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کاربرد فیلتراسیون در 
آماده‌سازی نمونه‌ها در 

کروماتوگرافی

آماده‌سـازی نمونه‌هـا بـرای کروماتوگرافـی یـک فرآینـد چنـد مرحلـه‌ای اسـت کـه نیازمنـد دقـت و اسـتفاده از تجهیـزات 
مناسـب اسـت. اسـتفاده از فیلترهـای بـا کیفیـت و مناسـب برای هـر نمونه و سـتون و تنظیم دقیـق مراحل آماده‌سـازی می‌‌تواند 
تاثیـر قابـل توجهـی بـر دقـت و صحـت نتایـج داشـته باشـد. آماده‌سـازی نمونه‌هـا بـرای دسـتگاه‌های کروماتوگرافـی فرآینـدی 
پیچیـده و دقیـق بـوده کـه شـامل مراحل مختلفی از اسـتخراج نمونـه تا تزریق نمونه به دسـتگاه اسـت. در این مقالـه، به اهمیت 
اسـتفاده از فیلتـر قبـل از تزریـق نمونـه بـه دسـتگاه و قبـل از عبـور حالل به‌عنـوان فـاز متحـرک و انـواع مختلف آنهـا و کاربرد 

هـر یـک بـه تفکیـک می‌پردازیم.

چکیده

فیلتر، فیلتر غشـایی، فیلتر ممبران، کروماتوگرافی، 
آماده‌سـازی نمونه، فیلتر سرسرنگی.

واژه‌های کلیدی

مه
قد

به‌طـور کلـی، یکـی از روش‌هایـی کـه بـرای خالص‌سـازی مـواد و محلول‌هـای آزمایشـگاهی اسـتفاده می‌شـود، فیلتراسـیون م
اسـت. در ایـن فرآینـد، از یـک فیلتـر یـا غشـا اسـتفاده می‌شـود که با عبـور کـردن محلـول از آن، بخشـی از ناخالصی‌ها در غشـا 
مانـده و امـکان عبـور از غشـا را نخواهنـد داشـت؛ در نتیجـه، پـس از عبور از غشـا، بخشـی از ناخالصی‌های محلول حـذف خواهد 
شـد. انـواع مختلفـی از غشـا با توجـه به کاربرد آنهـا وجود دارد که از جملـه می‌توان به فیلترهای غشـایی و فیلترهای سرسـرنگی 
اشـاره کـرد. در بخـش اول ایـن مقالـه، فیلترهای غشـایی و کاربرد آنهـا در آنالیزهای کروماتوگرافـی معرفی می‌شـوند. تاثیر اندازه 
ذرات پرشـده سـتون‌های کروماتوگرافـی مایـع به‌عنـوان فـاز متحـرک در انتخـاب اندازه منافذ فیلترهای غشـایی بررسـی شـده و 
نکاتـی کـه در انتخـاب فیلتـر از نظـر خـواص و کاربـرد اهمیت دارد مـورد بحث و بررسـی قرار می‌گیـرد. در ادامه، انـواع پر کاربرد 

فیلترهـای غشـایی مقایسـه می‌شـوند و در بخـش دوم نیـز فیلترهای سرسـرنگی معرفی خواهند شـد.

