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 در بسیاري از واکنش هاي حیاتی بدن NADP و NADبعنوان پیش ساز ) نیکوتین آمید (3Bویتامین 

تامین غنی سازي کمبود آن موجب بیماري پلاگرا می شود، لذا مواد غذایی را با این وی. دخیل می باشد
بنابراین اندازه گیري ارزان، سریع، انتخابی و . همچنین مقادیر زیاد آن عوارضی بهمراه دارد. می نمایند

در پژوهش حاضر، روش اندازه گیري نیکوتین . حساس این ویتامین در مواد غذایی ضروري می باشد
ه کمک استخراج توسط ستون فاز آمید در گوشت گوساله و آرد گندم با بکارگیري شیوه خالص سازي ب

روش .  پیشنهاد گردیدHPLC-UVجامد مبتنی بر جاذب پلیمرهاي حک شده و تعیین مقدار با 
اثرات اجزا . پلیمریزاسیون رسوبی براي ساخت پلیمرهاي کروي حک شده با نیکوتین آمید استفاده شد

قالب و حلال بر ویژگیهاي پیوندي پلیمر سازي شامل منومر هاي عملکردي و ایجاد کننده پیوند عرضی، 
  بخوبی مدل سازي شد و پلیمر انتخابگري Freundlichرفتار پیوندي پلیمر توسط معادله . بررسی شد

اتصال  % 79همچنین در مطالعه سینتیک، . بالایی براي نیکوتین آمید در برابر نیکوتینیک اسید، نشان داد
پلیمر براي خالص سازي نیکوتین آمید در ستون . تفاق افتادآزاد شدن آن فورا ا % 5/96نیکوتین آمید و 

.  آنالیز گردیدHPLC-UVاستخراج توسط فاز جامد پر شد، نمونه هاي غذایی تزریق، و خروجی با 
 μg L-1  148 -5000 رفتار خطی مناسب براي استخراج نیکوتین آمید توسط ستون فاز جامد در دامنه 

)R2 = 0.99 (به ترتیب براي گوشت گوساله و آرد  % 81- 87و  % 77- 102 بالاي و بازیابی استخراج
براي نیکوتین آمید به ترتیب ) LOQ(و حد اندازه گیري ) LOD( حد آشکارسازي .گندم بدست آمد

μg L-1 44 و μg L-1 148الی  % 13/2روز در دامنه - روز و بین- انحراف استاندارد نسبی داخل.  بود
بدست آمد که نشان دهنده صحت ) n= 4(براي گوشت  % 22/5الی  % 89/1و ) n= 4(براي آرد  % 31/5

 .خوب روش براي آنالیز نمونه واقعی می باشد

 

  مجله علوم و صنایع غذایی ایران                            
 
www.fsct.modares.ac.ir  سایت مجله:   

یپژوهش_یمقاله علم  
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 مقدمه - 1
یا در چربی هستند که /ویتامین ها ترکیبات آلی محلول در آب

بعلت عملکرد فیزیولوژیک خود در متابولیسم، تنش ماهیچه، 
سیستم عصبی، رشد سلول، سلامت سیستم ایمنی و استخوان ها،  

واژه  .]1- 7[نقش هاي مهمی در سلامتی انسان می باشند حایز 
 ؛ نیکوتین 3Bبه دو ویتامر ویتامین محلول در آب  عمومی نیاسین

 و 8[اطلاق می گردد ) NA( و نیکوتینیک اسید) NAM(آمید 
آنزیمی در   واکنش اکسیداسیون200 نیکوتین آمید در بیش از .]9

 آدنین دي نوکلئوتید بدن انسان بعنوان پیش ساز نیکوتین آمید
)NAD( نیکوتین آمید آدنین دي نوکلئوتید فسفات   و
)NADP  ( نیکوتین آمید بعنوان عامل . ]10[مرتبط می باشد

، همچنین قادر ]11[و ضد التهابی عمل نموده  آنتی اکسیدانی
 و به ]12- 14[است ظاهر و الاستیسیته پوست را بهبود بخشیده 

کمبود نیکوتین آمید به  .]15[ کمک نماید جریان مناسب خون
خستگی و کاهش اشتها منجر شده و در حالات بحرانی امکان 

از سوي دیگر، دریافت . ]16[وجود دارد  ایجاد بیماري پلاگرا
نیکوتین آمید، که بطور گسترده اي در منابع طبیعی  مقادیر زیاد

نظیر غلات و فرآورده هاي حیوانی وجود دارد، می تواند به قرمز 
 و 8[میباشد  دن پوست و سردرد منجر شده که نشانه فشارخونش

بمنظور دریافت کافی نیکوتین آمید در جیره غذایی، این . ]17
لذا نظارت و . ]18[ویتامین به شیر نوزاد و غلات اضافه می گردد 

تعیین مقدار نیکوتین آمید در مواد غذایی، شدیدا مورد توجه 
پروتکل هاي  .می باشدمطالعات سلامت محور و صنعت غذا 
براي آنالیز  و دستگاهی مختلفی نظیر شیمیایی، میکروبیولوژیکی

آنالیزهاي  .]8[کمی نیکوتین آمید در مواد غذایی گزارش شده اند 
واکنش غیر اختصاصی با برومید برپایه ) شیمیایی(متداول 

سیانوژن می باشد که ماده اي سمی و ناپایدار است و  آماده 
 آنالیزهاي .]17[پرزحمت و وقت گیري دارد سازي نمونه 

میکروبیولوژیکی براي تعیین نیکوتین آمید، بسیار زمان بر بوده، 
غیر اختصاصی براي نیکوتین آمید می باشند و  نیاز به شرایط به 

. ]20 و 19[دقت رسیدگی شده محیط کشت ارگانیسم ها دارد 

کوتین بیشترین روشهاي دستگاهی گزارش شده براي تعیین نی
، ]21[آمید در نمونه هاي غذایی، اسپکتروفلوریمتري 

، کروماتوگرافی  مایع با کارایی بالا  و ]13[اسپکتروفتومتري
، ]24- 22، 4[کروماتوگرافی  مایع با کارایی فوق بالا 

، ]26- 28[مویینگی  ، الکتروفورز]25[الکتروشیمیایی 
 HPLC-MS/MS، و ]SERS (]29(اسپکتروسکوپی رامان 

، HPLC-MS/MSبرخی از این روش ها نظیر  . می باشد]30[
نیازمند روش هاي آماده سازي زمان بر و پیچیده، و دستگاههاي 
گران قیمتی هستند که با پرسنل آموزش دیده قابل استفاده اند، لذا 
کاربرد آنها را محدود به آزمایشگاه هاي حرفه اي و مجهز می 

 ، UVافی بهمراه دتکتور  کروماتوگربطور معمول ،تکنیک.نماید
بعلت . آنالیت هاي هدف استفاده می شودراي اندازه گیري کمی ب

پیچیدگی نمونه هاي واقعی و اختصاصیت پایین دتکتور مذکور، 
به منظور بهبود نتایج اندازه گیري، به کارگرفتن یک روش آماده 

) 1SPE( فاز جامد ) ستونتوسط(سازي نمونه، نظیر استخراج 
  .]32 و 31، 9، 8[مواد مزاحم ضروري می باشد براي حذف 

با پیوندهاي ،   کلاسیکSPEاذب هاي در استفاده از جدرحالیکه 
 ترکیبات مزاحم 2امکان جداسازي همزمان پاره اي اختصاصیغیر

 حک شده ، نظیر پلیمرهاي 3تمایلی، جاذب هاي وجود دارد
  سیستم اي کارا گرددSPEموجب می شوند ) 4MIP(مولکولی 

را از ) مورد آنالیز(که بطور اختصاصی مقادیر کم مواد هدف 
پلیمرهاي . ]34 و 33[نمونه هاي پیچیده، تغلیظ و جدا نماید 

 مولکولی که از طریق پلیمریزاسیون منومرها در اطراف حک شده
ایجاد می شوند، ) بعنوان قالب(مولکولهاي هدف اختصاصی 

استخراج فاز جامد ر  و انتخابگر ایجاد نموده که دقوي جاذبی
)MIP-SPE ( 35[آنالیت ها بکار گرفته می شوند[ .

