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ABSTRACT

Enantiomer Separation Using Polysaccharides Based Chiral 

Stationary Phases by HPLC

  

     Hu Huang

     Advissor: Wonjae Lee

     Department of Pharmacy

     Graduate School of Chosun University

Abstract: In chapter Ⅰ, the liquid chromatographic enantiomer separation has 

become one of the most essential research areas for development of chiral drugs 

for over two decades. The first generation coating type chiral stationary phases 

(CSPs) derived from polysaccharides have been the most widely utilized for 

enantiomer resolution of a wide range of chiral compounds. Recently, the second 

generation covalently immobilized type CSPs based on polysaccharides have been 

developed and applied. The new type CSPs overcome the limitation of the coated 

type CSPs related to solvent versatility and their applications, since the 

chiral selectors of polysaccharide derivatives of these CSPs have been 

immobilized to a silica matrix through covalent bonding. The covalently 

immobilized type CSPs for enantiomer separation had been only employed under 

normal phase and non-aqueous polar organic solvent mode. However, very recently 

only a few results employed under reversed phase conditions were reported. 

Compared to normal phase liquid chromatographic enantiomer separation, reversed 

phase enantiomer separation using aqueous mobile phases is particularly 

convenient for biological samples of serum or plasma as well as aqueous 

synthetic analytes. In this study, we present enantiomer resolution of several 

NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) on covalently immobilized type 
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CSP, Chiralpak IA under reversed phase as well as normal phase conditions. 

  In chapter Ⅱ, the liquid chromatographic enantiomer separation of 

N-fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC)  α-amino acid was performed on covalently 

immobilized chiral column (Chiralpak IB) based on polysaccharide derivative as a 

chiral selector by reversed phase liquid chromatography. The effect of the 

reversed mobile phase on the chromatographic parameters of the 

enantioselectivities, resolution factors and retention times using covalently 

immobilized Chiralpak IB was shown. Also the enantiomer separation of N-FMOC  

α-amino acid in the reversed and normal phase was compared and the results 

obtained in the former mobile phase were generally lower than those in the 

latter mobile phase.

  In chapter Ⅲ, the liquid chromatographic method for the separation of 

α-amino acid esters as benzophenone Schiff base derivatives on covalently 

immobilized CSPs (Chiralpak IA, Chiralpak IB, and Chiralpak IC) derived from 

polysaccharide derivatives is described. Benzophenone imine derivatives of 

α-amino acid esters were readily prepared by stirring benzophenone imine and 

the hydrochloride salts of α-amino acid esters in 2-propanol. The 

chromatographic separations were conducted at a flow rate 1 mL/min and a 

detection wave length of 254 nm; 0.5% 2-propanol/hexane (v/v) was used on CSPs. 

In general, the resolution of Chiralpak IC was superior to those of the other 

CSPs. In addition, the resolutions of other arylimine derivatives of α-amino 

acid esters and the effects of different mobile phases on the enantiomeric 

separation of α-amino acid esters as benzophenone imine derivatives on 

Chiralpak IC were investigated.

  In chapter Ⅳ, the Comparative liquid chromatographic enantiomer separation of 

α-amino acids, their esters and primary amino compounds is performed using two 

CSPs prepared by covalently bonding (+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic 

acid (18-C-6-TA) of the same chiral selector. In general, the separation factors 

and resolution factors for these analytes on the crown ether type CSP 1 were 

greater than on the crown ether type N-CH3 CSP 2, while these capacity factors 

on the CSP 2 were quite greater than on the CSP 1. Except for leucine methyl 
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ester and phenylalanine methyl ester, the elution orders of all analytes 

including α-amino α-alkyl acids and phenylglycine alkyl esters on the CSP 1 

are identical to those on the CSP 2. This study showed that different connecting 

structures for these two CSPs might influence their ability to resolve the 

analytes depending on their structures related to the chiral recognition 

mechanism.

Keywords: enantiomer separation, chiral stationary phase, non-steroidal 

anti-inflammatory drugs, amino acid derivative, liquid chromatography, amino 

acid ester, benzophenone imine derivative, 

(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic acid. 
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문  

다당 체   한 키랄 고정 에서  액체 

크 그라피에 한 학

 

   수:  원 

약학과

조선 학  학원

  제1 에서는 액체 크 그래피에서 학 성 체   미 20여 

년간  역  거쳐 키랄 약  개  하여 아주 한 연  야  하나가 

었다. 특히 다당 에서  팅 태  제1세  키랄 고정  학 성 체  

에 하여 널  알 져  키랄 합물 업에 하게 고 

다. 근에 들어 서는 다당 에서  공 결합 태  제2세  키랄 고정  

개 어 연 실험에서 고 다.  개 한 고정  팅 타  

고정 에서  다양성과 성  극복하 다. 다당 체에서  키랄 선택성  

가  고정  silica matrix  공  결합에 하여 고정 었다. 공 결합 태  

고정 에서 학 성 체  는 순  크 그래피에서는 비수성  

매에서만 가 가능하 다. 하 만 근에 들어 서는 역  

크 그래피  학 하는 연 보고결과가 보 었다.
 순  

크 그래피  학 성 체  에 비해, 역  크 그래피  학 성 체 

에서는 수성  동  할 수  문에 동물실험에서 청   

석뿐만 아니라 수성  동  만들어 석물  석할 수 에 아주 

하고 편 하게  수 다. 본 연 에서는 공 결합 태  고정  

Chiralpak IA에서 순  또는 역  동  하여 여러 가  

NSAIDs(비스 드성 항염 제)  학 성 체  하 다. 

  제2 에서는 역  액체 크 그래피에서 다당 체 선택 가 공 결합  키랄 

컬럼  Chiralpak IB  하여 N-FMOC α-amino acid  학 성 체    
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수행하 다. 공 결합  키랄 컬럼  Chiralpak IB에서 여러 역  동  조건들   

학 할  선택성과 , 무  시간에 미치는 향  보여주었다. 또한  역   

액체 크 그래피에서 N-FMOC  α-amino acid   학 성 체  결과   

순  액체 크 그래피 결과  비 하 는  순 동  한 것보다는  

체적  낮  학 할  보여주었다.

  제3 에서는 고성능 액체크 그래피에서 키랄 선택  다당  체가 

공 결합  키랄 고정 (Chiralpak IA, Chiralpak IB,  Chiralpak IC)  

α-amino acid methyl ester  benzophenone imine Schiff base  체한 

합물  학 성 체  수행하 다. α-amino acid ester  benzophenone 

imine 체  합물  만들  해 amino acid ester HCl에 benzophenone imine   

2-propanol   매  함께 에서 시  쉽게 합성할 수 었다. Chiralpak 

IC는 본 연 에서 한  다  컬럼들에 비해서    당히 좋  

학  결과  보여주었다. 또한 여러 가  α-amino acid ester benzophenone 

imine 체한 합물  시료  여러 가  매  동  하여 서  

비 하 서 키랄 컬럼  Chiralpak IC에서 학  결과  연 하 다. 

  제4 에서는 액체 크 그래피에서 키랄 크라  에  

(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetra-carboxylic acid (18-C-6-TA)  키랄 선택  

하여 공 결합 시킨 키랄 고정  CSP 1  개 하여 아미노  포함한 1차 아미노  

가 는 라세미 합물  학  연 결과  하 다. 적  CSP 1에서 

학  결과가 N-CH3 치  CSP 2에서보다 조 씩 크게 나타나고, 량  

경 는  CSP 2에서 당히 크게 나타나는  그 는 CSP 2  달  CSP 1  

가 고 는 조에 한 것  여겨 다. 키랄고정  조  특성  CSP 

1에서 intramolecular hydrogen bonding interaction  성  chiral 

recognition mechanism에 향  미치는 것  보아 다.

키워드: 학 성 체 , 키랄 고정 , 비스 드성 항염 제, 아미노  

체, 액체 크 그래피, 아미노  에스 , 조피논 민 체, 

(+)-(18-크라 -6)-2,3,11,12-tetracarboxylic acid. 
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Chapter Ⅰ 

Liquid Chromatographic Enantiomer Separation 

of Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs on Immobilized 

Polysaccharide Derived Chiral Stationary Phase 

under Reversed and Normal Phase Mode
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Abstract

The liquid chromatographic enantiomer separation has become one of the most 

essential research areas for development of chiral drugs for over two decades. 

first generation coating type chiral stationary phases (CSPs) derived from 

polysaccharides have been the most widely utilized for enantiomer resolution of 

a wide range of chiral compounds. Recently, the second generation covalently 

immobilized type CSPs based on polysaccharides have been developed and applied. 

The new type CSPs overcome the limitation of the coated type CSPs related to 

solvent versatility and their applications, since the chiral selectors of 

polysaccharide derivatives of these CSPs have been immobilized to a silica 

matrix through covalent bonding. The covalently immobilized type CSPs for 

enantiomer separation had been only employed under normal phase and non-aqueous 

polar organic solvent mode. However, very recently only a few results employed 

under reversed phase conditions were reported. Compared to normal phase liquid 

chromatographic enantiomer separation, reversed phase enantiomer separation 

using aqueous mobile phases is particularly convenient for biological samples of 

serum or plasma as well as aqueous synthetic analytes. In this study, we present 

enantiomer resolution of several NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) 

on the covalently immobilized type CSP, Chiralpak IA under reversed phase as 

well as normal phase conditions. Since the same acid additives are used under 

reversed phase as well as normal phase conditions, this is the first comparative 

report on both reversed and normal phase liquid chromatographic resolution of 

NSAIDs regarding acid additive effect using Chiralpak IA.

