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Abstract 
 

High performance liquid chromatography is a suitable method for the separation, identification and 

measurement of components in samples. In the pharmaceutical industry, this method is very important for 

the analysis of impurities and active pharmaceutical ingredients in the quality control of pharmaceutical 

products, stability studies and evaluation of new formulations. With the daily emergence of new drugs and 

pharmaceutical formulations, the need to design and develop analysis methods with high-performance liquid 

chromatography has also increased. The purpose of this review article is to investigate how to develop an 

analysis method using high-performance liquid chromatography and related influencing factors. The 

databases including PubMed, Google Scholar, and Google were utilized with the keywords HPLC, HPLC 

Method Development, HPLC Method optimization, HPLC Method troubleshooting and HPLC Method 

validation to find articles related to method design and development. Additionally, the book “Principles of 

Instrumental Analysis” was used as a guide. Factors such as column type, mobile phase composition, HPLC 

Separation modes, detector, modes of elution and examination of the physicochemical properties of the drug 

are important parameters in the design and development of a HPLC method. 
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 د اسلامیدانشگاه آزا پزشکیعلوم جله م

 285تا  275صفحات ، 1404پاییز، 3، شماره 35 ورهد

 

  مروری بر اصول طراحی و توسعه روش آنالیز با کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

 2هدی جهاندار،  1، امیر بهشتی مآل1سید محمد علوی

   
 ، ایران م پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی تهرانداروسازی، دانشکده داروسازی، دانشکده داروسازی، واحد علو دکترای دانشجوی 1
 یران اسلامی تهران، اتحقیقات علوم دارویی، دانشکده داروسازی، واحد علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد  بخش گیاهان دارویی، مرکز استادیار، 2

  کیدهچ

. در صنعت داروسازی، این روش استگیری اجزاء نمونه و اندازهبرای جداسازی، شناسایی  یروش مناسب کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا،
های جدید، از های فرمولاسیونهای دارویی، مطالعات پایداری و ارزیابیها و ماده فعال دارویی طی کنترل کیفیت فراوردهجهت آنالیز ناخالصی
ویی جدید، نیاز به طراحی و توسعه روش های آنالیز با کروماتوگرافی های دار. با ظهور روزانه داروها و فرمولاسیوناستاهمیت بالایی برخوردار 

وگرافی مایع با کارایی بالا نیز افزایش پیدا کرده است. هدف از این مقاله ی مروری، بررسی چگونگی توسعه یک روش آنالیز با استفاده از کرومات
    با استفاده از کلید  Googleو  PubMed ،Google Scholarاطلاعاتی شامل های پایگاه .استمایع با کارایی بالا و عوامل تاثیرگذار مربوطه 

 HPLC Methodو  HPLC، HPLC Method development ،HPLC Method optimization ،HPLC Method troubleshootingهای، واژه

validation  به منظور یافتن مقالات مرتبط با طراحی و توسعه روش و همچنین کتابPrinciples of Instrumental Analysis  به عنوان منبع
، اجزاء فاز متحرک، نوع روش جداسازی با کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا، نوع آشکارساز، برنامه شویش عواملی اعم از نوع ستون استفاده شد.

 . استروش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا  فاز متحرک و بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی دارو، از عوامل مهم در طراحی و توسعه یک

 .کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، طراحی و توسعه روش، آنالیز دارو واژگان کلیدی:
  

 1مقدمه
 تعریف کروماتوگرافی

کروماتوگرافی روشی برای جداسازی اجزای نمونه بیین دو فیاز 

از کروماتوگرافی بیرای جداسیازی،  .(1)است ساکن و متحرک 

های مشابه با هم در یک نمونیه شناسایی و اندازه گیری ترکیب

شود. در این روش جدا سازی، نمونه در فاز مخلوط استفاده می

متحرک، که می تواند گاز، مایع و سیال فوق بحرانی باشد، حل 

شود. سپس فاز متحرک از داخل یک فاز سیاکن )کیه رییر می

تواند در ییک کند. فاز ساکن میتلاط هستند( عبور میقابل اخ

هایی که توسیط فیاز ستون یا بر روی یک صفحه باشد. ترکیب

 تیر بیا فیاز متحیرک حرکیت شوند، آهستهساکن نگهداشته می

                                                 
ازی، دانشدت ه داووسد : تهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد  لود پ شکیدتي تهدران،آدرس نویسنده مسئول

 (  email: ho_jahandar@yahoo.comمرککتحقیقات لو پ داوویي، ه ی جهان او )

ORCID ID: 0000-0002-9444-2736 
   7/3/1403: تاریخ دریافت مقاله

 16/5/1403: تاریخ پذیرش مقاله

هایی که به فاز سیاکن تماییل کمتیر دارنید، کنند و ترکیبمی

 .(2) کنندتر با فاز متحرک حرکت میسریع

 تاریخچه کروماتوگرافی

کروماتوگرافی توسط گیاه شینا  روسیی میخالییل تسیوت در 

ی صده اخیر اختراع و نام گیذاری شید. او از روش کرومیاتوگراف

 وها برای جداسازی رنگدانه های مختلف گیاهی مانند کلروفیل

هیا از داخیل ییک سیتون ها، با حرکیت دادن محلیولزانتوفیل

 های جیداای حاوی کلسیم کربنات استفاده کرد. رنگدانهشیشه

شده به صورت نوارهای رنگی داخل ستون نمایان شیدند و بیه 

 ونانی و گرافییهمین علت این روش کروما به معنای رنگ در ی

 .(4-2)به معنای نوشتن در یونانی، نام گذاری شد 

 کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا

تیرین (، یکی از مهیمHPLCکروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا )

