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Abstract: Four types of mesoporous spherical silica adsor-

bents with different physical properties were prepared by

spray pyrolysis and were used for the purification of the anti-

cancer agent paclitaxel from plant cell cultures. Pore size had

a greater effect on the removal of plant-derived impurities

during the pre-purification of paclitaxel compared with sur-

face area and pore volume. An appropriate pore diameter

(~9.07 nm) was required to achieve the highest purity (~46.1%)

and yield (~82.3%) of paclitaxel. These results were con-

firmed by HPLC analysis of the absorbent after treatment and

Thermogravimetric analysis of the organic substances bonded

to the adsorbent.
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1. 서론

Paclitaxel은 주목나무 (yew tree)의 표피에서 발견된 diterpe-

noid 계열의 항암물질로 난소암, 유방암, 카포시 종양 (Kapo-

si's sarcoma) 및 비소세포성 폐암 (non-small cell lung cancer,

NSCLC) 치료용으로 사용되고 있다 [1]. Paclitaxel의 주요 생

산 방법에는 주목나무에서 직접 추출하는 방법 [2], 주목나무

잎에서 전구체를 얻어 반합성하는 방법 [3], 주목나무에서

callus를 유도하여 식물세포를 배양하는 방법 [4,5]이 있다. 식

물세포배양 방법은 기후, 환경 등의 외부 인자에 영향을 받지

않고 생물반응기에서 일정한 품질의 paclitaxel을 안정적으로

대량 생산할 수 있다. 식물세포배양으로부터 paclitaxel의 분

리 및 정제는 여러 단계의 추출 및 정제 공정을 거쳐 높은 순

도 (> 98%)의 제품을 생산하게 된다. 일반적으로 분리 및 정

제 과정은 원료인 바이오매스 (paclitaxel을 함유한 식물세포)

로부터 paclitaxel을 먼저 유기용매로 추출하고, 전처리 공정

을 거쳐 최종 정제를 통하여 제품을 생산하는 공정으로 이루

어져 있는데, 이 과정에서 특히 전 처리 공정은 최종 정제 비

용에 많은 영향을 미친다 [6-8]. 따라서 전처리 공정을 통하

여 시료의 순도를 가능하면 높여 주어야 최종 정제, 특히

high performance liquid chromatography (HPLC)를 이용한 정

제에서의 비용을 줄일 수 있다.

전처리 공정으로 흡착제 처리 및 침전에 의해 고순도의

paclitaxel을 얻을 수 있는 방법이 보고되어 있다 [9]. 식물유

래 타르 및 왁스 성분을 흡착제 처리로 제거한 후에 침전 공

정에 의하여 높은 순도 (> 50%)의 paclitaxel을 얻을 수 있어

매우 간단하고 편리하게 전 처리 할 수 있는 방법이다. 타르

및 왁스 성분은 paclitaxel의 분리/정제에 많은 악영향을 미치

는데, 특히 HPLC 정제 공정에서 칼럼의 충진재 수명을 단축

시킬 뿐만 아니라 처리량을 감소시키고 많은 양의 유기용매
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사용을 유발함으로 전 처리 공정에서 반드시 제거되어야 한

