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 عياري   ة جديدة لفصل وتحديد مزيجية كروماتوغرافي  شروط تحليل  
 ة من الستيرولات النباتي  

 أبو حجر  دد. أحم، جمال الحليب
 ة، كلية العلوم، جامعة إدلب *الكيمياء التحليلي  

                                                            الملخص:

  ذات كروماتوغرافيا سائلة عالية الأداء  طريقة  إلى تطوير    البحثيهدف هذا  
ال صلاحيتها    (RP-HPLC)س  و عكمالطور  من  من  والتحقق  مزيج  وتحديد  لفصل 

 ي ة والعشبية، وهفي المنتجات الغذائي    ةأساسي  ناتعد مكو ت    التي ،  ةالستيرولات النباتي  
 التحليل الكروماتوغرافي أجريَ  فرط شحميات الدم.    معالجةالمفيدة في    هابتأثيرات  ةمعروف

 mm 4.6 × 250)أبعاده  Thermo Hypersil™ RP C8 HPLCعمود    واسطةب

I.D.)    جسيمات   حجمية   بنسبة  (الماءالأسيتونتريل:) من    مزيج.   μm 5  بحجم 
الفصل  في    ا  متحرك  ا  طور   استعملَ   %(20:80) الضغط  وضع   Isocraticمتساوي 

Eluent  1.8وبمعدل تدفق mL/min   45عند درجة حرارة°C    20و μL    محقون كحجم  .
جلت الكروماتوغرامات عند طول موجة مام كاشف مصفوفة الص  بواسطة   nm 195  س 

وحد    اعتمادا  على مقاييس الخطية والنوعيةالطريقة    مصدوقية  متي  ق  .  (DAD)الثنائي  
 للمواءمة لتوصيات المجلس الدولي    وفقا    (LOQ)وحد القياس الكمي    (LOD)الكشف  
(ICH) . من  لتحضير العينات سريعإجراء و يقة الموثوقة دقة  عالية، تضمن هذه الطر

الغذائي    الستيرولات  لمحتوى الدقيق    التحديد  أجل المنتجات  والعشبي  في  والزيوت    ةة 
وذلك خلال    المنتجات المدروسة والتأكد منها  ةلمراقبة جودة وسلامة وفعالي    ةالنباتي  

 .دقيقة 23لا يتجاوز  زمن تحليل

المفتاحية:   النباتي  الكلمات  تحليلي    تطوير،  ةالستيرولات  الجودة،  ةطريقة  ، مراقبة 
  DADكاشف  ،قيةالمصدو  س،لة عالية الأداء ذات الطور المعكو سائكروماتوغرافيا 
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Abstract:  
This research aims to develop a reverse-phase high-

performance liquid chromatography (RP-HPLC) method and validate 

its suitability for the separation and identification of a mixture of 

phytosterols, which are key components of food and herbal products 

known for their beneficial effects in managing hyperlipidemia. 

Chromatographic analysis was performed using a Thermo Hypersil™ 

RP C8 HPLC column (250 × 4.6 mm I.D.) and 5 µm particle size. A 

mixture of (Acetonitrile:Water) in a ratio of (80:20)% was used as the 

mobile phase under isocratic elution conditions, with a flow rate of 1.8 

mL/min at a temperature of 45°C and 20 μL as an injection volume. 

The chromatograms were recorded at 195 nm using Diode Array 

Detector (DAD). Validation of the method was evaluated based on 

linearity, specificity, limit of detection (LOD), and limit of 

quantification (LOQ), according to the guidelines of the International 

conference on Harmonization (ICH). This reliable method ensures 

high accuracy and a rapid sample preparation process for the precise 

determination of sterol content in food products, herbal formulations, 

and vegetable oil, facilitating quality, safety, and efficacy monitoring, 

all within an analysis time of no more than 23 minutes. 

 

Keywords: Phytosterols, Analytical method development, Quality 

control, RP-HPLC, Validation, Detector (DAD) 
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                                                     المقدمة: 1-
Introduction 

ة على أنها مجموعة من المركبات موجودة بشكل طبيعي ت ع رف الستيرولات النباتي       
النباتات مثل الخضراوات والمكسرات والبذور الزيتون والزيوت   وزيت  والبقوليات  في 

 -ة، وتوجد في عدة أشكال وأكثرها شيوعا  في النظام الغذائي البشري هي بيتا النباتي  
وستغماستيرول   Campesterolوكامبيستيرول    β-Sitosterol    سيتوستيرول

Stigmasterol  (Weihrauch & Grander, 1978)  ،موجودة في ال  وهذه الستيرولات
بالكوليست  النباتات الكيميائي يشبيهة  التركيب  ناحية  من  له  ومماثلة  رول 
استقلابه ن قادرة على تخفيض امتصاصه و وبذلك تكو   ،(Ogbe et al., 2015)والوظيفة

 في   الةفع    بالستيرولات  الغنية  الغذائية  الأنظمة  ت عد  .(Smet et al., 2012)في الجسم
 دون   الدم  شحميات  فرط  من  يعانون   الذين  الأطفال  عند  الكلي   الكوليستيرول  خفض