نویسندگان
فریده باتقوا1و2*

 حمید حیدری1و2
1. کارشناس آزمایشگاه تحقیقاتی اکسیر تجهیز آزما

2. عضو کارگروه کروماتوگرافی

exirtajhizazma@gmail.com٭

تاریخ دریافت: 1403/08/19
تاریخ پذیرش: 1403/12/11  )بخش اول(       
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ــی  ــه وقت ــت ک ــراوا اس ــه ت ــواد نیم ــی از م ــه نازک ــاء لای غش
نیــروی محرکــه روی غشــا اعمــال می‌شــود، مــواد را جــدا 
ــذف  ــرای ح ــده‌ای ب ــور فزاین ــایی به‌ط ــای غش ــد. فرآینده می‌کن
طبیعــی  آلــی  مــواد  و  ذرات  میکروارگانیســم‌ها،  باکتری‌هــا، 
ــی  ــران نوع ــر ممب ــا فیلت ــایی ی ــر غش ــوند. فیلت ــتفاده می‌ش اس
ــلولز،  ــتات س ــد اس ــی مانن ــواد مصنوع ــده از م ــاخته ش ــر س فیلت
ــته  ــم پیوس ــه ه ــای ب ــا کانال‌ه ــه ب ــت ک ــون اس ــا تفل ــون ی نایل
ــرخ  ــود ن ــرای بهب ــت ب ــتوانه‌ای یکنواخ ــذ اس ــا مناف ــف ی ظری
جریــان بــرای فرآیندهــای فیلتراســیون در شــیمی طراحــی 
شده‌اســت. در واقــع، فیلتراســیون غشــایی فرآینــدی اســت 
ــا  ــام غشــاء اســتفاده می‌کنــد ت ــه ن ــی ب ــع انتخاب کــه از یــک مان
مولکول‌هــای زیســتی و ذرات را براســاس انــدازه آنهــا جــدا کنــد 
و بــه مولکول‌هــای کوچک‌تــر اجــازه عبــور دهــد و در عیــن 

حــال مولکول‌هــای بزرگ‌تــر را حفــظ کنــد.

کاربرد فیلتر غشایی یا ممبران فیلتر در  
کروماتوگرافی چیست؟

غشـاها با فشـار به‌عنـوان فرآیندهـای محرک در فیلتراسـیون 
امالح و در اسـمز معکـوس اسـتفاده می‌شـوند. فیلتـر  غشـایی 
بـرای جداسـازی و  ابـزاری  به‌عنـوان  غشـایی در کروماتوگرافـی 
به‌طـور  فیلترهـا  ایـن  می‌شـود.  اسـتفاده  نمونه‌هـا  خالص‌سـازی 
ناخالصی‌هـای  و  باکتری‌هـا  معلـق،  ذرات  حـذف  بـرای  معمـول 
موجـود در مایعـات قبـل از ورود بـه سیسـتم کروماتوگرافـی بـه 
کار می‌رونـد. اسـتفاده از فیلتـر غشـایی بـه بهبـود دقـت و صحت 

نتایـج آزمایـش کمـک می‌کنـد.

عملکرد فیلترهای غشایی در سیستم  
کروماتوگرافی چگونه است؟

فیلتـر غشـایی کـه به‌عنـوان فیلتـر میکـرو متخلخل1 یـا فیلتر 
غربالی2 نیز شـناخته می‌شـود، نوعی فیلتر اسـت که در کاربردهای 
مختلـف علمـی، صنعتـی و زیسـت محیطـی مـورد اسـتفاده قـرار 
می‌گیـرد. وظیفـه اصلـی آن، جداسـازی ذرات و میکروارگانیسـم‌ها 
از نمونـه مایـع و یـا گاز براسـاس انـدازه آنهـا اسـت. انـدازه منافـذ 
فیلترهـا بسـته بـه نـوع فیلتـر و نیـاز آزمایـش می‌توانـد متفـاوت 
باشـد. انتخـاب اندازه مناسـب منافذ بـرای حذف مؤثـر ناخالصی‌ها 

و حفـظ کیفیـت نمونـه بسـیار مهم اسـت ]1[.

چگونگی انتخاب فیلتر برای فاز متحرک در  
کروماتوگرافی مایع

مطلـوب اسـت که عمـر سـتون کروماتوگرافـی مایع بـا کارایی 
بـالا3 را افزایـش داده و تعمیـر و نگهـداری به دلیل وجـود ذرات در 
سیسـتم پمپـاژ کاهـش یابـد. با توجه بـه این فـرض، انـدازه منافذ 
فیلتـر بایـد براسـاس انـدازه ذرات پـر شـده سـتون تعییـن شـود. 
همان‌طـور کـه در شـکل )1( می‌بینیـد، ذرات پـر شـده سـتون بـا 
یکدیگـر تمـاس دارنـد. در حالـت ایـده‌آل، نباید آلودگـی در فضای 
بیـن ذرات پـر شـده قـرار گیـرد. ایـن فضا بـا نام مسـیر عبـور4 در 

شـکل )1( مشـخص شده‌اسـت.

شکل )1(: چگونگی قرارگیری ذرات پر شده در ستون کروماتوگرافی ]1[.

