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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 반응식 1에 나타난 바와 같이, 촉매 존재하에 화학식 2로 표시되는 실리카 모세관 내부 표면에 존재하는

하이드록시기와 화학식 3으로 표시되는 리간드를 반응시켜, 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관을

제조하는 단계(단계 1);

상기 단계 1에서 제조한 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관을 화학식 5로 표시되는 중합 개시제와

반응시켜 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계(단계 2); 및

상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 내부에 모노머를 용매에 녹여

채우고, 가역 부가-파편화 사슬전달(Reversible  Addition-Fragmentation  Chain  Transfer,  RAFT)  중합 반응을

수행하여 화학식 1로 표시되는 공중합 고분자 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계(단계 3);를 포함하는 실리카

모세관의 제조방법:

[반응식 1]

(상기 반응식 1에서,

는 실리카 모세관 내부 표면에 위치한 실리카이고;

는 C6-10의 방향족 고리이고;

R
1
 및 R

2
는 독립적으로 수소 또는 C1-4의 알킬이고;

M은 상기 단계 3에서 형성되는 공중합 고분자 사슬을 구성하는 모노머이고;

n은 1-10의 정수이고;

m은 1-1000의 정수이다).

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 단계 1의 촉매는 끓는점이 60℃ 이상인 비극성 무수 용매에 용해되고, 전이금속을 포함하며, 유기 치환기
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를 갖는 유기금속 화합물인 것을 특징으로 하는 제조방법.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 무수 용매는 무수 톨루엔, 무수 자일렌, 무수 메틸이소부틸케톤, 무수 메틸이소프로필케톤, 싸이클로펜탄

온 및 부티로락톤으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 1종 이상인 것을 특징으로 하는 제조방법.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 단계 1의 촉매는 이염화이부틸주석(dibutyltindichloride), 디부틸틴디아세테이트(dibutyltindiacetate),

디부틸틴디라우레이트(dibutyltindilaurate),  트리페닐틴아세테이트(triphenyltinacetate),  트리부틸틴아세테

이트(tributyltinacetate),   아연  아세트산(zinc  diacetate),  티타늄  테트라  아세테이트(titanium  tetra-

acetate),  코발트 트리스(2-에틸헥사노에이트)(cobalt  tris(2-ethylhexanoate)),  비스무트 트리스(2-에틸헥사

노에이트)(bismuth tris(2-ethylhexanoate)), 아연 디(2-에틸헥사노에이트)(zinc di(2-ethylhexanoate)), 코발

트  트리스(2,4-펜타디오네이트)(cobalt  tris(2,4-pentadionate)),  티타늄  테트라(2,4-펜타디오네이

트)(titanium tetra (2,4-pentadionate)), 망간 디(2,4-펜타디오네이트)(manganese di(2,4-pentadionate)), 니

켈 디(2,4-펜타디오네이트)(nickel  di(2,4-pentadionate) 및 지르코늄 테트라(2,4-펜타디오네이트)(zirconium

tetra(2,4-pentadionate))로 이루어지는 군으로부터 선택되는 1종 이상인 것을 특징으로 하는 제조방법.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 단계 3의 모노머는 비극성 모노머, 전기삼투흐름 유발 모노머 및 극성 모노머를 모두 포함하는 것을 특징

으로 하는 제조방법.

청구항 6 

제5항에 있어서,

상기 비극성 모노머는 스티렌, 4-메틸스티렌, 2-클로로스티렌, 3-클로로스티렌, 4-클로로스티렌, 4-브로모스티

렌, 4-비닐벤질클로라이드 및 4-비닐나프탈렌으로 이루어지는, 벤젠 고리와 이중결합을 갖는 화합물 군으로부터

선택되는 1종 이상이고;

상기 전기삼투흐름 유발 모노머는 아크릴산, 메타크릴산, 메틸메타크릴산, 이타코닌산, 알릴아민, 4-아미노스티

렌, 4-비닐피리딘 및 2-비닐피리딘으로 이루어지는, 카르복시나 아미노 작용기 및 이중결합을 갖는 화합물 군으

로부터 선택되는 1종 이상이고; 및

상기 극성 모노머는 N-페닐아크릴아미드, 4-아미노스티렌, 4-{N-(메틸아미노에틸)아미노메틸}스티렌, 4-비닐벤

조산 및 3,4-디메톡시스티렌으로 이루어지는, 벤젠 고리와 극성 작용기 및 이중결합을 갖는 화합물 군으로부터

선택되는 1종 이상인 것을 특징으로 하는 제조방법.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 단계 3의 용매는 극성 용매 및 비극성 용매로 이루어지는 군으로부터 선택되는 1종 이상인 것을 특징으로

하는 제조방법.
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청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 극성 용매는 싸이클로펜탄온, 싸이클로헥산온, 메틸이소부틸케톤 및 4-메틸-2-펜탄온으로 이루어지는 군으

로부터 선택되는 1종 이상이고; 및

상기 비극성 용매는 톨루엔, 자일렌 및 에틸벤젠으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 1종 이상인 것을 특징으

로 하는 제조방법.

청구항 9 

제1항의 제조방법으로 제조되는 것을 특징으로 하는 올리고당류 또는 펩티드류 분리용 실리카 모세관.

청구항 10 

올리고당류를 유도체화 시약과 반응시켜, 올리고당류의 구조 이성질체를 준비하는 단계(단계 1); 및

상기 단계 1에서 준비한 올리고당류의 구조 이성질체를,  제9항의 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계(단계

2);를 포함하는 올리고당류의 분리방법.

청구항 11 

단백질을 가수분해하여, 펩티드류를 준비하는 단계(단계 1); 및

상기 단계 1에서 준비한 펩티드류를, 제9항의 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계(단계 2);를 포함하는 펩티드

류의 분리방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 올리고당류 또는 펩티드류 분리용 고분자 부착 실리카 모세관 및 이의 제조방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

무기구조물의 표면에 중합개시제를 부착시킨 후, 고분자 막을 중합반응으로 결합시키는 방법은 종래에 잘 알려[0003]

져 있는 기술이다.

상기와 같은 기술로 제조되는 무기-유기 혼성물질은 크로마토그래피의 정지상으로도 활용될 수 있다. 크로마토[0005]

그래피용  유기-무기  혼성  정지상을  제조하기  위하여  원자전달  라디칼  중합(Atom  Transfer  Radical

Polymerization,  ATRP)  방법이  주로  사용되고  있으며,  가역  부가-파편화  사슬전달(Reversible  Addition-

Fragmentation Chain Transfer, RAFT) 중합 방법도 부분적으로 사용되고 있다.

원자전달 라디칼중합(ATRP)에서는, 일가 구리의 할로겐화물, 이가 구리의 할로겐화물, 그리고 아민 염기로 이루[0007]

어진 촉매혼합물을 사용하여 말단 할로겐을 포함한 중합개시제가 부착된 실리카 표면에 중합반응을 유도한다.

상기 원자전달 라디칼중합(ATRP)에서는 큰 분자량과 낮은 분산도를 갖는 브러시 형태의 고분자 사슬이 형성된다

고 알려져 있다. 일부 원자전달 라디칼중합(ATRP) 연구에서는 생성된 정지상이 기존의 C18 정지상과 비교하여

우수한 선택도(selectivity)를 갖는 사실을 보고하고 있다. 그러나 원자전달 라디칼중합(ATRP) 정지상의 분리효
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율(이론단수)은 종래의 C18 정지상에 비하여 상당히 열등한 것으로 보고되고 있다.

