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  پایان نامه
  براي دریافت درجه کارشناسی ارشد

  در رشته شیمی تجزیه
  

  دانشکده علوم
  گروه علمی شیمی

  
  

  :عنوان پایان نامه
روشی جدید و کارامد جهت جداسازي همزمان کافئین و پاراستامل با استفاده از 

  هاي داروییفلورسانس صفحه خوان در نمونه  –کروماتوکرافی لایه نازك
  
  
  

  :استاد راهنما

  دکتر حسین توللی
  

  :استاد مشاور
  دکتر احمد رضوي زاده

  
  :نگارش

  سیده فرانه زارعیان جهرمی
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  تقدیم به
  ستاره هاي پر فروغ زندگیم

  به 
  مهر بی دریغ پدرم

  قلب پر عاطفه مادرم
  و به

  همراهان تمامی لحظات زندگیم
  نینمبرادر و خواهر ناز           

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  
  
  
  
  

  سپاسگزاري
بدینوسیله صمیمانه ترین مراتب قدردانی خود را از استاد، راهنما و معلم بزرگوارم آقاي دکتـر تـوللی   

در تحقیق، تنظیم و تصحیح رساله و ایمان بخشیدن به کـار   شانبه خاطر رهنمودهاي بیدریغ و ارزنده
  .دارموتلاش ابراز می

ارم آقاي دکتر رضوي زاده که به عنوان مشاور در ایـن پایـان نامـه مـرا یـاري      همچنین از استاد بزرگو
  .گرددنموده اند سپاسگزاري نموده و از هدایت و مساعدت ایشان قدردانی می

دانم از راهنماییهاي دلسوزانه استاد بزرگوارم آقاي دکتر آبسـالان کـه زحمـت    همچنین وظیفه خود می
  .داشتند قدردانی و تشکر نمایمداوري پایان نامه را بر عهده 

  .نمایمو در آخر از خانواده عزیزم که در تمام مراحل زندگی مشوق من بوده اند تشکر می
 



  چکیده
روشی جدید و کارا جهت تعیین همزمان کافئین و پاراستامل با استفاده از 

  در فرمولهاي دارویی 1فلورسانس صفحه خوان –کروماتوکرافی لایه نازك
  

جداسازي و اندازه گیري همزمان داروهاي حاوي کـافئین  ان نامه شامل بررسی روشی جدید در این پای
با استفاده از خاموشی فلورسانی پس از جداسازي توسط روش کروماتوگرافی لایـه نـازك   و پاراستامل 

  .باشدتوسط دستگاه صفحه خوان می
 254در طـول مـوج تحریـک     TLCغـذ  تعیین این دو جزء با استفاده از خاموشی فلورسانی بر روي کا

  0/30-0/1500 و 0/200-0/1900خطــیو در محــدوده نــانومتر  270و طــول مــوج نشــر    نــانومتر
µg mL-1 بهترین نتیجه در جداسازي مواد با اسـتفاده از  . به ترتیب براي کافئین و پاراستامل انجام شد

 تیـب بـا نسـبت هـاي بهینـه     اتـانول و بـه تر   اتیـل اسـتات و   هگـزان، -nمخلوط حلال شستشو شامل 

اثـر   پارامترهاي مؤثري مانند نوع و نسبت فـاز متحـرك،   .بدست آمد )حجمی/ حجمی 4/0: 5/1: 5/2 (
کـافئین و پاراسـتامل بـه    حـد تشـخیص   . و پارامترهاي دستگاهی نیز مورد مطالعه قـرار گرفـت   غلظت
کـافئین و   از 0/600µg mL-1 و انحراف استاندارد نسبی براي غلظـت  µg mL-1 0/32و  0/25ترتیب

0/60µg mL-1  5پاراستامل با ازn=  بدست آمد 06/2و % 93/1بترتیب.  
ی نو ف ، آسپرینثر موجود در داروهاي مورد بررسی مانند کدئین، فنوباربیتالؤهمچنین تعدادي از مواد م

د و اثـرات  توئین که ممکن بود در اثر همراهی با کافئین و پاراستامل ایجـاد تـداخل کننـد آزمـایش ش ـ    
  .بررسی گردیدنیز تداخلی آنها 

اسـتفاده   دارویـی در نمونه هاي  کافئین و پاراستامل به طور موفقیت آمیزي براي تعیین پیشنهاديروش 
  .گردید

                                                
1 Thin Layer Chromatography-Fluorescence Plate Reader (TLC-FLPR) 
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 فصل اول

