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This review aims to identify the most appropriate approaches to method selection and optimization
challenges encountered in the isolation and purification of bioactive compounds from food, natural
products, and pharmaceutical matrices using various chromatographic techniques (both analytical and
preparative). A comparative evaluation is presented of the fundamental principles, application areas,
and advantages of analytical and preparative chromatography, including techniques such as thin-layer
chromatography, liquid-liquid chromatography, counter-current chromatography (CCC), and high-
performance liquid chromatography, in both their analytical and preparative variants. These
techniques are examined based on critical parameters including instrumentation components,
efficiency, purity levels, scalability, and cost-effectiveness. It is highlighted that preparative
techniques offer advantages such as the ability to obtain compounds of high purity, reduced solvent
consumption, and ease of scalability, while analytical techniques are primarily preferred for
qualitative and quantitative analyses. This review provides a holistic perspective on the
interdisciplinary applications and technical distinctions of chromatographic separation technologies.
The combined evaluation of analytical and preparative approaches is expected to contribute
significantly to method selection and optimization, particularly in food analysis and compound
isolation processes.
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Bu derleme calismasinda, analitik ve preparatif kromatografi teknikleri, temel prensipleri, uygulama
alanlari, avantajlari ve simrliliklar1 bakimindan karsilastirmali olarak ele alinmustir. Ince tabaka
kromatografisi (ITK), sivi-stvi kromatografi, kars: akim kromatografisi ve yiiksek performansh sivi
kromatografi (HPLC) gibi yontemlerin hem analitik hem de preparatif varyantlar1 detayli bigimde
incelenmistir. Bu yOntemlerin, 6zellikle gida, dogal iiriin ve farmasotik matrislerdeki biyoaktif
bilegiklerin izolasyonu ve saflastirilmasindaki islevselligi, literatiir Ornekleriyle desteklenerek
degerlendirilmistir. Preparatif tekniklerin yiiksek saflikta bilesik elde etme, diisiik solvent kullanim
ve kolay olgeklenebilirlik gibi avantajlar sundugu; analitik tekniklerin ise kalitatif ve kantitatif
analizlerde oncelikli tercih edildigi vurgulanmigtir. Derleme kapsaminda, kromatografik ayirma
teknolojilerinin disiplinlerarasi kullanimi ve teknik farkliliklarina iligkin biitinciil bir perspektif
sunulmaktadir. Analitik ve preparatif yaklagimlarin birlikte degerlendirilmesi, 6zellikle gida analizleri
ve bilesen izolasyon siireglerinde yontem seg¢imi ve optimizasyonu agisindan onemli katkilar
saglamasi 6ngoriilmektedir.
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Giris

Kromatografi, tip, gida, mikrobiyoloji ve kimya gibi
cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilan analitik bir
yontemdir (Soares Maciel ve ark., 2018). Kromatografi;
kompleks karisimdaki bilesenleri tespit ederek tanimlama,
izolasyonunu saglama ve yabanct maddelerden ayrilmasi
istenen hedef bilesigin seperasyonunu saglayan nispeten
basit ve siklikla kullanilan bir ayirma teknigidir (Cogkun,
2016; Dar ve ark., 2019). Uluslararas1 Saf ve Uygulamal
Kimya Birligi, kromatografiyi su sekilde tanimlamaktadir:
"Kromatografi, ayrilacak bilesenlerin iki faz arasinda
dagitildigi, bunlardan birinin sabit (sabit faz), digerinin ise
belirli bir yonde hareket eden (hareketli faz) faz oldugu
fiziksel bir ayirma yontemidir" (Ettre, 1993). Ayrimi
istenen karigim hareketli faz yardimiyla sabit faz boyunca
tasinur ve Karisimi olusturan bilesikler sabit faz tarafindan
farkl1 6l¢iide tutulmasi ile her bir bilesik farkli zamanlarda
ve farkli oranlarda sistemi terk eder. Boylece bilesikleri
birbirinden ayirmak, tanimlamak ve ayr1 ayr elde etmek
olasidir (Jandera, 2011). Sabit ve hareketli fazlar arasinda
bilesenlerin farkli afinite ve etkilesimleri esas alinarak
gesitli kromatografik ~ yontemler  gelistirilmistir.
Giniimiizde kullanilan baglica kromatografi tiirleri
arasinda kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi
(ITK), kagit kromatografisi, gaz kromatografisi, iyon
degisim kromatografisi, jel gegirgenlik kromatografisi,
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve afinite
kromatografisi yer almaktadir (Morley ve Minceva, 2021;
Ubale ve ark., 2024). Bu teknikler, basta karbonhidratlar
(Harvey, 2012), yag asitleri (Fuchs ve ark., 2011),
aminoasit ve protein tiirevleri (Carta ve Jungbauer, 2020),
vitaminler (Jenkinson ve ark., 2018), toksik gazlar (Asghar
ve ark., 2017) ile doping kontrolii gerektiren farmasotik
ajanlar (Deventer ve ark., 2014) gibi ¢ok cesitli organik ve

anorganik  maddelerin  analizinde yaygmn olarak
kullanilmaktadir.

Kromatografinin  genis uygulama alami, gida
analizlerinde bilesen izolasyonu acisidan

degerlendirildiginde, gidalarin yapisal ¢esitliligi dikkat
¢eker. Gida matriksleri; nispeten daha basit yapiya sahip
ornekler (6rnegin bitkisel yaglar) ile olduk¢a karmasik
bilesenler igeren O6rnekler (6rnegin Maillard reaksiyonu
irtinleri) arasinda genis bir yelpazede yer almaktadir (de
Aratjo Gomes ve ark., 2023). Dogal irlnlerin (bal
sekerleri ve siit lipitleri...), teknolojik olarak olusturulan
triinlerin (6rnegin kavrulmus tiriinler ve peynir peptitleri),
istenmeyen doniigim driinlerinin (6rnegin oksidasyon,
izomerizasyon ve hidroliz) veya ksenobiyotik iiriinlerinde
(6rnegin renklendiriciler, mineral yag, plastik tiirevleri ve
baski miirekkepleri) kromatografi tabanli uygulamalar
kullanilarak aragtirmalari yapilabilmektedir (Herrero ve
ark., 2009; Marrubin ve ark., 2018; Cortés-Herrera ve ark.,
2018). Bu baglamda, kromatografi temelli bir gida
uygulamasinin nihai kapsami, temel olarak ii¢ ana grupta
siiflandirilabilir: (1) hedefsiz analizler, (1) hedefli
analizler ve (111) numuneye 6zgii parmak izi olugturulmasi
olarak simiflandirilabilir.  Hedefsiz ~ analizler, gida
matrisindeki tiim bilesenlerin genel bir profilini elde
etmeye odaklanir ve bilesenlerinin taranmasi genellikle
tam tarama modunda, kiitle spektrometrisi (MS)
kullanilarak  gergeklestirilmektedir  (Milman, 2015).
Kromatografi acisindan, yiiksek ¢oziniirliklii  bir

