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요 약.. 살리실산 및 그 유도체들의 Amberlite XADF와 XAD-7 수지 분리관에서의 역상 액체크로마 

토그래피적 용리거동이 고전적 방법과 현대적 고성능 액체크로마토그래피(HPLC)에 의하여 연구되었 

다. 고전적 크로마토그래피에서는 질산제 2 철 용액의 농도를 0.010F 농도로부터 0.150F 농도까지 변화 

시키면서 50% 메탄올 수용액에서 머무름크기인자(k‘)를 측정함으로써 용리거동을 설명하였다• 한편， 

고성능액체크로마토그래피에서는 pH 2.25와 293K에서 여러가지 비교적 저 농도의 질산제 2철 용액(25 

XlOf  에서 LOXIO^f까지)과 여러 농도의 메탄올 수용액을 용리액으로 k값들을 측정함으로써 살리실 

산 및 그 유도체들의 용리메카니즘을 설명하고, 이들의 분리에 대한 최적 조건을 발견하였다• 결과적 

으로, 철(111)이온 농도가 증가하면 log 火가 비례하여 감소하는 현상을 발견하였는더］, 그 감소하는 기 

울기가 문헌에 보고된 철(111)-살리실산 및 그 유도체착물들의 안정도 상수값들과 관계 있음을 발견 하 

였다. 살리실산유도체들의 몇가지 이성체들을 최적 조건에서 분리하였다.

ABSTRACT. Reverse phase liquid chromatographic elution behaviors of salicylic acid and its deri­
vatives were studied with classical and modern high-performance liqu너 chromatography(HPLC) using 

Amberlite XAD-4 and XAD-7 resin packed columns. Capacity factorsCkO were determined in the com­

paratively high concentration (from 0.010F to 0.150F) of ferric nitrate-50% methanol solution to eluci­

date the elution behaviors with classical method. On the other hand, k's were measured in the various 
concentrations of methanol and ferric nitrate(from 2. 5X10-4F to 1.10X10 3F) solution of pH 2.25 and 

293K with HPLC to explain the elution mechanism of them, and to find their optimum reparation con­

dition. As a result, it was found that log k's of salicylic acid and it옹 derivatives were decre죠sed with 

increasing the concentration of ferric ion, and the decreasing slopes of the compounds on the incre허. 

sing ferric ion concentrations were related with each stability constant of ferric salicylates. Some iso­

mers of derivatives of salicylic acid could be separated in the optimum condition.
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서 론

살리실산 및 그 유도체들은 의약품합성의 기 

본물질로써 일찍부터 많이 이용되고 있다.' 예 

를 들어 살리실산은 방부를 겸한 각질연화제로, 

또는 아스피린의 원료로서 사용되며, P■아미노 

살리실산은 항결핵제로 사용되는 것 등이다. 그 

러므로 살리실산 및 그 유도체들의 크로마토그 

래피를 연구한다는 것은 의약학적으로도 중요할 

뿐만 아니라 치환기효과를 검토하는 분석화학의 

기초 자료를 제공할 것이다.

살리실산 및 그 유도체들은 분자에 존재하는 

카르복시기와 그 오르토위치외 수산기 사이에 

내부 수소결합을 하는 전형적인 물질로써 고체 

상태로 상품화 되어 있다. 이들은 모두 알코올 

에 용해도가 크며. 이들의 알코온-물 수용액에 

질산제이철이온이 존재할 때는 적색 내지 자색 

의 착물이 형성되는 특성이 있다. Fe(IlI)-살리 

실산 착물형성에 기초한 크로마토그래피적 연구 

를 하여 발표된 보고서들은 다음과 같다. Had- 

zija 및 그 공동연구자들은 실리카겔과 질산제이 

철을 섞은 박막크로마토그래피의 고정상에 살리， 

실산 및 그 이성체들을 점적한 후 수용액으로 

전개시켜 그 R 값을 측정하고, 질산제이철이 

섞이지 않은 고정상에서 전개했을 때의 Rr 값과 

비교하였으며,2 Lee등은 살리실산 및 그 유도체 

들을 메탄올에 녹여 음이온 수지관에 일정량 

주입하고 염화제이철-유기용매 용리액으로 이들 

을 용리시켜 용리되는 적자색 착물을 분리관에 

서 확인하고 용출액을 일정양씩 받아내어 각각 

의 최대 흡광파장에서 흡광도를 측정하여 부피 

분포계수(Dv)를 결정하고, 이들 Dv 값의 변화 

와 해리상수(pKa)간의 관계식을 유도하고 몇가 

지 유도체들을 분리하였다.""1 그러나 이들 연구 

에서는 음이온교환수지와 살리실산의 카르복시 

기간의 정전기적 인력으로 인한 꼬리끌기 현상 

때문에 여러가지의 유도체들을 분리하지 못하였 

다. 즉 살리실산의 유도체의 이성체 중에서는 

3-니트로와 5-니트로 살리실산만을 분리하였을 

뿐이다.