 ، معمول ترین روش براي ساخت 5پلیمریزاسیون توده اي
 مولکولی می باشد، اما وقت گیر و پرزحمت حک شدهپلیمرهاي 

                                                             
1. Solid phase extraction 
2. Partial co-extraction 
3. Affinity sorbents 
4. Molecularly imprinted polymers 
5. Bulk polymerization 
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است زیرا ابتدا بصورت توده سنتز شده، سپس بایستی به ذراتی با 
 .شود) آسیاب(خرد  MIP-SPEاندازه هایی براي کاربردهاي 

چندین مشکل عملیاتی نظیر؛ ایجاد دور ریز پلیمر و شکل و 
اندازه نامنظم ذرات بدست آمده، که به سرعت هاي متفاوت 

در استخراج آنالیت ها منجر می شود، مستقیما به  انتقال جرم
سایر تکنیک هاي . فرآیند آسیاب نمودن مرتبط می باشد

زاسیون سوسپانسیونی ، پلیمریزاسیون پلیمریزاسیون شامل پلیمری
، براي سنتز 6، و پلیمریزاسیون رسوبیSwellingچند مرحله اي 

این ذرات پلیمرهاي با اشکال کروي  بکار گرفته می شوند که 
بدلیل اندازه و شکل یکنواخت ، کیفیت پلیمري بدست آمده 

پرنمودن بهتر، و تعداد بیشتر صفحات تئوري، کارایی بهتري در 
پلیمریزاسیون  .]37 و 36، 11[دارند  MIP-SPEربردهاي کا

و پایدارکننده  رسوبی، بعنوان تکنیکی که در آن از سورفکتانت ها
 مولکولی حک شدهاستفاده نمی شود، براي ساخت پلیمرهاي  ها

در دامنه  )یا دانه اي ) (جدا از هم( تکیذرات کروي بصورت 
. ]38- 41[ستفاده است ابعاد زیر میکرومتر تا میکرومتر قابل ا

پلیمریزاسیون رسوبی، شامل پلیمریزاسیون رادیکال آزاد 
ایجاد کننده پیوند  منومرهاي عملکردي با مقادیر زیاد منومر

 درصد حلال 95بالاتر از (زیاد  با مقادیر عرضی در حضور حلال
و رسوب  این شرایط به جدایی فازي. می باشد) از نظر حجمی

 از ،ده بصورت ذرات کروي هم شکلپلیمر تشکیل ش نمودن
پلیمریزاسیون توده اي براي . ]42 و 33[محلول منجر می گردد 

 مولکولی نیکوتین آمید بمنظور بررسی حک شدهسنتز پلیمرهاي 
، رفتار ]45 و 44، 43[پلیمرهاي بدست آمده  ویژگیهاي پیوندي

، و ویژگیهاي شناسایی در ]SPE ]11بعنوان جاذب در  جذب
 . مورد استفاده قرار گرفت]46[ سنسور پیزوالکتریک توسعه یک

 مولکولی کروي بر پایه حک شدهسنتز و کاربرد پلیمرهاي 
نیکوتین آمید از طریق پلیمریزاسیون رسوبی بندرت گزارش شده 

 پتانسیل انتقال دارو توسط ]10[و همکاران Del Sole. است
د که با  مولکولی کروي بر پایه نیکوتین آمیحک شدهپلیمرهاي 

                                                             
6. Precipitation polymerization 

روش پلیمریزاسیون رسوبی سنتز شدند را بررسی نمودند و نشان 
حک دادند که پیوندهاي هیدروژنی اتصال اصلی میان پلیمرهاي 

یک مطالعه نظري، . مولکولی و نیکوتین آمید بودندشده
 ظرفیت اتصال وپارامترهاي موثر بر مورفولوژي، راندمان واکنش 

 کروي بر پایه نیکوتین هحک شدمجدد را در خصوص پلیمرهاي 
آمید از طریق تئوري عملکردي دانسیته مورد ارزیابی قرار داد 

  براي Swellingپلیمریزاسیون دو مرحله اي همچنین . ]41[
تولید ذرات کروي بمنظور تعیین مقدار نیکوتین آمید در نمونه 

 در بررسی منابعملاحظه  .]47[هاي ادرار و سرم گزارش گردید 
 شده با تولیدکروي حک شده با نیکوتین آمید خصوص ذرات 

کاربردشان براي آنالیز نمونه هدف فرآیند پلیمریزاسیون رسوبی با 
تحقیق سیستماتیک و جامعی در خصوص پارامترهاي غذایی، 

گوشت  خالص سازيآن در متعاقب کاربرد  وموثر بر سنتز 
لعه پژوهش حاضر به مطا.  نشان نمی دهدرا آرد گندم  گوساله و 

پارامترهاي موثر در پلیمریزاسیون رسوبی براي سنتز ذرات کروي 
در این علاوه برآن ، . پرداخته استنیکوتین آمید حک شده با 

-MIP، شرایط عملیاتی بمنظور دستیابی به بیشینه کاراییتحقیق

SPE   نهایتا. شده استارایه شده براي تصفیه نمونه بهینه  ،
ارایه شده متصل به   MIP-SPE انتخابگري و حساسیت

HPLC-UV  در تعیین نیکوتین آمید در نمونه هاي غذایی مورد
  .بررسی قرار گرفت

  

 مواد و روش ها - 2

  مواد شیمیایی- 2-1

، تري )MAA(نیکوتین آمید، نیکوتینیک اسید ، اسید متاکریلیک
، اتیلن گلیکول دي )TRIM(متیلول پروپان تري متاکریلات 

 متیل اتیل و) LP(ریل پراکسید ، لو)EGDMA(متاکریلات 
 Sigma-Aldrich (St(از شرکت سیگما ) MEK(کتون 

Louis, MO,USA) (حلالها با درجه .  خریداري شد
HPLCاستونیتریل از شرکت فیشر  و، شامل کلروفرم ، هپتان 
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)Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, )USA( خریداري 
 بدون هرگونه تصفیه سایر مواد شیمیایی با درجه آنالیزي. شد

  .استفاده شدند

   دستگاه ها- 2-2
آنالیزهاي مورفولوژیک ذرات کروي پلیمر بدست آمده با استفاده 

 Hitachi  برند)SEM(از اسکن میکروسکوپ الکترونی 

S4700اندازه گیري هاي.   انجام پذیرفت HPLC با استفاده از 
 × 250( روي ستون  )آلمان (Knauer برند HPLCسیستم 

6/4 mm2 ،5 µm (Spherisorb C18  ، مجهز به دتکتور
Smartline 2600 UV-DAD کلیه داده هاي . انجام پذیرفت
.  نانومتر جمع آوري شد262کروماتوگرافیک در طول موج 

عملیات سانتریفیوژ نمونه ها با استفاده از سانتریفوژ برند 
Hettich MIKRO 20 )انجام شد) آلمان.   

