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           Introduction to Chromatography

Definition
 
   Chromatography is a separation technique based on the different

interactions of compounds with two phases, a mobile phase and a
stationary phase, as the compounds travel through a supporting
medium.

 
Components:
    Mobile phase: a solvent that flows through the supporting medium
 
   Stationary phase: a layer or coating on the supporting medium that

interacts with the analytes
 
   Supporting medium: a solid surface on which the stationary phase is

bound or coated
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Uses for Chromatography

Real-life examples of uses for chromatography:

➢ Pharmaceutical Company – determine amount of   each
chemical found in new product

➢  Hospital – detect blood or alcohol levels in a patient’s
blood stream

➢  Law Enforcement – to compare a sample found at    a
crime scene to samples from suspects

➢  Environmental Agency – determine the level of
pollutants in the water supply

➢  Manufacturing Plant – to purify a chemical    needed to
make a product



The analytes interacting most
strongly with the stationary
phase (B) will take longer to
pass through the system than
those (A) with weaker
interactions.
 
These interactions are usually
chemical in nature, but in some
cases physical interactions can
also be used.
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1) The primary division of chromatographic techniques is based on the type of
mobile phase used in the system:

 

       Type of Chromatography        Type of Mobile Phase
       Gas chromatography (GC)            gas
       Liquid chromatograph (LC)            liquid
 

Types of Chromatography

 mobile phase و stationary phase ا عٮ$دي اٮ$

صل  ة ٮ/ين الstationary و الmobile لذلك ٮ/صٮ.ر عٮ$دي ڡ$ ٮ9لڡ$ الanalyte ٮ/عمل علاڡ9ة مح$

 gas chromatography صل ٮ/كون الڡ$ از ڡ$ اذا كان الmobile phase ع$

 liquid chromatography صل ٮ/كون الڡ$ اذا كان الmobile phase : liquid ڡ$

 mobile phase liquidلأٮ$ه ال liquid chromatography هو HPLCال









Adsorption Chromatography

 

Separation based on their adsorption
onto the surface of solid (stationary
phase).
 

Normal phase-like separation

Nonpolar mobile phase for polar, non-
ionic compounds
 

Ex; Column chromatography TLC, HPLC

 normal phase  هاد السسٮ&م اسمه

 TLCزي ال coated عشكل ٮ3ودرة او ٮ3ٮ&كون packed اما ٮ3ٮ&كون solidالمادة ال

SiO ارة عن الstationary ٮ3كون polar عٮ3

non polar ٮ3كون mobileال

 soluteة هى? ال CٮDالعٮ

 columnة عال CٮDل مع العٮ Cاو ٮ3دح TLCهو اللي ٮ3ٮ&حرك اما ٮ3صعد عال solventال

 polarعني الDٮ stationaryمشي اٮ3طأ هو اللي ٮ3كون مع الDاللي رح ٮ

الpolar رح ٮDمسك عالسطح و ٮDمشي ٮ3ٮ3طئ  Cڡ non polar و polar هاDٮ Cة ڡ CٮDت العٮCاذا كاٮ

الاڡ&ل polarity رح ٮDكون مع الsolvent لأٮCه non polar و ٮDمشي اسرع 

 non polar او polar صل هون ع اساس Cالڡ Cڡ

رج اسرع ؟ CحDن اللي رح ٮDان ، مٮeٮDول و اٮCاٮeٮDلا مٮeمٮ compounds 2 ديCو عٮ normal phase chromatography ديCى? عٮCه ڡCاذا حكا السؤال اٮ
الاٮDٮeان هو اللي رح ٮDكون اسرع لأٮCه ٮ3حب ٮDكون مع  Cڡ non polar انeٮDو الاٮ polar ٮ3س الكحول total massة الDاحٮCر من ٮDن كٮ&ٮDٮ ريٮ3 ا همة ڡ& ريٮ3 ٮ&ڡ&

 stationaryمش ال mobileال



Partition Chromatography

Solute are separated based on their partition
between a liquid mobile phase and a liquid
stationary phase coated on a solid support.  

 
– Normal – analyte is nonpolar organic;

stationary phase MORE polar than the
mobile phase

– Ex : TLC, Paper Chromatography
 

– Reverse – analyte is polar organic;
stationary phase LESS polar than the
mobile phase

– Ex : HPLC
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صلوا  CڡCاٮ non polarو ال polarهون ال

دا لٮ3عض  ٮDن ح3 ريٮ3 دا لٮ3عض او الnon polar ڡ& ٮDن ح3 ريٮ3 الpolar ڡ&

 partitionكهم ٮ3ال Cڡ ٮ3 Cڡ adsorptionكهم ٮ3ال Cدر اڡ ارٮ3ين كٮ&ٮDر و ما ٮ3ڡ& ٮDن non polar ٮ3كوٮCوا مٮ&ڡ& اذا كاٮCوا المركٮ3

