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 اصولنقش  ،ییدارو یها یداریها، ناپا یکنترل ناخالص ،ییدارو یفراورده ها ه،یمواد اول یفیکنترل ک یبا روش ها ییدرس: آشنا یهدف کل

GMP در فرایند کنترل کیفیت نهایی 

 

 زیدر آنال ییایمیش یکاربرد واکنش هادوم:  فصل

 :بود دیفصل شما قادر خواه نیاز مطالعه ا پس

 دیینما انیرا ب یدستگاه شیمیایی و های به روش یآل باتیترک رییو اندازه گ یمشتق سازی و کاربرد آن در شناسائ.  

 رییاندازه گ ای ییشناسا ی و دستگاهییایمیرا بـه روش هـای مختلـف ش ـولیو ت یدروکسـیه یهای عامل حاوی گروه باتیترک 

 .دیینما

 دیکن رییگ را اندازه یهای داروئ آب موجود در فراورده زانیم. 

 لیکربوکسـ یگروه عامل، کربونیل یا نیحاوی گروه آم باتیترک رییاندازه گ ای ییبرای شناسا یو دستگاه ییایمیهای مختلف ش روش 

 .دیکن انیبرا مربوطـه  و مشـتقات

 

 مقدمه 

 یگاه ایو  ییدارو هیمواد اول یریاندازه گ یبرا ونیتراسـیت یهستند. مثلا روش ها ییایمیهای ش براساس واکنش یکیتیآنال یهاد مت اغلب

 یها کیتکن یکسریبه همراه  ،ییایمیش یاستفاده از واکنش ها ی. گاهمیکن یده مااستف ییایمیعنصری از واکنش ش زیاوقات در آنال

 ای یکیزید فمت کیو بعد از آن  میساز یمشتق م کی و میده یانجام م ییایمیکار ش کیمثلا ؛ شود یاست که به آن ها متصل م یدستگاه

 .میده شید را افزامت تیدقت و حساستا  میده یانجام م یدستگاه

چون  یباشد ول نییشود و راندمان پا یط یاست که ممکن است زمان طولان بیترک کیبه  دنیهدف رس میده یانجام م ییایمیکار ش یوقت

 .کار ارزشمند است نیاست باز هم ا بیهدف ساخت ترک

است که ما  نیکه تفاوت آن با روش قبل ا میاستفاده کن دارو زیو آنال یریاندازه گ یبرا یمیاست که از ش نیدرس هدف ا نیدر ا یول 

واکنش  کی یرا برا درصد( 02یا  02) راندمان کم کی میتوان یو نم میصرف کن بیترک کی یریاندازه گ یرا برا یزمان طولان میتوان ینم

  م.یریدر نظر بگ یکیتیآنال
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  :دو قسمت عمده وجود دارد یکیتیهای آنال روش  در

 .سازندیرا م d و  c و دهندی واکنش م b و  a مثلا شودی م جادیکه در آنها نمونه محصول ا ییواکنش ها ای ییایمیواکنش ش (1

اساس  نیشده و بر ا لیبه محصول تبد هیهمه ماده اول مییبگو میو بتوان میانتهای کار را انجام بده صیتشخ ای یینها رییاندازه گ (0

 .میرا انجام ده هیماده اول یریاندازه گ

 به طور کلی یک واکنش آنالیتیکی را می توان بصورت زیر نوشت:

 

 :ارزشمند باشد یکیتید آنالمت ییکه کارا نیا یبرا

 .میاستفاده کن یکیتیواکنش آنال کیبه عنوان  میتوانی نم یواکنش تعادل کیندارد. ما از  یما معن یبرا یکیتیتعادل در واکنش آنال (1

 .میرا در زمان مناسب انجام ده یریاندازه گ میمناسب باشد تا بتوان دیسرعت واکنش با (0

 یواکنش ها به واکنش ها نیا لیتبد یداشته باشند برا یسرعت کم ایباشند  یممکن است تعادل ییایمیش یاغلب واکنش ها چون

 .تا سرعت واکنش در حد مطلوب شود میحلال( انجام ده زور،یواکنش) دما، کاتال طیدر شراهایی  یدستکار دیبا یکیتیآنال

 

 ی ساز مشتق(Derivative formation) 

 یریقابل اندازه گ مایوقت ها خود دارو مستق یبعض یول میکن یریاندازه گ میبه روش مستق میتوان یرا م ییدارو بیاوقات خود ترک یبعض

 میساز یم دیجد بیترک کیو  میده یانجام م بیترک یرو ییایمیواکنش ش کی یعنی میساز یمشتق م کی بیاز آن ترک جهیدر نت ستین

