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HPLC sistemlerinde
kontaminasyon riskleri;
sisteme ve analiz
sonuclarina yansimalari

HPLC sistemleri analitik cihazlar icerisinde belki de en komplike ve
kontaminasyon riski en fazla olan sistemlerdir. Bu yiizden kontaminasyon
riski olusturabilecek biitiin faktorler detayli bir sekilde degerlendirilip
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nalitik sistemlerde yapilan
Aanalizlerin giivenilirligini sag-

lamak en 6nde gelen konular-
dan biridir. Alman sonuglarin dogru-
Iugunu teyit etmek adina biitiin etken
faktorler teker teker degerlendirilme-
lidir. HPLC sistemleri analitik cihaz-
lar igerisinde belki de en komplike ve
kontaminasyon riski en fazla olan sis-
temlerdir. Bu yiizden kontaminasyon
riski olusturabilecek biitiin faktorler
detayli bir sekilde degerlendirilip 6n-
lem alinmalidir.
Kontaminasyon i¢in risk olusturan
faktorler;

Mobil fazda kullanilan su ve
solventlerden gelen safsizliklar:
Kullanilan mobil fazin i¢indeki su
ve solventlerden gelen safsizliklar,

onlem alinmalidir.

analiz esnasinda ozellikle UV de-
dektorlii sistemlerde yiiksek back-
ground olusturarak sonuglarin dog-
rulugunu direkt olarak etkiler. Bu
safsizliklar oncelikle baseline’daki
dalgalanmalart artirarak sistemin
stabil olmasin engellerler. Alinan
sonuglarda hayalet pik diye tanim-
ladigimiz numuneden veya stan-
darttan bagimsiz mobil fazdan kay-
naklanan ve istenmeyen pikler elde
edilebilir.

Su, bir laboratuvarda kullanilan en
o6nemli hammaddedir. HPLC ana-
lizlerinde de en sik kargilagilan hata
kaynagi, mobil fazin hazirlanmasin-
da kullanilan sudan gelen safsizlik-
lardir. Su organik ve inorganik
maddeler, iyonik ve non-iyonik
maddeler ile UV absorbent ve flore-
san maddeler icerebilmektedir. Su-
dan gelen safsizliklar baseline kay-
malarina ve hayalet piklere neden
olabilmektedir.

Yine diisiik kalitede su kullanimi
sisteme veya ayirimi gerceklestiren
kolona ciddi zararlara yol agmakta-
dir. Diisiik kalitedeki su, sodyum,
kalsiyum, fosfor iyonlar1 veya orga-
nik maddeler igerebilir. Kullanimi
sonucunda akis yolu iizerindeki mal-
zemelerin tikanmasi; check valflerin
hassasiyetinin azalmasi; kolonun ti-
kanarak cihazin yiiksek basinglara
cikmasi gibi problemler ile karsilagi-

labilir. Yasanan bu problemlerin so-
nucu olarak alitkonma zamanlarinda-
ki farkliliklar ve pik sekillerinin bo-
zuklugu hemen goze ¢arpmaktadir.
Tiim bu problemlerin minimuma in-
dirilmesi agisindan, HPLC analizle-
rinde, laboratuvarda elde edilen ul-
tra saf su (ters ozmoz, iyon exchan-
ge membrane, membrane filtrasyon,
UV radyasyon vb. iglem gormiis su)
veya ticari olarak ‘HPLC derecesin-
de su’ ad1 altinda satilan su kullanil-
mast son derece onemlidir.

Saglikli sonuglar icin, ayrica mobil
faz solventlerinin kalitesi de son
derece 6nemlidir. Ornek olarak en
sik kullanilan mobil faz solventle-
rinden olan asetonitril diisiik kalite-
de oldugunda, propionitril (CHjy

CH, CN) igerebilir ve bunun so-
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nuglan yiiksek background olarak
alimur. Bu sebeplerden otiirii HPLC
sistemlerinde kullanilan organik
solventlerin de mutlak suretle
HPLC derecesinde olmasi1 gerek-
mektedir.

Mobil fazda kullanilan su ve sol-
ventlerin safsizliginin yedek parca-
lar iizerindeki etkisine deginilecek
olursa; oncelikli olarak akis yolu
iizerindeki check valfler kirlenerek
solvent akigini saglayan pompa iini-
tesinin performansimi diisiiriir ve
akis kararlilifini bozar. Bunun so-
nucunda ise alikonma zamanlarin
da tutarsizliklar ile karsilagilabilir.
Ayni zamanda mobil fazdaki kirlilik-
ler kullanilan kolona ve dedektoriin
cell iinitesine de zarar verebilirler.

Mobil fazdaki ¢ézinmis Oo ve
CcO 2!

UV Dedektor iizerindeki etKkisi:
Degaze edilmemis bir solvent kullani-
mi1 halinde mutlaka birtakim problem-
ler ile kargilagilabilir. Bunlarin basin-
da, 6zellikle UV dedektor kullanilarak
yapilan analizlerde, mobil fazdaki ¢6-
ziinmiig oksijenden kaynakli yiiksek
background gelmektedir.
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RID dedektor iizerindeki etkisi:
RID (refractive index dedector)
kullanilarak uygulanan analizlerde
ise mobil faz degaze islemine ayri-
ca onem verilmelidir. Is1gin kirilma
indisini, referans ve ornek hiicrele-
ri arasindaki farkina gore sonug ve-
ren bu yiiksek hassasiyetli dedek-
torde mobil faz icerisindeki ¢oziin-
memis hava baseline dengesini he-
men degistirecektir. Bunun sonu-
cunda ise alinan kromatogramlarda
istenmeyen pikler ile karsilagiimasi
miimkiindiir.

