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 서론
  서로 compatible하지 않는 두 종류의 수용성 고분자를 일정 농도 이상으로 물에 첨가하면 서로 섞이지 않는 두 액상으로 분리되는 사실이 발견된 이후, 이  고분자 수용액의 상분리를 이용하여 생화학적인 활성이 요구되는 물질들의 분리나 농축에 응용하기 위한 연구가 활발히 광범위하게 진행되어 왔다. 다당류인  Dextran(DEX)과 선형 합성 고분자인 polyethylene glycol(PEG)은 대표적인 상분리를 형성하는 고분자이며 이밖에도 DEX 유도체와 PEG, cellulose 유도체와 DEX, 합성고분자인 Ficoll과 DEX 혹은 PEG, polyvinylpyrrolidine(PVP)와 PEG 등의 수용액에도 두 상을 형성한다.

  위와 같은 고분자 쌍을 이용하여 유발한 2-상 고분자 수용액에 제 3의 용질을 첨가하면 이는 두 상에 걸쳐 불균일하게 분배된다. 즉 한쪽 상에서의 농도가 다른 쪽 상에서의 농도와 매우 다르게 된다. 이러한 분배현상을 이용하여 생화학적으로 활성이 요구되는 물질 즉 각종 amino acid, protein  뿐만 아니라 효소, 심지어 세포 등을 분리하거나 농축시킬 수 있다.

  고분자 수용액을 이용하여 생화학물질을 분리하거나 정제하는 공정에서는 고분자 수용액의 액-액 상평형에 대한 연구도 많이 발표되어 왔으며 매우 활발하게

연구되고 있다. 일반적으로 구성 고분자의 종류와 성질, 그리고 온도가 고분자 수용액의 상 거동에 중요한 영향을 준다는 것은 잘 알려져 있다. 

  본 연구에서는 고분자 수용액에 액-액 상 분리 영역의 경계(binodal curve)를 결정하고, 상평형 실험을 통하여 얻게 될 평형상의 조성(tie-line)을 동결건조 방법, 굴절계, polarimeter을 이용하여 결정한다. 또한 고정밀의 밀도계를 이용하여 평형상의 밀도를 측정하였다. 상평형 실험의 온도는 20℃로 설정하였고, 구성 고분자로는 DEX(Mol. wt. 460500)와 PEG(Mol. wt. 3350, 8000)를 사용하였다. 

이론

  Polarimeter를 이용하여 고분자의 농도를 구하는 식은 다음과 같다.
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여기서 
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는 시료 고분자의 농도(g/100㎖)이고, 
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는 optical rotation(。)이다. 
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는 시료tube의 길이(dm)이고, 
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a

는 specific optical rotation [。/(% w/v dm)]으로써 25℃에서 나트륨 D line의 측정된 값이다. (1)식을 이용하여 고분자의 stock용액의 농도(g/100㎖)를 측정하고,  (2)식에 의하여 질량%로 환산한다. 
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 여기서 
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는 고분자의 농도 (g / 100g )이고, 
[image: image8.wmf]r

는 시료의 밀도이다. 굴절율을  이용하여 농도를 계산하는 식은 다음과 같다. 
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여기서 RII는 물에 대해서 증가된 굴절율의 측정값이고 SRII는 1% w/v 고분자 용액에서 굴절율의 증가량을 측정한 값이다. (2)식에 의해서 
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w

P

로 환산한다.

  식(1)과 (3)을 두개의 고분자가 포함된 system에 대하여 확장하면 다음과 같다. 여기서 1과 2는 각각 DEX와PEG를 나타낸다. 
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첨자는 고분자1 또는 2에 대한 양으로써 상수들은 실험에 의하여 결정되었다. 
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는 고분자 농도(g/100㎖)이고 
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는 optical rotation (()이다. 
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은 시료 tube의 길이고 
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a

는 specific optical rotation 이다. RII는 순수한 물에 대해서 증가된 굴절율을 뺀 값이고 SRII는 1% w/v 고분자 수용액에서 굴절율의 측정값으로 실험에 의해 결정되었다. (2)식에 의해서 부피%로 측정된 값을 밀도로 나눠서 질량%로 환산한다. 

