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요 약

양이온교환 고성능액체크로마토그래피에서 라이소자임을 분석하고, 실험결과인 크로마토그램을 통해 모멘트 분석을

수행하였다. 용리 인산완충용액은 1.0, 0.75, 0.5 M의 소금을 포함하였다. 실험변수는 유량, 용리 완충용액중 소금 농

도, 시료의 농도로 하였다. General rate (GR) model을 도입하여 1차와 2차 모멘트를 해석하였다. 1차 모멘트 해석에서

평형상수 K를 구할 수 있으며, 이는 L/u
0
 vs. (μ

1
-t
0
)/(1-εe)(1-εi)]를 도식화했을 때의 기울기이다. 2차 모멘트 해석에서

입자내 확산계수는 이론단수 실험자료에서 계산하였다. 모멘트 분석결과를 통해 여러 물질전달 현상이 이론단 상당높

이(HETP)에 주는 영향을 알아보기 위해 van Deemter plot을 작성하고, 총괄 이론단 상당높이(Htotal)에 기여하는 Hax,

Hf, 그리고 Hd를 조사하였다. 그 중 입자내 확산계수를 나타내는 Hd가 가장 지배적이었고, 외부 물질전달 계수를 나타

내는 Hf의 영향이 가장 미미했다.

Abstract − The moment analysis of lysozyme was implemented using chromatograms that were obtained from weak

cation exchange column in high performance liquid chromatography system. Three elution sodium phosphate buffers

containing 1.0, 0.75, 0.5M sodium chloride were used. Experiments were conducted by varying flow rate, elution sodium

chloride concentration, and lysozyme solute concentration. The general rate (GR) model was employed to calculate the

first moment and the second moment. By plotting L/u
0
 vs. (μ

1
-t
0
)/(1-εe)(1-εi)] equilibrium constants (K) were obtained

from first moment analysis. Intra-particle diffusivity was obtained from theoretical plate number data. Based on the

results of moment analysis, van Deemter plots were drawn in order to investigate the contributions of Hax, Hf, and Hd to

total Height Equivalent to a Theoretical Plate (HETP, Htotal). The effect of intra-particle diffusion (Hd) was the most

dominant factor contributing to HETP while external mass transfer (Hf) was negligible factor.
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1. 서 론

모멘트 분석(Moment analysis; MA)은 실험결과인 크로마토그램을

분석하여 컬럼 내에서 시료의 동특성을 정량화하여 용리경향을 파

악하는데 목적이 있다. MA는 1960년대부터 van Deemter 및 Knox의

방정식을 토대로 시작되었다. 초기에는 peak의 면적을 나타내는

zero moment로 시작하여 시료의 용리시간을 나타내는 first moment,

peak의 너비를 나타내는 second moment, peak의 대칭성에 관련된

third moment 순서로 연구가 발전했다. 현재는 peak의 뾰족한 정도를

나타내는 fourth moment에 대한 연구 결과도 있다(Fig. 1)[1].

MA연구는 주로 HETP와 유량사이의 관계를 선형적으로 나타낼

수 있는 general rate (GR) model을 중심으로 발전되어 왔으며, 분

리공정을 위한 동특성을 파악하는 데는 용리시간과 peak의 너비를

나타내는 first와 second moment만으로도 충분하기 때문에 본 연구

에서는 두 moment만 다루었다. First moment는 상평형 열역학의

영향을 받기 때문에 평형상수(K)를 알 수 있다. Second moment는

peak의 너비에 영향을 주는 인자를 axial dispersion, external mass

transfer, intra-particle diffusion, adsorption/desorption으로 분류하

여 각각의 전달계수들을 계산함으로써 컬럼 내부의 물질전달현상
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을 정량적으로 알 수 있다(Fig. 2)[2]. 최종적으로 물질전달현상을

분석한 결과를 이용해 컬럼의 길이를 이론단수로 나눈 값인 이론

단 상당높이(Height equivalent to a theoretical plate; HETP)와 유

량사이의 관계를 정성적으로 나타낼 수 있다.

