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 پژوهشي - علمي 

كمك امواجبا مايع  -ميكرواستخراج مايعهاي پلاسما با روش  استخراج كاروديلول از نمونه
فراصوت بر پايه حلال اتكتيك عميق

  3كاظم جمشيدي قلعه و2زاده، زينب اسماعيل*و1حسن حيدري

ايران دانشيار شيمي تجزيه، گروه شيمي، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان، تبريز، -1
كارشناس ارشد شيمي، گروه شيمي، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان، تبريز، ايران - 2

استاد فيزيك، گروه فيزيك، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان، تبريز، ايران - 3

99مرداد  پذيرش:     99مرداد بازنگري:      98ارديبهشت دريافت:  

) بر پايه حلال اتكتيك عميقUALLMEامواج فراصوت (كمك  با مايع -ج مايعميكرواستخرا روشيك  پژوهش،در اين  :چكيده
)DES داده شد روش اسپكتروفلوريمتري توسعه اب تجزيهاز  پيشهاي پلاسما استخراج كاروديلول از نمونه برايبار  نخستين) براي. DES با

كاروديلولاستخراج سازي بيشتر براي  شده بدون خالص تهيه DES. شدتهيه  2:1در نسبت  فنلكردن مقدار مناسب كولين كلرايد و  مخلوط
كننده با روش تعليقه، افزودن نمك و نوع حلال DESهاي مهم شامل نسبت اجزاي  عاملتعدادي از  تاثير. شدهاي پلاسما استفاده از نمونه

در روش ي موثراصل يرهايمتغ يهارآمد بقك يسازينهبه يبرا يمركب مركز يحااز طر. نددر يك زمان مطالعه و بهينه شدعامل يك 
) درR2=9982/0( بودن عالي يروش خط ينا .شداستفاده  فراصوتو زمان ) THF( تتراهيدروفوران ، حجم DES، حجم pHاستخراج شامل

 ng ml−1ابر بابر به ترتيبLOQو  LODو مقادير % 2/93بازيابي استخراج  نشان داد. بهينه يطدر شرارا  ng ml−1 300تا 15 گستره
و شده استفاده شد آغشتهي انسان يپلاسما يهادارو در نمونه يينتع يبرا يتروش با موفق ينا .دست آمد به ng ml−182/9و  30/3

ه داد.يرا ارا % 2/93و  % 7/91هاي نسبي بازيابي

.اسپكتروفلوريمتري كاروديلول، حلال اتكتيك عميق، طراحي مركب مركزي، پلاسما، كليدي: هايواژه

مقدمه
يقلب يها يماريدرمان ب يبرا ياطور گسترده بهكاروديلول 

ي،قلب يسكميكا هاي يماريمانند فشار خون بالا، ب يعروق
از آنجا. شود يم يزقلب تجو ياحتقان ييو نارسا يوكاردانفاركتوس م

مخلوط ييمشخصات دارو ييبه تنها ها1پار قرينهاز  يك يچه  كه 
ي كاروديلولعموم هايفراوردهو  يهندارند نمونه اول يك رامسرا

. سطح غلظت]1[ هستند  [−]Sو  [+]Rيكمخلوط راسم يحاو
قرار ng ml-1 500 تا 50 گسترهدرماني كاروديلول در پلاسما در 

1. Enantiomer 
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 .]2[دارد 
زيستيهاي داروهاي موجود در نمونه تجزيهمشكل اصلي در 

پيش تغليظ منظوربهل استخراج ها، مراح پايش درماني آن براي
و غيره DNAها، هاي ناخواسته مانند پروتئينآناليت و حذف گونه

گير همراه است.هاي وقتفرايندكه با  استهاي پيچيده بستراز 
مايع،-ي مانند استخراج مايعمتفاوتهاي تهيه نمونه روش

 زيستي استفاده تجزيهپروتئين در  رسوباستخراج فاز جامد و 

پروتئين حتي در رسوبپايه بر هايروش ،حالهر ده است. بهش
متوسط پيوند يلدلسازي نمونه به آمادههاي تركيب با ساير روش

شده كارگرفته بهاي طور گسترده بهداروها  يشتربه ب ينپروتئ يادز تا
كنشبرهماختلال در  يجاددر ا يسعپروتئين  رسوباست و روش 

استخراج يايبا وجود مزا. ]2[ ها دارد آن يسازدارو و آزاد- ينپروتئ
روش از ينبودن، ا و در دسترس يمانند سادگ متداول مايع-مايع

يآل يهااز حلال ياديز يرمكرر به مقاد يازو نبودن بر نظر زمان
هاي گذشتهدر دهه ،بنابراين دارد. ييهايتخطرناك، محدود

يبرا )LLME( 1يعما-يعاستخراج مايكروم متفاوتهاي  روش
مايع توسعه-استخراج مايع يسنتروش حل مشكلات مربوط به 
-ميكرواستخراج مايعها روشترين اين پيدا كرده است. برجسته

سازي به كمكتعليقه) و ميكرواستخراج DLLME( 2مايع پخشي
روش . در هر دو]4 و 3[ هستند) USAEME( 3امواج فراصوت

