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   ملخّص 
  

   باستخدام وتحديده التتراسيكلين مركب لفصل المثلى الشروط تحديد إلى البحث هذا يهدف
   يُمكن ،وحساسة سريعة طريقة تطوير بغية بينهما والمقارنة C18 و  C8ينالكرموتوغرافي الفصل عمودي
    ديوديةال مصفوفةال وكاشف الأداء عالية السائلة كروماتوغرافيا تقانة باستخداممركب ذا اله قياسفي  اعتمادها

 )High Performance Liquid Chromatography – Diode Array Detector HPLC-DAD(.  
ك، تدفق الطور المتحر سرعة متحرك، درجة حرارة، الطور نسب ال( تغيير أحد العواملعلى الدراسة  اعتمدت هذه

مترافقاً مع أفضل  بغية الوصول إلى أفضل فصل مُمكن وطول موجة الامتصاص الأعظمي) وتثبيت العوامل الأخرى
عمود  مقابل C8الدراسة أفضلية عمود الفصل الكروماتوغرافي  أظهرتزمن احتفاظ ومساحة قمة للمركب المدروس. 

C18 للتركيز نفسه لمركب  1000ونقاوة الطيف  4.169 وزمن الاحتفاظ 6.080 مساحة القمة المفصولة لجهة
ضمن مجال من التراكيز تراوح ممتاز  0.9992R =17ومُعامل ارتباط منحني المُعايَرة بخطية جيدة . تميز التتراسيكلين

   ).100ppb-1بين (
  

 الأداء اليةع السائلة كروماتوغرافيا تقانة ،C8, C18 كروماتوغرافيين فصل عمودي تتراسيكلين، مفتاحية:ال كلماتال

   HPLC-DAD ديودية مصفوفة وكاشف
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  ABSTRACT    

    
The aim of this research is to determine the optimal conditions for separation and 

determination of the Tetracycline compound using both chromatographic columns C8 & 
C18. The comparison between the above mention columns was made in order to develop a 
sensitive and rapid method which can be used to measuring this compound by High 
Performance Liquid Chromatography – Diode Array Detector HPLC-DAD.  

   This study depends on changing one of the factors (Mobile phase ratio , 
Temperature, Flow- rate of the mobile phase, wavelength of the maximum absorption) and 
fixing the other factors in order to achieve the best possible separation conjugated with the 
best retention time (Rt) and the best peak area for the studied compound. The study showed 
that the area of the separated peak (6.080), the retention time (4.169) and the purity 1000 
of the spectrum for the same concentration of Tetracycline were preferable by using 
chromatographic column C8. This result gives a preference for the chromatographic 
column C8 comparison to column C18. The calibration curve is found to have a good 
linearity and an excellent correlation coefficient R2= 0.99971 within a range of 
concentrations between(1-100ppb). 

 
Keywords: Tetracycline, Chromatographic Columns C8, C18, High Performance Liquid 
Chromatography – Diode Array Detector HPLC-DAD.                                                                                  
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    :مقدمة
ذات المنشأ  المختلفة عن مركب التتراسيكلين في المنتجات الغذائية والكيفي يالكمتنوعت طرائق الكشف 

   الرقيقة وغرافيا الطبقاتتاستخدمت طرائق تحليلية عدة مثل التحليل الكيفي بكروما، و الحيواني
)Thin Layer Chromatography, TLC( ،وماتوغرافيا السائلة عالية الأداءكر الوالتحليل الكيفي والكمي ب    
)High Performance - Liquid Chromatography, HPLC(،  الكروماتوغرافيا الغازيةو                   
)Gas Chromatographic, GC( اختبار الإمتزاز المناعي المرتبط بالإنزيم وتقانة                   
)Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA([1,2,3,4] .  

المكشافات التي كذلك و  ،العائد لمحلول الطور المتحرك pHقيمة تنوعت الأعمدة والحشوات والطور المتحرك و 
 أيضاً  والمذيبات العضوية المستخدمة، كما اختلفت هذه الطرائق ،وطرائق الاستخلاص ،تتحسس لهذه المركبات

 .[2,4,5, 1] جداً في الانحراف المعياريبحساسية الكشف وحدوده والاختلاف الواضح 
بحدود ) Mass Spectrometric Detector, MS( الكتلةباستخدام كاشف مطيافية  HPLCتقانة  تتميز 

 بالمقارنة مع التقانات الأخرى المستخدمة في التحليل، 0.3µg\Kg ( [5]-0.1إلى حدود (تصل  كشف منخفضة جداً 
في  HPLC-MS تقانة ستخدمتُ  فرة في جميع المخابر الخدمية.اوغير متو  [6,7]لكنها تبقى تقانة باهظة التكاليف 

 في الإعمال الروتينية مثل مراقبة الصادات في المنتجات الغذائية المتوافرة في الأسواق تالاختبارات التأكيدية وليس
[2,8,9,10]. 
 )Ultra Violet Spectrometric Detector, UVباستخدام كاشف مطيافية فوق البنفسجي ( LCتقانة  تُعد

؛ µgمن الطرائق الأكثر استخداماً للكشف عن التتراسكلين في المنتجات ذات المنشأ الحيواني بحدود كشف من مرتبة 
عند يُلحظ . 2010-2005بين الأعوام عدة وقد نُشرت دراسات إذ تتمتع تلك التقانة بحساسية كافية في جميع الحالات،

ناتجة عن تركيبة المادة، أو عن المراحل المتبعة في الكروماتوغرام على قمم متداخلة  تواءاح LC-UVاستخدام تقانة 
 ،بهدف التأكد من هويته المركب المدروس مع طيف المركب العياري طيف مقارنة مما يتطلبالاستخلاص والتنقية، 
 Diodeشف المصفوفة الديودية (باستخدام كا  HPLCعند استخدام تقانةتتوافر هذه الميزة  تجدر الإشارة إلى أن

Array Detector, DAD ([5]،  أو تقانةHPLC-MS لاختبارات التأكيدية.في ا  
                   المصفوفة الديودية الضوئيةكاشف عمل وفق التي ت HPLC-DADتقانة استخدمت 

)Photo Diode Array PDA(، انة من الطرائق التحليلية الحساسة والانتقائية وهي تقانة متطورة جداً. تُعد هذه التق
 التزويديُمكنها  إذ؛ دراسة طيفية للمركب المدروسبإجراء تسمح هذه التقانة  والمناسبة لتحليل مركب التتراسيكلين.

التعرف على  ، وبالتاليبمعلومات شاملة عن امتصاصية المركب المدروس عند أكثر من طول موجة في الوقت نفسه
المرافق،  تستطيع هذه التقانة إزالة الشك أو الارتيابحفوظ في المكتبة الخاصة بالجهاز. من خلال طيفه الم المركب

  .  [7] بالجهاز الطيفية الخاصةمحفوظ في المكتبة  الناتج تحليل ما لا على التعيين في حال كان الطيفوتأكيد نتيجة 
  
                :البحث وأهدافهأهمية 

إلى تحديد الشروط المثلى (نسب مُذيبات الطور المُتحرك، سرعة تدفق الطور المُتحرك، درجة يهدف البحث 
) التي يمكن اعتمادها في تحديد مُركب التتراسيكلين maxطول الموجة الأعظمي الأمثل حرارة العمود الكروماتوغرافي، 

توغرافيا السائلة عالية الأداء باستخدام كاشف وفق تقانة الكروما C18و  C8باستخدام عمودي الفصل الكروماتوغرافيين 
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لجهة مقدرة كلِّ منهما على الأداء التحليلي لكل من هذين العمودين حساسية المصفوفة الديودية، إضافة إلى مُقارنة 
   واضحة ونقاوة عالية وزمن احتفاظ جيد. ةالتركيز المُعتمد لمُركب التتراسيكلين بقم تحديد

إمكانية التوصل إلى مساحة قمة جيدة بنقاوة عالية وزمن احتفاظ جيد يساعد في توفير تكمن أهمية البحث في 
الجهد والزمن اللازمين في المرافق الخدمية عند تحليل عدد من العينات التي تحتوي على مركب التتراسيكلين في 

    الكروماتوغرافيا السائلة عالية الأداء.تقانة الساعة باستخدام 
  

   :موادهطرائق البحث و 
  محاليل المستخدمةالمواد وال

 .)Sigma USA( ، إنتاج شركة)Tetracycline hydrochloride )92.6%هيدروكلورايد  تتراسيكلينمركب  
  ميثانول )OH3CH Methanol,( )grad-HPLC( 99.8%إنتاج شركة ، )Germany-Merck(. 
  أسيتونتريل )CN3CH ,Acetonitrile) (grad-HPLC( 99.8%، ج شركة إنتاGermany-Merck.  
  منزوع الشوارد ماء ثنائي التقطير )ionized-de.( 

  تتمتع جميع المركبات والمحاليل المستخدمة بدرجة عالية من النقاوة.
                                           الأجهزة والأدوات المُستخدمة

  0.45 غشائية فلاترµm )Milliporemembrance-filters(، تاج شركةإن  Goettingen-Germany 
Albet. 

