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요 약

고성능액체크로마토그래피(high-performance liquid chromatography, HPLC)에서 C18(octadecyl silica, ODS) 칼럼에서

고리형 아데노신 일인산(cyclic adenosine monophosphate, cAMP)의 크로마토그램을 얻은 후, 모멘트 분석을 수행하였

다. 일반속도 모델(general rate model, GR model)을 기반으로 first absolute moment와 second central moment를 계산

하였다. 모멘트 분석의 중요한 세 가지 계수인 분자확산계수(molecular diffusivity, Dm), 외부물질전달계수(external mass

transfer coefficient, kf), 입자내부확산계수(intra-particle diffusivity, De)는 각각 Wilke-Chang 식, Wilson-Geankoplis

식을 이용하고 이론단수(theoretical plate number) 식과 van Deemter 식을 비교하여 계산하였다. 실험은 각각 세 가지의

이동상 조성, 용질 농도, 유량 조건에서 수행하였다. Van Deemter 그래프를 그려 모멘트 분석결과를 정성적으로 정리

했으며, 이론단 상당높이(height equivalent to a theoretical plate, HETP, Htotal)에 Hax, Hf, Hd가 미치는 영향을 알아보기

위해 van Deemter coefficient를 비교했다. HETP에 가장 큰 영향을 주는 요인은 입자내부확산(Hd)이었으며 외부물질

전달(Hf)는 그 영향이 매우 작았다.

Abstract − The moment analysis of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) was performed using chromatograms

that were obtained with the pulse input method from an octadecyl silica (ODS) high-performance liquid chromatogra-

phy (HPLC) column. The general rate (GR) model was employed to calculate the first absolute moment and the second

central moment. Three important coefficients for moment analysis, which are molecular diffusivity (Dm), external mass

transfer coefficient (kf), and intra-particle diffusivity (De), were estimated by the Wilke-Chang equation, Wilson-Gean-

koplis equation, and comparing van Deemter equation to theoretical plate number equation, respectively. Experiments

were conducted by various conditions of flow rates, methanol volume ratio of the mobile phase, and solute concentra-

tion. After the moment analysis, results were organized by van Deemter plots. Also van Deemter coefficients were com-

pared each other to effect Hax, Hf, and Hd on height equivalent to a theoretical plate (HETP, Htotal). The value of intra-

particle diffusion (Hd) was the primary factor which makes for HETP whereas external mass transfer (Hf) was disre-

gardable factor.

Key words: HPLC, Parameter Estimation, Moment Analysis, Van Deemter Equation, General Rate Model

†To whom correspondence should be addressed.
E-mail: ihkim@cnu.ac.kr
‡이 논문은 서울대학교 김화용 교수님의 정년을 기념하여 투고되었습니다.

This is an Open-Access article distributed under the terms of the Creative Com-
mons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc/3.0) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduc-
tion in any medium, provided the original work is properly cited.



724 이일송 · 고관영 · 김인호

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 53, No. 6, December, 2015

1. 서 론

고성능액체크로마토그래피(HPLC)는 혼합물의 분리와 정제에

유용한 장치이다. 특히 octadecyl silica(ODS)를 흡착제로 사용하는

역상크로마토그래피법은 액체크로마토그래피의 분리 연구에서 많

이 사용된다[1]. HPLC의 크로마토그램은 용출 시간을 결정하는 상

평형 열역학(phase-equilibrium thermodynamics)에 가장 많은 영향

을 받기 때문에[2] 크로마토그램의 경향과 분리메커니즘은 열역학

적 계산으로 얻는 체류인자와 분리계수를 통해 알 수 있다[3]. 상평형

열역학은 오직 피크의 용출 위치에만 영향을 주지만 피크의 띠 넓힘

현상(band spreading)과 피크의 대칭성은 물질전달속도론(mass transfer

kinetics)의 영향을 받는다. 따라서 칼럼 내의 kinetic 연구는 물질전달

현상이 피크 넓힘 현상(peak broadening)에 미치는 영향을 알 수 있

으므로 scale-up 설계 시 시뮬레이션을 위한 필수적인 항목이다[4].

