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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세리신 (sericin), 키토산 및 아크릴산이 중합되어 형성된 하이드로겔.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 세리신은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.2 내지 0.7 중량%로 포함되는 하이드로겔.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 키토산은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.1 내지 0.5 중량%로 포함되는 하이드로겔.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 아크릴산은 8 내지 15 중량%로 포함되는 하이드로겔.

청구항 5 

제1항에 있어서, 가교제 및/또는 중합개시제를 추가로 포함하여 형성된 하이드로겔.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 가교제는 N, N-메틸렌 비스-아크릴아미드인 하이드로겔.

청구항 7 

제5항에 있어서, 상기 가교제는 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.1 내지 0.6 중량%로 포함되는 하이드로겔.

청구항 8 

제5항에 있어서, 상기 중합개시제는 과황산암모늄인 하이드로겔.

청구항 9 

제5항에 있어서, 상기 중합개시제는 0.3 내지 0.4 중량%로 포함되는 하이드로겔.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 따른 하이드로겔을 포함하는 플라스틱 분해 효소 전달용 조성물.

발명의 설명
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기 술 분 야

본 발명은 제어된 플라스틱 분해 효소 예를 들어 PETase 전달을 위한 하이드로겔 및 이를 이용한 미세플라스틱[0001]

분해에 관한 것으로, 구체적으로 세리신-키토산 기반 pH 반응성 하이드로겔 및 상기 하이드로겔을 포함하는 플

라스틱 분해 효소 예를 들어 PETase 전달용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

마이크로 플라스틱이라는 용어는 2000년대 초반 과학 문헌에서 해양 및 기타 수역에서 발견되는 작은 플라스틱[0002]

입자를  설명하기  위해  처음  도입되었다.  적합하게는  "마이크로  플라스틱은  규칙적  또는  불규칙한  형상을

가지며, 크기가 1 μm 내지 5 mm의 합성 고체 입자 또는 중합체 매트릭스이며, 1차 또는 2차 제조의 기원이며

물에 불용성이다". 마이크로 플라스틱은 전세계를 이동할 수 있고, 깨지기 어렵고, 뜨고, 경량 플라스틱 소재의

특징을 가진다. 플라스틱 폐기물의 생산량이 서서히 증가하면 음식 사슬에 들어갈 가능성도 높아져 인간의 건강

에 위험을 초래한다. 마이크로 플라스틱이 인간의 식품 사슬 공급에 들어갈 수 있는 방법은 자연 환경에서의 동

물 소비, 식품 제조 공정 중 오염 및 플라스틱 용기로부터 음료 및 식품에 침출되는 경우를 포함한다. 마이크로

플라스틱은 새우, 조개, 생선, 설탕, 소금, 맥주, 꿀 등 다양한 식품에서 발견된다. 분석 도구를 통해 샘물, 수

돗물, 병 음료수 등 거의 모든 종류의 수원에서 마이크로 플라스틱을 검출했다. 마이크로 플라스틱이 기계적,

화학적 추가 분해되면 1 μm 이하 크기의 나노 플라스틱이 생성된다. 나노 플라스틱은 해양 생물과 다른 유기체

에 의해 쉽게 섭취될 수 있어 동물과 그들이 서식하는 생태계 모두에 잠재적으로 해를 끼칠 수 있다. 마이크로

플라스틱과 나노 플라스틱이 궁극적으로 인체에 도달할 수 있는 세 가지 중요한 경로는 섭취, 흡입 및 피부 접

촉이며, 가장 중요한 경로는 음식물로부터의 섭취이다. 일반적으로 마이크로 플라스틱은 주로 크기가 1.5 nm인

타이트 접합으로 인해 이웃 세포에 침투할 수 없지만, 림프 조직, 세포내이입 등의 생물학적 작용을 통한 침입

가능성이 있다. 괴사, 세포 사멸, 신체적 스트레스, 면역 반응, 산화 스트레스 등 마이크로 플라스틱과 나노 플

라스틱이 인간에 미치는 다양한 해로운 영향이 여러 연구에서 밝혀졌다. 마이크로 플라스틱은 장세포벽을 투과

할 수 없다는 오랜 믿음에도 불구하고, 암스테르담 자유 대학과 암스테르담 대학 의료 센터 연구자에 의해 마이

크로 플라스틱이 처음으로 인간의 순환계에서 발견되었다. 평균적으로, 혈액 1 mL 당 1.6 μg 마이크로 플라스

틱이 피검사자의 혈액 샘플에서 검출되었다.

일반적으로 플라스틱 재료의 수명은 사용기한이 종료된 후에도 수백 년에서 수천 년에 이를 수 있으며 플라스틱[0003]

재료의 구조적 특성과 환경 조건에 따라 가변성이 매우 크다. 마이크로 플라스틱은 비생물학적, 광분해, 열적,

기계적, 생물학적 분해 등 다양한 다른 분해 메커니즘에 의해 분해될 가능성이 있다. 특히, 주요 생물학적 분해

기전으로서 일부 미생물은 플라스틱의 주성분, 즉 폴리에틸렌 테레프탈레이트 (PET)를 에틸렌 글리콜과 테레프

탈산을 포함하는 단량체 단위로 분해할 수 있다. Ideonella sakaiensis에서 분리된 "PETase"라고도 불리는 PET

분해 효소는 실온에서 PET를 분해할 수 있는 가장 효율적인 효소 중 하나이다. 

이러한 기술적 배경하에서, 본 출원의 발명자들은 세리신, 키토산 및 아크릴산으로부터 자유 라디칼 중합을 통[0004]

해 합성된 안정화된 하이드로겔 시스템을 통해 플라스틱 분해 효소 예를 들어 PETase를 특정 pH 의존적으로 방

출시킬 수 있고, 경구 섭취를 통해 위산에 의한 손상 없이 PETase를 소/대장으로 능률적으로 전달할 수 있는 운

반체 체계의 의도한 기능을 보여줄 수 있음을 확인하고, 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 제어된 플라스틱 분해 효소 방출이 가능한 하이드로겔 시스템을 제공하는 것이다.[0005]

본 발명의 다른 목적은 상기 하이드로겔을 이용하여 플라스틱 분해 효소 전달용 조성물을 제공하는 것이다. [0006]

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 세리신 (sericin), 키토산 및 아크릴산이 중합되어 형성된 하[0007]

이드로겔에 관한 것이다.

본 발명은 또한, 상기 하이드로겔을 포함하는 플라스틱 분해 효소 전달용 조성물에 관한 것이다. [0008]

발명의 효과
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본 발명에 따른 하이드로겔은 FTIR, PXRD, SEM 및 열분석(TGA/DSC)으로 특성을 분석하였으며, 안정화된 하이드[0009]

로겔 시스템의 개발이 확인되었다. 하이드로겔은 pH 7.4에서 가장 큰 팽윤과 누적 PETase 방출 (96%)을 보였다.

