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 HPLCتعريف انفصم بال 

 أعمدة استخدام فٌها ٌتم بالكروماتوغرافٌا الفصل طرائق من طرٌقة هً

 من كبٌرا   عددا   فتحقق جدا   صغٌرة أبعادها ثابتة بأطوار تعبأ صغٌرة أبعادها

 صغٌرة تراكٌز فصل من وتمكن الفصل كفاءة تزٌد التً النظرٌة الطبقات

 عملٌة فً المستخدمٌن والمتحرك الثابت الطور كمٌة فً توفر كما للعٌنة

 ٌتم أن ٌجب المتحرك الطور إمرار أن غٌر الفصل زمن وتقصر الفصل

 .العالً الضغط تحت
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 Mobile Phase Elutionضخ انطىر انمتحرك 

 :isocratic elution أُزٔبثَ اُضخ -1

 ث٘غجخ ٓس٤ِٖ ٓض٣ح أٝ ٝازذ ٓسَ ٖٓ اُطش٣وخ ٛزٙ ك٢ أُزسشى اُطٞس ٣زؤُق

 .اُلصَ ػ٤ِٔخ ط٤ِخ أُزسشى اُطٞس رش٤ًت كلا٣زـ٤ش ثبثزخ
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 :gradient elution اُزذس٣د٢ اُضخ -2•

 أًثش أٝ ٓس٤ِٖ ٖٓ اُطش٣وخ ٛزٙ ك٢ أُزسشى اُطٞس ٣زؤُق•

 رش٤ًت ٣ٝزـ٤ش ثؼضٜب ػٖ أُسلاد هطج٤خ رخزِق ثس٤ث

  .اُلصَ ػ٤ِٔخ أث٘بء ٓغزٔش ثشٌَ أُزسشى اُطٞس
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Finepak SIL C18 

MeOH/1% AcOH(40/60) 

MeOH/1% AcOH(30/70) 

Gradient elution method 

Isocratic elution method 

MeOH/1% AcOH 

     30/70→45/55 

     Linear Gradient、16min 

A : Chlorogenic acid 

B : Rutin 

* : Impurity 

A 

B 

B 

A 

  Gradient elution method 
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 The apparatusأجساء انجهاز 

 :اُزب٤ُخ اُشئ٤غ٤خ الأخضاء ٖٓ HPLC اٍ ٣زؤُق-

 اٍ أخٜضح رٌٕٞ : Mobile phase Reservoirs أُزسشى اُطٞس أٝػ٤خ -1

HPLC عز٤َ اُغزبِٗظ أٝ اُضخبج ٖٓ ٓص٘ٞع أًثش أٝ ثٞػبء ٓضٝدح اُسذ٣ثخ 

 .أُغزخذّ أُسَ ٖٓ 500َٓ ٍ ٜٓ٘ب ًَ ٣زغغ

 أداء ػ٠ِ رؤثش إٔ أُزسشى اُطٞس ٓسلاد ك٢ أُٞخٞدح ُِلوبػبد ٣ٌٖٔ

 اُطٞس ٖٓ اُلوبػبد إصاُخ ٣دت ُزا HPLC اٍ ك٢ أُغزخذٓخ أُزسش٣بد

 .اُصٞر٤خ كٞم الأٓٞاج ثبعزخذاّ رُي ْز٣ٝ ضخٚ هجَ أُزسشى

 المضخات فً تتوفر أن ٌجب :Pumping Systems اُضخ ٗظبّ -2

 :اُزب٤ُخ اُششٝط HPLC ال فً المستخدمة

 2إٗش/ ٝزذح100 إ٠ُ رصَ ػب٤ُخ ثضـٞط اُضخ ٖٓ رزٌٖٔ إٔ-

 اُؼض٣ٞخ أُسلاد ثزؤث٤ش لارزآًَ ٓبدح ٖٓ ٓص٘ٞػخ رٌٕٞ إٔ -
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 خ٤ذح ثزٌشاس٣خ رزٔزغ إٔ-

