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HPLC

Yiiksek Performanslt S1vi Kromotografisi (HPLC) bir s1vida ¢oziinmiis bilesenlerin, bir kolon
icerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek tizerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere
girmesi, kolon i¢inde degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkli zamanlarda bilesenlerin
kolonu terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanir. HPLC, genellikle ayirma
mekanizmasina veya durgun fazin tipine gore siniflandirilir. Bunlar arasinda dagilma ya da
stvi-s1vi kromatografi, adsorpsiyon yada kati-sivi kromatografi, iyon-degisimi kromatografi,

boyut ayirici kromatografi, afinite kromatografi ve kiral kromatografiyi sayabiliriz.

HPLC giintimiizde bir ¢ok alanda vazgec¢ilmez bir ara¢ olarak kabul edilmekte ve ¢esitli
organik, inorganik ve biyolojik numunelerdeki tirleri ayirmak ve tayin etmek icin
kullaniimaktadir.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi’nin baslica kullanildig: alanlar;

—ilaglar(Antibiyotikler, sedatifler, streoitler, analjezikler),

—Biyokimyasallar(Amino asitler, proteinler, karbonhidratlar, lipidler),

—Gida maddeleri(Suni tatlandiricilar, antioksidanlar, aflatoksinler, katki maddeleri),
—Endiistriyel kimyasallar(Cok halkali aromatikler, yiizey aktif maddeleri, iticiler, boyalar),
—Kirleticiler(Pestisitler, herbisitler, fenoller, PCB’ler),

—Klinik tip(Safra asitleri, ilag metabolitleri, iire 6ziitleri, 6strojenler),
—Uyusturucular(Uyusturucu ilaglar, zehirler, kan alkolii, narkotikler)’dir.

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. En Onemlisi ise
sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir
sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere drnek olarak amino asitler, proteinler, niikleik
asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir. HPLC {initesi: Degasser, pompa,
autosampler, kolon ve dedektor olmak iizere dort kisimdan olusmaktadir. Degasser; mobil

fazlarda mevcut ¢oziinmiis gazlarin giderilmesini saglar.

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
kisaca HPLC olarak adlandirilir.



Yiiksek performans; yliksek resoliisyonu (ayrimi) ifade eder. Mobil fazin yiiksek basingla

ilerlemesi saglandig1 i¢in de Yiiksek basingli Stvi Kromatografi olarak da adlandirilir.
Mobil Faz :

Analiti tagiyan ( Analiz ettigimiz maddeler ) hareketli fazdir, Mobil faz genellikle su ve sulu
tampon ¢ozeltiler, bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltileri veya organik
solvanlardan olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH degeri ayirmi direk etkiler, kullanilan teknige,

numune tipi ve kolona gore mobil faz segilmelidir.

Degazor :

Mobil faz sisesinden tasinan hareketli fazdaki hava kabarciklarinin ve ¢6ziinmiis havanin
giderilmesini saglar, kullanilan mobil faz adedi ve pompa tiplerine goére uygun degazdrler

bulunmaktadir.

Pompa :

Temel olarak pompa mobil fazin yliksek basingla HPLC sistemi i¢inde hareket etmesini saglar,
degazorden mobil fazi ¢ekip, 6rnekleme ve kolon {initesine gonderir, bu islemi akis hizin1 ve
basing degerini ayarlayarak gergeklestirir. Akis hizi araliklarina gore pompalar Analitik,
Analitik-Preparatif ve Preparatif olarak gruplandirilabilir. Analitik pompalar genellikle 0.1 —
Sml akis degerleri arasinda kullanilir. Mobil faz adedi ve karistirma kabiliyetlerine gorede
Izokratik (Tek Kanallr) , Binary Gradient ( Cift Kanalli Mikserli ) ve Queternary Gradient (
Dért Kanalli Mikserli-Miksersiz ) olarak dizayn edilir. Bazi iireticiler ( Ornek : LabAlliance )
istege bagl olarak Sekiz kanala kadar kullaniciya dzel dizayn yapabilmektedir. izokratik
caligmalarda mobil faz 6nceden karistirilip hazirlanir, Gradient ¢aligmalarda karigim degisik
zamanlarda degisik oranlarda yapilabilir. Bu sayede analiz kalitesi arttirilip, analiz siireleri
azaltilabilir. Pompa iinitesi genellikle iki pistonlu baslik, basing dengeleyici ( damper ), islemci,
mlet ve outlet check valflerden olusur. Giiniimiizde Nano ve Ultra Basingli pompalarin
kullanilmaya baslamasiyla, HPLC sistemleri UHPLC ve nHPLC gibi isimlendirilmektedir.
Uzun siireli kullanim ve tekrarlanabilir sonuclar i¢in pompa temizligi ve bakimina dikkat

edilmelidir.