. اسا  این روش بیه ایین استابزارهای شیمی تجزیه امروزی 

های مورد نظر، به داخل ک نمونه حاوی آنالیتست که یشکل ا

یک ستون پر شده از مواد متخلخل )فاز ساکن( تزریق شیده و 

 
   Review 

   Article 
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شیود. فاز متحرک مایع، به داخل ستون با فشار بالا پمی  میی

تفکیک نمونه بر اسا  تفیاوت در بیرهمکنش اجیزاء مختلیف 

نمونه با ستون و فاز متحرک و در نتیجه تفاوت در زمان خروج 

. اییین روش توانییایی (6, 5)شییود هییا از سییتون انجییام میییآن

جداسازی، شناسایی و اندازه گییری ترکیبیات موجیود در هیر 

نمونه ای که می تواند در یک مایع را حل شود، دارد و یکیی از 

های شیمی تجزییه در تحلییل کمیی و کیفیی ترین روشدقیق

 .(7)است دارو 

 کروماتوگرافی مایع بیا عملکیرد بیالا نسیبت بیه کرومیاتوگرافی

گازی، به علت عیدم وجیود محیدودیت فیرار بیودن و مقاومیت 

های بیشتر در انتخیاب فیاز نسبت به حرارت و همچنین گزینه

ساکن و متحرک، از تنوع بیشتری برخیوردار اسیت. از مزاییای 

بیالا، توان به وضوح و جداسازی بیالا، حساسییت این روش می

ای در ابتدا برتکرارپذیری مناسب و حجم نمونه کم اشاره کرد. 

ن آکیفی و کمی یک دارو قبل و بعید از ورود  هایآزمونانجام 

 شیده اسیت وروش کروماتوگرافی گاز اسیتفاده مییاز به بازار، 

ولین ازمانی که تکنیک کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا برای 

هیا شد که ایین روش تنه شد، تصور میبار در این زمینه استفاد

 به عنوان یک روش کمکی در کنار گاز کرومیاتوگرافی اسیتفاده

خواهد شد، اما امروزه، بیه علیت تنیوع در فازهیای متحیرک و 

 جیای کرومیاتوگرافی گیازی را گرفتیه ساکن، این روش تقریباَ

 .(9, 8, 5) است

 توسعه روش اندازه گیریهدف از 

بات آنالیز دارویی شامل شناسایی و اندازه گیری دارو در ترکی

. در زمیان اسیتمختلف اعم از فیرم داروییی و مایعیات بیدن 

توانید فراهمیی زیسیتی، توسعه دارو، روش آنالیز دارویی میی

هییا، پایییداری و یکنییواختی آن را بررسییی کنیید و ناخالصییی

نماید. همچنین در بحث کنتیرل  اطلاعات ارزشمندی را اراله

تواننید محصیولات سیالم و های آنالیتیکال مییکیفیت، روش

خییوب را شناسییایی کییرده و از ایجییاد مشییکلات در مراحییل 

مختلف تولید جلیوگیری کننید. همزمیان بیا افیزایش تعیداد 

ه های دارویی و محصولات دارویی جدید در دنیا، نیاز بشرکت

ی کنترل کیفییت افیزایش یافتیه های آنالیتیکال نیز براروش

ای، نقش بسییار های اندازه گیری و تجزیهاست. توسعه روش

مهمی در طراحی و توسیعه محصیولات داروییی دارد. از ایین 

ها برای شناسیایی، بررسیی ناخالصیی و بررسیی مییزان روش

, 2)شیود اثربخشی دارو و فرمولاسیون داروییی اسیتفاده میی

 تیوانیمی آنالیز دیبه توسعه روش جد ازین لیدلا از. (10-12

 اشاره کرد: لیبه موارد ذ

 ،ندارد فارماکوپه در یمشخص مونوگراف دارو. 

 مستنداتدارو،  کیاختراع  یثبت انحصار نیعلت قوان به 

 .ندارد وجود ننالیز آآ با مرتبط

 در روش  ،آن در موجیود یجیانب مواد و دارو ونیفرمولاس

 کند. یم جادیاختلال ا ،ییماده فعال دارو یریاندازه گ

 در  دارو یریاندازه گ یبرا آنالیز فراورده دارویی یهاروش

ا ر شیگاهیتکرار و اجیرا در آزما تیقابل ،یکیولوژیب عاتیما

 ندارند.

 بیه یذکر شیده از لحیاا اقتصیاد یریاندازه گ یهاروش 

 .(15-13) ستین صرفه

 

هدف از نگارش این مقاله، مروری بیر نحیوه توسیعه و طراحیی 

حیور روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا، با نگرشیی دارو م

های شناسایی، انیدازه گییری، بررسیی به منظور انجام آزمایش

 . در ادامیه پیس از بررسییبیودناخالصی و مطالعه فرمولاسیون 

، بییه نحییوه طراحییی روش، بررسییی HPLCسییتگاه اجییزای د

    .یمپارامترهای مختلف و اثر گذار و بهینه سازی آنها پرداخت

 

 مواد و روشها

و  PubMed ،Google Scholarهای اطلاعیاتی شیامل پایگاه

Google هییای، بییا اسییتفاده از کلییید واژهHPLC ،HPLC 

Method development ،HPLC Method optimization ،

HPLC Method troubleshooting  وHPLC Method 

validation  به منظور ییافتن مقیالات میرتبط بیا طراحیی و

 Principles ofتوسییییعه روش و همچنییییین کتییییاب 

Instrumental Analysis به عنوان راهنما استفاده شد  . 