وقد و جد أن استهلاك المكملات الستيرولية   . (Garoufi et al., 2014)كبيرة  سلبية  آثار
يوميا  يمكن أن يؤدي إلى انخفاض الغليسيريدات الثلاثية   gr (2.5-1.6)ة بنسبة  النباتي  
كما أن الاستهلاك اليومي للستيرول النباتي  ،  (Demonty et al., 2013)   %6بنسبة

(2-3) gr  مستويات ي خفض  أن  -5)بنسبة    LDL-C  الضار  الكوليستيرول  ممكن 

ستهلكة في مجموعة متنوعة من الأطعمة الم    الستيرولاتقد تكون زيادة كمية  ، و %(15
الكوليست  مستويات  لخفض  مهمة  التاجية يطريقة  القلب  أمراض  من  والوقاية    رول 

(Rawal et al., 2015) .    هاما  في تنظيم   وظيفة مهمةة  الستيرولات النباتي    تؤديإذ
،  (Raju et al., 2013)الأكسدة والدهون في الدم وتظهر خصائص مضادة للسرطان

ة حاليا  لكونها ة والدوائي  هاما  في الصناعات الغذائي    وظيفة مهمةالستيرولات    تؤديكما  
، كذلك  D)ت ع د البادئات لبعض الجزيئات الحيوية مثل الإرغوستيرول )مولد فيتامين  

الفلافون   تستعمل وهرمون  الكورتيزون  تصنيع  يسجل (Hartmann, 1998)في  لم   .
تناول الستيرولات أي آثار جانبية عند استهلاكها إلا في حالات استثنائية لدى المرضى 

لذا    .Phytosterolemia  (Calandra et al., 2011)  فيتوستيروليميابفرط  المصابين  
 بسلامته واوصت بتوسيع إجراء    (FDA)مريكية للغذاء والدواء فقد صرحت الهيئة الأ

وفوائد الستيرولات وبعض الأطعمة التقليدية    الدراسات للتعرف على الآثار الصحية
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عن طريق تعديل المدخول الغذائي اليومي للمادة المحددة حسب الضرورة   الغنية بها
الستيرولات   IUPAC (1989)فقا  لتوصيات  و   .(FDA, 2010)للمنفعة المطالب بها

من حيويا   مشتقة  الجزيئي،  الوزن  عالية  أليفاتية  مركبات  عن   السكوالين   عبارة 
Squaleneالمميزة بأربع حلقات متصلة  ، تحتوي على نواة الستيرول   Tetracyclic 

Perhydro-Cyclopentano-Phenanthrene    بم رقمة   (A, B, C, D)  ترقيم مع 
القياسي   ثلاث حلقات   C-3  عند ذرة الكربون تحمل مجموعة هيدروكسيل  و الكربون 

، ولكنها  (1)كما في الشكل    (D)والحلقة الرابعة خماسية    (A, B, C)فيها سداسية  
ذرة   عند  الجانبية  السلسلة  في  غير    C-24تختلف  الثنائية  الروابط  وتركيب  وموقع 

 Azadmard-Damirchi)ي حول ذرة الكربون غير المتناظرة  المشبعة والتدوير البصر 

& Dutta, 2010) .     

 
 IUPAC لنظام ا  وفقة ّ  للستيرولات النباتي ة العامةالبنية الكيميائي  : (1)الشكل 

من        مجموعة  لفصل  التحليلي    الطرائقط و ِّرت    في   الستيرولات  وتحديدة 
C13-و  TLCكروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة    تقانات  بواسطةة  ّ  عشبي ال  الم ستخلصات

NMR  وNMR-H1    والتحليل الطيفي بالأشعة تحت الحمراءIR  ., et al(Potawale 

2014)  (Mishra et al., 2016)  (Chakraborty et al., 2023)  (Suhartati & 

Yandri, 2021)  (Ahmed et al., 2021)  (Sangwan, 2019)  (Okoro et al., 

من    كما.  (2017 العديد  كاشف    HPLC  طرائقط و رت  مع  في   UVبالاقتران 
 ,.Vemuri et al)  (Solich et al., 2017)ة  والمكملات الغذائي    ةالم ستخلصات النباتي  

2018)  (Hryniewicka et al., 2020)  (Khonsa et al., 2022)  (Lee et al., 

البذور كذلك في  و ،  (Qi et al., 2019)  (Saleh, 2021)ةّ  الزيوت النباتي في  و ،  (2015
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 ,.Kornsteiner-krenn et al)  (Delgado-Zamarreno et al., 2009)والمكسرات

دَتكما  .  (2013 دِّ بالاقتران    HPLC  تقانة  بواسطةة  الزيوت النباتي  الستيرولات في    ح 
الفلورة  تقانة   (Mo et al., 2013)  استعمل.  FLD  (Ito et al., 2017)  مع كاشف 

