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 خلاصه
اسپکتروســکوپی رامــان نوعــی روش آنالیز 
اسپکتروسکوپیک نشری است که نور پراکنده شده 
حاصــل از برخورد یک نور تک رنگ به یک نمونه 
غیر جاذب را مورد بررســی قرار می دهد. با تلفیق 
اسپکتروسکوپی رامان با میکروسکوپ هم کانون 
)کنفوکال(، می توان آنالیز دقیق نمونه ها را در زمینه 
علوم مختلف انجام داد. در این مقاله، علاوه بر مرور 
مزایا و معایب این روش آنالیتیکال، مقایســه آن با 
سایر روش های اسپکتروسکوپی مثل مادون قرمز 
صورت گرفته و کاربردهای میکروســکوپ رامان 

کنفوکال در داروسازی مرور شده است.

 اساس اسپکتروسکوپی رامان
اسپکتروسکوپی رامان یک تکنیک آنالیز شیمیایی 
غیرمخرب است که اطلاعات دقیق در مورد ساختار 
شیمیایی، پلی مورف ها، درجه کریستالی، تعاملات 

مولکولــی و گروه های عاملی به دســت می دهد. 
به طور کلی اســاس اسپکتروسکوپی، تعامل نور با 
پیوندهای شــیمیایی یک ماده است که یک ابزار 
آنالیتیکال قوی به حســاب می آید. وقتی نوری به 
یک نمونه برخورد می کند سرنوشت های متفاوتی 
دارد. یا جذب می شــود و یا منعکس و یا پراکنده 
می گردد. هرگاه یک نور تک فام با فرکانس خاص به 
یک نمونه غیرجاذب تابیده شود، قسمتی از آن نور 
پراکنده می شود. اگر نور پراکنده شده را آنالیز کنیم، 
مشــاهده می شود که قسمت اعظم نور، فرکانسی 
برابر فرکانس نور تابیده شده دارد که پراش رایلی 
نامیده می شــود و درصد کمی از این نور پراکنده، 
فرکانس متفاوتی خواهد داشــت که به نام پراش 
رامان شــناخته شده اســت. در این میکروسکوپ 
پراکندگی رامان سنجیده می شود. پراکندگی رایلی 
که دقیقاً فرکانس مشــابه با نــور تابیده دارد، مد 
نظر رامان نیســت. میزان پراش رامان خیلی کم 
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و به اندازه 1 در 107 فوتون تابیده شــده اســت. 
این تغییر فرکانس ممکن است به صورت افزایش 
یا کاهش فرکانس باشــد. باندهای قوی رامان در 
گروه هــای غیرقطبی به ویژه حلقه های آروماتیکی 
مشاهده می شــود، زیرا ارتعاش آن باعث تغییر در 
قطبیت پذیری مولکول می شود. طیف رامان حاصل 
به صورت عدد موجی )عکس سانتی متر( و به شکل 
تفاوت انرژی فوتون های برانگیخته و ساطع شده 
می باشد که همان طیف ارتعاشی مولکول می باشد. 
به طور کلی، این اثر بسیار ضعیف است زیرا احتمال 

تبادل انرژی کم می باشد.
اثر رامان در سال 1928 توسط اقای رامان هندی 
کشــف شــد ولی به علت این که برای تولید پراش 
رامان به نور با شــدت بالا نیاز است، تا زمان کشف 
لیزر، اسپکتروسکوپی روتین رامان به شکل امروزی 
قابل اســتفاده نبود. به این منظــور نور لیزر با طول 
موج های مختلف استفاده می شود که ظرفیت و کارآیی 
اسپکتروسکوپی بستگی زیادی به همین طول موج لیزر 
دارد. در اغلب موارد خصوصاً در زمینه فارماسیوتیکال 

از طول موج 785 نانومتر استفاده می شود. 
همان طور که اشاره شد، اسپکتروسکوپی رامان 
دقت و صحت بالایی دارد، به همین دلیل در علوم و 
صنایع مختلف از جمله علوم دارویی، زمین شناسی و 
کانی شناسی، تشخیص های پزشکی و مشخصه یابی 
بیومارکرها، آنالیز مواد و ساختارهای کربنی و نیمه 

رساناها کاربرد دارد.

 مزايای اسپکتروسکوپی رامان
 برای آنالیز، نمونه نیازی به آماده سازی ندارد.

 نمونه هــای جامــد، مایــع و گازی قابل 

هستند. آنالیز 
 به علت این که آب پراش رامان ضعیفی دارد 

محلول های آبی قابل آنالیز هستند.
 طیفی که می دهد بســیار اختصاصی است 
به صورتی که می تواند یک اثر انگشت برای نمونه 

باشد. 
 طیف گیری بسیار سریع است.

  پیونــد لیگاندهای فلزی کــه در محدوده
cm-1 700-100 هســتند، به راحتــی قابل آنالیز 

هستند.

