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  88پاییز ، سوم، شماره هفدهمدوره   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                            
 

 

  راه اندازي و معتبرسازي روش کروماتوگرافی مایع با آشکارسازي 
  فلورسانس به منظور تعیین مقدار ماده مؤثره و میزان یکنواختی 

   میلی گرمی 50 و 10 ایمی پرامین در قرص هاي 
  

 1، هما حاجی مهدي پور1، نوشین ادیب*1بهروز اکبري آدرگانی

  
   وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی ،معاونت غذا و دارو، )FDLRC( غذا و دارو  علمی مرکز تحقیقات آزمایشگاهیهیئت عضو

  
2/5/88:                                       تاریخ پذیرش27/3/88:تاریخ دریافت  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   مؤثره، میزان یکنواختیایمی پرامین، آشکارساز فلورسانس، کروماتوگرافی مایع، مقدار ماده :واژه هاي کلیدي
  

                                                
   ، معاونت غذا و دارو، وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی)FDLRC( علمی مرکز تحقیقات آزمایشگاهی غذا و دارو هیئت عضو :نویسنده مسئول *

E-mail: drugresearch@fdo.ir  

  چکیده
 ترکیبات آلی سه حلقه اي می باشد که در درمان برخی از بیماري ها از جملـه در درمـان     ایمی پرامین از جمله    :مقدمه

ضرورت کنترل کیفـی  قرص هاي ایمی پرامین، توجه به روند رو به گسترش مصرف         با. افسردگی مورد استفاده قرار می گیرد     
یب یکنواختی در این دارو مستلزم اسـتفاده  کنترل دقیق مقدار ماده مؤثره و تعیین میزان ضر. بیش از پیش احساس می شود    آن

هدف از انجام این پژوهش تعیین مقـدار مـاده   . از روش تجزیه اي حساس می باشد که از دقت و صحت کافی برخوردار باشد             
 میلـی گرمـی از طریـق راه انـدازي و معتبرسـازي یـک روش       50 و 10مؤثره و میزان یکنواختی ایمی پرامین در قرص هاي     

  .فی مایع با کارایی بالا با آشکارساز فلورسانس می باشدکروماتوگرا
 میلی گرمی ایمی پرامین از محل توزیـع جمـع   50 و 10 به طور تصادفی قرص هاي در این مطالعه :مواد و روش ها   

ه مؤثره باتوجه به ساختار شیمیایی خاص این دارو از طریق کنترل سایر متغیرهاي شیمیایی براي تعیین مقدار ماد         . آوري شدند 
الا با آشکارسازي فلورسـانس  ــارایی بـــریب یکنواختی در نمونه هاي قرص یک روش کروماتوگرافی مایع با ک ــو میزان ض  

  .نتایج این آزمایشات با نمونه استاندارد دارو مورد مقایسه قرار گرفت. راه اندازي و معتبرسازي شد
ی دهد که با استفاده از سیستم کروماتوگرافی با کارایی بـالا  نتایج حاصل از این بررسی نشان م :یافته هاي پژوهش  

حـد تـشخیص ایـن    .  دقیقه تعیین مقدار نمـود 2و آشکارساز فلورسانس می توان ایمی پرامین را با یک زمان بازداري متوسط        
.  مـی باشـد  3بـه نـویز    نانوگرم در میلی لیتر با نسبت سیگنال      2/0روش براي تعیین مقدار ایمی پرامین در فرمولاسیون دارو          

 آماري نشان می دهد که  نمونه هاي قرص مورد مطالعـه از نظـر مقـدار    متغیرهاينتایج آزمایشهاي کروماتوگرافی و محاسبه    
 نیـز اخـتلاف   tآزمون آمـاري  . انداردهاي تعیین شده از طرف فارماکوپه مطابقت دارند      ـــماده مؤثره و میزان یکنواختی با است      

  ).<p 05/0(  درصد ماده موثره در دو فراورده آزمون و مرجع نشان نمی دهدمعنی داري را بین
روش کروماتوگرافی راه اندازي و معتبرسازي شده با آشکارسازي فلورسانس با داشتن دقـت و          :بحث و نتیجه گیري   

