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서론

     흡착평형식은 크로마토그래피에서의 물질의 체류 및 흡착량을 연구하는데 필수적으

로 제조용 혹은 산업용 흡착공정을 설계하거나 분석하는데 매우 중요한 역할을 한다. 이

러한 면에서 흡착평형식은 크로마토그래피에서 광범위한 농도범위에서 정량적으로 두 상

간에 용질의 평형분포를 나타내 준다. 그러므로 흡착이 일어나는 동안에 이동상, 용질, 흡

착제뿐만 아니라 이들간의 상호작용에 대해서 흡착평형식으로부터 얻을 수 있다[1]. 이러

한 중요성에 근거하여 흡착평형식을 빠른 시간에 정확하고 편리하게 측정하는 방법이 요

구되어짐에 따라 HPLC를 이용하여 흡착평형식을 결정하는 방법이 기존의 정적 방법[2, 

3]에 비해서 많이 이용되고 있다. 

     예전부터 흡착평형식은 주로 정적 방법에 의하여 측정하였다[2, 3]. 이는 용액에 흡

착제를 넣은 양에 대해 용질의 농도 변화를 측정해 계산하는 방법이다. 그러나 이 방법은 

시간이 많이 걸리며 평형에 도달했는지가 불확실하고 정확한 실험을 하기 위해서는 많은 

양의 용질과 흡착제를 필요로 한다. 특히, 역상 크로마토그래피에서는 비극성 흡착제가 

사용되는데 이때 용매는 물을 기본으로 하는 극성용매이므로 실험적으로 어려움이 있다. 

크로마토그래피를 이용하여 흡착평형식을 결정하는 방법은 이런 문제점을 해결하기 위해 

peak의 용출곡선을 이용하게 된다. 크로마토그래피 컬럼의 입구에서 용질의 농도를 계단

함수적으로 증가시키거나 감소시키는 방법이 있다. 용질의 농도를 증가시킬 때 컬럼 출구

에서 용질의 농도가 급속히 증가하다가 일정해지며 농도를 감소시킬 때는 용질의 농도가 

일정하다가 점차로 아래로 볼록하게 감소한다. 체류부피와 이동상 중 용질의 농도간의 곡

선에 있어서 앞 경계선과 뒷 경계선의 차이는 앞부분의 경우 self-sharpening과 뒷부분의 

경우 확산 거동이 일어나기 때문이다. 흡착평형식이 아래로 볼록한 경우는 항상 이와 같

은 경향을 나타낸다[4]. 본 연구에서는 용출곡선으로부터 thymidine의 흡착평형식을 측정

하기 위해서 PIM 방법을 사용하였다.     

본론

     PIM을 이용하여 흡착평형식의 매개변수를 구하였다. 흡착평형식의 매개변수의 의존

성을 알게되면 peak의 형태를 수치적으로 계산할 수 있고 수율, 순도 등을 고려한 

overload된 조건에서 isocratic과 gradient 이동상의 조성을 최적화 할 수 있게 된다. 단일성

분에서는 간단한 Langmuir 흡착모델이 주로 사용되었다.

Cs=
aCm
1+bCm

              (1)
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     용질이 크로마토그래피 컬럼을 통과할 때 고정상과 이동상에서의 용질의 농도는 물

질수지식으로부터 다음의 일차 편미분방정식과 초기 및 경계조건으로 표시된다[5].  

u
∂Cmi
∂x

+ε
∂Cmi
∂t

+(1-ε)
∂Cs i
∂t
=0   (2)

t=0,  Cm(x,t)=0                (2-1)

0≤t≤τ,  Cm(0,t)=C 0                      (2--2)

     u는 이동상의 선속도이며, ε은 공극률이다. 식 (2)는 축방향의 확산을 고려하지 않은 

식이다. 식 (1)과 (2)를 해석하기 위해 유한차분법(FDM)이 사용되어 식(5)을 다음과 같이 

표시하였다.

u△t(Cm x+△x,t-Cm x,t)+
ε(Cm x+△x,t+△t-Cm x+△x,t)+
(1-ε) (Cs x+△x,t+△t-Cs x+△x,t)=0

         (3)

