
 مشر الرابع الفصل
xالاداء عالى السائل كروماتوجرافى٣ 

High performance liquid chromatography (HPLC)
 مهما المختلفة البيئية المكونات فى المبيدات مخلفات عن الكشف فى الاجهزة افضل من

 خليل فى فائقة أو عالية بقدرة يتميز وهو للغاية قليلة تركيزات حدود وفى تواجدها درجة كانت
 هو بما مقارنة بسيطة خطوات خلال ومن عالية وبكفاءة جدا سريع وقت فى المبيدات مخلفات

 المتطورة الوسيلة هذه استعمال فى الجيدة الخبرة وتتمثل. العادى الغازى الكروماتوجرافى مع متبع
 هذا عمل عليها بنى التى النظرية فى الخوض وقبل ، بعضها عن المنحنيات فصل على المقدرة فى

 ونظرية اسلوب فهم نستطيع حتىHplc من نموذج وتشغيل تركيب الى باختصار نشير الجهاز
. الجهاز

• Hplc  جهاز وتشغيل تركيب

Hplc  جهاز مكونات يوضح التالى الرسم
 المذيب خزان

 المضخات أو المضخة التدريج وسيلة
 العينة خافض

 العمود

 الحرارة منظم
 البيانات مسجل الكشافات او الكشاف

( المسجل) الطابعة

 بينما المفتوح العمود فيها يستخدم التى بالاجهزة مقارنة التعقيد فى غايةHplc اجهزة تعتبر
 ان الضرورى من حيث العمود كرومانوجرافيا بانه الحديث السائل الكروماتوجرافى تسمية يمكن
 وكما. المستخدمة والعضوية المائية المذيبات لنظم مقاومة المذيب تلامس التى المكونات كل تكون
 السريع الفصل. والتعريف الكشف فى والمقدرة الحساسية على الكشاف اختيار يتوقف القول سبق

 بمعدل المذيب سريان يكون ان يجب كما والثبات بالكفاءة تتميز خاصة اعمدة يتطلب والدقيق
. ايضا ثابت

 وحدات أو وحدة تزويد على قادرا يكون ان يجب انه الا الخزان نوع عن النظر بصرف(١)
. التحليلات من عدد مجاز لا كافى وبحجم والكشف التقدير لعمليات الكافى بالمذيب الضخ

 اجهزة فى الموجودة الاجزاء اهم من نفسه الضخ نظام او المضخات او المضخة تعتبر )ب(
HPLCذات مضخات وهناك العمود داخل( المذيب) المتحرك الوسط بدفع المضخة تقوم حيث 

 المضخات انواع ويفضل ثابتين( وضغط حجم )محقق بالصفتان تتميز او ثابت ضغط او ثابت حجم
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HPLC  جهاز لمكونات توضيحى شكل
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 شوشرة اقل مع مختلفة بمعدلات ولكن ثابت وبسريان المتحرك بالطور الامداد على المقدرة ذات
Noiseالملفوفة المكابس ذات ومنها للغاز الدافعة المضخات وهناك. والعالى المنخفض الضغط مع 
 الثابت الضغط لتوفير يصلح الملفوف والنوع الدفع فى الغاز ضغط على تعتمد وهى والغازية

 للغاز الدافع النوع بينما المتدرج التشغيل فى كثيرا تستخدم لا ولكنها جوى( ضغط١٠٠)
 الضخ الكبس نظام فى تستخدم حيث للسائل الدافعة المضخات هناك. المتدرج التشغيل فى يصلح

 عديم بسريان الامداد الى اكثر او غشائين او مكبسين استعمال يؤدى. السائل لدفع الهيدروليكى
. المتدرج للتشغيل تصلح وهى الشوشرة

 السابقة المكبس شوط دفعة اثناء المذيب بتدفق تقوم حيث الميكانيكية الكابسة المضخة هناك
 لانقاص أكثر أر مكبسين تشغيل يتم وعادة المرتدة السحب شوط دفعة اثناء المكبس غرفة ملء وتعيد

 والمخزن مرتفعة ضغوط على والتشغيل ثابت سريان على المكابس هذه من الحصول ويمكن الشوشرة
 فيهما التحكم يتم مضختان باستعمال التدرج على الحصول يمكن كما السعة محدود غير

