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HPLC 컬럼의안정성은분석법의성패를결정하는중요한요인중하나입니다. 
크로마토그래피전문가들은 RPLC 분석프로토콜을개발하고그검증결과를
예상하면서대개여러가지문제를고려합니다. 그중중요한것하나는컬럼이
특정한분석조건하에서얼마나오래견디느냐입니다. 실리카는역상 HPLC 
컬럼의서포트로서훌륭한역할을하기에좋은특성을많이가지고있습니다. 
그러나, 이동상이 pH 7-8 이상에도달하면용해도가크게증가합니다. Rockland
Technologies의고 pH 실리카 HPLC 컬럼안정성에대한연구에서중요한사실이
다수확인되었습니다. 엔드캡핑은실리카의용해를보호하고, 조밀하게결합된
상이컬럼안정성을증가시켰으며, 유사한 pH에서유기이동상완충액은인산염
완충액보다컬럼수명이상당히길었습니다. 여러연구결과 pH 9-10에서결합상
패킹의기능저하는주로실리카서포트용해로인해발생했으며기본적으로공유

실록산결합의가수분해로인한것이아님이밝혀졌습니다. 원칙적으로, RP 컬럼의
화학및열안정성은기질과결합화학의개선과발전으로개선할수있습니다[1-4]. 

일반적으로분석물질이산성이든중성이든염기성이든역상분석법개발은저 pH
이동상으로시작하는것이좋습니다. 몇가지타당한이유로다음지침을따라야
합니다. 우선저 pH에서산성분석물질은중성이며잘유지됩니다. 패킹의실리카
표면에있는잔류실라놀은양성자화됩니다. 따라서산성과염기성분석물및
실리카표면사이에 2차상호작용이거의없습니다. 안타깝게도저 pH에서양전하를
운반하는염기화합물은대개오래유지되지않거나이같은조건에서피크모양이

양호하지않습니다. 저 pH 사용의추가적인이유는고 pH에서실리카컬럼의
안정성이낮다는것입니다. 
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앞서보고한대로, 실리카 HPLC 컬럼에서고 pH 안정성을
달성하는방법으로두가지가사용됐습니다. 그중한가지는
Agilent ZORBAX Extend C18 컬럼에서와동일하게특수
결합을이용하는것입니다[3]. ZORBAX Extend C18은이좌
결합을사용하여고 pH에서실리카의용해를방지합니다. 
고 pH 안정성을달성하는또다른방법은실리카그자체를
변화시켜용해도를낮추는것입니다. 이접근방법을
사용하여, 2.7-µm와 4-µm Poroshell 미립자를유기적으로
변형한후고 pH의공격에견디도록만듭니다.

이연구에서는아세토니트릴과그레디언트분석법을

이용하여일반적인저 pH 이동상(0.1 % TFA) 및고 pH 
이동상(pH 10에서 10 mM 중탄산암모늄)으로 Agilent
Poroshell HPH C18의수명을평가합니다.

재료및방법

Agilent 1290 Infinity 시스템이사용되었으며, 다음과같이
구성됩니다:

•      Agilent 1290 Infinity Binary 펌프, 최대 1,200bar 제공
가능(G4220A), 용매우회밸브에 PEEK Seal을이용해
개조(Rotor Seal PEEK FL p/n 5068-0171)

•      Agilent 1290 Infinity 항온컬럼장치(TCC)(G1316C)

•      Agilent 1290 Infinity 고성능자동시료주입기
(Autosampler)(G4226A), PEEK Rotor Seal 포함
(5068-0170 Rotor Seal PEEK FL)

•      Agilent 1260 Infinity 다이오드어레이검출기
(DAD)(G4220A), 10-mm 경로길이, 1-µL 흐름셀장착

•      Agilent OpenLAB 버전 C0.05를사용해 HPLC를제어하고
데이터를처리함

•      Agilent Poroshell HPH C18, 2.1 × 50mm, 4µm
(p/n 699770-702)

시료는퀴닌(quinine), 노르트립틸린(nortriptyline), 아미트립틸
린(amitriptyline), 헥사노페논(hexanophenone), 아세토페논
(acetophenone), 4-클롤로신남산(4-chlorocinnamic acid), 
2-하이드록시-5-메틸-벤즈알데하이드(2 hydroxy-5-methyl-
benzaldehyde) 등이었으며물/아세토니트릴(50/50)로
1mg/mL를준비했습니다. 0.1% trifloracetic acid(TFA) 및
중탄산암모늄완충액과같이실험실에서일반적으로

사용되는이동상을사용했습니다. 완충액은농축염기(수산화
암모늄)를이용해원하는 pH로조정하기전에물에중탄산
암모늄을용해해서 10 mM 용액을생성하여준비했습니다. 
완충액을만들기위해사용된인산염나트륨이염기와인산염

나트륨일염기는 Sigma Aldrich사에서, 아세토니트릴은
Honeywell사에서구입한 Burdick & Jackson이었으며, 
물은Millipore 18 MW이었습니다.

