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ای،کروماتوگرافیتجزیهجداسازیروشهایترینمتداولازکیی
میخاییل.داردکاربردعلومهایشاخهتمامدرکروماتوگرافی.است

شناختهیکروماتوگرافپدیدهکاشفعنوانبهروسیشناسگیاهتسوت
سبزبرگهایرنگدانهجداسازیبرای19قرناواخردراو.میشود
.کرداستفادهکربناتکلسیمباشدهپرستونیکازگیاهان

ردکهمیشوداطلاقهاروشازایدستهبهامروزهکروماتوگرافیواژه
تمایلاساسمخلوط،برینمونهیکدرموجوداجزاءجداسازیآنها

فازوندریاورویازمتحرکفازعبورهنگامساکنفازبهجزءهرنسبی
.استساکن
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بهکهایگونهسبالعکومیکندحرکتبیشتریسرعتدارد،بامتحرکفازبهبیشتریتمایلکهایگونه
ساکنفازبهگوناگوندرجاتباموادچون.داردکمتریحرکتدارد،سرعتبیشتریتمایلساکنفاز

رایبنیازموردزمان.نموداستفادهیکدیگرازآنهاجداسازیجهتخاصیتازیندارند،میتوانتمایل
.بردکاربهکیفییتجزیهبرایمشخص،میتوانهایفاصلهدرراجزءهرحرکت





ستونيكروماتوگرافي

ازهایفبینجسمستونیکروماتوگرافیدر
مجسساکنفاز.میشودپخشجامدومایع

کهرامایعیاجزایجسماینواستجامدی
ودخسطحدرانتخابیطوربهمیگذردآناز

کهاثرهایی.میکندجداراآنهاومیکندجذب
اثرهاییهمانمیشوندسطحیجذبباعث

مولکولهادرجذبموجبکههستند
جاذبه:ازعبارتنداثرهااین.میشوند

یروینهیدروژنی،پیوند،الکترواستاتیکی
.غیرهوواندروالس



تونی،سکروماتوگرافیبامخلوطیککردنجدابرای
لومیناآمانند(ساکنفاز)فعالیجامدجسمباراستون

رویارمایعنمونهازکمیومیکنندپرسیلیکاژلیا
جذبستونبالایدرابتدانمونه.میگذارندآن

داخلدرراایکنندهاستخراجحلالسپس.میشود
اجزایمتحرک،مایعفازاین.میدهندجریانستون

هجاذبنیرویعلتبهولی.میبردخودبارامخلوط
عتهایسربامیتوانندمربوطاجزای،جامدفازانتخابی
رکیبیت.کنندحرکتستونپایینطرفبهمختلفی

عترسریشودساکنفازجذبکمترینیرویباکه
فازدرآنمولکولیدرصدکهزیرامیشودخارج

فازجذبزیادترینیرویباکهترکیبیازمتحرک
.استبیشترمیشودساکن
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HPLCشمایی از دستگاه 



HPLCشکل کلی دستگاه



فاز متحرک  
امل  در کروماتوگرافی مایع از حلال های بسیار خالص به عنوان فاز ح

و گران تر  HPLC GRADEاین حلال ها تحت عنوان .استفاده می شود
.  از حلال های معمولی در بازار به فروش می رسد



عملکرد پمپ
پدیدفشارستون،افتدرذراتقطربودنکمدلیلبه

دشومیموجبکهپمپازبایدبنابراینآیدمی
سیستموارد(مگاپاسکال40حدود)فشاربانمونه
.نموداستفادهشود،

ستااینمایعکروماتوگرافیدرپمپاصلیوظیفه
کنترلعبورسرعتبابالابافشاررامتحرکفازکه

باپمپ)پمپنوعیک.دهدعبورستوناز,شده
ازفبهثابتفشارآوردنباراعملاین(ثابتفشار

.دهدمیانجاممتحرک

https://www.mbkchemical.com/wp-content/uploads/2019/01/ls-binary-class-stainless-steel-gradient-hplc-pump-500x500.jpg


