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  ABSTRACT    

This study aimed to develop a sensitive and accurate analytical method to determine and  

detect curcumin using high-performance liquid chromatography HPLC. Optimal 

conditions such as mobile phase, temperature, flow speed, and the maximum wavelength 

for analysis λmax were studied. The study was carried out on a standard solution of 

curcumin with a concentration of (40ppm) and a separation column (C18) was used with 

specifications (250 ×4.6m.m.5μm). 

The results showed the optimal conditions were as follows: the flow speed of the mobile  

phase was (0.8 ml/min) as a mixture of acetonitrile and phosphoric acid (0.1%) in a ratio of 

(40:60 v/v), the temperature of the separation column was (40   )  while λmax was 

(425nm).  

Curcumin showed three peaks with average area (X1=87279, X2=881260, X3=7641952),  

at average retention time (T1=6.31, T2=6.87, T3=7.50) min with relative standard deviation 

(RSD%) (0.83, 0.08, 0.01) respectively, the sum of the average areas of the peaks was 

(Xt=8610491). 

The calibration curve for curcumin and its three compounds was characterized by good  

linearity within a range of concentrations ranging from (0.001-40)ppm. The recoverability 

R% was calculated and was (99.66%). The limit of quantitative detection LOQ was (0.056 

ppb), and the qualitative limit of detection LOD was (0.009 ppb). The results confirm the 

possibility of adopting this method to determine curcumin and its various compounds. 
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 ممخّص  

الكروماتوغرافيا  مركب الكركمين باستخدام لتحديد وكشف حساسة ودقيقة تحميمية طريقة تطويرفي ىذه الدراسة تم 
درجة و متحرك، الطور والفصل، الالشروط المثمى من عمود  وتم التعرف تجريبياً عمى ،HPLCالسائمة عالية الأداء 

لدراسة الشروط  (40ppm)تركيز ب محمول عياري لمكركمين ماستخدعظمي، الأموجة التدفق وطول السرعة و  حرارة،ال
تم الحصول ، (4.6m.m.5µm×250) بمواصفات (C18) عمودالىو الثابت المستخدم  عمود الفصل ، وكانالمثمى
 بنسبة( %0.1حمض الفوسفور ذو التركيز  :اسيتونتريل) بالمزيج ممثلً متحرك الطور ال منالشروط المثمى عمى 

(40:60 v/v)، لعمود الفصل ىي درجة الحرارة كانت  و (40˚C)  ، ىي لطور المتحركاسرعة تدفق و 
(0.8ml/min) فكان لمتحميل عظميالأموجة الطول ، أما (425nm). 

عند متوسط زمن ، (X1=87279,X2=881260, X3=7641952بمتوسط مساحة ) قمم ثلث لكركميناأظير 
 RSD% (0.83, 0.08, 0.01) ي مئوي ببانحراف معياري نس min(T1=6.31, T2=6.87, T3=7.50) احتفاظ

   .(Xt=8610491ومجموع متوسط مساحات القمم ) عمى الترتيب
 -0.001) ضمن مجال من التراكيز تراوح بينبخطية جيدة مركباتو الثلثة بلمعايرة لمركب الكركمين تميز منحني ا 

40)ppm ، الاسترجاعية  حسابوتمR% ( أما حد الكشف 99.66وكانت ،)%فكان الكمي LOQ (0.056ppb ،)
   LOD ( 0.009 ppb.) النوعيوحد الكشف 

 .المختمفةاعتماد ىذه الطريقة لتحديد الكركمين بمركباتو البحث عمى إمكانية نتائج  تؤكد
 

  .λmax لأعظميطول الموجة ا ،الشروط المثمى ،HPLCالكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء ، الكركمين :الكممات المفتاحية

 سورية، يحتفظ المؤلفون بحقوق النشر بموجب الترخيص -جامعة تشرينمجمة :  حقوق النشر  
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 :دمةقم
ينتشر  إذ، كما يسمى أيضاً باسم التوابل الذىبية أو الزعفران اليندي، أحد النباتات المعمرة (Turmeric)يعد الكركم 

عبارة عن ، وىو الكركم في جميع أَنحاء جنوب قارّة اّسيا والبلد اليندية، وتَنتمي ىذه العُشبة لِفصيمة الزنجبيلت نبات
 .[1,2,3]عن ظيوره بالمون الأصفر ةالمسؤول وىي في الكركموالأىم  الفعالة المادةمادة الكركمين  وتعد ،نبات طويل

ذلك يسحق حتى يصبح ناعماً، ويتحول لونو إلى الأصفر البني، ويتميز الكركم يتم استخراج الكركم من النبتة ثم بعد 
، بالإضافة باحتوائو عمى مجموعة من الأصباغ والزيوت العطرية وزيوت طيارة مثل الزنجبيرين والأتلنتون، والتيرميرون

 .[4]إلى بروتينات وسكريات 
نيا الكركب وعقيد وجميع مركباتو تذوب في الماء، وتتعدد أسماء الكركم من بي ،يعد الكركمين من أىم مركبات الكركم

الموجودة بشكل  (Curcuminoids) الكركمين المتوفر تجاريًا ىو خميط من الكركمينويداتأما .[5] اليند والخرقوم
 De Methoxy) %18 مينميثوكسي كرك دي و، (Curcumin) (CRM) %77 طبيعي، وىي الكركمين
Curcumin) (DMC)  ،5 مينميثوكسي كرك دي بيس و % (Bis De Methoxy Curcumin) (BDMC) [3]. 

