3.5. YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISi

(HIGH PRESSURE/PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPY) (HPLC)

Kromatografinin, bir karisim igindeki bilesenlerin biri sabit, digeri
hareketli iki faz arasindaki dagilim dengelerinin farkli olusu esasina dayanan
bir ayirma yontemi oldugu daha 6nce belirtilmistir.

HPLC esas olarak Gaz Kromatografisine (GK) benzer. Ancak GK’de
kullanilan gazin aymrmay1 etkileyici bir 6zelliginin bulunmamasina karsin
HPLC’de mobil faz olarak kullanilan ¢o6ziiciilerin ayirmayi etkileyici
ozelliklerinin bulunmasi, GK’de sadece ugucu ya da ugucu hale gelebilen
maddelerin analizi saglanabilirken, HPLC’nin daha genis bir kullanim
alanina sahip olmasina olanak verir.

3.5.1. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi

HPLC Aleti Pompa, Ornek Giris Sistemi (Enjektor), Kolon, Dedektor
ve Kaydedici olmak tizere 5 ana boliimden olugmaktadir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. HPLC aletinin sematik goriintiisii
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3.5.1.1. Pompalar

Sikica doldurulmus kolon iginde mobil fazin akisini saglayan aletler
olup, sabit basin¢h ve sabit akigh olmak iizere ikiye ayrilirlar.

Sabit akisli  pompalar, kolondaki diren¢ ve mobil fazn
viskozitesinden meydana gelebilecek basing degisikliklerini diizeltmeleri
nedeniyle daha fazla kullanilmaktadirlar. Bu pompalar, Emmebasma ve
Siringa Pompalar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Siringa pompalar ¢ok diiz
bir akig saglamalarina ragmen rezervuar kapasiteleri sinirlidir. Emmebasma
pompalar ise, kiiciik pistonlu olup atilmli bir akis saglarlar, ancak
dedektorler atilimli akisa karsi hassastir, bu nedenle diiz bir akis 2 ya da 3
pistonlu pompalar yardimi ile elde edilmektedir.

HPLC sistemlerinde mobil faz akisi tek kaynakli (isocratic) ve
kademeli (gradient) olmak iki sekilde olmaktadir. Tekdiize akis oldugu
durumlarda mobil faz olarak sistemden ya tek bir solvan ya da karigim
oranlari analiz boyunca sabit olan solvan karigimi (6rn. asetonitril/su: 70/30
vs.) gecmektedir. Kademeli akis oldugu durumlarda mobil fazi olusturan
solvanlarin oranlari zaman igerisinde degismektedir. Bu durum Sekil 3.2°de
yer alan, mobil faz igerisindeki “B* solvaninin tekdiize akis ve kademeli
akig-zaman grafiginden de anlasilmaktadir.
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Sekil 3.2. Mobil faz igerisindeki “B*“ solvaninin tekdiize akis (isocratic) ve
kademeli (gradient) akig-zaman grafigi.
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3.5.1.2. Enjektéorler (Ornek Giris Sistemleri)

Enjektorlerin 2 tipi bulunmaktadir. Bunlar Valf Enjektorler ve Siringa
Enjektorlerdir.

Valf Enjektorler; paslanmaz celikten yapilmis boru seklindeki bir
iiniteye baglanan ve acilip kapanabilen valflerden ibaret olup kii¢iik bir boru
yardimi ile kolon bagina baglanmigtir. Valf enjektorler dayanikli olup daha
az bakim gerektirirler ve bu nedenle rutin ilag analizlerinde fazla
kullanilirlar.

Siringa Enjektorler; enjeksiyon aleti dogrudan kolon bagina
baglanmigtir. Kolon basinda 5-10 mm derinliginde cam tanecikleri ile dolu
bir bslim bulunmaktadir. Kolondaki dolgu materyali ile bu cam tanecikler
arasinda paslanmaz gelikten yapilmis bir ag tabakasi yerlestirilmistir. Ornek
cam tanecik tabakasi i¢ine bir siringa ile verilir. Valf enjeksiyondan biraz
daha iyi bir kolon etkinligi verir.

3.5.1.3. Kolonlar

Dolgu Materyali ve Tasiyier olmak iizere iki kisimdan meydana
gelir.

Dolgu Materyalinin partikiil yiizeyi ve partikiil biiyiikliigii,

Tasiyict kismin ise uzunlugu, ¢api ve iiretildigi materyalin ayirma
iizerinde etkileri vardir. Paslanmaz ¢elik ve plastikten yapilanlari vardir.