칼럼 내의 모멘트 분석은 1960년대부터 van Deemter 식과 Knox

식을 기반으로 수행되었다. Kinetic 현상들은 용출되는 피크의 위

치와 관련이 있는 first absolute moment와, 피크의 너비 및 띠 넓힘

현상과 연관된 second central moment로 나눌 수 있다[5]. 1970년

대에는 general plate 식과 물질전달계수를 통해 띠 넓힘 현상의 정

도를 나타내는 second central moment 값을 계산하였다[6]. 1980년

대에는 물질전달현상을 축방향분산(axial dispersion), 외부물질전

달(external mass transfer), 입자내부확산(intra-particle diffusion),

흡착 및 탈착(adsorption/desorption)으로 세분화하였다. 이 요인들을

고려하여 이론단 상당높이(height equivalent to a theoretical plate,

HETP)를 계산하는 일반속도 모델(general rate model, GR model)이

만들어졌다[7,8]. 1990년대부터는 역상 칼럼(reversed-phase column),

겔 여과 칼럼(gel filtration column), 이온 교환 칼럼(ion exchange column)

등 다양한 종류의 칼럼 내에서의 GR model과 모멘트 분석에 대한 이

론이 정립되었으며, 이를 다양한 실험방법에 적용하였다. Tallarek

등[9-13]은 분광법(spectroscopic method)을, Miyabe와 Sajonz 등

[14-16]은 다양한 조작법으로 실험과 이론의 결과를 비교·분석하였다.

2000년대부터 Miyabe 등은 모멘트 분석을 액체 크로마토그래피

(liquid chromatography, LC)에서 HPLC까지 확대시켰다. 또한, 고

정상(stationary phase)이나 리간드(ligand)에 대한 속도론이 구체적

으로 특성화 되었으며 전달방법 각각에 대한 속도론은 정량적 정확

성을 향상시키기 위하여 구체적으로 연구되었다[2,3,17-20]. 칼럼

내부의 물질전달 연구 초기에는 이론을 정립하기 위하여 대부분 석

유화학물질을 분석하였다[17-19]. 1990년대에서 2000년대까지는 유

리 칼럼(glass column)이나 이온 교환 칼럼(ion exchange column)을 통

해 분리되는 이성질체 및 단백질까지 모멘트에 대한 연구가 확산되

었다[4,14-16,20].

본 연구에서는 분자량이 329.206 g/mol인 고리형 아데노신 일인

산(cyclic adenosine monophosphate, cAMP)을 역상 HPLC(RP-HPLC)

칼럼으로 분석하였다. cAMP는 대추에 들어있는 천연 약물로 이에

대한 연구가 활발히 진행되고 있으며, Spoto 등[21]은 역상 HPLC를

이용하여 cAMP의 kinetic에 관한 연구를, Zhang 등[22]은 HPLC를

이용하여 대추가 포함하고 있는 cAMP를 분석하였다. 세포막 안쪽에

존재하는 아데닐산 사이클라아제(adenylate cyclase)에 의해 아데노

신 삼인산(adenosine triphosphoric acid, ATP)에서 만들어지는 cAMP

는 세포 간 신호 전달 경로에 관여하는 2차 신호 전달자이다. 체내에서

cAMP 활성은 단백질 기작에 의해 발현되며 암, 심장질환에 대한

대응력을 높여주는 효과가 있다. cAMP의 모멘트 분석을 위하여

GR model을 사용하였고, 평형상수(K)는 first absolute moment를

통해 계산하였다. 분자확산계수(molecular diffusivity, Dm)는 Wilke-

Chang 식을 통해 계산한 후, 축방향분산계수(axial dispersion coefficient,

Dax)를 구하였다. 입자내부확산계수(intra particle diffusivity, De)는

van Deemter 식과 이론단수(theoretical plate number, N)를 비교하여

얻었다. 모멘트 분석을 통해 얻는 parameter들을 이용하여 정량적

결과인 van Deemter coefficient를 계산하고, 정성적 결과를 van

Deemter 그래프를 도식화하였다.

