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   :- الأولانسؤال  إجاتح

نتسكُة انجهاش يع شسح يثسط  انتحهُم انكسوياتىجافً انسائم لاساض انعهًً انري تًُ عهُح جهاشياهى ا -1

 .  وانتقدَسانكًً نعُُح يجهىنح

 

مثل طرق أحد الطرق الأساسية لتحميل المواد العضوية وىو يمتاز  HPLCيعتبر الـ 
التحميل الكروماتوجرافي الأخرى بالدقة والحساسية العالية كما أن مدى استخداماتو لاتعتمد عمى 

بكفاءتو  HPLCويمتاز جياز الـ  GLCتطاير العينة أو تأثرىا بالحرارة كما ىو الحال فى الـ 
مثل  ختمفةالعالية جداً عمى الفصل بالإضافة إلى استخدامو فى فصل العديد من المركبات الم

 .الفينولات ، الفيتامينات والسكريات
 

 Principles of HPLC  أساسيات جهاز الـ
ويتم الفصل  .كمياً بفصل مكونات العينة ثم التعرف عمييا وتقديرىا  HPLCيقوم جياز 

) والآخر طور ثابت ( سائل ) عن طريق توزيع العينة مابين طورين أحدىما الطور المتحرك 
. م م 4سم وقطره  25عادة بكون الطور الثابت فى عمود طولو حوالي و( سائل أو صمب 

وتعتمد كفاءة الفصل عمى مواصفات العمود وبصفة خاصة قطر جزيئات المادة المعبأة ويلاحظ 
أن خفض قطر الجزيئات يؤدي إلى تحسين أداء العمود بالإضافة إلى أنو يرفع الضغط بالتالي 

ر المتحرك خلال العمود وليذا السبب فإن أجيزة نحصل عمى معدل سريان مناسب لمطو
HPLC  الحديثة يطمق عمييا أجيزة الضغط العالي الكروماتوجرافي السائل حيث تدفع المضخة

الطور المتحرك داخل عمود الفصل والذي بدوره يفصل العينة لمكوناتيا والتي تمر خلال الـ 
Detector  خلال الـ  حيث عندما يمر كل مكون من مكونات العينةDetector   فإنو يحدث

. تغير فى الإشارات الكيربائية يتم تسجيميا عمى خريطة متحركة لتعطي كروماتوجرام 
: ويمتاز الكروماتوجرام بالآتي 

المركب الذي يمر خلال العمود يكون تحت ظروف موحدة كما يكون ثابتاً ويسمى   -1
Retention time   كما أن مقارنة الأرقامRetention   مع المواد القياسية يعطي وسيمة

. لمتحميل الوصفى 



فى الكروماتوجرام تتناسب طردياً مع تركيز المكون فى العينة  Peakالمساحة تحت الـ   -2
. التقدير الكمي  ىوبالتالي فإن التحميل الكروماتوجرافي السائل يمكن استخدامو ف

 التحميل الكروماتوجرافي السائل  تركيب جياز
 

 
  Pump: مضخة ال

  الشروط الواجب مراعاتيا فى نظام ضخ المذيبات
. بوصة / رطل  6000الضغط العام لا يزيد عن  * 
. دقيقة /سم 10 –تعطي مقدرة عمى ضخ المذيب بمعدل صفر  * 
الحجم الداخمى أقل مايمكن بحيث يظل معدل سريان المذيب ثابت سواء عند مقدمة  *

. المضخة أو عند بداية العمود 
أقل ما يمكن حيث أن ثبات معظم ( الضغط / معدل السريان ) يجب أن تكون النبضات  * 

   Pufsationيتناسب عكسياً مع النبيضات  Detectorsأنواع الـ 
ذات قوة ضغط عالي لتعطي سريان عالى لمطور المتحرك خلال الأعمدة والضغط المطموب  *

ولمنع . المعبأة بالإضافة عمى أبعاد العمود  يعتمد عمى لزوجة المذيب وحجم جزئيات المادة
نبضات الضغط فإنو يستعمل مضخة ذات كباسين بحيث يكون أحدىما دائماً فى مرحمة 

.  Refilالضغط والآخر فى مرحمة الملأ 
  Columnsالأعمـدة 

“Schematic  

of an  

apparatus  

for  

HPLC” 



سم  30 -10يتراوح طوليا بين   HPLCالأعمدة الشائع استخداميا فى جياز الـ 
 10-5وقطر الحبيبات الشائع استخداميا يتراوح بين  مم 10  –4يتراوح بين والقطر الداخمي 

