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요 약. 몇 가지 iron(III)porphyrin 착화합물을합성하고,이들에 대하여 역상액체 크로마토그래피에서의 

최적 분리조건 및 용리거동을 조사하였다. 분리관, 흐름속도, 용리액의 조성 등을 변화시킨 실험에서 분리관은 

NOVA-PAK Cig, 용리액은 methanol/water의 이성분 혼합용매를 적당히 조절하였을 때 용량인자가 최적 

분리조건인 0M1O飮'Ml 범위를 만족시켰다. 용리거동에 관련된 인자들로는 용리액의 세기, 분포비(Q) 및 

분리관의 온도변화에 따른 엔탈피(AH。), 엔트로피(AS。), 보정온도(8)를 조사하여 분리 메카니즘을 규명하 

였다. 이성분 용매계에서 용리 세기 및 물의 부피분율과 용량인자(logK)와의 관계를 조사한 결과 이들간에는 

직선성이 잘 성립되었으며, 부피비와 용량인자와의 관계에서도 비교적 직선성을 잘 나타내었다. 이러한 결 

과로부터 시료의 용리 메카니즘이 소용매성 효과에 기인하고 있음을 확인할 수 있었다. 또한 열역학적인 

방법으로 용리거동을 조사하기 위하여, van't Hoff plot으로부터 엔탈피, 엔트로피를 구하였다. 엔탈피와 용 

량인자와의 상관관계를 조사한 결과 iron(III)porphyrin 착화합물과 정지상과의 상호작용은 온도변화에 관 

계없이 일정함을 알 수 있었고, 정지상과의 소용매성 결합 과정은 등평형 거동을 나타내었다.

ABSTRACT. Some iron(III)porphyrin complexes were prepared, and identified by the spectroscopic 
methods. Elution behavior of iron(III)porphyrin complexes was investigated by reversed-phase HPLC. 
The optimum conditions for the separation of iron(III)porphyrin complexes were examined with respect 
to flow rate and mobile phase strength. These complexes were successfully separated on NOVA PAK 
Cis column using methanol/water(95/5) for [TpCF3PP)Fe(R)II and methanol/water (98/2) for [(P)Fe(C6F5)] 
as a mobile phase. It was found that these complexes were largely eluted in an acceptable range of 
capacity factor value (O^logfe, ^1). The dependence of the capacity factor (kf) on the volume fraction 
of water in the binary mobile phase as well as the dependence of kf on the liquid-liquid extraction 
distribution ratio (Dc) in methanol-water/n-pentadecane extraction system showed a good linearity. It 
means that the retention of iron(III)porphyrin complexes on NOVA-PAK Ci8 c이umn is larg이y due to 
the solvophobic effect. Also, there was a good linear dependence of the capacity factor^') on the column 
temperature and enthalpy calculated by van't Hoff plot. From these results, it was confirmed that the 
retention mechanism of iron(III)porphyrin complexes in reversed-phase liquid chromatography was inva-
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riant under the condition of various temperature, and the solvophobic binding process exhibited isoequilib­
rium behavior.

서 론

Porphyrin 화합물은 유리된 상태 또는 금속과 결 

합된 착화물 형태로 천연적으로 생성되며, 주로 생 

체내에 존재하는 것으로 알려져 있다. 금속-porphy­
rin 착화합물은 산소 운반체 또는 전자전달체로 작 

용하여 신진대사에 관여함으로써 생체내에서 생화 

학적으로 중요한 역할을 하며, 널리 알려진 시토크롬, 

헤모글로빈, 크로로필, 비타민 B12 등이 그 대표적인 

예이다% Porphyrin은 고리의 중심에 있는 네 개의 

질소원자가 전이금속을 수용하여 배위결합할 수 있 

는 이상적인 공간을 가지고 있어서 여러가지 금속과 

안정한 착화합물을 형성하는 우수한 리간드이다. 특 

히 2가 음이온 porphyrin이 2가의 금속 양이온과 

착화합물을 잘 형성하는 경향이 있으며 이들의 안 

정도는 Irving-Williams 계열에 따른다고 알려져 있 

다2. 현재까지 금속 porphyrin에 대한 연구 경향을 

보면, 주로 porphyrin 고리의 메조-위치, 즉 me- 
thine 기의 수소 대신 치환체가 결합된 메조-치환형 

이나 베타-위치, 즉 porphyrin기의 수소 대신 치환 

체가 결합된 베타-치환형의 porphyrin 화합물을 리 

간드로 사용하여 철, 니켈, 코발트, 마그네슘 등과 

같은 금속들과 착화합물을 합성하고第, 그 구조나 

전자스핀상태 또는 물리화학적 성질을 규명하기 위 

한 연구에 관심이 집중되어 왔다." 국내에서도 por­
phyrin 화합물에 대한 연구가 많이 진행되고 있으며, 

특히 생체내에서 생화학적 반응을 규명하기 위하여 

금속-porphyrin 착화합물의 특성인 산화-환원 반응 

성 및 그 메카니즘 규명을 위한 전기화학적 연구에 

많은 관심을 보이고 있다.

금속-porphyrin을 생체 및 천연물 시료로부터 분 

리하기 위한 방법으로는 크로마토그래피 및 용매 

추출에 의한 분리법이 주로 이용되고 있다.7 HPLC에 

의한 분리, 확인방법은 1978〜 1982년에 S. K. Hajib- 

rahim 등이 생체 시료로부터 Zn-protoporphyrin, 
Mg-protoporphyrin, Ni-ethioporphyrin들의 분리를 

시도한 이래 계속해서 연구 결과들이 발표되고 있 

지만 의외로 그리 많지는 않은 편이다. 또 대부분의 

경우 실리카와 같이 비교적 극성이 큰 정지상과, 

헥산, 클로로포름, 아세톤 등과 같이 비교적 극성이 

작은 용매를 용리액으로 사용한 정상(normal phase) 
분리법을 주로 이용하고 있고역상(reversed- 
phase) 분리법이 이용된 것은 비교적 최근의 일이다. 