روند تغییرات نتایج در . گیردصحت کافی می تواند در تعیین دقیق مقدار ماده مؤثره و میزان یکنواختی دارو مورد استفاده قرار              
. آزمایشات درون روزي و بین روزي تعیین مقدار دارو نشان می دهد که این روش از دقت و صـحت بـالایی برخـوردار اسـت                  

نظر روي پایـه   داشتن حد تشخیص پایین، دامنه خطی نسبتاً گسترده، دقت و صحت کافی، امکان دستیابی به جداسازي مورد          
  .  روش از استحکام کافی از نکات مثبت روش راه اندازي شده است این زمان کوتاه و برخورداري درPRPپلیمري ستون 
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   بهروز اکبري آدرگانی و همکاران-راه اندازي و معتبرسازي روش کروماتوگرافی مایع با آشکارسازي فلورسانس
 

 

  مقدمه
کنترل کیفیت از سابقه اي طـولانی معـادل عمـر      

کیفیت فراورده هاي دارویـی     . صنعت برخوردار می باشد   
نظر مقـدار مـاده مـؤثره و میـزان یکنـواختی             به ویژه از  

باتوجه به وجود اثرات جانبی و عـوارض سـمیت و غیـر             
کارخانـه  در یـک    . هـا  اهمیـت زیـادي دارد        درمانی آن 

داروسازي پس از ارائه فرمولاسیون هاي مختلـف بـراي      
یک دارو جهت رسـیدن بـه اثـرات درمـانی مطلـوب و               
کاستن معایب درمانی، کنترل فراورده و بررسـی اثـرات          

معمولاً در طی   . بیولوژیک دارو مورد توجه قرار می گیرد      
مراحل تولید، کنترل هاي  فیزیکـی و شـیمیایی انجـام            

بخش مربوط به آزمایش هاي برون بدنی،       در  . می شوند 
مقدار ماده موثره موجود و میـزان یکنـواختی آن در هـر             

ورده و میزان آزاد شدن دارو از فراورده در واحد          آواحد فر 
تفاوت هـاي موجـود   . زمان مورد آزمایش قرار می گیرند    

در فراورده هاي دارویی تولید شده از یـک مـاده مـوثره            
ي مختلـف از جملـه مـواد        توسط شرکت هاي داروسـاز    

اولیه، نوع و میزان مواد جانبی همراه در هر فرمول و نیز            
فرایند تولید محصول نهایی باعـث بـروز اختلالاتـی در           

مـی شـود کـه     غلظت هـاي پلاسـمایی حاصـل از دارو     
وز عوارض ناخواسته و یا کاهش      ممکن است منجر به بر    

واضـح اسـت کـه انجـام      . درمانی مـورد نظـر گـردد      اثر  
زمایشات تعیین مقدار بـرون بـدنی و بـه ویـژه تعیـین              آ

مقدار دارو در آزمایشات درون بـدنی مـستلزم در اختیـار           
افی ــ ـداشتن یک روش حساس و با دقت و صـحت ک           

  .می باشد
 از جملــه ترکیبــات دارویــی کــه امــروزه مــصرف 
فراوانی دارند داروهاي ضد افسردگی هستند که عمومـاً         

از . قه اي می باشـند    لسه ح  اییترکیباتی با ساختار شیمی   
ــرامین،      ــه تریمیپ ــوان ب ــی ت ــات م ــن ترکیب ــه ای  جمل
نــورتریپتیلین، وراپامیــل، کلــومیپرامین و ایمــی پــرامین 

اخص تـرین داروي    ـــ ـایمی پرامین ش  . اره نمود ــــاش
جـذب دو ناقـل مهـم        ضد افسردگی می باشد که از باز      

عـت  هاي نوراپی نفرین و سـروتونین ممان       عصبی به نام  
ایـن دارو در درمـان دردهـاي شـدید و مـزمن        . می کند 

