
Journal of the Korean Chemical Society 
1996, Vol. 40, No. 1
Printed in the Republic of Korea

Serratia marcescens JM에 의한 Chitinase의 정제와 특성

李相煥•俞義卿

세종대학교 자연과학대학 화학과

（1995. 10. 29 접수）

Purification and Some Properties of Chitinase from 
Serratia marcescens JM

Sang-Hwan Lee and Euy-Kyung Yu
Department of Chemistry, Sejong University, Seoul 133-747, Korea

(Received October 29, 1995)

요 약. Chitinase를 생성하는 세균인 Serratia marcescens JM을 해안 갯벌 시료로부터 분리하여, ammo

nium sulfate precipitation, affinity adsorption, hydroxylapatite와 Sephadex G-200 column chromatogra- 
phy를 통하여 정제하였다. 정제된 chitinase는 7.1% 회수율과 42.2의 정제도를 나타내었으며 전기영동시 

단일밴드를 얻을 수 있었고, SDS-PAGE에 의해 측정된 분자량은 59,000으로 나타났다. 정제된 chitinase의 

虬과 Mg는 5.17mg/mL와 39.8unit/mL로 나타났다，Chitinase의 최적활성 pH와 온도는 7과 5(此였고 

최적안정 pH는 7.0이며 50°C 이하에서는 안정하였다. Cu2\ Ca2+ 및 Mg2+는 효소활성을 증가시켰으나 Hg2+와 

&는 효소활성을 억제시켰다. 또한 cysteine은 효소활성을 증가시키나 EDTA, MIA, PCMB 및 SDS는 효소 

활성을 억제하였다. 해수 음이온 중 Mg2' Ca2+, K+는 효소활성을 약간 증가시켰으나 Na+ 이온은 1 mM 
이상농도에서 활성이 억제 되었다. 본 논문에서 정제된 chitinase는 여러가지 특이점이 있는 &冲& 효소였다.

ABSTRACT. A chitinase-producing bacterium, Serratia marcescens JM, was isolated from a seashore 
muds. A chitinase was purified by ammonium sulfate precipitation, affinity adsorption, hydroxylapatite 
and sephadex G-200 column chromatography. The chitinase obtained from Serratia marcescens JM was 
purified 42.2 folds with the overall yield of 7.1%. The purified chitinase showed a single band on sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. The molecular weight of the enzyme was 59,000 and 
the apparent kinetic parameters Km and Vmax for the purified chitinase were 5.17 mg/mL and 39.8 unit/mL, 
respectively. The optimum pH and temperature of the purified chitinase were 7.0 and 50respectively 
and the purified enzyme was stable on pH 7.0 up to 50The enzyme were activated by Cu", Ca" 
and Mg?+ and inhibited by Hg?+ respectively. In addition, Cysteine increased the chitinase activity and 
EDTA, MIA, PCMB and SDS inhibited enzyme activities. Major cations, Mg", Ca*, K* and Na+ present 
in seawater slightly stimulated the chitinase activity.

서 론

Chitin은 지구상에 풍부하게 존재하는 biomass로 

서 해양 무척추 동물, 곤충, 곰팡이 등에 의해서 매년 

IX IO’톤 정도가 생합성되고 있으며 절족류 등 하 

둥동물의 껍질에 20-50%, 세포벽에 45%까지 존재 

하고 있으나 게와 새우 껍질만이 산업적으로 이용 

되고 있다.* Chitin은 BTAglucose의 C-2 hyd- 

roxy기가 acetyl amino기로 치환된 A^-acetyl-D-glu- 
cosamine이 p-1,4 결합에 의해 구성된 화합물이며 

분자량이 100만 이상되는 천연 고분자 물질이다F 

자연계에는 3종류의 아litin이 있으며 이중 a-chitin은 

자연계에서 가장 풍부하게 존재하고, a-chitin 보다 

는 견고성이 떨어지나 물분자의 침투가 용이하며 

같은 방향으로 일정하게 배열되어 있는 p-chitin, Y- 
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chitin은 3개의 chitin이 가운데 chitin-f- 중심으로 

