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Abstract 
 

Background: Imatinib is an antineoplastic agent acting as a tyrosine kinase inhibitor to treat cancer such as 

lymphoblastic leukemia. The dosage of the anticancer drugs plays a critical role in the survival of the 

patients. For this reason, the patient's plasma and urine samples should be monitored to obtain the necessary 

information regarding the toxicity of the drug. In this study, the applicability of preconcentration and 

dispersive liquid-liquid microextraction for extraction of trace amount of Imatinib in aqueous samples, 

before a determination by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), was evaluated. 

Materials and methods: The targeted drug was extracted from an aqueous sample with pH= 11 (the donor 

phase) into an extraction solvent (n-octanol) in the dispersive solution (acetone) as an acceptor phase, which 

has been dispersed in the sample solution. Different variables on extraction efficiency were studied and 

optimized by chemometrics design and the Taguchi method. The variables were the donor phase's pH, type 

of extraction solvent, type of dispersive solvent, speed stirring, extraction time, and extraction temperature.  

Results: The optimum conditions of the test were as pH of donor phase:11, type of extraction solvent: n-

octanol, type of dispersive solvent: acetone, speed stirring: 500rpm , extraction time: 45min,  extraction 

temperature: 65 centigrade. 

Conclusion: The developed method was simple, rapid, sensitive, and suitable for determining trace amounts 

of Imatinib in aqueous samples. 

Keywords: High-performance liquid chromatography, Dispersive liquid-liquid microextraction, 

Preconcentration, Imatinib. 
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 دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

 383تا  333صفحات ، 1411 مستانز، 4، شماره 31 ورهد

 

پیش تغلیظ داروی ایماتینیب به روش میکرواستخراج فاز مایع با استفاده از 

گیری به روش کروماتوگرافی اندازه مایع پخشی با طراح کمومتری و-روش مایع

  مایع با کارایی بالا در مقادیر ناچیز

 2جواد حسینی ،4،8،2 یمهناز قم، 1پگاه پورمند

   
 روه شیمی دارویی، دانشکده داروسازی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی تهران، ایرانگ 1
 مرکز تحقیقات مواد اولیه دارویی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی تهران، ایران2
  ایرانگروه شیمی دارویی، دانشکده شیمی دارویی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی تهران،  3

 گروه شیمی کاربردی، دانشکده شیمی دارویی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی تهران، ایران4

  کیدهچ

شود. دوز مانند لوسمی لنفوبلاستی استفاده میهایی درمان سرطان، در به عنوان مهارکننده تیروزین کیناز ،ایماتینیب :سابقه و هدف
های پلاسما و ادرار بیمار باید برای اطمینان از اطلاعات ر بقای بیماران دارد. به همین دلیل، نمونهداروهای ضد سرطان نقش حیاتی د

، کاربرد میکرواستخراج مایع و مایع پراکنده و مایع پراکنشی برای استخراج مقدار مطالعهدر این . لازم در مورد سمیت دارو به دست آید
   .( مورد ارزیابی قرار گرفتHPLCین کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا )های آبی قبل از تعیتینیب در نمونهماای

( در محلول پراکنده )استون( به عنوان n-octanol)فاز دهنده( به یک حلال استخراج ) pH=11های آبی با هدف از نمونه یدارو :روش بررسی
دستیابی به کارایی بالای استخراج، اثرات متغیرهای مختلف بر بهره  به منظور .که در محلول نمونه پراکنده شد یک فاز گیرنده استخراج شد

فاز دهنده، نوع حلال استخراج، نوع حلال  pHمتغیرها عبارت از  سازی شد.وری استخراج، با استفاده از روش تاگوچی مورد بررسی و بهینه 
 پراکنده، سرعت، زمان استخراج و دمای استخراج بودند.

(، نوع پراکنده )استون(، سرعت چرخش n-octanol(، نوع حلال استخراج )11فاز دهنده ) pHوب آزمون عبارت از شرایط مطل ها:یافته
(011rpm( زمان استخراج ،)بودند.درجه سانتی 50دقیقه(، و درجه حرارت ) 40 )گراد  

 .های آبی استتینیب در نمونهایمروش توسعه یافته ساده، سریع، حساس و مناسب برای تعیین مقدار ردیابی ا :گیرینتیجه
 .مایع پراکنده، ایماتینیب -واستخراج مایعرکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، میک واژگان کلیدی:

  

 1مقدمه
نئوپلاساتیک و  عامال آنتای   Gleevecایماتینیب با نام تجااری  

اسات   Bcr-Ablمهارکننده رشته تیروزین کینازی انکوپروتئین 

کند جلوگیری می ATPکینازی سوبسترا با و از فسفریلاسیون 

                                                 
تهوران،  اشگوهاآ ادا      علوا  ززکو    ،یو   ارل هیو مواا  ال   قاتیتحقمرکز ، تهران: آدرس نویسنده مسئول

 (  email: Mahnaz.qomi@gmail.com)  مهناد قم،  اسلام

ORCID ID: 0000-0001-7264-871X 
  02/0/99: تاریخ دریافت مقاله

  31/5/3022: تاریخ پذیرش مقاله

که منجر به کاهش رشاد سالولی یاا آپوپتاوز در برخای اناواع       

شاود. اساتفاده از ایان دارو باه عناوان      های سرطانی مای سلول

 CML درمااان خااط اول اسااتاندارد در بیماااران فاااز ماازمن   

(Chronic myelogenous leukemia  )بلاساات و بااه  و کریااز

که با وجود درماان قبلای    CMLفاز حاد عنوان خط دوم برای 

پیشرفت کرده تصریح شده اسات. همنناین در    αبا اینترفرون 

  .(2، 1) درمان تومورهای استرومایی گوارشی نیز مفید است
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 873/ و همکاران  پگاه پورمند                                                                                               1211زمستان     2 شماره   81 دوره

