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جفت  پخشیسلکوکسیب با استفاده از روش میکرواستخراج فاز جامد داروی تعیین 

 ، ادرار و آبشیرهای در نمونه یمرئ -فرابنفششده با اسپکتروفوتومتری 

 غفران عبود ،محبوبه مسرورنیا
 ایران ،د، مشهدمشه واحد ، دانشگاه آزاد اسلامیپایه ، دانشکده علومگروه شیمی

 11/03/00تاريخ پذيرش:           06/03/00تاريخ تصحيح:              11/12/99تاريخ دريافت: 

 چکيده

برای اندازه گیری سلکوکسیب در   یمرئ -فرابنفش با اسپکتروفتومتری جفت شدهو ارزان  آسان، (DμSPE) پخشیاستخراج فاز جامد میکرو روش کی

با استفاده از یک روش  دارکربوکسیل  گرافن اکسید دوپ شده درنانوذرات نیکل  ر، جاذب جدید. برای این منظوتوسعه داده شدبیولوژیکی و آب های نمونه

طراحی آزمایش ارزیابی و بهینه سازی شدند. دو  روش با استخراج استفاده شد. عوامل موثر در از آن شیمیایی ساده سنتز و برای استخراج سلکوکسیب

روش این  .قرار گرفتنداستفاده  مورد  موثرسازی عوامل به ترتیب برای غربالگری و بهینه ،Box-Behnkenو  Plackett-Burmanطرح شامل طرح، 

 0.004 روش کمی بود. حدخطی گیری سلکوکسیب در شرایط بهینه برای اندازه 2R = 0.9951میلی لیتر با بر میکروگرم  3.5 -0.004غلظت  ۀدر محدود

میکروگرم  0.3گیری محلول استاندارد سلکوکسیب با غلظت . انحراف استاندارد نسبی برای پنج اندازهبود 21.7ی سازغنی فاکتورمیلی لیتر و  برمیکروگرم 

استاندارد انحراف  و %96.8 -90.3 ۀدر محدود بازیافتهای واقعی با برای اندازه گیری سلکوکسیب در نمونهاین روش  .محاسبه شد %3.2میلی لیتر   بر

نیاز به ابزار پیچیده  عدممصرف کم حلال و جاذب و  ،صرفه اقتصادیو  گیتوان به سادار مناسب است. از مزایای مهم این روش میبسی 5.1کمتر از نسبی 

 و گران قیمت اشاره کرد.

 .ی آزمایشطراح ،ی ادرارنمونه ،نمونه شیر ،یمرئ -فرابنفش روش اسپکتروفتومتری ،پخشیمیکرو استخراج فاز جامد  ،سلکوکسیب :کلمات کلیدی

 مقدمه -1

ای در درمان التهاب، درد و تب که به طور گسترده هستند( دسته مهمی از داروها NSAIDغیراستروئیدی ) التهابضد  هایدارو

است که با مهار تبدیل اسید آراشیدونیک به پیش سازهای  NSAID[. سلکوکسیب یک داروی 1شود ]در انسان استفاده می

در کبد متابولیزه  P450 2C9[. سلکوکسیب به طور عمده توسط سیتوکروم 2کند ]التهابی ایجاد می پروستاگلاندین اثرات ضد

گیری این دارو ترین روش برای اندازه[. کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا مهم3شود ]شود و از طریق مدفوع و ادرار دفع میمی

و غلظت کم دارو  مزاحمهای به دلیل اثرات ماتریکس بالا و وجود گونهاما . [7-4واقعی مانند ادرار و پلاسما است ]های در نمونه

 باشیم. از طرفی به علت سازی نمونه میهای پیش تغلیظ و آمادهشیوهحتی در این روش نیازمند استفاده از های واقعی در نمونه
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گیری این دید با هزینه کمتر و سادگی بیشتر برای اندازههای ج، تمایل زیادی به ارائه روشهای کروماتوگرافیهزینه بالای روش

 دارو وجود دارد.

[. از 9-8حساس برای تعیین انواع آنالیت در یک محلول نمونه است ] نسبتاًروش اسپکتروفتومتری یک روش ساده، ارزان و 

پیچیده اشاره های های نمونه با ماتریسپذیری کم و حد تشخیص بالا، به ویژه در محلولتوان به انتخابمعایب مهم این روش می

توسط  تسازی نمونه قبل از تعیین آنالییک روش آماده ،[. بنابراین10کند ]می کرد که استفاده از این روش را محدود

 ،[. در میان آنها12-11ضروری است ] تآنالی تغلیظبرای کاهش اثرات ماتریس نمونه و پیش مریی  - بنفش فرا اسپکتروفتومتری

سازی نمونه برای استخراج و ای به عنوان یک روش کارآمد آمادهبه طور گسترده (DμSPE) میکرواستخراج فاز جامد پراکنده

یک جاذب مناسب در محلول نمونه حاوی آنالیت  ،DµSPE  [. در روش13] ه استآنالیت از نمونه واقعی استفاده شدتغلیظ پیش 

حاوی شود. جاذب می زدههمصوت فرایا  یگردابهای به یکی از روشزمانی مناسب  سپس سوسپانسیون برای مدت هریخته شد

از سطح  دستگاهبا  شناسایی کمیحلال برای با حرارتی یا  واجذب از محلول نمونه جدا شده و آنالیت با استفاده از روشآنالیت 

نمونه به دستگاه اسپکتروفتومتر برای تجزیه و  حلال برای ارائهواجذب با از روش  در این تحقیق[. 14شود ]می جذبواجاذب 

فاکتور تغلیظ  ،جاذبکم کم نمونه و مصرف  مقدار ،توان به سادگیمی تحلیل استفاده شده است. از مهمترین مزایای این روش