 
 مقدمه



  طیف سنجی و کاربرد در شیمی تجزیه 1-1
روشـهاي تجزیـه اي   . کنیم که تجزیه مواد از اهمیت بـالایی برخـوردار اسـت   ما در دنیایی زندگی می

نوشیم و آبی که میوریم و خمی امواد غذایی که م .کمکی براي تشخیص وضعیت سلامت انسانهاست
تجزیـه همچنـین نقـش مهمـی در     . چگونگی محیط اطراف ما همه مربوط به انسان و سلامتی اوسـت 

  .]1[ یندهاي صنعتی و گسترش محصولات صنعتی داردافر
کـه در  شیمی تجزیه به عنوان علم و هنر تعیین ترکیب و درصد مواد بر حسب عناصر و یـا ترکیبـاتی   

بـا پیـدایش    بـاً از نقطه نظر تاریخی توسـعه روشـهاي تجزیـه متعاق   . شودآنها موجود است تعریف می
گیري انجام گرفت و اولین تجزیه کمی، روش وزن سنجی بود که با اختـراع  دستگاه هاي جدید اندازه

شیشه اي ظروف  گیريبه کار با بزودي این حقیقت آشکار گشت که. ترازوي دقیق امکان پذیر گشت
امکـان  گیري حجمی محلول هاي استانداردي که به روش وزنی تهیـه شـده انـد    مدرج که براي اندازه

  .]2[ گیري به وجود خواهد آمدصرفه جویی زیادي در زمان اندازه
گیـري هـاي   آمد و با تحقـق ایـن اصـل کـه انـدازه      سپس به تدریج چند روش رنگ سنجی به وجود

یین پایان تیتراسیون به کار برده شود، همراه با توسعه سریع الکترونیـک  الکتریکی ممکن است براي تع
  .]3[ گشتآغاز شد انقلاب مهمی در تجزیه با دستگاه ها ایجاد  1930که از سال 
توانـد اسـاس یـک روش بـراي تجزیـه آن      فیزیکی خاص هر عنصر یا ترکیب مـی صیت اهر خ تقریباً

ر، قابلیت هدایت یک محلول و یا خاصیت یونیزه شـدن  بدین ترتیب جذب نو. عنصر یا ترکیب باشد
  .]2[ تواند اساس کار یک دستگاه تجزیه باشدگاز هر کدام می

علت اصلی چنـین پیشـرفتی را   . توسعه فراوان یافتند 1940پس از سالهاي  1روشهاي تجزیه دستگاهی
ام شایسـتگی روشـهاي   ارق ـ. یع و فعالیتهاي پژوهشی جسـتجو کـرد  اباید در کاربرد این روشها در صن

 شـود دستگاهی در مقابل روشهاي کلاسیک از جمله معیارهاي اساسی در استفاده از آنها محسوب مـی 
تجزیه دستگاهی را به سـه گـروه کلـی     گیري خواص جسم مورد سنجش، عموماًبر اساس اندازه .]4[

  :)1-1شکل ( کنندمیدسته بندي 

                                                
1 Instrumental analysis 



  
  وشهاي تجزیه دستگاهیر .1-1شکل 

  
  روشهاي طیفی -الف

امل طیـف  این روشها ش ـ. گیري میزان آن بنا نهاده شده اندبر اساس بر هم کنش تابش با ماده و اندازه
، طیـف سـنجی   4فـرابنفش  -، طیف سنجی جـذب مرئـی  )3اتمی سورسان، فل2، نشر1جذب(بینی اتمی 

، طیف سـنجی تشـدید مغناطیسـی    8ی سنجیسانو فسفر 7ی سنجین، فلورسا6و رامان 5جذب زیر قرمز
و روشـهاي پرتـو   X 13، روشـهاي پرتـو   12، شکسـت سـنجی  11، کدرسـنجی 10، قطـبش سـنجی  9هسته

  .]5[ است 14شیمیایی
  
  
  

                                                
1 Absorption 
2 Emission 
3 Atomic fluorescence 
4 UV- Visible absorption spectrometry 
5 Infrared spectrometry 
6 Raman 
7 Fluorescence spectrometry 
8 Phosphorescence spectrometry 
9 Nuclear magnetic resonance spectrometry 
10 Polarizometry 
11 Turbidimetry 
12 Refractometry 
13 X-ray methods 
14 Radiochemical methods 

 تجزیه دستگاهی

 روشهاي جداسازي روشهاي الکتروشیمیایی روشهاي طیفی



  روشهاي الکتروشیمیایی -ب
شود تا خواص شیمیایی نمونه اعمال شده به نمونه استفاده می الکتریکیدر این روشها از یک علامت 

