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 ممخّص  
 
بمزيج من كاشفي الاشتقاق  (Gly)وغلايسين   (Ser)سيرين درسنا العوامل المؤثرة في تفاعل الاشتقاق ل 

حددنا الزمن اللازم  ،ةايزندولي اتتشكيل مشتقل (MPA-3)مركبتو بروبيونيك أسيد  3و (OPA)فتال ألدىيد  أورتو
بنسبة ، (pH = 10, 0.4 M)بورات الواقي  في وسط منيتم التفاعل  خمس دقائق، والأمثل لتفاعل الاشتقاق وىو

حددنا الزمن الأمثل لقياس  ،1:2توافق  OPA:Amino acidونسبة ارتباط  1:3توافق  MPA:OPA-3ارتباط 
 .min 20 - 0.1المركب المشتق من 

بالتحميل  غلايسينملمسيرين والمشتق الإيزندولي لتحديد المشتق الايزندولي ب دراسة كافة ىذه العوامل قمنا بعدو  
باستخدام ، Ser, Glyلـــ بالاعتماد عمى كاشف الفمورة من أجل التحديد الكمي  بالكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء

  .λEx = 340 nm)  ،(λEm = 450 nm وقياس الفمورة عند ،Agilent Zorbax Exclipe RP C18 العمود 
حساسية و ،  Glyمن أجل  Ser ،1 - 25 µMمن أجل  µM  - 255.5خطي قياس مجال عمى  حصمنا

الذي لم يتجاوز قيمتو  %RSDعياري النسبي المئوي مويتبين ذلك من القيمة المنخفضة للانحراف ال ،عاليتين ودقة
وبنتائج صحيحة ودقيقة من خلال ( ، Glyبالنسبة لــ  % 3.07و Serبالنسبة لــ % 3.25 ) لأصغر تركيز محدد

  .Glyلــ   بالنسبة  (94.0 - 95.8) %و  Serبالنسبة لــ  (102.0 - 103.0) % المئوي المردود النسبي
 22.12الكشف لمغلايسين و حد   nM 111.59  الكمي  تحديدوحد ال nM  36.82  لمسيرينحد الكشف  بمغ

nM   وحد التحديد الكمي nM 67.02 . 
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  ABSTRACT    

 
We studied the Necessary Factors effecton Derivatization reaction forSerine and 

Glycine, The method involves the derivatization of Serine andGlycinewith a mixture of O-

Phthaldialdehyde/3-Mercaptopropionic acid reagents to formisoindole derivative. The 

optimum time reaction was 5 min, in borate buffer (pH=10,0.4M), at molar ratio 3-

MPA:OPA/1:3 and OPA:Amino acid/ 1:2, The optimum time for measurement was 0.1-

20min. 

After the Derivatization step we determine isoindole derivatives with High 

Performance Liquid Chromatographyutilizing afluorescence (FL) detector for reliable 

quantitative determination of (Ser and Gly).The chromatographic separation was achieved 

on a reversed-phase Agilent Zorbax Exclipe RP18 (C18). The FL detector was set at 

excitation wavelength(λEx) of 340 nm and emission wavelength (λEm) of 450 nm. 

This method was validated with respect to linearity,0.5 – 25 µMfor Ser, and1 – 25 

µMfor Gly, highly sensitivy, accuracy and  precision with RSD% was not more than3.25 

%, 3.07% for Ser and Gly respectively.And recovery% was (102.0-103.0)% for Ser, (94.0-

95.8)% for Gly.The calculated detection limit was very low (36.82, 22.12) nMfor Ser and 

Gly, and with very low LOQ (111.59, 67.02)nMfor Ser and Gly
respectively

. 

 

 

Keywords: Serine, Glycine, O-Phthaldialdehyde, 3Mercaptopropionic acid and Isoindole 

Derivative.  
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 مقدمة:  
من الحموض الأمينية غير الأساسية   Glycine (Gly)والغلايسين  Serine (Ser) سيرينمن ال كلٌ  د  يع

Nonessential إلا أنو وفي ، وىي التي يقوم الجسم السميم بتصنيعيا بكميات كافية، ولا تستمزم حضورىا في الغذاء
 بعض الأحيان يتوجب أخذ مكملات للأحماض غير الأساسية لضمان توفر الكميو المثمى في الجسم.

  g/moLوزنو الجزيئي  من أصغر الحموض الأمينية عمى الإطلاق حيث يبمغ (C2H5NO2)يعد غلايسين 
 . g/moL  105.09فوزنو الجزيئي  (C3H7NO3)أما سيرين 75.07

 داخل الأجسام الحية، فيي:لمحموض الأمينية أىمية بالغة كونيا تدخل في تركيب البروتينات 
 الأجسام المضادة لمكافحة غزو البكتريا والفيروسات أي في آلية الدفاع المناعي. تدخل في تركيب 
  ىرمون الأنسولين المسؤول عن اليرمونات فعمى سبيل المثال تدخل في تشكيل تشكل جزءا أساسياً من نظام
 سكر الدم.
 .ليا دور ىام في عمميات التقمص العضمي 
 .تدخل في تركيب الأنزيمات وليا دور فعال في عمميات الاستقلاب والتفاعلات الحاصمة داخل الجسم 
 ي يدخل في تركيب كل من الجمد والشعر والأظافر والريش.تدخل في بناء الكيراتين الذ 
  بحمل الأوكسجين إلى أنحاء الجسم المختمفة حيث تسيم في تركيب خضاب الدم رئيستقوم بدور. 
 وتينات النووية ر تدخل في بناء البDNA, RNA. [2,1]. 
وبالتحميل ، [3-4]حددت الحموض الأمينية ومنيا السيرين والغلايسين بطرق عديدة كالرحلان الكيربائي    