양쪽에 위치하며 chitin이 반대 방향으로 나열되어 

있는 것이다. 대부분 자연계에 존재하는 a-chitin은 

cellulose와 같은 결정성을 나타내는 구조를 갖고 

있어 매우 안정하며 물에도 거의 팽윤되지 않기 때 

문에 가공이 어려워 chitin 자체보다는 chitin 분해 

미생물인 chitinase가 여러 방면에 다양한 용도로 

사용되고 있다.4

Chitin 이 효소에 의해 분해되어 최종 생성물인 N- 
acetyl-D-glucosamine으로 되는 과정은 chitinase와 

chitobiase의 공동 작용에 의해 이루어 진다고 알려져 

있으며 이 효소들은 동물, 식물 및 미생물 등에 널리 

분포되어 있는 것으로 알려지고 있다平 Chitin의 

분리 방법에는 여러 가지 방법이 있으나, 산업적인 

대량 생산 공정에서는 산과 알칼리로 chitin를 분리 

하는 방법이 가장 경제적인 것으로 알려져 있다.' 

현재 세균에서 얻고 있는 chitinase를 산업적으로 

이용하기 위해서는 먼저 chitinase의 생산비용을 낮 

추어야 하며, 균주 탐색과 균주에 대한 유전자 조작에 

의한 생 산성 향상 등의 연구를 통한 효율적 인 전처리 

과정을 개발하여야 한다.

이와 같이 chitin은 산업적으로 많은 분야에 이용 

될 수 있는 것으로 기대되고 있으나, 동물의 종류 

등 재료의 출처나 추출 방법에 따라 그 성질에 차 

이를 보이기 때문에 이에 관한 많은 연구가 있어 

왔다. 따라서 chitinase를 생산하는 미생물을 이용 

하여 chitinase 생산에 관련한 연구를 수행하기 위 

해서는 산업적으로 다양한 응용성과 chitinase 생산 

비용을 낮추는 공정과 chitinase 생성에 영향을 미 

치는 미생물의 여러 가지 생육특성과 chitinase 생 

성에 관계되는 유전자를 조사한 후 유전자 조작을 

통하여 발현한 이들 미생물을 이용하여 chitinase 

생산을 대량으로 유도하여 chitinase activity에 관한 

기초 연구 자료로 활용하여 chitinase를 산업적으로 

웅용하려는 연구를 수행하고자 한다.HT3 따라서 본 

연구에 서는 미 생물로부터 강력 한 chitin 분해 효소를 

생산하기 위해 해안 갯벌 토양에서 분리하여 동정한 

chitinase 생성 균주로부터 chitinase-f- 분리, 정제한 

뒤 효소의 물리 화학적 특성을 검토하여 효소활성에 

미치는 여러가지 영향을 조사하고자 한다. 또한 분리 

정제된 효소의 금속 이온 및 reagents에 관한 영향과 

해수의 주요 염기인 CaCl2 MgCL, KC1, NaCl 등의 

농도에 따른 정제 효소활성의 생화학적인 특성을 

조사하였다.

재료 및 방법

실험재료. Chitinase 생산에 사용한 시약으로 

purified powder from crab shell과 N-acetyl-D- 
glucosamine은 Sigma사 제품를 사용하였다. 이 외에 

사용한 모든 시약은 Junsei사와 Difco사의 일급 및 

특급 시약을 사용하였다.