Degasser

بودنازبایددستگاهبهحلالورودازقبل
حاصلاطمینانآندرگازهادیگریاهوا

هایپیکبروزموجبهواوجودزیرانمود
ازحاصلهایپیکباتداخلواضافی
.گرددمینمونه

DegasserدرگاززدایاHPLC،حذف
وداردبرعهدهرااضافیگازهاییاوهوا

.ندکمیجلوگیریسیستمبهآنهاوروداز





Injectorتزریقکننده

دوبهه،دستگانوعبهبستهنمونه،تزریق
.دمی گیرانجامخودکاریاودستیشکل

ظروفدرنمونهخودکار،روشدر
هتعبیمحلدروشدهریختهمخصوصی

ازپس.می گیردقراردستگاهدرشده
یقطراز)راتزریقدستوراپراتوراینکه

یکتوسطنمونهمی دهد،(نرم افزار
.می شودمنتقلسیستمبهسرنگ



سرنگ ها 



Loop
قتزریبرایمختلفظرفیت هایباسرنگ هاییازدستی،روشدر

به،(روشدوهردر)شدهتزریقنمونهحجم.می شوداستفادهنمونه
حددرمعمولاًآنمقداروداردبستگی(Loop)نمونه بردارحلقهحجم

پسوشدهحلقهاینواردابتدانمونه.استمیکرولیتر500تا5
.می شودستونواردمتحرکفازهمراهبهسیستمشدنازآماده







انواع ستون

ستون های کروماتوگرافی مایع

ستون های تجزیه ای•

ستون های محافظ•



ستون های تجزیه ای

.شوندمیبردهکاربهجداسازیمنظوربه
تا10مایعکروماتوگرافیستونهایاکثرطول
اندمستقیمستونهامعمولا.استسانتیمتر30

50تا1اغلبمایعستونهایداخلیقطرو
هاندهپرکنذراتمتداولترینواستمیلیمتر

.استمیکرومتر10و5

ستون های محافظ
ونستازقبلمحافظکوتاهستونیکاغلب

تنهانهحذفباتارودمیکاربهایتجزیه
اجزایهمچنینبلکه,حلالهاازهاآلایندهمواد

ساکنفازباناپذیربرگشتبطورکهنمونه
افزایشراایتجزیهستونعمر,دهندمیپیوند
.دهد



 ستونپیشنامبهقسمتیواردابتدانمونهتزریق،ازپس
(pre-column)محافظستونیاGuard column

.تاساصلیستونازمحافظتستون،ایننقش.می شود
نآجنسواستسانتی مترحددرمعمولاستوناینطول

ستون(Packing)پرکنندهماده.استزنگضدفولاداز
.تاساصلیستونپرکنندهمادهمشابهجنسیازمحافظ

10-30حدودمعمولادستگاهاصلیستون هایطول

مفردوازیکیبهکهموادیآندرونوبودهسانتی متر
وادماینسایز.کرده اندپراست،متخلخلیاوپوسته دار
ارد،دفراوانیتاثیرجداسازیکیفیتبرکهپرکننده
.استمیکرومتر5تا3حددرمعمولاوبودهمتفاوت



HPLCدرساکنفازانتخاب

تجزیهموردموادطبیعت
نیازموردجداسازیراندمان
.ستونبارگذاریظرفیت

استHPLCدراستفادهموردجامدساکنفازمتداولترینسیلیکاژل
یکچونورودمیکاربهHPLCدرکهاستدیگریجذابجامد,آلومین
.داردمینگهخودرویبررااسیدیمواداستقلیاییترکیب
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Column Length and Mechanical 

Separating Power [Same Particle Size]

25

Particle Size and Mechanical Separating 

Power [Same Column Length]