본 연구에서 고속액체크로마토그래피와 고전 

적 액체크로마토그래피의 고정상으로 사용한 

Amberlite XAD-4와 XAD-7 수지들은 극성과 수 

지내의 구멍의 크기, 및 표면적들이 서로 다른 

수지로써 수지내에 ( + )나 (一)의 하전을 띠는 기 

를 가지고 있지 않다.5 그러면서도 이러한 특성 

때문에 중성의 물질종을 잘 흡착하는 성질이 

있다.i XAD-공중합체를 HPLC의 고정상으로 

사용한 연구들을 열거해보면 다음과 같다. Pie- 

trzyk 및 그 공동연구자들은 정제한 20~60메쉬 

의 XAD-2. -4, -7 수지들을 325〜400메쉬가 

되도록 분쇄하여 stainless-steel 분리관에 dry­

packing 법으로 채워 넣은 후 페놀 및 그 유도 

체들을 NaHCQrNaOH 용리액으로 흘려주어서 

분리하였고/ pH 2.0의 수용액으로 아미노산들 

을 분리하였다" 또한 Kang과 그 공동 연구자 

들은 벤조산 및 .그 유도체들을 XAD-2가 충진 

된 분리관으로 여러가지 조성의 유기용매용액과 

pH를 변화하여 ' 가면서 머므름크기인자(*)를 

결정하고 몇가지 벤조산 유도체들을 분리하였 

다.'3 XAD-공중합체 수지들이 채워진 분리관의 

장점은 이동상의 성분에 따른 선택성의 큰 변 

화"와 pH 1〜14의 범위에서 안정하게 사용할 

수 있고, 고가의 알킬처리된 실리카로 충진된 

분리관을 보호할 수 있다는 점이다. 본 연구에 

서와 같이 질산제이철이온을 포함한 용액을 용 

리액으로 사용할 경우에는 특히 이러한 분리관 

이 필요하고, 알킬처리된 실리카 분리관(卩-Bon- 

dapak CQ보다는 균일한 한가지 고분자 물질이 

충진되었다는 점에서 유기물질들의 머므름 메카 

니즘을 설명하기가 용이하고, 최근들어 이들 수 

지가 유기화합물들의 농축에 사용되는 바와 같 

이" * 유기물들의 머무름정도가 이 수지위에서 

비교적 큼으로 유기물 분리에도 효과적이다.

그러므로 본 연구에서는 Fe(III)-살리실산착 

물들의 적색 내지 자색을 띄는 성질과 XAD-4 

와 XAD-7 수지의 유기물들에 대한 선택성과 

흡착성 그리고 고전적 방법，에 비해 빠른 분리 

시간의 이점을 가지고 실험할 수 있었다. 즉 

질산제이철을 용리액에 첨가하였을 경우 살리실 

산 및 그 유도체들과의 유색착물의 검출기에서 

의 검출은 가시선 영역인 546nm의 흡광파장을 
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이용하는 관계로 자외선 영역인 254nm나 280 

nm에서 소량의 불순물에 의해 나타나는 불순물 

피이크를 볼 수 없을 뿐만아니라 몰 흡광계수 

(e)가 균일하므로 더한 이점이 있는 것이다•

본 연구에서는 살리실산의 유도체들을 체계적 

으로, 예를들어 3-, 4-, 5- 니트로, 3-, 4-, 6- 

히드록시, 3-. 4-, 5-메틸, 3-, 4-, 5-메톡시, 

5-卒르오르, 5-클로로, 5-보로모, 5-술포, 및 

4-아미노, 선택하여 각각의 용리액 조건에서 각 

각의 머 므름 크기인자(capacity factor, k')를 비 

교함으로써 치환기효과를 검토하였고 , 용리액중 

Fe(III)이온 농도 변화에 따른 log *값의 변화 

정도와 Fe(HI)-살리실산착물들의 안정도 상수 

(log Ki)값을 그래프로 그림으로써 지금까지 보 

고되지 않은 log Ki값들을 측정하였다. 또한 k- 

값을 측정하면서 얻은 크로마토그램을 비교함으 

로써 몇가지 살리실산유도체들의 이성체들을 분 

리 하였다.

실 험

시약 및 수지. 본 실험에서 사용한 Fe 

(NO3)3,6H2。를 비롯하여 모든 시약은 Aldrich 

사 또는 일본 Tokyo-kasei사에서 구입한 G. R.급 

이상의 시약으로써 정제하지 않고 그대로 사용 

하였다. 사용한 메탄올은 Tedia Co.에서 구입한 

HPLC용 이었으며. 증류수는 중류장치로 일차 

증류 한다음 다시 Waters사 Millipore Membra- 

nce filter를 통과시킨 탈이온수를 사용하였다.

분리관 충진제로 사용한 고분자 수지는 

Rohm and Haas 사에서 직경 20~60 메쉬인 

Amberlite XAD-4와 XAD-7 수지를 구입하여 1 

N-HC1 용액으로 씻어 불순물을 제거한다음 C1 

이온이 검출되지 않을때까지 증류수로 씻어내 

고, 다시 soxhlet 추출장치를 이용하여 아세톤 

으로 2일동안 유기물을 추출해 낸 다음 60t의 

오븐속에서 완전히 건조시켰다• 건조된 수지를 

ball mill로 갈아서 작은 입자를 만든 다음, 체 

(U. S. Stsndard sieves)S. 80~115 메쉬 인 것과 

270-325 메쉬의 입자들을 분리하고, 분리된 수 

지를 진공 건조용기에 넣어 보관하고 분리관 

충진용으로 사용하였다.

측정기기 및 분리관. 고성능 액체크로마토그 

래 피 (HPLC) 장치는 Waters Associates사의 Mo­

del 206을 사용하였는데. 이 기기는 Model 510 

pump(0~ 6,000psi) 2개, Model U6K injector, 

그리 고 Model 441 UV-Vis 흡광광도계 검 출기 로 

구성되어 있다. 또한 Model 740 Data Module에 

의하여 실험값이 처리되었으며 크로마토그램이 

그려졌다. 시료 주입은 25piL microsyringe에 의 

하여 주입하였다.

한편 고속액체크로마토그래피의 분리관은 내 

경 3.9mm, 길이 30cm인 강철관에 270~325 메 

쉬의 정제 분리된 수지를 XAD-4 수지 충진관 

은 slurry 충진법以 "으로, XAD-7 충진관은 tap- 
충진법1。으로 충진시켜 90%-메탄올을 평형이 이 

루어질때까지 1.0mL/min의 유속으로 충분히 용 

리시켜 준비하였다.

또한 내경 7mm, 길이 27cm인 유리관의 밑을 

유리솜으로 막고, slurry—충진법으로 80-115 

메쉬인 수지로 채우고, 유도관을 연결한다음 한 

국 맨하탄상사 제품 페리스탈틱펌프로 90%-메 

탄올을 0.5mL/min의 유속으로 충분히 용리시켜 

평형이 이루어지도록 한것을 고전적 .크로마토그 

래피용 분리관으로 사용하였다. 고전적 크로마 

토그래피에 의해 용출된 용출액중 Fe(Ill)-살릴 

실산 착물의 분석에 사용한 UV-Vis 흡광분광광 

도계는 Shimadzu 제 Model 240이었다. 모든 용 

리액조제시 pH를 조절하기 위하여 사용한 pH 

미터는 Chemcadet Model 5984 pH미터 (Cole 

Palmer Instrument Co. U.S.A.)였다.

