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   مقدمه -1

  برخوردار   صنعت  عمر  معادل  یطولان  ای  سابقه  از  یفیتک  کنترل
  ماده   مقدار   نظر   از   یژه و   به  ییدارو  های   فراورده   تیفی ک   باشد.  یم

  عوارض   و  یب ن جا  اثرات  وجود  به  باتوجه  یکنواختی  یزان م   و  مؤثره

  های   تفاوت  دارد.  یادیز  یتاهم   ها  آن  یدرمان  یرغ  و  یتسم
  موثره   ماده   یک   از  شده  یدتول   ییدارو  های   ه فراورد  در   موجود 
  و   نوع  یه،لاو  مواد   جمله  از   مختلف  داروسازی  های  شرکت  توسط
  محصول  یدتول یزفرآیند ن  و فرمول  هر   در همراه  ی جانب   مواد میزان 
  از   حاصل  ییپلاسما  های  غلظت  در  یتاختلالا  بروز  باعث  یینها
  و   استهناخو  عوارض  بروز   به  منجر  است  ممکن  که   شود   یم  دارو

 (HPLC) نهیهز  کم  و  بالا  یی کارا  با  عیما  یکروماتوگراف  روش  یاعتبارسنج  و  موثره  مقدار  نییتع   پژوهش  نیا  انجام   از  هدف  :چكيده

  ی ج  نیل یتئوف  شربت  فرم   در  هستند،  یا  گسترده   ی فیط  یهمپوشان  یدارا  که (GF) نیافنز یگا  و (TH) نیل یتئوف  همزمان  زیالآن  یبرا
  60  شامل  متحرك  فاز  از  و  کرونی م   5  ذرهای  اندازه  و  متریل یم   6/4  قطـر  متـر،یل یم  250  طول  به  C8  ستون  از  شده  ارائه  روش  در  .است.
 ی انتخاب  پارامترهای  از  زیآنال   روش  معتبرسازی  یبرا  .است  شده  استفاده  ز یآنال   هتج  متانول  از  حجم  40  و  (HPLC  دی)گر  آب  زا  حجم
  ن یلیتئوف  بازداری  زمان  ست.ا   شده  استفاده  یریگ  اندازه  حد  و  صیتشخ  حد  صحت،  دقت،  بودن،  یخط  دامنه،  ون،یبراسیکال  یمنحن  بودن،

 بـه  آمـده  بدسـت   ـرییگ  انـدازه  قابـل  غلظـت  حـداقل  و  صیتشـخ  قابل   غلظت  حداقل  .دبو  دقیقه  5/6  و  3/3  ترتیب  به  نیافنزیگا  و
  ینسب  اریمع  انحراف  درصد  و  بوده  قیدق  و  حساس  ،  یانتخاب  اریبس  یشنهادیپ  روش  .  بود  تریل  یلیم   بر  کروگرم یم  05/4و  94/1   ـبیترت

  فرم  در GF و TH همزمان زیآنال  یبرا مناسب رییتکرارپذ  و  دقت از روش ن یا لذا  آمد،   بدسـت % 2 کمتراز  دقت  و  صحت یبررس برای
 زیآنال  نهیهز  کاهش  و  ستون  عمر  طول  شیافزا  باعث  یآل  یحلالها  از  یمک  مقدار  از  استفاده  و  بافر  وجود  عدم   .است  ربرخوردا  شربت
 انزم   و  ی ج  ن یلیتئوف  ز یآنال  معمول  یها  نه یهز  کاهش  موجب   پیشنهادی  روش  آن  بر  علاوه   .شود  یم  صنعت   در  نیافنزیگا  و   نیل یتئوف
 و  نمونه  یساز  آماده  نینو  یروشها  قیتلف  و  نمونه  یساز  آماده  زمان  کاهشو  LC  یکروماتوگراف  یروشها  ریسا  با  سهیمقا  در  زیآنال
 است.  گردیده  ستون  عمر طول شیافزا

 

 

 .بافر ی،زمعتبرسا ، یافنزین گا ی،ج یلینتئوف  ، یعما یکروماتوگراف :کليدی واژگان 

 

 

 

 

 

 

 

 

14 

mailto:bagheri.gita@university.ac.ir


   

 2 زمستان 1403| شماره 4 |سال یازدهم  

 

  یین تع  که   است  واضح  گردد.  نظر  مورد  یدرمان  اثر  کاهش   یا
  یارداشتن اخت  در   مستلزم  یتن   ون بر  و   درون  یشاتدرآزما  مقداردارو

 .باشد یم یکاف صحت و دقت با  و حساس  روش یک
  دارند   یفراوان  مصرف  امروزه  که  ییروا د  یباتترک  جمله  از  
  شربت   رمف  در (GF) یافنزینگا   و (TH) یلینتئوف  از  یبیترک
  آسم   و  یتبرونش  یماریب   درمان  یبرا   یبترک  ینا   که  است

 یمیاییش  فرمول  با  یافنزینگا  [.2،1]  شود  یم  استفاده

4O14H10Cآور   خلط   عنوان  به   198.21  یمولکول  وزن  باو  
 رود.  می  کار به  یفستن تلامشک   علائم ین تسک ایبر

