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  دمهمق

هاي  هاي گازي گرفته تا ماكرومولكول هاي پيچيده از نمونه هاي كاملاً پيشرفته، آناليز مخلوط امروزه روش

تر فراهم كرده است، با اين  هاي در حد فمتوگرم يا پائين بالا و حد تشخيص سازيبيولوژيكي را با قدرت جدا

كل فرايند ، اي بكار رود هاي تجزيه  سازي نامناسب قبل از رسيدن نمونه به دستگاه وجود اگر يك روش آماده

اساس يك روش آماده سازي نمونه تبديل بافت نمونه . اعتبار شده و نتايج با ارزشي حاصل نخواهد شد  تجزيه بي

سازي نمونه از اهميت  بنابراين انجام مرحله آماده. اي باشد رتي است كه قابل آناليز با يك روش تجزيهبه صو

 آن يكي از مراحل مهم در فرايند آماده سازي نمونهتخليص و تغليظ  آناليت، استخراج. خاصي برخودار است

مصرف  يبوده و حلال آلي كم هزينه سازي نمونه، روشي است كه ساده و كم آل در آماده يك روش ايده. باشد مي

 سازگاراي  بالا برخوردار بوده و با انواع دستگاههاي تجزيهو تكرارپذيري انتخابگري  ،در ضمن از راندمان. كند

  .باشد

ي باشد مراه مگيري مقادير بسيار كم از يك آناليت عمدتاً با دو مشكل اساسي هدر روش هاي تجزيه اي اندازه 

دقت و تكرار پذيري در اندازه گيري ماده مورد تجزيه و اندازه گيري آناليت مورد  :عبارت استكه اين مشكلات 

مواد سازنده نمونه كه اين مواد به عنوان ماتريكس نمونه اغلب در اندازه گيري مزاحمت ايجاد مي نظر در حضور 

براي رفع اين مشكلات راه كارهاي مختلفي وجود دارد كه مرسوم ترين اين راه كارها شامل دو روش كلي  .دنكن

اين است كه از روش هاي تجزيه اي بسيار اختصاصي استفاده گردد كه فقط به ماده مورد تجزيه روش اول  :است

و زيكي تركيبات نمونه ي فيروش دوم اين است كه از تكنيك هاي قوي جداسازي براي جداسازو پاسخ دهد 

كه در اين صورت قادر خواهيم بود كه هر يك از مواد سازنده نمونه مورد آناليز را  آماده سازي آنها استفاده شود

تجزيه عنصري در يك ماتريكس پيچيده مثل آلياژ هاي فلزي  .با آشكار سازهاي غير انتخابي اندازه گيري نماييم

تو  فيق لامپ كاتدلت .[1]پي جذبي اتمي نمونه بارزي از روش اول مي باشديا سنگ معدن توسط اسپكتروسكو
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اگر  .، به طوريكه روش فقط به عنصر مورد نظر پاسخ مي دهدساز ها باعث انتخاب گري بالا شدهخالي با تكفام 

اما بسياري از تركيبات آلي با  مختلف استفاده كرد معدني مي توان به طور وسيعي در نمونه هايچه از اين روش 

كه در اين موارد بايد از تكنيك هاي قوي جداسازي قبل از اندازه  .استفاده از اين روش قابل تجزيه نمي باشند

  .گيري استفاده كرد

  روش هاي جداسازي -1- 1

همه اين ن استفاده كرد اما آنچه كه در اي تومبراي جداسازي مخلوطي از تركيبات از تكنيك هاي مختلفي 

تكنيك ها مشترك است اين است كه براي انجام يك جداسازي موفق بايد اجسام جدا شونده داراي خواص 

بر اين اساس مي توان از چندين روش جداسازي با كارايي و  .فيزيكي و شيميايي متفاوتي از يكديگر باشند

ليزاسيون بخشي يا كل ماده به در روش هاي صاف كردن يا كريستا .قدرت جداكنندگي مختلف استفاده نمود

تركيباتي كه داراي فشار بخار هاي متفاوتي از  .صورت جامد از بقيه تركيبات موجود در نمونه جداسازي مي شود

  .يكديگر هستند در اثر تقطير از يكديگر جداسازي مي شوند

غير قابل اختلاط در يكديگر اما روش بسيار رايج جداسازي بر اساس اختلاف در ميزان توزيع يك ماده در دو فاز 

 بين دو فاز غير قابل اختلاط مانند دو مايعيك ماده ي گزينشنسبتاً  توزيعاين روش متكي بر  .صورت مي گيرد

ديده را توزيع يا تقسيم مي اين پ كه به يك مايع ديگر استو يك جامد  بينديگر و يا با يكغير قابل امتزاج 

  :گونه ها از يكي از روش هاي زير استفاده مي شودبا توجه به نسبت توزيع نامندكه 

اين روش كه براي اولين بار براي جداسازي اورانيوم از محلول نيتريك اسيد به : پيوستهاستخراج نا - 1

به عنوان يك روش جداسازي مهم مطرح  1925وسيله اتر صورت گرفت و با سنتز دي تيزون در سال 

ها از يكديگر با استفاده از قيف جدا كننده بنا شده است و موادي با اين داسازي فازبر اساس جشد، 
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اگر طي استخراج، گونه مورد نظر  .زرگ داشته باشندبوزيع تروش قابل استخراج هستند كه ضرايب 

 .خارج نشود بايد استخراج را چندين بار تكرار كرد

شود كه امكان ادامه يافتن استخراج تا  در اين روش، استخراج به گونه اي طراحي مي: استخراج پيوسته - 2