ٮDب  كٮDف اصٮCف المركٮ3ات على اساس partition coeffecient؟ ٮ3ح3
مزج CٮDول مش رح ٮCالاوكٮ&اٮ .. octanol-1 و ٮ3حط مى? و Cylinder .
ٮ&ه علٮDهم  Cو ضڡ diclofenacدت دوا ال Cلا احeمع المى? و ٮ3طلع .. مٮ

 by weight لDو عملت ٮ&حلٮ
Weight of octanol/weight of water 

 log p و حسٮ3ت

 polarityٮ3ٮ&ڡ&ل ال log p ه كل ما زدتCلأٮ low polarity هو Cر من واحد ڡ اذا كان الرڡ&م اكٮ3

ص Cك اذا ٮ&سمم شحDالها اعلى من ٤ و عشان هٮ log p ، لا المركٮ3ات السامةeمٮ
سم  حكى? اٮCه log p ارٮ3عة .. و هاي المادة ٮ3مٮ&صها الح3 Cه المادة مشعة او مٮCحكى? اٮ Cا مٮDمن مادة ٮ

ص لاٮCه المادة  Cموت الشحDة لحد ما ٮDلٮ Cوا الح ل الcell و ما ٮ3ٮ&طلع و ٮ3ٮ&تراكم ح3 Cو ٮ3ٮ&دح
لٮDلة  الpolarity الها ڡ&

المركٮ3ات اللي الها log p اعلى من واحد ٮ&صٮCف non polar و اللي اڡ&ل من 
 polar فCواحد ٮ&صٮ

 polarityة المى? حسب ال ڡ& ة الاوكٮ&اٮCول و طٮ3 ڡ& ٮ3هاد السسٮ&م رح ٮDٮ&وزع ٮ3طٮ3

 non polarصل مركٮ3ات ال Cهون ٮ3ڡ



Ion Exchange Chromatography

➢ Use ionic stationary phase

– ions separated on the basis of their tendency to displace

counter ions adsorbed on stationary phase (Depends on

charge, hydration, “solubility”

– Used for analysis of aminoacids and its base pair.

 

➢ Anionic stationary phases: used for cation separation

➢ Cationic stationary phases : for anion separation for ionic

compounds

➢ - Ex : HPLC

 polarصل مركٮ3ات ال Cهون ٮ3دي اڡ

ٮ&ه + و واحد مٮCهم  Cهم شحٮCواحد مٮ Cڡ polar هCلاٮ
 columnلهم ب Cدح ٮ3 Cصل ال- عن ال+ ڡ Cٮ3دي اڡ Cٮ&ه - ڡ Cشحٮ

ة -  Cر مع الشحٮ Cاڡ Cر ٮ&ٮDه ٮ3صٮCطلع اول اشي هو - لاٮDات - + .. اللي رح ٮCها شحٮDٮ Cة اللي ڡ CٮDف العٮDو ٮ3حولها ل- و ٮ3ضٮ acid لها CڡDٮ3ضٮ columnوا ال ڡCى? مادة ح3
ة و  ٮ3 ر رح ٮ&طلع الشحٮCات الموح3 Cاڡ Cة الٮ&ٮ ٮ&ٮDح3 Cٮ Cل+ ڡ columnة اللي ٮ3ال Cٮ&حول الشحٮ ٮ3 ٮ3 Cڡ base فDو ال+ ٮ3ضل .. ٮ3عد ما طلعت كل ال- ٮ3ضٮ columnاللي ٮ3ال

صلوا  Cڡ CٮDٮ



Loading…

Size Exclusion Chromatography

➢  Separation is a result of
“trapping” of molecules in the
pores of the packing material

 
• Very large molecules can’t get into

the pores – unretained
 

• Very small molecules get hung up
in to pores for a long time - most
retained – longest retention time

 
• stationary phase is a porous matrix

 
• Ex: GC, HPLC

polar نDاو مادٮ&ٮ non polar نDصل مادٮ&ٮ Cهون ٮ3ڡ

 non polar ن من ٮ3عض اوDٮ ريٮ3 سواء مادة polar ڡ&
ٮDر  مهم صع� ٮDر عن اللي حح3 مهم كٮ3 صل اللي حح3 Cدر اڡ ٮDن من ٮ3عض ٮ3ڡ& ريٮ3 ڡ&

 pores هاDٮ Cو ڡ spherical ارة عن ٮ3اودر لازم ٮ&كون المادة عٮ3

مهم   ٮDر و حتى اطلع اللي حح3 ٮDر و ٮ3طلع الكٮ3 مهم صع� لال الpores ٮ3مسك اللي حح3 Cمن ح
ط   ط الmobile phase و رح ٮDطلعهم ٮ3سٮ3ب الضع� ٮDر ٮ3زيد ضع� صع�



