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 ABSTRACT  

 
A novel, simple, sensitive and less time consumption RP-HPLC has been developed and 

validated for impurity profiling of dapagliflozin propandiol monohydrate as raw material. 

The method used BDS Hypersil C18 (150mm, 4.6mm, 5µm).  The mobile phase consisted 

of A (Phosphate Buffer adjusted pH to 3.2 using orthophosphoric acid) and B 

(Acetonitrile).  Gradient elution system has been used with 1mL/min flow rate. Detection 

was carried out using PDA at 240nm. The results of this method showed the presence of an 

impurity exceeding 0.1% in one of the samples marketed for the active substance then this 

impurity was isolated by preparative chromatography technique and its structure was 

determined using FTIR spectroscopy, H1-NMR, C13-NMR spectroscopy, and MS mass 

spectrometry. Isolated impurity has been identified as dapagliflozin tetraacetate, which is 

one of the intermediate products in the preparation of this active pharmaceutical ingredient 

(API). 

 

Keywords:  Dapagliflozin Propandiol, Impurity, Profiling, process-related, NMR, 

Preparative chromatography, RP-HPLC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           

Assistant Professor - Faculty of Pharmacy- Tishreen University. mohammad_haroun@yahoo.fr 


 Assistant Professor - Faculty of Pharmacy-  Al-Baath  University. yalahmad@albaath-univ.edu.sy   


Ph. D Student - Faculty of Pharmacy-  Tishreen  University. ali.ismail@tishreen.edu.sy  

mailto:mohammad_haroun@yahoo.fr
mailto:yalahmad@albaath-univ.edu.sy
mailto:ali.ismail@tishreen.edu.sy


  Series Sciences Health Journal. University Tishreen 2222 (3) العدد (44) المجمد الصحية العموـ تشريف. جامعة مجمة

 

journal.tishreen.edu.sy                                                                 Print ISSN: 2079-309X, Online ISSN: 2663-4287 

172 

التحديد الكيفي والكمي لشائبة ذات علاقة بالبنية لداباغميفموزين بروبانديول 
 مونوىيدرات في المادة الأولية الخام

 د. محمد ىارون
 د. يوسف الأحمد
 عمي اسماعيل

 (2022/  1/  21. قُبِل لمنشر في 2022/  1/  11)تاريخ الإيداع 
 

  ممخّص 
 
 جديدة RP-HPLCكروماتوغرافيا سائمة عالية الأداء ذات طور عكوس   طريقة تطوير وتحقؽ مف مصدوقية تـ

كمادة أولية. وتـ  مونوىيدرات بروبانديوؿ داباغميفموزيف لتعييف مرتسـ شوائب لموقت استيلاكاً  وبسيطة وحساسة وأقؿ
 BDS Hypersil . استخدمت الطريقة عمود ICHلممواءمة  الدولي المؤتمر توصيات وفؽ مصدوقيتيا مف التحقؽ

C18  استخدـ طور متحرؾ عبارة عف مزيج مف  ميكروميتر( 5وأبعاد الأجزاء  ممـ  4.5ممـ وقطر داخمي  150)طوؿ
A  استعماؿ أورثوفوسفوريؾ( وب 3.2)وقاء فوسفاتي مضبوط درجة الحموضة حتى B  أسيتونتريؿ( وطبؽ نظاـ(

 نتائج أظيرت نانومتر.  240عند طوؿ موجة  PDAمؿ/د وجرى الكشؼ باستخداـ  1الشطؼ المتدرج بمعدؿ حقف 
 الكروماتوغرافيا بتقنية عزليا وتـ ،%2.1 نسبتيا تتجاوز المذكورة لممادة التجارية العينات إحدى في شائبة وجود الطريقة

-H1ومطيافية الرنيف النووي المغناطيسي  FTIRمطيافية الأشعة تحت الحمراء  باستخداـ بنيتيا وتحديد التحضيرية

NMR وC13-NMR ومطيافية الكتمة MS تـ استعراؼ الشائبة عمى أنيا .Dapagliflozin tetraacetate  أحد
 الفعالة صيدلانياً. تحضير ىذه المادة في المنتجات الوسيطة
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 .  RP-HPLC، الكروماتوغرافيا التحضيرية
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 :مقدمة
، ولبموغ ىذا اليدؼ يجب [2-1]يعتبر ضماف فاعمية ومأمونية الأدوية اليدؼ الأساسي لمتشريعات الصحية الدولية 

بشكؿ كيفي وكمي والتي قد تكوف معروفة اليوية  Impuritiesتحديد المواد غير المرغوبة والتي تسمى بالشوائب 
Identified  أو غير معروفةUnidentified صنّفت الدلائؿ الارشادية الشوائب إلى ثلاثة أصناؼ رئيسة وىي .

وبقايا المذيبات. يسمى المجيود التحميمي لتعييف محتوى المواد الدوائية  الشوائب العضوية والشوائب غير العضوية
تختمؼ مرتسمات الشوائب كيفياً وكمياً لممادة نفسيا  الفعّالة والأشكاؿ الصيدلانية مف ىذه الشوائب بػ مرتسـ الشوائب.

لتصنيع وعمميات التنقية وشروط الموردة مف مصادر مختمفة باختلاؼ عوامؿ عدة، مثؿ: مصدر المواد الأولية وطريقة ا
 .[3]وعمميات الصياغة  الحفظ وعمميات التعبئة

 Sodium Glucose Cotransporterيعتبر داباغميفموزيف مثبط لمناقؿ المشترؾ صوديوـ غموكوز مف النمط الثاني 

Type 2(SGT2) Inhibitor بنقؿ الغموكوز  ىذه النواقؿ، حيث تقوـ المسؤولة عف عود الامتصاص الكموي لمغموكوز
. وتؤدي ىذه العممية إلى تفعيؿ مضخة  عبر الغشاء إلى داخؿ الخلايا مستخدمة مدروج تركيز شوارد الصوديوـ

Na+/k+ ATPase  بنقؿ ثلاثة أيونات صوديوـ إلى الدـ مقابؿ جمب شاردتي بوتاسيوـ إلى خارج بدورىا التي تقوـ
ممغ لصالح  12و  5وىو مضغوطات ممبسة بالفيمـ عيار  ® Forxigaوأوؿ ترخيص لداباغميفموزيف كاف باسـ  الدـ