 .زماني طولاني فراهم گردد

اگر نسبت توزيع گونه هاي از هم جداشونده با يكديگر اختلاف چنداني : جريان مخالفبا استخراج   - 3

جريان با از استخراج از اين رو  .امكان استخراج با روش هاي بالا وجود ندارد در اين صورتنداشته باشند 

در روش پيوسته دو . پيوسته انجام مي شوداين روش به دو صورت پيوسته و نا .استفاده مي شودمخالف 

كنند و جداسازي به صورت پيوسته ادامه مي تلاط در دو جهت مخالف هم حركت مي فاز غير قابل اخ

خته پيوسته دو سري ظرف وجود دارد كه به طور ويژه اي سابا جريان مخالف نادر روش استخراج  .يابد

ايجاد تعادل پس از هر مرحله از حركت ظرف  .شده اند و در خلاف جهت هم حركت داده مي شوند

 .منجر به جداسازي مي شود

پس از انجام روش استخراج با جريان مخالف معلوم شد كه چنانچه دو فاز غير : روش هاي كروماتوگرافي - 4

نسبت به يكديگر در داخل  نباشند وتوزيع نسبت به هم ساكن قابل اختلاط در يكديگر، در سيستم 

مواد با اختلاف ناچيز در ضرايب  ،هابسته به ميزان بركنش مواد با هر يك از فازستون حركت نمايند 

اسازي با ها، جدفازتغيير دادن شرايط آزمايش و ماهيت و با  از يكديگر جداسازي مي شوند توزيع

هاي جداسازي و تشخيص به يكي از روش توگرافي كه از اين رو كروما گيردانتخابگري بالا صورت مي 

از اهميت بسيار ويژه اي در تهيه مواد طبيعي خالص و  اين روش. تبديل شده استدر شيمي تجزيه در 

ر صنعت نيز بسيار گسترده مي كاربرد كروماتوگرافي د. جداسازي تركيبات سنتز شده برخوردار مي باشد

. رود مواد اوليه و فرآورده هاي صنعتي شيميايي بكار مي ناليزآو در مقياس وسيعي در كنترل و  باشد

پزشكي و كشاورزي هم از اين روش بي بهره نبوده و تعداد كاربرد ها در اين  ،رشته هاي داروسازي

 .زمينه بسيار زياد مي باشد
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  كروماتوگرافي - 1- 1

  تاريخچه كروماتوگرفي 1- 2- 1

بوجود آمده است توسط يك گياه ) نوشتن( و گرافي ) رنگ(عبارت كروماتوگرافي كه از دو كلمه يوناني كروماتو 

يك روش جداسازي را گزارش كرد كه در  1906وي در سال  .[2]ابداع شده است Teswettشناس روسي بنام 

سپس با  و شدوارد ) كربنات كلسيم(اين روش عصاره گياهان استخراج شده به ستون پر شده از يك ماده جاذب 

، حاصل ندبودها اتر نفت، نوار هاي مختلف رنگي كه وابسته به انواع مختلف كلروفيل شستشوي آن بوسيله 

اين اثر خود دليل جداشدن گونه هاي مختلف كلروفيل را اختلاف تمايل آنها به جذب بر  تسوت در. ندگرديد

اص به كلروفيل ندارد بلكه تمام صتروي كربنات كلسيم دانسته و متذكر شده است كه چنين پديده اي اخ

ميلادي مورد توجه قرار  1931تا سال  Teswettهاي كار.كيبات رنگي ديگر نيز از اين حالت تبعيت مي كنندتر

كروماتوگرافي جذب سطحي را براي جداسازي و تهيه رنگ هاي پلي اني بكار برده و  Ledererنگرفت تا اينكه 

را  Teswettاين امر صحت پيشگويي . [2]از يكديگر شد βو αهاي ولين بار موفق به جداسازي كاروتن بعنوان ا

درباره امكان جداسازي مواد رنگي ديگر با استفاده از كرو ماتوگرافي جذب سطحي اثبات نمود و از آن به بعد 

پس از آن در سال  .كارهاي زيادي در زمينه جداسازي مواد طبيعي و سپس فرآورده هاي بيرنگ صورت گرفت

و  Martinقسيمي بين دو فاز مايع توسط تحول عظيمي در زمينه كروماتوگرافي با ارائه كروماتوگرافي ت 1941

Synge اين روش از اصول عملي و تئوري حاكم بر استخراج با جريان مخالف  در ارائه. [3]به وقوع پيوست

ي و روش كروماتوگرافي تقسيمي جايگاه بسيار ارزنده اي در زمينه بيو شيم بدنبال اين ابداع .كمك گرفتند

. روش كروماتوگرافي به صورت تصاعدي افزايش يافته تعداد جداسازي ها بو شيمي آلي براي خود بدست آورد 

كروماتوگرافي جذب سطحي  هاي تجزيه جبهه اي و گسترش با جابه جايي را درروش  Tezlius 1943در سال 

و . به تفضيل مورد مطالعه قرار داد و بدين ترتيب شيوه هاي جديدي از كروماتوگرافي ستوني را ابداع نمود

با ابداع روش جديدي از كروماتوگرافي بنام كروماتوگرافي تقسيمي  Jamesو Martin 1952خره در سال بالا
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اين روش كه به جداسازي تركيبات فرار . [4,5]مايع، جايزه نوبل در شيمي را به خود اختصاص دادند –گاز 

مشكلات پژوهشي و صنعتي پيدا را در زمينه مختلف شيمي و حل اختصاص داشت ميدان كاربرد بسيار وسيعي 

  .نمود

به طور كلي كروماتوگرافي يكي از مهم ترين روش هاي جداسازي و تشخيص در شيمي و شيمي  تجزيه در قرن 

