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شماره 106 و 107

با نگاهى اجمالى به جدول مقايســه 
 HPLC و  UPLC عملكرد تكنيك هاى
در مى يابيم كه مزاياى بسيارى در استفاده 
 HPLC در مقايسه با UPLC از سيســتم
وجــود دارد كه از آن جملــه اقتصادى تر 
بودن آن از لحــاظ مصرف كمتر حلال به 
ميزان 95٪ و در نتيجه كاهش آلودگى هاى 
زيست محيطى به لحاظ توليد كمتر حلال 

آلوده است.
راندمــان و كارائــى بالاتربه جهت 
سرعت عمل بيشــتر( 5 برابر) و كاهش 
 Retention) چشمگير زمان بازدارندگى
Time ) بــه ميــزان1/5 برابــر از جمله 
مواردى اســت كــه در مجموع موجب 
افزايش عملكرد بهتر  UPLC نســبت 
بــه HPLC هــاى متداول مى شــود و 
در نهايت مى تواند هزينه هاى  بيشــتر 
عملياتى شــامل: خريــدارى، راهبرى، 
تعمير و نگهدارى بالاتر اين سيســتم ها 

امروزه با پيشرفت علم و تكنولوژى روش هاى جديدى براى بهبود و 
توسعه جداسازى و آناليز مواد ابداع شده است كه يكى از اين تكنيك ها، 
كروماتوگرافى مايع با فشار (عملكرد) فوق العاده بالا است كه به اختصار 
UPLC  (Ultra Performance Liquid Chromatography) ناميده 

مى شود.
سيستم UPLC به تدريج و پس از گذشت حدود 10  سال از اولين  معرفى  
  ACQUITY آمريكا با نام تجارى Waters توسط كمپانى (PATENT ) آن
UPLC به تدريج جايگاه خود را در بازار پيدا كرده و در حال جايگزينى سريع 

با سيستم هاى متداول HPLC   است.
اساس تئوريك و علمى UPLC تقريبا مشابه با روش پايه HPLC است 
فقط دانشــمندان و متخصصين آناليز دســتگاهى در طول زمان به اين نتيجه 
رسيدند كه با افزايش فشار سيستم هاى كروماتوگرافى مايع HPLC به ميزان 2 
برابر و كاهش قطر ذرات ستون Particle Size به كمتر از 2 مايكرون در واقع 
موجب افزايش سرعت عمل و كارائى (Performance) دستگاه UPLC به 
لحاظ تئوريك و علمى به ميزان قابل توجهى مى شود كه در برخى منابع اين 

كارائى به اندازه 3 دستگاه HPLC برآورد مى شود.
در ادامــه به اختصار مطابق با جدول ذيل به برخى از تفاوت هاى اصلى 

سيستم UPLC  و HPLC اشاره مى شود:

 سيستم UPLC و كاربرد هاى آن
 در آزمايشگاه آناليز دستگاهى

ItemChromatography ParametersHPLCUPLC

1Max Pressure6000psi (410bar) 12000-15000psi
(≈1000bar)

2Eluent ConsumpƟonHighVery Low (≤ 1/5)

3Sample InjecƟon VolumeAverage 10μl≤ 5 μL
 Low volume dispersion

4Flow Rate11/3

5RetenƟon Time5-40 min≤ 1/5 min
6 Column ParƟcle Size3-10μm≤ 2μm

7Column Length100-300mm≤ 30mm

8Column I.d (internal diameter)3.9 or 4.6 mm1.7 or 2.1 mm

9 Temperature35Ambient to 60
10Base LineSome noiseSmooth
11EfficiencyAverageHigh(×3)
12ResoluƟonAverageHigh
13SelecƟvityAverageHigh
14sensiƟvityAverageHigh

15ReproducibilityVery goodExcellent

مهندس علي مرادي، كارشناس آناليز دستگاهي
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 Time) را به دليل سرويس دهى سريع تر
Efficiency) به مراكز صنعتى – تحقيقاتى 
در ميان مدت و بلند مدت مستهلك نمايد.