 

 هایافته
 اجزای دستگاه کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا

های ایع با عملکرد بالا شامل بخشدستگاه کروماتوگرافی م

 :(1است )شکل زیر 

 ای های فاز متحرک: ییک ییا چنید مخیزن شیشیهمخزن

 های مورد استفاده در فاز متحرکحاوی حلال

  پم : پم  دستگاه بایید فشیار تیاPSI 6000  را، بیدون

ایجیاد  ml/min 10 – 1/0نوسان برای جریان در گستره 

کییاربرد را در  تییرینهییای پیسییتونی مهییمکنیید. پمیی 

 دسییتگاه دارنیید. پمیی  باییید در برابییر تخریییب توسییط 

هیای پیسیتونی های شیمایی مقاوم باشید. پمی حلال

برای جلوگیری از ایجیاد اشیکال در آشکارسیاز، از دو 

انید کیه ایین دو سیلندر و دو پیسیتون سیاخته شیده
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سیستم بیه تنیاوب از حیلال پیر شیده و حیلال را بیه 

ن در کنیار سیسیتم پمی ، رساند. همچنییسیستم می

سیستم گاززدایی وجود دارد که هدف آن از بین بردن 

منظیور جلیوگیری از ها به های موجود در حلالحباب

ها به داخل سیتون و تخرییب آن و همچنیین ورود آن

 .استایجاد اثر منفی در نتایج آنالیز 

 ن تزریق کننده: تزریق کننده نمونه را وارد ابتدای ستو

هیای نمونیه بیرداری بیرای تفاده از حلقیهکند. اسیمی

بیرای وارد  یمشخص کردن حجم تزریق، روش متداول

ها قابل تعیوی  . این حلقهاستکردن نمونه به ستون 

  میکرولیتیر را فیراهم  500تیا  5بوده و حجمیی بیین 

کنند. تزریق کننده نباید در میزان فشیار دسیتگاه می

 نوسان ایجاد کند.

  :بخیییش اصیییلی دسیییتگاه سیییتون کرومیییاتوگرافی

. اسییتکرومییاتوگرافی مییایع بییا عملکییرد بییالا، سییتون 

گییرد. اکریر جداسازی نمونه در این بخش صورت میی

های کروماتوگرافی میایع از جینس فیولاد زنیگ ستون

سیانتی متیر  30تیا  10و طول آنها بیین هستند نزن 

تیوان . زمانی که نیاز به طول بیشتری باشد، مییاست

به یکیدیگر متصیل کیرده و طیول  دو یا چند ستون را

ها بین مورد نظر را ایجاد کرد. قطر داخلی اکرر ستون

میلی متر و اندازه ذرات پرکننده ستون بیین  10تا  4

 .استمیکرومتر  10تا  5

  شناساگر یا آشکارساز: آشکارساز بیا توجیه بیه رلظیت

دهید. از موجود در نمونه پاسی  و سییگنال ارالیه میی

آل می توان بیه میوارد از ایدهخصوصیات یک آشکارس

 زیر اشاره کرد:

o حساسیت مناسب 

o  پایدار بودن و تکراپذیری نتایج آن 

o  خطی بودن پاس  آن در گستره وسیعی از

 ها برای تمام ترکیباترلظت

o عدم ایجاد اثرات تخریبی بر روی ترکیبات 

o  سهولت استفاده 

o  کوتاه بودن زمان پاس  فارغ از سرعت جریان

(2 ,4 ,16 ,17). 
 

مراحل توسعه یک روش اندازه گیری با کروماتوگرافی 

 مایع با عملکرد بالا

 بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی ترکیب مورد نظر -1

های مرتبط با خصوصیات فیزیکی و آوری دادهجمع

شیمیایی آنالیت مورد نظر مانند حلالیت، ضریب تقسیم 

(logp( لگاریتم منفی ده ثابت اسیدی ،)pka و قطبیت )

 تواند به طراحی بهتر روش آنالیز کمک کند.مولکول، می

که به است قطبیت یکی از خصوصیات فیزیکی آنالیت 

کند. انتخاب حلال و تعیین ماهیت فاز متحرک کمک می

 هایی که به عنوانآنالیت باید در حلال و یا ترکیب حلال

با  شوند، کاملا محلول باشد و نبایدستفاده میرقیق کننده ا

آنها واکنش دهد. مشخصات رقیق کننده باید مشابه فاز 

 متحرک باشد تا تغییرشکل در  پیککروماتوگرام ایجاد نشود

(18). 

pH  وPka  نقش بسیار مهمی در توسعه روش اندازه گیری

دارند. اسیدی یا بازی بودن آنالیت به طور کل بر اسا  

مناسب  pHشود. انتخاب کردن آن، بیان می  pHمقدار 

ردن آنالیت باعث تواند با یونیزه کبرای فاز متحرک می

 
 اجزای دستگاه کروماتوگرافی با کارایی بالا .1شکل 
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های هایی متقارن و صاف شود. حصول پیکایجاد پیک

های متقارن و صاف، اهمیت بسیار زیادی در اندازه گیری

کمی جهت مشخص شدن کمترین حد تعیین مقدار، تکرار 

 .(19) پذیری و صحت روش دارد

pH  یک محلول نشان دهنده رلظت یون هیدروژن موجود

 pHدارد. هر چقدر  14تا  0و عددی بین است در محلول 

 کمتر باشد، محلول رلظت بالاتری از یون هیدروژن داشته و

هاسلباخ،  -. بر اسا  معادله هندرسوناستتر اسیدی

pHج آن برابر شود، ای که در آن رلظت اسید با باز مزدو

pka است .pH  فاز متحرک، با توجه به مقدارPka  تعیین

 دارد. pka-2و  pka+2می شود و معمولا مقداری بین 
pH = pKₐ + log([A⁻]/[HA]) 

, 1)است باز مزدوج اسید  A-اسید و  HAکه در این فرمول 

18-21). 

