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 و انواع آن مایع با عملکرد بالاماتوگرافی کرو -0

به شمار  جداسازی موادهای روشانواع  ترینشدهو شناخته ترینمهمیکی از  1مایع با عملکرد بالاکروماتوگرافی 

 شود. همانند دیگرترکیبات استفاده می جدا کردنبا هدف  از اسم آن پیداست، این تکنیک که طورهمان. آیدمی

نمونه( و  حامل) 2برهمکنش میان فاز متحرک ،مایع با عملکرد بالاهای کروماتوگرافی، اساس کروماتوگرافی روش

تواند به صورت جامد یا مایع است. اما، فاز ساکن می مایعدر این تکنیک، فاز متحرک به صورت است.  3فاز ساکن

 د.تغییر کن فاز ساکن ماهیتتواند براساس میمایع با عملکرد بالا نوع کروماتوگرافی ، خاطرباشد. به همین 

 براساس ماهیت فاز ساکن مایعانواع کروماتوگرافی  .1جدول 

 نوع برهمکنش نمونه با فاز ساکن ساکنماهیت فاز  متحرکماهیت فاز  مایعنوع کروماتوگرافی 

 سطحی 4جذب/واجذب جامد مایع )جذبی( جامد-مایع

 و مایع مایعمیان فاز  5تبادل مایع مایع )تبادلی( مایع-مایع

 تبادل یون رزین تبادل یون مایع 1تبادل یون

 هامولکول سایزجداسازی براساس  سیلیکایی یاپلیمری  مایع 7اندازه طردی

 مایع 8تمایلی
لیگاندهای تثبیت شده 

 روی فاز ساکن
 واکنش بین لیگاند و رسپتور

، نوع برهمکنش نمونه )درون فاز مایع، براساس نوع کروماتوگرافی ه استبه آن اشاره شد 1جدول طور که در همان

 تواند تغییر کند که شامل:متحرک( با فاز ساکن می

  جذب/واجذب سطحی 0-0

است نظیر  جامد هافاز ساکن آندهد که رخ می جداسازیهای فقط در انواعی از روش این نوع برهمکنش

نمونه )درون فاز متحرک( به فاز ساکن جامد،  سطحی جامد. اساس آن، جذب یا اتصال-مایعکروماتوگرافی 

  انجام واکنش و سپس واجذب آن است.

گونه انتقال یا است که در اولی هیچدر این  (Absoprtion)با جذب  (Adsoprtion)تفاوت جذب سطحی 

 افتد.گیرد، در حالی که در دومی توزیع نمونه بین دو فاز اتفاق میتوزیع نمونه بین دو فاز صورت نمی

                                                                 
1 High performance liquid chromatography (HPLC)  
2 Mobile phase 
3 Stationary phase 
4 Adsorption/desoprtion 
5 Partitioning 
6 Ion exchange 
7 Size exclusion 
8 Affinity 
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 .هاو تفاوت میان آن جذب سطحی وجذب  فرآیندهای. 1شکل 

  یتبادل 2-0

 شود. نمونه بین دو فاز )فاز متحرک و ساکن( توزیع یا تقسیم می است که در آن تعادلیتبادل نوعی واکنش 

 

 شود.فرآیند تبادل که در آن نمونه بین دو فاز توزیع یا تقسیم می. 2شکل 

های جامد یا اطراف دانه یا یک لایه است که به صورت یک پوشش مایعدر این فرآیند، فاز ساکن به صورت 

 شود.گفته می 1به لایه مایع، فاز پیوند زده شده د.شوساپورت ظاهر می

 
 .. شمایی از )سمت چپ( فاز ساکن جامد، و )سمت راست( فاز ساکن مایع پیوند زده شده3شکل 

                                                                 
1 Bounded-phase 
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 گیرد:تبادلی در دو حالت انجام می کروماتوگرافی

 است.: حالتی است که در آن فاز مایع پیوند زده شده قطبی )نظیر سیلیکا( 1فاز نرمال -1

 باشد.( میC18در این حالت فاز مایع پیوند زده شده غیرقطبی )نظیر  :2فاز معکوس -2

 
 

