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Preparation and Characterization of New Ion Selective Electrode for Determination 

of Vitamin B12

In this study, a novel carbon paste potentiometric ion-selective electrode was developed and characterized for the 

determination of cyanocobalamin (vitamin B12). Its analytical performance and applicability in the determination 

of vitamin B12 in pure samples and pharmaceutical formulations were evaluated. The electrode was fabricated 

using an ion-pair complex formed by the reaction of cyanocobalamin with phosphomolybdic acid as the electro-

active material. The ion pair was incorporated into a carbon paste consisting of graphite powder and a plasticizer. 

The effects of three plasticizers, namely dibutyl phthalate (DBP), dioctyl phthalate (DOP), and paraffin oil, on the 

potentiometric response of the electrode were investigated to obtain the optimum electrode composition. The 

analytical performance of the proposed electrode was evaluated using the direct potentiometric method by stud-

ying its Nernstian slope, linear concentration range, detection limit, response time, pH and temperature ranges, 

operational lifetime, and selectivity against interfering ions (vitamin B6, vitamin B1, Cu²⁺, K⁺, Na⁺, Zn²⁺, and Mg²⁺). 

The results showed that the optimum electrode composition contained 8% ion-pair complex with DBP as the 

plasticizer. The proposed electrode exhibited a Nernstian slope of 57.55 ± 0.16 mV/decade, a linear concentration 

range of (1.99 × 10⁻⁶–2.47 × 10⁻³) mol /L, and a detection limit of (1 × 10⁻⁶) mol/ L. The electrode showed the 

best performance within a pH range of (4–7) and a temperature range of (25–35) °C, with a response time 50 sec 

and an operational lifetime of about one month. The low selectivity coefficient values confirmed good selectivity 

against interfering ions. Statistical evaluation confirmed the accuracy and precision of the proposed method, with 

recoveries ranging from (95.8 - 105.6) % and low values of standard deviation (SD) and relative standard deviation 

(RSD). Furthermore, statistical comparison with the reference method using Student’s t-test and F-test revealed 

no significant differences between the two methods, confirming the suitability of the proposed electrode for the 

reliable and accurate determination of vitamin B12 in pure samples and pharmaceutical formulations.
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 ABSTRACT

الملخص

عنوان التواصل:

B12 تصنيع ودراسة خصائص مسرى انتقائي جديد لتحديد فيتامين

hajarnasrnasser@latakia-univ.edu.sy 

يهــدف هــذا البحــث إلــى تصنيــع وتــوصيف مســرى انتقائــي كمونــي جديــد مــن نــوع عجينــة الكربــون لتحديــد السيانوكوبالاميــن )فيتاميــن B12(، وتقييــم 

خصائصــه التحليليــة، والتحقــق مــن كفاءتــه فــي تحديــد تركيــز الفيتاميــن فــي العينــات النقيــة والمســتحضرات الدوائيــة. اعتمــد تصنيــع المســرى علــى تحضيــر 

زوج أيونــي ناتــج مــن تفاعــل السيانوكوبالاميــن مــع حمــض الفوســفوموليبدك بوصفــه المــادة الفعالــة كهربائيــاًً، ثــم دمجــه مــع مســحوق الغرافيــت والملــدن، 

حيــث تــم اختبــار تأثيــر ثلاثــة ملدنــات علــى الاســتجابة الكمونيــة للمســرى وهــي: دي بوتيــل فتــالات )DBP(، ودي أوكتيــل فتــالات )DOP(، وزيــت 

البارافيــن، بهــدف اختيــار التركيــب الأمثــل للمســرى. وتــم تقييــم أداء المســرى باســتخدام تقنيــة القيــاس الكمونــي المباشــر مــن خلال دراســة خصائصــه 

التحليليــة، والتــي شــملت الميــل النرنســتي، والمجــال الخطــي، وحــد الكشــف، وزمــن الاســتجابة، ومجــال الـــ pH ودرجــة الحــرارة المثلــى، والعمــر التشــغيلي، 

إضافــةًً إلــى دراســة انتقائيتــه تجــاه عــدد مــن الأيونــات المتداخلــة +B6,B1,Cu2+,K+,Na+,Zn2+,Mg2(. أظهــرت النتائــج أن أفضــل تركيــب للمســرى احتــوى 

علــى 8% مــن الــزوج الأيونــي مــع اســتخدام الملــدن DBP، إذ حقــق ميلًاً نرنســتياًً مقــداره )mV/decade )0.95±56.856، ومجــالًاً خطيــاًً تــراوح بيــن 
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المقدمة

mol/L(3-10×2.47-6-10×1.99)، وحــد كشــف بلــغmol/L 6-10×1 كمــا أظهــر المســرى أفضــل اســتجابة ضمــن مجــال pH (4–7) ودرجــات 
حــرارة تراوحــت بيــن C ( 25– 35°، مــع زمــن اســتجابة بلــغ نحــو 50sec وعمــر تشــغيلي يقــارب شــهراًً واحــداًً. وأثبتــت معــاملات الانتقائيــة المنخفضــة 

أن المســرى المقتــرح يتمتــع بانتقائيــة جيــدة تجــاه الأيونــات المتداخلــة، كمــا بينــت الدراســة الإحصائيــة أن المســرى يتمتــع بالصحــة والدقــة حيــث تراوحــت 

نســب الاســترجاع بيــن )95.8–105.6( %، مــع قيــم منخفضــة للانحــراف المعيــاري والانحــراف المعيــاري النســبي. كمــا أظهــرت المقارنــة الإحصائيــة 

مــع الطريقــة المرجعيــة باســتخدام اختبــاري ســتودنت وفيشــرعدم وجــود فــروق معنويــة بيــن الطريقتيــن، ممــا يؤكــد صلاحيــة المســرى المقتــرح لتحديــد فيتاميــن 

B12 فــي العينــات النقيــة والمســتحضرات الدوائيــة بكفــاءة وموثوقيــة عاليــة.

الكلمات المفتاحية: سيانوكوبالامين )فيتامين B12(، مسرى انتقائي كموني، مسرى عجينة الكربون، الزوج الأيوني، حمض الفوسفوموليبدك.