هـدف این اسـت که مشـخص شـود فضای مسـیر عبـور چقدر 
بـزرگ اسـت تـا بتـوان ذرات بـا آن انـدازه را حـذف کـرد. به‌عنوان 
مثـال، اگـر انـدازه ذرات پرشـده را 3 میکرومتـر در نظـر بگیریـم، 
همان‌طـور کـه در شـکل )2( نشـان داده شده‌اسـت، چنـد مثلـث 
بزرگ‌تریـن  می‌گیـرد.  قـرار  آن  در  خوبـی  بـه  متسـاوی‌الاضلاع 
مثلـث  ترسـیم  بـا  گیـرد،  قـرار  سـتون  در  می‌توانـد  کـه  ذره‌ای 
متسـاوی‌الاضلاع بـا طـول ضلـع 0/75 میکرومتـر تعیین می‌شـود.

شکل )2(: ترسیم مثلث متساوی‌الاضلاع در مسیر عبور ذرات پر شده در 
ستون کروماتوگرافی ]1[.
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در صورتــی کــه نمــودار را بــزرگ کــرده و بهتــر نــگاه کنیــم 
می‌تــوان  را  متســاوی‌الاضلاع  مثلث‌هــای  از  مجموعــه‌ای 
تصــور کــرد کــه طــول ضلــع آنهــا بــه 0/75 میکرومتــر 
نشــان  را  قائم‌الزاویــه  مثلــث  یــک   )3( شــکل  می‌رســد. 
ــد.  ــره را نشــان می‌ده ــاه آن شــعاع ک ــع کوت ــه ضل ــد ک می‌ده
زاویــه یــک نیمــه 60 درجــه یــا 30 درجــه اســت. ضلــع افقــی 
ایــن مثلــث قائم‌الزاویــه جدیــد 0/375 میکرومتــر )نصــف 
ــا محاســبه ممــاس 30 درجــه،  0/75 میکرومتــر( طــول دارد. ب
ــورد  ــن م ــاور، در ای ــع مج ــه ضل ــل ب ــع مقاب ــول ضل نســبت ط
0/58 اســت. ایــن بــدان معنــی اســت کــه ضلــع کوتــاه مثلــث 
ــوده  ــر ب ــان 0/375 × 0/217 میکرومت ــا هم ــا 0/58، ی ــر ب براب
ــن،  ــعاع ذره اســت. بنابرای ــم ش ــن ه ــاق ای ــر حســب اتف ــه ب ک
ــر باشــد، مســیر  ــر شــده ســتون 3 میکرومت ــر قطــر ذرات پ اگ

ــت. ــر اس ــان 0/43 میکرومت جری

شکل)3(: ترسیم مثلث قائم‌الزاویه در مسیر عبور ذرات پر شده در ستون 

کروماتوگرافی ]1[.

بنابرایــن، هنگامــی کــه ســتون HPLC بــا انــدازه ذرات پــر 
شــده 3 میکرومتــر یــا کوچکتــر باشــد، بایــد از یــک فیلتــر 0/2 
ــر  ــر 0/45 میکرومت ــک فیلت ــرا ی ــود زی ــتفاده ش ــر اس میکرومت
ممکــن اســت ذرات را از خــود عبــور دهــد و ســتون را مســدود 
ــتفاده  ــا اس ــع ب ــی مای ــتم‌های کروماتوگراف ــرای سیس ــد. ب کن
از ســتون‌هایی بــا ذرات پــر شــده بزرگتــر از 3 میکرومتــر، 
بــرای  میکرومتــر   0/45 فیلتراســیون  غشــای  اســتاندارد 
ــتون‌هایی  ــرای س ــت. ب ــرک اس ــاز متح ــایی ف ــای غش فیلتره
بــا ذرات پــر شــده 3 میکرومتــر یــا کوچک‌تــر، از جملــه 
دســتگاه‌های کروماتوگرافــی مایــع بــا عملکــرد فوق‌العــاده 
ــت  ــی باب ــه نگران ــی ک ــا زمان ــذ، ی ــز منف ــتون‌های ری ــالا ، س ب
رشــد میکروبــی وجــود داشــته باشــد، فیلتــر 0/2 میکرومتــری 

توصیــه می‌شــود.