   سنتز پلیمر- 2-3
   روش-2-3-1

  پلیمرها با استفاده از روش پلیمریزاسیون رسوبی سنتز شدند 
منومر ( MAAو ) 7بعنوان قالب( نیکوتین آمید . ]48 و 38، 10[

 درصد حلال از نظر حجمی 95بالاتر از (در حلال ) عملکردي
جهت حلال هاي مورد استفاده  .حل شدند) نسبت به بقیه اجزا

و ) MEK(رم، متیل اتیل کتون استونیتریل، کلروف ،بررسی
  منومرسپس.   بود30:70 و 50:50ا نسبت هاي   بMEK/هپتان

اضافه ) EGDMA  یا  TRIM (8ایجاد کننده پیوند عرضی
 درصد 2تا غلظت نهایی ) 9آغازگر (LPنهایتا، . گردید

عملکردي و ایجاد کننده پیوند (کل وزن منومرها ) وزنی/وزنی(
در  ساعت و 20بمدت پلیمریزاسیون فرآیند . اضافه شد) عرضی

منومرهاي نوع اثر  . درجه سانتیگراد انجام شد60 دماي باآون 
 نسبت منومر ،)EGDMA یا TRIM( ایجاد کننده پیوند عرضی

 و) MAA: CL(عملکردي به منومر ایجاد کننده پیوند عرضی 

                                                             
7. Template 
8. Cross-linker (CL) 
9. Initiator 

. عملکردي بررسی گردید منومرقالب به نیز مقدار قالب یا نسبت 
 ؛ MAA: CLبا نسبت هاي مولی  (TRIM  مذکوری بررسدر

با نسبت هاي مولی (EGDMA  ،) 3:1 و 1:1، 1:2، 1:4
MAA: CL و قالب)1:6 و 1:5، 1:4، 1:3، 1:2، 1:1 ؛  

)NAM()  با نسبت هاي مولیNAM: MAA 6/3، 8/1:1 ؛ :
  .مورد آزمون قرار گرفت) 1: 7/14، 1

لیات سانتریفوژ جمع سط عم پلیمر توذراتبعد از پلیمریزاسیون، 
 میلی لیتري 10 با شستن توسط حجم هاي قالب هاو  آوري شد

) V/V( مولار 1 درصد اسید استیک 20ل حاوي ومحلول اتان
 در حلال شستشو در طول موج قالبیخارج گشت تا زمانیکه هیچ 

ل ونهایتا، ذرات پلیمر توسط اتان.  نانومتر شناسایی نشد262جذب 
 درجه سانتی گراد خشک 60پس در خالص شسته شدند و س

به شیوه مشابهی سنتز ) NIPs10 (حک شدهپلیمرهاي غیر . شدند
 . در روند پلیمریزاسیون استفاده نشدقالبیشدند با این تفاوت که 

   آزمایشات اتصال مجدد-2-3-2
، حک شدهذرات کروي ) پیوند( وابستگی اتصالبمنظور بررسی 

 mM 1میلی لیتر محلول  میلی گرم پلیمر توزین و در یک 20
نیکوتین آمید در استونیتریل به صورت سوسپانسیون درآمده، 

سپس نمونه . تکان داده شد ساعت در دماي اتاق 16بمدت 
با استفاده از فیلتر از جنس    11محلول سربارهسانتریفوژ شد و 

PTFE 2/0  با مش μm غلظت نیکوتین آمید در .  گردیدجدا
 NAM  . نانومتر تعیین شد262جذب در   با )Qunbound (ربارهس

از تفاضل مقدار اولیه افزوده شده ) Qbound(پیوند شده به پلیمر 
در مطالعه ایزوترم، .   بدست آمدQunboundو  )Qinitial(به مخلوط 

نیکوتین ) mM 1-18(جذب مجدد دامنه غلظت هاي مختلف 
 آنالیز یا ،Langmuirآمید در استونیتریل با استفاده از مدل هاي 

بررسی  Freundlich و نیز) Scatchard(شیب محدود کننده 
  .شد

براساس درصد قالب پیوند شده ) B%) (پیوند (12ظرفیت اتصال

                                                             
10. Non imprinted polymers 
11. Supernatant 
12. Binding capacity 
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 : به یک گرم پلیمر بصورت زیر تعریف گردید 

%B = (Qbound/Qinitial) × 100   )1(      
 بصورت نسبت ظرفیت 14یا اختصاصیت) IF (13 شدنحکفاکتور 
  : بیان می گردد NIP نسبت به MIPاتصال 

IF = % B MIP / %B NIP      )2(  
بکار  Freundlichبراي ارزیابی ایزوترم اتصال، مدل خطی 

  ) :3معادله ( این مدل بصورت زیر میباشد. گرفته شد
Log B = m log F + log a     )3 (  

 به ترتیب  )mM (Fو ) B) µmol/g polymerکه در آن 
 15 شاخص ناهمگنیm و آزاد می باشند؛ غلظت قالب متصل شده

 کاهش می mناهمگنی با افزایش .  میباشد1 تا 0با مقادیر بین 
 .یابد

 ، منحنی Freundlich با استفاده از پارامترهاي اتصال معادله 
  :  قابل حصول است ]49[) 4معادله  (16توزیع تمایل

N = 2.303 a×m (1 – m2) K-m          )4(  
  Kminبنابراین،  .  می باشدF/1 معادل Kد که می توان فرض نمو

دو .   می باشدFmin/1و    Fmax/1  به ترتیب معادل  Kmaxو 
هاي سایت پارامتر اتصال دیگر قابل محاسبه می باشد؛ تعداد 

 اتصالو وزن میانگین ثابت ) NKmin–Kmax , µmol g-1(ظاهري 
  .K Kmin –Kmax()  (mM-1) (تمایل(ظاهري 

  17سی انتخابگري برر-2-3-3
 به نیکوتین آمید در مقایسه با حک شدهپلیمرهاي ) ɛ(انتخابگري 

 2:1 و 1:1و با مخلوط ) مجزا( ، بطور مستقل نیکوتینیک اسید 
  .نیکوتینیک اسید محاسبه گردید: نیکوتین آمید غلظتی 

  :انتخابگري بصورت زیر محاسبه گردید 
        )5(    

ɛ  =  %Bound NAM MIP / %Bound NA MIP 
 
 

                                                             
13. Imprinting factor 
14. Specificity 
15. Heterogeneity index 
16. Affinity distribution (AD) curve 
17. Selectivity 

  ینتیک اتصال مجدد و آزادسازيس -2-3-4
 mM 1محلول  پلیمر درینتیک اتصال مجدد، سبراي بررسی 

نمونه گیري در دامنه . گردید پخش نیکوتین آمید در استونیتریل،
 ساعت با 16 دقیقه و سپس در 240 الی 1نقاط زمانی بین 

ینتیک سدر خصوص . محلول واکنش انجام شدبرداشتن 
نیکوتین آمید در استونیتریل،  mM 1محلول  پلیمر درآزادسازي، 

 ساعت چرخش در دماي اتاق، نمونه 16پس از . گردیدپخش
ل به واتان mL 1.  خارج گردیدسربارهمحلول سانتریفوژ شد و 

نمونه .  و تکان داده شدپلت پلیمر اضافه شد، ورتکس گردید
.  شدانجام دقیقه 60 و 10، 5، 2، 0در بازه هاي زمانی  گیري
  .غلظت نیکوتین آمید تعیین گردیدنهایتا 

   )Breakthrough( شکست  منحنی-2-3-5
ستونیتریل  بعنوان در ا) ppm 5هرکدام (محلول آمیزه دو ویتامر

 ستون هاي بافاز جامد توسط استخراج در ) ورودي (18بار تزریق
MIP و NIP50( که بصورت خشک mg( از هر پلیمر  

با استونیتریل  ابتدا ستون .بطورجداگانه پر شدند، استفاده شد
)2×2 mL (به ستون  در چند مرحلهسپس محلول. مشروط شد 