  حمام مائي يعمل بالأمواج فوق الصوتية)Ultrasonic water – bath(. 
  .جهاز ترشيح 
 2 :أعمدة فصل كرموتوغرافيNH، )5µm ,.id 250 x 4.6 mm-C18(، ) ,.id 250 x 4.6 mm-C8

5µm.( 
  ماركة الضوئية الديودية صفوفةالمزود بكاشف الم السائلة عالية الأداء الكروماتوغرافيا جهاز       

)Agilent-USA(،  80-10بين  فرن العمود الكروماتوغرافيتراوحت درجة حرارة وºC الطور المتحرك  تدفق، ومجال
  .0.001ml/min تصل إلىحساسية ب، 10ml/min - 0.001بين 

   محاليل الطور المتحركMobile-phase: 0.01( مزيج حمض الأوكساليكM( ،  نتريل وميثانول.اسيتو و  
  

 : النتائج والمناقشة
تعتمد أغلب طرائق التحليل المُتبعة لفصل مركبات التتراسيكلين في الدراسات المرجعية على الأعمدة 

، وذلك باستخدام طور متحرك من حمض الأوكزاليك والأسيتونتريل C18, C8الكروماتوغرافية بالطور العكوس 
  .[11,12,13,14]والميثانول بنسب مختلفة 

الدراسة  خلالمن لُحظ و ، C18, C82NH ,الغاية مجموعة من الأعمدة الكروماتوغرافية  لهذه تستخدماُ 
كما هو موضح  لمركب التتراسيكلين 2NHلعمود الكروماتوغرافي استجابة ل أو عدم ظهور قمة كروماتوغراغية المخبرية

بقطبية متوسطة مقارنةً  يتمتع 2NHد الكروماتوغرافي العمو كون  ،مما دفع إلى استبعاده من الدراسة )1في الشكل (
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عند الأطوال  C8, C18الطور المتحرك العالية، بينما ظهرت قمة مفصولة فصلاً جيداً باستخدام العمودين  بقطبية
  .λ=265, 269, 270, 365, 350nm  الموجية

لمركب التتراسيكلين  1ppm ,0.1ين اعتماداً على تركيز  C8, C18أُجريت الدراسة التجريبية باستخدام عمودين 
. طُبقت HPLC-DADتقانة ل اً على التوالي بغية تحديد شروط الفصل المثلى وزمن الاحتفاظ الأمثل للفصل وفق

  بينها تراكيز تراوحت  التتراسيكلين لمركب عيارية على سلسلة محاليل التجريبية التي تمَّ التوصل إليها الشروط
0.001-1ppm  د وذلك على عموC8 الشروط. هذه ل اً بغية التحقق من خطية المُنحني العياري وفق  

  
 .2NHفصل مركب التتراسيكلين باستخدام عمود الفصل ): كروماتوغرام 1شكل (

  
  (C18) يالشروط المثلى لفصل مركب التتراسيكلين باستخدام العمود الكرماتوغرافتحديد 

  olventsS haseMobile Patio for imal ROpt The  الطور المتحركمُذيبات النسبة المثلى ل
 لدراسات العلمية والأبحاث المنشورة الأكثر استخداماً في الطور المتحرك لفصلاً ليُعد حمض الأوكزاليك وفق

من 1ppm مخبرية عبر حقن الدراسة هذه الأجريت  ، وبناءً عليهHPLC-DAD [9]تقانة مركبات التتراسكلين على 
) 0.01M( تحديد تأثير نسب حمض الأوكزاليك بهدف 270nm [4]واختيار طول موجة  عياريمركب التتراسيكلين ال

كما هو  المفصولة قمة مركب التتراسيكلين في العضويةمجموعة من المذيبات نسب المستخدمة في الطور المتحرك مع 
   .)1موضح في الجدول (

  
  1ppmقمة مركب التتراسيكلين فيلطور المتحرك لخرى الأضوية المذيبات العحمض الأوكزاليك و  نسب تأثير :)1(جدول

حد **
Xالثقة   

t SD
X

n


  

  مساحة القمة
Area* ± 

RSD% 

زمن 
  الاحتفاظ

Rt(min)   

  الطور المتحرك
(Mobile phase) 

- -  -  
Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 

(30:30:40)%  

- -  -  
Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 

(15:15:70)%  

0.21±0.029  
0.20.22 0.2 8.31  

 
Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 

(40:10:50)% 0.21±5.5  
0.703±0.0140.7 0.7 0.76.61 Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 
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1 (10:30:60)%  
0.703±0.82 

1.1±0.0 
1.1 1.1 1.1

6.48  
Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 

(20:20:60)%  1.1±0 

6.63±0.66 
6.6
4 

6.65 6.6
5.58 

Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 
(25:15:60)% 

6.63±0.4 
T:25ºC, Column (C18),  λ=270nm, Flow:0.8ml/min  

n=3*: 95**: حد الثقة عند مستوى ثقة               تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
  

) تباين واضح في زمن الاحتفاظ ومساحة القمة الكروماتوغرافية لمركب التتراسيكلين، 1يُلحظ من الجدول (
الداخلة في تكوين الطور حمض الأوكزاليك العضوية و المذيبات س في هذا التباين إلى تغيير نسب ويعود السبب الرئي

 ،ثانية ناحيةمن  .ومساحة القمة العائدين لمركب التتراسيكلين زمن الاحتفاظ في نسب المذيبات إذ تؤثرالمتحرك؛ 
 طورعند استخدام واضح  كما هو اسيكلين،التتر لمركب ظهر فيها قمة واضحة مفصولة ت لم كثيرة أهملت نتائج تجارب

لم تظهر قمة واضحة لمركب ، حيث )1(في الجدول ) 1,2( نعمليتيالالموضحة في  المزج نسبل اً وفق متحرك
بينما ظهرت قمة لمركب التتراسيكلين عند  ،من مركب التتراسيكلين )%40,50,70( نسبلين عند استخدام التتراسيك
 .وأصبحت أكثر وضوحاً بتغيير نسب المُذيبات الأخرى في الطور المتحركوكزاليك مض الاحمن  %60نسبةاستخدام 

بمساحة  لمركب التتراسيكلين قمةظهور في الطور المتحرك  الميثانولارتفاع نسبة  ) أنه يرافق1( من الجدول لحظيُ 
سبة الميثانول وارتفاع نسبة انخفاض نبالمقارنة مع  )b,c-2(الشكلكما هو مبين في  اً جيد وضوحاً  واضحةغير صغيرة 

 )1في الجدول (سب المزج الموضحة لن اً وفقوثبات نسبة حمض الأوكزاليك في الطور المتحرك  الأسيتونتريل
) %25:15:60( الآتيةلنسب اً لوفق الطور المتحرك استخدام عندمركب التتراسيكلين لظهرت قمة  )؛ إذa-2(الشكلو 
)0.01M( Acetonitrile: methanol: oxalic acid بالمقارنة مع النسب  أفضل مساحة قمةو  مقبولزمن احتفاظ ب