HPLC-MS  كاشف التأين الكيميائي   مع  APCI  ا  زيت  14في  ستة ستيرولات    لتحديد  
كذلك ح ددت .  HPLC-ELSD  (Warner & Mounts, 1990)وأيضا  كاشف  ،  ا  غذائي

في البذور والمكسرات   وأيضا  ،  (Pop et al., 2012)زيوت بذور اللفتالستيرولات من  
-GCتقانة    استعملت.  HPLC-MS  (Vecka et al., 2019)كاشف    بواسطةوالحبوب  

MS    ة والمكسرات والمكملات الغذائيةّ  في الزيوت النباتي لتحديد الستيرولات(Deme 

et al., 2021)  (Li et al., 2023)  (Matthäus & Özcan, 2020)  ،   استعملوأيضا  
 GC-FID  (Hossain & Jayadeep, 2020)  (Islam et al., 2017)  (Silvaكاشف  

et al., 2020) . 
 Apparatus and Chemical Materials     :الأجهزة والمواد المستخدمة  1-1

Used 
 Apparatus and                                       :الأجهزة والأدوات1.1-1 

Tools 
DAD- 3000كاشفزود بالم    UHPLC+ جهاز الكروماتوغرافية السائلة عالية الأداء   -

(190 - 800) nm     شركة إنتاج   Dionexنموذج    Thermo Scientificمن 

(RS) +UltiMate 3000 UHPLC  .  د بمضخة تحليلي وأعمدة فصل ة وحاقن آلي  م زو 
وفق    Å 120ا  على سيليكا مسامية وذات حجم مسامات  طعمة كيميائي  م    ةكروماتوغرافي  

   . C8 (150×4.6 mm, 5 µm)  ،C8 (250×4.6 mm, 5 µm)             الآتي:
على    حمام   - يعمل  الصوتي  مائي  فوق  شركة    Ultra Sonicة  الأمواج  إنتاج  من 

Wincom  الصينية نموذجWT-615HTD . 
من إنتاج شركة   gr 220وسعة قياس قصوى    mg 0.1بدقة  ميزان تحليلي حساس    -

Sartorius نموذج  لمانيةالأQUINTIX224-1S . 
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متغيرة الحجم ذات سعات مختلفة إنتاج  Micropiptteآلية   دقيقة ماصات حجمي ة  -
الصينية، وهذه الماصات يمكن التحكم بحجمها عن طريق معدلة   JOANLABشركة  

 الحجم.

 .الألمانية  ISOLABمن إنتاج شركة µm 0.45 ذات أبعاد مرشحات ميكرونية -

 Chemical                                   الكيميائية المُستخدمة:المواد    2.1-1

Materials 
كيميائي ة  استعملت      موادا   البحث  هذا  درجة    في  من  النقاوة  والماء GRعالية   ،

  .في جميع مراحل التحضير  ستخدم ثنائي التقطيرالم  
  سيتوستيرول   -ن من )بيتاوالمكو    %95 ≤النقاوة    مزيج ستيرولي عياري ذي  استعمل

S)S-β(  70.69%   ،ستغماستيرول  (STS)  9.12%،  كامبيستيرول  (CAS)  14.55%، 

 .Salus( من إنتاج شركة 0.82% (BRS) براسيكاستيرول
من    98 ≤بنقاوة    مكونات المزيج السابقلكل من  إفرادية  مواد عيارية    استعملتكذلك  

 . Solarbio إنتاج شركة
 Preparation of                                   تحضير المحاليل:        2-1

Solutions 
 : ة المحاليل العيارية الأم للستيرولات النباتي   1.2-1
من    أربعة  تر ض  ح        أم  عيارية  النباتي  محاليل                   بتركيز   العيارية   ةالستيرولات 

1-mg.mL 3    مادة كل  من  اللازم  الوزن  الوزن   ح سب)عيارية  بإذابة  أساس  على 
رة حض  المحاليل الم    تفظح  ثم    .للحصول على التركيز المطلوب  في الميتانول  الجاف(

 .الاستعمالفي عبوات محكمة الإغلاق لحين 
   المزيج الستيرولي العياري:محلول  2.2-1
زنَت كمية        ضعت في دورق حجمي سعة من    mg 70.73و        المزيج العياري، ثم و 

50 mL  20، وأ ضيف إليها mL    وح رِّكت جيدا  حتى تمام الانحلال، ثم  الميتانول  من
ع    ثمحتى الدائرة العيارية،  بالميتانول  أ كمِّل الحجم   ضِّ جهاز الأمواج فوق   المحلول في و 

لمدة  الصوتي   وبذلك    min 15ة  الانحلال،  تمام  التراكيز: حتى  على                             نحصل 
1-µg.mL 11.6, 205, 129, 1000)(  لـ  SS-β وSTS  وCAS  وBRS  على الترتيب  ،

  .الاستعمالوي حفظ المحلول في عبوة محكمة الإغلاق لحين 
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    and Discussion                         :         النتائج والمناقشة  2-
Results 

