YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi (HPLC)

Kromatografi, ayrilacak bilesenlerin biri

sabit(sabit faz), digeri

belirli bir yénde hareket

eden(hareketli faz) iki faz arasinda dagildig fiziksel bir ayirma yontemidir (IUPAC).

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, sabit fazda farkli tutunma kuvvetlerine dayanarak

hareketli faz yardimiyla ayrilmasi ve saflastiriimasi yontemidir.

Bir ayirma metodu olarak kullanilan kromatografi ayrilan bilesenlerin bir dedektér vasitasiyla sinyalinin

Olcllmesi yoluyla nicel, bilesenlerin farkli gd¢ hizlarindan vyararlanarak nitel analizde de kullanilir.

Kromatografik yontemler genel olarak asagidaki gibi siniflandirilir.

Kromatografik
vontemler

ISabit Fazin Sekline Gore
1- Kolon kromatografisi
2- Duzlemsel kromatografi

areketli Fazin Sekline gore
1- Gaz kromatografisi
2 - Sivi kromatografisi (LC, HPLC)
3- Superkritik akiskan kromatografisi

Hareketli ve sabit faz arasindaki
letkilesime gdre

1- Adsorpsiyon kromatografisi

3-Iyon degdistirme kromatografisi
K1- Eleme(ekskilusyon) kromatorafisi

2 - Dagihma (partisyon) kromatografisi

5- Affinite (benzesme ) kromatografisi

Kolon kromatografisi

Pek ¢ok kromatografi teknigi gibi HPLC de kolon kromatorafisinin bir uygulamasidir.

Hareketli fazin ilerlemesiyle durgun fazda farkli kuvvetle
tutunana maddelerin geri alinmasina elisyon (geri alma) denir.
Ayrilmasi istenen maddelerin kolondan ¢ikis siresine alikonma suresi
denir.

Kromatografide A ile gdsterilen bir analit icin dagilim dengesini
siklikla, agagidaki

basit denklemle tanimlayabiliriz:
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Bu dengeye ait sabit, K, dagiim katsayisi olarak adlandirilir.
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Zaman
(a) Kolon eiisyon [(romalograh e A ve B bilesenlerinin aynima diyagram
(b) (a)'da gdsterile ellisyonun esitli basamaklannda dedekidr sinyali

Dedektde



Bu denklemde Cs ve Cu analitin, sirasiyla sabit ve hareketli (mobil) fazdaki

Pikler
1 1. Vitamin C
2. Sakkarin
3 3. Kafein
4. Sodyum benzoat

~

molar derigsimleridir. Kolonda farkli kuvvetlerle tutunan maddeler, farkli alikonma
zamanlarina sahiptir. A ve B maddesinin kolonda birbirinden net olarak ayriimasi

piklerin ayrilmasi ile gézlenir. Bu ayriimanin basarisi ayirma guct ile ifade edilir. 4

T R ! SEKIL 26-4 Iki bilesenli bir karisim icin tipik bir
= |ty fs : kromatogram. Soldaki kiglk pik kolonda tutulmayan
z | 1 ture aittir ve bu tir elisyon bagladiktan hemen sonra
W : dedektore ulasir. Bu nedenle bu tiriin alikonma siresi
= | (ty) hareketli fazin bir molekdlinin kolondan gegmesi
§ _/\ icin gereken sireye yaklasik olarak esittir.
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SEKIL 26-12 Ug ayn ayirma giiciindeki 8] /\—-/,’
kromatogramlar: Ayirma glicii R, = 2AZ/(W, + Wy) % 75 ()L i
olarak verilmistir. Her kromatogramda pik yiikseklikleri g 4 (R H
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yaklasik esit alinmistir.
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Ayirma giicii,Rs
iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesini gdsterir.
Kolon dolgusunun ¢ok sayida teorik tabakadan olustugu varsayilir.
Kuramsal tabaka sayisi, kolon veriminin yani piklerin keskinliginin nicel dlgisudur.

t 2
N =16 &
W

Kolon dolgu yuksekligi (L), N tane, H kuramsal tabaka yuksekliginden olusur.

H=
N
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Kapasite faktorti(k) , Analitlerin kolonda gécetme hizlarini tanimlamak amaciyla yaygin olarak

kullanilan énemli bir blyUkltktdr.
tR _tM
tM

k:

Kapasite faktorl (k)'nun 1-5 arasinda bir deger gostermesi idealdir.

Ayirma Faktoru (o), birbiri ile iligkili iki pikin goreceli alikonmalaridir.

