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서론
상업적으로 매우 널리 사용되고 높은 가치를 지닌 생물학적 물질들을 혼합물로부터 분리하여 회수하거나 농축하기 위한 공정의 선택에는 여러 가지 제약조건이 따른다. 추출공정은 그 효율이 온도와 압력에 큰 영향을 받지 않기 때문에 생물학적 활성을 유지하면서 분리하거나 농축하기 위한 가장 선호되는 방법 중 하나로 여겨져 왔다. 그러나 생물학적인 물질의 활성은 온도와 압력 뿐만 아니라 표면장력이나 pH 등과 같이 비교적 작은 요인에 의해서도 쉽게 변형되므로 대부분 극성을 갖는 유기용매를 이용한 추출은 바람직하지 않다. 이런 이유로 최근에는 고분자 수용액의 액-액 상분리 현상을 이용한 추출에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다.

서로 compatible하지 않은 두 종류의 고분자를 일정 농도 이상으로 물에 혼합하면 뚜렷히 구별되는 두 액상으로 분리된다[1]. 이렇게 형성된 두상 고분자 수용액에 제 3의 용질을 가하면 두 상에 걸쳐 불균일하게 분포하게 된다. 제 3의 용질이 다량의 물에 포함된 적은 양의 생화학적 활성이 요구되는 물질인 경우 고분자 수용액의 상분리 현상을 이용하여 분리 혹은 농축할 수 있게 된다[2]. 액-액 상평형을 형성하는 고분자의 대표적인 예로써 polyethylene glycol(PEG)과 dextran(Dex)을 들 수 있으며, 친수성을 띈 이 고분자들은 인체에 무해하여 의약품이나 식품 산업 등에 널리 사용되고 있다.

수용성 고분자인 PEG와 Dex를 일정농도 이상으로 물에 가하면 이 고분자 수용액은 두 액상으로 상분리가 일어나고 각 상은 각각의 고분자가 농축하게 된다. 뿐만 아니라 일정한 분자량 분포를 갖는 고분자 수용액의 경우 상분리가 일어나면 각 상에 존재하는 고분자의 농도와 더불어 분자량 분포도 서로 다른 모양을 갖는 것이 일반적이다[3~4]. 고분자 수용액을 이용한 실제 액-액 추출공정에서는 경제성 때문에 상당한 분자량의 분포를 갖는 고분자들을 사용하게 되므로 추출공정의 효율적인 운전을 위해서는 고분자의 분자량 분포에 따른 상평형 거동을 정량적으로 파악하여야 한다.

본 연구에서는 두 상을 형성하는 Dex/PEG/물 계의 액-액 상분리 거동에 구성 고분자의 분자량 분포가 미치는 영향에 대한 연구를 진행하였다. 이를 위하여 20℃에서 Dex/PEG/물 계에 대한 상평형 도표를 결정하였으며, 겔 투과 크로마토그래피(GPC)를 사용하여 각 평형상에 존재하는 고분자의 분자량 분포를 측정하였다. 또한 Larsson과 Mattiasson[5]에 의해 제안된 연속 희석방법을 이용하여 binodal curve를 결정하고 GPC 실험의 결과와 비교하였다.
실험
고분자 분자량 분포 : 분자량에 따른 PEG는 각각 PEG8000(Lot# 86H1342), 3350(Lot# 37H1316), 1000(Lot# 17H0551)을, Dex로는 Dex460500(Lot# 96H0320)과 Dex37500(Lot# 18H0568)을 SIGMA Chemical Co.로부터 공급받아 더 이상의 정제과정없이 사용하였으며, 이 고분자들은 각각 stock solution을 제조하여 사용하였다. 이때 용매로는 초순수 제조기를 사용하여 제조한 18MΩ이상의 물을 사용하였다. 이로부터 상분리 영역 내에 해당하는 각 고분자의 조성을 갖는 혼합물을 제조하여 vial병에 담아 격렬하게 교반한 후 일정 온도로 유지되는 항온조 속에 일주일 이상 방치하여 두 상으로 분리하였다. 평형을 이루고 있는 각각의 상은 GPC(Young-In Scientific co.; M930 solvent delievery pump, Waters 410 RI detector)를 이용하여 평형 조성과 분자량 분포를 결정하였다. 이때 컬럼은 길이가 30cm인 TSK-GEL G3000PWXL 2개와 TSK-GEL G3000PWXL 1개를 직렬로 연결하여 사용하였다.

연속 희석 방법 : 연속 희석 방법의 개략적인 실험 장치도를 Fig. 1에 나타내었다. 상분리 영역 내에 위치한 조성을 갖는 고분자 용액을 일정한 온도로 유지되는 유리병(D)에 넣고 균일 상이 얻어질 때까지 연속적으로 용매를 첨가(B)하여  binodal curve위의 한 점을 결정한다. 여기에 일정한 고분자 조성을 갖는 용액을 더 첨가한 후 반복적인 실험을 통해 전체 binodal curve를 결정할 수 있었다. 이 실험에 사용된 유량 펌프(B, C)는 Dosca HPLH 200s이며, 펌프B는 희석제로 사용된 용매의 연속적 첨가를 위해 사용되었고, 펌프C는 고분자 용액을 F로 나타낸 분광 광도계와 일정 온도로 유지되는 고분자 용액(D) 사이의 순환에 사용하였다. 고분자 수용액의 혼탁함과 투명함의 전이를 측정하기 위하여 Bausch & Lomb사의 Spectronic 21 분광 광도계(F)를 컴퓨터(H)와 연결하여 사용하였으며, 이때 사용된 spectrophotometer cell은 Hellma사의 176.000-QS flowcell이었다.