عند متوسط  6.63بمتوسط  قمة لمركب التتراسيكلينمساحة تجدر الإشارة إلى أنه تمَّ الحصول على أفضل السابقة. 
  اً جيد صلاً ومن الواضح أن تمَّ فصل تلك القمة ف ،%0.4 مئوي نسبي بانحراف معياريو   5.58minزمن احتفاظ قدره

  المتحرك. العائدة للطور ناجمة عن المركبات تداخلاتحدوث دون 
ؤلف من في دراسة مركب التتراسيكلين باستخدام مزيج متجانس م Isocraticستخدم التمليص متساوي القوة اُ 

يب عضوي نه لم يتم التوصل إلى نتيجة ذات قيمة علمية باستخدام طور متحرك من مذمذيبات عضوية عدة، علماً أ
مركب  لمذيبات عضوية عدة. لُحظ أيضاً زيادة في قوة تمليص Gradient واحد أو عند إجراء التمليص المتدرج

نسبة  التتراسيكلين من العمود الكرموتوغرافي عند زيادة نسبة المذيب العضوي الاسيتونتريل الأقل قطبية مقارنةً مع
  حرك.الميثانول الأقوى قطبية بين مكونات الطور المت

 Reverse-phase liquidاستخدمت في هذه الدراسة تقانة كروماتوغرافيا الطور العكوس
chromatography   في العمود الكروماتوغرافي  الساكن هاطور يتمتع التي(C18-250x 4.6 mm I d., 5µm) 

  كثر قطبية.               بالطور المتحرك الأ مقارنة أو ضعيف القطبية غير قطبيبأنه 
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a: (25:15:60)%                                    b: (10:30:60)%                      c:(20:20:60)% 

  1ppmالتتراسيكلين مركبعلى قمة في الطور المتحرك  ACN: MeOH: oxalic acid (0.01M) نسب تأثير اتكروماتوغرام :)2شكل(
  

  hasefor Mobile P Rate l FlowOptimaThe          لطور المتحركل ىمثلال تدفقسرعة ال
       تقانةتحديد الشروط التحليلية المثلى لفصل مركب التتراسيكلين على دراسة تمّ في هذه المرحلة من 

HPLC-DAD 1لمركب التتراسيكلين تركيزه عياري حقن محلولppm  تدفق الطور المتحرك في  مترافقاً مع تغيير في
 )0.01M( الطور المتحرك مذيبات تثبيتو  1ml/min-0.5مجال تراوح بين ضمن  رافيعمود الفصل الكروماتوغ

Acetonitrile: methanol: oxalic acid  ا الدراسة التجريبيةالتي توصلت إليه%(25:15:60)  عند النسب.  
  

 علاقة تدفق الطور المتحرك بمتوسط زمن الاحتفاظ العائد لمركب التتراسيكلين. ):2جدول (
Xالثقة**حد    

t SD
X

n


  

 زمن الاحتفاظ
Rt* ± RSD% (min)  

X**حد الثقة   
t SD

X
n


  

 مساحة القمة
Area* ± RSD% 

  تدفق الطور المتحرك
)ml/min(  

7.004±0.006 
7.002 7.004 7.007 

6.390±0.025 
6.4 6.39 6.38 

0.5 
7.004±0.036 6.390±0.156 

6.802±0.009 
6.8 6.805 6.801 

6.390±0.050 
6.41 6.39 6.37 

0.6 
6.802±0.039 6.390±0.313 

5.871±0.003 
5.872 5.87 5.872 

6.407±0.029 
6.4 6.4 6.42 

0.7 
5.871±0.021 6.407±0.191 

5.578±0.01 
5.58 5.58 5.573 

6.320±0.086 
6.36 6.3 6.3 

0.8 
5.578±0.074 6.320±0.548 

5.380±0.025 
5.38 5.37 5.39 

6.310±0.043 
6.33 6.3 6.3 

0.9 
5.380±0.186 6.310±0.274 

5.036±0.0 
5.036 5.036 5.036 

6.223±0.080 
6.26 6.2 6.21 

1 
5.036±0 6.223±0.469 

T:25ºC, Column (C18),  λ=270nm,  Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) (25:15:60)% 
n=3* 95**: حد الثقة عند مستوى ثقة                      : تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
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الحصول عليها من الدراسة التجريبية بغية الوصول إلى  ) متوسط النتائج المخبرية التي تمّ 2يوضح الجدول (
أظهرت النتائج المخبرية عدم تأثر مساحة قمة مركب التتراسيكلين بتغير تدفق أفضل شروط فصل لمركب التتراسيكلين. 

تغير ملحوظ في المساحات العائدة لقمم مركب  وبالتالي عدم ظهورالطور المتحرك في العمود الكروماتوغرافي، 
تراوح  انحراف معياري نسبي مئويب )6.41-6.22بين (مساحات قمم مركب التتراسيكلين  تراوح متوسط .التتراسيكلين

 ما هو موضح فيكقمة العائدة لمركب التتراسيكلين الجيد لل إلى الفصل ، مع ضرورة الإشارة)%0.548-0.156( بين
زمن  في ر تأثيراً إيجابياً أثّ ك في العمود الكروماتوغرافي تدفق الطور المتحر  التنويه إلى أن زيادة. يجب )3( الشكل

لمركب  5.036min زمن احتفاظمتوسط أقل  سُجلإذ  ؛تمليص مركب التتراسيكلين في العمود الكروماتوغرافي
متوسط زمن أعلى و  ،)b-3( بقمة مفصولة فصلاً جيداً الشكل لطور المتحركل 1ml/min عند تدفق التتراسيكلين

 ، وهذا ما)a-3( الشكللطور المتحرك ضمن العمود الكرموتوغرافي ل 0.5ml/min تدفقد عن 7.0043minحتفاظ ا
تقانة مركب التتراسيكلين في الساعة باستخدام على عينات التي تحتوي من العدد اللازمين في تحليل الزمن و  يوفر الجهد

HPLC-DAD .في المرافق الخدمية  

 
)a-3( :   تدفق/minl0.5m ور المتحرك للط                      )b-3:(   تدفق/minl1m للطور المتحرك  

  .1ppmمركب التتراسيكلينقمة  فيتأثير تدفق الطور المتحرك   كرموتوغرامات :)3(شكل
  

  الكروماتوغرافي فرن العمودل المثلى حرارةالدرجة 
Optimal Temperature for Chromatographic Column oven   

حيث  حتفاظ ومساحة قمة مركب التتراسيكلين،لامتوسط زمن ا فيتأثير درجة حرارة فرن العمود  ياً تجريب دُرس
، طوره المتحرك مكون )C18( في عمود كرموتوغرافي 1ppmبتركيز  مركب التتراسيكلينمحلول عياري من  حقن جرى

عند  ml/min 1بتدفق و  %(25:15:60) بنسبAcetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M)  من مزيج
   . 270nmطول موجة 
بدءاً من درجة حرارة  )C18( تغيير درجة حرارة فرن العمود الكروماتوغرافي  HPLC-DADتقانةل اً وفق جرى

عدم ظهور تغير ملحوظ في لدرجات الحرارة  عدة اختبارات تجريبيةإجراء لُحظ بعد ، و C◦40 إلى الدرجة C◦25 الغرفة
طفيف على رارة فرن العمود، بينما طرأ تغير وغرافية العائدة لمركب التتراسيكلين مع تغير درجة حمساحة القمة الكرومات

إلى  C◦25  حرارة درجة في min 5.037منلقمة، حيث انخفض زمن الاحتفاظ لهذه ازمن الاحتفاظ العائد 
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4.795min حرارة درجة في C◦40  ا هو موضح في كم 0-0.046 %5تراوح بينبانحراف معياري نسبي مئوي
  .)3الجدول(
في سهولة تمليص  ضعيفاً دوراً  تؤدي  الكروماتوغرافي العمودفرن حظ من الدراسة السابقة أن درجة حرارة لُ  

 مركب التتراسيكلين ومذيبات الطور المتحرك من العمود الكروماتوغرافي.
أعلى من درجة الحرارة العادية بهدف في درجات حرارة  HPLCتقانة في  عموماً  ةالكرموتوغرافي ةدعمالأ متُستخد

تدفق أكبر يُرافق ارتفاع درجة حرارة فرن العمود الكرموتوغرافي  تخفيض لزوجة المذيبات العضوية في الطور المتحرك.
 في العمود.الطور المتحرك خلال الطور الساكن تخفيض الضغط المطلوب لعبور  عبرللطور المتحرك عبر العمود 

ة سرعة عن طريق زيادتحسين التفريق الاحتفاظ بغية  زمن خفضالعمود درجة حرارة فرن ل رفع يُمكن أيضاً من خلا
   C◦40 حرارة درجتي فيتناظرة لمركب التتراسيكلين قمة كرموتواغرافية م )4( الشكل يوضح انتشار المركبات.