كاشف الطيف مافوق ـــ: عالي الأداء المزود بوبالتحميل الكروماتوغرافي السائل ، [5-6]الكروماتوغرافي الغازي 
، أوكاشف [10]، أوكاشف الكتروكيميائي [9]، أو كاشف الفمورة [8]، أو كاشف المصفوفة الضوئية [7]البنفسجي 

 .[11]مقياس الكتمة 
الحمض الأميني لايمتمك خاصية امتصاص الضوء في المجالين المرئي ومافوق البنفسجي كما أنو بما أن 

مركب غير متفمور، فإننا لانستطيع تحديده بشكل مباشر، لذلك نمجأ إلى خطوة ىامة وىي عممية الاشتقاق حيث يتفاعل 
ليتشكل لدينا مركب مشتق يمكن قياسو وتحميمو  (Derivatization Reagent)حمض الأميني مع كاشف الاشتقاق ال

  بعدىا بالتحميل الكروماتوغرافي السائل.
فمورينيل متيل  -9، [12]الننيدرين من أشير المركبات التي تستعمل في تفاعلات الاشتقاق لمحمض الأميني: 

ويتميز ىذا الأخير بأنو عمى الرغم من أنو  [15-16]، أورتو فتال ألدىيد [14]كموريد  ، دانزيل[13]كموروفورمات 
 Isoindole)مركب غير متفمور ولكنو يتفاعل مع الحمض الأميني بسرعة وبدرجة حرارة الغرفة ليعطي مشتق ايزندولي

Derivative)   .ل فترة زمنية قصيرة لا تسمح ولكن ىذا المركب المشتق غير ثابت فيو يتفكك خلالو فمورة عالية
لمحصول عمى مشتق ايزندولي ثابت  (SH-)ن افة مركب يحتوي عمى زمرة المركبتيبقياسو، يتم تفادي ىذه المشكمة بإض

انتقائية وثباتية مختمفة. من ىذه  حميمو. ووفقا لتغيير نوع المركبتين سنحصل عمى مركب مشتق ذييمكن قياسو وت
 3، [18]، ايتانثيول [17,9]مركبتو ايتانول  2ن والتي تدخل في تفاعل الاشتقاق: زمرة المركبتيمركبات الحاوية عمى ال

 .[8-19] مركبتو بروبيونيك أسيد 
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 ( تفاعل الاشتقاق لمحمض الأميني مع أورتو فتال ألدىيد وتشكل المشتق الايزندولي1شكل )

 
 أىمية البحث وأىدافو:

دراسة الشروط المثمى المؤثرة عمى تشكيل مشتق إيزندولي بين الحمض الأميني )سيرين وغلايسين( مع أورتو 
مركبتو بربيونيك أسيد، لمحصول عمى مشتق ايزندولي ثابت يمكن قياس فمورتو،  3فتال ألدىيد بوجود مركب مساعد ىو 

بالتحميل الكروماتوغرافي السائل، واختيار شروط فصل  ثم استخدام ىذه المشتقات في تحديد الحموض الأمينية السابقة
 طريقة تحميمية سيمة وسريعة وذات دقة وحساسية عالية.  الوصول إلىمناسبة تمكننا من 

 
 ومواده: طرائق البحث

 الأجيزة:1- 
ومضخة ثنائية  (Gradient)محلات  ةبنظام تدرج لأربعمزود  HPLCاستخدمنا في ىذا البحث جياز تحميل 

يعمل ىذا  ،(series 1200)الألمانية، نموذج  Agilent ، صنع شركة FLD وفرن لتسخين العمود وكاشف فمورة
كما لطيف الإصدار،   nm -300 800 لطيف الإثارة، و   nm385 - 225 الكاشف مابين الطول الموجي 

حجم ، (.µm, 250 mm x 4.6 mm i.d 5)أبعاده  Agilent Zorbax Exclipeماركة  XDB-C18العمود استخدمنا 
لضبط  Chemstationبنظام بحاسوب يعمل كما أن جياز التحميل الكروماتوغرافي السائل مزود  ،µL 20الحقنة 

حساسيتو  AX200اليابانية، نموذج  Shimadzuوميزان تحميمي لوزن العينات من شركة  البيانات ومعالجتيا.
0.1mg ، جياز وpH  من شركةRadiometer Analytical  نموذج ،ION Check10 .ماصات آلية  استخدمنا
 . (Whatman, Hillsboro, OR)صنع  0.45µmمتغيرة الحجم، ومرشحات ميكرونية  Biohit prolineشركة 

  المواد والمذيبات المستخدمة: 2-
 DL-Serسيرين حموض أمينية )عالي النقاوة، التتصف جميع المواد المستخدمة بأنيا من النوع التحميمي 

، محلات الطور المتحرك خاصة Sigma-Aldrich% من شركة 99 ≤نقاوة ( الNor، ونورفالين Glyغلايسين 
، خلات الصوديوم ثلاثية الماء Merckمن شركة  HPLCكالميتانول وأسيتونتريل وتتراىيدروفوران وماء   HPLCبـ

وبورات الصوديوم وكربونات الصوديوم وفوسفات الصوديوم وىيدروكسيد الصوديوم وحمض الخل الثمجي وحمض كمور 
 MPA-3مركبتو بروبيونيك أسيد  3و OPA (98%)، أورتو فتال ألدىيد الأسبانية Scharlauالماء من شركة 

