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Enantiomer separation has attracted increasing attentions in pharmaceutical 

industry, due to great differences in pharmacological, toxicological and/or 

metabolic activities of enantiomeric drugs in living system. Several methods 

have been succesfully used to achieve chiral separation. To date the 

chromatographic method is one of the most effective. Numerous kinds of CSPs 

have been developed for chiral separation these include cyclo-dextrins, 

polysaccharides, macrocyclic antibiotics, ligand-exchange, Pirkle, crown 

ethers and protein derivatives. İn this rewiev we will inform ligands and 

macromolecules used as CSP. 
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ENANTİYOMERİK REZOLÜSYON İÇİN KULLANILAN KİRAL SABİT FAZLAR 

 

Kiral ayırma, biyosistemlerde enantiyomerik ilaçların metabolik, toksikolojik 

ve farmakolojik olarak büyük farklılıklar göstermesinden dolayı farmasötik 

endüstrinin artan ilgisini üzerine çekmektedir. Bu yüzden enantiyomerik 

ayrılmayı gerçekleştirmek için birçok metot başarılı şekilde kullanılmaktadır. 

Günümüzde kromatografik metot en etkili yöntemlerden biridir. Kiral ayırma 

için siklodekstrin, polisakkarit, makrosiklik antibiyotik, ligand-değişim, 

Pirkle, crown eter ve protein türevli birçok kiral sabit faz geliştirilmektedir. 

Bu derlemede, kiral sabit faz olarak kullanılan ligandlar ve makromoleküller 

hakkında bilgi verilecektir. 

 

Anahtar Kelimeler: enantiyomerik ayırma, kiral sabit fazlar 

 

 

1. Giriş 

1883 yılında Lord Kelvin, yunanca el anlamındaki “cheir” kelimesinden kiralite kelimesini 

türetmiştir. Temel parçacıklardan insanlara kadar geniş yelpazedeki nesnelerin birçoğunda kiralite 

gözlemlenmiştir [25]. Bu gözlem sayesinde bilim insanları, evrenin oluşumunda kiralitenin önemli bir 

role ve gizeme sahip olduğunu öne sürmüşlerdir. Evrenimizde kiralitenin varlığı ile ilgili şu örnekleri 

verebiliriz. Eski mısır uygarlıklarındaki mezar odalarının duvarlarında kiraliteyi tasvir eden bazı 

resimler çizilmiştir. Ayrıca Carnegie Galaksi Atlasında yer alan 1168 galaksiden 540’ının, durgunluk 

hızlarının yönü ile karşılaştırıldığında kiral olduğu bulunmuştur [33].  Birçok asimetrik yapının 

bulunduğu bitki ve hayvanlarda, kiralitenin etkisi belirgindir. Bitki ve hayvanlardaki sarmal yapılar 

onları asimetrik yapar. Kısaca, kiralite evrenimizin neredeyse her yerinde vardır.      

 

Kiral bileşiklerin iki önemli özelliği, onları akiral bileşiklerden ayırt eder. Birincisi düzlem polarize 

ışığa karşı davranışları, ikincisi ise diğer kiral bileşiklerle etkileşimleridir. Bu iki özellikten faydalanarak 

değişik kromatografik (HPLC, Liquid Kromatografisi ve Clay Kolon Kromatografisi) yöntemler ile 

kiral bileşiklerin enantiyomerlerine ayrılması literatürde bilinmektedir [4,7,38,48,50]. Ayrıca Kapiler 

Elektroforez yöntemiyle de söz konusu ayırma işlemleri  yapılmaktadır.   