더욱이 역상 액체 크로마토그래피에서 그 분리 메 

카니즘을 규명하기 위한 연구는 아직까지 거의 이 

루어지고 있지 않은 상태이다. 최근에 역상 액체 

크로마토그래 피 에 의 해 금속킬 레 이 트화합물을 분리 

하기 위하여 비극성 C18 분리관을 사용한 역상법에 

서의 용리거동 및 메카니즘에 대한 연구 결과들이 

F. Vlacil 등에 의해 발표되었다E% 역상분리법에 

의한 금속킬레이트의 분리는 C18 분리관을 사용하여 

금속킬레이트의 극성, 용해도, 기하학적 구조 등과 

같은 물리화학적 성질의 차이에 의해 분리시키는 

방법을 택하고 있으며I””, 특히 역상분리법에서 금 

속킬레이트의 분리 메카니 즘은 소용매 성 효과(solvo­

phobic effect)에 크게 기인하는 것으로 발표된 바 

있다旳.

본 연구와 관련된 역상 HPLC 연구들을 살펴보면, 

먼저 1984년 Lim 등이 dicarboxylic porphyrin과 

Fe, Co, Cu, Zu과의 금속-porphyrin 착화합물들을 

methanol/NHQAc 용리액을 사용하여 분리함으로써 

동시 분석의 가능성을 제시하였다m. 그 후 1986년 

Kennedy 등은 ODS 분리관을 사용하여 섬유 중에 

존재하는 porphyrin carboxylic acid의 정량을 시도 

하였으며气 1987년 Takayama는 분리관과 CH3CN/ 

water 용리 액을 사용하여 uroporphyrin, copropor- 
phyrin 등을 분리하는데 성공하였다". 또 1989년 Di­

xon 등은 극성 Silicagel 분리관과 비극성 C8 분리 

관에서 CH3CN/methanol/CH3COOH/pyridine 혼합 

용매를 용리액으로 사용하여 iron porphyrin 착화 

합물을 분리하였다與. 일반적으로 탄소수가 많고, 거 

대고리 화합물인 porphyrin 유도체와의 착화합물인 

금속-porphyrin의 경우 porphyrin에 결합된 치환기 

의 극성 정도에 따라 친수성 또는 소수성의 성질이 

결정된다. 현재까지 알려진 천연금속-prophryin에서 

는 친수성 작용기를 갖고 있는 경우가 많으나, 합성 

금속-porphyrin의 경우는 주로 소수성 작용기를 갖 
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는 메조-치환형이 많이 합성되고 있고, 본 연구에서 

사용된 irQn(III)porphyrin류들 역시 메조-치환형으 

로 소수성이 큰 화합물들이다. 본 연구에서는 이러한 

금속-porphyrin을 비극성 瞞 분리관을 사용하여 

역상 액체 크로마토그래피를 분리하기 위한 조건, 

용리거동 및 분리 메카니즘을 조사하고, 동시분리 

가능성을 검토하기 위하여 몇 가지 ir(m(III)ixophy. 
rin 착화합물올 시료로 사용하여 다음과 같은 내용 

으로 연구를 수행하였다.

첫쨰, 축방향 리간드의 종류가 다른 aryl(tetra-/>- 

trifluoromethylphenylporphinato) iron(III); ETpCF3 
PP)Fe(R)t (R=CW5, GF4H, C6F5)] 착화합물과 por­
phyrin 거대고리의 메조-위치 치환체가 다른 pental- 

fluorophenylporphinato iron(III); L(P)Fe(C6F5), (P 
= TPP, TpCHsPP, TpCFsPP)] 착화합물을 합성하여 

그 구조를 원소 분석법, 질량 분석법, 자외-가시선 

분광광도법, 적외선 분광법, 핵자기공명 분광법으로 

확인하였다.

둘째, 합성한 몇 가지 iron(III)porphyrin 착화합 

물들에 대한 역상 액체 크로마토그래피에서의 분리 

가능성 및 용리거동을 알아보기 위하여, 이에 요구 

되는 분리관의 종류, 흐름속도 등과 같은 최적 분리 

및 기기조건을 조사하였다.

셋째, 용리액의 조성과 용량인자(capacity factor, 

矿), 및 용량인자와 분포계수와의 상관관계를 조사, 

검토함으로써 이들 착화합물의 용리거동 및 분리 

메카니즘을 고찰하였다.

넷째, 온도를 변화시키면서 크로마토그램을 측정 

하여 분리관내에서 용질이 이동사에서 정지상으로 

이동될 때 표준전이엔탈피를 구하였고, 용량인자伙) 

와 엔탈피와의 상관관계로부터 iron(IIDporphyrin 
착화합물의 C18 분리관내에서의 분리 메카니즘을 

열역학적 측면에서 조사, 규명하였다.

