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Abstract: SPLITT fractionation (SF) allows continuous (and thus a preparative scale) separation of micron-

sized particles into two size fractions (‘fraction-a’ and ‘fraction-b’). SF is usually carried out in a thin rectangular

channel with two inlets and two outlets, which is equipped with flow stream splitters at the inlet and the outlet

of the channel, respectively. A new large scale splitter-less gravitational SF (GSF) system had been assembled,

which was designed to eliminate the flow stream splitters and thus is operated by the full feed depletion (FFD)

mode (FFD-GSF). In the FFD mode, there is only one inlet through which the sample is fed. There is no

carrier liquid fed into the channel, and thus prevents the sample dilution. The effects of the sample-feeding

flow rate, the channel thickness on the fractionation efficiency (FE, number % of particles that have the size

predicted by theory) of FFD-GSF was investigated using industrial polyurethane (PU) latex beads. The carrier

liquid was water containing 0.1% FL-70 (particle dispersing agent) and 0.02% sodium azide (used as bactericide).

The sample loading rate was varied from about 4 to 7 L/hr with the sample concentration fixed at 0.01%.

The GSF channel thickness was varied from 900 to 1300 µm. Particles exiting the GSF channel were collected

and monitored by optical microscopy (OM). Sample recovery was monitored by collecting the fractionated

particles on a 0.45 µm membrane filter. It was found that FE of fraction-a was increased as the channel thickness

increases, and FE of fraction-b was increased as the flow rate was increased. In all cases, the sample recovery

has higher than 95%. It seems the new splitter-less FFD GSF system could become a useful tool for large

scale separations of various types of micron-sized particles.

요 약: SPLITT 분획법(Split-flow thin cell fractionation, SF)은 입자성 물질이나 거대분자를 크기에
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따라 연속적으로 분획할 수 있는 유용한 기술이다. SF에서는 얇은 리본 모양 채널의 입구와 출구에

존재하는 흐름분할기(flow stream splitter)에 의하여 시료의 분리가 이뤄진다. 대용량 중력장 FFD-SF

시스템(New large scale splitter-less FFD-SF system)은 흐름분할기를 사용하지 않고, 전액공급 모드

(FFD mode) 로 작동하도록 디자인되었다. 전액공급 모드는 용매의 공급 없이 시료만을 채널 내로 주

입함으로써 시료의 희석을 방지할 수 있는 장점을 가진다. 본 연구에서는 산업용 polyurethane (PU)

입자를 시료로 이용하여, FFD-SF 장치의 성능에 미치는 시료의 주입유속과 채널두께의 영향을 확인

하였다. Carrier 용액으로는 시료간 응집과 박테리아 생성을 방지하기 위하여 0.1% FL-70 와 0.02%

sodium azide (NaN3)를 함유하는 수용액을 사용하였다. 시료농도는 0.02% (wt/vol)로 고정, 주입 양은

4.2~7.2 L/hr, 채널두께는 900~1300 µm의 범위에서 실험하였다. 분획효율(Fractionation efficiency, FE)

은 optical microscopy (OM)을 사용하여 입자의 수를 확인하여 계산하였으며, 시료회수율(sample

recovery)은 membrane filter를 이용하여 분획된 시료의 무게로부터 계산하였다. 채널두께가 두꺼울수

록 fraction-a의 분획효율이 증가하였고, 유속이 증가할수록 fraction-b의 분획효율 증가하였다. 시료회

수율은 평균 95%를 보였다. 본 연구 결과는 새로운 splitter-less FFD-SF system은 다양한 마이크론 크

기의 입자의 분획에 유용한 방법임을 보여준다.

Key words: SPLITT, throughput, fractionation efficiency, sample recovery, separation

1. 서 론

Split-flow thin cell Fractionation (SF)은 입자성 물

질이나 거대분자를 특정 크기에 따라 빠르고 연속적

으로 분획할 수 있는 유용한 기술이다.1-6 SF는 단백

질,3,6,7 마이크론 크기의 구형 입자,4,8 녹말,8 세포,9-11

실리카,12 전도성 입자,13 리보솜, 그리고 환경입자14-18

와 같은 다양한 물질의 분리에 응용되었다.

SF에서는 얇은 리본 모양의 채널에서 외부장의 영

향으로 분리가 이루어진다.1-6 분리조건의 변화는 간단

하게 조절할 수 있으며 채널의 두께는 0.5 mm 이하

로 내부 부피의 조절이 가능하여 비교적 빠르고 지속

적인 분리가 가능하고 높은 시료처리량 (Throughput,

TP)과 분리도를 가진다. 또한 다양한 입자의 분리에

적용될 수 있으며, 기계적인 압박을 받지 않아 시료가

파괴되지 않는다는 특징을 가진다.