UV 검출기는 254nm, 80Hz에서작동했습니다.

결과및토의

저 pH 이동상(0.1% TFA)과고 pH 이동상(10 mM 중탄산암모늄, 
pH 10)을이용해안정성검사를실시했습니다.

0.1% TFA에서의안정성
첫실험에서새로운컬럼에 2,000회주입했습니다. 
퀴닌(quinine), 페놀(phenol), 노르트립틸린(nortriptyline), 
아세토페논(acetophenone), 4-클로로신남산(4-chlorocinnamic
acid) 및헥사노페논(hexanophenone)을포함하고있는시료를
4분마다주입했습니다. 시료는거의모든난해한시료에서
발견되는일반적인산, 염기및중성화합물종류를
포함하고있었습니다. 0.1%의 TFA가일반적으로사용되는
크로마토그래피이동상입니다(pH ~2). 실험전체에동일한
용리부피에서피크가모두유지되었음을확인할수있습니다.
이는 Poroshell HPH-C18 컬럼이저 pH에서안정적이고
유용했다는것을의미합니다(그림 1). 피크모양은시험내내
아주양호하게유지되었습니다. 분석법의실행시간은주입
당약 7분이었으며, 약 10일이걸렸고, 아세토니트릴과액체
이동상이각각약 5L씩필요했습니다.

pH 10의 10mM 중탄산암모늄에서의안정성
두번째실험은 pH 10에서 10mM 중탄산암모늄을이용해
실시했습니다(그림 2). 이중탄산암모늄은하이브리드컬럼에
일반적으로사용되지만, 표준실리카 HPLC 컬럼에는거의
사용되지않습니다. 이이동상은적절한버퍼링용량을
가지기때문에 pH를조정하는데도움이되며, 완충액이
휘발성이므로MS 검출을사용할수있습니다. 탄산염
완충액은글리신및붕산염과같은완충액보다실리카컬럼을

훨씬더손상시키는것으로보고되었습니다[5]. 0.1% TFA 
시험에사용된것과동일한물질을고 pH에서수명시험
시료로사용했습니다. 이두시험의두드러진차이는용리
차수였습니다. 그림 3과같이, 이동상의 pH를변경했을때
분석물질의용리차수가변화되었으며, 이는선택성의큰
변화를의미합니다.

이실험에서는 pH 10에서중탄산암모늄과아세토니트릴을
이용해그레디언트분석법으로 Poroshell HPH-C18 컬럼을
평가했습니다. 그림 2에서보이는바와같이, 노르트립틸린을
제외하고모든화합물의머무름시간은 2,000회의주입실행
동안에안정적으로유지되었습니다. 이전에다른공급업체의
컬럼에서노르트립틸린의피크전환이나쁘게나타나는것과

유사한결과가보고되었습니다[6].
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그림 1. 일반적인산성이동상, 2,000 주입. 0.1% TFA에서 Agilent Poroshell HPH C18 수명

그림 2. 염기성이동상, 2,000 주입. 10 mM 중탄산암모늄 pH에서 Agilent Poroshell HPH C18의수명
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그림 3. Agilent Poroshell HPH C18은 0.1% TFA에서저 pH로또는 10mM 중탄산암모늄 pH 10에서고 pH로사용해
매우다른선택성을확보할수있습니다
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결론

중탄산암모늄완충액과같은높은 pH의이동상은기존
실리카 HPLC 컬럼의기능을떨어뜨리지만, Agilent Poroshell
HPH-C18 컬럼은이이동상에서원활하게작동했습니다. 또한
TFA는결합상을가수분해로제거하여 HPLC 컬럼의기능을
저해할가능성이있습니다. 연구원은이러한컬럼기술을
이용해표면다공성미립자와함께하이브리드미립자의

특성을사용할수있습니다. Poroshell HPH 미립자는다른
Poroshell 120 상에그랬듯높은효율성및표면다공성
미립자의낮은역압(backpressure)을통해높은성능을
유지했습니다. Poroshell HPH 컬럼은표면다공성미립자의
이점을유지할뿐만아니라고 pH 이동상조건에서도화학적
안정성을제공합니다.
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