DLLME  وUSAEMEناپذير بااج، قطرات ريز حلال آلي امتز
كننده در محلول آبي به ترتيب با حلال آلي عنوان استخراجآب به
شوند.پذير با آب يا  امواج فراصوت تشكيل ميامتزاج
ها تحت عنوانكننده جديدي از استخراج گروه تازگي،به
عنوان يك حلال سبزه) بDESs( 4هاي اتكتيك عميقحلال

طوربهها DES. ]5[است جايگزين مايعات يوني پيشنهاد شده 
از اغلبشده است كه  يلتشك يمنارزان و ا جزسه  يااز دو عموم 

تجمعي دارند، كه خود ييتواناهاي پيوند هيدروژني كنش برهم راه

1. Liquid-liquid microextraction
2. Dispersive liquid-liquid microextraction 
3. Ultrasound-assisted emulsification microextraction 
4. Deep eutectic solvents

تشكيل يك مخلوط اتكتيك با يك نقطه ذوب كمتر از هر يك از
مخلوط باطور معمول بهها DESدهند. اجزاي جداگانه را مي

مقدار مناسب از پذيرنده پيوند هيدورژني با يك هاليدكردن يك 
دنتوانيكه مشوند فلزي يا يك دهنده پيوند هيدروژني تشكيل مي

در ارتباط يكديگربا  يدروژنيه يوندپ هايكنشبرهمبا توجه به 
كمتر، ينههزها . در مقايسه با مايعات يوني، اين حلالدنباش

تر و سميتآسان هيهت فرايندبهتر،  پذيريزيست تخريب
ها در شيمي تجزيه راDES. كاربرد نددارقبول دارويي  قابل
استخراج، (ميكرو)هاي روشتوان به چندين گروه از جمله مي

بهبود كارآيي استخراج، هضم يا انحلال براياصلاح سطوح جامد 
در عنوان اصلاح كننده فاز متحركهاي جامد، بهنمونه

بر پايه استخراج فازهاي وان شوينده در روشعنو به 5سوانگاري
ياديها توجه زDES، يراخ يهادر سال. ]6[جامد تقسيم كرد 

LLMEهاي روشدر تداول م يآل يهاحلال يگزينيجا براي

.]9تا  7[اند دريافت كرده
فنلبر پايه كولين كلرايد و  DESابتدا پژوهش،  در اين

برايشده  تهيهحلال  ،سپس شد. تهيهعنوان يك حلال سبز به
)UALLMEمايع به كمك امواج فراصوت (-ميكرواستخراج مايع

،پلاسما زيستيهاي داروي كاروديلول از نمونه ،]11 و 10[
هاي موثر بر كارآيي عاملسازي بهينه براي. شد كارگرفته به

.شدبه كارگرفته ) CCD( 6روش طراحي مركب مركزي ،استخراج
گيري شد.ه با دستگاه اسپكتروفلوريمتر اندازهشد داروي استخراج

بخش تجربي
 هادستگاهمواد و 

استاندارد داروي كاروديلول از شركت دارويي صالحان شيمي
7(تهران، ايران) تهيه شد. استونيتريل، متانول و تتراهيدروفوران

)THF با درجه خلوص (HPLC  (فرانسه) 8شركت كارلو اربااز

5. Chromatography
6. Central composite design
7. Tetrahydrofuran
8. Carlo Erba
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2) از شركت اكسيرChCl( 1ين كلرايدخريداري شدند. كول

و استون از شركت مرك تهيه فنلاوره، اتيلن گليكول،  ،(اتريش)
شدند. مواد شيميايي ديگر مانند سديم هيدروكسيد، هيدروكلريك

مرك شركتاي از اسيد و سديم كلريد با درجه خلوص تجزيه
استفاده شد. زدوده يونآب ند. در كل كار پژوهشي از شدتهيه 
سازمان انتقالاز  يواقع هايعنوان نمونهپلاسما به هاينمونه
تبريز تهيه شدند.خون 

اسپكتروفلوريمتر داروي كاروديلول از دستگاه بررسيبراي 
سل كوارتز از ساخت ژاپن استفاده شد. FP-6200مدل  3جاسكو

cm 1  هايگيرياندازهبراي ميكروليتر  700با حداكثر حجم
مدل 4يوسسارترستفاده شد. ترازوي ديجيتالي شدت فلورسانس ا

SECURA124-1S  كردن مواد گرم براي وزن 0001/0با دقت
مترpHدستگاه  ،هامحلول pH. براي تنظيم كارگرفته شد به

دستگاهو براي جداسازي فازها،  5متروهم 744ديجيتالي مدل 
گرفته شد.كار به 6ساخت كمپاني هيتيش EBA200مدل  گريزانه
100انرژي  با DSA100-XN2-4.0Lآبي فراصوت مدل  حمام

هرتز ساخت كمپانيكيلو 40وات و فركانس 
MAXMACHINE  (چين) (سوئيس)7 ميكروسرنگ هميلتونو

