
Ⅰ. 서 론

크로마토그래피는 물질분석에 있어 가장 많이 사

용하는 분석방법이며, 식품에서도 성분분석에 많이

쓰이는 분석방법이다. 크로마토그래피는 어원 자체

로 색소분리를 의미하듯 색소 분리로부터 시작하여

현재의 많은 종류의 유기화합물분석에 쓰이고 있다.

크로마토그래피는 크게 가스, 액체크로마토그라피로

나누어지며 특히 식품분석에 있어서는 HPLC가 많

이 사용하고 있다. 식품에서는 당 분석, 비타민 등

의 영양성분 분석과 보존제, 산화제, 일부 잔류농약

등 위해 물질을 분석하고 있다. 이렇듯 많은 물질의

분석하는 HPLC의 기본적인 특징과 원리를 파악하

는 것이 HPLC가동 중 문제점 발생과 분석과정에서

의 발생하는 여러 가지 문제점을 해결할 수 있고 사

전에 이러한 문제를 예방할 수 있다.

Ⅱ.본 론

HPLC 기기 구성

- 이동상 저장통과 탈기장치(mobile phase re-

servoir and degasser)

- 펌프(pump)

- 주입기(injector)

- 칼람(column)

- 검출기(detector)

- 자료분석 시스템(data analysis system)

1. 이동상 저장통(mobile phase reser-

voir ) 및 탈기장치(degasser )

1.1 Frit 종류

이동상 저장통은 컬럼에서 분석물질을 분리하기

위해 공급되는 이동상을 보관하는 병 (reservoir)이

다. 그 구조는 그림1- 1과 같다. 그림에서 필터(frit )

가 있는데 사용목적에 따라 재질이 달라질 수 있는

데 stainless (sus), hastalloy C, PP (polypro-

pylene), glass나누어 진다.

① stainless (sus) : 가장 많이 쓰이고 porosity

가 3㎛이다.

② hastalloy C : 부식성이 높은 강산, 강알칼리

이동상에 사용하고 가격이 고가이다.

③ PP, ④glass : 최근에 사용하는 경우가 많아지

고 있다. 특히 ion chromatography에서는 부

식성이 있기 때문에 glass나 PP를 많이 쓰고

있다. 또한 bio분석시 금속과의 킬레이트를 형

성 할 수 있기 때문에 sus를 쓰지 않는다.

porosity가 10㎛로 크다.

1.2 탈기(degasser )

이동상내 gas는 필히 제거하여 pump에서 기포의

HPLC를이용한식품분석
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발생으로 인한 머무름시간(RT )의 변화를 없어야 한

다. 이동상내 가스를 제거하는 방법으로 초음파 탈

기, 진공탈기, helium gas purging, degasser등이 있

다.

① 진공탈기 : 이동상을 밀폐 후 여과(0.45㎛) 하

면서 진공으로 gas를 제거

② 초음파 탈기 : 이동상을 제조하고 여과를 한 후

에 초음파로 탈기하는 방법

③ helium gas purging : 이동상을 그림1처럼

helium으로 purging하는 방법으로 보통 10분

정도 실시한다. 장기간 하게 되면 이동상이 휘

발되는 경우가 발생하여 이동상의 조성이 달라

질 수 있고 특히 탄산염 완충액, 암모늄염 완충

액을 사용 시 pH가 변하게 되어 polar한 물질

일 경우 머무름시간이 달라져 재현성에 떨어지

게 된다. 여러 이동상을 혼합 해서 사용 시 필

요하며 그림1에서 보면 헬륨가스 vent에 필터

가 있는데 이동상의 사용이 많은 경우 helium

purging이 끝난 후 이동상이 소모됨에 따라

대기내 공기가 vent line을 통해 유입되어 이

동상을 오염시킬 수 있기 때문에 설치하여 오염

을 막아야 한다.

④ 탈기장치(degasser) : 이동상이 탈기장치를 통

과하면서 membrane에서 가스를 제거하는 장

치를 말하며 보통 장비 구입 시 option으로 구

입 할 수 있다.

1.3 이동상 제조 시 주의할 점

① 이동상 제조는 부피 대 부피(volume : volume)

로 혼합하여야 한다 예를 들면 물:메탄올 =

6:4일 때 물 600㎖,메탄올400㎖ 각각의 부피

를 맞춘 후 혼합하여야 한다. 이는 액체를 혼합

할 때 부피의 축소가 일어나기 때문이다.

② organic solvent와 물을 사용 시 비율을 5:5

로 사용하는 것은 되도록 이면 피하는 것이 좋

다. 왜냐하면 pump의 압력이 가장 높아지기

때문이다.

③ 이동상의 pH를 맞추는 경우가 있는데 이때는

buffer의 pH를 맞추어야 한다. 이는 buffer과

organic solvent혼합하여 pH를 측정하면 정확

하게 pH를 측정할 수 없기 때문 이다. pH를

측정 시 일반적인 경우는 pH meter를 사용해

서 제조한다.

④ 만약 분석물질의 pKa값이 이동상의 pH값과 비

슷한 경우는 조금의 이동상 pH변화에도 RT (머

무름시간)이 변화한다. 이때는 pH meter를 사

용하지 말고 표1- 1∼표1- 4에서 보듯 이 buffer

를 두 가지를 만들어 두 용액을 일정량 섞어 만

들어 요구하는 pH를 정확하게 맞추어야 한다.

예를 들어 인산염 buffer 제조는 일정량의 인산

염을 물에 녹인 후 인산을 써서 pH를 pH

meter로 맞추는데 정확한 pH를 맞추는 것이

쉽지 않다. 이 때에는 표 1- 1부터 표1- 4에서

보는 것과 같이 두 용액을 정확히 만들어 표와

같이 혼합하여 주면 pH meter를 사용하는 것

보다 정확하다. 표 1- 1부터 표 1- 4는 이동상의

pH가 분석물질에 민감하게 작용 할 때 pH에

따른 이동상을 제조하는 방법을 나타낸 것이다.