Keywords: enantiomer separation, chiral stationary phase, non-steroidal 

anti-inflammatory drugs. 
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1.1 

체 크 그래피에  학 체   미 20여 년간  역  거

쳐 키랄  개  하여 주 한 연    하나가 다.
1 특  제1

 다당 에   태  키랄 고정  학 체  에 하여 널

 져  키랄 합물 에 하게 고 다.
2 근에 들

는 제2  다당 에   공 결합 태  고정  개  연 실험에  

고 다.3-11  개 한 고정   타  고정 에  다 과 

 극복하 다. 다당 체에   키랄 택  가  고정  silica matrix

 공  bonding에 하여 고정 다.9-11 공 결합 태  고정  CSPs 에  학

체  는 순  크 그래피에 는 비수  매에 만 가 가능하

다.12 하 만 근에 들 는 역  크 그래피  학 하는 연

보고결과가 보 다.13-16 순  크 그래피  학 체  에 비해, 역

 크 그래피  학 체 에 는 수  동  할 수  문

에 동물실험에  청   뿐만 니라 수  동  만들  물  

할 수 에 주 하고 하게  수 다.17 본 연 에 는 공 결합 

태  고정  Chiralpak IA에  순  또는 역  동  하여 여러 가  

NSAIDs (비-스 드  항염 제)  학 체  하 다. 역  또는 순  크

그래피에  같   첨가제  하여  비 하 다. 역  또는 순  체 

크 그래피에  컬럼  Chiralpak IA  하고 동 에는 같   첨가제  

하여 NSAIDs  학 체  하 다. 러한  처  실험결과  

비 하여 보고 다.
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1.2 실험

1.2.1  실험  

  체 크 그래피 실험  다  들   HPLC  하여 에   

수행하 다. HPLC   Waters model 1525 binary pump, 20 μL loop  가   

Rheodyne model 7125 주 , a dual absorbance detector(Waters 2487 detector)  

하 다. 키랄 컬럼 는 Chiralpak IA(250 mmL×4.6 mm I.D., 본 Daicel 

Chemical ）컬럼  하 다.(Figure 1.1) 

Chiralpak IA

       

Amylose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) derivative

immobilized on silica gel

Figure 1.1 Structures of Chiralpak IA. 

1.2.2  실험 시

  HPLC 매  하는 methanol(MeOH), acetonitrile(ACN), tetrahydrofuran(THF), 

hexane, 2-propanol  J. T Baker(Phillipsburg, NJ)  Methanesulfonic acid, 

ethanesulfonic acid, trifluoroacetic acid, trichloroacetic acid, acetic acid과 

든 물  Aldrich(Milwaukee, WI)  Sigma(St. Louis, Missouri)  

하 다.(Figure 1.2) 
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      fenoprofen                        flurbiprofen

   

      ibuprofen                          indoprofen

  

      ketoprofen                         naproxen

Figure 1.2 Structures of NSAIDs. 
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1.3 실험결과  고찰

Table 1.1에 는 역  크 그래피에  컬럼  Chiralpak IA  하여  

물 (ibuprofen  naproxen)  학 체  결과  보여주 다. Table 

1.2-1.6  1.7-1.11에 는 각각 역  또는 순  크 그래피에  컬럼  Chiralpak 

IA  하여 여러 물   NSAIDs  학 체  결과   비 하여 

보여주 다. Table 1.1  항  1-8에 는 크 그래피에  동  같  매 조

건하에   첨가제   또는  첨가제  종  등 매개 수에 라 물  

계수(α)에는 함  크  만 (Rs)에는 큰 향  다는 것  보여주 다. 

또한 Table 1에  역  크 그래피  여러 동  에  60% MeOH/water (V/V)에 

 첨가제  methanesulfonic acid  하   가  좋  학 체  학

할  보여주 다. Table 1.1  항  9  10에  methanol 신 acetonitrile 또는 

tetrahydrofuran  하    물  학 체    택  

가  낮 다. Table 1.1-1.11에  역  또는 순  크 그래피에  여러  첨가제

 하고 같  동 에   첨가제가 가함에 라 그 물  량  

가 조  커 는 것  찰  수 다. 러한 결과는 물  복실  

그룹   제는 보 시간  가하  해 다. 또한 학   택  

크 는  첨가제  강 수  커 다는 것  찰 다.(  들 ; 

methanesulfonic acid: pKa = ‒1.89, ethanesulfonic acid: pKa = ‒1.61) 라  여러 

가   첨가제  강  methanesulfonic acid에  가  좋  학 결과  보여주

고  acetic acid에  가  낮  학 결과  보여주 다. 특 , Table 

1.6-1.11  순  크 그래피에   첨가제  trifluoroacetic acid  하  

보다  첨가제  methanesulfonic acid  하   조  좋  학 체  

  택  보여주 다.2,7,18 라   첨가제  trifluoroacetic acid보다  

methanesulfonic acid가  강한  역   순  크 그래피에  NSAIDs 

학 체 에 하게 할 수 다. 

역   순  크 그래피에  3가  물 에 한  순  하 는  

 가  물   순 가 동 하나 나  1가  물   순 가 

 다.  역  크 그래피에  ketoprofen  제 하고는 든 물
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 순 가 S- 체가  째  는 것  나타났다. 하 만 ketoprofen

 경 는  R- 체가  째  다. 것  chiral recognition 

interaction  동  다  역 과 순  크 그래피에  다 게 나타남  정

 순  결과가 나  것  정 다. 또한 NSAIDs  학 체  

는 정 는 역   순  크 그래피에   다 게 나타난다.

역   순  크 그래피에  전체적  보  순 에  물  좋  

학 체    택  나타내 다. 그러나 물  ibuprofen과 naproxen에

는 가  거나 낮  학 체    택  나타내 다. 하 만 

역  크 그래피에 는 물  ibuprofen과 naproxen  좋  학 체  

  택  보여주 다. 라 , 역   순  크 그래피  고정 에  

NSAIDs 학 체  결과에  보 하여 하게 라 다. 



- 8 -

Analyte Ibuprofen Naproxen

Mobile phase α
a k'1

b Rs
c Conf.

d α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

1. 60% MeOH/water(V/V) with 

  20mM methanesulfonic acid
1.13 7.94 1.81 S 1.24 6.70 3.15 S

2. 60% MeOH/water(V/V) with 

  10mM methanesulfonic acid
1.13 7.74 1.78 S 1.24 6.64 3.10 S

3. 60% MeOH/water(V/V) with 

  5mM methanesulfonic acid
1.13 7.67 1.74 S 1.24 6.52 3.01 S

4. 60% MeOH/water(V/V) with 

  10mM ethanesulfonic acid
1.12 7.26 1.70 S 1.22 6.18 2.89 S

5. 60% MeOH/water(V/V) with 

  10mM trifluoroacetic acid
1.12 6.63 1.08 S 1.21 5.43 1.89 S

6. 60% MeOH/water(V/V) with 

  5mM trifluoroacetic acid
1.12 6.36 1.02 S 1.21 5.43 1.77 S

7. 60% MeOH/water(V/V) with 

  10mM trichloroacetic acid
1.12 6.98 1.03 S 1.20 5.33 1.85 S

8. 60% MeOH/water(V/V) with 

  10mM acetic acid
1.12 5.98 0.97 S 1.20 5.13 1.64 S

9. 40% ACNe/water(V/V) with

  10mM methanesulfonic acid
1.06 4.61 1.43 S 1.13 2.96 2.64 S

10. 40% THFf/water(V/V) with

  10mM methanesulfonic acid
1.00 4.32 - - 1.00 3.21 - -

Table 1.1 Effect of reversed mobile  phase on the enantiomer separation of 

ibuprofen and naproxen on Chiralpak IA.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.

eAcetonitrile. fTetrahydrofuran
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Mobile phase
60% MeOH/water(V/V) 

with 10 mM methanesulfonic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.05 8.44 0.79

Flurbiprofen 1.38 11.66 4.74

Ibuprofen 1.13 7.74 1.78 S

Indoprofen 1.18 16.53 1.21

Ketoprofen 1.03 5.30 0.38 R

Naproxen 1.24 6.64 3.10 S

Table 1.2 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under reversed  phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
60% MeOH/water(V/V) 

with 10 mM ethanesulfonic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.04 7.72 0.62

Flurbiprofen 1.37 10.89 4.41

Ibuprofen 1.12 7.26 1.70 S

Indoprofen 1.17 14.99 1.16

Ketoprofen 1.03 5.09 0.29 R

Naproxen 1.22 6.18 2.89 S

Table 1.3 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under reversed  phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.