 محدوديت های اسپکتروسکوپی رامان
 احتمال پراکنش رامن خیلی کم و در نتیجه 
اثر آن ضعیف است و غلظت های بالایی از نمونه ها 

مورد نیاز است.
 فلزات خــاص پراش رامان ندارند، بنابراین، 

قابل آنالیز نخواهند بود.
 روشی مقرون به صرفه نخواهد بود.

 ممکن است نمونه در اثر گرمای ایجاد شده 
با لیزر تخریب شود. 

با  رامــان  اسپکتروســکوپی  مقايســه   
اسپکتروسکوپی مادون قرمز و فلوئورسانس

اثر رامان مشابه فلوئورسانس بوده اما وابسته 
بــه طول موج نبــوده و  نیازمند مولکول های 
دارای کروموفور نیســت. شــیفت انرژی در 
مقیاس cm-1 ناشــی از پراکندگــی غیرقابل 
انعطــاف امواج لیزر اندازه گیری می شــود که 
middle- مشابه شــماره موج های نوار طیف
IR مولکــول خواهــد بود. اگــر بخواهیم دو 
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روش اسپکتروسکوپی رامان و مادون قرمز را 
مقایسه کنیم می توانیم موارد زیر را نام ببریم: 
اسپکتروســکوپی رامان نوعی طیف ســنجی 
نشــری اســت که به علت پراش نور و در آن 
اتفاق می افتد  لرزش های مولکولی  از  دســته 
که باعث تغییر در پلاریته می شوند، به علاوه، 
مولکول نباید یک ممان دوقطبی ثابت داشته 
باشــد، تهیه نمونه نیاز به مهارت خاصی ندارد 
و در هــر حالتی که باشــد قابل آنالیز اســت 
حتی اگر حلال آن آب باشــد، در حالی که در 
اسپکتروسکوپی مادون قرمز یک طیف سنجی 
جذبی است، اسپکتروم حاصل، نتیجه جذب نور 
توســط لرزش های مولکولی می باشد و مشابه 
IR بایــد تغییر در ممان دو قطبی اتفاق بیفتد، 
نمونه نیاز به آماده سازی دارد و باید در حالت 
غیرگازی و فاقد آب باشد اما این روش مقرون 
به صرفه تر از اسپکتروسکوپی رامان می باشد. 
مقایســه طیف های رامان و FTIR نمایانگر 
این واقعیت اســت که شیف رامان برای یک 
گروه خاص از نظر انرژی مشابه انرژی جذب 
IR آن گــروه در محدوده میانی ـ مادون قرمز 
)Mid IR( است. دو طیف، اطلاعات مکمل را 
فراهم می کنند. قانون کلی این اســت که آن 
 IR دســته از باندهایی کــه در ناحیه میانی ـ
جــذب ضعیفی دارند، در محدوده رامان جذب 
شدیدی خواهند داشت و بالعکس. برای مثال، 
گروه های C—H آروماتیک که جذب IR تابشی 
ضعیفی دارند، اثر رامان قوی ای نشان می دهند 
در حالــی که گروه C=O با جذب IR قوی اثر 

نشان می دهند)1(. رامان ضعیفی 

 کاربردهای اسپکتروسکوپی رامان در داروسازی
با اســتفاده از این تکنیــک، نمونه های داخل 
بسته بندی یا یک دارو در فرمولاسیون قابل آنالیز 
هستند. به این ترتیب که با روش های نرم افزاری و 
حذف طیف ماتریکس )محیط احاطه کننده نمونه( از 
طیف کل نمونه، اسپکتروم مربوط به دارو به دست 
می آید که با داروی خالص قابل مقایســه اســت. 
بــه این ترتیب کنترل کیفیــت نهایی قرص های 
بسته بندی شده در بلیستر امکان پذیر خواهد بود. 

تغییرات ایجاد شده در نمونه مثل تغییر در ساختار 
سه بعدی پروتئین ها قابل بررسی است.

به علت این که اســپکتروم رامان به صورت اثر 
انگشــت برای هــر ترکیب عمــل می کند، از آن 
می توان برای شناسایی ترکیبات مختلف به عنوان 

روش مکمل برای IR استفاده کرد.

 ميکروسکوپ رامان کنفوکال
میکروسکوپ کنفوکال از دو عدسی تشکیل شده 
است که یک حفره ریز برای تشکیل تصویر نقطه به 
نقطه از نمونه دارد. مزیت این میکروسکوپ، علاوه بر 
کنتراست بالا، امکان تشکیل تصویر سه بعدی است 
که با میکروسکوپ های معمولی امکان پذیر نیست.

با ادغام کردن اسپکتروم رامان با اساس نشر با 
میکروسکوپ کنفوکال، یک اسپکتروم رامان کامل 
در هر پیکسل از تصویر ایجاد می شود. هر تصویر 
رامانی ده تا هزاران اسپکتروم دارد که با ادغام کردن 
یک لاین رامان مشــخص در تمام اســپکتروم ها 
یک تصویر ایجاد می شود. شدت رامان مستقیما با 
غلظت گروه های عاملی متناســب است اما عوامل 
مختلفــی وجود دارند که در نتایج کمی خطا ایجاد 
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می کنند. بنابراین، اشــکال عمده این روش، عدم 
امکان به دست آوردن نتایج کمی است. 

