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Abstract Many successive liquid-liquid extractions occur enabling purification of the crude material to occur. In high 
performance counter-current chromatography (HPCCC), crude material is partitioned between two immiscible 
layers of solvent phases. The stationary phase (SP) is retained by hydrodynamic force field effect and the 
mobile phase (MP) is pumped through the column. Purification occurs because of the different solubility of the 
components in the liquid mobile and stationary phases. There are many key benefits of liquid stationary phases
such as high mass and volume injection loadings, total sample recovery, and easy scale-up. Many researchers 
showed that predictable scale-up from simple test is feasible with knowledge of the stationary phase retention 
for the planned process scale run. In this review we review the recent advances in HPCCC research and also 
describe the key applications such as natural products and synthetics (small or large molecules). 
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서  론1)  

  다양한 발효대사물질 (metabolite)의 혼합물 혹은 화학

합성물질의 라이브러리로부터 인체에 유용하고 상업적으로 
부가가치가 높은 생리활성물질을 분리, 정제하여 산업적으로 
이용하기 위해서는 효율적이고 경제적인 분리정제공정이 

필수적이다. 특히 고부가가치 물질의 경우에는 순수한 형태

로 빠른 시간에 분리 정제할 수 있는 기술이 반드시 요구된

다고 할 수 있다. 지금까지 이러한 목적으로 많이 사용되어 
온 것이 분취용 고속액체크로마토그래프 (preparative high- 
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performance liquid chromatograph, Prep HPLC)인데, 
최근 이러한 Prep HPLC를 대체할 수 있는 신기술로서 고

속역류크로마토그래피 (high-performance counter-current 
chromatography, HPCCC)가 각광을 받고 있다 [1,2]. 이 총설

에서는 CCC의 일반적인 이론을 간략히 정리하고 최신 HPCCC 
장비의 적용 예를 살펴보고 그 응용분야로서 생리활성물질의 
분리 및 정제와 관련된 연구동향을 정리하고자 한다.

고속역류크로마토그래프의 개관

  고속역류크로마토그래피 (high-performance counter-current 
chromatography, HPCCC)는 고체 지지체를 필요로 하는 일

반적인 크로마토그래피와는 달리 고정상과 이동상이 모두 

액상으로 이루어진 분리기술이다. 여기서 역류크로마토그
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래피 (counter-current chromatography, CCC)라는 이름은 

counter-current distribution (CCD)과 liquid chromatography 
(LC)라는 두 가지의 고전적인 분리방식으로부터 유래된 것

으로서 양쪽의 장점이 혼합된 분리방법을 지칭한다 [3,4]. 
이 크로마토그래피 장치는 액상 중에서 하나를 고정된 상태

로 놔두고 (stationary phase) 다른 액상을 여기에 펌프로 공급

하여 이동상 (mobile phase)으로 사용한다. 기존의 HPLC는 
고체상의 충진물질로 채워진 컬럼내부로 액상의 이동상을 

흘려보내고 고체상의 고정상과 이동상 사이의 용질간 친화성 
차이를 이용하여 물질을 분리시키는데 반해서, CCC는 서로 
섞이지 않고 혼합 후 2개의 층으로 분리될 수 있는 용매이면 
어느 것이나 혼합하여 분리된 2개의 층중 한 층을 이동상

으로, 다른 층을 고정상으로 하여 고체 지지체 없이 물질을 
분리 정제할 수 있는 기법이다 (Fig. 1). 현대적인 CCC의 

개척자들인 Ito 박사와 공동연구자들은 분산액 중에서 입자

를 분류하는 장치 혹은 용액 중에서 용질을 분리하는 장치를 
용매시스템 내에서 구현하였다. 즉 원심력을 이용하는 coil 
planet centrifuge라고 불리는 이 장치는 미국에 있던 Ito에 

의하여 무척 풍성한 결과가 얻어졌다 [5,6]. 그가 진행한 

연구결과 중 일부는 상업화 되었으며 상업화되지 않은 많은 
다양한 장치도 개발되었다. 그 외에 여러 다양한 연구자들

이 CCC와 관련된 연구를 수행하여 현재 다양한 시스템이 

상업적으로 이용이 가능하다.
  특별한 고가의 충진제와 이와 관련된 설비 없이 용매만을 
이용하여 물질을 높은 순도로 분리해낼 수 있는 역류크로마

토그래피를 수행함에 있어 가장 먼저 부딪치는 문제는 최적

의 분획계수 (KD = CS/CM, KD: 분획계수, Cs: 고정상에서의 

성분농도, CM: 이동상에서의 성분농도) 를 나타내는 용매를 
선정하는 일이다. 실제 역류크로마토그래피를 수행함에 있어

서 적절한 분획계수, KD 값의 범위는 0.2-5 범위이다 [7]. 
분획계수 값이 너무 크면 물질들이 충분히 분리되지 않고 

이동상과 함께 딸려 나오며 너무 작은 경우에는 체류시간이 
길어져 피크의 폭이 넓어지고 분리효율이 낮아진다.
   

Fig. 1. The difference of mobile and stationary phase between 
liqud/liquid and solid/liquid chromatography.

