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 مقاله تحقیقی
 

 اندازه گیری و معتبرسازی هیدروکینون در فرمولاسیون لیپوزومی هیدروکینون
 

 رابعه خوشنویس زاده
 

 پیشوا، ایران-پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، ورامین-گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین
 

 r.khoshnevis@iauvaramin.ac.ir, biologybiophysics@gmail.comآدرس الکترونیکی:  مسئول مکاتبات:
 

 دانشکده داروسازی دانشگاه علوم پزشکی مشهد محل انجام تحقیق:
 

 30/2/96تاریخ پذیرش:       15/2/96 تاریخ دریافت:
 

 چکیده
شده است که از حل کردن هر بیان گیری مقدار هیدروکینون در فرمولاسیون لیپوزومی هیدروکینون روشی جهت اندازه 

. است بدست آمدهنانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتری  293نمونه در متانول و اندازه گیری شدت جذب آنها در طول موج 
حساسیت حد تشخیصی و حساسیت خطی بودن، صحت، دقت، انتخابی بودن، میزان رهای معتبرسازی شامل معیادر این مطالعه 

ضریب میکروگرم بر میلی لیتر هیدروکینون با  50تا 1حد تعیین مقدار ارزیابی شد. نمودار کالیبراسیون برای دامنه غلظتی 
  ،(1.5%)، کلسترول (7.8%)این مطالعه نشان داد که فرمولاسیون لیپوزومی تهیه شده از فسفولیپید . رسم شد 9998.0 همبستگی

نانومتر  293هیچ جذبی در  شدبا متانول رقیق بار  500که ( )وزنی بر حجمی( 0.5%)و هیدروکینون  (0.17%)آلفا کتوفرول 
. پارامترهای معتبرسازی بر تقلیل یافتمیکروگرم بر میلی لیتر  10 بهبا این میزان رقیق سازی داشته و غلظت هیدروکینون ن

±4.0و  8.0± 102  ،2.0±99 (recovery)ت تولید مجدددرصد قابلیانجام شد به این ترتیب که  ICH Q2Bاساس پروتکل 

 (precision) انحراف معیار استاندارد پارامتر دقت. دست آمدغلظت هیدروکینون ب %120و  %100،  %80به ترتیب برای درصد  98
و حد تعیین  (LOD) بود. حد تشخیصی %2کمتر از (interday)و بین روزها ( intraday)برای اندازه گیری های درون یک روز 

 حاصل شد. میکروگرم بر میلی لیتر 72/0و  24/0به ترتیب  (LOQ) مقدار
 

 : هیدروکینون ، لیپوزوم، اسپکتروفتومتری، معتبرسازیکلیدی واژگان
 

 مقدمه
دالتون  110هیدروکینون کریستالی با جرم مولکولی 

ضریب تقسیم اکتانول/  دارایوبسیار محلول در آب بوده که 
سیون از ااست. در بیماری های هایپرپیگمانت 59.0آب 

آنزیم تایروزیناز را در ساخت هیدروکینون که می تواند 
پوست  دپیگمانتاسیون متعاقبا موجب و  ردهملانین مهار ک

مشکل داروهای موضعی (. 1) دگرداستفاده می  شود
تا به ت است پوستی، عبور از لایه استراتئوم کورنئوم پوس

( برای مرتفع کردن این مشکل 2اعماق پوست نفوذ کند )
از سامانه های دارورسان که توانایی نفوذ به اعماق پوست را 

از میان این سامانه ها، لیپوزوم  (3)دارند استفاده می شود
فرمولاسیون ها بدلیل زیست سازگاری یکی از انتخاب های 

ی فرمولاسیون های لیپوزوم های پوستی هستند بطوریکه
(، 5(، کلاریترومایسین )4مثل آمفوتریسین) متعددی

تهیه و گزارش ( 7( و اکتیل متوکسی سیانات)6سافرانال )
 شده است.