Affinity chromatography
Extremely expensive 

 spaceهو ال Rو ال spacer و column Iٮ/كون ڡ$ى

covid ٮ.روس دم لٮ9حلٮ.ل ڡ$ ٮ.سٮ9ح$
ٮ.روس  ذب للڡ$ ح/ راحوا صمموا spacer مادة كٮ.مٮ.ائٮ.ة ٮ/ٮ9ٮ$ وة ڡ$ ح/ ٮ.ه ٮ9سلسل للDNA و ٮ/كون ڡ$ىI ڡ$ عه ٮ/كون ڡ$ شاء ٮ9ٮ/ Yٮ.روس الع دوا covid و هو كڡ$ اح$

 columnلٮ9هم ٮ/ال ٮ.روس و دح$ ٮ/س ٮ.كون عٮ$دي ٮ$وعٮ.ن او ٣ اٮ$واع من الڡ$
كلهم رح ٮ.طلعوا ما عدا 

 spacerلاٮ$ه رح ٮ.مسك عال covidال

ٮ9رعوه  هاد الٮ9حلٮ.ل اح$ ڡ$
وا اذا  عشان ٮ.عرڡ$

 covid ص معه الشح$
او لا 

اذا ما 
.spacerاشي ماسك عال Iڡ$ى

ده  ص ما عٮ$ اٮ9ه الشح$ معٮ$
Covid 

وة  ح/ ٮ.ر شكل الڡ$ Yمن 5 ل 8 و رح ٮ.ٮ9ع PHٮ.ر ال Yٮ/ع covidحتى اڡ$ك ال
ة  ٮ9ٮ.ح/ من مٮmلث لدائرة ٮ$

 covidك  ال ٮ9لاف و رح ٮ.ڡ$ اح$
ٮ9سلسل الامٮ.ٮ$ات 

key and lock ا ٮ/سموه هاد السسٮ9م احٮ.اٮ$
 agonist / antagonist و ٮ/الادوية ٮ/سموها



3) Chromatographic techniques may also be classified based on the type of support
material used in the system:

 

       Packed bed (column) chromatography
       Open tubular (capillary) chromatography

       Open bed (planar) chromatography

 stationary phaseٮ&ٮ3ع ال materialف على اساس الDٮ Cالٮ&صٮ



 

Elution: is the process of removing analyte from
stationary phase by mobile phase

ة اللي ٮ3دي احللها  CٮDالعٮ

 coatر ٮ3الeر ٮ3المادة ولا ٮ3ٮ&تأٮeما ٮ3ٮ&أٮ stainless steel ٮ3ٮ&كون

ىI علٮ.ه سؤال  ة لذلك ٮ3سمٮDه effluent مهم رح ٮ.ح/ CٮDٮ3دون اي عٮ mobile phaseهو ال columnطلع من الDاول اشي رح ٮ

Chromatography: qualitative + quantitative 

ات  وا الٮ9عريڡ$ ط$ ىI علٮ.ه اسئلة ٮ.عني احڡ$ هاد السلاٮ.د مهم و رح ٮ.ح/



1) Typical response obtained by chromatography (i.e., a chromatogram):
       chromatogram  - concentration versus elution time
   

W
h

W
b

Where:
   tR = retention time  tS = solute retention time
   tM = void time
   Wb = baseline width of the peak in time units
   Wh = half-height width of the peak in time units

Inject

 detectotوع الCحسب ٮ
 UV-vis detector اذا كان

 chromophore هDٮ Cو المركب ما ڡ
مش رح ٮDحلله 

     الmass detector ٮ3حلل كلشي 

     



HPLC can classify base on elution
method

Isocratic Gradient



Liquid Chromatography: Adsorption chromatography
هاي المصطلحات مهمة و 

ى? علٮDها ٮ3الامٮ&حان  ٮ3يح3

ة الsolvents من ٮ/داٮ.ة  ٮ.ن  .. اذا كاٮ$ت ٮ$سٮ/ ٮ9لڡ$ هزة الحدٮ.ٮmة ممكن ٮ9وصل ل solvent 8 مح$ دمت mixture و الاح/ اذا ٢ mobile phase او اكٮ9ر ٮ.عني اسٮ9ح$
mobileشو ما كان عدد ال isocratic ة ٮ/سمٮ.ه سٮ/ ر عن الٮ$ ط$ ض الٮ$ Yرٮ$امج ٮ/ع هاٮ.ٮ9ه ٮmاٮ/ٮ9ة ٮ.عني 50:50 او 10:90 او 20:80 ٮ.عني ٮmاٮ/ٮ9ة طول الٮ/ رٮ$امج لٮ$ الٮ/

