
C18 · 150 × 4.6 mm · 5 µm
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. ه اطلاعات داروسازی( اس ج PharmaVault )گ

. ه شده اس ئ ه‌ای در محل کار ارا اده حر رای مطالعه شخص و اس اً  گان و صر ه صورت را وک  د ن ه ا

رار دادن روش، و  ا شکل‌ها،  ن  خراج م رجمه، اس ش،  را ، و خش ا  شر کامل  از ر،  ک رداری،  ی‌ ه ک هرگو

وع ی PharmaVault مم دون مجوز ک ماع  که‌های اج ال‌ها، گروه‌ها و ش ‌ها، کا ن در وب‌سا آ وای  ا مح ل  ا

و دارد. ا گرد  دان  رم ان و ه ان و مص ل وق مؤ ون حما ح ا ر اساس  اس و 

د. گذار راک  ه اش لود در pharmavault.ir را  حه دا ک ص اً ل ه همکاران، لط وک  د ن ه رای معر ا

اد حوه اس

ک. ما س ی س ا ‌ ا ع ا جداسازی  : از م رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار PharmaVault. راه

pharmavault.ir .1405 ش 1.0، مهر را ه، شماره 1، و گان ه وک را د ه

ول ئ سل مس

سخه ن رسم  ن م گز ه شده و جا ه ردی  ش کار ای دا خصص و ار رای اطلاع‌رسا  وک  د ن ه وای ا مح

. داده‌های شکل‌ها و مطالعات س ظار و SOPهای مصوب سازمان  ن‌های مراجع  دلا ه‌ها، گا ارماکو جاری 

. ش اس ما موردی 
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وک د ن ه اره ا ار — در 4شگ

صارها 5مادها و اخ

وگرا رهای کروما ارام ا جداسازی و  6صل 1 — م

رل ک ن در ک آ گاه  HPLC6 و جا

ادی رهای  ارام وگرام و  7کروما

ده رل‌ک ر ک غ ک و سه م ک 8معادله 

Van Deemter وار و معادله 9هن‌شدگ 

ور اک گ  ل ک:  9ارن 

HPLC های جداسازی در‌ 10حال

ان ر جر گاه و مس 12صل 2 — اجزای دس

گ 12مخازن حلال و دگاز

م س ل س  : 13م

لر وسم 14ا

رل دما ون و ک ظه س 15مح

ون صالات و حجم خارج از س 15لوله‌ها، ا

م داده س ور و س ک 16د

گهداری ار و  ، ساخ م ون‌ها: ش 17صل 3 — س

ون ک س ز ار  17ساخ

کا و ذرات ل ر س 17س

از ساکن م  18ش

ی آ حرک  از م گ در  20دی‌و

ن ن‌لا ر ا ل ون و  20گارد س

ون ره س شو و ذخ 20گهداری، شس

ورها ک 22صل 4 — د

ئ ش–مر را ورهای جذب  ک 22د

ورها ک ر د 24سا

ور ک رل عملکرد د 26ک

حرک و ملاحظات روش از م 27صل 5 — 

ه سکوز ش و و را ا  درت الوشن، ش 27حلال‌ها: 

هرس

هرس مطال
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pH رل رها و ک 28ا

ا ک و گراد زوکرا 30الوشن ا

‌ها زود ون و ا ‌ 31ج

زر ئ و حجم  لو 31دا

ل م سو س زمون س آ ه و  ارماکو 32صل 6 — الزامات 

ل م سو س رهای س 32ارام

وگرا ط کروما مات مجاز شرا 34ظ

ات کمّ 35محاس

ال روش د و ا أ 37صل 7 — صحه‌گذاری، 

زمون آ وع  ر اساس  ‌های صحه‌گذاری  ژگ 37و

ش‌ها زما آ 38طراح 

ال روش ه‌ای و ا ارماکو د روش  39أ

ارچگ داده ک گاه و  شن دس ک ات روزمره، کوال 41صل 8 — عمل

ه 41روال کار روزا

ه‌ای جز گاه  شن دس ک 42کوال

ارچگ داده 43ک

ج خارج از مشخصات ا ررس  ا  اط  44ار

ک ما س ی س ا ‌ 45صل 9 — ع

ی ا ‌ 45اصول ع

شار 45مشکلات 

ن س‌لا 47مشکلات 

ک 48مشکلات شکل 

م ا شن  49مشکلات ر

‌سازی 49مشکلات کمّ

ی ا ‌ 51صل 10 — مطالعات موردی ع

ا حل‌شده ل محاس ئ 60صل 11 — مسا

ع ی سر ا ‌ 65وس ال — جدول ع

اسخ ا  ی همراه  ا رسش‌های ارز 67وس ب — 

س گل –ا ارس امه  70وس ج — واژه‌

ر ش ع و مطالعه  ا 72وس د — م

اب‌های مرجع 72ک

دی الات کل 72م

ن‌ها دلا ه‌ها و گا 72ارماکو
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ه‌ای در جز ن روش  ر رد رکار  )High-Performance Liquid Chromatography, HPLC( الا ی  ا کارا ع  وگرا ما کروما

زمون آ ‌ها،  اخالص ن  ع ا  ره  دار ماده مؤ ن م ع ی و  اسا زمون ش آ ؛ از  ع داروسازی اس ا رل ک ص واحدهای ک

ج خارج از مشخصات ا حراف‌ها،  وجهی از ا ل‌ ا خش   ، ردگ ن گس ا وجود ا داری.  ا وا و مطالعات  واخ مح ک حلال،  ا

اکا از سازوکار ‌گردد: درک  ازم ده  کرارشو د عل  ه چ گاه در عمل  ‌های دس و Out-of-Speci( و  cation, OOS(

ه و ارماکو ادرس الزامات  ر  س حرک،  از م دارد  ا راس ماده‌سازی غ آ ون،  اس س ام گهداری  ا  خاب  جداسازی، ا

ی. ا ‌ ه ع ک  ما س رس کرد غ رو

گاه HPLC در واحد ا دس اسان در کار  عال روزمره کارش ای ک  ر و ار سلط جامع‌ ر،  ‌ ی د ا ش آ رای  وک  د ن ه ا

ه‌های USP و Ph. Eur. و ارماکو صل‌های عموم   ، وگرا ع مرجع کروما ا ه م ا ر  وا  . مح ن شده اس دو رل ک  ک

ه ون  شار س ‌شود: »چرا  شگاه مطرح م زما آ ی اس که در عمل  رسش‌ها ر  ن  آ مرکز  س شده و  و از  ICH مودهای ره

دون صحه‌گذاری مجدد مجاز ر در روش  غ ؟«، »کدام  گ‌دار شده اس ل ره  ک ماده مؤ ‌رود؟«، »چرا  الا م ج  در

ررس کرد؟«. د  ا ه  د را چگو زر خارج از رو ک  ؟« و » اس

حرک از م ورها و  ک ون‌ها، د گاه، س ه اجزای دس ‌شود،  غاز م آ صل 1(  ظری جداسازی ) ا  وک از م د ار ه ساخ

ا ات روزمره همراه  ، صحه‌گذاری و عمل ل م سو س ه، س ارماکو س الزامات  ردازد، س ‌ ا 5( م صل‌های 2  (

ک، مطالعات ما س ی س ا ‌ ه ع ان  ا د و در  ‌ک ا 8( را مرور م صل‌های 6  ارچگ داده ) ک گاه و  شن دس ک کوال

رسش‌های ع،  ی سر ا ‌ ‌ها شامل جدول ع وس ‌رسد.  ا 11( م صل‌های 9  ا حل‌شده ) ل محاس ئ موردی و مسا

. ع اس ا هرس م امه و  اسخ، واژه‌ ا  ی همراه  ا ارز

ی ع مرجع: کادرهای طلا ا از م

الات و اب‌ها، م دی ک م کل اه دگاه‌ها و م ‌شده از د س و از گ خلاصه‌ای  ی‌ر وک، کادرهای طلا د در سراسر ه

رای د؛  س م  ول مس ل‌ ن کادرها  . ا ن ذکر شده اس آ های  ع هر کادر در ا ون رسم مرجع اس و م م

وس د( مراجعه شود. ع اصل ) ه م ن کامل  مطالعه م

ار الزامات رسم اع

هوم و مرور رای درک م وک  د ن ه د. خلاصه‌های ا ‌شو گری م از ه‌طور دوره‌ای  مودها  ه و ره ارماکو الزامات 

وط مود مر ا ره ه  ارماکو سخه جاری  ن  جه( م رش  ذ ر روش،  غ اق،  ط د )ا م مس صم ؛ در هر  ع اس سر

. و SOPهای داخل سازمان ملاک عمل اس

ار شگ

وک د ن ه اره ا در
About this handbook
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جکمماد حواحد را وض

tR)Retention time( م ا شن  زرminر ک از لحظه  زمان خروج رأس 

tM , t0)Hold-up time( زمان مردهminشن دون ر زمان خروج جزء 

k)Retention factor( ور اک شن  عدر k = (tR − tM) / tMی‌

α)Selectivity( و عدسلک α = k2 / k1ی‌

N)Plate number( وری ئ ‌های  ل عدعداد  ونی‌ ی س شاخص کارا

H , HETPوری ئ ل  اع معادل  µmH = L / Nار

Rs)Resolution( عدرزولوشن ک مجاوری‌ ی دو  زان جدا م

T , Asارن ور / ضر  اک گ  عدل کی‌ اع  در 5 درصد ار

L , dc , dpدازه ذره ، ا طر داخل ون،  ونmm , mm , µmطول س عاد س ا

F)Flow rate( لورmL/min

uحرک از م mm/su = L / tMسرع خط 

VM , VD)Dwell volume( ر خ أ ون، حجم  mLحجم مرده س

S/Nز و ه  ال  گ عدس س ای LOD و LOQی‌ م

RRF)Relative response factor( ی س اسخ  عدضر  ه ماده مرجعی‌ س  اخالص  اسخ 

صار ارت کاملاخ صارع ارت کاملاخ ع

RP / NPReversed phase / Normal phaseSSTSystem suitability test

HILICHydrophilic interaction LCAIQAnalytical instrument quali cation

UHPLCUltra-high-performance LCCDSChromatography data system

VWD / DADVariable wavelength / Diode array detectorOOS / OOTOut of speci cation / trend

FLD / RIDFluorescence / Refractive index detectorRSDRelative standard deviation

ELSD / CADEvaporative light scattering / Charged aerosolLOD / LOQLimit of detection / quantitation

SPP / FPPSuper cially / Fully porous particles+ALCOAData integrity principles

صارها مادها و اخ
ZQCQZ
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ز ا ذرات ر رشده  و  شار از درون س ح  ع  حرک ما از م ور  ا ع ه،  مو ن اجزای  آ HPLC روش جداسازی اس که در 

ه از ساکن داش ا  ری  وی‌ ش  رهم‌ک د. هر جزء که  ‌شو گر جدا م کد از از  ان دو  ع م وز اوت در  ر اساس  از ساکن، 

ده ام وگرام  ه زمان، کروما س  ور  ک ‌رسد. خروج د ور م ک ه د ر  ر د و د ‌ما ا م ون  ری در س ‌ اشد، مدت طولا

ا دازه )سطح  ی اس و ا اسا ای ش م( که م ا شن  ع )ر : مو ن حامل دو اطلاعات اصل اس آ ک  ‌شود و هر  م

. دار اس ن م ع ای  اع( که م ار

Related( خر ‌ها و محصولات  اخالص  ،)Assay( دار ن م ع ی،  اسا زمون‌های ش آ ، HPLC در  رل ک در واحد ک

)Cleaning validation( اک‌سازی ده  ‌ما ا  ،)Content uniformity( وا واخ مح ک  ،)Dissolution( حلال substances(، ا

صاص : جداسازی کا )اخ ه اس س ه سه رکن وا ج  ا ن  ان همه ا ل اطم ا ‌رود.  ه کار م داری  ا و مطالعات 

.) ح )صح ون صح راس ( و کال ور )د ک ر د ذ کرار اسخ  ودن(، 

ور اک شن  ع و ر وز سازوکار 

ور k، که از اک شن  ‌شود. ر وص م  K = CS / CM ع وز ا ضر  حرک  از م از ساکن و  ان  ع هر ماده م وز

ع را وز ن هر عامل که  را ا  . ون )VS/VM( اس ازی س س  ن ضر در  ، حاصل‌ضرب ا ه اس ل محاس ا وگرام  کروما

‌دهد. ر م غ م را  ا شن  ماً ر از ساکن، مس وع  حرک، دما و  از م  pH رک و ر دهد، شامل  غ

k = (tR − tM) / tM = K · (VS / VM)

ر ‌ اس ل م ط مخ سه شرا ا رای م ون اس و  عاد س لور و ا ل از  م: مس ا شن  ه ر س  ور  اک شن  مز ر

اس

صل 1

وگرا رهای کروما ارام ا جداسازی و  م
Chapter 1 — Separation fundamentals and chromatographic parameters

ZQDQZ

رل ک ن در ک آ گاه  HPLC و جا
ZQEQZ
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. ش اس ما اع. داده‌ها  مه ار ا در  ه ک و  اع  م، ار ا شن  وگرام: زمان مرده، ر ک کروما رهای اصل  ارام شکل 1-1. 

ر طهارام جعر و را دار مطلوب را م

)tM( زرزمان مرده ا  ن  س‌لا شاش  ن اغ شن؛ معمولاً از اول دون ر زمان خروج جزء 
‌شود ن م ع رات  ل/ وراس

—

)k( ور اک شن  ک‌هایtM / (tR − tM)ر رای  ا 10  حدود 2 
اصل

)α( و رایk2 / k1 )همواره ≤ 1(سلک ر از حدود 1.05  زرگ‌

حرا ج 

وری ئ ل  عداد 

)N(
5.54 (tR / wh)

ون؛ ط2 عاد س ه ا ه  س وا

SST روش

)Rs( 1.18رزولوشن (tR2 − tR1) / (wh1 + wh2)رای ج ≤ 1.5 )اغل ≤ 2.0 
) حرا

)T( ور اک گ  ا W0.05 / 2f1.8ل ه 1؛ معمولاً 0.8  ک  زد

. گ‌شده USP <621< و Ph. Eur. 2.2.46 اس عار هماه ط مطا  . روا وگرا ادی کروما رهای  ارام جدول 1-1. 

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

م رس ه خطای   )N = 16 (tR/W)
ه روش مماس )2 س   )wh( اع مه ار ک در  ای  ه ا   N ه محاس

سه N دو ا گام م ‌شود. ه اده م رض اس ش‌ ه‌صورت  زارهای CDS معمولاً  رم‌ا ری دارد و در  حساس کم

ن صورت ر ا د؛ در غ اش اده کرده  ه اس ک روش محاس د که هر دو از  ررس ک ماً  ا دو گزارش، ح شگاه  زما آ

ون. ی س ه کارا  ، عر اس اش از  لاف ظاهری  اخ

ادی رهای  ارام وگرام و  کروما
ZQFQZ
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ک حدود 2.3 درصد ، در Rs = 1.0 هر  ا شکل گاوس دازه  ک هم‌ا رای دو   . ی ک جداسازی اس ها ار  رزولوشن مع

Rs = 1.5 ل ن دل ه هم ‌رسد؛  ه حدود 0.13 درصد م وشا  ن هم د و در Rs = 1.5 ا ‌ک وذ م ک مجاور  ه محدوده 

رای رار دارد،  ره(  زرگ )ماده مؤ ک  ار  ( در ک اخالص ک کوچک ) ک  ‌شود. در عمل، و  ده م ام ن«  س‌لا ا  ک  ک «

. از اس ری  ش ه رزولوشن  ماد  ل‌اع ا ‌سازی  کمّ

Rs = 0.6 Rs = 1.0 Rs = 1.5 Rs = 2.0

. ور اس ک ال کل د گ ر س رد و خط  ک‌های م ن‌ها  . خط‌چ ل دازه در رزولوشن‌های مخ ک هم‌ا شکل 1-2. دو 

‌دهد: شان م ه  شن را جداگا و و ر ی، سلک ک از سه عامل کارا ک )معادله Purnell( سهم هر  ک ادی  طه  را

Rs = (√N / 4) · ((α − 1) / α) · (k / (1 + k))

حرک( از م درت  شن ) م جداسازی( — جمله سوم: ر و )ش گاه( — جمله دوم: سلک ون و دس ی )س جمله اول: کارا

ر را د؛ دو  ا ‌ ش م زا ا جذر N ا ها  ‌شود، اما رزولوشن  ر حاصل م ز ا ذرات ر ر  د ل ون  ا س  N ش زا ی )N(: ا کارا

د. ‌ک ر م را شار را دو  ز و  ال آ رد و زمان  ‌ الا م ون Rs را حدود 41 درصد  کردن طول س

از ساکن م  ا ش ل(، pH، دما  ر و ه جای اس ول  ا ل )م آ وع حلال  ر  غ  . ر اس غ ن م ر ر و )α(: مؤ سلک

ر دهد. غ ه‌طور اساس  ک‌ها را  اصله  ر الوشن و  د  وا ‌ ه جای C18( م  PFP ا ل  لاً  )م

جاد وجهی ا ل‌ ا ود  ه ر از حدود 10  الا د، اما  ‌رسا ه 0.75 م ه 3 جمله سوم را از 0.50  ش k از 1  زا شن )k(: ا ر

‌دهد. ش م زا ک را ا ای  ه ز و  ال آ ط زمان  د و  ‌ک م

ه‌سازی ه ط  ر م ع مرجع:  ا از م

رای س  (، س ل آ م درصد حلال  ظ رد ) رار گ اس  دا k در محدوده م د ا ‌ک ه م وص وسعه روش  ع مرجع  ا م

ش زا ان، N ا ه اطم رای کس حاش ان،  ا ها در  ون( و  وع س وع حلال، دما،   ،pH( ه شود ه  α حرا ج 

. مد اس اکارآ ه و معمولاً  رهز ، راهکاری  اکا و  ران سلک رای ج ون  ش طول س زا د. ا ا

Based on: Snyder L.R., Kirkland J.J., Dolan J.W. Introduction to Modern Liquid Chromatography, 3rd ed. (2010); Snyder, Kirkland,

Glajch. Practical HPLC Method Development, 2nd ed. (1997)

ده رل‌ک ر ک غ ک و سه م ک معادله 
ZQGQZ
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Van شود. معادله‌ هن م ل  د مس را ل سه  ه دل ر خود  ‌شود و در مس ون م ک وارد س ار وار  ک  ه شکل  هر ماده 

اشد، ر  د؛ هرچه H کوچک‌ ‌ک ط م حرک )u( مر از م ه سرع خط  وری )H = L/N( را  ئ ل  اع معادل  Deemter ار

. ر اس ون کارا س

H = A + B / u + C · u
ان دو ال جرم م ر ا را اوم در  خش طول مولکول — C: م  :B — )ر س ان در  رهای جر اهمگ مس ی ) خش گردا  :A

از
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ا کوچک شدن ج(.  ه را ا رهای کاهش‌ ارام ر اساس   ، ش ما ر ) کروم دازه 5، 3 و 1.7 م ا ا رای ذرات   Van Deemter های‌ ح شکل 1-3. م

. ر اس کروم رای ذره 5 م  C·u و A، B/u ن‌ها سهم جملات ‌شود. خط‌چ ه‌جا م ر جا الا ‌های  ه سرع د و  آ ‌ ر م ن‌ ا ح  ه م ذره، کم

شار ل، ا  ا ر شاخه C(. در م الا )ش کم ‌های  ی در سرع ر کارا ر و ا کم الا ی  ر: کارا ز امد عمل ذرات ر

شار را ا  ر در طول و سرع  کروم ه 2.5 م دازه ذره از 5  د؛ کاهش ا ا ‌ ش م زا دازه ذره ا ا عکس مجذور ا اً  ر

د. ‌ک ر م را حدود چهار 

ی ر، کارا ‌ واخ ک ر  س ر و  اه‌ وذ کو ر  ل مس ه دل  :)Super cially porous, Core-shell( خلخل ه م وس ا  ذرات 

صل 3(. د ) ‌ک راهم م ر  ه مرا کم شار  ا  ر را  ز خلخل ر ه ذرات کاملاً م ک  زد

صالات هن، ا ا  د  ل ون(. لوله‌های  ون + σ²خارج‌س د )σ²کل = σ²س ر ذ س‌ها جمع‌ ا ون: وار هن‌شدگ خارج از س

‌دهد. ه‌شدت کاهش م ز را  اه و ذرات ر ون‌های کو ی س م، کارا ور حج ک لوسل د ادرس و 

ک‌های مجاور را کاهش ری و هم رزولوشن  گرال‌گ ارن، هم د ا حراف از  . ا ( اس ارن )گاوس ل م آ ده‌ ک ا

کسان طه‌ای  ا را  )Symmetry factor, As( ارن ور )Tailing factor, T( و در Ph. Eur. ضر  اک گ  ل  USP دهد. در‌ م

‌شود. عر م ک  اع  و در 5 درصد ار

Van Deemter وار و معادله هن‌شدگ 
ZQHQZ

ور اک گ  ل ک:  ارن 
ZQIQZ
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5 % h

f

W0.05

T = W0.05 / 2f
in this example T ≈ 1.5

ه شا ر 1  را  T . اع اس ا عمود رأس در همان ار ی  ه جلو اصله ل  f اع و ک در 5 درصد ار ای کل  ه  W0.05 :ور اک گ  ل عر  شکل 4-1. 