 ة:  الستيرولات النباتي  تطوير الطريقة الكروماتوغرافية لفصل   1-2
Development of the Chromatographic Method for Separating 

Sterols  

ة بغية الكشف إمكانية فصل مزيج من الستيرولات النباتي  د رِّسَت في هذا البحث       
ة بعض الشروط الكروماتوغرافي  وذلك بعد وضع    ،HPLC  تقانة  بواسطة  عنها وتحديدها

ة  ة الخاصة بدراسة الخواص الفيزيائي  في اختيارها على الدراسات المرجعي    اعتمدتالتي  
على كفاءة عملية  ، وذلك  (Abidi, 2001)لكل من الستيرولات المدروسة  ةوالكيميائي  
زمن الاحتفاظ  و   Areaة  وعلى مساحة القمة الكروماتوغرافي    Reslution (Rs)الفصل  

(Rt) Retention time    ومعامل التذييل للقمة)f(T Tailing Factor    تسمح بتحقيق
 هذه الدراسة.

        نسبة مزج الطور المتحرك الأمثل:طول العمود و اختيار  1.2-2
 ,Abidi)  مراجعة  بعدمزج  الالطور المتحرك ونسبة  مكونات  تحديد  العمل على  تم       

قن    إذ  (2001 ر في الفقرة    من  µL 20ح   (1-2.2)المزيح الستيرولي العياري الم حض 
 ℃40عند درجة الحرارة    nm 195وطول موجة الكاشف    mL/min 1.8بمعدل تدفق  
الكروماتوغرامات الموافقة لفصل مزيج الستيرولات العياري  فيما يلي  .  كشروط أولية

  الأعمدة المدروسة:مع  بنسب مزج ثابتة لطور المتحركمختلفة ل تراكيب بواسطة
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مزيج اللفصل  : الكروماتوغرام الموافق(2)الشكل 

بنسبة  )أسيتونتريل:ميتانول( بواسطةالعياري 
 C8 (150 mm)مع العمود  (50:50)مزج 

مزيج اللفصل  : الكروماتوغرام الموافق(3)الشكل 
بنسبة مزج   )أسيتونتريل:ميتانول( بواسطةالعياري 

 C8 (250 mm)مع العمود  (50:50)
  

  
مزيج اللفصل  الكروماتوغرام الموافق: (4)الشكل 

بنسبة مزج    ميتانول:ماء() بواسطةالعياري 
 C8 (150 mm)مع العمود  (50:50)

مزيج اللفصل  : الكروماتوغرام الموافق(5)الشكل 
بنسبة مزج  ماء( )ميتانول: بواسطةالعياري 

 C8 (250 mm)مع العمود  (50:50)
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مزيج اللفصل  الكروماتوغرام الموافق: (6)الشكل 

بنسبة مزج   :ماء()أسيتونتريل بواسطةالعياري 
 C8 (150 mm)مع العمود  (50:50)

مزيج اللفصل  : الكروماتوغرام الموافق(7)الشكل 
بنسبة مزج  ماء( :أسيتونتريل) بواسطةالعياري 

 C8 (250 mm)مع العمود  (50:50)

 استعمال عند  )أسيتونتريل:ماء(  هو  لطور المتحركأن أفضل مزيج ل  النتائج  نتبي       
كون نتائج الفصل والتباين وزمن الاحتفاظ كانت    C8 (250×4.6 mm, 5 µm)العمود  

لذا تم العمل على دراسة نسبة     C8 (150×4.6 mm, 5 µm)أفضل مقارنة  مع العمود
دراسة بعد سلسلة من التجارب العملية و   المزج الم ثلى له بما يحقق أفضل الشروط. 

المتحرك و الكروماتوغرامات   الطور  جملة  للأسيتونتريل في  المئوية  النسبة  زيادة  مع 
 نستنتج:

 تناقص زمن الاحتفاظ للقمم الأربع الموافقة لمكونات المزيج العياري. 1 -
 الموافقة لمكونات المزيج العياري. 4, 3 ,2تناقص في تباين القمم  2 -

الطور المتحرك على تحسين فصل بعض القمم ولكنها    مزيجة في  تعمل الزيادة المائي    إذ
من نسبة   لنا على فصل تام تقريبا  ابتداء  قد حص  .الاحتفاظ بها  منز من    تزيد أيضا  

ح في الأشكال  %70الأسيتونتريل   لدراسة تأثير تغير تركيب    (10-8)، وكما هو موض 
على كلٍ من زمن الاحتفاظ للستيرولات المدروسة )أسيتونتريل:ماء(    الطور المتحرك

 ومدى تناظر القمم وتأثيرها على القدرة على الفصل.  
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  ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير تباين القمم الكروماتوغرافي  (8)الشكل                

 في الطور المتحرك %ACNبدلالة نسبة 

 
 ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير معامل تذييل القمم الكروماتوغرافي  (9)الشكل 

 في الطور المتحرك %ACNبدلالة نسبة 

 
 ة المفصولة : المنحني البياني الممثل لتغير زمن الاحتفاظ للقمم الكروماتوغرافي  (10)الشكل       