، و )سمت راست( باشد(نمایی از )سمت چپ( کروماتوگرافی فاز نرمال )فاز پیوند زده شده سیلیکا می. 4شکل 

 است(. C18کروماتوگرافی فاز معکوس )فاز پیوند زده شده 

 

 تبادل یون 3-0

ک تبادل یون میان فاز متحر اساس این کروماتوگرافی، .کروماتوگرافی تبادل یون، فاز ساکن یک رزین استدر 

 .است )رزین( و فاز ساکن

 

 .. کروماتوگرافی تبادل یون5شکل  

                                                                 
1 Normal phase 
2 Reversed phase 
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 اندازه طردی 4-0

ی از کروماتوگراف شوند.ها از هم جدا مینوع دیگری از کروماتوگرافی مایع که در آن نمونه بر اساس سایز مولکول

 شود. ها( استفاده میاندازه طردی برای جداسازی پلیمرها و نیز مواد بیولوژیکی )نظیر پروتئین

 

 . شمایی از کروماتوگرافی اندازه طردی.6شکل 

 کروماتوگرافی تمایلی 5-0

مورد نظر خود )به  رسپتورو ( ، و هورمون، آنزیمژن)آنتیاساس کروماتوگرافی تمایلی، برهمکنش میان لیگاند 

 کی یاجزاشوند تا جامد تثبیت می ساپورتذرات روی  است. لیگاندها (، و حاملممانعت کننده ترتیب آنتی بادی،

 را از هم جدا سازند.  مخلوط

 

. اصول کروماتوگرافی تمایلی. فلش های آبی رنگ لیگاندهایی هستند که با رسپتور همنوع خود جفت 7شکل 

 شوند.می
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 ؟مناسب استبرای جداسازی چه ترکیباتی  مایعکروماتوگرافی -2

 کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا برای جداسازی طیف وسیعی از مواد قابل استفاده است که شامل:

 ها، استروئیدها(ها، مسکنداروها )آنتی بیوتیک 

 ها و لیپیدها(ها، کربوهیدارتمواد بیولوژیکی )آمینواسیدها، پروتئین 

 ها(ها، آفلاتوکسینها، افزودنیهای مصنوعی، آنتی اکسیدانمواد غذایی )شیرین کننده 

 ها(ها، سورفاکتانترنگها، پیشرانهها، مواد شیمیایی صنعتی )آروماتیک 

 ها(ها، فنلها )سموم، علف کشآلاینده 

 )مراکز پزشکی قانونی )دارو، سم، الکل خون، مواد مخدر 

 (های زیستیها، مولکولهورمونها، بزرگ با اجرام مولکولی زیاد )آنزیمهای جداسازی مولکول 

 کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالادستگاهوری  -3

ر ستون و دتکتو سیستم تزریق نمونه، ،سیستم انتقال حلالها )فاز متحرک(، متشکل از حلال HPLCدستگاه 

 است.

 

 .HPLC. دستگاهوری دستگاه 8شکل 
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  هاحلال -0-3

ها همین نقش گیرند، حلالدر کروماتوگرافی گازی مورد استفاده قرار میعنوان فاز متحرک طور که گازها بههمان

ها شوند بایستی از یک سری ویژگیاستفاده می HPLCهایی که در کنند. حلالرا در کروماتوگرافی مایع ایفا می

 شود.ها اشاره میکه در ادامه به آن برخوردار باشند،

 های کروماتوگرافی مایعحلالهای ویژگی -0-0-3

 د:نزیر را داشته باش خصوصیاتباید کروماتوگرافی مایع  هایحلال

o ها بالا باشد.پذیری آنانحلال 

o  سازگاری خوبی با اجزای دستگاهHPLC  همچنین،  .ها نشوندباعث ایجاد خوردگی برای آنداشته باشند و

 شفاف بوده و فاقد هرگونه جذب در این ناحیه باشند. ها باید در ناحیه فرابنفشحلال

o ذرات معلق، گاز، ها بایستی فاقد هرگونه د. برای این منظور، حلالناز خلوص بسیار بالایی برخوردار باش