실험법. 시료용액은 살리실산 및 그 유도체 

들올 HPLC용 90% 메탄올 수용액에 0.01M되게 

녹여 초음파세 척 기 (Branson Model 2,200)로 30 

분간 때려서 기포를 제거하고, micro 유기 여과 

지 (pore size 0. 5)im)로 여과한 용액을 사용하였 

다. 용리액은 L0mZ/min.의 유속으로 흘려주었 

으며, 이때 분리관에 걸리는 압력은 XAD-4관 

에는 1,000 psi. XAD-7관에는 2,000-3,000 psi 

였다. *값 측정시, 또는 혼합시료 분석시 mi- 

cro-syringe로 주입한 시료양은 시료당 3-40应이 

었다. 자외선-가시선 흡광검출기의 파장은 질산 

Journal of the Korean Chemical Society



Amberlite XAD-공중합체를 이용한 살리실산 및 그 유도체들의 액체 크로마토그래피적 분리 73

제이철-메탄올용액을 용리액으로 사용할 경우에 

는 546nm, 물-메탄올 용액(pH 7.0)올 용리액 

으로 사용할 경우에는 254nm로 파장을 선텍하 

여 머무른 시간(t,), 또는 머무른 부피(V,)값 또 

는 크로마토그램을 얻었다. 이동상의 머무른 시 

간(tm) 이나 머무른 부피 (Vm)는 10-3 M tiron 용 

액 卽L를 주입하여 얻은 피이크용리 부피로 하 

였다. 이와 같이 하여 얻은 tr, V” tm 및 Vm값 

으로부터 k，값을 다음식에 의하여 계산하였다.*

tLtm Vr—Vm
*= 侦또는 (1)

사용한 완충용액도 질산제이철이온을 용리액 

중에 첨가할 경우와 첨가하지 않을 경우에 따 

라 다르게 하였는데, 전자의 경우는 모노클로로 

아세트산으로 0.008F 되게한후 C-HNOa 소량을 

가하여 pH2.25가 되게 하였고, 후자의 경우는 

0.008F-NaH2P04-Na2HP04 용액으로 하였다. 단 

지 고전적 방법으로 k，값을 측정할 경우 용리액 

중 질산제이철의 농도가 0.01F이상 0.15F이하 

의 비교적 진한 것을 사용하였는데 완충용액도 

사용하지 않았고 pH를 조절하지도 않았다• 이 

때 용리된 용출액은 일정양씩 분획별로 받아서 

그 중 적당한 분획의 Vis 영역 흡광스펙트럼에 

서 최대 흡광파장(扁“)을 얻은 후, 이 파장에 

서 각 분획의 흡광도(A)를 측정함에 의해 최대 

용리부피를 결정하였다.

질산제이철이 함유된 용액으로 살리실산 및 

그 유도체들을 용리시키는 실험을 한 후에는 

관내부에 남아있는 Fe(lII)이온을 제거하기 위 

하여 다음과 淑은 방법으로 분리관을 세척하는 

것이 바람직하였다. 즉 처음에 pH 2.3의 30%- 

메 탄올용액 100m/를 흘려 주어 세 척 하고, 다음 

에 5.0X10 3F 5-술로살리실산-30% 메탄올 수 

용액으로 Fe(Ill) 이온이 용리되지 않을때까지 

세 척 하고, 다시 10% 메 탄올 수용액 200m/로 

세척하였다. 모든 실험은 20±1紀에서 수행하였 

다.

결과 및 고찰

고전적 방법에 의한 용리거동

(1) Fe(III) 이온농도의 영향 : 50%-메탄을 수 

용액에서 질산제이철의 농도를 0.010M로부터 

0.150M까지 변화시키면서 log ¥값을 측정한 결 

과를 Table 1과 Fig. 1에 나타내었다. Fig. 1에서

Table 1. Capacity factors(log k，)of salicylic acid and its derivatives in various concentrations of ferric nit­
rate solution on the Amberlite XAD-copolymer columns at 50%-methanol medium by classical elution me­
thod"

Derivative of 

salicylic acid

Cone of Fe(Ill), M on XAD-4 c이umn 0.100M Fe(III)

on XAD-7 column0.010 0.025 0.060 0.100 0.150

H .0.05 0. 23 0.30 0.40 0. 56 0.00
5・SQH -0.87 -0.83 -0.85 —0.86 -0.85 -0.85

一0.48 — 0.41 —0.12 -0.13 0.08 0.01
—0. 78 -0.77 -0.82 -0.82 -0.47 ~0.65

0.01 0.15 0.20 0.21 0.34 0.08
0.10 0.25 0.37 0.43 0. 56 0.24
0.10 0.19 0.3 0.40 0.42 0.16
0. 73 0.88 0.98 1.02 1.22 0.37
0. 30 0. 72 0.81 0.82 0.95 0.16
0. 28 0.60 0. 76 0.81 0.92 0.05

-1.00 —0. 70 -0.81 -1.00 -1.13 —

a Column: 7.0mm(i. d.)X27cm(length) (XAD-4: 80-115 mesh; XAD-7: 70-150 mesh); Flow rate: 0.5m/ /min, 
Vm=5.3m/.
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Cone, of Fe(m). 사

Fig. 1. Plots of log k' vs. concentration of 
ferric nitrate on the Amberlite XAD-4 co­
lumn in ferric nitrate-50%-methanol me­
dium with assical method. (1) 5-sulfo, (2) 4- 
amion, (3) 6-hydroxy, (4) 4-hydroxy, (5) 3-ni- 
tro, (6) 5-nitro, (7) salicylic, (8) 4-nitro, (9) 5- 
methyl, (10) 4-methyl, (11) 3-methyl.

볼수 있는 바와 같이 질산제 이철의 농도가 0. 