가역 부가-파편화 사슬전달(RAFT) 중합에서는 말단 할로겐을 갖는 리간드를 먼저 실리카 표면에 결합시키고(도[0009]

1의 A 참조), 다시 디티오카바메이트 염 유도체와 반응시킴으로써 중합개시제 부착 실리카를 만들며(도 1의 B

참조), 여기에 표면 중합이 진행된다(도 1의 C 참조). 가역 부가-파편화 사슬전달(RAFT) 중합 메커니즘에 따르

면, 표면에 부착하는 1차 리간드와 2차 리간드(diethyldithio carbamate) 사이의 CS 결합 내부에 고분자 사슬이

삽입되고 성장한다고 알려져 있다. 필요한 초기 라디칼은 모노머의 열적 자체 초기화에 의하여 발생하며, 추가

적인 촉매는 필요하지 않다. 하지만, 가역 부가-파편화 사슬전달(RAFT) 중합으로 얻은 정지상의 크로마토그래피

분리효율은 기존의 C18 정지상에 비하여 상당히 열등한 것으로 알려져 있다.

이에, 본 발명자들은 다공성 실리카 분말에 4-클로로메틸 페닐이소시아네이트와 소듐 디에틸 디티오카바메이트[0011]

를 차례로 반응시켜 개시제 (S1 형) 부착 실리카를 제조하고, 여기에 스티렌을 중합시켜서 폴리스티렌 부가 실

리카 정지상을 만들어 보고한 바 있는데(Bull. Korean Chem. Soc. 2009, Vol. 30, No. 3), 상기 정지상은 C18

보다 우수한 분리효율을 줄 수 있는 반면, 현저히 짧아진 머무름시간을 주어 용질 봉우리들이 밀집되는 결과를

얻었다. 또, 이렇게 얻은 정지상의 폴리스티렌층은 실리카 표면 위에 일정한 두께로 형성되지 못하고 커다란 폴

리스티렌 덩어리들이 불규칙하게 생성되는 양상을 보였으며, 접근 가능한 동공의 부피와 표면을 감소시키는 효

과를 보여 분석 용질의 머무름 시간이 감소하는 문제가 있었다.

상기 문제는 매우 안정한 재개시 라디칼의 생성으로 인하여 빠르고 제어되지 않은 중합반응이 진행된 결과인 것[0013]

으로 판단된다. 안정한 재개시 라디칼은, 사슬전달이나 종결반응이 일어나기 전에 고분자 사슬이 과도하게 성장

하게 함으로써 큰 분자량과 넓은 분산도를 지닌 고분자의 생성, 즉 비 균질 고분자 성장을 유도하는 것으로 알

려져 있다. 본 발명자들은 상기 수행한 연구에서 폴리스티렌 덩어리가 생성되는 이유로, 매우 안정한 중합 중간

체 라디칼의 형성과 이로 인하여 절제되지 못한 고분자 사슬의 성장으로 보고, 고분자 성장 속도를 다소 조절할

수 있는 새로운 개시제 (S2 형) 부착 실리카를 제조하고, 가역 부가-파편화 사슬전달(RAFT) 중합을 진행함으로

써 얇고 고른 고분자 막이 부착된 새로운 액체크로마토그래피 정지상을 개발하여 이에 대한 특허를 출원 등록한

바 있다(한국 등록특허 10-1116566).

     본 발명자들은 S1 형태의 개시제 부가 실리카라고 하더라도 그 개시제 리간드의 부착 밀도가 충분히 높아[0015]

서 각 개시제 리간드에서 동시다발적이고 균일한 고분자 사슬의 성장이 이루어지고 그 사슬들이 서로 밀집되는

시점에서 중합이 종료되도록 제어된다면 더욱 좋은 물성의 고분자 막이 부착된 정지상을 만들어 그 분리효율을

더 개선할 수 있다고 생각하였다.

이에, 본 발명자들은 말단 할로겐 원자를 지닌 이소시아네이트를 이소시아네이트-히드록시실리카 반응으로 입자[0017]

에 부착시키는 과정에서 그 분산 용매에 잘 녹는 촉매를 사용함으로써, 그 반응산물을 디티오카바메이트염 유도

체와 반응시켜 중합개시제 부착 실리카를 제조하는 새로운 방법을 개발하여, 그 중합 개시제 부착 실리카 위에

가역 부가-파편화 사슬전달(RAFT) 중합을 진행하여 높은 분리 효율의 액체 크로마토그래피 정지상용 새로운 고

분자 부착 실리카 분말을 얻을 수 있음을 확인하고 이에 대한 특허를 출원한 바 있다.

한편, 특정 당이 다양한 질병의 바이오마커로 알려지면서, 당류분석이 많은 관심을 모으고 있다. 당의 다양성과[0019]

구조적 복잡성으로 인하여 완전한 올리고당의 구조분석이라는 분야는 매우 도전적인 과제이다. 모세관 전기영동

법(Capillary Electrophoresis, CE)은 생체 물질들의 분석에 있어 그 분리효율이 매우 뛰어난 방법이다. 질량분

석법과 모세관 전기영동법(Capillary Electrophoresis, CE)을 연계시킨 분석법으로 인하여, 생 의약 연구분야에

서 효과적인 당을 선별하는 과정을 극적으로 가속화시키는 방법 개발이 가능하게 되었다.

실리카 모세관 내부에 정지상을 충전하거나 부착시켜 사용하면, 이것을 모세관 전기크로마토그래피법(Capillary[0021]
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Electrochromatography, CEC)이라고 하는데, 단순 실리카 모세관을 쓰는 CE보다 그 분리 선택성이 크게 향상된

다. 즉, CEC는 CE와 HPLC(High-Performance Liquid Chromatography)의 장점을 모두 취한 방법이다.

최근에,  모세관 내벽에 얇은 고분자 막을 부착시켜 사용하는 열린 구조형 모세관 전기크로마토그래피법(Open[0023]

Tubular Capillary Electrochromatography, OT-CEC)이 그 제조 편이성으로 인하여 많은 관심을 모으고 있다.

OT-CEC는 단백질, 펩티드, 당단백질 등과 같은 다양한 종류의 생체 물질의 분리분석에 유용하게 쓰이고 있는 방

법이다.

    당의 구조이성체 분석에 효과적이라고 알려져 있는 정지상으로는 다공성 흑연탄소(Porous Graphite Carbon,[0025]

PGC)와 HILIC(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) 정지상 등이 있다. HILIC 정지상이란 극성이

상당히 큰 정지상인데, 이동상도 극성의 수용성 용매를 쓸 경우 이를 HILIC라고 한다. 당의 구조이성체 분석에

있어서 PGC 정지상은 C18 정지상에 비하여 크로마토그래피 분리능은 더 좋지만 분리효율은 열등하다고 알려져

있으며, 그에 반해 HILIC 정지상은 정지상의 높은 극성으로 인하여 당의 머무름 시간이 상당히 증가하는 것으로

알려져 있다.

     본 발명자들은 다공성 흑연탄소(Porous Graphite Carbon, PGC) 정지상 및 HILIC(Hydrophilic Interaction[0027]

Liquid  Chromatography)  정지상의  특징을  모두  갖는  열린  구조형  모세관  전기크로마토그래피법(Capillary

Electrochromatography, CEC) 모세관 컬럼을 제조하기 위하여, sp2 구조의 스티렌과 큰 극성을 갖는 아크릴아미

드를 가역 부가-파편화 사슬전달(RAFT) 중합으로 공중합 시켜, 모세관 내벽에 형성시키는 전략으로 새로운 열린

구조형 모세관 전기크로마토그래피법(Open Tubular Capillary Electrochromatography, OT-CEC) 컬럼을 제조하

여 흡광 크로모포로 유도체화한 D-글루코스의 두 아노머(anomer)와 올리고당(oligosaccharide)의 여러 구조 이

성체를 높은 컬럼 분리효율로(이론단수 300,000/m) 분리하는 결과를 발표한 바 있다(Bulletin of the Korean

Chemical Society, 2014, 35, 539). 하지만, 상기 연구에서는 스티렌과 아크릴아미드의 높은 극성도 차이에 따

른 반응 용매의 선정과, 공중합고분자의 자체 친화성에 어려움이 있어서 컬럼 제조 재현성과 컬럼 분리효율 제

고의 한계 등 문제점이 드러났다.