yontemin kullanilabilirligi kesinlikle tavsiye edilir, ¢iinki
bir¢cok gida 6rnegi yiiksek karmagikliga sahiptir (Gavage,
Delahaut ve Gillard, 2021). Hedefli analizlerde ise belirli
bilesiklerin veya kontaminantlarin hassas ve segici olarak
tespit edilmesini amaglar; bu kapsamda, ksenobiyotikler,
dontisiim driinleri ve dogal olarak olusan ¢6ziinen
maddeler (6rnegin, belirli enantiyomerler) gibi farkli
kokenlere sahip hedef bilesenlerin aragtirilmasi s6z konusu
olabilir. Hedef bilesenin varligi 6ncelikle dogrulanmali,
ardindan tercihen kiitle spektrometrisi (MS) ile
miktarlandirilmast saglanmalidir. Kromatografi ile kiitle
spektrometrisinin birlikte kullanilmasi, gida matrislerinde
¢ok diisiik konsantrasyonlardaki hedef bilesenlerin yiiksek
duyarlilikla ve segicilikle tespit edilmesine olanak tanir
(Stefanac ve ark., 2021). Bu sebeple, tandem MS
(MS/MS), yiiksek ¢oziiniirliikli MS ve segilim izleme
yaygmn olarak kullanilmaktadir (Neagu ve ark., 2022).
Numuneye 6zgii parmak izi olusturulmasinda ise, 6zellikle
gida otantisitesi ve kalite kontroliinde, iiriniin kimyasal
profilinin karakteristik bir izini ¢ikarmak i¢in kullamlir ve
bu yontem, farkli gida tiirlerinin veya cografi kokenlerin
ayirt edilmesinde oldukca etkilidir (Liu ve ark., 2022).
Ornegin, kavrulmus bir kahve aroma profilinin parmak izi,
cografi kokeni veya diisiik maliyetli bir malzemenin
(6rnegin, Arabica kahvesindeki Robusta) varligini ayirt
etmek icin yararlidir (Strocchi ve ark., 2022). Bu tiir
caligmalarda, c¢ok sayida Ornegi analiz etmek ve
kemometrik yontemler (yani, temel bilesen analizi)
kullanmak gerekir. Dahasi, bilgi agisindan zayif
dedektorler kullanilabilir (6rnegin, alev iyonizasyon
dedektorii (FID)), ¢iinkii analit tepkisinin yogunlugu en
degerli bilgidir. Bu nedenle, MS kullanimi arzu edilir olsa
da zorunlu degildir (Tranchida ve ark., 2013). Gida
analizlerinde  kromatografik yontemlerle orneklerin
taranmasi, bilesenlerin listelenmesi ve hedef bilesenlerin
kantitatif ~ analizleri yaygin olarak uygulanirken,
karigimlardan tek bilesenli fraksiyonlarin preparatif
Olceklerde fraksiyonlanmasi ve saflastirilmasi igin
gelistirilen prosediirler halen simirlidir (Tendrio ve ak.,
2022). Bu noktada, preparatif (hazirlayici) kromatografi,
ozellikle karmagik gida matrislerinden biyolojik olarak
aktif bilegenlerin, dogal pigmentlerin, vitaminlerin ve
lipidlerin yiiksek saflikta ve verimli sekilde izole edilmesi
agisindan Kritik bir rol oynamaktadir (Ashaolu ve ark.,
2025). Preparatif kromatografi, hem laboratuar hem de
endiistriyel 6lgekte, hedef bilegenlerin yapisal biitiinliiglinii
koruyarak yiiksek verimle saflagtirilmasini saglar ve
geleneksel yontemlere kiyasla daha az solvent kullanimu,
daha kisa iglem siiresi ve daha yiiksek 6l¢eklenebilirlik gibi
avantajlar sunar (Luo ve ark., 2016). Preparatif
kromatografinin gelisen uygulamalari, gida bilesenlerinin
izolasyonunda saflik, verim ve maliyet agisindan optimum
dengeyi saglamada onemli bir potansiyel sunmaktadir.

Bu derleme kapsaminda preparatif ve analitik iTK ve
HPLC kromatografik ayirma yontemlerini disiplinler arasi
bir bakis agisiyla ele alarak, bu tekniklerin temel esaslarini
ve analiz sireglerini ortaya koymak ve analitik
kromatografiden farklilastiklar1 yonlere iligkin bilgiler
sunmak amaglanmaktadir. Preparatif ITK ve HPLC
kromatografi yontemlerine yer verilmesinin temel
gerekgesi, bu tekniklerin genis uygulama alanlarina sahip
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olmas1 ve analitik kromatografiden farkli olarak hedef
bilesiklerin yiiksek saflikta elde edilmesine olanak
tanimasidir.

Analitik ve Preparatif ince Tabaka Kromatografisi:
Prensipler ve Uygulamalar

Analitik Fnce Tabaka Kromatografisi

Maddelerin kolay, hizli, kesin taranmasi ve ucuz olmasi
sebebiyle geleneksel ince tabaka kromatografisi (/7K),
karmagik numunelerin paralel analizi i¢in iyi kurulmus
ideal bir ayirma teknigidir. Son yillarda, ITK ve goriintii
analizinin birlesimi gida ve diger ilgili dogal iriinlerin
bilesenlerinin tanimlanmasini kolaylagtirmistir (Sereshti
ve ark., 2018) ve ITK’ nin yiizey destekli Raman
spektroskopisi (Li ve ark., 2021), kiitle spektrometrisi
(Morlock ve Klingelhofer, 2014) ve niikleer manyetik
rezonans (Azadniya ve ark., 2020) gibi tespit yontemleriyle
birlestirilmesi, gida analizi  i¢in  metodolojinin
kullanighligim daha da artirmistir. Bu etkili tespit
yontemleri sayesinde, gida analizi ve kalite kontrolii i¢in
yaygin oOlarak kullamlmaktadir. Gida bilesimi, katki
maddeleri (Schwanck ve ark., 2018; Vega, 2000),
sahtecilik maddeleri (Villani ve ark., 2015), kirleticiler ve
ayrisma (Sun ve ark., 2017) alanlarinda yapilan ¢ok c¢esitli
ITK uygulamalar1 bildirilmistir. Bu uygulamalar amino
asitler, biyojenik aminler, lipitler, sekerler ve organik
asitler gibi  bilesik smiflarimin  belirlenmesini  de
icermektedir (Sherma, 2019).

Bu genis uygulama yelpazesi, ITK’nin temel galisma
prensipleriyle yakindan iliskilidir ve ITK sabit faz ile mobil
fazdan olusan bir sistemdir ve Sekil 1°de gosterilmistir.

ITK’da sabit faz, genellikle cam, plastik veya
aliminyum gibi inert bir plaka yiizeyi iizerine kaplanmus,
silika jel veya aliiminyum oksitten olusan ince bir adsorban
malzeme tabakasindan olusmaktadir.

ITK’min bilesenleri ayirma prensibi adsorbsiyondur.
Ayrilacak materyalin polarite durumun gore solvent segimi
yapilmaktadir (Colegate ve Molyneux, 2007; Hameed ve
ark., 2023). Solventlerin giicii dielektrik sabitesine gore
degismektedir. Numune ITK plakasinin bir ucuna
damlatilir ve organik bir ¢oziicii (hareketli faz) iceren
kapal1 bir bélmeye dikey olarak yerlestirilir. Hareketli faz
kilcal kuvvetler vasitasiyla plaka lizerinde yukariya dogru
hareket eder ve numune bilesenleri, sabit ve hareketli fazlar
igin farkli afinitelerine bagli olarak degisen mesafelere gog
eder. Coziici plakanin tepesine ulastiginda plaka
gelistirme odasindan ¢ikarilir ve Kkurutulur. Ayrilan
bilesenler plaka tizerinde noktalar halinde goriiniir ve her
bilegseni alikonma faktorii (Retardation factor, Rf)
degerlendirilir. Geleneksel analitik ITK uygulamasi
seperasyon islemi sirasinda bilesiklerin hareketine gore
tespit ve izlemesi yapilabilmektedir. ITK’da ayrilan
maddelerin gériiniir hale getirilmesi isleminde fiziksel
yontem (UV 1smlarn (254-365 nm)) ve birgok farkli
kimyasal (pH, ninhidrin, iyot c¢ozeltisi vb.) yontem
kullanilabilmektedir (Nyiredy, 2004; Sarker ve ark., 2006;
Colegateve Molyneux, 2007; Yetim ve Cam, 2012).