   .C◦35و  
  

 .1ppmحة قمة مركب التتراسيكلينمتوسط زمن الاحتفاظ ومسا فيتأثير درجة حرارة فرن العمود  :)3(جدول
**حد 

Xالثقة   
t SD

X
n


  

  زمن الاحتفاظ
Rt(min)   

**حد 
Xالثقة   

t SD
X

n


  

  مساحة القمة
Area* ± RSD%  

درجة حرارة فرن 
  العمود

)C◦(T   

5.037±0.006 
5.04 5.036 5.036 

6.7±0 
6.7 6.7 6.7 

25 
5.037±0.0465 6.7±0 

4.909±0 
4.909 4.909 4.909 

6.617±0.052 
6.64 6.61 6.6 

30 
4.909±0 6.617±0.315 

4.864±0 
4.864 4.864 4.864 

6.87±0.029 
6.58 6.58 6.6 

35 
4.864±0 6.587±0.186 

4.795±0.002 
4.794 4.795 4.796 

6.610±0.025 
6.61 6.62 6.6 

40 
4.795±0.021 6.610±0.15 

Flow: 1ml/min, Column: (C18), λ=270nm, Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) 
(25:15:60)% 

n=3*  :95**: حد الثقة عند مستوى ثقة                   .تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
  

 
a                                                        b 

  .a:35⁰C, b:40⁰C حرارة درجتيعند  ،1ppm  كرموتوغرام مركب التتراسيكلين :)4(شكل
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  maxOptimal Maximum Wavelength                     الأمثل  maxλطول الموجة الأعظمي 
من الأطوال الموجية ضمن مجال  مجموعةالمستخدمة في هذه الدراسة باختيار  HPLC-DADتسمح تقانة جهاز 

-200        تراوح بين اختير المسح الطيفي لمركب التتراسيكلين ضمن مجال .DADلكاشف الـ عريض طيفي
400nm عند الأطوال الموجية λ=265, 269, 270, 350, 365nmإمكانية تحديد امتصاصية  الكاشف ر. يوف

  .وقت واحدوال الموجية المختارة في مركب التتراسيكلين عند الأط
التي تمَّ التوصل أفضل الشروط التحليلية  من أجل تحديد طول الموجة الأعظمي لمركب التتراسيكلين طبقت

) C18لعمود الكرموتوغرافي (في ا سرعة تدفق الطور المتحرك من ناحية HPLC-DADتقانة  على إليها سابقاً 
1ml/min (Acetonitrile:methanol:oxalic acid (0.01M) (25:15:60)%) ، ودرجة حرارة فرن العمود

40⁰C.    

 
a: λ=265nm             b: λ=269nm             c: λ=270nm            d: λ= 350nm            g: λ=365nm 

  .400nm-200 الطيفي ضمن المجالمختارة  عند أطوال موجية 1ppmالتتراسيكلين كرموتوغرامات مركب :)5( شكل
  

  .المختارةالأطوال الموجية  دعن) C18على عمود( 1ppmبتركيز نتائج متوسط مساحة قمم مركب التتراسيكلين :)4( جدول
X**حد الثقة   
t SD

X
n


  

  مساحة القمة

Area* ± RSD%  

  زمن الاحتفاظ

Rt(min)   
طول الموجة 
λ(nm)  

  تركيز
Concentration  

7.203±0.014 
7.20 7.20 7.210 

4.795 265 

1p
pm

 

7.203±0.08 

7.10±0 
7.10 7.10 7.10 

4.794 269 
7.1±0 

6.60±0.001 
6.60 6.60 6.601 

4.795 270 
6.60±0.011 

7.60±0 
7.60 7.60 7.60 

4.796 350 
7.60±0 

6.797 ±0.014 
6.80 6.80 6.790 

4.796 365 
6.797 ±0.085 

Average RT: 4.795min, RSD%:0.016 

T:40ºC, Column (C18), Acetonitrile:methanol:oxalic acid (0.01M) (25:15:60)%, Flow:1ml/min 

:n=3* 95**: حد الثقة عند مستوى ثقة                      .تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
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) C18على عمود الفصل ( 1ppm) الكرموتوغرامات العائدة لمركب التتراسيكلين بتركيز 5يوضح الشكل (
) أن 4). يُلحظ من الجدول(4(اسة في الجدولجمعت النتائج المترتبة عن هذه الدر  .HPLC-DADباستخدام تقانة 

 0.002minزمني قدره  بفارق 4.795minمتوسط زمن احتفاظ مركب التتراسيكلين عند الأطوال الموجية المختارة بلغ 
بين أدنى وأعلى زمن احتفاظ لمركب التتراسيكلين عند الأطوال الموجية المختارة وبانحراف معياري نسبي مئوي بلغ 

حظ أيضاً اختلاف استجابة الكاشف لمركب التتراسيكلين عند الأطوال الموجية المختارة سواءً لقمة مركب . لُ 0.016%
  التتراسيكلين أو للقمم العائدة للطور المتحرك.

اختلفت مساحة قمة مركب التتراسيكلين باختلاف طول الموجة المُعتمد؛ إذ تراوح متوسط مساحات القمم بين  
. سُجلت امتصاصيات أعظمية لمركب التتراسيكلين %0.1من  بمُجملهاري نسبي مئوي أقل بانحراف معي 6.6-7.6

)، وكانت امتصاصيته الأعلى عند 4كما هو واضح في الجدول ( λ: 265, 269, 350nmعند الأطوال الموجية 
 .350nmλ :طول الموجة 
   eakmatographic PChro of Factor urityP            الكروماتوغرافية نقاوة القمةعامل 

من نقاوة طيف مركب التتراسيكلين الذي تمَّ فصله  التأكدتمَّ في هذا البحث اعتماد مفهوم عامل النقاوة بغية 
 ةالمسجل الطيوف بين منالمنتقاة ف و طيللالمتوسطة نقاوة ال قيمةعن ر عبَّ يُ . C8ولاحقاً عمود  C18باستخدام عمود 

حد  واتجاوز  متماثلاً  اً طيف 32؛ إذ تُعبِّر العتبة عن متوسط قيمة العتبة لـالمحسوب Thresholdحد العتبة تتجاوز ي التو 
طيوف الضجيج في ومجموعة  . تعتمد قيمة العتبة على ارتفاع امتصاصية كل طيفمن قبل الجهاز العتبة المحسوب

قيم  تُعدّ  .قمم منتقاة ةأربع لطيوفمتوسط الطيف الو طيف  تحسب قيمة النقاوة بين كل ملف المعلومات. اية تفعيلبد
ولم يتجاوز أي منها حد العتبة المحسوب في الجهاز  منخفضة C18باستخدام عمود يكلين نقاوة طيف مركب التتراس

نقاوة قمة مركب  )6الشكل (يظهر في  ،) 5(الجدول كما هو موضح في 360.85-390بين ؛ إذ تراوحت نفسه
العتبة أو تجاوزه؛ إذ يُمكن لعامل النقاوة حد من  ب مثالياً كلما اقتربت قيمة نقاوتهمركطيف النقاوة عدّ تُ و  ،التتراسيكلين