 [. 15حلال( و زمان مناسب استخراج اشاره کرد ] واجذب)در واجذب حلال کم مصرف  ،خوب

انتخاب یا سنتز  ،نوع و ساختار شیمیایی جاذب است. به عبارت دیگر ،تتر مهم برای استخراج موفق آنالیپارام ،DµSPE در روش

( یا نفوذ آنالیت به داخل منافذ جاذب با اندازه و اییشیمیجذب تواند با ایجاد فعل و انفعالات مناسب با آنالیت )فرآیند می جاذب

 مادهنانوبه عنوان یک  (GO) گرافن اکسید[. 16] در فرآیند استخراج داشته باشد شکل مناسب )فرآیند جذب فیزیکی( نقش اساسی

های کربن از ورق گرافن اکسید[. 17] ه استبه دلیل خواص و ساختار منحصر به فرد در بسیاری از صنایع مورد استفاده قرار گرفت

[. نسبت 18هستند ] کربونیلکربوکسیل و  ،یدروکسیلهای عاملی ههای کربن دارای گروهتشکیل شده است که در آن برخی از اتم

به عنوان جاذب برای استخراج  GO شودمی های عاملی مناسب بر روی سطح آن باعثو وجود گروه GO بالای سطح به حجم

یا  یروژنتواند از طریق تشکیل پیوندهای هیدمی قطبی ت[. یک آنالی20-19های قطبی دارای خواص بسیار مناسبی باشد ]آنالیت

 GO هایدر حلقه بنزن در ورق  πهایاندرکنش داشته باشد. وجود الکترون GO عملکردیهای فعل و انفعالات واندروالس با گروه

گری میزان انتخاب GO محدودیتیک  ،[. با این حال21ها نقش داشته باشد ]تواند در فعل و انفعالات واندروالس با آنالیتمی همچنین

 عاملدار ،شود. یک روش ساده برای غلبه بر این محدودیتمی مختلف در محلول نمونههای که باعث استخراج گونهماده است  کم

 [. پیشرفت دیگر در روش23-22آن را افزایش دهد ] گریتواند انتخابمی مناسب است که عاملیهای با گروه GO کردن سطوح

DμSPE کند. برای تهیه جاذب می زی آن را از محلول نمونه در حضور آهنربا سادهمغناطیسی است که جداساهای استفاده از جاذب
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[. محدودیت اصلی این ترکیب عدم ثبات آن و امکان تعامل غیر 25-24استفاده شد ] 4O3Fe مغناطیسی از نانوذرات مغناطیسی

 .[26است ] اکسیژن در ساختار نانوذرههای ها در محلول نمونه به دلیل وجود اتمانتخابی با گونه

های با استفاده از جاذب مغناطیسی برای استخراج سلکوکسیب از نمونه پخشیاستخراج فاز جامد میکرویک  ،در این مطالعه

ارائه شده است. نانوذرات  ( S1شکل)الکترونیکی  تکمیلی فایل. ساختار شیمیایی سلکوکسیب در توسعه یافته استبیولوژیکی و آب 

در این مطالعه از گرافن  .شدسنتز  DμSPE عاملدار را به عنوان جاذب مغناطیسی برای روش اکسید گرافن دوپ شده درنیکل 

گری آن نسبت به ای جاذب با سطح بسیار زیاد و ظرفیت جذب بالا استفاده گردید که برای افزایش انتخاباکسید به عنوان ماده

برای ایجاد خواص مغناطیسی در جاذب استفاده  (Ni NPs) رات نیکلاز نانوذ دار شد. داروی سلکوکسیب با گروه کربوکسیل عامل

برای عاملی های فاقد گروه Ni NPs طحسشود می  4O3Fe نانوذرات مغناطیسی ی کمانتخاب ع محدودیتفباعث رشد. این نانوذره 

 ها است. تتعامل با آنالی

در این مطالعه از نرم افزار مینی سازی شدند. سی و بهینهطراحی آزمایش برر روش ثر در روش استخراج با استفاده ازؤعوامل م

 باشد.می استفاده شد که یک نرم افزار آماری با کاربرد ساده برای طراحی آزمایش 17تپ 

آب لوله کشی مورد های ادرار و نمونه ،سه نمونه واقعی مانند شیر آزمایشبا گیری آنالیت هدف برای اندازهتوانایی روش پیشنهادی 

 ،واقعی بسیار مناسب است. همچنینهای گیری سلکوکسیب در نمونهدهد که این روش برای اندازهمی نشاننتایج  ،مطالعه قرار گرفت

تواند می واقعی با روش اسپکتروفتومتریهای نمونه گیریاندازهسازی نمونه قبل از به عنوان یک روش آماده DµSPE استفاده از روش

  .آن را کاهش دهد یبالاپذیری کم و حد تشخیص روش اسپکتروفتومتری مانند انتخابذاتی های محدودیت

  تجربی -2

  مواد و شناساگرها -1-2

سلکوکسیب با حل کردن  ستوکمحلول ا .دارویی به دست آمدخلوص سلکوکسیب از شرکت مهر دارو )تهران، ایران( با درجه 

سلکوکسیب از نور محافظت  این محلول .ر میلی لیتر در متانول تهیه شدمیکروگرم د 100مقدار مناسب سلکوکسیب با غلظت 

از شرکت تحقیقات نانومواد تحقیقات ایالات  گرافن اکسید .شد نگهداریگراد درجه سانتی 4ر دمای کمتر از و دیخچال  درشده 

ند هیدروکسید سدیم، کلرو استات از مواد دیگر برای سنتز جاذب مان .متحده )هوستون، ایالات متحده آمریکا( خریداری شد

. خریداری شد آلمانمرک  از نهیدرات هیدرازی مشتاتهگزاهیدرات،  .استفاده شد دیکلر  (II)، نیکلهیدروکلریک اسیدسدیم، 