العامــة  الصحــة  علــى  الحفــاظ  فــي  أســاسياًً  دوراًً  الفيتامينــات  تلعــب 
الجســم  يحتاجهــا  عضويــة  مركبــات  وهــي  الأمــراض،  مــن  والوقايــة 
بكميــات ضئيلــة. وتُُعــد فيتامينــات B-Complex، وخاصــة فيتاميــن 
B12 )السيانوكوبالاميــن(، مــن أهــم العناصــر الحيويــة لدورهــا فــي إنتــاج 
الطاقــة وتكويــن خلايــا الــدم الحمــراء ودعــم الجهــاز العصبــي، ويمكــن 
الحصــول علــى فيتاميــن B12 مــن مصــادر غذائيــة متعــددة، ويــؤدي 
نقصــه إلــى اضطرابــات عصبيــة وتأخــر فــي النمــو ]1-5[.اهتــم الكثيــر 
مــن الباحثيــن بتطويــر طرائــق تحليليــة مختلفــة لتحديــد تركيــز فيتاميــن
B12  فــي العينــات الدوائيــة أهمهــا الطرائــق الكروماتوغرافيــة خاصــة 
الطرائــق  هــذه  ]9,10[.تمتلــك  الطيفيــة  والطرائــق   HPLC [6-8]
خصائــص جيــدة مــن ناحيــة الانتقائيــة والحســاسية العاليتيــن، إلا أنهــا 
قبــل  للعينــات  ومعالجــة  باهظــة  وتكلفــة  طويلــة  تحليــل  فتــرة  تتطلــب 
اســتخدامها. وبالمقارنــة مــع الطرائــق الســابقة تعــد الطرائــق الكهركيميائيــة 
خيــاراًً بــديلًاً بســبب بســاطتها، تكلفتهــا المنخفضــة، حساســيتها العاليــة، 
ســهولة التصنيــع ]11[، منهــا الطرائــق الفولــط أمبيرومتريــة ]15-12[ 
الانتقائيــة،  بالحســاسية،  تتميــز  التــي  الالكتروكيميائيــة  والحساســات 
الســرعة، ســهولة الاســتخدام ]16-18[. تعتمــد هــذه الحساســات علــى 
تحويــل الإشــارة الكيميائيــة الناتجــة عــن تفاعــل المــادة المــراد تحليلهــا إلــى 
إشــارة كهربائيــة قابلــة للقيــاس مثــل الكمــون، ممــا يتيــح تحديــد التركيــز 
بدقــة وفعاليــة. وتشــمل هــذه الفئــة مجموعــة واســعة مــن الأجهــزة مثــل 
الالكتــرودات الانتقائيــة الأيونيــة )ISEs(، والتــي تُُســتخدم فــي تطبيقــات 
والصناعــات  الطبــي،  والتشــخيص  البيئــي،  التحليــل  تشــمل  متعــددة 
الدوائيــة والغذائيــة ]19,20[. تعمــل الالكتــرودات الانتقائيــة الكمونيــة 
للأيونــات وفــق مبــدأ يعتمــد علــى تكويــن فــرق كمــون كهربائــي عنــد 
واجهــة الحســاس مــع محلــول العينــة، ويكــون هــذا الكمــون مرتبطــاًً بــشكل 
 Nernst( لوغاريتمــي بنشــاط الأيــون المدروســة وفــق معادلــة نرنســت
equation(. مــن بيــن الالكتــرودات الانتقائيــة مايُُعــرف بالكتــرودات 
عجينــة الكربــون المعدلــة. تُُســتعمل هــذه المســاري كمســاري انتقائيــة فــي 
حــال تعديــل عجينــة الكربــون بمخاليــط لمركبــات أخــرى ]21[، إذ تتعلــق 
حســاسية وانتقائيــة المســرى الانتقائــي بمكوناتــه، حيــث وجــد أن محتــوى 
وطبيعــة الــزوج الأيونــي والمــادة الملدنــة لهــا تأثيــر هــام علــى اســتجابة 
المســرى ]22[. إذ يُُعــد نــوع الملــدن مــن العوامــل الهامــة فــي تحديــد أداء 
الالكتــرودات الانتقائيــة للأيونــات، حيــث يُُســهم فــي ضبــط الخصائــص 
الفيزيائيــة والكيميائيــة للحســاس، وخاصــة حركــة الــزوج الأيونــي داخــل 
الطــور العضــوي. كمــا ينبغــي أن يتمتــع الملــدن بخصائــص مناسبــة 
مثــل انخفــاض اللزوجــة والســمية والتطايــر، إضافــة إلــى توافقــه الجيــد 
مــع الــزوج الأيونــي وقدرتــه علــى إذابــة المكونــات الفعالــة دون حــدوث 
ارتشــاح إلــى الوســط المــائ ]23-25[تتجلــى أهميــة البحــث فــي مســايرة 
للكشــف  التحليليــة  الطرائــق  وتحديــث  تطويــر  فــي  العالميــة  الأبحــاث 
والتحديــد فــي المــواد النقيــة والمســتحضرات الصيدلانيــة بطريقــة ســهلة 

الصحيــة.  الدوريــة  المراقبــة  فــي  الطرائــق  هــذه  واســتخدام  وميدانيــة، 
حيــث تتلخــص أهــداف البحــث فــي: تصنيــع مســرى انتقائــي لفيتاميــن 
ودراســة  المعدلــة  الكربــون  عجينــة  مســاري  تقنيــة  علــى  يعتمــد   B12
الخصائــص التقنيــة والتحليليــة ثــم المقارنــة مــع عينــات عياريــة وواقعيــة.