 ده٤وخ / َٓ 10 – 0,1 ث٤ٖ اُضخ عشػخ رزشاٝذ إٔ -

 زِوخ ػٖ ػجبسح ٛٞ : Sample Injection Systems اُؼ٤٘خ زوٖ ٗظبّ -3

 خٜخ ٖٝٓ ثبُؼ٤٘خ خٜخ ٖٓ رزصَ الأثؼبد ٓخزِلخ رٌٕٞ اُز٢ اُلزسبد ٓزؼذدح

 .ثبُؼٔٞد أخشٟ

 :HPLC اٍ ك٢ أُغزخذٓخ الأػٔذح ٖٓ ٗٞػ٤ٖ ٛ٘بى :اُلصَ ػٔٞد -4

 ٝأثؼبد ْٓ 10 – 4 ٝهطشٛب عْ 30- 10 طُٜٞب ٣ٌٕٞ :اُؼبد٣خ الأػٔذح •

 .٤ٌٓشٕٝ 10 – 5 رِٔؤٛب اُز٢ اُسج٤جبد

 high speed, high performance الأداء ػب٤ُخ اُغش٣ؼخ الأػٔذح •
columns : ٌٕٞثسج٤جبد ِٓٔٞءح ْٓ 4 – 1 هطشٛب ٝ عْ 7 – 3 طُٜٞب ٣ 

 ٤ٌٓشٕٝ 5 – 3 أثؼبدٛب

 ثسغبع٤خ HPLC ثبٍ أُغزخذٓخ أُزسش٣بد رزٔزغ إٔ ٣دت :أُزسش١ -4

 .أُلصُٞخ أُبدح ٤ًٔخ ٓغ ٓز٘بعجخ ٝاعزدبثخ خ٤ذح ٝرٌشاس٣خ ػب٤ُخ
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 HPLCأهم انمتحريات انمستخذمة في ال 

 detector Refractometer :الاٌٗغبس هش٣٘خ ٓزسش١

 ٗز٤دخ أُزسشى اُطٞس اٌٗغبس هش٣٘خ رـ٤ش ػ٠ِ ٓجذئٚ ك٢ أُزسش١ ٛزا ٣ؼزٔذ

 لا٣ٌٖٔ أٗٚ أُزسش١ ٛزا ػ٤ٞة ٖٓ إٔ ؿ٤ش .ٓؼٚ أُلصُٞخ أُٞاد خشٝج

 ثذسخخ ٣زؤثش أٗٚ ًٔب أُزسشى ُِطٞس أُزؼذد اُضخ زبُخ ك٢ اعزخذآٚ

 .ppm 10 سرجخ ٖٓ ٝزغبع٤زٚ اُسشاسح

visible-UV- :اُج٘لغد٢ ٝكٞم أُشئ٢ أُدبٍ ك٢ اُضٞئ٢ اُط٤ق ٓزسش١
detector: 

 رسش١ ٣ٌٖٔ ز٤ث أُزسش٣بد خ٤ٔغ ث٤ٖ اعزخذآب   الأًثش أُزسش١ ٛزا ٣ؼذ

 ًبشق ٓغ ِٓٞٗب   ٓؼوذا   رشٌَ إٔ ٣ٌٖٔ أٝ ُٕٞ رسَٔ اُز٢ اُؼض٣ٞخ أُٞاد

  اُسبِٓخ اُؼض٣ٞخ أُٞاد ٓؼظْ رسش١ ٣ٌٖٔ ز٤ٖ ك٢ أُشئ٢ أُدبٍ ك٢ ٓؼ٤ٖ

 .اُج٘لغد٢ كٞم ٓدبٍ ك٢ chromophore ُِٕٞ ُٓٞذح
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 ك٢ اعزخذآٚ ٣ٌٖٔ ًٔب اُسشاسح ثذسخخ رؤثشٙ ثؼذّ أُزسش١ ٛزا ٣ٔزبص ًٔب

  زٞا٢ُ أُزسش١ ٛزا زغبع٤خ ٝرجِؾ ,أُزسشى ُِطٞس أُزؼذد اُضخ زبُخ

0.01 ppm. 