 کمر و از ایبا خلوص تجزیه ،داستفاده ش واجذبها، از جمله استون، متانول، اتانول، استونیتریل، که به عنوان حلال تمام حلال

 .تهیه شدآلمان 
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 گيريدستگاه اندازه -2-2

استرالیا(  ،Cary 50 Bio  انیوار) مریی - فرابنفشدستگاه اسپکتروفتومتر گیری انالیت از برای اندازههای نمونه، در تمام محلول

ین طول موج جذبی برای تعی. میکرولیتر استفاده شد 700شامل یک آشکارساز آرایه فوتودیود و یک میکروسل کوارتز با حجم 

نانومتر  800تا  200در محدوده طول موج  لیترمیکروگرم بر میلی 25.0ماکزیمم، یک محلول استاندارد سلکوکسیب با غلظت 

؛ FESEM) از میکروسکوپ الکترونی روبشی .نانومتر برای مطالعات بعدی انتخاب شد 256.0 ماکزیمم اسکن شد و طول موج

ایالات متحده  ،FT-IR، Thermo Nicolet AVATAR) طیف سنجی مادون قرمز انتقال فوریه تسکان؛ جمهوری چک( و 3میرا 

برای سنتز جاذب،  .تنظیم شد Metrohm 691 متر pH ها توسطمحلول  pH.آمریکا( برای مشخصات جاذب آماده شده استفاده شد

 کیلوهرتز( استفاده شد. 30وات،  100)  Hiescherدستگاه ماورای صوتاز 

 مراحل سنتز جاذب  -2-3

دقیقه پراکنده شد. هیدروکسید سدیم  30میلی لیتر آب مقطر به مدت  80گرم( در  0.5) گرافن اکسیدابتدا سنتز جاذب جهت 

 فراصوتبا امواج ساعت در دمای اتاق  2گرم( درون سوسپانسیون ریخته و مخلوط به مدت  0/5گرم( و کلرواستات سدیم ) 0/5)

 گرافن اکسیدمول در لیتر( خنثی شد. رسوب حاصل ) 0.1) هیدروکلریک اسیدپانسیون با محلول آبی شد. سپس سوس همزده

دقیقه جدا شد و سه بار با آب مقطر  10دور در دقیقه به مدت  6000( با استفاده از سانتریفیوژ در دور GO-COOHکربوکسیل، 

 ساعت خشک شد. 12درجه سانتیگراد به مدت  50ای خلا با دم آونسرانجام در  GO-COOHمیلی لیتر( شسته شد.  5.0)

 30میلی لیتر آب مقطر ریخته و سوسپانسیون به مدت  100.0در  (2lCNiگرم  1.0)و  (COOH-GO گرم 1.0) در مرحله بعدی،

ه مدت ای بدر آب( به صورت قطره %80میلی لیتر هیدرات هیدرازین ) 10.0. شد همزده فراصوتبا امواج دقیقه در دمای اتاق 

( به حدود لیتر مول بر 2.0سوسپانسیون با افزودن محلول هیدروکسید سدیم ) pHدقیقه به سوسپانسیون اضافه شد و سپس  20

دقیقه گرم شد تا اینکه گاز نیتروژن آزاد  40درجه سانتیگراد به مدت حدود  80افزایش یافت. سوسپانسیون حاصل در دمای  13

قرار گرفت. رسوب حاصل  تحت رفلاکسدقیقه  40درجه سانتیگراد به مدت  80نش در دمای شد. سوسپانسیون برای تکمیل واک

(Ni @ GO-COOH( توسط آهنربا نئودیمیم جدا شد و چندین بار با آب مقطر شستشو شد. جاذب )Ni @ GO-COOH )

ی انجام شده برای تهیه هاساعت خشک شد. شماتیک واکنش 24درجه سانتیگراد به مدت  60خلا با دمای  آونسرانجام در 

 نشان داده شده است. (S2 شکل)جاذب 

 سنتز شده جاذبيابي مشخصه -2-4

. عاملی در جاذب استفاده شدهای طیف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه برای مطالعه گروه Ni @ GO-COOH خصوصیات

های مربوط به ارتعاش کششی گروه Cm 3120-1در حدود  پهنارائه شده است. یک پیک قوی و  1 شکل از جاذب در FTIR تصویر
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 1732 ارتعاش دیگر در پیک. دلیل تشکیل پیوند هیدروژن استپهن به  بسیاراین قله  .است GO-COOH هیدروکسیل در عاملی

1-Cm  مربوط به C = O های گروه عدادکند که تمی بسیار قوی است و تأیید پیکاین ت. کربوکسیل در جاذب اس املیدر گروه ع

در گروه  O-C و O-H به ترتیب به ارتعاش 1252و  Cm1402-1 هایپیک باشد. می بسیار زیاد گرافن اکسیدر دکربونیل  عاملی

 به حضور نانوذرات نیکل  مربوط Cm 693-1 ، یک پیک ارتعاش در سرانجام. شوندمی عاملی کربوکسیل در جاذب نسبت داده

(Ni doped GO-COOH)  شود.می که باعث خاصیت مغناطیسی جاذب در ساختار جاذب است 

 
 Ni @ GO-COOH  از FTIR تصویر -1 شکل

به دست آمده در جاذب  SEMمیکروسکوپ الکترونی روبشی استفاده شد. تصویر تصاویر برای ارزیابی مورفولوژی سطح جاذب از 

اند. با این حال، این پراکندگی نانو کنده شدهدر سطح جاذب پرا Niارائه شده است. این تصویر نشان داد که نانوذرات  2 شکلدر 

های سطح جاذب بیشتر است. این ممکن است به دلیل کاملاً یکنواخت نیست و تراکم این نانوذرات در بعضی از قسمتNi ذرات 