ميكروميتر وفى  5وقطر الجزيئات  مم 4سم وقطره  25وعادة يكون العمود بطول . ميكروميتر 
-3الحديثة تستخدم أعمدة ذات أبعاد أصغر حيث يتراوح طول العمود بين  HPLCأجيزة الـ 

ميكروميتر وتعتمد كفاءة الفصل عمى  5-3الحبيبات وقطر  مم 4.6-1سم وقطره  7.5
مواصفات العمود وبصفة خاصة عمى قطر المادة المعبأة وبغض النظر إذا كانت المادة المعبأة 

-1ذات حجوم واحدة فإنو يتطمب ضغط عالى نسبياً لتعطى معدل السريان المطموب وىو 
ميكروميتر فإنو  15بجزيئات قطرىا  ومعبأة مم 4× سم 25فإذا كان عمود أبعاده . دقيقة /سم2

لى 1ج لمحصول عمى معدل سريان .ض 30يتطمب حوالي  سم عمى الدقيقة من الييكسان وا 
. لمحصول عمى معدل سريان مناسب لممذيبات والأكثر لزوجة مثل الماء  50ضغط جوي قدره 

ح ولمحصول عمى معدل السريان المناسب لابد أن تكون حجم الحبيبات صغيرة يتراو
وىذا ىو الشائع فى أجيزة التحميل الكروماتوجرافي الحديثة كذلك . ميكروميتر  10-3قطرىا بين 

أفضل طرق التحميل   HPLCج لذلك يعتبر .ض 100لابد من وجود ضغط عالي يصل إلى 
 .الكروماتوجرافي 

 
نظراً لمضغط العالي لمطور المتحرك ويجب   Steelوعادة تستعمل أعمدة من الصمب 

ويجب أن تكون المسافة بين   Smoothكون الجدار الداخمي للأنبوبة المكونة لمعمود ناعمة أن ت
.    Peakأقل مايمكن لمنع استعراض الـ   Detectorنياية العمود والـ 

فى درجة حرارة الغرفة ولكن في بعض التحميلات فإنو   HPLCويتم التحميل بواسطة الـ 
لعمود مرتفعة ولذلك تستخدم أعمدة ساخنة حيث يتم الفصل من المرغوب أن تكون درجة حرارة ا

  Jacketم ويتم التسخين بأن يمرر ماء ساخن خلال 5 80-60عند درجة حرارة تتراوح بين 
غالية الثمن ولذلك يجب العناية بيا لمنع تمف أدائيا ويوضع   HPLCحول العمود وأعمدة الـ 

. ادة صمبة داخل العمود قرص مسامي عند بداية العمود لمنع مرور أي م
 

 

  Detectorsالكواشف 
حيث يعطي خط  Detectorsبعد مرور السائل خلال العمود يمر خلال الكاشف 

Base line   ثابت ويجب أن يستجيب لمكونات العينة حيث يعطي اشارات كيربائية تظير عمى
خطياً مع تركيز كل  ويجب أن تكون الاستجابة الكيربائية لمكاشف تتناسب. ىيئة كروماتوجرام 

وعادة تكون استجابة . مكون فى العينة المراد تحميميا وىذا يؤدي إلى تقدير مكونات العينة كمياً 



معظم الكواشف خطية حتى حد معين وعمى ذلك يجب التأكد من أن الكاشف يعمل حتى مدي 
. تركيز معين 

:-  Quantitation analysisالتقدير الكمي 
من مركب لأخر فمثلًا استجابة الكاشف  HPLCجياز  فيشف تختمف استجابة الكا

U.V   تعتمد عمى معامل الامتصاص لمكونات العينة واستجابة الكاشفECD  يعتمد عمى
لاستجابة الكاشف  Calibrationعمل  ىيطريقة لمتقدير الكمي  وأفضلتآلف الكترونات العينة 
 Internalsطريقة  أيعينة محمول ال إلىيضاف  Referenceباستخدام مركب قياسي 

standardization                 وىي تشمل الخطوات التالية-: 
. يجرى تحميل العينة لمحصول عمى كروماتوجرام لمعرفة عدد ونوع مكوناتيا  -1
لمعينة  Two peaksتختار مادة لاتوجد ضمن مكونات العينة وليا وقت ظيور يقع مابين  -2

. عمى الكروماتوجرام 
تقدر استجابة الكاشف لكل مكون من مكونات العينة منسوباً إلى المادة القياسية الداخمية  -3

