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요 약

주조된 매크로 다공성 poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) 막대를 간단한 주형 과정을 거

쳐서 실험실 내 튜브모양의 주형인 크로마토그래피 칼럼(4.6×100 mm)을 사용하여 자유 라디칼 중합에 의해 만들었다.

이는 에폭시 그룹이 유도된 일체형 칼럼과 황산을 이용한 에폭시드 그룹의 화학적인 변형과정을 이용하였다. 단량체

및 포로겐(세공을 생성하는 물질)의 비율, 온도 등 중합반응의 조건을 변화시켜서 세공크기를 조절하여 물질의 체류시

간에 영향을 미쳤다. 본 연구에서는 주조된 일체형 칼럼을 이용하여 카페인과 트립토판을 분리하였으며, 중합원료조성

이 일체형 칼럼의 효율과 선택도 그리고 분리도에 미치는 영향을 고찰하였다.

Abstract − The molded macroporous poly (glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) rods produced

by a facile molding process were polymerized in situ within a tubular mold, chromatographic column (4.6×100 mm) by

free radical polymerization. It was complemented by epoxy derivatized monolithic column and chemical modification of

the epoxide groups with the sulphuric acid. By variation of the polymerization conditions, such as the ratio of the mono-

mers, the porogen (pore generating material), and the temperature, the pore size could be varied, so the retention time of

the samples may be adjusted. For the mixture of caffeine and tryptophan in the prepared monolithic column, the influ-

ences of polymerization material compositions to the efficiency, selectivity, and resolution of the monolithic column

were investigated.
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1. 서 론

1990년대 초, 단량체와 포로겐의 혼합물을 닫힌 튜브 또는 다른

용기 안에서 자유 중합시키는 아주 간단한 ‘조형’ 과정에 의해 형성

한, 다른 종류의 경직된 매크로 다공성 일체형 칼럼의 발전을 보였

다[1]. 다공성 무기재료가 촉매 작용과 크로마토그래피 영역에서 널

리 쓰이는 아주 대중적인 지지체이기 때문에 [2], 실리카로부터 만

들어진 일체형 칼럼은 유기 중합체와 거의 동시에 발전하였다[1].

현재 일체형 크로마토그래피 지지체는 마이크로칩에서부터 제조용

정제까지 아주 많은 영역에 사용되고 있다[3]. 이것은 그들의 가장

중요한 장점인 편리한 일체 형태의 크로마토그래피 지지체의 특징

을 갖고 있기 때문이다. 비더로 채워진 형태의 칼럼은 용액의

channeling을 겪어야 하므로 지지체의 효율이 떨어진다. 하지만, 일

체형 칼럼은 고도의 다공성 재료로 만들어진 하나의 일체이기에 이

런 문제점이 없다. 대류에 의한 전달과 높은 동적 공극률은 일체형

칼럼의 아주 뛰어난 성질이다[4]. 

일체형 칼럼은 아주 다양한 단량체를 사용할 수 있으며 높은 외

부 공극률의 구조로 되어 있음으로 준비과정이 입자로 채워진 칼럼

보다 더욱 좋은 융통성이 있다. 또한, 높은 공극률은 높은 투과성과

낮은 압력강하를 가져올 수 있다[5]. 실리카 일체형 칼럼은 80％ 이

상의 아주 높은 공극률을 보여주며 작은 분자의 역상 분리와 정제

에 주로 사용된다. 반면에 methacrylate 일체형 칼럼은 단백질과 핵
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산, 바이러스 등과 같은 고분자의 정제를 위한 분리에 사용된다[6].

Styrene, methacrylate, acrylate, acrylamide 또는 환상의 단량체로부

터 만들어진 중합체 일체형 칼럼은 이미 보고되었다[1]. 중합체 입

자에 의해 만들어진 칼럼의 효율은 일반적으로 실리카 입자로 채워

진 재래식 칼럼보다는 더 낮지만, 몇몇 고성능 중합체 일체형 칼럼

은 생물학 고분자를 위한 일체형 칼럼 시장의 상당한 부분을 차지

할 것이다[5]. 

