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SIVI KROMATOGRAFISI

* Hareketli fazin sivi oldugu bu kromatografi tlrinde sabit faz bir dolgu maddesi
Uzerine tutturulmus sivi film ise bu kromatografi tirine sivi-sivi kromatografisi denir.

* Hareketli ve sabit fazdaki sivilarin polarliklari farkl olmaldir. Genellikle hareketli faz
Elehrak Ihegzan gibi apolar bir sivi, dolgu maddesi olarak etilen glikol gibi polar bir sivi
ullanilir.

* Bunun tersi 6zellikte sivilar kullanilirsa buna ters faz sivi-sivi kromatografisi denir.

* Sabit faz sivi kaplanmamis kati dolgu maddesi ise sivi-kati kromatografisi elde
edilebilir. Bilesenler kati yuzeyinde farkli adsorpsiyon ilgilerinden dolay tutulurlar.



HPLC

En yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden bir tanesidir. Bir
karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi hareketli faz kullanir. Bu
bilesenler ilk olarak coézucude cozilurler ve daha sonra yuksek
basing altinda kromatografi kolonundan gecmeye zorlanirlar.

* Normal Faz Sivi Kromatogradfisi:

Polar sabit faz ve apolar veya dlsuk polariteye sahip hareketli faz
 Ters Faz Sivi Kromatogrdfisi:

Sabit faz apolar, hareketli faz ise polardir



HPLC’DE FAZ SECIMI

@ - Polar molekiil
B} - Apolar molekiil

Tanecik Apolar faz Hareketl: faz
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Sabit Faz Polaritesi  Yuksekten ortaya Ortadan duslige
Cozlcu Polaritesi Ortadan dusuge Yuksekten ortaya

Ornek Cikis Yeri Once apolar Once polar



SABIT FAZ CESITLERI

Ters faz
Octadecyl - ;Ei-ﬂ-SiWCHS C
18
S, :
Octyl - —Si-0-Si\_~_~_~_CH; C,

Dimethyl-  —si-0-si G,
CH, -

Normal faz
Cyanopropyl - —si-0-si._~_CN

Aminopropyl - —si-0-si._~_NH,



TERS FAZ HPLC’NIN AVANTAJLARI

1. Normal faz kromatografide, sivi fazin kontroli cok 6nemli ve
kritiktirHareketli faz  bilesimindeki  kUctuk  degisiklikler

kromatogramda belirgin farkliliklara neden olabilir.
2. Dengeye ulasma normal faz kromatografide cok yavastir.

3. Normal faz kromatografide polar maddelerin elisyonu cok

yavastir ve yayvan piklere sebep olur.

4. Apolar cozuciler cok pahalidir, ayrica nemden uzak tutmak



PERFORMANS

e Sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun
kiictltilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz ylizey alani bayur
ve boylece kolonun etkinligi arttirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus
kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gecebilmesi icin basing
uygulanmasi gerekir.

e Cihazin performansinda yalniz basing¢ degil bir cok faktor etkilidir:

-Dar bir dagilm araliginda c¢ok klcglk partikallerin
kullanilmasi,

- Uniform gozenek boyutu ve dagilimi,

- Dogru, dusuk hacimli 6rnek enjektorleri,
- Duyarli dedoktorler,

- lyi pompalama sistemi kullanimi,

Bu nedenlerden dolayi Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ismi
kullanilmaktadir.
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HPLC’NIN KISIMLARI

 Hareketli faz rezervuari,

* Pompa,

* Enjektor,

e Kolon,

* Dedektor

e Kaydedici (veya veri sistemi)

Ayirma kolonda gerceklesir.Durgun faz um boyutlu
partikillerden olusur, bu nedenle hareketli fazin kolondan
gecisi icin yuksek basin¢c pompalarina ihtiyac vardir.



PROSES

* Kromatografik proses kolona drnegin enjeksiyonu ile baslar.

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

* Ayrilarak struklenen olan her bir bilesenin pikleri kaydedilir.

* Her bir bilesen icin alinan dedektér cevabi bir kaydedici veya
bilgisayar ekraninda kromotogram olarak gorutntulenir.



VERI ANALIZI
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VERI ANALIZI
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HPLC’DE COzUCULER

* Modern bir HPLC cihazi en az 500 mL ¢oziicl alacak kapasiteye sahiptir.
e COZUCULER YUKSEK SAFLIKTA OLMALIDIR.

* Sulu tamponlardan hidrokarbonlara kadar farkli polaritelerde coziculer
va da ¢ozucu karisimlari kullanilabilir.

* Kullanilmadan o6nce tim c¢oézlculerin gazi alinmalidir. Aksi takdirde
pompa ve kolonda problemler olusabilir. Pikler genis cikar.