실험 

  초순수에 일정량의 고분자를 첨가하여 25wt.%의 DEX와 PEG stock용액을 제조하였다. 준비된 stock용액을 이용하여 적절한 고분자 조성을 갖는 2-상 용액을 제조하였다. 제조된 용액을 magnetic stirrer을 이용하여 3시간동안 격렬하게 교반한 후 밀봉하여 20℃로 유지되는 항온조에 30시간 방치하여 평형에 도달하도록 하였다. 평형에 도달한 윗상과 아랫상의 시료는5㎖syringe를 이용하여 채취하였다. 채취된 시료는 초순수를 사용하여 희석한 후 분석에 사용하였다.

 각 평형상의 조성은 polarimeter와 굴절계를 사용하여 측정하였다. DEX는optical activity를 갖기 때문에 그 농도는 polarimeter(Cenco)를 이용하여 측정하였다. PEG의 함량은 굴절율이 0.0-10.0 % w/v 범위에서 선형성을 보인다는 사실에 근거하여 굴절계(Fisher Scientific co.)를 이용하여 결정하였다. 동결건조기(Virtis)를 이용하여 시료중의 전체 고분자의 함량을 결정하였고, polarimeter와 굴절계를 이용하여 결정한 고분자의 농도를 재확인하였다.  모든 고분자의 농도는 부피%로 측정되었기 때문에 (식(4)와(5)) 시료의 밀도를 측정( PAAR DMA 48)하여 질량%로 환산하였다. 일단 각 상의 고분자의 농도가 결정되면 물의 함량은 감산에 의하여 계산하였다.

결과  및 고찰
Fig.1은 DEX(Mol.wt. 460500)와 PEG(Mol.wt. 8000)의 20℃에서 상평형 거동을 도시한 것이다. 여기서,  윗상과 아랫상은 거의 대부분이 각각 PEG와 DEX로 농축된 수용액임을 알 수 있다. Fig.2는 DEX(Mol.wt. 460500)와 PEG(Mol.wt. 3350)의 상평형 거동을 도시한 것이다. Fig.1과 Fig.2를 비교하면, 상분리 실험에 사용하는 PEG의 분자량이 클수록 아랫상은 DEX로,  PEG의 분자량이 작을수록 윗상은 

PEG로 더욱 농축됨을 알수 있다. 즉, DEX의 분자량이 고정된 경우 PEG의 분자량이 낮은 PEG를 사용하는 경우에 전체적인 상분리 영역이 축소됨을 알 수 있다. 동결건조기를 이용하여 전체 고분자의 함량을 측정하여 polarimeter와 굴절계로 측정한 경우와 비교했을 때 거의 일치함을 확인하였다.  

결론

본 연구에서는20℃에서DEX와 PEG를 포함하는 고분자 수용액의 액-액 상평형 거동을 관찰하였다. 사용한 DEX의 분자량 460500이었으며 PEG의 경우에는  분자량이 3350과 8000을 사용하였다. DEX의 농도는 polarimeter를 이용하여 측정하였고, PEG의 경우에는 굴절계를 사용하여 결정하였다. 동결건조기를 사용하여 고분자의 조성을 확인한 결과 좋은 재현성을 보였다. 

 실험적으로 결정된 두 평형상의 조성이 전체 조성과 함께 일직선(tie-line) 상에 위치함으로써 실험의 건전성을 확인하였다. 분자량이 높은 PEG를 사용했을 경우 상분리 영역이 넓어지고 각 평형상은 각각의 고분자(윗상은 DEX로, 아랫상은 PEG)로 보다 더 농축됨을 알 수 있었다. 
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Table I. Phase compositions for PEG/Dextran/H2O Systems at 20 °C.

No.

Total System

Concentration (w/w %)





Bottom Phase

Top Phase



Dextran  PEG  water

Dextran  PEG  water

Dextran  PEG  water

(A) System : PEG 8000 / Dextran 460500/ H2O

1

2

3

4

5.18  4.01  90.81

6.52  5.01  88.47

7.12  6.33  86.55

7.80  7.03  85.17

10.03  2.13  87.84

16.34  1.98  81.68

19.59  1.43  78.98

21.93  1.37  76.70

0.77   5.58  93.65

0.22   7.44  92.34

0.19   9.44  90.37

0.05  10.67  89.28

(B) System : PEG 3350 / Dextran 460500/ H2O

1

2

3

4

5.76  6.91  87.33

6.81  7.88  85.31

7.34  9.09  83.57

8.19  9.94  81.87

13.72  3.77  82.51

19.37  2.83  77.80

23.00  2.58  74.42

25.91  2.46  71.63

0.33   9.89  89.78

0.17  10.95  88.88

0.09  12.53  87.38

0.05  14.15  85.80
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