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In this study, BSA was bounded to 3-chloropropyl functionalized silica gel via
ethylenediamine and glutaric dialdehyde. The prepared CSP was packed into
150X4.6mm HPLC column according to slurry method. The enantiomeric
resolution of some pharmaceutical related compounds such as rac-mandelic
acid, rac-methyl mandelate, rac-epinephrine, rac-propranolol, rac-a-
phenylethylamine and rac-3-hydroxybutyric acid was employed in 1mL/rpm,
1,5mL/rpm, 2mL/rpm, 2,5mL/rpm, 3mL/rpm flow rate in various pHs such
pH=6, pH=7, pH=8 0,1M phosphate buffer. Chromatographic parameters

such as Rs and o were calculated for each resoluted compounds.
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PROTEIN TEMELLI YENI BiR HPLC KOLON DOLGU MADDESININ HAZIRLANMASI
VE BAZI iLAC ILISKIiLi RASEMIK BILESIKLERIN BU KOLON UZERINDEN
ENANTIYOMERIK REZOLUSYONU

Bu ¢alismada glutarik dialdehit metodu modifive edilerek sigir serum
albiimin, etilendiamin ve glutarik dialdehit arakolu tizerinden 3-kloropropil
silika jele baglandi. Hazirlanan bu CSP 150X4,6 mm ebatlarindaki HPLC
kolona bulama¢ metoduyla doldurularak 9 farklt rasemik bilesigin
enantiyomerik rezoliisyonu saglanmaya calisildi. Her bir rasemik bilesigin
etanol-heksan(1:1) karisiminda 2mg/mlL ¢ozeltisi hazirlandi. Bu sekilde
¢ozeltisi hazirlanan her bir rasemik bilesik 10ul hacimde cihaza enjekte
edilerek sonuclar UV-DAD dedektorde =270 nm’de okundu. Protein temelli
kiral sabit fazlarda en iyi ayrrma saglayan sodyum fosfat tamponu yiiriitiicti
faz olarak kullanildi. Farkli pH lar (pH=6, pH=7, pH=8) ve farkli akis hizlar:
(1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5SmL/dk) denenerek enantiyomerik rezoliisyonu saglanan
rasemik bilesikler igcin kromatografik parametreler (RS ve a) hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Enantiyomerik ayirma, hple, sigir serum albumini

1. Giris

Kiral ayirma, biyosistemlerde enantiyomerik ilaglarin metabolik, toksikolojik ve farmakolojik olarak
biiyiik farkliliklar géstermesinden dolay1 farmasdtik endiistrinin artan ilgisini tizerine ¢ekmektedir. Bu
yilizden enantiyomerik ayrilmay1 gerceklestirmek icin bircok metot basarili sekilde kullanilmaktadir.
Giliniimiizde kromatografik metot en etkili yontemlerden biridir [1,20]. Kiral ayirma i¢in siklodekstrin,
polisakkarit, makrosiklik antibiyotik, ligand-degisim, Pirkle, crown eter ve protein tiirevli bir¢ok kiral
sabit faz gelistirilmektedir. Proteinler kiral molekiillere stereoselektif olarak baglanan, L-
aminoasitlerden olusmus, yiiksek molekiil agirlikli, dogal biyopolimerlerdir. Proteinler kompleks ve
degisken konformasyona sahip olduklar1 i¢in, protein temelli kiral sabit fazlar genellikle etkin
enantiyomerik ayirma kapasitesine sahiptirler [52]. Bu 6zelliginden dolay1 enantiyomerik ayirmalar i¢in
cesitli protein temelli kiral sabit fazlar sentezlenmektedir. Bunlar sigir ve insan serum albiimini, a-1-asit
glikoprotein, avidin, selliilaz, ovoglikoprotein, tripsin, a-Kimotripsin ve pepsin [20] gibi proteinleri
icermektedir.

Protein temelli kiral sabit fazlar1 sentezlemek i¢in bir¢ok farkli yontem onerilmektedir [6,53]. Proteinler
icerdikleri amino, karboksil ve siilfiir fonksiyonel gruplari iizerinden matrikse baglanmaktadir. Ancak
reaksiyonlarda en sik amino fonksiyonel grubu kullanilmaktadir. Proteinler amino grubu {izerinden
glutarik dialdehit, 1,1-karbonildiimidazol, epoksit, N,N-disiiksinimidil karbonat ve triazin metotlariyla
matrikse kenetlendirilir.

