YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi (HPLC) iLE KAFEIN TAYINi

A. KURAMSAL BiLGi

Kromatografi, ayrilacak bilesenlerin biri sabit (sabit faz), digeri belirli bir yonde hareket eden (hareketli faz) iki faz

arasinda dagildigi fiziksel bir ayirma yontemidir .

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, sabit fazda farklh tutunma kuvvetlerine dayanarak hareketli

faz yardimiyla ayrilmasi ve saflastiriimasi yontemidir.

Bir ayirma yontemi olarak kullanilan kromatografi, ayrilan bilesenlerin bir dedektor vasitasiyla sinyalinin

Olcilmesi yoluyla nicel, bilesenlerin farkli go¢ hizlarindan yararlanarak da nitel analizde kullanilir. Kromatografik

yontemler genel olarak asagidaki gibi siniflandirilir.

Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Sabit fazin sekline gare Hareketli fazin fiziksel

1-Kolon Kromatografisi

1-Gaz k t fisi
2-Dlzlemsel Kromatografi az Kromatografsi

2. Sivi kromatografisi

kromatografisi

haline gore Hareketli ve Sabit faz arasindaki etkilesimlere gore
1- Adsorpsiyon kromatografisi

2- Dagihm (partisyon) kromatografisi

3- iyon-degistirme kromatografisi
3.Stperkritik-akiskan 4- Eleme (ekskiilizyon, boyut ayirma) kromatografisi
5- Afinite(affinity,benzesme) kromatografisi

Kolon kromatografisi

Hareketli fazin ilerlemesiyle durgun fazda farkh kuvvetle tutunan
maddelerin geri alinmasina ellisyon (geri alma) denir. Ayrilmasi istenen
maddelerin kolondan gikis stiresine alikonma siiresi denir.

Kromatografide A ile gosterilen bir analit icin dagihm dengesini siklikla,
asagidaki basit denklemle tanimlayabiliriz:

‘j"‘harelceﬂi — ‘j"‘sabit K = [4s]

[Ah]

Bu dengeye ait sabit, K, dagilim katsayisi olarak adlandirilir. Bu
denklemde Cs ve Cy analitin, sirasiyla sabit ve hareketli fazdaki molar
derisimleridir. Kolonda farkli kuvvetlerle tutunan maddeler, farkl
alikonma zamanlarina sahiptir. A ve B maddesinin kolonda birbirinden
net olarak ayrilmasi piklerin ayrilmasi ile gézlenir (Sekil 1). Bu ayirma
islemleri allkonma siiresine karsi dedektor sinyalinin olglldugi
“kromatogram” adi verilen grafiklerle gosterilir. Bu ayrilmanin basarisi
ayirma glicii ile ifade edilir.
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(a) Kolon eldsyon kromatografi e A ve B bilegenlerinin aynima diyagrami.
(b) (a)'da gisterile ellsyonun cesitl basamaldannda dedekitr sinyali

Sekil 1. Tipik bir kolon ve kromatogram iliskisi



Ayirma giicii; R,

iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesini gdsterir. d

Ayirma glicli, piklerin birbirinden uzakhginin blyukligli ve de .

taban genisliklerinin kiigiikligu ile artar. lyi bir ayirma icin bir pikin 0} I N
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Kolon dolgusunun ¢ok sayida teorik tabakadan olustugu varsayilir. 2 "
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Kolon dolgu yiksekligi (L), N tane, H kuramsal tabaka yiiksekliginden olusur.

H=%
N

Alikonma faktori (kapasite faktord) (k) , Analitlerin kolonda go¢ etme hizlarini tanimlamak amaciyla yaygin olarak
kullanilan 6nemli bir bayakliktar. Kapasite faktort (k)’'ntn 1-5 arasinda bir deger gostermesi
tR — tM idealdir.tm, hareketli, fazin kolondan ¢ikis siresidir.