균주 배양. Chitinase 생 성 균주의 분리와 배 양에 

사용한 분리용 배지의 조성은 증류수 1L에 정제 

chitin(purified powder chitin from crab shell, Si
gma) 1.2 g, yeast extract 0.5 g, trytone 1.0 g, NaCl 
1.0 g를 녹였으며, pH는 8.0으로 조절하였다. 한천 

배지는 분리용 배지에 Bacto agar(Difco)를 1.5%(w 
/v) 농도로 첨가하여 사용하였다."" 분리 균주의 

보관을 위한 배지는 LB 배지를 사용하였다. LB 배 

지의 조성은 증류수 1L에 yeast extract 5.0 g, try- 

tone 10 g, NaCl 10 g를 녹여 사용하였다. 균의 증 

식에 따른 여러 가지 균의 성장은 30 °C, 150rpm에서 

진탕 배양하면서 각각의 배양액을 취하여 분광 광 

도계 (Hewlet packard, HP 8452 A UV)를 사용하여 

배양액의 흡광도로 나타내었다.

Colloidal chitinSI 제조 Chitin은 수소 결합에 

의 해 단단한 구조를 가지고 있기 때문에 산이나 다른 

효소의 작용에 의해 쉽게 분해되지 않는다. 그러므로 

chitin 입자가 Serratia 등의 미생물에 이용되기 위 

해서는 colloidal chitin를 제조하여 탄소원으로 이 

용하는 것이 보다 효과적이다. 그러므로 colloidal 
chitin를 제조하기 위해서는 먼저 crude chitin 100 
g를 HC1 2L에 가하여 에서 48시간 교반하여 

진공 펌프를 이용하여 glass wool filter에 여과하였 

다. 이때 여액은 4찬물에 교반하여 백색의 colloi
dal chitin이 생성되면 원심분리한 후 5 N-NaOH로 

찬물로 중화하여 pH를 7로 조절하여 증류수로 수회 

세척하고 난 후 원심 분리하여 얻어진 침전물을 40 
◎ 에서 24시간 건조 후 colloidal chitin으로 사용하 

였다.戚"

Chitinase 생성 측정. 접종균주를 colloidal chi- 
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tin이 포함된 배지에 접종한 후 반응시간의 경과에 

따른 chitinase 생성을 조사하였다. 배양액 1 6 mL를 

3,000 rpm에서 5분간 원심분리한 후 colloidal chi- 
tin를 제거하고 원심분리한 후 얻은 상등액 L5mL를 

15,000 rpm으로 15분간 다시 원심분리하여 얻어진 

상등액을 chitinase 생성에 이용하였고, harvesting된 

균체는 Lowry 방법에 따른 단백질 정량에 사용하 

였다.踞 Chitinase 생성은 Miller 방법을 변형하여 

사용하였다户2。즉 상등액 300 jiL에 0.5% phosphoric 

acid가 포함된 colloidal chitin이 500 皿와 DNS(di- 
nitrosalicylic acid) 용액 750 uL를 30*에서 1시간 

진탕배양한 후 100t 수조에서 10분간 가열하고 이 

반응액을 15,00飾 rpm에서 10분간 원심분리하고 550 
nm 흡광도에서 상등액의 환원당을 DNS 방법으로 

정량하여 chitinase 생성은 N-acetyl-D-glucosamine 
(NAG)에 의해 작성한 표준곡선과 비교하여 조사하 

였다. Sodium sulfite는 산화를 방지하기 위하여 chi
tinase 생성 측정 직전에 첨가하여 사용하였고, N- 
acetylT)-glucosamine의 농도가 1 mg/mL 이상 일 

정농도에서는 표준곡선이 직선에서 벗어나므로 조 

효소액을 첨가하여 환원당을 정량하였다.

균체량 측정. 균체량은 배양액 1.6 mL를 취하여 

3,000rpm에서 5분간 원심 분리한 후 colloidal chi- 
tin을 제거하였다. 여기서 얻은 상등액을 다시 15,000 

rpm에서 10분간 원심 분리한 후 상등액은 chitinase 
생성에 관련된 연구에 사용하였고 아래에 harves- 
ting된 균체는 0.5 N-NaOH 0.5 mL를 가하고 10(此 