하이드로겔 시스템에서 PETase 방출의 메커니즘은 다양한 수학적 모델에 의해 결정하고 비정상적인 운송 메커니

즘과 함께 방출 Higuchi  패턴을 보였다. PETase의 방출 후 구조적 무결성은 보존된 단백질 구조를 확인하는

SDS-PAGE 기술에 의해 확인되었다. 방출된 PETase의 마이크로 플라스틱 분해 활성은 폴리에틸렌 테레프탈레이트

(PET) 분말을 pH 9.0의 글리신 NaOH 배지에 첨가하여 시험 관내에서 평가되었으며 PET 농도와 시간 의존 분해가

나타났다. 화학적으로 가교된 개발한 하이드로겔 체계는 마이크로 플라스틱 분해 효소 (PETase)의 결장에 전달

에 능률적으로 사용될 수 있는, 자극에 민감한 운반체 체계의 의도한 기능을 보여주었다.

도면의 간단한 설명

도 1. PETase에 의한 PET의 효소 가수 분해의 결과로서 얻어진 생성물의 구조.[0010]

도 2. (A) 세리신, 키토산, 아크릴산으로부터 형성된 하이드로겔의 추정 구조, 및 (B) 성분에 기초한 색의 변화

를 나타내는 합성된 하이드로겔 (아크릴산에서는 황색, 폴리머 공급 비율의 증가에 의한 암갈색).

도 3. 로딩되지 않은 하이드로겔, PETase 로딩, 방출 후 하이드로겔 시스템의 FTIR 스펙트럼.

도 4. 로딩되지 않은 하이드로겔과 PETase가 로딩된 하이드로겔 시스템의 XRD 회절 이미지.

도 5. (A, B) 변형없는 하이드로겔 디스크의 SEM 현미경 사진 및 (C, D, E, F) 2.5kx, 6.50kx 및 10 kx 배율로

다공성 구조를 나타내는 분말 하이드로겔의 단면 뷰.

도 6. 로딩되지 않은 또는 PETase 로딩된 하이드로겔 시스템의 TGA 온도 이미지.

도 7 로딩되지 않은 또는 PETase 로딩된 하이드로겔 시스템의 DSC 온도 이미지.

도 8. 하이드로겔 시스템의 졸-겔 분획에 대한 중합체, 단량체 및 가교제 농도의 영향.

도 9. 고분자, 단량체 및 가교제의 농도를 변화시킨 하이드로겔 시스템의 PETase 포획 효율(EE%). EE% 계산은 4

℃ 용액에서 PETase의 초기 농도에 대한 하이드로겔 내의 PETase의 양에 기초하였다. 각 기준점은 세 번의 반복

평균을 나타낸다.

도 10. 하이드로겔의 팽윤 지수 및 누적 퍼센트 PETase 방출에 대한 중합체 공급 비율 (A, A1), 단량체 공급 비

율 (B, B1) 및 가교제 공급 비율 (C, C1)의 영향. 각 기준점은 세 번의 반복 평균을 나타낸다.

도 11. 방출 후 PETase의 SDS-PAGE 분석. 레인 1은 분자량 사다리에 해당하고, 레인 2-7은 대조군의 PETase 용

액 (μg)을 나타내고, 레인 8-10은 시험관 방출 후 04, 08 및 72 시간 경과 시 관찰된 PETase.

도 12. 방출된 PETase에 의한 PET의 농도 및 시간 의존성 분해시험을 30℃, pH 9.0의 글리신 -NaOH 버퍼 조건에

서 수행한 결과.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0011]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 일반적으로, 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 발명을 통해 자유 라디칼 중합 기술을 사용하여 키토산, 세리신, 아크릴산의 새로운 pH 반응성 하이드로겔[0012]

네트워크를 합성한 것을 입증하였다. 준비된 하이드로겔은 FTIR, PXRD, SEM 및 열 분석 (TGA/DSC)을 특징으로

했다. 하이드로겔은 중합체와 단량체의 농도 증가에 비례하여 팽윤, %EE 및 in-vitro 방출의 증가를 나타내었지

만, 가교제의 농도 증가에 반비례하였다. 최대 농도의 아크릴산 함량을 갖는 제형(ID, F6)에 대해, 최대 % EE,

팽윤 및 PETase 방출이 기록되었다. 젤 네트워크에서 PETase의 방출은 Fickian diffusion과 비정상적인 수송 메

커니즘에 의해 촉진하는 Higuchi 패턴의 방출을 따랐다. 단백질의 캡슐화 효율과 방출은 하이드로겔 조성에 의

존하였다. SDS-PAGE 분석은 방출된 PETase의 구조적 무결성을 확인하고 치료 단백질의 경구 전달에 대한 하이드

로 겔 시스템의 적합성을 확인했다. 방출된 PETase는 농도 및 시간에 따른 in-vitro 마이크로플라스틱 분해의

가능성을 나타내며 PETase 효소의 제어 방출과 일치하였다. 하이드로겔 시스템은 경구 단백질 치료에 어려움을

극복할 가능성을 보여주며 PETase 효소의 pH 의존성 제어 전달 플랫폼으로 사용할 수 있다. PETase 전달 시스템

은 결장에서 인간에 의해 투여된 PET 입자의 PETase 트리거 분해를 이용하기 위한 잠재적인 플랫폼으로 사용할
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수 있다. 

이를 바탕으로 본 발명은 일 관점에서, 세리신 (sericin), 키토산 및 아크릴산이 중합되어 형성된 하이드로겔에[0013]

관한 것이다. 

상기  "하이드로겔"은 충분한 양의 수분을 보유하고 있는 친수성 고분자의 3차원적 구조를 의미한다. 본 발명에[0014]

따른 하이드로겔은 특히, 세리신 (sericin), 키토산 및 아크릴산이 중합되어 형성된 것이다. 

Bombyx mori (누에)에 의해 생성된 접착제 질감 단백질 중합체인 세리신은 주요 구조 요소로 세린(32 %)을 포함[0015]

하여 필수 아미노산을 포함하는 18 개의 다른 아미노산으로 구성된다. 다양한 아미노산 측쇄에 존재하는 카르복

실기, 아미노기, 히드록실기 등의 다양한 극성기는 세리신과 다른 단량체 및 중합체의 중합에 관여한다. 세리신

은 생체적합성과 생분해성의 폴리머로, 지능적인 생체재료의 개발에 단독으로 또는 다른 폴리머 부분과 조합하

여 사용할 수 있다. 유사하게, 세리신, 키토산은 키틴의 탈아세틸화의 결과로서 얻어지는 천연 양이온성 중합체

이며, 점막 접착성, 항균 활성, 생분해성, 생체적합성과 같은 흥미로운 특성을 가지고 있어, 생물 의학 응용 프

로그램의 훌륭한 후보이다. 

