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BZET

Bir karigun veya ¢bzeltide bulunan ayrt ay-
ri maddelerin durgun gozenekli bir ortamda,

harekethl bir goziicliniin etkisiyle farkl hizlarda’

hareket etmeleri sonucu birbirinden ayriimala-
n iglemine kromatografi denir. Birgok gesidi ol-
makla beraber, kromatografi, genelde hareket-
li fazin gaz veya katt durumda olusuna gire
gaz kromatografisi (GC) wveya sivi kromatog-
rafis| {LC) 'diye iki ana bdlime ayrilabilir, Yiik-
sek performansl sm kromatografisi (HPLC)
sivi kromatografisi iginde yer almaktadir. Bu
kromatografide ornedi tasiyicr sivi, pndématik
veya mekanik pompalaria basing altinda kolon-
dan gegirildiginden, siv fazin kendi halinde
kolondan gegisine gdre ¢ok daha yiiksek hare-
ketli faz hizi saglanmakta ve ayrilma ¢abuk ve
tam olmaktadir. Istya duyarli ve gaz haline ge-
tirilmeleri mimkin olmayan gida bilesenleri-
nin analizinde HPLC'nin 6zel bir dnemi var-
dir.

SUMMARY

HPLC and its Recent Applications to Foods
Chomatography is a separation technique,
By means of this tecnique, compounds
in the solutions can he separated indivi-
dually as a result of their different
movement by influence of moving phase on
theporous stationary phase. There are many
kinds of chromatography, but chromatographic
methods, generally, falls into two main groups,

" depending on the state of moving phase, When
moving phase is gas or liguid, chromatography
is called gas (GC), or liquid chromatograpy
(LC), respectively. High . permormance liquid
chromatography (HPLC) is included in LC. Sin.
ce liquid carrying the sample Is eluted through
column under pressure obtained by pneumatic
or mechanic pump. device, a more precise and
quicker separation is cartied out than usual
chromatography. It is obvious that HPLC has
great advantage in the analysis of heat - sensi-
tive constituents of foods, because it is not
necessary to vaporize the sample.
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Kromatografi bir karisimi meydana getiren
bilesiklerin, durgun gdzeneki; (poréz) bir or-
tamda hareketli bir ¢ézliciiniin etkisiyle farkl
hizda hareket etmeleri sonucu birbirinden ay-
nimasidir. Kimyasal ve fiziksel dzellikleri bir-
birine gok yakin bilesikleri en ileri kristallen-
dirme veya damitma metodlanyla bile ayirmak
imkansizdir. Qysa, kromatografik metodlarla
bunlan kolayca ve kisa siirede ayirmak miim-
kiindiir. Genelde hareketli fazin gaz veya kati
olusuna gbre gaz kromatografisi (GC) veya si-
vi kromatografisi {LC} sdz konusudur, Ornedi
tagiyic sivi, pndmatik veya mekanik galigan
pompalarla kolondan gecirildiginde, sivi fazin
kendi hahinde kolondan geci$iné gbre gok daha
yliksek hareketli faz iz saglanmakta ve ayir-
ma ¢abuk ve tam olmaktadir. Ayrilan bilegik-

_ ler kolon ¢ikisma baglanan uygun bir dedek-

torle tesbit edilerek kaydedilmektedir. Bdyle
yitksek hizda ve etkin bir sekilde gergeklesti-
rifen ayirmalarin yapildign  kromatografi sis-
temlerine yiiksek performanshi sivi kromatog-
rafisi veya yilksek basingli sivi kromatografisi
denir ve Ingilizcedeki bas harflerin alinmasiy-
la kisaca HPLC diye belirtilir. Sivi kromatog-
rafi denilince bu yenl ve modern smi kroma-
tografisi anlasilmaktadir.

HPLC

(Yiiksek Performansi Sivi Kromatografisi)

S+ kromatografisinin teorisi gaz kroma-
tografisininki ile aymidir; ancak uygulama alan-
larl farklidir. Bununla beraber, birgok bilesik
her ikisi ile de ayrilabilir. Kolondan ¢ikan bi-
lesikler toplanarak baska islemlere tabi tutu-
lacaklarsa, yani preparatif kromatografisi ge-
rekli ise gaz kromatografi tercih edilir. GCinki
ayrilan bilesikler gaz fazimin uguruimasiyla ko-
layca elde edilebilmektedir. Ancak kullanila-
bilen herbir drnedin miktar 'c}ok daha fazla ol-
dugundan, bazen preparatif cahsmalarda da
HPLC daha avantajli olabilir. Aynlacak bilesik -
istya duyarll veya kolaylikla ugucu hale geti-
rilemeyecek kadar biylk molekiillii ise s
kromatografi daha elveriglidir. Gaz kromatog-
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rafisinde kolon yliksek _sncarkhkta tutularak ay- . .