وشانده شده روش سنتز مورد استفاده برای تهیه جاذب باشد. علاوه بر این، سطح جاذب برای استخراج آنالیز با منافذ زیادی پ

توان به نفوذ آنالیت به درون آنها )فرآیند فیزیکی جذب( و استخراج سلکوکسیب کمک کند. اندازه متوسط می است. این منافذ

Ni NPs  نانومتر برآورد شد. 100در سطح جاذب کمتر از 

  روش ميکرو استخراج -2-5

 1.0در آب مقطر ) (Ni @ GO-COOH) هاینانوکامپوزیت میلی گرم جاذب 10برای انجام میکرو استخراج فاز جامد پراکنده، 

لیتر( میلی 5دقیقه در دمای اتاق فراصوت شد. سوسپانسیون بدست آمده کاملًا به داخل سرنگ ) 7لیتر( ریخته و به مدت میلی

استفاده از محلول  آن با pH لیتر( در یک ویال پروپیلن مناسب ریخته ومیلی 10.0کشیده شد. محلول نمونه حاوی سلکوکسیب )

 تنظیم شد. 7.0به  لیتر( مول در 0.1یا هیدروکسید سدیم ) لیتر( مول در 0.1) هیدروکلریک اسیدآبی 
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  (Ni @ GO-COOH) جاذب SEM تصویر -2شکل 

ثانیه در دمای اتاق فراصوت شد. سپس جاذب  50دقیقه و  5سوسپانسیون موجود در سرنگ به محلول نمونه تزریق و به مدت 

 7/0 ،جذب آنالیت از سطح جاذبواتوسط یک آهنربا نئودیمیم از محلول نمونه جدا شده و محلول مایع رویی تخلیه شد. برای 

ثانیه  40دقیقه و  5به جاذب اضافه شد و به مدت  V/V)) 50:50 لیتر از محلول حاوی استونیتریل و متانول با نسبتمیلی

 256.0با طول موج  UV-Vis ربا نئودیمیم جدا شد و توسط دستگاه اسپکتروفتومترهنبا استفاده از آواجب فراصوت شد. حلال 

 .شد گیریاندازهنانومتر 

 نتایج و بحث -3

 پخشياستخراج فاز جامد ميکرو سازي روشبهينه -3-1

ج سلکوکسیب سازی نمونه برای استخرابه عنوان یک روش آماده (DμSPE) پخشیمیکرو استخراج فاز جامد  سازی روشبهینه

نسبی  بازیابی گیرد. بنابراین، این پارامترها باید ارزیابی و بهینه شوند تا بهترین درصدمی توسط پارامترهای مختلف تحت تأثیر قرار

، زمان واجذبحجم محلول نمونه، مقدار جاذب، زمان استخراج، زمان  ،pH  در این مطالعه، چندین عامل از جمله. حاصل شود

 در یک زمان با یک فاکتور واجذبسازی شد. نوع حلال بررسی و بهینه یافزودن نمک و مقدارواجذب ع و حجم حلال پراکندگی، نو

در طراحی روش آزمایش است و تعداد آزمایشات ارائه شده در طرح را به طرز  کیفیبهینه سازی شد زیرا این فاکتور یک فاکتور 

سازی شدند. در مرحله اول، از یک طرح غربالگری آزمایش بهینهطراحی ده از روش دهد. سایر عوامل با استفامی چشمگیری افزایش

برای تعیین عوامل با تأثیر قابل توجه در روش میکرو استخراج استفاده شد. در  Plackett-Burman) ) بورمن - پلاکت بر اساس طرح

 .سازی شدندبهینه نکنبه - باکس (Box-Behnken) مرحله دوم، فاکتورهای مهم با استفاده از طرح

 نوع حلال واجذب -3-1-1

با دستگاه  نالیتشود تا غلظت آبکار گرفته آنالیت استخراج شده روی جاذب باید  واجذب برای ،DμSPE  حلال واجذب در روش

فرایند واجذب دارد. اسپکتروفتومتر تعیین شود. بنابراین، نوع حلال واجذب از طریق انجام تعامل مناسب با آنالیت، تأثیر زیادی بر 
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به عنوان  (V/V) %50چندین حلال، از جمله متانول، استونیتریل، استون، هگزان و یک مخلوط دوتایی حاوی متانول و استونیتریل

 (.3واجذب مورد مطالعه قرار گرفتند )شکل  حلال

 
 بر تعیین سلکوکسیبواجذب  اثر نوع حلال -3 شکل

استونیتریل( بالاترین است. گروه هیدروکسیل -)متانول  مخلوط دو حلالخراج سلکوکسیب با این نتایج نشان داد که بازده است 

 تواند از طریق تشکیل یک پیوند هیدروژن به خوبی با گروه آمین موجود در سلکوکسیب تعاملمی متانول در حلال دوتایی

های الکترون)π  هایبا الکترون π - فعل و انفعالات قطبیتواند با ایجاد یک می کند. از طرف دیگر، استونیتریل با قطبیت مناسبمی

( موجود در حلقه بنزن در آنالیت تعامل داشته باشد. بنابراین، هر دو برهم کنش متانول و استونیتریل در حلال دوتایی غیر مستقر

و اثر متقابل با آنالیت، کمترین  شود. هگزان به دلیل کمترین قطبیتمی با آنالیت منجر به بالاترین بازده استخراج سلکوکسیب

 .انتخاب شد بعدیاستونیتریل( به عنوان حلال واجذب برای مطالعه -بازده استخراج را دارد. بنابراین، حلال دوتایی )متانول

 Plackett-Burman  طرح -3-1-2

  Plackett- Burman ، از طرحیابد کاهش اج سلکوکسیبدر استخر با اهمیتغربالگری فاکتورهای  ها درآزمایشاینکه تعداد  برای 