HPLC kolonlarinda en fazla kullanilan dolgu maddesi mikropordz
silikadir. Alumina ve Celite (diyatome topragi) de c¢ok kullanilan
maddelerdir.

Analitik amaglar icin kullanilan kolonlarin en kiictigii 5 cm, en
biiytigi ise 150 cm uzunlukta olabilmekte, bunlarin ¢aplar1 da 1-8 mm
arasinda degismektedir. Kisa kolonlarda g¢aligmak retansiyon zamanini
azaltacagindan hizli analiz gerektiren durumlarda tercih edilmektedirler.
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Preparatif calismalarda kullanilan kolonlarin c¢aplar1 daha genis
olabilmekte, 6rnegin; uzunlugu 30 cm, ¢apt 57 mm olan bir preparatif
kolonla 1-1000 g arasinda madde ayrilabilmektedir.

Pahal1 analitik kolonlarin dmriinii uzatmak i¢in iki tip koruyucu kolon
kullanilmaktadir (Sekil 3.1). Bu koruyucu kolonlardan ilki, pompa ile
enjektor arasinda yer almakta, dolgu materyali olarak silica icermekte ve
onkolon (precolumn) adin1 almaktadir. Mobil fazin bu kolundan gegerilmesi
silica ile doyurulmasimi saglar ve bdylece analitik kolon igindeki dolgu
materyalinin mobil fazdaki ¢oziintirligii azalir. Koruyucu kolonlarm ikincisi
ise enjektor ile analitik kolon arasina yerlestirilen ve i¢ ¢ap1 analitik kolona
esit olan 2-10 cm uzunlugundaki koruyucu kolondur. Bu kolon, &rnek
icindeki parcaciklart ve safsizliklari tutmak suretiyle bunlarin analitik
kolondaki dolgu materyaline baglanmasina engel olur.

3.5.1.4. Dedektorler

Kolondan ¢ikan eliiatin i¢indeki maddeleri saptamaya yarayan aletler
olup ikiye ayrilirlar: Universal Dedektérler ve Segici Dedektorler.

Secici dedektorlerden, Fluoresans, Elektrokimyasal ve UV-Visibl
Dedektirler, tiniversal dedektdrlerden de, Refiaktif Index Dedektorleri en
fazla kullanilan dedektorler arasinda yer almaktadir.

Universal dedektorler kolondan ¢ikan bilesiklerin tiimiine karsi
duyarli dedektorlerdir. Segici dedektorler ise eliie edilen bilesiklerin sadece
bir kismma duyarli ve bu nedenle de daha yiiksek hassasiyete sahip
dedektorlerdir.

Flouresans Dedektorler

Monokromatik UV isinlarina maruz birakilan bazi bilesikler bu
1iginlar1 absorbe ederek dalga boyu daha uzun olan farkli bir 151k yayarlar.
Fotoliiminesans olarak bilinen bu olay 15183in absorbsiyonu ile tekrar
yayilmasi  (emisyon) arasindaki siirenin 10”sn’den daha az olmasi
durumunda fluoresans adini alir. Uyarma (Eksitasyon) kaynagi olarak
doteryum ya da ksenon ark lambalari kullanilir. Kendiliginden fluoresans
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gosteren bilesiklerin sayist az oldugundan bu tiir dedektorlerle tayini
yapilabilen bilesiklerin sayisi da azdir. Bununla birlikte, yapilarinda uygun
gruplar bulunan bazi bilesikler fluoresan hale getirildikten sonra bu
dedektorlerle saptanabilirler. Fluoresans dedektorlerle 10-100 pikogram
konsantrasyonlarda analiz yapilabilmektedir (1 pikogram= 10" g).

FElektrokimyasal Dedektorler

Kontrollii potansiyel kosullarda elektrokimyasal olarak degisiklige
ugrayabilen bilesikler, bir elektrod yiizeyinde elektrolitik oksidasyon ya da
rediiksiyon gegirebilir.

