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و حلال  سطحی پلیمر قالب مولکولی مغناطیسی نانو بر پایه  میکرو استخراج فاز جامد

ندازه گیری برای ا طراحی ترکیب مرکزی بهینه سازی به روش و عمیق سبز

 بیولوژیکیدارویی و  هایدیپیریدامول در نمونه 

 ، سارا کرمی*رویا میرزاجانی
 گروه شیمی ،مدانشکده علو ،دانشگاه شهید چمران اهواز ،اهواز

 15/04/99تاريخ پذيرش:           25/03/99تاريخ تصحيح:              30/09/98تاريخ دريافت: 

 چکيده

پلیمر قالب مولکولی مغناطیسی و حلال عمیق سبز با بهینه  کامپوزیت نانومیکرو پخشی با استفاده از  استخراج فاز جامدارزان در این کار روش ساده و 

نانو کامپوزیت سنتز . طراحی ترکیب مرکزی برای اندازه گیری گزینشی دیپیریدامول در نمونه های دارویی و  بیولوژیکی ارایه شده استسازی به روش 

عمیق  حلال همچنین امواج فراصوت در مراحل جذب و واجذب مورد استفاده قرار گرفتنانو کامپوزیت  کارایی استخراج با اینبه منظور افزایش شده 

بهینه   .ستگاه کروماتوگرافی مایع باعملکرد بالا با دتکتورر ماوراء بنفش انجام شدرفته شد و اندازه گیری به وسیله درای واجذب آنالیت به کار گب سبز

س پ .روش طراحی ترکیب مرکزی انچام شد به (t) و زمان واجذب (v) حلال واجذب ، حجم(w)مقدار جاذب  ای موثر شاملسازی همزمان پارامتره

 و بود mg g 82/2-1برای دیپیریدامول  جاذب نانو کامپوزیت مغناطیسی پلیمر قالب مولکولیآنالیت بر روی  بیشترین ظرفیت جذب از بهینه سازی

 و µg L 003/0-1 نیز به ترتیب معادل روشتعیین  و حدتشخیص  . حدبدست آمدµg L200 – 008/0-1محدوده خطی به دست آمده برای روش 

1-µg L 900/0و  %09/2، %26/3به ترتیب 150 و  50، 5برای غلظتهای  درون روز . انحراف استاندارد نسبی روش با استفاده از تستحاصل شد

برای اندازه  یبسیار موفقیت آمیز به صورت در نهایت این روش آمد. به دست %4کمتر از  همان سطوح غلظتیبرای  بین روزبا تست  همچنین 41/3%

 درصد بکار گرفته شد. 4ول در نمونه های پلاسما، سرم خون و قرص با انحراف استاندارد کمتر از ریدامیگیری دیپ

  .طراحی ترکیب مرکزی ;عمیقاتکتیک  حلال ;قالب مولکولیپلیمر  ; مغناطیسی نانو ذرات ;میکرو ستخراج فاز جامدا ;ریدامولی: دیپکلمات کلیدی

 مقدمه -1

 این [1]باشد. دیپیریمیدین می [d-5و4پیپریدینوپیریمیدو]دی 8و4آمینو( اتانول)دیبیس  6و2این دارو دارای نام شیمیایی 

که به خاطرمشکلات قلبی افرادی همچنین  ،و سکته میباشند آمبولی داروی ضد تجمع پلاکت در بیمارانی که در معرض خطر

این دارو در ابتدا تحت عنوان  .اند برای کاهش احتمال ایجاد لخته در جریان خون مورد استفاده قرار میگیردجراحی شده

 .[2]در رگ ها استفاده می شود خون لختگی ضدآنژین مورد استفاده قرار می گرفت. اما اکنون برای درمان
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، و قرص، کپسولهای شکل  به سپرین یا وارفا رین مصرف میگردد وپیریدامول معمولا همراه داروهای دیگری مانند آداروی دی

پیریدامول به طور انتخابی با گشاد کردن عروق کرونر، موجب افزایش جریان خون این عروق دی .تزریقی در دسترس قرار دارد

می شود. اثر گشادکننده عروق کرونر ناشی از مهار آدنوزین دآمیناز سرم است که باعث تجمع آدنوزین می شود. آدنوزین یك 

باشد. عوارض می درارا باشد و دفع این دارو از طریق صفرا وساعت می 10نیمه عمر این دارو  .قوی عروقی استگشادکننده 

[. 3باشد ]جانبی و ناخواسته مصرف این دارو شامل: سردرد، سرگیجه، سنکوپ، گرگرفتگی، تهوع، استفراغ، راش و خستگی می

 ت.، ساختار دیپیریدامول نشان داده شده اس1-1در شکل 

 

 

 

 

 

 : ساختار شیمیایی دیپیریدامول 1شکل 

این دارو تاکنون با  دهد.های متفاوت ارائه میبرای تعیین آنالیت موردنظر در بافت  ار های متعددیشیمی تجزیه نوین تکنیك

نجی فلورسانس [ ، طیف س5اسپکتروفتومتری ][،  4کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا ]استفاده از روش های مختلف از جمله 

با وجود این محققین همواره  در نمونه های مختلف اندازه گیری شده است  [8] ، و سنسورهای شیمیایی [7] [ ولتامتری6]

کنند که شامل کاهش یا حذف هدررفت مواد شیمیایی از جمله حلال، واکنشگر، مدیریت صحیح پسماند اهدافی را دنبال می

-D-µپخشی ) میکرو باشند. استخراج فاز جامدژی مصرفی و اطمینان از ایمنی عملکرد میای، به حداقل رساندن انرتجزیه

SPE Dispersive- micro- solid phase extraction به عنوان یك جایگزین ارزشمند برای تکنیك استخراج فاز )