  1µs.cm-1 الألمانية، ماء ثنائي التقطير ومنزوع الشوارد ناقميتو >  ALFA AeSar (Karlsruhe)من شركة (99%)
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 العيارية الرئيسة: تحضير المحاليل-  3
 :M 1بتركيز  لواقي بوراتي الرئيستحضير المحمول  1-3-3-
 ،mL 1000في ماء منزوع الشوارد في دورق عياري سعة  Na2B4O7.10H2O بورات الصوديوممن يحضر 

وتضبط ،  M (0.8 – 0.1)بتراكيز مختمفة  سمسمة من محاليل البورات الواقية محمول البورات الرئيسيحضر من ثم 
pH  المحمول باستخدام محمول(0.5 M) NaOH  عند pH = 10  100ليكون الحجم النيائي لكل محمول  mL . كما

وحضرنا منو سمسمة من  mL  1000دوق عياري سعة  في M 0.4محمول بورات تركيزه  من محمول البورات الرئيسحضَّرنا 
 .pH  (9.5 - 12)حيث قيمة  mL  100المحاليل في دوراق عيارية سعة  

 :M 0.4تحضير محمول واقي كربوناتي بتركيز  2-3-3-
ويضبط ، mL 1000سعة  عياريفي ماء منزوع الشوارد في دورق  Na2CO3من كربونات الصوديوم  يحضر

pH باستخدام محمول(0.5 M)  NaOH  حيث سمسمة من المحاليل لتحضيرpH (9.5 - 12)  ليكون الحجم النيائي
 .mL  100لكل محمول 

 :M 0.4تحضير محمول واقي فوسفاتي بتركيز  3-3-3-
سعة  في ماء منزوع الشوارد في دورق عياري Na2HPO4.12H2Oمن فوسفات ثنائية الصوديوم يحضر 

1000 mL ، يضبطpH  باستخدام محمول(0.5 M)  NaOH  حيثسمسمـة من المحاليــل لتحضيــر pH (9.5 - 12) 
 .mL  100ليكون الحجم النيائي لكل محمول 

 :mM 100بتركيز  خلاتيتحضير محمول واقي  4-3-3-
 ،mL 1000في دورق عياري سعة منزوع الشوارد في ماء  CH3COONa.3H2O خلات الصوديوممن يحضر 

في  mM 20بتركيز يحضر منو محمول خلات واق، و pH = 7.6% عند   2باستخدام حمض الخل  pHيضبط و 
  . pH = 7.6 بحيث يكون أيضاً قيمة  mL 500دورق عياري سعة 
 :(1x10-3 M)المحمول العياري الرئيسي لمزيج من سيرين وغلايسين بتركيز تحضير  5-3-3-

من غلايسين  mg 7.58و ، (MW = 105.09 g/mol)سيرين  من  mg 10.62يحضر بإذابة
(MW=75.07 g/mol) ، 100في دورق عياري mL 0.1حمض كمور الماء ب Mالمحمول  . وبعدىا نحضر من

 . µM (25 - 0.5)سمسمة من المحاليل العيارية بتراكيز مختمفة  العياري الرئيسي
 :(1x10-3M)بتركيز  OPAتحضير محمول  6-3-3-

، mL 100في دورق عياري سعة  C8H6O2  (MW=134 g/mol)من أورتو فتال ألدىيد mg 13.67يوزن 
بواقي البورات. يحضر أسبوعياً ويخزن في البراد الحجم حتى الإشارة العيارية من الميتانول، ويكمل  mL 5ويحـــل فــــي 

 .C°4بدرجة 
 :(1x10-3 M)بتركيز  MPA-3تحضير محمول  7-3-3-

في دورق  HSCH2CH2COOH (MW = 106 g/mol) مركبتـــــو بربيونيــــك أســــــيد 3من  mL 10.71يؤخــــذ 
 .C°4يحضر أسبوعياً ويخزن في البراد بدرجة حتى الإشارة العيارية.  ، ويتمم الحجم بالميتانولmL 100عياري سعة 
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 :(.D.R)كاشف الاشتقاق تحضير محمول  8-3-3-
، 1:3بنسبة  MPA:OPA-3  زجــيومياً بم Derivatisation reagent (.D.R) يحضــر كاشـف الاشـتـقاق

توافق   (.D.R)يضاف إلى المحمول العياري لمحمض الأميني أو لمحمول العينة، نسبة من محمول كاشف الاشتقاق
 1:2النسبة 

 .  0.45µmملاحظة: ترشح جميع المحاليل السابقة بعد تحضيرىا بمرشحات ميكرونية
 ـ طريقة العمل: 4
 يما النقي:يسيرين وغلايسين بشكمتحضير مزيج من  -4-1

الأميني ن سيرين  ينالذي يحتوي عمى مزيج من الحمض (1x10-3M)نحضر انطلاقاً من المحمول الأم 
من المحمول  mL 2، وبعدىا نأخذ (3-4)وغلايسين سمسمة من المحاليل العيارية بتراكيز مختمفة كما في الجدولين 

من واقي البورات          mL 3ونضيف  mL 10من كاشف الاشتقاق في دورق عياري سعة  mL 1لعياري لممزيج مع ا
, 0.4 M) (pH = 10  ونكمل الحجم حتى الإشارة العيارية بماء ،HPLC دقائق وىي كافية  5، يترك المزيج بعدىا