. گ )Fronting( اس را ه  شا ر از 1  گ )Tailing( و کوچک‌ ل ه  شا ر از 1  زرگ‌  T ،ارن کامل

‌ها عر اوت 

د ‌ک اع گزارش م س b/a در 10 درصد ار ه‌صورت  ارن را  زمون اغل ضر عدم  آ ون در گواه  دگان س ساز

عر ا  ه‌شده  دار محاس ها م  ،SST ا اق  ط اره ا ضاوت در رای   . س ر  را ه‌ای  ارماکو  T ا ظر عددی  که از 

. ر اس ه مع ارماکو

حرکاز ساکنحال ج در QCسازوکار غالاز م رد را کار

از

معکوس
)RP(

PFP، CN ،ل  ،C18، C8/ل ر و ر + اس ا ا  آب 

ول ا م

ز آب‌گر ش  نرهم‌ک ع زمون‌های  آ ر  اک

اخالص دار و  م

رمال از 

)NP(

CN، NH2 ،کا، دی‌ال ل یس ط ر حلال‌های غ

ان( + اصلاح‌گر )هگزان، ه

ی ط

ی ط ن‌هایجذب سطح  ام زومرها، و ا

ی محلول در چر

HILICو ر د، زو م آ کا،  ل ش ازس الا ) ل  ر و اس
ی آ ر  ا حدود 70 درصد( + 

ی سطح و آ ه  م در لا س
ک ا رواس ش الک رهم‌ک

ی، ط ار  س ات  رک
، ون‌های مخال

ن ورم م

و ادل 

)IEX(

کای دارای گروه ل ا س ن  رز

اردار

pH/ و درت  ا  ی  آ ر  ا

رل‌شده ک

ک ا رواس ه الک دها،جاذ واس م آ ون‌ها، 

ن‌ها ئ رو

طردی
)SEC(

ذ ا دازه م ا ا ذرات 
رل‌شده ک

ل آ ا حلال  ی  آ ر  دازه مولکولا ر اساس ا عطرد  وز  ، ئ رو جمعات 
مرها ل وزن مولکول 

رال ‌شده،کا دهای مش ‌ساکار ل
ن ر کلودکس ن، س ئ رو

ل آ ی  ط ا   NP، RPلکس گذرای ل کم شک
ن ضاگز

ومری ا خلوص ا

ع. وگرا ما ‌های اصل جداسازی در کروما سه حال ا جدول 1-2. م

HPLC های جداسازی در‌ حال
ZQJQZ
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UHPLC و HPLC

ا 1300 ا حدود 1000  ه‌طور معمول  ر ) الا شارهای  ر و  کروم ر از حدود 2 م ا ذرات کوچک‌ رای کار   UHPLC م‌های س س

واعد ا رعا  د  ا  UHPLC و HPLC ان ال روش م د. ا ری دار ر کم خ أ ون و حجم  د و حجم خارج از س ار( طراح شده‌ا

ن گرما جام شود؛ ا الا ا شار  ز در  ا ذرات ر ون‌های  ر گرمای اصطکاک در س ه ا وجه  ا  صل 6( و  ه ) ارماکو م مجاز  ظ

گذارد. ر  و ا ر سلک د و  جاد ک ی شعاع و محوری ا ان دما د گراد وا ‌ م

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه
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ج دارد. ا داری  ا ، د و  ک سهم مشخص در صح ل شده اس که هر  شک ل  د واحد مس م HPLC از چ س س

ز و شار،  وسان  د  وگرام، ما ه در کروما شا را هر  ؛ ز ک اس ما س ی س ا ‌ از ع ش‌ اخ عملکرد هر واحد،  ش

. ی اس ا ل رد ا ک واحد مشخص  ه  م، معمولاً  ا شن  ی ر ه‌جا ا جا ن  س‌لا

A B C D

solvent reservoirs

Degasser
vacuum, in-line

Pump
dual piston · mixing

Autosampler
6-port valve · loop

column oven

Column Detector
UV / DAD / FLD

CDS
data system

signal

wastehigh-pressure flow path

ور. ک ا د م  شار از  ر ان  ر جر م HPLC و مس س مای کل اجزای س شکل 1-2. 

‌شود. ده م ر( کش کروم خلخل حدود 10 م ا  ر ورودی )Inlet frit، معمولاً  ل شه‌ای از طر  حرک از مخازن ش از م

ا م  ظه  ‌دهد، در مح ل که حلال گاز را کاهش م آ آب و حلال  گام مخلوط شدن  ژه ه ه‌و حرک،  از م گازهای محلول در 

د. دگازرهای ‌ک جاد م ن ا س‌لا ک  ا ا اس ز  و لور و  شار، خطای  وسان  د و  ‌شو ل م د اب  ه ح ور  ک لوسل د

وم )Helium sparging( و ان هل د؛ جر دارد هس ا خلأ درون‌خط )In-line vacuum degasser( امروزه روش اس

د. ن‌ا گز ح خلأ روش‌های جا صاف‌کردن 

حرک را در طول از م رک  ن(  م آ ل‌ ری‌ا ا  ل  ر و لاً اس رار )م ر جزء  خ ا  د  د اس  وش م ا در مخازن را 

دهد. ر  غ س  سکا

ی سری ساخ و ا ن کار رد د؛ ا ز ک ره م  د از  ده  ‌ما ا ازه روی  حرک  از م  )Topping-off( »ز کردن از »سرر

‌دهد. ش م زا ی را ا آ رهای  ا ی در  کرو خ را مخدوش و خطر رشد م ار

اب در سم مکش و ل ح شک ه  ی،  کرو ا رشد م الا  ا غلظ  ا  س رهای  ا ژه در  ه‌و ر ورودی مسدود،  ل

‌شود. جر م لور م ع  کاهش وا

صل 2

ان ر جر گاه و مس اجزای دس
Chapter 2 — Instrument components and flow path

ZQBAQZ

گ مخازن حلال و دگاز
ZQBBQZ
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ار در ا حدود 1300  ار در HPLC و  ا 400  ون )معمولاً 50  رگش س شار  ر  را ان را در  دون ضر دار و  ا ان  د جر ا م 

ش را آ و )Dual-piston reciprocating( اس که در دو  س رگش دو ‌و م ر  ، ن طراح ر ج‌ د. را ن ک م أ  )UHPLC

د ‌ک شار ارسال م ا  ( حلال را از چک‌ولو ورودی مکش و  ون اول )اصل س ش سری،  را آ ‌شود. در  ه م ا سری ساخ موازی 

د. ‌ک ران م ان را ج ون اول، جر س گر( در زمان مکش  اش ون دوم )ا س و 

seal

cam

primary piston

inlet check valve

seal

cam

accumulator piston

outlet check valve

from mixer

pressure sensor
/ damper

to injector

ون )Piston seal( از س ل  د، س ‌ک ن م ع ان را  ش سری: چک‌ولوها )Check valves( جه جر را آ ا  و  س م دو شکل 2-2. طرح‌واره 

‌دهد. وسان را کاهش م ده  ‌ما ا ر  شار/دم سور  د و س ‌ک ری م ش جلوگ

یعملکردجزء ه خرا هشا را شگ دام  ا

وپ و چک‌ولو )
وت/ ا گاه از  م ش

ر( ا سا

ان رگش جر ری از  ،جلوگ لور شار، خطای  ظم  وسان م
شار در مکش ا 

م س شوی س حرک، شس از م صاف‌کردن 
گز دوره‌ای ر، جا ا س از  آب  ا 

ون س ل  الاس شار  دی در  مک،آب‌ ، رسوب  م ش هد  ش 
م ا شن  ری ر ذ کرار کاهش 

گام ل )Seal wash( ه ش س شوی  شس
گهداری امه  ر ض ط  عو ر،  ا ا  کار 

ا ک  ون )سرام س
ر( ا سا

ی حلال ه‌جا شجا  ، گ مکخراش، شکس ز از خشک‌کار کردن، حذف رسوب  ره

م ‌ساز ) اس ولو 

ری( ر کوا

س ا  لاط حلال‌ها  اخ

زی‌شده امه‌ر ر

شن ی ر ه‌جا ، جا رک خطای 

ان م در گراد ا

رک زمون د  آ ال‌ها،  ظم همه کا رج م

OQ در

ر دهدم ‌ما ا وسان  نکاهش  س‌لا ز دوره‌ای  ژه در طول‌موج‌هایو ه‌و  ،PQ ررس در

ن ا

ه. را شگ دام‌های  ی و ا ه‌های خرا شا  ، م جدول 2-1. اجزای 

الا شار  شار کم و  لاط در  اخ

ه ش از ورود  ‌ساز، حلال‌ها را  اس ک ولو  م واحد و  ک   )Quaternary, low-pressure mixing( ری ر م کوا در 

ر مد حساس‌ گ کارآ ه دگاز ری دارد و  ش ر  خ أ الا اس اما حجم  ن  آ ری  ذ عطاف‌ د؛ ا ‌ک ن مخلوط م س مع ا  م 

س لاط  د و اخ ‌ده ل م حو ک حلال را  ک  ل هر  م مس ری )Binary, high-pressure mixing( دو  ا م  . در  اس

. ر اس ه ن  ا رک در درصدهای  ر و د  ر کم خ أ ‌شود؛ حجم  جام م الا ا شار  م و در  از 

م س ل س  : م
ZQBCQZ
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)Dwell volume( ر خ أ حجم 

VD / F دازه ه ا رک  ر  غ  ، ا . در الوشن گراد ون اس ا ورودی س لاط حلال‌ها  طه اخ ر از  ر، حجم مس خ أ حجم 

UHPLC م‌های س رخ س ر در  ‌ل ل ل از حدود 0.1 م گاه‌های مخ ن حجم در دس ‌رسد. ا ون م ه س امه  ر ر از  ر د

ال اکام ا ‌های  ن عل ر ع‌ ک از شا ر اس و  غ ری م ر م‌های کوا س رخ س ر در  ‌ل ل ش از 1 م ا  ری  ا

د. ‌شو ان خارج م دای گراد ی که در ا ک‌ها رای  ژه  ه‌و ؛  گاه‌هاس ان دس ا م روش‌های گراد
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%
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programmed gradient

system A: VD = 0.4 mL

system B: VD = 2.0 mL

F = 1.0 mL/min

د وا ‌ ان م ه در شروع گراد لاف حدود 1.6 د کسان. اخ امه  ر ا  م  س ون در دو س ه س ده  ع رس ان وا ر گراد ر  خ أ ر حجم  شکل 2-3. ا

ر دهد. غ ی را  دا ک‌های ا ک  ک ا  ر 

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

ک ا  ون را  د: س گاه  ک ده دس رو ری و در  دازه‌گ دارد ا ا ا روش اس ار  ک  گاه را  ر هر دس خ أ حجم 

ان خط 0 اشد، گراد ون  آب حاوی حدود 0.1 درصد اس  B آب و حلال  A د، حلال ن ک گز ا حجم کم جا ده  صال‌ده ا

ان، ضرب در مه زمان گراد های  له م اع  مه ار ه  دن  ش شود. زمان رس ا ر  وم ا ا 100 درصد B اجرا و در 265 

م دارد. رد مس حراف‌ها کار ررس ا ال روش و  ن عدد در ا . ا ر VD اس را  ، لور

شار ر ان  ل وارد جر زر  دون کری‌اوور از  الا و  ری  ذ کرار ا  ه را  مو د حجم مشخص از  ا  )Autosampler( لر وسم ا

ه )Sample loop( خارج از مو ارگذاری لوپ  : در وضع  ورت )Six-port valve( اس ‌ها ولو شش‌ د. اساس اغل طراح ک

رد. ‌ ون م ه سوی س وای لوپ را  حرک مح از م  ، زر ه وضع  ا چرخش ولو  ‌شود و  ر م شار  ر ر  مس

لر وسم ا
ZQBDQZ
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1
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sample loop

pump

column

needle port

waste

LOAD: loop lled at ambient pressure

1

2

3

4

5

6

sample loop

pump

column

needle port

waste

INJECT: loop in the high-pressure path

د. ‌ک صل م ه هم م ز( در هر وضع دو درگاه مجاور را  ور )س ارهای رو . ش زر ارگذاری و  ورت در دو وضع  زر شش‌ شکل 2-4. ولو 

ن د را دارد؛ ر ش ر( اس و  را ا 3  ر حجم لوپ )معمولاً 2  را د  ه چ مو رکردن کامل لوپ )Full-loop(: حجم 

. ر حجم اسم لوپ اس را زر  حجم 

ر دازه‌گ گ ا ه د سر م از حجم لوپ اس و د  ر از حدود  زر کم ئ )Partial-loop(: حجم  رکردن جز

. ه اس س وا

از ا  زر  س از هر  د و  شار هس ر ر  خش از مس ارچه )Flow-through needle(: سوزن و لوپ  ک طراح سوزن 

د. ا ‌ ش م زا ر ا خ أ ر اس اما حجم  د؛ کری‌اوور کم ‌شو ه م حرک شس م

ا شوی سوزن  خاب حلال شس ‌شود. ا ی م ا دارد ارز ا ن اس ر ظ‌ س از غل ک  لا زر  ا   :)Carryover( کری‌اوور

. ن راهکار اس ر ر ، مؤ ال آ رای  دگ کا  درت حل‌ک

خر ‌گراد( از  ا 10 درجه سا لاً 5  م دمای س )م ظ رار،  ا حلال‌های  دار  ا ا ه‌های  مو رای   : رل دمای س ک

د. ‌ک ری م س جلوگ ر در طول سکا خ و 

وان ه‌ع از معکوس،  ر دارد. در  و ا ر سلک ور و در مواردی  اک شن  شار، ر حرک،  از م ه  سکوز ر و ون  دمای س

ن د وسان چ ن  را ا ‌دهد؛  ا 2 درصد کاهش م ور را حدود 1  اک شن  ‌گراد ر ش 1 درجه سا زا ی، ا جر اعده 

از ر  ری‌ه د.  ه‌جا ک ش از حد مجاز جا م را  ا شن  د ر وا ‌ ی م ها ه‌ رل دما،  دون ک ون  اق در س درجه‌ای دمای ا

الا و دماهای ‌های  لور ن موضوع در  د؛ ا ‌ک ری م ون جلوگ ی شعاع در س ان دما جاد گراد حرک )Pre-heater( از ا م

ری دارد. ش ر از حدود 40 درجه اهم  الا

طعه د. حجم هر  ر هس ‌م ل ا 0.25 م طر داخل حدود 0.12  ا   PEEK ا گ  ولاد ضدز شار معمولاً از  ر ر  لوله‌های مس

ر کرول ر حدود 25 م ‌م ل طر داخل 0.25 م ا  ر لوله  ‌م ال 50 سا رای م ‌شود؛  ه م ا V = π · r2 · L محاس لوله 

های : اگر ا صال اس ر از طول لوله، ک ا . مهم‌ وجه اس ل‌ ا ر  ‌م ل طر 2.1 م ا  اه  ون‌های کو رای س حجم دارد که 

رل دما ون و ک ظه س مح
ZQBEQZ

ون صالات و حجم خارج از س لوله‌ها، ا
ZQBFQZ
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ا دوشاخه گ‌دار  ل هن،  ک‌ها  ‌شود و  ل م د لاط  ظه اخ ه مح جادشده  ضای خال ا اشد،  ه  شس ه درگاه  ا  لوله 

د. ‌شو م

column / port body

correct: tubing bottomed in the port

column / port body

void (mixing volume)

incorrect: gap before the port

ک د که شکل  ‌ک جاد م های لوله و ک درگاه، حجم مرده‌ای ا ان ا اصله کوچک م رول در درگاه.  ادرس لوله و  ح و  ن صح شس ر  شکل 2-5. ا

د. ‌ک خر م را 

هشدار

دسه درگاه همان ا ه ن‌ها  آ شس  د و عم  ‌شو ا م ار س شدن روی لوله  ک  س از  ولادی  رول‌های 

ش ا  ع حجم مرده  گر، عل شا ده د ون ساز ه س ‌شده  ا رول  ا  ک لوله  ال  . ا م شده اس ظ ده  ساز

د. اده ک شار کاری اس اس  م )Finger-tight( م ظ ل‌ ا گش  صالات ا ون‌ها از ا ی مکرر س ه‌جا . در جا اس

Chromatography( وگرا م داده کروما س د و س ‌ک د م ول ال  آ ا جرم  ا غلظ  اس  ک م ر ال الک گ ور س ک د

ررس صل 4  ن‌ها در  آ ‌های  ژگ ورها و و ک واع د د. ا ‌ک ه م ری و محاس گرال‌گ وری، ا آ ن را جمع‌ آ  )Data System, CDS

د ا رداری داده )Data rate( که  ه‌ مو ر ک داده دارد: سرع  م  ر مس م ا ظ م، دو  س . در سطح س شده اس

ر )Time constant / Response time( که ل اسخ  ای  ه ا  ا زما  د، و  جاد ک ک ا ای  ه طه در  ل حدود 20  حدا

ارچگ داده، شامل ک رل‌های  ن محل اجرای ک د. CDS همچ ‌ک اه م هن و کو ک را  ار ک‌های  ن  آ ش از حد  دار  م

صل 8(. ردازش اس ) سخه روش‌های  رل  ل )Audit trail( و ک ر د  آ ری،  حساب‌های کار

م داده س ور و س ک د
ZQBGQZ
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گ و از ل ری،  ذ کرار زرگ از مشکلات  خش   . م اس س ن جزء مصر س ر وع جداسازی و حساس‌ ون محل و س

ون اس س ام گهداری  ا   )Batch-to-batch variability( اوت سری ساخ  ، ادرس خاب  ه ا ک،  ک ن  دس ر

. وط اس مر

end tting inlet frit (0.5–2 µm) packed bed of particles outlet frit

stainless-steel tube flow direction arrow on label

ی. ها صالات ا رشده و ا ر  س د،  ‌دار گه م ‌های ورودی و خروج که ذرات را در جای خود  ر ولادی،  : لوله  ل حل ون  ک س شکل 3-1. اجزای 

. ون مشخص اس رچس س ان روی  جه جر

طر داخل
)mm(

ج لور را
)mL/min(

mm 150 ون ی س ر حجم مرده 
(mL)

رد کار

ا 4.62.0 ه‌ایحدود 1.01.6  ارماکو ر روش‌های  داول؛ اک HPLC م

ا 3.00.9 ا HPLC و UHPLCحدود 0.40.7  کاهش مصرف حلال؛ سازگار 

ا 2.10.5 ه حجم خارج ازحدود 0.20.33  UHPLC و LC-MS؛ حساس 

ون س

ورد رآ ر(  ‌ل ل ر حس م  VM ،ر ‌م ر حس سا  dc و L( VM ≈ 0.5 · L · dc
ی 2 ر طه  ا را . حجم مرده  ل حل ون‌های  ج س عاد را جدول 3-1. ا

. ر اس کروم ا 5 م رای ذرات 3  ‌ها  ؛ سرع شده اس

س ار کم(  س لزات  الا و  ا خلوص  ( B وع کای  ل د. س ‌شو ه م کا ساخ ل ه ذرات س ا ر  از معکوس  ون‌های  ر س اک

دی ر د. ذرات ه ‌ک جاد م ازی ا ات  رک رای  ری  ار کم س گ  ل ر و  ول کم لا عال س  ،A وع م  د کای  ل ه س

د اما دار ا  pH ره مام گس مری در  ل د و ذرات  الا دار  pH ری در ش داری  ا لن(  د ا ل ما آ ل‌های  کای حاوی  ل )س

د. ری دار ی کم کارا

صل 3

گهداری ار و  ، ساخ م ون‌ها: ش س
Chapter 3 — Columns: chemistry, morphology and care

ZQBHQZ

ون ک س ز ار  ساخ
ZQBIQZ

کا و ذرات ل ر س س
ZQBJQZ
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Fully porous (FPP)
1.7–10 µm

Super cially porous (SPP)
solid core + porous shell

Non-porous
very low surface area

Monolith
continuous porous rod

وذ ر  ل مس ه دل ر(  کروم ه جامد حدود 1.7 م ا هس ر  کروم لاً 2.7 م خلخل )م ه م وس ا  از ساکن. ذرات  اس ذرات  ‌ش خ شکل 3-2. ر

د. ‌ک راهم م ر  کروم ر از 2 م خلخل کوچک‌ ر از ذرات کاملاً م شار کم ا  الا را  ی  ر، کارا اه‌ کو

روم و گس آ ا 120  ذ حدود 80  ا ون( م ر از حدود 2000 دال رای مولکول‌های کوچک )وزن مولکول کم ذ:  ا دازه م ا

اشد. ه  رس داش ه سطح داخل دس ا مولکول  اس اس  روم م گس آ ذ حدود 300  ا ن‌ها م ئ رو دها و  رای 

ن اعداد د، اما ا ‌ک جاد م ری ا ش شن  ر معمولاً ر الا ن  ارگذاری کر ر و  ش ژه  ن: سطح و ژه و درصد کر سطح و

د. س ون  ار هم‌ارزی دو س ی مع ها ه‌

د و ر،  ن‌ ا  pH در . دار اس ا ا 8  داول معمولاً در محدوده pH حدود 2  دی م و کای  ل محدوده pH و دما: س

د شد ش دما  زا ا ا ‌شود؛ هر دو حال  کا حل م ل ر س س ر  الا  pH شود و در‌ ز م درول دی ه و از  لوکسان  س

د. خوا ده  ون را از گواه ساز د. محدوده‌های مجاز هر س ‌شو م

silica support (SiO2)

Si Si Si

Si–OH

Si

end-cap

Si Si

Si–OH

Si Si

C18 (octadecyl) chains residual silanols interact with basic analytes

ازهای ا  ه  و ا ش‌های  رهم‌ک أ  ش رمز( م ده ) ‌ما ا ول  لا ره‌های C18. گروه‌های س ج ا ز د  و س از  کا  ل شکل 3-3. طرح‌واره سطح س

د. وشا ‌ ن‌ها را م آ خش از  ی(  ل کوچک )طلا ل ل‌س ری‌م ا گروه‌های   )End-capping( گ دک د و ا ه‌ا و رو

از ساکن م  ش
ZQCAQZ
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C18 (L1) C8 (L7) Phenyl (L11)

F

F
F

F

F

PFP (L43)

N

Cyano (L10)

amide

Polar-embedded

،π–π ش رهم‌ک او ) و م زی، سازوکارهای سلک آب‌گر ر  ، علاوه  م وط. هر ش دی و کد USP مر و ازهای  داول  دهای م گا شکل 3-4. ل

د. ‌ک جاد م ( ا دروژ د ه و ی،  ط دو

اسسازوکارهای غالاز اده م ملاحظاتموارد اس

C18زی ر داروهایآب‌گر رای اک خس  خاب  ا

مولکول کوچک

ا دها  ر ان  اد م ار ز س وع 

L1 کسان رچس 

C8 / C4ر زی کم ز، کاهشآب‌گر آب‌گر ار  س ات  رک
ن‌ها ئ رو رای   C4 ز؛ ال آ زمان 

ی ط ات  رک ر  شن کم ر

ل ل‌هگز زی + π–πل /  زومرهایآب‌گر ک، ا روما آ ات  رک
ع مو

ر از شکار آ ول  ا ا م  π–π ر ا
ل اس ر و اس

ل( ورو ئ لو ا ( PFPد و ی،  ط π–π، دو

و ضع ادل   ، دروژ ه

ازهای زومرها،  ه، ا ات هالوژ رک

ی ط

اوت از C18؛ ار م س و  سلک

وسعه روش ن در  گز ه جا گز

و( ا زی کمCN )س آب‌گر ی،  ط اده در RP و NPدو ل اس را د ی ک ا عادل‌ ر؛  داری کم ا

Polar-( ه ه ی‌ ط

)embedded

دروژ د ه و زی +  اآب‌گر حرک  از م ر،  ه ارن  ا  ازها 

الا آب  درصد 

C18 ا ر الوشن ممکن اس 

اشد اوت  م

)AQ( آب ا  زیC18 سازگار  ا 100آب‌گر حرک  از م ا  ی  ط ات  رک

ی آ درصد 

)Dewetting( گ ر دی‌و را اوم در  م

د، م آ کا،  ل HILIC )س
) و ر زو

ی، آ ه  م در لا س
ک ا رواس الک

ی ط ار  س ات  رکرک ه  ؛ حساس  ی طولا ا عادل‌
ئ لو دا

ن‌ها. آ رد  از ساکن و کار داول  ‌های م م جدول 3-2. ش

ون‌ها دی USP و هم‌ارزی س ه‌ ط

ک کد ممکن ا  ون  د؛ دو س ‌ک از را مشخص م وع کل  ط  ن کدها  د. ا ‌شو دی م ه‌ ا کد L ط ون‌ها  در USP، س

د. اش ه  او داش و کاملاً م اس سلک

کد
USP

از ساکن وص خلاصه 
کد

USP
از ساکن وص خلاصه 

L1ا ذرات کا  ل دی روی س و  )C18( لان ل‌س ادس اک

ک سرام

L10کا ل دی روی س و  )CN( ل ر گروه‌های 

L3خلخل کای م ل کاL11س ل دی روی س و ل  گروه‌های 

L7کا ل دی روی س و  )C8( لان ل‌س ری(L14اک ر وم کوا مو آ وی ) و  آ ادل  وشش  ا  کا  ل س
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کد
USP

از ساکن وص خلاصه 
کد

USP
از ساکن وص خلاصه 

L8کا ل دی روی س و  )NH2( لان ل‌س رو و م رمL17آ زن در  ل‌ رن–دی‌و ا وی اس و  ادل کا ن  رز
دروژن ه

L9وی و  ادل کا وشش  ا  کا  ل کاL43س ل دی روی س و  )PFP( ل ورو ئ لو ا

مده آ ه  ارماکو  Reagents, Chromatographic Columns خش عار رسم در  هرس کامل و   .USP رد رکار ه‌ای از کدهای  مو جدول 3-3. 