  ی کروماتوگراف  بنفش،   ماورای  یسنج  یفط  همچون   ییها  روش
  ی کروماتوگراف   بنفش،  ماورای   آشکارسازی  با   بالا  یی کارا   با  یع ما

  های   وروش  ینهموئ   رزالکتروفوی، جرم  یسنج  یفط  گازی،
  یون فرمولاس  در  موثره  ماده  مقدار  یینتع  برای    یمیاییالکتروش

  از   کدام  هر   که   ود ش  ی م  استفاده  یولوژیکب  ی ها  یط مح  و   ییدارو
  صرف   ی،دستگاه  یچیدگیپ  ی،کاف  صحت  و  دقت  داشتن   نظر
  به   یاز ن   و  دستگاه   بودن  گران   یش،آزما  انجام   جهت   یطولان  زمان 

  اندازی   راه   با   یرا  اخ  باشند.   یم  یتحدودم  دارای   متخصص  یروی ن
  ی رولتامت  بر  یمبتن   یمیایی الکتروش  یز آنال  روش  یک  معتبرسازی  و

  حد   در  ییدارو  فرآورده  در   موثره  ماده   یریگ   اندازه  ،ای  چرخه 
 . است شده گزارش  مولار  یکوپ

  به   گردند،  یبررس  یفیتک   یثح  از  یدبا   یشگاهیآزما   یها  روش
 روش  بودن  اعتماد  قابل  و  کار  یدرست   و  صحت  یزانم  یکهصورت
  بر   یبترت  ینا   به  گردد؛  مشخص  کاملا  یبعد  یها  یتفعال  یبرا 

  یری گ  الگو  زمان  در  آمده،  بدست  اعتبار  و  صحت  یزانم  اساس
  ها   آن  از  ادهستف ا   معد  یاو  ها  روش  ینا  از  استفاده  بر  یمتصم
 شده  یمعرف  ینهزم   ین ا  در   یمختلف   یها  شاخص   . گردد  یم  اتخاذ
  در   کند؛   مشخص   را  اعتبار  از   یزانی م  تواند  ی م  دام هرک  که   اند

  آن   به   یدهسر  ی ها  روش   و   پارامترها  ینا   انواع  شده  ارائه   مقاله 
  در   مرجع  یک  عنوان  به  پژوهشگران  یبرا   تواند  یم  و  است  آمده

  از   یکی  موثره  ماده  مقدار  یری گ   اندازه  .کند  عمل  محاسبات
  آن   یجنتا  به  هتوج   با  که  باشد  یم  دارو  یفیتک   یینتع  مهم  عوامل
  است  واضح برد.  یپ  دارو عوارض کاهش و یاثربخش به  توان می
  بکار   محصولات  یفیتک   یابیزرا  یبرا   که  یشآزما   یروشها  که
 . باشند برخوردار اعتبارلازم و صحت از  یدبا روند، یم

    معکوس  فاز  با  بالا   ییکارا  با  یعما  یافاتوگر کروم  روش

 (HPLC)در  همزمان  طور  به  موثره   ماده دو  یا  یک  یز آنال  یبرا  
  گسترده   بطور  موثره  مواد  یرسا  یا GF و TH یحاو  یدوزها

  ی برا   روش  این  از  .[3-8]  است  گرفته  رقرا  استفاده  مورد  یا 

  یدرامین ه  یفند   و  یافنزینگا   ,یلینتئوف  همزمان  یلتحل   و  یهتجز
  به   ( v/v،  0،3 pH  ،1:1)  آب-متانول  مخلوط  و  یدروکلراید ه

  و   یقهدق  در   یترل   یل ی م   1.0  یانجر  عتسر  متحرك،   فاز  عنوان
 روش از  .[9]  تاس  شده  استفادهنانومتر  218  در   UV  آشکارساز

 HPLCبا  مخلوط   در فعال  ماده  دو ین ا همزمان  یز آنال  ی برا  یز ن  
  یتریل استون  از   استفاده  با  یگرد   یجانب   مواد  یا  موثره  مواد  از   یبرخ
 دهش  استفاده  متحرك  فاز  عنوان  به pH 3.2 فسفات  بافر  و
  قابل   و  یاقتصاد  ساده،  یروش  یعتبارسنجا   و  توسعه  .10][  تاس

  ستون   از  استفاده  با  ییدارو  اشکال  در  یلینتئوف  یینتع  یبرا   تکرار
18C  مخلوط   از  متحرك  فاز  است.  یدهگرد  گزارش  معکوس  فاز  
  4.6  یرو  pH  و  07:03:90  نسبت  در   متانول  :یتریلاستون  آب:
 . [11] است یدهگرد  یهته

  ی برا   یونی  جفت  یعما  یکروماتوگراف  یسنج  باراعت  و  توسعه
  و    شده  ارائه  یی، دارو  دوز  شکل  در  یلینتئوف  و   سالبوتامول  یین تع

  ید اس  مخلوط  متحرك  فاز  و  18C  ستون  با  داروها  یجداساز
 .[12] است شده انجام  (40:60v/v)  متانول : %1 یک است 

  با  ت.اس HPLC متحرك  فاز یبرا  یعال حلال  یک  لاستونیتری
  آن   یهته  اوقات  یگاه  و  است  یمتی ق  گران   نسبتا   حلال  حال،   ین ا 

