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Nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
enantiomerelvalasztas:
B-aminosavak viselkedése antibiotikum szelektorokon

PATAJ Zoltan**, ARANY]I Anita®, ILISZ Istvan® és PETER Antal®
Szegedi Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Dom tér 7, 6720 Szeged, Magyarorszag

1. Bevezetés

Az ¢él6 szervezetekben a kiralis molekulak kiemelkedd
jelentdséggel birnak. A fehérjék, a fehérjéket alkotod
aminosavak, a cukrok, az enzimek mind kiralis vegytiletek.
A pontos magyarazat még ma sem ismeretes, de e molekulak
kép-tiikorkép parosabol az esetek donto tobbségében csak az
egyik forma fordul elé.

A kiralis vegyiiletek vilagaban az enantiomerek bioldgiai
hatdsa nagymértékben kiillonbozhet egymastol, attol
figgetleniil, hogy fizikai-kémiai tulajdonsagaikat tekintve
azonosak, kivéve hogy a sikban polaris fény rezgési sikjat
milyen iranyban forgatjak.! Ez azzal magyarazhato, hogy
a kiralis molekuldak a bioldgiai rendszerekben ugyancsak
taldlkoznak, melyek képesek megkiilonboztetni az
enantiomereket.

Kiralis molekuldk eléallitasanak gazdasdgos tutja lehet a
kozvetlen kiralis katalitikus vagy enzimatikus szintézis,
illetve racém vegyliletek szintézise ¢és az azt kovetd
valamilyen elvalasztasi technika alkalmazasa. Mivel az
aszimmetrikus szintézismodszerek is csak korlatozottan
szolgaltatnak 100%-os enantiomer tisztasagot, igy a
kristalyositassal torténd rezolvalds (diasztereomerpar
képzés), a kromatografidss modszerek, folyadék-folyadék
extrakcid, szenzorok és membranok felhasznalasa,
desztillacio, stb. johet széba a valoban enantiomertiszta
vegyliletek eldallitasara (1. abra).

Enantiomer elvilasztisi technikiak

Aszimmetrikus szintézis Kapilléris elektroforézis ‘ Folyadék-folyadékcxk Membranok

Kristalyositas Kromatografias modszerek Szenzorok

Szuperkritikus folyadékkromatografia Kapilldris elektrokromatografia

Gazkromatogréfia Folyadékkromatografia

1. Abra. Enantiomer elvalasztési technikék.

Barmilyen uton is torténik a kiralis molekula eléallitasa,
elengedhetetlen a szintézist kovetd valamilyen elvalasztasi
modszer alkalmazédsa a kirdlis tisztasag ellenérzésére. A
leggyakrabban hasznalt analitikai modszerek a kromatografia
csaladjabol keriilnek ki, melyek koziil is kiemelkedik a
folyadékkromatografias eljaras.

2. Kiralis kromatografia

Enantiomerparok elvalasztdsa a fent emlitett fizikai és
kémiai tulajdonsagbeli hasonldésdguk miatt csak olyan

sztereospecifikus  kémiai  kolcsonhatassal — lehetséges,
amelynek sordan a sztereoizomerek eltéré moddon
reagalnak. Eppen ezért a kromatografias elvalasztas
alapja a diasztereomerpar-képzés a vizsgalt vegylilet
és az allofazis vagy a mozgofazis kiralis komponense
(anizotrop kozeg) kozott. Kiralis allofazis alkalmazasa
esetén az elvalasztds mértékét az enantiomerek allofazissal
kialakitott eltérd kolcsonhatasa hatirozza meg (2. Abra).
Az enantiomer aktiv centrumahoz kapcsolodd csoportok
harompontos kolcsonhatas (ezek lehetnek: sztérikus gatlas,
n—n-, dipol-dipol-, ionos kolcson-hatas, komplexképzés,
stb.) kialakitasara képesek, igy a kirdlis allofazist ennek
megfeleléen kell megvalasztani.??
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2. Abra. A harompontos illeszkedés modellje.

A modszer nagy eldnye, hogy nem igényel hosszadalmas
¢és bonyolult minta el6készitést, valamint az analizis utan a
vegyliletek eredeti formajukban allnak rendelkezésiinkre. A
kiralis oszlopok alkalmasak analitikai mérések kivitelezésére
mindségi és mennyiségi meghatarozas céljabol, valamint
fél-preparativ, illetve preparativ méretben enantiomerek
tisztitasara is.