. اس

زی آب‌گر ر  ع مرجع: مدل  ا از م

و زی )Hydrophobic subtraction model( سلک آب‌گر ر  از معکوس، مدل  ون‌های  سه ع س ا رای م

ه از  ،)A( دروژ د ه و ه  د ی )S*(، اس ضا ع  زی )H(، مما آب‌گر د:  ‌ک وص م ر  ارام ج  ا  ون را  هر س

رای  ،USP گاه ا ن مدل، از جمله  ر ا گاه‌های داده م  ا  .)C( و ادل کا ش  رهم‌ک دروژ )B( و  د ه و

م س زمون س آ ا  ها  ی  ها ن حال هم‌ارزی  ا ا د؛  مدی هس زار کارآ ه، ا و مشا ا سلک ن  گز ون جا ن س ا

‌شود. ات م ل ا سو

Based on: Snyder L.R., Dolan J.W., Carr P.W. J. Chromatogr. A 1060 (2004) 77–116; USP column equivalency resources

شار، ان و کاهش  و جر س از  ژه  ه‌و  ، ل آ ر از حدود 5 درصد حلال  حرک حاوی کم از م ا  داول  ون‌های C18 م در س

اه ه اش شن اس که اغل  د ر اگها و شد جه، کاهش   .)Dewetting( ز خارج شود آب‌گر ذ  ا آب ممکن اس از م

عادل مجدد، معمولاً س  ل و س آ الای حلال  ا درصد  ون  شوی س ‌شود. شس ده م ام  )Phase collapse( »از اش  رو «

خاب ه( ا ه ی‌ ط ا   AQ( آب ا  ون‌های سازگار  ی، س آ اً کاملاً  ر حرک  از م ا  رای روش‌های  د.  ‌گردا ازم شن را  ر

د. شو

ات رک رد و ذرات و  ‌گ رار م ون اصل  ش از س از ساکن اس که  اه از همان  ج کو ر ون )Guard column( کار گارد س

ان ر( م کروم ن )In-line lter، معمولاً 0.5 م ن‌لا ر ا ل دازد.  ‌ا ه دام م ه را  مو س  ر ر از ما ذ ا ‌ رگش ا جذب 

ه‌ای ارماکو ون در روش‌های  اده از گارد س د. اس ‌ک ری م ون اصل جلوگ ر ورودی س گ  ون، از گر لر و س وسم ا

ی شود. ا د روش ارز أ ا  ل در صحه‌گذاری  م سو س ر س ن  آ ر  اشد و ا کسان  م  ا ش د  ا

ر1.  ون را در د ال س ده را مطالعه و شماره سر رچه ساز Certi( و د cate of analysis( زمون آ اده: گواه  ش از اس

ه‌طور ون،  ‌ ژه روش‌های حاوی ج ه‌و رای روش‌های حساس،  ون‌ها را  د. س ون )Column logbook(  ک س

د. ن ک ع صاص  اخ

ی آ حرک  از م گ در  دی‌و
ZQCBQZ

ن ن‌لا ر ا ل ون و  گارد س
ZQCCQZ

ون ره س شو و ذخ گهداری، شس
ZQCDQZ
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ر وجود2.  ذ و  ا مک در م د؛ خطر رسوب  ک ل  ل خالص م آ ه حلال  ر  ا ماً از  ون را مس ر: هرگز س ا حذف 

ا 10 ا حدود 5  ل ) آ ا همان درصد  مک  دون  ل  آ آب و حلال  ون از مخلوط  ا 20 حجم س ل حدود 10  ا حدا دا  دارد. ا

د. شو ده ( شس ل آ درصد 

ش از3.  ول  ا ا م ل  ر و الا )معمولاً اس ا غلظ  ل  آ از معکوس را در حلال  ون‌های  دمدت: س ل اه‌مدت و  ره کو ذخ

د. د وش  ا در ن را  آ ره و دو سر  ده( ذخ ه ساز وص حدود 50 درصد، ط 

ب،4.  آ ده ) زا درت  ا  ی  ا حلال‌ها شو  س شس ی، سکا ا ا کارا شار  ش  زا ی )Regeneration(: در صورت ا ا از

شوی معکوس ه اجرا شود. شس ا لور کاهش‌ ا   ، ر ا همان  ازگش  ول( و  ا رو زو ل، ا ر و ول، اس ا م

جام شود. ور ا ک ه د صال  دون ا ده و  ورالعمل ساز ودن در دس ها در صورت مجاز   )Back-flush(

رهای5.  ارام ج  در د. ا  ی ک ا د ون را  و رو زر هر س عداد  ور و  اک گ  ل  ، ل عداد  شار،  د:  ش رو ا

ون را مشخص زی‌شده س امه‌ر ر ض  عو رای  اس  رش، زمان م ذ ه حد  دن  ش از رس ل  م سو س س

د. ‌ک م

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

ه ا حاش حرا  رای روش‌های دارای ج  د.  ‌ک م ار  کسان ر اده  ون در حال اس ا س شه  د هم ون جد س

ا سه  ا ل و م م سو س زر محلول س د،  ون از سری ساخ جد ری س ه‌کارگ ش از  ک کم،  ک

ان از سری ساخ ش ون  ک س گهداری  د.  ش‌ ک  SOP رل در ک گام ک وان  ه‌ع وگرام مرجع را  کروما

‌دهد. زمون‌ها را کاهش م آ و  سک  اوت، ر م
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د. زا ک  ه  هن‌شدگ را  ن  ر د و کم جاد ک ال ا آ ه  س  صاص  دار، حساس، خط و اخ ا اسخ  د  ا ور  ک د

از، سازگاری عال(، سطح غلظ مورد  رو ا گروه الک ور  ورو ئ لو ور،  ال )وجود کرومو آ ی  ا م ار ش ه ساخ ور  ک خاب د ا

ش–مرئ را ورهای جذب  ک رل ک داروسازی، د گ دارد. در واحدهای ک س ا و الزامات روش  ا الوشن گراد

د. ن سهم را دار ر ش

لوسل و ضر جذب مول وری  ر  ، طول مس ال آ ا غلظ  : جذب  ون Beer–Lambert اس ا ورها  ک ن د اساس ا

ئ معمولاً ه مر اح ر( و در  وم ا ا 400  ره حدود 190  م )گس ر ش، لام دو را ه  اح ش در  ا ع  . م اس اس م

ر حساس را د ل ر  ا مس لوسل‌های  ؛  ر اس ‌م ل دارد حدود 10 م ا لوسل اس وری  ر  . طول مس ن اس گس لام 

د. ‌ده هن‌شدگ را کاهش م ر  ا حجم کم لوسل‌های  ش و  زا ا

A = ε · b · c

)mol/L( غلظ :c — )cm( وری ر  A: جذب )AU( — ε: ضر جذب مول )b — )L·mol−1·cm−1: طول مس

VWD — forward optics

D2 lamp
grating

slit

single λ flow cell
photodiode

wavelength selected before the sample

low light on sample · one or few wavelengths

DAD / PDA — reverse optics

D2 lamp flow cell

grating diode array

full spectrum after the sample

spectra for identity and peak purity

‌شود؛ در ام م ک‌ ه  مو ش از  ور   VWD در .)DAD/PDA( ودی ه د را آ ور  ک ر )VWD( و د غ ور طول‌موج م ک وری د ش  را آ سه  ا شکل 4-1. م

‌شود. وری، ط کامل همزمان  م وسط  ک  ک س از  د و  ‌ک ور م لوسل ع د از  ور س  DAD

م رظ ردیا ه کار وص

ز ال آ ودنطول موج  صاص  ا خطای کوچکحساس و اخ ا ش ط کم،  ه‌ای  اح ه جذب و در  ش ک  زد در 

اشد ه  اسخ داش ر  ر محدودی  طول موج ا

صل 4

ورها ک د
Chapter 4 — Detectors

ZQCEQZ

ئ ش–مر را ورهای جذب  ک د
ZQCFQZ
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م رظ ردیا ه کار وص

د ا ای  ه

)Bandwidth(

صاص ر، اخ ز کم و ر:  ش د  ا ای  ه

ر ودن کم ودن و خط 

ر وم ا ا 8  مطا روش؛ معمولاً 4 

طول موج مرجع
)DAD(

رات شدت لام و ضر غ ران  ج
ان شکس در گراد

ال در طول موج آ دارد؛ در صورت جذب  ال جذب  آ ه‌ای که  اح در 
د ا ‌ اسخ کاهش م مرجع، 

)Slit( ای شکاف زه و ر،  ه ک ط  ک ک:  ار شکاف 
ر ش

ر ک‌ ار ج د  ‌س ک و ط رای خلوص 

ا سرع داده و 

زما

ک اع  ک‌دهمشکل و ار ر از حدود  ا زما کم ک؛  ای  ه طه در  ل حدود 20  حدا

ک ای  ه

ن‌ها. آ ر  ش و ا را ورهای  ک دی د مات کل ظ جدول 1-4. 

اع ره خط و اش گس

ره د. گس ‌ک طه خط جذب و غلظ را مخدوش م د محدود، را ا ای  ه ور سرگردان )Stray light( و  الا،  در جذب‌های 

گ س د  ا ای  ه گاه، طول موج و  ه دس ع  ، اما مرز وا ا 2 واحد جذب اس ا حدود 1  د  ورهای جد ک اری از د س خط 

ا اشد  ره خط  ا گس ه م اح ر اس در  ه ک اصل در غلظ اسم  دار، جذب  ن م ع زمون‌های  آ دارد. در 

د. رس رخط  ه غ اح ه  ا 150 درصد(  لاً 120  ون )م راس ح کال الای م داردهای  ا اس

0 50 100 150 200
0

0.5

1

1.5

2

Concentration (% of nominal)

A
bs

or
ba

nc
e 

(A
U

)

typical linear range

ideal (Beer–Lambert)

stray light / saturation

‌شود، الا خم م ‌های  و که در غلظ راس ح کال (. م ش ما الا ) ون Beer–Lambert در جذب‌های  ا ور از  ک اسخ د حراف  شکل 4-2. ا

ه. مو ار  ه ر  ، ور سرگردان اس ا  اع  ه اش شا معمولاً 

DAD ا ک  خلوص ط 

رمال‌شده ‌های  اشد، ط ل شده  شک رک  ک  ط از  ک  د. اگر  ‌ک ک ط کامل  م طه از  ور DAD در هر  ک د

د. ‌ز رهم م دی را  ن هما اوت، ا ا ط م اخالص  ک  د؛ کوالوشن  کسان‌ا ده  ن‌رو ا ه  ده، رأس و ل الارو ه  در ل

Purity( ه خلوص ا س آ ر  را ه خلوص )Purity angle( در  د زاو ی ما ه‌صورت شاخص‌ها سه را  ا ن م زارهای CDS ا رم‌ا

د. ‌ک طا ط گزارش م ا ضر   )threshold
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spectrally homogeneous peak

Wavelength (nm)
200 250 300 350

upslope

apex

downslope

co-eluting impurity at apex

Wavelength (nm)
200 250 300 350

upslope

apex

downslope

ر شکل ط در رأس غ  : ک همگن. سم راس  : ک. سم چ طه از  رمال‌شده در سه  ‌های  ک: ط ی خلوص  ا هوم ارز شکل 4-3. م

.) ش ما اوت ) ا ط م اخالص  ل کوالوشن  ه دل

‌های خلوص ط محدود

زومرها و د ا ه )ما ار مشا س ا ط  اخالص   . س ودن  صاص  طع اخ ات  ک خالص« در DAD ا جه »

س، ممکن ا کوالوشن کامل در رأ  ، ک اصل ه  س  ار کم  س ا غلظ  اخالص   ،) خر اری از محصولات  س

ادرس طول موج مرجع خاب  ز ط و ا و  ، ک اصل ش از حد  ن جذب  شود. همچ ص داده  شخ اس 

ا ون  عامد )س ک روش م ا  ی  ا ل ارز کم اری،  خر اج د. در مطالعات  جاد ک اخالص« ا جه کاذب » د  وا ‌ م

‌شود. ه م وص  ) ج جرم ‌س ا ط اوت  و م سلک

ا زما سرع داده و 

2.8 3 3.2 3.4 3.6

0

50

100

Time (min)

Si
gn

al

true peak (≥ 20 points)

too few data points

time constant too long

ا ‌دهد و  ک را از دس م اط داده، رأس  عداد کم   .) ش ما ک ) ار ک  ک  ر  ر  ل ا زما  رداری داده و  ه‌ مو ر سرع  شکل 4-4. ا

د. ‌ده ک را کاهش م ک ل و  عداد  اع،  د؛ هر دو، ار ‌ک ه‌جا م هن و جا اه،  ک را کو  ، زما طولا

)FLD( س ورسا ئ لو ور  ک د

خاب دو ل ا ه دل ن  آ و  ی و سلک ور جذ ک ر د را ا هزار  ن ده  آ ‌شده، حساس  ا مش ورسان ذا  ئ لو ات  رک رای 

ر  pH ر س، و ا ر ا اجزای ما ژن محلول، حلال  اش از اکس  )Quenching( خاموش . الاس ار  س شر  ک و  حر طول موج 

ورها ک ر د سا
ZQCGQZ
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. ور اس ک ن د ی حساس و عملکرد ا ا رای ارز ج  زار را ب، ا آ ک رامان  د.  شر، از عوامل اصل خطا هس شدت 

)RID( ور ضر شکس ک د

از رک  ه دما و  ‌رود.  ه کار م ی  رخ مواد جا ‌ال‌ها و  ل دها،  د  ور ما د کرومو ا ات  رک رای  اً عموم اس و  ر

ون و لوسل و س داری دمای  ا س و حساس محدودی دارد.  ا سازگار  ا الوشن گراد  ، ار حساس اس س حرک  م

. دار اس ا ن  س‌لا ش‌شرط   ، ی طولا ا عادل‌

CAD و ELSD :ه شا ر ا ورهای م  ک د

ک ر ار الک ا  ا   )ELSD( ور دگ  راک ا  رار  ر ال غ آ ‌شود و ذرات  ر م خ ده و  شا حرک ا از م ورها،  ک ن د در ا

حرک از م د، اما  ‌ا اس ور م د کرومو ا ات  رک رای  د و  ا سازگار ا الوشن گراد د.  ‌شو ری م دازه‌گ ل‌شده )CAD( ا م

ا در رخط  ا مدل غ ون معمولاً  راس ن کال را ا ؛  رخط اس اسخ غ د( و  رمجاز ا غ س رهای  ا اشد ) رار  د کاملاً  ا

‌شود. جام م ره محدود ا گس

ج جرم ‌س ی و ط ا م روش ور الک ک د

الا دارد. ار  س ن‌ها، حساس  م آ کول‌ د کا ر، ما ذ ا کاهش‌ ر  ذ ش‌ ات اکسا رک رای   )ECD( ی ا م روش ور الک ک د

ودن را صاص  ن اخ ر الا  ،)APCI( شار جو ی در  ا م ش ش و ا   )ESI( ری رواس ش الک و ا   )LC-MS( ج جرم ‌س ط

وم( مو آ رمات  ا  ات  د، اس ک اس رم رار ) حرک  از م ه  د و  ‌ک راهم م خر  ‌ها و محصولات  اخالص ی  اسا رای ش

. ع خطای کمّ در LC-MS اس ن م ر س، مهم‌ ر اش از اجزای ما  )Ion suppression( و از دارد. سرکوب 

ور ک ودند صاص  اخ
حساس
ی س

ا حرکگراد از م رد شاخص در QCاز  کار

UV / VWDوسط اف در طول موجسازگارخوبم ش
کاری

حلال ، ا اخالص دار،  ن م ع

DAD / PDAوسط + ط ره طسازگارخوبم اف در گس اری، خلوصش خر اج وسعه روش، 
ک

FLDالاالا ار  دهسازگارس ر کمدون خاموش‌ک اد ورسان، م ئ لو ‌های  ال آ

RID) ن )عموم نا ااسازگارا ‌ال‌هارک و دمای  ل دها، 

ELSD /
CAD

رای ن )عموم  ا
رارها( ر غ

ا خوب وسط  رارسازگارم دها، موادکاملاً  ور، ل د کرومو ا مواد 
ی جا

ECDالاالا ار  ا، خالصمحدودس عالرسا رو ات الک رک

MSالا ار  الاس ار  اتسازگارس س دون  ‌هایرار،  اخالص  ، اخالص ی  اسا ش
جهش‌زا

.HPLC ورهای ک سه ک د ا جدول 4-2. م
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ز و ر(،  وم ا ر از حدود 230  ن )کم ا ژه در طول موج‌های  ه‌و م،  ر رژی لام دو : کاهش ا رژی و ساع کارکرد لام ا

د. زی ک امه‌ر ر اً ساع کارکرد  ه صر ر اساس عملکرد و  ض را  عو د و  رژی لام را  ک د ا ‌دهد. رو ش م زا را ا

ر( و در صورت وم ا د 486 و 656  م )ما ر شری لام دو ا خطوط  وم  د هولم ر داخل اکس ل ا  صح طول موج: 

، د ط ان‌های  ‌شود. خطای طول موج در گراد ی م ا ن( ارز ئ ه‌های جذب کا ش لاً  ا محلول‌های مرجع )م از 

د. ‌ک جاد م اسخ ا وجهی در  ل‌ ا ر  غ

سه ا ل م ر  اد ا م ری و  دازه‌گ ده ا دارد ساز ا ط اس ا شرا  )OQ( ا شن عمل ک زمون کوال آ : در  ز و در و

‌شود. م

ول، و در صورت ا ا م ول  ا رو زو س ا ب، س آ ا  شو  د. شس ‌ک جاد م ز و در ا و اب،  ا ح جره‌ها  لودگ  آ لوسل: 

ا لوله لاً  لوسل )م رگش کم در خروج  شار  جام شود. اعمال  ده ا ه‌شده ساز وص ده  اک‌ک ا محلول‌های  از 

د. ک جاوز  لوسل  شار مجاز  که از حد  ه شرط ا د،  ‌ک ری م اب جلوگ ل ح شک ک( از  ار

ور ک رل عملکرد د ک
ZQCHQZ
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وع و رک حلال‌ها،  د.  ‌ک ماً در سازوکار جداسازی مشارک م لکه مس  ، س ه  مو ها حامل   HPLC حرک در از م

ری ذ ر غ ع  ا ن م ر زرگ‌ ک از  ن  آ ماده‌سازی  آ د و ک  ‌ک ن م ع و را  شن و سلک ر، pH و دما، ر ا غلظ 

. شگاه‌هاس زما آ اسان و  ان روزها، کارش م

ات مولکول رک رای  ‌دهد.  ش م زا درت الوشن را ا ل  آ زودن حلال  ن حلال اس و ا ر ‌ آب ضع از معکوس،  در 

‌دهد ر کاهش م را ا 3  ور را حدود 2  اک شن  ل ر آ ش 10 درصد حجم حلال  زا ی، ا جر اعده  ک  وان  ه‌ع کوچک، 

ه او ) و م درت، سلک ر  د که علاوه  ‌ا وران سه حلال اصل درو راه ول و  ا ل، م ر و ری(. اس را اعده سه‌ (

د. ‌ک جاد م ژه( ا ی و ط ش‌های  رهم‌ک ده و  ر ذ ده/ دروژ ده د ه و ی،  ط ش دو رهم‌ک ر 

حلال
ش را طع  حد 

)nm(
C°25 ه در سکوز و

(mPa·s)
ردی ملاحظات کار

ر از 190آب ژه حدود 0.89MΩ·cm، TOC 18.2کم اوم و ا ک HPLC )م آب 

ان ک‌ها در گراد ع گوس  ع شا ن(؛ م ا

ل ر و ر از1900.34اس الا درت الوشن  ن،  ا ا عال در طول موج  شار کم، ش

ول ا م

ول ا ی دارد2050.55م الا ه  سکوز آب و ا  ر؛ مخلوط  اوت، ارزان‌ و م سلک

وران درو راه

)THF(

د ا حدود 212 )

ده( دارک ا

0.46PEEK طعات رخ  ا  اسازگار  د،  راکس ل  شک الا؛  درت 

ول ا رو زو الاحدود 2052.0ا شار  ز؛  آب‌گر ده‌های  لا آ ون، حل‌کردن  شوی س شس

ول ا رحدود 2101.1ا الا ه  سکوز ر؛ و ز ه س گز

-n / هگزان-n
ان ه

رمال0.30 / 1950.39 / 200 از 

ری اس ‌م ل لوسل 10 م ا ک HPLC و در جذب حدود 1 واحد در  رای حلال‌های  ش  را طع  رد. حد  رکار ‌های حلال‌های  ژگ جدول 5-1. و

. اوت اس دک م ده ا ه ساز ه  س و 

صل 5

حرک و ملاحظات روش از م
Chapter 5 — Mobile phase and method considerations

ZQCIQZ

ه سکوز ش و و را ا  درت الوشن، ش حلال‌ها: 
ZQCJQZ
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ا ول–آب در حدود 40  ا ه مخلوط م سکوز ه و ش ‌گراد.  ل در 25 درجه سا ر و ول و اس ا ا م آب  ی مخلوط‌های  ر ه  سکوز شکل 5-1. و

د. ‌رسا ه م ش ه  ا  ون را در الوشن گراد شار س 50 درصد، 

و ر سلک غ درت خط و  ار حلال‌ ر

ن . ش ا اً خط اس ر  )φ( ل آ ا کسر حجم حلال  ور  اک شن  م ر طه لگار حرک، را از م رک  ره‌ای از  در گس

د وا ‌ ک‌ها، م ی همه  ه‌جا ر جا ، علاوه  ل آ ر درصد حلال  غ ن  را ا ؛  اوت اس ل م ات مخ رک رای   )S( طه را

ه خطای کوچک حرا  ‌های  رخ ج ل حساس  ده دل د ن  ر دهد. ا غ ر الوشن را  ک‌ها و ح  ی  س اصله 

. حرک اس از م ماده‌سازی  آ در 

log k = log kw − S · φ

ا 5 رای مولکول‌های کوچک معمولاً حدود 3  ان،  آب خالص — S: گراد ی‌شده در  ا رون‌ ور  اک شن  kw: ر
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-0.5

0

0.5

1

1.5

2

% B (acetonitrile)

lo
g 

k co-elution

compound 1 (S = 4.0)
compound 2 (S = 5.2)

k = 1

رک مشخص، کوالوشن رخ ک  د و در  ‌ک ر م غ ک  اصله دو  ل،  ر و ر درصد اس غ ا   :) ش ما اوت ) ا ش S م رک  شکل 5-2. دو 

‌دهد. م

‌شود؛ شن م ر از شکل خ ر ار کم س از معکوس  رک در  زه هر  و د. شکل  ‌ا از ضع ا  د  اری از داروها اس س

خاب اوم روش، ا رای م ردی  اعده کار د.  ‌ک جاد م شن ا زرگ در ر ر  غ  pH ر کوچک غ  ،pKa ک زد ن در  را ا

pH رل رها و ک ا
ZQDAQZ
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اصله حدود 1 واحد ن در  آ  pKa ری اس که ا ا   pH ن گه‌داش ا  ‌ها، و  ال آ  pKa ا 2 واحد دور از ل حدود 1.5  pH حدا

رار دارد. از pH مطلوب 

2 4 6 8 10 12
0

3

6

9

12

Mobile-phase pH

Re
te

nt
io

n 
fa

ct
or

 k

weak acid, pKa 4.5
weak base, pKa 8.5

pKa ± 1: retention
very sensitive to pH

شان رمز، محدوده pKa ± 1 را  واح   .) ش ما از معکوس ) از ضع در  ک  د ضع و  ک اس ور  اک شن  ر ر حرک  از م  pH ر شکل 5-3. ا

. ار حساس اس س  pH ه خطای ن  آ د که روش در  ‌ده م

زود ر / ا ریpKa (25°C)ا ا ر  ره مؤ گس
ی ر ش  را طع  حد 

)nm(
MS ا سازگاری 

ات 2.1 · 7.2 ·س

12.3

ر از 1.1200–3.1 · 6.2–8.2 اسازگارکم

رمات( وم  مو آ د /  ک اس رم سازگارحدود 2.8210–3.84.8رمات )

ات ومحدود 3.8210–4.85.8اس مو آ سازگار )

ات( اس

رات 3.1 · 4.8 ·س
6.4

اسحدود 2.1230–7.4 ام

د )TFA(، حدود ک اس ورواس ئ لو ری‌

0.1 درصد

ر از 1 عکم ر وا ا pH حدود 2 )

) س

وحدود 210 سرکوب 

اک مو آ ات /  ی‌کر وم  مو 6.4 · 9.2 ·آ

10.3

ا 8.2210–10.2 سازگارحدود 200 

. ه اس س ل وا آ ه دما و درصد حلال  رها  ا  pKa ؛ ر pKa ± 1 اس را ر  ره مؤ ر pKa گرد شده و گس اد ج در HPLC. م رهای را ا جدول 2-5. 

