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  کروماتوگرافی

 كروماتوگرافي .ميرود كار به علوم هاي شاخه تمام در كه است اي تجزيه جداسازي شيوه پركاربردترين كروماتوگرافي

 همِ به نزديك سازنده اجزاي تا دهد مي امكان و شود مي شامل را جداسازي هاي ازروش مهمي و گوناگون گروه

 .است ناممكن ديگر هاي روش با ها جداسازي اين از بسياري.كند شناسايي و منزوي جدا، را كمپلكس هاي مخلوط

 ساكن فاز و است حركت بدون فازها از يكي كروماتوگرافي در ولي است فاز دو نسبي حركت بر متكي كروماتوگرافي

 فاز داخل از متحرك فاز يك از جرياني وسيله به مخلوط يك اجزاي .نامند مي متحرك فاز را ديگري و شود مي ناميده

 . استوارند نمونه مختلف اجزاي مهاجرت سرعت در اختلاف اساس بر ها جداسازي .شود مي داده عبور ساكن

 

 کروماتوگرافی های روش

ت فاز ساكن طبقه بندي يت فاز متحرك و سپس بر حسب ماهيروش هاي كروماتوگرافي را مي توان ابتدا بر حسب ماه

ند كروماتوگرافي يب فراين ترتيبدع باشد. يا مايع و فاز ساكن ممكن است جامد يا مايكرد. فاز متحرك ممكن است گاز 

م مي شود.اگر فاز ساكن جامد باشد كروماتوگرافي را كروماتوگرافي جذب سطحي و اگر فاز يبه چهار بخش اصلي تقس

 .مي مي نامنديع باشد كروماتوگرافي را تقسيساكن،ما
 

  کروماتوگرافی انواع

 كروماتوگرافي ، سطحي جذب كروماتوگرافي  ،نازك لايه كروماتوگرافي  ،يوني تبادل كروماتوگرافي  ،ژلي كروماتوگرافي

 ،مايع  مايع كروماتوگرافي  ،تقسيمي كروماتوگرافي  ،كاغذي كروماتوگرافي،  مايع  گاز كروماتوگرافي، جامد  مايع

 موئين ستون كروماتوگرافي، جامد  گاز كروماتوگرافي

 

 HPLC  کاربردهای

ت درجه اول را دارند،مثال ينه هاي مختلف علوم و جامعه اهميگسترده آن براي موادي است كه در صنعت،زم كاربرد

 ، داروها ، كربن هيدراتهاي ، نوكلئيك اسيدهاي ، ها پروتئين ، آمينه اسيدهاين موارد عبارتند از:  يي از ايها

 .معدني گوناگون مواد از گروهي و آلي هاي گونه ، ،استروئيدها بيوتيكها آنتي ، ها كش حشره ترپنوئيدها،

 

 بالا کارايی با مايع کروماتوگرافی های سيستم

 اعمال سيستم يك از استفاده با كروماتوگرافي مختلف مراحل تمامي پيوسته ،بالا كارايي با مايع كروماتوگرافي روش در

 متشكل معمولي سيستم يك از توان مي فرايندي چنين يك انجام جهت .گيرد مي انجام پمپ طريق از هيدروليك فشار

 كار اساس بهرحال .كرد استفاده گراديان ايجاد سيستم يك بعلاوة ,است شده آورده ذيل ثبات و ساز آشكار پمپ، از

 كروماتوگرافي ستونهاي روي بر مايع كروماتوگرافي سيستم يك ايجاد جهت واقع در و بوده يكي فوق هاي سيستم

 در شده اعمال فشار ميزان در تفاوت ها سيستم اين در كار تفاوت .روند مي بكار (متفاوت روشهاي انجام جهت) مختلف

 تفاوت و تخليص استراتژي نظر از تخليص فرايند مراحل سلسله از كروماتوگرافي انجام مرحلة در تفاوت مختلف، مراحل

  .است )صنعتي نيمه يا و صنعتي كار آناليتيكال، نظر از) كار مقياس در
 



 مايع کروماتوگرافی دستگاه مختلف قسمتهای

 ) حلال (متحرك فاز  -1

 (Reservoir Box ) متحرك فاز هاي شيشه گرفتن قرار محل -2

 (Degasser)حلال در شده حل گاز كننده خارج -3

 Gradient Mixer ))ميكسر گراديانت -4

 (Pump )پمپ -5

 (tubing) دهنده ارتباط هاي لوله -6

  دستي كننده تزريق يا اتوماتيك گذار نمونه -7

 ((Column Oven ستون آون -8

 Column) ) ستون -9

 Dtector )) ساز آشكار -10

 كامپيوتر يا نتگراتورا -11

 

