Son Gelismeler Isiginda Teorik ve Uygulamali HPLC Egitimi (FOY)

HPLC (Yuksek Performansh Sivi Kromatoqgrafi)

Teori

Kromatografi, bir karigimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
Uzere birbirleriyle karigsmayan iki fazli bir sistemde ayriimasi ve saflastiriimasi
yontemidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz Uzerinde, degisik
hizlarla hareket etmeleri veya siruklenmeleri esasina dayanir. Tum kromatografik
ayirmalar bu prensipe dayanmaktadir. Her bilesen karakteristik bir sekilde diger
kimyasal tarlerle etkilesmektedir. Kromatografi, bir 6érnegi olusturan bilesenleri, bu
bilesenlerin mobil (hareketli) ve sabit faza olan edilimlerindeki (afiniteleri)
farklihklarindan dolay! ayirmaktadir. Sabit faz kolon igindeki kolon dolgu maddesi

olup hareketli faz ise genellikle bir ya da bir den fazla ¢ozucu sistemdir.

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin
tanecik boyutunun kugulltilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz yluzey
alani bayur ve bdylece kolonun etkinligi arttirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus

kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi i¢in basing uygulanmasi gerekir.
HPLC’nin avantajlarr.
* HPLC kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

» HPLC teknigi kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha

yuksektir.

* Nicel analiz kullanilabilir.
* Analiz suresi kisadir.

* Duyarhlik yuksektir.

A ve B den olusan bir érnek oldugunu disunelim. A ya da B ne kadar sabit fazda
adsorplaniyor ise kolonu terk etmesi i¢in gegen sure de bununla dogru orantili
olacaktir. Bir ornegin enjeksiyonu ile kolondan elusyonu arasinda gecgen sureye

allkonma zamani denmektedir ve tr ile gosterilir.
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Sabit fazla etkilesmeyen bir bilesigin kolonu terk etmesi i¢in gegen sire 6lU zaman ya
da hareketli fazin allkkonma zamani olarak (tu) bilinir, ginkd genellikle bu bilesik
hareketli fazdir. Higbir bilesik bu slreden daha kisa surede elue olamaz, yani

suriklenemez.
Secicilik

iki bilesigi ayirmak icin alikonma faktérleri birbirinden farkli olmahdir. Aksi taktirde,
her iki bilesen de ayni anda suruklenirler. Segicilik faktdéri alikonma faktdrlerinin
oranidir.

o=kg/ka
B, kolon tarafindan daha guglu tutulan bilesen, A ise daha hizli striklenen bilesendir.
Coziumlenme (Ayrilma, Resolution)

Bir elisyonun c¢dzimlenmesi, bir kromatografik ayirmada iki elisyon pikinin ne
derece farklilastiginin yani ayrildiginin kantitatif bir élgiistidir. Asagidaki sekilde ifade
edilir:
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Burada B daha uzun alikkonma suresine sahip tur, tr allkonma zamani ve W de
elusyon piki genisligidir. Cozamlenme 1 den buylk oldugu zaman genellikle pikler

basarili bir sekilde ¢ézimlenmis, yani ayrilmis demektir.
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Ayirma problemlerine bir ¢6ziim olarak HPLC

Yukarida bahsedilen temel prensipler tim kromatografik ayirmalar icin gegerli olsa
da, HPLC, standart sivi kromatografisinin sinirlamalarina bir ¢6zim olarak
gelistiriimigtir. Klasik sivi kromatografisi bir ayirma metodu olarak pek c¢ok
sinirlamalara yol agmaktadir. Cozucu yer ¢cekimi ile surtklenirken, ayirma ¢ok yavas
olmaktadir ve eger c¢ozucu standart olarak doldurulmus bir kolonda vakum ile
surukleniyorsa tabaka yuksekligi artmaktadir ve vakumun etkisi olumsuz hale
gelebilmektedir. Sivi kromatografideki sinirlayici faktor ilk olarak kolon dolgu

maddesinin boyutu idi. Kolonlar 3 ym kadar kuguk partikullerle doldurulabilir hale
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gelince, daha hizli ayirmalar daha kuguk ve dar kolonlarda gercgeklestirilebildi. Bu tip
kolonlardan mobil faz ve o6rnedi gegirebilmek icin yuksek basing gerekliydi. Dar
kolonlarda yuksek basinglarin kullanimi daha etkili ayirmalarin ¢ok daha kisa

surelerde gerceklestiriimesini mumkan kilmigtir
Aparat

Ayirmanin gerceklestigi yuksek basinglar ve dusuk toleranslardan dolayi bir HPLC
ayirmasi igin Ozel aparatlar gerekmektedir. Eger sonuglarin tekrarlanabilir olmasi
gerekiyorsa, ayirmanin sartlarinin da tekrarlanabilir olmasi gerekmektedir. Bu

sebeple, HPLC ekipmani yuksek kalitede olmalidir.
Cozici

HPLC de ¢bdzicu veya mobil faz genellikle oOrnegin bilesimine dayali olarak
konsantrasyonlarinin degistigi polar veya apolar sivi komponentlerin bir karigimidir.
Cozucu dar bir kolondan gegirilince, herhangi bir kontaminasyon en kotl olarak
kolonu tikayabilir ya da en azindan tekrarlanan farkli denemeler sirasinda alikonma
surelerinde farkliliga yol acabilir. Bu yuzden, HPLC ¢dzlcusu ¢6zinmus gazlardan

arinmis olmahdir.