 .HPLCمنو في جياز  µL 20لحدوث تفاعل الاشتقاق بدرجة حرارة الغرفة، ويحقن 
 الشروط الكروماتوغرافية المعتمدة:-  2-4 

تم تحديد مشتق سيرين ومشتق غلايسين في جياز الفصل الكروماتوغرافي السائل وفقاَ لمشروط الكروماتوغرافية 
خلات ي من مزيج من: واق Aالتي توصمنا إلييا من خلال دراستنا، استخدمنا مزيج من الأطوار المتحركة: يتألف الطور

 تتراىيدروفوران. % حجماً 3%( + 2بواسطة حمض الخل  7.6عند  pH) تم ضبط  mM 20الصوديوم تركيزه 
)تم ضبط  mM 100فيتكون من مزيج من: ميتانول + أسيتو نتريل + واقي خلات الصوديوم تركيزه  Bوالطور 

pH  1.5التدفق لمطور المتحرك ، وكانت نسبة1:2:2%(. بنسب حجمية 2بواسطة حمض الخل  7.6لمواقي عند 
mL.min-1  32. تضبط درجة حرارة العمود عند°C يتم قياس شدة إصدار الفمورة لممركب الناتج عند طول موجة .

 .λEm  = 450 nm، وطول موجة الإصدار الأعظمية  Ex = 340 nmλالإثارة الأعظمية 
 

       :النتائج والمناقشة
بيدف  MPA-3و  OPAمع كلٍ من  لسيرين وغلايسينتمت دراسة العوامل المؤثرة في تشكل مشتق الإيزندول 

في تفاعل الاشتقاق لأنو (  M، 15 =pH 0.4 المشتق، واختير واقي البورات ) االتوصل لمشروط المثمى لتشكل ىذ
 وسفاتي(. مع المحاليل الواقية الأخرى )واقي كربوناتي وواقي ف الأفضل مقارنةً 

 (1:3)وكانت موافقة لـ   MPA: OPA-3وحددنا النسبة المولية للارتباط بين 
 (1:2)وكانت موافقة لـ   OPA: Amino Acidكما حددنا النسبة المولية للارتباط بين

وتم تحديد الزمن اللازم لحدوث تفاعل الاشتقاق وىو خمس دقائق وىو قصير بالمقارنة مع الزمن اللازم لحدوث 
عند  min 20تفاعل الاشتقاق عند استخدام كواشف اشتقاق أخرى، فعمى سبيل المثال يكون الزمن اللازم لمتفاعل 

 . [21]الاشتقاق بمركب فينيل ايزوثيوسيانات أو عند  ،[20]فمورنيل ميتيموكسي كاربونيل  9الاشتقاق بمركب 
  . min  20-1لقياس ىو بينلإجراء اوتبين من خلال دراستنا أن الزمن الأمثل 

 (Nor)مشتق سيرين ومشتق غلايسين بشكميما النقي، بوجود نورفالينكروماتوغرام  (2)يوضح الشكل 
Norvaline  10كعياري داخمي تركيزه µM مود وذلك عند استخدام العC18  .وقياس شدة إصدار الفمورة 
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 كروماتوغرام مشتق سيرين ومشتق غلايسين بوجود نورفالين كعياري داخمي باستخدام  (2)شكل

 M) ،(PH = 10  ،µM 10CSer= CGly=  ،λEm = 450 nm 0.4واقي بورات 
tR( Ser) = 3.72 min , tR (Gly) = 5.20 min, tR(Nor) = 7.11 min 

 

 (: M 0.4، واقي الفوسفات M 0.4، واقي الكربونات M 0.4دراسة مقارنة تأثير كلٍ من )واقي البورات  1-
 )واقي بورات وواقي كربونات وواقي فوسفات( M 0.4درسنا تأثير نوع المحمول الواقي المستخدم ذو التركيز        

لسيرين وبعد تشكيل مشتق الإيزندول   pH 12-9.5حيث تم تحضير سمسمة من المحاليل الواقية ضمن مجال  
           Ex = 330 nmλ، تم القياس عند MPA-3و  OPAمع  µM 10ومشتق الايزندول لغلايسين تركيز كلٍ منيما 

المحمول الواقي، فتبين أن واقي البورات ىو  pH، رسمنا تغيرات مساحة قمة الفمورة بدلالة قيمة  λEm = 450 nmوَ 
 الواقي الأفضل بالمقارنة مع المحاليل الواقية الأخرى.

  
عمى مساحة قمة الفمورة  الوسط  pH( مقارنة تأثير3شكل )
 ,µM  λEx/Em = 340/450 nm 10تركيزه سيرين لمشتق 

 M 0.4في وسط كلٍ من واقي بورات/كربونات/فوسفات 

عمى مساحة قمة الفمورة  الوسط  pHمقارنة تأثير( 4شكل )
 µM λEx/Em = 340/450 10تركيزه غلايسين لمشتق 

nm,  0.4في وسط كلٍ من واقي بورات/كربونات/فوسفات M 
 

 :  = 10pHدراسة تأثير تركيز واقي البورات عند  2-
تمت دراسة تأثير تركيز المحمول الواقي المستخدم وىو واقي البورات حيث تم تحضير سمسمة من المحاليل 

وتم تشكيل مشتق الإيزندول بين كلٍ من سيرين وغلايسين ، pH= 15عند  M 1 - 0.1الواقية ضمن مجال لمتراكيز 
 M 5.4، اعتمدنا التركيز nm 455Em = λ، قيست شدة إصدار الفمورة عند MPA-3و OPAمع   µM 10تركيزب

