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Macrocycles in Separations Today

1.  >95% of all GC chiral separations are done on cyclodextrin 
derivative stationary phases.

2.  >90% of all CE chiral separations are done with cyclodextrin‐
based chiral selectors. 

3.   CDs are the dominant water‐based NMR chiral shift reagents.

4.   However, today CDs are used for only about 5‐10% of LC chiral 
separations.

5.   Conversely, macrocyclic  glycopeptides have the broadest 
selectivity and have superseded all other CSPs for the 
separation of chiral amino acids and many other compounds.  
They are the dominant macrocycle used for chiral LC 
separations.

6.   Cyclofructans are the newest and least developed chiral 
macrocycle.  They will have huge future impact.
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D.W. Armstrong, Journal of Chromatographic Science, Vol. 22, September, 1984, pg. 412.

Schematic  showing the structure and relative size of the three most common cyclodextrin molecules.  (A) ‐cyclodextrin (or 
cyclooctaamylose).  (B) ‐cyclodextrin (or cycloheptaamylose), and (C) ‐cyclodextrin (or cyclohexaamylose).

A schematic of cyclodextrin bonded to a silica gel support and reversibly forming an inclusion 
complex with a chiral molecule.  Neither the linkage nor the cyclodextrin contain nitrogen (e.g., 
amines or amides) in any form.
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Simplified schematics illustrating two different enantioselective retention mechanisms 
for the native ‐cyclodextrin/propranolol system.  Case “A” is the polar organic mode 
where acetonitrile occupies  the hydrophobic cavity and  the analyte  is retained via a 
combination  of  hydrogen  bonding  and  dipolar  interactions  at  the  mouth  of  the 
cyclodextrin.  Steric interactions also can contribute to chiral recognition.  In case “B”, 
(the  reversed  phase  mode)  retention  is  mainly  due  to  hydrophobic inclusion 
complexation,  while  enantioselectivity  also  requires  hydrogen  bonding  and  steric 
interactions at the mouth of the cyclodextrin cavity.

A B

Two different chiral recognition mechanisms for
Beta‐Cyclodextrin
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Bonded 
Derivatized
Cyclodextrins

Summary of Derivatives of CYCLOBOND 1 2000
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The separation of three racemates using  an (S)‐NEC‐‐cyclodextrin column, including the (a) normal phase separation of 
the 3,5‐dinitrobenzoyl derivative of racemic 1‐(1naphthyl)ethylamine, (b) reversed phase separation of racemic 
bendroflumethiazide, and (c) separation of the enantiomers of ciprofibrate.  Column dimensions: 25 cm x 4.6 mm; mobile 
phase (a): 70:30 (v/v) hexane‐isopropyl alcohol; (b): 30:70 (v/v) acetonitrile 1 vol % triethylammonium acetate in water; (c): 
80:20:1 (v/v/v) acetonitrile – ethanol‐acetic acid.  Flow rate: 1.0 mL/min.
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Remember:
The separation of enantiomers of 
hydrophobic molecules with little 

functionality is often best done with 
Cyclodextrin‐based stationary phases
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J. Chromatogr. A 666 (1994) 445-448
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BPH
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BPH
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It is not widely appreciated that Cyclodextrin‐based 
stationary phases are unsurpassed at separating structural 
isomers, geometrical isomers  and organic sulfonates and 
sulfates.  

They also are the most orthogonal reversed phase 
stationary phases to C18/C8 types. 

Also, remember:
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Anal. Chem., 68, 2501  (1996)Macrocyclic Glycopeptides: CHIROBIOTIC COLUMNS 
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Anal. Chem.  66  (1994)  1473
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J. Chromatogr. A  731  (1996)  123‐137
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J. Chromatogr. A  
793  (1998)  283-
296
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Principle of Complementary Separations
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Remember:

• Enantiomeric separations done in the Polar 
Organic Mode are most amenable to LC‐MS 
formats.

• Most reversed phase separations can be 
altered for LC‐MS as well.
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Simultaneous 
separation of all 19 
amino acids

Step gradient: 80:20 A:B 0 – 7 min then 20:80 
A:B 7‐ 20 min

A: 1.0% NH4TFA in MeOH

B: 0.1 % formic acid in H2O

Chirobiotic T   LC‐APCI‐MS 

Full Scan Mode  m/z range : 87.0‐207.0

Desai MJ and Armstrong DW. (2004) J. Mass Spectrom. 36, 177‐187.
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Cyclofructans (CFs)
• Cyclic oligosaccharide
• Fructosyltransferase, inulin
• Beta‐(2‐1) linked D‐
fructofuranose

• 6,7,8 fructofuranose units
• Crown ether skeleton
• UV transparent
• Solubility: >1.2g/ml
• No health hazardous