Methacrylate, acrylate, acrylamide 일체형 칼럼 가운데 어느 종류

의 일체형 칼럼도 일정용매조성의 HPLC 조건하에서 넓은 범위의

물질들에 대해 높은 칼럼 효율을 제공하지 못하였다. 때문에 최적

화는 각자의 준비과정에서 필수적이다. 중합체 일체형 칼럼, 특히

친수성 중합체 일체형 칼럼은 실리카 재료보다 더욱 높은 단백질

친화성을 보이고 있으며 생체고분자의 기울기 용매조성의 분리에

유용하다[5].

몇 개의 시스템 변수는 넓은 범위에서 일체형 칼럼의 다공성 성

질을 조절할 수 있으며, 일체형 장치의 유체역학적 성질을 조절하

는데 이용될 수 있다. 기능적인 단량체의 직접적인 혼성 중합, 활성

그룹의 화학적인 변형 및 선택된 중합체 사슬의 세공표면의 접붙이

기와 같은 다양한 방법은 표면의 화학적인 성질을 조절하는데 이용

될 수 있다[1]. 

주조된 poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate)

일체형 칼럼의 에폭시드(epoxide) 그룹은 많은 물질과 반응하여 이

온교환체를 형성한다[7-13]. 본 연구에서는 황산을 이용하여 poly

(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) 일체형 연

속 막대를 변형하여 친수성의 칼럼 표면을 형성하였다. 이를 통해

카페인과 트립토판의 분리를 하였으며 두 물질의 선택도, 분리도 등

을 분석하였고, 아울러 중합반응의 조건이 일체형 칼럼의 효율과 선

택도 등에 미치는 영향을 분석하였다.

2. 이 론

일체형 칼럼의 질량과 부피 등을 측정하고, 칼럼의 공극률은 아

래와 같은 식 (1)에 의해 계산하였다.

(1)

(2)

위 식에서 ε은 공극률(/)을 말하며 ∆m은 만들어진 초기 일체형

칼럼과 건조된 일체형 칼럼의 질량차이(g)를 말하며 ρ는 액상 중합

혼합물질의 밀도(g/ml)를 말한다. 또한, V
w
는 초기 일체형 칼럼의

부피(ml), V
d
는 건조된 일체형 칼럼의 부피(ml)를 각기 말한다[4].

시료의 체류인자(k)는 다음 식으로 표시할 수 있다. 

(3)

이 식에서 t0은 무용시간(dead time)이고, tR는 시료의 체류시간이

다. 피크의 너비는 칼럼의 효율과 관계되며, 이동상과 고정상의 특

성에 따라서 칼럼의 분리도는 영향을 받게 된다. 또한, 용출시간은

체류인자와 관계된다. 칼럼의 효율은 칼럼의 이론단수(N)에 의해 표

시되며 아래 식에 의해 구하였다[8]. 

(4)

여기서 w
1/2
는 피크 높이를 기준으로 1/2지점에서의 시료의 피크

폭이다[14]. 칼럼의 선택도(α)는 피크의 상대적인 분리에 의해 측정

되며 아래 식으로 표현할 수 있다. 

(5)

여기서 t
R1
과 t

R2
는 선후로 용출되는 두 피크의 체류시간을 말한

다. 분리도(R)는 두 피크의 차이(∆t)와 피크의 평균 폭(w)으로 정의

되며 아래 식으로 표현할 수 있다. 분리도는 체류시간과 피크 폭의

단위가 시간과 길이로 표시되기에 무차원이 된다. 

(6)

여기서 w
1
, w

2
는 각기 두 물질의 피크 폭을 말한다.

3. 실 험

3-1. 시약 및 기기

단량체 glycidyl methacrylate(GMA)는 TCI organic chemicals(Tokyo,

Japan)에서, 가교제인 ethylene glycol dimethacrylate(EGDMA)는

Fluka(Buchs, Switzerland)에서 구입하였다. 개시제인 azobisisobutyronitrile

(AIBN) 그리고 포로겐인 dodecyl alcohol과 cyclohexanol은 각기
Junsei Chemical(Tokyo, Japan), Ducksan Pharmaceutical(Kyungki-

Do, Korea), Kanto Chemical(Kyungki-Do, Korea)에서 구입하였다.

황산과 메탄올은 모두Ducksan Pure Chemical(Kyungki-Do, Korea)

에서 구입하였고 L-tryptophan과 caffeine은 Sigma(St. Louis, MO,

U.S.A.)에서 구입하였다. 물은 2차 증류수를 감압 펌프(Division of

Millipore, Waters)와 여과지(FH-0.45 µm)로 여과하여 사용하였다.

