای موثر بر ها و بهینهکنش

باشد. در ادامه، مراحل انجام کار در ها میسازی آنترین فاکتورهای موثر و بهینهمستلزم یافتن مهم

برای  به ذکر است که سازی همزمان متغیرها به روش طراحی فاکتوریل آورده شده است. لازمبهینه

تفاده با اس صل از روش یک متغیر در یک زمان استفاده شد.از مقادیر بهینه حا سورفکتانتفاکتور نوع 

سازی یک متغیر در یک زمان، سطوح بالا و پایین هریک از فاکتورها از نتایج حاصل از روش بهینه

 آورده شده است. 52-2در جدول فاکتورها سطوح انتخاب شده برای  مشخص گردید.

 E یتامینو و A یتامینو گیریو اندازه تغلیظیشموثر بر پ یسطح فاکتورها یینتع (:52-2جدول )

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

 A (Lµ) سورفکتانت حجم 0/75 0/25

 B (M) غلظت سورفکتانت 5/0 1/0

 C )دقیقه( زمان استخراج 15 1

0 0/20 
 درصد اسید افزوده شده

 حجمی(-)حجمی
D 

 

و  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و پیشبر  ی مهمکتورهاها به منظور تعیین فابرای طراحی آزمایش

 Statgraphicافزار از نرمها نیز ستفاده گردید و برای پردازش دادهاز طراحی فاکتوریل کامل ا، Eویتامین 

با  مورد بررسی باشد،فاکتور  4فاکتوریل کامل هنگامی که  طراحیها در تعداد آزمایشه شد. استفاد 05

های این آزمایش 53-2جدول  که در آزمایش خواهد بود2𝑛 ،16تعداد آزمایشات برابر با  توجه به فرمول

تحت شرایط مشخص ها . تمامی آزمایشتعداد فاکتورهای مورد بررسی است( n) آورده شده است طراحی
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ضرب درصد بازیابی دو آنالیت که حاصل MERانجام و پاسخ به صورت شده در طرح فاکتوریل کامل 

 ثبت گردید.می باشد، 

موثر به ترتیب اهمیت مشخص فاکتورهای آمده مورد تحلیل قرار گرفته و  به دستنتایج در ادامه 

نشان داده شده است.  54-2شوند که نتایج مربوط به ضرایب حاصل از طراحی فاکتوریل در جدول می

د. نمودار پارتو نشان می دهد نمودار پارتو حاصل از طراحی فاکتوریل کامل را نشان می ده 60-2شکل 

و همچنین برهمکنش بین حجم سورفکتانت و زمان استخراج  که فاکتورهای حجم و غلظت سورفکتانت

 Aگیری همزمان ویتامین فاکتورهای موثر بر پیش تغلیظ و اندازه وو جز 05/0 از کمتر Pدارای پارامتر 

 د.نمی باش Eو ویتامین 

 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریگاندازه یبرا آن یجکامل و نتا یلفاکتور یطراح (:53-2)جدول 

MER 
 

% Recovery 

vitamin E 

% Recovery 

vitamin A 
D C B A ردیف 

10/0 35 29 + + - + 1 

13/0 37 30 - + - + 2 

31/0 57 52 + + - + 3 

40/0 65 64 - + + + 4 

48/0 75 64 - + - + 5 

09/0 36 25 + + + + 6 

05/0 30 17 - + + + 7 

45/0 72 63 + + - + 8 

12/0 38 32 + - - + 9 

30/0 56 51 + + + + 10 

15/0 42 37 - - + + 11 

14/0 40 36 - + + + 12 

10/0 39 26 + - + - 13 

44/0 71 62 - - - - 14 

38/0 63 61 - - - + 15 

087/0 35 24 + - + + 16 
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 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریگاندازه یبرا کامل یلاز طرح فاکتور حاصل یبجدول ضرا (:54-2)جدول 

 مقدار P ارزش F مربعات میانگین درجه آزادی مجموع مربعات منبع

A 0567/0 1 0567/0 98/7 0369/0 

B 0746/0 1 0746/0 50/10 0229/0 

C 0128/0 1 0128/0 80/1 2370/0 

D 0234/0 1 0234/0 30/3 1288/0 

AB 0021/0 1 0021/0 31/0 6031/0 

AC 1202/0 1 1202/0 91/16 0092/0 

AD 0022/0 1 0022/0 31/0 6031/0 

BC 0250/0 1 0250/0 52/3 1194/0 

BD 0052/0 1 0052/0 72/0 4336/0 

CD 0023/0 1 0023/0 33/0 5919/0 

Total error 0355/0 5 0071/0   

Total (corr.) 3604/0 15    

 

 

 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریگاندازه یبرا تو حاصل از طرح فاکتوریل کاملنمودار پار :(60-2)ل شک

وان به عن فاکتورهای غلظت و حجم سورفکتانتنتایج حاصل از مرحله غربالگری، بر اساس بنابراین 

توسط  ،ند. در ادامهشد شناخته Eو  A های گیری ویتامیناندازهتغلیظ و پیشهای مهم و موثر بر فاکتور

شوند. تعیین میهای مهم ، مقادیر بهینه این فاکتور414/1مساوی با  αبا  (CCD) طراحی مکعب مرکزی

ا سطوح بگیرد. این بالا، میانی و پایین مورد بررسی قرار می هر فاکتوردر سه سطح CCDدر طراحی 
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ای هدر تمام آزمایشن، تعیین شد. سازی تغییر یک متغیر در یک زماتوجه به نتایج حاصل از بهینه

مان زاستخراج با  ثابت در نظر گرفته شدند. بنابراینغیر مهم  هایفاکتور، CCDطراحی انجام شده در 

 ا درهبا توجه به ضرایب آنفاکتور . مقادیر این انجام پذیرفت اسید بدون افزایشو  دقیقه 15 استخراج

 کامل یلفاکتور ، مشابه طراحیCCD و پایین در طراحی سطوح بالا انتخاب شدند. طرح فاکتوریل کامل

ها هنگامی تعداد آزمایش در این طراحی، پذیرد.سطح انجام می 5می باشد با این تفاوت که بررسی ها در 

-2باشد. جدول آزمایش می 11، برابر با (11-1طبق رابطه ) نقطه مرکزی وجود دارد 3فاکتور با  2که 

 دهد.نشان می برای دو آنالیت را MERمقادیر همچنین و  CCDطراحی ماتریس  55

   Eو ویتامین  Aویتامین گیری همزمان برای پیش تغلیظ و اندازه آن یجو نتا CCD یطراح (:55-2)جدول 

MER 
 یابیدرصد باز

 E یتامینو

درصد بازیابی 

 Aویتامین 
B A Run 

442/0 72 61 0 0 1 

442/0 73 61 0 0 2 

0061/0 10 1/6 0 414/1 + 3 

2064/0 49 42 414/1- 0 4 

1804/0 49 37 414/1 + 0 5 

012/0 12 10 + + 6 

2295/0 57 40 0 414/1- 7 

442/0 72 61 0 0 8 

588/0 93 65 - - 9 

0462/0 20 23 - + 10 

112/0 38 29 + - 11 

 

مدل تجربی برای پیش به دســـتمنظور به طهآوردن  ـــخ، راب پاس جه دوم و های خطی و بینی  در

شده آمده از آزمایشبه دستهای دادهها و کنشبرهم سخ ویتامینها پردازش    Eو  A های مربوط به پا

براســاس نتایج به دســت آمده، غلظت و حجم ســورفکتانت  ، نشــان داده شــده اســت.56-2در جدول 

شد منفیازفاکتورهای مهم و دارای اثر  سخ می با سبب افزایش راندمان بر روی پا ستخراج می و   .شودا

ـــورفکتانت  Brij-35با کاهش غلظت  نبنابرای ـــیگنال تجزیهو همچنین کاهش حجم محلول س ای س
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 تواند امولسیون و فرایند انتقالتانت از این نظر مهم است که میغلظت سورفکافزایش می یابد.  حاصل

استخراج افزایش یافت. با توجه ، بازده Brij-35پایین های جرم را تحت تاثیر قرار دهد. با انتخاب غلظت

ــت آمده، در غلظتبه نتایج به ــانتریفیوژ M  5/0و در حدود های بالاتردس ، تقریبا جدایی فاز پس از س

اعث و ب یافتهکتانت کشـــش ســـطحی بین دو فاز، کاهش فتد زیرا با افزایش غلظت ســـورفااتفاق نمی

ستخراج در محلول نمونه و کاهش  ستخراج می زدهباافزایش حلالیت قطره ا برای بررسی صحت  شود.ا

ــد که نتایج در جدول ) ــورت معادله درجه دوم، تحلیل واریانس انجام ش ــده به ص ( 57-2مدل ارائه ش

 BBو  AAبرهمکنش و  نشان داده شده است. همانطور که مشخص است عبارات حجم حلال استخراج

ر هستند و نقش مهمی بر روی تعیین مقدار بوده و از نظر آماری معنی دا 05/0کمتر از  Pدارای مقدار 

 بهینه دارند. 