이에, 본 발명자들은 상기 문제점이 개선된 모세관을 제조하기 위하여 연구를 진행하던 중, 반응 모노머의 선정[0029]

에 새로운 개념을 도입하고 반응 용매에도 변화를 주어, 생성되는 공중합고분자의 자체 친화도를 높이고 컬럼

제조의 재현성을 제고할뿐만 아니라, 컬럼 분리 효율도 현저히 개선된 고분자 부착 실리카 모세관 및 이의 제조

방법을 개발하고 본 발명을 완성하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국 등록특허 10-1116566 [0031]

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  Bull. Korean Chem. Soc. 2009, Vol. 30, No. 3 [0032]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 글루코오스나 말토트리오스 등의 올리고당류 또는 시토크롬 C(Cytochrome C) 등 단백질의 가[0033]
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수분해 산물 내 많은 펩티드류 분리용 고분자 부착 실리카 모세관의 제조방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 제조방법으로 인하여 제조되는 고분자 부착 실리카 모세관을 제공하는 것이다.[0035]

본  발명의  또  다른  목적은  상기  고분자  부착  실리카  모세관을  사용한  올리고당류의  분리방법을  제공하는[0037]

것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 고분자 부착 실리카 모세관을 사용한 펩티드류의 분리방법을 제공하는 것이다.[0039]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여,[0041]

본 발명은 하기 반응식 1에 나타난 바와 같이, 촉매 존재하에 화학식 2로 표시되는 실리카 모세관 내부 표면에[0042]

존재하는 하이드록시기와 화학식 3으로 표시되는 리간드를 반응시켜, 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카

모세관을 제조하는 단계(단계 1);

상기 단계 1에서 제조한 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관을 화학식 5로 표시되는 중합 개시제와[0043]

반응시켜 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계(단계 2); 및

상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 내부에 모노머를 용매에 녹여[0044]

채우고, 가역 부가-파편화 사슬전달(Reversible  Addition-Fragmentation  Chain  Transfer,  RAFT)  중합 반응을

수행하여 화학식 1로 표시되는 공중합 고분자 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계(단계 3);를 포함하는 실리카

모세관의 제조방법을 제공한다.

[반응식 1][0045]

[0046]

상기 반응식 1에서,[0047]

는 실리카 모세관 내부 표면에 위치한 실리카이고;[0048]

는 C6-10의 방향족 고리이고;[0049]

R
1
 및 R

2
는 독립적으로 수소 또는 C1-4의 알킬이고;[0050]

M은 상기 단계 3에서 형성되는 공중합 고분자 사슬을 구성하는 모노머이고;[0051]
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n은 1-10의 정수이고;[0052]

m은 1-1000의 정수이다.[0053]

또한, 본 발명은 상기 제조방법으로 제조되는 것을 특징으로 하는 올리고당류 또는 펩티드류 분리용 실리카 모[0055]

세관을 제공한다.

나아가, 본 발명은 올리고당류를 유도체화 시약과 반응시켜, 올리고당류의 구조 이성질체를 준비하는 단계(단계[0057]

1); 및

상기 단계 1에서 준비한 올리고당류의 구조 이성질체를, 상기 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계(단계 2);를[0058]

포함하는 올리고당류의 분리방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 단백질을 가수분해하여, 펩티드류를 준비하는 단계(단계 1); 및[0060]

상기 단계 1에서 준비한 펩티드류를, 상기 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계(단계 2);를 포함하는 펩티드류[0061]

의 분리방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 제조방법으로 인하여 제조되는 고분자 부착 실리카 모세관은 고분자 피막 자체 친화성이 우수하[0063]

게 제조되어 길고 균일한 고분자 사슬 형태로 모세관 내부에 붙게 되고, 마른 상태에서는 견고한 피막의 형상을

띄지만, 아세토니트릴의 함량이 높은 이동상에서 활짝 펼쳐지며 분석물의 머무름과 물질전달 양면에서 봉우리

띠나비를 좁히는 방향으로 작용하는 효과가 있으므로, 글루코오스나 말토트리오스 등의 올리고당류 또는 시토크

롬 C(Cytochrome C) 등 단백질의 가수분해 산물 내 많은 펩티드류 분리분석에 유용하게 사용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 실시예 1 및 2에 기술된 리간드 부착 실리카 모세관, 중합개시제 부착 실리카 모세관 및 고분자 부착 실[0065]

리카 모세관의 제조를 단계별로 나타난 도식도이다.

도 2는 실리카 분말과 본 발명에 따라 제조된 고분자 부착 실리카 모세관에 대한 전자현미경의 넓은 범위(스케

일 바 10 um, A) 및 좁은 범위 사진(스케일 바 2um, B)이다.

도 3은 본 발명에 따라 제조된 고분자 부착 실리카 모세관으로 말토트리오스 이성체들(A,B,C)과, D-글루코오스

아노머들(W,X,Y)에 대한 모세관 전기크로마토그래피법(Capillary Electrochromatography, CEC) 용리에서, 용리

액의 아세토니트릴 조성에 대한 최적화 과정을 보여주는 이미지이다(아세토니트릴 함량은 A와 W에 대하여 95%,

B와 X에 대하여 90%, C와 Y에 대하여 80%이며, CE 전압은 30kV, 시료용액 주입은 12 kV, 5초의 조건으로 시행되

었으며, 최적화 조건은 B와 X를 얻은 90/10 아세토니트릴/30 mM 소듐 아세테이트 pH 6.6이었고, D와 Z는 최적화

조건에서 얻은 아세톤의 전기크로마토그램고, B1과 X1은 각각 B와 X의 확대 전기크로마토그램이다).

도 4는 본 발명에 따라 제조된 고분자 부착 실리카 모세관으로 말토트리오스 이성체들(A,B,C)과, D-글루코오스

아노머들(W,X,Y)에 대한 CEC 모세관 전기크로마토그래피법(Capillary Electrochromatography, CEC) 용리에서,

용리액의 pH에 대한 최적화 과정을 보여주는 이미지이다(pH는 A와 W에 대하여 5.5, B와 X에 대하여 6.6, C와 Y

에 대하여 7.3이며, CE 전압은 30kV, 시료용액 주입은 8 kV, 5초의 조건으로 시행되었으며, 최적화 조건은 B와

X를 얻은 90/10 아세토니트릴/30 mM 소듐 아세테이트 pH 6.6이었고, D와 Z는 최적화조건에서 얻은 아세톤의 전

기크로마토그램이다).

도 5는 실시예 2에서 제조한 고분자 부착 실리카 모세관으로 프로테오믹 가수분해 시료에 대하여 모세관 전기크

로마토그래피법(Capillary  Electrochromatography,  CEC)  분리분석을 수행한 전기크로마토그램이다(용리조건은

30 kV의 전압을 걸고 78/22 아세토니트릴/12.5 mM 소듐 포스페이트 pH 6.8 이동상에서 10분 용리하고, 그 다음
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65/35 아세토니트릴/12.5 mM 소듐 포스페이트 pH 6.8 이동상으로 용리하는 조건으로 하였고, 도 5의 상부는 프

로테오믹  시료에  대한  분리  전기크로마토그램이고,  하부는  전기삼투흐름  마커인  아세톤의

전기크로마토그램이다).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0066]

본 발명은 하기 반응식 1에 나타난 바와 같이, 촉매 존재하에 화학식 2로 표시되는 실리카 모세관 내부 표면에[0068]

존재하는 하이드록시기와 화학식 3으로 표시되는 리간드를 반응시켜, 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카

모세관을 제조하는 단계(단계 1);

상기 단계 1에서 제조한 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관을 화학식 5로 표시되는 중합 개시제와[0069]

반응시켜 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계(단계 2); 및

상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 내부에 모노머를 용매에 녹여[0070]

채우고, 가역 부가-파편화 사슬전달(Reversible  Addition-Fragmentation  Chain  Transfer,  RAFT)  중합 반응을

수행하여 화학식 1로 표시되는 공중합 고분자 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계(단계 3);를 포함하는 실리카

모세관의 제조방법을 제공한다.