، 4، آمپرسـنجی 3، پلاروگرافـی 2، ولت سنجی1این روشها شامل پتانسیل سنجی. گیردمورد ارزیابی قرار 
  .]5[ است 7و هدایت سنجی 6، وزن سنجی الکتروشیمیایی5کولن سنجی

  
  روشهاي جداسازي -ج

 ازهدر روشهایی که بر اساس جداسازي بنا نهاده شده است، جداسازي اجزاي یک نمونـه قبـل از انـد   
  .]5[ و انواع کروماتوگرافی است 8روشها شامل طیف سنجی جرمی این. دگیرگیري آنها صورت می

  
 9نشر لومینسانس 1-2

  :]7و  6[ بندي دارداي سرد است و چندین طبقهلومینسانس پرتو نشر شده از بدنه
هاي شـیمیایی تحریـک   هاي آنالیت توسط واکنشگونه 11و زیست لومینسانس 10در شیمی لومینسانس
  .شودگیري میندازهشده و نشر حاصله ا

که ممکن است از تخلیه الکتریکی یا ترکیب شود ایجاد می ییاز حرکت الکترونها 12الکترولومینسانس
یونها و الکترونهاي یک الکترود یا از بر همکنش مواد با الکترونهاي تولیدي در یک لوله اشعه کاتدي 

  .دنحاصل شده باش
از افـزایش   14ترمولومینسانسو از یک تخلیه  حاصل اياز جداسازي مکانیکی باره 13تریبولومینسانس

  .شودهاي دیگر در اثر افزایش گرما ایجاد میگونه
  

                                                
1 Potentiometry 
2 Voltammetry 
3 Polarography 
4 Amperometry 
5 Coulometry 
6 Electrochemical gravimetry 
7 Conductometry 
8 Mass spectrometry 
9 Luminescence emission 
10 Chemiluminescence 
11 Bioluminescence 
12 Electroluminescence 
13 Triboluminescence 
14 Thermoluminescence 



رود و شــامل فلورســانس و یــک منبــع نــور بــراي تحریــک بکــار مــی 1در روش لومینسـانس نــوري 
  .باشدفسفرسانس می

ان طریق مولکولهایی هر دو پدیده فلورسانس و فسفرسانس از جمله مکانیسمهاي ممکن هستند که بد
بیشتر مولکولهایی که . توانند انرژي خود را از دست بدهنداند میکه از نظر الکترونیکی برانگیخته شده

ایـن قبیـل   . آورندگیرند انرژي ارتعاشی و الکترونیکی بدست میثیر فرایند برانگیختن قرار میأتحت ت
اگر ایـن  . تر تنزل یابندبه حالات ارتعاشی پایین مولکولها بیشترین تمایل را دارند که از طریق برخورد

تواننـد از آنجـا   فرایند بدون تابش، در سطح الکترونیکی یگانه برانگیخته توقـف کنـد، مولکولهـا مـی    
 ).فلورسانس(شی به حالت پایه برگردند ببا از دست دادن یک فوتون تا مستقیماً

ن سطح ارتعاشی در پایین تـرین تـراز یـک تـایی     پدیده اي که منجر به یک انتقال تابشی از پایین تری
تایی برانگیخته به تـراز  انتقال از تراز یک. شود را فلورسانس گویندبرانگیخته به تراز یک تایی پایه می

افتـد زمـان زوال   تایی پایه از لحـاظ اسـپین مجـاز اسـت و بنـابراین بـا احتمـال بـالا اتفـاق مـی          یک
  ].8[ باشدمی 10-9 تا s7-10فلورسانس
ممکن است الکترون به سطح سه گانه فرا پایدار انتقال یافتـه و پـس از نـزول بـه حالـت پایـه        ندرتاً

 ).فسفرسانس(تشعشع نماید 

در هر دو حالت فوق، مولکول ممکن است به هر یک از حالت ارتعاشی سطح پایه برسد، و بنـابراین  
باشند که اکثر آنها در ناحیه مرئـی  یشامل خطوط زیادي م هاي فلورسانس و فسفرسانس معمولاًطیف

شوند، بـه طـوري   تر شده و در یکدیگر ادغام میاین خطوط در حضور یک حلال پهن. شودظاهر می
 .گرددشبیه یک طیف جذب مرئی یا ماوراءبنفش می که ساختمان طبیعی آنها ظاهراً