و  A یتامینو گیریو اندازه یظتغل یشپاسخ پ یانجام شده برا CCDطراحی  یبرا یآمار ی(: پارامترها56-2جدول )

 E یتامینو

 t P خطای استاندارد ضریب ضریب عبارت

 001/0 19/8 0539/0 4420/0 ثابت

A 1197/0- 0330/0 62/3- 015/0 

B 0683/0- 0330/0 07/2- 093/0 

AA 1536/0- 0392/0 91/3- 011/0 

BB 1158/0- 0392/0 94/2- 032/0 

AB 1104/0 0466/0 36/2 064/0 

 

 گیریاندازهتغلیظ و پیش ترین مدل برای( ساده57-2با استفاده از ضرایب داده شده در جدول )

 ود.شصورت زیر پیشنهاد می Eو ویتامین  Aویتامین 

MER = 0.442 - 0.068B - 0.1197A – 0.1158B2 + 0.1104AB - 0.1536A2 
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 E یتامینو و A یتامینو  گیریو اندازه تغلیظیشمربوط به پ یشنهادیمدل پ یبرا یانسوار یلتحل (:57-2) جدول

 مجموع مربعات منبع
درجه 

 آزادی
F میانگین مربعات P  ارزش   ارزش

Model 36/0 5 073/0 37/8 0179/0 

B 037/0 1 03739/0 29/4 0931/0 

A 11/0 1 114657/0 15/13 0151/0 

BB 076/0 1 105731/0 69/8 0320/0 

AB 049/0 1 0487963/0 7601/5 0643/0 

AA 13/0 1 186691/0 28/15 0113/0 

Lack of fit 044/0 3 014532/0  176/0 

Pure Error 0000639/0 2 0000099/0   

Total error 41/0 10    

 

شان دادن رابطه و بر رویه سطحهای ز منحنیا سخ برای ن ها و نیز اثر این کنش بین متغیرهمپا

ستفاده میمتغیر سخ ا شان می رویهشود. هر منحنی ها روی پا ستقل را ن سخ، اثر دو متغیر م  دهد درپا

سایر متغیر شته میحالی که  سطح میانی( ثابت نگه دا صفر ) سطح  شکل شوها در   منحنی 61-2ند. 

همانگونه که در  دهد.نشــان می  Eو ویتامین  Aویتامین  گیریتغلیظ و اندازهپیشپاســخ را برای  رویه

انت ظت سورفکتلشکل سطح رویه نشان داده شده است، در مقدار میانی حجم سورفکتانت، با افزایش غ

اســخ پاین غلظت ســورفکتانت میزان  تربیشــ یابد. اما با افزایش، میزان پاســخ افزایش می M  16/0تا

 یابد.کاهش می
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 Eو ویتامین  Aویتامین  گیریبرای اندازه رویه پاسخ(: منحنی 61-2)شکل 

و ویتامین  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و پیش با توجه به مدل ریاضی پیشنهادی، شرایط بهینه

E  ستفاده سپرتافزار از نرم با ا شد. ن دیزاین اک سبه  شرایط بهینه تایج محا  58-2در جدول مربوط به 

که  دهدگزارش شده است. مقایسه این نتایج، با نتایج حاصل از روش یک متغیر در یک زمان نشان می

، تا حدودی متفاوت از CCDآمده از روش طراحی آزمایش با اسـتفاده از مدل  به دسـتشـرایط بهینه 

دهنده این است که بین فاکتورهای ن است که نشانشرایط بهینه حاصل از روش یک متغیر در یک زما

کنش وجود داشته است و در برهم  Eو ویتامین  Aگیری ویتامین اندازهتغلیظ و پیش موثر بر سیگنال

شرایط  ستنتیجه  شد، زیآمده از روش طراحی آزمایش باید به مقادیر بهینه واقعی نزدیک به د را تر با

 شده است. ها در نظر گرفتهکنشتمام برهم
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 E یتامینو و A یتامینو گیریاندازه یبرا یستمس یینها ینهبه یط(: شرا58-2دول)ج

 فاکتور مقدار بهینه طراحی آزمایش مقدار بهینه یک متغیر در زمان

Brij-35 Brij-35 نوع سورفکتانت 

 (M) غلظت سورفکتانت  16/0  20/0

 (µL) حجم سورفکتانت  0/30  0/30

 ید افزوده شدهدرصد اس 0 0

 )دقیقه( زمان استخراج  15  10

 میانگین سیگنال تجزیه ای 0/666 0/593

 

د. تابع دهبرای بهینه سازی فرایند نشان میبینی شده و مطلوبیت را پروفایل مقدار پیش  62-2شکل 

 رتعیین مقدار پیش بینی شده د به وسیلهبرای هر متغیر وابسته  DFمطلوبیت پاسخ شامل تعیین 

و  MERترین مقدار بالاترین و پایین ،CCDرسم گردید. با توجه به نتایج طراحی  یکتا  صفرگستره 

اقل برای حد صفربرای حداکثر پاسخ و مطلوبیت  یک، مطلوبیت همچنین نقاط بهینه به دست آمده

چگونه  دهد کهین تصاویر به طور اجمالی نشان میا. برای حالت حدواسط بیان شده است 5/0پاسخ و 

 دهد. براساس اینر مییتغییرات در سطح هر متغیر، پاسخ و همچنین مطلوبیت کلی پاسخ ها را تغی

گیری همزمان این تغلیظ و اندازهبرای پیش MER 588/0و  944/0محاسبات و درجه مطلوبیت 

 ا در روغن های خوراکی به دست آمد.هویتامین
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 Eو ویتامین  Aویتامین  گیریبرای اندازهه و مطلوبیت پروفایل مقدار پیش بینی شد (:62-2شکل )

 

 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریگاندازه یبرا تغلیظرسم منحنی پیش 2-7-7

های با غلظت های روغنهای نمونهولتغلیظ، محلمنظور رسم منحنی کالیبراسیون پیشهب

تهیه شد و در شرایط بهینه مورد بررسی  Eو  A هاییتامینواز  mg L 0/5- 005/0-1 در گستره متفاوت

روغن  mL  0/4دین منظور،ب نشان داده شده است. 64-2و  63-2 هاینتایج حاصل در شکلقرار گرفت. 

 -mg L 0/5-1در گستره  Eو  A هاییتامینواز  mg L 0/2000-1که به آن از محلول مادر  خوراکی

عنوان رقیق کننده در یک لوله آزمایش یکنواخت ن بهسیکلوهگزا mL  0/1با و به روغن اضافه شد 005/0

عنوان حلال استخراج به سرعت به درون لوله آزمایش مولار به Brij-35 16/0محلول  µL  0/30گردید.
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درجه  25دقیقه در حمام فراصوت در دمای  10تزریق گردید. محلول ابری تشکیل شده به مدت 

فیوژ یکننده به درون محلول روغن پخش شود. پس از سانترسانتیگراد قرار گرفت تا محلول استخراج 

از حلال ته نشین شده به دستگاه  Lµ 0/5دقیقه، 15دور بر دقیقه به مدت  3500نمونه با سرعت 

HPLC درحدود  تزریق و مورد آنالیز قرار گرفت(Lµ 0/30  از فاز استخراج آبی در انتهای لوله آزمایش

 Eو ویتامین  L mg 0/3-005/0-1 در گستره Aویتامین دست آمده، هبر اساس نتایج ب .(ته نشین شد

 خطی می باشد. mg L 0/2-008/0-1 در گستره

   

 A یتامینوتغلیظ منحنی کالیبراسیون پیش (:63-2شکل )

 

 

 E یتامینومنحنی کالیبراسیون پیش تغلیظ  (:64-2شکل )

 

y = 1283x + 31.99
R² = 0.9993
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 E یتامینو و A یتامینو همزمان یریگاندازه یبرا ارقام شایستگی روش 2-7-8

-تغلیظ و اندازهپیش حد تشخیص روش برای، 10-4-2مطابق توضیحات ارائه شده در قسمت 

 آمد. حد کمی روش برای به دست 71/0و  g Lµ 95/0-1 به ترتیب E یتامینو و A یتامینوگیری 

نتایج  آمد. به دست 34/2و  g Lµ 34/3-1 به ترتیب E یتامینو و A یتامینوگیری تغلیظ و اندازهپیش

ترتیب نشان و درصد انحراف نسبی به t( آمده است. مقادیر 60-2( و )59-2مربوط به دقت در جداول)

درجه آزادی برابر  2بحرانی برای  tمقدار  %95)سطح اطمینان  دهنده دقت و صحت خوب روش است

 است(. 30/4

 A یتامینو یدقت و صحت روش برا یحاصل از بررس یج: نتا(59-2)جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه A یتامینو

*SD ±)1-(mg L 
 mg L)-1(در روغن  A یتامینو

0/98  85/0  03/5  904/0 ± 002/0  500/0  

0/96  18/3  29/2  096/0 ± 002/0  10/0  

0/98  50/3  02/1  490/0 ±  005/0  50/0  

 *Standard deviation گیری()سه اندازه  

(0.95 of confidence limit)=4.30 criticalt 

 

 E یتامینو یدقت و صحت روش برا یحاصل از بررس یج: نتا(60-2)جدول

 %t RSDمقدار درصد بازیابی
 گیری شدهاندازه E یتامینو

*SD ±)1-(mg L 
 mg L)-1(در روغن  E یتامینو

0/98 83/0 2/4 002/0±049/0 050/0 

0/93 41/2 11/3 003/0±093/0 10/0 

0/102 83/0 11/4 002/0±51/0   50/0 

  *Standard deviation گیری()سه اندازه  

=4.30 (0.95 of confidence limit)criticalt 

 

نســبت شــیب منحنی  ، که به صــورت(PFتغلیظ )بر اســاس نتایج به دســت آمده، فاکتور پیش

سیون پیش ستقیم تعریف میکالیبرا سیون م شیب منحنی کالیبرا و  A یتامینو ایبرشود، تغلیظ بر 
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 .آمد به دست %91و  %65با درصد بازیابی  138و  113به ترتیب  E یتامینو

 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریگاندازه یبرا های مزاحمبررسی اثر گونه 2-7-9

ـــی به کاربرد منظور بررس ـــنهادی، قابلیت  های اثر مزاحمت، های حقیقیدر نمونهروش پیش

سی قرار گرفت Eو  Aویتامین گیری ظ و اندازهتغلیاحتمالی در پیش بنابراین  .(61-2)جدول  مورد برر

ای هگیری ویتامینهای محلول در چربی هیچ نوع مزاحمتی در پیش تغلیظ و اندازهحضور این ویتامین

A  وE .ندارد 

 Eو  Aیتامین و گیریو اندازه یظتغل یشمزاحم در پ هایاثر گونه یحاصل از بررس یج: نتا(61-2ول )جد

 نسبت غلظت گونه به غلظت

وزنی(-)وزنی  
های مورد بررسیگونه  

 

1000 

 

 K، ویتامین D ویتامین 

 

 

 در نمونه های روغن E یتامینوو  A یتامینوگیری اندازه 2-7-10

های نمونه در Eو  A های یتامینوگیری منظور بررســـی توانایی روش پیشـــنهادی، در اندازهبه

ندازهروش برای پیش ، از اینحقیقی تامینوگیری تغلیظ و ا تامینوو  A ی نه E ی های روغن در نمو

سیکلوهگزان  mL  0/1با Eو  A هاییتامینوروغن خوراکی حاوی  mL  0/4بدین منظور، استفاده شد.