  .1000أن يصل أحياناً إلى 
  

  .1ppmبتركيز قيم نقاوة طيف مركب التتراسيكلين :)5( جدول
365 350  270 269  265  )nm(maxλ   

388.93  383.39  360.85  380.5  390  )purity of peak (نقاوة القمة  
939.131 939.207 939.296 939.407 939.51 )Threshold( العتبة 
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  .265nm ةطول الموجعامل نقاوة طيف مركب التتراسيكلين عند نوافذ  :)6( شكل

  
التي توصلت إليها  (C18)جُمعت الشروط المثلى لفصل مركب التتراسيكلين باستخدام العمود الكرماتوغرافي 

  ).6( ة في الجدولالنتائج المخبرية في هذه الدراس
  

  .(C18)باستخدام العمود الكرماتوغرافي  1ppm الشروط المثلى لفصل مركب التتراسيكلين :)6جدول(

Rt 
(min)  

  مساحة القمة
Area± RSD%  

  الشروط المثلى

5.580  6.630±0.40  
Acetonitrile: methanol: oxalic acid 

(0.01M)(25:15:60)%  
  الطور المتحرك

5.036  6.223±0.469  1ml/min  تدفق الطور المتحرك  
4.795  6.610±0.15  40⁰C  درجة حرارة فرن العمود  
4.750  7.203±0.08  390 265nm  

  مثلطول الموجة الأ  نقاوة الطيف
4.940  7.10±0.0  380.5  269nm 

  (C8)ستخدام العمود الكرماتوغرافي تحديد الشروط المثلى لفصل مركب التتراسيكلين با
   Optimal Ratio for Mobile Phase SolventsThe النسبة المثلى لمُذيبات الطور المتحرك

نسب تحديد تأثير  بهدف 0.1ppmالتتراسيكلين العياري بتركيز  مركبجريت هذه الدراسة المخبرية عبر حقن أُ 
احتفاظ زمن  في تحرك مع نسب مجموعة من المذيبات العضوية) المستخدمة في الطور الم0.01Mحمض الأوكزاليك (

المُستخدمة  نفسهاالشروط الأولية  طُبقت. C8على العمود الكرموتوغرافي  قمة مركب التتراسيكلين المفصولة ومساحة
                       ) على العمود الكروماتوغرافيC18-250x4.6mm id., 5µmفي العمود الكرموتوغرافي (

)C8-250x4.6mm id., 5µm0.8تدفق الطور المتحرك  ) لجهةml/min،  25 درجة حرارة فرن العمودوºC ،
  . 270nmطول موجة و 



  Sciences Series .Tishreen University Journal. Bas   2014) 3( العدد) 36( العلوم الأساسية المجلد  مجلة جامعة تشرين

87 

)؛ إذ أثرت نسب المذيبات في زمن الاحتفاظ ومساحة القمة العائدين 7نتائج الجدول ( يُلحظ تباين واضح في
نسب ل اً متحرك وفق مة واضحة مفصولة لمركب التتراسيكلين عند استخدام طورق لُحظ عدم ظهورلمركب التتراسيكلين. 

 ، بينما ظهرت قمة لمركب %Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) ( 15:15:70)  المزج
  

  .0.1ppmقمة مركب التتراسيكلين فيلطور المتحرك ل الأخرى المذيبات العضوية): تأثير نسب حمض الأوكزاليك و 7جدول(
X**حد الثقة   
t SD

X
n


  

  مساحة القمة
Area* ± RSD%  

  زمن الاحتفاظ
Rt(min)   

  الطور المتحرك
(Mobile phase) 

- -  -  
Acetonitrile: methanol: oxalic acid 

(0.01M)       ( 15:15:70)%  

0.023±0.014 
0.02 0.02 0.03  7.872 

 
Acetonitrile: methanol: oxalic acid 

(0.01M)       ( 40:10:50)% 0.023±24.477 

1.1±0 
1.1 1.1 1.1 

6.32 
Acetonitrile: methanol: oxalic acid 

(0.01M)   (15:25:60)%  1.1±0 

3.2±0 
3.2 3.2 3.2 

6.398 
Acetonitrile: methanol: oxalic acid 

(0.01M)   (20:20:60)%  3.2±0 

4±0 
4 4 4 6.42 

 
Acetonitrile: methanol: oxalic acid 

(0.01M)   (25:15:60)% 4±0 
Flow: 0.8 ml/min, T:25C, (C8-250x 4.6 mm, i.d. 5µm), λ=270nm 

n=3*   95**: حد الثقة عند مستوى ثقة           .: تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
  

ظهور قمة  )7في الطور المتحرك. يُلحظ من الجدول( %60التتراسيكلين عند استخدام حمض الاوكزاليك بنسبة
في الطور المتحرك كما هو مبين في  الأسيتو نتريلارتفاع نسبة  مترافقة مع لمركب التتراسيكلين بمساحة واضحة

) %25:15:60( الآتيةلنسب اً لظهرت قمة لمركب التتراسيكلين عند استخدام الطور المتحرك وفق. )a,b-7الشكل(
)0.01M( Acetonitrile: methanol: oxalic acid  مساحة قمة بالمقارنة مع النسب  وأعلى بزمن احتفاظ مقبول
عند متوسط زمن  4 قيمتهامساحة قمة لمركب التتراسيكلين  متوسط لسابقة. تجدر الإشارة أنه تمَّ الحصول على أفضلا

دون من تمَّ فصل تلك القمة فصلاً جيداً  ه، ومن الواضح أن%0وبانحراف معياري نسبي مئوي   6.42minاحتفاظ قدره
  حرك .حدوث تداخلات ناجمة عن المركبات العائدة للطور المت
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a                                                                    b 

a: Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) (20:20:60)%  
b: Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) (25:15:60)%  

 .0.1ppmمة مركب التتراسيكلينق فيالطور المتحرك مكونات ): كروماتوغرامات تأثير نسب 7شكل(
  

  درجة الحرارة المثلى لفرن العمود الكروماتوغرافي
Optimal Temperature for Chromatographic Column oven     

)، طوره C8كرموتوغرافي (العمود الفي  0.1ppmمحلول عياري من مركب التتراسيكلين بتركيز  جرى حقن
 0.8 بتدفق %Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) (25:15:60)المتحرك مكون من مزيج 

ml/min  270عند طول موجةnm  .  
ة بدءاً من درجة حرار   C8تغيير درجة حرارة فرن العمود الكروماتوغرافي DAD -HPLCتقانةل اً جرى وفق

رافية العائدة لمركب ، وقد لُحظ عدم ظهور تغير ملحوظ في مساحة القمة الكروماتوغC◦40 إلى الدرجة C ◦25الغرفة
التتراسيكلين مع تغير درجة حرارة فرن العمود، بينما طرأ تغير طفيف على زمن الاحتفاظ العائد لهذه القمة، حيث 

 C◦40في درجة حرارة  .min5044إلى  C◦25في درجة حرارة   min 423.6:tRزمن الاحتفاظ منمتوسط انخفض 
  .)8والشكل ( )8كما هو موضح في الجدول(  %0.09-0بانحراف معياري نسبي مئوي تراوح بين

  

 
a:30⁰C                                            b:35⁰C                                          c:40⁰C 

 .تغير درجات الحرارة مع 0.1ppm  مركب التتراسيكلينل ات موافقة): كرموتوغرام8شكل(
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 .0.1ppmرارة فرن العمود في متوسط زمن الاحتفاظ ومساحة قمة مركب التتراسيكلين): دراسة تأثير درجة ح8جدول(
X**حد الثقة   
t SD

X
n


  

  زمن الاحتفاظ
Rt(min)   

X**حد الثقة   
t SD

X
n


  

