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  اگر شایسته تقدیم باشد: ماحصل آموخته هایم را 

تر از جانممادر عزیز و به پدر تقدیم   

 

دانشمندان،  .و به تمام آزاد مردانی که نیک می اندیشند و عقل و منطق را پیشه خود نموده و جز رضای الهی و پیشرفت و سعادت جامعه، هدفی ندارند

.جوانمردانی که جان و مال خود را در حفظ و اعتلای این مرز و بوم فدا نموده و مینمایند بزرگان، و  
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 تقدیر و تشکر

سپپپپپپسپپاش و سپپپپپپتپپپایش مر خپپپدای را اپپپل و جلار که آور ،پپپدرت او و انره روز رواپپپپپپن، تابپپان ااپپپپپپپپت و ا وار    پپپت او در دل  پپپپپپپپ  تار، در شپپپپپپپپان. 

 ا در طریق علم و معرفت بیازماید.و درهای علم را و ما گشود  و عمری و فرصتی عطا فرمود تا بدان، بنده ضعیف خویش ر آفریدگاری که خویشتن را به ما  شناساند 

از  که در این مسپپپیر گره گشپپپای رانم بودند. دانم سپپپساش گزار تمام عزیزانی باشپپپماکنون در آسپپپتانه رانی  و به  اش اتمات بی پرد دوردگار، و خود  زم می

همواره راه گشپپپای من در اتمام و ا ل   ایان نا   ،فراوان ایشپپپان صپپپور و لو پپپ ه ارزنده و  هایراهنمایی که ناصپپپر زودرزی  رهیخته و فرزانه جناب آقای دکتر اسپپپتاد ف 

جنپپاب  و  دوژه را و عهپده داده این ،پپدمع ی بپااریپان د کهی  که زح پت مشپپپپپپپاوراز اسپپپپپپپاویپد بزرزوارم جنپاب  آقای دکتر  نمپایم.می شپپپپپپکرت  ، صپپپپپپمیمپانهبوده ااپپپپپپت

گ ی وای مسپاددتآقای دکتر منصپور بب مم صیلم در دانشگا در طول انجام این تحقیقعزیزان  این   جن
تح
از خانم  نمایم.سساسگزاری می ه شاوودو دوران 

 یم.نماکه زح ت داوری این دوژه را به عهده گرفتند تشکر و ،در دانی می عزیز دکتر مصدر ا مور

ان سر تعظیم فرود اکنون پس از گذ پت  تت سپال تحصپدرل در دانشگاه شاوود و کس   از از رحار اساوید رمترم گروه شیمی، به  اش تمام زحماتش

 ها را آرزومندم.آورده و وایشان از درگاه خدای متعال ، بهترین

ها و دان  به  پپاش تمپپام  لا زحمپپات دواپپپپپپپپت نازنین خپپانم  پپپپپپ ر  رسپپپپپپی  پپ و دانشپپپپپپدویپپان دکتری به و ه ازها ی خوبم کلاسپپپپپپینم ،از تمپپامی دوسپپپپپپتپپان 

 وای خاطرات خوبی که در ذهنم به یادگار گذاد و تمامی کارکنان گروه شیمی سساسگزارم.مساددتشان و 

در تمامی مراحل،  طمه که رحمد و  خواو عزیزم  و وادر ، که تعبیر واژه صور و آرامش اات ، مادر منربامی فداکاریستم که اسطورهپدر بزرزوار در  ایان از 

 .اند  ل تشکر و ،در دانی را دارممشوق من بوده

 مسیری که بدون یاری های  شما به سرانجام نمی رسید.
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 اهشیمی دانشگ دانشكده شیمی تجزیهرشته  كارشناسی ارشددانشجوی دوره  منیره شمساینجانب 

گیری تیكلوپیدین و لوزارتان با استفاده از روش جداسازی و اندازه شاهرود نویسنده پایان نامه

ناب آقای ج راهنمائیتحت  میكرواستخراج فیبر توخالی و جفت شده با كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا

 متعهد می شوم. ناصر گودرزیدكتر 

  ینجانب پایان نامه توسط ا .تحقیقات در این  ر است   انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردا

 تایج پژوهش ز ن ا  .های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده استدر استفاده 

        تاكنون توسااااط خود یا فرد دیگری برای دریافت هی  نو  مدر  یا مطاالاب منادرج در پاایاان ناامه 

ئه نشده است را ا متیازی در هی  جا   .ا

 ثر متعلق به دانشااگاهكلیه حقوق معنو ا ا نام  ی این   شااگاه دان»شاااهرود می باشااد و مقالات مسااتخرج ب

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

  تای فرادی كه در به دسااات آمدن ن ر بوده حقوق معنوی تمام ا ترثیرگ ا پایان نامه  ند در مقالات اصااالی  ا

ز  ا  .گرددرعایت می پایان نامهمستخرج 

   آنها( اساااتفاده شاااده افتهای  ز موجود زنده )یا ب پایان نامه، در مواردی كه ا در كلیه مراحل انجام این 

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است.

  ته اف فراد دسترسی ی ا به حوزه اطلاعات شخصی  مواردی كه  امه، در  ن یان  ا پ ین  نجام ا یه مراحل ا در كل

انسانی رعایت شده است  و اصول اخلاق  بط  ، ضوا ری   یا استفاده شده است اصل رازدا

اریخ.                                                        ت

                                                   امضای دانشجو                                                                                                                                                                             
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 نشر مالكیت نتایج و حق

 اثر و محصولات آن این  امه كلیه حقوق معنوی  ، برن های )مقالات مستخرج ، كتاب 

یانه افزاررا به دانشگاهها و تجهیزات ساخته ای ، نرم  -می شاهرود شده است ( متعلق 

اید به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذكر شود. باشد.  این مطلب ب

  و نتایج موجود در ااستفاده از اطلاعات  امه بدون ذكر مرجع مجاز نمیپ  .باشدیان ن
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 چكیده

ساایساات  دو فازی میكرو   با اسااتفاده ازمد آتغلیظ ساااده و كار، یک روش پیشاین مطالعهدر 

زمان مقادیر ك  تیكلوپیدین و گیری ه فیبر توخاالی برای پیش تغلیظ و اندازه  اساااتخراج فااز ماایع  

-4كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا با آشكار ساز ماوراء بنفش ارائه شد. از حلال  با استفاده ازلوزارتان 

اكتاانول باا فراریات پایین برای جلوگیری از تبخیر شااادن، گرانروی ك  برای اطمینان از انتقال جرم    

ن اساریع، قطبیت پایین به منوور سازگاری با فیبر توخالی و جلوگیری از نشت به داخل نمونه، به عنو 

ه  زدن، طول فیبر ، زمان استخراج، سرعت بهpHحلال استخراج استفاده شد. بعضی از پارامترها مانند 

و اثر نمک كه بر روی بازده استخراج مؤثرند با روش طراحی آزمایش بهینه شدند. تحت شرایط بهینه، 

 - 5/5ی و در محدودهبرای تیكلوپیدین  گرم بر لیترمیلی 001/0-0/6 در محدوده منحنی كالیبراسیون

گرم بر لیتر برای میكرو 2/4همچنین حد تشخیص  ،خطی بوده لوزارتانبرای  گرم بر لیترمیلی 009/0

 476برای تیكلوپیدین و  272تغلیظ گرم بر لیتر برای لوزارتان، فاكتور پیشمیكرو 4/4تیكلوپیادین و  

گیری تكراری در انحراف اساااتاندارد نسااابی برای ساااه اندازه همچنین به دسااات آمد.برای لوزارتان 

 06/9برای تیكلوپیدین و  7/4و  35/9و  56/9گرم بر لیتر به ترتیب میلی 0/1و  0/4و  4/0های غلوت

 برای لوزارتان بدست آمد. 43/4و  14/9و 

 

 

زی فیبر دو فاتیكلوپیدین، لوزارتان، میكرواساتخراج فاز مایع بر اسااس سیست     كلمات كلیدی:

 توخالی، طراحی آزمایش
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 داروهای ضد تشكیل لخته -4-4

طور  بهند. نكی خون جلوگیری میعوامل ضاد تشكیل لخته موادی هستند كه از تشكیل لخته 

 .باشدمی های سرخرگیهای سیاهرگی و لختهلخته دارد كه شاامل لخته وجود  از مختلفدو نو   كلی

 هدیدگركه لخته قرمز نام دارد، بسیار شبیه به آن چیزی است كه در خارج از بدن تشكیل  اولین مورد

ام ناندازد. نو  دوم لخته سفید دارای یک شابكه فیبرینی است كه اجزای متشكله خون را به دام می  و

ها و ایجاد لخته وریدی از ها تشاكیل شاده است. همه اشكال بسته شدن ر   كه عمدتا از پلاكت دارد

ین مورد بیماری در ترها در اثر ایجاد لخته احتمالا شایعشدن ر شود. بستههای قرمز ناشای می لخته

توان به دو را میبطور كلی داروهای ضد لخته باشاد.  افراد میان ساال در اغلب كشاورهای متمدن می  

از داروهای  4تیكلوپیدینتقسااای  كرد كه  های تجمع پلاكتی و داروهای ضاااد انعقادمهاركنندهگروه 

 .]4[ رودی تجمع پلاكتی به شمار میمهاركننده

 تیكلوپیدین -4-4-4

 تپلاكت تینوپیریدین اساااداروهای آنتی گروهاولین تركیب از  دتیكلوپیدین هیدروكلرایداروی 

 9 [ -تتراهیدرو تیئنو  - 7و 6و  5و 1 - ]كلرو فنیل ( متیل  – 2)  [ – 1نام آیوپا   دارای كه] 2[

و وزن  ClNS14H14C فرمول بسااتهدارای  و Ticlid آن نام تجاری. ]9[ باشاادمی پیریدین، - ]– 2و

كه یک داروی ضااد  را تیكلوپیدین ، ساااختار(4-4. شااكل)]1[باشاادگرم بر مول می 25/900ی مولكول

 .]5[ دهدنشان می ،باشدانعقاد قوی با اثر بخشی طولانی می

                                                 
4- Ticlopidine  
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 ]5[ ساختار تیكلوپیدین: 4-4شكل 

 

فات، فساند كه داروی تیكلوپیدین مهاركننده قوی آدنوزین دیمطالعات فارماكولوژی نشان داده

و در درمان ترومبوز  كاهش فرایند انعقاد خون شااده باشااد كه این ویژگی سااببكلاژن و آدرنالین می

چنین در پیشگیری از حمله قلبی در شادن لخته در سایسات  گردش خون( شاریانی حاد و ه     )ایجاد

است كه تیكلوپیدین نسبت به چنین مشاخص شاده  ه . ]6[ شاود می بیماران با ریساک بالا اساتفاده  

قرص  یمقالات متعدد .]7[ باشااد ارجعیت داردداروی آساایرین كه دارای اثرات جانبی گوناگونی می

 ،كند فادهاست ینآسیر از تواند یمن یماركه ب یارزشامند در زمان  یگزینجا یکبه عنوان را  یكلوپیدینت

تیكلوپیدین به سرعت از طریق سیست  گوارش ج ب شده و دركبد متابولیزه داروی  كنند.می یهتوصا 

 یمهار چند دارو باعث یقابل توجهبه طور  یكلوپیدینگزارش شده است كه قرص تهمچنین  شود.می

 .]7[ شودمی یكبد (P)سیتوكروم  CYP ی آنز سیست  شده توسط یزهمتابول

 عوامل ضد فشار خون -4-2

حالتی كه در آن فشااار  –ند كه در فشااار بالای خون داروهایی هسااتضااد فشااار خون عوامل 

به كار می  میلیمتر جیوه است، 35تولی بیش از میلیمتر جیوه یا فشار دیاس 460سیستولی متجاوز از 

فشااار  ذاتی یا اولیه و یفشاار خون بالا  توان بهكه می ود داردجو بالای فشاار خون  روند. دو نو  عمده

درصد از جمعیت جهان را تحت تاثیر قرار داده 40ذاتی بالای . فشار خون اشاره نمود ثانویه خون بالای

درصااد از بیمارانی كه  60درصااد از كل فشااار خون های بالا را در بر می گیرد. در حدود  40و تقریبا 

ه، تعروقی عمده نویر نارساااایی احتقانی قلب، ساااكفشاااار خون بالا دارند، یک یا چند بیماری قلبی 
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معمولا زنان بیشااتر از مردان در نماید. ی كلیوی بروز میبیماری كرونری قلب و نارسااایی پیشاارونده 

می تواند شده و این بیماری با فشاار بالای دیاسااتول مشخص  هساتند. ذاتی بالای فشاار خون  معرض 

حدودی با توان تا دارای دو مساایر خوش خی  )تدریجی( و بد خی  )سااریع( باشااد. این عارضااه را می

محدود كردن نمک در رژی  غ ایی، تعدیل در مصرف الكل، اصلاح مصرف ؛ تعادلنگهداری بدن در حد 

 .]4[ چربی در غ ا، پرهیز از تنباكو، ورزش و تغییرات رفتاری كنترل نمود

شكل  چهار به توانرا می آن و فشار خون بالای ثانویه از عوامل شناخته شده ای ناشی می شود.

           .بندی نمودتقسی  مختلف كلیوی، عصبی، ناشی از غدد درون ریز و قلبی عروقی

  4لوزارتان -4-2-4

نام تجاری ( و یک مولكول غیرپیتیدی با 1AT)نو   IIلوزارتان یک آنتاگونیسات گیرنده آنژیوتانسین 

Cozaar  فرمول تجربی و  34/122 وزن مولكولی بااO6ClKN22H22C د. این دارو دارای اثر باشااامی

ساختار نیز ( 2-4شكل )و  .] 3و4[  باشدضد پر فشاری خون میتدریجی و دیرپا به عنوان یک داروی 

 دهد.لوزارتان را نمایش می

HO

Cl

N

N

N

NN

HN

 

 لوزارتان داروی ساختار :2-4شكل 

 

                                                 
1- Losartan 
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در نقاط مختلف بدن، از جمله عضلات عروق، قشر آدرنال، كلیه و  را مهمینقش  IIآنژیوتانیسن 

آنژیوتانسین در تنوی  آب و الكترولیت و فشار  –. از طریق همین اعمال، سیست  رنین كندایفا میمغز 

تواند یم آنژیوتانسین –نماید. فعالیت بیش از حد سیست  رنین انجام میرا خون شریانی نقش كلیدی 

بدن در  IIهای آنژیوتانسااین گیرنده موجب فشااار خون بالا و اختلال در تعادل آب و الكترولیت شااود.

است. شاناخته شاده   II آنژیوتانساین  برای 2ATو  1ATدو نو  گیرنده مجزا به اساامی   و بودهپراكنده 

ها ها و حساسیت آنها برای آنتاگونیستتفكیک این دو نو  بر اساس تفاوت میزان تمایل هر یک از آن

تمایل بسایار زیادی به اتصال با   1ATهای اسات. گیرنده به مواد احیاكننده ساولفیدریل صاورت گرفته  

 .]40[ارتان دارندزلو

 تیكلوپیدین و لوزارتانداروهای اهمیت اندازه گیری  -4-9

والسارتان و تلمیسارتان در لوزارتان،  مانند، II )1(AT های آنژیوتانسین نو داروهای مهاركننده گیرنده

های آنژیوتانسین دارند. از این داروها تمایل بیشتری برای مهار گیرنده ACE4های قیاس با مهاركننده

مطالعات مختلف  .]42و44[ شودنارسایی احتقانی قلب استفاده می و كنترل برای درمان فشار خون بالا

 توانند در پیشگیری از ضایعات بعد از سكتههای آنژیوتانسین میگیرندههای مهاركنندهكه اند نشان داده

جمع پلاكتی، ضد دیابتی، ضد تواند اثرات ضد تچنین لوزارتان می. ه قلبی و مغزی سودمند باشند

یلاسیون دهلیزی را از خود دهنده اسید اوریک خون و عمل ضد فیبرهای دیواره عروقی، كاهش پلاكت

از  تانهای مزمن كلیه و فشار خون با تجویز لوزارچنین در بیماران مبتلا به بیماریه . ]44[دهدنشان 

ور بط ی لوزارتان و تیكلوپیدیندو دارو و در بسیاری از موارد استشدت آسیب كلیوی كاسته شده

های انجام گرفته با پایین آمدن فشار با توجه به پژوهش .]49[شود همزمان توسط بیمار مصرف می

كند. در اغلب مواقع درمان با داروهای درصد كاهش پیدا می 10تا  90ون، خطر سكته مغزی به میزان خ

ضد پرفشاری خون به تنهایی كاهش خطر سكته مغزی را به دنبال ندارد. بر طبق گزارش غ ا و داروی 

ماران دچار عروق در بی گرفتگیایالت متحده، عوامل ضد پلاكت خصوصا تیكلوپیدین برای پیشگیری از 

                                                 
4- Angiotensin-converting enzyme  
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همچنین تیكلوپیدین برای پیشگیری از  شود.فته میربكار گ 4گ را - کحمله ایسكمیبا  سكته مغزی

مورد بررسی قرار گرفته و نشان  ر بیماران دچار سكته مغزیانفاركتوس قلبی یا مر  با منشا عروق د

اند. میزان خونریزی گوارشی در تری سكته مغزی یا مر  و میر داشتهدهد این افراد به میزان پایینمی

 نند.ككنند، مشابه یا كمتر از بیمارانی است كه آسیرین مصرف میبیمارانی كه تیكلوپیدین مصرف می

رمان د یا و پیشگیری برای همزمان طور به توان می را تیكلوپیدین قرص و لوزارتان بالینی، نور از

 .]41[ تجویز نمود عروقی و قلبی هایبیماری

در مورد اثر قرص تیكلوپیدین در فارماكوكینتیک  ]7[مطالعات فارماكوكینتیک صااورت گرفته 

 ینلوزارتان ب ینتیکفارماكوك دهدها نشاااان میدر موش EXP – 3174 لوزارتان و متابولیت فعال آن

 لوزارتان ینتیکمطالعات فارماكوك یمناسااب برا یوانیمدل حیک موش  و بودهموش و انسااان مشااابه 

قرص  وزن انساااان از یلوگرمك بااه ازای هرگرم  یلیم 40بااا  همراه لوزارتااان یخوراك یزتجو .تاسااا

 قرص دهد كهمی نشاااان و این ،شاااودمی (٪56 ا)ت AUC2قابل توجه  افزایشبااعث   یكلوپیادین ت

لیل و به همین د كند مهاررا  كبد یاو  روده لوزارتان در یسااا تواند به طور موثر متابولیم یكلوپیدینت

از آنجایی كه اندازه گیری مستقی  داروها در اما  .گیری همزمان این دو دارو حائز اهمیت هستنداندازه

ها امكان پدیر نیساات، ابتدا باید با یک روش مناسااب پیش خون و ادرار به دلیل غلوت بساایار ك  آن

 .وندشگیری میشود، اندازهپرداخته میهای مناسب كه در ادامه به توضی  آن تغلیظ شده و بعد با روش

همزمان تیكلوپیدین و  گیریتاكنون گزارشاای مبنی بر جداسااازی و اندازه قابل ذكر اساات كه 

 است.گزارش نشده لوزارتان

 تیكلوپیدین و لوزارتان گیریهای اندازهروش -4-1

شااده اساات  ال های بیولوژیكی گزارشدر فرم خالص یا ساای لوزارتان هایی كه برای آنالیزروش

                                                 
 transient ischemic attack-4  

 area under the concentration–time curve (AUC)-2  
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 2الكتروفورز با لوله مویین،  ]3[كروماتوگرافی لایه ناز   ،]HPLC4 ]44-45هایی از قبیل، روش شامل

اسیكترومتری یک روش آنالیز  كه البته این روش ها برای انجام سااده نیستند. ، ]20[ولتامتری ، ]43[

گیری لوزارتان برای اندازهتاكنون در مورد كاربرد این تركیب ولی  رایج و در دسااترس اساات  ،ساااده

 .]24[شده است كمی ارائه هایگزارش

ز آن است كه اهای بیولوژیكی گزارش شدهگیری تیكلوپیدین در سایال چندین روش برای اندازه

 ، كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا]9 ]5(ITD)آشكارسازتوان به كروماتوگرافی گازی همراه با جمله می

ه  چنین ، ]6[ 1همراه با اسیكترومتر جرمی دوتایی HPLC، ]22[ ومتری جرمیكوپل شده با اسیكتر

 اشاره كرد.   ]MS)–GC/EI(5 ]29آنالیز با  به همراه گیری روش استخراج فاز جامدبه كار

 مروری بر كارهای انجام شده -4-5

و  همزمان لوزارتان بطور، HPLC-RPبا استفاده از روش  ،و همكارانش 6وئرا 2041در سال 

 گستره هاآنگیری نمودند. را اندازهاز این داروها  نمونه های قرصهیدروكلروتیازید و آملودییین در 

ای لوزارتان، بر لیترمیكروگرم بر میلی 0/9 4تشخیص و حدلیتر میكروگرم بر میلی 0/40-0/60 7خطی

برای لیتر میكروگرم بر میلی 4/0 تشخیصلیتر و حد میكروگرم بر میلی 5/2- 0/45خطی  گستره

                                                 
4- High performance liquid chromatography  

 Capillary electrophoresis-2  

9- Ion trap detection  

1- Tandem mass spectrometry  

Gas chromatography electron impact ionisation–mass spectrometry -5  

 J. R. Rao-6 

Linear range -7  

 Limit of detection-4  
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لیتر میكروگرم بر میلی 1/0 تشخیصحد لیتر دامنه خطی و میكروگرم بر میلی 4-6هیدروكلروتیازید و 

 .]47[اندبرای آملودییین گزارش داده

با استفاده از روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا موفق به  ،و همكارانش 4راجان 2049در سال 

میكروگرم  065/0-0/40نمونه قرص با دامنه خطی  رگیری همزمان لوزارتان پتاسی  و اتنولول داندازه

بر میكروگرم  04/0-0/40و  ،لیتر برای لوزارتانمیكروگرم بر میلی091/0و حد تشخیص لیتر بر میلی

 .]46[برای اتنولول، شدندلیتر میكروگرم بر میلی 032/0و حد تشخیص لیتر میلی

گیری ه  زمان كارودیلول و لوزارتان تغلیظ، جداسازی و اندازهپیش و همكارانش، 2جویبان 2042در سال 

ع كرواستخراج مایع مایها با روش میرا منتشر ساخت. آنالیتبا روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا 

-میكروگرم بر میلی 4/0-0/4رنج خطی برای لوزارتان و كارودیلول به ترتیبتغلیظ شدند. پخشی، پیش

 001/0در پلاسما و  044/0و 041/0 لیتر، وحد تشخیصی برابر بامیكروگرم بر میلی 05/0-75/0لیتر و 

ین چنه میكروگرم بر میلی لیتر در ادرار برای كارودیلول و لوزارتان به ترتیب بدست آمد.  007/0و

در  %7/400و  5/400در پلاسما و  %3/34و 2/400درصد بازیابی به ترتیب برای لوزارتان و كارودیلول 

 .]21[استهادرار گزارش شد

با روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا موفق به اندازه گیری همزمان  ،و همكاران 9اوزا 2044در سال 

 0/2-0/45دامنه خطی  شدند. در این مطالعهقرص  نمونه لوزارتان پتاسی  و پریندوپریل اربومین در

 014/0برای لوزارتان و  لیترمیكروگرم بر میلی LOD 403/0 لیتر برای هر دو دارو ومیلی میكروگرم بر

  .]25[بدست آمد برای پریندوپریل اربومین لیترمیكروگرم بر میلی

                                                 
- Rajan4 

Abolghasem Jouyban -2  

 Oza-9 
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 با 2(MSC)از تركیب تكنیک آنالیز كروماتوگرافی چند سرنگی ،و همكاران 4سردا  2004در سال 

-گیری هیدروكلروتیازید و لوزارتان پتاسی  در آبتغلیظ و اندازهپیشهای جاذب برای استخراج دیسک

نانو  07/0 حد تشخیصدر این روش ، استفاده كرد. های سطحی،زیرزمینی و پساب خروجی نمونه ها

 .]26[شده استلیتر برای لوزارتان گزارش  نانو گرم بر 03/0گرم بر لیتر برای هیدروكلروتیازید و 

گیری كمی تیكلوپیدین را در پلاسمای انسان با استفاده و همكارانش، اندازه 9چو 2044در سال 

( انجام دادند. در LC/MSاز رسااوب پروتئین و آنالیز با كروماتوگرافی همراه با اساایكترومتری جرمی ) 

 .]6[استذكر شدهبرای دارو لیتر نانوگرم بر میلی 0/2000تا  0/2این گزارش ناحیه خطی 

( با UPLC) 5و همكارانش، با استفاده از كروماتوگرافی مایع با فرا كارایی1 وشیج 2044در سال 

گیری نمودند. ، تیكلوپیدین هیدروكلراید را در فرم جامد دارو اندازه6ایزوكراتیک شااویش فاز معكوس و

 .]27[استگزارش شده RSD 94/4%لیتر و میكروگرم بر میلی 5/62-0/975دامنه خطی 

گیری تیكلوپیدین را در پلاسااما انسااان، با اسااتفاده از و همكارانش، اندازه7 پنا 2009در سااال 

را گزارش دادند. در این  و آشااكارسااازی با اساایكترومتر جرمی4 كروماتوگرافی گازی با سااتون مویینه

 005/0  3لیتر و حد كمیمیكروگرم بر میلی 5/2تا 04/0فرایناد دامنه خطی كالیبراسااایون از غلوت  

                                                 
4- Cerda  

2- Multi-syring chromatography  

- Cho 9 

Joshi  -1  

 Ultra Performance Liquid Chromatography -5  

6- Isocratic  

7- Angelina Pena  

4- capillary gas chromatograohy  

 Limit of quantitation-3  
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 .]5[شده استارائه برای تیكلوپیدین  لیترمیلی میكروگرم بر

و همكارانش، با اسااتفاده از روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا، اندازه  4رونا 4337در سااال 

به كار نانومتر  245در طول موج ماكزیم   UVگیری تیكلوپیدین را در پلاسامای انساان با آشكارساز   

گرم بر نانو 0/5و حد تشاااخیص برابر با  نانوگرم بر میلی لیتر 0/4000تا  0/40بردناد. نااحیاه خطی    

 .]24[لیتر گزارش شده استمیلی

ه ها با استفادگیری همزمان آناندازه تغلیظ وپیش با توجه به اهمیت دو داروی ذكر شده، در این مطالعه

ررسی قرار مورد بیی بالا و كروماتوگرافی مایع با كارامیكرواستخراج فاز مایع با فیبر توخالی ک از تكنی

 گرفت.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
  K. Rona -1  
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 فصل دوم: 

 تئوری
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 یبر كروماتوگراف یامقدمه -2-4

اولین  است. كروماتوگرافی "كروماتوگرافی"بدون شک مهمترین و پركاربردترین روش جداسازی، روش 

شد. او از این تكنیک  ارائه( 4309، در اوایل قرن بیست  )4بوسیله یک گیاه شناس روسی به نام تسوت بار

ز او، ا . پسها استفاده كردها و گزانتوفیلبرای جداسازی رنگدانه های مختلف گیاهی مانند كلروفیل

كه  9و سینج 2اند. از جمله مارتیندانشمندان زیادی در توسعه تئوری و روش كروماتوگرافی نقش داشته

های روش .شدند 4352اخ  جایزه نوبل در سال توگرافی تقسیمی موفق به به علت توصیف كروما

گردیده ها نمونه در یک فاز متحر  حل كه در آن هستندهای جداسازی ای از روشدسته كروماتوگرافی

در نتیجه بره  كنش با فاز  نموده وعبور این مخلوط از درون فاز ساكن غیرقابل امتزاج با فاز متحر  و 

ه هرچه میزان تمایل ب شوند. ل اساكن، اجزای نمونه به طور متفاوت بین فاز ساكن و متحر  توزیع می

رعكس شود و بو این گونه زودتر از ستون خارج می نمودهفاز متحر  بیشتر باشد نمونه سریعتر حركت 

ر و دیرت زمان بازداری بیشتری خواهند داشت هرچه میزان تمایل به فاز ساكن بیشتر باشد نمونه ها

 .كنندستون را تر  می

یگر، بسیار نزدیک به یكد با ساختار های شیمیاییكروماتوگرافی به عنوان بهترین روش جداسازی گونه

كار هشده بهای جداگیری كمی گونهتوان برای شناسایی كیفی و اندازهاین روش را می است.رشد یافته

اتوگرافی بخشی از رشد سریع خود را در طول چهار دهه گ شته مدیون سرعت، سادگی، قیمت كروم برد.

 نسبتا پایین و دامنه كاربرد وسیع خود به عنوان یک وسیله جداسازی است. 

 اشدببه صورت زیر می تقسی  بندی روش های كروماتوگرافی از لحاظ نحوه تماس فاز ساكن و متحر 

]23[: 

                                                 
 Mikhail Tsvet-4  

A. J. P. Martin  -2  

R. L. M. Synge -3  
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  شده و فاز متحر  از داخل آن در اثر : فاز ساكن در یک ستون نگه داشته 4ستونیكروماتوگرافی

 .كندحركت میجاذبه یا یک نیروی خارجی )پمپ( نیروی 

  ته روی یک صفحه قرار گرفكاغ ی، فاز ساكن كروماتوگرافی صفحه ای یا مسط : مثل كروماتوگرافی

 عبور داده می شود. فاز ساكنروی و فاز متحر  از طریق نیروی مویینه از 

-فازهای متحر  وساكن و انوا  تعادلی انوا  های كروماتوگرافی بر پایهتر روشبندی اساسییک دسته

بندی شامل سه گروه عمومی . این طبقهاستبین فازها بنا شدههای درگیر در انتقال مواد حل شده 

ابل ذكر همچنین ق باشد.فوق بحرانی میكروماتوگرافی مایع، كروماتوگرافی گازی و كروماتوگرافی سیال 

ها و ه  در سطوح مسط  انجام شود؛ از طرف تواند ه  در ستوناست كه فقط كروماتوگرافی مایع می

 د.شونهای ستونی محدود میدیگر كروماتوگرافی گازی و كروماتوگرافی سیال فوق بحرانی به روش

 كروماتوگرافی مایع بر اساس انوا  فاز ساكن: -2-4-4

 2مایع یا كروماتوگرافی تقسیمی –كروماتوگرافی مایع  .4

 9جامد یا كروماتوگرافی ج ب سطحی –كروماتوگرافی مایع  .2

 1تعویض یونیكروماتوگرافی  .9

 5ای یا طرد اندازهژل تراوا كروماتوگرافی  .1

 مایع با كارایی بالا كروماتوگرافی -2-4-2

 5تا  4ای با قطرهای ای شیشههاولیه، از جمله كار اصالی تسوت، در ستون  مایعكروماتوگرافی 

معقول،  هایی با سرعتبرای اطمینان از جریان شد.متر انجام میساانتی  500تا  50متر و طول ساانتی 

                                                 
 4- Column chromatography 

    Partition chromatography-2  

 Adsorption chromatography-9  

1- Ion exchange chromatography  

 Gel permeation or Size exclusion chromatography-5  



41 

 

شاادند. حتی در این  انتخابمیكرومتر 200تا  450ی قطر ذرات فاز ساااكن جامد معمولا در گسااتره 

بنابراین زمان جداسازی و  لیتر در دقیقه بودها ك  و در گستره چند ده  میلیسرعت جریانحالت نیز 

ها در مورد اسااتفاده از خلا یا پمپ برای افزایش كوشااشكشااید.طولانی و اغلب چند ساااعت طول می

 در نتیجهو  هاساارعت جریان موثر نبود، زیرا افزایش در ساارعت جریان ساابب افزایش ارتفا  بشااقابک

  یافت.كارایی كاهش می

توگرافی مایع، دانشمندان تشخیص دادند كه افزایش چشمگیر كارایی ستون در اوایل ابدا  كروما

آوری فن 4360ی ی ذرات پركنناده انجام داد. با وجود این، تا اواخر دهه توان باا كااهش انادازه   را می

بود. این  میكرومتر ابدا  نگردیده 40تا  9هایی با قطر ذراتی به كوچكی تولید و اساااتفاده از پركننده

ی نیاز اهای پیچیدهكلاسیک، به دستگاه ای كروماتوگرافیشیشه های سادهوری در مقایسه با ستونآفن

های جدیدتر از . نام كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا اغلب اوقات برای متمایز كردن این روشداشااات

  رود. كار میهای كلاسیک بهروش

 كروماتوگرافی تقسیمی -2-4-9

كروماتوگرافی تقساایمی در بین چهار نو  روش كروماتوگرافی مایع، بیشااتر از همه به كار برده 

های نمونه، بین دو فاز مایع غیر قابل امتزاج توزیع در این نو  كرومااتوگرافی، مولكول شاااده اسااات. 

