Reverse Micelles을 이용한 단백질 가용화
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서론 

  지난 10여년이상 단백질과 핵산 등의 생물학적 물질들의 합성 공정들을 이해하기 위하여 많은 노력을 기울이고 있다. 그러나 불행하게도 이런 물질들의 혼합물로부터 분리하는 기술은 아직까지 완성되지 않고 있다. 일반적으로 단백질과 같은 생물학적 물질들은 column liquid chromatography, 염이나 용매를 이용한 침전법, 그리고 전기영동법 같은 공정을 이용하여 분리한다. 그러나 전기영동법이나 column liquid chromatography와 같은 분리방법은 매우 값비싼 생산물을 얻지 않는다면 경제성이 보장되지 못한다. 그러므로 다른 접근방법이 필요하며 이에 대한 하나의 기술로서 최근에는 액-액 추출을 이용하고 있다. 특히 reverse micelle들을 이용한 단백질 추출법은 생물학적인 활성을 유지 시키면서 추출할 수 있다는 장점을 가지고 있기 때문에 많은 연구가 진행되어져 오고 있다.[1] 

  추출에 대한 주된 변수로서 수용액상의 pH와 이온에 대한 세기 그리고 계면활성제의 구조와 농도가 가장 큰 영향을 미친다고 알려져 있다. 그 밖의 영향으로써 염의 종류, buffer의 농도, 계면활성제의 농도, 수용액상과 유기상의 부피의 비 등에 따른 영향도 있다고 보고되고 있다.[2-5] 

  본 연구에서는 음이온 계면활성제인 AOT(Sodium di(2-ethyl hexyl) sulfosuccinate)와 iso-octane으로 이루어진 reverse micellar phase를 이용하여 단백질 분해 효소인 (-chymotrypsin을 가용화 하여 수용액상으로부터 분리하는 실험을 통하여 중요한 추출 변수인 pH와 이온세기의 영향을 알아보고 나아가 효과적인 추출공정의 조건을 제시하고자 한다. 

배경

  수용성 단백질인 (-chymotrypsin은 표면에 양과 음전하를 띄고 있으며 전체 표면의 순 전하는 양전하를 띄고 있다. 이러한 이유로 단백질 추출을 위하여 등전점보다 낮은 pH에서는 음이온 계면 활성제를 사용하고 등전점 이상의 pH에서는 양이온 계면 활성제를 사용하여야 한다.

본 연구에서 사용한 음이온 계면활성제인 AOT는 친수성기인 head 부분과 소수성기인 2개의 tail 부분으로 구성되어 있다. Head 부분은 음이온을 띄고 tail부분은 양이온을 띄는 양친매성 물질이다. 이런 성질을 이용하여 여러 종류의 단백질을 선택적으로 분리할 수 있다. 친수성기인 head 부분은 단백질과 서로간의 인력이 작용하여 reverse micelle을 형성하게 된다. 일단 reverse micelle들이 형성되면 소수성 부분의 tail들이 수용액과의 서로간의 반발력이 작용하게 된다. 그리하여 단백질과 수용액상의 물은 유기상으로 이동하여 액-액 상분리가 일어난다. 이때 수용액상은 단백질의 PI 보다 작은 pH를 유지하여야 한다( pH < PI ). 만약 pH가 PI보다 크다면 단백질과 AOT 사이의 정전기적 인력은 급격히 줄어들게 되어 단백질을 분리하는 것은 매우 어렵게 된다. 특히 염을 첨가하게 되면 단백질의 표면 전하밀도는 증가하게 되어 AOT는 단백질에 대하여 매우 선택적으로 reverse micelle들을 형성하게 된다. 그러므로 reverse micelle을 이용한 수용액상의 단백질 분리에서는 pH와 염의 종류가 가장 큰 영향을 갖는 인자가 된다. 특히 NaCl의 경우에는 Na+ 이온이 structure making의 성질을 띄고 있으므로 reverse micelle을 형성하는데 도움을 주고 분리의 시간도 빠르게 된다.

  또한 유기상의 수분함량으로부터 reverse micelle의 크기를 유추할 수 있다. Micellar 크기는 water pool radius항으로 표현된다. 
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여기서 (W는 하나의 물분자 부피이고, (는 계면활성제 한 분자가 계면에서 차지하는 면적을 나타낸다. W0값은 (에 독립적이라고 가정하면 쉽게 Rwp값을 알 수 있다.

