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Abstract For screening test of the non-volatile compounds which migrate from food packaging materials into food-

stuffs, the traditional high performance liquid chromatography (HPLC) systems suffer from the lack of universal detector

with high sensitivity and universality and high efficiency HPLC separation column which provides complete separation

of complex mixtures into all individual substances. In this work, the use possibility of online two-dimensional liquid chro-

matography (2D-LC) system coupled with a charged aerosol detector (CAD), a universal detector, was reviewed. 2D-LC

system permits to improve peak capacity and resolving power for complex mixtures. Charged aerosol detector (CAD)

offers a new feasibility for detection of any non-volatile compounds with high sensitivity and constant response factor

in a calibration range. The combination of size exclusion chromatography (SEC) and normal phase HPLC (NP-HPLC)

is most frequently used for the separation of the natural and synthetic polymers which are mainly used as raw materials

for the manufacture of food packaging materials. However, there is no commercial software available for data acquisition

and handling and therefore the quantification in 2D-LC analysis is still rare. 
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서 론

플라스틱필름이나 종이 혹은 골판지등과 같은 식품포장

재질은 각각의 사용 목적에 따라 단체 혹은 복합재질로 이

용 될 수 있고, 프린팅, 광택처리, 라미네이션, 코팅등 다양

한 공정을 거쳐 최종적으로 완성된다. 다양한 복합 폴리머

와 천연 폴리머, 첨가제, 유기용제 등이 식품포장재질의 제

조를 위한 원료물질로서 주로 이용되고 있다. 또한 알려진

원료물질들 이외에 반응부산물이나 미반응 물질들과 같은

NIAS(not intentional added substances), 즉, 의도하지 않

은 물질들이 포장재 내에 잔류하거나 혹은 여러 단계의 가

공 공정을 거쳐 생성 될 수 있다. 이러한 모든 포장재 제

조 관련 물질들은 잠재적으로 식품으로의 이행 가능성을 내

포하고 있으며 식품과의 바람직하지 못한 반응을 일으킬 소

지가 있다1).

식품포장재 내 잠재적 이행물질의 정성/정량 분석을 위한

전통적인 접근 방법으로 유기용매를 이용한 추출, 식품모사

용매(food simulants)를 이용한 특정이행과 총이행 실험, 크

로마토그래피 분석 등이 이용되어져 왔다. 특히 특정이행

(specific migration) 실험을 통한 정성과 정량 분석을 위해

서는 GC-FID(gas chromatography - flame ionization detector),

HPLC-UV(high performance liquid chromatography-ultraviolet),

HPLC-FL(high performance liquid chromatography-fluorescence),

GC-MS(gas chromatography–mass spectrometer), LC-MS

(liquid chromatography–mass spectrometer) 등과 같은 방

법이 주로 이용되고 있다. 이 가운데 식품포장재에 잔류하
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는 비휘발성의 잠재적 이행물질의 분석을 위해HPLC가 가

장 효과적인 분석 시스템으로 폭넓게 이용되고 있다. 하지

만 일반적인 일차원(one-dimensional) HPLC시스템을 이용

한 비휘발성 물질들의 분석에는 두 가지 중요한 제약이 따

른다. 첫째, 높은 효율을 갖는 분리방식의 부재이다. 다시

말해서 일차원 HPLC시스템은 제한된 길이의 분리컬럼

(separation column) 한 개를 사용하기 때문에 한 크로마토

그램내에서 개별적인 피크로 분리될 수 있는 물질의 수는

검출된 피크가 갖는 폭(peak width)에 의해 제한 될 수 밖

에 없다. 또한 선택된 분리방법이 분석하고자 하는 대상 물

질에 대한 선택성(selectivity)이 충분하지 않을 경우 몇몇

피크들은 겹쳐질 수 있고 겹쳐진 피크는 실질적으로 하나

이상의 물질이 검출 되었을 가능성이 있다. 즉, 일차원

HPLC분석은 컬럼이 갖는 피크용량(peak capacity)과 분리

능(resolution)에 큰 제약을 받게 된다. 그리고 시료 속에

존재하는 총 화합물의 수가 선택된 컬럼의 용량을 초과할

경우 피크의 겹침은 필연적으로 나타나게 된다. 앞서 언급

했듯이 식품포장재는 다양한 재질로 구성될 수 있고 또한

다양한 원료 물질과 부산물들이 잔류할 수 있다. 이러한 물

질들이 일차원 HPLC 분석에서 컬럼이 갖는 피크용량을 쉽

게 초과할 수 있을 것이다. 

