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  (مقاله پژوهشی) 

یی کروماتوگرافی مایع با کارآ روشدر پلاسما با استفاده از  کلازیدگلیسطح تعیین 

 ای بالا با آشکارسازی فتودیود آرایه
 

 4رشیدی، حمیرا 3حسین صابری، علی *2، زهرا رمضانی1میثم صابری

 
 چکیده

برای  ( HPLC) در این مطالعه یک روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا: زمینه و هدف
تعیین سطح غلظت گلی کلازید در پلاسما ارایه شده است. استفاده از دتکتور فتودیود آرایه 

 ( امکان تعیین خلوص پیک جدا شده را فراهم می کند. PDAای  ) 
و استونیتریل  PH=3.5فاز متحرک استفاده شده در این تحقیق بافر فسفات با  :روش بررسی

، 444غلظت استاندارد  4تعیین دقت و تکرار پذیری روش، برای بوده است.  1:1به نسبت 
 در پلاسما مورد استفاده قرار گرفت. کلازیدگلینانوگرم بر لیتر از  04و  144، 044
نانوگرم بر میلی لیتر می باشد. پیک مربوط  444تا  04منحنی کالیبراسیون در ناحیه : ها یافته

فتودیود شناسایی می شود. میزان حد تشخیص دقیقه توسط دتکتور  6.3به گلی کلازید در 
(LOD( و حد تعیین کمی )LOQ در این روش به ترتیب )04نانوگرم بر میلی لیتر و  06 

 نانوگرم بر میلی لیتر محاسبه شده است. 
ارزیابی صحت و دقت روش پیشنهادی نشان داد که این روش توانایی تعیین  :گیری نتیجه

 پلاسما دارد و روش قابل اعتماد و سریعی می باشد.مقدار گلی کلازید را در 
 

  .کلازیدگلی(،  PDAکروماتوگرافی مایع با کارآیی، فتودیود آرایه ای )  :های کلیدیواژه
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 مقدمه

 موثر و از نسل دوماوره  یک سولفونیل لازیدکگلی

 این دارو استفاده می شود. 0است که در درمان دیابت نوع 

ابت بنابراین برای بیماران دی کندتحریک می را ترشح انسولین

افراد  در بیماران و  جذب خوراکی آن .(1)مفید است 0نوع 

ه رسیدن ب است، هرچند، در زمان شبیه )غیر دیابتی( سالم

در سنین ( maxCپلاسما  )آن در غلظت (  maxT)حداکثر 

 44آن  دوز خوراکی .مشاهده شده استهایی مختلف، تفاوت

میلی گرم در لیتر  0تا  0.0آن  maxC میلی گرم، مقدار 104تا 

 بعدروز 0 ساعت متغیر می باشد. 0تا  0در مدت زمان 

طح س به  غلظت آن کلازیدگلی گرممیلی 104تا  44مصرف  از

در افراد سالم و  کلازیدگلیحجم توزیع  .(0)رسدمیدرمانی 

لیتر( که ممکن است بخشی از  04تا  16) زیاد نیست ماربی

. نیمه (6)( توضیح داده شود٪27تا  00آن با پیوند پروتئینی )

پس از تجویز خوراکی  کلازیدگلی( 1/2Tعمر حذف )

 مارمیلی گرم برای داوطلبان سالم و بی 104تا  44دوزهای 

های مختلفی برای روش .(4. 0)ساعت است 04.0تا  0.1

. (3. 0)های مختلف ارایه شده استبافتگیری آن در اندازه

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا به دلیل کاهش حد تشخیص 

های پیچیده مانند پلاسما و جدا کردن اجزا موجود در بافت

گیری پیشنهاد برای اندازه یک روش مناسببه عنوان و ادرار 

یک روش کروماتوگرافی  ن مطالعهدر ای .(0. 7)است شده

ان در سرم انس کلازیدگلی مایع با کارایی بالا برای ارزیابی

رافی توگدر این روش از کروما .است مورد استفاده قرار گرفته

شده  ای استفادهتکتور فتودیود آرایهمایع با کارایی بالا و د

ارد. داست که این دتکتور توانایی تعیین خلوص پیک دارو را 

 در مطالعات فارماکوکینتیک دمی توان همچنین این روش

 .مورد استفاده قرار داد کلازیدگلی

 بررسی روش

 مواد شیمیایی و واکنش دهنده ها:

از شرکت داروسازی عبیدی به  استاندارد کلازیدگلی

ی پتاسیم د. متانول، استونیتریل، دریافت شد هدیه عنوان

 شرکت مرک آلماناز هیدروژن فسفات و اسید فسفریک 

دوبار تقطیر و دیونیزه برای تهیه فاز . از آب ندشد خریداری

 همه مواد بکار برده شده سازی استفاده شد.و محلول متحرک

  خلوص کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا بودند. دارای

 کروماتوگرافیشرایط 

مول در میلی 00استونیتریل و بافر فسفات به غلظت 

pH=3.5   قبل شوند.ترکیب می 44به  34به ترتیب با نسبت 

انجام ( degass) رک، گاز زداییاز استفاده به عنوان فاز متح

لیتر یمیل1شود. فاز متحرک بصورت ایزوکراتیک با فشار می

موج تشخیص در دمای د و طول در دقیقه به دستگاه پمپ ش

در هر زمان  UV-visطیف  .م گردیدنانومتر تنظی 006اتاق 

 نانومتر ثبت گردید. 344تا  044در ناحیه طول موجی 

 ارداستاند هایمحلول

 14لیتر با حل کردن میکروگرم بر میلی 144محلول 

لیتر میلی 144در  گلی کلازید استاندارد گرممیلی

تهیه شد. این محلول در دمای  1:1استونیتریل:آب به نسبت 

باشد. ماه پایدار می 6گراد به مدت درجه سانتی 04منفی 

نانوگرم بر  400تا  04غلظتی  های مختلف در ناحیهمحلول

ی با های بعدبراسیون و استفادهلیتر جهت رسم منحنی کالی

 ت مرحله به مرحله تهیه شد.رق

 آماده سازی نمونه پلاسما

میکرولیتر از  044 به میلی لیتری0های در میکروتیوب

ی هاپروتئین سی استونیتریل جهت رسوبسی 1 پلاسما

 و هدثانیه ورتکس ش 64ها به مدت وله. لپلاسما اضافه شد

-در سانتریفوژ پروتیین g0444 دقیقه با دور  0به مدت  سپس

 و تیوب تمیز منتقل رویی به. سپس محلول ها جدا شدند
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 د. در نهایتدقیقه سانتریفوژ ش 0دور به مدت  با همان دوباره

 .لول حاصل به دستگاه تزریق گردیدمح

 ارزیابی روش آنالیزی

قت د ،کروماتوگرافی با کارایی بالا جهت ارزیابی روش

 تعیین دقت و حت روش مورد بررسی قرار گرفت. برایو ص

و  144، 044، 444 استانداردغلظت  4تکرار پذیری روش، 

 در پلاسما در طی یک روز، کلازیدگلیاز نانوگرم بر لیتر  04

ها و تزریق به سازی نمونهسه بار تهیه شدند و بعد از آماده

HPLCه محاسبه شد و با توج کلازیدگلی ، سطح زیر منحنی

ظت غلبه  کلازیدگلیسطح زیر پیک  دبه منحنی استاندار

قت ف دعر. در نهایت درصد ضریب تغییرات که متبدیل شد

روش است محاسبه تکرار پذیری نمایانگر  که و درصد خطا

تعیین  1ن درصد بازیافت از فرمول یصحت نتایج با تعی شد.

 د.یگرد

بدست آمده  غلظت استاندارد اضافه شده/ غلظت ×144

 (1)فرمول  =درصد بازیافت

 04و 144، 044، 444های استاندارد بدین منظور غلظت

وز در پلاسما در طی سه ر کلازیدگلیاز لیتر نانوگرم بر میلی

سازی مختلف، هر بار یک سری تهیه شدند و پس از آماده

ای ه، با استفاده از نتایج از غلظتHPLCها و تزریق به نمونه

های مختلف ضریب تغییرات و ضریب خطا تهیه شده در روز

 بدست آمد. 1صحت با استفاده از فرمول  مشخص شدند.

 

