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요 약

본 연구에서는 음압 캐비테이션 아세톤-펜테인 분별침전으로 Taxus chinensis로부터 파클리탁셀의 침전 효율을 획기

적으로 개선하였다. 음압 -200 mmHg에서 침전할 경우 짧은 조업 시간(5분)에 대부분의 파클리탁셀을 회수(>99.9%)

할 수 있었다. 침전 속도 상수는 대조군 대비 1.512~5.073배(-50~-200 mmHg) 증가하였다. 음압으로 활성화에너지는

-3737~-6536 J/mol 감소하였으며, 이로 인해 침전 속도가 증가하였다. 또한 음압 도입으로 침전물 크기는 5.3배 감소

하였으며, 파클리탁셀의 확산 계수는 7.0배 증가하였다.

Abstract − This study presents the negative pressure cavitation acetone-pentane fractional precipitation to dramatically

improve the precipitation efficiency of paclitaxel from Taxus chinensis. When paclitaxel was precipitated under a

negative pressure of -200 mmHg, most paclitaxel (>99.9%) could be recovered in a short precipitation time (5 min). The

precipitation rate constant increased by 1.512~5.073 times (at -50 mmHg to -200 mmHg) compared to the control. The

activation energy decreased by -3,737~-6,536 J/mol due to negative pressure, which increased the precipitation rate.

With the introduction of negative pressure, the precipitate size decreased by 5.3 times, and the diffusion coefficient of

paclitaxel increased by 7.0 times.
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1. 서 론

파클리탁셀(Paclitaxel; C47H51NO14, M.W.: 853.9)은 태평양 주

목 나무인 Taxus brevifolia의 표피에서 분리된 테트라사이클릭 디

테르페노이드 계열의 천연 화합물로 미세소관(microtubule)의 안정

성 향상으로 해중합(depolymerization)을 저해하여 종양 세포 사멸을

유도한다. 파클리탁셀은 유방암, 자궁내막암, 비소세포 폐암, 방광

암, 자궁경부암 등에 항암 활성을 보이는 가장 널리 사용되는 화학

항암제 중 하나이다[1-3]. 파클리탁셀은 원래 T. brevifolia에서 발견

되었지만, 유럽 주목(T. baccata) 또는 중국 주목(T. chinensis)과 같은

다른 Taxus 종에도 존재하는 것으로 보고되었다[4]. 파클리탁셀은

1971년에 항암 활성이 처음 보고되었으며[5], 미국 식품의약국

(FDA)으로부터 1992년에 난소암 치료제로 승인되었고, 1994년과

1999년에는 진행성 유방암과 초기 유방암 치료제로 각각 승인되었

다[1]. 파클리탁셀의 적응증 확대와 처방법 개발로 그 수요는 계속

늘어날 전망이다[6-8]. 글로벌 파클리탁셀 시장 규모(원료의약품 기

준)는 2020년 1억 1,740만 달러에서 2026년까지 1억 9,360만 달러에

이를 것으로 예상되며, 2021-2026년 연평균 성장률은 8.7%에 달할

것으로 예상된다[9]. 파클리탁셀의 주요 생산 방법에는 주목으로부터

직접 추출, 전구체를 이용한 반합성, 식물체로부터 유도된 캘러스

(callus)를 이용한 식물세포배양이 있다[10-12]. 이들 중 식물세포배

양은 외부 인자(기후, 환경)의 영향이 적어 안정적으로 생산이 가능

하며, 생물반응기에서 일정한 품질의 파클리탁셀을 지속적으로 생
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산할 수 있는 장점이 있다[13,14].

식물세포배양에서 파클리탁셀은 대부분 바이오매스(식물세포)에

축적되어 있으며 여러 단계의 추출, 전 처리 및 최종 정제를 통해

파클리탁셀이 생산된다. 추출 후 이루어지는 전처리 정제 공정은

최종 정제 비용에 많은 영향을 미친다[15,16]. 따라서 전 처리 공정

을 통하여 시료의 순도를 가능하면 높여 주어야 최종 정제, 특히 고

성능 액체 크로마토그래피를 이용한 정제에서의 비용을 줄일 수 있

다[17]. 전 처리 공정 중 하나인 분별침전(fractional precipitation)

은 파클리탁셀의 용해도 차이를 이용한 간단하고 효율적인 방법이

다. 2000년 식물세포 유래 파클리탁셀의 분별침전 방법이 최초로

보고되었으며[18], 이후 조업 변수(용매, 온도, 시료 종류 등)의 최

적화로 높은 순도의 파클리탁셀을 고수율로 얻을 수 있었다[19,20].