두번째로GC시스템의 FID와 같이 높은 감도를 갖는 범용

검출기의 부재이다. 식품포장재내의 잠재적 이행물질의 분

석을 위한 스크리닝 방법의 개발을 위해서는 분석물질의 이

화학적 특성과는 무관하게 검출이 가능한 검출기가 필수적

으로 요구된다. 2D-LC 분리에서 이용되는 검출기는 일반

적인 일차원 분석에서 이용되는 검출기들과 기본적으로 다

르지 않다. 2D-LC 시스템과 함께 조합되는 검출기로는

ultraviolet(UV)-, fluorescence(FL)-, reflection index(RI)-,

evaporative light scattering(ELS)- 검출기와 mass spectrometer

MS) 등이 있다. 하지만 이러한 검출기들은 검출원리에 따

른 고유의 단점들을 갖고 있다. UV와 FL의 검출을 위해서

는 분자 구조 내에 반응그룹 (chromophorous groups)들이

포함되어 있어야만 한다. 실례로 폴리올레핀 계열 재질에

열 안정제로 주로 사용되는 Irganox PS 800(dodecyl 3-(3-

dodecoxy-3-oxo-propyl)sulfanylpropanoate)과 Irganox PS

802(dioctadecyl 3,3'-thiodipropionate)와 같은 첨가제들은

분자 구조 내 UV반응그룹이 존재하지 않기 때문에 UV 검

출기를 이용한 분석이 불가능하다. 또한 FL 검출기는 UV

검출기와 비교하여 높은 감도를 얻을 수 있으나 매우 높은

선택성이 문제가 된다. 즉, 분자 내FL 반응 구조가 없는

물질의 검출을 위해서는 유도체화 과정이 요구된다. 그리고

이러한 시료의 전처리 과정은 매우 복잡하기 때문에 그 적

용범위가 매우 제한적이다. RI와 ELSD는 범용검출기

(universal detector)로서 많이 이용되고 있다. 하지만 RI검

출기는 낮은 감도와 기울기 용리(gradient elution) 가 불가

한 부분이 큰 약점으로 지적되고 있다. ELSD는 RI와 비교

하여 높은 감도를 보이고 기울기 용리가 가능한 검출기로

알려져 있다. 그러나 검량선의 비선형성과 UV, FL, MS등

과 비교하여 감도가 많이 낮은 것으로 보고되고 있다2).

Górecki 등3)은 ELSD 검출기의 재현성(reproducibility)과

정밀성(precision)이 매우 불안정 한 것으로 보고하였다. 이

러한 이유에서 현재까지 식품포장재에서 이행되는 물질들

의 분석을 위한 효과적인 스크리닝(screening) 방법은 현재

까지 존재하지 않고 있다.

본 연구에서는 식품포장재내 비휘발성 잠재이행 물질들

을 위한 스크리닝 방법의 개발을 위해 기존의 일차원HPLC

분석방법의 단점을 극복할 수 있는 방법으로 새로운 범용

검출기와 이차원 크로마토그래피(two-dimensional chroma-

tography; 이하 2D-LC) 분리 방법을 적용한 스크리닝 방법

의 개발 가능성을 알아 보고자 한다. 

본 론

1. 이차원크로마토그래피 (2D-LC) 

시료속의 복잡한 혼합물을 효율적으로 분석하기 위해서

는 높은 분리능과 피크용량(peak capacity)을 갖는 분석방

법을 필요로 한다. 하지만 하나의 분리컬럼과 등용매 용리

(isocratic elution) 나 기울기 용리를 이용하는 일반적인 일

차원크로마토그래피(one-dimensional chromatography)는 충

분한 피크용량과 분리능을 제공하지 못한다. 반면 다차원크

로마토그래피는 피크용량과 분리능을 획기적으로 향상시킬

수 있는 분리방식의 하나로 최근 많이 연구되어지고 있는

추세이다. 

액상크로마토그래피(liquid chromatography)에는 정상

(normal phase), 역상(reverse phase), 크기배제(size exclu-

sion), 이온교환(ion exchange)등 다양한 분리방식이 존재하

며, 각 분리방식은 분석대상 물질에 대해 다른 선택성을 보

인다. 일반적으로 이차원크로마토그래피 시스템은 이러한

서로 다른 분리방식 두 가지가 조합되어 구성된다. 하지만

몇몇 분리방식의 조합은 사용된 이동상들의 불 혼화성

(immiscibility)이나 첫 번째 차원의 이동상과 두 번째 차원

의 컬럼 정지상의 부조화(incompatability) 로 인하여 조합

이 불가능 한 경우가 있다4). 