 آزصبص ٝخٞد ٛٞ أُزسش١ ثٜزا اُؼَٔ ػ٘ذ رٞاخٜ٘ب اُز٢ أُشٌِخ إٔ ؿ٤ش

 .UV اٍ ٓدبٍ ك٢ أُزسشى اُطٞس ُٔسلاد

 اُؼض٣ٞخ أُسلاد لآزصبص أُٞاكوخ الأٓٞاج أطٞاٍ اُزب٢ُ اُدذٍٝ ٣ٞضر

 .UV اٍ ٓدبٍ ك٢
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solvent Cut off (nm) 

acetone 330 

Acetonitril 200 

dichlormethan 233 

ethanol 205 

ethylacetate 255 

methanol 206 

tetrahydrofuran 230 

Toluen 212 
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 :detector Fluorescence اُزؤُن ٓزسش١

 ٢ٛٝ اُغبثوخ اُطش٣وخ زغبع٤خ ٖٓ ثو٤َِ أػ٠ِ اُطش٣وخ ٛزٙ زغبع٤خ رؼذ

 أشؼخ إصذاس ػ٠ِ اُؼض٣ٞخ أُشًجبد ثؼض هذسح ػ٠ِ رؼزٔذ ٗٞػ٤خ طش٣وخ

 .اُج٘لغد٤خ كٞم ُلأشؼخ رؼشضٜب ػ٘ذ اُزؤُن

   :detector amperometric The الأٓج٤ش ٓو٤بط ٓزسش١

 اعزخذآبد ُٝٚ ًٜشثبئ٤ب   اُلؼبُخ ُِٔشًجبد ثبُ٘غجخ ٗٞػ٤ب   أُزسش١ ٛزا ٣ؼذ

 .اُذٓبؽ ك٢ أ٤ٖٓ اٌُبر٤ٌٍٞ آثبس ًزسش١ اُس١ٞ٤ أُدبٍ ك٢ ًث٤شح

  detector conductivity Electrolytic:اٌُٜشثبئ٤خ اُ٘به٤ِخ ٓزسش١

 أُٞاد خشٝج ٗز٤دخ أُزسشى ُِطٞس اٌُٜشثبئ٤خ اُ٘به٤ِخ رـ٤ش ػ٠ِ ٣ؼزٔذ

 اُلؼبُخ ُِٔشًجبد ٗٞػ٤ب   أُزسش١ ٛزا ٣ٝؼذ ٓؼٚ ًٜشثبئ٤ب اُلؼبُخ أُلصُٞخ

 . ًٜشثبئ٤ب  

 detector specrometric Mass:اٌُزِخ ٓط٤بف ٓزسش١

 أ٣ٞٗبد إ٠ُ ثزس٣ِٜٞب أُلصُٞخ أُبدح ٣ٞٛخ ثزسذ٣ذ أُزسش١ ٛزا ٣وّٞ

 Dr. Fida Am Ali .شس٘زٜب إ٠ُ ًزِزٜب ُ٘غجخ رجؼب   الأ٣ٞٗبد ٛزٙ ٝكصَ



 HPLCالأطىار انثابتة وانمتحركة انمستخذمة في ال 

for HPLC   What are mobile and stationary phases 

 adsorption chromatography الادٓصبص ًشٓبرٞؿشاك٤ب رؼذ-

 اُطشائن أًثش ٖٓ partition chromatography اُزٞصع ًٝشٝٓبرٞؿشاك٤ب

 ادٓصبص٤خ طج٤ؼخ راد صِجخ ٓبدح رغزخذّ ز٤ث HPLC اٍ ك٢ أُغزخذٓخ

 صِت ػ٠ِ ٓسٍٔٞ عبئَ طٞس ٣غزخذّ ث٤٘ٔب الأ٠ُٝ اُسبُخ ك٢ ثبثذ ًطٞس

 أُبدح هطج٤خ ػ٠ِ اُلصَ ٗزبئح رؼزٔذ اُسبُز٤ٖ ٝك٢ .اُثب٤ٗخ اُسبُخ ك٢ خبَٓ

 .ٝأُزسشى اُثبثذ اُطٞس ٝهطج٤خ أُلصُٞخ

 ك٢ أُغزخذٓخ اُثبثزخ الأطٞاس أْٛ ٖٓ اُغِِٞص ًٝزُي ٝالأ٤ُٖٓٞ اُغ٤ِ٤ٌب رؼذ -

 .HPLC اٍ ك٢ الادٓصبص ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب

 أُٞاد ػ٠ِ ٝاُثبثذ أُزسشى اُطٞس ٣ز٘بكظ الادٓصبص ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب ك٢ -