وذلك باجراء التحميل لمعينة المحتوية عمى المادة القياسية ويجب معرفة تركيز كل مكون من 
 :-ونلاحظ أن مكونات العينة بالضبط 

 
لعينة  لاي مادة تتناسب طردياً مع تركيزه فى ا  peakمساحة الـ 
معامل الاستجابة لمكشف لمركب معين   Kتركيزه فى العينة حيث أن  peak   =Kمساحة الـ 

 Aلممكون   Peakوعمى ذلك بالنسبة لمـ 
K.concentration (A) = Peak area (A) 

 
 Peak area ( IS ) = LIS concentration ( ISوبالنسبة لممادة القياسية 

ـــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــ

كسوياتىجسافُا انطثقح انسقُقح ، انتحهُم ) كلايٍ  أشسح طسَقح فصم وتقدَس انًسكثاخ تاستعًال -2

 (انكسوياتىجسافً انغاشي، انتحهُم انكسوياتىجساي تالاعًدج

 

        Thin layer chromatographyالتحميل الكروماتوجرافى ذو الطبقة الرقيقة  -



،  Spreader tray spreader –ألواح زجاجية ، سميكاجيل  TLCم فى الأدوات التى تستخد 
plateholdor   .

: أنواع السميكا جيل * 
Silica gel H- : سميكا جيل ذو حبيبات دقيقة بدون كبريتات كالسيوم .
Silica gel G- :  كالسيومكبريتات %  13تحتوى عمى. 

Silica gel GF- : سميكاجيل مضاف إلييا دليل فمورة .
Silica gel R- :  كالسيومكبريتات % 5تحتوى عمى. 

Silica gel D5:-  سميكاجيلD-5 مضاف إلييا دليل غير عضوى مقمور .
Silica gel DF-5:- سميكاجيل تحتوى عمى النشا كمادة لاصقة .

 
 :ممحوظة* 

تتحكم أقطار جزيئات المادة الإدمصاصية فى كفاءة الفصل فمثلا طبقات الجزيئات فى 
ميكرون يؤدى إلى فصل مناسب بينما الجزيئات الكبيرة  5-1يكاجيل ذات قطر يتراوح بين السل

تؤدى إلى تحرك المذيب بسرعة كبيرة وظيور بقع كبيرة جدا فى الحجم نتيجة للانتشار الجانبى 
. العالى وقمة مقدرتيا عمى الإدمصاص

 
: طريقة الفصل والتحميل * 

رافى تابع لتحميل الكروماتوجرافيا الادمصاص ويعتبر ىذا النظام من التحميل الكروماتوج
أو  مالألومونيوأكسيد  ثانيعبارة عن مادة إدمصاص مثل  Stationary phaseالنظام الثابت 

السميكاجيل مخموط بمادة لاصقة يتم فرد مادة الادمصاص عمى طبقة رقيقة عمى شريحة زجاجية 
. سم 25× 20مقاس 

عبارة عن مذيب مناسب أو مخموط من المذيبات  mobile phaseأما النظام المتحرك 
المناسبة قبل استعمال الشرائح يتم وضعيا فى فرن لمتخمص من الرطوبة ولتنشيط مادة 

ثم يتم وضع العينة المراد فصميا بواسطة أنبوبة شعرية دقيقة عمى ىيئة بقع وعمى . الادمصاص 
سم وقبل انتياء الشريحة  2عمى بعد أحد أطراف الشريحة يوضع خط ويسمى بنقطة البداية 

 .النيايةسم يوضع خط يسمى بخط  2بمسافة 
تغمس الشرائح الزجاجية فى حوض يحتوى عمى المذيب أو مخموط من المذيبات ويقفل الحوض 

جيدا وبعد سريان المذيب حتى خط النياية تخرج الشرائح وتجفف  
: تحضير طبقات رقيقة ذات سمك واحد من السميكاجيل 

 :الطبقاتوجد عدة طرق لعمل ت



طريقة الغمر ( 2طريقة الصب                  ( 1
طريقة الرش ( 4طريقة الفرد                     ( 3

. التعرف أو الكشف عمى أماكن الفصل
ترش الشرائح بجواىر كشافة لظيور مواضع المركبات المختمفة وبقياس المسافة التى سارىا 

.  RFسارىا مكونات العينة يمكن حساب المذيب والمسافة التى 
: التقدير الكمى بعد الاستخلاص * 