ري شد و باقیمانده هاي خروجی هر مرحله جمع آو. تزریق شد
تزریق ها .  تعیین مقدار شدHPLC توسط SPEبه  پیوند نشده

  .انجام شد) تکرار(در دو مرتبه 
فاز جامد توسط  بهینه سازي پروتکل استخراج -2-3-6

  مولکولی  حک شدهبرپایه پلیمرهاي 
 و 19، ششتشو)ورودي( شامل تزریق SPEسه مرحله معمول در 

 و MIP  از پلیمرهاي کروي mg 50. بهینه سازي شدند20شویش
NIP داخل کارتریج هاي خالی SPE  بصورت بطور جداگانه

 با محلول هاي SPEبمنظور بهینه نمودن فرآیند . خشک پر شدند
در ) ppm 5هرکدام  (NA و NAM) 1mL(استاندارد، آمیزه 

به ) mL 2×2(استونیتریل، پس از مشروط نمودن با استونیتریل 
 با اعمال نوع و حجم هاي SPE  هاي پروتکل.ستون تزریق شد

                                                             
18. Loading 
19. Washing 
20. Eluting 
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همه . ستون ها استفاده شد و شویش متفاوت حلال براي شستشو
  HPLCکمک ه جمع آوري شده و باقیمانده ها ب فراکسیون هاي

 .کلیه آزمایشات در دو تکرار انجام پذیرفت. اندازه گیري شد

بصورت ذیل ) R (21 ، بازیابیMISPEدر فرآیند بهینه نمودن 
  :محاسبه گردید 

)6(  
R = (مقدار ویتامین درمرحله تزریق/ مقدار ویتامین خروجی هر مرحله)×100  

 

 روش استخراج نیکوتین آمید از نمونه هاي - 2-4
  غذایی

 ]50[ و همکاران Takatsukiنیکوتین آمید براساس روش 
 آب مقطر به  بطور خلاصه.همراه با اصلاحاتی استخراج شد

اضافه شد، ) گندم یا گوشت گوساله چرخ شدهآرد (نمونه غذایی 
، 10 در سطوح غلظتی  Spiking( بهم زدن در دماي اتاق و با
 نیکوتین امید براي گوشت گوساله و در سطوح ppm  30، و 20

 براي آرد گندم با افزودن مقدار ppm 40، و 30، 20غلظتی 
مناسب محلول نیکوتین آمید، قبل از مرحله هموژن کردن انجام 

مراحل رقیق سازي، سانتریفوژ ، صاف هموژن گشت، و ) شد
، mL 1نمودن با کاغذ صافی و ترسیب پروتیین ها با استفاده از 

Zn(SO4)    1اشباع و mL نهایتا .  نرمال انجام پذیرفت1 سود
 با مش  PTFEفیلتر و سپس فیلتراسیون توسط کاغذ صافی 

22/0 µm ، انتی گراد  درجه س4 ن گاه محلول درانجام و آ
 تزریق شدند و پروتکل بهینه SPE، نمونه ها به نگهداري شد

و نمونه  از نمونه کنترل نهایتا، محلول شویش.بکار برده شد
Spike شده  با استفاده از HPLCبا هدف مقایسه،  . آنالیز شد

 شده بدون مرحله تصفیه مستقیما با Spikeنمونه کنترل و نمونه 
HPLCزمایشات با دو تکرار انجام شدهمه آ.  آنالیز شدند.  

 :در مرحله استخراج ، بازیابی بطریق زیر محاسبه شد 

R = (مقدار ویتامین تزریق شده / مقدار ویتامین شویش شده)×100   

(7) 

                                                             
21. Recovery 

)  LOQ (23و حد اندازه گیري   ) LOD (22 حد آشکارسازي  مقادیر
و  Sbl محاسبه مـی شـود کـه      (10Sbl/m) و   (3Sbl/m)براساس  

m  انحراف معیار اندازه گیري محلـول کنتـرل   یب  به ترت)Blank (
ــرتبط   ) Slope(و شــیب  ــیون م ــی کالیبراس ــی منحن ــه خط            معادل
  .می باشد

 

 نتایج و بحث - 3

   سنتز پلیمر- 3-1
مـشاهده   بررسی اثر حلال بـر مورفولـوژي و ویژگیهـاي پلیمـر،      با

ــد ــوط   گردی ــه مخل ) 30 : 70 و MEK:Hep )50 : 50هنگامیک
 55/2 و 53/1ترتیـب   بـه ) رفیـت پیونـد هیـدروژنی   ظ(  δhداراي 

 ابعاد میکـرو  منفـرد      با ذرات کروي بعنوان حلال بکار گرفته شد،       
ارزیابی حـلال هـا بـا قطبیـت و ظرفیـت           ). 1جدول  (تشکیل شد   

پیوند هیدروژنی متفاوت نشان داد که  ظرفیـت پیونـد هیـدروژنی        
کـروي بـا    پایین، نقش مهمتري نسبت به قطبیـت در ایجـاد ذرات            

 در دامنـه مناسـب   )قطبیـت ( اي δpکلروفـرم بـا   . ابعاد میکرو دارد
 بـالاتر، ژلـی   δhبراي تشکیل  ذرات کروي با ابعاد میکرو، لیکن با         

 Mistry کـه بـا نتیجـه پـژوهش     ماکرو  تولید نمود   نامنظم با ابعاد  
ران  و همکـا Del Sole مطابقت دارد، لیکن مغـایر گـزارش   ]51[
ذرات کروي بـا ابعـاد    شرایط مشابه حلال، ایجاد      بوده که در     ]10[

، نقـشه  ]Goh & Stover ]48. را گزارش نمودند میکرو  منفرد
وژي پلیمـر را بــصورت تـابعی از      .  ارایـه کردنــد δpو  δhمورفولـ

، که منجـر بـه بـالاترین ظرفیـت      )MEK:Hep )70 : 30مخلوط  
 مناسـب  شد، بعنوان حلال MIP شدن براي   حکاتصال و فاکتور    

ــراي آزمایــشات دیگــر انتخــاب گردیــد  ــا اســتفاده از حــلال   .ب ب
MEK:Hep )70 : 30(  ،       ذرات کروي بـا ابعـاد میکـرو منفـرد بـا

شکل (تشکیل شد   ) µm( میکرومتر   5/1 تا   1قطر تقریبی در دامنه     
1 .(  

                                                             
22. Limit of detection 
23. Limit of quantification 
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Table 1 Influence of solvent systems on polymer shape, binding capacity, and imprinting factor. 

a From Polymer Handbook [52].Within each column, different superscripts indicate significantly different values       
(P < 0.01). Values are the means of three replicates ± standard deviation. 

  

 

 
Fig 1 Scanning electron micrographs of NIP (a, c) and MIP (b, d). 