المواد والطرائق

انتقائــي  معــدل  كربــون  عجينــة  مســرى  تصنيــع  علــى  البحــث  اعتمــد 
لفيتاميــن B12 يعتمــد علــى الطريقــة الكمونيــة وذلــك بتحضيــر المــادة 
ثــم اختيــار الشــروط المثلــى التقنيــة )نسبــة المكونــات، زمــن  الفعالــة، 
 ،pH التجــاوب، زمــن الثبــات(، والتحليليــة )الميــل النرنســتي، درجــة الـــ
درجة الحرارة( لعمل المســرى، كما تمت دراســة انتقائية المســرى بطريقة 
الكمــون الموافــق، ثــم إجــراء الدراســة الإحصائيــة علــى محاليــل عياريــة 
واقعيــة )صيدلانيــة(  عينــات  وقيــاس  الكشــف(  حــد  الدقــة،  )الصحــة، 
المرجعيــة. وبالطرائــق  معتمــدة  بطريقــة  المتبعــة  الطريقــة  ومقارنــة 

المواد الكيميائية والأجهزة المستخدمة
عالــي   )Paraffin oil( البارافيــن  زيــت  )ألمانيــا(:   Merck شــركة 
Dibutyl phtha�( االنقــاوة، درجــة تحليليــة. ملــدن دي بوتيــل فتــالات

 )278.34g/mol( الجزيئــي  وزنــه   )C₁₆H₂₂O₄)  )late-DBP
Phosphomolybdic ac� :ننقــاوة%98≥. حمــض الفوســفوموليبدك

.%99 النقــاوة  عالــي   id-PMA (H₃[Mo12PO40].12H2O)
شركة TM Media- قسم من شركة Titan Biotech Ltd )الهند(: 
 (cyanocobalamin-vitamin  B12 سيانوكوبالامين-فيتاميــن 
(B12 صيغتــه العامــة (C₆₃H₈₈CoN₁₄O₁₄P) عيــاري وزنــه الجزيئــي 
(1355.37g/mol) نقــاوة %99. بيريدوكســين هيدروكلورايد-فيتاميــن 
B6 (Pyridoxine Hydrochloride-vitamin B6) عياري صيغته 
)(C₈H₁₁NO₃·HCl وزنــه الجزيئــي (205.64g/mol) نقــاوة 99%. 
(Thiamine Hydrochloride- B1 ثياميــن هيدروكلورايد-فيتاميــن

وزنــه   (C₁₂H₁₇ClN₄OS·HCl) صيغتــه  عيــاري   vitamin B1)
الجزيئــي (337.27g/mol) نقــاوة %99. مســحوق الغرافيــت النقــي 
نقيــة  أملاح  مجموعــة  عاليــة 99%.  نقــاوة   (Graphite powder)
الصوديــوم  كلوريــد  وتشــمل  مختلفــة  بتراكيــز  حُُضــرت  نقاوتهــا 99% 
(NaCl)، كبريتــات النحــاس (CuSO4.5H2O)، كلوريــد البوتاســيوم 
.(MgCl2) المغنيزيــوم  كلوريــد   ،(ZnCl2) الزنــك  كلوريــد   ،(KCl)

أوكتيــل  ثنائــي  المتحــدة(:  )المملكــة   BDH Chemicals شــركة 
 (C24H38O4) صيغتــه   (Dioctyl phthalate-DOP) فتــالات 
تحليلــية. ـجة  درـ النــقاوة،  عاــلي   (390.56g/mol) الجزيئــي  وزنــه 
المــاء  كلــور  حمــض  )الهنــد(:   Loba Chemie شــركة 

وزنــاًً.  37% بتركيــز   (Hydrochloric acid-HCl)
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5-تشكيــل خليــة المســرى: تمــت تعبئــة العجائــن ضمــن أنبــوب أســطواني 
بلاســتيكي هــو عبــارة عــن محقنــة ســعتها lm1 ذات طــرف مقصــوص، 
مــزودة بمكبــس يُلــف عليــه ســلك مــن النحــاس كناقــل كهربائــي. كُُبســت 
العجائــن علــى ســطح زجاجــي أملــس ودُُفــع جــزء منهــا إلــى الخــارج، ثــم 
أزيلــت العجينــة الخارجــة لكشــف طبقــة جديــدة مــن العجينــة علــى طــرف 
المســرى. تــم بعــد ذلــك صقــل ســطح العجينــة بــورق الترشيــح حتــى لمعــان 

بـون ]52[. ـسـطح عجيـنـة الكرـ
تــم تشكيــل خليــة القيــاس مــن خلال وصــل المســرى المقتــرح والمســرى 
المقــارن بمقيــاس فولــط وغمــس المســريين بالمحلــول المــدروس لتتــشكل 

الخلــية:
مســرى الكالوميــل المقــارن/ محلــول القيــاس /مســرى عجينــة الكربــون 

المعــدل

النتائج
 دراسة تأثير مكونات عجينة الكربون

تمــت دراســة تأثيــر المكونــات علــى اســتجابة المســرى المقتــرح بدرجــة 
الكمونيــة  الاســتجابة  تغيــرات  ورســم   ،)1( الجــدول  الغرفــة  حــرارة 
للفيتاميــن ضمــن مجــال  للمســاري المدروســة كتابــع للتركيــز المــولاري 
 DBP باســتعمال   )10-3×10-7-5×5(  mol/L بــين  يــتراوح  تراكــيز 
كمــادة ملدنــة بدايــةًً، حيــث خُُلــط الــزوج الأيونــي بنسبــة تراوحــت بيــن 
الملدنــة ومســحوق الغرافيــت بنسبــة  المــادة  % (10-1) مــع كل مــن 
المتوســط  وأخــذ  مــرات  ثلاث  تجربــة  كل  كُُــررت  )وزن:وزن(.   (1:1)
الحســابي.لوحظ مــن الجــدول(1) ، أن المســرى لا يبــدي أي اســتجابة 
عندمــا كانــت نسبــة الــزوج الأيونــي أقــل مــن %5، ثــم بــدأت اســتجابة 
ضعيفــة وكانــت أفضــل اســتجابة عنــد نسبــة زوج أيونــي %8، حيــث 
أعطــى المســرى أفضــل ميــل نرنســتي mv/decade 57.664 ضمــن 
.)10-3×10-6-2.47×1.99(  mol/Lبيــن يتــراوح  خطــي  مجــال 

