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Analitik Laboratuvarlarda Hplc Kolonu Secimi

llag, gida, kozmetik vb. endistrilerde hammaddenin ve
Uretimin belirlenen standartlara uygun olup olmadiginin
kontrolii icin birtakim analizlere ihtiyac duyulmaktadir. Or-
nek olarak ilag endustrisinde, ilaclarin kalitesini dogrudan
etkileyen ila¢ etken maddeler (APIs), koruyucu maddeler
ve safsizliklarin miktar tayin analizleri icin, gida endustri-
sinde ise koruyucu, tatlandirici, renklendirici, vitamin vb.
analizlerde sivi kromatografik ydntemler yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Analitik laboratuvarlarda sikga kullanilan ve
sivi kromatografisi ydnteminin 6zel bir uygulamasi olan
yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi-
nin temeli, uygun bir ¢6zlcu icerisinde ¢dzlinmis madde-
lerin, bir kolon icerisinde bulunan genellikle kati bir destek
Gzerindeki durgun faz ile farkli etkilesimlere girerek, kolon
icinde ilgi farklihginin sonucu olarak degisik hizlarda iler-
lemesine dayanir. Bir HPLC sistemin performansi, kolonda
gergeklestirilen ayirma ile yani, dogru kolon dolgu madde-
sinin secilmesi ve dolgu maddesinin verimiyle tayin edilir.
Kromatografik kolonun verimliliginin bir 6lclisti olarak teo-
rik plaka yuksekligi, H ve teorik plaka sayisi, N terimleri kul-
lanilmaktadir. Kolon verimliligini dogrudan etkileyen pa-
rametreler ise kullanilan kolon dolgu maddesinin fiziksel
Ozellikleri, parcacik boyutu ve kolonun uzunlugudur. Ayri-
ca, Ozellikle ilag endustrisinde HPLC analizlerinde hatalari
en aza indirmek icin cihaz ve metot validasyonun yani sira
valideli kolonlarin kullanimi tercih edilmektedir.

Parcacik Boyutu:

Kolon dolgu maddesinin boyutu (dp) genel olarak mikro-
metre (um) cinsinden ifade edilir. Valide kolonlarda tiim
parcaciklarin boyutlar esleniktir ve boyutlar Gretici firma
tarafindan kolon sertifikasinda belirtilir. Parcacik boyutu ile
kolon etkinligi arasinda ters iliski bulunmakta ve kullani-
lan dolgu maddesinin boyutu kiculdikce ayrim etkinligi
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o oranda artmaktadir. Kromatografik ayrimi etkileyen di-
ger tim parametreler sabit kalmak kosuluyla, 5um kolon
dolgu maddesinin yerine 3um kolon dolgu maddesi kulla-
nildiginda ayrimin %60 oraninda artigi ve yine 3um yeri-
ne ise 1.9um boyutlu kolon dolgu maddesi kullanildigin-
da ayrimin yine %60’lar oraninda arttigi gértlmustar. Par-
cacik boyutu kiculdikge sistem geri basinci da karesi ora-
ninda artmaktadir. Uygun parcacik boyutunun secimi ay-
rimin etkinligini ve analiz suresini kontrol etmenin en et-
kin yoludur. Parcacik boyutu segimi mevcut sistemin ba-
sinca olan dayanimi ile sinirlidir. Daha kuglk parcacik bo-
yutlu kolonlarin tercih nedenlerinden biri de analiz stresi-
nin kisaltiimasidir. Sekil 1'de konuya iliskin bir 6rnege yer
verilmektedir.
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Sekil 1. Ultra ylksek hizli analize bir 6rnek.

Kolon Uzunlugu ve i¢ Capi

Kullanilan kolonun boyu dogrudan verimliligi etkilemekte-
dir. Kolon boyundaki artis verimliligi arttirmaktadir. Fakat
resollsyonu arttirmak icin kolon boyunu uzatmak iyi bir
yol degildir. Kolon boyundaki artis analiz stiresinin uzama-
sina neden olurken, sistem geri basincini da artirir. Kisa ko-
lonlar hizli gradiyent sistemler icin uygunken, uzun kolon-
lar yuksek pik kapasiteli ve yavas gradiyent sistemler icin
daha uygundur.

Kolon i¢ capi (ID) kolon dolgu maddesi doldurulmus olan
yapinin i¢ capidir ve milimetre (mm) cinsinden ifade edilir.
Kolonun i¢ capi van Deemter esitliginden dolayi dogrudan
akis hizini etkilemekte ve dogrudan kolon verimliligini etki-
lemektedir. Bu kromatografik kavrama goére kolon verimli-
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ligi (bant genislemesi) dogrusal akis hizina baghdir. Kolon
ic capi (ID) kuctldugu zaman, dogrusal akisin devami igin
akis hizi da o oranda azaltilmalidir. Belirtmek gerekir ki,
partikul boyutu kiculdigl zaman, optimum akis hizi art-
maktadir. 1.9, 2.2 um gibi kiiglik parcacik boyutlu kolonlar
kullanilarak daha iyi bir ayrim yapabilmek igin akis hizinin
arttinlmasi gerekmektedir.

Fiziksel Ozellikler:

Silika Tuaru:

Kolon dolgu maddesi olarak secilen silika tirt dogrudan
alikonma zamani ve pik sekillerini etkilemektedir. Normal
silika yuksek oranda agir metal kalintilari icerirken, bu agir
metal kalintilari aminler, heterosiklik yapilar vb. gibi turler
ile etkilesime girmektedir. Valide kolonlarda silikada bulu-
nan agir metallerin miktarlarn kolon sertifikalarinda dretici
firma tarafindan belirtilir.