 

داسازی و نوع کروماتوگرافی مایع با انتخاب نوع ج-2

 عملکرد بالا

 الف( بر اساس نحوه ی جداسازی

 کروماتوگرافی مایع با فاز معمولی

در این روش، فاز ساکن قطبی و فاز متحرک ریر قطبی 

و بنابراین زمان بازداری ترکیبات قطبی نسبت به است 

 .(22)است ترکیبات ریر قطبی در این روش بالاتر 

 کروماتوگرافی مایع با فاز معکوس

در این روش، فاز ساکن ریر قطبی و فاز متحرک قطبی 

  . این روش برای جداسازی دارو ها بیشتر استفاده است

. همچنین هستندشود، چون اکرر داروها قطبی می

ترین روش کروماتوگرافی مایع با فاز معکو ، رایج

های ر نمونهجداسازی و اندازه گیری آنالیت مورد نظر د

 .(23, 22)است شیمیایی، بیولوژیک و رذایی 

 ب( بر اساس مکانیسم جداسازی

 کروماتوگرافی جذب سطحی

در این روش ترکیب مورد نظر توسط سطح فازساکن جذب 

 شود.می

 کروماتوگرافی تبادل یونی

در این روش سطح فاز ساکن توسط رزین های تبادل یونی 

-هایی مانند که در سطح خود گروه
3SO  و+

3NR  ،دارند

با ترکیبات یونی داخل  پوشیده شده است. اجزای فاز ساکن

های کند و بدین ترتیب مولکولنمونه برهمکنش ایجاد می

فاز متحرک و رلظت  pHشوند. تغییر در باردار جدا می

نمکی بافر، در میزان زمان بازداری ترکیبات در این روش، 

 .استتاثیر گذار 

 کروماتوگرافی زوج یونی

در آن  کهاست نام دیگر این روش کروماتوگرافی صابونی 

هایی که زنجیره ی هیدروکربنی ریر قطبی دارند با یون

های با بار مخالف در نمونه جفت شده و توسط روش یون

 شوند.جداسازی با فاز معکو  جدا می

 ای کروماتوگرافی اندازه

در این روش فاز متحرک از داخل ستون حاوی ذرات با 

مونه تر موجود در نسایز مشخص عبور کرده و ذرات درشت

توانند وارد ستون شوند، زودتر خارج به این علت که نمی

شوند و بر عکس، ذرات ریزتر وارد ستون شده و دیرتر می

 شوند.خارج می

 کروماتوگرافی تمایلی

هایی که در سطح در این روش ترکیب مورد نظر با مولکول

ه اند، بر اسا  استریوشیمی و باری کفاز ساکن قرار گرفته

کند و بدین ترتیب جداسازی همکنش ایجاد می دارند، بر

ا هها، آنزیمشود. این تکنیک در جداسازی پروتئینانجام می

 شود.ها در مخلوط نمونه استفاده میو آنتی بادی

 کروماتوگرافی کایرال

. از این نوع از کروماتوگرافی برای انانتیومرها کاربرد دارد

یی ت فیزیکی و شیمیاآنجایی که انانتیومرها با یکدیگر تفاو

ید ندارند، برای جداسازی آنها فاز ساکن و یا فاز متحرک با

 .(25, 24, 17)کایرال شوند 

 روش شویش اساسج( بر 

 شست و شوی ایزوکراتیک

در جداسازی ایزوکراتیک، ماهیت فاز متحرک در طول 

 آنالیز ثابت بوده و این مساله باعث ثبات در موازنه بین

شود. بنابراین فاز ساکن می-فاز متحرک و آنالیت-آنالیت

های گرادیانت، قابل کراتیک نسبت به روشهای ایزوروش

تر بوده، اگرچه قدرت جداسازی آن ها کمتر پیش بینی

شود هایی که توسط این روش جدا می. تعداد پیکاست

کمتر از روش گرادیانت بوده و هر چقدر آنالیت در ستون 

 بیشتر بازداری شود، پیک مرتبط با آن پهن تر خواهد شد

(1 ,17). 

 

 

 شست و شوی گرادیان
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های گرادیانت های ایزوکراتیک، روشدر مقایسه با روش

رند. ها پهنای کمتری داتوانایی جداسازی بالاتری داشته و پیک

در زمانی که پیک آنالیت، کشیدگی دارد، با افزایش قدرت 

یابد و توانایی شویندگی فاز متحرک، پهنای پیک کاهش می

نیز به طبع آن افزایش پیدا  مه جداسازی دو پیک نزدیک به

کند. پهنای پیک به میزان شیب تغییرات در ماهیت فاز می

    متحرک بستگی دارد. بنابراین از روش گرادیانت برای 

های پیچیده که شامل چندین ترکیب هستند، استفاده نمونه

ها با شاخص شود، چرا که امکان جداسازی همه ترکیبمی

جود با ترکیب ثابتی از فاز متحرک، و 10تا  1بازدارندگی بین 

 ها در یک زمانا روش گرادیانت، جداسازی همه پیکندارد. ب

مشخص با رزولوشن بالا به واسطه تغییر در نوع فاز متحرک 

 .(17) شودامکان پذیر می

این  شود، باید به ستونزمانی که از روش گرادیانت استفاده می

ک فرصت داده شود تا به مدت زمان مناسبی با اولین فاز متحر

برنامه در تما  باشد و با آن به تعادل برسد. سپس پس از 

رار اره تکتزریق نمونه و اجرای برنامه گرادیانت، این امر باید دوب

انت و ایزوکراتیک وابسته به شود. انتخاب بین روش گرادی

. برای بررسی استتعداد ترکیب مورد آنالیز در یک نمونه 

تدا اینکه آیا روش گرادیانت مناسب است یا ایزوکراتیک، در اب

روش گرادیانت اجرا شده و تفاوت تغییر در ساختار فاز 

, 1)شود متحرک و فاصله بین پیک های مورد نظر بررسی می

17 ,26 ,27). 
 