  با  یگزین جا HPLC روش یک  است  لازم ین بنابرا است؛  دشوار
  شود.   یطراح  متحرك  فاز  عنوان  به  یگری د  حلال  از  استفاده

  ین ا   ست، ا   یتریل استون   ی برا   یمناسب   یگزین جا  حلال   ول متان
  حال،   ین ا   با   است.  یتریل استون   از   تر   ی قطب   و  تر   ارزان   حلال
  ]13.[ است ی بالاتر فشار و یفتر ضع نفوذ قدرت یدارا متانول
  روش   یک   ازی معتبرس  و  دازی ان  راه   پژوهش   ین ا   امانج  از   هدف
  عنوان   به   آب-متانول  از  ی مخلوط  از  استفاده  با  HPLC  یدجد
  و   یلینتئوف  همزمان   یزآنال   آن  توسط  بتوان  که  است  تحركم  فاز
 دقت  با   ی تن   برون   یشاتآزما   رد   شربت  یی ارود  فرم   در   یافنزین گا
  توان   یم  یبترت  دینب  داد.  انجام  یکاف  یت حساس  و  یادز  صحت  و
  مقدار   و  مؤثره  ماده  یزانم  نظر  از  را   یدیتول  دهفرآور  یفیتک

  استاندارد   های  نمونه  با  و  نموده  ترل کن   قرص  در   دارو  یکنواختی
 د. کر یسهمقا

 تجربی  بخش-2 

 ها  دهنده واکنش  و مواد

  مواد   کنترل   و   دارویی  مواد   ملی  آژانس   از    GF  و   TH  تانداردسا 
  شربت   نمونه   .شد  تهیه  اندونزی  جمهوری  (DFC-NA)  غذایی
  Tusapress)®(  تجاری  منبع  از   GF  و  TH  حاوی
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  کمپانی   ساخت  استفاده  مورد  ی واکنشگرها  تمام .شد  خریداری
  کروماتوگرافی   خلوص  از  ها  حلال  تمام  و   بوده  آلمان   مرك
 اند.  بوده اربرخود

 

   HPLC شرایط

 Target ستون  به   مجهز   بالا   کارایی   با  مایع   کروماتوگرافی

µm) 5 mm, 4.6 x (250 column 3-C8،  پمپ 
(10AD-LC Shimadzu ،)   (Shimadzu Vis-UV

10A)-SPD  سرنگ  و   (Nevada Co. amiltonH) 
Lμ  20  استفاده   مورد   مطالعه  این   در   نانومتر  218  آشکارساز  و  
  تجربی   طور  به  آنالیز  روش  این  هب  مربوط  متغیرهای  .فتگر  قرار
  آوردن   بدست  برای   .  دندش  تعیین   اولیه  آزمایشات  اساس  بر  و

  متحرك   فازهای   از   ی مختلف   های   نسبت  سازی،  ینه به   یطشرا 
  یط شـرا   سازی  ینه به  یه اول  مراحل   در   رفت.گ   قرار   یبررسـ  مورد

  :   10  )یلیتراستون  :  آب ((1  :شـامل  متحـرك  فـاز  جداسـازی،
 (90  :5  :5)  متانول  :یتریلاستون  آب:  )(271.2  موج  طول  با  (  90
  طول   با  (85  :5  :10)  لمتانو  :یتریلاستون  ((3  .271  موج  طول  با

 .271 موج  طول  با (40 :60) متانول  استیک: اسید  ((4 .271 موج
  )   متانول   آب:  ( (6  .218  موج  طول  با  (50  :50)  متانول   آب:  ((5
 قـدرت  اما  یدگرد  هفاداست   218  موج  طول  با  (  60  :  40

  حاصل  های کروماتوگرام در  ی بازدار زمان ین همچن و جداسـازی
  . یامدن  بدست  یبخش  یترضا  یجنتا   و  نبود  قبول  قابل

  ید اس  جداسازی،   یط شرا   بهبود   و  ین تر  ینه به  به   یبمنظوردسترس
 و  آب  مخلوط   .یدگرد  حذف  متانول  و  آب  مخلوط  از  یکاست 
  قرار   استفاده  مورد  متحرك  فاز  انبعنو  40:60  نسبت  با  نولمتا
  جداسازی   مشخص،  درصد  یبترک   با  روش  ینا   در  رفت.گ

  از   مخلوطی  صورت  به  متحرك  فاز  تنهای  در  و  داد  نشان  یمناسب 
  استیک   اسید  افزودن  با  و  گردید  تهیه  (60:40)  آب  و  متانول

 0.45  غشای   با  و  گردید  تنظیم  3  حدود pH    در  %0.05
  min/ml   1  كمتحر  فاز   نیا جر  سرعت  شد.  فیلتر   میکرومتر

  یک پ   (R)  جداسازی  و  (tR)  بازداری  زمان  .شد  گرفته  نظر  در
  ماده   2  مخلوط  محلول  تزریق  از  حاصل  یکروماتوگراف  های
  که   متحرك  فاز  ترکیبات  از  یکی  است.  HPLC  در  موثره

 و  شد  انتخاب  دهد  می  ارائه   جداسازی  برای  را   ها  ویژگی  بهترین
  ارزیابی   برای   دهش  تخابان   ایطشر  با   HPLC  به   تزریق   سپس

