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Abstract Adsorption isotherm with the most fundamental information related to chromatography process is obtained
experimentally. The adsorption isotherm of 2-deoxyuridine (dUrd) and 2-deoxycytidine (dCyd) with μ-Bondapak C18, static
method was adopted in RP-HPLC. The concentrations of mobile and stationary phases were measured with different initial
concentrations of dUrd and dCyd, 1, 3, 5, 7, 10 mg/mL, respectively. The adsorption isotherm data were applied by
Freundlich, Langmuir, Sips, and Radke-Prausnitz model equations. As a result of the regression analysis, standard error
between adsorption isotherm of dUrd and Radke-Prausnitz equation was very low, and adsorption isotherm of dCyd was
in an agreement with Sips equation very well.
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서 론

흡착은 물질을 분리하고 환경 오염물질을 제거하는 방법의 하
나이다. 특히 생물분리정제 산업은 유전공학 제품의 출현과 함께
급속히 성장하고 있으며, 생물공학 제품의 다양성과 특이성으로
인해 고순도 및 고효율의 분리정제 기술이 제약 및 기능성원료
개발에 절실히 요구되고 있다(1-3). 고순도 분리정제 기술 중 가
장 광범위하게 이용되고 있는 것이 흡착공정이며 이론보다는 응
용이 앞섰고, 흡착공정을 설계하거나 분석하는데 매우 중요한 역
할을 하는 것이 흡착 평형식이다. 흡착 평형식은 크로마토그래피
공정에서 물질의 체류 및 흡착량을 연구하는데 필수적이다. 크게
정적인 방법(static method)와 동적인 방법(dynamic method)으로
나눌 수 있는데(4), 오래 전부터 흡착 평형식을 구하기 위한 방
법으로 정적방법(static method)(5,6)이 주로 사용되어 왔다.
이 방법은 한 시료와 흡착제간의 흡착관계를 알아내기 위한 가
장 단순한 방법으로 이미 알고 있는 농도의 용액을 측정된 양의
흡착제에 담고 평형에 도달할 때까지 충분한 시간이 경과한 후
용액의 농도를 측정하는 방법이다(7,8). 따라서 최소한의 실험 data
로부터 다양한 조건하에서 요구되는 흡착 data를 얻을 수 있으
며, 물질의 분리 및 정제에 중요한 자료로 사용될 것이다(9,10).
이러한 2-deoxyuridine(dUrd)과 2-deoxycytidine(dCyd)은 데옥시

리보뉴클레오사이드(deoxyribonucleosides)로서 생물공학 산업의 중
요한 성분이고 생존하는 모든 생물에서 강력한 생리학적 역할을
한다. DNA와 RNA를 구성하는 염기를 분석하는 방법에는 ultra-
violet absorption, thin layer chromatographic method, gas chro-
matography, cation-exchage chromatography, RP-HPLC, GC-MS

등이 개발되었다. 이러한 방법들 중에서 크로마토그래피 공정을
(RP-HPLC) 이용한 방법은 높은 민감도, 정확도, 분석을 위한 시
료제조시의 온화한 전처리 과정 등의 장점으로 다른 분석방법들
보다 비교우위에 있다(11,12). 하지만, HPLC법에 의한 이들 염기
의 분석시에 만나는 어려움중의 하나는 Cyd, dCyd, Urd, dUrd의
검출시간대가 매우 유사하여 분리가 어렵다는 것이다(13). 본 연
구에서는 데옥시리보뉴클레오사이드(deoxyribonucleosides)의 혼합
물을 크로마토그래피 공정을 사용하여 분리함에 있어 최적의 조
건을 구하기 위하여 μ-Bondapak C18에 대한 dUrd과 dCyd의 흡
착 평형식을 구하여 서로 비교하여 보았다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 연구에 사용된 표준 시료인 dUrd 및 dCyd은 Sigma Co.(St.
Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 이동상에 사용한 메탄올은
덕산화학에서 구입하였고 물은 감압 펌프(Waters Co., Milford,
MA, USA)와 필터(Membrane filter HA-0.5 mm, Waters Co.)를
이용하여 여과한 3차 증류수를 사용하였다. Fig. 1에는 dUrd 및
dCyd의 구조식을 나타내었다.

실험기기

실험에 사용된 분석용 column은 입자 크기가 15 mm인 물질이
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충진된 μ-Bondapak(3.9 × 300 mm)이고, 분석용 HPLC 장치로서
Waters 515 multi-solvent delivery system, 486 tunable absor-
bance analytical detector, Rheodyne injector(50 mL sample loop)

를 포함한 Waters model 600S liquid chromatography(Waters Co.)
를 사용했다. 데이터 수집은 Chromate Ver. 3.0(Interface Eng.,
Seoul, Korea)를 통해서 이루어졌다.