نیـز  ...  میگـرن و      مانند سرطان، سر دردهاي خوشه اي،     
، 10ایمی پرامین به شکل قرص هـاي      . استفاده می شود  

 میلی گرمی در بازار دارویی ایران وجـود دارد و  50 و   25
  . توسط چند شرکت داروسازي تولید می شود

ــنجی   ــف س ــون طی ــایی همچ ــاوراي روش ه  م
ــنفش، ــا   ) 1(ب ــالا ب ــارایی ب ــا ک ــایع ب ــاتوگرافی م کروم

کرومـاتوگرافی گـازي،    ) 2(،آشکارسازي مـاوراي بـنفش    
و ) 4(،وئینهـــــالکتروفــورز م) 3(،طیـف ســنجی جرمــی 

براي تعیین مقـدار ایمـی       )5(،روش هاي الکتروشیمیایی  
پرامین در فرمولاسیون دارویی و محیط هاي بیولوژیـک     

هر کدام از نظـر داشـتن دقـت و          گزارش شده است که     
صحت کافی، پیچیدگی دستگاهی، صرف زمان طولانی       
جهت انجام آزمـایش، گـران بـودن دسـتگاه و نیـاز بـه           

اخیـراً بـا    . نیروي متخصص داراي محدودیت می باشند     
راه اندازي و معتبرسازي یک روش آنالیز الکتروشیمیایی        

پـرامین  مبتنی بر ولتامتري چرخه اي، اندازه گیري ایمی         
در فراورده دارویـی در حـد پیکـو مـولار گـزارش شـده             

  )6.(است
هــدف از انجــام ایــن پــژوهش راه انــدازي و      
معتبرسازي یـک روش تجزیـه اي حـساس اسـت کـه             
بتوان توسط آن ایمی پـرامین را کـه یکـی از داروهـاي              
بسیار متداول در درمان افـسردگی اسـت، در آزمایـشات        

و حـساسیت کـافی     برون بدنی با دقت و صـحت زیـاد          
ورده آبدین ترتیب می توان کیفیت فر     . تعیین مقدار نمود  

تولیدي را از نظر میزان ماده مـؤثره و مقـدار یکنـواختی             
 مونـه هـاي اسـتاندارد      ن باه و   کنترل نمود دارو در قرص    

  .مقایسه کرد
  مواد و روش ها
 میلی گرمی ایمی پـرامین سـاخت        10قرص هاي   

 50رص هــاي ــــن و قارخانه داروســازي لرســتاــــ ـک
میلی گرمی این دارو ساخت کارخانه داروسازي سـبحان         
به طور تصادفی از سـطح توزیـع بـه مقـدار لازم جمـع               

ــز  . آوري شــدند ــد مرجــع نی ــرامین هیدروکلرای ایمــی پ
رم بـوده  ـــ ـ میلـی گ 50 و   Tofranil 10استانداردهاي  

گرهاي مورد استفاده ساخت کمپانی      تمام واکنش . است
ــان  ــرك آلم ــوص    م ــا از خل ــلال ه ــام ح ــوده و تم  ب

  .کروماتوگرافی برخوردار بوده اند
هـاي مربـوط بـه       ام آزمـایش  ـــ ـظور انج ــبه من 

  تعیین مقدار ایمی پرامین از کروماتوگرافی با کارایی بالا 
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  88پاییز ، سوم، شماره هفدهمدوره   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                            
 

 

 مجهز به آشکارسـاز فلورسـانس   Alliance 2695مدل
Waters 2475 و ســتون PRP-1بــه ابعــاد )µm 10 ،

mm150×1/4 (  جداسازي خـوبی را بـراي ترکیبـات        که
ــد   ــه اي دارا مــی باشــد اســتفاده گردی ــد حلق ــی چن . آل

متغیرهاي مربوط به این روش آنـالیز بـه طـور تجربـی              
 درصد استونیتریل و    38فاز متحرك شامل    . تعیین شدند 

 0/4  آن در حــدpH درصـد بــافر فـسفات بــود کـه    62
 5/1سرعت جریان فـاز متحـرك روي        . تنظیم شده بود  

