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서론

유전공학, rDNA기술, 세포융합기술과 같은 생물공학의 발전은 단백질을 포함하는 생물물질의 대량생산을 가능케 하였고 이들 생물물질의 회수 및 정제과정은 생물공학의 산업적 측면에서 매우 중요하다.  근래에 들어 식품, 의약품 등의 대량생산과, 생물공학 downstream 공정의 효율 및 경제성 증가 요구로 인하여 생물분리의 기술혁신이 활발하게 이루어지고 있다( AUTONUM ).
최근 생물분리기술의 뚜렷한 경향의 하나로 경제적인 생물물질 생산을 위하여 발효를 포함한 생물반응과 분리를 하나의 공정으로 종합화하는 개념이 도입되고 있으며, 이는 목적생성물을 생산과 동시에 회수하는 것(Simultaneous Production and Recovery,  또는 In-situ Separation)을 의미한다.  이것은 공정의 단순화라는 측면 외에 생산과 동시에 생성물을 회수함으로써 생성반응의 생성물 저해현상(product inhibition)을 방지할 뿐 아니라 반응평형유지에 따른 생성물의 생성증가를 꾀할 수 있고, 생성물이 단백질인 경우 발효액에 존재하는 단백질 분해효소에 의한 목적생성물의 변성을 막을 수 있다는 장점이 있다.  발효액 또는 효소반응액으로부터의 생성물 회수를 위하여 해당물질의 물리화학적 특성 차이를 이용하며, 이에는 용해도(침전법), 분배도(추출법), 휘발성(증발), 밀도(원심분리), 크기(막분리)의 차이를 이용하는 다양한 방법들이 적용되고 있다.  이들 중 막분리 기술은 근래에 들어 새로운 소재 및 운전 module의 개발에 힘입어 생물분리의 표준적 기술로 각광받고 있다.  막분리기술이 크기배제(size exclusion)의 원리에 의하여 분자량이 작은 물질만을 분리해 내는 특성이 있는 반면에 크기배제 크로마토그라피 기술은 같은 원리에 의하여 분자량이 다른 물질들을 서로 분리할 수 있다.

크기배제 크로마토그라피는 전통적으로 모액이 pulse형식으로 공급되어 분리되는 용리방식(Fig. 1, (a))으로 운전되고 있으며, 이 방식에서는 분리되는 물질들이 peak들을 이루며 크로마토그라피 관을 따라 이동하게 된다. 이러한 용리방식의 운전에서는 소량의 모액이 사용되며 특성상 대규모 물질분리에는 적합하지 않다.  크기가 다른 물질들의 혼합물을 모액이 계단(step) 형식으로 공급되는 전단기법을 이용하여 크기배제 크로마토그라피를 수행하는 경우, 크기배제되어 빠르게 이동하는 큰 물질들은 작은 물질들에 앞서 관을 따라 이동하며 결과적으로 먼저 유출된다(Fig. 1, (b)).  이와 같은 전단기법은 용리기법에 비하여 다량의 모액을 처리할 수 있어, 용리기법이 시료 분석용에 주로 사용되는 것에 반해 산업적 생산과 회수에 사용될 수 있다.  그러나 두가지 기법 모두 회분식 운전에 의한다는 단점이 있다.  일반적으로 연속식운전이 회분식운전에 비하여 효율이 높은 우수한 방식으로 인식되어 있고, 이는 여러가지 형태의 물질반응, 전달공정에 있어 사실로 인정받고 있다. 크로마토그라피 방법의 근본적 제약인 회분식 운전방식으로부터 벗어나기 위하여 왕복 크로마토그라피 기법이 도출되었다. 앞서 연구된 바 있는 크기배제 순환식 분리기술( AUTONUM , 3)이 용리기법을 이용한 기술임에 비해 본 연구에서 시도한 왕복 크로마토그라피 기술은  전단기법을 이용한 기술이다.
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Fig. 1.  Schematic diagram of  elution curves. (a) pulse input, (b) step input

실험

왕복 크로마토그라피법을 위한 모델 물질로 저분자량의 nickel nitrate(Ni(CO3)2, 분자량 182.81, Junsei Chmical co.)와 고분자량의 Blue Dextran 2000(분자량 2,000,000, Sigma co.)을 이용하였다.  크기배제 크로마토그라피용 칼럼은 Pharmacia사의 지름 1cm, 길이 50cm 칼럼을 이용하였으며, 칼럼의 온도는 water jacket을 이용하여 일정하게 유지하였다.  시료의 이송을 위하여 고압펌프(Eldex Laboratories, Ltd)를 사용하였다.  Nickel nitrate와 Blue Dextran 2000의 농도는 파장 390nm와 615nm에서 용액의 흡광도를 측정한 후, 두 물질의 표준 혼합액으로부터 구한 값을 기초로 계산한 표준식에 대입하여 측정하였다.  크기배제 크로마토그라피용 resin으로는 cross-linked dextran gel(Sephadex G-200, Parmacia co.)과 polyacrylamide gel(Bio-Gel P-4, 50-100mesh, Bio-rad co.)을 사용하여 결과를 비교하였다.