[ 9[ ومضادات الأكسدة، ]8-7-6-5مت دراسة الكركمين عمى نطاق واسع لخصائصو المضادة لللتيابات، ]ت
[ التئام 13سكر الدم، ] [12-11][ ومضادات السرطان، 11-10[ ومضادات الميكروبات، ]10ومضادات الزىايمر، ]

خدام الأدوية تم استخدام الكركمين كعلج بالأعشاب بديلً عن است. كما [16مناعة، ]زيادة ال [15-14]الجروح، 
ستيروئيدية في علج التياب المفاصل لدى كبار السن لما تحممو ىذه الأدوية من آثار جانبية الغير المضادة لللتياب 

  .[19-18-17-5] خطيرة
، وقد حظي باىتمام من العالم منذ فترة طويمة  بخصائصيا الطبية كركم، وىو من التوابل المعروفةاليصنف 

الحالات  تخفيفلمكركمين متعدد الفينول. فيو يساعد في  الرئيس الطبي/العممي ومن عشاق الطيي، لأنو المصدر
الالتيابية، ومتلزمة التمثيل الغذائي، والتياب المفاصل، والقمق، وفرط شحميات الدم. وقد يساعد أيضًا في إدارة 

 الأشخاص عزيز التعافي والأداء لدىالالتيابات الناتجة عن ممارسة التمارين الرياضية وألم العضلت، وبالتالي ت
لا عة منخفضة نسبيًا من المركب أن توفر فوائد صحية للأشخاص الذين . بالإضافة إلى ذلك، يمكن لجر رياضيينال

يمكن أن تعزى معظم ىذه الفوائد إلى آثاره المضادة للأكسدة والمضادة يعانون من حالات صحية مشخصة. 
امتصاصو  لمكركمين والذي يزيد من كن أن تزيد من التوافر البيولوجيالعديد من المكونات التي يم إذ يوجدلللتيابات. 

في الفمفل الأسود، وعندما يتم فعال ال المكونعمى سبيل المثال، البيبيرين ىو ويؤدي إلى الفوائد الصحية المرتبطة بو، 
٪. يوفر الكركمين مع العوامل 2000دمجو في مركب مع الكركمين، فقد ثبت أنو يزيد من التوافر البيولوجي بنسبة 

  .[19,20,21] المعززة فوائد صحية متعددة
في تحديد مركب  HPLCىمية استخدام تقنية الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء إلى أ تشير الدراسات المرجعية

 المركز الأول بين جميع المنتجات الطبية المشتقة من أصل نباتيالكركمين حالياً  يحتل، المختمفة مركباتوو  الكركمين
 .[19,22]مستحضر صيدلاني  28 يدخل في صناعة فيو المنتج الذي

 الإيتانولو  في الميتانولىي تذوب المتعادلة، و المحاليل  وأالحمضية حاليل عممياً في الم الكركمين مركباتلاتذوب 
  [20,24,25] الأسيتون والاسيتونتريل.و  ثنائي ميتيل سمفوكسيدو 

  الموجودين في شكل كبسولات بتقانة (Cyclosporineمركب الكركمين ومركب سيكموسبورين )مزيج مكون من حمل 
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، استخدم طور (4.6m.m.5µm×150)بمواصفات  C18العمود بوساطة  HPLCالكرماتوغرافيا السائمة عالية الأداء 
(، عند طول موجة ml/min 0.5كان معدل التدفق )و (، 40: ميتانول 10: ماء 50يتونتريل متحرك مكون من )اس

(214 nm( حدد زمن الاحتفاظ ،)3.073 min( لمركب الكركمين و )6.373 minلمركب ال ) سيكموسبورين، أما
  . [6]اليعمى التت (ppm 24-4، و )(ppm 48-8) كمين ومركب سيكموسبورين كانت بينخطية المنحني العياري لمركب الكر 

 العمود بوساطة  HPLCباستخدام تقانة ال  (GFT ) (Gefitinibيفتينيب )و مركب ج (CRM) حمل مركب الكركمين
C18  بمواصفات(4.6×250m.m.5µm)0.1 النملحمض ماء محمض بو سيتونتريل الطور المتحرك ا ، و %   

 CRMأما خطية المنحني العياري لمركب ال ، (mL/min 0.2)، وبمعدل تدفق لمطور المتحرك  (v/v 30:70)بنسبة 
ومركب ال   CRMلمركب ال    LODالنوعي  ، وكان حد الكشف(ppb 60-10)كانت بين   GFTومركب ال  

GFT (0.38 ± 0.04 ppb( و )0.02 ± 0.36 ppmعمى التوالي  أما حد الكشف ) الكمي  LOQ لمركب ال
CRM   ومركب الGFT (0.95 ± 0.10 ppb) ( 0.12 ± 0.93و ppbعمى التت )[7] الي. 