 : حلال ، متحرك فاز

 ( HPLC )متحرك فاز خصوصيات

 بالا خلوص •

 ستون دماي از بالاتر 50 تا 20 حدود جوش نقطه •

 پايين گرانروي •

 كم پذيري واكنش •

 آشكارساز با تطابق قابليت •

 كم پذيري اشتعال و سميت •

 و تركيب كنترل با .است هيدروكربنها نظير قطبي غير و الكل نظير قطبي هاي حلال از مخلوطي حاوي متحرك فاز

 فاز.نمود كنترل  HPLCستون در را مواد داري باز حجم و زمان توان مي حلال گراديان روشدر متحرك فاز قطبيت

 اتانول , متانول هاي مخلوط معمولا . نكند ايجاد مزاحمت ساز آشكار در شود كه انتخاب چنان بايدHPLC  در متحرك

 فاز HPLCدر .دهند مي قرار استفاده مورد HPLCدر متحركفاز عنوان به را هپتان با كلروفرم و هپتان با پروپانول يا

 فاز و قطبي ثابت فاز اگر .شود مي استفاده متحركفاز  عنوان به آب با استونيتريل يا متانول مخلوط از عموما معكوس

 فاز را سيستم .باشد حلال قطبي و غيرقطبي ستون كه صورتي در و نرمال فاز را سيستم باشد غيرقطبي متحرك

 .گويند مي معكوس

اگر بخواهيم براي فاز متحرك حلالهايي را با هم مخلوط كنيم بايد قبل از وارد كردن به دستگاه مقداري از آن را با هم  

مخلوط كرد و برهمكنش آنها را با هم مشاهده كرد چون ممكن است در اثر اختلاط رسوب يا امولسيون دهند كه در 

بعنوان فاز متحرك وارد ستون كنيم بايد دقت كرد كه با حلال اگر بخواهيم حلال ديگري دستگاه ايجاد مشكل كند.

قبلي كه درون ستون بوده قابل اختلاط باشد تا ايجاد مشكل نكند.مثلا بعد از حلال بافر نبايد از حلال آلي استفاده كرد 

 .چون حلال بافر ايجاد رسوب مي كند كه ابتدا بايد شستشو شود و بعد حلال آلي را وارد كرد



اما  ن تهيه شده باشدنيازي به صاف كردن ندارد)مثل متانول و استونيتريل( اگر از منبع مطمئ HPLC gradهاي حلال 

  PFT   اگر دوست داشته باشيد مي توانيد صاف كنيد.براي صاف كردن حلال متانول بايد از صافي از جنس نايلون يا

   استفاده كرد نه از صافي سلولزي.

فاز متحرك از آن استفاده مي شود : آب دو بار تقطير در صورتي كه حاوي ذرات ريز نباشد  خصوصيات آبي كه بعنوان

ميكروزيمنس باشد. توصيه مي  2/0مناسب است و لازم نيستد ديونيزه باشد. هدايت الكتريكي آب هم بايد  HPLCبراي 

،چون ممكن است اين ذرات ميكروارگانيسم باشد كه با فيلتر شدن جدا  شود اگر ذراتي در آب است از آن استفاده نشود

شود ولي موادي از خود ترشح كرده باشند كه در آب محلول بوده و با فيلتر شدن جدا نشود و در ستون ايجاد مشكل 

 كند.

شدن درب باز تهيه كرد البته بعد از  Merckليتري با مارك  5/2را مي توان در ظروف شيشه اي  HPLC gradآب 

  بطري تا دو هفته قابل استفاده است.