حرک از م دارد  ا ماده‌سازی اس آ

ه مدرج1.  وا ا اس  A ا ظروف حجم کلاس ن و حجم‌ها  وز ره  رازوی کال ا  مک‌ها  ی:  ر ج  ه جای حجم‌س ن  وز

ن روش رعا شود. زودن اجزا مطا م ر ا د.  ده شو ج مطا روش س

ری و2.  دازه‌گ ره در دمای مشخص ا رود کال ا الک ی و  آ خش  ط در   pH : ل آ زودن حلال  ش از ا  pH ری دازه‌گ ا

ل ا ی  آ خش   pH ا ل  ی–آ آ اشد. pH ظاهری مخلوط  ن کرده  ع گری  اً روش د که روش صراح م شود، مگر ا ظ

. س سه  ا م
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الای3.  ر، خطر رسوب در درصدهای  الا د. غلظ  ‌ک راهم م ری کا را  ا ‌مولار ظر  ل ا 50 م ر: معمولاً 10  ا غلظ 

ش زا ل‌ها را ا ش س ا 80 درصد( و سا ر از حدود 70  الا ل  ر و م در اس اس ات  س رای  ژه  ه‌و ل ) آ حلال 

‌دهد. م

ا حلال صاف شود. صاف‌کردن مجدد4.  ر سازگار  کروم ا 0.2 م ا غشای 0.45  مک  ی حاوی  آ خش  گ:  صاف‌کردن و دگاز

لودگ از غشا را دارد. آ دارد و خطر  ا ک HPLC معمولاً ضرور  ل  آ حلال‌های 

د. مدت مجاز5.  ی‌ا کرو رای رشد م ی  اس ط م ، مح ک خ زد  pH ژه در ه‌و  ، ل آ دون حلال  ی  آ رهای  ا ار:  خ اع ار

رچس  شود. ن و روی  ع  SOP ا داری  ا ر اساس داده  د  ا اده  اس

ئ6.  اس، جز ام کارش ضا و  خ ساخ و ا ار ری‌شده،  دازه‌گ ن، pH ا وز ر  اد ‌گذاری: شماره سری مواد، م رچس  و 

. زمون اس آ از سوا خام 

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

م ا شن  کسان، الزاماً ر رک اسم  ک  رای  م  وسط  لاط درون‌خط  ه )Premixed( و اخ ش‌ساخ لاط  اخ

ا م وجود دارد. اگر روش  ‌سازی  اس ل و خطای  آ آب و حلال  لاط  گام اخ اض حجم ه را ا د؛ ز ‌ده م کسان 

ا شود. ش سه‌ای  ا ا داده م د  ا لاط درون‌خط  ه اخ ر  غ  ، ه صحه‌گذاری شده اس ش‌ساخ حرک  از م

ع ره وس ا گس ه‌های  مو رای  ، اما  ال اس ل ا ا اوم و  ؛ ساده، م ا اس حرک  از م رک  ک  زوکرا در الوشن ا

حرک در از م درت   ،)Gradient elution( ا ‌شود. در الوشن گراد ز طولا م ال آ هن و زمان  ررس  ک‌های د  ، ط

ه زمان  )k*( ان ر در گراد ور مؤ اک شن  د. ر ‌شو ه م کسان شس اً  ر ای  ه ا  ک‌ها  د و  ا ‌ ش م زا ز ا ال آ طول 

: ه اس س رک وا ر  غ ه  ون و دام ، حجم س لور ان،  گراد

k* = (tG · F) / (1.15 · VM · Δφ · S)

طه ان را ان — S: گراد ل در طول گراد آ ر کسر حلال  غ  :Δφ — ون لور — VM: حجم مرده س  :F — ان tG: زمان گراد

درت خط حلال‌

ه  )tG · F( ان س حجم گراد ع  د؛  ما ا   k* د ا  ، لور ا  ون  عاد س ر ا غ گام  ظ جداسازی ه رای ح

ظ شود. ون ح حجم س

، ون کا اس ا 10 حجم س ازگردد. معمولاً حدود 5  ه  رک اول ه  د  ا ون  ان، س س از هر گراد ی مجدد:  ا عادل‌

ری ذ کرار  . ری لازم اس ش ده، زمان  ‌های جذب‌شو زود ا ا ون  ‌ ازهای HILIC و روش‌های حاوی ج رای  اما 

. ی اس ا عادل‌ ا  ی، شاخص ک دا ک‌های ا م  ا شن  ر

دار هم‌ارز زودن م د. ا ‌ک جاد م ن ا س‌لا اوت جذب حلال A و B در طول موج کاری، در  ان:  ن گراد س‌لا

‌دهد. ن در را کاهش م ه هر دو حلال، ا  )TFA ًلا زود جاذب )م ا

ا ک و گراد زوکرا الوشن ا
ZQDBQZ
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ازها رای  ات‌ها  و ل‌سول لک آ د  ، ما ار مخال ا  ز  آب‌گر ون  ک   ،)Ion-pair chromatography( ون ‌ وگرا ج در کروما

ن عوامل د. ا ا ش  زا و ا ات  رک شن  ا ر ‌شود  زوده م حرک ا از م ه  دها،  رای اس وم  مو آ ل‌ و را مک‌های  ا 

ن روش آ ه  د  ا ون  ، س ون( لازم اس ی طولا )گاه ده‌ها حجم س ا عادل‌ ن رو  د؛ از ا ‌شو از ساکن جذب م روی 

ه ول‌ها  لا دن س وشا رای  ه  ن، که در گذش م آ ل‌ ری‌ا د  م ما آ ‌های  زود رل شود. ا ا د ک د و دما  ا صاص  اخ

د. از هس ر مورد  وع B کم کای  ل ون‌های س ا س د،  ‌ر کار م

ر از ‌ ا ضع ر  را درت الوشن،  ظر  د و از  ن ک ضم ن را  آ داری  ا د،  ه‌طور کامل حل ک ال را  آ د  ا  )Diluent( ئ لو دا

ه‌جا ون جا از ساکن در طول س ه  صال  ش از ا ال را  آ ر،  وی‌ ه در حلال  مو اد  زر حجم ز اشد.  ه  حرک اول از م

د. ‌ک ا دوشاخه م گ‌دار  را هن،  ی را  دا ک‌های ا د و  ‌ک م

diluent ≤ mobile-phase strength

Time (min)

diluent 100 % methanol (strong)

Time (min)

خر و دوشاخه ک اول را  اد،  ا حجم ز ژه  ه و حرک،  از م ر از  وی‌ زر در حلال   :) ش ما ی ) دا ک‌های ا ر  ئ  لو درت دا ر  شکل 5-4. ا

د. ‌شو ر م أ ر م ررس کم ک‌های د د در حال که  ‌ک م

ول ل  ا زر  ع مرجع: حجم  ا از م

رای ون ) ا 2 درصد حجم مرده س ا حدود 1  زر  حرک، حجم  از م ا  درت  زر در حلال هم‌ رای  ع مرجع  ا م

ا حلال د.  ‌دا ی م دون ا محسوس کارا ر( را معمولاً  کرول ا 30 م ر حدود 15  ‌م ل ون 150 × 4.6 م س

.)On-column focusing( شود‌ مرکز م ون م دای س ال در ا آ را  حمل اس ز ل  ا ری  زرگ‌ ر، حجم  ‌ ضع

Based on: Snyder, Kirkland, Dolan. Introduction to Modern Liquid Chromatography, 3rd ed. (2010); Dolan J.W., LC Troubleshooting

column, LCGC North America

‌ها زود ون و ا ‌ ج
ZQDCQZ

زر ئ و حجم  لو دا
ZQDDQZ
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ل م سو س ارهای س ا مع وگرا را همراه  ط کروما ، شرا ه‌ای و روش‌های صحه‌گذاری‌شده داخل ارماکو روش‌های 

د که مجموعه ‌ک د م أ ر از روش اس و  ذ ا ی‌ خش جدا  SST .د ‌ک عر م  )System Suitability Test, SST(

صل‌های عموم د.  ر جه مع د  ول ه  ادر  زمون،  آ جام  اس، در زمان ا حرک، محلول‌ها و کارش از م ون،  گاه، س دس

ر USP <621> Chromatography و Ph. Eur. 2.2.46 Chromatographic separation techniques که در سال‌های اخ

د. ‌ک ط را مشخص م مات مجاز شرا ظ رها و  ارام عار  د،  گ )Harmonized( شده‌ا هماه

دی ه کل ک

رد مورد رای کار گاه  ‌دهد دس شان م شن  ک رعکس. کوال س و  صل 8(  گاه ) شن دس ک ن کوال گز SST جا

د. در ‌ک ورده م رآ ن روش را  ن روز، الزامات ا زمون و هم آ ن  م در هم س ‌دهد س شان م  SST ؛ اس اس ظر م

ل ا د  ی مس ا دون ارز س  ه‌های همان سکا مو ج  ا د و  ا د ادامه  ا ه‌ها  مو زر   ،SST اکام صورت 

. س گزارش 

ر ن در روش(هدفارام ع ج )در صورت عدم  ار را مع

)Rs( حرارزولوشن ات جداسازی ج  ل 1.5 و اغل 2.0ا وگراف؛ معمولاً حدا ط مو

م س ری س ذ کرار

)RSD%(

اسخ زر و  ر از 2.0د  الا زر اگر حد  زر )6  رای 5  ر 2.0 درصد  USP: حداک

اشد(؛ Ph. Eur.: جدول 2-6 درصد 

گ ل ارن /  کضر  کهک شکل  آ ا 1.8 مگر  جش 0.8  ک مورد س رای  د،  گ‌سازی جد در هماه

د ن ک ع گری  ار د روش مع

ز و ه  ال  گ س س
)S/N(

ا حد کمّ ص: حدود 3حساس در حد گزارش  شخ ل 10؛ حد  : حدا حد کمّ

)p/v( ه دره له  اس  ی  ن Rs و جدا گز جا

س ن ممکن  س‌لا

وگراف ط مو

شن ل )N( / ر عداد 
)k( ور اک

شن ی و ر ش کارا لا کم ار  وان مع ه‌ع ط روش؛ اغل 

)RRT( ی س م  ا شن  ک‌هار ی  اسا رشش ذ ه  ی و  اسا رای ش ی  ر ر  اد وگراف؛ م ط مو

. مده اس آ ا روش صحه‌گذاری‌شده  وگراف  ن مو ی همان اس که در م ها ار  . مع ل م سو س داول س رهای م ارام جدول 1-6. 

صل 6

ل م سو س زمون س آ ه و  ارماکو الزامات 
Chapter 6 — Pharmacopoeial requirements and system suitability

ZQDEQZ

ل م سو س رهای س ارام
ZQDFQZ

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©32 · هرگو



.Ph. Eur ری مجاز در ذ کرار

ه حد کراری محلول مرجع  ‌های  زر ی مجاز  س ار  حراف مع ر ا ره خالص، حداک دار ماده مؤ ن م ع رای   ،.Ph. Eur در

: ه اس س زر )n( وا عداد  ر از 100( و  الا وگراف )B، درصد  ‌شده در مو عر وای  الای مح

%RSDmax = K · B · √n / t90%, n−1
زادی آ ه( و n − 1 درجه  مال 90 درصد )دوطر ا اح ود  دار t اس ( — t: م ا ( K = 0.349

)%( Bn = 3n = 4n = 5n = 6

2.00.410.590.730.85

2.50.520.740.921.06

3.00.620.891.101.27

جام زر ا اشد )B = 2.0( و 6  ا 102.0 درصد  وای مجاز 98.0  ال اگر مح رای م وق.  طه  ا را ه‌شده  ر %RSD مجاز محاس جدول 6-2. حداک

. ر 0.85 درصد اس شود، %RSD حداک

ز و ه  ال  گ س س

H

h (noise range)

window ≥ 5 × wh

S/N = 2H / h

ن در س‌لا ه(  ه و کم ش اصله  ز ) و ه  ی‌شده و h دام ا رون‌ ن  س‌لا ک از  اع  ز: H ار و ه  ال  گ س س ری  دازه‌گ شکل 6-1. ا

ک. لا زر  ک در  حاً در دو سوی محل  رج اع،  مه ار ک در  ای  ه ر  را ل 5  ای حدا ه ه  جره‌ای 

هشدار

جره زما ا در   )RMS ،عات ن مر گ ا شه م د ر اوت )ما عار م ا  ز را  و زارهای CDS ممکن اس  رم‌ا

ه طور معمول عددی  RMS ا ه‌شده  س S/N محاس ؛  س ط  ه م ارماکو عر  ا  د که  ه ک رض محاس ش‌

ا ردازش را  ز در روش  و ه  مات محاس ظ  ،SST ر در ارام ن  ه ا کا  ش از ا ‌دهد.  ه دس م ر  زرگ‌ ار  س

د. د ک ط داده و مس ه  ارماکو عر 
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ه دره له  س 

Hp

Hv

p/v = Hp / Hvmain peak (off scale)

اع ی‌شده و Hv ار ا رون‌ ن  س‌لا اخالص از  اع  رار دارد: Hp ار ک اصل  اله  اخالص کوچک که روی د رای  ه دره  له  س  شکل 2-6. 

. ن اس س‌لا ک از همان  ان دو  ح م طه م ن  ر ن‌ ا

دون صحه‌گذاری مجدد کامل، در ه‌ای،  ارماکو ط روش‌های  رخ شرا د  ‌ده گ‌شده اجازه م صل‌های عموم هماه

مات، ظ ن  ورده شود. هدف ا رآ ل  م سو س ارهای س که مع ه شرط ا د؛  م شو ظ ن‌شده  ع محدوده‌های 

مات در جدول ظ ن  ص روش. خلاصه اصل ا ران  ه ج  ، د اس ون‌های جد اوری س ری از  هره‌گ ا   SST ورده کردن رآ

. مده اس آ ر  ز

ر غ کم زوکرا االوشن ا الوشن گراد

ساز ساکن وع )کد L( مجاز  ر  سغ وع مجاز  ر  غ

دازه ون و ا طول س

ذره

ا N در دار اصل ) ا +50 درصد م س L/dp در محدوده −25 

ن محدوده( هم

امه ر اس  م م ظ ا  ک؛  زوکرا د ا هما

ان گراد

ون لورطر داخل س م  ظ ا  ر  غ ل  انا امه گراد ر لور و  م  ظ ا  ر  غ ل  ا

وردهلور رآ س ±50 درصد اضا در صورت  عاد؛ س طه ا ا را م  ظ

SST شدن

دازه ذره عاد و ا ا ا اس  م م ظ ط 

زر ظ د وحجم  ون؛ در صورت ح ا حجم س اس  م م ظ ل  ا
حساس

ک زوکرا د ا هما

ون ‌گراددمای س ‌گراد10± درجه سا 5± درجه سا

حرک از م ش از ±10 درصدرک  ر  غ دون  ی،  س رع ±30 درصد  جزء)های( 
مطل

ران حجم رای ج رک و زمان‌ها  م  ظ
ر خ أ

ی آ خش   pH0.2± واحد0.2± واحد

ر ا مک در  10± درصد10± درصدغلظ 

ور ک ور(طول موج د ک ط در حد د د س ) ر مجاز  سغ ر مجاز  غ

ا د ذرات  ل )ما کم ط  اها و شرا ات، اس گ‌شده USP <621< و Ph. Eur. 2.2.46. جزئ ن هماه ر اساس م مات مجاز  ظ جدول 6-3. خلاصه 

خراج شود. ه اس ارماکو ن جاری  ط از م ر همزمان(  ارام د  ر چ غ خلخل و  ه م وس

وگرا ط کروما مات مجاز شرا ظ
ZQDGQZ
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عاد م ا ظ ط  روا

F2 = F1 · (dc2
2 · dp1) / (dc1

2 · dp2)

)dp( دازه ذره ون )dc( و ا طر داخل س ر  غ رای  لور  م  ظ

Vinj2 = Vinj1 · (L2 · dc2
2) / (L1 · dc1

2)

ون ا حجم س اس  زر م م حجم  ظ

tG2 = tG1 · (F1 / F2) · (L2 · dc2
2) / (L1 · dc1

2)

ون ه حجم س ان  س حجم گراد ظ  رای ح ان  خش گراد م زمان هر  ظ

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

ای د، م دار جد ، م دار اصل د شود: م زمون مس آ د در سوا  ا صل عموم  ر اساس  جام‌شده  م ا ظ هر 

از، سک و در صورت  ی ر ا ن ارز را ا د؛  اش ه  جمع داش ر  د ا وا ‌ عدد م مات م ظ  .SST جه ه و  محاس

ا ه‌ای اما  ارماکو ه روش  ا ر  ‌شود. اگر روش داخل  ه م وص د  ط جد ا شرا  )Veri cation( د عملکرد روش أ

‌شود و صحه‌گذاری لازم دارد. ن محسوب م گز ن محدوده‌ها اجرا شود، روش جا رات خارج از ا غ

دارد خارج ا اس

ش‌شرط ‌شود.  سه م ا ا خلوص مشخص م دارد  ا رس اس اسخ ر ا  ه  مو اسخ   : دار اس ن م ع ن روش در  ر ج‌ را

. ‌هاس اسخ در محدوده غلظ ودن  زر و خط  ری حجم  ذ کرار ن،  آ

Assay (%) = (As / Astd) · (Cstd / Cs) · P · 100

‌شده عر ای ماده  ر م دارد )کسر،  ا رس اس ‌سازی( — P: خلوص ر س از ر ک — C: غلظ اسم محلول ) A: سطح 

در روش(

دارد داخل ا اس

ای س سطوح م ‌شود و  زوده م ه ا مو دارد و  ا ه اس ا  ا غلظ   ، ال آ ک جدا از  ه و  ار مشا ا ساخ ماده‌ای 

ماده‌سازی‌های آ ن روش در  ‌شود؛ ا ران م ماده‌سازی ج آ خش از خطای  زر و  رد. خطای حجم  ‌گ رار م ه  محاس

خراج( مز دارد. د اس دمرحله‌ای )ما چ

ی و حدود س اسخ  ‌ها: ضر  اخالص

‌شود. در ا RRF اصلاح م ور  ک اسخ د اوت  ‌شود،  ده م ج ‌شده( س ره )ر دارد ماده مؤ ا ه اس س  اخالص  و 

ه در روش را ه‌کارر عر  اده،  ش از اس ؛  عر شده اس  RRF معکوس )Correction factor( ح صح Ph. Eur. ضر 

د. ررس ک

ات کمّ محاس
ZQDHQZ
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Impurity (%) = (Ai / Astd) · (Cstd / Cs) · (1 / RRF) · P · 100

) ر واحد غلظ ره  اسخ ماده مؤ ( / ) ر واحد غلظ اخالص  اسخ  ( = RRF

ه ر مصرف روزا یحد گزارشحداک اسا Quali(حد ش cation( ج ‌س حد صلاح

g/day 2 ≤0.05%)ر ه )هر کدام کم ا mg 1.0 روزا ر(0.10%  ه )هر کدام کم ا mg 1.0 روزا  0.15%

g/day 2 >0.03%0.05%0.05%

خر و ر اساس محصولات   ICH Q3B(R2) ی در ها ورده  رآ ه‌های  ا س آ  .ICH Q3A(R2) ره مطا اخالص در ماده مؤ ه‌های  ا س آ جدول 4-6. 