2. 이 론

모멘트 분석을 통해 크로마토그래피의 거동을 효과적으로 이해할

수 있다. 용리평형(retention equilibrium)은 first absolute moment (μ
1
),

물질전달속도론은 second central moment (μ
2
)에 의해 결정된다.

흡착평형상수(adsorption equilibrium constant, K)는 식 (1)과 같이

용출 피크의 위치로부터 결정된다.

(1)

여기서 Ce(t)는 칼럼 출구에서 시간에 따른 농도의 변화를, L은 칼

럼의 길이를, u
0
는 이동상의 표면속도를, εe는 칼럼의 공극률을, εp는

칼럼 내 고정상 입자의 공극률을 의미한다.

식 (1)를 통해 평형상수(K)를 결정할 수 있으며 x축을 L/u
0
, y축을

(μ
1
−t

0
)/(1−εe)으로 하여 도식화 했을 때, 기울기는 평형상수(K)를

의미한다. 여기서 t
0
는 고정상과의 상호작용이 없는 용질이 용출되는

시간인 hold-up time을 의미하며 식 (2)와 같이 쓸 수 있다.

(2)

Second central moment는 식 (3)-(8)을 통해 구할 수 있다.

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

여기서 DL은 축방향분산계수(axial dispersion coefficient), kf는 외

부물질전달계수(external mass transfer coefficient), De는 입자내부

확산계수(intra-particle diffusivity), Rp는 고정상 입자의 반지름이다.

δ는 second central moment에서 여러 가지 물질전달과정의 영향을

나타내며, 이 때 하첨자로 쓰인 ax, f, d, ads는 각각 축 방향 확산,

μ1

Ce t( )t td
0

∞

∫

Ce t( ) td
0

∞

∫
-------------------------

L

u0

----- εe 1 εe–( ) εp 1 εp–( )K+{ }+[ ]= =

t0 L/u0( ) εe 1 εe–( )εp+{ }=

μ2

Ce t( ) t μ1–( )2 td
0

∞

∫

Ce t( ) td
0

∞

∫
-------------------------------------------

2L

u0

------ δax δf δd δads+ + +( )= =

δ0 εe 1 εe–( ) εp 1 εp–( )K+{ }+=

δax

εeDL

u0

2
-----------δ0

2
=

δf 1 εe–( )
Rp

3kf
-------

⎝ ⎠
⎛ ⎞ εp 1 εp–( )K+{ }2

=

δd 1 εe–( )
Rp

2

15De

------------
⎝ ⎠
⎛ ⎞ εp 1 εp–( )K+{ }2

=

δads 1 εe–( ) 1 εp–( )
K

2

k
------

⎝ ⎠
⎛ ⎞=
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외부물질전달, 입자내부확산, 흡·탈착의 모멘트를 의미한다. 칼럼

안에서 용질의 물질전달 거동은 축 방향 확산, 외부물질전달, 입자

내부확산, 흡·탈착의 순서로 이루어지는데(Fig. 1), 역상크로마토그

래피에서 흡·탈착의 반응속도가 매우 빠르기 때문에 모멘트 값을

무시한다. 따라서 본 연구에서는 흡착 및 탈착 반응속도를 제외한

세 가지 kinetic에 대해서만 고려하였다.

유체로부터 고정상 입자로 물질이 이동할 때의 외부물질전달계

수인 kf를 계산하기 위해 사용한 Wilson-Geankoplis 식을 식 (9)에

나타내었다.

(9)

(10)

(11)

(12)

식 (9)에 식 (10)-(12)를 대입하여 kf를 구할 수 있으며 ρp는 칼럼 내

고정상 입자의 밀도, η는 이동상의 점도를 의미한다.