گريزانهاز  پسكردن فازها جدا برايميكروليتر  100به حجم 
.شد كارگرفته به

 هاDES تهيه
DES كردن  مخلوط باهاChCl دعنوان پذيرنده پيونبه

پيوند عنوان دهنده، اتيلن گليكول و يا اوره بهفنلهيدورژني با 
ها بر پايه اتيلنDES ،ند. براي اين منظورشد تهيههيدروژني 
و دو مول ChClيك مول كردن  از مخلوطاوره  يا گليكول و

مخلوط درگرمادهي داخل يك فالكن و  دراتيلن گليكول يا اوره 

1. Choline chloride
2. Exir
3. Jasco

4- Sartorius

5- Metrohm 
6- Hettich
7. Hamilton

.تهيه شدند ،ك محلول شفافي دست آمدن به تا C 80°دماي 
DES كردن يك مول  از مخلوط فنلها بر پايهChCl هايبا مول

زدن و هممول) در دماي اتاق  4و  3، 2، 1( فنلمتفاوتي از 
دست آمدن يك محلول مخلوط در داخل يك فالكون تا به

مورد نياز DESند. با توجه سادگي روش تهيه، شدتهيه يكنواخت، 
از شروع انجام روش ميكرواستخراج تهيه پيش صورت روزانه به
ند.شدمي

DESبر پايه  UALLMEروش 

شده درون يك 8آغشتهاز نمونه پلاسماي ليتر  ميلي 6/0مقدار 
هاي پلاسما و از بينپروتئين براي رسوبشد.  افزوده فالكون

استونيتريل درليتر  ميلي 8/1پلاسما مقدار - كنش داروبردن برهم
،فراصوت به آرامي بر نمونه پلاسما افزوده و سپسداخل حمام 

جداسازي سپس، براي .شد زده همشدت  بهدقيقه  2مدت  به
rpm 6000دقيقه با سرعت  10مدت  شده به رسوبهاي پروتئين
ديگر منتقل و تحت جريان فالكون. محلول بالايي به شد گريزانه

حجم ،سسپ .مانده تبخير شد استونيتريل باقي N2ملايم گاز 
آن pHرسانده و ليتر  ميلي 6به  زدوده يونمانده با آب  محلول باقي

به DES ميكروليتر 409مقدار  ،پس از آن. شدتنظيم  29/7در 
و DESهاي خودتجمعي مولكول، براي و در ادامه افزودهآن 
به THFحلال آپروتيك ميكروليتر  546شدن محلول مقدار  ابري
قيقه داخل حمام فراصوت قرار داده شد.مدت يك د و به افزودهآن 
rpm 6000دقيقه با سرعت  10جداسازي فازها به مدت  براي

.شدشده از آناليت در بالاي محلول جمع  كه فاز غني شد گريزانه
شده در با سرنگ معمولي محلول زيري كشيده شد و فاز غني

آوريبا استفاده از ميكروسرنگ جمع فالكونقسمت مخروطي 
تنظيم وميكروليتر  250متانول در  افزودنحجم آن با  پس،. سشد

355برابر با  λemدرون ميكروسل ريخته و شدت فلورسانس در 
گيري شد.اندازهنانومتر  320از تحريك در  پسنانومتر 

8. Spike
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 آماري تجزيه و تحليل
CCD افزاردر تركيب با تابع مطلوبيت با استفاده از نرم

بررسي شد. شدتراحي و ط 10نسخه  1ديزاين اكسپرت
،عنوان پاسخ در نظر گرفته شد. همچنين فلورسانس به

طرفه و ) يكANOVA( 2هاي چندگانه با تحليل واريانسمقايسه
با نرم افزار4براي آناليز تعقيبي 3به دنبال آن آزمون توكي

 05/0داري آماري در سطح انجام شد. معني 19نسخه  5تبميني
< P شد. پذيرفته

 ها و بحثنتيجه

DESبر پايه  UALLMEسازي روش بهينه

DESاثر نوع و تركيب 

با π-π، الكترواستاتيك و گريزيآبهايي مانند كنشبرهم
مناسب براي DESنظر نقش كليدي در انتخاب  آناليت مورد

در DESسه نوع  پايهكنند. بر اين هاي استخراج ايفا مي روش
:ChCl اوره و  :ChCl ، فنل :ChCl  يهپا بر 2:1 ينسبت مول

از تهيه پس .اتيلن گليكول تهيه و مورد آزمايش قرار گرفتند
ها به داخل محلولاز هر يك از اين حلالميكروليتر  400مقدار 

مورد DESهر سه نوع  .شد افزودهليتر ميلي 6نمونه با حجم 
از پس ،هكطوري به .ندشتپذيري بالايي را با آب داآزمايش امتزاج

.شديك فازي تشكيل  امانهها به درون نمونه آبي، س آن افزودن
ها حلال جداسازي حلال اتكتيك عميق و خود تجمعي آن براي
DESجز  كه بهنتايج نشان داد  .شدكارگرفته  به THFكننده  تعليقه