()10F에서 0.025F까지 증가할 때 비교적 기울기 

가 급격히 증가하다가 그 다음 부터는 서서히 

log k，값이 증가하는 것을 볼 수 있다. 이 용리 

액들은 완충용액을 사용하지 않았고 pH를 조절 

하지 않았으나 질산제이철농도가 증가함에 따라 

이온강도는 증가하고 pH가 감소하는 관계로 이 

런 현상이 나타난다고 설명할 수가 있었다. 즉 

0.010F 질산제 이 철수용액 에 서 pH 2. 25, 0.025F 

일때 pH 2.00, 0.150F일때 1.50으로, 질산제이 

철의 농도가 증가함에 따라 pH가 감소하므로서 

Fe(Ul)-살리실산 착물들의 안정도가 감소하므 

로써 수지에 대한 살리실산 및 그 유도체들의 

흡착이 증가하는 것이라 생각되었다. 한편 k，값 

을 측정하면서 얻은 크로마토그램으로부터 이성 

체들을 분리할 수 있었던 것은 다음과 같다.

(1)6-OH — 4-OH(모든 조건), (2) 3-NO2 

*—* 4-NO2(or 5-NO2) (eluent: 0.100F-ferric 

nitrate-30% MeOH), (3) 4-CH3(5-CH3) J 3- 

CHsCeluent: 0.150F-ferric nitrate-50% MeOH).

또한 유도체들의 용리순서는 XAD-4수지에 대 

하여 5-SO3H < 4-NH2 < 6-OH < 4-OH < 3-NO2 

< 5-Nft < H < 4-NO2 < 5-CH3 < 3-CH3 순서 였는데 

(Table 1, Fig. 1), XADH수지에서는 그 용리순 

서가 서로 바뀌어서 용리되는 것을 볼수 있다 

(.Table 1). 이 것은 XAD-7 수지가 지방족 ester

Table 2. Capacity factors(kf) of salicylic acid and its derivatives in 0.04 and 0. 08F-tetraethylammonium ch- 
loride(TEAC) on the Amberlite XAD-copolymer c시umns at 0. 01F ferric nitrate, and 50 percent(v/v) metha­
nol medium a

Derivative of 

salicylic acid

TEAC cone, on XAD-4 column TEAC cone, on XAD-7 column

0.00 0.04 0. 08 0.04F 0. 08F

H 1.13 4.45 4.71 2.57 3.11
4-OH 0. 33 1.32 1.43 2.39 2. 84
6-OH 0.17 0.70 0. 71 0. 88 0. 89
3-NO2 1. 03 1.11 1.23 0. 79 1. 23
4-NO2 1. 25 1.86 2.21 1. 79 1. 95
5-NO2 1. 24 1.61 1. 77 1. 50 1.60
3-CHa 5. 39 16.8 27.3 5. 61 6.31
4-CH3 2.00 7. 75 11.1 3. 82 4. 36
5CH、 1.92 6.68 9.80 3. 29 4.00
4-NH2 0.00 — 0.34 — 0. 79

“ C이umn: 7.0mm(i. d.)X27cm(iength) (packed with 80-115 mesh for XAD-4, and 70-150 mesh for XAD-7);
Flow rate: 0.5m〃min.

Journal of the Korean Chemical Society



Amberlite XAD— 공중합체를 이용한 살리실산 및 그 유도체들의 액체 크로마토그래피적 분리 75

의 고분자 수지로써 XAD-4보다는 극성이 상당 

히 큰 수지이기 때문이다卢

(2) 이온쌍시약의 영향. pH 2.25로 조절된 0. 

010F-질산제이철-50% MeOH 용액에 이온쌍시 

약인 tetraethylammonium chloride(TEACL를 0. 

04F 또는 0.08F되게 가한것을 용리액으로 하여 

살리실 산 및 그 유도체들의 측정한 *값을 Ta­

ble 2에 나타내었는데, 7次应에서 볼 수 있는 

바와 같이 TEAC1 의 농도가 증가함에 따라 k，값 

은 모두증가하였다. 이 결과는 Kang 및 그 공 

동연구자들의 연구 결과m 2와 일치하는데, Fe 

(III) 이온의 첨가로 Fe(IH)-살리실산 착물이 

형성된다 할지라도 Fe(III) 이온과 살리실산간 

의 평형에서 TEAC1 이 살리실산에 대한 인력을 

작용하여 머므름을 증가시키는 것이라고 생각되 

었다.

고성능 액체크로마토그래피에 의한 시료들의 

용리 거동에 미치는 여러가지 영항.

(1) 이동상에 첨가한 메탄올농도. 질산제이철 

을 첨가하지 않은 0.008F NaMPQ-메탄올용액

Fig. 2. Plots of log k' vs. concentration of 
methanol on the Amberlite XAD-7 column.
(1) 3-hydroxy, (2) salicylic, (3) 5-methyl, (4) 3- 
methyl, (5) 5-chloro, (6) 3-nitro, (7) 5-nitro,
(8) 4-nitro.

에서 메탄올의 농도만을 변화시키면서 XAD-7분 

리관을 이용하여 k，값을 측정한 결과는 Table 3

the Amberlite XAD-copolymer columns at pH 7.00"
Table 3. Capacity facors(k') of salicylic acid and its derivatives in various concentrations of methanol on

Derivative of 

salicylic acid

40% Methanol on

XAD-4 column

Methanol percentage on XAD-7 colum

20 30 40 60

H 1.92 2.10 1.25 0. 74 0.38
5-SOaH 0.48 0.07 0.03 0.02 0.00
3-OH 0.84 1.06 0.66 0. 50 0.27
4-OH 0. 72 1.30 0.64 0.50 0.28
6-OH 1. 73 12. 21 5.56 2.53 0. 77

3-NO2 6.04 14. 63 6.48 3.34 1.01
4-NOa 12.95 33. 96 14.34 6.56 1.64

5-NO2 10.66 29. 07 12.20 6.03 1.43
3-CH3 4.30 4.91 2.42 1. 23 0.43

4-CH3 3.92 4. 35 2.11 1.12 0.42
5-CHs 3. 77 3. 74 2.02 1.06 0.43
5-C1 3.99 7.80 3.95 2. 56 0.88
4-NH2 0.47 0. 69 0.45 0.34 0. 22
Phen 이 29.89 — 34.15 — 一

Benzoic acid 1. 20 — 0. 43 — —

Column: 3.9mm(i. d.)X30cm(length) respectively; Flow rate: 1.0m/ /min.; Detection: UV 254nm, tm= 1.93
min.
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Fig. 3. Plots of log k' vs. concentration of ferric 
nitrate on the Amberlite XAD-4 c시umn in 0.0005F 
ferric nitrate-methanol medium. (1) 5-sulfo, (2) 3-hy- 
droxy, (3) 6-hydroxy, (4) 4-amino, (5) 4-hydroxy, (6)
3- nitro, (7) 3-methoxy, (8) 5-nitro, (9) 3,5-dinitro, (10)
4- nitro, (11) salicylic, (12) 5-methyl, (13) 4-methyl, 

(14) 3-methyl.