وتوضع فى أنبوبة زجاجية وتذاب فى مذيب مناسب وترشح لمتخمص  Zoneنقشط كل منطقة 
 .من مادة الادمصاص ثم يجرى عمييا التقديرات الكمية الاتية 

 
 

انتحهُم انكسوياتىجسافً انغاشي 
Gas Liquid chromatography ( GLC) 

 

ىذا النوع من التحميل الكروماتوجرافى يستخدم أساسا فى تحميل المواد المتطايرة والمواد التى 
يمكن تحويميا إلى الحالة الغازية أو تحضير مشتقات منيا كالاسترات التى يمكن تحويميا إلى 

. الحالة الغازية فى درجات الحرارة العالية
:  GLCفكرة عمل جهاز 

مل ىذه الأجيزة عمى تحرك مكونات العينة بين طورين أحدىما يسمى تعتمد فكرة ع 
الطور المتحرك ويكون عبارة عن غاز خامل مثل الييميوم أو الأرجون أو غازات أخرى مثل 

النيتروجين أو الأيدروجين أو خميط من ىذه الغازات حيث يعمل الغاز الخامل عمى حمل جزيئات 
بينما الطور الثابت يكون  Carrier Gasفى ومن ثم يسمى المركبات خلال عمود الكروماتوجرا

موجودة فى أنبوبة طويمة  supportعبارة عن سائل ممسوك عمى مادة حاممة تعمل كدعامة 
. وضيقة أو يكون فى صورة غشاء رقيق لأنبوبة قطرىا صغير أو أنبوبة شعرية

 
 
 :- Cloumn Chromatographyكروماتوجرافى الأعمدة ( 
لنوع النظام الثابت عبارة عن مادة صمبة داخل عامود زجاجى ليا القدرة عمى فى ىذا ا 

مرارىا عمى سطح الامصاص ويقوم النظام المتحرك الادمصاص وتتحرك  بحمل ىذه المركبات وا 
وتتوزع ىذه المركبات عمى طور سطح الادمصاص تبعا لقابميتيا للادمصاص عمى سطح 

. عمى الادمصاص أقميا تحركاوالمركبات الأكثر مقدرة . الادمصاص



 –كربون  –ل يسميكا ج –والنظام الثابت عبارة عن مادة الادمصاص وىى قد تكون ألمونيوم 
. سيميموز وغيرىا

وتعبأ مادة الادمصاص فى عامود زجاجى ويوضع أسفمو وأعلاه طبقة من الصوف 
 .الزجاجى

 
: كما موضح بالرسم  -
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

:- كروماتوجرافى كما يمى ويتم الفصل فى العمود ال
يتم التنظيف جيدا لمعامود الكروماتوجرافى ويوضح أسفمو طبقة من الصوف الزجاجى وتعبأ   -1

. مادة الادمصاص ثم توضح طبقة أخرى من الصوف الزجاجى أعمى مادة الادمصاص
توجرافى يذاب مخموط المركبات المراد فصميا وتقديرىا فى مذيب وينقل إلى العامود الكروما  -2

بواسطة قمح فيحدث إدمصاص لممركبات المختمفة كل عمى حسب قدرتو عمى الادمصاص 
وتظير المناطق  Zonesوبالتالى تتحرك المركبات عمى مسافات مختمفة عمى ىيئة مناطق 

. بوضوح إذا كان المادة المراد فصميا ليا لون مميز
.  أنة يتبع أحد الطريقتينإذا كان المطموب ىو الحصول عمى المركبات كل حدة ف  -3

تقطع المناطق بعد إخراج محتويات العامود الكروماتوجرافى وتذوب كل منطقة وترشح ( أ
. لمتخمص من مادة الادمصاص 

زالة وذلك بإختيار مذيب مناسب يوضع أعمى العامود الزجاجى ( ب يتم عمل غسيل وا 
د خارجة منطقتة تمو فيحدث سريان لممناطق المختمفة حيث تتحرك إلى أسفل العامو



الأخرى وتستقبل فى دوراق مخروطية وفى ىذه الحالة تخرج المواد ضعيفة الادمصاص 
. أولا يمييا المواد الأكثر إدمصاص

 
 

ـــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

        :-تكهى تاختصاز عٍ كم يًا َأتً  -3

Chromatogrphy - Chromatogram - Rf value -RRt –Packed column –thermal 

conductivity detector – Hallow Cathodes lamps.  