.دهندنمي نشاننوع خودتجمعي را   بقيه هيچفنل  :ChCl بر پايه 
اكسان نيز برايدي4و1هاي آپروتيك استون و از حلال ،همچنين

و شدبر پايه اوره و اتيلن گليكول استفاده  DESتجمعي خود
در ادامه ،رواز اين تجمعي مشاهده نشد.دوباره هيچ اثري از خود

استفاده شد.فنل  :ChCl از حلال اتكتيك عميق بر پايه  بررسي

1 . Design Expert 
2 . Analysis of variance 

3. Tukey test

4. Post hoc analysis 
5. Minitab

فنل :ChCl  بر پايه DES، سازي نسبت مولي مربوط بهينه براي
و ChClاز  1:1. نسبت شدتهيه  متفاوتدر چهار نسبت مولي 

كردن با آنكه كار طوري به داشتخيلي بالايي  گرانروي فنل
موردنيز  4:1و  3:1، 2:1هاي ديگر شامل نسبت .خيلي مشكل بود

داده نشان 1در شكل  دست آمدهبهنتايج كه گرفتند ون قرارآزم
، كاهششودمشاهده مي 1ر شكل طور كه دهمانشده است. 

2از  فنل يغلظت مول يشدر شدت فلورسانس با افزا يتوجه قابل
توانشود. اين كاهش در كارآيي استخراج را مييم يجادا 4و 3به 

نسبت داد. فنلبا افزايش نسبت  DES گرانرويبه كاهش 
دنبال آن آزمون توكي يك طرفه و به ANOVA ،همچنين
2:1ي نسبت مولي دست آمده برا استخراج به هيجكه نت نشان داد

متفاوت است. در 4:1و  3:1هاي مولي از نسبت چشمگيريطور  به
بررسيي ادامه برا ينهبه عنوان نسبت به 2:1 ينسبت مول نتيجه

.شدانتخاب 

a  ياbدست آمده از  بندي به: گروهANOVA ي. شده با آزمون توك طرفه دنبال يك
داري باهم تفاوت ندارند. طور معني اند، به مشخص شدههايي كه با حروف يكسان ستون

شرايط استخراج: حجم( DESسازي نسبت مولي اجزاي بهينه 1شكل 
،ميكروليتر 400  برابر با DESحجم  ،10 برابر با pH ليتر، ميلي 6نمونه 
ng ml-1 برابر با ليلوكارودغلظت  ميكروليتر، 400 برابر با THFحجم 

)دقيقه 5 فراصوت مدت و بدون افزودن نمك ،100
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دست آوردن شدت فلورسـانس صـحيح يـك آناليـتبراي به
كننـده بـر شـدت فلورسـانس نيـز لازم است اثر حلال اسـتخراج 

: فنـل در نسـبتChCl بر پايـه   DESرو، اثر اين . ازشود بررسي
ف فلورسـانسي ـبـر ط  كننـده  عنوان حلال اسـتخراج به 2:1مولي 

DESهـاي نشـري حـلال    . براي ايـن منظـور، طيـف   شدبررسي 

شده با متانول (حلالي كه براي تنظيم حجم نهـايي پـس از رقيق
UALLME بر پايه DES  د) پـس از تحريـك در سـهشاستفاده

هـاي تحريـك(طـول مـوج  نـانومتر   320و  282، 240طول موج 
ربـوط بـه تحريـك درهاي نشري مكاروديلول) ثبت شدند. طيف

304 يك پيك در طـول مـوج  نانومتر  283و  240هاي طول موج
نشان دادند كه بـا طـول مـوج نشـري داروي كـاروديلولنانومتر 

320همپوشاني ندارد و طيف نشري مربوط به طول موج تحريك 
پيك خاصي را نشان نـداد. در مرحلـه بعـدي، طيـف  هيچنانومتر 

متانول حاوي كـاروديلول در سـه شده با رقيق DESنشري حلال 
ثبت و مشاهده شد كـه تنهـانانومتر  320و  282، 240طول موج 

مربوطاست فلورسانس نانومتر  320زماني كه طول موج تحريك 
شـود، در دومشاهده مـي  نانومتر 355به كاروديلول در طول موج 

طول موج ديگر فلورسانسي براي كـاروديلول داخـل ايـن حـلال
د. بنابراين، با وجـود اينكـه شـدت فلورسـانس دارويمشاهده نش

كمتر از دو طول موج ديگـرنانومتر  320كاروديلول در طول موج 
گيري غلظـت كـاروديلول داخـلاست، اين طول موج براي اندازه

اين حلال انتخاب شد.