Column

زماننامابمتفاوتیزمان هایدرنمونهمختلفاجزاءقطبیت،تفاوتبراساسستون،بهنمونهورودازپس
Retention)بازداری Time)سمتبهمادهنوعتشخیصبرایوشدهجدایکدیگراز

برای.دهیمشستشوراستونبایدکاراتمامازپسنهایتدر.می شوندهدایت(Detector)آشکارساز
ستون هایدرالمثبرای.می کنیمانتخابخاصترتیببارامتفاوتیحلالستون،نوعبهبستهشستشو،
یرقطبیغحلالیکباسپسو(آبمعمولا)قطبیحلالیکباراستونابتداکار،اتمامازپسغیرقطبی

.می دهندشستشو(متانولمعمولا)



: Normal Phaseنرمالهای كروماتوگرافي فاز ستون 

وجود ، برهم کنش بین بخشهای قطبی فاز ساکن و جسم حل شدههاستوندر این نوع
.ترکیب فاز ساکن باید به نسبت فاز متحرک قطبی تر باشد. دارد

:Reversed Phaseهای كروماتوگرافي فاز معکوس ستون 

ه به ماده ی موجود در ستون نسبتا غیر قطبی و حلال با توجHPLCستون هایدر این نوع
از ساکن غیر برهمکنش بین ترکیبات غیر قطبی جسم های حل شده و ف. نمونه، قطبی است
.تر استاین ستون ها در مقایسه با ستون های فاز نرمال زیست سازگار. قطبی رخ می دهد
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Mobile Phase Chromatographic Polarity Spectrum

Stationary Phase Particle Chromatographic Polarity Spectrum
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Normal-Phase Chromatography

Reversed-Phase Chromatography



:به دو روش می توانیم کار کنیم
اگر نسبت های مختلفی از فاز متحرک را در یک مخزن بریزیم و از همان  :isocraticروش ایزوکراتیک 

ام شده  مثلا در کار عملی انج. مخزن فاز متحرک را برداشت کنیم از روش ایزوکراتیک استفاده کرده ایم
است که پس از صاف کردن ( استونیتریل% 8متانل و %12بافر فسفات % 80) درآزمایشگاه فاز متحرک

.می کندمی ریزیم و از همان مخزن پمپ برداشت Dهمه را در یک مخزن مثل 



دستگاه  . اجزاء فاز متحرک در مخازن مختلف ریخته می شود: gradientروش گرادیانت  -2
،  (ماطبق داده های)قابلیت این را دارد که خودش نسبت های مختلف را از مخازن برداشت کند 

و بعد نسبت ها را . بکشد C 12%و از مخزن  B 8%از مخزن  A،80%مثلا می خواهیم ازمخزن 
یم و از این روش وقتی استفاده می کنیم که نسبت های موردنظر را نمی دان. مخلوط می کند

یم از روش ولی وقتی درصد فاز متحرک برای ما روشن شد می توان. بخواهیم روش کارپیدا کنیم
.  ایزوکراتیک استفاده کنیم





مشخصات آشکارساز ایده آل

علاوه بر اینکه آشکار سازها در این روش نیازی ندارد به گستره ای به آن وسعت از
HPLCآشکار ساز ,علاوه براین برای کاهش پهن شدگی منطقه . دما جواب بدهد

باید حداقل حجم درونی را داشته باشد

حساسیت کافی  •
پایداری خوب و تکرار پذیر•
.پاسخ آنها تا حدود وسیعی برای غلظت باید خطی باشد•
قابلیت اعتماد بالا و سهولت کاربرد•
.زمان جواب کوتاه که مستقل از سرعت جریان است•



جذبUV-VISناحیهدرکهاجسامیبرایکهاستبنفشماوراردیابآنهامهمترین
اعثبوشودمیانجامجذبدتکتورایندر.گیردمیقراراستفادهموردباشندداشته
استهکمیزان.استگیریاندازهقابلشدنکاستهاینکهشودمیانرژیشدنکاسته
طولدرنبایدحلال.کنیممشخصراموجطولبایدغلظت،بااستمتناسبانرژیشدن
..باشدداشتهجذبانتخابیموج

