역미셀로부터 BSA의 역추출효율에 미치는 인자들에 관한 연구
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Fig. 6  Comparison of CD spectra of feed BSA(pH
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단백질과 핵산 등의 생물학적 물질들은 일상 생활에서 널리 이용되는 물질들로서 일반적으로 혼합물로 존재하게 된다. 그러나 여러 가지 성분들로 이루어진 혼합물 중에서 특정 생물학적 물질들만을 회수하기 위해서는 혼합물을 분리 정제하는 과정이 필요하며 높은 순도와 수율 그리고 대량적이고 경제적인 방법으로 분리하는 기술개발이 요구된다. 그럼에도 불구하고 생물학적 물질들의 혼합물로부터 원하는 특정 물질만을 분리하는 분리기술들은 아직까지 완성되지 못하고 있다. 기존에 널리 사용되어져 오고있는 생물학적인 물질들의 분리방법들은 대량생산이 어려워 매우 값비싼 생산물을 얻지 못하면 경제성이 보장되지 못한다. 이런 이유로 다른 접근방법이 필요하며 최근에는 reverse micelles를 이용한 단백질 추출방법에 대한 연구가 집중적으로 이루어지고 있다[1-2].
일반적으로 reverse micelles을 이용한 공정들은 가용화 과정과 역추출과정이 하나의 추출공정을 형성하는 액-액 추출, 고체물질을 유기상과 접촉 후 역추출하는 방법인 고체-액체 추출법 그리고 injection에 의해 생물학적 물질을 가용화 한 후 역추출하는 방법인 injection method 등이 주로 사용되고있다. 그러나 액-액 추출방법의 경우 많은 양의 물질을 빠른 시간내에 추출 할 수 있는 장점에 반하여 생물학적물질이 분자량이 커지면 한정된 범위의 pH나 염농도 등에서만 가용화를 시킬수 있다는 단점을 가지고 있다. 또한 고체-액체 추출법의 경우 물질이 유기상과 직접 접촉함으로 인하여 생물학적 활성을 쉽게 잃을 수 있는 단점을 가지고 있기 때문에 불용성 물질의 추출에 한정적으로 사용되고 있다. 이런 단점을 보완하기 위하여 본 연구에서는 injection method를 사용하였다. Injection method는 분자량이 크고 액-액 추출에서 가용화 효율이 매우 낮은 경우 유리한 추출방법이다. 이 방법은 가용화 효율을 100%로 유지할 수 있으며 유기상의 reverse micelles 크기와 조건을 인위적으로 조절할 수 있다는 장점을 가지고 있다. 그러므로 단백질 추출에 미치는 여러 인자들의 영향을 체계적으로 연구하는데 있어서 매우 효과적인 방법이라 할 수 있다.
본 연구에서는 injection 방법을 이용하여 BSA를 reverse micellar 용액에 가용화시킨 다음에 새로운 수용액과 접촉시켜 역추출하였으며 이때 수용액상의 pH, 염의 종류와 농도 그리고 알코올의 종류에 따른 BSA 역추출 효율의 변화를 관찰하였다. 아울러 유기상에 존재하는reverse micelles의 크기를 결정하였으며, 추출된 단백질의 활성을 CD spectropolarimeter를 이용하여 확인하였다.
실험
1. 시약

  본 실험에서는 혈청 단백질인 BSA(Type A-7906)를 모델 단백질로 사용하였다. BSA는 분자량이 65000이며 등전점이 4.9이다. Reverse micelles를 형성하는 계면활성제는 AOT를 사용하였다. 위의 시약들은 sigma사로부터 구입하여 사용하였다. 유기용매인 isooctane (99.0%이상)은 YAKURI사로부터 구입하였다. 수용액상에 사용된 염은 1:1 염인 KCl과 NaCl 그리고 1:2 염인 CaCl2와 MgCl2 를 사용하였다. Cosurfactant가 역추출에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 사용된 시약은 methanol, ethanol 그리고propanol을 각각(99.9%)  사용하였다. 수용액상에 사용된 완충용액은 Acetate buffer(pH 4-6)와 Tris-HCl buffer(pH 7-8)로, 2차 증류수를 사용하여 제조하였다.  