  .میکن یم یریگ ازهرا اند دیجد بیترک نیکه ا

 کیتا  میدهی واکنش م ید(دریان کیمثلا است)معرف  کی. فنول را با میمقدار کن نییتع میتوانی را نم (C6H5OH)فنول بیفرضا ترک -

با  میکرد یریشده را اندازه گ جادیا یما مشتق استر یشود. وقت جادیهم ممکن است ا یو محصول جانب میکن جادیرا ا یمشتق استر

 .است هیفنول اول زانیمعادل با م یاستر بیمول ترک عدادهر ت یومتریمحاسبات استوک

 

 

 است هیمقدار استون اول نیشده مب جادیمشتق ا یریو اندازه گ میدهی واکنش م نیآم لیدروکسیمثلا استون را با ه ای -

 

 

 

 مشتق سازی در تجزیه دستگاهی 

 یبرا یجذب مناسب زانیکه م میساز یم یباتیاوقات ترک ی. گاهیدستگاه هیکاربرد دارد به خصوص در تجز یلیخ یساز مشتق

تا  میساز یم باتیاز ترک یمشتقات لیدل نیبه هم ؛ستندین یریقابل اندازه گ GC در ایندارند ( UV)مثلا به روش  یریاندازه گ

 .میببر یموجود پ هیو سپس به ماده اول میکن یریگ ندازها یدستگاه هیمشتقات را به روش تجز نیا میبتوان
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 یدر اسپکتروفتومتر یساز مشتق : 

 جادیرنگ خاص ا کیتا  میزن یمعرف م یها بعد از جداساز دیمثلا به آلکالوئ شوند یاستفاده م یدر اسپکتروفتومتر یرنگ یزهایمثلا آنال

 را بیطول موج جذب ترک قتیدر حق) میکن یم لیتبد یرنگ بیترک کیمعرف به  کیبدون رنگ را با واکنش با  بیترک یعنی؛ کند

 شود(. یجذب داشته باشد و رنگ یمرئ هیدر ناح بیتا ترک میده یم شیافزا

 .ندیگو یم (Chromogenic) واکنش ها رنگ زا  نیا به

)مثلا  فیط نییپا هیدر ناح بیاگر ترک ،HPLCه در دستگا UV دمثلا با مت ؛میکن یرا رنگ بیحتما ترک ستیاوقات هم اصلا لازم ن یبعض

 002در  زین باتیترک نیتداخل دارد )چون ا کیولوژیب باتیترک ریاز جمله حلال و سا گریاز مواد د یلیباشد با خداشته جذب ( نانومتر002

 یبالاتر یدر طول موج هابزرگتری دارند و      که  میکن جادیا یباتیترک میتوانی م باتیترک نیاز ا ینانومتر جذب دارند(. با مشتق ساز

 ریرا راحت تر و با تداخل کمتر با سا بیترک میتوانی طول موج جذب م شیبا افزا یول مینیبی نم یرنگ رییجذب داشته باشند پس تغ

 .میکن یریاندازه گ باتیترک

ترکیب،  PH رییبا تغ یعنیشود ؛ می UVباشد که موجب تغییر در طیف  باز–دیاس به سادگی یونیزاسیون می تواند یواکنش مشتق ساز

 می کند)افزایش یا کاهش(. رییجذب تغطول موج 

 در ناحیه  باتیترک یموج جذب طولUV ،دوگانه( کنژوگه وابسته استیپا یها وندیبه تعداد پ(. 

 

دوگانه  وندیسه پ یدیاس طیدر مح(اسید  کیتوری)باربتوراتیبارب -

ند در ه اقرار نگرفت (کنژوگه)انیدر م کی ها نیا یدارد ول

 فیط نییپا هیدر ناحآن  UV فیط .ندارد یجذب خوب جهینت

جذب دارند  هیاحن نیدر ا زیاز حلال ها ن یلیخ ولی جذب دارد

 UV زیاز آنال بیترک نیا یریاندازه گ یبرا توانی پس نم

 ( A یجذب فیاستفاده کرد )ط

 

. نیمک جادی( ا12)ییایقل PH با یبافر ستمیس کیحال اگر  -

 یوقت شودی ها کنده م تروژنیاز ن یکیمتصل به  دروژنیه

زوج الکترون آزاد  کیکنده شد  تروژنیمتصل به ن دروژنیه

 یرو تواندی زوج الکترون م نیکه ا ردیگی قرار م تروژنین یرو

اگر از و  رندیگی حاصله دو باند دوگانه به صورت کنژوگه قرار م بیوسط(. در ترک بیککند)تر جادیو باند دوگانه ا ردیقرار گ N-C باند