ٮ.عني ٮ$وع 
واحد لأٮ$ه 

رٮ$امج  هاٮ.ة الٮ/ ٮ.ن لٮ$ رٮ$امج و ضلهم ممزوح/ لطٮ9هم من ٮ/داٮ.ة الٮ/ ح$

ٮ.ر .. ٮ.عني مٮmلا  Yمع الوڡ9ت ٮ.ٮ9ع mobile phaseاٮ$ه ال gradientال
A 20 
B 80

اٮ.ق ٮ9حولت  ٮ/عد ٣ دڡ9
A 30
B 70 

اٮ.ق  ٮ/عد ٥ دڡ9
A 50
B 50
و ٮ/عد 

ٮ.ها  ة اللي ٮ/لش ڡ$ سٮ/ ڡ$س الٮ$ ع لٮ$ ٮ9رة ٮ/رح/ ڡ$

 mobile phase polarityٮ&ر ٮ#ال ضل اشي اع) دا لٮ#عض ف اڡ) ٮ&ن ح# ريٮ# ٮ&ف حسب صعوٮ#ة ڡ)ك المادة و ٮ#ٮ8كون الpolarity او الnon polarity ڡ8 ٮ8صٮ)

دمهم ٮ#الHPLC او liquid chromatography همة ٣ اٮ)واع  الsolvents اللي ٮ#سٮ8ح)
Water  , methanol , acetonitrile

الpolarity للacetonitrile مش عالٮ&ة 

 low polar ك الا ب اذا كان ڡ)ىmethanol %20 W و acetonitrile %80 ٮ&عني المركب low polar ٮ&عني ما رح ٮ&ڡ)

 inorganicو ال organicدمه لل دمه حتى اڡ)ك polar organic hydrocarbon و الwater ٮ#سٮ8ح) المٮ&ٮ̂اٮ)ول ٮ#سٮ8ح)

 



HPLC can be classified based on separation mode to

• 1- Normal Phase; when the stationary phase is more polar than the
mobile phase

• 2- Reverse Phase; when the mobile phase is more polar than the
stationary phase

• Reverse phase chromatography; The silica gel is polar and to  be
used for the reverse phase separation, its polar surface has to be
changed. This can be done by attaching different functional groups
such as hydrocarbons mostly C-8 and C18 (none polar).

• As a result we create a none polar phase. This type is used more than
the Normal Phase, and the reason why it is more popular is that its
weak mobile phase is the high polar water, therefore, the samples are
applied in this weak mobile phase i.e applied in aqueous status such
as biological compounds.

• This makes it especially attractive in clinical chemistry for drug
confirmation, amino acid analysis and hormone separations.

 mobileو ال stationaryهو ال liquidٮ/ال type of chromatography المحدد ل اي

 aluminium ا اذا كان الstationary : polar ، الmobile رح ٮ.كون عكسه : non polar و هاد مٮ$سمٮ.ه normal phas.. مٮmال ٮ/الTLC كان عٮ$
dichloromethane ٮ$ت كان ا علٮ.ه و السولڡ$ اه بjar و سكرٮ$ layer مطلٮ.ة coated ب silica SiO2 و هو الstationary phase و الmobile حطٮ.ٮ$

Ch2Cl2
دام CCl4 لأٮ$ه non polar كمان  و هو non polar و ممكن اسٮ9ح$

ٮ/حلل و ٮ/عمل ٮ.ه دوا ڡ$ د الunknown و المٮ9وڡ9ع اٮ$ه urine لمريض و ڡ$ اذا ٮ/دي ٮ9حلٮ.ل qualitative ٮ/اح$
ٮ$ب الunknown ٮ/عطٮ.ني ٮ$ڡ$س   spot من الunknown عالTLC و ٮ/شوف مٮ.ن من الstandard اللي حطٮ.ٮ9هم ح/

 unknownاع ٮ9ٮ/ع ال الارٮ9ڡ$

در اشوڡ$ت ٮ/عٮ.ني و ٮ/حطه  ٮ.ن ٮ/الUV ما ٮ/ڡ9 ها ٮ/الvisible اما اذا كان ٮ/ٮ/ در اشوڡ$ اذا كاٮ$ت المركٮ/ات ملوٮ$ة ٮ/ڡ9
 quantity در احلل ٮ9حت الuv lamp و هٮ.ك عرڡ$ت ٮ$وع المركب و حللت qualitative و ٮ/الTLC ما ٮ/ڡ9

 

دمه  الquantity اكٮ9ر اشي ٮ/سٮ9ح$
 HPLCٮ/ال

الstationary رح ٮ.كون non polar و الsolvent رح  الreverse ٮ.عني عكس الnormal ڡ$
 non polar لٮ.ها ىC18 I و ٮ/ٮ9رٮ/ط عالسٮ.لٮ.كا و ٮ/ٮ9ح$ ٮ.كون polar ٮ/عد الSiO--Si ٮ/ٮ9ٮ.ح/



Common Reverse Phase (RP) Packings
 reverseل ٮ/ال Yٮ9شٮ9ع ٮ/ زاء non polar ڡ$ ة علٮ.ها اح/ مركٮ/ات راكٮ/

ة اذا كان normal phase هىSiO I سٮ.لٮ.كا و اذا كان reverse ٮ/كون SiO--hydrocarbons ممكن ٮ9كون طويلة C18 او  المادة اللي ٮ/حطها ٮ/العٮ.ٮ$
dimethyl و ممكن ٮ9كون C8 ڡ9صٮ.رة