د، هزینه کم، کارایی بالا و ایمن هایی از جمله: سرعت بالا، سهولت عملکرجامد کلاسیك توسعه یافت. این تکنیك شامل مزیت

[. در 9] گیردهای متفاوت مورد استفاده قرار میها در محیطباشد که برای آنالیز محدوده وسیعی از آنالیتبودن روش کار می

سیله یك توانند به راحتی به ومیان انواع جاذبهای مورد استفاده، در استخراج فاز جامد نانوذرات مغنا طیسی به دلیل اینکه می

[. عیب اصلی نانوذرات مغناطیسی 10اند ]میدان مغناطیسی خارجی از بافت نمونه جداسازی شده، مورد توجه قرار گرفته

هاست. یك روش معمول برای غلبه بر این محدودیت پوشاندن سطح نانوذرات مغناطیسی با تجمع و اکسیداسیون راحت آن

پذیری بیشتری نسبت به نانوذرات غناطیسی پوشش داده شده پایداری و انتخابباشد. نانوذرات مهای آلی مختلف میمعرف

[. پلیمرهای قالب مولکولی از جمله موادی هستند به این منظور قابل استفاده اند 11باشند ]مغناطیسی بدون پوشش را دارا می

های شبیه مولکول الگو مورد استفاده در فرآیند ها به  ساختارپذیری و تمایل بالای آنبه عنوان فاز استخراج کننده انتخاب و 
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پذیری و کارایی بالا ، از جمله انتخابMIPهای باشد. پلیمرهای قالب مولکولی مغناطیسی، علاوه بر حفظ مزیتزنی میقالب

ك میدان تواند به وسیله یراحتی میعنوان جاذب، خاصیت مغناطیسی خود را نیز حفظ کرده و بنابراین بهدر استفاده به

های فعال گذشته از این، در پلیمرهای قالب مولکولی مغناطیسی به دلیل مکان.  [12] مغناطیسی خارجی از محیط خارج شود

های انتخابی و همینطور خارج شدن از سطح در مقایسه با یابی آنالیت به حفرهدست قرار گرفته شده روی سطح ماده،

باشد. به دلیل این مزایا، پلیمرهای قالب مولکولی مغناطیسی به صورت وسیعی می ترپلیمرهای قالب مولکول معمول، راحت

-D-µاگرچه در روش  .اندهای استخراجی و توسعه سنسورها مورد توجه قرار گرفتهبرای کاربرد در بیوتکنولوژی، تکنیك

SPEحلال شوینده مناسب برای  باشد، انتخاب، انتخاب صحیح جاذب مورد استفاده برای مرحله جذب امری حیاتی می

-باشد. مایعات یونی، از طریق پیوندهای هیدروژنی و همچنین برهمواجذب کامل آنالیت از جاذب، نیز بسیار حائز اهمیت می

 Deep eutecticتوانند ظرفیت واجذب روش استخراجی را افزایش دهند.دوقطبی با آنالیت، می-های دوقطبیکنش

solvent (DESs)[13] باشندسبزی هستند که متعلق به دسته مایعات یونی میهای ، حلال  .DES  از ترکیب گیرنده

های عاملی از قبیل ترکیبات دارای گروه مچنین دهنده پیوند هیدروژنی شاملمثل نمك آمونیوم چهارتایی و هپیوند هیدرژنی 

ه بسیار کمتر از اجزای تشکیل دهنده میباشد نقطه ذوب ترکیب ایجاد شد شود.ها حاصل میکربوکسیلیك اسید، اوره یا الکل

ها همچنین دارای   DESعلاوه بر این،  . [14که این امر باعث میشود این حاللها در دمای اتاق اکثرا به حالت مایع باشند ]

د زیرا ها راحت تر میباش IL های معمولی هستند. استفاده از این حلال های سبز نسبت به بیشتر IL نسبت به برتریچندین 

آنها نه تنها از مزایای مایعات یونی مانند، پایداری شیمیایی و فشار بخار پایین  مواد سمی با هوا و آب تشکیل نمی دهند.

برخوردار هستند بلکه بسیاری از مزایای دیگر از جمله عدم سمیت و تجزیه پذیری،  تنوع ، مواد اولیه کم هزینه و راحتی تهیه 

به طور گسترده ای در واکنشهای آلی، الکتروشیمیایی، فرایند جداسازی  و غیره  DESر سالهای اخیر ، را نیز دارا هستند.  د

های سبز در مقادیر بسیار کم به عنوان جایگزین برای حلالهای سمی و حلال بکار بردن این مورد استفاده قرار می گیرد 

لب مولکولی برای جداسازی درکنار گزینش پذیری بسیار خوب آلاینده ی آلی و استفاده از خاصیت مغناطیسی جاذب پلیمر قا

پژوهش، از طراحی آزمایش به روش ترکیب مرکزی برای  دراین جاذب همگی از مزایای عمده این روش پیشنهادی میباشند.

ناطیسی سنتز ریدامول با استفاده از نانو کامپوزیت مغیپدی  پخشی میکروجامدفاز استخراج بهینه سازی پارامترهای موثر بر

 استفاده میشود.  حقیقی ه گیری درنمونه های انداز فراصوت و حلال های یوتکتیك عمیق برای کمك به شده
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 بخش تجربی -2

 مواد و دستگاهها -2-1

تهیه  آلمان ز شرکت مرکا  (AIBN) بوتیرونیتریلآزوبیس 2و2داروی دیپیریدامول مورد استفاده در این کار و آغازگر 

عنوان مونومر عاملی، اتصال دهنده   هب  (MAA) ، متاکریلیك اسید (APTES)آمینو پروپیل تری اتوکسی سیلان-3گردید. 