به طور  . این طرحودنقطه مرکزی ب هیچبرای ارزیابی هشت عامل استفاده شد. این طرح شامل دوازده اجرا در یک بلوک بدون 

تصادفی برای از بین بردن اثر پارامترهای ناشناخته و غیرقابل کنترل ایجاد شده است. فاکتورهای انتخاب شده و سطح آنها در 

 ارائه شده است. 1 جدول

اجرا به عنوان  با شرایط یکسان انجام شد و میانگین سه بار نشان داده شده است. هر اجرا سه بار 2 جدول همچنین، طرح و نمودارها در

 p در این مطالعه، مقدار. رسی شدبر %95در حد اطمینان  (ANOVA) پاسخ ذکر شد. نتایج با استفاده از تحلیل واریانس یک طرفه

ثیر قابل ملاحظه در روش میکرو أتواند برای تعیین یک عامل با اهمیت در استخراج سلکوکسیب استفاده شود. هنگامی یک عامل تمی

یک نمایش (. S1 جدولاست ) (α )سطحکمتر  05/0 از %95در حد اطمینان  ANOVA عامل در جدول p استخراج دارد که مقدار

 دار پارتو است که در آن اثرات هر عامل به صورت یک میله نشان داده شده است. گرافیکی ساده برای این مطالعه نمو

 

0
0/05

0/1
0/15

0/2
0/25

0/3
A

b
so

rb
an

ce

Desorption solvent



 مسرور نيا و عبود                    ...                        پخشي جفت شده باج فاز جامد سلکوکسيب با استفاده از روش ميکرواستخراداروي تعيين 

50 

 هافاکتورهای انتخاب شده و سطح آن -1 جدول

Factor 
Level 

Low Center High 

pH of sample solution 5 7 9 

Sample solution volume (mL) 10 20 30 

Despersion time (min) 3 5 7 

Extraction time (min) 2 4 6 

Desorption time (min) 3 5 7 

Desorption solvent volume (µL) 500 600 700 

Sorbent amount (mg) 10 15 20 

Salt amount (%) 0 2.5 5 
 

 طرح و نمودارهاپاسخ  -2 جدول

Run 

Order 
pH 

Sample 

volume 

Dispersion 

time 

Sorbent 

amount 

Desorption 

time 

solvent 

volume 

Extraction 

time 

Salt 

addition 
Response 

1 5 10 3 10 7 0.7 6 5 0.23435 

2 5 10 3 10 3 0.5 2 0 0.18022 

3 9 10 7 20 3 0.5 2 5 0.21918 

4 9 10 7 10 3 0.7 6 0 0.27451 

5 9 10 3 20 7 0.7 2 0 0.19063 

6 5 30 3 20 3 0.7 2 5 0.14662 

7 9 30 3 10 3 0.5 6 5 0.17368 

8 5 30 7 10 7 0.5 2 0 0.25249 

9 5 10 7 20 7 0.5 6 5 0.27509 

10 9 30 7 10 7 0.7 2 5 0.24446 

11 5 30 7 20 3 0.7 6 0 0.26261 

12 9 30 3 20 7 0.5 6 0 0.22156 
 

یابد. در این نمودار یک خط مرجع نیز وجود دارد که مقدار به تعداد عوامل می اثر عامل در پاسخ با افزایش طول میله آن افزایش

هر عاملی هنگامی که طول میله آن از مقدار خط مرجع بیشتر  ،انتخاب شده و سطح اطمینان بستگی دارد. بر اساس خط مرجع

 رای استخراج سلکوکسیب درب %95 ند، تأثیر مهمی در پاسخ دارد. نمودار پارتو در حد اطمینانباشد و میله از خط مرجع عبور ک

 ارائه شده است.  4شکل 

 
 Plackett-Burman  نمودار پارتو به دست آمده برای طرح -4 شکل
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، پخشزمان  :مل، سه عامل شا4است. مطابق شکل  3.18عامل  برای هشت =α) 05/0) %95مقدار خط مرجع در حد اطمینان 

دهد که استخراج سلکوکسیب می ، تأثیر قابل توجهی در استخراج سلکوکسیب دارند. این نتایج نشانواجذب زمان استخراج و زمان

بیشتر تحت تأثیر زمان است. به عبارت دیگر، استخراج آنالیت بیشتر تحت تأثیر سینتیک فرآیند استخراج است. علاوه بر این، 

پخش بیشترین طول میله نمودار پارتو است. اندازه ذرات جاذب  دارای عاملی است که در پاسخ اثر دارد زیرا مهمترینپخش  زمان

شود. می یابد، که منجر به افزایش تعداد ذرات جاذب در محلول نمونهمی کاهش پخشدر محلول نمونه با افزایش زمان  شده

عداد ذرات جاذب در محلول نمونه و افزایش سطح بین جاذب و آنالیت بنابراین، بازده استخراج سلکوکسیب به دلیل افزایش ت

سازی انتخاب شدند. ، برای مرحله بهینهپخشو زمان  واجذب[. بنابراین، سه عامل، زمان استخراج، زمان 27یابد ]می افزایش

حجم محلول  ،pH  تورها، از جملهعوامل دیگر تأثیر معنی داری بر پاسخ نداشتند و بنابراین در مقادیر خاصی ثابت شدند. فاک

میکرولیتر،  700لیتر، میلی 10، 7.0سازی در ، مقدار جاذب و مقدار نمک به ترتیب برای مرحله بهینهواجذبنمونه، حجم حلال 

خوبی به تواند در محلول خنثی می آمینی در سلکوکسیبهای رسد که حضور گروهمی به نظر .ابت شدند% ث 0.0گرم و میلی 10