موعات اللي  هدول ٮ/ٮ9كون الpolarity الهم اعلى من المح/
وق  ڡ$

وق ال٢-٣  اذا ٮ/دي احلل مركب hydrophobic ٮ.عني log p ڡ$
dimethyl و C8 و C18 ٮ/سٮ9عمل non to low polar ٮ.عني

 nonو ال polar phase ٮ/حلله polarٮ.عني ال
 non polar phaseٮ/حلله ٮ/ال polar

polarٮ/حللوا ال



ٮ.ر الموٮ/اٮ.ل مع الوڡ9ت   Yط اللي ٮ/ٮ9ولد و ٮ/سٮ/ب ٮ9ع Yٮ/سٮ/ب الضع High performance liquid chromatography 

صل  ط عالىI للڡ$ Yضع Iلأٮ$ه ٮ/عطى high performanceال

عدد الmobile phase ٮ/ٮ9وصل ل 8 

ط و اذا  Yاي ضع Iو ما ٮ/كون ڡ$ى (high performance) اءة رق عن الHPLC اٮ$ه ال٢ liquid chromatography ٮ/س الTLC مش عالىI الكڡ$ الTLC ٮ/ڡ$
 TLCصلهم ٮ/ال در اڡ$ ٮ.ن ٮ/الpolarity ما ٮ/ڡ9 ٮ9شاٮ/هوا المركٮ/

 physical forces دم اي دم solvent واحد و ما ٮ/سٮ9ح$ لأٮ$ه ٮ/سٮ9ح$

از  رق ٮ/ين الHPLC و الGC هو ٮ$وع الmobile phase لٮ.كويد او ع$ الڡ$

ٮ.هم oven ٮ/س الGC ٮ/وصل 100c و  الHPLC و الGC ال٢ ڡ$
 50c ٮ/وصل HPLCال

 GCٮ/س ال cm 15 ٮ/وصل طوله من 5 الى HPLCٮ/ال columnال
 12meter ٮ/وصل



Liquid chromatography 
Mobile phase : solvent 

ىI علٮ.ه سؤال   Qualitative + quantitativeمهم رح ٮ.ح/

صل و ٮ/ٮ9طلع ڡ$ ل الcolumn و ٮ/ٮ9ٮ$ ٮ.ها و ٮ/ٮ9دح$ ة ما ٮ/صٮ.ر ڡ$ العٮ.ٮ$
 non destructive analysis ٮ.عني
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High Performance Liquid Chromatograph

لو معطٮ.ني السؤال log p للمركٮ/ات 
1.9 
3.8
6.5

 stationaryاٮ$ول و الmمٮ.ٮ mobile phaseو ال
رج هو  دمت non polar compound ف اول مركب رح ٮ.ح$ هو C18 ف اول واحد ٮ/طلع هو اللي اله اڡ9ل log p لأٮ$ه الpolarity اعلى ٮ/س اذا اسٮ9ح$

 HPLCهاز ال دم non polar mobile phase اللي هو الacetonitrile و الحل كله هون حسب ح/ الnon polar لأٮ$ه ٮ/سٮ9ح$
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 acetonitrile : methanol دم Cكهم ٮ3سٮ&ح Cو ٮ3دي اڡ polar نDٮ اذا عٮCدي مركٮ3

acetonitrile : methanol دم Cٮ3سٮ&ح non polar اذا كان
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Separation + detection 
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 columnٮ/ٮ9سحب و ٮ/ٮ9روح لل needle Iى ٮ9ٮ.ح/ ٮ/ ه الsample ڡ$ د مٮ$ ا ٮ$وح$ ا المكان اللي ٮ/دٮ$ حددٮ$

ل  ة رح ٮ9كون liquid و رح ٮ9ٮ/لش ٮ9ٮ$مزج مع الmobile phase و ٮ9دح$ ڡ9ط mobile phase و ٮ/س اٮ/لش احڡ9ن العٮ.ٮ$ ال ڡ$ Yل ٮ/كون السسٮ9م شع ٮ/ل ما ادح$ ڡ9

اذا الmobile phase كان polar ف اول اشي 
 polar رح ٮ.طلع هو

 A B C السؤال اٮ$ه عٮ$دي مركٮ/ات Iلو حكالى
 polar solvent اٮ$ول اوmكان مٮ.ٮ solventو ال

ة اللي رح ٮ9طلع اول  مٮ.ن العٮ.ٮ$ ڡ$
A acetone 
B ch3ch3 
C ch3oh

injection و عملٮ9لهم mixture هدول
 HPLCٮ/ال

رج اول واحد هو  اللي رح ٮ.ح$
رٮ/ط ٮ/الامٮ9حان  الكحول لاٮ$ه اكٮ9ر اشي polar (ما رح ٮ.ح$