상기 세리신은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.2 내지 0.7 중량%로 포함될 수 있다. 구체적으로, 상기 세리신[0016]

은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.25 내지 0.7 중량%로 포함될 수 있다. 본 발명에 따른 구체적 실시예에서,

상기 세리신은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.29 내지 0.69 중량%로 포함되었다. 

키토산은 세포 외 기질과 매우 유사하기 때문에 생물학적 제제의 전달, 세포의 조직화, 성장 및 이동에 생산적[0017]

으로 사용된다. 또한, 키토산은 생물의학 응용의 필요성과 목적에 따라 화학적으로 쉽게 조정할 수 있으며, 매

크로 및 나노입자, 필름, 스펀지, 하이드로겔 등의 많은 형상을 채용할 수 있다.

상기 키토산은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.1 내지 0.5 중량%로 포함될 수 있다. 구체적으로, 상기 키토산[0018]

은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.15 내지 0.5 중량%로 포함될 수 있다. 본 발명에 따른 구체적 실시예에서,

상기 키토산은 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.19 내지 0.49 중량%로 포함되었다.

프로피온산이라고도 불리는 아크릴산은 대장에 맞는 하이드로겔 시스템의 제조에 일반적으로 사용되는 pH 반응[0019]

성, 생체접착성, 친수성, 기계적 강도 부여 단량체를 제공한다. 카르복실산 말단에 존재하는 아크릴산의 비닐기

는 중합체 시스템을 형성하기 위해 중합될 수 있다. 또한, 아크릴산은 다성분 하이드로겔 시스템의 합성에 단독

으로 또는 조합하여 사용될 수 있다.

상기 아크릴산은 8 내지 15 중량%로 포함될 수 있다. 구체적으로, 상기 아크릴산은 하이드로겔 총 중량을 기준[0020]

으로 8 내지 14.5 중량%로 포함될 수 있다. 본 발명에 따른 구체적 실시예에서, 상기 아크릴산은 하이드로겔 총

중량을 기준으로 8.25 내지 14.25 중량%로 포함되었다.

본 발명에 따르면, 세리신, 키토산 및 아크릴산의 pH 반응성 하이드로겔을 합성하였다. 합성된 하이드로겔은 매[0021]

일 식품에서 인간이 섭취한 플라스틱 재료의 분해를 위한 플랫폼을 고안할 목적으로 결장에 맞춘 효소의 전달을

위한 자유 라디칼 중합(FRP) 기술에 의해 제조되었다.

추가로,  세리신,  키토산  및  아크릴산의  pH  반응성  하이드로겔은  가교제로서  N,N-메틸렌  비스  아크릴아미드[0022]

(MBA), 개시제로서 과황산암모늄 (APS)을 사용하여 합성되었다. 

상기 가교제는 예를 들어, N, N-메틸렌 비스-아크릴아미드일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 상기 가교[0023]

제는 예를 들어, 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.1 내지 0.6 중량%로 포함될 수 있다. 본 발명에 따른 구체적

실시예에서, 상기 가교제는 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.19 내지 0.59 중량%로 포함되었다.

상기 중합개시제는 예를 들어, 과황산암모늄일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 상기 중합개시제는 예를[0024]

들어, 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.3 내지 0.4 중량%로 포함될 수 있다. 본 발명에 따른 구체적 실시예에

서, 상기 중합개시제는 하이드로겔 총 중량을 기준으로 0.39 중량%로 포함되었다.

자유 라디칼 중합 기술을 사용하여 키토산, 세리신, 아크릴산의 새로운 pH 반응성 하이드로겔 네트워크를 합성[0025]

한 것을 입증하였다. 준비된 하이드로겔은 FTIR, PXRD, SEM 및 열 분석 (TGA/DSC)을 특징으로 했다. 하이드로겔

은 중합체와 단량체의 농도 증가에 비례하여 팽윤, %EE 및 in-vitro 방출의 증가를 나타내었지만, 가교제의 농

도 증가에 반비례하였다. 최대 농도의 아크릴산 함량을 갖는 제형(ID, F6)에 대해, 최대% EE, 팽윤 및 PETase

방출이 기록되었다. 젤 네트워크에서 PETase의 방출은 Fickian diffusion과 비정상적인 수송 메커니즘에 의해

촉진하는 Higuchi 패턴의 방출을 따랐다. 단백질의 캡슐화 효율과 방출은 하이드로겔 조성에 의존하였다. SDS-
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PAGE 분석은 방출 된 PETase의 구조적 무결성을 확인하고 치료 단백질의 경구 전달에 대한 하이드로 겔 시스템

의 적합성을 확인했다. 방출된 PETase는 농도 및 시간에 따른 in-vitro 마이크로플라스틱 분해의 가능성을 나타

내며 PETase 효소의 제어 방출과 일치하였다. 하이드로겔 시스템은 경구 단백질 치료에 어려움을 극복할 가능성

을 보여주며 PETase 효소의 pH 의존성 제어 전달 플랫폼으로 사용할 수 있다. PETase 전달 시스템은 결장에서

인간에 의해 투여된 PET 입자의 PETase 트리거 분해를 이용하기 위한 잠재적인 플랫폼으로 사용할 수 있다. 

합성된 하이드로겔은 매일 식품에서 인간이 섭취한 플라스틱 재료의 분해를 위한 플랫폼을 고안할 목적으로 결[0026]

장에 맞춘 효소의 전달을 위한 자유 라디칼 중합(FRP) 기술에 의해 제조되었다. 이 연구의 결과는 효율적이고

제어된 방식으로 기능성 마이크로 플라스틱 분해 효소 (PETase)를 소/대장에 전달할 수 있는 안정적인 pH 반응

성 하이드로 겔 시스템이다.

이를 바탕으로, 본 발명은 다른 관점에서 하이드로겔을 포함하는 플라스틱 분해 효소 전달용 조성물에 관한 것[0027]

이다. 특히, pH 반응성 하이드로겔에 탑재된 조성물은 산성인 위를 지나 중성인 소/대장에 도달 시 하이드로겔

로부터 방출된 후 안정적으로 플라스틱 분해활성을 나타낼 수 있다.

상기 전달은 플라스틱 분해 효소를 담지 혹은 화학적으로 결합시켜 생체 내로 전달할 수 있음을 의미한다. 본[0028]

발명의 구체적 실시예에 따르면, 화학적으로 가교된 하이드로겔 체계는 마이크로 플라스틱 분해 효소 (PETase)

의 소/대장 전달에 능률적으로 사용될 수 있는, 자극에 민감한 운반체 체계의 의도한 기능을 보여주었다.