 Chromatogrphy :-تعريف التحميل الكروماتوجرافى  -
ه طريقة لتحميل وفصل المركبات المختمفة يمكن تعريف التحميل الكروماتوجرافى بأن 

أى إختلاف فى إنتقال وىجرة   Migration Differentalوتعتمد عمى حدوث ما يسمى بالـ 
. المركبات نتيجة مرور مذيب أو غاز عمى الوسط المحتوى عمى المواد المراد تحميميا

ات المختمفة بين الأساس العممى لمطرق المستخدمة فى الفصل تعتمد عمى توزيع المركب -
:- طورين أحدىما 

  Mobile Phaseطور متحرك  -
  Stationary Phaseطور ثابت  -

 __________________________________________________________________

 Chromatogram -:  يمكن التعرف عمى نوع المركبات المفصولة فى العينة وذلك عن طريق
عمى شريط الةرق الذى يسمى   Retention time (Rt)معرفى قيمية مايسمى بال 

Chromatogram 
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

RF-:  لكل مركب وذلك بقياس المسافة التى سارىا المركب عمى المسافة التى سارىا المذيب. 
  Packed Column: الأعمدة الحمزونية 

فى صورة  حبيبات صغيرة  supportة كدعامة وتستعمل فى ىذه الأعمدة مادة حامل 
الحجم بينيما فراغات تسمح بسريان الغاز خلاليا بمعدل مناسب كما يمكنيا أن تتغمف بطبقة 
رقيقة من السائل المستخدم كطور ثابت ومن المواد المستعممة الزجاج المجروش أو الرمل أو 

تمسك فى صورة غشاء رقيق يجب أن بعض الأتربة الطبيعية والسوائل التى تعمل كطور ثابت و



تكون غير متطايرة وثابتة حراريا مثل زيت البرافين أو الزيوت المعدنية أو الجمسرين وغير ذلك 
. من السوائل حسب نوع المركبات المراد فصميا 

 
 
 
 
 

  Thermal conductivity detector جهاز الكشف القائم على التوصيل الحرارى 

. وصيل الحرارى سمك رفيع ترتفع درجة حرارتو بتأثير تيار كيربى حيث يوجد بخمية الت 
وبمرور تيار ثابت من الغاز الخامل النقى فإن كمية الحرارة المفقودة من السمك تظل ثابتة 

وعندما يحمل تيار الغاز الخامل بعض المركبات المفصولة فإنو يحدث اختلاف فى درجة حرارة 
فإن ىذا الاختلاف يتوقف عمى كمية المركبات ونوعيا وىو  السمك يمكن تسجيمو ومن الطبيعى

. المطموب الاستدلال عميو 
__________________________________________________________ 

Hallow Cathodes lamps 
 Hallow cathode lamp radiationويستخدم ليذا الغرض لمبة الكاثود المفرغة 

source  بة يكون فييا الكاثود مكوناً من العنصر المراد تقديره ويستخدم لكل عنصر لم  .
وتتكون لمبة الكاثود من أنبوبة اسطوانية يتكون جدارىا من طبقة رقيقة من الزجاج 

والذي يكون في  Cathodeوتحتوى أحد جانبييا عمى نافذة شفافة يوجد بداخل الأنبوبة الكاثود 
فيكون  Anodeج الإثارة الخاصة بو أما الآنود شكل اسطواني ومصنوع من العنصر المراد إنتا

 Neon (Ne)ويوجد بداخل الأنبوبة غاز خامل يتمثل في النيون . في شكل سمك مواجو لمكاثود 
.  وذلك تحت ضغط منخفض  Argon (Ar)أو الآرجون 



 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

   :-  انثاٍَ انسؤال إجاتح

يع شسح يثسط  Atomic Absorbtion الايتصاص انرزي ياهى الاساض انعهًً انري تًُ عهُح جهاش

 . نتسكُة انجهاش

يحدث الامتصاص الذرى بأن تمتص الذرات الموجودة في حالتيا المنفردة الأشعة 
الضوئية عند طول موجي معين وتنتقل إلى الحالة المثارة وتزداد كمية الأشعة الممتصة عند ىذا 
الطول الموجى بزيادة عدد ذرات العنصر الموجودة في مسار الأشعة والعلاقة بين كمية الأشعة 

الممتصة وتركيز العنصر المراد تقديره يمكن الحصول عمييا باستعمال مادة قياسيو معروفة 
.  تركيز تحتوى عمى العنصر المراد تقديره ال
 Instrument structure:  تركيب الجهاز * 