 (Bجذب پیدا می کند.)طیف جذبی  (،نانومتر 042حدود بالاتر) موج طولبگیریم در  UV فیط آن

 

 شود،ی کنده م زین تروژنین نیمتصل به دوم دروژنیهبا غلظت یک نرمال(  NaOH)استفاده از  میتر کن ییایرا باز هم قل طیمح اگر -

سوم( که مجموعه  بیدوگانه کنژوگه دارد)ترک وندیحاصله سه پ بیو ترک کندی م حادیباند دوگانه ا کیو  شودی م جادیزوج الکترون ا

 ( Cیجذب فی) ط.شود نانومتر( 062)حدود  ادیز بیترک یموج جذب ولط شوندی باعث م   و دوگانه کنژوگه  یها وندیپ

 

  کمتر تر و تداخل  راحت یریگ شود اندازه شتریو هر چه طول موج جذب ب میداد شیرا افزا      بیکردن ترک ترزهیونیپس با

  .شود یم
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و  (Selectivity) بودن یانتخابرا تحت تاثیر قرار دهدکه بدین ترتیب      و      می تواند دو پارامتر مهم  ییایمیواکنش ش کی

 آنالیز ممکن است تحت تاثیر قرار گیرد.  (Sensitivity)تیحساس

)مثل حلال یا ترکیبات  چون احتمال تداخل با سایر اجزا نمونهاست  یریتر قابل اندازه گ یانتخاب ؛میدهی م شیرا افزا      یوقت -

 .موجود در پلاسما در نمونه های بیولوژیکی( کمتر می شود

 یرا به راحت یکمتر ریو مقاد شودی م شترید بمت تیحساس فته است وای شیجذب افزا کیقله پ یعنی ابدی یم شیافزا     یوقت -

 .کرد یریاندازه گ توان یم

 مشتق سازی در اسپکتروفتومتری به وفور استفاده می شود: از

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  دی نیترو بنزوئیل کلراید واکنش دهیم یک واکنش آسیلیشن صورت می گیرد که سبب می شود ترکیب در  5و0اگر نمونه الکل را با

 اسپکتروفتومتری جذب بهتری بدهد.

  از واکنش فنول ها باFe   Ι   یا آبی بنفش( ایجاد می شود.ترکیبات رنگی)قرمز 

  در صورت دی آزوتایز کردن فنول ها با سولفانیلیک اسیدها واکنشCoupling د و سبب افزایش سیستم کونژوگه رخ می شو

 شود. می

 دی نیتروفنیل هیدرازین واکنش دهیم ترکیبات رنگی ایجاد می شود. 4و0کیبات کربونیل دار را با اگر تر 

  با برخی ترکیبات شیمیایی وارد واکنش شوند.آلدهیدها هم می توانند 

  در هنگام مشتق سازی و آنالیز اگر بتوانیم متد های شیمیایی اختصاصی برای یک ترکیب خاص پیدا کنیم؛ به خوبی می توان ترکیب

در واکنش فرمالدهید با  گیری کنیم. مثلا ها اندازه ها و بدون نیاز به استخراج آن مد نظر را در حضور سایر ترکیبات بدون دخالت آن

کنیم و اگر سایر آلدهید ها باشند تحت تاثیر  گیری می کروموتروپیک اسید )یک نفتالن سولفونیک اسید است(؛ فقط فرمالدهید را اندازه

  قرار نمی گیرند.

  دی نیتروبنزن واکنش داده و مشتق ایجاد می کند. 4و0-فلوئورو 1آمین های نوع اول و دوم با 

 بنفش ایجاد می کنند.-ها با نین هیدرین واکنش می دهند و ترکیبات رنگی آبی آمینواسید 
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 .آمین های آروماتیک نوع اول با نیتروس اسید و سپس با معرف بارتنُ مارشال می توانند واکنش دهند 

آزونیم بسیار واکنش  نمک های دی .ایجاد می کنند آزونیوم دی نمک و داده واکنش اول نوع آروماتیک های آمین با اسید نیتروس

پذیر و فعال هستند که می توانند با معرف های مختلف )برای مثال بارتُن مارشال( واکنش دهند و سیستم هایی ایجاد کنند که جذب 

 بالایی از خود نشان می دهند.