하지만 분별침전이 저온에서 장시간 조업이 이루어지기 때문에 경

제성 측면에서 파클리탁셀 대량생산 공정에 적용하기에 한계가 있

다. 이러한 문제점을 개선하기 위하여, 침전기 내부 표면적을 증가

시켜 침전 효율을 향상시키려는 연구가 시도되었다[21,22]. 최근에는

침전 과정에 초음파를 도입함으로써 핵 생성 속도를 증가시켜 침전

시간을 획기적으로 단축할 수 있었다[23]. 이러한 결과는 초음파 캐

비테이션(ultrasonic cavitation)에 기인하는 것으로 캐비테이션 버

블이 압축과 팽창 과정에서 결국 불안정 해져서 붕괴되어 침전 용

액의 마이크로젯(microjet), 강열한 국소 가열, 고압 충격파(shock

wave)가 발생되기 때문으로 설명되고 있다[24]. 하지만 초음파 분

별침전의 경우 조업 시간을 절감할 수 있으나 추가 장치 및 에너지

비용이 발생하고 공정이 복잡할 수 있어. 공정 효율성뿐만 아니라

공정 편리성(convenient)과 실행 가능성(feasibility)이 담보되는 새

로운 분별침전 기술이 여전히 필요한 실정이다. 이를 위해 음압 캐

비테이션(negative pressure cavitation) 기반 분별침전 기술에서 아

이디어를 착안하여 본 연구에서는 파클리탁셀의 효율적 정제를 위

한 새로운 친환경 음압 캐비테이션 분별침전 공정을 개발하고 주요

공정 변수(음압 및 조업 시간)를 최적화하였다. 더 나아가 기존 메

탄올-물 분별침전에서 주로 극성 불순물 제거에 한정되었는데, 이

러한 한계를 극복하고 침전 용매의 다양성을 확보하기 위하여 아세

톤-펜테인 용매 시스템을 적용하였다. 음압 캐비테이션 분별침전은

에너지를 효율적으로 활용하면서도 적은 자본 투자로 더 빠르고 효

과적인 침전을 포함하는 이점을 제공한다. 또한 음압 캐비테이션

아세톤-펜테인 분별침전 공정에 대한 동역학적 해석과 확산계수 계

산을 통해 분별침전 특성을 정량적으로 해석하였다. 이러한 연구결

과는 식물세포배양으로부터 항암물질 파클리탁셀의 환경친화적인

상업적 대량생산에 매우 유용하게 활용될 수 있을 것으로 판단된다.

2. 재료 및 방법

2-1. 분별침전을 위한 시료 준비

T. chinensis로부터 기원된 현탁액 세포는 24℃, 암 조건, modified

Gamborg’s B5 배지에서 150 rpm으로 교반하여 배양하였다[23,25]. 세

포배양 후 decanter (CA150 Claritying Decanter, Westfalia, Germany)

와 고속원심 분리기(BTPX205GD-35CDEEP, α-Laval, Sweden)를

이용하여 배양액으로부터 현탁세포(바이오매스)를 회수하였다. 바

이오매스/메탄올 비 1:1 (w/v)로 혼합하여 추출한 후 메틸렌 클로라

이드을 첨가(추출액의 25%)하여 액-액 추출을 수행하였다. 상 분리

를 통해 하층인 메틸렌 클로라이드 층으로 파클리탁셀을 회수하여

농축/건조하였다. 건조된 추출물을 메틸렌 클로라이드에 녹인 후

(추출물/메틸렌 클로라이드=1:4, w/v) 흡착제(Sylopute) 처리(40℃,

30분)하고 여과하였다. 여과액을 30℃, 감압 하에서 건조하고,

silica-gel 60N (Timely, Japan) 컬럼(elution: 1.5% (v/v) methanol

in dichloromethane)을 통해 정제하고 순도 20.47%의 시료를 본 연

구에 사용하였다.