. عر شده اس ه  ه‌طور جداگا ه  دار مصرف روزا م

ن حد معمولاً د؛ ا ‌شو م ‌ها لحاظ  اخالص ن حد در مجموع  ر از ا ک‌های کوچک‌  :)Disregard limit( ری ده‌گ اد حد 

اشد. ا حد کمّ روش سازگار  د  ا ر اس و  را ا حد گزارش 

د. گردکردن مراحل رش گزارش شو ذ ادار حد  ام مع عداد ار ا  ه و  ارماکو واعد گردکردن  ج مطا  ا گردکردن: 

د. ‌ک جاد م جمع ا ، خطای  ا م

ی و از اسا و ش لاس ک و  لا زر  ا  د  ا ی  ا مواد جا حرک  از م ه حلال،  عل  ک‌های م و:  لاس ک و  لا ک‌های 

د شود. ای حذف مس د؛ م ه حذف شو محاس
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ل ا جه  ع  ؛  اس اس ظر م رد مورد  رای کار ن اس که روش  د ا ات مس ه‌ای، ا جز هدف صحه‌گذاری روش 

ICH Q2(R2) مود د. ره ‌ک ری م دازه‌گ ظر را ا ژگ ک مورد  ، و ا صح و د کا ن  آ  )Reportable result( گزارش

کرد »چرخه عمر روش ار هم رو ن دو در ک د و ا ‌ک ان م وسعه روش را  مود ICH Q14 اصول  اصول صحه‌گذاری و ره

د. ‌ده ه‌ای« را شکل م جز

Stage 1

Procedure design

ATP · ICH Q14 · robustness

Stage 2

Performance quali cation

validation · ICH Q2(R2)

Stage 3

Ongoing veri cation

SST trends · OOT · changes

knowledge feeds back: change control, re-design, re-validation

Analytical Target Pro le (ATP) de nes what the reportable result must achieve

مر عملکرد در ش مس ا شن عملکرد )صحه‌گذاری( و  ک ل هدف )ATP(، کوال ا رو ر اساس  ه‌ای: طراح روش  جز شکل 7-1. چرخه عمر روش 

. ار سه‌مرحله‌ای مطا USP <1220< اس . ساخ ه مرحله طراح ش  ازخورد دا ا  رد روزمره، همراه  کار

ژگ یو اسا (ش اخالص )حدی(اخالص )کمّ
واخ ک حلال /  دار / ا ن م ع

وا مح

و ودن / سلک صاص  ✓✓✓✓اخ

اسخ و حد  :)Working range( ره کاری گس

ن ا

✓ )شامل حد—

) کمّ

✓ )حد

ص( شخ

✓

)Accuracy( صح—✓—✓

ری ذ کرار  : ✓—✓—د

ا : د م ✓—✓—د

ط خط اسخ« شامل روا هوم » گری‌شده، م از سخه  ه صورت خلاصه از ICH Q2(R2). در  رد،  وع کار ر اساس  ‌های صحه‌گذاری  ژگ جدول 7-1. و

‌شود. ی م ا وسعه روش )ICH Q14( ارز اً در مرحله  اوم )Robustness( عمد رخط اس و م و غ

صل 7

ال روش د و ا أ صحه‌گذاری، 
Chapter 7 — Validation, veri cation and transfer of procedures

ZQDIQZ

زمون آ وع  ر اساس  ‌های صحه‌گذاری  ژگ و
ZQDJQZ

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©37 · هرگو



اری خر اج ودن و  صاص  اخ

ی، ، مواد جا خر ‌ها، محصولات  اخالص ظار ) ال را در حضور اجزای مورد ا آ ‌دهد روش،  شان م ودن  صاص  اخ

ش‌های ح  ه  مو  ،)Stability-indicating( داری ا ده  شان‌ده رای روش‌های  د.  ‌ک ری م دازه‌گ داخل ا دون  حلال‌ها( 

ا 20 ادار )در عمل اغل حدود 5  خر مع زان  جاد م رد. هدف، ا ‌گ رار م ور  ، رطو و  و، حرار دا ازی، اکس دی،  اس

ک خر از  ک محصولات  ک د.  ‌ک جاد م ع ا روا ه غ و ا ش از حد محصولات  خر  خر کامل؛  ه   ، درصد( اس

‌شود. ی م ا ه جرم )Mass balance( ارز ک اصل و مواز ا جرم  ، خلوص ط  اصل

ودن( اسخ )خط  ره و  گس

رای  ، ا 120 درصد غلظ اسم دار 80  ن م ع رای  ج  ره را ‌شود. گس ه م وص ره کاری  ج سطح غلظ در گس ل  حدا

ا 120 ‌ها از حد گزارش  اخالص رای  ر از محدوده مشخصات و  را حلال ±20 درصد  رای ا ا 130 درصد،  وا 70  واخ مح ک

Residual( ده‌ها ‌ما ا مودار  ررس  ؛  س ودن  ار کا خط  ی مع ها ه‌ گ  س . ضر هم درصد حد مشخصات اس

د. ‌ک شکار م آ ک را  ما س ا خطای س ا  ح ی، الگوهای ا س أ  د plot( و عرض از م

40 70 100 130 160
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ر، ده‌ها در اطراف ص ‌ما ا صاد  دگ  راک  .) ش ما ج سطح )داده‌های  رای  ی  س ده‌های  ‌ما ا مودار  ون و  راس ح کال شکل 7-2. م

. اع اس ا اش ا  ح ه ا شا د(  ا رو ظم )U شکل  ؛ الگوی م ودن مدل خط اس اس  ه م شا

صح و د

رای و ) لاس ه  ال  آ دار معلوم  زودن م ا ا کرار در هر سطح(  ن در 3 سطح غلظ )3  ع ل 9  ا حدا : معمولاً  صح

‌شود. ان گزارش م اصله اطم ا  ی همراه  ا از ه صورت درصد  ی و  ا ا روش مرجع ارز سه  ا ا م ورده(  رآ

اس و در ک کارش وسط  کرار(  ره )3 سطح × 3  ن در گس ع ا 9  ن در غلظ 100 درصد  ع ل 6  ری: حدا ذ کرار

کسان. ط  شرا

شگاه؛ طراح زما آ ل در همان  ون‌های مخ گاه‌ها و س ، دس ل اسان مخ ، کارش ل ر روزهای مخ : ا ا د م

د. ‌ک راهم م ری را  ذ ر غ ع  د م ی همزمان چ ا ا عامل امکان ارز س  ر ما

ش‌ها زما آ طراح 
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ر حدود 2 ری حداک ذ کرار  RSD% ا 102 درصد و ی حدود 98  ا از دار،  ن م ع رای  ع  ج: در عمل ص ارهای را مع

ر اساس ATP و مشخصات د  ا ی  ها ار  د. مع ر رده‌ ارها گس ن، مع ا ‌ها در سطوح  اخالص رای  ؛  داول اس درصد م

عر شود. ش  کل صحه‌گذاری از  رو ن و در  ع محصول 

ص و حد کمّ شخ حد 

LOD = 3.3 · σ / S · · · LOQ = 10 · σ / S
ون راس ح کال ن( — S: ش م ا ‌های  ون در غلظ ده رگرس ‌ما ا ا  أ  د ک، عرض از م لا اسخ ) ار  حراف مع σ: ا

د ا وردشده  رآ د. حد کمّ  جاد ک ز حدود LOD( 3( و 10 )LOQ( ا و ه  ال  گ س س ن غلظ اس که  ع ن،  گز روش جا

ر از حد ا کم ر  را د  ا اخالص  د شود. حد کمّ روش  أ ی صح و د  ا کراری محلول در همان غلظ و ارز زر  ا 

اشد. گزارش 

داری محلول‌ها ا اوم و  م

، لور ، دما،  ل آ رهای روش )pH، درصد حلال  ارام رات کوچک و عمدی  غ ه  جه  اوم )Robustness(، حساس  م

Design of( ش زما آ ا طراح  وسعه روش و  ر اس در  ه ی  ا ن ارز . ط ICH Q14، ا ون( اس سری ساخ س

دارد و ا داری محلول اس ا جر شود.  ارهای SST م رل و مع ن محدوده‌های ک ع ه  ن  آ جه  جام شود و  Experiments( ا

وژشده و ر ا محلول سا سه محلول صاف‌شده  ا گ )م ر سر ل س، و سازگاری  ع سکا ه در دمای س و زمان وا مو

د. ج روزمره دار ا ر  ر را  ن ا ر ش ی اس که در عمل  زمون‌ها آ ش( از  ه صا ررس جذب سطح در حجم‌های اول

ICH Q2(R2) رات اصل غ ع مرجع:  ا از م

، س ، از جمله روش‌های ط و ز رخط ره و غ غ دم ه روش‌های چ ه را  صو 2023( دام گری‌شده ) از سخه 

ی صح ا رک ارز د؛  ‌ک ان م ره کاری  اسخ« در گس ر » هوم عام‌ ال م ودن« را در  ؛ »خط  رش داده اس گس

کراری در ش‌های  زما آ رای کاهش  وسعه روش )ط ICH Q14( را  اده از داده‌های  د؛ و اس ‌دا و د را مجاز م

رد. ذ ‌ صحه‌گذاری م

Based on: ICH Q2(R2) Validation of Analytical Procedures (2023); ICH Q14 Analytical Procedure Development (2023)

ع ط وا شان دهد روش در شرا د  ا شگاه  زما آ د، اما  ‌شو ل م و صحه‌گذاری‌شده  ا ظر  ه‌ای از  ارماکو روش‌های 

‌شود ده م ام  )Veri cation( د أ د  را ن  اس دارد. ا اس( عملکرد م گاه، کارش ورده مشخص، دس رآ ا  خود )ماده 

ورده، د و در صورت لزوم صح و حد کمّ رآ س  ر ودن در حضور ما صاص  ی اخ ا )USP <1226<( و معمولاً شامل ارز

‌شود. ن م ع سک  دگ روش و ر چ ر اساس  ن  آ ره  ؛ گس اس

ال کرد ا اسشرحرو زمان م

سه‌ای ا زمون م اآ صد  أ و م د شگاه م زما آ کسان در  ه‌های  مو ز همزمان  ال آ

‌شده عر ش  ارهای از  مع
ن ع رای روش‌های  کرد  ن رو ر ج‌ را

اخالص دار و  م

ال روش ه‌ای و ا ارماکو د روش  أ
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ال کرد ا اسشرحرو زمان م

رک ( مشارکصحه‌گذاری مش ا صد در صحه‌گذاری )معمولاً د م شگاه م زما آ

د ‌ک م

د د که همزمان در چ روش‌های جد

د ‌رو ه کار م سا 

صحه‌گذاری مجدد )کامل
) ئ ا جز

د ‌ک اره صحه‌گذاری م ر را دو ذ ر أ ‌های  ژگ صد و شگاه م زما طآ ا شرا گاه  وجه دس ل  ا اوت 

ال لمعا از ا ی  ا ش آ ا  ه‌ای  ارماکو د روش  د، ما ه مس وج ه روش‌های جاریا  ا مشا روش‌های ساده 

.>USP <1224 ر اساس ه‌ای  جز ال روش  کردهای ا جدول 7-2. رو

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

از ش‌گرم‌کردن  ون، روش  ر، حجم خارج از س خ أ سه‌ای، حجم  ا زمون م آ ش از   ، ا ال روش‌های گراد در ا

ال، ‌های ا اکام ر  ش د.  سه ک ا گاه را م ( دو دس ا زما د، سرع داده،  ا ای  ه ور ) ک مات د ظ حرک و  م

م جداسازی. ه از خود ش ‌شود و  اش م شده  د‌ زاری مس ‌ا اوت‌های سخ از 
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حرک1.  از م ا حجم  عات، ک گاه، سطح ضا ون دس راس رچس کال شن و  ک ش از شروع: وضع کوال از 

ررس شود.  CDS دشده روش در أ سخه  ون و  ر س ون در د س، وضع س رای کل سکا

اب‌ها و حلال2.  ا ح رج شود  از(  رج  ا ولو  ا  ون  صال س دون ا الا ) ا سرع  ال حلال  : هر کا م ماده‌سازی  آ رج و 

ور داده شود. مک ع دون  ل  آب–آ ا مخلوط  آب  دا  ر، ا ا ه  ل  آ ر از حلال  غ گام  د. ه ل خارج شو

دار ادامه3.  ا ن  س‌لا دار و  ا شار  ه  دن  ا رس عادل  د؛  ا ش  زا دار روش ا ا م ج  در ه  لور  ون:  ی س ا عادل‌

ا ک  لا د  ا چ ک  زر  ر(.  ش  HILIC ون و ‌ رای روش‌های ج ون؛  ا 20 حجم س ل حدود 10  د )معمولاً حدا ا

جام شود. ش‌ در روش ا ماده‌سازی )Conditioning( در صورت  آ محلول 

ن4.  س‌لا ز و در  و ز،  اچ شار  وسان  ون،  گاه و س شار در محدوده معمول دس س:  ش از سکا م  س ررس س

. گ اس گام گر ص زوده شخ رای  ری  ار مؤ س زار ساده و  ون، ا ر س ه در د شار اول ول.   ل  ا

رل دوره‌ای )Bracketing( و5.  داردهای ک ا ا اس ه‌ها  مو  ، رل دارد)های( ک ا ‌های SST، اس زر ک،  لا س:  اجرای سکا

‌شده در روش. عر ر  ؛ مطا  ا ا ک  لا

ان ط SOP و6.  ا کاهش جر ره، خاموش‌کردن  ه حلال ذخ ون  ال س م، ا س ون و س ر از س ا شوی  ان کار: شس ا

رعادی. ه رخداد غ ‌ها و هرگو زر عداد   

BL

blank

SST

×5–6

STD

check

S1 S2 S3 S4 STD

bracket

S5 S6 S7 S8 STD

bracket

BL

end

each sample group is bracketed by standards that must meet the drift criterion

Typical assay sequence

داردهای ا ا اس ه که  مو رل و گروه‌های  دارد ک ا ، اس ل م سو س ‌های س زر ک،  لا دار:  ن م ع س  ک سکا ه  مو ار  شکل 8-1. ساخ

د. رل محصور شده‌ا ک

صل 8

ارچگ ک گاه و  شن دس ک ات روزمره، کوال عمل
داده

Chapter 8 — Routine operation, instrument quali cation and data integrity

ZQECQZ

ه روال کار روزا
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شگاه زما آ ردی  ه کار ک

ر داردهای SST حداک ا ن اس گ ا ه م س  اسخ  لاف  ال اخ رای م رل دوره‌ای ) داردهای ک ا رش اس ذ ار  مع

ل ا دارد  ا ن اس خر آ س از  ه‌های  مو طال گروه  ن )ا آ اکام  ا  رخورد  حوه  دار( و  ن م ع رای  حدود 2 درصد 

ارچگ ک ا اصول  ج،  ا س از مشاهده  ری  م‌گ صم اشد؛  عر شده   SOP ا زمون در روش  آ ش از  د  ا ول( 

. س داده سازگار 

گاه در چارچوب چرخه عمر و شامل شن دس ک USP <1058> Analytical Instrument Quali، کوال cation ر اساس

زار رم‌ا ا  م HPLC همراه  س ا )OQ( و عملکردی )PQ(. س ص )IQ(، عمل  ،)DQ( شن طراح ک : کوال چهار مرحله اس

زار را لازم رم‌ا ج  ارس ا اع شن کامل همراه  ک ‌شود و کوال دی م ه‌ ده( ط چ گاه‌های  رل و داده در گروه C )دس ک

دارد.

ج OQ / PQجزء زمون را جآ رش را ذ ار  ال مع م

(م ا وز ری حجم  دازه‌گ لور )ا م‌شدهصح و د  ظ دار  ا 2 درصد از م حراف حدود 1±  ا

لاط آب(م / اخ ون در  له‌های اس ان ) رک گراد لهصح  حراف حدود ±1 درصد مطل در هر  ا

لر وسم کراری(ا ‌های  زر زر )%RSD سطح در  رد حجم  ا کم %RSD حدود 1 درصد 

لر وسم زر و کری‌اوورا ودن حجم  ر از حدود 0.1 درصدخط  ر؛ کری‌اوور کم ش ا  r حدود 0.999 

ور ک رصح طول موجد وم ا ا 2  حدود 1± 

ور ک اسخد ودن  ، خط  ز و در دهو ط مشخصات ساز

ون ظه س رهمح سور کال ا س داری دما  ا ‌گرادصح و  ا 2 درجه سا حدود 1± 

م س ون و مخلوط مرجع )PQ(س ا س زمون عملکرد کل  شگاهآ زما آ ارهای SST مرجع  مع

ر طع  ار  ؛ مع ج اس ارهای را ه‌ای از مع مو ون سوم  ر س اد ا و عملکردی HPLC. م شن عمل ک داول کوال زمون‌های م آ جدول 1-8. 

‌شود. ن م ع ری )URS( و SOP سازمان  ده، الزامات کار اساس مشخصات ساز

د کدام ‌ک سک مشخص م ی ر ا وری(، ارز طعات  ا  زر  ، ولو  م ، سر م ض  عو رات اساس ) عم س از 

کرار شود. د  ا  OQ زمون‌های آ

ن‌الملل ا  ه مراجع مل  ی  ا ل رد ا د  ا رهای مرجع(  ل ر،  لوم ج،  ون )دماس راس زارهای کال داردها و ا ا اس

د. اش ه  داش

OQ واصل ن  ع رای  د و  ‌ک راهم م گاه را  ودن دس اس  مر م رهای SST روزمره، شواهد مس ارام د  ج PQ و رو ا

‌رود. ه کار م سک  ه ر ا ر 

ه‌ای جز گاه  شن دس ک کوال
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ل ا د داده‌ها  ‌ک جاب م د. اصول ALCOA+ ا ‌های GMP هس ازرس ن داده‌ها در  ر سک‌ رر وگرا از  داده‌های کروما

ن ل )Original( و د )Accurate( و همچ ا )Legible(، همزمان )Contemporaneous(، اص ساب )Attributable(، خوا ا

د. اش رس  دگار و در دس دار، ما ا کامل، 

رل ردیک الزام کار

ران رس کار ادس م( و عدم امکان حذف  س ر س ن، مد از اس،  ش‌ها )کارش ک  ک راک رمز؛  دون اش رادی،  ری ا حساب کار

ر عادی وسط کار ر داده  غ

Audit( ل ر د  آ

)trail
ش از جه  ا هر  ط  ل مر ر د  آ از  رات؛  غ اس، شامل عل  وسط کارش عال‌سازی  ر ل غ ا ر عال، غ

ن آ د  أ

ش زما آ ‌های  ا محلول‌هایزر ط  م  س ماده‌سازی س آ ؛  س س رسم مجاز  ش از سکا م  س زمودن« س رای »آ ه  مو زر 
ماده‌سازی( آ ا محلول  دارد  ا د اس ‌شده در روش )ما عر

دون  حذفداده‌های کامل چ داده‌ای  د؛ ه د شو ل مس ا دل ظ و  ر، ح امع ‌شده و  و ‌های م زر ‌ها، شامل  زر همه 

شود

ردازش دروش  أ ه علم و  وج ا  ط  جه،  س از مشاهده  ری  گرال‌گ رهای ا ارام ر  غ ل؛  دشده و  أ سخه‌دار، 

خ و زمان اسار وسط کارش ر  غ ل؛ عدم امکان  م همگام و  س ساع س

ری و ان‌گ ش
گا ا

اشد ردازش مجدد  ی و  ا از ل  ا د  ا ‌شود و  ی( داده اصل محسوب م ط گزارش چا ه  ک )و  رو داده خام الک

. وگرا م‌های داده کروما س ارچگ داده در س ک دی  رل‌های کل جدول 8-2. ک

ری دس گرال‌گ ع مرجع: ا ا از م

SOP ن در آ اده از  ط اس د شرا ظار دار د، اما ا ‌دا م وع  ری دس را مم گرال‌گ ظار ا هادهای  ماهای  راه

اشد و ل مشاهده  ا س از اصلاح  ش و  وگرام‌های  ش از هر اصلاح عل علم  شود، کروما عر شود، 

Testing into( ه محدوده مشخصات جه  دن  ا هدف رسا ری دس  گرال‌گ د. ا د ک أ ن را  آ ل  ن مس از

. ارچگ داده اس ک ض جدی   )compliance

Based on: FDA, Data Integrity and Compliance With Drug CGMP — Questions and Answers (2018); MHRA, GXP Data Integrity

Guidance and De nitions (2018); PIC/S PI 041-1 (2021)

ری گرال‌گ رهای ا ارام

ک محسوب ا  وسا د چه  ‌ک ن م ع  )Threshold( ه ا س آ ظار )Peak width( و  ک مورد ا ای  ه ردازش،  در روش 

ک‌های رای  اشد.  ا حد گزارش سازگار  د  ا د و  ‌ک ار کوچک را حذف م س ک‌های   )Minimum area( ل سطح د. حدا شو

اخالص دارد. جه  ر  م  ر مس م سطح ا س حوه  ک‌شده،  ک مه‌

ارچگ داده ک
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drop perpendicular tangent skim valley to valley

اً س اع  ا ار ک‌های  رای   )Drop perpendicular( عمود از دره .) ش ما ک‌شده ) ک مه‌ ک  ک ج  ری  گرال‌گ وه ا شکل 8-2. سه ش

‌دهد. شان م ر  ک را کوچک‌ ه دره )Valley to valley( که هر دو  زرگ؛ دره  ک  اله  ک کوچک روی د رای   )Tangent skim( رش مماس ه؛  مشا

ه‌ها اعمال شود. مو داردها و  ا رای اس کسان  ه طور  عر و  د در روش  ا ی  خا وه ا ش

ه شگاه  زما آ ه‌های خطای  رض زمون مجدد،  آ ه  ش از هرگو  ،) شگاه زما آ ررس  ( OOS جه ررس  خس  در مرحله 

: وگرا اس از داده‌های کروما  ، ررس ن  خش مهم از ا د.  ‌شو ی م ا ک ارز ما س صورت س

ک. لا وگرام  س، و کروما شار در طول سکا ل  ا رو شار و   ، رل داردهای ک ا ج SST و اس ا

. خ ار ج  ا وگرام‌های مرجع و  ا کروما سه  ا ک‌ها در م ی  اسا ری و ش گرال‌گ ک، ا شکل 

ار محلول‌ها. خ اع ار دارد،  ا رس اس ‌سازی، خلوص و شماره سری ر ات، ضرا ر محاس

ردازش‌های مجدد. ‌ها و  و کراری،  ‌های  زر ردازش،  رات روش  غ ل:  ر د  آ

ر. رازو و pH م ون  راس رها و کال ل لات،  آ شه‌ حرک، ش از م ه و  مو ماده‌سازی  آ سوا 

هشدار

اکام SST، خطای د  د )ما دون شاهد مس گاه«  ا »مشکل دس  » زر ه »خطای   OOS جه س دادن 

شود، ی  اسا ات ش ل ا ا شگاه  زما آ . اگر عل  س ر  ذ شار(  شکار در  آ حراف  ا ا گاه  ‌شده در دس

د. ا رش  د گس ول ررس  ه مرحله  د  ا ررس 

ج خارج از مشخصات ا ررس  ا  اط  ار
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م و س ر در س غ ن  ر زمون، کم آ ن  ر ا کم شه‌ای  ه عل ر دن  ه حدس. هدف، رس  ، ه روش اس ا ر  مد  ی کارآ ا ‌ ع

شن ک، ر ن، شکل  س‌لا شار،  د:  م‌ا س ل  ا ه  د دس ه چ  HPLC ر مشکلات ش  . د اس جاد مشکل جد دون ا

