
 

 

 

 

 

 تحليلية وأجهزة نًادج كًُُاء َظشٌايتحاٌ  لإجاتحًَىرج استششادي 
 انكًُُاء انحُىَحشعثح نشاتعح نطلاب انفشقح ا

 انثاًَا انذساسٍانفصم  0220/0223 انجايعٍانعاو 
 

 

   -: الأولانسؤال  إجاتح

ُقح ، انتحهُم كلايٍ ) كشوياتىجشافُا انطثقح انشق أششح طشَقح فصم وتقذَش انًشكثاخ تاستعًال -2

 انكشوياتىجشافً تالاعًذج (

 Thin layer chromatographyالتحميل الكروماتوجرافى ذو الطبقة الرقيقة  -ج 

       
س  Spreader tray spreader –ألىواح زاجاةى، س تىاةيجاةل  TLCالأدوات التى  تتىتمدم  ى   

plateholdor  . 
 * أنواع السميكا جيل :

Silica gel H :-  اةل ذو حبةبجت دقةق، بدون يبرةتجت يجلتةوم.تاةيج 
Silica gel G :-   يجلتةوم.% يبرةتجت  35تحتوى عا 

Silica gel GF :- .تاةيجاةل مضجف إلةيج دلةل  اورة 
Silica gel R :-   يجلتةوم.% يبرةتجت 7تحتوى عا 

Silica gel D5:-  تاةيجاةلD-5 .مضجف إلةيج دلةل غةر عضوى مقاور 
Silica gel DF-5:- .،تاةيجاةل تحتوى عا  النشج يمجدة لاصق 

 
 ممحوظة:* 

تتحيم أقطجر ازةئجت المجدة الإدمصجصة،  ى  ياىج ة الاصىل  مىبق طبقىجت الازةئىجت  ى  
مةيىرون ةىؤدى إلى   صىل منجتىب بةنمىج الازةئىجت اليبةىرة  7-3التاةيجاةل ذات قطىر ةتىراوح بىةن 

قى  يبةىرة اىدا  ى  الحاىم نتةاى، لقنتشىجر الاىجنب  تؤدى إل  تحرك المذةب بترع، يبةىرة وظيىور ب
 العجل  وقا، مقدرتيج عا  الإدمصجص.

 
 * طريقة الفصل والتحميل :



ىذا النظجم من التحاةىل اليرومىجتوارا   تىجب  لتحاةىل اليرومجتوارا ةىج الادمصىجص وةعتبىر 
أو  ملومونةىو الأأيتىةد  بىجن عبىجرة عىن مىجدة إدمصىجص مبىل  Stationary phaseالنظىجم البجبىت 

التاةيجاةل مماوط بمجدة لاصق، ةتم  رد مجدة الادمصجص عا  طبق، رقةق، عا  شرةح، زاجاةى، 
 تم. 47× 42مقجس 

عبىجرة عىن مىذةب منجتىب أو مماىوط مىن المىذةبجت  mobile phaseأمج النظجم المتحرك 
مىىىىجدة المنجتىىىىب، قبىىىىل اتىىىىتعمجل الشىىىىرائر ةىىىىتم وضىىىىعيج  ىىىى   ىىىىرن لاىىىىتماص مىىىىن الرطوبىىىى، ولتنشىىىىةط 

الادمصجص . بم ةتم وض  العةن، المراد  صايج بواتط، أنبوب، شعرة، دقةق، عا  ىةئ، بق  وعاى  
تىىم وقبىىل انتيىىج  الشىىرةح،  4أحىىد أطىىراف الشىىرةح، ةوضىى  مىىط وةتىىم  بنقطىى، البداةىى، عاىى  بعىىد 

 النيجة،.تم ةوض  مط ةتم  بمط  4بمتج ، 
مماىوط مىن المىذةبجت وةقاىل الحىوض  تغمس الشرائر الزاجاة،    حوض ةحتوى عا  المذةب أو

 اةدا وبعد ترةجن المذةب حت  مط النيجة، تمرج الشرائر وتااف 
 تحضير طبقات رقيقة ذات سمك واحد من السميكاجيل :

 الطبقات:توجد عدة طرق لعمل 
 ( طرةق، الغمر4( طرةق، الصب                  3
 ش( طرةق، الر 6( طرةق، الارد                     5

 التعرف أو الكشف عمى أماكن الفصل.
تىىىرش الشىىىرائر باىىىواىر يشىىىج ، لظيىىىور مواضىىى  المريبىىىجت الممتااىىى، وبقةىىىجس المتىىىج ، التىىى  تىىىجرىج 

 . RFالمذةب والمتج ، الت  تجرىج ميونجت العةن، ةمين حتجب 
 * التقدير الكمى بعد الاستخلاص :

ذةب منجتىىب وترشىىر لاىىتماص وتوضىى   ىى  أنبوبىى، زاجاةىى، وتىىذاب  ىى  مىى Zoneنقشىىط يىىل منطقىى، 
 من مجدة الادمصجص بم ةارى عاةيج التقدةرات اليمة، الاتة، .