  یلین تئوف  یبازدار   زمان  حاضر  مطالعه  در  .گردید  انجام  یقدق
  و   بوده  یقهدق  5.6  در  یافنزینگا   ی بازدار  زمان  و   یقهقد  3.4  حدود
  فاز   یهته  جهت  %60  حجم  با  خالص   وآب  %40  حجم  با   ولمتان

  توسعه  روش  در  یکه لحا  در  گرفت.  قرار   استفاده  مورد  متحرك
  در   یلین تئوف  و  سولفات  بوتامولسال  همزمان  یص تشخ  یبرا  یافته 

  بافر  فسفات و یتریل استون   یبترک با متحرك فاز از ییدارو  اشکال
  ی بازدار   یحدود  زمان   و  گرفت  قرار   استفاده  مورد  (35:65)

  مطالعه   ینا  در  حاضر  یشنهادیپ   روش  بود.  یقهدق  13  در  یلینتئوف
 وشر  توسعه  بخش   الهام  تواند   ی م  یر ز   یل دلا   به

HPLCباشد یج یلینئوفت  شربت ییدارو فرم در ی بهتر. 
  از   تران رزا  )متانول  متحرك  فاز  یهته  جهت  کمتر  ینههز-1

 ( یتریلاستون
 یز آنال زمان  شدن کوتاهتر-2
  فسفات   فربا  از  کردنن   استفاده  یلبدل  ستون   یشترب  عمر  طول-3
[14].   
  نقش   که   بوده  HPLC  یستم س   یدما  مهم   پارامترهای  دیگر   از

  دارد.   کارآمد  یجداساز  و  یعال  یریتکرارپذ  به  یابیدست   در  یمهم
  فاز   و  ستون  با  برهمکنش  و  انتشار  یت،آنال  یتحلال  بر  دما

  انتقال   نرخ  یکل   طور  به  بالاتر  ی دماها  . اردگذیم  یر تأث   كمتحر
 و  بخشدیم  بهبود  را   یجداساز  ییکارا   و  داده  یشافزا  را   جرم

  یت حساس  اما   دهدیم  کاهش   را   یلتحل   و   تجزیه  زمان  ین همچن 
  به   توجه  با  است.  متفاوت  ستون  مواد   و  یبترک   به   بسته   دما
  ی راب  مناسب  یدما  یقدق  انتخاب  ستون،  مواد  و  هایتآنال  یداریپا
  در   فشار  متحرك،  فاز  ی دما  یشافزا   با  است.  یضرور  یزآنال

  از   شارف  سازیینهبه  یبرا  مطالعه  ینا   در  .یابدیم  کاهش  دستگاه
  یت نها  در   و  است  شده  دهاستفا  متحرك   فاز  یان جر   سرعت  یمتنظ
   و   گرفت  قرار  یبررس  مورد  ماند  زمان  بر   یان جر   سرعت   و  دما   اثر 
  درجه   25  در   ی سازجدا   تحرك، م  فاز  کم   یسکوزیته و   به  توجه   با

 آمد.   دست به ها  یتآنال همه  یبرا گراد  یسانت 

   نمونه و استاندارد محلول  سازی  آماده

  6   و  TH  گرم  میلی  10  ،ها  آنالیت  استوك محلول  تهیه  برای
  سپس   و  نموده  حل   متحرك  فار  مقداری   در   را   GF  گرم   میلی

  تا   هددا   انجام  سازی  رقت  متحرك  فاز  با   و  گردیده  فیلتراسیون
  ترتیب   به    30  و  mL / gμ   50های  غلظت   با  نمونه   محلول

TH و GF گردید تهیه . 
 

 آناليز  روش سنجی اعتبار

 Q2 (ICH)   اساس  بر  تحلیلی  روش  سنجی  اعتبار 

guidelinesخطی   بودن،   انتخابی  شامل  هک ،]51[شد  انجام  
  مقدار   یتمحدود  (، LOD)  تشخیص  محدودیت  بودن،

(LOQ،)  یک   در   که  غلظتی   ترین م ک  بود.   صحت  و   دقت  
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 اندازه  قابل  دقت  حد  به  ولی  تسا   تشـخیص  لقاب  ماتریکس
  با  که  غلظتی  کمترین  و  LOD      عنـوان  بـه  رسد،  نمی گیری
  باشـد  مـی  گیـری انـدازه  لبـقا  قبول،  قابـل  صـحت  و  دقـت
   و ODL  تعیین  برای  .شد  گرفته  نظر  در   LOQعنـوان  بـه

LOQتعیین  برای 1:3 نسبت  با  نـویز  به  سیگنال  نسبت  از   

LODینتعی   ایبر1:10   بتنسـ  و  LOQ گردید  استفاده .  
  نمونه   محلول  بلانک،   نمونه   محلول   تزریق   با  بودن   انتخابی

  کروماتوگرام   در   شد.  بررسی  HPLC  در  د اراستاند  ومحلولهای
  شاهده م  زین افنگای  و  تئوفیلین   خروج  محل  در   پیکی  هیچ  حاصل
  همبستگی   ضریب  تعیین  با  پیشنهادی  روش  بودن  خطی  نشد.