실 험

사용기기 및 시약. Iron(III)porphyrin 착화합물 

의 구조 확인에는 VG 70-70 Mass Spectrometer, 

Service de Microanalyse Elemental analyzer, Per­
kin-Elmer 580B IR Spectrometer, BRUKER WM 

400 FT-NMR Spectrometer(400 MHz for ]H- 

NMR) 및 Perkin-Elmer 559 UV-Visible Spectro- 
photometei를 각각 사용하였다. 또한 iron(III)por- 
phyrin 착화합물들의 분리 에 사용한 HPLC는 Varian 
Mod이 VISTA 5500 Liquid Chromatograph로서 영 

인 과학사의 YOUNGIN Model D 520A Integratoi와 

UV-Vis 검출기가 부착된 것이다. 분리관은 Waters 
사의 NOVA-PAK Cig (3.9 mmX15 cm, N= 11,600 

Particle size=4 卩m)을 가각 사용하였다, 그리고 

iron(III)porphyrin 착화합물들의 분포비 측정에서 각 

화합물의 농도는 KONTRON사의 UKIKON 860 

UV-Visible Spectrophotometer-i- 사용하였고, 시료 

의 혼합은 국제이화학상사의 SH-SV형 Shaker, 실 

험에서 사용된 초순수의 제조에는 Millipore사의 

Milli-Q/-RO Reagent Water Purification System을 

사용하였다. HPLC 시료용 iron(III)porphyrin 착화 

합물들은 주로 Houston 대학 화학과에서 합성한 

것을 사용하였으며, 정제 및 구조확인에 필요한 ma­

gnesium sulfate, benzene, heptane, toluene, benzo­
nitrile 등은 Aldrich사와 Fluka사의 특급 시약을 

사용하였다. 또한 HPLC 실험에서 용리액 또는 용 

매로 사용한 CH3OHt CH2CI2, CH3CN, THF 등은 

Merck사의 액체 크로마토그래피 용 시약으로 Milli­
pore membrane filter로 거르고 초음파 세척기에서 

용존 기체를 제거한 다음 사용하였다. 그리고 모든 

실험에 사용한 물은 Milipore 사의 초순수 제조장 

치로 정제한 후 용존 기체를 제거하여 사용하였 

다.

실험방법

Iron(III)porphyrin 착화합물의 합성. 본 실험에 

서 사용한 두 종류의 iron(III)porphyrin 착화합물은 

aryl(tetra-力나rifluoromethylphenylporphinato) iron 
(III)； L(TpCE3PP)Fe(R), (R=C6H, 와

pentafluorophenylporphinato iron(III); [(P)Fe(C6F5)f 
(P=TPP, TpCH3PP, TpCF^P)]이다. 여기서 [(TpCF3 
PP)Fe(R)] 의 R은 phenyKCeHs), tetrafluorophenyl 

(C6F4H), pentafmorophenyKC*》이고, [(TpCFgPP) 
Fe(R)]형 착화합물은 문헌의 방법으로23"6 암실에서 

합성하였으며, 축 방향 리 간드가 chloro기 인 [(TpCF3 
PP)FeCl]을 먼저 합성하였다. (TpCF3PP)FeCl]을 
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benene에 녹여, Schlenk tube에 넣은 다음 phenyl­
magnesium bromide, tetrafluorophenylmagnesium 
bromide, pentafluorophenylmagnesium bromide의 

벤젠 용액 각각을 한 방울씩 서서히 가하면서 아르곤 

기류하의 상온에서 약 2일간 반응시켰다• 반응생성 

물은 물 소량을 가하여 가수분해시킨 후 분리된 벤젠 

용액층을 탈수시키고, 거른 다음 염기성 알루미나가 

충진된 관에서 분리하였다. 분리된 생성물은 용액을 

감압증류시킨 후, 이를 다시 benzene/heptane = 2/1 
또는 toluene/heptane - 2/1 또는 toluene/heptane = 
2/1 혼합용매에서 재결정시켜 최종생성물을 얻어냈 

다. [(P)FeCl]을 먼저 합성한 후, [(P)FeCl]를 pen­
tafluorophenyl magnesium bromide를 Grignard 반 

응시켜 최종생성물을 얻어냈다.

HPLC의 분리조건 선택. 분리관의 종류에 따라 

iron(III)porphyrin 착화합물의 분리 상태를 비교하기 

위하여 사용된 분리관은 NOVA-PAK Cis, pBON- 
DAPAK C18 및 YOUNGIN PAK C18 세 가지이다. 

농도가 약 30-50 p〃m/이 되도록 시료를 CH2CI2에 

녹이고, 이 용액 5 山를 micro syring로 HPLC에 주 

입시켜 410nm 검출파장에서 크로마토그램을 작성 

하였다. 용리액의 조성 및 흐름속도를 E(TpCF3PP)Fe 
(R)] 형 착화합물들의 경 우 methanol/water=95/5와 

0.8m〃min에 [(P)Fe(C6F。] 형 착화물은 methanol/ 
water=98/2와 1.0m〃min로 하여 각각 측정하였다.

용리액의 최적 흐름속도를 선택하기 위하여 

[(TpCF3PP)Fe(R)] 형 착화합물은 methanol/water= 
95/5 용리 액을 사용하여 0.4~ 1.0 m〃min 범위내에 

서, [(P)Fe(C6F5)] 형 착화합물은 methanol/water= 
98/2 용리액을 사용하여 0.4~1.4m〃min의 범위내 

에서 0.2m〃min의 간격으로 흐름속도를 변화시키 

면서 각각의 크로마토그램을 얻어재고, 전체 머무름 

시간이 10분을 넘지 않으면서 분리도가 가장 좋은 

용리액의 흐름속도를 선택하였다. 이 때 분리관은 

NOVA-PAK Ct을 사용하였으며, 검출파장은 410 

nm 이다.

가장 양호한 시료 용매를 선택하기 위하여 시료 

들에 대해 비교적 큰 용해력을 갖는 유기용매 중에서 

극성 정도가 다른 네 가지 용매 즉 CH3CN, THF, 
CH2CI2, C6H6 을 선정하여 실험하였다. 이들 용매 

각각에 시료 농도가 대략 30-50 p//m/ 정도가 되 

도록 시료를 녹인 후 용액 약 5 卩를 HPLC에 주입 

시켜 크로마토그램을 얻어내고, 분리도가 가장 좋은 

용매를 선택하였다. 이 때 용래액의 조성, 용래액의 

흐름속도 및 검출파장은 앞의 조건과 같다.