2. Pump

Pump는 HPLC에서 컬럼에 통과하기 위해 이동

상을 공급하는 장치로 일반적인 pump의 구조는 그그림 1. 이동상 저장통의 구조
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표 1- 1. 인산 완충용액 의 pH

pH 가 용액의 량(㎖) 나 용액의 량(㎖)

2.0 565 435

2.2 455 545

2.4 345 655

2.6 250 750

2.8 175 825

3.0 110 890

3.2 55 945

가)용액:0.1M 인산

나)용액:0.1M NaH2PO4 H2 O 13.6g→1ℓ

표 1- 3. Citrate 완충액의 pH

pH 가 용액의 량(㎖) 나 용액의 량(㎖)

3.0 930 70
3.2 870 126
3.4 810 190
3.6 750 260
3.8 700 300
4.0 660 340
4.2 610 370
4.4 560 440
4.6 510 490
4.8 460 540
5.0 410 590
5.2 360 640
5.4 320 680
5.6 270 726
5.8 230 764
6.0 190 810
6.2 140 856
6.4 60 940
6.6 40 960
6.8 30 970
7.0 15 985

가)용액; 0.1M Citric acid (21.0g→1ℓ)
나)용액: 0.1M Sodium citrate C6H5 ONa H2 O

(29.4g→1ℓ)

표 1- 2. 초산염 완충액의 pH

pH 가 용액의 량(㎖) 나 용액의 량(㎖)

3.6 926 74

3.8 880 120

4.0 820 180

4.2 736 264

4.4 610 390

4.6 510 490

4.8 400 600

5.0 296 704

5.4 210 790

5.6 176 824

가)용액 : 0.1M 초산(6.0g→1ℓ)
나)용액 : 0.1M 초산나트륨(8.2g→1ℓ)

0.1M 초산나트륨 3수화물(13.6g→1ℓ)

표 1- 4. 인산완충액의 pH

pH 가 용액의 량(㎖) 나 용액의 량(㎖)

5.6 948 52

5.8 920 80

6.0 877 123

6.2 815 185

6.4 735 265

6.6 685 315

6.8 510 490

7.0 390 610

7.2 280 720

7.4 190 810

7.6 130 870

7.8 85 915

8.0 33 947

가)용액; 0.1M NaH2PO4 H2 O 13.6g→1ℓ
나)용액: 0.1M Na2HPO4 7H2 O 26.8g→1ℓ

(Na2HPO4 12H2 O 35.9g→1ℓ)
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림2와 같이 pump head, 피스톤(piston:사파이어),

pump head와 축 사이를 sealing 하기 위한 sea-

ling재, transducer (압력전달장치), inlet check valve,

outlet check valve, purging system 등으로 구별된

다. pump는 이동상의 사용 수에 따라 single형,

binary형, quaternary형이 있다.

2.1 이동상의 사용 수에 따른 pump

① single형 : 하나의 pump로 하나의 이동상을

공급하며 주로 단일 성분이나 물질의 성질이 비

슷하여 한가지 이동상으로 분리 가능 할 때 사

용(isocratic)

② binary형 : 두 개의 pump로 두 개의 이동상

을 공급하며 분석 중 이동상 조성을 바꿀 수 있

는 gradient를 사용할 수 있어 다성분 분석을

할 수 있다.

③ quaternary형 : pump하나로 4개의 동시에

공급하는 방식으로 binary와 같이 gradient로

사용할 수 있고 4개의 이동상을 동시에 쓸 수

있어 이동상의 제조가 편리 하다.

2.2 유량에 따른 분류

Pump는 유량에 따라 prep type, analytical

type, μ- LC type, nano- LC type이 있다.

① prep type : preparation용으로 다 용량의

sample을 정제 할 때 사용하는 것으로 보통 유

량이 10㎖/ min이상을 사용하며 공업용으로도 사

용한다.

② analytical type : 유량이 0.5㎖- 2㎖/ min을

사용하는 것으로 분석에서 가장 많이 사용하고

있다.

③ μ- LC type, ④ nano- LC type : capiliary

컬럼을 사용 할 때 사용하는 pump로 유량은

200nl- 30㎕/ min이고 주로 MS에 연결하여 쓴

다. 현재 proteomics에서 활발하게 쓰여지고

있다.

pump의 유량이 작아지면 컬럼의 내경을 줄일 수

있는데 컬럼의 내경이 작아질수록 감도의 향상과 적

은 량 sample의 분석이 가능하며 또한 MS사용 시

적은 이동상이 공급됨으로 감도의 향상을 가져 올 수

있다. 최근에 analytical용도 binary pump는 semi

혹은 narrow bore까지 사용 할 수 있게 0.2㎖/min

까지 사용 할 수 게 있게 공급되며 보통 quate-

rnary pump는 0.4-0.5㎖/min까지 가능하나 semi

(0.2㎖/min)까지쓸수있는방향으로공급되고있다.

3. 주입기(Injector 또는 autosampler )

분석물질을 컬럼에 공급하기 위한 것으로 주로

그림 2. Pump의 구조
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switching System을 쓰고 있으며 HPLC 의 가장 특

징적인 것으로 많은 자동화 장치를 설치 할 수 있으

며 컬럼 switching, 전처리 system등을 설치 할 수

있다. sample의 주입방법은

① Sample loading 단계 : sample을 port의 loop(주

입시료의 임시보관장소)에 loading 시킨 후(그림

3a)

② Sample injection 단계 : port에서 valve에

의해 on/ off되면서 이동상이 loop안에 흘러 칼

람에 공급된다(그림 3b)

injector는 sample을 loading하기 위한 공간이

필요하게 되는데 이를 loop라하며 loop의 크기에

따라 sample의 최대 injection 량이 결정된다.