(2r)¸  60  غلظت  محدوده  در   خطی  ون رگرسی   تحلیل   و  یه تجز- 
40µg/mL    برای  TH  محدودهو µg/mL 36-24 برای 

GF  قدارم  و  شد  ارزیابی  LOD   و  LOQ  داده   از  استفاده  با  
  راسیون کالیب   منحنی  شیب  و  (σ)   استاندارد  انحراف  پاسخ  های

(S) گردید.  محاسبه   

(1)                      Sσ/ 10 = LOQ                                
2)(                      Sσ/ =3.3 LOD                            

 در)  تکرارپذیری  شد.  محاسبه  آزمون  رارپذیریتک   انجام  با  دقت

  ونه من  برچسب  به  نسبت  ٪100  نمونه  های  محلول  آنالیز  با  روز(
  ر د  ها   آنالیت  تعیین  با  بینابینی   تقد  و  شد  بررسی  تکرار  بار  6  در

  انحراف   مقادیر  .گردید  ارزیابی  متوالی  روز  چهار  در  نمونه
  بینابینی   دقت  و  تکرارپذیری  برای  (RSD)  1نسبی   استاندارد
  در   ها   آنالیت  بازیابی  مقدار  تعیین   با  روش   صحت  .شد  گزارش
  استاندارد   ،صحت  محاسبه   برای   [.51]  دش  آنالیز   نمونه  افزودن

TH  و    GF  ر دا مق   از  ٪120  و  100  ،80)  مختلف  غلظت  سه  در  
  تهیه   متحرك  فاز  از  استفاده  با  ( ها  نمونه  از   یک   هر  شده  برچسب

   د.گردی همحاسب   ررا تک  بار3 با   هرغلظت برای و شد

  نتایج -3

  و   بود  متحرك  فاز  ترکیبات  انتخاب  ،روش  این  در  اولیه  رهیافت

  بهترین   که  (pH V¸ / V¸ 40:  60 3)  آب  و  انولت م   مخلوط
  فاز   عنوان  به  دهد  می  ارائه   را  یکروماتوگراف  های  ویژگی

   GFوTH  2بازداری   زمان  شرایط،  این   در  شد.  انتخاب  حركمت 
  تکرار   تزریق  پنج   در  و   (1)شکل  ه بود  دقیقه  6/5و4/3  ترتیب   به

  ر تشبی   ٪ 2  ز ا   ها   آنالیت  تمام  RSD  ،  استاندارد  محلول  از  شده

 
 1Relative standard deviation (RSD)  

 

 2Retention time 

  می  نشان  کروماتوگرافی سیستم رد را خوبی دقت ها داده و بودهن
 د.دهن 

 
 یحاو شربت نمونه یکرولیترم 20 یقتزر از HPLC کروماتوگرام :1 شکل

 (GF) یافنزینوگا (TH) یلینتئوف 

 
  منحنی   و  هداد  نشان  را   خوبی  پذیری  انتخاب  ،روش  ن ای

  خطی   ه طراب  آنها،   یک پ   و   GF  و   TH  غلظت  بین   کالیبراسیون 
 و  TH  برای mL/µg60-40     غلظت  سطوح   در   را  مناسبی 

 µg/mL36-24  برای  GF  به   بودن  یخط  و  هادد   نشان  
  ی م  برآورده  روش  یاعتبارسنج  یبرا   را   یخط  الزامات  آمده  دست
  .  (2r 0.999)   دارد  وجود  1≥  یهمبستگ   یبضر  ارمقد  یرا ز  کند

  LOQ  23/1  و  55/0µg/mL  و  4/0  ترتیب  به  LOD  مقادیر
 )جدول  بود   GF  و  TH  برای  رتیبت  به  µg/mL   1/ 68    و
  بخش  ایترض روش تصح و دقت مقادیر  که  دهد یم نشان .(1
  دست   به  متوسط  دقت  و  تکرارپذیری  از   RSD  مقادیر  و  هبود
  به   بازیابی  مقادیر  میانگین  رنج  و  (2  جدول)  ٪2  زا   کمتر  ،  آمده
 و  ٪89/99  –  37/100  ترتیب  به   GF  و   TH  برای  آمده  دست
 (.3 جدول) است هبود ٪09/100 - 45/100 برای

 
  و (LOD) تشخیص  حد ، ونبراسی کالی های منحنی های ویژگی :1 جدول
  و (TH) تئوفیلین همزمان آنالیز برای HPLC روش (LOQ) کمی حد

 (GF) ینافنز گای

GF TH 
خطی  آزمایش 

 نبود

 (µg/ml)  رنج 40-60 24-36

 همبستگی ضریب  99/0 99/0

20469 57891 
 شیب خط

15823 23977 
بدا  عرض از م
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 خط

55/0 4/0 
LOD (µg/ml) 

68/1 23/1 
LOQ (µg/ml) 

 
 

 جدول 2: نتایج ارزیابی دقت روش

سطوح    اجزاء
(%) 

 (n=6) تکرار  پذیری

 غلظت 

(µg/ml) 

 میانگین  غلظت 

(µg/ml) 

انحراف   

 معیار 

درصد  

انحراف   

معیار  

 نسبی  

TH 100 50 3139996/4 100/37 0/17 

GF 100 30 618186/7 100/12 0/77 

سطوح    اجزاء

(%) 

  
 نتایج بررسی  دقت  در چند  رو ز  

(n=4) 