용량인자@')의 측정. 용리액의 용매 세기에 따른 

분리도의 영향을 확인하기 위하여, [(TpCFQPWe 

(R)] 착화합물들의 경우 0.8m〃min의 흐름속도로 

methanol/water= 92/8-100/05] 범위내에서, 또 

E(P)Fe(C6F5)] 착화합물들은 L0m〃min의 흐름속도 

로 methanol/water=95/5~100/0의 범위내에서 에 

탄올과 물의 혼합비율을 변화시키면서 실험하였다. 

HPLC의 실험은 앞에서와 동일한 조건으로 각각의 

크로마토그램을 작성한 후 다음 식에 따라 용량인자 

(矿)를 계산하였다. 식에서 t는 식료의 머무름 시간 

(retention time)이고, t。는 불감시간(dead time)이다.

분포비 측정. 뱃치법으로 분포비를 측정하기 위 

하여 정지상의 모델인 M-pentadecane 10mZ를 분별 

깔대기에 넣고, 각 iron(III)porphyrion 착화합물들을 

CHQz에 녹인 용액 50 와 HPLC에 서 용리 액으로 

사용한 메탄올과 물의 혼합액 10血를 가한 다음 

shaker에서 10분간 혼합시켜 시료가 두 상에 충분히 

분배되도록 하였다. 두 층을 분리시키고 두상에 분 

배된 iron(III)porphyrin 착화합물들의 농도를 최대 

흡수파장(410 nm) 에서 자외-가시선 분광광도계로 

측정하였다. 이 때 두 층에 분포된 시료의 분포비(U) 
는 다음 식에 따라 계산하였으며, 식에서 CmoW는 

유기용매층(n； pentadecane)의 시료 농도이고, CMms 
는 수용매층(methanol/water)의 시료 농도이다.

온도 변화에 따른 용량인자 측정. 시료의 용리 

거동을 열역학적 방법으로 규명하기 위하여 온도의 

변화에 따른 시료의 머무름과 분리도를 조사하였으 

며, E(TpCF3PP)Fe(R)] 착화합물들의 경우 6~30°C 

에 서 6°C 간격으로, [(P)Fe(C6C5)J 착화합물들은 3~ 
23°C에서 5°C 간격으로 분리관의 온도를 변화시키 

면서 크로마토그램을 작성하였다. 이 때 HPLC의 

분리조건은 앞 실험에서 확인된 최적 분리조건을 
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따랐으며, 분리관의 온도는 universal column heater 
및 저온항온조를 사용하여 조절하였다.

결과 및 고찰

역상 HPLC°| 최적 조건 선택. 역상 HPLC로 

iron(III)porphrin 착화합물을 분리하는데 있어서 최 

적 조건을 확인하기 위하여 용리액의 흐름속도, 시 

료용매 및 용리액의 조성을 변화시키면서 최적 분 

리조건을 조사하였고, 그 결과를 Table 1에 수록하 

였다. 시료는 축방향 리간드의 종류가 다른 [(TpCFa 
PP)Fe(R)]형 착화합물 즉 ：(TpCF3PP)Fe(C6H5)], 

[(TpCFaPPJFeCC^H)! [(TpCF3PP)Fe(C6F5)] 3종과 

porphyrin 거대고리의 구조가 다른 [(DFeK^F。] 형 

착화합물 즉 L(TpCF3PP)Fe(C6F5)], r(TpCH3PP)Fe 

(CeFs)], [(TPP)Fe(C6F5)] 3종을 사용하였다. 일반적 

으로 용리액의 흐름속도는 분리도와 전체 용리시간 

에 영향을 주므로 시료의 분리도를 향상시키면서 

적합한 용리시간을 갖는 최적 용리액의 흐름속도를 

결정할 필요가 있다. [(TpCFsPBFea)] 착화합물들 

의 경우 전체 용리시간은 0.4m〃min 일 때 16.74 
min이었고, 1.0m〃min일 때 6.76min이었다. [(P)Fe 
(C6F5)] 착화합물의 경우에도 [(TpCF3PP)Fe(R)]과 

비슷한 결과를 나타냈으며 전체 용리시간은 0.4m/ 
/min일 때 16.68 min이 었으며, 1.4n〃min 일 때 4.74 
min이었다. 본 연구에서는 분리도 및 봉우리의 넓 

이가 가장 이상적이고, 반복 실험시 머무름 시간의 

재현성이 가장 양호한 흐름속도를 선택하였으며, 

E(TpCF3PP)Fe(R)] 착화합물의 경우 0.8m〃min, 
[(DFeCM)] 의 경우 1.0m〃min을 최적 흐름속도로 

결정하였다. 시료 용매를 선택하기 위하여 시료들에 

대해 비교적 큰 용해력을 갖는 유기용매 중에서 극 

성이 다른 CH3CN, THF, CH2CI2, C6H6 네 종류의 

용매를 선정하여 비교하였다. 실험 결과 용매세기가 

비슷한 CH2Cl2(£° = 0.42), C6H6(e° = 0.32)가 가장 적 

합한 것으로 나타났으며, 모든 실험에서 시료들은 

CH2CI2에 녹여 사용하였다.

용리액의 조성 및 용리 세기의 영향. 액체 크로 

마토그래피에서 분리도를 향상시키려면 용리액의 

세기를 증가시켜 분리도에 영향을 미치는 주요 인 

자인 용량인자(capacity factor, »')를 조절하면 된다.