Bu dedektorlerle ayirim yapabilmek i¢in mobil fazin elektrigi
iletebilmesi  gerekir. Bu iletkenlik, organik mobil fazlar igin;
tetraalkilamonyumperklorat, sulu fazlar igin ise; potasyum nitrat gibi inert
elektrolitlerin 0.05-0.1 M konsantrasyonlarda ilavesi ile saglanir. Bu
dedektorler pek cok ilacin oksidatif yolla tayininde kullanilabilmektedir(
Orn; moRfin, parasetamol, fenotiyazinler, trisiklik antidepresanlar,
haloperidol, salisilik asid vb.). Rediiktif yolla analiz ise mobil fazda
¢Oziinmiis olan oksijenin uzaklastirilmasimi gerektirdigi i¢in daha zordur
(Orn; kloramfenikol, benzodiazepinler vb.). Elektrokimyasal dedektdrlerle
50-100 pikogram konsantrasyonlarda analiz yapilabilmektedir.

UV-Visibl Absorbans Dedektérleri

Kiigiik bir akis hiicresi (flow-cell) tasiyan ve bu hiicrenin ig¢inden
gecerken maddeler tarafindan absorblanan UV radyasyonu ya da goriinen
15181 saptayabilen dedektorlerdir. Akis hiicresinin uzunlugu 5-10mm, hacmi
5-10 pl arasinda degismektedir. Sabit ve degisken dalga boylu dedektorler
olmak iizere ikiye ayrilirlar.

Sabit dalga boylu dedektorlerin en basiti 151k kaynagi olarak 254
nm’de radyasyon veren civa-ark lambalarmin kullanildigi dedektorlerdir.
Ancak, 254 nm’de absorbsiyon gostermeyen bilesikler i¢in 280-660 nm
arasinda (6rn; 280 nm, 313 nm, 365 nm, 405 nm, 546 nm ve 660 nm) sabit
dalga boylarinda emisyon yapan uygun lambalar kullanilir.
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Degisken dalga boylu dedektorler ise, 180-400 nm arasinda siirekli
radyasyon verebilen doteryum lamba ya da 400-700 nm arasinda 1sik
verebilen tungsten lamba igeren ve istenilen dalga boyunu se¢mek igin
monokromator tasityan fotometrelerdir. Maddenin maksimum absorbsiyon
verdigi dalga boyunda ¢alisma olanagi saglayan bu dedektérler hassasiyeti
artirdiklari i¢in son derece 6nemlidirler.

Refraktif indeks Dedektérleri

Madde igermeyen mobil fazin refraktif indeksi ile madde i¢eren mobil
fazin refraktif indeksi arasindaki farkin (+) ve ya (-) degisimlerini saptayan
dedektorlerdir. Duyarliliklar1 az olmasi nedeniyle ilag analizlerinde sinirh
kullanima sahip dedektorlerdir. Farmasotik preparatlarda, ancak UV’de
uygun absorbsiyon vermeyen yardimci maddelerin (6rn; sekerler) analizleri
icin kullanilabilirler.

3.5.2. HPLC’nin Dayandig1 Teorik Esaslar

Ornek ¢ozeltinin, sivi kromatografa enjekte edildikten sonra
dedektorden ¢ikan sinyalin bir Gauss egrisi seklinde konsantrasyon/zaman
grafigi olarak yapilan kaydina kromatogram denir (Sekil 3.3).

Kromatogram Parametreleri
b: Baseline: Kolondan yalnizca mobil faz gegerken olusan kromatogramin
taban ¢izgisidir.
a: Olii nokta (Dead point): Kolonda tutulmamis solut pikinin kromatogramda
goriildiigii nokta.
ts: Olii Zaman (Dead time): Solutun kolona enjekte edilmesiyle 6lii noktanin
goriilmesi arasinda gecen siire.
V: Olii Hacim (Dead volume): Solutun kolona enjekte edilmesiyle &lii nokta
arasinda kolondan gegen mobil faz hacmidir.
tg: Toplam Tutulma Zamani (Retantion time): Solutun enjekte edildigi
zaman ile kaydedicide maksimum konsantrasyonda saptandigi zamana kadar
gegen siire.
Vg: Tutulma Hacmi (Retention volume): Solutun enjekte edilip maksimum
konsantrasyonda saptandig1 zamana kadar kolondan gegen mobil faz hacmi.
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t'r: Diizeltilmis tutulma zamani (Corrected retention time): Olii nokta ile
maksimum pik yiiksekliginin saptandigi zamana kadar gecen siire.

V'g: Diizeltilmis Tutulma Hacmi (Corrected retention volume): Olii nokta ile
maksimum pik yiiksekliginin saptanana kadar kolondan gecen mobil faz
hacmi.

h: Pik Yiksekligi: Pikin maksimum yiiksekligi ile temel ¢izgi arasindaki
uzaklik.