اين روش اهميت بسيار ويژه اي در تهيه مواد طبيعي خالص و جداسازي تركيبات سنتز شده . اخير مي باشد

ي در صنعت نيز داراي اهميت زيادي است و در مقياس وسيعي در كاربرد كروماتوگراف. [6,7]برخوردار است

  .كنترل و تجزيه مواد اوليه و فراورده هاي صنعتي شيميايي بكار مي رود

  اصول كلي كروماتوگرافي -2-2- 1

  در كروماتوگرافي كلياتتعاريف و  2-1- 2- 1

مخلوط را بر اساس مهاجرت كمك آن مواد تشكيل دهنده يك ه كروماتوگرافي روشي است كه مي توان ب

از نظر تئوري بستر مهاجرت را در كروماتوگرافي . متفاوت آنها در طول بستر مهاجرت از يكديگر جدا ساخت

اين ستون مي تواند به شكل استوانه يا متوازي السطوح باشد . ستوني بنام ستون كروماتوگرافي تشكيل مي دهد

درست شده است و يك ماده سيال مناسب به صورت گاز يا مايع، اين كه از مواد جامدي به صورت پودر يا الياف 

ست روش را در مواردي كه بستر كروماتوگرافي داراي شكل استوانه اي ا .مواد را احاطه يا آغشته مي كند

نامند و چنانچه بستر كروماتوگرافي به صورت متوازي السطوح باشد روش را كروماتوگرافي ستوني مي 

. در تمام موارد، بستر جداكننده را دو فاز متفاوت بوجود مي آورد. نازك مي نامند ءكاغذي يا لايهكروماتوگرافي 

ناميده مي شود، فاز ديگر مايع يا  ساكندو فاز بر روي ستون كروماتوگرافي تثبيت شده و بنام فاز  يكي از اين

ده است در جهت معيني در حركت را كاملاً احاطه كر ر طول ستون و در حالي كه فاز ساكنگازي است كه د

  .است كه آن را فاز متحرك مي نامند
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 در در حالت كلي، روش اجراي كروماتوگرافي بدين ترتيب است كه ابتدا نمونه اي از مواد مورد جداسازي را

 در كروماتوگرافي(يا به صورت لكه كوچك ) در كروماتوگرافي ستوني(مبداء بستر جداكننده به صورت نوار باريك 

اين مبداء در كروماتوگرافي ستوني راس ستون مي باشد در صورتيكه در كروماتوگرافي . قرار مي دهند) مسطح

مناسب،  مقدار معيني از فاز متحركپس از عبور دادن  .يكي از دو انتهاي صفحه مي باشددر نزديكي مسطح 

در (و يا بصورت لكه هاي پي در پي ) ستوندر طول (مواد موجود در نوار يا لكه اوليه، به صورت نوار هاي متوالي 

در  .كه در اين مرحله يك كروماتوگرام رسم مي شوداز يكديگر جداسازي مي شوند) جهتي از صفحه

، تحت تاثير نيروي جاذبه و يا اختلاف فشار ساكن كروماتوگرافي ستوني، عبور فاز متحرك از خلال دانه هاي فاز

كروماتوگرافي مسطح حركت فاز متحرك بر اساس خاصيت موئينگي بستر انجام و در مورد  )با استفاده از پمپ(

  .مي گيرد

. مفهوم اساسي در تمام روش هاي كروماتوگرافي، توزيع نمونه بين دو فاز در هنگام عبور از داخل ستون مي باشد

داري هاي مختلف مي ه و در نتيجه باعث بازي با فاز ساكن داشتكنش هاي متفاوتبرهم مواد مختلف مورد تجزيه 

جداسازي ماده مورد تجزيه در داخل ستون بر اساس ميزان  .گيردكه در نتيجه آن جداسازي صورت مي  شود

در اين صورت براي هريك از گونه هاي جداشونده يك ثابت  .توزيع بين دو فاز غير قابل اختلاط صورت مي گيرد

  :است تعلق مي گيرد كه به صورت زير قابل نمايش) K(توزيع 

݇ ൌ
غلظت در واحد حجم فاز ساكن

غلظت در واحد حجم فاز متحرك    ሺ1ሻ      

  

اين پارامتر مشخصه خواص فيزيكي ماده مورد تجزيه است و به ساختمان ماده مورد تجزيه، ماهيت دو فاز و دما 

د و تركيباتي كه نشوتركيباتي كه داراي ثابت توزيع خيلي بالا باشند به مدت طولاني در ستون بازداري مي  .دارد

تركيبات بازداري نشده از ستون خارج  هداراي ثابت توزيع بسيار كم باشند به سرعت از ستون شسته شده و همرا
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براي جداسازي دو تركيب توسط يك سيستم بخصوص كروماتوگرافي بايستي ضرايب توزيع دو ماده . مي شوند

د و چنانچه بخواهند دو تركيب با بازداري يكسان را از يكديگر جداسازي كنند بايستي فاز نمتفاوت از هم باش

ثابت هاي توزيع دو تركيب مي گردد متحرك، فاز ساكن و يا دما را تغيير دهند كه در اين صورت باعث تغيير در 

از اين رو انجام . دنآي و متعاقباً زمان هاي بازداري با يكديگر متفاوت مي شوند و پيك هاي تيز بدست مي

جداسازي با استفاده از كروماتوگرافي بايد در شرايط بهينه صورت بگيرد كه براي برقراري شرايط بهينه بايستي 