Conditions

Table 1. Optimum conditions for HPLC operation

Descriptions
[TpCF3PP)Fe(R)] L(P)Fe(C6F5)]

Column NOVA-PAK Cis NOVA-PAK Ci8
Mobile phase Methanol/Water Methanol/Water

(95/5) (98/2)
Flow rate 0.8 m//min 1.0 mZ/min
Injection volume 5gi/ 5卩1/
Detection wave- 410 nm 410 nm

length 
Chart speed 0.5 cm/min 0.5 cm/min

그러나 용리액의 세기를 증가시킬 경우 머무름 시 

간이 길어져서 분리도는 향상되지만 크로마토그램의 

봉우리 넓힘 현상이 나타나는 경향이 있기 때문에 

결과적으로 분리도의 향상을 위해서는 용량인자 

가 최적범위 OMlogfe'Ml 사이의 값을 갖도록 조절 

하는 것이 바람직하다". 본 연구에서는 용리액의 

세기가 분리도에 미치는 영향을 조사하고, 최적 용 

리액의 조성비를 구하기 위하여 용리액의 조성 변 

화에 따른 크로마토그램을 작성하였으며, 그 결과를 

Fig. 2에 나타내 었다. 이 때 사용한 용리 액은 메탄 

올과 물의 이성분 혼합용매이다.

먼저 ：(TpCF3PP)Fe(R)] 착화합물의 크로마토그램 

을 보면 용리액을 100% 메탄올만 사용했을 때는 

E(TpCF3PP)Fe(C6F5)] 와 [(TpCF3PP)Fe(C6F4H) ] 의 

봉우리가 분리되지 않고 서로 중첩되어 나타났으나 

물의 함량을 조금씩 증가시킴에 따라 서서히 분리 

도가 증가하고 있다. 그러나 methanol/water 비율이 

94/6 이하가 되도록 물의 양을 증가시키면 분리도는 

향상되지만 봉우리 넓힘 현상이 서서히 일어나면서 

머무름 시 간도 10 min 이 상으로 증가하는 것을 볼 

수 있다. 용량인자가 0M]og妙Ml의 범위를 만족시 

키는 용리액의 조성비는 methanol/water가 93/7~ 
96/4의 범위이다. 그러나 머무름 시간의 증가, 봉우리 

넓힘 현상 및 봉우리 넓이의 감소 등을 고려하면, 

methanol/water가 95/5일 때가 이들 시료의 분리에 

가장 적합할 것으로 판단된다. 이와 같은 경향은 [(P) 
Fe(C6F5)] 착화합물들에서도 비슷하게 나타나는 것 

을 F讶.2에서 볼 수 있다. 용리액의 조성비에 따른 

log»'값을 보면 methanol/water이 96/4~97/3에서
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l.[(TpCF3PP)Fe(C6F4H)], 2. [(TpCFsPPJFeCCeFj)], 3. [(TpCFsPPjFeCCA)]

Fig. 1. Chromatograms of L(TpCF3PP)Fe(R)] complexes by the variation of mobile phase compositions (Mobile 
phase compositions, MeOH/Water; A: 100/0, B: 99/1, C: 98/2, D: 97/3, E: 96/4, F: 95/5, G: 94/6, H: 93/7, 
I: 92/8).

1. [(TpCF3PP)Fe(C6F5)l. 2. [(TPPJFeCCsFs)], 3. [(TpCHsPDFefCsFj)]

Fig. 2. Chromatograms of E(P)Fe(C6F5)J complexes by the variation of mobile phase compositions (Mobile phase 
compositions, MeOH/Water; A: 100/0, B: 99/1, C: 98/2, D: 97/3, E: 96/4, F: 95/5).

적합한 lo味'값의 범위를 나타내고 있다. 그러나 me- 
thanol/water의 비가 97/3 이하가 되도록 물의 함 

량을 증가시키면 크로마토그램의 봉우리가 완만해 

지기 시작하며, 약간의 꼬리끌기 현상이 일어나는 

동시에 머무름 시간 또한 증가한다. 이러한 점을 

종합적으로 고려하여 [(P)Fe(C6F5)] 착화물의 분리 

에는 Owlogfe'Ml 범위를 약간 벗어나지만 metha- 

nol/water의 조성비가 98/2인 혼합용매를 용리액으 

로 선정하였다. 한편 용리액의 조성비에 따라 각각의 

iron(III)porphrin 착화합물들로부터 구한 logfe'값과 

Snyder식으로부터 구한 용매의 용리세기(eluotropic 

strength, e*)를 도시하여 Fig. 3, 4에 각각 나타내 었 

다. e*와 1。啟'과의 관계를 보면 [(TpCF3PP)Fe(R)]과 

[(P)Fe(C6F5)] 착화합물들이 모두 비교적 직선성을 

잘 나타내고 있는 것을 확인할 수 있다. 이와 같이 

e*와 Io味'의 관계가 거의 직선적으로 비례하는 것
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Fig. 3. Relationship between eluotropic strength (e*) 
of mobile phase and log*' of [(TpCF3PP)Fe(R)J com­
plexes.

Fig. 4. Relationship between eluotropic strength (s*) 
of mobile phase and log" of C(P)Fe(C6F5)] complexes.

으로 보아 이들의 분리 메카니즘이 소수성 효과에 

기인할 것으로 예상된다.

Iron(III)porphyrin 착화합물의 머무름 메카니즘. 

역상 액체 크로마토그래피에서 금속착화합물을 분 

리함에 있어서 분리관에서 이들의 머무름 메카니즘 

은 현재까지 두 방향으로 규명되고 있다. 첫째는 

용량인자佐')에 대한 이 동상의 조성 또는 분포상수 

와의 상관관계를 고려한 것이고, 둘째는 분리관내에 

서 시료의 머무름을 열역학적 측면에서 고찰한 것이 

다啓~31 본 연구에서는 금속착화합물의 분리에 영향 

을 주는 몇 가지 인자들에 대하여 조사하였으며, 

용량인자@')와 용리액 조성과의 관계, 용량인자@') 

와 분포비와의 관계, 용량인자。')와 온도와의 상관 

관계로부터 iron(III)porphyrin 착화합물의 머무름 

메카니즘을 규명하였다.