 ویشاوند. یک مایع فاز متحر  اسات و مایع دیگر فاز سااكن اسات كه به صورت لایه نازكی بر ر    می

گیرد. این نو  كروماتوگرافی بر اساس روش پوشاندن فاز ساكن بر روی ذرات نگهدارنده بی اثر قرار می

مایع كه در آن فاز ساااكن به صااورت -: كروماتوگرافی مایعشااودنگهدارنده به دو گروه زیر تقساای  می

كه در آن، فاز  4اساات و كروماتوگرافی با فاز پیوند شاادهشاادهسااطحی مكانیكی روی نگهدارنده ج ب 

تقسااایمی از سااااكن باه طور شااایمیاایی باه ذرات نگهدارنده پیوند گردیده اسااات. كروماتوگرافی     

                                                 
 Bonded phase chromatography-4  
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تواند به گستره وسیع فاز ساكن مربوط شود. علت این امر می و نویری برخوردار استپ یری بیگزینش

ی دسااته بر اساااس خاصاایت قطبیت نساابی فاز متحر  و فاز ساااكن، كروماتوگرافی تقساایمی به دو

، NPCشااود. در تقساای  می 2(RPC) ( و كروماتوگرافی فاز معكوسNPC) 4كروماتوگرافی با فاز نرمال

برای  NPCباشااد. ذرات نگهدارنده با فاز ساااكن قطبی پوشااش داده شااده و فاز متحر  غیرقطبی می

كن غیرقطبی و ، فاز ساRPCشود. در هایی با قطبیت بالا و محلول در آب استفاده میجداساازی نمونه 

هایی با حلالیت ك  در آب به كار برای جاداساااازی نمونه  نیز این روش فااز متحر  قطبی اسااات و 

  روند.می

 

   اجزاء سازنده كروماتوگرافی مایع -2-4-1

اندازد، پمپ باید بتواند فاز متحر  را به طور پمپ: وسیله ایست كه فاز متحر  را به جریان می .4

 جریان ثابت در ستون هدایت كند.تكرارپ یر و یكنواخت با سرعت 

های حلال: از شایشه یا فولاد زن  نزن بوده و مجهز به میكروفیلتر جهت ممانعت از ورود  مخزن .2

 ذرات ریز احتمالی موجود در فاز متحر  است.

سایست  تزریق كروماتوگرافی: برای به دست آوردن حداكثر كارایی در كروماتوگرافی، نمونه باید   .9

نوار بسایار باریک از سار ساتون وارد شود. سیست  تزریق نمونه به همین منوور    به صاورت یک  

توان است كه میتزریق نمونه، در نور گرفته شده 9است. در این سیست ، یک حلقهطراحی شاده 

تا  2 تواند بینحج  نمونه تزریقی به ستون را توسط آن كنترل كرد. حج  حلقه تزریق نمونه می

 بسته به نو  كار تغییر كند.میكرولیتر،  20

                                                 
4- Normal phase chromatography  

 Reverse phase chromatography-2  

 Loop-9  
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ستون: ستون به منزله قلب یک دستگاه كروماتوگرافی بوده و عمل جداسازی تركیبات مختلف در  .1

متر و قطر داخلی سانتی 50تا  5شود. جنس ستون معمولا از فولاد زن  نزن به طول آن انجام می

میكرومتر  90تا  9ای به قطر باشااد. سااتون از فاز ساااكن كه بروی نگهدارنده متر میمیلی 3تا  9

 است. شده، پر شدهاتصال داده

های جداسازی شده در ستون آشاكارسااز: وفیفه آشكارساز تولید علامتی متناسب با غلوت نمونه   .5

-UVاز آشكارسازهای مختلفی نویر آشكارسازهای ضریب شكست، ج ب  HPLCباشاد. در  می

Visشود.جرمی استفاده میسنجی ، فلوئورسانس، الكتروشیمیایی و طیف 

توان به ها و اتاقک مخصاوص ستون، می ریزی دما و حلال: با تنوی  خودكار پمپسایسات  برنامه   .6

ترتیب طی یک آنالیز به طریقه شویش گرادیانی، تركیب فاز متحر  و دمای ستون را كنترل كرد. 

 است.در این پروژه شویش به شیوه ایزوكراتیک انجام شده

 HPLCكترونیكی از آشاكارسااز: علامت مربوط به نمونه شاسته شده از ستون    علامت خروجی ال .7

توساط پردازشاگرها بررسای شاده و شاكل پیک و علامت متناساب با آن توساط پردازشگر رس         

 شود.می

 مقدمه ای بر روش های آماده سازی نمونه -2-2

یک پروتكل درمانی كه مان و ایجاد رهای بالینی، نوارت بر دآنالیز ماده موثر دارویی برای درمان

مورد استفاده در پزشكی قانونی برای تعیین علت مر  و اهداف س  شناسی و تعیین مقدار مواد مخدر 

 سازیآمادههای جدید های اخیر توجه به توساعه روش ساال  اسات. در  و یا دوپین  بسایار قابل توجه 

فزایش ا پ یری بالا،ساایت و گزینشهای مختلف با حساااعیین مقدار انوا  آنالیت در بافتنمونه برای ت

ن دو ییهای پیچیده و شااناسااایی آنالیت یا ساانجش كمی با حد تشااخیص پایافته اساات. آنالیز نمونه

 .]90[باشدمیمشكل اصلی شیمی تجزیه 

ه است كاین  ،دارد در زمینه شایمی تجزیه وجود یكی از مشاكلاتی كه در پیشارفت تكنولوژی   
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بررسی آنالیتی كه در یک ماتریس پیچیده  جهتوانند به طور مساتقی   تبیشاتر دساتگاه ها هنوز نمی  

ضروری است. این فرایند شامل جداكردن سازی نمونه یک مرحله آماده ارند به كار روند، بنابراینقرار د

های درصااد از زمان كاری در آزمایشااگاه 75به طور كلی باشااد. نالیت از مخلوط پیچیده ماتریس میآ

ها در حدی غلوت بعضی از نمونه. از طرف دیگر ]90[شودساازی نمونه صارف می  آماده ای برایتجزیه

سااازی نمونه جهت و ل ا یک مرحله آماده گیری نمودها را به طور مسااتقی  اندازهنیساات كه بتوان آن

 تغلیظ ضروری است.پیش

 آماده سازی نمونه  اهداف -2-2-4

 گیریندازها حساسیتافزایش غلوت آنالیت به منوور بالا بردن  .4

گزینش های بالقوه در مراحل جداسازی و شناسایی آنالیت و در نتیجه افزایش ح ف مزاحمت .2

 روش پ یری

 تر برای تشخیص یا جداسازی بهترمناسبها به فرم ل آنالیتدر صورت لزوم تبدی .9

 .]94[ باشدفراه  كردن یک روش تكرارپ یر و قوی كه مستقل از تغییرات ماتریكس نمونه  .1

 آماده سازی نمونهروش های  -2-2-2

و  الک كردن ها شاملاین روش است كه های فیزیكیروشساازی نمونه  های آمادهیكی از روش

های گیری از نمونهدن انحلال در حلال مناسااب و عصاااره صاااف كر ،كردنپودر ،خرد كردن جامدات

 جمله از كههای شیمیایی است ساازی نمونه، روش های آمادهیک نو  دیگر از روش .باشاند می گیاهی

 .]92[را نام برد سازیهض  و مشتقسازی، ، خالصتغلیظپیشاستخراج،  ،توانها میوشراین 

های آورینویر ساوكسوله و غیره بر اساس فن ساازی نمونه  برداری و آمادههای نمونهاكثر روش

گیر بوده و به دلیل درگیر شدن در مراحل چندگانه ها وقتاند. اغلب این روشری شدهگ اپایه 43قرن 

های آلی در ها از حلالاین روش چنین دره  ها زیاد است.از دسات رفتن بخشی از نمونه در آن خطر 
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های م كور را با مشااكل عدم امكان خودكار شاادن و ارائه شااود. این ویژگیهای بالا اسااتفاده میحج 

از سوی دیگر مصرف است. را با مشاكل مواجه ساخته  ها، آنایهای جدید تجزیه  به دساتگاه مساتقی 

كه  یباشند به دلیل خطراتز نور اقتصاادی مقرون به صرفه نمی های آلی علاوه بر این كه ابالای حلال

زیست یكی دیگر از معضلات ها بر محیطآنچنین اثرات سوء كند و ه سالامت آزمایشگر را تهدید می 

 .]99[سازی نمونه استآمادههای كلاسیک جدی روش

ه   دنباشمی 2استخراج با فاز جامد و 4مایع-استخراج مایع سازی رایج كه شاملهای آمادهروش

های میكرواستخراج روش ،به سبب این معایب .ندنكحلال زیادی را مصرف می ه  حج  و های بالازمان

نیز  امروزه اند.زیست به سرعت توسعه یافتهبه دلیل كاربرد آساان، سارعت، ارزانی و سازگاری با محیط  

 كمی قابلحد هایی با صحت و دقت بالا به همراه یابی به روشای به منوور دسات تحقیقات گساترده 

از اولین  9و اسااتخراج نقطه ابریمایع، اسااتخراج فاز جامد –اسااتخراج مایع گیرد. قبول صااورت می

 ند.گرفتاساااتفاده قرار رد گونه از محلول، موهای اساااتخراج هساااتند، كه برای جداساااازی یک روش

با اساااتفاده از چندین جاذب مختلف بر  (SPE) و اساااتخراج فاز جامد (LLE)مایع  -اساااتخراج مایع

ماده سازی نمونه برای استخراج داروها از بافت های بیولوژیكی و زیست محیطی آتكنیک های سانتی  

مایع معایبی از قبیل طولانی بودن زمان استخراج و  -روش استخراج مایع. ]90[دنترجی  داده می شو

های سامی داشاته و اجرای آن مساتلزم انجام مراحل متعددی است كه احتمال از    مصارف زیاد حلال 

هایی معطوف اساات كه با كند. امروزه توجه محققین بر روشنمونه را زیاد می مقادیری از دساات دادن

( به SPEاستخراج فاز جامد ) همراه باشاند. حلال آلی زیسات ساازگار بوده و با كاهش مصارف    محیط

 هایی است كهیكی از روش است ومایع گسترش یافته -یا حتی جانشاین اساتخراج مایع  عنوان مكمل 

                                                 
4- Liquid- liquid extraction  

Solid phase extraction 2-  

9- Cloud point extraction  
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های زیسااات محیطی، دارویی، غ ایی، بالینی و نمونههای مختلفی از شااایمی از قبیل آنالیز در حوزه

ته مزایای زیادی داشمایع  -استخراج فاز جامد نسبت به استخراج مایعشود. شیمی صنعتی استفاده می

های مضار، اتوماتیک شدن آسان و كاهش مراحل  تر حلالتوان به مصارف ك  ها میترین آنكه از مه 

مایع بوده و در  -تر از استخراج مایعاستخراج اشاره نمود. در استخراج فاز جامد مصرف حلال بسیار ك 

 .]91[ باشدر میلیتحد میلی

 های میكرواستخراجروش -2-2-9

، 2و پالیزین  4آرتور 4330های اساااتخراج موجب شاااد كه در ساااال  تمایل به توساااعه روش

استخراج فاز جامد، روشی بدون حلال، هرچند میكرورا معرفی نمایند.  ]95[ 9میكرواستخراج فاز جامد

و محدوده كاربرد آن به علت مشكلات سااده و ساریع است، ولی به فراگیری استخراج فاز جامد نبوده   

. معایب دیگر این روش هزینه بالا، ]91[دوسااات و غیرفرار كمتر اسااات در اساااتخراج تركیباات آب 

 در سالبه موازات توساعه میكرواساتخراج فاز جامد،    باشاد. شاكساتنی بودن فیبر و عمر كوتاه آن می  

نات و جیتوسااط اسااتخراج فاز مایع میكروبه نام  ،SPE 1یک جایگزین مناسااب و جدید برای  6343

در سااال  7. اولین ایده پس از اودانساانارائه گردید[ 97] 6 لیو و داسااگوپتاهمچنین و  ]96[ 5كانتول

                                                 
 Arthur-4  

 Pawliszyn-2  

 Solid- phase microextraction-9   

 Dispersive liquid – liquid microextraction- 1  

 Jeannot and Cantwell-5  

 Liu and Dasgupta-6  

 Audunsson-7  
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توسعه  9و راسموسن 2پدرسان بجرگارد  4333در ساال   نیز و همكاران و 4با كارهای توردانسان  4346

فیبرهای توخالی متخلخل یک بار مصاارف از جنس با یک كار ك  هزینه با اسااتفاده از ها پیدا كرد. آن

این  .]90[ دكردنرا ابدا   (LPME-HF)1 پلی پروپیلن، میكرواساااتخراج فاز مایع بر پایه فیبرتوخالی

ها به عنوان راهكاری برای رفع برخی از مشكلات روش میكرواستخراج فاز جامد معرفی گردیدند. روش

های هوا در فیبر توخالی میكرواسااتخراج فاز حلال، تشااكیل حباباما مواردی از قبیل ناپایداری قطره 

 شوند.ها محسوب میطولانی بودن زمان استخراج از معایب این روش و مایع

میكرواستخراج و  5(SPMEمیكرواستخراج به دو دسته كلی میكرواستخراج فاز جامد )های روش

روش به كار رفته در این پایان نامه، باا توجاه باه اینكاه     شاااوناد.  می 6(LPME)فااز ماایع تقسااای    

 باشد، ل ا به جزئیات بیشتری از این روش خواهی  پرداخت.میكرواستخراج فاز مایع با فیبر توخالی می

 شوند:بندی میزیر طبقه یدسته 1به مایع فاز های میكرواستخراج هایروش

 7میكرواستخراج قطره تنها -4

 توخالیمیكرواستخراج فاز مایع با فیبر  -2

 4مایع پخشی –میكرواستخراج مایع  -9

                                                 
 Thordarson-4  

2- Pedersen- Bjergaard  

 Rasmussen-9  

 Hollow fiber liquid phase microextraction-1  

5- Solid – phase microextraction  

6- Liquid – phase microextraction  

7- Single drop microextraction (SDME)  

 Dispersive liquid liquid microextraction-4  
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 4مایع -مایع  –میكرواستخراج مایع  -1

 توخالی یبرمیكرواستخراج فاز مایع با ف -2-9

بجرگارد و راسااموساان در سال  -توساط پدرساان توخالی یبربا ف میكرواساتخراج فاز مایع روش 

 این روش امكان .شاادبه كار برده برای اولین بار برای اسااتخراج تركیبات معدنی و  معرفی شااد 4333

در این  .سااازدمی فراه روش ساااده و ارزان  باهای پیچیده را بافتتغلیظ آنالیت در اسااتخراج و پیش

 .]94[ باشدمیكرولیتر می 40-20 در حدود مقدار حلال استخراج مورد استفادهروش، 

       ر توخالیفیبهای میكرواستخراج مایع با انوا  روش -2-9-4

 بندی شدهطبقه فازیسه دوفازی وهای میكرواساتخراج مایع با فیبر توخالی به دو دساته   روش

   .]93[است 

فازی دوفازی و سه هایروش توان از هر یک ازمیآنالیت  نو  بر طبق خصاوصایات ماتریكس و  

به  ی آبیآنالیت از نمونه "دوفازی  با فیبر توخالیمیكرواسااتخراج فاز مایع  "در روش  .نموداسااتفاده 

 فیبر توخالی درون به هاروی حفرهبر شاااده  تثبیتو  )فاز آلی( امتزاجفاز اساااتخراجی غیرقابلدرون 

ر دیک میكروسرن   توسطپروپیلن هستند كه پلی جنس از این فیبرهای توخالی .شاود اساتخراج می 

 معمولااستخراج آلی( فاز پ یرنده )یا حلال  ،استخراجاین روش در  شوند.درون فاز آبی نگهداشاته می 

 كروماتوگرافی دارد.های روشسازگاری بیشتری با 

 pH گرادیان توسطآنالیت  ،فازیسه  فیبر توخالیمایع با  –مایع –روش میكرواستخراج مایعدر 

ده شآلی و تثبیت كننده فاز استخراج امتداددر  ،ی آبینمونه در آنالیت ،در این روش شاود. منتقل می

                                                 
4- Liquid – liquid - liquid microextraction  
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 استخراج فیبر توخالی 4فاز آبی در لومن تغلیظ و سارانجام به درون پیش ،فیبر توخالی هایحفره روی

 .[10]شودمی

ی استخراج بایستی رو فرایند باشاد زیرا مرحله بسایار مه  می یبرها یک روی ف حلال بر تثبیت

 متخلخلو پلیمری آبگریز ی های غشاحفرهیت شاده روی  بحلال آلی تثیک ساط  ثابت انجام شاود.   

فیبر بیت قطبایستی با  استخراجحلال قطبیت در این روش  شود.میگی نگهداشته نیروی موئین توسط

ریز آبگ فیبرهای توخالیاز آن جایی كه ها تثبیت شااود. متناسااب باشااد كه بتواند روی حفره  توخالی

پ یر امكان افزایش ساارعت اسااتخراج را به دنبال آن  وزدن بالا های ه ی اسااتفاده از ساارعت اجازه

نسااابت به آلی اساااتخراج كننده  ی آبی و فااز ی تمااس بین نموناه  ساااازناد و همچنین نااحیاه   می

همچنین اسااتفاده از  شااود.ساابب افزایش ساارعت انتقال ماده می ،میكرواسااتخراج با قطره زیاد اساات

آلوده  هاینهاستخراج نمو رایكند كه بفراه  می پوششی را برای فاز استخراج كننده ،فیبرهای توخالی

ممكن را ی فیلتراسااایون نمونه اجازه فیبر توخالیهای با اندازه كوچک د. باه هرحال حفره روبكاار می 

سایست  دو فازی و سه فازی برای میكرواستخراج با فیبر توخالی به   (4-2)در شاكل   .[14]ساازند می

 نمایش گ اشته شده است.

 

 عیما ازف كرواستخراجیم یفاز سه ست یس( ب یتوخال بریف با عیما فاز كرواستخراجیم یدوفاز ست یس( الف: 4-2شكل 

 0[12] یتوخال بریف با

                                                 
4- Lumen   
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 2و پویا 4حالت استخراج ایستا -2-9-2

HF-LPMEیک،. در حالت اسااتاتشااودانجام  یاو حالت پو یکدر هر دو حالت اسااتات دتوان ی، م 

 یلتسااه یبرا شااود ونگهداشااته می یتوخالفیبر كننده در طول اسااتخراج، درون آلی اساتخراج  حلال

 خوب یریتكرارپ  های این روش سادگی واز ویژگی. [14]شود یم استفادهاز عمل همزدن  انتقال جرم

 یدمف یتحساااساا یشافزا رایهمزدن ب همراه با یآل یهااز حلال بیشااتریحج   از اسااتفادهو  اساات

 .دهستن

گیرد تا مناف  آن از ثانیه درون حلال آلی قرار می 5ابتدا به مدت حاالات پویاا فیبر توخالی    در 

درون  ،قرار گرفتهاز حلال كه در نو  سوزن یک سرن   حلال آلی اشبا  شود. سیس فیبر اشبا  شده

طور كامل  گیرد. مقداری از حلال كه درون سرن  وارد شده بهنمونه قرار میحج  مشخصی از محلول 

ه به طور ك ک پمپ سرنگی متصل بودهیشود. پیستون سرن  به به فیبر موجود در نو  آن تزریق می

. در نتیجه كشایدن پیساتون به سامت خارج ضمن ورود بخشی از    شاود می همزمان با مگنت ه  زده

سااارن  محلول نمونه به درون سااارن ، فیل  نازكی از حلال آلی موجود درون فیبر كه وارد محفوه 

نمونه با سط  داخلی حلال )فیل  تشكیل شده( و اس مشود. در نتیجه امكان تتشكیل می ،اسات شاده 

سااط  تماس، بنابراین در اثر افزایش  گردیده و منف  دار ایجاد ه  سااط  خارجی آن در قساامت فیبر

ن  به سار یابد. در اثر تكرار این سایكل یعنی با حركت مكرر پیساتون   سارعت انتقال جرم افزایش می 

ای از محلول نمونه كه حاوی غلوت سمت داخل و خارج، همواره فیل  ایجاد شده از حلال با بخش تازه

 .[19](2-2)شكل  گیرداولیه آنالیت است در تماس قرار می

                                                 
4- Static  

 Dynamic-2  
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 [19]پویامیكرواستخراج فیبر توخالی : 2-2شكل 

 میكرواستخراج با فیبر توخالی سیست  -2-9-9

 فیبر توخالی یبر توخالی نیازمند انتخاب مناساابتوسااعه روش های جدید میكرواسااتخراج با ف

 یرنده و عاملی برای پوشش حلال آلی باشد. به نور می رسد رایج پفاز اسات تا به عنوان مكانی برای  

ی قطر داخل ی باابعاد دارایشود، می میكرواساتخراج فاز مایع اساتفاده   در روش كه فیبر توخالیترین 

 %75میكرومتر و درصااد تخلخل  2/0مناف   اندازهمیكرومتر و  200میكرومتر، ضااخامت دیواره  600

از پ یرنده فباشاد. با این ابعاد بایساتی میكروسارنگی با سوزن باریک برای تزریق و بیرون كشیدن    می

متصل شده  شكل Uبه صورت سرن   دو انتهایكه به متری سانتی 4 به طور عمده فیبراستفاده شود. 

افزایش سط  تماس بین نمونه و فیبر  حالت،مزیت اصلی این و  الف( 9-2)شكل  رود،به كار می ،است

یشنهاد پای شكل برای میكرواستخراج فاز مایع به صورت اتوماتیک میله سیست . با این حال باشاد می

با  هردو ساایساات   باشااد.ای شااكل میمیله HF-LPMEنشااان دهنده  ب( 9-2)شااود. شااكل  می

نو  شكل استفاده شده وابسته اند. مناسب میكرواستخراج فاز مایعبرای   ه های مشاابه به ساازی آماده

به ابعاد فیزیكی فیبر و ویال نمونه و با توجه به نو  اساتخراج كه به صاورت اتوماتیكی یا دستی انجام   
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در و  شوند آزمایشهای مختلف نمونه باید ویال LPME ساازی روش در بهینه گردد.شاود، انتخاب می 

 .[15و11] دن، انتخاب گردLPMEبا توجه به راندمان و زمان تعادلی در نهایت 

 

 

 [15] .ای شكل-شكل و ب( سیست  میلهuالف( سیست   شكل: سیست  مورد استفاده در9-2شكل 

 

 LPME-HF  [15]اصول تئوری در سیست  دو فازی   -2-9-1

از محلول آبی نمونه از طریق مناف   (A)های دو فازی اسااتخراج، آنالیت مورد نور در ساایساات 

نبال د زیر این فرایند با تعادل شود.غشااء فیبر توخالی به داخل حلال آلی )فاز پ یرنده( اساتخراج می  

                              شود:  می

Asample (4-2)معادله  ↔  𝐴acceptor                                                                     

amplesA مقدار آنالیت در محلول نمونه و ،cceptoraA  .مقدار كل آنالیت در محلول پ یرنده اسااات

 شود:به شكل زیر تعریف می (acceptor/sampleD)ضریب توزیع 
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 )2-2 ) معادله
acceptor/sample. K Dα=  

Ceq,sample

Ceq,acceptor 
 = acceptor/sampleD 

 

تعادل و  حالت در )فاز آلی( در فاز پ یرنده Aمقدار غلوت نهایی از   eq,acceptorCكاه در این معاادلاه،    

eq,sampleC  غلوت نهاییA باشد.در نمونه )فاز آبی( در هنگام تعادل می acceptor/sampleK  ضریب تقسی ،

 نیز Dαو  هدر دو فاز بود Aهای قابل استخراج از آنالیت تصحی  شده آنالیت و یا به عبارتی نسبت گونه

آنالیت اصلی باشد، بخشی از آن قابل  Aكسار قابل اساتخراج از غلوت كلی آنالیت در نمونه است. اگر   

ای هكه پروتونه نشده است. آنالیتاز آن بخشای   به عبارت دیگر یا اساتخراج اسات كه بدون بار باشاد   

باشند. كسر قابل استخراج از طریق های اسایدی یا پروتونه بازی، قابل اساتخراج نمی  باردار مثل آنیون

pH  مربوطه و مقدارapK ( قابل محاسبه است.9-2مطابق معادله ) 

                                                                                                (9-2)معادله 
1

1+10𝑠(𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑎)
  =α     

( برای اساایدها و بازهای تک 9-2باشااد. معادله )می -4+ و برای بازها 4برای اساایدها  sمقدار 

ی هاهای اسیدی و برای آنالیتهای اسیدی معمولا استخراج از محلولپروتونه صادق است. برای آنالیت

راندمان استخراج  نزدیک به یک خواهد بود. Dαگیرد و های قلیایی استخراج صورت میبازی از محلول

(Eبه صورت كسری از آنالیت استخراج شده به فاز پ یرنده بیان می ).شود 

 = E                                                                                                                 (1-2معادله 
𝑛𝑒𝑥𝑡𝑟   

ntotal
     

extrn هاای اساااتخراج شاااده آنالیت در فاز پ یرنده و  ، تعاداد مولtotalnهای كل ، تعداد مولA 

. كه معمولا شود( استفاده میRبازیابی ) از پارامتر ،(E)جای راندمان استخراج باشد. گاهی اوقات بهمی

، LPMEتعادل جرمی در سیست  دو فازی (، 2-2). بر اسااس معادله  گرددبیان میبه صاورت درصاد   

 شود:راندمان استخراج در تعادل به صورت زیر محاسبه می
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                                                                       (5-2معادله 
𝐷𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟/𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒.𝑉𝑜𝑟𝑔

𝐷𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟/𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒.𝑉𝑜𝑟𝑔+𝑉𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
E =   

باشد. حج  حج  نمونه مینیز  sampleVحج  نهایی از حلال اساتخراج استفاده شده و   orgVكه 

( و حج  branememVحلال استفاده شده از مجمو  حلال آلی موجود در مناف  دیواره فیبر توخالی )كل 

آنالیز اسااتخراج از  مربوط به آید. در بیشاتر موارد ( بدساات میacceptorVداخل اساتوانه )فیبر توخالی( ) 

 شود.مناف  غشاء صرف نور می(، از قسمتی از نمونه استخراج شده در branememVمایع آلی داخل فیبر )

( 5-2داخل فیبر باشد، اصلاح معادله ) حج  مایعی كه در مناف  فیبر باقی مانده به بزرگی در صورتیكه

 ضروری است:

 = E                                                          (6-2)معادله 
𝐷𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟/𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒.𝑉𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟

𝐷𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟/𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒.𝑉𝑜𝑟𝑔+𝑉𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
                      

)بازیابی( به ضریب توزیع و حج  حلال آلی و حج  نمونه  دهد كه راندمان استخراجاین رابطه نشان می

 هد.دهای ك  از نمونه، بازیابی بالایی را در استخراج به دست میوابسته است. ضریب توزیع بالا و حج 

نسبت بین غلوت آنالیت در محلول پ یرنده در پایان به صورت (، كه FPآنالیت ) 4تغلیظفاكتور پیش

معادله  ، توسطشودتعریف می( initialCو غلوت اولیه آنالیت در محلول نمونه ) (acceptor.endCاستخراج )

 باشد:استخراج قابل محاسبه میفرایند ( در هر زمان در طول 2-7)

                                                                           (7-2)معادله 
𝑉𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒.𝐸

𝑉𝑜𝑟𝑔
   =

𝐶𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟.𝑒𝑛𝑑

𝐶𝒊𝒏𝒊𝒕𝒊𝒂𝒍
= PF           

در حج   PFوقتی و  دارد. eq.acceptorCمقداری برابر با  acceptor.endC، در حالت تعادل اساااتخراج

-2در معادله ) orgVحج  ((، 6-2)در معادله )شودمحاسابه می مایع پ یرنده داخل فیبر توخالی  نهایی

 تغییر یابد. acceptorV( بایستی به 7

                                                 
4- Preconcentration factor  
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  HF-LPME دو فازی موثر بر روش فاكتورهای -2-9-5

 عبارتند از: HF-LPMEفاكتورهای مؤثر بر میكرواستخراج با روش 

   آلیحلال نو 

 زمان استخراج 

 pH ( محلول نمونهdonor) 

  دن محلولزسرعت ه 

 طول فیبر توخالی 

  یونیقدرت 

 مزایای روش میكرواستخراج با فیبر توخالی -2-9-6

 توان به موارد زیر اشاره نمود:از مزایای این روش می

  است. ورد نیازمحج  بسیار اند  از حلال آلی 

 كه در روش  عدم مشكلات مربوط به ناپایداری قطرهSDME شود.مشاهده می 

 الا كه هایی با جرم مولكولی بوری استثنایی در پاكسازی یا تصفیه بعد از استخراج برای مولكولبهره

 غشاء عبور كنند.دیواره نتوانسته اند از 

 جفتهای آلی و معدنی و امكان نمونه بالای آن برای 4سازیاز دیگر مزایای این روش، ضرایب غنی-

 .[16]های دستگاهی استاین روش با كروماتوگرافی و دیگر سیست  شدن

و حج  حلال ناچیز مورد استفاده بالا  راندماناین روش با توجه به ساادگی، ك  هزینه بودن و  

 [.17]سازی نمونه معرفی گردیدآن به عنوان یک روش امیدبخش در آماده

                                                 
4- Enrichment coefficients  
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 دستگاهیمختلف با فنون روش  و سازگاری كاربردها -2-9-7

 تواند مورد آنالیزاساااتخراج مساااتقیما میانجام عمل ، فاز پ یرنده بعد از HF-LPMEدر روش 

ایی هو نیازی به انجام مراحل اضافی روی فاز پ یرنده نیست. این روش با دستگاهقرار گیرد  یدساتگاه 

فی مایع ، كروماتوگرا]49[كروماتوگرافی گازی، ]14[ 4(مرئی -ماوراء بنفشاساایكتروفتومتری )چون ه 

و كروماتوگرافی  [50] 2سااازی آندیولتامتری برهنه، [90] (CE)الكتروفورز مویینه، [14]با كارایی بالا

میكرواستخراج فاز مایع با فیبر توخالی تركیب  سازگار است.[ 54] (MEKC) 9الكتروسینتیكی مایسلی

 اتوماتیک شاادن روش دوفازی  همچنین ، [52]ج ب اتمی الكتروترمال  شااده با اساایكتروسااكوپی  

LPME-HF  با دسااتگاهGC ل دو روش میكرواسااتخراج فازمایع، پكو .[59]اسااتنیز گزارش شااده

فیبر توخالی  ،[51]برای استخراج استروژن از نمونه شیر HPLCو فیبر توخالی و آنالیز آن با  1ورتكس

 آروماتیکهایتخراج هیدروكربنبرای اساا ،HPLC[55] ل با پهای كربنی و كوتقویت شااده با نانو لوله

محیطی، غ ایی  زیست هایدر نمونه آلی كلردارهای كشاساترهای فتالات، داروها، آفت ، ایچند حلقه

 .[59]استاستفاده شده انوا  فلزات تغلیظبرای استخراج و پیش های بیولوژیكی وو نمونه

 ها فاكتور سازیبهینههای روش -2-1

باشاااد. این متغیرهای مؤثر بر فرایند ها میمتغیرهای مؤثر و مقدار آنهر فرایند تابع تعدادی از 

شاااود. منوور از طراحی مانند، دما، زمان و ...،فاكتور یا عامل و مقدار این فاكتورها ساااط  نامیده می

ها این اسات كه بدانی  بهترین روش جهت تغییر فاكتورها برای رسیدن به شرایط بهینه جهت  آزمایش

ممكن است محقق از روش قدیمی آزمون و خطا استفاده  اساتخراج آنالیت مورد نور چیست سانتز یا  

                                                 
UV - visible -4  

   Anodic stripping voltammetry -2  

9- Micellar electrokinetic chromatography  

Vortex -1  
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های در شااارایط مختلف انجام دهد و پس از رد آزمایشهای بسااایار زیادی را نماایاد، یعنی آزمایش  

نامطلوب به آزمایش مطلوب برساد. این روش برای بررسای اثر شارایط مؤثر بر پاسخ آزمایش منطقی    

های حاصل داشت. ولی توان اطمینان بیشتری به پاسخها بیشاتر باشاد می  در تعداد دادهنیسات. هر ق 

ها حاصل گردد مزیت یک طراحی تجربی خوب این است كه اطلاعات مورد نور با تعداد كمتر آزمایش

تا ضاامن برتری به لحاظ اقتصااادی و صاارف وقت كمتر به جهت زیساات محیطی آلودگی كمتری نیز 

لاوه بر فاكتور و سط  كه تعاریف آن قبلا ذكر شده است، به اصطلاحات دیگر طراحی داشاته باشاد. ع  

طرز عمل و توان اشاره كرد. منوور از نحوه آزمایش؛ ها مانند نحوه آزمایش و پاسخ آزمایش میآزمایش

باشااد. و پاسااخ آزمایش؛  شاارایط انجام یک آزمایش مانند دما، فشااار، غلوت یا حج  حلال و ... می 

 .]56[شودگیری میكه اندازه است صیتی از نوام مورد بررسیخا

ساااازی فرایند اسااات. یعنی تعیین پس از تعیین متغیرهایی كه بر پاساااخ مؤثرند، نوبت بهینه

 شوند.از متغیرهای مه  كه منجر به بهترین پاسخ می سطحی

ساااازی متغیرها ی بهینهطراحی آزمایش )روش فاكتوریال( برا عاملی وهای تکدر این پروژه از روش 

 استفاده شده است. در این بخش به بررسی بیشتر این دو روش پرداخته خواهد شد.