그림 3은 injector의 sample 주입되는 단계를 나

타낸 것이고 그림 4는 칼럼 switching system을

나타낸 것으로 두 대의 pump와 injection port의

switching을 이용하여 sample의 전처리와 동시에

농축을 하여 미량의 분석물질을 분석하려는 system

을 나타낸 것이며 첫 번째 칼럼은 전처리 칼럼

(SCX)으로 여기서 사용한 것은 이온교환 칼럼이며

두 번째 칼럼(RP trap column C1 8 )은 농축 칼럼

이며 우측에 있는 칼럼은 분석 칼럼이다. 이러한 방

법은 전처리시간의 단축으로 인한 시간절약과 자동

화로 인한 data의 정확성을 가지게 되고 sample량

이 적을 때, 감도가 낮은 물질의 분석 시 사용될 수

있으며그림 4는 2-D (2-dimensional) LC system이

라 하며 보통 첫 단계에서 전처리를 하고 두 번째그림 3. Silica gel의 pone 생성과정

pump1 pump2

그림 4. proteomics에서 switching valve 2개를이용한시료의전처리및

농축하기위한 column switching system
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단계에서 농축을 하고 세 번째 단계에서 분석을 한

다. 여러 대의 pump를 사용한 muticolumn swi-

tching을 사용 시 multidimensional LC라 한다. 그

외에 SPE(solid phase extraction)전처리 sys- tem,

method development을 위한 system등 많은 system

이 부착 할 수 있다.

Autosampler는 injector를 자동화 한 것으로 위

에서 설명한 여러 system과 간단하게는 dilution

과 유도체화 반응을 자동화한 system, autosam-

per의 온도 조절장치등 다양하게 설치될 수 있다.

4. 칼럼(Column)

크로마토그래피에서 칼럼은 가장 핵심적인 부분으

로 분석물질을 분리하여 주는 것으로 하나의 커다란

학문의 한 부분을 차지한다. 이처럼 넓은 분야를 설

명을 하기는 매우 어려 우나 기초적인 몇 가지와 최

근의 analytical 칼럼 추세에 대해서만 언급하고자

한다.

4.1 칼럼의 분류

1) 크기별 분류

칼럼을 크기별로 분류하면 표 2와 같다.

앞에서 설명 한 것 과 같이 최근에 pump는 sem-

ianalytical은 analytical와 겸용으로 사용 할 수 있는

데 이때에는 tube, detector cell을 교체하여야 한다.

analytical 칼럼(내경4.6- 3.0㎜)을 쓰다가

semianalytical(2.0- 1.0㎜)로 교체하여 할 때 이러한

것들을 교체하지 않으면 peak가 퍼지는 현상이 나타

나며 injection량도 조절하여야 한다. 이러한 공용

pump를 쓰는 장점은 칼람 내경이 작아질수록 이동

상의 절약과 감도의 향상을 가져온다. 칼람내에서

물질전달은 유량에 의한 것이 아니고 선속도에 의하

므로 유량은 아래의 식과 같이 변한다.

유량 = (기존 칼람의 유량)×(사용할 칼람 내경)2

/ (기존칼람의 내경)2

그러나 4.6㎜칼람과 3.0㎜칼람에서의 감도변화는

거의 없으며 이동상의 사용량을 50% 줄일 수 있다.

그러나 2㎜을 사용하면 감도는 2배정도 향상을 가

져오며 이동상은 75%정도의 절감을 가져 올 수 있다.

2) 재질별 분류

칼람의 재질별 분류하면 표 3과 같으며 일반 분석

에서는 stainless 칼람을 많이 사용하나 PEEK 칼

람도 최근에는 많이 사용하고 있으나 사용 칼람의

압력이 높을 때는 사용 할 수 없다. 그 외 Pt 칼람

을 사용하여 peak의 분리도를 높이는 경우도 있다.

표 2. 칼럼 크기별 분류

크 기(type) 애 경 길 이 유 량 비 고

analytical 3㎜- 4.6㎜ 3- 25㎝ 0.5- 2㎖/ min 일반 분석

preparative 2㎝ 이상 10㎝ 10㎖/ min이상 전처리용

semianalytical 1- 2㎜ 15㎝,25㎝ 0.05- 0.25㎖/ min 일반분석1 ) 및 mass

μ- LC 0.2- 0.5㎜ 50- 250㎜ 1- 25㎕/ min
고 감도분석 mass
및 proteomics

nano- LC 75㎛ 10- 100㎜ 200 nℓ/ min mass 및 proteomics

*칼럼의 크기가 작아 질수록 injection량이 작아지고 감도는 커진다. 또한 mass분석시 소량의 이동상 공급됨으로 이동상

제거가 쉬워지며 감도가 증가하게 된다. 소량의 sample 분석이 가능하게 된다.
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3) 분석목적에 따른 칼람 분류

칼람을 분석목적으로 분류하면 많은 분류를 할 수

있지만 크게 표4와 같다.

일반 분석용 칼람은 크게 역상(reverse phase :

RP)과 순상칼람(nomal phase)로 나누어지는데

역상은 충진물이 hydropobic(소수성)이며 이동상은

친수성(hydrophlic)을 사용하여 분리하는 칼럼을

말하고 순상칼람은 역상과 정반대로 충진물이 친수

성(hydrophlic), 이동상이 hydropobic(소수성)을

사용하여 분리하는 칼람을 말한다. 후에 역상과 순

상칼람에 대해서 다시 분류하였다. 식품에서 쓰는

칼람은 역상 컬럼이다.

이온 크로마토그라피 칼람((IC)는 ion 결합력의

세기로 이온성 물질을 분리하는 칼람으로 양이온

(cation : SCX)칼람과 음이온(anion : SAX)칼람

으로 나누어진다. 그러나 최근에는 이온성 물질인

유기산도 칼람 기술의 발달로 일반칼람으로 분리한다.

GFC 칼람은 크기배제칼람(size exclusion co-

lumn)이라 하며 충진물의 pore size을 이용하여

분자량이 큰 물질부터 분리하는 칼람으로 고분자 물

질분석에 사용한다.

Chiral 칼람은 분석물질에 매우 다양하게 제조되

며 주로 이성체들을 분리하는데 사용한다.

Biological 칼람은 최근에 proteomics에서 많이

사용하는 칼람으로 충진물 pore size와 충진물의

functional기에 의해 분리하는 칼람을 말한다.