تهوع و استفراغ، احتباس مایعاات هماراه باا ادم قاوزد و دور     

میالژی، نارسایی احتقانی قلب، کرامپ عضالانی،   ،چشم، اسهال

دستگاه گاوارش، سارکوب مغاز اساتخوان، ساردرد،       خونریزی

دردهای استخوانی، راش پوستی و تب از عاوار  جاانبی ایان    

 . (3هستند )دارو 

مثاال  CYP3A4زمااان از داروهااای مهارکننااده  اسااتفاده هاام

کتوکونااازول، ایتراکونااازول، کلاریترومایسااین، اریتروماسااین    

شاود.  مای باعث کاهش متابولیسم و افزایش غلظت ایماتینیاب  

باعث افزایش غلظت داروهایی که  CYP3A4ایماتینیب با مهار 

 HMG-CoAخصاو   به  ،شودمتابولیزه می CYP3A4توسط  

شااود. باتوجااه بااه اینکااه ماای ،ردوکتازهااا مثاال سیمواسااتاتین

 ،شااودمتااابولیزه ماای CYP3A4و  CYP2C9وارفااارین توسااط 

از فارم  بایاد   ،کواگولانت دارندبیمارانی که نیاز به دریافت آنتی

 LMWH (Low Molecular Weightاساتاندارد هااارین یاا    

Heparin)   استفاده کنند. ایماتینیب با کاهش کلیرانس کبادی

زماان ایان   شود. مصرف همباعث کاهش غلظت استامینوفن می

های پلاکات و  ها، مهارکنندهNSAIDها، کواگولانتدارو با آنتی

تمااال خااونریزی و عواماال ترومبولایتیااک باعااث افاازایش اح 

 (.4، 3، 1) شودترومبوسایتوپنی می

شود میگرم در روز شروع میلی 411با دوز  CMLبرای درمان 

گارم در روز افازایش   میلی 811گرم و میلی 511توان تا که می

-داد. روش میکرواستخراج فاز مایع باا اساتفاده از روش ماایع   

باا اساتفاده از    کند تا بتوانمایع پخشی این امکان را فراهم می

این روش آسان و ارزان و با مصرف حجم کمی از حالال آلای،   

ه هاای آبای و بیولوکیاک با    مقادیر اندد ایان دارو را در نموناه  

    .(0) دست آورد

 

 مواد و روشها

 مواد شیمیایی و تجهیزات دستگاهی

 های حقیقیمواد شیمیایی، استانداردها و نمونه

ودر جامد( باا درجاه خلاو  باالا از     استاندارد داروی ایماتینیب )پ

. حالال متاانول باا درجاه خلاو       شدآلمان تهیه  Merckشرکت 

HPLC  از شرکتMerck       آلماان خریاداری شاد. حالال اساتفاده

آلماان خریاداری شاد و آب     Merckشده در استخراج از شارکت  

 HPLCجهت استفاده در دساتگاه   (Deionized water) بدون یون

توسط دساتگاه تولیدکنناده آب بادون یاون      و نیز سایر آزمایشات

Aquamax  شدساخت کشور کره جنوبی تهیه. 

 Sigmaو  Merckهاای  سایر مواد شیمیایی به کار رفته از شارکت 

Aldrich   ای خریداری شدند و همگی دارای درجه خلاو  تجزیاه

 بودند.

  هاتهیه محلول

باا   ppm (mg/l) 111محلول استاندارد اولیه ایماتینیب باا غلظات   

ه توزین پودر استاندارد و به حجم رساندن توسط متانول در بالن با 

دست آمد. استانداردهای ثانویه از طریا  رقیا  کاردن اساتاندارد     

های استاندارد اولیه در آب بدون یون تهیه شدند. همننین محلول

هاای اساتاندارد باا آب    سازی مناسب محلاول کاری روزانه با رقی 

هاای  مورد نظر، تهیاه شادند. تماامی محلاول    بدون یون تا غلظت 

نگهاداری  گاراد  درجاه ساانتی   2-8استاندارد در یخنال در دمای 

 .شدندشده و هر روز به صورت تازه تهیه 

  تجهیزات دستگاهی

گیری دارو توسط دستگاه کروماتوگرافی مایع با عملکارد باالا   اندازه

(HPLC ساخت شرکت )Yongline      .کاره جناوبی صاورت گرفات

باا چهاار ورودی    YL9110ین دستگاه مجهز باه دو پماپ مادل    ا

محل تزریا  دساتی باا حجام      0121مدل  UVحلال، آشکارساز 

گیری سطح زیار  بود. جهت ثبت کروماتوگرام و اندازه μL 11لوپ 

 استفاده شد. Autochro3000افزار پیک از نرم

 5/4متر و قطر درونای  سانتی 20به طول  18Cجداسازی در ستون 

 میکرومتر صورت گرفت. 0متر پر شده با ذرات به ابعاد لیمی

  85012AZمتار مادل    pHها توسط دساتگاه  محلول pHتنظیم 

 ساخت کشور تایوان انجام گرفت.