منومرهـاي ایجـاد کننـده پیونـد     نـوع  اثـر  نتایج حاصل از بررسـی    
 هـایی   MIP،  د دا نـشان  بر مورفولوژي و ویژگیهاي پلیمر،       عرضی
ذرات کروي با ابعاد میکرو منفرد       ساخته شدند،    EGDMAکه با   

تولیـد    ژل هاي نامنظم میکـرو TRIMمشابه هم بودند درحالیکه 
  بعنـوان منـومر ایجـاد کننـده پیونـد            EGDMAین،  بنـابرا  .نمود

  .عرضی براي سایر آزمایشات انتخاب شد
منـومر عملکـردي بـه منـومر ایجـاد      همچنین در بررسی اثر نسبت  

 بر مورفولوژي و ویژگیهاي پلیمر، نتایج نـشان         کننده پیوند عرضی  

ذرات کــروي بــا ابعــاد میکــرو منفــرد در همــه نــسبت هــاي، داد، 
MAA:EGDMA،  2جدول  (، مشاهده شدورد ارزیابیم.( 

ــسبت     ــر ن ــا تغیی ــی داري ب ــصال بطــور معن ــت ات ــین ظرفی همچن
MAA:EGDMA   این موضوع  می    .  کاهش یافت  1:6 تا   1:1 از

 هـاي    به سـایت NAMتواند بعلت کاهش دسترسی مولکولهاي 
اتصال در پلیمرهاي حاوي مقـادیر زیـاد منومرهـاي ایجـاد کننـده              

 .]10[پیوند عرضی باشد 

Binding Capacity (mg/g 
polymer) 

Morphology 
NIP/MIP Solvent 

Polar Hansen 
parameterالف 
δp (MPa1/2) 

Hydrogen-
bonding Hansen 
parameterالفδh 

(MPa1/2) NIP MIP 

Imprinting 
factor 

 

Acetonitrile 18 6.1 - - - Aggregate 

Chloroform 3.1 5.7 - - - Irregular 
macrogel 

MEK 9.0 5.1 0.98±0.10     
(9.7%) 

0.85x±0.09       
(11.1%) 0.86 x Aggregate 

MEK/Hep 
50:50 4.5 2.55 0.87±0.04    

(4.4%) 
1.24y±0.07        

(5.3%) 1.43y Microspheres 

MEK/Hep 
30:70 2.7 1.53 1.05±0.09     

(8.8%) 
2.08z±0.05      

(2.5%) 1.98z Microspheres 

 الف

a b 

c d 
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Table 2 Influence of monomer:cross-linker (MAA:EGDMA) ratio. a 
Binding Capacity (mg/g polymer) MAA:EGDMA ratio 

NIP MIP 
Imprinting 

factor 

1:1 3.00 ± 0.08 (2.6%) 4.13e± 0.04 (0.9%) 1.38c 
1:2 1.75 ± 0.06 (3.3%) 3.00b± 0.10 (3.4%) 1.72b 
1:3 1.24 ± 0.06 (5.0%) 2.14a±0.08 (3.8%) 1.73b 
1:4 1.05 ± 0.09 (8.8%) 2.08a± 0.05 (2.5%) 1.98a 
1:5 0.73 ± 0.02 (2.1%) 1.36c±0.01 (1.0%) 1.87ab 
1:6 0.58 ± 0.04 (7.4%) 1.10 d ± 0.09 (8.3%) 1.88ab 

a Within each column, different superscripts indicate significantly different values (P < 0.01).   
Values are the means of three replicates ± standard deviation. 

، MAA:EGDMA ،1:1در عین حـال، در نـسبت هـاي پـایین         
 اتـصال از  بعلـت پلیمر اختصاصیت کمی به اتصال نیکـوتین آمیـد      

طریق پیوند هیدروژنی تصادفی در سـاختار متخلخـل، عـلاوه بـر             
 پلیمر سنتز شده با استفاده      .تصال اختصاصی نشان داد   سایت هاي ا  

، بیشترین اختـصاصیت را داشـت و        MAA:EGDMA   ، 1:4از  
 مقایـسه ویژگیهـاي   .این نسبت براي کارهاي بعـدي انتخـاب شـد        

 با پلیمر تولیـد شـده در شـرایط مـشابه لـیکن         تحقیق حاضر پلیمر  
برتـري   نـشان از  ،]44[ با روش پلیریزاسـیون تـوده اي     تولید شده   

در )  برابـر 3 تـا  2( از لحاظ ظرفیت اتـصال پیونـد      این روش سنتز  
هرچند پلیمـر تولیـد     . داردعین برابري تقریبی فاکتور اختصاصیت      

 و Del Soleشده به روش پلیمریزاسـیون رسـوبی در پـژوهش     

و اختــصاصیت  ( ، ظرفیــت اتــصال پیونــد بیــشتر]10[همکــاران 
مـی توانـد   د، که این تفـاوت  پلیمر حاضر نشان دا  به  نسبت  ) مشابه

مرتبط با حلال کمتـر قطبـی کلروفـرم اسـتفاده شـده در آزمـایش                
 به حلال قطبی تر استونیتریل بکـار گرفتـه     تنسب ،آناتصال مجدد   

دلیـل آن ایجـاد پیونـد ضـعیف تـر میـان         . در مطالعه جاري باشـد    
نیکوتین آمید و پلیمر در حلال استونیتریل با توجه به برهم کـنش              

. ]41[با ویتامین مـی باشـد   ) قطبی تر از کلروفرم( این حلال   بیشتر
موجـب خـوردگی لولـه هـاي پلـی          حـلال کلروفـرم     از آنجاییکه   

بلحـاظ عملیـاتی قابلیـت    پروپیلن معمول مورد استفاده می گـردد،     
کاربرد ایمن چه در آزمـایش اتـصال مجـدد و نیـز بکـارگیري در                

 . ندارد راجامدفاز ستون مرحله استخراج نمونه با 
Table 3 Influence of template:functional monomer (NAM:MAA) ratio. a 

Binding Capacity (mg/g polymer) NAM:MAA 
ratio NIP MIP 

Imprinting 
Factor 

1:14.7 0.88± 0.03 (3.3%) 1.2c±0.04 (3.2%) 1.38c 
1:3.6 1.05 ± 0.09 (8.8%) 2.08b±0.05 (2.5%) 1.98b 
1:1.8 0.96± 0.07 (6.7%) 2.23a±0.04 (1.6%) 2.32a 

a Within each column, different superscripts indicate significantly different values (P < 0.01). 
Values are the means of three replicates ± standard deviation. 

 

ي  حـین آمـاده سـاز      NAMنهایتا در بررسی اثر افـزایش غلظـت         
، نتایج نشان از اثر مثبت بـر ظرفیـت اتـصال و اختـصاصیت       پلیمر

 8/12 معـادل    ،NAM:MAA  ،8/1:1نـسبت   ). 3جدول  (داشت  
 . در سیستم حلال بودNAM، حد حلالیت NAMمیلی مولار 

Spivak ]53[         درحالیکـه   قالـب  اشاره نمود که افـزایش غلظـت 
  ی ثابت نسبت منومر عملکردي به منومر ایجاد کننده پیوند عرض

 پلیمـر را بیـشینه مـی نمایـد تـا         -نگه داشته شود، کمپلکس پـیش     
هر کمـپلکس   .  کمپلکس شود  قالبجاییکه کل منومر عملکردي با      

.  منجـر مـی گـردد    اتصال پلیمر ، بالقوه به سایت  -در محلول پیش  
 شدن حکایجاد بالاترین فاکتور  NAM:MAA   ،8/1:1نسبت 

بـا اسـتفاده از آنـالیز ایزوتـرم      را نمود، و براي بررسی هاي بعـدي         
  .ینتیک انتخاب گردیدسپیوندي، انتخابگري و مطالعات 

   ایزوترم اتصال پیوند-3-2
مطالعـه ویژگـی     در غلظت هاي مختلـف بمنظـور      NAM اتصال

 مـورد بررسـی قـرار گرفـت     NIP و   MIPپلیمرهـاي   پیوندها در   
بـا بهتـرین   بعنـوان مـدلی    Freundlichمـدل خطـی    ).2شکل (

انتخاب گردید که نمایانگر وجـود سـایت   زش داده هاي تجربی   برا
 میباشـد، کـه در غالـب پلیمـر هـا      MIPپیوندي ناهمگن در  هاي

 .]54[معمول است 
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Fig 2 Binding isotherm of optimized NAM-imprinted 
polymer (MIP) and its corresponding non-imprinted 

polymer (NIP). Binding was carried out at 22 °C. 
Values and error bars are mean (± standard deviation) 

of three replicates. 

