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في حليب الأطفال  مادة الميلامين  كروماتوغرافية لتحديد تطوير طريقة 
 RP-HPLC باستخدام تقانة         الم جفف 

 د. جمعة العمر*، د. أحمد حلبي**، محمد أمجد أبو حجر*** 
 *قسم التقانة الحيوية والغذائية، كلية الطب البيطري، جامعة ادلب

 التحليلية، كلية العلوم، جامعة ادلب **قسم الكيمياء 

 (، كلية العلوم، جامعة ادلب كيمياء ***طالب دراسات عليا )ماجستير
 الملخص 

                                        لتحاااادلااااد الم حم ب اي حل ااااُ افط اااا   الم ج      كروماااا اويرا  ااااةطريقااااة    طورناااا 
مزيج مكون مب الم ث نو  والم ء المقطر   د     ساااااااااااات  ح ث ا  ،RP-HPLC اق نةب ساااااااااااات دا  

(20:80V/V)  احار  بواسااااااااااااااطااة  الع ناا    الترة  ثم اماا   ، ومب  لاساااااااااااااات ح  الم حم ب 
 ساااات دا  ب µm,5mm4.6)×(250ODS18C، ام ال صااااى علو عمود m0.45μ  م كرون ة

 وق  س الامتصااااااا  ااااااا ة عند الطو  الموجي، 1ml/minبمعد  اداق   الم ء كطور متحرك
=210nmmaxλ   ب ساااات دا  ك  اااا Photodiode array (PDA)،   اراوح المج   ال طي

بااا لاااد اااة    يقاااة التحل ل اااةالطر   امتااا     كمااا  µg.mL30)–(0.1-1المجااا      ضاااااااااااااامب  للتراك ز
مع مع مى   والتكرارية الممت  ة RSD%=3.98ح ث لم اتج و  ق م  والحساااااااااا ساااااااااا ة الع ل ت ب

مب مرابااااة   ال  اااا ر   لنقاااا ق ال ي  الك اااااااااااااا  و   ،0.99992R=اراباااا ق  ام حساااااااااااااااااا   حااااد 
g.mLμ078LOQ=0.0-              وحد التحدلد الكمي  =g.mLμ0.0026LOD-1النوعي

ع نة   64  علو                                       واق ال اااااااااااروق الكروم اويرا  ة الم قترحة HPLC-RPاطب ق طريقة  ام   ،1
     و جااد لتحاادلااد   ماا  نتا كاا ناا  احتو  علو الم حم ب أ  لا، و ااد    سااااااااااااااتورد             حل ااُ مج   م  

الم حم ب اي ثما ن اة ع نا   كا نا  ممسااااااااااااااة منما  احو  الم حم ب بكم ا   أدنو مب الحاد 
بحسااااااااااُ ندارة افيقية والعق   ر   (1ppm)المسااااااااااموح بتواجدا اي حل ُ افط    المج    

ب ااااكى  الحد المسااااموح ب    ك ن  اوق    وثحثة منم  احتو  علو الم حم ب بكم   افم رك ة
  . ل ى
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المفتاحية الم ج  ،  الم حم ب  :الكلمات  افط     حل ُ   ،                        RP-HPLC    ،
Photodiode array (PDA) . 

 

 المقدمة. 1
 الغراء   ننت ج  مثى  الصاان ة ة  الاساات دام    مب ل  العدلد  ك م  ئي  مركُ الم حم ب

، كم  ام اسااات دام  كسااام د بسااابُ اللمُ ومثبط    والطحء  الح اااقة  والمواد الطع   أوانيو 
محتواا الع لي مب الن تروج ب علو الريم مب أن اع ل ت  كسااااام د يعتمد علو وجود الك ئن   

التي يمكب أن استقلب  نلو مركب      Klebsiella terragenaالح ة الدق قة اي التربة مثى  
 أ    لاا   اوجااد  ومب الجاادلر باا لااقكر أناا  لا  .[1]الن تروج ب المتوارة بساااااااااااااامولااة مثااى ال ورياا   

  ضاااامب  لاساااات دام  او اااا    أ  اوجد ولا  للم حم ب،  معتمدة مب  اااارة يقائ ة  اساااات دام  
( مب الكتلاة 66٪)الم حم ب اي                                 لا أن  ارا ا   محتو  الن تروج بن .[2] الغاقائي  الدسااااااااااااااتور

المنتج   تا  الصاالة فن المحتو                                   ت  عمدا  نلو المواد الغقائ ة أوضاا ا                     يعتبر ساابب   ك      إ
 البروا ب  احل ى  امتب را  اق سااااااااااااا  تحدلد محتو  الن تروج ب الق                           البروا ني ع دة  م  يقدر ب

    تا  ولا لتم ام  ز المركب ،(Dumas)دوم س أو  (Kjeldahl)ك لداهى    مثى  الق  ساااااااااااا ة
أن يمكب                                       وبناا ء  علو تلاان اااين الم حم ب الم  ااااااااااااااا      .المحتو  النتروج ني عب البروا ب
م ااة أكبر مب المنتجاا   وتلاان لجعلماا  اباادو أنماا  احتو  ك                              ي عز  المحتو  الن تروج ني اي  

 .[3]                                    البروا ب وهقا ي حقق مردود ربحي كب ر 
،  IUPAC (1,3,5-triazine-2,4,6-triamine )ج ء  اسم ة الم حم ب حسُ 

 .[5][4] وبعض موا  اصلة للم حم ب    ُ  الص غة الك م  ئ ة الم( 1)ر م   الجدو وضح      وي  
 الص غة الك م  ئ ة الم صلة للم حم ب وبعض موا  (: 1)الجدو  ر م 

 6N6H3C الص غة الجزيئ ة المجملة 

g/mol   الكتلة
 126.12 المول ة

 أب ض مسحوق  المظمر ال  رجي
3kg/m 1.574 الكث اة 
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°C  نقطة