상기 플라스틱 분해 효소는 예를 들어, "PETase"라고도 불리는 PET 분해 효소일 수 있으나 이에 제한되는 것은[0029]

아니다. 

PETase는  폴리에틸렌 테레프탈레이트(PET)  플라스틱을 모노머의 모노-2-하이드록시에틸 테레프탈레이트(MHET)[0030]

및 비스(2-하이드록시에틸)테레프탈레이트(BHET)로 가수분해할 수 있는 효소의 에스테라아제 클래스를 제공한다

(도 1).

치료 그룹의 적절한 투여 경로는 효능을 증가시킬 뿐만 아니라 환자의 편의성 및 순응도를 증가시킨다. 대부분[0031]

의 경우 단백질 기반 제형은 정맥 내, 근육 내 또는 피하 주사에 의해 투여되어 간단하고 효과적인 치료 방법을

제공한다. 한 연구에서 인슐린 사용자의 절반 이상이 어느 시점에서 의도적으로 주사를 건너 뛰었다고 보고했으

며 20%가 정기적으로 주사를 건너 뛰었다고 보고하여 치료의 위험한 경과로 이어졌다. 게다가, 주사제로 장기

치료를 필요로 하는 병리학적 합병증은 복약 어드히어런스, 바늘의 크기에 의존하는 국소 자극, 주사에 대한 혐

오감 및 통증 측면에서 과제를 초래한다. 많은 과학자 그룹은 경피, 뺨, 코 및 경구 경로와 같은 대체 전달 경

로를 통해 투여 할 수 있는 단백질 제제의 개발을 시도해 왔다. 특히 경구 경로는 더 높은 정도의 편의성 및 안

전성에 의해 선호되고, 매력적인 경로로 고려되고, 내인성 단백질의 생리적 운명을 모방하고, 환자의 삶의 질을

개선하여 치료 결과를 높인다. 

불행히도, 단백질 치료제의 경구 전달은 가혹한 위 환경에서 효소 절단 및 산 촉매 변성과 같은 심각한 장애에[0032]

의해 방해되어 왔다. 또한, 단백질은 소장의 효소에 의해 더 소화되어 장 상피를 통과하여 신체 순환에 흡수되

기 어렵다. 보호되거나 변형되지 않은 단백질은 경구 경로에 의한 생체이용률이 매우 적다.

위장관을 통과할 때 단백질을 보호할 수 있는 경구 전달 담체는 단백질의 안정성 한계를 극복하고, 경구 생체이[0033]

용률을 개선하고, 보다 환자에게 허용되는 단백질 투여 수단을 제공할 수 있다. pH 반응성 하이드로겔은 단백질

치료제의 경구 전달을 가능하게 하는 큰 가능성을 나타낸다. 전체 위장관의 pH 구배는 신체 순환으로 수송을 위

한 의도 된 부위에서 페이로드 방출의 적절한 트리거 메커니즘을 제공한다. 이와 관련하여, 키틴, 알긴산염, 히

알루론산, 키토산 및 세리신계 하이드로겔 시스템과 같은 다양한 천연 중합체가 다양한 생물의학적 용도에 맞추

어 사용되어 왔다.

본 발명에 따른 조성물은 약학적 조성물일 수 있다. 상기 약학 조성물은 경구 또는 비경구로 투여할 수 있다.[0034]

비경구 투여인 경우에는 정맥내 주입, 피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 내피 투여, 국소 투여, 비내 투여, 폐

내 투여 및 직장내 투여 등으로 투여할 수 있다. 경구 투여시, 단백질 또는 펩타이드는 소화가 되기 때문에 경

구용 조성물은 활성 약제를 코팅하거나 위에서의 분해로부터 보호되도록 제형화될 수 있다. 또한, 상기 조성물

은 활성 물질이 표적 세포로 이동할 수 있는 임의의 장치에 의해 투여될 수 있다.

경구 투여를 위한 고형 제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형 제제는 상기[0035]

조성물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면 전분, 탄산칼슘, 수크로스, 락토즈, 젤라틴 등을 혼합하여 제

형화한다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크와 같은 윤활제가 사용될 수 있다.
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경구용 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 예시될 수 있으며, 흔히 사용되는 단순 희석제인[0036]

물, 액체 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다.

비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액제, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제가 포함된다.[0037]

비수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와

같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔, 마크로골, 트윈61, 카카오지, 라우

린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다. 한편, 주사제에는 용해제, 등장화제, 현탁화제, 유화제, 안정화제,

방부제 등과 같은 종래의 첨가제가 포함될 수 있다.

본  발명의  조성물은  약학적으로  유효한  양으로  투여된다.  여기에  사용된  용어  "약학적으로  유효한  양[0038]

(pharmaceutically  effective  amount)"은  모든  의학적  치료에  적용가능한  합당한  이익과  위험  비율

(benefit/risk ratio)로 충분한 질환 치료용 약학적 조성물의 양을 가리킨다.  유효량은 치료해야 할 질환의 중

증도, 환자의 나이 및 성별, 질환의 종류, 약제의 활성도, 약제에 대한 민감도, 투여시간, 투여경로, 분비속도,

치료기간, 약제의 공투여 및 본 분야에서 알려진 다른 파라미터를 포함한 다양한 요인에 따라서 달라진다. 본

발명의 조성물은 단독으로 또는 다른 치료법과 조합하여 투여될 수 있다.  이와 같은 경우에, 종래의 치료법과

함께 순서대로 또는 동시에 투여될 수 있다.  또한, 상기 조성물은 1회량 또는 다회 용량으로 나누어서 투여될

수 있다.  이들 요인들을 완전하게 고려할 때, 부작용 없이 최대의 효과를 얻기에 충분한 최소량을 투여하는 것

이 중요하며, 이 복용량은 분야의 전문가에 의하여 용이하게 결정될 수 있다.  본 발명의 약학적 조성물의 복용

량은 특별하게 한정되지는 않으나, 환자의 건강 상태 및 체중, 질환의 중증도, 약의 종류, 투여경로 및 투여시

간을 포함한 다양한 요인에 따라 변경된다.  조성물은 하루에 1회량 또는 다회 용량으로 랫, 쥐, 가축, 인간 등

을 포함하는 포유류 내로 전형적으로 허용된 경로, 예를 들면, 경구로, 직장으로, 정맥으로(intravenously), 피

하로(subcutaneously) 투여될 수 있다.