الجــدول )1(: تأثيــر تغيــر نســبة الــزوج الأيونــي علــى الاســتجابة النرنســتية للمســرى 
.DBP المقتــرح بدرجــة حــرارة الغرفــة، الملــدن المســتخدم

 الرقم

 الميلالتركيـــــــــــــب
النرنستي

mv/
decade

المجال الخطي

mol/L
 نسبة
 الزوج
 الأيوني
%

 نسبة
 مسحوق

الغرافيت%

 نسبة
 الملدن

DBP%

ــــــــــــ105050

ــــــــــــ2149.549.5

ــــــــــــ3348.548.5

4547.547.510.9082.98×10-6-
8.59×10-4

56474741.7831.99×10-6-
1.69×10-4

6746.546.555.7152.98×10-6-
2.47×10-3

78464657.6641.99×10-6-
2.47×10-3

8945.545.538.9272.98×10-6-
1.69×10-3

91045458.70224.99×10-7-
3.19×10-3

 (Sodium الصوديــوم  هيدروكســيد  )فرنســا(:   Eurolab شــركة
.99% نقــاوة   hydroxide-NaOH)

(Methanol- ميتانــول  )فرنســا(:   Biosolve Chimie شــركة   
.(HPLC grade) عالي النقاوة بدرجة كروماتوغرافيا سائلة CH4O)

 شــركة SRL )الهنــد(: مــاء فائــق النقــاوة منــزوع الأيونــات ومصفــى 
.HPLC بدرجــة ملائمــة لأجهــزة

نيوربيــون  مضغوطــات  التجاريــة:  الدوائيــة  المســتحضرات   
)ألمانيــا(،   P&G Health شــركة  إنتــاج   (Neurobion Tablets)

الواحــدة. للمضغوطــة  سيانوكوبالاميــن   200µg علــى  تحتــوي 
 3 فيتــا  الهيثــم(Vita3 Ampoules)أمبــولات  ابــن  شــركة  إنتــاج    
1 علــى  تحتــوي  )ســوريا(،  الدوائيــة  سيانوكوبالاميــنmgللصناعــات    

الواحــدة. للأمبولــة 
ماء ثنائي التقطير محلي الصنع.

الأجهزة المستخدمة
 (Digital مقياس ميلي فولت رقمي :)الصين( victor/ vici شركة -

.VC97 طراز Multimeter)
- شــركة WTW )ألمانيــا(: مقيــاس pH/mv متــر “مــزود بالكتــرود 

زجاجــي جمعــي”.
.0.001g المانيا(: ميزان تحليلي حساس بدقة( Sartorius شركة -

عاليــة  الســائلة  الكروماتوغرافيــا  جهــاز  )اليابــان(:   Jasco شــركة   -
فصــل  وعمــود   ،PDA بكاشــف  مــزودة   )HPLC system( الأداء 

.(250mm×4.6mm,5µm) بأبعــاد   C-18 كروماتوغرافــي 
 (Ultrasonic حمــام أمــواج فــوق الصوتيــة :)ألمانيــا( Elma شــركة -

(Cleanerl/Bath لنــزع الغــازات وإذابــة العينــات.
 (Water حمــام مائــي منظــم للحــرارة :)ألمانيــا( Memmert شــركة -

.Bath)
- شركة DLAB )الصين(: محرك مغناطيسي مزود بسخان.

 (Saturated Calomel تجهيزات أخرى:الكترود الكالوميل المشبع -
ميكروبيبيــت  مقــارن،  كالكتــرود   Reference Electrode-SCE)

بحجــوم متغيــرة مختلفــة، أدوات زجاجيــة مخبريــة متنوعــة.
طرائق التحضير والعمل المخبري

(0.005mol/L 1- تحضيــر محلــول أم مــن سيانوكوبالاميــن بتركيــز
وذلــك بإذابــة g4961.0 منــه فــيl 25ml مــاء مقطــر.

2- تحضير العينات الدوائية
-تحضيــر مضغوطــة (B-Complex) تــم طحــن 10 مضغوطــات 
 40ml ثــم إذابتهــا فــي ،(0.72g) وأخــذ وزن يعــادل مضغوطــة واحــدة
مــاء مقطــر مــع التحريــك لمــدة 30min بالأمــواج فــوق الصوتيــة، ثــم يتــم 
الترشيــح وغســل الراســب المتبقــي علــى ورقــة الترشيــح بالمــاء المقطــر 
ثــم يتمــم بعدهــا الحجــم حتــى     B12 ليتــم اســتخلاص كامــل فيتاميــن

.[17]50 ml
-تحضيــر الأمبولــة تــم إفــراغ محتــوى الأمبولــة فــي بالــون معايــرة ســعة 

lm 052 وإتمــام الحجــم بالمــاء المقطــر حتــى علامــة الســعة.
3- تحضيــر الــزوج الأيونــي: تــم تحضيــر الــزوج الأيونــي مــن خلال 
(1×10-2) بتركيــز  المحضــر  سيانوكوبالاميــن  مــن   )20ml إضافــة 

mol/L ( والمحمــض بحمــض كلــور المــاء إلــى)60ml) مــن حمــض 
الفوســفوموليبدك المحضــر بنفــس التركيــز مــع التحريــك، لنلاحــظ تــشكل 

راســب بلــون أحمــر.
عجينــة  مســرى  تحضيــر  تــم  الكربــون:  عجينــة  مســرى  تحضيــر   -4
الكربــون المعــدل فــي طبــق بتــري، عــن طريــق خلــط مســحوق الغرافيــت 
بعنايــة مــع الــزوج الأيونــي بنســب متفاوتــة ثــم إضافــة الملــدن بنســب 
مختلفــة وأنــواع متعــددة والخلــط جيــداًً لتتــشكل العجينــة. ليتــم بعــد ذلــك 

حفــظ العجائــن الناتجــة لمــدة 42 ســاعة بدرجــة حــرارة البــراد ]52[.
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DBP الشكل 1:تأثير تغير نسبة الزوج الأيوني على الاستجابة النرنستية للمسرى المقترح بدرجة حرارة الغرفة.النسبة المثلى %8، الملدن المستخدم