میلای لیتاری   10ای تاه مخروطای   جهت استخراج ظروف شیشاه 

استفاده شد. جهت تزری  محلول استخراج به داخل محلول نموناه  

میکرولیتری سااخت شارکت هاامیلتون     111های از میکروسرنگ

 آمریکا و سوئیس استفاده شد.

باا گساتره    vortexerزدن محلول آنالیت توساط دساتگاه   عمل هم

گیاری  جهت انادازه  دور در دقیقه  انجام گرفت. 2011-1چرخش 

پت مادرج  های حبابدار، پیپتهای متفاوت از پیو برداشتن حجم

 ری استفاده شد.میکرولیت 111و نیز سرنگ هامیلتون 

چنین از مجموعه فیلتراسیون شاامل قیاف، فیلترهاای اساتات     هم

ساالولز و تفلااون، ارلاان خاالاخ و پمااپ خاالاخ جهاات فیلتراساایون  

 به کار گرفته شد. HPLCهای مورد استفاده در حلال

 ستخراج  روش ا

 در زیر آمده است: مراحل استخراج به اختصار

 pHغلظات معاین و   لیتر از محلاول آبای نموناه باا     میلی 11 -1

 ای ته مخروطی ریخته شد.مشخص درون یک ظرف شیشه

ای حااوی  برای تنظیم دمای محلول فاز دهنده ظارف شیشاه   -2

 محلول فاز دهنده را درون حمام آب گرم قرار گرفت.
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کننااده و حجاام مشخصاای از مخلااوا حاالال اسااتخراج     -3

و جهاات کااردیم کننااده را بااه ظارف حاااوی نمونااه اضاافه   پخاش 

کننده از درپاوش  کننده و پخشتبخیر حلال استخراج جلوگیری از

 کننده استفاده شد.مناسب بر روی ظرف استخراج

 vortexerمحلول برای مدت زمان مشاخص توساط دساتگاه     -4

 .شدزده  هم

 .شدظرف حاوی نمونه به دستگاه سانتریفیوک منتقل  -0

کننده در انتهاای ظارف تاه مخروطای جماع      حلال استخراج -5

 HPLCآوری و باه دساتگاه   هاامیلتون جماع  شده و توسط سرنگ 

 .   (5، 0شد )تزری  

  مایع پخشی-میکرواستخراج مایع

در  ،مایع همانطور که از عنوانش پیداسات -در میکرواستخراج مایع

فرآیند استخراج دو فاز شامل فااز محلاول آنالیات )دهناده( و فااز      

شاونده کاه   کنناده و حالال پخاش   حاوی مخلوا حلال استخراج

. در هساتند درگیار   ،شود )فاز گیرنده(درون آن انجام می استخراج

طی یک استخراج، آنالیت مورد نظر تحت شرایط مناسب وارد فااز  

 .  (8، 3) شودگیرنده می

  اصول تئوری

شاونده شاامل حالال    به طور معمول، محلول پخش DLLMEدر 

کننده، به سرعت به نموناه آبای کاه    شونده و حلال استخراجپخش

شاود. سااس ترکیاب    باشد، تزریا  مای  لیت موردنظر میشامل آنا

زده شده و در نهایات یاک محلاول کادر کاه       حاصل به آرامی هم

کنناده کاه در محلاول نموناه     های ریز حلال استخراجحاوی قطره

شود. بناابراین ساطح   پراکنده شده است، در لوله آزمایش ایجاد می

وجاود  ه تماس بسیار بزرگی باین فااز آبای و حالال اساتخراج با      

در نتیجاه آنالیات باه سارعت باه داخال فااز اساتخراج،          ؛آیاد می

شود و د. ساس فاز استخراج با سانتریفیوک جدا میشواستخراج می

شود. کل فااز آلای   سازی میگذاری شده، غنیآنالیت در فاز رسوب

استفاده شده در این فرآیند در حد میکرولیتر است. گفتنای اسات   

غیرقاباال اخااتلاا بااا آب و حاالال   ،حاالال اسااتخراجبایااد کااه 

 های آبی و حلال استخراج باشاد شونده قابل اختلاا با حلالپخش

(11-0).   

 سازیمراحل بهینه

جهت بررسی اثار پارامترهاا در میازان اساتخراج آنالیات از روش      

 سازی کمومتری به روش تاگوچی استفاده شد.بهینه

  بهینه سازی شرایط جداسازی

هاای جداساازی کوتااه و جلاوگیری از     ه زمانبه منظور دستیابی ب

هاای آنالیات در   مصرف زیاد حلال و نیاز تفکیاک مناساب پیاک    

کروماتوگرام، اثر ترکیب فااز متحارد و نیاز سارعت جریاان فااز       

هاا بررسای   متحرد بر زمان بارداری و نیز قدرت جداسازی آنالیت

   .(12-14) شد که نتایج آن در بخش بعدی آورده شده است

 سازی شرایط استخراجبهینه

مایع پخشی، عوامل متعددی بر میزان اساتخراج  -در استخراج مایع

تغلای  آنالیات تیثیرگاذار هساتند. لاذا جهات       و نیز میازان پایش  

رسیدن به شرایط بهینه تیثیر عوامال متعاددی نظیار ناوع حالال      

، حجاام حاالال  شااوندهکننااده، نااوع حاالال پخااش  اسااتخراج

فااز   pHفاز گیرنده،  pHشونده، شکننده، حجم حلال پخاستخراج

دهنده، قدرت یونی فاز دهناده، سارعت همازدن محلاول، دماای      

استخراج و همننین زمان اساتخراج بار رانادمان اساتخراج ماورد      

سازی در ماورد ایماتینیاب از   بررسی قرار گرفت. جهت انجام بهینه

گرم بر لیتار در محلاول آبای اساتفاده شاد. جهات       میلی 1غلظت 

های آنالیت در کروماتوگرام تایج استخراج از مساحت پیکمطالعه ن

   استفاده گردید.