 عاملی )تک متغیری(تک  روش -2-1-4

های زیادی انجام شود. برای مثال در بررسی اثر چندین متغیر در این روش لازم اسات آزمایش 

مقادیر مختلف و در شااارایطی كه بقیه بایسااات در هر مرتبه اثر آن را در بر رانادمان یک واكنش می 

متغیرها ثابت هساتند بررسای نمود. علاوه بر صارف وقت و هزینه، اشكال دیگر این روش آن است كه    

مؤثر بر پاسااخ یک  فاكتورزمان دو یا چند شااوند. منوور از تداخل اثر ه ها نیز شااناخته نمیتداخل

 فرایند است.



94 

 

 آزمایش )طراحی آماری( طرح -2-1-2

های متمادی وی در انگلساتان مطرح شد. برای سال  4320در ساال   4ساط فیشار  این روش تو

 ANOVA) 2های آماری یک ایستگاه كشاورزی در لندن بود. فیشر تحلیل واریانسمسئول تحلیل داده

های كشاورزی ابدا  كرد و اولین كسی بود كه این روش را در طراحی ( را در تلاش برای بهبود محصول

ها در علوم كشااااورزی و ار گرفت. بسااایاری از كاربردهای اولیه روش طراحی آزمایشها به كآزمایش

رسااد كه اولین كاربردهای صاانعتی طراحی آزمایش در اوایل اند. اما به نور میشااناساای بودهزیساات

ها افرادی است. در گسترش و توسعه طراحی آزمایشبافی انگلستان بودهدر صانعت پشا    4390ساال 

ایشااگاهی و صنعتی را گسترش های مناساب آزم و باكس و همكاران طرح 9بیساگارد  چون باكس وه 

 [.54و57دادند ]

 

 و كاربرد طراحی آزمایش 1رهیافت آزمایش تجربی -2-1-9

ها آوری دادههای حاصاال به شاادت به روش جمعگیریها و نتیجهدر هر بررساای تجربی پاسااخ

ا، هآوری دادهشرایط یكسان انجام پ یرد. پس از جمعبایست در ها میبنابراین آزمایشو  بساتگی دارد 

ها در یک پروژه تحقیقاتی جهت نمایش عملیاتی فرایند با گیری نهایی بسیار مه  است. آزمایشنتیجه

توان به صورت است فرایند را میشده( نشان داده1-2طور كه در شكل)گیرد. همانسیست  صورت می

ها، ... و سااایر منابع به كار رفته جهت تبدیل ها، روششااامل تركیبی از ماشااین  كه یک مدل عمومی

ها )منوور مواد اولیه و انرژی اسااات( به خروجی یا محصاااول اسااات نمایش داد. در هر فرایند ورودی

                                                 
Sir Ronald A. Fisher -4  

nalysis of varianceA -2  

 Box & Bisgaard-3  

1- Strategy of experimentation  
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در حالی كه تعداد دیگری از  قابل كنترل بوده،  1X ،2X ، ...nXهمواره بعضی از متغیرهای فرایند مانند 

 باشند. غیر قابل كنترل می 1Z ،2Z ... ،pZتغیرها همچون م

 

 

 بردن به موارد زیر است:هدف از انجام یک آزمایش بیشتر شامل پی

 گ ارد.متغیر بیش از سایر متغیرها بر پاسخ اثر میكدام  -4

 باشد.تر نزدیکپاسخ مطلوب  ( بهY)( برای آن كه پاسخ Xتعیین مقادیر مؤثر برعوامل ) -2

 (Yتعیین مقادیر متغیرهای مؤثر به منوور كوچک شدن تغییرات در پاسخ ) -9

 چنان تنوی  گردد تا اثر متغیرهای غیرقابل كنترل كمینه گردد. Xمقادیر مؤثر  -1

دهد تعیین اثر فاكتورهای مؤثر بر فرایند بر مقدار تحقیق را انجام میدر حقیقت هدف كسی كه 

هایی به جهت رساایدن به هدف چگونگی طراحی چنین آزمایش باشااد.می هاسااازی آنپاسااخ و بهینه

  نامند.میموردنور را رهیافت آزمایش 

ت  سیس یابی  فرایند یاآزمایش بخشای از عملیات فرایند بوده و راهی است كه توسط آن درمی 

 [56]: مدل عمومی یک فرایند1-2شكل                                                    
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یری گكه در نتیجه آیدمیبه دست ها داده ،بعلاوه به وسیله انجام آزمایش و موردنور كارایی دارد یا خیر

های دیگری را پیشنهاد آزمایشها ممكن است شاود. اطلاعات بدست آمده از داده اساتناد می  هابه آن

 :نماید. كاربرد طراحی آزمایش ممكن است به موارد زیر منجر شود

 فرایندبهبود راندمان  -4

 قراردادی مانند استانداردهاكاهش تغیرات پاسخ و مطابقت بیشتر با الزامات  -2

 كاهش زمان فرایند -9

 انسانیهای كلی مانند مواد مصرفی، تكرار آزمایش و نیروی كاهش هزینه -1

 

های آماری طراحی آزمایش برای بهینه ساااازی شااارایط آزمایش بهره در اداماه با اساااتفاده از روش 

جویی . وقتی پارامترهای متعددی در سااطوح مختلف در آزمایش دخیل باشااند، آنگاه طراحی یک می

 ار در طراحیده از آمتجربی موثر و كارا برای رسایدن به نتایج بهینه حائز اهمیت است. استفا  آزمایش

 هایروی نتایج منجر به كاهش تعداد آزمایشبر وور بررسااای عوامل مختلف تاثیرگ ار نآزماایش به م 

 گردد. متداولترین روش بهینهلازم برای دستیابی به شرایط بهینه و در نتیجه كاهش زمان و هزینه می

نقاط بهینه نادرساات در زمان اساات. این روش گاهی اوقات منجر به یافتن -سااازی روش یک متغیر

علاوه براین برهمكنش بین متغیرها  بوده وكنش احتمالی بین متغیرها و این امر به دلیل بر ه  شودمی

توان مشاااخص كرد. در عوض طرح هاای آمااری قاادر به تعیین همزمان تاثیر فاكتورهای    میننیز را 

ر یک سااط  چندین بار ه شاده د در این روش ها فاكتور داد بوده و همچنین ف بر روی پاساخ ها مختل

و اطلاعات كمی زیادی در زمینه مه  بودن اثرات فاكتورهای مختلف و برهمكنش بین  شااادهآزمایش 

 .دهدها در اختیار ما قرار میآن
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 تنوی  شرایط طراحی آزمایش -2-1-1

اولیه، برای تعیین ناحیه بهینه و در نهایت نقطه بهینه از  هاای در اداماه بعاد از انجاام آزماایش    

 برای تعیینغربالگری  هایاكثر روشكنی . در سااازی اسااتفاده می های مراحل غربالگری و بهینهطرح

این  شود.اساتفاده می كه بر پاساخ مورد نور موثرند،   عوامل بالقوه از تمام و اثر متقابل آنها عوامل مه 

های كند شااامل طرحبررساای می به طور همزمانتركیب آنها را كمی و ، عوامل كیفی طرح ها كه نو 

 .[53] دنباشمی9و طراحی فاكتوریل كامل  2و پلاكت برمن 4فاكتوریل كسری

های دیگر طراحی آزمایش اساات كه شاارایط مطلوب و تنویمات یک سااازی یكی از جنبهبهینه

از بوده، كه در این مطالعه 5و نامتقارن 1های متقارن این مرحله شااامل طرح كند.آزمایش را تعیین می

مثال  عنوانبه كه های سه سطحی است های متقارن شامل طرحاحی متقارن اساتفاده گردید. طرح طر

دارای ها، . اغلب این طرحاشااااره نمود 4و دوهلرت 7بنكن -، باكس6مركب مركزیهای توان به طرحمی

 شوند.بار تكرار برای تخمین خطای آزمایشگاهی انجام می 5تا  9نقطه مركزی با 

در اغلب موارد گ ارد،  یم یرتاث HF-LPMEعملكرد روش بر كه ییپارامترها یساااز ینهبه یبرا

مجموعه خاص  یکروش، در  یناساتفاده شده است. در ا  (یری)تک متغ3زمان -در-متغیر یکروش  از

                                                 
Fractoinal factorial design -4  

2- Plackett–Burman design  

9- Full factorial design  

 Symmetrical design-1  

 Asymmetrical design-5  

6- Central composite design  

7- Box–Behnken design  

 Doehlert design-4  

- at - time  one-3  
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 تهثابت نگه داش یگرد یكه تمام پارامترها یدر حال ،تغییر كرده منفردبه صورت هر پارامتر  یطاز شارا 

 شترهای بیبه خاطر تعداد آزمایش مواد شیمیاییاز  یشتریبه مقدار ب یازن یرهتک متغ روششود. در می

، به شااده نورصاارف یرهامتغ یانم یاحتمال یتداخل ها از ین،. علاوه بر ابالاتری اساات زمانصاارف و 

رویه پاسخ مانند روش  كسیكمومتر هایتوان به دسات آورد. روش  نمیرا مطلوب  یطكه شارا  یطور

(RSM)4  یطراح یروش ها یاناست. در م دهنموحل و فصل را مشاكلات   ینا یبر اسااس طرح تجرب 

 5برای زمانی كه تعداد متغیرها حداقل به عنوان یک روش غربالگری برمن  –پلاكت طراحی  ی،تجرب

 حداقل انجام تعداد عوامل موثر با یشتریندهد تا ب یكه اجازه م یطراحاین  قابل كاربرد اسات. ، باشاد 

، در رویه پاسااخ یک(، به عنوان (BBD بنكن-باكس یطراح ین. همچنبررساای شااود هایشتعداد آزما

با [. 60] قابل كاربرد اساات HF-LPMEموثر در روش  یپارامترها یساااز ینهو به یدمف یمدل ساااز

ب مدل رگرساایون درجه دوم و اثر ها كاهش یافته و كلیه ضاارایكمک این طرح آماری، تعداد آزمایش

 . [64]ورد هستندآقابل بر متقابل فاكتورها

 پاسخ رویهروش مقدمات اولیه  و معرفی -2-1-5

اصطلاح  ینا .و همكاران توسعه داده شدباكس توسط پاسخ  یا رویه روش سط ، 4350 سال در

در  یو استفاده از آن به طور گسترده ا شده یدتول یاضای مدل ر شاایساتگی    در پی یكیاز منور گراف

و  یاضیر یها یکگروه از تكن یکمتشكل از   RSM ه است.یدرسا  یببه تصاو  یكسمتون در كمومتر

 یبه دست آمده در ارتباط با طراح یتجرب یداده ها اب یتجرب یهامدل تطابق پایهكه برباشد می یآمار

ه بمورد مطالعه  یست س یفتوص یبرا یخط یاو  یچند جمله ا مربع توابعهدف،  ینا با است. آزمایش

پویش  آن یساااز ینهتا به یتجرب یط( شااراییو جابجا ی)مدل ساااز یجه،در نت و شااودكار گرفته می

كه برای اساات های آماری و ریاضاای مجموعه ای از تكنیکRSM توان گفت ه  چنین می .شااودمی

                                                 
4- Response surface methodology  
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های مورد انتوار تحت تاثیر چندین متغیر پاسخهای كاربردی كه در آن ساازی و تحلیل در برنامه مدل

 . [62] شوداستفاده می هستند،

 RSM [69] فرایند طراحی در روش -2-1-5-4

گیری قابل اطمینان و مناسااب برای رساایدن به پاسخ برای یک اندازه هاطراحی یكساری آزمایش  .4

 موردنور

 پاسخ رویهتوسعه یک مدل ریاضی با بهترین تناسب در دومین دستور از  .2

یافتن یک مجموعه بهینه از پارامترهای آزمایشاگاهی كه مقدار حداكثر و حداقل از پاسخ را ایجاد   .9

 كند.

 معرفی اثرات مساااتقی  و متقااباال پااارامترهاای فراینااد بااا اساااتفاااد از نمودارهاای دو و ساااه     .1

  بعدی

 برمن -طرح پلاكت -2-1-6

طراحی فاكتوریل توسط پلاكت و برمن ابدا  شد، یک  4361برمن كه در سال  -طراحی پلاكت

 یبرا كه طراحی این در. دكنمی نورصرف فاكتورها بین های كنش بره از ناقص دو سطحی است كه 

باشااد تعداد فاكتورها از رابطه  Nها برابر اگر تعداد آزمایش ،گرددمی اسااتفاده گ ار تاثیر عوامل تعیین

K = N − بیشااتر باشااد و برای   44از بایسااتی آید. در این طراحی تعداد فاكتورها میبدساات می 1

. [53و56]رودباشاااد نیز به كار می 96، 21، 20، 42ها برابر یكی از اعداد حاالاتی كاه تعداد آزمایش  

  [.61]شوندزمانی كه تعداد كمتری از فاكتورها را باید مطالعه كرد، فاكتورهای ساختگی افزوده می

ی ارزیابی متغیرهای چندتایی و بره  ها براها كاهش تعداد آزمایشاین روش ویژگیترین مه 

ون برای رامترهای گوناگتوانند به طور موفقیت آمیزی با بررسی پاها میكنش بین آنها است. این تكنیک

 به كار برده شوند.  استخراج فرآیند
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 طراحی باكس بنكن -2-1-7

 هاییک ابزار طراحی ایده آل برای آزمایش طرح این استفاده شد. باكس بنكندر این پروژه از 

متوالی بوده و امكان بررسی خطای مدل را زمانی كه مقادیر مناسبی از آزمایش در دسترس باشد را 

 سازد.امكان پ یر می

این  اثرات درجاه دوم بهینه و مورد ارزیابی قرار گرفت.  و در این طراحی اثرات مه ، بره  كنش اثرات

های فاكتوریل ناكامل طرحهای مرتبه دوم سااه سااطحی  یا نزدیک به طرح یطرح یک مدل چرخشاا

این است كه شامل همه فاكتورها به طور همزمان  BBD طرحترین مزایای یكی از مه . [65] باشدمی

ط تحت شرایها، رای انجام آزمایششاود. بنابراین این طرح ب در بالاترین و پایین ترین ساط  خود نمی 

، از معادله زیر قابل BBD، مورد نیاز برای انجام طرح N هابااشاااد. تعداد آزمایش می، مفیاد  پیچیاده 

 محاسبه است:

N  (4-2)معادله  = 2k(k − 1) + Co 

 45، به طور مثال باشاااد.تعداد نقاط مركزی مینیز  oCتعداد فاكتورها و  kكاه در این رابطه  

 است.نقطه مركزی مورد نیاز  9 فاكتور و 9برای آزمایش برای این طراحی 

BBD   (شامل نقاط 5-2یک طرح كروی و در حال چرخش اسات. مكعب نشاان داده در شكل )

 .[65]باشدها میمركزی و میانه روی یال
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 [65]بنكن باكسآزمایشی در روش  طرح: 5-2شكل 
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 مقدمه -9-4

گیری همزمان تیكلوپیدین و لوزارتان و نیز ترثیر مطابق آنچه در فصاال اول درباره اهمیت اندازه

و ارائه یک روش ساااده و حساااس برای اسااتخراج    ،در حضااور ه  در بدن، آورده شااد ها متقابل آن

روش  پروژهدر این  رساااد.بیولوژیكی ضاااروری بااه نور میهااای داروهااا در نمونااهگیری این اناادازه

ی بالا، یبا دسااتگاه كروماتوگرافی مایع با كاراو كوپل آن میكرواسااتخراج فاز مایع بر پایه فیبر توخالی 

 در این طراحی و به كار گرفته شاااد.های بیولوژیكی داروها در نمونه نگیری مقادیر ك  ایبرای انادازه 

 ارائه خواهد شد.ل از روش به كار برده شده فصل نتایج تجربی حاص

 هاهای مورد استفاده و طرز تهیه آنمحلول -9-2

های حلال و)  ها از آب دو بار تقطیر و مواد شاایمیایی با خلوص تجزیه ایدر تهیه تمام محلول

مشاخصات مواد شیمیایی مورد استفاده در جدول  ( اساتفاده گردید.   HPLC درجه فاز متحر  نیز با

 .( آمده است9-4)

تیكلوپیدین و لوزارتان سااخت شركت داروسازی نوكام ساوه،  گرم از ماده جامد  0400/0مقدار 

ده شااد و به این ترتیب محلول لیتر رسااانمیلی 0/40جداگانه توزین و با متانول به حج   به صااورت

تان به مدت یک ماه و گرم بر لیتر )محلول ماادر( از داروهاا تهیه شاااد. محلول مادر لوزار  میلی 4000

 هایمحلولند. باشپایدار می گراددرجه ساانتی  -1در دمای  در فریزر روز 15ل مادر تیكلوپیدین محلو

لیتری و میلی 0/5های هاا در باالن  گرم بر لیتر لوزارتاان و تیكلوپیادین از محلول ماادر آن   میلی 500

 400باشاااد. محلول نگهداری و پایدار میها ساااه روز در فریزر كه این محلول گردید درمتاانول تهیه 

 0/5هااای در بااالنگرم بر لیتر، میلی 500بااه صاااورت روزانااه از محلول بر لیتر از هر دارو  گرممیلی

و در  هتهیآب دوبار تقطیر  با استفاده ازتر به صاورت روزانه  های رقیقمحلولو لیتری و درمتانول میلی

ر دو آلومینیومی ها با پیچیدن فویلكه تمامی این محلولشااایان ذكر اساات  یخچال نگهداری شاادند.
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  ها، در مقابل نور محافوت شدند.بالن

ساادی  محلول های معینی از از مخلوط كردن حج  =pH 0/2-0/4های بافر فساافاتی با محلول

مولار تهیه شااادند.  067/0سااادی  هیدروژن فسااافات  محلول مولار و 067/0هیدروژن فسااافات دی

و فسفریک  067/0هیدروژن فسفات نیز از محلول سدی  دی =pH 0/2-0/9بافر فسفاتی با های محلول

 مولار استفاده شد. 00/4اسید 

 

 : مواد شیمیایی مورد استفاده4-9جدول 

 شركت سازنده فرمول شیمیایی نام ماده شیمیایی ردیف

 مر  4HPO2Na فسفاتسدی  هیدروژن  4

 مر  4PO2NaH سدی  دی هیدرژن فسفات 2

 مر  N3H2C استونیتریل 9

 مر  O4CH متانول 1

 مر  O6H2C اتانول 5

 مر  O18H8C اكتانول -4 6

 مر  O6H2C هیتانول -4 7

 مر  O24H11C آندكانول -4 4

 مر  O26H12C دودكانول -4 3

 مر  O22H10C دكانول -4 40

 مر  O6H3C  استون       44

 مر  NaCl سدی  كلرید 42

 مر  HCl هیدروكلریک اسید 49

 داروسازی ساوه ClNS14H14C تیكلوپیدین 41

 داروسازی ساوه O6ClN23H22C لوزارتان 45

46 
-فیبر متخلخل توخالی پلی

 لنییپروپ
 4ممبرانا 

 

                                                 
4- Membrana  
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 افزارهاها و نرمدستگاه -9-2-4

 4یلنتاج ) دستگاه كروماتوگرافی مایع با كارایی بالااز ها نمونهآنالیز جداسازی و برای ه ژدر این پرو

 فرابنفش ، آشااكارساااز میكرولیتر 00/5 حلقه، (G1374Aمدل )ی 2گاز زدامجهز به  (4400مدل 

 شاااد. اساااتفاده(  G1311Aمدل )با  1 كوات پمپ ،(1365Bمدل ) 9(MWD) چند طول موجی

همچنین  میكرومتر( بود. 5اندازه ذرات با متر میلی 450×5/1) 18C مورد اسااتفاده از نو  سااتون

به كار  ChemStation اجیلنت افزاریبرنامه نرمیاک رایانه مجهز به   ،هاای طیفی برای ثبات داده 

و تزریق آن به فیبر توخالی از یک  های مشخصی از حلال و انتقالبرای برداشتن حج . گرفته شد

چین و برای تزریق فاز پ یرنده به دساااتگاه كشاااور میكرولیتری سااااخت  0/25میكروسااارن  

های محلول pH برای تنوی  میكرولیتری استفاده شد. 0/50اجیلنت  كروماتوگرافی از یک سارن  

 مجهز به الكترود 040/0با دقت  4075مدل  متر دیجیتالی ساااخت شااركت متراه  pHبافری، از 

 اهبرای سانتریفیوژ كردن محلول استفاده شد. مولار پتاسی  كلرید( 0/9كالومل )-ایتركیبی شیشه

از  یزن برای همزدن محلول نمونه از دساتگاه سانتریفیوژ ساخت شركت بنیامین طب استفاده شد. 

 استفاده شد.متری سانتی 7/0و مگنت (  Hie Standard-Mrمدل )، 7هایدولف 6همزن مغناطیسی

مدل  4اولتراسونیک بندلین الكترونیک گاز زدایی از مخلوط فاز متحر ، برای یكنواخت سااختن و 

DT 510 H  ه قرار گرفت.استفادمورد 

                                                 
4- Agilent  

2- Degasser  

9- Multi wave length detector  

  1- Quat pump  

5- Metrohm 780 

6- Magnetic stirrer  

7- Heidolph  

4- Bandelin electronic  
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گرم میلی 4/0ای بااا دقاات ج  معینی از مواد شااایمیااایی از ترازوی تجزیااهحبرای وزن كردن 

سااخت شاركت آلمان استفاده شد. همچنین برای برداشتن حج  معینی از    A200S 4تریوسرساا 

میكرولیتری با حج  قابل تنوی  ساااخت شركت  0/4000و  0/400های ل آلی از میكروپییتحلا

 .گردیداستفاده  (Research 100مدل ) 2اپندورف

هاا باه منوور تعیین تاثیر گ ارترین فاكتورها و یافتن نقطه بهینه واقعی   طراحی آزماایش برای 

 استفاده شد. Minitab 16افزار آماری برای استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان از نرم

 طیف ج بی -9-2-2

-طیف ج بی محلول ،و لوزارتان نماكزیم  داروهای تیكلوپیدی های دارای ج بتعیین طول موج رایب

 0/4لیتری به ترتیب میلی 0/40. به این ترتیب كه به یک بالن حجمی این داروها ثبت گردیدهای 

ب: تركیب آ)با فاز متحر  تعیین شده  گرم بر لیترمیلی 0/5با غلوت  داروی مورد نور لیتر محلولمیلی

پس از یكنواخت به حج  رسانده شد. ( 10: 30: 70، با نسبت 70/2برابر با  pHاستونیتریل: بافر فسفات با 

 تحر فاز ممقداری از آن به داخل سل اسیكتروفتومتر منتقل و طیف ج بی آن نسبت به  ،كردن محلول

 تیكلوپیدینگرم بر لیتر میلی 0/5طیف ج بی محلول ( 4-9ثبت شد. شكل) ،مترنانو 200-100 در ناحیه

های كروماتوگرافی با دتكتور گیریباتوجه به این كه به طور معمول در اندازه .دهدرا نشان میلوزارتان و 

uvنانومتر برای  244موج [، طول 45-47گردد ]نانومتر استفاده نمی 245های پایین تر از ، از طول موج

 گیری این دو دارو استفاده گردید.اندازه

 

                                                 
 Sartorius-4  

 Eppendorf -2  
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 شرایط كروماتوگرافی و تهیه فاز متحر  -9-2-9

جهت تهیه فاز متحر  )بر مبنای زمان بازداری، شكل پیک و تفكیک( برای جداسازی لوزارتان 

در  10: 30: 70، با نساابت 70/2برابر با  pHو تیكلوپیدین، تركیب آب: اسااتونیتریل: بافر فساافات با  

دایی آن در ز سازی و گاز. فاز متحر  ابتدا به منوور همگن[44]شاد لیتر، در نور گرفتهمیلی 0/200

حر  دساااتگاه پس از آن نیز باا قرار دادن در مخاازن فاز مت   .حماام اولتراساااونیاک قرار داده شاااد  

دای ز از گاز، توسط میكروفیلتر صاف و هوازدایی شد و كروماتوگرافی، در هر لحوه برای ورود به ستون

به ماكزیم  شدت ج ب با توجه پاسخ كروماتوگرافی  ساتگاه عبور و عاری از حباب و گاز شاده است.  د

 ها در دمایكلیه آزمایش .ثبات گردید برای تیكلوپیادین و لوزارتاان    244طول موج در ، برای دو دارو

قبل از تزریق نمونه به داخل  .یدلیتر بر دقیقه انجام گردمیلی 0/4اتاق و با ساارعت جریان فاز متحر 

لیتر میلی 0/4جریان با سرعت  تا فاز متحر  برای مدت زمان حدود یک ساعت شدستون، اجازه داده

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

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

200 220 240 260 280 300

ب
ج 

(  nm)طول موج

لوزارتان

تیكلوپیدین

ب

الف

  : طیف ج بی تیكلوپیدین و لوزارتان4-9شكل 

 طیف داروی تیكلوپیدین و نمودار ب( طیف داروی لوزارتانو خط چین نمودار الف( 

 بر لیتر دو دارو در فاز متحر  گرممیلی 0/5شرایط آزمایش: محلول 
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 گیری تیكلوپیدین و لوزارتانپارامترهای مؤثر بر اندازهسازی در بهینه روش كار -9-9

از  لوزارتانگرم بر لیتر میلی 0/5ی تیكلوپیدین و محلول گرم بر لیتر از دارومیلی 0/40 محلول

 لیتریمیلی 0/40در بالن (  های استانداردساخت محلولقسمت شارح داده شده در   )های مادرمحلول

 :شدبرای انجام هر استخراج به ترتیب مراحل زیر عمل  تهیه گردید.

 میلی 0/4تیكلوپیدین و گرم بر لیتر میلی 0/40محلول  از لیترلیمی 0/4فرف نموناه،   یاک  در

افزوده شد و سیس  =pH 0/9لیتر بافر فسفاتی با میلی 0/4گرم بر لیتر،میلی 0/5محلول لوزارتان لیتر 

پروپیلن فیبرهای پلی. به موازات تهیه نمونه، رسااانده شاادلیتر میلی 0/40با آب دو بار تقطیر به حج  

 900مطابق با حج  یک اسااتوانه به شااعا    )حج  این فیبرها دمتر بریده شاادنسااانتی 0/6در ابعاد 

به منوور ح ف هر  شدهدادهبرش فیبرهای  میكرولیتر است(. 30/46 متر،سانتی 0/6و طول  میكرومتر

و  شدندور وطهمر  غاساتون   یک لوله آزمایش حاویدقیقه در 40به مدت  یگونه ماده همراه احتمال

. [90] نددر دمای محیط خشک شدسایس  و  نددقیقه در حمام اولتراساونیک قرار گرفت  5پس از آن 

تا كاملا  شد به صورت عمودی قرار داده اكتانول -4یک میكروتیوپ حاوی حلال آلی  داخلفیبر  سیس

 یبر، فحلال كامل نفوذپس از اطمینان از  .پر شود از حلال به حلال آغشته و خلل و فرج فیبر متخلخل

 متوالی روی هایاز انتهای آن با ضااربهكه داخل لومن فیبر گیر افتاده، حلال اضااافی و از حلال خارج 

شد تا حلال اضافی از گ اشته Uثانیه داخل آب به شاكل   5فیبر به مدت  .گردید خارج دساتمال  یک

 3/46به میزان  اكتانول( -4)فاز گیرنده )حلال آلیدر این حین،  .[66]روی ساااط  آن ح ف شاااود 

 حلال به داخل فیبر تزریق و انتهای فیبر با فویلسیس  .( به داخل میكروسرن  كشیده شدمیكرولیتر

و میكروسرن  توسط یک گیره به  دادهفیبر داخل محلول آنالیت قرار  د.شا بساته  كوچک آلومینیومی 

كل مجموعه، یعنی میكروسااارن  و فرف آزمایش روی یک همزن و سااایس  نگهداشاااته شااادپایه 

تنوی   (rpm) دور در دقیقه 300 ساارعت رویساارعت چرخش محلول . داده شاادمغناطیساای قرار 

د بعباید دقت شاود كه مگنت در حال همزدن، فیبر را از نو  سرن  جدا نكند.   در این مرحله .گردید
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 و انتهای فیبر با قیچی بریده شد وداخل محلول آبی خارج  زمان اساتخراج، فیبر از دقیقه  60از اتمام 

حلال به یک  .شااادبه داخل سااارن  كشااایده  ها()حلال آلی اكتانول حاوی آنالیت فااز داخال فیبر  

مقداری از  ساازی ستون، و پس از تهیه فاز متحر  و آمادهمنتقل  لیتری )ویال(میلی 5/4 میكروتیوپ

ای محلول شاااهد نیز به طور مشااابه عمل شااد با این تفاوت كه  بر .شااد تزریق HPLCبه  با دقت آن

اختلاف سیگنال محلول نمونه )مجمو  سطوح . محلول شاهد فاقد داروهای تیكلوپیدین و لوزارتان بود

 ای مورد استفاده قرار گرفت. به عنوان سیگنال تجزیه دو شاه زیر منحنی دو آنالیت(

 :به شااایوه زیر عمل شاااد تیكلوپیادین و لوزارتان رسااا  منحنی كاالیبراسااایون مساااتقی    برای 

دارو از محلول مادر به صاااورت گرم بر لیتر از هر میلی 0/400و  0/200های این مرحلاه، محلول  در 

ازی سهای متفاوتی از لوزارتان و تیكلوپیدین با رقیقهایی با غلوتمحلول جداگانه در متانول تهیه شد.