결과 및 토론

본 연구에서는 20℃의 Dex/PEG/물 계의 액-액 상평형에 고분자의 분자량 분포가 미치는 영향을 알아보았다. Fig. 2~3은 상평형 실험으로부터 결정된 결과와 연속 희석 실험을 통해 결정한 상분리 영역의 경계를 각각 비교하여 나타낸 상평형 도표이다. 연속 희석 실험은 상분리 영역의 경계만을 얻을 수 있는 단점에도 불구하고 비교적 실험이 간단하고 용이하며 빠른 시간 내에 상평형 도표를 결정할 수 있다는 장점이 있다. 이 방법은 구성 성분의 분자량이 monodisperse하여 혼탁함과 투명함의 전이가 매우 빨리 일어날 때 유용하다. 고분자-용매 계에 있어서는 고분자의 분자량 분포의 영향으로 점진적인 혼탁-투명 전이가 일어나기 때문에 상분리 실험과 일치하지 않는 단점이 있을 수 있다. 그러나 연속 희석 실험은 단순히 상대적인 혼탁-투명 전이만을 측정하기 때문에 조심스러운 실험방법을 채택하면 고분자-용매 계의 상전이 점을 확인할 수 있다. Fig. 2~3에서 T1과 T2는 각각 혼탁도의 전이가 시작되는 시점과 종료되는 시점을 나타낸다. Fig. 2는 Dex460500과 PEG8000에 대한 상평형 도표를 나타낸 것이며, 혼탁도의 전이가 시작되는 시점(T1)으로 결정되는 상분리 영역이 GPC를 이용하여 분석한 상평형 실험의 결과와 잘 일치하고 있음을 알 수 있다. 이에 반해 Dex37500과 PEG3350에 대해 나타낸 Fig. 3의 경우에 있어서는 상대적으로 PEG의 농도가 높은 영역에서 binodal curve의 편차가 크게 나타남을 알 수 있다. 이는 Fig. 4에서 보는 바와 같이 상대적으로 분자량 분포가 큰 Dex에 대한 위상의 초기 분자량으로부터 편차가 아래상에서보다 훨씬 커서 그 영향이 두드러지기 때문으로 생각된다. 한편 Fig 2~3으로부터 포함된 고분자의 분자량이 증가함에 따라 낮은 고분자 농도영역으로 상분리 영역이 확장되고 두 고분자의 분자량 차이가 증가함에 따라 binodal curve는 비대칭화됨을 알 수 있다. 또한 전체 농도가 임계점으로부터 멀수록 Dex과 PEG는 각각 위상과 아래상으로 농축되는 정도가 증가함을 알 수 있다. 이 결과로부터 넓은 상 분리 영역과 각 평형상에서 각각의 고분자를 더욱 농축하기 위해서는 분자량이 높은 고분자를 이용하는 것이 효과적임을 알 수 있었다.

상대적으로 넓은 분자량 분포를 갖는 Dex의 분획현상이 뚜렷하게 나타났으며, 거의 monodisperse한 PEG 경우에는 위상과 아래상에서의 분자량 분포 차이가 크지 않음을 실험을 통해 알 수 있었다. Fig. 4는 전체 조성이 9.0 %Wt/Wt Dex 460500, 11.3 %Wt/Wt PEG1000인 계의 경우에 대하여 각각 두 상에서의 Dex에 대한 측정된 분자량 분포를 나타내었다. 두 상에서의 Dex 분자량 분포의 차이가 크게 나타남을 알 수 있으며 특히 위상에서의 분자량 분포는 아래상에서의 경우보다 초기 분자량 분포로부터의 차이가 크게 나타남을 알 수 있다.

 Fig. 5에서는 아래의 식으로 정의된 Tie-line length(TLL)에 대한 아래상에 존재하는 Dex의 분자량 분포를 나타내었다.
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각 상의 고분자 분자량 분포는 TLL에 의존하는 양상을 보이고 있다. 즉 TLL이 증가함에 따라 아래상의 Dex과 위상의 PEG 분자량 분포가 초기의 분자량 분포에 가까워지고, 위상의 Dex은 TLL의 증가에 따라 크게 감소함을 알 수 있다.  Fig 5.에서 TLL이 증가할수록 각 상에 포함된 고분자의 평균 분자량은 감소하고, 농축된 고분자의 평균 분자량은 초기 평균 분자량에 접근하며 이런 현상은 PEG의 분자량이 클수록 두드러짐을 알 수 있다. 이는 TLL이 클수록 초기의 고분자 대부분이 어느 한 상으로 농축되기 때문이다.

종합하면, 구성 고분자의 분자량이 클수록 상분리 영역은 넓어지며 Dex와 PEG의 분자량의 차이가 작을수록 binodal curve는 대칭화 되어짐을 알 수 있었다. 또, 각 상에 있어서 고분자의 분자량분포에 대한 분획현상이 일어날 뿐만 아니라 이는 고분자의 분자량, TLL등에 의해 그 정도가 다르게 나타남을 관찰할 수 있었다. 한편 연속 희석 실험을 통해 결정된 상분리 경계를 상평형 실험과 비교하여 연속 희석 실험에 대한 유용성을 확인할 수 있었다.
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Fig. 1. Schematic diagram of continuous dilution experiment
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Fig. 3. Phase diagram for Dex37500/PEG3350/water 
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