2D-LC 시스템은 온라인(on-line) 시스템과 오프라인(off-

line) 시스템으로 구분된다. 오프라인 방식은 첫번째 차원에

서 분리된 분액(effluent)을 별도의 용기에 인위적으로 수집

하여 이 분액을 두 번째 차원에 주입하여 크로마토그램을

얻는 방식이다. 이와는 반대로 온라인 시스템은 서로 다른

두 가지 차원이 두 개의 동일한 용량의 루프(loop)가 장착

된 스위칭밸브(switching valve) 로 연결되어 인위적인 분액

의 수집 없이 첫번째 차원에서 분리된 모든 용출액이 두



Vol. 16, No. 1 (2010) 식품포장재내 비휘발성 잠재 이행물질들의 스크리닝을 위한... 11

번째 차원으로 도입되는 소위 comprehensive 분리방식이다.

따라서 오프라인의 분액의 수집과정에서 발생할 수 있는 시

료의 손실과 오염, 시간적 낭비 그리고 재현성 저하 등을

온라인 방식을 통해 극복할 수 있다4). 하지만 온라인 2D-

LC의 실행은 간단하지 않다. 왜냐하면 위에서 언급한 바와

같이 두 차원 사이의 컬럼 정지상과 이동상의 융화성

(compatibility)과 스위칭 밸브의 프로그래밍과 같은 실질적

인 작동조건의 최적화에 많은 어려움이 따르기 때문이다4,5). 

1.1. 피크용량

피크용량은 크로마토그래피 시스템의 효율을 나타내는 요

소 중 하나로 한 크로마토그램 내에 분리될 수 있는 피크

의 총 개수를 의미하며 컬럼의 분리능을 나타내는 지표로

서 이용된다. 등용매 용리를 이용하는 일차원크로마토그래

피에서 피크용량 (P1D)은 다음과 같이 정의 될 수 있다6).

P1D= 1 + (1)

여기서 N은 이론단수, tR1와 tRn은 처음과 마직막 피크의

검출시간이다. 한편 이차원크로마토그래피의 피크용량(P2D)

은 공식 2와 같이 정의 될 수 있다7). 

P2D= P1 × P2 × sinθ =

(2)

P2D    :이차원크로마토그래피에서 피크용량 

P1     :첫 번째 차원의 피크용량

P2     :두 번째 차원의 피크용량 

θ      :  분리각도 

N1     :첫 번째 차원의 이론단수

N2     :두 번째 차원의 이론단수

tR1와 tRn1 :첫 번째 차원에서 처음과 마직막 피크의 검출시간

tR2와 tRn2 :두 번째 차원에서 처음과 마직막 피크의 검출시간

1.2. 직교분리

식 (2)에서 첫번째와 두번째 차원 사이의 분리각도를 의

미하는 θ는 이차원크로마토그래피에서 매우 중요한 의미를

갖는다. 왜냐하면 선택된 두 차원이 완전히 다른 선택성을

가질 때 최상의 결과를 얻을 수 있기 때문이다4). 즉, 다시

말해서 분리각도(θ)가 90도 일때 이차원크로마토그래피는

최대의 피크용량을 얻을 수 있으며, 이것을 일컬어 완전한

직교 (orthogonal) 분리가 되었다고 말한다. 따라서 2D-LC

분리에서 두 차원 사이의 직교성 평가는 반드시 수행 되어

야 한다. 하지만 두가지의 다른 분리 시스템 사이의 수치화

된 분리각도를 계산하여 대입하는 것은 매우 어려운 문제

이다. 따라서 2D-LC의 직교성 평가를 위하여 다양한 방법

이 보고되고 있다. 이 가운데 간단하지만 매우 효과적인 방

법 두가지를 소개하고자 한다. 

Gilar 등8)은 각 차원에서 검출된 피크들의 머무름 시간들

을 표준화(normalization)하여 이용하는 기하학적 직교성 개

념 (Geometric orthogonality concept)을 고안하였다. Gilar등

의 직교성 검정법에 따르면 각 차원에서 검출된 피크들의 검

출시간을 equation 3에 따라 표준화하여 표준화된 피크 검출

시간들의 분포를 Fig. 1과 같이 표시하였다. 그리고 일정한

구획내에 분포된 표준화된 검출시간들의 점유율을 계산하여

서로 다른 두 분리 방식의 직교성을 검정하였다. 이때 표준

화된 검출시간들은 각 차원에서 0에서 1사이의 값을 갖는

다. 여기서 Fig. 1-C는 전체 100개의 구획 가운데 63개의 구

획이 1, 2 차원의 표준화된 검출시간에 의해서 점유되어 있

음을 보여주고 있다. 즉, 두 차원 사이의 분리방식에 상관관

계가 전혀 없는 완전한 직교 분리의 대표적인 예를 보여주

고 있다. Fig. 1-A는 직교분리가 전혀 이루어지지 않은 예를

보여주고 있다. 즉, 두 차원의 분리 방식이 동일하여 의미 없

는 같은 분리가 두 번 반복하여 이루어 졌음을 의미한다. 

