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요 약. 역상 고성능 액체 크로마토그래피에서 L・proline과 그 유도체들(hydroxy-L-proline, N-benzyl- 
L-proline, /)-xylenyl-L-proline, />-xylenylhydroxy-L-proline)^ 구리(II) 킬레이트를 이동상에 첨가하여 유도 

체화 안된(자유) 아미노산 광학이성질체를 분리하였다. OPA-postcolumn 검출장치를 이용하여 검출하였고, 

자유아미노산에 관한 머무름 거동을 이동상의 pH와 킬레이트 종류 및 농도, 유기용매의 종류 및 조성에 

관해 연구하였다. 자유아미노산에서의 머무름 거동은 DNS-아미노산이나 DABS-아미노산과 같은 아미노산 

유도체와는 다르게 나타났고, 분리 선택성도 자유아미노산이 아미노산 유도체들 보다 더 좋았다. 사용한 

여러가지 리간드 가운데 力・xylenyl-L-proline을 사용했을 때 최대의 광학 분리의 선택성을 나타내었다. 아 

미노산과 구리 착물간의 리간드 교환반응의 입체효과에 따른 정지상과의 소수성 상호작용으로 분리 메카 

니즘을 설명할 수 있었다.

ABSTRACT. Separation of the optical isomers of free amino acids by a reversed phase high perfor
mance liquid chromatography has been studied by adding a copper(II) complex of L-proline or L-proline 
derivatives (hydroxy-L-proline, N-benzyl-L-proline, />-xylenyl-L-prolinet /)-xylenyl-hydroxy-L-proline) in the 
mobile phase. An OPA postcolumn detection system wa옹 used for the detection of amino acids. The 
chromatographic properties for the free amino acids were discussed in terms of the pH, the kinds and 
concentration of chelate or organic modifier. The retention behaviors of the free amino acids were consi
derably different from, those of DNS-amino acids or DABS-amino acids. The enantioselectivity of the 
free amino acids was better than that of dervatized amino acids. The enantioselectivity between the 
optical isomers observed by use of the Cu(II)-/)-xylenyl-L-proline chiral cheleate was the best among 
the several copper(II) chelate. A separation mechanism could be illustrated not only by the hydrophobic 
interaction of the diastereomer with stationary phase but also by the steric effect of the ligand exchange 
reaction between the free-amino acids and copper chelate.

한 인식과 함께 수십년 전부터 관심의 대상이었고 

아미노산 광학이성질체의 분리는 그 중요성에 대 많은 발전도 있었다it. Gil-Av와 공동 연구자들에软

-879-



880 李善行•吳岱燮•安洪曄•朴京淑•吳相午

의해 기체크로마토그래피에 의한 분리가 성공한 이 

래 크로마토그래피를 이용한 연구가 계속되어 왔으 

나 아미노산 자체의 비휘발성 때문에 최근에는 고 

성능 액체크로마토그래피(HPLC) 쪽으로 관심이 집 

중되고 있다.

HPLC에 의한 광학이성질체 분리는 키랄물질을 

이용하여 리간드 교환반응(LEC) 및 소수성 상호작 

용을 통해 이루어지는데 두 가지 방법으로 나눌 수 

있다.