 سيتونتريل او  كمذيب ستخدام الاسيتونتريلاو ، C18ود مالعبوساطة  HPLCتم تحديد مركب الكركمين باستخدام تقانة ال 
، عند (mL/min 1)وبمعدل تدفق لمطور المتحرك ، (Gradiant) بشكل تدريجي كطور متحرك %0.4 خلوحمض ال

 C18العمود بوساطة  HPLCباستخدام تقانة ال حمل مركب الكركمين في البلزما  [21] (430nm) طول موجة

، (v/v ,75:25)بنسبة    % 5 خلحمض الو سيتونتريل الطور المتحرك ا ، و(4.6m.m.5µm×100)بمواصفات 
، وكان حد (ppm 500–1)  أما خطية المنحني العياري كانت بين، (mL/min 1)وبمعدل تدفق لمطور المتحرك 

 .[4] (ppm 1)الكشف الكمي 
استخدم و باستخدام تقانة الكرماتوغرافيا السائمة عالية الأداء،  ةإلى مكوناتو الثلث تم دراسة وتحميل الكركمين وفصمو

بنسبة    % 4.08 خلحمض الو سيتونتريل الطور المتحرك ا و، (4.6m.m.5µm×250)مواصفات  C18عمود 
(49:51, v/v) ك، وبمعدل تدفق لمطور المتحر (1.04 mL/min) ، 40ودرجة حرارة العمود˚C  أما خطية المنحني

 0.169 - 0.056)  وحد الكشف الكمي بين وكان حد الكشف النوعي،(ppb 6.890-0.492)العياري كانت بين  
ppb) [3]. 

وذلك لإيجاد الطريقة ، HPLC التطوير وتحديد الشروط المثمى لتحديد مركب الكركمين بطريقة في ىذا البحث  تم
 ما أمكن.الأسيل والأسرع والأقل كمفة اقتصادية 

 . ,CRM (BDMC, DMC ) ةبمكوناتو الثلث كيميائية لمركب الكركمين( البنية ال1يمثل الشكل )
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ةبمكوناتو الثلاث : البنية الكيميائية لمركب الكركمين(1الشكل)  

 أىمية البحث وأىدافو:
 ىدف البحث:

 دي ميتوكسي % و 77الكركمين ) ةالثلث الكركمين المتزامن لمركبات حميلتممناسبة لطريقة تطوير ييدف البحث إلى 
وزمن الاحتفاظ جيدة لكل مركب منيم  قمة مساحةوالحصول عمى  %(،5 كركمين% وبيس دي ميتوكسي  18 كركمين

وتحديد الشروط  ،HPLCوفق تقانة الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء التحميل  ودقة وحساسيةالمناسبين لمتحميل 
المثمى،  وغرافي، سرعة تدفق الطور المتحركمذيبات الطور المتحرك، درجة حرارة عمود الفصل الكرومات )نسبالمثمى 

 .C18( التي تستخدم في تحديد الكركمين باستخدام عمود الفصل λmaxطول الموجة الأعظمي الأمثل 
 أىمية البحث:

من الأمراض  الدور الكبير الذي يؤديو الكركمين بمكوناتو الثلثة كمادة دوائية لمعالجة العديد البحث فيتكمن أىمية 
 وكمادة 
لاكتساب المناعة الجسمية للإنسان، لذا كان من الضرورة بمكان إخضاع ىذه المادة لممراقبة ينصح باستخداميا  غذائية

 .فةالتحميمية باستخدام الطريقة الأكثر مصداقية والأقل كم
 
 ائق البحث ومواده:ر ط

 المحاليل المستخدمة:
  مركب الكركمين(Curcumin )94%، إنتاج شركة (Sigma – Aldrich). 
 عضوية نقاوة  مذيباتHPLC-Grade سيتونتريل الأ: وىي(Acetonitrile, CH3CN) 99.8%  إنتاج شركة

(Merck-Germany)،  الميتانول(Methyl Alcohol) 99.88 % إنتاج شركة(Merck-Germany). 
  حمض الفسفور(H3PO4, Phosphoric Acid)  شركة ، إنتاج%99نقاوة (Merck-Germany). 
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 الأدوات المستخدمة:و الأجيزة 
 كروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء ال جيازHigh Performance Liquid Chromatography (HPLC) ( ،إنتاج 

بمضخة ثنائية مزود الجامعة تشرين، و  –اليابانية( الموجود في مخابر المعيد العالي لبحوث البيئة  Shimadzu شركة
 Diod Array (SPD-M20A)مع نظام  UV-VISكاشف ، (SIL-M20A)حاقن آلي ، (LC-20AT)الطور 

Detector  ووحدة معالجة(CBM-20A) ، عمود التحميلC18 (250×4.6m.m.5µm) شركة )إنتاج 
Wissenschaftliche Gerätebau  الألمانية(، حزمة برمجيةHPLC (LC Solution)  إنتاج شركة(

Shimadzu.) 
  جيازUltrasonic Cleaner  لنزع الغازات إنتاج شركةJeken  الصينية(PS-40A). 
  ميزان حساس شركةShimadzu  0.0001±يزن بدقة g. 
  فلتر غشائية(Milliporemembrance- filters)  0.45µm  شركة إنتاج (Goettingen-Germany Albet). 