ITK hizli, basit ve nispeten diisiik maliyetle yiiksek
hassasiyet saglayabilmektedir. Reaksiyonun ilerleyisini
izlenebilir ve bir karisgimdaki bilegikleri tamimlanabilir,
saflig1 belirlemek igin tercih edilebilmektedir (Tiwari ve
Talreja, 2022). ITK’nin gida analizlerindeki yaygin

kullanimi, yontemin pratikligi ve cok yonliiliigiinden
kaynaklansa da, bazi 6nemli sinirlamalari ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Oncelikle, analitik ITK’min ¢bziiniirliik
kapasitesi sinirli oldugundan, karmasik gida matrislerinde
benzer 6zellikteki bilesenlerin tam olarak ayrilmasi her
zaman miimkiin olmayabilir. Ayrica, disiik duyarlilik ve
kantitatif analizdeki hassasiyet eksikligi, o6zellikle iz
miktardaki bilesiklerin tespitinde sorun yaratabilir.
Otomasyonun sinirli olmasi ve sonuglarin operatdre bagl
olarak degiskenlik gostermesi de yontemin diger
dezavantajlar arasindadir. Bu nedenlerle, yiiksek saflikta
ve miktarda bilesik izolasyonu gerektiginde analitik ITK
yetersiz kalabilmektedir (Hussain ve ark., 2019; Akash ve
Rehman, 2025). Iste bu noktada, daha kalin adsorban
tabakasi ve daha biiyiik numune kapasitesiyle calisan
preparatif ITK onerilmektedir. Preparatif ITK, 6zellikle
dogal iriinlerin, biyolojik 6rneklerin veya gida
bilesenlerinin saflastirilmasi ve izole edilmesinde, analitik
yontemin 6tesinde avantajlar sunar; hedef bilesiklerin daha
yiksek  miktarda ve saflikta elde edilmesini
sagalabilmektedir. Boylece, analitik ITK nin
smirlamalarim1 agmak ve daha ileri analizler igin saf
bilesikler elde etmek amaciyla preparatif ITK tercih
edilmektedir ve analitik ITK ve PITK kromatogram
arasindaki farkin anlasilmasi igin 6rnek bir kromatogram
goriintlisii Sekil 2.’de gosterilmistir.

i Solvent
A . Bilesen A
\ Bilesen B
| ° - :
\‘ Cozted z . Bilesen C
\ Coziici i
: h * —*—| |7 | Omek
S ~— - {
Omek ITK Tanki " 0
K plaka Zaman

Sekil 1. ince Tabaka Kromatografisinin (ITK) Bilesenleri
Figure 1. Components of Thin Layer Chromatography
(TLC)

Sekil 2. Epicoccum nigrum i9b izolatindan
etanol:asetonitril (v/v) karisimi ile elde edilen ekstraktin
bilesenlerinin analitik ince tabaka kromatografisi (ITK,
sol) ve preparatif ince tabaka kromatografisi (PITK, sag)

ile ayrimina ait kromatogram goriintiileri (Kalinak ve ark.,
2013).

Figure 2. Chromatogram images of the separation of the
components of the extract obtained with the
ethanol:acetonitrile (v/v) mixture from the Epicoccum
nigrum i9b isolate by analytical thin layer
chromatography (TLC, left) and preparative thin layer
chromatography (PTLC, right) (Kalisidk et al., 2013)
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Preparatif ince tabaka kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisi (PITK), analitik
ITK’dan farkli olarak, daha biiyiik miktarlarda saf bilesik
elde edilmesi gereken durumlarda one ¢ikan etkili bir
ayirma ve saflastirma yontemidir. Ozellikle gaz
kromatografisi, yiiksek performansh sivi kromatografisi
(High Performance Liquid Chromatgoraphy; HPLC),
analitik ITK, goriiniir spektrometri, floresans spektrometri
ve kizil6tesi (infrared spectrometer; IR) spektrometrisi gibi
ileri analizlerde kullanilacak saf bilesiklerin eldesinde
PITK siklikla tercih edilmektedir (Rabel ve Sherma, 2017).
Bu teknik, ozellikle bitkisel kaynakli materyaller, gidalar
ve diger dogal iirtinlerden isaretleyici bilesiklerin veya
biyoaktif maddelerin izolasyonu i¢in yaygin olarak
kullamlmaktadir. Bunun yam sira PITK’nin  diger
kullanilma sebebi ise bilesenlerin fiziksel, kimyasal,
farmakolojik veya biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi,
analitik standartlarmin elde edilmesi, tiriinleri bir kimyasal
reaksiyonda Kkarakterize etmek ve bunlar1 sentetik bir
dizide ek reaksiyonlar igin izole etmek gibi g¢esitli
analizlerde kullanmaktir (Rabel ve Sherma, 2017). PITK
¢esitli alanlarda siklikla kullanilmasinin sebepleri arasinda,
karmagik ve pahali ekipman gerektirmemesi, laboratuar
ortaminda Kolayca uygulanabilmesi ve ¢oklu orneklerin
ayni anda islenebilmesi yer almaktadir.

PITK’nin bu genis kullanim alanlari, uygulama
prosediirlerinin de c¢esitlenmesine Yol agmakta; elde
edilmek istenen saf bilesigin tiiriine ve karigimin yapisina
gbre ayirma stratejileri ve iglem basamaklart farklilik
gostermektedir. Kullamm alanlarmin cesitliligi, PITK
prosediiriinii dogrudan etkiler; bu nedenle, karigimlarin
ayrilmasi i¢in ¢esitli basamaklar uygulanir. Bilesenlerin
kimyasal yapisina bagh olarak secilen sabit faz, ¢oziici
sistemi ve islem adimlar1 degisiklik gosterebilir (Kim ve
ark., 2025). Ozellikle ii¢ veya daha fazla bilesenden olusan
karigimlarin ayrilmasinda, Sekil 3’de gosterildigi gibi,
birden fazla uygulama adiminin dikkatlice planlanmasi
gerekmektedir (Colegate ve Molyneux, 2007).

PITK, farkli sabit fazlar ve ¢oziicii sistemleri
kullanilarak, karigik 6rneklerdeki bilesenlerin etkin sekilde
ayrilmasim  saglar ve bu siiregte her bir bilesenin
fizikokimyasal ozellikleri g6z Oniinde bulundurulur.
Ayrica, ¢ok bilesenli karigimlarin ayrilmasinda iki boyutlu
veya ¢ok boyutlu ITK gibi gelismis teknikler de
kullanilabilir ve bu yontemler, 6zellikle benzer 6zellikteki
bilesenlerin ayriminda avantaj saglar. Sonug olarak, PITK
prosediiriiniin ~ basarisi, karisimdaki  bilesenlerin
ozelliklerine uygun sabit faz, ¢oziicii ve igslem adimlarinin
segilmesine baghdir (Sherma & Fried, 2003). Bu
cergevede, PITK’nin temel prensipleri ve uygulama
adimlar1 agagida ayrintili olarak ele alinmustir.

Apolar ekstrak Kolon Kromatografisi

Bitki— Ekstraksiyon— Dagilim { I

HPLC — PrepdTK

Polar ekstrakt Flash Kromatografisi

Sekil 3. Preparatif ince tabaka kromatografi prosediirii
(Colegate ve Molyneux, 2007)
Figure 3. Preparative thin layer chromatography
procedure (Colegate and Molyneux, 2007)

PITK temel prensibi, karistm halindeki bilesenlerin
kalin bir adsorban tabakasi tizerinde uygun bir mobil faz
yardimiyla ayrilmasi ve hedef bilesigin izole edilmesidir.
PiTK’de kullanilan kromatografi plakalarinin boyutlart
genellikle 20x20 cm veya 20x40 cm arasinda degismekte
olup, bu plakalar 0.5 ila 10 mm kalinhiginda adsorban
tabakasiyla kaplanmaktadir; en yaygin tercih edilen
kalinlik ise 1.0 ila 2.0 mm’dir. Bu yap1 sayesinde, PITK
mikrogramdan grama kadar degisen miktarlarda bilesigin
etkin sekilde ayrilmasini ve izole edilmesini miimkiin kilar.
Olgek biiyiitme, katmamn kalmhigmin artirilmasi ve
numune uygulamasi igin kullanilan plaka uzunlugunun
artirilmasiyla elde edilir (Jozwiak ve ark., 2016). Kama
bi¢cimli, gradyan kalinhikta katmanlar kullanilarak
¢oziiniirliik onemli 6l¢iide artirilabilir. Bu katmanlar, altta
0.3 mm’den istte 1.7 mm’ye kadar esit bir kalinhiga
sahiptir (Sherma ve Fried, 2003). Tabaka kalinligindaki
artig, ayirma kapasitesini artirirken, ayirma kalitesinde bir
miktar azalmaya yol agabilir. PITK plakalarmin yiikleme
kapasitesi, tabaka kalmliginin karekokiiyle orantili olarak
artar ve bu nedenle yiiksek miktarda 6rnek islenmesi
gereken uygulamalarda avantaj saglamaktadir (Bobbitt ve
Kirchner, 2013). Giiniimiizde, 0.5-2 mm kalinliginda,
tekrarlanabilirligi yiiksek ve ticari olarak temin edilebilen
hazir PITK plakalari, manuel {iretim plakalara kiyasla daha
tutarli sonuglar sunmakta ve tercih edilmektedir.