라이소자임(pI=11.0)은 동물의 조직, 체액 등에 분포되어 있다.

그 중에서도 난백에 포함된 함량이 3.5% 정도로 가장 높고, 계란으

로부터 분리하는 것이 다른 동식물로부터 분리하는 것에 비해 용이

하다[3]. 라이소자임은 분자량이 14,300으로 염기성 단백질로 pI가

11이기 때문에 pH 11이하에서는 양이온화 되고, 라이소자임을 분

리할 때에는 양이온교환(cation exchange)방법을 주로 사용한다[4].

고성능액체크로마토그래피(High performance liquid chromatography;

HPLC)는 혼합물에서 분리·정제하는 데 유용한 장치이기 때문에

HPLC에 양이온교환 컬럼을 결합하여 양이온교환 HPLC를 구성하

였다[5]. 라이소자임은 단백질 크로마토그래피 연구에서 대표물질로

쓰이며 본 연구에서도 MA를 적용하기 위한 단백질로 선정하였다.

컬럼 내에서 라이소자임을 탈착시킬 염(salt)의 농도 3가지, 라이소

자임 표준 시료농도 3가지, HPLC의 유량 3가지를 실험변수로 설

정하여 총 27가지의 크로마토그램을 얻고, MA를 수행하여 분리특

성을 조사하였다. 양이온교환 HPLC 크로마토그래피를 사용하여

라이소자임을 분리할 때 MA를 적용한 것은 문헌조사 결과 본 연구가

처음인 것으로 사료된다. MA의 결과는 공정의 최적 조건을 찾을 수

있는 정보를 제공하고, 크로마토그래피 전산모사에 도움이 되는 인

자를 제공하여 scale-up 부분에 도움이 될 수 있다. 따라서 본 연구

에서는 단백질 시료를 효율적으로 분리할 수 있는 조건을 찾기 위

해, 이온교환 컬럼 내부에서 일어나는 전달현상을 분석하여 시료의

분리 동특성을 파악하고, 이론과 실험을 병행하는 방법을 제시하고

자 한다.

2. 이 론

MA를 위해 먼저 필요한 인자인 컬럼의 전체 공극률(εt), 컬럼에서

고정상으로 채워진 부분을 제외한 외부공극률(εe), 고정상 입자에서

기공에 대한 내부공극률(εi) 및 시료가 고정상과 상호작용 없이 용

리되는 시간인 dead time (t
0
)을 계산하였다.

(1)

L은 컬럼의 길이를, Dc는 컬럼의 직경을 나타낸다. 식 (2)에 εi와 εt
값을 대입하여 εe 값을 계산하였다.

(2)

계산한 εi와 εe 값을 사용하여 식 (3)을 통해 t
0
을 계산하였다.

(3)

u
0
는 컬럼 내부에서 이동상의 선속도이다.

실험결과인 크로마토그램으로부터 MA를 통해 컬럼 내부에서 용

리평형(retention equilibrium)에 관련된 first moment (μ
1
)와 peak의 너

비를 결정하는 second moment (μ
2
)의 경향을 알 수 있다. 용리시간

(retention time)으로부터 first moment를 계산하여 평형상수(equilibrium

constant, K)값을 식 (4)을 통해 구하였다. 

(4)

Ce(t)는 컬럼 출구에서 시간에 따른 시료의 농도기울기이다. 실험으로

얻은 크로마토그램은 x 및 y축이 각각 시간(s)과 전기적 신호(mV)에

대한 그래프이기 때문에 그래프의 최고점을 실험에 사용한 시료의

농도로 나눔으로써 Ce(t)를 얻었다. u
0
는 컬럼 내에서 고정상을 제

외한 부분을 지나가는 선속도를 의미하기 때문에 ml/min의 단위를

cm/s로 변환하고, 고정상 사이로 지나가기 때문에 εe로 나누어서 계

산하였다. 식 (4)을 x축을 L/u
0
, y축을 (μ

1
-t
0
)/[(1-εe)(1-εi)]으로 하여

도식화 했을 때의 기울기가 평형상수(K)를 나타낸다.