W: Pik genisligi

Olii Nokta
a
Toplam tutulma zamam (tg)
A Diizeltilmis tutulma zamam (t'r)
Ol Pik Yiiksekligi (h)
Hacim
Vi
-
Y baseline j
=
Pik G
_ genisligi (W)
Ol Diizeltilmis tutulma hacmi (V'r)
zamanf-# -
to

Tutulma Hacmi (Vg )

Sekil 3.3. Kromatogram Parametreleri

3.5.2.1. Kolon Verimliligi

Pik genisligini kontrol eden ve kolonun ne kadar iyi dolduruldugunu
gosteren bir parametredir (N degeri). Dogrudan dogruya kromatogramdan
Olciilebilir.
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N degeri, kolon uzunlugu, dolgu materyalinin partikiil biiyiikliigii ve
¢oziiciinlin akis hizi ile ilgilidir. N degeri ne kadar biiyiik olursa, o kadar dar
pik elde edilmektedir, pikler ne kadar dar olursa kolon verimliligi o 6l¢iide
iyi olmaktadir.

N=a (vg/W )

N: Teorik plaka sayisi

w: Pik genisligi

a: Pik genisliginin 6l¢iildiigii yerden baseline’a olan yiikseklige dayali
bir degismez.

3.5.2.2. Rezoliisyon (Ayrilma) (Rz)

Iki pikin birbirinden ayrilma derecesini tanimlayan bir parametredir.
Matematiksel olarak iki pikin tepe noktalari arasindaki uzakligin, her iki
pikin baseline’daki genisliklerinin ortalamalarma oranidir. ideal bir
rezoliisyon i¢in R,’nin 1.5 olmasi gerekir.

R= (tro-tr1) / (W1 +wW,/2)
tr2
>
tr1
>
W, W,

Sekil 3.4. iki Bilesenin Birbirinden Ayrilmasi
3.5.2.3. Ters Faz ve Normal Faz HPLC

HPLCde mobil faz ve stasyoner faz se¢imi verimli ve basarili bir
ayirimi etkileyen Onemli bir faktordiir. Stasyoner faz ve mobil fazin
polaritelerine gore “Normal faz” ve “Ters faz” olmak iizere iki tip HPLC
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mevcuttur. Normal faz HPLC’de polar stasyoner faz (silikajel, siyanopropil,
aminopropil bagl silikalar vs.) ve non-polar mobil faz (hekzan, kloroform,
etilasetat vs.) kullanilmaktadir. Bu sartlarda apolar bilesikler kolondan en
once ayrilacaktir. Bu HPLC tipinden, suya hassas bilesiklerin, geometric
izomerlerin ve kiral bilesiklerin ayiriminda yararlanilmaktadir. Ters faz
HPLC’de ise apolar stasyoner faz (C18, C8, C3 vs.) ve polar mobil faz
(asetonitril, su, methanol vs.) kullanilmaktadir. Polar bilesikler kolondan
once ayrilir. Ters faz HPLC teknigi kullanilarak polar, apolar, iyonize
olabilen ve iyonik bilesiklerin ayirma islemi gergeklestirilebilir.

3.5.3. HPLC’nin Eczacilik Alaninda Kullanimi

Ilag etken maddesinin hizli, duyarli ve giivenilir analizini yapmaya
yarayan bir yontemdir. Bu yontemle saflik ve kalite kontrolii, stabilite tayini
ve reaksiyon sirasinda reaksiyon ara ve sonug Uriinlerinin saptanmasi ile
enansiyomer ayirimlari saglanabilmektedir.

Biyolojik materyallerde ilag ve ilag metabolitlerinin analizine de
olanak saglayan bu yontemde, plazmadaki ilag diizeyinin saptanmasi, doz
ayarlanmasi ve biyoyararlilik gibi konularda ¢alismalar yapilabilmektedir.

HPLC Uygulamasi:

Aspirinin HPLC ile saflik ve stabilite tayini

COOH
COOH COOH Hidroliz
@[ CH,COCI _ Hidroliz_|
OH "OCOCH,4 OH
Salisilik asit Aspirin Salisilik asit

(Asetilsalisilik asit)

RAPOR DUZENI:

Deneyin Ad:

Deneyin Yapilisi:

a) Standart ¢ozeltilerin hazirlanist:

Asetilsalisilik asit standart ¢ozeltisinin hazirlanigi
Salisilik asit standart ¢dzeltisinin hazirlanist
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