_ ey —tw oke _Ke
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teiny —tu k, K,

Kolon Etkinliginin(Performansinin) Optimizasyonu

lyi bir ayirma igin temel biiyGklikler : o, k ve N (veya H) optimize edilir.

Ayirmayi iyilestirmenin en kolay yolu kapasite faktorti(k)'ni optimize etmektir.

k icin mobil faz bilesimi degisimi, farkli bir kolon dolgu maddesi kullaniimasi (daha az uygun)
N igin;
kolon uzunlugunu,
mobil fazin akis hizini,
dolgu maddesinin tanecik bayukligunu
mobil fazin viskozitesini degistirmek
o igin azalan tercih edilebilirlik sirasiyla
pH degisikliklerini de iceren mobil faz bilesimini degistirmek
kolon sicakhgini degistirmek,
Ozel kimyasal etkilerden yararlanmaktir

Yuksek Performansh Sici Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografisi, hareketli faz olarak sivinin kullanildigi kromatografik yéntemlerin genel adidir.
Sivi kromatografinin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ydnteminde,
hareketli faz sivi durgun faz ise, kati par¢aciklardan (alimuna, silikajel vb.) olusur.
Durgun (sabit) faz olarak kullanilan pargacik boyutlarinin dnemli él¢tide kiglltiimesi sonucu hareketli faz ile
etkilesen sabit faz ylizey alani biyur ve bdylece kolonun etkinligi arttirilmig olur. Cok siki olarak doldurulmus
kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi i¢in bir basing uygulanmasi gerekir. Bu yuksek verimdeki
kolonlarin ve olduk¢a yuksek basinglarin kullanildigi HPLC, element ve organik molekil tirlendiriimesinde
ve tayininde yaygin bicimde kullanilan kromatografi tartdar.
HPLC glinimuizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki kimyasi, tarim alanlarinda
ayirma ve tayin icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yéntemle cevre sicakliginda termal olarak
kararsiz bilesikleri ve ylksek polarliktaki bilesikleri herhangi bir tlireviendirme olmaksizin ayirmak ve analiz

etme mumkanddr.
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Sekilde goérilen HPLC cihazi baslica Gg bolimden olusur:
*Cozucl dagitma sistemi
*Ayirma kolonu

*Dedektdr ve kaydedici sistem Helyum kaynai
=

1. Géziicli Dagitma Sistemi [_\ ’W S

HPLC  cihazi, diger sivi  kromatografisi M Y
cihazlarindan, daha énce de belirtildigi gibi, kolon NN e N
giris ve ¢ikigl arasinda olusturulmasi gereken - /ol f, ains
ylksek basing nedeni ile farklilik gésterir. Bu basing , b ™ |
farki, kolon girisine bir pompa yoluyla uygulanan Cll MBS e
basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik e T m ==

D . diizenleyici

sonuclardaki  tekrarlanabilirligi, nicel  degeri, Sanadied

Enjeksiyon vanast

gozlenebilme siniri vb. degerleri buyuk olgude
SEKIL 28-3 Yiksek performansli sivi kromatografi cihazinin sematik gériintsi (Perkin-Elmer
Corp., Norwalk, CT'in izniyle).

etkiler.  Ticari olarak mevcut pompalama

sistemlerinin farkli tipleri sunlardir:
* Dogrudan gaz basing pompalari
* Pnématik hizlandirici pompalar
* Pistonlu pompalar

* Siringa tipi pompalar

Sivi kromatografisinde, iki farkh érnek enjeksiyon sistemi kullanilir.

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

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

2. Dis ilmek subabi (valfi)yoluyla enjeksiyon.
2. Ayirma Kolonlari

HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, ylksek basinci korumak icin paslanmaz ¢elikten yapilmiglardir. Bunlar
bastan basa dizgln bir i¢ capa sahiptirler ve ticari olarak degisik blyukliklerde mevcutturlar.