انتقال  تهیه شااد. )حلال اسااتخراج بهینه( اكتانول -4دو دارو در های ساااخته شااده از هر  از محلول

میكرولیتری انجام  0/4000و  0/400های های متفاوت از داروها و حلال با استفاده از میكروپییتحج 

 244 دو دارو در طول موجتزریق و سط  زیر پیک  HPLCها به دقت به این ویال داخل محلول شاد. 

گردید. منحنی كالیبراسیون نیز از رس  تغییرات سیگنال تیكلوپیدین و لوزارتان  ثبتها آن نانومتر برای

برای ( 9-9( و شااكل )2-9ول )كه نتایج مربوط به دو دارو در جدها بدساات آمد، بر حسااب غلوت آن

 محدوده غلوتی  آورده شاااده اسااات.برای لوزارتان ( 1-9)شاااكل و ( 9-9تیكلوپیادین و جادول )  

برای  گرم بر لیترمیلی 5/0-0/600محدوده غلوتی برای تیكلوپیادین و   گرم بر لیترمیلی 0/500-5/0

گرم بر لیتر تیكلوپیدین و میلی 0/40 استاندارد كروماتوگرام حاصل از محلولباشاد.  لوزارتان خطی می

محور افقی زمان بازداری بر حسااب دقیقه و محور ( نشااان داده شااده اساات. 2-9لوزارتان در شااكل )

 دهد.را نمایش می 4(mAUی واحد ج ب )عمود

                                                 
Ml absorbance unit -4  
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  یتر تیكلوپیدین و لوزارتانگرم بر لمیلی 0/40 استاندارد كروماتوگرام محلول :2-9شكل 

ركیب آب: استونیتریل: بافر فسفات با شرایط آزمایش: ت pH به عنوان فاز متحر ،  10: 30: 70، با نسبت 70/2برابر با  

نانومتر 244 گیریاندازه میكرولیتر، طول موج 0/5لیتر بر دقیقه، حج  لوپ میلی 0/4سرعت جریان   
 

 های متفاوتهای تیكلوپیدین با غلوتهای مستقی  بدست آمده برای محلول: سیگنال2-9جدول 

 ایسیگنال تجزیه
غلوت تیكلوپیدین 

 گرم بر لیتر()میلی
 ایسیگنال تجزیه

غلوت تیكلوپیدین 

 گرم بر لیتر()میلی

0/530 0/50 5/4 5/0 

0/740 0/60 1/40 0/4 

0/417 0/70 6/22 0/2 

0/4400 0/400 5/99 0/9 

0/2251 0/200 0/94 5/9 

0/9215 0/900 2/16 0/1 

0/1240 0/100 9/54 0/5 

0/1749 0/150 1/74 5/5 

0/5470 0/500 1/30 0/6 

0/5924 0/520 0/402 0/7 

0/5764 0/550 2/406 0/4 

0/5329 0/600 9/440 0/3 

0/6092 0/640 0/415 0/40 

0/6291 0/650 0/440 0/20 

0/6917 0/700 0/290 0/90 

  0/157 0/10 
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 منحنی كالیبراسیون مستقی  تیكلوپیدین: 9-9شكل 

ركیب آب: استونیتریل: بافر تاكتانول،  -4لیتر در حلال میلی 5/0های مختلف از آنالیت در حج  شرایط آزمایش: غلوت

 لیتر بر دقیقه، حج  میلی 0/4به عنوان فاز متحر ، سرعت جریان  10: 30: 70، با نسبت 70/2برابر با  pHفسفات با 

 

 

 میكرولیتر 0/5لوپ 

 

 : منحنی كالیبراسیون مستقی  تیكلوپیدین9-9شكل 

ركیب آب: استونیتریل: تاكتانول،  -4لیتر در حلال میلی 5/0های مختلف از آنالیت در حج  شرایط آزمایش: غلوت 

میكرولیتر، طول  0/5لیتر بر دقیقه، حج  لوپ میلی 0/4به عنوان فاز متحر ، سرعت جریان  pH)=  7/2 (بافر فسفات

 نانومتر 244گیری موج اندازه
 

 های متفاوتهای لوزارتان با غلوتهای مستقی  بدست آمده برای محلول: سیگنال9-9جدول 

 ایسیگنال تجزیه
 گرمغلوت لوزارتان )میلی

 بر لیتر(
 ایسیگنال تجزیه

غلوت لوزارتان 

 گرم بر لیتر()میلی

0/472 0/3 1/42 5/0 

0/447 0/40 9/44 0/4 

0/274 0/45 2/95 5/4 

0/915 0/20 6/11 0/2 

0/746 0/50 4/59 5/2 

0/4570 0/400 2/69 0/9 

0/9657 0/200 0/49 0/1 

0/5632 0/900 0/31 5/1 

0/40240 0/500 7/404 0/5 

0/42159 0/600 2/420 5/5 

0/42311 0/620 9/426 0/6 

0/49475 0/650 4/492 0/7 

0/49654 0/700 0/417 0/4 

 

y = 10.562x + 22.074
R² = 0.9989
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 منحنی كالیبراسیون مستقی  لوزارتان :1-9شكل 

=  7/2 (ركیب آب: استونیتریل: بافر فسفات تاكتانول،  -4لیتر در حلال میلی 5/0های مختلف از آنالیت در حج  غلوت

(pH  میكرولیتر 0/5لیتر بر دقیقه، حج  لوپ میلی 0/4به عنوان فاز متحر ، سرعت جریان  10: 30: 70، با نسبت ،

 نانومتر 244گیری طول موج اندازه

 

-HFپارامترهای موثر بر استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان به روش  سازیبهینهبررسای و   -9-9-4

LPME  

در این پروژه رین حساااساایت، و در نتیجه بهترین حد تشااخیص،   تبه منوور فراه  نمودن به

سااازی پارامترها در ابتدا به صااورت یک متغیر در زمان و پس از تعیین تقریبی حدود بهینه، از  بهینه

ها و تعیین نقطه بهینه استفاده روش طراحی آزمایش برای شناسایی فاكتورهای مه  و میزان تاثیر آن

 ، پارامترهای موثر بر بازیابی استخراجبه منوور دساتیابی به حداكثر میزان بازیابی در استخراج گردید. 

 روش میكرواسااتخراج فاز مایع با فیبر متخلخل توخالی ساایساات  دو فازی لوزارتان و تیكلوپیدین، در

y = 20.358x - 58.76
R² = 0.9976
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 موارد زیر مورد بررسی قرار گرفتند. شامل

  حلال استخراجنو   .4

2. pH ( فاز دهنده آبیمحلول نمونه)  

 بافر نو  .9

 حج  بافر  .1

 زمان استخراج  .5

 سرعت همزدن محلول نمونه  .6

 قدرت یونی  .7

 كننده )فاز پ یرنده داخل لومن فیبر( یا حج  حلال استخراج طول فیبر  .4

ابتدا توسط روش تک متغیری مورد بررسی قرار گرفتند و سیس با توجه به مقادیر بهینه،  این پارامترها

 سط  مورد نور هر فاكتور برای روش طراحی آزمایش تعیین گردید.

 

 یک متغیر در یک زمانسازی بهینهنتایج حاصل از  -9-9-2

تخراج میكرواسامترهای مؤثر بر عملكرد سیست  نتایج به دست آمده در بررسی و بهینه سازی پار

( نشان داده شده 1-9سازی یک متغیر در یک زمان در جدول )بهینهفاز مایع با فیبر توخالی به روش 

میكروگرم بر  5/0سااازی پارامترها در روش تک متغیری، غلوت لوزارتان در تمام مراحل بهینه اساات.

ها فرف آزمایش ثابت و آزمایش لیتر درمیكروگرم بر میلی 0/4لیتر و غلوات تیكلوپیدین برابر با  میلی

سااازی  مربوط به بهینهنمودارهای  و لازم به ذكر اساات كه تمامی نتایج در دمای محیط انجام شااد.

 روش تک متغیری، در پیوست پایان نامه آورده شده است. بهپارامترها 
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 تیكلوپیدین و لوزارتان گیریسازی یک متغیر در یک زمان برای اندازهنتایج حاصل از بهینه :1-9جدول 

 نقطه بهینه محدوده تغییرات فاكتور
 دكانول، آندكانول، -4اكتانول، -4 حلال استخراج

 هیتانول -4دودكانول،  -4 
    اكتانول-4    

pH 0/4-0/2 5/1 

 فسفاتی فتالاتی-فسفاتی-استاتی نو  بافر

 5/9-5/0 0/2 (ml) حج  بافر

 0/4-0/0 0/5 %(w/v) نمک افزوده شده

 4200-400 0/4000 (rpm) سرعت چرخش

 0/40-0/1 0/4 (cm) طول فیبر

 0/60 40-70 (دقیقه) زمان استخراج

 

گیری تیكلوپیدین و بر اندازه مؤثر عوامل بهینه ساااازی و ترثیرگ ار عوامل بررسااای -9-1

       )DOE(4طراحی آزمایش از استفاده لوزارتان با

ها، شااناسااایی عوامل موثر در فرآیند و  های مختلف طراحی آزمایشهدف از بكارگیری تكنیک

می توان اولا متغیرهایی كه بیشترین  DOEهای باشد. با كمک تكنیکمی های آنتعیین مقادیر بهینه

 ی تعیین كرد كه مقادیراتااثیر را درخروجی دارند، تعیین كرد. ثانیا متغیرهای ورودی موثر را به گونه 

 هایی، پارامترقبل دیده شااد بخشهمانطور كه در  .نمایدپاسااخ را به مقدار بهینه واقعی خود نزدیک 

حج  بافر، زمان استخراج و سرعت  نو  بافر، ،اثر نمک طول فیبر، نو  حلال استخراج كننده، ، pHنویر

. از طرف دیگر احتمال هستنددر میزان پاساخ آشكارساز و حساسیت روش موثر  همزدن محلول نمونه 

ساااازی یک متغیر در یک زمان كنش متغیرها وجود دارد و در نتیجه شااارایط حاصااال از بهینهبره 

اهی آزمایشگ وقت گیرهای زیاد و از طرفی نیاز به تعداد آزمایشو  تواند شارایط بهینه واقعی باشد نمی

ورد م راحی آزمایشطهای روش های موثر بر حساسیت با استفاده ازفاكتورن لازم است اثر بنابرای ،است

اثر  خص نمودنو مش فاكتورهای مؤثر بر راندمان استخراج برای تعیینبررسی قرار گیرد. به این منوور 

                                                 
1  - Design of experiment 
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برمن دو سااطحی طراحی و اجرا شااد. پس از مشااخص شاادن   -، طرح پلاكتهر یک از این فاكتورها

 با اساااتفاده ازبرای یافتن شااارایط بهینه واقعی  نیز بنكن -مترهای مؤثر، طرح آزمایشااای باكسپاارا 

  .برمن به كار برده شد -ه توسط طرح پلاكتشد مه  تعیینفاكتورهای 

 تعیین سط  فاكتورها -9-1-4

جدول هر یک از پنج فاكتور مورد مطالعه در دو ساااط  )بالا و پایین(، مورد آزمون قرار گرفته )

ها در نور گرفته شد. سطوح فاكتورها دو دارو به عنوان پاسخ آزمایش و مجمو  سط  زیر پیک ((9-5)

لازم به ذكر است بعضی از  .ندتعیین شاد ساازی تک متغیری  های اولیه در بهینهبا اساتفاده از آزمایش 

آمده از  تهمان مقادیر بدساانو  حلال اسااتخراج، نو  بافر وحج  آن  فاكتورهای مؤثر بر روش مانند

 .ش تک متغیری در نور گرفته شدرو

 

 هاآن سطوح تعیین شده برای: فاكتورها و 5-9جدول 

 علامت نام فاكتور
 سط 

 بالا )+( (-پایین )

pH A 4/2 2/6 

 B 4 6 (cmطول فیبر )

 C 20 60 زمان استخراج )دقیقه(

 D 400 4000 %(w/vافزوده شده )درصد نمک 

 E 0/5 0/3 (rpmسرعت همزدن محلول )

 

 برمن   -اجرای طرح پلاكت -9-1-4-4

ی گیربر روی اندازه های موثرها و تعیین فاكتورجهت غربال كردن فاكتورها برای طراحی آزمایش

ها استفاده پردازش دادهبرمن و -انجام طرح پلاكتبرای  Minitab 16 از نرم افزار لوزارتانو  تیكلوپیدین
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ر دوسط  د و زمانقدرت یونی  ،سرعت همزن ،طول فیبر ،pHبرمن برای فاكتورهای  -طرح پلاكت شد.

 در .باشدمیآزمایش  21(، 6-1-2)بخشبا توجه به ها و با دو تكرار انجام شد كه تعداد كل آزمایش

 انجام گردید. كار زیرروش اس میكرواستخراج بر اس ،آزمایش 21تمامی 

 میلی 0/4گرم بر لیتر تیكلوپیادین و  میلی 0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یاک فرف نموناه،   

مقدار نمک  مورد نور و pHلیتر بافر فسااافاتی با میلی 0/2گرم بر لیتر،میلی 0/5لیتر محلول لوزارتان 

تر رسانده شد. به موازات تهیه لیمیلی 0/40افزوده شاد و سیس با آب دو بار تقطیر به حج    مورد نور

ساااازی شااادند. اكنون آماده 9-9پروپیلن در ابعاد مورد نور بریده و مطابق بخش نمونه، فیبرهای پلی

اكتانول به صاااورت عمودی قرار داده تا كاملا به  -4فیبر را داخال یاک میكروتیوپ حاوی حلال آلی   

كتانول( به داخل میكروساارن  كشاایده شد. ا -4حلال آغشاته و در این حین، فاز گیرنده )حلال آلی) 

ود. فیبر شسایس حلال به داخل فیبر تزریق شاد و انتهای فیبر با فویل آلومینیومی كوچک بساته می   

داخل محلول آنالیت قرار داده و میكروساارن  توسااط یک گیره به پایه نگهداشااته شااد. و ساایس كل 

ناطیسی قرار داده شد. سرعت چرخش مجموعه، یعنی میكروسرن  و فرف آزمایش روی یک همزن مغ

محلول روی سااارعت مورد نور تنوی  گردید. بعد از اتمام زمان اساااتخراج، فیبر از داخل محلول آبی 

اخل ها( به دخارج و انتهای فیبر با قیچی بریده شده و فاز داخل فیبر )حلال آلی اكتانول حاوی آنالیت

لیتری )ویال( منتقل و مقداری از آن با دقت به یمیل 5/4سرن  كشیده شد. حلال به یک میكروتیوپ 

HPLC  تزریق شد 

( ماتریس طرح فاكتوریال مورد استفاده برای پنج فاكتور آزمایشی و مقادیر مجمو  6-9جدول )

ه در نور گرفت ایسیگنال تجزیهكروماتوگرام برای دو آنالیت را كه به عنوان  [66 -64] سط  زیر پیک

 گیری شد.ها نمونه شاهد نیز اندازهلازم به ذكر است در تمام آزمایشدهد. شده، نشان می
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 HF-LPMEها در استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان با روش : ماتریس طرح پلاكت برمن و پاسخ6-9جدول 

شماره 

 آزمایش

 فاكتورها
 پاسخ

A B C D E 

4 4+ 4+ 4- 4- 4+ 99/2294 

2 4+ 4- 4- 4- 4+ 64/1645 

9 4- 4+ 4- 4+ 4+ 27/920 

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4- 00/9425 

5 4- 4- 4- 4+ 4- 52/206 

6 4+ 4+ 4- 4+ 4- 00/9652 

7 4- 4+ 4+ 4- 4- 64/906 

4 4+ 4- 4+ 4+ 4+ 79/1433 

3 4- 4+ 4+ 4- 4+ 03/135 

40 4- 4- 4- 4- 4- 53/460 

44 4- 4- 4+ 4+ 4+ 49/120 

42 4+ 4- 4+ 4- 4- 64/1907 

49 4+ 4+ 4- 4- 4+ 46/9242 

41 4+ 4- 4+ 4- 4- 15/1073 

45 4+ 4+ 4- 4+ 4-  43/4373 

46 4- 4- 4- 4+ 4- 57/435 

47 4- 4+ 4+ 4- 4- 34/500 

44 4+ 4- 4- 4- 4+ 04/9669 

43 4+ 4- 4+ 4+ 4+ 27/1770 

20 4- 4+ 4+ 4- 4+ 46/521 

24 4- 4+ 4- 4+ 4+ 29/257 

22 4+ 4+ 4+ 4+ 4- 10/2472 

29 4- 4- 4- 4- 4- 92/455 

21 4- 4- 4+ 4+ 4+ 95/105 

 

 ارزیابی نتایج حاصل از طرح پلاكت برمن -9-1-4-2

 شدند.عوامل موثر به ترتیب اهمیت تشخیص داده ، Minitab 16در این قسمت با استفاده از نرم افزار 

تایج انجام و نمدل خطی  بودن اثر فاكتورهای انتخاب شاده بر نتایج حاصله، آنالیز دار برای تریید معنی
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 نشان داده شد.( 7-9حاصل در جدول )

 

 برمن در استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان-مدل خطی طرح پلاكت : نتایج حاصل از آنالیز7-9جدول 

 2ضریب 4اثر عبارت
خطای  ضریب

 9استاندارد
T P1 

 000/0 43/47 4/440 0/4372 - ثابت

A 1/9231 7/4617 4/440 34/41 000/0 

B 4/705- 1/914- 4/440 24/9- 005/0 

C 2/507 6/259 4/440 90/2 091/0 

D 5/402- 2/54- 4/440 16/0- 614/0 

E 6/962 7/445 4/440 65/4 44/0 

 د. شورگرسیونی نشان داده شده است كه در ادامه به تفسیر آنها پرداخته می( ضرایب 7-9در جدول )

 آید:: مقدار اثر هر متغیر از رابطه زیر به دست میاثر

𝑒𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡 =
∑ 𝑌+

𝑛+
+

∑ 𝑌−

𝑛−
                                                                                       (9-4)  

n   باشاادمحاساابه شااده می تعداد داده ها درهرسااط نشااان دهنده .+Y جمع یا  دهنده نشااان

مورد هایی كه در آن متغیر پاسخ Y-در سط  بالا و مورد بررسی  كه در آن متغیر هاییپاسخپیوستگی 

دهنده آن است كه با افزایش مقدار مثبت هر اثر نشان د.ندر ساط  پایین خود اسات، می باش  بررسای  

دهنده یابد و همچنین مقدار منفی یک اثر نشانپایین به بالا مقدار پاسخ افزایش می سط  یک متغیر از

وجه به بنابراین با ت یابد.آن اسات كه با افزایش سط  یک متغیر از پایین به بالا مقدار پاسخ كاهش می 

تیجه تاثیر آن بالاترین اثر را در میان فاكتورها دارد، در نpH (، 7-9اثرهای نشان داده شده در جدول )

                                                 
4- Effect  

2- Coefficient  

9- Standard error coefficient  

1- P- value  
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 بر روی پاسخ بیشتر است.

ان با توجه به ضرایب نش آید.: مقدار ضریب هر متغیر از تقسی  اثر هر متغیر بر دو بدست میضریب

 .ست( هر چه مقدار ضریب بیشتر باشد تاثیر آن اثر بر روی پاسخ بیشتر ا7-9داده شده در جدول )

ضریب =
اثر

2
                                                                         (9-2)  

: همچنین برای هر ضاریب یک انحراف استاندارد تخمین ضرایب رگرسیون  ضاریب خطای اساتاندارد  

كه روی ضااریب تاثیر  باشاادمیدهنده اندازه خطای تجربی )تصااادفی( كه نشااان اساات گزارش شااده

 تر است. دهنده برآورد دقیقآن نشان مقدار آن مثبت است و مقدار كوچکگ ارد. می

دهد كه ضااریب در برابر خطای اسااتاندارد چقدر گزارش شااده در جدول نشااان می T: مقدار T آماره

از تقسی  كردن هر  Tمفهوم آن چیزی شابیه نسابت سایگنال به نویز می باشد. مقدار     و بزر  اسات 

( 7-9با توجه به نتایج در جدول ) آید.به دساات می( 9-9مطابق رابطه )ضااریب بر خطای اسااتاندارد 

 بیشتر است.نیز بیشتر، در نتیجه تاثیر آن بر روی پاسخ  pHمربوط به  tمقدار 

T = 
ضریب

ضریب خطای استاندارد
                                                                                              (9-9)  

( به عنوان P <05/0) 05/0كمتر از ( Pها، میزان احتمال )ارزش فاكتوربرای تعیین اهمیت  :Pارزش 

درپاسخ  مه  موثر فاكتوربه عنوان  05/0كمتر  Pها با ارزش نقطه حد در نور گرفته شد. بنابراین عامل

كمتر از  pمقدار  باشند.بر پاسخ می غیر مه  فاكتوربه عنوان  05/0بیشاتر از   Pبا ارزش  فاكتورهایو 

در  pبا توجه به مقدار باشااد. می 35/0نشااان دهنده اهمیت آماری یک اثر در سااط  اطمینان   05/0

داری بر محلول نمونه و زمان استخراج، اثرات معنی pHفاكتورهای طول فیبر،  (،7-9های جدول )داده

   پاسخ دارند.
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د، كه باشمی، 4پارتو كمک كنند، نمودارهای اصلی تواند در تعیین عاملنمودارهایی كه میاز همچنین 

 در ادامه به نتایج حاصل از آن خواهی  پرداخت.

ه ه شده در این طرح استفاداز نمودار پارتو برای بررسی و ارزیابی اثر فاكتورهای به كار برد :رتورپانمودا

. خط [61و  91] باشدشاد. در این نمودار طول هر ساتون متناساب با اهمیت هر یک از فاكتورها می   

دهد. شكل داری اثرات، نشااان میرا به عنوان حد معنی 35عمودی در نمودار پارتو، ساط  اطمینان % 

طرح  پنج فاكتور مورد بررساایبرای مورد مطالعه برای  ( نمودار پارتوی اثرات اسااتاندارد شااده 9-5)

ی سه شود، اثرات استاندارد شدهطور كه در این شاكل دیده می دهد. همانبرمن را نشاان می  -پلاكت

در سط  احتمال  (40/2) ه، طول فیبر و زمان اساتخراج، از حد مشاخص شده  نمونمحلول  pH فاكتور

میزان پاسخ هستند. در حالی كه فاكتورهای تجاوز كرده و این ساه فاكتور دارای بیشترین اثر بر   35%

 بر پاسخ ندارند.  دارمعنی تر از این حد بوده و در نتیجه اثردیگر، كوچک

B

D

C

E

A

1614121086420

T
e

rm

Standardized Effect

2.10

 

 تیكلوپیدین و لوزارتانگیری تغلیظ و اندازهاثر فاكتورها بر پیش : نمودار پرتو5-9شكل 
 

                                                 
4  - Pareto  
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ه نیز استفاده گردید ك هاماندهبرای ارزیابی مدل بدست آمده از روش تحلیل واریانس و بررسی باقی

به وسایله آنها صحت نتایج ارائه شده   گیرد وصاورت می های كمی ها از طریق شااخص این ارزیابی

 گیرند. توسط مدل مورد سنجش قرار می

 تحلیل واریانس -9-1-4-9

در  آنالیز واریانساصااالی، برای اساااتخراج تیكلوپیدین و لوزارتان  فاكتورهایر گرفتن با در نو

بینی مقادیر پاسخ را دارا انتخاب شاده توانایی محاسابه و پیش   طرح كه دهد، نشاان می (4-9جدول )

و همچنین  اشاااره نیز لزوم اسااتفاده از تحلیل واریانسو  Fو  P باشااد. در ادامه به تعریف دو آمارهمی

 .[91] استفاده از ضریب تعیین بیان خواهد شد دلیل

 

 برمن پلاكت طرح انسیوار زیآنال جدول :4-9جدول 

P F Adj MS Adj SS DF Source 

000/0 56/14 41461622 70429442 5 Main 

Effects 

000/0 16/221 65176410 65176410 4 A 

005/0 33/3 2349079 2349079 4 B 

091/0 23/5 4519654 4519654 4 C 

614/0 22/0 62332 62332 4 D 

403/0 41/2 427255 427255 4 E 

  234707 5250799 44 Residual Error 

449/0 22/2 160525 2769413 6 Lack of Fit 

  207233 2147549 42 Pure Error 

    29 Total 

 

ه لازم ب و از انجام آنالیز واریانس، بررسی مؤثر بودن یک فاكتور در روند یک آزمایش استهدف 

گر، به عبارت دی ).وجود داشته باشدفاكتور  حالتی است كه بیش از دو ذكر است كه انجام این كار برای

كه  در صورتی (مه  را بیابی . اثرهای یاو  شاده از میزان تاثیر یک فاكتور مطمئن  بخواهی  برای اینكه
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شود. در یک آنالیز واریانس، واریانس استفاده می t-testساری یا كمتر باشد از روش   2ها فاكتورتعداد 

؛ مجمو  مربعات واریانس كلی یک پاسخ برگزیده شده كه یک مقدار میانگین SSكلی پاسخ به عنوان 

( و regrSSكل شاامل دو بخش اسات؛ یک بخش در نتیجه مدل رگرسیون )   SSتصاحی  شاده اسات.    

مجمو  مربعات واریانس كل، تصااحی  شااده برای  . باشااد( میresidSSها )ماندهدیگری مربوط به باقی

 :[62] شود( محاسبه می1-9معادله )با استفاده از (، SSمیانگین )

 SS = SSregr + SSresid                                                                                              ( 9-1 ) 

مانده، به دو بخش تقسی  خواهد ها، تكرار نیز وجود داشته باشد، مؤلفه باقیاگر در میان آزمایش

( و مجمو  مربعات خطای lofSS)4((كه شااامل مجمو  مربعات عدم تناسااب5-9شااد )مطابق معادله )

 باشد:( میpeSS) 2خالصآزمایشگاهی 

 SSresid = SSlof + SSpe                                                                                             ( 9-5 ) 

شامل منحنی  آید كه یكیبدساات میافزار طراحی آزمایش، دو منحنی از آنالیز واریانس در نرم

كه در تعیین متناسااب بودن  اساات منحنی عدم تناسااب مربوط به مربوط به آنالیز واریانس و دیگری

( رگرسیون SDهای مورد نور در مدل )پاسخ 9باشد. اگر انحراف استانداردمدل بسایار مفید اسات، می  

𝑅𝑆𝐷) 1بحرانی Fها ضرب در ج ر ماندهبزرگتر از انحراف استاندارد باقی ∙ √𝐹𝑐𝑟𝑖𝑡 باشد، بنابراین مدل )

توضااای   لازم اساات (. در اینجا P=0.05%دار خواهد بود )معمولا مورد نور، معنی در سااط  احتمال 

داده شود. به طور كلی در روند یک آزمایش دو دسته از خطاها وجود  Pد مفهوم ردر مو نیز مختصری

                                                 
4- Lack of fit  

2- Pure error  

9- Relative standard deviation (RSD)  

 critical F-1  
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؛ كه این قس  از خطاها قابل ح فند و بر صحت روش تاثیرگ ارند. اما  4دارند؛ خطاهای سایساتماتیک  

تنها با و شااوند. این خطاها قابل ح ف نیسااتند نامیده می 2تصااادفیدیگر از خطاها، خطای ای دسااته

 باشد.توان مقدار آن را كمتر نمود. این نو  خطا ه  بر دقت و ه  بر صحت تاثیرگ ار میتكرار می

را پ یرفت، به عبارتی اگر  تصادفیتوان خطای دهد كه چه میزان می؛ نشان می9سط  اطمینان

راین بنابو ای خارج از این سط  باشد خطایی كه روی این داده مؤثر است، خطای سیستماتیک است داده

 تصادفیرساند كه چند درصد احتمال خطای در واقع این مفهوم را می P اعتباری ندارد. مقدارداده 

 وجود دارد. 

واریانس بین عدم تناسب و خطای آزمایشی خالص تست، نسبت  Fها یا در تست نسبت واریانس

ه ، در سط  اطمینانی كبحرانی تجاوز كند Fاز  lof/peFباشد. اگر مقدار توزیع قابل مقایسه می Fبا مقادیر 

. باشدارائه شده، مدل مناسبی نمیوجود دارد و در نتیجه مدل  مدنور است، یک عدم تناسب مشهود

ه ك دم متناسب بودن مدل پیشنهادی استبیانگر احتمالی از ع نیز تناسب()عدم  Lack of fitمفهوم 

با توجه به نتایج  باشد. 05/0این احتمال در صورتی ناچیز است كه مقدار عددی این پارامتر بیشتر از 

مدل  نتایج حاصل از بین كه دهد(، نشان می4-9( در جدول )44/0عدم تناسب ) Pبدست آمده مقدار 

 تجربی تطابق خوبی وجود دارد.های و داده

باشد. مقدار این آماره از تقسی  واریانس رگرسیون ها می، معیار دیگری برای ارزیابی مدلFآماره 

نی ثبت شااده در بحرا Fمدل بدساات آمده از مقدار  Fآید. اگر مقدار به واریانس باقیمانده بدساات می

به  ود.شوابسته و متغیرهای مستقل تریید میباشاد وجود رابطه خطی بین متغیر   جدول آماری بزرگتر

                                                 
 Systematic-4  

 Random-2  

9- Confidence level   
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دار بودن آماری در تحلیل رگرسیون ساده و یا آزمون فیشر در واقع آزمون معنی Fآزمون عبارت دیگر 

ها ( به میانگین مربعات باقیماندهMSRچند متغیره اسات و برابر با نسبت میانگین مربعات رگرسیون ) 

(MSE است. بیان ریاضی آن به صورت )باشدمی زیر: 

(9-6                                      )  𝐹 =
𝑀𝑆𝑅

𝑀𝑆𝐸
=

𝑆𝑆𝑅 𝑑𝑓𝑚⁄

𝑆𝑆𝐸 𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠⁄
 

𝑑𝑓𝑚 = 𝑝      ,       𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠 = 𝑛 − 𝑝 − 1 

𝑑𝑓𝑚 درجه آزادی مدل، 𝑝 5برابر با  تعداد متغیرهای مستقل مدل،  𝑛 تعداد كل تركیبات مربوط به

 برای بدست آوردن ها است.درجه آزادی باقیماندهنیز  𝑑𝑓𝑟𝑒𝑠 و 21برابر با  ها(آزمایش)تعداد كل  مدل

SSE  و 𝑆𝑆𝑅   هر چه مقدار میانگین مربع فاكتور به استفاده نمود( 4-9( و )7-9روابط ) توان ازمینیز .