  :دنعوامل زير در نظر گرفته شو

  .توانايي تركيب مورد نظر براي جداسازي از ساير تركيبات: قدرت تفكيك - الف

  .حساسيت لازم براي نمونه مورد نظر بهينه گردد -ب

  .زمان براي انجام يك جداسازي بايد مناسب باشد: زمان آناليز -ج

  روش هاي كروماتوگرافي دسته بندي -2-2- 2- 1

روش هاي كروماتوگرافي را مي توان بر اساس عوامل مختلفي طبقه بندي كرد كه در زير به آن ها اشاره مي 

  :كنيم

  ه هاي فيزيكو شيميايي حاكم بر كروماتوگرافيدبندي بر اساس پديدسته  - الف

سازي بر اساس تقسيم نابرابر اجسام بين دو فاز مايع و يا بين ادر اين روش جد: كروماتوگرافي تقسيمي - 1

 .دو فاز مايع و گاز انجام مي گيرد و قانون توزيع بر فرايند كروماتوگرافي حاكم مي باشد

جداسازي در اين روش از كروماتوگرافي بر اساس توزيع متفاوت اجسام : كروماتوگرافي جذب سطحي  - 2

بين يك فاز سيال و يك فاز جامد صورت مي گيرد كه توزيع اجسام از قوانين جذب سطحي تبعيت مي 

 .كنند
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باشد كه براي اين روش از كروماتوگرافي نوعي كروماتوگرافي تقسيمي مي : كروماتوگرافي مبادله يون  - 3

مي باشد  ساكنمبادله كننده يون فاز در اين روش . جداسازي و تشخيص گونه هاي يوني به كار مي رود

يون آناليت فاز متحرك حاوي يك يون مخالف آناليت است كه با  استكه به صورت مايع يا جامد 

 .تركيب شده و زوج يون تشكيل مي دهد

از جنس و تركيب فاز  ساكندر اين روش از كروماتوگرافي جنس و تركيب فاز : كروماتوگرافي طردي - 4

 .گاه نگهداري مي كنندوجود در داخل دانه هاي مواد تكيه متحرك بوده و آن را در داخل حفره هاي م

گاه هاي به تكيه  .كنديفا مي نقش اساسي در فرآيند كروماتوگرافي ا در اين روش تكيه گاه فاز ساكن

ساكن يا (دسته اول آن هايي هستند كه در تماس با فاز مايع . به دو دسته تقسيم مي شوند كار رفته

در صورتيكه دسته دوم شامل تكيه گاه هايي هستند كه داراي ) هاژل (آماس مي كنند ) متحرك

 .حفرات و منافذي با اندازه ثابت بوده و معمولاً آماس نمي كنند

  ان بستر مهاجرتاساس شكل و ساختم دسته بندي بر -ب

لاي يك صفحه ه فاز ساكن بر روي يك صفحه مسطح و يا در لابدر اين حالت : مسطح كروماتوگرافي - 1

يا اثر  جاذبهلاي فاز ساكن تحت تاثير نيروي ه كاغذ قرار داده مي شود كه در اينجا فاز متحرك از لاب

 .حركت مي كند گيمويين

باريك قرار دارد كه از داخل آن در اين حالت فاز ساكن در داخل يك ستون : كروماتوگرافي ستوني - 2

 .فاز متحرك تحت تاثير نيروي فشار عبور داده مي شود

  فاز ساكن ودسته بندي بر اساس نوع فاز متحرك  -ج

يك دسته بندي اساسي تر روش هاي كروماتوگرافي بر پايه انواع فاز هاي متحرك و ساكن و انواع 

سه گروه عمومي كروماتوگرافي . تعادل هاي درگير در انتقال مواد حل شده بين فاز ها بنا شده است
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وجود مايع، كروماتوگرافي گازي و كروماتوگرافي سيال فوق بحراني بر پايه نوع فاز هاي متحرك 

  . دارد

  كروماتوگرافي گازي -3- 1

در اين كروماتوگرافي گازي يكي از روش هاي جداسازي است كه براي آناليز نمونه هاي فرار استفاده مي شود 

روش نمونه ها تبخير و به ابتداي ستون كروماتوگرافي تزريق مي شوند و شويش توسط جرياني از گاز بي اثر از 

در اين روش بر عكس ساير روش هاي كروماتوگرافي، فاز متحرك با . جام مي گيردداخل ستون كروماتوگرافي ان

لكول ها از داخل ستون عمل مي مو حملمولكول هاي آناليت بر همكنش ندارد و فقط به عنوان وسيله اي براي 

فاز ساكن و فراريت  كنش ماده مورد تجزيه بابرهم كند و نگهداري آناليت ها در داخل ستون وابسته به ميزان 

 1جامد –كروماتوگرافي گاز : دو نوع كروماتوگرافي گازي وجود دارد فاز ساكن بر اساس نوع . آن مي باشد

(GSC)  2مايع –وكروماتوگرافي گاز(GLC).  