تا بحال فرمولاسیون های ژلی، لوسیون، محلول و 
مقدار هیدروکینون کرمی هیدروکینون تهیه شده است که 

مثل وسط تکنیک های مختلفی درون آنها ت
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(، HPLCاسپکتروفتومتری، کروماتوگرافی با راندمان بالا )
(، کروماتوگرافی TLCکروماتوگرافی لایه نازک )

( و الکتروکروماتوگرافی MEKCالکتروسینتیک میسلی )
(، اما گزارشی 14-8اندازه گیری شده است ) (CECمویینه )

این تحقیق به اندازه از لیوزوم هیدروکینون وجود نداشته که 
یری مقدار هیدروکینون در ماتریکس لیپوزومی با کمک گ

اسپکتروفتومتری پرداخته و پارامترهای  UVتکنینک 
 کرده است. گزارشمعتبرسازی را 

 
 مواد و روش ها

)فسفاتیدیل کولین( از شرکت  S100فسفولیپید 
لیپویید، کلسترول، متابی سولفید سدیم، منوسدیم دی 
هیدروژن فسفات و کلروفرم )گرید آزمایشگاهی( از شرکت 
مرک و آلفاکتوفرول استات از اپلیکم و متانول از شیمی 

 پارس خریداری شد.
 

 تجهیزات
اسپکتروفتومتری دو پرتویی  uvاز دستگاه 

Cecill9500  اندازه گیری مقدار هیدروکینون استفاده برای
مدل  BUSCHIشد. در تهیه لیپوزوم از روتاری تبخیرکننده 

R-210  جهت حذف حلال آلی و از دستگاه هموژنایزرIKA 

T10  .برای هم اندازه کردن ذرات لیپوزومی استفاده شد
همه اندازه گیری وزن مواد بوسیله ترازوی شیمادزو با دقت 

 ورت گرفت. میلی گرم ص 0.1
 

 تهیه لیپوزوم هیدروکینون
S100 (%7.8 ،)پس از حل کردن فسفولیپید 

( و هیدروکینون 0.17%(، آلفاکتوفرول )1.5%کلسترول )
میلی لیتر مخلوط متانول  15در ( )وزنی بر حجمی( %0.5)

میلی لیتری از روتاری جهت حذف  250و کلروفرم در بالون 
 10استفاده شد.  حلال و تهیه فیلم خشک فسفولیپیدی

مولار  01/0 نوسدیم دی هیدروژن فسفاتومیلی لیتر بافر م
کم کم به فیلم %  1/0حاوی متابی سولفیدسدیم   pH 6و 

سپس  .و با دست تکان داده شدخشک فسفولیپیدی اضافه 
دقیقه هموژنایزر با سرعت  5ورتکس کرده و در نهایت 

دور بر دقیقه جهت شکل گیری ساختارهای  2000
 ی و یکدست کردن آنها استفاده شد.لیپوزوم

 

 تهیه لیپوزوم بدون هیدروکینون
S100 (%7.8 ،)پس از حل کردن فسفولیپید 

( )وزنی بر حجمی( 0.17%( و آلفاکتوفرول )1.5%کلسترول )
 250متانول و کلروفرم در بالون میلی لیتر مخلوط  15در 

میلی لیتری از روتاری جهت حذف حلال و تهیه فیلم 
میلی لیتر بافر  10خشک فسفولیپیدی استفاده شد. 

حاوی   pH 6مولار و  01/0منوسدیم دی هیدروژن فسفات 
کم کم به فیلم خشک  %1/0سدیم  متابی سولفید

پس فسفولیپیدی اضافه شده و با دست تکان داده شده س
ه هموژنایزر با سرعت قدقی 5و در نهایت  گشتهورتکس 

دور بر دقیقه جهت شکل گیری ساختارهای  2000
 لیپوزومی و یکدست کردن آنها استفاده شد.  