Second moment에 대한 식은 (5)~(10)와 같다.

(5)

(6)

(7)

 

(8)

(9)

(10)

εt 0.487 Dc× Dc× L×=

εt εe 1 εe–( )εi+=

t0 L/u0( ) εe 1 εe–( )εi+{ }=

μ1

Ce t( )t td
0

∞

∫
Ce t( ) td

0

∞

∫
-------------------------

L

u0

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

μ2

Ce t( ) t μ1–( )2 td
0

∞

∫
Ce t( ) td

0

∞

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

2L

u0

------ δax δf δd δads+ + +( )= =

δ0 εe 1 εe–( ) εi 1 εi–( )K+{ }+=

δax
εeDL

u0

2
-----------δ0

2
=

δf 1 εe–( )
Rp

3kf
-------
⎝ ⎠
⎛ ⎞ εi 1 εi–( )K+{ }2=

δd 1 εe–( )
Rp

2

15De

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

δads 1 εe–( ) 1 εi–( )
K

2

k
------
⎝ ⎠
⎛ ⎞=

Fig. 1. Four moments which is indicated in a chromatogram.

Fig. 2. Scheme of mass transfer processes in the column.
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DL은 axial dispersion coefficient, kf는 external mass transfer

coefficient, De는 intra-particle diffusivity, Rp는 고정상 입자의 반지

름이다.

δ는 물질전달과정의 영향 정도를 나타내며, 이 때 하첨자로 쓰인

ax, f, d, ads는 각각 axial dispersion, external mass transfer, intra-particle

diffusion, adsorption/desorption을 의미한다. 하지만 HPLC에서 흡·

탈착의 반응속도가 매우 빠르기 때문에 adsorption/desorption에 관한

moment 값은 무시한다[6,7]. 따라서 본 연구에서는 세 가지 전달현

상만 고려하였다.

실험결과로부터 axial dispersion, external mass transfer, intra-

particle diffusion 순서대로 필요한 인자를 계산하였다. 먼저, axial

dispersion moment에 필요한 DL 계산식은 분자확산과 eddy확산으로

구성되어 있고, 아래와 같다.

(11)

dp는 고정상 입자의 직경이고, γ
1
과 γ

2
는 geometrical coefficient로

구형입자로 채워진 컬럼에서는 0.7과 0.5로 쓴다[8]. Dm은 이동상에서

용질의 확산계수(molecular diffusivity)이며, 식 (12)인 Wilke-Chang

방정식으로 계산할 수 있다[9].

(12)

식 (12)에서 하첨자 sv, a는 각각 용매와 용질을 의미한다. Vb는 끓

는점에서의 몰부피, α는 회합도(degree of aggregation), T는 절대온

도, ηsv는 용매의 점도, M은 용질의 분자량이다.

다음으로 external mass transfer coefficient (kf)를 구하기 위해

Wilson-Geankoplis corelation을 사용했고, 식(13)에 나타냈다.

(13)

(14)

(15)

(16)

식 (13)에 식 (14)~(16)를 대입하여 kf를 구할 수 있다. ρp는 컬럼

내 고정상 입자의 밀도로써 (1-εi)로 나타낼 수 있다[2,8]. 식 (13)~(16)은

세 가지의 무차원수(Sh, Sc, Rep)를 이용해 정의되었다. Sherwood

number (Sh)는 mass transfer중에서 diffusion이 차지하는 비율을,

Schmidt numver (Sc)는 viscous diffusion과 molecular diffusion의

비율, 마지막으로 Rep는 inertial force와 viscous force의 비율이다.