 

  Reservoir Box حلال گرفتن قرار محل

 نمودن مشخص برچسب ظروف كليه است بهتر دردستگاه استفاده مورد حلال ظروف انتخاب از اشتباه عدم جهت

 .گردند نگهداري ميباشد Reservoir Box  همان كه مشخص مكان در باشندو داشته را محتوي

 

 Degasser حلال در شده حل گاز کننده خارج دستگاه

 جست سود بايد نيز ماده نمودن اولتراسونيك از فوق روش بر علاوه مايع در شده حل گازهاي كردن خارج جهت

 گردد مي پايه خط رفتن بالا باعث باشد نگرديده زدايي گاز متحرك فاز چنانچه  FLD دتكتورهايبراي  بخصوص

 

 Gradient Mixer ميکسر ديانت گرا

 خود كه دارد را اين قابليت دستگاهد.شو مي ريخته مختلف مخازن در متحرك فاز اجزاء :gradient گراديانت روش

 صورت بهتري جداسازي متحرك فاز گذار تاثير پارامترهاي تغيير با و كند برداشت مخازن از را حلال مختلف نسبتهاي

 .گيرد

بايد تست صحت گراديان را انجام داد.براي اين كار دستگاه به ستون نياز ندارد و دستگاه را از   HPLCقبل از انجام كار با 

نانومتر  250دو طرف به يونيون )يك رابط( وصل مي كنيم بنابراين فشاري به پمپ ايجاد نمي شود و دتكتور را روي 

 تنظيم مي كنيم.

 

  Pump پمپ

 باشد داشته جريان حلال كه اين براي و شده كم نفوذ قابليت ، كم ذرات اندازه و طويل نسبتا ستونها از استفاده دليل به

 تواند مي   psi  4500 حدود فشاري پمپ . .كنيم مي استفاده پمپ از فشار ايجاد براي گردد بالايي اعمال فشار بايد

 .شود مي داده حركت ثابت فاز روي بر ثابتي فلوي با پمپ توسط حلال.نمايد ايجاد ثابتيبتواند فشار بايد و كند ايجاد

 

  Tubingدهنده ارتباط های لوله



 مر باشد.يا پليل و ين لوله ها مي تواند استيجنس اختلف دستگاه را به هم وصل مي كند.ي كه قسمت هاي ميلوله ها 

است و هم انعطاف  در كروماتوگرافي معمولي هم از رابط پليمري استفاده مي شود چون اتصالات آن راحتر بوده و ارزانتر

 پذيري بهتري دارد.در اتصالات استيل ممكن است گپي ايجاد شود كه باعث ايجاد حجم مرده در ستون مي شود.

 جايي كه حلال اسيدي و فشار كم است و يا يون داشته باشيم بايد از رابط پليمري استفاده كرد.

اينكه نمونه پشت سر هم بيفتد و پيك هاي آنها روي هم باريكترين لوله ها مربوط به ته ستون تا آشكارساز است.براي 

 قرار نگيرد.

  استفاده شود چون درون آن حباب ايجاد مي شود. 5/0در خروجي آشكار ساز فلورسانس بايد يك متر لوله 

 

 کننده دستی تزريق يا اتوماتيك گذار نمونه

 .دارد را ستون به كردن وارد جهت متحرك فاز روي نمونه بر از مشخصي حجم سواركردن وظيفه
 

 Column Oven ستون آون

 دمايي شرايط ايجاد همچنين و ها نمونه كليه براي يكسان شرايط تحت آزمون انجام جهت دمايي شرايط تثبيت وظيفه

 .دارد را روش در شده گفته

 

 Column ستون

 به ميگذرد آن از كه را مايعي اجزاي ساكن فاز .ميشود توزيع جامد و مايع فازهاى بين جسم كروماتوگرافي در ستون

 اثرهايي همان ميشوند سطحي جذب باعث كه اثرهايي .ميكند جدا را آنها و ميكند جذب سطح خود در انتخابي طور

 پيوند كمپلكس، ايجاد الكترواستاتيكي، جاذبه: از عبارتند اثرها اين.ميشوند مولكولها در جذب موجب كه هستند

 . غيره و واندروالس نيروي هيدروژني،

 ستون نقش اصلي را در جداسازي ايفا مي كند و بسياري از مشكلات در جداسازي مربوط به ستون است.

 

  :ازيم مشخصات آن مهم است كه عبارتنديك ستون را خريداري مي كن زماني كه :فيزيکی لحاظخصوصيات ستون از

طول -5قطر ستون  -4ليگاندي كه بر روي ستون سوار مي شود  -3اصلي ستون    packing-2سازنده ستون   -1

 سايز ذرات ستون -6ستون  

هر چه سايز ذرات ستون ريزتر باشد سطح تماس بيشتر است و جداسازي بهتر صورت مي گيرد و پيك ها شارپ تر است 

 اما فشار بر پمپ بيشتر است.