-9دست آمده در جدول )كه با توجه به مقادیر به بوده بیشتر Fمقدار  به معنی باقی مانده بیشتر باشد

 بیشتر است.نیز بیشتر و درنتیجه تاثیر آن فاكتور بر پاسخ  pHبه فاكتور مربوط  F( مقدار 4

SSR ( بیانگر مجمو  مربعات انحراف مقادیر پیش بینی شاده متغیر وابسته از  7-9طبق رابطه )

 میانگین مقادیر آن است.

 𝑆𝑆𝑅 = ∑ (�̂�𝑖
𝑛
𝑖=1 − �̅�)2 (9-7)  

SSE4  ه بینی شاادمبین مجمو  مربعات انحراف مقادیر واقعی متغیر وابسااته از مقادیر پیش نیز

انحراف مقادیر پیش بینی شاااده متغیر  ŷiمیاانگین مقاادیر و    y̅انحراف مقاادیر واقعی،   yiو  برای آن

 وابسته است.

 

                                                 
1- Sum Square Error 
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 𝑆𝑆𝐸 = ∑ (𝑦𝑖
𝑛
𝑖=1 − �̂�𝑖)

2                                                                                     (9-4)  

 رود.بكار می Fآید كه در محاسبه آماره دست میبر درجه آزادی به Adj SS، از تقسی  Adj MSمقدار 

نشان دهنده برآورد رود، كه مقدار كوچكتر آن های تكراری به كار میبرای یک سری داده خطای خالص:

 دقیق تر است.

را ه باقیمانددست آمده از مدل با مقادیر واقعی یكسان نبوده و مقدار همعمولا مقادیر ب نمودار باقیمانده:

مقادیر باقی مانده از اختلاف مقدار واقعی و مقدار پیش بینی شاااده پاساااخ  ،به عبارتی .كندایجاد می

ها به باقیمانده ،آماری هایآزمایشبرای  .نرمال ترسی  شده استدست می آیدكه در نمودار احتمال هب

اگر باقی مانده ها به طور  فرض می شود. ثابتخطا واریانس و  نرمال وغیر وابسته هستند صورت توزیع

در  نرمال توزیع شااوند، همه آنها به طور اختصاااصاای در این صاافحه روی خط می افتند. در این نمونه

را اثبات می كند.  هاهاز نمودارخطی خیلی ك  بوده كه این نرمال بودن فرضاای انحرافات (6-9شااكل )

 .[63] شكل مشاهده می شودs  فرم برای الگوهای غیرخطی
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 طراحی پلاكت برمنگیری تیكلوپیدین و لوزارتان در مرحله : نمودار احتمال نرمال برای پاسخ اندازه6-9شكل 
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 گیری تیكلوپیدین و لوزارتانتغلیظ و اندازهسازی فاكتورهای مؤثر بر پیشبهینه -9-1-2

طراحی  BBDبرمن، طرح  -بهینه فاكتورهای انتخاب شااده در طراحی پلاكت نقطهبرای تعیین 

محلول نمونه، طول فیبر و زمان  pHای برمن، فاكتوره -و اجرا شاااد. بر اسااااس نتاایج طرح پلاكات  

برای یافتن نقطه  .باشااندمی HF-LPMEاسااتخراج به عنوان فاكتورهای مؤثر بر پاسااخ در اسااتخراج  

، لازم است كه اثر هر فاكتور در سه سط  مورد بررسی قرار گیرد. BBDبهینه فاكتورهای مؤثر در طرح 

( برای 3-9در جدول )برمن،  –با توجه به طرح پلاكت آن فاكتور  سااطوحمقدار هر فاكتور با توجه به 

 است. بنكن آورده شده -طرح عاملی باكس

 بنكن -های مؤثر بر طرح عاملی باكس فاكتور: سط  3-9جدول 

 (-4سط  پایین ) (0سط  میانی ) +(4سط  بالا ) فاكتور

A 2/6 5/1 4/2 

B 0/3 0/7 0/5 

C 60 10 20 
 

شااود بنكن انجام می -هایی كه بر اساااس طرح باكسكه در تمام آزمایش ذكر اساات شااایان

. دگیرنبا توجه به اثر این فاكتورها در نمودار پارتو، در ساط  مناسب خود قرار می  مه  غیر فاكتورهای

بوده ، شاامل سارعت همزن مغناطیسای و درصاد نمک افزوده شده     روشدر این  مه  فاكتورهای غیر

فاكتور  و (% 0/4آن ) با توجه به اثر این فاكتورها در نمودار پارتو، اثر نمک در سااط  پاییناساات كه 

  .قرار گرفت دور در دقیقه( 4000) در سط  بالای خودمغناطیسی سرعت همزن 

 

 (BBDبنكن ) -اجرای طرح باكس -9-1-2-4

و دو تكرار و دو نقطه مركزی  در دو بلو  ، با سه فاكتورMinitab 16 افزاررمدر ن BBDطراحی 

را  BBDهای مربوط به طرح عاملی ( ماتریس و سیگنال40-9آزمایش، اجرا گردید. جدول ) 24شامل 
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 ،آزمایش 24تمامی  دهد.نمایش می HF-LPMEبرای تیكلوپیدین و لوزارتان در استخراج با روش 

 بر اساس روش كار زیر انجام گردید.میكرواستخراج 

 میلی 0/4گرم بر لیتر تیكلوپیادین و  میلی 0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یاک فرف نموناه،   

گرم  4/0مورد نور، مقدار  pHلیتر بافر فسفاتی با میلی 0/2گرم بر لیتر،میلی 0/5لیتر محلول لوزارتان 

لیتر رسااانده شااد. به میلی 0/40ار تقطیر به حج  نمک سادی  كلرید افزوده شااد و سایس با آب دو ب  

ساااازی آماده 9-9پروپیلن در ابعاد مورد نور بریده و مطابق بخش موازات تهیاه نموناه، فیبرهای پلی  

شد اكتانول به صورت عمودی قرار داده  -4داخل یک میكروتیوپ حاوی حلال آلی سیس فیبر شدند. 

اكتانول( به داخل میكروسرن   -4حین، فاز گیرنده )حلال آلی)و در این  شود تا كاملا به حلال آغشته

كشیده شد. سیس حلال به داخل فیبر تزریق شد و انتهای فیبر با فویل آلومینیومی كوچک بسته شد. 

س كل سی ط یک گیره به پایه نگهداشته شد.فیبر داخل محلول آنالیت قرار داده و میكروسارن  توسا  

رف آزمایش روی یک همزن مغناطیسی قرار داده شد. سرعت چرخش مجموعه، یعنی میكروسرن  و ف

دور در دقیقه تنوی  گردید. بعد از اتمام زمان اساااتخراج، فیبر از داخل  4000محلول روی سااارعت 

محلول آبی خاارج و انتهاای فیبر باا قیچی بریاده شاااده و فااز داخل فیبر )حلال آلی اكتانول حاوی      

لیتری )ویال( منتقل و میلی 5/4شااد. حلال به یک میكروتیوپ  ها( به داخل ساارن  كشاایده آنالیت

  .تزریق شد HPLCمقداری از آن با دقت به 
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 HF-LPMEبنكن برای تیكلوپیدین و لوزارتان در استخراج با روش  –ماتریس طرح باكس  :40-9جدول 

 شماره

 آزمایش

 
A B C 

 پاسخ

 نتیكلوپیدی

 پاسخ

 لوزارنان

4 0 0 0 52/425 07/1597 

2 0 0 0 66/4447 5/1667 

9 4+ 0 4- 05/2400 63/612 

1 0 4- 4- 93/540 05/4300 

5 4+ 0 4+ 90/1400 02/4110 

6 4+ 4- 0 72/2600 14/495 

7 0 4+ 4- 00/634 59/4316 

4 4- 4- 0 01/495 31/9444 

3 4- 0 4- 17/472 77/2427 

40 4- 0 4+ 05/260 12/9361 

44 0 4+ 4+ 26/4200 14/9444 

42 4+ 4+ 0 62/2739 50/4200 

49 4- 4+ 0 64/949 06/9949 

41 0 4- 4+ 00/400 20/4562 

45 4- 0 4+ 21/409 94/2726 

46 4+ 0 4- 61/2606 62/644 

47 0 4- 4+ 72/4440 42/4456 

44 4+ 4+ 0 71/2613 00/4426 

43 0 4+ 4- 20/410 7/4345 

20 4- 0 4- 76/454 40/2255 

24 0 0 0 35/4062 05/1994 

22 0 4- 4- 39/103 37/4150 

29 4- 4- 0 37/426 62/9200 

21 4+ 0 4+ 62/1000 35/4910 

25 4- 4+ 0 43/291 57/9246 

26 0 4+ 4+ 75/4500 49/9109 

27 4+ 4- 0 23/2110 66/649 

24 0 0 0 57/715 39/9450 

 

ایج . نتارزیابی شدند پارامترهای آماریآنالیز  با استفاده ازها كنشبررسای اهمیت اثرات و بره  در این 

 تمام، ، طول فیبر، زمان استخراجpHدهند كه اثرات نشاان می  (42-9و ) (44-9این آنالیز در جدول )
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كمتر از  pدارای مقدار  برای هر دو پاساااخ تیكلوپیدین و لوزارتان ن دوم فاكتورهااتو یهاا كنشبره 

برای پاساااخ  pHكنش دوتایی زمان و همچنین بره  دار هساااتند.بوده و باه طور آماری معنی  05/0

 05/0كمتر از  pدارای مقدار  كنش دوتایی زمان و طول فیبر برای پاساااخ لوزارتانتیكلوپیدین و بره 

از  بیشااتر pدارای برای هر پاسااخ كنش های دوتایی بره  سااایر دار هسااتند.معنیبوده و به طور آماری 

  باشد.می 05/0

 

 بنكن برای تیكلوپیدین -پارامترهای آماری برای طرح عامل باكس:44-9جدول 

 T P خطای استاندارد ضریب عبارت

Constant 40/4990 60/4219 070/4 900/0 
Block 21/44 99/90 604/0 556/0 

A 45/4316- 43/210 409/4- 000/0 
B 69/704 33/214 433/2 040/0 
C 90/14- 43/47 903/2- 091/0 

AA 49/215 35/24 433/44 000/0 
BB 37/51- 46/45 166/9- 009/0 
CC 27/0 46/0 747/4 401/0 
AB 45/94   63/46 466/4 073/0 
AC 15/4 67/4 061/5 000/0 
BC 42/0- 12/4 045/0- 399/0 

 

-( داده شده است، ساده44-9با ح ف عوامل غیر مه  و با اساتفاده از ضارایبی كه در جدول )  

 مربوط به پاسااخ تیكلوپیدین HF-LPMEترین مدل برای اندازه گیری تیكلوپیدین و لوزارتان به روش 

 .همان متغیر پاسخ است ،Rدرصد  دلهااین معشود كه در به صورت زیر پیشنهاد می

:و معادله آن برای پاسخ تیكلوپیدین ضرایب تعیین مدل  

 R2= 4/34 %                                                                                             Radj
2 = 20/43 % 
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Response = 4990/40 -4316/45 A+ 704/69 B - 14/90 C – 215/49 A2 + 94/45 AB + 

4/15 AC – 51/37 B2–0/42 BC + 0/27 C2                                                 (3-9)  

 

 بنكن برای لوزارتان -پارامترهای آماری برای طرح عامل باكس: 42-9جدول 

 T P خطای استاندارد ضریب عبارت

Constant 4/47992- 34/2670 143/6- 000/0 
Block 4/441 41/65 769/4 036/0 

A 5/9943 46/545 574/6 000/0 
B 4/2347 71/543 717/5 000/0 
C 3/431 12/94 079/5 000/0 

AA 2/150- 41/17 550/3- 000/0 
BB 9/293- 06/91 026/7- 000/0 
CC 3/2- 91/0 134/4- 000/0 
AB 2/26   41/95 794/0 175/0 
AC 3/2- 54/9 404/0- 191/0 
BC 9/40 05/9 944/9 001/0 

 

مربوط به  HF-LPMEترین مدل برای اندازه گیری تیكلوپیدین و لوزارتان به روش -همچنین ساده

 .شودپاسخ لوزارتان به صورت زیر پیشنهاد می

و معادله آن برای پاسخ لوزارتان: ضرایب تعیین مدل  

 R2= 96/35 %                                                                                             Radj
2 = 69/32 % 

Response = – 47992/4 + 9943/5 A+ 2347/4 B + 431/3 C – 150/2 A2 + 26/2 AB - 

2/3 AC – 293/9 B2 + 40/9 BC – 2/3 C2                                             (40-9) 

 

 ضریب تعیین:

یا ضاااریب تعیین  2Rباشاااد، یكی از پارامترهایی كه بیان كننده مناساااب بودن یک مدل می

به بیان علمی، تغییرات شارح داده شاده كساری از تغییرات كلی پاسخی است كه در مدل     باشاد. می

 ( قابل محاسبه است.44-9طریق معادله )شده است و به توضی  داده
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 R2 =
SSregr

SS
                                                                                                          ( 9-44 ) 

 ( بازآرایی كرد:42-9را به صورت معادله ) 2Rتوان رابطه (، میresi+ssregss=ssبا توجه به رابطه )

 R2 =
(SS − SSresid)

SS⁄                                                                                            ( 9-42 ) 

تر باشد، بهتر است. شود، هرچه مقدار این مؤلفه به یک نزدیکبنابراین همانطور كه ملاحوه می

( صفر باشد و مدل residSS) هاباقیماندهپ یر است كه مجمو  مربعات زیرا این حالت در صورتی امكان

 گیریاندازه تیكلوپیدین در ( برای پاسخ2Rمقدار ضریب تعیین )تعریف شده، مدل مناسبی است. 

درصد تغییرات در متغیر  4/34دهد درصد می باشد كه نشان می 4/34تیكلوپیدین و لوزارتان  همزمان

 ( برای پاسخ2Rمقدار ضریب تعیین )همچنین  .شودتواند توسط متغیر مستقل توضی  داده وابسته می

 .درصد می باشد 96/35تیكلوپیدین و لوزارتان  همزمان گیریاندازه لوزارتان در

یابد ، اعتبار این پارامتر افزایش میكنی ، درجات آزادی را دخیل 2Rحال اگر در رابطه مربوط به 

adjو مفهوم جدیدی به نام 
2R ( 49-9به صورت معادله )4ضریب تعیین تعدیل شده شود.معرفی می :

ینی ب های مختلف با تعداد متفاوت متغیر پیشاز پارامترهایی است كه در ارزیابی و مقایسه مدل ییك

)ضریب تعیین( تعداد پارامترهای موجود در مدل را به حساب  2Rاز آنجایی كه اما  .شوداستفاده می شده

را تصحی  نماید تا بیشترین  Rسعی دارد مربع كه  شودتعدیل شده محاسبه می 2Rمقدار  ،آوردنمی

ب تعیین تعدیل شده طبق رابطه بدین منوور از ضری . ل امیزان انطباق مدل را در جمعیت انعكاس دهد

 شود.برای انتخاب مدل برتر استفاده می (9-49)

 Radj
2 =

SSregr

P−1
SS

N−1

                                                                                                           ( 9-49 ) 

                                                 
4-Adjusted R squard   
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( 41-9(، به رابطه )42-9بیانگر درجه آزادیساات. پس از بازآرایی رابطه ) P-1و  N-1كه در این رابطه 

 ؛[70] یابی دست می

 Radj
2 = 1 − R2(

N−1

N−P
)                                                                                            ( 9-41 ) 

adjشود مقدار عددی مفهوم طور كه در این رابطه ملاحوه میهمان
2R  2از مقدارR  كمتر است و عموما

 ، مقدار2Rبرخلاف باشند. در یک مدل معتبر و مناسب این دو مفهوم باید از نور عددی به ه  نزدیک 

2R ( 69/32و برای پاسخ لوزارتان برابر با % 2/43كه مقدار آن برای پاسخ تیكلوپیدین برابر با تعدیل شده 

  كوچكتر شود. تعداد فاكتورها( ممكن است با اضافه شدن باشدمی %

 ارزیابی مدل -9-1-2-2

ای هنمونه بینیتوانایی پیشدسات آمده، مدل مناسابی است كه   هبرای اطمینان از اینكه مدل ب

زیر باید  هایرزیابی كرد. در ارزیابی مدل فرضااایهمختلفی از یک جمعیت را داراسااات، باید مدل را ا

 .[74] محقق شود

 پاسخ حاصل به خوبی با مدل توضی  داده شود. -4

 داده پرت وجود نداشته باشد. -2

 ها نرمال باشد.ماندهتوزیع باقی -9

 واریانس همگون باشد. -1

 رات خطاها مستقل باشد.یتغی -5

ها استفاده گردید كه ماندهدسات آمده از روش تحلیل واریانس و بررسای باقی  هبرای ارزیابی مدل ب

به وسایله آنها صحت نتایج ارائه شده توسط مدل   بوده وهای كمی ها از طریق شااخص این ارزیابی

  .گیرندمورد سنجش قرار می
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 تحلیل واریانس -الف -9-1-2-9

مدل ریاضاای برای اسااتخراج تیكلوپیدین و لوزارتان    یک ،اصاالی  فاكتورهایبا در نور گرفتن 

( كه به ترتیب مربوط به پاساااخ 41-9و )( 49-9این مدل در جدول ) Pو  Fهای . آمارهدسااات آمدهب

مقادیر نی بیمدل انتخاب شده توانایی محاسبه و پیش كه دهدنشان میتیكلوپیدین و لوزارتان هستند، 

ها در نور گرفته در روش آنالیز واریانس اثرات خطی، درجه دوم و برهمكنش باشااد.پاسااخ را دارا می

 اند.شده

 ج

وش استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان با ر پاسخ تیكلوپیدین در آنالیز واریانس طرح عاملی پیشنهادی برای :49-9جدول 

HF-LPME 

P F Adj MS Adj SS DF Source 

556/0 096/0 3942 3942 4 block 

000/0 79/465 1264629 94147606 3 Regression 

000/0 29/99 455434 2567672 9 Linear 

000/0 44/59 4963537 1404730 9 Square 

004/0 74/3 250499 750933 9 Interaction 

  25756 197454 47 Residual Error 

404/0 63/4 24713 194210 45 Lack-of-Fit 

  6647 6647 2 Pure Error 

    27 Total 

 

آنالیز واریانس طرح عاملی پیشنهادی برای پاسخ لوزارتان در استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان با روش  :41-9جدول 

HF-LPME 

P F Adj MS Adj SS DF Source 

036/0 44/9 963242 963242 4 block 

000/0 17/94 1570390 14494972  3 Regression 

000/0 94/22 2654177 7375192 9 Linear 

000/0 24/54 6049414 44254521 9 Square 

024/0 20/1 133932 4134475 9 Interaction 

  444407 2043725 47 Residual Error 

974/0 01/2 426933 4435345 45 Lack-of-Fit 

  64470 429710 2 Pure Error 

    27 Total 
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اثرات برای  Fمقدار آماره  دهد كه با توجه بهبه خوبی نشاااان می( 41-9و )( 49-9جدول )های داده

برای هر دو پاسااخ بیشااترین بوده و تاثیر بیشااتری روی فاكتورها  (Squareیا اثرات مربع ) درجه دوم

 974/0)بوده  05/0مربوط به عدم تناسااب مانند طرح پلاكت برمن بیشااتر از  Pمقدار همچنین  دارد.

های دهنده انطباق خوب مدل و دادهنشااانو ( برای پاسااخ تیكلوپیدین 404/0برای پاسااخ لوزارتان و 

 باشد.تجربی می

 هاماندهبررسی باقی -ب -9-1-2-1

 فرض های زیربنایی است ،آنچه كه در ابتدا برای انجام هر رگرسیون بایستی در نور گرفته شود

كه تحلیل ها براساااس آن ها انجام می پ یرد. این نكته ای بساایار مه  اساات كه متاساافانه اكثرا در   

می ساااازد. فرض های زیربنایی برای یک  دار را خدشاااه آن و نتایج گرفتهمورد غفلت قرار  هاتحلیل

 :[70] دهنده خطای مدل استنشان  εكه درآن  الگوی رگرسیون به صورت زیر است

 .است صفر میانگین دارای ε یخطا جمله -4

 .است ثابت واریانس دارای ε یخطا جمله -2

 .اند 4ناهمبسته ε یخطا جمله( 9

 .است نرمال توزیع دارای ε یخطا هجمل( 1

های بیان شده  فوق را تایید ها، فرضماندهباقی اگر الگوی برازش داده شاده مناساب باشد باید  

بینی است كه برابر با اختلاف بین مقدار ( در واقع همان خطای تصاادفی در پیش iRمانده )باقی. كنند

 .است (Ri = yi - ŷi) بینی شده با مدلمشاهده شده و مقدار پیش

                                                 
Uncorrelated -4  
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های ت و از این روی هر انحراف از فرضخطاهای الگو در نور گرف توان نمایندهها را میماندهباقی

برای یک مدل آماری صحی  این  .ها دیده شاود ماندهباقیرگرسایون در مورد خطاها باید در   چهارگانه

برای این كه ببینی  الگوی رگرسیون تا چه یک راه مناسب  مقدار باید كوچک و توزیع آن نرمال باشد.

 .ها می باشدماندهباقی، رس  نمودار ها خوب استه برای برازش دادهانداز

 نمودار احتمال نرمال 

ها، روش مفیدی برای بررسااای فرض نرمال بودن رسااا  نمودار احتماال نرمال برای باقیمانده 

ها معمولا سی نرمال بودن، از طریق باقیماندهشود. در تحلیل واریانس، انجام بررمشاهدات محسوب می

ها نرمال باشاد، آنگاه نمودارحاصاال به صورت  تر باشاد. اگر توزیع باقیمانده تر و راحتتواند اثربخشمی

شود. در زمان ارزیابی این نمودار بایستی به جای نقاط دور افتاده، بر مقادیر یک خط راسات فاهر می 

برای هر دو پاسااخ د كه توزیع خطاها ندهنشااان می( 4-9و )( 7-9) هایمركزی تاكید داشاات. شااكل

تقریبا نرمال اسات. یک مسرله بسیار متداول در نمودارهای احتمال نرمال، یک  تیكلوپیدین و لوزارتان 

امند. نای را غالبا یک نقطه دور افتاده می، چنین باقیماندهو هاساااتبااقیمانده بزر  در بین باقیمانده 

تواند به طور جدی تحلیل واریانس را با مشاااكل مواجه كند. در ا چند نقطه دور افتاده میوجود یک ی

ها یا ثبت تواند اشاتباه در محاسبات، كد كردن داده برخی مواقع، دلیل وجود مشااهدات دور افتاده می 

 .[70و 63] ها باشدداده
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در طراحی  HF-LPMEتیكلوپیدین و لوزارتان با روش  گیریتغلیظ و اندازهپیشبرای  : نمودار احتمال نرمال7-9شكل 

 مربوط به پاسخ تیكلوپیدین. بنكن -باكس
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 یطراح در HF-LPME روش با لوزارتان و نیدیكلوپیت یرگیاندازه و ظتغلیشیپ یبرا نرمال احتمال نمودار: 4-9شكل 

 .لوزارتان پاسخ به مربوط بنكن -باكس
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 نمودار باقیمانده در مقابل مقدار برازش شده 

ها یک راه مناسااب برای این كه مدل رگرساایون پیشاانهاد شااده تا چه میزان در برازش داده   

-9و ) (3-9)باشد. نمودار شكل میباقیمانده در مقابل مقدار برازش شده قدرتمند اسات، رس  نمودار  

 برای اساااتخراج تیكلوپیدین و لوزارتان با روش، نمودار باقیمانده در مقابل مقدار برازش شاااده را (40

LPME-HF هاماندهباقیرساا  نمودار دهد. نشااان می مربوط به دو پاسااخ تیكلوپیدین و لوزارتان Riها 

(,…,n2,4=i )متنافر یعنی در مقابل مقادیر برازش شااده ŷi  ها در پی بردن به انوا  متداول مناسااب

 0این نمودار بایسااتی نساابت به نقطه نبودن الگو مفید اساات. اگر مدل برازش شااده مناسااب باشااد 

Ri= نباشند. این وضعیت ثابت بودمتقارن بوده و نقاط حول این نقطه به طور یكنواخت پراكنده شده 

های رگرسیون ثابت بودن خطاهاست و با توجه به اینكه یكی از فرضیه .هدواریانس خطاها را نشان می

ها دارای واریانس ثابت هستند كه به باقیمانده در برابر مقادیر برازش شاده، وقتی باقیمانده نمودار  در 

نمودار قابل قبول در این قسمت دارای  شند. بنابراینصفر پراكنده شده باطور تصاادفی در اطراف خط  

-9ی )هاشكل دهد.های افزایشی )به شكل یک قیف( را نشان نمیافتاده و یا الگوی باقیماندهنقطه دور

ساختار می ها از الگوی خاصای برخوردار نیسات و بی  ماندهد كه نمودار باقیندهنشاان می  (9-40) (3

 .[70و  63] و همچنین پراكندگی دو طرف خط صفر تقریبا ثابت است باشد
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 نكنب-در طراحی باكستیكلوپیدین و لوزارتان  استخراجنمودار باقیمانده در مقابل مقدار برازش شده برای  :3-9شكل 

 خ تیكلوپیدینمربوط به پاس
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 بنكن-باكس یطراح در لوزارتان و نیدیكلوپیت استخراج یبرا شده برازش مقدار مقابل در ماندهیباق نمودار: 40-9شكل 

 مربوط به پاسخ لوزارتان
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  زمانینمودار باقیمانده در برابر ترتیب 

اقع ها مفید وتواند در شناسایی همبستگی بین باقیماندهها میها بر اسااس ترتیب زمانی آن رسا  داده 

فرض  ها و به معنای نقضهای مثبت و منفی بیانگر همبستگی مثبت بین باقیماندهشود. وجود تسلسل

كردن آن معمولا  شود و بر طرفاین مسرله یک مشكل جدی بالقوه محسوب می استقلال خطاها است.

آوری داده از بروز چنین مشاااكلی ای نیسااات. بنابراین باید ساااعی شاااود تا در زمان جمعكار سااااده

تواند گام مهمی جهت دسااتیابی به اسااتقلال گیری كرد. تصااادفی سااازی مناسااب آزمایش می پیش

در  دهد.نمایش میها بر حسب زمان را نمودار باقیمانده( 42-9و )( 44-9) هایشكل مشااهدات باشد. 

و یا فرآیند مورد مطالعه برخی مواقع، مهارت آزمایشااگر ممكن اساات با پیشاارفت آزمایش تغییر كند  

ود بینی باشد. وجممكن اسات قادر به حفظ شارایط خاصای نباشد و یا به عبارت دیگر، غیر قابل پیش   

چنین شاارایطی نمودار  شااود تا واریانس خطا با گ شاات زمان تغییر كند. درچنین شاارایطی باعث می

ها بر حساااب زمان، تغییرات زیادی را در یک طرف نمودار در مقایساااه با طرف دیگر از خود باقیمانده

شود ها مشاهده میهمبستگی كمی بین داده( 42-9و ) (44-9) هایبا توجه به شاكل دهد. نشاان می 

 .[63] دهنده استقلال خطاهاستكه نشان
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-HFتیكلوپیدین و لوزارتان با روش  گیریتغلیظ و اندازهپیشبرای  نمودار باقیمانده در برابر ترتیب زمانی :44-9شكل 

LPME مربوط به پاسخ تیكلوپیدین بنكن -در طراحی باكس 
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-HF روش اب لوزارتان و نیدیكلوپیت یرگیاندازه و ظتغلیشیپ یبرا یزمان بیترت برابر در ماندهیباق نمودار: : 42-9شكل 

LPME لوزارتان پاسخ به مربوط بنكن -باكس یطراح در 
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 نمودارهای رویه پاسخ -9-1-2-5

های بین خود متغیرها پاسخ سه بعدی برای نشان دادن رابطه و بره  كنش رویههای از منحنی

 رویه پاسخ هایبر اساس نمودارشود. و نیز اثر این متغیرها به صاورت تک تک روی پاساخ استفاده می  

دقیقه  10در زمان ثابت  (41-9پاسخ لوزارتان ) نمودار ،(41-9و ) (49-9) هایمدل مربوطه، در شكل

نمودار  یابد.و بعد از آن كمی كاهش می یافتهافزایش  متر، پاساااخساااانتی 1/7با افزایش طول فیبر تا 

 طول و طول فیبر، پاسخ با افزایش طول فیبر افزایش و در نهایت pHپاسخ تیكلوپیدین برای اثر مقابل 

به  5/1تا  pHافزایش ، (41-9متر به عنوان طول فیبر بهینه انتخاب شد. با توجه به شكل )سانتی 1/7

، سبب افزایش در میزان پاسخ شده و پس برای رفتن از فاز آبی به فاز آلی لوزارتانعلت پروتونه نشدن 

آن نسبت به تیكلوپیدین،  [21] شدن لوزارتان با توجه به ثابت اسیدی پایین یونیزهبه دلیل  pHاز این 

همچنان افزایش یافته و  pHاما پاسخ تیكلوپیدین با افزایش  هستی .لوزارتان شاهد كاهش سط  پاسخ 

 بهینه انتخاب گردید. pHبه عنوان  3/1برابر با  pH در نهایت
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برای  pH(A) و (B)بریف طول مقابل در لوزارتان و نیدیكلوپیت گیریتغلیظ و اندازهپیش پاسخ هیرو منحنی: 49-9شكل 

 پاسخ تیكلوپیدین
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 pH (A)و (B) بریف طول مقابل در لوزارتان و نیدیكلوپیت یرگیاندازه و ظتغلیشیپ پاسخ هیرو یمنحن: 41-9شكل 

 لوزارتانبرای پاسخ 

  

 pHپاساااخ برای تیكلوپیدین و لوزارتان در مقابل  رویه منحنی (46-9و ) (45-9) هایشاااكل

كه رویه پاسخ برای تیكلوپیدین را  (45-9) نمودار دهد. درمحلول نمونه و زمان اساتخراج رانشاان می  

 یافته و همزمان پاسخپاسخ آشكارساز با شیب تندی افزایش با افزایش زمان اساتخراج   دهدنمایش می

دقیقه  14( پاساخ لوزارتان با افزایش زمان استخراج تا  46-9در نمودار ) یابد.افزایش می pHبا افزایش 

همراه با افزایش زمان با  5/1محلول تا حدود  pHیابد. افزایش و پس از آن با شااایب ملای  كاهش می

ه یابد كو پس از آن با شیب بیشتری كاهش می شاود شایب بسایار ملایمی موجب افزایش پاساخ می   

یک فاكتور برای پاسااخ تیكلوپیدین  pHكنش زمان و . بره تواند به دلیل یونیزه شاادن لوزارتان باشاادمی

در  و برای پاسخ لوزارتان یک فاكتور غیر مه  (44-9در جدول  Pمه  )با توجه به مقدار احتمال مؤثر 

 باشد. روند استخراج می
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و زمان  (A)محلول نمونه pHابل قتیكلوپیدین و لوزارتان در م گیریتغلیظ و اندازهپیش پاسخ رویه منحنی: 45-9شكل 

 برای پاسخ تیكلوپیدین (C)استخراج
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 و( A)نمونه محلول pH مقابل در لوزارتان و نیدیكلوپیت یرگیاندازه و ظتغلیشیپ پاسخ هیرو یمنحن: 46-9شكل 

 برای پاسخ لوزارتان (C)استخراج زمان
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 و  (47-9) هایدر شااكلرویه پاسااخ برای اثر طول فیبر در برابر زمان انجام اسااتخراج  منحنی

 یابد. به عبارتیدهد كه سیگنال در گ ر زمان همراه با افزایش طول فیبر افزایش می، نشان می(9-44)

تی ف غلوهای ج ب شده در اثر اختلاآنالیت برای اینكهساط  فیبر با افزایش طول آن، زیادتر شده و  

بی تا طول تقری را ر سیگنال. این افزایش ددن، به زمان نیاز دارمنتقل شاوند  با حلال درون لومن فیبر،

شاهد هستی  اما از این طول به بعد با افزایش زمان استخراج، استخراج  با گ شت زمانمتر سانتی 1/7

این كاهش شدید برای پاسخ لوزارتان  .كندشدت افت میه گنال حاصل بیپاساخ طول فیبر در برابر سا  

ده شدن حلال از سط  فیبر با افزایش زمان تواند به دلیل كنمی نیز علت آن( را شاهد هستی  9-44)

 .[72]درون محلول باشد ایجاد حباب هوای بزر  در اثر چرخش مگنتو در اثر 
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و طول  (C) مقابل زمان استخراجو لوزارتان در  تیكلوپیدین گیریتغلیظ و اندازهپیشپاسخ  رویه منحنی: 47-9شكل 

 برای پاسخ تیكلوپیدین( B) فیبر
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 بریف طول و استخراج زمان مقابل در لوزارتان و نیدیكلوپیت یرگیاندازه و ظتغلیشیپ پاسخ هیرو یمنحن: 44-9شكل 

 برای پاسخ لوزارتان

 

 سط  بهینه فاكتورهای مؤثر -9-1-2-6

، مختصاات شرایط بهینه فاكتورهای مؤثر در استخراج تیكلوپیدین و  ریاضای  بر مبنای این مدل

 در جدول محاسااابه گردید. نتایج  Minitab 16افزار با اساااتفاده از نرم ، HF-LPMEلوزارتان با روش 

دین گیری تیكلوپیتوان به حساسیت بهتری برای اندازهمی در شرایط بهینه است.شده گزارش( 9-49)

نتایج حاصاال از تغییر یک فاكتور در زمان به خوبی با  ،پیدا كرد. مقایسااه این نتایجدساات و لوزارتان 

بنكن، تا -با اسااتفاده از مدل باكسدهد كه شاارایط بهینه به دساات آمده از طرح آزمایش  نشااان می

 رهایفاكتوكه نشان دهنده این است كه بین  بودهسازی تک متغیری هحدودی متفاوت از شرایط بهین

گیری شده بره  كنش وجود داشته است و در نتیجه شرایط بهینه بدست آمده از مؤثر بر پاساخ اندازه 

 روش طرح آزمایش به مقدار بهینه واقعی نزدیک تر است.
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 بهینه در طراحی فاكتوریل مقادیر: 45-9جدول 

 بهینه طرح فاكتوریل مقادیر بهینه تک متغیری مقادیر فاكتور

pH 50/1 36/1 

 4000 4000 (rpmسرعت همزن )

 0/5 0/4 (w/v%نمک افزوده شده)درصد 

 0/4 1/7 (cmطول فیبر )

 60 14 (minزمان استخراج )

 

دسااات آمده از مقادیر بهینه در روش تک متغیری برای ای بهسااایگنال تجزیهقاابل ذكر اسااات كه  

ای با باشاااد. در روش طراحی آزمایش، سااایگنال تجزیهمی 2460و برای لوزارتان  4025تیكلوپیدین 

برای داروی  9497برای داروی تیكلوپیدین و  2174افزایش نسااابات به مقدار تک متغیری به مقدار  

ها در طراحی آزمایش كنشبا توجه به در نور گرفتن بره  این افزایش سیگنال دسات آمد. لوزارتان به

 قابل توجیه است.