SF 채널의 모식도를 Fig. 1에서 보여주고 있다.19

SF의 작동방법에는 두 가지 mode가 존재 한다.20 Fig.

1(a)에 나타낸 conventional mode는 채널에 각각 두

개의 inlet과 outlet을 가지며 내부에는 두 개의 흐름분

할기(flow stream splitter)가 장착되어 있다. 분산 상태

의 시료가 채널을 통과하는 동안 외부장인 중력의 영

향을 받아 inlet splitting plane (ISP)와 outlet splitting

plane (OSP) 사이의 운반 영역을 통과하게 되며, 이때

침강계수가 낮은 입자는 OSP를 통과하지 못하고

outlet-a로, 침강계수가 높은 입자는 OSP를 통과하여

outlet-b로 빠져 나오게 된다.

전액 공급 모드(full-feed depletion mode, FFD)는

Fig. 1(b)에서 보여준다. FFD mode의 특징은 conven-

tional mode와 달리 시료를 주입하기 위한 하나의 inlet

Fig. 1. Schematic view of SF channel: (a) Conventional mode and (b) Full-feed depletion (FFD) mode.
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만을 사용한다는 점이다.21 시료는 inlet-a'으로 주입되

므로, V(b')이 존재하지 않아 ISP가 형성되지 않는다.

따라서 ISP와 upper wall 사이에 생성되는 시료 주입

층이 conventional mode보다 두껍게 형성되어 분리도

가 감소하는 단점이 있다.13 그럼에도 FFD mode를 사

용하는 것은 별도의 carrier 주입이 없어 분석물의 희

석이 방지되므로, 농도가 낮은 환경, 콜로이드 입자의

분리에 유리하기 때문이다. 또한 FFD mode는 출구

쪽 흐름분할기 하나만을 사용하므로, 채널의 크기가

증가하여 시료처리량을 증가시킬 수 있다. 하지만

outlet splitter의 존재로 인하여 시료처리량에 대해 어

느 정도 제한을 가진다.

이러한 문제점을 보완하기 위하여 Fig. 2에 나타낸

것처럼 대용량 중력장 FFD-SF 채널이 개발되었다.19

기존의 FFD mode와는 달리, outlet의 splitter를 없애

고 middle block와 bottom block을 사용하여 채널 크

기와 시료처리량에 변화를 주었다. 기존 FFD mode

채널의 부피는 약 2.9 mL를 가지고 분획 시 유속 1~

5 mL/min인 반면에, 이번 연구에 사용한 채널은 부피

가 약 55 mL로 약 20배 증가하였으며 유속 50~200

mL/min으로 분획하여 기존보다 더 많은 양의 시료를

처리할 수 있다.

기존 연구에서는 대용량 중력장 FFD-SF 채널에서

의 시료처리량에 따른 분획효율(Fractionation efficiency,

FE)의 변화에 대해 연구들이 이뤄졌다.19,22,23 본 연구

에서는 마이크로 크기의 polyurethane (PU) latex bead

를 이용하여 채널 두께와 유속의 변화에 따른 분획효

율을 결정하고 전체적인 경향성을 확인하였다. 또한

시료회수율(Sample recovery)을 확인함으로써, 분획효

율과 함께 대용량 중력장 FFD-SF 채널의 효율성을

확인할 수 있었다.

또한 분획효율과 시료회수율을 통해 마이크로 크

기의 입자에 대한 가장 최적화된 분리 조건도 확인

하였다.

2. 이 론

SF에서 cut-off diameter인 d
c
는 분획이 이뤄지는 경

계에서 입자의 크기로 정의된다. 이상적인 SF에서는

outlet-a에서는 d
c
보다 작은 입자가, outlet-b에서는 d

c

보다 큰 입자가 분리된다. FFD mode에서 dc는 식 (1)

로 나타낸다.2

(1)

식 (1)에서 ∆ρ는 입자와 carrier 용액 밀도 차이, η

는 carrier 용액의 점도, b와 L은 채널의 폭과 길이, G

는 중력, V(a')와 V(b)는 각각 inlet-a'와 outlet-b에서의

유속이다.

원하는 d
c와 V(a')를 선택하면, 식 (1)을 이용하여

outlet-a에서의 유속 V(a)와 outlet-b에서의 유속 V(b)

값을 구하여 설정할 수 있다.

분획효율은 fraction-a와 b에서 측정된 입자의 수의

백분율이며 식 (2)와 (3)으로 정의한다.

(2)

(3)

시료회수율은 주입한 시료의 양과 분획된 시료의

양의 백분율로서, 식 (4)와 같이 정의된다.