  جامد –كروماتوگرافي گاز -1- 3- 1

ا نتيجه جذب جامد بر پايه ي فاز ساكن جامدي بيان شده است كه در آن بازداري آناليت ه –كروماتوگرافي گاز  

و دنباله دار شدن پيك مولكول هاي قطبي يا فعال  نسبتاً شديدو به دليل بازداري  سطحي فيزيكي مي باشد

در بجز  روشاز اين رو اين  .، كاربرد محدودي دارد)جذب سطحي دمشخصه غير خطي بودن فرآين(هاي شويشي 

  .كاربرد زيادي نداردجداسازي برخي مولكول هاي گازي با جرم مولكولي كم، 

  مايع  –كروماتوگرافي گاز -2- 3- 1

                                                            
1 Gas-solid chromatography 
2 Gas- liquid chromatography 
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كه مبتكر كروماتوگرافي   Syngeو Martinتوسط  1941مايع كه اولين بار در سال  –مفهوم كروماتوگرافي گاز 

بر پايه تقسيم آناليت بين يك فاز متحرك گازي و يك فاز  و [3]مايع نيز بودند، پيشنهاد شد –تقسيمي مايع 

اين روش در دامنه وسيعي از تجزيه هاي شيميايي . مايع ثبيت شده بر سطح يك جامد بي اثر بنا شده است

از محدوديت هاي . داد كاربرد داشته و مي توان مقدار زيادي از تركيبات را توسط اين روش مورد مطالعه قرار

تجزيه اي در اين روش اين است كه ماده مورد تجزيه بايستي داراي فشار بخار مناسب بوده و در دامنه دماي 

ها، بيشتر مولكول هاي ز اين روش مي توان براي تمام گازاز اين رو ا .مورد استفاده از لحاظ حرارتي پايدار باشد

نمك هاي آلي و معدني و  قابل يونش استفاده كرد ليكن اين روش براي آلي با اندازه هاي كوچك و متوسط غير

ري و قدرت تفكيك، انتخاب گ بااين روش يك روش تجزيه اي ساده و . يا ماكرو مولكول ها كاربرد ندارد

به عنوان تنها روش جداسازي  دستگاهي قلمداد مي  HPLC٣و تا قبل از روش  حساسيت بالايي برخوردار است

مايع كه بر آن پديده تقسيم حاكم است مورد مطالعه قرار مي  –اين مطالعه تنها روش كروماتوگرافي گاز در . دش

  .  گيرد

  مايع  –اصول نظري كروماتوگرافي گاز  -2-1- 3- 1

تعيين ضريب  .بين دو فاز ساكن و متحرك مي باشدتقسيم آناليت مايع كه بر پايه ي  –كروماتوگرافي گاز 

از تقسيم غلظت كل آناليت در فاز مايع  GLCدر  ضريب تقسيم. اهميت ويژه اي دارد از لحاظ نظري تقسيم

 :بدست مي آيد) فاز متحرك(بر غلظت كل آن در فاز گازي ) فاز ساكن(

                                                            
3 High-performance liquid chromatography 
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اين رو مقدار نمونه آزمايشي در اين فاز بسيار  نظر بر اينكه مقدار مايع در كروماتوگرافي گازي بسيار كم است از

نمايش داده مي شود در محاسبات  kظرفيت كه با  فاكتورمحدود مي باشد و مي توان بجاي ضريب تقسيم از 

  : كمي استفاده كرد

 

ر دكي از نمونه آزمايشي را وماتوگرافي در روي ستون مقدار كوچدر اين روش نيز همانند ساير روش هاي كر

پس از . در مي آيد گازكه بلافاصله در دماي داخل ستون به صورت ابتداي ستون كروماتوگرافي تزريق مي كنند

 يتوزيع هر يك از اجزا .شده و در نهايت يك كروماتوگرام رسم مي شود حملتزريق، نمونه توسط فاز متحرك 

گوسي مي  توزيعع طبيعي بوده و شكل منحني شويش به صورت نمونه جداسازي شده در ستون به صورت توزي

مطرح مي باشد كه  (tR) 5، كميت ديگري بنام زمان بازداري(VR) 4در اين روش علاوه بر حجم بازداري .باشد

ه در مورد يك آناليت فاصله بين لحظزمان بازداري  .اين كميت از نظر عملي از ارزش بيشتري برخوردار است

روابط زير ارتباط حجم و زمان  .نحني شويش مي باشدمابتداي ستون و لحظه ظهور پيك  درتزريق آن آناليت 

  :بازداري را بيان مي كنند

  

سطح مقطع ستون بر حسب سانتي متر مربع  S ت گاز بر حسب سانتي متر بر ثانيه وسرع vكه در رابطه بالا، 

سرعت گاز در ستون قابل اندازه گيري نيست بنابراين در روابط به جاي آن معمولاً سرعت جريان گاز . مي باشد

 .ه گيري مي شودزتجربي اندا تخارج شده از ستون به صور
                                                            
4 Retention volume 
5 Retention time 
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  GLCقبل از  آماده سازيكاربرد روش هاي  - 4- 1

. دنروشهاي تجزيه اي سريع، دقيق، صحيح و حساس از مباحث حائز اهميت مي باشدر سالهاي اخير توسعه ي 

تحمل س نمونه ها را بطور كعليرغم پيشرفتهاي تكنولوژيكي زياد، اغلب دستگاه هاي تجزيه اي نمي توانند ماتري

ند تجزيه اي و در نتيجه مرحله آماده سازي نمونه معمولا ً وجود دارد و يك مرحله ي ضروري در فراي نمايند

براي آناليز مقادير ناچيز تركيبات . بسته به نوع نمونه روشهاي مختلفي براي آماده سازي آن وجود دارد. است

آلي، اين مرحله عمدتا ً شامل استخراج است كه براي جدا كردن تركيبات مورد نظر از ماتريكس نمونه و تغليظ 

 - از استخراج مايع ت استن روش آماده سازي نمونه عبارعمومي تري. تركيبات مورد نظر بكار گرفته مي شود

تيمار براي جداسازي و اي به عنوان يك تكنيك پيش مايع به طور گسترده -استخراج مايع .(LLE)[8] 6مايع

با اين وجود اين تكنيك داراي . شود هاي آبي براي تركيبات آلي و معدني استفاده مي تغليظ آناليت در نمونهپيش