  UV* اتتمدام الأشع، الاوق بناتاة، 
 . Spectrophotometer* اتتمدام اواىر يشج ، وقةجس اليبج ، الضوئة، بإتتمدام 

 * التقدير الكمى عمى الورق أو الموح :
 توجد عدة طرق وهى

 لبصرة، (المقجرن، ا3
 ( التقدةر بواتط، حتجب متجح، البق 4
  ( تقدةر الناجذة، لابق  الماون، أو الميربن، أو الت  تمتص الأشع، الاوق البناتاة،.5

  Paper Chromatographyعن  TLC* مميزات 
قصةر اىدا حةىث لا ةحتىجج أيبىر مىن نصىف تىجع،  TLC( الوقت الذى ةأمذة الاصل بواتط، 3

 تجع، . 46 – 38طوةل ةتراوح من  Paperالوقت الذى ةأمذة وبتةط،    حةن أن 
 والاصل ممتجز . Compact( تيون البق  مندما، 4
( تتىىتعمل مىىواد ادمصجصىىة، يبةىىرة منيىىج مىىواد عضىىوة، مبىىل التىىةاةاوز أو التىىةاةاوز المحىىور أو 5

لطبقى، ةيىون ةعتمىد  قىط عاى  ا Paperغةر عضوة، مبل التاةيجاةل أو الالومنةج .  ى  حةىث أن 
 الرقةق، من التةاةوز.

 ( تتتعمل يمةجت قاةا، من المواد المراد تحاةايج يمج إنيج تتتماص يل ميونجت العةن، .6
( تتىىىىىتعمل مىىىىىواد لتعةىىىىىةن موضىىىىى  المريبىىىىىجت الماصىىىىىول، مبىىىىىل حمىىىىىض اليبرةتةىىىىىك وتىىىىىرش عاىىىىى  7

 رق  .التةايجاةل أو الومنةوم دون أن تتأبر عا  العيس من التحاةل اليرومجتوارا   الو 
× تىمك الاىوح متىىم( × عىدد الألىواح ×  Slurry  =4.7* حاىم المىذةب الىذى ةتىتمدم  ى  عمىىل 

 بعد الاوح متم(.
  3:  4* النتب، بةن المج  والتاةيجاةل = 

 % من وزنيج.32* التاةيجاةل تحتوى عا  يبرةتجت يجلتةوم بنتب، 
 

 



 
 

 -: Cloumn Chromatography( كروماتوجرافى الأعمدة ثانيا
   ىذا النوع النظىجم البجبىت عبىجرة عىن مىجدة صىاب، دامىل عىجمود زاىجا  ليىج القىدرة عاى   

مرارىج عا  تىطر الامصجص وةقوم النظجم المتحرك الادمصىجص وتتحىرك  بحمل ىذه المريبجت وا 
وتتىىىوزع ىىىىذه المريبىىىجت عاىىى  طىىىور تىىىطر الادمصىىىجص تبعىىىج لقجباةتيىىىج لقدمصىىىجص عاىىى  تىىىطر 

 يبر مقدرة عا  الادمصجص أقايج تحريج.الادمصجص. والمريبجت الأ
 –يربىىون  –ل ةىىتىىاةيج ا –والنظىىجم البجبىىت عبىىجرة عىىن مىىجدة الادمصىىجص وىىى  قىىد تيىىون ألمونةىىوم 

 .تةاةاوز وغةرىج
وتعبأ مجدة الادمصجص    عجمود زاجا  وةوض  أتااو وأعقه طبق، من الصوف 

 الزاجا .
 
 كما موضح بالرسم : -
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 -  العمود اليرومجتوارا   يمج ةا  :وةتم الاصل  
ةتم التنظةف اةدا لاعجمود اليرومجتوارا   وةوضر أتااو طبق، من الصوف الزاجا  وتعبىأ   -3

 مجدة الادمصجص بم توضر طبق، أمرى من الصوف الزاجا  أعا  مجدة الادمصجص.
مود اليرومىجتوارا   ةذاب مماوط المريبجت المراد  صايج وتقدةرىج    مذةب وةنقل إلى  العىج  -4

بواتط، قمر  ةحدث إدمصجص لامريبجت الممتاا، يل عا  حتب قدرتو عا  الادمصجص 
وتظير المنجطق  Zonesوبجلتجل  تتحرك المريبجت عا  متج جت ممتاا، عا  ىةئ، منجطق 

 بوضوح إذا يجن المجدة المراد  صايج ليج لون ممةز.
 جت يل حدة  أن، ةتب  أحد الطرةقتةن. إذا يجن المطاوب ىو الحصول عا  المريب  -5

أ( تقطى  المنىىجطق بعىىد إمىىراج محتوةىىجت العىجمود اليرومىىجتوارا   وتىىذوب يىىل منطقىى، وترشىىر 
 لاتماص من مجدة الادمصجص .

زالىى، وذلىىك بإمتةىىىجر مىىذةب منجتىىب ةوضىى  أعاىى  العىىجمود الزاىىىجا   ب( ةىىتم عمىىل غتىىةل وا 
أتىىال العىىجمود مجراىى، منطقتىى، تاىىو  ةحىىدث تىىرةجن لامنىىجطق الممتااىى، حةىىث تتحىىرك إلىى  

الأمرى وتتتقبل    دوراق ممروطة، و   ىذه الحجل، تمرج المواد ضعةا، الادمصجص 
 أولا ةاةيج المواد الأيبر إدمصجص.