이동상 내 용질분자확산계수(molecular diffusivity, Dm)은 Wilke-

Chang 식으로 결정할 수 있으며 식 (13)과 같다.

(13)

식 (13)의 하첨자 sv, a는 각각 용매와 용질을 의미한다[23]. Vb는

끓는점에서의 몰부피, α는 회합도(degree of aggregation), M은 분

자량이다.

HETP(Htotal)는 이론단수(N) 또는 세 가지 물질전달과정을 통해

구할 수 있다. 이론단수를 통한 계산법은 식 (14), (15)에 나타내었다.

(14)

(15)

칼럼 내 세 가지 물질전달과정을 이용하여 HETP를 구하는 방법은

식 (16)과 같다.

(16)

Hax의 영향은 유량에 의존적인 Hf와 고정상 내부에서 용질분자의

확산이동을 의미하는 Hd와는 분리하여 고려할 수 있으며 식 (16)을

식 (17)로 고쳐 다시 쓸 수 있다.

(17)

구형입자로 채워져 있는 HPLC 칼럼의 축방향분산계수(DL)은 분

자확산과 에디확산(eddy diffusion)으로 구성된 축 방향 분산으로부

터 유추하여 계산할 수 있다. 이를 수식화하면 식 (18)과 같다.

(18)

여기서 γ
1
과 γ

2
는 geometrical coefficient로 구형입자로 채워진 칼럼

에서 보통 0.7과 0.5로 쓴다[4].

식 (17), (18)을 결합하여 식 (19)를 얻을 수 있으며 일반적으로

식 (19)가 많이 쓰인다.

(19)

식 (19)는 Htotal - Hf와 유량간의 관계를 세 개의 계수 A, B, C를 도

입하여 나타낸 van Deemter 식이다.

이러한 모멘트 방법은 역상 HPLC, 이온교환크로마토그래피, 기

체크로마토그래피를 이용한 모멘트 분석에 다양하게 사용되었다

[24-27].

3. 실 험

3-1. 실험재료 및 방법

실험에 사용한 이동상은 메탄올(SAMCHUN, Korea)과 3차 증류

수를 각각 10/90, 20/80, 30/70의 부피비로 혼합하여 만든 메탄올 10,

20, 30% 용액이다. 각각의 용매 1 L에 potassium phosphate monobasic

(SIGMA, USA) 6.8045 g을 첨가하여 0.05 M의 완충용액을 만들고,

hydrogen chloride(SAMCHUN, Korea)를 이용하여 pH를 4.75±0.01로

맞추었다.

실험에서 사용한 샘플은 cyclic adenosine monophosphate(SIGMA,

USA) 분말을 각각 3.29, 13.2, 23.0 μg씩 3차 증류수 10 ml에 용해

시켜 1.0, 4.0, 7.0 mM로 만들었다.

3-2. HPLC 실험

이 실험에서 사용한 HPLC 시스템은 Fig. 2에 개략적으로 나타

내었다. Valve(Beckman, USA)에 샘플 20 μL를 주입한 뒤 110B

solvent delivery module pump(Beckman, USA)를 이용하여 이동상이

칼럼으로 흐르도록 하였다. 칼럼은 고정상 입자의 직경이 5 μm인

Vydac ODS(4.6×250 mm, The Nest Group, USA)를 사용하였으며

783A programmable absorbance detector(Applied Biosystems, USA)를

이용하여 280 nm의 파장에서 cAMP를 검출하였다. 검출된 전기적

Sh
1.09

εe
----------

⎝ ⎠
⎛ ⎞Sc

1/3
Rep

1/3
=

Sh
2kfRep

Dm

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

Sc
η

ρpDm

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

Rep
2u0Rpρp

η
--------------------=

Dm

7.4 10
8–
T αsvMsv×
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Fig. 1. Scheme of mass transfer processes in the column.
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신호를 Autochro data module(Younglin, Korea)을 이용하여 디지털 신

호로 바꿔 시각화하였다.