 اُطٞس هطج٤خ ٝرزـ٤ش اُلصَ ػ٤ِٔخ خلاٍ ثبثزب   اُثبثذ اُطٞس ٣ٝجو٠ أُلصُٞخ

 elution اٍ ٣زْ زز٠ أُزسشى
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 ُِٔشًجبد اُلشاؿ٢ ُِزؤث٤ش زغبعخ الادٓصبص ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب رؼذ -

 رِٔي اُز٢ الإ٣ض٤ٓٝشاد ُلصَ ثٌثشح رغزخذّ ُزا steric effect أُلصُٞخ

  الادٓصبص ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب رغزخذّ ُزا configuration ٓزٔبًجبد ػذح

 .اُج٘ض٤٘٣خ ُِسِوخ ٝثبسا أٝسرٞ ٓشزوبد ُلصَ ثٌثشح
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Steric effect of adsorption Chromatography 
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n-Hex/AcOEt(60/40) 

n-Hex/AcOEt(50/50) 

n-Hex/AcOEt(30/70) 

Retention behavior 

<      <      <    A B C D 

Polarity of sample components 
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 اُضئ٤ِخ ُِزـ٤شاد زغبعخ HPLC اٍ ك٢ اُزٞصع ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب رٌٕٞ -

 :ٗٞػ٤ٖ إ٠ُ ٝروغْ .كصِٜب أُشاد ُِٔٞاد اُدض٣ئ٢ ثبُٞصٕ

 :(NP-HPLC) اُؼبد١ ثبُطٞس اُزٞصع ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب

 الاززلبظ ٣ٝزْ هطج٢ ؿ٤ش أُزسشى ٝاُطٞس هطج٤ب   اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٞ ز٤ث

 اُلصَ ػٔٞد اُوطج٤خ ؿ٤ش أُٞاد رـبدس ز٤ٖ ك٢ ط٣ٞلا   ٝهزب   اُوطج٤خ ثبُٔٞاد

 .ثغشػخ

 :(RP-HPLC) اُؼٌٞط ثبُطٞس اُزٞصع ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب

 الاززلبظ ٣ٝزْ هطج٢ أُزسشى ٝاُطٞس هطج٢ ؿ٤ش اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٞ ز٤ث

 اُلصَ ػٔٞد اُوطج٤خ أُٞاد رـبدس ز٤ٖ ك٢ ط٣ٞلا   ٝهزب   اُوطج٤خ ؿ٤ش ثبُٔٞاد

 ٓسَ كٜٞ اُطش٣وخ ٛزٙ ك٢ أُغزخذّ اُوطج٢ أُزسشى اُطٞس أٓب .ثغشػخ

 ٣غزخذّ ٝؿبُجب   ٝأُبء اُززشا٤ٛذسٝكٞسإ ,ا٤ُٔزبٍٗٞ , ًبلأع٤زٞٗزش٣َ هطج٢

 ٣ٔضج اُز١ اُؼض١ٞ أُسَ إٕ .اُغبثوخ أُسلاد رِي أزذ ٓغ أُبء ٖٓ ٓض٣ح

 modifier أُؼذٍ أُسَ ٣ذػ٠ RP-HPLC ك٢ أُبء ٓغ
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 ٣غزخذّ ز٤ٖ ك٢ اُسٔض٤خ ُِٔشًجبد ثبُ٘غجخ ٤ٓزبٍٗٞ أُؼذٍ أُسَ ٣ٌٕٞ-