Wb는 크로마토그램의 폭이며, 용질에 대한 컬럼의 이론단수(N)을

식 (17)로 계산하고, 식 (18)를 통해 HETP값인 Htotal을 계산할 수

있다. 

(17)

(18)

GR model은 HETP와 유량의 상관관계를 식(19)와 같이 나타낸다.

(19)

마지막 계수인 De는 식 (18)를 통해 얻은 Htotal값에서 앞서 DL과 kf를

통해 계산한 Hax와 Hf값을 빼고, Hd에서 De를 역추산하였다.

한편, Hax는 유량에 의존적인 Hf와 고정상 내부에서 용질분자의

확산이동을 의미하는 Hd로 나누어 고려할 수 있기 때문에 식 (19)을

식 (20)로 고쳐 다시 쓸 수 있다.

(20)

식 (11)과 (20)을 결합하여 식 (21)을 얻을 수 있다. 

(21)

식 (21)은 Htotal− Hf 와 유량간의 관계를 나타낸 van Deemter equation

이고, A, B, C를 van Deemter coefficient라고 한다. MA를 통해 물

질전달계수들을 정량적으로 분석하고, van Deemter coefficient를

MATLAB에 적용시켜 정성적인 결과를 확인하였다.

3. 실험 재료 및 방법

3-1. 재료

평형 완충용액은 pH 9.2 30 mM sodium phosphate buffer (Sigma

aldrich, U.S.A.)를 사용했고, 용리 완충용액은 평형 완충용액에 sodium

chloride(DUKSAN, Korea)을 서로 다른 세 가지의 농도(0.5, 0.75,

1.0 M)가 되도록 용해시켜 제조했다. 라이소자임 시료는 평형 완충

용액 10 ml에 라이소자임 표준시료(Sigma aldrich, U.S.A.)를 30,

50, 70 mg을 섞어 3, 5, 7 mg/ml의 농도로 만들고, 실린지 필터로

불순물을 제거했다.

3-2. 방법

등용리 방법(isocratic method)을 사용했다. 이온교환 크로마토그

래피에서는 2가지의 이동상(평형 및 용리 완충용액)이 필요하기 때

문에 대부분 펌프를 2대 사용하지만, 본 연구에서는 두 이동상과 펌

프에 연결되는 유로를 3 way valve로 연결함으로써 110B solvent

delivery module pump(Beckman, USA)펌프 1대로 구현하였다. 기

포는 filter에서 걸러졌고, 시료는 샘플주입밸브인 RHEODYNE

7010 (Rheodyne, California, U.S.A.)를 통해 직경이 5 um 입자로

채워진 4.6×250 mm 사이즈의 HP HENENCHEM, WCX-300

(Aglient, U.S.A.)컬럼으로 주입되었다. 컬럼의 온도를 25 oC로 유

지하기 위해 BAS LC-22C Temperature Controller (SpectraLab Scientific

Inc., Canada)모델의 컬럼오븐을 사용하였다. 783A programmable

absorbance detector (Applied Biosystems, U.S.A.) 모델의 UV파장은

단백질이 가장 잘 검출하는 280 nm로 설정했다. 검출된 전기적 신

호를 Autochro Data Module (Younglin Instrument, Korea) 프로그

램을 통해 디지털 신호로 바꾸어 PC로 확인하였다(Fig. 3). 샘플의

양은 20 μl, 펌프의 유량은 0.5, 1.0, 1.5 ml/min로 했다. 시료의 세

DL γ1Dm γ2dpu0+=

Dm

7.4 10
8–
T αsvMsv×

ηsvVb a,

0.6
-----------------------------------------------=

Sh
1.09

εe
----------
⎝ ⎠
⎛ ⎞Sc

1/3
Rep

1/3
=

Sh
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가지 농도, 용리 완충용액의 NaCl농도 및 유량을 각각 3가지씩 설

정하여 총 27가지의 크로마토그램을 얻었다(Fig. 4). 각 변수에 대

한 분리특성을 알아보고, 이를 기반으로 MA를 수행하였다.