water bath에서 10분간 유지하면서 세포를 분해시 

켰다. 여기서 0.5 N-NaOH 0.5 mL를 가하여 중화한 

후 15,000rpm에서 15분간 원심 분리한 후 상등액의 

단백질량을 bovine serum albumin(BSA)을 표준시 

료로 사용하여 Lowry 방법으로 측정하였다.'Co
lumn chromatography에 의하여 순화된 단백질 정 

량은 UV spectrophotometer를 사용하여 280 nm 

홉광도에서 측정하였다

효소의 분리 및 정제. Serratia marcescens JM°1 

생성하는 chitinase를 정제하기 위하여 균주를 30 
에서 24시간 배양한 후 균체를 원심분리하여 50 

mM Tris-HCl buffer(pH 7.5)에 2회 세척한 뒤 5 

mM MgC0를 함유한 50 mM Tris-HCl buffer(pH 
7.5)에 현탁시켜 60藤에서 5분간 초음파 파쇄시켰 

다 파쇄된 균체 현탁액을 15,000rpm에서 20분간 

원심분리하여 균체를 제거하고 그 상등액을 조효소 

액으로 사용하였다. 조효소액의 chitinase를 침전시 

키기 위하여 ammonium sulfate를 첨가하여 55~70 
% 사이의 포화농도에서 chitinase# 분획하였다. 

Ammonium sulfate 침전에 의해 얻은 효소액을 아庄 

tinase unit당 10~100 卩g(dry wet.)이 되도록 colloi
dal chitin를 첨가하여 에서 2시간 동안 교반시 

키면서 흡착시켰다* Chitinase가 흡착된 colloidal 
chitin를 10,000 rpm에서 20분간 원심분리한 후 침 

전된 colloidal chitin을 50 mM Tris-HCl buffer(pH 
5.6)에 세척한 뒤 30*에서 4시간 탈착시켜 chiti- 
nase를 회수하였다. Affinity adsorption에 의해 분 

리 된 chitinase는 50 mM Tris-HCl buffer(pH 7.6로 

미리 평형시킨 hydroxylapatite column(3.5X20 cm) 
에 충전하여 chromatography초］•였다. 이때 비흡착 

단백질을 제거시킨 다음 흡착 단백질 부분은 0〜0.5 
M NaCl로 직선농도 구배법으로 용출시키고 20 

mL/hr의 용출속도로 각 분획당 4mL씩 분획하였다・ 

Hydroxylapatite 에서 chitinase 활성이 높은 분획만 

모은 효소용액을 sephadex G-200 column(3.6X 150 
cm)에 충전한 뒤 평형시킨 다음 gel filtration을 수 

행하였으며 30mL/hr•의 용출속도로 각 분획당 3 
mL씩 분획하였다户~24

SDS-polyacrylamide 河 전기영동. 정제된 chi- 
tinase의 분자량은 Laemmli의 방법을 이용하여 결 

정하였다.馮 SDS-PAGE gd은 10% polyacrylamide 

를 사용하였고, stacking gel에서 100 V, separating 
gel에서 200V의 전압으로 3시간 동안 수행한 후 

coomassie brilliant blue R-250으로 10분간 염색한 

다음 methanol: 이acial acetate acid : F&O를 1 ： 1 ： 8 
로 흔합한 용액으로 탈색시켰다即 분자량 측정을 

위 한 표준단백 질은 p-galactosidase(116.000 Da), 
phospholylase(97.400 Da), bovine serum albumin 
(68.000 Da), ovalbumin(45.000 Da), carbonic anhyd- 
rase(29.000 Da), p-lactoglobulin(18.400 Da), lysoz- 
yme(14.300 Da)< 사용하였다.