چه نـوع فیلتـر غشـایی در کروماتوگرافی مایع  
و کروماتوگرافی گازی6  اسـتفاده می‌شـود؟

نمونـه  تزریـق  از  قبـل  معمـول  به‌طـور  غشـایی  فیلترهـای 
ورود  از  تـا  می‌شـوند  اسـتفاده   GC و   HPLC بـه سیسـتم‌های 
ناخالصی‌هـا بـه سیسـتم جلوگیری کننـد و دقت نتایـج را افزایش 
آماده‌سـازی  مراحـل  در  غشـایی  فیلترهـای  از  اسـتفاده  دهنـد. 
ماننـد کروماتوگرافـی،  آنالیـزی  در روش‌هـای  ویـژه  بـه  نمونـه، 
بسـیار حائـز اهمیـت اسـت و بـه بهبـود کیفیـت و دقـت نتایـج 

می‌کنـد. کمـک  آزمایش‌هـا 
فیلترهـای غشـایی در جداسـازی زیسـتی در همـه جـا وجـود 
دارنـد و به‌طـور عمـده بـرای جداسـازی تقریبی مولکول‌ها براسـاس 
تفـاوت در انـدازه اسـتفاده می‌شـوند. بـا ایـن حـال، میـل ترکیبـی، 
تبـادل یونـی، برهم‌کنـش آبگریز یـا لیگاندهای فـاز معکوس ممکن 
اسـت بـه چنیـن غشـاهایی »فیلترهای میـل ترکیبی« جفت شـوند 
تـا گزینش‌پذیـری آنهـا را بـرای مولکـول هـدف بـا چندیـن مرتبـه 
بزرگـی افزایـش دهنـد. برای چنیـن اهدافی از مواد غشـایی مختلف 
از جملـه پلـی آمید، سـلولز احیا شـده، پلی اسـتایرن و کوپلیمرهای 
مختلـف اسـتفاده شده‌اسـت. یکـی دیگـر از مزیت‌هـای فیلترهـای 
غشـایی، مقاومت جریان کم آنها )فشـار برگشـتی( اسـت. از آنجایی 
کـه کارایی جداسـازی )ارتفاع صفحه( هیچ وابسـتگی به نرخ جریان 
نشـان نمی‌دهـد، جداسـازی‌ها را می‌تـوان در عـرض چنـد ثانیـه بـا 
نرخ جریان بسـیار بـالا انجام داد، مگر اینکه سـینتیک جذب در آنها 
محدودیتـی ایجـاد کند. کروماتوگرافی غشـایی بیشـتر با اسـتفاده از 
دسـتگاه‌های مشـتق شـده از واحدهای فیلتراسـیون معمولـی انجام 
می‌شـود، اگرچـه برخـی از نگهدارنده‌هـای فیلتـر وجود دارنـد که با 
سیسـتم‌های کروماتوگرافـی معمولـی یـا آنالایزرهای تزریـق جریان 

سازگار هسـتند ]2[.

چگونـه فیلتـر مناسـب بـرای هـدف خـود در  
کنیـم؟ انتخـاب  آزمایشـگاه 

هنـگام انتخـاب بهتریـن فیلتـر بـرای برنامـه خود، باید به سـه 
نکتـه اصلی توجه شـود:

1. سـازگاری شـیمیایی فیلتـر چیسـت؟ آیـا فیلتـر بایـد در 
باشـد؟ هنـگام  آلـی مقـاوم  یـا حلال‌هـای  بازهـا، اسـیدها  برابـر 
انتخـاب فیلتـر بـرای آماده‌سـازی نمونه یا فـاز متحرک، سـازگاری 

شـیمیایی یـک نکتـه مهـم اسـت.
2. فیلتر با چه مساحتی برای فیلتراسیون مورد نیاز است؟
3. اندازه منافذ بهینه برای فیلتر کردن نمونه چقدر است؟

بـر این اسـاس، دسـته‌بندی انـواع فیلترهـای غشـایی پلیمری 
در جـدول )1( ذکـر شده‌اسـت:
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جدول )1(: دسته‌بندی انواع فیلترهای غشایی پلیمری ]2[.