تفاوتییاراتتغییاز.استحرارتبهحساسخیلیدتکتوراینشکست،ضریبدتکتور
شودمیایجادنمونههمراهحلالسیستموتنهاییبهحلالسیستمشکستضریببینکه

.کنیممیاستفاده
کهموادیچونباشدمیمصرفکمولیاستUVازترحساسفلورسانسدتکتور
.هستندکمباشندداشتهفلورسانسخاصیت

باشدمیاحیاواکسیدهایواکنشمبنایبرآنعملکردکهالکتروشیمیاییدتکتور
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Chromatogram
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Rtجهت شناسایی مواد با کروماتوگرافی از Retention time استفاده می شود.Rt  زمانی
نه تا زمان  است که طول می کشد تا جسم از دتکتور بیرون بیاید ،یعنی از زمان تزریق نمو

. استظاهرشدن پیک ها روی دستگاه که برای یک ماده تحت شرایط ثابت، مقداری ثابت
مجهول، می توان اجزای موجود در مجهول را تشخیص Rtمعلوم با Rtبنابراین از مقایسه 

یکی  یکسان داشتند، می توان نتیجه گرفت که هر دو نمونهRtاگر مجهول و استاندارد، .داد
.هستند
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رکوردر . است AUC(area under the curve)سطح زیر منحنی ،پارامتر مهم دیگر در کروماتوگرافی 
دهدمربوط به آن را هم می  AUCرا می نویسد و Rtبه ما کروماتوگرامی می دهد که در راس هر پیک 

:پس کروماتوگرام حاوی دو اطلاع ارزنده است
1-Rtبرای شناسایی کیفی جسم
2-AUC برای تعیین مقدار کمی جسم



LC Instrumentation

The Agilent 1100, a typical modern LC system 

Solvent reservoirs

Solvent degasser

Pump

Autosampler

Column oven

DAD







GCدارمقتعیینوشناساییبرای
سرفازدوباGCدر.شودمیانجام

:داریمکارو
فازمتحرک،فازوساکنفاز

نساکفازواستگازیکمتحرک
فاز.باشدجامدیامایعتواندمی

جداسازیدرنقشیهیچمتحرک
باGCهایتفاوتازیکیوندارد

HPLCاستموضوعهمین.
مایعیکمتحرکفازHPLCدر

.داردنقشجداسازیدرکهاست
حملGCدرمتحرکفازنقشتنها
ازآنهاکردنخارجوجلوبهمواد

.استستون





به بخار   injectorنمونه پس از ورود به . تزریق می کنیم injectorابتدا نمونه را توسط سرنگ داخل 
زمانهای  نمونه جذب ستون می شود و در. تبدیل شده و با فاز متحرک مخلوط شده، وارد ستون می شود

دستگاه است ستون قلب. مختلف به وسیله گاز بی اثر از ستون بیرون می آید و وارد دتکتور می شود
دتکتور شناسایی را انجام می دهد. زیرا عمل اصلی که جداسازی است در آنجا انجام می شود

44
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GCاجزاء و قسمتهای مختلف دستگاه

He, H2, N2مثلیک گاز بی اثر است : گاز حامل

هم خطرناک است چون  H2نگهداری . هلیوم از همه بهتر است ولی چون گران است کاربرد کمی دارد
.استفاده می شودN2قابلیت انفجار دارد، بنابراین 



بهرانمونهکهداردوجودپائینوبالادرتزریقمحلدر(injector)نمونهتزریقمحل
بسیارهایحجمباهاینمونهتوانمیGCبا.کنیممیتزریقسرنگیکتوسطوسرعت

دونبوسرعتبهنمونهتزریقازبعد.نمودگیریاندازهرامیکرولیترهایدهمتاکم
.دهیممیفشارراstartدکمهمکث