 345 الانصهار 

g/L 

(20°C)3.240 القوب ن اي الم ء 

 ل لة   الم حم بساااا  نورا  نساااا ن أكثر عرضااااة لت ااااك ى بلورا                   ل وحظ أن جساااام اإ
ويوضح ،  الموجود اي الجسم مع حمض الس  نور  القوب ن اي الم ء وتلن بت  عى الم حم ب

و د . [6]  لة ب ب الم حم ب وحمض السا  نورت اك                  الم دروج ن ة الم   الروابي(  a-1)ال اكى ر م 
أو السام ة  الدراسا   أن هقا البلورا  مسالولة ب اكى مب  ار عب حدوث ال  اى الكلو  ب ن  

 .[8][7] المرابطة بتراكم بلورا  س  نورا  الم حم ب( b-1)اي ال كى ر م المب نة الكلوية  

         
الت ااا  ل النسااا جي    (:b-1)ال اااكى ر م       الصااا غة الك م  ئ ة  لب ب  (: a-1)ال اااكى ر م          

بتراكم ساااا  نورا   المرابي    الكلو                   الم حم ببلورا  ساااا  نورا   ل            .           لل  ااااى  
 الم حم ب

  ،                              الحل ُ الم ج   بم دة الم حم ب انت ااااااار  اي السااااااانوا  الم ضااااااا ة ح لا  ي 
 أل  ط ى يع نون مب م اااا كى كلوية وأدملوا 50ام اإبحغ عب أكثر مب   2008ا ي الع   

ة الع لم ة عب أبلغ  منظمة الصاااح  كم   .[9]نلو المسااات ااا و بعد ح دثة الغ  اي الصااا ب 
       او ايمنمم دمو  الم  و اي ح ب  ح لة 51900أكثر مب  اطلُ   ،رض ع  294000 ن  بة

  الم حم ب مب  من   ااةال  مسااتوي  ال عب  الك اا   أ اابحلقلن   .[10]  منمم  أ اا     سااتة
 ب لغ        أمرا    الحل اُ  علو  القا ئماة  المنتجا   أو افط ا    حل اُ اي                            والتي مب الم حتماى أن اوجد

لاقا أجر  اإدارة العا ماة الصاااااااااااااا ن اة للر ا باة علو الجودة والت ت   افهم اة اي العا لم أجمع  
                                   مل صااااااااا  بموجبم  نلو احدلد اراك ز مب  حجر الصاااااااااحي دراساااااااااة اساااااااااتقصااااااااا ئ ة وطن ة وال
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حل ااااُ  وتلااان ضاااااااااااااامب منتجااا      2500mg/kgنلو    0.1mg/kgاراوحااا  مب    الم حم ب
ندارة افيقية والعق   ر   حدد كم     .[11] ااااركة  اااا ن ة   22                            افط    الم ج   التي انتجم   

         الم ج                                  ي سمح بتواجدا اي حل ُ افط     ppm1للم حم ب             حدا  أعلو  (FDA) افمريك ة
سانوا  والنسا ء الحوامى أو  3                                                   وافيقية الم صاصاة أسا سا   للط    القلب اقى أعم رهم عب 

ال ئران لمدة لو                         وتلن واق دراسة أ جري  ع                   الم عدة للب لغ ب  للطعمة  2.5ppm            الم رضع   و
                                                                              أسااابوع  ، كم  وضاااع  بلدان أمر  أي ااا   حدا  م ااا بم   للم حم ب اي المنتج   الغقائ ة  13

[2][12][13][14]. 
  حم ب اي حل اُ افط ا   المج   لم                                       لا اوجاد طريقاة دسااااااااااااااتورياة م عتمادة لتحادلاد ا

الم حم ب اي حل اُ   واحادلاد  العا لم اة لادراساااااااااااااااة  العلم اة  افبحا ث  مب العادلاد  لاقلان اوجما 
ب ساااااااااات دا  الكروم اويرا    الساااااااااا ئلة    التحل ى  مثى  م تل ة  احل ل ة  بطرائق                 افط    الم ج  

أو ب ساااااااااات دا   ،[20][19][3]أو الكروم اويرا    الغ  ية   ،[18][17][16][15]  ع ل ة افداء
 .ELISA [21][22]اق نة 

لتحدلد الم حم ب  بعض ال اااااااااااااروق الكروم اويرا  ة  اطوير  نلو    لمد  هقا البحث
وسااااااااريعة بساااااااا طة طريقة واق   RP-HPLC اق نة                                 اي حل ُ افط    الم ج   ب ساااااااات دا   

، كما  لماد  نلو ايجا د طريقاة لاساااااااااااااات ح  الم حم ب مب  وتا  د اة عا ل اة وا تصاااااااااااااا دياة
ق  سااااااا  بح ث اتمتع ب لسااااااارعة والسااااااامولة اي العمى مع مراع ة الاساااااااترج ة ة  الحل ُ بغ ة 

اي التحل اى  الم حم ب  تحادلادل            الم ت صااااااااااااااصااااااااااااااةالم ا بر  دها  اي  اعتما   وبا لتا لي ،للم حم ب
   .                      الروا ني للحل ُ الم ج

 القسم العملي.  2
 . الأجهزة1.2

  Thermo Scientificننت ج  اااااااااااااركة   HPLCجم      ا البحثاي هق          اسااااااااااااات  د 
 photodiode array (PDA)مزود بك  اااااااااا   UltiMate 3000 RSافمريك ة نموتج  

جم   مط    ة و   Chromeleonمو اااو  مع ح ساااُ لمع لجة الب  ن   عب طريق برن مج  
            ااااااااااركة   ننت ج  UV-VIS,Spectrophotometerاف ااااااااااعة م  اوق البن سااااااااااج ة والمرئ ة  

PG Instruments Limited    البريط ن ة نموتجT80  مو ااااااااااو  مع ح سااااااااااُ لمع لجة
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جمااا   أمواج مااا  اوق الصااااااااااااااوا اااة و   UV win5 softwareالب ااا نااا   عب طريق برنااا مج  
Ultrasonic    ننت ج  ااااااااااااركةWincom صاااااااااااا ن ة نموتج  الWT-615HTD ننت ج          وم ث لة

ننت ج  اركة  (0.0001g) وم زان احل لي حسا س  M415Pالترك ة نموتج   Elektro اركة  
Sartorius   افلم ن ة نموتجQUINTIX224-1S   الحجم   متغ رة آل ة حجم ة م  اااااااااا  و  

  م كرون ة مر ح  و   الص ن ة JOANLAB  ركة ننت ج م تل ة  ع  اااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااااا س  تا 
µm0.45 ركة ننت ج مب  SHIMADZU- GL SCIENCES ل  ب ن ةا. 