 غلظت 

(µg/ml) 

 میانگین  غلظت 

(µg/ml) 

انحراف   

 معیار 

درصد  

انحراف   

معیار  

 نسبی  

TH 100 50 3168806/75 16668/66 0/53 

GF 100 30 777285/25 2070/95 0/27 

 

 
 جدول 3: نتایج ارزیابی صحت روش با استفاده  از بازیافت3

زاء جا  
 غلظت 

(µg/ml) 

 (n=3) نتایج آنالیز  

گین  انمی

 غلظت 

(µg/ml) 

 غلظت 

(ppm) 

 

درصد  

 بازیافت 

درصد  

انحراف  

معیار  

نسبی 

 بازیافت 

TH 

40 8425073  17/39  100/37 0/17 

50 3119453 74/49  99/89 0/07 

60 3756268 74/60  100/24 0/29 

GF 

24 7/618186  02/24  100/12 0/77 

30 477772  06/30  100/09 0/40 

36 7/930329  13/36  100/45 0/94 

   بحث
  دوز   شکل  به  موثره  ترکیبات  از  ترکیبی  (GF)   و  (TH)  تئوفیلین
  از   UV  جذب  طیفهای  [.1]  هستند  خوراکی  تجویز  برای  شربت

 
3Recovery 

TH  و  GF  محلول   ،  این  بر  علاوه  دارند.  همپوشانی  هم  با  
  یا   کننده  شیرین  ،  دهنده  طعم  ماده  حاوی  کلی  ورط  به  کیخورا 
  فاز   PLCH  روش  زا   استفاده  متعددی  تمقالا  .[3]  است  رنگ

  با   مخلوط  در   موثره  ماده  دو  این  همزمان  آنالیز  برای   را   معکوس
  در   .  اند  کرده  گزارش  جانبی  وادم  یا  دیگر  موثره   مواد   زا  برخی
  یدروکلراید ه  ن امی یدره  نفید  و یافنزینگا ,یلینتئوف همزمان  آنالیز

  فاز   عنوان  به  (v/v،  3 pH  ،1:1)  آب-تانولم   مخلوط  از
  ی خط  و  یانتخاب  یبرا  روش  ین ا   است.  شده  استفاده  ركمتح

  ن زما   شد.  یاعتبارسنج  صحت  و  دقت  ،LOQ-LOD  بودن،
  بود.   یقهدق  9.1  و  5.3  ،3.3  یبترت  به  DH  و  TH،  GF  ماند

  ی ها  یمنحن   ،داد  نشان  را   یخوب  یریپذ  ینشگز   روش  ینا 
  بر   یکروگرمم  10.002  -  .0001  غلظت  محدوده  در  یبراسیونکال
  -  0.251  و  یترل  یلیم  در  یکروگرمم  8.008  -  0.801  یتر،ل  یلیم

  بودند.   یخط  (r2 < 0.999)  یترل  یلیم  در   یکروگرمم  2.514
 -  99.77  یب ترت  به   DH  و  TH،  GF  یبرا   یابیباز  دقت

  . بود  رصدد  00.131  -  99.20  و  101.95  -  100.50  ،101.10
  ی، انتخاب  یاربس   یشنهادیپ   روش   بود.  2.0  از   کمتر   (DRS)  دقت

  DH  و  TH،  GF  همزمان  یز آنال  یبرا   و  بوده  یقدق  و  حساس
  تر   ارزان   ول متان  که  ییآنجا  از  است.  مناسب  یراکس  دوز  شکل  در
  را  یزآنال  ینههز  تواند  یم  روش  ینا  از  استفاده  است،  یتریلاستون  از
  در   یا  هزینه  یلدل  به  ،  حال  ینا  با  [.9]دهد  کاهش  یحد  تا

  از   استفاده  با   یگزین جا  روش   یک   تهیه   ،   حلال   بودن   دسترس
  قیمت   است.  ضروری   متحرك   فاز   یک  عنوان  به  دیگر   حلال
  ، بعلاوه  .[61]  است  یلاستونیتر  قیمت  برابر   4/1  تقریبا   متانول
  خطر   و  است  استونیتریل  از  تر  قطبی  و  آسانتر  متانول  به  یابیدست 

  روش   رو  این  از  [.11]  دهد  می  کاهش  را   جامد  بافر  بارش
  دوز   صورت  به  GF  و  TH  معمول  آنالیز  انجام  برای  پیشنهادی

  نتایج  بود.  خواهد  تر   هزینه  کم   داروسازی   صنعت  در  شربت
  قبول   قابل  دح  در   ترها پارام   کلیه   که   داد  نشان   روش   تبارسنجیاع

  در   لیتداخ   چگونههی   فرمولاسیون   در  جانبی  مواد  حضور  و  بوده
  برای   روش   این   بنابراین  کند.   نمی  ایجاد  GF  و  TH  های  پیک
  با   روش  بودن  خطی  است.  انتخابی  GF  و  TH  همزمان  تعیین 
 و  ODL  گردید.  مشاهده  r)2= (0.999   رگرسیون  ضریب

LOQ  است.  حساسیت از  ییبالا   درجه  دهنده  نشان  هآمد  بدست 

  بترتیب    GF  و  TH  برای  RSD   روزانه  های  گیری  اندازه
   و  TH  متوسط  RSD  که  حالی  در  ود،ب  درصد  3/0  و  16/0

GF  53/0مقادیر   بود.  رصدد  27/0و  RSD  از   کمتر  آمده  بدست  
DRS   روش   بیشتر  حساسـیت  دهنـده  نشان  که  بود،  حداکثر  
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   که  یشودم  صیهتو  د.باشـ  مـی  قبلـی  هـای  روش  بـه  نسـبت
RSDبرای  LOQ شدبا 15%   مسـاوی  یـا  کمتـر  بایـد .