  حة القمةمسا
Area* ± RSD%  

  درجة حرارة فرن العمود
)C◦(T   

6.423±0.014 
6.42 6.42 6.43 

4.007±0.029 
4.0 4.0 4.02 

25 
6.423±0.09 4.007±0.288 

6.004±0.010 
6.005 6.0 6.008 

3.920±0.05 
3.94 3.92 3.90 

30 
6.004±0.067 3.920±0.51 

4.878±0 
4.878 4.878 4.878 

6.093±0.014 
4.09 4.09 4.10 35 

4.878±0 6.093±0.186  

4.504±0.001 
4.504 4.503 4.504 

3.96±0.002 
3.959 3.961 3.96 40 

4.504±0.013 3.96±0.025  
Flow: 0.8 ml/min, Column: (C8), λ=270nm, Acetonitrile:methanol:oxalic acid (0.01M) (25:15: 60)% 

n=3*   .95**: حد الثقة عند مستوى ثقة                    : تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
  

    maxOptimal Maximum Wavelength                    الأمثل  maxλطول الموجة الأعظمي 
 HPLC-DADتقانة كب التتراسيكلين على تمّ في هذه المرحلة من تحديد الشروط التحليلية المثلى لفصل مر 

                  باستخدام الطور المتحرك ) C8(في العمود  1ppm ,0.1ي لمركب بتركيز لهذا ا عياريحقن محلول 
Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M)(25:15:60)%  0.8بتدفقml/min  عند درجة حرارة فرن

 (C8)المفصول على العمود الكرموتوغرافيمركب التتراسيكلين  ظهورزمن مساحة القمة و تحديد بغية  ،40ºCلعمود ا
جمعت نتائج متوسط مساحات قمم مركب  .λ=265, 269, 270, 350, 365nmعند الأطوال الموجية المحددة 

 .)9الجدول (في التتراسيكلين عند الأطوال الموجية المختارة 
  

  .المختارة الأطوال الموجية دعن )C8المفصولة على عمود ( نتائج متوسط مساحة قمم مركب التتراسيكلين :)9(جدول

X**حد الثقة   
t SD

X
n


  

  مساحة القمة

Area* ± RSD% 

زمن 
  الاحتفاظ

Rt 
(min)  

X*حد الثقة*   
t SD

X
n


  

  مساحة القمة

Area* ± RSD%  

  زمن الاحتفاظ

Rt(min)   
طول الموجة 
λ(nm)  

1ppm  0.1ppm  

62.307±0.014 
62.31 62.31 62.30 

4.770 
 6.10 6.10 6.07 

4.771 265 
62.307±0.009 6.090±0.043 6.090±0.284 

64.403±0.014 
64.4 64.4 64.41 

4.767 
 6.8 6.8 6.8 

4.768 269 
64.403±0.009 6.80±0.0 6.80±0 

37.603±0.014 
37.60 37.61 37.60 

4.765 
 3.804 3.801 3.80 

4.768 270 
37.603±0.015 3.802±0.005 3.802±0.055 

47.230±0.066 
47.22 47.26 47.21 

4.767 
 4.709 4.702 4.70 

4.770 350 
47.230±0.056 4.704±0.012 4.704±0.10 

49.704±0.013 
49.7 49.71 49.702 

4.768 
 4.92 4.90 4.90 

4.771 365 
49.704±0.011 4.907±0.029 4.907±0.235 

Rt : 4.7674min, RSD%:0.0381 Rt : 4.7696min, RSD%:0.03 
Flow:0.8ml\min, T:40ºC, Column (C8), Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M) (25:15:60)% 

n=3* :95**: حد الثقة عند مستوى ثقة                .تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين%.  
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بفارق  4.7696mintR:بلغ   0.1ppm) أن متوسط زمن احتفاظ مركب التتراسيكلين9الجدول ( يُلحظ من
للحقنة  %0.03فقط بين القمم الكرموتوغرافية بانحراف معياري نسبي مئوي  0.003minزمني أعظمي وصل إلى 

  تراسيكلينبينما كان متوسط زمن الاحتفاظ العائد لمركب الت نفسها عند الأطوال الموجية المختارة،
1ppm  :4.7674mintR  0.005بفارق زمني أعظمي وصل إلىmin  فقط بين القمم الكرموتوغرافية بانحراف

للحقنة نفسها عند الأطوال الموجية المختارة. لُحظ أيضاً اختلاف في استجابة الكاشف  %0.0381معياري نسبي مئوي 
   ور المتحرك عند الأطوال الموجية المختارة.لناحية ظهور قمة مركب التتراسيكلين والقمم العائدة للط

تباينت مساحات القمم العائدة لمركب التتراسيكلين باختلاف طول الموجة؛ إذ تراوح متوسط مساحات القمم ضمن 
، بينما تراوح متوسط 0.1ppmبالنسبة للتركيز  %0.3) بانحراف معياري نسبي مئوي أقل من 6.8-3.8المجال (

 .1ppmبالنسبة للتركيز  %0.02) بانحراف معياري نسبي مئوي أقل من 64.4-37.6مجال (مساحات القمم ضمن ال
كما هو موضح   λ:265, 269nmن لمركب التتراسيكلين عند طولي الموجة ان متقاربتان أعظميتاسُجلت امتصاصيت

  أفضلهما. 269nmλ:)، وكانت الامتصاصية عند طول الموجة 9في الجدول (
) باستخدام تقانة C8على عمود الفصل ( 0.1ppmوتوغرامات مركب التتراسيكلين ) كرم9يوضح الشكل (

    .HPLC-DADجهاز 

   
a: λ=265nm             b: λ=269nm              c: λ=270nm             d: λ= 350nm        

     e: λ=365nm 
  .400nm-200 ة ضمن مختارة المجالعند أطوال موجي 0.1ppm كرموتوغرامات مركب التتراسيكلين :)9(شكل

  
 دراسة المسح الطيفي لمركب التتراسيكلين على التي تمَّ التوصل إليها سابقاً  المثلى الشروط التحليلية طُبقت

ظهور وبينت النتائج  ،λ=220-400nmضمن المجال  DADكاشف و  )C8(الكروماتوغرافي  الفصل عمود باستخدام
 تميز .)9الجدول(كما هو موضح في  فقط 265,269nm ةطولي الموجيكلين عند لمركب التتراس أفضل امتصاصيتين

بالمقارنة مع مساحات القمم العائدة لمركب  أفضلبمساحة  265,269nm الموجة يطيف القمة المفصولة عند طول
 التتراسيكلين عند الأطوال الموجية الأخرى. 

 مركب التتراسيكلينمفصولة فصلاً جيداً ومميزاً لجيدة وقمة  امتصاصيةظهور  )10( من الشكل أيضاً  لحظيُ 
0.1ppm  عند طول الموجةλ=265nm مساحة القمة المفصولة لمركب  قريبة جداً منمساحة وب، رلطيف المُعتبَّ وفق ا

 نقاوة عالية بطيف ذي λ=265nm فصولة عندقمة مركب التتراسيكلين الم تتميز وقد ، λ=269nmالتتراسيكلين عند
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بلغ عامل نقاوة الطيف العائد لمركب التتراسيكلين قيمته المثلى إذ  ؛اوة الطيف عند الأطوال الموجية الأخرىمقارنةً بنق
  . )10(وموضح في الشكل )10(كما هو وارد في الجدول  λ=265nm الموجة طول ) عند1000(

  
  .C8م عمود الفصل الكروماتوغرافي باستخداعند الأطوال الموجية المنتقاة  0.1ppm نقاوة طيف التتراسيكلين :)10(جدول

365 350  270 269  265  λmax(nm) 
443.85  986.99  978.21  981.6  1000  (purity of peak) نقاوة القمة  
963.28 966.46 880.43 873.61 871.81 (Threshold) العتبة 

 

 
  .m=265nmaxλالموجة  يعند طول 0.1ppm مخطط نقاوة قمة مركب التتراسيكلين ):10شكل(

  
لذلك تكون النتيجة التي توصلت إليها  ،1000 القيمة من نقاوته تُعدّ نقاوة طيف أي مركب مثالية كلما اقتربت