-Brijمحلول  L µ 0/30یکنواخت گردید. mL  0/5به حجمبه عنوان رقیق کننده در یک لوله آزمایش 

عنوان حلال اســتخراج به ســرعت به درون لوله آزمایش تزریق گردید. محلول به M  16/0تبا غلظ 35

شده به مدت  شکیل  صوت در دمای  15ابری ت سانتیگراد قرار گرفت تا  25دقیقه در حمام فرا درجه 

سانتر شود. پس از  ستخراج کننده به درون محلول روغن پخش  سرعت یمحلول ا  3500فیوژ نمونه با 

ــتگاه  µL  0/5دقیقه، 15یقه به مدت دور بر دق ــده به دس ــین ش تزریق و مورد  HPLCاز حلال ته نش
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سیون های گیاهی مختلف نمونه از روغن 8در این روش آنالیز قرار گرفت.  ستفاده از منحنی کالیبرا با ا

ستاندارد  سه غلظت متفاوت از ا سه تکرار (100و  g mLµ10 ،50-1)در   E یتامینوو  A یتامینو و با 

ست62-2انجام گردید که نتایج آن در جدول ) شده ا ستاندارد .( آورده   mg L-1از محلول مادر  نمونه ا

کروماتوگرام  65-2شکل  در سه غلظت بیان شده به روغن اضافه شد.  Eو  A هاییتامینواز  0/2000

شان می سنتینمونه روغن زیتون  شرایط بهینه ن س دهد.را در   ت آمده این روشبا توجه به نتایج به د

 های گیاهی را دارد.ها را در روغنزی این ویتامینقابلیت جداسا

 

 mg L 1/0-1 با افزایش غلظت سنتی روغن زیتون (B)، روغن زیتون سنتی   (A)کروماتوگرام نمونه(:65-2شکل)

  Mبا غلظت µL 0/30، حجم حلال استخراج کننده  mL  0/5حجم نمونه . شرایط آزمایش:E یتامینوو  A یتامینو

رنگ  (nm  216( وAگیری ویتامین )رنگ قرمز برای اندازه nm  326در طول موجدقیقه،  0/10، زمان استخراج  16/0

 (Eگیری ویتامین آبی برای اندازه
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 E یتامینو و A یتامینهمزمان و یریاندازه گ یبرا یقیحق ینمونه ها یجنتا (:62-2)جدول 

Vitamin E Vitamin A 
 آنالیت

 اضافه شده

 
)1-g Lµ( 

 نمونه
RSD 

درصد 

 بازیابی

آنالیت 

اندازه 

 گیری شده

)1-µg L( 

RSD 
درصد 

 بازیابی

آنالیت 

اندازه 

 گیری شده

)1-µg L( 
29/1 - 24/8 62/1 - 11/7 0 

 

روغن زیتون 

 سنتی

26/1 60/100 30/18 76/1 00/102 31/17 00/10 

68/0 08/101 78/58 83/2 70/99 96/56 00/50 

39/1 74/100 98/108 07/1 64/100 75/107 0/100 

99/0 - 45/8 48/4 - 54/6 0 

روغن زیتون 

 تجاری )اتکا(

28/2 00/104 64/18 37/2 20/99 46/16 00/10 

57/1 52/100 71/58 48/1 56/100 82/56 00/50 

61/0 51/100 96/108 77/0 50/100 04/107 0/100 

76/3 - 06/9 72/2 - 86/8 0 

روغن هسته 

 انگور )فامیلا(

41/1 10/102 27/19 18/1 70/102 13/19 00/10 

26/1 86/99 99/58 27/1 90/100 31/59 00/50 

61/0 99/99 05/109 24/2 12/101 98/109 0/100 

29/1 - 24/8 62/1 - 11/7 0  

روغن ذرت 

 )فامیلا(

 

 

26/1 70/100 31/18 13/1 0/102 31/17 00/10 

67/0 08/101 78/58 83/2 70/99 96/56 00/50 

39/1 74/100 98/108 07/1 64/100 75/107 0/100 

- - N.D - - N.D 0 
روغن 

 آفتابگردان

 )لادن(

48/2 3/98 983/9 76/3 10/97 970/9 00/10 

37/4 46/99 73/49 22/2 82/99 91/49 00/50 

11/1 91/99 91/99 21/3 96/99 96/99 0/100 

79/1 - 17/9 - - <LOD 0 

روغن کنجد 

 )فامیلا(

79/0 20/100 19/19 69/3 20/103 32/10 00/10 

77/0 92/98 63/58 42/1 80/100 40/50 00/50 

52/0 46/100 63/109 86/0 23/100 23/100 0/100 

12/2 - 42/9 80/1 - 25/6 0 
روغن کرچک 

 )سنتی(
38/1 30/104 85/19 52/2 94/103 64/16 00/10 

03/1 02/99 93/58 49/1 62/100 56/56 00/50 
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11/1 84/100 26/110 17/1 85/100 10/107 0/100 

- - <LOD - - <LOD 0 

 روغن کلزا

 )اویلا(

56/2 50/102 25/10 71/4 40/96 64/9 00/10 

84/1 20/102 10/51 43/1 70/101 85/50 00/50 

81/0 48/101 48/101 95/0 52/100 52/100 0/100 

 

 یریگاندازه یبرا گرفته شده به کارمقایسه روش پیشنهادی با برخی روش های  2-7-11

 E یتامینو و A یتامینهمزمان و

آورده  E یتامینوو  A یتامینوگیری تغلیظ و اندازههای پیشتعدادی از روش 63-2در جدول  

رای تغلیظ بدامنه خطی و فاکتور پیشهای مختلف، مانند حد تشخیص، در این جدول پارامتر. شده است

 ها با روش پیشنهادی نشانمقایسه آورده شده است. مقایسه ارقام شایستگی گزارش شده برای این روش

ر بنابراین روش حاض باشد.های گزارش شده بهتر میدهد که روش پیشنهادی نسبت به برخی از روشمی

باشد. همچنین روش بیان شده یص بهاری میدارای حد تشخ 104و  41، 40، 37نسبت به مراجع 

 دارد. 104و  42، 37گستره خطی بهتری نسبت به مراجع 
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 E یتامینو و A یتامینو گیریاندازه یگزارش شده برا هایاز روش یبا برخ یشنهادیروش پ یسهمقا(: 63-2)جدول 

 

 

 

 LOD مرجع

)1-g Lµ ( 
LDR 

)1-g Lµ ( 
 آنالیت ماتریکس روش

37 17/1 

52/4 

 

5/1-15/0 
0/8- 0/2 

 

Micellar liquid 

chromatography 
  A یتامینو شربت مولتی ویتامین

 E یتامینو

38 13/0 

 

0/200-5/0 

 

Capillary liquid 

chromatography-pressurized 

liquid extraction-DLLME 

 E یتامینو محصولات بهداشتی

39 2/0 

 
0/2500-0/5 

 

HPLC-FL یتامینو روغن گیاهی E 

 40 8/8 

 

310× 0/18- 0/50 HPLC-FLD یتامینو گیاهان دارای برگ سبز E 

41 0/3 

0/29 

 

310×0/4- 310×5/0 

0/200- 310× 0/10 

 

HPLC-UV یتامینو سرم انسان A  

 E یتامینو

42 2/0 

 

0/500-5/0 

 

Fiber solid phase extraction-

HPLC 
 E یتامینو شربت مولتی ویتامین

104 0/50 
0/600 

 

0/500-0/10 
310×0/40- 310×0/2 

HPLC-DAD یتامینو شیر و نوشیدنی A  
 E یتامینو

105 2/0 

0/20 

 

0/700-0/300 

0/10000-0/5000 

 

HPLC-PDA یتامینو سرم انسانی A  

 E یتامینو

کار 

 حاضر

95/0 

71/0 

 

0/2000-0/5 

0/3000-0/8 

 

FOS-RP-DLLME-HPLC یتامینو نمونه روغن A 

 E یتامینو
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 فصل سوم

 نتیجه گیری
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 نتیجه گیری 3-1

نیترازپام و گیری همزمان تغلیظ و اندازهبرای اولین بار پیش اولین قسمت این پروژه،در 

میکرواستخراج فاز مایع میدازولام در نمونه های ادرار، سرم خون و همچنین محصولات دارویی با روش 

انجام پذیرفت. روش انجام  HPLCو به روش  فراصوتمواج بر اساس قطره جامد با کمک سورفکتانت و ا

شده، سریع، ساده و با مصرف کم حلال آلی همراه است. همچنین در این روش پیشنهادی از مخلوط 

به عنوان عامل پخش کننده استفاده شده است. این روش حد  Tween 80و  SDSدو سورفکتانت 

پیش تغلیظ قابل قبول و همچنین زمان آنالیز کوتاه  تشخیص پایین و گستره وسیع خطی را با فاکتور

یری گتغلیظ و اندازهعنوان یک تکنیک قدرتمند برای پیشهدهد. بنابراین این روش، بپیشنهاد می

 شودبرده می کاربههای حقیقی نیترازپام و میدازولام در نمونههمزمان 

 مبتنیاستخراج مایع مایع پخشی  امکان استفاده از روش میکرو ،قسمت این پروژه در دومین 

تغلیظ همزمان سیتالوپرام، صوت برای جداسازی و پیشفراوسیله امواج هناور جامد بقطره آلی ش بر

برای اولین بار در این کار تحقیقاتی مورد بررسی قرار  HPLCوسیله گیری بهزپام و سرتالین و اندازهدیا