 
Fig 3 Freundlich binding isotherm of optimized MIP 

and its corresponding NIP (log-log format). 
 

  
Fig 4 Affinity distribution curve of optimized MIP 

and its corresponding NIP 
  

 Freundlich بـا توجــه بـه مــدل   MIP توســط NAMجـذب  
)99/0R2 = (حایز مقدار متعادل ،  m مببین حضور سایت هاي ، 

 میـزان نـاهمگنی     NIP). 4، جـدول    3شـکل   (ناهمگن می باشـد     
پـژوهش   متناظرش نشان داد کـه در سـایر        MIPکمتري نسبت به    

 تمایـل منحنـی توزیـع     ]56 و   55[ها بصورت مشابهی آمده است      
) تمایـل  (اتصال که حایز ثابت اتـصال   تعداد سایت هاي    ) 4کل  ش(
)K (هستند را نشان می دهد. 

Table 4 The Freundlich isotherm model parameters (m and a), number of sites (N Kmin – Kmax), and 
weighted average affinity (KKmin–Kmax) for NAM 

Polymer 
type m A[(µmol g-1)   

(mM-1)m] 
NKmin–Kmax     
(µmol g-1) 

KKmin–Kmax 
(mM-1) R2 

MIP 0.59 25.25 69.48 0.30 0.98 
NIP 0.79 8.93 26.76 0.23 0.98 

  

 ظـاهري و  سـایت هـاي   تعـداد   گزارش قبلی در خصوص مقـادیر       
 ذرات  در خـصوص    )  تمایـل ( ظـاهري    اتصالوزن میانگین ثابت    

ریزاسـیون رسـوبی   ساخته شده با روش پلیم NAM MIPکروي 
 اتـصال پیونـد     سـایت هـاي   نتایج نـشان داد، تعـداد       . وجود ندارد 

ذرات پلیمري نـامنظم     سایت هاي اتصال     برابر   5/8پژوهش حاضر   
NAM MIP  46[ ساخته شده به روش پلیمریزاسیون تـوده اي[ 

حاضـر  در تحقیق بوده که مبین برتري روش پلیمریزاسیون رسوبی    
  . می باشد

  
  

  ی انتخابگري ارزیاب- 3-3
 انتخـابگري مـی باشـد،که بـصورت     MIP عامل بحرانی براي هـر 

 به ظرفیت اتـصال بـراي آنـالوگ       قالب  نسبت ظرفیت اتصال براي     
  نیکـوتین آمیـد   ، آنـالوگ  اثر نیکوتینیک اسید  . عریف می شود  آن  ت  

 .که در مواد غذایی امکان حضور دارد، بر انتخابگري ارزیابی شد

MIP  بـراي  ) در بررسی جداگانـه ( حایز ظرفیت اتصالNAM و 
NA         76/0 و   37/2 به ترتیـب بـا مقـادیر mg/g    و فـاکتور   پلیمـر
ایـن اخـتلاف احتمـالا    .  بـود 95/1 و 31/2 شـدن بـا مقـادیر     حک

 پیوند هیـدروژنی از طریـق گـروه آمـین در     ) کمی(بخاطر فقدان 
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NA  ــد ــی باش ــات    . ]57[م ــه، در مطالع ــر اینک ــه ت ــب توج جال
 ارزیـابی   1:2 و   NAM:NA  ،1:1ه مخلـوط    انتخابگري رقابتی ک ـ  

 06/2 و   2/2صرفا بطور ناچیزي بـه       NAMشدند،ظرفیت اتصال   
mg/g     37/2پلیمر، از مقدار mg/g )     در شرایط آزمـودنNAM 

 و NAM بـراي  1/3انتخابگري از مقـدار  .  کاهش یافت)به تنهایی 
NA            در 5/1 و  7/2 که بطور جداگانه ارزیابی شدند به ترتیـب بـه 

 ،بعلـت   1:2 و   NAM:NA  ،1:1 بررسی در مخلوط هاي        شرایط
  . با پلیمر،کاهش یافتNA افزایش پیوند غیراختصاصی 

  ینتیکس - 3-4
ینتیک اتصال مجـدد خیلـی سـریعی      س ،   NAM شده     حکپلیمر  

   ، فورا اتفاق NAM  اتصال مجدد) %79(بخش غالب . نشان داد
  سـاعت 16در طی  دقیقه و بدون تغییر   20در   افتاد با بیشینه اتصال   

 ).5شکل (

 
Fig 5 Time course of NAM (1 mM in acetonitrile) 

binding to MIP. Mean values (n = 2) with range bars 
are          

plotted. 

  
Fig 6 Mean %NAM release from MIP at different 

times. Mean values (n = 2) with range bars are 
plotted. 

حقیق سینتک اتصال مجدد بسیار سریعتري نـسبت بـه ذرات           این ت 
کــروي نــانو حــک شــده بــا اســید نالیدیکــسیک کــه بــا تکنیــک  

 تولیـد شـدند، نـشان       TRIM و   MAAپلیمریزاسیون مشابهی با    
 درصد کل اتصال مجـدد بعـد از     45، که گزارش نمودند     ]58[داد  

 ـ     )  دقیقـه  30(نمونه گیري اولیه     ت بدسـت آمـد و بـه بیـشینه ظرفی
 . رسید120اتصال در دقیقه 

MIP   ینتیک آزادشدن سریعی نشان داد، بدین سنیکوتین آمید نیز
، فورا پس  %) 5/96(  شده متصلNAMصورت که بخش غالب 

 Delدرتحقیـق  ).6شـکل  (از افزودن نمونه ها به اتانل آزاد شدند 

Sole    نیکوتین آمیـد از    سرعت آزادشدن  ]10[ و همکاران MIP 
در ایـن   .به روش پلیمریزاسـیون رسـوبی بررسـی شـد    تولید شده 

 کـه .  دقیقـه آزاد شـد  30 درصد نیکوتین آمید پـس از       80پژوهش  
مـی   ي نسبت مطالعه حاضر پایین تربسیار سرعت آزاد شدن   مبین  
سـریع، موجـب مـی گـردد، پلیمـر         بسیار  سرعت آزاد شدن    . باشد

 نیکوتین آمید پژوهش حاضـر، بـراي جداسـازي هـاي            حک شده 
  . الیزي بسیار مناسب باشدآن

 )Breakthrough( شکست  مطالعه منحنی-3-5

ظرفیت پلیمر، حجم تزریـق مناسـب، و غلظـت در           در این بخش،    
 میلی لیتر تزریـق،  1از آنجاییکه حجم  . ارزیابی گردیدSPEستون 

اجازه جذب کامل نمونه تزریق شـده را داد، بعنـوان حجـم بهینـه             
 .تزریق انتخاب شد

ه نمودن روش استخراج توسط فاز بهین - 3-6
  جامد

 براي SPE بمنظور حصول کارایی بیشینه جاذب سنتز شده در 
  . ، عوامل موثر در هر مرحله بررسی گردیدNAM استخراج 

   مرحله تزریق-3-6-1
 نتایج نـشان    وانتخاب  متداول  حلال تزریق   یک  استونیتریل بعنوان   

هـر کـدام    ( دو ویتامر آمیزه میلی لیتر محلول  1  حجم تزریق  داد که 
5 ppm ( قابل استفاده می باشدبعنوان شرایط تزریق بهینه.  
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   مرحله شستشو-3-6-2