، کولین کلراید, اوره، گلیسرول، اتیلن گلایکول و تمامی حلال ها از جمله: (EGDMA) عرضی اتیلن گلایکول دی متاکریلات

یداری شدند. همچنین در آلدریچ خر-سیگماید و فسفریك اسید از شرکت استونیتریل، استیك اسید، اتانول، آمونیوم هیدروکسا

لیتر از گرم بر میلی 100محلول استاندارد ذخیره  استفاده گردید.  HPLCدارای درجه  یو سایر حلالها تمامی مراحل از آب

زین شد و به وسیله حلال اتانول حل گرم از پودر خالص دیپیریدامول تومیلی 50دیپیریدامول، به این ترتیب تهیه شد که ابتدا 

ساخت شرکت  HPLCسیستم  در این کار یك  لیتری به وسیله اتانول به حجم رسانده شد.میلی 50شد و در یك بالن 

 C18ستون فاز معکوس و  K-2501مدل  UVو آشکارساز ، میکرولیتر 20لوپ  ،آلمان شامل یك پمپ چهارحلاله وورکنا

(mm 6/4 ×mm 250)  مورد استفاده قرار گرفت. لیتر بر دقیقهمیلی 1 فاز متحرک عت جریانسر با 

 (APTES)آمينوپروپيل تري اتوکسي سيلان -3آمين دار کردن نانوذرات اکسيد آهن با استفاده از -2-2

و [ 15] د برای تهیه ی نانو کامپوزیت نهایی ابتدا نانو ذرات مغناطیسی اکسید آهن به روش ارایه شده در کار قبلی سنتز ش

به منظور آمین دار کردن نانوذرات مغناطیسی اکسید  آمینوپروپیل تری اتوکسی سیلان عاملدار گردید.-3پس از آن  توسط 

پخش شد.  1:1نسبت  انول و آب باتحلال ا مخلوط لیترمیلی 150گرم از نانوذرات مغناطیسی اکسید آهن در  4/0آهن، 

به صورت قطره قطره به آن افزوده شد.  APTESلیتر میلی 5/0زده شد و سپس شدت هممخلوط توسط همزن مغناطیسی به

pH  شد. واکنش تحت اتمسفر گاز نیتروژن قرار  رسانده 4مولار به  1واکنش به وسیله افزودن آرام و تدریجی استیك اسید

آهنربای خارجی جدا و سپس با زده شد. رسوب حاصل به وسیله گراد همدرجه سانتی 60ساعت در دمای  3گرفت و به مدت 

ساعت در  24رسید و جهت خشك شدن به مدت  7آن به  pHشو شد تا زمانیکه وبار( شست10استفاده از آب به دفعات زیاد )

 میباشد.  2NH-2@SiO4O3Fe ماده سنتز شده   گراد قرار داده شد و خشك گردیددرجه سانتی 50آون با دمای 

 MIP / 2NH-2@SiO4O3Fe براي ديپيريدامول پليمر قالب مولکولي اطيسينانو کامپوزيت مغن تهيه-3-2

ب پلیمر قالب مولکولی نانو کامپوزیت دار شده، به منظور تهیه، از نانوذرات مغناطیسی اکسید آهن آمیناین مرحلهدر   ی ر

دار شده را در سی اکسید آهن عاملگرم از نانوذرات مغناطی 1/0استفاده شد. بدین منظور، مقدار ریدامول به عنوان قالب یدیپ

عنوان به    MAA مول میلی 2مول از مولکول قالب )دیپیریدامول(، میلی 5/0لیتر از استونیتریل پخش شد و میلی 30

به عنوان آغازگر واکنش به AIBN گرم  06/0عنوان اتصال دهنده عرضی و  به  EGDMAمولمیلی 10عاملی، مونومر 
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و سپس  گراد قرار گرفتدرجه سانتی 60ساعت درون آون با دمای  8د. سپس مخلوط حاصل به مدت ترتیب به آن اضافه ش

 با استیك اسید :اتانول  حلال توسطچندین بار رسازی مولکول قالب )دیپیریدامول( از پلیمر حاصل، این پلیمجهت خارج

در ادامه برای  شو مشاهده نشد.وحاصل از شست شو شد تا اینکه هیچ اثری از مولکول قالب در محلولوشست 3به  7نسبت 

روش و در غیاب  همیننیز به  NIP / 2NH-2@SiO4O3Fe مطالعات مقایسه ای نانوکامپوزیت غیر قالب مولکولی یا 

 . مولکول قالب تهیه شد

 تهيه حلال هاي شوينده سبز-2-4

ریدامول با یکرد آنها  برای استخراج دیپسنتز گردید و عمل DESجهت دست یابی به حلال شوینده مناسب، سه نوع 

MIP/2NH-2@SiO4O3Fe .سه نوع  با یکدیگر مقایسه شدDES  1(عبارت اند از: ترکیب کولین کلراید با اورهDES( ،

. به منظور سنتز هر کدام از (DES3)و ترکیب کولین کلراید با گلیسرول  (DES2)ترکیب کولین کلراید با اتیلن گلیکول 

ای کوچك ترکیب شدند و درون مول از پذیرنده توزین و سپس درون ظرف شیشه 2ل از دهنده پیوند هیدرژنی و مو1حلالها، 

گراد قرار داده شدند. مواد مخلوط فوق پس از ذوب شدن از آون خارج شده و بعد از سرد شدن درجه سانتی 60آون با دمای 

 [.13شوینده مورد استفاده قرار گرفت ]به عنوان حلال 

 روش کار کلي-2-5

میکروگرم بر لیتر( را به لوله آزمایش انتقال داده و 10میلی لیتر محلول دیپیریدامول ) 5جهت پیش تغلیظ دیپیریدامول، 

دقیقه در برابر امواج فراصوت قرار داده شد تا آنالیت بر  20میلی گرم از جاذب به آن افزوده شد، سپس به مدت  3/4مقدار 

