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نموذج استرشادى لإجابة امتحان نظري لمادة كيمياء التحليلية وأجهزة 
لطلاب الفرقة الرابعة  شعبة الكيمياء الحيوية 
العام الجامعي 2010/2011 الفصل الدراسي االثانى
إجابة السؤال الأول :-  أولا:- 
أ) كروماتوجرافى الأعمدة Column Chromatography :-

فى هذا النوع النظام الثابت عبارة عن مادة صلبة داخل عامود زجاجى لها القدرة على الامصاص ويقوم النظام المتحرك بحمل هذه المركبات وإمرارها على سطح الادمصاص وتتحرك وتتوزع هذه المركبات على طور سطح الادمصاص تبعا لقابليتها للادمصاص على سطح الادمصاص. والمركبات الأكثر مقدرة على الادمصاص أقلها تحركا.

والنظام الثابت عبارة عن مادة الادمصاص وهى قد تكون ألمونيوم – سليكا جيل – كربون – سيليلوز وغيرها.

وتعبأ مادة الادمصاص فى عامود زجاجى ويوضع أسفله وأعلاه طبقة من الصوف الزجاجى.
- كما موضح بالرسم :
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ويتم الفصل فى العمود الكروماتوجرافى كما يلى :-

1- 
يتم التنظيف جيدا للعامود الكروماتوجرافى ويوضح أسفله طبقة من الصوف الزجاجى وتعبأ مادة الادمصاص ثم توضح طبقة أخرى من الصوف الزجاجى أعلى مادة الادمصاص.

2- 
يذاب مخلوط المركبات المراد فصلها وتقديرها فى مذيب وينقل إلى العامود الكروماتوجرافى بواسطة قمح فيحدث إدمصاص للمركبات المختلفة كل على حسب قدرته على الادمصاص وبالتالى تتحرك المركبات على مسافات مختلفة على هيئة مناطق Zones وتظهر المناطق بوضوح إذا كان المادة المراد فصلها لها لون مميز.

3- 
إذا كان المطلوب هو الحصول على المركبات كل حدة فأنة يتبع أحد الطريقتين. 

أ) تقطع المناطق بعد إخراج محتويات العامود الكروماتوجرافى وتذوب كل منطقة وترشح للتخلص من مادة الادمصاص .

1- ب) يتم عمل غسيل وإزالة وذلك بإختيار مذيب مناسب يوضع أعلى العامود الزجاجى فيحدث سريان للمناطق المختلفة حيث تتحرك إلى أسفل العامود خارجة منطقتة تلو الأخرى وتستقبل فى دوراق مخروطية وفى هذه الحالة تخرج المواد ضعيفة الادمصاص أولا يليها المواد الأكثر إدمصاص.
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
ب- التحليل الكروماتوجرافى الورقى Paper Chromatography :-

* العوامل المؤثرة على الفصل :-

* أولا : القوى الدافعة :


وهى تعمل على تحريك المركبات فى مكان البداية ونتقلها فى إتجاه سريان المذيب وتوجد قوتين دافعتين أساسيتين هما :

1) سريان المذيب

2) الذوبان ذوبان المادة فى المذيب
* ثانيا : القوى المانعة :


وهى تعمل على إعاقة تحريك المواد وتمنع انتقالها مع سريان المذيب وتوجد قوتان مانعتين أساسيتين وهما :

1) الادمصاص

2) التوزيع
* طريقة الفصل والتحليل

فى هذا النوع يستعمل شريط من الورق الخاص مشبع بمذيب مناسب وهو يمثل الطور الثابت أما الطور المتحرك فهو عبارة عن مذيب مناسب.