  고정상이 액체이면 가질 수 있는 장점으로는 high injection 
loadings, improved sample solubility, reproducibility and ease 
of scale-up, new elution strategies, total sample recovery, 
little or no sample preparation 등이 있다. CCC장치의 전체

적인 기기구성은 pump, injector, CCC본체, detector, fraction 
collector로 구성되어 있어서 HPLC와 유사하나, 물질의 분

리정제가 이루어지는 컬럼이 장착되어 있는 본체의 형태가 

크게 다르다 (Fig. 2). 

Fig. 2. A. Full installation diagram for HPCCC instrument 
(Dynamic Extractions, Spectrum-HPCCC Model).

  CCC장치의 컬럼은 원통형의 홀더에 polytetrafluoroethylene 
(PTFE) 튜브가 여러층으로 감겨있는 다층방식으로 되어있

다. CCC는 컬럼에 작용하는 중력장이 일정하게 작용하는 

정적평형시스템 (hydrostatic equilibrium system, HSES형식)
과 컬럼자체가 회전하여 여러 방향으로 다양하게 중력이 작용

하는 동적평형시스템 (hydrodynamic equilibrium system, 
HDES형식)으로 구분할 수 있다. HSES형식의 CCC로

는 droplet CCC, rotation CCC, centrifugal partition 
chromatography 등이 개발되었으며, HDES로는 combined 
flow-through coil planet centrifuge와 high-speed CCC 
(HSCCC) 혹은 high-performance CCC (HPCCC)가 상업화

되어 있다[8-10].

CCC 컬럼과 분리 메커니즘

  CCC는 일련의 분배과정을 한 개의 튜브 내에서 연속

적으로 일어나도록 고안된 시스템으로 CCC의 컬럼은 
polytetrafluoroethylene (PTFE) 튜브가 다층으로 감겨있는 

원통형의 홀더 3개가 서로 기어를 통해 물려있으며, 홀더가 
회전과 공전을 통해 튜브의 꼬임을 방지하는 rotary seal-free 
flow centrifuge 시스템으로 되어있다. 컬럼 (column)이라고 

하는 분리 기구를 제외하면 CCC와 HPLC는 동일한 기술을 
사용한다고 할 수 있다. 역상 HPLC (reverse phase HPLC)
에서는 고정상이 실리카에 결합된 유기물단 (organic moiety)
이 수용성 이동상 물질에 의해서 용매화 (solvated)된다. 
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이때 전체 컬럼의 부피에 대한 고정상의 부피비율은 고작 

5%이하이며, 이 비율은 이동상의 조성이 변경된다 할지라도 
그리 크게 변화하지 않는다. 반면 CCC는 실리카 대신에 

강한 중력장에 의해 분리되는 자유로운 용매가 고정상이 되

며 이 고정상의 부피비율은 20-30%에 이른다. 즉 고체담체

에 결합된 유기관능기 대신에 물과 섞이지 않는 hexane 같은 
유기용제가 고정상으로 사용되는 것이다. 즉, 물과 유기용매

가 섞인 무거운 액체방울이 가벼운 hexane의 고정상을 통과

하는 형태가 된다 (Fig. 3). 대부분의 경우 실제 조업조건에

서 고정상의 부피비율은 50-80%에 이른다.

Fig. 3. Defining normal and reverse phase operations in CCC.

Counter-current Distribution (CCD)

  Counter-current distribution (CCD)는 CCC의 초기형태로

서, 외형상 일렬로 나열된 유리관으로 이루어져 있으며, 두 

액체 중 비중이 더 가벼운 액체는 관을 통하여 다음 funnel
로 옮겨질 수 있도록 제작되었다. 즉 일렬로 배열된 각각의 
액액추출 funnel들에서 동시에 분리가 일어나는 구조로 이루

어진 것이다. Craig가 고안한 이 CCD 기술은 분리기술에 

있어서 획기적인 발상이었으며, 1940년대 당시에는 대단히 
많은 관심을 받는 기술이었다 [4]. 초창기 CCD machine은 
비교적 부피가 커서 많은 양의 용매를 필요로 했으며, 100여

개의 funnel 로 이루어져 있었다. 각각의 funnel은 수동으로 
조작하였으며 분리하려는 샘플은 separatory funnel 안에

서 분리되었다. 이때 분리는 기본적으로 two-phase solvent 
system내에서 이루어졌으며 이때 비중이 더 큰 lower phase
는 고정상으로 비중이 더 작은 upper phase인 용매는 유동상

으로 사용한다. 일반적으로 분리하려는 물질의 distribution 
ratio의 차이가 클수록 분리능은 높아진다. 만약 분리 하려는 
물질들의 distribution ratio가 거의 비슷할 경우 이를 분리

하기 위해서 더 많은 수의 튜브 (separation funnel)가 필요

하다. 오늘날 Craig 기계는 최근 발명된 chromatography 

장치들의 편리함과 효능에 밀려 거의 사용되지 않고 있으나 
counter-current extraction 기술의 원리 및 개념의 소개에는 

매우 적합하다고 할 수 있다.