 

Enantiyomerik saflığı yüksek farmasötikler ilaç sanayinde oldukça yaygın kullanım alanı bulurlar 

[1]. Bu nedenle kiral bileşiklerin hazırlanması ve analizi oldukça önemlidir. Kromatografik metotlarla 

enantiyomerik ayırma ne kadar yüksek enantiyomerik saflıkta yapılabilirse; uygulamada insan sağlığına 

etkili bir tedavi gerçekleştirmek o denli başarılı olur. Çevre kimyası, ilaç sanayi ve klinik analizlerde 

her zaman yüksek enantiyomerik saflık istenir. Bu saflık olmazsa her açıdan istenmeyen durumlar 

yaşanabilir. Hatta sonu ölümle neticelenen durumlar oluşabilir [43].  Rasemik farmasötik bileşiklerin 

ayrılması için günümüzde değişik teknikler kullanılmaktadır. Bunlardan en çok uygulama alanı bulanı 

HPLC ve kapiler elektroforezdir [2]. HPLC’ de proteinler silika jel üzerine farklı ara kollar yardımıyla 

bağlanarak bir CSP hazırlanır. Hazırlanan bu CSP çeşitli ebatlardaki HPLC kolona doldurularak, bu 

kolon üzerinden rasemik bileşiklerin enantiyomerik rezolüsyonu gerçekleştirilir. Bu kolonlar ticari yolla 
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temin edilebildiği gibi araştırmacılar tarafından analitik amaçlı veya preparatif amaçlı da 

hazırlanabilirler [11,47]. 

 

2. Yöntem 

2.1. Kiral Sabit Fazlar 

 

Kiral sabit fazlar kesinlik, hız, hassaslık ve tekrar kullanılabilirlik gibi parametreler göz önüne 

alındığında kiralite biliminin vazgeçilmezleri arasındadır.  CSP’ler akiral katı bir destek maddesi üzerine 

kiral bir molekülün kimyasal bağlarla bağlanması sonucu elde edilirler ve enantiyomerik rezolüsyonda 

çok önemli bir yere sahiptirler. Analitik, biyokimya, ilaç ve çevre endüstrisinde kromatografi ile 

enantiyomerlerin kiral rezolüsyon çalışmaları genellikle CSP’ler üzerinden yürütülmektedir. CSP’ler 

genellikle HPLC’de kullanılan çelik kolonlara doldurulmaktadır. Fakat kapiler elektroforez ve ince 

tabaka kromatografisi için bazı kiral kılcallar ve ince tabakalarda da kullanıldıkları bilinmektedir. Kiral 

kolonlar ve kapiler dolgu maddeleri; polisakkaritler, siklodekstrinler, antibiyotikler, proteinler, Pirkle 

tip ligand değiştiriciler ve crown eterler gibi çeşitli kiral selektörler ile paketlenmektedir [47]. 

 

2.1.1 Polisakkarit Temelli Kiral Sabit Fazlar 

 

Selüloz, amiloz ve kitin gibi polisakkaritler, yeryüzünde bol miktarda bulunan optikçe aktif 

polimerlerdir. Bu polisakkaritlerin asit klorürler ve izosiyanatlarla reaksiyonu sonucu oluşan ester ya da 

karbamatları kiral tanıma özelliğine sahiptir. Polisakkarit temelli CSP’ler, birçok kiral bileşiğin 

enantiyomerik rezolüsyonunda yaygın olarak kullanılmaktadır [6,12,34,39]. 

 

 
Şekil 2.1. Polisakkarit Temelli CSP’nin Yapısı 

 

2.1.2 Siklodekstrin Temelli Kiral Sabit Fazlar 

Siklodekstrinler D-(+)-glukopiranoz ünitelerinin α-(1,4) bağlarıyla bağlanması sonucu oluşan 

toroidal şekilli moleküllerdir. Siklodekstrinler “Bacillus macerans” bakterileri tarafından nişastanın 

sindirilmesiyle ya da siklodekstrin glikozilaz enzimi tarafından doğal olarak üretilirler. α-, β-, ve γ- 
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siklodekstrinler doğada bol miktarda bulunmaktadır ve sırasıyla altı, yedi ve sekiz glukopiranoz 

birimlerinin bir araya gelmesiyle oluşmaktadırlar [3, 36]. 

