فصل المضاد الحيوي المضاد للأورام AN3المعزول من السلالة المحلية
                           Streptomyces ssp (SIN3)
فصل المنتجات الحيوية
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أيار 2006
     إنتاج المضاد الحيوي المضاد للأورام Antitumer antibiotic 
تم إنتاج مضاد حيوي مضاد للأورام Antitumer Antibiotic   أطلق عليه أسم AN-3  من سلالة البكتريا  (Streptomyces sp.(SIN3 المعزولة من مصادر محلية في الوسط المكون من المواد أدناه عند الحضن بدرجة حرارة 28 م˚ لمدة خمسة أيام في حاضنة هزازة بسرعة رج 150 دورة / دقيقة:
2 % مولاس وعصير التمر (نسبة خلط 1:1)

 0.1 % كبريتات الأمونيوم 

0.05 % كبريتات المغنيسيوم 

0.05 % فوسفات البوتاسيوم الثنائية الهيدروجين 

0.3 % كاربونات الكالسيوم 

_______________________________

2.5 % مواد صلبة كلية 

97.5 % ماء . (3)
                                         الإستخلاص بالمذيبات العضوية 

إستخلص المضاد الحيوي المضاد الأورام المنتج في وسط التخمر بواسطة خلات المثيل methyl acetate وبحجوم متساوية ( 1 : 1 ) للحصول على المستخلص الخام . تم تبخير خلات المثيل والحصول على راسب جاف إعيد تذويبه في الميثانول ثم أجريت عملية الطرد المركزي للتخلص من المواد غير الذائبة في الميثانول ، بذلك تم الحصول على مستخلص نقي . يعد خلات المثيل من المذيبات المتوسطة القطبية ولكنه يذوب بنسبة  3.3 % في الماء ولايمتزج معه . بينما يعد الميثانول من المذيبات العالية القطبية فهو يذوب كليا في الماء . إن العوامل التي تحدد طريقة إستخلاص أي مركب من الأوساط السائلة تعتمد على خواص المركب المطلوب إستخلاصه ، ولكن بشكل عام يرتكز مبدأ الإستخلاص بالسوائل على الفرق في قابلية ذوبان المركبات المطلوب إستخلاصها في السائل الموجودة فيه أصلا والسائل المستعمل في إستخلاصه . فمثلا تستخلص المواد الذائبة في الدهون بمذيبات عضوية لاقطبية غير قابلة للإختلاط immiscible  بالماء مثل البروبانول وخلات البيوتيل . إن عملية الإستخلاص بالمذيبات العضوية تتم مباشرة على وسط التخمر بعد إزالة وفصل المواد الصلبة أو الخلايا من الوسط ، يفضل ان تكون عمليات الرج والخلط سريعة جدا أما عملية فصل الأطوار غير القابلة للإختلاط فيفضل أن تكون بطيئة لإعطاء فرصة لزيادة الكمية المستخلصة .(1 ) و( 3 )
شروط المذيب المستعمل في عملية الإستخلاص :-
1- يجب أن يذيب المادة المراد إستخلاصها بسهولة دون الحاجة إلى درجات حرارة مرتفعة أو ماشاكل ذلك .  
2- يجب أن تكون ذائبية السائل المستعمل في الإستخلاص ضعيفة جدا في السائل الحاوي على المادة المطلوب إستخلاصها منه .
3- يجب أن لايستخلص أو يذيب أي شوائب غير مرغوبة 
4- أن لايتفاعل مع المادة المطلوب إستخلاصها بشكل غير مرغوب .
5- يمكن التخلص منه بسهوله بعد الإستخلاص .   
توجد طريقتان للإستخلاص 

1- إستخلاص المواد السائلة بالمذيبات السائلة Liquid – Liquid Extraction . وهي تقسم إلى نوعين :
أ – الإستخلاص بالطور السائل Liquid Phase Extraction  وتسمى أيضا الإستخلاص بالمذيبات Solvent Extraction       . وتعتمد على قدرة المذاب في التوزع بين طورين سائلين غير قبلين للإمتزاج فيما بينهما .
ب – الإستخلاص بالطورالصلب Solid Phase Extraction  وهي تقنية يتم فيها ربط مجاميع فعالة كارهة للماء Hydrophobic functional groups على سطح حبيبات صلبة تعمل هذه المجاميع كطور الإستخلاص .

2- إستخلاص المواد الصلبة بالمذيبات السائلة Solid – Liquid Extraction  .

يمكن إسترجاع المذيبات المستخدمة في عملية الإستخلاص بوسطة التقطير وليس من الضروري أن تكون نقية جدا وإنما يسمح بوجود نسبة محددة من المواد التي جرى إستخلاصها فيما إذا كان المذيب سيعاد إستعماله لإستخلاص المادة نفسها . 
عند إستخلاص المضادات الحيوية من داخل خلايا بكتريا Streptomyces sp. سوف يتطلب ذلك القيام بخطوتين الأولى يتم بها إستخدام الأسيتون الذي يعمل على إذابة المواد الدهنية التي يتكون منها الغشاء الخلوي للبكتريا مؤديا إلى تحلل الخلايا وخروج محتوياتها إلى الوسط ثم يتم إجراء عملية الطرد المركزي ليهمل الراسب ويؤخذ الراشح ليتم منه إستخلاص المضاد الحيوي بواسطة خلات الأثيل ethylacetat ، كما في إستخلاص المضاد الحيوي Virideuomycin . أو قد يستخدم الأسيتون ثم الكلوروفورم كما في المضاد الحيوي UK-1 ( 1 ) و ( 3 ).
تعد عملية إستخلاص المواد السائلة بالمذيبات السائلة Solvent extraction  وعمليات إستخلاص المركبات الذائبة بواسطة الطور الصلب Solid phase extraction  من التقنيات المفيدة لعزل المركب المرغوب من خليط من المركبات المعقدة وذلك قبل إجراء عمليات التنقية بطرق الكروموتوغرافيا بشكل أكبر.