 تیكلوپیدین و لوزارتان های موثر بر پیش تغلیظ و اندازه گیریتوجیه فاكتور -9-1-9

 بررسی اثر نو  حلال استخراج كننده -9-1-9-4

 -4دودكانول،  -4دكانول،  -4اكتانول،  -4های برای بررساای نو  حلال اسااتخراج كننده، حلال

های هگزان، اتیل استات و تولوئن به دلیل نقطه قرار گرفتند. حلال زمونهیتانول مورد آ -4آندكانول و 

ها لالبا این ح انجام استخراج بعد از هابرای آنالیت پاسخیجوش پایین در ساط  فیبر تثبیت نشده و  

دو مرحله تهیه محلول نمونه )فاز دهنده( و  ،سااازیبهینه عمل اسااتخراج جهت ثبت نشااد. برای انجام

در فرف آزمایش، انجام شاااد. برای تهیه محلول نمونه  یكدیگرفیبر توخالی، به موازات  ساااازیآمااده 

لیتری میلی 0/40های مادر ساخته شد و فرف هر دو دارو از محلول گرم بر لیترمیلی 0/40های محلول

نساابت به  گرم بر لیترمیلی 5/0 گرم بر لیتر ومیلی 0/4ن نساابت به تیكلوپیدیحاوی محلول آزمایش 

 0/40به محلول افزوده و با آب مقطر به حج   =pH 0/9 با لیتر بافر فساافاتی میلی 0/4. بودلوزارتان 
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 (،9-9سازی ذكر شده در قسمت )پس از آمادهمتری سانتی 0/6 یدر اندازه فیبرها را لیتر رسید.میلی

 .میكرومتر( از حلال پر گردید 900ای به شاااعا  )مطابق با حج  اساااتوانهمیكرولیتر  0/46به مقدار 

لول روسرن  به داخل محهمراه با میك و فیبر  شاد  با یک فویل آلومینیومی كوچک بساته  انتهای فیبر

كه آزمایش  ساارن  به گیره پایه متصاال شااد و به فرف گرفت.ی همزن مغناطیساای قرار نمونه در رو

دور در دقیقه تنوی  و  300دور همزن روی ، انتقال یافت. بودمتری ساااانتی 7/0توی یک مگنت مح

به یک  ، فاز پ یرنده به داخل سااارن  كشااایده شاااد ودقیقه )زمان اساااتخراج( 60ز گ شااات پس ا

تزریق شاد. این شرایط برای   HPLCبه دساتگاه   به مقدار مورد نیاز میكروتیوپ منتقل گردید. سایس 

ت ای ثباختلاف ساایگنال آنالیت و شاااهد به عنوان ساایگنال تجزیه  عینا تكرار شااد.د نیز نمونه شاااه

مشاهده شد كه در این مرحله  پیوست( آورده شده است-4پیوست( و شكل )-4كه در جدول ) گردید.

ها به خوبی در سط  فیبر هیتانول به دلیل داشاتن نقطه جوش پایین نسابت به ساایر حلال   -4حلال 

دودكانول به دلیل داشتن نقطه انجماد -4حلالتری دارد. همچنین نبوده و درصاد بازیابی پایین پایدار 

دكانول است -4و اكتانول  -4 پایین و یخ زدن داخل سرن ، سیگنال و درصد بازیابی كمتری نسبت به

ن حلال ه عنواب ،دكانول-4اكتانول با اختلاف درصد بازیابی كمی نسبت به حلال -4و در نهایت حلال 

 .انتخاب شدننده كاستخراج

 HF-LPMEشاااود، یک فاكتور بحرانی در نو  حلال آلی كاه كه در داخل مناف  فیبر ثابت می 

 لل و فرجخپروپیلنی باشد تا به آسانی درون باشد. از این رو قطبیت فاز آلی بایستی شبیه فیبر پلیمی

فراریت ك  و غیرقابل امتزاج با  باید دارایهمچنین حلال و آن را آغشااته كند.  نفوذ نمودهغشاااء فیبر 

 جدا نشود. فیبر و نیز به راحتی از سط  باشدآب )محلول آبی نمونه( 

 فاز آبی بر میزان استخراج pHبررسی اثر  -9-1-9-2

میلی  0/4استفاده شد.  pH ،0/4-0/2 ناحیهمحلول نمونه ، از بافر فسافاتی در   pHدر بررسای  
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، لوزارتانگرم بر لیتر میلی 0/5میلی لیترمحلول  0/4و گرم بر لیتر تیكلوپیدین میلی 0/40محلول لیتر

 0/40به حج  نهایی  وآزمایش منتقل  فرفبه  0/4تا  0/2بین  pHلیتر محلول بافر فسفاتی میلی 0/4

، استخراج با دور مترسانتی 0/6سازی فیبرها با طول تهیه محلول نمونه و آمادهپس از  میلی لیتر رسید.

ذكر شده است،  (4-9-1-9قسامت ) مطابق آنچه كه در  دقیقه 60و زمان اساتخراج   rpm300همزن 

مایع دستگاه كروماتوگرافی  بهاز حلال استخراج  lμ 0/5 ،به ویالفاز پ یرنده  پس از انتقالانجام شاد.  

اندازه گیری و اختلاف وش نیز به همین رساایگنال محلول شاااهد  ساایس .با كارایی بالا تزریق گردید

-2در جدول ) نتایجساایگنال محلول نمونه و شاااهد به عنوان ساایگنال تجزیه ای در نور گرفته شااد 

های فاز مایع با فیبر . به طور كلی در تمامی استخراجپیوسات( آورده شده است -2( و شاكل ) پیوسات 

بایستی آنالیت مورد نور در محلول  فاز آلی هرای اساتخراج بیشاتر آنالیت از فاز آبی ب  همواره بتوخالی 

مثال  این روش برای تركیبات اسیدی و بازی محدودیت دارد. برای .[66باشد ] نمونه خنثی )بدون بار(

های بدون بار یكی از )آنالیت نمونه در ناحیه بازی تا خنثی تنوی  شود pHتركیبات بازی بایساتی   در

باشااد(. در مییا همان فیبرها ( SLMپشااتیبانی شااده )ضااروریات یا شاارایط كارآمد برای غشاااء مایع 

ها ت، باعث انتقال آنالیآلی روی سط  غشاء با فاز پ یرندهسیست  دو فازی گرادیان غلوتی بین حلال 

 شود. می

انجام كار از خود نشاااان دادند.  pHدو داروی ما كور رفتاری متفاوت و مخالف یكدیگر در رنج  

با توجه به ثابت اساایدی پایین تر آن نسااابت به   برای لوزارتاندی ساایگنال در محیط اسااای بهترین 

بوده و در این موقع تیكلوپیادین در كمترین مقدار خود قرار گرفت. در نهایت دو دارو در   تیكلوپیادین 

pH ساایگنالی مطلوب داشااته و این  5/1 برابر باpH  به عنوان نقطه بهینه در روش یک متغیر در یک

انتخاب و پس از  4/2-2/6ساااازی چند متغیری بین برای بهینه pH ناحیهشاااد. زمان در نور گرفته 

-سباكبررسااای در مرحله غربالگری، به عنوان فاكتوری با اثر مه  و بالا انتخاب و در طرح فاكتوریل 

 .بدست آمدهینه به عنوان نقطه ب =pH 36/1 ،هاكنشبنكن با در نور گرفتن بره 
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 بررسی اثر نو  بافر -9-1-9-9

امل فر شبهینه، برای دستیابی به حساسیت بیشتر، نو  با pH، با توجه به pHپس از بررسی اثر 

روش كار  مرحله، مورد بررسی قرار گرفت. در این مورد نور pHدر فتالاتی  و بافرهای فسفاتی، استاتی

 به شیوه زیر بود:

گرم بر میلی 0/5لیتر محلول میلی و تیكلوپیدین گرم بر لیتر ازمیلی 0/40لیتر محلول میلی 0/4

لیتر محلول بافر از نو  فسفاتی، استاتی میلی 0/4به فرف استخراج انتقال داده و هر بار  لیتر از لوزارتان

لیتر میلی 0/40به آن اضاااافه شاااد. محلول با آب دوبار تقطیر به حج   5/1برابر با  pH با فتاالاتی و 

به دستگاه  میكرولیتر 0/5به مقدار  و فاز پ یرندهه انجام رساانده شد. عمل استخراج روی محلول نمون 

HPLC  با  .پیوست( آورده شده است-9پیوسات( و شكل ) -9)در جدول حاصاله   نتایج كه ،تزریق شاد

 وگرام نیزهای كروماتتوجه به نتایج بدست آمده، بافر فسفاتی دارای بیشترین سیگنال و همچنین پیک

ورد استفاده مسازی به عنوان بافر بهینه در سایر مراحل انجام بهینهبافر فسافاتی  بنابراین  ند.تر بودتیز

 قرار گرفت.

 بررسی اثر حج  بافر -9-1-9-1

 5/0در محدوده  5/1برابر با  pHدر این قسمت بعد از بررسی نو  بافر، اثر حج  بافر فسفاتی با 

 بررسی به صورت زیر بود:لیتر از بافر مورد بررسی قرار گرفت. روش كار در این میلی 0/9تا 

گرم بر میلی 0/5لیتر محلول میلی گرم بر لیتر از تیكلوپیدین ومیلی 0/40لیتر محلول میلی 0/4

لیتر، به فرف استخراج میلی 5/0-0/9فی از بافر فسافات در محدوده  های مختلو حج لیتر از لوزارتان 

و عمل اسااتخراج مطابق آنچه در  رسااانده شاادهلیتر میلی 0/40و با آب دوبار تقطیر به حج   اضااافه

برای محلول  میكرولیتر 0/5به میزان  و محلول پ یرنده نمونه گزارش شده، انجام شد pHمرحله تعیین 

مورد اسااتفاده قرار ای ساایگنال تجزیه تزریق و اختلاف بین آن دو به عنوان HPLCنمونه و شاااهد به 
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حاصله در نتایج  پیوست( آورده شده است.-1ت( و شكل )پیوس-1در جدول )بدست آمده نتایج  گرفت.

لیتر از میلی 0/2باشد. بنابراین حج  بیشاترین مقدار را داشته و پس از آن ثابت می  0/4-0/2محدوده 

به نور های بعدی انتخاب شد. بهینه بافر برای بررسای به عنوان حج   5/1برابر با  pHبافر فسافاتی با  

 از بافر برای ایجاد فرفیت بافری مناسب، كافی باشد. لیترمیلی 0/2رسد، می

 نمک بررسی اثر -9-1-9-5

گرم  40/0تا  0/0 ناحیهمقدار نمک افزوده شااده به فرف مورد اسااتخراج بین  برای این منوور

گرم بر لیتر از میلی 0/40پس از تهیاه محلول   نماک سااادی  كلریااد بااه محلول نموناه افزوده شاااد   

 0/2لیتر، میلی 0/4از هر دارو  به فرف آزمایش گرم بر لیتر لوزارتاان، میلی 0/5تیكلوپیادین و محلول  

مقدارهای  لیتر رساااانیده شاااد.میلی 0/40منتقل و به حج   5/1برابر  pHلیتر بافر فسااافات با میلی

بر فیسازی فیبر، پس از آماده افزوده شد. متفاوت از نمک به فرف آزمایش )محلول نمونه یا فاز دهنده(

سرعت چرخش همزن همچنین . گردید و درون محلول آزمایش قرار داده شاد پر  اكتانول -4از حلال 

فیبر ، عمل استخراج به پایان رسید. دقیقه 60 گ شتو پس از دور در در دقیقه تنوی  شاد  300روی 

 توساااطرا با یک قیچی برش داده و حلال آلی حاوی آنالیت را  را از محلول نموناه خارج و انتهای آن 

و نمودار نتایج  .شد تزریق HPLCدستگاه از آن به  lμ 0/5سیس . به ویال منتقل گردیدوسارن   میكر

تاثیر قدرت یونی بر راندمان استخراج  .پیوست( آورده شده است-5پیوست( و شكل )-5در جدول ) آن

 -Saltingاول با افزایش نمک پدیده  نیرویتوان تحت تاثیر دو نیروی مختلف بررسااای كرد. در را می

out افتد. به این ترتیب كه با كاهش حلالیت آنالیت در فاز آبی سبب افزایش توزیع به فاز آلی اتفاق می

دوم با افزایش قدرت یونی محلول آبی چگال تر و منجر به كاهش كارایی فرایند  نیرویشااود. و در می

پس از استخراج نشان دهنده  هایسیگنالشاود.  انتقال جرم و در نهایت كاهش راندمان اساتخراج می 

گرم نمک  50/0ها بود. در نهایت مقدار برای آنالیتافزایش یكنواخت با شیب ك  پاسخ كروماتوگرافی 

به عنوان مقدار بهینه در روش تک متغیری نور گرفته شاد. در بهینه سازی چند متغیری مقدار نمک  
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من به عنوان یک فاكتور غیر مؤثر در تعیین ساط  شد و در آزمون پلاكت بر  60/0تا  40/0در ساط   

 ها در نور گرفته شد.گرم نمک سدی  كلرید در ادامه آزمایش 40/0سط  پایین یعنی 

 بررسی اثر سرعت چرخش همزن -9-1-9-6

 400-4000تغلیظ تیكلوپیدین و لوزارتان در محدوده تاثیر سرعت چرخش همزن بر روی پیش

 شود:روش كار به این صورت گزارش می( مورد بررسی قرار گرفت. rpmدور در دقیقه )

گرم بر میلی 0/5لیتر محلول میلی گرم بر لیتر از تیكلوپیدین ومیلی 0/40لیتر محلول میلی 0/4

گرم نمک ساادی  كلرید به فرف اسااتخراج  5/0لیتر از بافر فسافات،  میلی 0/2و حج  لیتر از لوزارتان 

لیتر رسااانده شااده و عمل اسااتخراج مطابق آنچه در  میلی 0/40اضااافه و با آب دوبار تقطیر به حج  

دور  4000دهد كه در بدسات آمده نشان می  نتایجنمونه گزارش شاده، انجام شاد.    pHمرحله تعیین 

ش در آزمون به عنوان نقطه بهینه سرعت چرخ ل ا و دست آمدهبچرخش در دقیقه، بالاترین سیگنال 

پیوست( آورده شده -6پیوست( و شكل )-6در جدول ) نتایج حاصل از آن كهتک متغیری انتخاب شد 

مورد  rpm4000-400 سارعت چرخش در سطوح   (های چند متغیریآزمایش)در مرحله بعد،  .اسات 

لامت عبا توجه به برمن و -بررسای قرار گرفت كه با غیر مه  شاناختن این فاكتور توسط طرح پلاكت  

خود ثابت و برای rpm 4000 ضااارایاب حااصااال از این طرح، سااارعات چرخش در ساااط  بالای    

سرعت چرخش یا همزدن محلول به انتقال جرم از فاز  های بعدی مورد استفاده قرار گرفت.گیریاندازه

در محلول كه  هوا های بزر كند. در سااارعت های بالا به دلیل ایجاد حبابآبی به فاز آلی كمک می

 .[72]یابدهش می، انتقال جرم كاشودباعث كنده شدن حلال از سط  فیبر می

 بررسی اثر طول فیبر -9-1-9-7

بر میزان اساااتخراج در طول فیبر یا اثر حج  فاز گیرنده )حلال آلی اساااتخراج كننده( تااثیر  

، مورد بررسی قرار میكرولیتر از فاز پ یرنده 0/24و  0/44معادل حج   متریسانتی 0/1-0/40محدوده 
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 باشد:گرفت. روش كار در این بررسی به صورت زیر می

گرم بر میلی 0/5لیتر محلول میلی گرم بر لیتر از تیكلوپیدین ومیلی 0/40لیتر محلول میلی 0/4

گرم نمک سدی  كلرید به فرف استخراج  50/0لیتر از بافر فسافات،  میلی 0/2و حج  لیتر از لوزارتان 

ها را در ها، آنفیبربرای آماده سازی  لیتر رساانده شد. میلی 0/40اضاافه و با آب دوبار تقطیر به حج   

های های ذكر شااده برش داده و همانند موارد و نكات گفته شااده در قساامت روش كار، از گونه هزاندا

همراه احتمالی پاكساااازی و برای نشااااندن حلال آلی روی آن و نیز تزریق حلال در داخل لومن فیبر 

حاصل و نتایج انجام گرفت  شاده فیبرهای آمدههای نمونه با آماده شادند. عمل اساتخراج روی محلول  

ا ب تماس مساااحتو نیز افزایش  فاز پ یرندهمیزان افزایش طول فیبرها موجب افزایش كه نشااان داد 

د. یابنیز افزایش می در یک حج  ثابت از فاز دهنده )آبی( پاساخ آشاكارساز   كه شاود می محلول نمونه

 0/4سازی تک متغیری شد، كه در بهینهمتر حاصل ساانتی  0/3تا  0/7 ناحیهبیشاترین سایگنال بین   

-7پیوست( و شكل )-7در جدول ) دسات آمده هبنتایج  .شاد طول بهینه گزارش متر به عنوان ساانتی 

و با  تقریبا ثابت ماند مترسانتی 0/4از  فیبر فزایش طولاراندمان استخراج با  .پیوست( آورده شده است

، افزایش در طول فیبر سبب رقیق شدن فاز پ یرنده توجه به اینكه فرایند انتقال جرم ثابت مانده است

 0/5-0/3ساااط  این فاكتور در محدوده  در مرحله طراحی آزمایش و كااهش رانادمان خواهد شاااد.  

ورد م سازینهبهیمتر انتخاب شد. در مرحله غربالگری این فاكتور مه  شناخته شد و در مرحله ساانتی 

میكرولیتر از فاز  0/20)حج   مترسانتی 1/7آنالیز قرار گرفته كه در نهایت نقطه بهینه برای طول فیبر 

 .بدست آمد پ یرنده(

 بررسی اثر زمان استخراج -9-1-9-4

دقیقه مورد  40-70دو داروی م كور در محدوده گیری تغلیظ و اندازهاثر زمان استخراج بر پیش

 روش كار آن به صورت زیر انجام شد:بررسی قرار گرفت كه 
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 0/5لیتر محلول میلی 0/4 گرم بر لیتر از تیكلوپیاادین ومیلی 0/40لیتر محلول میلی 0/4

گرم نمک سااادی  كلرید به  50/0لیتر از بافر فسااافات، میلی 0/2و حج  گرم بر لیتر از لوزارتان میلی

در  لیتر رساانده شده و عمل استخراج میلی 0/40فرف اساتخراج اضاافه و با آب دوبار تقطیر به حج    

 در زدن بااه ه متر داخاال محلول ساااانتی 0/4بااا قرار دادن یااک فیبر بااه طول  هااای مختلفزمااان

rpm 4000 ، .دهد كه با افزایش زمان های بدست آمده نشان مینتیجه حاصال از سایگنال   انجام شاد

جدا شدن حلال روی  ه میزانب ، احتمالااز آندقیقه پاسخ آشكارساز نیز افزایش و بعد  60استخراج تا 

. زمان بهینه در روش یک متغیر در زمان، ماندثابت میسیگنال  افزایش یافته و ل ازمان گ شت با فیبر 

در  .پیوست( آورده شده است-4پیوست( و شكل )-4كه نتایج در جدول ) دقیقه در نور گرفته شد. 60

مرحله  در دقیقه انتخاب و 20-60مان استخراج در محدوده ز فاكتور بهینه ساازی چند متغیری سط  

-طراحی آزمایش با مدل باكس ساااازیمرحله بهینهغربالگری به عنوان فاكتور مه  انتخاب شاااد. در 

 .انتخاب گردیددقیقه به عنوان زمان بهینه استخراج  14زمان ، بنكن

 گیری داروهای تیكلوپیدین و لوزارتان بهبا توجه به مدل ریاضای پیشنهادی، شرایط بهینه نهایی اندازه 

 باشد.( می46-9شرح جدول )

 گیری تیكلوپیدین و لوزارتانشرایط بهینه نهایی سیست  برای اندازه :46-9جدول 

 مقدار بهینه فاكتور

 اكتانول-4 نو  حلال

pH 36/1 

 فسفاتی نو  بافر

 0/2 (mlبافر )حج  

 0/4 (w/w%قدرت یونی )

 4000 (rpmسرعت همزن )

 1/7 (cmطول فیبر )

 14 (minزمان استخراج )
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از  گرم بر لیتر میلی 0/4ها در شرایط بهینه و در غلوت كروماتوگرام مربوط به استخراج آنالیت

 ( آورده شده است.43-9در شكل )هر دو وارو 

 

 

 نهیبه طیشرا در لوزارتان و نیدیپ كلویت تریل بر گرمیلیم 0/4 غلوت در استخراج به مربوط كروماتوگرام: 43-9شكل 

 نانومتر 244 گیریاندازه موج طول. شیآزما یطراح از حاصل

 

 تغلیظپیش منحنی كالیبراسیونرس   -9-5

اندازه گیری تیكلوپیدین و لوزارتان، منحنی كالیبراسیون پس از دستیابی به شرایط بهینه برای 

ارزش و كارایی یک روش آنالیز با توجه به گساااتره دامنه خطی آن و حسااااسااایت و  رسااا  گردید.

باشد. این پارامترها با توجه به منحنی كالیبراسیون برای یک تكرارپ یری نتایج در آن قابل ارزیابی می

 باشد.روش قابل استخراج می

 تغلیظ تیكلوپیدینس  منحنی پیشر -9-5-4

های متفاوت از های نمونه با غلوتتغلیظ، محلولمنوور رس  منحنی كالیبراسیون پیشبه

گرم بر میلی 0/40محلول های معینی از تیكلوپیدین تهیه شد. بدین ترتیب كه در فرف آزمایش حج 

 4/0گرم بر لیتر، سدی  كلرید یلیم 5/7 تا 004/0گستره غلوتی تیكلوپیدین و لوزارتان برای ایجاد  لیتر

میلی لیتر رسانده شد  0/40اضافه شد و به حج    =3/1pH میلی لیتر محلول بافر فسفاتی با 0/2گرم و 
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ده فاز پ یرنها انجام شد. پس از جداسازی، و سیس عمل استخراج تحت شرایط بهینه بر روی این محلول

 ( و شكل47-9نتایج حاصل از این بررسی در جدول ). ی شدگیراندازه HPLCبا دستگاه درون فیبر 

 001/0-0/6همچنین معادله خط برای تیكلوپیدین در محدوده خطی  ( نشان داده شده است.9-20)

 :  زیر بدست آمد گرم بر لیتر به صورتمیلی

y = 2454/3Cticlopidine – 451/26                                                    R2 =0/337 

 

 اوت از تیكلوپیدینفهای متای بدست آمده برای غلوتهای تجزیهسیگنال :47-9جدول 

 (mg/l) غلوت تیكلوپیدین ایسیگنال تجزیه (mg/l) غلوت تیكلوپیدین ایسیگنال تجزیه

42/7003 5/2 69/10 001/0 

24/4663 0/9 45/47 004/0 

39/3537 5/9 76/407 04/0 

66/44036 0/1 67/443 05/0 

06/42543 5/1 49/243 04/0 

56/41992 0/5 26/126 4/0 

76/45312 5/5 36/402 5/0 

4/47256 0/6 99/4604 4/0 

56/43561 5/6 42/2159 0/4 

5/43796 0/7 33/9594 5/4 

46/43207 5/7 24/5317 0/2 
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 تغلیظ تیكلوپیدینمنحنی كالیبراسیون پیش :20-9شكل 

 

 تغلیظ لوزارتانرس  منحنی پیش -9-5-2

های شاهد و اسااتخراج برای محلولعمل تغلیظ لوزارتان، برای رسا  نمودار كالیبراسایون پیش  

 ، انجام شاااد.تیكلوپیدین گفته شااادتغلیظ آناالیات، مطاابق آنچه در قسااامت كالیبراسااایون پیش   

 های حاصاال در جدول ( و نتایج ساایگنال24-9تغلیظ لوزارتان در شااكل )نموداركالیبراساایون پیش

گرم بر لیتر به میلی 009/0-5/5. معاادله خط برای لوزارتان در محدوده خطی  آماده اسااات ( 9-44)

 :زیر بدست آمد صورت

y = 9571/4 Closartan + 407/76                                                                  R2 =0/334 
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 های متفاوت از لوزارتانای بدست آمده برای غلوتهای تجزیهسیگنال :44-9جدول 

 (mg/l) غلوت لوزارتان ایسیگنال تجزیه (mg/l) غلوت لوزارتان ایسیگنال تجزیه

17/7179 0/2 99/94 009/0 

67/3954 5/2 66/59 005/0 

55/40323 0/9 42/31 004/0 

05/42710 5/9 25/406 04/0 

55/41374 0/1 96/250 05/0 

55/44141 0/5 65/127 04/0 

47/44325 5/5 95/506 4/0 

57/43115 0/6 74/4760 5/0 

55/47463 5/6 43/2476 4/0 

25/46634 0/7 56/9354 0/4 

  51/5599 5/4 

 

 تغلیظ لوزارتان: منحنی كالیبراسیون پیش24-9شكل 
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 بررسی اثر مزاحمت  -9-6

بررسی  ری وپ یتعیین میزان گزینشبه منوور ، و رس  منحنی كالیبراسیونسازی شرایط پس از بهینه

-مونهگیری لوزارتان و تیكلوپیدین در ناستخراج مایع با فیبر توخالی در اندازهقابلیت كاربرد روش میكرو

خانواده های احتمالی تركیبات مختلف موجود در خون و همچنین داروهای ه اثر مزاحمت ،های حقیقی

. روش كار در بررسی اثر بهینه مورد بررسی قرار گرفت م كور تحت شرایط تغلیظ دو دارویدر پیش

  ها به صورت زیر بود:مزاحمت

 عمل استخراج بر روی این محلول .گیری شدابتدا سیگنال محلول نمونه در غیاب گونه مزاح  اندازه

گیری شد و میانگین بار اندازه 9ای به دست آمده . سیگنال تجزیهگردیدتحت شرایط بهینه انجام 

توجه به رابطه با  ،ها و انحراف استاندارد محاسبه شد. محدوده قابل قبول برای نوسان سیگنالسیگنال

±3SA كه در این رابطه( A میانگین و S به های اندازهانحراف استاندارد سیگنال )گیری شده است

برابر  0/4000مورد نور با نسبت  تركیب ،سیس برای بررسی اثر مزاحمت احتمالی هر گونهدست آمد. 