 . المواد الكيميائية2.2
             ااااااااااااااركااة مب   Melamine (%98.0)  الم حم ب تا  النقاا وة                اساااااااااااااات  اادماا  ماا دة

Chemical Industry  حح  المسااااااااااااات دمة      الم  و جم ع المواد الك م  ئ ة  ، كم  أن  ال  ب ن ة
 ن اة افلما   Merckومب ننتا ج  ااااااااااااااركاة   GRاي هاقا البحاث كا نا  عا ل اة النقا وة مب درجاة  

، كم  ك ن  اي جم ع مراحى اح اااااااااااا ر الع ن   م ء ثن ئي التقط روالم ء المساااااااااااات د  هو 
  جم عم  تا  نق وة ع ل ة. HPLC                                الم حح  الم  صصة للعمى علو جم   

 . تحضير المحاليل3.2
 : تحضير محلول الميلامين القياسي )الأم( 1.3.2

    وتلن عب طريق و ن   1mg/mL  ام اح ااا ر المحلو  الق  ساااي للم حم ب بترك ز
102mg   100منا  باد اة ومب ثم نقلما  الو دورق حجمي سااااااااااااااعاةmL وإتابتا  اي كم اة مب  

  مقطرماا ء الالماا ء المقطر مع التحرياان لماادة كاا   ااة إاماا   الانحح ، ثم نكماا   الحجم باا ل
 حتو الدائرة ال   رية ب لم ء المقطر.

 تحضير المحاليل العيارية للميلامين 2.3.2
باتاراكا از  لالاما احما اب  الا ا ااااااا رياااااااة  الاماحااااااا لا اااااااى  ماب  ساااااااااااااالساااااااااااااالاااااااة  ااح اااااااااااااا ار                    اام 

µg/mL(0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 30 ) المحلو  ال   ر  وتلن بأمق حجو  من سااااااااابة مب
  رية واكم   الحجم حتو الدائرة ال  10mL)اف ( ومب ثم نقلم  نلو دوارق حجم ة سااااااااااااعة 

 .(20:80)الم ء المقطربمزيج مكون مب الم ث نو  و 
 تحضير عينات الحليب: 3.3.2
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       وي  اااااا    15mLامتب ر سااااااعة   نبو                  ( ثم ا نقى نلو أ2gو ن كم ة مب الحل ُ )ا
      ي غلق  ،(20:80)مب مزيج مكون مب الم ثا نو  والما ء المقطر واق النسااااااااااااااُ  10mLال ما  

لمدة دق قة حتو ام   انحح  مساااااااااااااحوق الحل ُ  ب اااااااااااااكى رأساااااااااااااي                          أنبو  الامتب ر ثم ل رج
جم    الامتب ر ضااااااااامب   نبو                                  لو  متج نس المظمر، ل وضاااااااااع بعده  أوالحصاااااااااو  علو مح

                 وبعده  ل نقى الو   C°25د  ئق عند الدرجة   5( لمدة Ultrasonicاوق الصاااااااوا ة ) افمواج
السااااا ئى       ي ساااااحُ  وبعده  د  ئق، 4لمدة  3200rpmعند    ااااابي( واCentrifuge          الم ث لة )

               المسااااااا                                                                      الط اي مب الع نة بواساااااااطة سااااااا رنن وي ر اااااااح ب سااااااات دا  التر م كروني ح جم  
0.45μm    وبقلن اكون ع نة الحل ُ ج هزة للحقب ضمب جمHPLC. 

 القياسات الكروماتوغرافية )طريقة العمل(. 4.2
( مب أجاى احادلاد  2                                                         ام اعتما د ال ااااااااااااااروق الكروما اويرا  اة الم ب ناة اي الجادو  ر م )

 اي مح ل ل  ال   رية وع ن   الحل ُ. RP-HPLCالم حم ب بطريقة 
أهم ال روق الكروم اويرا  ة التي ستطبق اي هقا البحث مب أجى احدلد   : لب ب(2الجدو  ر م )

 RP-HPLCالم حم ب ضمب ع ن   الحل ُ المج   بتق نة 

mm, 5  ODS 18C (250X4.6) العمود التحل لي 

µm 

 HPLC (%100) م ء  الطور المتحرك 
 C°25 درجة حرارة العمود 

 1mL/min معد  التداق 

 µL 20 حجم الحقنة 

 nm 210 طو  موجة الك    

 النتائج والمناقشة .3
            دراسةةةة تر ير طريقة تحضةةةير العينة علد تحديد الميلامين باسةةةتخدام تقانة  1.3
RP-HPLC   

                                                             اساااااااات  دم  اي هقا البحث ثحثة طرائق لتح اااااااا ر ع ن   الحل ُ واساااااااات ح  
، ح ث لتم اي الطريقة افولو  RP-HPLCالم حم ب منم  بغ ة ق  سااااااااا  ب سااااااااات دا  اق نة  

 ت ح  الم حم ب مب ع ن   الحل ُلاس   (50:50مزيج مب الم ء وافس تونتريى )است دا   
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                                                                              واعتماد  الطريقاة الثا ن اة علو ا ث ر البروا ب با ساااااااااااااات ادا  افحما   الم    اة بجعاى درجاة 
، أم  الطريقة 10minلمدة  C°60للدرجة  مع التساااااا  ب   pH=4.6حموضااااااة المحلو  عند 

بمد  است ح     (80:20)الم ء والم ث نو  الث لثة اعتمد  علو است دا  مزيج مكون مب  
  ،                                                   ومب الجاادلر باا لااقكر أن هااقا الطرائق الثحثااة ط بقاا  علو الم حم ب مب ع ناا   الحل ااُ

للم حم ب القمااااة   محلو  ة اااا ر   اااااأث رهاااا  علو  مب و ااااااااااااااكااااى  مااااد   وتلاااان لتوضاااااااااااااا ح 
 الكروم اويرا  ة ال   ة ب لم حم ب.