1883 yilinda Lord Kelvin, yunanca el anlamindaki “cheir” kelimesinden kiralite kelimesini tliretmistir.
Temel parcaciklardan insanlara kadar genis yelpazedeki nesnelerin birgogunda kiralite gozlemlenmistir

[25]. Bu gozlem sayesinde bilim insanlari, evrenin olusumunda kiralitenin énemli bir role ve gizeme
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sahip oldugunu 6ne siirmiiglerdir. Evrenimizde kiralitenin varligi ile ilgili su 6rnekleri verebiliriz. Eski
misir uygarliklarindaki mezar odalarinin duvarlarinda kiraliteyi tasvir eden bazi resimler ¢izilmistir.
Ayrica Carnegie Galaksi Atlasinda yer alan 1168 galaksiden 540’min, durgunluk hizlarmin yonii ile
karsilastirildiginda kiral oldugu bulunmustur [33]. Birgok asimetrik yapmin bulundugu bitki ve
hayvanlarda, kiralitenin etkisi belirgindir. Bitki ve hayvanlardaki sarmal yapilar onlar1 asimetrik yapar.
Kisaca, kiralite evrenimizin neredeyse her yerinde vardir.

Kiral bilesiklerin iki 6nemli 6zelligi, onlari akiral bilesiklerden ayirt eder. Birincisi diizlem polarize 1518a
kars1 davranislari, ikincisi ise diger kiral bilesiklerle etkilesimleridir. Bu iki 6zellikten faydalanarak
degisik kromatografik (HPLC, Liquid Kromatografisi ve Clay Kolon Kromatografisi) yontemler ile
kiral bilesiklerin enantiyomerlerine ayrilmasi literatiirde bilinmektedir [4,7,38,48,50]. Ayrica Kapiler
Elektroforez yontemiyle de s6z konusu ayirma islemleri yapilmaktadir.

Enantiyomerik saflig1 yiiksek mandelik asit gibi a-hidroksiasitler, bir 3- blokeri olan propranolol ve kalp
atistn1 hizlandiran, kas ve karacigerdeki glikojeni glukoza geviren epinefrin metabolizmadaki bu
biyolojik dnemlerinden dolay1 ila¢ sanayinde olduk¢a yaygin kullanim alani bulurlar [1]. Bu nedenle
kiral bilesiklerin hazirlanmasi ve analizi olduk¢a dnemlidir. Kromatografik metotlarla enantiyomerik
ayirma ne kadar yiiksek enantiyomerik saflikta yapilabilirse; uygulamada insan sagligina etkili bir tedavi
gerceklestirmek o denli basarili olur. Cevre kimyast, ila¢ sanayi ve klinik analizlerde her zaman yiiksek
enantiyomerik saflik istenir. Bu saflik olmazsa her agidan istenmeyen durumlar yasanabilir. Hatta sonu
Olimle neticelenen durumlar olusabilir [16,43]. Rasemik farmasotik bilesiklerin ayrilmasi igin
giiniimiizde degisik teknikler kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok uygulama alani bulam1 HPLC ve
kapiler elektroforezdir [2,8,35]. HPLC’ de proteinler silika jel {izerine farkli ara kollar yardimiyla
baglanarak bir CSP hazirlanir. Hazirlanan bu CSP ¢esitli ebatlardaki HPLC kolona doldurularak, bu
kolon iizerinden rasemik bilesiklerin enantiyomerik rezoliisyonu gergeklestirilir. Bu kolonlar ticari yolla
temin edilebildigi gibi aragtirmacilar tarafindan analitik amagli veya preparatif amagli da
hazirlanabilirler [11,47].

1.1. Kiral Sabit Fazlar

Kiral sabit fazlar kesinlik, hiz, hassaslik ve tekrar kullanilabilirlik gibi parametreler gbéz Oniine
alindiginda kiralite biliminin vazgecilmezleri arasindadir. CSP’ler akiral kati bir destek maddesi {izerine
kiral bir molekiiliin kimyasal baglarla baglanmasi sonucu elde edilirler ve enantiyomerik rezoliisyonda
cok Snemli bir yere sahiptirler. Analitik, biyokimya, ilag ve ¢evre endiistrisinde kromatografi ile
enantiyomerlerin kiral rezoliisyon ¢aligmalar1 genellikle CSP’ler {izerinden yiiriitiilmektedir. CSP’ler
genellikle HPLC’de kullanilan gelik kolonlara doldurulmaktadir. Fakat kapiler elektroforez ve ince
tabaka kromatografisi igin bazi kiral kilcallar ve ince tabakalarda da kullanildiklari bilinmektedir. Kiral
kolonlar ve kapiler dolgu maddeleri; polisakkaritler, siklodekstrinler, antibiyotikler, proteinler, Pirkle
tip ligand degistiriciler ve crown eterler gibi ¢esitli kiral selektorler ile paketlenmektedir [47].
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ekil 1.1. Polisakkarit Temelli CSP’nin Yapisi
p