Sekil 2. Cesitli ayirma giiglerinde elde edilmig kromatogramlar

k=

Iy

Ayirma Faktoru (segicilik) (o), birbiri ile iligkili iki pikin gdreceli alkonmalaridir.

z —1
o —&» v ot K

Lreay — k, K,
Burada K dagilma debge sabitidir.

Kolon Etkinliginin(Performansinin) Optimizasyonu

lyi bir ayirma icin temel biiyiiklikler : o, k ve N (veya H) optimize edilir.
Ayirmayi iyilestirmenin en kolay yolu alikonma faktériini ( k) optimize etmektir.

Alikonma faktoriinii (k) optimize etmek igin hareketli faz bilesimi degisimi, farkli bir kolon dolgu maddesi
kullanilmasi uygundur.

Tabaka sayisini optimize etmek igin;
e kolon uzunlugunu,
e hareketli fazin akis hizini,

e dolgu maddesinin tanecik biyuklGgiini

e hareketli fazin viskozitesini
degistirmektir.
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Ayirma faktoriinii (o) optimize etmek igin
e pH degisikliklerini de iceren hareketli faz bilesimini degistirmek
e kolon sicakligini degistirmek,
e (Ozel kimyasal etkilerden yararlanma segenekleri denenebilir.

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yoénteminde,
hareketli faz sivi, durgun faz ise, kati pargaciklardan (alimina, silikajel vb.) olusur.

Durgun (sabit) faz olarak kullanilan parcacik boyutlarinin 6nemli dlclide kiglltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen
sabit faz ylizey alani biiylr ve boylece kolonun etkinligi arttirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli
fazin belirli bir hizla gecebilmesi icin bir basing uygulanmasi gerekir. Bu yiksek verimdeki kolonlarin ve oldukga yilksek
basinglarin kullanildigi HPLC, element ve organik molekiil tirlendirilmesinde ve tayininde yaygin bicimde kullanilan
kromatografi tirtdur.

HPLC gliniimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki kimyasi, tarim alanlarinda ayirma ve
tayin icin yaygin olarak kullanilan bir ydontemdir. Bu yontemle cevre sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve
yuksek polarhktaki bilesikleri herhangi bir tlirevlendirme olmaksizin ayirmak ve analiz etme mimkuindur (Sekil 3).
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Sekil 3. 8 karbonhidratin HPLC kromatogrami

HPLC'nin diger kromatografi turlerinden Ustlinlukleri :

e HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

e Boyle kolonlarda gergeklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde edilenden ¢ok daha gesitlidir.

e Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhdir ve tekrarlanabilirlik daha yiiksektir.

e Nicel analiz icin de kullanilabilir.

e Analiz slresi cok kisadir.

e Duyarlik ¢ok yiiksektir, 10 ug hk bir 6rnek bile, floresans veya elektron yakalama dedektérleri kullanilarak tayin
edilebilir.
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Helyum kaynag:

B. HPLC KROMATOGRAFi CiHAZI

Sekil 4’te gorilen HPLC cihazi baglica Ug | - \Clkl}kontml T
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Enjeksiyon vanas:

Sekil 4 HPLC cihazinin sematik gosterilisi

Coziicii Dagitma Sistemi
HPLC cihazi, diger sivi kromatografisi cihazlarindan, daha once de belirtildigi gibi, kolon giris ve cikisi arasinda
olusturulmasi gereken yiiksek basing nedeni ile farklihk gosterir. Bu basing farki, kolon girisine bir pompa yoluyla
uygulanan basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik sonuclardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri,
gozlenebilme siniri vb. degerleri biylk olglde etkiler. Ticari olarak mevcut pompalama sistemlerinin farkl tipleri
sunlardir:

e Dogrudan gaz basing pompalari

e Pnomatik hizlandirici pompalar

e Pistonlu pompalar

e Siringa tipi pompalar

Sivi kromatografisinde, iki farkli 6rnek enjeksiyon sistemi kullanilir.