2. 실험                

본 연구에서는injection 방법을 이용하여 모델 단백질인 BSA를 200mM AOT/ isooctane 용액에 가용화시켰다. 유기상에 주입된 단백질 농축 수용액의 농도는 4mg/ml이고 이때의 pH는 5.0로 고정하여 사용하였다. 준비된 reverse micellar용액의 초기 Wo=[H2O]/[AOT]는 16.7로 유지하였다. 준비한 reverse micelles로부터 단백질 추출은 적절한 염이 포함된 4ml의 완충용액에 단백질이 포함된 4ml의 reverse micelle용액을 접촉한 후 30분간 원심분리기(3600 rpm)를 이용하여 상분리 한 후 이틀 동안 20℃로 유지되는 항온조에 방치하였다. 수용액상과 유기상으로 분리된 각 상의 시료 농도는 UV spectrophotometer를 이용하여280nm에서 분석하였다. 또한 알코올의 종류에 따른 영향을 파악하기 위하여 사용된 알코올의 양은 4%V/V의 농도를 추출 수용액상에 유지하였다. 유기상의 수분함량 측정은 Coulometric Karl-Fisher titrator를 이용하였다. 수용액상으로 추출된 단백질의 활성은 JASCO사의 model J-715 spectropolarimeter를 이용하여 분석하였다. 
결과 및 고찰
본 연구에서는 비교적 분자량이 큰 수용성 단백질인 BSA를 사용하여 injection 방법으로 유기상에 가용화시킨 후 수용액상으로 단백질을 회수하는 실험을 행하였다. 그림 1은 수용액상의 pH에 따른 단백질의 추출효율을 나타낸 그림이다. 1:1 전해질인 KCl과 NaCl의 경우 등전점 이상의 pH인 약 5.5에서 매우 급격히 추출효율이 증가하였으며 1:2 전해질인 CaCl2와 MgCl2의 경우에는 pH에 상관없이 매우 낮은 추출효율을 보였다. 1:1 전해질의 경우에는 pH가 증가함에 따라 수용액상에 단백질표면의 순전하는 음이온을 띠게 되므로 계면활성제의 head부분의 음이온과 반발력이 작용하여 유기상의 reverse micelle에 있는 단백질이 쉽게 수용액상으로 추출될 수 있는 조건을 형성하기 때문이다. 그러나 1:2 전해질의 경우에는 Ca2+과 Mg2+이온이 단백질과 계면활성제 사이에서 다리 역할을 하게 되어 단백질의 표면 순전하가 음이온을 띠게 되더라도 reverse micelle 안의 단백질이 쉽게 수용액상으로 추출되지 못하게 된다.
그림 2는 최대 추출효율을 얻은 pH조건에서 염의 농도에 따른 추출효율을 도시하였다. 1:1 전해질인 KCl과 NaCl의 경우 염농도에 상관없이 거의 100%를 추출할 수 있었다. 이는 수용액상의 염의 농도가 증가함에 따라 단백질 표면의 전하 밀도는 증가하게 되고 계면활성제와 단백질 사이의 반발력은 증가하게 되기 때문이다. 1:2 전해질의 경우에는 수용액상의 전해질의 농도가 증가함에 따라 전하밀도는 증가하지만, Ca2+과 Mg2+이온이 단백질과 계면활성제 사이의 다리 역할을 하여 강한 인력이 유지되기 때문에 쉽게 수용액상으로 추출되지 못한다. 또한 매우 낮은 농도의 염의 경우에는 수용액상이 혼탁하거나 계면에 엉킴 현상이 일어나 더 이상 실험을 수행할 수 없었다. 이는 낮은 염의 농도에서는 유기상에 존재하는 상당량의 계면활성제가 수용액상으로 녹아 들어갈 수 있기 때문으로 사료된다. 
그림 3는 알코올의 종류에 따른 단백질의 역 추출효율을 나타낸 그림이다. 역 추출은 알코올을 새로운 수용액상에 첨가함으로 많은 추출효율의 개선을 보임을 알 수 있다. 특히 알코올의 탄소수가 증가함으로써 추출은 수용액상의 pH가 더 넓은 영역을 보임을 알 수 있다.
그림 4는 일정한 염의 농도에서 pH변화에 따른 계면에서의 단백질 엉킴 혹은 침전현상 정도를 보여 주고 있다. 침전양은 유기상과 수용액상의 농도를 각각 분석하여 초기 유기상에 주입한 단백질 농도에 대해에 수용액상과 유기상농도에 대한 차이의 비로 나타내었다.  등전점 이하의 pH에서는 pH가 감소함에 따라 침전량이 급격히 증가하는 경향을 보였다. 특히 1:1 전해질의 경우 pH=6이상에서는 더 이상 계면에서 침전 현상이 확인되지 않았으며 CaCl2의 경우에도 pH=6 근처에서는 확인되지 않았지만 pH가 증가하면서 작은 양이지만 침전량이 다시 증가하였다. 

염의 농도에 따른 유기상의 수분함량인 W0값은 그림 5에 도시하였다. 염의 농도가 증가함에 따라 염의 종류에 상관없이 수분함량은 모두 감소하는 경향을 보였다. 이는 염의 농도가 증가함에 따라 전하밀도가 증가하게 되고 이로 인하여 reverse micelles의 크기는 더욱 감소하기 때문이다. 그러나 매우 높은 염농도에서 W0의 평균값이 0.78로, water pool의 반경을 추산하면 0.14nm임을 알 수 있다. 약 3.3nm의 반경을 갖는 BSA의 크기와 비교하면, water pool에 완전히 내포되어 가용화가 이루어지는 기존의 작은 단백질에 대한 가용화 mechanism으로는 분자량이 비교적 큰 BSA의 가용화 과정을 설명할 수 없게 된다. 이는 본 연구에서 주목할 점으로 기존의 water pool을 포함한 reverse micelle 모델로 위의 결과가 설명되어질 수 없으며 새로운 mechanism의 도입을 필요로 한다. 
BSA의 활성은 초기 유기상에 공급된 단백질의 활성에 대해 추출 후 단백질의 활성을 비교함으로써 확인할 수 있다. 그림 6은 KCl 농도에 따른 단백질 활성을 측정한 결과이다. 이 결과로부터 매우 주목할 만한 점은 염의 농도가 0.5M일 최고의 활성을 보이는 것이다. 초기 유기상에 주입된 단백질(pH=5)의 활성에 비해 추출이 종료된 후 활성이 같거나 더 줄어드는 일반적이 경향이 있다. 그러나 본 연구의 결과로부터 추출 후 BSA의 활성은 0.5M에서  pH=5에서의 활성보다 더 큰 값을 보였다. 이런 결과는 수용액상의 조건을 적절히 조정함으로써 활성을 증가시킬 수 있다는 것을 의미하며 이는 본 연구에서 발견한 괄목할 만한 결과이다.  
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[image: image5.wmf]Fig. 2  Effects of salt concentration on extration of BSA.  
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