 انتخاب فاز ساکن )ستون(-3

لا ستون در واقع قلب سیستم کروماتوگرافی مایع با عملکرد با

-. تغییر در ستون باعث بیشترین تغییر در نتایج روش میاست

زه های توسعه روش انداترین بخشبنابراین، یکی از مهم ؛شود

 ا عملکرد بالا، انتخاب ستونگیری با کروماتوگرافی مایع ب

ها بر پایه سیلیکا، پلیمر و . فاز ساکن داخل ستوناست

 ترین فاز ساکن بر پایه سیلیکا است.. رایجاستآلومینیوم 

تق که پایدار بوده و مشاست ماتریس سیلیکا از این نظر ارجح 

در  ای یکنواختی راتواند اندازه ذرهسازی آن آسان است و می

ا از کند. سیلیکاله دهد و مقاوم بوده و تغییر نمیطول ستون ار

پایین پایدار  pHلحاا شیمیایی در اکرر حلال های آلی و 

 7بالاتر از  pH. یکی از عیوب سیلیکا حل شدن آن در است

 pHهای سیلیکایی مقاوم در های اخیر ستوناما در سالاست، 

 .(28) اندتوسعه یافته 7بالاتر از 

ای آن بر جداسازی خصوصیات مشتق سیلیکایی و اندازه ذره

تر ای کوچکگذارند. از این نظر که هر چقدر اندازه ذرهاثر می

باشد، تعداد صفحات فرضی افزایش یافته و عملکرد جداسازی 

  تر شدن اندازه یابد. اما از طرفی کوچکستون افزایش می

و افزایش احتمال  ای باعث افزایش فشار در ابتدای ستونذره

شود. به منظور تهیه ستون برای گرفتگی ستون می

های سیلانول آزاد سیلیکا با کروماتوگرافی فاز معکو ، گروه

دهند، تا یک مشتق ریرقطبی کلروسیلان آب گریز واکنش می

از سیلیکا حاصل شود. به علت مشکلاتی مانند ممانعت فضایی، 

های آزاد، تحت سیلانول 3/1با استفاده از این واکنش تنها 

توانند با های آزاد میگیرند. باقی سیلانولاشتقاق قرار می

تواند آنالیت برهمکنش داشته باشند و این بر همکنش می

باعث کشیدگی پیک شود. به طور معمول پس از واکنش 

مجدد با کلروتری  ،دیگر ایسیلیکا با کلروسیلان، در مرحله

های سیلانول شود تا باقی گروهمتیل سیلان وارد واکنش می

آزاد ستون نیز، دچار اشتقاق شوند و این امر باعث افزایش و 

 .(29) شودبهبود عملکرد ستون می

ت ها شامل انواع چهار کربنه )بوتیل(، هشفازهای ساکن ستون

 )اکتادسیل(، نیتریل )اکتیل(، هجده کربنه کربنه

ه چ. به طور کل هر است)فنیل پروپیل(  )سیانوپروپیل( و فنیل

باعث افزایش زمان نگهداری  ،تر باشدزنجیره آلکیلی طویل

 شود:های ریر قطبی میآنالیت

 ج )بوتیل( و پن ربنه )پروپیل(، چهارکربنههای سه کستون

د کربنه )پنتیل( بیشتر در کروماتوگرافی زوج یونی کیاربر

 (.Luna C5و  Zorbax SB-C3 ،YMC-pack C4دارند )

 و های هشت کربنه )اکتیل( چند منظیوره هسیتندستون 

هیای هجیده کربنیه زمان بازداری آنها نسبت بیه سیتون

صنعت داروسیازی بسییار اما در است، )اکتادسیل( کمتر 

-YMCو  Zorbax SB-C8 ،Luna C8پر کاربرد هستند )

Pack-MOS .) 

 های ترین ستون)اکتادسیل( رایج های هجده کربنهستون

هسیتند مورد استفاده در کروماتوگرافی مایع فاز معکو  

هیای ریرقطبیی و بالاترین زمان بازداری را بیرای آنالییت

 Zorbaxو   Luna C18 ،Xterra RP-C18دارنییید )

Extend-C18.) 

 های فنیلیی زمیان بیازداری کمتیری را نسیبت بیه ستون

دهنید، های هشت و هجده کربنه از خود نشان میستون

اما به صورت انتخابی در جداسیازی ترکیبیات آروماتییک 

 Zorbax SB-Phenyl ،YMC-Packشیوند )استفاده میی

Phenyl  وLuna Phenyl-Hexyl.) 

 توانند هم و میهستند )سیانو( قطبی های نیتریلی ستون

در کروماتوگرافی مایع فیاز معمیولی و هیم فیاز معکیو  
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استفاده شوند. از این ستون برای افزایش زمیان بیازداری 

، Zorbax SB-CNشییود )ترکیبیات قطبییی اسییتفاده میی

Luna-CN  وYMC-Pack CN نوع ستون بیا توجیه بیه .)

, 25, 1)د شیوهدف و نوع ترکیب مورد نظر انتخیاب میی

28 ,29). 