دقیقه در معرض یك  5به مدت مانده محلول د و عمل استخراج انجام گردد. در مرحله بعد باقیروی جاذب بارگیری شو

سپس محلول رویی نشین و جدا شود تسلا ( قرار گرفت تا جاذب مغناطیسی کاملا ته 4/1) آهنربای مغناطیسی خارجی قوی

میکرولیتر از  9/165بر روی جاذب مقدار  یز شد و جاذب از آن جدا گردید. در ادامه برای واجذب آنالیت جذب شدهرسر

دقیقه در برابر  40/18( به آن اضافه گردید و به مدت DES2از بافر فسفات و  7:3محلول شوینده )ترکیبی از نسب حجمی 

امواج فراصوت قرار گرفت. در این مرحله محلول پیش تغلیظ شده به کمك آهنربای مغناطیسی خارجی از جاذب جامد جدا 

، ابتدا به منظور حذف ذرات معلق، محلول را به وسیله سرنگ از فیلتر HPLCتزریق محلول پیش تغلیظ شده به  شد. جهت

تزریق گردید. سطح زیر پیك دیپیریدامول در  HPLCمیکرولیتر از آن به دستگاه  20سرسرنگی عبور داده ومقدار 

 اندازه گیری شد.کروماتوگرام حاصل از تزریق نمونه، به عنوان تابعی از غلظت آن 
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 گیریبحث و نتیجه -3

 MIP/2NH-2@SiO4O3Feو   4O3Fe ،2NH-2@SiO4O3Feگرفته شده از سه ترکيب IR-FTطيف -1-3

      / MIP و   4O3Fe، 2NH-2@SiO4O3Feهر سه ترکیب   IR-FT-برای مشخصه یابی مواد سنتزی در ابتدا طیف 

  2NH-2@SiO4O3Fe  ی مربوط گروههای عاملی مشاهده شده سنتز این ترکیبات مورد تایید گرفته شد با توجه به پیکها

در طیف   .تایید شد است  Cm 46/582-1در حدود  O-Fe از طریق مشاهده باند 4O3Feنانوذرات مغناطیسی قرار گرفت. 

مربوط   Cm   3/ 1095-1 و Cm   23/ 802-1وجود پیك هایی در اعداد موجی    2NH-2@SiO4O3Fe ،مربوط به ترکیب

به خوبی سیلان دار شدن نانو ذرات مغناطیسی اکسید آهن را نشان میدهد   Si-O-Siششی متقارن و نامتقارن  کبه ارتعاش 

  N-Hبه ترتیب مربوط به ارتعاشات خمشی وکششی پیوندهای 3000-2800و محدوده  40/1606و مشاهده ی پیکهایی در 

رابا  4O3Feنانوذرات مغناطیسی میباشد و اصلاح سطح  APTES مربوط به  گروه های متیل و متیلن H-C متصل به پیوند 

APTES  به خوبی نشان میدهد. در طیفIR-FT  نانو کامپوزیت  ترکیبMIP/2NH-2@SiO4O3Fe  علاوه بر مجموع

روی سطح  EGDMAنشان دهنده اتصال گروه کربونیل  10/1730پیکهای فوق وجود پیکی در عدد موجی 

2HN-2@SiO4O3Fe سیون میباشد.او  اثبات کننده پلیمریز 

 MIP/2NH-2@SiO4O3Feنانو کامپوزيت مغناطيسي  EDXو   VSM آناليز -2-3

شود وجود (. همانطور که در شکل مشاهده میA-2انجام شد. شکل ) EDX به منظور آنلیز عنصری جاذب سنتز شده، تجزیه

باشد. وجود پیك کربن و البته افزایش ردن سطح نانوذرات آهن میدار کمربوط به مرحله سیلانه وآمین Siو  Nهای پیك

های مربوط به آهن ناشی آورده نشده( و همچنین کاهش پیك EDX)تصویر 2NH-2@SiO4O3Feشدت آن نسبت به ماده 

صویر آورده نشده(  تشکیل پلیمر را اثبات میکند. تEDX از پوشش دار شدن نانوذرات آهن مغناطیسی اکسید آهن )تصویر

VSM برای پلیمر قالب مولکولی مغناطیسی سنتز شده در شکل (B-2(  وجود قدرت مغناطیسی قابل ملاحظه ی

MIP/2NH-2@SiO4O3Fe دهد که این امردور از انتظار نیست، البته با انجام را پس از پلیمریزاسیون به خوبی نشان می

میباشد  کم شده است ولی همچنان   emu60که حدود  4O3Feشدن پلیمریزاسیون مقداری از قدرت مغناطیسی نانو ذرات 

 به اندازه ی کافی بالا میباشد که به سهولت در مرحله جداسازی مغناطیسی جاذب از محلول قابل استفاده است.
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 B ; EDX ( A  VSM) : آنالیز 2شکل 

  MIP/2NH-2@SiO4O3Feيسي و نانو کامپوزيت مغناط )4O3Fe(مغناطيسي اکسيد آهن  SEMآناليز -3-3

و نانو کامپوزیت مغناطیسی  )4O3Fe(مغناطیسی اکسید آهن  برای بررسی ریخت شناسی و اندازه ابعاد نانوذرات

MIP/2NH-2@SiO4O3Fe  سنتز شده، توسط دستگاه میکروسکوپ الکترونی با بزرگنمایی بالا، از آنها تصاویرSEM  تهیه

تهیه شده برای نانوذرات اکسید آهن مشاهده می شود که سایز ذرات سنتز شده بین  SEM، در تصاویر A3-شد. در شکل 

در  MIP/2NH-2@SiO4O3Feنانو کامپوزیت مغناطیسی  تهیه شده از SEMنانومتر گزارش شده است تصویر    39تا  25

