HPLC/YPSK

HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY

YUKSEK PERFORMANSLI
SIVI KROMATOGRAFIS|




Kromatografi:

Kimyasal bir karisimi olusturan farkli
yapidaki maddelerin birbiriyle
kansmayan birt hareketli, digeri sabit iki
faz arasindaki dagihm dengelerine

dayanarak ayrimini saglayan, ayni
zamanda bu maddelerin kalitatif ve
kanftitatit analizine olanak taniyan
ayrim yontemidir.




Kromatografinin siniflandiriimasi

AyiIrma mekanizmalarna gore;
Adsorbsiyon Kromatografisi
Partisyon Kromatografisi
lyon degistirme Kromatografisi
Jel gecirgenligi Kromatografisi




Kromatografinin siniflandiriimasi

Faz cesitlerine gore;
- Sivi kromatografisi

Sivi-Kati

SIvI-Siv

- Gaz kromatografisi
Gaz-Kafi

Gaz-Sivi




Mobil faz

Sabit faz katl Sabit faz kat
Gaz-katl

Sivi-kati :
kromatografi (LSC) Sieimel gl e

Sabit faz sivi Sabit faz sivi

Sivi-sivi kromatografi Gaz-sivi
(LLC) kromatografi (GLC)




Kromatografinin siniflandinimasi

TLC-InceTabaka Kromatografisi
Kagit Kromatografisi

HPLC-YUksek Basinclh Sivi Kromatografisi
GC-Gaz Kromatografisi




HPLC/YPSK

Sabit fazi iceren kolonda analzi yapillacak madde ya da
kansimin yUksek bir basincta hareketli faz(sivi) ile
sUruklenmesi prensibine dayanan kromatografik analiz
yontemidir.

Analiz drnegini iceren sivi ¢Ozelti sisteme enjeksiyon
yoluyla uygulanir ve kolona hareketli fazin akisinda
cOzunerek surUklenir.

Kolondan gecen madde ya da maddelerin cikisi Ozel
kimyasal ve/veya fizksel etkilesimler neticesinde belli bir
gecikme ile gerceklesir. Bu gecikmeye retansiyon denir.

Maddelerin kimyasal ve fiziksel davranis farklarn retansiyon
farki olusturur ve ayrimi saglar.




Kalitatit ve kanfitatit calismalarda en yaygin
kullanilan analitik tekniklerden biridir.

Dogal kaynaklarin fitokimyasal analizinde
Biyoloji ve Kimya alanlarinda
Adli Bilimler ve diger alanlarda

llac sanayinde




HPLC Sistemi

rezervuar
hareketll faz

pompa

enjksiyon unitesi

kolon
sabit faz

dedektor

kaydedici




Pompa

Modern LC pompalar en az 6000" den 10000 p.s.i. ‘ye kodolr

basinc  kapasitesine sahip olmaldir. Parcall cok cesitli
cOzuculere karsi inert ve dayanikll olmalidrr. Bu amacla
piston, valf gibi parcalan paslanmaz  celikten, safirden

yapilmis ya da bu malzemelerle guclendirilmistir.

Analitik kullanimda pompalar 0-10 ml/dak. akis hizing,
akis hizlar

preperatif kullanimda ise 100 ml/dak. asan
gerekebilmektedir.

ki tip akis gerceklestirebilirler:
izokratik akis
hareketli faz bilesimi sabittir

gradient akis
zamana gore degisen solvan bilesimi kullanilir.




Enjeksiyon Unitesi

Analizi yapillacak ¢dzeltilerin sisteme verildigi kisim.

Manuel enjeksiyon
Autosampler enjeksiyonu




Kolon

YPSK kolonlarnin  cogu paslanmaz celikten
vaplimaktadir. American Iron and Steel Institute
(AISI)  standartlarna  uygun olarak kimyasal
korozyon ve normal YBSK basincina dayaniklidir.

Cam tupler, tantal ve esnek polietilen tupler
de kolon yapl malzemesi olarak bulunmaktadir.