 تعیین فاز متحرک-4

 الف( انتخاب حلال

خابی نوع حلال )متانول، استونیتریل و تتراهیدروفوران( بر انت

گذارد. روش اثر می بودن، توانایی جداسازی و حساسیت

یت در انتخاب بین استونیتریل و متانول با توجه به حلالیت آنال

 شودهر کدام از این دو حلال و همچنین نوع بافر انجام می

ترین حلال بین این سه حلال تتراهیدروفوران ریر قطبی .(30)

های کم، برای اکرر و به علت جذب بالا در طول موجاست 

میت . اتانول و متانول ساستترکیبات دارویی ریرقابل استفاده 

های مورد استفاده در کمتری نسبت به سایر حلال

   کروماتوگرافی مایع با روش معکو  دارند و امروزه در 

 .(31) شوندهای کروماتوگرافی سبز استفاده میوشر

 فاز متحرک بر رزولوشن، انتخابی بودن و عملکرد سیستم اثر

ر گذارد. در کروماتوگرافی فاز معکو ، فاز متحرک از بافمی

پایین و قابل اختلاط با آب  UVآبی و یک حلال آلی با جذب 

بر  تشکیل شده است. ماهیت هر کدام از این اجزا و نسبت آنها،

لیت ک، با توجه به قابگذارد. انتخاب فازهای متحرروش اثر می

یون زایی و میزان آب گریز بودن ترکیبات موجود در نمونه 

درصد حلال  100شود. زمانی که فاز متحرک شامل انجام می

دهد. چراکه نمونه در ستون آلی باشد، جداسازی رخ نمی

شود. با کاهش قدرت  شود و کامل شسته مینگهداری نمی

حلال آلی و ایجاد شویندگی فاز متحرک و کاهش درصد 

فاز -فاز ساکن-رقابت در موازنه بین ترکیب حل شونده

شود. زمانی که جداسازی متحرک، انجام جداسازی مقدور می

و یا است پیجیده باشد، یعنی نمونه دارای چندین ترکیب 

زمانی که با کاهش قدرت شویندگی فاز متحرک جداسازی 

توان از د، میشومناسبی بین دو پیک نزدیک هم مشاهده نمی

یک حلال آلی دیگر با قطبیت متفاوت و یا ترکیب دو حلال 

 .(31, 27) آلی به عنوان بخش آلی فاز متحرک استفاده کرد
 

 فاز متحرک pH ب(

های آزاد پایین باعث پروتونه شدن گروه pHبافر آبی در  

شود و از طرفی سیلانولی ستون و کاهش کشیدگی پیک می

تر خارج های بازی، پروتونه شده و سریعپایین، ترکیب pHدر 

های کند. آنالیتشوند و شکل پیک آنها بهبود پیدا میمی

پایین بدون تغییر مانده و زمان بازداری آنها  pHیدی در اس

بالا، زمان بازداری  pHکند. برعکس، در افزایش پیدا می

ترکیبات بازی افزایش یافته، ترکیبات اسیدی یونیزه شده و 

 PKaشوند. دو شاخه شدن پیک زمانی که تر خارج میسریع

این دلیل به  ،بافر و آنالیت خیلی شبیه هم باشد محتمل است

شود. که آنالیت هم به صورت باردار و هم ریر باردار خارج می

pH  بافر تاثیر زیادی بر زمان بازداری ترکیباتی که یونیزه 

 .(27) شوند، نداردنمی

ز و فااست میلی مولار  50تا  10رلظت رایج برای بافرها بین 

شود از حل شدن آبی رایجی که برای بافر استفاده می

      شود که به آن بافر فسفات هیدروژن فسفات ایجاد می

های بافر فسفات به راحتی با استفاده از نمک pHگویند. می

ز ازمانی که  شود. امامونو، دی و تری بازیک فسفات تنظیم می

 22/0شود، بافر حتما باید از فیلر ها استفاده میاین نمک

ر میکرومتری عبور داده شود تا رسوبات و ذرات حل نشده فیلت

 .(27, 25)شوند 
      

 ج( انتخاب بافر

 pHمورد نیاز، بافر مناسب انتخاب می شود.  pHبا توجه به 

ی هاهای کروماتوگرافی مایع فاز معکو  با ستونرایج در روش

 pHبافر با  pkaدارد. نزدیکی  8تا  2سیلیکا دار مقداری بین 

مورد نظر از نظر افزایش ظرفیت بافر اهمیت دارد. به طور 

 2آن کمتر از  pkaبافری انتخاب شود که معمول بهتر است 

 .(32) مورد نظر تفاوت داشته باشد pHواحد با 

 

 وها انواع کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا و حلال .1 جدول

 (23)های رایج آنها آنالیت

 نوع آنالیت های رایجحلال نوع روش

فاز 

 معکو 

بافر آبی + 

 استونیتریل/متانول

ترکیبات خنری و ریر یونی که 

در ترکیب آب و حلال آلی 

 .هستندمحلول 

فاز 

 معمولی

ترکیباتی که در مخلوط آب و  ای آلیهحلال

 حلال آلی محلول نیستند.

تعوی  

 یونی

ها، نوکلئیک اسیدها، پروتئین بافر آبی

های ریر اسیدهای آلی و یون

 آلی

بافر آبی +  زوج یونی

 استونیتریل/متانول

های های یونی و ترکیبترکیب

 که قابلیت یونی شدن دارند.