효소의 기질 친화력. 분리 정제된 chitinase의 

기질에 대한 친화력을 측정하기 위하여 정제된 chiti- 

nase와 50 mM Tris-HCl buffer(pH 7.2)4- colloidal 
사litiri에 가하여 기질의 최종 농도가 0.5~50mg/ 
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mL로 조절한 다음 각각의 농도에 대해 40t:에서 

1시간 동안 반응시켜 효소활성을 측정하였다.26

결과 및 고찰

Chitinase 효소의 부분 정제. Serratia marcescens 
JM이 생산하는 chitinase는 세포벽 외부로 분비하는 

단백질이기 때문에 성장된 배양액으로부터 가iiti- 
nase를 얻기 위해서는 일반적인 효소분리 방법으로 

는 효과적으로 정제하기가 어렵기 때문에 Jeuniaux22 

는 Str어加如yces 가 생산하는 chitinase 의 정제시 affi
nity adsorption 방법을 이용하여 최초로 chitinase를 

효과적으로 정제하였다. 따라서 본 연구에서는 chiti- 
nase를 정제하기 위하여 ammonium sulfate 침전, 

colloidal chitiin에 의한 affinity adsorption, hydrox

ylapatite columm chromatography, sephadex G- 
200 gel filtration를 하여 Serratia marcescens JM으 

로부터 chitinase를 정제하였다. 전체적인 chitinase 
효소정제에 대한 과정은 Table 1에 요약하였다. Chi- 
tinase를 분리, 정제하기 위하여 Semitic marcescens 
JM을 colloidal chitin이 포함된 배지에 배양하여 

원심분리한 균체를 초음파 파쇄시킨 후 상등액을 

55—77% 농도로 ammonium sulfate 침전시킨 결과 

약 3.2배 정제되었다. Ammonium sulfate 침전에 

의해 얻은 효소액을 colloidal chitin에 첨가하여 affi
nity adsorplion한 결과 Fig. 1에 나타낸 바와 같이 

40—100 pg 사이 의 colloidal 아litin 농도에 서 으扌 93% 
정도 chitinase 홉착율을 나타내었다. 이는 Jeuniaux 
幻나 Roberts와 Cabib场가 보고한 colloidal chitin를 

이용한 chitinase의 affinity ads이「pti이1과 유사함을 

보였다. 또한 chitinase가 흡착된 colloidal 사）itin를 

원심분리한 후 chitinase를 회수하여 탈착시킨 결과 

Fig. 2에 나타낸 바와 같이 약 73% chitinase를 회 

수하였다. 이는 Yabuki와 Mizushina11 등의 chitinase 
탈착율 보고와 유사하였다. Affinity adsorption에 

의해 분리된 chitinase를 hydroxylapatite c이umn으 

로 chromatography홍｝•고 0~0.5 M NaCl로 직선농도 

구배한 결과를 F独 3에 나타내었다 F汉3에 나타낸 

바와 같이 chitinase는 분획 #60— #84 사이에서 

정제되었다. 여기서 얻어진 chitinase 분획을 sepha

dex G-200 column에 주입한 결과 及矿 4에 나타낸 

바와 같이 분획 #44〜#72 사이에서 순수한 chiti
nase 가 최종 분리되었고 산】itinase 활성 부위와 단 

백질 부분이 일치하고 있음을 알 수 있었다. 따라서 

본 연구에서 정제된 chitinase에서 나타난 정제도는 

약 422이었으며 회수율은 약 7.1%로 나타났다. Ro- 
berts와 Cabib頂는 Streptomyces의 사litinase의 경우 

약 5.9배의 정제도와 약 27.4% 회수율을 얻었고, 

Jeuniaux^는 약 93배의 정제도와 30%의 회수율을 

얻었다는 보고와 유사한 결과였다.

Fig. 1. Effects of colloidal chitin concentration on the 
adsorption rate of chitinase.

Table 1. Summary of purification procedure of chitinase

c Total volume Total protein Total activity Specific activity Purification Yi이d
Purification step z T. , 、 / .八 —、 r 〜(mL) (mg) (unit) (umts/mg) fold (%)
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10

Fig. 4. Column chromatography of chitinase on Se
phadex G-200.