  فاز دهنده pHاثر 

 0-11در محادوده   pHفااز دهناده،    pHسازی اثر به منظور بهینه

 .شدتنظیم 

 اثر حجم حلال استخراج کننده

بار کاارایی    41تاا   21اثر حجم حلال استخراج کننده در محدوده

 استخراج مطالعه شد.

 قدرت یونی فاز دهنده اثر

 %w/vاثر قدرت یونی بر راندمان استخراج ایماتینیب در محادوده ) 

 بررسی شد. NaCl( نمک 31-1

 زدن محلول آنالیت اثر هم
دور باار دقیقااه باار  201-301اثاار هماازدن محلااول در محاادوده 

 .  شدراندمان استخراج آنالیت بررسی 

 اثر زمان استخراج
ثانیاه ماورد    51تاا   21ن اساتخراج از  اثر زمان استخراج بر رانادما 

 بررسی قرار گرفت.

 اثر دما
درجااه  20-50اثاار دمااای فاااز دهنااده باار راناادمان اسااتخراج از  

 گراد بررسی شد.سانتی

 ارزیابی کارایی روش استخراج

 ارقام شایستگی  
تعاادادی  ،باارای بررساای قابلیاات کاااربرد عملاای روش پیشاانهادی

تحات عناوان   هساتند،  خراجی پارامتر که بیانگر کارایی روش اسات 

: PFتغلااای  )ارقاااام شایساااتگی، از قبیااال فااااکتور پااایش    

Preconcentration Factor( تکرارپاااذیری ، )RSD :Relative 

Standard Deviation( حاااد تشاااخیص ، )LOD :Limit of 
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Detection  ( و حاد شناساایی )LOQ :Limit of Quantification ،)

تحت شرایط بهینه بررسی و  های آبیجهت استخراج دارو از نمونه

تعیین شدند و نتایج مربوا به این قسمت در بخاش بعادی آورده   

   .(10-18) شده است

 (Calibration curve) بندیمنحنی درجه  

هاای آبای تهیاه شاد.     بندی در نمونهدر این تحقی  منحنی درجه

، 10/1هاای  های اساتاندارد باه غلظات   جهت رسم منحنی محلول

گرم بر لیتر از نمونه تهیه شادند. سااس   میلی 0و  2، 1، 0/1، 1/1

های اساتاندارد تهیاه شاده    استخراج تحت شرایط بهینه از محلول

انجام و سطح زیر پیک به دست آمده برحسب غلظت اولیاه نموناه   

نتاایج مرباوا باه ایان قسامت در بخاش        شد.در فاز دهنده رسم 

   .(10) بعدی آورده شده است

 (PFظ )تغلیتعیین فاکتور پیش
تغلاای  ابتاادا نیاااز بااه تهیااه منحناای باارای تعیااین میاازان پاایش

بندی )کالیبراسیون( تزریا  مساتقیم اسات. بادین منظاور      درجه

، 2/1، 1/1، 10/1هاای  های استاندارد ایماتینیب باه غلظات  محلول

گرم بر لیتر در آب دیونیزه تهیه شدند. سااس  میلی 0و  2، 1، 0/1

 HPLCک از اساتانداردها باه دساتگاه    میکرولیتر از هر ی 11مقدار 

. در اداماه بارای   شدتزری  و سطح زیر پیک بر حسب غلظت رسم 

تغلای ، شایب منحنای کالیبراسایون پاس از      تعیین فاکتور پایش 

 .تغلی  به شیب منحنی کالیبراسیون تزری  مستقیم تقسایم شاد  

 ده شده است.رنتایج مربوا به این قسمت در بخش بعدی آو

 (RSDیری )تعیین تکرارپذ
برای تعیین دقت یا تکرارپذیری روش، استخراج سه بار از محلاول  

-Within) گرم بر لیتر نموناه در یاک روز کااری   میلی 1استاندارد 

day RSD or intra-day RSD)      0)با توجاه باه شارایط بهیناه( و 

 Between-day RSD or inter-day) تکارار در طاول یاک هفتاه    

RSD) حاراف اساتاندارد نسابی تعیاین شاد     انجام شد و میزان ان. 

 .   نتایج مربوا به این قسمت در بخش بعدی آورده شده است

 

 گیرینتیجه 
 سازینتایج مراحل بهینه

 سازی شرایط جداسازینتایج بهینه

های متقارن، به منظور دستیابی به جداسازی مناسب و پیک

سازی شد. شرایط جداسازی در دستگاه کروماتوگرافی بهینه

ها در فاز متحرد و همننین نوع و نسبت حلال .(1 ودارنم)