مة ويتضح ذلك من الشكل   . (5)كقيمة مفضَّ
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 تركيزسيرين ومشتق غلايسين بعمى مساحة قمة الفمورة لمشتق واقي البورات  تركيز ( تأثير5شكل )

µM 10 وذلك عندpH = 10   و λEx/Em = 340/450 nm 
 

 تأثير الزمن اللازم لتفاعل الاشتقاق:دراسة 3-  
بوجود  OPAمع كاشف الاشتقاق  Glyو   Serكلٍ مندرسنا زمن التفاعل اللازم لتشكيل مشتق الإيزندول بين 

3-MPAوكان تركيز ، Ser  وGly  في المركب المتشكلµM 5 ،0.4باستخدام واقي البورات M)  ,  (pH = 10 
تزداد مع زيادة  Glyومشتق  Serلاحظنا أن مساحة قمة الفمورة لمشتق ، و Em  = 450 nmλو   λEx =  340 nmعند 

 (.6حيث تبقى ىذه القيمة ثابتة مع ازدياد الزمن، كما يتضح من الشكل ) min 5الزمن حتى 

 
 تأثير زمن تفاعل الاشتقاق عمى مساحة قمة الفمورة لمشتقي سيرين وغلايسين بتركيز (6شكل )

µM  5 0.4 (وراتبباستخدام واقي ال M،(pH = 10 λEx/Em = 340/450 nm 
 

 : (C°2±°25)ثباتية مشتق الإيزندول مع الزمن في درجة حرارة الغرفة دراسة  4-
وىو  MPA-3و OPAمع  الحمض الأمينيبعد أن اعتمدنا زمن التفاعل الأمثل لتشكيل مشتق الإيزندول بين 

خلال فترات زمنية متفاوتة من دقيقة  µM 5وتركيز الحمض الأميني  ،درسنا زمن ثباتية مشتق الإيزندولخمس دقائق، 
 اعات.أربع سواحدة إلى 

مساحة قمة الفمورة لمشتق سيرين تبقى ثابتة ، أن )Em = 450 nm)λلاحظنا من قياس قمم الفمورة الناتجة عند 
بعد مرور عشر  % 0.56تنخفض المساحة بمقدار ) تنخفض بعدىا بنسبة ضئيمة جداً الأولى ل الخمس في الدقائق

(، وبعدىا تزداد نسبة انخفاض min 20عند زمن  % 1.37دقائق من الزمن، وتزداد نسبة الانخفاض قميلًا لتبمغ 
خلال تبقى تقريباً ثابتة . أما بالنسبة لمشتق غلايسين فإن مساحة الفمورة المساحة بشكل ممحوظ مع مرور الزمن

بعد مرور عشر دقائق من  % 0.35ضئيمة جداً )تنخفض بمقدار الأولى، حيث تنخفض المساحة بنسبة العشرين دقيقة 
وبعدىا تزداد نسبة انخفاض المساحة بشكل  (،min 20عند زمن   % 0.69الزمن، وتزداد نسبة الانخفاض قميلًا لتبمغ 

  ممحوظ مع مرور الزمن خلال أربع ساعات.
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  .(min 7.2)لمتشكل يبقى ثابتاً خلال فترة التحميل والقياس التي لا تتجاوز وبالتالي فإن المركب المشتق ا

  
عمى    µM 5تركيزه  مشتق سيرين  ية( تأثير زمن ثبات7شكل )

 (وراتبباستخدام واقي ال خلال عشرين دقيقةمساحة قمة الفمورة 
 0.4 M،(pH = 10  λEx/Em = 340/450 nm 

عمى  µM  5تركيزه مشتق غلايسين  ية( تأثير زمن ثبات8شكل )
 (وراتبباستخدام واقي ال خلال عشرين دقيقةمساحة قمة الفمورة 

 0.4 M،(pH  = 10 λEx/Em = 340/450 nm 
وباستمرار مراقبة شدة الفمورة خلال مدة زمنية تبمغ أربع ساعات تبين أنو يحصل تناقص لمساحة قمة الفمورة 

 (.9-10) بشكل واضح ويتضح ذلك من الشكمين
 

  
عمى     µM 5تركيزه مشتق سيرين  ية( تأثير زمن ثبات9شكل )

  (وراتبباستخدام واقي ال خلال أربع ساعاتمساحة قمة الفمورة 
0.4 M،(pH = 10 λEx/Em = 340/450 nm 

 µM 5تركيزه مشتق غلايسين  ية( تأثير زمن ثبات10شكل )
باستخدام واقي  خلال أربع ساعاتعمى مساحة قمة الفمورة 

 M،(pH = 10 λEx/Em = 340/450 nm 0.4  (وراتبال
 

 تحديد نسب الارتباط المولية: 5-
وكاشفي   Amino acidمن أجل تحديد نسبة الارتباط في مشتق الإيزندول المتشكل بين الحمض الأميني

 طريقتي النسبة الجزيئيةمن  ، طبقنا كلاً  MPA-3و  OPAوىما  Derivatisation reagents (D.R.)الاشتقاق 
 مع مراعاة الشروط المثمى السابقة الذكر. لتحديد نسبة الارتباط التغير المستمر و 

بوجود كمية ثابتة من الحمض الأميني  MPA-3و  OPAدرسنا أولًا نسبة الارتباط بين كاشفي الاشتقاق 
ضمن مشتق  OPAني مع كاشف الاشتقاق ضمن مشتق الإيزندول، ثم درسنا ثانياً نسبة الارتباط بين الحمض الأمي