1. Hareketli faz akisi olurken; Septum yoluyla kolon basina mikrosiringa ile enjeksiyon,
a) Hareketli faz akisinin durdurulmasiyla septum yoluyla enjeksiyon,

b) Kolonun hemen basinda hareket eden faza septum yoluyla enjeksiyon.

2. Dis ilmek subabi (valfi) yoluyla enjeksiyon.
Kolon

HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek basinci korumak igin paslanmaz gelikten yapilmiglardir. Bunlar bastan basa
diizglin bir i¢ capa sahiptirler ve ticari olarak degisik bliyiikliklerde mevcutturlar.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani, kolon dolgu maddesinin secilmesi ve
kullaniimasiyla tayin edilir.

lyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢éziiciilerine hem de érnek ¢ozeltilere karsi eylemsiz
olmahdir. Genis yiizey alanina, diizglin olarak dagiimis ve hareketli faza kolay erisebilir acik yapisal ylizeye sahip
olmahdir. Yiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama parcgacik ¢api, kolonu doldurmak igin kullanilan teknikler, kolonun i¢ ¢capi
ve kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi gibi pek cok faktér tarafindan tayin edilir. Paslanmaz celik kolonlarin, malzeme
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ozellikleri agisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda, 2,1 mm, 3,2 mm ve 4,5 mm i¢
capa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda kullanilirlar.

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektor arasindaki baglanti borularinin uzunlugunun mimkin oldugu kadar kisa
tutulmasi istenir. Kolon c¢ikisina ve dedektér sistemine baglanmis borularin en iyisi, hareketli fazla 6nemsiz olclide
seyrelmeye izin veren en distk 6li hacme sahip olanidir. Bu 6rnek seyrelmesini engelleyen, 0,025-0,05 cm i¢ capa
sahip (celik ve teflon) baglanti borularinin kullaniimasiyla basarilir.

HPLC calismalarinda sabit faz olarak genellikle silika jel kullanilir. icerdigi SiOH gruplari nedeniyle zayif asidik 6zellik
gosteren silikajel, bazik ozellik gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar.Yani, kuvvetli bazlar silika jel
kolonlarda zayif bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silika jel dogrudan dolgu maddesi olarak kullanildigi gibi bir
kati ylizeyine film halinde kaplanabilir. Bu katinin cam boncuk olmasi durumunda bu ince tabaka, ylizeye kimyasal
baglarla baglanir. Asidik ozellik gosteren bilesiklerin ayrilmasini saglayan, yani bazik 6zellik tasiyan bir kolon dolgu
maddesi de aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir ylizeye film halinde kaplanarak kullanihr.

Dedektor

Ornek, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca siiriiklenerek dedektére tasinir. HPLC cihazlarinda kullanilan dedektorler,
diger sivi kromatografisi cihazlarinda kullanilan dedektérlerle aynidir. Analizin amacina goére UV absorpsiyon, kirlima
indisi, floresans ve elektrokimyasal dedektérler kullanilir. ideal bir dedektor su 6zelliklere sahip olmalidir:

* Diislik glriltt seviyesine sahip olmalidir. Boylece ayrilan bilesenlerin kiiglik miktarlari bile gdzlenebilir.

* Hizli ayrilan pikleri kaydetmek icin siiratli cevap zamanina sahip olmalidir.

* Hareketli fazdaki akis hizi, sicaklik ve fazin bilesimindeki degisimlere karsi bir dereceye kadar duyarsiz olmahdir.

* BUtlin ¢ozlinenlere cevap vermeli veya en azindan tahmin edilebilir, tatmin edici bir segicilige sahip olmalidir.

* Kolay calisir olmali ve kararliligi fazla olmahdir.

* Olusan pikte nitel bilgi de saglamalidir.

HPLC dedektorlerinin iki tipine rastlamak mimkinddr.