첫째는 고체 지지체에 키랄물질을 흡착 또는 결 

합시켜서 분리하는 키랄 정지상법 (Chiral Stationary 
Phase Method)으로, 특정 물질을 선택적으로 분리 

하여 순수하게 회수할 수 있다는 장점이 있으나 

정지상의 합성이 어렵고 적용범위가 제한적이며 컬 

럼용량이 작은 단점이 있다. Davankov와 공동연구 

자들이，8 L-proline 결합수지를 정지상으로 사용하여 

광학이성질체를 분리한 후 많은 연구자들에 의해 

연구되었다

둘째로 이동상에 키랄물질을 첨가해서 분리하는 

키 랄이동상첨 가법 인데 용리 액으로 사용하는 키 랄물 

질의 소모가 많고 분리된 광학이성질체를 회수하는 

문제가 있으나 키랄물질의 변화가 용이하여 다양한 

조건에서 실험이 가능하고 컬럼용량이 큰 잇점이 

있다. 이 방법에 의한 광학이성질체의 분리는 1979년 

Karger 등이 L-2-alkyloctyldiethylenetriamine 금속 

킬레이트를 이용하여 광학활성인 DNS-아미노산을 

분리한 것이 시초였다心. Gil-Av""는 proline-Cu 

(II) 이동상을 이용하여 자유아미노산 광학이성질체 

를 분리하여쓰며 Grushka, Gilon18~20. Karmen, Lam 
등21 이 역상 액체크로마토그래피를 이용하여 아미노 

산의 광학이성 질체를 분리 하였다. 이들 연구의 대 

부분은 킬레이트 중심 금속으로 Cu(II)를 사용했으며 

광학이성질체의 용리순서, 리간드의 작용 등을 연 

구해왔다.

키랄이동상 첨가법을 사용하여 아미노산의 광학 

이성질체를 분리할 경우 이동상에 첨가된 키랄 금속 

킬레이트 때문에 아미노산의 UV검출이 어렵게 된다. 

이러한 방법으로부터 아미노산을 검출하기 위해서 

다음의 두 가지 방법이 주로 사용되고 있다. 그 첫 

번째는 아미노산을 분리하기 전에 발색단(예 : DNA- 
AA, DABS-AA)으로 반응시켜 그 유도체를 분리하는 

방법인데 이 경우에는 발색단 자체가 매우 커서 

분리에 큰 영향을 주며 분리선택성을 감소시키는 

작용을 하기도 하며 용리시간이 길어서 적절한 용 

리를 위해서는 많은 양의 유기용매를 이동상에 첨 

가해야 함으로 또한 광학이성질체의 분리선택성이 

감소하게 된다. 두번째 방법은 자유아미노산을 컬럼 

(colum)에서 분리한 후 흡수시약이나 형광시약과 

반응시키는 방법인데 이 방법은 아미노산의 분리에 

반응시약이 영향을 주지않으므로 광학이성질체의 

분리선택성이 좋아지며 머무름도 짧다. 이때 흔히 

반응시간이 빠르고 재현성이 좋은。-phthalaldehyde 
(OPA)가 반응시약으로 사용된다

지금까지 본 연구자들은財73 L-proline 계 유도계 

리간드를 포함한 Cu(II) 킬레이트를 첨가하여 유도 

체화된 아미노산의 광학이성질체를 분리하고 그 용 

리거동을 리간드 교환반응의 입체효과로 설명할 수 

있었다. 본 연구에서는 N-benzyl-L-proline(BzPro), 
0-xylenyl-L-prolineQ>-XyPro),》-xylenyl-phydroxy- 
L-proline(/>-XyHyp), hydroxy-L-proline(L-Hyp), L- 
proline(L-pro) 등의 proline계 아미노산 유도체를 

리간드로 사용한 Cu(II) 킬레이트를 이동상에 첨가 

하여 자유아미노산 광학이성질체의 분리정도를 비교 

조사하였다. 선행 연구된 유도체화된 아미노산과 

비교하여 금속킬레이트의 농도, 이동상의 유기용매 

조성 및 pH에 따른 머무름 정도(矿)와 분리선택성 

(a‘), 용리순서 등을 고찰해 보고 분리 메카니즘을 

규명하고자 한다.

실 험

기기장치. 액체 크로마토그래피로는 Varian 5000 
Liquid Chromatograph를 사용하였고 시료 주입은 

Rheodyne injector, 검출기는 Varian Fluorichrom을 

•는 340 nm, 為”는 455 nm에 맞추어 사용되었다. 