ساحت سطح پلیمر و بهبود هایی است که باعث افزاش مدهد که سطح پلیمر به خوبی دارای خلل و فرج، نشان میB3- شکل 

 باشد.نانومتر می 50شود، همچنین ابعاد پلیمر سنتز شده کمتر از کارایی آن می

 MIP/2NH-2@SiO4O3Feنانو کامپوزیت مغناطیسی  )Bو  4O3Feمغناطیسی نانو ذرات  )SEM  A: تصویر 3شکل 
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 و شرايط حلال واجذب سازي نوعبهينه-3-4

به کار برده شدند، سپس مخلوط  واجذب ، ابتدا هر کدام ازآنها به تنهایی به عنوان حلالDESجهت مقایسه عملکرد سه نوع 

های مختلف برای واجذب آنالیت از روی جاذب مورد بررسی قررگرفت  ودر  نهایت ترکیب درصد بافر  pHانها با بافر های با  

تغلیظ با مساحت پیك مربوط به پیشداد که  نشانA4-روش یك متغیر در زمان بهینه گردید. نتایج در شکل با  DESبه 

به عنوان حلال شوینده دارای بالاترین مساحت پیك  DES2)اتیلن گلیکول ) و کولین کلراید حلال سنتز شده بااستفاده از 

ه از باشد. بنابراین در ادامدارای بالاترین توانایی واجذب آنالیت از جاذب می DES2توان نتیجه گرفت که باشد که میمی

DES2  به عنوانDES .3با استفاده از بافر فسفات با  واجذب که نشان دادمطالعات  بهینه استفاده شد pH  دارای بالاترین

-آنالیت صورت می پیش تغلیظبیشترین  pH 3باشد که در دهنده این موضوع میکه نشان (B4-)شکل  مساحت پیك است

وهایی که خصلت بازی ضعیفی دارند در محیطهای اسیدی بسیار محلول هستند داراین میتواند به این دلیل باشد که  گیرد.

 = pKaبه مقادیر بالاتر ) pHمیباشد و با افزایش مقدار  = pH  1-3در محیط اسیدی با    DIP بنابراین حداکثر حلالیت

ریدامول به شکل مولکولی با قابلیت انحلال کمتر در میآید و در ضمن توانایی اتصال  پلیمر قالب مولکولی به ی( دیپ6.8

جهت بهینه کردن نوع بنابراین در ادامه  ها به علت تغییر فرم مولکول مهمان ومیزبان کمتر میشود. pHریدامول در این یدیپ

به عنوان  pH 3با  اذب، چهار نوع بافر فسفات، سیترات، استات و بوراکسبافر مورد استفاده برای واجذب آنالیت از روی ج

بافر فسفات دارای بالاترین توانایی در واجذب آنالیت از جاذب  نتایج نشان داد کهشوینده مورد استفاده قرار گرفتند. حلال 

 های حجمی مختلفیوی جاذب، نسبتمورد استفاده برای واجذب آنالیت از ر DESجهت بهینه کردن نسبت بافر به  باشد.می

-مشاهده می C4-به عنوان حلالی شوینده در مرحله واجذب مورد استفاده قرار گرفتند همانطور که در شکل  DESاز بافر به 

باشدکه دهنده این موضوع میکه نشان دارای بالاترین مساحت پیك است DES2از بافر فسفات به  7:3شود، نسبت حجمی 

باشد و این آنالیت از جاذب میتغلیظ دارای بالاترین توانایی در پیش DES2ا این نسبت از بافر فسفات و حلال شوینده ب

مورد استفاده قرار   MIP/2NH-2@SiO4O3Feریدامول از سطح کامپوزیتیترکیب درصد به عنوان حلال برای واجذب دیپ

 گرفت.

 يتاستخراج آنالسازي زمان التراسونيک در مرحله بهينه-3-5

جذب آنالیت برروی جاذب یکی از مراحل بحرانی استخراج میباشدکه نیاز به بهینه سازی دارد. به نحوی که در  زمان

 کوتاهترین زمان تماس آنالیت با جاذب بیشترین مقدار آن روی فاز استخراج کننده بازداری شود. از روشهای مختلفی از جمله

برای همزدن و برقراری تماس آنالیت و جاذب استفاده  ریفیوژ و امواج فرا صوتسانت ، استفاده از همزن مغناطیسیمیتوان 

و  ندتماس و افزایش کارایی استخراج هر سه روش  مذکور مورد بررسی قرار گرفت کار به منظور کاهش زماندر اینمیشود. 
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فرا  ین مدت زمان در معرض امواجمشخص شد که بهترین کارایی استخراج با استفاده از امواج فرا صوت حاصل میشود بنابرا

ش یك متغییر در وبا استفاده از ر  به همین دلیل نمونه ها در مرحله استخراج بهینه گردید. استخراجدر مرحله  صوت بودن

 بیشترینشود مشاهده میD4-. همانطور که در شکل نددقیقه در برابر امواج فراصوت قرار داده شد 5 -25در گستره یك زمان 

 دقیقه به عنوان زمان بهینه انتخاب گردید. 20د. بنابراین زمان آیمی ستبددقیقه  20زمان در جذب آنالیت میزان 

 بررسي اثر وزن جاذب، حجم شوينده و زمان واجذب به طور همزمان-3-6

سایر پارامترها از  سازی پارامترهای نوع و ترکیب حلال واجذب به روش یك متغیر در زمان، در ادامه  بهینه سازیپس از بهینه

برای بهینه  [17] قبیل وزن جاذب، حجم شوینده و زمان واجذب روش طراحی ترکیب مرکزی مربوط به روش رویه پاسخ

باشد. در مطالعات اولیه انجام شده کمترین میMinitab16.2.2 کردن مورد استفاده قرار گرفت. برنامه آماری مورد استفاده 

مقادیر سطوح بالا و سطوح پایین مربوط به هر فاکتور را نشان  1بی هر فاکتور مشخص شد. جدول و بیشترین مقدار موثر تقری

 دهدمی

. 