Silika tercihinde 6nemli olan diger bir nokta ise silikanin
g06zenek yapisidir. Gozenek boyutunun artisi ile ylizey alani
arasinda ters oranti vardir. Kiiciik gézenek hacimleri daha
yUksek ylzey alani saglarken, silika ylzeyine ligandlarin
daha kontrolli sekilde baglanmasina olanak verir.

Karbon yukul ya da karbon % ise silika ylzeyine baglh olan
durgun fazin bir 6lcttiudir ve alikonma slresini dogrudan
etkiler. Karbon yukiindeki artis hidrofobik tirlerin kolon-
da daha uzun slre tutunmasini saglarken, hidrofilik turler
icin ise cok kisa alikonma suresi saglar.

Silika bazl kolonlar igin maksimum sicaklk limiti 80 °C'dir.
Sicakliktaki artis kullanilan haraketli fazin viskozitesini azal-
tirken sistemin geri basincisini da azaltir. Sicakhk degisimi
ile sistem geri basinci degiseceginden dolayi farkli bir segi-
cilik saglanabilinir. pH'da kolonun seciciligini ve iyonlasa-
bilen tirlerin alikonmasini degistirmede kullanilan énem-
li bir parametredir. Bircok silika kolon icin pH dayanikhhk
aragili 2-8'dir.

Durgun Fazin Yapisi:

Metot gelisimi icin en énemli nokta spesifik kimyasal li-
ganlar baglanmis silika destek yapisi yani kolon dolgu
maddesinin secimidir. Sivi kromatografide ayrim durgun
faz ile hareketli faz arasindaki polarite farkindan gercekle-
sir. Ters faz (RPC), normal faz (NP) ve HILIC sivi kromatog-
rafinin en sik kullanilan tarleridir.

Ters faz (RPC)'da durgun faz apolar iken kullanilan hare-
ketli faz ise polardir. RPC sivi kromatografinin en ¢ok kul-
lanilan taradar ve hidrofobik tarlerlerin ayrimi igin kulla-
nilmaktadir. RPC ‘de en sik kullanilan kolonlar silika ytze-
yine ODS olarak bilinen C18 gibi alkil gruplarin baglan-
mis oldugu kolonlardir. Ters faz kromaogtafide genellik-
le End-capping olmus kolonlar tercih edilir. End-capping
silika yuzeyindeki acik silanol gruplarinin kisa zincirli alkil
gruplari ile bloke edilmesidir. Ozellikle bazik tirler durgun
fazda end-capping olmamis asidik silanol gruplari ile etki-

leserek pik kuyruklanmasina sebep olur. Bunun 6nline ge-
cilebilmesi ters faz calismalarda end-capping islemi olmus
kolonlar tercih edilmelidir.

Normal faz (NPC)'da durgun faz polar iken kullanilan ha-
raketli faz apolardir. Kolon dolgu maddesi olarak saf silika
kullanilmaktadir. Kullanilan diger durgun fazlar ise siyano
ve aminodur. Genellikle yagda ¢6zlinen turlerin, pozisyo-
nel izomerlerin ayrimi igin kullanihr.

HILIC olarak bilinen hidrofilik etkilesim kromatografi tirdn
de ise durgun faz polar yapidayken, haraketli faz ise daha
az polarliktadir. Bu kromatografik tir normal faz ile ters
faz tirlerinin bir bilesimidir. Kullanilan durgun faz normal
faz ile hareketli faz ise ters fazinki ile ayni tirdedir. Bu kro-
matografik tur ile cok polar bilesiklerin ayrimi saglanir.

Valide Kolonlar:

Kromatografik ayinmlarda en 6nemli nokta analizlerin tek-
rarlanabilirligidir. Cihaz ve metod valide olsa bile tekrar-
lanabilirlik kullanicidan kullaniciya ve kullanilan kolondan
kolona degiskenlik gostermemelidir. Bu durumun 6ntine
gecebilmek icin cihaz, metot ve kullanicinin validasyonu
yaninda kullanilan kolonlarin valide olmasi gerekir. Kolo-
nun valideli kolon olmasi: Farkli seri numarali kolonlarin
kullaniminda alikonma zamani, teorik plaka sayisi ve esde-
ger plaka yuksekligi gibi kolonun ayrim guiclinii gOsteren
parametrelerin ayni oldugunun gostergesidir. Valide ko-
lonlar icin kolon dolgu maddesine ait tim o6zellikler Gre-
tici firma tarafindan sertifika halinde verilir (Sekil 1). Bu
sertifikalar partikil boyutlarinin eslenik oldugunu, yizey
alanlarinin net miktarini, kullanilan silika destek maddesin-
de bulunan agir metal turlerini ve bu turlerin miktarlarini
icerir. Bazi kolon Uureticileri kolon dolgu maddesinin cinsi
yanina V harfi (ODS-4V gibi) koyarak kolonun valideli ko-
lon oldugunu vurgular.

Manufacturer’s Validation Certificate

Inertsil ODS-4V  5um  Lot.No.VF5-3134
Inspected by ootsuka
Analysis of Silica Gel

Specification Result

Median Particle Size  [um] 44-50 4.8
Surface Area [m%/g] 420 - 450 446
Median Pore Diameter [A] 94 -102 101
Pore Volume [mL/g] 1.00 - 1.10 1.10
Atomic Emission [ppm]
Fe <10 0.6
Na <10 <0.5
Al <10 0.9
Ti <1 <05

Analysis of Inertsil ODS-4V
Specification Result
USP Code L1
Carbon Content [%] 10.6-11.6 113

Sekil 2. Kolon performans raporu ve Uretici validasyon
sertifikasi 6rnegi
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