실험은 각각 세 가지 이동상(메탄올 10, 20, 30%), 샘플 농도

(1.0, 4.0, 7.0 mM), 유량(0.5, 1.0, 1.5 mL/min)으로 하여 27가지 경

우에 대한 크로마토그램을 얻었다.

4. 결과 및 고찰

모멘트 분석을 위하여 GR model을 사용하였다. First moment는

평형상수(K)와 관계되며 식 (1)을 통해 계산된 용출 시간을 의미한

다. RP-HPLC에서 second moment는 축방향분산, 내부물질전달,

입자내부확산을 가리키며 HETP 값을 결정한다. 분자확산계수(Dm)는

식 (13)에 나타낸 Wilke-Chang 식, 축방향분산계수(DL)는 식 (18)을

통해 결정하며 외부물질전달계수(kf)는 Wilson-Geankoplis 식을

통해 계산한다. 식 (16)에 나타낸 Htotal에서 Hax과 Hf를 빼주어 Hd

값을 구한 후, 식 (7)을 통해 입자내부확산계수(De)를 계산하였다.

Fig. 3은 메탄올 20%의 이동상에서 세 가지 다른 용질 농도에 대

한 first moment값을 보여준다. (μ
1
−t

0
)/(1−εe)과 L/u

0
에 관해 직선을

도식화하여 평형상수(K)를 계산한 결과, K값은 0.91이고 편차는

±0.061이었다. 이는 동일한 이동상의 조건에서 용질의 농도차이는

크로마토그램의 평형상수에 큰 영향을 주지 않음을 의미한다. 세

가지 이동상에서 하나의 용질 농도에 대한 first moment와 유량 사

이의 관계를 Fig. 4에 나타내었다. K값은 이동상에 따라 메탄올 10,

20, 30%에서 각각 4.05, 0.91, 0.30이다. 그래프에서 메탄올의 부피

분율이 증가함에 따라 평형상수가 작아졌고, 따라서 용출 시간이

감소한다. 이는 메탄올의 부피분율이 증가함에 따라 이동상의 극성

도(polarity)가 감소함으로써 극성을 띠는(polar) cAMP와 이동상간

의 결합력이 감소하고, 극성을 띠지 않는(non-polar) 고정상과 이동

상간의 흡착력이 증가하여 상대적으로 cAMP-고정상의 흡착력을

감소시키며 고정상에 흡착하는 시간을 짧게 만드는 것으로 해석된

다. 따라서 first moment는 용질의 농도와 상관없이 이동상의 조성에

영향을 받으며 유량 또는 이동상의 메탄올 부피분율이 감소하면

first moment가 증가하였다.

Second moment는 세 가지 전달계수를 이용하여 분석할 수 있다.

계산한 분자확산계수(Dm), 축방향분산계수(DL)를 Table 1에 나타

내었다. Dm의 값은 8.666×10-4 cm2/s에서 9.895×10-4 cm2/s로 이동

상의 메탄올 부피분율이 10%에서 30%로 증가함에 따라 증가하였다.

DL은 식 (18)에서 볼 수 있듯이 Dm이 증가함에 따라 커지고, u
0
와는

정비례관계이다. 식 (5)에서 알 수 있듯이 DL의 증가에 따라 axial

dispersion moment (δax)의 값이 커진다. δax의 값의 증가는 칼럼 내에서

분산의 영향 증가를 의미하며 이는 용출 피크의 폭을 더 넓게 만든

다. 이와 같은 경향은 이전 연구[5,28]에서도 볼 수 있었다.

Fig. 2. HPLC system.

Fig. 3. First moment plot of cAMP at various concentration (Meth-

anol/Water=20/80 vol.%).

Fig. 4. Plots of the first moment at various mobile phases with a sol-

ute concentration, 1.0 mM.