 ( زمان التراسونیکDES   Buffer D /نسبت حجم( C بافر  B) pH( نوع حلال شوینده A ی تاثیر: بررس4کلش
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 محدوده آزمایش متغیرهای مورد مطالعه -1جدول 

 حسطو                

 فاکتورها

 نماد -1 0 +1

 15 10 5 w (mg)وزن جاذب

 300 250 200 v  (µL)حجم شوینده

 20 5/12 5 t (min)زمان واجذب

 3آزمایش هر  6آزمایش، در  20آزمایش را طراحی کرد از تعداد  20اساس سطوح فاکتورهاطرح انتخابی و بر به برنامه با توجه

نقطه برای بررسی تکرارپذیری روش و همچنین بررسی وجود انحنا در  6ند. وجود این فاکتور در سطوح مرکزی خود قرار دار

آزمایش  8باشد و می αمقادیر تحت تأثیر فاکتور آزمایش مربوط به 6مانده، آزمایش باقی 14از  باشد.مدل طراحی شده می

تحت شرایط  آزمایش 20توجه به طراحی برنامه،  با  باشد.دیگر نیز شامل مقادیر سطوح بالا و پایین هر کدام از فاکتورها می

ریدامول با استفاده از نانو کامپوزیت ییپداستخراج فازجامدمیکرو پخشی تعیین شده انجام شدند. سطح زیر پیك پس از 

برای بررسی تمام   به عنوان پاسخ در نظر گرفته شد.فراصوت و حلال های یوتکتیك عمیق  کمك به مغناطیسی سنتز شده

های های موجود در رابطه غیرخطی با توان دوم فاکتورها، از بین مدلکنشات احتمالی فاکتورها از جمله تمامی برهماثر

باشد، ها و درجه دوم کامل میکنشبرهم -درجه دوم، خطی -هایی با اثرات خطی، خطیکه شامل مدل پردازش موجود برای

این روی این مدل برازش شدند. های انجام شده، بر اساس آزمایش آمدهی بدست و پاسخ ها مدل درجه دوم کامل انتخاب شد

 :[18] شودمدل بصورت زیر تعریف می

 

 مدل ریاضی طراحی شده: 

%R= 375883 + 21664 w -32097 v + 9035 t – 6054 w2 – 23 v2 +5220 t2 + 11880 wv – 9268 wt 

+ 1128 vt 

تغلیظ توانند بیشترین اثر را بر پیشر پارامترهای وزن جاذب و حجم شوینده میشود مقداچنانچه در معادله بالا مشاهده می

ورهای وزن جاذب و حجم شوینده کنش مربوط به تاثیر متقابل فاکترسد موثرترین برهمنظر میدیپیریدامول داشته باشد. به

 . شودا هم بوسیله تحلیل واریانس بررسی میکنش متغیرها بدار بودن تأثیر هر یك از پارامترها و یا برهممیزان معنی .است

 [19]ارزیابی میکند(F- test) اهمیت آماری پارامترها را با استفاده از آزمون آماری فیشر  تحلیل واریانس قابل توجه است که

بزرگتر  %95سطح اطمینان  بحرانی موجود در جدول برای Fمحاسبه شده برای هر پارامتر از مقدار  F. چنانچه مقدار آماره 

. [20] ای استباشد دارای تأثیر قابل توجه 05/0آن کمتر از  Pباشد تأثیر متغیر قابل توجه است. همچنین متغیری که مقدار

 باشد:باشند از معادله حذف شده و معادله جدید به صورت زیر میداری نمیمتغیرهایی که دارای تاثیر معنی

%R= 375883 + 21664 w -32097 v + 9035 t – 6054 w2+5220 t2 + 11880 wv – 9268 wt  
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گیرد. این پارامتر به عنوان معیاری مورد استفاده قرار می Lack of fitبرای تأیید مناسب بودن مدل طراحی شده نیز پارامتر 

بدست آمد که  51/1مدل طراحی شده  شود. مقدار این پارامتر برایها به مدل در نظر گرفته مینشدن داده fitبرای میزان 

پارامتر دیگری که برای بررسی مناسب بودن مدل مورد استفاده قرار . باشدمقدار پایینی است و بنابراین به خوبی قابل قبول می

بینی های پیشدر واقع بیانگر اختلاف موجود بین مقادیر مساحت پیك ماندهباشد. مقدار باقیها میماندهگیرد مقدار باقیمی

شکل و بدون ساختار نسبت به مقادیر برازش شده پخش ها کاملا بیماندهنشان میدهد که باقی ،5شکل باشد.می شده و تجربی

ها وابستگی وجود ندارد که بیانگر مناسب بودن مدل است. شکل ماندهتوان گفت بین مساحت پیك  و باقیشده اند در واقع می

بر هم کنش  بیانگرزمان واجذب میباشد نتایج  -جم شوینده و وزن جاذب، منحنی رویه پاسخ مربوط به تاثیر وزن جاذب ح6

بین حجم حلال واجذب و زمان واجذب با وزن جاذب میباشد در حجم شوینده ثابت، با افزایش وزن جاذب مساحت پیك 

ا افزایش زمان واجذب شود. تا زمانیکه تاثیر وزن جاذب به مقدار ثابتی رسیده، و همچنین در مقدار کم وزن جاذب ببیشتر می

تغلیظ دیپیریدامول توسط پلیمر قالب شود که میزان پیشیابد. از مطالعات بالا این نتیجه حاصل میمساحت پیك افزایش می

 مولکولی مغناطیسی شده به تأثیر هر سه پارامتر وزن جاذب، حجم حلال واجذب و زمان التراسونیك واجذب بستگی دارد.