تعتمد نظرية الإستخلاص بالمذيبات على الإختلاف بقدرة المركب المرغوب إستخلاصه للذوبان في طورين سائلين غير قابلين للإمتزاج Immiscible . وهذه الخاصية مفيدة جدا في في إستخلاص وتنقية المركبات العضوية وغير العضوية ( المعدنية ) . عند إستخدام سائل معين ( كأن يكون مذيب عضوي فيسمى الطور العضوي Organic phase )لإستخلاص مركب ما ذائب في محلول معين ( كأن يكون محلول مائي فيسمى الطور المائي Aqueous phase ) فإن ذلك المركب سيميل للتوزع بين السائلين المتداخلين غير القابلين للإختلاط ( بين الطور العضوي والمائي ) بحيث تكون النسبة بين تركيز المذاب في الطور العضوي إلى تركيزه في الطور المائي ثابته بمعامل معين يعرف بمعامل التوزع Distribution Coefficient  (KD) وهو يعبر عن مدى كفاءة السائل المستخدم للإستخلاص ( الطور العضوي ) في إنجاز تلك العملية . فإذا كان مقدار معامل التوزع كبير فإن ذلك يدل على ميل المذاب للذوبان في الطور العضوي وكفاءة عملية الإستخلاص .      


KD = [ MH ]e / [ MH ]a                (1)

وهذه المعادلة تعطي فكرة عن كفاءة الإستخلاص بغض النظر عن تركيز المادة في المحلول الأصلي وهذه من أهم ميزات طرق الأستخلاص بالسوائل . لذلك يمكن إستعمالها لإستخلاص المركبات التي توجد بكميات ضئيلة جدا Traces أو تلك التي توجد بتراكيز عالية .
 كما يمكن إستخدام صيغة إخرى للتعبير عن عملية توزع المذاب بين سائلين غير ممتزجين هي نسبة التوزع Distribution ratio  ويرمز لها (D ) وهي تعبر عن النسبة بين تراكيز كل أشكال المذاب في الطور العضوي مقسومة على تركيز أشكاله في الطور المائي .

D = [MH] e / [MH] a + [M ˉ ] a                  (2)    
يلعب الرقم الهيدروجيني دور معين في عملية الإستخلاص بالسوائل ، إذ تميل الكثير من المواد إلى التأين عند ذوبانها في الماء إلى أن تصل إلى حالة التوازن بين شكلها المتأين وغير المتأين. فهي بذلك تسلك سلوك الحامض الضعيف عند ذوبانها في الماء ، وكما هو معروف فإن ثابت تفكك أي مادة في الماء Ka يكون مساويا لتركيز شكلها المتفكك مقسوما على تركيز شكلها غير المتفكك .
Ka = [M ˉ] a + [H]a / [MH] a             (3)
لذلك يمكن ربط كل من KD   و D من خلال Ka في معادلة واحدة كما يلي من المعادلة (3)
   [M ˉ] a = Ka [MH] a / [H]          (4) 
ومن المعادلة (1) نحصل على

                                                            (5)                            [ MH ]e = KD[ MH ]a  

نعوض قيم المعادلات (4) و (5) في المعادلة (2) 

D = KD [ MH ]a / [MH] a + Ka [MH] a / [H]     (6)

D = KD / 1 + Ka / [H]                                         (7)                                            
تشير المعدلة (7) إنه كلما زاد تركيز أيون الهيدروجين في الماء يؤدي ذلك إلى التقليل من عملية تفكك المادة التي ستذوب في الماء المحمض وبالتالي زيادة وجودها بالصيغة غير المفككة مما يزيد من إمكانية إستخلاصها بالطور العضوي حيث تصبح قيمة D مساوية تقريبا لقيمة KD  . فمثلا عند إستخلاص حامض البنزويك من الطور المائي بواسطة ثنائي أثيل إيثر سيكون الحامض بصيغته المتأينة عندما يكون المحيط المائي قاعديا مما يمنع إستخلاصه ، ولكن عندما يكون الطور المائي حامضيا سوف يزداد تركيز الشكل غير المتأين من حامض البنزويك مما يزيد من إستخلاصه إلى الطور العضوي . أي إن زيادة تركيز أيون الهيدروجين في الطور المائي سيعمل على تقليل ثابت تفكك المادة المذابة وبالتالي زيادة إمكانية إستخلاصها بالطور العضوي والعكس صحيح عندم يكون تركيز أيون الهيدروجين في الطور المائي قليل سيزيد ذلك من ثابت تفكك المادة المذابة مما يجعل عملية الإستخلاص بالطور العضوي أصعب .( 4 ) 
                                   الحجوم المستخدمة في الإستخلاص
يفضل عند إستخلاص المادة المذابة في الطور المائي بالطور العضوي إستخدام حجوم متساوية من كلا الطورين أو حجم أقل من الطور العضوي ، وذلك للحصول على كفاءة أكبر من الإستخلاص عنما لو أستخدم حجم مضاعف من الطور العضوي . فلو فرضنا أن هناك لتر واحد من الماء يحتوي على (10 مولاري) من حامض البيوتيرك والذي يمتلك نسبة توزع D مقدارها (1) عند إستخلاصه بطور عضوي هو  nitrobenzen عند إستخدام لتر واحد من النايتروبنزين في عملية الإستخلاص فإن ( 5 مولاري ) من حامض البيوتيرك سوف تتحول إلى الطور العضوي ولتبقى ( 5 مولاري ) في الطور المائي . بذلك فإن خلال تلك العملية تم إستخلاص 50 % من حامض البيوتيرك . عند إعادة العملية مرة أخرى على الطور المائي الحاوي على ( 5 مولاري  ) من حامض البيوتيريك بنفس الحجوم التي إستخدمت في عملية الإستخلاص الأولى فإن ( 2.5 مولاري ) سوف يتحول من الطور المائي إلى الطور العضوي ولتبقى ( 2.5 مولاري ) في الطور المائي . بذلك يكون مجموع ما تم إستخلاصه من حامض البيوتيريك ( 7.5 مولاري ) من التركيز الأصلي وبستخدام لترين من النايتروبنزين .

لنتصور الأن أنه تم إستخلاص نفس حجم الطور المائي السابق ( لتر واحد )  الحاوي على نفس تركيز حامض البيوتيرك ( 10 مولاري ) بواسطة ( 0.5 لتر ) من النايتروبنزين  . سيكون تركيز حامض البيوتيرك في كلا الطورين هو نفسه الذي تم الحصول عليه في التجربة الأولى ( 50 % ) في كل منهما . إلا أنه ونتيجة لإستخدام نصف حجم الطور العضوي المستخدم في التجربة الأولى فإن الطور المائي في هذه الحالة سيحتوي على ( 6.666 مولاري ) وسيحتوي النايترو بنزين على ( 3.333 مولاري ) لكي تصبح نسبة توزع ( 10 مولاري ) من حامض البيوتيرك في كلا الطورين مساوية لواحد .