 باشند. های آبی()برای آب و محلول جلبک و باکتریها، یون، های آلیآلاینده

o .ویسکوزیته پایینی داشته باشند 

o  ها را داشته باشند.مخلوط شدن با دیگر حلالتوانایی 

o ای داشته باشند. قیمت مقرون به صرفه 

 های کروماتوگرافی مایعحلالانواع  -2-0-3

( که در میان 2گیرند )جدول مورد استفاده قرار می مایعدر کروماتوگرافی  فاز متحرکعنوان مختلفی به هایحلال

 هستند.  هاحلال پرکاربردترینجزء  تتراهیدروفوران و متانول، استونیتریل، آبها، آن

 ها.و خواص فیزیکی آن مایعمورد استفاده در کروماتوگرافی  هایحلال. 2جدول 
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فاز متحرک  pHشود، که علت آن، تثبیت ها استفاده میهای آبی و آلی فوق، یک بافر نیز در کنار آنعلاوه بر حلال

 pHها باعث تغییرات که یونیزاسیون آنباشد های عاملی اسیدی یا بازی میاست. گاهی اوقات، نمونه حاوی گروه

 تواند از این تغییرات جلوگیری کند.شود. استفاده از محلول بافر میمی

 انواع شویش در کروماتوگرافی مایع -0-3-3

افی شود. در تکنیک کروماتوگربه فاز ساکن با کمک حلال گفته می شویش، به فرآیند جدا کردن نمونه جذب شده

 گیرد:مایع، شویش به دو صورت انجام می

 0شویش ایزوکراتیک 

متحرک در تمام طول فرآیند جداسازی ثابت های مورد استفاده به عنوان فاز در شویش ایزوکراتیک، نسبت حلال

 ماند.به آب تا اتمام جداسازی بدون تغییر باقی میاستونیتریل  %41به  %11است. برای نمونه، نسبت 

 2شویش گرادیانی 

ی تواند تغییر کند. شویش گرادیانی در کروماتوگرافها میشویش گرادیانی برعکس ایزوکراتیک است و نسبت حلال

رد. اشاره کتوان به مثال فوق ریزی دمایی در کروماتوگرافی گازی است. مثالی از این روش میمایع همانند برنامه

های دیگر تغییر کند. شویش گرادیانی به ایزوکراتیک ترجیح و یا نسبت %21به  %81تواند به نسبت دو حلال می

 شود.شود زیرا باعث بهتر شدن فرآیند جداسازی میداده می

 سیستم انتقال حلال -2-3

 باشد.ها میپمپ انتقال حلال شامل سه بخش ظروف نگهدارنده حلال، سیستم گاززدایی وسیستم 

  ظروف نگهدارنده حلال -0-2-3

ها ها از حلالحذف ناخالصیبرای به طور معمول، شوند. ای نگهداری میبه طور معمول در ظروف شیشهها حلال

 توان به موارد زیر اشاره کرد:میها ترین آنشود، که از مهمراهکارهای مختلفی اتخاذ می هاآنافزایش خلوص و 

  بندی آنکردن حلال قبل از بستهفیلتر 

 هااستفاده از فیلتر درون ظروف نگهداری حلال 

 های خلأارلنکمک با  پیش از استفاده فیلتر کردن حلال  

                                                                 
1 Isocratic 
2 Gradient 
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  1به طور مستقیم در مسیر سیستم انتقال حلالاستفاده از فیلتر 

  پیش از ستون اصلی 2گارداستفاده از ستون 

 

 انواع فیلترهای مورد استفاده در مسیر حلال و نمونه پیش از رسیدن به ستون اصلی. . 9شکل 

  هاسیستم گاززدایی از حلال -2-2-3

گیرد. وجود گاز درون ها )فاز متحرک( صورت میبا هدف حذف هرگونه گاز محلول در حلال هاگاززدایی از حلال

 گیرد:ورت میگذارد. گاززدایی به دو روش کلی صحلال بر عملکرد دستگاه و جداسازی تأثیر منفی می

  ظروف نگهدارندهگاززدایی قبل از قرارگیری حلال درون 

های شود. تکنیک( گاززدایی می1-2-3در این حالت، حلال قبل از قرارگیری درون ظروف نگهدارنده )بخش 