2-2. 음압 캐비테이션 분별침전

음압이 없는 전통적 분별침전(대조군)과 음압 캐비테이션 분별침

전의 개략도를 Fig. 1에 나타내었다. 아세톤-펜테인 분별침전을 위

해 시료(순도: 20.47%)을 아세톤에 녹이고(16.7 g 시료/mL 아세톤),

아세톤/펜테인 비(v/v)가 1:7이 될 때까지 펜테인을 교반(335 rpm)

하에 첨가하였다[23]. 음압의 영향을 조사하기 위하여, vacuum

controller unit (EYELA NVC-3000, Japan)와 diaphragm vacuum

pump (EYELA NVP-1000, Japan)를 이용하여 침전 용액 내로 음

압을 가하였다. 침전온도 5℃에서 음압(0, -50, -100, -150, -200

mmHg)과 조업 시간(1, 5, 10, 20 min)을 각각 변화시켜 침전 효율(침전

시간, 수율 및 순도)을 조사하였다. 침전 후 침전물을 여과지(185

mm, ADVANTEC)로 감압여과하여 40℃에서 24 시간 동안 진공

오븐(UP-2000, EYELA, Japan)에서 건조하였다. 건조된 침전물의

파클리탁셀 함량은 HPLC로 분석하였다.

2-3. 파클리탁셀 분석

파클리탁셀 함량 분석을 위해 HPLC 시스템(SCL-10AVP, Shimadzu,

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

Fig. 1. Schematic diagram of (A) conventional fractional precipita-

tion and (B) negative pressure cavitation acetone-pentane

fractional precipitation for purification of paclitaxel.
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였다. 이동상은 증류수와 아세토니트릴 혼합 용액(65/35~35/65, v/v,

gradient mode)이며 유속은 1.0 mL/min이었다. 시료 주입량은 20 μL이

며 227 nm에서 UV에 의해 검출하였다[26]. 표준 시료(파클리탁셀

순도: 97%)는 Sigma-Aldrich에서 구입하였다.

2-4. 침전물의 크기 측정

분별침전에서 수득한 침천물의 형태와 크기를 조사하기 위하여,

전자현미경(SV-35 Video Microscope System, Some Tech, Korea)

을 사용하였다[15]. 침전물을 고배율(x200)에서 관찰하였으며, 침

전물의 크기는 IT-Plus System (Some Tech, Korea)을 사용하여 비

디오 이미지에서 측정하였다.

2-5. 확산 계수 결정

분별침전 용매(A)에 확산되는 파클리탁셀 분자(B)의 확산 계수

는 Stokes-Einstein 식으로부터 계산하였으며, 식 (1)과 같이 나타낼

수 있다[27].

(1)

여기서 k는 볼츠만상수(1.38 × 10-23 J/K), r0는 파클리탁셀 분자 반

경, η는 용액의 역학점도(dynamic viscosity), T는 용액의 절대 온도를

나타낸다. 용액의 점도는 점도계(Viscolite 700, Hydromotion, UK)

를 이용하여 측정하였다.

2-6. 동역학적 모델(Kinetic model)

Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK) (isothermal phase-

transformation)의 동역학을 다루고 있으며 식 (2)과 같이 표현된다

[15,16].

(2)

식 (2)을 선형화하여 식 (3)를 얻을 수 있다.

log = nlogt + logk (3)

식 (3)를 이용하여 log  대 log t를 도식화하고, 직선의

기울기와 절편으로부터 n과 k를 각각 얻었다. 여기에서 X는 침전

물 분율, t는 침전 시간, k는 속도 상수, n은 결정의 구조 및 결정

핵 생성의 특성을 묘사하는 Avrami 지수이다. 파클리탁셀의 분별

침전 공정에서 동역학적 모델(JMAK 모델)의 유효성 확인을 위하

여 결정계수(coefficient of determination, r2)를 이용하였다. 결정

계수는 1에 가까울수록 실험값과 계산값 사이의 오차가 작음을 의

미한다.