S. Immel et al. Carbohydrate Research 313 (1998) 91‐105
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Native CF6

Native CF6
Acetonitrile/methanol/AA/TEA
90/10/0.3/0.2
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Native vs. Derivatized CF6

0 10 20 30 40
Time (min)

CF6
3,5‐dimethylphenyl carbamate
Acetonitrile/methanol/AA/TEA
75/25/0.3/0.2

Native CF6
Acetonitrile/methanol/AA/TEA
90/10/0.3/0.2
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Structure of Chemically‐Bonded CF CSPs
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1. silica gel support
2. covalent linker between cyclofructans and solid support
3. cyclofructan 6~8
4. derivatization groups or hydrogen
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A Closer Examination of the Separation 
of Enantiomers of Primary Amine 

Containing Compounds 

J. Chromatogr.,  1217  (2010)  4904‐4918

119 Randomly chosen compounds were evaluated 
on the:        

1) LARIHC CF6‐P  CSP (isopropyl 
derivative)

and
2) LARIHC CF6‐M CSP (methyl derivative)



30

Chromatographic data of racemic primary amine‐containing compounds separated on the IP‐CF6 
stationary phases in the optimized condition
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Typical separations

min15 17 19 21

1°amine + ester
(Note that the chiral center is 
far from the amine.)

1°amine without UV 
chromatophore

20 min10 15

O

O
NH2

NH

OO

Cl

O

NH2

HCl

60A40M0.3AA0.2TEA (0 °C) 30A70M0.3AA0.2TEA (Post column 
derivatization,  0.5mL/min)
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Larihc CF6‐P

• This CSP showed enantioselectivity toward 93% of all 
tested primary amines. 

• This CSP usually works more effectively in the polar 
organic mode (less retention & sharper peaks).

min4 4.5 5 5.5

NH2

HO

1R,2S/1S,2R

30A70M0.3AA0.2TEA

Amino alcohol

J. Chromatogr. 1217 (2010) 4904‐4918
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Better resolution of a few racemic primary amines can be obtained with the RN‐CF6 column
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min10 12 14 16

(A)IP-CF6 CSP
α=1.00

( B) RN-CF6 CSP
α=1.10

OH NH2

98% of all chiral primary amine containing compounds were 
separated on the LARIHC  CF6‐P + LARIHC CF6‐RN Columns.  An 
example of a separation on the aromatic functionalized CF6‐RN 
column is shown below.  
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Good loading capacity

min8 10 12 14 16

16 µg
Injection volume: 5 µL

3.2 mg
Injection volume: 1000 µL

Column: 0.46 cm× 25 cm
MP: 60A40M0.3AA0.2TEA
Analyte concentration: 3.2 mg/mL
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Excellent performance in SFC

0 4 8 12 16min 0 4 8

0 4 8 12 0 5 10 15 20min min

min

NH2

HO

1R,2S/1S,2R

NH2

H2N

80CO2/20MEOH(0.1%DEA)

80CO2/20MEOH(0.1%DEA)

80CO2/20MEOH(0.1%TFA)

85CO2/15MEOH(0.1%TFA)

•Either basic additives or acidic additives can work.
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3D Optimized Cyclofructan RN Derivative (6, 12, 18)

RN 6 Hydrophobic Face
RN 12 Hydrophilic Face

RN 18 Hydrophilic Face
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RN 6 Side View

RN 12 Side View

RN 18 Side View

3D Optimized Cyclofructan RN Derivative (6, 12, 18)
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Separation of Chiral Acids

0                                Min                             20

CF7
3,5‐dimethylphenyl carbamate
heptane/ethanol/TFA
80/20/0.1

CF6
bis(trifluoromethylphenly carbamate
Acetonitrile/methanol/AA/TEA
75/25/0.3/0.2
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Separation of Chiral Alcohols

15                                                               30
Min

CF7
3,5‐dimethylphenyl carbamate
heptane/ethanol/TFA
99/1/0.1

CF6
R‐naphthylethyl carbamate
Heptane/isopropanol/TFA
98/2/0.1
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Separation of Chiral Pharmaceutical Compounds

20                             Min                               55

CF7
R‐naphthylethyl carbamate
heptane/ethanol/TFA
99/1/0.1

CF6
3,5‐dimethylphenyl carbamate
Heptane/isopropanol/TFA
98/2/0.1Thalidomide

Bendroflumethiazide
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Separation of Ru tris(diimine) Complexes

min0 4 8 12 16

RNCF6 column

60methanol/40acetonitrile/25 mM NH4NO3

[Ru(phen)3](Cl2)

[Ru(dppz)3](Cl2)
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k1=0.883, =1.51, Rs=4.4

k1=1.27, =2.81, Rs=12.1
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CF‐based CSPs can be used alternately in polar organic, reversed‐phase 
and normal phase solvents without damage.