Droplet Counter-Current Chromatography (DCCC)

  1960년대 말 미국국립보건원 (NIH)에서 Ito와 그에 동

료들이 droplet counter-current chromatography (DCCC) 
장치를 제조하였다 [5,11-12]. DCCC  장치 역시 CCD처

럼 중력을 이용하여 고정상을 정지시켰기 때문에 DCCC
의 유속은 매우 느렸으며, 이런 느린 유속 때문에 biphasic 
solvent system은 작은 물방울형태로만 이동시키게 되는 

한계에 이르게 된다 (Fig. 4). 

Fig. 4. Schematic diagram of DCCC’s operation.

HPCCC의 분리이론 (separation theory)

  HPCCC의 분리효율은 이론단수 (theoretical plate number, 
N)와 분리능 (resolution, Rs)으로 나타낼 수 있으며 구체적

인 식은 다음과 같다 [1].

N = 5.54 (VR/Wh/2)2 = 5.54 (dR/dh/2)2

N： 이론단수.
VR：피크에 해당하는 용매부피.
Wh/2：1/2 피크높이일때 그 피크폭의 길이.
dh/2：Wh/2에 해당하는 크로마토그램상의 거리.
dR：피크에 해당하는 크로마토그램상의 거리.

Rs = 2(t2-t1)/(Wb1 + Wb2) = 2△t/(Wb1 + Wb2) 
= 2△V/(Wb1 + Wb2)

Rs：분리능.
t1, t2：피크에 해당하는 시간.
Wb1, Wb2：4σ에 해당하는 피크의 폭.
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  일반적으로 높은 크로마토그래피 효율이란 물리단수와 

이론단수를 근접시킴으로서 달성되는데, 이를 위해서는 세 

가지 단계가 필요하다. 우선 두 상이 잘 혼합되어 평형상태에 
도달해야 한다. 즉 용질이 두 상에 녹을 때 이론적 분배계수

의 값에 매우 근접할 때까지 용해되어야 한다. 이 단계는 

표면적이 넓을수록 쉽게 달성된다. HPLC에서는 고체담체로 
사용하는 실리카의 크기를 무척 줄이고 공극을 최대한 넓혀 
이것을 달성할 수 있다. 다음으로 두 상은 반드시 상분리가 
되어야 하며 이것은 강한 원심력으로 달성될 수 있다. 최종 
단계는 이 이동상을 다음 단계의 물리단으로 이동시키는 것

이다. HPLC나 HPCCC의 효율에 영향을 미치는 많은 변수

가운데 가장 중요한 것 중 하나는 유속이다. van Deemter plot
은 이론단수 혹은 이론단에 해당하는 높이 (height equivalent 
to a theoretical plate, HETP)가 유속의 함수로서 나타낸다. 
HSES에 기준을 둔 장비의 경우 van Deemter type의 plot은 
최대값을 나타내며 함수 그래프의 형태는 위로 볼록하다. 
따라서 보다 효율적인 분리를 위해서는 높은 유속을 유지하

는 것이 필수적이다 [2]. 분리능 (resolution, Rs) 역시 분리

효율의 함수로서 이동상부피의 함수이기도 하다. 대부분의 
경우 CCC 유속의 증가는 Rs의 감소를 가져온다. 한편 CCC
는 동일한 이상분배용매시스템 (two-phase partition solvent 
system)을 사용하여 순상 (normal phase)혹은 역상 (reverse 
phase)의 형태로 조업이 가능하다. 이러한 특징은 CCC를 

많은 복잡한 화합물이 함유된 천연물질 혹은 케미컬 라이브

러리에서 원하는 유용물질의 분리를 좀 더 쉽게 구현할 수 

있게 한다. 따라서 극성과 비극성인 물질을 한 번의 작업으

로 회수할 수 있게 되며 고정상의 비가역적인 흡착이 불가능

하다. CCC의 가장 큰 장점은 컬럼 전체 부피에 대한 고정상

의 비율이 HPLC에 비해 무척 크다는데 있다. 이러한 큰 비율

은 두 가지 중요한 결과를 낳게 된다. 우선, 전체 부피가 동일

하다고 가정할 때 CCC 컬럼의 용량이 HPLC에 비하여 무

척 크다는 것이다 (Table 1). CCC에서 과주입 (overloading)
이라는 말은 의미가 없다. 왜냐하면 제한요인이 주입량이 

아니라 샘플의 주어진 고정상과 이동상에 대한 용해도이기 

때문이다. 이점 때문에 CCC는 분취용 HPLC (prep-scale 
HPLC) 보다 훨씬 우월하다는 평가를 받으며, 분취용 크로

마토그래프로서 무척 각광을 받고 있다 [13-15]. 일반적으

로 같은 컬럼부피를 가정할 때 시료가 고체담체에 흡착이 

없어 시료의 완전회수가 가능하고 사용되는 고체 담체가 

없어 용매비용만 들어가므로 조업 비용이 무척 저렴하다. 
물론 CCC의 최초 장치비용은 무척 많이 소요된다고 할 수 

있다. 두 번째로서 두 피크사이의 분리도 (resolution)에 

차이가 있다. Vm/Vs (이동상부피/고정상부피)의 비율은 
HPLC가 무척 크며 [16] CCC는 이 값이 무척 작다 (고정상

이 50-80%일 때 그 값은 0.25-1). 이 의미는 주어진 분리인

자와 분배계수 하에서 주어진 이론 단수가 같다면 CCC의 

분리능이 HPLC에 비하여 훨씬 우수하다는 것이다. 즉 주어

진 분리능을 얻기 위해 필요한 이론단수가 더 적어도 된다

는 것이다 [16].