과 Fig. 2에 나타내었다. XAD-7분리관에 대한 

k，값과 그 크기를 비교하기 위하여 XAD-4 분리 

관에서는 40% 메탄올 용액에서만 *값을 측정 

하여 놓았다. Table 3과 Fig. 2에서 알수 있듯이 

메탄올농도가 증가하면 k，값은 모두 감소하였고 

감소하는 정도가 k，값이 큰것일 수록 심하였다. 

k，값의 크기를 작용기 별로 볼 때에는 -SOaH <- 
NHz < -OH < 3-CH3 < -Cl < -NQ의 순서 로 증가하 

였고, 이성체별로 볼 때에는 히드록 시기를 가 

진 이성 체의 경우는 3-OH < 4-OH < 6-OH, 니트 

로기 를 가진 이 성 질체 의 경 우는 3-NO2 < 5-NOs, 

〈4-NQ 메틸기를 가진 이성체의 경우는 5-CH3 

〈 4-(：氏3〈-CH3의 순서 로 소수성 이 다를수록 k- 

값의 크기의 순서가 다름을 알수 있었다. 또한 

살리실산의 작용 기중 카르복시기와 히드록시기 

의 머므름에 미치는 효과를 비교하기 위하여 

각 분리에 대한 한 조건에서 페놀과 안식향산 

의 *값을 구하였는더〕, 이 실험을 수행한 pH7.00 

에서 안식향산의 카르복시기는 이온화가 돼 

있기 때문에 안식향산의 머무름이 작고, .페놀의 

히드록 시기는 더 높은 pH에서 이온화되기 때 

문에 더 큰 머무름을 나타낸다. XAD-4분리관 

에서보다 XAD-7에서 머무름이 큰 것은 6-히드 

록시살리실산뿐임을 알 수 있었다. 그러나 시료 

들의 용리순서를 유도체의 기로 나타내어 보면

XAD-4분 리 관 ； 4-NH2 < 5-SCkH < 4-OH < 3-OH
< 6-OH < H < 5-CHa < 4-CH3 < 5-C1 < 3-CH3 < 3 

-NO2 < 5-NOz < 4-NO2

XAD-7분리 관 ； 5-SO3H < 4-NH2 < 3-OHq 4-OH
< H < 5-CH3 < 4-CH3 3-CH3 < 6-OH < 5-C1 < 3-NO2

< 5-NQ < 4-NCb

와 같이 되어 두 분리관에서 다 같이 니트로 

유도체가 가장늦게 용리된다. 그러나 위에서 보 

는 바와 같이. 두 분리관에서 용리되는 순서가 

많이 다른 것은 두 수지간의 극성 차이인 것으 

로 설명될 수 있어 앞의 절의 고전적 용리법에 

서 설명한 것과 같으나, 고전적 방법에서의 용 

리순서와 이 경우의 용리순서가 서로 다른 것 

은 고전적 용리법에서는 질산제이철이 0.01~ 

0.15F로 들어 있기 때문에 Fe(III)-살리실산 착 

물의 용리이고, pH가 다르기 때문이다.

한편 Table 4에는 질산제이철의 농도를 5.0X 

로 일정하게 유지하면서 메탄올의 농도를 

변화시키면서 log k，값을 측정한 결과를 나타내 

었고, Fig. 3에는 XAD-4분리관에서의 결과만을 

그림으로 나타내었다. 이들 Table과 尸议.에서 볼 

수 있는 바와 같이 메탄올농도가 증가할 때 log 

k，값은 모두 감소하였다. 감소한 기울기도 비슷 

하였다. 단지 용리순서가 Fe(IlI) 이온을 '첨가 

하지 않았올 경우와 많이 달라짐을 발견하였다. 

즉 40% 메탄올 용액에서의 용리순서는 

XAD-4 : 5-SOaH < 3-OH < 4-NH2 < 6-OH < 3-NO2 

« 4-OH < 3-OCH.3 < 5-NO2 < 4-NO2 < 3, 5-DiNO2 < 

H < 5-C1 < 5-CH3 < 4-CHa < 3-CH3

XAD-7 : 5-SO3H < 3-OH < 6-OH < 3-NO2<3-OCH3 
< 4-NH2 < 4-NO2 < 5-NO2 < H < 4-OH < 5-C1 < 5- 

CH3 < 3, 5-DiNQ < 4-CHa < 3-CH, 

로써 두 분리관에서 살리실산의 용리위치와 4- 

히드록시살리실산의 용리위치가 서로 .달랐고, 

XAD-4분리관에 비하여 XAD-7에서의 log k，값 

이 작아졌으나 단지 6-히드록시살리실산은 같았
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Table 4. Capacity factorQog k，)of salicylic acid and its derivatives as a function of methanol percentage 
and formality of potassium nitrate on the Amberlite XAD-copolymer columns in 5. OX 10 4F-ferric nitrate 
solution at pH 2. 25"