1.1.1  Polisakkarit Temelli Kiral Sabit Fazlar

Seliilloz, amiloz ve kitin gibi polisakkaritler, yeryiiziinde bol miktarda bulunan optik¢e aktif
polimerlerdir. Bu polisakkaritlerin asit kloriirler ve izosiyanatlarla reaksiyonu sonucu olusan ester ya da
karbamatlarn kiral tamima oOzelligine sahiptir. Polisakkarit temelli CSP’ler, bir¢ok kiral bilesigin
enantiyomerik rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir [6,12,34,39].

ekil 1. Polisakkarit Temelli CSP’nin Yapisi
p

1.1.2  Siklodekstrin Temelli Kiral Sabit Fazlar

Siklodekstrinler D-(+)-glukopiranoz tinitelerinin a-(1,4) baglariyla baglanmasi sonucu olusan toroidal
sekilli molekiillerdir. Siklodekstrinler “Bacillus macerans” bakterileri tarafindan nisastanin
sindirilmesiyle ya da siklodekstrin glikozilaz enzimi tarafindan dogal olarak iretilirler. a-, B-, ve y-
siklodekstrinler dogada bol miktarda bulunmaktadir ve sirasiyla alti, yedi ve sekiz glukopiranoz

birimlerinin bir araya gelmesiyle olusmaktadirlar [3, 36].
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Sekil 2. a-, B-, ve y- Siklodekstrinlerin Yapisi
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1.1.3  Makrosiklik Antibiyotik Temelli Kiral Sabit Fazlar

Bu tiir CSP’ler de vancomycin, ristocetin, teicoplanin v.b makrosiklik antibiyotikler kullanilmaktadir.
[k kullanilan antibiyotik 18 kiral merkez igeren vancomycin’dir. Vancomycin antibiyotigi, bakterinin
hiicre duvarindaki D-alanil-D-alanin grubuna baglanarak bakterinin gelisimini durdurur. Bu bilgiden
hareketle vancomycin ile hazirlanan CSP’de aminoasitlerin enantiyomerik rezoliisyonu denenmis ve
basarili sonuglar elde edilmistir [5,15,19].

Sekil 3. Vancomycin Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi

1.1.4 Pirkle Tip Kiral Sabit Fazlar

Genellikle kiral sabit fazlarin timii polimerik yapida olan polisakkaritler ve proteinler, siklik yapida
olan siklodekstrinler ve crown eterler, kiral oyuk iceren antibiyotik temelli kiral sabit fazlar ve uygun
ligand degistiriler ile koordine edilmis metal iyonlarini igeren ligand degisim fazlar1 gibi bazi spesifik
yapilara sahiptir. Bununla birlikte 1976’da Mikas ve ¢alisma grubu silikajele kiiciik bir kiral molekiil
tutturarak yeni bir CSP tiiriine zemin olusturdular. Pirkle ve ¢alisma arkadaglar1 bu tip kiral sabit fazlari
gelistirerek, bu kolon dolgu materyallerinin Pirkle tip kiral sabit fazlar ad1 altinda literatiire girmesini
sagladilar [9,10,30,51]. Bu tip CSP’ler de, ya n-elektron alic1 grup ya m-elektron verici grup ya da her
iki grubu birden igeren kiral bir molekiil, iyonik veya kovalent baglarla silika jele baglanir. Bu yiizden
Pirkle tip CSP’ler {i¢ grupta siniflandirthir(n-asidik, n-bazik, n-asidik-bazik). Kiral molekiillerdeki fenil
gruplart m-elektron verici egilime sahiptir. Ancak elektronegatif atom ya da gruplar iceren fenil
gruplarinda m-elektron noksanligi vardir ve bu gruplar yapiya n-elektron ¢ekici bir 6zellik kazandirir
[13,38,40,41].