[반응식 1][0071]

[0072]

상기 반응식 1에서,[0073]

는 실리카 모세관 내부 표면에 위치한 실리카이고;[0074]

는 C6-10의 방향족 고리이고;[0075]

R
1
 및 R

2
는 독립적으로 수소 또는 C1-4의 알킬이고;[0076]

M은 상기 단계 3에서 형성되는 공중합 고분자 사슬을 구성하는 모노머이고;[0077]

n은 1-10의 정수이고;[0078]

m은 1-1000의 정수이다.[0079]

이하, 본 발명에 따른 고분자 부착 실리카 모세관의 제조방법을 단계별로 상세히 설명한다.[0081]

본 발명에 따른 고분자 부착 실리카 모세관의 제조방법에 있어서, 상기 단계 1은 촉매 존재하에 화학식 2로 표[0083]
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시되는 실리카 모세관 내부 표면에 존재하는 하이드록시기와 화학식 3으로 표시되는 리간드를 반응시켜, 화학식

4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계이다. 여기서 먼저, 공지의 방법(Bulletin  of  the

Korean Chemical Society, 2014, 35, 542)에 따라 실리카 모세관을 NaOH 용액으로 전처리하여 모세관 내벽의

실란올 기를 활성화 하는 과정을 거친다. 일례로, 길이 1 m의 실리카 모세관에 대하여 5-40 mg의 화학식 3으로

표시되는 리간드, 5-35 mg의 촉매 및 1-5 mL의 무수 용매를 섞은 용액을 60-150℃로 6-48시간 흘려 반응시키고,

무수 용매로 세척하고 질소 기류에서 건조하는 것이 바람직하다.

상기 화학식 3으로 표시되는 리간드가 1.0 m 실리카 모세관에 대하여 5 mg 미만을 사용하는 경우 리간드 부착이[0085]

낮아지는 문제가 있고, 40 mg을 초과하여 사용하는 경우 재료 낭비의 문제가 있다.

또한, 상기 촉매가 1.0 m 실리카 모세관에 대하여 5 mg 미만으로 사용하는 경우 촉매 효과가 나타나지 않아 반[0086]

응이 진행되지 못하는 문제가 있고, 35 mg을 초과하면 처리 경비가 많아지는 문제가 있다.

나아가, 상기 반응 무수 용매가 1.0 m 실리카 모세관에 대하여 1 mL 미만으로 사용하는 경우 비균질 반응이 발[0087]

생할 수 있는 문제가 있고, 5 mL를 초과하여 사용하는 경우 물질 희석에 의한 반응속도 감소의 문제가 있다.

또한, 상기 반응온도가 60℃ 미만인 경우 반응속도가 느려 반응이 용이하게 진행되지 못하는 문제가 있고, 150[0088]

℃ 초과인 경우 부 반응의 문제가 있다.

나아가, 상기 반응시간이 6시간 미만인 경우 불완전한 반응완결의 문제가 있고, 48시간을 초과하는 경우 시간[0089]

낭비 및 부 반응 발생의 문제가 있다.

상기 촉매는 비극성 무수 반응 용매에 녹을 수 있고, 이소시아네이트-히드록시 반응에 촉매효과가 있는 유기금[0091]

속 화합물이면 모두 사용할 수 있다. 특히, 유기 치환기를 지닌 전이금속의 화합물이 촉매효과와 용매에 대한

용해도면에서  바람직하다.  구체적으로는,  이염화이부틸주석(dibutyltindichloride),  디부틸틴디아세테이트

(dibutyltindiacetate),  디부틸틴디라우레이트(dibutyltindilaurate),  트리페닐틴아세테이트

(triphenyltinacetate), 트리부틸틴아세테이트(tributyltinacetate),  아연 아세트산(zinc diacetate), 티타늄

테트라  아세테이트(titanium  tetra-acetate),  코발트  트리스(2-에틸헥사노에이트)(cobalt  tris(2-

ethylhexanoate)), 비스무트 트리스(2-에틸헥사노에이트)(bismuth tris(2-ethylhexanoate)), 아연 디(2-에틸헥

사노에이트)(zinc  di(2-ethylhexanoate)),  코발트  트리스(2,4-펜타디오네이트)(cobalt  tris(2,4-

pentadionate)), 티타늄 테트라(2,4-펜타디오네이트)(titanium tetra (2,4-pentadionate)), 망간 디(2,4-펜타

디오네이트)(manganese  di(2,4-pentadionate)),  니켈 디(2,4-펜타디오네이트)(nickel  di(2,4-pentadionate),

지르코늄 테트라(2,4-펜타디오네이트)(zirconium  tetra(2,4-pentadionate))  등을 사용할 수 있으며, 이염화이

부틸주석(dibutyltindichloride)을 사용하는 것이 가장 바람직하다.

상기 실리카 모세관은 통상적으로 외벽에 고분자 코팅이 되어 있고, 내경이 25-200 μm이고, 길이는 0.5-5.0 m[0093]

인 상업용 실리카 모세관을 사용할 수 있다. 여기서, 상기 모세관의 내경이 25 μm 미만이면 컬럼이 쉽게 막히

는 문제가 있고, 200 μm 초과이면 최종 컬럼의 분리효율이 저하되는 문제가 있다. 또한, 상기 모세관의 길이가

0.5 m 미만이면 컬럼 분리효율이 감소하는 문제가 있고, 5.0 m 초과이면 컬럼의 압력이 높아지는 문제가 있다.

상기 화학식 3에서 인 C6-10의 방향족 고리는 페닐렌 또는 나프탈렌이 될 수 있고, 페닐렌인 것이 가장[0095]

바람직하다. 또한, 화학식 3으로 표시되는 리간드는 4-클로로메틸 페닐이소시아네이트, 3-클로로메틸 페닐이소

시아네이트, 2-클로로메틸 페닐이소시아네이트 등을 사용할 수 있다.

상기 무수 용매는 무수 비극성 용매면 어느 것이나 사용할 수 있으나, 끓는점이 60℃ 이상인 것이 반응온도를[0097]

60℃ 이상으로 하기 위해서 바람직하다. 구체적으로, 무수 톨루엔, 무수 자일렌, 무수 메틸이소부틸케톤, 무수

메틸이소프로필케톤, 싸이클로펜탄온, 부티로락톤 등을 사용할 수 있다. 세척 과정에서의 무수 용매는 무수 톨
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루엔, 아세톤, 테트라하이드로퓨란, 아세토니트릴 등을 사용할 수 있다.

본 발명에 따른 고분자 부착 실리카 모세관의 제조방법에 있어서, 상기 단계 2는 상기 단계 1에서 제조한 화학[0099]

식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관을 화학식 5로 표시되는 중합 개시제와 반응시켜 화학식 6으로 표시

되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계이다. 일례로, 상기 단계 1에서 제조한 화학식 4로 표시

되는 리간드 부착 실리카 모세관 1.0 m에 대하여, 10-200 mg의 화학식 5로 표시되는 중합 개시제 및 0.5-10.0

mL의 무수 용매를 섞은 용액을 25-80℃로 4-24시간 흘려주어 반응시키고, 무수 용매로 세척한 후, 질소 기류 하

에서 건조하는 것이 바람직하다.

여기서, 상기 화학식 5로 표시되는 중합 개시제가 상기 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관 1.0 m[0101]

에 대하여 10 mg 미만으로 사용하는 경우 불완전 반응완결의 문제가 있고, 200 mg을 초과하는 경우에는 낭비 및

부 반응 발생의 문제가 있다.