ولإجراء كروماتوجرافيا الورق يؤخذ شريط ورقى من نوع خاص واتمان على أبعاد قياسية 20× 50 سم أو 30 × 50 سم وعلى بعد 5 سم من نهاية الشريط  يوضع خط مستقيم بالرصاص هذا الخط يوضح مكان وضع العينة المراد تحليلها ويسمى بنقطة البداية Start Point وقبل نهاية الشريط بحوالى 2 سم يؤخذ خط ويسمى بنقطة النهاية Front Point تنقل كمية معلومة من العينة المراد تحليلها بواسطة أنبوبة شعرية دقيقة معلومة الحجم وتوضع على نقطة البداية على هيئة نقطة لا يزيد قطرها عن 0.5 سم وذلك بملامسة حافة الأنبوبة للورقة عدة لمسات يتخللها التجفيف وتسمى بعملية التنقيط Spottins ومكان الـ  Spot يسمىorgin يحمل الشريط الورقى ويوضع فى غرفة زجاجية معلق بأعلاها حوض زجاجى يوضع به المذيب العضوى المناسب ويغمس طرف الشريط فى المذيب بحيث تبعد عن مستوى الـ Spot تحت سطح المذيب الذى يحتوى على مخلوط من المركبات يترك الشريط فى الغرفة الزجاجية حيث يتشرب الورق بالمذيب حتى يصل مستوى المذيب إلى خط النهاية .ويترك خارج الغرفة حتى يجفف .
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ثانيا :- 
Rt :- حيث يعبر ال Retention time (Rt)  عن الوقت اللازم انقضاؤة من بدء حقن العينة حتى خروج المادة وظهور ال Peak maximum على الكروماتوجرام. 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Chromatogram :- يمكن التعرف على نوع المركبات المفصولة فى العينة وذلك عن طريق معرفى قيمية مايسمى بال Retention time (Rt)  على شريط الةرق الذى يسمى Chromatogram
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

الأعمدة الحلزونية : Packed Column 


وتستعمل فى هذه الأعمدة مادة حاملة كدعامة support فى صورة  حبيبات صغيرة الحجم بينهما فراغات تسمح بسريان الغاز خلالها بمعدل مناسب كما يمكنها أن تتغلف بطبقة رقيقة من السائل المستخدم كطور ثابت ومن المواد المستعملة الزجاج المجروش أو الرمل أو بعض الأتربة الطبيعية والسوائل التى تعمل كطور ثابت وتمسك فى صورة غشاء رقيق يجب أن تكون غير متطايرة وثابتة حراريا مثل زيت البرافين أو الزيوت المعدنية أو الجلسرين وغير ذلك من السوائل حسب نوع المركبات المراد فصلها .
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ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

RF:-  لكل مركب وذلك بقياس المسافة التى سارها المركب على المسافة التى سارها المذيب.
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

جهاز الكشف القائم على التوصيل الحرارى  Thermal conductivity detector 


حيث يوجد بخلية التوصيل الحرارى سلك رفيع ترتفع درجة حرارته بتأثير تيار كهربى . وبمرور تيار ثابت من الغاز الخامل النقى فإن كمية الحرارة المفقودة من السلك تظل ثابتة وعندما يحمل تيار الغاز الخامل بعض المركبات المفصولة فإنه يحدث اختلاف فى درجة حرارة السلك يمكن تسجيله ومن الطبيعى فإن هذا الاختلاف يتوقف على كمية المركبات ونوعها وهو المطلوب الاستدلال عليه .

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 جهاز الكشف القائم على التأين باللهبFlam ionization detector ( FID)  

يعتبر هذا النوع من أكثر الأنواع استخداما فى التحليل الكروماتوجرافى الغازى وأن سرعة استجابته هى 100 sec عندما تستخدم حجوم صغيرة جدا من العينات ويعتمد هذا الـ Detector على أساس أن التوصيل الالكترونى للغاز يتناسب طرديا مع عدد الأيونات الموجودة ويتكون أساسيا من Electrode gap ومصدر التأين تأين لبعض الجزيئات وتنزح هذه الجزيئات المشحونة إلى 

Electrode gap وبالتالى يمر خلال gap ويقاس من خلال دائرة.
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
ثالثا:- 
وأساس عملية القياس الضوئي يحكمها قانونين أحداهما                           1- (قانون لامبرت) Lambert's law والذي ينص على أن كمية الضوء الممتصة لا تعتمد على كثافة الضوء من المصدر الضوئي ولكن تعتمد على طول المسار الضوئي داخل العينة  A α b.

أما القانون الثاني (قانون بير) Peer's law والذي ينص على أن امتصاص الضوء في أي عينة يتناسب مع عدد الجزيئات الممتصة أو بمعنى آخر مع التركيز المولر للمادة الممتصة A α C ومن هذين القانونين معا أمكن استنتاج ما يعرف بقانون: Lambert and Peer's law



A α b C


A = ( b C



A = Absorbance



( = Molar absorptivity



b = Cell length



C = Molar concentration

ويمكن  تقدير التركيز للعينة المجهولة بطريقتين

Finding the concentration of unknown

1- قراءة الامتصاص للعينة المجهولة ثم توقع القراءة على محور الامتصاص ويرسم خط مستقيم موازى لمحور التركيز ليقابل Standard curve عند نقطة معينة يسقط منها خط مستقيم يقابل محور التركيز في نقطة هي تركيز العينة المجهولة.