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

lyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢dziiciilerine hem de érnek g¢ozeltilere karsi
inert olmalidir. Genis yuzey alanina, dizgln olarak dagiimis ve hareketli faza kolay erisebilir agik yapisal
yuzeye sahip olmaldir.Yiksek basing ve yuksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama pargacik ¢api, kolonu doldurmak igin kullanilan teknikler,

kolonun i¢ gapi ve kolonun i¢ ylzeyinin geometrisi gibi pek ¢ok faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz gelik
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kolonlarin, malzeme 6zellikleri agisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda,

2,1 mm, 3,2 mm ve 4,5 mm i¢ ¢gapa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda kullanilirlar.
Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedekt6r arasindaki baglanti borularinin uzunlugunun mimkdn oldugu
kadar kiguk tutulmasi istenir. Kolon ¢ikisina ve dedektor sistemine baglanmis borularin en iyisi, hareketli
fazla 6nemsiz o6lclide seyrelmeye izin veren minimum 6lU0 hacme sahip olanidir. Bu 6érnek seyrelmesini
engelleyen, 0,025-0,05 cm i¢ ¢apa sahip (celik ve teflon) baglanti borularinin kullanilmasiyla basarilir.
HPLC calismalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel kullanilir. icerdigi SiOH gruplari nedeniyle zayf asidik
Ozellik gosteren silikajel, bazik 6zellik gésteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine gére tutar.Yani, kuvvetli bazlar
silikajel kolonlarda zayif bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak
kullanildigi gibi bir kati yizeyine film halinde kaplanabilir. Bu katinin cam boncuk olmasi durumunda bu ince
tabaka, ylzeye kimyasal baglarla baglanir. Asidik 6zellik goésteren bilesiklerin ayriimasini saglayan, yani
bazik dzellik tagiyan bir kolon dolgu maddesi de aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir yizeye film halinde

kaplanarak kullanilir.
3. Dedektorler

Ornek, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca siiriiklenerek dedektére tasinir. HPLC cihazlarinda kullanilan
dedektorler, diger sivi kromatografisi cihazlarinda kullanilan dedektdrlerle aynidir. Analizin amacina goére UV
absorpsiyon, kirllma indisi, floresans ve elektrokimyasal dedektérler kullanilir. ideal bir dedektér su dzelliklere

sahip olmalidir:

Dusuk gUrdlth seviyesine sahip olmasi nedeniyle ayrilan bilesenlerin kiicik miktarlari gézlenebilir.

* Hizli ayrilan pikleri kaydetmek igin suratli cevap zamanina sahiptir.

* Hareketli fazdaki akis hizi, sicaklik ve fazin bilesimindeki degisimlere kargi bir dereceye kadar duyarsizdir.
* Butiin ¢ézunenlere cevap verir veya en azindan tahmin edilebilir bir segicilige sahiptir.

* Kolay caligir ve guvenilirligi fazladir.

* Olusan pikte kalitatif bilgi de saglar.

HPLC dedektoérlerinin iki tipine rastlamak mimkuandur.

1. Genel dedektorler 2. Secici dedektorler

Genel dedektorler, hareketli faz ve drnek g¢ozeltisinin dzelliklerindeki degisimi Olger.

Secici dedektorler ise yalniz érnek ¢dzeltisi icin duyarlik ve segicilik gosterir. Genel 6zellikli dedektorlere
Ornek olarak kirilma indisi dlcen dedektdrler ve kitle spektrofotometreleri verilebilir. Secici dedektdrlere drnek
olarak da UV, FT-IR, floresans, elektrokimyasal, radyokimyasal, iletkenlik dedektorleri verilebilir.

UV absorpsiyon dedektoru, kolondan ayrilarak dedektore ulasan bilesenlerin ultraviyole bolgede yaptigi
absorbansin dl¢gimine dayanir. Tek bir dalga boyunda c¢alisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir
monokromator ile c¢esitli dalgaboylarini segerek calisan dedektérler de vardir. Tek dalgaboyunda calisan
dedektoérlerde 1sik kaynagi olarak genellikle 254 nm’de 1sima yapan Hg lambasi, cesitli dalgaboylarini

Olcebilen dedektorlerde ise déteryum lambasi kullanilir. Spektrofotometrik 6lgiim temeli ile ¢alisan bir baska
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dedektor turll ise fotodiyot dizisidir. Olgimlerin gok hizli bir bicimde yapilmasinin gerektigi analizlerde

genellikle bu dedektér kullanilir. UV dedektériin karakteristikleri sunlardir:
* Orneklerin UV- gériinir bélgede absorpsiyon yapmasi gerekir.

* Hareketli faz akis hizi ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.

* Band genigletme etkisi klguktar.

* Cok guvenilirdir, operasyonu kolaydir.

* Ornek ¢dzeltiyi bozmaz.