또한, 상기 무수 용매가 상기 화학식 4로 표시되는 리간드 부착 실리카 모세관 1.0 m에 대하여 0.5 mg 미만으로[0102]

사용하는 경우 불완전 반응완결의 문제가 있고, 10.0 mL를 초과하는 경우 물질 희석에 따른 반응속도 감소의 문

제가 있다.

나아가, 상기 반응온도가 25℃ 미만인 경우에는 반응속도가 너무 느린 문제가 있고, 80℃를 초과하는 경우에는[0103]

화합물의 열분해가 발생할 수 있는 문제가 있다.

또한, 상기 반응시간이 4시간 미만인 경우 불완전 반응완결의 문제가 있고, 24시간 초과인 경우 부반응 발생의[0104]

문제가 있다.

상기 화학식 5로 표시되는 중합 개시제는 디티오카바메이트 그룹이 있으면 어느 것이나 사용할 수 있고, 구체적[0106]

으로는 나트륨 디에틸디티오카바메이트, 나트륨 디프로필디티오카바메이트, 나트륨 디부틸디티오카바메이트, 나

트륨 디메틸디티오카바메이트 등을 사용할 수 있으며, 상업적으로 용이하게 구할 수 있는 나트륨 디에틸디티오

카바메이트를 사용하는 것이 바람직하다.

상기 반응 무수 용매는 상기 화학식 5로 표시되는 중합 개시제를 용해시킬 수 있을 정도의 극성이 있고, 하이드[0108]

록시기, 아미노기 또는 카르복시기를 갖고 있지 않은 용매는 어느 것이나 사용할 수 있다. 이 중, 에테르기, 케

톤기 또는 에스테르기를 갖고 끓는점이 50℃ 이상인 용매를 선택하는 것이 반응온도를 어느 이상 유지하고 부

반응을 방지하기 위하여 바람직하다. 구체적으로는, 무수 테트라하이드로퓨란, 디에틸케톤, 에틸아세테이트 등

을 사용할 수 있다.

상기 세척 용매는 테트라하이드로퓨란, 아세톤, 메탄올/물 혼합용매, 아세토니트릴 등을 사용할 수 있다.[0109]

본 발명에 따른 고분자 부착 실리카 모세관의 제조방법에 있어서, 상기 단계 3은 상기 단계 2에서 제조한 화학[0111]

식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 내부에 모노머를 용매에 녹여 채우고, 가역 부가-파편화 사

슬전달(Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer, RAFT) 중합 반응을 수행하여 화학식 1로 표시되는

고분자 부착 실리카 모세관을 제조하는 단계이다.

여기서, 상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 1.0 m에 대하여, 비극[0113]

성 모노머 0.2-1.5 mL, 전기삼투흐름 유발 모노머 30-150 mg, 극성 모노머 30-250 mg, 비극성용매 0.5-5.5 mL

및 극성 용매 0.3-2.5 mL로 이루어진 반응용액을 70-150℃로 6-36시간 흘려주어 RAFT 중합반응을 진행시키고,

비극성 및 극성 용매로 세척하고 아세톤으로 세척한 후, 질소 기류에서 건조하는 것이 바람직하다.

여기서, 상기 비극성 모노머를 상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관[0115]
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1.0 m에 대하여 0.2 mL 미만으로 사용하는 경우 불완전 반응완결의 문제가 있고, 1.5 mL를 초과하여 사용하는

경우 중합통제 불가의 문제가 있다.

또한, 상기 전기삼투흐름유발 모노머를 상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리[0116]

카 모세관 1.0 m에 대하여 30 mg 미만으로 사용하는 경우 제조된 CEC 컬럼의 전기삼투흐름이 너무 약한 문제가

있고, 150 mg 초과하여 사용하면 물질 낭비의 문제가 있다.

나아가, 상기 극성 모노머가 상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관[0117]

1.0 m에 대하여 30 mg 미만으로 사용하는 경우 극성 분석물의 머무름 시간이 충분하지 못한 문제가 있고, 250

mg 초과로 사용하는 경우 극성 분석물의 띠나비가 너무 넓어지는 문제가 있다.

또한, 비극성 반응용매가 상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 1.0[0118]

m에 대하여 0.5 mL 미만으로 사용하는 경우 불균질 반응의 문제가 있고, 5.5 mL를 초과하여 사용하는 경우 물질

희석에 의한 반응속도 감소의 문제가 있다.

나아가, 극성 반응용매가 상기 단계 2에서 제조한 화학식 6으로 표시되는 중합 개시제 부착 실리카 모세관 1.0[0119]

m에 대하여 0.3 mL 미만으로 사용하는 경우 극성 모노머의 용해에 문제가 있을 뿐만 아니라, 생성정지상의 자체

친화성이 제한될 수 있고, 2.5 mL를 초과하여 사용하는 경우 물질희석에 의한 반응속도 감소의 문제가 있다.

또한, 상기 반응온도가 70℃ 미만인 경우 불완전 반응의 문제가 있고, 150℃ 초과인 경우 반응통제 불가의 문제[0120]

가 있다.

나아가, 상기 반응시간이 6시간 미만인 경우 불완전 반응의 문제가 있고, 36시간을 초과하는 경우 시간낭비 및[0121]

부반응 발생의 문제가 있다.

상기 비극성 모노머는 벤젠 고리를 가지고 있고 1 이상의 이중결합을 갖는 화합물이면 제한 없이 사용할 수 있[0123]

으나, 분자량이 500 이하인 것이 바람직하다. 구체적으로는, 스티렌, 4-메틸스티렌, 2-클로로스티렌, 3-클로로

스티렌, 4-클로로스티렌, 4-브로모스티렌, 4-비닐벤질클로라이드, 4-비닐나프탈렌 등을 사용할 수 있으며, 저렴

하고, 분리효율이 우수한 정지상을 얻을 수 있다는 점에서 스티렌을 사용하는 것이 가장 바람직하다.

상기 극성 모노머는 벤젠 고리를 가지고 있고 극성반응기를 가지고 있으며 1이상의 이중결합을 지닌 화합물이면[0125]

제한 없이 사용할 수 있으나, 분자량이 500 이하인 것이 바람직하다. 구체적으로는, N-페닐아크릴아미드, 4-아

미노스티렌,  4-{N-(메틸아미노에틸)아미노메틸}스티렌,  4-비닐벤조산,  3,4-디메톡시스티렌  등을  사용할  수

있다.

상기 전기삼투흐름 유발 모노머는 카르복실기나 아미노기를 가지고 있고, 1 이상의 이중결합을 지닌 화합물이면[0127]

제한 없이 사용할 수 있으나, 분자량이 500 이하인 것이 바람직하다. 구체적으로는, 아크릴산, 메타크릴산, 메

틸메타크릴산, 이타코닌산, 알릴아민, 4-아미노스티렌, 4-비닐피리딘, 2-비닐피리딘 등을 사용할 수 있다.

상기 비극성 반응용매는 모노머를 잘 용해할 수 있으면 어느 것이나 사용할 수 있으나 벤젠고리를 갖고 있는 것[0129]

이 바람직하다. 구체적으로는, 톨루엔, 자일렌, 에틸벤젠 등을 사용할 수 있다.

상기 극성 반응용매는 극성 모노머를 잘 용해할 수 있고, 히드록시기, 아미노기, 카르복시기를 갖고 있지 않으[0131]

면 어느 것이나 사용할 수 있으나, 끓는점이 80℃ 이상인 것이 바람직하다. 구체적으로는, 싸이클로펜탄온, 사

이클로헥산온, 메틸이소부틸케톤, 4-메틸-2-펜탄온 등을 사용할 수 있다.