Kolon

HPLC kolonunda &rnedin bilesenleri kolon dolgu maddesiyle olan farkli
etkilesimlerine dayanarak ayrilir. Eger bir tir, kolondaki sabit fazla daha gug¢lu olarak
etkilesiyorsa kolonun adsorbanina adsorplanmis olarak daha ¢ok zaman gegirecektir
ve bu nedenle daha buyuk bir allkonma zamanina dahip olacaktir. Kolonlar silika ya
da alumina gibi katilarla doldurulabilir; bu kolonlara homojen kolonlar denir. Eger
kolondaki sabit faz bir sivi ise kolon bir bagl (bonded) kolon olarak farzedilir. Bagli
kolonlar kati bir destege baglanmis sabit bir sivi fazi icermektedir. Kati destek yine

genellikle silika ya da aluminadir.
Pompa

HPLC pompasi ¢ozuclu ve ornegi kolonun igine surukler. Elisyonda varyasyonu
azaltmak icin pompa sabit bir akis hizi saglamalidir. Bu ise multi-piston pompalarla

basariimaktadir.



Dedektor

Kolonun sonuna yerlestirlen HPLC dedektorid ornegin farkh komponentlerinin
varhgini kaydetmeli, fakat ¢ozucluyu dedekte etmemelidir. Bu sebepten dolayi, tum
ayirmalar igin kullanilabilecek tek bir evrensel dedektor yoktur. Molekll boyutu
ortadan buyuge dogru degisen pek ¢ok molekll UV radyasyonunu absorpladigi igin
UV dedektort yaygin olarak kullanilan bir dedektordir. Floresansi ve kirilma indisini

Olcen dedektorler de 6zel uygulamalar icin kullaniimaktadir.
Normal faz ve ters faz kromatografi

Sabit faz mobil fazdan daha polar ise ayirma normal faz kromatografi olarak
isimlendirilir. Eger sabit faz mobil fazdan daha az polar ise ayirma islemi ters faz
kromatografi olarak bilinir. Ters faz HPLC de bir bilesigin alikonma zamani tirlerin
azalan polaritesi ile artar. Etkili ve verimli bir ayirma i¢in anahtar, mobil fazdaki polar
ve apolar bilesenler arasindaki uygun orani belirlemektir. Hedef, piklerin tek tek
¢6zUmlenmesi yaninda en kisa surede tum bilesenlerin surtklenebilmesidir. Normal
faz ayirma icin tipik kolonlar alumina ve silka ile doldurulur. Alkil, alifatik ya da fenil

bagli fazlar ise ters faz ayirma icin kullanilir.
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izokratik ve Gradiyen Eliisyon

HPLC ayirmasi sirasinda mobil fazin kompozisyonu sabit kaliyorsa ayirma izokratik
elusyonla gerceklesiyor demektir. Siklikla, kabul edilebilir bir zaman iginde bir
ornekteki tum bilesenleri elue etmek igin tek yol (yine pik cozumlenmesini saglayarak)
ornegin suUruklenmesi sirasinda mobil fazdaki polar-apolar bilesenlerin oranini
degistirmektir. Bu tip bir elisyon, gradiyen elisyon olarak isimlendirilir. Gradiyen
elusyon genellikle ayrilacak drnek genis bir polarite araligina sahip bilesenleri igerdigi
zaman segilen bir tekniktir. Ters faz gradiyen elisyonda ¢ozlcu sistemi genellikle

polar olarak baslayip apolar karaktere dogru degismektedir.

