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HPLC

Yuksek performans sivi kromotografisi
(High Performance Liquid Chromatography : HPLC) ;
en yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden bir
tanesidir.

Kromatografik prosesler, durgun ve hareketli fazlar
arasinda kiitle transferini kapsayan ayirma teknikleri
olarak tanimlanirlar.

HPLC; bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi
hareketli fazi kullanir. Bu bilesenler ilk olarak cozgende
cozunurlestirilirler ve daha sonra yuksek basing altinda
kromatografi kolonundan gecmeye zorlanirlar.
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Baslangicta basing; modern sivi kromatografisinin temel kriteri
olarak diusutnulmekteydi ve bu nedenle “Yiksek Basing Sivi
Kromatografisi” olarak adlandiriimaktaydi.

Ancak bu gunimuzde gecersiz kabul edilmektedir. Cinku yluksek
performans yalniz basincin degil bir cok faktdrin birlesmesiyle ortaya
cikmaktadir.

Bu faktorler ;
-Dar bir dagilim araliginda ¢ok kiiclik partikillerin kullaniimasi,
- Uniform gozenek boyutu ve dagihmi,
- Yuksek basincta kolon paketleme,
- Dogru, duslik hacimli 6rnek enjektorleri,
- Duyarl dedoktorler,
- Iyi pompalama sistemi kullanimi,

olarak siniflandirihir. Bu nedenlerden dolayi Yliksek Performans Sivi
Kromatografisi terimi kullaniimaktadir.



HPLC'nin diger klasik tekniklerle kiyaslandiginda;

Klcuk boyutlu paslanmaz celik kolonlarin kullanilmasi,

Partikll boyutlar cok kucuk (3,5-10 um) matrikslerin kullaniimasi,
Yliksek i¢ basin¢ ve kontrolli akis hizi saglanabilmesi,

Ornek gereksinimlerinin az olmasi,

Surekli akis dedektorleri ile kiictk miktarlarin tayinine olanak
saglamasi,

Otomasyona musait olmasi,
Hizli analiz imkani ve yuksek ayirma guclune sahip olmasi

nedeniyle ¢ok yonli uygulamalara daha acik oldugu
gorulmektedir.

Bu gelismelerin; adsorbsiyon, dagilim, iyon degisim, molekdler
elek ve affinite kromatografi tekniklerine de yansimasiyla hizl ve
daha iyi ayrim gucu saglanmistir.



HPLC'nin KISIMLARI

HPLC aletleri genelde;

hareketli faz rezervuari,

pompa,

enjektor,

kolon,

dedektor ve kaydedici (veya veri sistemi) icerirler.

Ayirma kolonda gergeklesir.Durgun faz um boyutlu
por0Oz partikillerden olusur, bu nedenle hareketli
fazin kolondan gecisi icin yuksek basingc pompalarina

ihtiyac vardir.
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Kromatografik  proses kolona  6rnegin
enjeksiyonu ile baglar.

Bilesenlerin ayrilmasi analit ve hareketli fazin
kolona pompalanmasi ile devam eder.

Ayrilarak elue olan her bir kompenentin
pikleri kaydedilir.
Her bir komponent i¢in alinan dedektor cevabi

bir kaydedici veya Dbilgisayar ekraninda
kromotogram olarak goriintilenir.



1- Hareketli Faz Kaplan ve Cozucu
Muamele Sistemleri

Modern bir HPLC cihazinda bir veya daha cok
cam veya paslanmaz celik kaplar bulunur. Bunlarin
her biri 500 mlL'den daha fazla cozlclu alacak
kapasiteye sahiptir.

Sistemde kullanilan  hareketli fazin secimi
uygulanan ayirma tipine baglidir. Bu nedenle sulu
tamponlardan hidrokarbonlara kadar farkl polaritede
cozuculer kullanihr. HPLC sistemlerinde kullanilacak
tim c¢ozgenler cok saf olmalidir. Iz miktardaki
safsizliklar kolonu etkileyerek dedeksiyon sisteminde
girisime neden olabilirler,



Tum solventlerin gazinin alinmasi (degassing)
zorunludur, aksi  taktirde  c¢bzgende hava
Kabarciklarinin  bulunmasi pompa ve kolonda
broblemlere neden olmaktadir. (Ornegin; kolonda
kabarcik olusturarak pik genislemesine yol acar.)