عند إعادة إستخلاص ما تبقى من حامض البيوتيريك في الطور المائي ب ( 0.5 لتر ) أخرى من النايتروبنزين فإنه سيتم الحصول على ( 2.222 مولاري ) وهي تساوي ربع تركيز حامض البيوتيرك الموجود أصلا في الطور المائي . بذلك فإن مجموع ماتم إستخلاصه من بالخطوتين الأولى والثانية بإستخدام ( 0.5 لتر + 0.5 لتر ) من النايتروبنزين سيكون ( 3.333 + 2.222 = 5.555 مولارى ) وفي هذا زيادة بمقدار 5 % عن نسبة الإستخلاص عند إستخدام لتر واحد من حجم النايتروبنزين في عملية الإستخلاص بمرحلة واحدة . بذلك ونتيجة لثبات نسب توزع المواد المذابة بين الطورين العضوي والمائي فإنه كلما إنخفض حجم الطور العضوي المستخدم في الإستخلاص كلما زادت خطوات الإستخلاص وزادت الكمية المستخلصة من المادة المذابة .  
                                    النسبة المئوية للإستخلاص 

تساوي النسبة المئوية للإستخلاص عادة تركيز المادة المستخلصة في الطور العضوي مقسومة على تركيزها في الطور العضوي مضافا إلى تركيزها في الطور المائي .( 4 )
 % E = [ M ]e / [ M ]e + [ M ]a   or 

 % E = 100 D / D + 1 

                               الترشيح الهلامي gel filtration 
بعد إستخلاص المضاد الحيوي المضاد للأورام بواسطة solvent extraction تجري عادة تنقيته بشكل أكبر بواسطة الترشيح بالهلام ، في تنقية المضاد AN-3 أستخدم الهلام Sephadex  LH-20 ( وهو يقابل G-25  Sephadex ) الذي خلط مع الميثانول بنسبة 40 غم إلى 500 مليلتر وترك لليوم التالي لكي يتشرب ثم أجريت عملية إزلة الغازات degassing بواسطة مضخة مختبرية عبئ الهلام في عمود فصل بطول 1.8 × 40 سم ذو جدار مزدوج يربط مع حمام تبريد لتتم عملية الترشيح بدرجة 4 م˚ وتم موازنة العمود باستخدام الميثانول وبسرعة جريان 0.5 مليلتر / دقيقة . إضيف النموذج إلى قمة العمود وأجريت عملية الترشيح باستخدام الميثانول كوسط فصل متحرك . جمعت الأجزاء المنفصلة وقدرت فيها فعالية المادة المضادة للأورام في الأجزاء المنفصلة بإستخدام الفحص الكيموحيوي لحث العاثي اللأولي bacteriophages induction assay  (BIA ) ، وأظهرت النتائج أن هناك فعالية عظمى في الأجزاء من 40 إلى  50 كما في الشكل 1 . إدت عملية الترشيح بالهلام  إلى تنقية مضاد الأورام AN-3 (3).

الشكل رقم ( 1 ) :- فصل المضاد الحيوي المضاد للأورام AN3 بواسطة عمود الترشيح بالهلام Sephadex LH-20                         ( 3 ).
                        الأساس العلمي  للترشيح بالهلام والإقصاء الحجمي   
Gel filtration and size exclusion chromatography                     
تعد طريقة الإقصاء الحجمي وتعرف أيضا الترشيح بالهلام واحدة من طرائق فصل وتنقية الجزيئات الحيوية والصناعية والعضوية وهي بالأساس تعمل على فصل المركبات إستنادا لحجمها الجزيئي molecular size  وتتكون كما في بقية أنواع طرق الفصل الكروموتوغرافي من طورين الأول يسمى الطور الثابت stationary phase والثاني يسمى الطور المتحرك mobile phase . في تقنية الترشيح بالهلام يقوم الطور الثابت مقام الغربيل sieve  الذي يعمل على فصل الجزيئات عن بعضها البعض نتيجة إختلافها بالحجم . و هذا الغربيل عبارة عن  مادة هلامية gel   تتكون من حبيبات كروية دقيقة الحجم تتركب كيمياويا من سلاسل كاربوهيدراتية متعددة polymeric carbohydrates ومركب الأكريل أمايد acryl amid بحيث تحتوي الكرة الواحدة على شبكة دقيقة مفتوحة open network تنشأ نتيجة للإرتباطات العرضية cross linkage بين السلاسل المتعددة polymeric chains . هذه المركبات تكون محبة للماء hydrophilic لإحتوائها على مجاميع الهدروكسيل ( OH ˉ ) لذلك تكون لها القدرة على إمتصاص الماء  . إذ يتم وضع الحبيبات الجافة للطور الثابت stationary phase  ( المسحوق المجفف للهلام ) في الماء ( أو في أي طور متحرك سوف يتم إستخدامه في التجربة ) لمدة معينة لتنتفخ تلك الحبيبات نتيجة لتشربها الماء مما يؤدي إلى إنفتاح تركيبها البنائي الشبكي الذي يكون مشابه لتركيب الغربيل ، ويتحدد مقدار عدد وقطر الفتحات إعتمادا على درجة تكون الإرتباطات العرضية . يتم وضع الطور الصلب داخل إنبوب مجوف يدعى عمود الفصل separation column بحيث يتم رصه بشكل محكم tightly packed . نتيجة لوجود الطور الثابت في عمود الفصل وبهيئة كرات دقيقة تحتوي على فتحات دقيقة بأقطار وإحجام محددة ، فإن النموذج الحاوي على خليط من الجزيئات ذات الحجوم المختلفة المحمولة في الطور المتحرك سوف تمر خلال تلك الفتحات والثقوب بسرع مختلفة تعتمد على حجمها وعلى حجوم الثقوب والفتحات في حبيبات الطور الثابت وكذلك تعتمد على المساحة البينية المتكونة بين حبيبات الطور الثابت . فالجزيئات التي يكون حجمها الجزيئي أكبر من قطر الفتحات الموجودة في الطور الثابت سوف لاتتمكن من الدخول في الثقوب والفتحات التي يحتويها الطور الصلب وسوف تمر من خلال المسافات البينية لحبيبات الطور الصلب فيكون مرورها ذلك سريعا ومباشرا دون عوائق ، أما الجزيئات التي يكون قطرها وحجمها الجزيئي صغير سوف تتمكن من المرور خلال فتحات وثقوب الشبكة المكونة لحبيبات الطور الثابت وبدرجات متفاوته إعتمادا على شكلها وحجمها الجزيئي ، لذلك فهي ستتخلف عن اللحاق بالجزيئات الكبيرة الحجم المارة بسرعة أكبر خلال نفس الطور الثابت لذا فإن الخروج من الجهه الثانية لعمود الفصل سيكون بإتجاه الإنخفاض في وزن وحجم الجزيئات المارة ، إذ تخرج الكبيرة أولا تليها الصغيرة ثانيا فالأصغر ثالثا وهكذا .( 2 ) و ( 1 )
 Molecules larger than the cut-off size of the pores cannot enter the beads of the stationary phase and will elute in the void volume.
يتم جمع الأجزاء الخارجة من العمود في أنابيب مرتبة تسلسليا بحيث يتم من خلال تسلسلها معرفة الجزء الذي نزل من العمود أولا . ترتب هذه الأنابيب في ما يعرف بجامع الأجزاء fraction collector  يتم قياس مقدار إمتصاص لضوء أو الأشعة فوق البنفسجية على الطول الموجي الأعظم للمادة المطلوب فصلها لتحديد تركيزها في محتويات كل أنبوبة من أنابيب جامع الأجزاء . يتم بعدها رسم منحني يربط العلاقة بين تركيز المادة المطلوب فصلها والنازلة من العمود مع حجم محلول الطور المتحرك النازل . ( 2 )
مثال توضيحي :-