Carrier 

Gas

Syringe

Vaporization 

Chamber

To Column

Septum



Auto sampler

48
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Syringe

50
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لزیفیاکوارتزیهایشیشهجنسازبازهایلولهشکلبهمویینههایستون
قرارونستداخلیدیوارهروینازکفیلملایهیکصورتبهساکنفازکههستند
:شوندمیتقسیمکلیدستهدوبههاستوناین.استگرفته

Wallاندوددیواربازایلوله coated open tubular, WCOT
از.تاسشدهپوشاندهساکنفازازنازکیبسیارلایهباستونداخلیسطح

FusedخوردهجوشسیلیسبازلولههایستونWCOTنوعترینمتداول silica
open tubular, FSOTاکسیدهایکممقادیرحاویسیلیسازکهاست

آنهاتوانمیوبودهپذیرانعطافکاملاایمیدیپلیپوششباوشدهساختهفلزی
.آورددرحلقهیامارپیچصورتبهرا

Supportاندودگاهتکیهبازایلوله coated open tubular, SCOT
اکخمانندنگهدارندهموادازنازکیبالایهلولهدرونیسطحستوننوعایندر

برساکنفازسپسوشودمیپوشانده(میکرومتر30تقریبیضخامتبه)دیاتومه
ازبیشتریمقدارپذیرشظرفیتSCOTهایستون.شودمیدادهقرارآنروی

میاشباعWCOTهایستونازدیرترساکنفازضخامتدلیلبهزیراداردرانمونه
.شوند
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Packed Open Tubular
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.  قسمت از دستگاه باید گرم شوندچهار  
Injector

oven 

Column 

Detector 

 اگر  دمای ستون باید چند درجه بالاتر از نقطه جوش دیر جوش ترین جزء موجود در نمونه باشد مثلا
باید چند درجه بالاتر از  injectorدمای .باشد C 170°باشد، دمای ستون  C 150°بالاترین نقطه جوش 

.باشد injectorستون و دمای دتکتور هم چند درجه بالاتر از 
:با ستون با دو برنامه دمایی می توان کار کرد

م،  یک دمای ثابت می دهیم اما اگر به روش برنامه ریزی کار کنی ovenروش کار ایزوترمال باشد به اگر 
.باید به آن برنامه دمایی بدهیم



ه بیشتر زمانی استفاده می شود که در نمون، (Isothermal)کنیمیک دمای ثابت کار می با روش 
ه فقط یک ماده مورد شناسایی وجود دارد یا اگر چند ماده وجود دارد، نقطه جوش آنها نزدیک ب

.هم است

مواقعی استفاده می شود که مواد موجود در در (programming)برنامه ریزی دمایی روش 
را بالاتر از نقطه جوش دیر  Ovenوسیعی از نقطه جوش دارند و اگر ابتدا دمای  Rangeنمونه 

جوش ترین ماده قرار دهیم، مواد با نقطه جوش کمتر تجزیه خواهد شد و نمی توان آنها را 
.شناسایی کرد

د به ترتیب بنابراین طوری دما را تنظیم می کنیم که با سرعت مشخصی از چند درجه بالاتر ازموا
یرتر بیرون نقطه جوش از ستون بیرون می آیند یعنی هر چه تعداد کربن های ماده بیشتر باشد د

شودمی آیند و پیک آنها دیرتر ظاهر می 



Programmed 30 to 180°

Isothermal at 145°

Isothermal at 45°

Temprature program





Flameایشعلهیونشآشکارساز• ionization detector, FID

موردآشکارسازترینمتداولFIDیاایشعلهیونشآشکارساز•
پیرولیزبرایهیدروژن/هواشعلهیکازکهاستGCدراستفاده

یونآوریجمعبرایcollectorکنندهجمعیکوآلیترکیبات
.استدهشتشکیلپیرولیزفرایندازشدهتولیدهایالکترونوها