   ترك زت  ال  ( الكروم اويرا  الموااق لمحلو  الم حم ب ال   ر  2)  ر م  ب ب ال كى   ل  
1-10µg.mL  وب ساااااااات دا   (50:50)مزيج مب الم ء وافساااااااا تونتريى ب ساااااااات دا          لم ح اااااااار وا

 ة ح دة  مة كروم اويرا                                                        ال ااااااااااااااروق الكروم اويرا  ة ساااااااااااااا بقة القكر، ح ث ي ظمر المنحني  
نسااااااااتنتج أن  و ،  4.2minمع  مة كروم اويرا  ة مرااقة عند   2.6min للم حم ب عند  مب

لتح اااااااااااا ر ع ن   الحل ُ فن  (50:50)الم ء وافساااااااااااا تونتريى لا يمكب اساااااااااااات دا  مزيج  
ب إضااااااااا اة لتدامى القمة الرئ سااااااااا ة    حم ب ال   ر  للم الكروم اويرا  ال   ر  أعطو  مت ب

التي اعود لمكون   الحل ُ كم  هو موضح مع ب  ي القمم  2.6minللم حم ب عند الزمب 
 (.3) اي ال كى ر م

 
                    الم ح ر بنسبة مزج 10µg.mL-1 (: الكروم اويرا  الموااق للم حم ب ال   ر  ت  الترك ز2ال كى ر م)

                                       بتطب ق ال روق الكروم اويرا  ة الم ثلو (50:50والم ء ) افس تونتريى
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 اقي حل ُ ب ست دا  طور متحرك ملل  مب الم ء ال (: الكروم اويرا  الموااق لع نة 3ال كى ر م)

ت  الترك ز   ( الكروما اويرا  الموااق لمحلو  الم حم ب 4كما  لب ب ال ااااااااااااااكاى ر م )
1-10µg.mL   الم ح اااااار بطريقة الت ث ر الحم ااااااي ب ساااااات دا  ال ااااااروق الكروم اويرا  ة                                                              

عند وواضحة علو  كى  مة كروم اويرا  ة ح دة  ال   ر   المقكورة، ح ث يظمر الم حم ب
وباا لتاا لي لا   4.2minروماا اويرا  ااة مرااقااة عنااد الزمب  مع  مااة ك 3.1min مب احت اا    

ع ن   الحل ُ كونم  اعطي يمكب اعتم د طريقة الت ث ر الحم اااااااااااااي مب أجى اح ااااااااااااا ر 
 مت ب للم حم ب ال   ر  و د يعز  تلن لت ر  الم حم ب اي الوساااي الحم اااي ب إضااا اة 

مم  يعني    الحل ُ  فن القمة افسااااااااااااا سااااااااااااا ة للم حم ب اكون متداملة مع ب  ي  مم مكون 
 .حدوث ادامى لقمة الم حم ب مع ب  ي القمم الكروم اويرا  ة المرااقة لمكون   الحل ُ

 
                 الم ح ر ب ست دا    µg.mL 10-1ترك زت  الالكروم اويرا  الموااق للم حم ب ال   ر  (: 4ال كى ر م)

                                       بتطب ق ال روق الكروم اويرا  ة الم ثلو  pH=4.6 الم ء عند
ت   ( الكرومااا اويرا  الموااق لمحلو  الم حم ب  5ح ب لب ب ال ااااااااااااااكاااى ر م )اي  

وبتطب ق ن س   (80:20والماااا ء )  الم ثاااا نو   بمزيج          الم ح اااااااااااااار  0µg.mL2-1الترك ز    
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عند الزمب وواضااااااااااحة   مة كروم اويرا  ة ح دة  المنحني  ظمر                           ال ااااااااااروق الكروم اويرا  ة، ي  
7.68min . دون وجود أ   مة أمر 
 

 
                    الم ح ر بنسبة مزج 20µg.mL-1 (: الكروم اويرا  الموااق للم حم ب ال   ر  ت  الترك ز5ال كى ر م)

                                       بتطب ق ال روق الكروم اويرا  ة الم ثلو  (20:80والم ء ) الم ث نو 
الكرومااا اويرا  الموااق لمحلو  الم حم ب ال  ااا ر  (  6كمااا  لب ب ال ااااااااااااااكاااى ر م )

(، ح ث 20:80)  والم ء                                   والم ح ااااااار بمحلو  التمدلد الم ث نو                          الم  ااااااا   نلو ع نة الحل ُ  
 1.5min                                                                       نححظ أناا  ي ظمر  مم عاادلاادة موااقااة لمكوناا   الحل ااُ الم تل ااة ب ب اف منااة مب  

 مب   للم حم ب عند لقمة ةن صااااااالة موااق                                 كم  أن  ي ظمر  مة ح دة وواضاااااااحة وم  7minنلو  
الم حم ب واحدلدا ب اااكى                                 رة الطريقة الم قترحة علو اصاااىمم  للكد  د  7.8min             ريُ جدا  

بمحلو  التمدلد  ، وب لت لي سا تم اعتم د طريقة التح ا ر السا بقة ب سات دا                   د  ق وساريع جدا  
 لتحدلد الم حم ب. (20:80) والم ء الم ث نو 

 
                                 والتي احو  الم حم اااااب الم      الكروم ااااويرا  الموااق لع نة الحل ُ المج   ( 6ال كى ر م )

 20µg.mL-1بترك ز
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 RP-HPLCبتقانة  العياري  الدراسة التحليلية للميلامين 3.3