분리 후 OPA 반응검출을 위해서 postcolumn rea
gent pump(PCR)로 Varian PCR-1B 펌프와 300 
cmX 0.5 mm 내경 Teflon관을 사용하였다. 역상컬 

럼으로는 MicroPak MCH-10(CiS, 300 mmX4 mm 
i.d., 10 pm), MicroPak SP(C®, 150 mm X 4 mm i.d., 
5 jim)을 사용하였으며 Varian 4290 적분기로 봉우 

리를 기록하였다. 이동상의 pH는 Fisher제 pH Me-
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Fig. 1. Syntheses of proline derivatives. BzPro: X = H, 
Y=H, /)-XyPro: X=H, Y = CH3,力-XyHyp: X=OH, 
y=ch3 Fig. 2. OPA postcolumn detection system.

ter(Model 292)로 조정하였다.

시 약. 시약으로 사용한 아미노산은 D(L-threo- 
nine(Thr), D,L-methionine(Met), D,L-valine(Val), 

D,L-phenylalanine(Phe), D,L-leucine(Leu)f D,L-ar- 
ginine(Arg), D,L-lysine(Lys), D(L-aspartic acid 
(Asp), D.L-tyrosine(Tyr), D,L-serine(Ser), D,L-iso- 
leucine(Ile), D,L-glutamic acid(Glu), D,L-glutamine 
(Gin), D,L-tryptophan(Trp), D,L-histidine(His), D, 
L-asparagine(Asn) 이며 Sigma(Saint Louis, MO, 
USA)제품을 사용했다. 리간드로 사용한 L-proline과 

hydroxy-L-proline은 Sigma 제품을, N-benzyl-L- 

proline, /t-xylenyl-L-proline 및 />-xylenyl-hydroxy- 
L・proline은 합성하여 사용했다. 이동상으로 사용한 

용매는 HPLC용 Merck 제품이다.

리간드의 합성. 합성의 원리는 친핵성 치환반응 

에 의한 아민의 알킬화반응으로 염기성인 물■알코올 

혼합용액에서 F£g. 1과 같이 합성되었다
물 40 m2에 NaOH와 L-proline 또는 hydroxyl-L- 

proline을 각각 1.6M, 0.5M 되게 한다. 여기서 ben
zyl chloride 또는 a-bromo-p-xylene^- 60 ml 에 탄 

올용액에 녹여서 0.5M 되게 한 후 혼합한다. 이것을 

80〜85°C에서 5~6시간 환류하면서 반응시킨다. 아 

세트산(CH’COOH)으로 pH를 6.0으로 조절하고 클 

로로포름으로 추출한 다음 감압하에서 용매를 날려 

보낸 후 얻은 결정을 소량의 에탄올에 녹여 에틸 

에테르 혹은 아세톤으로 재결정하였다. 이 합성물 

질들의 구조는 FT-IR, FT-NMR 등으로 확인하였다.

분리 후 반응기의 검출장치. OPA 용액의 제조는 

30g H3BO3를 물에 녹이고, 고형 KOH를 첨가하여 

pH를 10.4로 맞춘 후 5 g의 EDTA를 첨가하여 완 

충용액 1 /를 만든다. 10 m2의 methanol(MeOH) 에 

0.8 g의 o-phthalaldehyde(OPA)을 녹이고 0.2 mZ의 

2-mercaptoethanol을 첨가한 후 완충용액 1/와 합 

친다. 분리 후 반응기의 검출장치는 Fig. 2와 같다.

실험과정. 자유아미노산을 H2O/MeOH(50/50, v 
/v) 용매에 녹여서 직접 액체크로마토그래피에 주 

입하였으며 이동상은 적당량의 구리(II)와 리간드를 

1：2몰비로 H3BO3 용액에 녹이고 pH를
조정한 후 정확한 양의 유기용매 (acetonitrile 또는 

methanol)를 첨가하여 사용했다. 이동상은 Mili- 
pore제 용매정제기(clarification kit)로 정제 및 탈 

기시 켰으며 HPLC의 흐름속도(flow rate)는 0.9 ml/ 
min ~ 1.51血/min, PCR펌프의 흐름속도는 0.6 m〃 
min으로 하였다.