Kromatografide Ornegin hazirlanmasi

Kati érnekler: Bir drnedi HPLC sistemine vermek igin, bu érnegin, hareketli faz olarak kullanilan ¢ézictde
¢oziinmesi gerekir. Ornegin, metanol/su karisimi bir hareketli fazla ile analiz yapilacaksa, érnek metanolde,
suda veya metanol/su karisiminda ¢ézutlmelidir. Eger érnek boyle bir ¢dzlclide ¢ézinmiyorsa, diger bir
cozlcude ¢dziinmeli, fakat bu durumda kullanilan ¢dziict kesinlikle hareketli fazla karisabilir oimahdir. Ornek

bilesenlerinin, mobil faz ¢dzliclisiinde ¢cdkmemesine de dikkat edilmelidir.

Sivi ornekler: Sivi drneklerde ¢ozicl, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte edilebilir. Eger drnekler
istenen c¢ozlcude dedillerse veya enjekte edilecek kadar derisik degillerse, kurutulmalidir veya

derigtiriimelidir. Daha sonra hareketli fazda tekrar ¢déziinmelidir.

Orneklerin siiziilmesi: Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda artmaya, kolon veriminde azalmaya
ve istenmeyen piklere neden olabilecek ¢6zinmeyen maddelerin kolona girmesini dnlemek igin, 6rnegin

enjeksiyondan 6nce sizilmesi tavsiye edilir.

HPLC’nin diger kromatografi turlerinden usttinliikleri sunlardir:

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

* BOyle kolonlarda gercgeklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde edilenden ¢ok daha gesitlidir.
* Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhdir ve tekrarlanabilirlik daha yuksektir.

* Nicel analiz i¢in de kullanilabilir.

* Analiz slresi ¢ok kisadir.

* Duyarlik ¢cok yuksektir, 10 ug lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron yakalama dedektorleri kullanilarak

tayin edilebilir.
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Ornek Grafikler

Beyaz sarap Beyaz sarap Anallzl
2. Tataric acid Polysphar® DA KC
3. Glucose Harskelli faz 0 005 N H,S0,
4, Malic acid Akig bzt 0.3 mimin
5. Fructoss Dedektie Rafractive index
6. Acetic acid 1 Saeakie 80 °C
7. Glycerol
8. Lactic acid 2
9. Methanal
10. Ethanol ] 9
o 5 w15 20 RT (min)
Ok 8 Karbenhidratlarn tanimlanmas
1. Maltotriose 2 PDEEHBI‘“ CH CA
2. Saccharose
3. Glucoss 6 Prepacked column RT 300-6.5
4. Galactose LT Palyspher” CH CA
5. Fructose 1 Harektlifaiz  Water
6. Manitol 34 Magha 0.5 minin
7. Arabital Dedskidi Redractive index
& Sorbitol Sicaklik a0 =G
| B
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DENEY: Cayda Kafein Tayini

Kafein icin; Mol Kitlesi: 194,19 g/mol d:1.2 g/cm? CH3
Deneyde, 5um ¢apli, dolgulu, 4,6 mm i¢ ¢apl 25 cm lik ters faz

I
N O
kolonu kullaniimigtir. </ | Y
N
1-)Numunenin hazirlanmasi: 1,80 gram siyah cay 150 ml N \CH3
kaynatiimis su igerisinde oda sicakliginda 10 dakika ekstrakte CH3/ 0o

edilir. 20 ml alinir ve Uzerine 0,1 M 10 ml hidroklorik asit ve 8 ml Kafei
arein
doymus sodyum asetat ¢ozeltisi eklenir. Cozelti 2500 devir/min
devirde 5 dakika santrifij edilir. Yaklasik 10 ml stztnti alinir ve Gzerine 0.1 gram NaHCOs eklenir ve tekrar

santrif(jj edilir. Daha sonra ¢ozelti 50 ml'ye seyreltilir.

Ornek , HPLC Kalibrasyonu

Working
Hotelling
139.76x +0,5665 %95
R?=0.9945 Guvenilirlik
aralig

T T T T T T T

0,05 0.1 0,15 02 025 03 035 04

derigim

2-) Kafein igin bilinen derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanarak bunlar icin kromatogramlari alinarak
derisim-alan cinsinden kalibrasyon grafidi cizilir.

3) Hazirlanan numuneden alinan érnek kolona enjekte edilir.

Cizilen kalibrasyon grafiginden yararlanarak bilinmeyen kafein numunesinin derisimi hesaplanir. Alinan cay
numunesi ve seyrelmeler de kullanilarak gaydaki kafein miktari mg kafein/ g ¢ay cinsinden ve mg kafein/ 100

ml ¢gay demi cinsinden hesaplanir.
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