2- من معرفة وحساب معامل الامتصاص A من عينة نقية عند طول موجي معين في مذيب معين ثم قراءة امتصاص العينة المجهولة ومعرفة قيمة A لها وبالتالي يمكن حساب تركيز العينة المجهولة من القانون:
A1/A2 = C1/C2
A1 = absorbance of standard

A2 = absorbance of unknown

C1 = concentration of standard

C2 = concentration of unknown

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
رابعا :- 
A = (bC


A1 = 5.1x1x0.02 = 0.102


A2 = 5.1x1x0.04 = 0.204


A3 = 5.1x1x0.06 = 0.306


A4 = 5.1x1x0.08 = 0.408


A5 = 5.1x1x0.10 = 0.510



   A



C (moles/liter)



0.102



0.02



0.204



0.04



0.306



0.06



0.408



0.08



0.510



0.10

اجابة السؤال الثانى :-  أولا:- 
ماذا تعني كلمة PCR؟

هي اختصار للجملة Polymerase Chain Reaction
وتعني بالعربية تفاعل البوليمريز السلسلي

تطبيقات PCR : 
لتقنية PCR تطبيقات كثيرة في مجال أبحاث الحمض النووي (DNA )  و الوراثة ومنها : 

1. الكشف عن الطفرات الوراثية : وذلك عن طريق وضع بريمر خاص للطفرة لتكثير الجين الخاص بها . ومنه نقوم بمعرفة المرض إذا كان على زوجين الكروموسومات أو على احدهما ( allele ) . 
2.
تعين البصمة الوراثية . 

3.
الكشف عن الفيروسات : وهذه الطريق هي الأدق في تحديد نوع وجنس الفيروس وكميته. 

4. هو العنصر الأهم في عملية التجميع الجيني ( Recombinant الحمض النووي ((DNA: حيث نقوم بتكثير الجين المراد إدخاله على البلازمد أو الحمض النووي (DNA)   المضيف . 

5. 
استخدامه في تغير نهايات الجين لتصبح متوافقة مع إنزيمات القطع ( Restriction enzyme ) . 

6. 
هو العملية الأساس في تحديد تتابع القواعد النيتروجينية في  الحمض النووي (DNA )  ( الحمض النووي (DNA )  Sequencer  ) . 

7.
معرفة طول الحمض النووي (DNA )  . 

8.
تقنية الحمض النووي (DNA )   المكمل ( (c الحمض النووي (DNA ). 

9.
تحديد الجين المطلوب من خليط من الجينات . 

10. يستخدم في تقنية (microarrays).

11. في مشروع الخارطة الجينية البشرية (human genome project) . 

12.  الساوثرين بلوت (southern plot) . 

13.  تقنية ارتباط الحمض النووي (DNA)  – بروتين ( الحمض النووي (DNA ) -Protein Interaction) .

14.  في مجال الطب الشرعي (اختبار الأمومة ، حالات الاغتصاب ، تحديد الهوية .. الخ)  

وغيرها من التطبيقات  المخبرية والبحثية . 

 أنواع PCR : هناك نوعان من PCR : 

1.  PCR العادي : وهو ما تم شرحه والتطرق اليه في الخطوات السابقة . 

2.  rtPCR : وهو اختصار لـ ( Real Time PCR ) : وهذا النوع يقوم على نفس المبدأ ولكن الخلاف الوحيد يكون مربتط الجهاز بكمبيوتر لتحديد الوقت الحقيقي لبدا التفاعل ومن ثم الكمية الحقيقية لعدد نسخ الحمض النووي (DNA )  ويعتمد ذلك على وجود قواعد نيتروجينية حرة مشعة لتحديد ذلك . مما يسهل على الباحثين الوقت لتحدد وجود الجين المطلوب أو لا ، وكمية الجين بدون الوصول إلى نهاية الدورات الحرارية المحددة
  ما هي متطلباتPCR  : 
لتقوم بإنتاج الحمض النووي (DNA )  بواسطة PCR يتتطلب عليك توفير : 
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1. جهاز   للتحكم بدرجات حرارة التفاعل بشمل دقيق و متتالي  ( الدورة الحرارية Thermocycle  ) : ويقوم هذا الجهاز بتغير درجة الحرارة بشكل سريع ، لآن تغير درجة الحرارة هو الأساس الذي تقوم عليه فكرة هذه التقنية . 

