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요 약

Ketoprofen과 Ibuprofen은 비스테로이드 계통의 진통 및 소염제로서 관절염 등을 위한 진통제나 해열제로 이미 널

리 사용되고 있다. 그러나 이 두 물질이 치료약으로 사용될 때 (S)-ketoprofen과 (S)-ibuprofen은 약리학적으로 항염증

작용을 하며 (R)-ketoprofen과 (R)-ibuprofen은 약효가 없거나 부작용을 일으키는 문제점을 가지고 있다. 본 연구에서

는 Ketoprofen과 Ibuprofen을 Kromasil HPLC 칼럼을 사용하여 이동상 조성비(hexane/t-BME/acetic acid)와 온도 변화

(25~55 oC)가 분리에 미치는 영향을 실험하였다. 분리특성은 선택도, 분리도, 이론단수 그리고 용량인자와 절대온도의

역수사이의 관계에서 계산된 엔탈피 변화 ΔH에서 Ketoprofen과 Ibuprofen의 kromasil HPLC column 고정상과의 상호

작용의 크기를 열역학적으로 검토하였다. 온도 25 oC, 이동상 조성비(hexane/t-BME/acetic acid) 80/20/0.1에서 선택도,

분리도, 이론단수 엔탈피 수치가 높게 나타났다. 

Abstract − Ketoprofen and ibuprofen are non-steroid anti-inflammatory drug(NSAID) that have analgesic and anti-

pyretic properties. (S)-ketoprofen and (S)-ibuprofen have pharmacological activity, while (R)-ketoprofen and (R)-ibu-

profen are either inactive or have side effect. The chiral separation of racemic ketoprofen and ibuprofen enantiomers was

carried out by using a Kromasil HPLC column. Some chromatographic parameters (selectivity, resolution, number of

theoretical plates and ΔH) are calculated under different mobile phase compositions of hexane/t-BME/acetic acid and

temperatures. The selectivity, resolution and number of theoretical plates were observed high at 25 oC and the compo-

sition of hexane/t-BME/acetic acid (80/20/0.1).
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1. 서 론

의약품의 개발은 고부가 가치의 산업으로 관심의 대상이 되는 분

야이다. 현재 시판되고 있는 의약품 중 대부분은 거울상 이성질체

를 동량으로 혼합한 라세미 혼합물이고, 한 쌍의 거울상 이성질체

가 생체 내에서 서로 다른 생화학적 성질로 작용하며 하나는 의약

적 효능이 있는 반면에 다른 하나는 아무런 생리적 활성을 나타내

지 않거나 혹은 부작용을 나타낸다[1]. 따라서 한 쌍의 광학이성질

체로 존재하는 키랄 의약품에 있어서 두 광학이성질체의 인체 내의

의약 활성은 매우 중요하다. 그 결과 전 세계적으로 키랄 의약품을

고순도로 분리하는 기술의 개발에 대한 관심이 급증하고 있다.

크로마토그래피는 혼합된 시료 성분이 이동상과 고정상을 통과하

면서 서로 다른 물리적·화학적 상호작용에 의한 체류시간 차이로 분

리하는 기술이다. 고성능액체 크로마토그래피(HPLC)는 과거의 액

체크로마토그래피 보다 더 작은 입자를 사용하고 훨씬 높은 압력을

가하여 고속으로 분리하는 도구이다[2]. HPLC는 고압, 낮은 불감부

피의 칼럼 및 예민한 검출기의 개발, 최신 LC로 분리시간이 짧을

뿐 아니라 분리도가 높고, 정확도와 정밀도가 크며(±0.5~1%), 낮은

농도에서도 검출이 가능하다(10−9g 정도). HPLC 장치의 개략도를

Fig. 1에 표시하였다.

거울상 이성질체 Ketoprofen과 Ibuprofen은 비스테로이드제로서

소염제, 관절염치료제 그리고 해열진통제로 사용된다. 이중 (S)-
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Ketoprofen과 (S)-Ibuprofen 만이 약리학적으로 항염증 작용을 하며 (R)-

Ketoprofen과 (R)-Ibuprofen은 약효가 없거나 부작용을 일으킨다[3, 4].