활성화 에너지 변화량(∆Ea)는 Arrhenius 식을 이용하여 계산하

였으며 식 (4)과 같이 나타낼 수 있다[28].

(4)

식 (4)을 직선 형태인 식 (5)로 나타낼 수 있다.

lnK = lnA - (5)

여기에서 k는 속도 상수, A는 빈도 인자(frequency factor), Ea는 활

성화에너지(J/mol), R은 기체 상수(8.314 J/mol·K), T는 절대온도

(K)이다. 

3. 결과 및 고찰

3-1. 음압 캐비테이션 아세톤-펜테인 분별침전

분별침전은 용해도 차이를 이용한 간단하고 효율적인 파클리탁

셀의 전처리 방법이다[18]. 하지만 전통적 분별침전의 경우 저온에

서 긴 침전 시간이 요구되어 파클리탁셀의 대량 생산 공정에 적용

하기에 한계가 있다[18-20,29]. 이러한 단점을 개선하기 위하여, 본

연구에서는 음압 캐비테이션 분별침전 방법을 도입하였다. 음압 도

입이 없는 전통적 아세톤-펜테인 분별침전(대조군)과 음압(-50,

-100, -150, -200 mmHg)을 도입한 아세톤-펜테일 분별침전 결과를

각각 Fig. 2와 Fig. 3에 나타내었다. 대조군의 경우 파클리탁셀 수율

91.1%에 도달하는 데에 16시간의 침전 시간이 소요되었다. 반면 음압을

D
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Fig. 2. Effect of precipitation time on the yield of paclitaxel obtained

by conventional acetone-pentane fractional precipitation at

5℃ and atmospheric pressure.

Fig. 3. Effect of negative pressures (-50, -100, -150, and -200 mmHg)

on the yield of paclitaxel obtained by negative pressure cav-

itation acetone-pentane fractional precipitation at 5℃.
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도입한 분별침전의 경우 음압 -50, -100, -150, -200 mmHg에서 침

전 5~10분 이내에 파클리탁셀 수율은 각각 73.2, 92.1, 94.0, 99.9%

이었다. 음압이 증가할수록 파클리탁셀의 수율이 증가하였으며 모

든 음압에서 동일 침전 시간에서 대조군에 비해 높은 수율을 보였

다. 음압 -50 ~ -200 mmHg에서 분별침전에 소요되는 시간은 5~10

분으로 대조군 대비 96~192배 이상 감소하였다. 즉, 음압 도입으로

분별침전에 소요되는 시간을 획기적으로 단축할 수 있었다. 음압에

따른 침전물의 파클리탁셀 순도는 44~53% 정도로 순도 차이는 유

의하지 않았다(data not shown). 이는 기존의 아세톤-펜테인 초음파

분별침전 연구 결과와도 유사하였다[23]. 다른 침전 용매(메탄올-물)를

이용한 음압 분별침전 결과와 비교하면, 침전 시간과 수율은 유사

하였으나 침전물의 파클리탁셀 순도는 7.3~155.9% 향상되었다(메

탄올-물 분별침전: 파클리탁셀 순도: 34~41%) [30]. 이러한 결과는

침전 용매 차이에 따른 불순물 제거 양상이 달라지기 때문으로 판

단된다. 즉, 아세톤-펜테인 분별침전의 경우 메탄올-물 분별침전에

서 보다 상대적으로 비극성 불순물이 더 효과적으로 제거된다. 아

세톤-펜테인 분별침전에 대한 기존 연구와 본 연구의 결과를 비교

하여 Table 1에 나타내었다. 침전 용액에 표면적증가물질(e.g. glass

bead, ion exchange resin etc.) 첨가 유무에 관계없이 침전 시간은

대략 24시간 정도 소요되어 표면적증가물질 첨가에 의한 침전 시간

단축 효과는 거의 없었다[21-23]. 분별침전에 초음파를 도입한 경우

침전시간은 0.08~0.50 시간이었다[23]. 본 연구에서 분별침전에 음

압을 도입한 경우 침전시간은 0.08~0.17 시간이었으며, 이는 초음

파 도입 분별침전에서 침전시간과 유사하거나 조금 더 단축되었다.