Table 1. Molecular diffusivity calculated by the Wilke-Chang equation

at each mobile phase, axial dispersion coefficients according

to the mobile phase and flow rate, and external mass transfer

coefficients obtained by the Wilson-Geankoplis equation

Superficial velocity

[cm/s]

Vol.% of methanol

10 20 30

Dm × 104 [cm2/s] - 8.666 9.270 9.895

DL × 104 [cm2/s]

0.050 6.191 6.615 7.052

0.100 6.317 6.740 7.177

0.150 6.442 6.865 7.302

kf × 102 [cm2/s]

0.050 4.808 4.821 4.819

0.100 3.029 3.037 3.036

0.150 2.311 2.318 2.317
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Wilson-Geankoplis 식을 외부물질전달계수(kf)를 계산하는데 사

용하였고 계산한 kf값은 Table 1에 정리하였다. 이동상의 메탄올

부피분율을 고정시키고 유량을 증가시키면 kf값이 감소하는 반면,

유량을 고정시키고 메탄올의 부피분율을 증가시키면 kf의 값은 증가

후 감소한다. 이는 식 (9)-(12)를 kf에 대해 정리하여 설명할 수 있다.

kf를 정리하여 다시 쓰면 kf = I  (I는 상수)이다. 이동

상의 메탄올 부피분율을 고정시키고 유량을 증가시키면 이동상의

조성과 관련이 있는 Msv, αsv, ηsv는 모두 상수가 되어 kf= m 

(m은 상수) 형태의 감소함수가 되어 유량의 증가에 따라 kf값이 감

소한다. 반대로 유량을 고정시키고 이동상의 메탄올 부피분율을 증

가시키면, 이로 인해 값이 증가하는 Msv의 영향으로 값이 증가하지

만 부피분율의 증가로 값이 감소하는 αsv와 ηsv의 감소량이 더 크기 때

문에 kf값은 감소한다. 메탄올 부피분율에 따른 Msv, αsv, ηsv 각각의 값

과 곱은 Table 2에 정리하였고 αsv는 보고된 문헌[23]을 통해 구하

였다. 식 (6)에서 보듯이 kf값의 감소는 external moment δf의 값을

증가시키며 유량의 증가와 이동상의 조성변화를 통해 고정상 바깥의

이동상 필름 두께가 감소할 것으로 추측된다.

입자내부확산은 식 (7)을 통해 알 수 있고 intra-particle diffusion

moment (δd)는 식 (14)-(16)을 통해 구할 수 있다. Table 3에 용질의

농도, 유량, 이동상의 메탄올 부피분율에 따른 입자내부확산계수

(De)의 값을 정리하였다. De의 값은 이동상의 메탄올 부피분율에

증가함에 따라, 용질의 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향을 보

인 반면 유량과의 두드러진 경향성을 보이지 않았다. 이는 용매의

메탄올 부피분율과 용질의 농도가 증가하면 입자의 세공(pore) 안

에서 용질의 운동속도가 감소하여 확산속도가 감소하기 때문으로

보인다. 따라서 메탄올의 부피분율이 커지거나 용질의 농도가 증가

하면 intra-particle diffusion moment (δd)의 값은 감소하였다.

Fig. 5는 4.0 mM의 cAMP를 세 가지 다른 이동상의 농도 조건에

서 실험하여 얻은 Htotal-Hf와 u
0
의 관계를 도식화한 것이다. u

0
가 약

0.02 cm/s보다 작은 범위에서는 곡선이 거의 선형이며 이동상의 농

도의 차이에 의한 뚜렷한 차이가 나타나지 않는다. 하지만 유량이

약 0.02 cm/s보다 커져 그래프의 변곡점을 지나는 지점부터 기울기

의 차이가 나타나며, 이 기울기는 이동상 농도의 비와 비례했다. 식

(19)를 통해 계산한 van Deemter coefficient A, B, C는 Table 4에 정

리하였다. A, B, C값을 비교한 결과 HETP의 값에 가장 크게 기여

하는 값은 입자내부확산과 관련된 C값이었다.