- 11 -

Mobile phase
60% MeOH/water(V/V) 

with 10 mM trifluoroacetic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.04 6.92 0.33

Flurbiprofen 1.37 10.47 4.35

Ibuprofen 1.12 6.63 1.08 S

Indoprofen 1.17 14.19 0.92

Ketoprofen 1.03 4.66 0.17 R

Naproxen 1.21 5.43 1.89 S

Table 1.4 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under reversed  phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
60% MeOH/water (V/V) 

with 10 mM trichloroacetic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.04 6.85 0.32

Flurbiprofen 1.37 10.42 4.20

Ibuprofen 1.12 6.98 1.03 S

Indoprofen 1.17 13.26 0.91

Ketoprofen 1.03 4.85 0.14 R

Naproxen 1.20 5.33 1.85 S

Table 1.5 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under reversed  phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
60% MeOH/water (V/V) 

with 10 mM acetic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.04 6.90 0.02

Flurbiprofen 1.35 9.69 3.89

Ibuprofen 1.12 5.98 0.97 S

Indoprofen 1.17 13.00 0.85

Ketoprofen 1.00 4.55 -

Naproxen 1.20 5.13 1.64 S

Table 1.6 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under reversed  phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
10% 2-propanol/hexane(V/V) 

with 10 mM methanesulfonic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.25 1.07 3.75

Flurbiprofen 1.42 0.97 5.80

Ibuprofen 1.00 0.66 -

Indoprofen 1.30 23.08 6.48

Ketoprofen 1.14 2.75 2.82 S

Naproxen 1.09 2.13 1.83 S

Table 1.7 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under normal phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.



- 15 -

Mobile phase
10% 2-propanol/hexane(V/V) 

with 10 mM ethanesulfonic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.25 1.00 3.70

Flurbiprofen 1.41 0.94 5.77

Ibuprofen 1.00 0.65 -

Indoprofen 1.28 21.07 6.28

Ketoprofen 1.14 2.74 2.82 S

Naproxen 1.09 2.10 1.80 S

Table 1.8 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under normal phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
10% 2-propanol/hexane(V/V) 

with 10 mM trifluoroacetic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.25 0.97 3.68

Flurbiprofen 1.41 0.90 5.44

Ibuprofen 1.00 0.64 -

Indoprofen 1.27 22.35 5.61

Ketoprofen 1.13 2.65 2.47 S

Naproxen 1.08 2.02 1.62 S

Table 1.9 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under normal phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
10% 2-propanol/hexane (V/V) 

with 10 mM trichloroacetic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.23 0.94 2.93

Flurbiprofen 1.40 0.89 5.32

Ibuprofen 1.00 0.61 -

Indoprofen 1.27 22.17 5.10

Ketoprofen 1.12 2.39 2.14 S

Naproxen 1.07 1.86 1.36 S

Table 1.10 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under normal phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
10% 2-propanol/hexane (V/V) 

with 10 mM acetic acid

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Fenoprofen 1.22 0.91 2.87

Flurbiprofen 1.38 0.90 5.16

Ibuprofen 1.00 0.63 -

Indoprofen 1.29 21.29 5.53

Ketoprofen 1.10 2.47 1.92 S

Naproxen 1.07 1.86 1.28 S

Table 1.11 Enantiomer separation of NSAIDs on Chiralpak IA under normal phase 

conditions.

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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본 연 에  개 한  하여  시 고 는 S-naproxen  학순

 Chiralpak IA 컬럼  하여 정하 다. 또한 실험에  필  한 물  

methanol에 녹 고 여과한  주 하여 정하 다. Figure 1.3에  보여주는 것과 같

 학 체  학순  정에  동  60% MeOH/water (V/V) with 10 mM 

methanesulfonic acid  하    실험실  시  시 고 는 

S-naproxen 시  학 체 순물  0.8% 다. 또한 크 그램에  키랄 컬

럼  Chiralpak IA에  라 미 naproxen  학 체 학  하고 학순  

정하   시 고 는 S-naproxen  정하 다.
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Figure 1.3 Chromatograms of enantiomer separation of racemic naproxen (left) and determination of the enantiomeric 

purity of a currently marketed S-naproxen drug (R : S = 0.8 : 99.2) (right) under reversed phase condition on 

Chiralpak IA. 

Mobile phase: 60% MeOH/water (V/V) with 10 mM methanesulfonic acid; Flow rate: 0.5 mL/min; Detection UV 254 nm; 

Injection amount: 5 µg.
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1.4 결

본 연 에 는 공 결합 태  컬럼 Chiralpak IA에  normal phase 조건뿐만 니

라 reversed phase 조건하에  NSAIDs  학  할수 다는 것  보여주 다. 

Reversed  normal phase 동  체크 그래피 에  같   첨가제  

하여 비 하 다. 또한 본 연 에  여러가   첨가제  강  

methanesulfonic acid에  제  좋   결과  보여주 다. 라  가  큰 학

체  결과  보여  동  조건  reversed phase에  60% methanol  물

에  첨가제  methanesulfonic acid 고 normal phase에 는 10% 2-propanol  

hexane에  첨가제  methanesulfonic acid 다.  물(ibuprofen  naproxen)

에  학 체  는 normal phase에 는 가  거나 가 주 

게 나 만  reversed phase에 는 비 적 좋  결과  보여주 다. 하

만 다  물 들  학 체  는 normal phase에 는 reversed phase보다 

 좋  학 결과  보여주 다. 라  키랄 물  NSAIDs  포함한 학

체  결과에  reversed  normal phase  mode   보 하는 역할  

한다. 특  든 생물학적  시료  경 가 수 태 므  생물학적 시료  NSAIDs

 학순  정에  본 연  역  크 그래피   람 한 

연 술  전하게  것  다. 
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Chapter Ⅱ 

Enantiomer Separation Using a Covalently Immobilized 

Chiral Column Derived from Polysaccharide Derivative 

by Reversed phase Liquid Chromatography
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Abstract

  The liquid chromatographicEnantiomer separation of N-fluorenylmethoxycarbonyl 

(FMOC) α-amino acid was performed on covalently immobilized chiral column 

(Chiralpak IB) based on polysaccharide derivative as a chiral selector by 

reversed phase liquid chromatography. The effect of the reversed mobile phase on 

the chromatographic parameters of the enantioselectivities, resolution factors 

and retention times using covalently immobilized Chiralpak IB was shown. Also 

the enantiomer separation of N-FMOC α-amino acid in the reversed and normal 

phase was compared and the results obtained in the former mobile phase were 

generally lower than those in the latter mobile phase.

Keywords: enantiomer separation, chiral column, amino acid derivative, liquid 

chromatography
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2.1 

에  생 체들  본 적  비  키랄 경에  하고 한  

학 체  생체 내에   다  물 적 학적  나타내  결   다  

생  나타낸다.1,2 미노  과 학적 순  결정해  할 필  

학과 생 학 에  주 고 고 러한 결정  한 수많  들  전

해 고 다.
3,4 학적   는 N-protected α-amino acid  티드 합 에 

널  고 다.5 또한 FMOC  체는 검 에 주 민감한 점  가 고 

 뿐만 니라 FMOC그룹  1  미노 과 2  미노   쉽게 해 낼 수 

고 그 FMOC 체들  주 정한 조  가 다.6 고 능 체 크 그래피에

 다당  체  키랄 택  하여 만들   키랄 컬럼  하여 많  

학 체 합물  과적  하여  보고해 다.7,8 그런  들 

 키랄 컬럼  실  체에 키랄 택  루 스  스  체  

착하여 제조  문에 순 (normal phase) 크 그래피에  실험할 경 , 여러 

종  동  매  할 수 는 컬럼  단점  갖고 다. 그런 결점  극복하

 해 근에 키랄 택  다당  체  공 결합  고정시킨 컬럼들  개

는  러한 키랄 컬럼들  하여 순  크 그래피에  존  키랄 택

가 착  키랄 컬럼에 는 허   매들   동  한 근 연

들  보고 고 다.9,15 그러나 들 키랄 컬럼들  학  연 결과들   순

 크 그래피에  결과 고  다당  체  공 결합  고정시

킨 컬럼  한 역 (reversed phase) 크 그래피에  연 는 보고  

다. 본 연 에 는 근 다당  체  공 결합  고정시킨 키랄 컬럼  

Chiralpak IB에  키랄 물  물 나 키랄 간체  매  하게 고 

는 N-fluorenylmethoxycarbonyl(FMOC) α-amino acid  학  처  역  

크 그래피에  시 하 다. 
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2.2  실험

2.2.1  실험  

  체 크 그래피 실험  다  들   HPLC  하여 에   

수행하 다. HPLC   Waters model 1525 binary pump, 20 μL loop  가   

Rheodyne model 7125주 , a dual absorbance detector(Waters 2487 detector)  

하 다. 키랄 컬럼 는 Chiralpak IB(250 mmL×4.6 mm I.D., 본 Daicel 

Chemical ）컬럼  하 다.(Figure 2.1) 

Chiralpak IB    

Cellulose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) derivative

immobilized on silica gel

Figure 2.1 Structures of Chiralpak IB. 

2.2.2  실험 시

  HPLC 매  하는 acetonitrile(ACN)  J. T Baker(Phillipsburg, NJ)  

trifluoro-acetic acid(TFA) 등   Aldrich(Milwaukee, WI)  Sigma(St. Louis, 

Missouri)  하 고 물  Aldrich(Milwaukee, WI)  Sigma(St. 

Louis, Missouri)  하 다.15,16(Figure 2.2) 동  매  

acetonitrile과 phosphate buffer  하여 1M NaOH나 HCl  하여 pH 2  맞  

 membrane filter(0.45 μm)  여과하여 하 다. 
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  Phenylalanine           Phenylglycine                 Serine

    

  Threonine              Tyrosine                  Valine

Figure 2.2 Structures of α-amino acids. 
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2.2.3  합

  DL-Phenylglycine  적   다 과 같  시킨다. Na2CO3  424mg(4mmol) 

취하여 플라스크에 넣고 H2O 10mL  가하여 녹 다. DL-Phenylglycine 302mg(2mmol) 

취하여 가한  Dioxane 6mL 가하고 나 에 fluorenylmethoxycarbonyl(FMOC) 

chloride  517mg(2mmol)  가한  에  7시간 동  한다. 합물에 

포  NaHCO3  10mL  H2O 20mL  가한 다 , Diethyl Ether  H2O  한다. 

