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HPLC Teknigi ve Kullanim Alanlari

HPLC Technique and Usage Areas

Aydin Siikrii BENGU! (2

oz

Sivi kromatografinin yaygin kullanilan bir g¢esidi
olan HPLC saglik ve fen alaninda genis kullanim
alanlarma sahiptir. Son dénemde gelistirilen UHPLC
tekniginin bir¢ok avantaji olmakla beraber pahali
olmasi kullanimini sinirlamaktadir. Bu derleme ile yeni
baslayanlar i¢in kullanima yonelik pratik laboratuvar
bilgileri verilmesi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Metod segimi Sivi
kromatografi, UHPLC.

ABSTRACT

HPLC, a widely wused type of liquid
chromatography, has a wide range of uses in health and
science fields. Although the recently developed
UHPLC technique has many advantages, it limits its
use because it is expensive. With this review, it is aimed
to give practical laboratory information for use for
beginners.
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Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
veya Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi
olarak taninan HPLC teknigi; sagliktan
ziraata kadar fen bilimlerinin bir¢cok dalinda
kullanilan  gelismis  bir  kromatografi
teknigidir. Bu derleme teknik bilgiden ¢ok
kullanim esnasinda karsilasilan sorunlarin
asilmasi, okunan bir makalenin daha iyi
anlagilabilmesi ve yeni kullanicilara rehber
olmas1 amaciyla hazirlanmistir.

Coziniir forma gecebilen tiim bilesikler
(aminoasitler, sekerler, vitaminler,
antibiyotikler, pestisitler, gida tatlandiricilari
ve renklendiricileri ve bunlarin tiirevleri vb. )
bu teknik ile kantitatif olarak hizli ve
giivenilir sekilde tespit edilebilmektedir.
HPLC cihazini olusturan baglica bilesenler;
mobil faz, pompa, kolon ve kolon firini,
degazor, otoornekleyici ve  enjektor,
dedektorlerden olusur. Bu elemanlar1 kisaca
aciklayalim.

Mobil faz; kullanilacak olan ¢oziiciiyii
igeren hareketli fazdir. Hazirlanmasi basit
gibi goriinse de kolay bir Ornekle
hassasiyetini vurgulayalim. Ornegin mobil
fazimiz metanol/su (50:50) olsun. Bundan 1
litre hazirlayacak isek 6nce 500 mL metanol
ile 500 mL saf suyu karistirirsak son hacmin
1 litre degil 970 mL oldugunu fark ederiz.
Iste bu karistmi meziirde birini 6tekinin
lizerine ilave ederek son hacmi ayarlamaya
calisarak yaparsak sonug¢ yanlis olacaktir.
Ayrica kullanilan suyun kalitesi mutlaka ultra
saf su olmali, karigim ultrasonik banyoda
kabarciklar bitene kadar bekletilmelidir.
Pompa; mobil faz1 6rnekle beraber kolona ve
dedektore tasiyan sistemdir ve HPLC’nin
kalbi diyebiliriz. Ciinkii akis1 istenilen sabit
basingta yapmasi lazim bunun i¢inde
kullanicinin pompa bakimini thmal etmemesi
gereklidir. Tampon ¢ozelti igeren mobil
fazlarin  kullanimindan sonra pompanin
temizlenmesi i¢in 30-45 dakika saf ¢oziici
gecirilmesi tavsiye edilir. Aksi takdirde bir
sonraki kullanimda pompa tikanacak ve
sOkiiliip temizlenmesi kaginilmaz olacaktir.
Bu da zaman kayb1 demektir.
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Kolon; ayrimin gergeklestigi esas yerdir
ve secimi bu ylizden Onem tasir. Eger
sistemimizde kolon firin1 da varsa sicakligi
da kontrol edebiliriz ki bu ¢alismamizin
hassasiyetini arttiracaktir. Her yeni kolon ilk
takildiginda iireticinin tavsiye ettigi gibi bir
mobil faz gecirilerek sartlandirilmalidir. Bu
islem yaklasik 30-45 dakikadir. Ayrica kolon
degisimi yaparken de sokiilen kolonlar uygun
¢Oziicii ile yikanip, her iki ucu kapatilip
saklanabilir.