N

4
-------- 1n

t
R1

t
Rn

-------
⎝ ⎠
⎛ ⎞⋅

1
N
1

4
---------- 1n

t
R1

t
Rn

-------⋅+ 1
N
2

4
---------- 1n

t
R2

t
R2

-------⋅+ θsin××

Fig. 1. Geometric orthogonality concept. Hypothetical separation of 100 analytes in 10 × 10 normalized space. (A) Nonorthogonal sys-

tem, 10% area coverage represents 0% orthogonality. (B) Hypothetical ordered system, full area coverage. (C) Random, ideally orthog-

onal system, area coverage is 63% representing the 100% orthogonality8).
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RTi (norm)= (3)

RTi (norm) :분석물의 표준화된 머무름 시간

RTi        :분석물의 머무름 시간

RTp       :최초로 용출된 피크의 머무름 시간 

RTo       :마지막으로 용출된 피크의 머무름 시간

실질적인 직교성 검정을 위한 표준화된 검출시간의 구획

점유율은 equation 4에 의해 계산될 수 있다8). 직교성 값

은 0에서 1사이에서 표시될 수 있으며, % 값으로도 표시가

능하다. 서로다른 두 분리 시스템의 직교성이 높을 수록 1

혹은 100%에 가까워진다. 

O(%) = (4)

O    : 직교율 (%)

Σbins : 검출된 피크들을 포함하는 구획의 수

Pmax  : 모든 구획들의 합

Gilar등8)은 이러한 기하학적 직교성 검정방법을 기초로

하여 보다 실질적인 2D-LC분석의 피크용량을 다음과 같은

방법으로 계산하였다. 

Np= P1P2 (5)

P1P2  : 2D-LC 피크용량

Σbins :검출된 피크들을 포함하는 구획의 수

Pmax  :모든 구획들의 합

또 다른 직교성 검정법으로 Van Gyseghem등9,10,11)은 두

차원 사이에 관계를 분석물질들의 retention factor(K) 값들

의 피어슨 상관관계(pearson-correlation coefficients r) 를

이용하여 평가하였다. 두 차원 사이의 k의 r이 양의 값 1

에 근접할 수록 두 차원간의 상관도가 높아짐을 의미하며,

이는 직교분리가 이루어지지 않았음을 나타낸다. 반면 r값

이 0에 근접할수록 두 차원간의 분리방식에 상관성이 없음

을 의미하고, 높은 직교성을 나타내게 되는 것으로 설명하

고 있다. 이와 동시에 두 차원에서 얻어진 k값들의 구획

내 분포를 시각적으로 확인하여 Fig. 2에서와 같이 직교성

평가를 위해 두 차원 사이의 상관계수 값만을 이용했을 때

드러날 수 있는 수학적 수치를 이용한 판단의 오류를 극복

하였다. Fig. 2-A와 2-B는 r값이 0에 매우 근접하여 두 그

림 모두 이용된 두 차원 사이의 직교성이 우수한 것으로

판단할 수 있다. 하지만 Fig. 2-B는 공간의 이용률이 10%

로 이상적인 직교분리의 모델이 될 수는 없다. 결론적으로

2D-LC의 직교분리를 위해서는 나타내고자 하는 retention

parameter들의 구획내의 공간적인 분포가 매우 중요함을 알

수 있다. 이와 동시에 두 차원 사이의 상관계수 계산은 매

우 간단하지만 효과적인 직교성 검증을 위해 이용될 수 있

을 것이다. 

 

1.3. 2D-LC의 분석의 실례

대부분의 액상크로마토그래피 분리 방식들이 분석하고자

하는 대상물질에 따라 다양하게 결합될 수 있다. RP×RP,

RP×NP, NP×RP, SEC×RP 혹은 NP, NP 혹은 RP×SEC

등 다양한 조합이 가능하다. 그러나 앞서 언급한 바와 같이,

분리방식의 이상적인 조합을 위해서는 두 차원간의 직교분

리의 가능성이 우선적으로 고려되어야 한다. 

