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  چكيده

روش ساده و كم هزينه به منظور تعيـين مقـدار آمانتـادين در    در اين تحقيق يك 

  .سرم با استفاده از دستگاه گاز كروماتوگراف طراحي گرديد

بـه همـراه    FIDو دتكتـور   OV17در اين روش از گـاز حامـل نيتـروژن ، سـتون     

نمونـه هـا توسـط اسـيد پركلريـك      . استاندارد داخلي پسودوافدرين استفاده شـد 

ه و عمل استخراج توسط اتر انجام گرديـد كـه بازيافـت روش    پروتئين زدايي شد

  .كامل بود

استاندارد داخلي از يكديگر و مواد آنـدوژن بـه    در شرايط مذكور پيك آمانتادين ،

ضريب تغييرات درون روزي و بين روزي روش آناليز در حد . خوبي جدا گرديد

  .محاسبه شد mz/gµ8/0قابل قبول بوده و حد آشكارسازي روش 

  پلاسما ساس ، آمانتادين ،: واژه هاي كليدي
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Abstract: 

In the study amantadine was determined by a ?? gas chromatography (G.C) 

method ?? FID detector?? 

Nitrogen was used as carrier gas, on a OV16 column, with internal standard 

, pseudoephedrin HCL. 

Serum Samples prepration was performed by protein preciptation using 

perchioric Acid, then extraction with diethil ether. Recovery of the method 

was perfect. 

Standard and endogenous compounds. 

The percentage of coefficient Variation of intra-day and inter-day analysis 

method was approved and detection limit of the method 0.8 ml/gµ  was 

calculated. 
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  پيشگفتار 

  آمانتادين دارويي ضد ويروسي است كه داراي خواص آنتي پاركينسوني است 

. بيماري پاركينسون چهارمين بيماري شايع نورودژنراتيو در افراد مسـن اسـت   

سـال را تحـت تـأثير قـرار      ٤٠افـراد بـالاي   % ٤/٠و  سـال  ٦٥افراد بـالاي  % ١كه 

  )  ١. ( سال است  ٥٧سن متوسط شروع حدود . دهد  مي

  : ايتولوژي و پاتوفيزيولوژي 

رونـد كـه     در پاركينسون اوليه ، نورونهاي جسم سياه و ساقه مغز از دست مـي 

ــت    ــده اس ــناخته نش ــل آن ش ــاهش    . دلي ــث ك ــا باع ــن نورنه ــتن اي ــت رف از دس

سال  ٤٠شروع معمولاً بعد از . شود   تر دو پامين در اين مناطق مي سمينوروترن

  . است 

پاركينسونســيم ثانويــه ، در اثــر بيماريهــاي ايــديوپاتيك دژنراتيــو ، داروهــا ، يــا 

شـايع تـرين دليـل پاركينسونيسـم ثانويـه مصـرف       . شود   توكسين ها ايجاد مي

بلـوك رسـپتورهاي دو    داروهاي آنتي سـايكوتيك و رزرپـين اسـت كـه بوسـيله     

دلايـل ديگـر عبارتنـد از مونواكسـيد كـربن      . شـوند    پامين باعث پاركينسون مـي 

انـي   ت با منگنز ، هيدروسفالوس ، تومورها و انفاركت هايي كه مغز مـي  مسمومي

  )  ١. ( دهند   را تحت تأثير قرار مي
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سـت  شـوند يـا آنتاگوني    داروهايي كـه سـبب ايجـاد سـندرم پاركينسونيسـم مـي      

، يا سـبب تخريـب   ) مثل داروهاي آنتي سايكوتيك ( رپستورد و دوپامين هستند 

  )  ٢) (  MPTPمثل . ( شوند   نورونهاي دوپا منيرژيك در نيگرو  استر يا تال مي

  : علائم و نشانه هاي باليني 

 HZ ٨تـا    ٤درصد بيماران ، بيماري بي سرو صدا و غافلگيرانـه بـا    ٨٠تا  ٥٠در 

ترمـور و لـرزش در حـال    . شـود    يك دست شـروع مـي   ( Pill – rolling ) ترمور

و در هنگـام  . شـود    استراحت بيشترين مقدار است و در حال حركـت كمتـر مـي   

. شـود    و بـا فشـارهاي روحـي و خسـتگي بيشـتر مـي      . شـود    خواب ناپدپد مي

همـين   و بـه . گيرنـد    معمولاً دست ها و بازوها و پاها بيشتر تحت تأثير قرار مـي 

امـا صـدا لـرزش    . توانند تحت تأثير قـرار بگيرنـد     ترتيب فك ، زبان ، پلك هم مي

و لـرزش وجـود   . دهـد    در خيلي از بيماران فقط ريجيديتي رخ مي. كند   پيدا نمي

يـا كـم   ) برادي كـاردي  . ( شود   كند و حركات كند مي  سفتي پيشرفت مي. ندارد 

  ) . آكينزيا ( شود   ع حركات سخت ميو يا شرو) هيپوكينزيا ( شوند   مي

. كه سختي و هيپوكينزي ممكن است منجـر بـه درد و احسـاس خسـتگي شـوند      

با دهان بـاز و ناپدپـد شـدن بـرق چشـم هـا كـه        . شود   صورت شبيه ماسك مي

فرد به اين سـو  . شود   راه رفتن مشكل مي. ممكن است بادپرسيون اشتباه شود 

قدم ها كوتاه و بازوهـا در كنـار   . كشد   دش را ميكند و خو  و آن سو حركت مي

  )  ١. ( كنند  كمر ثابت اند و حركت نمي



           �                                                                                                    ��    

                                                                                                      �      
»٦«

 �  

  درمان 

شـود    بيماري پاركينسون معمولاً پيشرونده است و منجر به ناتواني فزاينده مـي 

غلظت دوپامين كـه بطـور طبيعـي در هسـته     .  مگر اينكه درمان موثر انجام گيرد 

تـلاش هـاي   . يابد   باشد در پاركينسونيسم كاهش مي  يهاي قاعده اي مغز بالا م

دارويي براي تقويت فعاليت دوپامينرژيك با آگوسيت هاي دوپامين توفيقـاتي در  

يك رويكرد ديگر . تخفيف تعداد زيادي از علايم كلينيكي اين عارضه داشته است 

نرژيـك  كه مكمل روش قبل است عبارتي از ايجاد تعادل طبيعي بين تـأثيرات كولي 

  و دوپامينرژيك روي هسته هاي قاعده اي توسط داروهاي آنتي موسكاريني مي

  )  ٢. ( باشد 

  )  ٣و  ١( داروهاي مورد استفاده 

   Carbidopay levodopa ـ  ١

   Bromocriptineـ  ٢

   Pergoideـ  ٣

  Ropiniroleـ  ٤

  Pramipexoleـ  ٥

   Entacapone ـ ٦

  Tolcaponeـ  ٧

  Selegilineـ  ٨

  Amantadinـ  ٩

  Trihexphenidy ـ  ١٠
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  ايي  ـ ويژگيهاي فيزيكوشيمي ١ـ  ١

  آمانتادين 

شـود و در آب    پودر سفيد رنگ كريستالي كه بـه راحتـي در كلروفـرم حـل مـي     

  . شود   حل مي ( spaningly ) بسيار كم

PH   است  ٥و  ٣آبي آن بين % ٢٠محلول .  

]ايي آن  نام شيمي ] eminadecan...Tricyclo
/

−−11133
  )  ٥و  ٤( باشد   مي 13

3/1511710            فرمول ساختماني آن =NHC  

  آمانتادين هيدروكلرايد 

  همراه با تخريب آن  co360پودر سفيد كريستالي ، با نقطه ذوب 

و در اتر . شود   در اتانول و  در كلروفرم حل مي ١:  ٥در آب ،  ١:  ٥/٢به نسبت 

  )  ٥و  ٤. ( نسبتاً غير قابل حل است 

7/187,1710 =HclNHC  

  آمانتادين سولفات 

3/200
2

1
, 421710 =soHNHC  

Pka = 104  
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  : ـ فارماكوكينتيك  ١ـ  ٢

يـك  . شـود    به راحتي و اغلب به طور كامل از دستگاه گوارش جذب مـي : جذب  

  خوراكي آن سطح سرمي mg١٠٠دوز 
ml

Mg
/ سـاعت ايجـاد    ١ـ   ٨در مـدت   30

  ) ٥و ٤. (شود  مصرف ايجاد مي ساعت بعد از ٤اوج غلظت پلاسمايي )  ٦( كند  مي

سـاعت مصـرف شـود در     ١٢هـر   mg١٠٠كـه دوز    حداكثر غلظت بافتي هنگامي

  )  ٦( شود   ساعت ايجاد مي ٤٨مدت 

  : انتشار 

فتهايي مانند قلب و كليه و كبد و شش هـا  بعد از مصرف خوراكي آمانتادين در با

كند و همچنين بـه شـير     مغزي عبور مي   از جفت و سد خوني  ـ. يافت شده است 

  )  ٤. ( است % ٦٧پروتئين با يندينگ آن در حدود . شود   ترشح مي

  : دفع 

  بيشتر دارو به صورت دست نخورده از طريق فيلتراسـيون گلـومرولي دفـع مـي    

  )  ٤ . (تابوليت استيله هم در ادرار رديابي شده است هر چند م. شود 

سـاعت در ادرار وارد   ٢٤دوز به صورت دست نخورده در مـدت  % ٥٦در حدود 

   ) ٦. ( شود   روز وارد ادرار مي ٤آن در طي % ٨٦شود و در حدود   مي

  فارماكولوژي   ١ـ  ٣

ليـز دو پـامين   شود باعث ري  مكانيسم دقيق آن شناخته نشده است اما تصور مي

شود كه در جسم سياه افـراد پاركينسـوني     از انتهاي دو پامينرژيك اعصابي مي
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ويروس  RNAدر بيماري انفلوانزا ، آمانتادين از نفوذ ذرات )  ٧. ( باقي مانده اند 

همچنـين از نســخه بـرداري ويــروس   . كنـد    زبـان جلـوگيري مــي   بـه سـلول مــي  

  )  ٦( نمايد   جلوگيري مي

  وارض جانبي ع  ١ـ  ٤

غلظـت هـاي   .  باشـند   عوارض معمولاً وابسته به دوز هستند و نسبتاً خفيـف مـي  

بـا پاسـخ هـاي    ) ميكروگـرم در ميلـي ليتـر    ٥تـا   ١( پلاسمايي بـالا از آمانتـادين   

تحريــك پــذيري ، اشــكال در تمركــز ، : نورتوكسـيك جــدي همــراه اســت شـامل   

خلق يا واكنش هـاي سـايكوتيك ،   گيجي ، بي خوابي ، سردرد تغييرات   سرگيجه ،

  )  ٣( هاي قلبي   توهمات، هذيان ، تشنج يا كوما و آريتمي

اثرات نوروتوكسيك آمانتادين با مصرف همزمان آنتي هيستامين ها ، داروهـاي  

  سايكوتروپيك و آنتي كولينرژيك ها مخصوصاً در افراد مسـن تـر افـزايش مـي    

  )  ٣. ( يابد 

ــادين شــا  مل هيپوتانســيون ارتواســتاتيك ، ادم محيطــي ،  ســاير عــوارض آمانت