شــايان ذكــر اســت كه علــى رغم 
 UPLC افزايش راندمان و كارائى سيستم
(زمان پاســخ دهى بسيار كوتاه تر در فشار 
بالاتــر) ويژگى هاى كمــى و كيفى آناليز 
كه از خواص اصلــى كروماتوگرافى مايع 
به شمار مى روند شــامل انتخاب پذيرى 
 ،(Sensitivity) حساسيت،(Selectivity)

تفكيك پذيرى (Resolution) به هيچ عنوان قربانى سرعت عمل نشده است 
بلكه به ميزان قابل توجهى نيز بهبود يافته است كه تحقق  اين امر (راندمان و 
سرعت بالاتر توام با دقت بيشتر از  آرزو هاى مهم صنايع داروسازى و مراكز 

تحقيقاتى است.
احتيــاج به مقادير بســيار كمتــر نمونه جهت تزريق در سيســتم 
UPLC ( ≤5μL) براى آناليز وشناســايى مقادير بسيار كم در نمونه هاى با 
ارزش بيولوژيك و سنتتيك از جمله تومورماركرها ، بيوماركرها ، هورمون ها و 
داروهاى نوتركيب حائز اهميت است واز اتلاف آنها جلوگيرى مى نمايد.علاوه 
بر آن هماهنگى بيشتر با دتكتورهاى اسپكترومترى جرمى با قدرت تفكيك 
 UPLC از موارد ديگر مزاياى كاربردى TQوSQ ســرى HDMS/MS بالا
 (Resolution) ها Peak اســت كه از نظر تئوريك به علت افزايش ظرفيت
در UPLC و در نتيجه تشديد كارآيى فرايند Source Ionization و كاهش 
پديده Ion Suppression  حساسيت مجموعه را به صورت چشمگيرى بهبود 

مى بخشد.
در ادامه بايد به برخى از مشــكلات سيســتم هاى UPLC در مقايسه با 
HPLC به لحاظ تكنيكال و ساختارى از جمله قيمت تمام شده بالاترخريد 
دستگاه UPLC و ملحقات جانبى آن شامل ستون هاى هيبريدى ، دتكتور هاى 
 Method مخصوص فشار بالا و در برخى موارد ديگر از جمله زمان بر بودن
Development در تبديل  Methodology از HPLC  به UPLC نيز اشاره 
كرد.علاوه بر آن هزينه هاى بالاتر تعمير و نگهدارى دستگاه هاى UPLC  به 
لحاظ پيچيدگى هاى سخت افزارى و فنى و اصطحلاك بالاتر به علت فشار 
 Half فوق العاده بالاتر در اين سيستم ها درنهايت موجب كاهش عمر متوسط
Life  آنها در مقايسه با سيستم هاى HPLC  رايج مى شود و نياز به تعويض 
اتصالات ،  Transducer ،   Check Valve هاى مخصوص كار در فشار بالا 

را در ميان مدت اجتناب ناپذير مى كند.
در خصوص ســتون ها ى مخصوص UPLC بايد گفت كه اين ستون ها 
 Bridged Ethylene)آمريكا بوده و با نام تجارى Waters كمپانى  Patent درواقع
Hybrid)BEH نيز شناخته مى شود و در حقيقت نسل دوم ستون هاى هيبريدى 
X-Terra اســت كه از اتصال پايه سيليكاژل به پايه پليمرى توسط پل هاى 
متيلى(CH٣) ســاخته شده اند كه عملا به صورت تركيبى از كارايى بالاترى 
برخوردار بوده و در شــرايط ســخت آناليز)دماى بالا ، فشا ر بالا ، محيط ها 
 Quantitative & به شــدت اســيدى يا قليائى) ويژگى ها ى آناليتيــكال

Qualitative خود را به خوبى حفظ مى كند.
 Particle) ذكر اين نكته ضرورى است كه به دليل قطر ذرات ريزتر
٢μm ≥ size)  و ابعاد( طول و قطر) كوچكتر، ســتون هاى هيبريدى 
(BEH)  بعضا داراى مشــكلاتى اســت از جمله اين كه ليگاند كردن 
گروه هاى عاملى (واكنش دهنده) مثل  CN , C8 , C18 , NH٢ روى ماده 
پايه ستون ( پليمر- سيليكاژل) كار دشوارى است كه به دليل سطح مقطع  و 
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 COMPOSITIONAL) و دقت تركيبى
 (PRECISION&ACCURACY
بالائى است كه تركيب حلال هاى مختلف 
در فشــار تركيبى بالا را با دقت و انعطاف 