4) 칼람 충진물의 고정상(stationary phase)에 따

른 분류

칼람 충진물의 고정상(stationay phase)에 따라

크게 두 가지로 분류 할 수 있다.(표 5)

표 3. 재질별 분류

재 질 사 용 용 도

stainless 보편적인 가장 많이 쓰임. 내구성이 강하나 산에 약함 특히 HCl

PEEK poly ether ether ketone으로 부식성이 없어 강산성, 강알칼리성에 쓰임. Ion Chroma-
tography에 쓰이고 생체물질 분석시 주로 쓰임. 사용압력 5000psi 이하

glass 생체분석시 사용하나 내구성이 매우 약하다. (100psi)

표 4. 분석목적별 분류

분 류 분 석 목 적

일반 칼람
reverse, nomal phase 칼람을 사용하여 유기화합물 분석
(식품에서는 보존료,비타민등의 분석으로 reverse phase를 쓴다.)

이온교환 칼람 Ion성 물질을 분석하는 칼람(당분석, 유기산등분석)

GFC 칼람

(gel filteration column)
분자량이 큰 물질을 분석할 때 쓰이는 칼람
(size exclusion coloumn : SEC라고도 함)

Chiral 칼람 키랄 물질을 분석할 때 쓰이는 칼람

Biological 칼람 biochromatogaphy에서 protain, peptide 및 biomolecules분석
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칼람충진물 고정상으로 silica을 많이 쓰는 이유는

다공성이 매우 뛰어나 물질전달이 잘 이루어 질 수

있기 때문이나 이동상의 pH 사용범위가 보통 3- 8정

도이고 또한 미반응 silanol기가 있어 염기성 물질

분석시 tailing이 일어나기도 한다. 현재에는 pH 범

위가 1- 13까지 사용하는 칼람도 나오고 있다.

polymer형은 pH의 범위 자유롭기 때문에 이동상의

pH가 강한 이온교환 칼람에서 가장 많이 사용하고

기타 많은 분야에서도 분석에 이용되고 있다. 그 외

에 graphite carbon 칼람, Alumina 칼람, zirconium

칼람 등 많은 칼람이 있다.

5) Guard 칼람 또는 guard cartridge

칼람을 보호하기 위해 칼람 앞에 guard 칼람 또

는 guard cartridge을 사용한다.

① guard 칼람 : 길이가 짧은 칼람으로 본 칼람

과 충진물이 같으며 칼람의 보호와 분리의 향상을

목적으로 사용한다.

② guard cartridge : kit형태나, 본 칼람 안에

cartridge형태로 설치하여 칼람의 보호하는데 ca-

tridge 충진물 칼람재질과 같은 충진물로 채워진다.

※ 그러나 칼람 내경이 작아지면 dead volume에

의한 peak의 퍼짐현상이 심하여 지는데 이러한 현

상을 방지하기 위해 칼람 내부 입구에 설치하거나

fitting으로 나오는 guard cartridge도 있다.

4.2 Silica base 고정상(stationary phase)

칼람

일반 유기화합물 분석에서 고정상으로 가장 많이

쓰이는 칼람이다.

1) Silica base 고정상(stationary phase) 칼람의

특징

① 다공성이 좋다.

silica는 그림2에서 보듯이 silica sol상태에서

물로 세척하여 황산나트륨이 silica sol을 빠져

나오면서 다공성을 갖게되어 silica는 표면적

이 매우 넓어서(fig.3) 분석물질과의 mass

transfer가 잘 일어날 수 있기 때문이다.

② silica표면에 functional기를 붙이기 쉽다.

이러한 표면에 분석물질을 분리시킬 수 있는

특수한기(functional group) 붙일 수만있다면

매우 훌륭한 칼람 충진물이 될 수 있는데

silica는 무기고분자인 polysiloxane으로서 func-

tional기를 붙이기 쉽다.

③ 내구성이 매우 강하여 칼람내 고압을 견딜 수

있다.

⇒ 이러한 이유 때문에 silica base의 칼람을 많이

쓰게 되었다.

그림 6은 silica의 표면 구조로 3가지 형태의

silanol기인 free silanol, geminal silanol, vicinal

silanol존재하게 되며 free silanol은 산성을 나타

내고 나머지는 중성을 나타낸다. 이러한 silanol에

functional기를 붙이게 되는데 처음에는 silica chlo-

ride를 사용하여 C18을 결합시켰으나 후에 silicon-

oxygen- carbon결합을 사용하게 되었으며 chloro-

silane을 사용하여 여러 functional기를 붙이기 되

었으며 이렇게 만들어진 고정상(stationary phase)

표 5. 칼람 충진물에 따른 분류

분 류 사 용 용 도

silica base
이온교환 칼람을 제외한 칼람에 사용하며 다공성 silica에 functional group나

pore size을 조절하여 사용. 이동상의 pH가 제한적이나 최근 에는 기술개발로 pH범
위를 넗여가고 있다.

polymer base
polystylene과 divinylbenzene을 cross link시켜 만들거나 그 외 다른 polymer
를 결합시켜 만들기도 한다. 이온교환칼람과 일반칼람에서 사용하고 있으며 이동상의
pH을 자유롭게 사용할 수 있다.
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을 organosilane stationary phase라하며 그림4는

dimethyloctylsily- chlorosilane로 만든 고정상 모습이

며 이러한 모양 때문에 brush phase라 한다. 이러한

반응은 고온에서 실시되며 fluidized bed(유동화 상)