کاربردخواصماهیت فیلتر غشایی

Nylonنایلون
آب گریز

مقاومت خوب در برابر حلال‌ها
چسبندگی پروتئین متوسط

برای فیلتراسیون همه نمونه‌های آبی و بیشتر حلال‌ها )آلی(

Teflonتفلون
آب گریز

بالاترین مقاومت در برابر حلال‌ها
چسبندگی پروتئین بالا

برای فیلتراسیون محیط‌های غیر آبی و حلال‌ها )آلی(
مناسب برای فیلتر کردن و گاززدایی در کروماتوگرافی

پلی وینیلیدین فلوراید 
آبدوست )هیدروفیل(

PVDF-HF

آبدوست
مقاومت بالا در برابر حلال‌ها

چسبندگی پروتئین بالا
ویژگی‌های سرعت جریان7 خوب

برای فیلتراسیون تمام محیط‌های آبی و بیشتر حلال‌ها )آلی(
فیلتراسیون عمومی نمونه‌های زیستی

)هیدروفیل(

پلی وینیلیدین فلوراید 
آبگریز )هیدروفوب(

PVDF-HB

آب گریز
مقاومت بالا در برابر حلال‌ها

چسبندگی پروتئین بالا
ویژگی‌های سرعت جریان خوب

برای فیلتراسیون تمام محیط‌های آبی و بیشتر حلال‌ها )آلی(
فیلتراسیون عمومی نمونه‌های زیستی

CAسلولز استات
آبدوست

مقاومت محدود در برابر حلال‌ها
پایین‌ترین چسبندگی پروتئین

ایده‌آل برای نمونه‌های آبی
ایده‌آل برای کشت بافت و نمونه‌های زیستی حساس

RCسلولز احیا شده
آبدوست

مقاومت زیاد در برابر حلال‌ها
پایین‌ترین چسبندگی پروتئین

ایده‌آل برای نمونه‌های آبی
به‌خصوص برای فیلتراسیون اثر آلودگی )عدم خلوص( پروتئینی

PPپلی پروپیلن
آب گریز است

مقاومت بالا در برابر حلال‌ها
در مقایسه با PVDF چسبندگی پروتئین پایین‌تر

فیلتراسیون تمام محیط‌های آبی و بیشتر حلال‌ها )آلی(
فیلتراسیون عمومی نمونه‌های زیستی

PESپلی اتر سولفون

آب دوست
مقاومت محدود در برابر حلال‌ها

چسبندگی پروتئین پایین
ویژگی‌های سرعت جریان خوب

ایده‌آل برای نمونه‌های آبی
ایده‌آل برای کشت بافت و نمونه‌های زیستی حساس

به‌عنوان پیش فیلتر برای برطرف کردن ذرات درشت و GMFمیکروفیبر شیشه‌ای
کاهش هدر رفتن نمونه

فیلتراسیون عمومی نمونه‌های زیستی
کاربرد متنوع برای پاک کردن نمونه‌ها و پیش فیلتر کردن

نکات تکمیلی برای انتخاب فیلتر مناسب 

 نمونه‌های آبی
غشـاهای آبدوسـت یـا هیدروفیـل کـه میـل ترکیبـی بـا آب 
دارنـد هنـگام فیلتـر کـردن نمونه‌های آبـی ترجیح داده می‌شـوند. 
از فیلترهـای بـا غشـاهای پلـی وینیلیدیـن فلوراید8، نایلـون یا پلی 

اتـر سـولفون9 می‌تـوان اسـتفاده کرد.
	

 گازها و حلال‌های آلی خورنده
غشـاهای آبگریـز یـا هیدروفـوب آب را دفع می‌کنند و نسـبت 
بـه حلال‌هـای آلـی خورنـده بی‌اثـر هسـتند و آنهـا را بـرای گازهـا 
می‌تـوان  حالـت  ایـن  در  می‌کنـد.  ایـده‌آل  آلـی،  حلال‌هـای  و 

فیلترهـای بـا غشـای پلـی تتـرا فلوئورواتیلـن10 را انتخـاب نمـود.

 محلول‌های حلال آبی و آلی
غشـاهای پلیمری مختلف سـازگاری شـیمیایی متفاوتی دارند. 
براسـاس کاربـرد و سـازگاری شـیمیایی، می‌تـوان یـک یـا چنـد 
نـوع فیلتـر غشـایی یـا سرسـرنگی را انتخـاب نمـود. به‌طـور کلی، 
یـک نـوع فیلتـر بـه دلیـل محدودیـت در آبگریـزی/آب دوسـتی و 
سـازگاری شـیمیایی بـرای همـه کاربردهـا عمـل نمی‌کند. بـا این 
حـال، غشـای پلـی پروپیلـن آبدوسـت یـک غشـای عمومـی برای 

کاربردهـای آبـی و آلی اسـت.