Gazin alinmasi farkli sekillerde gerceklestirilebilir;
solventlerin isitilmasi, karistirarak vakuma maruz
birakma, ultra sonifikasyon veya ¢c6zgen rezervuarina
helyum gazi verilmesi.



Sonu¢ olarak hareketli fazda bulunmasi
gereken ozellikler; saflik, dedektore
uyumluluk, ornegin c¢ozinirligi, disik
viskozite, kimyasal inertlik ve uygun fiyat
olarak siralayabiliriz.



Hareketli faz , ornek ve sabit faz arasindaki
etkilesimlerin ayarlanabilmesi icin degistirilmektedir.

Hareketli faz tipleri; izokratik, gradiyent ve
politipik olmak lzere u¢ formda uygulanabilir.

Izokratik eliisyonda bilesenler sabit bilesimli tek bir
cozlcu ile elte edilirler. Tum bilesenler kolonda ayni
anda, farkli hizlarda gocg ederler.

Gradiyenet elusyon; polarliklari birbirinden farkl iki
(veya bazen daha fazla) cozlicu sistemlerinin
kullanildigi  tekniktir. Cozicld bilesimi slirekli veya
basamakli olarak degistirilir.

Politipik hareketli faz, karisik tip kromatografilerde
tercih edilebilir. Ayni kolonu kullanarak bircok
kromatografik teknik icin uygulanabilir.



Pompa sistemleri

HPLC pompasi, sivi kromatografi sisteminin en
onemli kisimlarindan bir tanesidir. Sistemde;
ellent’in; enjektor, kolon ve dedektor boyunca surekli
sabit akisini saglayan kisimdir.

HPLC analizlerinde kullanilan bir ¢ok tip pompa
mevcuttur. Bunlar; Emme Basma Piston Pompalar,
Siringa Tipi Pompalar ve Sabit Basing Pompalaridir.
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Sivi kromatografide kullanilan pompalarin su ozellikleri
bulunmaldir:

- 5000 psi (1b/in2) ye kadar basinclar olusturabilmeli,
- Pulssuz sivi ¢ikisi bulunmal

- Akis hizi 0,1'den 10mL/dakika’ya kadar
ayarlanabilmeli,

- Sivi akis hizlarinin tekrarlanabilirligi %0,5 veya daha
lyi olmall,

- Cok sayida cozucunun korozyon etkisine karsi
dayanikh olmaldir.



Numune Enjeksiyon Sistemi

Ornekler; HPLC'ye enjeksiyon Unitesinden
enjekte edilir. Enjeksiyon Unitesi basit olarak
bir enjeksiyon valfi ve 6rnek haznesinden
olusur.

Ornek Enjeksiyon dncesi hareketli fazda
cozulerek bir siringa ile valften enjekte edilir.






HPLC'de kullanilan ayirma kolonlari genellikle
paslanmaz celik olup yuksek basinclara dayaniklidir.
Siklikla kullanilan kolonlar 4.5-5.0 mm i¢ capl ve 10-
30 cm uzunlugundaki kolonlardir. Ancak arastirmanin
ihtiyacina gore cok farkli boyutlarda kolonlar ticari

firmalardan temin etmek mumkunddr.



Durgun Faz;
Kolon Dolgu Materyalilr:

HPLC durgun fazi kolon icindeki kati destek
maddesidir. Ornek solisyonunun, kolona enjeksiyonu
ile non-kovalent etkilesim olmaksizin durgun fazda
bilesenlerin gocu s6z konusudur.

Durgun faz ve 6rnegin hareketli faz ile kimyasal
etkilesimleri, goc derecesi ve 0oOrnek bilesenlerin
ayrilmasini belirler.

Uygulanacak kromatografi turtnin prensibine
gore kolon dolgu maddeleri farkhdir. (Kromatografi
tipleri; sivi-kati adsorpsiyon, normal faz, zit- faz, iyon
degisimi vb.)



Kolon dolgu materyalleri  genellikle silika ve
alimina esaslidir; gobzenekli (por6z), kuresel
spherical), duzensiz (irregular), pelliktler (pellicular)
ve mikro tiplerinde olmaktadir.