약학 조성물에서 플라스틱 분해 효소의 농도는 흡수, 불활성화 및 배출율 및 당 기술분야의 숙련자에게 알려진[0039]

다른 인자에 의해 결정될 수 있다. 투여량은 증상/질환의 심각도에 따라 달라질 수 있다. 또한 어떤 특정 환자

에 대한 투여량 및 투여요법은 환자의 증상/질환의 정도, 필요성, 나이, 약물에 대한 반응성 등을 종합적으로

고려하여 투여 감독자의 직업적 판단에 따라 조정될 수 있으며, 본 발명에서 제시된 농도 범위는 단지 예시일

예이며 청구된 조성물의 실시양태를 이로 한정하는 것을 의도하지 않는다. 또한 활성 성분은 1회 투여될 수 있

거나, 보다 적은 투여량을 수 회 나누어 투여할 수도 있다.

실시예 [0040]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0041]

한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의 지

식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

제조예 [0042]

자유 라디칼 중합(FRP free radical polymerization) 기술의 개념을 이용하여 표 1에 나타낸 바와 같이 다양한[0043]

농도의 세리신, 키토산, 아크릴산 및 가교제를 포함하는 일련의 제형을 제조하였다.

[표 1] 하이드로겔 제조 성분 함량[0044]

[0045]
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특정량의 키토산을 1% 아세트산에 용해시키고, 세리신, 과황산암모늄 및 MBA를 칭량한 양의 탈이온수에 용해시[0046]

키고, 투명한 용액이 얻어질 때까지 연속적으로 교반하였다. 하이드로겔 시스템의 다양한 성분들의 혼합 순서는

다음과 같다. 개시제(initiator APS Ammonium persulfate) 용액을 연속적으로 교반하면서 아크릴산 용액에 서서

히  첨가하였다.  이어서,  세리신  용액을  천천히  첨가한  후,  키토산  용액을  충분히  교반하면서  서서히

첨가하였다. 가교제(MBA N, N-methylene bis-acrylamide) 용액을 누적 용액에 적가하였다. 마지막으로, 탈이온

수를 사용하여 다성분 혼합 용액의 중량을 100g으로 올리고, 10분간 충분히 교반한 후, 실온에서 10분간 초음파

처리하였다. 최종 용액을 미리 라벨이 붙은 병에 채우고 수조에 넣었다. 온도 처리를 55℃에서 4시간 동안 시작

한 다음 60℃에서 밤새 배양하면 투명한 겔 시스템이 형성되었다. 생성물을 병에서 꺼내어 물과 에탄올의 혼합

물(1:1)로 세척하고 약 8mm의 디스크로 절단하였다. 생성된 디스크를 먼저 실온에서 건조시킨 다음 항량 건조

디스크가 달성 될 때까지 45 ℃의 오븐에 넣었다. 건조된 디스크를 실온에서 기밀 용기에 보관하였다. 각 제제

의 세척되지 않은 하이드로겔 디스크는 또한 졸겔 분획을 추정하기 위해 별도로 저장되었다.

실시예 1. 합성 겔의 합성과 물리적 외관[0047]

다성분 pH 반응성 겔 시스템은 자유 라디칼 중합 기술에 의해 제조되었다. 겔 구성 요소의 다양한 기능 사이의[0048]

가교 및 결합의 추정 합성 체계는 도 2A에 나와있다. 겔화 과정은 혼합물을 55℃에서 30분 동안 인큐베이션한

직후에 시작되었다. 개시제는 성분의 화학 골격에 자유 라디칼의 생성을 유도하여 아크릴산 단량체를 폴리 (아

크릴산)으로 전환시킨 다음 세리신으로 화학 이식시켰다. 또한, 키토산 부분의 NH2기와 폴리(아크릴산)의 OH기

사이의 이온 상호작용은 중합체 네트워크를 안정화시킬 것이다. 얻은 젤은 투명하고 도 2B와 같이 완전히 건조

하고 나서 노란색이면서 어두운 갈색을 나타내었다. 컴포넌트 비율의 변화로 인해 얻은 겔 네트워크의 형태학적

거동도 바뀌었다. 중합체 공급비의 증가는 건조 겔의 보다 어두운 착색을 초래하였다. 아크릴산 함량의 증가는

황색으로 착색되어 겔계 탄성 타입의 표면을 초래하였다. 모든 제형은 연구를 통해 형태학적으로 안정한 채로

뛰어난 겔화 특성을 보였다.

실시예 2. 특성 확인[0049]

2.1. 합성된 하이드로겔의 FTIR spectroscopy [0050]

합성된 pH 반응성 네트워크는 ATR-FTIR 분광법 (FT-4100 FT-IR spectrophotometer (JASCO, Japan))을 통해 분[0051]

석하였고, 안정한 반응성 겔 네트워크의 형성으로 이어지는 겔 성분의 골격에 존재하는 다양한 작용기의 상호작

용에 대한 통찰력을 제공한다. 로딩되지 않은 것, PETase 로딩된 것, 방출 후 하이드로겔 시스템의 FTIR 스펙트

럼을 도 3에 나타내었다. 로딩되지 않은 하이드로겔 FTIR 스펙트럼은 스펙트럼 전체에서 변경된 흡수 밴드를 나

타내며 하이드로겔 성분의 상호 그래프트가 성공했음을 보여준다.

1695 cm
-1
로 기록된 흡수 피크는 하이드로겔 시스템 중 (-COO-)기의 신축에 의한 것이다. 합성 하이드로겔 시스[0052]

템의  FTIR  결과는  세리신  기반  하이드로겔에  대해  이미  보고된  연구  (M.M.  Al-Tabakha,  S.A.  Khan,  A.

Ashames, H. Ullah, K. Ullah, G. Murtaza, N. Hassan, Synthesis, characterization and safety evaluation

of sericin-based hydrogels for controlled delivery of acyclovir, Pharmaceuticals 14(3) (2021) 234.)와

상응한다. 2900 ~ 3300 cm
-1
의 범위에 기록된 광범위한 특징적인 피크는 아크릴산의 OH기와 키토산 및 세리신의

NH기 중첩에 해당한다. 또한, 키토산과 세리신의 아미드 I, II, III로 인한 피크는 각 부분의 아미노기 사이의

수소 결합에 기초한 화학 복합체 형성에 의해 감소된다. PETase 로딩된 하이드로겔 FTIR 스펙트럼의 경우, 1160

cm
-1
에 존재하는 브로드한 이중선 피크가 감소하고, 1400 cm

-1
과 1059 cm

-1
에 2 개의 새로운 피크가 나타난다. 이

것은 캡슐화 된 PETase 중 아미드 III와 아미드-VI에 의해 발생할 수 있다. 1695 cm
-1
에 존재하는 강한 피크는

PETase의 아미드-I 알파-나선, 아미드-II의 영향으로 더 낮은 파수(1548cm-1)로 이동하였다. 또한, 2927-3560

cm
-1
 영역에 기록된 수정된 흡수 밴드는 로드된 하이드로겔 시스템에 PETase 아미드 A 및 아미드 B가 있음을 나

타낸다. 하이드로겔 시스템은 pH 자극에 반응하는 동안 96% PETase를 방출했다. PETase를 로드한 하이드로겔

FTIR과 마찬가지로, 방출 후 하이드로겔 FTIR은 1059~1548cm
-1
의 영역에서 강도가 낮은 유사한 패턴의 피크를 나

타내며, 방출되지 않은 PETase가 4% 남아 있음을 보여준다. 또한 2700-3360 cm
-1
의 영역에서도 변형 패턴이 관

찰되었다.