و جذب فیزیکی های با گروه کربوکسیل در سطح جاذب از طریق پیوند هیدروژنی اندرکنش ایجاد نمایید. حضور این اندرکنش

 به عنوان عامل اصلی استخراج این دارو مطرح گردد. دتوانمی سلکوکسیب در حفرات و سطح گرافن اکسید

 بهنکن - باکسطراحي  -3-1-3

[. تعداد آزمایشات در این طرح کمتر از سایر 30-28سازی عوامل است ]کاربرد برای بهینهطرحی راحت و پر Box-Behnken طرح

[. همچنین، نتایج بدست آمده در دو طرح معمولًا 33-31های مورد استفاده برای بهینه سازی مانند طراحی مرکب مرکزی است ]طرح

سازی سه عامل انتخاب شده از مرحله غربالگری برای بهینه Box-Behnken [. بنابراین، یک طرح32با هم تفاوت معنی داری ندارند ]

نقطه مرکزی( بود که به طور تصادفی برای حذف اثر پارامترهای غیرقابل کنترل  3اجرا و  12ایجاد شد. این طرح شامل پانزده آزمایش )

 ارائه شده است. 3 جدولو ناشناخته طراحی شده بودند. عوامل انتخاب شده، سطح آنها و طرح ایجاد شده در 

 عوامل انتخاب شده، سطح آنها و طرح ایجاد شده -3 جدول

Factors (min) 
Level 

Low Center High 

Extraction time 5 6 7 

Dispersion time 6 7 8 

Desorption time 6 7 8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 مسرور نيا و عبود                    ...                        پخشي جفت شده باج فاز جامد سلکوکسيب با استفاده از روش ميکرواستخراداروي تعيين 

52 

Standard Order 
Run 

Order 
Dispersion time Extraction time Desorption time Response 

6 1 8 6 6 0.25436 

4 2 8 7 7 0.22484 

10 3 7 7 6 0.22335 

12 4 7 7 8 0.24512 

14 5 7 6 7 0.28209 

2 6 8 5 7 0.22335 

3 7 6 7 7 0.19174 

9 8 7 5 6 0.26659 

1 9 6 5 7 0.23706 

8 10 8 6 8 0.24124 

7 11 6 6 8 0.23617 

15 12 7 6 7 0.28418 

5 13 6 6 6 0.24631 

13 14 7 6 7 0.28865 

11 15 7 5 8 0.24362 
 

 ز تحلیل واریانس یک طرفه استفاده شد. نتایج بدست آمده برایا %95آنها در حد اطمینان  اندرکنشبرای ارزیابی عوامل و 

ANOVA  ارائه شده است.  4جدول  در 

 (ANOVA)  تحلیل واریانس یک طرفه -4 جدول
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Model 9 0.009608 0.001068 60.14 0.000 

Linear 3 0.001122 0.000374 21.07 0.003 

Dispersion time 1 0.000132 0.000132 7.44 0.041 

Extraction time 1 0.000915 0.000915 51.56 0.001 

Desorption time 1 0.000075 0.000075 4.21 0.095 

Square 3 0.007435 0.002478 139.63 0.000 

Dispersion time*Dispersion time 1 0.004006 0.004006 225.68 0.000 

Extraction time*Extraction time 1 0.003969 0.003969 223.62 0.000 

Desorption time*Desorption time 1 0.000209 0.000209 11.75 0.019 

2-Way Interaction 3 0.001050 0.000350 19.73 0.003 

Dispersion time*Extraction time 1 0.000548 0.000548 30.86 0.003 

Dispersion time*Desorption time 1 0.000002 0.000002 0.13 0.738 

Extraction time*Desorption time 1 0.000500 0.000500 28.19 0.003 

Error 5 0.000089 0.000018   

Lack-of-Fit 3 0.000066 0.000022 1.97 0.354 

Pure Error 2 0.000022 0.000011   

Total 14 0.009697    
 

بیشتر است و  05/0عدم تناسب از  p مقدار و  α))سطح 05/0مدل کمتر از  p دار است زیرا مقدارمدل ارائه شده با طرح معنی

 علاوه بر این، دو عامل از جمله زمان پراکندگی و زمان استخراج اثرات قابل توجهی بر استخراج .این پارامتر تأثیر معنی داری ندارد

متغیرهای تعامل دو طرفه نیز در استخراج  .آنها متغیرهای قابل توجهی نیستند p سلکوکسیب دارند و زمان واجذب به دلیل مقادیر

، دو برهم کنش تعاملات p بر اساس مقدار. ( قابل توجه است%95در حد اطمینان  0.05متر از ک) p 0.003 سلکوکسیب با مقدار

برهم زمان و زمان پراکندگی تأثیر معنی داری بر استخراج سلکوکسیب دارند، در حالی که  بواجذبین زمان استخراج با زمان 

تواند توسط مدل می یک معادله درجه دوم. (4 تأثیر قابل توجهی بر استخراج آنالیت ندارد )جدول واجذبو زمان  پخشکنش 

معادله بدست آمده در واحدهای بدون کد برای استخراج  .کند آنها را بیان تعاملات عوامل و باها ارائه شود تا رابطه بین پاسخ
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 .است (1) معادلهسلکوکسیب به شرح 

Response = -1.896 + 0.4002 A + 0.2225 B + 0.0403 C - 0.03294 A*A - 0.03279 B*B - 0.00752 C*C 

+ 0.01170 A*B - 0.00074 A*C + 0.01118 B*C                                                                   (1)  

 99.08تنظیم شده به ترتیب  R2و  R2ها استفاده شد. مقدار ارزیابی معادله با پاسخ مطابقت تنظیم شده برای R2و  R2مقادیر 