و پيك ها پهن تر است و چنين ستون هايي براي جداسازي ذرات بزرگتر  باشد سطح تماس كمترهر چه ذرات درشت تر 

 مثل پروتئين ها كاربرد دارد.

 براي حجم هاي خيلي كم–: قطر داخلي كم   Microbove-1: انواع ستون ها از نظرفيزيکی

                                        2- std.analytical كاربرد را دارد: ستون استاندارد كه بيشترين 

                                        3- preparativeازاين سوم معمولا بعد از ستون دوم استفاده مي شود : 



:ستون هايي كه معمولا استفاده مي شوند از جنس سيليكات هستند.چون ستون خصوصيات ستون از لحاظ شيميايی

يعي مقاوم هستند ،خيلي ارزان بوده و معمولا با مواد شيميايي ديگر بر هاي سيليكاتي در مقابل حلال هاي آلي بطور وس

هاي  PHاست  يعني در  ( 7تا  5/2)   pHهمكنشي ندارند.محدوديت هايي كه اينگونه ستون ها دارند محدود بودن رنج 

 بازي مشكل دارند.

ندارند اما در مقابل اعمال فشار و حلال هاي آلي محدوديت دارند، مثلا حلال هايي  pHستون هاي رزيني محدوديت 

 مثل كلروفرم نبايد براي آنها استفاده شود.

 PHقابل استفاده است ولي ترجيحا بهتر است در PH  =11جديدا ستون هاي جديدي از سيليكات موجود است كه تا 

 ستفاده نشود.هاي بالا

ر ستون حاوي بافر است بهتر است ستون با آب تنها شسته نشود توصيه مي شود كه حداقل براي شستشوي ستون اگ

فر و يك حلال آلي است براي درصد متانول يا استونيتريل به آن اضافه شود. در مورد ستون هايي كه فاز متحرك با 2/0

 شستشوي آن بهتر است از همان حلال آلي  و آب استفاده كرد.

 نگهداري ستون آب بدون متانول مي باشد البته بايد به برشور ستون هم توجه كرد.بهترين حلال براي 

   

 Detector ساز آشکار

 ماده اثرعبوريك وچگالي فراواني درواقع.مي كند گيري مي شود را اندازه خارج ازستون كه اي ماده وجود واندازه دتكتور

 خواهند مي كه اي ماده نوع به بسته.مي كند تبديل غلظت فراواني با متناسب ولتاژالكتريكي يا جريان رابه شيميايي

 .باشد مي متفاوت آنها وحدآشكارسازي است متفاوت آن عمل نحوه و دتكتور ،نوع كنند آناليز

 

 نکات مهم

  زمانيكه نمونه را داخل لوپر تزريق مي كنيم نبايد بلافاصله سرنگ را برداشت زيرا ممكن است ايجاد خلا كند

 شدن )اتصال( بايد سرنگ را برداشت.  injectبعد از 

 براي تزريق نمونه به دستگاه بهتر است نمونه در همان فاز متحرك حل شود تا در طيف ايجاد  noise .نكند 

  نمونه به دستگاه بايد دسته بعد از تزريقinjector .را چرخاند تا فشار پمپ آنرا به آشكارساز هدايت كند 

  خطا درinjector  ممكن است در لوله هاي مربوط به : injector  خراش ايجاد شود كه باعث نشتي مي

از بافر دردستگاه  بيشتر بر اثر املاح نمكي حاصل از بافر ها است يعني بعد از استفاده شود.خراش ايجاد شده

كه جنس آن  injector،شستشو بخوبي انجام نشده و كريستال هاي نمك در دستگاه مانده و ايجاد خراش در 

 از پليمر است مي كند.

  در دستگاهHPLC  قبل از ستون بايد از يكgrad   استفاده كرد چون ذرات اضافي درgrad  گير كرده و به

 ستون نمي رسد و باعث مي شود طول عمر ستون بيشتر شود.

  يعني  10،20،30،40،50تزريق را از يك نمونه با حجم هاي متفاوت  5براي چك كردن تكرارپذيري دستگاه

 تزريق را انجام مي دهيم. 25رويهم 

  در يك نوع از دستگاهHPLC  حلال ها قبل از اينكه وارد پمپ شوند با هم مخلوط مي شوند اما در نوعي ديگر

 لوط مي شوند كه نوع دوم بهتر استحلال ها بعد از عبور از پمپ مخ