Table 1. Operation variables of HPCCC (DE, Spectrum-HPCCC 
Unit)

System variables Operation conditions

System
Column
Column volume
Solvent system
Column rotating speed
Mobile phase rate

HSES or HDES
ID 0.8 mm, OD 1.6mm, PTFE material
18 mL - 120 mL (from analytical to preparative)
2 or 3 components
200 - 1,600 rpm
0.1 - 10 mL/min

CCC의 기본 시스템

  Ito는 CCC를 두 가지의 기본 시스템으로 구분하였다. 
첫 번째는 정적평형시스템 (hydrostatic equilibrium system, 
HSES)이고 다른 하나는 동적평형시스템 (hydrodynamic 
equilibrium system, HDES)이다 [6]. 정적평형시스템에서 

컬럼은 고정된 스프링처럼 말린 튜브형태이며 이 중력은 

코일의 어떤 위치에서도 동일하게 작용한다. 동적평형시스템

은 감긴 코일튜브의 통이 축을 따라 회전하면서 “중력장에 

더해 혼합을 위한 별도의 회전력”을 받게 되어 코일의 위치

에 따라 받는 전체 힘이 달라진다. 이것을 아르키메데스의 

나선양수기효과라 한다. 두 경우 모두 일정한 중력장이 여분

의 회전축 주위로 회전함으로써 얻어진다. 이 축은 코일의 

축과 평행일 수도 있고 그렇지 않을 수도 있다. HDES는 

HSES보다 훨씬 좋은 혼합을 보이므로 나중에 고정상과 

이동상을 분리하는 공정에서 유리하다. HSES의 효율을 

증대시키기 위해 초기에는 나선형 모양의 컬럼을 사용하였

으나 최근에는 나선형형태의 컬럼을 사용하지 않는다. 이 

시스템을 활용한 두가지 가장 많이 알려진 모델이 droplet 
counter-current chromatography (DCCC)와 centrifugal 
partition chromatography (CPC)이다. 한편 HDES는 다양한 

형태가 존재한다. 두 축이 존재하므로 축간의 위치에 따른 

변화와 두개의 회전축의 속도와 회전 반지름의 비율 등에 

따라 상이하게 된다. Ito는 세부형태를  I, L, J, X type으로 
분류하였고 이 type간의 다양한 결합형태가 존재하게 된다. 
HDES 시스템을 활용한 모델들은 원래 나선모양의 컬럼을 

고수하고 있다. 가장 잘 알려진 것이 synchronous scheme 
J의 기준에 따라 구성된 high-performance (or high-speed) 
counter-current chromatograph (HPCCC)이다. Type-J 
multilayer coil planet centrifuge를 사용한 표준 HPCCC에 

사용되는 컬럼의 모양과 회전하는 방향에 대한 그림을 아래

에 나타내었다 (Fig. 5). 그림에서 보는 것처럼 두 개의 기어

가 맞물려 돌아가면서 고유한 운동을 나타내는데, 회전축 

두 개가 동일한 각 속도로 움직이는 동시에 (synchronous) 
같은 방향으로 움직인다. 최초의 기술에서 진보되어 지금은 
분리 속도와 효율이 무척 향상되었다. 물론 HPLC에 비하

여 속도와 효율면에서 아직 비교할만한 수준은 아니지만 
CCC는 고정상의 부재, 시료의 완전한 회수, 유기용제 충진

비용의 저렴함 등 무척 많은 장점이 존재한다. HPCCC 시스

템의 제조메이커로는 [1] hydrostatic 스타일의 장비 (HSES) 
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형태로 프랑스 Armen Instrument사의 CPC, 중국 Tauto 
Biotech사의 HSCCC, 영국 AECS-Quickprep사의 Quattro 
CCC 등이 있으며 [2] hydrodynamic 스타일의 장비 (HDES)
로서 영국 Dynamic extraction사의 HPCCC가 대표적이다.