Degazor; mobil fazin kolona gelene kadar
sistemde olusabilecek hava kabarciklarinin
atilmas1 gorevini gortir.

Oto ornekleyici ve enjektorler; 6rnekten
istenilen miktarda c¢ekilerek mobil fazla
beraber kolona verilmesini saglar. Eski
HPLC cihazlarinda manuel enjeksiyon
kullaniliyordu, bu hem hata paym
arttirnyordu  hem de kullanicinin cihaz
basinda beklemesini mecbur birakiyordu.
Oysa oto ornekleyiciye (otosampler) sahip
bir HPLC sisteminde 90 oOrnege kadar
yiikleme yapilip ¢alistirilabilir, burada sadece
mobil fazin calisma esnasinda
bitmeyeceginden emin olmamiz lazim. Hatta
sisteme kapanma saatini ayarlayip gitme
imkanimiz bile yazilimsal olarak
mimkiindiir.

Dedektorler; ornekteki analitleri
Olctilebilir sinyallere c¢evirerek kantitatif
analize imkan saglar. Absorbans (UV, DAD)
dedektor, floresans dedektor, kirilma indisi
dedektorii (RID), elektrokimyasal dedektor
ve iletkenlik dedektorii gibi ¢esitleri vardir.
Hatta son zamanlarda HPLC ye kiitle
dedektorii (MS) bile eszamanli olarak entegre
edilebilmektedir. HPLC sistemine takili
olunan dedektdr yapmak istenilen g¢alisma
icin sirlayict 6zelliktedir. Mesela sekerli
bilesikler (glukoz, friiktoz, sakkaroz gibi)
calisabilmek i¢in mutlaka RID dedektor
gereklidir.  Ama  fenolik  bilesikler,
antibiyotik, pesitisit gibi ¢caligmalar i¢in UV
veya DAD dedektér kullanilabilir. DAD
dedektoriin UV den daha hassas oldugunu
vurgulamakta fayda var.
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Mobil faz polar ve kullanilan kolon apolar
ise ters faz kromatografi adini alir ki en sik
kullanilan tiirii budur. Eger mobil faz apolar
ve kolon polar ise normal faz kromatografi
adin1 alir.

Mobil faz tek gesit ise izokrotik akis modu
kullanilacaktir, ayrimi1 kolay olan bilesiklerde
tercih edilir. Mobil fazdan birden fazla ve 2-
4 arasinda ise low pressure gradient veya
high pressure gradient modu kullanilacaktir,
ayrimi daha zor olan bilesiklerde tercih edilir.
Low pressure gradientte karisim pompadan
once olurken high pressure gradientte
pompadan sonra olmaktadir.

Kromatografide ayrim kolonda oldugu
icin kolon sec¢imi hayati Oneme sahiptir.
Piyasada cesitli amaclar i¢in iiretilmis ¢ok
sayida kolon mevcuttur. C8, C18, C amin,
kiral kolon vb. Kolonlarin uzunlugu,
genisligi ve dolgu maddesinin por cap1 da
degiskendir.

HPLC ye verilecek tiim oOrnekler hava
kabarcigi ve partikiil igermemelidir. Bu
kolonun Omrii ve analizin hassasiyeti
acisindan Onemlidir. Unutmayalim ki bir
kolon ile 10 analizde yapilabilir, 500 analiz
de yapmak miimkiindiir. Ornek
hazirlamadaki gosterilen hassasiyet kolonun
omriinii  belirleyecektir. ~ Mobil  faz
icerisindeki hava kabarcigimi ultrasonik
banyoda gidermek ve Ornekteki gozle
goriilemeyen partikiillerin giderilmesi icin
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0.22 veya 0.45 mikron enjektér ucu filtre
kullanilmas1 elzemdir.