الحصول  أيضاً  مع ضرورة التنويه أنه تمَ  265nmmaxλ= الموجة طول عند هذه الدراسة مثالية لمركب التتراسيكلين
 الأطوالالعائدة للطور المتحرك المستخدم وبنقاوة مقبولة عند  دون أي تداخلات مع القمممن متناظرة وحادة  على قمم

  ).10لجدول (اً لالموجية المختارة وفق
تمَّ The Optimal Flow for Mobile Phase                             التدفق الأمثل للطور المتحرك

لمركب التتراسيكلين ونقاوة مثالية دة جيقمة مساحة  عنده سُجلتالذي  265nmاعتماد طول الموجة في هذه الدراسة 
   .)109 ,(ينالجدولالأطوال الموجية الأخرى كما هو موضح في  معبالمقارنة 

تحديد الشروط بغية   0.1,10ppmبتركيزينحقن محلول عياري لمركب التتراسيكلين  بادئ ذي بدء جرى
في عمود تدفق الطور المتحرك في  ع تغييرمترافقاً م HPLC-DADتقانة مركب على هذا الالتحليلية المثلى لفصل 

السابقة عند طول الموجة  التي توصلت إليها الدراسة التجريبيةالأخرى تثبيت الشروط المثلى الفصل الكروماتوغرافي و 
265nm. 1-0.5تراوحت تدفقات الطور المتحرك ضمن المجالml/min. )النتائج التي تمّ  )11يوضح الجدول

  أفضل شروط فصل لمركب التتراسيكلين.لدراسة التجريبية للوصول إلى اً لوفقالحصول عليها 
 انحراف معياري نسبي مئويب 638.6-635.43 بينالتترسيكلين تراوحت  مركب مساحات متقاربة لقمة سُجلت

بانحراف معياري نسبي مئوي أقل  0.1ppmللتركيز 6.11-6.08ضمن المجال ، و 10ppmللتركيز  %0.06أقل من 
اتوغرافي ايجابياً على زمن تمليص مركب انعكس ارتفاع تدفق الطور المتحرك في العمود الكروم .%0.3من 
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عند تدفق  4.169min:tRالتتراسيكلين في العمود الكروماتوغرافي حيث ظهرت قمة المركب عند زمن احتفاظ 
1ml/min  اً وفقالتتراسيكلين  ةلقمد إلى الفصل الجيمع ضرورة الإشارة  %0.3مئوي أقل من بانحراف معياري نسبي 

 وذلك من ناحيةفي المرافق الخدمية  انعكاساً إيجابياً الزمن  في نخفاضلااهذا . ينعكس )11( الشكل ما هو موضح فيل
 .DAD-HPLCتقانة في الساعة باستخدام  فيها مركب التتراسيكلين يتم تحديد عينات التيالعدد 

السابقة في فصل مركب المثلى مع مجموعة الشروط التحليلية  )C8(ساهم اختيار العمود الكروماتوغرافي 
وهو زمن جيد للتحاليل الروتينية في المراكز الخدمية، التي تقوم  4.17min =t Rالتتراسيكلين عند متوسط زمن احتفاظ 

 ضويةالمحاليل والمذيبات الع استهلاكتوفير في  فضلاً عن  بتحاليل خدمية لطيف واسع من المنتجات الغذائية
  اللازمة.

  
 .265nmعند طول الموجة  تدفق الطور المتحرك مع تغير 10ppm ,0.1تغير متوسط زمن الاحتفاظ ومساحة قمة مركب التتراسيكلين  :)11(جدول

  مساحة القمة

Area* ± RSD%  

X**حد الثقة   

t SD
X

n


  

 الاحتفاظزمن 

Rt* ± RSD% (min)   

X**حد الثقة   

t SD
X

n


  

  مساحة القمة

Area* ± RSD%  

X**حد الثقة   

t SD
X

n


  

 زمن الاحتفاظ

Rt* ± RSD% (min)   

X**حد الثقة   

t SD
X

n


  

Flow 
(ml/min)  

10ppm  0.1ppm  
638.08 638.14 638.10 8.371 8.371 8.371 6.10  6.11  6.09  8.371 8.371 8.372 

0.5 638.107±0.005  8.371±0  6.10±0.164 8.371±0.001 
638.107±0.076 8.371±0 6.10±0.025 8.371±0.007 

635.6 635.63 635.49 7.8 7.805 7.801 6.11  6.10  6.12  7.801 7.803 7.801 
0.6 635.573±0.012 7.802±0.007 6.11±0.164 7.802±0.015 

635.573±0.183 7.802±0.034 6.11±0.025 7.802±0.003 
635.4 635.48 635.42 6.02 6.02 6.02 6.11  6.12  6.09  6.02 6.04 6.02 

0.7 635.433±0.007 6.02±0 6.107±0.250 6.027±0.192 
635.433±0.104 6.02±0 6.107±0.038 6.027±0.029 

635.6 635.91 635.8 4.78 4.78 4.783 6.11  6.11  6.11  4.782 4.784 4.783 0.8 
635.77±0.025 4.781±0.036 6.11±0 4.783±0.021   
635.77±0.391 4.781±0.004 6.11±0 4.783±0.002 

638.59 638.9 638.32 4.58 4.57 4.59 6.10  6.11  6.12  4.584 4.572 4.590 
0.9 638.603±0.045 4.58±0.218 6.11±0.164 4.582±0.2 

638.603±0.722 4.58±0.025 6.11±0.025 4.582±0.023 
635.21 635.76 635.82 4.167 4.167 4.170 6.10  6.07  6.07  4.169  4.169  4.168 1 

635.597±0.053 4.168±0.042 6.08±0.285  4.169±0.014  
  

635.597±0.836 4.168±0.004 6.08±0.043 4.169±0.001 
T:40ºC,column: (C8), λ=265nm, Acetonitrile: methanol: oxalic acid (0.01M)(25:15:60)%  

:n=3* 95**: حد الثقة عند مستوى ثقة                           مركب التتراسيكلينتكرارية حقن المحلول العياري العائد ل%.  
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a:0.1ppm                                                                     b:10ppm 

 .minl1m/عند التدفق  ): كرموتوغرام مركب التتراسيكلين11شكل(
  

التي توصلت إليها  (C8)تراسيكلين باستخدام العمود الكرماتوغرافي جُمعت الشروط المثلى لفصل مركب الت
  ).12النتائج المخبرية في هذه الدراسة في الجدول(

  
 .(C8)باستخدام العمود الكرماتوغرافي   0.1ppm ) الشروط المثلى لفصل مركب التتراسيكلين12جدول(

Rt 
(min)  

  مساحة القمة
Area± RSD%  

  الشروط المثلى

6.420 4.0±0.0 
Acetonitrile: methanol : oxalic acid 

(0.01M)(25:15:60)% 
  الطور المتحرك

4.504 3.960±0.025 40⁰C  درجة حرارة فرن العمود  
4.771 6.090±0.284 1000 265nm   نقاوة

  الطيف
  الأمثل طول الموجة

4.768 6.80±0.0 981.6 269nm  
4.169 6.080±0.285 1ml/min  تدفق الطور المتحرك  

  DAD-HPLCتقانة  وفق C8عمود  باستخدامتكرارية فصل مركب التتراسيكلين 
التي تمَّ لشروط التحليلية المثلى ل اً وفق 0.1ppm بتركيز مركب التتراسيكلين فصل تكرارية )13( يوضح الجدول

-HPLCتقانة ل اً وفق 0.1ppm مركب التتراسيكلين تحديدطريقة  يزتتم. HPLC-DADتقانة ل اً وفق التوصل إليها
DAD 265=الموجة هذه الدراسة عند طول المترتبة عن الشروط المثلى وبتطبيقnmmaxλ لعشرين  بتكرارية جيدة
، في حين سجل 0.019%بانحراف معياري نسبي مئوي  69min4.1 =t Rمتوسط زمن الاحتفاظ  ؛ إذ سجلمُكرر

انحراف معياري بعلى التوالي  0.13و  0.78و   6.09ومتوسط ارتفاعها ومتوسط عرضها قمة الة متوسط مساح
  على التوالي أيضاً. %5.63و  %1.55و  %0.87 نسبي مئوي
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  كروماتوغرافي باستخدام عمود 0.1ppm مركب التتراسيكلينتحديد تكرارية  (13) :جدول
 C8 تقانة ل اً وفقHPLC-DAD لمثلى المترتبة عن هذه الدراسةالشروط ا باعتماد.  