 
 آماده سازی محلول های استاندارد هیدروکینون

میلی گرم  500برای رسم منحنی استاندارد، 
میلی لیتری منتقل و  100به فلاسک حجمی  هیدروکینون

میلی لیتر از این ظرف  2با آب به حجم رسیده و حل شد. 
میلی لیتری دیگر منتقل شده  100به یک فلاسک حجمی 

و با متانول به حجم رسید که به این ترتیب محلول استوک 
، 30، 20، 12، 10، 8، 1. برای تهیه محلول های فراهم شد

بر میلی لیتر از محلول استوک به ترتیب  میکروگرم 50و  40
میلی لیتر برداشته و در  50و   40، 30، 20، 12، 10، 8، 1

میلی لیتری منتقل شده و با  100ظروف فلاسک حجمی 
نمونه روزانه تهیه  3. از هر غلظت  متانول به حجم رسید

 شد.
میلی گرم  500برای بررسی پارامتر دقت، 

میلی لیتری منتقل  100هیدروکینون به فلاسک حجمی 
 میلی لیتر 1جم رسید. از این ظرف شده و با آب مقطر به ح

میلی لیتری منتقل و با متانول رقیق شد  50فلاسک به 
میلی لیتری  100میلی لیتر از آن به یک فلاسک  10سپس 

حجمی انتقال داده شده و با متانول به حجم رسید تا غلظت 
نمونه از این  3شد که میکروگرم بر میلی لیتر تهیه  10

 غلظت در هر بار مطالعه تهیه شد.
 

 تهیه نمونه های لیپوزومی حل شده در متانول
 5حجمی از نمونه لیپوزومی هیدروکینون که حاوی 

میلی  50میلی گرم هیدروکینون بود به یک فلاسک حجمی 
لیتری منتقل شد و با متانول به حجم رسید به این ترتیب 

میکروگرم بر میلی لیتر هیدروکینون  100محلولی با غلظت 
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بدست آمد. مقداری از این محلول با متانول رقیق تر 
 میکروگرم بر میلی لیتر 10شده تا در نهایت غلظت 

 هیدروکینون فراهم شد.
 

 روش معتبرسازی
از پروتکل های ارائه شده توسط کنفرانس بین المللی 

AOAC (17 )( و راهنمای بین المللی 16هماهنگ سازی )
برای معتبرسازی استفاده شد که پارامترهای آن در ادامه 

 جذبمطالعه خطی بودن رابطه غلظت و شدت  آمده است.
(Linearity)  8 جذبنمودار کالیبراسیون از بررسی شدت 

 50تا  1غلظت مختلف نمونه های استاندارد هیدروکینون )
بدست آمد که کوچکترین مربع میکروگرم بر میلی لیتر( 

جهت ارزیابی میزان  ،اندازه گیری 3رگرسیون حاصل از 
 خطی بودن مورد استفاده قرار گرفت.

 
 (Precision) دقت

محاسبه دقت به وسیله معیار تکرارپذیری پاسخ ها در 
یک روز و سه روز محاسبه شد. برای این منظور شدت جذب 

میکروگرم بر  10ا غلظت نمونه استاندارد هیدروکینون ب 6
در سه روز متوالی اندازه  سه نمونهدر یک روز و میلی لیتر 

هر جذب اندازه  استانداردگیری شد و درصد انحراف معیار 
 گیری شد.

 
 (Accuracy) صحت

محاسبه شد. بدین منظور  با استفاده از میزان بازیافت
میلی  5حجمی از نمونه لیپوزومی هیدروکینون را که حاوی 

میلی لیتری  50گرم هیدروکینون بود به فلاسک حجمی 
 100منتقل کرده و با متانول به حجم رسانیده تا محلول 

میکروگرمی از هیدروکینون تهیه شود. آنگاه حجم معینی 
میلی لیتری   100از این محلول را در سه ظرف حجمی 

میلی لیتر از نمونه استوک  7و  5، 3منتقل کرده و مقادیر 
تهیه نمونه های استاندارد هیدروکینون ساخته شد( که در )

را به ظروف مذکور اضافه کرده و با متانول به حجم رسانید 
 12و  10، 8تا در نهایت محلول هایی با غلظت های 

میکروگرم بر میلی لیتر از هیدروکینون فراهم شد و هر 
 نمونه سه بار تهیه و شدت جذب آن اندازه گیری شد.