4. 결과 및 고찰

4-1. 라이소자임 분석결과

용리 완충용액의 NaCl농도가 0.5, 0.75, 1.0 M의 순서로 실험을

수행했고, 3, 5, 7 mg/ml의 lysozyme 표준시료를 0.5, 1.0, 1.5 ml/min에

대한 결과를 살펴보았다. 이로써 시료의 농도, 유량, NaCl 농도가

결과에 각각 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다. 실험의 정밀도를

위해 같은 시료를 3회씩 분석하였으나 결과에 큰 차이가 없어 하나

의 결과만을 Fig.에 나타냈다. 

농도변화, 유량변화, elution buffer변화에 대한 각각의 결과를

Fig. 5에 나타냈다. Fig. 5A은 다른 농도의 시료를 1.0 M NaCl 용

리 완충용액에서 1.0 ml/min으로 주입했을 때의 결과이다. 용리시

간은 시료의 농도에 상관없이 673초(11.2분)근방이었다. 농도가 커

질수록 peak의 면적은 순서대로 약 6900, 11480, 15100 mV·sec로

정비례에 가까웠다. Fig. 5B는 1.0 M NaCl 용리 완충용액을 사용

해서 3 mg/ml의 시료를 서로 다른 유량(0.5, 1.0, 1.5 ml/min)으로

분석한 결과이다. 용리시간은 유량에 반비례했으며, 용리시간은 유

량이 큰 순서대로 455초(7.58분), 673초(11.2분), 1398초(23.3분)이

었다. 1.0 ml/min일 때의 용리시간(673초)을 기준으로 했을 때, 1.5

ml/min에서는 약 1.5배 빨리 용리됐고, 0.5 ml/min에서는 약 2배 늦

게 시료가 용리되었다. 이를 통해 한 용매 내에서 용리시간은 유량에

비례하는 것을 알 수 있었다. Fig. 5C는 세 가지의 용리 완충용액에

서 3 mg/ml의 시료를 1.0 ml/min에서 분석한 결과이다. NaCl이 많

이 포함되어 있는 순서대로 용리시간은 673초(11.2분), 738초(12.3분),

770초(12.8분)이었다. 세 peak의 면적이 6600±300 mV·sec로 큰 차

이가 없는 점을 고려하면, NaCl의 농도가 클수록 peak의 형태가 뾰

Fig. 3. Flow sheet of the system in this study for lysozyme analysis.

Fig. 4. Scheme of 27 experimental cases in this study for analyzing

lysozyme.

Fig. 5. Chromatograms among different (A) solute concentrations,

(B) three flow rates, and (C) NaCl concentration in elution

buffer in CE-HPLC.
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족해지고 용리시간이 짧아짐을 알 수 있는데, 이는 교환하는 이온의

양의 증가로 탈착이 빠르게 일어나기 때문이다.

