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د

و تشكرت  قديم

بر خود لازم مي دانم از تمامي عزيزاني كه در راه رسيدن به اين مرحله بنده را راهنمايي وياري نموده اند كمال

و قدرداني را انجام دهم ا. تشكر و به خصوص از جناب آقاي دكتر تبار حيدر، ناب آقاي دكترجستاد راهنما

.، استاد مشاور كه همواره در تمام مراحل انجام پروژه همراه ومشوق بنده بوده اندزادمرد

و براي يكايك آنها همچنين از اساتيد محترمي كه افتخار شاگردي در محضر آنها را داشته ام قدرداني مي كنم

و بهروزي از درگاه خداوند منان دار .مآرزوي سعادت

ااز تمام كسان و كارمند بنده را در پيمودن ن راه ياري نموده اند از صميم قلبيي كه به عنوان هيات علمي، مربي

.قدرداني مي كنم

خ و مهندس و آقايان حمايتهاي بي دريغ مهندس قشقايي و از مهندس سيلسپور ورشيد فراموش نشدني است

و محمد اقتداري، اصغر نجفي، حميدرضا بني هاشمي، و از خانم ها نخشب، خليلي، انتظاري  علي خواجه اميري

.و براي آنها آرزوي موفقيت دارمتمام عزيزاني كه به نحوي بنده را ياري نموده اند كمال تشكر را دارم

و خانواده گراميم تقديم مي كنم .در آخر، اين پايان نامه را به پدر مرحوم وفداكارم، مادر مهربانم، همسر عزيزم



ه

 چكيده

و تنظيم كننده فعاليتهاي حياتي بدن ميباشد،برهمگان آشكار اهميت آمينواسيدها به عنوان سازنده پروتئينها كه سازنده بدن جانداران

با اين تفاسير آناليز. از طرفي اسيدهاي آمينه كاربرد گسترده اي درصنايع غذايي، پزشكي، دارويي، شيميايي وغيره دارد.است

اسيدها از اهميت خاصي بر خوردار است ويكي از تكنيكهاي آناليز اين تركيبات كروماتوگرافي مايع فاز معكوس بوده كه قلب آمينو

كاليكس آرن به عنوان فاز ساكن در كروماتوگرافي مايع توجه.فاز ساكن آن ميباشد اين تكنيك ستون كروماتوگرافي وبه تبع،

س آرن يك مولكول ماكروسيكل مي باشد كه از واحدهاي فنل ساخته شده كه از كاليك.محققان رابه خود جلب كرده است

علت تمايل به كاليكس در سالهاي اخير براي جداسازي شيميايي در تجزيه،. موقعيت اورتو توسط پلهاي متيلن بهم وصل شده است

در اين كار دو تا از مشتقات جديد.دتوانايي آن درتشكيل كمپلكس با مولكولهاي خنثي به مانند مولكولهاي باردار ميباش

و به عنوان فاز ساكن بر روي سيليكاژل طبق]4[كاليكس شدروشآرن سنتز وشناسايي شد . زير پيوند داده

ي آناليز جداسازي  ميسر با استفاده از فازهاي ساكن سنتزي)تريپتوفان،لوسين،والين،پرولين وهيستيدين( آمينواسيدپنجو در مرحله

و آلكيل بنزنها نيز مي باشند اين در ضمن.گرديد . فازهاي ساكن سنتزي قادر به جداسازي پلي آروماتيكها

 آمينواسيد- كاليكس آرن- فاز ساكن-كروماتوگرافي مايع فاز معكوس:كلمات كليدي
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و مطالعات علمي1  مباني

ب1-1 ا كارايي بالاكروماتوگرافي مايع

بر1-1-1  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالامقدمه اي

ظهور كروماتوگرافي مايع منجر به پديد آمدن تكنيك ظريف كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا در اوايل

، توسط]1[ مرور شده است1اي توسط برزكين ها همانطور كه در مقاله دهه شصت شده است اساس اين پيشرفت

و در نهايت باعث پيشرفت در كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا تا به امروز شده پايه2اسويت تي ريزي شده است

ها پيدا كرده است به طوري كه به ابزاري غيرقابل اي در بين تكنيك است، اين تكنيك كاربردهاي گسترده

جز تركيباتي كه خيلي فرار هستند اينبه.پوشي در آزمايشگاههاي آناليزكننده جديد تبديل شده است چشم