باتوجه به ساختار ملکـولی  . ی لیتر بر دقیقه تنظیم شد میل
ترکیب دارویی مورد مطالعه و با مراجعه به طیـف آن در            

ن مـواد   ــــ ـمتون علمی می توان نتیجه گرفت کـه  ای         
می توانند نور ماوراي بنفش را جذب کـرده و سـپس در          

نتیجـه   در. تابشی در طول موج بالاتر از خود نشر کننـد         
ی توان در طیف سنجی فلورسـانس مـورد         این مواد را م   

 بـه منظـور تعیـین طـول مـوج        .)7-8(،بررسی قـرار داد   
ختگی و نشر فلورسانس ایمی پـرامین،     ــماکزیمم برانگی 

ت آمـده   ـــ ـتحت شرایط کروماتوگرافی بهینـه بـه دس       
غلظت هاي متوسطی از محلـول هـاي اسـتاندارد ایـن             

د ترکیــب در دســتگاه اســپکتروفتومتر فلورســانس مــور 
با توجه به وجـود جـذب بیـشینه در     . بررسی قرار گرفتند  

 در طیف جـذبی محلـول اسـیدي ایمـی           nm250ناحیۀ  
پرامین، در این طـول مـوج میـزان نـشر فلورسـانس در             

 روبش  370 تا   250 هطول موج جذبی ذکر شده در ناحی      
 بـه  nm 360 نـشري آن در    هگردید و طول مـوج بیـشن      

ات تعیـین مقـدار مـادة      از این رو کلیۀ آزمایش    . دست آمد 
مؤثره و میزان یکنـواختی دارو در ایـن طـول مـوج هـا               

  .انجام گردید
بررسـی خلـوص اسـتاندارد ایمـی پـرامین و           ) الف

  مطابقت آن با نمونه مرجع
توجه به ضرورت اطمینان از خلـوص ترکیبـات           با

شیمیایی مورد استفاده در کنترل کیفیت مـواد دارویـی و      
طابقت پودر ایمـی پـرامین مـورد        به منظور اطمینان از م    

استفاده بـا نمونـه مرجـع، عـاري بـودن آن از هرگونـه               
درحد تشخیص روش هاي طیف بینی ماوراي        (ناخالصی

و تعیین طول موج جذب ماکزیمم      ) بنفش و مادون قرمز   
براي استفاده در تعیین مقدارهاي آزمایشات برون بـدنی         

ین طیف هاي ماوراي بنفش و مادون قرمـز ایمـی پـرام           

تهیه شدند و با طیف هاي مرجع گزارش شده در متـون            
  ) 9.(علمی براي این ترکیب مقایسه گردیدند

  تعیین مقدار مادة مؤثره ) ب
به منظور انجام آزمایش تعیین مقدار مـاده مـؤثره،          

 میلی گرمـی و در      10 عدد قرص ایمی پرامین      20تعداد  
 میلی گرمـی کـاملاً بـه    50 عدد قرص 20بررسی دیگر  

 100ل پودر در آورده شد و مقداري از آن که معادل            شک
میلی گرم ایمـی پـرامین هیدروکلرایـد باشـد در مقـدار              

پس از عبـور    . کافی از اسید کلریدریک رقیق حل گردید      
محلول حاصل از فیلتر و کنار گذاشتن بخش فیلتر شـده       

 میلی لیتر از محلول صاف شـده در یـک قیـف             5اولیه،  
ن محلـول بـا هیدروکـسید سـدیم         ای. جداکننده وارد شد  

 میلی لیتر 20یک نرمال قلیایی ایجاد نمود و چهار بار با          
محلول هاي اتري جمع آوري شـده      . اتر استخراج گردید  

 نرمـال اسـتخراج     5/0نیز با محلـول اسـید کلریـدریک         
 میکرولیتـر از محلـول حاصـل بـه          100. برگشتی شدند 