Fig. 5. Type-J planetary motion of a multilayer coil separation 
column. The column holder rotates about its own axis 
and revolves around the centrifuge axis at the same 
angular velocity (ω) in the same direction. This planetary 
motion prevents twisting the bundle of flow tubes allowing 
continuous elution through a rotating column without risk 
of leakage and contamination [2].

pH-zone-refining counter-current chromatography

  이 방법은 HPCCC의 조업형태의 하나로서 이온화가 가능

한 물질의 대량분리에 적합한 방법으로 알려져 있다. 조업이 

성공적으로 이루어지면 아주 농축된 사각형의 피크로 물질을 
용출시키면서 옆의 피크와 겹침이 거의 없다. 또한 불순물

도 농축되어 나중에 고유한 pKa값 및 소수성 성질에 따라 
용출되어 나온다. 일정 부분 displacement chromatography
와 유사하며 하나 가장 큰 장점으로는 시료 주입량이 많다

는 것이다. 동일한 컬럼에서 기존 HPCCC 방법보다 10배나 

많은 시료주입이 가능하다. 이 방법의 메커니즘은 우연히 

발견되었는데, 시료 용액에 bromoacetic acid 같은 강산이 

존재할 경우에 산성용매가 (bromoacetyl-T3) 아주 날카로운 
피크를 보인다는 사실이 그것이다 [17].

CCC의 용매시스템의 선정

  CCC에서 2상계 용매시스템을 선택하는 것은 HPLC에서 
용출용매와 컬럼 충진제를 선정하는 것과 유사하다. 중요한 
결정요소로는 시료의 극성도와 용해도, 전하상태 그리고 

복합체의 형성여부이다. CCC분리의 용매최적화의 목표는 

다양한 조건의 용매조합을 찾아 분배계수의 차이를 이루어 

고정상과 분리 상에서 분리의 차이를 최대한 얻기 위함이

다 (Fig. 6). 아주 다양한 조합의 용매조건이 여러 문헌에 

다양하게 나와 있으며 이들 중 대부분은 3성분으로 이루어

져 있고, 일부는 4성분 혹은 그 이상으로 이루어진 것도 
간혹 있다 [6].

Fig. 6. Important considerations in developing a separation 
method. Elution time is determined by D. To keep run 
times to a minimum, D values should be less than 5.0. 
To produce the best separations, D values should differ 
by > 0.5.

  가용성 물질의 분류를 위해 다음과 같은 다양한 형태의 

용매시스템을 고려할 수 있다: butyl alcohols/water (aqueous 
salt solutions or buffers), butyl alcohols/methanol or ethanol/ 
water, butyl alcohols/formic or acetic acid/water, propyl 
alcohols/aqueous ammonium sulfate solutions, and ethyl 
acetate/water (aqeous salt solutions or buffers). 물에는 

약간 녹고 알콜에도 녹는 시료의 경우 다음의 용매시스템을 

고려할 수 있다: chloroform/methanol/water, chloroform/ 
methanol/propyl or butyl alcohols/water, chloroform/formic 
or acetic acid/methanol/water, and butyl alcohols/water 
(aqueous salt solutions or buffers). 마지막으로 탄화수소나 

ether에 녹는 용질을 분류하기 위해서는 다음을 고려할 수 

있다: hydrocarbons/acetonitrile, hydrocarbons/methanol (5% 
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water), and hydrocarbons/ethanol (10-20% water). 보다 자세

한 내용은 CCC의 분리와 관련된 generally useful estimate 
for solvent system in CCC mixture (GUESS)를 참고할 

수 있다 [17-18].