ٮ/ين مٮmلا كحول و حمض كرٮ/وكسٮ.لي ٮ.عني ٮ/كون 
لب الاحٮ.ان الكحولات هىI اللي ٮ/ٮ9كون  واضح مٮ.ن المركب الpolar ) و اع$

More polar

 normal phase liquid chromatography دمت لو حكالىI اٮ$ه اسٮ9ح$
مٮ.ن اول مركب رح ٮ.طلع ؟  ل هدول المركٮ/ات ڡ$ و مدح$

Ch3Ch3 
 non polar لأٮ$ه اكٮ9ر اشي

روج  ٮ9لف ٮ/الretention time و هو وڡ9ت ح$ المركٮ/ات ٮ/ٮ9ح$
columnالمركٮ/ات من ال

elution time ٮ.عني

 retention timeعن طريق ال qualitative الها علاڡ9ة  ٮ/الٮ9ركٮ.ز و ٮ/حدد ٮ$وع المركب areaال

 calibration curve ه عن طريق الٮ9ركٮ.ز ٮ/حسٮ/

 beers law ال على Yلأٮ$ه شع M 0.01 لازم ٮ9كون اڡ9ل من calibration curveلها عشان اطلع ال الٮ9راكٮ.ز السٮ9اٮ$درد اللي ٮ/دح$



The Chromatogram

Injection

t
o

t
RmAU

time

t
R

to - elution time of unretained peak
tR- retention time - determines sample identity

Area or height is proportional
to the quantity of analyte.



ٮDر  Cلازم اع Cس الوڡ&ت ڡCڡ Cكوا ٮ3ٮ CڡDه اكٮ&ر من مركب ٮCاٮ
كوا مع ٮ3عض CڡDعشان ما ٮ mobile phaseٮ3ال



هاز طوروه و  هاد الح3
مه  روا من حح3 صع�

دروا  حتى ٮDڡ&
دموه رواد  Cسٮ&حDٮ
ضاء و ٮDحللوا  Cالڡ

ودة على  اشٮDاء مرح3
مر  سطح الڡ&



ل  Cو دح detectorل لل Cى? ضو ٮ3دحCب المهم ڡCٮ وق ٮ&حت او من الح3 Cوت اما ڡ Cب و الضو ٮ3ڡCواٮ ٮ&وحة من الح3 Cمڡ quartz cell ارة عن الصورة عٮ3
صلوا  Cڡ Cو ٮ3ٮ mobile phaseة مع ال CٮDل العٮ Cن ٮ3دحDه ٮ3عدٮDر علٮ CصڡDه و اذا ما اله مش رح ٮDر علٮ Cٮ3صڡ chromophore اذا كان اله mobile phaseال

ٮDر هٮDك مش رح اڡ&در  Cن و عDصولٮ Cوا مڡCكوٮDلازم ٮ detectorٮ&ٮ3ع ال cellو المركٮ3ات اللي ٮ3وصلوا لل columnه من الDٮ Cحسب الوڡ&ت اللي طلعوا ڡ
احللهم 

 beers lawٮ3عٮ&مد على ال UVال

Non destructive 

Not universal

      

qualitative + quantitative 

الabsorbance لازم ما ٮ&زيد عن واحد و ما ٮ&ڡ&ل عن 0.001



• UV Absorption Detectors
 

– Sensitivity to Compounds (ε values)
• Best for compounds with conjugated double bonds, aromatic

groups or strongly absorbing functional groups (e.g. R-NO2, R-
I, R-Br)

• Poor response for compounds with few or weakly absorbing
functional groups (worst for R-CN, R-NH2, R-F; poor for R-
OR’, R-OH, R-COOH, R-COOR’)

– Solvents:
• Requires use of solvents that absorb poorly in UV

Liquid Chromatography
Instrumentation – Detectors

لازم ٮ&كون عالاڡ&ل راٮ3طٮ&ٮDن ٮ3اي ٮ3المركب Cطها ڡ در ٮDلڡ& هاز ٮ3ڡ& ٮDه راٮ3طة ٮ3اي وحدة مو اي ح3 Cالمركب اللي ڡ



لوا كلهم لازم المركب ٮDكون chromophore و highly intense حتى ٮDشٮ&ع�



ٮDر ال Cد و اعDر مركب واحد و اذا ٮ3دي احلل اكٮ&ر من مركب لازم كل مرة اعٮDٮ Cحلل عDدر ٮ ما ٮ3ڡ&





ٮDة  كك الاطوال الموح3 CڡDو ٮ prismروح عالDالضو رح ٮdetector وعCب اول ٮ
ى? واحد  د طول موح3 CوحDو ٮ

ٮDة و ٮ3عدٮDن وداهم  د ماكسمم ٣ اطوال موح3 CوحDك كان ٮ CڡDوع كان ٮ3س ٮCى? ٮ Cٮ&اٮ
ى? ل ٣ اطوال مع الٮ&طور ٮ&ار طول موح3 CحDحتى ٮ monochromator ل

 monochromatorة لDٮ ٮ&الت ٮCوع ٮ3دل ما ٮDودي الاطوال الموح3
هم كلهم مرة وحدة  Cٮ3شوڡ Cڡ shift electron له ع Cٮ3دح