 
 (Specificity) شویژه بودن رو

که شد جهت ارزیابی این پارامتر نمونه هایی تهیه 
لیپوزوم بوده اما فاقد  حاوی همه مواد موجود در

در  ماتریکس لیپوزومیتا تداخل جذب بودند هیدروکینون 
ناحیه ای که هیدروکینون بیشترین جذب را دارد معلوم 
شود بدین منظور نمونه لیپوزوم بدون هیدروکینون 

(placebo )10 ،100  برابر توسط متانول رقیق و  500و
 اسپکتروم هر یک از آنها بررسی شد.

 
( و حد تعیین مقدار LODحساسیت، حد تشخیص)

(LOQ) 
که در یک از داروی مورد نظر کمترین غلظتی 

اما به دقت قابل اندازه  بودهقابل تشخیص  معین ماتریکس
و کمترین  نامیده می شودگیری نیست حد تشخیص روش 

غلظتی که با دقت و صحت می توان اندازه گیری کرد حد 
روش است. برای تعیین این دو پارامتر از نسبت تعیین مقدار 

و  LODبرای  3به  1سیگنال به نویز استفاده شد . نسبت 
(. مقدار سیگنال 18بکار گرفته شد ) LOQبرای  10به  1

بارها  از شیب خط نمودار کایبراسیون و نویز از انحراف معیار
 اندازه گیری های بلانک بدست آمد.

 
 نتایج

 (Linearityمقدار خطی بودن )
نمونه های ( 1)شکل  اسپکترومپس از اندازه گیری 

و  40، 30، 20، 10استاندارد هیدروکینون در غلظت های 
بر اساس نمودار کالیبراسیون ، یکروگرم بر میلی لیترم 50

شدت جذب نمونه ها در بیشترین طول موج جذبی 
( و معادله 1رسم شده ) نمودار نانومتر،  293هیدروکینون ،

شدت جذب و ضریب همبستگی آن محاسبه شد که برابر 
 بود. 9998/0با 
 

 (Precisionدقت )
نمونه ها در یک روز بار اندازه گیری شدت جذب  6پس از 

بدست  5.1و در چند روز  9.0مقدار انحراف معیار استاندارد 
 آمد.

 
(Accuracyصحت )
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8.0± 102  ،2.0 (recovery)درصد قابلیت تولید مجدد
و  %100،  %80درصد به ترتیب برای  98±4.0و  ±99

 غلظت هیدروکینون بود.  120%
 

 (Specificityویژه بودن)
از لیپوزوم های  500و  100، 10اسپکتروم رقت های 

مشاهده می  2های هیدروکینون بدست آمد که در شکل 

شود. با روی هم قرار دادن دو اسپکتروم نمونه لیپوزومی 
فاقد هیدروکینون و نمونه استاندارد هیدروکینون در غلظت 

نانومتر  293میکروگرم بر میلی لیتر معلوم شد در ناحیه  10
(. برای اطمینان 3ل جذبی مشاهده نمی شود )شکلتداخ

میکروگرم بر  10اسپکتروم لیپوزوم هیدروکینونی با غلظت 
میلی لیتر و نمونه استاندارد هیدروکینون در همین غلظت 

 (.4نیز بدست امد )شکل 
 

 .میکروگرم بر میلی لیتر 50و  40، 30، 20، 12، 10اسپکتروم نمونه های استاندارد هیدروکینون در غلظت های  - 1شکل 

 
.میکروگرم بر میلی لیتر 50و  40، 30، 20، 12، 10، 8، 1ن نمونه های استاندارد هیدروکینون در غلظت های : نمودار کالیبراسیو1نمودار 
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برابر )رنگ صورتی(  500برابر ) رنگ آبی( و  100برابر ) رنگ نارنجی(،  10اسپکتروم نمونه های لیپوزومی فاقد هیدروکینون که  - 2شکل 

 با متانول رقیق شده اند.
 