  استرها با هیدروکسیل آمین، هیدروکسیلامیک اسید ایجاد می کنند و در نهایت باFe   Ι  .ترکیبات رنگی به وجود می آورند 

 .باربیتورات ها با کبالت مشتق سازی می کنند 

 

 یمتریدر فلور یمشتق ساز  

اغلب ترکیبات شیمیایی و دارویی  دارد. )رنگ سنجی( مترییبالاتری از کلر تیپرکاربرد است که حدود هزار بار حساس اریبس یروش ها از

جذب داشته باشند ولی تعداد کمتری ترکیبات به طور طبیعی فلورسانس دارند در نتیجه مشتق سازی در روش  UVممکن است در ناحیه 

 فلوریمتری بسیار پر کاربردتر است تا بتوانیم در ترکیب فلورسانس ایجاد کنیم.

 ؛مثلا

 ریکسولفو  دیاس طیاستواستات در مح لیفنول ها با ات -

 نیدیکلروآکر 9نوع اول با  یها نیآم کیآرومات -

  نینوع اول با فلورسکام یها نیآم کیفاتیآل -

  دیآلدئ ینوع اول با اورتوفتال د یها نیآم -

واکنش می دهند تا فلورسانس ایجاد کنند. )و سایر موارد ذکرشده در 

 جدول مقابل(

 

 در گازکروماتوگراف یساز مشتق(یGC)  

 . دیایبتواند به صورت فاز بخار در ب دیبا بیترک ،یگازکروماتوگرافدر متد 

 :وجود دارد یبا گازکروماتوگراف زیقبل از آنال و مشتق سازی باتیترک ییایمیساختمان ش رییعمده جهت تغ لیدو دل

گیری نیستند و باید  انجام می دهیم فرار نیستند در نتیجه قابل اندازه GC؛ خیلی از ترکیبات در دمایی که ترکیبات افزایش فراریت (1

 مشتقی از آن ایجا کنیم که فراریت بالایی داشته باشد.

 

 GCترکیبات در  (detectabilityی)ابیرد افزایش قدرت (0

 شود. یعمل انجام م نیا زین ها کیتر پ نهیشکل قرو  بهتر ییگرما دارییپامثل  گرییالبته جهت موارد د

  

 زیآنال یها را با گاز کروماتوگراف که بتوان آنفراریت کافی ندارند  دارویی باتیاز ترکاگر به ساختار شیمیایی ترکیبات توجه کنیم بسیاری 

هیدروژنی . فراریت ترکیب به میزان باند های هیدروژنی که در ترکیب می تواند ایجاد شود بستگی دارد هر چه میزان این باند های کرد

 SH ،-OH ،-NH- و COOH- یفعال در گروه ها یها دروژنیوجود ه بیشتر باشد نقطه ذوب و نقطه جوش ترکیب بالاتر می رود.

 شود.  یم تیارو کاهش فر بین مولکولی یدروژنیباند ه جادیموجب ا
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اندازه گیری کنیم باید این گروه های هیدروژنی فعال را به طریقی حذف کنیم یعنی  GCبرای این که بتوانیم این ترکیبات را به روش 

مشتقاتی بسازیم که حاوی این هیدروژن های فعال نباشند. با انجام این عملیات ترکیبات با فراریت مناسب به دست می آیند که به روش 

GC گیری هستند. قابل اندازه 

 ریروند به شرح ز یخصوص بکار م نیکه در ا ییاز واکنش ها تعدادیاستفاده می شوند،  GC روش های مختلفی برای مشتق سازی در

 :باشند یم

  ونیلاسیآس (1

در ترکیبات الکلی، این ترکیبات نقطه جوش بالای دارند. یک روش مشتق سازی این ترکیبات استفاده از  OHبه دلیل حضور گروه 

 مشتقات آسیل هالاید یا آسیل انهیدراید است. 

H  باX  واکنش می دهد وHX  خارج می شود. و در نهایت الکل به استر تبدیل می شود. این تبدیل باعث می شود هیدروژن فعال در

 گیری کنیم. اندازه GCاخته شده وجود نداشته باشد پس نقطه جوش این ترکیب پائین تر است و می توانیم آن را با مشتق س

  

 

  ونیلاسیآلک (0

خارج می شود. در نهایت الکل به اتر تبدیل  HXواکنش می دهد و  Xبا  Hاگر همان ترکیب الکلی را با آلکیل هالاید واکنش دهیم، 

 است. GCمی شود. اتر به دلیل نداشتن هیدروژن فعال الکل، نقطه جوش پائین تری دارد و قابل استفاده در 

  

 

 (Silylation) ونیلاسیلیس (0

گروهی که جایگزین هیدروژن روشی پرکاربرد و گاهی اوقات اختصاصی است. این واکنش یک گونه ای از آلکیلاسیون است که در آن 