الی کمتر از آب و همچنین سمیت کمتر نسبت به حلال گرفته است. در این روش حلال استخراج با چگ

ده است. همچنین نتایج درصد بازیابی حاصل تر استفاده شهای استخراج کلردار با زمان استخراج کوتاه

های مختلف قرص، سرم و ادرار، نشان دهنده در نمونه سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینگیری از اندازه

ان بیگیری همزمان این سه دارو با این روش حال اندازههذکر است که تا بصحت بالای روش است. قابل 

  انجام نشده است. شده

روش میکرواستخراج پخشی پخشی فاز از  امکان استفاده برای نخستین بارسومین قسمت این پروژه، 

گیری هظ و اندازتغلیبرای پیش بالا کروماتوگرافی مایع با کاراییمایع معکوس به همراه امواج فراصوت و 

توان به مورد بررســـی قرار گرفت. از مزایای روش پیشـــنهادی می E یتامینوو  A یتامینومقادیر کم 

  موارد زیر اشاره کرد:
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 زمان استخراج کوتاه 

 مصرف بسیار کم حلال استخراج سمی 

 دامنه خطی وسیع 

 دقت و صحت بالا 

 هزینه پایین 

سمت این پروژه،  شی معکوس با کمک فاز تکنیک میکرودر چهارمین ق ستخراج مایع مایع پخ ا

سورفکتانت شده از  سریعو به روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا غنی  ش ارزان برای پی و ، 

ـــیار پایین گیری این ویتامینتغلیظ و اندازه ـــی قرار گرفتها با مقادیر بس تور . فاکمورد بررس

صلیپیش  سازی پارامترهایبا بهینه باشد.این روش می تغلیظ بالا و حذف حلال آلی از مزایای ا

صل از این  ستگی حا شای سبه ارقام  سیون و محا سم منحنی کالیبرا ستخراج و ر مؤثر بر فرایند ا

کروماتوگرافی مایع با کارایی  به وسیلهگیری شود که این روش همراه با اندازهروش، مشخص می

یک شیوه مناسب و حساس با حد تشخیص  (HPLC-UV)بالا مجهز به آشکارساز ماورراء بنفش 

گیری همزمان مقادیر بسیار کم این ویتامین ها تغلیظ و اندازهبسیار پایین برای جداسازی، پیش

 .باشدهای روغن گیاهی میدر نمونه

 آینده نگری 3-2

 توجه نمود: یربه موارد ز توانیم ینده،مطالعات آ یبرا پیشنهاد عنوانبه

ر گیری سایر ترکیبات محلول دتغلیظ و اندازهشوش پیشنهاد شده برای پیاستفاده و کاربرد ر -1

 چربی

 برای پراکنش سورفکتانت فراصوتاستفاده از دستگاه ورتکس به جای امواج  -2

 فکتانت به عنوان عامل پخش کننده استفاده ازسور -3

 مایعفاز  یکرواستخراجم یروش ها یگراز روش استخراج فاز جامد کوپل شده با د استفاده -4



172 

 

 نانوذرات یلهاصلاح شده به وس یسه فاز یبرفاز جامد هالوف یکرواستخراجاستفاده از روش م -5
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 پیوست
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 1یوست پ

روش میکرواستخراج فاز مایع بر اساس قطره جامد با کمک نتایج بررسی یک متغیر در زمان برای 

ای هگیری مقادیر کم نیترازپام و میدازولام در نمونهو اندازه تغلیظبرای پیش فراصوتسورفکتانت و امواج 

 وسیله کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاحقیقی به

ول نیترازپام و در یک لوله آزمایش، محل منظور بررسی متغیرها به روش یک متغیر در زمانبه

و حجمی از حلال  lNaCلول ، با درصد وزنی حجمی از مح mg L 5/0-1 با غلظتمیدازولام استاندارد 

استخراج و همچنین حجمی از محلول سورفکتانت عنوان امولسیفایر به محلول نمونه اضافه شد و به 

در  KHz  60فراصوتپس از آن، لوله آزمایش در حمام فراصوت با فرکانس . رسیددلخواه حجم نهایی 

 حلال استخراج طرات بسیار ریز گراد قرار داده شد تا یک محلول ابری متشکل از قدرجه سانتی 25

ها در قطرات ریز حلال آلی استخراج شدند. پراکنده درمحلول آبی تشکیل شد که در این مرحله آنالیت

دور در دقیقه سانتریفیوژ و قطرات حلال آلی ) با توجه به چگالی  3500سپس محلول نمونه با سرعت 

به صورت شناور تشکیل شد. پس از آن، لوله  ن که نسبت به آب کمتر است( در بالای لوله آزمایشآ

سپس قطره آلی  .آزمایش در حمام یخ قرار داده شد تا حلال آلی شناور به صورت قطره جامد درآید

منجمد شده به یک ویال مخروطی توسط یک قاشق پزشکی کوچک منتقل گردید که در دمای اتاق 

صورت دست آمده که بهو سیگنال به تزریق شد HPLCاز آن به دستگاه  µL0/5ذوب شده و سپس 

 سطح زیر پیک منحنی بود، ثبت گردید.
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 pHنتایج حاصل از بررسی  پ: (1-1)جدول 

 میدازولام

 (سطح زیر پیک)

(mV.S) 

 نیترازپام

 (سطح زیر پیک)

(mV.S) 

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(
pH 

136 109 9 9 0/2 

150 133 10 11 0/3 

164 263 11 22 0/4 

287 299 20 25 0/5 

410 335 29 28 0/6 

492 394 35 33 0/7 

537 638 46 45 0/8 

670 525 48 44 5/8 

561 477 40 40 0/9 

503 451 36 38 0/10 

492 430 35 36 0/11 
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 یدازولاممو  یترازپامهمزمان ن استخراج یزانبر م یفاز آب pH اثرنمودار پ: ( 1-1)شکل 

بافر فسفاتی،  mL  0/10،mL  0/3، حجم محلول نمونه mg L 5/0-1 غلظت نیترازپام و میدازولام شرایط آزمایش:

، غلظت Tween80کتانت ، نوع سورف L µ 0/50آندکانول(-1حجم حلال استخراج کننده)دقیقه،  10زمان استخراج 

فیوژ یزمان سانتر ،حجمی نمک-وزنی درصد5/1 ،رمیکرولیت Tween 80  0/1، حجم  mg mL 0/50-1 نتکتاسورف

 دور در دقیقه 3500 سانتریفیوژدور دقیقه،  0/10کردن 

 بر میزان استخراج بررسی اثر حجم محلول نمونهپ: :نتایج حاصل از  (2-1)جدول 

 حجم نمونه

(mL) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

0/5 39 35 234 187 

0/10 45 46 537 638 

0/15 28 30 512 618 

0/20 21 21 499 600 
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 استخراج یزانبر م حجم محلول یرپ: نمودار تاث (2-1)شکل  

 10، زمان استخراج بافر فسفاتی mg L 5/0 ،0/8  =pH،mL  0/3-1 شرایط آزمایش: غلظت نیترازپام و میدازولام 

 mgکتانت، غلظت سورفTween80تانت ، نوع سورفک L µ 0/50آندکانول(-1) حجم حلال استخراج کنندهدقیقه، 

1-mL 0/50 ، حجمTween 80  0/1 دقیقه،  0/10کردن  سانتریفیوژ، زمان  حجمی نمک-وزنی درصد5/1 ،میکرولیتر

 دور در دقیقه 3500فیوژ یدور سانتر

 

 بر میزان استخراج بررسی نوع بافر :نتایج حاصل ازپ:  (3-1)جدول 

 نوع بافر

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 394 370 28 31 یآمونیاک

 638 537 46 45 فسفاتی

 434 489 31 41 یبوراکس
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 استخراج یزاننوع بافر بر م یرنمودار تاثپ:  (3-1)شکل 

، بافر mL  0/10،mL  0/3حجم محلول نمونهmg L 5/0  ،0/8  =pH-1 غلظت نیترازپام و میدازولام شرایط آزمایش:

، Tween80کتانت میکرولیتر ، نوع سورف L µ 0/50آندکانول(-1حجم حلال استخراج کننده)دقیقه،  10زمان استخراج 

 سانتریفیوژزمان ، حجمی نمک-درصد وزنی5/1 ،میکرولیتر Tween 80  0/1حجم ،  mL mg 0/50-1 کتانتغلظت سورف

 دور در دقیقه. 3500فیوژ یدقیقه، دور سانتر 0/10

 بر میزان استخراج بررسی اثر حجم بافرپ: :نتایج حاصل از  (4-1)جدول 

 حجم بافر

(mL) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

5/0 41 38 489 530 

0/1 59 64 703 883 

0/2 47 51 560 706 

0/3 45 46 537 638 
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 استخراج یزانبافر بر م یرحجمپ : نمودار تاث (4-1)شکل 

، زمان استخراج mL  0/10حجم محلول نمونه، mg L 5/0 ، 0/8  =Hp-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 mgکتانتسورف، غلظت Tween80کتانت ، نوع سورف Lµ 0/50 آندکانول(-1) حجم حلال استخراج کننده یقه،دق 10

 1-mL 0/50  ، حجمTween 80  0/1 یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-درصد وزنی5/1 ،میکرولیتر 

 .یقهور در دقد 3500 یوژفیدور سانتر

  کننده بر میزان استخراجبررسی اثر نوع حلال استخراج : نتایج حاصل از( پ5-1جدول )

 کنندهنوع حلال استخراج

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 395 264 28 22 دی کلرو دکان 10و1

 693 584 50 49 دو دکانول-1

 883 703 64 59 آندکانول-1
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 استخراج یزانبافر بر م یرحجمپ : نمودار تاث (5-1)شکل 

 بافر،  mL  0/10،mL  0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 mgتانت ک، غلظت سورفTween80کتانت ، نوع سورف L µ 0/50هکنند حجم حلال استخراج یقه،دق 10زمان استخراج 

1 -mL0/50  ، حجمTween 80  0/1 یقه،دق 0/10کردن  یوژفیزمان سانتر،  حجمی نمک-وزنی درصد5/1 ،میکرولیتر 

