
 
 
컬럼 효율성 평가 

(Column Efficiency Test) 
 
컬럼을 사용하는데 가장 중요한 것은 얼마나 균질하게 레진을 충진하느냐라는 준비단계와 얼마나 

내가 원하는 물질을 효율적으로 분리할 수 있는 조건을 찾느냐하는 부분을 이해해야합니다. 먼저, 

팩킹의 균질성은 혼합물의 분리능과 직접적으로 연결이 되기 때문에 목적에 맞는 크로마토그래피를 

하기 위해서는 컬럼의 디자인에 맞추어서 적절한 방법을 사용하여 레진을 균질하게 팩킹을 해야 하고 

이에 대한 평가가 필요합니다. Column Theory part에서는 컬럼이 제대로 팩킹이 되었는지에 대한 

평가를 하기 위한 Column Efficiency를 살펴보겠습니다. 그리고 팩킹이 제대로 된 뒤, 실제 

실험조건에서 어떻게 물질이 분리되는지에 대한 조건을 살펴보는 DBC의 측정법을 알아보도록 

하겠습니다. 

 

컬럼을 이용한 크로마토그래피는 물질의 정제를 위해 널리 사용되는 방법으로 정제 공정과 물질의 

품질에 대한 재연성과 안전성을 평가하기 위해서는 컬럼이 제대로 충진되었는 지 살펴보는 것이 

중요한 요인으로 작용합니다. 이를 위해서는 적절한 추적물질을 사용하여 물질의 분포에 대한 커브를 

분석하여 팩킹된 지지체의 성능평가를 진행하게 되며, 이는 정제된 물질의 품질이나 수율에 대한 

예상지표는 될 수 없지만, 정제공정을 시작하기 전 컬럼과 시스템의 적정성을 평가하는 방법으로 

사용될 수 있습니다. 이 중에서도 가장 대표적으로 사용하는 방법은 pulse function test로 추적물질을 

최대한 컬럼의 입구에 가깝게 주입한 뒤, 컬럼의 출구 쪽에서 추적물질의 pulse가 크로마토그래피 

커브로 나타나는 것을 분석하게 됩니다. 즉, 컬럼 효율성은 컬럼 내에 이론적인 단이 존재한다는 가정 

하에, 피크 넓어짐 현상은 평형단계에서의 단수(N) 또는 환원단높이(h)로 평가하고, 피크의 대칭성은 

비대칭비율 (As)로 평가하게 되며, 이를 수식적으로 구하는 방법은 아래 (그림 1 및 식) 와 같습니다. 



그림 1. 컬럼 평가 그래프 및 평가수식 

즉, 이론단수는 컬럼의 용출부피 (VR)값과 추적물질의 용출비피 (Wh)를 가지고 수식적으로 구하게 되는 

데, 각 단의 높이 (HETP)의 경우는 컬럼의 길이를 컬럼 내의 단수로 나누어서 구하게 되며, 각 

충진재의 높이 (dp)로 단의 높이를 나누어주면 각 단의 환원단높이 (h)를 구할 수도 있습니다. 

비대칭비율 As는 기본선에서 10% 위에서의 피크의 앞뒤 길이의 비율 (b/a)로 나타내는 데 이는 

팩킹된 지지체의 불규칙성 자체뿐 아니라 외부시스템의 튜브에서의 옳지 않은 흐름이나 지지체 

외부에 공기나 이물이 끼어있거나 분배시스템이나 망이 막혀있을 때에도 영향을 받게 됩니다. 

 

일반적으로 환원단높이 (h)의 경우는 3보다 작은 값을 추천하지만 평가시 사용된 시스템이 

부적절하거나 적용되는 경우의 상황에 따라서 이에 대한 편차는 허용될 수 있습니다. 때로는 레진의 

사이즈에 따라서 1m 길이 안의 컬럼단수 (N/m)을 이용하여 효율성 기준을 정하기도 합니다. 

비대칭비율 (As)의 경우에는 일반적으로 0.8-1.8 사이의 값이 추천됩니다. 

하지만 이러한 값이 유효성을 가지기 위해서는 적절한 요소를 사용한 평가테스트가 진행이 되어야 

합니다. 특히, 추적물질의 경우에는 충진재와 반응하지 않고 안정한 물질을 사용하여야 합니다. 

일반적으로 UV를 이용한 검출을 위해서는 물에 희석한 1-2% 아세톤을 추적물질로 사용하며(표 1), 

RPC나 HIC의 경우에는 최소 20% 에탄올에 희석한 아세톤을 사용합니다. 