:  يتركب الجهاز من الأجزاء الآتية 
  Radiation sourceمصدر الأشعة  -1
 Atomizer (Burner system)وحدة تحويل العناصر إلى الصورة الذرية  -2

  Monochromatorوحدة فصل الأطوال الموجية  -3

 Detectorاقة الأشعة وحدة قياس ط



1- To prepare a standard soln. 15 ml of 0.0215 M soln. of KMnO4 was 

diluted to 500 ml. A series of standard was prepared by diluting from 1 to 10 ml 

of the main soln. at intervals of 1 ml in 25 ml of water. A steel sample having a 

mass of 0.5 g was dissolved in acid and after appropriate treatment the soln. was 

diluted to 100 ml. The resulting soln. had a color intermediate between the 

fourth and fifth standards. 

Calculate the percentage of the Mn in the steel. 

 

Con. of stock solution = 15x0.0215 = 500 xC 

 C = (15x0.0215)/500 = 0.000645 M 

Con. of fourth standard = 4x0.000645 = 25xC 

 C = 0.0001032 M 

Con. of fifth standard = 5x0.000645 = 25xC 

       C = 0.000129 M 

Con. of steal solution = (0.0001032 + 0.000129)/2 

                                     = 0.0001161 M 

Percentage of Mn of steel  

= (0.0001161x100x55x100)/(1000x0.5) = 0.13% 

 

: انسؤال انثانث 

 

:  العوامل التي تؤثر عمي معدل تحرك جزيئات البروتين في المجال الكهربي
Factors affecting migration 

وىي تعتمد  Net chargeائية يزداد معدل التحرك بزيادة الشحنة النو: Chargeالشحنة - أ
. PHبصفة عامة عمي درجة حموضة الوسط

وفيما يمي تأثير تغير درجة حموضة الوسط عمي الشحنة في البروتينات والأحماض 
: الأمينية كبعض أمثمة

NH3
+
 - R-COO

-
 



الجزئ البروتين  net chargeىا صافي الشحنة الكيربائية عندالتي يكون  PHتعرف الـ 
ومن ىذه  Isoelectric pointادل الكيربي عميني يساوي صفر باسم نقطة التأو الحمض الأ

والمقابمة لنقطة التعادل  PHلا يتحرك الجزئ في المجال الكيربي ويعبر عن الـ PHالدرجة من
. PI (Isoelectric PH)الكيربي 

في في المحمول بمعرفة معامل انقسام المجموعة المتأينة فمثلا  PHيمكن حساب قيمة الـ
  ىي معامل انقسام مجموعة Pka1حالة الأحماض الأمينية الأحادية الأمين والكربوكسيل فإن 

Pka2,CooH  ىي معامل انقسام مجموعةNH2  وبحسب قيمةPI   لما يمي
 PI= 1/2 (Pka1+ Pka2) 

 Pka2 -2.3 =9.6= لمحامض الأميني جمسين  Pka1: مثال
P1= ½ (2.3 +9.6)=6 

تحتوي عمي ( اسبارتيك –كجموتامي)الأمينية ثنائية الكربوكسيل  أما في حالة الأحماض
وبكتابة حالات التأين المحتممة لحمض  Pkaثلاثة مجاميع قابمة لمتأين وبالتالي يكون ليا ثلاثة 

حتى تصل إلي القاعدي مرورا بحالة  PHالاسبارتيك بدء من الوسط الحامضي الشديد ثم تزداد 
 .التعادل

 Sizeالحجم  -ب

قل معدل التحرك بالنسبة لممركبات ذات الأوزان الجزيئية الكبيرة نظرا لزيادة الاحتكاك ي 
ذات جزئ )فالجزيئات البمورية –وقوى التجارب الالكتروستاتيكي الناتجة من الوسط المحيط 

ذات وزن جزئي )لا تتأثر نسبيا بالادمصاص عمي الورق في حين أن الجزيئات الفردية ( صغير
.  خمف كل شريط من المواد المفصولة الرئيسية trail tailingا عمي الوزن وتترك جزئي( كبير

: Shapeالشكل  -جـ 

تظير الجزئيات ذات الحجم المتساوي والتي تختمف في شكميا مثل البروتين الميفي  
والدائري اختلاف متباين في تحركيا نظرا لاختلاف تأثير الاحتكاك وقوى التجاذب 