Peak mean ± RSD% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

RT(min) 4.169±0.019 4.170 4.168 4.169 4.170 4.170 4.168 4.169 4.170 4.168 4.170 4.168 4.170 4.168 4.169 4.169 4.169 4.170 4.168 4.170 4.160

Area 6.09±0.87 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10 6.0 6.10 6.10 6.10 6.10 5.90 6.10 6.10 6.10

height 0.78±1.555 0.78 0.77 0.79 0.79 0.77 0.77 0.78 0.8 0.79 0.76 0.79 0.78 0.79 0.79 0.78 0.77 0.76 0.77 0.8 0.79

Width 0.13±5.63 0.13 0.14 0.13 0.13 0.13 0.14 0.13 0.11 0.14 0.13 0.13 0.13 0.13 0.14 0.14 0.13 0.13 0.14 0.12 0.13

 n=20:*تكرارية حقن المحلول العياري العائد لمركب التتراسيكلين.  
  

  the Calibration Curve                                                              : منحني المعايرة
لمُركب  100ppb( 0.001, 0.01, 0.05, 0.1ppm ,50 ,10 ,1( المحاليل العياريةحُضرت سلسلة من 

هذه الدراسة ل اً وفق 100ppb0.1ppmطبقت الشروط المثلى التي تمَّ الحصول عليها باعتماد تركيز التتراسيكلين، و 
جيدة  ظهور قمم بمساحات، وبينت النتائج 0.1ppm -0.001 بتراكيز تراوحت بينعلى تحديد مركب التتراسيكلين 

كما هو  هذه التراكيزلكل تركيز من  min 4.171:tRبزمن احتفاظ  0.0485و  .4780 و 2.232و  4.434 بلغت
   ).14موضح في الجدول (

  
  0.1ppm -0.001): مساحة قمم  مركب التتراسيكلين الموافقة لتراكيز تراوحت بين14جدول (

التتراسيكلين مركب قمةمساحة  )ppm(راسيكلين العياريالتت مركب تركيز  
0.001 0.0485 
0.010 0.478 
0.050 2.232 
0.100 4.434 

-0.001) منحني معايرة مُركب التتراسيكلين الذي تميز بخطية جيدة ضمن مجال 12يوضح الشكل (
0.1ppm  265=عند طول الموجة المُعتمدnmmaxλ وبمعامل الارتباطn coefficient correlatio R²=0.99971 
  .4.171minاحتفاظ عند زمن 

 
  المعايرة لمركب التتراسيكلين: منحني (12)شكل
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في الطريقة التي  هوسرعة تدفقالطور المتحرك   مكوناتتطابقت شروط فصل مركب التتراسيكلين من ناحية 
                   الكروماتوغرافيباستخدام عمود الفصل   HPLC-DADتقانةل اً وفقتوصلت إليها هذه الدراسة  

)250 x 4,6mm id., 5µm (Eclipse XDB- C8  مع طريقة الفصل الموصوفة باستخدام عمود الفصل
]، مع اختلاف في طول الموجة الموافق x 4,6mm id., 5µm (Hypersil C8 ]9 250الكروماتوغرافي (

 365nmmaxλ=كب التتراسيكلين عند طول الموجة للامتصاص الأعظمي لمركب التتراسيكلين، حيث تمّ فصل مر 
، وعند طول 6.7mintR:بزمن احتفاظ   5µm,250 x 4,6mm id(Hypersil C8باستخدام العمود الكرموتوغرافي (

  5µm ,250 x 4,6mm id(Eclipseوفق هذه الدراسة باستخدام العمود الكرموتوغرافي ( 265nmmaxλ=الموجة 
C8 -XDB دقيقتين بزمن احتفاظ أقل بmin69:4.1tR .   

  
                             :توصياتوال ستنتاجاتلاا

عند التركيز  min4.169:tRأفضلية في زمن الاحتفاظ  )12 ,6كما هو موضح في الجدولين ( هذه الدراسة تُظهر -1
0.1ppm  250باستخدام عمود الفصل الكروماتوغرافي x 4,6mm id., 5µm (Eclipse XDB- C8 المقارنة مع زمن ب
 ,.x 4,6mm id 250                    باستخدام العمود الكروماتوغرافي 1ppmعند التركيز  min4.750:tRالاحتفاظ 

5µm (Eclipse XDB- C18في طول السلسلة الكربونية بين عمودي الفصل الكروماتوغرافيين ، نظراً للاختلاف الحاصل 
  المُستخدمين.
 0.1ppmالموافقة لتركيز  6.08) مساحة قمة أفضل 6,12ة كما هو موضح في الجدولين (تبُين هذه الدراس 2-

مرات  10بحوالي (أكبر  1ppmالموافقة لتركيز  7.203بالمقارنة مع مساحة القمة  C8باستخدام عمود الفصل الكروماتوغرافي 
  .C18عن سابقه) باستخدام العمود الكروماتوغرافي 

 ,5(      كما هو موضح في الجدولين 265nmmaxλ=عند طول الموجة  اسيكلين المفصولةتميزت قمة مركب التتر  -3
 390 مقارنةً بنقاوة الطيف C8باستخدام عمود الفصل الكروماتوغرافي  0.1ppmعند التركيز  1000نقاوة عالية  بطيف ذي )10

  .C18ي باستخدام العمود الكروماتوغراف 1ppmوتركيز المفصول عند طول الموجة نفسه 
ضمن مجال من التراكيز تراوح تحديد مُركب التتراسيكلين  -اعتماداً على الشروط المثلى المُترتبة عن هذه الدراسة - تمَّ  -4

0.001-تميز بخطية جيدة ضمن مجال  ياري الموافق الذيعالمنحني ورسم ال، )ppb10-1 ( )0.1 ppm-0.001( بين
0.1ppm  265=طول الموجة المُعتمد عندnmmaxλ وبمعامل الارتباط                correlation coefficient  

R²=0.99971  4.169زمن احتفاظ وmin.  
 x 4,6mm id., 5µm( Eclipse XDB- C8 250تمّ فصل مركب التتراسيكلين باستخدام العمود الكرموتوغرافي ( 5-

                     أقل بدقيقتين بالمُقارنة مع العمود الكرموتوغرافي 169min:4.tR هذه الدراسة بزمن احتفاظل اً وفق
),5µm.250 x 4,6mm id(Hypersil C8  :6.7mintR ]9.[  يعود سبب ذلك على الأرجح إلى الاختلاف في نسب المذيبات

لكل من  %(15:25:60)و Acetonitrile: methanol : oxalic acid %(25:15:60) المتحركالداخلة في تركيب الطور 
   على التوالي. Hypersilو  Eclipse XDB- C8عمودي الفصل 

تحديد الشروط  تهدف إلى في مجال الكيمياء التحليلية كونها الأكاديمية والتطبيقيةتُعد هذه الدراسة من الدراسات  6-
مُعالجة بعض الأمراض عند الكائنات في كمُحفزات نمو و  ستخدمةمُ الضرورية لتحديد النزر المتبقي من الصادات الحيوية الالمثلى 
  في التغذية البشرية.المُستخدمة الغذائية المختلفة  هامنتجاتو  ذات المنشأ الحيواني الحية

ضرورة القيام بأبحاث مماثلة في هذا المجال بغية التوصل إلى طريقة حساسة وسريعة توفر الجهد والزمن اللازمين  7-
    مُماثلة. صادات أخرىالمُتبقي ل افق الخدمية المُهتمة بتحديد النزرفي تحاليل المر 
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