Uygulamalar

HPLC hem kalitatif hem de kantitatif uygulamalarda kullanilabilmektedir. GUnimuzde
normal faz kromatografi nadiren kullaniimakta olup hemen hemen tim HPLC
ayirmalari ters faz olarak gergeklestiriimektedir. Ters faz HPLC (RP-HPLC) sadece
birkag ayirma tipi icin etkili degildir. Ornegin inorganik iyonlari ayiramaz. Bunlar, iyon
degisimi kromatografisi ile ayrilabilir. Polisakkaritleri (herhangi bir kati faz
adsorpsiyonunun gergeklesmesi icin ¢ok hidrofiliktirler) ve polintkleotidleri (ters faz
dolgusuna tersinmez olarak adsorplanirlar) ayiramaz. Son olarak, oldukc¢a hidrofobik
bilesikler RP-HPLC ile etkili olarak ayrilamazlar, ¢inkl bu durumda segicilik ¢ok
azdir. Bu birkag istisna disinda, RP-HPLC tim diger bilesik tiplerinin ayrilmasi igin
kullaniilmaktadir. RP-HPLC etkili olarak benzer basit ve aromatik hidrokarbonlarin
(sadece tek bir metilen grubu ile birbirlerinden farklilagsalar bile) ayrilmasi igin
kullanilabililr. RP-HPLC bunun yaninda basit aminleri, sekerleri, lipidleri ve farmasaétik
olarak aktif bilesikleri bile ayirabilmektedir. Ayni zamanda aminoasitlerin, peptitlerin
ve proteinlerin ayrilmasinda da kullanilir. Biyolojik orijinli bilesiklerin ayrilmasinda da
kullanilmaktadir. Kahve Urdnlerinde kafein tayini ticari uygulamalarda, 6gutiimus
kahvenin safligi ve kalitesini garantilemek icin rutin olarak RP-HPLC ile
yapilmaktadir. HPLC bir 6rnegin daha ileri analiz edilmesinden 6nce ayrilmasi igin

siklikla kullaniimaktadir.



HPLC-egitimi kapsaminda kullanilacak HPLC cihazinin o6zellikleri-

kolonlar:

HPLC cihazinin 6zellikleri:

Agilent 1100 Series, autosampler, termostatli kolon bdéliumua, UV-DAD ve FLD

(floresans) dedektor, quaternary pump

Mevcut kolonlar:

e Zorbax SB-C8 Analytical, 4.6x150 mm, 5 um, P.N.: 883975-906 (Agilent)
e Zorbax C8 Analytical, 4.6x250 mm, 5 um, P.N.: 880952-706 (Agilent)
e Hypersil BDS-C18, 4.0x100 mm, 3 um, P.N: 799260B-354 (Agilent)

e Zorbax Eclipse AAA Rapid resolution, 4.6x150 mm, 3.5 pym, P.N.: 963400-902
(Agilent)

e pBondapak C18, 3.9X300 mm, 10 um, Part no: WAT027324 (Waters)
e MOS-1 Hypersil, 200x2.1, 5 ym, P.N.: 79916MO-572 (Thermo)
e Hypersil ODS-C18, 4.6x250 mm, 5 um, P.N.: 7992618-585 (Agilent)

Deneysel kisim- Uygulanacak denemeler:

e A) Baz fenolik bilesikleri igceren bir standart karisimin ODS-C18 kolonda
gradiyen elusyonla slruklenmesi, UV-DAD ile dedeksiyon yapilmasi.
Gradiyen elisyonun sgartlari: %5 ACN (asetonitril) ve %95 5ml/100 ml
konsantrasyonunda asetik asit iceren sulu mobil faz sistemiyle baslayip
%100 ACN ile biten bir elisyon (Cozeltinin icinde bulunan bilesikler ferulik
asit, p-kumarik asit, kafeik asit, rosmarinik asit...gibi fenolik asitlerdir).

e B) A daki standart karisimin icinde bulunan bilesiklerin saf haldeki farkl
konsantrasyonlarda bulunan ¢ozeltilerinin yine A daki ayni kosullarda kolona
enjekte edilmesi ve cikarilan kalibrasyon egrilerinden A daki ¢dzeltinin icinde
bulunan bilesenlerin konsantrasyonunun bulunmasi, programla kalibrasyon

egrilerinin olusturulmasi



C) A daki kromatografik kosullarda bir bitki ekstraktinin yine C18 kolonla
gradiyen elusyonu, piklerin ayriimasinin gozlenmesi (gradiyen elisyonun
kosullari A dakinin aynisidir).

D) C de kolona enjekte edilen ¢dzeltinin yine ayni kolonla izokratik elisyonu,
izokratik mobil faz bilesimi: %95 5mlI/100 ml asetik asit iceren sulu ¢ozelti ve
%5 ACN. Boylelikle gradiyen ve izokratik elisyon arasindaki farklar
g6zlenmis olacaktir. Gradiyen elusyonla kompleks bir karigimda
bulunabilecek pek ¢ok pikin ayni kolon Uzerinde ¢6zUmlenmesi
gorulebilecektir.

E) A daki ¢ozeltinin 5 pym lik kolon yerine elusyon hizinin farkini gdézlemek
amaciyla 3 um lik kolonla suriklenmesi, pik ayrilmasinin daha kisa surede

g6zlemlenmesi