 ُِٔشًجبد ثٌثشح اُززشا٤ٛذسٝكٞسإ ٣ٝغزخذّ اُو٣ِٞخ ُِٔشًجبد الأع٤زٞٗزش٣َ

 .dipoles اُوطت ث٘بئ٤خ

 (C8 اُؼٔٞد) ع٤ِ٤َ ٝاُذ٣غ٤َ (C18 اُؼٔٞد) ع٤ِ٤َ د٣غ٤َ الأًٝز٤َ ٣ؼذ -

 RP-HPLC ك٢ أُغزخذٓخ اُثبثزخ الأطٞاس أْٛ ٖٓ

 NP-HPLC ال فً المستخدمة الثابتة الأطوار أكثر من  (PEG) اٍ ٣ؼذ -

 ػذ٣ٔخ أُشًجبد ُلصَ ثبلادٓصبص HPLC اٍ ٣غزخذّ : ػبٓخ ًوبػذح -

 اُوطج٤خ ػب٤ُخ أُشًجبد ُلصَ ثبُزٞصع HPLC اٍ ٣غزخذّ ز٤ٖ ك٢ اُوطج٤خ

 اُوطج٤خ ٓزذسخخ أُٞاد ثو٤خ ُلصَ اُطش٣وز٤ٖ ًِزب ٝرغزخذّ
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Si 

Si 

O－Si－CH2(CH2)16CH3    

CH3 

CH3 

O－Si－CH2(CH2)16CH3    

CH3 

CH3 

O－Si－CH2(CH2)16CH3    

CH3 

CH3 

CH3 

CH3 

O－Si－CH3 

Packing materials18 C-Silica 
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CH3 CH2COOCH3 

CH3 CH2COOCH3 

Hydrophobic Interaction 

Reversed Phase Chromatography 

Silica-C18 (ODS) 
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 HPLCأنىاع ال 

Types of HPLC 

 :أُغزخذّ اُثبثذ اُطٞس طج٤ؼخ زغت HPLC َُ سئ٤غخ أٗٞاع أسثؼخ ٛ٘بى-

Adsorption Performance High  :الأداء ػب٤ُخ اُغبئِخ الادٓصبص ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب-1
Chromatography 

 أُٞاد رثجذ ٣ٝزْ ادٓصبص٤خ طج٤ؼخ راد صِجخ ٓبدح اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٞ اُطش٣وخ ٛزٙ ك٢

 .الادٓصبص ثخبصخ اُثبثذ اُطٞس ػ٠ِ

 ٓدٔٞػبد إ٠ُ رؤث٤شٛب ٣ٝؼضٟ اُ٘ٞع ٛزا ك٢ اعزخذآب   اُثبثزخ الأطٞاس أًثش اُغ٤ِ٤ٌب رؼذ -

 .ث٤٘زٜب ك٢ أُٞخٞدح Si- OH اُغ٤لاٍٗٞ

S
i 

S
i S

i 

the surface of silica gel 
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Partition Performance High  الأداء ػب٤ُخ اُزٞصع ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب -2
Chromatography: 

 ٛزٙ ٝروغْ خبَٓ صِت ػ٠ِ ٓسٍٔٞ عبئَ اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٞ اُ٘ٞع ك٢

 :ٗٞػ٤ٖ إ٠ُ اُسبِٓخ أُبدح ػ٠ِ  اُثبثذ اُطٞس رٞضغ طش٣وخ زغت اُطش٣وخ

Liquid-liquid chromatography: ٛزٙ ك٢ اُثبثذ اُطٞس ٣زٞضغ 

 .اُسبِٓخ أُبدح زج٤جبد ث٤ٖ اُلشاؿبد ك٢ اُطش٣وخ

Liquid-bonded phase chromatography: اُطٞس ٣زٞضغ ز٤ث 

 عطسٜب ػ٠ِ ٤ٔ٤ًبئ٤خ ثشٝاثظ ثبسرجطٚ اُسبِٓخ أُبدح ػ٠ِ اُثبثذ
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Retention behavior in reversed phase HPLC 
CH3CN/H2O 

CN/H2O 
70/30)   (60/40) (           (50/50)  

B 

B A 

A 
B 

C 

C 

C 
A 

Polarity of Mobile phase Low High 

Carbon chain length of sample 
  <      <        A B C 

: p-Hydroxy ethyl benzoate A 

B 
C 

: p-Hydroxy propyl benzoate 
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Reversed Phase Chromatography 
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 Performance High :الأداء اُؼب٤ُخ الأ٢ٗٞ٣ اُزجبدٍ ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب -3
Chromatography Exchange-Ion: 