ضعف از جمله تشكيل امولوسيون، استفاده از حجم زياد حلال، گراني روش و دشواري در اجراي نقطهچندين 

رويكردهاي بودن با توجه به مشكلات و معايب اين روش از جمله وقت گير و خسته كننده  .باشد روش مي

و سپس ميكرو استخراج با  (SPME) 7ديگري مورد بررسي قرار گرفته و روش هاي ميكرو استخراج با فاز جامد

  .توسعه پيدا كرد (DLLME) 9مايع پخشي - و همچنين ميكرو استخراج مايع (SDME) 8تك قطره

  ي در مورد روش هاي ميكرو استخراجكليات - 5- 1

علي رغم پيشرفت هاي چشم گير در زمينه تكنولوژي دستگاه هاي تجزيه اي، اما هنوز هم اكثر دستگاه ها قادر 

از اين رو قبل از آناليز نمونه ها يك مرحله پيش تيمار  .نمونه هايي با ماتريكس پيچيده نمي باشندبه آناليز 

لازم  و تبديل آناليت ها به فرمي كه با دستگاه تجزيه اي قابل انطباق باشد،ها  و تغليظ آناليتجهت تميز سازي 

شامل انتقال اين روش . دفاده مي شجهت آماده سازي استمايع اولين روش بوده كه  –استخراج مايع  .است
                                                            
6 Liquid-liquid microextraction 
7 Solid-phase microextraction 
8 Single drop microextraction 
9 Dispersive liquid liquid microextraction 
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اما اين روش به دليل مصرف زياد حلال هاي  .آناليت از محيط آبي به يك حلال غير قابل اختلاط با آب مي باشد

آلي و تشكيل امولسيون در حين استخراج از روش هاي گران، زمان بر و آلوده كننده محيط زيست قلمداد مي 

كاهش مصرف حلال جهت كاستن هزينه هاي آناليز و كاهش مضرات آن ها در طبيعت با ابداع روش . شود

يك محلول را از   فاز جامدبا روش استخراج در .  [10-9]تعديل شدتا حدودي   (SPE)10استخراج فاز جامد

دي وينيل بنزن و يا ذرات سيليكاي  -  ذرات جامد متخلخل از قبيل استايرن دارايميان لوله كوچك پر شده 

پس از  .استخراج مي گردند دارند،كه با فاز جامد  يكنشبرهمبا  هامعمولاً آناليت. دهندپيوندي عبور مي

ها با حجم كوچكي از يك محلول و يا يك حلال مناسب واجذب شده و شستشوي مختصر كارتريج، آناليت

از مزاياي اين  .گيرداي مورد استفاده قرار ميبي جهت آناليز با ساير روشهاي تجزيهبخشي از اين محلول واجذ

مايع، استفاده از فاز جامد جاذب، فاكتور  –روش مي توان به مصرف كم حلال هاي آلي نسبت به استخراج مايع 

هاي تغليظ بالا، امكان تغليظ نمونه هاي رقيق شده، امكان استفاده آسان و امكان استفاده از حلال هاي بيشتر 

اينكه اين روش تا حدودي مشكلات مربوط به  با. براي شستشو آناليت هاي جذب شده به كارتريج مي باشد

مايع را جبران كرده است اما اين روش هم نياز به مراحل متعدد دارد كه اين امر باعث شد  –استخراج مايع 

اولين روش ميكرو استخراج تحت عنوان ميكرو . وش هاي ميكرو استخراج باشندرپژوهشگران به دنبال انجام 

هاي نيمه  بر اساس اين روش آناليت. [11]و همكارانش صورت گرفت Pawlizynاستخراج فاز جامد توسط 

پوشيده شده با يك لايه نازك از يك فايبر به سطح قطبي يا غير قطبي از داخل يك نمونه مايع يا نمونه گازي 

توان ها در فاز جامد جمع شده و مي مزيتي كه اين روش دارد عبارت است از اينكه آناليت .مي شوند پليمر جذب

اين روش استخراج با استفاده از مقدار خيلي كم . تزريق كرد آنها را درون يك دستگاه كروماتوگرافي براي آناليز

ي گرم يك توان به كورهشود سپس فايبر را ميآناليت طي جذب به داخل فايبر پوشانده شده با سيليكا انجام مي

استخراج فاز جامد سرنگ اصلاح اساس ميكرو. شودكروماتوگرافي تزريق كرد كه آناليت در اثر حرارت واجذب مي

سيليكان يا برخي پليمرهاي ديگر ي يك فازي از پليوسيله باشد، يك فايبر سيليكاي گداخته شده بهمي دهش

                                                            
10 Solid phase extraction 
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باشد كه با  اي از فاز استخراجي مي در ميكرواستخراج با فاز جامد فايبر حجم كوچك و ويژه. پوشانده شده است

بايد،  آن به سوزن سرنگ امتداد مي هاي با تحمل دمايي بالا درون لوله زنگ نزن كوچك كه انتهايچسب

هاي شود سپس در مورد نمونه فايبر شكننده ابتدا درون سوزن سرنگ خودبند محافظت مي. شود چسبيده مي

نمونه . شوددقيقه فرو برده مي 2-15ي زماني حدود  مايع، فايبر پوشش داده شده درون محلول براي يك دروه

و . گرددبر به درون سوزن برگردانده و سوزن از ظرف نمونه خارج ميبه داخل فايبر جذب سطحي شده سپس فاي

فايبر در . شود در اين مرحله سوزن حاوي آناليت استخراج شده به درون ورودي كروماتوگرافي تزريق مي

ي تزريق از درون محافظش خارج شده و سپس گرما باعث واجذب نمونه از فايبر گردد و آناليت در راه  محفظه