، آب، تتراهیدروفوران ایاندازه

 کلروفرم

ترکیباتی که وزن مولکولی 

 بالایی دارند.

 pH (32)بافرهای رایج مورد استفاده با توجه به  .2 جدول

 pHمناسب برای  pka بافر
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 8/4 تآمونیوم استا

2/9 

8/5 – 8/3 

2/10 – 2/8 

 8/3 آمونیوم فرمات

2/9 

8/4 – 8/2 

2/10 – 2/8 

 1/1 – 1/3 1/2 پتاسیم دی هیدروژن فسفات و فسفوریک اسید

 2/6 – 2/8 2/7 پتاسیم دی هیدروژن فسفات و دی پتاسیم فسفات

 8/3 – 8/5 8/4 پتاسیم استات و استیک اسید

 2/8 – 2/10 2/9 بورات

 2/8 – 2/10 2/9 م هیدروکساید/آمونیاکآمونیو

 5/1 – 5/2 <2 ترفلورواستیک اسید

 8/2 – 8/4 8/3 پتاسیم فرمات و فرمیک اسید

 

 نکات کلی در رابطه با انتخاب بافر

  تیا اسیت فسفات بیشتر در ترکیب آب و متانول محلیول

ترکییییییب اسیییییتونیتریل و آب ییییییا ترکییییییب آب و 

 تتراهیدروفوران.

 فرها جاذب الرطوبیه هسیتند کیه باعیث نمک بعضی از با

های بازی( خصوص در ترکیببه ها )تغییر در شکل پیک

 شود.و تضعیف انتخابی بودن روش می

 های آمونیوم به طیور کلیی بیشیتر در ترکییب ییک نمک

 .هستندحلال آلی و آب، محلول 

 واست شود، فرار تتراهیدروفوران با گذر زمان تخریب می 

 ین جذب دارد.های پایدر طول موج

  فازهای متحرکی که در ترکیب آنها مقدار حلال آلی کیم

بوده و یا کاملا آبی هستند، پتانسییل آلیودگی میکروبیی 

و باعث تخرییب سیتون و عملکیرد سیسیتم  دارندبالایی 

 شوند.می

  درpH  بافر فسفات باعث حل شدن 7بالاتر از ،

شود و این مساله به شدت طول سیلیکای ستون می

بنابراین استفاده از  ؛دهدستون را کاهش میعمر 

 شود.، ترجیح داده می7بالاتر از  pHبافر آلی در 

 های سدیم و پتاسیم آن، رایج اسید فسفریک و نمک

ترین بافر برای کروماتوگرافی مایع فاز معکو  

 .هستند

 توان از برای بررسی ترکیبات ارگانوفسفاتی می

 بافرهای سولفاتی استفاده کرد.

 2/0افرها پس از آماده شدن باید از فیلتر ب 

 میکرومتری عبور داده شوند.

  (33)فاز متحرک و بافرها باید گاز زدایی شوند. 
 

 های افزایش آنتعیین ظرفیت بافر و راه

، ظرفیت آن pHت به توانایی مقاومت بافر در برابر تغییرا

هایی از سدیم گویند و در تعریفی دیگر به میزان مولمی

 بافر به مقدار یک واحد، pHهیدروکساید به منظور افزایش 

گویند. ظرفیت بافر با افزایش رلظت مولاری ظرفیت آن می

اسید  pKaبافر به  pHکند و هر چقدر آن افزایش پیدا می

 .(34)شود میتر باشد، ظرفیت بافر بیشتر نزدیک
 

 انتخاب آشکارساز-5

آشکارساز نقش بسیار مهمی در توسعه روش دارد. انتخاب 

آشکارساز مرتبط با مشخصات شیمیایی آنالیت، اختلالات 

احتمالی در روش، حد تشخیص مورد نیاز، در دستر  

 :استبودن و قیمت آن 

  و حساسیت است آشکارساز ماورابنفش چند منظوره

های تشخی  ناخالصی و اندازه طلوبی را در روشم

 دهد.گیری کمی اراله می

 های ادرام آشکارساز آرایه دیود نوری مناسب سیستم

 Preparativeشده با طیف سنج جرمی و کروماتوگرافی 

 .است

  آشکارساز ضریب شکست، حساسیت، پایداری و

 UVتکرارپذیری بالایی برای ترکیباتی که جذب 

 دهد.آنها کم است، اراله می UVجذب  نداشته و یا

  آشکارساز فلورسانت، حساسیت و انتخابی بودن بالایی

های بسیار پایین آنالیت مورد نظر نشان را در رلظت

 .(35)دهد می

 

 (23)انواع آشکارساز و موارد استفاده آنها  .3 جدول

 د شناسایی کندنتوانترکیباتی که می آشکارساز

ماورابنفش و آرایه 

 دیود نوری

های آروماتیک و یا ترکیبات کروموفور، مانند حلقه

تارهایی که در آن یکی در میان پیوند دوگانه ساخ

 .وجود دارد

ترکیبات فلورسانتی که معمولاَ در ساختار خود  فلورسانت

هم جوش خورده دارند و یا ساختار ه های بحلقه

 مزدوج دارند.

ترکیباتی که توسط سایر آشکارسازها به خوبی  ضریب شکست

 امرها و ساکاریدهشوند مانند پلیشناسایی نمی

 

 دمای ستون-6

تعیین و کنترل دمای ستون در تکرار پذیری روش 

تواند در تاثیرگذار است. از این نظر که تغییر در دما می

انتخابی بودن روش به دلیل حسا  بودن آنالیت به دما، اثر 

درجه سانتی گراد برای تکرار  40تا  30بگذارد. بازه دمایی 
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بالاتر باعث کاهش  . استفاده از دماهایاستپذیری مناسب 

فشار در ابتدای ستون با کاهش ویسکوزیته فاز متحرک 

توان از می ،ود. زمانی که فشار ستون کاهش یابدشمی

سرعت جریان بالاتر استفاده کرد تا زمان آنالیز کاهش یابد. 