 تأثير نوع الملدن المستعمل
الغرفــة،  حــرارة  درجــة  عنــد  المســتعمل  الملــدن  تأثيــر  دراســة  لــدى 
ونسبــة زوج أيونــي %8 علــى اســتجابة المســرى، لوحــظ تميــز الملــدن 
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الشكل 2:تأثير نوع الملدن على الاستجابة النرنستية للمسرى المقترح عند نسبة زوج أيوني 8% وبدرجة حرارة الغرفة

الجدول(2): خصائص الملدنات المستعملة

       المادة الملدنة
Plasticiser

 الصيغة
المجملة

 الذوبان
في الماء
mg/L

 الوزن
الجزيئي
g/mol

الكثافة
g/ml

 ثابت العزل
الكهربائي

اللزوجة
mpa.s/20⸰C

 ثنائي بوتيل
فتالات

Dibutyl 
phthalate

C16H22O411.2278.001.0436.420

 ثنائي أوكتيل
فتالات

Dioctyl 
phthalate

C26H38O40.02391.000.9855.178.73

                  برافين
Paraffinغير ذائبــــــــــــــــــــــــــ 

ً 200-2.5100-0.851.9ـــــــــــــــعملياً

تأثير Hp الوسط
تمت دراســة تأثير تغير قيمة pH الوســط على اســتجابة كمون المســرى 
المقترح على تراكيز مختلفة من فيتامين B12 وهي 10-4×1 ,10-3×1) 
 pH 5-10×1, عن طريق غمر المسرى المقترح بوجود مسرى) mol/L

DBPعلــى باقــي الملدنــات حيــث أعطــى أقــرب قيمــة للميــل النرنســتي 
الــشكل (2). إذ تمــت الدراســة باســتعمال ثلاث ملدنــات [29,30,32]

ضمــن المحاليــل المدروســة، حيــث تــم تغييــر قيمــة pH الوســط باســتخدام 
NaOH و HCl بتركيــزmol/L(0.1-1) بمقــدار درجــة واحــدة، وقيــاس 
قيمــة الكمــون الموافــق ثــم رســم المنحنــي البيانــي لــكل تركيــز مــدروس. 
. pH=(4-7) يبيــن الــشكل(3) أن الكمــون يبقــى ثابتــاًً ضمــن مجــال
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الشكل 3:تأثير تغير pH الوسط على الاستجابة النرنستية للمسرى المقترح عند نسبة زوج أيوني 8%، وملدن DBP وبدرجة حرارة الغرفة

تأثير درجة الحرارة
دُُرس تأثيــر تغيــر درجــة الحــرارة علــى اســتجابة المســرى المقتــرح ضمــن 
مجــال حــراري تــراوح بيــن 0C  (45-15)علــى محاليــل بتراكيــز مختلفــة 
 (1×10-3, 1×10-4 ,1×10-5) mol/L وهــي   B12 فيتاميــن  مــن 
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DBP الشكل4:تأثير تغير درجة حرارة الوسط على الاستجابة النرنستية للمسرى المقترح عند نسبة زوج أيوني 8%، وملدن

زمن الاستجابة وحياة المسرى
حُُــدد زمــن اســتجابة المســرى المقتــرح بقيــاس الزمــن اللازم لبلــوغ الكمــون 
(1×10- B12 التركيــز لفيتاميــن ثابتــة ضمــن محاليــل مختلفــة  قيمــة 

لقيمــة  يصــل  الكمــون  أن  ولوحــظ   ،3, 1×10-4 ,1×10-5) mol/L
ثابتــة بحوالــي 50sec الــشكل (5)، كمــا أن زمــن الاســتجابة لايتغيــر 
أو  منخفــض  تركيــز  إلــى  مرتفــع  تركيــز  مــن  المســرى  نقــل  تــم  ســواء 

 

 

الشكل5:تأثير الزمن على استجابة المسرى المقترح عند نسبة زوج أيوني 8%، وملدن DBP وبدرجة حرارة الغرفة

أن   (4) الــشكل  خلال  مــن  ولوحــظ  الحــراري،  التغيــر  بمراقبــة  وذلــك 
 ،(25-35) 0Cالمســرى يُُعطــي اســتجابة جيــدة ضمــن مجــال درجــة حــرارة
حيــث لــم يُلحــظ تغيــر ملحــوظ علــى قيمــة الكمــون ضمــن هــذا المجــال.

للمســرى  التحليليــة  الخصائــص  تغيــرات  مراقبــة  تمــت  كذلــك  العكــس. 
مــع مراقبــة  بــشكل يومــي  تــم تحضيــر سلســلة عياريــة  المقتــرح حيــث 
تغيــرات الكمــون والميــل النرنســتي [26]، ولٌحــظ إمكانيــة اســتخدامه لمــدة 
بقــي  فــي خصائصــه، حيــث  شــهر مــن دون أن يحــدث تغييــر يذكــر 
زمــن اســتجابته ثابتــاًً وكذلــك حافــظ علــى قيمــة ثابتــة للميــل النرنســتي.
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انتقائية المسرى

 تُُعد معاملات الانتقائية لكل مسرى جديد أحد أهم الخصائص التحليلية،
 لذلــك حُُســبت معــاملات الانتقائيــة الكمونيــة للمســرى المقتــرح باســتخدام
  مــن الأيــون المــدروسmlطريقــة الكمــون الموافــق، إذتمــت إضافــة  0.5
A معلــوم الفعاليــة  A=1×10-2mol/Láإلــى المحلــول العيــاري للأيــون  
 خمــس مــراتmol/L= aA ذي الفعاليــة الثابتــة  A10-5×1المــدروس 
 وقيــاس فــرق الكمــون فــي كل مــرة حيــث تــم تســجيل التغيــر الكمونــي
  المعلــومB، ثــم تمــت إضافــة حجــوم مــن الأيــون المعيــق ΔEالموافــق 
 ذي الفعاليــةA إلــى المحلــول العيــاري للأيــون المــدروس aBالفعاليــة 
aAحتــى تــم تســجيل التغيــر الكمونــي نفســه، علمــاًً أنــه تــم تحضيــر  
10-2×1 بتركيــز  المعيقــة  للأيونــات  الأم  العياريــة   mol/Lالمحاليــل 
التاليــة)31( العلاقــة  خلال  مــن  الانتقائيــة  معامــل  حســاب  ثــم 