상기 세척시 용매는 톨루엔, 2-프로판올, 아세토니트릴, 아세톤 등을 사용할 수 있다.[0132]

또한, 본 발명은 상기 제조방법으로 제조되는 것을 특징으로 하는 올리고당류 또는 펩티드류 분리용 실리카 모[0134]

세관을 제공한다. 여기서, 상기 실리카 모세관의 내경은 25-200 μm이고; 길이는 0.5-5 m이고; 생성되는 고분자

공개특허 10-2016-0107902

- 13 -



막의 두께는 건조한 상태에서 1-10 μm인 것이 바람직하다.

나아가, 본 발명은 올리고당류를 유도체화 시약과 반응시켜, 올리고당류의 구조 이성질체를 준비하는 단계(단계[0136]

1); 및

상기 단계 1에서 준비한 올리고당류의 구조 이성질체를, 상기 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계(단계 2);를[0137]

포함하는 올리고당류의 분리방법을 제공한다.

이하, 본 발명에 따른 올리고당류의 분리방법을 단계별로 상세히 설명한다.[0139]

본 발명에 따른 올리고당류의 분리방법에 있어서, 상기 단계 1은 올리고당류를 유도체화 시약과 반응시켜, 올리[0141]

고당류의 구조 이성질체를 준비하는 단계이다.

이때, 상기 올리고당류는 글루코오스 또는 말토트리오스인 것이 바람직하지만, 이에 제한하지 않는다.[0142]

또한, 상기 유도체화 시약은 파라-아미노벤조익 에틸 에스테르(p-aminobenzoic ethyl ester)를 사용하는 것이[0143]

바람직하다.

여기서, 상기 분리방법은 상기 단계 2를 수행하기 이전에, 상기 단계 1에서 준비한 올리고당류의 구조 이성질체[0145]

를 수소환원시약과 반응시켜, 2차아민을 포함하는 올리고당류의 구조 이성질체를 준비하는 단계를 더 포함할 수

있으며, 상기 수소환원시약은 소듐 시아노보로하이드라이드(sodium cyanoborohydride, NaBH3CN)를 사용하는 것

이 바람직하다.

본 발명에 따른 올리고당류의 분리방법에 있어서, 상기 단계 2는 상기 단계 1에서 준비한 올리고당류의 구조 이[0147]

성질체를, 상기 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계이다. 상기 올리고당류의 분리를 수행한 후, 분리결과는 전

기크로마토그램을 통해 확인할 수 있다.

나아가, 본 발명은 단백질을 가수분해하여, 펩티드류를 준비하는 단계(단계 1); 및[0149]

상기 단계 1에서 준비한 펩티드류를, 상기 실리카 모세관을 통해 분리하는 단계(단계 2);를 포함하는 펩티드류[0150]

의 분리방법을 제공한다.

이하, 본 발명에 따른 올리고당류의 분리방법을 단계별로 상세히 설명한다.[0152]

본 발명에 따른 올리고당류의 분리방법에 있어서, 상기 단계 1은 단백질을 가수분해하여, 펩티드류를 준비하는[0154]

단계이다.

이때, 상기 단백질은 시토크롬 C(Cytochrome C)인 것이 바람직하지만, 이에 제한하지 않는다.[0155]

또한, 상기 단백질의 가수분해는 트립신(Trypsin)을 사용하는 것이 바람직하지만, 이에 제한하지 않는다.[0156]

본 발명에 따른 올리고당류의 분리방법에 있어서, 상기 단계 2는 상기 단계 1에서 준비한 펩티드류를, 상기 실[0158]

리카 모세관을 통해 분리하는 단계이다. 상기 올리고당류의 분리를 수행한 후, 분리결과는 전기크로마토그램을

통해 확인할 수 있다.

본 발명에 따른 고분자 부착 실리카 모세관은 일상적인 CEC 이동상 특히 유기용매(아세토니트릴)의 함량이 높은[0160]
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용매에서, 정지상을 이루고 있는 고른 길이의 고분자 사슬이 활짝 펼쳐지면서 물질전달속도가 가속화되면서 분

석물의 봉우리 띠나비가 감소되고 분리효율이 증대되는 효과가 있다.

이에,  실시예  1에서  제조한  고분자  부착  실리카  모세관을  사용한  모세관  전기크로마토그래피법(Capillary[0162]

Electrochromatography, CEC)을 통해 이동상 중 아세토니트릴 함량에 따라, 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루

코오스 아노머의 분리가능 여부를 평가하기 위하여 실험을 수행한 결과, 아세토니트릴의 부피 함량이 90%일 때,

말토트리오스 (도 3의 B)와 D-글루코오스 (도 3의 X) 모두 최적의 분리를 나타내는 것을 확인하였다(실험예 1의

도 3 참조).

또한,  실시예  1에서  제조한  고분자  부착  실리카  모세관을  사용한  모세관  전기크로마토그래피법(Capillary[0164]

Electrochromatography, CEC)을 통해 이동상의 pH에 따라, 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루코오스 아노머의

분리가능 여부를 평가하기 위하여 실험을 수행한 결과, 이동상 버퍼의 pH 값이 6.6일 때 말토트리오스와 (도 4

의 B), D-글루코오스 (도 4의 X) 모두 최적의 분리를 나타내는 것을 확인하였다(실험예 2의 도 4 참조).

나아가, 실시예 2에서 제조한 고분자 부착 실리카 모세관을 사용하여 프로테오믹 시료를 분리분석하기 위하여[0166]

실험을 수행한 결과, 프로테오믹 시료에 대하여 20개 이상의 봉우리(펩티드)가 분리되었으며 각 봉우리의 이론

단수는 수십만에서 백만에 이르는 좋은 결과를 나타내는 것을 확인하였다(실험예 3의 도 5 참조).

이하, 본 발명을 실시예 및 실험예에 의하여 더욱 상세히 설명한다.[0168]

단, 하기 실시예 및 실험예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 이에 의하여 제한되는 것은 아니[0169]

다.

<실시예 1> 고분자 부착 실리카 모세관의 제조 1[0171]

단계 1 : 촉매화된 이소시아네이트-히드록시 반응에 의한 중합개시제 부착 실리카모세관의 제조 [0172]

4-클로로메틸 페닐이소시아네이트 25  mg과  이염화 이부틸주석(dibutyltin  dichloride)  20  mg을 무수 톨루엔[0173]

2.5 mL에 용해시킨 용액을 제조하고, 이를 내경 50 μm, 길이 584 mm인 실리카 모세관에 85℃로 20시간에 걸쳐

흘려주었다(도 1의 A 과정). 이후, 모세관을 상온에서 톨루엔으로 10시간 동안 세척하고, 아세톤으로 하루 동안

세척한 후, 질소 환경하에 건조시켰다. 건조한 모세관에는, 소듐 디에틸 디티오카바메이트 100 mg을 무수 테트

라히드로퓨란 3.0mL에 녹인 용액을 55℃에서 12시간 동안 흘려주었다(도 1의 B 과정). 반응 후, 모세관은 즉시

상온에서 테트라하이드로퓨란을 6시간, 이어서 메탄올을 2시간 흘려서 세척하였다. 마지막으로, 아세톤으로 2시

간 세척하고, 질소 환경 하 30분 동안 건조하여 중합개시제 부착 실리카모세관을 제조하였다.