RSDاست وشر دقت دهنده نشان ک کوچ. 
  89/99  -37/100ترتیب  به   GF  و  TH  برای   بازیابی  مقادیر

  نشان   ها  داده  کلی،  طور  به  آمد.  دست  به    09/100-100/ 45و
  تعیین   برای  جایگزین  روش  یک  عنوان  به  روش  این  که  دهد  می

   است. مناسب شربت فرم در  GF و TH همزمان

  بار   یک   برای  متانول  از  لیتر   میلی  4  حدود  پیشنهادی  روش  در
  از   استفاده  با   قبلی  روش   که   حالی  در  ،گردیده  مصرف   آنالیز

  استونیترول   از   لیتر   میلی   3  حدود  فسفات  بافر   و  استونیتریل 
  استونیترول   از   ارزانتر   متانول  اینکه  به  توجه  با  و  کرده  مصرف

  های   روش  توسعه  بخش  الهام  تواند  می  نتیجه  ینا   ،ستا 
HPLC  تعیین  برای  پایین  زینهه  با  TH  ای  و  GF  سایر   در  

  باشد. ها فرم
  گیـری   انـدازه  روش   سـازی   معتبـر  ـهب  مربوط  نتایج  مقایسه

TH و GF  بـه  روش  که  دهد  می نشان  محققین   سایر نتایج با  
  گیـری   انـدازه  بـرای   اعتمـادی  قابـل  و  مناسـب  روش   رفته،  کار

 باشـد.  یم  شربت  فرم  در   GF  و  TH  همزمان  محتوای
  بودن   خطی  دهنده  نشان  یک   به  کنزدی  همبسـتگی  ـریبض

 .است شده تهیه های  غلظت سطح در کالیبراسـیون منحنـی
  با   یی دارو  اشکال   در  یلین تئوف   یین تع  ی برا   یاقتصاد  ساده،  یروش

  فاز   است.  یدهگرد  ارائه   معکوس   فاز  18C  ستون   از   استفاده 
  نسبت   در   متانول  : یتریلاستون  آب:  مخلوط  شامل  متحرك

  ازیابی، ب  بودن،  یخط  لحاظ  به  روش  ینا   است.  بوده  07:03:90
  یط شرا   تحت  روز   ینب   یداریپا  ینوهمچن   صحت  دقت،
  و   یقهدق  5.5  ی ماندگار  زمان  است.  شده  ییدتا  یشگاهیآزما

LOD  و  LOQ  1  12.5  یبترت   به-ngmL  100  و-ngmL

  از   مختلف  یها  لظت غ  یبرا  ( ٪)  یابی باز  دقت  است.  بوده  1
(R2)   یونرگرس  یبضر   و  بوده  یرمتغ  102.43  تا  100.05

  روش   ینا   است.   یدهگرد  گزارش   RSD > 2.0  دقت  ;0.994
  است.   یلین تئوف  یین تع   یبرا  مناسب  و   خاص  یار بس  یع، سر  ده،سا

  باعث   یآل  یها  حلال  از  یکم  مقدار  از  تفادهاس  و  بافر  وجود  عدم
  یلین تئوف  معمول  یزآنال  هین هز  کاهش  و  ستون  عمر  طول  یشافزا 
 .[11]شود یم  صنعت در

  و   سالبوتامول   یین تع  ی برا   یونی   جفت  یع ما  یفکروماتوگرا   روش
  :   % 1  یک است   یداس  مخلوط   متحرك   فاز  از   متشکل   یلین تئوف

  . است  گردیده  ارائه   ک یزوکراتی ا  صورت  به   (40:60v/v)  متانول
  و   صحت  دقت،  بودن،  یخط  نظر  از  یافتهتوسعه  روش

  از   استفاده  با  روش  دقت  .شد  ییدتا  یتحساس  و  یری پذانتخاب
(RSD)   ی نسب   استاندارد  انحراف  یرمقاد  با  یری تکرارپذ   روش

  ی برا   ٪0.24-0.08  و  یلینتئوف  ی برا   ٪0.70-0.41
-898.2  ودهمحد  در  یابیباز  درصد  شد.  یابیارز   بوتامولسال

  سالبوتامول   یبرا   ٪101.60-100.71  و  ( یلین)تئوف  101.02٪
  یل تحل   و  یهتجز  یبرا  یسنجاعتبار  یازن  یافتهتوسعه  روش  بود.