و برد میاستفاده از آون ستون تغییرات دمایی را از بین 

 .(36) دشوباعث افزایش تکرارپذیری روش می

 تخابیتواند باعث تغییر در اناگرچه که تغییرات دمایی می

. افزایش دما به استبودن روش شود، اما تاثیر آن اندک 

)شاخص  Kاندازه یک درجه سانتی گراد، شاخص 

ما دهد. اثر افزایش ددرصد کاهش می 2تا  1بازدارندگی( را 

، بیشتر در رابطه با ترکیبات خنری Kدر کاهش شاخص 

 استو اثر آن در رابطه با ترکیبات یونیزه شده کمتر است 

(27 ,36). 

 

 آماده سازی نمونه-7

در توسعه روش  یسازی نمونه مرحله بسیار مهم ادهآم

 که در آن باید مساللی اعم از نیاز به فیلتراست آنالیز 

کردن، سانتریفیوژ کردن و تکان دادن نمونه و ریره مشخص 

شود. توانایی فیلترهای موجود در جداسازی ترکیبات 

ه نامطلوب از نمونه باید بررسی شود. نوع فیلترها و انداز

 .(37)آنها باید مشخص شود  منافذ

باید در فاز است نمونه نهایی که آماده تزریق به دستگاه 

و حلال نمونه باید قابل اختلاط با باشد متحرک محلول 

د در فاز متحرک باشد. همچنین نمونه حل های موجوحلال

شده در حلال باید در طول آنالیز، از پایداری مناسبی 

برخوردار باشد و رلظت آن باید مناسب با روش و هدف آن 

 .(10)باشد 
 

 بهینه سازی روش-8

تغییر و تنظیم موارد زیر در بهینه سازی روش 

 کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا از اهمیت قابل توجهی

 برخوردار هستند:

 فاز متحرک شامل:. 1

 یم بررسی و تنظpH 

 (30) درصد حلال آلی و آب 

 نوع حلال آلی مورد استفاده 

 ایزوکراتیک یا گرادیانت بودن  

  (38)سرعت جریان فاز متحرک در سیستم 
 

 فاز ساکن و ستون شامل:. 2

 نوع ستون و فاز ساکن 

 تر ای کوچکای: هر چه سایز ذرهاندازه سایز ذره

باشد، حساسیت و جداسازی روش افزایش پیدا 

نیز کند، اما از طرفی دیگر فشار ابتدای ستون می

 رود.بالا می

 طول ستون 

  قطر داخلی ستون: بر حساسیت، رزولوشن و میزان

تواند به داخل ستون تزریق شود ی که میانمونه

 گذارد.اثر می

 دمای سیستم. 3

 حجم نمونه و حجم تزریق. 4

ر هنگام انجام بهینه سازی، در هر مرحله، یک پارامتر تغیی

تندسازی شده و کرده و تغییرات حاصل در نتیجه روش، مس

ر در صورت نیاز در مراحل بعد، پارامترهای دیگر دچار تغیی

 . (30, 26, 23, 1)شوند می

 

 بحث
و  ترین( یکی از مهمHPLCکروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا )

کمی و کیفی  ترین روش های شیمی تجزیه در تحلیلدقیق

که توانایی جداسازی، شناسایی و اندازه گیری  استدارو 

ایای ترکیبات موجود در نمونه های محلول در آب را دارد. از مز

-روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا نسبت به سایر روش

وع توان به تنهای کروماتوگرافی مانند کروماتوگرافی گازی می

مناسب و  در فاز ساکن و متحرک، حساسیت بالا، تکرارپذیری

عدم وجود محدودیت در فرار بودن و مقاومت نسبت به حرارت 

 .(9, 7-5)آنالیت اشاره کرد 

عم اتواند با بررسی پارامتر های مهمی روش آنالیز دارویی می

ها، پایداری و یکنواختی، از فراهمی زیستی، ناخالصی

 گیری دارودر روند شناسایی و اندازه اطلاعات ارزشمندی را

 در ترکیبات مختلف اعم از فرم دارویی و مایعات بدن اراله

دهد و در نتیجه در بخش کنترل کیفیت، محصولات سالم و 

مناسب را شناسایی کرده و از ایجاد مشکل در سایر مراحل 

زمان با مختلف تولید جلوگیری کند. از سوی دیگر، هم

 دارویی و محصولات دارویی نوین در دنیا، هایافزایش شرکت

های آنالیتیکال در بخش کنترل کیفیت افزایش نیاز به روش

 .(10, 2)یافته است 

در این مقاله مروری به اصول طراحی و توسعه یک روش 

آنالیتیکال با استفاده از کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا و 

، pHر و متغیرهای آن اشاره شد. پارامترهایی اعم از عوامل موث
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pKa  و حلالیت آنالیت، نقش کلیدی در طراحی اولیه روش

کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا در رابطه با آنالیز آنالیت 

مورد نظر دارند. سپس با توجه به خصوصیات آنالیت مورد نظر، 

الا و نوع نوع روش کروماتوگرافی مایع بالا با عملکرد ب

آشکارساز انتخاب شده و در ادامه نوع فاز ساکن و متحرک 

مورد بررسی قرار گرفته و در نهایت به منظور بهینه سازی 

آن، ماهیت  pHروش پارامتر هایی نظیر نوع حلال، نوع بافر و 

و درصد حلال آلی و آبی و سرعت جریان در فاز متحرک و 

و نوع ستون در فاز ای، قطر داخلی، طول اندازه سایز ذره

  ساکن، دمای سیستم و حجم تزریق دچار تغییر و تنظیم 

  .شوندمی
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