.  الالكتروستاتيكي

ويمكن وضع العوامل التي تؤثر عمي معدل التحرك في المعادلة التالية 

       
Mobility of molecule = 



Net charge 

on the molecule 

Applied 

voltage 

Friction of the molecule 

Moleculal size and shape 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ



  :-ثالثا
Formation of poly acrylamid gel 

 
 Molecular sievingخاصية  -1

حيث تساعد خاصية  Gel electrophoresisتعتبر ىذه الصفة من مميزات  
Molecular sieving  خشن لموسط الدعامي النصفsemi rigid  عمي فصل المركبات ذات

الوزن الجزئيئ الكبير مثل البروتينات والتي تختمف أيضا في الحجم والشكل ويتكون الجل من 
 sieve-likeسلاسل متشابكة وموزعة توزيعا عشوائيا خلال الجيل معطية تركيب المنخل 

structure الاختيار جل معين  وتختمف أقطار الجل بدرجة كبيرة بحيث يصبح ىناك مجال
يناسب بعض التحميلات ولا يناسب البعض الأخر وأن الأساس ىو مرور الجزيئات خلال الجل 
جيل الأجار أو النشا أو أكريل أميد العديد ىو أن تحرك الجزيئات الكبيرة يزداد إعاقة بانخفاض 

.  حجم الثقوب نتيجة لزيادة الروابط العرضية في الجيل

3- Ion Exchange Chromatography  حيث يعتمد فصل وتحميل المركبات عمي إمكانية
 Ionتبادليا مع الأيونات الموجودة عمي سطح مواد خاصة تعرف بمواد التبادل الأيونى 

exchanger  وىي عبارة عن مادة غير ذائبة تحتوي عمي بعض المجموعات التي تحمل
ت حرة الحركة بعكس المجموعات شحنات ويحيط بيا أيونات ذات شحنات مضادة وىذه الأيونا

ويمكن استبدال الأيونات . المشحونة التي تكون مرتبطة كيميائيا بجزئيات مادة التبادل الأيونى



فإذا كانت . matrixبأيونات أخري تحمل نفس الشحنة دون أن تتأثر المادة الأصمية تسمي 
سالبة وبالتالي فإن المادة  تحمل شحنات موجبة فإن الأيونات المحيطة بيا تكون matrixالمادة 

 Anion exchangerيمكن أن يتم عمييا تبادل أيونات سالبة الشحنة ولذلك يطمق عمييا اسم 
تحمل شحنات سالبة فإن الأيونات المحيطة بيا تكون  matrixوالعكس إذا كانت المادة الأصمية 

 Cationموجبة ولذلك تسميموجبة الشحنة وبالتالي يمكنيا التبادل مع أيونات موجبة مع أيونات 

exchanger كما في الشكل  :
*It is possible to have both positively and negatively charged exchangers. 

* Positively charged exchangers have negatively charged counter-Ions 

(anions) available for exchange and so are termed anion exchangers. 

* Negatively charged exchangers have positively charged counter ions 

(cations) and  are termed cation exchangers.* 
 
 

 

 

 

 

 
 

 

Anion exchanger with 

exchangeable counter-ions 

 

Cation exchanger with 

exchangeable counter-ions 

 

4- 
migration day of Disatnce

distaining before Length

distainingafter  length

protein of Distance
  mobility Relative 

 

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  ـــ
 جهاز تحليل الأحماض الأمينية  :-رابعا

Amino acid analyzer 

 

تقدر الأحماض الأمينية وصفياً وكمياً باستخدام عمود يحتوى عمي راتنج التبادل الأيوني ويمرر 
يتفاعل مع  خلالو الطور المتحرك حاملًا معو الأحماض الأمينية المفصولة كل عمي حدة ثم

محاليل منظمة   Pumped والجياز يعتمد أساساً عمي ضخ. الننييدرين ويتكون معقد لونى
 Resinخلال عمود الراتنج  Ionic strengthتختمف في درجة حموضتيا أو قوتيا الأيونية 

        



column وقد حدث تطور فى الجياز باستخدام . المزود بترموستات لضبط درجة حرارتو
وىذا . عية عالية ونظام لمحقن الآلى ، مع أنظمة لمكشف ذات حساسية عالية راتنجات ذات نو

ن كان . أدى إلي تقميل وقت التحميل من أيام إلي ساعات الإضافة إلي تقديرىا كمياً حتى وا 
.  مولر 9– 10تركيز الأحماض الأمينية أقل من 