Kolon dolgu materyali olarak; silika, aluming,
polimerik yapilar kullanilabilir.




Kolon ¢capi

2-5 mm olanlar genellikle analitik amaclarla
kullaniimaktadir. 10 mm ila 1 in¢c (24.5 mm)
arasi captaki daha genis kolonlar ise
preperatif calismalarda kulanilir.

Uzunlugu 5,10,15 ya da 25 cm olan
kolonlar, 10um ve altt  mikropartikll sabit
faz kullanildiysa tercih edilir.

Kolon uzunlugu

Artinca retansiyon hacmi de artar bu da
elUattaki pik konsantrasyonunu dusurUp
tespit limitini zayiflatir.

Ancak preperatif amaclarla 1 m ve Uzeri
kolonlar ile calisilir.




Dedektorler

» Dedektorun gdrevi, ornekteki bilesenlerden biri ayrilip
kolondan ciktiginda tespit etmektir.

» Hareketli faz kompozisyonundaki degisimi farkeder, bunu
elektriksel bir sinyale donusturUr ve bu sinyallerden
kromatogrami olusturur.




Dedektor Tipleri

* UV Dedektorler
-Sabit dalga boyunda
-Degisken dalga boylarnnda
-Diod-Array Dedektorler®

- Refraktif Indeks Dedektorler

* Floresans Dedektorler

* Elektrokimyasal Dedektorler

* |sik Saciim(evaporative light scattering)
Dedektorler

« Konduktivite Dedektoru




Normal Faz YBSK

* Normal faz YBSK (NP-HPLC) esasi polarite tarki ile
ayinm ve analiz olan ilk sistemdir.

* Bu yOntem polar sabit faz ve non-polar hareketl
fazdan meydana gelmektedir.




Ters Faz YPSK

« Adindan da anlasilacagi gibi; non-polar sabit faz ve
polar hareketli fazdan olusan YBSK sistemidir.

» Sabit faz olarak en ¢cok kimyasal olarak baglanmis
oktadesilsilan(ODS), 18 karbon atomlu n-alkan(C-18)
kullanilir.




Ters-faz YPSK

 Harekelli faz genellkle su ya da sulu ftampon
cOzeltilerinin,  suyla  kansabilen  cesitli - ¢dzUcuUlerle
olusturdugu karsimdan olusur. Asagida bu ¢ozucUlere ait
ornekler asaglya dogru azalan polariteye artan elusyon
gUcune gore verilmistir.

 Metanol

* Asetonitril

* Etanol

« lzopropanol

* Dimetilformamid
* Propan-1-ol

» Dioksan

» Tetrahidrofuran




HPLC ve Spekiroskopi

* HPLC asagidaki spektroskopik yontemlerle birlestiriimis
olarak kullanilabilmektedir.

* UV spektrometresi(HPLC-UV/DAD)
 HPLC-NMR (nUkleer manyetik rezonans)
» LC-MS (kUtle spektrometresi)




YPSK ne Amacla Kullanilir?

lac etken ve yardimci maddelerinin saflik ve
kalite kontrollerinde,

Preperatiann hazirlanis esnasinda ve sonrasinda
icerdikleri etken maddelerin miktar tayininde,

lac etken maddelerinin sentezi ve sonrasindaki
analizler ve reaksiyon yururlugunun saptanmasi,

Biyolojik materyallerden illa¢c ve metabolitlerinin
saptanmasl.




Farmakognozideki Kullanim

Standardize ekstre hazirlanmasinda,

Bitki materyalerideki maddelerin kalitatit ve kantitatif
analizleri,

Izolasyon sonrasi saflik kontrolU,
Bitkisel preparatliarin stabilite analizi.




YPSK'nin diger kromatografik
yontemlere gore ustunlukleri;

Analizin cok kisa sirede famamlanmasi
Ayinmin yeterince iyi ve etkili olmasi

Az miktarda maddeye ihtiyac duyulmasi
Sonuclarin kolay ve tekrarlanabilir olmasi
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