Derivatives

Methanol, % on XAD-4 Methanol, % on XAD-7

15 20 30 40 50 20 30 40

b C b C

H — 1.75 1.37 1.11 1. 25 1.33 0. 78 1.29 0.89 0. 69 0.82 0.86
5-SO3H -0.21 -0. 22 -0.26 -0. 24 -0.43 -0.36 -0. 33 -0.28 -0.30 -0. 32 — 0.34 -0.21
3-OH 0.66 0. 50 0. 28 0.11 0. 20 0.27 0.08 0.38 0.17 0.08 0. 48 0.20
4-OH 1. 23 1.07 0. 77 0.52 0.66 0. 76 0.28 1. 38 1.00 0. 75 0.91 0.92
6-OH 0. 77 0. 59 0. 43 0.12 0. 30 0. 36 0.01 0. 46 0.25 0.12 0. 24 0.26
3-NO2 — 1.09 0.08 0.45 0. 62 0. 67 0. 23 0. 73 0. 45 0.24 0. 37 0.42
4-NO2 一 1.60 1. 25 0.87 1.05 1.10 0. 56 1.17 0. 85 0.57 0. 71 0. 72
5-NO2 一 1.37 0. 98 0.67 0.83 0.87 0.33 1.02 0. 75 0.50 0. 62 0. 63
3,5-DiNO2 1.56 1.23 0.92 1.19 1.17 0.59 — 一 0.95 1. 03 1.01
3-CH3 — — — 1.94 — — 1. 47 2.05 1.66 1.29 1.40 1. 43
4-CH3 — — — 1. 63 — — 1.23 1. 76 1. 29 0.99 1.15 1.18
5-CH3 — 一 — 1. 55 — —. 1.16 1. 70 1. 24 0.94 1,09 1.13
3 - OCH3 — 1.32 0.90 0. 59 0. 76 0.84 0. 36 — — 0.30 0.35 0. 39
4-NH2 0.90 0.87 0.51 0. 30 0.43 0.47 0.08 0.92 0.60 0. 48 0.60 0. 61
5-C1 一 — — 1.43 一 — 0.99 1.68 1. 20 0. 86 1.03 1.05

Column size: 3. 9mm(i. d.)X 30cm(length) respectively; Flow rate: 1.0m/ /min.; Detection: Visible 546nm, 
KNCh added: 0.05F, *' KNO3 added: 0. IF, tm= 1.93min.

고, 비교적 극성이 큰 4-히드록시와 4-아미노 

살리실산의 log k，값은 증가하였다. 역시 극성 

이 큰 수지에 대한 극성이 큰 물질의 상호작용 

이 큰 것 이 라고 생 각된다. 한편 질산제 이철올 

넣지 않았을 경우와 넣은 경우의 큰 차이점은 

넣지 않고 pH 7.0에서 용리하였을 경우에는 니 

트로 유도체들의 log k，값들이 가장 컸고, pH 

2.25에서 Fe(IIl) 이온이 용리액중에 있을때는 

메틸 유도체들의 log k，값들이 가장 크다는 것 

이다. 이것은 수지에 대한 유기산들의 흡착은 

중성분자로의 흡착5이고, pH가 7.0일때는 살리 

실산 및 그 유도체들이 해리 상태이나, pH 7.0 

에서 니트로 유도체들은 해리된 정도가 가장 

적기 때문이라고 설명할 수 있다.2。Fig. 3에 

서 3-히드록시살리실산만은 40%와 50% 메탄올 

용액에서 그 log k，값이 같았는데 이것은 제이 

철이온과 이 시료의 착물형성관계 및 유전상수 

둥 여러가지 영향에 의한 것으로 생각된다.'

(2) 이동상에 첨가한 질산칼륨의 농도. 용액 

중 이온세기의 변화는 산들의 머므름 정도를 

변화시킨다.4 ""I 유기산분자의 XAD-공중합체 

고분자 고정상에 대한 흡착은 중성 분자 상태 

의 흡착이므로 질산칼륨과 같은 염을 용리액 

중에 첨가하였을 때는 유기산 분자-K+이온, Fe 
(III)-유기산 착물-NQT의 중성 이온쌍을 형성 

함에 의한 고정상과의 인력이 증가할 것으로 

예상되었다. 그러므로 5.0X10~4M Fe(III)-40% 

메탄을 용액에 질산칼륨을 0.05F와 0.1F되게 

가한 용액을 용리액으로 살리실산 및 그 유도 

체들을 용리시켜 log k，값을 측정하고 질산칼륨 

을 넣지 않았을 경우와 비교하였다(TaRe 4). 

그런결과 질산칼륨을 첨가 하였을 때는 예상한 

바와 같이 첨가하지 않았을 경우보다 log k，값 

이 증가하였다. 이러한 현상은 이온쌍시약과 염
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Fig. 4. Plots of log k' vs. concentration of ferric 
nitrate in 40%-methanol-ferric nitrate medium on 
the Amberlite XAD-7 column at pH 2.25. (1) 5-su- 
Ifo, (2) 6-hydroxy, (3) 3-hydroxy, (4) 3-nitro, (5) 5-ni- 
tro, (6) 4-amino, (7) 4-nitro, (8) salicylic, (9) 4-hyd- 
roxy, (10) 5-chloro, (11) 5-methyl, (12) 4-methyl, (13) 
5-bromo, (14) 3-methyl.

을 같이 첨가한 Kang등의 연구w "와는 반대현 

상이고, 음이온 교환수지를 고정상으로 염화제 

이철-메탄을-염화칼륨용액을 이동상으로 사용한 

Lee 둥의 연구'와 같은 결과였다. 왜냐하면 

Kang 등의 연구에서는 수지위에 이온쌍시약이 

일차충을 형성하여 흡착하고 시료 음이온이 이 

차층으로 흡착될때 가해준 용리액 중의 음이온 

과 경쟁하므로써 시료의 흡착이 감소한 것으로 

설명하였고. 본 연구에서는 이온쌍시약을 사용 

하지 않았기 때문에 용리액에 가해준 질산칼륨 

이 제이철이온-살리실산착물들과 수지에 흡착이 

용이한 이온쌍을 형성함으로써 ¥값의 증가를 

가져온 것이기 때문이다.

(3) 이동상에 첨가한 질산제이철의 농도. 이 

동상에 첨가하는 Fe(III) 이온은 pH 1.6〜2. 7사 

이에서 살리실산 및 그 유도체들과 적색 내지 

자색 또는 청색의 1 : 1 착물을 형성하는 것으로 

많은 연구가 되어있다.고전적인 크로마토 

그래피실험에서는 비교적 고농도인 0.010F 내지 

0.150F로 질산제 이 철을 가하고 50%-메 탄올 용 

액에서 log k，값을 측정하였지만. 이와 같은 고 

농도의 Fe(IlI) 이온을 HPLC에서는 사용할 수 

없다. 왜냐하면 pH를 2.0이상으로 유지해야 되 

는 HPLC법에서는 이러한 pH에서 이러한 고농 

도의 Fe(III) 이온이 Fe(OH)", Fe(OH)2+, Fe 

(0H)3 등을 형성하면서 침전되기 때문이다严 그 

러므로 질산제이철 농도를 2.5X10TM로부터 

LOXIO^m까지 변화시키면서 PH 2.25의 40%- 

메타올 용액을 용리액으로 살리실산 및 그 유 

도체들의 log "값을 측정하였다(&Z”e 5). 이렇 

게 하였을 때 고전적 크로마토그래피와는 반대 

로 Fe(III) 이온 농도가 증가함에 따라 log k，값 

은 감소하였다(F讶. 4). 이것은 일정한 pH에서 

질산제이철의 농도가 증가함에 따라 르샤틀리에 

의 원리에 따라 Fe(IU)-사리실산 착물들의 형 

성이 잘됨으로써 이들 착물들이 비이온성 수지 

인 XAD-공중합체 수지 고정상에 흡착되지 않 

는 성질을 나타내기 때문이라고 설명할 수 있 

다.