های فاز متحرد آزمایش شد و در نهایت سرعت جریان

  .(21، 21) دست آمده شرایط جداسازی ب

   سازی شرایط استخراجبهینه

مایع پخشی -عوامل متعددی بر استخراج به روش مایع

ده، کننتیثیرگذار هستند که عبارتند از: نوع حلال استخراج

شونده، حجم  کننده، نوع حلال پخشحجم حلال استخراج

فاز دهنده، زمان استخراج، سرعت  pHشونده، حلال پخش

زدن، قدرت یونی فاز دهنده و دما. برای رسیدن به هم

ماکزیمم کارایی استخراج جهت دستیابی به حساسیت و 

تکرارپذیری بالا، مطالعه نحوه تیثیر هر کدام از عوامل فوق 

 .استسازی ضروری منظور بهینه به

 
 ppm 111کروماتوگرام حاصل از تزری  مستقیم  .1 نمودار

متر با قطر سانتی 20به طول  C18ستون:  .محلول آبی ایماتینیب

 HPLCدستگاه  میکرومتر. 0متر و قطر ذرات میلی 5/4داخلی 

کره جنوبی؛ فاز متحرد: بافر فسفات و  Younglinساخت شرکت 

زمان ، نانومتر 258طول موج :  31/31 ریل به نسبتاستو نیت

 دقیقه 5/4بازداری : 
 

 کنندهنوع حلال استخراج
انتخاب حلال مناسب جهت دستیابی به حداکثر استخراج و 

پذیری و به منظور رسیدن به حساسیت خوب و گزینش

شود دقت بالا حائز اهمیت است. حلالی که انتخاب می

 اشد:بایستی واجد شرایط زیر ب

پذیری خوبی برای استخراج آنالیت مورد نظر گزینش -1

 داشته باشد.
 باید حلالیت آن در آب کم باشد. -4

شونده متشکل از قطرات ریز در مجاورت حلال پخش -8

 باشد.

 سازگار با رفتار کروماتوگرافی باشد. -2

چگالی آن متفاوت با فاز آبی باشد که امکان جداسازی  -5

 را فراهم آورد.

 ون به صرفه باشد.در دسترس و مقر -6
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کننده مناسب بدین منظور جهت انتخاب حلال استخراج

های مختلفی از جمله برای استخراج ایماتینیب، از حلال

کلروبنزن استفاده شد و نتایج آن  کلرومتان وکلروفرم، دی

آورده شده است. باتوجه به نتایج بدست آمده  2 نموداردر 

 شد. کلروفرم به عنوان حلال بهینه انتخاب

 کنندهنوع حلال پخش
کننده باید هم در حلال حلال پخش DLLMEدر فرایند 

کننده ) فاز آلی( و هم در محلول نمونه )فاز آبی( استخراج

قابل امتزاج باشد. لازم است که حلال استخراجی به قطرات 

بسیار ریز در فاز آبی پراکنده شود تا سطح تماس زیادی 

این ترتیب امکان مهاجرت سریع وجود آید به ه بین دو فاز ب

ها از فاز آبی به فاز آلی فراهم شود که این شرایط با آنالیت

 یابد.کننده مناسب تحق  میاستفاده از حلال پخش

های متداول مانند استن، استونیتریل و متانول مورد حلال

ون قرار گرفت. بیشترین بازده استخراج با استفاده از آزم

دست آمد. بنابراین استن ه استن به عنوان حلال پخشی ب

بررسی اثر   3 نمودارهای بعدی انتخاب شد. در برای آزمون

کننده بر میزان استخراج نشان داده شده نوع حلال پخش

 است.

 سطوح مربوا به فاکتورهای بررسی شده در طراحی آزمایش .1جدول

 (+1) (0) (-1) 
pH 0 11 11 فاز دهنده 

 21 31 41 حجم حلال استخراجی)میکرولیتر(

 201 011 301 دور همزن

 21 41 51 زمان )ثانیه(

 20 40 50 گراد(دما )سانتی

 1 10 31 قدرت یونی

 

 گیری ایماتینیب به روش تاگوچیبرای جداسازی و اندازه DLLMEآزمایشات طراحی شده جهت شناسایی فاکتورهای مهم تیثیرگذار بر روی نتایج . 4جدول 
area حجم حلال استخراجی)میکرولیتر( زمان )ثانیه( گراد(دما )سانتی قدرت یونی دور همزن pH شماره آزمایش فاز دهنده 

130 201 . 20 21 21 0 1 

402 011 10 40 41 31 0 2 

211 301 31 50 51 41 0 3 

08 301 10 40 21 21 11 4 

310 201 31 50 41 31 11 0 

021 011 1 20 51 41 11 5 

431 011 31 20 41 21 11 3 

1311 301 1 40 51 31 11 8 

001 201 10 50 21 41 11 0 

341 011 10 50 51 21 0 11 

220 301 31 20 21 31 0 11 

521 201 1 40 41 41 0 12 

131 301 1 50 41 21 11 13 

321 201 10 20 51 31 11 14 

100 011 31 40 21 41 11 10 

08 201 31 40 51 21 11 15 

1421 011 1 50 21 31 11 13 

312 301 10 20 41 41 11 18 
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 کنندهحجم حلال پخش
( 4 نمودارایشات انجام گرفته )باتوجه به نتایج حاصل از آزم

گیری بر میزان کننده تاثیر چشمحجم حلال پخش

رو درنتیجه مقدار آن را در آزمایشات پیش ،استخراج نداشت

 لیتر( در نظر گرفتیم.میلی 0/1ثابت و معادل مقدار بهینه )
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 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
ia

u.
31

.4
.3

77
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
14

00
.3

1.
4.