실험방법

깨끗한 삼각플라스크와 vial를 준비한 후 dUrd과 dCyd을 물/메
탄올(90/10, v/v)을 이용하여 1, 3, 5, 7, 10 mg/mL의 농도로 25
mL를 만든 후 각각 20 mL는 삼각플라스크에 담았고 5 mL는 vial
에 담아 표준 농도로 보관해 두었다. 플라스크에 정확히 무게를
잰 3 g의 HPLC column의 충진물인 C18을 넣고 이동상이 증발하
지 않도록 입구를 봉한 후 계속적으로 흔들어 준다. 평형에 도달
한 후(shaking time; 4 day), 분석용 HPLC에서 주입부피 20 mL
검출파장 254 nm에서 분석하였다.
각각의 시료는 농도가 매우 크기 때문에 이를 바로 HPLC로
분석했을 경우 피크가 비선형 형태를 나타내고 이 경우 피크의
면적은 시료의 양과 선형적으로 비례하지 않으므로 정확한 정량
에 오차를 가져오게 된다. 그러므로, 먼저 각각의 농도를 20배 정
도 같은 이동상으로 희석을 하였다. 희석된 각각의 시료와 희석
된 표준 시료의 피크 면적의 차이를 계산하여 흡착제에 흡착된
양을 정확히 계산할 수 있었다. 흡착 등온선의 대표적인 물질 수
지식은 식 (1)에 의하여 표현될 수 있다.

Min − Mout = Macc (1)

Min은 컬럼 입구에 들어간 용질의 양으로 컬럼을 통과하지 않
은 파괴곡선의 면적이고, Mout은 컬럼에서 나온 용질의 양으로 컬
럼을 통과한 파괴곡선의 면적이며, Macc은 컬럼에 축적된 용질의
양이다. 또한 흡착 양은 아래의 식 (2)와 같이 표현될 수 있다.

Mads = Macc − C0 V0 ε (2)

Mads는 충진물에 흡착된 양이며, C0는 주입된 용질의 농도, V0

는 유속, ε는 이동상이 차지하는 부피 분율이다. 각 농도에 대한
흡착 농도를 실험 결과로부터 계산하며, 이를 위해 각각의 농도
에서 흡착된 시료의 양을 계산하기 위해서는 표준 용액과 흡착
된 용액 피크의 면적 비교가 필요하다. 한 농도에서 Cm값(이동상
농도)은 이동상의 농도로서 그 시료의 농도에 흡착된 용액의 피
크 면적과 표준용액의 비를 곱해줌으로써 구할 수 있다. 즉 식
(4)와 같이 나타낼 수 있다. 여기서 식 (3)의 환산인자(conversion
factor)는 같은 농도의 시료에서의 흡착된 용매와 흡착되기 전의
농도를 같은 양의 주입을 통해 면적을 비교함으로써 얼마나 많
은 양의 시료가 고정상에 흡착되었는지를 알 수 있는 지표가 된

다. Cs값(고정상 농도)의 계산은 식 (5)와 같다. 초기 이동상(20 mL)
속에 들어있는 시료의 양은 시료의 농도에 이동상의 부피를 곱
함으로써 구할 수 있다. 흡착 후의 이동상에 존재하는 시료의 양
은 초기 이동상에 들어있는 시료의 양에 환산인자를 곱함으로써
구할 수 있고, 이 두 시료량의 차이가 고정상에 흡착된 시료의
양이 된다. 이 시료의 양을 고정상의 부피(1.35 mL)로 나누면 Cs

값을 구할 수 있다. 즉, 식 (5)와 같이 나타낼 수 있다.

Conversion factor =
 흡착된 용액의 peak 면적

(3)
                    표준용액 peak 면적

Cm = 시료의 초기농도(mg/mL)×Conversion factor (4)

Cs = 시료의 농도(mg/mL)× =
이동상의 부피(mL)

×(1 − Conversion factor) (5)
고정상의 부피(mL)

이런 방법으로 Cs와 Cm를 구하여 여러 가지의 기본 흡착 평형
식, 식 (6), (8), (10) 및 (11)에 회귀분석하여 각 매개변수 a값과
b값 그리고 필요에 따라 n값을 구하였다.

결과 및 고찰

실험으로부터 구한 dUrd과 dCyd의 Cs와 Cm의 관계를 Fig. 2에
표시하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이, 이동상의 농도가 증가함
에 따라서 고정상의 농도가 증가하지만 증가율은 이동상의 고농
도에서는 완만하였다. 일정한 이동상의 농도에서 dUrd과 dCyd의
고정상의 농도를 비교하면 dCyd의 농도가 크다. 이는 dCyd이 C18

의 고정상에 오래 머물러 있어서 결과적으로 체류시간이 dUrd보
다 커짐을 의미한다. 이 실험 data를 흡착 평형식으로 표시하기
위해서 아래의 식들에 대해서 회귀분석을 하였다.