                                                                            ام رساااام المنحن    الكروم اويرام ة لمنحن    الساااالساااالة ال   رية الم ح اااارة ساااا بق    
                      ، ثم ر ساااااااااااااام  العح ة ب ب n=5واكرارية ق  س                           الكروم اويرا  ة الم ثلوبتطب ق ال ااااااااااااااروق 

 .µg.mL-1                                                  استج بة الك    بدلالة ارك ز الم حم ب مقدرا  بواحدة 
( الكروم اويرام   ال   رية لمح ل ى السااااالسااااالة ال   رية ح ث 7لب ب ال اااااكى ر م )

 احت اااا     مبكروماااا اويرا  ااااة حاااا دة وواضااااااااااااااحااااة عنااااد  نححظ أن جم عماااا  أعطاااا   مااااة  
=7.7minRt . مع ا دي د اي مس حة القمة ب  دي د ارك ز الم حم ب اي المحلو 

                                                   ( المنحني ال   ر  لساااالساااالة مح ل ى الم حم ب الم ح اااارة  8كم  لب ب ال ااااكى ر م )
واق التراك ز المقكورة، ح ث نححظ مب هقا ال ااااكى أن اسااااتج بة الك  اااا  اكون متن ساااابة  

  .) µg.mL) 30–0.1-1                                                طردا  مط    مع ا دي د ارك ز الم حم ب ضمب المج   

 
 المح ل ى ال   رية للم حم ب(: الكروم اويرام   الموااقة لسلسلة 7ال كى ر م )
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 مب أجى التراك ز ال ط ة  nm max 210 =: المنحني ال   ر  للم حم ب عند  )8( ال كى ر م

وب ساااااااات دا     Excel                                                       وبطريقة أ ااااااااغر المربع   المبرمجة ح سااااااااوب    واق   لبرن مج  
احادلاد ق م معا ماى الارابا ق ب ب النقا ق والتقا طع مع   ا   المنحني ال  ا ر  ال طي ام  معط

المنحنااااااااااااااي الاااااااااااااااا   ر     ح ث ك ن  مع دلةللمعط    ال   رية، محور الامتص   ة والم ى  
 Xو مثى مس حة القمة الكروم اويرا  ةا Y         علم   أن  Y=5.144X+3.0285ال طااااااااااااااااااااااااااااااااااااي  

بواحااااادة   مقااااادرا   الم حم ب  معااااا ماااااى    ،mLg.μ-1                                   امثاااااى ارك ز  للنقااااا قارابااااا ق  مع         مطي 
=0.99992R    ق مااة الانحرا     لم اتجاا و و مط ااة ممتاا  ة للمجاا   المحاادد،  وهااقا لااد  علو

ام حساااا   ق مة حد ،  (%3.98) فدنو ارك ز ام احدلدا %RSDال   ر  النساااابي المئو  
التحدلد وكقلن ام حساااااااااااا   ق مة حد   =g.mLμ0.0026LOD-1  اك ن   الك اااااااااااا  النوعي

مما  لاد  علو الحسااااااااااااااا ساااااااااااااا اة العا ل اة لتحادلاد  ،=g.mLμ0.0078LOQ-1  اكا نا   الكمي
التحل ل اااة   الساااااااااااااامااا  بعض    (3)اي الجااادو  ر م    ويب ب،  RP-HPLCالم حم ب بتقااا ناااة  

 للمنحن    ال   رية للم حم ب.
   nm max 210 =  التحل ل ة لالم حم ب عند سم  : ال)3(الجدو  ر م

 g.mLμ 0.1 - 30-1الخطية مجال التراكيز 

 A = 5.144C+ 3.0285 عح ة المنحناااااااي الاااااااا   ر  ال طااااااااااااي 
 1-g.mLμ 0.0026 (LOD)حد الكشف  

y = 5.144x + 3.0285

R²=0.9999
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 1-g.mLμ 0.0078  (LOQ)حد التحديد الكمي 

طول موجة الامتصاص الأعظمي  

)max( nm 210 

الانحراف العياري النسبي المئوي  

RSD % 3.98 

 2R 0.9999معامل الارتباط  

 تحديد دقة وصحة الطريقة التحليلية المقترحة 1.3
لتحادلاد د اة و ااااااااااااااحاة الطريقاة التحل ل اة المتبعاة اي هاقا البحاث مب أجاى احادلاد  

ال   رية للم حم ب اقع  الم حم ب اي مح ل ل  ال   رية، ام اح ااااااا ر سااااااالسااااااالة مب المح ل ى 
سم  الكروم اويرام                                                                ضمب المج   ال طي وتلن انطح    مب المحلو  ال   ر  اف ، ثم ر  

القمااااة                                    ق ال ااااااااااااااروق الكروماااا اويرا  ااااة الم ثلو،  الموااقااااة بتطب  ام اعويض ق م مسااااااااااااااااا حااااة 
ى الكروما اويرا  اة للمحا ل اى ال  ا رياة اي معا دلاة ال ي الب ا ني ال  ا ر  المسااااااااااااااتق م مب أجا 

                                                                             احدلد التراك ز ال   رية للم حم ب، وأ جري  بعض الحسااااااااا ب   اإحصااااااااا ئ ة مثى الانحرا   
الم   ر  والانحرا  الم   ر  النساااابي المئو  والاسااااترج ة ة النسااااب ة للتراك ز المحددة مب  

النت ئج (  4يعر  الجدو  ر م )و س التحل لي،  المنحني ال   ر  وكقلن ام حس   مطأ الق  
ح ث           الم ثلووبتطب ق ال اااروق   RP-HPLCاإحصااا ئ ة لتحدلد الم حم ب ب سااات دا  اق نة  

الج اادة وتلاان مب مح  ام ز  النتاا ئج التحل ل ااة باا لااد ااة  ،  n=5أن عاادد مرا  الق اا س كاا ن  
المن   اااااااااااااااة والتي لم اتجا و  الق ماة   %RSDق م الانحرا  الم  ا ر  النساااااااااااااابي المئو  