 .یقهدور در دق 3500 سانتریفیوژدور 

 

 ن استخراجحلال استخراج کننده بر میزا بررسی حجم پ: :نتایج حاصل از (6-1)جدول 

-حجم حلال استخراج

 کننده

(Lµ) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

0/20 65 69 1329 1625 

0/30 68 71 1388 1671 

0/50 59 64 703 883 

0/100 52 50 311 353 

0/150 53 50 212 240 

0/200 54 51 162 187 
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 نمودار اثر حجم حلال استخراج بر میزان استخراج :پ (6-1)شکل 

 ،mL  0/10حجم محلول نمونه، pH=  0/8 بافر mg L 5/0 ،mL 0/1-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 mgکتانت ، غلظت سورفTween80تانت ک، نوع سورفآندکانول- 1حلال استخراج کننده نوع یقه،دق 10زمان استخراج 

1-mL0/50 ،  حجمTween 80  0/1 یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-درصد وزنی5/1 ،میکرولیتر 

 .یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر

 بر میزان استخراجبررسی اثر نوع سورفکتانت  پ: نتایج حاصل از (7-1)جدول 

 نوع سورفکتانت

 نیترازپام

 بازیابی()درصد 

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

CTAB 65 63 1301 1288 

SDS 61 57 1235 1154 

Tween 80 68 71 
1377 1421 

Tween 80+SDS 78 75 1579 1452 

Tween 80+CTAB 65 60 1366 1311 

 

5

15

25

35

45

55

65

75

0 50 100 150 200 250

ی
یاب

باز
د 

رص
د

(Lµ)حجم حلال استخراج 

نیترازپام

میدازولام



182 

 

 

 نوع سورفکتانت بر میزان استخراجنمودار اثر  ( پ:7-1)شکل 

 ، mL  0/10حجم محلول نمونه، pH=  0/8 بافر mg L 5/0 ،mL  0/1-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

میکرولیتر،  Tween 80  0/1حجم ،  mg mL 0/50-1کتانتغلظت سورف ،آندکانول-Lµ 30 1یقه، دق 10زمان استخراج 

 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-درصد وزنی5/1 ، میکرولیتر SDS 0/10حجم 

 .یقهدور در دق

 بر میزان استخراج SDSبررسی اثر غلظت  پ: :نتایج حاصل از (8-1)جدول 

 SDSغلظت 

(1-mg mL) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

0/10 66 65 1336 1331 

0/15 71 69 1437 1397 

0/25 80 79 1603 1512 

0/50 78 75 1579 1452 
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 بر میزان استخراج SDSنمودار اثر غلظت  :پ (8-1)شکل 

 بافر،  L m 0/10،mL  0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0 ، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

میکرولیتر،  Tween 80  0/1حجم ،  mg mL 0/50-1سورفکتانت ، غلظت آندکانول-µL 30 1یقه، دق 10زمان استخراج 

 3500 سانتریفیوژدور  یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-وزنی درصد5/1 ،میکرولیتر SDS 0/10حجم 

 .یقهدور در دق

 بر میزان استخراج Tween80بررسی اثر غلظت  ج حاصل ازپ: :نتای (9-1)جدول 

 Tween 80غلظت 

(1-mg mL) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

0/10 66 65 1336 1331 

0/15 71 69 1437 1397 

0/25 81 80 1603 1512 

0/50 78 75 1579 1452 
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 بر میزان استخراج Tween 80نمودار اثر غلظت  :پ (9-1)شکل 

 بافر، mL  0/10،mL  0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0 ، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 Tween 80  0/1حجم ، یترل یلیگرم بر م یلیم SDS   0/25، غلظتآندکانول-µL 30 1یقه، دق 10زمان استخراج 

دور  یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-درصد وزنی5/1 ،میکرولیتر SDS 0/10میکرولیتر، حجم 

 یقهدور در دق 3500 یوژفیسانتر

 بر میزان استخراج SDSبررسی اثر حجم  :نتایج حاصل از :پ (10-1)جدول 

 SDSحجم 

(Lµ) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 لاممیدازو

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

0/5 78 75 1579 1452 

0/10 81 80 1600 1515 

0/50 78 75 1579 1452 

0/100 58 48 1159 710 
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 بر میزان استخراج SDSنمودار اثر حجم : پ (10-1)شکل 

 بافر،  mL  0/10 ،mL  0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0 ، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 Tweenحجم ، یترل یلیگرم بر م یلیم Tween80   0/25و  SDS، غلظتآندکانول-µL 30 1یقه، دق 10زمان استخراج 

دور در  3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-وزنی درصد5/1 ،میکرولیتر 0/1  80

 یقهدق

 

 بر میزان استخراج Tween80بررسی اثر حجم  :نتایج حاصل از :پ (11-1)جدول 

 Tween 80حجم 

(Lµ) 

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

0/1 81/0 81/0 1603 1520 

0/10 71/0 69/0 1437 1397 

0/20 81/0 80/0 1604 1514 
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 بر میزان استخراج Tween 80نمودار اثر حجم  :پ (11-1)شکل 

-میلی mL  0/10،mL  0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

،  یترل یلیگرم بر م یلیم Tween80   0/25و  SDS، غلظتکانولآند-µL 30 1یقه، دق 10زمان استخراج  لیتر بافر،

 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/10کردن  سانتریفیوژزمان  ،حجمی نمک-وزنی درصد 5/1 ،میکرولیتر SDS 0/10حجم 

 یقهدور در دق 3500

 بر میزان استخراج بررسی اثر زمان استخراج پ: :نتایج حاصل از (12-1)جدول 

 زمان استخراج

 یقه()دق

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

1 51 46 1012 931 

5 69 54 1397 1410 

10 80 81 1603 1512 

15 82 83 1640 1645 

20 82 80 1638 1651 
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 ج بر میزان استخراجنمودار اثر زمان استخرا :پ( 12-1)شکل 

 بافر، mL  0/10،mL  0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0 ، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 mg mL 0/25-1 ، غلظت سورفکتانتTween 80+SDS سورفکتانتنوع  ،آندکانول-µL 30 1یقه، دق 10زمان استخراج 

 یوژفیزمان سانتر، حجمی نمک -وزنی درصد 5/1 ،میکرولیتر  SDS 0/10میکرولیتر، حجم  Tween 80  0/1حجم ، 

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/10کردن 

 بر میزان استخراجبررسی اثر قدرت یونی )اثر نمک(  پ: :نتایج حاصل از (13-1)جدول 

 اثر نمک )قدرت یونی(

 حجمی(-)درصد وزنی

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 ممیدازولا

 )درصد بازیابی(

 نیترازپام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

0 39 44 788 1041 

1/0 56 59 1133 1416 

5/0 64 60 1291 1417 

0/1 78 74 1578 1645 

5/1 82 83 1640 1645 

0/2 81 82 1638 1644 
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 جنمودار اثر درصد نمک بر میزان استخرا :پ (13-1)شکل 

 بافر، mL  0/10 ،mL 0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0 ، 0/8  =pH-1 یدازولامو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشرا

 mg mL-1 ، غلظت سورفکتانتTween 80+SDS نوع سورفکتانت ،آندکانول-µL 30 1یقه، دق 15زمان استخراج 

حجمی -وزنی %5/1 میکرولیتر، SDS 0/10م میکرولیتر، حج Tween 80  0/1حجم  ، میلی گرم بر میلی لیتر 0/25

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/10کردن  یوژفیزمان سانترنمک، 

 بر میزان استخراجبررسی اثر زمان سانتریفیوژ : :نتایج حاصل از ( پ14-1)جدول 

 زمان سانتریفیوژ

 )دقیقه(

 نیترازپام

 )درصد بازیابی(

 میدازولام

 )درصد بازیابی(

 یترازپامن

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

 میدازولام

 )سطح زیر پیک( 

(mV.S) 

5 54 56 1130 1141 

7 71 60 1235 1225 

10 77 75 1575 1549 

15 82 83 1640 1645 

20 82 81 1639 1624 
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 نمودار اثر زمان سانتریفیوژ بر میزان استخراج :پ (14-1)شکل 

 افر، mL  0/10 ،mL 0/1حجم محلول نمونه، mg L 5/0، 0/8  =pH-1 دازولامیو م یترازپامغلظت ن :یشآزما یطشـــرا

ــتخراج  ــورفکتانت ،آندکانول-µL 30 1یقه، دق 15زمان اس ــورفکتانتTween 80+SDS نوع س  mg mL-1، غلظت س

دور  ، NaClدرصــــد وزنی/حجمی  5/1 ، میکرولیتر SDS 0/10میکرولیتر، حجم  Tween 80  0/1حجم ،  0/25

  یقهدور در دق 3500 یوژفیسانتر
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 2یوست پ

 

روش میکرواستخراج پخشی مایع مایع به همراه روش میکرواستخراج نتایج بررسی یک متغیر در زمان 

تغلیظ مقادیر سرتالین، سیتالوپرام و مبتنی بر انجماد قطره آلی شناور وبه همراه امواج فراصوت برای پیش

 ه همراه روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالاهای حقیقی و بدیازپام در نمونه

 

 mg L-1 در یک لوله آزمایش غلظتمنظور بررسی متغیرها به روش یک متغیر در زمان، به

رسانده شد.  دلخواهو توسط آب مقطر به حجم  دلخواه pH باداروهای مورد بررسی،  ازز هر یک ا 5/0

توسط سرنگ به سرعت به نمونه  ش کننده،حلال استخراج و حلال پخسپس مخلوط همگنی شامل 

ل کننده و حلاآبی تزریق گردید. در نتیجه، محلول کدر یا ابری )حاوی محلول آبی، حلال آلی استخراج

درون  کننده بهشود که این کدورت به علت پخش ذرات ریز حلال استخراجکننده( تشکیل میآلی پخش

. قرار گرفته شد  kHz 60با قدرت  فراصوتایش در حمام باشد. در مرحله بعد لوله آزممحلول آبی می

دور بر دقیقه  3000سپس به منظور جداسازی بهتر دو فاز، لوله آزمایش در دستگاه سانتریفیوژ با سرعت 

 20گذشت بعد از ید و منتقل گرد یخ حمام بهلوله آزمایش پس از اتمام عمل استخراج، قرار داده شد. 