결과 및 고찰

본 실험에서 이동상으로 사용한 킬레이트 금속은 

proline계 리간드와 일정한 착물을 형성하는 Cu(II) 
를 사용하였는데 그 이유는 킬레이트를 형성하여 

리간드 교환반응을 하기에 적당한 배위세기를 가지 

며 선행연구裂"에서 Cu(II)가 가장 좋은 분리선택 

성을 보였기 때문이다. Cu(II)는 리간드 및 아미노 

산과 반응하여 사각평면체의 착물을 형성하며35 컬 

럼내에서 시료인 아미노산 광학이성질체와 리간드 

교환반응을 하는 것으로 알려져 있다.

Cu(II)-(Ligand)2 + D-AA •쯔十 

(Ligand)-Cu(II)-(D-AA) + Ligand (1) 
KlCu(II)-(Ligand)2+L-AA <一上승 

(Ligand)-Cu(II)-(L-AA) + Ligand (2)

위 식 ⑴과 (2)에서 평형상수 &와 Kl은 리간드
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Table 1. Capacity ratio (矿) and s이ectivity (a) as a 
function of concentration of Cu(II)(L-Pro)2 complex

2.5X10~3M 5.0 X IO-’M 10.0X10-3Af
Free-AA ---------------

k a kr a k1 a

Table 2. Capacity ratio (kf) and s이ectivity (a) as a 
function of concentration of Cu(II)(L-BzPro)2 comp
lex

Ser

Asn

Thr

Ala

Vai

Tyr

Met

Leu

He

Phe

D 0.75
L 0.69
D 0.84
L 0.80
D 0.98
L 0.89
D 1.11
L 1.13
D 2.57
L 3.21
D 2.75
L 2.82
D 3.12
L 3.68
D 4.99
L 6.12
D 4.77
L 6.56
D 8.55
L 14.09

1.09
0.62
0.58

1.05
0.69
0.66

1.10
0.82
0.74

0.98 0.88
0.91

0.80
2.11
2.86

0.98
2.68
2.85

0.85
2.69
3.31

0.82
4.28
5.45

0.73
4.07
6.09

0.57
8.22

15.62

1.07 0.54
0.48 1.13

0.57
1.05 1.080.53

0.641.11 1.070.69
0.700.97 0.970.72

0.74
2.31 0.67

0.94 2.11
0.89

0.81

2.36
2.03

0.78

0.79

2.62
3.20

0.74

0.67

4.34
2.94

0.59

0.53

4.97
6.12

0.53

The mobile phase is 5% acetonitrile and 95% Cu(II) 
chelate solution. 瞄.The borate buffer conce
ntration is 1X1O-2M at pH 7.0. The LC and PCR 
pump flow rates are 1.0 and 0.6 mJ/min, respectively.

교환반응이 일어날 때 아미노산 D형과 L형에 따른 

입체선택성에 따라 달라지며 키랄분리에 영향을 미 

칠 것이다. 이는 선행연구에서”~33 제안된 cis-trans 
리간드 교환반응 메카니즘으로 설명하여 왔다. 따 

라서 광학이성질체의 분리는 생성된 삼성분착물의 

양적 관계에 의존하는 열역학적인 관점과 또, 부분 

입체이 성질 체 (diastereomer) 인 삼성분착물 (ternary 
complex)과 정지상(Cm)과의 소수성 상호작용이 다 

름으로서 생기는 입체 특이성(stereospecificity)으로 

설명이 가능하다. 이러한 분리에 영향을 줄 수 있는 

변수는 아미노산의 구조, 첨가되는 금속 킬레이트의 

종류, 이동상의 pH, 용매의 종류 및 조성, 컬럼의 

온도 등이 있다.