ب لنسااااابة    1.06%والق مة  g.mL0.1μ-1  ارك ز ضااااامب السااااالسااااالة ب لنسااااابة فدنو .%983
، كم  أنم  ام ز  ب لصاااااحة ح ث اراوح  ق م  g.mL30μ-1ضااااامب السااااالساااااة    فعلو ارك ز

 .%(101.5-99.1) الاسترج ة ة ب ب
بتطب ق   RP-HPLC(: النت ئج اإحص ئ ة لتحدلد الم حم ب ب ست دا  اق نة 4الجدو  ر م )

                                ال روق الكروم اويرا  ة الم ثلو 
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              خلال يوم وخلال عدة أيام تكرارية النتائج التحليلية 3.3
للتأكااااد مااااب اكراريااااة النتاااا ئج التحل ل ااااة التااااي ااااام الحصااااو  عل ماااا ، ااااام احدلااااد    

 RP-HPLCتق ناااااااة                                                          ارك اااااااز الم حمااااااا ب للمح ل اااااااى ال   رياااااااة السااااااابعة المح ااااااارة سااااااا بق   ب
 وهااااااي موااقااااااة وضاااااامب ال ااااااروق التجريب ااااااة المثلااااااو، وتلاااااان مااااااح  ممسااااااة أياااااا   متت ل ااااااة

ال ااااااي مع دلااااااة    دم     اساااااات   ،                    أ مااااااق  اااااااي ال ااااااو  افو التااااااي  n=5لعاااااادد ماااااارا  الق اااااا س 
           أ جريااااا  للم حمااااا ب، كماااا     ريااااةالتراك ااااز ال مااااب أجااااى احدلااااادالمساااااتق م  ال  اااا ر  الب اااا ني 

ويباااااااا ب  المئااااااااو ، النساااااااابي RSDوالنساااااااابي  SD مثااااااااى بعااااااااض الحساااااااا ب   الاحصاااااااا ئ ة
وتلااااان ماااااب ماااااح   التكرارياااااة( ااااااي النتااااا ئج التحل ل اااااةماااااد  التطااااا بق ) (5الجااااادو  ر ااااام )

 و لااااا ( ماااااح  %RSDالتقااااا ر  الكب ااااار بااااا ب قااااا م الانحااااارا  الم  ااااا ر  النسااااابي المئاااااو  )
وكاااااقلن ماااااب             ة الم تبعاااااةوماااااح  ممساااااة أيااااا   متت ل اااااة ممااااا  لاااااد  علاااااو د اااااة الطريقااااا  واحاااااد

 ماااااح  لاااااو  واحاااااد وماااااح  ممساااااة أيااااا   متت ل اااااة %Recovery ماااااح  قااااا م الاساااااترج ة ة
وهقا لد  علو  حة النت ئج التحل ل ة.

مطأ الق  س 
 التحل لي 

n

SD

 
 
 

 
 الاسترج ة ة 

Recovery% 

 

RSD% 

SD   ±x 
1-μg.mL 

n=5)) 
 

 

 الترك ز المأموت
 مب الم حم ب 

 1-μg.mL X 

 

0.0018 100.4 3.98 0.1004 ± 0.004 0.100 
0.0054 101.2 2.37 0.506 ± 0.012 0.500 
0.0098 101.5 2.17 1.01 ± 0.022 1.00 

0.033 99.6 1.4 4.98 ± 0.073 5.00 
0.058 100.7 1.29 10.07  ± 0.13 10.00 

0.107 99.1 1.21 19.82 ± 0.24 20.00 

0.143 100.3 1.06 30.09  ± 0.32 30.00 
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ضمن عينات الحليب دراسة استرجاعية الطريقة المقترحة لتحديد الميلامين 4.3

 ضمب ال روق التحل ل ة المثلو  RP-HPLCالم حم ب ب ست دا  اق نة  اقدلر اكرارية النت ئج التحل ل ة لتحدلد (:5الجدو  ر م )

 الد ة والصحة مح  عدة أي   

(n=5) 

 

 الد ة والصحة مح  لو  واحد 

(n=5) الترك ز المأموت 
 الم حم ب مب 

1-g.mLμ   X
  

 

Recovery% 

 
RSD% 

SD  ±x 
1-μg.mL 

 

Recovery% 

 
RSD% 

SD  ±x 
1-μg.mL 

 

97 5.15 ± 0.0050.097  100.4 3.98 0.1004 ± 0.004 0.100 
98 3.47 0.49 ± 0.017  101.2 2.37 0.506 ± 0.012 0.500 
99 2.83 0.99 ± 0.028  101.5 2.17 1.01 ± 0.022 1.00 

99.20 1.65 4.96 ± 0.082  99.6 1.4 4.98 ± 0.073 5.00 
100.00 1.2 10 ± 0.12  100.7 1.29 10.07  ± 0.13 10.00 

99.30 1.05 19.86 ± 0.21  99.1 1.21 19.82 ± 0.24 20.00 

100.20 0.96 30.06 ± 0.29  100.3 1.06 30.09  ± 0.32 30.00 

50 
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مقترحة لتحدلد الم حم ب اي بمد  التأكد مب حسااااا سااااا ة ود ة الطريقة التحل ل ة ال
افط    المج    من  بتح ا ر ع ن   مب الحل ُ احتو  علو الم حم ب الم ا   حل ُ  

ح ث   )µg.mL)30-20-10-5-1-0.5-0.1-1اراك ز السالسالة ال ط ة   بح ث نحصاى علو ن س
لمساااااااااااااات اد  ا  الحل اُ المج   لتحادلاد الم حم ب اي أنوا   الطريقاة التحل ل اة المقترحاة       ط بقا 

 م  بااا:رمز ل                          للمراحى العمرية ك اة وس   
A) لل ئة العمرية مب ع مر لو  واحد وحتو ع مر ستة أ مر                                                   

B) لل ئة العمرية مب ع مر ستة أ مر وحتو ع مر سنة                                              

C)  م.                         الحل ُ الم ج   ك مى الدس 

                                                                       ر ساااااااااااااام  المنحن    الكروم اويرا  ة لمح ل ى الم حم ب ال   رية الم  اااااااااااااا اة نلو 
                                 الكروم اويرا  ة الم ثلو الس بقة.ع ن   الحل ُ المقكورة وتلن بتطب ق ال وق 