Cs = a Cm
1/n (6)

log Cs = log Cm + log a (7)

Cs = (8)

1/Cs = 1/a Cm + b/a (9)

Cs = (10)

Cs = (11)

식 (6)과 (7)은 Freundlich 흡착 평형식, 식 (8)과 (9)는 Lang-
muir 흡착 평형식, 식 (10)과 (11)은 각각 Sips와 Radke-Prausnitz
의 흡착 평형식이다. 식 (7)에서는 a와 n값, 식 (9)에서는 a와 b
값을 각각 선형 회귀분석하여 구하였으며, 식 (10)과 (11)의 a, b,
n의 값은 Fortran으로 작성한 프로그램을 사용하여 구하였다. dUrd
과 dCyd에 대한 각각의 흡착 평형식에서의 매개변수 값과 표준
편차를 Table 1에 나타내었다. Freundlich 흡착 평형식을 적용한
경우 dUrd과 dCyd 모두 n값이 1보다 커지는 값을 나타내었으며
Fig. 2에서 보는 바와 같이 dCyd의 경우 고농도의 이동상에서는
계산값과 실험값이 잘 일치하지 않았다. Langmuir 흡착 평형식을
적용한 경우 표준편차가 약 10%로 dUrd과 dCyd의 흡착 평형식
을 Langmuir식으로 나타내기는 곤란하였다. 이에 비해서 dUrd의
경우 Freundlich, Sips 및 Radke-Prausnitz식을 적용하였을 때 계산

aCm

1 bCm+
--------------------

aCm
n

1 bCm
n

+
--------------------

aCm

1 bCm
n

+
--------------------

Fig. 1. Structures of nucleosides dUrd and dCyd.



2-deoxyuridine와 2-deoxycytidine의 흡착평형식 113

값과 실험값이 비교적 잘 일치하였으며 이 중에서 Radke-Prausnitz
식이 표준편차가 가장 작았다. dCyd의 경우에는 Freundlich, Lang-
muir 및 Radke-Prausnitz식을 적용하였을 때보다 Sips식을 적용하
였을 때 계산값과 실험값이 가장 잘 일치하였다. 본 연구에서 사
용한 HPLC에 의한 DNA와 RNA 염기의 분석법은 검출 한계치
가 0.2 nmol, 신뢰농도구간은 50-2,500 pmol 수준으로 매우 정확
한 분석법이다(11). 하지만, 식품이나 세포에서 핵산의 분리, 변
성, 효소적 분해(DNase, nuclease P1, bacterial alkaline phos-
phatase) 공정에서 필연적으로 생성되는 DNA와 RNA 염기들이
함께 공존한다(11,12). 이러한 복잡한 염기로 인해 분석시간이 길
어지고, 특히나 Urd, dUrd, Cyd, dCyd의 분석에 어려움을 야기한
다. 최근에는 식품분야에서도 미생물의 분리와 동정, 식품의 효
능 연구 등에 DNA와 RNA에 대한 활발히 진행되고 있으므로

(14-15), 본 연구결과는 이들 분야에 기여할 것으로 기대한다.

요 약

데옥시리보뉴클레오사이드(deoxyribonucleosides)의 혼합물을 크
로마토그래피 공정을 사용하여 분리함에 있어 최적의 조건을 구
하기 위하여 dUrd과 dCyd의 흡착 평형식을 구하여 서로 비교하
여 보았다. 이동상과 고정상의 농도를 가장 적합한 흡착 평형식
으로 표시하기 위하여 네 가지 모델의 평형식을 선정하고 회귀
분석에 의해 각각의 매개변수 값과 실험치와의 표준편차를 구하
였다. dUrd의 경우 Radke-Prausnitz 식을 적용하였을 때 표준편차
가 가장 작았으며, dCyd의 경우에는 Sips식을 적용하였을 때 계
산값과 실험값이 가장 잘 일치하였다.

Fig. 2. Plot of Cm and Cs for Freundlich isotherm (A), Langmuir isotherm (B), Sips isotherm (C), and Radke-Prausntiz isotherm (D).

Table 1. Parameters and average errors of adsorption isotherms

Adsorption isotherms
2-deoxyuridine (dUrd) 2-deoxycytidine (dCyd)

a1) b1) n1) errors2) a1) b1) n1) errors2)

Freundich 2.51 - 1.18 6.83 4.51 - 1.12 14.53
Lanmuir 2.51 0.48 - 7.71 5.07 0.69 - 11.24
Sips 2.52 0.28 0.93 6.66 5.01 0.17 1.56 02.63
Radke-Prausnitz 2.87 0.17 0.60 6.57 4.28 0.42 0.82 09.16

1)Parameters of adsorption isotherms
2)Average errors of adsorption isotherms
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