2.
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

13
 ]

 

                             7 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/iau.31.4.377
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1400.31.4.2.6
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1706-en.html


 گیری پیش تغلیظ داروی ایماتینیباندازه                                    لامی                         آزاداس دانشگاهپزشکی علوم / مجله 832

 طراحی آزمایش

توانند بر روی میزان از آن جایی که فاکتورهای مختلفی می

 رایی استخراج تیثیر بگذارند، به منظور دستیابی بهو کا

فاکتور تغلی  بالا، اثر این فاکتورها باید بررسی و بهینه 

کننده، قدرت فاز دهنده، حجم حلال استخراج pHشود. 

زدن از جمله یونی، دما، زمان استخراج و سرعت هم

ها بر روی پاسخ فاکتورهایی هستند که باید میزان تیثیر آن

ایشات بررسی شود. در این پژوهش طراحی آزمایش به آزم

انجام  Qualitek-4افزار روش تاگوچی و با استفاده از نرم

 های متعامدگرفت. روش تاگوچی با استفاده از آرایه

(Orthogonal Arrays) ها را بسیار کاهش تعداد آزمایش

جویی در زمان و انرکی و کاهش داده و موجب صرفه

های متعامد مورد نظر به روش د شد. آرایهها خواههزینه

ها در روش فاکتوریل خاصی از بین تعداد کل آزمایش

کند که شوند. روش تاگوچی ادعا نمیکامل، انتخاب می

های منتخب وجود دارد، بلکه جواب بهینه حتماً در آزمایش

توان های آرایه میبا استفاده از محاسبات مربوا به آزمایش

. در پایان با انجام آزمایش کردرا تعیین شرایط بهینه 

توان صحت آنالیزها را می( Confirming Test) تیییدکننده

 مشخص کرد.

مورد بررسی سطح  3فاکتور ذکر شده در  5در این تحقی  

 18طراحی انجام شده شامل (. 1قرار گرفتند )جدول 

برای  Qualitek-4افزار آزمایش به همراه نتایج به کمک نرم

آورده شده است. نتایج ارائه  2وی ایماتینیب در جدول دار

 .استها شده براساس سطح نسبی زیر پیک گونه

 فاز دهنده بر میزان استخراج pHاثر 

نیروی پیش برنده استخراج ، DLLMEدر روش استخراج 

ترین یکی از مهم pH سازی. پس بهینهاست pH گرادیان

راج با توجه به . برای افزایش میزان استخاستآزمایشات 

فاز دهنده   pH ،است( 8.0دارو  PKa) دارو PKa ساختار و

ای تنظیم شود که بتواند آنالیت مورد نظر را به باید به گونه

و به دنبال آن با  (PKaبالاتر از  pHطور موثر دیونیزه کند )

کاهش حلالیت در آب، باعث افزایش استخراج آنالیت به 

به این موضوع و آگاهی داشتن  حلال آلی شود. حال با توجه

 

 فاز دهنده بر میزان استخراج pHاثر . 5نمودار 

 
 در شرایط بهینه استخراج ppm 1روماتوگرام حاصل از استخراج داروی ایماتینیب با غلظت  ک .6 نمودار
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توان به های مختلف میpHاز میزان دیونیزه شدن دارو در

راندمان  pH=11افزایش کارایی استخراج کمک کرد. در 

رسد. این مسیله نشانگر استخراج به حداکثر مقدار خود می

، آنالیت بیشتر به فرم مولکولی pHاین است که در این 

دهد از آلی به سهولت روی میلذا انتقال به ف ؛وجود دارد

 (.0 نمودار)