Fe(IU)-살리실산 착물들의 구조를 살펴볼 때 

치환기를 제외하고 Fe(III) 이온과 착물을 형성 

한 부분의 구조는 같고 치환기의 종류와 위치 

에 따라 log k，값이 달라질 것이다. log k，값은 

5번 위치에 술폰산기가 있는 경우에 어느 경우 

에서나 가장작다. 술폰산기는 pH 2.25에서 

SQT형태로 되어 있어 비이온교환수지인 XAD* 

공중합체 수지에 흡착되지 않기 때문이다. 술폰 

산기와 같이 확실한 하전을 띄지는 않으나 일 

부 평형에 의해 하전올 띄는 것으로써 아미노 

기가 있다. 아미노기는 그 일부가 본 실험조건 

인 pH 2.25에서 -NH3-의 형태로 됨으로써 비 

교적 log k，갑이 작다.m 다른 기들은 이러한 하 

전을 띄는 현상은 없으나 극성에 따라서 극성 

이 큰 치환기를 가진 유도체가 작은 log k값을 

갖는 것이 일반적 현상이나 같은 치환기가 다 

른 위치에 위치하는 이성체들의 경우 극성이 

비교적 큰 히드록시. 니트로, 메톡시기를 갖는 

경우 3〈5〈4의 위치에 치환기가 위치하는 순으 

로 log *값이 증가하였으며, 극성이 비교적 작 

은” 메틸 유도체는 5〈4〈3순으로 log k，가 증 

가하였다. XAD-4분리관이나 XAD-7분리관에서 

이 현상은 똑같이 나타났는데 이 이유를 설명
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Table 5. Capacity factors(log kQ of salicylic acid and its derivatives in various concentrations of ferric nit­
rate on the Amberlite XAD-copolymer columns at pH 2. 25 and 40 percent (v/v) methanol medium0

Derivative of 

salicylic acid

Cone, of Fe(III), MX 10^ on XAD-4 Cone, of Fe(III), MX104 on XAD-7

2.5 5.0 7.5 9.0 2.5 5.0 7.5 9.0 1.0

H 1.31 1.11 0.94 0.80 0.94 0. 69 0. 52 0.41 0. 32
5-SO3H 0.01 -0.11 -0.20 -0.33 -0.20 -0. 32 -0. 35 -0. 38 -0. 42
3-OH 0. 20 0.11 0.03 -0.03 0.17 0.08 0. 06 0. 04 0.03
4-OH 0.73 0. 59 0.43 0. 33 0.97 0. 76 0. 61 0.51 0. 45
6-OH 0.20 0.12 0.08 0.05 0.17 0.12 0.08 0. 07 0. 06
3-NO2 0.68 0. 52 0.40 0.38 0.38 0. 24 0. 20 0.17 0.11
4-NO2 1.05 0. 87 0.76 0. 72 0.86 0. 57 0. 50 0. 39 0.30
5-NO2 0.93 0. 67 0.54 0.52 0. 59 0. 50 0. 43 0. 38 0. 36
3,5-DiNO2 0.98 0.92 0.91 0.89 1.05 0. 96 0.91 0. 86 0.84
3-CH3 2.27 2.05 1. 79 1.56 1. 55 1. 28 1.01 0. 85 0.72
4-CH3 1.94 1.71 1.50 1.36. 1. 26 0.98 0. 82 0. 72 0.61
5-CH3 1. 93 1. 63 1.42 1. 25 1.22 0. 94 0. 79 0.63 0. 56
3-OCH3 0. 78 0. 59 0. 50 0.43 0. 46 0. 30 0.19 0.11 0.05
4-OCH3 1. 85 1.62 1.39 1. 36 1.28 0. 94 0.78 0.66 0.55
5OCH3 1. 49 1.15 1.04 0.93 0.91 0.68 0.52 0.40 0.32
5-F 1. 28 0. 97 0. 86 0. 78 0.90 0. 67 0. 52 0.40 0.32
5-C1 1.66 1. 43 1.33 1.09 1.12 0. 86 0.80 0.62 0.55
5-Br 1.88 1. 55 1.49 1.34 1. 29 1.06 0.86 0. 78 0.71
4-NH2 0.54 0. 30 0.15 0.10 0. 72 0.47 0.33 0.25 0.15

Column: 3.9mm(i. d.)X30cm(length); Flow rate: 1.0m/ /min.; Detection: Visible 546nm, tm= 1.93min.

of slope value (-a) on theFig. 5. Plots
change of the concentration of ferric nitrate
vs. log Ki. 

하기 위하여는 이것을 뒷받침하는 이론과 더

많은 실험이 필요하다고 생각되었다. XAD-4 수 

지는 전술한 바와 같이 XAD-7'수지보다는 소수 

성이 큼으로 극성이 큰 치환기를 가진 살리실 

산의 유도체 중. 특히 4-히드록시 살리실산은 

log k，값이 XAD-7수지와의 상호작용이 잘 되어 

서 살리실산보다도 늦게 용리된다.

한편, 질산제이철의 농도가 증가함에 따른 각 

시료들의 log *값의 감소하는 정도가 다르다는 

것으로부터 Table 5의 값들을 이용하여 최소자 

승법으로 각시료에 대한 기울기 값( — a)을 구하 

였다(Table 6). 그런데 금속-유기킬레이트제의 

안정도 상수(log KD 는 이 값을 측정하는 조건. 

