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요 약. Dansyl 유도화된 아미 노산의 광학이 성 질체 를 분리 하기 위 해 광학활성 인 乙-arginine 과 

몇가지 금속(구리, 아연, 카드뮴, 니켈)의 킬레이트를 이동상에 첨가하여 역상 칼럼내에서 분리를 

시도했다. 구리 킬레이트 이외의 것은 광학이성질체의 분리가 안되었다. 아미노산의 광학이성질체 

의 분리 거동은 이동상의 pH 및 유기용매조성, 완충용액의 종류와 농도, 금속의 종류와 킬레이트 

농도에 의해 영향을 받음을 알 수 있었다. Valine, metionine, leucine, phenylalanine은 D형이 먼 

저 용리되고 serine과 alanine은 乙 형이 먼저 용리되었으며 threonine은 D형과 Z 형의 분리현상이 

나타나지 않았다. 이러한 분리거동은 리간드 교환반응에 의한 (D,乙-DNS-AA) (M) (L-Arg) 3종 

착물이 형성될때의 입체 특이성효과로써 설명할 수 있다.

ABSTRACT. Separation of optical isomers of DNS derivatized amino acids by a reversed- 

phase high-performance liquid chromatography has been studied by adding a complex of an optically 

active amino acid (L-arginine) with the metal ion (Cu(II), Zn(II), Cd (II), Ni(II)) to the mo

bile phase. The separations are affected by the concentrations of acetonitrile, chelate and buffer. 

They are also affected by the pH and the kinds of metal and buffer. A separation mechanism, 

which is based on steric effect of the ligand exchange reaction for the formation of ternary com

plexes by the D, L-DNS-amino acids and the chiral additive associated with the stationary phase, 

is proposed to interpret the elution behaviors of D, L-dansyl-amino acids.

서 론

아미노산의 분리와 분석에 관한 연구는 초기 

에는 주로 기체 크로마토그래피에의해 행해 

졌으나 최 근 액체 크로마토그래 피 (LC) 가 발달함 

에 따라 비휘 발성 을 띠 는 아미 노산의 (AA)의 특 

성으로 인해 LC를 이용한 연구가 더 활발히 진 

행되고 있으며, 특히 아미노산의 광학이성질체 

의 분리에 관심이 집중되고 있다.

고성 능 액체 크로마토그■래 피 (HPLC) 로써 아미 

노산의 광학이성질체를 분리하기 위해서는 리간 

드교환크로마토그래 피 (LEC) 방법 을 이 용하는데 

일반적으로 두가지의 접근방법이 있다. 첫째 방 

법은 고체지지체에 광학활성인 리 간드를 결합시 

키는 방법이고財% 둘째 방법은 이동상에 광학활 

성인 킬레이트를 첨가시키는 방법이다k~23. 그 
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러 나, 광학활성인 리간드가 결합된 정지상은 합 

성이 복잡하고 합성혼합물에서 광학활성인 라간 

드를 분리 하기 어 려 울뿐 아니 라 이 러 한 정 지 상 

의 사용은 몇가지 종류의 아미노산쌍을 분리하 

는 데에만 한정되기 때문에 많이 이용되지 않고 

두번째 방법이 더 간편하고 활용이 다양하여 많 

이 이용되고 있다.

이들 연구의 대부분은 아미노산의'아미노기를 

Dansylation 시 킨 것이 나 아니 면 Free 아미 노산 

자체를 분리하며 분리제로 킬레이트를 사용하며 

주로 Cu(II)를 킬레이트의 중심 금속으로 사용 

해 왔다. 용리순서는 D와 乙아미노산의 경우 

일정하지 않으며 그 순서에 대한 메카니즘도 알 

려져 있지 않다. 예를들면 iLProline-Cu(II)를 

이 동상으로 사용하여 HPLC 로 dansylated amino 

acid (DNS-AA)를 분리할 경우는 乙형 아미노 

산이 먼저 용리 되 지 만金 같은 용리액 을 사용하 

여 free-AA 을 분리 할 경우는 그 반대로 £＞형의 

아미노산이 먼저 용리된다 16. 또 같은 종류의 용 

리액을 사용하고 free-AA 을 이 온교환수지 로 분 

리할 경 우는乙 형의 아미노산이 먼저 용리된다I， 

이와같은 용리거동을 설명 할 수 있는 분리 메카 

니즘은 연구할만한 가치가 있다고 생각된다.