آتاكسي ، لتارژي، تهوع و استفراغ ، بي اشتهايي ، خشكي دهـان ، يبوسـت ، راش   

  .  CHFپوستي ، تاري ديد ، حساسيت به نور ، لكوپني و 

  تداخل دارويي  ١ـ  ٥

  )  ٤( ممكن است اثرات آنتي كولينرژيك ها را تشديد كند 
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برند ممكن است ترشـح آمانتـادين در ادرار را     را بالا مي ادرار PHداروهايي كه 

   ) ٤.(كم كنند

  شكل دارويي و مورد مصرف  ١ـ  ٦

 , Mantadix , Antadine , symmetrel , symadineآمانتادين با نـام هـاي تجـاري    

Virofral     100در اشـكال كپسـولM   و شـربت
ml

mg
در بـازار دارويـي دنيـا     50

  )  ٥و  ١( دارد  وجود

آمانتادين يك آگونيسـت ضـعيف دو پـامين و داراي خـواص آنتـي موسـكاريني       

. باشـد    ـ آسـپارتات مـي    Dـ متيـل ـ     Nهمچنين آنتاگونيست رسپتورهاي . است 

آمانتـادين داراي خـواص آنتـي پاركينسـوني اسـت و در درمـان مخصوصــاً در       

مانند برادي كينزي ـ سفتي     لائميدر بهبود ع. رود   مراحل اوليه بيماري بكار مي

  ) ٤( اما ممكن است  كم كم نسبت به آن مقاومت ايجاد شود . و لرزش مفيد است 

شـود و تـا دوز     در روز شروع مي mg١٠٠در درمان پاركينسون معمولاً با دوز 

100 mg   گـاهي هـم تـا دوز     . يابـد    دوبار در روز افـزايش مـيmg در روز  ٤٠٠

  )  ٤. ( اما اين دوز نبايد بيشتر شود .  شود  استفاده مي

سال به دليل كاهش كليرانس كليوي در ايـن گـروه سـني بايـد      ٦٥در افراد بالاي 

   ) ٤. ( حداقل دوز موثر استفاده شود 
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قطع آمانتادين در پاركينسون به منظور جلوگيري از بـدتر شـدن علائـم بايـد بـه      

كنند كه دوز مصـرفي    شنهاد ميكارخانه هاي سازنده پي. آهستگي صورت گيرد 

  ) .  ٤( ان نصف شود  يك هفته در مي

و يكـي از داروهـاي مـوثر    . آمانتادين همچنين داراي خواص ضد ويروس اسـت  

  . باشد   مي Aبراي پيشگيري و درمان انفلوانزا  

دوز منقسـم در   ٢يـا   ١در روز در  ٢٠٠ mgپيشگيري فصلي با اين دارو بـا دوز  

دوز . نشـان داده اسـت    Aدرصد اثر حفاظتي در برابر انفلـوانزا   ٩٠تا  ٧٠حدود 

mg ــي  ١٠٠ ــل م ــر تحم ــم دارد    در روز بهت ــاظتي ه ــر حف ) .  ٤و  ٣. ( شــود و اث

  پيشگيري فصلي يك روش جايگزين در افراد در معرض خطـري اسـت كـه نمـي    

. باشد  توان واكسن انفلوانزا را براي آنها تجويز كرد يا واكسن در آنها موثر نمي

پيشگيري بعد از شناسايي انفلـوانزا در جامعـه يـا ناحيـه بايـد هـر چـه سـريعتر         

معمـولاً  ( شروع شود و براي مدت زماني كه خطر همچنان وجود دارد ادامه يابد 

تواند همزمان با  ايمن سازي بوسـيله واكسـن شـروع      اين دارو مي  )هفته  ٨تا  ٤

  )  ٤و  ٣. ( ايمني شروع شود ادامه يابد  هفته و تا زماني كه پاسخ ٢شود و براي 

تـا   ( در روز  ٢٠٠ mgساده بالغين به صورت  Aدرمان با آمانتادين در انفلوانزا  

بخشد و باعث كاهش مدت زمان تـب    باشد كه بهبودي را سرعت مي  مي) روز  ٥

  )  ٣. ( شود   و مشكلات سيستمتيك مي
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يـك روز در   ١٠٠ mgيـا   ١٠٠ mg سـال دوزهـاي كمتـر از    ٦٥براي افراد بـالاي  

  )  ٣. ( شود   ان پيشنهاد مي مي

در هـرپس زوسـتر   . رود   آمانتادين همچنين بر عليه هرپس زوستر هم بكار مـي 

و اگـر درد  . شـود    روز انجـام مـي   ١٤دوبار در روز به مدت  ١٠٠ mgدرمان با 

  )  ٤. ( يابد   روز ادامه مي ١٤باقي ماند درمان براي بيشتر از 

 Cآمانتادين به تنهايي يا به همراه اينترفرون و سـاير داروهـا در درمـان هپاتيـت    

  )  ٣( رود   مزمن هم بكار مي

  : موارد مصرف عنوان نشده 

آمانتادين به عنوان يك جايگزين براي داروهـاي     :واكنش هاي اكستراپيراميدال -

ميدال ناشـي از  آنتي موسكارينيك در درمان كوتاه مدت واكنش هاي اكسـتراپيرا 

.( كنـد   رود اما پيشرفت مقاومت به دارو استفاده از آن را محدود مي  دارو بكار مي

٤  (  

   ) ٤. ( آمانتادين در درمان سرخجه هم بكار رفته است  -

  )  ٤( آمانتادين در سكسكه هاي مقاوم مفيد است : سكسكه  -

خسـتگي مفيـد    آمانتادين ممكن است در كـاهش علائـم  : مالتيبل اسكلروزيس  -

  )  ٤.( باشد

  )  ٤. (   ( N M S )سندروم نورولپتيك بدخيم  -
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  موارد منع مصرف و احتياط   ١ـ  ٧

در اختلالات كليوي شديد و افراد داراي سابقه صرع يـا سـاير انـواع تشـنجات و     

   ) ٤. ( زخم معده منع مصرف دارد 

اگزماي راجعه ، سـايكوز  در افراد داراي بيماري قلبي يا كبدي ، اختلال كار كليه ، 

بيماران سالمند كه ممكـن اسـت بـه اثـرات آنتـي موسـكاريني حسـاس باشـند و         

   )٤.(كساني كه كليرانس كليوي در آنها كاهش يافته است با احتياط مصرف شود 

اثـرات تراتـوژن روي   . آمانتادين در طول حاملگي نبايد استفاده شـود  : حاملگي 

   ) ٤( حيوانات گزارش شده 

   ) ٤. ( شود   در شير ترشح مي :دهي شير

  غلظت درماني   ١ـ  ٨

سـاعت غلظـت    ٤تـا   ٣فرد تجويز شد ، بعد از حـدود   ٦به  ١٥٠ mgدوز خوركي 

  ) ٥. (مشاهده شد ) ٤/٠انگين مي( ميكروگرم در ميلي ليتر  ٥٦/٠تا  ٣٢/٠پلاسماي 

ظـت ثابـت   داوطلـب ،  غل  ٢٢دو بـار در روز در   mg١٠٠و بعد از تجويز خوراكي 

   ) ٥. ( مشاهده شد )  ٥/٠انگين  مي( ميكروگرم در ميلي ليتر  ١/١تا  ١/٠پلاسماي 

  سميت   ١ـ  ٩

در كساني كه بر اثر مصرف آمانتادين   فوت نموده اند غلظـت هـاي بـافتي زيـر     

  : گزارش شده است 

خون 
ml

mgصفرا     ٢١
ml

mg كبد      ٦/٤١٨
ml

mg ٤/١٣٥   

ادرار 
ml

mg٥(  ١٣٣٠  (  
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  فصل دومفصل دوم
  

  

  GGCCآ���� در ��رد آ���� در ��رد 



           �                                                                                                    ��    

                                                                                                      �      
»١٦«

 �  

  مقدمه 

داروهـا در    بدون ترديد يكي از معمولترين روشها در اندازه گيري كيفـي و كمـي  

كه  اين بدان علت است. باشد   فرمولاسيون و مايعات زيستي ، كروماتوگرافي مي

ــاس و       ــابي حس ــوب و ردي ــازي مطل ــه جداس ــاتوگرافي مرحل ــهاي كروم روش

  )  ٨. ( دهند   اختصاصي را همزمان انجام مي

اصل حاكم بر انواع متفاوت كروماتوگرافي وجـود دو بخـش ، يكـي فـاز ثابـت و      

سرعتي كه هر يك از اجزاء نمونه به پـائين  . ديگري فاز متحرك در سيستم است 

ثابـت و  ( ند بستگي به تمايل نسبي آن جزء نسبت به دو فاز شو  ستون رانده مي

داشته و همين خاصيت يا تمايل نسبي عامـل اصـلي جداسـازي مـورد     ) متحرك 

  )  ٨. ( نظر است 

فـاز متحـرك   . آنچه گفته شد پايه و اساس در تمـام انـواع كرومـاتوگرافي اسـت     

  فـاز ثابـت نيـز مـي    . باشد تواند  مايع يا گاز   تقريباً همواره يك سيال بوده و مي

تواند جامد يا مـايع باشـد در صـورتيكه از اجسـام جامـد بـه عنـوان فـاز ثابـت          

استفاده گردد ، تمايل به آن ممكن اسـت توسـط عوامـل مختلفـي چـون جـذب و       

  قابليت حفره هاي موجود در جسم جامد جهت جاي دادن برخي مولكولها كه مـي 

مهم اين است كه بين فـاز نگهدارنـده   . ر گيرد بايد از هم جدا شوند تحت تأثير قرا

تواند خود فاز نگهدارنـده بـوده     كه همواره ماده اي جامد است و فاز ثابت كه مي

يا  توسط مايع پوشش داده شده و يا جـذب شـده توسـط فـاز نگهدارنـده باشـد       
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تمايل ماده حل شونده به فاز ثابت مـايع مربـوط بـه حلاليـت     . تفكيك قائل گرديد 

است كه به نوبة خود با تنظيم قدرت يوني محلولهـاي آبـي و يـا مخلـوطي از     آن 

  )  ٨.( حلالهاي مختلف با قطبيت هاي متفاوت در مورد حلال آن قابل تنظيم است

قبل از اختراع كروماتوگرافي گازي توسـط مـارتين وسـينج و جيمـز و مـارتين ،      

يكديگر يك جداسـازي   جداسازي مقادير كم مايعات فرار با نقطة جوش نزديك به

تـوان روشـهاي     در مـورد مخلوطهـايي كـه بـراي آنهـا نمـي      . بسيار مشكل بود 

توان با جزء بـه جـزء كـردن      ايي را بكار برد، اين گونه  مايعات را تنها مي شيمي