ص مشخص خود را دارد. شخ ر  ه‌ها و مس شا ه، الگوی  ‌سازی. هر دس م و کمّ ا

شار معمول هر1.  وگرام مرجع روش،  . کروما س ر  ذ ‌ عر رعادی«  دون داده مرجع، »غ ا وضع مرجع:  سه  ا م

د. ص‌ا شخ زار اصل  د SST، ا ور و رو ک ز معمول د و گاه،  ون و دس س

د2.  ‌ک ا هم( حل مشکل را ممکن م حرک  از م ون و  ض س عو لاً  ر )م غ د م ر همزمان چ غ ر در هر مرحله:  غ ک 

د. ‌ک مل م کرار مشکل را مح ‌گذارد و  هان م اما عل را 

رات3.  عم خر  آ ر و در  طعات گران‌ س  ‌ها، س صالات و مصر مات روش، حلال‌ها، ا ظ دا  ده: ا چ ه  از ساده و ارزان 

. خصص

دون4.  ا اجرای  ک  لا زر  ده،  صال‌ده ا ا ن  آ گز  ون، جا ا حذف س  :)Divide and conquer( خش‌ها جداسازی 

‌شود. خش مشخص محدود م ک  ه  ، مشکل  زر

ر5.  غ ر،  گهداری اخ اوت،  س م ر ه از ما مو د،  ون جد ر، س ا ا  د حلال  ؟«: سری جد ر کرده اس غ زی  »چه چ

د. ر همزمان‌ا ر اخ غ ک  ا  اگها  ر مشکلات  ش ط.  ر دمای مح غ ا  اس  کارش

ی6.  ا ‌ ، ع ن سوا گاه  شود. ا ر دس دام اصلاح در د جام‌شده، عل و ا زمون‌های ا آ دسازی: هر مشکل،  مس

د. ‌ک د را ممکن م ل رو حل ر و  ع‌ عدی را سر

س از و و  ون  ا س ط روش،  ون در شرا شار هر س  . ان اس ر جر ن شاخص سلام مس ر ن و حساس‌ ر شار، ساده‌

اشد. ر  س ل  ا عدی  رات  غ ا  د  شود  ا عادل، 

صل 9

ک ما س ی س ا ‌ ع
Chapter 9 — Systematic troubleshooting

ZQEHQZ

ی ا ‌ اصول ع
ZQEIQZ

شار مشکلات 
ZQEJQZ
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Pressure higher than normal
same flow, solvent, temperature

Column removed: still high?
yes System blockage

loosen ttings back from detector

no

Guard / in-line lter removed: normal?
yes Replace guard / lter

check sample prep, ltration

no

Buffer just introduced?
yesSalt precipitation?

flush warm water at low flow

no

Column inlet frit / bed
back-flush if allowed, else replace

Also checkviscosity (MeOH %, low T)

flow setting, wrong column

pressure sensor offset

ان. ر جر خش‌های مس ه‌گام  ا جداسازی گام‌ شار  ش  زا ص ا شخ ر  شکل 9-1. مس

ه ملشا دامررسعلل مح ا

دار ا الا و  رشار  ل ا  ون  ر ورودی، گارد س گ  گر

ه سکوز ر؛ لوله مسدود؛ و ا ن؛ رسوب  ن‌لا ا
ول( ا ن، م ا ر )دمای  الا

خش‌ها ط جداسازی 

شکل 1-9

ه؛ مو ؛ صاف‌کردن  ض مصر عو

ا آب گرم  ا  مک  شوی  شس
ان کم جر

ج در ه  شار 

ش در طول زا ا
س سکا

ه؛ رسوب مو س  ر ده ما ا اجزای جذب‌شو ذرات 

ون در س

دا و شار ا سه  ا م

س های هر سکا ا

ماده‌سازی آ ود  ه ون؛  گارد س

های شو در ا ه؛ مرحله شس مو
ان گراد

ن ا اشار  لور  وب؛  ؛ چک‌ولو مع م ؛ هوا در  ش
اه ون اش اه؛ س حلال اش

صالات و ازرس ا
ری دازه‌گ ؛ ا م سر

لور حجم 

رج؛ صال؛  ض ا عو ا  ‌کردن  س
ض چک‌ولو عو ا  زکردن  م

شار ظم  لوسان م لوده؛ س آ ا  ده  ؛ چک‌ولو چس م اب در سر ح

رسوده

وسان در ه و دوره  دام

ون س ر حرک  را

ا شو  رج؛ شس گ و  دگاز

ر؛ ک ش ا سو ول  ا رو زو ا
ل ض س عو

ظم ام وسان 

شار

ر حلال خ ر ورودی مسدود؛  ل وب؛  دگازر مع

در خط مکش

رهای ل ررس دگازر و 

ورودی

ر ورودی ل ض  عو ر دگازر؛  عم

شار. ی مشکلات  ا ‌ جدول 9-1. ع

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©46 · هرگو



random noise

lamp ageing, dirty cell, bubbles

periodic noise

pump pulsation, check valve, mixing

baseline drift (gradient)

absorbance mismatch A/B, temperature

ghost peaks in blank

water, additives, carryover, late eluters

.) ش ما ک ) ن و علل اصل هر  س‌لا داول مشکلات  شکل 9-2. الگوهای م

ه ملشا دامعلل مح ررس و ا

اد صاد ز ز  لوسل؛و اب در  لوده؛ ح آ لوسل  ؛  رژی لام کاهش ا
ار کم س ا زما  ا حلال جاذب؛  ن  ا طول موج 

لوسل؛ شوی  ان؛ شس دون جر ز  و رژی لام و  ررس ا
از ک حلال ؛  رگش کم در خروج شار  جاد  ا

ز دوره‌ای و
م ا  همزمان 

ا TFA در ژه  ه و اکا ) لاط  ؛ چک‌ولو؛ اخ م ان  ضر
ن( ا طول موج 

ا حجم کسر  رج؛ م ون؛  س ا حرک  ز  و سه دوره  ا م
ودن ر در صورت مجاز  ش

ه وس در 

ن س‌لا

ده‌های لا آ ون؛  ا س ط  ر دمای مح غ ؛  اکا عادل 

لاف جذب حلال A و B در ون؛ اخ در حال الوشن از س
ان گراد

ان ری از جر ون و جلوگ رل دمای س عادل؛ ک ش زمان  زا ا

ور؛ هم‌ارز کردن جذب حلال‌ها ک هوا روی د

ز ک‌های  ا اس
صاد

لوسل ؛ ذرات در  ک ر داخل الک اب گاز؛  ن؛ صاف‌کردنح صال زم ررس ا گ؛  دگاز

ک‌ها گوس 

)Ghost peaks(

ان روی دای گراد ‌ها که در ا زود ا ا آب  ده‌های  لا آ

زر ررس  ک د د؛ کری‌اوور؛  ‌شو مرکز م ون م س
وش ا در ال  لودگ و آ ؛  ل

ا حرک  از م د:  ا ما ک  زر )اگر  دون  ان  اجرای گراد

ظ )کری‌اوور(؛ دارد غل ا س از اس ک  لا زر  م(؛  س س
ررس( ک د ز ) ال آ ش زمان  زا ا

لاف ضرک‌های م حرک؛ اخ از م ر از  ا جذب کم ئ  لو دا
DAD ادرس طول موج مرجع در م  ظ ؛  شکس

از طول موج مرجع حرک؛  از م ا  ئ  لو ط دا

ن. س‌لا ی مشکلات  ا ‌ جدول 9-2. ع

ک زمون سه‌مرحله‌ای گوس  آ

زر ا  ان را  د؛ )2( گراد زر اجرا ک چ  دون ه ان را  ان: )1( گراد ک‌ها در گراد أ گوس  ش ن م ع رای 

ع ک در مرحله اول  د. حضور  زر ک ک  لا دارد،  ا ن اس ر ظ‌ س از غل د؛ )3(  ازه اجرا ک ال  ئ از و لو دا

ط در ن  آ ش  زا ؛ و ا زر ر  ا مس ال  ، و ئ لو ع دا ن در مرحله دوم  آ ؛ ظهور  م اس س ا س حرک  از م أ  ش م

ده لا آ ه  شا ان،  ش از گراد عادل  ر شدن زمان  ‌ ا طولا ک  ش مساح گوس  زا ع کری‌اوور. ا مرحله سوم 

. حرک A اس از م ده در  مرکزشو م

ن س‌لا مشکلات 
ZQFAQZ
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tailing

silanols, metal, void, dead volume

fronting

mass / volume overload, diluent

split peak

blocked frit, bed void, strong diluent

broad peaks

extra-column volume, aged column

shoulder

co-elution, start of column damage

negative peak

diluent absorbs less than eluent

.) ش ما ک ) ک و علل اصل هر  خر شکل  داول  شکل 9-3. الگوهای م

گ ل

زه و ول‌های  لا ا س ه  و رو ن‌های  م آ ش  رهم‌ک  : ی اس ا م د، عل معمولاً ش گ‌دار شده‌ا ل ازی  ک‌های  ط  اگر 

: حجم ک اس ز د، عل معمولاً  گ‌دار شده‌ا ل ی،  دا ک‌های ا ژه  ه و ک‌ها،  کا. اگر همه  ل لزی س ‌های  اخالص ا 

اه ی را کو ا ‌ ر ع م از مس ز ساده،  ما ن  مه‌مسدود. ا ر  ا  ون  ر س س دای  ضای خال در ا صالات،  مرده در ا

د. ‌ک م

ملالگو دامعلل مح ا

گ‌دار ل ازها  اط   A وع کای  ل ون س عال؛ س ول‌های  لا س

ول‌ها؛ لا زه شدن س و ه  اح رسوده؛ pH در 

اکا ری  ا ظر 

ش زا ا 3( در محدوده مجاز؛ ا ر )حدود 2.5  ن‌ ا  pH

ا  B وع کای  ل ون س ر در محدوده مجاز؛ س ا غلظ 

ه معادل ه ی‌ ط

ا دها  ط اس
‌ساز ‌ل ات ک رک

م س ا س ون  لز در س ا  ش  لزرهم‌ک ا ذرات کم‌ زار  ‌ا ا سخ ون  م، س س عال‌سازی س ر غ

ک‌ها همه 

گ‌دار ل

ر ون؛  ضای خال سر س حجم مرده؛ 

مه‌مسدود

ض عو گر؛  ون د ا س زمون  آ صالات )شکل 2-5(؛  از ا

ون س

ش زا ا ا گ  ل

‌شود ر م ش غلظ 

رای ژه  ه و وی جذب ) ‌های  اورلود جرم در سا

ازها(

زر در محدوده روش کاهش جرم 

ک. گ  ل ک علل  ک جدول 3-9. 

هن شدن گ، دوشاخه شدن و  را

ون. کاهش ر س س خر  ادر  ا در موارد  حرک،  از م ر از  وی‌ ئ  لو ، دا ا حجم اد(  گ: اورلود جرم )غلظ ز را

. د، عل اورلود اس ا ود  ه : اگر شکل  ع اس ص سر شخ زمون  آ  ، زر ا غلظ  حجم 

ر(. س ضای خال سر  ا  مه‌مسدود  ر  ون ) دای س ه در ا ان دوگا ر جر ک‌ها: مس دوشاخه شدن همه 

. ده اس دک أ ون،  ا س ون  ض گارد س عو ا  اشد(  ط اگر مجاز  ان ) ی جه جر ه‌جا جا

ک مشکلات شکل 
ZQFBQZ
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اد. زر ز ا حجم  وی )شکل 4-5(  ئ  لو ر دا ی: ا دا ک‌های ا ط  دوشاخه شدن 

زومرهای ا ا ومرها  ا د  عادل )ما ل دو شکل در حال  د ا   ، رک ک خاص: کوالوشن دو  ک  دوشاخه شدن 

د. ‌ک شکار م آ ن حال را  ر دما معمولاً ا غ ز؛  ال آ ( در زمان  چرخش

ا ن،  ا ور، دمای  ک الای د ا زما  زرگ(،  لوسل  هن،  ا  د  ل ون )لوله  ک‌ها: حجم خارج از س هن شدن همه 

ون. ی س ا کارا

all peaks incl. t0 shift by the same factor

ref

now

→ flow rate (leak, pump, setting)

peaks move differently, t0 unchanged

ref

now

→ chemistry: %B, pH, temperature, column

ه ک‌ها  . اگر  لور اس د، عل  ه‌جا شو س جا ک  ا  ک‌ها و زمان مرده  (. اگر همه  ش ما م ) ا شن  ر ر غ أ  ش ص م شخ شکل 4-9. 

ون. ا س حرک، pH، دما  از م رک   : ی اس ا م د، عل ش ما ا  د و زمان مرده  ه‌جا شو اس جا ام طور 

ه ملشا دامعلل مح ررس و ا

ج در ش  زا ا ا کاهش 
ی دا ‌های ا زر در 

HILIC ا ون  ‌ ا ج ژه  ه و ون،  اکا س ن در روش؛عادل  آ عر  عادل و  ش زمان  زا ا
ماده‌سازی آ ‌های  زر

ج در طول در در 

س سکا

ون ط )س ر دمای مح غ حرک؛  از م رار  ر جزء  خ

ر ا ون؛ مصرف شدن  ج س در ر  غ رل دما(؛  دون ک

از ون؛  رل دمای س دن مخازن؛ ک وشا

ازه حرک  م

اگها ی  ه‌جا ؛جا ش اه؛  لور اش اه؛  ا pH اش رک  ا  حرک  از م

اوت ون م ؛ س م ‌ساز  اس خطای 

ری حجم دازه‌گ ماده‌سازی؛ ا آ از سوا 

ه ش‌ساخ حرک  از م ا  زمون  آ ؛  لور

شن صاد ر وسان 

م ا

اوب ش م ؛  اس ام لاط  وب؛ اخ ا چک‌ولو مع اب  مح گهداری  شار؛  ش هم‌زمان  ا

شن در د ر کاهش شد
ی آ ار  س حرک  از م

C18 ون گ س عادلدی‌و ل و  آ الای حلال  ا درصد  شو  شس
آب ا  ون سازگار  اده از س مجدد؛ اس

م. ا شن  ی مشکلات ر ا ‌ جدول 9-4. ع

ه ملشا دامعلل مح ررس و ا

الا در %RSD سطح 
SST

ده؛ سوراخ ‌د س آ ا  ا لوپ؛ سوزن مسدود  گ  اب در سر ح
ال؛ اکا محلول در و وش؛ حجم  اس در ام شدن 

دار ا ا ری  گرال‌گ ر حلال؛ ا خ

ال؛ وم و و ض س عو ا حلال ساده؛  ررس د 
از ؛  اع سوزن؛ کاهش دمای س رل ار ک

ری گرال‌گ رهای ا ارام

م ا شن  مشکلات ر
ZQFCQZ

‌سازی مشکلات کمّ
ZQFDQZ

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©49 · هرگو



ه ملشا دامعلل مح ررس و ا

اسخ در د کاهش  رو

س طول سکا

ا رسوب ر  خ ال؛  ه و ال  آ داری محلول؛ جذب  ا اا عال  ر شه‌ای غ ال ش داری محلول؛ و ا داده 

لن؛ دمای س رو ‌ ل

ال درکری‌اوور آ ور ولو؛ جذب  ش رو مد؛ سا اکارآ شوی  حلال شس
زر ر  مس

ر؛ ش دگ  درت حل‌ک ا  شو  حلال شس
ور ض رو عو دمرحله‌ای؛  شوی چ شس

ودن در خط 
الا ‌های  غلظ

ون ور؛ اورلود س ک اع د ر دراش ا جذب کم ا حجم؛ طول موج  کاهش غلظ 
ودن صورت مجاز 

ی ا از ا  ودن  خط 

‌های کم در غلظ

ن ا

ان ر جر ا مس ر  ل شه،  ه ش ی سازگاریجذب سطح  ا ه؛ ارز ا حجم اول ر  ل اع‌سازی  اش

اس ال‌های م ر؛ و ل

ه در مو ی کم  ا از
دارد ا ا اس سه  ا م

س؛ ر داری در ما ا ا ر؛  ل ه  ص؛ جذب  ا خراج  اس
داخل

ش سه صا ا خراج؛ م ه‌سازی زمان و روش اس ه
ودن صاص  ررس اخ وژ؛  ر و سا

‌سازی. ی مشکلات کمّ ا ‌ جدول 9-5. ع

ا جزء سالم گز  ع مرجع: جا ا از م

گز جزء ن‌ها جا آ ن  ر ر د. مؤ ا رد ک د  أ ه‌روش  ه را  رض د که  ‌ک د م ک أ ی  زمون‌ها آ ر   LC ی ا ‌ ع ع ا م

گر، ازه از مواد د حرک  از م ا  حرک  از م ون مرجع،  ا س ون مشکوک  : س ه‌شده اس اخ ا جزء سالم و ش مشکوک 

ا اره ظاهر شد، عل  ل دو دن جزء  ازگردا ا  رطرف شد و  گز  ا جا و. اگر مشکل  ه  مو ا  وم  ال و س ا و

د شود. أ ز  ری خود مشکل  ذ کرار  ، م طعات گران‌ ض  عو ش از   . ان مشخص شده اس اطم

Based on: Dolan J.W., Snyder L.R. Troubleshooting LC Systems (1989); Dolan J.W. LC Troubleshooting column, LCGC North America
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. ش اس ما ن‌ها  آ رل ک طراح شده و داده‌های  شگاه‌های ک زما آ ج در  ه الگوهای را ا ر  صل  ن  مطالعات موردی ا

، ص شخ زمون‌های  آ شه‌ای،  ل عل ر حل ه‌ها، داده‌ها،  شا ‌دهد:  شان م ررس را  دارد  ا ر اس ار هر مورد، مس ساخ

ه‌های خود را مطرح و رض ه‌ها و داده‌ها،  شا ر اساس  ل،  حل دن  ش از خوا ‌شود  هاد م ش دی.  راهکار و درس کل

د. زمون‌های لازم را مشخص ک آ

رص دار  ن م ع س  شار در سکا ج  در ش  زا شارمورد 1: ا

د. در ار رس ه حدود 215  شار از 142  رص روکش‌دار،  ک  دار  ن م ع زر  س 60  در سکا ه‌ها شا

. داش ر محسوس  غ س  ه سکا ا ا م م  ا شن  ک و ر ود. شکل  دار  ا شار  ل  س‌های  سکا

گ ر سر ل ا  ‌شد. در روش، صاف‌کردن  جام م د ا اس جد وسط کارش ه جاری  ه از ه مو ماده‌سازی  آ داده‌ها

ود. ع  م ط س شار س ون،  ا حذف س د.  ود وژ شده  ر ط سا ه‌ها  مو ود، اما  د شده  ر  کروم 0.45 م

0 10 20 30 40 50 60
120

150

180

210

240

Injection number

Pr
es

su
re

 (b
ar

)

normal (new column)

guard cartridge replaced,
samples ltered 0.45 µm

.) ش ما ه‌ها )داده‌های  مو ج گارد و صاف‌کردن  ر ض کار عو س از  ن  آ ازگش  س و  شار در طول سکا د  شکل 10-1. رو

ه‌طور کامل وژ  ر ا سا لور( که  ز ژه مواد روکش و سلولز ر ه‌و امحلول ) ی  ز مواد جا ذرات ر شه‌ای ل عل ر حل

ماده‌سازی آ حراف از روش در  شه‌ای، ا د. عل ر ه شده‌ا اش ون ا ر ورودی س ج گارد و  ر د، روی کار ‌شو م حذف 

ون. ص س ه   ، اکا اس موزش  آ ه و  مو

ک زد ون  شار س ج گارد ) ر س حذف کار ( و س ع شار ط ون ) خش‌ها: حذف س جداسازی  ص شخ زمون‌های  آ

ن روش. ا م ماده‌سازی  آ سه سوا  ا دار مرجع(. م ه م

ی ا موزی. ارز ازآ حراف و  س از صاف‌کردن ط روش،  ا ه‌ها  مو زر مجدد  ج گارد،  ر ض کار عو راهکار

.) رل داردهای ک ا د )SST و اس ه‌ا رار گر ر  أ ح  س  ه سکا ا ‌های م زر ج  ا ا  آ که  ا

صل 10

ی ا ‌ مطالعات موردی ع
Chapter 10 — Troubleshooting case studies

ZQFEQZ

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©51 · هرگو



های هر دا و ا شار ا د.   خش‌ها مشخص ک ا جداسازی  شار را  ش  زا أ ا ش ون، م ض س عو ش از  دی:  درس کل

د. ‌ک شکار م آ گری  ر از هر شاخص د ه را زود مو ماده‌سازی  آ رات  غ س،  سکا

ون ض س عو س از  ازی  ره  ک ماده مؤ گ  ل کمورد 2:  شکل 

د؛ ه 2.1 رس د از 1.3  ون C18 جد ا س وع سوم، pKa حدود 9.5(  ن  م آ ره ) ک ماده مؤ ور  اک گ  ل ه‌ها شا

د. ارن ما اخالص خ م ک   . ر 2.0 اس ار SST حداک مع

د و کد USP اما ر د از همان  ون جد ل. س ر و ر 6.8 و اس را  pH ا ‌مولار  ل ات 10 م س حرک  از م داده‌ها

ود. ه شده  ار گذاش زر ک س از حدود 1500  ل  ون  ود. س اوت  سری ساخ م

column in use (lot 1): T = 1.3

phosphate 10 mM, pH 6.8

new column (lot 2): T = 2.1

same method, basic API (pKa ≈ 9.5)

.) ش ما کرده اس ) ری  غ رک خ  ک  ون؛  ا دو سری ساخ س ازی  ره  ک ماده مؤ سه شکل  ا شکل 10-2. م

وجهی ل  ا خش  ر 6.8،  را  pH در . ی اس ا م ه عل ش شا ازی،  ک  ط  گ‌دار شدن  ل شه‌ای ل عل ر حل

ول لا عال س اوت  د.  و دار ادل  ش  رهم‌ک ه  و رو ن  م آ ا  د و  زه هس و ده  ‌ما ا ول‌های  لا از س

اوم خود . روش در مرز م شکار کرده اس آ ن حساس را  ‌مولار( ا ل ن )10 م ا ری  ا سری‌های ساخ و ظر 

. طراح شده اس

ون از سری ساخ سوم؛ زمون س آ ؛  ک ز رای رد عل  ن(  ئ ولو د  رک خ )ما ک  زر  ص شخ زمون‌های  آ

. ول لا عال س ظر شاخص‌های  ون‌ها از  زمون س آ ررس گواه 

ر در محدوده مجاز ا ش غلظ  زا د SST و ا أ س از  اس  ون سری ساخ م اده از س اه‌مدت: اس کو راهکار

B وع کای  ل ا س ون  ا س ه حدود 3   pH لاً کاهش رات، م غ رل  گری روش از طر ک از دمدت:  ل )±10 درصد(. 