본 연구에서 사용된 HPLC장치로는 M930 펌프(solvent delivery

pump, Young Lin Co.)와 M720 UV detector(Absorbance Detector,

Young-In Scientific Co.) 그리고 10 ml 샘플 루프를 연결한 Rheodyne

주입 밸브로 구성되었으며 데이터 출력장치로는 Autochrowin(Ver.

1.42, Young Lin Co.)을 사용하였다.

3-2. 실험방법

메탄올을 100％ 또는 2차 증류수와 혼합하여 90:10 vol％의 혼합

용액을 만들어서 이동상으로 사용하였고 시료는 모두 메탄올에 녹

여 준비하였다. 이동상 저장용기 안에 헬륨가스를 넣어 탈기처리를

진행하였다. UV 검출기의 파장은 280 nm로 고정하였고 HPLC 실

험은 상온에서 진행하였다.

3-3. 중합체 일체형 칼럼의 준비

간단한 조형과정에 의해 만들어지는 경직된 매크로 다공성 유기

중합체 일체형 칼럼의 준비는 아주 간단하고 직접적이다. 주형인

100×4.6 mm 크기의 스테인리스 스틸 크로마토그래픽 칼럼의 한쪽

끝을 폴리에틸렌 필름으로 막고 고무밴드로 밀봉하고, 반대편 주입

구부터 진공 처리를 한 중합 혼합물을 천천히 채우고 역시 같은 방

법으로 밀봉한다. Table 1과 같이 중합 혼합물은 단량체 glycidyl

methacrylate(GMA), 가교제인 ethylene glycol dimethacrylate(EGDMA),

그리고 포로겐인 cyclohexanol 과 dodecyl alcohol을 포함한다. 개시

ε
m∆ ρ⁄( ) V∆–

V
d

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

V∆ Vw Vd–=

k
tR t

0
–
t
0

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

N 5.54
t
R

w
1 2⁄

----------⎝ ⎠
⎛ ⎞

2

=

α tR2 tR1⁄=

R 2 tR2 tR1–( ) w
1

w
2

+( )⁄=
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제인 AIBN을 상술한 네 가지 중합 혼합물에 넣고 초음파처리를

15분간 하고 다음에 헬륨가스로 10분 동안 반복 진공 처리를 해서

칼럼에 천천히 채워넣는다. 그 다음에 55 oC 항온수조에 넣어서 24

시간 유지하여 중합반응을 유도한다. 중합반응이 끝나면 밀봉처리

를 제거하고 펌프에 연결하여 메탄올, 물로 일체형 칼럼을 2시간 정

도 세척하여 칼럼 내에 존재하는 포로겐과 기타 가용성 물질을 제

거한다. 여기서 중합혼합물의 양은 여러 가지 비의 조성으로 실험

을 하였다. 이를테면 단량체와 가교제의 혼합비를 1:1로 하거나 혹

은 2:1로 하였을 때 얻어지는 칼럼의 압력이 많은 차이가 있었다.

단량체의 비가 클수록 칼럼의 압력은 증가하였으며 구조가 유사한

물질을 칼럼에 주입하였을 때 시료의 체류시간에 큰 차이가 없어

물질 분리가 잘 이루어지지 않았다. 하여 본 실험에서는 단량체

(GMA) 1.1 ml, 가교제(EGDMA) 0.65 ml, 포로겐인 cyclohexanol

0.4 ml, dodecyl alcohol 3.5 ml 그리고 개시제인 AIBN은 0.045 g으

로 혼합한 것을 사용하였다.

Fig. 2에서는 만들어진 poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol

dimethacrylate) 막대를 황산과 반응시켜 친수성의 화학표면을 갖는

과정을 보여준다. 우선 0.25 mol/ml 황산을 0.5 ml/min으로 펌프에

연결하여 칼럼에 통과시킨다. 마지막으로 황산으로 처리된 일체형

칼럼을 메탄올, 물로 세척한다. 이렇게 하여 세공표면에 친수성의

화학구조를 얻을 수 있다.