پاتول اسسپس قطره آلی منجمد شده توسط در سطح محلول تشکیل گردید.  ،قطره آلی منجمد دقیقه،

صورت سطح زیر پیک دست آمده که بهو سیگنال به شد تزریق HPLCو به دستگاه  ویال منتقلیک به 

 منحنی بود، ثبت گردید.
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 فاز آبی بر میزان استخراج pHنتایج حاصل از بررسی اثر  پ(: 1-2)جدول 

pH 

 لوپرامسیتا

)درصد 

 بازیابی(
 

 دیازپام

)درصد 
 بازیابی(

 

 سرتالین

)درصد 
 بازیابی(

 

 یتالوپرامس

سطح زیر )
 (پیک

(mV.S) 

 دیازپام

سطح )
 (زیر پیک

(mV.S) 

 سرتالین

سطح )
 (زیر پیک

(mV.S) 

0/2 11 15 19 543 552 964 

0/3 14 20 21 690 730 1062 

0/4 22 25 26 1082 907 1306 

0/5 28 25 30 1377 908 1502 

0/6 36 30 36 1769 1085 1794 

0/7 38 35 39 1867 1263 1942 

5/7 42 40 47 2064 1440 2333 

0/8 51 47 51 2505 1689 2529 

5/8 47 40 54 2309 1441 2675 

0/9 42 36 50 2065 1298 2480 
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 بر میزان استخراج pHپ( بررسی اثر  1-2)شکل 

 بافر mL  0/10 ،mL 0/3حجم محلول نمونه،  mg L 5/0-1 سیتالوپرام، دیازپام و سرتالین غلظت :یشآزما یطشرا

 0/15، زمان استخراج حلال پخش کننده اتانول Lµ  0/1000،آندکانول-µL 50 1یقه، دق 10زمان استخراج  ،فسفات

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق
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 بر میزان استخراج بررسی اثر حجم محلول نمونهپ(: :نتایج حاصل از  2-2)جدول 

 حجم نمونه

(mL) 

 سیتالوپرام

)درصد 
 بازیابی(

 

 دیازپام

)درصد 
 بازیابی(

 

 سرتالین

)درصد 
 بازیابی(

 

 یتالوپرامس

سطح زیر )
 (پیک

(mV.S) 

 دیازپام

سطح زیر )
 (پیک

(mV.S) 

 سرتالین

سطح زیر )
 (پیک

(mV.S) 

0/5 47 40 41 1156 729 1037 

0/10 51 47 51 2505 1689 2529 

0/15 26 27 28 1922 1438 2109 

0/20 20 20 21 1963 1420 2069 

 

 

 پ( بررسی اثر حجم محلول نمونه بر میزان استخراج 2-2)شکل 

زمان استخراج  بافر فسفات، mg L 5/0 ،0/8 pH =،mL  0/3-1 سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

 یوژفیزمان سانتر یقه،دق 0/15، زمان استخراج حلال پخش کننده اتانول Lµ 0/1000،آندکانول-µL 50 1یقه، دق 10

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن 
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 بر میزان استخراج بررسی نوع بافر : :نتایج حاصل از(پ 3-2)جدول 

 نوع بافر

 مراسیتالوپ

)درصد 

 بازیابی(
 

 دیازپام

)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین

)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس

سطح زیر )

 (پیک
(mV.S) 

 دیازپام

سطح )

 (زیر پیک

(mV.S) 

 سرتالین

سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

 1746 1120 2211 35 31 45 فتالاتی

 2529 1689 2505 51 47 51 فسفاتی

 1942 1440 1769 39 40 36 بوراکس

 

 

 پ( بررسی اثر نوع بافر بر میزان استخراج 3-2)شکل 

 mL  0/10  ،0/3حجم محلول نمونه ،= mg L 5/0 ،0/8 pH-1سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

، زمان استخراج حلال پخش کننده اتانول L µ 0/1000،آندکانول-µL 50 1یقه، دق 10زمان استخراج  لیتر بافر ،میلی

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق 0/15
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 بر میزان استخراج بررسی اثر حجم بافرپ(: :نتایج حاصل از  4-2)جدول 

 حجم بافر

(mL) 

 سیتالوپرام

)درصد 

 بازیابی(
 

 دیازپام

)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین

)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس

سطح زیر )

 (کپی
(mV.S) 

 دیازپام

سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

 سرتالین

سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

5/0 48 44 48 2358 1583 2382 

0/1 50 51 52 2456 1831 2577 

0/2 55 51 58 2701 1830 2871 

0/3 51 47 51 2505 1689 2535 

 

 

 پ( بررسی اثر حجم بافر بر میزان استخراج 4-2)شکل 

نوع م ،  mL  0/10حجم محلول نمونه، = mg L 5/0 ،0/8 pH-1 یتالوپرام، دیازپام و سرتالینسغلظت  :یشآزما یطشرا

، زمان استخراج حلال پخش کننده اتانول L µ 0/1000،آندکانول-µL 50 1یقه، دق 10زمان استخراج  بافر فسفات،

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق 0/15
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  کننده بر میزان استخراجبررسی اثر نوع حلال استخراج پ(: نتایج حاصل از 5-2) جدول

نوع حلال 

 کنندهاستخراج

 سیتالوپرام
)درصد 

 بازیابی(

 

 دیازپام
)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین
)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس
سطح زیر )

 (پیک
(mV.S) 

 دیازپام
سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

 سرتالین
زیر سطح )

 (پیک

(mV.S) 

 1257 1050 1524 25 29 31 دی کلرو دکان 10و1

 2577 1725 2456 52 48 50 دو دکانول-1

 2871 1831 2701 58 51 55 آندکانول-1

 

 

 پ( بررسی اثر نوع حلال استخراج بر میزان استخراج 5-2)شکل 

 mL  0/10 ،mLحجم محلول نمونه، = mg L 5/0 ،0/8 pH-1 سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

، زمان حلال پخش کننده اتانول L µ 0/1000،حلال استخراج µL 50یقه، دق 10زمان استخراج  بافر فسفات، 0/2

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق 0/15استخراج 
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 حلال استخراج کننده بر میزان استخراج بررسی حجم پ(: :نتایج حاصل از 6-2)جدول 

حجم حلال 

 کنندهاستخراج

(Lµ) 

 سیتالوپرام

)درصد 

 بازیابی(
 

 دیازپام

)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین

)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس

سطح زیر )

 (پیک
(mV.S) 

 دیازپام

سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

 سرتالین

سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

0/20 43 58 59 5311 3450 4833 

0/30 68 61 67 5554 3627 5484 

0/50 55 51 58 2701 1831 2871 

0/100 52 43 53 1278 782 1331 

0/150 51 41 51 837 503 867 

0/200 51 40 51 629 373 659 

 

 

 پ( نمودار اثر حجم حلال استخراج کننده بر میزان استخراج 6-2)شکل 

 mL  0/10 ،mLحجم محلول نمونه، = mg L 5/0 ،0/8 pH-1و سرتالینسیتالوپرام، دیازپام غلظت  :یشآزما یطشرا

 0/15زمان استخراج  ، حلال پخش کننده اتانول L µ 0/1000،آندکانول-1یقه، دق 10زمان استخراج  بافر فسفات، 0/2

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق
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 بر میزان استخراج حلال پخش کنندهبررسی اثر نوع  حاصل ازپ(: :نتایج  7-2)جدول 

نوع حلال 

 پخش کننده

 سیتالوپرام
)درصد 

 بازیابی(

 

 دیازپام
)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین
)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس
سطح )

 (زیر پیک
(mV.S) 

 دیازپام
سطح )

 (زیر پیک

(mV.S) 

 سرتالین
سطح )

 (زیر پیک

(mV.S) 

 5484 3627 5564 67 61 68 اتانول

 4020 3272 4173 49 55 51 استون

 3613 3095 4988 44 52 61 متانول

 

 

 پ( بررسی اثر نوع حلال پخش کننده بر میزان استخراج 7-2)شکل 

 mL  0/10 ،mLحجم محلول نمونه، = mg L 5/0 ،0/8 pH-1سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

، حلال پخش کننده Lµ 1000،آندکانول-1حلال استخراج کننده  µL 30 یقه، دق 10ن استخراج زما بافر فسفات، 0/2

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج 
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 بر میزان استخراجبررسی اثر حجم حلال پخش کننده  پ(: :نتایج حاصل از 8-2)جدول 

 حجم حلال

 پخش کننده

(Lµ) 

 سیتالوپرام

)درصد 
 بازیابی(

 

 دیازپام
)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین
)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس
سطح )

 (زیر پیک
(mV.S) 

 دیازپام
سطح )

 (زیر پیک

(mV.S) 

 سرتالین
سطح زیر )

 (پیک

(mV.S) 

0/500 58 55 56 4746 3272 4598 

0/700 62 60 60 5073 3627 4916 

0/1000 68 61 67 5564 3626 5484 

0/1500 61 59 55 4991 3508 4517 

 

 

 پ( نمودار اثر حجم حلال پخش کننده بر استخراج 8-2)شکل 

  mL  0/10 ،mLحجم محلول نمونه، = mg L 5/،00/8 pH-1 سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

، زمان حلال پخش کننده اتانول ،آندکانول-1استخراج کننده  حلال µL 30 ، یقهدق 10زمان استخراج  بافر فسفات،0/2

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15کردن  یوژفیزمان سانتر یقه،دق 0/15استخراج 
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 بر میزان استخراج بررسی اثر زمان استخراج پ(: :نتایج حاصل از 9-2)جدول 

زمان 

 استخراج)دقیقه(

 سیتالوپرام
)درصد 

 بازیابی(

 