 طريقة العمل:
 :تحضير المحاليل العياريةأولًا: 

 ولتحضير  ،مركب الكركمينلفصل وتحديد لتحديد الشروط المثمى  40ppm أم من مادة الكركمين محمول عياريحضر 
تكرارية فصل وتحديد وخطية المنحني، و  سمسمة عيارية من أجل التحقق من صلحية الطريقة مثل منحني المعايرة،

 ،50mlمن الاسيتونتريل وأكمل الحجم حتى  مناسبة من الكركمين في كمية 26.59mgوذلك بحل ، مركب الكركمين
 .سيتونتريلبالأ 25mlمن المحمول السابق وتم تمديده حتى  2mlأخذ 

 
 :النتائج والمناقشة

 HPLCتحديد الشروط المثمى لفصل وتحديد مركب الكركمين باستخدام تقانة ال 
 فيي من الشروط التي تؤثر بشكل ممحوظ عمى  HPLCأي مركب بطريقة ال  تحميلتحدد طول الموجة الأعظمي عند ي

 الميمةيعتبر من الشروط فمتوسط مساحة قمة أي مركب وتؤثر عمى حساسية الطريقة، أما تغير نسب الطور المتحرك 
% في زمن الاحتفاظ 0.1جداً في تحديد مركب الكركمين، إذ لوحظ تأثير تغير نسب الماء المحمّض بحمض الفوسفور 

في تغيير زمن الاحتفاظ  اً ميم اً ، وكان لدرجة الحرارة دور المتوسطة نسبياً ومساحة القمة لمركب الكركمين بسبب قطبيتو 
، ةعدة درجات حرار في الكركمين لذلك تم تحميل عينة  الثابتة الطور المتحرك وفعالية الطور نتيجة تأثيرىا عمى لزوج
مميص مركب ت سرعة ساىم زيادة تدفق الطور المتحرك في زيادةتمع زيادة التدفق إذ  Rtينخفض زمن الاحتفاظ 

 في العمود الكروماتوغرافي. الكركمين
 الأمثل لتحديد الكركمين: λmaxطول الموجة الأعظمي تحديد  .1

تم تحميل مركب الكركمين ضمن  لذاطول الموجة من الشروط التي تؤثر عمى متوسط مساحة قمة أي مركب،  يعد
، بعد ذلك تم متوسط مساحة القمم لكل منيا وتحديد nm (450-410)مجال من الأطوال الموجية المختمفة تتراوح بين 

 .λmaxلمحصول عمى طول الموجة الأعظمي  ل الموجةالقمم وطو  رسم العلقة بين متوسط مجموع مساحة
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 لممركبات الثلثة المكونة لمركب القممىو الأمثل بمتوسط مساحة  425nm( أن طول الموجة 1يظير الجدول )
الذي يتم عنده تنفيذ م اعتماد طول الموجة الأمثل ( وتX1=115509, X2=1056072, X3=6989454)الكركمين 

 .الكمية لمكركمينالدراسة 
 (: تأثير تغير طول الموجة في تحديد مركب الكركمين1جدول )

متوسط زمن 
 الاحتفاظ

Rt(min)* 

***حد الثقة 
Cl=±       

  
 RSD% SD 

 مساحة القمة
Area** 
 ̅ 

 طول الموجة
λ (nm) 

T1=6.53 2253.43 0.83 907.12 X1= 108524 

410 
T2=7.18 2030.31 0.08 817.31 X2= 981254 
T3=7.91 2028.29 0.01 816.49 X3=5721478 

    Xt=6811256 
T1=6.53 405.65 0.14 163.29 X1=112102 

420 
T2=7.18 523.29 0.02 210.65 X2=1042089 
T3=7.91 748.43 0.01 301.28 X3=6881871 

    Xt=8036062 
T1=6.53 249.47 0.08 100.42 X1=115509 

425 
T2=7.18 651.08 0.02 262.09 X2=1056072 
T3=7.91 651.08 0.01 262.09 X3=6989454 

    Xt=8161035 
T1=6.53 924.90 0.33 372.32 X1=112514 

430 
T2=7.18 1326.50 0.05 533.98 X2=1021458 
T3=7.91 1326.50 0.01 533.98 X3=6914257 

    Xt=8048229 
T1=6.53 900.56 0.35 362.52 X1=101478 

440 
T2=7.18 675.42 0.02 271.89 X2=921214 
T3=7.91 298.15 0.01 120.02 X3=5612475 

    Xt=6635167 
T1=6.53 298.15 0.13 120.02 X1=89475 

450 
T2=7.18 521.27 0.02 209.83 X2=715488 
T3=7.91 521.27 0.01 209.83 X3=3157859 

    Xt=3962822 
T:25˚C, Column (C18), Flow: 1 ml/min 

 كب لأربع مكررات لكل تركيز.ر *: متوسط زمن احتفاظ الم
 متوسط مساحة قمة المركب لأربع مكررات لكل تركيز.  ̅ **:

 %.95***: حد الثقة عند مستوى ثقة 

وافق طول يالأعظم الكروماتوغرافية مساحات القمم متوسط مجموع  بأنوالتي تظير  S=f(λ)العلقة ( 2الشكل ) يبين
 .λmax=425nmموجة 
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متوسط مجموع مساحات القمممع  طول الموجة المقاسة العلاقة بين(: 2الشكل)  

 

 :المتحركمطور لالنسبة المثمى  .2

حقنت ، % 0.1تحددت مكونات الطور المتحرك من مذيب الاسيتونتريل والماء المحمّض بحمض الفوسفور بتركيز 
عند طول  (،b,8وىو تركيز يقع ضمن مجال الخطية حسب الشكل ) (ppm 40) الكركمين العياري محمولعينة من 