결국 분별침전에 음압 도입으로 전통적 분별침전에서의 긴 침전 시간

문제를 획기적으로 개선할 수 있었는데, 이는 초음파 분별침전에서와

마찬가지로 음압 캐비테이션 버블 자체가 핵 생성 위치로 작용하여

핵 생성을 위한 자유 에너지 장벽을 낮추고[13], 또한 캐비테이션

버블 붕괴에 의한 효과(hotspot, shock waves, and microjets)로 물

질 전달이 촉진되기 때문으로 판단된다[13,27,31].

3-2. 동역학적 해석

실험데이터(Fig. 1, Fig. 2)을 JMAK 식에 적용하여 침전 시간에

따른 파클리탁셀의 침전 양상을 동역학적으로 해석하였다. JMAK

식을 분별침전에 적용하기 위해 식 (2)를 기반으로  대

log t를 도식화 하였다(data not shown). 직선의 기울기와 절편으로

부터 계산된 Avrami 지수(n)와 속도 상수(k)를 결정 계수(r2)와 함

께 Table 2에 나타내었다. n 값은 0.163 (대조군), 0.042~0.130 (-50

~ -200 mmHg)이었다. n 값은 음압 유무에 따른 유의미한 차이는

없었다. 속도 상수(min-1)는 0.619 (control), 0.936~3.140 (-50 ~

-200 mmHg)이었다. 대조군 대비 음압(-50 ~ -200 mmHg)을 이용

한 분별침전의 경우, 속도 상수는 1.512~5.073배 증가하였다. 또한

속도 상수는 초음파 캐비테이션 분별침전(1.534~2.419 min-1, 초음

파 파워 80~250 W)에서 보다 음압 캐비테이션 분별침전에서 더 큰

값을 보였다[23]. Arrhenius 식[28]을 이용하여 음압(-50~-200

mmHg)에 따른 활성화에너지 변화량(ΔEa = ΔEa,negative pressure -

ΔEa,control)을 계산한 결과, ΔEa 값은 각각 -3,737 J/mol (-50 mmHg),

-6,138 J/mol (-100 mmHg), -6,133 J/mol (-150 mmHg), -6,536 J/mol

(-200 mmHg) 이었다. 분별침전에 음압을 도입할 경우 활성화에너

지 감소 효과가 있었으며, 이는 초음파를 도입한 아세톤-펜테인 분

별침전 결과(-4,876~-5,930 J/mol, 초음파 파워 80~250 W) [23],

음압 캐비테이션 메탄올-물 분별침전 결과(-1,767~-4,161 J/mol, 음

압 -50~-200 mmHg) [30]와 유사한 경향을 보였다. 결국 분별침전

에 음압을 도입함으로써 활성화에너지를 감소시킬 수 있으며, 이로

인해 침전 속도를 증가시킬 수 있었다. 동역학적 해석 결과, JMAK

모델이 높은 r2값(>0.8992)을 가져 파클리탁셀 분별침전 공정에 적

합함을 알 수 있었다. 

3-3. 확산계수 계산

침전 특성을 정량적으로 조사하기 위하여, 대조군과 음압 캐비테

이션 분별침전에서 침전물의 입자크기, 침전용액의 점도, 파클리탁

셀의 확산계수를 측정하여 Table 3에 정리하였다. 대조군과 음압

캐비테이션 분별침전 용액의 점도는 각각 1.2와 0.9 g/cm·s로 측정

되었다. 대조군에서 평균 입자크기는 49.925 μm로 측정되었다. 반

면 음압 캐비테이션 분별침전에서 침전 5~10 min에서 평균 입자크

기는 9.473 μm이었다. 침전물의 평균입자 크기는 대조군에서 보다

음압 캐비테이션 분별침전에서 5.3배 더 감소하였는데, 이러한 원

료의약품의 입자크기 감소는 제형 시 용해 속도, 약물 분산 균일성,

생체 이용률 등을 향상시키는 장점을 가진다[32]. 분별침전 방법별

확산 양상을 조사하기 위하여, Stokes-Einstein 식을 이용하여 파클

리탁셀의 확산계수 D
AB

 (diffusion coefficient)을 계산하였다(Table

3). 대조군의 경우 D
AB

 값은 6.798 × 10-15 m2/s이었다. 반면 음압

1

1 X–
------------
⎝ ⎠
⎛ ⎞

ln⎝ ⎠
⎛ ⎞

Table 1. Comparison of this study and previous studies for acetone-pentane fractional precipitation of paclitaxel