1. Genel dedektorler 2. Secici dedektorler
Genel dedektorler, hareketli faz ve 6rnek ¢ozeltisinin 6zelliklerindeki degisimi 6lger.
Secici dedektorler ise yalniz 6rnek ¢ozeltisi icin duyarlik ve segicilik gdsterir. Genel 6zellikli dedektorlere 6rnek olarak
kirilma indisi 6l¢en dedektorler ve kiitle spektrofotometreleri verilebilir. Segici dedektorlere 6rnek olarak da UV, FT-IR,
floresans, elektrokimyasal, radyokimyasal, iletkenlik dedektorleri verilebilir.

UV absorpsiyon dedektori, kolondan ayrilarak dedektore ulasan bilesenlerin ultraviyole bolgede yaptigi absorbansin
Olcimuine dayanir. Tek bir dalga boyunda c¢alisan dedektérler kullanilabildigi gibi bir monokromator ile gesitli dalga
boylarini secerek calisan dedektorler de vardir. Tek dalga boyunda calisan dedektorlerde isik kaynagi olarak genellikle
254 nm’de 1sima yapan Hg lambasi, gesitli dalga boylarini élgebilen dedektérlerde ise doteryum lambasi kullantlir.
Spektrofotometrik 6lglim temeli ile ¢alisan bir baska dedektor tiri ise fotodiyot dizisidir. Olglimlerin ¢ok hizli bir
bicimde yapilmasinin gerektigi analizlerde genellikle bu dedektor kullanilir. UV dedektoriin 6zellikleri sunlardir:

* Orneklerin UV- goriiniir bélgede absorpsiyon yapmasi gerekir.

* Hareketli faz akis hizi ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.

* Band genisletme etkisi kli¢liktir.

* Cok guivenilirdir, calistirilmasi kolaydir.

* Ornek ¢ozeltiyi bozmaz.

Kromatografide Ornegin hazirlanmasi
Kati 6rnekler: Bir 6rnegi HPLC sistemine vermek i¢in, bu 6rnegin, hareketli faz olarak kullanilan ¢6ziiciide ¢6zlinmesi
gerekir. Ornegin, metanol/su karisimi bir hareketli fazla ile analiz yapilacaksa, 6rnek metanolde, suda veya metanol/su
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karisiminda ¢ozilmelidir. Eger 6rnek boyle bir ¢ozlclide ¢oziinmiiyorsa, diger bir ¢ozlicide ¢éziinmeli, fakat bu
durumda kullanilan ¢oziicii kesinlikle hareketli fazla karisabilir olmalidir. Ornek bilesenlerinin, hareketli faz
¢Ozicuslinde ¢cokmemesine de dikkat edilmelidir.

Sivi 6rnekler: Sivi 6rneklerde ¢oziicl, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte edilebilir. Eger 6rnekler istenen ¢oziiclide
degillerse veya enjekte edilecek kadar derisik degillerse, deristirilmelidir.

Orneklerin siiziilmesi: Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda artmaya, kolon veriminde azalmaya ve
istenmeyen piklere neden olabilecek ¢d6ziinmeyen maddelerin kolona girmesini 6nlemek igin, drnegin enjeksiyondan
once slzllmesi tavsiye edilir.

Dedeksiyon sisteminin korunmasi
Dedeksiyon hiicresinde gaz kabarciklari olusursa, tayinde problemler ortaya ¢ikar. Gaz kabarciginin olusumunu
Onlemek igin su dnlemler alinmalidir:

* Sistemde sizinti olmamalidir.

* COzlcil HPLC sisteminde kullanilmadan 6nce gaz uzaklastiriimalidir.

* Eter, pentan gibi ugucu ¢oziiciler sistemde buharlasacagindan, bunlari kullanmaktan kaginiimahdir.