 الإيزندول. 
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مركبتو بروبيونيك أسيد في مشتق  3أورتو فتال ألدىيد و كاشفي الاشتقاق بين دراسة نسبة الارتباط -5-1
 الإيزندول: 
 طريقة النسب الجزيئية: -5-1-1

  µMمن OPAيتغير فييا تركيز ،  OPA-3-MPA سمسمة من محاليل في الشروط المثمى المعتمدة حضرنا 
 Ser، وتركيز الحمض الأميني  µM 10محمول يساوي في كل MPA-3بوجود تركيز ثابت من  µM 60وحتى  3
 . μM 10في كل محمول ثابت  Glyأو

محمول مقارن  وباستخدام  , λEx = 340 nm λEm = 450 nmعند  تمك المحاليل سجمنا قياس الفمورة ل
 . الحمض الأمينيمحضر بالطريقة نفسيا عدا 

     ،MPA-3 إلى  OPAبدلالة النسبة الجزيئية لـلمحاليل المشتقات المتشكمة  تغيرات مساحة قمة الفمورة برسم
 تساويأن نقطة تقاطع الخطين المستقيمين تقع عند نسبة جزيئية من الرسم البياني الناتج وجود انكسار وحيد و  نلاحظ

 .3 : 1وفقاً ليذه الطريقة ىي  OPA : 3-MPAالمتشكل  ، مما يشير إلى أن نسبة الارتباط في المركب3
 

  
 MPA-3و    OPA( حساب نسبة الارتباط بين 11شكل )

 بطريقة النسب الجزيئية حيث تركيز سيرينلمشتق 
3-MPA  10ثابت في كل محمول ويساوي µM 

 MPA-3و    OPA( حساب نسبة الارتباط بين 12شكل )
 لمشتق غلايسين بطريقة النسب الجزيئية حيث تركيز

3-MPA  10ثابت في كل محمول ويساوي µM 
 طريقة التغير المستمر: 2-1-5-
     OPAـ يتغير فييا تركيز ال ، MPA - OPA-3سمسمة من محاليلفي الشروط المثمى المعتمدة حضرنا 

ويكون . μM 10، بحيث يبقى مجموع تركيزىما في كل محمول ثابتاً ويساوي μM 9.5إلى  μM 0.5من  MPA-3و
 . μM 15تركيز الحمض الأميني )سيرين أو غلايسين( في كل محمول ثابت ويساوي  

محمول مقارن  وباستخدام  λEx = 340 nm  ،λEm = 450 nmعند  تمك المحاليل سجمنا قياس الفمورة ل
بدلالــــة لمحاليـــل المركبات المتشكمـة  تغيــــرات مساحة قمة الفمورة برســم. يا عدا الحمض الأمينيمحضر بالطريقة نفس
أن نقطة تقاطع الخطين المستقيمين تقع من الرسم البياني الناتج وجود انكسار وحيد و ، نلاحظ  OPAالكســــر  المولي لـ 

وفقاً ليذه  MPA  : OPA-3 المتشكل الارتباط في المركبمما يشير إلى أن نسبة ،  5.75عند الكسر المولي 
 .3 : 1الطريقة أيضاً ىي 
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 MPA-3و    OPA( حساب نسبة الارتباط بين 13شكل )

 بطريقة التغير المستمر حيث مجموع تركيز سيرين لمشتق 
OPA  3مع-MPA   10في المحمول ثابت ويساوي µM 

 MPA-3و    OPA( حساب نسبة الارتباط بين 14شكل )
 بطريقة التغير المستمر حيث مجموع تركيز  غلايسينلمشتق 
OPA  3مع-MPA   10في المحمول ثابت ويساوي µM 

 
 في مشتق الإيزندول بين الحمض الأميني وكاشف الاشتقاق أورتو فتال ألدىيد: دراسة نسبة الارتباط -5-2
 :طريقة النسب الجزيئية -5-2-1 

من  OPAيتغير فييا تركيز ، Amino acid- OPAسمسمة من محاليل في الشروط المثمى المعتمدة حضرنا 
μM  0.3 30وحتى μM  3تركيز وبالتالي يتغير-MPA  منμM 0.1  10وحتى μM بحيث تتحقق النسبة بين  

(3-MPA:OPA) وبوجود تركيز ثابت من الحمض الأميني  (1:3) ىيو(Ser, Gly)  في كل محمول قدرهμM 10. 
محمول مقارن محضر بالطريقة  وباستخدام  λEx = 340 nm  ،λEm = 450 nmسجمنا قياس الفمورة عند 

ـ بدلالة النسبة الجزيئية    للمحاليل المركبات المتشكمة  تغيرات مساحة قمة الفمورة برسم. نفسيا عدا الحمض الأميني
OPA  نقطة تقاطع الخطين المستقيمين تقع عند نسبة جزيئية أن وجود انكسار وحيد و لاحظنا الحمض الأميني، إلى
 .2 : 1ىي  : Amino acid OPAالمتشكل  مما يشير إلى أن نسبة الارتباط في المعقد، 5.5 تساوي

 

  
بطريقة    OPAو بين سيرين( حساب نسبة الارتباط 15شكل )

 ثابت في كلسيرين النسب الجزيئية حيث تركيز 
 µM 10محمول ويساوي 

   OPAو بين غلايسين( حساب نسبة الارتباط 16شكل )
ثابت في كل غلايسين بطريقة النسب الجزيئية حيث تركيز 