 

 

 

 

 

 

 

 مقادیر پیش بینی شدهه بین مقادیر باقی مانده و رابط :5 شکل 

-میزان مطلوبیت ترکیبی پارامترها برابر یك می دهد برای رسیدن به مقداربهینهنمودارهای اپتیمم برای پارامترهای نشان می

در وضعیت بهینه  مفهوم این عبارت این است که تا زمانی که این پارامتر به یك نزدیك است سطوح به کار رفته متغیرها باشد.

گرم، حجم میلی 3/4، وزن جاذب کردمشخص  نتایجخود برای رسیدن به  مساحت پیك مناسب تعریف شده، قرار دارند. 

 باشد. بنابراین ادامه کار تحت این شرایط انجام شد.بهینه می مقادیردقیقه  4/18میکرولیتر و زمان واجذب  9/165شوینده 
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 بر روی استخراج دیپیریدامول وزن جاذب و زمان واجذب  ;B )وزن جاذب و حجم شوینده A )  : تأثیر متقابل6شکل

 ارقام شایستگی و ارزیابی روش -4

و معادله  میکروگرم بر لیتر خطی بود 008/0-200براسیون بدست آمده برای دیپیریدامول در محدوده غلظتی یمنحنی کال

لیتر غلظت دیپیریدامول بر حسب نانوگرم بر میلی xاین رابطه، میباشد. در   x20842  =y+  153186 خط آن به این صورت 

نیز بر  روشگیری حد اندازه و حد تشخیص  باشد.می 9986/0بدست آمده برای منحنی نیز  r باشد. سطح زیر پیك می yو 

در ادامه برای  بدست آمد. µg L 7008 /0-1 و    µg L 0027 /0-1  به ترتیب معادل  m/bS10و     m/bS3   ابطاساس رو

میکرو گرم بر لیتر 150و  50، 5    بررسی دقت روش مقادیر انحراف استاندارد نسبی درون روز و بین روز  در سه سطح غلظتی

. پس از آماده سازی نمونه ها روز متوالی  محاسبه گردیدند 5تکرار در یك روز و  5 برای از محدوده خطی منحنی کالیبراسیون

ریدامول به روش طراحی شده به وسیله نانو کامپوزیت مغناطیسی یاستخراج میکرو پخشی دیپ غلظت های مشخص شده،با 

MIP/2NH-2@SiO4O3Fe بدست آمد که این مقادیر  %4 ازر  تکم هر دوانحراف استاندارهای درون روز و بین روز  انجام و

فاکتور پیش تغلیظ . همچنین در اینکار نالیت میباشدآازه گیری موید دقت بسیار خوب روش ارایه شده برای استخراج و اند

معادل با نسبت غلظت داروی دیپیریدامول قبل و بعد از استخراج نسبت شیب منحنی های کالیبراسیون بعد و قبل از پیش 

 بدست آمد. 423تغلیظ تعریف میشود. بر اساس آزمایشهای انجام شده مقدار این فاکتور معادل 

 جاذب و ظرفیت پذیریگزینش بررسی -5

در سنتز پلیمرهای قالب مولکولی گزینش پذیری جاذب یك پارامتر اساسی میباشد که هر چه بالاتر باشد مزاحمت عوامل 

ی کاربرد در نمونه های پیچیده براو کارایی روش  کمتر خواهد بودآنالیت  تعیینناخواسته درون بافت نمونه های حقیقی در 

با ساختارهای مشابه و یا متفاوت  تعدادی از داروهاپذیری جاذب برای بررسی خصوصیات گزینش. بدین منظور افزایش می یابد

ها تهیه گردید و تحت شرایط لیتر هرکدام از آنگرم بر میلیمیلی  3دیپیریدامول برای مقایسه در نظر گرفته شدند محلول  با

کامپوزیت و یك بار با استفاده از  MIP/2NH-2@SiO4O3Feطیسی کامپوزیت مغنا نانوبهینه، یك بار با استفاده از

نانو پذیری ، تفاوت گزینش A-7 . در شکل انجام شدتغلیظ ب، پیشذبه عنوان جا NIP/2NH-2@SiO4O3Feمغناطیسی 
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-نسبت به هر کدام از داروهای در نظر گرفته شده به خوبی مشاهده می  MIP/2NH-2@SiO4O3Feکامپوزیت مغناطیسی

میباشد. این بدلیل این  NIPبه طور قابل توجهی بالاتر از  MIP جاذب توسط استخراج میزاننتایج نشان میدهد که،  .ودش

اما بر هم کنشهای بین  .دنوارد میشوکامپوزیت قالب مولکولی  حك شده در راحت تر به حفرات است که مولکولهای آنالیت

قطبی و برهمکنشهای  -پیوندهای هیدروژنی، تعاملات دو قطبی  بطور عمده MIP/2NH-2@SiO4O3Fe ریدامول ویدیپ

هتی به مولکول الگو از نظر اندازه، شکل و نوع گروههای عاملی  هیچ شباکه میباشند. اگرچه، ترکیبات دیگری  الکترواستاتیك 

فیت جاذب نانو قسمت بعدی میزان ظردر به طور عمده توسط یك مکانیسم غیر اختصاصی جذب می شوند. و هدف ندارند

به این صورت . ریدامول مورد بررسی قرار گرفتیبرای جذب آنالیت دیپ MIP/2NH-2@SiO4O3Feکامپوزیت مغناطیسی 

میکروگرم بر لیتر تهیه شد  005/0 - 0/4غلظتهای مختلفی از آنالیت در گستره مشخص است B7-شکل   که همانطور که در

تعادل در تماس با جاذب قرار داده شد. پس از انجام کامل فرایند استخراج مقدار  دقیقه به عنوان زمان 30و برای مدت زمان 

 .  [21] آنالیت باقیمانده محاسبه شد و سپس به منظور بررسی ظرفیت جاذب از رابطه زیر استفاده گردید

 

 

: حجم V (L) ;عادلی: غلظت تmg L eC)-1( ;: غلظت اولیهmg L 0C)-1( ;: ظرفیت جاذبmg g eq)-1(در این رابطه  

گرم از آنالیت به ازای هر گرم از جاذب بدست میلی 80/2: وزن جاذب میباشد. ظرفیت جاذب معادل وm (g)اولیه محلول 

 آمد.