Plaka ve adsorban ozelliklerinin yam sira, PITK
uygulamasinda basarili bir ayirma ve izolasyon i¢in mobil faz
secimi ve numune uygulama adimlart da biiyik 6nem
tasimaktadir. Adsorbanlarin partikiil boyutlar, geleneksel ITK
plakalarma benzer oldugundan, analitik ITK’da kullanilan
coziiciiler dogrudan PITK uygulamalarna aktarilabilir. Eliient
secimi ise genellikle analitik iITK’da yapilan 6n aragtirmalar
sonucunda belirlenir ve Stahl’m (1967) ITK iizerine yaptig:
standart referans ¢alismasi, birgok farkl bilesik sinifi i¢in genis
bir ¢6ziicii sistemi secenegi sunar.

Mobil faz optimizasyonunda, Snyder (1967)’in ¢6ziicii
secicilik tiggenine dayanan ‘“PRISMA” modeli gibi
sistematik yontemler kullanilabilir ve bu model, farkli
bilesiklerin ayriminda uygun ¢oziicii kombinasyonlariin
belirlenmesine yardimci olur. Adsorban ve eliient se¢imi
tamamlandiktan sonra, numune uygulamasi PITK igin
kritik bir adimdir; yanlis uygulama, ayirmamn etkinligini
olumsuz etkileyebilir. Plakalarin 6nceden yikanmast,
bilesiklerin ~ sorbentten  ¢ikarilmasi  sirasinda  geri
kazanilabilecek safsizliklar1 en aza indirir. Numune
genellikle ugucu bir ¢oziicii (6rnegin heksan, diklorometan
veya etil asetat) igcinde %5 ila %10’luk bir ¢6zelti olarak
hazirlanir ve her bir milimetre tabaka kalinligi igin yaklagik
5 mg/cm olacak sekilde, tabakanin bir kenar1 boyunca bant
seklinde uygulanmir (Sarker ve ark., 2006). Numune
uygulamasi elle (sirmga veya pipet) ya da otomatik
aplikatorlerle gergeklestirilebilir. Plaka uygulama sonrasi
kurutulur ve segilen ¢éziicii ile ayristirilir. PITK, dzellikle
tarama analizleri icin uygun bir yontem olup, 6rnek bir
PITK kromatogrami Sekil 4.’de gdsterilmistir.

Tiim bu teknik detaylarin yaninda, PITK’nin pratik
avantajlart ve bazi sinirlamalari da yontemin tercih
edilmesinde belirleyici olmaktadir PITK, temel ve
ekonomik bir ayirma teknigi olarak one ¢ikmaktadir.
Ekipman gereksiniminin minimal olmas1 ve operasyonel
becerilerin kolayca 6grenilip uygulanabilmesi, yontemin
pratikligini artirmaktadir (Kim ve ark., 2025).
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Sekil 4. Aycicegi yaprag 6ziinden elde edilen biyoaktif
bilesiklerin (a—i) UV 254 nm’de PITK kromatogram
gOriintiisti (Mdriczve ark., 2018)

Figure 4. UV 254 nm PTK chromatogram image of
bioactive compounds obtained from sunflower leaf extract
(a—i) (Moricz et al., 2018).

Az miktarda ¢oziicii kullanimi, analitik ITK ile
parametrelerin  onceden tahmin edilebilmesi, ¢oklu
gelistirme imkani sayesinde daha keskin ayrimlar elde
edilebilmesi, katman izerinde dogrudan algilama
yapilabilmesi, ayrilmig bolgelerin  plakadan kolayca
¢ikarilabilmesi ve referans bilesiklerinin es zamanli olarak
aym kosullarda calistirlabilmesi PITK’nin  baslica
avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Kim ve ark., 2025).
Bununla birlikte, katman yiizeyindeki bilesiklerin hava ve
1s1kla temas ettiginde kararsiz bilesiklere dontisebilmesi ve
geri kazanilan bilesikte ekstrakte edilen katmandan
kaynaklanan yabanci maddeler veya ince emici
parcaciklarin bulunabilmesi PITK’nin olasi
dezavantajlaridir. PITK izolasyon yontemi, ézellikle dogal
iriinler iizerinde ¢alisan arastirmacilar tarafindan yaygin
olarak tercih edilmektedir; bu tercih, yontemin dogal
bilesiklerin ¢Oziintirligini artirmasi, yiiksek
tekrarlanabilirlik ve verimlilik sunmas1 gibi avantajlara
dayanmaktadir (Kim ve ark.,2025). Bu bilgiler 1s18inda,
literatiirde PITK ile cesitli dogal iiriinlerden izole edilen
bilesiklere ait calisma kosullar1 Cizelge 1°de 6zetlenmistir.

Analitik ve Preparatif Sivi- Sitvi Kromatografisi:
Prensipler ve Uygulamalar

Analitik St sty Kromatografisi

Swvi-sivi  kromatografisi - biitiin - sivi kromatografi
teknikleri arasinda en yaygimn olarak kullanilan dagilma
kromatografisidir (Colegate ve Molyneux, 2007). Sivi-sivi
kromatografisi, kars1 akim kromatografisi veya santrifiijli
bolme kromatografisi olarak da bilinir ve kanitlanmig
yiiksek yiikleme kapasitesine sahip, ¢ok sayida ¢oziici
sistemiyle calisgan ve dolayisiyla genis bir polarite ve
secicilik araligina sahip bir tekniktir. Sabit fazin siv1 yapist,
numune  denatiirasyonunu  ve  geri  doniigiimsiiz
adsorpsiyonu onleyerek yiiksek numune geri kazanim
saglar (Marlot ve Faure, 2017).

Bu teknikte birbirine karigmayan sivi fazlar arasinda
durgun sivi ile ¢oziicii arasindaki dagilma oranina goére
seperasyon saglanir (Snyder ve ark., 2011). Sivi —s1v1
kromatografi’deki kolon, sarmal bir tiip yapisina
(hidrodinamik kars1 akim kromatografisi, (hydrodynamic
countercurrent chromatography, CCC)) sahip olabilir veya
kanallarla seri olarak baglanmis ¢ok sayida kiigiik
bolmeden (hidrostatik santrifiijlii bolme kromatografisi,
(hydrostatic centrifugal partition chromatography, CPC))
olusabilir. S1iv1 —s1v1 kromatografi kolonu bir rotor tizerine

monte edilir ve doénerek santrifiijlii bir alana maruz
birakilir, bu da sabit fazin hareketsiz kalmasini saglarken
hareketli fazin icinden pompalanmasini saglar. Hareketli
ve sabit fazlar, genellikle 3 veya 4 ¢6ziiciiden olusan iKi
fazli bir ¢oziicii sisteminin 6nceden dengelenmis iki fazidir
ve ayirma farkli dagilim katsayilar1 tarafindan belirlenir.
Coziicii sisteminin her iki fazi da sabit faz olarak
kullanilabilir ve fazlarin rolleri bir ayirma ¢aligmasi
sirasinda degistirilebilir. Sivi—sivi kromatografi ‘nin bu
benzersiz ozelligi, standart izokratik parti
enjeksiyonlarinin Gtesinde ¢ok sayida ¢aliyma modunun
gelistirilmesine yol agmigtir; bunlarin ¢ogu, kat1 sabit fazli
geleneksel kromatografi ~ teknikleri  kullanilarak
gerceklestirilemez. Mevcut cihazin c¢alisma modlarinin
cesitliligi, sivi-sivi kromatografiyi farkli numune tiplerine
ve ayirma gorevlerine olduk¢a uyumlu hale getirir. Teknik,
Ornegin dar veya genis polarite araliklarma sahip
karigimlarin ayrilmasina uygulanabilir, hedefli ayirma
veya numune taramasi i¢in kullanilabilir ve kesikli veya
stirekli bir iglem olarak uygulanabilir. Bununla birlikte,
belirli bir ayirma goérevi igin en uygun ¢alisma modunun ve
buna eslik eden ¢aligma parametrelerinin se¢imi, deneysel
bir deneme-yanilma yaklagimi kullanildiginda zaman alici
bir zorluk olusturabilir (Morley ve Minceva, 2020).