اين روش نسبت به روش هاي قبلي از مزايايي چون مصرف  .شود ستون باريك كروماتوگرافي متمركز ميورودي 

ها، ظريف بودن اما با اين حال گران بودن فايبر بسيار كم حلال و فاكتور هاي تغليظ بالا برخوردار مي باشد

هاي آلي در كم كردن حجم حلال. ها از معايب اين روش به شمار مي رودبرها و اثر حافظه در مورد فايبرفاي

استخراج با تك از جمله اين روش ها  .هاي جديدي شدوجود آمدن تكنيكه مايع سبب ب - روش استخراج مايع

در  .[12]و همكارانش به عنوان يك روش جديد ميكرو استخراج معرفي شد Dasguptaتوسط است كه قطره 

آناليت ها استفاده مي  اين روش از يك حلال به صورت تك قطره آويزان از انتهاي يك سوزن به منظور استخراج

در تماس با فضاي فوقاني  اخل محلول حاوي آناليتدر اين روش تك قطره آويزان شده در تماس به د .شود

از . استخراج مي شونددر اين صورت آناليت ها به داخل حلال استخراج كننده قطره . محلول قرار مي گيرد

مزاياي اين روش مي توان به استفاده از حلال هاي مختلف جهت استخراج و مصرف بسيار كم حلال آلي اشاره 

معايبي چون ناپايداري قطره استخراج كننده در انتهاي سوزن و  اما اين روش هم مانند ساير روش ها داراي .كرد

از طرف ديگر در اين روش استخراج كامل صورت نمي گيرد مگر اينكه حجم نمونه  .استلاني وزمان استخراج ط

و همكارانش با ابداع يك  Assadi 2006تا اينكه در سال  .كم باشد كه اين امر يك ايراد بزرگ قلمداد مي شود

بسياري از مشكلات مربوط  (DLLME)مايع پخشي  –بنام ميكرو استخراج مايع روش جديد ميكرو استخراج 

اساس اين روش بر پخش شدن يك حلال استخراج . [13]به روش هاي قبلي ميكرو استخراج را جبران كردند
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استون  قابل اختلاط با آب مانند متانول، استونيتريل،كننده غير قابل اختلاط با محلول آبي توسط يك حلال آلي 

از مزاياي اين روش به سريع بودن، ارزان بودن، مصرف كم حلال آلي و فاكتور هاي . و اتانول استوار مي باشد

  .اشاره كردمي توان تغليظ بالا 

  مايع پخشي –ش ميكرو استخراج مايع اصول كلي رو -6- 1

يك حلال  در مرحله اول .مايع پخشي در حالت كلي از دو مرحله تشكيل مي شود –روش ميكرو استخراج مايع 

حلال استخراج كننده با يك حلال آلي  از آب به عنوانيا كمتر آلي غير قابل اختلاط با آب با دانسيته بيشتر 

به سرعت ها سپس اين مخلوط به داخل محلول حاوي آناليت . دمانند متانول مخلوط مي شو قابل اختلاط با آب

شوند و با سرعت در نمونه تزريق شوند كننده مخلوط ميكننده و پخشهنگامي كه فاز استخراج. تزريق مي شود

كننده  ويژگي امولوسيون .شودهاي امولوسيوني ابر مانند ميشود كه باعث ايجاد قطرهيك آشفتگي ايجاد مي

استخراج بر هاي ع پخشي يك نقش قوي در جداسازي سيستمماي .ها تأثير داشته باشدتواند روي اندازه قطرهمي

و  خطيي حد واسط بزرگ منجر به انتقال جرم كند كه به خاطر ناحيهبازي ميشيميايي واكنش اساس انجام 

حلال منجر به پخش خوب به وجود مي آيد آشفتگي كه در فاز آبي . شودو افزايش سرعت واكنش ميسريع 

كننده و  حلال استخراجي سطح بين ي ابري ناحيهبعد از تشكيل نقطه .مي شود ي آبيكننده در نمونهاستخراج

در اصل  .شودو زمان جداسازي بسيار كوتاه ميحاصل شده ي آبي بسيار بزرگ شده و بنابراين تعادل سريع نمونه

لول ابر مانند در ته بعد از سانتريفوژ مح. مايع پخشي است –اين يك توسعه اصلي در روش ميكرواستخراج مايع 

شماي كلي  2- 1در شكل .شوداي مناسب استفاده ميهاي تجزيهشود و براي تكنيكي مخروطي ظاهر ميلوله

  :مايع پخشي نشان داده شده است –استخراج مايع 
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  مايع پخشي –نمايش مراحل ميكرو استخراج مايع  ):1-2(شكل

  :عبارت اند از ،مي باشنددراين روش عواملي كه بر كارايي استخراج موثر 

 نوع حلال استخراج كننده -

 نوع حلال پخش كننده -

 حجم حلال استخراج كننده -

 حجم حلال پخش كننده -

 تاثير نيروي يوني -

 حجم نمونه اوليه -

 دماي استخراج  -

 زمان استخراج -

ب نوع حلال در اين بين انتخاب نوع حلال استخراج كننده از اهميت بسيار ويژه اي برخوردار مي باشد و انتخا

پخش شدن توسط  نسبت به آب، قابليت متفاوتها، دانسيته قابليت استخراج آناليت استخراج كننده بر اساس 
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. و شرايط مناسب كروماتوگرافيكي صورت مي گيرد ، حلاليت پايين در داخل محلول آبيحلال پخش كننده

معمول ترين نوع از حلال استخراج كننده شامل حلال هاي كلره مانند كلروفرم، تترا كلريد كربن، تترا كلرواتان 