~
E

、s
-
u
n
)
 

A
-

---
。0

Ms3

2

。■ 

8
 

6
 

4
 

2

(EU0BN

응
)
 a
3
0
£
 
o

1.0

0 12 3 4 5
Time (hr)

too

0

x

kDa
kDa 

116
97
68
45 

• • 

:
 

A:B
 c
 

D

V F ： 18. kDa

Fig. 2. Release rate after affinity adsorption.
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Fig. 3. Column chromatography of chitinase on hyd
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V G： 14 kDa

정제된 chitinase의 분자량. Sephadex G-200에 

의해 최종적으로 정제된 산｝itinase를 SDS-PAGE를 

수행 하여 F沮5에 나타낸 바와 같이 단일 밴드를 

확인할 수 있었으며 표준 단백질 시료와 비교한 결과 

약 59,000dalton으로 추정할 수 있었다. 이 결과를 

표준시료 용출시간과 비교한 결과 尸讶. 6과 같이 이 

동거리와 Log 사이에 직선관계를 얻을 수 있어 이의 

결과로부터 본 연구에서 사용한 Serratia marcescens 

JM 가 생성하는 chitinase는 분자량이 약 59,000 dal- 
tori으로 확인하였다. 정제된 아litinase의 분자량에 

관한 지금까지의 보고에 의하면 Serratia의 경우에는 

20,000—120,000 dalton 사이이고 Streptomyces^： 약

A B
Fig. 5. SDS-PAGE of chitinase and molecular mar
kers. Lane A: purified chitinase. Lane B: molecular 
size markers.

30,000 dalton 의 분자량임을 보고하고 있다.皿幻 따 

라서 본 연구에서 분리한 chitinase의 분자량은 Ser- 

mtki의 분자량과 유사함을 보여주었다.

효소의 기질 친화력. 정제된 chitinase와 colloi
dal chitin을 반응시켜 효소활성을 측정한 결과 col
loidal chitin 농도가 정제 효소의 반응속도에 미치는 

영 향을 Lineweaver-Burl#주）■여 Fig. 7에 나타내었다.

Journal of the Korean Chemical Society
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Fig. 6. Determination of the molecular weight of chi
tinase by SDS-PAGE. B: 97 kDa, C: 68 kDa, D: 45 
kDa, E: 29 kDa, F: 18 kDa.
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Fig. 7. Lineweaver- Burk plots for the determination 
of Km and Vmax value of chitinase.

Fig. 7에 나타난 결과로부터 电값과 V或x는 각각 5.17 
mg/mL과 39.8 unit/mL이었다. 위의 결과는

nas h)也어而眾에 의한 colloidal chitin에 대한 Km 
값이 2.8mg/mL이라는 Yabuki와 Mizushina”의 보 

고와 비교할 때 Serratia marcescens JM이 생산하는 

chitinase가 친화력이 낮음을 알 수 있었다.

Chitinase 환성 및 안정성에 미치는 pH의 영향.

Chtinase에 대한 효소활성이 최적 pH에 미치는 영 

향을 알아보기 위해 50mM Tris-HCl buffer(pH3〜 
8)와 50 mM Tris-NaOH buffer(pH 9~ 10)를 사용 

하여 pH를 3〜 10 사이로 반응액을 만든 다음 효소 

액을 가해 40紀에서 2시간 동안 반응시킨 후 chiti
nase 활성을 측정하여 F£g.8에 나타내었다. F讶.8에 

나타낸 바와 같이 chitinase 활성은 pH가 증가함에 

효소활성 이 증가하다가 pH 7 이 후는 활성이 급격히 

감소하였고 최대 효소활성은 pH 7.0에서 나타났다. 