Sivi  kromatografisi  giinimiizde yaygin olarak
uygulanan analitik yontem haline gelmistir. Kiigiik
molekiiller ve malzemelerin analizi i¢in spektroskopik ve
diger teknikler de dahil olmak iizere cesitli alternatifler
mevcut olsa da sivi kromatografisi modern yasam
bilimlerinin sirlarinin ¢6ztilmesinde giderek daha 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ayrica sivi kromatografisi, preparatif
ve proses uygulamalarinin yani sira analitik uygulamalarda
da esit performans sunan tek yontemdir. Analitik bir
yontem olarak sivi kromatografisinin gelisimi tartisilirken,
stvi kromatografisinin ilk saflastirma yontemi olarak
uygulandigi ve dolayisiyla bir preparatif yontem olarak
bagladigr siklikla gozden kagirilir (Conway, 1990;
Berthod, 2002; Pauli ve ark., 2008).

Karst akvm kromatografisi

Kars1 akim kromatografisi hem hareketli hem de sabit
fazlarin sivi oldugu bir sivi-sivi bolme kromatografisi
islemidir. Desteksiz bir sivi-sivi bolme kromatografi
teknigi olan yiiksek hizli karst akim kromatografisi
numunenin kat1 desteklerden kaynaklanan adsorptif
numune  kaybi, deaktivasyon, ¢oziinen  piklerin
kuyruklanmast ve Kirlenme gibi bazi komplikasyonlari
ortadan kaldirir. Yontem, ¢esitli dogal {iriinlerin analizinde
ve ayrilmasinda bagariyla uygulanmistir. Bugiine kadar
karst akim kromatografisi biyoaktif makromolekiiller,
sentetik riinlerin izolasyonu ve saflagtirilmast igin
bagariyla uygulanmustir (Huang ve ark., 2018). Tarihsel
olarak, karst akim kromatografisi teknigi, 1970’lerin
baginda Yoichiro Ito, (1971) tarafindan Craig’in kars1 akim
dagitimi yontemine dayanan hidrostatik aletler santrifiijli
bolme kromatografisi (Centrifugal partition
chromatography: CPC) adi altinda (Bojczuk ve ark., 2017)
ve hidrodinamik aletlerde ise genellikle kolondaki sabit
faz1 tutmak icin helezon bir bobindeki Arsimet vidasi
kuvvetine dayanan yiiksek hizli veya yiiksek performansl
karst akim  kromatografisi  (high-speed or high-
performance counter current chromatography (HSCCC
and HPCCC respectively) aletleri olarak piyasaya siirdii.
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Cizelge 1. Literatiirde bazi bitkilerden bilesen izolasyonu sirasinda uygulanan PITK’nin kosullari
Table 1. Conditions of PITK applied during the isolation of components from some plants in the literature

Dogal Uriin Bilesen Yontem Kaynak
Garciniamangostana . Silika jel G60
perikarp f fraksiyon eluent: hekzan: etil asetat (6: 4) Nugroho ve ark., 2020.

Potentilla Tirleri ntibakeriyel

0.5 mm silika tabakas1

eluent: kloroform, dietil eter, Jozwiak ve ark., 2016,

bilesikler metanol, formik asit
(30:10:1:0.2 w)
Cordia Macleodii Flavonoid, Eluent: toluen-etil asetat-GAA-
Cordia Dichotoma ve Cordia Rothi Kuersetin, form|_k asidin (5: 5: 015: 1) Nariya ve ark., 2017.
Kaempferol Ultraviyole (UV) dansimetre
kabuklar1 S
Apigenin 254nm

Albizia Grandibracteata, Albizia
gummifera, Albizia lebbeck,
Albizia schimperiana, Acaciaet
balik, Robinia pseudoacacia

Glikosilseramidler

Solvent:n-heksan, kloroform, etil

asetat, metanol Reisberg ve ark., 2017.

Fukoksantin,

Phaeodac tylumtricornutum Diadinoksantindiat

Santrifijj ITK,
silica jel 60 solvent:

methanol:su:NHs Tokarek ve ark., 2016.

Oksantin (90:10:0.0012)
PITK Silica jel 60 Solvent:
Elaeocarpus variabilis Kuersetin Toluen/ Etil Asetat/ Formik Asit Anusiya ve ark., 2020.

(54.35/43.48/2.17, viviv) UV
366 nm

Solvent:n-hekzan— izopropil

Aygicegi yapraklari asetat — asetik asit (80:19:1, v/v)  Moricz ve ark., 2018.
UV 254 nm
Tetragonula fuscobalteata PITK

Cameron, Tetragonula laeviceps
Smith, Tetragonula pagdeni
Schwarz ve Lepidotrigona ventralis
Smith bees’ propolis

l0- mangostins
y-mangostins

silica jel 60 F254 tabaka,
solvent: toluen/etil asetat/formik
asit (8:2:0.1, viviv)

Chewchinda ve Vongsak,
2019.

Seaparsley, Lemonmyrtle

Nativethyme, Saltbush Seablite Antioksidan

PITK plaka
Solvent: n-heksan, etil asetat ve
asetik asit (20:10:1 v/v/v)

Agatonovic-Kustrin ve
ark., 2020.

Schisandra chinensis fruits Organik asitler

Micro PITK plakasina (silika jel
F25410 x 20 cm) etil asetat:
metanol: su (70:20:10)

Sobstyl ve ark., 2020

Sizma zeytinyag Oleokanthalik asit

PITK (Silika jel) hekzan:etil

asetat (4:6) Salsano ve ark., 2022

IAFB1, Aflatoxin B1;
IAFB2, Aflatoxin B2;
IAFG1, Aflatoxin G1;
IAFG2, Aflatoxin G2

Yer fistig1, musir, piring, bugday ve
kiimes hayvani yemi ornekleri

2,5 x 20 cm olgiilerinde 0,2
kalinliginda silika jel kaph
aliminyum levha Asetonitril,
aseton, Toluen, Diklorometan

Salisusu ve ark., 2022

Bugday Ergosterol

PITK cam plakalar
(silika+indikator, 1 mm 254; 20
x 20 cm) etil asetat: petrol eteri

(6: 4 viv)

Ibrahim ve ark., 2022

Heterosiklik fenolik

Karides (Pandalus borealis) bilesikler

PITK (Silika jel), Metanol ~ Onodenalore ve ark., 2024

Helisel sarmal tiipiin, birincil model, tip I, tip I,
eksantrik ¢oklu katman, yiiksek hizli, ¢apraz eksenli kars
akim dagitimi ve diigiikk hizli dahil olmak tizere birgok
farkli kolonlarin kullanilmasinm olumlu oldugu ve hatta
yakin zamanda gelistirilen yiiksek performansli kars1 akim
kromatografisinin devrimli oldugu bulunmustur (Liang ve
ark., 2015).