 

 

 
Şekil 2. α-, β-, ve γ- Siklodekstrinlerin Yapısı 

 

Bu tür CSP’ler de vancomycin, ristocetin, teicoplanin v.b makrosiklik antibiyotikler 

kullanılmaktadır. İlk kullanılan antibiyotik 18 kiral merkez içeren vancomycin’dir.  Vancomycin 

antibiyotiği, bakterinin hücre duvarındaki D-alanil-D-alanin grubuna bağlanarak bakterinin gelişimini 

durdurur.  Bu bilgiden hareketle vancomycin ile hazırlanan CSP’de aminoasitlerin enantiyomerik 

rezolüsyonu denenmiş ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir [5,15,19]. 

 
 

Şekil 3. Vancomycin Molekülünün Kimyasal Yapısı 

 

 

2.1.3 Pirkle Tip Kiral Sabit Fazlar 

 

Genellikle kiral sabit fazların tümü polimerik yapıda olan polisakkaritler ve proteinler, siklik 

yapıda olan siklodekstrinler ve crown eterler, kiral oyuk içeren antibiyotik temelli kiral sabit fazlar ve 

uygun ligand değiştiriler ile koordine edilmiş metal iyonlarını içeren ligand değişim fazları gibi bazı 

spesifik yapılara sahiptir. Bununla birlikte 1976’da Mikas ve çalışma grubu silikajele küçük bir kiral 

molekül tutturarak yeni bir CSP türüne zemin oluşturdular. Pirkle ve çalışma arkadaşları bu tip kiral 

sabit fazları geliştirerek, bu kolon dolgu materyallerinin Pirkle tip kiral sabit fazlar adı altında literatüre 

girmesini sağladılar [9,10,30,51].  
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Bu tip CSP’ler de, ya π-elektron alıcı grup ya π-elektron verici grup ya da her iki grubu birden içeren 

kiral bir molekül, iyonik veya kovalent bağlarla silika jele bağlanır. Bu yüzden Pirkle tip CSP’ler üç 

grupta sınıflandırılır(π-asidik, π-bazik, π-asidik-bazik). Kiral moleküllerdeki fenil grupları π-elektron 

verici eğilime sahiptir. Ancak elektronegatif atom ya da gruplar içeren fenil gruplarında π-elektron 

noksanlığı vardır ve bu gruplar yapıya π-elektron çekici bir özellik kazandırır [13,38,40,41]. 

 

 
 

        Şekil 4. Pirkle ve Arkadaşları Tarafından Hazırlanan Pirkle Tip CSP’ nin Yapısı 

 

2.1.4 Protein Temelli Kiral Sabit Fazlar 

Proteinler, glisin hariç kiral aminoasitlerden oluşan doğal polimerlerdir. Protein polimerler 

farklı moleküler arası bağlardan dolayı kıvrımlar içerir. Bu bağlar, protein molekülündeki kıvrımların 

oluklar oluşturmasını sağlar. Üç boyutlu kıvrımlı yapı proteine doğada enantiyoseçicilik kazandırır. 

Proteinlerle küçük moleküller arasında enantiyoseçici etkileşim en çok biyolojik sistemlerde 

gözlemlenir [17,18,20-22]. 

 

Proteinler enantiyoseçici özelliklerinden dolayı, kromatografi de CSP olarak kullanıma elverişli 

biyopolimerlerdir. Silika jel üzerine immobilize edilen proteinler HPLC’de birçok rasemik bileşiğin 

enantiyomerik rezolüsyonunda, başarılı sonuçlar vermiştir. Sıvı kromatografisinde kiral selektör olarak 

genelde bovine serum albumin(BSA), human serum albumin(HSA), rat serum albumin(RSA) ve guinea 

pig serum albumin(GPSA) proteinleri kullanılmaktadır. Bu proteinler içerisinde kiral ayırma kapasitesi 

en yüksek olan BSA ve HSA’dır. Bu proteinlerin yanı sıra glikoprotein temelli α-asitglikoprotein, 

ovomucoid, avidin, tripsin ve enzim temelli kimotripsin, riboflavin, lizozim, pepsin, amiloglikosidaz 

proteinleri de kiral ayırmada kullanılmaktadır [23,24,26,32,37,46,49,52,53]. 
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Şekil 2.5. Proteinin 3 Boyutlu Kiral Yapısı 