 دیازپام
)درصد 

 بازیابی(
 

 سرتالین
)درصد 

 بازیابی(
 

 یتالوپرامس
سطح )

 (زیر پیک
(mV.S) 

 دیازپام
سطح )

 (زیر پیک

(mV.S) 

 سرتالین
سطح )

 (زیر پیک

(mV.S) 

1 54 51 55 4419 3036 4508 

5 66 65 64 5400 3864 5240 

10 72 67 69 5891 3982 5647 

15 68 61 67 5564 3627 5484 

 

 

 پ( نمودار اثر زمان استخراج بر استخراج 9-2) شکل

  mL  0/10 ،mLحجم محلول نمونه، = mg L 5/0 ،0/8 pH-1 سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

حلال پخش کننده  L µ 1000،آندکانول-1استخراج کننده حلال  µL 30 قه، یدق 10زمان استخراج  بافر فسفات، 0/2

 یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15استخراج  ، زماناتانول
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 بر میزان استخراجبررسی اثر قدرت یونی )اثر نمک(  پ(: :نتایج حاصل از 10-2)جدول 

اثر نمک 

 )قدرت یونی(

)درصد 

 حجمی(-وزنی

 سیتالوپرام

)درصد 

 بازیابی(

 

 دیازپام

)درصد 

 بازیابی(

 

 سرتالین

)درصد 

 بازیابی(

 

 یتالوپرامس

سطح )
 (زیر پیک

(mV.S) 

 دیازپام

سطح )
 (زیر پیک

(mV.S) 

 سرتالین

سطح )
 (زیر پیک

(mV.S) 

0 72 67 69 5883 3982 3207 

05/0 74 68 70 6064 4042 5728 

1/0 71 68 69 5801 4041 3206 

5/0 69 67 68 5638 381 5565 

0/1 66 66 68 5393 3923 5564 

 

 

 ستخراجپ( بررسی اثر نمک بر ا 10-2)شکل 

  mL  0/10 ،mLحجم محلول نمونه، = mg L 5/0 ،0/8 pH-1 سیتالوپرام، دیازپام و سرتالینغلظت  :یشآزما یطشرا

حلال پخش  L µ 1000،آندکانول-1حلال استخراج کننده   µL 30 ، یقهدق 10زمان استخراج  بافر فسفات، 0/2

 دقیقه زمان استخراج 10، یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15، زمان استخراج کننده اتانول
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 3یوست پ

نتایج بررسی یک متغیر در زمان برای روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی معکوس برای پیش تغلیظ و 

 در روغن های گیاهی Eو  Aگیری ویتامین اندازه

 Eو  Aن های حجمی از روغن حاوی ویتامی، منظور بررسی متغیرها به روش یک متغیر در زمانبه

-سیکلوهگزان به عنوان رقیق کننده در یک لوله آزمایش یکنواخت گردید. مخلوطی از اتانول mL  0/1با

به عنوان حلال استخراج کننده و  تنظیم شده آب با بافر مناسب، pHو  آب با نسبت حجمی مشخص

ابری تشکیل شده  حجمی از حلال پخش کننده به سرعت به درون لوله آزمایش تزریق گردید. محلول

در حمام فراصوت قرار گرفت تا محلول استخراج کننده به درون محلول روغن پخش شود. پس از 

 HPLCاز حلال ته نشین شده به دستگاه  L µ 0/5دور بر دقیقه، 3500سانتریفیوژ نمونه با سرعت 

بت ک منحنی بود، ثصورت سطح زیر پیدست آمده که بهتزریق و مورد آنالیز قرار گرفت و سیگنال به

 گردید.
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 حلال استخراج بر میزان استخراج pHنتایج حاصل از بررسی اثر  پ(: 1-3)جدول 

pH 
 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

0/2 34 40 333 281 

0/3 36 41 338 298 

5/3 41 45 380 323 

0/4 45 49 414 349 

5/4 44 48 405 323 

0/5 41 42 380 304 

0/6 37 39 347 285 

0/7 36 38 338 278 

 

 

 بر میزان استخراج pHپ( نمودار تاثیر  1-3)شکل 

بافر فسفات،  نوع،  mL  0/15حجم محلول نمونه،  mg L 5/0-1 هر کدام  Eو ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

عنوان هب دی اکسان 4و L µ 0/100،µL  200 1حجم حلال استخراج ،(50-50آب( )-ترکیب درصد استخراج )اتانول

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 10یقه، دور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج حلال پخش کننده ، 

0.3

10.3

20.3

30.3

40.3

50.3

60.3

0 2 4 6 8

ی
یاب

باز
د 

رص
د

pH

Aویتامین 

Eویتامین 



204 

 

  ول بر میزان استخراجبررسی اثر حجم محل پ(: نتایج حاصل از 2-3) جدول

 حجم محلول نمونه

(mL) 

 Aویتامین 

)درصد 

 بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

0/5 45 49 163 174 

0/10 44 49 305 316 

0/15 47 50 414 350 

 

 

 

 میزان استخراجبر  حجم محلولپ( نمودار تاثیر  2-3)شکل 

، بافر  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

دی اکسان  4و L µ 0/100 ،L µ 200 1، حجم حلال استخراج(50-50آب( )-ترکیب درصد استخراج )اتانول، فسفات

دقیقه زمان  10یقه، دور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج ، عنوان حلال پخش کننده هب

 سانتریفیوژ
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 بر میزان استخراج بررسی نوع بافر : :نتایج حاصل از(پ 3-3)جدول 

 Aویتامین  نوع بافر

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 393 497 56 55 تیاستا

 350 414 50 45 فسفاتی

 

 

 پ( نمودار تاثیر نوع بافر بر میزان استخراج 3-3)شکل 

،  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

دی اکسان بعنوان  4و L µ 0/100 ،Lµ 200 1حجم حلال استخراج، (50-50آب( )-ترکیب درصد استخراج )اتانول

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 15یقه، دور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج ، حلال پخش کننده 
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 بر میزان استخراج بررسی اثر حجم محلول استخراجپ(: :نتایج حاصل از  4-3جدول )

حجم محلول 

 (Lµاستخراج )

 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

50 4 5 101 90 

100 55 56 497 394 

200 17 19 111 95 

 

 

 

 پ( نمودار تاثیر حجم محلول استخراج بر میزان استخراج 4-3شکل )

،  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

زمان استخراج عنوان حلال پخش کننده ، هدی اکسان ب 4و Lµ 200 1، (50-50آب( )-ترکیب درصد استخراج )اتانول

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 15یقه، دور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15
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 بر میزان استخراج ترکیب درصد حلال استخراجثر بررسی اپ(: :نتایج حاصل از  5-3)جدول 

 ترکیب درصد

 حلال استخراج

 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

60-40 51 49 464 349 

50-50 55 56 497 394 

70-30 56 57 506 399 

80-20 61 60 548 418 

 

 

 پ( نمودار تاثیر ترکیب درصد حلال استخراج بر میزان استخراج 5-3)شکل 

، نوع  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

دی  4و 1وع حلال پخش کننده ن، L µ 0/100حجم حلال استخراج آب(،-بافر استات، نوع حلال استخراج کننده )اتانول

دور  3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج ، عنوان حلال پخش کننده هدی اکسان ب 4و L µ 200 1،اکسان

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 15یقه، در دق
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  بررسی اثر نوع حلال پخش کننده بر میزان استخراج پ(: نتایج حاصل از 6-3)جدول 

نوع حلال پخش 

 دهکنن

 Aویتامین 

)درصد 

 بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 418 548 61 59 دی اکسان-4و 1

 367 456 52 50 استون

THF 47 50 430 354 

 

 

 کننده بر میزان استخراج پخشپ( نمودار تاثیر نوع حلال  6-3)شکل 

، نوع  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشزماآ یطشرا

حجم حلال پخش کننده  ، L µ 0/100حجم حلال استخراج ،آب(-حلال استخراج کننده )اتانول (20-80)بافر استات، 

L µ200  ، دقیقه زمان سانتریفیوژ 15یقه، قدور در د 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج 
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 کننده بر میزان استخراج پخشحلال  بررسی حجم پ(: :نتایج حاصل از 7-3)جدول 

حجم حلال پخش 

 کننده

(Lµ) 

 Aویتامین 

)درصد 

 بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

0/50 65 67 581 463 

0/100 67 69 598 475 

0/200 61 60 547 418 

0/300 59 58 530 405 

 

 

 کننده بر میزان استخراجپخش پ( نمودار تاثیر حجم حلال  7-3)شکل 

، نوع  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

و 1نوع حلال پخش کننده ،  L µ 0/100حجم حلال استخراجآب(، -ل استخراج کننده )اتانول( حلا20-80بافر استات، )

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 15یقه، دور در دق 3500 یوژفیدور سانتر یقه،دق 0/15زمان استخراج دی اکسان،  4
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 بر میزان استخراج بررسی اثر زمان استخراج پ(: :نتایج حاصل از 8-3)جدول 

 جزمان استخرا

 )دقیقه(

 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

5 60 59 418 412 

10 65 61 581 424 

15 67 69 597 475 

20 66 69 589 475 

30 65 68 581 469 

 

 

 یزان استخراجپ( بررسی تاثیر زمان استخراج بر م 8-3)شکل 

، نوع  mL  0/5  ،0/4=pHحجم محلول نمونهیتر، گرم بر ل یلیم E  5/0و ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

آب(، نوع حلال پخش کننده -حلال استخراج کننده )اتانول،  L µ 0/100(، حجم حلال استخراج20-80بافر استات، )

دقیقه زمان  15یقه، دور در دق 3500 سانتریفیوژدور  ، L µ 100دی اکسان، حجم حلال پخش کننده 4و 1

 سانتریفیوژ
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 4پیوست 

نتایج بررسی یک متغیر در زمان برای روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی معکوس با کمک فاز غنی 

 Eو  Aشده از سورفکتانت و به کمک امواج فراصوت برای پیش تغلیظ و اندازه گیری مقادیر کم ویتامین 