 في الطور المتحرك %ACNبدلالة نسبة 
الشكل        نتائج  الأسيتونتريل   (8)نلاحظ من  نسبة  الطور    أن زيادة  ضمن مزيج 

المتحرك يقود لتناقص التباين تدريجيا ، كما أدى إلى تناقص معامل التذييل عموما  مع 
ح في الشكل  ( ال4بعض الاستثناءات )القمة   وبالرغم من أن انخفاض زمن   ،(9)موض 
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وأن مزيج الستيرولات   (10)كان ملحوظا  في الشكل  الأسيتونتريل  الاحتفاظ بزيادة نسبة  
يتجاوز   لا  زمن  خلال  فصله  تحليلي    min 25يمكن  ميزة  لأنها وهي  القيمة  فائقة  ة 

أنه   إلا  كثيرا ،  التحليل  زمن  المتحرك   اختيرت تخفض  للطور  المزج   نسبة 
يكون زمن الاحتفاظ مقبول نوعا  ما مع إشارة تحليلية   إذ  %(20:80))أسيتونتريل:ماء(  

للقمة   كبير  تذييل  معامل  مع  التباين  قيمة  ارتفاع  من  بالرغم  المعالم    . (1)واضحة 
هذه النسبة في التجارب اللاحقة على أن نعمل لاحقا  على إنقاص   استعمالاعتمدنا  

  .التباين والتذييل
 دراسة تأثير درجة الحرارة على عملية الفصل الكروماتوغرافي:  3.2-2
للمواد    تسَ رِّ د        الكروماتوغرافي  الفصل  عملية  كفاءة  على  الحرارة  درجة  تأثير 

ت ثبت   بها، بحيث  الخاصة  القمم وتناظرها وأزمنة الاحتفاظ  المدروسة وعلى مساحة 
  ونسب مكونات مزيج الطور المتحرك(.الشروط الكروماتوغرافية )نوع عمود الفصل  

بفاصل حراري   ℃(55-25)عمود تدريجيا  ضمن المجال الحراري  الدرجة حرارة    ترفع
 ,Area, Rtر سمت العلاقة بين تغيرات  الكروماتوغرام الناتج في كل مرة.  وسجلنا  ℃5

 S, RfT 11-14(تغير درجة حرارة العمود كما هو م بي ن بالأشكال  بدلالة(: 

 
بدلالة تغيرات درجة حرارة   ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لمساحة القمم الكروماتوغرافي  (11)الشكل 

 العمود
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  ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير زمن الاحتفاظ للقمم الكروماتوغرافي  (12)الشكل             

 بدلالة تغيرات درجة حرارة العمود 

 
 ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير تباين القمم الكروماتوغرافي  (13)الشكل                

 بدلالة تغيرات درجة حرارة العمود 

 
 ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير معامل تذييل القمم الكروماتوغرافي  (14)الشكل 

 بدلالة تغيرات درجة حرارة العمود 
من مساحة بشكل طفيف  ل قل  أن زيادة درجة الحرارة ت  نلاحظ من النتائج السابقة       
درجة الحرارة تتناقص  أنه بارتفاع  ة العائدة للمواد المدروسة، كما  الكروماتوغرافي  القمة  

ة من ة، وبالتالي تتقارب القمم الكروماتوغرافي  قيم أزمنة الاحتفاظ للقمم الكروماتوغرافي  
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وقد ي عزى سبب تناقص  يحدث تداخل ما يؤثر سلبا  على جودة الفصل،  و بعضها،  
أزمنة الاحتفاظ لانخفاض لزوجة الطور المتحرك بارتفاع درجة حرارة العمود وزيادة  

لة، كما يمكن أن ي ضعف من ارتباط المادة المفصولة مع الطور  انتشار المادة الم حل  
رع بفصلها   للمركبات على الطور الساكن تتناقص    التوزيعن مفعول  إ  إذالساكن ويس 

لدراسة العلاقة البيانية بين تغير درجة الحرارة    (14-13)ومن دراسة الأشكال    قيمته.
ولكن    f(T ≤ (2  (1)بدلالة معاملات التباين والتذييل، وجدنا أن معامل التذييل للقمة  

 (1.360)و  (1.423)كانت    ℃55و  ℃50عند درجتي الحرارة    (3)و  (2)تباين القمتين  
الترتيب اختيرت،  (Rs ≤ 2)  على  ثم  القيمة    ومن  الم ثلى عند  الحرارة   ℃45درجة 

مع زمن احتفاظ منخفض بالمقارنة مع درجات    (2.447)لموافقتها لمعامل تباين مناسب  
 لازدياد تناظر القمم. إضافة  ضل وتصبح قدرة العمود على الفصل أف الحرارة الأدنى، 

 :المتحرك الطور تدفقمعدل  تأثير دراسة4.2-2 
 (2.2 ,2.0 ,1.8 ,1.6 ,1.4)بتدفقات الفصل  عمود خلال المتحرك الطور م رر      

mL/min     المتحركمن أجل  الفصل عملية مراقبةثم   ،دراسة تغيرات تدفق الطور 

عند الأخرى   ة المدروسةالشروط الكروماتوغرافي   بتثبيت المدروسة الكروماتوغرافي للمواد
ة  ولدراسة تأثير تغير تدفق الطور المتحرك على أهم المقادير الكروماتوغرافي    كل تدفق.