2. البليمريز : وهو الإنزيم الذي يقوم ببناء وترتيب القواعد النيتروجينية  ( حدات الحمض النووي (DNA )  ) ، ويجب أن يكون هذا الإنزيم مقاوم للحرارة العالية ليتمكن من العمل . و قد اكتشف انزيم مقاوم للحرارة و اسم تاج Tag
3. مجموعة متفرقة من القواعد النيتروجينية: ( A T C G ) ليتمكن الإنزيم من ترتيبها في مواقعها أثناء عملية نسخ الحمض النووي (DNA )  . 

4. 
بريمر Primer  : وهو قطعة صغيرة من الحمض النووي (DNA )  ليتمكن الإنزيم من  بداء البناء  و النسخ  عليها . 

5.
والشيء الأهم هو وجود نسخة من الحمض النووي (DNA )  المراد نسخه . 

6.
بالإضافة إلى محلول أو وسط ليتم به التفاعل : وهذا المحلول يختلف بين تفاعل و أخر . 

 عملية النسخ : 
بعد وضع الحمض النووي المراد نسخة  مع البريمر و  و إنزيم  البوليمريز و  مجموعة مع الأحماض النووية في أنبوب داخل جهاز  التحكم الحراري فان هناك 3 مراحل منفصلة  تمر بها عملية النسخ:

1. 
مرحلة التفكيك Denature : رفع الحرارة إلى 94 ْم وذلك لفك الحمض النووي (DNA )  الأصل . 

2. 
مرحلة الالتصاق   anneal:  إنزال الحرارة إلى ما بين 55-60 ْم ليقوم البريمر بالألتزاق فيزيائياً بواسطة الروابط الهيدروجينية مع الحمض النووي (DNA )  الأصل. 

3. 
مرحلة الامتداد  extend: ثم يقوم برفع درجة الحرارة إلى 75 ْم ليقوم البلمريز بعمله في بناء الحمض النووي (DNA )  الجديد . 

وهذه المراحل الثلاث تعتبر دورة كاملة وفيها يصبح الحمض النووي (DNA ) الأصل قد تضاعف ، وتعتمد كمية ناتج الحمض النووي (DNA )  على عدد الدورات ( والصورة التالية  توضح العملية ) . 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

ثانيا:- 

العوامل التي تؤثر علي معدل تحرك جزيئات البروتين في المجال الكهربي: 

Factors affecting migration
1- الشحنةCharge: يزداد معدل التحرك بزيادة الشحنة النهائية Net charge وهي تعتمد بصفة عامة علي درجة حموضة الوسطPH.

وفيما يلي تأثير تغير درجة حموضة الوسط علي الشحنة في البروتينات والأحماض الأمينية كبعض أمثلة:

NH3+ - R-COO-
تعرف الـ PH التي يكون عندها صافي الشحنة الكهربائية net charge الجزئ البروتين أو الحمض الأميني يساوي صفر باسم نقطة التعادل الكهربي Isoelectric point ومن هذه الدرجة منPH لا يتحرك الجزئ في المجال الكهربي ويعبر عن الـPH والمقابلة لنقطة التعادل الكهربي PI (Isoelectric PH).

يمكن حساب قيمة الـPH في المحلول بمعرفة معامل انقسام المجموعة المتأينة فمثلا في حالة الأحماض الأمينية الأحادية الأمين والكربوكسيل فإن Pka1 هي معامل انقسام مجموعة  Pka2,CooH هي معامل انقسام مجموعة NH2 وبحسب قيمة PI لما يلي 

 PI= 1/2 (Pka1+ Pka2)

مثال: Pka1 للحامض الأميني جلسين = 9.6= Pka2 -2.3
P​1= ½ (2.3 +9.6)=6

أما في حالة الأحماض الأمينية ثنائية الكربوكسيل (جلوتاميك –اسبارتيك) تحتوي علي ثلاثة مجاميع قابلة للتأين وبالتالي يكون لها ثلاثة Pka وبكتابة حالات التأين المحتملة لحمض الاسبارتيك بدء من الوسط الحامضي الشديد ثم تزداد PH حتى تصل إلي القاعدي مرورا بحالة التعادل.
ب- الحجم Size

يقل معدل التحرك بالنسبة للمركبات ذات الأوزان الجزيئية الكبيرة نظرا لزيادة الاحتكاك وقوى التجارب الالكتروستاتيكي الناتجة من الوسط المحيط –فالجزيئات البلورية (ذات جزئ صغير) لا تتأثر نسبيا بالادمصاص علي الورق في حين أن الجزيئات الفردية (ذات وزن جزئي كبير) جزئيا علي الوزن وتترك trail tailing خلف كل شريط من المواد المفصولة الرئيسية. 