실험

  본 실험에 사용된 단백질인 (-chymotrypsin(from Bovine Pancreas)과 음이온 계면활성제인 AOT는 sigma사로부터 구입하였으며 유기용매는 YAKURI사의 iso-octane (99.5%이상)을 사용하였다. 수용액상에 사용된 buffer는 acetate buffer와 phosphate buffer를 제조하여 사용하였으며 이때 사용된 물은 초순수 제조기를 이용하여 제조한18㏁ 이상의 물을 사용하였다. Buffer의 pH는 안정성에 한계가 있기 때문에 약 6이하에서는 acetate buffer(pH 4.03, 5.04, 5.60, 6.33)를 사용하였으며 6이상에서는 phosphate buffer(pH 5.97, 6.04, 7.08,8.09)를 사용하였다.

  단백질 가용화 실험에서 수용액상은 20mM buffer와 NaCl 그리고 1mg/㎖의 (-chymotrypsin으로 이루어져 있으며 유기상은 50 mM AOT/iso-octane으로 이루어져 있다. 이 두 상을 각각 5㎖씩 제조하여 magnetic stirring를 이용하여 약 2시간 정도 혼합한 다음, 3000 rpm에서 15분간 원심분리 시킨 후 20℃의 항온조에서 약 2~6일 동안 방치한다. 상분리가 이루어진 후의 수용액상은 280㎚에서 UV-spectrophotometer (Bausch & Lomb사의 Spectronic 21)를 이용하여 분석하였다. 단백질이 유기상으로 이동한 양은 수용액상에 남아있는 단백질 농도를 구함으로서 알 수 있다. 또한 유기상의 수분함량을 측정하기 위하여 Denver Instrument Model 150 titration controller and Coulometric Karl -Fisher titrator를 이용하였다. 

결과 및 고찰

  단백질 가용화 실험은 수용액상과 유기상 용액의 등부피로 혼합하여 실험하였다.  본 실험 결과는 Fig.1에서 보여주는 것과 같이 가용화 %는 0.2M NaCl의 일정한 농도에서 등전점(8.3) 이하의 pH에서 pH에 관계없이 거의 100%의 가용화가 이루어져 있음을 보였다. 그러나 0.1M NaCl의 경우 등전점 이하의 pH에서 pH값의 증가에 따라 (-chymotrypsin의 가용화는 감소함을 보이고 있다. 이는 NaCl의 농도가 감소함에 따라 단백질 표면의 전하 밀도가 낮아져 (-chymotrypsin의 정전기적 인력이 상대적으로 작아지기 때문으로 생각된다. NaCl의 농도가 클수록 상평형에 도달되는 시간 또한 훨씬 많이 소요된다. 

  Fig. 2는 단백질을 가용화 한 후 유기상의 W0=[H2O]/[AOT] 값을 측정한 결과이다.  0.2M NaCl의 경우 유기상의 물의 함량은 약 3.0%의 거의 일정한 값을 보이고 있다. 즉 0.2M NaCl에 대하여 W0값은 pH에 관계없이 약 22.7의 거의 일정한 값을 가진다. 그러나 0.1M NaCl에 대하여 pH가 4.06에서 8.09로 증가함에 따라 W0값은 약 44.7에서 35.9로 감소함을 보이고 있다. 이는 염의 농도가 감소함에 따라 단백질의 표면 전하 밀도가 감소하여 reverse micelle이 상대적으로 단백질과의 상호작용 인력이 감소하여 물의 양이 많아지기 때문으로 생각된다.

  또한 W0값은 NaCl의 농도가 증가함에 따라 감소하고, 일정한 NaCl의 농도에서 가용화 %가 감소하면 W0값도 감소함을 알 수 있었다.

결론

  본 연구에서는 20℃에서 음이온 계면활성제인 AOT와 iso-octane으로부터 형성된 reverse micelle을 이용하여 (-chymotrypsin을 분리하는 실험을 행하였으며, 특히 pH와 이온세기의 영향에 따른 (-chymotrypsin의 가용화 정도 및 micelle의 크기를 관찰하였다. 본 연구로부터 얻은 결론으로는 다음과 같다.

1. 수용액 상으로부터 생체 단백질인 (-chymotrypsin의 분리는 0.2M NaCl에 대한 등전점 이하에서는 pH 변화에 관계없이 거의 100%에 가깝게 분리할 수 있었다.

2. 0.1M NaCl에서는 pH가 증가함에 따라 가용화 %는 점점 감소하였다.

3. 유기상의 Reverse Micelle의 수분함량은 0.2M NaCl의 경우 약 3%로 거의 일정하였으며 Rwp ( 3.7㎚이었다.

4. 0.1M NaCl에서는 pH가 증가함에 따라 유기상의 수분함량은 Rwp ( 7.3에서 5.9㎚로 감소하였다.
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