 µM 10محمول ويساوي 
 طريقة التغير المستمر: -5-2-2

 OPAـ ال يتغير فييا تركيز ،Amino acid -OPAسمسمة من محاليل في الشروط المثمى المعتمدة حضرنا 
. μM 10، بحيث يبقى مجموع تركيزىما في كل محمول ثابتاً ويساوي μM 9.5إلى  μM 0.5حمض الأميني من الو 

سجمنا  .μM 3.16إلى  μM 0.166من  (1:3) وىي (MPA:OPA-3)تبعاً لمنسبة  MPA-3وكما يتغير تركيز 
 محمول مقارن محضر بالطريقة وباستخدام λEx = 340 nm  ، λEm = 450 nm تمك المحاليل عندقياس الفمورة ل
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 المولي  بدلالة الكسرلمحاليل المركبات المتشكمة  تغيرات مساحة قمة الفمورة نرسم. الحمض الأمينينفسيا عدا 
أن نقطة تقاطع الخطين المستقيمين تقع عند الكسر من الرسم البياني الناتج وجود انكسار وحيد و ، فنلاحظ OPAلـ 

وفقاً ليذه الطريقة أيضاً  :Amino acid  OPA المتشكل ى أن نسبة الارتباط في المركب، مما يشير إل5.33المولي 
 .2 : 1ىي 

  
وكاشف بين سيرين ( حساب نسبة الارتباط 17شكل )
حيث مجموع تركيز  بطريقة التغير المستمر  OPAالاشتقاق
Ser  معOPA  10في المحمول ثابت ويساوي µM 

وكاشف بين غلايسين ( حساب نسبة الارتباط 18شكل )
بطريقة التغير المستمر حيث مجموع تركيز   OPAالاشتقاق
Gly  معOPA 10  في المحمول ثابت ويساوي µM 

 
سيرين لملحموض الأمينية المدروسة في التحديد الكمي كلٍ من الاستخدام المشتق الإيزندولي المتشكل 6-

 والغلايسين: 
يجاد   Ser, Glyإلييا من أجل تشكيل مشتق الإيزندول لــ  ناالمثمى التي توصمطبقنا الشروط  لإجراء التحديد الكمي وا 

المجال الخطي، وقد وجدنا أن العلاقة ما بين المساحة النسبية لمشتق الحمض الأميني إلى مشتق نورفالين وتركيز الحمض 
 :وفقاً لمعادلة المنحنيوذلك  ،ضمن المجال المحدد لكل حمض أمينيالأميني طردية خطية 

 A = mC + b  وبتطبيق طريقة أصغر المربعات المبرمجة حاسوبياً وفقاً لبرنامجExcel ، (19)كما ىو مبين من الشكل. 

 
 بوجود العياري الداخمي نورفالين( المنحني العياري لتحديد مشتق الإيزندول لسيرين وغلايسين 19شكل )

 
وذلك من أجل تحديد تراكيز  Gly, Ser( الشروط المثمى المعتمدة لتشكيل مشتق الإيزندول لـ 1يوضح الجدول )

 باستخدام طريقة المنحني العياري. مختمفة من الحمض الأميني
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 ( الشروط المثمى لتشكيل مشتق الحمض الأميني1جدول )
 العوامل المؤثرة القيم المثمى

 الحمض الأميني أولًا: الشروط المثمى لتفاعل اشتقاق
pH = 10 , 0.4 M  واقي بورات  وسط التفاعل 

5 min زمن التفاعل 
25 ± 2° C درجة الحرارة 

0.1 - 20 min الزمن الأمثل لمقياس 
 لمفصل الكروماتوغرافي السائل ثانياً: الشروط المثمى

XDB-C18 العمود المستخدم 
5 µm , 250 mm x 4.6 mm i.d.  المستخدمالعمود أبعاد 

32°C درجة حرارة العمود 
: A % من الطور94  

واقي خلات +   تتراىيدروفوران(   20 mM  (  

 الطور المتحرك المستخدم
 وفق تدرج المحلات

(3:97, v/v) بنسب   
 : B% من الطور 6

100 mM)  واقي خلات+ أسيتونتريل + ميتانول بنسب
(2:2:1,v/v/v) 

 Bالطور         Aالطور      (min)الزمن
5                  94 %             6% 

5.5                75 %            35% 

7.6 
pH أسيتات الصوديوم واقي 

 المستعمل في الطور المتحرك
 mL.min-1سرعة تدفق الطور المتحرك  1.5
 nm   , ex طول الموجة الإثارة الأعظمي 340
 nm   , em الأعظميصدار طول الموجة الإ 450

 minزمن احتفاظ سيرين  0.08 ± 3.72
 minزمن احتفاظ غلايسين  0.07  ± 5.20

بين النقاط والتقاطع مع محور  R2قيم معامل الارتباط  و  المجال الخطي لمتراكيزالجداول التالية  نعرض في
كما حسبنا حد الكشف  ،لممعطيات العيارية لممركب المشتق لكل حمض أميني مدروس عمى حدى mوالميل  b المساحة
 بالاعتماد عمى العلاقتين:   LOQوحد التحديد الكمي LOD النوعي 

LOD = 3.3 SD /m           ,    LOQ= 10 SD/m 
ىي ميل المنحني العياري  mو ىو الانحراف المعياري لنقطة تقاطع الخط العياري مع محور المساحة SDحيث 

[22]. 
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 من أجل تحديد مشتق الحمض الأمينيالعوامل الكمية   (2)جدول
 غلايسين سيرين العامل الكمي