본 연 구에 서 는 아미 노산을 dansyl chloride 로 

아미 노산 유도체 를 만들어 서 (淑칼럼 을 이 용한 

역상 액체 크로마토그래피 (RPLC)상에서 LEC 

에 의한 유도체의 광학이성질체 분리현상을 조 

사하였다. 이 동상으로는 乙-arginine 을 리 간드 

로 하여 여러 금속 이온들과 각각의 킬레이트를 

생성시켜 사용하였으며 분리에 영향을 주는 요 

소인 금속 킬레이트의 종류와 농도, 용매의 조 

성, PH, 이동상의 흐름속도, 완충용액의 종류 

및 농도에 대한 영향을 조사하였다. 이것을 토 

대로 이 분리계에서 나타난 D 형과 乙 형의 용리 

순서를 설명할 수 있는 입체 특이성이 우세한 

분리메카니즘을 규명하고자 한다.

실 험

1. 기기장치. 액체 크로마토그래프(Liquid 

Chromatograph)는 Waters Associates 회사 (Mil

ford Massachusetts, U.S. A.)제품을 사용하였는 
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데, 고압펌프는 Model 6000A solvent delivery 

system, 시 료 주입 은 Model U6K Universal LC 

Injector 를 사용했다. 검출기는 Model 420 Flu

orescence Detector 를 사용하여 들뜸 필터의 파장 

은 365nm, 방줄 필터의 파장은 495nm를 선택했 

다. 기 록기 는 Model 730 Data Module 을 사용했 

으며, 역상칼럼은 a-BONDAPAK C18 (300X 

3.9mm i.d., 10“m) 을 사용했다. 이동상의 pH 

조정 은 Fisher 제 pH Meter Model 292 를 사용 

했다.

2. 시약. 분리에 이용되는 아미노산은 D,L- 

serine (Ser), Z), •乙-threonine (Thr), D, L-alanine 

(Ala), D, L-valine (Vai), D, L-metionine (Met), 

D, L-leucine (Leu) 및 D, Z-phenylalanine (Phe) 

이며, 乙-arginine(乙-Arg)을 이동상에 있는 킬 

레 이트의 기준 나사선형 리간드로 사용했으며, 

유도체 시 약으로는 dansyl chloride (DNS-C1) 를 

사용했다.

위 에 사용한 시 약 serine, valine, arginine 및 

DNS-C1 은 Sigma 제 (Saint Louis, Mo, U. S. A.) 

이고 threonine, alanine, metionine, leucine 및 

phenylalanine 은 Yoneyama 제 (오오사카, 일 본) 

이었다. 그 외에 사용한 용매와 시 약은 1급 혹 

은 특급을 더 이상 정제하지 않고 사용했다.

3. 실험과정. DNS-AA 는 참고문헌21에 의해 

다음과 같은 방법으로 만들었다. 아미노산 약 

1.5mg 를 lmZ 의 0.1M 중탄산소오다 융액에 녹 

인 다음 DNS-C1 아세 톤 용액 (3mg/mZ) 을 첨 가한 

다. 37~50°C 에 서 15~60 분 동안 DNS-C1 의 

노란색이 사라질 때까지 반응시킨다. 위 방법으 

로 만든 DNS-AA 를 직접 액체 크로마토그래프 

에 주입시킨다. 이동상은 금속 (Cu2+, Cc*+, Ni2+ 

및 Zn2+) 과 리 간드인 Z-arginine 을 1 ： 2 의 몰 

비로 2.5X102M의 암모늄아세테이트 수용액에 

녹이고 pH를 조정한 후 아세토니트릴의 조성을 

맞추었다. 이 이동상은 Millipore 제품인 용매 

정제기를 사용하여 정제 및 탈기시킨후 사용했 

다. LC 펌프의 압력 은 주로 1000 psi 이 었으며 

용매의 조성에 따라 조금씩 차이를 보였다. 이 

동상의 흐름속도는 보통 2.0m〃min 으로 고정하 

여 사용했다.
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결과 및 고찰

본 연구에서 이동상으로 사용하는 킬레이트의 

조성은 금속과 리간드(乙-arginine) 의 농도비가 

1：2로 되게 했는데 이는 여기서 적용되는금속 

과 아미 노산은 1 : 2착물을 형 성한다고 알려 져 있 

기 때문이다22,23. 아미노산의 광학이성질체 분리 

에 관계하는 중요한 리간드 교환 반응은 다음과 

같이 일어 날 것으로 예상된다.