동일한 분리방식을 갖는RP×RP 조합은 천연항산화제13,14),

방향족 화합물(aromatic compounds)15), 허브 추출물에서의

항산화제와 페놀산(phenolic acids) 16), 천연약제추출물17)의

분리를 위해 연구되어져 왔다. 그러나 앞서 언급한 바와 같

이, 동일한 분리방식간의 조합은 같은 분리를 두번 반복한

것에 불과하다. 따라서 두 차원간에 직교성이 매우 떨어 지

므로 높은 피크용량을 얻는데 한계가 있고 또한 2D-LC분

RTi RTo–

RTp RTo–
-------------------------

Σbins P
max

–

0.63P
max

------------------------------------- 100×

Σbins
P
max

-------------- 100×

Fig. 2. Demonstration of the weakness of the correlation coefficient as a metric of separation space utilization in 2D-LC systems12).
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리의 본연의 목적에 부합하지 못하는 단점이 있다. 

NP×RP 혹은 RP×NP 조합은 지질시료(lipidic samples)18),

레몬오일19), 약제혼합물 (pharmaceutical mixture) 20)등을

분리하는데 주로 이용 되고 있다. 하지만 근본적으로 RP와

NP 에 이용되는 이동상 사이에 융화성이 매우 떨어지기 때

문에 두 가지 이상의 이동상 조합을 최적화 시키는 것은

매우 어려운 문제이다 20,21). 하지만 이러한 이동상 호환성

문제를 극복하기 위하여, 비수역상 (nonaquesous RP) 분리

와 NP의 조합, RP와 친수성 NP의 조합 혹은 첫 번째 차

원에 소구경 (microbore) NP 컬럼을 사용하여 두 번째

RP 차원으로 넘어가는 용출액의 양을 최소화 하는 방법 등

을 연구하였다5). 

SEC와 NP혹은 RP의 조합은 합성 폴리머(synthetic pol-

ymers), 바이오 폴리머(biopolymers), 올리고머 분리분석을

위해 주로 이용되고 있다12, 22). 잘 알려진 바와 같이SEC는

분자량의 크기, 좀 더 정확히 말하면 분자의 기하학적 부피

(hydrodynamic volume)에 따라 분리되는 방식이고, NP와

RP는 정지상과 이동상의 소수성 혹은 극성에 의해 분리되

는 분리 방식이기 때문에 2D-LC를 위한 조합에서 최상의

직교분리를 가능케 한다. Gilar등8)에 의하면 SEC와 RP혹

은 NP와의 조합은 펩타이드 분석을 위해 최상의 직교분리

를 가능하게 한다고 보고하였다. 식품포장을 위해 이용되는

대다수의 폴리머들이 유기용매에 우수한 용해성을 보이기

때문에, NP는 RP보다 더 자주 이용된다. 반면 RP는 주로

수용성 폴리머의 분석을 위해 SEC와 조합된다. 하지만 그

사용빈도는 그리 높은 편은 아니다12,22).

SEC 컬럼은 다른LC컬럼과 비교하여 상대적으로 컬럼의

길이가 길고 긴 분석시간이 요구된다. 따라서 SEC는 폴리

머를 위한2D-LC분리에서 보통 첫 번째 차원에 주로 이용

되어 왔다. 특히 식품포장재에 존재하는 잠재적 이행물질들

가운데 분자량이 약 1,000 g/mol이상이 되는 물질들은 인간

의 소화기관(gastrointestinal tract)내 흡수가 되지 않는 것

으로 알려져 있다23). 따라서 2D-LC 분석에서SEC를 첫 번

째 차원을 위한 분리방식으로 적용 할 경우 우리가 목표로

하지 않는 1,000 g/mol 이상의 분자량을 갖는 물질들을 쉽

게 샘플로부터 제거할 수 있고, 또한 두 번째 차원에서 검

출될 수 있는 불필요한 분석 방해물질의 피크들을 사전에

제거할 수 있는 장점이 있다. 즉, 다시 말해서 SEC를 첫

번째 차원으로 이용할 경우 분리방식으로서의 이용뿐만 아

니라 시료의 정제 과정으로서의 이용도 동시에 이루어지게

된다. 하지만 하나의SEC 컬럼의 분리효율이 좋지 못하기

때문에 동일한 여러 개의 컬럼들을 연결하여 분리효율을 높

이는 방법이 주로 사용된다8). 하지만 우리가 목표로 하는

이행물질들의 분자량 범위가 매우 좁기 때문에 이와 같은

컬럼의 다중연결을 통하여서도 SEC 분리효율의 큰 향상을

기대할 수는 없다. 이는 2D-LC분석의 전체적인 분리효율

에도 부정적인 영향을 끼친다. 이를 보완하기 위하여 최근

연구에서는 첫 번째 차원에서 기울기 용리를 이용한 전체

적인 분리능을 향상시키기 위해, NP 나 RP가 첫 번째 차

원으로 SEC와 함께 조합되어 적용되는 추세이다24). Table 1

은 SEC와 NP 의 조합을 이용한 폴리머 분리의 실례들을

보여 주고 있다.