 الجدول )3(: قيم معاملات الانتقائية الكمونية للمسرى المقترح المقاسة
بطريقة الكمون الموافق

الأيون المعيقمعامل الانتقائية
1.25×10-3B6

1.67×10-3B1
1.18×10-3Cu2+

1.25×10-4K+

2.5×10-4Na+

8.89×10-4Zn2+

5.71×10-4Mg2+

الشكل6:الخط البياني المتبع لتحديد حد الكشف التحليلي

الانتقائيــة  معــاملات  قيــم  أن   (3) الجــدول  خلال  مــن  ويتضــح 
انتقائيــة  يبــدي  المقتــرح  المســرى  فــإن  وبالتالــي  صغيــرة،  الكمونيــة 
المعيقــة. الأيونــات  مــن  عــدد  بوجــود   B12 لفيتاميــن  عاليــة 

التطبيقات العملية
تم استخدام المسرى المقترح بنجاح لتحديد تركيز فيتامين B12 في العينات 
العياريــة والعينــات الواقعيــة بالاعتمــاد علــى الجــزء الخطــي المفيــد تحليليــاًً 
 مــن المنحنــي العيــاري للمســرى المقتــرح وتحديــد حــد الكشــف التحليلــي 

 

y = -٥٧٫٦٠٤x + ٤٠٣٫٢٤
R ²  =٠٫٩٩٨٣

y = ٤٫٩٤١٧x + ٢٨٫١٣٩
R ²  =٠٫٨٩٦٩
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الجدول (4): تحديد تركيز فيتامين B12 في محاليله المائية النقية بوساطة خلية المسرى المقترح:

 القيمة
 المأخوذة
mol/L

 القيمة المتوسطة
mol/Lالمقاسة 

 الاسترجاعية
%

 الانحراف
SDالمعياري 

mol/L

 الانحراف المعياري
 المئوي

RSD%

حد الكشف التحليلي

mol/L

1×10-61.056×10-6105.62.887×10-90.237

1×10-6 1×10-59.58×10-695.82.05×10-80.214
1×10-49.937×10-599.371.247×10-70.126
1×10-31.017×10-3101.72.494×10-60.245

يُُبين الجدول (4) دقة الطريقة المتمثلة بالقيم المنخفضة للانحراف المعياري والمعياري المئوي، وصحتها متمثلة بالاسترجاعية التي لا 
تتجاوز الحد المسموح

التطبيق على عينات واقعية
مجــال  ضمــن  الفيتاميــن  مــن  عياريــة  سلســلة  تحضيــر  تــم 
البيانــي  الخــط  ورســم   (1×10-3-1×10-6) mol/L تراكيــز 
للتركيــز. الســالب  واللوغاريتــم  الكمــون  بيــن  العلاقــة  يمثــل  الــذي 

الشكل (6). تم إجراء القياسات ثلاث مرات (n=3)، تم بعد ذلك التأكد 
مــن صحــة ودقــة الطريقــة عــن طريــق القيــام بالدراســة الإحصائيــة للنتائج.
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الشكل7:المنحني العياري لتحديد تركيز فيتامين B12 باستخدام المسرى المقترح
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HPLC بتقانة B12 الشكل8:المنحني العياري لتحديد تركيز فيتامين

:(n=3) 25 و⸰C في العينات الدوائية بوساطة خلية المسرى المقترح عند درجة حرارة B12 الجدول (5): تحديد تركيز فيتامين

 تركيز الفيتامين في
العينة

µg

 التركيز المقاس بالطريقة
المقترحة

µg

%الاسترجاعية 
الانحراف المعياري

SD (µg)

الانحراف المعياري المئوي

RSD

 مضغوطة
 µgتحتوي 200
سيانوكوبالامين

205.2102.60.00350.342

 أمبولة تحتوي
1000µg 

سيانوكوبالامين
96996.90.00260.273

تركيــز  وتحديــد  المقتــرح  المســرى  باســتخدام  العينــات  قيــاس  تــم  ثــم 
الفيتاميــن الجــدول(5) . تــم بعــد ذلــك تحديــد تركيــز الفيتاميــن لنفــس 
الطريقــة  تعتمــد  حيــث   ،[27] مرجعيــة  بطريقــة  المختــارة  العينــات 
المرجعيــة علــى تقانــة HPLC عنــد طــول موجــة 360nm، تــم اســتخدام 
تدفــق  مــاء بنسبــة % (40:60) كطــور متحــرك، وســرعة  ميتانــول: 
100µg/ 1. تــم تحضيــر محلــول أم مــن الفيتاميــن بتركيــزml/min