CCC의 응용분야

  CCC의 응용분야는 무척 다양하다. 우선 많은 것은 천
연물화학분야로서, CCC가 가장 활발하게 활용되고 있

다 [19-25]. CCC는 기존에 사용되던 분리정제 방법에 대

한 대안으로서 가장 강력한 대안이라고 할 수 있다. 우선 

고체상과 반응하는 알 수 없는 특성을 가진 화합물의 경

우나 비가역적으로 흡착되는 성분이 있는 경우 혹은 쉽

게 분해되는 성질을 가진 성분의 경우 CCC의 순한 환경

에서 분리가 가능하다. 조추출물을 그대로 주입할 수 있

다는 것은 초기 정제단계를 크게 줄일 수 있으며 시간 또

한 줄일 수 있다. 특히 분취하려고 하는 물질이 안정성이 

낮은 경우에는 더욱 그렇다. 이러한 이유 때문에 많은 과

학자들이 액액 분배방법을 이용하여 복잡하고 다양한 원

료로부터 원하고자하는 물질을 분리하는 이유가 된다. 또 

다른 흥미로운 응용분야는 낮은 농도로 존재하는 미량원

소 (trace element)의 농축 (enrichment)이다. CCC는 연속 

추출기로서 사용이 가능하다. 유기용매상을 고정상으로 

이용하여 희석된 용액으로부터 (염을 추가하여 유기용매

상을 포화시킴으로서) 고정상쪽으로 미량원소를 여과할 

수 있다. 특히 CCC 방법은 다른 크로마토그래피에 비해 

scale-up이 수월하여 대용량 분리정제 장치로서 이용하는

데 손색이 없다. 즉 mg 수준에서부터 kg수준까지 거의 

1,000,000배의 양을 늘려 분리 정제하는데 큰 어려움이 

없는 기술이다 [24-27]. CCC도 HPLC와처럼 gradient 
elution방법을 이용하여 아주 넓은 영역의 극성차이를 나

타내는 시료를 분리, 정제할 수 있다. 또한 용매의 선정과 

유속 및 기타 장치의 구성을 조절하여 분석시간을 효과

적으로 단축시킬 수 있다. CCC의 gradient를 주는 가장 

쉬운 방법은 2상계를 유지하는데 널리 사용되는 삼상액

체 혼합물에 대응하는 삼상평형도 (ternary diagram)를 참

고하는 것이다. 삼상계에서 널리 사용되는 기본조성은 

hexane/1-butanol/water (+ 0.5% TFA)이며 물이 풍부한

쪽이 고정상이다. 고정상 (stationary phase, SP)을 비롯하

여 초기 이동상 (initial mobile phase, IMP)에서 최종이동

상 (final mobile phase, FMP)을 상평형도에서 계산된다. 
Gradient후에 용출의 방향은 역전된다. 즉 물이 풍부한 

상이 이동상이 되는 것이다. 이렇게 농도 구배를 주는 이익

은 복잡한 혼합물에서 각각의 성분의 분리를 최적화할 수 
있는 조성이 가능하다는 것이다. 보통 실험에서 octanol/ 
water system을 많이 사용하기 때문에 이를 이용하면 flask 
test를 거치지 않고도 CCC 만으로 octanol/water를 이용한 
기본 분배계수 계산 (Kow)이 가능하다 [6,16]. 직접 사용할 
수 있는 유용한 식은 다음과 같다.

Vr = Vw + Kow × Vo

Vr：the retention volume in CCC column.
Vw：volume of water in CCC column.
Vo：volume of octanol in CCC column.

  이때 수용액 (물)은 mobile phase이다. 물론 octanol이 
mobile phase로 사용될 수도 있다. 

CCC의 조업조건

  CCC의 효율에 미치는 영향에 대한 기초적인 연구결과로

서 다음의 것이 있다. 컬럼의 회전속도가 증가할수록 컬럼 

내에 유지되는 고정상의 양이 증가하였으며 이론단수 (N) 
및 피크분리능 (Rs)이 증가하는 경향을 나타내어 컬럼의 

회전속도가 HPCCC를 이용한 물질의 분리, 정제 시 매우 

중요한 요소임을 알 수 있다 [4,10,25]. 이동상의 유속이 

증가할수록 물질의 체류시간은 단축되나 컬럼 내에 유지되

는 고정상의 양이 감소하여 분리효율이 저하되었으며 이론

단수 및 피크분리능도 비례적으로 감소하여 HPCCC를 이

용한 물질의 분리, 정제 시 기기의 분리용량과 분리능을 고려

한 적절한 이동상 유속을 결정할 필요가 있다. 이동상의 

elution 방식에 따른 컬럼 내 고정상 유지율을 측정한 결과 

본 실험에서 사용한 chloroform/methanol/water 용매시스템 

하에서는 상층부를 이동상으로 선택한 경우 tail쪽에서 head
쪽 방향, 하층부를 이동상으로 택한 경우는 head에서 tail
쪽 방향이 효과적인 elution 방향이라고 제안할 수 있다. 
용매시스템의 pH가 2.0에서 10.0으로 증가할수록 컬럼 내 

고정상의 유지율은 각 73.8%에서 68.9%로 감소하는 경향을 
나타내었다. 용매시스템의 상층과 하층부 사이의 계면장력은 
계속 증가하여 pH 8.0에서 최대로 증가한 후에 pH 10.0에

서 감소하였다. 따라서 용매시스템의 pH를 적절히 조절하

여 분리하고자 하는 물질의 분획계수를 쉽게 조절할 수 있

음을 알 수 있었다 [28]. 용매시스템의 염농도 (예, KCl)가 

HPCCC의 분리효율에 미치는 영향을 알아본 결과 KCl의 

농도에 따른 컬럼 내 고정상 유지율 변화 및 용매시스템의 

계면장력에는 크게 영향을 미치지 않았다. 용매시스템의 극

성에 따른 분획계수의 변화는 blending solvent인 methanol 
함량의 증가로 인하여 용매시스템의 극성차이가 감소함에 

따라 상하층부에 대한 물질의 친화성 차이가 감소하여 분

회계수 값이 1에 근접하는 경향을 나타내었다 [28]. 최근 
Sutherland의 연구결과에 따르면 HPCCC가 사실은 그리 빠

른 속도로 분리되는 방법이 아니라는 편견을 타파하기 위하

여 CCC 컬럼내의 혼합을 최대한으로 늘려 용량 (throughput)
을 증대시키는 결과를 발표하였다. 즉 높은 원심력을 유지

함으로써 높은 이동상 유속에서도 고정상을 잘 보유할 수 

있도록 하였다. 또한 기존 분석장치보다 (1 mg/min) 1,000배
나 용량이 장치로 (1 g/min 혹은 0.5 kg/day) 스케일 업이 

가능함도 보고하였다 [25-30].