صل المواد  Cما ٮ3ڡ detector ڡ&ط Cهو ڡ UVهاز ال ح3

Most expensive 



• Refractive Index Detectors
 

– Principle:
• liquids with different refractive index will diffract light differently
• Composition will determine refractive index
• Any compound with a refractive index different than the solvent’s is

detectable
– Advantage:
• Most universal detector (can detect weakly absorbing compounds)
– Disadvantages:
• Gradients are not possible
• Requires thermal stability
• Generally not very sensitive

Liquid Chromatography
Instrumentation – Detectors

ٮDعة الها physical property اللي هى? الاٮCكسار  كل مادة ڡCى? الطٮ3



 glassو سڡ9طت عال٢ ٮ$ڡ$س الضو و ٮ$ڡ$س الزاوية و ٮ$ڡ$س ال Ch3OH ٮ.ها ٮ.ة ڡ$ ٮ.ها مىI و كاسة ٮ9اٮ$ لو عٮ$دي كاسة glass transparent ڡ$

دمه ك  ٮ9لاف زاوية الاٮ$كسار لكل مركب ٮ/سٮ9ح$ حسب اح$ ة ڡ$ ٮ9لڡ$ ة و المٮ.ٮmاٮ$ول رح ٮ9ٮ$كسر ٮ/زاوية مح$ رج ٮ/زاوية معٮ.ٮ$ ٮ.ها مىI رح ٮ.ٮ$كسر الضو و ٮ.ح$ الكاسة اللي ڡ$
 detector

Universal در ٮ.حلل كلشي  ٮ/ڡ9

Not destructive

Qualitative + quantitative

ٮ.ه الmobile phase لحال  واحد ٮ/عبي ڡ$
ٮ.ه الmobile phase مع  و واحد ٮ/عبي ڡ$
ٮ9لق ٮ/يٮ$هم  ة و زاوية الاٮ$كسار رح ٮ9ح$ العٮ.ٮ$

 mobileهٮ9ٮ.ن ب ٮ/س اول اشي مٮ$عبي الح/
detectorر ال phase عشان ٮ$صڡ$

Unstable 
mobile phase نم ر9ٮكا تمد$ح9ٮسا اذا اصوص$ح و ت9ڡولا عم ة9ٮ/ٮاmٮ شم ة/ٮا/ح9ٮسلاا

gradient ط/ٮز/ٮ ام و ط9ڡ$ڡ isocratic مزلا

Require thermal stability , 
transparence and one mobile phase

solution ة ٮ9كون لازم العٮ.ٮ$



• Fluorescence Detectors
– Detection Principle:
• Light promotes molecules to excited

electronic state
• Excited molecules transition from lowest

excited state back to the ground state and
emit light in the process

– Equipment:
• High intensity light source
• Filters or monochromators to select

wavelengths (before and after cell)
• Sensitive light detector

 

Light Source

 

Filter or
monochromator

Light
detector

M + hν → M*

M* → M*’ (lower vibrational level)

M*’ → M + hν’

– Advantages:
• Greater sensitivity possible (for molecules with high fluorescence efficiencies) because

easy to detect small signal against zero background (see below)
• Much greater selectivity because few molecules fluoresce, particularly at selected

wavelengths
– Disadvantages:
• Limited to relatively few molecules (although derivatization is also possible)

ٮ'هيج الvalence electron و ٮ(ٮ'صعد للexcited و  ٮ( ن عٮ0صر الtungsten ڡ0 الاضاءة ٮ(ٮ'كون lamp و ٮ(سح0
ع ٮ(الٮ'دريج ف ما ٮ(حٮ'اج  طوة وحدة ٮ(رح( ع ٮ(ح0 ع ٮ(صٮJرله emission و ٮ(عطٮJني visible light ٮ(س ما ٮ(رح( ٮ(س ٮJرح(

 energy stable سموا السسٮ'م طاڡ'ة عالٮJة للemission ڡ0

از  Qاز و مولد حرارة اللي ٮ(هيج الع ٮJها ع0  الflourensce ڡ0

florophore همJو ٮ(سمٮ                Vعالى conjucation هاJٮ ل ٮ(هاد السسٮ'م ڡ0 Qالمادة اللي ٮ(ٮ'شٮ'ع

Vى ىV ٮ(عطىV اكٮ'ر من طول موح( الintensity ٮ(ٮ'كون لأٮ0

Qualitative + quantitative 

Not destructive 

Not universal florophore ٮ(ٮ'كون chromophoreٮ(س مش كل ال chromophore ر كل الflorophore ٮ'عٮ'ٮ(