والتي احو   (A)   ع نة الحل ُالكروم ااااااااااااااااااااااااااااااااااويرا  الموااق ل (9)لب ب ال كى ر م 
20µg.mL-1بترك ز                      الم حم ااااااااااااااب الم     

 كروم اويرا  ة عدلدة لمكون  اظمر  مم  ح ث   
، كما  اظمر  ماة كروما اويرا  اة  7minنلو   1.5minالحل اُ عناد أ مناة احت ا   اتراوح مب 
الكروم ااااويرا   (  10)لب ب ال كى ر م    كم   .min 7.82ح دة ومن صلة للم حم ب عند الزمب  

0.1µg.mL-1                                        والتي احو  الم حم ااااااااااااااااااااااااااااااب الم     بترك ز  )B(الموااق للع نة  
وعند ن س   

 للم حم ب عند الزمبرا  ة  ااااااااااغ رة ، ح ث اظمر  مة كروم اوي اويرا  ةال ااااااااااروق الكروم
7.87min   مكونا   ع ناة    اجاة عب                                                 ومن صاااااااااااااالاة اما ما   عب با  ي القمم الكروما اويرا  اة النا

والتي احو    (C)الكروم اااااااااااااااااااويرا  الموااق للع نة (  11اي ح ب لب ب ال كى ر م )  الحل ُ.
5µg.mL-1                             الم حم اااااااااااااااب الم     بترك ز

ر  ح ث اظم ،  س ال روق الكروم اويرا  ةوعند ن   
                         ، ومن صااااااااالة ام م   عب ب  ي 7.91min مة كروم اويرا  ة واضاااااااااحة للم حم ب عند الزمب  

 مكون   ع نة الحل ُ.ل الكروم اويرا  ة القمم
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والتي احو  الم حم اااااب   (A) ( الكروم ااااويرا  الموااق لع نة الحل ُ المج   9ال كى ر م )

 20µg.mL-1               الم     بترك ز

 
والتي احو  الم حم اااااب   (B)( الكروم ااااويرا  الموااق لع نة الحل ُ المج   10ال كى ر م )

 0.1µg.mL-1               الم     بترك ز

 
والتي احو  الم حم اااااب   (C)( الكروم ااااويرا  الموااق لع نة الحل ُ المج   11ال كى ر م )

 µg.mL 5-1               الم     بترك ز 

                بتراك ز م  تل ة                   للم حم ب الم  اااا    ( ق م الاسااااترج ة ة  6-7-8و  ر م )اب ب الجدا
، ح اث اسااااااااااااااتطا عا  الطريقاة التحل ل اة A,B,C                         مب حل اُ افط ا   الم ج    للنوا  الثحثاة

  0.1µg.mL-1الترك زعند (95.9-98.6-96.3)%المقترحة احق ق اساااااااترج ة ة اصاااااااى نلو  
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افعلو المسااموح ب  لتواجد  وهو أ ااغر بع اار مرا  مب الحدللع ن   الثحثة علو التوالي  
التقصاااي                                 لم صاااصاااة أسااا سااا   للط   ، أ  يمكب                                     الم حم ب اي الحل ُ الم ج   وافيقية ا

                                                                        عب الوث حل اُ افط ا   الم ج   با لم حم ب باد اة وحسااااااااااااااا ساااااااااااااا اة عا ل ت ب عناد التراك ز 
 .المن   ة

          ب ست دا  اق نة (A)الم حم ب الم    للع نة  النت ئج التحل ل ة لتحدلد (:6الجدو  ر م )
RP-HPLC  .ضمب ال روق التحل ل ة المثلو 

ب ست دا    (B)الم حم ب الم    للع نة  النت ئج التحل ل ة لتحدلد (:7الجدو  ر م )
 ضمب ال روق التحل ل ة المثلو.  RP-HPLC            اق نة

 الاسترج ة ة 
Recovery% 

  

RSD% 

SD   ±x 
1-μg.mL 

n=5)) 
 

                  الترك ز الم      
 مب الم حم ب 

1-g.mLμ X  

96 3.13 0.096 ± 0.003 0.100 
96 2.92 0.48 ± 0.014 0.500 
99 2.02 0.99 ± 0.02 1.00 

98.8 1.64 4.94 ± 0.081 5.00 
99.9 1.70 9.99  ± 0.17 10.00 

99 1.06 19.8  ± 0.21 20.00 

99.6 1.00 29.9  ± 0.30 30.00 

 الاسترج ة ة 
Recovery% 

  

RSD% 

SD   ±x 
1-μg.mL 

n=5)) 
 

                  الترك ز الم      
 مب الم حم ب 

1-g.mLμ X  

98 5.1 0.098  ± 0.005 0.100 
98 3.26 0.49 ±0.016 0.500 
98 2.65 0.98 ± 0.026 1.00 
98 1.86 4.90 ± 0.091 5.00 

99.7 1.1 9.97  ± 0.11 10.00 
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-RPب ست دا  اق نة  (C)الم حم ب الم    للع نة  النت ئج التحل ل ة لتحدلد (:8الجدو  ر م )

HPLC  .ضمب ال روق التحل ل ة المثلو 
 

 التطبيق العملي:                                                          .6.2
                                                    حل ُ افط    الم ج   المتواارة اي السااااااوق المحل ة ضاااااامب  ع نة ل  (64)ام جمع 

دلُ وم  حولم  ب اااااكى ع اااااوائي ولم تل  المراحى العمرية، ح ث لتم اسااااات راد هقا نمدلنة  
                                                    المنتجاة للحل اُ الم ج  ، علما   أن جم ع الع نا   كا نا   اف اااااااااااااانا   مب عادد مب البلادان  

ب لنساااابة لدرجة الحرارة والرطوبة، ام    ضاااامب اترة الصااااحح ة و د ام ح ظم  اي مك ن محئم
-RP                                                                            اح اااااااا ر ع ن   الحل ُ بن س الطريقة المقكورة ساااااااا بق   بغ ة ق  ساااااااام  بتق نة