* Gazin alinmasi igin ¢ézicunun isitilmasi, karistirlarak vakuma altinda
tutulmasi, ultra sonifikasyon veya ¢6zuci rezervuarina helyum gazi
verilmesi gerekir.



HAREKETLI FAZIN UYGULANMASI

Hareketli faz, drnek ve sabit faz arasindaki etkilesimlerin
ayarlanabilmesi icin farkli sekillerde uygulanabilir.

* Izokratik Uygulama: Bilesenler sabit bilesimli tek bir cdziici ile
suruklenir. Tim bilesenler kolonda ayni anda, farkh hizlarda goc¢
ederler.

* Gradient Uygulama: Polarliklari birbirinden farkli iki (veya bazen
daha fazla) ¢ozucu sistemlerinin kullanildigi tekniktir. Cozicu
bilesimi surekli veya basamakli olarak degistirilir.

* Politipik Uygulama: Karisik tip kromatografilerde tercih edilir.
Cozlcl sistemlerinin analiz sirasinda degistirildigi uygulama
bicimidir.



POMPA SISTEMLERI

 HPLC pompasi, sivi kromatografi sisteminin en dnemli kisimlarindan bir
tanesidir. Sistemde; cozucluniun enjektor, kolon ve dedektor boyunca
surekli sabit akisini saglar.

 HPLC analizlerinde kullanilan pompalar; emme basma piston pompalar,
siringa tipi pompalar ve sabit basin¢ pompalaridir.

e Ozellikleri:
- 5000 psi (345 bar)’a kadar basinclar olusturabilmeli,
- Pulssuz sivi ¢ikisi bulunmali
- Akis hizi 0,1’den 10mL/dakika’ya kadar ayarlanabilmeli,
- Sivi akis hizlarinin tekrarlanabilirligi %0,5 veya daha iyi olmali,
- Cok sayida ¢cozliclinun korozyon etkisine karsi dayanikli olmalidir.



KOLONLAR

* HPLC'de kullanilan ayirma kolonlari
genellikle paslanmaz celik olup yuksek
basinclara dayaniklidir. Siklikla kullanilan
kolonlar 4.5-5.0 mm i¢ capli ve 10-30 cm
uzunlugundaki kolonlardir. Ancak
arastirmanin ihtiyacina goére cok farkli
boyutlarda kolonlari ticari firmalardan
temin etmek mimkuanddar.

® Kolon dolgu materyalleri genellikle silika ve alumina esaslidir; gozenekli

(poroz), kuresel, dizensiz, pellikiler (film seklinde) ve mikro tiplerinde
olmaktadir.

® Dolgu maddesinin seciminde tanecik bicimi, buyukligl, tanecik
buyukliginiun dagilimi, gbzenek hacmi ve yuzey alani gibi 6zellikler rol oynar.
Yapilacak calismanin cinsine gore secim yapilmalidir.



DEDEKTORLER

e HPLC icin ideal bir dedektor; genis konsantrasyon araliginda;
yuksek duyarliliga, diusuk guralti seviyesine, bilinen secicilige
sahip olmali ve kromatografik rezollisyona kotu etki yapmaksizin
kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir. Béyle bir dedektor
sicaklik ve basinctaki degismelere de duyarsiz olmalidir.

e Kullanilacak dedektor sistemi, analizi yapilacak numunenin cinsine
uygun olmalidir.

* En cok kullanilan dedektorler, ultraviyole veya gorundr 1sigin
absorpsiyonuna dayanirlar. Ayrica kutle dedektorleri de kullanilir.



HPLC’NIN AVANTAJLARI

e Kicuk boyutlu paslanmaz celik kolonlarin kullanilmasi,

* Partikll boyutlari ¢ok kiiclik (3,5-10 um) sabit faz kullaniimasi,
* Yuksek i¢c basing ve kontrollt akis hizi saglanabilmesi,

* Ornek gereksinimlerinin az olmasi,

e Surekli akis dedektorleri ile kiicik miktarlarin tayinine olanak
saglamasi,

 Otomasyona musait olmasi,
* Hizli analiz imkani ve yluksek ayirma giicline sahip olmasi



HPLC’NIN UYGULAMALARI

 Miktar tayini, bilesiklerin taninmasi ve saflastirma (Preparatif
HPLC)

UYGULAMA ALANI KARISIMLAR

ilaglar Antibiyotikler, sedafitler, steroitler, analjezikler

Biyokimyasallar Antibiyotikler, sedafitler, steroitler, analjezikler

Gida Maddeleri Suni tatlandiricilar, antioksidanlar, alfatoksinler

Endustriyel Kimyasallar Cok halkali aromatikler, boyalar, ylizey aktif
maddeler

Kirleticiler Pestisitler, herbisitler, fenoller

Uyusturucular Uyusturucu ilaclar, zehirler, narkotikler

Klinik Tip Safra asitleri, ilac metabolitleri, tre ekstraklari