بيدف تحديد تأثير نسب  C18باستخدام العمود الكروماتوغرافي  1ml/minوتدفق  C ˚25ودرجة حراة  nm 425موجة 
 الموافق لظيور قمم مركب الكركمين. [ASN/H3PO4(0.1%)]الطور المتحرك 

الكروماتوغرافية لمركب الكركمين عند التركيز  م( اختلف واضح في زمن الاحتفاظ ومساحة القم2الجدول ) يبيّن
40ppm،  حمض الفوسفور بطور متحرك مكون منتم البدء حيث H3PO4(0.1%)  الاسيتونتريلو ASN (10:90 

v/v)،  لم تظير أي قمة لمركب الكركمين أي أنو لم يتم التمميص من الطور الثابت اللقطبي وىذا بسبب قطبية الطور
، يتم تخفيض قطبية الطور المتحرك وذلك لتناسب العينة المدروسة )مركب الكركمين(حيث  المرتفعة نسبياً المتحرك 

تمميصو من  تم حيثظيرت لدينا قمة لمركب الكركمين  ،%65إلى  (%0.1) تخفيض نسبة حمض الفوسفوروذلك ب
جداً  وىو زمن عال   ( دقيقة62.95) كبير، ولكن كان زمن الاحتفاظ  C18الطور الثابت اللقطبي الموجود في العمود 

من  (v/v 35:65)وظيرت لدينا ثلثة قمم لمركب الكركمين عند نسبة الطور المتحرك ، غير مرغوب بو في التحميل
ASN/H3PO4(0.1%)  ( 3وأيضاً كان الزمن عال  جداً كما في الشكل ،) بأنو يجب الاستمرار في تخفيض وىذا يعني

 .ضعيفةذو قطبية ، والذي يعتبر مركباً لتصبح الألفة أكبر بينو وبين مركب الكركمينقطبية الطور المتحرك 
نسبة الطور  عند استخدام (8612329.5) مساحةمتوسط ، و دقيقة (3.48)زمن احتفاظ متوسط تم تسجيل أفضل 

أخرجت مركبات  ةىذه النسب، ولكن (b) (4الشكل ) كما في ASN/H3PO4(0.1%) (85:15 v/v)المتحرك 
 الكركمين معاً في قمة واحدة دون فصميا فكان لابد من تغيير ىذه النسب وذلك لفصل المركبات عن بعضيا البعض. 

 (50:50 v/v) (v/v 35:65) [عند مجموعة من نسب الطور المتحرك تم فصل القمم عن بعضيا البعض 
 (v/v 60:40)المتحرك نسبة الطور  وتم اعتمادعمى الترتيب  ASN/H3PO4(0.1%)من  (v/v 60:40)]و
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ASN/H3PO4(0.1%)  دقة الفصل القمم و  وتمايز متوسط مساحةالأفضل من حيث لأن قمم مركب الكركمين ىي
 .(a)(4كما في الشكل )دقيقة  (T1=6.53) ،T2=7.18 ،T3=7.91قل الأحتفاظ الاوزمن 

 تأثير نسب الطور المتحرك في تحديد مركب الكركمين (:2جدول )
 متوسط مساحة القمة
Area** ± RSD% 

 زمن الاحتفاظ
Rt(min)* 

كالطور المتحر   
(Mobile Phase) 

 ***حد الثقة
Cl=±       

  
 RSD% SD 

 مساحة القمة
Area** 
 ̅ 

  

-    - 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(10:90 v/v) 

-    - 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(25:75 v/v) 

290.51 1.62 182.57 11266.5 66.85 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(30:70 v/v) 
405.65 0.14 163.29 X1=80447.5 T1=54.95 

ASN/H3PO4(0.1%) 
(35:65 v/v) 

523.29 0.02 210.65 X2=673812 T2=62.68 
748.43 0.01 301.28 X3=4371222 T3=71.23 

   Xt=5125481.5  
249.47 0.08 100.42 X1=85945 T1=10.53 

ASN/H3PO4(0.1%) 
(50:50 v/v) 

651.08 0.02 262.09 X2=882802 T2=11.88 
651.08 0.01 262.09 X3=5990228 T3=13.40 

   Xt=6958975  
2253.43 0.83 907.12 X1=87279 T1=6.53 

ASN/H3PO4(0.1%) 
(60:40 v/v) 

2030.31 0.08 817.31 X2=881260 T2=7.18 
2028.29 0.01 816.49 X3=7641952 T3=7.91 

   Xt=8610491  

2253.43 0.83 907.12 4616576 3.15 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(70:30 v/v) 

2030.31 0.08 817.31 4922073.5 3.01 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(80:20 v/v) 

2028.29 0.01 816.49 8612329.5 3.48 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(85:15 v/v) 

651.08 0.01 262.09 4854849 2.91 
ASN/H3PO4(0.1%) 

(90:10 v/v) 
T:25˚C, Column (C 18), λcur = 425 nm, Flow: 1 ml/min 

 مكررات لكل تركيز. لأربعكب ر الم حتفاظ*: متوسط زمن ا
 لأربع مكررات لكل تركيز.متوسط مساحة قمة المركب   ̅ **:

 %.95***: حد الثقة عند مستوى ثقة 
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 ويحوي ثلاث قمم لمركبات الكركمين HPLCبطريقة ال  الكروماتوغرام الناتج عن تحميل الكركمين(: 3الشكل )
   ASN/H3PO4(0.1%)من  (v/v 35:65)المتحرك عند نسبة الطور 

% ولذلك 77مركب الكركمين ىو المكون ذو النسبة الأكبر حيث  ،ثلث قمم لمركب الكركمين (a( )3)يظير الشكل 
 تعتبر القمة ذو المساحة الأكبر عائدة لمركب الكركمين.