 كما موضح بالرسم : -
 



 
 
 



 يتم تقديرة كميا وبعد الحصول عا  يل مريب عا  حدة 
 بجلوزن بعد تبمةر المذةب من يل دورق. أ(
و بإضىىىىج ، اىىىىواىر يشىىىىج ، تعطىىىى  لىىىىون معىىىىةن وةقةىىىىجس اليبج ىىىى، الضىىىىوئة، بجتىىىىتمدام ايىىىىجز أ ب(

Spectrophotometer . ةمين معر ، تريةز يل مريب عا  حدة 
اىىىى( أو بإتىىىتمدام الأشىىىع، الاىىىوق البناتىىىاة، وذلىىىك  ىىى  حجلىىى، المريبىىىجت التىىى  تعطىىى  ومىىىةض مبىىىل 

 . A, D, E,Kالاةتجمةنجت الذائب،    الدىون 
 -لت  تحدد ميجن المجدة المراد  صايج عا  العجمود اليرومجتوارا  :العوامل ا

 ( طبةع، مجدة الادمصجص.3
 المتتمدم.( طبةع، المذةب 4
 ( طبةع، المجدة المراد  صايج .5
 ( عوامل أمرى مبل التريةز ودرا، الحرارة .6
 
        -تكهى تاختصاس عٍ كم يًا َأتً : -0

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

detector – Flame ionization detector- Hallow cathodes lamp  

 

RRt  عثاسج عٍ يقاسَح انضيٍ انلاصو اَقضاءج نخشوجpeak انًادج انقُاسُح يع انعُُح انًجهىنح 

Chromatogram  تىجشافً وفُح َحذد عثاسج عٍ انششَظ انىسقً انزي َخشج يٍ اجهضج انتحهُم انكشويا

 صيٍ خشوج كم يشكة وتشكُضج

Packed column  الحمزونية:الأعمدة Packed Column  
 ىى  صىىورة  حبةبىىجت صىىغةرة  supportوتتىىتعمل  ىى  ىىىذه الأعمىىدة مىىجدة حجماىى، يدعجمىى،  

الحاىىم بةنيمىىج  راغىىجت تتىىمر بتىىرةجن الغىىجز مقليىىج بمعىىدل منجتىىب يمىىج ةمينيىىج أن تتغاىىف بطبقىى، 
لتىىجئل المتىىتمدم يطىىور بجبىىت ومىىن المىىواد المتىىتعما، الزاىىجج الماىىروش أو الرمىىل أو رقةقىى، مىىن ا

بعض الأترب، الطبةعة، والتوائل الت  تعمل يطور بجبت وتمتىك  ى  صىورة غشىج  رقةىق ةاىب أن 
تيون غةىر متطىجةرة وبجبتى، حرارةىج مبىل زةىت البىرا ةن أو الزةىوت المعدنةى، أو الااتىرةن وغةىر ذلىك 

 نوع المريبجت المراد  صايج . من التوائل حتب
 
 
 



 
 

Rf valu     انًسافح انتً َتحشكها انًشكة انً انًسافح انتً َتحشكها انًزَة 

 

  Thermal conductivity detector ( جهاص انكشف انقائى عهً انتىصُم انحشاسي 

.  حةث ةواد بماة، التوصىةل الحىرارى تىاك ر ةى  ترتاى  دراى، حرارتىو بتىأبةر تةىجر ييربى  
وبمىىىرور تةىىىجر بجبىىىت مىىىن الغىىىجز المجمىىىل النقىىى   ىىىإن يمةىىى، الحىىىرارة الماقىىىودة مىىىن التىىىاك تظىىىل بجبتىىى، 
وعندمج ةحمل تةجر الغجز المجمل بعض المريبجت الماصول،  إنىو ةحىدث امىتقف  ى  دراى، حىرارة 
التاك ةمين تتاةاو ومن الطبةعى   ىإن ىىذا الامىتقف ةتوقىف عاى  يمةى، المريبىجت ونوعيىج وىىو 

 اوب الاتتدلال عاةو .المط

 
   Flam ionization detector ( FID)( جهاص انكشف انقائى عهً انتأٍَ تانههة2

ةعتبر ىذا النوع من أيبر الأنواع اتتمدامج    التحاةل اليرومجتوارا   الغجزى وأن ترع، 
 Detectorعندمج تتتمدم حاوم صغةرة ادا من العةنجت وةعتمد ىذا الى  sec 100اتتاجبتو ى  

عاىى  أتىىجس أن التوصىىةل الاليترونىى  لاغىىجز ةتنجتىىب طردةىىج مىى  عىىدد الأةونىىجت المواىىودة وةتيىىون 
ومصىىىدر التىىىأةن تىىىأةن لىىىبعض الازةئىىىجت وتنىىىزح ىىىىذه الازةئىىىجت  Electrode gapأتجتىىىةج مىىىن 

 المشحون، إل  
Electrode gap  وبجلتجل  ةمر مقلgap .وةقجس من مقل دائرة 

 



 
 
 

 

 

 انتحهُم انكشوياتىجشافً انسائم ساط انعهًً انزي تًُ عهُح جهاصياهى الا -ثانثا:

HPLC  نتشكُة انجهاصيع ششح يثسظ 

أحىىد الطىىرق الأتجتىىة، لتحاةىىل المىىواد العضىىوة، وىىىو ةمتىىجز مبىىل طىىرق  HPLCةعتبىىر الىىى 
التحاةل اليرومجتوارا   الأمرى بجلدق، والحتجتة، العجلة، يمج أن مدى اتتمدامجتو لاتعتمىد عاى  