پذيرى بيشترى امكان پذير مى كند.
دتكتور هاى مختلف در سيستم ها ى  
UPLC هم دچار دگرگونى هاى اساسى 
نســبت به HPLC هاى رايج شده اند از 
 Flow cell (ظرفيت)جمله اين كه حجم
دتكتــور هاى آن به ميــزان زيادى در حد 
(nl 500)  كم شده اند ولى على رغم كاهش 
 ≥(Cross – Section)   سطح مقطع تماس
١٠mm با منبع نــورى كه خود موجب 
 SIGNAL/NOISE ضريــب   كاهش 
در نتيجــه كاهــش حساســيت دتكتور 
مى شــود ، با به كارگيرى تكنولوژى فيبر 
 OPTIC FIBER GUIDING)    نورى
LIGHT ) و هدايــت دقيــق نور از منبع 
نورى بدون پراكنش و به طور مســتقيم به 
محفظه ى Flow Cell اين نقيصه برطرف 
 UPLC شده است. لذا كماكان دتكتورهاى
 Limit of (LOD) از دقت و حساســيت
Detection  فــوق العاده بالائى برخوردار 

است .
در پايان يادآورى مى شود كه سيستم 
UPLC به علت در اختيار قرار دادن مقادير 
بيشــترى اطلاعات بــه ازاء  تزريق مقدار 
كمتــرى (5μL ≥) از نمونه هاى كمياب 
نقش  بيولوژيكى  هــاى  نمونــه  مانند 
بســيار تعيين كننده اى در شناســايى 
ســريع تــر  و دقيق تر ناهنجــارى هاى 
متابوليكى دارند و در صنعت داروســازى 
 (Drug Discovery) بخش تحقيقات دارو
 METABOLOMICS)    و متابوليت ها
SCREENING)  مورد توجه است كه در 
نهايت موجب كاهش  تحميل هزينه هاى 

سنگين دارو و درمان به جامعه مى شود.

تماس كوچكتر      (low Surface Area ) ذرات اجتناب ناپذير بوده كه خود 
موجب كاهش زمان احتباس مى شود  ولى در عوض همين كاهش قطر ذرات 
( Sub  particle≤٢) موجب افزايش 2 پارامتر مهم كمى و كيفى كروماتوگرافى 
يعنى تفكيك پذيرى (Resolution) ، افزايش ارتفاع (Height) Peak ها و 
 (Sensitivity) و نتيجتا افزايش حساســيت (Width) كاهش عرض آن ها
به ميزان قابل توجهى در ســتون هاى هيبريدى نسبت به ستون هاى معمولى 

(Conventional) مى شود.
جهت انتخاب ســتون هاى جديد UPLC توسط كمپانى هاى سازنده 
كيت هايى تحت عنوان Method Transfer Kit  در بازار در اختيار مشترى 
(End User  ) قرار مى گيرد كه با اســتفاده از اين نرم افزار مى توان تمامى 
Methodology آناليز را از HPLC به UPLC كه خود شامل انتخاب ستون 
 Condition ، Flow Rate  ، Temperature ،Wave ، مناســب  آزمايــش
Length غيره است را متناسب با روش UPLC انتخاب نمود و در واقع فرايند 

Method Development را با سهولت و دقت بيشترى انجام داد.
 UPLC در دستگاه هاى (Sample Management) سيستم اتوســمپلر
به علت حجم نمونه ها ى بسيار كمتر (Low Dispersion) شامل استفاده 
از تكنولوژى هاى جديدى از جمله سيستم كمكى تزريق نمونه با فشار بالا 
و تعداد بيشــترى pressure transducer است كه موجب انتقال فشار به 
صورت بدون پالس (Pulse Free) مى گردد كه در نهايت موجب افزايش 

دقت اندازه گيرى Detection  در دتكتور مى شود.
پمپ دستگاه VPLC (Solvent Management) نيز عموما شامل يك 
 (Binary Gradient)  يا 2حلاله    (Quaternary Gradient) پمپ 4 حلاله
با فشــار خيلى بالا HP MIXING  (Bar 1000) است كه داراى صحت 
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