3. Makrociklusos glikopeptid szelektorok

Az elmult évtizedben megndvekedett az érdeklddés a f-
aminosavak irant, melyek igen fontos kdzbensé termékei
kiilonféle  gyodgydszatban  hasznalatos  termékeknek,
valamint alkotorészei olyan természetben jelen 1évo fontos
vegyiileteknek, mint példaul az alkaloidok, peptidek és f-
laktam antibiotikumok. A p-aminosavakat a biologiailag
aktiv peptidek szintézise soran a szerkezet rogzitésére
hasznaljak. Ezek a felhasznadlasi modok megkdvetelik
a vegylletek enantiomer tisztasagat. Az irodalomban
rendelkezésre alldé eredmények alapjan kijelentheto,
hogy a kiilonféle aminosavak kiralis elvalasztasaban
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Makrociklusos antibiotikumok

Ansamicinek Glikopeptidek

- rifamicin - avoparcin

- teikoplanin

- teikoplanin aglikon
- risztocetin A

- vankomicin

-vankomicin aglikon

3. Abra. A makrociklusos antibiotikumok csoportositasa.

igen hatékonynak bizonyulnak a makrociklusos glikopeptid
szelektorok.*¢

Armstrong €s munkatarsai alkalmaztak elészor a
makrociklusos  antibiotikumok egyik csaladjat, a
makrociklusos  glikopeptideket ~ kiralis  szelektorként.”

A ciklodextrinek és poliszacharidok mellett a kiralis
kromatografidban manapsag a makrociklusos antibiotikum
alapu allofazisok a legkeresettebbek, amit a megjelend
kozlemények egyre ndvekvé szama is bizonyit.*¢811

A makrociklusos antibiotikumok csaladjaba tobb szaz
vegyiilet tartozik, mely vegyiiletek szerkezetiiket tekintve
rendkivill széles skalan mozognak. A kiralis szelektorként is
alkalmazhat6 molekulak, a makrociklusos antibiotikumokon
beliil négy f6 csoportba sorolhatok: ansamicinek,
glikopeptidek, polipeptidek és aminoglikozidok (3. é&bra).
Sztereoszelektivitas szempontjabol a leghatékonyabbnak a
glikopeptidek (teikoplanin, teikoplanin aglikon, risztocetin
A, vankomicin és vankomicin aglikon) bizonyultak, de
figyelemre méltd eredményeket értek el tiosztrepton,
rifamicin, fradiomicin, sztreptomicin, kanamicin ¢és
avoparcin kiralis szelektorként valo alkalmazasa soran is.!?

Egyedi szerkezetiiknek és a funkcids csoportok széles
tarhazanak koszonhetéen a makromolekuldk ionos,
hidrogénhidas, hidrofob, dipo6l-dipol, diszperzids, sztérikus,
n-7, stb. kolcsonhatas kialakitasara képesek.'* Hatékonyan
hasznalhatéak kiilonb6z6 kromatografids modokban,
ugymint normal és forditott fazisban (NPM és RPM),
nemvizes polaris szerves oldoszert tartalmazo rendszerben
(MeOH, ACN) (POM), valamint savas, illetve bazisos
karakterti modositot tartalmazd nemvizes polaris szerves
fazisban (PIM), (MeOH/AcOH/TEA)."

A teikoplanin A -2 harom szénhidrét csoporttal rendelkezik,
melyekbdl ketté D-glilkozamin, egy pedig D-manndz
(4. abra). A teikoplanin legjellegzetesebb sajatsaga,
hogy egy glikozamin magaban foglal egy N-acilezett
szénhidrogén lancot. Ennek kdszonhetd, hogy ez a szerkezet
apolarisabb, mint a tobbi glikopeptid. A Chirobiotic TAG
oszlop szelektora a teikoplanin aglikon, mely hét aromas
gylribdl all, melybol kettén klor szubsztituens talalhato,
négyen pedig fenolos hidroxilcsoport. A molekulan szintén
megtalalhatd primer aminocsoport és hidroxilcsoportok
valamint a szilikagél oldhatosaga hatidrozza meg azt a
pH tartomanyt (tipikusan 3,5-8,0) ahol az ilyen szelektort
tartalmazo kolonna hasznalhato.