بدلالة تغير تدفق الطور المتحرك كما   Rs fArea, Rt, T ,ر سمت العلاقة بين تغيرات  
 :(18-15)هو م بي ن بالأشكال 

 
 بدلالة تغيرات معدل التدفق   ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لمساحة القمم الكروماتوغرافي  (15)الشكل 
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    ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير زمن الاحتفاظ للقمم الكروماتوغرافي  (16)الشكل   

 بدلالة تغيرات معدل التدفق 

 
           ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير تباين القمم الكروماتوغرافي  (17)الشكل               

 بدلالة تغيرات معدل التدفق        

 
   ة المفصولة: المنحني البياني الممثل لتغير معامل تذييل القمم الكروماتوغرافي  (18)الشكل                

 بدلالة تغيرات معدل التدفق      
من خلال النتائج السابقة نجد أن إنقاص معدل تدفق الطور المتحرك يوافق زيادة       

ح في الشكل  وض  كما هو م    ة العائدة للمواد المدروسةفي مساحة القمم الكروماتوغرافي  
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كذلك أنه بازدياد تدفق الطور المتحرك تنقص أزمنة الاحتفاظ للقمم المفصولة ،  (15)
التحليل،   جمعيها  ما يؤدي لخروجها من العمود بشكل مبكر والذي يزيد من سرعة 

نجد   كانت   (3)و  (2)للقمتين    mL/min (2.2 ,2.0)  تدفق أجل من التباينأيضا  
أنه عند تدفق    (1.783)و  (1.706) كان    mL/min 1.8على الترتيب، كذلك وجدنا 

للقمة   التذييل  الأشكال    (1)معامل  وفق  يمكن  ما  فإنها ،  (18-17)أصغر  ثم    ومن 
تتحسن قدرة العمود على الفصل إضافة  إلى أن القمم المفصولة تصبح أكثر تناظرا   

تبي ن النتائج أن قيمة تدفق الطور المتحرك التي أعطت أفضل قيم لبارامترات    وحدة.
حقق فصلا  جيدا  كما أدى أيضا  إلى تناقص التباين   إذ ،mL/min 1.8الفصل كانت 

 ضغوط المنخفضة التسمح    ومن ثم فإنهاوالذي ترافق مع تناقص زمن التحليل الكلي،  
إلى   للعمود للوصول  المتحرك  للطور  العالية  التدفقات  قيم  ونتائج   عند  أعلى   كفاءة 
 . أسرع

  : رةطو  المثلى للطريقة المُ   الكروماتوغرافية  الشروط
الكروماتوغرافي        الشروط  أهم  الفصل من خلال بعد دراسة  المؤثرة على عملية  ة 

تأثير  الكروماتوغرافي  ع  هاتحديد  المقادير  بعض  الجدول  ة،  لى  الشروط   (1)يعرض 
 لمكونات المزيج الستيرولي. ا  ة والتي ت عطي فصلا  مثالي  الكروماتوغرافي  

 HPLCمكونات المزيج الستيرولي بتقانة ثلى لفصل ُّ ة الم: الشروط الكروماتوغرافي  (1)الجدول 
 C8 (250×4.6 mm, 5 µm) العمود الم ستعمل

 (80:20) (ACN:Water) نسبة مزج الطور المتحرك 

 45 (C°) درجة حرارة العمود 
 mL/min 1.8معدل تدفق الطور المتحرك 

 nm 195طول موجة الكاشف 
 µL 20حجم الحقنة 

الشكل        ح  المزيج الموافق  الأمثل    م الكروماتوغرا  (19)وي وض  مكونات  لفصل 
في هذا البحث،   اختيرتة الم ثلى التي  بعد تطبيق الشروط الكروماتوغرافي  الستيرولي  

 ة. كروماتوغرام تكون فيه القمم مفصولة عن بعضها البعض ومثالي  حصلنا على    حتى 
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   بعد تطبيق HPLCمكونات المزيج الستيرولي بتقانة ماتوغرام الأمثل الموافق لفصل : الكرو (19)الشكل 

 الشروط المدروسة المُثلى 
رة في هذا البحث، الجديدة الم طو    ةسيتم اعتماد الشروط الكروماتوغرافي  وبالتالي       

النباتي   الستيرولات  وتحديد  اللفصل  خطوات  إجراء  بعد  وذلك  ة  التحليلي    قيةمصدو ة 
 رة.للطريقة الم طو  

         ة:قية الطريقة التحليلي  التحقق من مصدو  3-2
  Validation of the analytical method 

التحليلي  تتطل        الطرائق  وقد ب  صلاحيتها،  من  التحقق  دراسة  إجراء  المبتكرة  ة 
ضعت قواعد ومتطلبات دراسة التحقق من صلاحية الطرق التحليلي    المجلس ة من قبل  و 