4. 결과 및 토론

4-1. 유체역학 성질

만들어진 poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate)

일체형 칼럼은 에폭시드(epoxide) 그룹이 있으며 이는 소수성이기

때문에 생체고분자 등을 분리하기 어렵다. 친수성 물질을 이용하여

구조표면의 에폭시드 그룹을 화학적으로 변형하여 친수성의 표면으

로 만들었다. Fig. 2와 같이 황산과 반응함으로써 두 개의 히드록실

기(-OH)를 갖는 친수성의 표면구조의 일체형 칼럼이 얻어진다.

4-2. 압력강하

Fig. 3에서는 만들어진 친수성 poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene

glycol dimethacrylate) 일체형 칼럼에서는 압력과 이동상의 유속간

의 선형관계를 보여주고 있다. 단량체와 가교제의 혼합비를 각기 약

1:1, 2:1, 3:1로 변화시켰을 때 얻어지는 일체형 칼럼의 압력은 크게

변하였다. 혼합물 가운데 단량체의 함량이 클수록 칼럼의 압력은 커

졌다. 또한, 이동상의 유속이 커질수록 일체형 칼럼의 압력도 점차

커졌다. 본 실험에서 단량체와 가교제의 함량비가 약 2:1로 만들어

진 일체형 칼럼의 압력은 유속을 증가하여도 매우 낮았다. 이것은

일체형 칼럼의 아주 중요한 장점의 하나로서 일체형 칼럼의 구조에

관계된다. 일체형 칼럼은 내부가 서로 연결된 골격의 고체상 및 유

체 흐름통로의 단일체로 구성되었다. 골격이 작고 또한 유체흐름통

로(through-pore)가 크면 확산 통로길이와 유체저항이 채워진 입자

칼럼에 비해 현저하게 감소한다. 일체형 칼럼의 낮은 압력강하는 긴

칼럼과 높은 유속을 이용하여 빠르고 효율적인 분리를 할 수 있다

는 것을 의미한다.

4-3. 일체형 칼럼을 이용한 물질 분리

Fig. 1에서는 카페인과 (L)-트립토판의 화학적인 구조식을 보여주

고 있으며 Fig. 4에서는 황산으로 변형된 poly(glycidyl methacrylate-

co-ethylene glycol dimethacrylate) 일체형 칼럼을 이용한 경우에서

카페인(0.5 mg/ml)과 L-트립토판(1 mg/ml)의 분리 크로마토그램을

Table 1. Conditions for preparing the polymerization mixture

Substance Volume (ml)

Initiator AIBN 0.045-0.064 (g)

Monomer GMA 0.7-1.2

Crosslinker EDMA 0.4-0.9

Porogen Cyclohexanol 0.4

Dodecyl alcohol 3.4-4.4

*Polymerization temperature, 55 oC; polymerization time, 24 h.

Fig. 1. Chemical structure of caffeine and L-tryptophan.

Fig. 2. Chemical modification scheme for preparation of the hydro-

philic monolithic column.

Fig. 3. Relationship between flow rate and column pressure. (Column:

100×0.46 cm I.D.; Mobile phase: methanol; I: GMA 0.7 ml,

EGDMA 0.9 ml, II: GMA 1.1 ml, EGDMA 0.65III: GMA 1.2,

EGDMA 0.4 ml).
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보여주고 있다. 이동상(메탄올)의 유속을 0.2에서 1 ml/min로 점차

증가시켜서 실험을 한 결과에 의하여 유속이 낮은 경우, 두 가지 혼

합시료의 용출 피크는 아주 넓은 피크 넓이를 보여주고 있다. 반면

에 유속이 커짐에 따라 피크 넓이는 점차 줄어들고 피크 모양이 뾰

족하게 변하여서 더욱 좋은 분리효과를 보여주었다. 또한, 유속을

증가함으로써 물질의 분석시간을 줄일 수 있었다. 위와 동일한 실

험조건하에서 칼럼의 공극률(ε)은 식 (1)에 의해 구하였다. 만들어

진 초기 일체형 칼럼의 무게와 50 oC 드라이 오븐에서 건조한 건조

된 일체형 칼럼의 무게를 각기 측정하였으며, 이 두 상태에서의 부

피도 각각 측정하였다. 또한, 반응 전 중합혼합물의 밀도도 측정하

였다. 이렇게 구해진 일체형 칼럼의 공극률은 0.54이었다[4].