2.2 분말 X선 회절[0053]
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X선 회절 패턴 (PANalytical X'Pert
3
-Powder, Netherlands analysis system)을 실행하여 하이드로겔과 그 성분[0054]

의 결정화도를 확인하였다. 로딩되지 않은, 및 PETase 로딩된 하이드로겔에 대한 회절 이미지는 도 4에 나와 있

다. 분말에 의한 X 선 회절은 강력하고 일반적으로 사용되는 물질 분석용 접근법 중 하나이다. 공백 하이드로겔

시스템은 얻은 하이드로겔 중 비정질 특성을 나타내는 2θ = 20°에서 광범위한 피크를 보였다. PETase를 로딩

한 하이드로겔계는 2θ∼23°에서 넓고 강도가 낮은 피크를 나타내고, 로딩된 하이드로겔 시스템 중 비정질 특

성의 발달로 인해 PETase의 흡착이 나타나고 있다.

2.3. 주사 전자 현미경 (SEM)[0055]

하이드로겔  시스템의  표면  형상  평가를  위해  scanning  electron  microscope  TESCAN  (VEGA  Ⅱ  LSU,  Czech[0056]

Republic)를 사용하였다.  하이드로겔 시스템의 형태와 미세구조는 EE%, 팽윤 지수, 방출 프로파일 및 전반적인

자극 반응성을 결정하는데 매우 중요한 역할을 한다. 동결건조된 온전한 하이드로겔 (A, B) 및 분말화된 하이드

로겔의 전자 현미경 사진 (C, D, E, F)을 도 5에 나타내었다. 변형없는 하이드로겔 시스템의 표면 형태는 미세

하게 크랙되고, 샤프한 에지를 포함하며, 거친 표면을 보였으며, 배율을 올리면 다공질 구조가 확인되었다. 분

말 하이드로겔 시스템의 단면 이미지는 명확하게 정의된 다공성 구조를 나타냈다.

2.4 열 분석[0057]

TA Instruments (TMA Q400, Japan)을 이용하여 분석하였다. 열중량 분석(TGA Thermogravimetric analysis)을[0058]

하이드로겔과 그 성분에 적용하여 열 안정성과 온도가 일정 속도로 상승함으로써 휘발성 분자의 증발에 의한 질

량 손실에 의한 중량 변화를 결정했다. 로딩되지 않은 것 및 PETase 로드 하이드로겔의 TGA 써모그램은 도 6에

나와 있다. 물 분자 손실에 의해 로딩되지 않은 하이드로겔의 TGA  써모그램은 200℃에서 9%  손실을 보였다.

390℃에서의 두 번째 온도 변화는 하이드로겔 네트워크에 존재하는 화학적 가교의 분해로 인한 질량의 50% 손실

의 원인이었고, 이어서 450℃에서 하이드로겔이 완전히 분해되었다. PETase를 로딩한 하이드로겔 TGA 써모그램

은 150℃에서 이동을 보였고 결합된 물 분자의 증발로 인한 질량의 10% 손실을 초래했다. 두 번째 전이는 190℃

에서 관찰되며 280℃까지 계속되며 키토산 기반 글리코시드 결합과 세리신의 펩티드 결합이 서서히 분해되어 질

량이 23% 감소한다. 세 번째 열 이동은 290℃에서 관찰되었고, 420℃까지 계속되고, 65% 기여한 다음, 500℃에

서 잔류물이 형성되어, 하이드로겔 네트워크의 완전한 분해를 나타낸다. 

로딩되지 않은 것 및 PETase 로드 하이드로겔 시스템의 하이드로겔 성분의 열 특성을 밝히는 DSC 써모그램은 도[0059]

7에 나와있다. 하이드로겔 시스템의 DSC 써모그램은 첫 번째는 200℃, 두 번째는 298℃, 세 번째는 400℃에서

급격히 나타난다. 첫 번째 피크는 결합된 물 분자의 손실로 인한 반면, 두 번째 피크는 글리코 시드와 다른 단

백질 결합의 절단으로 인한 반면, 세 번째 피크는 500℃까지 계속되는 하이드로겔 네트워크의 완전한 분해를 나

타내며 하이드로겔 네트워크의 향상된 열 안정성을 보여준다. PETase를 로드한 하이드로겔 DSC 서모그램은 여러

개의 흡열 피크를 보였다. 첫 번째 피크는 140℃에서 나타나고 물에 결합된 분자의 손실에 할당되며 200℃와

250℃에서 관찰된 두 번째와 세 번째 시프트는 글리코시드, 단백질 결합 및 PETase 효소의 2 차 구조의 열전이

를 보여준다. 네 번째 전이는 420℃에서 관찰되며 500℃까지 계속된다. 이것은 완전한 잔기 형성을 가진 PETase

를 로딩한 하이드로겔 네트워크의 완전한 분해를 보여준다.

실시예 3. 졸겔 함량 분석[0060]

Soxhlet apparatus를 사용하여 졸-겔 분석을 수행하여 반응 겔 성분의 가교 부분과 비가교 부분의 비율을 설명[0061]

하는 반응 및 미 반응 겔 함량을 결정하였다. 졸-겔 함량은 다음의 식에 의해 결정되었다. 

[0062]

"Mi",  "Me"  represents  the  initial  unwashed  dried  hydrogel  weight,  and  final  washed  hydrogel  weight[0063]

respectively.
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swelling coefficient (Q)는 다음의 식에 의해 결정되었다. [0064]

[0065]

폴리머, 단량체 및 가교제 농도의 영향은 도 8에 나와 있다. 중합체 함유 농도가 점차 증가함에 따라 겔 분율이[0066]

증가하고 있음이 분명하다. 단량체(아크릴산)의 경우, oxaliplatin 및 acyclovir 의 결장 전달에 사용된 하이드

로겔에 기초한 연구 결과에 의해 뒷받침되는 바와 같이, 단량체 농도가 증가함에 따라 겔 분율도 증가하였다.