 A یتامین هایوروغن خوراکی حاوی  ، حجمی ازر بررسی متغیرها به روش یک متغیر در زمانمنظوبه

حجمی از سیکلوهگزان به عنوان رقیق کننده در یک لوله آزمایش یکنواخت گردید.  mL  0/1با Eو 

به عنوان حلال استخراج به سرعت به درون لوله آزمایش تزریق  محلول سورفکتانت با غلظت مشخص

درجه سانتیگراد قرار گرفت تا محلول  25. محلول ابری تشکیل شده در حمام فراصوت در دمای گردید

دور بر  3500نمونه با سرعت فیوژ یاستخراج کننده به درون محلول روغن پخش شود. پس از سانتر

و سیگنال  تزریق و مورد آنالیز قرار گرفت HPLCاز حلال ته نشین شده به دستگاه  L µ 0/5،دقیقه

 صورت سطح زیر پیک منحنی بود، ثبت گردید.دست آمده که بهبه

 بر میزان استخراجبررسی اثر نوع سورفکتانت  نتایج حاصل ازپ(:  1-4)جدول 

 نوع سورفکتانت
 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

CTAB 39 30 253 166 

SDS 28 34 190 183 

Tween 80 42 45 270 229 

Triton x100 40 39 259 204 

Brij-35 51 55 322 270 
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 پ( نمودار تاثیر نوع سورفکتانت بر میزان استخراج 1-4)شکل 

 محلول حجم،  M  1/0غلظت سورفکتانت ، mg L 5/0-1 هر یک  Eو ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

حجمی، زمان -درصد حجمی 5 به محلول نمونه ، درصد اسید افزوده شده L µ 50حجم سورفکتانت،  mL  0/5نمونه

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 10یقه، دور در دق 3500 سانتریفیوژدور دقیقه،  10استخراج 

 بر میزان استخراج بررسی اثر غلظت سورفکتانت تایج حاصل ازپ(: ن 2-4)جدول 

غلظت 

 ورفکتانتس

(M) 

 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

1/0 51 55 322 270 

2/0 52 62 327 300 

3/0 52 51 327 254 

5/0 51 50 320 249 
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 تخراجپ( نمودار تاثیر غلظت سورفکتانت بر میزان اس 2-4)شکل 

، حجم Brij-35نوع سورفکتانت  ، mg L 5/0-1 هر یک   Eو ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

دور دقیقه،  10حجمی، زمان استخراج -درصد حجمی 5 به محلول نمونه ، درصد اسید افزوده شده Lµ 50سورفکتانت

 دقیقه زمان سانتریفیوژ 10یقه، دور در دق 3500 یوژفیسانتر

 بر میزان استخراج سورفکتانت بررسی حجم پ(: :نتایج حاصل از 3-4)جدول 

 حجم سورفکتانت

(Lµ) 

 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

0/20 36 30 553 451 

0/30 55 64 553 486 

0/40 54 64 415 374 

0/50 52 62 327 300 

0/100 52 62 178 170 
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 پ( نمودار تاثیر حجم سورفکتانت بر میزان استخراج 3-4)شکل 

، درصد اسید افزوده  M  2/0غلظت سورفکتانت ، mg L 5/0-1 هر یک Eو ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

 10،یقهدور در دق 3500 یوژفیر سانتردودقیقه،  10حجمی، زمان استخراج -درصد حجمی 5 به محلول نمونه شده

 دقیقه زمان سانتریفیوژ

 بر میزان استخراج بررسی اثر درصد اسید نتایج حاصل ازپ(:  4-4)جدول 

درصد اسید اضافه شده 

 به محلول نمونه

 حجمی(-)حجمی

 Aویتامین 

)درصد 

 بازیابی(

 Eویتامین 

)درصد 

 بازیابی(

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 E ویتامین

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

0 58 65 589 493 

0/5 55 64 553 486 

0/10 59 57 591 437 

0/15 57 53 572 410 

0/20 55 52 553 403 
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 پ( نمودار تاثیر درصد اسید افزوده شده بر میزان استخراج 4-4)شکل 

، حجم سورفکتانت  M  2/0فکتانتغلظت سور ، mg L  5/0-1هر یک  Eو ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

Lµ40  دقیقه زمان سانتریفیوژ 10، یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتردقیقه،  10، زمان استخراج 

 

 بر میزان استخراج بررسی اثر زمان استخراج پ(: :نتایج حاصل از 5-4)جدول 

 زمان استخراج

 )دقیقه(

 Aویتامین 

 )درصد بازیابی(

 Eویتامین 

 ی()درصد بازیاب

 Aویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

 Eویتامین 

 )سطح زیر پیک(

(mV.S) 

1 48 57 487 437 

5 51 59 515 451 

10 67 69 666 521 

15 65 68 647 514 
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 پ( نمودار تاثیر زمان استخراج بر میزان استخراج 5-4)شکل 

، حجم سورفکتانت  M  2/0غلظت سورفکتانت ، mg L 5/0-1 هر یک  Eو ویتامین  Aویتامین غلظت  :یشآزما یطشرا

Lµ40  ،دقیقه زمان سانتریفیوژ 10، یقهدور در دق 3500 یوژفیدور سانتر 
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Abstract 

In the first section of this thesis, a simple, sensitive and rapid microextraction method 

namely ultrasound-assisted surfactant-enhanced emulsification microextraction based on 

the solidification of floating organic droplet method coupled with high performance 

liquid chromatography was developed for the simultaneous preconcentration and 

determination of nitrazepam and midazolam in real samples. The significant parameters 

affecting the extraction efficiency were considered using a Plackett-Burman design as a 

screening method. In order to obtain the optimum conditions with consideration of the 

selected significant variables, a Box-Behnken design was used. So, the microextraction 

procedure was performed using 29.1 µL of 1-undecanol, 1.36% (w/v) of NaCl, 10.0 µL 

of SDS (25.0 µg mL-1) and 1.0 µL of Tween80 (25.0 µg mL-1) as an emulsifier in 

extraction time of 20.0 min at pH 7.88. In order to investigate the validation of the 

developed method, some validation parameters including the linear dynamic range, 

repeatability, limit of detection and recovery were studied under the optimum conditions. 

The detection limits of the method were 0.017 and 0.086 ng mL-1 for nitrazepam and 

midazolam, respectively. The extraction recovery for the drugs studied were in the range 

of 98.0-108.1% with RSD range of 1.0-3.8%. The proposed methodology was 

successfully applied for the determination of these drugs in a number of human serum, 

tablet in injectable samples. 

In the second section of this thesis, a novel coupling of ultrasound-assisted dispersive 

liquid-liquid microextraction based on solidification of floating organic droplets (UA-

DLLME-SFODs) with high performance liquid chromatography (HPLC) was developed 

for the simultaneous pre-concentration and determination of citalopram (CIT), diazepam 

(DIZ), and sertraline (SER) in the human serum , urine and tablet samples. In this 

proposed procedure, 1-undecanol and ethanol were used as the extraction and disperser 

solvents, respectively. Several parameters affecting the extraction efficiency were 

investigated by a Plackett-Burman factorial design as a screening design. The variables 

showing significant effects on the analytical response were pH and volume of the 

extraction solvent; they were optimized using central composite face centered design 

(CCFD). For validation of the technique, its accuracy, precision, limit of detection, 

linearity, and sensitivity were evaluated. limits of quantification (LOQ) of the method 

were 1.3, 2.7, and 1.2 ng mL-1 for CIT, DIZ, and SER, respectively. Extraction recovery 
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percentages for all the above-mentioned drugs were above 85.0 with acceptable relative 

standard deviations. The proposed methodology was successfully applied to the 

determination of these drugs in the human serum, urine and tablet samples.  

In the third section, a new approach based on ultrasound assisted-reverse phase-dispersive 

liquid liquid microextraction technique is developed for the extraction and determination 

of vitamin A and vitamin E from oil matrices before a high performance liquid 

chromatography analysis. A methodology based on the full factorial design is carried out 

for choosing the significant parameters. Then the significant factors affecting the 

extraction efficiency including pH, volume of extraction solvent, and volume of disperser 

solvent are optimized using the Box-Behnken design. After analyzing the results 

obtained, the optimum conditions were: pH 4.5, 80-20 µL of the ethanol-water solvent 

mixture as extraction solvent, 110 µL of 1, 4- dioxane as the disperser solvent, and a 

sonication time of 10 min. For validation of the developed method, the linear dynamic 

range, repeatability, limit of detection, and recoveries were obtained under the optimum 

conditions. The detection limits of the method were 1.6 and 2.3 ng mL-1 for vitamin A 

and vitamin E, respectively. The extraction recovery percentages for the studied drugs 

were above 91%, with acceptable RSD. The proposed methodology was successfully 

applied for the determination of the vitamins in different oil samples. 

Finally, application of a new free organic solvent-reverse phase-dispersive liquid-liquid 

microextraction (FOS-RP-DLLME) procedure is developed for the pre-concentration and 

quantification of vitamin A and vitamin E in various vegetable oil samples. This 

microextraction method is based upon transferring the analytes from the oil matrix into 

the surfactant-rich phase, and therefore, organic solvents are not used in this procedure. 

The variables of interest in the FOS-RP-DLLME method are optimized using the 

chemometrics approaches. Firstly, in the screening experiments, the full factorial design 

(FFD) is used for selection of the variables that significantly affect the variables 

significantly affecting the extraction procedure. Then the selected significant variables 

are optimized using the response surface methodology (RSM) based on the central 

composite design (CCD). Under the optimum conditions, the linear ranges were 3.1-3.0 

× 103 and 2.3-2.0 × 103 ng mL-1 for vitamin A and vitamin E, respectively. The relative 

standard deviations (RSDs) were in the range of 0.77–4.71% and 0.61-4.37% for vitamin 
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A and vitamin E, respectively. The relative recoveries of these vitamins from different oil 

samples were above 98.3%. 

Keywords: dispersive liquid liquid microextraction, liquid microextraction based on 

solidified organic droplets, surfactant, ultrasound irradiations, experimental design 
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