(4)

3. 실 험

3.1. 시료

입자 크기가 2~8 µm, 밀도는 1.14 g/mL의 PU 입자

를 사용하였다. 시료의 응집과 박테리아 생성을 억제

d
c

18η

bLG ρ∆
------------------ V a′( ) V b( )–( )=

FE %( )for SF fraction a–  =

   

Number  of  particles  smaller  than  d
c

among  measured  particles

Total  number  of  measured  particles
--------------------------------------------------------------------------------------------------- 100×

FE(%) for  SF  fraction-b  =

   

Number  of  particles  l er  than  d
c

arg

among  measured  particles

Total  number  of  measured  particles
------------------------------------------------------------------------------------------------- 100×

Sample  recovery %( )  =

    
Particle  mass  in  collected  fraction

Total  particle  mass  in  sample
--------------------------------------------------------------------------------------------- 100×

Fig. 2. SF channel assemblies of the new large scale splitter-
less FFD-SF channel.
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하기 위하여 0.1% FL-70 (Fisher Chemical, New Jersey,

USA)와 0.02% sodium azide, NaN3 (Sigma, St. Louis,

USA)를 첨가한 6 L의 carrier 용액에 300 mg의 PU

beads를 분산하여 0.02% (wt/vol) 농도로 설정하였다.

시료의 농도는 S. Lee 등의 연구를23 통해 확인된 시

료농도와 분획효율의 관계를 참고, 보다 낮은 농도인

0.02%를 선택하였다.

3.2. 대용량 중력장 SF 시스템 (Large scale

splitter-less GSF System)

대용량 중력장 SF 시스템은 Fig. 2에서와 같이 두

개의 PlexiglasTM으로 된 block 사이에 끼워진 upper

block, Mylar spacer, middle block 그리고 bottom block

으로 이루어져있다.

채널의 길이는 50 cm이고, 폭은 10 cm이다. 채널두

께는 이전 연구에 대한 후속 연구 및 전체적인 경향

성 비교를 위해 같은 두께 조건으로 100 µm Mylar

spacer와 다양한 두께의(800, 1000, 1200 µm) middle

block을 이용하여 조절하였다. Inlet-a'에 분산시료 주

입을 위하여 peristaltic pump (Masterflex, Barnant

Company, USA)를 사용하였다.

3.3. 광학 현미경 (Optical Microscope)

입자 크기를 확인하기 위하여 광학 현미경(BX51TF,

Olympus, Japan)을 사용하여 1000개의 PU 입자를 확

인하였으며, Image InsideTM (Focus, Korea) 프로그램

을 사용하여 확인된 입자의 크기를 측정하여 분획효

율 값을 계산하였다.

4. 결과 및 고찰

4.1. 분획 조건

다양한 실험 조건에서의 분획효율과 시료회수율을

관찰하기 위해 시료처리량은 4.2, 6 그리고 7.2 L/hr,

채널두께는 900, 1100 그리고 1300 µm 조건에서 분

획을 진행하였으며, fraction-b의 분획효율을 증가시키

기 위하여 fraction-b를 Fig. 3에서와 같이 반복 실험

을 진행하였다.13 PU 입자의 dc를 5 µm로 하여 3회

분획하여 얻은 fraction-a, ba, bba, 그리고 bbb에 대한

분획효율 및 시료회수율을 계산하였다.

4.2. 분획효율 (Fractionation efficiency, FE )

위 조건에서 분획하여 얻은 분획효율을 Table 1과

Fig. 4에 정리하였다.

Fraction-a, ba, bba의 결과를 보면, 채널 두께가

1100과 1300 µm일 때, 분획효율이 약 99%이상인 반

면, 900 µm에서는 약 97%로 상대적으로 낮은 분획효

율을 보였다. 시료가 채널을 통과하는 동안 분리가 일

어나기 위해서는 입자가 중력과 침강계수의 영향을

받아 침강하기 위한 충분한 공간이 필요하지만, 채널

두께가 900 µm일 때에는 다른 경우에 비하여 공간이

좁으므로 분리가 충분히 일어나지 못하여 낮은 분획

효율 값을 보이는 것으로 보인다.24 결과적으로 채널

의 두께가 두꺼울수록 fraction-a의 분획효율을 감소시

키지 않는 결과를 보인다.

SPLITT 이론에 의하면 다른 조건들은 고정된 상태

에서 V(a')의 변할 때, V(a)는 변하지 않기 때문에

Fraction-a, ba, bba의 결과로부터는 시료처리량에 따

른 분획효율은 확인 할 수 없다. 하지만 V(a')이 변할

때, V(b)도 변하기 때문에 outlet-b로 나오는 fraction-

bbb의 결과로부터 시료처리량에 따른 분획효율을 확

인하였다. 채널 두께와 상관 없이 분획효율이 증가함

Fig. 3. Scheme of PU beads fractionation by large scale
FFD-SF with cutoff diameter (d

c
) of 5 µm.