لنفرض أن لدينا نموذج يحتوي على نوعين من الجزيئات الأولى كبيرة الحجم الجزيئي والثانية صغيرة الحجم الجزيئي ونرغب بفصلهما بإستخدام عمود فصل يمتلك حجم مقداره 100 مليلتر ( الطور الثابت  + الطور المتحرك ) . تحتل حبيبات الطور الثابت 80 % من حجم نظام الفصل وهي تمنع مرور الجزيئات الكبيرة بشكل تام completely exclude the large molecules  . وأن 50 % من حبيبات الطور الثابت ( 40 % من الحجم الكي للنظام ) تمرر الجزيئات الصغيرة . في حين 25% من حبيبات الطور الثابت ( 20 % من الحجم الكلي للنظام ) لاتمرر الجزيئات الصغيرة وتمرر فقط الطور المتحرك ، بينما تكون ال 25 % الباقية من حجم حبيبات الطور الثابت ( 20 % من الحجم الكلي للنظام ) صلبة لاتمرر حتى الطور المتحرك . وأن معدل جريان الطور المتحرك داخل العمود يساوي 0.8 مل / دقيقة . بذلك سيكون  الحجم الكلي للطور المتحرك في نظام الفصل هذا بمقدار 80 مليلتر ( بسبب وجود 25 % من حبيبات الطور الثابت بمايعدل 20 % من الحجم الكلي للنظام حبيبات صلدة لاتمرر الطور المتحرك ) . وسيستغرق الطور السائل 100 دقيقة ليمر بكامل حجمه عبر نظام الفصل . ولاتستطيع الجزيئات الصغيرة إحتلال سوى 60 مليلتر من حجم النظام الكلي ( 40 % تمر خلال الحبيبات + 20 % لاتمر خلال الحبيبات  ) وسوف تنزل من العمو خلال 75 دقيقة . بينما لاتحتل الجزيئات الكبيرة سوى 20 مليلتر من حجم نظام الفصل ( لانها أقصيت من 80 % من حجم نظام الفصل الكلي ولم يتبقى لها سوى 20 % منه ) وسوف تنزل من العمود خلال 25 دقيقة . 

إن العمود في هذا المثال سيعمل على إقصاء exclude الجزيئات الكبيرة ( لايسمح لها بالمرور خلال حبيبات الفصل ) لذلك سوف تحتل المسافة البينية الموجودة بين حبيبات الطور الثابت ( 20 مليلتر ) ويطلق على هذا الحجم إسم الحجم الشاغر أو حجم الفراغ void volume ، ويسمى الحجم الذي يحتلة الطور المتحرك بحجم العمود column volume .   
يعرف حد الإقصاء exclusion limit  على إنه أكبر وزن جزيئي سوف يمر خلال فتحات وثقوب الطور الثابت  stationary phase وبالتالي سوف يحتجز فيه. 
تتميز الهلامات التي تمتلك درجة عالية من الأنتفاخ large swelling  عند وضعها في الماء بقدرتها على فصل ( إحتجاز ) الجزيئات ذات الوزن الجزيئي الكبير نتيجة لكبر حجم فتحاتها ، بينم تتميز الهلامات التي لاتمتلك درجة كبيرة من الإنتفاخ lower swelling بقدرتها على فصل الجزيئات ذات الوزن الجزيئي القليل نتيجة لصغر فتحاتها بسبب كثافتها الداخلية العالية . 
يبين الجدول التالي بعض مواصفات الهلامات المعدة من بعض الشركات المختصة بإنتاج هذه المواد والمعروفة بإسم sephadex و  Bio-Gel (4).
	Fractionation range ( MW )


	Bio-Gel type
	Fractionation for peptides and globular proteins ( MW)
	Sephadex Type

	100 – 1800
800- 4000

1000 -  6000

1500 – 20000

2500 – 40 000

3000 – 60000
5000 -100000

15000 – 150/000

 30 000 – 20000
60 000 – 400 000
	P- 2
P- 4

P- 6

P- 10

P- 30

P- 60

P- 100

P- 150

P- 200

P - 300
	Up to 700
Up to 1,500

1000 – 5000

 1500 – 30000

 3000 – 70000

 4000 – 150,000

 5000 – 400000

 5000 – 800,000

 
	G-10

G-15

G-25

G-50

G-75

G-100

G-150

G-200



توصف الهلامات المعدة للقيام بعملية الفصل بقدرتها على الإنتفاخ وإمتصاص الماء ، ومقدار إنتفاخها يعبر عن قدرتها على إحتجاز الماء بداخلها. فالرقم الذي يوصف به هلام السيفادكس  sephadex يعبر عن مقدار الماء المحتجزفمثلا  Sephadex G10  يعبر عن قابلية لإحتجاز الماء مقدارها 1 مل / غم من الهلام الجاف . أما  Sephadex G200  فيمتلك قابلية لأحتجازالماء مقدارها 20 مل / غم من الهلام الجاف . وكما يظهر من الجدول كلما زادت القابلية على إمتصاص الماء زاد الوزن الجزيئي للبروتينات التي يمكن فصلها بواسطة ذلك الهلام نتيجة لزيادة حجم وقطرالفتحات التي سوف تحتويها حبيبات الهلام المنتفخه. وهلامات السيفادكس عبارة عن سلاسل كربوهيدراتية طويلة تتواجد مجاميع الهيدروكسيل فيها على طول السلسلة الكاربوهيدرا تية مما يعطيها قطبية عالية تسمح لها بالإرباط بالماء بألفة عالية . 