استیرر یا التراسونیک کردن،  (2دهی حلال، )( حرارت1شود که شامل: )مختلفی برای این منظور استفاده می

 باشند.( پرژ کردن گاز هلیوم درون حلال می4( استفاده از ارلن خلأ، و )3)

 گاززدایی حین فرآیند جداسازی 

ن . در ایگیردهایی از جنس غشای نفوذپذیر به گاز صورت میبا کمک لوله گاززدایی حین فرآیند جداسازی

شوند. سیستم خارج شده و با کمک یک سیستم خلأ تخلیه میتکنیک، گازهای محلول در حلال از لوله 

 گیرد.ها درون دستگاه قرار میگاززدایی قبل از ورود فاز متحرک به پمپ

 

                                                                 
1 In-line filter 
2 Guard column 
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 گیرد. سیستم گاززدایی تحت خلأ که قبل از پمپ قرار می. 11شکل 

 پمپ -3-2-3

. نقش آن، حفظ جریان ثابتی از شودیکی دیگر از اجزای تشکیل دهنده سیستم انتقال حلال محسوب میپمپ 

 ها )فاز متحرک( درون دستگاه است.حلال

 سیستم تزریق نمونه -3-3

 گیرد:از دو طریق صورت می تزریق نمونه به دستگاه

 تزریق دستی -0-3-3

. این روش در شوداستفاده می های میکرولیتریسرنگ در آن ازباشد که روش دستی روشی قدیمی می

 گازی نیز وجود دارد. کروماتوگرافی
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 نمایی از محل تزریق و نیز تزریق دستی نمونه با استفاده از سرنگ میکرولیتری.. 11شکل 

نمونه  نگهدارنده ،عبیرییا به ت 1ای به نام لوپها قطعهگیرد که درون آنبا کمک شیر صورت میتزریق دستی 

 تعبیه شده است. 

 

 قرار دارد.   3و )راست( تزریق 2)ورودی( که در حالت )چپ( بارگذاریپورت  6. نمایی از لوپ حاوی 12شکل 

 لوپابتدا پورت یا ورودی نمونه است. در حالت بارگذاری، در  1پیداست، هر لوپ حاوی  12که از شکل همانطور 

ه حالت ب «یبارگذار»از حالت  ریسپس با چرخاندن ش .شودیاز نمونه پر م یتریکرولیسرنگ م کیبا استفاده از 

 .شودینمونه توسط فاز متحرک به داخل ستون منتقل م لوپ اتیمحتو ،«قیتزر»

 

 . چگونگی قرارگیری نمونه و حلال )فاز متحرک( در حالت بارگذاری و تزریق.  13شکل 

                                                                 
1 loop 
2 Loading 
3 Injection 
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 تزریق اتوماتیک )خودکار( -2-3-3

 Autosamplerمند هستند. این نوع تزریق با کمک از تزریق اتوماتیک بهره HPLCهای نسل جدید دستگاه

 گیرد.صورت می

 

 در تزریق اتوماتیک.   Autosampler. نمایی از 14شکل 

 ستون -4-3

 افتد.شود جایی که جداسازی در آن اتفاق میشناخته می HPLCعنوان قلب دستگاه ستون به

 

   .HPLC. نمای بیرونی و درونی ستون دستگاه 15شکل 
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کنند. ذرات پر شود که نقش فاز ساکن را ایفا میپیداست، درون ستون با ذراتی پر می 15همانطور که از شکل 

شود برهمکنش میان نمونه و فاز ها باعث میآن 1کننده ستون به طور معمول از جنس سیلیکا هستند. تخلخل

 کند.ساکن افزایش یابد که این موضوع به هر چه بهتر شدن جداسازی کمک می

 

 ها. از جنس سیلیکا و تخلخل آن HPLC. ذرات پر کننده ستون 16شکل 

توان به طول ستون، اندازه ها میهای آنتوانند بر کیفیت جداسازی تأثیر گذارند که از نمونهعوامل مختلفی می

برحسب نوع  تواندکه می 2فاز پیوند زده شده یانوع فاز ساکن نیز  و هاذرات پر کننده و میزان تخلخل آن