 کننده بر میزان استخراجاثر حجم حلال استخراج

تواند بر میزان کننده استفاده شده میحجم حلال استخراج

کارایی و همننین بازه استخراج موثر باشد. لذا حجم حلال 

میکرولیتر از کلروفرم  41-21کننده در گستره استخراج

مشاهده  5 نمودارطور که در  گرفت. همانمورد مطالعه قرار 

کننده تا حد شود با افزایش حجم حلال استخراجمی

یابد و در ادامه در متوسط میزان استخراج افزایش می

ها در کروماتوگرام با کاهش های بالاتر سطح زیر پیکحجم

مواجه میشود. لذا بیشترین کارایی در حد متوسط حجم 

 آید. ست میده کننده بحلال استخراج

 اثر سرعت هم زدن محلول آنالیت

بر مبنای برقراری تعادل بین فاز  DLLMEمیکرواستخراج 

. سرعت کلی استخراج در مرحله استآلی و آبی استوار 

فاز آلی محدود  -انتقال آنالیت در فصل مشترد فاز دهنده

شود. هم زدن محلول معمولاً برای بهتر کردن کینتیک و می

رود چرا که با هم زدن ستخراج به کار میکاهش زمان ا

شود و در تر برقرار میمحلول، تعادل بین این دو فاز سریع

استفاده شد.  vortexer این تحقی  برای هم زدن محلول از

-301یاثر سرعت چرخش بر میزان استخراج در محدوده

تیثیر این عامل را  3 نمودار. شددور در دقیقه بررسی  201

دهد. در این روش وقتی سرعت چرخش ن میبه خوبی نشا

شود که باعث ایجاد حباب در محلول می ،رودخیلی بالا می

منجر به کاهش انتقال آنالیت به داخل قطرات حلال 

کننده و در نهایت کاهش کارایی، تکرارپذیری و استخراج

دور بر دقیقه به عنوان سرعت  011شود. سرعتدقت کار می

 .دچرخش بهینه انتخاب ش

 اثر قدرت یونی فاز دهنده بر میزان استخراج

در این تصویر اثر افزایش نمک به فاز دهنده بر روی 

راندمان استخراج بررسی شد. به طور کلی هنگامی که نمک 

زمان اتفاق  شود، دو پدیده به طور همبه آب اضافه می

معروف است به  Salting-outافتد: پدیده اول که به اثر می

های آب در اطراف دهد که مولکولروی میاین صورت 

دهند و های آباوشی تشکیل میهای یونی نمک، کرهمولکول

های آب برای آباوشی این موضوع باعث کاهش مولکول

های های آنالیت شده و نتیجه آن رانش مولکولمولکول

آنالیت به سمت حلال آلی و در نتیجه افزایش کارآیی 

ر هم کنش الکتروستاتیکی . پدیده دوم باستاستخراج 

های آنالیت و نمک است که این بر هم کنش باعث مولکول

 
 به صورت مستقیم ppm 1کروماتوگرام حاصل از استخراج داروی ایماتینیب با غلظت  .7 نمودار

 
 تکرار پذیری روش .8جدول

)1-LOD (ng mL LOQ (ng mL-1) )1-Linearity (ng mL 2R PF RSD% 
Intra Inter 

0 10 0111-10 0084/1 01 8/4 3/5 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
ia

u.
31

.4
.3

77
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
14

00
.3

1.
4.

2.
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

13
 ]

 

                             9 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/iau.31.4.377
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1400.31.4.2.6
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1706-en.html


 گیری پیش تغلیظ داروی ایماتینیباندازه                                    لامی                         آزاداس دانشگاهپزشکی علوم / مجله 836

های آنالیت، در نتیجه کاهش کارایی کاهش تحرد مولکول

تواند شود. از سوی دیگر اضافه کردن نمک میاستخراج می

های کنشبرهم باعث افزایش ویسکوزیته محلول نمونه و

منجر به کاهش حرکت الکترواستاتیکی در محلول شده که 

شود. به طور کلی افزودن آنالیت از فاز دهنده به حلال می

نمک بسته به ماهیت آنالیت ممکن است باعث افزایش، 

 کاهش و یا عدم تغییر راندمان استحراج شود. 

در  Naclدر این تحقی  اثر افزایش نمک، با افزودن نمک 

راج حجمی بر روی راندمان استخ -وزنی % 31-1محدوده 

توان مشاهده بررسی شد. از روی نتایج نشان داده شده می

گیری موجب کاهش کرد که افزودن نمک به طور چشم

 استخراج دارو شده است.

 اثر زمان استخراج بر میزان استخراج

تیثیر زمان هم خوردن استخراج و بازیافت آنالیت تحت 

هنده نمونه است که منجر به تسهیل انتقال آنالیت از فاز د

شود. در این تحقی  به حلال آلی و در نهایت فاز گیرنده می

ثانیه مورد بررسی قرار  51تا  21اثر زمان استخراج از 

 .گرفت

دهد که با افزایش زمان، میزان استخراج نتایج نشان می

 یابد.افزایش می

 اثر دما بر میزان استخراج

لیت مورد در این مرحله اثر دما بر روی راندمان استخراج آنا

رود که افزایش دما باعث مطالعه قرار گرفت. انتظار می

افزایش فاکتور تغلی  به دلیل افزایش ضریب انتشار آنالیت 

به درون قطرات حلال آلی شود و از سوی دیگر زمان 

رسیدن به تعادل کاهش یابد. در این تحقی  اثر دما بر 

گراد درجه سانتی 50تا  20راندمان استخراج در محدوده 

 بررسی شد.

با بررسی اثر افزایش دما به طور مستقل، راندمان استخراج 

 یابد.افزایش می

شرایط بهینه استخراج داروی ایماتینیب به روش 
DLLME  

آورده شده  3 در جدول (RSD)تکرار پذیری روش  نتایج

 . است

 

 بحث
تر، تر، مقرون به صرفههدف ما در این پژوهش ارائه روش ساده

که براساس بررسی  تر و سازگارتر با محیط زیست بودسریع

است، به واجد این شرایط  DLLMEصورت گرفته روش 

  طوری که: 

گیری این روش قابلیت استفاده در صنعت برای اندازه -1

 های دارویی را دارد.ایماتینیب در فرم

تواند در آینده برای مطالعات و کارهای این روش می -2

 ماکولوکی استفاده شود.کلینیکی، بالینی و فار

ای که انجام شد شرایط بهینه جهت بالاترین طب  مطالعه

توان میزان استخراج این دارو از نمونه آبی مشخص شد که می

ها و نتایج در جهت انجام مطالعات فارماکوکینتیک از این داده

  .در آینده استفاده کردبالینی و 

REFERENCES 
1. Larson RA, Druker B J, Guilhot F, O’Brien SG, Riviere GJ, Krahnke T, et al. Imatinib Pharmacokinetics and Its 

Correlation with Response and Safety in Chronic-Phase Chronic Myeloid Leukemia: A Subanalysis of the IRIS Study. 

Blood 2008; 111: 4022–4028.   

2. Christoforidis JB, DeAngelo DJ, D’Amico DJ. Resolution of Leukemic Retinopathy Following Treatment with 

Imatinib Mesylate for Chronic Myelogenous Leukemia. Am J Ophthalmol 2003;135:398–400.  

3. Verboom MC, Kloth JSL, Swen JJ, Sleijfer S, Reyners AKL, Steeghs N, et al. Genetic polymorphisms in ABCG2 

and CYP1A2 are associated with imatinib dose reduction in patients treated for gastrointestinal stromal tumors. 