أما أنواع هلام   Bio-Gel فهي تتكون من مركبات الأكريل أمايد المتعددة  polyacryl amid وهي غير ذائبة في الماء والعديد من المذيبات العضوية ويمكن إستخدامها في مدى واسع من الأرقام الهيدروجينية pH  يمتد بين 2 – 11 وهو هلام خامل غير قابل للإرتباط بالمركبات القطبية على العكس من هلامات السيفادكس التي تمتلك خواص قطبية .
وهناك نوع أخر من الهلامات يسمى Styrogel  ، تتكون بشكل أساسي من مادة polystyrene  وتستخدم عموما في عمليات الفصل التي لايكون الطور المتحرك فيها مائي فهي تستعمل مع المذيبات العضوية مثل methylene chloride و toluene و trichlorobenzens و tetrahydrofuran وcresol و dimethelsulfoxide . ولايمكن إستخدامها مع الماء والكحول والأسيتون . وهي تحضر بحيث يمكن بواسطتها فصل الجزيئات التي يتراوح حجمها الجزيئي بين 1600 إلى 40،000،000 .
* يستخدم مصطلح gel filtration chromatography    عندما يكون الطور المتحرك ( السائل ) هو الماء ( الدوارء المختلفة ) 
* يستخدم مصطلح gel permeation chromatography عندما يكون الطور المتحرك مذيب عضوي 

* يفضل بشكل عام إستخدام مصطلح size exclusion chromatography  على عمليات الفصل إستنادا إلى الوزن أو الحجم الجزيئي (4).
              فصل المضاد الحيوي المضاد للأورام بكروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة 
Separation of Antitumer antibiotic by thin layer chromatography

 تم فصل المضاد الحيوي المضاد للأورام AN-3 بكروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة TLC . ويستخدم هذا النوع من الكروموتوغرافيا لإثبات نقاوة المضادات الحيوية بعد عملية الفصل بالترشيح الهلامي . وقد ظهر من الفحص وجود بقعة واحدة تحت الأشعة فوق البنفسجية وبإستخدام نوعين من المذيبات . وقد ثبتت نقاوة المادة من خلال قشط البقعة الظاهرة وإذابتها في الميثانول وإجراء الطرد المركزي وتقدير فعاليتها في فحص BIA . إن ظهور بقعة واحدة في فحص TLC يدل على إن المادة التي تم فصلها بواسطة الترشيح بالهلامي نقية . كما وجد أن قيمة Rf للمضاد الحيوي المضاد للأورام قد بلغت 0.81 و 0.83 عند إستخدام مزيج المذيبات كلوروفورم : ميثانول 90 : 10 وكلوروفورم : ميثانول 50 : 50 على التوالي (3) .
                                               نظرية عمل TLC
تعد كروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة نوع مستوي من أنواع الكروموتوغرافيا يمكن أن تستخدم للفحوصات الكمية والنوعية على حد السواء . وهي كبقية أنواع الكروموتوغرفيا تتكون من طورين ثابت ومتحرك stationary and mobile phases . يكون الطور الثابت فيها على شكل طبقة رقيقة مكونة من مادة تمتلك قابلية إدمصاص معينة adsorbent منشورة على صفيحة Plate من الزجاج أو الألمنيوم أو البلاستك . وأي مادة يمكن إستخدامها كطور ثابت في كروموتوغرفيا العمود يمكن إستخدامها كطور ثابت أيضا في كروموتوغرفيا الطبقة الرقيقة . يتم وضع النموذج المراد فصل محتوياته إسفل الصفيحة plate  بواسطة الماصة الدقيقة micropipette وعلى مسافة 1 – 2 سم من حافتها السفلى ثم توضع الصفيحة في الخزان المخصص لها developing tank  والحاوي على الطور المتحرك بحجم ملائم بحيث تغطس حافة الصفيحة السفلى في الطور المتحرك ثم يغطى الخزان ليتشبع جوه ببخار الطور المتحرك . يكون سريان الطور المتحرك فوق سطح الطور الثابت من خلال الخاصية الشعرية لسريان السوائل لتسحب معها مكونات النموذج التي سوف تسير بسرع مختلفة إعتمادا درجة ذوبانها في الطور المتحرك ودرجة إحتجازها أوقوة إدمصاصها على الطور الثابت وبتعبير أخر درجة مقاومة الطور الثابت لتحرك تلك المادة على سطحه . بعد الإنتهاء من عملية الفصل developing يمكن مشاهدة المركبات المفصولة على الصفيحة المستخدمة في عملية الفصل من خلال معاملتها بالكواشف التي لها القدرة على التفاعل مع تلك المركبات وتكوين ألوان مختلفة . أن المواد التي يتكون منها النموذج تحت الفصل سوف تسير على سطح الطور الثابت بسرعة معينة نسبة إلى سرعة سريان الطور المتحرك يطلق على هذه النسبة إسم معامل الإرتداد retention factor  ويساوي المسافة التي قطعها النموذج مقسومة على المسافة التي تحركها الطور المتحرك أو السائل .
Rf = distance solute moves / distance solvent moves 
ونظرا لإحتمال وجود تباين قليل بين الوجبات المنتجة من صفائح TLC المستخدمة ، يفضل دائما حساب قيم Rf لمركبات معلومة في كل وجبة جديدة يتم إستخدامها . 
لتجنب حصول ظاهرة التذيل tailing في النموذج عند الفصل ، من المفضل إستخدام أصغر كمية ممكنة من النموذج يمكن إستعمالها إذ توضع بهيئة نقطة صغيرة جدا ثم يتم تجفيفها بسرعة بواسطة مجفف للشعر ليتبخر المذيب المستعمل في إذابتها لمنع إنتشار نقطة النموذج على مساحة أكبر . يجب دائما إشباع جو الحوض developing tank  ببخار الطور المتحرك أو السائل المستخدم في الفصل قبل وضع الصفيحة فيه وذلك لمنع تبخر الطور السائل من على سطح الصفيحة الفصل أثناء العملية إذ يؤثر ذلك على دقة عملية الفصل ويجب أن يكون حوض التطوير محكم الغلق . يعتمد وقت الفصل developing time   على تعقيد النموذج المستخدم وطول الصفيحة ولكن بشكل عام يكون وقت التطوير بين 10 إلى ساعة واحدة (4) .
          التحري عن البقع المفصولة Detecting the isolated spots 
إذا كانت النماذج المفصولة تمتلك القدرة على التألق fluorescence  ( لإحتوائها على مركبات حلقية ) فعند إذ يمكن تحديد المواقع البقع المفصولة بتسليط طول موجي معين من أشعة فوق البنفسجية ، كما يمكن إستخدام الكواشف المنتجة للألوان كما هو الحل عند فصل الحوامض الأمينية إذ يستخدم كاشف الننهيدرين ninhydrin برشه على سطح الصفيحة ليتفاعل مع الحوامض اللأمينية ويتكون لون أزرق بنفسجي . كما يمكن إستخدام بخار اليود  ، إذ يمتلك القبلبية على التفاعل والإرتبط مع مختلف المواد لينتج لون معين . وفي معظم الأحيان يتم صناعة صفائح من TLC تحتوي في طورها الثابت على مادة قابلة للتألق fluorescence عند وضعها تحت الأشعة فوق البنفسجية فيظهر مكان النموذج المفصول مظلم غير متألق نتيجة حجب تألق مادة الطور الثابت في المنطقة التي يغطيها النموذج . كما يمكن التحري عن وجود البقع التي تم فصلها من النموذج والمتكونة من مواد عضوية من خلال رش الصفيحة بمحلول من حامض الكبريتيك ومن ثم تسخينها في فرن حراري لحرق المادة العضوية عندها سوف تظهر للعيان بشكل واضح على هيئة نقطة سوداء . إن القيام بهذه العملية سوف يمنع إستخدام البقع المفصولة في عملية التحليل الكمي التي يمكن إجرائها لاحقا (4). 