 كننده تعليقهاثر حلال 
هايتر حلالكنش قويها به علت برهمDESتجمعي خود

هايمولكول ،بنابراين. است DESا آب در مقايسه با آپروتيك ب
DES آبي هاي آب را رها كرده و تجمعي درون نمونهمولكول

توان بهرا مي DESهاي تجمعي مولكولكنند. اين خودايجاد مي
DESهاي و انتقال بار بين گونه π–πپيوند هيدروژني، همپوشاني 

،THF ل آپروتيك شامل. بنابراين، اثر چندين حلا]12[نسبت داد 
بر بازده استخراج UALLMEاكسان در روش دي- 4و1استون و 

تجمعينشان داد كه خود . نتايجشد بررسيداروي كاروديلول 
هايو بقيه حلال آيددست ميبه THFمناسب تنها با استفاده از 

را DESهاي تجمعي بين مولكولمورد استفاده توانايي ايجاد خود
عنوان حلال آپروتيك مناسب برايبه THF ،روننداشتند. از اي

انتخاب شد. هابررسيادامه 

اثر افزودن نمك
كارآيي استخراج اثر تواند برهاي اصلي كه مي عامل يكي از

تواند . در حالت كلي، افزودن نمك مياستداشته باشد، افزودن نمك 
آن به پذيري آناليت در محلول آبي را كاهش داده و انتقاللانحلا

بهبود   كارآيي استخراج را ،نيبنابرا .را افزايش دهد DESدرون فاز 
توانداز سوي ديگر افزودن نمك ميراني نمك). پديده بيرونبخشد (
لايه انتشاري نرنست را تغيير داده و سرعت انتشار آناليت به ويژگي

.]13[ پديده حل كردن نمك)را كاهش دهد ( DESدرون فاز 

شرايط استخراج: نسبت(اثر افزودن نمك بر بازده استخراج  2شكل 
)1بقيه شرايط مشابه شكل و  2:1 برابر با فنل :ChCl مولي 

به منظور بررسي اثر افزودن]14[.شوندو گرانرو چگاليگرانروي
مقادير متفاوتي از DESبر پايه  UALLMEنمك بر عملكرد 

NaCl صفر تا)  w/v %20هاي نمونه افزوده و نتايج در) به محلول
شود باطور كه مشاهده مي نشان داده شده است. همان 2شكل 

كند.شده، شدت فلورسانس كاهش پيدا مي افزايش مقدار نمك افزوده
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پديده غالب. همچنين، "اثر حل كردن با نمك"رسد به نظر مي
درصدهاي متفاوت دست آمده با آزمون توكي نشان داد كه نتايج به

ها بدونداري باهم تفاوت ندارند. بنابراين، آزمايشمعني طور نمك به
افزدون نمك انجام داده شد.

CCDبا  يگرد يها عامل يرهچند متغ يساز ينهبه

درديگر ثر وم يها عامل يسازينهبه براي ،در ادامه
UALLME  بر پايهDES  ازCCD  سطح استفاده شد. 5در
، حجمDES، حجم pHچهار متغيير شامل  ،نظوربراي اين م

THF هاي اصلي موثر بر كارآيي عاملعنوان و زمان فراصوت به
بر پايه مقادير بررسيهاي مورد عامل. سطوح شداستخراج بررسي 

آورده شده است. 1شده و نشده در جدول  كدبندي

با بررسيهاي مورد  عاملشده و نشده  سطوح كدبندي 1جدول 
CCD رگيريكا به

عامل
سطوح

)2(+ α+ 1+  0  1 -  )2 -( α-
A:pH  12  5/9  7  5/4  2  

B:  حجمDES )300 400 500  600  700)ميكروليتر  
C:  حجمTHF )300 400 500  600  700)ميكروليتر  

D: ) 1  4  7  10  13)دقيقهزمان فراصوت  

30 انجام شد. همچنين، CCDها برپايه طراحي آزمايش
آزمايش با شش تكرار در نقطه مركزي با ترتيب تصادفي انجام

نشده كه ممكن است تمايل به يك هاي كنترل شد تا اثر عامل
هايها اعمال كنند، به حداقل برسد. جوابگيريطرف را در اندازه

1بررسي شدند و نتايج با نمودار پارتو ANOVAدست آمده با به

). در اين نمودار طول هر ميله3نمايش داده شده است (شكل 
متناسب با اهميت هر عامل بر كارآيي استخراج كاروديلول است.

95چين در نمودار پارتو سطح اطمينان با احتمال خط عمودي خط
دهد. بنابراين، اثراتي كه از اين خط عمودي رد% را نشان مي

1- Pareto

.]15[دار خواهند بود % معني 95شوند در سطح اطمينان 

CCDكارگيري  بهدست آمده با هب تاثير نمودار پارتو 3كل ش

)كند. مي % را مشخص 95چين سطح اطمينان خط عمودي خط( 

توان نتيجه گرفت كه حجممي پارتوباتوجه به نمودار 
DES بدين معني كه وقتي ،دار و منفي بر پاسخ دارداثر معني

م، كارآييرويترين سطح آن به بالاترين سطح مي از پايين
دار ومعنياثر غير THFكند. حجم استخراج كاهش پيدا مي

تجمعيبراي خود THFمنفي بر پاسخ دارد. با وجود استفاده از 
DESهاي ، بازيابي همه مولكولDESهاي مولكول

،و بنابراين استشده به درون محلول غيرممكن  افزوده
يش در حجمدر محلول باقي خواهد ماند. با افزامقداري از آن 