. الكترونيا

 العمود الى ويدفعه الخزان من المذيب للحركة الناقل المكبس يزيح وفيها الخاصة المضخة هناك
 محدود هنا المخزن. مرتفعة ضغوط غت بثبات يحدث والتدفق الدفع نظام فى الاتزان يحدث وعندما
. الحافتين لحجم بالنسبة السعة

 متدرجا الازاحة نظام يكون ان يفضل الاداء عالى السائل الكروماتوجرافى نظام فى )جا
k) k gradient قيم لها التى المعقدة المخاليط حالة وفى الفصل كفاءة غسين فى تفيد وهى

 الازاحة تفيد. الاختلاف من كبيرة درجة على( للمركب الازاحة حجم تعنى المنحنى فى
 معPH الأيدروجين ايون قوة فى التغير ان بسبب الأيونى بالاستبدال الفصل نظام فى المتدرجة

. والفائدة الاهمية غاية فى تعتبر الوقت

 نتيجة وتكون المذيب تدفق ايقاف مع مرتفع ضغط على حقنة باستعمال العينة حقن يتم )د(
 عالى ضغط ذو الحقن مدخل ان يلاحظ. العمود قمة فى مباشرة العينة وضعت اذا جيدة الحقن

 ويكون بالمذيب يتأثر الا يجب الحقن فتحة فى الموجود والحاكم جوى ضغط١٥·' الى يصل قد
 فى كما الحقن استخدام طريقة تمتاز. المرتدة العالية الضغوط يقاوم ان يجب كما معه توافق هناك

 ضيق نطاق فى العينة من متغيرة احجام ميل ونجيز واقتصادية بسيطة بأنها الغازى الكروماتوجرافى
 الحاكم تفتيت واحتمالات العالى الضغط فى تتمثل الطريقة هذه فى والمشكلة العمود قمة على

 وانسداد العمود كفاءة فى نقص الى يؤدى مما العمود قمة فى تتراكم ثم ومن الحقن ابرة بواسطة
. المرتد او المرمجع الضغط فى كبيرة وزيادة المذيب مسار

 ثم ومن الضغط هبوط الى يؤدى مما الحقن سريان الجاه فى المذيب تدفق ايقاف يمكن )ه(
 فى العينة حمل معاودة الى المذيب سريان استئناف ويؤدى المرجع الضغط يزيل مما الحقن يسهل
. كثيرا العمود فعالية تتأثر ولا بطى السائل انتشار ويكون العمود
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 ونودcolumn العمود للكروماتوجرافي مثلةHplc اجهزة تعتبر القول كماسبق )و(
 يتحمل خاص زجاج من او للصدً قابل الغير الصلب من تصنع الاعمدة معظم ان الى الاشارة
 التعبئة مادة لنوع تبعا والقطر الطول فى وتختلف جوى ضغط ه٠· حدود فى العالى الضغط
. ملليمتر٢,٦ الداخلى القطر ومتوسط امتار عدة وحتى سم٣٠-١· من الطول فى وتتراوح
 الماثية والحمامات الهوائى التسخين ذات الافران باستعمال العمود حرارة درجة فى التحكم يمكن

 علىHplc جهاز استخدام يمكن. المياه دوران طريق عن وترد تسخن التى التسخين ووحدات
 الاحتجاز احجام تقليل فى منها الاستفادة يمكن العالية الحرارة درجات اما المعمل حرارة درجة

 على الحفاظ فى الكشاف حرارة درجة منظم اهمية بجاهل يمكن ولا ، المذيب سريان سرعة وتقليل
. الاسبكتررفوتومترية النظم ثبات

 على تتوقف بدرجة المتاحة الكشافات انواع معظم على العمل الجهاز لهذا يمكن )ز(
 والفلوربنس الامبكتررفوتومترى اللونى الكشاف ذلك ومشال التحليل فى المطلوبة الحساسية
. عالية حساسية الى الحاجة عدم حالة فى تفيد والتأين الانكسار معامل فى التغير قياس وكشافات

 وهناكu٧ البنفسجية فوق الاشعة كشافاتHplc اجهزة فى شيوعا الكشافات اكثر ومن
 كميات عن الكشف يمكنها حيث نانوميتر٨٠٠-١٩٠ من كبير موجى مد ذات كشافات