بياج تىو  HPLCوةمتىجز ايىجز الىى  GLCجةر العةن، أو تأبرىج بىجلحرارة يمىج ىىو الحىجل  ى  الىى تط
مبىل  العجلة، اداً عا  الاصىل بجلإضىج ، إلى  اتىتمدامو  ى   صىل العدةىد مىن المريبىجت الممتااى،

 .الاةنولات س الاةتجمةنجت والتيرةجت

 
 Principles of HPLC  أساسيات جهاز الـ
وةىتم الاصىل  يمةىجً.باصل ميونجت العةن، بم التعرف عاةيىج وتقىدةرىج  HPLCةقوم ايجز 

عن طرةىق توزةى  العةنى، مىجبةن طىورةن أحىدىمج الطىور المتحىرك م تىجئل ( واامىر طىور بجبىت م 



م . مىى 6تىىم وقطىىره  47تىىجئل أو صىىاب ( وعىىجدة بيىىون الطىىور البجبىىت  ىى  عمىىود طولىىو حىىوال  
وبصا، مجص، قطر ازةئجت المجدة المعبأة وةقحظ  وتعتمد ياج ة الاصل عا  مواصاجت العمود

أن ماض قطر الازةئجت ةؤدي إل  تحتةن أدا  العمود بجلإضج ، إل  أنىو ةر ى  الضىغط بجلتىجل  
نحصىىىل عاىىى  معىىىدل تىىىرةجن منجتىىىب لاطىىىور المتحىىىرك مىىىقل العمىىىود وليىىىذا التىىىبب  ىىىإن أايىىىزة 

HPLC  ا   التجئل حةث تىد   المضىم، الحدةب، ةطاق عاةيج أايزة الضغط العجل  اليرومجتوار
الطىىور المتحىىرك دامىىل عمىىود الاصىىل والىىذي بىىدوره ةاصىىل العةنىى، لميونجتيىىج والتىى  تمىىر مىىقل الىىى 

Detector   حةث عندمج ةمىر يىل ميىون مىن ميونىجت العةنى، مىقل الىىDetector   إنىو ةحىدث 
 توارام .تغةر    الإشجرات الييربجئة، ةتم تتاةايج عا  مرةط، متحري، لتعط  يرومج

 ويمتاز الكروماتوجرام بالآتي :
المريىىىىب الىىىىذي ةمىىىىر مىىىىقل العمىىىىود ةيىىىىون تحىىىىت ظىىىىروف موحىىىىدة يمىىىىج ةيىىىىون بجبتىىىىجً وةتىىىىم    -3

Retention time   يمج أن مقجرن، الأرقىجمRetention   ،مى  المىواد القةجتىة، ةعطى  وتىةا
 لاتحاةل الوصا  .

ب طردةىىجً مىى  تريةىىز الميىىون  ىى  العةنىى،  ىى  اليرومىىجتوارام تتنجتىى Peakالمتىىجح، تحىىت الىىى   -4
 التقدةر اليم  .  وبجلتجل   إن التحاةل اليرومجتوارا   التجئل ةمين اتتمدامو  

 التحاةل اليرومجتوارا   التجئل  تريةب ايجز
 

 
  Pumpالمضخة : 

  الشروط الوااب مراعجتيج    نظجم ضخ المذةبجت



 . رطل / بوص، 8222الضغط العجم لا ةزةد عن  * 
 تم/دقةق، . 32 –تعط  مقدرة عا  ضخ المذةب بمعدل صار  * 
الحاىىىم الىىىىداما  أقىىىىل مىىىىجةمين بحةىىىث ةظىىىىل معىىىىدل تىىىىرةجن المىىىذةب بجبىىىىت تىىىىوا  عنىىىىد مقدمىىىى،  *

 المضم، أو عند بداة، العمود .
ةاىىب أن تيىىون النبضىىجت م معىىدل التىىرةجن / الضىىغط ( أقىىل مىىج ةميىىن حةىىث أن ببىىجت معظىىم  * 

   Pufsationةتنجتب عيتةجً م  النبةضجت  Detectorsأنواع الى 
ذات قوة ضغط عجل  لتعط  ترةجن عجل  لاطور المتحرك مقل الأعمدة والضغط المطاوب  *

ةعتمد عا  لزوا، المذةب وحام ازئةجت المجدة المعبأة بجلإضج ، عا  أبعىجد العمىود . ولمنى  
ج دائمىىجً  ىى  مرحاىى، نبضىىجت الضىىغط  إنىىو ةتىىتعمل مضىىم، ذات يبجتىىةن بحةىىث ةيىىون أحىىدىم

 . Refilالضغط واامر    مرحا، الملأ 
  Columnsالأعمـدة 

تم والقطر  52 -32ةتراوح طوليج بةن   HPLCالأعمدة الشجئ  اتتمداميج    ايجز الى 
مةيرومةتىر  32-7وقطر الحبةبجت الشجئ  اتتمداميج ةتراوح بىةن  مم 32 – 6الداما  ةتراوح بةن 

مةيرومةتىىر و ىى  أايىىزة الىىى  7وقطىىر الازةئىىجت  مىىم 6تىىم وقطىىره  47بطىىول . وعىىجدة ةيىىون العمىىود 
HPLC  تىىم  9.7-5الحدةبىى، تتىىتمدم أعمىىدة ذات أبعىىجد أصىىغر حةىىث ةتىىراوح طىىول العمىىود بىىةن
مةيرومةتر وتعتمد ياج ة الاصل عاى  مواصىاجت العمىود  7-5وقطر الحبةبجت  مم 6.8-3وقطره 