 الذي يتحدث عن معايير التحقق التالية: (ICH)الدولي للمواءمة 
 /Selectivityة:                                     لنوعي  لانتقائي ة/ا ا1.3-2 

Specificity 
من        التأكد  التحليلي    نوعي ة/ةانتقائي  بغية  المطو  الطريقة  من  ة  مزيج  تحديد  في  رة 

النباتي   البعض،    ةالستيرولات  بعضها  عن  كل  وفصلها  من  عياري  محلول  حقن  تم 
وذلك بتطبيق الشروط  بتركيز مطابق لتركيزه في المزيج الستيرولي    ستيرول إفردايا  
 ليتم الحصول على الكروماتوغرامات الموضحة أدناه: ة الم ثلى الكروماتوغرافي  



 2025لعام  2العدد  8المجلد مجلة بحوث جامعة إدلب                                                      
 

780 
 

 
 µg.mL 11.6-1بتركيز العياري  BRS تحديدلالكروماتوغرام الموافق : )20(الشكل 

 
 µg.mL 205-1بتركيز  العياري  CAS تحديدلالموافق  الكروماتوغرام: )21(الشكل 
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 µg.mL 129-1بتركيز العياري  STS تحديدل: الكروماتوغرام الموافق )22(الشكل 

 
 µg.mL 1000-1بتركيز العياري  SS-β تحديدل: الكروماتوغرام الموافق )23(الشكل 

الموافق للمزيج العياري المحقون حيث نلاحظ   الكروماتوغرام  (19)وي وضح الشكل       
وهي توافق قمة   min 880=14.1Rtأنه أعطى أربع قمم مفصولة تماما  الأولى عند  

BRS    والثانية عند  )20(العيارية الشكل ،min 569=16.2Rt   وهي قمةCAS    العيارية
العيارية    STSوهي توافق قمة   min 494=18.3Rt، أما القمة الثالثة عند)21(الشكل  
العيارية    SS-βوهي قمة   min 835=20.4Rt، وأخيرا  القمة الرابعة عند  )22(الشكل  
الأربعة في المزيج العياري تملك أزمنة احتفاظ   ، وبالتالي كانت الستيرولات(23)الشكل  

جدول   قيم  خلال  ومن  الإفرادية،  للكروماتوغرامات  الاحتفاظ  أزمنة  مع  متطابقة 
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الكروماتوغرافي   لملاءمة  المعاملات  القبول  بمعايير  تفي  أنها  تأكيد  تم  ة 
حيث أن عدد الصفائح    (USP47-NF42, 2024) (Dadhich et al., 2020)النظام

fT يل  ي، أما معامل التذ  Rs≤ 5.1، وكذلك التباين N > 2000النظرية للقمم الأربعة  

كما لوحظ أنه لا يوجد أي ،  β-SSـ  العائدة ل  (4)مع التأكيد على مثالية القمة    2 ≥
ها أو مع أي قمة من القمم  تداخل بين أي قمة من قمم الستيرولات الأربعة مع بعض

ة في حين نلاحظ أن جميع الكروماتوغرامات السابقة ت بدي قمة كروماتوغرافي    الأخرى،
للمادة، وهي قد تعود لمركبات مرافقة أو شوائب  القمة الرئيسية  مفصولة تماما  عن 

الم ستخدم )الميتانول( فقط ضمن التمديد  م حل  الم حل، وللتأكد من ذلك تم حقن    ضمن
ح بالشكل الشروط الكروماتوغرافي   ض   .  (24)ة سابقة الذكر والمو 

 
 ة المُثلى المدروسة : كروماتوغرام مُحل التمديد بتطبيق الشروط الكروماتوغرافي  (24)الشكل 

كروماتوغرافي        قمة  يمتلك  أنه  التمديد  لم حل  الموافق  الكروماتوغرام  عند ة  أظهر 
Rt=4.815 minعلى عملية الفصل. ر، وهي لا تؤث 

 منحني المعايرة ومدى الخطية:   2.3-2
 Linearity and Calibration Curve Range  

 القمة الكاشف )مساحة إشارة لتغيرات الخطي  لدراسة خطية الطريقة ر سم المجال     

 من سلاسل أربعة  رتض  ح  العيارية الأربعة.    الستيرولات بدلالة تركيز ة(الكروماتوغرافي  

بتراكيز متزايدة م قد رة بالـ   ,β-SS, STS)  CAS,  (BRS  لكل ستيرول العيارية المحاليل
1-g.mLµ    الفقرة في  رة  الم حض  الأم  العيارية  المحاليل  من  انطلاقا   .  ).21-1(وذلك 

جهاز   ضمن  قنت  ح  ثم  تركيز،  كل  من  م كررات  خمس  رت  بتطبيق    HPLCح ض 
المتوس أ خذ  ثم  ومن  رة  المطو  منها. الشروط  لكل  القمم  لمساحة  الحسابي  تعرض   ط 
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للتراكيز    الكروماتوغرامات  (28-25)الأشكال   العيارية  للسلاسل  الموافقة  المتراكبة 
 المختلفة للستيرولات العيارية.