Monreal와 Reese14 및 Roberts와 Cabib頂는 Serratia 

笄”玫任&氾为s의 chitinase의 최대 활성 pH가 6.4라고 

보고했고 Ohtakarais 등은 Vibrio^ 생산하는 chiti- 

nase의 최대 활성 pH를 6~8 사이라고 보고했으며, 

Yabuki와 Mizushina"는 Aeromonas hydrophila^] 
최대활성 pH를 5.2, 그리고 Jeuniaux2?는 Streptomy- 

ces7\ 생산하는 chitinase 최대 활성 pH를 5.2~6.5 
사이라고 보고하였다. 이러한 연구 결과들을 비교해 

볼 때 Serratia marcescens JM 이 생산하는 chiti- 
nase는 같은 속인 Smat诅의 최대 활성 pH와 거의 

유사한 pH를 나타내고 있다. 또한 Serratia marces
cens JM의 chitinase의 pH 안정성을 검토하기 위해 

pH를 3-10 사이로 제조한 완충액에 효소용액을 

가해 에서 2시간 동안 방치한 다음 효소의 잔 

존활성을 측정한 결과 FZg.9에서와 같이 pH5~8 
사이에서 최대 안정성을 보여주었다. 이러한 결과는 

Lundblad'2가 bovine serum에 존재하는 chitinase의 

안정성이 pH3,0~6.5라는 보고와 유사하였다.

Chitinase 활성 및 열안정성에 미치는 온도의 영 

향. Chitinase의 최적 작용 온도를 알아보기 위해

1996, Vol. 40, No. I
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Fig. 9. Effects of temperature on 난le activity and sta
bility of chitinase.

10-701 사이에서 각 온도에서 효소활성을 측정 

하여 본 결과 F讶.9에서와 같이 온도가 증가함에 

따라 효소활성이 증가하다가 50t： 에서 가장 높은 

활성을 보여주었으며 60t：에서 83%의 활성을 보이 

다가 그 이상의 온도에서는 급격히 감소되었다. 한편 

chitinase의 열 안정성을 검토하기 위해 10~70t： 
사이의 온도에서 각각 2시간 동안 열처리를 한 다음 

잔존활성을 측정한 결과 40까지는 안정성을 유지 

하였으나 60t 이상에서는 효소활성이 거의 실활되 

는 것으로 나타났다. 이는 Monreal와 Reese"가 보 

고한 Serratia marcescens효소활성 최적온도가 50 
M와 일치하고 Yabuki오+ Mizushina"가 보고한 

monos hydr여州a의 최대온도 55 "t와 유사하였다. 

온도에 대한 효소활성을 Arrhenius pl아하여 활성화 

에너지를 측정한 결과 卩讶.10에 나타낸 바와 같이 

사litinase 활성화에너지는 41.3 kj/mol이었다.约

각종 금속 이온에 대한 chitinase의 영향. Chiti
nase 효소에 대한 여러가지 금속이온의 영향을 알 

아보기 위하여 각종 금속 이온을 5mM。］ 되게 정 

제 된 효소액에 첨가하여 상온에서 2시간 동안 방치한 

다음 정제 효소에 미치는 영향을 조사한 결과 Table 
2에 나타내었다. Serratia marcescens JM 이 생산하는 

Chitinase는 +는 8%, Ca?+는 13%, Mg" 는 26% 
정도의 근소한 활성 증대를 보였으며 Ag2는 15%, 
C()2+는 13%, F/+는 10%, ZT+은 9%의 저해효과를

2.8 3.0 3.2 3.4 3.6

1/ T ( "K ) X 10*

0.1

Fig. 10. Arrenius plot of the effect of temperature 
on chitinase.

Table 2. Effect of various metal ions on the chitinase 
activity

Metal ions Concentration
(mM)

Relative activity
(%)

100
5 85
5 82
5 108
5 90
5 33
5 91

I2 5 0
Ca2+ 5 113
Mg2+ 5 126

나타내었고, Hg2+는 63% 정도 큰 저해현상을 보였 

고, L는 1師%의 완전저해를 나타내었다. Hg2七와 

Ag2+는 단백질의 sulfhydryl(SH)기에 작용을 하는 

것으로 알려져 있으며, 또한 단백질 자체를 Hg2+로 

cross link시킴으로서 불활성화된 dimer로 변형시키 

는 것으로도 보고되고 있다尸

Thi이 화합물인 cysteine의 chitinase의 영향. 