C) DENEY: HPLC ile Cayda Kafein Tayini )

Cihaz ve Malzemeler:
HPLC cihazi

C-18 kolonu
UV dedektori
Siringa (10 L)

Kimyasal Maddeler

Kafein (194,19 g/mol d= 1,2 g/cm3) Sekil 5 HPLC cihazi
. CH3j
ISLEM |
1) Numunenin hazirlanmasi: 1,80 gram siyah ¢ay 150 mL kaynatilmis suda 10 dakika N YO
ozitlenir. Oziitlenen numune sogumasi igin beklenir. Cézelti 1000 devir/min de 5 < |
dakika santrifiij edilir. Cozelti kolona yliklenmeden 6nce 0,45 mikrometrelik filtreden N ~CH
stzllar ve kolona yiklenir, analiz edilir. CH / =
3 (o]
Kafein

2-) Kafein igin 2, 4, 6, 8 mg/L standart cozeltiler hazirlanarak bunlarin
kromatogramlari alinarak derisime karsi — pik alani cinsinden kalibrasyon grafigi cizilir
3) Hazirlanan numuneden alinan 6rnek kolona enjekte edilir.

Cizilen kalibrasyon grafiginden yararlanarak bilinmeyen kafein numunesinde kafein derisimi hesaplanir. Alinan cay
numunesi ve seyrelmeler de kullanilarak caydaki kafein degeri mg kafein/g cay cinsinden ve mg kafein/100 mL cay
demi cinsinden hesaplanir.
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D) HESAPLAMALAR

1) Kalibrasyon standart ¢ozeltilerinin derisimlerini
hesaplanmasi

30 mg/L’lik stok kafein ¢ozeltisinden 10 mL 2 mg/L
standart ¢6zeltinin hazirlanmasi;

2 ppm ¢Ozelti hazirlanisi:

Max Vi = Max V,

30xV1i=2x10

V1 = 0,67 mL standart kafein ¢ozeltisinden alinilir ve

saf suile 10 mL'ye tamamlanilir.

Diger derisimlere (4, 6 ve 8 mg/L) ait hesaplamalar da

ayni sekilde yapilir.

2) Derisimlere karsi 6lclilen alan degerleri kayit edilir.

3) Okunan alan degerleri diisey eksende (y ekseninde), derisim degerleri yatay eksende (x ekseninde) olacak sekilde

grafik cizilir.
4)
170 A
Derisim (ppm) Alan o] V=19.275¢+5.2875 s
2 42407 140 | Ri=0.9987
130 -
4 82118 — 120
N 110
6 112126 £ 100 -
8 90 -
8 148875 S 20 1
i
= 70 1
Bilinmeyen numune igin Olglilen alan degerinden 2 60 A P
yararlanarak ya dogrudak kalibrasyon grafiginden 28 | ¢
ya da kalibrasyon grafigi dogru denkleminden 28:
bilinmeyenin derisimi hesaplanir. Ornegin; pik alan 10 A
0 L] L] L] L] L] L] L] L] 1

degeri 135478 br?> olan bilinmeyen numunenin
derisim degerinin bulunmasi igin;

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Derigim (ppm)
Dogru denkleminde yerine koyma:

y =19,275x + 5,2875
135,478 = 19,275x + 5,2875
X =6,75 mg/L

Grafikten okuma:

X=6,6 mg/L

islemleri yapilabilir.

E) CALISMA SORULARI:

1. Benzen ve toluen iceren organik bir karisimin analizi, HPLC ile yapilacaktir. Yapilan analiz sonucunda benzen ve
toluenin alikonma siireleri 32,0 ve 42,5 dakikadir. Benzen ve toluene ait pik taban genisligi sirasiyla 2,54 ve 2,46
dakikadir. Bu analiz sonuglarina gore ortalama kuramsal tabaka sayisini hesaplayiniz?

2. Birgay Orneginin icerisindeki kafein miktarini belirlemek amaciyla %100’llk kafein standart ¢6zeltisinden bir seri
derisimde hazirlanan ¢ozeltilerin HPLC ile tespit edilen alan degerleri asagidaki cizelgede verilmistir. Buna gore
caydaki kafeine ait alan degeri 57600 br? bulunduysa, érnek icerisindeki kafein derisimi ka¢ mg/L?
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