즉 이온세기, 온도, pH 및 용액조성에 따라 달 

라짐으로 문헌에 보고된 값들과 일치하는 결과 

를 얻을 수는 없겠으나, 위에서 구한 기우기 

값과 보고된 Fe(III)-살리실산 및 그 유도체 착 

물들의 logK값*들이 어떠한 상관관계가 있는
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Table 6. Corr이ation between slope value(-a) and log K/

Derivative of 

salicylic acid

log K)c

Reported 
A

Values by XAD-4 column Values by XAD-7 column Deviation

— a log Ki(calcd.) 
B

—a log K(calcd.) 
C

A-B A-C B-C

H 17.435 789 16.25 828 17.42 -1.19 -0.02 -1.17
5-SO3H 14.420 496 14.42 340 14.42 .0 0 0
3-OH — 375 13.70 212 13.40 — - + 0.30
4-OH — 638 15.18 724 16.75 — — -1.57
6-OH — 226 12.69 164 13.00 - — -0.31
3-NO2 14.193 460 14.19 352 14.32 0 + 0.13 -0.13
4-NO3 - 569 14.92 510 15.41 - -0.49
5-NO2 14.339 625 15.09 314 14.10 + 0.75 — 0.24 + 0.99

3,5-DiNQ — 145 12.30 198 13.72 — — -1.42
3-CH3 18.131 1,107 18.13 936 18.13 0 0 0
4-CH3 — 908 16.87 888 17.80 一 -0.93
5-CH3 — 1,030 17.70 888 17.80 — -0.10

3-OCH3 — 851 16.60 588 15.91 — + 0.69
4-OCH3 — — — 758 17.70 — —

5-OCH3 一 863 16.68 780 17.13 — -0.45
5-F — 902 16.91 744 16.85 — + 0.06
5-C1 16,842 878 16.84 716 16.84 0 0 0
5-Br 16,762 846 16.56 698 16.53 -0.20 -0.23 + 0.03

4-NG2 — 777 16.17 796 17.17 - 一 -1.00

"Slope values were obtatined from Table 5 by least squares method, f Ernst, Z.L. and Menashi, / Trans
Faraday Soc.f 59, 2838(1963); Ernst, Z.L. and Menashi, J., ibid., 59, 1794(1963); Agran, A., Acta Chem.
Scand., 8t 266(1954).

Fig. 6. Separation of the salicylic acid and its deri­
vatives on the Amberlite XAD-4 (3.9mm(i.d.) X 30cm 
(length)) column in 5.0X10 4F ferric nitrate-methanol 
medium at pH 2.25 by stepwise elution, (a) l:5-SCh 
H(llug), 2:6-OH(15.4ug), 3:3-NQ(18.4ug), 4:5-畛(8.4 
ug), 5:4-NCb(36.8ug), 6:5-CH«38.2ug), 7:3-CH«60.8ug), 
(b) l:5-S03H(30.0ug), 2:3-OH(15.4ug), 3:4-OH(15.4ug), 
4:Salicylic acid(27.6ug), 5:5-CH.3(38.2ug), 6:3-CH)(60.8 
ug), (c) l:3-OH(15.4ug), 23OCHa(16.8ug), 35OCHs 
(252ug), 4:4-OCH«16.8ug), 5:3-CH.3(38.0ug).

지를 plot해 보기 위하여 그래프에 옮겨 놓은 

것이 Fig. 5이다. 문헌에 보고된 log Ki값들을 

횡축으로 기울기 값（一a）들을 종축으로 하여 점 

을 얻고, 최소자승법으로 이“ 점들에 가장 가까 

운 선을 그었을때 XAD-4분리관에 의해 구한 -a 

값중 살리실산과 5-니트로 살리실산이 큰 이탈 

을 하였고 다른 점들은 좋은 직선관계를 주었 

다. 무엇보다도 두 분리관에 의해 구한 점들이 

평행선상에 놓인다는 것이 흥미로웠다. 그리하 

여 'log Ki값이 보고되지 않은 Fe（IIl）-살리실산 

유도체착물들은 각각의 -a값을 이 선에 plot하여 

log Ki값을 구하였다（了沥血 6）. 두 분리관에 대 

해 각 시료에 대해 구한 -a값들로 부터 Table 6 

의 각 선에 plot하여 구한 log Ki값들 사이에는 

±1.60이라는 편차안에 있음을 알 수 있고, log 

*값의 크기 순서가 일치하지는 않았으나 log
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Ki이 작은 집단(6-OH, 3-OH, 3,5-DiNO2), 

중간집단 및 큰 집단(CR 유도체)으로 잘 맞았 

으며, 그래프에서 XAD-4분리관으로 얻은 값으 

로부터의 상관계수(correlation coefficieent) 값은 

0.888, XAD-7분리관에 대해 구한 값들에 대한 

상관계수는 0.976으로써 XAD-7분리관으로 구한 

값들이 신뢰도가 더 크다고 할 수 있겠다.

혼합시료의 분리. Fe(III) 이온을 첨가한 용 

리액에서 얻은 크로마토그램에서는 미량 불순물 

에 의한 피이크가 나타나지 않으며, 몰 흡광계 

수(e)값이 각 착물에 대해 큰 차이가 없으며 kf 

값 차가 이성체들간에 많아진다는 이 점이 있으 

므로 pH 2.25의 질산제이철-메탄올 용액을 이 

용하여 최적조건에서 몇가지 살리실산 및 그 

유도체들 및 이성체들을 분리하였다 (F该 6). 

메틸 유도체들은 앞에서 용리하는 유도체들에 

비해 용리시간이 너무 늦으므로 dual pump의 

이점올 살려서 단계적 용리를 하여 분리시간을 

빠르게 하였다. Fig. 6에서 볼 수 있듯이 분리 

할 수 있었던 이성체는

3-니트로 — 5-니트로 一 4-니트로, 3■■메톡 

시 — 5-메톡시, > 4-메톡시, 3-히드록시

(6-히드록시) — 4-히드록시, 5-메틸(4-메틸) 

— 3-메틸이었다.

본 연구는 한국과학재단의 연구비에 의하여 

수행되었읍니다. 재단에 심심한 감사를 드립니 

다.
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