H2O  취하여 ice bath에  5% HCl  pH   2 정  맞  고체가 

는   여과한  공 건조하여 종  고체 물  는다. 

(수득  94.8%)

Figure 2.3 Preparation of N-FMOC derivatives of α-amino acids.
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2.3 실험결과  고찰

Table 2.1-2.3  키랄 택 가 공 결합   Chiralpak IB컬럼  한  

개   N-FMOC α-amino 학 에  여러 종  역  동  학 에 미 는 

과에 한 실험결과  보여주고 다. 역  크 그래피 실험에  동  매  

많  쓰 는 acetonitrile(ACN)  pH 2 phosphate buffer 과   첨가물  많  

쓰 는 TFA  첨가한 수 들  하 다.15,16 

본 연 에  한  나 첨가물 그 고 그 농 에 라 학 할에 향

 미 는  러한 수들  무  시간과 (Rs) 에는 당한 향  주나 

계수(α)에는 그  큰 향  주고   보여주고 다. phosphate buffer

에   농 가 가할수 , TFA  첨가한 수 에  ACN  농 가 감 할수  

무  시간  고  값  가한다.  계수는 거  동 하거나 

주 미미하 만 가하는 경향  보여 다. 
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Mobile phase
60% ACN in 50 mM 

phosphate buffer (pH 2)

60% ACN in 75 mM 

phosphate buffer (pH 2)

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Asparic acid 1.16 0.30 1.12 L 1.16 0.40 1.48 L

Norleucine 1.07 1.66 1.26 L 1.07 1.79 1.54 L

Norvaline 1.09 1.34 1.70 L 1.10 1.39 1.74 L

Phenylglycine 1.03 1.83 0.30 D 1.04 1.87 0.64 D

Serine 1.29 0.41 2.68 L 1.35 0.43 3.50 L

Valine 1.15 1.24 2.24 L 1.16 1.34 2.44 L

Table 2.1 Effect of mobile phase on the enantiomer separation of N-FMOC α-amino 

acids on Chiralpak IB. 

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
65% ACN in 0.1% TFA 

aq. solution

60% ACN in 0.1% TFA 

aq. solution

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Asparic acid 1.20 0.20 1.38 L 1.25 0.23 1.74 L

Norleucine 1.07 1.07 1.42 L 1.08 1.59 1.52 L

Norvaline 1.09 0.85 1.60 L 1.11 1.23 1.94 L

Phenylglycine 1.04 1.05 0.40 D 1.04 1.56 0.56 D

Serine 1.40 0.25 3.02 L 1.41 0.34 3.68 L

Valine 1.16 0.81 2.04 L 1.16 1.17 2.52 L

Table 2.2 Effect of mobile phase on the enantiomer separation of N-FMOC α-amino 

acids on Chiralpak IB. 

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase
60% ACN in 0.1% TFA 

aq. solution

60% ACN in 0.2% TFA 

aq. solution

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Asparic acid 1.25 0.23 1.74 L 1.25 0.24 1.80 L

Norleucine 1.08 1.59 1.52 L 1.08 1.70 1.60 L

Norvaline 1.11 1.23 1.94 L 1.11 1.32 2.02 L

Phenylglycine 1.04 1.56 0.56 D 1.05 1.64 0.76 D

Serine 1.41 0.34 3.68 L 1.47 0.36 3.96 L

Valine 1.16 1.17 2.52 L 1.16 1.20 2.54 L

Table 2.3 Effect of mobile phase on the enantiomer separation of N-FMOC α-amino 

acids on Chiralpak IB. 

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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 첨가물  한 TFA 농 가 가하는 수  동  할 에  

phosphate  농 가 가할  동 한 경향  보여주고 다. 전체적  75mM 

phosphate  60% acetonitrile buffer 과 0.2% TFA  포함한 60% acetonitrile 수

 동  좋  학 할  보여주  문에 Table 2.4-2.5에  보여주는 것

처럼 개  역  동 에  18개  N-FMOC-α-amino acid  학  수행하 다. 

 역  동  에  0.2% TFA   포함한 60% acetonitrile수  동  

하   75mM phosphate  60% acetonitrile buffer  동  하   

보다 무  시간  짧다. 그러나 물  계수(α)  전  동 에  간 

크게 나타나  (α=1.05-1.47) (Rs) 값  전  동 에   개  제 하고

는 적  조  크게 나타난다.(Rs=0.38-2.73) Figure 2.4  0.2% TFA  포함한 

60% acetonitrile 수  역  동 에  전 적  학  크 그램  보

여주고 다. 

또한 동 한 컬럼에  0.2% TFA  포함한 60% acetonitrile수  동  하

는 역 에  학 할 결과  0.1% TFA  포함하는 5% 2-propanol/hexane  동

 하는 순 에  학  결과  비 하 다.15 동 한 키랄 컬럼  했  

 적  순 에  학 가 역 에  학 에 비해 수한 결과  보

여주는 것처럼, 본 연 에  N-FMOC glutamine, methionine, threonine, tyrosine 

등  개  물  제 하고  물  순 에  학 가 역 에

 학 에 비해 수한 결과  보여주 다.(α=1.09-1.86, Rs=1.00-7.47)15,17 

적  적  , 순 에  N-FMOC glutamine  전  학  만 

0.2% TFA  포함한 60% acetonitrile수  동  하는 역 에 는  학

 보여주 다.(α=1.21, Rs=0.75) Table 2.1-2.3에   개  N-FMOC α-amino 

학 에 는 역   동  종 에 계   는 순  보여주고 

 Table 2.4-2.5에  역  동 에  동 한 결과  보여주  N-FMOC 

phenylglycine 시료만 제 하고는 L- 체가 늦게 다. 그런  미

 것  순  동 에 는 N-FMOC phenylglycine 에  N-FMOC isoleucine, 

valine  역  동  결과   D- 체가 늦게 다. 또한 순 에

는 수 ( ) 물  찍 고 극  그룹  는 수  물  

늦게 나 역 에 는 hydrophobic-hydrophobic interaction  하게 

 정 가 다.16 그래  역  동 에  N-FMOC 2-aminocaprylic acid 같  

수 ( ) 물  가  늦게 고 N-FMOC aspartic acid, glutamic acid, 
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serine, threonine 같  수  물  빠 게 다. 러한 실험결과  

해 볼 , 순 과 역 에  동 한 순  보여 다고 해   동 에  키

랄  mechanism  동 한 태  동 다고 말할 수  것 다. 본 연 에  다

당  체  공 결합  고정시킨 키랄 컬럼  Chiralpak IB  순 만  닌 역

에  가능함   보여주  문에 러한  한 학   

라 다.
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Mobile phase
60% ACN in 75mM 

phosphate buffer(pH 2)

60% ACN in 0.2% TFA 

aq. solution

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Alanine 1.37 0.97 6.82 L 1.38 0.79 5.46 L

2-Aminobutyric acid 1.24 1.16 3.72 L 1.23 1.04 3.74 L

2-Aminocaprylic acid 1.08 3.00 1.74 - 1.09 2.78 1.84 -

Aspargine 1.15 0.40 1.46 L 1.20 0.29 1.66 L

Asparic acid 1.16 0.40 1.48 L 1.25 0.24 1.80 L

Glutamine 1.17 0.30 1.26 L 1.21 0.24 1.50 L

Glutamic acid 1.11 0.38 1.30 L 1.19 0.32 1.50 L

Isoleucine 1.08 1.71 1.46 L 1.09 1.63 1.40 L

Leucine 1.00 1.66 - 1.00 1.51 -

Metionine 1.09 1.39 1.62 L 1.09 1.25 1.58 L

Norleucine 1.07 1.79 1.94 L 1.08 1.70 1.60 L

Norvaline 1.10 1.39 1.74 L 1.11 1.32 2.02 L

Phenylglycine 1.04 1.87 0.64 D 1.05 1.64 0.76 D

Phenylalanine 1.07 1.97 1.48 L 1.08 1.87 1.52 L

Serine 1.35 0.43 3.50 L 1.47 0.36 3.96 L

Threonine 1.16 0.49 2.10 L 1.19 0.42 2.04 L

Tyrosine 1.09 0.89 1.32 L 1.10 0.79 1.44 L

Valine 1.16 1.34 2.44 L 1.16 1.20 2.54 L

Table 2.4 Enantiomer separation of N-FMOC α-amino acids on Chiralpak IB in 

reversed phase. 

Mobile phase; Flow rate = 0.5 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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Mobile phase 5% 2-propanol/hexane with 0.1% TFA

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d

Alanine 1.64 8.22 7.47 L

2-Aminobutyric acid 1.36 6.81 5.11 L

2-Aminocaprylic acid 1.27 5.57 3.37 -

Aspargine 1.18 5.03e 1.28 L

Asparic acid 1.24 4.97f 1.78 L

Glutamine 1.00 6.27e - -

Glutamic acid 1.19 5.80f 1.53 L

Isoleucine 1.41 5.13 4.88 D

Leucine 1.35 5.29 4.09 D

Metionine 1.07 4.20f 0.79 L

Norleucine 1.17 6.16 2.38 L

Norvaline 1.12 6.61 2.25 L

Phenylglycine 1.34 3.88f 3.37 D

Phenylalanine 1.09 3.81f 1.00 L

Serine 1.86 1.96e 4.58 L

Threonine 1.10 4.40f 0.77 L

Tyrosine 1.05 11.36e 0.40 L

Valine 1.15 5.30 2.00 D

Table 2.5 Enantiomer separation of N-FMOC α-amino acids on Chiralpak IB in 

normal phase. 