단계 2 : 중합개시제 부착 실리카 모세관을 이용하여 RAFT 중합을 거쳐 고분자 부착 실리카모세관의 제조[0175]

상기 단계 1에서 제조한 중합개시제 부착 실리카 모세관에, 0.6 mL 스티렌, 50 uL 메타크릴산, 80 mg N-페닐아[0176]

크릴아미드를, 2 mL 무수 톨루엔과 0.8 mL 4-메틸-2-펜탄온으로 이루어진 혼합용매에 용해시킨 용액을 100℃에

서 15시간 동안 흘려주었다(도 1의 C 과정). 반응 용액은 초음파 진동과 질소 퍼지를 각 10분간 거치고, 0.2 μ

m 동공의 시린지 필터로 걸러서 사용하였다. 반응 후, 즉시 다음의 세척과정을 수행하였다. 구체적으로, 톨루엔

으로 상온에서 5시간, 50℃에서 5시간 흘려주고, 다시 상온에서 4-메틸-2-펜탄온으로 5시간, 마지막으로 아세톤

으로 2시간 흘려주었다. 이후, 질소 환경 하 건조하여 고분자 부착 실리카모세관을 제조하였다.

실리카 모세관의 한 쪽 끝으로부터 84 mm 지점에 자외선 흡광창을 제조하기 위하여 불꽃으로 지져 모세관 외피[0178]

고분자를 태워 없앴다. 따라서, 상기 실리카 모세관 컬럼의 유효길이는 500 mm가 된다.
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도 2에는 고분자부착 실리카 모세관 단면의 한 부분에 대하여 전자현미경의 넓은 범위(A) 및 좁은 범위(B) 사진[0180]

을 나타내었다.  도 2에 나타난 바와 같이,  실리카 모세관 내벽에 견고한 고분자 피막이 형성된 것을 알 수

있다. 상기 피막은 긴 고분자 사슬들로 구성되어 있어 유기 용매(아세토니트릴)를 많이 함유한 이동상과 접할

경우, 사슬들이 활짝 펼쳐질 것으로 예상된다.

<실시예 2> 고분자 부착 실리카 모세관의 제조 2[0182]

단계 1 : 촉매화된 이소시아네이트-히드록시 반응에 의한 중합개시제 부착 실리카모세관의 제조 [0183]

4-클로로메틸 페닐이소시아네이트 30  mg과  이염화 이부틸주석(dibutyltin  dichloride)  40  mg을 무수 톨루엔[0184]

2.5 mL에 녹인 용액을 만들고, 이를 내경 50 μm, 길이 800 mm인 실리카 모세관에 85℃로 6시간에 걸쳐 흘려주

었다. 다음 모세관을 상온에서 톨루엔으로 하루 동안 세척하고, 아세톤으로 한 시간 세척한 후, 질소 환경하에

서 건조시켰다. 상기 건조한 모세관에는, 소듐 디에틸 디티오카바메이트 100 mg을 무수 테트라히드로퓨란 3.0

mL에 용해 시킨 용액을 55℃에서 6.5 시간 동안 흘려주었다. 반응 후 모세관은 즉시 상온에서 테트라히드로퓨란

으로 하루 동안 흘려주고, 이어서 메탄올로 5시간 흘려서 세척해준 후, 마지막으로 아세톤으로 2시간 세척하고,

질소 환경하에서 30분 동안 건조시켜 중합개시제 부착 실리카모세관을 제조하였다.

단계 2 : 중합개시제 부착 실리카 모세관을 이용하여 RAFT 중합을 거쳐 고분자 부착 실리카모세관의 제조[0186]

상기 단계 1에서 제조한 중합개시제 부착 실리카 모세관에, 0.6 mL 스티렌, 70 μL 메타크릴산, 70 mg N-페닐아[0187]

크릴아미드를, 2 mL 무수 톨루엔과 0.7 mL 4-메틸-2-펜탄온으로 이루어진 혼합용매에 용해시킨 용액을 100℃에

서 14시간 동안 흘려주었다. 이후, 상온에서 톨루엔으로 15시간, 2-프로판올로 5시간, 50/50 (부피비) 2-프로판

올/물 혼합용매로 5시간, 마지막으로 아세톤으로 1시간 흘려주었다. 다음 질소 환경하에서 건조하여 고분자 부

착 실리카 모세관을 제조하였다. 실리카 모세관의 한쪽 끝으로부터 84 mm 지점에 자외선 흡광창을 만들기 위하

여 불꽃으로 지져 모세관 외피 고분자를 태워 없앴다. 따라서, 상기 제조한 실리카 모세관 컬럼의 유효길이는

716 mm가 된다.

<실험예 1> 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루코오스 아노머의 분리능력 평가(이동상 중 아세토니트릴 함량의[0189]

효과)

상기  실시예  1에서  제조한  고분자  부착  실리카  모세관을  사용한  모세관  전기크로마토그래피법(Capillary[0190]

Electrochromatography, CEC)을 통해 이동상 중 아세토니트릴 함량에 따라, 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루

코오스 아노머의 분리가능 여부를 평가하기 위하여 실험을 수행하였으며, 그 결과를 도 3에 나타내었다.

이때, 당 시료는 자외선 흡광검출기로 검출하기 위하여 유도체화 하였다. 유도체화 시약은 파라-아미노벤조산[0192]

에틸에스터를 사용하여 아민화 (amination) 반응을 시켰다. 이 반응은 올리고당의 한쪽 끝에 있는 말단 당의 알

데히드 그룹하고 반응하여 시프 염기(Schiff base)를 이루고, 이것을 수소 환원시키면 2차 아민이 된다. 수소

환원까지 시키면 이것을 환원 아민화(reductive amination)라고 한다. 수소 환원 시약으로는 소듐 시아노보로하

이드라이드(sodium cyanoborohydride, NaBH3CN)를 사용하였다. D-글루코오스는 아민화하면 2개의 아노머가 관찰

되고, 환원 아민화하면 1개의 물질만이 관찰된다. 따라서 D-글루코오스는 아민화 하였고, 말토트리오스는 환원

아민화하였다. 여기서, 말토트리오스는 D-글루코오스가 3단위로 연결된 당이다. 

도 3은 본 발명에 따라 제조된 고분자 부착 실리카 모세관으로 말토트리오스 이성체들(A,B,C)과, D-글루코오스[0194]

아노머들(W,X,Y)에 대한 모세관 전기크로마토그래피법(Capillary Electrochromatography, CEC) 용리에서, 용리

액의 아세토니트릴 조성에 대한 최적화 과정을 보여주는 이미지이다(아세토니트릴 함량은 A와 W에 대하여 95%,

B와 X에 대하여 90%, C와 Y에 대하여 80%이며, CE 전압은 30kV, 시료용액 주입은 12 kV, 5초의 조건으로 시행되

었으며, 최적화 조건은 B와 X를 얻은 90/10 아세토니트릴/30 mM 소듐 아세테이트 pH 6.6이었고, D와 Z는 최적화

조건에서 얻은 아세톤의 전기크로마토그램고, B1과 X1은 각각 B와 X의 확대 전기크로마토그램이다).
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도 3에 나타난 바와 같이, 아세토니트릴의 부피 함량이 90%일 때, 말토트리오스 (도 3의 B)와 D-글루코오스 (도[0196]

3의 X) 모두 최적의 분리를 나타내는 것을 확인하였다.

<실험예 2> 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루코오스 아노머의 분리능력 평가(이동상의 pH 효과)[0198]

상기  실시예  1에서  제조한  고분자  부착  실리카  모세관을  사용한  모세관  전기크로마토그래피법(Capillary[0199]

Electrochromatography, CEC)을 통해 이동상의 pH에 따라, 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루코오스 아노머의

분리가능 여부를 평가하기 위하여 실험을 수행하였으며, 그 결과를 도 4에 나타내었다.

이때, 이동상에서 아세토니트릴 부피 함량을 90%로 고정하였고, 여러 pH에서의 이동상을 사용하는 것을 제외하[0201]

고, 상기 실험예 1과 동일한 방법으로 수행하였다.