كه مادة كافي در دسترس   در ستونهاي ريز جزء به جزء كن دقتي و تنها هنگامي

ي جوش به حـد كـافي متفـاوت باشـد و چنانچـه      باشد و در صورتي كه نقطة ها

  )  ٩(جدا كرد . بتوان از مخلوطهاي همجوشي دوري جست 

  كروماتوگرافي گازي   ٢ـ  ١

، يك گاز حامل بـي اثـر بـه عنـوان فـاز متحـرك        ( GC )در كروماتوگرافي گازي 

كند كه اجزاي سازندة يك مخلوط را از يك ستون حاوي يك فـاز سـاكن     عمل مي

  )  ١٠( شويد   شده ميتثبيت 

  مـي  ( G S C )چنانچه فاز ساكن جامد باشـد آن را كرومـاتوگرافي گـاز ـ جامـد      

  . نامند 

  . نامند   مي ( G L C )اگر فاز ساكن مايع باشد آن را كروماتوگرافي گاز ـ مايع 
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  مايع فاز ساكن به صورت لاية نازكي بر روي جسم جامـد بـي اثـري پخـش مـي     

ازي بر پاية تقسيم نمونه به درون و بيرون اين مايع اسـت ،  شود و اساس جداس

را بـه   GLC،  Co٤٠٠وسيعي از فازهاي مايع با دماهاي قابل اسـتفاده تـا     گسترة

. آورد  صورت متنوع ترين و گزينش پذيرترين شكل كروماتوگرافي گازي در مـي 

)١١  (  

  مزايايي كروماتوگرافي گازي   ٢ـ  ٢

  ـ سرعت  ١

استفاده از گاز به عنوان فاز متحرك باعث بوجـود آمـدن تعـادل نسـبتاً سـريعي      

توان از سرعتهاي زيـاد گـاز     شود و در نتيجه مي  ان فاز ساكن و متحرك مي مي

  )  ١١ .(حامل استفاده كرد

  ـ تجزيه كيفي  ٢

  مـي فاصله زمان تزريق نمونه تا بدست آمدن ماكسيمم پيـك را زمـان بـازداري    

با . اين خاصيت جزء ويژگيهاي نمونه و فاز مايع و در دماي معلوم است . گويند 

درصـد   ١توانـد تـا حـد      ت مـي  كنترل صحيح سرعت جريان گاز و دما اين كمـي 

  )  ١١. ( قابليت تكرار پذيري داشته باشد و براي شناسايي پيكها بكار رود 

    ـ تجزيه كمي ٣

توانـد بـراي تعيـين      باشـد و مـي    ت پيكهـا مـي  سطح زير هر پيك متناسب با غلظ

  )  ١١( غلظت دقيق هر جزء مخلوط بكار برده شود 
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  ـ حساسيت  ٤

حساسيت دستگاه كروماتوگرافي يك دليل اساسي براي كاربرد تجزيـه اي زيـاد   

GC از نمونـه    مزيت اين حساسيت زياد اين اسـت كـه مقـدار بسـيار كمـي     . است

. ( ميكرو ليتر از نمونه براي تجزيه كامل كافي اسـت  يك يا چند . مورد نياز است 

١١  (  

  اجزاي گاز كروماتوگرافي  ٢ـ  ٣

  : قطعات اصلي يك دستگاه كروماتوگرافي گازي عبارتند از 

  ـ استوانه گاز حامل  ١

  سرعت جريان گاز و تنظيم كنندة فشار آن   ـ كنترل كنندة ٢

  ) محل ورود نمونه ( ـ محل تزريق  ٣

  ن ـ ستو ٤

  ـ آشكار ساز  ٥

  ـ ثبات  ٦

  )  ١١. ( ـ دما پاي براي تنظيم دماي محل تزريق نمونه ، ستون و آشكار ساز  ٧

  

  

  

  دستگاه كروماتوگرافي گازي تصوير شمايي يك ١ـ  ٢شكل 
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  گاز حامل   ٢ـ  ٣ـ  ١

در . شود   يك استوانه گاز با فشار زياد به عنوان منبع گاز حامل به كار برده مي

  زيـه تغييـر نمـي   در دماي ثابت ، نفوذ پذيري ستون در طول مـدت تج  GCكار با 

براي آنكه فشار يكنواختي به ابتداي ستوان وارد شود و در نتيجـه سـرعت   . كند 

در يـك  . جريان گاز ثابت بماند ، بايد از يك  تنظـيم كننـده فشـار اسـتفاده شـود      

دماي معين اين سرعت جريان ثابت گاز ، اجـزاي موجـود در نمونـه را در مـدت     

  ) ١١.(شويد  مياز ستون ) زمان بازداري ( معيني 

گيرند عبارتنـد از هيـدروژن ، هلـيم و      گازهايي كه معمولاً مورد استفاده قرار مي

  . نيتروژن 

  : گاز حامل بايد داراي خصوصيات زير باشد 

  . ـ بي اثر باشد تا از هر گونه تأثير بر نمونه يا حلال اجتناب شود  ١

  . اند ـ قادر باشد كه نفوذ گاز را به كمترين مقدار برس ٢

  . شه در دسترس باشد  ـ به طور خالص و همي ٣

  . ـ ارزان باشد  ٤

  )  ١١ . (ـ براي آشكار ساز مورد نظر مناسب باشد  ٥

  محل تزريق نمونه   ٢ـ  ٣ـ  ٢

ايـن  . شـود    وارد گاز كروماتوگرافي مي ( inyector )نمونه از طريق محل تزريق 

 ( Septun )يلة پـرده اي  محل محفظـه اي كوچـك  اسـت كـه يـك طـرف آن بوس ـ      
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نمونـه هـاي مـايع بوسـيله يـك ريـز       . لاستيكي يا سيليكوني پوشيده شده اسـت  

سرنگ مدرج كه ظرفيت آن چند ميكروليتر است از طريق پرده لاستيكي به داخـل  

سـرنگ محتـوي نمونـه ، پـرده را سـوراخ كـرده وارد       . شوند   محفظه تزريق مي

ق و خروج سوزن ، پرده به حالـت اول بـاز   شود و پس از انجام تزري  محفظه مي

درمـاي محفظـه ورودي نمونـه    . مانـد    گردد و سوراخي روي آن بـاقي نمـي    مي

نمونـه اسـت و     بيشتر از نقطة جـوش كـم فرارتـرين جـزء سـازندة      Co٥٠معمولاً 

  )  ١٠و  ١١. ( گيرد   بنابراين تبخير آني صورت مي

هن شدن نوار ، نمونه بايد كوچـك باشـد و بـه سـرعت و بـه      براي جلوگيري از پ

  )  ١٠و  ١١. ( بخار وارد ستون شود » توپي « صورت يك 

براي ستونهاي تجزيه اي معمولي ، اندازه نمونه از چنـد دهـم يـك ميكروليتـر تـا      

mµ كند   تغيير مي ٢٠ .  

كم است بايد از مقادير بسـيار   در مورد ستونهاي مويين چون قطر ستون بسيار

كم نمونه استفاده شود تاپيكهاي تيز بدست آيد بـراي ايـن منظـور يـك شـكافنده      

شود تا تنها كسر كوچكي از نمونه تزريـق شـده را بـه سـر       نمونه بكار گرفته مي

  . آناليز گويند Head – spaceاين روش را ) ١٠(ستون حمل كند 

  ستون ها   ٢ـ  ٣ـ  ٣

زاي نمونه در داخل ستون هايي كه از فاز ساكن پر شده انـد انجـام   جداسازي اج

 G S C )شود چنانچه فاز ساكن جامد باشد آن را كروماتوگرافي گاز ـ جامد   مي
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 ( G L C )نامند و اگر فاز ساكن مايع باشد آن را كروماتوگرافي گاز ـ مايع   مي (

بر روي جسم جامد بي  اثـري  مايع فاز ساكن به صورت لايه نازكي . م  نامي  مي 

  )  ١١. ( شود   پخش مي

براي اينكه مواد موجود در ستون ، به طور يكنواخت پر شود سـتون مسـتقيم را   

آورند   كنند و براي اينكه درآون قرار گيرند به صورت مارپيچ در مي  ابتدا پر مي

 .  

  . شوند   ستون ها به دو دسته تقسيم مي

  :  ( Packed Columu )الف ـ ستون هاي پر شده 

فولاد زنگ نزن ، مس، ( ستونهاي پر شده امروزي از لوله هاي شيشه اي ، فلزي 

 mmمتر و قطـر داخلـي    ٣تا  ٢شوند كه نوعاً طول   يا تفلون ساخته مي )آلومينيم 

  ) .  ١٠( دارند  ٢ـ  ٤

قطر خارجي ستونهاي تجزيه اي استاندارد 
4

1

8

1
  )  ١١ . (اينچ است  ,

براي پركردن ستون ، ، ابتدا  بايـد فـاز سـاكن را كـه يـك مـايع غلـيظ اسـت بـه          

برخي . صورت لايه اي روي يك جسم جامد بي اثر به نام جامد نگهدارنده كشيد 

  : از خصوصيات يك جامد نگهدارنده خوب عبارتند از 

  . ) جذب سطحي بر روي آن انجام نشود ( ـ بي  اثر بودن  ١

  وم در برابر خرد شدن ـ مقا ٢

  ـ مساحت سطح زياد  ٣
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  )  ١١( ـ شكل منظم و اندازة يكنواخت  ٤

خام اكثر تركيباتي كه به عنوان نگهدارنـده جامـد در كرومـاتوگرافي گـازي      مادة 

خـاك دياتومـه سـيليكاي هيدراتـه     . گيرند دياتومـه اسـت     مورد استفاده قرار مي

سـيليكاي طبيعـي داراي   . دهـد    كيل مـي طبيعي است كه اسكلت دياتومه ها را تش

تواند باعث جذب سـطحي فيزيكـي گونـه      است كه مي OHتعداد زيادي گروههاي 

هاي آناليت قطبش پذير يا قطبي مانند الكل ها يا هيـدوركربنهاي آروماتيـك روي   

اين جذب سطحي منجر به پهن شدن و اغلـب دنبالـه دارد   . سطوح تكيه گاه شود 

تواننـد توسـط     براي رفع ايـن مشـكل مـواد تكيـه گـاه مـي      . د شو  شدن پيكها مي

  . غير فعال شوند  ( DMCS ) سيلان دارد شدن با دي متيل كلرو سيلان

  

  

  

  : شود   بر اثر شستن با متانول ، كلريد دوم با يك گروه متوكسي جانشين مي

  

  

  

تكيه گاه سيلان دارد شده ممكن است هنـوز جـذب سـطحي باقيمانـده اي نشـان      

شستن بـا اسـيد   . دهد كه احتمالاً بر اثر وجود ناخالصيها در خاك دياتومه است 
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مواد پر كننده اي كه بـا  . كند   قبل از سيلان دار كردن اين ناخالصيها را جذب مي