rilacak bilesikler gaz haline ~ getirildiginden,
kaynama noktas) 500°C ye kadar olan bilegik-
ler ayriabilir. Bu giin igin daha yiiksek sicak-
liga dayanabilecek durucu fazlar gelistirileme-
migtir. Bu nedenle, gaz kromatografisi ile mo-

lakiil agrhg 500% kadar olan. bilesikler ayri- .

labilir, Ayirma sivi halde 151 ile gaz haline ge-
cirilmeden gergeklestirildidi igin sivi kroma-
tografisi ile gok daha biliylk molekilli bile-
sikler ayrilabilir (Sherma, 1972; Krejci ve ark.,
1975; Saunders, 1975; Obali, 1981; Keles, 1986}.

Sivi kromatografisi gelismekte olan bir

tekniktir ve giderek birgok alanda gaz kroma-

REZERVUAR

GN KoLON

MANOMETRE
POMPA ]

.., tografisinin . yerini a[-ma[gtad!r. 1983 - 1985 wil-
“ lari arasindaki 2 yil iginde HPLC'ye ait 8000'in

Gizerinde makalenin abstraktlara gegtigi belir-
tilmektedir (Barth ve ark., 1986).
HPLC Sistemi

" HPLC sistemi Sekil 1'de gbriildiigi gibi
(1) hareketl] fazin tutuldugu rezervuar, (2)
pompa, (3) swi faz programlayici, (4) Enjek-
siyon diizeni, (5) kolon, (6) dedektdr, (7) ko-
lon ve dedektdr kistmlar igin sicaklk kontrolil,
(8) kaydedici gibi ana Jisimlardan olugur,
(Saunders, 1975; Obali, 1981). Bagartl bir ayir-
ba bu kisimlarin uyum iginde gcaligmasiyla
miimkiindir.

ENJEXSIYON
DUZENi

DEDEKTOR VE
KAYDEDICI

FRAKSIYON
KOLLEKIOR

Sekil 1. Modern bir smvi kolon kromatografisi

cihazinin semasl

Sivt kromatografide su, asetonitril ve daha
birgok c¢dziici hareketli sivi faz olarak kulla.

mimakta ve pompalarla basing altinda kolon- -

dan gegirilmektedir. Pompalar darbesiz ve ke-
siksiz bir akig sagllyacak ozellikte olmalidir,
Sivi en fazia 400 atm (6000 psi) basingla gén-
derilir. Hareketlt fazlar ve bunlarda aranan
ozelliklerle Ngili ayrntll bilgi fgin Obali
(1981)’e bagvurulabilir.

Ayirma sirasinda hareketli sivi fazin bile-
siminj degistirme  Isine sivi ‘programlama de-
nir. Boylece kolonda biylk bir kuvvetle tutu-
lan maddelerin gikiglar hizlandirdir, yani ah- -
konma sireleri kisaltilir. Bu iglém gaz kroma-
tografisindeki 1s1 programlamanin kargihgidur.

- Ornek, enjeksiyon diizeninden kolona veri-
lirken hareketli faz ya akis halindedir veya
durdurulmustur. Ornek hacmi kolon bogluk hac:
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minin (tutulmayan bilesigin yiiriimesi igin ge- -

reken bogluk) 1/50'sinden daha az olmalidir.

Ayirmanin basarisi biiyllk oranda kolon
segimine baghdwr, Kolonun uzunlugu oraninda
ayrilma iyj olur, ancak bu durumda nisbeten
yitksek galisma bastnct ve uzun siire gerekir.
Siv1 kromatografi kolonlarinin doldurulmast ko-
[ay degildir; gogunlukla hazir olarak satin ali-
nir. Bu durum analiz maliyetini yikselten bir
faktordir,

S kromatografide dedekidriin garevi ko-
Iohdan_'gikan svimin’ bilesimini izlemek (alg-
lamak) ve meydana gelen degisikligi kaydedi-

ciye iletmektir. Tayin edilecek bilesige gore

en ¢ok kullanilan dedektdr tipleri mordtesi
(UV) ve gdriiniir bdlge fotometre dedekttrleri
ile kinima indisi, flioresans, elektrokimyasal
“vb. dedektrlerdir, Stvi kromatografi kolon ve
dedektdrlerinin gelistirilmesi icin yodun g¢alig-
malar yapimaktadir. Bu konuda Barth ve ark.,
- (1988)’nin derlemesine gbz atilabilir.

" 81 kromatografide kaydetme gaz kroma-

togregtfiéindék'i gibi kagntl potansiyometrik kay-
dedicilerle yapilir.