 و عوامل با هاپاسخ بین رابطه تواندمی و دارد مطابقت هاپاسخ با خوبی به معادله که دهدمی نشان مقادیر این. است %97.44و 

پاسخ  دتوانمی معادله نشان داد که معادله در( %88.54) شده پیش بینیبالا  R2مقدار تعامل آنها را بیان کند. علاوه بر این، 

ترین متغیر با تأثیر مثبت به دلیل بالاترین ضریب در معادله مهم خش، زمان پ. طبق معادلهندک پیش بینی مطالعات بعدی را

 تعاملات بحرانی، ین، همه عوامل تأثیرات مثبتی بر استخراج سلکوکسیب دارند. در مقایسه با تعاملات دو طرفهاست. علاوه بر ا

 (. A * B، برهم کنش بین زمان پراکندگی و زمان استخراج است )با تأثیر مثبت بر پاسخ تبرای استخراج آنالی

یابد در می برای استخراج آنالیت افزایش رفته بکارذرات جاذب  و زمان استخراج، تعداد خشبه عبارت دیگر، با افزایش زمان پ

یابد. با این حال، افزایش زمان استخراج به انتقال آنالیت از محلول نمونه به سطح جاذب می نتیجه بازده استخراج آنالیت افزایش

منجر به افزایش  خشاستخراج و زمان پکند تا فرآیند استخراج سلکوکسیب انجام شود. بنابراین، افزایش همزمان زمان می کمک

 همان تأثیر برهم کنش (B * C) واجذبشود. همچنین، برهم کنش بین زمان استخراج و زمان می بازده استخراج سلکوکسیب

A * B   .دارای کمترین تأثیر منفی بر استخراج سلکوکسیب است  واجذبو زمان  خشدو طرفه دیگر بین زمان پ تعاملرا دارد

سازی برای تعیین مقادیر بهینه عوامل ترسیم شد. اثرات هر عامل بر آن کمترین و منفی بودن معادله است. طرح بهینهکه علت 

 نشان داده شده است. 5شکل روی واکنش در یک منحنی جداگانه در 

دقیقه  6.5 و 6، 7 ، زمان استخراج و زمان واجذب، به ترتیب تقریباًخش، مقادیر بهینه سه عامل شامل زمان پ5مطابق شکل 

 .ارائه شده است DμSPE مقادیر بهینه تمام فاکتورهای مورد استفاده برای استخراج سلکوکسیب با روش

 
 نمودار بهینه سازی به دست آمده برای استخراج سلکوکسیب -5 شکل
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 روششايستگي  هايمعيار -3-2

-طی، حد تشخیص، انحراف استاندارد نسبی و عامل غنیپیشنهادی بر اساس تعیین پارامترهای مختلف از جمله دامنه خ روش

سازی اعتبارسنجی شدند. منحنی کالیبراسیون برای تعیین میزان جذب محلول استاندارد سلکوکسیب بعد از روش استخراج در 

 نشان داده شده است.  6شکل آن در  R2مقابل غلظت سلکوکسیب رسم شد. معادله خط و 

 
 .بدست آمده برای تعیین سلکوکسیب منحنی کالیبراسیون -6شکل 

گیری انحراف خطی بود. حد تشخیص بر اساس اندازه R2  0.9951میلی لیتر بابرمیکروگرم  3.5 -0.004روش در محدوده غلظت 

 محاسبه شد: (2) ( مطابق با معادلهn=  5) شاهداستاندارد محلول 

                             (2)                                                                                                         LOD = 3Sb / m  

گیری به دست آمده برای اندازه)حساسیت( و شیب منحنی کالیبراسیون  شاهدبه ترتیب انحراف معیار نمونه  mو  Sbجایی که 

میکروگرم در  0.004برای تعیین سلکوکسیب  کمی و حد یترمیکروگرم در میلی ل 0.012 تشخیصسلکوکسیب هستند. حد 

لیتر بود. انحراف استاندارد نسبی برای ارزیابی تکرارپذیری و دقت روش پیشنهادی تعیین شد. انحراف استاندارد نسبی برای میلی

 سازیغنی ضریب. بود %3.2 میلی لیترمحاسبه شد و برمیکروگرم  0.3گیری محلول استاندارد سلکوکسیب با غلظت اندازهبارپنج 

  :است آمده بدست (3) معادله از استفاده با

                             (3  )             Caq                                                                                                          F = Co / 

. هستند نمونهآبی  اولیه و غلظت سلکوکسیب در محلول در محلول واجذبب غلظت سلکوکسیب به ترتی Caq و Co جایی که

 .تعیین شد 7/21میکروگرم در میلی لیتر  0.3اندازه گیری محلول سلکوکسیب با غلظت  بارضریب غنی سازی برای سه 

 حقيقينمونه  جزيهت -3-3

 . (5 )جدول ادرار و آب شیر ارزیابی شد ،های واقعی مانند شیر گاودر نمونهگیری سلکوکسیب کارایی روش میکرو استخراج برای اندازه

 

 

 

A = 0.3833x + 0.0957

R² = 0.9951
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 های واقعیروش میکرو استخراج برای اندازه گیری سلکوکسیب در نمونه -5 جدول
Sample )1-Added (µg mL )1-Found (µg mL Recovery (%) RSD (%) 

Milk 

0.0 1ND --- --- 

0.03 0.027±0.001 90.3 5.1 

0.3 0.28±0.01 92.9 4.8 

Urine 

0.0 ND --- --- 

0.03 0.028±0.002 93.3 4.2 

0.3 0.29±0.01 95.4 4.1 

Tap water 

0.0 ND --- --- 

0.03 0.029±0.001 95.3 3.8 

0.3 0.29±0.01 96.8 3.5 

میلی لیتر( در یک ویال مناسب  50)را شهد خریداری شده است. نمونه شیر فروشی در سطح شهر مشیر از یک لبنیات های نمونه