Polipeptidek Aminoglikozidok
- tiosztrepton - fradiomicin

- sztreptomicin

- kanamicin

4. Abra. A teikoplanin és teikoplanin aglikon szerkezete.

A Chirobiotic T ¢és T2 oszlop kozott a szelektor anyagat
tekintve nincs kiilonbség, mindkettében a szilikagél hordozo
teicoplaninnal A -2-vel boritott. A kiilonbség ,.csak” a
boritottsag mértékében, valamint a szilikagélhez valo kotés
mddjaban van. Irodalmi adatok alapjan a T2 oszlop kiralis
szelektivitasa jobb az a-aminosavak elvalasztasaban, mint a
Chirobiotic T oszlopé. A Ristocetin A a Chirobiotic R, mig a
Vancomicin a Chirobiotic V kiralis oszlop szelektora.

4. Eredmények

A kirdlis elvalasztasokhoz alkalmazott makrociklusos
antibiotikum alapu kiralis allofazison az elvalasztas alapja
a molekula azon sajatsdga, hogy miként tud illeszkedni
a kirdlis szelektor kosardba. Ezt a folyamatot nagyban
befolyasolja a két szelektor, a teikoplanin és a teikoplanin
aglikon kozott fennalld 1ényeges kiilonbség, nevezetesen a
szénhidratcsoportok jelenléte, illetve azok hianya (4. abra).
Fontos eltérés még, hogy a teikoplaninon 1évé gliikézamin
tartalmaz egy N-acilezett C9 szénhidrogén lancot, mely még
inkabb hidrofob jelleget kdlecsondz a szelektornak.

A vizsgalt anyagok két  csoportba  oszthatok:
megkiilonboztetiink f-2- és f-3-aminosavakat. A f-2-
aminosavak annyiban kiilonboznek a f-3-aminosavaktol,
hogy az el6z0 vegyiiletcsoport esetén a karboxilcsoportot
tartalmazd szénatomon taldlhaté a molekula aszimmetria-
centruma, mig az utobbinal ez az aminocsoportot tartalmazo
szénatomra igaz (5.abra).

4.1. Eluensosszetétel-valtozas hatasa az elvalasztasra
Az aminosav enantiomerek elvalasztasahoz forditott

fazist rendszert alkalmaztunk, mely mozgoéfazisként 0,1%
trietilammoniumacetat puffer (TEAA, pH=4,1)/metanol
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5. Abra. Vizsgalt anyagok szerkezeti képletei: [1] 3-amino-2-metilpropansav; [2] 2-(aminometil)butansav; [3] 2-(aminometil)penténsav; [4] 2-
aminometilhexansav; [5] 2-(aminometil)-3-metilbutansav; [6] 2-(aminometil)-4-metilpentansav; [7] 2-(aminometil)-3-fenilpropansav; [8] 2-(aminometil)-
3-(4-hidroxifenil)propansav; [9] 2-(aminometil)-3-(3-hidroxifenil)propansav; [10] 2-(aminometil)-3-(4-etoxifenil)propansav; [11] 2-aminometil-
benzo(1,3)dioxolan-5-il propansav [12] 3-amino-butansav; [13] 3-amino-pentansav; [14] 3-amino-4-metil-pentansav; [15] 3-amino-3-fenil-propansav.

(MeOH) kiilonb6z6 térfogataranyl elegyét tartalmazta.
Modell vegyiiletként kiilonboz6  helyzetekben 1évé
alifas, elagaz6 alifas és aromds oldallancot, valamint egy
oxocsoportot tartalmazo f-aminosavat valasztva (B-2-1, p-
3-1, B-2-5, B-3-5, B-2-7, B-3-7 és a B-2-11) tanulmanyoztuk
az eluens MeOH tartalmanak hatasat a kromatografias
viselkedésre Chirobiotic T, T2 és TAG kolonnakon. Hat
kiilonboz6 eluens dsszetételt alkalmaztunk minden vegytilet
esetében, TEAA (pH=4,1)/MeOH = 10/90 és 90/10 (v/v)
Osszetétel tartomanyban.
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6. Abra. Kromatografias adatok, retenciés faktor (k,"), szelektivitas («)
és a felbontds (R,) értékeinek véltozdsa az eluens Osszetétellel; Kolonna,
Chirobiotic TAG; mozgéfazis, 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH (v/v);
aramlasi sebesség, 0,5 ml perc-1; detektalas, 205 nm; hémérséklet, 25 °C.