Pharmacogenomics J 2019;19:473-479.  

4. Suttorp M, Bornhäuser M, Metzler M, Millot F, Schleyer E. Pharmacology and Pharmacokinetics of Imatinib in 

Pediatric Patients. Expert Rev Clin Pharmacol 2017; 11 :219–231. 

5. Saraji M, Boroujeni MK. Recent Developments in Dispersive Liquid–Liquid Microextraction. Anal Bioanal Chem 

2013; 406 :2027–2066. 

6. Tehrani MS, Givianrad MH, Mahoor N. Surfactant-Assisted Dispersive Liquid–Liquid Microextraction Followed by 

High-Performance Liquid Chromatography for Determination of Amphetamine and Methamphetamine in Urine 

Samples. Anal Methods 2012;4 :1357. 

7. Amoli-Diva M, Taherimaslak Z, Allahyari M, Pourghazi K, Manafi MH. Application of dispersive liquid-liquid 

microextraction coupled with vortex-assisted hydrophobic magnetic nanoparticles based solid-phase extraction for 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
ia

u.
31

.4
.3

77
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
14

00
.3

1.
4.

2.
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

13
 ]

 

                            10 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/iau.31.4.377
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1400.31.4.2.6
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1706-en.html


 837/ و همکاران  پگاه پورمند                                                                                               1211زمستان     2 شماره   81 دوره

determination of aflatoxin M1 in milk samples by sensitive micelle enhanced spectrofluorimetry. Talanta 2015;134:98-

104.  

8. Ahmadi-Jouibari T, Fattahi N, Shamsipur M. Rapid extraction and determination of amphetamines in human urine 

samples using dispersive liquid-liquid microextraction and solidification of floating organic drop followed by high 

performance liquid chromatography. J Pharm Biomed Anal 2014;94:145-51.  

9. Amiri Pebdani A, Dadfarnia S, Haji Shabani AM, Khodadoust S, Talebianpoor MS. Modified dispersive liquid-phase 

microextraction based on sequential injection solidified floating organic drop combined with HPLC for the 

determination of phenobarbital and phenytoin. J Sep Sci 2018;41:509-517.  

10. Kiszkiel-Taudul I, Starczewska B. Dispersive Liquid-Liquid Microextraction of Famotidine and Nizatidine from 

Water Samples. J Chromatogr Sci 2019;57:93-100.  

11. Rezaee M, Khalilian F. A novel method for the determination of trace thorium by dispersive liquid-liquid 

microextraction based on solidification of floating organic drop. Quim Nova 2016; 39: 167-171.  

12. Ebrahimzadeh H, Mollazadeh N, Asgharinezhad AA, Shekari N, Mirbabaei F. Multivariate optimization of 

surfactant-assisted directly suspended droplet microextraction combined with GC for the preconcentration and 

determination of tramadol in biological samples. J Sep Sci 2013;36:3783-90.  

13. Ghasemi E. Optimization of solvent bar microextraction combined with gas chromatography mass spectrometry for 

preconcentration and determination of tramadol in biological samples. J Chromatogr A 2012;1251:48-53.  

14. Wang Q, Wong CH, Chan HYE, Lee WY, Zuo Z. Statistical Design of Experiment (DoE) based development and 

optimization of DB213 in situ thermosensitive gel for intranasal delivery. Int J Pharm 2018;539:50-57.  

15. Darvish M, Qomi M, Akhgari M, Raoufi P. Determination of Trace Amounts of Methamphetamine in Biological 

Samples by Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction Followed by High Performance Liquid Chromatography. 

Biosci Biotechnol Res Asia 2015:12:587–597. 

16. Emadzadeh S, Qomi M, Saadat M, Piroozi F. Three-Phase Hollow Fiber Liquid-Phase Micro Extraction for 

Determination and Analysis of Terazosin in Biological Fluids Via High Performance Liquid Chromatography at Trace 

Levels. Curr Anal Chem 2016;12:489–495. 

17. Charmahali G, Qomi M, Akhavan S, Chaharmahali M, Tafti F. Determination of Trace Amounts of Risperidone in 

Human Urine Sample by Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction Combined with High Performance Liquid 

Chromatography. Biosci Biotechnol Res Asia 2015;12 : 539–548. 

18. Faridi N, Ghasemi N, Qomi M, Ramezani M. Selective Method for Determination and Microextraction of Imatinib 

at Trace Levels: A Possible Dose Monitoring Technique in Cancer Patients. Curr Anal Chem 2018;14:495–503.  

19. Rezaee R, Qomi M, Piroozi F. Hollow-Fiber Micro-Extraction Combined with HPLC for the Determination of 

Sitagliptin in Urine Samples. J Serbian Chem Soc 2015;80: 1311–1320. 

20. Ghorbani M, Bagherian A. Optimization of astrazon blue adsorption onto sulfunated styrene-co-divinylbenzene 

resin by experimental design methodology.  Nashrieh Shimi va Mohandesi Shimi Iran (NSMSI) 2016;35:25-35. [In 

Persian] 

21. Asadollahi BM, Aghakhani AI. Application of solid phase microextraction and chemometrics in analysis of volatile 

components in cinnamon extract. Nashrieh Shimi va Mohandesi Shimi Iran (NSMSI) 2017;96:105-113. [In Persian] 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
ia

u.
31

.4
.3

77
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
14

00
.3

1.
4.

2.
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

13
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/iau.31.4.377
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1400.31.4.2.6
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1706-en.html
http://www.tcpdf.org