ض النظر إذا يجنىت المىجدة المعبىأة ذات حاىوم واحىدة وبصا، مجص، عا  قطر المجدة المعبأة وبغ
تىىم/دقةق، .  ىىإذا يىىجن 4-3 إنىىو ةتطاىىب ضىىغط عىىجل  نتىىبةجً لتعطىى  معىىدل التىىرةجن المطاىىوب وىىىو 

 52مةيرومةتىىىر  إنىىىو ةتطاىىىب حىىىوال   37ومعبىىىأة بازةئىىىجت قطرىىىىج  مىىىم 6× تىىىم 47عمىىىود أبعىىىجده 
لى  ضىغط اىوي قىدره تىم عاى  الدقةقى، مىن اليةي3ض.ج لاحصول عا  معىدل تىرةجن   72تىجن وا 

 لاحصول عا  معدل ترةجن منجتب لامذةبجت والأيبر لزوا، مبل المج  .
ولاحصىىىول عاىىى  معىىىدل التىىىرةجن المنجتىىىب لابىىىد أن تيىىىون حاىىىم الحبةبىىىجت صىىىغةرة ةتىىىراوح 

مةيرومةتر . وىذا ىو الشجئ     أايزة التحاةل اليرومجتوارا   الحدةبى، يىذلك  32-5رىج بةن قط
أ ضىل طىرق التحاةىل   HPLCض.ج لىذلك ةعتبىر  322لابىد مىن واىود ضىغط عىجل  ةصىل إلى  

 اليرومجتوارا   .

 

“Schematic  

of an  

apparatus  

for  

HPLC” 



نظىراً لاضىغط العىجل  لاطىور المتحىرك وةاىب   Steelوعىجدة تتىتعمل أعمىدة مىن الصىاب 
وةاب أن تيون المتج ، بىةن   Smoothالادار الداما  للأنبوب، الميون، لاعمود نجعم،  أن تيون

 .   Peakأقل مجةمين لمن  اتتعراض الى   Detectorنيجة، العمود والى 
   درا، حرارة الغر ، ولين    بعىض التحاىةقت  إنىو   HPLCوةتم التحاةل بواتط، الى 

ود مرتاع، ولذلك تتىتمدم أعمىدة تىجمن، حةىث ةىتم الاصىل من المرغوب أن تيون درا، حرارة العم
  Jacketم وةىىتم التتىىمةن بىىأن ةمىىرر مىىج  تىىجمن مىىقل 7 2:-82عنىىد دراىى، حىىرارة تتىىراوح بىىةن 

غجلةى، الىبمن ولىذلك ةاىب العنجةى، بيىج لمنى  تاىف أدائيىج وةوضى    HPLCحىول العمىود وأعمىدة الىى 
 صاب، دامل العمود . قرص متجم  عند بداة، العمود لمن  مرور أي مجدة

 
 

  Detectorsالكواشف 
حةىىىث ةعطىىى  مىىىط  Detectorsبعىىىد مىىىرور التىىىجئل مىىىقل العمىىىود ةمىىىر مىىىقل اليجشىىىف 

Base line    بجبت وةاب أن ةتتاةب لميونجت العةن، حةث ةعط  اشجرات ييربجئة، تظيىر عاى
طةىجً مى  تريةىز يىل ىةئ، يرومجتوارام . وةاب أن تيىون الاتىتاجب، الييربجئةى، لايجشىف تتنجتىب م

ميون    العةن، المراد تحاةايج وىذا ةؤدي إل  تقدةر ميونجت العةنى، يمةىجً . وعىجدة تيىون اتىتاجب، 
معظم اليواشف مطة، حتى  حىد معىةن وعاى  ذلىك ةاىب التأيىد مىن أن اليجشىف ةعمىل حتى  مىدي 

 تريةز معةن .
 

3- 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% 

 

 

 

 دسجح( 32)                                                             -انسؤال انثاٍَ:

1- Factors affecting migration electrophoresis 

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

وى  تعتمد  Net chargeةزداد معدل التحرك بزةجدة الشحن، النيجئة،  :Chargeالشحنة - أ
 .PHبصا، عجم، عا  درا، حموض، الوتط

و ةمج ةا  تأبةر تغةر درا، حموض، الوتط عا  الشحن،    البروتةنجت والأحمجض 
 الأمةنة، يبعض أمبا،:

NH3
+
 - R-COO

-
 

الازئ البروتةن  net chargeىج صج   الشحن، الييربجئة، عندالت  ةيون  PHتعرف الى 
ومن ىذه  Isoelectric pointجدل الييرب  عأو الحمض الأمةن  ةتجوي صار بجتم نقط، الت

والمقجبا، لنقط، التعجدل  PHلا ةتحرك الازئ    الماجل الييرب  وةعبر عن الى PHالدرا، من
 .PI (Isoelectric PH)الييرب  



معجمل انقتجم الماموع، المتأةن،  مبق       المحاول بمعر ،  PHةمين حتجب قةم، الى
  ى  معجمل انقتجم ماموع، Pka1حجل، الأحمجض الأمةنة، الأحجدة، الأمةن واليربويتةل  إن 

Pka2,CooH  ،ى  معجمل انقتجم ماموعNH2  ،وبحتب قةمPI   لمج ةا 
 PI= 1/2 (Pka1+ Pka2) 

 Pka2 -2.3 =9.6لاحجمض الأمةن  ااتةن =  Pka1: مبجل
P1= ½ (2.3 +9.6)=6 

اتبجرتةك( تحتوي عا  – كأمج    حجل، الأحمجض الأمةنة، بنجئة، اليربويتةل مااوتجمة
وبيتجب، حجلات التأةن المحتما، لحمض  Pkaبقب، ماجمة  قجبا، لاتأةن وبجلتجل  ةيون ليج بقب، 

مرورا بحجل، حت  تصل إل  القجعدي  PHالاتبجرتةك بد  من الوتط الحجمض  الشدةد بم تزداد 
 التعجدل.