KSBB Journal  211

CCC를 이용한 천연물 분리

  CCC는 이미 은행잎으로부터 혈류개선 효능이 우수한 
flavoglycoside의 대량분리에 매우 효과적인 것으로 나타났

다 [31-32]. 이상계 용매시스템과 HPCCC를 이용하여 인삼

으로부터 생리활성물질인 saponin을 대량 분리 농축하였

다 [33]. 용매조성별 인삼 saponin의 분배계수에 따른 인삼 

saponin 분리에 적합한 용매시스템은 chloroform/methanol/ 
water (40/39/21, v/v/v)로 결정되었으며 HPCCC의 작동조

건은 chloroform/methanol/water 용매시스템의 하층부를 

이동상으로 한 head to tail mode에서 이동상의 유속 5 mL/min, 
인삼추출물 injection량 200 μL, 컬럼회전속도 800 rpm의 

조건이 적합한 것으로 판단된다. 이러한 조건하에서 분리

된 인삼 saponin의 양은 550.7 μg으로 HPCCC에 주입한 

인삼추출물 200 μL중에 존재하는 총 saponin의 양 864.5 μg
에 비교하여 전체수율은 63.6%로 나타났다 [21]. 최근 신규 
사포닌을 분리하는 연구로서 prep HPLC와 HPCCC를 결합

하여 사용한 보고에 따르면 n-hexane/n-butanol/methanol/ 
0.02% TFA (1：9：1：9, v/v)를 사용했을 때 96% 이상의 

순도로서 5가지의 사포닌을 분리할 수 있었다 [33]. 이제 

HPLC와 HPCCC는 상호경쟁적인 관계가 아니라 상호보완

적인 관계인 듯싶다. 녹차에 포함된 카테킨류와 black tea에 

포함된 theaflavins (TFs)를 HPCCC로 분리하려는 연구가 

최근에 중국에서 보고되었다 [31-32]. 천연물로부터 항바이

러스 성분을 분리하려는 연구도 HPCCC를 이용하여 진행

되었다 [34]. Hexane-ethyl acetate-methanol-water-acetic acid 
(1：5：1：5：0.25, v/v)의 용매조성과 2 mL/min의 이동상

유속과 700 rpm의 컬럼 회전속도를 이용하여 순수한 형태의 

물질을 분리할 수 있었다 (Fig. 7).

  

Fig. 7. HPLC and HPCCC separation of enriched extract from 
Laggera pterodonta. Peaks 1, 2 and 3 correspond to 
3,5-O-dicaffeoylquinic acid, 3,4-O-dicaffeoylquinic acid 
and 4,5-O-dicaffeoylquinic acid, respectively [34].

Taxol의 분리 및 정제

  천연물질에서 새로운 항암물질을 개발하려는 연구가 최

근 많이 진행되고 있으며 [35-37], Taxol (paclitaxel)은 항

암효능이 우수하여 미국 FDA로부터 항암제로 승인받은 

대표적인 천연물신약이다. 높은 purity (> 99%)의 Taxol을 

생산하기 위해서는 분리 ․ 정제 공정이 필수적이며, HPLC 
방법을 적용한 분리 ․ 정제 공정이 보편적이다. 최근 HPCCC를 

이용하여 crude한 paclitaxel로부터 99% 이상의 purity를 

얻는 연구결과가 보고되었으며, 이러한 연구는 기존의 HPLC 
방법에서의 제약점 (pretreatment, sample loading, solvent 
usage, run time etc)을 극복하고, high purity를 요구하는 제

약 분야에까지 HPCCC를 적용가능 함을 알 수 있다 [37]. 
중국 Dalian Institute of Chemical Physics (DICP)에서는 

68%의 crude한 Taxol을 HPCCC를 장비를 이용하여 99%이

상의 purity로 분리․정제한 연구가 보고되었다 [35]. n-Hexane- 
ethyl acetate-methanol-water (1：1.1：1：1.1, v/v)의 용매

조성과 이동상 유속 6 mL/min 및 1400 rpm의 회전속도를 

이용하여 99% 이상의 순도를 가지는 Taxol을 분리할 수 있

었다. 이때 사용한 용매는 이동상 300 mL 및 정지상 160 mL
을 포함 총 460 mL이며, crude한 Taxol 1 g당 767 mL의 

용매가 사용되었다.

HPCCC의 스케일 업 (scale-up)

  CCC의 가장 큰 장점중의 하나는 스케일 업이 쉽다는 
것이다. 그러나 모든 종류의 CCC가 다 그런 것은 아니다. 
HSES의 경우에는 컬럼의 내경이 작아 스케일 업이 쉽지 

않다. HDES의 경우 최근에 개발된 HPCCC의 경우 컬럼만 
교환하는 방식으로 쉽게 스케일 업을 할 수 있다고 알려져 있

다[25-26]. 따라서 20 mL 컬럼과 120 mL의 컬럼 사이에

는 1：6의 컬럼비가 존재한다. 이 컬럼비에 맞추어 시료의 
부피와 이동상의 유속을 변경하면 된다. 우선 분석스케일에서 
최적 조건을 잡은 다음 컬럼비를 이용하여 스케일 업을 하면 
된다. 스케일 업에서 중요한 사항은 작은 스케일에서 진행

했던 변수를 단순히 큰 스케일로 옮겨도 동일한 분리능이 나

오느냐 하는 것이다. 이것을 선형 스케일 업 (linear scale-up)
이라고 하는데, 최근에 flavone 계열 물질을 이용한 연구를 
통하여 HSCCC의 경우 이러한 선형성이 크게 개선됨이 밝

혀졌다 [25-26]. 이 때 고려한 변수는 용매시스템, 시료의 농

도, 시료 주입 부피, 회전속도, 유속 등이다.