توان براي آناليز تركيباتي با گستره وزن مولكولي خيلي پايين تا بالا به كار برد علاوه بر اين تكنيك را مي

دهد تا با كمك تعداد زيادي از تكنيكها بتواند كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به آناليزگر اين امكان را مي

 
1 Berezkin 
2 Tswett 
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و خواص يونيته آنها از قبيل هيدرفوبيسي ويژگيهاي مولكوليتركيباتي را كه از، قطبيت شان با هم تفاوت دارند

و تقريباً در تمام حوزه.]2-3[هم جدا كند هاي شيمي تجزيه اين تكنيك به خوبي مورد پذيرش قرار گرفته است

سم. كاربرد دارد غ شناسي، صنايع داروسازي، محيط در بيوشيمي، و در بسياري از زيست، شيمي و پليمر ذايي

 جداسازي تبديل شده هاي ديگر كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به بهترين گزينه براي حل مشكلات حوزه

و تهيه است علاوه بر كاربرد اين تكنيك به عنوان يك تكنيك آناليزي، محبوبيت اين تكنيك در بدست آوردن

چه مواد خالص در مقياس ميلي و چه در صنعت در حال افزايش استگرم تا گرم نهايتاً.]4[ در آزمايشگاه

از در اندازهHPLCتكنيك  و پيشگويي ويژگيهاي فيزيكو شيميايي مولكولها ليقگيري و ثابتپبيل هاي وفيليسيته

و تفكيك مي.]�-�[ نيز كاربرد پيدا كرده است اتصال توان به چندين روش كروماتوگرافي با كارايي بالا را

:جداسازي مختلف تقسيم كرد

3الك مولكولي-

4 تعويض يوني-

5 كروماتوگرافي مايع فاز نرمال-

6 كروماتوگرافي مايع فاز معكوس-

و فاز معكوس1-1-2  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

با يعني كروماتوگرافي مايRP-HPLCترين تكنيك كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا، محبوب ع

ميوكارايي بالا و كاربردهاي هاي زيادي درت يك منجر به پيشرفتمعرفي اين تكن. باشد فاز معكوس حقيقات شد

 
3 Size exclusion 
4 Ion exchange 
5 Normal phase liquid chromatography 
6 Reversed-phase high performance liquid chromatography 
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و در بسياري از زمينه. اين تكنيك هنوز هم ادامه دارد هاي شيمي قابليت جداسازي اين تكنيك بسيار بالا بوده

ميتقريباً تمام. تواند مورد استفاده قرار بگيرد تجزيه مي . توان با اين تكنيك جداسازي كردي مولكولها را

و جفتبفاكتورهاي بسيار متفاوت جداسازي در اين تكنيك كه بر اساس بر هم كنشهاي هيدرفو ي، هيدرفيليك

و همچنين اثرات  باشند همراه با تعداد بالاي فازهاي ساكن موجود با كيفيت بالا،مي مولكولياندازهشدن يونها

ميمحبوبيت بالا كم. دهندي اين تكنيك را توضيح و مي علاوه بر اين آب نيز كه يك حلال غيرسمي باشد هزينه

تخمين زده. باشد ها را تشكيل ميدهد دليل مهم ديگري براي تمايل به اين تكنيكميو اغلب بخش اصلي شوينده

ميتشRP-HPLCها را تكنيك HPLC درصد تمام90شود كه در حال حاضر تقريباً مي شاهد. دهد كيل

 نوع فاز ساكن مختلف كه براي اين تكنيك 300 وجود تقريباً RP-HPLCديگري براي محبوبيت بسيار زياد 

 يورو فروخته 300در سر تا سر جهان با قيمتي با ميانگين HPLCهر ساله حدود پانصد هزار ستون. اند سنتز شده

از(بيشترين. شود مي را) درصد80بيش ميRP-HPLC ستونهاي اين ستونها ]7[.دهند تشكيل

و دستگاهوريروشاساس1-1-3

 روشاساس1-1-3-1

و فاز معكوس  يك تكنيك قدرتمند جداسازي است(RP-HPLC)كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

شد كه اساس آن بر هم ميهكنش جسم حل :باشد، با دو فاز

 فاز ساكن-1

 فاز متحرك-2

كه- شد فاز ساكن ميژو معمولاً حاوي سيليكاهاز ذرات بسيار ريزي تشكيل باشند در يك ستون فلزيل
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مي نزن استوانه زنگ .شود اي شكل پكت