  .  تزریق گردیدHPLCدستگاه 
   یکنواختی تعیین میزان) ج

 10یکنواختی میزان ماده مؤثره براي قرص هـاي         
بـدین  .  میلی گرمی به طـور جداگانـه انجـام شـد           50و  

املاً نـرم   ـــ ـمنظور هر بار یک قرص به صورت پودر ک        
  درصـد 1در آورده شد و در مقدار کافی اسید کلریدریک     

بخـش  . سپس با عبور از فیلتـر، صـاف گردیـد         . حل شد 
رگذاشـته شــد و حجمـی از آن کــه   فیلترشـده اولیــه کنا 

 میلی گرم ایمی پرامین باشد برداشت شده و         5/2معادل  
مشابه آزمون قبل حجمـی     . با اسید به حجم رسانده شد     

 میکرولیتـر از محلـول حاصـل بـه دسـتگاه            100معادل  
HPLCتزریق گردید .  

  یافته هاي پژوهش
بررســی طیــف مــاوراي بــنفش ایمــی پــرامین در 

 نرمال و طیف مادون قرمز      5/0یک  محلول اسید کلریدر  
تهیه شده از قرص پتاسیم برمیـد ایـن دارو نـشان مـی              
دهد که ایمی پرامین مورد استفاده در تعیین مقدار مـاده           
مؤثره و میزان یکنواختی دارو از خلوص و تطابق کـافی            

 نتـابج  .)6(،با طیف مرجع این ترکیبـات برخـوردار اسـت     
ر فلورسـانس  ش بـار انـدازه گیـري نـش    ــ ـحاصـل از ش 

   ی پرامین در غلظت هايـاندارد ایمـــمحلول هاي است
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 نانوگرم در میلی لیتـر حـاکی از         5/12 و   5/2،  5/0،  1/0
آن است که رابطـه خطـی خـوبی بـین غلظـت و نـشر                

 1در شــکل ) r=998/0(.فلورســانس برقــرار مــی باشــد
منحنــــــی کالیبراســــــیون  و معادلــــــه خــــــط 

نـشان داده  ) سنشر فلورسان = C146/0+651/0(مربوطه
نتایج حاصل از بررسـی تعیـین مقـدار مـاده            .شده است 

 میلی گرمی نشان می دهد که       10هاي   مؤثره در قرص  
دار ماده مؤثره ایمی پرامین هیدروکلرایـد       ـــمیانگین مق 

 و  1/99ورده هاي آزمون و مرجع به ترتیب برابـر          آدر فر 
هـاي   و در مورد قرص   ) 1جدول  (می باشد درصد   3/99

ؤثره بـراي  ــ ـی گرمـی میـانگین درصـد مـاده م     میل 50

 و 2/102ورده هاي آزمون و مرجع به ترتیب برابـر    آرــف
 همقادیر به دست آمده در محدود     ). 2جدول( است 8/101

ـــتعیی ــده در فــ ـــن ش ــا USP)93ارماکوپه ــ  107 ت
بررسـی آزمـون    ) 7(از نظر کنترل کیفی قرار دارد     ) درصد

ن درصـد  ــــ ـري را بی ز اختلاف معنـی دا    ـــ نی tآماري  
رجع ــــ ـورده هـاي آزمـون و م      آرـاده مؤثره در ف ـ   ـــم

 2 و 1 در جـــداول <p) 05/0(.ان نمـــی دهـــدــنـــش
د ضـریب   ـــ ـاندارد و درص  ــ ـراف است ــــمیانگین، انح 

ایش در  ــــار تکرار آزم  ـــــرات حاصل از پنج ب    ـــتغیی
ه شده  ــــرجع ارائ ـــــون و م  ـــــرص هاي آزم  ـــق

  .است
  

  