Fig. 6는 메탄올 부피분율 20%의 이동상과 세 가지 다른 용질의

농도에 관한 HETP 곡선이고 이 조건에서 계산한 van Deemter

coefficient A, B, C는 Table 5에 정리하였다. Table 3에서 볼 수 있

M
sv
α
sv
η
sv

u0

----------------------------⎝ ⎠
⎛ ⎞

2/3

1
u0

----( )
2/3

Table 2. Values of molecular weight, degree of aggregation, and viscosity

at each mobile phase

Vol.% of methanol

10 20 30

Msv [g/mol] 19.442 20.824 22.226

αsv 2.5593 2.5111 2.4546

ηsv [g/mol·s] 0.009385 0.008998 0.008610

αsv·Msv·ηsv 0.4670 0.4705 0.4697

Table 3. The intra-particle diffusivity according to flow rate, mobile

phase, and solute concentration

solute

concentration

superficial velocity

[cm/s]

Vol.% of methanol

10 20 30

De×106

[cm2/s]

1.0 mM

0.050 57.93 11.72 4.155

0.100 50.37 13.00 4.093

0.150 44.08 12.36 4.035

4.0 mM

0.050 27.01 8.422 3.252

0.100 31.99 10.41 3.460

0.150 28.58 9.495 3.801

7.0 mM

0.050 19.86 7.579 2.929

0.100 25.24 8.137 2.928

0.150 21.58 7.357 2.629

Fig. 5. Correlation between HETP and the flow rate upon chang-

ing the methanol ratio of the mobile phase.

Table 4. Van Deemter coefficient upon changing the composition of the

mobile phase at one solute concentration, 4.0 mM

vol.% of methanol

10 20 30

A 0.000348 0.000348 0.000348

B 0.000844 0.000903 0.000964

C 0.852 1.698 2.098

Fig. 6. Correlation between HETP and the flow rate upon changing

the solute concentration on mobile phase composition (Methanol/

Water = 20/80 vol.%).
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듯이 용질의 농도는 입자내부확산계수(De)에 큰 영향을 주며, 식

(7)과 식 (17)을 통해 용질의 농도변화는 HETP값에서 중요한 변수임을

알 수 있다. 한편, 용질분자의 농도차이에 의한 De의 값의 변화보다

이동상의 농도변화에 의한 De의 변화가 더 크기 때문에 Fig. 6보다

Fig. 5의 곡선의 편차가 더 크다. van Deemter coefficient A의 값은

Table 4, 5에서 같은 값을 가지고 있다. Table 5에서는 B값은 일정한

반면 Table 4에서는 이동상의 메탄올 부피분율에 따라 증가하여

Fig. 5에서 변곡점의 위치를 높였다. C값의 변화는 Table 4보다

Table 5에서 더 크다. 이는 HETP의 값이 이동상의 조성보다 용질

의 농도에 더 의존적임을 보여주며 여기서 가장 큰 요인은 분자내

부확산임을 반증한다. 즉 칼럼 안에서 높은 용질의 농도는 칼럼의

분리능을 감소시켜 HETP의 값이 커지고 용출되는 피크의 폭이 넓

어짐을 의미한다.