다 [1]. 상용흡착제인 sylopute의 주요성분인 실리카를 이용

하여 흡착제 처리를 수행할 경우 식물유래 타르 및 왁스 성분

제거에 효과적이었다 [10]. 또한 실리카 흡착제의 물리적 특

성 중 기공크기가 증가할수록 흡착제 처리 효과가 우수하였

다. 하지만 실리카 흡착제의 최적 기공크기는 제시되지 못하

였으며 기공크기에 따른 흡착 양상에 대한 구체적인 분석 또

한 매우 미흡하였다. 따라서 본 연구에서는 분무열분해 공정

에 의해 물리적 특성 (표면적, 기공부피, 기공지름)이 다른 메

조다공성 실리카를 제조하여 식물세포배양 유래 paclitaxel

정제에 가장 효과적인 실리카 흡착제의 기공크기를 제안하

고 기공크기에 따른 HPLC 및 TGA 분석을 통하여 paclitaxel

및 불순물의 흡착 양상을 조사하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 식물세포배양

본 실험에 사용된 식물세포배양액은 Taxus chinensis의 잎으

로부터 얻은 세포주 (cell line)를 이용하여 배양하였다. 현탁

(suspension) 세포는 수정된 Gamborg's B5 배지 [11]에서 24oC,

150 rpm, 암조건으로 배양하였다. 세포 배양은 2주마다 새로

운 배지로 갈아주었으며 생산과 배양을 연장시키기 위해 7일

과 21일째 되는 날에 1~2%의 maltose를 첨가해 주고 elicitor

로서 배양 초기에 4 mM의 AgNO3를 첨가해 주었다 [12]. 식

물세포배양 후 배양액으로부터 decanter (Westfalia, CA150

Claritying Decanter)와 고속원심분리기 (α-Laval, BTPX205GD-

35CDEEP)를 이용하여 식물세포(바이오매스)를 연속 조업으

로 회수하였다. 본 연구에 사용된 바이오매스는 (주)삼양제

넥스로부터 제공받았다.

2.2. 흡착제 처리를 위한 시료준비

식물세포배양액으로부터 회수한 바이오매스와 메탄올의 비

율을 1:1 (w/v)로 하여 실온에서 30분 동안 추출하여 여과하

고, 바이오매스에 새로운 메탄올을 첨가하여 동일한 방법으

로 4회 반복하여 추출을 수행하였다 [9]. 추출 여액을 모아 농

축기 (CCA-1100, EYELA, Japan)에서 40oC, 감압상태에서 농

축 (원액의 30%)하고 농축액에 메틸렌 클로라이드를 첨가

(농축액의 25%)하고 실온에서 30 분 동안 액-액 추출을 3회

반복 수행하였다. 액-액 추출 후 상 분리 (phase separation)를

통해 극성불순물은 상층인 메탄올 층으로 제거하고, paclitaxel

은 하층인 메틸렌 클로라이드 층으로 회수하여 실온, 감압상

태에서 농축/건조하였다. 건조된 시료를 흡착제 처리에 사용

하였다 [13]. 흡착제 처리에 사용된 시료의 순도는 6.7%이었

다.

2.3. 메조다공성 실리카 흡착제 제조

분무열분해 (spray pyrolysis) 공정에 의해 메조다공성 실리카

를 제조하였다. 실리카 전구체로 tetraethylorthosilicate (TEOS,

Adrich, 97%)를 사용하였고, 기공 형성을 위한 주형제로는

cetyltrimethylammonium bromide (CTAB, Aldrich), Pluronic

P123 (EO20PO70EO20, Adrich)및 polystyrene (PS) 나노입자를 사

용하였다. 크기가 다른 PS 나노 입자는 emulsion-free 중합법

으로 제조하였고 평균 입자 크기는 18.7 nm와 35.0 nm였다.

분무용액은 500 mL 증류수에 5 mL HCl을 넣은 후 TEOS를

녹이고 이 용액에 계면활성제 혹은 PS 나노 입자를 첨가하여

제조하였다. 실리카 전구체의 전체 농도는 0.2 M로 고정하였

다. 평균 기공크기 4.92 nm (silica I)는 CTAB과 P123을 혼합

하여 제조하였는데, 이때 CTAB/P123/Si 몰비는 0.2/0.03/1.0

이였고, 기공 크기가 9.07 nm (silica II)는 P123을 TEOS 몰당

0.07몰 사용하여 합성하였고, 18.7 nm (silica III)와 35.0 nm

(silica IV)은 PS 나노입자를 사용하여 제조하였고 이 때 PS/

SiO2 = 4 (무게비)로 고정하였다. 메조다공성 실리카 입자는

제조한 분무용액을 초음파 액적 발생장치 (1.7 MHz)를 이용

하여 미세 액적으로 만든 다음 분무열분해 장치를 이용하여

건조/열분해시켜 제조하였다. 분무열분해 장치의 반응기는

건조부와 열분해 구역으로 나누어져 있으며 각각 직경 55

mm, 길이는 1200 mm인 석영관을 이용하였다. 건조부의 온도

는 350oC, 반응부의 온도는 600oC로 각각 유지하였다. 분무열

분해되어 얻어진 실리카 분말은 550oC (승온 속도: 1oC/min)

에서 후 열처리하여 잔류할 수 있는 유기물을 완전히 제거하

였다. 후 열처리된 메조다공성 실리카의 표면적은 질소 흡착

으로 Brunauer-Emmett-Teller(BET) 식 [14]을 이용하여 계산

하였고, 기공 부피는 상대압력 P/P0 = 0.995에서 흡착된 질소

부피를 이용하였으며, 평균 기공크기는 질소 탈착 등온선을

이용하여 Barrett-Joyner-Halenda (BJH) 방법을 이용하여 측

정하였다. 실험에 사용된 메조다공성 실리카 (silica I, silica

II, silica III, silica IV)의 특성치는 Table 1에 나타내었다.