ابراین جزئیات آن ابتدا مـورد  گیرد و بنفلورسانس بیش از فسفرسانس در تجزیه مورد استفاده قرار می
  .ملاحظه ما قرار خواهدگرفت

  :سه نوع طیف مورد نظر است در مطالعات فلورسانس و فسفرسانس معمولاً
  2طیف جذبی .1
 3طیف برانگیختگی .2

 4طیف نشري .3

                                                
1 Photoluminescence 
2 Absorption spectrum 
3 Excitation spectrum 
4 Emission spectrum 



ثابـت اسـت،   ) سلومینسـان ( طیف برانگیختگی، با پیمایش طول موج اولیه در حالتی که تابش نشـري 
 .شبیه طیف جذب عادي است منحنی بدست آمده تقریباً معمولاً. گرددمی شود، رسم پیگیري می

گـردد،  ها به سطوح بالاتر، به صورت حرارت دفع مـی انرژي جذب شده در فرایند برانگیختن الکترون
ترین سطوح برانگیخته رسـیده و از اینجـا بـه    گیرد که الکترونها به پایینو نشر فقط زمانی صورت می

  .گردندحالت پایه بر
گیرد میسـل هـا و لومینسـانس در    اینکه انتقالات برخوردي در محلول در دماي اتاق انجام می به دلیل

 ].8[ دماي اتاق براي تجزیه شیمیایی بسیار کارا و مؤثر است

 
  انواع فلورسانس 1-3

 :]1[ پنج نوع فلورسانس وجود دارد

  1فلورسانس رزونانسی •
 2فلورسانس خط مستقیم •

 3ايفلورسانس پله •

 4فلورسانس حساس •

 5فلورسانس چند فوتونی •

 :پردازیمدر زیر به بررسی چند نوع از آنها می
 
  )تشدیدي( فلورسانس رزنانسی 1- 1-3

. نشر نمایند اند، مجدداًدهد که اتمها در طول موجی که جذب کردهزمانی رخ می ساین نوع فلورسان
  .یکسان است یورسانرانگیختگی و فلی و بالایی خطوط بدر این حالت ترازهاي انرژي پایین

تشدیدي  فلورسانی. شود، جزء این دسته استهایی که از حالت پایه انجام میبراي مثال جهش
  .]a( ]1 2-1شکل ( است فلورسانیمتداولترین نوع 

  
  
 

                                                
1 Resonance fluorescence 
2 Direct-line fluorescence 
3 Stepwise-line fluorescence 
4 Sensitized fluorescence 
5 Multi photon fluorescence 



  خط مستقیم فلورسانی 2- 1-3
. رودتراز نیمه پایدار میبه یک  شود و مستقیماًدر این حالت اتم توسط یک منبع تابش برانگیخته می

برانگیختگی وفلورسان یکسانند اما ترازهاي  ترازهاي انرژي بالایی خطوط فلورسانیدر این نوع 
  .]b( ]1 2-1شکل ( انرژي پایینی آنها متفاوت هستند

  
  ايخط پله فلورسانی 3- 1-3

اما ترازهاي پایینی  اند،متفاوت یدر این حالت ترازهاي انرژي بالایی خطوط برانگیختگی و فلورسان
  .یکسان هستند

  .]c( ]1 2- 1(شکل  شودگفته می 1غیر رزونانسی فلورسانسبه دو حالت فوق 
  
 حساس فلورسانس 4- 1-3

و انرژي را به گونه ) *D(تحریک شود  hυEبا جذب فوتون ) D(وقتی است که یک گونه دهنده 
  .]d (]1 2- 1( کندتولید می hυFفلورسانس  Aگونه  .منتقل کند) A(گیرنده 

 
  فلورسانس چند فوتونی 5- 1-3

فوتون تولید  در برگشت که اي تبدیل کندختهیوقتی که دو یا چند فوتون یک اتم را به حالت برانگ
  .]e, f( ]1 2-1( سطوح واسطه ممکن است مجازي یا حقیقی باشند. شود

                                                
1 Non resonance fluorescence 



  آنها انجامو نحوه  انواع فلورسانس. 2-1شکل 
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  فاکتورهاي مؤثر بر بازده فلورسانس 1-4
شدت نشر  .]1[ بازده فلورسانس یک مولکول به ساختمان مولکول و محیط اطراف آن بستگی دارد

بدون (صفر بین تواند دارد که می фF 1فلورسانس بستگی به فاکتور بهره یا راندمان کوانتومی
 .تغییر نماید) استراحت نمایند فلورسانسطریق کلیه مولکولهاي برانگیخته از ( یکو ) فلورسانس