NO
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Sekil 4. Pirkle ve Arkadaslar1 Tarafindan Hazirlanan Pirkle Tip CSP’ nin Yapisi
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1.1.5 Protein Temelli Kiral Sabit Fazlar

Proteinler, glisin hari¢ kiral aminoasitlerden olusan dogal polimerlerdir. Protein polimerler farkl
molekiiler aras1 baglardan dolay1 kivrimlar icerir. Bu baglar, protein molekiiliindeki kivrimlarin oluklar
olusturmasini saglar. U¢ boyutlu kivrimli yapi proteine dogada enantiyosecicilik kazandirir. Proteinlerle
kiigiik molekiiller arasinda enantiyosegici etkilesim en ¢ok biyolojik sistemlerde gozlemlenir [17,18,20-
22].Proteinler enantiyosegici 6zelliklerinden dolayi, kromatografi de CSP olarak kullanima elverisli
biyopolimerlerdir. Silika jel {izerine immobilize edilen proteinler HPLC’de bir¢ok rasemik bilesigin
enantiyomerik rezoliisyonunda, basarili sonuglar vermistir. Stvi kromatografisinde kiral selektor olarak
genelde bovine serum albumin(BSA), human serum albumin(HSA), rat serum albumin(RSA) ve guinea
pig serum albumin(GPSA) proteinleri kullanilmaktadir. Bu proteinler igerisinde kiral ayirma kapasitesi
en yiiksek olan BSA ve HSA’dir. Bu proteinlerin yani sira glikoprotein temelli a-asitglikoprotein,
ovomucoid, avidin, tripsin ve enzim temelli kimotripsin, riboflavin, lizozim, pepsin, amiloglikosidaz
proteinleri de kiral ayirmada kullanilmaktadir [23,24,26,32,37,46,49,52,53].

1.1.6  Kiral Crown Eter Temelli Kiral Sabit Fazlar

Crown eterler yapilarinda oksijen atomu ihtiva eden sentetik makrosiklik polieterlerdir. Oksijen atomu
yerine azot ve kiikiirt atomu ihtiva eden Crown eterler de mevcuttur. Bu eterler sirasiyla aza Crown
eterler ve tiyo Crown eterler olarak isimlendirilmektedir. Crown eterlere enantiyosecici ozellik
kazandirmak i¢in bu bilesiklere kiral bir grup baglamak gerekir. Bu amag i¢in kullanilan en 6nemli kiral
gruplar; binaftil, bifenantril, tartarik asit tiirevleri, aromatik bisiklo tiirevleri, tetrahidroindenoin v.b. dir
[14,27-29,31,42,44,45].
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Sekil 1.6. Crown Eter Temelli CSP’nin Yapisi

2. Yontem

2.1. Materyaller

DL-Mandelik asit, DL metil mandelat, rac-epinefrin, rac-propranolol, rac-ibuprofen, rac-naproksen, rac-
treonin, rac-3-hidroksibiitirik asit ve rac-a-feniletilamin gibi rasemik bilesikler; hidroklorik asit, siilfiirik
asit, sodyum hidroksit, sodyumhidrojenfosfat, sodyumdihidrojen fosfat, sodyum bikarbonat, sodyum
stilfat gibi inorganik asit, baz ve tuzlar; sentez asamasinda kullanilan glutarik dialdehit, etilen diamin,
3-kloropropilsilikajel sigma-aldrich firmasindan satin alindi. Ayrica sentezlerde kullanilan etanol,
benzen, toluen, kloroform gibi organik solventler ve HPLC grade tiim organik solventler ve bovine
serum albumin MERCK firmasindan temin edildi. Deiyonize su sartorius arium comfort saf su cihazi
ile elde edildi.

2.2. BSA Temelli Kiral Sabit Fazin Hazirlanmasi

Bu CSP’nin hazirlanmas1 3 asamadan olusmaktadir. ilk asamada, 8 g¢ CPSG almarak 100 mL toluende
siispansiyon haline getirildi. Bu karigima 12g (13,35 mL) etilen diamin ilave edilerek karisim 4 giin
boyunca reflux edildi. Coziicii ve etilen diaminin fazlas1 evapore edildikten sonra elde edilen kat1 %5’lik
NaOH ¢ozeltisi ile yikandi.

Ikinci asamada etilendiamin baglanan silika jel glutaraldehit ile etkilestirildi. Bu islem igin,
glutaraldehit’in 0,1 M fosfat tamponundaki % 5’lik ¢ozeltisinden 60 mL alinarak 9 g etilendiamin
baglanan silika jel ile 1 saat boyunca 25 oC’ de vakum altinda karistirildi. Karisim vakum altinda
stiziildii. Elde edilen kat1 0 oC” deki su ile birkag kez yikandi.