Ilgilendigimiz bir bilesigi HPLC de analiz
edebilmek i¢in, o bilesige ait dalga boyu, akis
hizi, kolonun cinsi, sicaklik ve dedektor
bilgilerine ihtiya¢ vardir. Sayilan tim
bilgilere sahip isek ve laboratuarimizdaki
HPLC konfigiirasyonu buna (dedektor,
pompa, kolon agisindan) uygun ise bu analiz
yapabilir anlamina gelir. Bunun igin aranan
maddenin standardindan en az 5 noktali
standart grafik ¢izmek gerekir. Standartlar ile
aranan maddenin alikonma zamani (retention
time- Rt) Ogrenilir ve daha sonra ayni
kosullar altinda ayn1 dakikada gelen pik i¢in
aranillan bilesik denilebilir. Son olarak
ornekleri bu standart grafige karsi
kiyaslayarak kantitatif olarak tespit edilir.

Ornegin 1, 5, 25, 125 ve 625 ppm lik C
vitamini  standartlarina  karsilik  gelen
absorbans degerleri sirastyla 0.36, 1.74, 8.21,
42.68 ve 204.33 olan bir ¢aligma verilerinin
standart grafigi asagidaki gibi excelden
cizdirilip R? degeri (0.9999) ve ilgili formiil
(Y=0.3266X+0.4431) elde edilebilir. Her ne
kadar gilinlimiiz teknolojisinde bu grafikleri
cihazlarin yazilimlar tarafindan ¢izdirilse de
Ogrenilmesinde fayda vardir. Daha sonra
icerisinde C vitamini degeri aranilan
numunenin absorbans degeri bu formiil
kullanilarak hesaplanilir. Eger ¢aligmanin 6n
hazirlik asamasinda seyreltme yapildiysa
seyreltme faktorii ile carpilarak nihai sonug
ppm cinsinden elde edilir.

250
y =0,3266x + 0,4431
R%2=0,9999
200 A
150
& Seril
100 Dogrusal (Seril)
50
0 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 1. Ornek bir standart grafik ¢izimi ve formiil hesaplama
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Asagida vitamin analizinde kullanilan
HPLC kosullart ve kromatogramlarindan
bazi 6rnekler verilmistir. Tiim 6rnekler C18
kolon 25 cm x 4.6 mm x 5.0, ters faz kolonu
ile ¢alisilmistir.
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C vitamini i¢in; dalga boyu 245 nm, akis
hiz1 1 mL/ dakika, kolon sicakligi 30 °C,
mobil faz % 0.5 formik asit.

m C vitamini

Sekil 2. C vitaminine ait HPLC kromatogrami

A ve E vitamini i¢in; dalga boyu 202 nm,
akis hiz1 1 mL/ dakika, kolon sicakligi 30 °C,
mobil faz % 75 acetonitril / %25 metanol.

zoesoor A G2l amm

E vitamini

Sekil 3. E vitaminine ait HPLC kromatogrami
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Pty A TR0 2

A vitamini

Sekil 4. A vitaminine ait HPLC kromatogrami

Son yillarda HPLC cihazinin pompasinin
daha gii¢lendirilerek, kolon ve baglanti
pargalarinin da daha dayanikli malzemeler ile
gliclendirilmesi sayesinde UHPLC (ultra
yiksek performansli sivi  kromatografi)
cihazlar1 {retilebilmistir. HPLC ile aym
prensiple ¢alisan UHPLC cihazlar ¢ok daha
hizli sonug verdigi ve dolayist ile cok daha az
mobil faz harcadig1 i¢in giin gectikce popiiler
hale gelmektedir. Ciinkii ¢cok sayida numune
sahip calismalarda zaman daha da Onem
kazanmaktadir. Mesela HPLC ile 25 dakikalik
bir analiz stiresi ve 150 numune varsa UHPLC
ile yaklagik 6 dakikaya diisecektir (1).
25x150= 3750 dakikalik bir analiz siiresi
6x150=900 dakikaya diisecektir. Zamandan