به فـروش   AW – DMCS –اسيد شستشو داده و سيلان دارد شده اند با علامت 

   ) ١٠( رسند   مي

دة ديگر هگزامتيل دي سيلازان است كه فرمـول آن  يك واكنش گر سيلان دار كنن

( ) ( )
33

33 CHSiNHSiCH     مواد پر كننده اي كه با  اين واكنشگر مـورد عمـل قـرار ،

  )  ١٠. ( شوند   عرضه مي HMDS –اند با علامت  گرفته

  :  ( Capillary columns )ب ـ ستون هاي مويي 

يي با طول بلند و باز هسـتند و  ستون هاي مويي يا ستونهاي لوله اي باز ستونها

از خصوصـيات ايـن سـتونها كـارايي بسـيار زيـاد ،       . قطرشان بسيار كـم اسـت   

  )  ١١ . (توان نام برد   ظرفيت كم نمونه و افت كم فشار را مي

ميلـي   ٤/٠تـا   ٢/٠ميلي متـر و قطـر داخلـي     ٥/٠ستونهاي موئينه به قطر خارجي 

  . باشند   متر مي ٥٠تا  ١٠متر و طول 

  : مزايايي ستونهاي موئينه به قرار زير است 

  ـ بازده بالا  ١

  ـ افزايش سرعت جدا كردن و در نتيجه افزايش سرعت انتقال مواد  ٢

  ـ مقاومت كم در مقابل گاز حامل  ٣

  . ـ مصرف كم گاز حامل و ماده جاذب به علت كوچك شدن كلي ستون  ٤
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بليت جدا كـردن مـواد در حـرارت    ـ موارد استعمال ستونهاي موئينه به علت قا  ٥

پائين تر بيشتر بوده و به علت قدرت جدا كنندگي زيـاد ، ايـن سـتونها در تجزيـه     

   ) ١٢ . (روند   مخلوط هاي بغرنج به كار مي

  : آشكار سازها   ٢ـ  ٣ـ  ٤

دهـد و مقـدار اجـزاي آن را      ، وجود يك ماده را نشان مي) ردياب ( آشكار ساز 

ويژگيهـاي مناسـب بـراي    . كنـد    از ستون انـدازه گيـري مـي   در مادة خارج شده 

حساسيت زياد ، پاسخ سريع، پاسخ خطي ، پاسخ به هـر  : آشكار ساز عبارتند از 

نوع تركيب ، غير حساس به تغييرات دما و جريان گاز و بالاخره ارزان بودن آن 

  )  ١١. (است 

آشـكار  . شـوند    ندي ميآشكار سازها به دو گروه انتگرالي و ديفرانسيلي طبقه ب

  ساز انتگرالي پاسخي متناسب به كل جرم جزء موجود در نمونـه بـه دسـت مـي    

گـذرد ، كاغـذ نمـودار خـط       وقتي كه گاز حامل خالص از آشكار سـاز مـي  . دهد 

وقتي كه جزئي از نمونه در ناحيه مربـوط از آشـكار   . دهد  را نشان مي  مستقيمي

جـرم جـزء موجـود در ناحيـه در عـرض كاغـذ        گذرد قلم ثبات معادل با  ساز مي

اگر ناحية مربوط به جزء ديگر از آشكار ساز عبور كنـد قلـم بـه    . كند   حركت مي

كرومـاتوگرافي كـه بـه وسـيله     . كنـد    مقدار بيشتري در عرض كاغذ حركـت مـي  

شود شامل يك سـري پلـه اسـت كـه در آن       آشكار سازهاي انتگرالي حاصل مي
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لي در منحني متناسب با جرم كل جزء مربـوط بـه آن پلـه    فاصله بين سطوح متوا

  )  ١١. ( است 

دهـد كـه متناسـب بـا غلظـت يـا         آشكار ساز ديفرانسيلي ، پاسخي به دسـت مـي  

كروماتوگرافي كـه توسـط   . سرعت جريان جرم جزء شسته شده از ستون است 

هـر  در آن . آيد شامل يك سري پيك اسـت    آشكار ساز ديفرانسيلي به وجود مي

مساحت زير هـر پيـك متناسـب بـا     . پيك مربوط به جزء مخصوصي خواهد بود 

معمولاً آشكارسازهاي ديفرانسيلي به علـت راحتـي   . جرم كل جزء مربوطه است 

  )  ١١.  ( گيرند   و صحت ، بيشتر از همه مورد استفاده قرار مي

  ح داده مـي انواع زيادي از درياب ها وجود دارند كه سه تا از مهمترين آنهـا شـر  

  : شود 

  :  ١ـ آشكارساز يونيزاسيون شعله اي  ١

ايـن  . اي متداولترين آشـكار سـاز اسـت     در حال حاضر آشكار ساز يونش شعله

آشكار ساز حساسيت زيادي دارد و گسـترة وسـيعي از جـواب خطـي و اعتمـاد      

كاربرد پذيري آشكار ساز وسيع است ، زيـرا  . گذارد  پذيري خوبي در اختيار مي

   ) ٩( دهد   ه هر تركيبي كه در شعله سوزد جواب ميب

  )  ١٠( كند   عيب آشكار ساز يونش شعله اي اين است كه نمونه را تخريب مي

                                           
1 Flame – Ionization Detector ( FID ) : 



           �                                                                                                    ��    

                                                                                                      �      
»٢٧«

 �  

آشكار ساز يونش شعله اي بر اساس تشكيل يونها هنگام عبـور نمونـه از درون   

  يعني همچنان كه از ستون شـوييده مـي  : اكسيژن استوار است / شعلة هيدروژن 

  يونهاي حاصل از نمونة سوخته شده مقاومت شعله را كـم مـي  . سوزد   د ميشو

مقاومت كاهش يافته با جرياني در مدار همراه اسـت كـه ولتـاژ زيـادي در     . كنند 

ــد   عــرض شــعله اعمــال مــي  ــابراين هــر زمــان كــه جــزء ســازنده اي از   . كن بن

ــي    ــعله م ــراق در ش ــل احت ــوييده و متحم ــاتوگرافي ش ــي ث   كروم ــود پيك ــت ش ب

   )٩.(شود  مي

اگـر  . يونش تركيبات كربن در يك شعله فرايندي است كه خوب درك نشده است 

چه مشاهده شده است كه تعداد يونهاي توليد شده تقريبـاً متناسـب بـا اتـم هـاي      

كربن كاهيده در پلاسماست گروههـاي عـاملي ماننـد كربنيـل ، الكـل ، هـالوژن و       

به عـلاوه  . كنند   د يا اصلاً يوني توليد نميدهن  آمين ، يونهاي كمتري به دست مي

آشكار ساز نسـبت بـه گازهـاي غيـر قابـل احتـراق ماننـد        
222

So,NO,OH,CO
x

 

اين خـواص آشـكار سـاز يـونش شـعله اي را بـه صـورت يـك         . ناحساس است 

مفيد براي اكثر نمونه هاي آلي ، از جمله آنهايي كـه بـا آب و     آشكار ساز عمومي

   ) ١٠. ( آورند   نيتروژن و گوگرد آلوده اند ، در مياكسيدهاي 
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  :   ١ـ آشكار ساز هدايت گرمايي  ٢

آشكار ساز هدايت گرمايي بر اساس تفاوت در رسـانايي گرمـايي گـاز حامـل و     

  )  ٩. (نمونه استوار است 

وسيله اي حس كن در آشكارساز رسانايي گرمايي متشـكل از يـك عنصـر گـرم     

ريكي است كه دماي آن در توان الكتريكـي ثابـت بـه رسـانايي     شده به طريق الكت

عنصر گرم شده ممكن اسـت يـك سـيم    . گرمايي گاز اطراف وسيله بستگي دارد 

مقاومـت سـيم يـا    . پلاتين ، طلا يا تنگستن و يا يك ترميستور نيمه رسـانا باشـد   

در ترميستور مقياسي از دماي آن است كه تا قسمتي به سرعتي بستگي دارد كه 

آن مولكولهاي گاز اطراف انـرژي گرمـايي را از عنصـر آشـكار سـاز بـه طـرف        

  ) .  ١٠( كند   ديواره هاي يك بلوك فلزي كه سيستم در آن قرار دارد هدايت مي

رسانايي گرمايي هيدروژن و هليم تقريباً شش تا ده برابر رسانايي گرمايي اكثـر  

از يـك مـادة آلـي باعـث       كمـي بنابراين حضور حتي مقـادير  . تركيبات آلي است 

در نتيجـه ،  . شـود    كاهش زيادي در رسانايي گرمايي سيال خروجي ستون مـي 

  )  ١٠. ( شود   آشكار ساز متحمل افزايش قابل توجهي در دما مي

ك  مزاياي آشكار ساز رسانايي گرمايي عبـارت انـد از سـادگي ، گسـترة دينـامي     

آلـي و گونـة معـدني و مشخصـة      آن نسبت بـه گونـة    خطي زياد ، جواب عمومي

نــاتخريبي آن كــه جمــع آوري جســم حــل شــده را بعــد از آشكارســازي ممكــن 

                                           
1 Thermal conductivity Detector ( tce ) 
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محدوديت آشكار ساز رسـانايي گرمـايي عبـارت اسـت از حساسـيت      . سازد   مي

   ) ١٠. ( نسبتاً پائين آن 

  :  ١ـ آشكار ساز جذب الكترون  ٣

ل از سـتون از  در مورد آشكار سازهاي جذب الكتـرون ، سـيال خروجـي حاص ـ   

ماننـد  ) كنـد    يك تركيب پرتـوزا كـه الكتـرون نشـر مـي     ( روي يك نشر كننده بتا 

Ni63 شود يك ا لكترون از نشر كننده باعث يونش گـاز    يا تريتيم عبور داده مي

در . آيـد    و تـوده اي از الكترونهـا بـه دسـت مـي     ) اغلب نيتروژن( شود   حمل مي

اي آلي ، جريان ثابـت ايسـتا بـين يـك زوج الكتـرود از ايـن يـونش        غياب گونه ه

با وجود اين در حضور مولكولهـاي آلـي كـه تمايـل بـه جـذب       . شود   حاصل مي

  )  ١٠. ( يابد   الكترون دارند جريان كاهش مي

آشكار ساز جذب الكترون در جواب خود گزينشي است و نسـبت بـه گروههـاي    

لوژنهـا ، پروكسـيدها ، كينونهـا و گروههـاي نيتـرو      عاملي الكترونگاتيو ماننـد ها 