>C18 ……(L-Arg)-M(H)-(L-Arg)

+ (DNS-AA)畠

>C18 ……0-Arg)-M(II)TDNS-AA) (1) 

+ 0-Arg).

여기서 參'Cm은 octadecyl silane °] silica 에 

결합된 칼럼 충전제를 의미한다.

이들 아미노산 유도체의 분리는 정지상과의 - 

직접적인 상호작용에 의한 분배차이에도 기인하 

저만 식(1)에서 보는 것처럼 아미노산 킬레이 

트 교환 반응의 정도에 지대한 영향을 받을 것 

이다. 평형상수 K 는 아미노산의 종류에 따라 

다를 것이 예상되며 생성된 킬레이트는 C18 칼럼 

과 입체적 인 상호작용이 다르므로 아미 노산의 종 

류에 따라 다양한 분리 선택성이 기대된다. 아 

미노산의 광학이성질체인 경우는 리간드교환 반 

응이 일어날 때의 입체효과로 인하여 ■。형과 L 

형의 평형상수 K가 다를 것이므로 아미노산 광 

학이성질체의 선택적인 분리가 기대된다. 또 평 

형 상수 K는 금속의 종류에 따라 차이 가 있을 것 

이 예상된다따라서 본 연구에서는 금속이 

온의 종류와 그 킬레이트의 농도, 용매의 조성, 

pH 영향, 이동상의 흐름속도, 완충용액의 종류 

및 농도 효과에 대한 LEC 의 분리행동과의 상호 

연관성을 알아본다.

Fig. 1은 Cu(II)와 乙-Arg 의 킬레 이트를 사용 

했을 때의 D 및 乙-DNS-아미노산의 분리정도를 

나타내 는 대 표적 인 크로마토그램 이 다. 각각의 아 

미노산이 서로 분리되었으며 알킬사슬이 길수록 

정 지 상과의 소수성 상호작용이 증가하여 머 무름 

이 증가하는 경 향을 보여 준다. threonine 을 제 

외한 다른 아미노산은 D와 乙형의 분리가 가능

n

j
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Fig. 1. A typical chromatogram of optical isomers of 

amino acids. The mobile phase consists of 20% ace

tonitrile and 80% Cu (II) -L-arginine chelate Gution 

containing 5 X10-3M copper ion with 2.5X10'■호 M NH4- 

Ac at pH 7.0- The flow rate is 2.0 mZ/min.

-…L-AA

I _____一一=---------二 Ala

________ _____________________ _ Tnr
1.5 ■ 二二二二----------------------------------------- Ser

'i 2 ' 3—Z—5—6—?―8—9 1C—U 10-3M)

［。鬥 .
Fig. 2. Ejects of the concentration of copper (II) in 

the chelate on the retention. The mobile phase cons

ists of 20% acetonitrile and 80% metal chelate solu

tion containing 2.5X10-2M NH4AC at pH7.0. The 

flow rate is 2. OmZ/min.

함을 나타낸다. 특히 머무름값이 적은 serine 과 

alanine 은 乙형이 먼저 용리되는데 비해 머무름 

값이 대 체 적 으로 큰 valine 과 metionine, leucine, 

phenylalanine 은 D 형이 먼저 용리된다. 이는 

이들 아미노산의 알킬사슬의 구조가 D 와 乙형 

의 분리선택성에 영향을 준다는 것을 의미한다.

이동상으로 이용되는 금속 킬레이트의 농도가 

이성질체의 분리에 영향을 미칠것이 예상된다.