پخش كننده هم پارامتر مهم قابليت انحلال آن درمحلول آبي حاوي  مورد حلال در. مي باشد... و تولوئن، هگزان 

تانول، استون، حلال استخراج كننده مي باشد كه از معمول ترين نوع اين حلال ها مي توان به متانول، اليت و اآن

حجم حلال پخش كننده بر كيفيت پخش شدن حلال استخراج كننده  .هيدروفوران اشاره كرداستونيتريل و تترا

ر پخش شود در اين صورت كارايي از اين رو هر چه حلال استخراج كننده بهت. در داخل محلول آبي تاثير دارد

موثر است و با نيز حجم حلال پخش كننده بر ميزان قطبيت فاز آبي از طرف ديگر . ج نيز بيشتر مي شوداستخرا

قطبيت فاز آبي كاسته مي شود از اين رو حلاليت آناليت ها در داخل فاز آبي از افزايش حجم حلال پخش كننده 

  .دنروش بايد حجم حلال استخراج كننده و حلال پخش كننده بهينه شو رو در اين ناز اي. بيشتر مي شود

در اين روش زمان استخراج عبارت است از مدت زمان ما بين تزريق مخلوط حلال هاي استخراج كننده و پخش 

و چون در اين روش حلال استخراج كننده به صورت قطرات بسيار انجام سانتريفيوژ مي باشد كننده تا قبل از 

در داخل محلول آبي پخش مي شود از اين رو سطح تماس بسيار بزرگ است و اين سطح تماس بزرگ  يريز

مي شود كه انتقال آناليت ها به داخل حلال استخراج كننده بسيار سريع صورت بگيرد و زمان استخراج  باعث

  .ه باشدابسيار كوت

 DLLMEمزاياي روش  -1-6-1

 :موارد زير اشاره كرداز مزاياي اين روش مي توان به 

 كار با اين روش آسان است  - ١

 .باشدمي كوتاهزمان استخراج  - ٢
 .ارزان قيمت است - ٣
 .بالا استنسبتاً اين روش  راندمان استخراج - ۴
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 .دنباشسازي بالا ميفاكتورهاي غني - ۵
پخشي  مايع -ها براي سه روش ميكرواستخراج مايعاز نمونهها ي سرعت استخراج آناليت مقايسه )2- 1( جدول

دهد كه زمان استخراج مربوط به ميكرواستخراج با فاز جامد و ميكرواستخراج با فاز مايع را نشان مي

  .باشدها بسيار كمتر ميمايع پخشي نسبت به ساير روش -ميكرواستخراج مايع

  مقايسه زمان استخراج روش هاي مختلف ميكرو استخراج ):2- 1(جدول

 روش استخراج زمان استخراج منابع

دقيقه 60 [14-16]  SPME 

دقيقه 20  [17-19]  LPME 

 DLLME  در حد چند ثانيه  [20-24]

  

  در روش ميكرواستخراج مايع مايع پخشي پارامتر هاي كمي - 7- 1

در اين روش فاكتور تغليظ به صورت نسبت غلظت آناليت ها در فاز ته نشين شده به  :فاكتور تغليظ -1- 7- 1

  : غلظت آناليت ها در نمونه اوليه تعريف مي شود كه به صورت زير نشان داده مي شود

  .غلظت آناليت در نمونه اوليه مي باشد C0غلظت آناليتدر فاز ته نشين شده و  CSedكه در اين رابطه  

استخراج با استفاده از رابطه  راندمان :استخراج  راندمان -2- 7- 1

  :زير بدست مي آيد
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                                                                  (6) 

  

                       (7) 

n0   :  مقدار كلي آناليت  

 sedn  : شده استخراجي نشينفاز تهمقدار آناليت در 

    11ها قارچ كش - 8- 1

. مي شوند   قارچ 12د كه سبب مرگ يا از بين رفتن پرگنهنلاق مي گردطدر اصطلاح به تركيباتي ا هاقارچ كش 

تركيباتي شبه قارچ كش مي باشند كه بدون از بين بردن قارچ سبب توقف رشد و يا مانع  fungistaticمواد 

ي در برخي از موارد اين تركيبات سبب افزايش توان دفاعي گياه در مقابل قارچ بيمار. زايي آن مي شوند بيماري

 Prevost 1805در سال . از اوايل قرن نوزدهم به طور عملي از قارچ كش ها استفاده شده است .نيز شده اند زا

گوگرد را براي  Forsyth 1807در سال . كات كبود را براي كنترل سياهك پنهان گندم بكار برده است محلول

جهت كنترل  Bordeaux مخلوط 1882در سال . رار داده استبيماري سفيدك پودري هلو مورد استفاده ق

در سال . ندتركيبات آلي جيوه وارد بازار شد 1914در سال . مو مورد استفاده قرار گرفتدرخت سفيدك كركي 

تركيبات سيستميك وارد بازار  1965در سال . به خواص قارچ كشي دي تيوكاربامات ها پي برده شد 1932

LC50و  13LD50ژه هاي وا. داردطرز تاثير يك ماده ارتباط مستقيم با كاربرد آن  .شدند
كارايي  در مورد ميزان 14

يك تركيب شيميايي  از 15به مقدار دوز LD50كميت  .بكار مي رودقارچ هاي مولد بيماري تركيبات سمي بر 

به غلظتي از تركيب شيميايي LC50 ولي . را بكشد از يك قارچلاق مي شودكه پنجاه درصد جمعيت زنده اط

                                                            
11 Fungicides 
12 colony 
13 Lethal dose 50% 
14 Lethal concentration 50 % 
15 Dose 
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