  
 الميسين في حالة الأحماض الأمينية القاعدية مثل

 
 Pka3,Pka2ةتضر أن نقط، التعجدل الأةون  تق  مج بةن 

 

  P1 =       =       =9.8 

 

Pka2 +PkaR 

2 

9.0+10.5 

2 



لمحجلةل الأحمجض الأمةنة،  PHس Pkaوأن قةم  PIةتضر ممج تبق يةاة، حتجب 
بجلترتةب  (PH=7)ل الييرب  تيون دائمج أقل أو أيبر من الحجمضة، والقجعدة، عند نقط، التعجد

عند   PH=8المحاول المنظم المتتمدم عجدة     صل البروتةنجت الييربجئ  ةيون أعا  من 
أعا     الشحن، النيجئة،  4.7 لو  P1 ةيون الالبةومةن  8.8PHدرا،  bufferاتتمدام 
ةمين  صايج عن  gammaلالبةومةن وأقل    الشحن، النيجئة، ناد أن ا  gamma PIبمقف

 بعضيم يمج ةتضر من الشيل التجل : 
  

 

 

 

 

 

 
 

 

 Sizeالحجم  -ب

ةقل معدل التحرك بجلنتب، لامريبجت ذات الأوزان الازةئة، اليبةرة نظرا لزةجدة الاحتيجك  
 جلازةئجت الباورة، مذات ازئ –وقوى التاجرب الاليتروتتجتةي  النجتا، من الوتط المحةط 

ةر( لا تتأبر نتبةج بجلادمصجص عا  الورق    حةن أن الازةئجت الاردة، مذات وزن ازئ  صغ
 ماف يل شرةط من المواد الماصول، الرئةتة،.  trail tailingيبةر( ازئةج عا  الوزن وتترك 

 :Shapeالشكل  -جـ 

 تظير الازئةجت ذات الحام المتتجوي والت  تمتاف    شيايج مبل البروتةن الاةا  
والدائري امتقف متبجةن    تحرييج نظرا لامتقف تأبةر الاحتيجك وقوى التاجذب 

 الاليتروتتجتةي . 
 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 

Molecule size and shape 

المعجدل، التجبق، توضر العوامل الت  تؤبر عا  تحرك الازةئجت    الماجل الييرب  من 
وزادت أةضج الشحن، النيجئة،   applied voltageىذه المعجدل، ةتضر أنو يامج زادت قوة التةجر 

 يامج زاد معدل التحرك.    net charge on the moleculeعا  الازئ

ومن المعجدل، أةضج ةتضر أنو يامج زاد حام وشيل الازئ قل معدل التحرك والمبجل 
 التجل  ةوضر ذلك:

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ion exchange chromatography.  ) ًَانتثادل الاَى( 

 

 

حةىىث ةعتمىىد  صىىل وتحاةىىل المريبىىجت عاىى  إميجنةىى، تبجدليىىج مىى  الأةونىىجت المواىىودة عاىى   
وىىى  عبىىجرة عىىن مىىجدة غةىىر  Ion exchangerاد التبىىجدل الأةىىون  تىىطر مىىواد مجصىى، تعىىرف بمىىو 

ذائب، تحتوي عا  بعض الماموعجت الت  تحمل شحنجت وةحةط بيج أةونجت ذات شحنجت مضجدة 
وىىىذه الأةونىىجت حىىرة الحريىى، بعيىىس الماموعىىجت المشىىحون، التىى  تيىىون مرتبطىى، يةمةجئةىىج بازئةىىجت 

ةونىجت بأةونىجت أمىري تحمىل ناىس الشىحن، دون أن تتىأبر مجدة التبجدل الأةون . وةمين اتتبدال الأ
تحمىل شىحنجت موابىى،  ىإن الأةونىىجت  matrix.  ىإذا يجنىت المىىجدة matrixالمىجدة الأصىاة، تتىىم  



المحةطىى، بيىىج تيىىون تىىجلب، وبجلتىىجل   ىىإن المىىجدة ةميىىن أن ةىىتم عاةيىىج تبىىجدل أةونىىجت تىىجلب، الشىىحن، 
تحمىل  matrixلعيس إذا يجنت المىجدة الأصىاة، وا Anion exchangerولذلك ةطاق عاةيج اتم 

شحنجت تجلب،  إن الأةونجت المحةط، بيج تيون مواب، الشحن، وبجلتجل  ةمينيج التبجدل م  أةونىجت 
 يمج    الشيل:  Cation exchangerمواب، م  أةونجت مواب، ولذلك تتم 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

Anion exchanger with 

exchangeable counter-ions 

 

Cation exchanger with 

exchangeable counter-ions 

 

- Gel Filtration .  
 molecular sizeحةىىىىث ةعتمىىىىد  صىىىىل المريبىىىىجت الممتااىىىى، عاىىىى  امىىىىتقف حاميىىىىج الازئةىىىى  