2.4. 흡착제 처리 및 헥산 침전

건조된 crude extract를 메틸렌 클로라이드에 20% (v/w) 비율

로 녹이고 흡착제인 메조기공 실리카 (silica I, silica II, silica

III, silica IV)를 건조된 crude extract 대비 50% (w/w) 비율로

첨가하여 40oC에서 30분 동안 교반하며 반응시킨 후 여과하

였다. 여과액은 30oC, 감압상태에서 건조하여 헥산 침전에 이

용하였다. 흡착제 처리 후 건조된 시료를 메틸렌 클로라이드

Table 1. Physical properties of silica I, silica II, silica III and silica IV

Silica Surface area (m2/g) Pore volume (cm3/g) Pore diameter (nm)

Silica I 955 1.47 4.92

Silica II 522 1.45 9.07

Silica III 204 1.13 18.70

Silica IV 83 1.71 35.00
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에 녹여 헥산에 떨어뜨려 침전을 유도하여 비극성 불순물을

제거하였다 (메틸렌 클로라이드/헥산 = 1/10, v/v). 헥산 침전

후 여과를 통하여 얻어진 침전물을 35oC에서 24시간 진공건

조 하였다. 건조된 침전물의 순도와 수율을 측정 (HPLC 분

석)하여 흡착제 처리 효과를 확인하였다.

2.5. Paclitaxel 분석

Paclitaxel 함량 분석을 위해 HPLC system (Waters, USA)과

Capell Pak C18 (250×4.6 mm, Shiseido, Japan) 칼럼을 사용하

였다. 이동상은 아세토니트릴과 증류수 혼합용액 (35/65~65/

35, v/v, gradient mode)을 유속 1.0 mL/min으로 흘려주었다.

시료 주입양은 20 mL이며 227 nm에서 UV에 의해 검출하였

다. HPLC 분석은 표준정량곡선을 이용하였으며 표준시료는

Sigma-Aldrich 제품(순도: 97%)을 사용하였다 [15].

2.6. Thermogravimetric analysis (TGA) 분석

TGA (SDTQ600, Shimadzu, Japan)를 사용하여 흡착제 처리 후

흡착제에 붙어있는 불순물 (유기물)의 양을 측정하였다. 온도

를 변화시킴에 따른 무게의 변화를 측정하여 유기물의 양을

정량 분석하였으며 공기를 주입하고 온도는 800oC까지 변화

시켰다.

3. 결과 및 고찰

분무열분해 공정에 의해 물리적 특성 (표면적, 기공부피, 기

공지름)이 다른 네 종류의 메조다공성 실리카 (silica I, silica

II, silica III, silica IV)를 제조하여 흡착제 처리 및 헥산 침전

을 수행하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같이 silica I (기공지름:

4.92 nm), silica II (기공지름: 9.07 nm) 순으로 기공지름이 증

가할수록 paclitaxel 순도와 수율이 증가하다 silica III (기공

지름: 18.7 nm)에서 다시 순도와 수율이 감소하였다. Silica II

를 사용하였을 때 가장 높은 순도(~46.1%)와 수율(~82.3%)