مي- ف فاز متحرك معمولاً تركيبي از دو حلال  حاوي يك حلال يا چند حلالقطباشد البته ممكن است

.باشد

]٨-٩[ دستگاهوري1-1-3-2

مي،پمپ، انژكتور، ستون شامل RP-HPLCدستگاهوري و سيستم اطلاعاتي .باشد دتكتور

و تكرارپذير از بين ذرات فاز ساكن به كار-  پمپ به منظور به جريان انداختن فاز متحرك با مقادير دقيق

و با فشاري معادل مي psi�٠٠٠تا�٠٠ميرود كند علت استفاده از فشار بالا اين است كه فاز ساكن پر شده كار

و ذرات آن محكم بهم فشرده شدهدر ست  فاز متحرك از ميان فاز ساكن عبوردادناند كه جهت ون بسيار ريز است

.باشد اين فشار لازم مي

م- ميكاني ستون مي است كه در آن جداسازي انجام و فاز ساكن در درون آن قرار .گيرد شود

مي انژكتور به منظور تزريق نمونه به داخل فاز متحركو تبعاً- .رود ابتداي ستون به كار

مي- و آناليز اطلاعاتي به كار .رود سيستم اطلاعاتي براي ثبت كروماتوگرام

مي را نشان دتكتور كه تفاوت حضور تركيبات در فاز متحرك-  كندو اطلاعات آن را تبديل به سيگنال

ميو از چندين نوع ]10[:باشد كه مهمترين آنها عبارتند

7نانس مغناطيس هسته دتكتور رزو-1

7 Nuclear magnetic resonance detector 
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UV دتكتور-2

MS دتكتور-3

8هدايت سنجي دتكتور-4

9ضريب شكست دتكتور-5

 CLN10 دتكتور-6

 ELS11 دتكتور-7

و فازهاي ساكن براي1-1-4  HPLCنياز به سوبستراها

ميHPLCكيفيت فازهاي ساكن و شيميايي آنها تعيين في با ويژگيهاي فيزيكي زيكي از قبيل شود ويژگيهاي

و اندازه حفره و اندازه ذرات اي راندمان هاي ذرات در حد قابل ملاحظه تخلخل، مساحت سطح مخصوص، شكل

مي پر شدن ستون را تحت و شيمي. دهند تاثير قرار ويژگيهاي شيميايي كه ناشي از ويژگيهاي سوبسترا هستند

و گزينش ميپذيري كاربردي اتصال سطح، اساس مباحث بازداري .دهند را شكل

و پر كردن ستونهاي از مورد بررسي قرار گرفتهHPLCدر طول سه دهه اخير چندين سوبسترا براي تهيه اند

و كربن مهم مي ترين آنها اكسيدهاي معدني، پليمرها و. باشند ها تعداد كمي از اين مواد از قبيل برخي كوپليمرها

دبها به خودي خود خصوصيات هيدروفو كربن مييك و آنها را به توان بدون هيچ ارند گونه اصلاح شيميايي

ولي اغلب فازهاي ساكن كه در حال حاضر موجودند از سوبستراهاي. عنوان فاز ساكن مورد استفاده قرار داد

 
8 Conductivity detector 
9Refractive detector  
10 Chemiluminescent nitrogen detector 
11 Evaporative light scattering detector 
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و شيميايي خاصي را داشته. شوند اصلاح شده ساخته مي و فازهاي ساكن بايد ويژگيهاي فيزيكي سوبستراها

چنين موادي بايد مقاومت مكانيكي كافي. به عنوان فاز ساكن استفاده كرد HPLCان از آنها در باشند تا بتو

و يا تغيير شكل دادن تحمل كنند به HPLCداشته باشند تا بتوانند فشار بالاي ستون   را بدون شكسته شدن

و قطر ذرات بايد در يك محدو اي تحت كنترل باشددهعلاوه ويژگيهاي فيزيكي از قبيل اندازه حفره، تخلخل

در اين ميان تخلخل اهميت بالايي دارد چون. تا سازنده ستون بتواند در توليد خود تكرارپذيري داشته باشد

و همچنين همراه با پارامترهاي ديگر گزينش تعيين و بازداري را نيز تحت كننده مساحت كلي است تأثير پذيري