في  European Medicines Agency EMAوصت وكالة الدواء الأوروبية . أAstraZeneca [4]شركة 
باعتماد دواء داباغميفموزيف كأوؿ دواء فموي عمى الاطلاؽ يضاؼ لخطة علاج مريض السكري النمط  1/2/2219

في العاـ  FDA. كما منحت [6-5]الثاني النمط الداء السكري مف تطباب الأساسي لمدواء لعلاج الأوؿ بالإضافة للاس
 Reduced مع تراجع الكسر القذفي  Heart Failure الموافقة عمى استخدامو عند مرضى الفشؿ القمبي 2219

ejection fraction  [7] . 
 (1:1:1)و جزيئة ماء بنسبة  propandiol 1,2زجو مع وذلؾ بم  Solvate hydrateيتوفر داباغميفموزيف عمى شكؿ 

 والصيغة الكيميائية المبينة  g.mol-1 503.0ويكوف بشكؿ مسحوؽ بموري أبيض ويمتمؾ الوزف الجزيئي 
 (. 1في الشكؿ )

 

 
 لداباغميفموزين بروبانديول مونوىيدراتالصيغة الكيميائية المنشورة  (1) الشكل
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 فوؽ الأشعة وكاشؼ HPLC عالية الأداء السائؿ الاستشراب باستعماؿ استشرابية طرائؽ تطوير يجري ما غالباً 
 رفيع السائؿ الاستشراب بتقانة يستعاف ثـ بعضاً، بعضيا وعف الدوائية، المادة عف الشوائب لفصؿ UV البنفسجية
 بشكؿ بالاعتماد الشوائب ىذه بنية تحديد ثـ ومف الشوائب، ىذه لعزؿ HPLC preparative التحضيرية الإنجاز
 تستعمؿ الحالات مف العديد وفي ،MS الكتمة مطيافية ،NMR C13, H1 المغناطيسي النووي الرنيف عمى أساسي
ومقياس انعراج الأشعة   البنفسجية فوؽ الأشعة مطيافية تطبيؽ يجرى وكذلؾ ،FT-IR الحمراء تحت الأشعة مطيافية
 [11-8]الحالات  مف محدود عدد في X-ray diffractometry السينية

تناولت القميؿ مف الدراسات تحميؿ شوائب ىذا المركب الحديث فقد نُشرت دراسة مرجعية عف الطرائؽ التحميمية 
خداـ طرائؽ طيفية واستشرابية وطرائؽ المستخدمة في تعييف داباغميفموزيف كمادة فعالة وضمف الأشكاؿ الصيدلانية باست

. بينما نًشرت طريقة تحميمية لتعييف داباغميفموزيف بوجود مجموعة مف الشوائب ضمف المضغوطات [12]مؤشرة لمثبات 
وطور متحرؾ مزيج  RP-HPLCالممبسة والتي استخدمت الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء ذات الطور العكوس 

( ونظاـ شطؼ متدرج بمعدؿ 12:92)ماء: أسيتونتريؿ بنسبة  Bو )6.5وسفاتي بدرجة حموضة )وقاء ف Aمؤلؼ مف 
 . [13] دقيقة 75، واستغرؽ التحميؿ وقتاً طويلًا حوالي 245nmمؿ/د والكشؼ عند طوؿ موجة 1تدفؽ 

ركبات ذات بنية جديدة أقؿ استيلاكاً لموقت وأكثر دقة في عزؿ م HPLCييدؼ ىذا البحث إلى تطوير طريقة تحميمية 
، [14] لممواءمة الدولي المؤتمر توصيات وفؽ مصدوقيتيا مف والتحقؽ مشابية لداباغميفموزيف بروبانديوؿ مونوىيدرات

% 2.1ثـ اختبار ىذه الطريقة لتحميؿ بعض العينات المسوقة لممادة الفعالة وعزؿ الشوائب التي يزيد تركيزىا عف 
 تعراؼ البنية.  وتحديد بنيتيا باستخداـ تقنيات اس

 
 أىمية البحث وأىدافو

 تكمف أىمية ىذا البحث في كونو:
تطبيقي يمكف استخدامو في تعييف مرتسـ الشوائب لمادة داباغميفموزيف بروبانديوؿ مونوىيدرات )غير المدرجة  -1

 عمى أحدث لوائح دساتير الأدوية( لمحكـ عمى نقاوة وجودة المادة الأولية المستخدمة.

جديدة لفصؿ المركبات شبيية البنية بيذا المركب الدوائي عالي الأىمية العلاجية في تدبير الداء يذكر طريقة  -2
 السكري النمط الثاني خاصة مع كثرة مصنّعي المادة الأولية.

 الطريقة المطورة ىي طريقة مؤشرة لمثبات لتعييف تركيز المادة الفعالة مع وجود نواتج التخرب. -3

 تيلاكاً لموقت وغير منشورة حتى ىذه المحظة.الطريقة المطورة أقؿ اس -4

نجح في التحديد الكيفي )تحديد بنية( والكمي لمشائبة المعزولة والتي تجاوزت نسبتيا عتبة التبميغ المذكورة في  -5
 وذلؾ ضمف أحد العينات المسوقة لممادة الفعالة. الدلائؿ الارشادية العالمية

 
 طرائق البحث ومواده:

 المستخدمة:المواد والكواشف 
شركة  إنتاج  %99.992نقاوة  Dapagliflozin Propandiol Monohydrateعياري مرجعي  -

Huainan Shunlong Pharmaceutical Co. Ltd .الصيف 
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 Hubei Derun إنتاج % 82.55 نقاوة Dapagliflozin Propandiol Monohydrate مادة مشوّبة -

Pharmaceutical Co.،Ltd, China الصيف. 
    شركة إنتاج %98.52 نقاوة Dapagliflozin Propandiol Monohydrate تجارية مسوّقةمادة  -

Morebean  الصيف. 