HPLC  المنحن    الكروم اويرا  ة                                             واق ال ااااااااااااااروق الكروم اويرا  ة الم ثلو، ثم ر ساااااااااااااام  
                                                                               للع ن   الم ح ااارة ومب ثم عوضااا  ق م مسااا حة القمة الكروم اويرا  ة اي مع دلة المنحني 

g.mLμ-1  ال   ر  وحسب  التراك ز مقدرة ب لاا
ح   وجوده  م حم ب اي ثم حسب  اراك ز ال  

 .                                               اي ع ن   الحل ُ علو أس س الحل ُ الم ح ر الس ئى

98.5 0.96 19.7  ± 0.19 20.00 

99.7 0.84 29.9  ± 0.25 30.00 

 الاسترج ة ة 
Recovery% 

  

RSD% 

SD   ±x 
1-μg.mL 

n=5)) 
 

                  الترك ز الم      
 مب الم حم ب 

1-g.mLμ X  

95 4.74 0.095 ± 0.0045 0.100 
94 3.19 0.47 ± 0.015 0.500 
100 2.1 1.00 ± 0.021 1.00 
96 1.96 4.80 ± 0.094 5.00 

99.6 1.61 9.96  ± 0.16 10.00 

99.00 1.16 19.8  ± 0.23 20.00 

99 0.98 29.7  ± 0.29 30.00 
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 لاصة       الخ  . 3
هقا البحث اطوير طريقة ام ز  ب لسااااااااامولة والسااااااااارعة مب أجى اح ااااااااا ر ام اي  

، ح ااث اعتمااد  RP-HPLC                                                الحل ااُ الم ج   بغ ااة احاادلااد الم حم ب ا ماا  بتقاا نااة    ع ناا  
مب أجى ا ث ر ع ن     (20:80)الم ث نو  والم ء المقطرعلو اساااااااااااات دا  مزيج مكون مب 

الت ث ر ام وضااااااااااااااعم    عمل ة                                                            الحل ُ الم ج   الم قد  لك اة ال ئ   العمرية، ومب أجى نام    
عند  4minومب ثم اث  ى الع ن   لمدة   5minضااااااامب جم   افمواج اوق الصاااااااوا ة لمدة 

(rpm3200 والم ححظ أن طريقة التح اااااااا ر سااااااااريعة ح ث أنم  لم اسااااااااتغرق أكثر مب ،)                                                              
10min    اجا و اي ح ب أن طريقاة التح اااااااااااااا ر اي بعض افبحا ث العلم اة السااااااااااااااا بقاة   
30min. 

وبمد  الحصااااااااااو  علو  مة كروم اويرا  ة متن ورة وح دة وم صااااااااااولة للم حم ب  
بح   وجودا ضاااااامب ع ن   الحل ُ ام اطوير بعض ال ااااااروق الكروم اويرا  ة مب امت  ر 

 mm, 5 µm ODS 18C (250X4.6)( وعمود 100%طور متحرك من سااااااااااااااُ وهو الم ء )
و اد أباد  المنحن ا   الكروما اويرام اة  ماة حا دة متنا ورة م صااااااااااااااولاة   ،1ml/minوتةدفق 

                     ح اث ي عتبر  مب  صاااااااااااااا ر    7.8minللم حم ب عب با  ي  مم مكونا   الحل اُ عناد الزمب  
                                         نسب    وب لت لي السرعة اي انج   التحل ى.

ام اجراء دراسااااة احل ل ة  اااا ملة بمد  احدلد المج   ال طي للتراك ز والق  اراوح 
الكشددددف    g.mLμ30)–(0.1-1ب ب   تحددديددد حددد  قكدداندد   يمه          ومع  الكمي  التحددديددد  حددد 

1-g.mLμ0.0026     1و-g.mLμ0.0078    ،كما  أ جريا  مقا رناة للنتا ئج التي ام    علو التوالي                                   
مع النت ئج ل مساااة أي   متت ل ة وك ن    (n=5)بمعد  اكرار   التو اااى نل م  مح  لو  واحد

الطريقااة علو احاادلااد الم حم ب اي                                      متقاا ربااة، وأي ااااااااااااااا   بمااد  اااأك ااد نمكاا ن ااة  جم ع النتاا ئج
                                                                             ع ن   الحل ُ الم ج   ام  دراسااااة الاسااااترج ة ة لمح ل ى ة  رية للم حم ب أ ضاااا    نلو 
، و اد ب نا  النتا ئج  ادرة الطريقاة علو احادلاد الم حم ب اي ع نا   الحل ااُ   ع نا   الحل اُ

 .1ppmبح   وجودا بكم    أ ى بع رة مرا  مب الحد المسموح ب  
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لتحااادلاااد         أم را    بااا لوا ع العملي ام اطب ق الطريقاااة المقترحاااة  وبماااد  ربي البحاااث 
                                         اب ب النت ئج أن ي لب ة الع ن   الم ح اارة  ،  الم حم ب اي ع ن   الحل ُ المج   المسااتورد

                                                                              لم احتو  أ  كم اة مب الم حم ب اي ح ب و جاد  كم ا    ل لاة مب الم حم ب حو  الحادود  
، و   8المسااااااااااااااموح بماا  اي                                             الم ححظ أن جم ع ع ناا   التي اجاا و   الحاادود  ع ناا   حل ااُ

 د لا يكون وجود هقا .                                                     بكم    ضااااااااااائ لة مب الم حم ب ك ن  حل ُ م ج   ك مى الدسااااااااااام
                                                                            الكم ا   مب الم حم ب بسااااااااااااااباُ الغ  فنا  لا يحقق يا ياة ربح اة وإنما   اد ي عز  نلو الوث 

                   ت كر اين الم حم ب  الحل ُ بمقا الكم    ال ااااااااائ لة أثن ء مراحى التصااااااااان ع ح ث أن  وكم  
 .لدمى اي  ن عة أواني التصن ع
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