가교제의 농도가 증가하면 겔 분율의 향상도 관찰되고, 가교 부분의 농도가 증가하면 가교 밀도가 증가하여 겔

구조를 형성하는 점점 많은 폴리머 사슬이 관여한다는 사실이 뒷받침되었다. 

실시예 4. PETase의 흡착 및 포착 효율[0067]

대장균에서 발현된 PETase는 합성된 하이드로겔의 포획 효율 및 방출 프로파일을 결정하기 위한 모델 단백질로[0068]

서 사용되었다. 4℃에서 72시간이 경과한 후 폴리머, 단량체 및 가교제의 농도를 변화시킨 다양한 하이드로겔

제제의 포획 효율(EE%)을 도 9에 나타내었다. 

PETase의 percent encapsulation or entrapment efficiency (EE%)는 다음의 식에 의해 결정되었다.[0069]

[0070]

성분은 각각 36%, 39%, 41%로 유지되었다. EE%는 아크릴산, F4(42%), F5(49%) 및 F6(61%)의 농도가 증가함에[0071]

따라 증가하였다. 이러한 거동은 pH 7.4에서 더 높은 팽윤으로 인한 것일 수 있으며, 그 결과 폴리머 사슬의 완

화 현상이 발생하여 기공이 확대되어 단백질 분자의 유입이 촉진된다. 또한 PETase의 등전점 (PI)은 ~9.65이다.

따라서, pH 7.4에서 PETase는 양으로 하전되지만 전체 하이드로겔 시스템은 아크릴산 카르복실기의 탈양성자화

에  의해  음으로  하전되어  강한  이온  상호  작용이  생성된다.  유사한  pH-기반  상호작용  및  결과  단백질

(리소자임)의 로드 증가는 pH 7.4의 셀룰로오스-기반 하이드로겔에 대해 보고되었다. F7, F8 및 F9 제형의 EE%

는 가교제 농도가 증가함에 따라 감소하여 각각 53%, 48% 및 29%가 되었다. 이는 겔 네트워크의 소형화로 이어

지는 가교 밀도의 증가 때문이다. 하이드로겔 시스템의 %EE는 큰 단백질 캡슐화에 사용되는 다른 하이드로겔 시

스템(%EE 45-55)과 동등했다.

실시예 5. 팽윤 및 PETase 방출에 대한 중합체 함량의 영향[0072]

일련의 하이드로겔 제제 중, 키토산과 세리신의 함량을 변화시킨 ID(F1, F2, F3)의 3가지 제제를 조제하였다.[0073]

상응하는 제형의 팽윤 및 PETase 방출 프로파일을 도 10A 및 10A1에 나타내었다. 두 폴리머 그룹 모두 골격에

아미노기를 가지고 있다. 고분자 함량의 농도가 증가하면 아미노기의 수가 증가하고 주변 pH 변화에 반응한다.

팽윤 및 방출 프로파일은 모두 중합체 부분의 농도가 증가함에 따라 증가하였다. pH 1.2에서, 아미노기가 양성

자화되어 양전하를 띤 시스템이 생성되고, 양성자화된 아미노기가 미치는 반발력에 의해 중합체 사슬이 완화된

다.  반발은  기공을  생성하고  겔  네트워크에서  더  많은  용매를  유입시켜  겔  시스템의  pH  유도  반응을

증가시킨다. 

0  차  모델,  1  차  모델,  Peppas  모델  및  Higuchi  모델을  시험관내  PETase  방출  실험에서  얻은  데이터에[0074]

적용했다. 이와 관련하여 다음 식이 사용되었다.
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[0075]

전반적으로, PETase의 팽윤과 방출은 고분자 부분의 농도가 증가함에 따라 더 높은 pH에서 증가하는 것으로 관[0076]

찰되었다. 양이온성 중합체로부터 형성된 하이드로겔 시스템의 동일한 pH 반응성은 다른 연구에서도 보고되어,

다양한 생리활성 분자의 전달에 사용되고 있다. 폴리머 농도가 증가함에 따라 팽윤이 증가하면 폴리머 사슬의

이온화가 증가하여 세리신과 같은 폴리머 부분에 0의 순 음전하가 생성된다. 고분자 농도의 증가는 고분자 골격

에 존재하는 극성 작용기의 친수성 발현을 증가시켜 pH 1.2에서 용해 매질과 접촉하는 신속한 습윤, 흡수 및 용

해 패턴을 초래하였다.

실시예 6. 팽윤과 PETase 방출에 대한 아크릴산 함량의 영향[0077]

SDS-PAGE를 이용하여 하이드로겔 시스템의 pH-기반 팽윤 및 PETase 방출에 대한 아크릴산의 영향을 평가하기 위[0078]

해, 3가지 제형 ID(F4, F5 및 F6)는 다른 제형 변수를 일정하게 유지하면서 다양한 농도의 아크릴 산으로 제형

화했다. 아크릴산은 비닐 단량체의 일종으로, 골격에 불포화 카르복실기를 많이 가지고 있다. 비닐기는 카르복

실 말단에 결합된다. 아크릴산 공급 비율의 증가는 키토산과 세리신의 매크로 라디칼 근처의 카르복실기 농도의

증가로 인해 중합체 부분의 그래프트율을 증가시켰다. 아크릴산 농도의 증가는 잠재적으로 강화된 가교를 초래

하고, 키셀로겔에서 pH 반응성 탄성 중합체 사슬의 발달로 이어졌다. 가교에서의 동일한 증강은 다른 연구에서

도 마찬가지로 보고되었다. pH 1.2에서, 하이드로겔은 카르복실기의 양성자화에 의해 붕괴되어, 팽윤 및 PETase

의 방출을 감소시킨다. 

그러나 매체의 pH가 아크릴산의 pka를 초과하면 카르복실기는 시간이 지남에 따라 탈양성자 화되어 더 친수성으[0079]

로 바뀐다. 이온화에 의한 친수성의 증가와 탈양성자화된 불포화 카르복실기의 정전 반발에 의한 확대된 기공의

작성은 용매 분자의 유입을 촉진하여 pH 7.4에서의 팽윤을 촉진한다. 겔 네트워크 내의 삼투압은 더 많은 용매

분자의 침투에 따라 증가하여 가용화가 일어나고 PETase 분자가 지속적으로 방출된다. pH 1.2에서의 팽윤 및 방

출 감소, pH 7.4에서의 팽윤 및 PETase 방출의 증가는 약물, 다면적 의학적으로 중요한 화합물 및 단백질 분자

의 pH 의존성 방출과 관련된 이온 조건에서 수행된다. 제형 F6은 pH 7.4로 캡슐화 된 PETase의 96 % 방출을 나

타내며 고등전점을 나타내는 단백질 전달을 위해 수행된 다른 보고된 연구와 비교하여 하이드로겔 시스템 방출

프로파일이 양호하다는 것을 나타낸다.