 
 الكروماتوغرام الناتج عن تحميل الكركمين (a)(: 4الشكل )        الكروماتوغرام الناتج عن تحميل الكركمين            (b)(: 4الشكل )

 الكركمين اتثلاث قمم لمركبويحوي  HPLCبطريقة ال            عند مركبات الكركمين معاً ويحوي قمة واحدة ل HPLCبطريقة ال 
 (v/v 60:40)نسبة الطور المتحرك عند                 ASN/H3PO4(0.1%) (85:15 v/v)نسبة الطور المتحرك 

ASN/H3PO4(0.1%) 
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 الكروماتوغرافي:درجة الحرارة المثمى لفرن عمود الفصل  .3
تم  نظراً لدور درجة الحرارة في تغيير زمن الاحتفاظ نتيجة تأثيرىا عمى لزوجة الطور المتحرك وفعالية الطور الصمب

 .C˚40ة إلى الدرج C˚25درجة البدءاً من  درجات حرارة عدةفي تحميل عينة الكركمين 
 اديازدحظ ، إذ لتغير درجة حرارة فرن العمود ن معمكركميات المكونة لمركبال مقم اتتغير طفيف في مساح حصل
إلى  C˚25في درجة حرارة  (8634231من ) زيادة طفيفة مكركمينات المكونة لمركبال مقم اتمساح مجموع

(. بينما انخفض 3كما ىو موضح في الجدول ) بانحراف معياري نسبي مئوي C˚40 في درجة حرارة (8673859)
حرارة  في درجة دقيقة 7.85إلى  C °25درجة حرارة دقيقة في  8.52متوسط زمن الاحتفاظ لمركب الكركمين من 

40° C (3)بالجدول كما ىو موضح  بانحراف معياري نسبي مئوي. 
 ppm 40ير درجة حرارة فرن العمود في متوسط زمن الاحتفاظ ومساحة قمة مركب الكركمين أثت (3جدول )

متوسط زمن 
 الاحتفاظ

Rt(min)* 

 ***حد الثقة
Cl=±       

  
 RSD% SD 

 مساحة القمة
Area** 
 ̅ 

 درجة حرارة العمود

7.19 T1= 298.15 0.13 120.02 117343 X1= 

25 ْْ C 
T2=7.82 521.27 0.02 209.83 1098443 X2= 
T3=8.52 521.27 0.01 209.83 7418545 X3= 

    8634231 Xt= 
T1=7.19 405.65 0.14 163.29 X1=118550 

30 ْْ  C 
T2=7.82 523.29 0.02 210.65 1098444 X1= 
T3=8.52 748.43 0.01 301.28 7418547 X2= 

    8635441 X3= 
T1=6.66 249.47 0.08 100.42 X1=118454 

35 ْْ  C 
T2=7.29 651.08 0.02 262.09 X2=1098454 
T3=8.00 651.08 0.01 262.09 X3=7418547 

    Xt=8635455 
T1=6.50 924.90 0.33 372.32 X1=120835 

40 ْْ C 
T2=7.14 1326.50 0.05 533.98 X2=1111590 
T3=7.85 1326.50 0.01 533.98 X3=7441433 

    Xt=8673859 
Column (C 18), λcur = 425 nm, [ASN/H3PO4(0.1%) (60:40 v/v) Flow: 1ml/min 

 كب لأربع مكررات لكل تركيز.ر زمن احتفاظ الم*: متوسط  
 متوسط مساحة قمة المركب لأربع مكررات لكل تركيز.  ̅ **:

 %95**: حد الثقة عند مستوى ثقة *
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 .C˚40بأن درجة الحرارة المثالية ىي  S=f(C°) ( المتمثل بالعلقة5يظير الشكل )
 

 
متوسط مجموع مساحات القمممع  حرارة فرن العمود (: العلاقة بين5الشكل)  

 
 طور المتحرك:مالتدفق الأمثل ل .4

وتم تغيير تدفق الطور المتحرك في عمود  ،ppm 40حقنت عينة من محمول عياري لمركب الكركمين ذو التركيز 
 الطور المتحرك المعتمدة. بحسب نسبة 1.5ml/min-0.6بين  يتراوحضمن مجال محدد  (C18)الفصل الكروماتوغرافي 

عند  min (T1=7.13, T2=7.95, T3=8.15)مكركمين ل ات الثلثة المكونةمركبمزمن احتفاظ لمتوسط بمغ أعمى 
 (T1=4.62, T2=5.14, T3=5.72)زمن احتفاظ لمركب الكركمين  وأقل متوسط، 0.6ml/minتدفق الطور المتحرك 

min  1.5عند تدفق الطور المتحركml/min ،  حيث أن زمن الاحتفاظRt  ينخفض مع زيادة التدفق إذ يساىم زيادة
 .تدفق الطور المتحرك في زيادة تمميص مركب الكركمين  في العمود الكروماتوغرافي