Az alkil oldallanccal rendelkez6 B-2-1 és B-3-1 aminosav
esettn a MeOH térfogataranyanak novekedésével
parhuzamosan nagymértékben ndvekedett a retencios
faktor (k’). Ennek magyarazata vélhetden a szolvatacids
viszonyokban rejlik, melyet Gjabban HILIC (hydrophilic
interaction liquid chromatography) hatasként emleget az
irodalom." A polaris jellegii, vizben jol 0ld6do aminosavak
a szerves fazis (MeOH) térfogataranyanak ndvelésével
kisebb mértékben szolvataltak, ezaltal jobban kotédnek
az allofazishoz, novelve ezzel a visszatartast. Masként
megfogalmazva, az apolarisabba valdé ecluens egyre
nagyobb teret enged a hidrofil-hidrofil kdlcsonhatasok
kibontakozasanak, megnovelve ezzel a molekula all6fazison
valo tartozkodasanak idejét (HILIC hatas).'® Ez a viselkedés
mindharom kolonnan megfigyelheté volt. Hasonlo
jelenségeket tapasztaltunk az elagaz6 és alifas oldallanccal
rendelkezé aminosavak esetén is.

Az aromas szubsztituenst tartalmazo aminosavak esetén
(B-2-7, B-3-7 és P-2-11) a k’ értékei minimum jellegli

gorbét irtak le (6. abra). A minimum pont utani ndvekedés
a k’ értékekben a MeOH térfogataranyanak novekedésével,
hasonldoan magyarazhato, mint az alifas oldallancu
vegyiileteknél. A minimum pont el6tti csokkend szakasz
abbdl adodik, hogy az aromds gylrli az amugy polaris
aminosavaknak apolaris jelleget kolcsondz. A vizben
gazdagabb eluens esetén igy elétérbe keriilnek a hidrofob-
hidroféb kolesonhatasok, melyek nagyobb viztartalom
mellett nagyobb visszatartast eredményeznek. A hidrofob-
hidroféb, illetve a HILIC hatasok ereddje eredményezi a
gorbék valtozo alakjat, ez befolyasolja a gdrbe minimumanak
helyét, valamint a minimumpont el6tti csokkenés, illetve az
utana 1évé emelkedés meredekségét, amely mintanként és
kolonnanként valtozo volt!”.

A mintamolekulakon 1évé funkcids csoportok helyzetétdl,
illetve az oldallanc helyzetétdl és jellegétdl fiiggetlentil,
a szelektivitds (a) és felbontds (R,) értékek volt, hogy a
MeOH-ban gazdagabb mozgdfazis esetén nagyobbnak
adodtak (kivételt képeznek azok a vegyiiletek, amelyek
esetén nem sikertilt az elvalasztast megvalositanunk).

4.2. Molekulaszerkezet és kromatografias viselkedés
kozti osszefiiggések

A p-aminosavak esetén ugyanazon a kolonnan a retencios
faktorok értéke csak kissé kiilonbozott egymastol, fliggetleniil
az oldallanc mindségétol. A jelenség lehetséges magyarazata
az enantioszelektiv felismerés olyan mechanizmusa,
melyben az elsd enantiomer retenciés faktoranak
kialakitasaban a nemszelektiv kdlcsonhatasok a jellemzoek,
aminek kdszonhetden a retencids idék hasonldak. A fennalld
csekély eltérések a szerkezeti kiilonbségekbdl adodhatnak.

A B-2-1, B-3-1, B-2-2 és B-3-2 vegyiiletek rendelkeznek
a legrovidebb telitett oldallanccal és ezek azok az
aminosavak, melyek a legkisebb a és R, értekeket adtak,
bar a k,” viszonylag nagy. Ez valosziniileg abbol adédik,
hogy a rovid apolaris oldallanc és a kiralis szelektoron
talalhatd zseb hidrofob részei kozott kicsi a kolesonhatas
mértéke, ami csekély kiralis felismerést eredményez.
A B-2-3 - B-2-6 és B-3-5 enantiomerek mar hosszabb alkil
lanccal rendelkeznek, mely egy kedvezobb térallast és
kolesonhatast eredményezhet az aglikon kosaran beliil.
A B-2-5 és B-3-5 aminosav esetében azonban a csoport
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szerkezete, nevezetesen egy elagazd 2-propil lanc,
kedvezotleniil hat a molekula-kiralis allofazis komplex
kialakulasara, ami kisebb retencids faktort eredményez,
ugyanakkor a (és R,) kiss¢ nagyobb volt Gsszehasonlitva
B-2-1 és P-3-1 adataival. Kiilondsen szembetliinik az
elagazo alkilcsoport negativ hatdsa, ha ezeket az adatokat
Osszevetjiik a p-2-3, B-2-4 és a P-2-6 aminosavakkal. Az
analog oldallanccal rendelkezd B-3-5 vegyiilet estén az egyik
legnagyobb szelektivitas és felbontas értéket tapasztaltuk
a f-3-aminosavak koziil, de ez az érték messze elmarad
a f-2-aminosavaknal tapasztaltaktol. A viszonylagosan
nagyobb szelektivitds és felbontds valdszintileg sztérikus
okokra vezethetd vissza, a f-3-5 molekula elhelyezkedése
kedvezobb az aglikon kosaraban, mint a B-3-1 és B-3-2
molekulaé. A B-2-6 molekuldban a B-2-5 molekuldhoz
képest jelen 1év6 tovabbi CH, csoport mar flexibilisebbé
teszi a molekulat, és optimalisabb koriilményeket teremt a
masodikként elualodé enantiomer illeszkedéshez az aglikon
kosaraban, ennek megfelelden mindharom kolonnan
nagyobb o és R értékeket kaptunk.