Fig. 7은 4.0 mM의 cAMP를 메탄올 20%의 이동상 조건에서 실

험하여 얻은 결과로, HETP의 값을 결정하는 세 가지 물질전달방법

의 영향은 나타낸다. 외부물질전달과 관련된 Hf 값은 거의 0이므로

HETP값에 미미한 영향을 끼친다. 축방향확산과 관련된 Hax값은 u
0

가 약 0.02 cm/s 이하의, 즉 유량이 작은 조건에서 HETP값에 큰 영

향을 끼치다가 그 영향은 유량의 증가에 의해 점점 작아진다. 입자

내부확산을 나타내는 Cu
0
는 비교적 큰 값을 가지고 있어서 Htotal은

변곡점 이후로 직선의 형태로 증가하며 이를 통해 용출 피크의 띠

넓힘 현상은 유량에 종속적임을 알 수 있다. 용질을 가장 효과적으

로 분리할 수 있는 유량은 HETP의 값이 가장 작은 지점에서 갖는

다. Fig. 6에서 이동상의 메탄올 부피분율이 20%이고 cAMP의 농

도가 각각 1.0, 4.0, 7.0 mM일 때 HEPT값이 가장 작은 곳에서의

유량은 각각 0.30, 0.22, 0.19 mL/min으로, 이 조건에서 가장 효과

적으로 cAMP를 분리할 수 있다. HETP에서 물질전달방법의 영향은

Hd, Hax, Hf의 순으로 크며 이러한 경향은 기체 크로마토그래피에

대해 보고된 문헌[29]에서도 볼 수 있었다.

5. 결 론

모멘트 분석과 van Deemter 그래프를 이용하여 크로마토그래피를

이용한 cAMP 분리의 정량적, 정성적 연구를 진행하였다. RP-

HPLC 실험을 통해 평형상수 K와 세 가지 물질전달계수를 얻었으

며 van Deemter 식을 이용하여 HETP와 유량간의 관계를 파악하였

다. 평형상수 K는 이동상의 메탄올 부피분율 10%, 20%, 30%로 증

가할 때 용질의 농도와 관계없이 각각 4.05, 0.91, 0.30의 값을 가졌

다. Wilke-Chang 식을 통해 구한 분자확산계수(Dm)는 이동상의 메

탄올 분율이 커질수록 증가했고. 축방향분산계수(DL)는 Dm과 유량에

비례했다. 외부물질전달계수(kf)는 Wilson-Geankoplis 식으로 구했

고, 그 값은 유량의 증가에 따라 감소하지만 이동상의 메탄올 부피

분율이 커질수록 증가하다가 식에서 회합도 α와 점도 η값의 감소

량이 커지면 그 값이 작아진다. 입자내부확산계수(De)는 이동상의

메탄올 부피분율과 용질의 농도 증가에 따라 감소한다. HETP값에

는 입자내부확산, 축방향분산, 외부물질전달의 순서로 큰 영향을

준다. 따라서 최선의 분리 조건을 찾기 위해 이동상의 조성을 바꾸

는 것보다 용질의 농도 또는 유량변화를 통해 분자내부확산을 조절

하는 것이 더 효과적이다[30].

감 사
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Nomenclatures

Ce(t) : Concentration profiles of the sample at the exit of the column

u
0

: Superficial velocity

L : Column length

K : Adsorption equilibrium constant

DL : Axial dispersion coefficient

Rp : Radius of particle

kf : External mass transfer coefficient

De : Inter-particle diffusivity

dp : Particle diameter

Dm : molecular diffusivity

Sh : Sherwood number

Sc : Schmidt number

Rep : Reynolds number of a particle

T : Absolute temperature

M : Molecular weight

Vb : Molar volume at the normal boiling point

tR : Retention time

wb : Peak width

N : Plate number of the column

εe : Void fraction of a column

Table 5. Van Deemter coefficient upon changing the cAMP concentration

at one mobile phase (Methanol/Water=20/80 vol.%)

Concentration of cAMP

1.0 mM 4.0 mM 7.0 mM

A 0.000348 0.000348 0.000348

B 0.000903 0.000903 0.000903

C 0.938 1.698 2.462

Fig. 7. Contribution of each mass component to the H
total

 with a sol-

ute concentration, 4.0 mM(Methanol/Water = 20/80 vol.%).
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εp : Porosity

μ
1

: First absolute moment

μ
2

: Second central moment

γ : Geometrical coefficient

η : Viscosity

α : Degree of aggregation
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