 
 بعد تطبيق الشروط المُثلى β-SSر عن المجال الخطي لتراكيز : الكروماتوغرام المُعب  (25)الشكل 

 
 بعد تطبيق الشروط المُثلى STSر عن المجال الخطي لتراكيز : الكروماتوغرام المُعب  (26)الشكل 
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 بعد تطبيق الشروط المُثلى CASر عن المجال الخطي لتراكيز  : الكروماتوغرام المُعب  (27)الشكل 

 
 بعد تطبيق الشروط المُثلى BRSر عن المجال الخطي لتراكيز : الكروماتوغرام المُعب  (28)الشكل 

العيارية        المنحنيات  تغيرات  وبرسم  بين  العلاقة  ت مث ل  القمة التي  مساحة 
 الموافقة لمتوسط كل تركيز بدلالة تغير التراكيز لكل منها وذلك لتحديد  ةالكروماتوغرافي  

 :(32-29)الأشكال  ت بي ن كما ستيرول لكل بالنسبة الأفضل التحليلي  المجال
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 STS تحديدالخطي لالمنحني  :(30الشكل ) β-SS تحديدالخطي لالمنحني  :(29) الشكل

  
 BRS تحديدالخطي لالمنحني  :(32) الشكل CAS تحديدالخطي لالمنحني  :(31الشكل )

نلاحظ من معادلة المنحني الخطي ومن قيمة معامل الارتباط لنقاط المستقيم       
 حة القمة مما يثبت خطية الطريقة.وجود علاقة ارتباط قوية بين التركيز ومسا

 Validation of Lower Range   ود المجال الأدنى:    التحقق من حد   3.3-2

Limits 
 ,LOQ   (Rajmane & Shindeوحد التحديد الكمي  LOD تم حساب حد الكشف     

قيمة    ،(2023 حسبنا  ضمن    SDحيث  تقع  لتراكيز  العيارية  المنحنيات  تكرار  بعد 
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، أدناه  (2)وتم تضمينها في الجدول    المجال الخطي بعد قياس كل تركيز خمس مرات
حيث تم تحديد العوامل الكمية للستيرولات العيارية من معطيات الخط البياني العياري 
محور  مع  التقاطع  ونقطة  الارتباط  ومعامل  الميل  تحديد  تم  حيث  مكررات  لخمس 

 .وكذلك الاسترجاعية المساحة
 رةطو  ة المُ ة لتحديد الستيرولات المدروسة بالطريقة الكروماتوغرافي  (: المعاملات التحليلي  2الجدول )

                                                                       :الاستنتاجات 3-
Conclusion 

سائلة  باستخدام تقانة الكروماتوغرافيا ال  روماتوغرافي ك  ع نيت الدراسة بطريقة تحليل      
الأداء   كاشف    (RP-HPLC)  المعكوسالطور    ذاتعالية  مع   DADبالاقتران 

 ة الم ثلى وط الكروماتوغرافي  ر بالوصول إلى الش  متساوي الضغطوضع الفصل  باستخدام  
ة بالدقة والحساسية  تميزت الطريقة التحليلي  ،  ةلفصل وتحديد مزيج من الستيرولات النباتي  

  وفقا    الكمي   والتحديدلحدود الكشف    ا  مع قيم منخفضة نسبي  ممتازة تكرارية  و العاليتين،  
الدولي   المجلس  ذلك،    .(ICH)  للمواءمةلتوصيات  إلى  طريقة  بالإضافة  امتازت 

وطرائق   التحضير  ومحاليل  تقانات  عن  والابتعاد  بالسهولة  العينات  تحضير 
  في بيئات مراقبة الجودة   تطبيق الطريقة  ةمما يعزز قابليالاستخلاص المعقدة والمكلفة  

 β-SS STS CAS BRS ( Parameter) المعامل
 المجال الخطي 

)1-(µg.mL 
10 - 2000 10 - 2500 5 - 1500 5 - 1000 

 Y = 5604.9X معادلة المستقيم

+ 40330 

Y = 9396.4X 

+ 71639 

Y = 10354X 

+ 218648 

Y = 94003X 

+ 151648 

 R 0.9996 0.9993 0.9994 0.9994)2( معامل الارتباط

 LOD حد الكشف
)1-(µg.mL    

0.295 0.316 0.177 0.144 

 LOQ حد التحديد الكمي  
)1-(µg.mL 

0.896 0.959 0.539 0.438 

 % 98.9 % 99.4 % 100.6 % 101.3 الاسترجاعية 
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 الستيرولات   محتوى لتحديد  طبيق هذه الطريقة التحليلية  من الممكن ت  وبالتالي .  المختلفة
 . ةوالزيوت النباتي   ةة والعشبي  في المنتجات الغذائي   ةالنباتي  

                                                                               : المراجع 4-
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