. منها اجزاء او نانوجرامات حدود فى المبيدات من للغاية ضئيلة

 خلال من النتائج وابراز للتسجيل جدا متطورة معدات الحديثة الاجهزة فى حاليا يتوفر )ح(
. الاجهزة فى ة الموجود الالية الحاسبات برامج

• Hplc  جهاز بواسطة للمخلفات والكمى الوصفى التقدير٣

Hplc  بجهاز فصلها بعد للعينات الكمى التقدير فى الغاز الكروماتوجرافى طرق نفس تتبع
 الاحتجاز فترة قيم مطابقة على تعتمد والتى الكروماتوجرافية او كروماتوجرافية الغير بالطرق سواء

Retention )النسبى( timeيتم ان شريطة القياسية العينات بقيم او المعامل فى الموجودة بالقيم 
 من لاكثر الاستجابة درجة بين النسبة قياس ويمكن. والفصل التشغيل ظروف نفس غت الفصل
 مزودةHplc اجهزة توجد وحديثا ، المركب نفس عن الكشف فى حساسيتها فى تختلف كشا
 مقدرة ذو كشافان او الضوئى للامتصاص والاخر الانكسار معامل لقياس احدهما كشاف من باكثر
 المناسبة الكشافة الجواهر على تعتمد كررماتوجرافية الغير الطرق. مختلفة الضوئى الامتصاص على

 مثل المفصولة المركبات لتعريف المنظورة الاجهزة ببعض الاستعانة ويمكن الكيميائية للتفاعلات
Nuclear) المغناطيسى النووى الرنين جهاز magnetic Resonance (NMRقياس جهاز أو 

. IR Mass الحمراء ت أرالاشعة spectrometer (Ms)  الكتلة

 فى ذكرت التى الطرق بنفس للمركبات الكمى والتقدير رياضيا المنحنيات غليل يتم
. Glc  السائل الغاز كرومانوجرافيا
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. Data confirmation  النتائج تأكيد بو

 سواء الكروماتوجرافى الفصل من عليها خصل التى النتائج لتأكيد التالية الطرق اتباع يمكن
٠ Hplc Glc أو  با

. القطبية مختلفة اعمدة -استعمال ا

. متخصصة كشافات -استعمال٢

(p-value)  التجزئ معامل -تقييم٣

. الاشتقاق خلال من الكيميائية -التغيرات٤

 فائق السائل الكررماتوجرافى جهاز بواسطة المبيدات فصل نتائج حساب طر يلى وفيما#
. Hplc  القدرة
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BONDED PHASES FOR HPLC AND THEIR ABBREVIATONS

s  ا

C1

c2

c3

C

C6

C8

c18

١

SIle٥ -$i-OH
Classic mprmal phase malerial. Sullable lo1
separallng polar non-loric organic compunds.

TMS, SAS, TrlmetNy  وcH- ا-5 ا
Reversed Phase malerlal. Uraue salectivity tor polar
and mwtiturctlonal compourds. toas1 retentive ol  الع
aRyl grou bonded phases lor non-poka sohtes.

RP-2, Dlmethy H ءC- ا ا$-
Revereed Phase material. Lass relentive than C4,
C8, r C18. More retenlive Whan C1.

Propyا -Sicو H,
Reversed Phase material. Lsed in Hydrophoblc
lnteraction Chromatography {HlC) of proteins and
peplies.

 ا ا٠
Buty  وH ءC- ا ا$-
Reversed Phase materal. UJselul lor ion-palrlng
chromalography. Olters tess retenlion than C8 and
C18 phasss lot non-polar solutes. When bonded to
300A siliea, It ls an ideal phase {or analyzing largs
proteins and hydrophobic peplldas.

١
Hexyا -Si-Cو,ام 
Reversed Phase malerial. Usetul tor ion-pairing chro­
malography. Less relentive than C8 and C18 phasas.