بىىةن حبةىىجت مىواد  ىى  صىىورة اةىىل واشىىيرىج مىىجدة  permeabilityممجةتىبب امتق يىىج  ىى  الناجذةىى، 
Sephadex الحام لاةمينيج الناجذ دامل  رغجت الاةل لذلك  ي  تمىر   ازئةجت المريبجت اليبةرة

اتىىىرع مىىى  المىىىذةب بعيىىىس الازةئىىىجت الامىىىرى الصىىىغةرة الحاىىىم واذى ةمينيىىىج الناىىىجذ  ىىى  الارغىىىجت 
المواىودة بىةن حبةبىجت الاةىل لىذلك تمىرج المريبىجت بجلتتىجب  عاى  حتىب تنىجقص حاميىج الازئةىى  

 .Molecular exolusionوتعرف مةيجنةية، الاصل ىذة بجل 
 
 

 



 
 

 

 

1- Determination of amino acids by using Amino Acid Analyzer . 

 

تقدر الأحمجض الأمةنة، وصاةجً ويمةجً بجتتمدام عمود ةحتوى عا  راتنج التبىجدل الأةىون   
وةمرر مقلو الطور المتحرك حجمقً معو الأحمجض الأمةنةى، الماصىول، يىل عاى  حىدة بىم ةتاجعىل 

محجلةىل منظمى،   Pumped ةن وةتيىون معقىد لىون . والايىجز ةعتمىد أتجتىجً عاى  ضىخم  الننيةىدر 
 Resinمىقل عمىود الىراتنج  Ionic strengthتمتاىف  ى  دراى، حموضىتيج أو قوتيىج الأةونةى، 

column  المىىىىزود بترموتىىىىتجت لضىىىىبط دراىىىى، حرارتىىىىو. وقىىىىد حىىىىدث تطىىىىور  ىىىى  الايىىىىجز بجتىىىىتمدام
قىن االىى  س مىى  أنظمى، لايشىىف ذات حتجتىة، عجلةىى، . وىىىذا راتناىجت ذات نوعةىى، عجلةى، ونظىىجم لاح

ن يىىجن  أدى إلىى  تقاةىىل وقىىت التحاةىىل مىىن أةىىجم إلىى  تىىجعجت. الإضىىج ، إلىى  تقىىدةرىج يمةىىجً حتىى  وا 
 مولر.  ;– 32تريةز الأحمجض الأمةنة، أقل من 



 
 رسم تخطيطي لجهاز تحميل الأحماض الأمينية باستخدام الننهيدرين لمتقدير الكمي



 كل التخطيطي السابق يبين أجزاء جهاز تحميل الأحماض الأمينية وهي:الش
 5س  4س  3محجلةل منظم، ذات دراى، حموضى، ممتااى، عىجدة ةتىتمدم بىقث محجلةىل منظمى،  .3

عاىىىى  التىىىىوال  وتعمىىىىل يطىىىىور متحىىىىرك لإحىىىىقل  :7.4س  6.47س  5.47ليىىىىج دراىىىى، حموضىىىى، 
 الأحمجض الأمةنة، . 

 . Buffer pumpامل العمود مضم، لد   المحجلةل المنظم، د .4

 . Sample injectionوتةا، لحقن العةن،  .5

 .Resin columnعمود راتنج وبو وتةا، لضبط وببجت درا، حرارة الاصل  .6

 .Ninhydrin pumpمضم، لد   الاوىر اليشجف ننيةدرةن  .7

 .Reaction coilحمجم زةت   .8

 662و  792المىىىواةن  عنىىىد الطىىىولةن Flow cellماةىىى، لتقىىىدةر اليبج ىىى، الاونةىىى، لامحاىىىول  .9
 نجنومةتر.

 . Computerمتال أو حجتب أل   .:

 تقدير الأحماض الأمينية :
لتقىىدةر الأحمىىجض الأمةنةىى، الميونىى، لابروتةنىىجت لابىىد مىىن إاىىرا  عماةىى، التحاةىىل الحجمضىى   

عةىجرى  8بتريةىز  HClم  ى  واىود حىجمض °332لاتقتل الببتةدة، وذلك بجلتتمةن عاى  دراى، 
عد ذلك ةتم التماص من الحجمض الزةجدة والتااةف بىم تىذاب العةنى،  ى  محاىول تجع، وب 46لمدة 

 Amino acidبم تحقن العةن،    ايجز تقدةر الأحمجض الأمةنة،  pH  =5منظم من التترات 

analyzer . 
 طريقة الفصل :

 Ion exchange صىىىل الأحمىىىجض الأمةنةىىى، ةيىىىون عاىىى  أتىىىجس التبىىىجدل الأةىىىىون   

chromatography عمود :  4تيون الايجز من عدد وة 
 : ةتتمدم     صل الأحمجض الأمةنة، القجعدة، . Short columnالعمود الأول 
 : ةتتمدم     صل بجق  الأحمجض الأمةنة، . Long columnالعمود الثاني 

يىىىىىىىىىل مىىىىىىىىىن العمىىىىىىىىىودةن مماىىىىىىىىىو  بمىىىىىىىىىجدة ذات شىىىىىىىىىحن، تىىىىىىىىىجلب، عاةيىىىىىىىىىج اةىىىىىىىىىون الصىىىىىىىىىودةوم تتىىىىىىىىىم                   
(Sulfonated polystyrene resin Na

+
 form) . 