Bu teknikte SIV1 S1V1 ekstraksiyonunun
otomatiklestirilmis bir versiyonudur ve bir analitin bir
ayirma hunisinde kuvvetli bir sekilde karistirilarak iKi

karigsmaz faz arasinda tekrar tekrar béliinmesine
benzemektedir (Berthod ve ark., 2009). Destek katisi
lizerine kaplanan bir siv1 sabit fazi olusturur, diger sivi da
hareketli faz1 olugturur. Durgun fazda ¢oziiniirligi yiiksek
olan bilesenler kolonda uzun siire kalirken, ¢oziiniirligi
dugiik olanlar daha kisa siire kalir. Sabit faz ayrilacak
bilesen i¢in iyi bir ¢oziicii, fakat hareketli faz i¢in koti bir
¢oziiciidir ve iki fazin polarliklart farkli olmalidir.
Hareketli fazin durgun fazdan daha az polar oldugu
sistemlere normal faz kromatografi (normal phase
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chromatography); tersi duruma ters faz kromatografi
(reversed-phase liquid chromatography) denir (Meng ve
ark., 2014). Fiziksel olarak destek katisi iizerine
tutturulmus durgun sivi, tastyict sivi tarafindan kolayca
stiriiklenip gotiirtilebilir (kolon kanamasi (column bleed))
ve destek katis1 lizerindeki durgun fazin miktar1 zamanla
degisir. Boylece kolonlarla  yapilan ayirmalarin,
tekrarlanabilirligi az olmakta ve kolon kisa zamanda ise
yaramaz duruma gelmektedir. Bunu énlemek i¢in sabit faz
kat1 destek iizerine kimyasal olarak baglanmaktadir.
Boylece kolonlarin 6mrii uzun olmakta ve tekrarlanabilir
ayirmalar gergeklesmektedir (Colegate ve Molyneux
2007).

Modern kars1 akim kromatografi aparati hidrodinamik
ve hidrostatik denge sistemleri olmak iizere iki ana
kategoriye ayrilabilir. Hidrodinamik sistemin iki dénme
ekseni vardir. Bunlar; ana eksen ve bobinler tizerine
sarilmig stirekli agik borulara uygulanan degisken bir
merkezkag kuwvveti alami olusturan bir gezegen hareketi
olugturan bir sistemdir. Bugiin bu teknik, yiiksek hizli kargi
akim  kromatografisi  (high-speed  countercurrent
chromatography (HSCCC) olarak bilinir (Huang ve ark.,
2018). Hidrostatik sistemin kullanim1 kolonun, kilcal boru
ile birbirine baglanan kiiciik eliisyon odalar ile karakterize
edildigi yalmizca tek bir eksen etrafinda donme ile
santrifiijlii bélme kromatografisine ozgidir (Conway,
2011). Ek olarak kars1 akim kromatografisi belirli bir
kromatografik islem sirasinda akis yoniinii tersine ¢evirme,
mobil ve sabit fazlar1 degistirme kabiliyeti nedeniyle ¢ok
yonli bir kromatografik tekniktir. Yiiksek hizli karsi1 akim
kromatografisinde kati1 bir destek yoktur ve gezegensel
harekette donmeye simirlanmig ¢ok katmanli sarmal boru
bobinlerinin 6zel hareketi nedeniyle sivi duragan faz mobil
fazin akisia kars1 korunur (Neves Costa ve Leitdo, 2010).
Bu nedenle kars1 akim kromatografisi, geleneksel kat1 likit
kromatografisine kiyasla biiyiik avantajlar saglamaktadir
(Snyder ve ark., 2011). Ham ekstraktlar seperasyondan
once kolaylikla tek bir agsmada fraksiyonlarina
ayrilabilmekte ve verilen numunenin kantitatif geri
kazanimi numune denatiirasyon riskini biiyiik o6lgiide
azalabilmektedir. Alikonma hacimleri basit bir formiil
kullanilarak hesaplanabilir, ekonomik, yiiksek kapasite,
diisiik solvent titketimi ve esnek eliisyon modlar sayesinde
mitkemmel bir preparatif ayirma aracidir. Diger bir
avantaji1 da yiiksek kapasite ve iki fazli solvent sistemine
benzer normal veya ters fazl eliisyon modu uygulayabilen
sistemlerdir (Berthod ve ark., 2009).

Sonug olarak, yontem, dogal tiriinlerin ham 6ziitlerden
preparatif ayrilmasi igin idealdir. Yukaridaki avantajlar
nedeniyle  preparatif  yiiksek hizlh  karst  akim
kromatografisi, son zamanlarda yapilan ¢alismalarin
bazilar1 incelendiginde farmakolojik ilaglar1 (Steinebach
ve ark., 2016) kiral bilesikleri (Huang ve ark., 2018) ve
liziim ¢ekirdeklerinden pro-antosiyaninlerin
polimerizasyon derecelerine gore ayristirilmasi (Zhang ve
ark., 2017),  Lycium Barbarum L. Meyvelerinden
zeaksantin dipalmitat bilesenin saflastirilmasinda (Kan ve
ark., 2020), beyaz iiziim kabugundan polifenollerin
ayrigtirllmast (Luo ve ark., 2016), soya fasulyesinden
izoflavon aglikonlarmin verimli  biyotransformasyonu
(Wang ve ark., 2019) kirmuzi sarap ekstraktlarindan

polifenollerin ayristirilmas:1  (Live ark., 2017), tibbi
bitkilerden ve mikroalglerden bilesiklerin izolasyonunda
(Fabryova ve ark., 2020) ayirmak i¢in gii¢lii bir preparatif
yontem olarak kabul edilmistir. Enstrimanin  ve
teknolojinin  gelismesiyle  birlikte,  kars1  akim
kromatografisi tarafindan dogal frlinlerin kimyasal
bilesenleri ayirma dikkat g¢ekmekle birlikte ve diger
alanlarda da daha aktif bir rol oynamaktadir (Huang ve
ark., 2018).

Preparatif yitksek performansh stvi kromatografisi

Gida endiistrisinde preparatif yiiksek performansli sivi
kromatografisine (HPLC) olan ilgi ve yontem gelistirme
calismalarim artirmaktadir. Bu artan ilginin temelinde,
ozellikle bitki dokularindan biyoaktif fenolik bilesiklerin
biiyilk miktarlarda ayrilmasi i¢in uygun ve etkili
yontemlerin se¢iminin bilim camiasinda her zaman kritik
bir sorun olarak 6ne ¢ikmasi yatmaktadir. Polifenollerin
izolasyonunda yaygin olarak kullanilan  sivi-sivi
ekstraksiyonu (Sun, Ferrdo ve Spranger, 2003; Sun ve ark.,
2006), ince tabaka kromatografisi (Jesionek, Majer-
Dziedzic ve Choma, 2015), kolon kromatografisi (Lu ve
Foo, 1999; Sun, Belchior, Ricardo-da-Silva ve Spranger,
1999) ve HPLC (Ignat, Volf ve Popa, 2011) gibi geleneksel
ayirma yontemlerinin ise zaman alici olmasi, ikincil kirlilik
olusturmasi, karmasik islem basamaklari, diisiik verim ve
yiiksek maliyet gibi 6nemli dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bu nedenle, gida endiistrisinde ve bilimsel arastirmalarda,
daha hizli, verimli ve ekonomik saflastirma yontemlerine
olan ihtiyag giderek artmaktadir. Preparatif yiiksek
performanshi  sivi  kromatografisi  (preparative high-
performance liquid chromatography  (prep-HPLC),
¢oziinen maddelerin iki karismayan faz arasinda
bolindiigi destekleyici bir serbest sivi-sivi bélme sistemi
olup, yiiksek ¢oziinen yiikleme kapasitesi, yiiksek geri
kazanmim, yiiksek tekrarlanabilirlik ve disik ¢oziici
tiketimi gibi gesitli avantajlar sunar (Ola ve ark., 2009).
Ayrica, bu teknik, geri dontisiimsiiz adsorptif numune
kayb1 ve deaktivasyonu, ¢oziinen piklerinin birikmesi ve
kirlenme gibi kat1 destek matrisinden kaynaklanan
komplikasyonlar1 ~ ortadan  kaldirarak  geleneksel
yontemlere gore biiylik bir avantaja sahiptir (Mullen ve
ark., 2002). Bu avantajlar, 6zellikle gida endiistrisinde
saflagtirma siireglerinin verimliligini artirmak agisindan
biiylik 6nem tagimaktadir. Ekonomik degeri yiiksek
maddelerin  ayrilmas1  ve saflastirilmasi  amaciyla
biyokimya ve ilag sanayi bagta olmak iizere pek ¢ok
sektorde yaygin bigimde kullanilmakta olan prep-HPLC
teknigi kromatografik uygulamalarin temel ¢ikis noktasini
temsil eden ve analitik kromatografinin gelismesi ile
yaygin olarak kullanilan bir yontem haline gelmistir
(Arslan ve ark., 2017).