용량인자(&')와 용리액 조성과의 관계. 실리카겔 

에 옥타데 칸기(Cq가 화학적으로 결합된 역 상 HPLC 
분리관내에서 금속착화합물의 머무름은 두 가지 메 

카니즘, 즉 소용매성 효과와 친실란올성 효과에 의해 

일어난다고 생각할 수 있다. 따라서 머무름을 나타 

내는 용량인자(矿)는 다음 식과 같이 두 가지 메카 

니즘에 의한 각각의 기여도의 합으로 나타낼 수 있 

다 12,28

k' = k^+k2' (1)

여기서 奴'은 소용매성 효과에 의한 머무름에 관 

련된 용량인자이고 物'은 친실란올성 효과에 의한 

머무름과 관련된 용량인자이다. 加'은 이성분 용매 

계에서 물의 부피분율何H2O)과 지수함수의 관계에 

있음이 이 미 밝혀 졌다S' 또 加，은 극성시료와 실 

란올과의 상호작용에 의한 머무름을 나타내는 정상 

법에서 중요한 인자이고, 이성분 용매계에서 극성이 

큰 성분의 부피분율의 역수와 비례 관계에 있음이 

알려졌다33. 따라서 이 것을 methanol/water 용매계에 

적용시키면 이 식은 다음과 같이 나타낼 수 있다.

k'-a exp0q>H2。)+(c+，讪址屮厂' (2)

식에서 a, b, c 및 d는 실험적으로 얻어지는 상수 

이다. 본 연구에서 사용된 금속착화합물은 전기적으 

로 비교적 중성인 화합물로 역상 액체 크로마토그 

래피에서 용리 중 친실란올성에 의한 상호작용은 

아주 작을 것으로 예상되므로 식에서 둘째 항은 거의 

무시할 수 있다. 따라서 이 식은 log값을 취하여 

다음과 같이 나타낼 수 있다.

log南'=一10邵 + 方处0 (3)

또한 Jandera 등队의 연구 결과에 의 하면 물과 me­

thanol, acetonitrile 등의 이성분 혼합용매계를 이동 

상으로 사용했을 때 logk'과 유기성분의 부피분율 

사이에는 다음 식과 같은 관계가 성립하는 것으로 

알려져 있다.

\og^'=a-n<p„e (4)

여기서 a와 "은 상수이다. 물을 사용한 이성분 

용매계에서 %g=l-<PHzO이므로 항을 로 바

Vol. 37, No. 12, 1993
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Fig. 5. Dependence of log*' of [(TpCF3PP)Fe(R)] co­
mplexes on the volume fraction of water in MeOH 
/Water mixture solvent.

Fig. 6. Dependence of logfr' of E(P)Fe(C6F5)] comple­
xes on the volume fraction of water in MeOH/Water 
mixture solvent

꾸면 이 식은 식⑶과 잘 일치하며, log 为과 吼0와의 

관계를 나타내 준다. 따라서 만일 본 연구에서 사용된 

iron(III)porphyrin 착화합물의 분리관내에서의 머무 

름이 주로 소용매성 메카니즘에 의해 일어난다면 식 

(3) 또는 식 (4)에 따라 10아?'과 阳。를 도시하였을 

때 서로 직선관계를 나타내게 될 것이다.

본 연구에서는 iron(III)porphyrin 착화합물들의 

분리에서 이동상으로 메탄올과 물의 이성분 혼합용 

매를 사용하였고, 이동상에서 물의 부피분율과 1。殷' 

의 상관관계를 조사하기 위하여 啊2。와 1。味'을 도 

시하고, 그 결과를 Fig. 5, 6에 각각 나타내 었다. 그 

림에서 보는 바와 같이 각 iron(III)porphyrin 착화 

합물들에 대해 log»'과 이동상에서 물의 부피분율 

(中也。)과의 관계는 비교적 직선성을 잘 유지하고 있 

으며 식 (3)을 만족시키고 있다. 이러한 결과로부터 

역상 액체 크로마토그래피의 분리관내에서 iron(III) 
porphyrin 착화합물의 머무름은 소용매성 효과 즉 

본 연구의 경우 용매로 물을 사용하였기 때문에 소 

수성 효과에 크게 기인하고 있음을 확인할 수 있었다.

용량인자依')와 분포비(。，와의 관계. 앞에서 확 

인된 바와 같이 시료의 머무름이 실제로 소용매성 

효과에 기인한다면 역상 분리관내에서 용질의 이동 

상과 정지상에 대한 상호 작용은 분리관이 아닌 뱃 

치법으로도 확인이 가능할 것이다. 이들 시료들을 

이동상과 동일한 혼합용매와 정지상과 동일한 구조 

의 옥타데칸 용매를 사용하여 추출하였을 때도 분 

리관내에서와 같은 경향을 나타낼 것으로 추정된다. 

즉, 뱃치법에서 시료가 두 상에 분배되는 정도 역시

Table 2. Capacity factor Q') and liquid-liquid distribu­
tion ratio (D) for [TpCF3PP)Fe(R)] and [(P)Fe(C6R)] 
complexes

Complexes 0

[TpCF3PP)Fe(R)]
(C6F4H) 1.53 1.20
(c6f5) 2.32 1.49
(c6h5) 4.88 2.10

[(P)Fe(C6F5)J
(TpCFaPP) 0.66 - 0.79
(TPP) 1.51 2.81
(TpCH3PP) 4.56 8.26

Organic phase: w-Pentadecane, Aqueous phase: Me- 
thanol/Water (95/5, 98/2), Detection wavelength 為邳): 

410 nm.

