Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)

HPLC, bir sivida ¢6ziinmiis bilesenlerin, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kati bir
destek {lizerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere girerek kolon icinde degisik hizlarla
hareket etmeleri sonucu, farkli zamanlarda bilesenlerin kolonu terk ederek birbirlerinden
ayrilmasi temeline dayanir. Yiiksek performans; yiiksek resoliisyonu (ayrimi) ifade eder.
Bilesenler ¢oziiciide ¢oziindiikten sonra yiiksek basing altinda analitik kolondan geg¢meye
zorlanirlar. Mobil fazin yiiksek bir basing uygulanilmasi ile ilerlemesi saglandigi icin de
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi olarak da adlandirilir.

Karigimdaki her maddenin hareket hizi, maddenin hareketli veya mobil faza olan ilgisine gore
belirlenir. Hareketli faza daha ¢ok ilgisi olan maddeler daha hizli hareket ederler. Kolondan
cikan her maddenin konsantrasyon profili, pik olarak adlandirilir. Piklerin olusturdugu ¢iktiya
da kromatogram adi verilir.

HPLC sistemi genel olarak 6 kisimdan olusur:

1-Mobil Faz: kromatografik ayirmada maddeler birbiriyle karigmayan iki faz arasinda
dagilirlar. Fazlardan birine hareketli (mobil) faz, digerine ise durgun faz (stationary faz) denir.
Analiti tagiyan hareketli fazdir, Mobil faz genellikle su ve sulu tampon ¢dzeltiler, bunlarin
metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltileri veya organik solventlerdir. Mobil fazin
bilesimi ve pH degeri ayrimi direk etkiler, kullanilan teknige, numune tipi ve kolona gore
mobil faz secilmelidir.

2- Degazor (Degasser): Mobil faz sisesinden tasinan hareketli fazdaki hava kabarciklarinin
ve ¢Oziinmiis havanin giderilmesini saglar. Degazor mobil fazlarda mevcut ¢oziinmiis gazlarin
giderilmesini saglar.

3-Manuel Enjektor veya otoornekleyici (autosampler): Ornekleyici analitlerin kolon ve
detektore gonderilmesini saglar. HPLC cihazinda temel olarak iki farkli cesitte bulunur:
Manuel (EI tipi) ve Otodrnekleyici (Otomatik). Manuel 6rnekleyicilerde numune bir siringaya
cekilip valf yardimiyla sisteme gonderilir. Otodrnekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi
verilen komutlar ile otomatik yapabilmektedir.

3-Pompa: Temel olarak pompa mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi i¢inde hareket
etmesini /dolagimini saglar. HPLC f{initesi: Degasser, pompa, autosampler, kolon ve dedektor
olmak iizere dort kisstmdan olugsmaktadir. Pompa mobil fazi1 degisik akis hizlarinda (ml/dk vb)
iletebilir. Akis hiz1 bu anlamda izokratik veya gradient olabilir. Izokratik akisda tiim analiz
stiresince ayn1 siirede ve ayni akis uygulanir. Gradient akisda ise degisik zamanlarda degisen
oranlarda akis uygulanabilir.

4-Kolon: Sabit (durgun) fazi1 iceren kisimdir. Kromatografik sistemin kalbi olarak
nitelendirilir. Kolonda bilesenlerin kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayrilmasi saglanir. Ozetle; ayirma kolonda gerceklesir.
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Sabit faz ¢ok ¢ok kiiciik boyutlu (mikro veya nano) pordz partikiillerden olusur, bu nedenle
hareketli fazin kolondan gegisi i¢in yiiksek basing pompalarina ihtiyag¢ vardir.

Kullanilan mobil faz, sabit faz ve molekiiler etkilesim tiirlerine gére HPLC ikiye ayrilir:
Normal faz ve Ters-faz kromatografisi.

Normal faz kromatografisi; Mobil faz apolar* (etileter, kloroform, hekzan gibi) veya diistik
polariteye sahip bir bilesen, sabit faz ise polar* (Silikajel-Polimer ve {izerine baglanmis —
CN, -NO2 veya NH2 dolgu maddeleri) bir bilesendir. Diisiik polariteye sahip analit kolondan
ilk ¢ikar. Benzer ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢cinde dagilma 6zelligi yliksek oldugu
icin diisiik polariteye sahip analit mobil fazda ¢ok iyi ¢oziiniir ve kolondan ilk once ¢ikar.
Ayrica yine ayni Ozellik sebebiyle apolar analit polar sabit fazla az etkilestiginden dolay1
kolonda kisa siire tutunabilir. Normal Faz Kromatografide diisiik polariteye sahip mobil fazda
alikonma zamanlar1 uzun, polaritesi arttirilmig mobil fazda alikonma zamanlar1 kisadir.

Ters faz kromatografisi: Sabit faz apolar (Silikajel-Polimer ve iizerine baglanmis C18, oktil
veya fenil gruplari, metil, etil ve -NH2 gruplu dolgu maddeleri), mobil faz ise polardir
(Metanol, Asetonitril, Tetrahidrofuran). Ters Faz Kromatografide yiiksek polariteye sahip
mobil fazda alikonma zamanlar1 uzun, polaritesi azaltilmis mobil fazda alikonma zamanlari
kisadir. Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma zamanini
arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir.

5-Dedektor: Kolonu terk eden bilesenleri gorebilmemizi ve ayrilan molekiillerin miktarini
belirlememizi saglar. Dedektorden gecen maddeler bir kaydedici yardimiyla kaydedilerek,
zamana kars1 dedektor cevabina ait bir grafik olustururlar buna kromatogram denir . Dedektor
cesitleri; UV, floresans, refaktif index, diode array seklindedir.

HPLC analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Yaygin kullanilma
sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya
sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur

HPLC’nin bashca kullanim alanlari;

1. Tlag analizler (Antibiyotikler ve diger..)

2. Biyokimyasallar (Amino asitler, proteinler, karbonhidratlar, lipidler),

3. Gida katki ve kalintilar1 (Suni tatlandiricilar, antioksidanlar, aflatoksinler, katki maddeleri),
4. Endiistriyel kimyasallar (Cok halkali aromatikler, yiizey aktif maddeleri, iticiler, boyalar),
5. Kirleticiler (Pestisitler, herbisitler, fenoller, PCB’ler),

6. Klinik tip (Safra asitleri, ila¢ metabolitleri, iire 6ziitleri, 6strojenler),

7. Uyusturucular(Uyusturucu ilaglar, zehirler, kan alkolii, narkotikler)’dir.
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*Molekiillerin polar ya da apolar olmasi ne demektir?

Bir molekiiliin polar ya da apolar olmasi molekiil tizerindeki yiik dagiliminin simetrisiyle
ilgilidir. Dagilim simetrik ise molekiil apolar, bileske kuvvet sifirdan biiylikse molekiil polar
olur.

Polar molekiil

Eger yiik dagilimi simetrik degilse molekiil polardir, Yani, polar molekiillerde bir kutuplagsma
s6z konusudur. HCI, NH3, H,O gibi molekiillerin yapisinda yiikler simetrik dagilmadigi i¢in
molekiil tizerinde negatif ve pozitif yiik yogunluklari olugur. Bu yiizden molekiil polar olur.

Apolar molekiil

Bir molekiiliin sahip oldugu biitiin baglarin olusturdugu bileske kuvvet sifirsa bu molekiil
apolar, yani kutupsuz olur. Apolar molekiillerde bag elektronlar1 esit kuvvetle ¢ekildigi igin
kutuplasma olmaz. H,, N,, O,, CO,, CH4, BF;3 apolar molekiillerdir.
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