실시예 7. 팽윤 및 PETase 방출에 대한 가교제 공급 비율의 영향[0080]

화학적으로 가교된 겔의 중요한 요소인 가교제는 획득된 제품의 안정성, 내구성 및 조절 능력에서 매우 중요한[0081]

역할을 한다. 팽윤 및 방출에 대한 가교제 농도의 영향을 평가하기 위해 다양한 농도의 가교제(MBA)를 포함하는

ID(F7, F8, F9)를 가진 3가지 제제를 준비했다. 

인덱스 및 하이드로겔 시스템의 누적 방출 거동은 도 10C 및 10C1에 나와 있다. 가교제의 역할은 중합체 사슬을[0082]

서로 가교하는 것이다. 따라서, 가교제 농도가 증가함에 따라 가교 밀도와 겔 구조의 콤팩트함이 증가한다. 가

교 밀도의 증가는 겔 시스템의 팽윤, 포획 및 후속 방출 프로파일의 감소를 초래한다. 가교 밀도가 높을수록 폴

리머 매트릭스의 메쉬 크기가 작아진다. 팽윤 및 단백질 방출에 대한 가교제 농도의 증가의 효과의 결과는 생물
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학적으로 활성인 분자의 방출을 위해 수행된 다른 하이드로겔 기반 연구의 결과에 해당한다.

실시예 8. PETase 방출 속도[0083]

시험관 내 용해는 의약품의 투여 형태를 개발하는 과정에서 중요한 요소 중 하나이며, 조건에 따라 생물학적 동[0084]

등성 시험을 대체하기 위해 사용될 수 있다. 또한, 전달 시스템을 설계할 때, 폴리머 매트릭스의 침식 능력, 페

이로드의 용해도 및 확산능과 같은 몇 가지 요인을 미리 고려해야 한다. 중합체 매트릭스로부터의 페이로드의

방출은 확산 및 침식 공정에 의해 지원된다. 최적의 회귀값 (R2)을 1에 가깝게 하기 위해 다양한 수학적 모델이

적용되었다. Higuchi 모델의 R2는 1에 가깝고 (표 2), 하이드로겔 시스템으로부터의 PETase의 방출은 Fickian

diffusion에 확산에 의해 촉진되는 Higuchi 방출 패턴을 따르는 것으로 밝혀졌다. 그라디언트 페퍼스 모델 (n)

의 값은 0.5보다 크지만 1보다 작기 때문에 방출의 비정상적인 운송 메커니즘을 따른다.

[표 2] 방출 실험 중 PETase 방출 메커니즘[0085]

[0086]

실시예 9. PETase 방출 후 구조적 무결성 확인[0087]

PETase의 구조적 무결성은 로드 및 방출 프로세스 중에 영향을 받을 수 있으므로 SDS-PAGE 기술을 사용하여 결[0088]

정되었다. 가능한 불리한 영향은 가수분해, 변성 및 응집을 포함한다. SDS-PAGE 실험은 하이드로겔 시스템으로

부터의 방출 과정 3일 후에 수행되었고, 상이한 희석에 사용된 표준으로서 원래의 PETase 용액과 비교되었다.

분자량 래더는 레인 1에 표시된다. 레인 2-6은 대조군 PETase 용액 (μg)을 나타내고, 레인 7-10은 in-vitro 방

출 실험 04, 08 및 72 시간 후에 수집된 방출 후 샘플에서 PETase의 존재를 나타낸다. 방출된 PETase 밴드는

28.6 kDa 표준 PETase 용액과 정확하게 일치하여 안정성과 구조적 무결성이 확인되었다 (도 11). 이것은 단백질

활성을 유지하기 위한 전제이다.

실시예 10. 방출 PETase 마이크로 플라스틱 (PET) 분해 활성:[0089]

효소 분해는 현재 PET 분해의 이상적인 방법 중 하나로 간주된다. 최근, 미생물 및 미생물 컨소시엄은 합성 생[0090]

물학에서 중요한 연구의 방향성을 제공하고 있다. 미생물 컨소시엄은 단독 또는 조합하여 대사 산물을 방출하여

바이오버든 (bioburden)의 생분해를 보장한다. 대장균에서 발현된 방출 PETase의 마이크로 플라스틱 (PET) 분해

활성을 도 12에 나타내었다. 방출된 PETase는 기질에 대해 pH 9.0, 온도 30℃에서 농도 및 시간 의존적 활성을

나타내었고, 이를 단량체 단위로 전환시켰다. PET의 표면에 효소의 흡착은 관련된 가수분해 과정의 중요한 매개

변수이다. 효소의 흡착은 PETase의 표면에 나타나는 소수성 아미노산 잔기와 PET 분자의 소수성 상호 작용 때문

이다. 이 외에도 PETase 기반 PET 가수 분해의 성공은 PET 폴리머 사슬의 유연성에 따라 달라진다. PET 분자의

배향과 결정화도는 PET의 효소 가수분해에서 빌딩 블록에 중요한 역할을 한다. PETase 효소는 무질서한 비정질

영역에서 우선적으로 PET 사슬의 가수분해를 일으킨다. 일반적으로 PET 사슬의 결정화도가 증가하면 폴리머 사

슬의 움직임과 유연성이 제한되어 효소에 의한 가수분해의 가능성이 감소한다. 그럼에도 불구하고, 비정질 영역

의 효소 가수분해는 결정 영역에도 영향을 미치고, 두 영역을 결국 분해시킨다. 인간은 주로 인간의 음식 사슬

로 들어가 다양한 해로운 영향을 미치는 PET 입자의 방출에 의해 영향을 받는다. 이러한 PET 입자는 일반적으로

PETase의 효소 가수분해를 받기 쉬운 다양한 수준의 결정화도를 나타내는 일상 생활에 사용되는 포장 재료 및
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소모품에서 방출된다. 방출된 PETase의 효소 활성은 254 nm의 파장에서 집합적으로 검출할 수 있는 MHET, BHET,

TPA 및 EG를 포함하는 단량체 생성물이 생성되도록 하는 소수적으로 상호작용하는 PETase 분자가 더 많을수록

PETase 농도의 증가와 관련된 시간이 증가함에 따라 증가한다. 

이상으로 본 발명의 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0091]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시예일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 

본 발명은 '재)부산테크노파크'에서 주관하는 '2023년 지산학 협력 기업R&D 지원사업'에 의해 수행되었다. [0092]
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