به محلول اولیه اضافه شد. در مرحله بعد بر روی این نسبت به لوزارتان و تیكلوپیدین  ،وزنی -وزنی

ای هاگر سیگنال تجزی ای مربوط به آن به دست آمد.محلول عمل استخراج صورت گرفت و سیگنال تجزیه

گرفت به این معنا بود كه یون مورد نور قرار می 3S±Aبه دست آمده در حضور گونه مزاح  در دامنه 

ا شد تمزاح  آنقدر كاهش داده می در غیر این صورت نسبت وزنی گونه مزاح  نیست. ،با نسبت موجود

( به ترتیب  20-9و )( 43-9قرار گیرد. نتایج حاصل در جدول ) 3S±Aدر دامنه  ایسیگنال تجزیه

 نشان داده شده است. برای تیكلوپیدین و لوزارتان 

های مورد بررسی حتی ( مشخص گردید كه بسیاری از گونه20-9( و )43-9با توجه به نتایج جدول )

 زاح  نبودند.تیكلوپیدین و لوزارتان حضور داشتند، مهنگامی كه به میزان هزار برابر 
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 گرم بر لیترمیلی 0/4با غلوت  تیكلوپیدینگیری های مزاح  در اندازهنتایج حاصل از بررسی اثر گونه :43-9جدول 

 گونه شیمیایی مورد بررسی )تیكلوپیدین( (W/W)حد مجاز گونه مزاح  

4000 
 B1ویتامین آلانین، اوره، تیواوره، متیونین، گلوكز، 

 نیكوتین آمید، آتورواستاتین، ج  فیبروزیل

 ، نیكوتینیک اسیدB6ویتامین  600

 كاپتوپریل 200
 

 گرم بر لیترمیلی 0/4با غلوت  لوزارتانگیری های مزاح  در اندازهنتایج حاصل از بررسی اثر گونه :20-9جدول 

 گونه شیمیایی مورد بررسی )لوزارتان( (W/W)حد مجاز گونه مزاح  

4000 
 B1ویتامین آلانین، اوره، تیواوره، متیونین، گلوكز، 

 نیكوتین آمید، ج  فیبروزیل

 ، نیكوتینیک اسیدB6ویتامین  600

 آتورواستاتین 100

 

 گیری تیكلوپیدین و لوزارتانارقام شایستگی اندازه  -9-7

( و دقت و صحت روش LR(، گستره خطی )LOD) تشخیصارقام شاایساتگی روش، نویر حد   

در  HPLC-UVها با گیری آنو اندازه HF-LPMEدر اسااتخراج تیكلوپیدین و لوزارتان، توسااط روش 

 .این قسمت بررسی خواهد شد

تواند با سط  اطمینان است كه میحد تشخیص یک روش، حداقل غلوت یا وزنی از آنالیت 

 ( استفاده شد:45-9مشخص آشكارسازی شود. برای محاسبه حد تشخیص از رابطه)

𝐿𝑂𝐷 =  
𝐾𝑆𝑏𝑙

𝑚
 (9-45)                                                                                                

lbS= شاهداف استاندارد انحر 
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 =m منحنی كالیبراسیون پیش تغلیظشیب 

= K ضریب اطمینان 

 .است k =0/9قابل قبول برای این ضریب ثابت عدد  بر طبق استدلال كیزر ، مقدار منطقی و

، نه( طبق شرایط بهیتیكلوپیدینو  لوزارتان)فاقد  بار اندازه گیری تكراری روی محلول شاهد 6با 

و با قرار دادن  گیری گردید.اندازه 44/4تیكلوپیدین برابر با انحراف استاندارد شاهد برای داروی 

حد آشكارسازی  41-9در رابطه  تغلیظانحراف استاندارد شاهد و شیب منحنی كالیبراسیون پیشمقادیر

برابر با  lbSبدست آمد. به طور مشابه برای داروی لوزارتان با  برای تیكلوپیدینگرم بر لیتر میكرو 2/4

گرم بر میكرو 4/4، حد آشكارسازی به دست آمده برابر با تغلیظمنحنی كالیبراسیون پیشو شیب  27/4

 باشد.می لیتر

 دقت و صحت روش -9-7-4

لوزارتان و های متفاوتی از غلوت هایی حاویمحلول برای بررسی دقت و صحت روش،

در محدوده دامنه خطی منحنی كالیبراسیون انتخاب و در شرایط بهینه عمل استخراج  تیكلوپیدین

گیری تكراری انجام بار اندازه 9 های انتخاب شده،ها انجام گرفت. برای هر یک از غلوتبر روی آن

ای به دست آمده برای هر نمونه و معادله منحنی های تجزیهگرفت و با استفاده از سیگنال

و سیس انحراف ی محاسبه شد، ا، غلوت معادل با هر سیگنال تجزیهتغلیظپیش یونكالیبراس

 . محاسبه گردید( 46-9) برای هر غلوت طبق معادله (RSD) استاندارد نسبی

%𝑅𝑆𝐷 =
𝑠𝑐

c̅
× 100                                                                            (9-46)  

 باشد.می غلوتمیانگین ، 𝑐̅و  غلوتانحراف استاندارد  ،cSدر این رابطه 
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 نشان داده شدهبه ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان  (22-9و ) (24-9) هاینتایج حاصل در جدول

توان گفت كه روش م كور دارای دقت و صحت قابل قبولی با توجه به نتایج بدست آمده می است.

 باشد.می 90/1 ،درجه آزادی 2گیری و اندازه 9برای  35اطمینان % بحرانی در سط  tمقدار  باشد.می

 آید:( به دست می11-3از رابطه ) tمقدار 

(9-47) 
t =

X − µ

S
√n 

انحراف  S، مقدار واقعی یا اولیه برای هر غلوت µ ،گیری شدهغلوت اندازهمقدار  X در این رابطه

 باشد.تعداد تكرارها می nگیری تكراری و استاندارد مربوط به سه اندازه

 

 برای تیكلوپیدین نتایج حاصل از دقت و صحت روش :24-9جدول 

تیكلوپیدین موجود 

 در محلول آبی

(mg/L) 

گیری اندازهمقدار 

 (mg/L)شده 
%RSD 

(n=3) 
 tمقدار 

درصد 

 بازیابی

400/0 a(0096/0±)404/0 56/9 14/0 0/404 

00/4 (0954/0±)377/0 53/9 49/4 7/37 

00/1 (066/0±)47/9 70/4 10/9 75/36 

a =  گیری تكراریاندازه سهانحراف استاندارد 

 

 برای لوزارتان نتایج حاصل از دقت و صحت روش :22-9جدول 

لوزارتان 

موجود در محلول 

 آبی
(mg/L) 

-مقدار لوزارتان اندازه

 (mg/L)گیری شده 

 

%RSD 

(n=3) 
 tمقدار 

درصد 

 بازیابی

40/0 (009/0±)034/0 06/9 45/4 34 

00/4 (0967/0±)091/4 14/9 69/4 1/409 

00/1 (077/0±)069/1 43/4 14/4 5/404 
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 و درصد بازیابی تغلیظپیشمحاسبه فاكتور  -9-4

برای ( 20-9تغلیظ )شكل منحنی كالیبراسیون بعد از پیشاز نسبت شیب  تغلیظپیشفاكتور 

)شكل  یظتغلپیشبه شیب منحنی كالیبراسیون قبل از  نسبت ( برای لوزارتان24-9تیكلوپیدین و شكل )

 با در نور گرفتن شرایط آزمایش. دآیبدست می( برای لوزارتان 1-9برای تیكلوپیدین و شكل ) ( 9-9

محاسبه قابل  (44-9ا معادله )ستفاده از نسبت شیب دو منحنی ببا ا سازیفاكتور غنی لت بهینهدر حا

 . باشدمی

            (9-44)                                                                                               EF= 
m1

m2
      

1m :تغلیظشیب منحنی كالیبراسیون پیش 

2m : تغلیظكالیبراسیون قبل از پیششیب منحنی 

 .بدست آمد 272و برای تیكلوپیدین  476تغلیظ برای لوزارتان فاكتور پیشمقادیر 

دست آوردن درصد بازیابی روش به این صورت عمل شد كه در ابتدا با قرار دادن میزان برای به

دین و غلوت تیكلوپی، مقدار تغلیظ در منحنی كالیبراسیون مستقی ای بعد از پیشسیگنال تجزیه

ر محلول تغلیظ و دگرم تیكلوپیدین و لوزارتان بعد از عمل پیشدست آمد. سیس مقدار میلیلوزارتان به

نمونه اولیه محاسبه گردید و از تقسی  نمونه بازیافت شده به مقدار اولیه، درصد بازیابی داروها محاسبه 

 .( نشان داده شده است29-9شد. نتایج حاصل در جدول )
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 : نتایج محاسبه درصد بازیابی تیكلوپیدین و لوزارتان 29-9جدول 

 تیكلوپیدین

 درصد بازیابی گرم بازیافت شدهكرومی گرم اولیهمیكرو غلوت )میلی گرم بر لیتر(

4/0 0/4 44/0 44 

0/4 0/40 2/5 56 

0/1 0/10 2/27 64 

 لوزارتان

4/0 0/4 5/0 50 

0/4 0/40 2/1 12 

0/1 0/10 2/45 94 

 

 های حقیقیگیری تیكلوپیدین و لوزارتان در نمونهاندازه -9-3

های های حقیقی با بافته منوور بررسااای توانایی روش پیشااانهادی برای اساااتفاده در نمونهب

و  راراد نمونهدو  قرص، درتیكلوپیادین و لوزارتان  گیری تغلیظ و انادازه مختلف، این روش برای پیش

ها در نمونه قرص تیكلوپیدین، چهار عدد قرص گیری آنالیتو باه كاار برده شاااد. برای انادازه    سااارم

پس از آنكه در هاون  توزین شاااد وگرم ماده مؤثر اسااات( میلی 0/250تیكلوپیدین )هر قرص حاوی 

تیكلوپیدین در بالن  گرم ماده مؤثرمیلی 0/250یاک چهاارم آن معاادل    گردیاد،  عقیق پودر و همگن 

لیتر از آن به بالن میلی 0/4ساایس  به حج  رسااانیده شااد.  حل و لیتری با متانولمیلی 250حجمی 

 0/40لیتر به بالن میلی 0/4، محلول لیتری منتقل و با متانول به حج  رساانده شد. از این میلی 0/40

محلول نمونه قرص به روش  این لیتر ازیک میلی ل و با آب به حج  رساااانده شاااد.لیتری منتقمیلی

 گرم برمیلی 0/4این مرحله محلول نمونه حاوی  نابراین درب افزایش اسااتاندارد مورد آنالیز قرار گرفت.

انجام شااد و نتیجه آن ثبت تحت شاارایط بهینه عمل اسااتخراج  خواهد بود.از قرص تیكلوپیدین  لیتر

گرم بر لیتر میلی 0/40از محلول استاندارد  لیترمیلی 0/9و 0/0،4/2های حج د. در مراحل بعدی گردی

 فزوده و اسااتخراج و آنالیزاگرم بر لیتر نمونه قرص تیكلوپیدین میلی 0/4به فرف نمونه حاوی دو دارو 

ش نتایج با استفاده از روش افزای .گیری سه بار تكرار گردید. هر اندازهتحت شرایط بهینه انجام پ یرفت

برای دهد كه درصد بازیابی ( نشان می21-9جدول)نتایج نمونه قرص در  است. دست آمدهبه  استاندارد
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با انحراف  % 5/36-5/404 در گستره گیری تیكلوپیدین در نمونه قرص تیكلوپیدینتغلیظ و اندازهپیش

گیری همچنین با توجه به نتایج اندازه باشااد.می 74/0-56/9 در گسااتره اسااتاندارد نساابی قابل قبول

وان نتیجه تتیكلوپیدین در حضااور لوزارتان تغییری در ساایگنال تیكلوپیدین ایجاد نشااد، بنابراین می 

كروماتوگرام مربوط به  زماان این داروها در نمونه حقیقی مزاحمتی ندارد. گیری ه گرفات كاه انادازه   

( و كروماتوگرام این نمونه پس 29-9استاندارد در شكل ) دن دارویافزونمونه قرص تیكلوپیدین بدون 

 باشد.( قابل مشاهده می21-9لیتر از هر دو دارو در شكل )میلی 0/2از افزایش 

به این صورت بود كه، چهار عدد قرص لوزارتان )هر  گیری بر روی قرص لوزارتانهمچنین اندازه 

توزین شااد و پس از آنكه در هاون عقیق پودر و همگن  گرم ماده مؤثر اساات(میلی 0/25قرص حاوی 

لیتری با میلی 25گرم ماده مؤثر تیكلوپیدین در بالن حجمی میلی 0/25گردید، یک چهارم آن معادل 

لیتری منتقل و میلی 0/40لیتر به بالن میلی 0/4. از این محلول،  .متانول حل و به حج  رساانیده شد 

لیتر از این محلول نمونه قرص به روش افزایش اسااتاندارد مورد ک میلیبا آب به حج  رسااانده شااد. ی

 ترهدر گسااا در نمونه قرص گیری لوزارتانتغلیظ و اندازهپیشبرای  درصاااد بازیابی آنالیز قرار گرفت.

بدساات آمد.  برای لوزارتان 07/4-1/9 در گسااتره قابل قبول انحراف اسااتاندارد نساابی و% 405-7/36

  .شدتكرار  بار گیری، سهقابل ذكر است كه هر اندازه است.( آورده شده21-9جدول )در نتایج مربوط 

لیتر میلی 0/9 لیتر سااارم ومیلی 0/5كه ابتدا  بودنحوه آماده ساااازی سااارم به این صاااورت  

دور در دقیقه  2000دقیقه در سانتریفیوژ با سرعت  40اساتونیتریل در لوله آزمایش افزوده و به مدت  

لیتری منتقل میلی 0/25سیس محلول رویی آن به بالن  .[79]دردهای آن جدا گتا پروتئین قرار گرفت

لیتر از این محلول با استفاده از روش میلی 0/4. سایس  شاد گرم بر لیتر دارو تهیه میلی 0/5و محلول 

غلوت در سه پیشنهادی  به روشدر شرایط بهینه  لیتریمیلی 0/40افزایش استاندارد در فرف نمونه 

ر گیری سااه باهر اندازه .مورد بررساای قرار گرفت متفاوت از اسااتاندارد داروهای تیكلوپیدین و لوزارتان
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برای دهد كه درصد بازیابی نتایج نشان می ( آورده شده است.21-9تكرار شد كه نتایج آن در جدول )

با انحراف استاندارد نسبی  %30-404 در گستره ه گیری تیكلوپیدین در نمونه سارم تغلیظ و اندازپیش

تغلیظ و اندازه گیری لوزارتان در پیش برای باشد، و درصد بازیابیمی 26/2-7/1 در گساتره  قابل قبول

باشد، همچنین با توجه می 35/4-4/1با انحراف استاندارد نسبی قبول  %36-33 در گستره رمنمونه س

نند، كور ه  تغییری در سیگنال یكدیگر ایجاد نمیگیری تیكلوپیدین و لوزارتان در حضاندازه اینكه به

زمان این داروها در نمونه حقیقی سااارم مزاحمتی بر روی گیری ه ن نتیجاه گرفات كاه اندازه   اتومی

گرم بر لیتر از میلی 0/4( كروماتوگرام مربوط به نمونه سرم پس از افزودن 25-9شكل ) یكدیگر ندارند.

 باشد.هر دو دارو می

لیتر میلی 0/4لیتر ادرار، میلی 0/2 آمااده ساااازی ادرار باه این صاااورت بود كاه ابتدا به   نحوه 

 40مدت  لیتر رساانده شد و به میلی 0/40اساتونیتریل در لوله آزمایش افزوده و با آب مقطر به حج   

س سی د.های آن جدا گردناخالصی تادور در دقیقه قرار گرفت  2000دقیقه در ساانتریفیوژ با سارعت   

 0/40 فرف نمونهو به روش افزایش اساااتاندارد در  شاااد لیتر از محلول رویی آن برداشاااتهمیلی 0/4

نمونه اول ادرار حاوی  پیشااانهادی مورد بررسااای قرار گرفت. به روششااارایط بهینه در  لیتریمیلی

 هر روز( مرتبه در 2سابقه مصرف دارو )دارای یک سال ساله و  13 زنداوطلب یک ها بوده و از آنالیت

گیری سازی ذكر شده، در محلول نمونه در اندازهگرفته شد كه پس از آماده مصرف زسااعت پس ا  9و 

 ایجها(، و عمل اسااتخراج انجام شااد و نتشااد )بدون افزایش آنالیت افزوده لیتر ادرارمیلی 0/2اول تنها 

محلول اساااتاندارد به فرف لیتر از میلی 0/2و 0/4 هایثبات گردید. در مراحل بعدی غلوت  مربوطاه 

 نیز گیریها صااورت گرفت. هر اندازهاسااتخراج روی آن عمل افزوده و ادرارلیتر میلی 0/2نمونه حاوی 

در  غلوت تیكلوپیدین دهد كه( نشااان می21-9سااه بار تكرار گردید. نتایج به دساات آمده در جدول)

یری گتغلیظ و اندازهدرصااد بازیابی پیشكمتر از حد تشااخیص بوده و  آنالیتافزودن ادرار بدون نمونه 

در گستره با انحراف استاندارد نسبی قابل قبول  % 9/37-402 در دو غلوت دیگر به صورتتیكلوپیدین 
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 452/0 آنالیتافزودن لوزارتان در نمونه ادرار بدون غلوات داروی   همچنینبااشاااد.  می 25/1-44/1

در گر در دو غلوت دیگیری لوزارتان تغلیظ و اندازهپیشدرصد بازیابی بدست آمده و  گرم بر لیترمیلی

برای  .باشاادمی 17/2-57/1 در گسااتره با انحراف اسااتاندارد نساابی قابل قبول  % 34-404 گسااتره

نحوه آماده سازی ادرار به این ساله بوده  20نمونه دوم ادرار مربوط به داوطلب زن ساال    ساازی آماده

لیتر استونیتریل در لوله آزمایش افزوده و به مدت میلی 5/2لیتر ادرار، یمیل 0/5صورت بود كه ابتدا به 

 د.های آن جدا گردگرفت تا ناخالصاای دور در دقیقه قرار 2000دقیقه در سااانتریفیوژ با ساارعت   40

گرم بر لیتر دارو تهیه شد. میلی 0/5لیتری منتقل و محلول میلی 0/25به بالن  سیس محلول رویی آن

 0/40لیتر از این محلول باا اساااتفاده از روش افزایش اساااتاندارد در فرف نمونه  میلی 0/4سااایس 

در ساااه غلوت متفاوت از اساااتاندارد داروهای پیشااانهادی  به روشدر شااارایط بهینه  لیتریمیلی

گیری سه بار تكرار شد كه نتایج آن در جدول هر اندازه .مورد بررسی قرار گرفت تیكلوپیدین و لوزارتان

 تغلیظ و اندازه گیری تیكلوپیدیندهد كه درصد بازیابی پیش( آورده شده است. نتایج نشان می9-21)

 44/4-04/1 در گستره با انحراف اساتاندارد نسابی قابل قبول   %34-1/404 در گساتره  در نمونه ادرار

 رهدر گساات رادراتغلیظ و اندازه گیری لوزارتان در نمونه پیش برای درصااد بازیابی همچنین .باشاادمی

با توجه به نتایج  باشد،می 04/2-71/1 در گساتره  با انحراف اساتاندارد نسابی قبول  % 46/401-7/33

كرده نگیری تیكلوپیدین در حضاور لوزارتان تغییری در سیگنال تیكلوپیدین ایجاد  اندازهبدسات آمده،  

با ادرار زمان این داروها در نمونه حقیقی گیری ه توان نتیجاه گرفات كاه اندازه   ، بناابراین می اسااات

( آورده 21-9كه نتایج آن در جدول ) ،ساه بار تكرار شد  نیز گیریهر اندازه .موفقیت قابل انجام اسات 

( 27-9( كروماتوگرام مربوط به نمونه ادرار بدون افزودن آنالیت و شااكل )26-9شااكل ) شااده اساات.

 باشد. گرم بر لیتر از هر دارو میمیلی 0/2ودن كروماتوگرام مربوط به نمونه ادرار با افز
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 HF-LPME: نتایج نمونه های حقیقی برای تیكلوپیدین و لوزارتان در استخراج به روش 21-9جدول 

 نمونه
آنالیت اضافه 

 (mg/lشده )

گیری آنالیت اندازه

 (mg/lشده )
RSD% 
(n=3) 

 tمقدار 

 تجربی

درصد 

 بازیابی

گرم میلی

یک دارو در 

 قرص

رار
اد

 

ول
ه ا
مون
ن

 

 تیكلوپیدین

0/0 LOD> - - -  

0/4  a(01/0)±37/0 44/1 23/4 90/37  

0/9  (01/0)±31/2 25/1 49/0 01/402  

 لوزارتان

0/0 (001/0)±452/0 69/2    

0/4 (015/0)±34/0 57/1 65/0 90/34  

0/2 (05/0)±02/2 17/2 63/0 00/404  

وم
 د
ونه
نم

 

 تیكلوپیدین

0/0 LOD> - - -  

5/0 (006/0)±507/0 44/4 04/2 10/404  

0/4 (01/0)±13/4 04/1 46/0 00/33  

0/2 (01/0)±5/2 06/2 12/0 00/400  

 لوزارتان

0/0 LOD> - - -  

5/0 (04/0)±14/0 04/2 16/9 46/401  

0/4 (017/0)±17/4 71/1 44/0 00/37  

0/2 (01/0)±50/2 22/2 74/0 00/400  

 سرم

 تیكلوپیدین

0/0 LOD>
 - - -  

5/0 (04/0)±14/0 26/2 2/2 20/37  

0/4 (095/0)±13/4 1/9 13/0 00/404  

0/9 (49/0)±20/9 7/1 04/1 00/30  

 لوزارتان

0/0 LOD>
 - - -  

5/0 (02/0)±14/0 4/1 79/4 00/36  

0/4 (02/0)±17/4 02/2 46/0 0/37  

0/2 (09/0)±19/2 59/4 4/2 50/36  

 قرص

 تیكلوپیدین

0/0 709/9 - - - 0/225 

0/4 (20/0)±43/4 54/4 4/0 46/400  

0/2 (01/0)±41/2 74/0 96/9 52/36  

0/9 (01/0)±53/9 56/9 3/4 52/404  

 لوزارتان

0/0 659/0 - - - 25/46 

0/4 (25/0)±624/4 14/9 24/0 76/36  

0/2 (01/0)±70/2 35/4 4/2 00/405  

0/9 (209/0)±65/9 07/4 51/0 49/33  

a = گیری تكراریانحراف استاندارد سه اندازه 
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 نانومتر  244 گیریاندازه طول موج، آنالیت: نمونه قرص تیكلوپیدین بدون افزایش 22-9شكل 

حلال میلی لیتر،  0/40محلول نمونه میلی گرم بر لیتر، حج   0/0 لوزارتانو  تیكلوپیدینشرایط آزمایش:غلوت 

دور در  4000سرعت همزن دقیقه،  0/14، زمان استخراج  مترسانتی 1/7اكتانول(، طول فیبر -4استخراج كننده)

 % 0/4قدرت یونی ، دقیقه

 

 244 گیریاندازه طول موج، گرم بر لیتر از هر دو دارومیلی 0/2: نمونه قرص تیكلوپیدین پس از افزایش 29-9شكل 

میلی لیتر،  0/40محلول نمونه میلی گرم بر لیتر، حج   0/2 لوزارتانو  تیكلوپیدینشرایط آزمایش:غلوت ، نانومتر

،  rpm  4000سرعت همزندقیقه،  0/14، زمان استخراج  مترسانتی 1/7اكتانول(، طول فیبر -4حلال استخراج كننده)

 % 0/4قدرت یونی 

 

 

 گیریاندازه طول موجگرم بر لیتر برای هر دو دارو، میلی 0/4: كروماتوگرام مربوط به نمونه سرم در غلوت 21-9شكل 

میلی لیتر،  0/40محلول نمونه میلی گرم بر لیتر، حج   0/4 لوزارتانو  تیكلوپیدینشرایط آزمایش:غلوت نانومتر،  244

دور در  4000سرعت همزن دقیقه،  0/14، زمان استخراج  مترسانتی 1/7اكتانول(، طول فیبر -4حلال استخراج كننده)

 % 0/4قدرت یونی ، دقیقه
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 نانومتر 244 گیریاندازه طول موج، آنالیتادرار فرد بیمار بدون افزایش  : كروماتوگرام نمونه25-9شكل 

حلال میلی لیتر،  0/40محلول نمونه میلی گرم بر لیتر، حج   0/2 لوزارتانو  تیكلوپیدینشرایط آزمایش:غلوت 

دور در  4000سرعت همزن دقیقه،  0/14، زمان استخراج  مترسانتی 1/7اكتانول(، طول فیبر -4استخراج كننده)

 % 0/4قدرت یونی ، دقیقه

 

 

طول موج ، دو دارو از تریل بر گرمیلیم 0/2 شیافزا از پس ماریب فرد ادرار نمونه به مربوط كروماتوگرام: 26-9شكل 

 نانومتر 244گیری اندازه

حلال میلی لیتر،  0/40محلول نمونه میلی گرم بر لیتر، حج   0/2 لوزارتانو  تیكلوپیدینشرایط آزمایش:غلوت 

دور در  4000سرعت همزن دقیقه،  0/14، زمان استخراج  مترسانتی 1/7اكتانول(، طول فیبر -4استخراج كننده)

 % 0/4، قدرت یونی دقیقه
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 :فصل چهارم                           

 گیریبحث و نتیجه                    
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 ارقام شایستگی روش -1-4

گرم بر لیتر برای تیكلوپیدین و میلی 001/0-0/6دهد كه در ناحیه غلوتی ها نشان میبررسی

 ای رابطه خطیلوزارتان، بین غلوت این داروها و سیگنال تجزیهگرم بر لیتر برای میلی 5/5-009/0

 ( آمده است.1-1-9معادلات مربوطه و مقادیر ضریب همبستگی در بخش )وجود دارد. 

گیری تكراری در اندازه 9مقادیر انحراف استاندارد نسبی برای  ،(22-9( و )24-9مطابق جدول )

و  35/9 ،56/9گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین برابر با میلی 00/1و  00/4 ،40/0های غلوت

باشد كه نشان دهنده دقت خوب روش می 43/4و  14/9 ،06/9لوزارتان برابر با درصد، و برای  70/4

های ذكر شده در این جداول نشان دهنده صحت خوب است. همچنین مقادیر درصد بازیابی برای غلوت

 روش است.

 برای داروی لوزارتانگرم بر لیتر و میكرو 2/4 برای داروی تیكلوپیدینمقدار حدتشخیص روش 

( برای تیكلوپیدین و جدول 43-9جدول ) ل درصنتایج حا . همچنینبدست آمدمیكروگرم بر لیتر  4/4

زاح  م گیری تیكلوپیدین و لوزارتانها در اندازهدهد كه بیشتر گونه( برای لوزارتان نشان می9-20)

 بالایی برخوردار است. پ یریگزینشنیستند و روش از 

اشد كه بهای حقیقی نیز بیانگر این میگیری تیكلوپیدین و لوزارتان در نمونهنتایج حاصل از اندازه

های ادرار، سرم و قرص قابل درنمونهای داروها گیری روش پیشنهادی با دقت و صحت خوبی در اندازه

 كاربرد است. 

 های موجودسه روش پیشنهادی با برخی روشمقای -1-2

گیری همزمان این دو دارو برای اولین بار در این پژوهش انجام گرفته است، با توجه به اینكه اندازه

برای گیری به صورت تک دارو و اندازهتغلیظ های پیشروش ( فهرستی از برخی از4-1جدول )در ل ا 
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های مختلف، مانند حد . در این جدول پارامتره استآورده شدگیری تیكلوپیدین و لوزارتان اندازه

های گزارش شده تشخیص و دامنه خطی برای مقایسه آورده شده است. روش پیشنهادی نسبت به روش

لوزارتان  تیكلوپیدین و گیریها در اندازهبهتر هستند. مقایسه ارقام شایستگی گزارش شده برای این روش

تر بلوطدهد كه روش ارائه شده در این پروژه در برخی از ارقام شایستگی ممیبا روش پیشنهادی نشان 

هاست، حج  محلول نمونه لازم برای استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان و حج  حلال آلی از سایر روش

ارزان، موثر و سازگار با  یک روش ساده، HF-LPMEمصرف شده در این روش بسیار ك  است. بنابراین 

 باشد.ت میمحیط زیس

 

گیری تیكلوپیدین و تغلیظ و اندازههای گزارش شده برای پیشمقایسه روش پیشنهادی با برخی روش: 4-1جدول 

 لوزارتان

 روش استفاده شده
گرم )میلی خطیدامنه

 بر لیتر(

 تشخیصحد

 گرم بر لیتر()میلی
 مرجع آنالیت/ نمونه

-line solid-on -4MSC

phase extraction 
4/4-1/0 03/0 

سطحی و /آب لوزارتان

 فاضلاب
[26] 

HPLC-ms-ms 0/2-002/0 002/0 
ا /پلاسمتیكلوپیدین

 انسان
[6] 

DLLME- HPLC-UV 0/4-4/0 
07/0-

044/0 

/ پلاسما و ادرار لوزارتان

 انسان
[21] 

MEPS-C18–UHPLC–UV 0/20-09/0 003/0 
ادرار تیكلوپیدین/ 

 انسان
[71] 

IL- DLLME-HPLC-UV 0/20-4/0 044/0 /[75] سرم موشلوزارتان 

RP- HPLC-UV 0/40-065/0 091/0 [46] / قرصلوزارتان 

HF-LPME-HPLC-UV 5/5-009/0 0044/0 
/ و تیكلوپیدین لوزارتان

 سرم و ادرار انسان
 كارحاضر

                                                 
    Multi-syringe chromatography -4  
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 گیرینتیجه -1-9

های شیمیایی با ساختار بسیار نزدیک به بهترین روش جداسازی گونهكروماتوگرافی به عنوان 

شده ای جداهگیری كمی گونهتوان برای شناسایی كیفی و اندازهاست. این روش را مییكدیگر، رشد یافته

كاربرد  باشد كهگیری با حساسیت بالا میهای اندازهاز روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالاكار برد.به

  ای در صنعت دارد.گسترده

 اروهادارزان برای تعیین  و ، یک روش ساده، سریعفاز مایع با فیبر توخالیتكنیک میكرواستخراج 

 تغلیظ بالا و مصرف حج  ك  از نمونه وپیشباشد. فاكتور با مقادیر بسیار پایین در حج  ك  نمونه می

 باشد.حلال آلی از مزایای اصلی این روش می

برای جداسازی و پیش تغلیظ   HF-LPME سیست  دوفازی روشاز  برای اولین باردر این مطالعه 

 استفاده شده است. HPLC-UVگیری به وسیله اندازهلوزارتان و و  داروهای تیكلوپیدین

ساازی پارامترهای مؤثر بر فرایند استخراج و رس  منحنی كالیبراسیون و محاسبه ارقام  با بهینه 

-HF)شود كه روش میكرواستخراج فاز مایع با فیبر توخالی حاصل از این روش، مشخص می شایستگی

LPME) گیری بوساایله كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا مجهز به آشااكارساااز ماورراء   همراه با اندازه

یک شاایوه مناسااب و حساااس با حد تشااخیص بساایار پایین برای جداسااازی،   (HPLC-UV)بنفش 

های نهگرم بر لیتر( در نموگیری مقاادیر بسااایار ك  تیكلوپیدین و لوزارتان )میلی انادازه تغلیظ و پیش

 باشد.حقیقی می

شان ن ،های مختلف گیری تیكلوپیدین و لوزارتان در نمونهنتایج درصد بازیابی حاصل از اندازه

برای  سازیكتور غنیاین پروژه فادر  دهنده صحت بالای نتایج حاصله با استفاده از تكنیک فوق است.