A B-2-7 - B-2-11 és B-3-7 aminosavak mindegyike egy
aromas gyurtivel rendelkezik, mely nagymértékben
valtoztatja meg a vegyliletek fizikai és kémiai tulajdonsagat.
Fontos, hogy az elvalasztasuk soran mar szamolhatunk
a polaris (n-m) kolcsonhatasok jelenlétével is, mely a
molekulak ¢és a kirdlis all6fazis aromas gytrii kodzt jon
letre. B-2-Alifas aminosavak esetén, a k, " értékek ugyanazon
kolonnan csak kismértékben térnek el egymastol, fliggetlentil
az oldallanc szerkezetétél. Ez a megallapitas az aromas
oldallancot tartalmazo vegyiiletekre is igaz, ami azt jelenti,
hogy az elséként elualodd enantiomerek visszatartasaban
fontos szerep jut a nemszelektiv kotderdknek. Az aromas
pB-2- €s -3-aminosavakhoz tartozé o és R, értékek rendre
nagyobbak voltak, mint az alkil lancot tartalmazok esetén
(B-3-7 aminosavnal ez a szelektivitasra volt igaz). Ennek
lehetséges magyarazata, hogy a masodikként elual6do
enantiomer visszatartasaban nagyobb szerep jut a szelektiv
kolesonhatasoknak, azon beliil is nagy valdsziniiséggel a
poléris kolcsonhatasok jarulnak hozza leginkabb a kiralis
felismeréshez. A B-2-8 és a B-2-9 minta esetén a B-2-7
molekulahoz képest kapott kisebb k,* értékek valosziniileg
az —OH csoport, mint sztérikus gat jelenlétének voltak
koszonhetdk a csoport helyzetétdl fliggetleniil. Ugyanakkor
a p-2-10 és P-2-11 aminosavak esetében kapott nagyobb
retencios faktorok az twjabb -O- csoportok H-kotésben
vald részvételére vagy inkabb sztérikus okokra voltak
visszavezethetéek, ugyanis a H-kotések kialakulasanak a
B-2-8 és a B-2-9 mintak esetén is van esélye.

A p-2-aminosavak esetén az o ¢s R, értékek rendre
nagyobbnak adodtak, mint a f-3-aminosavaknal. Ha az
oszlopok tekintetében vizsgaljuk a kiilonb6z6 aminosavakat,
akkor a legnagyobb szelektivitast a f-2-aminosavak esetén a
teikoplanin aglikont tartalmazé Chirobiotic TAG kolonnan
tapasztaltuk (kivétel a B-2-1 vegyiilet). Az a €s R értékek
a 3-3-aminosavakndl az egyarant teikoplanin A -2 szelektort
tartalmazo T vagy T, oszlopon voltak a legnagyobbak
(kivétel a B-3-1, az adott eluens Osszetétel mellett ezen
vegylilet enantiomerjeinek elvalasztasa egyik oszlopon sem
valdsult meg).

A kromatografids paraméterek egy részét az 1. Tablazat
tartalmazza.