 Hubei Derun Pharmaceutical Co., Ltdإنتاج شركة  % 99.42نقاوة  Empagliflozinعياري  -
 . داباغميفموزيف( القريبة جدا مف بنية 2) رقـ الشكؿ في المبينة الكيميائية البنية يمتمؾ اليند الذي

 
 Empagliflozinلـ الصيغة الكيميائية المنشورة ( 2) الشكل

 ألمانيا. Sigma Aldrich إنتاج HPLC 99.5%محلات عضوية: أسيتونتريؿ نقاوة  -
وبروميد البوتاسيوـ نوع  Ortho Phosphoricوحمض  K2H2PO4فوسفات البوتاسيوـ ثنائية الييدروجيف  -

 ألمانيا. Merckشركة  تحميمي عالي النقاوة إنتاج

 Simenens Waterتـ الحصوؿ عميو باستخداـ جياز  HPLCماء ثنائي التقطير خاص بػ  -

Technologies Labostar. 

 التجييزات المستخدمة:
جرى تحضير العينات باستخداـ عدد مف التجييزات والأدوات المتوفرة في مخابر كمية الصيدلة جامعة تشريف ومخابر 

 زيف فارما لمصناعات الدوائية )صافيتا( ومخابر ىيئة الطاقة الذرية )دمشؽ(.

 رىبمس مزود PB11  نموذجSartorius   شركة مفpH ، وجياز mg 0.0001±بدقة   Sartorius ميزاف -
 ويمكف µL 1000  سعتيا العظمىEppendorf   نوع مف الصنع ألمانيةMicropipette  آلية زجاجي،وماصة
، Jeken Digital انتاج شركة Ultrasonicالحجـ، وجياز الأمواج فوؽ الصوتية  معدلة طريؽ عف التحكـ بحجميا

 وجياز التبخير بالآزوت.

 )زيف فارما(. PDAاف مزود بمكشاؼ الياب Shimadzuماركة  Analytical HPLCجياز   -

 GmbH Elemntar Analyzensystemeماركة  Elemental Analyzer جياز التحميؿ العنصري   -

VarioMICRO III 

 )ىيئة الطاقة الذرية( LCMS8060  موديؿالياباف  Shimadzuماركة  LC-MS/MS triple quadجياز  -

 ألمانيا.  Memertحجرة ثبات ضوئي لشركة 

)ىيئة  PDAالياباف مزود بمكشاؼ  Jascoلشركة  PU-2087موديؿ     HPLC-Semi-preparativeجياز  -
 الطاقة الذرية(.

 الياباف )زيف فارما لمصناعات الدوائية(. Shimadzuماركة  FT-IRجياز مطيافية الأشعة تحت الحمراء  -

 )ىيئة الطاقة الذرية(. Bruker 400 MHz Ultra shield TM Instrumentجياز الرنيف النووي المغناطيسي  -
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 طرائق البحث:
 التحميمية HPLCالشروط الاستشرابية الخاصة بـ  -1

 Hypersil C18عمى عمود . وذلؾ HPLCباستخداـ الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء عزؿ الشوائب جرى        
. تألؼ الطور المتحرؾ  30℃( بدرجة حرارة 5µmوأبعاد أجزاء الفيمـ  mm 4.6وقطره الداخمي  mm 152أبعاده )

مف الماء وضبطت  mL 1000في  1.36gوىو )وقاء ثنائي الفوسفات محضر بإضافة  Aالمستعمؿ مف الطور 
. ) )أسيتونتريؿ Bوالطور  (pH = 3.2حتى القيمة  Orthophosphoric Acidحموضة المحموؿ باستعماؿ حمض 

. حجـ الحقنة Ultrasonicونزعت الغازات باستعماؿ جياز  µm 0.45شح الطور المتحرؾ باستعماؿ مراشح رً 
 Gradient وفؽ النمط المدروج  mL/min  1.0  تـ تطبيؽ تدفؽ مقداره µL 20المستعمؿ 

 [Time (min) /Pump B Value (%)][0.01/20, 5.0/20, 15.0/80, 20.0/80, 25.0/20, 30.0/20]. 
 .       . nm 240عند طوؿ موجة  Photo Diode Array PDAوأجري الكشؼ باستخداـ كاشؼ 

 Liquid Chromatography – Mass Detector (LC-MS)الشروط الاستشرابية الخاصة بـ  -2
 MSالتحميمية مع استبداؿ الكاشؼ بػ مطيافية الكتمة     HPLCأجريت التحاليؿ بتطبيؽ الشروط ذاتيا المستعممة في 

ESIالالكتروني في المجاؿ الموجب  حيث تـ التأيف بالرذّ 
(. تـ 1، واستخداـ المتثابتات المذكورة في الجدوؿ رقـ )+

المحتجزة عند كؿ زمف  لممركباتلمعينات المدوسة لتحديد الوزف الجزيئي  Total Ion Chromatogram TICتسجيؿ 
 .احتباس

 
 التحميل باستخدام مكشاف مطيافية الكتمة ( متثابتات1) رقم الجدول

170 v Fragmentor Voltage 

3500 v Capillary voltage 

60 v skimmer 

10L.min-1 ; 350℃ Drying gas 

 

 التحضيرية HPLCالشروط الاستشرابية الخاصة بـ  -3
التحضيرية حيث طبقت الشروط ذاتيا المستعممة  HPLCباستخداـ الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء عزلت الشوائب 

  mm 22.1ي وقطره الداخم mm 252طولو أبعاده ) Water C18عمود التحميمية واستبدؿ العمود ب HPLCفي طريقة 
وفؽ النمط  mL/min 16 وطبؽ تدفؽ مقداره µL 500.0(. وكاف حجـ الحقنة المستعمؿ 5µmوأبعاد أجزاء الفيمـ 

 ,Gradient [Time (min) /Pump B Value (%)][0.01/20, 5.0/20, 15.0/80, 20.0/80المدروج 

 . nm 240عند طوؿ موجة  PDA. وأجري الكشؼ باستخداـ كاشؼ [30.0/20 ,25.0/20

 Nuclear Magnetic Resonance NMRالشروط الخاصة بمطيافية الرنين النووي المغناطيسي  -4
باستخداـ حقؿ مغناطيسي  H1-NMR، بينما جرى تسجيؿ MHz 100في المجاؿ  C13-NMRتـ تسجيؿ طيؼ 