 جـ- الشكل Shape:


تظهر الجزئيات ذات الحجم المتساوي والتي تختلف في شكلها مثل البروتين الليفي والدائري اختلاف متباين في تحركها نظرا لاختلاف تأثير الاحتكاك وقوى التجاذب الالكتروستاتيكي. 

ويمكن وضع العوامل التي تؤثر علي معدل التحرك في المعادلة التالية

	     
	
	Mobility of molecule =
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ثالثا:- 

Formation of poly acrylamid gel
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2- خاصية Molecular sieving

تعتبر هذه الصفة من مميزات Gel electrophoresis حيث تساعد خاصية Molecular sieving للوسط الدعامي النصف خشن semi rigid علي فصل المركبات ذات الوزن الجزئيئ الكبير مثل البروتينات والتي تختلف أيضا في الحجم والشكل ويتكون الجل من سلاسل متشابكة وموزعة توزيعا عشوائيا خلال الجيل معطية تركيب المنخل sieve-like structure وتختلف أقطار الجل بدرجة كبيرة بحيث يصبح هناك مجال الاختيار جل معين يناسب بعض التحليلات ولا يناسب البعض الأخر وأن الأساس هو مرور الجزيئات خلال الجل جيل الأجار أو النشا أو أكريل أميد العديد هو أن تحرك الجزيئات الكبيرة يزداد إعاقة بانخفاض حجم الثقوب نتيجة لزيادة الروابط العرضية في الجيل. 

3- Ion Exchange Chromatography حيث يعتمد فصل وتحليل المركبات علي إمكانية تبادلها مع الأيونات الموجودة علي سطح مواد خاصة تعرف بمواد التبادل الأيونى Ion exchanger وهي عبارة عن مادة غير ذائبة تحتوي علي بعض المجموعات التي تحمل شحنات ويحيط بها أيونات ذات شحنات مضادة وهذه الأيونات حرة الحركة بعكس المجموعات المشحونة التي تكون مرتبطة كيميائيا بجزئيات مادة التبادل الأيونى. ويمكن استبدال الأيونات بأيونات أخري تحمل نفس الشحنة دون أن تتأثر المادة الأصلية تسمي matrix. فإذا كانت المادة matrix تحمل شحنات موجبة فإن الأيونات المحيطة بها تكون سالبة وبالتالي فإن المادة يمكن أن يتم عليها تبادل أيونات سالبة الشحنة ولذلك يطلق عليها اسم Anion exchanger والعكس إذا كانت المادة الأصلية matrix تحمل شحنات سالبة فإن الأيونات المحيطة بها تكون موجبة الشحنة وبالتالي يمكنها التبادل مع أيونات موجبة مع أيونات موجبة ولذلك تسميCation exchanger كما في الشكل: 

*It is possible to have both positively and negatively charged exchangers.

* Positively charged exchangers have negatively charged counter-Ions (anions) available for exchange and so are termed anion exchangers.

* Negatively charged exchangers have positively charged counter ions (cations) and  are termed cation exchangers.*

	

	

	Anion exchanger with exchangeable counter-ions


	Cation exchanger with exchangeable counter-ions
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رابعا:- جهاز تحليل الأحماض الأمينية 
Amino acid analyzer
تقدر الأحماض الأمينية وصفياً وكمياً باستخدام عمود يحتوى علي راتنج التبادل الأيوني ويمرر خلاله الطور المتحرك حاملاً معه الأحماض الأمينية المفصولة كل علي حدة ثم يتفاعل مع الننهيدرين ويتكون معقد لونى. والجهاز يعتمد أساساً علي ضخ Pumped  محاليل منظمة تختلف في درجة حموضتها أو قوتها الأيونية Ionic strength خلال عمود الراتنج Resin column المزود بترموستات لضبط درجة حرارته. وقد حدث تطور فى الجهاز باستخدام راتنجات ذات نوعية عالية ونظام للحقن الآلى ، مع أنظمة للكشف ذات حساسية عالية . وهذا أدى إلي تقليل وقت التحليل من أيام إلي ساعات. الإضافة إلي تقديرها كمياً حتى وإن كان تركيز الأحماض الأمينية أقل من 10 –9 مولر. 
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رسم تخطيطي لجهاز تحليل الأحماض الأمينية باستخدام الننهيدرين للتقدير الكمي

الشكل التخطيطي السابق يبين أجزاء جهاز تحليل الأحماض الأمينية وهي:

1. محاليل منظمة ذات درجة حموضة مختلفة عادة يستخدم ثلاث محاليل منظمة 1 ، 2 ، 3 لها درجة حموضة 3.25 ، 4.25 ، 5.28 علي التوالى وتعمل كطور متحرك لإحلال الأحماض الأمينية . 