1. Téblazat. Kromatografids adatok, retencios faktor (k,’), szelektivitas
(@) és a felbontas (R,) értékei f-aminosavak enatiomerjeinek kozvetlen
elvalasztasa soran, makrociklusos glikopeptid allofazisokon, allando
mozgofazis dsszetétel mellett

Vegyiilet Kolonna k,’ o Ry

T 2,34 1,15 1,20

p-2-2 T, 2,00 1,08 0,70
TAG 3,71 1,16 1,65

T 2,10 1,14 1,15

B-2-5 T, 1,63 1,15 0,95
TAG 3,36 1,22 1,30

T 2,35 1,31 2,50

p-2-7 T, 1,95 1,21 1,65
TAG 4,64 1,38 3,10

T 2,60 1,27 3,20

p-2-11 T, 2,53 1,24 1,95
TAG 5,40 1,44 3,35

T 2,50 1,04 0,50

B-3-2 T, 1,44 1,06 0,60
TAG 3,32 1,00 0,00

T 1,97 1,07 0,90

B-3-5 T, 1,29 1,06 0,55
TAG 3,23 1,00 0,00

T 2,10 1,00 0,00

B-3-7 T, 1,66 1,07 0,45
TAG 3,83 1,00 0,00

Kolonna, T, Chirobiotic T, T,, Chirobiotic T,, TAG, Chirobiotic TAG;
mozgofazis, 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH = 30/70 (v/v); aramlasi
sebesség, 0,5 ml perc'; detektalas, 205 nm; hémérséklet, 25 °C
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Enantioseparation by high performance liquid
chromatography: f-amino acids on antibiotic selectors

1. Introduction

The physical, biological and chemical properties determined by
the symmetry and asymmetry play an especially important role
in nature. Many of the organic materials from which different
organisms are built up are chiral, so it is easy to understand that the
presence of the enantiomers of a chiral compound in the organism
can result in different interactions and therefore different effects
and the pathways of the metabolism of the stereoisomers can
also differ. Accordingly, a demand has arisen in pharmaceutical
and other therapeutic fundamental research for the preparation of
stereoisomers in enantiomerically pure form, and for the analytical
qualification and quantification of pure chiral products.

Peptide-based receptor research involves the interactions of
receptors with peptides with known conformations. Peptides with
known conformations are prepared by the application of sterically
hindered amino acids, which have special structures and special
functional groups that can form conformational blocks in the
structures of peptides. The preparation of peptides with known
structures requires the application of enantiomerically pure amino
acids.

Chirality is now a major theme in the design, discovery,
development, launching and marketing of new drugs. The
advances in stereoselective bioanalysis have led to a new
awareness of the importance of stereoselective pharmacodynamics
and pharmacokinetics, enabling differentiation of the relative
contributions of enantiomers to the overall drug process.

There are several possibilities for the preparation of pure
enantiomers, e.g. using enantioselective synthetic routes or the
separation of enantiomers after the preparation of racemic mixtures
(Figure 1). Such separations can be carried out by the traditional
resolution processes or through the use of preparative chiral
chromatographic techniques. The chromatographic processes play
an important part not only in the production of the enantiomers,
but also in the quality control of the chiral products. Chiral high-
performance liquid chromatography (HPLC) is currently one of the
most dynamically developing and most widely applied branches of
the chiral analytics.
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2. Results

Methods were developed for separation of the enantiomers of f-2-
and f-3-amino acids by using chiral liquid chromatography.

The enantiomers of p-2- and f-3-amino acid analogs were
separated on macrocyclic glycopeptide-based chiral stationary
phases (CSPs), i.e. Chirobiotic T, T2, TAG and R. Separation
could be accomplished in reversed-phase mode by using 0.1%
Triethylammonium acetate (TEAA) buffer (pH 4.1)/MeOH mobile-
phases with different compositions and at different temperatures.

For analytes with an alkyl side-chain, the retention factor
progressively increased as the MeOH content of the mobile-phase
was increased; this was probably due to the HILIC (hydrophilic
interaction liquid chromatography) effect. Similar behavior was
found for y-amino acid analogs in literature'®. For analytes with an
aromatic side-chain, a U-shaped curve was observed (Figure 5).
At higher water content, the retention factor increased again with
increasing water content, which was probably due to enhanced
hydrophobic interactions in the water-rich mobile-phase.

All o values increased slightly with increasing MeOH content
for all investigated unnatural amino acids (higher increases were
observed for f-2-amino acids with aromatic side-chains). The R,
values progressively increased with increasing MeOH content on
all CSPs.

The values of the chromatographic parameters depended on
the structures of the compounds and on the CSPs applied. The
possible interactions depend strictly on how the enantiomers fit
into the aglycone cavity, which is determined by the structures of
the analytes and CSPs and also by the mobile-phase composition
(Table 1).

The elution sequence was determined in some cases, and was found
to be (R) < (S) for f-amino acids.
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