400 MHzأستخدـ دي ميثيؿ سمفوكسيد المديتر .DMSO-d6    كمحؿ في تحضير العينات، وتـ تسجيؿ الانزياحات
بالنسبة لمعياري داخمي ثلاثي ميثيؿ سيلاف   δورمزىا  Chemical shiftsالكيميائية لمبروتونات والكربوف 

Trimethyl Silan TMS ( 0.00الذي لا يبدي أي انزياح في الحقوؿ المطبقة ppm=δ.) 
 كما وتـ تحديد النسبة المئوية لمكونات العينة مف الكربوف والييدروجيف والآزوت باستخداـ جياز التحميؿ العنصري.
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 الشروط الخاصة بمطيافية الأشعة تحت الحمراء  -5
سجمت أطياؼ الأشعة تحت الحمراء لكؿ المواد المدروسة وشوائبيا ومنتجات تخربيا المعزولة بالحالة الصمبة بعد 

-400ثـ ضغطيا عمى شكؿ قرص شفاؼ بموري، تـ تسجيؿ الطيؼ ضمف المجاؿ  KBrمزجيا مع بروميد البوتاسيوـ 

4000cm
resolution 4cmحيث بمغ الػ   1-

 .scans  32ي وعدد مرات المسح الضوئ 1-

  HPLC تحضير المحاليل الخاصة ب -6

 Diluentمحمول التمديد  -7-1

 ح/ح. 50 :50مزيج مف الأسيتونتريؿ والماء بنسبة 
 المحاليل المعيارية الأم ومحاليل العمل -7-2

تـ حمًّو بأقؿ كمية مف محموؿ التمديد  mL 25في بالوف معاير سعة  Dapagliflozinمف معياري  mg 50.0وزف 
وتـ التأكد مف التجانس وتماـ الذوباف باستخداـ حوض الأمواج فوؽ الصوتية، ثـ يكمؿ الحجـ حتى خط العيار ليكوف 

مف  mL 5.0نًقؿ بدقة حجـ  (1mg/mL. لتحضير محموؿ العمؿ )بتركيز mg/mL 2تركيز المحموؿ المعياري الأـ 
ثـ أكمؿ الحجـ حتى خط العيار باستخداـ محموؿ التمديد. حضرت  mL 10.0لوف حجمي سعة العياري الأـ إلى با

باتباع الخطوات ذاتيا المستخدمة في تحضير العينة المشوبة المحاليؿ المعيارية ومحاليؿ العمؿ لمعينة التجارية و 
 0.1( ومحموؿ عمؿ بتركيز )mg/ml 0.2بتركيز ) Empagliflozinالمحموؿ المعياري. كما تـ تحضير محموؿ أـ لػ 

mg/mL.) 
 Validationدراسات التحقق من مصدوقية الطريقة  -7

 عبر دراسة المتثابتات التالية: ICHتـ التحقؽ مف مصدوقية الطريقة التحميمية وفقاً لتوصيات المؤتمر الدولي لممواءمة 
 Linearityالخطية  -8-1

، Empagliflozinمع  Dapagliflozinالمعياري الأـ لػ  المحموؿ مشتركة مف تحضير محاليؿ جرىالخطية لدراسة 
بالنسبة  µg/mL 3000-300محموؿ التمديد. وتمت دراسة الخطية ضمف المجاؿ التمديد ب حيث جرى

Dapagliflozin 100-30و µg/mL  بالنسبة لػEmpagliflozin . 
   Accuracyالمضبوطية -8-2

و  Dapagliflozinمف  %150و%100 و %50عينات تقسـ إلى ثلاث مجموعات تحوي عمى التتالي  9حضّرت 
Empagliflozin  أي(500/50,1000/100,1500/150, Dapagliflozin/Empagliflozin, µg/ml وحسبت )

 .Recoveryالنسبة المئوية الاستعادة 
  Precisionالدقة  -8-3

 مكررات لمحموؿ المعياري المشترؾ الحاوي عمى   6مف خلاؿ إجراء  Repeatabilityجرى تحري تكرارية الطريقة 

Dapagliflozin ( 1.0بتركيز mg/mLو )Empagliflozin ( 0.1بتركيز mg/mL ومف ثـ حساب الانحراؼ )
ية . بينما جرى تقييـ الدقة الوسطى لمطريقة التحميم%Relative Standard Deviation RSDالمعياري النسبي 

Intermediate precision  مف خلاؿ تطبيؽ الطريقة نفسيا في المختبر نفسو عمى الجياز نفسو ولكف في أياـ
 مختمفة ومف قبؿ محمميف مختمفيف. 
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  Robustnessالمتانة  -8-4

 وmL/min 1.2جرى تحميؿ ثلاث عينات مف المعياري المشترؾ حيث تحقف بعد تعديؿ معدؿ التدفؽ إلى 
1.5ml/min1.6وml/min .مع بقاء جميع الشروط الأخرى ثابتة كما ذكر سابقا في الشروط الاستشرابية 

 Quantitation Limit (QL)وحد القياس الكمي  Detection Limit (DL)حد الكشف  -8-5

 الترتيب.لكؿ منيما عمى  10:1و Signal/Noise s/n 3:1بطريقة نسبة الإشارة إلى الضجيج  تـ تحديدىا
   System Suitabilityملاءمة النظام  -8-6

    Tailingومعامؿ التذييؿ  %RSDوتـ حساب  mg/mL 1مكررات مف المحموؿ العياري بتركيز  6تـ حقف 
Factor  لمساحات القمـ المسجمة وحساب عدد الصفائح النظريةTheoretical Platelets Number. 