시료를 탈착시키는 NaCl의 농도 차이에 대한 결과를 Fig. 6에 나

타냈다. Fig. 6에서 가장 낮은 크로마토그램은 3 mg/ml, 가장 높은

크로마토그램은 7 mg/ml을 나타낸다. Fig. 6A는 세 가지 농도의 시

료를 0.5, 1.0, 1.5 ml/min에서 0.5 M NaCl로 탈착한 9가지의 크로

마토그램이다. 시료는 농도에 관계없이 평균 520초(8.67분), 775(12.9

분), 1602초(26.7분)에 용리되었다. 0.5 ml/min에서 3 mg/ml의 크

로마토그램이 비교적 많이 벗어났지만 결과 값(1602초; 26.7분)에

비하면 작은 차이이므로 실험오차로 볼 수 있다. Fig. 6B는 0.75 M

NaCl을 사용했을 때의 크로마토그램이다. 시료들은 0.5 M NaCl일

때보다 빠른 483초(8.05분), 730초(12.2분), 1497초(24.9분)에 검출

되었고, 각각의 표준편차를 크로마토그램에 나타냈다. Fig. 6C는 1.0 M

NaCl에서의 결과이고, 용리시간은 455초(7.58분), 681초(11.4분),

1402초(23.4분)였다. Fig. 6A, 6B, 6C를 보면 유량이 1.5 ml/min에서

NaCl의 농도가 커질 때에는 용리시간이 약 30초, 1.0 ml/min에서는

약 50초, 0.5 ml/min에서는 약 100초가 앞당겨지는 경향을 볼 수

있었다.

4-2. 라이소자임 MA결과

HETP와 유량이 선형관계를 갖는 GR model을 사용하여 moment분

석을 하였다. First moment는 식 (4)를 통해 계산할 수 있고,

moment값은 용리시간을 나타내며, 평형상수(K)를 구할 수 있다.

Second moment는 axial dispersion, external mass transfer, intra-

particle diffusion의 합으로 표현할 수 있고, 물질전달계수와 HETP

값을 결정한다. Axial dispersion coefficient 계산 시 필요한 용질의

molecular diffusivity (Dm)는 Wilke-Chang 방정식을 통해 계산했다.

DL을 사용해 δax 및 Hax를 계산하였다. External mass transfer

coefficient (kf)는 Wilson-Geankoplis 상관관계식을 통해 구했고, 결

과를 바탕으로 δf 및 Hf를 계산하였다. Htotal에서 Hax, Hf 값을 빼주어

Hd 값을 얻고, δd와 De 값을 계산하였다. MA에 필요한 컬럼에 대한

Fig. 6. Chromatograms for 9 cases with three solute concentrations in

each elution buffer containing (A) 0.5M, (B) 0.75M, and (C)

1.0 M NaCl at three flow rates.

Fig. 7. (A) First moment plot of lysozyme at various concentra-

tions in elution buffer containing 1.0 M NaCl, (B) Plots of

the first moment at various elution buffers with a solute

concentration, of 3 mg/ml.
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고유상수들을 먼저 계산하였다. 사용한 컬럼의 직경 및 길이를 식

(1)에 대입하여 전체 공극률(εt)을 구한 결과, 0.62였다. 컬럼 안에

고정상의 총 내부공극부피가 평균 0.7 ml 이므로 내부공극률(εt)을

0.17로 하였고[9], 식 (2)를 통해 외부공극률(εe)을 계산한 결과 0.54

였다. 공극률 계산을 토대로 식 (3)을 통해 hold-up time (t
0
)을 계산

한 결과, 유량이 빠른 순서(1.5, 1.0, 0.5 ml/min)대로 56, 83, 167초

였다.

Fig. 7A는 Fig. 5A에 근거하여 1.0 M NaCl 용리 완충용액에서

세 가지 시료를 주입한 first moment값을 도식화한 것이다. 그래프의

기울기인 평형상수는 11.89, 표준편차는 0.09였다. 용질의 농도는

first moment에 영향을 주지 않음을 알 수 있었다. Fig. 7B은 세 종

류의 용리 완충용액에서의 first moment 분석결과이다. NaCl의 농

도가 높은 순서대로 1.0 M에서 11.89, 0.75 M에서 12.8, 0.5 M에서는

13.8이었다. 염(NaCl)의 농도가 0.25 M씩 증가할 때마다 K값은 약

1씩 작아졌다. 고정상과 흡착된 시료를 탈착시키는 데에 이온이 정

량적으로 증가함에 따라 용리시간을 규칙적으로 앞당겼음을 예측

할 수 있었다. 탈착시키는 이온의 양이 정비례하여 늘어나기 때문에

규칙적으로 변화하는 것을 짐작할 수 있었다. first moment는 용질

농도와 관계없이 용리 완충용액 내의 염의 농도, 즉 용매의 변화에

영향을 받았다.