 

 

 

 

 

 

 ظرفیت جاذب  B )پذیری و گزینشA) بررسی -7-شکل 

 مطالعه صحت روش پیشنهادی -6

ریدامول به روش یهای حقیقی، استخراج میکرو پخشی دیپایی روش در نمونهصحت روش و بررسی کار به منظورارزیابی 

های حقیقی پلاسما، در نمونه سنتز شده MIP/2NH-2@SiO4O3eFطراحی شده به وسیله نانو کامپوزیت مغناطیسی  

با استفاده از روش  این بررسی . [15] انجام شد پس از آماده سازی نمونه ها گرمیمیلی 75نمونه قرص دیپیریدامول سرم و 
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میکرو گرم بر لیتر ازآنالیت به حجمهای مشخصی از 150و  50، 5به همین منظورغلظتهای  افزودن استاندارد صورت گرفت

مربوط های کروماتوگرام 8و شکل  نمونه های حقیقی آماده شده افزوده شد. اندازه گیری ها به روش پیشنهادی صورت گرفت

 بدست آمدند. 93- 102در رنج%   را نشان میدهد.  درصدهای بازیابی با استفاده از رابطه زیر به نمونه های اسپایك نشده

 

که در معادله فوق 
realC باشد.مقدار واقعی گونه در نمونه حقیقی میfoundC

 
مقدار اندازه گیری شده است و 

addedC مقدار اضافه

گیری شده غلظت آنالیت اندازه درصدهای بازیابی بدست آمده به خوبی صحت روش ارایه شده را نشان میدهد. می باشد.شده 

 .باشدمی 31/0و  µg L  34/0-1های حقیقی پلاسما و سرم به ترتیب برای نمونه

نانو کامپوزیت مغناطیسی  با جاذبامول ریدیبا روش استخراج میکرو پخشی دیپ نمونه سرم و پلاسمانتایج حاصل از تجزیه  -2جدول 
/MIP2NH-2@SiO4O3Fe 

RSD 

(%) 
Ref. HPLC method [22] درصد بازیابی 

 (%) 

Found 

)1-µg L(  

Added 

)1-µg L(  
 نمونه

 پلاسما* 0 34/0 0 35/0 0

3/3 33/5 0/102 49/5 5 1 

9/2 47/49 0/98 35/49 50 2 

1/3 38/145 0/97 39/145 150 3 

 سرم* 0 31/0 0 33/0 0

8/2 99/4 1/93 96/4 5 1 

3/2 19/47 6/93 21/47 50 2 

6/2 72/148 8/98 65/148 150 3 

 ساعتی 6میلی گرمی دیپیریدامول و در فواصل  25ساله ، پس ازیك هفته مصرف قرص  60*نمونه مربوط به یك بیمار مرد 

 نانو کامپوزیت مغناطیسی با جاذبریدامول یبا روش استخراج میکرو پخشی دیپ دست آمده از آنالیز نمونه حقیقی قرصهای بهداده -3جدول 
MIP/2NH-2@SiO4O3Fe  

RSD 

(%) 
Ref. HPLC method [22] درصد بازیابی 

 (%) 

Found 

)1-µg L(  

Added 

)1-µg L(  
 نمونه

 قرص 0 8/9 0 7/9 0

3/4 35/14 0/92 33/14 5 1 

5/4 8/60 1/101 9/60 50 2 

3/5 58/156 5/98 56/156 150 3 
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 گرم به دست آمد.میلی 50/73گرمی دیپیریدامول از طریق این روش میلی 75طبق محاسبات صورت گرفته، دوز قرص 

 

 

 

 

 

 

 

 

 قرصC) پلاسما   B )سرم  A) مربوط به نمونه های اسپایک نشده کروماتوگرام -8 –شکل 

 گیرینتیجه -7

طراحی آزمایش  آن از پوزیت مغناطیسی پلیمر قالب مولکولی برای انالیت هدف تهیه شد. پسابتدا یك نانوکام پژوهش، دراین

ریدامول با استفاده از نانو ییپداستخراج فازجامدمیکرو پخشی  به روش ترکیب مرکزی برای بهینه سازی پارامترهای موثر بر

 د.گردیاستفاده   حقیقی ه گیری درنمونه های زاندا حلال های اتکتیك عمیق برای کمك به کامپوزیت مغناطیسی سنتز شده

به عنوان جایگزین برای حلالهای سمی و آلاینده ی آلی و استفاده از خاصیت ر مقادیر بسیار کم د های سبزبکار بردن حلال

مغناطیسی جاذب برای جداسازی درکنار گزینش پذیری بسیار خوب جاذب همگی از مزایای عمده این روش پیشنهادی 

 این روش همچنین دارای حساسیت، صحت، دقت و تکرار پذیری بسیار خوبی میباشد. از دیگر مزایای این روش   شند.میبا

از قبیل نمونه های مختلف بیولوژیکی مثل نمونه با مقادیر بسیار کم و میکرو حقیقی  قابلیت کاربرد آن در نمونه هایمیتوان 

 را نام برد.خون یا پلاسما 

 نیتشکر و قدردا -8

 .نمایند قدردانی می و پژوهش تشکر این های هزینه تأمین لحاظ به اهواز شهید چمران دانشگاه پژوهشی معاونت از نگارندگان
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