متوسط أفضل  سجلو ، بتغير تدفق الطور المتحرك ( تغير في مساحة القمم4في الجدول ) المدرجةبينت النتائج  
 ,40ppm  (X1=115209, X2=1036062لكركمينا لممركبات الثلثة المكونة لمركب القمم مساحة

X3=6919353 0.8( في التدفقml/min  ،كما ىو ، فصل وأفضل شكل لمقمم أفضل وبالتالي تم الحصول عمى
 .(6موضحاً في الشكل )

 (: تأثير تغير تدفق الطور المتحرك في تحديد مركب الكركمين4)جدول 
متوسط زمن 

 الاحتفاظ
Rt(min)* 

 ***حد الثقة
Cl =±       

  
 RSD% SD 

 مساحة القمة
Area** 
 ̅ 

 كالطور المتحر تدفق 
(ml\min) 

T1=7.13 182.58 0.06 73.5 112101 X1= 

0.6 
T2=7.95 195 0 78.5 1012122 X2= 
T3=8.15 183.82 0 74 6907857 X3= 

    8032080 Xt= 
T1=6.63 319.21 0.11 128.5 X1=115209 0.8 
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T2=7.29 320.45 0.01 129 X2=1036062 
T3=8.00 275.74 0 111 X3=6919353 

    Xt=8070624 
T1=6.23 137.87 0.04 55.5 X1=103912 

1 
T2=6.89 165.19 0 66.5 X2=997657 
T3=7.43 180.1 0 72.5 X3=6895698 

    Xt=7997267 
T1=5.82 551.48 0.21 222 X1=105542 

1.2 
T2=6.46 182.58 0 73.5 X2=996670 
T3=7.10 689.35 0 277.5 X3=6759626 

    Xt=7861838 
T1=4.62 413.61 0.20 166.5 X1=82700 

1.5 
T2=5.14 276.98 0.01 111.5 X2=789391 
T3=5.72 412.36 0 166 X3=5431173 

    Xt=6303264 
T:40˚C, Column (C 18), λcur = 425 nm, [ASN/H3PO4(0.1%) (60:40 v/v) 

 *: متوسط زمن احتفاظ المكب لأربع مكررات لكل تركيز.
 متوسط مساحة قمة المركب لأربع مكررات لكل تركيز.  ̅ **:

 %95***: حد الثقة عند مستوى ثقة 

 
 .0.8mlminعند التدفق  40ppm(: كروماتوغرام مركب الكركمين 6الشكل )

 :HPLCوفق تقانة  C18لمثمى لفصل مركب الكركمين باستخدام عمود الفصل الكروماتوغرافي االشروط ( 5سجمت في الجدول )
 الشروط المثمى لتحميل الكركمين (:5جدول )

الكركمينمركبات   الشروط المثمى 

Rt(min) مساحة القمة ASN/H3PO4(0.1%) 
(60:40 v/v) نسب الطور المتحرك 

T1=6.31 X(BDMC )=87279 40˚C  الحرارةدرجة  
T2=6.87 X(DMC)=881260 0.8 ml/min تدفق الطور المتحرك 
T3=7.50 X(CRM)=7641952 λ max= 425nm طول الموجة الأمثل 

 Xt=8610491   
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 التحقق من صلاحية الطريقة:
 :وذلك من خلل من صلحية الطريقةتم التحقق 

 :تكرارية فصل وتحديد مركب الكركمين .1
  سمسمة محاليل تم حقن (،5في الجدول )ق الشروط التحميمية المثمى مكركمين وفات المكونة لمركبالطبقت تكرارية فصل 

، ثم حسب متوسط مساحات قمم (C18) يالكروماتوغراففي عمود الفصل  ppm (10,24,40)  زعيارية بتركي
 والانحراف المعياري والانحراف المعياري النسبي المئوي ليا وحد الثقة. مكركمينات المكونة لمركبال

ات المكونة مركبال قمم اتبمغ متوسط مساححيث ، الكركمين المدروس ( نتائج التكرارية لمركب6يوضح الجدول )
 .التتاليلكل تركيز عمى  (8498316 ,5231674 ,2168373)مكركمينل
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 الشروط المثمى:وفق  HPLCلتحميل الكركمين بطريقة ال  تحديد المجال الخطيو  ريايمنحني العلا .2
ثم  ppm (0.001,0.005,0.01,0.1,0.3,0.5,0.7,1)لمركب الكركمين عند تراكيز مختمفة عياريتمّ إنشاء منحني 

ومن  مكركمينات المكونة لمركبحسب متوسط مساحات قمم القيست مساحة القمم الكروماتوغرافية الموافق لكل تركيز و 
سمسمة محاليل عيارية  حقنثم ، و (a,7الشكل ) S=f(C)ثم رسم المنحني العياري وفق العلقة 

 (.b,7) الشكل (C18)في عمود الفصل الكروماتوغرافي  ppm (1,10,20,30,40)بتركيز
 .λmax=425nmدُرست خطية المنحني العياري لمركب الكركمين عند طول الموجة  