  شربت   دوز  شکل  در  همزمان  طور  به  را   یلینتئوف  و  سالبوتامول
  ی برا  را  یقبول  لقاب  یجنتا  روش  ین ا   ین،ا   بر  علاوه  کرد.   برآورده
  و   سالبوتامول  تنها  ی وحا  قرص   ییدارو  یها شکل  و  هاشربت
  ارائه   یلینتئوف  و  سالبوتامول  یبترک   یحاو  قرص  و  یلینتئوف
 .[12]کرد
  ی مبتن   اعتماد  قابل  و  یاختصاص  یع،سر   یلیتحل   یستز  روش  یک
  ی کم  یبرا  ییصحرا   موش  ی پلاسما  در   MS/MS-LC  بر

  ی د-3،1  :شامل  آن  یتتابولم  چهار  و  یلینتئوف  همزمان  یساز
-MX)-(3،  1  ینگزانت   یلمت   (،DMU-3،1)  یداس  یلوریکمت 
  عه توس  (MU-1)  یداس  یلوریکمت-1  و  (MX-1)  ینگزانت   یلمت 
  بر   ها  یت آنال  ین ا   یکروماتوگراف  یسازجدا   .شد  یجاعتبارسن   و
  آمد.  دست به  معکوس  فاز یکروماتوگراف از  استفاده   با ستون یرو
  واکنش   بر  نظارت  حالت  در   یالکترواسپر   یونیزاسیون   با  ها   یتآنال

  به   برخورد  یها  یانرژ  اصلاح  شدند.  کنترل  یمنف   یون  چندگانه
  ی ها   یکپ  رشت ی ب   حذف  یبرا   یکروماتوگراف  یجداساز  موازات
  یتر ل  یلی م   در   یکروگرم م   30  تا  0.05  از   روش   شد.  انجام  تداخل

 تا  0.1  از  و  ینیلتئوف  و  ،-MX،  3،1DMU-،  1MU-1  یبرا 
  0.2  از  استفاده  با  MX-3  یبرا   یترل  یلیم  در  میکروگرم  30
  روز  ین ب  و درون صحت و دقت شد. ییدتأ پلاسما نمونه یترل یلی م

  بالا   و  متوسط  کم،  غلظت  حسطو  در  یفیتک   کنترل  یها  نمونه
  یر مقاد  با  و   درصد  13  از  کمتر  ( RSD)  ینسب   استاندارد  انحراف 

  با   روش  ینا  داد.  نشان  را  9.7%  تا  -8.8  از  ( RE)  ینسب   یخطا
  نمونه   در  آن   تی متابول  و  ین یل تئوف  یساز  یکم  یبرا   یت موفق 

 . [17]شد استفاده  موش یپلاسما

   گيری نتيجه -4
  اعتبار   و  هیه ت  GF  و   TH  همزمان   آنالیز  HPLC  روش  یک

  دقیق   و  حساس  ،  تخابیان  ،پیشنهادی  روش  است.  شده  سنجی
  و  TH همزمان آنالیز   برای مناسب جایگزین  یک  بنابراین  ، است
GF   نمونه   ازیس  آماده  زمان   آنکه  به  توجه  با  است.  شربت  فرم  
  نمونه   آنالیز  برای  را   حاضر  روش  ،بوده  کوتاه  نیز  راءاج  زمان  و  ها

  و  بافر  وجود عدم همچنین  سازد. می  ردی ارب ک و رفه ص  به مقرون
  عمر   طول  افزایش  باعث  آلی  حلالهای  کمی  قدارم   از  استفاده
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  می   کاهش   را   آنالیز   هزینه  نیز  نولمتا  از  استفاده   و  گردیده  ستون
 است،  667/0  از  تر  بزرگ  رگراسیون  ضریب  آنکه  به  توجه  با  دهد
 و  گردیده  اتاثب   نمونه  برای  پاسخ  و  غلظت  رابطه  بودن  خطی

  تیجه ن  وش ر  این   .است  45/100  تا  89/99  بازیافت  میانگین 
  و   دهد  می   نشان   را  خوبی   پذیری   گزینش   و   تدق  و  سنجیاعتبار

  سنجش   یبرا   آن  از  توان  می  روش  این  بودن  انآس  به  توجه  با
  دقیق،   ،سریع  بسیار   و  کرد   استفاده  همزمان   بطور  یبکتر  دو

 . 1]8[است انتخابی

 قدردانی   و تشكر -5

  در که اتیتحقیق  مراکز  کلیه  از  را   خود قدردانی مراتب نویسندگان
 دارند. می اعلام  اند،  کرده  همکاری پژوهش ین ا 
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Abstract: The purpose of this research is to determine the effective amount and validate the high-performance and 

low-cost liquid chromatography (HPLC) method for the simultaneous analysis of theophylline (TH) and guaifenesin 

(GF), which have a wide spectrum overlap, in the form of theophylline G syrup. In the presented method, the C8 

column with a length of 4.6 mm and a particle size of 5 microns and the parameters of selectivity, calibration curve, 

range, linearity, precision, accuracy, detection limit and measurement limit were used to validate the analysis 

method. Is. The inhibition time of theophylline and guaifenesin was 3.3 and 6.5 minutes, respectively. The minimum 

detectable concentration and the minimum measurable concentration obtained were 1.94 and 4.05 μg/ml, 

respectively. The proposed method is very selective, sensitive and accurate and is suitable for the simultaneous 

analysis of TH and GF in syrup form. The absence of buffer and the use of a small amount of organic solvents 

increase the life of the column and reduce the cost of theophylline and guaifenesin analysis in the industry. 
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