이동상에 첨가되는 킬레이트의 농도가 증가하면 

삼성분착물의 생성이 중가되므로 광학분리에도 영 

향을 줄 것으로 생각되어 L-proline 과 L-benzylpro-

「 … 2.5X10-3M 5.0X10" i0.0X10-3Af
Free-AA ——； 

k a 肖' a

Se1

nAs

hr
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,a
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The mobile phase is 10% acetonitrile and 90% Cu(II) 
chelate solution. The borate buffer concentration is 
IX10-2M at pH6.0. LC and PCR pump flow rates 
are 1.0 and 0.6 m〃min, respectively.

line을 리간드로 사용하여 킬레이트 농도 변화에 

따른 분리정도를 조사해 보았다. Table 1과 Table 
2에서와 같이 킬레이트 농도가 증가함에 따라 머 

무름侬')은 감소하는데 이러한 현상은 유도체화된 

아미노산들(DABS-AA, DNS-AA)2i°의 머무름 거 

동과는 반대의 결과이다. 이는 자유아미노산의 경우 

생성된 삼성분착물은 Cu(II)의 이온성으로 인해 자 

유아미노산 보다도 정지상과의 소수성 작용이 감소 

하므로 킬레이트 농도의 증가에 따라 머무름값(矿)의 

감소현상을 보이는 반면, 유도체화된 아미노산의 

경우는 부피가 큰 치환체의 영향으로 삼성분착물이 

유도체화된 아미노산에 비해 오히려 더 큰 소수성 

작용을 함으로써 머무름값이 점점 더 커지는 결과를 

나타낸다고 생각된다. Table 1에서 L-proline(L-Pro) 
리간드의 킬레이트 농도의 증가에 따르 머무름값은
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Fig. 3. Interaction of copper(II)-L-proline or copper 
(II)-L-hydroxyproline complex with Ci8 column. L- 
Pro: X=H, L-Hyp: X=OH. Fig. 4. Interaction of the ternary Cu(II) complex of 

BzPro. />-XyPro, or 力-XyHyp with Ci8 column. The 
abbreviations are the same as in Fig. 1.