اين آشكار ساز نسبت به تركيباتي مانند آمين ها ، الكلهـا و  . بسيار حساس است 

يك كاربرد عمـده ايـن آشـكار سـاز در رديـابي و      . هيدروكربنها ناحساس است 

   )١٠. (تعيين مقدار حشره كش هاي كلردار بوده است

بسيار حساس اند و اين مزيت را دارند كـه نمونـه   آشكار سازهاي جذب الكترون 

  )  ١٠. (  كنند   را به مقدار قابل توجهي مصرف نمي

                                           
1 Electron Capture Detector (ECD ) 
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  فصل سومفصل سوم
  

  

  روش ه�ي ������روش ه�ي ������
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  روش هاي آناليز   ٣ـ  ١

  شناسايي و روشهاي رنگ سنجي   ٣ـ  ١ـ  ١

يك روش مختصر و مفيد شامل واكـنش آمانتـادين هيدروكلرايـد بـا اسـتيك       -

شود كه   توليد مي . acetanidoadamatane -1. باشد   د در پيريدين ميانهيد راي

  )  ١٣( باشد   مي ١٥٠تاْ  ١٤٧ oداراي دامنه ذوبي در حدود 

آمانتادين هيدروكلرايد به واكنش هاي شاخص آمين هـاي نـوع اول پاسـخ     - -

و محلـول دي  % ٣٠ در صورت افزودن تري كلرواستيك اسيد. دهند   مثبت مي

به آمانتادين هيدروكلرايـد حـل نشـده در متانـل ـ      %  ٢/٠متيل آمين بنزآلدئيد 

شـود كـه     دقيقه در دماي اتـاق تشـكيل مـي    ١٠استونيتريل محصول در مدت 

  ) ١٣. (رنگ زرد درخشاني دارد 

ــا   - ــد بـ ــادين هيدروكلرايـ ــورو  -١آمانتـ ــزن در  – ٤و  ٢ –فلوئـ دي نيتروبنـ

يا دماي اتاق بـه   ٦٥واكنش در دمايْ . دهد   واكنش مي pH = ٩استونيتريل در

   ) ١٣. ( شود   شب انجام شده و رنگ زردي ايجاد مي ١مدت 

  تيتراسيون   ٣ـ  ١ـ  ٢

  )  ١٣. ( يك روش مفيد استفاده از اسيد پركلريك و معرف كريستال و يوله است 

  اسپكترومتري   ٣ـ  ١ـ  ٣

آن اســتفاده شــده  NMRروكلرايــد از طيــف بــراي تعيــين مقــدار آمانتــادين هيد

  )  ١٣.(است
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،  ٤٠،  ٩٥،  ٥٧،  ١٥١،  ٩٤: آمانتادين پيكهاي شاخص عبارتنـد از   Massدر طيف 

٥. (   ١٠٨،  ٥٨،  ٤١  (  

  كروماتوگرافي لايه نازك    ٣ـ  ١ـ  ٤

  معرف  فاز متحرك  فاز نگهدارنده

 –استيك اسيد  –بوتانل   سيليكاژل

  آب

  نينهيدرين

  )٤:١:٥(    

  دراژندورف  %١-%٢٥ NH3 –متانل   F254سيليكاژل

بنزن  –متانل  –كلروفرم   Gسيليكاژل

– NH3 ٢٥%  

  دراژندرف

  

   ( GC )گاز ـ مايع كروماتوگرافي   ٣ـ  ١ـ  ٥

روش مناسب پيشنهاد شده براي انـدازه گيـري آمانتـادين هيدروكلرايـد توسـط      

كارخانه هاي داروسازي گاز كروماتوگرافي است كه خلاصـه مقـالات و روشـها    

  . شود   بعداً ذكر مي

    ( HPLC )كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا   ٣ـ  ١ـ  ٦

د بـالا نيـز انـدازه گيـري     آمانتادين هيدروكلرايد توسط كروماتوگرافي بـا كـاركر  

  . شود   شده است كه خلاصه مقالات بعداً ذكر مي
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    الكتروشيمي   ٣ـ  ١ـ  ٧

  اكسيداسيون آمانتادين در تري فلوئرواستيك اسيد موجهاي آنديك متعددي مـي 

302:اطلاعات ولتامتري عبارتند از . دهد 
1
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 )١٣(  

ين براي تعيين مقدار آمانتادين از روشهاي كولـومتري نيـز اسـتفاده شـده     همچن

  ) ١٣. ( است 

  فلورسانس اسپكترومتري  ٣ـ  ١ـ  ٨

 pH=  ٥ميكرومول ، بعـد از اسـتخراج در    ١در غلظت  Fluores camineواكنش با 

  . دهد   نانومتر مي ٣٩٥ ex/٤٧٥ emدر   با اتيل استات محصولي با ماكزيممي

  )  ١٣. ( ميكروگرم در ميلي ليتر است  ١حد قابل تشخيص 

  بازنگري مقالات آناليز پلاسمايي آمانتادين هيدروكلرايد   ٣ـ  ٢

روشي را بـراي انـدازه    Shujiro GoyaAو   Hiroyuki Fujino، ١٩٩٠ـ در سال   ١

در اين روش آمانتادين به . رائه دادند ا HPLCگيري آمانتادين به وسيله دستگاه 

در   amino-7-methoxy coumarin ( Difluorotriazinyl -4,6 ) – 3وسيله واكنشگر

و به . دقيقه به مشتق فلورسانس دارد تبديل شد  ٥به مدت  co١٤٠بنزن در دماي 

 fmal٢٥٠ن روش حد تشخيص در اي. وسيله دتكتور فلورسانس تعيين مقدار شد 

   ) ١٤. ( ميكروليتر ادرار بود  ١٠٠در 

  DAVID C . LOCKE , JOHN , T . SCHMERMUND ١٩٩٠ـ در سـال    ٢

 photoionization )روشي را براي اندازه گيري آمانتادين با دتكتور فوتويونيزان 
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در ايـن مطالعـه از سيسـتم فـاز معكـوس و فـاز       . ارائـه دادنـد    HPLCدسـتگاه   (

حـد   –. آب ـ متانول ـ تري اتيل آمين ارتوفسـفريك اسـيد اسـتفاده شـد       متحرك 

  )  ١٥.( در هر تزريق بود 25ngتشخيص 

و همكــاران  J.TEEUWSEN , F.A.L VAN DERHORST ١٩٩٠ـ در ســال   ٣

ارائـه   HPLCروشي را براي اندازه گيري آمانتادين در ادرار با استفاده از روش 

كـاتيوني بـراي مشـتق سـازي آمانتـادين بـا       در ايـن روش ميسـل هـاي    . كردند 

ــور ــد   fluoro-2,4-dinitrobenzene-1كروموف ــتفاده ش ــور . در ادرار اس در حض

mMستيل تري متيل آمونيوم برومايد واكنش تبديل آمانتـادين بـه مشـتق آن     ٩٠

 از سيسـتم فـاز معكـوس   . كامـل شـد    pH=  ١و  co٦٠دقيقه در دماي  ٤در مدت 

HPLC  استفاده شد و حد تشخيص در اين روش
ml

ng١٦. ( بود  ٧٥  (  

در آمريكـا روشـي را بـراي     Ira S.Krull , Feng-Xiang Zhou ١٩٩٣ـ در سال   ٤

 automated solid phaseانــدازه گيــري آمانتــادين در پلاســما و ادرار بوســيله 

derivatization   مشـتق سـازي و اسـتخراج همزمـان      در ايـن روش . ارائه كردنـد

واكنشگرمشـتق سـاز فـاز جامـد      Fluoreneacetate-9مايعات بيولوژيـك بوسـيله   

  . انجام شد

مشتق آمانتادين در سيستم فاز معكوس جداسازي و بوسيله دتكتور فلورسانس 

حساسيت روش آنها براي اندازه گيـري آمانتـادين در ادرار و   . اندازه گيري شد 

  )  ١٧) ( ميكروليتر  ٥٠حجم تزريق . ( نانوگرم بود  ٧٩/٠و  ٧٤/٠پلاسما  
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روشي را براي اندازه  .Knight Vو   Noall MW , Stumph mj ١٩٨٠ـ در سال   ٥

در . گيري آمانتادين در ادرار به وسيله دستگاه گاز كرومـاتوگراف ارائـه دادنـد    

نمونـه هـاي   . ه شـد  اين روش از بتا ـ فنيل اتيل آمين به عنوان استاندارد اسـتفاد  

فـاز آلـي جـدا    . ميلي ليتر كلروفرم اسـتخراج شـدند    ٥/٠ادراري قليايي شده و با 

پاسـخ خطـي در   . شده و مستقيماً به دستگاه گـاز كرومـاتوگرافي تزريـق شـدند     

حـد قابـل تشـخيص    . ميلي گـرم در ميلـي ليتـر مشـاهده شـد       ١٢٥تا  ٢محدوده 

ml
mg١٨. ( بود  ٥/٠  (  

در اين مطالعه حساسيت روش بسيار پائين است و در واقع بـراي انـدازه گيـري    

ـ فنيـل اتيـل     ٢از طرفـي در ايـن روش از   . آمانتادين در پلاسما حساسيت ندارد 

باشد   آمين به عنوان استاندارد داخلي استفاده شده است كه يك ماده اندوژن مي

  . شود   و در ادرار به مقدار قابل توجه ترشح مي

روش ديگري براي انـدازه گيـري آمانتـادين هيدروكلرايـد در      ١٩٨٠ـ در سال   ٦

ــط    ــان توسـ ــما و ادرار انسـ  FRANCOLSEو   ANTOINE SIOUFIپلاسـ

POMMIER  در اين روش از آمفتامين سـولفات بـه عنـوان اسـتاندارد     . ارائه شد

در ايـن  . د داخلي و از تري كلرواستيل كلرايد به عنوان مشـتق سـاز اسـتفاده ش ـ   

ميلي ليتر از استاندارد داخلي به يك لولـه آزمـايش در دار منتقـل شـد و      ١روش 

ميلي ليتر سديم هيدروكسـيايد   ١، ) ادرار يا پلاسما ( ميلي ليتر از نمونه  ١سپس 

 ١٥محتويات لولـه آزمـايش بـه مـدت     . ميلي ليتر تولوئن اضافه شد  ٢مولار و  ١
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يافـت    افـزايش مـي   ٣٠٠ pm rي كـه بتـدريج تـا    دقيقه به طور مكانيكي بـا سـرعت  