Hazirlayicit  sivi kromatografisi, bilesiklerin  bir
kromatografik kolon ile etkilesimlerine dayali olarak
ayrilmasi ve saflastirilmasi igin tasarlanmig bir tekniktir.
Yiiksek safligin gerekli oldugu kimya ve biyoloji gibi
alanlarda yaygin olarak uygulanir. Sistem, bir solvent
rezervuari, yiiksek basing pompasi, enjektdr, hazirlayici
kolon, dedektor ve fraksiyon toplayict dahil olmak iizere
cesitli bilesenler igerir ve bilesenlere ait gorsel Sekil 5’de
gosterilmistir.
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Sekil 5. Preparatif (Hazirlayici) HPLC bilesenleri
Figure 5. Preparative HPLC components

Cizelge 2. Analitik, preparatif ve yar1 preparatif HPLC tekniklerinin parametreleri (Miliauskas ve ark., 2006)
Table 2. Parameters of analytical, preparative and semi-preparative HPLC techniques (Miliauskas et al., 2006)

Parametre Analitik Yari-Preparatif Preparatif

" Numune dedektdrden atiga Numune dedektdrden Numune dedektoérden

Ornek Toplama - . . . .
gidiyor fraksiyon toplayiciya gider fraksiyon toplayiciya gider

Kolon Biiytikligi 120-250 x 2-4.6 mm 120-250 x 8-16 mm 120-250 x 20-62 mm

Partikiil Biiyiikligi >5 um 5-10 pm >10 pm

Sabi Faz >5¢ 5-30¢g 50-450 g

Akis hizlar 0,1-2 ml/min 5-50 mImin 100-1000 ml min-

Ornek Biiyiikliigii 0,01-2 mg 0,1-50 mg 1-700 mg

Prep-HPLC tekniginde analiz sirasinda kullanilan akis
hiz1, kolon uzunlugu, dolgu maddesi, partikiil biiytikligii,
kolon c¢ap1 gibi faktorler bakimindan analitik HPLC
teknigine gore ¢ok daha genis bir skalaya sahiptir.
Preparatif HPLC teknigi uygulama amacina ve
saflastirilacak tiiriin miktarina gore farkli sekillerde
isimlendirilmekte (yari-preparatif, preparatif, pilot, proses)
ve bu tekniklerde kullanilan kolon ebati, kolon uzunlugu
gibi  deneysel faktorlerin  Ozellikleri  degisiklik
gostermektedir (Arslan ve ark., 2017). Cizelge 2.’de
analitik, preparatif ve yar1 preparatif HPLC tekniklerinin
karsilastirilmasi verilmistir.

Bu teknik ve operasyonel farkliliklar, analitik ve
preparatif HPLC’nin uygulama amaglarim ve analiz
sonrast numune yonetimini de belirgin  sekilde
ayrrmaktadir. Analitik HPLC sistemi ile preparatif HPLC
sistemi temelde benzer bilesenlerden olusur; ancak
aralarindaki temel fark, preparatif HPLC’ de sabit fazin,
partikiil biyiikliigtiniin ve kolon ¢apr ile uzunlugu gibi baz1
ekipmanlarin daha biiyiik olmasidir.

HPLC’nin tercih edilme amaci, hedef molekiillerin
gelecekte kullanilmak {izere, numunedeki diger tiim
kirleticilerden en yiiksek verim ve saflikla, maliyet etkin
sekilde ve yeterli miktarda izole edilmesidir (Xia ve ark.,
2023). Bu amag, arastirma igin saf bilesik elde etmekten,
gida takviyesi, farmasotik veya biyoterapotik triinlerin
tretimine kadar genis bir yelpazede degerlendirilebilir.
Saflagtirilacak materyaller ise fermantasyon sivilar1 gibi

basit karisimlardan, dogal iiriinler gibi daha karmasik
matrislere kadar degiskenlik gosterebilir. Analitik HPLC
genellikle bilesiklerin tammlanmas1 ve miktar tayini i¢in
kullamlirken, preparatif HPLC daha biyik 6lgekli
saflagtirma islemlerinde tercih edilir ve kolon kapasitesi ile
yiikleme miktar1 ¢ok daha fazladir. Ayrica, preparatif
HPLC’de fraksiyon toplama ve otomasyon gibi ek
donanmimlar bulunabilir. Sonug olarak, iki sistemin temel
farki, 6lgek ve uygulama amacindan kaynaklanmakta olup,
her ikisi de yiiksek segicilik ve verimlilik sunmaktadir. Bu
temel farkliliklar, her iki sistemin analiz siirecindeki
islevlerini ve numune yonetimini de dogrudan
etkilemektedir.

Analitik HPLC’de, numune karigimindaki bilesiklerin
elde edilen kromatogrami bilinen bir bilesikle
karsilastirilarak tanimlanmasi ve alikonma zamanlarinin
izlenmesi esas alinir (Huber ve Majors, 2007). Preparatif
HPLC’de ise bilesik veya molekiil fraksiyonunuzu
saflagtirmak ve toplamak oldugundan analiz sonunda
numunenin  toplanmasi  gereklidir. Ancak analitik
HPLC’de ¢alisma prensibinde kalitatif ve kantitatif analiz
oldugu i¢in analitik HPLC’de numunenin geri kalani
basitce atiga veya kiitle spektrometresi veya yiiklii aerosol
detektorii gibi yikic1 bir detektore yonlendirilir (Huber ve
Majors, 2007). Preparatif likit kromatografisi genellikle
verimin 6nemli olmasindan dolayr numune hacimlerinde
farkliliklara neden olur. Bu durumda laboratuar 6lgeginde
miligram ile gram araligindaki bilesikleri saflagtirabilmek
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icin . numune hacmi  (ml-Lt)  olduk¢a  biiylk
kullanilmaktadir. Analitik likit kromatografisinde numune
hacimleri (birkag mikrolitre veya daha az) kii¢iikk olma
egilimindedir (Huber ve Majors, 2007). Preparatif HPLC
sistemlerinde saf olarak izole edilecek iiriin miktari,
orneklerin niteligine ve sayisina bagh olarak degiskenlik
gosterir. Yar1 preparatif ve preparatif uygulamalarda, daha
biiyilk kolonlar kullanilarak yiiksek hacimli ve biiyiik
oOlgekli ayirmalar gergeklestirilebilir. Analitik ve preparatif
likit kromatografisi arasindaki en belirgin farklardan biri,
sistemde olusan geri basinglardir. Analitik HPLC’de,
kiigiik kolon ¢aplar1 ve partikiil boyutlar1 ile nispeten
yiiksek akis hizlar kullanildiginda, sistemde olusan karst
basinglar genellikle 100-1500 bar arasinda degisebilir ve
bu nedenle sistemin ve pompalarin bu yiiksek basinca
dayanikli olmasi gerekir. Buna karsilik, preparatif
HPLC’de daha biiyiik kolon ¢aplari ve partikiil boyutlari
tercih edildiginden, sistemde olusan geri basinglar

genellikle ¢ok daha diisiiktiir ve ¢ogunlukla 10 bar ve
altindadir (Plumb ve ark., 2007). Bu diisiik basinglar,
preparatif sistemlerin daha biiyik hacimli ornekleri
isleyebilmesine ve uzun siireli ¢aligmalarda sistemin
giivenilirliginin artmasina olanak tanir. Ayrica, kullanilan
ek modiiller ve otomasyon diizeyi de analitik ve preparatif
likit kromatografi sistemlerinde 6nemli 6lgiide farklilik
gostermektedir. Baglangigta belirtildigi gibi, preparatif likit
kromatografisinin temel amaci1 molekiilleri saflagtirmak ve
toplamak  oldugundan, bu sistemlerde fraksiyon
toplayicilar standart bir modiil olarak yer alir. Buna
karsihk, analitik likit kromatografisinde fraksiyon
toplayici kullanimi yaygin degildir ve genellikle yalnizca
0zel uygulamalarda tercih edilir. Preparatif sistemlerde,
numune sayist az ancak hacimleri biiyiik oldugundan,
numune enjeksiyonu ¢ogunlukla bir numune halkasi veya
peristaltik pompa ile manuel olarak gerceklestirilir (Xiu-
Man ve ark., 2016).