Mobile phase; Flow rate = 1 mL/min; Detector UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor of the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.

e,f20% and 10% 2-propanol/hexane (V/V) with 0.1% TFA, respectively. 
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Figure 2.4 Chromatograms of enantiomer separation of N-FMOC alanine (left) and N-FMOC serine (right) on chiralpak IB.

Mobile phase： 60% ACN/Water（V/V) with 0.2% TFA; flow rate = 0.5 mL/min； detection UV 254 nm；injection amount 3 

μg.
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2.4 결

본 연 에 는 근 개  다당  체  공 결합  고정시킨 키랄 컬럼  

Chiralpak IB  하여 N-FMOC-α-amino acid  학   역  크 그

래피에  시 하  순 에  실험결과   비 하 다. 여러 역 에  동  

에  TFA  포함한 acetonitrile 수  동  하는 학 가 가  좋

 결과  보 만 TFA  포함하는 2-propanol/hexane  동  하는 순 에  

결과보다는 좋  게 나타났다. 키랄 택 가 공  결합  Chiralpak IB 키랄 컬럼

 한 학 할 연 결과가 는 순  크 그래피에 만 보고   

만 본 연  같  역  크 그래피에  가능함  보여주  문에  본 

연 에 학  적 역   많  연 가  행  것  

다.
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Chapter Ⅲ  

Enantiomer Resolution of Benzophenone Imine α-Amino Acid 

Esters on Chiral Stationary Phases by HPLC 
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Abstract

   A convenient liquid chromatographic method for the separation of α-amino 

acid esters as benzophenone Schiff base derivatives on coated chiral stationary 

phases (CSPs) (Chiralcel OD-H, Chiralcel OD, Chiralpak AD-H, Chiralpak AD, and 

Chiralpak AS) or covalently immobilized CSPs (Chiralpak IA, Chiralpak IB, and 

Chiralpak IC) derived from polysaccharide derivatives is described. Benzophenone 

imine derivatives of α-amino acid esters were readily prepared by stirring 

benzophenone imine and the hydrochloride salts of α-amino acid esters in 

2-propanol. The chromatographic separations were conducted at a flow rate 1 

mL/min and a detection wavelength of 254 nm; 0.5% 2-propanol/hexane(v/v) was 

used on CSPs. In general, the resolution of Chiralpak IC was superior to those 

of the other CSPs. In addition, the resolutions of other arylimine derivatives 

of α-amino acid esters and the effects of different mobile phases on the 

enantiomeric separation of α-amino acid esters as benzophenone imine 

derivatives on Chiralpak IC were investigated.

Keywords: chiral stationary phase, Benzophenone imine derivative, Enantiomer 

separation
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3.1 

키랄  개 하는 과정  키랄  하는 제 에  키랄 

간체   합 ,  등 과정에  키랄 물 들  학 는 매  한 

연  역에 해당 다. 그러므  키랄 개 에  키랄 간체나 들  학

체 순  절 조  정하는 학 에 한 많  연 가 계 하여 행

 다.
1,2,3 키랄 물 들  학  한 여러  에 , 키랄 고정  

한 키랄  가  하고 정 한  져 다.2  근 본 연 실

에  키랄  개 하는  한 물    α-amino acid ester  amino 

alcohol  학 한 결과  보고하 다.4,5 들  학  해 α-amino acid 

ester  amino alcohol  9-anthraldimine Schiff base  체  한 에, 다당 

체  여러 키랄 고정 에  학  수행하 다. 들 α-amino acid ester  

amino alcohol  9-anthraldimine 체는 Chiralcel OD(OD-H)에  당  좋  학

 보여주 다.  연 에  α-amino acid ester  9-anthraldimine 체  

만들  해  amino acid ester HCl에 9-anthraldehyde, 1,8-diazabicyclo[5.4.0 

]undec-7-ene(DBU) 염  MgSO4  함께 2-propanol 매에   시  쉽게 

합 할 수 만 좀  간 하고  한 체   찾고  시 하

다.4  그래  α-amino acid ester  aromatic Schiff base   imine 체  

만들  해 benzophenone imine  하 다. Benzophenone imine과 α-amino acid 

ester  하여 생 는 benzophenone imine Schiff base 체   개  phenyl 

group  키랄 고정  chiral selector에 해 학 체  하  한 

aromatic auxiliary group  능  할 것 라 하 다.6  Benzophenone imine 

Schiff base 체는 전에 phase-transfer alkylation에  α-amino acid ester  

비  합  한 물   보고  가 다.7 체  물  하

는  benzophenone imine  쉽게 할 수 는 합물  뿐만 니라  할 경

,  연  9-anthraldimine 체  만들  했  DBU  같  염  

하    문에 학  한 aromatic Schiff base 체  합  

 간 해  점  다. Benzophenone imine  Benzophenone과 NH3  합 물

 문에 α-amino acid ester HCl  2-propanol에 녹여 benzophenone imine  가

할 경  transamination  난다. 그래  α-amino acid ester  benz
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ophenone imine Schiff base 체  합 하여 만들 , α-amino acid ester HCl에 

benzophenone imine만  넣  2-propanol 매에   시킴  합 할 수 

만 무수 MgSO4  함께 첨가하여 수  제거함   적  체  합 할 수 

다.5,7,8 러한 benzophenone imine 체  과정  행 연  α-amino 

acid ester  9-anthraldimine 체  만드는 보다 훨  간 하다.
4 또한 다당 

체   키랄 컬럼가  키랄 택 가 착  키랄 컬럼  hexane, 

2-propanol 등과 같  동  에 다   동  매  하는  제한   문

에 본 연 에 는 다당 체  공  결합  키랄 컬럼만 하 다.9-11 그러므  

본 연 에  여러 종  α-amino acid ester  benzophenone imine Schiff base  

체한 에 다당 체  키랄 택 가 공  결합  키랄 컬럼들 (Chiralpak 

IA, Chiralpak IB, Chiralpak IC) 하여 학 한 연 결과  보고하고  한다. 

동  매  0.5% 2-propanol/hexane (V/V)  하 고  1 mL/min, 검

  UV 254 nm에  실험하 다. 다만, Chiralpak IC 컬럼  한 학 에  

 개  α-amino acid methyl ester   수행할 에만 5% 2-propanol/hexane 

(V/V)  하 다.  
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3.2 실험

3.2.1 실험  

  고 능 체 크 그래피 실험  다 과 같   HPLC  하여 수행

하 다. Waters model 1525 binary pump, Waters auto-sampler, Waters 2487 

detector(미  Waters )  하 다. 키랄 컬럼 는 Chiralpak IA, Chiralpak 

IB, 그 고 Chiralpak IC(250 mm L × 4.6 mm i.d., 5 µm, 본 Daicel Chemical 

)  하 다.(Figure 4.1)

Chiralpak IA     

Amylose derivative

immobilized to silica gel

Chiralpak IB

   

Cellulose derivative

immobilized to silica gel
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Figure 3.1 Structures of ChiralpakIA, Chiralpak IB, Chiralpak IC. 

3.2.2 실험 시

  HPLC  매  하는 hexane, 2-propanol  J. T. Baker(Phillipsburg, NJ)에 , 

anhydrous magnesium sulfate( 본 순정 학), benzophenone imine과 α-amino acid 

methyl ester 물   Aldrich(Milwaukee, WI), Sigma(St. Louis, Missouri), 

Advanced Chem Tech(Louisville, KY)  하 다.

3.2.3 합  

  α-Amino acid ethyl ester 물  α-amino acid에 ethanol  가한  ice-bath

에  2-3 당량  thionyl chloride   가하여 에   한 다 , 

rotary evaporator  하여 매  날  건조시킨  물  하 다.8 

물  α-amino acid ester  benzophenone 체  합 하는  다 과 같

다.5,7 (Figure 3.2) 10 mL  2-propanol 매에 α-amino acid ester HCl 0.6 mmol, 

benzophenone imine 0.5 mmol, MgSO4 2.5 mmol  가하여 12 시간동  에  시

킨다.                                                              

    

Figure 3.2 Preparation of the benzophenone imine derivatives of α-amino acid 

esters. 
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3.3 결과  고찰

   연 에  9-anthryl group  키랄 고정  chiral selector  학 체  

하  한 aromatic auxiliary group  능  하  것처럼, 본 연  

benzophenone imine Schiff base 체   개  phenyl group  그러한 역할  할 

것 라 하 다.
4-6 그래  benzophenone imine  하여 다 한 종  α-amino 

acid ester  benzophenone imine Schiff base 체  합 하여 다당 체  키랄 

택 가 공 결합   키랄 컬럼  하여 학  수행하 다. 