를 이용하여 제조한다. functional기를 붙이는 방법은

크게 monofunctional와 trifunc- tional로 나누어지며

각각의 그림은 그림 7,8에 나타나 있고 주로

trifunctional로 제조한 것을 많이 쓴다. Trifunctional

을 polymer형이라 불리며 고정상이 polymer base로

사용한 칼람과 혼동 줄 수 있으므로 정확히 구별하

여야 한다. 이러한 방법으로 여러 종류의 칼람 즉

C1 8 , C8 , C6 , CN, NH2 등이 제조된다. 그러나 실제적

으로 모든 silanol기가 모두 반응이 되지 않는다. 왜

냐하면 C18같이 긴사슬이 붙게되며 입체적장애가 일

어나 반응에 참가하지 못하는 silanol기가 생기게 되

며 이러한 silanol기의 pH가 산성을 나타내기 때문

에 염기성 물질에 의한 peak tailing이 일어나게 된

다. 칼람제조에서 이러한 영향을 미치는 silanol기 중

free silanol가 문제가 되며, 이러한 silanol기의 처리

가 가장 문제가 되고 이러한 silanol이 높은 pH에서

의 이동상 사용을 못하게 된다. 보통 silica base의

칼람은 pH범위가 3- 8정도이며 pH가 8이상이 되면

silica sol이 형성되기 시작하여 고정상이 파괴되기

시작한다. 따라서 silanol기를 적게 하면 이동상의

pH범위가 높아져 이동상을 다양하게 사용할 수 있

어 method development을 용이하며 peak tailing이

사라지게된다. 칼람에서 free silanol을 제거하는 방

법으로 endcapping방법을 사용하는데, 미반응 silanol

을 칼람 functional기 대신에 분자량이 작은 탄화수

소 등으로 결합시켜 silanol기를 없애주는 방법이며

이렇다 해도 완전히 없애지는 못한다. Endcapping이

잘되어 있으면 peak의 tailing이 작아지게 되고 peak

폭(width)이 작아져 분리도와 감도의향상을 가져오

게 된다. 또한 일부 분석에서 buffer를 사용하지 않

그림 5. 실리 카겔에 C8을 bonding하여 생긴 솔모양의 표면

그림 6. Sililca gel표면의 화학적 구조

C8이 유도화체화된 실리카 표면
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고 분석이 가능하여 분석이 끝난 후 칼람의 세척이

필요 없고 칼람의 수명을 연장시킬 수 있다.

Endcapping은 그림 7에서 보는 것과 같이 silane기를

붙이는 방법을 사용하며, double, triple endcapping을

사용하기도 하며, 제조회사의 고유한 방법으로

endcapping하기도 한다. 이와 같이 free silanol를 제

거하게 되면 이동상의 pH범위를 높여 사용할 수 있

다. Silica base 칼람은 pH가 3이하에서 사용하지 못

하는데, 이는 functional기가 hydrosis에 의해 끊어지

게 되는데, 이를 방지하기 위해 protect을 하여야 한

다. Protect되지 않은 칼람은 보통

Si- O- Si(CH3 )2 - (CH2 )17CH3로 되어 있는데 이 경우

그림 8에서 보듯이 산에 의한 hydrosis가 일어나

functional기가 떨어져 나가게 되는데, 이를 막기 위

그림 8. Protect된 실리카 표면

그림 7. Endcapping된 실리카 표면
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해 isobutyl 등을 Si에 붙여주면 입체효과 때문에

hydrosis에 의한 functional기가 떨어져 나가지 않게

된다. Functional기가 작을수록 심하게 hydrosis가

잘 일어나며 즉 C2〉C4〉C6〉C8〉C18 순으로 일어나

며, C1 8에서는 endcapping을 잘 하면 protect효과도

동시에 얻을 수 있다. 이렇게 제조된 칼람은 이동상

이 낮은 pH범위에서도 사용이 가능하게 된다. Silica

base칼람에서 이렇듯 pH범위를 넓혀 가는 이유는

좀더 hydrophilic한 물질(polar한 물질)의 분석 즉 분

석물질의 pKa값이 낮거나 높을 때 이동상의 pH 사

용범위가 넓지 않으면 분리에 어려움을 주거나 전처

리가 복잡해지기 때문이다.

칼람의 제조는 제조회사마다 고유한 제조기술이

있어 회사마다 차이가 발생되고 같은 회사라도 batch식

으로 칼람을 제조함으로 batch마다 차이가 발생하

게된다. 또한 칼람의 제조시 silanol기를 줄이는 방

향으로 가고 있지만 어떤 분석의 경우 silanol기가

적으면 분리가 않되는 경우가 드물게 발생되는데,

100%만족할 만한 분석 칼람은 없고 사용하는 칼람

의 특징을 파악하여 실험실에 맞게 사용하는 것이

좋다. 똑같은 물질을 분석하더라도 칼람에 따라 이

동상이 달라진다. 예를 들어 똑같은 C18 칼람을

endcapping한 칼람(ⓐ), endcapping 하지않은 칼

람(ⓑ)을 비교하여 볼 때 ⓐ칼람은 분리도 좋고 염

기성 물질 peak tailng도 발생하지 않지만 ⓑ칼람

은 분리도가 떨어지고 염기성물질에서 peak tailing

도 발생한다. benzoic acid분석할 때 똑같이 물과

아세토니트릴만 가지고 분석 시 ⓐ칼람은 심한 broa-

den현상이 발생, ⓑ칼람은 이러한 현상 없이 잘 나

온다. 그러나 산성의 조건에서 분리하면 ⓐ칼람이

분리도 좋다. 비타민C의 분석도 칼람제조 방법에

이와 유사한 현상이 나타난다. 그러나 여러 성분의

동시에 분석 할 때는 ⓐ칼람을 사용하는 것이 분리

하는데 편리할 것이다. 이렇듯 같은 물질분석이라도

이동상이 달라지게 되며 100%만족하는 칼람은 없

으며 분석목적에 따라 선택을 하여야 한다.

칼람제조에서 다음으로 중요한 것은 칼람 충진물

의 크기와 모양이다. 일반적으로 칼람충진물의 크기

는 크게 10㎛, 5㎛, 3㎛로 나눈다. 가장 많이 사용하

는 크기는 5㎛이다. 그 이유는 칼람효율, back-

pressure, 칼람의 수명측면에서 가장 좋기 때문이며

보다 빠른 분석을 위해서 3㎛도 많이 쓰게 된다. 칼

람의 backpressure는 충진물의 크기가 작아지면 커

지게 되며 HPLC 가동 중 칼람압력이 2000psi라면

pump에서의 backpressure는 4000psi를 받게 된다.

따라서 HPLC 사용시 pump의 최대압력의 1/ 2

내에서 사용하여야 한다. 10㎛는 preparation용에

서 많이 사용한다. 충진물의 모양은 구형일수록 좋

으며 불규칙할 때는 사용할수록 backpressure가

높아지게 된다. 또한 구형에 가까울수록 분리도가 좋

아지게 된다. 불규칙적이고 크기가 커지면 prepa-

tion용이나 전처리 할 때 cleanup(정제)용 칼람 충

진물 또는 SPE(solid phase extration)으로 쓰게

된다. 그림 3에서 보듯이 실리카는 pore을 갖게 되

는데 10nm내외이나 고분자나 bio분석시는 pore

크기가 달라진다. 또한 pore의 크기가 크게되면 pre-

paration, SPE(60Å,40㎛) 용도로 쓰이게 된다.