  الطور الثابت ( الصلب ) لعمليات الفصل Stationary ( solid ) phase for TLC 

يتكون الطور الصلب من حبيبات ناعمة جدا يتراوح حجمها بين 10 – 50 مليمايكرون وتتميز بكونها مادة عالية الإدمصاصية absorbent أو أيونية كما يمكن أن تقوم بدور الداعم supporter لطبقة رقية من سائل ممدص عيها . يتم عادة تحضير عجينة الطور الثابت ( الصلب ) بخلطها مع الماء ويخلط معها أيضا أحد المركبات التي تساعد على لصق الطور الصلب مثل كبريتات الكالسيوم CaSO4 أو بولي فنيل الكحول على الزجاج أو الألمنيوم . ثم تفرش العجينة فوق سطح صفيحة الزجاج أو الألمنيوم بإرتفاع لايتجاوز 0.1 – 0.3 مليمتر. يبخر المذيب من الصفائح المعدة من خلال تسخينها بالفرن الحراري على درجة 110 م˚ لعدة ساعات . إن معظم أنواع الطور الثابت المستخدم في TLC أما تتكون من هلام السليكا silica gel أو الألومينا alumina   والسليلوز المجفف على هيئة powder  . تمتلك حبيبات هلام السيليكا على سطحا مجاميع كاربوكسيلسية حرة free OHˉ   لها لبقدرة على تكوين أواصر هيدروجينية مع الجزيئات القطبية للنماذج المراد فصلها . إن جزيئات الماء الممدصة على سطح حبيبات الهلام سوف تعمل على منع وصول الجزيئات القطبية الأخرى الموجودة في النموذج ، لذلك يتم تنشيطها قبل الإستخدام بتسخينها لإزالة الماء الممدص عليها .

يفضل إستخدام الألومينا كطور ثابت عند فصل المركبات الضعيفة القطبية وتفضل السليكا عند فصل المواد القطبية كالحوامض الأمينية والسكريات . يمكن في بعض الأحيان إستخدام سليكات المغنيسيوم وسليكات الكالسيوم والفحم المنشط activated charcoal  كطور صلب إدمصاصي adsorbent  .

                  الطور المتحرك ( السائل ) liquid( mobile ) phase       
تزدات قوة المذيبات المستخدمة في كروماتوغرافيا الإدمصاص على تحريك النموذج كلما زادة قطبيتها ( مثل الهكسان ثم الأسيتون ثم الكحولات ثم الماء ) . يمكن إستخدام مذيب واحد ولكن في معظم الأحياء يفضل إستخدام مزيج من المذيبات إثنين أو ثلاث ، وذلك لأن مزيج المذيبات يعمل على زيادة عملية تحريك النموذج من خلال حركة المذيبات فوق الطور الثابت مما يزيد من القابلية على فصل مكونات النموذج .
       كروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة الثنائية الأبعاد  Two Dimensional TLC

تجري بإستخدام مربع كبير من صفيحة الطبقة الرقيقة إذ يتم وضع النموذج الزويا السفلى لذلك المربع ثم يتم إجراء عملية الفصل بإستخدام أحد أنواع الأطوار المتحركة . بعد الإنتهاء من عملية الفصل تلك يتم تدوير مربع الصفيحة بمقدار 90˚ ويعد وضعها في نظام جديد من الطور المتحرك مرة أخرى لتجرى عملية الفصل مرة ثانية . لذلك فإن المركبات الداخلة في تكوين النموذج والتي لم يتم فصلها بشكل دقيق في عملية الفصل الأولى سوف تكون لها الفرصة للإنفصال والظهور في عملية الفصل الثانية التي ستكون متعامدة مع عملية الفصل الأخرى . 
يمكن إجراء عملية التقدير الكمي للمركبات المفصولة بطريقة TLC بإسلوبين :-

 الأول – من خلال قشط البقعة المفصولة وغسلها بالمذيب المناسب جيدا ثم إجراء الطرد المركزي وأخذ الراشح لقراءة الإمتصاص بواسطة الضوء المرئي أو الأشعة فوق البنفسجية لتحديد كميته بالمقارنة مع المحاليل القياسية . 

الثانية – من خلال إستغلال قابلية المادة المفصولة على التألق عند تعريضها للأشعة فوق البنفسجية وبإستخدام جهاز TLC scanner الذي يقيس مقدار ذلك التألق للمركب المفصول مقارنة بتألق المركب القياسي وتستخرج كمية النموذج بشكل ألي (4). 