 

2.1.5 Bovine Serum Albumin(BSA) 

Bovine serum albumin sığırlardan elde edilen bir proteindir. Toplamda 607 tane aminoasit 

içeren, 66210 molekül kütlesine sahip bu, protein globuler yapıdadır. İzoelektrik noktası 4.7 olan bu 

protein asit özelliği gösterir ve suda çok iyi çözünür. Moleküler boyutu 141x42 Ao dür. BSA hidrofobik 

gruplar içeren birçok organik bileşik ile bağ yapabilme kapasitesine sahiptir. BSA, hidrofobik özellik 

gösteren inorganik anyonlarla da bağ yapabilmektedir. Yağ asitleri ile çok zayıf bağlar oluşturduğundan 

dolayı BSA kaprilik asit içerisinde stabilize edilmektedir [32,46,49,52,53]. 

 

 

2.1.6 Human Serum Albumin(HSA) 

HSA insan kan plazmasında en bol miktarda bulunan proteindir. Karaciğerde üretilen HSA 

bovine serum albumin ile benzer özellikler göstermekte olup HSA’dan sonra sıvı kromatografisinde 

kiral selektör olarak en çok kullanılan proteinlerden biridir. Bu protein tek bir polipeptid zinciri üzerinde 

580 aminoasit içerir ve molekül kütlesi 69000’dir. Bu proteinin izoelektrik noktası 4.8 olup asidik 

özellik sergilemektedir [22]. 

 

 

2.1.7 α1- Asit Glikoprotein 

 

Bu protein orosomucoid olarak da literatüre edilmiş olup insan kan plazmasında bulunmaktadır. 

141 aminoasit içeren α1- asit glikoprotein 41000 molekül kütlesine sahiptir. 2.7 izolektrik noktasına 

sahip olan bu protein asidik özellik sergilemektedir. Bu protein 40 sialik asit kalıntısı içermektedir. 

Sialik asit kalıntıları nötral pH’lar da amonyum tipi bileşiklerle enantiyoseçici proseslere uygun bağ 

yaparlar [26]. 
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2.1.8 Ovomucoid 

Ovomucoid tavuk yumurtasının beyaz kısmından elde edilen bir glikoproteindir. 186 aminoasit 

içeren bu protein 55000 molekül kütlesine sahiptir. Toplam ağırlığının 0,5-1% arasında sialik asit 

kalıntıları içerir. İzoelektrik noktası 4.5 olan ovomucoid asidik yapıdadır. Asit ve aminlerle bağ 

yapabilme kapasitesine sahiptir [23,53]. 

 

 

 

2.1.9 Avidin 

Tavuk yumurtasının beyaz kısmından elde edilen diğer bir proteinde avidindir. 9.5-10 arasında 

izoelektrik noktasına sahip olan bu protein bazik özellik sergilemektedir. Avidin, her birinin molekül 

kütlesi 16400 olan dört özdeş alt birimden oluşmaktadır.17 tane asparagin aminoasidini içeren ve dört 

alt zincirden biri olan glikozidik zincir 1 mol biotin ile bağ yapabilmektedir. Nötral pH’lar da üzerindeki 

net pozitif yükten dolayı avidin anyonik örnekler için iyi bir enantiyoselektivite göstermektedir [22]. 

 

 

2.1.10 Ovotransferrin   

 

Ovotransferrin tavuk yumurtasının beyaz kısmından elde edilen ve sıvı kromatografisinde kiral 

selektör olarak kullanılan bir proteindir. Bu protein daha çok demir, bakır, mangan, çinko v.b metal 

iyonlarıyla bağ yapar. İzoelektrik noktası 6.1-6.6 arasında olan bu protein 70000-78000 arasında bir 

molekül kütlesine sahiptir [22]. 

 

 

2.1.11 Kimotripsin 

 

α- ve β- olmak üzere iki formdan oluşan bu protein panreatik dokulardan elde edilmektedir. 