Ucgiincii asamada, glutaraldehit baglanan silika jelde bulunan serbest aldehit gruplar ile bovin serum
albumin proteinindeki aminoasitlerin serbest amino gruplar1 arasinda Schiff bazi reaksiyonu
gergeklestirildi. Bu islem i¢in, 0,8 g bovin serum albuminin 85mL 100mM Ph=7 fosfat tamponundaki
¢ozeltisi ile 9g glutaraldehit baglanmis silika jel 1 giin boyunca 50C’ de karistirildi. Karisim vakum
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altinda siiziildii. Elde edilen kat1 sirastyla 1M NaCl ve ardindan soguk su ile yikanarak CSP kolona

doldurmaya elverigli hale getirildi.
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kil 7. BSA Temelli CSP’nin Yap

2.3. HPLC Kolonun Paketlenmesi

Bovine serum albuminin, etilen diamin ve glutaraldehit ara kolu iizerinden silika jel iizerine

baglanmasiyla hazirlanan CSP 10 mL 100mM pH=7 fosfat tamponunda siispansiyon haline getirildi.
Mikropipet ile bu siispansiyon 150X4.6 cm ebatlarindaki HPLC kolona dolduruldu. CSP ile paketlenen
kolon, yiiriitiicii faz olarak 2 saat boyunca 100mM pH=7"lik fosfat tamponu ile 0.8 mL/dk akis hizinda

sartlandirildu.

2.4. Enantiyomerik Rezoliisyon Calismalar:

Cizelge 1°de verilen rasemik bilesiklerin heksan-etanol(1:1) kansgiminda 2mg/mL ¢ozeltileri

hazirlanarak viallere dolduruldu. Enantiyomerik rezoliisyon ¢alismalarinda yiiriitiicii faz olarak pH=6,
pH=7 ve pH=8 100mM fosfat tamponu kullanildi. 0.5, 1. 1.5, 2, 2.5, 3, 4 ve SmL/dk akis hizlarinda
calisildi. Kolon sicakligi 250C” de tutuldu. Eliientler 270nm’ de UV-DAD dedektérde okundu.

oOH

= OCH3
Cizelge 1. Enantiyomerik Olarak Ayrilmaya Cahlisilan R4$emik Bilegiklerin Yapi Formiilleri
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3. Bulgular

Bu calismada 9 farkl ilag iliskili rasemik bilesigin enantiyomerik rezoliisyonu saglanmaya calisildi. Bu
bilesikler ig¢erisinden mandelik asit, metil mandelat ve a-feniletilamin’in enantiyomerik rezoliisyonu
saglandi. Yeni arakol {izerinden sentezledigimiz BSA temelli CSP’nin pH=8’de daha fazla sayida
rasemik bilesigi enantiyomerlerine ayirabildigi elde edilen kromatogramlara bakilarak tespit edildi.
Asidik ve bazik bilesiklere nazaran metil mandelat gibi notral bilesiklerin enantiyomerik
rezoliisyonunun pH degisikliklerinden etkilenmedigi ve bazik yapidaki a-feniletilamin’in bazik pH’da
(pH=8), asidik yapidaki mandelik asidin nétral(pH=7) ve bazik(pH=8) pH’larda enantiyomerlerine

ayrildig1 gézlemlendi.

DADN G B30 A Raloll CRNITTIEIG OSSO
- L]
8! \ .
x| o= 1,68
o I Ro— 2,24 i

] RY
w_i

T —

o= 182
Rs— 2.50

Sekil 8. A. pH=6 1.5 mL/dk Akis Hizinda Rasemik Metil Mandelata Ait HPLC Kromatogrami
B. pH=7 1.5 mL/dk Akis Hizinda Rasemik Mandelik Asite Ait HPLC Kromatogrami
C. pH=8 4 mL/dk Akis Hizinda Rasemik a-Feniletilamin’e Ait HPLC Kromatogrami
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Mandelik asit
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Sekil 9. Mandelik Asite Ait Akis Zamani-Rezoliisyon Sabiti (Rs) Grafigi

Metil mandelat i¢in en ideal ayrim pH=7"de ve 1 mL/dk akis hizinda saglandi(Rs=2,88).