Fig. 5에는 Fig. 4에서 사용한 동일한 칼럼을 사용하였으며, 이동상으

로 메탄올과 물의 혼합용액(90:10 vol％)을 사용하였다. 유속이 0.6에서

0.8ml/min로 증가함에 따라서 용출되는 (L)-트립토판 피크 넓이가 커진

것을 볼 수 있다. 이것은 이동상에 극성인 물을 첨가함으로써 같은 극

성인 (L)-트립토판이 칼럼에서의 체류가 적어진다는 것을 알 수 있다. 

Table 2에서는 Fig. 4와 5의 분리 크로마토그램에서 얻어진 두 가

지 물질의 체류시간을 보여주고 있으며, 식 (4)-(6)에 의해 구해진

칼럼의 이론단수, 선택도와 분리도를 보여주고 있다. 식 (4)에 의해

구해진 칼럼의 이론단수는 이동상이 메탄올일 경우, 유속이 높을 때

비교적 컸으며 각기 98, 187이었으며 반면에 이동상이 메탄올과 물

의 혼합물일 경우, 유속이 낮을 때 비교적 큰 값인 133, 60을 얻었다.

Table 2에서 보는 바와 같이 이동상이 메탄올일 때, 유속이 1 ml/min

일 때의 칼럼의 선택도(1.55)와 분리도(1.10)가 가장 좋았으며, 이동

상이 메탄올과 물의 혼합물일 때 유속이 0.8 ml/min 일 때의 칼럼의

선택도(2.28)와 분리도(1.17)가 더 좋았다. 

본 실험에서 카페인과 (L)-트립토판 두 가지 물질에 대해 비교

적 낮은 선택도를 얻었다. 이것은 만들어진 칼럼의 다공성 성질

에 관계되며 포로겐의 성질 및 단량체와 포로겐의 비율 등에 관

계될 것이다. 일체형 칼럼은 유체투과성이 우수하며 이는 그들의

세공크기에 의존한다. 다공성 중합체 구조에는 보편적으로 미세

공을 갖고 있는데 이는 칼럼의 효율과 피크의 대칭성에 부정적

으로 작용한다. 

칼럼내에서 균일한 다공성 구조를 갖는 원통 모양의 일체형 칼럼

의 준비는 단순한 중합반응 단계로 이루어지는데, 이런 큰 크기의

일체형 칼럼은 수동적인 조작과정 가운데 여러 가지 오차가 발생할

수 있으므로 준비하기가 어렵다. 하지만, 중합 일체형 칼럼은 우수

한 생체 적합성을 보여주고, 넓은 pH 범위를 갖고 있으며 부식성

이동상으로도 세척할 수 있다.

중합반응의 조건을 조절하는 등 일체형 칼럼의 준비단계를 발

전시키는 실험이 진행되고 있으며 더욱 효율적인 매크로 다공성
poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate)

일체형 칼럼을 만들기 위해 아직도 많은 실험이 진행되어야 할

것이다.

Fig. 4. Chromatogram of caffeine and L-tryptophan using sulphuric acid modified poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) monolith.

(Mobile phase: methanol; Inj. Conc.: caffeine 1mg/ml, L-tryptophan 0.5 mg/ml; inj. Vol.: 20 µl; a: 0.2, b: 0.4, c: 0.5, d: 0.8, e: 1.0 ml/min).
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5. 결 론

자유라디칼 중합반응에 의하여 매크로 다공성 poly(glycidyl

methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) 일체형 칼럼을 만

들었으며 황산을 이용하여 친수성의 구조표면을 얻었다. 이 일체

형 칼럼을 이용하여 카페인과 (L)-트립토판을 분리하는데 성공 하

였다. 본 연구에서 만들어진 일체형 칼럼은 0.57의 공극률이 있으

며 아주 낮은 압력강하를 보였다. 또한, 메탄올과 물의 혼합 이동

상을 이용하였을 때 보다 이상적인 선택도(2.28)와 분리도(1.17)

를 얻을 수 있었다. 하지만, 칼럼 효율(N, 98과 187)이 비교적 낮

았으므로 칼럼 효율을 향상하기 위한 더욱 많은 실험이 진행되어

야 할 것이다.
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