그림 9는 silica를 support로 한 칼람의 종류를

나타낸 것으로 C2 , C4 , C6 , C8 , C18 , phenyl칼람

은 reverse 칼람이고 cyanopropyl, aminopropyl

그 외 silica칼람은 normal 칼람이며 그 외는 ion

exchange 칼람이다. Cyanopropyl, aminopropyl

은 reverse, normal 모두 쓸 수 있는 칼람이다.

그 외에도 특수목적으로 쓰이는 칼람들이 있으며, 새

로운 목적에 의한 칼람이 개발되고 있으며, 이는 pro-

teomics의 발달로 거기에 상응하는 칼람의 개발이

이루어지기 때문이다.

4.3 일반분석용 칼람 최근경향

앞에서도 언급한 것처럼 C1 8혹은 C8과 같은 칼람

에 ion성 유기화합물 분석도 같이 할 수 있는 칼람

이 개발되어 판매되고 있다. C18같은 칼람은 100%

buffer나 90% 이상을 쓸 수 없는데, 그 이유는 RT (머

무름시간)가 점점 빨라지게 된다. 이러한 현상을

dewetting phenmenon이라 불리며 그림 10.a에서 보듯
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이 functional기 chain이 유기용매 상에서는 펴져 있

는데 그림 10.b 100% buffer에서는 점차 chain이 누워

있게 됨으로 RT가 점차 빨라지게 된다. 또한 그림

11.a에서 보듯이 유기용매가 흐를 때는 실리카 pore

안까지 이동상이 채워지지만 그림 11.b에서 보듯이

100% buffer 사용 시 pore내에는 hy- drophobic함으

로 hydrophilic한 이동상을 pore로부터 밀어내게 되

어 RT가 빨라지게 된다. 이러한 현상을 막기 위해

서는 생각해 볼 수 있는 방법으로는 첫번째 실리카

표면을 화학적 성질을 상대적으로 hydrophilic 하게

하여야 되는데, C18을 사용치 않고 C4 , C2사용하여 C1 8

보다 상대적으로 hydrophobic을 낮추는 방법 즉

carbon chain을 짧게 하면서 endcapping을 하지 않

는 칼람을 사용하게 되는데 이 경우는 carbon chain

이짧아져 RT가 빨라지고 재현성을 갖지 못하게 되

는 단점이 있다. 두 번째로 생각할 수 있는 방법은

그림 9. Silica support 칼럼

SiO2
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실리카의 pore을 크게 하여 그림 11에서 발생할 수

있는 현상을 없애는 방법이 있게 되는데 이 경우는

단면적이 작아져 RT가 빨라지게 되는 단점이 있다.

세 번째로 생각 할 수 있는 방법은 실리카 표면을

hydrophilic 하게 만드는 방법일 것이다. 이 경우 두

가지로 생각해 볼 수 있는데 하나는 endcapping을

polar하게 하는 방법이고 다른 방법은 C18을 bonding

할 때 polar한 기와 함께 bonding하여 좀더

hydrophilic하게 하는 방법을 생각할 수 있는데

hydrophilic endcapping 칼람이라 하며 후자를

polar - embed ded 칼람이라 한다. 이러한 칼람들의

polar기들은 주로 ether와 amide을 사용하지만 다른

polar한기를 사용하기도하며 그러한 polar한 기를 공

개하지 않은 회사도 있다. 이러한 칼람에서 Si에

carbon chain- polar group붙이는 방법과 Si에 polar

group- carbon chain을 붙이는등 회사마다차이가있으

며 (그림 12) 이러한 칼람의 개발은 식품의 유기산

분석에 적용이 가능하며 보존료의 분석시 propionic

acid 분석도 C18칼람으로 가능하게 되었다. 이동상을

100% bu- ffer를 사용 가능한 칼람 중에 C3 0이 있는

데, 이 칼람은 핵산의 분석에 사용되는 특수 칼람이

다. C3 0 칼람은 hydrophobicity가 높아져 오히려 RT

가 길어지게 되는데 이는 melting temperature가 C18

은 29- 30℃이며, C3 0일 때는 68- 69℃로 높아지게 되

어 그림 10에서 일어나는 현상이 일어나지 않는다.

이는 C3 0이 melting 온도가 높아져 고체상태로 존재

하기 때문에 칼람이 dewetting이 일어나지 않기 때

문이다. 이와 같이 carbon 수가 증가하게 되면 polar

a. 분석물질이 retained된 상태 b. 분석물질이 약간 retained된 상태

organic solvent가 함유된 이동상 이동상 100% buffer

그림 11. 실리카 pore에서 wetting과 dewetting되는 현상

a. 이동상 물과 에탄올 b . 이동상 100%물

그림 10. 이동상에 따른 carbon chain이 모습

C 1 8 , C 8 C A R B O N G R O U P

C 1 8 , C 8 C A R B O N G R O U P

SiO2
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한 물질도 분석이 가능하다. 단지 polar칼람보다 머

무름시간이 길어지는 단점도 있다.

5. 검출기(Detector )

HPLC에서 검출기는 크게 UV(자외선 및 가시광

선), FL(형광분석기), RI(굴절율), ECD(전기화학),

ELSD (Evaporative Laser scratter Detector),

MSD(질량분석계) 등이 있다.

5.1 UV (UltraViolet )검출기

UV검출기는 UV 분광광도계를 생각하면 된다.