. همچنین كاهش مصرف آمدلیتر نمونه به دست میلی 40تنها از  272و برای تیكلوپیدین  476لوزارتان 

 باشد.می مناسبدامنه خطی روش  روش دارای همچنین باشد.های آلی سمی در حد میكرولیتر میحلال
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 آینده نگری -1-1

 دیگر تركیبات دارویی گیریو اندازه تغلیظدر پیشپیشنهادی  میكرواستخراج كاربرد روش -4

برای افزایش راندمان  LPME-HFهمراه با همزن مغناطیسااای در روش  EME4اساااتفاده از  -2

 انتقال جرم و كاهش زمان استخراج

ین ی تیكلوپیدگیری داروهاتغلیظ و اندازهای میكرواستخراج جهت پیشاستفاده از دیگر روش -9

 و لوزارتان

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
4- Electromembrane extraction  
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 گیری تیكلوپیدین و لوزارتان به روش نمودارها و نتایج بررسی یک متغیر در زمان برای اندازه

HF-LPME 

 روش كار:

 میلی 0/4گرم بر لیتر تیكلوپیادین و  میلی 0/40لیتر از محلول میلی 0/4در یاک فرف نموناه،   

مورد نور، مقدار نمک مورد نور افزوده  pHگرم بر لیتر، مقداری بافر با میلی 0/5لیتر محلول لوزارتان 

لیتر رسانده شد. به موازات تهیه نمونه، فیبرهای میلی 0/40شاد و سیس با آب دو بار تقطیر به حج   

سااازی شاادند. اكنون فیبر را داخل یک آماده 9-9پروپیلن در ابعاد مورد نور بریده و مطابق بخش پلی

قرار داده تا كاملا به حلال آغشااته و در این حین، فاز میكروتیوپ حاوی حلال آلی به صااورت عمودی 

 . سیس حلال به داخل فیبرگیرنده ) با همان حلال آلی سط  فیبر( به داخل میكروسرن  كشیده شد

د. سیس كل مجموعه، یعنی میكروسرن  و با فویل آلومینیومی كوچک بساته شا   و انتهای فیبر تزریق

ار داده شد. سرعت چرخش محلول روی سرعت مورد نور فرف آزمایش روی یک همزن مغناطیسی قر

ه و انتهای فیبر با قیچی بریدتنوی  گردید. بعد از اتمام زمان استخراج، فیبر از داخل محلول آبی خارج 

ها( به داخل سااارن  كشااایده شاااد. حلال به یک  و فاز داخل فیبر )حلال آلی اكتانول حاوی آنالیت

 تزریق شد. HPLC( منتقل و مقداری از آن با دقت به لیتری )ویالمیلی 5/4میكروتیوپ 
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان نو  حلالبررسی اثر ( پ4جدول 

 نو  حلال استخراج سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان

 اكتانول -4 47/376 25/4446

 دكانول -4 17/342 435/4627

 آندكانول 37/4746 17/262

 دو دكانول -4 65/156 5/511

 هیتانول -4 57/70 4595/925

 

 

 

 پ( : نمودار تاثیر نو  حلال استخراج كننده بر میزان استخراج 4شكل 
 تر مربوط به پاسخ لوزارتانهای پهنهای باریک مربوط به پاسخ تیكلوپیدین و ستونستون

لیتر بافر فسفاتی میلی 0/4برای تیكلوپیدین و لوزارتان،  گرم بر لیتر به ترتیبمیلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

-سانتی 0/6دور در دقیقه، طول فیبر  300دقیقه، سرعت چرخش  60زمان استخراج  لیتر ،میلی 0/40 حج  نمونه ،=pH 0/9با

 % 0/0، قدرت یونی متر
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 تیكلوپیدین و لوزارتان بر میزان استخراج pHبررسی اثر ( پ2جدول 

 pHمحدوده  سیگنال تیكلوپیدین لوزارتانسیگنال 

655/2095 65/464 2 

355/2453 11/360 9 

015/2733 59/4931 1 

915/4541 44/4340 5 

36/146 34/9599 6 

49/445 42/2416 7 

4/207 66/4516 4 

 

 

 

 بر میزان استخراج pHپ( : نمودار تاثیر  2شكل 

 های توخالی مربوط به پاسخ تیكلوپیدینلوزارتان و نمودار با مربعهای توپر مربوط به پاسخ نمودار با مربع

 ،فر فسفاتیلیتر بامیلی 0/4گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان، میلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

، طول فیبر اكتانول -4قه، حلال استخراج دور در دقی 300دقیقه، سرعت چرخش  60زمان استخراج  لیتر حج  نمونه،میلی 0/40

 % 0/0، قدرت یونی مترسانتی 0/6
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتاننو  بافر بررسی اثر  نتایج (پ 9ول جد

 بافرنو   سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان

 فسفاتی 27/4654 62/4170

 استاتی 21/4452 64/4040

 فتالاتی 93/4900 7/4413

 

 

 : نمودار تاثیر نو  بافر بر میزان استخراج (پ 9شكل 
 مربوط به پاسخ لوزارتان هاشور زدههای مربوط به پاسخ تیكلوپیدین و ستونتوپر های ستون

بافر لیتر میلی 0/4لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان،  گرم برمیلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

 -4دور در دقیقه، حلال استخراج  300دقیقه، سرعت چرخش  60زمان استخراج  لیتر حج  نمونه،میلی pH=، 0/40 5/1با

 % 0/0، قدرت یونی مترسانتی 0/6، طول فیبر اكتانول
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان حج  بافربررسی اثر ( پ1جدول 

 حج  بافر تیكلوپیدینسیگنال  سیگنال لوزارتان

5/744 4000 5/0 

51/4960  4540 0/4 

4144 2/4620 5/4 

6/4146 4/4630 0/2 

14/4120 4692 5/2 

5/4930 96/4602 0/9 

 

 

  

 اثر حج  بافر بر استخراج نمودارپ( 1شكل 

 به پاسخ تیكلوپیدینهای توخالی مربوط های توپر مربوط به پاسخ لوزارتان و نمودار با مربعنمودار با مربع

 ،=pH 5/1گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان، بافر فسفاتی بامیلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

، طول فیبر اكتانول -4دور در دقیقه، حلال استخراج  300دقیقه، سرعت چرخش  60زمان استخراج  لیتر حج  نمونه،میلی 0/40

 % 0/0، قدرت یونی مترسانتی 0/6
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان قدرت یونیبررسی اثر نتایج ( پ 5جدول 

 سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان
 نمک افزوده شده )گرم(

NaCl 

46/4214 62/4140 00/0  

14/4230 44/4126 05/0 

4505 92/4901 40/0 

345/4641 35/4494 20/0 

065/4405 95/4055 90/0 

21/2945 906/747 50/0 

03/2541 29/4040 40/.0 

 

 
 پ(: نمودار تاثیر اثر قدرت یونی )اثر نمک( بر میزان استخراج 5شكل 

 های توخالی مربوط به پاسخ تیكلوپیدینهای توپر مربوط به پاسخ لوزارتان و نمودار با مربعنمودار با مربع

لیتر بافر میلی 0/2گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان، میلی 5/0و  0/4 شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت

، اكتانول -4متر، حلال استخراج سانتی 0/6دقیقه، طول فیبر  60لیتر نمونه، زمان استخراج میلی 0/40در  =pH 5/1فسفاتی با

 دور در دقیقه 300سرعت همزدن 
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان همزدن محلول نمونهسرعت بررسی اثر ( پ 6جدول 

 (rpmسرعت همزن مغناطیسی) سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان

42/592 6/154 400 

055/4219 1/455 250 

4625 9/321 500 

445/4604 5/350 750 

525/4305 4429 4000 

46/4775 7/433 4200 

 

 

 
 پ( نمودار اثر سرعت همزن بر استخراج 6شكل 

 های توخالی مربوط به پاسخ لوزارتانهای توپر مربوط به پاسخ تیكلوپیدین و نمودار با مربعنمودار با مربع
لیتر بافر میلی 0/2گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان، میلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

، حلال مترسانتی 0/6طول فیبر دقیقه،  60زمان استخراج  لیتر نمونه،میلی 0/40در  % 0/5 قدرت یونی ،=pH 5/1بافسفاتی 

 اكتانول -4استخراج 
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   بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان طول فیبر یا حج  حلال استخراجبررسی اثر ( پ7جدول 

 (cmفیبر)طول  سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان

4552 646 0/1 

4440 790 0/5 

4305 710 0/6 

2053 344 0/7 

2462 4056 0/4 

4444 4296 0/3 

4650 4041 0/40 

 

 
 : نمودار تاثیر طول فیبر بر میزان استخراج (پ 7شكل 

 لوزارتانهای توخالی مربوط به پاسخ های توپر مربوط به پاسخ تیكلوپیدین و نمودار با مربعنمودار با مربع

لیتر بافر فسفاتی میلی 0/2گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و لوزارتان، میلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

دور در دقیقه، حلال  4000دقیقه، سرعت چرخش  60زمان استخراج  لیتر نمونه،میلی 0/40در  % 0/5قدرت یونی  ،=pH 5/1با

 اكتانول -4استخراج 
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 بر میزان استخراج تیكلوپیدین و لوزارتان زمانبررسی اثر ( نتایج پ4جدول 

 سیگنال تیكلوپیدین سیگنال لوزارتان
زمان 

 (دقیقهاستخراج )

3/447 3/941 40                      

43/460 6/661 20 

94/4250 5/397 90 

65/4129 7/316 10 

45/2547 4/314 50 

2600 4025 60 

7/2446 3/446 70 

 

 

 : نمودار تاثیر زمان بر میزان استخراج (پ 4شكل 
 های توخالی مربوط به پاسخ لوزارتانهای توپر مربوط به پاسخ تیكلوپیدین و نمودار با مربعنمودار با مربع

لیتر میلی 0/2لوزارتان، گرم بر لیتر به ترتیب برای تیكلوپیدین و میلی 5/0و  0/4شرایط آزمایش: نمونه حاوی غلوت 

سرعت چرخش متر، سانتی 0/4طول فیبر لیتر نمونه، میلی 0/40در  % 0/5قدرت یونی  ،=pH 5/1بافر فسفاتی با

 اكتانول -4دور در دقیقه، حلال استخراج  4000

 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

0 20 40 60 80

ی
 ا
یه

جز
 ت
ال

گن
سی

(دقیقه)زمان استخراج

ticlopidine

losartan



422 

 

 منابع و ماخ 

مؤسسه انتشارات  ب،فر ، فرزامشفیعی  جلد اول، ترجمه  ،" شیمی دارویی"،(4976، )كورولكواس ا . [1]

 ، تهران و چاپ دانشگاه تهران

[2]. N. A. Farid, A. Kurihara, S. A. Wrighton. ( 2010) "Metabolism and Disposition of 

the Thienopyridine Antiplatelet Drugs Ticlopidine, Clopidogrel, and Prasugrel in 

Humans", Journal of Clinical Pharmacology, 50, pp 126-142   

[3]. P. Zini, A. Marzo, L. Dal Bo, A. Rusca. (2002)." Bioequivalence of ticlopidine 

hydrochloride administred in single dose to healthy " Pharmacological Research, 46, pp 

401-407 

 [4]. E. Turkoz , A. Nur Onar. (2004) "Voltammetric determination and investigation of 

electrochemical behaviour of ticlopidine HCl" Adnan Menderes University,4th AACD 

Congress 

[5]. A. Pena, C. Lino, M. I. N. Silveira. (2003) "Determination of ticlopidine in human 

plasma by capillary gas chromatography with ion trap detection" Journal of 

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 32 , pp 879-885 

[6]. J.Y. Cho, S. J. Yi, H. S. Shin, S. H. Yoon, K. S. Yu, I. J. Jang, S. G. Shin. (2011) 

"Quantification of Ticlopidine in Human Plasma Using Protein Precipitation and Liquid 

Chromatography Coupled with Tandem Mass Spectrometry ", Journal of Bioanal 

Biomed, 3, pp 059-063 

 [7]. J. S. CHOI, Y. A. CHO, S. H. YANG. (2011) "Effects of ticlopidine on 

pharmacokinetics of losartan And its main metabolite EXP-3174 in rats " Acta 

Pharmacologica Sinica, 32, pp 967–972  

[8]. D. Durga Rao, N.V. Satyanarayana, S. S. Site, Y. Ramakoti Reddy, K. Mukkanti. 

(2009) "Simultaneous determination of Losartan Potassium, Atenolol and 

Hydrochlorothiazide in pharmaceutical preparations by stabilityindicating ultra 



429 

 

performance liquid chromatography" chromatographia, 70, pp 647-651 

[9]. S. B. Bari ,S. R. Sathe. (2007) " Simultaneous analysis of losartan potassium, atenolol 

and hydrochlorothiazide in bulk and in tablets by high performance thin layer 

chromatography with uv absorption densitometry" Acta chromatographica,19, pp 270-

278 
 

مؤسسه ا،  رهیور ،جلد دوم "كاتزون  فارماكولوژی "(،2003) كاتزون  ب ج، مسترز س ب، .[10]

 انتشاراتی اندیشه رفیع، تهران

[11] S. G. Chrysant, G. S. Chrysant. (2006) "The pleiotropic effects of angiotensin 

receptor blockers". Journal of Clinical Hypertension, 8, 261-268  

[12]. Z. Ji, C. Huang, C. Liang, B. Chen, S. Chen, W. Sun. (2005) "Protective effects of 

blocking renin-angiotensin system on the progression of renal injury in 

glomerulosclerosis" Cellular & Molecular Immunology, 2, pp 150-54. 

 [13]. Y. Iino, M. Hayashi, T. Kawamura, T. Shiigai, Y. Tomino, K. Yamada, et al (2004) 

"Renoprotective effect of losartan in comparison to amlodipine in patients with chronic 

kidney disease and hypertension a report of the Japanese Losartan Therapy Intended for 

the Global Renal Protection in Hypertensive Patients (JLIGHT)" study of Hypertension 

Research, 27:pp 21-30. 

، 507 شماره ،نشریه نوین پزشكی ".پیشگیری از سكته مغزی مكرر" (4930) ،مهدی زاه ..ترجمه ا[14]

 754-751 ص .4دوره 

[15]. H. Jalalizadeh, E. Souri, H. Farsam, M. Ansari. (2003). AHigh-Performance Liquid 

Chromatographic Assay for the Determination of Losartan in Plasma. Iranian journal 

of pharmacology & therapeutics IJPT, 2, pp 18-21 

 [16]. T. S. Rajan, S. K. Afsar, I. Sarathchandiran, G. Srinivasan. (2013)"Development of 

a validated high-performance liquid chromatography method for the simultaneous 

determination of losartan potassium and atenolol in tablets", International Journal of 



421 

 

Chemical and Analytical Science, 4, 100-105 

[17]. J. R. Rao, S. S. Yadav. (2009)," RP-HPLC method for simultaneous estimation of 

losartan, hydrochlorothiazide and amlodipine in tablet dosage " Asian Journal of 

Pharmaceutical and Clinical Research, 7, pp 137-140.  

 [18]. A. R. Tengli, B. M. Gurupadayya, N. Soni. (2013)"Simultaneous estimation of 

hydrochlorothiazide, amlodipine,and losartan in tablet dosage form by RP-HPLC" 

International Journal of Chemical and Analytical Science, 4, pp 33-38 

[19]. M.G. Quagliaa, E. Donati, G. Carlucci, P. Mazzeo, S. Fanali. (2002) "Determination 

of losartan and hydrochlorothiazide in tablets by CE and CEC" Journal of 

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 29,pp 981– 987 

[20]. E. Romão Sartori, M. C. Gardenal Santos, C. R. Teixeira Tarley, L. H. 

Dall’Antoniaa. (2013) "Evaluation of boron-doped diamond electrode for simultaneous 

voltammetric determination of hydrochlorothiazide and losartan in pharmaceutical  

formulations" Sensors and Actuators B, 188, pp 263– 270 

[21]. N. Erk. (2001) "Analysis of binary mixtures of losartan potassium and 

hydrochlorothiazide by using high performance liquid chromatography, ratio derivative 

spectrophotometric and compensation technique", Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis, 24, pp 603 – 611 

[22]. A. L. Giovanni Bellagamba, G. D’Ascenzo, A. Gentili, A. Marino. (1997) 

"Evaluation of ticlopidine in human serum and plaque by liquid 

chromatography/atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry" 

Analytica Chimica Acta, 354, pp 87-95 

[23]. M. Barroso, E. Gallardo, C. Margalho, P. Monsanto, D.N. Vieira. (2006) "Analytical 

approach to determine ticlopidine in post-mortem blood" Forensic Science 

International, 162, pp 121–125 

[24]. A. Jouyban, S. Soltani, A. M. Ramezani, N. Soltani. (2012) "Analysis of losartan 

and carvedilol in urine and plasma samples using a dispersive liquid–liquid 



425 

 

microextraction isocratic HPLC–UV method"Bioanalysis, 4, pp 2805–2821. 

[25]. C.K.Oza, J.P. Prajapati, A.J.Vyas, P. Mehta. (2011) " RP-HPLC method for the 

determination of losartan potassium and perindopril erbumine in combined tablet dosage 

from. " International Journal of Pharma and Bio Sciences, 2, pp 709-715. 

[26]. V. Cerda, M. Antonieta Obandoa, J. Manuel Estela. (2008) " Multi-syringe 

chromatography (MSC) system for the on-line solid-phase extraction and determination 

of hydrochlorothiazide and losartan potassium in superficial water, groundwater and 

wastewater outlet samples" Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 

48,pp 212–217 

 

[27]. H. Joshi, V. Ram, G. Kher, K. Dubal, B. Dodiya. (2011) "Development and 

validation of a stability indicating UPLC method for determination of ticlopidine 

hydrochloride in its tablet formulation" Saudi Pharmaceutical Journal, 19, pp 159–164 

[28]. K. Rona, K. Ary , B. Gachalyi, I. Klebovich. (1997) "Liquid chromatographic 

method for the determination of ticlopidine in human plasma"Journal of 

Chromatography B, 693 pp. 393–398 

[29]. D. A. Skoog, F. J. Holler, S. R. Crouch. (1985) "Principiles of instrumental 

analysis" Sander College, New York 

[30]. M. Villar Navarro, M. Ramos Payán, R. Fernández-Torres, M. A. Bello López 

(2013). Hollowfiber liquid-phase microextraction and determination of nonsteroidal 

antiinflammatories by capillary electrophoresis and sulfonamides by HPLC in human 

urine, Biomedical Chromatography, 27. Pp 246-253. 

[31]. R.A. Smith. (2003) "Before the injection-modern method of sample preparation for 

separation techniques" Journal of Chromatography A, 1000, pp 3-27. 

پروپان  – 2،4-فنیل -4گیری مقادیر ك  نقره با لیگاند اندازه"(، 4930خان خلجانی م، )صاری. [32]

-اكسی  تیوسمی كاربازون به عنوان عامل كمیلكس دهنده و با استفاده از میكرواستخراج مایع -2-دیوم 

 دانشكده شیمی، دانشگاه صنعتی شاهرود "ایاسیكترومتری ج ب اتمی شعله -مایع پخشی



426 

 

[33]. M. Ma, S. Kang, Q. Zhao, J. Pharm. (2006) "Liquid-phase  microextraction 

combined  with high-performance liquid chromatography for the determination of local 

anaesthetics in human urine" Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 40, 

pp 128. 

های محیطی با سااازی اسااتخراج برخی از آلایندهبهینه"(، رساااله دكتری، 4932شاااكری پ، ). [34]

دانشكده  " HPLCها توسط روش گیری آنمایع پخشی به كمک الكل و اندازه-میكرواستخراج مایع

 شیمی، دانشگاه مازندران

[35]. C. L. Arthur, J. Pawlisyn. (1990) " solid phase microextraction with thermal 

desorption using fused optical fibers" Analytical Chemistry, 62, pp 2145-2148. 

[36]. M. A. Jeannot, F. Cantwell. ( 1996) " Solvent microextraction into a single 

drop".Analytical Chemistry, 68, pp 2236–2240 

[37]. H. G. Liu, P. K. Dasgupta. (1996) "Analytical chemistry in a drop. Solvent 

extraction in a microdrop" Analytical Chemistry, 68, 1817–1821. 

[38]. S. Pedersen-Bjergaard , K.E. Rasmussen (1999) "Liquid-liquid-liquid 

microextraction for sample preparation of biological fluids prior to capillary 

electrophoresis" Analytical Chemistry, 71, pp 2650-265 
 

[39]. J. Zhou,, Q. Zhang,, J. Bing Sun, X. Li Sun, P. Zeng. (2014)" Two-phase hollow fiber 

liquid phase microextraction based on magnetofluid for simultaneous determination of 

Echinacoside, Tubuloside B, Acteoside and Isoacteoside in rat plasma after oral 

administration of Cistanche salsa extract by high performance liquid chromatography" 

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 94, pp 30–35 

[40]. H. Jiang, B. Hu, B. Chen, W. Zu. (2008) "Hollow fiber liquid phase microextraction 

combined with graphite furnace atomicabsorption spectrometry for the determination of 

methylmercury in human hair andsludge samples" Spectrochimica Acta Part B, 63, 

770–776. 

[41]. Y. He. (2012), " Liquid-Based Microextraction Techniques for Environmental 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851400020X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851400020X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851400020X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851400020X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851400020X


427 

 

Analysis" Comprehensive Sampling and Sample Preparation, 3, pp 835-862. 

[42]. A. Namera, T. Saito. (2013) "Recent advances in unique sample preparation 

techniques for bioanalysis" Bioanalysis, 5, pp 915–932 
 

[43]. L. Hou, et al. (2003) " A utomated hollow fiber-protected dynamic liquid-phase 

microextraction of pesticides for gas chromatography–mass spectrometric analysis" 

Journal of Chromatography A, 985, pp. 107–116. 

[44]. S. Pedersen-Bjergaard, A. Bjørhovde, T. G. Halvorsen, K. E. Rasmussen. 

(2003)" Liquid-phase microextraction of drugs from human breast milk" Analytica 

Chimica Acta, 491, pp 155–161 

 

[45]. A. Gjelstad, K. E. Rasmussen, S. Pedersen-Bjergaard. (2012)" Hollow Fiber Liquid-

Phase Microextraction" Comprehensive Sampling and Sample Preparation, 2, pp 445-

496 
 

[46]. B. Buszewski, M. Szultka1, P. Pomastowski,V. Railean-Plugaru. ( 2014) 

"Microextraction sample preparation techniques in biomedical analysis " Journal of 

separation science,0,1–12 1 

[47]. A. Sarafraz-Yazdi, A. Amiri. (2010) "Liquid-phase microextraction" TrAC Trends 

Analytical Chemistry,  29, pp 1–14. 

 [48]. M. Dehghani, M. Abadia, N. Ashraf, M. Chamsaz, F. Shemirani. (2012) "Review 

An overview of liquid phase microextraction approaches combined with UV–Vis 

spectrophotometry" Talanta, 99, pp 1–12 

[49]. Y. C. Chen, H. F. Wu. (2009),"Revolving hollow fiber–liquid phase microextraction 

coupled to GC/MS using electron ionization for quantification of five aromatic 

hydrocarbon isomers" Journal of separation science, 32, 3013– 3019  

 

[50]. Z. Es’haghi, H. Ali Hoseini, S. Mohammadi-Nokhandani,J. Ebrahimi. (2013), 

"Pseudo-stir bar hollow fiber solid/liquid phase microextraction combined with anodic 

stripping voltammetry for determination of lead and cadmium in water samples" Journal 

of Advance Research,pp 1-9. 



424 

 

[51]. X. Zhou, M. He, B. Chen , B. Hu. (2015)."Hollow fiber based liquid–liquid–liquid 

microextraction combined with sweeping micellar electrokinetic chromatography for the 

sensitive determination of second-generation antidepressants in human fluids" Analyst, 

140, 1662-1671 

[52]. J. L. Manzoori, J. Abulhassani, M. Amjadi. (2010) "Hollow fiber based-liquid phase 

microextraction using ionic liquid solvent for preconcentration of lead and nickel from 

environmental and biological samples prior to determination by electrothermal atomic 

absorption spectrometry" Journal of Hazardous Materials, 176 ,pp 481–486 

[53]. S. Pedersen-Bjergaard, J. Lee, H, K. Lee, K. E. Rasmussen. (2008) " Environmental 

and bioanalytical applications of hollow fiber membrane liquid-phase microextraction: A 

review" analytica chimica acta, 624, 253–268 

[54]. P. Wang, Y. Xiao, W. Liu, J. Wang, Y. Yang. (2015) "Vortex-assisted hollow fibre 

liquid-phase microextraction technique combined with high performance liquid 

chromatography-diode array detection for the determination of oestrogens in milk 

samples"Food Chemistry, 172 , pp 385–390 

[55]. Z. Es’haghi, M. Ahmadi Golsefidi, A. Saify, A. A. Tanha, Z. Rezaeifar, Z. Alian-

Nezhadi. (2010) "Carbon nanotube reinforced hollow fiber solid/liquid phase 

microextraction: A novel extraction technique for the measurement of caffeic acid in 

Echinacea purpurea herbal extracts combined with high-performance liquid 

chromatography" Journal of Chromatography. A, 1217, 2768–2775 

، جهاد دانشااگاهی دانشااگاه امیركبیر چاپ اول،  "روش تحقیق تجربی"(، 4945[. ادریساای م، )56]

 1-39تهران، ص 

[57]. J.M. Cupello. (1991). " Training technologies in experimental design. " Research 

Technology Management, 42, PP. 47-50.  

 [58]. C.D Hendrix. (1979). "What every technologist  should  know  about experimental 

design."  Chemtech, 9, PP. 167-174. 

 [59]. D. Brynn Hibbert, (2012)  "Experimental design in chromatography: A tutorial 

http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AXiaoqing%20Zhou
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMan%20He
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ABeibei%20Chen
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ABin%20Hu


423 

 

review", Journal of Chromatography B, 910, 2– 13 

[60]. M. Rajabi, et al. (2012) " Application of response surface methodology 

foroptimization of ionic liquid based dispersive liquid- liquid microextraction of 

cadmium from water samples". Humanan Experimental Toxicology, 32, pp 1–12 

[61]. R. H. Myers, D. C. Montgomery. (2002) "Response surface methodology: process 

and product optimization using designed experiments." 2nd Ed. Wiley Pub Inc, New 

York. pp. 51-83. 

[62]. M. A. Bezerraa, R. E. Santelli, E. P. Oliveira, L. S. Villar, L. A. Escaleira, 

(2008)"Response surface methodology (RSM) as a tool for optimization in analytical 

chemistry" Talanta, 76, pp 965–977 

[63]. N. Aslan, Y. Cebeci, (2007)"Application of Box–Behnken design and response 

surface methodology for modeling of some Turkish coals" Fuel, 86, pp 90–97 

چاپ اول، فریده  "كمومتریكس"(، 4939. منبوهی ا، بنادرچیاان ف، احمدی ح، شااارافتی م، )   [64]

 453-464، تهران، ص بندرچیان

[65]. S. L. C. Ferreira,R. E. Bruns, E. G. P. da Silva, W. N. L. dos Santos, C.M. Quintella, 

J. M. David, J. B. de Andrade, M. C. Breitkreitz, I. C. S. F. Jardim, N. B. Barros, (2007), 

" Statistical designs and response surface techniques for the optimization of 

chromatographic systems ", Journal of Chromatography A, 1158, pp, 2–14 

[66]. Y. Yamini, A. Esrafili, M. Ghambarian. (2012) "Three-phase hollow fiber 

microextraction based on two immiscible organic solvents for determination of tricyclic 

antidepressant drugs: Comparison with conventional three-phase hollow fiber 

microextraction" Journal of Chromatography A, 1222, pp 5–12 
 

[67]. M. Bashiry, A. Mohammadi, H. Hosseini, M. Kamankesh, S. Aeenehvand and Z. 

Mohammadi. (2016) "Application and optimization of microwave-assisted extraction and 

dispersive liquid–liquid microextraction followed by high-performance liquid 

chromatography for sensitive determination of polyamines in turkey breast meat samples" 

Food chemistry, 190,  pp 1168-1173. 

[68]. Y. Zhang, J. Wang, G. Wang, C. Gao, Y. Yan, B. Wen.(2015) "Optimization of 



490 

 

derivatization procedure and gas chromatography–mass spectrometry method for 

determination of bensulfuron-methyl herbicide residues in water" Journal of 

Chromatography B, 995–996, pp 31–37 

[69]. Montgomery, D.C., Design and analysis of experiments, Canada, pp1-12, 1991 

چاپ اول، دانشگاه فردوسی  "تحلیل رگرسیون خطی ابزاری برای تحقیق"( 4947. نیرومند ح، )[70] 

 146-142و  941-905مشهد، مشهد، ص 

 با یوستهپ یاندر جر یقسیستئین به روش تزر -ال یریگاندازه" (4932، )حاجیان اسرمی ف. [71]

 شاهرود دانشكده شیمی، دانشگاه صنعتی "یاسیكتروفتومتر آشكارساز

[72]. Y. Yamini, Sh. Shariati, A. Esrafili, (2009)  "Carrier mediated hollow fiber liquid 

phase microextraction combined with HPLC–UV for preconcentration and determination 

of some tetracycline antibiotics" Journal of Chromatography B, 877 393–400 

[73]. N. Goudarzi, S. Farsimadan, M. Arab Chamjangali, and G. Bagherian. (2015) 

"Optimization of modified dispersive liquid-liquid microextraction coupled with high-

performance liquid chromatography for the simultaneous preconcentration and 

determination of nitrazepam and midazolam drugs: An experimental design: Liquid 

Chromatography"Journal of separation science, 39, pp 1673-1679 

[74]. M. Zhang, F. Wei, Y-F. Zhang, J. Nie, Yu-Qi. Feng,(2006). "Novel polymer 

monolith microextraction using a poly(methacrylicacid-ethylene glycol dimethacrylate) 

monolith and its application to simultaneous analysis of several angiotensin II receptor 

antagonists in human urine by capillary zone electrophoresis" Journal of 

Chromatography A, 1102, 294–301 

 

[75]. R. N. Rao, S. S. Raju, R. M. Vali. (2013) "Ionic-liquid based dispersive liquid–

liquid microextraction followed by high performance liquid chromatographic 

determination of anti-hypertensives in rat serum" Journal of Chromatography B, 931, 

174–180 

http://www.researchgate.net/publication/273330423_Optimization_of_modified_dispersive_liquid-liquid_microextraction_coupled_with_high-performance_liquid_chromatography_for_the_simultaneous_preconcentration_and_determination_of_nitrazepam_and_midazolam_drugs_An_experimental_design_Liquid_Chromatography
http://www.researchgate.net/publication/273330423_Optimization_of_modified_dispersive_liquid-liquid_microextraction_coupled_with_high-performance_liquid_chromatography_for_the_simultaneous_preconcentration_and_determination_of_nitrazepam_and_midazolam_drugs_An_experimental_design_Liquid_Chromatography
http://www.researchgate.net/publication/273330423_Optimization_of_modified_dispersive_liquid-liquid_microextraction_coupled_with_high-performance_liquid_chromatography_for_the_simultaneous_preconcentration_and_determination_of_nitrazepam_and_midazolam_drugs_An_experimental_design_Liquid_Chromatography
http://www.researchgate.net/publication/273330423_Optimization_of_modified_dispersive_liquid-liquid_microextraction_coupled_with_high-performance_liquid_chromatography_for_the_simultaneous_preconcentration_and_determination_of_nitrazepam_and_midazolam_drugs_An_experimental_design_Liquid_Chromatography


494 

 

Abstract  

In the present study, a simple and efficient preconcentration method was proposed 

using two phase hollow fiber - liquid phase microextraction (HF-LPME) coupled with 

HPLC-UV(MWD) for simultaneous extraction and determination of trace amount of 

ticlopidine and losartan in tablet, serum and urine samples. 1- octanol was used as an 

extraction solvent with low volatility to prevent evaporation, low viscosity to ensure rapid 

mass transfer, low polarity to ensure compatibility with the hollow fiber, and to prevent 

leakage into the sample. Some parameters such as pH, extraction time, stirring rate, 

hollow fiber length and ionic strength as the effective factors in extraction's efficiency 

were optimized using experimental design.Under the optimized conditions; a linear 

calibration curve in the range of 0.004- 6.0 mg.L-1 for ticlopidine and 0.003- 5.5 mg.L-1 

for losartan, with detection limit of 1.2 µg.L-1 for ticlopidine and 1.1 µg.L-1 for losartan 

and preconcentration factor of 272 for ticlopidine and 176 for losartan were achieved. 

The relative standard  deviation for three replicate determinations of 0.1, 1.0 and 4.0 

mg.L-1 were 3.56%, 3.95% and 1.70% for ticlopidine and 3.06%, 3.48% and 1.89% for 

losartan, respectively. 
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