ميشيمي كه در ساخت.]11-12[دهند قرار مي و اصلاح شيميايي اين مواد به كار رود بايد كيفيت سوبستراها

و اين در حالي است كه يك حداقلي از ثبات شيميايي در مقابل شوينده در بالايي داشته باشد هاي مختلفي كه

HPLC مي مي به كار هايي با راندمان بالا علاوه بر اين براي داشتن ستون. باشد روند يك نياز اساسي

و فازهاي ساكن به هنگام تماس با شويندهسوبست و داشته باشند راها .ها نبايد چروكيدگي يا تورم

و فازهاي با و فازهاي ساكن موجود سيليكاها ايه سيليكا ويژگيهاي برتري در مقايسه با موادپدر بين سوبستراها

و تقريباً مي مي. باشندميHPLCآل براي فازهاي ساكن توان گفت كه موادي ايده ديگر دارند به سيليكا را توان

و از آن مي و ساخت آن به خوبي كنترل شده است با شكلي بسيار خالص سنتز نمود توان تعداد زيادي سوبسترا

حتي سوبستراهاي سيليكا كه بسيار متخلخل باشند نيز. ويژگيهاي فيزيكي به خوبي تعريف شده بوجود آورد

درو در شويندهقدرت مكانيكي كافي را دارا هستند  . شوند دچار تورم يا چروكيدگي نميHPLCهاي معمول

و اين موضوع منجر به توليد تعداد زيادي از فازهاي ساكن با شيمي اتصال سيليكا به خوبي شناخته شده است

اند كيفيت بالا شده است اين فازها طيف وسيعي از ليگاندهاي آلي گوناگون را كه به انواعي از سيليكا چسبيده

مي شامل مي و در جدا سازي مولكولهاي مختلف مورد استفاده قرار .]13[گيرند شوند
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 فازهاي ساكن با پايه سيليكا1-1-5

و گوناگوني سنتز مي  يك گروه از اين فرايندها.]14[ شوند امروزه سوبستراهاي سيليكا با فرايندهاي متعدد

ميشوند كه از سيليكاتها از سنتزيك هيدروژل شروع مي و آلكوكسي سيلانها بوجود  از چنين.]15[ آيندي معدني

و غربال كردن معمولاً يك سوبستراي هيدروژلهايي يك زروژل بوجود مي آيد كه پس از آسياب كردن مناسب

مي. آيد سيليكا با شكل نامنظم پديد مي و تخلخل باشند به علاوه اين چنين موادي معمولاً داراي سطح نسبتاً زياد

و شكل نامنظم در حفرات هستندسوبس از. تراها داراي ضخامت ديواره متغير گروه ديگري از فرايندهاي سنتزي

مي–استحكام دادن به ذرات سيليكا  شود كه بوسيله امولسيون روغن منجر به ايجاد ذراتي به شكلسل شروع

مي.]16[كرُه ميشود مي سيليكاهايي كه با چنين روشي سنتز  با چند ويژگي از نوع قبل تشخيص داد توان شوند را

و حفرات منظم:كه عبارتند از از مساحت كمتر در سطح، تخلخل كمتر تر با ضخامت بيشتر در ديواره حفره پس

و بسته به فرايند ساخت، سوبستراهايي با شكل كروي يا نامنظم ولي يكنواخ و تكرارپذير به تيمارهاي بعدي ت

.آيند دست مي

 سيليكاساختار1-1-6

و سيليكون تشكيل شده است كه اكسيژن اي از اتم سيليكا از شبكه مي هاي اكسيژن توانند ها در سطح

مي گروه  در سطح)1-1شكل(هاي مختلف توانند به شيوه هاي هيدروكسيل را بسازند اين گروههاي هيدروكسيل

.]17[ گيري كنند سيليكا جهت
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 هيدروكسيل روي سطح سيليكا جهت گيريهاي1-1شكل

مي سيلانول ،اند توانند داراي يك دو يا سه گروه هيدروكسل كه در سطح به اتم سيليكون متصل شده ها

مي سيلانولهاي منفرد واكنش. باشند و بهترين اتصال پذيرترين جايگاهها مي باشند كنند چون موقعيت ها را فراهم

.آلي قرار گرفته است سطحي در حالت ايدهل در آنها براي به حداكثر رسيدن غلظتيگروه هيدروكس

يك گروههاي سيلانول ژمينال داراي دو گروه هيدروكسيل روي هر اتم سيليكون مي باشند در حالي كه