این نــوع میکروســکوپ در علــوم گوناگون 
از جمله باستان شناســی، داروســازی و پزشــکی 
قانونی اســتفاده می شــود که تأکید این مقاله بر 
کاربردهای میکروسکوپ رامان کنفوکال در زمینه 

فارماسیوتیکال است. 

 کاربردهای ميکروســکوپ رامان کنفوکال 
در داروسازی

 این تکنیک برای کنترل کیفیت قرص های 
دارویی استفاده می شود. به این منظور، اطلاعاتی 
در مــورد توزیع و مقدار نســبی دارو و افزودنی ها 

حاصل می شود. 
 هم چنین امکان آنالیز مستقیم دارو در پکیج 
پلیمری وجود دارد. بنابراین، با استفاده از این روش 
در کنترل کیفیت فرمولاسیون ها، به میزان زیادی 

می توان در هزینه و زمان صرفه جویی کرد.
 امکان شناسایی قرص ها و کپسول های تقلبی 
در بین انواع مختلف بسته بندی ها بدون باز کردن 

بسته بندی وجود دارد.
 مطالعــه اینترکشــن داروهــای آنتی تومور 
بــا DNA عمومــاً از طریــق روش هایــی مانند 
 IR میکروســکوپ فلوئورنس و اسپکتروســکوپی
صورت می گیرد اما هرکدام محدودیت هایی دارند 
اما اسپکتروسکوپی رامان به علت حساسیت بالایی 
که دارد اطلاعــات فارماکولوژیک کاربردی به ما 

می دهد. 
 از مهم تریــن کاربردهای این تکنیک، آنالیز 
فاز جامد )solid state( است. این مطالعات توسط 

اسپکتروســکوپی IR نیــز قابل آنالیز هســتند اما 
لرزش هایی که از صفحات کریســتالی و اسکلت 
کربنی ایجاد می شوند در رامان سیگنال قوی تری 

خواهند داشت. 
 در اشــکال دارویی آهسته رهش و طولانی 
رهش، توزیع هموژن دارو اهمیت زیادی دارد، زیرا 
توزیع غیرهموژن منجر به رهش تأخیری یا خیلی 
سریع دارو می شود که مطلوب نخواهد بود. از آن جا 
که در میکروسکوپ کنفوکال امکان تمایز اجزا یک 
فرمولاسیون از طریق اختصاص رنگ های مختلف 
به هر جز از طریق نرم افزار مربوط و بر اساس طیف 
رامان وجود دارد، توزیع دارو در فرمولاســیون را 
می توان بررســی کرد. بنابراین، این تکنیک برای 
بررسی هموژنیسیته فرمولاسیون دارویی نیز قابل 
استفاده می باشد. به عنوان مثال، اگر رنگ قرمز برای 
دارو انتخاب شود و اجزای ماتریکس قرص به عنوان 
مثال با رنگ های زرد و سبز و آبی مشخص شوند 
در تصویر میکروسکوپ کونفوکال متصل به رامان 
پخش ذرات دارو به رنگ قرمز در ماتریکس قابل 

بررسی است.
 مبحــث پراکندگــی یکنواخــت اجــزای 
فرمولاســیون در پوشــش قرص ها نیز از اهمیت 
ویژه ای برخوردار است، زیرا اگر پراکندگی اجزای 
پوشــش قرص یکنواخت نباشــد بر رهش دارو از 
فرمولاسیون تأثیرگذار خواهد بود. بررسی پراکندگی 
اجزای پوشــش قرص ها نیز توسط میکروسکوپ 

رامان کنفوکال امکان پذیر خواهد بود.
 مورد دیگری که در کنترل فرمولاسیون های 
دارویی ضروری است، بررسی یکنواختی محتوای 
ترکیبات می باشــد. به عنوان مثال، می توان به این 
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منظور پودرهای استنشاقی را توسط میکروسکوپ 
رامان کنفوکال آنالیز کرد.

 علاوه بر ارزیابی محصولات نهایی، کنترل 
کیفیت ترکیبات قبل از پروســه تولید هم توسط 
این میکروسکوپ امکان پذیر است. مثلًا می توان 
تغییــرات پلی مورفیــک داروهــا را طی پروســه 
گرانولاســیون، که تأثیر زیادی بر نوع پلی مورف 

دارو می گذارد، مشاهده و بررسی کرد.
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منابع

فرمولاســیون، آنالیزهای زیســتی، توزیع دارو در 
فراورده های فارماسیوتیکال، شناسایی و تشخیص 
ترکیبــات تقلبــی، تعیین کیفیت مــواد اولیه و ... 
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