 یر کند، اشاره کرد.( تغی1کروماتوگرافی مایع )جدول 

 دتکتور یا آشکارساز -5-3

ل را به سیگنال الکتریکی تبدینالیت نظیر غلظت آ ای از یکشاخصهکه  دستگاه کروماتوگرافی مایعدر  جزئی

 گیرد، که شامل:انواع مختلفی از دتکتور مورد استفاده قرار میکند. می

 مرئی-دتکتور ماوراء بنفش -0-5-3

. اساس دکنگیری میکه غلظت نمونه را اندازه شودترین دتکتور در کروماتوگرافی مایع شناخته میعنوان معمولبه

مقدار د. باشمی یمخلوط شسته شده از ستون کروماتوگراف زئی ازتوسط ج یمرئ ایجذب نور فرابنفش عملکرد آن، 

ونه نم یفاز متحرک )عدم وجود نمونه( و فاز حاو نیب تابانیده شدهشدت نور  رییبا محاسبه تغ توانینمونه را م

  کرد. نییتع

باشد که حاوی منابع نوری )لامپ دوتریوم برای ناحیه می UV-Visibleهای ساختار این دتکتور همانند دستگاه

اشد. سل در بلامپ تنگستن برای ناحیه مرئی(، مونوکروماتور یا تکفام ساز و یک سل نوری کوچک می یافرابنفش 

                                                                 
1 Porosity 
2 Bounded phase 
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 11تا  2، متر و حجم آنمیلی 11تا  2است که طول مسیر آن  1سل جریانییک  یمرئ-ماوراء بنفشدتکتور 

 کنند.های سل عمل میعنوان پنجرهلنزهای کوارتزی به باشد.میکرولیتر می

 

 . UV-Visibleسل جریانی مورد استفاده در دتکتور . 17 شکل

که شامل دتکتور با طول موج ثابت، دتکتور با طول موج متغیر  شوددر سه مدل عرضه می UV-Visibleدتکتور 

باشد. رئی میم-عملکرد دتکتور آرایه فوتودیودی همانند دتکتور فرابنفش باشند.و آرایه دیوی )آرایه فوتودیودی( می

تواند جذب را تفاوت این دو در این است که اولی قادر است جذب را از ناحیه فرابنفش تا مرئی اما دومی فقط می

 گیری کند.در یکی از نواحی فوق اندازه

 

  دتکتور آرایه فوتودیودی که از هر دو لامپ تنگستن )مرئی( و دوتریوم )فرابنفش( برخوردار است.. 18شکل 

 فلوئورسانسدتکتور  -2-5-3

دتکتور فلوئورسانس از حساسیت بسیار بالایی برخوردار هستند که این مزیت اصلی این دتکتور نسبت به دیگر 

 .های برانگیخته در آنالیت استهای نشر شده از اتمگیری تابشباشد. اساس عملکرد آن، اندازهدتکتورها می

                                                                 
1 Flow cell 
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 نمایی از دتکتور فلوئورسانس. . 19شکل 

 0ضریب شکستدتکتور  -3-5-3

تغییر ضریب شکست میان سلول حاوی فاز متحرک و نمونه و سلول حاوی فاز متحرک )بدون نمونه( این دتکتور، 

( است. UVمرتبه کمتر از دتکتور  3تا  2کند. یکی از معایب اصلی آن، حساسیت بسیار پایین )گیری میرا اندازه

ها، ها، شکرتوان به الکلگیری کرد میدتکتور ضریب شکست اندازهها را با توان آناز جمله ترکیباتی که می

 گلیسیرید و پلیمرها اشاره کرد.اسیدهای چرب، تری

 

 ساختار دتکتور ضریب شکست. . 21شکل 

 

                                                                 
1 Refractive index 
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 دتکتور هدایت )الکتروشیمیایی( -4-5-3

 کینوع آمپرومتر است. در دوگیری هدایت همانطور که از نام آن پیداست، اساس عملکردی این آشکارساز، اندازه

الت است که در ح نیپلات ایکربن، نقره، طلا  مورد استفاده در آن، یو جنس الکترودها موجود است کیکولومتر ای

  .کنندیعمل م ءایاح ای اکسایشی

 

 اساس عملکردی دتکتور الکتروشیمیایی. . 21شکل 
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