Cizelge 3. Literatiirde bazi dogal iiriinlerden bilesen izolasyonu sirasinda uygulanan prep-HPLC kosullari
Table 3. Prep-HPLC conditions applied during the isolation of components from some natural products in the literature

izole Edilen Hedef
Bilesik(ler)

Gida Uriinii /
Kaynak

Preparatif HPLC Kosullari

Kaynak
(Solvent, Akis Hizi, vb.)

Siklolinopeptitler

Keten tohumu yag: (linusorblar)

Mobil Faz: %40°1ik asetonitril/su, ve %80’lik bir son
asetonitril, Kolon: Kinetex® Phenyl-hexyl column (250
mm x 21.2 mm, 5 um Akis Hiz1:16 mL/dakika

Liu ve ark., 2021
Dedektor: PDA detector

Asetilkolinesteraz

Yar1 preparatif HPLC Mobil Faz: n-hekzan: etil asetat:

S:}Bg?ﬁ;nmsae inhibitrleri Ganoderik metanol: su (4.0:6.0:4.0:6.0, h/h/h/h), 25-60% A (0-50  Hou ve ark.,
(Mantan asitler I, C, G, B, K, A, D, dk), 60-100% A Akis hizi: 0.6 mL/min Dedektr: PDA 2024

Fl

dedektérii (270 nm)

Kurkuminoidler
(kurkumin, demetoksi...)

Curcuma longa
oziitleri (Zerdegal)

Mobil Faz: Asetonitril-fosfat (54:46 v/v, 0,1 mM)
Kolon: C18 column {150 mm x 4.6 mm, 5 uM (meter) Mohammed ve
Akis hizi: 1,0 mL/dak akis hizi, Dedektor:UV/Vis

ark., 2024
dedektorii (385 nm)

Gallik asit, prosiyanidin

Uziim kabugu B2-3-O-gallat,

Mobil Faz: Su:formik asit; 99,8:0,2, v/v) ve (asetonitril:
formik asit; 99,8:0,2, v/v Kolon: YMC-Pack ODS-A
(250 10mm, 5 Im) ve sicaklik 30°C. Akis hizi:
3.0ml/min, Dedektor: UV/Vis dedektori

Luo ve ark., 2016

Malus pumila Mill.
yaprag1

Polifenoller (floridzin,
kuersetin...)

Mobil Faz: Metanol (¢oziicii A) ve %0,1 formik asit
(¢oziicti B)/su Akis hizi: 1,0 mL/dak, Dedektor: UV/Vis Lu ve ark., 2024

dedektorii
Panax Mobil Faz: Asetonitril:su ¢6ziicsii (36:64, v/v) Kolon:
quinquefolium L. . . 5 um YMC C18 kolonu (10,0 x 250 mm), .
(Amerikan Ginsenosidler — \\ ¢ Hi71:3,0 ml/dak Dedektor:UV/Vis dedektorii (203 U V€ ark. 2023
ginsengi) nm)

Rubus suavissimus . e
a-glukozidaz inhibitorleri

Preparatif HPLC; Mobil Faz: Asitlendirilmis su (%0,4
asetik asit, A) ve metanol (B) Kolon: YMC-Pack ODS-
A kolon (250 x 20 mm i¢ ¢ap, 5 pm) Akis hizi: 3,0

Liu ve ark., 2020

yapraklari mL/dakika akis hiz1 Dedektor: UV/Vis dedektorii (280N
nm)
Momordica Char_antiq (stigmasterol Mobil Faz: Metanol: su (98:02, v/v), Kolon: C18 kolonu _
charantia gll_kozn (STG_) ve (250 mm x 20 mm, 10_pm, Gozenek boyutu 100 AO_) Desai ve ark.,
meyveleri B-sitosterol glikozit Akis hizi: 15,0 mL/dakika akis hizt Dedektor: UV/Vis 2021
(BSG)) dedektorii (210nm)
Yari preparatif HPLC Mobil Faz: Su/asetonitril/formik

Uziim (Vitis o _ asit (92/6/2,viviv)(A)ve sulasetonitril/formik asitten Zhao ve ark

g Antosiyanin monomerleri (44/54/2, viviv) (B) Kolon: C18 kolonu(9,4x250mm,5 v
vinifera L.) posast 2020

um) Akis lizi: 4,0 mL/dakika akis hiz1
Dedektor:UV/Visdedektorii (525nnm)
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Analitik likit kromatografisinde ise, yiiksek 6rnek
sayis1 ve diigiik hacimler nedeniyle otomatik drnekleyiciler
yaygin olarak kullanmilir. Ayrica, preparatif likit
kromatografisinde saflagtirilan  bilesigin ileride
kullanilabilmesi i¢in genellikle UV, floresans veya kirilma
indisi gibi tahribatsiz dedektorler tercih edilmektedir
(Armutcu ve ark., 2019).

Tim bu gelismeler 15181inda, preparatif HPLC, hem
endiistriyel hem de arastirma amagh uygulamalarda,
yiiksek saflikta ve miktarda iiriin elde edilmesini saglayan,
stirekli geligen ve yenilikgi bir ayirma teknigi olarak 6ne
cikmaktadir. Ozellikle gida endiistrisinde, biyoaktif
bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasinda sundugu hiz,
verimlilik ve maliyet avantajlari sayesinde, gelecekte de
Onemini artirarak siirdlirecegi  Ongoriilmektedir. Bu
avantajlar, literatiirde ¢esitli dogal iriinlerden izole edilen
hedef bilesenler ve bunlara iliskin kullanilan preparatif
HPLC kosullarinda da agikca goriilmektedir (Cizelge 3).

Sonug¢

Hazirlayic1  (preparatif) ve analitik kromatografi
tekniklerinin disiplinler aras1 alanlardaki artan o6nemi,
bilesik izolasyonu ve saflagtirma siire¢lerinin  hem
arastirma hem de endiistriyel diizeyde Yyeniden
sekillendigini gosterilmistir. Ozellikle gida analizlerinde,
karmagik matrislerde bulunan biyoaktif bilesiklerin, dogal
pigmentlerin, vitaminlerin ve lipidlerin yiiksek saflikta
elde edilmesi amaciyla preparatif kromatografi yontemleri
kritik bir rol dstlenilmistir. Gida triinlerinde otantisite
belirleme, kalite kontrol ve hedefli/hedefsiz analizlerde bu
teknikler, yiiksek secicilik ve duyarliliklar1 sayesinde
glivenilir sonuglar saglanmustir. Preparatif yontemlerin
diigiik solvent kullanimi, kisa islem siiresi ve yiiksek
Olgeklenebilirlik gibi avantajlari; hem laboratuvar hem de
endiistriyel uygulamalarda verimlilik agisindan biiyiik
olanaklar sunulmustur. Bu ¢alismada detaylandirilan
yontemsel farkliliklar, kromatografinin sadece analitik bir
ara¢ degil, aym zamanda stratejik bir iiretim ve Kalite
kontrol yontemi olarak da konumlandigimi ortaya
koymustur. Bu baglamda, kromatografi tekniklerinin
evrimi yalnizca laboratuar diizeyinde degil, ayn1 zamanda
gida sanayisinin tiretim, kontrol ve Ar-Ge siireglerinde de
devrim niteliginde dontstimlere destek  vermesi
beklenmektedir.

Beyan

Etik Kurul Onay
Bu makale etik kurul onay1 gerektirmemektedir.

Cikar Catismasi
Bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi
bulunmamaktadir.
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