감소하고 분리선택성은 더 좋아진다. 이것은 광학 

이성질체의 분리가D형과L형의 아미노산이 리간드 

교환반응을 일으키는 정도와, 생성된 삼성분착물이 

정지상과 소수성 상호작용을 하는 정도에 따라 이 

루어지므로 착물의 농도가 증가하면 삼성분착물이 

상대적으로 많이 생성되므로 분리 선택성이 향상된 

다. 그러나 N-benzyl-L-proline(L-BzPro) 리간드의 

경우는 Table 2에서 보는 것처럼 Ala, Vai, Tyr, Met, 
Leu, He, Phe 등 결사슬(side chain)을 가진 아미 

노산들은 킬레이트농도가 증가하면 큰 결사슬을 가 

진 것의 분리선택성(selectivity)이 감소된다. L-Bz- 
Pro 리간드의 경우는 L-Pro 일 때와는 달리 리간 

드의 부피가 크므로 리간드 교환반응이 일어날 때 

입체적인 영향이 클 것으로 생각된다. 열역학적인 

입장에서는 첨가된 금속 킬레이트의 농도가 증가함 

에 따라 삼성분착물의 생성이 많아지므로 광학분리 

의 선택성이 증가해야 하지만 반면에 삼성분착물의 

머무름의 감소로 인하여 분리선택성이 감소하는 것 

같다. Table 1.과 Table 2에서 아미노산의 D형과 L 
형의 용리순서는 리간드가 다르므로 완전히 반대로 

나타남을 관찰했다. 이것은 proline의 N-benzyla- 
tion이 키 랄분리의 메카니즘에 중요한 영향을 준다는 

것을 의미한다. 여기서 키랄 인식에 영향을 주는 

것은 反)와乾의 차이에 따른 열역학적인 차이보다는 

F谊.3과 F0 4에서 보듯이 정지상(Cq과 부분입 체 

이성질체의 상호작용에 대한 입체특이성 효과가 더 

우세한 것 같다. Table 1에서는 열역학적인 와 

瓦값의 차이가 이 입체특이성효과에 증가효과로 

나타나, 거울상선택성 (enatioselectivity) 이 착물의 

농도증가에 따라 증가하는 반면에 N-치환체를 가진

Table 3. Capacity ratio 侬')and selectivity (a) as a 
function of pH with copper(II)-proline chelate addi
tive
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The mobile phase is 10% acetonitrile and 90% Cu(II) 
chelate solution containing 5X10-3M Cu(II)-(L-pro- 
line)2. The borate buffer concentration was 1.0X10 2 
M. Flow r간e; LC 1.0 PCR 0.6 m//min.

proline의 착물은 대체로 감소하는 현상을 나타낸 

다는 것을 짐작할 수 있다.

분리정도를 더 자세히 알아보기 위해 이동상의
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Table 4. Capacity ratio 傍)and selectivity (a) as a function of pH with copper(II)-(/>-XyHyp)2 additive
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10% acetonitrile and 90% Cu(II) 산relate solution containing 1.25X 10~3M Cu(II)-(/>-XyHyp)2. The borate buffer 
concentration was 1.0X10-2Af. Flow rate; HPLC 1.5 m//min, PCR 0.6

pH에 따른 용리거동을 조사하여 보았다. Table 3과 

Table 4에 의하면 pH가 증가함에 따라 머무름이 

증가하는 결과를 보이는데 이는 선행연구들에서27~出 

유도체화된 아미노산(DNS-AA, DABS-AA)은 pH가 

증가하면 머무름이 감소하거나 최대값을 갖는33 것 

과는 다른 현상을 나타낸다. 이러한 현상은 pH 가 

증가하면 아미노산의 카르복시산의 산해리도가 증 

가하며 이때 상대적으로 리간드 교환반응이 어려워 

져서 이성분착물의 안정성이 증가하며 삼성분착물의 

생성이 어려워지는 것 같다. 그 결과 자유아미노산의 

경우는 pH의 증가에 따라 머무름이 증가하고 유도 

체화된 아미노산은 머무름이 감소한다고 생각된다. 

L-Pro 리간드의 경우 Phe, Leu, He 등의 bulky한 

결사슬을 가진 아미노산들은 pH의 증가에 따라 분리 

선택성이 약간 향상되지만 다른 아미노산들은 pH에 

크게 영 향이 없었다. L-BzPro과 p-XyHyp 리 간드는 

pH5~6에서 분리선택성이 가장 좋았다. 이는 pH 6 
이상에서는 삼성분착물의 생성이 감소하여 삼성분 

착물과 정지상과의 입체선택적인 소수성 상호작용이 

약화되므로 분리선向성의 감소현상이 나타난다고

Table 5. Capacity ratio (k') and selectivity (a) as a 
function of acetonitrile concentration
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The added chelate solution contains 1.25X 10'3M Cu 
(II)-(/>-XyHyp)2. The borate buffer concentration is 1.0 
X 10'2M at pH 6.0. Flow rate; HPLC 1.5 
PCR 0.6 m//min.
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Table 6. Capacity ratio (k) and selectivity (a) as a function of ligand
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The solutions contain 5% acetonitrile and 95% 2.5X10-3Af Cu(II)-(Ligand)2. The borate buffer concentration 
is 1.0X10-2Af at pH 6.2. Flow rate; HPLC 1.2 m//min, "1.5 m//min. PCR 0.6 m//min.

생각된다. 여기서도 첨가되는 착물의 리간드인 pro- 
line의 구조가 N-벤질화나 N-크실렌화가 되면 용리 

순서가 바뀌는 현상이 나타났다.

이동상의 유기용매 조성이 증가하면 이동상의 소 

수성이 증가하여 아미노산과 이동상과의 소수성 상 

호작용으로 인해 머무름(k‘) 이 감소하고 따라서 분 

리선택성(a)도 감소할 것으로 예상할 수 있으며 Ta

ble 5에서 이와 일치하는 결과를 얻었다. 반면에 Ser, 
Asn 및 Thr과 같이 결사슬이 작든지 친수성을 띤 

아미노산은 유기용매의 조성에 큰 영향이 없었다. 