مي كون متصليل است كه به يك اتم سيليسيلان تريول داراي سه گروه هيدروكس وانندت اند اين گروههاي اضافه

و از پوشش سطح براي يك عامل مشتق مي مانع اتصال شوند در. كاهند ساز ماههاي بالادحرارت دادن سيليكا

بنابراين هدف اصلي در انجام مراحل خاصي از پيش تيمار،. تواند مقدار سيلانولهاي منفرد را به حداكثر برساند مي

و هيدروكسيلاسيون دوباره، هموژنيزاس يون سطح سوبسترا قبل از سنتز ميباشد بسته به فرايند مثل حرارت دادن

مي8تيماري، سيليكا معمولاً داراي دانسيته سطحي از سيلانولها در حدود پيش كه ميكرومول بر متر مربع باشد

مي5/4معادل  بسته به سطح كاربرد سيليكاها در اهداف آناليزي داراي اندازه ذرات. باشد سيلانول بر نانومترمربع

مي10و2،3،5 مي600 تا 100باشند كه مساحت سطح آنها بين ميكرومتر براي اينكه. باشد مترمربع بر گرم

مولكولهاي كوچك دسترسي نامحدود به سطوح داخلي ذرات داشته باشند اندازه حفرات در ذرات نبايد كمتر از 

بر10 و بايد در همين حدود اندازه باشد در حالي كه اي جداسازي مولكولهاي بزرگ قطر حفرات نانومتر باشد

 با كيفيت بالا را تشكيل RPLCچون اين سوبستراها اساس توليد فازهاي ساكن. نانومتر ميباشد100تا30بين 

و شيميايي آنها بايد تكرارپذيري خوبي داشته باشد مي .]18[ دهند در نتيجه ويژگيهاي فيزيكي

Si OHSi OH
OH

OH
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ميدد در سوبستراي سيليكا تقريباً تنها پنجاه درصاز مجموع تعداد گروههاي سيلانول موجو توانند آنها

و حجيم بودن زنجيره هاي جانبي درگير در واكنش وارد واكنش شوند اين به خاطر ممانعت فضايي بين ليگاندها

بنابراين وقتي با غلظت ميانگين سيلانول حدود هشت ميكرومول بر مترمربع براي يك سيليكاي كاملاً. است

مي،روكسيلههيد مي سنتزي انجام .]19[ آيد شود غلظت ليگاند تقريباً چهار ميكرومول بر متر مربع بدست

و واكنش نداده حدود چهار ميكرومول بر مترمربع است كه تقريباً هم غلظت گروههاي سيلانول باقي مانده

ميخاص طبيعي يك سوبستراي سيليكايpHبسته به مقدار. باشد ارز با غلظت ليگاند مي تواند خيلي كه

و بسته به ميزان آلودگي حجم كل سيليكا با فلزات، سيلانول مانده ممكن است هاي باقي گوناگون نيز باشد،

و گزينش در بازداري و يوني تحتRPLCپذيري را . تأثير قرار دهندو به خصوص براي تركيبات قطبي

به ها بسته به فعاليت سيلانول و بسته برنها ممكن است از طريق پيوند هيدروژه شويندpHشان و يا ي، تعويض يون

].20[كنش دو قطبي بر فرايند كروماتوگرافي تاثير گذارند هم

درياين برهمكنشها و اند چون باعث ايجاد پيكهاي دنباله معمولاً ناخواستهRPLC به اصطلاح ثانويه، دار

مانده همراه با ليگاندهاي متصل ين اين گروههاي سيلانول باقيهمچنين زمان بازداري غيرقابل تكرار ميشوند بنابرا

.هستند RPLCكننده ويژگيهاي نهايي كروماتوگرافي فازهاي ساكن شده تا حد زيادي تعيين

به منظور سركوب كردن باقيماندة فعاليت سيلانولها پس از اتصال ليگاند، اغلب يك مرحله سنتز ثانويه

ا ميبراي پوشاندن اين گروهها دي گيرد اين كار توسط تري نجام و هگزامتيل سيلازان انجام متيل كلروسيلان

م آميز اين سيلانول هر چند حتي پس از پوشاندن موفقيت.شود مي ازقهاي فاز ساكن، باز هم نها باقي ماندهآداري

ميو برهم .كنند كنشهايي ايجاد