1.4. SEC×NP-HPLC 2D-LC분리를 위한 이동상 

2D-LC 분리에서 이동상의 융화성은 매우 중요한 고려

사항 중 하나이다. 앞서 언급한 바와 같이 2D-LC분리에서

SEC는 천연 혹은 합성 폴리머의 분석을 위해 매우 유용

한 분리 방식이다. Tetrahydrofuran(THF)은 대표적인 극성

용매인 물과 비극성 용매인 헥산 혹은 헵탄과 같은 탄화

수소 계열 용매들과도 융화성이 매우 우수하기 때문에 이

차원 분리의SEC를 위한 이동상으로 가장 선호되는 용매

이다. 또한 대부분의 폴리머 시료들은 THF에 잘 용해되기

때문에 그 효용가치는 매우 높다고 할 수 있다. 한편

THF는 일반적으로 SEC 컬럼에 충진된 다공성 겔(S-DVB

gels)에 대한 70~80% 정도의 높은 팽창부피(swelling

volume) 갖는다. 충진제(S-DVB gels)의 팽창부피는 크로

마토그램상의 피크형태(peak shape)에 영향을 미치기 때문

에 감도(sensitivity)에도 직접적으로 영향을 줄 수 있다.

Table 1. 2D-LC combinations using SEC and NP for the separation and characterization of polymers.

1st Dimension 2nd Dimension Detection Application Reference

NP-IE THF-hexane SEC THF UV
Styrene-methacrylate

(co)polymers
24

NP-IE ACN-DCM SEC THF UV, ELSD
Poly (methyl methacrylate)

(PMMA)
25

NP-IE THF-Cyclohexane SEC THF UV, ELSD
Butyl acrylate grafted onto poly 

(styrene-butadiene)
26

NP-GE
Trichloromethane-

Cyclohexane
SEC

Trichloromethane-

Cyclohexane
UV, RI, ELSD

Methyl methacrylate grafted onto 

polybutadiene
27

NP-GE
Heptane-DCM and 

DCM-Methanol 
SEC Chloroform UV, IR

Styrene-methacrylate

(co)polymers
28

GE : Gradient elution, IE : Isocratic elution
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즉 THF에 의해 충진제의 높은 팽창부피는 검출된 피크의

좁은 피크폭과 피크의 꼬리 끌림이 줄어든 대칭형 피크의

생성을 가능하게 한다29,30,31). 반면 SEC 컬럼의 충진제에

대한 팽창부피가 서로 다른 용매를 혼합하여 사용할 경우

Fig. 3-A와 같이 심한 꼬리 끌림현상이 발생하게 된다. 하

지만 두 가지 용매의 혼용하여 사용할 때 그 팽창부피가

서로 유사하고 높다면 팽창부피가 큰 단일용매의 사용할

때와 마찬가지로 폭이 좁은 대칭형 피크를 얻을 수 있을

것이다(Fig. 3-B). SEC 컬럼의 용매에 따른 충진제의 팽창

부피는 컬럼제 조사를 통해 정확한 정보를 얻을 수 있을 것

이다. NP차원을 위해 가장 일반적으로 사용될 수 있는 이동

상의 조합은 tetrahydrofuran-cyclohexane, dichloromethane-

heptane, dichloromethane- acetonitrile, dichloromethane-methanol,

trichloromethane-cyclohexane 등이 대표적이다5). 결론적으

로 폴리머 분리분석을 위해 가장 선호되는SEC와 NP를 이

용한 2D-LC의 이동상의 선택은 대표성을 갖는 몇 개의 용

매의 조합을 통해서 어렵지 않은 선택이 가능할 것이다.

1.5. NP×SEC×CAD 2D-LC 시스템 구성

Fig. 4는 새로운 범용 검출기인 CAD가 결합된 온라인

NP×SEC 2D-LC 시스템 구성을 보여주고 있다. 대부분의

일반적인 온라인 2D-LC 시스템은 첫 번째 차원에서 분리

된 용출액이 동일한 부피를 갖는 루프가 장착된 멀티포트

스위칭 밸브(multi-port switching valve)를 거쳐 두번째 차

원으로 전달된다. 멀티 포트 밸브에는10 포트 밸브가 가장

일반적으로 사용되고 이외에도 8 포트와 6포트의 밸브를

한 개 이상 사용한 연결도 가능하다. Fig. 4에서 파란색과

붉은 색의 선으로 표시된 이동상의 이동경로는 10 포트 밸

브의 포지션 변경(position A와 B)에 따른 이동경로의 변화

Fig. 3. SEC chromatograms of lrganox 1010 (polymer antioxidants) separated with two different mobile pahse compositions

Fig. 4. Schematic of the on-line two-dimensional chromatog-

raphy system.