 ٣ٝزْ أ٢ٗٞ٤ٗ أٝ ًبر٢ٗٞ٤ شٞاسد ٓجبدٍ اُطش٣وخ ٛزٙ ك٢ اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٞ

 :اُزب٤ُخ أُؼبدلاد زغت اُشٞاسد رجبدٍ ػ٠ِ ثلاػزٔبد اُلصَ

xRSO3      + - H+ M+x (RSO3
-)x   M

solid solu solid solu

+x + x H+

xRN(CH3)3
+ OH- + A-x [RN(CH3)3

+]x A -x   + x OH-
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 Performance High :الأداء اُؼب٤ُخ اُسد٢ٔ الاعزجؼبد ًشٝٓبرٞؿشاك٤ب -4
:Chromatography Exclusion-Size: 

 ٝصٜٗب ػ٠ِ ثبلاػزٔبد أُٞاد كصَ ٣ٝزْ أُ٘خَ رشجٚ ث٤٘خ اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٞ

 اُوطج٤خ أُٞاد زبٍ ك٢ ُِٔبء ٓست اُثبثذ اُطٞس ٣ٌٕٝٞ .ٝزدٜٔب اُدض٣ئ٢

 .اُوطج٤خ ؿ٤ش أُٞاد كصَ زبٍ ك٢ ُِذعْ ٓست ٣ٌٕٝٞ
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 HPLCانعىامم انمؤثرة عهى انفصم بال 

 :القطبٌة -1

غالبا  ماٌعتمد الفصل الناجح على تشابه قطبٌة مكونات العٌنة مع قطبٌة 

لكن فً بعض الأحٌان العكس هو الصحٌح وخصوصا  . الطور الثابت

 بالنسبة للمركبات عالٌة القطبٌة جدا  أو عدٌمة القطبٌة

 :الوزن الجزٌئً -2

غالبا  ماتغادر المواد ذات الوزن الجزٌئً العالً عمود الفصل ببطء بٌنما 

 تبقى المواد ذات الوزن الجزٌئً النخفض وقتا  قصٌرا  على الطور الثابت

 :pHال  -3

ثابتة  pHفً تشرد بعض المركبات لذلك ٌجب المحافظة على  pHتؤثر ال 

 وهذا ٌتحقق باستخدام محلول وقاء HPLCفً بعض عملٌات الفصل بال 
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 :درجة الحرارة -4

عند ارتفاع درجة الحرارة تقل قوة ارتباط المادة بالطور الثابت 

مما ٌجعل زمن الاحتفاظ بها صغٌرا  وقد ٌؤدي فً بعض 

الأحٌان إلى الحصول على قمم حادة ٌكون حساب مساحتها 

كما أن التوضع الفراغً ٌتأثر . غٌر دقٌق والعكس بالعكس 
 كذلك بدرجة الحرارة
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 مثال

على  HPLCبوساطة ال  A,B,Cتم فصل مزيج المركبات  -•

 .كطور متحرك ,(H2O/MeOH)باستخدام  ODSالعمود 

• A = ميتيل بنزوات ,B =فينول ,= C  حمض كاربوكسيلي

 ماهي نتائج الفصل المتوقعة؟
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 في مجال انصيذنة HPLCاستخذامات ال 

Applications of HPLC 

 ,اُل٤زب٤ٓ٘بد , اُٜشٓٞٗبد رسب٤َُ) اُذٝائ٤خ اُشهبثخ ٓدبٍ ك٢ ٣غزخذّ-

 (..... اُس٣ٞ٤خ أُضبداد ,أُغٌ٘بد

 (٤ًشاٍ) ًشثٕٞ رسح اُسب٣ٝخ أُشًجبد ُلصَ ٣غزخذّ -

 الإ٣ض٤ٓٝش٣خ أُشًجبد ُلصَ ٣غزخذّ -

 اُج٤ئ٤خ اُزسب٤َُ ك٢ ٣غزخذّ -

 ُِـزاء أُزغشثخ ٝأُٞاد اُـزائ٤خ أُضبكبد ثؼض رس٤َِ ك٢ ٣غزخذّ -
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