분리관내에서 이동상과 정지상에 분배되는 분포비와 

같은 경향을 나타내야 할 것이다. 따라서 역상 액체 

크로마토그래피에서 측정된 용량인자估')는 뱃치법 

에서 구한 분포비 (ZL)와 간단한 선형 함수관계를 

나타내야 하며 그 관계식은 다음과 같다".

k' = (VJVM-l)+r'Dc) (5)

식에서 K■은 분리관내의 이동상의 부피, 

불감부피(dead volume)이며,)-'= 方이고 r=ms/V„ 
이다• 여기서 孔는 정지상의 질량이며, 丿,는 상관계 

수로서 상수이다. 본 연구에서는 분리관의 정지상인 

비극성 옥타데칸(C®) 모델로서 "-pentadecane을 

사용하고, HPLC의 실험에서 이동상으로 사용한 용
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Fig. 7. Relationship between capacity factor Q') and 
distribution ratio (Dc) by the extraction from aqueous 
Methanol into n-Pentadecane for [(TpCF3PP)Fe(R)] 
complexes.

Fig. 8. Relationship between capacity factor Q') and 
distribution ratio (Df) by the extraction from aqueous 
Methanol into ”-Pentadecane for [(P)Fe(C6F5)]comp- 
lexes.

리액인 methanol/water=95/5 및 methanol/water= 

98/2의 혼합액 각각을 사용하여 뱃치법으로 iron(III) 
porphyrin 착화합물들에 대한 Q값을 각각 측정하 

였으며 그 결과를 Table 2에 수록하였고, K과 Q를 

도시한 관계곡선은 Fig. 7, 8에 각각 나타내었다. 그 

림에서 보는 바와 같이 Q와 "과의 관계는 비교적 

직선성을 잘 유지하였으며, 식 (5)을 만족시키는 것을 

확인할 수 있었다. 이 결과로부터 본 연구에서 사용한 

iron(III)porphyrin 착화합물들의 분리관내에서의 머 

무름은 앞에서 확인된 바와 같이 소용매성 효과에 

크게 기인한다는 사실을 뱃치법에 의해 간접적으로 

재확인 할 수 있다.

용량인자0')와 온도와의 관계. 일반적으로 기체 

크로마토그래 피 에 서는 온도가 용리 거 동에 영 향을 

주는 중요한 인자로 잘 알려져 왔지만 액체 크로마 

토그래피에서는 시료의 머무름에 미치는 온도의 영 

향을 크게 고려하지는 않았다. 그러나 온도의 증가가 

용매의 점도를 감소시켜 컬럼의 효율을 증가시킨다 

는 사실이 알려지면서34 열역학적인 함수와의 관계 

등 온도의 영향을 액체 크로마토그래피에서 시료의 

용리거동 해석에 이용하기 위한 연구가 많이 시도 

되고 있다35. 크로마토그래피에서 용량인자也')는 용 

질이 정지상과 상호 작용할 때의 열역학적 평형상수 

(K)와 의 관계를 갖는다36. 여기서 e는 상비

율(phase ratio) 즉 이동상의 부피비이며, NOVA- 
PAK Cis 분리관의 경우 대략 1/2.6 정도이다37. 또 

평형상수 K와 △G°(Gibbs free energy)와의 관계는

△6。= 一人丁1侦이며, 열역학 제 2법칙에서 △(/ =

— 이므로 세 식을 종합하면 용량인자는 

다음과 같이 표준엔탈피와 표준엔트로피의 관계식 

으로 나타낼 수 있다.

1成'=-SH°/RT+ AS°/R+ Ine (6)

본 연구에서는 분리관의 온도를 변화시키면서 크 

로마토그램을 작성하여 그 결과를 Fig. 9, 10에 보 

였고, (6)식에 의해 용량인자와 온도와의 관계를 도 

시한 van't Hoff plot의 결과를 Fig. 11, 12에 나타 

내었다. 또 van't Hoff plot의 기울기(一 A/'/R)로부 

터 용질이 이동상에서 정지상으로 전이될 때의 표 

준전이엔탈피를 구하고, 절편0S°//? + lne)으로부터 

표준전이 엔트로피를 계산하여 Table 3에 수록하였다. 

결과에서 보는 바와 같이 용질의 머무름 시간은 온 

도가 증가할수록 감소하였으며, van't Hoff plot에서 

1/T과 1成'의 관계는 모든 시료들에서 양호한 직선 

성을 나타냈다. 이는 시료로 사용한 iron(III)porphy- 
rin 착화합물들의 머무름 메카니즘이 온도의 변화에 

무관하게 일정함을 의미한다. 또 van't Hoff plot으 

로부터 구한 宜°는 음의 값을 나타냈으며, 이는 

이동상에서 정지상으로의 분배가 발열과정임을 의 

미하고38, AS°는 무시해도 좋을 만큼 작은 값을 보 

였다. 역상 액체 크로마토그래피에서 시료의 머무름 

메카니즘을 보다 역학적으로 해석하기 위한 방법으 

로 Melander 등은 엔탈피-엔트로피 보정(enthalpy- 
entropy compensation) 현상을 이용하여 열역학적 인
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LHTpCFjPP)、(야ML a.KTpCFjPPJFefCtf*)]. 3. [(TpCFJPP)Fe(C«H,)]

Fig. 9. Chromatograms of [(TpCFaPP)Fe(R)] comple­
xes by the variation of column temperatures (Tempe­
rature; A: 6°C, B: 12°C, C: 18°C, D: 24T, E: 30°C).

Fig. 11. Van't Hoff plots for IM' of [(TpCF3PP)Fe(R)] 
complexes in reversed-phase chromatography using 
NOVA-PAK Cig column.