Dolgu maddesinin seciminde tanecik bicimi,
buylkllgu, tanecik buyltkligunin dagihmi, gdézenek
hacmi ve yuzey alani gibi Ozellikler rol oynar.
Yapilacak calismanin cinsine gore secim yapiimalidir.
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Kolonlarin doldurulmasi

HPLC kolonlari; degisik dolgu materyali
yapilarinda ve boyutlarda ticari firmalardan temin
edilebilirler. Ancak birgok arastirici ucuz olmasi
nedeniyle kendi kolonlarini doldurmayi tercih eder.
Kolon doldurulmasinda kullanilacak metot, dolgu
materyalinin tabiatina ve partikil bayukligiine

baglidir.




Dedektor

Dedektorler, kolondan elie olan 06rnek
bileseninden alinan cevap dogrultusunda sinyallerin
kromatogram uUzerinde pik olarak ifade edilmesini
saglayan alettir. Dedektorler kolon sonrasina monte

edilir.




Column

Detector

f—

Display




Block diagram showing the components of an HPLC instrument
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HPLC icin ideal bir dedektdr; genis konsantrasyon
araliginda; yuksek duyarliiga, dustik gurdlti
seviyesineg, bilinen secicilige sahip olmali ve
kromatografik rezolusyona kotu etki yapmaksizin
kolon akintisindaki bilesiklere duyarl olmaldir. Boyle
bir dedektdr sicaklik ve basingtaki degismelere de
duyarsiz olmalidir.

Kullanilacak dedektor sistemi, analizi yapilacak
numunenin cinsine uygun olmalidir.

Sivi  kromatografisinde en ¢ok kullanilan
dedektorler, ultraviyole veya gorindr 1sIgin
absorpsiyonuna dayanirlar.



HPLC CESITLERI

Sivi kolon kromatografisinin siniflandiriimasi durgun faz
ve ayirma prosesinin tabiati Gzerine yapiliyorsa bu durumda
dort siniftan bahsedilebilir.

1) Iyon dedisim kromatografisi

2) Molekuler elek kromatografisi (Jel Filtrasyon)
3) Affinite kromatografisi

4) Adsorbsiyon kromatografisi

T

Normal Faz Kromatografisi Ters Faz Kromatografisi¥



¥ RP-HPLC (Ters Faz Kromatografisi) :

Cok sayida organik bilesigi ayirabilme
yeteneginden dolay! tercihen siklikla kullanilan HPLC
taradar. Durgun faz apolardir, hareketli faz ise polar

bir sividir. Apolar materyallerin kolonda tutulmasi s6z
konusudur.



HPLC UYGULAMALARI

e Preparatif HPLC, bilesiklerin izolasyonu ve
saflastiriimasi icin kullanilir.

o Kimyasal ayirmalar, bir kolon ve hareketli fazda
bilesiklerin farkh gtc hizlarina gore ayrilmasi temeline
dayanir.

o Saflastirma; hedef bilesigin diger bilesikler veya
kontaminantlardan ayrilmasi ve ekstraksiyonudur. Her
oir  bilesik belirli kromatografik kosullar altinda
Karakteristik bir pike sahiptir. Ayrilmasi istenen
bilesenin ihtiyaclarina gore arastiricinin  kosullari
optimize etmesi gerekmektedir.




e HPLC ile bilesiklerin identifikasyonu vyapllir.

e Miktar tayini; konsantrasyonu bilinmeyen bir
ornegin solisyonda tayin edilmesi; genelde 6rnegin
standart cozeltisinin bilinen farkli miktarlarinin kolona
verilmesi ve elde edilen degerlerin korelasyonunun
vapiimasi ile mumkiun olabilmektedir. Genelde
korelasyon pik alanlari veya pik yuksekliklerinin
kullaniimasi ile yapilir.



Yiiksek Performansh Dagilim Kromatografisinin

Tipik Uygulamalan
Uygulama Alani Karisimlar
Ilaclar Antibiyotikler, sedafitler, steroitler, analjezikler
Biyokimyasallar Amino asitler, proteinler, k.hidratlar, lipitler
Gida maddeleri Suni tatlandiricilar, antioksidanlar,alfatoksinler
Endiistriyel kimyasallar Cok halkali aromatikler, boyalar, yiizey aktif

mad.

Kirleticiler Pestisitler, herbisitler, fenoller, PCB'ler
Uyusturucular Uyusturucu ilaglar, zehirler, narkotikler

Klinik Tip Safra asitleri, ilac metabolitleri, lire ekstraklari