Chitinase 효소활성 중심에 thiol 화합물인 cys- 
teine 의 농도를 증가하여 사litinase 효소활성에 미 

치는 영향을 검토한 결과 cysteine 농도가 5mM 
농도에서 효소의 활성이 3% 증가하였다. 이는 thi이 

화합물인 cysteine이 chitinase의 촉매제로 작용함을 
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보여주고 있고 최대활성을 위해서는 thi이 화합물이 

요구된다는 보고와 일치하고 있다卜

아itinase의 reagents의 영향 효소활성에 미치는 

reagents의 영향을 검토하기 위하여 chitinase 효소 

액에 각각의 저해제를 최종 농도가 5mM되게 첨가 

하여 효소의 활성을 측정하여 Table 3에 나타내었다. 

Table 3에 나타낸 바와 같이 정제된 chitinase는 

EDTA, MIA, PCMB에는 효소활성을 저해하는 작 

용을 하였다. 또한 단백질 변성제인 SDS도 chiti- 
nase에 영향을 미치면서 활성저해 작용을 나타내었 

다 13,15

Chitinase 항성에 미치는 해수 양이온 영향. 50

Table 3. Effect of some reagents on the chitinase acti
vity

Reagent Concentration
(mM)

Relative 
activity (%)

None 100
PCMB
(/>-chloromercuribenzoate)

5 21

MIA 
(monoiodoacetic acid)

5 87

SDS 5 97
(sodium dodecysulphate)
EDTA
(ethylenediaminetetraacetate)

5 91

Cystein 5 103
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Fig. 11. (A) Effect of MgCl2 concentration in seawater from the chitinase activity. (B) Effect of CaCl2 concentration 
in seawater from the chitinase activ辻y. (C) Effect of KC1 concentration in seawater from the chitinase activity. 
(D) Effect of NaCl concentration in seawater from the chitinase activity.
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mM Tris-HCl buffer(7.2)에 정제된 사｝itinase와 해수 

양이온 을 혼합하여 chitinase 활성에 미치는 영향을 

조사하여 Fig. 11의 (A), (B), (C) 및 (D)에 나타내었 

다. 정제된 chitinase에 해수 양이온을 첨가하지 않 

았을 때를 기준으로 하여 상대적인 아litinase 활성을 

측정하였다. 해수 양이온중 Mg2' Ca2\ K+, Na+이 

산litinase 활성에 영향을 미쳤으며, 그 중 Mg? 十 이 

온은 10-20mM 농도 사이에는 L3배, Ca2+ 이온은 

5-20 mM 농도 사이 1.12배, K+ 이온은 10-20 mM 
농도 사이에 L1 배로 사litinase 활성을 증가하였으나, 

Na+ 이온은 ImM에서 L05배로 활성을 증가하다가 

이후 농도가 증가함에 따라 활성을 억제하는 작용를 

하였다. 따라서 본 연구에서 분리 정제한 chitinase는 

해수중 Mg2*, Ca2+, K+, Na+ 양이온에 효소 활성의 

영향을 받았다. 이의 결과는 Wright와 Sumucker20는 

해수의 굴에서 정제한 chitinase가 해수 양이온중 

Mg2+에는 효소 활성의 강한 억제제로 작용하였으나, 

Na+에는 약한 억제제로 작용하였고, C/+에는 효소 

활성을 증가시킨다는 보고와 그卜이가 있었다. 또한 

Qua24 등은 해 양 Pseudomonas sp.로 부터 분리 정 

제한 protease는 Mg", Co2+, Ca*이 chitinase 활 

성에 영향을 미침을 보고하였다. 이들 결과는 본 

연구에서 분리 정제한 chitinase가 Mg2*, Ca2+, K+, 
Na+ 양이온의 산｝itinase 활성에 영향을 미치는 것과 

유사하였다.
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