Ornekleyici :



Ornekleyici Analitlerin ( Numunelerin ) kolon ve detektore génderilmesini saglar. Ornekleyici
temel olarak iki tiptedir; Manuel ( El tipi ) ve Otoornekleyici ( Otomatik ) modeller. Manuel
ornekleyicilerde numune bir siringaya c¢ekilip valf yardimiyla sisteme gonderilir.
Otoornekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi yapabilmektedir. Bazi iinitelerde sogutma,
1s1tma, seyreltme ve karistirma 6zellikleri vardir. 10 vialden 1000 viale kadar degisik kapsitede
olanlart bulunabilir. Otodrnekleyiciye numune verirken en 6nemli konu numunenin temiz
olmasidir, aksi halde sistme ¢abuk kirlenir veya tikanir. Numuneleri cihaza géndermeden 6nce
muhakkak siringa filtresinden veya kartustan gegirmek gerekir, numunenin miimkiin oldugunca
berrak ve renksiz olmasini tercih ederiz. Siringa filtresi, kartus ve numune vialleri se¢imi ve

kullanim alanlar1 i¢in www.labhut.com sitesinden daha fazla bilgi alabilirsiniz.

Kolon- Kolon Firini :

Kolon ( Sabit Faz ) maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak birbirlerinden
ayirt edilmesini saglar. Genellikle Celik, PEEK ve Camdan imal edilir, i¢i belli dl¢iilerde sabit
fazla doldurulur ( Silika veya polimer gibi ). Kolon Firin1 kolonu saklamak ve sabit sicaklikta
tutmak i¢in kullanilir. Blok 1siticili, Fanli ve Peltier kolon firinlart mevcuttur. Peltier sistemler
cok cabuk 1sitilip sogutulabildigi ve daha stabil sicaklik sagladigi i¢in tercih edilir. Kacak

sensorlii ve multi kolon teknolojili olanlart da mevcuttur.

Kolonlar genellikle fonksiyonel grup eklenmis silika veya polimer bazli dolguludur. HPLC nin
hayata gegmesiyle kullanilmaya baslanan silika bazli kolonlar artik yerini yavas yavas hizli
analiz yapabilen mikro ve nano gozenekli polimer bazli kolonlara biramaya baslamistir.
Polimer kolonlar silika bazli olanlara gére ortalama 3 kat daha uzun Omiirliidiir ve rejenere
edilebilir. Kullanilan mobil faz, sabit faz ( kolon ) ve molekiiler etkilesim tiirlerine gére HPLC

teknikleri agagidaki temel gruplarda toplanabilirler;

Normal faz kromatografi:

Sabit faz polar (Silikajel-Polimer ve iizerine baglanmis —CN, -NO2 veya NH2 dolgu maddeleri)

Mobilfaz non-polar yada diisiik polariteye sahip( Etileter, Kloroform, Hekzan vb. ¢oziiciiler ve

karigimlart)



Diisiik polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin birbiri
icinde dagilma ozelligi yliksek oldugu i¢in diisiik polariteye sahip analit mobil fazda ¢ok iyi
¢oziliniir ve kolondan ilk 6nce ¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik sebebiyle apolar analit polar sabit

fazla az etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire tutunabilir.

Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma zamanini arttirmak

icin mobil fazin polaritesi artirilir.

Ters faz kromatografi:

o Sabit faz apolar ( Silikajel-Polimer ve {izerine baglanmis C18, oktil veya fenil gruplari,
metil, etil ve -NH2 gruplu dolgu maddeleri)

e Mobilfaz polar (Metanol, Asetonitril, Tetrahidrofuran gibi giiglii organik ¢dziiciilerin
zay1f ¢oziicli olan sulu veya tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karisimlari)

e Yiiksek polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin
birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu i¢in yliksek polariteye sahip analit mobilfazda ¢ok
iyi ¢oziiniir ve kolondan ilk once ¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik sebebiyle polar analit
apolar sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire tutunabilir.

e Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma zamanini
arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir.

Normal Faz Kromatografide diisiik polariteye sahip mobil fazda alikonma zamanlar

uzun, polaritesi arttirilmis mobil fazda alikonma zamanlar1 kisadir.

Ters Faz Kromatografide yiiksek polariteye sahip mobil fazda alikonma zamanlari

uzun, polaritesi azaltilmis mobil fazda alikonma zamanlar1 kisadir.

Iyon Degistirme:

 lIyonik bilesikleri ayirmak igin kullanilan bir tekniktir. Ayrica suda ¢dziinen organik
maddelerin analizinde de kullanighdir.

o Katyonlar i¢in negatif yiiklii fonksiyonel gruplu dolgu maddeli kolonlar, Anyonlar i¢in
pozitif yiiklii fonksiyonel gruplu dolgu maddeli kolonlar kullanilir.

 Iyonun molekiil agirlig1 arttikca kolonda tutunma giicii de artar.

Size Exclusion (Eleme):



e Molekiil agirliklar1 farki ¢ok biiylik olan analitlerin bir arada analiz lenecegi karisimlar
icin kullanilan bir tekniktir.

o Bu teknikte analitler ve kolon dolgu maddesinde kimyasal degil fiziksel bir etkilesim
vardir. Biiyiik molekiil agirligi olan analit kolon dolgu maddesindeki porlara sigmadigi
i¢in kolonu Once terk eder.

e Genellikle polimer, seker ve protein analizlerinde kullanilir.

e Eleme tekniginde kullanilan mobilfaz organik ¢oziicii ise GPC (Gel Permeation
Chromatography) , sulu ¢ozelti ise GFC (Gel Filtration Chromatography) adini alir.

Chiral Ayirma:

Fiziksel ozellikleri ayni olan izomerlerin sabit fazla etkilesime girip izomer ¢ifti olan

diastereomere dontistiiriilerek 6zel chiral kolonlar kullanilarak yapilan bir tekniktir.