거울상 이성질체는 주위의 분자 그리고 이온들과 상호작용에 따

라 열역학적 활성화 에너지가 조절되는 특성을 가지고 있다[5]. 현

재까지 Ketoprofen과 Ibuprofen 라세미체의 분리특성연구에 대한 많

은 논문이 발표되었다. 이동상 유속에 따른 R, S-form의 체류시간,

용량인자, 선택도, 분리도 그리고 칼럼의 이론단수를 비교하고 또한

칼럼과 시료의 농도를 달리하여 흡착 등온 식을 구하는 실험, 첨가

제인 acetic acid의 조성비를 다르게 하여 분리특성을 연구한 실험

등 많은 논문이 발표되었다[6-9]. 그러나 Ketoprofen과 Ibuprofen의

고정상과 열역학적인 상호작용을 연구하기 위해 온도와 이동상 조

성비를 바꾸어 실험한 보고는 없었다. 따라서 본 연구에서는 칼럼

의 온도와 이동상 조성비를 변화시켜 Ketoprofen과 Ibuprofen 라세

미체의 분리특성을 실험하였다.

크로마토그램의 분리특성인 선택도(selectivity), 분리도(resolution),

이론단수(the number of plate) 그리고 용량인자 k' 엔탈피 변화인

ΔH의 관계를 구하기 위해 아래와 같은 식들을 사용하였다.

선택도(α) = (1)

k는 t
R
−t

0
로 정의되며 t

R2
 t
R1
은 각성분의 체류시간을 나타내며 각각

의 peak의 highest peak time으로 계산하였다. t
0
은 시료가 고정상

과 상호작용이 없고 검출기에 도달하는 시간을 표시한다. 칼럼의

불감시간(dead time)이라고도 부른다.

분리도(R) = (2)

Fig. 2를 보면 w
1
과 w

2
는 두 피크의 기준선사이의 폭을 나타내고

시간단위로 표시한다.

이론 단수(N) = (3)

(4)

(5)

여기서 R은 기체상수, T는 절대온도, ΔH는 엔탈피, ΔS는 엔트로

피를 나타낸 것이다. ΔΔH는 엔탈피 변화를 ΔΔS는 엔트로피 변화

를 나타낸 것이다. φ는 hexane에 대한 t-BME의 비, k'= , α

는 선택도를 나타낸다[10]. vant Hoff 식 (4, 5)는 두 거울상 이성질

체와 Kromasil CHI-II column 사이의 온도에 따른 열역학적 상호

작용을 엔탈피, 엔트로피 그리고 Gibbs free energy를 사용하여 나

타낸 것이다[10].

2. 재료 및 방법

2-1. 재료 및 시약

사용한 시료로서 Ketoprofen(Sigma, Spain)과 Ibuprofen(Sigma,

Belgium)은 라세미 혼합물로 판매되고 있으며 특급시약을 사용하였고

이동상으로는 hexane(95%, J.T. Baker, U.S.A), tert-butyl-methyl-

ether(t-BME, 99.9%, J.T. Baker, U.S.A), acetic acid(99.7%, JUNSEI,

Japan)를 사용 하였다.

2-2. 기기 및 장치

HPLC 펌프(M-1330, Bio Rad, U.S.A), UV검출장치(783A, Applied

Biosystem, U.S.A), 데이터 수집 장치(540-0247W, Young Lin, Korea),

Kromasil CHI-II column(4.6 mm×250 mm, 100-5-TBB, Akzo-Nobel,

Netherland)을 사용하였다. 그리고 정확한 부피의 시료를 주입하기

위해 5 µl의 sample loop를 부착하였고 이동상조성의 mixing을 위해

UL Trasonic Cleaner(3210, Bransonic, USA) 사용하였다. Column

heater(M-1330, Bio-Rad, USA)를 이용하여 온도를 25 oC, 40 oC,

55 oC로 조절하였다.