 Specificityالنوعية  -8-7
( Empagliflozinتـ قياس قدرة الطريقة عمى تحديد المادة المدروسة بوجود الشوائب والمركبات قريبة البنية )مثؿ 

ومحموؿ  Empagliflozinوالمحموؿ العياري لػ  Dapagliflozinوذلؾ عبر اجراء حقنة واحدة لممحموؿ المعياري لػ 
عبر تعريض المادة لشروط مشددة  Stress Study لقسري(العياري المشترؾ. كما أجريت دراسات الاجياد )التخرب ا

بو. تـ تسجيؿ أزمنة  وذلؾ لقياس قدرة الطريقة التحميمية المطورة عمى فصؿ داباغميفموزيف عف شوائبو ونواتج تخرُّ
( بيف القمـ المسجمة عمى المخطط Resolutionالاحتباس لممركبات المذكورة وحساب معامؿ الفصؿ )الميز 

تحت التقطير  ℃60بدرجة حرارة   1Nي. أجريت الحممية الحامضية والقموية باستعماؿ حمض كمور الماء الاستشراب
 8 مدة المرتد التقطير تحت ℃60 حرارة بدرجة 1Nساعات، الحممية بوساطة ىيدروكسيد الصوديوـ  8المرتد مدة 

 8 مدة المرتد التقطير تحت ℃60 حرارة % بدرجة12ماء أكسجيني  ساعات، كما أجريت الأكسدة باستعماؿ حمض
ساعة أما التخرب الضوئي تـ تحريضو بػ  72مدة   ℃80ساعات. أجري التحمؿ الحراري بوضع توضع في فرف بحرارة 

Watt Hours/m 200وضع محموؿ العياري في حجرة ثبات ضوئي تحت 
 62 مف ضوء الأشعة فوؽ البنفسجية لمدة 2

 أياـ في ضوء الشمس. 12ساعة و
 

 :النتائج والمناقشة
A. :تطوير الطريقة التحميمية 

إف اليدؼ الرئيسي لمطريقة التحميمية ىو الوصوؿ إلى فصؿ لمشوائب عف المادة الفعالة في عينات المواد الأولية التي تـ 
 الماء مف مدروج مزيج استعماؿ اعتمدالانحلالية  واختباراتDapagliflozin لطبيعة  تبعاً ذلؾ و الحصوؿ عمييا 

حيث  المرافقة والشوائب Dapagliflozin مف كؿ لفصؿ وذلؾ متحرؾ كطور OPAبػ   المحمضيف والأسيتونتريؿ
 وذلؾ ،كبديؿ عف الشوائب نظراً لمتشابو الكبير في البنية ولتشابو طريقة اصطناع المركبيف  Empagliflozinاستخدـ 

 عمود تـ اختيار فقد الثابت الطور أما ماء وميثانوؿ. .عندنو م فضؿالأ كاف الطور ىذا باستعماؿ القمـ وشكؿ الفصؿ لأف

Hypersil C18 (152 mm  4.6وقطره الداخمي mm  5وأبعاد أجزاء الفيمـµm حيث تـ باستعمالو الوصوؿ لفصؿ )
. لقد طبؽ أكثر مف ثلاثيف طريقة تحميمية باستخداـ مدروج Empagliflozinعف  Dapagliflozinسريع وجيد 

. كما أبدى  30℃وأفضؿ فصؿ تـ الحصوؿ عميو باستعماؿ الأطوار السابقة وباستعماؿ حرارة  Isocraticومتساير 
-HPLCباستعماؿ  nm 400-200عند مسح المجاؿ بيف  nm 240المحموؿ أعمى امتصاص عند طوؿ موجة 
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PDA( المخطط الاستشرابي الذي تـ الحصوؿ عميو لممحموؿ العياري لػ3. يمثؿ الشكؿ )  Empagliflozin 

 .Dapagliflozinو
 

 
 والعياري المشترك Empagliflozinو Dapagliflozin( المخطط الاستشرابي لممحمول المعياري لـ 3) الشكل

B. نتائج التحقق من ملاءمة النظام 
، كما وجد 2.0، وكاف الميز أكبر مف 1.2كانا أقؿ مف  EmpagliflozinوDapagliflozin وجد أف عامؿ التذييؿ 

 ( نتائج التحقؽ مف ملاءمة النظاـ3يبيف الجدوؿ رقـ ) .10000أف عدد الصفائح النظرية لكلا المادتيف كاف أكثر مف 
 Empagliflozin و Dapagliflozin( نتائج التحقق من ملاءمة النظام لكل من 2) رقم الجدول

 زمف الاحتباس المركباسـ 
RT(min) 

 الميز
Resolution 

 عامؿ التذييؿ
Tailing factor 

 عدد الصفائح النظرية

Theoretical plates (N) 

Empagliflozin 11.15 - 0.989 32189 

Dapagliflozin 12.225 4.251 1.123 268218 

 
C. نتائج دراسة التحقق من مصدوقية الطريقة التحميمية 

 الخطيةنتائج دراسات 

Correlation Factor Rجرى اختبار خطية منحنى المقايسة مف خلاؿ دراسة معامؿ الارتباط 
بيف التراكيز  2

 لكؿ مف 0.999( ضمف المجاؿ المدروس، فكاف معامؿ الارتباط أكبر مف AUCوالاستجابة لكؿ تركيز )مساحة القمة 

Dapagliflozin وEmpagliflozin(.4الخطي كما يوضح الشكؿ رقـ ) ، وتـ حساب معادلة الارتداد 
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 الخطي الارتداد ومعادلة R2 الخطي الارتباط معامل قيم مع Empagliflozinو Dapagliflozin لـ الخطية الاستجابة ( منحني4) الشكل

 نتائج دراسة النوعية 
العينات المخربة  جرى تحميؿ ICHحسب توصيات بلاختبارات التخرب القسري Dapagliflozinإخضاع بعد 

بشكؿ  APIعف الشوائب المرافقة لو في Dapagliflozinفصؿ والتي مكنت مف المطورة باستعماؿ الطريقة التحميمية 
DPs (Degradation Products )عف منتجات التخرب  Dapagliflozinػ سمحت أيضاً بفصؿ جيد ل كماجيد، 

ة، والأكسدة. ولـ يلاحظ أي تداخؿ بيف قمـ المادة الفعالة )زمف الحممية القمويالناتجة عف كؿ مف الحممية الحمضية، و 
كانت  حيث وقمـ نواتج التخرب وقمـ المذيب )دقيقة 11.15)زمف احتباس  Empagliflozinو )دقيقة 12.13احتباس 