 
بار رقیق شده ) رنگ صورتی( و محلول هیدروکینون استاندارد در  500روی هم قرار دادن اسپکتروم لیپوزوم فاقد هیدروکینون  - 3شکل 

میکروگرم بر میلی لیتر )رنگ آبی( 10غلظت 
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اسپکتروم نمونه استاندارد  میکروگرم بر میلی لیتر )رنگ نارنجی( و 10روی هم قرار دادن اسپکتروم لیپوزوم هیدروکینون با غلظت  - 4شکل 

 .میکروگرم بر میلی لیتر 10هیدروکینون با غلظت 
 

( و حد تعیین مقدار LODحساسیت، حد تشخیص)
(LOQ) 

 72/0و  24/0به ترتیب  LOQو  LODمقدار 
 میکروگرم بر میلی لیتر بدست آمد.

 
 بحث

 2005گارسیا و همکارانش در سال  کهدر مطالعه ای 
میکروگرم بر میلی لیتر  30تا  6انجام دادند دامنه غلظتی 

و اوودین و همکارانش غلظت  (19) هیدروکینون ارزیابی شد
این  .(20) میکروگرم را مطالعه کردند 2های کمتر از 

 50تا  1مطالعه وسعت زیادی از غلظت هیدروکینون را )
دقت مناسب جهت اندازه گیری  میکروگرم( را با صحت و

ضریب  ،همچنین .مقدار هیدروکینون بیان کرده است
همبستگی نمودار کالیبراسیون بالا بوده که نشان دهنده 
رابطه خطی مناسب بین غلظت و شدت جذب هیدروکینون 

تکرارپذیری ICH Q2B  نانومتر است. طبق پروتکل 293در 
معیار استاندارد  اندازه گیری اگر در حدی باشد که انحراف

روش بکار رفته از دقت مناسبی  ،درصد باشد 2کمتر از 
در این مطالعه تکرارپذیری پاسخ ها به حدی  .برخوردار است

حاصل از اندازه  بهم نزدیک بود که انحراف معیار استاندارد
درصد  5/1در چند روز و  درصد 9/0 گیری ها در یک روز

بود که تکرارپذیری مناسب را داشته است. میزان صحت 
به ترتیب درصد  98±4/0و  99±2/0،  102 ±8/0روش 
غلظت هدف )در این مطالعه  %120و  %100،  %80برای 

از نوسانات کمی  ،میکروگرم بر میلی لیتر بوده( است 10
درصد است که طبق  102تا  98برخوردار بوده و در دامنه 

 ر دامنه مناسبی قرار دارد.د پروتکل
که در این مطالعه مقدار هیدروکینون در  یینجاآاز 

اثر دیگر مولکول باید  ،شدماتریکس لیپوزومی اندازه گیری 
در  شد از این رو اسپکتروم لیپوزوم نیزمی ها نیز بررسی 

بار رقیق سازی هیچ  500انواع رقت ها مطالعه شد که با 
ماتریکس لیپوزومی و  تداخل جذبی بین مولکول های

هیدروکینون دیده نشد. در همین راستا اسپکتروم لیپوزوم 
هیدروکینون با هیدروکینون استاندارد که هم غلظت بودند 

 293کاملا بر هم منطبق بوده و شدت جذب یکسانی در 
 نانومتر نشان دادند.

بار رقیق سازی با  500اسپکتروم لیپوزوم پس از 
 یینانومتر جذب نداشت. از آنجا 293متانول در طول موج 
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میلی  5که نمونه های لیپوزومی هیدروکینون دارای غلظت 
ت بار رقیق سازی به غلظ 500گرم بر میلی لیتر بود پس از 

بهترین مقدار رقیق  میکروگرم بر میلی لیتر رسید که 10
هنده لیپوزوم به نسبت مولی مواد تشکیل د .استسازی 

هیدروکینون برای میزان رقیق سازی مهم بود تا جذب 
لیپوزوم حذف شود. نتایج پارامترهای معتبرسازی نشان داد 

که از این روش می توان جهت اندازه گیری مقدار 
 هیدروکینون در لیپوزوم استفاده کرد.

 
 تشکر و قدردانی

پروژه همکاری از دانشکده داروسازی مشهد که در انجام این 
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