그리고 같은 조성의 MeOH와 ACN을 각각 이동상 

으로 사용했을 때 MeOH의 경우가 머무름이 더 

크게 나타난 결과에 의해 ACN이 더 강한용매(st
rong solvent)라는 것을 알 수 있었고 MeOH을 이 

용한 경우도 머무름과 거울상선택성은 같은 경향을 

나타냈다. 이는 선행연구의 유도체화된 아미노산에 

서도 같은 결과를 보였다29~3l.
리간드 교환반응과 정지상과의 소수성 작용이 분 

리에 중요한 원인이 되므로 이동상에 첨가된 킬레 

이트의 리 간드의 종류에 따라 용리거동에 큰 차이가 

있을 것으로 생각하고 L-Pro, L-Hyp, BzPro, p-Xy- 
Pro, 0-XyHyp 리 간드를 사용하여 같은 조건하에서 

실험을 하고 머름값과 거울상이성질체의 분리 선택 

성을 비교해 보았다世也 6을 보라). L-Pro을 리간드 

로 사용한 경우는 D형과 L형의 용리순서가 다른 

리 간드와는 달리 대부분이 반대로 나타났다. Fig. 3 
에서 보듯이 L형의 삼성분착물에서 proline의 오각 

링과 알킬사슬이 같은 방향에 있으므로 L형의 소 

수성 상호작용이 커져 늦게 용리되며 Thr, Asn, His, 

Arg 등과 같이 친수성기를 가진 아미노산들은 친
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Table 7. Capacity ratio (k') and selectivity (a) for amino acids

Free-A Structural formula kfL a

Alanine CH2CH(NH2)COOH 2.10 1.41 1.49
Valine (CH3)2CHCH(NH2)COOH 10.22 2.77 3.69
Leucine (CH3)2CHCH2CH(NH2)COOH 22.64 7.04 3.22
Isoleucine CH3CH2CH(CH3)CH(NH2)COOH 21.95 4.15 5.28
Serine HOCH2CH(NH2)COOH 1.41 1.12
Threonine CH3CH(OH)CH(NH2)COOH 1.87 1.49
Methionine CH3S(CH2)2CH(NH2)COOH 13.55 6.93 1.96
Aspatic acid HOOCCH2CH(NH2)COOH 1.50 1.13
Glutamic acid HOOC(CH2)2CH(NH2)COOH 1.72 1.90
Asparagine H2NCOCH2CH(NH2)COOH 1.70 0.89
Glutamine H2NCO(CH2)CH(NH2)COOH 2.06 1.30
Arginine H2NC(NH)NH(CH2)3CH(NH2)COOH 3.15 1.29
Lysine H2N(CH2)4CH(NH2)COOH 2.17 2.01 1.08
Phenylalanine C6H5mch2CH(NH2)COOH 88.94 12.54 7.09
Tyrosine HOC6H4CH2CH(NH2)COOH 19.65 5.16 3.81

10% Methanol and 90% 
pH 5.0. The Flow rate;

1.25X 10-3M Cu(II)-(/>-XyHyp)2. The 
LC: 1.5 m〃min, PCR; 0.6 m//min.