 
لمتقدير الكمي رسم تخطيطي لجهاز تحميل الأحماض الأمينية باستخدام الننهيدرين  



: الشكل التخطيطي السابق يبين أجزاء جهاز تحميل الأحماض الأمينية وهي
 3،  2،  1محاليل منظمة ذات درجة حموضة مختمفة عادة يستخدم ثلاث محاليل منظمة  .1

عمي التوالى وتعمل كطور متحرك لإحلال  5.28،  4.25،  3.25ليا درجة حموضة 
.  الأحماض الأمينية 

 . Buffer pumpالمحاليل المنظمة داخل العمود  مضخة لدفع .2

 . Sample injectionوسيمة لحقن العينة  .3

 .Resin columnعمود راتنج وبو وسيمة لضبط وثبات درجة حرارة الفصل  .4

 .Ninhydrin pumpمضخة لدفع الجوىر الكشاف ننييدرين  .5

 .Reaction coilحمام زيتي  .6

 440و  570عند الطولين الموجين  Flow cellخمية لتقدير الكثافة المونية لممحمول  .7
 .نانوميتر

 . Computerمسجل أو حاسب ألى  .8

: تقدير الأحماض الأمينية 
لتقدير الأحماض الأمينية المكونة لمبروتينات لابد من إجراء عممية التحميل الحامضى  

ارى عي 6بتركيز  HClم في وجود حامض °110لمسلاسل الببتيدية وذلك بالتسخين عمي درجة 
ساعة وبعد ذلك يتم التخمص من الحامض الزيادة والتجفيف ثم تذاب العينة في محمول  24لمدة 

 Amino acidثم تحقن العينة في جياز تقدير الأحماض الأمينية  pH  =3منظم من السترات 

analyzer  .
: طريقة الفصل 

 Ion exchangeفصل الأحماض الأمينية يكون عمي أساس التبادل الأيوني  

chromatography  عمود  2ويتكون الجياز من عدد  :
.  يستخدم في فصل الأحماض الأمينية القاعدية : Short columnالعمود الأول 
.  يستخدم في فصل باقى الأحماض الأمينية : Long columnالعمود الثاني 

            كل من العمودين ممموء بمادة ذات شحنة سالبة عمييا ايون الصوديوم تسمي      
(Sulfonated polystyrene resin Na

+
 form)  .



 
لمعمود المعبأ  pH  =3فعند إضافة المحمول الحامضى لمخموط الأحماض الأمينية 

بالمادة فإن الأحماض الأمينية القاعدية ترتبط مع مادة العمود بقوة بينما الأحماض الأمينية 
وباستعمال محاليل منظمة مختمفة في درجة  الحامضية ترتبط برابطة ضعيفة بمادة العمود

والشكل التالى . كل نوع من الأحماض عمي حدة Eluationفإنو يمكن فصل  pHالحموضة 
: يوضح ذلك 

 
(A)  عمود ممموء بمادة تبادل كاتيونيSulfonated polystyrene resin- Na

+
 form 

(B)  تبادل الحامض الأميني مع أيون الصوديوم. 

(C)  إحلالNa
 .عالى pHض الأميني باستخدام محمول ذو محل الحام +

يتفاعل مع  Elutionالحامض الأميني الذى يخرج من العمود بعد إجراء عممية 
م ويعطى لون بنفسجي ويتم قياس تركيز المون باستخدام جياز °100الننييدرين عمي درجة 



Colorimeter .  كل الأحماض الأمينية الموجودة في صورة-amino acids لمون تعطي ا
البنفسجي بينما الحامض الأميني البرولين والحامض الأميني ىيدروكسى برولين يعطي لون 

ومن عيوب التحميل الحامضى لمبروتينات  -amino acidsأصفر حيث أنو لا يوجد في صورة 
. يعمل عمي تحويل الجموتامين إلي جموتاميك والاسبراجين إلي إسبراتيك 

عممية  من اض الأمينية الكبريتية والتربتوفان ولكى نقملويعمل أيضا عمي أكسدة الأحم
يثانول أو  الأكسدة يتم أثناء عممية التحميل الحامضى إضافة مواد مانعة للأكسدة مثل المركبتوا 

. الثيوجميكوليك أسد
: درين تكون عمي الصورة التاليةيهنومعادلة تفاعل الن

 
ا مركب لونو أزرق أو بنفسجي ويتطمب ىذا يتكثف ناتج تفاعل الننييدرين مع الأمونيا مكون

 التفاعل وجود حامض أميني بو مجموعة أمين منفردة في الموضع ألفا