Fig. 10. Chromatograms of complexes [(P)Fe(C6F5)] 
complexes by the variation of column temperatures 
(Temperature; A: 3으C, B: S°C, C: 13°C, D: 18°C, E: 
23%：)

관계로부터 머무름 메카니즘을 설명하였다. 엔탈피- 

엔트로피 보정 현상은 extra-thermodynamic app­
roach 방법 중의 하나로 이 중 대표적인 것이 linear 

free energy r이ationship이며, 관계식은 = 

PASo + AGpo5. 나타낼 수 있다39. 이 식에서 0는 

보정온도(compensation temperature)로 일련의 화 

학 반응들에서 그 과정에 관련된 속도나 평형상수의 

변화량이 0이 되는 온도를 말하며, 이것을 isokinetic 
또는 isoequilibrium 온도라 한다. 또 는 온도 

8에서 물리화학적 상호작용에 관련된 Gibbs 자유에

Fig, 12. Van't Hoff plots for IM' of [(P)Fe(C6F5)J co­
mplexes in reversed-phase chromatography using 
NOVA-PAK Cia column.

너지이다. 또한 이 식은 앞의 열역학 제 2법칙의 식 

(2아/。一7&宁)과 결합하면 일정 온도 T에서의 Gi­
bbs 자유에너지 변화를 나타내는 식인 = 

(1一778)+7厶@。/6로 바뀔 수 있다 이 식은 다시 

AG°=—&71nK이므로 다음과 같이 크로마토그래피 

에서 용량인자와의 관계식으로 나타낼 수 있다.

-A7/°
f =—-一一(1/T-/) — △"/邱+ g (7) 

R

여기서 瞞'은 온도 T에서의 용량인자이다. 이 식 

에서 만약 一AH°와 IMt■'과의 관계가 직선관계를 

나타낸다면 엔탈피-엔트로피 보정 현상이 일어나는 

것으로 해석할 수 있고, 정지상과 용질 사이의 가 

역결합(reversible binding)이 근본적으로 동일한 메

Joum이 of the Korean Chemical Society
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Table 3. Effect of temperature on the for LTpCF3PP)Fe(R)] and L(P)Fe(C6F5)] complexes

AS0
(kcal/mol) (kcal/mol • K)

Complexes

[TpCFsPP)Fe(R)] 6°C 12°C 18T 24°C 30°C
(C^H) 0.49' 0.41 0.40 0.31 0.28 1.47 — 2.41X10-3 0.958
(CR) 0.99 0.89 0.85 0.75 0.72 1.92 — 3.05X10-3 0.966
(C6F5) 0.74 1.61 1.57 1.48 1.43 2.09 -2.17X10-3 0.975

rt Correlation coefficient, Mobile phase: Methanol/Water (95/5, 98/2), Flow rate: 0.8 m//min, 1.0

[(P)Fe(QF5)] 3 으C 8°C 13 으C 18 여C 23°C
(TpCFfP) —0.25 -0.27 -0.67 — 0.82 -1.11 7.36 -2.51X10"2 0.944
(TPP) 0.57 0.51 0.35 0.32 0.20 3.03 一 7.94 X IL 0.966
(TpCHaPP) 1.67 1.61 1.50 1.42 2.00 7.36 -2,04X10-3 0.977

J

l(TpCF3FP)Ft(C6H3)J 士

[(TpCF3PF)Ff(C6F3H

iaPP)Fi(C6F5)] g

0.(

«TpCF3PP)Ff(C6F4H)]

130 LSO 1.70
-AH°(Kcal/mol)

1.W 2.10

(apCF3PP)Fe(C6F5)}

.AH°(Kc시fmol)

Fig. 13. Compensation plots according to — AH° and 
IM' values for [(TpCF3pP)Fe(R)] complexes.

Fig. 14. Compensation plots according to — AH° and 
[nkr values for [(P)Fe(C6F5)] complexes.

카니즘에 의한 것으로 볼 수 있다. 또 직선의 기울기, 

kT(i/T—i/B)로부터 보정 온도 6를 구할 수 있으며, 

이 값이 거의 일정하다면 시료의 머무름 메카니즘이 

동일하며 등평형 거동(isoequilibrium behavior)을 

하는 것으로 볼 수 있다36.

본 연구에서는 분리관의 온도 변화에 따른 엔탈 

피와 엔트로피를 구하고, compensation plot에서 직 

선성峯 확인하기 위하여, △"와 In知'과의 관계를 

도시하여 Fig. 13, 14에 나타내었다. 결과에서 보는 

바와 같이 [(TpCF3PP)Fe(R)] 착화합물들의 경우 

시료의 수가 적긴 하지만 각 온도에서 一 와 

In如'과의 상관계수가 각 온도에서 0.862, 0.858, 
0.854, 0.840, 0.845로 어느 정도 직선성을 나타내고 

있다. [(P)Fe(C6F5)] 착화합물들의 경우에도 Fig. 14 
에서 一心와 就7•'과의 관계는 각 온도에서 상관 

계수가 0.831, 0.819, 0.863, 0.883, 0.901로 비교적 

직선성을 나타내는 것으로 볼 수 있다. 이로부터 역상 

HPLC의 분리에서 각 시료들은 엔탈피-엔트로피 

보정 현상을 나타내며, 정지상인 옥타데실실리카(oc­
tadecylsilica) 지지체와 시료의 상호작용이 온도변 

화에 무관하게 동일한 메카니즘에 의해 분리됨을 

확인할 수 있었다. 특히 [(TpCF3PP)Fe(R)]보다 [(P) 
Fe(C6F5)] 착화합물들에서 직선의 기울기로부터 구 

한 보정온도가 각 온도에서 거의 동일한 값을 나타 

냈다. 이는 [(P)Fe(C6F5)] 착화합물들과 정지상과의 

소용매성 결합 과정이 [(TpCF3PP)Fe(R)] 착화합물 

들에 비해 더 등평형 거동을 나타내고 있음을 보여 

준다.

이 논문은 1992년도 교육부지원 한국학술진홍재 

단의 자유공모과제 학술연구 조성비에 의하여 연구 

되었으며 이에 감사드립니다.
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