2. مضخة لدفع المحاليل المنظمة داخل العمود Buffer pump .
3. وسيلة لحقن العينة Sample injection .
4. عمود راتنج وبه وسيلة لضبط وثبات درجة حرارة الفصل Resin column.
5. مضخة لدفع الجوهر الكشاف ننهيدرين Ninhydrin pump.
6. حمام زيتي Reaction coil.
7. خلية لتقدير الكثافة اللونية للمحلول Flow cell عند الطولين الموجين 570 و 440 نانوميتر.
8. مسجل أو حاسب ألى Computer .
تقدير الأحماض الأمينية :


لتقدير الأحماض الأمينية المكونة للبروتينات لابد من إجراء عملية التحليل الحامضى للسلاسل الببتيدية وذلك بالتسخين علي درجة 110°م في وجود حامض HCl بتركيز 6 عيارى لمدة 24 ساعة وبعد ذلك يتم التخلص من الحامض الزيادة والتجفيف ثم تذاب العينة في محلول منظم من السترات pH = 3 ثم تحقن العينة في جهاز تقدير الأحماض الأمينية Amino acid analyzer .

طريقة الفصل :


فصل الأحماض الأمينية يكون علي أساس التبادل الأيوني Ion exchange chromatography ويتكون الجهاز من عدد 2 عمود : 

العمود الأول Short column: يستخدم في فصل الأحماض الأمينية القاعدية . 

العمود الثاني Long column: يستخدم في فصل باقى الأحماض الأمينية . 

كل من العمودين مملوء بمادة ذات شحنة سالبة عليها ايون الصوديوم تسمي                  (Sulfonated polystyrene resin Na+ form) .
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فعند إضافة المحلول الحامضى لمخلوط الأحماض الأمينية pH = 3 للعمود المعبأ بالمادة فإن الأحماض الأمينية القاعدية ترتبط مع مادة العمود بقوة بينما الأحماض الأمينية الحامضية ترتبط برابطة ضعيفة بمادة العمود وباستعمال محاليل منظمة مختلفة في درجة الحموضة pH فإنه يمكن فصل Eluation كل نوع من الأحماض علي حدة. والشكل التالى يوضح ذلك :
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(A) عمود مملوء بمادة تبادل كاتيوني Sulfonated polystyrene resin- Na+ form
(B) تبادل الحامض الأميني مع أيون الصوديوم .
(C) إحلال Na+ محل الحامض الأميني باستخدام محلول ذو pH عالى.
الحامض الأميني الذى يخرج من العمود بعد إجراء عملية Elution يتفاعل مع الننهيدرين علي درجة 100°م ويعطى لون بنفسجي ويتم قياس تركيز اللون باستخدام جهاز Colorimeter. كل الأحماض الأمينية الموجودة في صورة  (-amino acids تعطي اللون البنفسجي بينما الحامض الأميني البرولين والحامض الأميني هيدروكسى برولين يعطي لون أصفر حيث أنه لا يوجد في صورة (-amino acids ومن عيوب التحليل الحامضى للبروتينات يعمل علي تحويل الجلوتامين إلي جلوتاميك والاسبراجين إلي إسبراتيك .

ويعمل أيضا علي أكسدة الأحماض الأمينية الكبريتية والتربتوفان ولكى نقلل من عملية الأكسدة يتم أثناء عملية التحليل الحامضى إضافة مواد مانعة للأكسدة مثل المركبتوإيثانول أو الثيوجليكوليك أسد.

ومعادلة تفاعل الننهيدرين تكون علي الصورة التالية:
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يتكثف ناتج تفاعل الننهيدرين مع الأمونيا مكونا مركب لونه أزرق أو بنفسجي ويتطلب هذا التفاعل وجود حامض أميني به مجموعة أمين منفردة في الموضع ألفا من مجموعة كربوكسيل منفردة حتى يكون التفاعل كميا .
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