도 4는 본 발명에 따라 제조된 고분자 부착 실리카 모세관으로 말토트리오스 이성체들(A,B,C)과, D-글루코오스[0203]

아노머들(W,X,Y)에 대한 CEC 모세관 전기크로마토그래피법(Capillary Electrochromatography, CEC) 용리에서,

용리액의 pH에 대한 최적화 과정을 보여주는 이미지이다(pH는 A와 W에 대하여 5.5, B와 X에 대하여 6.6, C와 Y

에 대하여 7.3이며, CE 전압은 30kV, 시료용액 주입은 8 kV, 5초의 조건으로 시행되었으며, 최적화 조건은 B와

X를 얻은 90/10 아세토니트릴/30 mM 소듐 아세테이트 pH 6.6이었고, D와 Z는 최적화조건에서 얻은 아세톤의 전

기크로마토그램이다).

도 4에 나타난 바와 같이, 이동상 버퍼의 pH 값이 6.6일 때 말토트리오스와 (도 4의 B), D-글루코오스 (도 4의[0205]

X) 모두 최적의 분리를 나타내는 것을 확인하였다.

따라서, 말토트리오스 구조이성체 및 D-글루코오스 아노머를 분리하기 위한 최적의 이동상은 90/10 (부피비) 아[0207]

세토니트릴/30mM 소듐 아세테이트 pH 6.6이다. 최적 조건에서의 컬럼 성능과 재현성을 하기 표 1에 나타내었다

(구체적으로, 하기 표 1은 최적 이동상에서 관찰한 컬럼분리효율 및 머무름 시간의 컬럼 대 컬럼 및 날 대 날

자료 및 재현성
a
을 나타내는 표이다).

a. 컬럼 대 컬럼 재현성 조사를 위하여 3 배치의 모세관 컬럼이 제조되었고, 날 대 날 재현성 조사를 위하여 그[0208]

중 1개의 컬럼으로 3일 연속 측정하였다.

표 1

물질[0210] 컬럼 대 컬럼 날 대 날 

말토트리
오스

이성체 이론단수/ 미터

         

머무름시간 (분) 이론단수/ 미터 머무름시간 (분)

평균 %RSD 평균 %RSD 평균 %RSD 평균 %RSD

M1 1,364,000 4.6% 15.11 2.3% 1,337,000 1.4% 15.02 1.1%

M2 1,473,000 4.9% 15.40 2.4% 1,490,000 1.7% 15.39 1.2%

M3 1,358,000 4.5% 15.80 2.5% 1,381,000 1.1% 15.77 0.8%

M4 1,280,000 3.8% 16.20 2.6% 1,305,000 1.5% 16.13 0.5%

M5 1,264,000 4.0% 16.5 2.8% 1,240,000 0.9% 16.44 0.9%

D-글루코오
스

G1 1,008,000 3.9% 12.85 1.6% 1,023,000 1.0% 12.93 1.2%

G2 976,000 4.3% 13.13 1.7% 965,000 1.2% 13.19 0.8%
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상기 표 1에서,[0211]

%RSD는 % 단위로 표기된 상대표준편차(relative standard deviation)이다.[0212]

상기 표 1에 나타난 바와 같이, 컬럼 이론단수가 미터 당 백만을 넘고 있고, 컬럼의 재현성도 매우 우수함을 알[0214]

수 있다. D-글루코오스의 두 아노머가 완전하게 분리되었고, 말토트리오스에 대해서는 무려 5개의 이성체가 관

찰되었다. 컬럼 분리효율이 우수하고 봉우리 띠나비가 좁은 만큼, 인접 두 봉우리 간 크로마토그래피 분리능도

우수하여, 하기 표 2에 나타난 바와 같이 그 값이 6.2-7.5 정도의 높은 수치를 보여준다.

표 2

 [0216] 말토트리오스 D-글루코오스 

인접봉우리 쌍 M1-M2 M2-M3 M3-M4 M4-M5 평균 G1-G2

분리능  6.75 7.08 7.44 6.17 6.86 6.28

상기 결과는 종래 문헌에 보고된 어떠한 당의 이성체 분리결과보다도 현저히 우수한 결과이다. 본 발명에 따른[0218]

열린 구조형 고분자부착 실리카 모세관 컬럼의 우수한 점으로는 본 발명의 제조 조건에 형성되는 고분자 피막이

자체 친화성이 우수하게 제조되어, 길고 균일한 고분자 사슬 형태로 모세관 내부에 붙게 되고, 마른 상태에서는

견고한 피막의 형상을 띄지만, 아세토니트릴의 함량이 높은 이동상에서 활짝 펼쳐지며 분석물의 머무름과 물질

전달 양면에서 봉우리 띠나비를 좁히는 방향으로 작용한다는 것이다.

<실험예 3> 프로테오믹 시료의 분리분석 평가[0220]

상기 실시예 2에서 제조한 고분자 부착 실리카 모세관을 사용하여 프로테오믹 시료를 분리분석하기 위하여 하기[0221]

와 같은 실험을 수행하였다.

먼저, 프로테오믹 시료는 씨토크롬 씨(Cytochrome C)를 트립신으로 가수분해한 산물로서 다음과 같이 준비했다.[0223]

씨토크롬 씨 5 mg, 트립신 4 mg, 4 M 요소수용액 2 mL, 0.2 M 암모늄 비카보네이트 (ammonium bicarbonate) 2

mL를 함께 용기에 넣고 격렬하게 흔들어주어 용액으로 만들고, 37℃ 온도의 수조에 넣어 48시간 동안 가수분해

시켰다. 이후, 0.2 μm의 시린지 필터를 이용하여 거른 후, 4℃의 냉장고에 보관하였다.

상기 준비한 프로테오믹 시료를, 실시예 2에서 제조한 고분자부착 실리카모세관으로 모세관 전기크로마토그래피[0225]

법(Capillary Electrochromatography, CEC) 분리분석을 수행하였으며, 그 결과를 도 5에 나타내었다. 용리 조

건은 30 kV의 전압을 걸고 78/22 (부피비) 아세토니트릴/12.5 mM 소듐 포스페이트 (pH 6.8) 이동상에서 10분 용

리하고, 그 다음 65/35 (부피비) 아세토니트릴/12.5 mM 소듐 포스페이트 (pH 6.8) 이동상으로 용리하는 조건으

로 하였다. 시료 주입은 8 mbar의 압력으로 5초 동안 주입하였다.

도 5는 실시예 2에서 제조한 고분자 부착 실리카 모세관으로 프로테오믹 가수분해 시료를 모세관 전기크로마토[0227]

그래피법(Capillary  Electrochromatography,  CEC)  분리분석을 수행한 전기크로마토그램이다(용리조건은 30 kV

의 전압을 걸고 78/22 아세토니트릴/12.5 mM 소듐 포스페이트 pH 6.8 이동상에서 10분 용리하고, 그 다음 65/35

아세토니트릴/12.5 mM 소듐 포스페이트 pH 6.8 이동상으로 용리하는 조건으로 하였고, 도 5의 상부는 프로테오

믹 시료에 대한 분리 전기크로마토그램고, 하부는 전기삼투흐름 마커인 아세톤의 전기크로마토그램이다).
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도 5에 나타난 바와 같이, 프로테오믹 시료에 대하여 20개 이상의 봉우리(펩티드)가 분리되었으며 각 봉우리의[0229]

이론단수는 수십만에서 백만에 이르는 좋은 결과를 나타내는 것을 확인하였다.

따라서, 본 발명에 따른 제조방법으로 인하여 제조되는 고분자 부착 실리카 모세관은 고분자 피막 자체 친화성[0231]

이 우수하게 제조되어 길고 균일한 고분자 사슬 형태로 모세관 내부에 붙게 되고, 마른 상태에서는 견고한 피막

의 형상을 띄지만, 아세토니트릴의 함량이 높은 이동상에서 활짝 펼쳐지며 분석물의 머무름과 물질전달 양면에

서 봉우리 띠나비를 좁히는 방향으로 작용하는 효과가 있으므로, 다양한 종류의 당 이성체 분리에 유용하게 사

용할 수 있다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4

도면5
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