Analize baslamadan once hazirla-
nan mobil faz mutlaka ultrasonik
banyoda belirli sabit bir sicaklik al-
tinda degaze edilmelidir.

RF dedektor iizerindeki etkisi:
Ornek verilecek olursa ¢oziinmiis
oksijen sert plastik ve ilag¢ sisesi
diretiminde kullanilan Bisphenol-
A’nin optik 151ma yapmasini engel-
ledigi i¢in bu maddenin analiz so-
nuglarint dogrudan etkiler ve alinan
pik yiiksekliklerinin kii¢lilmesini
saglar.

Bu da yapilan miktar tayini analiz-
lerinde yanlis sonuglar alinmasina
sebep olur.

Siringa Ucu Filtreler

HPLC Sistemlerinde kullanilan
Degazer Unitesi

Emis Filtreleri

Emig (Suction) filtresi:

Mobil faz sisesinin igerisinde bulu-
nan ve organik solventler ile direkt
temas eden emis filtrelerinin bakimi1
ve belirli periyotlar ile degistirilmesi
olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii kullanim
Oomriinii tamamlamis bu filtreler di-
rek olarak mobil fazi kontamine
eder. Uzun siire temizlenmeyen
emis filtreleri zaman ile paslanabilir.
Paslanmis emis filtresinden c¢ikan
metal iyonlar1 sistemde giiriiltiiye
sebebiyet verir.

Ozellikle LC-MS sistemlerinde ve
iyon kromatografisi sistemlerinde
hassasiyetin azalmasina neden olur.
Bu sistemlerde seramik emis filtresi
kullanilmamalidir.

Bazi tampon c¢ozeltiler ise iireme
yapmaya oldukga miisaittir. Ozellik-
le amino asit analizlerinde iireme
yapan mobil fazin etkisi ¢oziinmiis
materyalleri dedekte ederek analiz
sonuclarmni negatif bir sekilde etki-
lenmesi ile goriilir.

Numune:

Numune icerisindeki ¢6ziinmemis
partikiiller akis yolundaki hatlardan
birini, otomatik drnekleyici ¢ikisin-
daki tubingi veya kolonu tikar. Bu
tikaniklik sistemde yiiksek basinca
sebep olarak analiz sonuclarinin
dogrulugunu etkiler. Bu tikaniklik
bazi durumlarda cihazda cok yiiksek
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Filtre edilmig Asetonitril ve filtre edilmemis Asetonitril arasindaki farkliligin
kromatogramdaki goriintiisti

basincin olusmast ile sistemin dur-
masina yol agar. Bu yiizden hazirla-
nan numuneler mutlaka mobil fazlar
gibi filtre edilip siiziilmelidir.

Bazi 6zel durumlarda -numune mikta-
rinin ¢ok az olmast gibi- numune filtre
edilemez. Hat ici filtreler kullanarak
bu sorun ¢oziilmeye caligilabilir.

Cam malzemeler:

Laboratuvarlarda kullanilan cam
malzemelerin temizlenmesinde kul-
lanilan deterjan bu malzemelerin

iizerinde kalabilir. Camin iizerinde
kalan deterjan 6zellikle MS analizle-
rinde sinyal olarak -0rnek olarak eti-
len glikol sinyali olarak- goriilebilir.
Bu yiizden cam malzemelerin temiz-
ligine ¢cok onem verilmelidir. Aka-
binde temizlik validasyonunu yapa-
rak kullanilan malzemelerin giiveni-
lirligini arttirmak gerekmektedir.

Cevresel faktorler:
Ortamda bulunan toz ve Kkirlilik
HPLC modiillerinden 6zellikle de-

dektor tinitesine ciddi zararlar vere-
bilir. Dedektoriin optik sisteminde
bulunan aynalar kontamine olarak
hassasiyeti azaltacaktir. Dedektor
enerjisinin azalmasi sonucunda,
dedektor modiilii ilk acildifinda
enerji testini gegmeyecek ve cihaz
acilmayacaktir. Bu yiizden labora-
tuvar havalandirma sistemi ¢ok iyi
hava sirkiilasyonunun saglandig1 ve
ortam sicakligini stabil tutabilen bir
sistem olmadir.

Ortam sicakligindan 6te cihaz igeri-
sindeki sicaklik degisiklikleri de
sistem igerisindeki baz1 malzemele-
rin kontamine olarak analiz sonuc-
larinin dogrulugunu etkiler.

Ornek verilecek olursa; 40°C kolon
firin1 sicakligi uygulanan bir analiz-
de; kolon igerisinde 40°C sabit si-
caklikta hareket eden mobil faz ko-
londan sonra direk olarak oda sicak-
Iigindaki dedektor hiicresine gide-
rek kullanilan mobil fazin buharlas-
masina yol acar.

Buharlagan mobil faz dedektor ige-
risindeki materyallerin {izerine ya-
pisarak bu materyallerin zamanla
bozulmasina yol acar. Dedektor
optik sistemi de dogal olarak zarar
gordr.

Sadece Shimadzu sistemlerinde
olan sicaklik kontrollii dedektorler-
de; dedektor hiicre sicakligini kolon
firmi sicakligy ile eslestirerek mobil
fazin farkli sicakliklara girmesini
engelleyerek yapilan analizin dog-
rulugundan emin olunur.

Aym zamanda dedektor optik siste-
minde bulunan malzemelerin ve
hiicre igerisindeki lenslerin omriinii
uzatir. O
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Sicaklik kontrollii akig hiicresinde oda sicakliginin 20°C’ den 30°C’ye ¢ikmast durumunda baseline’ in tepkisi