فــاز . ســانتريفوژ شــد  ٤٨٠٠ rpmدقيقــه در  ١٠ســپس بــه مــدت . مخلــوط شــد 

تري كلرواسـتيل  % ٢ميكرو ليتر از محلول  ١٠. تولوئني به لوله ديگري منتقل شد 

 ٧٠ coدقيقه در دمـاي   ٣٠كلرايد در تولوئن به آن اضافه شد و محتويات به مدت 

بعد از خنك شدن و رسيدن به دماي اتاق مقدار اضافي مشـتق  . حرارت داده شد

لولـه آزمـايش   . مولار خنثي شد  ١ليتر سديم هيدروكسايد  ميلي ١ساز به وسيله 

 ٣مقدار . دقيقه به طور مكانيكي تكان داده شد و سپس سانتريفوژ شد  ٥به مدت 

 – Ni electrnز كرومـاتوگراف بـا دتكتـور    ميكروليتر از فاز آلي بـه دسـتگاه گـا   

capture نـانوگرم در ميلـي ليتـر     ١٠حـد تشـخيص در ايـن روش    . تزريق شد  ٦٣

  )  ١٩.( بود

توان اندازه گرفت اما اين روش   در اين مطالعه سطوح پائين پلاسماي دارو را مي

براي نياز به تشكيل كامل و مناسب مشتق را دارد و از طرفي هم زمان زيادي را 

  . و مراحل آماده سازي نمونه طولاني است . كامل شدن نياز دارد 

و  PLERRE M. BELANGERتوسـط   ١٩٨٢ـ در مطالعه ديگري كـه در سـال     ٧

ODETTE GRECh – BELANGER        انجـام گرفـت روشـي بـراي انـدازه گيـري

 در. آمانتادين در پلاسما و ادرار به وسيله دستگاه گاز كروماتوگراف ارائه شـد  

پر شده بود و  Gas – chromQوستون شيشه اي كه با  FIDاين روش از دتكتور 

از كلرفنترامين هيدروكلرايد بـه  . پوشيده شده بود استفاده شد  Apiezon L5%با 
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ميلـي ليتـر پلاسـما بـه      ١ـ   ٣در ايـن روش  . عنوان استاندارد داخلي استفاده شد

نرمـال قليـائي شـد ،     ٢ايد  ميلي ليتـر سـديم هيدروكس ـ   ٥/٠وسيله اضافه كردن 

استاندارد داخلي اضافه شد ، سپس مخلوط به وسيله اتر تقطيـر شـده اسـتخراج    

ميلــي ليتــر اســيد  ٣، ســپس فازهــاي اتــري جمـع آوري شــده و  ) بــار  ٣. ( شـد  

دقيقه روي ورتكـس مخلـوط    ١نرمال به آن اضافه شد و به مدت  ٢هيدروكلريك 

اضافه شد ، سـپس  % ١٠، سديم هيدوركسايد  ميلي ليتر ٣شد ، سپس به فاز آبي 

ميلي ليتر ايزوپروپانل به  ١/٠و در نهايت ) بار  ٣( استخراج توسط اتر انجام شد 

ميكروليتـر تغلـيظ    ٢٠ـ   ٤٠تـا حـد     co٤٤حاصل استخراج اضافه شد و در دماي 

آمانتــادين در ايــن روش . شــد و بــه دســتگاه گــاز كرومــاتوگراف تزريــق شــد  

 ١/٠ـ    ٥ميكروگــرم در ادرار و  ٤ـ    ١٦٠هيدروكلرايــد در  محــدودة غلظتــي   

  )  ٢٠. ( ميكروگرم در پلاسما اندازه گيري شد 

داشت و اكثر نمونه ها در مرحلـه آمـاده سـازي بـر       اين روش تكرار پذيري كمي

از دادند كه جـدا كـردن ف ـ    اثر افزودن سود كوآگوله شده و تشكيل يك فاز را مي

آلي و مايي و ممكن نبود در نتيجه ادامه آزمايش را بر روي آن نمونه غير عملـي  

  . نمود   مي

انجام شد روشـي   ١٩٩٣در سال   .Rakstraw Dـ در مطالعه ديگري كه توسط   ٨

براي اندازه گيري آمانتادين در پلاسـما بـه وسـيله دسـتگاه گـاز كرومـاتوگراف       

از مشتق سازپنتا فلوروبنزوئيل كلرايد مشـتق   در اين روش با استفاده. ارائه شد 
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آمانتادين و استاندارد . تهيه شد  Ni  electron – capture 63مناسبي براي دتكتور 

هر دو مـاده بـا   . ، در محيط بازي با تولوئن استخراج شدند ) ريمانتادين ( داخلي 

تزريـق   cْ١٨٠در دمـاي   Hp-1مشتق ساز ، مشتق سازي شده بـه سـتون كـاپيلر    

  )  ٢١. ( نانگرم در ميلي ليتر بود  ٣/٢حد تشخيص در اين روش . شدند 

  جهت آناليز آمانتادين در پلاسما  GCـ طراحي روش  ٣ـ  ٣

  ـ ستون  ٣ـ  ٣ـ  ١

  ـ نوع ستون  ٣ـ  ٣ـ  ١ـ  ١

به منظور بدست آوردن روشي با حداكثر جداسازي و زمان بازداري مطلـوب از  

ــاي  نســتو ــاي . اســتفاده شــد  Packedو  Capillarه : شــامل  Packedســتون ه

Carbowax  )قطبي ( ،OV-17  ) نيمه قطبي ( ،OV – 101  ) غير قطبي ( ،ـ   ١OV  )

  . آزمايش شدند ) نيمه قطبي (  DB – 1701و ستون كاپيلر ) غير قطبي ترين 

  . بدست آمد  OV – 17بهترين جداسازي با ستون 

  ـ دماي ستون  ٣ـ  ٣ـ  ١ـ  ٢

. در اين روش و دماي ستون با اسـتفاده از برنامـه ريـزي دمـايي تنظـيم گشـت       

دقيقـه   ٥به مـدت   co١٠٠بطوريكه پس از آزمون هاي مكرر در دماي اوليه ستون 

درجـه در دقيقـه تـا رسـيدن بـه       ١٠انتخاب گشت بعد از اين مدت دما با سـرعت  

درجـه در   ١٠دقيقه در اين دما ماند سپس بـا سـرعت    ٢بالا رفت و  co١٣٠دماي 

  . رسيد  co٢٠٠دقيقه به دماي 



           �                                                                                                    ��    

                                                                                                      �      
»٣٩«

 �  

  ـ انتخاب استاندارد داخلي  ٣ـ  ٣ـ  ٢

پرامين و پسودوافدرين آزمايش شدند كه   سيكلوهگزيل آمين ، نقتيل آمين ، ايمي

و عدم تداخل با مواد آندوژن  پسودوافدرين به عنـوان   با توجه به زمان بازداري

  .مناسب ترين استاندارد داخلي انتخاب گشت

  ـ حلال استخراجي  ٣ـ  ٣ – ٣

كه با توجـه  . حلالهاي كلروفرم ، هگزان و دي اتيل اتر مورد بررسي قرار گرفتند 

  . بدست آمد به ميزان بازيافت و نيز انتخاب پذيري بهترين نتايج  با دي اتيل اتر  

    ـ آماده سازي نمونه هاي سرمي ٣ـ  ٣ـ  ٤

  خصوصيات خون و انواع روشهاي استخراج -٣-٣-٤-١

خون، پلاسما يا (با توجه به اهميت بسيار بالاي استخراج دارو از مايعات زيستي 

و انـواع  ) خـون (، لذا ابتدا مختصري راجـع بـه ايـن مـايع زيسـتي      ) سرم و ادرار

ضيح داده مـي شـود و يـك مقايسـه نسـبي نيـز بـين ايـن         روشهاي استخراج تو

  .روشها و مزايا و معايب آنها نسبت به هم ارائه مي گردد

خون پيچيده ترين مايع زيستي است كه پس از دريافت از انسان و يا حيـوان بـه   

صورت مايعي شفاف و بافر شده محتوي پروتئين هاي محلـول، چربيهـا و نمـك    

خوشبختانه جـزء اصـلي خـون    . هاي معلق مي باشدهاي محلول در آب و سلول 

يعني گلبولهاي قرمز يا ارپترويست ها بـه سـادگي از محلـول شـفاف يـا پلاسـما       

توسط سانتريفوژ كردن قابل جداسازي است، معهـذا در صـورت عـدم دقـت در     
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عملكرد با خون سلولها مي توانند شكسته شده و روش عملي جداسـازي بسـيار   

  .پيچيده گردد

ر كلي هيچگاه خون به طور مستقيم استخراج نشده، بلكه ابتدا هميشه سرم به طو

يــا پلاســما تهيــه و ســپس بقيــه عمليــات بــر روي آنهــا صــورت مــي پــذيرد، در 

صورتيكه مستقيم از خون صورت پذيرد بايد تدابير لازم جهت اجتناب از پـارگي  

  .سلولهاي قرمز اتخاذ گردد

د مقادير بالايي از پروتئين ها در آنان از خصوصيات اصلي سرم و پلاسما وجو

است كه خود پروتئين ها از نظـر خصوصـيات فيزيكـي و شـيميايي بـا مولكـول       

كوچك دارو بسيار متفاوتند و اين موضوع اهميـت بيشـتر جداسـازي را روشـن     

بـه طـور كلـي هـدف اصـلي اسـتخراج حـدااكثر مقـدار دارو و بـاقي          . سـازد    مي

  ) ٨.(باشد  زاحم ميگذاشتن مواد ناخواسته و م

  جهت استخراج دارو از سرم يا پلاسما روشـهاي مختلفـي وجـود دارد ، كـه مـي     

  : توان از روشهاي ذيل نام برد 

   ( ultrafiltration )ـ صاف نمودن ذرات بسيار ريز  ١

  ـ دياليز  ٢

  ـ رسوب دادن پروتئين ها  ٣

  ـ استفاده از آنزيم هاي تجزيه كننده پروتئين ها  ٤

  حجم از حلال آلي ٣تا  ٢استخراج توسط  ـ ٥
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  ـ به كار بردن كارتريج و رزين هاي تعويض يوني  ٦

هر كدام از اين روشها نسبت به هم مزايا و معايبي دارنـد كـه بصـورت خلاصـه     

  : شود   اشاره مي

روش صاف نمودن ذرات ريز و دياليز ، از مزاياي آنها سريع بودن و يـك   ٢و  ١

باشد، از طرف ديگر هـر گونـه انـدازه گيـري مسـتقيم        مي مرحله اي بودن روش

زان  تواند مقدار كـل داروي موجـود را ناديـده گرفتـه و فقـط مـي        مقدار دارو مي

ايـــن روش در جداســـازي داروي آزاد از داروي . داروي آزاد را تعـــين نمايـــد 

كمـك  اين عمل به . گيرد   مزدوج با پروئين ، هر روزه بيشتر مورد توجه قرار مي

بـه هـر   . صافي هاي مخصوصي مانند ورتينگتون و آميكـون قابـل انجـام اسـت     

صورت بايد توجه داشت چنـين مقـادير بسـيار پـائيني كـه بـراي داروهـاي آزاد        

باشـند ، بـه همـين      وجود دارد عموماً خارج از حد آشكارسـازي تجزيـه اي مـي   

  )  ٨. ( باشد   جهت تعيين مقدار كل دارد در پلاسما و سرم معمول مي

ترين روش رسوب دادن پروتئين و جداسازي محلول از   ـ ساده ترين و قديمي  ٣

پروتئين در اثر رسوب دادن تغييـر ماهيـت داده و اتصـال آن بـا دارو     . آن است 

. به نحوي كه به احتمال زياد دارو در محلول باقي خواهد مانـد  . شود  گسسته مي

توان اسـيد    روتئين طرفدار  دارند مياز معرفهاي اسيدي كه جهت رسوب دادن پ

كلرورآلومينيـوم  . تري كلرواستيك ، اسيد پركلريك و اسيد تنگستيك را نام بـرد  

. باشـد    هم روش مطمئني جهت رسوب دادن پروتئين ها در نمونه خون كامل مي
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اخيراً حلالي با قطبيت بالا مثل استونيتريل خصوصاً در مواردي كه مرحله بعدي 