Metil Mandelat

4
3
& 2 —4—pH=6
1 == H=7
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Sekil 10. Metil Mandelata Ait Akis Zamani-Rezoliisyon Sabiti (Rs) Grafigi

Metil mandelat i¢in en ideal ayrim pH=7"de ve 1 mL/dk akis hizinda saglandi(Rs=2,88).

o-feniletilamin
1,2 -
1 _
0,8 -
& 06 -
04 1 =4—pH=8
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Sekil 11. Metil Mandelata Ait Akis Zamani-Rezoliisyon Sabiti (Rs) Grafigi

a-feniletilamin i¢in en ideal ayrim pH=8"de ve 3 mL/dk akis hizinda saglandi(Rs=1,09).
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4. Sonuglar

Enantiyomerik rezoliisyonu saglanan farmasdtik bilesiklerin yap1 formiillerine bakildiginda (Sekil 4.1.)
genellikle bu bilesiklerin fenil ve naftil gibi aromatik gruplar ihtiva ettigi goriilmektedir. Bu bilgiden
hareketle sentezledigimiz CSP ile analitler arasinda kiral ayirmay1 saglayan en 6nemli kuvvetin n-n
etkilesimleri oldugunu diistinmekteyiz. Yine CSP’miz 6zellikle fenil ya da naftil gruplarina komsu
karbonda hidroksil grubu ihtiva eden farmasétik bilesiklere karsi enantiyosecici davranmaktadir.

Protein ile kuvvetli Protein ile zayif

n-1 etkilesimleri olusturan -1 etkilesimleri

enantiyomer (yavas olusturan  enantiyomer
Sekil 12. BSA Proteini ile Giicli Ve Zayif n-n Etkilesimleri Olusturan Mandelik Asitin

Enantiyomerlerin Sekilsel Gosterimi

Literatlirde yer alan protein temelli CSP’lerin enantiyomerik olarak ayirmis oldugu kiral bilesiklerin
kromatogramlarina bakildiginda; en kisa siirede rezoliisyon fenoprofen i¢in 4. ve 7. dakikalar arasinda
yine triazin arakolu {izerinden sentezlenmis BSA temelli CSP ile saglanmistir [52]. Hazirlamig
oldugumuz CSP’de en kisa alikonma siireleri mandelik asit i¢in 0,497. ve 1,708. dakikalar
arasinda(pH=8, 3mL/dk akis hizinda), metil mandelat i¢in 0,496. ve 0,890. dakikalar arasinda(pH=8,
3mL/dk akis hizinda) ve a-feniletilamin i¢in 0,295. ve 0,367. dakikalar arasinda(pH=8, 3mL/dk akis
hizinda) elde edilmistir. Hazirladigimiz CSP’nin diger protein temelli CSP’lerden iistiin tarafi, 6zellikle
fenil ve naftil halkasina komsu karbonda hidroksil grubu igeren rasemik farmasétik bilesiklerin
enantiyomerik rezoliisyonunu kisa siirede gerceklestirmesidir.
Sonug olarak tarafimizdan hazirlanan CSP hem ayirma giicii agisindan hemde alikonma zamani
yoniinden literatiirdeki analoglariyla uyum i¢indedir hatta onlardan iistiin yanlar1 da vardir. Ayrica hem
kolay temin edilebilen ve hemde ticari yolla ucuz olarak satin alinabilen ekonomik iistiinliige haizdir.
Bundan baska yiiriitiicii faz olarak fosfat tamponu kullanilmasi sulu fazin, yine bol bulunabilen,
ekonomik ve ¢evre dostu 6zelliklerini 6n plana tasimakta ve diger mobil fazlara {istiinliik saglamaktadir.
Organik solvent israfi nlenmis olmakta ve bu durum hazirlanan CSP ve kullanilan yiiriitiicii faz1 tercih
edilebilir kilmaktadir.

Kolon sicaklig1, parcacik boyutu gibi parametreler degistirilerek iyi bir baseline ayrimi vermeyen
ve tek bir pik veren rasemik bilesiklerin de enantiyomerik rezoliisyonu saglanabilir. Ayrica tasarlamig
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oldugumuz etilendiamin ve glutaraldehit arakolu iizerinden asidik protein olan BSA’nin yani sira avidin
ve kimotripsin gibi enantiyomerik ayirma giicii olan bazik proteinler silika iizerine baglanarak yine genis
yelpazedeki rasemik farmasoétik bilesiklerin enantiyomerik rezoliisyon ¢aligmalari yapilabilir.
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