 
لاعمىىىود المعبىىىأ  pH  =5 عنىىىد إضىىىج ، المحاىىىول الحجمضىىى  لمماىىىوط الأحمىىىجض الأمةنةىىى، 

بجلمىىجدة  ىىىإن الأحمىىجض الأمةنةىىى، القجعدةىى، تىىىرتبط مىى  مىىىجدة العمىىود بقىىىوة بةنمىىج الأحمىىىجض الأمةنةىىى، 
نظمىىى، ممتااىىى،  ىىى  دراىىى، الحجمضىىىة، تىىىرتبط برابطىىى، ضىىىعةا، بمىىىجدة العمىىىود وبجتىىىتعمجل محجلةىىىل م

يىىل نىىوع مىىن الأحمىىجض عاىى  حىىدة. والشىىيل التىىجل   Eluation إنىىو ةميىىن  صىىل  pHالحموضىى، 
 ةوضر ذلك :

 
Sulfonated polystyrene resin- Naعمود مماو  بمجدة تبجدل يجتةون   (Aم

+
 form 

 تبجدل الحجمض الأمةن  م  أةون الصودةوم . (Bم

Naإحقل  (Cم
 عجل . pHمحاول ذو محل الحجمض الأمةن  بجتتمدام  +

ةتاجعىىىىل مىىىى   Elutionالحىىىىجمض الأمةنىىىى  الىىىىذى ةمىىىىرج مىىىىن العمىىىىود بعىىىىد إاىىىىرا  عماةىىىى، 
م وةعطىىى  لىىىون بناتىىىا  وةىىىتم قةىىىجس تريةىىىز الاىىىون بجتىىىتمدام ايىىىجز °322الننيةىىىدرةن عاىىى  دراىىى، 



Colorimeter  يىل الأحمىجض الأمةنةى، المواىودة  ى  صىورة .-amino acids  تعطى  الاىىون
الحىىىجمض الأمةنىى  البىىىرولةن والحىىجمض الأمةنىىى  ىةدرويتىى  بىىىرولةن ةعطىى  لىىىون  البناتىىا  بةنمىىج

ومن عةوب التحاةل الحجمض  لابروتةنجت  -amino acidsأصار حةث أنو لا ةواد    صورة 
 ةعمل عا  تحوةل الااوتجمةن إل  ااوتجمةك والاتبرااةن إل  إتبراتةك .

عماةى،  مىن ةى، والتربتو ىجن وليى  نقاىلوةعمل أةضج عا  أيتىدة الأحمىجض الأمةنةى، اليبرةت
ةبىىجنول أو  الأيتىىدة ةىىتم أبنىىج  عماةىى، التحاةىىل الحجمضىى  إضىىج ، مىىواد مجنعىى، للأيتىىدة مبىىل المريبتوا 

 البةوااةيولةك أتد.
 درين تكون عمي الصورة التالية:يهنومعادلة تفاعل الن

 
بناتىا  وةتطاىب  ةتيبف نجتج تاجعىل الننيةىدرةن مى  الأمونةىج ميونىج مريىب لونىو أزرق أو

ىىىىذا التاجعىىىل واىىىود حىىىجمض أمةنىىى  بىىىو ماموعىىى، أمىىىةن مناىىىردة  ىىى  الموضىىى  ألاىىىج مىىىن ماموعىىى، 
 يربويتةل مناردة حت  ةيون التاجعل يمةج . 

 ممخص لطريقة الفصل :
ةحقىىىن ماىىىةط قةجتىىى  مىىىن الأحمىىىجض الأمةنةىىى، وبعىىىد انتيىىىج  التحاةىىىل ةظيىىىر تقرةىىىر ةبىىىةن عىىىدد  .3

المقجباى، للأحمىجض  peaksليىل حمىض أمةنى  ومتىجحجت الىى  Rtالأحمجض الأمةنة، القةجتة، 
 الأمةنة، . 

 ليل حجمض أمةن  قةجت  وتريةزه .  Rtةزود الحجتب اال  بجلى  .4

  Response factorةحتب آلةج معجمل الاتتاجب،  .5

 Amount/area = RFالمتجح، ليل حجمض أمةن   ÷ بقتم، التريةز 
جتةيةج بيتجبى، تقرةىر ةبىةن  ةىو اتىم الحمىض الأمةنى  ممىن ةقوم الحجتب اال  أوتوم –تحقن العةن، 

حةىىث تضىىرب المتىىجح،  ىى  معجمىىىل  nMس التريةىىز بجلىىى  Rtالمعاومىىجت التىىجبق تغذةتىىو بيىىج( س الىىى 
 الاتتاجب، ليل حمض أمةن  . 



بجلضىىىرب  ىىىى  الىىىوزن الازةئىىى  لاحمىىىىض  ngإلىىى   nMةحىىىول تريةىىىز الحمىىىض الأمةنىىىى  مىىىن  .6
 الأمةن  . 

أو أى نىىوع أمىىر لادلالىى، عاىى  التريةىىز.  mgالأمةنىى  عاىى  أتىىجس % ةحتىىب تريةىىز الحمىىض  .7
 ةاب الأمذ    الاعتبجر أى تماةف أارى أبنج  التحاةل . 

 

Formation of polyacrylamide gel. تكىٍَ انجُم( 

 

 

 

 

 