DES  وTHF شده نيز افزايش ميشده، حجم فاز جدا افزوده -

مانده نيزباقي THFو  DESحجم  ،يابد و از طرف ديگر
انجام يابد. از آنجا كه در نهايت تنظيم حجمافزايش مي

شدن آناليت درون توان به رقيقد، اين اثر منفي را نميشومي
تواند بيناينكه دارو مي ايهپ، برفاز نهايي نسبت داد. از اينرو

DES  وTHF مانده در محلولشده از محلول و باقي جدا
توان به افزايش مقدارها را مي عاملتوزيع شود،  اثر منفي اين 

مانده در محلول كه موجب نگه داشتن هاي باقياين حلال
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هاي عاملشوند، نسبت داد. از ديگر آناليت با خود مي
كنش بينتوان به برهممي % 95اطمينان  دار در سطحمعني
اشاره pHو  DESو توان دوم  THFو  DESهاي حجم
نشان داد كه براي ، ANOVAنتايج   گريزانه  ]7[،و است ،كرد.

و از استبزرگتر از مقدار بحراني  )20/8شده ( محاسبه Fمدل مقدار 
آن) و اين به مفهوم 0001/0است ( 05/0كمتر از  Pلحاظ مقدار 

براي P. مقدار استدار معني % 95است كه مدل در سطح اطمينان 
كه است 05/0دست آمد كه بزرگتر از هب 661/0 1نقص برازش

شده در سطح اطمينان داده نشان دهنده اهميت بيشتر مدل توسعه
. ]19تا  16[است % 95

CCDدست آمده براي  هب ANOVAنتايج  2جدول 

منبع
مجموع
مربعات

اتدرج
آزادي

مربع
ميانگين

مقدار
F  

مقدار
 P  

  0001/0  20/8  73/590  14  24/8270مدل
  01/72  15  10/1080مانده باقي

  6610/0  77/0  54/65  10  37/655نقص برازش
  95/84  5  73/424خطاي خالص
  35/935029 كل اصلاح شده

دست آوردن شرايط بهينه از روش تابع مطلوبيتهبراي ب
افزاراده شد و براي اين هدف از گزينه مطلوبيت در نرماستف

. در اين روش هر پاسخ تبديل به تابعشداكسپرت استفاده  ديزاين
كردنرا دارد و هدف پيدا 1 صفر تا گسترهشود كه مطلوبيت مي

كه مقدار مطلوبيت حداكثر استها  عامليك تركيبي از سطوح 
ام اهداف از پيش. با اين تابع مطلوبيت با تم]20[است 
نشان داده شده است، 3كه در جدول  عاملشده براي هر  انتخاب
دست آمده براي تابعهسازي انجام شد و رويه پاسخ ببهينه

اين نمودارهاي نشان داده شده است. 4مطلوبيت كل در شكل 
در .دست آمده است همعين ب عاملرويه پاسخ براي يك جفت 

داشته شان ثابت نگهمقادير بهينهها در  عاملديگر  ،كهحالي

1- Lack-of-fit

،استدار از نظر آماري معني DESاند. از آنجا كه توان دوم شده
وار مشاهدههاي سهمينموداره -4ج و - 4ب، -4 هايدر شكل

توان دركه مي استدار معني pHتوان دوم  ،شود. همچنينمي
داراين اثر را مشاهده كرد. معنيد -4و ب -4الف، -4هاي شكل

توان دررا مي THFو  DESهاي كنش بين حجمبودن برهم
يك پيچ و يج مشاهده كرد كه نمودار رويه پاسخ تقريب-4شكل 

شده درياد يارهايمع پايهبردهد. تاب خوردگي از خود نشان مي
شرايط مربوط به مطلوبيت برابر. انجام شد يسازينه، به2جدول 

،DESبراي ليتر  ميكرو pH ،409براي  29/7يك عبارت بود از 
فراصوت. در مدتدقيقه براي  1و  THFبراي ميكروليتر  546

در تركيب با تابع CCDبا دست آمده هب بهينه شرايط نهايت
براي DESپايه بر UALLMEمطلوبيت براي روش 

.شد بررسيصورت تجربي  بهميكرواستخراج داروي كاروديلول 
ه چندين بار تكرار و مشاهدهآزمايش در شرايط بهين ،بدين منظور

دست آمده ارتباط نزديكي با شدتهشد، شدت فلورسانس ب
افزار براي شرايط بهينه دارد. ايننرم باشده  فلورسانس پيشنهاد

سازيبهينه براياستفاده  بودن روش مورد دهنده مناسب نشان
.است DESبر پايه  UALLMEروش 

ها و شده براي هر يك از عامل سازي انتخابمعيارهاي بهينه 3جدول 
پاسخ

اهميتوزنهدفنام
A: pH  1در گستره  -

B:  حجمDES )1در گستره)ميكروليتر  -
C:  حجمTHF )1در گستره)ميكروليتر  -

D: ) 1  در گستره)دقيقهزمان فراصوت-
  15  بيشينهپاسخ
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)اند.شان تثبيت شدههاي ديگر در مقادير بهينه عامل(يه تابع مطلوبيت بر پا عاملنمودارهاي رويه پاسخ براي دو  4شكل 
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 سازي روشمعتبر
بر UALLMEاي روش كرد تجزيهسازي، عملپس از بهينه