[er.uygundur.

 Sicaklik kontrolii, kinima indigi déde-ktbri]_

kullanildhginda kolon ve dedektbrde yapilmasi
gereken bir durumdur. lyon degistirme kroma-
tografisinde sicakh@in 25-80°C arasinda ar-
tirllmasiyla ayirma hizi yiikseltilebilir,

St kromatografi, kolonlardaki ayirmanin
tipine' gire swmuflandirilir. - Buna - gére hasglica
4 tip sv1 kromatografi vardir: Sivi - s (dagil-
ma), sivi-kat {adsorpsiyon),.iyon degistirme
ve sterik segicilik [ekskluzyon] kromatograflsi
(Obalr, 1981).

Sivi - sivi kromatografide durucu faz des-

tek katisi ve bunun {izerine tutunmusg sividan’

olusmaktadir. Hareketli faz tabii ki sividir. Ayir-
ma, ayirma hunisi kullanitarak yamilan ekstrak-
siyon isleminin kromatografi kolonu boyunca
tekrarlanmasiyla gergeklestirilmektedir, Aynl-
mamn dayandigy itke dag!ma (partition) 'dir.
Ayrilacak bilesik durgun fazda ¢ok, hareketl]
fazda az coziinmelidir.

Gitlsi 1-10 mV olan ve
sn'de b{tin Y eksenini tarayabllen kaydedici-

Syt - katt kromatografisinde bilesikler kati
durgun faz Uzerinde farkii derecelerde tersinir
olarak adsorplanarak ayrlirlar. Buna ince ta-
baka kromatograflsmm kolonda yapllam olarak
bakilabilir.

lyon degigtirme kromatografisinde durucu
faz ‘olan iyon degistirici regine veya zeolite
kendi zerindeki iyonun tersi yiikte olan bir
iyon ilave edilir ve boylece iyon gifti olugarak
dengeye ulagir. Ayrilacak iyonik bilegik duru-
cu faz Uzerindeki iyon ¢iftinden ilave edilenin -
yerine gegerek tutulur, Boylece gergek iyon
degistirme olmadidindan, zamanla iyon  dedig-
tiriciyi rejenere etmege gerek yoktur, Bu kro- '
matografi ile en ¢ok amino  asitler, niikleik

 asitler, anorganik  bilegikler ve zayif asit ve

bazlar ayriimaktadir.

Sterlk segicilik kromatografisinde, bilesik-
ler molekiller blyiikifik ve sekillerine gire ay-
rilirlar, Bilegiklerin fiziksel yapiiarina bagh- bir
ceslt silzmedir, Durucu faz gdzenekli (pordz)
yapidadir. Gézeneklerin i¢ ¢aplart ayrilacak bi-
lesiklerin tanecik caplarina esittir. Hareketli
faz 6nee kolondan geeirilir ve gozeneklerin igi-
nj doldurmas) saglanir. Ayrilacak bilesikler ko-
lona verilerek hareketli faz ile ylriitiidiginde, -
gozeneklere giremeyecek kadar bilylk olantar
kolonu hemen terkederler; c¢ok kiiglik olup
porlarin dipierine yerlesenler en geg, porlarin
hemen girisinde tutulanlar ise orta siirede ko-
londan ¢ikarlar. Bu tip kromatografide hare-
ketli fazin polarligi durucu fazinkinden fazla
olursa buna ters faz (rezersed phase) kroma- .
tografi denir, Jel gecirgenlik (permeasycn) ve
jel filtrasyon kromatografileri de sterik gegi-
cilik kromatografisi iginde yer almaktadir. Bun-
larla 1stya duyarhi biyik molekilld biyokimya-
sal bilegikler birbirinden" ayrlarak tayln edil-
mektedir.

HPLC'de Ayirma Tipinin Seg¢imi -

Aynlacak bilesiklerin 200 - 2000 arasinda
molekill agirlikle olanlara sivi- katr, sivi - sivi
ya da iyon dedistirme, 2000'inin lizerindekilere
ise secicilik kromatografisi uygulantr. Aynla-
cak karigim lzerinde basit bir goziciilik testi
yapilarak ayirma tipi segilir. Genel olarzk su-
da gbziinenlere iyon degistirme veya sivi - sivi
kromatografisi uygulanir, Suds az gdziinen iyon-
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lagabilen bilesikler igin iyon degigtirme, ben-
zeh veya izo - oktanda gdziinenler igin ise sivi -
kati kromatografisi uygundur. En lyi teknigin
segiminde stipheye disiildiigiinde ayrintili 6n
deneme bilgisi toplamak verine sinama-yaniima
metoduna bagvurmak daha iyidir.