Second moment는 axial dispersion, external mass transfer, intra-

particle diffusion 순서로 정량분석하고, van Deemter plot을 통해

정성적 결과를 살펴보았다. 

Axial dispersion 및 external mass transfer coefficient에 관한 결

과를 Table 1에 나타냈다. 용매의 점도는 증류수에 NaCl을 녹인 용

액의 점도를 적용했으며, 농도가 높은 순서대로 0.00972, 0.009503,

0.009286 g/cm·s 였다[10]. Wilke-Chang equation (식 12)을 통해

Dm을 계산하였고, NaCl의 농도가 낮아질수록 1.72×10-3 cm2/s에서

1.80×10-3 cm2/s까지 0.4씩 증가했다. 이는 Dm이 점도에 반비례하

기 때문이다. DL은 Dm과 유량에 비례하기 때문에 NaCl의 농도가

낮을수록, 유량이 커질수록 값이 증가했다. 최소값은 1.0 M NaCl

용리 완충용액에서 0.5 ml/min일 때 1.23×10-3 cm2/s 였고, 0.5 M의

1.5 ml/min일 때 1.33×10-3 cm2/s 였다. 1.0 M에서 0.5 M로 갈수록

0.3씩 규칙적으로 증가하였다. External mass transfer coefficient

(kf) 값도 용리가 늦는 용매일수록 감소했다. 즉, NaCl의 농도가 작

아질수록 증가했으며, 각각의 용매에서 1.31, 1.28, 1.25×10-3 cm2/s

였다. NaCl 농도가 작을수록 고정상의 외막을 침투하는 전달력이

감소하는 것으로 볼 수 있다. Intra particle diffusivity 결과를 Table

2에 나타냈다. Htotal에서 Hax와 Hf 빼서 Hd를 얻고, δd와 De를 역추

산하였다. De 값은 NaCl의 농도가 낮을수록 감소했고, 농도 및 유

량이 증가할 때에는 값이 커졌다. 유량이 증가하면 유체의 흐름이

빨라지기 때문에 De가 증가한 것으로 보인다. De의 최댓값은

1.0 M의 용리 완충용액에서 1.5 ml/min로 3 mg/ml를 분석할 때

7.90×10-3 cm2/s 였고, 반대로 최솟값은 0.5 M의 용리 완충용액에서

0.5 ml/min로 7 mg/ml를 분석할 때 2.64×10-3 cm2/s 였다.

Table 1. Results about axial dispersion and external mass transfer

coefficients of lysozyme

Superficial

Velocity [cm/s]

NaCl conc. in Elution Buffer

1.0 M 0.75 M 0.5 M

Dm×10
-3 [cm2/s] 1.72 1.76 1.80

DL×10
-3 [cm2/s]

0.093 1.23 1.26 1.29

0.185 1.25 1.28 1.31

0.278 1.28 1.30 1.33

kf×10
-2 [cm2/s] - 1.31 1.28 1.25

Table 2. Results about intra particle diffusivity of lysozyme 

Solute 

Concent-ration

Superficial

Velocity [cm/s]

NaCl Conc. in Elution Buffer

1.0 M 0.75 M 0.5 M

De×10
-8 

[cm2/s]

3 mg/ml

0.093 5.46 5.32 5.15

0.185 7.43 5.98 5.30

0.278 7.90 7.20 5.95

5 mg/ml

0.093 5.04 4.97 3.32

0.185 5.19 5.07 3.47

0.278 6.72 5.36 4.14

7 mg/ml

0.093 4.46 4.38 2.64

0.185 4.54 4.50 3.20

0.278 5.76 5.26 3.34

Table 3. Van Deemter coefficients; A, B and C

NaCl Conc. in Elution Buffer

1.0 M 0.75 M 0.5 M

A 2.70×10-4 2.70×10-4 2.70×10-4

B 1.30×10-3 1.33×10-3 1.36×10-3

C 0.260 0.280 0.390

Fig. 8. (A) Correlation between HETP and the flow rate upon chang-

ing the NaCl concentration in elution buffer, (B) Contribution of

each mass component to the H
total

 in 1.0 M elution buffer.
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위와 같은 정량적 결과를 정성적으로 표현하기 위해 계산한 van