Kimotripsin’in α- formu kromatografide kiral selektör olarak kullanılmaktadır. Molekül kütlesi 25000 

ve izoelektrik noktası 8.1-8.6 arasındadır [22]. 

 

 

2.1.12 Sellobiyohidrolaz-I 
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Sellobiyohidrolaz-I, hayvanlardan elde edilen ve sıvı kromatografisinde selektör olarak en çok 

kullanılan glikoproteindir. 3.6 izoelektrik noktası sahip olan bu protein yine asit sınıfında yer almaktadır. 

Molekül kütlesi 60000’ dir [22]. 

 

 

2.2. Kiral Crown Eter Temelli Kiral Sabit Fazlar 

 

Crown eterler yapılarında oksijen atomu ihtiva eden sentetik makrosiklik polieterlerdir. Oksijen 

atomu yerine azot ve kükürt atomu ihtiva eden Crown eterler de mevcuttur. Bu eterler sırasıyla aza 

Crown eterler ve tiyo Crown eterler olarak isimlendirilmektedir. Crown eterlere enantiyoseçici özellik 

kazandırmak için bu bileşiklere kiral bir grup bağlamak gerekir. Bu amaç için kullanılan en önemli kiral 

gruplar; binaftil, bifenantril, tartarik asit türevleri, aromatik bisiklo türevleri, tetrahidroindenoin v.b. dir 

[14,27-29,31,42,44,45]. 

 
Şekil 6. Crown Eter Temelli CSP’nin Yapısı 

 

2.3. Kiral Ayırma Mekanizması 

 

Ligand değiştiriciler hariç, bütün kiral selektörlerde kiral tanıma mekanizması oldukça benzerdir.  

Bütün kiral selektörler enantiyomerler için kiral bir yüzey içerirler. Enantiyomerler bu kiral yüzeylere 

farklı bağ enerjisi ile bağlanarak geçici kompleksler oluştururlar. Enantiyomerlerin farklı 

stereokonfügrasyonları, kiral selektör yüzeyine farklı bağ enerjileriyle tutunmanın temel nedenidir. 

Geçici kompleksler bir seri etkileşim ile dengededir. Bu etkileşimler; hidrojen bağı, π-π etkileşimleri, 

dipol-indüklenmiş dipol etkileşimi, iyonik etkileşimler ve sterik etkileşimlerdir. Ayrıca van der Waals 

ve yük değişim etkileşimleri gibi zayıf kuvvetler de kiral tanıma mekanizmasında temel rol oynar. 

Ligand değişim selektörlerinde kiral tanıma mekanizması diğer selektörlerden farklıdır. Bu selektörlerde 

bulunan metal iyonlarıyla enantiyomerler yer değiştirerek kiral ayırma sağlanır [16]. Kiral selektör 

yüzeyinde kiral tanıma mekanizması anahtar-kilit modeline göredir. Enantiyomerlerden biri kiral 
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selektör yüzeyine uygun bir şekilde tutunurken; diğer enantiyomer tam olarak tutunmaz ve böylece 

enantiyomerik rezolüsyon gerçekleşmiş olur [25]. 

 

 
Şekil 7. Analit İle CSP Arasındaki Etkileşimin Anahtar-Kilit Modeliyle Şekilsel Gösterimi 

 

 

3. Sonuç  

Bu derleme kiral selektör olarak kullanılan ligandlar ve makromoleküller hakkında bilgi 

vermektedir. Kiral sabit fazlar arasında makrosiklik antibiyotik ve siklodekstrinlerden sonra en çok 

kullanılanı polisakkarit temelli CSP’lerdir. Günümüzde kiral selektör olarak kullanılmak üzere birçok 

molekül keşfedilmektedir. Ancak hız, tekrar kullanılabilirlik, hassaslık ve kesinlik gibi kromatografik 

parametrelere uygun veriler sağlamadığından bu kiral selektörlerin çoğu ticarileştirilememektedir. 

Kiroteknolojiye hesaplamalı kimya biliminin entegrasyonu ile bu sorunun aşılması umulmaktadır. 
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