분광광도계로 분석 시 두 개의 lamp를 사용하여

UV 파장의 분석과 visible파장을 분석하게 되는데,

HPLC에서도 두 개의 lamp D2 , Tungsten lamp

를 사용하여 칼람에서 분리한 물질을 검출한다. UV

검출기는 가장 많이 사용하는 검출기로서 보통

200nm- 800nm에서 UV absorbance를 갖는 물질

분석에서 사용되며 분석파장 한 두 가지로만 분석하

는 경우와 전파장을 scanning 하면서 분석하는 경우

가 있다. 후자를 DAD (Diode Array Detector ) 혹은

PDA(Photo Diode Array)라 하는데, 각 회사에서 부

르는 명칭이 조금씩 다르다. 전 파장을 scanning할

때도 두 가지 경우가 있는데, DAD 혹은 PDA방식은

한번에 전파장을 보는 방법이고 다른 방법은 일정시

간에 거쳐 파장을 scanning하는 방법이다. Scanning

을 할 수 있으면 좋은 점은 같은 시간에 분석물질이

나오더라도 그 시간대에서 UV를 scanning한

spectrum을 얻을 수 있어 표준품과의 spectrum을

비교 할 수 있어 1차 검증을 할 수 있다. 또한 분석

물질에 대한 정보가 부족할 때 측정파장을 빨리 구

할 수 있다. 그러나 UV spectrum은 물질마다 고유

한 spectrum이 있는 것이 아니고 똑같은 spectrum

을 가지는 물질이 많으므로 UV spectrum만으로 물

질을 확인하기에는 어려움이 있다. 보존료의 경우

paraben류의 spectrum은 모두 같다. 그러나 1차 검

증 목적으로 만 확인하여도 많은 효과를 얻을 수 있

다. Paraben류의 spectrum이 같지만 paraben류를 분

리 후 spectrum을 확인하여 볼 수 있기 때문이며 실

제로 이러한 방법을 써서 고가의 MS을 사용하지 않

고 1차 검증으로도 상당한 효과를 얻을 수 있다. 그

러나 저 농도일 때는 spectrum 확인이 어럽다. 기타

여러 목적으로 제조되는 검출기들이 있으며, 분석파

장을 분석중간에 바꿀 수도 있는 경우도 있는데 이

그림 12. C18 , C8에 polar group을 갖게한 여러 형태의 컬럼
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는 앞에서 말한 것과 같이 일정기간에 전파장을

scanning하는 검출기에서 사용하는 system이고 동

시에 전파장을 scan- ning하는 검출기에서는 동시

에 여러파장을 보는 system이다. 검출기를 upgrade

할 때 이러한 점을 감안하면 upgrade시 비용부담이

적게 들 수 있다. D2 lamp는 자연소모가 됨으로 쓰

지 않는다고 해서 소모가 되지 않는다고 생각하면 안

된다. 반대로 Tun- gsten lamp는 자연소모가 되지

않는다.

5.2 FL(Fluorescence)검출기

형광검출기는 물질의 excitation시켜 emission보

는 방식으로 형광물질의 분석에 쓰이는 검출기로서

감도 면에서 UV검출기보다 뛰어나며 방해물질의 영

향을 UV검출기보다 적게 받는다. 따라서 형광 분석

시 시료의 전처리도 쉬워 질 수 있다. 형광분석기는

크게 두 가지로 사용하는데 첫번째는 유도체화를 시

켜서 형광성을 갖게 하는 방법을 많이 쓰게 된다.

이러한 방법은 UV파장이 분석물질 마다 틀리지만

화학적으로 공통된 특징이 있어 이러한 특성을 형광

성을 갖게 유도체화하여 분석할 때 사용하며 아미노

산의 분석, 카바메이트계 잔류농약 분석 등이 있다.

두 번째는 형광성 물질을 분석하는 방법이 있다. 형

광분석 시 생각을 할 점은 모든 형광 물질이 그런

것 아니지만 꼭 형광분석기로 분석하는 것이 아니

다. 형광물질도 UV에서 absorbance를 갖는 것이

많다. 또한 유도체화 목적이 그 물질의 화학적특성

을 이용하여 그러한 물질을 동시에 많이 분석하는데

있다. 만약 sample matrix가 단순할 때 그리고 동

시에 많은 물질을 분석하지 않을 때 예를 들면 카바

메이트 농약 중 일부물질은 UV에서 감도가 좋은 경

우가 있는데 carbaryl, carbofuran 등은 UV검출

기로 분석이 가능하며 실제로 UV검출기에서 감도가

더욱 좋다. 이 경우 유도체화 system이 필요하지

않는 잇점까지 있다. 발암물질인 benzo(a)pyrene경우

는 대표적인 형광물질이지만 UV영역에서 분석이 가

능하다. 실제로 UV파장 296nm에서 분석이 가능하

며 어떤 회사의 검출기는 10ppb까지도 검출이 가능

하다. 이렇듯 검출기의 발달로 검출기의 성능이 좋

아지고 있어 실험목적을 정확히 이해하고 sample의

matrix와 검출농도를 파악하면 매우 효과적으로 분

석을 할 수 있다. 형광물질을 UV에서 분석하고자

하면 분석물질의 표준품을 UV spec- trometry로

scanning하여 파장을 선택하는 것이 좋고 UV

spectrometer가 없으면 형광 분석파장 중 excitation

파장을 선택하든지 그 근처 파장을 선택하여 분석하

여 최대 absorbance 파장을 선택하는 것도 좋은 방

법이 될 것이다.

5.3 RI(Reflex index )검출기

RI검출기는 만능 검출기라 생각하면 되는데 구조

는 reference cell과 measuring cell이 있어 두

cell의 굴절율 차이로 물질을 분석하는 검출기이며

식품에서는 당 분석에 가장 많이 사용한다. 굴절율

의 차이로 분석하기 때문에 거의 칼람에서 분리되면

분석이 가능하지만 감도가 매우 낮아 미량 분석이

힘들고 gradient을 쓸 수 없기 때문에 다성분 분석

이 어렵고 분석시간이 길어지는 단점과 안정화 시간

이 길어지는 단점이 있으나 최근에는 안정화되는 시

간이 줄어들고 있다.

5.4 ELSD(Evaporative Laser Scratter
Detector )

이 검출기는 표준품이 분말, b.p가 높아 휘발성이

거의 없는 경우에 사용하는 검출기로서 세단계로 나

누어지는데 처음에 칼람에서 나온 물질과 이동상을

nebulizer에서 nebulization하여 작은 물방울로

만들고 두 번째 단계에서 이동상을 증발시키고 세

번째 단계에서 증발되지 않는 물질을 laser로 검출

하는 방식이다. 가장 효용성 있게 사용할 수 있는

분야는 RI에서 분석하여야 하는 경우 감도가 떨어

져 저농도의 분석을 할 수 없거나 gradient을 사용

하고자 할 때 사용하며 식품에서는 당 분석에 적용

시킬 수 있다. 그러나 정량성이 좀 떨어지고 nebu-

lizer에 공급되는 가스(질소, 헬륨)의 소모량이 많아

대형 가스 bombe나 generator가 부수적으로 필요하
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며 이동상을 buffer를 사용하지 못하는 단점이 있다.