  ) n=5(درصد ماده مؤثره موجود در قرص هاي آزمون و مرجع . 1ول جد

   میلی گرمی10قرص ایمی پرامین
 )مرجع(

   میلی گرمی10قرص ایمی پرامین 
  )آزمون(

                            فراورده
  نتایج

 (%)میانگین 1/99 3/99
 انحراف استاندارد 1/3 2/2
 درصد ضریب تغییرات 1/3  2/2

  
  ) n=5(درصد ماده مؤثره موجود در قرص هاي آزمون و مرجع . 2جدول 

   میلی گرمی50قرص ایمی پرامین
  )مرجع(

   میلی گرمی50قرص ایمی پرامین 
 )آزمون(

                  فراورده
 نتایج

 (%)میانگین 2/102 8/101
 انحراف استاندارد 7/3 1/2
درصد ضریب  6/3 0/2

 تغییرات

  
 میانگین، انحـراف اسـتاندارد و درصـد         3ولدر جدا        

ضریب تغییرات حاصل از ده بار تکـرار آزمـایش تعیـین            
 میلـی گرمـی   50 و 10هـاي   میزان یکنواختی در قرص 

ورده هـا از نظـر      آشرط قبـولی ایـن فـر      . ارائه شده است  
 میلـی   10هـاي    کنترل کیفی این اسـت کـه در قـرص         

 10ر گرمـی وزن ایمــی پـرامین هیدروکلرایــد موجــود د  
 یا بیش از    3/9قرصی که آزمایش شده اند نباید کمتر از         

باشد و میزان درصد    )  درصد 107 تا   93( میلی گرم  7/10

در مـورد   .  درصـد باشـد    6ضریب تغییرات باید کمتـر از       
ــاي   ــرص ه ــرامین   50ق ــی پ ــی، وزن ایم ــی گرم  میل

 قرصی که مـورد آزمـایش       10دروکلراید موجود در    ــهی
 ـ 5/46 از   قرار گرفته نبایـد کمتـر       5/53یش از   ـــ ـا ب ـ ی

میلـی گـرم باشـد و در ایــن مـورد نیـز درصـد ضــریب       
نتایج گـزارش شـده   .  درصد باشد6تغییرات باید کمتر از  

ورده هـا از نظـر   آ حـاکی از قبـولی ایـن فـر      3در جدول   
  .کنترل کیفی می باشد
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y = 0.6511x + 0.1465
R2 = 0.9987

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

9.00

0.0 5.0 10.0 15.0
C (ng/ml)

Si
gn

al
 (m

v)

   میلی گرمی50و  10 نتایج حاصل از تعیین میزان یکنواختی ماده مؤثره در هر قرص .3جدول 

  گرمی  میلی50قرص ایمی پرامین   گرمی  میلی10قرص ایمی پرامین   قرص
1  94/9  97/48  
2  89/9  10/49  
3  17/10  55/50  
4  97/9  10/51  
5  93/9  11/50  
6  91/9  31/49  
7  17/10  81/49  
8  89/9  83/50  
9  15/10  69/49  

10  18/10  39/50  
  04/10  90/49  (mg)میانگین 
  13/0  67/0  (.S.D)استاندارد انحراف 

  29/1  34/1  (%CV)درصد ضریب تغییرات
  7/0  5/3  (mg)انحراف مجاز 

  18/10  10/51  (mg)حدبالایی 
  89/9  97/48  (mg)حدپائینی

  
اندارد مربـوط بـه تعیـین    ـــ ـی هـاي است   ـــمنحن       

مقدار ایمی پرامین در فرمولاسیون دارو توسـط سیـستم         
ــشان  ــاتوگرافی ن ــه استف کروم ــد ک ــی ده ـــم اده از ـــ

رامین و بــه ـــــانس ایمــی پـــــیت فلورســــخاص

ـــک ــک کـــ ـــارگیري تکنیــ ــا ـــــ روماتوگرافی بــ
الیز را ــــ ـاسیت آن ــــارسازي فلورسانس، حـس   ـــآشک

 .وگرم بر میلی لیتر بهبود مـی بخـشد  ـــ نان2/0تا مقدار  
  )1شکل (

  

  
  

  
  