-١
MOS, RP8, LC8, Octyl -5SiCء H,
Reversed Phasa materal. SImilar seleclivity to C18
but less retentlve. Wide apphicability (e.g. phammacsu­
١icals, rucleosides, steroids) When bxnded to 300A
silica. il is an ideal phase lor peplides. peptide
mapin, ard small hydrophillic prolelns,

O0S, RR-18, LC18, Octadecy١ -$-C,Hتو 
Classic Reversed PhAوe materlal. Moat retentive tor
non-polar solues. Excellent tor bon-palring chroma­
tography. Wlde applicabltty (6.g. nucleosldes,

·' nuckeolides, sterolds, pharnaceutleals. vltamns, {aty
acids, environmental copourds). When bonded to
300A Eilica, this phase ls persct for separatinp smal
hydrophilic peptides

CN

8H,

N0,

OH

5AX

scx

wAX

wCX

,CPS ا PCN, Cyeno, - CH,CNهCH,CH- $ت
Cyenopropyf, NItrils '٢ ٩' '
Can be employed as elthsr a Reversed Phase or
normal phase materlal. Slghtly relar. unique solecli0

polar cmpounds h both Reverse Phase An١}٥yز 
normal phass modee. Equlllbrales very rapidly,
suitable lor gradent separallons. setul ا fot mar
pharmaceutca} appRcatkors (e.g. ricyclkc antidepres
sarts).

AP3, Amlno, Amlno Ptopy1 Sllyl- CH,CH,CH- $ا
Can ba employed As Rove1r:td Phas6, normal phnas
٥٢ w%١i١k erlon r3٢Hanga materiAl. RnyerGed FHAse
uswlu1 for septratirg carbohydrAtes. Normal phase
altemative salectivlty to silica, twot dnactivated by
small amounts o water. lon archange: weak anion
erchanger wten used wilh butlers. Separales anio
and organc acids..'

N٨١ro ,NO- أ5-
١

Noma! phasa material. Separatcs aromntlc com-
pounds and compourds yItl doutlo bonds.

DIo. CH,CHsCH,CCH5CHGH١١١Glycerol- $ب OHOH ا
Can be anpcyad as alther a Revrrsed Phase or
nomal phasa material. feversed Phase: used tor
Ceأ Filtration ChromaloraphYy (GFC) ol proteins a
peptides. Nomnal phase: similar selectivty to slfca
ot deactlvate by smلa atounts ot water.

SB, OuarsrnarY amlne, CH,CH,CH- أ {t3'(C, ا
SIrong BAse ١
lon excharga material. Strong anion exchangers
(basic) are use!ul tor separatlng nucleotides, nuc
sides, and organic acids.

SA, Sultonlc Acld, S -CH,CH,CH,SO,OHت
Strong Aeld  ا
lon exchana materiel, Slrong catkon exchangers
{ecldlc) are usalul Ior seperetlng organic bases.

PEI, DEAE,  و)وCH,CHSN@CHaCH- ا$-
Polyethykenalmhne,
Dieihylamlnoethy], Week Baae
lon exchare material. WWeak anlon exchengers
(acidic} Are most uselul 'ar analyzing acidic prote
and pptides.

CM, Carborymethyl, Weak Aeld CH,CC- ا$-
lon exchanga malerlal. Weak cation oxchangers
(baske) are most uselul 1or analyzlng basic prote  أ
arpeptides.

(),CH,CH,CH-$اك- ,c٠H.٨enyم١ 
Reversed Phase rAterel. Lngue selectivity. selul ا
1or analyzirg arometic compounds. When borded 1o
300A siiica. this phese Is uselul lcr HIC.

0.o0
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HPLC THEORY AND CALCULATIONS
HPLC CALCULATIONs

Fo exampke, when scaling t rom ا a 250 x 4.6mm column t
250٢ 10mm l,D. column, 1he tlow rale must bo lncra?٢-01 t
{actor ٥ إ4,73 in the 10mm colmn to generale the sane lint
vehoclty as thal ol the 4.8mm l.D. column, as derived below

X- (5.0/2.3)1 4,73

COLUN EFFICIENCY; ln genera}, N humber ث ot Theorelica  lأ
Platss, hs ه a conelant daperdlng on method u6d, retentlon ,ا ف
tlma ol peak, ard W he ه١ paak width at a given peak helght.

 )ه(-
The general tormula whch wlll conver tbow rata 4om any gi
column dlnBnslon to any ollIet ls as lolhws!