실제로 당 분석 시 30 ppm까지도 분석이 가능하며

그 이하의 농도에서도 검출이 가능하다. 이 검출기

는 LC/ MS의 interface에 laser 검출기를 붙인 것으

로 생각하면 이해가 쉽다.

5.5 ECD(Eletrochemical Detector )

감도면에서 형광보다 뛰어나며 ion성을 가지는 물

질분석에 사용된다. 검출기는 크게 conductivity검

출기와 amperometry검출기로 나누어지며, condu-

ctivity검출기는 주로 무기 이온성 물질(양이온, 음

이온), 저급 유기산, alkyl sulfonate분석 등에 사

용하고 amperometry검출기는 유기 이온성 물질 당

분석, 저급알콜 분석에 사용한다.

5.6 MSD(Mass spectrum Detector )

최근에 가장 많이 각광을 받는 검출기로 처음에는

물질의 확인시험에 주로 사용되었으나 현재는 분석

용으로도 많이 사용한다. 분석물질을 에너지를 가하

여 깨질 때 각각의 fragment ion의 pattern을 가

지고 분석하는 검출기로서 분자량 측정 및 분석물질

의 확인시험에 많이 사용하며 미지의 물질의 분석에

사용된다. 검출기는 보통 interface(시료도입), ion-

ization, mass filering, analyser, ion detection 으

로 되어있다. Interface는 nebulizer가 있어 이동

상과 시료를 droplet으로 만들어 주고 ionization

는 EI방식과 API 방식있는데 주로 API방식을 많이

쓰며 API 방식도 APCI와 ESI 방식이 있는데, 최

근에는 이러한 두 가지 방식을 동시에 사용이 가능

한 방식이 나오고 있으며 그 외에 많은 종류의 검출

기가 있다. LC/ MS의 가징 특징적인 것은 분자량

확인이 가능하고 fragment ion이 적고 library가

없은 것이 특징이다. 근래에는 MSD를 분석업무에

직접 사용하여 확인시험을 동시에 하고 있다. MSD

는 처음에는 가스크로마토그라피에서 주로 사용하였

는데 현재는 최근에는 LC에서 더 많이 활용하고 있

는데 이는 이동상의 제거가 문제가 되었으나 점차

LC의 발달 즉 μ- LC, nano- LC의 개발에 있었으며

이러한 LC의 발달과 컴퓨터와의 결합으로 더욱더

가속화시켜 LC/ MS를 보편화된 기기로 사용하게 되

어 가고 있으며 물질분석을 보다 빠르고 정확하게

많은 량의 분석을 할 수 있게 되었다.

6. Data 분석 system

지금은 모든 LC system을 컴퓨터로 제어하고 관

리 및 유지보수에 사용하고 있다. 또한 많은 soft-

ware 제공함으로서 분석업무를 효율적으로 할 수

있고 보다 많은 정보를 제공한다. S/ N비, resolu-

tion등을 software를 자체에서 제공하고 data 분석

하고 해석하는데 필요한 여러 기능을 제공한다. 또

한 method development와 연구를 하기 위한 여

러 software 즉 computer simulation 프로그램이

개발되었으며 이러한 software가 처음에는 offline

에서 사용하도록 되어 있어 분석 data를 offline에

서 불러와 하게 되어 불편하였으나 최근에는 이러한

software를 online상에서 할 수 있도록 개발되고

있다. 이러한 computer simulation 프로그램중

가장 많이 사용하고 있는 것이 Drylab이며 이 프로

그램은 다성분 분석에 용이하게 쓸 수 있는데 예비

실험을 2- 3번의 실제 실험을 한 뒤에 그 data을 입

력하면 프로그램에서 그 성분들을 어떻게 하면 분리

할 수 있는지를 제시하여 주는 프로그램이다. Drylab

프로그램은 online상에서 쓸 수 있도록 개발되었다.

그 외에도 solvent선택 프로그램인 ICOS DIAM-

OND, 분자구조를 입력하면 그 물질들의 hydrop-

hobicity와 pKa를 계산하여 이동상의 분석조건을

예견하는 프로그램인 ELUEX은 의약품분석에 많이

사용하고 있으며 이동상 제조시 pH를 buffer용액을

기준으로 하는데 실제 이동상은 organic solvent때문

에 pH값을 측정 할 수 없지만 이 프로그램은 org-

anic solvent에서도 정확한 pKa값을 계산할 수 있도

록 프로그램 되어있다. 그 외에도 특수한 목적으로

사용하는 computer simulation 프로그램이 있으며
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이러한 프로그램들은 크로마토그래피에서 분리하는

데 많은 시간을 소비하지 않고도 빠르게 method

development와 연구를 할 수 있도록 되어있다. 이러

한 computer simulation 프로그램은 상당한 고가이

므로 목적에 맞게 선택을 하여야 한다. 이러한

computer simulation 프로그램은 좀더 빠른시간 분

석을 하기 위해 주로 사용되며 현재는 대용량의

분석을 얼마만큼 빠르게 처리 할 수 있고 정확한 결

과를 얻을 수 있는가에 기기발달에 촛점이 맞추어져

있다. 또한 기기발달이 하루가 달리 빠르게 변하고

있다. LC/MS에서 APCI 와 ESI를 동시에 할 수 없

었으나 최근에는 한번에 분석하여 시간절약을 할 수

있다. 또한 GC/MS도 NCI와 PCI를 동시에 분석 할

수 있어 많은 시간의 절약으로 인한 빠른 분석결과

를 얻을 수 있다. 이러한 결과는 우리가 컴퓨터를

사는 것과 같이 빠른 기기의 upgrade가 되고 있다고

생각되며 이러한 추세를 각 실험실의 목적에 맞게

활용하는 것이 중요하다.