2-3. 실험방법

이동상유속은 1.0 ml/min으로 고정하고 Ibuprofen과 Ketoprofen

시료는 3,000ppm의 농도로 t-BME에 용해시켜 제조하였다. Hexane

에 Ibuprofen은 잘 용해되지만 Ketoprofen은 100 ppm 정도만 용해

되고 t-BME에는 Ibuprofen과 Ketoprofen 모두 잘 용해되기 때문이

다. UV검출장치의 파장은 254 nm로 고정하였다.

기본 이동상으로 hexane과 tert-butyl methyl ether(t-BME)를 사용

하였으며, pH에 의해 체류시간과 용양인자에 영향을 미치므로 acetic

acid를 0.1%로 유지하였다. 이동상 hexane/t-BME/acetic acid의 조

성비를 80/20/0.1, 70/30/0.1, 50/50/0.1(%v/v)로 변화를 주면서 분리

도, 선택도 등에 미치는 영향을 조사하였다. 그리고 칼럼의 온도를

column heater를 사용하여 25 oC, 40 oC, 55 oC로 변화시켰다. 

3. 결과 및 고찰

이동상의 조성과 온도를 변화시켜 선택도 변화를 관찰하였다. 이

t
R2

t
0

–

t
R1

t
0

–
---------------

k
2

k
1

-----=

t
R2

t
R1

–

w
2

w
1

+( )/2
---------------------------

2 tΔ
w

1
w

2
+

------------------=

16
t
R

w
----⎝ ⎠
⎛ ⎞

2

k′ln
ΔH

R
--------–⎝ ⎠

⎛ ⎞ 1

T
---

ΔS

R
------- φln+ +=

αln
ΔΔH

RT
------------–

ΔΔS

R
-----------+=

t
R

t
0

–
t
0

------------⎝ ⎠
⎛ ⎞

Fig. 1. HPLC equipments.

Fig. 2. Chromatograph.
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동상의 세조성 물질의 mixing을 위해 Sonic cleaner로 실험 전 약

1시간 동안 mixing을 해주었다. 불감시간인 t
0
을 측정하기 위해 t-

BME를 사용하였고 그 결과 t
0
= 3 min이었다. 이를 식 (1)에 넣어 선

택도를 계산하였다. Fig. 3은 Ketoprofen의 이동상 조성(hexane/t-

BME/acetic acid)과 칼럼 온도에 따른 선택도를 그래프로 나타낸 것

이다. 이동상 조성비(hexane/t-BME/acetic acid) 70/30/0.1(%v/v)과

25 oC에서 가장 높은 선택도를 얻었다. 또한 같은 이동상 조성이라

도 온도가 높아질수록 선택도는 감소함을 볼 수 있다. Fig. 4의 경

우는 Ibuprofen의 경우에 선택도를 계산한 결과이다. 이동상 조성비

80/20/0.1(%v/v)의 25 oC에서 가장 높은 선택도 수치를 나타냈지만

50/50/0.1(%v/v)에서는 다른 이동상 조성비와 달리 40 oC에서 제일

높은 선택도를 나타내었다. 두 물질의 선택도를 비교하면 Ibuprofen

의 선택도가 Ketoprofen보다 컸다. 이는 Ibuprofen의 체류시간이

Ketoprofen보다 비록 짧았지만 R, S-form의 상대적인 체류시간 비

가 Ibuprofen이 Ketoprofen보다 높아 더 높은 선택도를 나타냈다.

또한 Ketoprofen은 70/30/0.1(%v/v)과 25 oC에서 가장 높은 선택도를

얻었지만 Ibuprofen은 80/20/0.1(%v/v)의 25 oC에서 가장 높은 선택

도를 나타냈다. 그러나 Ketoprofen의 경우 70/30/0.1(%v/v) 25 oC와

80/20/0.1(%v/v)의 25 oC의 date를 비교하면 미세한 차이를 보여 두

물질이 공히 80/20/0.1, 25 oC 조건이 최적 분리 조건으로 사료된다.