امپلیکیباکربنهایاتمشدنیونیزهازحاصلالکتریکیجریان
ووژنهیدر/هوانسبتبهآشکارسازپاسخ.شودمیتقویتفایر
وپاییننویزبالا،خطیگسترهوحساسیت.استوابستهحاملگاز

.استآشکارسازاینمزایایازاستفادهسهولت
الوژنهالکل،کربونیل،مانندعاملیهایگروهحاویآلیترکیبات•

نمییدتولاصلایاوکنندمیتولیدکمیبسیارهاییونآمین،و
,SO2ناپذیرشاملاحتراقگازهایبهچنینهمو.کنند

NOx،CO2وH2Oزنیغیرآلیترکیباتبرایونیستحساس
.نداردپاسخی



رسانندگيگرماآشکارساز
Thermal Conductivity Detector

ستعمومیآشکارسازیکTCDیارسانندگیگرماآشکارساز
.رودمیکاربهمعدنیهموآلیترکیباتهمشناساییبرایکه

وسیلهبهکهاستگازیکگرماییهدایتتغییرپذیریآناساس
یمسنجیدهگرمایشمحفظهیکدرواقعفلزیمقاومتتغییر
.شود
کهندهستمشابهکاملاگرمایشیمحفظهدودارایسازآشکاراین

بهکهتندهسپلاتینیاطلاتنگستن،جنسازفیلامانیکهرکدام
ومحفظهیکازخالصحاملگاز.شوندمیگرمالکتریکیطور
.نندکمیعبوردیگرمحفظهازنمونهحاویستونازشدهخارجگاز

نتیجهردوشدهپذیریهدایتتغییرسببنمونهکممقادیرحضور
باعثاینوشودمیگازحاملفیلامانارداغترنمونهفیلمان

.شودمیفیلاماندوبینجریاناختلافومقاومتاختلاف
بههنمودثبترامحفظهدوبینجریاناختلافمیزانآشکارساز

.دهدمینشانپیکصورت



Electron)گیراندازالکترونآشکارساز capture
detector, ECD)

نمونهECDیاگیراندازالکترونآشکارسازدر
هکشودمیایشیشهسلیکواردستونازخروجی

دوپه۶3Niمانندβکنندهنشراکتیورادیوهایاتم
تیورادیواکهایاتمازشدهنشرالکترون.استشده

نهگوغیابدروشدهحاملگازیونیزاسیونسبب
.ودشمیایجادالکترونازثابتیجریانیکآلیهای

جریاناینالکترون،گیرندههایگونهحضوردر
ابمتناسبجریانکاهش.یابدمیکاهشثابت

وهلیماز.استالکترونگیرندههایگونهغلظت
ردکاستفادهتواننمیحاملگازعنوانبههیدروژن

زینشگبسیارآشکارسازاین.شوندنمییونیزهچون
هایگروهدارایهایمولکولبهواستپذیر

هایگروهها،کینونها،هالوژنمانندالکترونگاتیو
ایبرپاسخیامااستحساسپراکسیدهاونیترو
.نداردهیدروکربنیوآمینالکل،هایگرو







زمینه كاربردی
داروها، آنالیز مواد باقیمانده و حلال ها در محصولات میانی و نهایی، سنجش:فارماكولوژی

اندازه گیری ناخالصی ها و مواد فرار
آنالیز  ،.. آنالیز باقیمانده سموم ، حشره کش ها، قارچ کش ها و :كشاورزی و صنایع غذایي

پروفایل اسیدهای  ، (Food adulteration)عطر و اسانس، تشخیص تقلب مواد عذایی 
..چرب و 

تورینگ  آنالیز ترکیبات فرار در منابع آبی و پساب ها، آنالیز هوا و مانی:محیط زیست
…آلاینده های اتمسفری، باقیمانده سموم و

…آنالیز گازهای پالایشگاه، میعانات گازی و :پتروشیمي
.........بهداشتي و صنایع آرایشي 
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