F2٠٤١٠١L2٨1)0 (r2/r1)٩

Where: hngth- ا o! the column, ln mm
٢-١udius ol the column, In mm

F tlow ء rata, In mLmln
1 dr?:grtaes 1١e first, ot reference, columr
2 duslgnates the second column

٤FFECT OF DIFFEAENT CONDITIONS ON SAMPLE AETENT١

Fbw 1aمw , f ١/F ١/F 1o%
Column vohum, ٧ م م ٧٨ hu١
Cr889 l ٧٥ -ن9

strorg &olwent Npr» Decraast Smatl changs
Ne strong $0#er h» Chsras Chwangss
pH wroh Charasم ويقوب CHAnges
Column pAckln

{٩.٥٠٠ tyan٧٥٥ C18} L#١٥ Changas Changas
hwcAAse tarrralur٥ hor» [6c08A96 SmaM cene
New mob!  hوp ما

aAddlivAs Ngrs Changee ChAngcs

APPLICATIONS OF LIOUID CHROMATOG6APHY

 ا{٣٣٥٣٦٣ ج« 4م٣٦٣١٣٢٣ ب١٧٣ أ

 بافامر١الالا
}hohعkn roرr 

i٥

1٥9

٤
4-

10

{F١٤'٥.4 SAurrs. h Chrlograpy, 3rd d, ٤. Hatmann, Ed.,p 81, ٧anNe
(Nsw Yeerk. 1975. Wth pmmlsknل, lo%م 

Method
Peak Wdth Peak و' Hehght
Peak Width a1 4.4% Peak Helght (5a method)
Tanger
THe pak wldlh at 'gheighl Hs the most commonHy uaed method
tor calنc laling HPLC column eftlckency.

 «ما فم;

 ألاشي

 د م
ColmnAsymmetY

PEAK A5YMMETRY: A, BIA د at 1G% peak height.

CAPACTY FACTONS (RELATVE RETENTON): The Capacily
Factor, k', ol a sampl componen4 ls 6 measure o4 the degree to
whHch that component Is relaired by The column relative to an
unretalrd comppoNen,

k' ٠ ما/)ما-ا(

Where tls the elution time o4 relained comporenl, and ls ا 1he
elution Lins oإ١ h١e unrelained sample.

SELECTI٧ITY: (a): a k'1k'2 د

AESOLT١ON: P8, delined as the amoun١ ot separallon bs­
twean two Adlacenl paaks, I5 glven by

Rs ( م(1/4 (a - 1)(N)١(٢'/1 +k')
where k'Is (he average value {or ١he two peaks.

ADJUSTING FLOW AATE FOR DIFFER٤NT COLUMN IDe:
hen ecalng up from analytical to prepareliv modes or whan
scakng dawn lrom analylcat to microbore LC, hIs otendeslrable
to kaep relenlion times constanl, The tlow rate can be adjsted
so that tHe columns operate at the same linear velocily. Whan
swltching lrom a column wlth a radis (0.5 ·l.D.) o1٢1 to another
with a 4adius olr2, 1h١e low rale must bs altered by a {actot o4 X,
where

X٥(٢2r1)
0.008
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 بوسب د.تثقا
.٤oم١dو 

Satecosll Sء i c rp#nم

M matم Pase  ا-="-
Uال traeAr ODS  سهمسم] .ي:: سقي(20)

C18SelBord نر

Herane
 رمكbا و

MethAr
sharolM2م -

Saluمb 

-- TH٩F So .Pommeatlor من_-- ام tenogel م 50h, 100h
GPc

Opank
&olubk

٨6.Sن Phen, ODS, C8
on bt -ed»hase وr وv و؟ Phenosphere Fhrryl, CJUS, C&

R٥٧9rad PhgمG 
ODS د (20)١l ٤traeMKn ا PalrygrSt

 -، "-"إ،أ سسسة٠ س
Aaequ9
 tMoSما

MW200ه 

epll رم١des ا:. ReversedPhsse سه Salecosil 100A 018, €4
Proleins

EstimaIe Mw ٥f Sempe

Lirear; Phenoge!

Specifie Poe: Phenagel

Jnkrr٥
٩٨٧anو 

Gel Pamoalion
hroratographyع --=
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