  )  ١٨. ( از كروماتوگرافي با كارايي بالاست مورد توجه قرار گرفته است استفاده 

تغيير ماهيت و رسوب دادن پروتئين هاي سرم يا پلاسما قبل از اقدام به )  ٣ـ  ١( جدول 

  تجزيه دارو

  ملاحظات  روش

 ٩٠حـــــرارت دادن در 

ــه   ــانتيگراد ب ــه س درج

  دقيقه ٥ـ  ١٥مدت 

  تجزيه نمايدروش نامناسب ، ممكن است ماده را 

  روش نامناسب و وقت گير  انجماد ، ذوب مكرر

مناسـب در   7نهايي تقريبـاً   pHراندمان عالي ، رسوب هاي ريز ،   سود/ سولفات روي 

  درجه حرارت هاي پائين

نهـايي   >٣PHراندمان عالي ، معرف بايد سرد نگاه داشته شـود ،    اسيد پركلريك

انفجـار ، اغلـب تركيبـات     ممكن است نمونه را تجزيه نمايد ، خطـر 

  .قليايي قابل استخراج با بازدهي بالا هستند 

راندمان خوب ، معرف سـرد نگـاه داششـته شـود ، خـارج كـردن         اسيد تري كلرواستيك

  .نمونه مورد تجزيه ممكن است مشكل شود 

حجم براي تغيير ماهيـت كامـل پـروتئين ، فلوكهـاي گسسـته       ٥/١  استونيتريل

دهــد ،   همــراه پــروتئين بســيار  كــاهش مــي رســوب دارو را بــه 

  در مرحله بعد HPLCمخصوصاً مناسب براي 

براي تركيبات قليائي از سولفات آمونيوم يا اسـيد تنگسـتيك بهتـر      آلومينيوم كلريد

  .باشد   مي

توان با استفاده از آنزيم هاي تجزيه كننـدة پـروتئين تغييـر      ـ پروئين ها را مي  ٤

اين قبيل آنزيم ها بيشتر در آماده سازي بافتها جهت تجزيـه  هر چند . ماهيت داد 
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شود ، در اين راستا آنزيم سوبتيليسين جهـت هضـم پـروتئين هـاي       استفاده مي

  )  ٨. ( پلاسما با موفقيت به كار گرفته شده است 

توانند اتصال شديد با پروتئين هاي پلاسما برقرار نماينـد    ـ اگر چه داروها مي  ٥

توانـد    هاي مناسب ماده مـورد نظـر مـي    pHايند بازگشتني است و در اما اين فر

زان تفكيـك بـه داخـل فـاز آلـي بـراي        اگـر مـي  . توسط حلال آلي استخراج گردد 

صورت غير يونيزه دارو بالا باشد ، تعادل مزدوج شدن با پـروتئين ، بـه نحـوي    

قابل تغيير است كه استخراج موثر به داخل فاز آلي را ممكن سازد به مقدار كافي 

 ٢روش عملكرد افزودن حجم مساوي از بافر مناسب به نمونه استخراج توسط . 

برتـري ايـن روش حـذف مرحلـه صـاف كـردن و       . حجم از حلال آلي است  ٣تا 

جداسازي فاز مايع بوده و همچنين امكان بكـارگيري آن در تجزيـه هـاي پـي در     

و بـه افـزايش در آزمايشـگاه    و اين يـك خواسـت ر  . پي تعداد زيادي نمونه است 

  . دهند   داروها در مايعات زيستي را انجام مي  هايي است كه تجزيه كمي

ـ يكي ديگر از روشهاي ساده ، افزودن نمونه خام بـه سـتوني از مـاده جـاذب       ٦

شـود ، پيشـنهاد شـده      جهت تغليظ دارو كه سپس  توسط حلال آلي شسـته مـي  

بايد قدرت كافي جداسازي تمام دارو از   ه ميمواد جاذب به كار گرفته شد. است 

پروتئين را داشته و در عين حال از ملايمت مناسب كه امكان رها شـدن دارو در  

از كربن فعال شـده  . مرحله شستشو با فاز آلي را فراهم سازد ، برخوردار باشد 
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به صورت افزودن مستقيم آن به نمونه و يا با اسـتفاده از روش سـتوني ، بـدين    

  . نظور استفاده شده است م

و نظاير آنها از قبيل فازهـاي ثابـت بكـار     ٦ x ٣و  xAD-2كاربرد رزينهايي مانند 

گرفتــه شــده در كرومــاتوگرافي مــايع بــا كــارايي بــالا ماننــد ســليكا متصــل بــه  

كربنه كه به صورت كارتريج در بـازار موجودنـد ، نيـز بسـيار      ١٨هيدروكربور 

   ) ٨. ( معمول گرديده است 

  ها به روش هاي ذكر شده در بالا مـي   پس از رسوب پروتئين نمونه هاي سرمي

توان يا مستقيماً از نمونه بدسـت آمـده بـه دسـتگاه تزريـق نمـود و يـا از روش        

استخراج مايع ـ مايع استفاده نمود ، مزيت اين روش اين اسـت كـه در نهايـت بـا      

ي غلظت هاي كم نمونـه در  كاهش حجم نمونه و افزايش غلظت همراه است كه برا

  . محيط هاي بيولوژيك بسيار مفيد است 

حـداكثر  ( به طور كلي هدف اصلي استخراج ورود حداكثر مقدار دارو به فاز آلي 

ايـن  ) : انتخـاب پـذيري   ( و باقي گذاشتن مواد ناخواسته و مزاحم است )  بازيافت

يا قطبيت حـلال آلـي   و  pHاي از اقداماتي چون تنظيم  هدف غالباً توسط مجموعه

  . قابل حصول است 

شود تعداد دفعات استخراج با فـاز    جهت بالا بردن راندمان استخراج پيشنهاد مي

آلي را بالا برده و در نهايت براي كاهش حجم نمونه از روش خشك كردن نمونه 

  . و تنظيم حجم با فاز متحرك استفاده شود 
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  مايش ـ روش مورد استفاده در آز ٣ـ  ٣ـ  ٤ـ  ٢

بـه روش رسـوب پروتئيــن و سـپس اسـتخراج        آماده سازي نمونه هاي سرمي

  . صورت گرفت 

  : مواد بكار برده شده جهت ترسيب عبارت بودند از 

  ـ استونيتريل  ١

  مولار  ٢سود / مولار  ٧/٠ـ سولفات روي  ٢

  %٣٥ـ اسيد پركلريك  ٣

  . ناسب نبود روش اول به دليل حلاليت كم آمانتادين در استونيتريل م

در روش دوم احتمال يك فاز شدن نمونه هـاي پلاسـمايي بـالا بـود و از طرفـي      

تبـديل  ) صورت بـازي آن  ( آمانتادين هيدروكلرايد در حضور سود به آمانتادين 

شد و احتمال رسوب آن همراه پروتئين ها و وارد نشـدن بـه فـاز مـايي بـالا        مي

  . بود 

در ايـن روش  . رسوب پروتئين ها اسـتفاه شـد   در نهايت از اسيد پركلريك جهت 

ميلي ليتر اسيد پركلريـك اضـافه شـد و بعـد بـا       ٥/٠  ميلي ليتر نمونه سرمي ٢به 

  . دقيقه سانتريفوژ شد  ١٠به مدت  ٤٠٠٠ rpmسرعت 

پس از رسوب پروتئين توسط اسـيد پركلريـك اسـتخراج آمانتـادين از فازمـايي      

  ذكـر مـي  )  ٣ـ   ٤ـ   ٣( گرفت كـه در بخـش   توسط دي اتيل اتر تقطير شده انجام 

  . شود 
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  ـ تعيين مقدار آمانتادين هيدروكلرايد در سرم  ٣ـ  ٤

  دستگاهها ، وسايل و مواد مورد نياز  ٣ـ  ٤ـ  ١

  ـ دستگاهها و وسايل مورد نياز  ٣ـ  ٤ـ  ١ـ  ١

   شركت          مدل             دستگاه

  Z 200A      HERMLE        سانتريفوژ -

  HEIDOLPH                      -            ورتكس  -

- GC  ساخت شركت  8700با مدلPERKIN – ELMER  متشكل از  

OV17 on chromosorb WHP 100/120-2m tmax = 350%3ستون پر شده  - o  

  FIDدتكتور  -

  ـ مواد مورد نياز  ٣ـ  ٤ـ  ١ـ  ٢

   ( Merck . Art 00926 )دي اتيل اتر  -

   ( Merck . Art 995 )لكل ايزوپروپيل ا -

  پودر آمانتادين هيدروكلرايد شركت  توليددارو -

  pEH-02-02-123پودر پسودوافدرين هيدروكلرايد كشور هند بچ نامبر  -

  ( Merck . Art 106)هيدروكسيد سديم  -

  اسيد پركلريك  -



           �                                                                                                    ��    

                                                                                                      �      
»٤٧«

 �  

  شرايط كروماتوگرافي   ـ ٣ـ  ٤ـ  ٢

، دمـاي  )  ٨٠ PSIبـا فشـار   ( ميلي ليتـر در دقيقـه    ٤٠سرعت گاز حامل نيتروژن 

، دمـاي سـتون بـا اسـتفاده از برنامـه       co٢٨٠، دماي دتكتور  ٢٥٠ coمحل تزريق 

دقيقه ، بعد از اين مدت دمـا بـا    ٥به مدت  co١٠٠دماي اوليه ستون : ريزي دمايي 

دقيقـه در ايـن    ٢بـالا رفـت و    ١٣٠رسيدن به دمايْ درجه در دقيقه تا  ١٠سرعت 

  . بالا رفت  ٢٠٠در دقيقه تاْ  ١٠دما ماند سپس با سرعتْ 

   High: حساسيت دستگاه 

    ـ آماده سازي نمونه هاي سرمي ٣ـ  ٤ـ  ٣

ميكروليتـر   ٢٠٠+ ميكروليتـر پلاسـما    ١٨٠٠شامل (   ميلي ليتر نمونه سرمي ٢به 

ميلـي ليتـر از    ٥/٠، مقدار ) روكلرايد با غلظت مشخص محلول آبي آمانتادين هيد

ميكروگرم در ميلي ليتر به  ١٠٠محلول مايي پسودوافدرين هيدروكلرايد با غلظت 

ميلـي ليتـر    ٥/٠سپس مقدار . عنوان استاندارد داخلي اضافه شده و مخلوط گشت

دور در  ٤٠٠٠بـه آن افـزوده و مخلـوط حاصـل بـا سـرعت       % ٣٥اسيد پركلريك 

ميلي ليتر  ٥/١به محلول شفاف رويي . دقيقه سانتريفوژ شد  ١٠قه براي مدت دقي

ميلي ليتر دي اتيل اتر تقطير شده به آن اضـافه   ٣نرمال افزوده وس پس  ٢سود 

مرحلـة  . سپس فاز اتري جمع آوري شد . ثانيه ورتكس گرديد  ٣٠شد و به مدت 

 ١٠٠هاي اتري جمع آوري شده در پايان با فاز. بار تكرار  شد  ٣استخراج با اتر 
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نمونه با استفاده از جريان گاز ازت تا حـدود  . ميكروليتر ايزوپروپانل اضافه شد 