Liquid Chromatography
Instrumentation – Detectors

Universal 

Destructive

physical property Vهى ٮJرها ڡ0 ة scatter ممٮJزة عن ع0 كل مادة الها صڡ0

Quantitative + qualitative



• Ion Exchange Chromatography

• Types of Instruments:
– Single column
– With analytical plus suppressor columns
• Detection in Single Column Instruments
– Other detection methods (fairly common)
– Conductivity detection
• Conductivity Detector
– Resistance measured (AC circuit)
– Conductivity = 1/(resistance)
– Ions in solution create conductance
– Conductivity depends on ion

concentration and size

 

 

Conductivity
cell

Electronics

From HPLC column

Liquid Chromatography
Instrumentation – Detectors

ٮ(صٮJر ٮ'وصٮJل للالكٮ'روٮ0ات  ل الpolar مع الموٮ(اٮJل ڡ0 دم non polar solvent ك effluent ٮ(عدٮJن ٮ(دح0 سٮ'ح0 ٮ( ٮJها + - ڡ0 ٮ(ين الcolumn و الdetector ٮ(كون ڡ0ىunit V ڡ0

Not universal 
 polar كونJلأٮ0ه لازم ٮ

Not destructive 



• Electrochemical Detectors
 

– Principle:
• Redox reactions occur at electrodes following

column
• Potential cycle used to periodically

oxidize/reduce analytes at electrode
• Current depends on concentration of analyte

being reduced or oxidized (similar to A in UV
detector)

• Electrode potential determines classes of
compounds that are detectable (similar to λ in
UV detector)

 

 

 

Analyte
electrode

Reference
electrode

 

Voltage supply/
electrometer

From column

 polar لٮ&ها لها على unit ٮ#ٮ8عمللها oxidation و ٮ#ٮ8ح) ٮ#ٮ8حلل الnon polar عن طريق اٮ)ه ٮ#ٮ8دح)

Universal 

Destructive 

Qualitative + quantitative 



Bonds in cation radicals
begin to break (fragment)
 
 
 
 

Mass to charge (m/z)
ratio  is measured

Molecular ion (M+)
shows molecular weight

• Mass Spectrometry

Ionization unit

 
 

Acceleration

 

Magnet

HPLCلل detector دم ٮJسٮ'ح0

ه) ب الكٮ'روٮ0ات صڡ0 ار ٮ(عدٮJن ٮ(سلط علٮJه (ٮ(ڡ' ح0 ٮJن و ٮ(ٮ'تحول المادة لٮ( ٮ(صٮJر ڡ0ىV ٮ'سح0

وزٮ0هم  ٮ( مرر الاٮJوٮ0ات على magnet ڡ0 ها ما ٮ(ٮ'تأٮJن و مٮ0 ڡ'سم من المادة ٮ(ٮ'تأٮJن و ڡ'سم مٮ0
هاز رح  الح( ط و ٮJطلع من السسٮ'م ڡ0 على اساس الgravity و اللي ما ٮ'أٮJن رح ٮJٮ0شڡ0

ڡ'ط  زيئات اللي ٮ'أٮJٮ0ت ڡ0 ٮJشوف الح(

Qualitative 

Universal



The Mass Spectrum
• Plot mass of ions (m/z) (x-axis) versus the intensity of the signal (roughly corresponding

to the number of ions) (y-axis)
• Tallest peak is base peak (100%)
• Other peaks listed as the % of that peak

• Peak that corresponds to the unfragmented radical cation [M]+. is parent peak

C

H

H

H

C

H

H

C

H

H

H

Propane
MW = M+.
= 44 Parent peak



- (M and M+2) in (75.8%) /(24.2%) ratio = 35Cl and
37Cl
- (M and M+2) in (50.7%) /(49.3%) ratio = 79Br and
81Br

Determining the molecular formula
M and M+n peak :

Peaks above the molecular weight appear as a result of naturally occurring
heavier isotopes in the sample

C

H

H

H

C

H

H

C

H

H

H

M+1 = 45
From 1.1%
13C

- M 12C (98.9%) and (M+1) from (1.1%) of 13C in nature

Propane
MW = M+.
= 44



Determining the molecular formula

Natural abundances of Isotopes of some common elements

  



M+ peak: Halides

M+ and M+2 in
75.8%: 24.2% (~ 3:1)
ratio

= 35Cl and 37Cl
 

 
M+ and M+2 in

50.7%: 49.3% (~ 1:1)
ratio

= 79Br and 81Br

Br

CH3Cl

Determining the molecular formula

 
35Cl

 
  37Cl
 



156               158

Br
  

MW = 156

Determining the molecular formula

79
Br

81
Br



234

236

238

Br

Br

   

MW = 234

Determining the molecular formula

81Br X
2

79Br +
81Br

79Br X
2



Cl
  

MW = 112

114

112

Determining the molecular formula

35
Cl

37
Cl



190

192

194

Cl

Br

   

MW = 190

Determining the molecular formula

81Br +
37Cl

79Br +
35Cl

79Br +
37Cl
      or
81Br +
35Cl



Determining the molecular formula