의 paclitaxel을 얻을 수 있었다. 흡착제에 붙은 유기물의 경

향을 확인하기 위하여, 흡착제 처리 후 여과하여 흡착제를

회수하고 이를 메탄올로 세척하여 HPLC 분석을 수행하였다

[16]. Fig. 2에서 보는 바와 같이 silica I, silica III, silica IV에

비하여 silica II에서 많은 유기물이 흡착/제거됨을 알 수 있었

다. 반면 silica I의 경우 paclitaxel 피크가 높게 나타나 상대적

으로 많은 양의 paclitaxel이 흡착됨을 알 수 있었다. Silica I

(기공지름:  4.92 nm)의 경우, space-filling model [17]에 근거

한 paclitaxel 분자 크기 (1.0×1.5×2.0 nm)를 고려할 때 충분히

흡착제 기공 내로 확산될 수 있는 반면 분자 크기가 상대적

으로 큰 불순물들은 기공 내로 확산되지 못하여 paclitaxel 피

크는 크게 나타난 반면 다른 불순물들의 피크는 silica II에 비

해 작게 나타난 것으로 판단된다. 즉, Fig. 3에서 보는 바와

같이 silica I의 경우 상대적으로 표면적은 매우 큰 반면 기공

크기가 작아 분자 크기가 큰 불순물들은 기공 내로 확산되지

못하여 흡착제의 기공 내 표면적을 충분히 활용하지 못하는

반면 silica II, silica III, silica IV는 상대적으로 큰 기공크기로

흡착제의 표면적을 충분히 활용하는 것으로 판단된다. 또한

silica III, silica IV의 경우 silica II에 비해 기공크기는 크나 표

면적이 상대적으로 매우 작아 paclitaxel뿐만 아니라 불순물

들이 많이 흡착되지 못하는 것으로 사료된다. Silica II의 경

우 적절한 기공크기와 높은 표면적으로 다른 실리카들 (silica

III, silica IV)에 비해서 paclitaxel 뿐만 아니라 식물유래 타르

및 왁스 성분과 같은 많은 종류의 불순물들이 효과적으로 제

거되어 후속공정인 헥산 침전의 효율 (paclitaxel 순도, 수율)

을 향상시키는 것으로 판단된다. 흡착제에 붙은 유기물의 양

을 정량하기 위해 TGA 분석을 수행하였다 [10]. Fig. 4에서

보는 바와 같이 흡착제에 붙은 유기물의 양이 silica I (13.4

wt%), silica II (14.2 wt%), silica III (8.3 wt%), silica IV (3.1

wt%) 순으로 나타나 silica II에 가장 많은 유기물 (타르 및 왁

스 성분 포함)이 흡착/제거됨을 정량적으로 확인할 수 있었

다. 흡착제 silica II에 붙은 유기물의 무게는 350oC 근처에서

급격하게 감소하였으며 그 이후에는 500oC까지 완만하게 감

소하였다 [10]. 이러한 결과로부터 실리카 흡착제의 물리적

Fig. 1. Effect of adsorbent on the purity and yield of paclitaxel in

hexane precipitation. (A) Silica I, (B) Silica II, (C) Silica III, (D)

Silica IV.

Fig. 2. HPLC chromatograms of adsorbent washing solution after

adsorbent treatment. (A) silica I, (B) silica II, (C) silica III, (D)

silica IV. The arrow indicates the position of paclitaxel.
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특성에서 표면적과 기공부피 보다는 기공크기 (기공지름)이

흡착제 처리 효과에 많은 영향을 미침을 알 수 있었다. 특히

적절한 기공크기 (기공지름: ~9.07 nm)에서 식물유래 타르 및

왁스 성분을 포함한 불순물을 제거하는데 가장 효과적임을

알 수 있었다. 적절한 기공크기에서 불순물들이 효과적으로

기공 내부로 확산되어 흡착 제거되는 것으로 판단된다. 이러

한 연구 결과는 활성탄을 이용하여 타르 성분을 효과적으로

제거하기 위해서는 적당한 기공크기의 활성탄이 요구된다

는 기존 문헌 [18] 보고와 일치하는 것으로, 불순물 (타르성

분)이 흡착제에 효과적으로 흡착되기 위해서는 기공크기가

매우 중요한 역할을 하기 때문이다.

4. 요약

분무열분해 공정에 의해 물리적 특성이 다른 네 종류의 메조

다공성 실리카를 제조하여 식물세포배양 유래 항암물질 pa-

clitaxel 정제에 사용하였다. 실리카 흡착제의 물리적 특성에

서 표면적과 기공부피 보다는 기공크기 (기공지름)이 흡착제

처리 효과에 많은 영향을 미침을 알 수 있었다. 특히 적절한

기공지름 (~9.07 nm)에서 가장 높은 순도 (~46.1%)와 수율

(~82.3%)의 paclitaxel을 얻을 수 있었다. 이러한 불순물 (타

르 및 왁스 성분 포함) 제거 효과는 흡착제 처리 후 흡착제를

메탄올로 세척한 시료의 HPLC 분석 결과와 흡착제에 붙은

유기물의 TGA 정량 분석 결과로도 확인할 수 있었다.
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