  
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

منحنی کالیبراسیون ایمی پرامین مربوط به تعیین مقدار ماده مؤثره و میزان یکنواختی ایمی پرامین          کروماتوگرام و . 1شکل 
 ، +C 40° در دمايµm 10 ، mm 150 × 1/4 (PRP-1:  (شرایط دستگاهی شامل ستون( میلی گرمی 50 و 10در قرص هاي 
 250: ، طول موج تهییجml/min 5/1با سرعت جریان ) pH= 0/4 در 62:38(محلول بافر فسفات : استونیتریل: فاز متحرك

  ) نانومتر360: نانومتر و طول موج نشر فلورسانس

  )ng/ml 5/0 ( ایمی پرامین -1
  )ng/ml 5/2 (مین  ایمی پرا-2         
  )ng/ml 5/12 ( ایمی پرامین  -3         
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بررسی نتایج حاصل از تغییرات درون روزي و بین                
 5 و 4روزي روش راه اندازي شـده نیـز کـه در جـداول              

نشان داده شده حاکی از آنست که از مقدار قابـل قبـول        
  .وردار می باشددرصد تغییرات برخ

  بحث و نتیجه گیري
معمولاً در واحدهاي تحقیق و توسعه شرکت هاي        
داروسازي پـس از تحقیـق و ارائـۀ فرمولاسـیون هـاي             
مختلف براي یک دارو به منظور رسیدن به اثـر درمـانی           
مطلوب و کاسـتن معایـب درمـانی، کنتـرل فیزیکـی و             

در طی مراحل تولید و بررسـی        ورده دارویی آشیمیایی فر 
نظر به اهمیـت  . اثرات بیولوژیک آن اهمیت فراوانی دارد  

و گستردگی مصرف ایمی پرامین و ضرورت کنترل دارو         
از نظر مقدار ماده مؤثره و میـزان یکنـواختی و ضـرورت      
کنترل دقیق دارو توسط مراکز نظارتی در عرصه توزیـع،      

ومــاتوگرافی پــس از راه انــدازي و معتبرســازي روش کر
مایع با کارایی بالا با آشکارسـاز فلورسـانس، آزمایـشات          

بررســی منحنــی  . کنتــرل کیفــی دارو انجــام شــد   
ان ــکالیبراسیون روش تجزیه اي راه انـدازي شـده نـش     

د که بـا آشکارسـازي فلورسـانس مـی تـوان           ـــمی ده 
ایمی پرامین را در فرمولاسـیون دارو بـا حـد تـشخیص            

همچنـین  .  لیتر تعیین مقدار نمود     نانوگرم در میلی   15/0

ــتفاده در    ــورد اس ــه اي م ــحت روش تجزی ــت و ص دق
آزمایشات درون روزي و بین روزي مـورد بررسـی قـرار          

 نشان داده شـده،  5 و  4گرفت و همانطور که در جداول       
میانگین، انحراف اسـتاندارد، درصـد ضـریب تغییـرات و           

 نتـایج  .درصد خطا از مقادیر قابل قبولی برخوردار هستند     
آزمایشات تعیین مقدار مادة مؤثره و بررسـی یکنـواختی           

ورده هـا  آورده نشان می دهد کـه ایـن فـر    آآن در هر فر   
. ارماکوپه را دارا هـستند    ــــ ـمعیارهاي ذکـر شـده در ف      

داده هاي حاصل از ایـن مطالعـه حـاکی از آنـست کـه               
 میلی گرمی ساخت شرکت     10قرص هاي ایمی پرامین     

 میلی گرمی ساخت    50 قرص هاي    داروسازي لرستان و  
شرکت داروسازي سبحان که با نمونـه اسـتاندارد مـورد           

دنی ــ ـنظـر آزمایـشات درون ب   گرفته اند از   مقایسه قرار 
بررسـی نتـایج مربـوط بـه معتبرسـازي          . هم ارز هستند  

روش تجزیه اي نشان می دهـد کـه ایـن روش از حـد               
، دقـت و   پایین، دامنـه خطـی نـسبتاً گـسترده         تشخیص

حت کافی، توانمندي دستیابی به جداسازي روي پایه        ص
در زمان کوتاه و از استحکام کـافی         PRPپلیمري ستون 