 طردية بين التركيز ومساحة قمة نت العلقة اوك، أن ىذه العلقة ىي علقة خطية (b,7)والشكل  (a,7يوضح الشكل )
 .ومن خلل ىذا المنحني يتم حساب تراكيز مجيولة من محمول الكركمين الامتصاص

 
  الكركمين لمركب العياري المنحني (:(a,7الشكل

 

 
  الكركمين لمركب العياري المنحني (:(b,7الشكل

 

 :%Rالاسترجاعية  .3
ثم تعويضيا في معادلة المنحني  الطريقة، وحقن ثلثة تراكيز مختمفة وبثلثة مكررات لكل تركيز صحةتم اختبار 

 .%R، ثم حسبت نسب الاسترجاعية العياري لحساب تركيز الكركمين المقاس )التركيز العممي(

   
     تركيز الكركمين المقاس
    تركيز الكركمين المحقون

     

 .إمكانية تطبيق الطريقة المقترحة تحميمياً ، وتؤكد ىذه النتائج %R ج التي تم التوصل إلييا عند حساب( النتائ7يبين الجدول )
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 نسبة الاسترجاع لمركب الكركمين لكل تركيز مستخدم ومتوسط الاسترجاع (:7جدول )
y = 217864x + 67171 

RSD% الوسطي R  % ± SD R%  التركيز العممي
ppm Y التركيز النظري 

ppm 

0.06 

99.4±9909.03 

99.63±1257.82 
99.6 9.96 2237096.4 10 
99.7 9.97 2239275 10 
99.6 9.96 2237096.4 10 

0.13 99.3±6655.89 
99.3 23.83 5258870.1 24 
99.2 23.81 5254512.8 24 
99.4 23.87 5267584.7 24 

0.25 99.2±21786.4 
99 39.6 8694585.4 40 

99.5 39.8 8738158.2 40 
99.3 39.7 8716371.8 40 

Y ،مساحة قمة الامتصاص :x التركيز :(mg/l) ،R% ،نسبة الاسترجاع :SD ،الانحراف المعياري :n=3 ،RSD% الانحراف المعياري المئوي 
 

 :LOQوحد الكشف الكمي  LOD النوعي تقدير حد الكشف .4
( وذلك بأخذ قيم تقابل ارتفاع التشويش لجياز ال LOQ( وحد الكشف الكمي )LODتم تقدير حد الكشف النوعي )

HPLC  في العلقات:وتعويضيا 
  

    
   

 
  ( ..…………3) 

    
    

 
( ..…………4) 

 ميل المنحني العياري aىي الانحراف المعياري،    حيث: 
 LODقيم ومتوسطيا والانحراف المعياري ومن ثم حساب قيم ارتفاع التشويش، ( 8بينت النتائج المدرجة في الجدول )

 a( باستخدام ميل المنحني العياري 4( )3حسب المعادلة ) LOQو
 لمركب الكركمين المدروس LOQو  LODقيم  :(8جدول )

LOQ LOD a SD  ̅ 
ارتفاع 
 التشويش

 المركب

0.056 ppb 0.009 ppb 160403 0.503 3.003 
2.415 

 2.950 الكركمين
3.644 

 
 :الاستنتاجات والتوصيات

نسب الطور باستخدام شروط مثمى ) HPLCبمكوناتو الثلثة وفق طريقة ال مركب الكركمين يمكن تحميل  .1
، و  ml/min 0.8 تدفق الطور المتحرك، C˚40 درجة الحرارة، ASN/H3PO4(0.1%)  (60:40v/v): المتحرك

 .لمحصول عمى أفضل مساحة لمقمم الكروماتوغرافية وفق زمن احتفاظ مناسب، ( λ max= 425nm طول الموجة الأمثل
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وىذا تغير زمن احتفاظ مركب الكركمين بشكل ممحوظ، يمن حيث القطبية  عند تغير نسب الطور المتحرك .2
تم يعني بأنو يجب الاستمرار في تخفيض قطبية الطور المتحرك لتصبح الألفة أكبر بينو وبين مركب الكركمين، 

 .(T1=6.31, T2=6.87, T3=7.50)لوصول إلى أفضل زمن احتفاظ لممركبات الثلثة المكونة لمركب الكركمين ا
الدي ميتوكسي كركمين وال بيس دي ميتوكسي  مركبي بالمقارنة معأن مركب الكركمين ىو الأكثر وجوداً   .3

 كركمين وذلك حسب قيم مساحات قمم المركبات الثلثة.
الاسترجاعية وبمغت ، (RSD≤1)القيمة المنخفضة للنحراف المعياري عالية من خلل  بدقة الطريقةتميزت  .4

مشيرة إلى صحة تحميل عالية، تمكننا من اعتماد ىذه الشروط من تحميل ( R% ± SD = 99.4±9909.03القيم )
 .HPLCالكركمين بطريقة ال 

المكونة لو باستخدام تقانة الكروماتوغرافيا تحديد وكشف الكركمين والمركبات يوصى باستخدام ىذه الطريقة ل .5
 .الشروط المثمى لمطريقة التحميمية المطوّرةوفق ، HPLCالسائمة عالية الأداء

الاىتمام في تحميل الأدوية والمشاركات الدوائية الجديدة وموادىا الفعالة وتطوير طرق التحميل الكيميائي، لما  .6
 بدقة في المزائج المحضرة. ليا من أىمية في تحديد نسب ىذه المركبات
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