     식(2)에서는 이동상내에서의 분산을 고려하지 않았기 때문에 컬럼의 길이 방향에 대

한 변화량 Δx를 그 컬럼의 이론단값(HETP)으로 가정하였다. 일정한 양을 주입하여 얻은 

peak로부터 크로마토그래피 컬럼의 길이를 이론단수(N)로 나누어서 이론단값으로 정하였

다. 식(2)의 해를 구하기 위해서 Langmuir 흡착평형식의 매개변수 a, b의 값을 알아야 한

다. 매개변수 a값은 체류인자(k')와 phase ratio(β)를 알면 작은 주입량에서의 (4)에 사용된 

K로부터 계산할 수 있다.

k'=Kβ                       (4)

β=
Vs
Vl
=
1-ε
ε

        (5)

      K는 평형상수이며 k'은 체류인자이다. 여기서 Vs와 Vl은 각각 컬럼내에서의 고정

상의 부피와 이동상의 부피를 말한다. k'은 다음의 식으로부터 구할 수 있다. 

k'=
tR- t 0
t 0

        (6)

     Langmuir 흡착평형식의 매개변수 b는 최적화에 의해서 구해졌다. 용출곡선은 초기 

임의의 값 b로부터 실험으로부터 나온 용출곡선의 체류시간을 비교하여 반복계산을 통하

여 시간영역에서 비교하여 구하였다.

실험

     본 실험에 사용한 시료는 thymidine로서 Sigma에서 구입하였다. Thymidine의 overload 

조건에서 흡착평형식을 PIM으로 구하기 위해 50㎎/㎖의 농도를 만들어 0.015, 0.066, 

0.200㎖의 주입부피에서의 용출곡선을 각기 얻었다. 

 모든 실험과정에서 사용된 HPLC는 Waters 사의 600E 펌프(multisolvent delivery system), 
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486detector(UV-visible tunable wavelength absorbance), U6K injector를 사용하였고, data 

acquisition system으로 Millennium32를 사용하였다. Lichrosper 100 RP-18(15㎛, Merck) 충전

물을 스텐레스강(3.9 × 300mm)에 충전하였다. UV detector의 파장은 300㎚로 고정하였고 

모든 실험은 상온에서 행하였다.

결론

     Pulse injection으로부터 thymidine의 크로마토그램과 계산값을 Fig. 1에 나타내었다. 

시료의 주입부피가 커짐에 따라 peak의 채류시간이 줄어드는 전형적인 Langmuir 형태를 

나타내었다. 시료를 주입하여 얻은 peak로부터는 평형 및 속도상수들을 얻을 수 있으며 

moment method, Fourier 영역, 시간영역등에서 실험값과 모델값의 비교를 통해서 얻을 수 

있다[7]. 그러나 이 경우는 수학적 모델이 선형 미분 방정식인 경우로 제한하여 비선형 

Langmuir 흡착평형식에 적용하기 위해서는 시간영역에 대해서 식(3)의 해를 반복적으로 

구해서 Langmuir parameter b를 구하였다. 우선 주입양의 증가에 따른 peak의 모양의 변화

에 대해서 실험적으로 확인하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같이 주입부피가 증가함에 따라

서 thymidine의 용출곡선은 대칭의 Gaussian 형태에서 peak의 front의 경사가 급격하게 되

는 Langmuir 흡착평형식을 보여주고 있다. 제일 작은 peak의 주입부피는 0.015㎖이고 

0.200㎖의 제일 큰 peak에서는 비대칭적이다. 최적화 방법에 의한 a, b는 각기 7.850, 

0.120㎖/㎎이었다. (Table 1참조) Thymidine에 대한 Langmuir 흡착평형식은 Fig. 2에서 볼 

수 있다. 

     Thymidine의 흡착평형식을 구하기 위해 pulsed-input method를 이용하여 실험값과결

과값을 비교하였다. 시료 주입부피가 커짐에 따라 채류시간이 감소하는 Langmuir 형태를 

나타내었으며 이에 Langmuir 식을 대입하여 a값과 b값을 구하였다. 
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Table 1 The parameters of Langmuir isotherm

Adsorption parameter

a (-) b (ml/mg)

Thymine 7.850 0.120
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Fig. 1   Variation of peak shapes with injection volumes of thymidine.

               (50㎎/㎖ concentration with 0.015, 0.066, 0.200㎖ injection volume)
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Fig. 2  Comparison of experimental elution profile with PIM.

      (50㎎/ml concentration with 0.200 ml injection volume of thymidine)