  Table 3.1-3.3  다당 체  키랄 택 가 고정 에 공 결합  3개  키랄 컬

럼(Chiralpak IA, Chiralpak IB, Chiralpak IC)에  10개  α-amino acid methyl 

ester  ethyl ester  benzophenone imine 체  학 한 결과 다. Table 

3.3에 나타난 것처럼 Chiralpak IC 키랄 컬럼에  α-amino acid ester  

benzophenone imine 체  가  좋  학  결과  보여주고 다. Table 3.1, 

3.2  Chiralpak IA  Chiralpak IB  키랄 컬럼에 는  개  물  제 하고는 

체적  학 가  만 Table 3.3  Chiralpak IC  키랄 컬럼에 는 실

험했  든 시료  학 가  고  보여주고 다.(α

=1.12~2.12, Rs=2.08~12.94) Table 3.1-3.3에  α-amino acid ester  benzophenone 

imine 체  학  수행할 경 , 전체적  동 한 동  0.5% 

2-propanol/hexane (V/V)  하 는  Table 3.3  Chiralpak IC 컬럼에  

asparagine methyl ester 체  aspartic acid dimethyl ester 체 경 에는 2 

시간 시간  나  전   다. 그래  들  체들  경 , 5% 

2-propanol/hexane 동  하여 asparagine methyl ester 체  (α=1.48, 

k'1=7.23) aspartic acid dimethyl ester 체(α=1.47, k'1=7.57)  좋  학  

결과   수 다. 

  또한 Table 3.3에  하게 보여주고 는 것처럼, 전체적  α-amino acid 

methyl ester  benzophenone imine 체  separation factor나 resolution factor

 학  결과는 해당하는 ethyl ester 체 것보다 조   좋게 나타나 러

한 결과는 9-anthraldimine derivatives에  학  같  경향  보여주고 

다.4  또한 α-amino acid ester  benzophenone imine 체  학 에  그 
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순 에 한 실험  행하 다. 든 시료가 학 고 는 만, 

Table 3.1  Chiralpak IA에 는 순 가 정하  고, Table 3.2  Chiralpak 

IB에 는 L- 체가 정하게  째  다. 한 , Table 3.3  Chiralpak 

IC에 는 phenylglycine ester들  체  경  제 하고는 든 시료에  L-

체가  째  다.  phenylglycine ester 체  경 , chiral 

center에 는 phenyl 그룹  Chiralpak IC  키랄 택  특 한 chiral 

recognition interaction  가짐  다  물 과 정  순  결과가 나  

것  정 다. 
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Analyte   α
a    k'1

b  Rs
c Conf.

d

alanine 1.00 1.36 -

asparagine 1.16 5.95 3.01 D

aspartic acid 1.12 4.99 2.20 D

leucine 1.00 1.16 -

Methionine 1.00 3.83 -

Norleucine 1.00 4.04 -

Norvaline 1.00 1.31 -

phenylalanine 1.00 2.05 -

phenylglycine 1.23 3.32 2.16 D

valine 1.06 0.99 0.63 L

Table 3.1 Separation of the enantiomers of α-amino acid methyl esters as 

benzophenoneimine derivatives on Chiralpak IA. 

Mobile phase; 0.5% 2-propanol/hexane (V/V); Flow rate=1 mL/min; Detection 

UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 
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Analyte   α
a    k'1

b  Rs
c Conf.

d

alanine 1.00 1.91 -

asparagine 1.55 4.40 6.19 L

aspartic acid 1.49 4.23 5.70 L

leucine 1.00 0.93 -

Methionine 1.05 2.38 0.30 L

Norleucine 1.00 1.17 -

Norvaline 1.00 1.20 -

phenylalanine 2.62 1.58 8.39 L

phenylglycine 1.17 1.92 0.69 L

valine 1.00 1.32 -

Table 3.2 Separation of the enantiomers of α-amino acid methyl esters as 

benzophenoneimine derivatives on Chiralpak IB. 

Mobile phase; 0.5% 2-propanol/hexane (V/V); Flow rate=1 mL/min; Detection 

UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 
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Analyte   α
a    k'1

b  Rs
c Conf.

d

alanine 1.48 7.32 6.67 L

asparagine 1.48 7.23
1) 8.47 L

aspartic acid 1.47 7.57
1) 7.48 L

leucine 1.72 3.91 6.68 L

Methionine 2.09 15.61 11.84 L

Norleucine 1.80 4.36 7.06 L

Norvaline 1.73 4.95 6.78 L

phenylalanine 1.12 8.48 2.03 L

phenylglycine 1.98 9.78 9.59 D

valine 2.12 3.33 12.94 L

Table 3.3 Separation of the enantiomers of α-amino acid methyl esters as 

benzophenoneimine derivatives on Chiralpak IC. 

Mobile phase; 0.5% 2-propanol/hexane (V/V), 1)5% 2-propanol/hexane (V/V); 

Flow rate=1 mL/min; Detection UV 254 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 
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  또한 본 연 에  개 한  하여  시 고 거나 또는 본 연 실

에  합 한 여러 α-amino acid ester  학순  정하고  하 다. 학  실

험에  가  좋  결과  보  Chiralpak IC 컬럼  하여 9개  시료  학순  

정실험  수행하 다. Table 3.4에  보여주고 는 것처럼 benzophenone imine 

체  합 한  정한 시 고 는 α-amino acid methyl ester  학순 는 

99.0-99.9%  나타났다.( 들  학 체 순물  < 0.1-1.0% 다) 그

고 본 연 실에  합 한 α-amino acid ethyl ester  학순 는 99.0-99.9%  나

타났다.( 들 학 체 순물  < 0.1-1.0% 다) 본 실험실에  phenylglycine

 합 한 phenylglycine ethyl ester  학순 는 99.0% , 시 고 는 

phenylglycine methyl ester(Aldrich 시 )보다  학순 가 낮게 나타나는  합 하

는 과정에  가 라 미   난 것  정 다. Figure 3.3과 Figure 

3.4는 시 고 는 L-leucine methyl ester과 L-valine methyl ester  학순  

benzophenone imine 체  하여 정한 적  크 그램 다. 또한 

2-propanol에  α-amino acid ester  benzophenone imine 체   보 시간에 

 시료  정 시험  수행하 다. Table 3.5는 Aldrich 에  시 고 는 

L-leucine methyl ester과 L-valine methyl ester  benzophenone imine 체  합

한  한 달여 동  4 ℃에 보 하  학순  정함  시료  정  보

여  실험 결과 다. Table  3.5에  보는  같  4 ℃에  한 달여 동  시료  

보 하 라  L-leucine methyl ester과 L-valine methyl ester  benzophenone imine 

체  실험하여  학순 가 매  정함  보 는  는 본 연 에  개 한 

α-amino acid ester  benzophenone imine 체 시료가 매  정함  보여주는 것

라 말할 수 다. 
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Entry Analyte Company D:L ratio
a RSD

b

1 L-aspartic acid dimethyl ester Aldrich 0.1 : 99.9 0.58%

2 L-leucine methyl ester Aldrich < 0.01 : > 99.99 0.58%

3 L‐methionine methyl ester Aldrich 0.1 : 99.9 1.53%

4 D-phenylglycine methyl ester Aldrich 99.4:0.6 1.41%

5 L-phenylglycine methyl ester Aldrich 0.1 : 99.9 1.15%

6 L-valine methyl ester Aldrich < 0.01 : > 99.99 2.31%

7 L-aspartic acid diethyl ester Syntheticc 0.1 : 99.9 0.58%

8 L-leucine methyl ester Syntheticc 0.1 : 99.9 2.08%

9 D-phenylglycine methyl ester Syntheticc 99.0:1.0 1.35%

Table 3.4 Determination of the optical purity of commercially available or 

synthetic α‐amino acid esters as benzophenone imine derivatives on Chiralpak 

IC. 

See experimental for chromatographic conditions.

aAverage value of three determinations. 

bRelative standard deviation.

CSynthesized sample prepared accord ing to the conven tional methods [7]. 
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Storage period L:D ratio
a RSD

b

0 Day <0.1 ：>99.9 0.58%

2 Day <0.1 ：>99.9 0.47%

4 Day <0.1 ：>99.9 0.70%

7 Day <0.1 ：>99.9 1.01%

10 Day <0.1 ：>99.9 0.58%

15 Day <0.1 ：>99.9 0.75%

21 Day <0.1 ：>99.9 0.61%

27 Day <0.1 ：>99.9 0.80%

35 Day <0.1 ：>99.9 1.12%

Table 3.5 Stability test of optical purity results for L‐leucine methyl ester 

as benzophenone imine derivatives stored at 4℃ after derivatization with 

benzophenone imine in 2‐propanol. 

aAverages of three determinations. 

bRelative standard deviation.

 



- 55 -

 

Figure 3.3 Chromatograms of the enantiomer resolution of the benzophenone imine derivative of racemic leucine methyl 

ester (left) and L‐leucine methyl ester  (right) (D：L = <0.1：>99.9) on Chiralpak IC. 

Mobile phase：0.5% 2-propanol/hexane (V/V); flow rate = 1mL/min; detection wavelength: UV 254 nm; injection amount 

4-5μg. 
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Figure 3.3 Chromatograms of the enantiomer resolution of the benzophenone imine derivative of racemic valine methyl 

ester (left) and L‐valine methyl ester (right) (D：L = <0.1：>99.9) on Chiralpak IC. 