)، حدLOD( 1ودن، حد تشخيص هاي خطيدر عبارتDESپايه 
دقت و درصد بازيابي استخراج LOQ( 2تعيين كمي شد بررسي)،

در شش 3واسنجينمودار شده است.  آورده4ل نتايج در جدو كه
يغلظت گسترهشده در  آغشته هاي پلاسمايسطح غلظتي با نمونه

تهيه شد R2( 9993/0(با ضريب تعيين  ng ml−1 1000 تا  15
و LOD. مقادير استبودن عالي روش  دهنده خطي كه نشان

LOQ محاسبه 10و  3/3 نوفه به نشانكنسبت  پايهبه ترتيب بر
دقت و دقت در طول روز ،هاي. دقت روش در عبارت]21[ند شد

هاي استانداردهاي انحرافمحاسبه شد و در عبارت بين روز
ند. بازيابي استخراج تحت شرايط بهينهشدبيان )RSDs( 4نسبي

:شدمعادله زير محاسبه  پايهبر ng ml-1 50در غلظت 
غلظت Cfغلظت اوليه كاروديلول در نمونه،  Ci در آن كه

نشده حجم پلاسماي رقيق DES ،Viنهايي كاروديلول در فاز 
)ميكروليتر 250( DESحجم نهايي فاز  Vf) و ليتر ميلي6/0(

.است

در تركيب DESبر پايه  UALLMEروش  ايعملكرد تجزيه 4جدول 
با اسپكتروفلوريمتر براي آناليز كاروديلول

بازيابي
استخراج

(%)

)3=n(RSD% 
LOQ

)ng ml-1(
LOD

)ng ml-1( R2  

گستره
خطي

)ng ml-1( 
مابين
روز

در طول
روز

2/93 68/7 95/6  8/9 6/3 9993/0 1000 -15

داروي تجزيه باپذيري روش حاضر انتخاب ،در ادامه
. براي اينشد بررسيكاروديلول در حضور تعدادي از داروها 

 ng ml-1غلظت برايDESبر پايه  UALLMEمنظور روش
برابر 100يا  1000هاي از كاروديلول در حضور غلظت 50

1. Limit of detection

2. Limit of quantitation

3. Calibration
4- Relative standard deviations 

هاي مزاحم تحت شرايط بهينه بررسي و درصد تغيير درگونه
آورده5. نتايج در جدول شد) محاسبه FΔشدت فلورسانس (%

داروها مزاحت بيشتر، شودطور كه مشاهده ميشده است. همان
،دهند. همچنينميخيلي كمي را با وجود غلظت بالايشان نشان 

از ppm 50داد كه تنها غلظت   نتايج آزمون توكي نشان
داري را در مقايسه باكاربازپين و لورازپام تفاوت معنياكس

از اين ppm 5غلظت  ،كه حاليدر .دهندكاورديلول تنها نشان مي
داري ندارند.ها نيز تفاوت معنيمزاحم

ي ديگر بر استخراج كاروديلولبررسي اثر مزاحمت داروها 5جدول 
)ng ml-1 50 (

غلظت گونه مزاحم  نام دارو
)µg ml-1(  

درصد تغيير شدت فلورسانس
)F%Δ(  

- 5a15/6  آملوديپين
-5a 67/7  كاربامازپين
-a00/7  5لاميتروژن
-a84/6  50لوزارتان
-a 85/11  5نيفيديپين

-b28/39  50كاربازپيناكس
-a 53/5  5كاربازپيناكس

50a 48/7  فنوباربيتال
-50b09/38  لورازپام
-5a 05/2  لورازپام

-a03/3  50توئينفني
a يا  bدست آمده از بندي به: گروهANOVA شده طرفه دنبال يك

عنوان آزمون تعقيبيبا آزمون توكي به

 ايكاربردهاي تجزيه
تجزيه داروي با DESبر پايه  UALLMEكاربرد روش 

هاي پلاسمايهاي پلاسما بررسي شد. در نمونهدر نمونه موردنظر
يلول پيدا نشد كهشده هيچ اثري از داروي كارود تجزيه
روش يا عدم حضور LODبودن غلظت دارو زير  دهنده پايين نشان

يهادارو به نمونهاز با افزودن مقدار مناسب دارو بوده است. 
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شده  آغشتهي پلاسما يها، نمونهليتر ميلي6/0به حجم پلاسما 
داده شده است. در اين جدول  نشان 6ند. نتايج در جدول شدتهيه 
شده به صورت درصد غلظت داروي پيدا نسبي به هايبازيابي

دست آمده براي  هند. اين مقادير بشدمحاسبه  ،شده غلظت افزوده
و دقت  درستيدهنده  به ترتيب نشان RSDهاي نسبي و %بازيابي

هاي داروي كاروديلول در نمونه براي بررسيخوب روش حاضر 
  .استپلاسما 
  

  شده رشهاي گزامقايسه روش حاضر با ديگر روش
را در  حاضر روش ايتجزيه هاييژگياز و يبرخ 7جدول 

گيري اندازه يشده برا  گزارش يهاروش مقايسه با ديگر
طور كه همان. دهديزيستي نشان م يهادر نمونهكاروديلول 
قابل اين روش  يجها، نتاروش يربا سا يسهشود، در مقايمشاهده م

بر پايه  UALLMEش رو .استو در اكثر موارد بهتر  يسهمقا
DES ،گستره خطي مناسب و وسيع LOD تر و دقت خوبي پايين

را دارد. در كنار اين موارد، استفاده از حلال سبز مزيت ديگر اين 
   روش است.