왕복 크로마토그라피 기법의 모식도를 Fig. 2에 도시하였다.  Reservoir의 혼합액은 칼럼에 유입되어 전단기법에 의해 분리된다.  고분자 물질은 크기배제의 원리에 의하여 저분자 물질에 비해 빠른 속도로 칼럼을 이동하며, 저분자 물질에 앞서 칼럼으로부터 유출된다.  저분자 물질을 포함하는 혼합액이 유출되기 직전에, 고분자물질 용출 이전에 유출되었던 용리액을 이용하여 흐름을 되돌려 칼럼 내의 혼합액을 reservoir로 이송한다.  이러한 왕복행정을 반복하면 순수한 고분자 용액을 혼합물로부터 분리, 회수할 수 있게 된다.  또한 온도에 따라 칼럼 내에서 gel이 차지하는 부피가 변화하는 특성을 이용하여, reservoir 내에서 저분자물질의 농축이 가능하다.
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Fig. 2.  Schematic diagram of reciprocating size exclusion chromatography.
결과 및 토론

Sephadex G-200 칼럼에서 용리기법(Fig. 3, (a))과 전단기법(Fig. 3, (b))에 의한 용리 곡선을 Fig. 3에 도시하였다.  Blue Dextran과 nickel nitrate의 체류시간은 각각 15분(7.5ml)과 39분(19.5ml)으로 24분의 차이를 보였다.  또한 Blue Dextran은 12분 이후, nickel nitrate는 28분 이후부터 용리되기 시작하는 것으로 판단하였다.
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Fig. 3.  Elution curves of  Sephadex G-200 column with constant temperature(25℃).
 (a) pulse input, (b) step input

Fig. 4에 Bio-Gel P4 칼럼에서의 온도변화에 따른 용리 특성을 나타내었다.  Blue Dextran과 nickel nitrate의 체류부피는 5℃일 때 9.4ml와 26.8ml, 45℃일 때 8.5ml와 24.4ml로, 5℃와 45℃에서 각각17.4ml와 15.9ml의 체류부피 차이를 나타내었다.  45℃에서 5℃로 온도가 낮아짐에 따라 Blue Dextran과 nickel nitrate의 체류부피는 각각 10.6%와 9.4% 증가하였다.  따라서 상기의 체류부피 변화 특성을 이용하여, Blue Dextran의 회수시에는 체류부피의 차이가 크고 nickel nitrate의 체류부피가 큰 5℃에서, 회수후 용액을 되돌리는 시기에는 nickel nitrate의 체류부피가 적은 45℃에서 운전을 수행함으로써 1회 운전시 Blue Dextran의 회수량 증가와 저분자물질의 빠른 되돌림을 꾀할 수 있다.  또한 적절한 조건을 선정하여 적은양의 용매를 되돌리는 경우, reservoir 내에서 저분자물질의 농축도 가능하다.
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Fig. 4.  Elution curves of  Bio-Gel P4 column with temperature swing.
 (a) pulse input, (b) step input, 45℃( ……), 5℃( ――)

상기의 결과를 바탕으로 왕복 크로마토그라피법에 의한 Blue Dextran의 회수를 시도하였다(Fig. 5).  Sephadex G-200 column에서 온도변화가 없는 경우(Fig. 5, (a)), Blue Dextran의 회수에 따라 reservoir 내에서 Blue Dextran의 농도는 감소하였고, nickel nitrate의 농도는 95% 이상을 유지하였다.  그러나 Blue Dextran을 회수한 solution 내에서의 nickel nitrate 양이 증가하는 경향을 나타내었다.  이것은 운전중 diffusion에 의하여 칼럼내에 남아있던 nickel nitrate가 점차 증가하여 Blue Dextran과 함께 용리되기 때문인 것으로 판단된다. Reservoir로 용매를 되돌리는 시간을 증가시킴으로써 회수액에서의 오염을 방지할 수 있으나, 그 경우 reservoir 내의 nickel nitrate가 희석되어 농도가 감소하는 단점이 있다.  온도변화에 의한 왕복 크로마토그라피 운전은 45℃에서의 체류부피가 5℃보다 적으므로, 칼럼내 nickel nitrate를 reservoir로 되돌리기 위한 용매의 양을 감소시킬 수 있어 이러한 단점의 해결이 가능하다.  Fig. 5의 (b)에 Bio-Gel P4 칼럼과 온도 변화를 이용한 왕복 크로마토그라피 운전의 결과를 도시하였다.  Reservoir에서의 혼합액 초기부피 50ml에서 Blue Dextran 회수 후 되돌리는 양을 감소시켜 1회 운전시 1.1ml씩 부피를 감소시켰으며, 그 결과 reservoir 내에서 nickel nitrate가 농축되었다.

이상의 연구결과 온도변화를 수반한 왕복 크로마토그라피법에 의하여 고분자량 물질을 회수하였으며, reservoir 내로 되돌리는 양을 감소시킴으로써 reservoir 내에서 저분자량 물질을 농축할 수 있었다.  이러한 회수와 농축의 효과를 증가시키기 위하여는 온도 변화에 따른 체류부피의 차이가 크고 저분자량 물질의 확산을 최소화할 수 있는 등 적절한 resin의 선정이 중요한 것으로 판단된다.
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Fig. 5.  Recovery of  Blue Dextran by reciprocating size exclusion chromatography.
(a) Sephadex G-200 column at 25℃, (b) Bio-Gel P4 column with temperature swing
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