Fig. 2에서 나타난 바와같이 금속 킬레이트 농

Journal of the Korean Chemical Society



고성능 액체크로마토 그래피에 의한 Dansyl-아미노산 광학이성질체의 분리 219

Table 1. Capacity ratio。')and selectivity (a) as a function of acetonitrile concentration

DNS-AA
15% 2096 25% 30%

kr a kf a kf a a

Ser L 5.47
0. 91

2. 07
0.86

0.75
0- 85

0.18
1. 00

D 5.99 2.42 0.88 0.18

Thr L 6.58
1. 00

2. 57
0.99

0.89
0.99

0.43
1- 00

D 6.58 2.59 0.90 0.43

Ala L 8.62
0.94

3.29
0.95

1.26
0. 95

0. 62
1.00

D 9.18 3.48 1.33 0.62

Vai L 21.79
1.10

7.75
1.08

2.75
1.06

1.26
1. 00

D 19.83 7.19 2.59 1.26

Met L 31.69
1.30

8.87
1.08

3.03
1.06

1.33
1. 00

D 24.33 8. 25 2.87 1.33

Leu L 50.03
1.13

16.39
1.13

5.21
1.09

2. 23
1.11

D 44.22 14.51 4.77 2.01

Phe L 59.53
1.11

17.98
1. 08

5.38
1.06

2.29
1.03

D 53.77 16.59 5.06 2. 23

The aqueons solution in the mobile phase is the 5X10-3M copper (II) -L-arginine 사relate containing 2. 5X 10~2M 

NH4AC at pH 7.45. Flow rate: 2. OmZ/min.

Table 2. Capacity ratio。‘)and selectivity (a) as 

a function of pH

DNS- 
AA

pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0

kf a kf a kf a

Ser L 3.45
0. 93

1.93
0-87

1.92
0.85

D 3.70 2. 23 2.25

Thr L 5.18
1.00

2.61
1.00

2.39
0.99

D 5.18 2.61 2. 41

Ala L 7.10
0.96

3.53
0.94

3.15
0.93

D 7.37 3.62 3. 37

Vai L 18.74
1.00

7.99
1.00

7.44
1. 07

D 18.74 7.99 6.96

Met L

D

21.14

21.14
1.00

8.63

8.63
1.00

8.50

7.98
1.07

Leu L 43.38
1. 00

16.03
1.02

15. 39
1.11

D 43.38 15.73 13.83

Phe L 44.77
1.00

17.63
1.00

16.87
1.10

D 44.77 17.63 15.39

The mobile phase consists of 20% acetonitrile and 

80% metal chelate soluton containing 5X10-3M copper 

ion and 1.0X10-2M arginine with 2.5X10~2M NH4 

Ac. The flow rate is 2.0 mZ/min.

도가 증가함에 따라 머 무름값과 분리 선택 성 이 증 

가하는데 이러한 현 상은 식 (1) 에 서 예 상하듯이 

금속 킬레이트 농도가 증가하면 정지상에서 리 

간드 교환된 형태의 아미노산 킬레이트가 많이 

생성되기 때문이다 13. 이는 DNS-아미노산 유도 

체들이 리간드교환 거동에 의하여 분리되며 입 

체특이성적인 분리메카니즘을 따른다는 것을 의 

미한다.

이 동상의 유기 용매 조성 에 따라 광학활성 인 아 

미노산의 분리현상이 영향을 받는다. Table 1 

에서 나타난 바와같이 아세토니트릴의 농도가 

15%에서 30%로 증가함에 따라 머 무름값이 직 

선적으로 감소하는데 이는 Karger 와 공동연구 

자25들이 발표한 역상 크로마토그래피에서 아세 

토니트릴의 조성에 따른 머무름의 연구결과와 일 

치한다.

이동상의 pH 변화에 따른 DNS-AA 의 머무름 

현상은 Table 2에서 처럼 pH가 증가할수록 머 

무름은 감소하며, 광학활성 인 형과 乙 형 아미 

노산의 분리선택성은 pH 증가에 따라 증가한다. 