borate buffer concentration was IXIOS at

수성기가 proline의 오각링과 같은 방향에 있으므로 

L형이 빨리 용리된다는 것을 알 수 있다. L-Hyp 
리간드에서는 proline의 오각링에 hydroxy 기가 붙어 

있으므로 L형의 삼성분착물에서 아미노산의 알킬사 

슬의 소수성을 감소시키므로。형보다 빨리 용리된 

다. 그러나 다른 리간드의 경우 F讶. 4에서 볼 수 

있듯이 proline의 오각링보다 리간드에 붙어있는 

benzyl기 또는 xylenyl기의 소수성이 훨씬 크므로 

알킬사슬이 이 작용기들과 같은 쪽에 있는 D형의 

삼성분착물이 소수성 상호작용을 강하게 할 수 있 

으므로。형이 늦게 용리된다. 이들 리간드에서도 

친수성기를 가진 아미노산들은 친수성기의 영향으로 

반대의 용리 순서로 나타났다. BzPro, p-XyPro, p- 
XyHyp 순서로 분리선택성이 크게 증가됨을 알 수 

있는데 이는 질소 위치에 치환된 치환기의 입체효 

과가 광학분리에 크게 영향을 미침을 알 수 있다.

Table 7에서는 최적 분리조건하에서 여러 아미노 

산들의 분리정도를 조사했다. 결사슬이 큰 Vai, Leu, 
He, Tyr, Phe 등은 a값이 3에서 7정도로 매우 좋은 

분리선택성을 보였지만 Ser, Thr, Asn, Gin, Lys, 
Asp 등과 같이 결사슬이 작거나 친수성기를 가진 

아미노산들은 광학 분리의 선택성이 그다지 좋지 

않았다. 그리고 대체적으로 자유아미노산이 유도체 

화된 아미노산에 비해 머무름값이 작고 광학분리의 

선택성도 훨씬 좋음을 알 수 있었다.

결 론

RP-HPLC를 이용하여 아미노산의 광학이성질체 

를 proline유도체의 구리(II) 착물을 이용한 키랄 

이동상 첨가법으로 분리하였으며 머무름정도은 이 

동상의 조건과 리간드의 종류 및 아미노산의 구조에 

따라 크게 달라졌다. 유도체화된 아미노산은 킬레 

이트의 농도증가에 따라 머무름이 증가하였으나 본 

연구의 자유아미노산은 머무름이 감소하였는데 이 

것은 생성된 삼성분착물의 소수성이 크게 다르기 

때문인 것 같다. 유도체화된 아미노산으로 형성된 

삼성분착물의 소수성 상호작용이 착물에 관여 안한 

유도체 환된 아미노산보다 크지 만 자유아미노산의 

경우에는 삼성분착물에서 구리이온의 영향이 비교적 

크므로 자유아미노산이 삼성분착물보다 정지상과 

소수성 상호작용을 더 강하게 하기 때문으로 생각 

된다. 자유아미노산은 유도체화된 아미노산보다 용 

리시간이 훨신 짧았으며 결사슬의 입체효과가 크므 

로 더 큰 분리선택성을 보였다.

그리고 pH가 증가함에 따라 유도체화된 아미노 
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산은 머무름이 감소하지만 자유아미노산은 머무름이 

증가하였다. 이러한 현상은 pH가 증가함에 따라 

상성분착물의 생성이 상대적으로 작아져서 자유아 

미노산의 머무름이 삼성분착물보다 커지므로 머무 

름이 증가된 것으로 생각된다. 이동상에 첨가된 유 

기용매의 종류에 따라 용리거동이 달라지는데 ace- 
tonitrile의 경우 10% 정도 첨가되었을 때 분리선 

택성이 가장 좋았다. 그리고 이러한 아미노산의 광 

학이성질체의 용리거동은 입체선택적인 리간드 교 

환반응으로 설명이 가능했으며 생성된 부분입체이 

성질처】 (diastereomer)의 정지상과 소수성 상호작용 

이 우세한 분리메카니즘인 것을 알았다.

분리된 아미노산의 검출은 postc이umn 반응기를 

이용하여 형광검출기로 했으며 정량적인 분석이 가 

능했다. 대체적으로 아미노산의 유도체(dansyl이나 

dabsyl 유도체)들보다 광학분리가 더 좋았으며 킬 

레이트로 이용되는 리간드인 proline 유도체들도 

입체적 효과가 큰 L-proline, N-benzyl-L-proline 및 

N-xylenyl-L-pwline의 순서로 광학분리가 잘 되었 

다
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