ـ يبد المذيب تداخؿ مع كما ل 1.5وقمـ بقية الشوائب ونواتج التخرب أكبر مف  Dapagliflozinبيف قمة  Rقيـ الميز 
القمـ المفصولة. تـ حساب توازف الكتمة )توازف الكتمة = مقايسة المادة % + التخرب الكمي %( حيث لُحظ التخرب في 

( دقيقة، وبمغت نسبة 14.31، 11.62، 12.22، 2.25قمـ لمنتجات تخرب عف الأزمنة ) 4حالة الأكسدة حيث ظيرت 
%، كما لُحظ في حالة الحممية الحمضية ظيور ناتج تخرب عند 123.8الكتمة  % وكاف توازف11المادة المتخربة 

%. لـ تُمحظ منتجات تخرب ذات تركيز عالية في حالة 99.28% وبمغ توازف الكتمة 4.2دقيقة بنسبة بمغت 12.23
 عمييا. الحصوؿ تـ التي الاستشرابية المخططات( 5) رقـ الشكؿ يظير الحممية القموية والحرارة والتعرض لمضوء.

  

 
ونواتج التخرب  Empagliflozinو  Dapagliflozin( المخطط الاستشرابية في دراسة النوعية توضح الفصل الجيد بين قمة 5) الشكل

 .nm 240)التحمل الحراري، الحممية الحمضية، الأكسدة، الحممية القموية( عند طول موجة 
 

 المضبوطية والدقةنتائج دراسة 
-%85جرى تقييـ المضبوطية مف خلاؿ النسبة المئوية للاستعادة حيث كانت القيـ عند كؿ المستويات المدروسة بيف )

لكؿ مف الانتقائية والتكرارية والدقة الوسطى والمتانة كاف أقؿ  %RSD%(، كما أف الانحراؼ المعياري النسبي 115
 النتائج التي حُصؿ عمييا.( 3. ويمخص الجدوؿ رقـ )%2مف 
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 الكم وحد الكشف وحد والمتانة والدقة المضبوطية دراسات ( نتائج3) رقم الجدول

Dapagliflozin Empagliflozin المتثابت 

 

50% 
500 µg/ml التركيز 

Recovery:100.14% 

 

50% 
 µg/ml 50التركيز   

Recovery: 103.08%  

 المضبوطية
 

 

 

100% 
 µg/ml 1000 التركيز 

Recovery: 99.98% 

 

100% 
 µg/ml 100 التركيز 

Recovery: 98.95% 

 

150% 
 µg/ml 1500 التركيز 

Recovery: 99.79% 

 

150% 
 µg/ml 150 التركيز 

Recovery: 99.02% 

Recovery: 100.09% 

*RSD: 0.71 

Recovery:99.88% 

*RSD: 0.92 
 التكرارية

 

 

 الدقة

 Recovery:100.13% 

*RSD: 0.65 

Recovery:98.74% 

*RSD:1.2 
 الدقة الوسطى

 

Recovery: 99.78% 

Retention time : 13.701 

Recovery: 99.78% 

Retention time : 13.05 

0.8 

mL/min 

 

 المتانة
 Recovery: 100.12% 

Retention time : 12.21 

Recovery: 99.78% 

Retention time : 11.15 

1.0 

mL/min 

Recovery: 100.48% 

Retention time : 11.678 

Recovery: 99.78% 

Retention time : 10.75 

1.2 

mL/min 

0.204 (μg/ml) 0. 673(μg/ml) (LOD) حد الكشؼ 
0. 676 (μg/ml) 2.230(μg/ml) (LOQ)حد القياس الكمي 

عف المركبات المشابية بالبنية. وأبدت  Dapagliflozinلتعييف وفصؿ  ICHتوافقت الطريقة المطورة مع متطمبات 
 Stabilityالطريقة قدرة جيدة عمى فصؿ المادة الفعالة عف منتجات تخربيا مما يجعميا طريقة مؤشرة لمثبات 

indicating  ثـ تـ اختبار الطريقة عمى عينة مشوبةCrude ( في احدى وعينتيف تجاريتيف لممادة الفعالة حيث ظيرت
دقيقة وبمغت  17.53العينات التجارية( قمـ لمجموعة مف الشوائب تـ عزؿ الشائبة التي ظيرت قمتيا عند زمف احتباس 

% مف مساحة قمة العياري عند زمف 6.9% مف مساحة قمة العياري وبمغت نسبتيا )في العينة المشوبة( 2.9نسبتيا 
( المخطط الاستشرابي 6. يوضح الشكؿ رقـ )ICHا وفقاً لمتطمبات الاحتباس ذاتو مما استوجب عزليا وتحديد بنيتي

 لعينة المادة المشوبة.
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 والعينة التجارية Crude( المخطط الاستشرابي لممحمول المادة المشوبة 6) الشكل

 تحديد الوزن الجزيئي لمشائبة المرافقة
وشوائبو عف طريؽ تحديد  Dapagliflozinفي تعييف وتحديد الأوزاف الجزيئية لكؿ مف  LC-MSاستخدمت طريقة 

(، حيث أظيرت دراسة الخصائص الأيونية 7وتـ تسجيؿ المخطط الأيوني الاستشرابي الشكؿ رقـ ) نسبة الكتمة/ الشحنة
بينما  ،m/z M+1= 578.3 دقيقة أف 17.51التي ظيرت عند زمف احتباس  )8الشكؿ رقـ ) Cلقمة المركب الشائبة 

كما يظير في الشكؿ  Dapagliflozin  وىو يتوافؽ مع  =m/z429.1  M+1دقيقة كانت  12.13عند زمف احتباس 
 (. 9رقـ )

 
 Crudeلعينة المادة المشوبة  TIC( المخطط الاستشرابي الأيوني 7) الشكل

 
 دقيقة 17.513عند زمن احتباس  (Impurity C)( الخصائص الأيونية لمشائبة 8) الشكل
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 دقيقة 121112عند زمن احتباس  Dapagliflozin( الخصائص الأيونية لـ 9) الشكل

 
 التحديد الكيفي لمشائبة

وتـ تبخير المحؿ  min 17.51( عند زمف احتباس Impurity C) في عزؿ الشائبة Preparativeاستخدمت تقنية 
الشكؿ رقـ  Dapagliflozin لػ  FT-IRبوساطة جياز التبخير بالآزوت والحصوؿ عمييا بشكؿ صمب وسجؿ طيؼ 