  
هاي پلاسما براي نمونه  اي روش حاضرعملكرد تجزيه 6جدول 

)3=n ( 

RSD%  بازيابي نسبي  مقدار 

 *شدهپيدا

 مقدار

 هشد افزوده 

8/8 7/91  4/2±5/27  0/30  
5/7 2/93 5/3±6/46 0/50 

  شده است.  انحراف استاندارد گزارش ±صورت ميانگين شده به* مقدار پيدا
  

  
  هاي زيستيگيري كاروديلول در نمونهبراي اندازه ديگرهاي مقايسه روش حاضر با روش 7جدول 

  LOD  نمونه  وسيله تشخيص  روش
)ng ml-1( 

  خطي گستره
)ng ml-1(  

RSD% 

  عرجم  (در طول روز)

  ]22[  5  15-300  5/4  پلاسما  اسپكتروفلوريمتري  استخراج جذبي فيلم نازك
DLLME*-SFO**  23[  7/8  40-300  18  پلاسما  اسپكتروفلوريمتري[  

DLLME  HPLC-UV  24[  8/8  50-750  14  پلاسما[  
  ]25[  9/2  480- 3020  0/66  سرم  HPLC-DAD  پروتئين رسوب

  ]26[  41/4  15-500  5  پلاسما GC-MS  مايع-عاستخراج ماي
  ]27[  2/5  25-625  >10  پلاسما LC-MS  استخراج فاز جامد

UALLME  بر پايهDES  كار حاضر  95/6 15- 1000 3/3  پلاسما  اسپكتروفلوريمتري  
DLLME * سازي قطره آلي شناوربر پايه منجمد     Solidification of floating organic  **                       

  
  گيري نتيجه

DES ويژگيهاي سبز نوان نسل جديدي از حلالعبهها 
 برايهاي مناسبي گزينه ،منحصر به فردي دارند و بنابراين

هاي هاي خطرناك و مضر در كردن حلال جايگزين
  DESبر پايه  UALLME. يك روش هستندميكرواستخراج 

طور  شد. اين روش بهكننده توسعه داده  عنوان حلال استخراجبه
تغليظ داروي كاروديلول از آميزي براي استخراج و پيشموفقيت

خطي  واسنجي گستره. داشتن شدهاي پلاسما استفاده نمونه
استخراج سبز از  برايتر، حدتشخيص پايين و استفاده از حلالوسيع

    شده براي  هاي گزارشمزاياي اين روش در مقايسه روش
بودن و هزينه پايين از  . سادگي، سريعاستديلول گيري كارواندازه

. روش طراحي آزمايش مركب استديگر مزاياي اين روش 
دست آوردن شرايط هب برايمركزي در تركيب با تابع مطلوبيت 

كار برده شد. تحت  به DESبر پايه  UALLMEبهينه روش 
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اي خوب تجزيه ويژگيشده  داده شرايط بهينه روش توسعه
خطي وسيع، حد تشخيص پايين و  گسترهعالي، بودن  (خطي

  ه داده است.يهاي خوبي) را ارادقت
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Abstract: In this study, an ultrasound-assisted liquid-liquid microextraction (UALLME) 
method based on the deep eutectic solvent (DES) was developed, for the first time, for extraction 
of carvedilol from plasma samples before analysis by spectrofluorimetry method. The DES was 
prepared by mixing the appropriate amount of the choline chloride and phenol in the ratio of 1:2. 
The prepared DES was used without any further purification for UALLME of carvedilol from 
plasma samples. The effects of some critical parameters including DES components ratio, salt 
addition, and kind of emulsifying solvent were studied and optimized by a one-at-a-time 
approach. A central composite design was used for efficient optimization of the rest of the main 
variables in the extraction procedure including pH, the volume of DES, the volume of THF, and 
ultrasonication time. The method showed excellent linearity (R2 = 0.9993) in the range of 15-1000 ng 
ml-1, under the optimal conditions. The extraction recovery of 93.2 % was obtained, and LOD and 
LOQ values were found 3.3 ng ml−1 and 9.8 ng ml−1, respectively. The method was successfully 
applied for the determination of the drug in spiked human plasma samples where it gave relative 
recoveries of 91.7 % and 93.2 %.  

 
Keywords: Carvedilol, Deep eutectic solvent, Central composite design, Plasma, 

Spectrofluorimetry. 
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