دور تکان داده  200دقیقه و در دور  5سپس به مدت  سوسپانسیوناضافه شد.  مولار 6 دیاس میلی لیتر هیدروکلریک 10ریخته و 

 میکرومتر فیلتر شد. سپس محلول در ویال 0.45 واتمنیک کاغذ فیلتر با شد. رسوب حاصل با استفاده از سانتریفیوژ جدا شده و

 ذخیره شد.  تجزیهدرجه سانتیگراد برای  4شیشه ای در دمای 

گیری هیچ دارویی مانند سلکوکسیب یا ساله به دست آمد. وی طی دو هفته قبل از نمونه 32سالم  یک مردنمونه ادرار از 

شد. سپس نمونه از طریق دور در دقیقه سانتریفیوژ  5000دقیقه در  8مصرف نکرده بود. نمونه ادرار به مدت  آن راهای ردههم

های گراد نگهداری شد. نمونهدرجه سانتی 4میکرومتر عبور داده شد. نمونه در یخچال و در دمای کمتر از  0.45 واتمنکاغذ فیلتر 

 .سازی استفاده شدگونه آمادهآب شیر بدون هیچهای ایران به دست آمد. نمونه ،آب شیر از مشهد

 يگرمقايسه روش با روشهاي د -3-4

 ،مختلف مقایسه کردیم. برای این منظور آشکارسازهایبا  HPLC ما روش پیشنهادی را با چندین روش کروماتوگرافی از جمله

نشان داده  6جدول بازیابی انتخاب و مقایسه شدند. نتایج در  ،RSD ،دامنه خطی ،حقیقیپارامترهای مختلفی از جمله نوع نمونه 

توان از می محدوده خطی روش پیشنهادی تفاوت معناداری با روش کروماتوگرافی ندارد. بنابراین دهد کهمی نشان و شده است

و بازیابی مناسب RSD  شده روش ارائه ،واقعی استفاده کرد. علاوه بر اینهای گیری سلکوکسیب در نمونهاین روش برای اندازه

سازی د کرد که استفاده از روش میکرو استخراج به عنوان یک روش آمادهکروماتوگرافی دارد. این نتایج تأییهای در مقایسه با روش

پذیری کم و حد تشخیص بالا را اصلاح تواند انتخابمی مرئی -فرابنفش نمونه قبل از تعیین آنالیت با دستگاه اسپکتروفتومتر 

های های اسپکتروفتومتری به جای روشاز روش استفاده ،پیچیده علاوه بر اینهای نمونه با ماتریسهای به ویژه در محلول ،کند

 .تجزیه شودهای های آلی گران قیمت و هزینهتواند باعث کاهش مصرف حلالمی کروماتوگرافی
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 روش پیشنهادی با چندین روش کروماتوگرافی بازیابی انتخاب و مقایسه -6جدول

Date Method Sample )1-Linear range (µg mL RSD% Recovery% Ref. 

2011 HPLC-UV Skin samples 5.0–50.0  ≤8.0 ≥95.0 [34] 

2012 
HPLC-

MS/MS 
Plasma 0.007-18 ≤4 ---- [35] 

2016 SPE-HPLC Urine- Serum 0.00176-60 ≤10.7 96 [36] 

2016 
MISPE-

1HPLC 
Plasma 0.0002–2 ≤10 96 [37] 

2017 
MISPE-

HPLC 
Urine 0.05-100 1.12 96 [38] 

2019 LLE- HPLC plasma 0.01-2 ≤4.06 98.6-111 [4] 

This work 3Spc -DµSPE 
Milk, urine, 

and  water 
0.004-3.5 3.2 90.3-96.8 --- 

 

1Molecular imprinted nanoparticles- Solid Phase Extraction; 2Molecularly imprinted polymer-Solid Phase Extraction, 

3Dispersive micro Solid Phase Extraction-Spectrophotometric method 

 گیری نتیجه -4

برای استخراج  یمرئ -فرابنفشمیکرو استخراج فاز جامد پراکنده ساده و حساس همراه با اسپکتروفتومتری روش این مطالعه، یک  در

سازی استخراج فاز جامد پراکنده به عنوان یک روش آمادهمیکرو و آب ارائه شد.  شیر بیولوژیکیهای و تعیین سلکوکسیب در نمونه

 گرافن اکسید نانوذرات نیکل  ،گیری آنالیت استفاده شد. برای این منظورونه برای کاهش اثر ماتریس و حد تشخیص اندازهنم

شود. اثرات عوامل مختلف بر استخراج می کربوکسیل گرافن را به عنوان جاذب تهیه کرده و برای استخراج سلکوکسیب استفاده

حد  ،وش دارای دامنه خطی گستردهاین ر ،ایش بررسی و بهینه سازی شد. در شرایط مطلوبآنالیت با استفاده از روش طراحی آزم

، مانند شیر حقیقیهای تجزیه نمونه رایتوانایی این روش ب است. سازی بالابا ضریب غنی استاندارد نسبی مناسب انحراف وتشخیص 

مورد های تواند برای تعیین سلکوکسیب از نمونهمی داد که این روش کشی مورد ارزیابی قرار گرفت و نشانآب لولههای ادرار و نمونه

و  گیادستوان به می استفاده شود. از مزایای مهم این روش مناسب استاندارد نسبیانحراف  و یک  نسبی خوب  بازیابیبا  آزمون

 .د، مصرف کم حلال و جاذب بدون نیاز به ابزار پیچیده و گران قیمت اشاره کرروش یارزان

 تقدیر و تشکر -5

 .کنندمی تحقیق تقدیر این برای حمایت از ،مشهداسلامی واحد نویسندگان از دانشگاه آزاد 
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