 بحث
 دقیقه توسط دتکتور 3/6در  کلازیدگلیمربوط به پیک 

برای هر نمونه  آنالیز. زمان (1)شکل شودشناسایی می فتودیود

 منحنی کالیبراسیون در ناحیه غلظتیباشد. ه میدقیق 14پلاسما 

 لرموبا ف رابطه خطی خوبیلیتر نانوگرم بر میلی 444تا  04

y = 28.029x + 212.74  2=4.220وR  بین نسبت سطح

-نانوگرم بر میلی 444تا  04پیک و غلظت پلاسما در محدوده 

شا من قیاز طر ونیبراسیکال یمنحن بدست آمد. یدزکلاگلیلیتر 

 هیوجتک نقطه را ت ونیبراسیکند که استفاده از کال یعبور م

ضریب  آمده است. 0در شکل  منحنی کالیبراسیون .کند یم

-ها میداده دقت که بیانگر intraday و interday تغییرات

تا  04درصد بوده است. در محدوده غلظت  0 باشد کمتر از

تا   20.07از intraday گرم صحتمیلینانوگرم بر  444

تا   20.74 بین interdayو صحت  درصد متغیر  143.33

 .(1)جدول  درصد بود 143.40

توصیف شده در اینجا صحیح  HPLCبنابراین روش 

در حجم های  کلازیدگلی، دقیق  و قادر به تعیین غلظت 

 کلازیدگلیسازی باشد و روش خالصکوچک سرم انسان می

-MARIAباشد. در روش هم در این مطالعه ساده می

CRISTINA RANETTI  گلیزمان شناسایی پیک-

دقیقه است، همچنین از متانول و  14بیش از  کلازید

آن  pHستونیتریل برای فاز متحرک استفاده شده است که ا

تحت تاثیر شرایط آزمایشگاهی قرار میگیرد. در این مطالعه 

ی اسازی پلاسما برای تزریق به دستگاه روند پیچیدهاماده

، درصورتی که زمان شناسایی پیک مطالعه حاضر (2)دارد

فاز متحرک در مطالعه کنونی از   دقیقه می باشد. 0کمتر از 

ونیتریل و محلول بافری تهیه شده است که ماندگاری است

از سه  Venkateshبالایی دارد، در صورتی که در مطالعه 

محلول فرمیک اسید، استونیتریل و متانول استفاده شده 

در مطالعه حاضر حد تشخیص بسیار کمتر از  .(14)است

انجام  HPLCمطالعاتی است که با اسپکتروسکوپی و حتی 

توان به برتری نسبی این مطالعه می 0اند. با مقایسه جدول داده

ذکر  HPLCهای نسبت به مطالعات گذشته پی برد. روش

 معمولی استفاده شده uvشده در این جدول نیز از آشکارساز 

ه ای است کاست. دتکتور مطالعه حاضر دتکتور دیود آرایه

های مختلف است ماده در زمان uv/visقادر به تعیین طیف 

های دیگر توان خلوص پیک و عدم همپوشانی پیکو می

نشان دهد چنانچه از شکل  کلازیدگلیپلاسما را روی پیک 

 3/6در زمان بازداری  کلازیدگلیمشخص است پیک  0
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وده و همپوشانی دیگر اجزا پلاسما در آن مشاهده خالص ب

 سریع و حساسساده،  پیشنهادیروش  ،نهایتدر  شود.نمی

، کینتیفارماکوک در مطالعات یتواند به راحت یاست و م

ن علاوه بر آ .ردیمورد استفاده قرار گ آنالیزی و تشخیصی

استفاده شده خلوص پیک کروماتوگرافی را  PDAدتکتور 

 کند.تایید می

 
 

 روز کیمختلف در طول  یمختلف و در زمانها یشده در روزها یریگاندازه هایو صحت داده راتییتغ بی: ضر6جدول

interday intraday 

 

 

 غلظت اضافه شده

(ng/ml) 

 دارو

 درصد

 صحت

 بیضردرصد

 (CV) راتییتغ

غلظت مشاهده 

  (ng/ml) شده

 درصد

 صحت

درصدضریب 

 (CV)تغییرات 

 غلظت مشاهده شده

(ng/ml) 

 

 

 

 

-گلی

 کلازید

106.48 1.70 53.24 106.66 1.40 53.33 04 

97.91 1.14 97.91 95.57 1.30 95.57 144 

95.74 1.23 191.48 95.55 1.46 191.15 044 

96.86 0.4 387.47 96.26 1.43 385.04 444 

 
 

 های دیگر: مقایسه نتایج این روش با روش2جدول 

 حد تشخیص نوع فاز متحرک نوع بافت رفرنس

 تر(لی)نانوگرم بر میلی

 روش ر(لیت)نانوگرم بر میلی رنج خطی

 UV-اسپکتروسکوپی N/A 614 7000-2700 فرمولاسیون دارویی در (11)

 UV-اسپکتروسکوپی H=6.8p 44.1 1000-5000در  بافر فسفات فرمولاسیون دارویی در (10)

 HPLC-UV 500-50 49 متانول:استونیتریل پلاسما (2)

، استونیتریل:اب، pH=3فرمیک اسید پلاسما (14)

 آب:متانول

N/A 300-100000 HPLC-UV 

مطالعه 

 حاضر

 HPLC-DPA 500-50 23 :استونیتریلpH=3.5در  بافر فسفات پلاسما

Not Available, N/A: Ultraviolet, UV: performance liquid chromatography-HighHPLC:  

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet
https://en.wikipedia.org/wiki/High-performance_liquid_chromatography
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 در سرم کلازیدگلیپیک  : الف( پیک گلی کلازید استاندارد  ب(6شکل 

 

 
های مختلف دارای یک نوع پیک و طول موج را نشان که در زمان PDAکه با استفاده از دتکتور  کلازیدگلی: تعیین خلوص 2شکل 

 .دهدمی
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Identification and Quantification of Gliclazide in Human Plasma by 

HPLC-PDA 
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Abstract 

Background and Objective: In this study, a high-performance 

liquid chromatography method was developed to determine the 

concentration of gliclazide in plasma. The Photodiode array (PDA) 

detector allows for the determination of purity. 

Subjects and Methods: The mobile phase used in this study was 

phosphate buffer with pH = 3.5 and acetonitrile (HPLC grade) at a 

ratio of 1: 1 was run isocraticaly through a C18 analytical column. 

The UV detection was done at 253 nm. Analytical run time was less 

than 10 min. 

Results: In the optimum conditions, the calibration curve in the area 

of 50 to 400 ng/ml, linear with the equation y = 28.029x + 212.74 

and 0.998 = R2. Gliclazide was detected within 3.6 minutes by 

photodiode detector. The limit of detection (LOD) and the limit of 

quantitative (LOQ) in this method are calculated as 23 ng/ml and 71 

ng/ml, respectively. 

Conclusion: The evaluation of the accuracy and precision of method 

showed that this method has the ability to determine the amount of 

gliclazide in plasma, and the method is reliable and fast. 
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