فصل المضاد الحيوي المضاد للأورام AN3 بكروموتوغرافيا السائل عالي الكفاءة HPLC 

  تستخدم هذه التقنية لإثبات نقاوة المضادات الحيوية المضادة للأورام وقد أستخدم الطور المتحرك المكون من خليط من الميثانول : الماء بنسبة 10 : 90 حجم / حجم  . ظهرت قمة واحدة peak لنموذج المضاد الحيوي المضاد للأورام AN3 المأخوذ من نموذج الترشيح الهلامي وبزمن إحتجازretention time  قدره 3.152   دقيقة في عمود C18 بأبعد 4.6 × 250 ملم ومعدل جريان 1 مليلتر / دقيقة .( 3 )
            High Performance Liquid Chromatography HPLC   
تعتبر كروموتوغرافيا السائل عالي الكفاءة أحد أنواع column chromatography  والتي يتم فيها دفع النموذج المراد فصل مكوناته إلى داخل عمود الفصل الحاوي على الطور الثابت أوالصلب بواسطة سائل معين يمثل الطور المتحرك تحت ضغط مرتفع . الهدف من إستخدام الضغط العالى في ضخ الطور المتحرك هو تقليل الوقت الازم لبقاء المركبات المطلوب فصلها بحالة إنتشار في الطور الثابت مما يؤدي إلى إخراجها من عمود الفصل بشكل حزم عالية التركيز فتكون منحنياتها المرسومة ضيقة الجوانب على هيئة قمم peaks فيكون من السهل تميز منحنى مركب معين عن أخر نتيجة للكفاءة العالية في فصل حزم المركبات المختلفة . 

 يتكون جهاز كروموتوغرافيا السائل عالي الكفاءة من حاويات الطور المتحرك التي ترتبط بصمام متعدد المداخل يعمل من خلال إرتباطه بمضخة عالية الضغط تقوم بسحب الطور المتحرك منها ودفعه إلى عمود الفصل الذي يحقن النموذج المراد فصل مكوناته في مقدمته ليدفع بعدها النموذج بواسطة الطور المتحرك إلى داخل العمود ليتم فصل مكونات وحسب ماهو مطلوب من العملية لتخرج من الجهه الثانية للعمود ويتم حساب تركيز المركبات المفصولة من خلال شدة أمتصاص الأشعة فوق البنفسحية المنطلقة من المتحسس الذي يرسل إشارة للمسجل ليرسم تركيز المركبات المفصولة على شكل منحنيات حادة القمة peaks .  
تعتمد عملية توزع المركبات التي  سيتم فصلها بواسطة عمود HPLC على إنتشار تلك المركبات بين الطور الثابت والطور المتحرك  . ولغرض تقليل إنتشار المركبات المراد فصلها في الطور السائل ولتقليل وقت إرتباطها بالطور الثابت من أجل تسهيل عملية إنتقالها من نقطة إلى أخرى يجب الأيفاء بشرطين أساسيين هما 
الأول :- يجب أن تكون عملية تعبئة عمود الفصل متناسقة بحيث تكون مادة التعبئة موحدة الأتجاه مكونة من كرات أوحبيبات منتظمة الشكل ومتجانسة في كثافتها في جمع جوانب العمود .
الثاني :- يجب أن يكون الطور الثابت على هيئة غشاء من مادة سائلة متجانسة الإنتشار حول الكرات أو الحبيبات الداعمة له وعدم إحتواء العمود على مكانات يكون فيه الطور الثابت بعيد عن مرور الطور المتحرك .( 4 )
                                    الطور الثابت Stationary phase
يتكون الطور الثابت من حبيبات سليكا عالية النقاوة Highly purified silica particles   لاتحوي على أي شوائب معدنية يتراوح قطرها بين 5 – 10 مايكرون ( 10ˉ6 متر ) تحتوي على ثقوب بقطر 60 – 100 A˚ ( كذلك توجد أنواع من الحبيبات تمتلك ثقوب بقطر 300 A˚ تسمح بدخول جزيئات حيوية أكبر ) . تعتمد معظم طرق الفصل بواسطة HPLC على مبدأ liquid – liquid partition رغم وجود طرق أخرى تعتمد على مبدأ الإدمصاص liquid – solid adsorption . يكون سائل الطور الثابت بهيئة غشاء رقيق حول حبيبات السليكا ومرتبط معها كيمياويا أو عن طريق الإدمصاص . تكون للمذيبات بشكل عام القدرة على المرور خلال هذه الحبيبات وإن الهدف من وجود الثقوب والثغرات في الحبيبات أوالكرات هو لزيادة مساحتها السطحية . يسير الطور المتحرك حول حبيبات السليكا وداخلها بينما تنتشر المركبات الموجودة في النموذج والمطلوب فصلها عن بعضها إلى داخل ثقوب تلك الحبيبات وعلى سطحها لترتبط مع السائل المكون للطور الثابت ثم تخرج مرة أخرى من ثقوب الحبيبات وتنتشر من السائل المكون للطور الثابت الى السائل المكون للطور المتحرك بتأثير الضغط العالي المسلط عليها . إن إستخدام حبيبات صغيرة الحجم سوف يقلل من مسافة الطريق الذي تقطعه المركبات المطلوب فصلها داخل ثقوب تلك الحبيبات وتوسيع إنتشار حزمها ، والشكل 2 يوضح تركيب بعض أنواع حبيبات السليكا المستخدمة في عمود HPLC . ( 4 )     
                                             أنواع  طرق HPLC 
تعتمد طرق الفصل بكروموتوكرفا السائل عالي الكفاءة على مبدأين أساسيين همل 

1 – كروموتوكرفيا إدمصاص السائل – الصلب Liquid – solid adsorption chromatography .

2 – كروموتوكرافيا تجزئة السائل – السائل Liquid – liquid partition chromatography  .
ويعد المبدأ الثاني أكثر شيوعا في الإستعمال من المبدأ الأول ويكون على نوعين 

A – Normal phase Liquid – liquid partition chromatography.

 B – Reversed phase Liquid – liquid partition chromatography.

 الشكل رقم ( 2 ) :- يوضح بعض أنواع حبيبات الطور الثابت المستخدم في أعمدة HPLC (4).