Table 1. Fractionation efficiency of PU beads in SF-fractions

Channel

thickness 

(µm)

TP

(L/hr)

FE (%)

Fraction-

a

Fraction-

ba

Fraction-

bba

Fraction-

bbb

900

4.2 98.8 98.4 98.0 58.0

6.0 97.2 97.3 97.4 63.5

7.2 97.9 98.0 97.3 71.3

1100

4.2 99.0 99.1 99.4 55.2

6.0 99.5 99.1 99.2 61.5

7.2 99.1 99.1 99.2 65.3

1300

4.2 99.0 99.1 99.2 54.8

6.0 99.1 98.9 99.1 59.9

7.2 99.1 99.0 99.2 62.8
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을 확인 할 수 있다. Fraction-a에서의 분획효율은 채

널 두께가 두꺼울수록 감소하지 않았으며, 유속이 증

가함에 따라 fraction-b의 분획효율을 높일 수 있음을

확인할 수 있다. 이와 같은 결과로부터 SF의 목표인

높은 시료처리량과 분획효율의 개선에 대한 가능성을

확인 할 수 있다.

4.3. 시료회수율 (Sample recovery)

시료회수율을 측정하기 위하여 0.45 µm pore size를

가지는 cellulose nitrate membrane를 사용하여 여과된

PU 입자를 오븐건조 후 무게를 측정하여 계산하였다.

Table 2와 Fig. 5, 6은 식 (4)를 이용하여 얻은 시료

회수율을 보여준다. Fig. 5에서 나타난 것처럼 채널두

께가 바뀜에 따라 시료회수율이 약간 변하였지만 전

체적으로 약 95%의 시료회수율을 보여준다. 분리가

일어나는 동안 생기는 실험적 손실에 의해 시료회수

율이 감소됐지만 95%로 다른 연구25-27에서 보여주고

있는 시료회수율 보다 높은 값을 보여주어 시료회수

Fig. 4. Fractionation Efficiency (FE) of PU beads: fraction-a, ba, bba, and bbb in SF-fractions by validating channel thickness
(900~1300 µm) and throughput (4.2~7.2 L/hr)

Table 2. Particle mass and sample recovery in SF-fractions

Channel thickness 

(µm)

TP

(L/hr)

Particle mass (mg)
Recovery (%)

Fraction-a Fraction-ba Fraction-bba Fraction-bbb Total

900

4.2 13.0 14.2 12.5 244.3 284.0 94.6

6.0 13.5 13.9 14.0 245.6 287.0 95.6

7.2 13.2 14.1 14.5 244.5 286.3 95.4

1100

4.2 14.7 13.0 10.9 248.2 286.8 95.6

6.0 14.7 12.6 10.9 251.1 289.3 96.4

7.2 15.1 12.4 10.6 249.0 287.1 95.7

1300

4.2 14.2 15.3 14.9 237.5 281.9 93.9

6.0 14.6 14.9 14.8 238.1 282.4 94.1

7.2 14.1 14.8 14.5 237.8 281.2 93.7
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율이 우수하다는 것을 확인할 수 있었다.

그리고 Fig. 6으로부터 1100 µm이 다른 두께보다

더 많은 fraction-a의 양이 분리된 것을 보여주고 있다.

이는 실용적인 측면에서 1100 µm가 다른 두께들보다

한 번의 분획만으로 더 많은 양을 분획을 할 수 있는

것을 보여주고, 또한 fraction-bbb의 결과에서도 다른

채널 두께들보다 1100 µm에서 수집된 입자의 무게가

더 큰 결과를 보여주어 1100 µm가 다른 두께들보다

시료회수율이 더 효율적임을 확인할 수 있었다.

5. 결 론

본 연구를 통해 채널 두께가 감소하면 fraction-a의

분획효율이 감소, 유속이 증가할수록 fraction-b의 분

획효율이 증가하는 것을 확인하였으며, 결과적으로 2

~8 µm 크기의 입자분획에서 채널두께는 1100 µm, 유

속은 높을수록 효율이 좋은 것을 확인하였다. 또한,

시료회수율은 약 95%로 기존보다 높은 결과로, 본 연

구에서 이용한 대용량 중력장 FFD-SF 시스템의 높은

성능과 응용가능성을 확인할 수 있었다. 

이번 연구의 결과를 통해 시료처리량과 시료회수율

면에서 대용량 중력장 FFD-SF 시스템이 다양한 종류

의 마이크로 크기의 산업입자 분획에 유용한 방법임

을 확인 할 수 있었으며, 나아가 더 많은 산업적 응용

을 위해서는 나노입자 분획에 대한 연구가 필요하다.

Fig. 5. Sample recovery in SF-fractions at various channel
thicknesses (900~1300 µm) and throughput (4.2~7.2

L/hr).

Fig. 6. Mass of PU beads in SF-fractions after SF fractionation at various channel thicknesses (900~1300 µm) and throughputs
(4.2~7.2 L/hr).
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