Mobile phase：0.5% 2-propanol/hexane (V/V); flow rate = 1 mL/min; detection wavelength: UV 254 nm; injection amount 

5-6μg. 
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3.4 결

  고 능 체 크 그래피에  다당 체가 공 결합한 3 개  키랄 컬럼  

하여 여러 종  α-amino acid methyl/ethyl ester  benzophenone imine 체

 학  수행하 다.  하여 본 연 에  크 그래피  동  

하는 2-propanol 매에 α-amino acid ester  benzophenone imine, MgSO4  

시  benzophenone imine 체  합 하는 매  한 체   개 하

다. 또한 Chiralpak IC는 본 연 에  한 다  컬럼들에 비해  여러 α-amino 

acid ester 체 시료   하  당  좋  학  결과  보여주

다. 그 고 본 연 에  개 한  하여  시 하고 거나 합 한 여

러 α-amino acid ester  학순  정하 다. 또한 본 연 에  개 한 체

  합  시료  정  시험  수행하 는  1달여 정  4 ℃에 보 하

라  들  학순 에 가  하 다. 그러므  α-amino acid ester  

학  해 본 연 에  개 한 benzophenone imine 체  한 학  

 매  하게  수 라 한다.
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Chapter Ⅳ 

Comparative Enantiomer Separation on Chiral

Stationary Phases Derived from Chiral Crown Ether 

by HPLC 
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Abstract

  Comparative liquid chromatographic enantiomer separation of α-amino acids, 

their esters and primary amino compounds was performed using two chiral 

stationary phases (CSPs) prepared by covalently bonding 

(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic acid (18-C-6-TA) of the same chiral 

selector. In general, the separation factors and resolution factors for these 

analytes on CSP 1 were greater than on CSP 2, while these capacity factors on 

CSP 2 were quite greater than on CSP 1. Except for leucine methyl ester and 

phenylalanine methyl ester, the elution orders of all analytes including 

α-amino α-alkyl acids and phenylglycine alkyl esters on CSP 1 are identical to 

those on CSP 2. This study showed that different connecting structures for these 

two CSPs might influence their ability to resolve the analytes depending on 

their structures related to the chiral recognition mechanism.

Keywords: enantiomer separation, Chiral stationary phase, 

(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic acid, Chiral crown ether. 
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4.1 

  본 연 에  키랄 크라  에  (+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic 

acid (18-C-6-TA)  키랄 택  하여 공 결합 시킨 키랄 고정  CSP 1  개 하여 

학 한 연 결과  하 다.
1,2 (Figure 4.1)  키랄 고정  미노  포

함한 1차 미노  가 는 라 미 합물  학 에 매  과적  

다.
1-10 비슷한 시 에 본  Machida group에  (+)-18-C-6-TA  공 결합시킨 키

랄 고정  제조하여 학 한 연 결과가 다.11,12 동 한 키랄 택  

(+)-18-C-6-TA  하여  공  결합시킨 크라  에  태  키랄 컬럼  

 연 에  적  각각 제조하 만  한 학적 제조   달라 

학  한 실제적  키랄 고정  학적 조는 다 다. 보다 한 것 , 

본 연 에  개 한 키랄 고정  CSP 1에  학 가 Machida group에  개

한 키랄 고정 에  학 보다 훨  수하게 보고 다.7-11 한 , 1차 미

노  가  든 α-amino acid들  CSP 1에  공적  학  보 만 CSP 2

에 해 는 전  학 가  는 경  여러 개 고 학  경 라 

할 찌라  CSP 1에 비해 좋   separation factor가 낮게 나타났다. 키랄 택  

18-C-6-TA  하여 실  젤에 공 결합시  개   chiral HPLC column  

계    (+)-18-C-6-TA    ChiroSil RCA(+)  

(-)-18-C-6-TA   ChiroSil SCA(-)라는  시 고 다.8,13  키

랄 택 가  enantiomer  계  ChiroSil RCA(+)  ChiroSil SCA(-)  각각 

함  순 (elution order)  원하는   수 는  는 학순  

정하는 실제적  과정에  매  한 점  다.8,14 CSP 1  키랄  

 높  해 (+)-18-C-6-TA   한 개  키랄 고정  개  한 여러 

노  행 는  그 에  CSP 1  aminopropyl silica gel에   개  amide 

tethers  N-H 신 N-CH3   CSP 2가 개 다.15 (Figure 4.1) 본 연 에

는 α-amino acids, α-amino acid esters, chiral amines등  물  하여 

(+)-18-C-6-TA    키랄 고정  CSP 1, CSP 2  한 학  비

수행하여 에  chiral recognition mechanism에 한 연 결과  보고하고  

한다.
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4.2 실험

4.2.1 실험  

  체 크 그래피 실험  다  들   HPLC  하여 에  수

행하 다. Agilent 1100 HPLC system  HP1100 series quaternary pump, HP1100 

series auto-sampler, HP1100 series Diode Array detector  하 다. Figure 

5.1에  보여주는  같 , 본 연 에  (+)-(18-crown-6)-2,3,11, 

12-tetracarboxylic acid (18-C-6-TA)   Chirosil RCA (250 mm L × 4.6 

mm I.D., 5 µm, 전, RS Technologies) (CSP 1)과 Chirosil N-methyl RCA (250 mm L 

× 4.6 mm I.D., 5 µm, 전, RS Tech Corp) (CSP 2)  하 다.

 

Figure 4.1 The structures of (+)-18-C-6-TA (left) and its derived CSP 1 

(middle) and CSP 2 (right). Two intramolecular hydrogen bondings (dotted line) 

between the amide N–H hydrogen of CSP 1 and the ether oxygens of the crown 

ether moiety of the CSP 1 were shown.

4.2.2 실험 시

  HPLC 동  매  시  methanol  Fisher Scientific (Pittsburgh, PA)에 , 

perchloric acid는 본 Junsei Chemical  하 다. 물   

Aldrich (Milwaukee, WI), Sigma (St. Louis, Missouri), Advanced Chem Tech 

(Louisville, KY)  하 다. 동  매  perchloric acid  acid 

additive  한 100% methanol 또는 90% methanol/water (V/V)  하 고 

 1 mL/min 검  UV 230 nm에  실험하 다. 
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4.3 결과  고찰

  Table 4.1-4.3  여러 종  α-amino acid  들  methyl ester 그 고 키랄 1

차 민 합물들  동 한 HPLC 조건  CSP 1  CSP 2에  학 한 결과

다. 저 Table 4.1  보  α-amino acid  물  하여 전체적  CSP 1  CSP 

2 에  좋  학  결과  보여주 다. 량 는 든 α-amino acid 물

에  CSP 1보다 CSP 2에  당  크게 나타났 만, 계수(α)는 CSP 1에  CSP 

2보다 조  크게 나타나고 (Rs)는 serine과 threonine  제 한 든 물

에  CSP 1  CSP 2보다 조  크게 나타났다. Table 4.1에  보여주고 는 것처

럼, CSP 1과 CSP 2에  순 는 같게 찰 다. 그래  serine과 threonine  제

하고는 든 물  순 는 D- 체가  째  는 것  나타

났다. 하 만 serine과 threonine  경 는  L- 체가  째  

다. 다  물 과 달  serine과 threonine만 정  순  보 는 것  

들 물  b-carbon 에 hydroxy group  존 하  문  보 다.8 들 

 hydroxy group  18-C-6-TA  chiral selector  수 결합  함   경  

다  키랄  mechanism  하  문  할 수 다.16,17 Figure 5.2는 

적  chromatogram , 같  조건하에  CSP 1과 CSP 2에  phenylglycine  

학  보여주고 다. 

  Table 4.2  여러 종  α-amino acid methyl esters  학 결과  전체적

 Table 4.1  결과  비슷한 경향  나타내 다. 량 는 CSP 1보다 CSP 2에  

크게 나타났고, 계수  에 는  개   제 하고는 CSP 1에 가 CSP 

2에  보다 체적  조  크게 나타났다. 그런  Table 4.1  경향과 다 게 

leucine methyl ester  phenylalanine methyl ester는 CSP 1에  전  학  

만 CSP 2에 는 학 가 다. 또한 threonine methyl ester  serine 

methyl ester는 계수  가 CSP 2에   크게 나타났다. 또한 순  

에  미  결과  보여주고 다. Table 4.2에  CSP 1  한 α-amino 

acid methyl esters 학  순 는 Table 4.1에  CSP 1  한 α-amino 

acid 학  것과 동 하다. 그러나 에  하  것처럼, Table 4.2에  

적  CSP 2에  CSP 1보다  좋  학  보여  leucine methyl ester  

phenylalanine methyl ester  순 는 threonine methyl ester  serine methyl 



- 64 -

ester 경  같   순  보여 L- 체가  째  다. 

물  조가   순 가  뀌는 것  들 학 조  시 키

랄  mechanism에 향  주  문  보 는  그 에 한 가적  연

가 필 하 라 본다. 또한  개  가  하 만 전체적  Table 4.1에  

α-amino acid 학 가 Table 4.2에  α-amino acid methyl ester 보다 체적

 크게 나타나  량   경 가 좀  크게 나타난다. Table 4.3  키

랄 1차 민 합물  학  경  Table 4.1-4.2  전체적  경향과 비슷하다. 

그래  량 는 CSP 1보다 CSP 2에  크게 나타나 만 계수  는 

alanine-β-naphthylamide  제 하고는 CSP 1에  CSP 2보다 간 크게 나타난다.