ا صحه‌گذاری لازم. ؛ همراه  عال کم‌

ی . روش‌ها ک اس ز د، عل  ر ک غ ک‌ها  ی و اگر همه  ا م د، عل ش گ‌دار شو ل ازی  ک‌های  ها  دی: اگر  درس کل

د. ی شو اسا د ش ا اوم  ی م ا د، در ارز ‌ک ورده م رآ ون SST را  ک سری ساخ س ا  ط  که 

ون ‌ ی روش ج دا ‌های ا زر م در  ا شن  ممورد 3: در ر ا شن  ر

ه خس از 7.52  زر  ک اصل در شش  م  ا شن  ات، ر و ان‌سول م اک ا سد ون  ‌ در روش ج ه‌ها شا

. ر ر را م در SST از حد مجاز  ا شن  دار شد. %RSD ر ا س  د و س ه رس 7.99 د
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ود. زمان ره شده  ل 70 درصد ذخ ر و ا اس اده و  ون اس ‌ دون ج گری  رای روش د ل  ون روز  س داده‌ها

ود. ه  ر د ر  ‌ل ل ا سرع 1.0 م ه  ش از SST، 20 د عادل 
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after 20 min equilibration

after 60 min + 2 conditioning inj.

.) ش ما اوت ) عادل م ا دو زمان  وال  ‌های م زر م در  ا شن  شکل 10-3. ر

ادی از ه حجم ز د  را ن  از ساکن جذب شود؛ ا عادل روی  ه  دن  ا رس د  ا ون  ‌ عامل ج شه‌ای ل عل ر حل

ان در ‌های اول همچ زر ون در طول  وده و س ون( کا  عادل )حدود 13 حجم س ه  از دارد. 20 د حرک  از م

. د کرده اس شد ان روش‌ها، مشکل را  ون م رک س اده مش . اس وده اس ارگذاری  حال 

ون ا س ار  سه ر ا ؛ م ل عادل مخ س از زمان‌های  وال  ‌های م زر م در  ا شن  ص ر شخ زمون‌های  آ

. صاص اخ

زر ه( و دو  ال 60 د ن م عادل کا )در ا عر زمان  ون؛  ‌ رای روش ج صاص  ون اخ ن س ع راهکار

ده. ه ساز وص ل ط  آ ا همان درصد  ر  ا دون  حرک  از م ون در  ره س ماده‌سازی در روش؛ ذخ آ

د، ج س م  ا شن  ری ر ذ کرار ا  عادل را  ا  د؛ ک از دار ری  ‌ عادل طولا ون و HILIC زمان  ‌ دی: روش‌های ج درس کل

ن. س‌لا ا  شار  دار شدن ظاهری  ا ا  ه 

ا اخالص گراد ک روش  لا ک در  نمورد 4: گوس  س‌لا

ه ظاهر شد که در ک در 11.2 د ر(  وم ا  220 ، ا ‌ها )گراد اخالص ک روش  لا وگرام  در کروما ه‌ها شا

‌شد. ه گزارش م اخ اش اخالص  وان  ه‌ع ات  رار داش و در محاس اخالص مشخص  ک  ه  ک  زد ه‌ها  مو

ان ه گراد ط اول گهداری در شرا ش زمان  زا ا ا ن  آ ز حضور داش و سطح  زر  دون  ان  ک در گراد داده‌ها

ود. ه  ض گذش عو ک ماه از موعد  آب خالص  م  س ج س ر . کار ا ‌ ش م زا ا

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©53 · هرگو



gradient, no injection

peak present → mobile phase

60 min equilibration

area grows with hold time → solvent A

fresh water source

ghost peak removed

.) ش ما ازه ) آب  ا  عادل و حذف  ه زمان  گ  س ، وا زر دون  ان  ک: حضور در گراد أ گوس  ش ص م شخ زمون‌های  آ شکل 4-10. 

ش درصد زا ا ا مرکز و  ون م ان روی س دای گراد ی ا آ ط  الا( در شرا  TOC( آب ل  آ ده‌های  لا آ شه‌ای ل عل ر حل

ری ش ده  لا آ اشد،  ر  ش ون  ا س  A حرک از م ماس  د. هرچه زمان  ‌شو ه م ک شس ه صورت  ل  آ حلال 

‌شود. مرکز م م

ا ک HPLC؛ طری‌شده  آب  ا  آب  گز  عادل؛ جا سه زمان‌های  ا ؛ م زر دون  ان  گراد ص شخ زمون‌های  آ

آب. م  س ی س ا ررس سوا TOC و رسا

ک و لا زر  زودن الزام  ج گزارش‌شده؛ ا ا ی  ا حراف و ارز ب؛  ا آ د ک  أ ج‌ها و  ر ض کار عو راهکار

ه روش. ‌ها  اخالص ی  ا ش از ارز ن  آ ررس 

ک ‌دادن هر  س ش از  ک  لا ی  ا ه. ارز مو ه از  د،  م‌ا س ا س حرک  از م ان معمولاً از  ک‌ها در گراد دی: گوس  درس کل

. رل اس ک الزام ک ه،  مو ه 

دار ن م ع ری SST در  ذ کرار اکام  ‌سازیمورد 5:  کمّ

زر زر از شش  ر 1.0 درصد(. دو  ار: حداک دارد 2.2 درصد شد )مع ا زر اس %RSD سطح شش  ه‌ها شا

ود. ع  ک‌ها ط ود؛ شکل  ه  ر از  حدود 4 درصد کم

ک ر و از  کرول زر 20 م ود. حجم  ر  ‌ل ل ال 0.4 م دارد، حجم محلول در و ا رس اس ود ر ل کم ه دل داده‌ها

ود. رداش شده  زر  رای شش  ال  و
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0.4 mL in vial: RSD 2.2 %

1.0 mL in vial: RSD 0.20 %

.) ش ما ال ) رکردن و ا دو حجم  کراری  ‌های  زر شکل 10-5. سطح 
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رض( ش‌ اع  م ار ظ ا  وک سوزن )  ، وال ‌های م زر ال در طول  ع در و ا کاهش سطح ما شه‌ای ل عل ر حل

ه مشکل شا « معمولاً  ع ‌های ط زر ان  زر کم در م د  . الگوی »چ ‌ها هوا مکش کرده اس رداش رخ  در 

ری. گرال‌گ ا ا ور  ک ه د  ، ه اس مو رداش 

ال اده از و لر؛ اس وسم مات ا ظ اع سوزن در  ررس ار ؛  ا حجم کا ال  ‌ها از و زر کرار  ص شخ زمون‌های  آ

.)Insert( ا درج کم‌حجم

اده از درج کم‌حجم ال؛ اس دسه و رداش و ه عداد  ر اساس   SOP ال در رکردن و ل حجم  ن حدا ع راهکار

امطلوب«. ‌های » زر ه حذف  د و  کرار SST ط روش‌کار مس در صورت محدود محلول؛ 

مای ده( راه راک ا  دی  ، رو صاد . الگوی خطا ) س ورده کردن SST مجاز  رآ رای  د  ‌های خارج از رو زر دی: حذف  درس کل

. ص عل اس شخ

ئ لو ر دا غ س از  ی  دا ک‌های ا ئمورد 6: دوشاخه شدن  لو دا

ع ررس ط ک‌های د د؛  هن و دوشاخه شد ا 2(  ی )k حدود 1  دا ک ا ‌ها، دو  اخالص در روش  ه‌ها شا

ود. ماده‌سازی رخ داده  آ گری روش  از س از  ر  غ د.  ود

ود؛ حجم ه  ا ر  غ ول خالص  ا ه م ل(  ر و حرک )20 درصد اس از م ئ از  لو ، دا ش حلال زا رای ا داده‌ها

ر. ‌م ل ون 150 × 4.6 م ر و س کرول زر 50 م

ئ لو ش از ر شدن دا شن  ‌های کم‌ر ال آ ؛  حرک اس از م ر از  وی‌ ار  س ئ  لو دا شه‌ای ل عل ر حل

ر )حدود 3 درصد حجم مرده کرول د. حجم 50 م ‌ک ری ط م ش ا سرع  ر را  خش از مس ون،  دای س در ا

د کرده اس )شکل 4-5(. شد ر را  ن ا ون( ا س

ه مو زر  (؛  ر حلال اس ده ا دک أ ک  ود شکل  ه ر ) کرول ه 10 م زر  کاهش حجم  ص شخ زمون‌های  آ

ر. ‌ در مخلوط ضع

ا زر همراه  ا کاهش حجم  ب؛  آ ا  حرک  از م ا  ی  ها ‌سازی  ول و ر ا ه در حجم کم م حلال اول ا راهکار

جام ان ا ش ا داده‌های  رات و  غ رل  د از طر ک ا ر در روش اس و  غ  ، ئ لو ر دا غ  . ی حد کمّ ا ارز

شود.

درت ه  ش از همه  د،  خر شده‌ا ی  دا ک‌های ا ط  . اگر  وگرا اس م کروما س خش از س ئ  لو دی: دا درس کل

د. زر مشکوک شو ئ و حجم  لو دا

داری ا ه‌های  مو ده در  راک ه  اخ اش ک  ررسمورد 7:  ک د

ال کراری همان و زر  هن در RRT حدود 0.45 مشاهده شد که در  ک  داری،  ا ه‌های  مو رخ  در  ه‌ها شا

‌شد. ده م دارد، د ا س از اس ه  ه، و  مو ‌های  زر س از  ه‌های  مو ک در  ه.  گاه وجود داش و گاه 
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م ا شن  ا ر ک‌های مجاور  ر  را ه حدود 4  اخ اش ک  ای  ه ه.  ز 15 د ال آ ا زمان  ک  زوکرا روش ا داده‌ها

ود. ه  مشا

زر ررس از  ک د ک  دی  ه کل شا ن،  آ م ظاهری  ا شن  ه ر س  ک  رعادی  ای غ ه شه‌ای ل عل ر حل

ز( که حدود آب‌گر خر  ا محصول  ی چرب  ک ماده جا لاً  ورده )م رآ س  ر ز از ما آب‌گر ار  س ی  رک ؛  ل اس

‌شود. عدی ظاهر م زر  وگرام  ‌شود و در کروما ه م زر شس س از  ه  21 د

سه ا ه؛ م مو س از  اصله  لا ک  لا زر  ه؛  ه 45 د ه  مو زر  ک  ز  ال آ ش زمان  زا ا ص شخ زمون‌های  آ

ون. رای س  N طه ا را ک  ای  ه

ش زا ا ا ر روش(  ن  آ ر  ی ا ا س از ارز زر ) های هر  ل در ا آ الای حلال  ا درصد  شو  زودن مرحله شس ا راهکار

. ی شده اس ا ط ارز اخالص مر وان  ه‌ع رک در روش  ن  که ا ان از ا ز؛ اطم ال آ زمان 

ر اساس الوشن د  ا وسعه روش  ز در  ال آ عل دارد. زمان  ل  زر  ه  مالاً  ش، اح گا ر از همسا هن‌ ار  س ک  دی:  درس کل

ک مشخص. ن  خر آ ط  ه  ن شود،  ع س  ر کامل همه اجزای ما

گر شگاه د زما آ ه  ا  ال روش گراد اکام ا ال روشمورد 8:  ا

ار: وگرام 1.2 شد )مع دای کروما حرا ا صد، رزولوشن ج  شگاه م زما آ ه  ‌ها  اخالص ال روش  در ا ه‌ها شا

د. ری داش ی کم ه‌جا ررس جا ک‌های د ود.  أ 2.3  د شگاه م زما آ ل 2.0( در حال که در  حدا

ا حجم ری  ر م کوا صد:  شگاه م زما آ ر.  ‌ل ل ر حدود 0.35 م خ أ ا حجم  ری  ا م   : أ د شگاه م زما آ داده‌ها

ه. ر د ر  ‌ل ل کسان؛ سرع 1.0 م حرک  از م ون و  ر. س ‌ل ل ر حدود 1.1 م خ أ

originating lab: V_D ≈ 0.35 mL · Rs = 2.3

binary pump

receiving lab: V_D ≈ 1.1 mL · Rs = 1.2

quaternary pump

.) ش ما گاه ) ان در دو دس دای گراد حرا ا ر ج  ر  خ أ ر حجم  شکل 10-6. ا

ه در ک اضا زوکرا گهداری ا ه  ا ر، معادل حدود 45  خ أ ر حجم  ‌ل ل لاف حدود 0.75 م اخ شه‌ای ل عل ر حل

د؛ ‌ک ر م غ ن‌ها  آ ی  س اصله  د و  ‌شو ه م ه شس رک اول ا  ن مدت  ی در ا دا ک‌های ا  . ان اس دای گراد ا

ود. شده  ش‌  ال  کل ا رو اوت در  ن  ا

ا حجم گاه  ان در دس ر در شروع گراد خ أ زی  امه‌ر ر گاه؛  ر هر دو دس خ أ ری حجم  دازه‌گ ا ص شخ زمون‌های  آ

صد. شگاه م زما آ جه  د  ول از ر و مشاهده  ر کم خ أ

ه و ارماکو صل عموم  ر در محدوده مجاز  خ أ ران حجم  رای ج ان  ه گراد گهداری اول م زمان  ظ راهکار

ر در روش خ أ صد.  حجم  گاه م زر )Injection delay( در دس ر  خ أ ل  ا اده از  ا اس ن؛  آ دسازی  مس
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. ا وان اطلاعات ح ه‌ع

د، حجم رار دار ان  دای گراد حرا در ا ک‌های  ی که  . در روش‌ها ا اس ط روش گراد خش از شرا ر  خ أ دی: حجم  درس کل

ن روش ذکر شود. د در م ا وسعه  گاه  ر دس خ أ

TFA ا ر  وم ا ن در 214  س‌لا ز دوره‌ای  و زمورد 9:  و

ا دوره ظم  وس م ز س و ر،  وم ا کشن در 214  ا 0.1 درصد TFA در هر دو حلال و د ا  در روش گراد ه‌ها شا

د. ر از 10 رس ه کم ه ظاهر شد و S/N محلول حد کمّ  ا حدود 10 

ز و ه،  ش‌ساخ حرک  از م ا  ک  زوکرا ط ا زر در شرا ا  ‌شد.  ر م ‌ لور طولا ا کاهش  ز  و دوره  داده‌ها

. ‌ر ن م اً از  ر

. س کسان  ل  ر و آب و اس ن در  آ وجه دارد و جذب  ل  ا ن جذب  ا TFA در طول موج‌های  شه‌ای ل عل ر حل

گ دوره س د. وا ‌ک جاد م وسان جذب ا جه  وسان کوچک در غلظ TFA و در   ، م کل  ص در هر س ا لاط  اخ

د. ‌ک د م أ م را  کل  ا س ن  آ اط  ، ار لور ه  ز  و

ررس عملکرد ه؛  ش‌ساخ ک  زوکرا ون؛ اجرای ا س کل  ا زمان س ز  و سه دوره  ا م ص شخ زمون‌های  آ

چک‌ولوها.

م غلظ ظ ا  عادل‌کردن جذب دو حلال  ر(؛ م خ أ ر حجم  ر  ی ا ا ا ارز ر ) ش ا حجم  کسر  اده از م اس راهکار

. م گهداری  ودن در روش؛  لاً حدود 0.085 درصد( در صورت مجاز  TFA در حلال B )م

وط اب مر ا ح ور  ک ه د صاد معمولاً  ز  و لاط دارد؛  ا اخ م  أ  ش د، م ‌ک ر م غ لور  ا  ن  آ زی که دوره  و دی:  درس کل

. اس

م س و س س از  ی  ط رک  شن  اگها ر ن  ونمورد 10: از دس ر س

ان و جر ه ) خر ه آ ل  عط س از  داول،  ون C18 م ی روی س آ ر  ا حرک 98 درصد  از م ا  در روش  ه‌ها شا

. ا ه کاهش  ه 2.1 د ره از 6.5  م ماده مؤ ا شن  حرک(، ر از م ون در  ا س

ود. ل  ه  ون ه ون همان س ود. س ر شده  هن‌ ک  ه و  ا ی کاهش  ود؛ کارا ع  شار ط داده‌ها

ذ ا ی از م آ اً کاملاً  ر حرک  از م  ، و شار در زمان  ا کاهش   :)Dewetting( گ دی‌و شه‌ای ل عل ر حل

. ه اس ا ه‌شدت کاهش  از ساکن  رس  ز C18 خارج شده و سطح در دس آب‌گر

ا عادل مجدد  س  ا 100 درصد و س ل 50  ر و ون اس ا حدود 20 حجم س ون  شوی س شس ص شخ زمون‌های  آ

د. ‌ک د م أ ص را  شخ م،  ا شن  ازگش ر حرک روش؛  از م

اده دمدت، اس ل ی(؛ در  آ ار  س حرک  از م ان در  و جر ره در SOP )عدم  شو و ذخ عر روش شس راهکار

رات. غ رل  ه( از طر ک ه ی‌ ط ا   AQ( ی آ حرک  از م ا  ون سازگار  از س
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ا ل شود،  ون«  ی س که »خرا آ ش از  ی،  آ ار  س حرک  از م ع در  شار ط ا  شن  اگها ر دی: کاهش  درس کل

ی شود. ا عادل مجدد ارز ل و  آ شوی  شس

ر ل اش از جذب سطح  دار  ن م ع ن  ا جه  همورد 11:  مو ماده‌سازی  آ

خ ار د  ا 105.0 درصد، اما رو ا دوز کم 96.5 درصد شد )مشخصات 95.0  رص  ک  دار  ن م ع جه  ه‌ها شا

جه OOT  شد. د.  ود ول  ل  ا رل  داردهای ک ا حدود 99.5 درصد(. SST و اس

ر کروگرم  ه 10 م مو ی  ها ود. غلظ  اده شده  لون اس ا ر  ل  ،PVDF رهای ل مام  ل ا ه دل داده‌ها

ود. ر  ‌ل ل ه 1 م ز اول ر و حجم دورر ‌ل ل م

ن( ا ک در غلظ  روما آ ا  ی  ط ات دارای گروه‌های  رک ژه  ه‌و ات ) رک رخ  رای  لون  ا شه‌ای ل عل ر حل

. وده اس ‌های جذب کا  اع سا رای اش ر  ‌ل ل ز 1 م وجهی دارد. در غلظ کم، دورر ل  ا ظر جذب 

ز ل و حجم‌های دورر رهای مخ ل ا  ه‌های صاف‌شده  مو ا  وژشده  ر ه سا مو سه  ا م ص شخ زمون‌های  آ

ر(. ‌ل ل لاً 1، 3 و 5 م اوت )م م

ر و ل وع  دن  جا حراف؛ گ وان ا ه‌ع ر  ل وع  ر  غ ر صحه‌گذاری‌شده مطا روش؛   ل اده از  اس راهکار

ی‌شده. ا ن ارز گز رهای جا ل عر  از  ن روش و در صورت  ز در م حجم دورر

،SST ه‌ای در شا چ  دون ه د  وا ‌ دون داده سازگاری، م ن  آ د  ر ا  س  ر ج غ ؛  خش از روش اس گ  ر سر ل دی:  درس کل

د. ه‌جا ک جه را جا

س طولا دارد در سکا ا اسخ اس ج  در داری محلولمورد 12: کاهش  ا

داردهای ا ه اس س  ری  اسخ کم ا 8 درصد  ا حدود 6  ا رل  داردهای ک ا ه، اس س 24 ساع در سکا ه‌ها شا

شد. ورده  رآ رل  دارد ک ا رش اس ذ ار  د و مع ی داش دا ا

ش ه اکسا ره  د. ماده مؤ ود اف  ال‌ها ش ‌گراد( و و رل دما )حدود 25 درجه سا دون ک لر  وسم س ا داده‌ها

‌کرد. ج رشد م در ه  دی در RRT حدود 0.8  ک جد  . ور حساس اس و 
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رای ط  داری محلول در صحه‌گذاری  ا س؛ مدت  ط س در طول سکا داری محلول در شرا ا ا شه‌ای ل عل ر حل

ود. ه طراح شده  س 24 ساع ود، در حال که سکا ات شده  اق ا 8 ساع در دمای ا

ل دما و ط مخ داری محلول در شرا ا س؛ مطالعه  ان سکا ا خس در  زر مجدد محلول  ص شخ زمون‌های  آ

ور.