ــایی    ــت ه ــستی آنالی ــشو بای ــی شست ــور کل ــدهایی   بط ــا پیون ب

 را خارج نموده، لیکن آنالیت مورد نظـر را       MIPغیراختصاصی با   

یتـر   میلی ل1استفاده از ، 5با توجه به داده هاي جدول      . حفظ نماید 

استونیتریل خالص بیشترین میزان پیوند اختـصاصی بـین نیکـوتین     

ــد و  ــود هــا را حفــظ  MIPآمی ــصال هــاي   نم ، درحالیکــه ات

 میلـی لیتـر اسـتونیتریل    1بنـابراین   . غیراختصاصی به حداقل رسید   

 . بعنوان شرایط شستشو بهینه انتخاب شد

Table 5 Conditions for optimization of SPE washing. 
Recovery in wash solvent (%)a 

NIP-SPE MIP-SPE Wash type 
Wash 

volume 
(mL) NA NAM NA NAM 

Acetonitrile + 5% MeOH 3 Not detected 96.1 Not detected 88.2 
Acetonitrile + 3% MeOH 3 Not detected 71.4 Not detected 72.6 
Acetonitrile +1%  MeOH 3 Not detected 60.1 Not detected 63.3 

3 Not detected 57.6 Not detected 46.8 
2 Not detected 54.2 Not detected 32.4 Acetonitrile + 0.5% MeOH 
1 Not detected 52.8 Not detected 12.6 
3 Not detected 55.7 Not detected 40.8 

Acetonitrile 
1 Not detected 51.3 Not detected 4.9 

a Values are the means of two replicates. 
 

Table 6 Conditions for optimization of SPE elution. 
Recovery (%)a 

NIP-SPE  MIP-SPE  
NA NAM  NA NAM 

Elution 1st (1 mL MeOH) 88.14 40.08  99.60 82.75 
Elution 2nd (1 mL MeOH) 12.10 4.58  Not detected 9.15 

a Values are the means of two replicates. 
  

  
Fig 7 Recoveries (%) of each step of optimized NIP- 
and MIP-SPE for NAM (n = 2). Numbers on top of 

the columns are mean recoveries (%). 
 
 
 

   مرحله شویش-3-6-3
در دو مرحله متوالی، با حجم ) MeOH(حلال قطبی متانول 

   میلی لیتر به منظور شویش ویتامرها مورد استفاده قرار 1هاي 

ل قادر بود همه آنالیت ها را بشوید، این وتانم میلی لیتر 2. گرفت

 7شکل  ). 6 جدول(حجم بعنوان حلال شویش انتخاب گردید 

 NIP-SPE  و MIP-SPEمقادیر بازیابی هر مرحله را در  

  .نشان می دهد

   کالیبراسیون روش- 3-7
 قسمت امکان جداسازي فرم آمیدي ویتامین از محلولهـاي          در این 

در ) در شرایط بهینه بدسـت آمـده قبلـی         (SPEاستاندارد توسط     
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-MIP بـراي  ppm5 ،4 ،2 ،1 ،0,2 (یک دامنه غلظتی مـشخص  

SPE و  ppm5 ،4 ،2 ،1 ،0,4  بـراي NIP-SPE (   کـه براسـاس

.  گردید شرایط کاري مورد نیاز در آزمایشها انتخاب شدند، بررسی        

طبق نتایج، معادله هاي بدست آمده در دامنه کاري پژوهش، خطی          

همچنین نتـایج نـشان    .مناسب می باشند) R2  )99/0بوده و حایز 

حـک  داد بازیابی فرم آمیدي ویتامین در سـتون حـاوي پلیمرهـاي      

 درصد و در ستون حاوي پلیمرهـاي کنتـرل         88-92 در دامنه    شده

لذا امکان جداسـازي محلـول      . است بوده    درصد 42-45در دامنه   

هاي استاندارد فرم آمیدي با صحت مناسبی در دامنـه خطـی قابـل       

  .انجام می باشد

 MISPE-HPLC-UVارزیابی روش  - 3-8

  براي آنالیز نمونه هاي غذایی
از آخرین تحقیقات اندك در خصوص اندازه گیري نیکوتین آمیـد       

 تولیـد  حـک شـده  پلیمرهاي استخراج با   در مواد غذایی به  کمک       

 و Del Soleشــده بــه روش پلیمریزاســیون تــوده اي، پــژوهش 

 که علیرغم گزارش درصد بازیابی خـوب         می باشد  ]11[همکاران  

بررسـی هـا و     فاقـد سـایر     در خصوص کبد حیوانی،     )  درصد 87(

 نمونـه ، کالیبراسـیون    Spikingاطلاعات در خـصوص سـطوح   

در تحقیـق   . اشـد مـی ب  جهـت مقایـسه      ،روش و پارامترهاي منـتج    

، )LOQ(، حـد انـدازه گیـري        )LOD( آشکارسازيحد  حاضر،  

ه خطـی   )LR(، دامنـه خطـی   )%R(درصـد بازیـابی    بـا   ، معادلـ

بمنظور ارزیابی کارایی کاربردي پروتکـل      ) R2(ضریب همبستگی   

 محاسـبه  NAMبـراي انـدازه گیـري     MIP-SPE ارایـه شـده    

در مقایـسه بـا   مقادیر بدست آمده در خصوص این پژوهش  .گردید

ــدین مطالعــه منتــشر شــده قبلــی در جــدول   ــده اســت7چن          .  آم

  شده   ارایه  روش عالی  کاربردي    پتانسیل   مربوطه، جدول

MIP-SPE-HPLC-UV  را بعنــوان شــیوه اي ســریع، حاضــر

ساده و قابل دسترس در مقایسه با غالب کارهاي منتشر شده اخیـر            

بهتـر نـسبت بـه     انـدازه گیـري      حد   ربعبارت دیگ . نشان می دهد  ،  

مـی توانـد   ،  مشابه استفاده نمودند24RP-HPLCگزارشاتی که از   

کـه  باشد اختصاصی کارآمد تحقیق حاضر استخراج ناشی از روش  

حد اندازه گیـري  . باشدمی  حک شدهکروي بر پایه ذرات پلیمري     

کـه در    ]47[و همکـاران   Wu  در مقایـسه بـا روش  روش حاضر

تهیـه شـده بـه روش        (حـک شـده   ذرات پلیمري کروي    آن نیز از    

کوچـک   برابـر  6حـدود  استفاده شد، )  Swellingپلیمریزاسیون 

ه مقادیر بهتـري تنهـا بـا روشـهاي آنـالیز گـران              اگرچ. تر می باشد  

 قابـل حـصول     MS-MS-ESIقیمت و خیلی پیچیـده اي نظیـر         

روزو -نتایج از طریق انـدازه گیـري هـاي داخـل       تکرارپذیري. بود

 مورد بررسی قـرار     MIP-SPEروز تکرارهاي آزمایش هاي     -بین

گرفت و صحت خوب روش از طریـق انحـراف معیـار اسـتاندارد      

 .  تایید شد8بازیابی هاي مناسب جدول ) RSD(نسبی 

 ،  براي حذف گونه هاي مـزاحم شـبکه       MIP-SPEقابلیت شیوه   

مقایسه کرومـاتوگرام   . نمایش داده شده است    9 و   8در شکل هاي    

 و بـدون  SPEهاي بدست آمده براي نمونه هاي تیمـار شـده بـا             

تیمار با آن نشان می دهد کـه سـاده تـر بـودن کرومـاتوگرام هـاي            

جذب انتخـابی مولکـول هـدف     ، بعلت SPEنمونه تیمار شده با    

NAM   توسط MIP-SPE  علاوه بـر آن در خـصوص       . می باشد

در نمونـه هـاي آرد گنـدم، اثـر مـاتریس بقـدري شـدید بـود کـه          

، پیـک   SPEنمونه تزریـق مـستقیم تیمـار نـشده بـا            کروماتوگرام  

NAM       دقیقـه بطـور واضـح قابـل     5/7 در زمان بـازداري حـدود 

 ، گونـه هـاي      MIP-SPE درحالیکه، با بکار بـردن       .مشاهده نبود 

مزاحم نمونه ها بطور موثري خارج گردید که موجـب جداسـازي     

 . گردیدNAMپیک 

                                                             
24. Reversed phase 
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Table 7 Comparison of the current MIP-SPE-HPLC method with previously reported methods in the 
determination of NAM. 