결언 및 전망

  1970년도 이래로 CCC에 관한 대부분의 연구는 천연물화

학에 관한 것이었고 최근에는 펩타이드 등의 바이오분자들에 

관한 연구가 진행되어 무척 전망이 밝다고 할 수 있다 [27]. 
이를 통하여 CCC는 표준적이면서 고가인 역상 분취용 
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HPLC를 대체할 수 있는 훌륭한 대안이 될 것이다. 수상 2성
분계를 이용한 바이오물질의 분리는 다가올 새로운 분야를 

개척해줄 것이다. 예를 들어 dextran와 polyethyleneglycol 
(PEG)등의 두개의 섞이지 않는 수성고분자상을 이용하여 

혈액세포, 바이오 입자, 기관, 바이오폴리머, 바이오막 등을 

분리 및 정제할 수 있는 것이다. 다양한 문헌과 실제 공정의 

적용사례가 말해주듯 CCC는 점점 대중화 되고 있다. 이제 

천연물 분야나 불안정한 물질이 포함된 정제분야에서는 표준

이 되고 있다. 세부적으로는 펩타이드의 분리, 농축, 정제 

그리고 금속이온의 농축과 추출, 키랄 물질의 분리분야에

서는 더욱 그렇다. 이 분야가 진보하면 진보할수록 CCC에 

대한 이해는 더욱 넓어질 것이다. 학계와 산업계에서 좀 

더 넓은 응용범위로 CCC가 확대되어 나가려면 두 가지 방

향으로 작업이 전개되어야 할 것으로 보인다. 우선 분리의 

효율이 증가되어 HPLC 만큼 분리시간이 단축되어야 한다. 
특히 복잡한 화합물의 경우 CCC는 아직까지 분리시간이 

너무 길다. 현재 100 단의 분리를 이루려면 약 1시간정도가 

걸리는 것이 현실이다. 만일 10,000단을 분리하는데 수분이 

소요된다면 훨씬 많은 연구자들이 CCC를 사용할 것이다. 
두 번째로 용량 (capacity)이 더욱 더 증대되어야 한다. CCC
가 특히 이 분야에서 강점을 가지고 있기 때문에 더욱 그렇

다. CCC는 용매를 주입하는 비용정도가 소요되기 때문에 

초기에 소요되는 자본비 이외에 운영비는 그다지 많이 들지 

않는다. 따라서 CCC 컬럼을 교체하거나 재충전하는 것은 

빠르며 무척 경제적이다. 이런 점은 HPLC에 비해서 무척 
경제적이며 비교가 될 수 없이 우수한 성질인 것이다. 
HPCCC (혹은 HSCCC)는 물질의 분리정제 분야에서 매우 
특이한 위치를 차지하고 있다. 경제성과 스케일 업의 편리

성 등 여러 가지 장점도 있으나 다른 경쟁 방법 혹은 장비

들과 경쟁해야 하는 문제도 안고 있다. 기존의 다양한 크로

마토그래피와 모세관전기영동 등의 방법은 경쟁방법인 동시

에 상호보완적 방법도 될 수 있다.

요  약

  역류크로마토그래피 (counter-current chromatography, CCC)
는 일련의 분배과정을 한 개의 튜브 내에서 연속적으로 일어나

도록 고안된 시스템으로서 컬럼으로는 polytetrafluoroethylene 
(PTFE) 튜브가 다층으로 감겨있는 원통형의 홀더 3개가 서

로 기어를 통해 물려있으며, 홀더가 회전과 공전을 통해 튜브

의 꼬임을 방지하는 rotary seal-free flow centrifuge 시스템

으로 되어있다. 역상 HPLC (reverse phase HPLC)에서는 

고정상이 실리카에 결합된 유기물단 (organic moiety)이 

수용성 이동상 물질에 의해서 용매화 (solvated)되는 반면 

CCC는 실리카 대신에 강한 중력장에 의해 분리되는 자유로

운 용매가 고정상이 되며 이 고정상의 부피비율은 20-30%
에 이른다. 즉 고체담체에 결합된 유기관능기 대신에 물과 

섞이지 않는 hexane 같은 유기용제가 고정상으로 사용되는 것

이다. 고속역류크로마토그래피 (high-performance counter- 
current chromatography, HPCCC)는 CCC의 기능을 향상시

킨 분리시스템으로서 높은 중력장하에서 높은 이동상 속도

와 높은 분리효율과 짧은 분리시간을 특징으로 하고 있다. 
특히 mg 단위에서 kg 단위로의 스케일업이 선형적으로 가능

하다는 큰 장점을 지니고 있다. 이 총설에서는 현재까지 개발

된 CCC의 일반적인 이론을 간략히 정리하고 최신 HPCCC 
장비의 적용 예를 살펴보고 그 응용분야로서 생리활성물질의 
분리 및 정제와 관련된 연구동향을 정리하였다.
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