da yapildigini ve dolayist ile ¢ok daha az
kimyasal ¢oziicliniin kullanilarak analiz
maliyetinin de diisecegini belirtmekte fayda
vardir. Burada daha az mobil faz giderinin
beraberinde mobil faz sisesisin bosaldiginda
tekrar tekrar hazirlanip, degazérden gazinin
kacirilmasi islemlerinden otilirii is gilicii ve
zaman tasarrufu da oldugunu belirtmekte
fayda goriiyorum. Ayrica UHPLC sisteminde
numune injeksiyon hacmi de daha diisiik
olacagindan numune miktar1 az olan
calismalar  i¢in  avantaj  saglayacaktir.
Asagidaki sekilde ayni numunenin UHPLC ve
HPLC kromatogramlar1 goriilmektedir. Baz1
analizlerde sistemin 10 kata kadar zamani
kisalttig1 da olabilmektedir.

yapilan tasarrufun ayni oranda mobil fazdan

300

200 |
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300
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UHPLC
15 20 25
min
HPLC
15 - - 2-0 - - - 2-5
laallal

Sekil 5. UHPLC ile HPLC ayriminin farkini gésteren 6rnek bir analiz
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UHPLC sisteminin tek dezavantaji pahali
olmasidir. Bir¢ok iiniversite laboratuvarlari,
resmi kurum ve 6zel laboratuvarlar bu yiizden
hala HPLC sistemlerini kullanmaya devam
etmektedirler.

HLPC veya UHLPC sistemlerinin
kullanim1 saglik ve fen bilimleri alanlarinda
olduk¢a yaygindir. Suda veya diger
¢oziciilerde (alkol ve tiirevleri  gibi)
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¢Oziinebilen tiim bilesiklere
bakilabilmektedir. Cesitli proteinler, protein
yapidaki hormonlar, amino asitler ve

tiirevleri, sekerler, vitaminler, kisa zincirli yag
asitleri, gidalara katilan tatlandiric1  ve
koruyucular, organik asitler, antibiyotik ve
pestisitlerin bir kismi hizli ve hassas bir
sekilde analizi yapilan ve ilk akla gelen
orneklerdir.

SONUC

S1v1 kromatografinin en yaygin kullanilan
ve giivenilen ¢esidi olan HPLC ve onun yeni
versiyonu diyebilecegimiz UHPLC hem
arastirma  hemde  ticari  laboratuvar
analizlerinde gegerliligini korumaktadir. Hizli
ve giivenilir olmast sebebiyle gegmiste
spektrofotometrik olarak yapilabilen bir ¢ok
analiz once HPLC ye sonra da kademeli
olarak UHPLC ye tasinmaktadir.

Son olarak kromatografi ve HPLC
konusunda yeni arastirmacilar, begenilen bir
calismanin metodunu kendi imkanlariniz ile
tekrar edebilmeniz i¢in su bilgilere ihtiyag
vardir; dedektor ¢esidi, dalga boyu, kolon ve
mobil faz. Ayrica piklerin ayrim giicii ve

kalitesi i¢in de sicaklik ve akis hiz1 bilgileri
gereklidir.

Ornegin balda glukoz/fruktoz tayini igin
RID dedektorlic HPLC sistemi gereklidir. Bu
analizi diger dedektorler ile yapamayiz. Fakat
RAD dedektorlii analizler UV dedektor ile
kismen yapilabilmektedir.

Iyi bir HPLC kullanicis1 giiniin birinde
laboratuvarina UHPLC gelirse yeni sisteme
cok hizli adapte olabilir ve mevcut
metodlarin1  yeni sisteme uyarlayabilir.
Internette cihaz ve kolon iiretici firmalarinin
bu konudaki dokiiman ve linklerini bulmak
mimkiindiir.

KAYNAKLAR

1. https://www.ssi.shimadzu.com/products/liquid-
chromatography/knowledge-base/hplc-vs-uhplc.html erisim
tarihi: 10.05.2021
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