-FTطيفي  عمى المسجمة العصابات ( أىـ4الجدوؿ رقـ ) . يوضح)11( الشكؿ رقـ )Impurity Cولمشائبة ) )12)

IR طيؼ  مف ولًحظ المسجميف ودلالاتياImpurity C مجموعة عمى الدّالة العُصابة تناقص كبير في شدة O-H 
تدؿ عمى وجود مجموعة استر  cm-1 1741كما ظيرت عصابة عند  Dapagliflozin طيؼ ضمف توجد والتي

 Ethylأليفاتية. وأظيرت المقارنة مع المكتبة المتوفرة وجود تطابؽ مع بنية مركبات حاوية عمى خلات الايثيؿ 

Acetate .ضمف الشائبة المعزولة 

 
 Dapagliflozinيف الأشعة تحت الحمراء المسجل لممعياري ط( 10) الشكل

 
 Impurity C( طيف الأشعة تحت الحمراء المسجل لمشائبة 11) الشكل
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 Impurity C والشائبة Dapagliflozin لممعياري FT-IR طيف عمى المسجمة ( العصابات4) رقم الجدول

 cm-1العدد الموجي  الدلالة
Dapagliflozin Impurity C 

Stretching O-H  )3423انخفاض شدة عند  3266 ,3371 )امتطاطية 
Stretching      - 3176, 3035 

CH3/CH2 Stretching C-H 2932, 2861 2977-2888 
Overtone 2000-1700 2000-1700 

Aliphatic ester )1471 - )أستر أليفاتي 

Stretching C C 1613 1561,1517 

bending C C-H )1476 1247 )انحنائية 

Stretching C-O-C or Bending C C-H 1067, 1032 1055, 1036 

Substituted Benzene Ring Bending C-H 895, 824 895, 824 
جرى تحميؿ مكونات المادة الفعالة باستخداـ التحميؿ العنصري حيث بينت النتائج احتواءىا عمى كربوف بنسبة 

ذرة ىيدروجيف. كما تـ تسجيؿ  33والذي يعادؿ بدوره  %5.588ذرة كربوف وىيدروجيف بنسبة  29ما يعادؿ  60.51%
ترقيـ  )12. يوضح الشكؿ رقـ )Impurity C)والشائبة ) Dapagliflozinطيؼ الرنيف النووي المغناطيسي لمركب 
( تفسير الإشارات المسجمة عمى طيؼ 5ويبيف الجدوؿ رقـ ) Dapagliflozinذرات الييدروجيف في المركب المعياري 

H1-NMR  1أحادي البعدD  كما يوضح اقتراف البروتونات المتجاورة باستخداـH-H Cosy NMR بينما يوضح .
 ذرات ( انزياح6ويبيف الجدوؿ رقـ ) Dapagliflozinترقيـ ذرات الكربوف في المركب المعياري  )13الشكؿ رقـ )

 .DEPT 135و DEPT 90 و C13-NMR باستخداـ والمسجمة Dapagliflozin لمركب الكربوف

 
 

 Dapagliflozin Propandiol monohydrateترقيم ذرات الييدروجين لمركب ( 12) الشكل
 

 Dapagliflozinلمعياري  H1-NMR( معمومات طيف 5) رقم الجدول
Dapagliflozin Propandiol Monohydrate 

 J H-H Cosy، ثابت التزاوج القمةعدد الييدروجيف، انقساـ  ppmالانزياح  رقـ الييدروجيف

H-22' 1.00 3H,d,  J=6.25Hz H-21 

H-1 1.27 3H,t,  J=7.0Hz H-2 

H-20', 10-13 3.10-3.30 6H, m H-21 

H-24'' 3.36 2H, s  

H-14 3.44-3.48 1H,m  

H-21' 3.55-3.60 1H,m  

H-14 3.69-3.72 1H,m  

H-2,5,9 3.94-4.02 5H,m H-1, H-10 

H-23' 4.38 1H,d, J=4.5Hz  
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H-17,19 4.42 2H,dd, J5.5, 3.4Hz  

H-16 4.80 1H,d, j=5.8Hz  

H-15,18 4.93 2H,dd, J=2.9, 3.4Hz  

H-3 6.81-6.83 2H,d, J=8.4Hz H-4 

H-4 7.08-7.10 2H,d, J=8.3Hz H-3 

H-7 7.22-7.24 1H,d, J=8.2Hz H-6 

H-8 7.32 1H,s  

H-6 7.35-7.37 1H,d, J=8.2Hz H-7 
 

 

 

 Dapagliflozin Propandiol monohydrateترقيم ذرات الكربون لمركب ( 13) الشكل
 DEPT 135و DEPT 90 و C13-NMR باستخدام المسجمة Dapagliflozin لمركب الكربون ذرات ( انزياح6) رقم الجدول

Dapagliflozin Propandiol Monohydrate 

 نوع الكربوف ppm C-H Cosy DEPT135 DEPT 90الانزياح  رقـ الكربوف
C-1 14.64 1.27 + None أولي 

C-22 19.92 1.00 + None أولي 
C-7 37.64 3.94 -4.02 - None ثانوي 

C-19 61.36 3.44 -3.48,3.69 – 3.72 - None ثانوي 
C-2 62.88 3.94 -4.02 - None ثانوي 

C-21 67.19 3.55 -3.60 + + ثالثي 
C-20 67.25 3.10 -3.30 - None ثانوي 
C-15 70.31 3.15 -3.20 + + ثالثي 
C-17 44.69 3.10 – 3.15 + + ثالثي 
C-16 78.30 3.25 – 3.30 + + ثالثي 
C-14 80.67 3.94 -4.2 + + ثالثي 
C-18 81.15 3.20 – 3.25 + + ثالثي 
C-4 114.29 6.81 – 6.83 + + ثالثي 

C-11 127.30 7.22 -724 + + ثالثي 
C-10 128.63 7.35 -7.37 + + ثالثي 
C-5 129.53 7.08 -7.10 + + ثالثي 

C-13 130.76 7.32 + + ثالثي 
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C-9 131.20  None None رابعي 