 
  اثرات ساختمانی 1- 1-4

دهد و در نتیجه احتمال سرعت تبدیل درونی را افزایش می فقدان سختی در یک مولکول احتمالاً
تواند نسبت قسمتی از یک مولکول نرم می. دهدوقوع عمل غیرفعالسازي بدون تابش را افزایش می

بعضی از تلفات انرژي را  ول با فرکانس کم ارتعاش کند، چنین حرکتهایی قطعاًبه بقیه قسمتهاي مولک
  ].1[شوند باعث می

  
  اثر دما 2- 1-4

زیاد  هایابد، زیرا با افزایش دما تعداد برخوردبازده فلورسانس بیشتر مولکولها با افزایش دما کاهش می
  ].2[ود ششده و احتمال غیرفعالسازي از طریق تبدیل خارجی بیشتر می

 
 اثر حلال 3- 1-4

  .تندخواصی از حلال نظیر ویسکوزیته، پلاریته و پیوند هیدروژنی بر بازده فلورسانس مؤثر هس
  تبدیل خارجی را افزایش داده و باعث کاهش شدت فلورسانس  کاهش ویسکوزیته حلال احتمال

  .]2[ شود می
  
  pHاثر  4- 1-4

بستگی  pH به فهاي اسیدي و بازي هستند، معمولاًفلورسانس ترکیبات آروماتیک که داراي استخلا
هاي یونیده و نایونیده ترکیب متفاوت خواهد براي شکل طول موج و شدت نشر هر دو احتمالاً. دارد
 ].1[ا فرم رزنانسی کروموفر خواهد بود یبه علت تغییر بار  این اثر اساساً. بود

  
  
  

                                                
1 Quantum efficiency 



  )اکسیژن(حضور ترکیبات پارامغناطیس  5- 1-4
با اکسایش یک  در برخی موارد.دهدورسانس یک محلول را کاهش میلب شدت فلغاکسیژن ا حضور

از طریق تقویت  ،O2مواقع اما در بیشتر . یابدکاهش می آنفلورسانس  ترکیب آلی توسط اکسیژن،
تایی هاي برانگیخته، باعث فرونشانی حالت یکتایی و سهعبور بین سیستمی ناشی از برخورد با گونه

تایی است و این طبیعت پارامغناطیس اکسیژن، حالت پایه یک مولکول اکسیژن سه. شودته میخنگیبرا
  ].2[دهد اوربیت با مولکولهاي برانگیخته الکترونی را افزایش می- کوپل اسپین

 
  فسفرسانس 1-5

  :فسفرسانس از لحاظ عمل با فلورسانس به صورتهاي زیر وجه تمایز دارد

  .)میلی ثانیه تا ثانیه(بی زمان تخریب آن به علت طول نس اولاً
  .به واسطه انتقال به طول موجهاي بلندتر ثانیاً

اي فسفرسانس از خود تعدادي از ترکیبات آلی در محلول در درجه حرارت اتاق مقدار قابل ملاحظه
به نظر . دمایع بیشتر نمایان شو نیتروژندهند ولی ممکن است این پدیده با سرد کردن آنها با نشان می

گانه فرا از حالت برانگیخته یگانه به حالت سه انتقال احتمال ،رسد که پایین آوردن درجه حرارتمی
دهد و همچنین از مکانیسمهاي رقابتی براي برگشت غیر تابشی الکترونها به را افزایش میر پایدا

و  راي فسفرسانس استزم بشرط لا بدیهی است که تغییر در چندگانگی اسپین. کاهدحالت پایه می
  .یابدبنابراین با کاهش دما احتمال فسفرسانس افزایش می

  
  لومینسانس فاز جامد 1-6

چندین ماده شامل کاغذ صافی، سیلیکاژل، اکسید آلومینیوم، اسـتات سـدیم، پتاسـیم برمیـد، لاسـتیک      
بـراي   ذیـل  روش یکـی از دو . شودو سلولز براي لومینسانس بر روي فاز جامد استفاده می 1سیلیکون

  :شوداستفاده می ورود و قرارگیري نمونه بر روي سطح جامد
پیپت ها براي تحویل مقادیر در حد میکرولیتـر بـر روي سـطح جامـد اسـتفاده      سرنگ ها و میکرو )1(

  .دنشومی
روش دیگر مخلوط کردن ماده لومینسانس کننده بـا پـودر مـورد نظـر ماننـد سـیلیکاژل و سـپس        ) 2(

  .]9[ باشداد میخشک کردن مو

                                                
1 Silicone rubber 