ات‌شده؛ داری ا ا س در محدوده  ی؛ طراح سکا ا ال‌های کهر ‌گراد و و رل دمای س در 5 درجه سا ک راهکار

د. داری جد ا ا داده  ه‌روزرسا روش 

ک ا کاهش  د همزمان  ک جد ک  اشد. رشد  ر  ش ات‌شده محلول‌ها  داری ا ا د از مدت  ا س  دی: طول سکا درس کل

. ال اس خر در و ه  شا  ، اصل
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خاب ه ا رای سهول محاس د. اعداد  ‌ده وشش م رل ک را  ج روزمره واحد ک ات را صل محاس ن  ل ا ئ مسا

ه رعا شود. ارماکو ادار روش و  ام مع واعد گردکردن و ار  ، د؛ در گزارش رسم شده‌ا

و و رزولوشن ور، سلک اک شن  له 1: ر ئ همس محاس

ک tR2 = 6.60 min :2 و ک tR1 = 6.00 min :1 و wh1 = 0.140 min؛   ،tM = 1.50 min داده‌ها

.wh2 = 0.150 min

k1 = (6.00 − 1.50) / 1.50 = 3.00 · · · k2 = (6.60 − 1.50) /

1.50 = 3.40

α = 3.40 / 3.00 = 1.13

Rs = 1.18 × (6.60 − 6.00) / (0.140 + 0.150) = 1.18 × 0.60 /

0.290 = 2.44

. اس ان م ه اطم ا حاش ن  س‌لا ا  اسخ: k1 = 3.00، k2 = 3.40، α = 1.13 و Rs = 2.44؛ جداسازی 

ل اع معادل  وری و ار ئ ل  عداد  له 2:  ئ همس محاس

.wh = 0.140 min و tR = 6.00 min ا ک  ا ذرات µm 5؛   150 × 4.6 mm ون س داده‌ها

N = 5.54 × (6.00 / 0.140)2 = 5.54 × 1837 ≈ 10 180

H = L / N = 150 000 µm / 10 180 ≈ 14.7 µm · · · h = H / dp ≈

2.9

ون رای س ون در وضع مطلوب اس ) ه حدود 2.9؛ س ا اع کاهش‌ ر و ار کروم اسخ: N حدود H ،10200 حدود 14.7 م

‌رود(. ظار م ا 3 ا رشده، h حدود 2  خوب 

صل 11

ا حل‌شده ل محاس ئ مسا
Chapter 11 — Worked calculations

ZQFFQZ
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ر رزولوشن ون  ر طول س له 3: ا ئ همس محاس

از و ا همان  ری  ‌م ل ون 250 م . اگر س ر 1.6 اس را ری  ‌م ل ون 150 م ا س حرا  رزولوشن ج  داده‌ها

د؟ ‌ک ری م غ اً چه  ر شار  اده شود، رزولوشن و  دازه ذره اس ا

د. ا ‌ ش م زا ه‌طور خط ا ون  ا طول س شار  ؛  اس اس ون م ا طول س  N و N ا جذر رزولوشن 

Rs2 = 1.6 × √(250 / 150) = 1.6 × 1.29 ≈ 2.07

ر غ ؛  ه‌ای اس رهز ود محدود و  ه ش طول،  زا ر. ا را م حدود 1.67  ا شن  شار و ر اسخ: رزولوشن حدود 2.1، 

. ر اس ر و معمولاً مؤ سلک

ر ون کوچک‌ ه س ک  زوکرا ال روش ا له 4: ا ئ همس محاس

د: × 150 ون جد زر µL 20. س لور mL/min 1.5، حجم   ،250 × 4.6 mm, 5 µm ون روش: س داده‌ها

.3.0 mm, 3 µm

L/dp: 250 000 / 5 = 50 000 → 150 000 / 3 = 50 000

رار دارد. ا +50 درصد  کرده اس و در محدوده مجاز −25  ری  غ  L/dp س

F2 = 1.5 × (3.0
2 × 5) / (4.62 × 3) = 1.5 × 45 / 63.48 ≈ 1.06

mL/min

Vinj2 = 20 × (150 × 3.0
2) / (250 × 4.62) = 20 × 1350 / 5290 ≈

5.1 µL

ون، ا حجم س اس  ز، م ال آ ر. مصرف حلال در هر  کرول زر حدود 5 م ه و حجم  ر د ر  ‌ل ل لور حدود 1.06 م اسخ: 

د شود. مات مس ظ ورده و  رآ د  ط جد ا شرا د  ا ل  م سو س د؛ س ا ‌ حدود 75 درصد کاهش م

رل ک ردی HPLC در واحد ک مای کار pharmavault.irراه

وع اس دون مجوز مم شر  از رداری و  ی‌ ه ک PharmaVault ©61 · هرگو



ان لاف زما شروع گراد ر و اخ خ أ له 5: حجم  ئ همس محاس

لور روش 0.8 ر دارد؛  ‌ل ل ر 1.60 م خ أ گاه B حجم  ر و دس ‌ل ل ر 0.40 م خ أ گاه A حجم  دس داده‌ها

. ه اس ر د ر  ‌ل ل م

tD,A = 0.40 / 0.8 = 0.50 min · · · tD,B = 1.60 / 0.8 = 2.00

min

وان ‌ گاه A، م گاه B روی دس وگرام دس د کروما ول از رای  ‌رسد.  ون م ه س ر  ر ه د گاه B حدود 1.5 د ان در دس اسخ: گراد

دسازی(. ا مس مات مجاز و  ظ زود )در محدوده  ه ا ک اول زوکرا گهداری ا ه  1.5 د

دارد ا رس اس ا ر دار  ن م ع له 6:  ئ همس محاس

ای ماده خشک(. ر م ه mL 50 )خلوص 99.6 درصد   mL 5 س دارد: mg 25.0 در mL 50، س ا رس اس ر داده‌ها

ن سطح: گ ا . م ر ر شده اس ه همان   ) رچس ر اساس  ره ) ودر معادل mg 25.0 ماده مؤ ه:  مو

ه 1 238 900. مو دارد 1 254 300 و  ا اس

Cstd = 25.0 × 0.996 × 5 / (50 × 50) = 0.04980 mg/mL · · ·

Cs,nominal = 25.0 × 5 / (50 × 50) = 0.05000 mg/mL

Assay = (1 238 900 / 1 254 300) × (0.04980 / 0.05000) × 100 =

0.98772 × 0.996 × 100 ≈ 98.4 %

ه وارد شود؛ رص در محاس وسط  ودر و وزن م ع  . در گزارش، وزن وا رچس دار  ره حدود 98.4 درصد م وای ماده مؤ اسخ: مح

. ه شده اس وش رای وزن معادل د  ال  ن م ا
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ی س اسخ  ا ضر  اخالص  له 7:  ئ همس محاس

اخالص B در ن 5200. سطح  آ ک  ه؛ سطح  مو ا غلظ 0.1 درصد غلظ  ره  : ماده مؤ رس ر محلول ر داده‌ها

. ر 1.30 اس را  B اخالص  RRF ه 7800 و مو

Impurity B (%) = (7800 / 5200) × 0.1 × (1 / 1.30) = 1.50 ×

0.1 × 0.769 ≈ 0.115 %

ورد حدود 30 درصد که رآ ش‌ ع  مد؛  آ ‌ ه دس م جه 0.15 درصد   ،RRF دون اصلاح اخالص B حدود 0.12 درصد.  اسخ: 

ر دهد. غ اق را  ط م ا صم د  وا ‌ م

LOQ ز و و ه  ال  گ س س له 8:  ئ همس محاس

ای ه ه  جره‌ای  ز )h( در  و ه  د. دام ‌ک جاد م اع mAU 0.42 ا ا ار ک  ره،  محلول 0.05 درصد ماده مؤ داده‌ها

. ر mAU 0.070 اس را ک  لا وگرام  ر wh در کروما را  5

S/N = 2H / h = 2 × 0.42 / 0.070 = 12

ر 10 را  S/N ا اظر  ودن، غلظ م رض خط  ا  د.  ‌ک ورده م رآ ل 10( را  ار LOQ )حدا ن غلظ مع ؛ ا ر 12 اس را  S/N :اسخ

د شود. أ کراری  ‌های  زر ا  د  ا ‌شود که  ورد م رآ حدود 0.042 درصد 

.Ph. Eur مجاز در RSD ر له 9: حداک ئ همس محاس

t90%, 5( شود‌ جام م کراری ا زر  ا 101.5 درصد اس و 6  وگراف 98.5  ره در مو وای مجاز ماده مؤ مح داده‌ها

.)= 2.015

B = 101.5 − 100 = 1.5 · · · %RSDmax = 0.349 × 1.5 × √6 / 2.015

= 0.349 × 1.5 × 2.449 / 2.015 ≈ 0.64 %

ار عموم 2.0 درصد. ر از مع ه‌ را ‌گ ار سخ س ؛  ر %RSD مجاز حدود 0.64 درصد اس اسخ: حداک
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عادل ون و زمان  له 10: حجم مرده س ئ همس محاس

از دارد. عادل  ون  ه 15 حجم س لور mL/min 1.0؛ روش   ،150 × 4.6 mm ون س داده‌ها

VM ≈ 0.5 × L × dc
2 = 0.5 × 15 × 0.462 ≈ 1.59 mL

teq = 15 × 1.59 / 1.0 ≈ 24 min

لور ا  ون  ن س ‌دهد چرا tM در ا شان م ه  ن محاس ه. هم عادل حدود 24 د ر و زمان  ‌ل ل اسخ: حجم مرده حدود 1.6 م

. ه اس 1.0 حدود 1.6 د

م ا شن  ر ر ر دما  له 11: ا ئ همس محاس

ه ازای هر درجه  k رض کاهش حدود 1.5 درصد ا  ور 5.0 دارد.  اک شن  ‌گراد ر ک در 30 درجه سا داده‌ها

‌شود؟ در م ا tM = 1.5 min( چ ( tR و k ،رسد ه 34 درجه  رل  دون ک ون  ش دما، اگر دمای س زا ا

k34 ≈ 5.0 × (1 − 0.015)
4 ≈ 4.71 · · · tR: 1.5 × (1 + 5.0) =

9.00 → 1.5 × (1 + 4.71) ≈ 8.56 min

ر را  CDS ک در ی  اسا جره ش ر ممکن اس از  غ ن  د؛ ا ا ‌ ه )حدود 5 درصد( کاهش م م حدود 0.44 د ا شن  اسخ: ر

. رای روش‌های حساس ضروری اس ون  رل دمای س رود. ک

شگاه زما آ ردی  ه کار ک

ن از د که  ه‌ای  ک ه گو رمول‌ها را  ه، همه اعداد خام )وزن‌ها، حجم‌ها، خلوص، سطوح( و  رگه‌های محاس در 

د ا  GMP ات رای محاس اده  رده )Spreadsheet( مورد اس حات گس د. ص د ک ول از ل  ه‌طور مس جه را  د  وا

د. اش سخه‌دار  ل و  صحه‌گذاری‌شده، 
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ملمشاهده صعلل مح شخ زمون  دامآ ا

الا اشار  ن  ن‌لا ر ا ل ون،  گ گارد س گر
ه سکوز ر؛ و ا ون؛ رسوب  ر س

الا

ون و گارد ه‌گام س ه؛حذف گام‌ مو ر کردن  ل ؛  ض مصر عو
مک شوی  شس

ن ا وب؛شار  ؛ چک‌ولو مع م ؛ هوا در  ش

اه لور اش

ری دازه‌گ صالات؛ ا ازرس ا

لو حجم 

رج؛ صال؛  ض ا عو ا  ‌کردن  س

س چک‌ولو سرو

شار ظم  رسودهوسان م ل  اب؛ چک‌ولو؛ س کلح ا س وسان  سه دوره  ا م
ون س

زکردن چک‌ولو؛ م رج؛  گ و  دگاز
ل ض س عو

صاد ز  و
ن س‌لا

اب لوده؛ ح آ لوسل  ؛  رلام ضع لو ص ا  ز  و ؛  رژی لام ؛ا ض لام عو لوسل؛  شوی  شس
رگش کم شار 

ز دوره‌ای اکا )TFA(و لاط  ؛ اخ م ان  لورضر ه  گ دوره  س ر؛وا زرگ‌ کسر  ؛ م م س  سرو

عادل‌کردن جذب حلال‌ها م

ن س‌لا لاف جذب A ودر  ؛ دما؛ اخ اکا عادل 

B

زر دون  ن  س‌لا ش  رل دما؛ا عادل؛ ک ش زمان  زا ا

‌ها زود هم‌ارزکردن ا

ک کگوس  لوده؛ کری‌اوور؛  آ زود  ا ا آب 

ررس د
س از ک  لا ؛  زر دون  ان  گراد

ش زمان زا ظ؛ ا دارد غل ا اس

ز ال آ

دل شوی  ازه؛ حلال شس آب 

شو ر؛ مرحله شس مؤ

ازها ط  گ  ؛ ظرل اس ام  pH ول‌ها؛ لا س

ری کم ا

رک خ ر درزر  ش ر  ا ا غلظ  ر  ن‌ ا  pH

B وع ون  محدوده مجاز؛ س

ک‌ها گ همه  ون؛ل ضای خال سر س حجم مرده؛ 

ر

ون ا س زمون  آ صالات؛  از ا

گر د

ون ض س عو صال؛  اصلاح ا

گ ویرا ئ  لو ؛ دا ا حجم زراورلود جرم  ا حجم  ارکاهش غلظ  ؛ کاهش  ئ لو ط دا

ک دوشاخه )همه
ک‌ها(

ر س ضای خال  مه‌مسدود؛  نر  گز ون جا ض گارد؛ س ونعو ض س عو

ک دوشاخه
ی( دا ک‌های ا (

اد زر ز وی؛ حجم  ئ  لو زردا رکاهش حجم  ‌ ئ ضع لو دا

هن الا؛ک‌های  ا زما  ون؛  حجم خارج از س

رسوده ون  س

گ و ور و  ک مات د ظ م سرعررس  ظ کاهش حجم‌ها؛ 

ون ض س عو داده؛ 

ی اس ر  غ

ک‌ها شن همه  ر
t0 و

م( ظ  ، م  ، ش لولور ) ری حجم  دازه‌گ ما س  ؛ سرو ش ع  ر

وس ال

ع ی سر ا ‌ جدول ع
Appendix A — Quick troubleshooting matrix
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ملمشاهده صعلل مح شخ زمون  دامآ ا

اس ام ر  غ

ک‌ها شن  ر

ون حرک؛ دما؛ س از م  pH ا ازهرک  حرک  از م ماده‌سازی؛  آ رل دماسوا  ماده‌سازی مجدد؛ ک آ

شن در در ر
ی دا ‌های ا زر

)HILIC ،ون ‌ اکا )ج ‌هایعادل  زر م در  ا شن  د ر رو
وال م

صاص ون اخ ر؛ س ‌ عادل طولا

شن اگها ر ا 
الا ی  آ از  در 

C18 ون گ س عادلدی‌و ل و  آ ا حلال  شو  شس
مجدد

لو و  ز از  ره ون AQ؛  س

الا دل،RSD سطح  وم،  ال، س اب، حجم کم و ح

ر خ

ر و حلال ساده ال  ا و ومکرار  دل؛ س اع  اصلاح حجم و ار

رل دمای س و؛ ک

اسخ ج  در الکاهش  ه و داری محلول؛ جذب  ا انا ا ی؛زر مجدد محلول اول در  ا ال کهر ؛ و ش س سرما

داری ا داده 

ن ا ی  ا راز ل ه  ص؛ جذب  ا خراج  ر؛ زماناس ل وژ و  ر سه سا ا م
خراج اس

ه‌سازی ه ر صحه‌گذاری‌شده؛  ل
خراج اس

ودن در رخط  غ
الا غلظ 

ون ور؛ اورلود س ک اع د ک )AU(اش ا حجمررس جذب  کاهش غلظ 

س اکام رزولوشن 

ال روش از ا

ون؛ ر؛ حجم خارج از س خ أ حجم 

حرک از م دمای 

گاه ر دو دس خ أ ری حجم  دازه‌گ ان درا ه گراد گهداری اول م  ظ

محدوده مجاز
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؟ ر اس ‌ اس م م ا شن  ل از ر ط مخ سه شرا ا رای م  )k( ور اک شن  1. چرا ر

. ه اس س از وا ان دو  ال م آ ع  وز ه  ط  ون اس و  عاد س لور و ا ل از  را k مس ز

حرا کدام اس و چرا؟ ک ج  ش رزولوشن  زا رای ا ر  غ ن م ر ر 2. مؤ

ری دارد. زرگ‌ ار  س ر  ر کوچک α ا غ ‌دهد، در حال که  ود م ه  N ا جذر ط  ش N رزولوشن را  زا را ا و )α(؛ ز سلک

‌دهد؟ ر م غ در  ون، رزولوشن را چ ر کردن طول س را 3. دو 

شار. ز و  ال آ ر شدن زمان  را ا دو  حدود 41 درصد )√2(، 

ی دارد؟ ا دار 1.0 چه مع ‌شود و م ه م ک محاس اع از  ور در چه ار اک گ  ل  .4

. ارن کامل اس ای  ه مع دار 1.0  ک؛ م اع  در 5 درصد ار

؟ س مل چ د، عل مح گ‌دار شو ل ازی  ک‌های  ط  5. اگر 

. ک ز ه  ی و  ا م ع عل ش از ساکن؛  لزی  ‌های  اخالص ا  زه  و ول‌های  لا ا س ه  و ا ش  رهم‌ک

وع روش اهم دارد؟ س و در کدام  ر چ خ أ 6. حجم 

ان. دای گراد ک‌های ا رای  ژه  ه و  ، ا ون؛ در روش‌های گراد ا ورودی س لاط حلال‌ها  طه اخ ر از  حجم مس

ری شود؟ دازه‌گ ل ا آ زودن حلال  ش از ا د  ا حرک  از م ی  آ خش   pH 7. چرا

س از ری  دازه‌گ ؛ ا ی اس آ ط  رای مح رود  ون الک راس س و کال سه  ا ل م ا ی  آ  pH ا ل  ی–آ آ را pH ظاهری مخلوط  ز

رد. ‌ ن م ری روش را از  ذ کرار ل  آ زودن  ا

؟ س ده چ زه‌شو و ‌های  ال آ ه  س  اوم روش  رای م  pH خاب اعده ا  .8

اصله دارد. ن حدود 1 واحد از pH مطلوب  آ  pKa ری که ا ا  ‌ها،  ال آ  pKa ا 2 واحد دور از خاب pH حدود 1.5  ا

؟ ل مشکل‌ساز اس ر و ا 20 درصد اس ول خالص در روش  ا ه در م مو زر  9. چرا 

ی دا ک‌های ا د و  ‌شو ه‌جا م ون جا دای س مرکز در ا ش از  شن  ‌های کم‌ر ال آ ؛  حرک اس از م ر از  وی‌ ئ  لو دا

د. ‌شو ا دوشاخه م هن 

وس ب

اسخ ا  ی همراه  ا رسش‌های ارز
Appendix B — Assessment questions with answers
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؟ س ل چ زر  ررس از  ک د ک  ص  شخ ه  شا  .10

. وال ‌های م زر ن در  آ ظم  ام ه، و ظهور  م مشا ا شن  ا ر ک‌های  ر از  ش ار  س ای  ه

د. ک را شرح ده أ گوس  ش ص م شخ زمون سه‌مرحله‌ای  آ  .11

س از ک  لا ( و  زر ر  ا مس ئ  لو ال، دا ازه )و ال  ئ از و لو زر دا م(،  س ا س حرک  از م زر ) دون  ان  گراد

ظ )کری‌اوور(. دارد غل ا اس

؟ س د، عل چ ر  خ أ ه  س  ک  ا  ک‌ها و زمان مرده  12. اگر همه 

. ادرس م  ظ ا  م  ، هوا در  ش د  ؛ ما ع لور وا کاهش 

؟ در اس اشد چ  B = 2.0 زر و رای 6  ر %RSD مجاز  13. ط Ph. Eur.، حداک

0.85 درصد.

‌شود؟ ه م ه محاس ز چگو و ه  ال  گ س س  .14

. اع اس مه ار ک در  ای  ه ر  را ای 5  ه ه  ل  جره‌ای حدا ز در  و ه  ک و h دام اع  S/N = 2H/h که H ار

؟ مات مجاز اس ظ ه‌ای جزء  ارماکو ک روش  ور در  ک ر طول موج د غ ا  آ  .15

. ه اس ر ذ ور  ک ط خطای در حد د د س و  ر طول موج مجاز  غ ر؛  خ

؟ در اس گ‌شده چ صل عموم هماه مات  ظ ی در  آ خش   pH ر غ 16. محدوده مجاز 

.pH 0.2± واحد

؟ س ودن  صاص  طع اخ ات  ک خالص« در DAD ا جه » 17. چرا 

ون عامد )س ی م ا شود؛ ارز ص داده  شخ ا کوالوشن کامل ممکن اس  ار کم  س ه، غلظ  ار مشا س ا ط  اخالص  را  ز

. ا MS( لازم اس گر  د

‌شود؟ رطرف م ه  ‌دهد و چگو ون C18 رخ م گ س 18. چه زما دی‌و

عادل مجدد. ل و  آ الای حلال  ا درصد  شو  ا شس لو؛  و  س از  ژه  ه و ی،  آ اً کاملاً  ر حرک  از م ا 

ل کرد؟ ل خالص م ر و ه اس ات  س ر  ا ماً از  د مس ا ون را  19. چرا س

شار. ش  زا گ و ا جه گر گ و در  و ر و  ون،  ذ س ا مک در م خطر رسوب 

؟ س ل چ م سو س گاه و س شن دس ک اوت کوال  .20

م را در س ل عملکرد کل س م سو س د؛ س ‌ک ات م رد را در طول زمان ا رای کار گاه  ودن دس اس  شن م ک کوال

. س گری  ن د گز ک جا چ  د. ه ‌ک د م أ زمون و همان روز  آ همان 
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؟ ری دس مجاز اس گرال‌گ ا ا آ  .21

رای ن  آ اده از  ل؛ اس از مس ه و  سخه اول ظ  ش از اصلاح، ح ل علم  ‌شده در SOP،  دل عر ط  ا شرا له، 

. س ه محدوده مشخصات مجاز  جه  دن  رسا

‌شود؟ ارچگ داده محسوب م ک ض   ) ش زما آ زر  س ) ش از شروع رسم سکا ه  مو زر  22. چرا 

‌شده در روش عر ا محلول‌های  د  ا ط  م  س ماده‌سازی س آ د؛  ‌ک راهم م خاب داده را  جه و ا زمودن«  چون امکان »آ

د. ظ شو ‌ها  و ح زر جام شود و همه  ا

د؟ ‌ک ری م غ جه چه  شود،  اشد و اصلاح  اخالص 1.30  ک   RRF 23. اگر

ه جای 0.115 درصد. لاً 0.15 درصد  ورد؛ م رآ ش‌ حدود 30 درصد 

؟ س ال در داده‌های SST چ دل در حال حجم کم و ودن  ر  آب‌گ ه  شا  .24

د(. ه رو ده،  راک ع )الگوی  ‌های ط زر ان  ر در م وجهی کم ل  ا ه‌طور  ا سطح  زر  د  چ

؟ در اس ر چ ‌م ل ون 150 × 4.6 م ی س ر 25. حجم مرده 

ر(. ‌م ا واحد سا  VM ≈ 0.5 · L · dc
ر )2 ‌ل ل حدود 1.6 م
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EnglishارسEnglishارس

م ا شن  ورRetention timeر اک شن  Retention factor (k)ر

و Resolution (Rs)رزولوشنSelectivity (α)سلک

وری ئ وریTheoretical plate (N)ل  ئ ل  اع معادل  HETP (H)ار

ور اک گ  ارنTailing factor (T)ل Symmetry factor (As)ضر 

گ Co-elutionکوالوشنFrontingرا

Hold-up / dead volumeحجم مردهHold-up time (tM)زمان مرده

ر خ أ ونDwell volumeحجم  Extra-column volumeحجم خارج از س

ک زوکرا اIsocratic elutionالوشن ا Gradient elutionالوشن گراد

رمالReversed phaseاز معکوس Normal phaseاز 

گ دک ولEnd-cappingا لا Silanolس

خلخل ه م وس ا  Superذرات  cially porous particlesخلخل Fully porous particlesذرات کاملاً م

ون نGuard columnگارد س ن‌لا ر ا In-line lterل

گ یPore dewettingدی‌و Eddy diffusionخش گردا

ونCheck valveچک‌ولو س ل  Piston sealس

ر ‌سازPulse damperدم اس Proportioning valveولو 

لرDegasserدگازر وسم Autosamplerا

ه مو Carryoverکری‌اوورSample loopلوپ 

ور ک Flow cellلوسلDetectorد

ودی ه د را آ ور  ک کDiode array detectorد Peak purityور 

د ا ای  Time constantا زماBandwidthه

ن DriftدرBaselineس‌لا

ک زGhost peakگوس  و ه  ال  گ Signal-to-noise ratioس س

ه دره له  یPeak-to-valley ratioس  س اسخ  Relative response factorضر 

ل م سو س مات مجازSystem suitabilityس Allowable adjustmentsظ

ئ لو OverloadاورلودDiluentدا

وس ج

س گل –ا ارس امه  واژه‌
Appendix C — Glossary
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EnglishارسEnglishارس

ون ‌ یIon pairingج ا Equilibrationعادل‌

اری ه جرمForced degradationخر اج Mass balanceمواز

ره کاری ل گزارشWorking rangeگس ا Reportable resultجه 

ل هدف روش ا Analytical target proرو leال روش Method transferا

گاه شن دس ک Analytical instrument qualiکوال cationل ر د  Audit trailآ

ری دس گرال‌گ Out of speciجه خارج از مشخصاتManual integrationا cation (OOS)
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