C-6 131.91  None None رابعي 

C-12 137.78  None None رابعي 

C-8 139.63  None None رابعي 

C-3 156.88  None None رابعي 

 
تبيف غياب العياري  Dapagliflozinمع طيؼ ومقارنتو  Impurity C)والشائبة ) H1-NMRبدراسة طيؼ 

وظيور إشارات جديدة تدؿ  ،الييدروكسيؿ عمى جزيئة الغموكوزالإشارات الدّالة عمى وجود البروتوف العائد لمجموعات 
 مف إشارة 27 ظيور لمشائبة  C13-NMR (، كما يينت دراسة طيؼ 7كما يوضح الجدوؿ رقـ ) عمى الايثيؿ أسيتات

 الكربوكسيمية الحموض في C=O بأوكسجيف مرتبط كربوف عمى دالّة( ppm 172-185) مجاؿ في إشارات 4 بينيا
 وجود عمى الدالة الإشارات اختفت كما مختمفة، الكترونية بيئات ذات C=O ذرات أربع وجود عمى يدؿ مما والاسترات

ىي  Impurity C ىيدروكسيؿ. تـ تحميؿ البيانات التي تـ جمعيا تـ التأكد مف اف الشائبة   بمجموعة مرتبط كربوف
وىو أحد الشوائب المعروفة لداباغميفموزيف   g/mol 577 ذات الوزف الجزيئي Dapagliflozin Tetraacetateمركب 

( إشارات ذرات 8في سبيؿ اصطناع داباغميفموزيف. كما يوضح الجدوؿ رقـ ) Intermediateويعتبر مركب وسطي 
  C13-NMR( عمى طيؼ 15الكربوف في الشائبة المعزولة والمرقمة في الشكؿ رقـ )
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 Impurity Cمشائبة ل الييدروجين ذرات ترقيم( 14) الشكل

 
 H1-NMR طيف عمى Impurity C الشائبة في البروتونات ( انزياح7) رقم الجدول

 ثابت التزاوج الانقساـ عدد البروتونات ppmالانزياح  رقـ ذرة الييدروجيف
H-1 1.31-1.27 3H,d, J=7.2Hz d 7.2Hz 

H-2,5 4.01-3.94 4H,m m 

 H-3 6.84-6.81 2H,d, J= d 

 H-4 7.07-7.05 2H,d, J= d 8.4Hz 

H-6 7.43-7.41 1H,d,J= d 8.4Hz 

H-7,8 7.26-7.21 2H,m m 

 H-9,14 4.14-4.04 3H,m m 
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H-10 4.67-4.64 1H,d, J=9.7Hz d 9.7Hz 

H-11 5.08-5.04 1H,t, J=9.6Hz t 9.6Hz 

H-12 4.96-4.91 1H,t, J=9.6Hz t 9.6Hz 

H-13 5.36-5.32 1H,t, J=9.6Hz t 9.6Hz 

H-15,18 1.92 3H,s s 

 H-16,17 1.68 3H,s s 

 H15,16,17,18 2.01-1.92 6H,d, J=5.2Hz d 5.2 Hz 

 
 

 DMSO-d6 محل باستخدام Impurity C لـ H1-NMR طيف( 15) الشكل
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 Impurity C المعزولة لمشائبة الكربون ذرات ترقيم( 16) الشكل

 

 Impurity C الشائبة المعزولة في الكربون ذرات ( انزياح8) رقم الجدول

 الانزياح رقم ذرة الكربون
ppm 

رقـ ذرة 
 ppm الانزياح رقـ ذرة الكربوف ppm الانزياح الكربوف

C-1 14.62 C-16 73.16 C-12 136.20 

C-21 19.97 C-14 74.53 C-8 138.44 

C-23 20.25 C-18 77.27 C-3 156.93 

C-25 20.38 C-4 114.28 C-20 168.43 

C-27 20.48 C-11 126.48 C-22 169.35 
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C-7 37.36 C-10 129.35 C-24 169.55 

C-19 62.24 C-5 129.57 C-26 170.03 

C-2 62.85 C-13 130.11   

C-15 68.35 C-9 130.87   

C-17 72.28 C-6 132.93   

 

 
 DMSO-d6 محل باستخدام C13-NMR  Impurity C ( طيف17) الشكل

 
 :الاستنتاجات والتوصيات

 الاستنتاجات
 وحساسة )بمغ حد الكشؼ لػ  دقيقة ونوعية المطورة تشير النتائج إلى أف الطريقةDapagliflozin 0.204 

µg\mLتعييف مرتسـ شوائب. ( في 
 أحد الشوائب التي تجاوزت نسبتيا عتبة التبميغ في  لعزؿ استخداـ طريقة الكروماتوغرافيا السائمة التحضيرية

 المركب الدوائي.إحدى المواد التجارية المسوقة ليذا 
  اقترحت الدراسة طريقة جديدة مف نمط الكروماتوغرافيا السائمة المقترنة بمكشاؼ مطيافية الكتمة LC-

MS.ًلتحري وجود الشوائب ونواتج التخرب ضمف ىذا المركب الدوائي الياـ جدا 
 طيافية الأشعة تحت الشائبة المعزوؿ باستخداـ التحميؿ العنصري وم تمكنت الدراسة بنجاح مف تحديد ىوية

 .الحمراء ومطيافية الكتمة ومطيافية الرنيف النووي المغناطيسي
  الشائبة التي تـ عزليا ىيDapagliflozin Tetraacetate  وىي شائبة معروفة )منتج وسيط( لكنيا غير

 مدروسة في الدراسة المنشورة.
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 التوصيات
 أكبر مف العينات التجارية المسوقة لداباغميفموزيف.اعتماد الطريقة المطورة في تعييف مرتسـ الشوائب لعدد  -1

 ضمف المادة الفعالة. Empagliflozinاستخداـ الطريقة نفسيا في تعييف مرتسـ شوائب  -2

 اختبار الطريقة عمى تعييف الشوائب ضمف الأشكاؿ الصيدلانية لممادتيف المذكورتيف.  -3

 ومرتسمات نواتج التخرب لممواد الفعالة.زيادة الاىتماـ بإجراء أبحاث متعمقة بمرتسمات الشوائب  -4
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