Table 4.1-4.3에  보여주고 는  같 , CSP 1에  보다 CSP 2에  계

수 뿐만 니라 량 가 체적  크게 나타난 는 CSP 1  가 고 는 

조에 한 것  보 다. 저 CSP 2에  보다 CSP 1에  계수가 간 크

게 나타난 는 Figure 4.1  CSP 1 조에  보여주고 는 것과 같 , 실 겔에 

연결  amide tether  N-H  crown ether oxygens간  intramolecular hydrogen 

bonding interaction  하여 chiral selector  freedom  들게 는  

것  에너   CSP 2에  학 하는 것보다  하게  것  

보 다. 또한 CSP 1에  보다 CSP 2에  량 가 큰 는, CSP 1  경  조

체에  미  intramolecular hydrogen bonding interaction  해 crown 

ether oxygen들과 물  NH3
+ group간  tripod 태  intermolecular hydrogen 

bonding interaction  해  문에 빨  는 것  

다.16,17(Figure 4.1) 키랄 고정  실 겔에 연결  amide tether  CSP 1  N-H에

 CSP  N-CH3  뀌는 것만  chiral recognition mechanism과  량

는 물  학  전체에 향  미 는 것  보 다.
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Column CSP 1 CSP 2

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d
α

a k'1
b Rs

c Conf.
d

Alanine 1.46 1.97 1.18 D 1.38 3.88 1.17 D

Arginine 1.79 2.39 2.48 D 1.77 8.52 2.32 D

Aspartic acid 1.66 1.40 2.54 D 1.58 2.93 2.48 D

Glutamic acid 1.68 1.14 2.06 D 1.57 3.19 1.98 D

Glutamine 1.45 0.91 1.83 D 1.43 2.41 1.80 D

Isoleucine 1.61 0.27 1.56 D 1.37 0.84 1.45 D

Leucine 1.46 0.50 1.42 D 1.30 1.44 1.18 D

Norleucine 1.72 0.68 1.80 D 1.54 1.60 1.37 D

Norvaline 1.71 0.68 1.57 D 1.57 1.51 1.46 D

Methionine 1.48 1.41 2.94 D 1.37 4.54 2.65 D

Phenylalanine 1.46 0.63 2.11 D 1.32 1.88 1.92 D

Phenylglycine 1.58 1.45 3.74 D 1.42 4.62 2.58 D

Serine 2.17 0.72 2.45 L 2.07 2.65 3.61 L

Threonine 1.45 0.191) 0.74 L 1.42 0.421) 1.09 L

Valine 1.85 0.431) 1.85 D 1.68 1.001) 1.58 D

Aminobutanoic acid 1.81 0.60 1.63 D 1.56 1.76 1.42 D

Aminocarproic acid 1.77 0.70 1.79 D 1.68 1.41 1.72 D

Table 4.1 Comparative enantiomer separation of α-amino acids on CSP 1 and CSP 2 

Mobile phase: 100% methanol with 10mM perchloric acid, 1) 100% methanol with 

20mM perchloric acid; Flow rate=1 mL/min; Detection UV 230 nm. 

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 
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Column CSP 1 CSP 2

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d
α

a k'1
b Rs

c Conf.
d

Alanine 1.38 2.13 0.93 D 1.35 4.17 0.76 D

Asparagine 1.72 0.62
1) 2.74 D 1.51 1.22

1) 2.58 D

Aspartic acid 1.64 0.64
1) 1.50 D 1.47 1.41

1) 1.37 D

Leucine 1.00 0.99 - 1.22 4.57 0.52 L

Norleucine 1.36 1.08 1.24 D 1.29 2.28 1.01 D

Norvaline 1.30 1.07 1.10 D 1.27 2.61 1.04 D

Methionine 1.29 1.97 0.90 D 1.13 6.90 0.46 D

Phenylalanine 1.00 2.07 - 1.15 8.17 1.14 L

Phenylglycine 3.31 2.31 8.60 D 3.04 5.37 7.44 D

Serine 2.18 1.18 2.93 L 2.23 3.22 3.03 L

Threonine 1.76 0.17 1.14 L 2.04 0.55 1.89 L

Valine 1.75 0.29 0.83 D 1.19 2.20 0.60 D

Table 4.2 Comparative enantiomer separation of α-amino acid methyl esters on 

CSP 1 and CSP 2 

Mobile phase: 100% methanol with 10mM perchloric acid, 1) 90% methanol/water 

(V/V) with 10mM perchloric acid; Flow rate=1 mL/min; Detection UV 230 nm.

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 
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Column CSP 1 CSP 1 

Analyte α
a k'1

b Rs
c Conf.

d
α

a k'1
b Rs

c Conf.
d

Alanine-β-naphthylamide 1.13 9.19 1.15 R 1.22 15.38 1.76 R

α-Methylbenzylamine 1.30 4.57 1.41 S 1.26 10.13 1.21 S

α-Methyltryptamine 1.05 3.53 0.20 1.00 8.12 -

1-(1-Naphthyl)ethylamine 1.19 3.24 0.99 R 1.12 8.69 0.78 R

Norephedrine 1.07 1.89 0.36 1S,2R 1.07 3.93 0.35 1S,2R

5-Hydroxytryptophan 1.29 1.87 1.97 R 1.29 3.28 1.81 R

Table 4.3 Comparative enantiomer separation of primary chiral amine compounds on 

CSP 1 and CSP 2 

Mobile phase: 100% methanol with 10mM perchloric acid; Flow rate=1 mL/min; 

Detection UV 230 nm. 

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 



- 68 -

          

Figure 4.2 Typical chromatograms of enantiomer separation of phenylglycine on CSP 1 (left) and CSP 2 (right) (the 

first peak: L-isomer, the second peak: D-isomer). 

Mobile phase: 100% methanol with 10mM perchloric acid; Flow rate=1mL/min; Detection UV 230nm; Injection amount 1μg.
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  Table 4.4,4.5는 α-amino α-alkyl acid  phenylglycine alkyl ester 물  

 CSP 1  CSP 2에  학 한 결과 다. Table 4.4  Figure 4.3-4.4에  

α-amino α-alkyl acid  alkyl group  가함에 라 계수  가 주 조

 가하는 경향  보여주고 다. Table 4.5  Figure 4.5-4.6에 는 

phenylglycine alkyl ester  alkyl group  가함에 라 계수는 주 게 

가하 만 는 감 하는 경향  보여주고 다. Table 4.4-4.5에  Table 

4.1-4.2에  보여주고 는 것과 동 한 경향  보여주고  전체적  CSP 1에

 계수   값  CSP 2  값보다 간  크게 나타난다. 
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Analyte CSP 1 CSP 2

n αa k'1
b Rsc Conf.d αa k'1

b Rsc Conf.d

1 1.46 1.97 1.18 D 1.38 3.88 1.17 D

2 1.81 0.60 1.63 D 1.56 1.76 1.42 D

3 1.71 0.68 1.57 D 1.54 1.60 1.37 D

4 1.72 0.68 1.80 D 1.57 1.51 1.46 D

6 1.77 0.70 1.79 D 1.68 1.41 1.72 D

Table 4.4 Comparative enantiomer separation of α-amino α-alkyl acids on CSP 1 

and CSP 2 

                                   

Mobile phase: 100% methanol with 10mM perchloric acid; Flow rate=1 mL/min; 

Detection UV 230 nm. 

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 



- 71 -

Analyte CSP 1 CSP 2

n αa k'1
b Rsc Conf.d αa k'1

b Rsc Conf.d

1 3.31 2.31 8.60 D 3.04 5.37 7.44 D

2 3.31 2.11 7.80 D 3.15 4.68 7.30 D

4 3.35 2.22 7.42 D 3.24 4.68 7.14 D

5 3.44 1.92 7.13 D 3.24 4.44 6.99 D

6 3.47 1.93 6.85 D 3.34 4.22 6.72 D

8 3.49 1.73 6.64 D 3.39 3.93 6.58 D

Table 4.5 Comparative enantiomer separation of phenylglycine alkyl esters on CSP 

1 and CSP 2 

Mobile phase: 100% methanol with 10mM perchloric acid; Flow rate=1mL/min; 

Detection UV 230nm. 

aSeparation factor. 

bCapacity factor for the first eluted enantiomer. 

cResolution factor. 

dIndicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 
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Figure 4.3 Separation factor versus the number of alkyl groups of α-amino α

-alkyl acids on CSP 1 and CSP 2

Figure 4.4 Resolution factor versus the number of alkyl groups of α-amino α

-alkyl acids on CSP 1 and CSP 2
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Figure 4.5 Separation factor versus the number of alkyl groups of phenylglycine 

alkyl esters on CSP 1 and CSP 2

Figure 4.6 Resolution factor versus the number of alkyl groups of phenylglycine 

alkyl esters on CSP 1 and CSP 2
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4.4 결

  본 연 에  동 한 키랄 크라  에  키랄 택  (+)-18-C-6-TA   

키랄 고정  CSP 1과 CSP 2  하여, 미노 그룹  포함한 α-amino acids, α

-amino acid esters, chiral amines 등에 한 학  실험  수행하 고, 에 

 키랄  mechanism에 해 논 하 다. 적  CSP 1에  학  결과가 

CSP 2에 보다 조  크게 나타나고, 량  경 는  CSP 2에  당  크

게 나타나는  그 는 CSP2  달  CSP 1  가 고 는 조에 한 것  

여겨 다. 키랄고정  조  특  CSP 1에  intramolecular hydrogen bonding 

interaction   chiral recognition mechanism에 향  미 는 것  보

다. 본 연  같  키랄  연  하여   좋  키랄 크라  에

 조  가  키랄 고정  개  한다.
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