  



 

표 1. 추적 물질의 예시 

  

또한, Conductivity 커브를 얻기위해서는 대부분의 레진의 경우, 0.4M NaCl을 평형버퍼로 사용한 0.8M 

NaCl 용액을 검체로서 사용합니다. 또한 피크넓어짐현상의 경우 아래의 Van deemter 식과 같이 

유속에 많은 영향을 받으므로 평가시 주요한 요소로 작용합니다. 

  

 

레진에 대한 대표적인 평가유속은 아래 (표 2)와 같습니다. 

 

표 2. 대표적 레진에 따른 평가유속 

 



정리하자면 충진재와 반응하지 않는 적절한 추적물질을 컬럼부피의 1% 정도 주입한 뒤, 최대한 

오차가 없도록 외부부피가 작은 적절한 시스템을 이용하여 가장 좋은 이론단수를 얻을 수 있는 

적절한 유속을 적용하여 시험을 진행하였을 때, 이에 대한 결과로서 환원단높이(h)는 3이하, 

비대칭비율 (As)는 0.8에서 1.8 사이의 값을 가질 때 적절한 컬럼효율성을 가진다고 평가할 수 

있습니다. (표 3 참조) 

 

표 3. 추천 평가 결과 예시 

Dynamic Binding Capacity (DBC)는 흡착 크로마토그래피에서, 실제 실험을 진행하는 조건 하에서 일정 

용량의 레진에 타겟물질이 결합할 수 있는 능력(Q)을 의미합니다. 물질과 물질 사이의 결합 능력은 

온도, pH, 유속 등에 따라 평형 및 해리 상수 (K)의 변화를 가져오기 때문에 실제 공정에서 또는 

공정을 키울 경우 필요한 레진의 용량을 계산하거나 컬럼 당 실험할 수 있는 검체의 로딩량을 

계산하기 위해서는 어느 정도 정립 또는 적합화된 실제 실험 조건에서의 레진에서의 타겟물질의 결합 

능력을 알아두는 것이 좋습니다. 

레진의 동적 결합 능력을 측정하기 위해서는 1> 실제 사용하는 레진과 2> 작은 용량의 컬럼, 3> 

농도를 알고 있는 충분한 양의 타겟물질, 4> 실험에 사용되는 버퍼, 5> 정제 시스템 및 6> 용출된 

검체에서의 타겟물질을 측량할 수 있는 분석법을 준비해주셔야 합니다. 

실험방법은 다음과 같습니다. 실제 실험 조성과 동일한 조건으로 시스템을 평형화 시켜 줍니다. 

컬럼에 농도를 알고 있는 타겟물질을 로딩하면서 컬럼 후단부에서 용출되는 물질을 일정한 볼륨으로 

모아줍니다. DBC는 컬럼에 모든 타겟물질이 결합된 후 용출되기 시작하는 시점을 측정하며 

일반적으로 로딩된 타겟물질의 10%의 농도가 되는 시점을 기점 (: Binding Capacity at 10% 

Breakthrough point)으로 잡습니다. 타켓물질가용이 어려운 경우 5%의 농도 시점을 잡기도 합니다. 

  



 

  

타겟물질의 성질에 따라 Identity test 및 측정방법은 ELISA나 SEC, UV 흡광도 등 시험자분께서 미리 

알고계신 분석법으로 10% breakthough point를 잡은 뒤, 로딩한 순간에서부터 해당 기점까지의 전체 

볼륨 ()을 계산하여 이를 미리 알고 있던 타겟물질의 전체 양을 계산한 뒤, 컬럼 볼륨 (CV, Vc)로 

나누어주면 됩니다. 

  

 

일반적으로 정제 시스템에서 detector로부터 collector까지의 시스템 볼륨 (Delay 볼륨)을 측정하여 

이를 고려하여 용출된 물질을 모은 경우에는 시스템 볼륨 (Vs)를 고려하지 않고 하기와 같은 

계산식으로 DBC를 측정합니다. 

  

 

일반적으로, DBC는 pH가 높을수록, 염도가 높을수록, 유속이 낮을수록 높은 값으로 측정되는 경향이 

있습니다. 

예> rProtein Sepharose Fast Flow 레진의 DBC curve 

실험조건 : XK 16/10, 100mm bed height, 

Sample: Polyclonal human IgG, 1mg/ml 

  



 

이렇게 측정된 DBC는 실제 실험에서 얼마만큼의 물질을 분리 정제할 것인지를 정하는 참고 데이터로 

사용되며, 일반적으로 실제 실험 조건에서, 일반적으로 Capture 단계에서는 DBC의 30~50%, 

Intermediate 단계에서는 20~30% 정도를 로딩하시는 것을 추천하고 있습니다. 

 