Fig. 5는 온도와 이동상 조성에 따른 Ketoprofen의 분리도를 나타

낸 것이다. 이 역시 이동상 조성비 80/20/0.1(%v/v)과 25 oC에서 분

리도가 다른 두 조건들의 분리도와 비교하여 상당히 높다. 70/30/

0.1(%v/v)에서는 다른 두 조성비와 달리 40 oC에서 가장 높은 분리

도가 나왔다. Fig. 6은 Ibuprofen의 이동상조성비와 칼럼의 온도에

따른 분리도를 계산한 것이다. 온도 25 oC, 이동상 조성비 80/20/

0.1(%v/v) 일 때 가장 높은 분리도를 나타냈다. 온도와 이동상조성

비(hexane/t-BME/acetic acid)에서 t-BME의 비가 높아질수록 분리

Fig. 3. Selectivity of ketoprofen according to the change of temperature

and mobile phase composition of hexane/t-BME/acetic acid,

sample loop = 5 µl, concentration = 3,000 ppm, wavelength =

254 nm.

Fig. 4. Selectivity of ibuprofen according to the change of temperature and

mobile phase composition of hexane/t-BME/acetic acid, sample

loop = 5 µl, concentration = 3,000 ppm, wavelength = 254 nm.

Fig. 5. Resolution of ketoprofen according to the change of temperature

and mobile phase composition of hexane/t-BME/acetic acid, sam-

ple loop = 5 µl, concentration = 3,000 ppm, wavelength = 254 nm.

Fig. 6. Resolution of ibuprofen according to the change of tempera-

ture and mobile phase composition of hexane/t-BME/acetic acid,

sample loop = 5 µl, concentration = 3,000 ppm, wavelength =

254 nm.
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도는 작아진다. Ibuprofen과 Ketoprofen의 분리도를 비교하면 Ibuprofen

이 Ketoprofen보다 더 높은 수치를 보인다. 이는 분리도는 두 체류

시간의 차이 뿐만 아니라 두 peak의 평균 폭까지 고려하여 계산되

기 때문이다. 즉 Ibuprofen이 Ketoprofen보다 두 체류시간 차이가

대체적으로 크고 peak의 평균 폭도 더 좁기 때문이다. 선택도와 분

리도는 다음의 측면에서 다르게 고려되어져야 한다. 선택도가 R, S-

form의 상대적인 체류시간 비를 나타낸 것이면 분리도는 R, S-form

의 두 체류시간 차이를 두 peak의 평균 폭으로 나눈 것이다. 분리도

계산에서 선택도처럼 체류시간만으로 계산되는 것이 아니라 peak의

폭도 고려해야 한다. Ketoprofen의 70/30/0.1(%v/v)에서는 다른 조

성비와 달리 40 oC에서 가장 높은 분리도를 보인다. 이동상 조성비

70/30/0.1(%v/v)에서 25 oC에서의 피크의 체류시간 차이가 조금 더

크지만 두 peak의 평균 폭이 더 크기 때문에 40 oC에 비해 작은 값

을 가진다. 

Table 1은 온도와 이동상 조성에 따른 S, R-ketoprofen 중의 이론

단수(칼럼의 효율성)를 나타낸 것이다. 25 oC와 이동상 조성비 80/

20/0.1(%v/v)에서 이론단수가 가장 컸다. 같은 조성비라도 온도가

높아질수록 이론단수가 작아졌다. Table 2는 온도와 이동상 조성에

따른 중 S, R-ibuprofen 이론단수를 계산한 것이다. 이동상 조성비

80/20/0.1(%v/v), 25 oC에서 역시 이론단수가 높았다. 주목할 점은

S-ibuprofen의 이론단수를 R-ibuprofen과 비교하면 같은 조성비에서는

낮은 온도에서 이론단수 차이가 작았다. 이론단수는 식 (3)을 이용

해 계산되는데, 체류시간과 peak의 폭이 S-ibuprofen과 R-ibuprofen

이 낮은 온도에서 차이가 작기 때문이다. 또 Ketoprofen과 Ibuprofen

을 비교하면 가장 높은 이론단수를 가지는 80/20/0.1(%v/v), 25 oC

같은 조건에서 Ketoprofen이 더 높은 이론 단수를 가진다. 80/20/

0.1(%v/v), 25 oC에서 Ketoprofen이 Ibuprofen보다 체류시간이 크기

때문에 이론단수의 수치가 높다. peak의 폭 역시 변화 요인이 되지

만 그보다 체류시간의 차이가 더 큰 영향을 미친다. 또 R, S-form을

비교해보면 체류시간이 긴 R-form이 S-form보다 높은 이론단수를

가진다. 