Method/  technique  Precision    
(RSD %) 

Recovery 
(R%) LRaا (µg L-1) LOQ     

 (µg L-1) 
LOD     

 (µg L-1) Sample(s) Ref. 

RRLC-MS/MSb 0.26–2.40 90.58–101.68 10–100 0.46 0.14 Plant root [1] 
Electrochemical 2.59–6.20 - 20–2000 32.30 9.72 Coffee [25] 

MEC/HPLCc  <6.00 96.72–102.12 - 1020 340 Food supplements [59] 

RP- HPLC 3.12 99.40 10000-200000 - 100 A Turkish cereal 
food [60] 

RP- HPLC 1.55-2.86 86.0-98.8 499-19960 900 300 Urine/serum [47] 
RP- ion pair-HPLC 1.9 107.20 2000–6000 1250.0 625.0 Multivitamin tablet [61] 

RP-HPLC 6.90–18.00 99.00 50–50,000 750 250 Honey [62] 
RP-HPLC 1.89-5.31 77.47-102.62 148.0-5000.0 148.0 44.0 Beef/Wheat flour Our work 

a Linear Range 

b Rapid resolution liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
c Micellar Electrokinetic Chromatography 

  
Table 8 Precision values for the NAM MIP-SPE. 

Intra-day(n = 4) Inter-day (n=4), 4 days, one run per day 

Sample Spiked amount 
(ppm) 

Analyzed amount 
(ppm) 

(mean ± SD) 

RSD 
(%) 

Analyzed amount 
(ppm) 

(mean ± SD) 

RSD 
(%) 

20 17.64 ± 0.44 2.52 17.85 ± 0.95 5.31 
30 26.10 ± 0.75 2.89 26.47 ± 0.56 2.13 Wheat 

flour 40 32.43 ± 1.27 3.94 33.10 ± 1.08 3.27 
10 10.12 ± 0.39 3.88 10.03 ± 0.23 2.34 
20 18.61 ± 0.77 4.12 18.10 ± 0.38 2.12 Beef 
30 23.74 ± 0.45 1.89 24.13 ± 1.26 5.22 

 

  
 

Fig 8 Chromatograms of direct injection and after 
MIP-SPE and NIP-SPE (eluting fraction) of control 

and spiked beef samples. 
  

  
 

Fig 9 Chromatograms of direct injection and after 
MIP-SPE and NIP-SPE (eluting fraction) of control 

and spiked wheat flour samples. 
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   جمع بندي- 4
کـروي      پلیمر حک شـده شرایط مورد نیاز تولید  در این مطالعه، 

 SPE  بـراي   با ویژگیهایی مناسـب    NAMاختصاصی براي   شکل  
 حـلال ایـده آل تولیـد   ) MEK/Hep ) : 30:70.  گردیـد بررسی

بـود کـه نـشان     ) جـدا از هـم    (ذرات کروي با ابعاد میکرو  منفـرد         
دهنده اهمیت انتخاب حلال مناسـب براسـاس قطبیـت و  قـدرت      

هاي تولیـد شـده بـا اسـتفاده از           MIP. پیوند هیدروژنی می باشد   
MAA:EGDMA) 1:4 ( وNAM:MAA) 8/1:1( ، ــرین بهتـ
ان نشرا ) ظرفیت اتصال و فاکتور حک شدن(خصوصیات پیوندي   

خود ناهمگونی نـشان داد     ) اتصال( در رفتار پیوندي     MIP. دادند
از آنجاییکه هـدف   . مدل شدFreundlichکه با استفاده از معادله   

بـراي  مناسـب   NAM پلیمـر حـک شـده بـا     مطالعه ما سـاختن  
، عـلاوه  بـالا  تمایـل  با  بود، ایجاد سایت ها،SPEخالص سازي با  
  در آزمـون    MIP.  می باشـد    کم، سودمند  تمایلبر سایت هایی با     

ینتیک س ـ انتخابگري بالایی داشـت، و       NAهاي منفرد و رقابتی با      
 ویژگیهـاي پلیمـر     مقایـسه .نـشان داد  سـریعی   اتصال و جداسـازي     

ساخته شده در تحقیق حاضر به روش پلیمریزاسیون رسوبی نشان          
ــه روش     ــده ب ــاخته ش ــشابه س ــر م ــه پلیم ــسبت ب ــري آن ن از برت

  MIP کاربرد ذرات کروي مـایکرو      . شتاي دا پلیمریزاسیون توده   
، مناســب بــودن آن را بــراي  SPE  در اســتخراج، شــدهســاخته

 عالی از نمونه هاي غـذایی و تعیـین مقـدار آن توسـط          یاستخراج
HPLC-UVرا تایید نمود .  

  

  سپاسگزاري -5
دکتـر علـی آقـایی و    ، Bastien Ioan ،Benny Chanاز آقایان 

ده ژنتیک   پژوهشک - منابع طبیعی ساري   دانشگاه علوم کشاورزي و   
، براي کمک هاي فنی طی انجام ایـن         و زیست فن آوري طبرستان    

این پروژه با بودجه پژوهش ویتـامین توسـط         . تحقیق سپاسگزاریم 
دانشکده سیستم هاي زمین و غذا دانشگاه بریتیش کلمبیا کانـادا و             

د نیز با بودجه پژوهش تحصیلات تکمیلی دانشگاه فردوسی مـشه          
توسط وزارت علوم، تحقیقات و فـن آوري مـورد حمایـت مـالی              
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Vitamin B3 (Nicotinamide) is involved in many vital reactions in the human body 
as the precursor of NAD and NADP. NAM deficiency can lead to pellagra thus 
foods are fortified with this vitamin. On the other hand, high intakes of NAM can 
cause some symptoms.  Hence, a cheap, rapid, selective and sensitive 
determination of NAM concentration in foods is crucial. The present study propose 
a NAM analysis method for beef and wheat flour by employing a molecularly 
imprinted polymer based solid phase extraction clean-up coupled with HPLC-UV. 
Precipitating polymerization technique for fabrication of NAM molecularly 
imprinted microspheres was utilized. The effects of polymer ingredients including 
functional monomer, cross-linker monomers, template and solvent were 
investigated on binding characteristics. The binding behavior of the polymer well 
modeled through Freundlich equation and the polymer showed high selectivity of 
NAM over nicotinic acid (NA). In a kinetic study, 79% of NAM binding and 
96.5% of NAM release occurred immediately. The NAM imprinted microspheres 
were packed into SPE for NAM extraction, food samples injected and the output 
analyzed with HPLC-UV. Good linearity was obtained for solid phase extraction of 
NAM in the range 148–5000 μg L-1 (R2 = 0.999) and high extraction recoveries of 
77–102% and 81–87% were obtained for NAM in beef and wheat flour samples, 
respectively. The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for 
nicotinamide  were 44 μg L-1 and 148 μg L-1, respectively. The overall inter-day 
and intra-day relative standard deviations of  2.13% to 5.31% for wheat flour 
(n=4), and 1.89% to 5.22% for beef samples were obtained, demonstrating good 
precision of the proposed method in its application for real sample analysis. 
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