Conditions

Mobile phase Chromatogram A : Dichloromethane (50%) / n-Hexane (50%), Isocratic

Chromatogram B : Dichloromethane (50%) / n-Heptane (50%), Isocratic

Column Column: Shodex  Semi-micro SEC column, KF-401 HQ (250 × 4.6 mm, 3 µm)

Oven temperature : 35°C, Flow rate : 2 ml/min,

Injection volume : 10 µl Detection  : UV 240 nm
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를 보여 주고 있다. 주입된 시료는 첫번째 차원(NP-HPLC)

에서 각 물질의 물리화학적 성질에 따라 분리가 되고 UV

검출기에 의하여 분리된 물질들의 흡광도가 기록된다. 이후

첫 번째 차원에서 분리된 용출액은 일정한 시간차를 두고

교대로 각 루프로 흘러 들어가 수집된다. 이때 각 루프의 용

량에 맞게 용출액을 수집하기 위해 첫 번째 차원의 유속에

따라 스위칭 밸브의 포지션 변경 시간을 조절하게 된다. 하

나의 루프에 용출액이 채워지는 동안 다른 루프에 수집 된

용출액은 두 번째 차원SEC로 흘러 들어가 분리된다. 따라

서 두 번째 차원에서의 분석시간은 첫 번째 차원에서 분리

된 용출액이 하나의 루프에 채워지는 시간보다 최소한 짧거

나 같아야 한다32). 최종적으로 두 번째 차원에서 각 물질의

분자크기(molecular size)에 따라 분리된 물질들은 두 번째

차원에 연결된 검출기 (CAD)에 의해 최종적으로 검출 된다.

1.6. 분석결과의 처리

Fig. 5는 2D-LC 분석에서 얻어진 피크들을 이용하여 정성

(qualification)과 정량(quantification) 분석을 하기 위한 피크

의 처리과정을 보여주고 있다. 2D-LC 분석을 통해 얻어진

피크들은 설정된 스위칭밸브의 포지션 변경 시간에 따라 잘

라서 이차원 등고선 그래프(contour plot)나 삼차원 피크볼륨

(peak volume)의 형태로 시각화하여 나타낼 수 있다. 최종적

인 정량분석은 삼차원 피크의 볼륨을 계산하여 완성된다. 

GC를 이용한 이차원 분리분석의 경우 얻어진 자료의 수

집과 처리를 위해HyperChrom GC×GC Data Interpreta-

tion Software(Thermo Scientific)와 같이 이미 상업화된 컴

퓨터 소프트웨어가 개발되어 있어 그 이용이 다방면으로 확

대되고 있다. 그러나 2D-LC 에서 정량분석은 간단하지 않

다. 왜냐하면 현재 2D-LC 분석의 결과 처리를 위해 개발

된 소프트웨어가 없기 때문이다33). 많은 연구자들은 Mat-

lab(The MathWorks, Natick, MA, USA)과 같은 전문 수

학 컴퓨터 프로그램을 이용하여 자체적으로 프로그래밍하

여 정량분석에 이용하고 있다33, 34). 하지만 정량분석을 위

한 프로그래밍 자체가 일반인이 구현하기에는 어려움이 많

다. 이러한 이유에서 지금까지 2D-LC 분리분석은 주로 정

성분석에 촛점을 맞추어 왔다. 

2. 범용검출기의 이용

앞서 언급한 바와 같이 높은 감도를 갖는 범용검출기의

부재는 식품포장재내 비휘발성 물질의 동시분석을 위해 큰

제약점으로 지적되고 있다. 이를 위해 2005년 ESA

(Chelmsford, MA, USA)사는 새로운 범용검출기인 CAD를

개발하였다. CAD는 분석대상 물질의 화학적 구조나 특성

과는 상관없이 감도가 높은 검출이 가능한 범용검출기이다.

CAD의 검출원리를 Fig. 6에 나타내었다. HPLC에서 분리

된 분석대상물질을 포함한 이동상은 질소가스와 함께

drying tupe속으로 분무되고 동시에 이동상과 휘발성 물질

들은 증발되고 건조된 비 휘발성 분석대상 물질 입자들이

생성된다. 두번째 질소가스 공급관으로부터 도입된 질소가

스는 고전압의 백금 코로나바늘에 의해 이온화되고 drying

tube속에서 건조된 비 휘발성 입자들은 이온화된 질소가스

에 의해 하전된다. 최종적으로 하전 된 입자들이 고감도의

electrometer에 의해서 검출된다. 