Table 3은 Ketoprofen과 Ibuprofen 모두 선택도, 분리도, 이론단수가

가장 좋은 이동상 조성비 80/20/0.1, 온도 25~55 oC에서 Ketoprofen

과 Ibuprofen의 용량인자인 k'와 선택도 α를 이용하여 vant Hoff 식

(4,5)에 대입하여 열역학적 매개변수인 엔탈피, 엔트로피 계산한 결

과를 표로 나타낸 것이다. 표를 살펴보면 모두 R-form이 S-form보

다 절대 값이 크다. 이는 R-form이 S-form보다 고정상에 더 강한 친

화력을 가지는 것을 나타낸다[10]. ΔS'는 ΔS' = ΔS + Rlnφ로 얻을 수

있으며 S-form이 R-form보다 더 크게나왔다. lnk'와 ΔH/RT의 그래

프에서 절편에서 계산되어 나온 ΔS의 값이 R-form이 더 작은 수치를

가졌기 때문이다. ΔH와 ΔS'의 차이점으로 ΔH의 절대 값으로 친화력을

표현하며 ΔS'는 ΔS에 조성비 φ가 고려된다는 점이다. Ketoprofen과

Ibuprofen의 ΔH를 비교하면 Ketoprofen의 이동상 조성비 80/20/

0.1(hexane/t-BME/acetic acid)에서 Ibuprofen보다 체류시간이 크기

때문에 ΔH값의 절대 값이 크고 칼럼과의 친화력도 더 높다는 것

을 알 수 있다. 선택도인 α를 이용하여 계산하는 ΔH와 ΔΔS는 두

거울상이성질체의 상대적인 체류시간 차이를 이용한 것으로 S-form

과 R-form의 ΔH와 ΔS 차이를 의미한다. 식 (4)과 달리 식 (5)은 용

량인자 k'가 아닌 선택도를 사용한 것으로 선택도가 높은 Ibuprofen

의 ΔΔH가 Ketoprofen보다 더 크게 계산되었다. 그리고 (ΔΔH)>

T(ΔS)으로 계산되므로 Ketoprofen과 Ibuprofen이 Kromasil 칼럼에

서 분리되는 과정은 엔탈피 의존성이라는 것을 확인하였다.

본 실험에서는 거울상 이성질체 의약품인 Ketoprofen과 Ibuprofen

을 HPLC를 이용 고정상과 열역학적인상호작용을 연구하기 위해 이

동상 조성비(hexane/t-BME/acetic acid)와 온도 변화(25~55 oC)에 따

른 체류시간과 선택도, 분리도, 이론단수 그리고 vant Hoff식을 이

용하여 열역학적 매개변수인 엔탈피, 엔트로피 계산하여 최적 분리

조건을 찾고자 하였다. 그 결과 이동상 조성비와 온도 변화가 물질

의 분리도, 선택도, 이론단수 등에 영향을 미치는 것을 알 수 있었

다. 80/20/0.1, 온도 25 oC에서 가장 높은 분리도, 이론단수, 엔탈피

수치가 계산되었다. 다만 선택도에서 이동상 조성비 70/30/0.1, 온도

25 oC에서 가장 높은 수치를 나타냈다. 이는 80/20/0.1, 온도 25 oC의

선택도와 비교하면 거의 차이가 없음을 볼 수 있다. 지금까지의 나

온 결과들을 고려하여 이동상 조성비 80/20/0.1, 온도 25 oC에서 최

적 분리 조건을 갖는다.
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