이러한 현상은 pH가 증가함에 따라 아미노산의 

카르복시산의 해리가 더 커져서 리간드 교환이 

활발해지고 따라서 머무름이 증가할 것으로 예 

상한 것과는m26 반대 결과였다. 이는 Lam 과 그
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Table 3. Capacity ratio(^) and selectivity (a) acc

ording to the various buffer solutions

HO-C(CH2CO-

DNS-
CH3COONH4 (CH2COOH)2

COOH
AA oh)2

kf a kr a kf a

Ser L L92 a% 2'06 0.90 2'51 1.00

D 2.25 2.30 2.51

Thr L 2 39 0 99 2-57 LOO 3.02 1 00

D 2.41 2.57 3. 02

Ala L 3-15 0.93 3.33 I。。 3-97 1. 00

D 3. 37 3. 33 3.97

Vai L 乙44 lo7 7-04 1.00 七 75 1. 00

D 6.96 7.04 7.75

Met L 8.50 I。？ 8.56 ] 00 10.06 loo

D 7.98 8.56 10. 06

Leu L 15.39 in 13.69 I。。 14,99 1.00

D 13.83 13.69 14.99

Phe L 16.87「io 17'61 1. 00 21-83 1.00

D 15.39 17.61 21.83

The mobile phase consists of 20% acetonitrile and 

80% metal chelate solution containing 5X10~3M copper 

ion and 1.0X10~2M arginine at pH 7. 0. The flow 

rate is 2. OmZ/min. 

공동연구자들 13의 연구결과와 같이 아미노산 유 

도체의 분리인 경우는 dansyl 치 환기 효과로 인 

하여 pH 가 증가함에 따라 DNS-AA 의 산해리 

정 도가 리 간드인 arginine 자체 의 것 보다 상대 적 

으로 더 작기 때문임을 알 수 있다.

이 동상의 pH 변화에 의 해 분리 현 상이 다르게 

나타나므로 완충용액의 종류에 따라 분리에 영 

향이 있을 것으로 생 각된다. Table 3 에 나타난 

것처 럼 암모늄 아세테이트를 완충용액으로 사용 

했을 경우는 광학이성질체의 분리가 가능하고 

머무름값도 적으나 완충용액을 숙신산과 구연산 

으로 바꾸었을 때는 광학이성질체의 분리현상은 

거의 나타나지 않고 머무름값도 커지고 있다. 

이러한 현상은 이들 완충용액으로 사용된 카르 

복시산 자체 가 리 간드로 작용함을 의 미하며 세개 

의 카르복시기를 가진 구연산의 경우는 Cu(II)- 

구연산 착물이 상대적으로 많이 생성될 뿐만 아 

니라 아미노산의 리간드 교환 반응이 Cu(II)-乙 

-Arg 착물인 경우보다 쉽게 일어나므로 머무름 

값이 커지고 대신에 분리선택성은 줄어들게 된 

다. Table 4는 암모늄아세테이트 농도를 변화 

시켰을 때의 분리현상을 나타낸다. 농도가 증가

Table 4. Capacity ratio (由)and selectivity (a) as a function of NH4Ac concentration in the buffer

DNS-AA

5. OX 1(广3m 1.0X10~2M 2.5X10-2M 5.0X10-2M

kf a kr a kf a kf a

Ser L 1.87
0.85 1.92

0.86
1. 92

0.85 1.99
0.85

D 2. 21 2. 23 2.25 2.33

Thr L 2. 21
1.00

2. 22
1.00

2.41
1.00

2.57
1.00

D 2. 21 2. 22 2.41 2.57

Ala L 3. 00
1.00

3. 05
0.97

3.15
0. 93

3.32
0. 94

D 3.00 3.14 3.37 3.53

Vai L 6.66
1.10

6. 80
1.09 7.44

1. 07
7.72

1.05
D 6.05 6. 23 6.96 7.39

Met L 7.98
1.11

8.08
1.10

8.50
1.07

8.64
1. 03

D 7.18 7. 35 7.98 8.37

Leu L 14.05
1.14

14.27
1.13

15. 39
1.11

15.53
1.07

D 12.33 12.61 13.87 14.55

Phe [L 15.47
1.10

15.76
1.10

16.87
1.10

17.50
1.05

D 14.05 14.27 15.39 16.70

The mobile phase consists of 20% acetonitrile and 80% metal chelate solution containing 5 X10-3M coppernion 

and 1. OX 10-2M arginine at pH 7. 0. The flow rate is 2. OmZ/min.
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함에 따라 머무름값이 증가하고 분리선택성은 