CAD의 반응은 분석물의 이화학적 특성에 의해 영향을

받지 않으며 감도는 ppb범위의 검출한계 (LOD)에 이를 만

큼 충분한 것으로 보고되었다35). CAD 검출기의 가장 차별

화된 검출 특성은 물질의 이화학적 특성과 무관하게 검출

할 수 있는 범용성이다. 실례로 폴리머의 첨가제로 주로 이

용되는Irganox PS 800과 Irganox PS 802는 분자구조내에

UV 반응 그룹이 없어UV 검출기로 분석이 불가능하다. 하

지만 CAD 검출기로는 검출이 가능하였다 (Fig. 7). McCar-

thy 등36)은 다양한 이화학적 특성을 갖는 비 휘발성 물질의

분석에서 CAD는 항상 일정한 값의 반응계수 (response

factor : peak area/concentration), 넓은 dynamic range,

나노그램(ng) 수준의 높은 감도 그리고 상대표준편차 10%

이내의 우수한 재현성을 보고하였다. Pistorino 와 Pfeifer37)

는 3종류의 HPLC 검출기를 이용하여 polyketides를 분석

하여 그 결과를 비교하였으며, CAD는 ELSD (evaporated

light scatering detector)와 MS보다 우수한 LOD값을 보인

것으로 보고하였다. 마찬가지로 Takahashi 등38)은 폴리에틸

렌글리콜 (분자량 1000 g/mol)을 이용하여 ELSD와 감도를

비교한 결과 CAD가 10배 정도 낮은 LOD 값을 보인 것으

Fig. 5. Diagram of the flow of information as it is collected and

analyzed in a comprehensive 2D separation experiment. 

Step 1 shows that the collection and transfer of aliquots of first

dimension column effluent and subsequent separation in the

second dimension column produces a series of sequential sec-

ond dimension chromatograms collected as one string of data.

Steps 2 and 3 show how the sequential second dimension chro-

matograms can be reshaped to produce a variety of different

representations of the 2D chromatogram12). 
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로 보고하였다. 하지만 휘발성 물질의 검출이 불가한 점35),

그리고 이동상 중 유기용매의 함량에 따른 감도의 변화3)는

CAD의 약점으로 지적되고 있다. 그럼에도 불구하고 2D-

LC분리 시스템과 결합된CAD는 식품포장재 내에 존재하는

잠재적 비 휘발성 이행물질의 분석에 새로운 가능성을 제

시할 것으로 기대된다. 

Fig. 7. UV and CAD chromatograms of Irganox PS 800 and PS 802.

Conditions

Mobile phase Chromatogram A : Dichloromethane (30%) / n-Heptane (70%), Isocratic

Column : Phenomenex, Diol column (LiChrospher Diol 250 × 4.6 mm, 5 µm)

Oven temperature : 40°C, Flow rate : 2 ml/min, Injection volume : 25 µl

Detection UV : 240 nm

CAD : Gas pressure 35 psi, none filter mode, 100pA range

Fig. 6. Schema of the operation principle of the charged aerosol detector (CAD)35).
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결 론

식품포장재내에서 식품으로 이행가능한 비휘발성의 잠재

적 이행물질의 동시분석을 위한 2D-LC분석의 이용 가능성

을 알아보았다. 2D-LC분석을 통해 계산된 피크용량와 피

크 분리능은 분석방법의 분리효율을 평가하는 지표이다. 또

한 이러한 지표는 2D-LC분석에서 실질분석에서 보다 이론

적으로 과대평가되는 경향이 있다. 하지만 분명한 것은2D-

LC분석은 일차원적 분석에서 보다 거의 배수에 이르는 높

은 분리효율을 얻을 수 있다는 점이다. 지금까지 살펴본 바

와 같이SEC와 NP의 조합은 식품포장재의 제조를 위한 원

료물질로 사용되는 폴리머의 분석을 위해 가장 적합한 조

합이 될 것으로 생각된다. 또한 SEC와 NP가 조합된 대부

분의 2D-LC는 SEC를 두 번째 차원으로 이용하였지만 이

는 앞서 언급한 바와 같이 필요에 따라 언제든지 선후 조

합을 달리하여 적용할 수 있을 것이다. 2D-LC분석에 결합

되는CAD는 현재까지 범용검출기로 이용되고 있는 ELSD

나 RI검출기보다 휘발성 물질을 제외한 다양한 이화학적

특성을 갖는 물질에 대해 높은 감도와 안정적인 반응계수

를 보일 것으로 기대 된다. 마지막으로2D-LC의 정성/정량

분석을 위한 전문 소프트웨어는 분석 효용성과 수요의 증

가에 따라 머지않은 시일내에 개발되고 실용화 될 것으로

기대된다. 
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