ويعتمد كلا مبدأي الفصل الإدمصاصي والتجزيئي على أساس الإختلاف في قطبية المركبات الداخلة في تكوين النموذج تحت الفحص إذ تعد القطبية مهمة في تحديد كل من طبيعة الإدمصاص أو الذوبان للمركبات المختلفة . 
تعد عملية إنعزال المركبات الكيمياوية إستنادا إلى قبلية ذوبانها في السوائل المختلفة من الخواص المهمة والتي تعتمد بشكل كبير على مقدار الإختلاف بالأوزان الجزيئية لتلك المركبات . تستثمر هذه الخاصية في سبيل فصل المركبات المتشابهة من الناحية الكيمياوية والمختلفة في الوزن الجزيئي عن بعضها بعملية التجزئة بالسائل – السائل Liquid – liquid partition إذ إن هذه العملية حساسة جدا لأدنى تغير في الوزن الجزيئي للمركبات الكيمياوية والحيوية . في حين تعتمد عملية الفصل بالإدمصاص  Liquid – solid adsorption على الإختلاف بخاصية الشكل الفراغي للمركبات المتشابهه ، لذلك يفضل إستخدام طريقة الفصل بالإدمصاص عند فصل المتشابهات البصرية isomers ومن أكثر أطوار الإدمصاص الشائعة هي الألومينا alumina وحبيبات السليكا silica particles  .
وكقاعدة عامة يجب إستخدام طريقة الفصل بالتجزئة السائل – السائل  Liquid – liquid partition عندما تكون المركبات المطلوب عزلها عن بعض قطبية polar ، بينما يجب فصل المركبات غير القطبية بإستخدام طريقة الفصل بالإدمصاص السائل -  الصلب  Liquid – solid adsorption . في حين يمكن إستخدام إحدى الطريقتين لفصل المركبات التي تقع وسط بين المركبات القطبية وغير القطبية ، وتتدرج المركبات في قطبيتها تقريبا بالترتيب التالي :- 
Hydrocarbon and its derivative < oxygenated hydrocarbon < proton donors < ionic compounds that is :- RH < RX < RNO2 < ROR (ethers) = RCo2R (esters) = RCoR (ketons) = RCHO (aldehydes) = RCoNHR ( amides) < RNH2 , R2NH , R3N (amines) < ROH (alcohols) < H2O < AroH (phenols) < RCOOH (acids) < nucleotides < NH3RCOOˉ (amino acids) .

في كروموتوكرافيا الأدمصاص تكون مادة الطور الثابت التي سوف تمدص عليها المركبات المطلوب فصلها adsorbent ثابتة القطبية ، في حين يتم زيادة قطبية المذيب المستخدم كطور متحرك بشكل متدرج خلال عملية الفصل الواحدة حتى يتم إنزال elute كل المركبات التي يتكون منها النموذج والممدصة على الطور الثابت في عمود الفصل ويمكن ترتيب المذيبات العضوية إستنادا إلى قطبيتها كما يلي :-
Light petroleum solvents (hexane, heptane, petroleum ether) < cyclohexane < trichloroethane < toluene < dichloromethane < chloroform < ethyl ether < ethyl acetate < acetone < n – propanol < ethanol < water. (2) و (4)
في بعض الأحيان تحتم الظروف إستخدام المذيب ذي القطبية العالية في عملية الفصل إلا إن ذلك سوف يعمل على إنزال كل المركبات المطلوب فصلها سوية دون عزلها عن بعضها عند ذلك يجب إستخدام مادة ممدصة أقل قطبية في الطور الثابت . 

كروموتوغرافيا السائل عالي الكفاءة ذي الطور الطبيعي Normal phase HPLC (NPHPLC)  

في هذا النوع من HPLC  يكون الطور الثابت هو الجزء القطبي من نظام الفصل بينما يكون الطور المتحرك لاقطبي يتكون من n – hexane   أو methylene chloride  أو chloroform ( 2 ).  ويتكون الطور الثابت من السليكا المرتبطة بأحد المجاميع العالية القطبية التالية 
Cyano group < diol groups < amino group < dimethylamine.
تعمل هذه المجاميع على الإرتباط بالمركبات  القطبية تفضيلا على المركبات غير القطبية .

كروموتوغرافيا السائل عالي الكفاءة ذي الطور العكسي reversed phase HPLC (RPHPLC)  

يكون الطور الثابت في هذا النوع غير قطبي في حين يكون الطور المتحرك هو الجزء القطبي من نظام الفصل إذ يستخدم ethanol أو acetonitrile أو tetrahydrofuran  أو الماء أو يمكن إستخدام مزيج من هذه المذيبات أو الماء مع أحد المذيبات العضوية المذكورة ويطلق على المذيب العضوي المستخدم في المزيج مصطلح modifier . ويعد acetonitrile أكثر المذيبات شيوعا في الإستخدام . ويختلف المحتوى المائي للطور المتحرك بإختلاف قطبية ذلك الطور المطلوب الوصول لها . يستخدم الميثانول للمركبات الحامضية التفاعل في حين يستخدم acetonitrile للمركبات القاعدية التفاعل . ويستخدم tetrahydrofuran   مع المركبات الثنائية القطب . هذه المذيبات منفذة للأشعة فوق البنفسجية وتمتلك لزوجة واطئة جدا . إن معظم المركبات الاقطبية التي يتم ربطها على حبيبات السليكا لتـّكون المادة السائلة من الطور الثابت عبارة عن سلاسل من n – octyldecyl (وتسمى أيضا  octadecylsilane  ODS  أو C18 ) أو من n – decyl  ( وتسمى أيضا decylsilane  أو C8 )
في أنظمة الأعمدة القطبية العكسية الطور polar reversed phase column  تستخدم مواد قطبية مثل polyethylene glycol ( PEG ) الذي يمتلك مجاميع ether تمكنه من الإتحاد مع المركبات القطبية المطلوب فصلها ، فهو مفيد لفصل المركبات الفينولية والمركبات الأوروماتية المتعددة الحلقات والمركبات الحاوية على مجاميع الهيدروكسيل .

تعد طريقة RPHPLC  أكثر شيوعا في عمليات الفصل من طريقة NPHPLC  رغم أن التطبيقات قد بدأت أول الأمر بالطريقة الثانية والطريقة الأولى أشتقت منها ، و يرجع سبب ذلك إلى قابلية خليط الطور المتحرك القطبي المكون من الماء وأي مذيب عضوي أخر على إذابة مدى واسع من المركبات العضوية والحيوية . وهناك بعض المركبات التي يمكن فصلها بكلا الطريقتين وفي حالة كون النموذج لاقطبي وغير قابل للذوبان في الماء فإن طريقة كروموتوكرافيا الطور الطبيعي NPHPLC سوف تكون واجبة الإستخدام في هذه الحالة .
إن إستخدام مذيب نقي واحد كطور متحرك لايكون محبذا في معظم الحالات ، ولكن يتم غالبا إستخدام مزيج من مذيبين أو أكثر للوصول إلى عملية فصل كفوءة إذ يتم وضع المذيب الضعيف القطبية في حاوية المضخة A في حين يوضع المذيب العالي القطبية في حاوية المضخة B وبإستخدام مبدأ التجربة والخطأ يتم تحوير نسب خلط المذيبين A%  و B% مع بعضهما حتى الوصول الى منحنيات منفصلة عن بعضها بشكل مرضي ( 4 ).
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