Sivi kromatografide iyi bir ayirma elde et-
mek i¢in dnce sistem tasarlamir, kisunlar bir-
araya getirilir ve denenir, sonuglar degerlen-
dirilir ve de§i$'kenlérin optimize ‘edilmesine ¢a~
ligilir. Ige” baglandiginda ilk " yapilan deneyle
“istenen sonucu almak nadiren miimkiindir.
Déney parametrelerinin optimizasyonu, teorik
ve teknik bilgilerin isifinda birtakim  teknik
kriterlerin tesbiti ve bunlara ait hesaplamala-
rin yapilmasiyla gergeklestirilir. Sonuglarin de-
derlendirilmesi indrt alikonma siiresi, dagiima
orani, ayrilma glicl {resolution), teorik plaka
sayist, teorik plaka esdefer yiiksekligi, kolon
gegirgenlidi v.b. kriterlerle vapilir (Saunders,
1975). i . .
HPLC’nin Gudaiardaki Uyguléma Alanlar

Son yillarda HPLC'nin gida analizlerinde
kullamilmasi bliyllk boyutlara ulasmistir. Bura-
da daha ¢ok en yeni uygulamalar kaydedile-
,cekiir.

Gidalardaki basit sekerler, giderek HPLC

ile analiz edilmektedir. Seker analizinde ge- -

nelde duyarliligt deha az olan kirilma indisi
dedektdrteri kullanmakla beraber, dedektér-
lerde yapilan gelistirmeler sayesinde baklagil
tanslerinde (Knudsen, 1986), siitte [(Morowski,
1984) ve -birgok gidada, gaz kromatografisin-
deki gibi- 6nceden tlrevlendirmeye gerek kal-
madan, ‘herbir sekerin 10 ng (10 g% kadar
diistik miktar1 bile bir analizde birarada tayin
edilebilmektedirter (Macrae, 1981).

Vitamin analizinde HPLC biiyiik basari sag-
larigtir, Tiyamin riboflavin ve niyasin gibi su-
da ¢bziinen vitaminler, HPLC ve mikrobiyolo-
jik ve kimyasal metodlardan daha kolay, daha

kisa slirede ve duyarhlikla anali zedilmektedir
(Macrae, 1981). Sit {irlinierinde D vitamininin
0.01 1.0/g miktarlan, E vitamininin jzomerleri
birarada belirlenebilmekte (Macrae, 1981; Mo-
rawski, 1984; Van.den Berg v-e_.ark., 1986), de-
gistk gidalardaki A vitamini ve karotenler ko-
lay, "hizh ve glivenilir gekilde tayin edilmekte
(Bureau ve Bushway, 1886; Bushway, 1986],

0.05 mikrogram- seviyelerindeki askorbik asit.

ve dehidroaskorbik birarada tesbit edilebilmek.
tedir (Hacem ve ark., 1986).

Uguculugu az olan tad maddelerinden bi-
raciltk Grlinlerindeki alfa-ve beta asitlerl jle
pal‘ife'nolier, cay ve alkolsiiz igkilerdeki kafein,
sakkarin ve benzoatlar HPLC ile birlikte tayin
edilebilmekte (Macrae, 1981), baharatlardaki
kapsaisinoid’ler gibj yakicihk maddeleri, tabii
yap! ve Ozelliklerine zarar verilmeden analiz-
lenmektedir (Lego, 1984). ’

Meyve sularimin ve dijer meyve lrinle-
rinin geker, organik asit ve fenolik madde pro-
fillerj HPLC ile kolaylikia ortaya konulmakta -
ve her meyve suyu icin geligtirilen otentiklik
matriksleri sayesinde her tirll hile ve tagsis-
ler belirlenerek kalite kontroliinde ilerlemeler
saglanmaktadir (Coppola, 1984).

Toksik bilegiklerden mikotoksinler, nitrozo -
bilesenleri, pestisitler, aromatik hidrokarbon-
lar ile ilag kalintilari HPLC jle givenilir bir
sekilde belirlenmektedir (Macrae, 1981; Hisil,
1982). Patates ve driinlerinde glikoalkaloidier
(Carman ve ark., 1986; Hellanas, 1986), ge$it1i"
gidalarda fitik asit (Cilliers ve ark., 1986),
soya ve Uriinlerinde saponinler (Ireland ve ark.,
1986) HPLC ile daha giivenilir sekilde tayin .
edilmektedir.

Yukarida bir kismina deginilen uygulama
alanlar HPLC'nin- gok ydnliligiini gbstermek-
tedir. Titm son gelismeleri ayrintilariyla vermek
mimkin olmadigindan, . bu makalede konuya
helli bir bakis getiriimeye. call$1[m-1§'tl-r.
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