Fractional precipitation method Acetone-pentane ratio (v/v) Storage temperature (℃) Fractional precipitation time (hr) Ref.

Conventional method 1:3~1:9 Low temp. (0~4) ~24 [23]

With glass beads 1:7 Low temp. (0~4) ~24 [21]

With ion exchange resin 1:7 Low temp. (0~4) ~24 [22]

With ultrasound 1:7 Low temp. (5) 0.08~0.50 [23]

With negative pressure 1:7 Low temp. (5) 0.08~0.17 This study

Table 2. The values of kinetic parameter for the acetone-pentane fractional precipitation of paclitaxel at different negative pressures

Negative pressure (mmHg) n (-) k (min-1) r2 (-) ΔEa (J/mol) (Ea,negative pressure-Ea,control)

Control 0.353 0.186 0.9246 -

-50 0.130 0.936 0.8992 -3737

-100 0.045 2.644 0.9999 -6138

-150 0.116 2.638 0.9999 -6133

-200 0.042 3.140 0.9999 -6536
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캐비테이션 분별침전의 경우, D
AB
값은 47.795×10-15 m2/s이었다.

음압 도입으로 확산계수 D
AB
값이 대조군 대비 7.0배 증가하였다.

D
AB
값은 초음파 캐비테이션 분별침전(36.897 × 10-15 m2/s, 초음파

파워 250 W)에서 보다 음압 캐비테이션 분별침전(-200 mmHg)에

서 1.3배 더 컸다[23]. 또한 음압 캐비테이션 메탄올-물 분별침전

(28.532 × 10-15 m2/s)보다 1.7배 큰 값을 보였다[30]. 분별침전에서

확산계수의 증가는 균질 핵 생성에 중요하게 영향을 미친다

[27,33,34]. 이러한 확산계수의 증가는 음압 캐비테이션 버블 붕괴에

의한 효과 때문으로 판단된다[13,27,35].

4. 결 론

본 연구에서는 음압 캐비테이션 아세톤-펜테인 분별침전으로 정제

효율을 획기적으로 개선하였다. 음압이 없는 분별침전(대조군)에서

파클리탁셀 수율 91.1%에 도달하는데 긴 침전 시간(16 시간)이 소

요되는 반면 음압 캐비테이션 분별침전(-50~-200 mmHg)에서 파

클리탁셀 수율은 짧은 조업 시간(5~10분)에 73.2~99.9%이었다. 특

히, 음압 -200 mmHg에서 분별침전할 경우 침전 시간 5분 이하에서

대부분의 파클리탁셀을 회수(>99.9%)할 수 있었다. 실험 데이터를

JMAK식에 적용하여 동역학적 해석을 수행한 결과, 대조군 대비

음압 -50~-200 mmHg에서 침전 속도 상수 k 값은 1.512~5.073배

증가하였다. 음압 캐비테이션 분별침전의 경우 대조군 대비 활성화

에너지 변화량은 -3737~-6536 J/mol (-50~-200 mmHg)이었다. 분

별침전에 음압을 도입으로 활성화에너지를 감소시킬 수 있으며, 이

로 인해 침전 속도를 증가시킬 수 있었다. 더 나아가 대조군에 비해

음압 캐비테이션 분별침전에서 침전물의 입자 크기는 5.3배 감소하

였으며, 파클리탁셀의 확산 계수는 7.0배 증가하였다. 이러한 침전

효율의 향상은 음압 캐비테이션 버블 자체가 핵 생성 위치로 작용

함과 동시에 캐비테이션 버블 붕괴에 의한 물질 전달의 용이성 때

문으로 판단된다.
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