HPLC: الجدول (6): مقارنة النتائج بين الطريقتين المقترحة والمرجعية بتقانة  

Bتركيز العينة
12

µg بالطريقة المرجعية 

Bتركيز 
12

 
 بالطريقة
 المقترحة

µg

معامل ستودنتمعامل فيشر

tRAreaالتركيز
206.61.9472.223  محلول عينة المضغوطات

 µgتحتوي 200
سيانوكوبالامين

205.22.06029268

 µgأمبولة تحتوي 1000
9692.053231319722.2860.918سيانوكوبالامين

19.00 عند سوية ثقة %95 وعدد درجات حرية=f=22قيمة معامل فيشر الجدولية عند 

4.303 عند سوية ثقة %95 وعدد درجات حرية=f=22قيمة معامل ستودنت الجدولية عند 

ml عــن طريــق إذابــة 10mgمــن الفيتاميــن فــي 100ml مــاء مقطــر. 
 ،(1-8) µg/ml ثــم تــم تحضيــر سلســلة عياريــة بتراكيــز تراوحــت بيــن
والترشيــح بمراشــح µm 0.45، ثــم القيــاس ورســم لخــط البيانــي الناتــج. 
بمرشــح 0.45  المحضــرة  الدوائيــة  العينــات  ترشيــح  ذلــك  بعــد  تــم  ثــم 
µm وحقنهــا وتحديــد تركيزهــا، ثــم مقارنــة نتائــج الطريقتيــن عــن طريــق 
حســاب معاملــي فيشــر وســتودنت كمــا هــو موضــح فــي الجــدول (6).
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لوحظ من خلال الجدول )6( توافقاًً جيداًً بين النتائج التي تم الحصول 
 ،HPLC عليهــا بالطريقــة المقترحــة ونتائــج الطريقــة المرجعيــة بتقانــة
حيــث أن قيمــة معاملــي “فيشــر” و”ســتودنت” للعينــات لــم تتجــاوز القيمــة 
النظريــة المجدولــة فــي المراجــع عنــد درجتــي حريــة، ممــا يــدل علــى عــدم 
وجــود فــروق معنويــة بيــن الطرائــق المذكــورة عنــد ســوية الثقــة المذكــورة، 
ويُُعتبــر هــذا مؤشــراًً علــى إمكانيــة اعتمــاد الطريقــة المقترحــة كطريقــة 

الجدول (7): مقارنة الطريقة المقترحة مع الدراسات السابقة

 تقنيةالمادة الفعالةالرقم
المسرى

المجال الخطي

mol/L

الميل

mv/decade

 زمن
الاستجابة

sec

حد الكشف

mol/L

 مجال
pH

 رقم
المرجع

1B12-
phosphotungestatePVC1 ×10-5- 1 × 10-254305×10-63-816

2B12-
phosphomolybdatePVC5×10-6–1× 10-255.4302.5×10-63-816

3B12-Ammonium 
reineckatePVC1 ×10-7- 1 × 10-458.2102×10-81-317

4B12- 
phosphomolybdate

 عجينة
 هذا7-64-10×357.664501-10×2.47-6-10×1.99الكربون

البحث

المناقشة

تــم تحضيــر مســرى عجينــة الكربــون مــن مســحوق الغرافيــت مــع ملــدن، إذ 
يوفــر هــذا النــوع مــن المســاري ســطحاًً قــابلًاً للتجديــد بســهولة، كمــا تتمتــع 
هــذه المســاري بســهولة التحضيــر بســبب ســهولة الحصــول علــى معاجيــن 
الفعالــة  المــادة  تبيــن مــن خلال دراســة نسبــة  التــكاليف.  بأقــل  كربــون 
المثلــى أن المســرى يُُبــدي أفضــل اســتجابة عنــد نسبــة مــادة فعالــة %8 
بوجــود ملــدن DBP حيــث أعطــى المســرى قيمــة ميــل نرنســتي الأقــرب 
وهــي mV/decade (57.664)، ضمــن مجــال تراكيــز يتــراوح بيــن 
mol/L(3-10×2.47-6-10×1.99). تم بعد ذلك اختبار الملدن الأمثل 
إذ يلعــب الملــدن دوراًً هامــاًً فــي تحســين خصائــص المســرى الانتقائــي لمــا 
لــه مــن دور فــي مرونــة عجينــة الكربــون، ويســاعد فــي توزيــع المكونــات 
بــشكل متجانــس وبالتالــي يســاعد فــي حركــة الأيونــات ضمــن العجينــة. 
وعنــد اختبــار الملــدن الأمثــل لوحــظ أن المســرى المعتمــد علــى ملــدن 
DBP أعطــى أفضــل اســتجابة وأقــرب ميــل للميــل النرنســتي وذلــك لأنــه 
يتمتــع بقطبيــة أعلــى ولزوجــة أقــل مقارنــة بالملدنــات المســتخدمة بالبحــث 
)الجــدول (2)( وهــذا مــا أكــده تناقــص قيــم الميــل النرنســتي )الــشكل (2)( 
حيــث كانــت أعلــى مايمكــن لــدي اســتخدام الملــدن DBP وأقــل مــا يمكــن 
ولزوجــة  متوســطة  بقطبيــة  يتمتــع   DBP أن  علمــاًً  البارافينــي،  للزيــت 
يوفــر وســطاًً  ممــا  أخــرى،  بملدنــات مرجعيــة  مقارنــة  نســبياًً  منخفضــة 
عضويــاًً متوافقــاًً مــع الــزوج الأيونــي بالمقارنــة مــع باقــي الملدنــات كمــا 
يوفــر حركــة حــرة للــزوج الأيونــي داخــل العجينــة [25-23]، أمــا بالنسبــة 
لدراســة تأثيــر درجــة الـــpH لوحــظ أن مجــال الـــpH الأمثــل يتــراوح بيــن 
(7-4) حيــث لوحــظ انخفــاض فــي قيمــة الكمــون قبــل الـــ4 وذلــك بســبب 
أيونــات الهيدروجيــن التــي تلعــب دور أيــون معيــق، ذلــك نظــراًً لصغــر 
الحجــم الأيونــي الفائــق للهيدروجيــن وارتفــاع حركيتــه الكهروكيميائيــة، 
حيــث يتنافــس بــشكل مباشــر مــع جزيئــات فيتاميــن  B12 الكبيــرة علــى 
مراكــز التبــادل الأيونــي  فــي غشــاء المســرى، ممــا يســبب حيــاداًً عــن 