Deemter coefficient A, B, C를 Table 3에 나타냈다. A는 2.70×10-4

이며, B는 NaCl의 농도가 높은 순서대로 1.30, 1.33, 1.36×10-3 이

었다. C값은 각각의 시료농도에서 유량에 대한 평균값을 구하고,

농도에 대한 평균값을 다시 계산하여 C로 사용했다. C는 1.0, 0.75,

0.5 M의 NaCl에서 각각 0.26, 0.28, 0.39였다. 각각의 용매에 대한

van Deemter plot을 Fig. 8A에 나타냈다. 용리가 가장 늦은 완충용

액의 H 값이 가장 컸다. 1.0 M NaCl 용리 완충용액에서의 실험결

과를 기반으로 각각의 전달현상이 Htotal에 주는 영향을 Fig. 8B에

나타냈다. Hax가 RP-HPLC일 때보다 더 넓은 범위의 유량에 영향을

미치고, 약 0.1 cm/s 이상부터는 Hd가 지배적이었다. Hf는 영향력이

미미했다.

5. 결 론

양이온교환 HPLC에서 라이소자임을 3가지 시료농도, 이동상 및

유량에 대한 27가지의 크로마토그램을 분석하여 각각의 MA를 비

교하였다. 

열역학적인 first moment는 용질의 농도에 상관없이 용매의 조성에

따라 변화했다. 용리 완충용액의 NaCl농도가 작을수록 first

moment값이 커졌다. x축을 L/u
0
, y축을 (μ

1
-t
0
)/[(1-εe)(1-εi)]으로 하

여 평형상수(K)를 구한 결과는 1.0 M, 0.75 M, 0.5 M NaCl 용리 완

충용액 순서대로 11.89, 12.8, 13.8이었다.

용리 완충용액의 NaCl 농도가 작아질수록 용질의 용리시간이 길

어졌지만, 점도는 내려갔다. 따라서 점도의 영향을 받는 molecular

diffusivity (Dm)값이 용리시간이 길어지는 방향으로 증가했다.

Axial dispersion coefficient (DL)는 Dm과 비례하기 때문에 같은 경

향을 보였다. External mass transfer coefficient (kf) 값은 NaCl의

양이 감소할수록 점도가 규칙적으로 작아짐에 따라 kf값이 작아졌

다. Intra-particle diffusivity (De)는 NaCl의 농도가 감소할수록 작

아졌다. 

Van Deemter coefficient를 계산하여 van Deemter plot을 통해

정성적 결과를 살펴본 결과, 용리가 빠른 용매의 곡선 경사가 완만

했다. 일정 지점까지 Hax와 Hd가 Htotal에 영향을 주다가 일정 유량을

넘어서면 Hd가 지배적이었고, Hf는 영향이 미미했다.
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Nomenclature

tR : Retention time

t
0
 : hold-up time

K : Partition or equilibrium coefficient

tP : Parking time

L : Column length [cm]

Dc : Diameter of a column [cm]

DL : Axial dispersion coefficient [cm2/s]

Dm : Molecular diffusivity [cm2/s]

Vb : Molar volume at the boiling point [cm3/mol]

M : Molecular weight [g/mol]

kf : External mass transfer coefficient [cm2/s]

ρp : Density of particles

De : Intra-particle diffusivity [cm2/s]

Greek letters

k : Capacity factor

εt : Total porosity of a column

εe : External porosity of a column

εi : Internal porosity of a column

μ
1
 : First moment [s]

μ
2
 : Second moment [s]

γ : Geometrical coefficient

α : Degree of aggregation

ηsv : Viscosity of the solvent [g/cm·s]
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