 25 – 5.5 25 – 1 (µM)   المجال الخطي
معادلة المنحني بوجود العياري 

 Y= 5.1613 x + 5.5251 Y= 5.2238 x – 5.5441 الداخمي نورفالين

(R2)  الارتباطمعامل  0.9999 0.9996 
الانحراف المعياري لنقطة التقاطع 

 (SD) مع محور المساحة
0.0018 0.0015 

(nM)  LOD 
 36.82 22.12 

(nM) LOQ 
 

111.59 67.02 

 
والخطأ  %RSDوالانحراف المعياري النسبي المئوي  SDولتحديد دقة ىذه الطريقة حسبنا الانحراف المعياري 

 ،(3)لتراكيز مختمفة محددة عمى المنحني العياري، كما ىو موضح في الجدول  %95المعياري وحد الثقة عند النسبة 
ىذا الجدول أن النتائج التي توصمنا إلييا تميزت بحساسية ودقة عاليتين وتبين ذلك من القيمة المنخفضة وضح ي

 Serلأصغر تركيز محدد بالنسبة لـ  %3.25تتجاوز قيمتو الذي لم  %RSDللانحراف العياري النسبي المئوي 
بنتائج صحيحة ودقيقة من خلال المردود النسبي الذي تميزت أيضاً و  Glyلأصغر تركيز محدد بالنسبة لـ  %3.07و

 .غلايسينل (94.0-95.8)%لسيرين و  (102.0-103.0)%تراوح بين 
 

 ( تقدير دقة وصحة طريقة التحميل لتحديد سيرين3جدول )
التركيز 
 المأخوذ
µM 

 التركيز
 *حددالم

µM 
SD RSD% n

SDt
x




 

µM 

 
Rec% 

5.5 0.51 0.0166 3.25 5.51 ± 0.0206 102.0 

1 1.03 0.0313 3.04 1.53 ± 0.0388 103.0 

5 5.07 0.1435 2.83 5.57 ± 0.1781 101.4 

15 10.28 0.2580 2.51 15.28 ± 0.3203 102.8 

15 15.54 0.3994 2.57 15.54 ± 0.4958 103.6 

25 25.75 0.5742 2.23 25.75 ± 0.7129 103.0 
 *  متوسط خمس تجارب
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 غلايسين( تقدير دقة وصحة طريقة التحميل لتحديد 4جدول )

 التركيز المأخوذ
µM 

 التركيز
 *حددالم

µM 
SD RSD% n

SDt
x




 

µM 

 
Rec% 

1 0.94 0.0279 3.07 5.94 ± 0.0346 94.0 

5 4.72 0.1355 2.87 4.72 ± 0.1682 94.4 

15 9.50 0.2603 2.74 9.55 ± 0.3232 95.0 

15 14.28 0.3741 2.62 14.28 ± 0.4644 95.2 

25 23.95 0.5820 2.43 23.95 ± 0.7225 95.8 
 متوسط خمس تجارب  *
 

 الاستنتاجات والتوصيات:
تحديد كافة العوامل المؤثرة في تشكيل المشتق الإيزندولي لمسيرين والمشتق الإيزندولي لمغلايسين، وذلك  .1

 لتفاعل الاشتقاق كي نحصل عمى مشتق ايزندولي ثابت.  MPA-3، واخترنا إضافة OPAبتفاعل الحمض الأميني مع 
 1:3 وكانت موافقة لمنسبة  OPA) : (3-MPA المشتق المتشكل بيندرسنا ولأول مرة نسبة الارتباط في  .2

 . 1:2وىي موافقة لمنسبة  Amino Acid) : (OPA وبين
وىي فترة زمنية قصيرة مقارنةً مع الفترة الزمنية  دقائق 5درسنا المدة الزمنية الكافية لحدوث التفاعل وىي  .3

  تال ألدىيد لعممية الاشتقاق.عند استخدام كواشف اشتقاق أخرى لذلك اخترنا أورتو ف
ولاحظنا تفكك ىذا   min-1 20 قياس الفمورة لممركب المشتق لإجراء درسنا ولأول مرة الزمن الأمثل  .4

 بشكل واضح. ىذا الزمن المركب المشتق بعد 
حددنا الواقي الأنسب لتفاعل الاشتقاق وىو واقي البورات وذلك بعد المقارنة بين )واقي البورات وواقي  .5

 لكربونات وواقي الفوسفات(. ا
بعد تحديد الشروط المثمى لتشكيل المشتق الإيزندولي توصمنا إلى طريقة تحميمية بسيطة وسريعة وذلك  .6
 المشتقات.  قصيرة ليذه، وتوصمنا إلى أزمنة احتفاظ Norبوجود عياري داخمي من Gly وحمض  Serلحمض 
      لمسيرين nM 36.82 ن رتبة النانومولتميزت الطريقة بحساسية عالية حيث كان حد الكشف م .7

 Serبالنسبة لــ  لأصغر تركيز محدد %3.25لم يتجاوز  %RSDوبدقة عالية حيث أن لمغلايسين،   nM 22.12و
ــ  %3.07و  (102.0-103.0) %وبنتائج صحيحة تتضح من خلال المردود النسبي المئوي ،  Glyبالنسبة ل

 .Glyبالنسبة لــ   (94.0-95.8) %و  Serبالنسبة لــ 
نوصي بتطبيق وتطوير ىذه الطريقة لتحديد كمية سيرين وغلايسين في عينات مختمفة، مثل العينات الغذائية  .8

 أو المستحضرات الدوائية أو العينات الحيوية.
 اليامة الأخرى. بإجراء دراسات أخرى مماثمة لتحديد الحموض الأمينيةنوصي  .9
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