 

0 5 10 15

A. Normal phase mode 

B. Polar organic mode 

C. Reversed phase mode

 

H2N
NH2

NH2

OH

Ph

 Ph

CO2H
O2N

NO2

N
H

O

R

Mobile phase:  (A) 70% heptane/30% ethanol:  (B) 60% acetonitrile/40% methanol/0.3% 
acetic acid/0.2% triethylamine. CSP: CF6‐RN
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min0 10 20 30 40

Polar organic mode vs Normal phase 
mode 

H2N

F

Polar organic mode
90A10M0.3AA0.2T

Normal phase mode
90hep10EtOH0.1TFA

•When short retention is observed in the polar organic 
mode, the normal phase mode should be tested. 

Analyte peak
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Cyclofructan 6

CF6 and CF6‐Sulfonate as HILIC Stationary Phases
FRULIC‐N and FRULIC‐C

HILIC = Hydrophilic Interaction Chromatography

The best way to separate polar molecules

J. Chromatogr. A, 1218 (2011) 270‐279.
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Nucleic acid bases: 
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Xanthines 

N

N

O

CH3
O

CH3

N

N
H3C  

Caffeine 

N

N

O

CH3
O

CH3

N

N

H3C

HO

 
7-β-Hydroxypropyl 

Theophylline 

N

N

O

CH3
O

CH3

N

N
H

 
Theophylline 

N

N

O

CH3
O

CH3

N

N

HO

HO

 
Dyphylline 

HN

N
H

N
H

N

O

O
 

Xanthine 

HN

N N
H

N

O

 
Hypoxanthine 

 



55

β-blockers:  
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Salicylic acid and derivatives 
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Maltooligosaccharides 
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min10 20 30 40 50
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5

H-CF6

L-CF6

DCH-CF6

Astec Diol

Astec Cyclobond I 2000

ZIC-HILIC

Separation of nucleic acid bases and nucleosides on six compared
columns. Mobile phase: acetonitrile/20 mM ammonium acetate, pH = 4.1, 90/10 (v/v); flow 
rate: 1.0 mL/min; UV detection: 254 nm. Compounds: 1. Thymine; 2. Uracil; 3. Thymidine; 4. 
Uridine; 5. Adenine; 6. Adenosine; 7. Cytosine; 8. Guanine; 9. Cytidine; 10. Guanosine.
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min2 4 6 8 10 12 14
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H-CF6
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DCH-CF6

Astec Cyclobond I 2000

Astec Diol

ZIC-HILIC

Separation of xanthines on the six compared stationary phases. 
Mobile phase: acetonitrile/20 mM ammonium acetate buffer, pH = 4.1, 90/10 (v/v); flow rate: 
1.0 mL/min; UV detection: 254 nm. Compounds: 1. Caffiene; 2. 7‐β‐Hydroxypropyl 
Theophylline; 3. Theophylline; 4. Dyphilline; 5. Hypoxanthine; 6. Xanthine.
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1+2+3+4+5+6

1+2+3+4+5+6

Separation of maltooligosaccharides on the six compared columns.
Mobile phase: acetonitrile/water 65/35 (v/v); flow rate: 1.0 mL/min; RI detection. 
Compounds: 1. Maltose; 2. Maltotriose; 3. Maltotetraose; 4. Maltopentaose; 5. 
Maltohexaose; 6. Maltoheptaose.
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min5 10 15 20 25 30 35 40 45

DIOL®

CYCLOBOND I 2000®

ZIC ‐HILC®1
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9 10643 2
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SSP 14

Conditions
MP :ACN/20 mM Ammonium

acetate buffer pH = 4.1 
(70/30,v/v)

Flow rate       :  1.0 ml/min
Detection      :   UV detection at 254 nm

MP            :  ACN/20 Mm Ammonium 
acetate buffer pH = 4.1 

(90/10v/v)

1. Carvedilol;  2. Alprenolol;  3. Esmolol;  4. Labetalol;  5. Pindolol; 
6.       Metoprolol ; 7. Acebutolol;  8. Sotalol;  9. Nadolol;  10. Atenolol

HILIC‐sulfonate derivative separation of beta‐blockers

61



62

Effect of acetonitrile content on the retention (k) of ten tested 
nucleic acid bases and nucleosides on the H‐CF6 column.
Mobile phase: acetonitrile and 20 mM ammonium acetate, pH = 4.1. Flow rate: 1.0 

mL/min. UV detection at 254 nm.
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