감소하는 경 향을 보이 는데 이 는 완충제 인 유기 

산도 arginine 과 마찬가지 로 리 간드로 작용함을 

의미한다. 유기산과 arginine 이 경 쟁적인 리 간 

드교환 반응을 하기 때문에 완충용액의 농도가 

증가함에 따라 arginine 과의 리 간드교환이 감소 

된다는 것을 알 수 있다. 이동상의 흐름속도가 

DNS-AA의 분리에 미치는 영향을 조사하기 위 

하여 실험 조건으로 혼히 사용하는 범위내에서 

흐름속도를 변화시켜본 결과 이동상의 흐름속도 

를 용량인자와 분리선택성에 영향을 주지 않는 

다는 것을 알아내었다. 이는 칼럼내에서 리간드 

교환반응이 이동상의 흐름속도보다 충분히 빠르 

다는 것을 의미한다.

이동상에 구리이온 대신에 다른 금속이온을 

첨가하여 DNS-AA 의 분리거동을 조사한 결과 

는 Table 5에서 보는 것처럼 머무름이 Cu(II), 

Cd (II), Ni(II), Zn(II) 의 순서로 증가한다. 그 

러 나 구리 킬 레 이 트용액 을 제 외 하고는 광학활성 

인 2 및 乙아미노산을 같은 조건하에서 선택성 

있게 분리하지 못했다. 이러한 현상은 카드륨, 

니켈, 아연이온들도 아르기닌과 킬레이트를 생 

성하여 LEC 를 통하여 아미노산의 분리에 영향 

을 주지만 구리용액과는 달리 리간드교환 메카 

니즘이 서로 다르므로 D 및 乙아미노산 유도체 

를 선택적 으로 분리 하지 못한다는 것을 의미 한다.

DNS-아미 노산 유도체의위와 같은 입체선택적 

인 분리현상은 아미노산 유도체의 종류와 나사 

선형 성질을 띠는 금속 킬레이트의 종류 및 그 

리간드의 구조에 의존하므로 이를 설명할 수 있 

는 분리메카니즘은 다음과 같은 모형으로 설명 

할 수 있을 것이다.

첫째는 DNS-AA의 경우 질소 원자에 결합된 

단실기 는 여 러 가지 conformation 이 가능한데 수 

용성 용액에서는 나프틸기를 통하여 광학활성인 

탄소에 붙어있는 알킬사슬과의 소수성작용이 우 

세하게 일어 나서 (Fig. 3 참조) JD-DNS-AA 와 

L-DNS-AA 는 bulky 한 소수성 기 를 만들게 된 

다.

둘째 는 구리 이 온과 i-arginine 은 다른 금속이 

온에 비해 상대적으로 안정한 킬레이트를 생성

acids containing the hydrophobic alkyl chain in the 

mobile phase.

Cis

Fig. 4. Structures of Cu (II)-(乙-Arg) 2 complexes.

하며, 그 킬레이트는 평면형을 이루고 4자리 배 

위수를 가진다23,气 구리와 리간드는 1 ： 2의 몰 

비 로 cis 와 trans 형 두 가지 가 가능하다. (Fig.

4 참조) 그러나 C18 칼럼의 소수성기와 상호작
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Table 5. Capacity ratio(幻 of L-DNS-amino acids 

according to the various metal chelate eluents

Cu- 
(L-Arg)2

Cd- 
(L-Arg)2

Ni-
(乙-Arg) 2

Zn- 
(L-Arg)2

Ser 1.92 2.27 2.33 2.71

Thr 2.39 2.88 2.90 3.59

Ala 3.15 3.64 3.71 4.39

Vai 7.44 7.49 7.47 9.41

Met 8.50 9.01 9.17 10.50

Leu 15.39 14.28 14. 25 17.53

Phe 16.87 19.61 19. 90 23.05

The mobile phase consists [of 20% acetonitrile and 

80 % metal chelate solution containing 5 X10-3M metal 

ion and 1. OX 10~2M arginine with 2. 5X10-2M NH4AC 

at pH7.0- The flow rate is 2. OmZ/min.

용이 잘 이 루어 지 는 것은 아르기 닌의 bulky 한 

group 이 서 로 같은 방향에 있는 切a&s 형 일 것 이 

다.

셋째는 이 DNS-아미노산들은 아르기닌 킬레 

이트와 SN-2 메카니즘을 통하여 치환될 것이 다. 