الســلوك النيرنســتي وقصــوراًً فــي جهــد الاســتجابة الفعّّــال. بينمــا بقيــت 
قيــم الكمــون ثابتــة ضمــن مجــال (7-4) لتعــود وتنخفــض قيمــة الكمــون 
بعــد الـــ7  بســبب تحلــل مجموعــات الأميــد فــي فيتاميــن B12 وتحــول 
الفيتاميــن مــن الــشكل الأيونــي إلــى الــشكل غيــر الأيونــي ممــا يخفــض 
الكمــون، إضافــة إلــى أنّّــه عندمــا تهاجــم أيونــات -OH أيونات الموليبيدات 
علــى ســطح المســرى تــؤدي إلــى تفككهــا وتحللهــا وتحولهــا إلــى أيونــات 
فوســفات وموليبيــدات بسيطــة ]28[. وبدراســة تأثيــر درجــة الحــرارة لوحــظ 
أن المجــال الأمثــل )250C-35( حيــث بقيــت قيمــة الكمــون ثابتــة ضمــن 
هــذا المجــال. أمــا عنــد درجــات حــرارة أقــل تــزداد لزوجــة الملــدن وهــذا يقلــل 
حركــة الأيونــات داخــل العجينــة، وبرفــع درجــة الحــرارة فــوق المجــال يبــدأ 
الملــدن بالتســرب مــن داخــل العجينــة إلــى المحلــول ممــا يــؤدي إلــى تخــرب 
المســرى، إذ تبيــن الدراســات أن قيــم لزوجــة DBP بتغيــر درجــة الحــرارة 
 (20⸰C [ŋ=20mpa.s] ,30⸰C [ŋ=12.9 mpa.s] :هــي كالتالــي
(C[ŋ=6.9mpa.s]⸰50  [26,29,30]. بالنسبــة لزمــن الاســتجابة، 
لوحــظ مــن خلال الدراســة أن زمــن الاســتجابة حوالــي 50sec ولــم يتغيــر 
الزمن عند الانتقال بين التراكيز سواء المنخفضة أو المرتفعة، كما حُُدد 
عمــر المســرى بشــهر إذ لــم يُلحــظ تغيــر فــي خصائــص المســرى والميــل 
النرنســتي خلال هــذه المــدة. ولوحــظ بحســاب معامــل الانتقائيــة بطريقــة 
 B12 الكمــون الموافــق، أن المســرى المقتــرح يبــدي انتقائيــة عاليــة لفيتاميــن
بوجــود عــدد مــن الأيونــات المعيقــة، إذ كانــت قيــم معــاملات الانتقائيــة 
 .[31]  1 مــن  أقــل  الانتقائيــة  معامــل  يكــون  أن  يجــب  إذ  منخفضــة 
تــم تطبيــق المســرى المقتــرح علــى عينــات عياريــة وحســاب المعــاملات 
الإحصائيــة، فلوحــظ مــن خلال القيــم المنخفضــة للانحــراف المعيــاري 
والمعيــاري المئــوي دقــة الطريقــة، ومــن خلال قيــم الاســترجاعية التــي 
لــم تتجــاوز الحــد المســموح صحــة الطريقــة. كمــا تــم حســاب حــد الكشــف 
وكانmol/L 106 - ×1 تمــت مقارنــة النتائــج التــي تــم التوصــل إليهــا 
بالطريقــة المقترحــة للعينــات الدوائيــة مــع نتائــج طريقــة مرجعيــة [27] 
تعتمــد علــى تقنيــة HPLC ولوحــظ مــن خلال حســاب معاملــي فيشــر 
وســتودنت عــدم وجــود فــروق معنويــة بيــن الطريقتيــن وبالتالــي إمكانيــة 

الدوائيــة. وأشكالــه  مركباتــه  فــي   B12 فيتاميــن  تركيــز  لتحديــد  تحليليــة 

المقارنة مع الدراسات السابقة

تمــت مقارنــة النتائــج مــع الدراســات الســابقة كمــا هــو موضــح فــي الجــدول 
.)7(
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اســتخدام الطريقــة المقترحــة لتحديــد تركيــز فيتاميــن B12 فــي العينــات 
النقيــة والدوائيــة. تمــت مقارنــة النتائــج مــع الدراســات الســابقة ولوحــظ أن 
المســرى المقتــرح يــوازي ويضاهــي فــي بعــض الشــروط باقــي الدراســات.

الاستنتاجات والتوصيات
تم تصنيع مســرى انتقائي جديد لفيتامين B12 ودراســة شــروطه التحليلية 
المســرى بصحــة ودقــة  فــي تصنيــع  المتبعــة  الطريقــة  تتمتــع  والتقنيــة. 
وموثوقيــة مــن خلال حســاب المعــاملات الاحصائيــة. تــم التطبيــق علــى 
عينــات واقعيــة صيدلانيــة. تــم تقييــم المســرى المقتــرح مــن خلال مقارنــة 
وســتودنت،  فيشــر  معاملــي  وحســاب  مرجعيــة  طريقــة  بنتائــج  نتائجــه 
فكانــت ضمــن الحــدود المعتمــدة. أظهــرت النتائــج أن المســرى المقتــرح 
الشــروط. بعــض  فــي  منهــا  وأفضــل  المرجعيــة  الدراســات  يضاهــي 
فــي مخابــر  المصنــع كطريقــة تحليليــة دقيقــة  الجديــد  المســرى  اعتمــاد 
المراقبــة  فــي مخابــر  المســرى  هــذا  اعتمــاد  والعليــا.  الاولــى  الدراســات 
.B-complex الدوائية. توسيع نطاق البحث في تقدير باقي فيتامينات
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التمويل: جامعة اللاذقية 
المفاهيمي:المنهجيــة  الإطــار  ناصــر:  المؤلفين:هبــة  مســاهمات 
الرياضيةإنجــاز التجــارب المخبريــة العمليــة، معالجــة الرســوم البيانيــة، 
البحــث  أســلوب  اعتمــاد  والاحصائيــة،  الرياضيــة  العلاقــات  اســتخراج 
العلمــي التطبيقــي القائــم علــى تصنيــع مســرى انتقائــي جديــد لفيتاميــن 
B12 ودراســة معاييــره التحليليــة )نسبــة المــادة الفعالــة، تأثيــر الملــدن، 
تأثيــر pH الوســط، تأثيــر درجــة الحــرارة، الانتقائيــة( وتقييــم خصائصــه 
علــى  المســرى  وتطبيــق  المســرى(  عمــر  الاســتجابة،  التشــغيلية)زمن 
المــادة النقيــة والدوائيــة ، التحقيقــات والدراســة المرجعيــة: اجــراء المســح 
مــع  المقتــرح  للمســرى  التحليلــي  الأداء  ومقارنــة  الشــامل  المرجعــي 
الدراســات والتقانــات المرجعيــة الســابقة. الكتابــة -المســودة الأصليــة. 
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