را می تـوان   برخوردار است به گونه اي که استفاده از آن    
براي تعیین مقدار غلظت هاي پلاسـمایی دارو و انجـام           

  .مطالعات سینتیک دارو پیشنهاد نمود
  

   درون روزيبررسی تغییرات نتایج .4جدول 

  غلظت  )ng/ml(غلظت هاي محاسبه شده 
)ng/ml(   میانگین  3آزمایش   2آزمایش   1آزمایش  

)ng/ml(  

انحراف 
  استاندارد

)ng/ml(  

درصد 
ضریب 
  تغییرات

درصد 
  خطا

1/0  09/0  12/0  11/0  12/0  08/0  11/0  09/0  11/0  09/0  110/0  011/0  0/10  0/10  
5/0  58/0  45/0  53/0  51/0  57/0  54/0  43/0  49/0  53/0  511/0  051/0  9/9  2/2  
5/2  68/2  49/2  39/2  60/2  63/2  53/2  45/2  60/2  70/2  563/2  104/0  0/4  5/2  
5/12  95/12  30/13  40/12  77/12  59/11  86/12  88/11  69/12  50/13  661/12  621/0  9/4  2/1  

  
  بررسی تغییرات بین روزي نتایج .5جدول 

  غلظت  )ng/ml (ه شدهغلظت هاي محاسب
)ng/ml(   میانگین  3آزمایش   2آزمایش   1آزمایش  

)ng/ml(  

انحراف 
  استاندارد

)ng/ml(  

درصد 
ضریب 
  تغییرات

درصد 
  خطا

1/0  10/0  13/0  11/0  11/0  09/0  10/0  11/0  10/0  11/0  107/0  011/0  5/10  7/6  
5/0  55/0  58/0  47/0  61/0  54/0  45/0  52/0  47/0  61/0  531/0  063/0  8/11  2/6  
5/2  58/2  60/2  41/2  81/2  65/2  51/2  60/2  88/2  29/2  593/2  181/0  9/6  7/3  
5/12  10/14  90/12  80/12  40/12  81/12  49/11  26/13  88/11  69/12  708/12  764/0  0/6  6/1  
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Abstract 
 
Introduction: Imipramine is a widely 
prescribed tricyclic antidepressant. 
However, the routine control of this drug in 
assay and content uniformity requires a 
highly sensitive and precise analytical 
attitude. The aim of this research was to 
perform assay and content uniformity in 
tablet samples by high performance liquid 
chromatography with fluorescence 
detection. 
 
Materials and Methods: As, nowadays, 
prescription of imipramine tablets is 
increasing, it seems necessary to improve 
their quality control. So, 10 and 50 mg 
tablets of imipramine were randomly 
collected from market retailers. The 
chemical structure and inherent 
fluorescence of imipramine were a good 
motivation for performing assay and 
content uniformity in tablet samples by 
developing and validation of high 
performance liquid chromatography and 
fluorescence detection. These experiments 
were compared with imipramine standards. 
 
Findings: The results showed that 
imipramine could be determined by high 
performance liquid chromatography with 
fluorescence detection within 2 minutes. 
The detection limits(signal-to-noise 
ratio=3) for the examined antidepressant 

was 0.2ng/ml. Assay and content 
uniformity of the tested products met the 
requirements stated in accredited 
pharmacopoeias. Based on the statistical t-
test, there is no significant difference 
between the test and reference products. 
(p>0.05)  
 
Discussion & Conclusion: The results of 
this study demonstrated that the developed 
and validated HPLC method with sensitive 
florescence detection can be used in assay 
and content uniformity of imipramine. 
From intra- and inter-day coefficient of 
variations, it can be concluded that this 
method have a high accuracy and precision. 
Very low detection limit, wide dynamic 
range, appropriate accuracy and precision, 
ability in separation on a polymeric based 
PRP column in a short time with sufficient 
robustness are, certainly, the positive 
aspects of the developed and validated 
method. 
 
Key words: imipramine, fluorescence 
detection, liquid chromatography, assay, 
content uniformity 
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