이 런 가정은 다음과 같은 사실에서 알 수 있다. 

Cd(II), Ni(II), Zn(II)과 같은 금속이온을 이 

용할때는 광학활성인 DNS-아미노산 분리가 이 

루어지지 않기 때문이다. 그러나 Table 5를 보 

면 알 수 있듯이 리 간드 교환크로마토그래피 행 

동이 일어난다는 것을 알 수 있다. 용리액의 첨 

가물인 Cu, Cd, Ni, Zn 중에서 구리용액에서 머 

무름값이 가장 작은 것은 이 용액에서 리간드교 

환이 가장 약하게 일어난다는 것을 나타내며 이 

것은 구리-아르기닌 킬레이트가 다른 금속-아르 

기닌 킬레이트 보다 더 안정하여 치환이 약하게 

일어난다는 것을 의미한다. 따라서 구리외의 다 

른 금속은 리 간드교환 반응이 잘 일 어 나므로 Z- 

DNS-AA 와 D-DNS-AA 가 모두 킬 레 이 트와 쉽 

게 리 간드 교환을 이 루지 만 D 와 Z 아미 노산 분 

리가 전혀 일어나지 않으므로 이 반응을 SN-1 

성으로 짐작할 수 있으며 cis형과 형 킬레 

이트 모두 똑같이 생성 가능하다. 그래서 구리 

외의 다른 금속을 사용할 때는 D 및 乙 아미노산 

분리가 전혀 일어 나지 않는 것으로 여겨진다.

그러나 구리-아르기닌 킬레이트는 안정하며 

DNS-AA 와 SN-2 반응을 통하여 리간드 교환 

이 일어난다고 생각된다. 광학활성인 탄소에 붙 

어있는 알킬체인이 소수성을 띠어 단실기의 나 

프틸기와 소수성작용을 하여 bulky 한 소수성기 

를 이루는 경우는 乙-DNS-AA 는 trans 형 아르 

기닌 킬레이트에 cis와 trans 공격이 모두 가능 

하여 cis 형 과 trans 형 의 킬 레 이 트를 형 성 할 수 

있을 것이다. 그러나 D-DNS-AA 는 bulky 한 

나프틸기가 아르기닌과의 입체장애 때문에 trans 

형 아르기닌 킬레이트에 保s공격은 불가능하고 

trans 공격 만이 가능하다. 따라서 Fig. 1 에서 보 

는 것처 럼 Vai, Met, Leu, Phe 은 D-DNS-AA 

가 먼저 용리되고 乙-DNS-AA 가 늦게 용리된 

다. Ser 은 알킬 기 7}-CH2OH 로서 짧고 극성 을 

띠며, Ala는 -CH3으로서 짧기 때문에 Fig. 3 

의 구조로 되기 어렵고 오히려 단실기가 알킬기 

에서 멀리 떨어진 구조를 띨 것이므로 이때는 

乙형의 保s공격 이 불가능하여 乙-DNS-AA 가 먼 

저 용리되 고 D-DNS-AA 는 늦게 용리 된다. Thr 

은 알킬 사슬에 히 드록시 기 와 terminal-CH3 를 갖 

고 있어 위 두 가지형의 특색을 모두 나타내므 

로 D와 乙형의 선택적 분리가 일어나지 않는 

다.

이분리 메카니즘에 의하면 이동상에 소수성이 

큰 아세토니트릴의 농도가 증가하면 나프틸기와 

알킬기 사이의 소수성 작용이 상대적으로 감소 

하여 Fig. 3 같은 우세한 구조생성이 어려워지 

므로 거울상 이성질체간의 분리선택성이 감소하 

게 된다. {Table 1참조)

Table 2에서 보듯이 pH가 감소하면 머무름 

은 증가하나 D 및 L유도체의 분리선택성은 감 

소한다. 이것은 이동상의 pH 가 감소하면 아르 

기닌의 구리이온과의 킬레이트 생성 배위결합력 

이 약해져서 DNS-AA 와의 리간드교환 반응이 

SN-1 성을 띠게 된다. 그래서 분리선택성은 감 

소하며, 리간드교환 반응은 쉽게 이루어질 것이 

므로 아미노산의 머무름은 상대적으로 증가한다 

는 것을 알 수 있다.
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