  . تزريق شد  GCميكروليتر تغليظ و تنظيم حجم شد و از آن به ستون  ٢٠٠

    ـ منحني كاليبراسيون سرمي ٣ـ  ٤ـ  ٤

انتـادين بـا غلظـت    جهت رسم منحني استاندارد ، محلول هـاي اسـتانداردي از آم  

ميكروگــرم در ميلــي ليتــر در ســرم  ١٠٠و   ٨٠،  ٦٠،  ٤٠،  ٢٠،  ١٠،  ٥،  ٠هــاي 

عاري از دارو تهيه گرديد و پس از آماده سازي مطابق روش ذكر شده در بخش 

  .ميكروليتر از هر نمونه به ستون تزريق شد  ٢مقدار   ٣ـ  ٤ـ  ٣

و منحني كاليبراسـيون مربـوط بـا     بار تكرار گرديد ٣مراحل فوق براي هر نمونه 

محاسبه نسبت سطح آمانتادين به سطح اسـتاندارد داخلـي و بـا در نظـر گـرفتن      

  . انگين داده ها رسم شد و معادله خط بدست آمد  مي

  ـ ارزيابي تغييرات درون روزي و بين روزي  ٣ـ  ٤ـ  ٥

ليز جهت ارزيابي اعتبار روش و تعيـين تكرارپـذيري ، دقـت و صـحت روش آنـا     

بكار گرفته شده ، سه غلظت مشخص از آمانتادين هيدروكلريد به طور مجـزا در  

و ) ميكروگـرم در ميلـي ليتـر     ٨٠و  ٤٠،  ٥( سرم انسان عاري از دارو تهيه شـد  

ايـن  . نمونه ها آماده و تزريـق گشـت    ٣ـ   ٤ـ   ٣مطابق روش ذكر شده در بخش 

تا پايان مرحله محاسـبه   روند از مرحله تهيه كردن سه غلظت مختلف و مشخص

مرتبـه و در زمانهـاي مختلـف تكـرار شـد و       ٥همان غلظت ها در طول يـك روز  

نتايج را به عنوان ارزيابي درون روزي در نظر گرفته و يك بار نيز همان مراحـل  
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را در پنج روز متفاوت انجام داده و نتـايج را جهـت ارزيـابي بـين روزي منظـور      

  :ط ذيل دقت و صحت روش بدست آمد گردانده و با توجه به رواب

CV%100
Mean

SD
  ١دقت   =×=

  

        %Error   =٢صحت =     ×                                           ١٠٠  

  

  آمانتادين  ٣ـ درصد بازيافت  ٣ـ  ٤  ـ ٦

 ١٠٠و  ٢٠و  ٥  جهــت تعيــين درصــد بازيافــت آمانتــادين ، غلظــت هــاي ســرمي 

 ٣ـ   ٤ـ   ٣ميكروگرم در ميلي ليتر را از آن تهيه و مطابق روش مذكور در بخـش  

آماده و تزريق كرده و همان غلظت ها را در محلول مـايي نيـز تهيـه كـرده و بـر      

  . اساس رابطه زير درصد بازيافت آمانتادين بدست آمد 

  

  %بازيافت =   

                                           
1 precision 
2 Accuracy 
3 Recovery 

  غلظت محاسبه شده  –غلظت واقعي 

  غلظت واقعي

  

  سطح زيرمنحني در نمونه سرمي تهيه شده

  سطح زيرمنحني در محلول مايي
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  فصل چهارمفصل چهارم
  

  

  ����� و ������� و ��
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  ـ كروماتوگرام و زمان بازداري  ٤ـ  ١

حاوي داروي   عاري از دارو ، نمونه سرمي  كروماتوگرام حاصل از نمونه سرمي

 ٤ميكروگرم در ميلي ليتر و استاندارد داخلـي در شـكل    ٦٠اضافه شده به غلظت 

  . آمده است  ١ـ 

  . دقيقه بوده است  ٣٥/١٣و پسودوافدرين  ٤٣/٩زمان بازداري آمانتادين 

    ـ منحني كاليبراسيون سرمي ٤ـ  ٢

ــتاندارد   ــاي اسـ ــت هـ ــه غلظـ  ١٠٠،  ٨٠،  ٦٠،  ٤٠،  ٢٠،   ١٠،  ٥،  ٠پـــس از تهيـ

ميكروگرم در ميلي ليتر آمانتادين هيدروكلرايد در سرم عـاري از دارو بـه روش   

آناليز را انجام داده و بر اساس نسبت مساحت پيك  ٣ـ   ٤ـ   ٣ذكر شده در بخش 

رسم شده كـه    ت استاندارد داخلي منحني كاليبراسيون سرميآمانتادين به مساح

معادلـه  . گـردد    مشاهده مي ٤ـ   ٢و منحني در شكل )  ٤ـ   ١( نتايج آن در جدول 

  )  n=  ٣( خط بدست آمده و مشخصات آن به صورت زير است  

y= ٧٤٨/٠ x- ٠٩٧٦/٠    r=٩٩٨٣ 

x  :بر حسب ميكروگرم در ميلي ليتر   غلظت سرمي  

y  :بت سطح زير منحني آمانتادين به سطح زير منحني استاندارد داخلي نس  
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  انگين سطح پيك آمانتادين به سطح پيك استاندارد داخلي  مي)  ٤ـ  ١( جدول 

  ) n=  ٣( به ازاء غلظت هاي استاندارد  

  نتايج

  ( µg/ml)غلظت 
Mean  S . D  

٠  

٥  

١٠  

٢٠  

٤٠  

٦٠  

٨٠  

١٠٠  

٠  

٢/٠  

٦٢/٠  

٥٢/٠  

٩٩/٢  

١٢/٤  

٠٩/٦  

٣٤/٧  

٠  

٠١٥/٠  

٠٤٠/٠  

٢١٥/٠  

١١٨/٠  

١٤٣/٠  

٠٢١/٠  

١١٠/٠  

  

  

  

  

  

  

  منحني كاليبراسيون پلاسمايي آمانتادين)  ٤ـ  ٢( شكل 
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نمونه پلاسمايي حاوي  (A)كروماتوگرام حاصل از نمونه پلاسمايي بدون دارو  ١-٤شكل 

  (B)آمانتادين و استاندارد داخلي اضافه شده 
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  درون روزي و بين روزي  نتايج ارزيابي اعتبار روش و تغييرات ٤ـ  ٣

نتايج مربوط به تكرار پذيري و بررسي صحت روش آنـاليز پلاسـمايي در طـول    

آمـده  )  ٤ـ   ٣( و  )  ٤ـ   ٢( يك روز و روزهاي مختلـف بـه ترتيـب در جـدولهاي     

  . است 

  ـ تكرار پذيري روش آناليز در طول يك روز و بررسي صحت آن)  ٤ـ  ٢( جدول 

  µg/mlغلظت 

  

  رديف

5 40 80 

١  

٢  

٣  

٤  

٥  

Mean 

Sd 

%CV 

4.76 

5.92 

5.12 

4.30 

5.09 

5.038 

0.59 

11.7 

35.96 

36.14 

42.15 

37.72 

38.21 

38.036 

2.49 

6.5 

84.02 

75.21 

73.69 

77.15 

85.12 

79.03 

5.21 

6.5 
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  ـ تكرار پذيري روش آناليز در روزهاي مختلف و بررسي صحت آن)  ٤ـ  ٣( جدول 

  µg/mlغلظت 

  رديف 

٥ 
20 80 

١  

٢  

٣  

٤  

٥  

Mean 

Sd 

%CV 

٦٤/٤  

٣٨/٤  

٥٨/٣  

٣١/٣  

٧٨/٤  

١٣/٤  

٦٥/٠  

٨٧/١٥  

٣٥/٢١  

٤٦/١٨  

٦٢/١٩  

٥٧/٢٢  

٧٣/٢٠  

٥٤/٢٠  

٥٨/١  

٦٨/٧  

٥/٨١  

٣/٧٦  

٩/٧٧  

٨/٨٠  

٩/٧٨  

٠٨/٧٩  

٤٩/٤  

٦٨/٥  

  

بـل تعيـين مقـدار    تعيين محدوده قابل شناسايي و پائين ترين حـد قا   ـ   ٤ـ   ٤

  توسط روش آناليز 

و پائين ترين حد قابـل   ( Detction Limit )جهت محاسبه محدوده قابل شناسايي 

  . تعيين مقدار توسط روش آناليز از فرمولهاي زير استفاده شد 

S

3
DL

δ
=  



           �                                                                                                    ��    

                                                                                                      �      
»٥٦«

 �  

S

10
QL

δ
=  

δ =ستگاه انحراف از معيار پاسخ د  

S  = شيب منحني كاليبراسيون  

ميكروگـرم در   ٨/٠با استفاده از فرمولهاي فوق محـدوده قابـل شناسـايي روش    

ميكروگرم  ٦٧/٢ميلي ليتر و پائين ترين حد قابل تعيين مقدار توسط روش آناليز 

  . در ميلي ليتر بدست آمد 

  ـ تعيين درصد بازيافت آمانتادين  ٤ـ  ٥

ذكـر  ) ٤ـ   ٤( غلظـت متفـاوت در جـدول     ٣آمانتادين بـراي  نتايج درصد بازيافت 

شـود درصـد بازيافـت در محـدودة غلظـت        همانطور كه مشاهده مي. شده است 

  . بوده است  ١٢/١٠٠ ± ٤٥/٢ميكروگرم در ميلي ليتر برابر  ٥ـ  ١٠٠

  مقايسه با نمونه مايي  درصد بازيافت آمانتادين از نمونه پلاسمايي در)  ٤ـ  ٤( جدول 

 )٣  =n (  

  براي هر غلظت  Mean  ( µg/ml)نتايج غلظت 
SD  

٥  

٢٠  

١٠٠  

Mean  

SD  

٣٨/٩٨  

٩٣/١٠٢  

٠٧/٩٩  

١٢/١٠٠  

٤٥/٢  

٩٧/٢  

٦١/٢  

٧٣/٢  
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