 سطوح فوق‌العاده پایین قابل استخراج
ناخواسـته  ذرات  حـذف  بـا  دقـت  افزایـش  بـرای  فیلترهـا 
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می‌توانـد  نامناسـب  فیلتـر  حـال،  ایـن  بـا  شـده‌اند.  طراحـی 
منبـع آلاینده‌هایـی بـه شـکل مـواد قابـل اسـتخراج باشـد کـه 
ایـن مصنوعـات  نمونـه شسـته می‌شـود.  بـه  فیلتـر  از دسـتگاه 
نامطلـوب می‌تواننـد نتایـج آنالیـز را بـه خطـر بیندازنـد. برخی از 
نگرانی‌هـای قابـل اسـتخراج عبارتنـد از شـویش ترکیبـی11، خطا 

مزاحـم. پیک‌هـای  و  شـده  اندازه‌گیـری  مقادیـر  در 

تفـاوت بیـن فیلتر غشـایی یـا ممبـران فیلتر  
PVDF چیسـت؟ PES و 

زیسـتی  کاربردهـای  بـرای   PES غشـاهای  به‌طـور خلاصـه، 
مبتنـی بـر آبـی کـه نیـاز بـه اتصـال کـم پروتئیـن دارند، ایـده‌آل 
هسـتند، در حالی که غشـاهای PVDF متنوع‌تر و از نظر شیمیایی 
قوی‌تـر هسـتند و آنهـا را بـرای کاربردهایـی بـا حلال‌هـای آلـی یا 

نیـاز بـه حفـظ پروتئیـن بـالا مناسـب‌تر می‌سـازد ]3[.
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کـه  اسـت  فرآینـدی  غشـایی  فیلتراسـیون 
اسـتفاده  نـام غشـاء  بـه  انتخابـی  مانـع  یـک  از 
را  ذرات  و  زیسـتی  مولکول‌هـای  تـا  می‌کنـد 
براسـاس انـدازه آنها جـدا کند و بـه مولکول‌های 
اجـازه عبـور دهـد و در عیـن حـال  کوچک‌تـر 
ایـن  در  کنـد.  حفـظ  را  بزرگ‌تـر  مولکول‌هـای 
مقالـه بـه معرفـی فیلترهـای غشـایی و کاربـرد 
پرداختـه  کروماتوگرافـی  آنالیزهـای  در  آنهـا 
سـتون‌های  پرشـده  ذرات  انـدازه  تاثیـر  شـد. 
کروماتوگرافـی مایـع به‌عنـوان فـاز متحـرک در 
انتخـاب انـدازه منافـذ فیلترهـای غشـایی مـورد 
انتخـاب  در  کـه  نکاتـی  گرفـت.  قـرار  بررسـی 
دارد  اهمیـت  کاربـرد  و  خـواص  نظـر  از  فیلتـر 
دسـته‌بندی شـد و انـواع پـر کاربـرد آنهـا مـورد 

قـرار گرفـت. مقایسـه 
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1. microporous filter

2. sieve filter

3. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

4. Flow path

5. Ultra-High Performance Liquid Chromatography (UHPLC)

6. Gas chromatography (GC)

7. Flow rate

8. Polyvinylidene fluoride or polyvinylidene difluoride (PVDF)

9. Polyethersulfone (PES)

10. Polytetrafluoroethylene (PTFE)

11. coelution
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Sample preparation on filtration 
in chromatography

Sample preparation for chromatography is a multi-step process that requires precision and the 
use of appropriate equipment. Using quality and appropriate filters for each sample and column and 
carefully adjusting the preparation steps can have a significant impact on the accuracy and precision 
of the results. Sample preparation for chromatography devices is a complex and precise process 
that includes various steps from sample extraction to sample injection into the device. In this article, 
we will discuss the importance of using a filter before sample injection into the device and before the 
solvent passes as the mobile phase, and their different types and applications of each separately.

Abstract
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filter, membrane filter, chromatography, 
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