 (، می باشد.TMSشود. یک گروه تری آلکیل سیلیل، معمولا تری متیل سیلیل ) می

 
 

در این متد معرف های سیلیله خاصی داریم که برای الکل های خاصی استفاده می شوند و گفتیم هرچه متد ها اختصاصی تر باشد بهتر 

 گیری کنیم. مشابه آن اندازهمی توان یک ترکیب را در حضور ترکیبات 

 

 (Condensation) تراکم -ونیکندانساس (4

یک آمین به دلیل داشتن و باند های هیدروژنی نقطه دو مولکول که موجب از دست رفتن آب شود به تراکم معروف است. مثلاً  نیب واکنش

شیفت و هر دو هیدروژن ترکیب آمین و اکسیژن کربونیل تشکیل آب می دهند  نیآم کیبا  کتون کیواکنش جوش نسبتا بالایی دارد. از 

 بیس داریم. ترکیب نهایی فراریت بیشتری نسبت به ترکیب اولیه دارد.
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بخصوص برای دتکتور جمع  دهیپد نیا( ترکیب را افزایش می دهد. Detectability، فراریت و قابلیت ردیابی)فعال دروژنیه کی ینیگزیجا

) کننده الکترون
1
ECD) حساس است کاربرد داشته و نشان داده شده است.  یلیها خ که بخصوص به هالوژن 

 فلوئور  (  ( ، کلر )     ( ، برم )     ید )   :باشد یممقابل  بیبه هالوژن ها به ترت ECD ینسب یدهجواب 

بگیریم؛ ید را انتخاب می کنیم ولی باید توجه داشت که فراریت ترکیب هم از اهمیت اگر صرفا بر اساس جواب دهی بخواهیم تصمیم 

 برخوردار است.

ن از اگر به جای هیدروژن؛ ید، برم یا کلر قرار دهیم فراریت کاهش می یابد و برای جایگزینی مجاز به استفاده از آن ها نیستیم. تنها می توا

ترکیب را کاهش می دهد ولی از آن طرف فراریت خوبی به ترکیب می دهد. برای بهبود جواب دهی فلوئور استفاده کرد. فلوئور جواب دهی 

 لیدله ب یعیمقدار وسه فلوئور ب استخلاف نیمشتقات حاوی چند نیبنابراروی ترکیب قرار داد.   فلوئوربه دتکتور می توان تعداد زیادی اتم 

با گروه  را نیو آم یدروکسیه ی. گروه هاروند یه کار مبGC  در ECD به دتکتور یجواب ده شیافزا لیبدل نیو همچن تیفرار شیافزا

 .ندینما یم لهیآس لیریو هپتافلوروبوت لیونیپنتا فلوروپروپ ،(     )لیمثل تری فلورواست لیهای پرفلورو آس

 

 یو مشتق ساز عیما یکروماتوگراف 

 یدر کروماتوگراف معمولا دهیپد نیانجام شود. ا یابیرد شیممکن است جهت بهتر شدن جداسازی و افزا یسازی در کروماتوگراف مشتق

 ای یرنگ سنج زینقطه ای و آنال یشوند اغلب مشابه تست های رنگ یکه معمولا استفاده م ییواکنش ها. رود یکار مه نازك ب هیکاغذی و لا

و پس از آن نقاط رنگی ظاهر می شوند و بیانگر  روند یکار مه باشند. معمولا معرف ها با اسپری کردن روی کروماتوگرام ب یلری متری ماک

 گیری استفاده می شود. ترکیب مد نظر است. مشتق سازی برای شناسایی ویا اندازه

شند. کاربرد داشته با تیمسموم یمانند بخش ها ماریب اتیمورد استفاده قرار گرفته و در ح کینیتوانند در کل یم ینقطه ا یتست ها

با معرف های خاص ماده ای که حدس می زنیم سبب  TLCبخشی از بزاق یا ترشحات بیمار در یک لوله آزمایش یا بر روی صفحه

ن تغییر رنگ ایجاد مسمومیت شده، تست های لحظه ای مشتق سازی انجام می شود. معرفی که بیانگر یک تغییر رنگ انتظار داریم، اگر ای

 شد مسمومیت با ماده خاص تایید می شود.

یا فلورسانس برای اندازه گیری یک ترکیب استفاده  UVبسیار پر کاربرد است. زمانی که از دتکتور  HPLCمشتق سازی در روش های 

وگرم و پیکوگرم و حتی کمتر را به دلیل کنیم می توانیم میزان جذب ترکیب را با مشتق سازی افزایش دهیم و مقادیر بسیار کم در حد نان

 حساسیت متد اندازه گیری کنیم.
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