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요 약. Chromobacterium 사以:戒m四의 whole cell을 polyacrylamide의 matrix안에 고정화 하였으며 이를 이 

용하여 dimethyR*J,3-dibenzyl-2-oxoimidazolidine45-diGarboxlyate를 가수분항U 하였다. 고정화된 mycelium을 이 

용하여 가수분해하는 최적조건을 연구하였다. 기질의 농도, 반응시간, 용액의 pH변화에 다른 lipase의 안정성및 

반응의 영향을 연구하였다. 고정화된 mycelium의 리파아제의 활동도는 4주이상 지속되었고 wet cell 2 g을 고정 

화 하여 200 mg의 기질을 pH=7의 반응조건에서 반응시켰을 때 최대 수율로 생성물이 얻어졌다.

ABSTRACT. The whole cells of Chromobacterium chocolatum was immobilized in the matrix of po­
lyacrylamide and then used for the hydrolysis of dimethyl-cis-l,3-dibenzyl-2- oxoimidazolidine-4,5-dicarboxylate. 
This hydrolysis yielded the optically active monoester (>96% ee) which is useful as an synthetic intermediate of 
(+)-biotin. We have studied the optimum condition of hydrolysis by using immobilzed cells under variable con­
centration of substrate, reaction time and pH levels. The activity of lipase in immobilzed cell was retained for 
longer than 4 weeks. The best conversion yield of product was obtained when 2 g of wet cell was immobilzed 
and then reacted with 200 mg of substrate at pH 7.

서 론

효소의 유기합성에 대한 응용은 최근 크게 증가하 

고 있으며 광학적으로 활성을 가지는 화합물의 제법 

에 많이 사용되고 있다.' 효소의 촉매기능에 대한 충 

분한 인식을 가지고 있음에도 불구하고 소수의 효소 

들만이 의약품 또는 정밀화학제품의 공업적인 제법 

에 이용되고 있는 실정이다.2 이러한 대량생산에 응 

용하는데 있어서 단점으로 지적되는 것은 실제화학 

반응의 조건에서의 효소가 불안정하다는 것이다. 

Chromobacterium chocolatum^] whole cell을 이용흐卜 

여 dimethyl-cis-l,3-dibenzyl-2-oxoimidazolidine-4,5-di- 
carboxylate와 biphasic aqueous-organic 용액에서 반응 

시 킨 결과 광학활성이 98% 이상인 cis-1,3-dibenzy 1-2- 
oxoimidazolidinedicarboxylic acid monoester-f- 얻었으 

며 이는 (+)-biotin의 합성의 중간체로 사용된다J 이 

와 같은 광학활성을 가지는 중간체의 제법은 (+)- 

biotin의 공업적인 제법의 과정을 줄일수 있을 뿐만아 

니라 광학적으로 순수한 중간체를 얻기위한 재결정 

에 人]용하는 d-ephedrine를 사용하지 않아도 되기 때 

문이다. 최근에 whole cell의 고정화에 대한 많은 방 

법이 개발되고 있으며 생물활성을 가지는 화합물의 

합성 에 많이 적용하고 있다. Gel 또는 collagen matrix 
에 whole cell을 고정화 할 경우 일정한 조건에서 수 

개월간 활성을 유지할 수 있다.4 Whole cell을 고정화 
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한후 생물학적으로 활성을 가지는 화합물의 제법에 

활용되었다?

본연구에서는 Chromobacterium 아tocokitum의 wh­
ole cell을 polyacrylamide에 고정화하였다. 이고정화 

방법으로 얻어진 mycelium을 dimethyl-cz5-l,3-diben- 

zyl-2-oxoimidazolidine-4,5-dicarboxylate-^| 가수분해 

반응에 적용하여 고정화된 효소의 시간에 따른 안정 

성, 생성물로 변환시킬 수 있는 반응물의 최대량 및 

pH의 변화가 생성물의 변화에 미치는 영향을 조사 

하였다.

실 험

재료 및 방법. 본 실험에 사용된 균주 Chromo- 
bacterium chocolatum (IFO-3758)은 Institute for Fer­

mentation, Osaka, (일본)에서 구입하여 사용하였다. 

균주 배양에 필요한 시약으로 glucose, polypepton 
(DIFCO), yeast extract (Aldrich), K2HPO4를 사용하 

였고 고•정화 실험에 필요한 시약으로 N'-tetramethy- 
lethylene diamine (Aldri사｝), -methylene bisacryla­
mide (Aldrich), acrylamide (Aldrich｝를 사용하였다. 

기술되지 않은 것들은 시중에서 구입할 수 있는 시 

약 급을 사용하였고 유기용매는 일반적인 정제방법 

에 의해 정제한 후 사용하였다.

Chromobacterium chocolatum 배양

균주 배양. 증彳 수 100 I미에 polypeptone 1 g, ye­
ast extract 0.2 g, MgSO4-7H2O 0.1 g을 첨가하고 

1 N NaOH로 용액의 pH를 7로 맞춘 후 agar-powder 
(1.5 g)를 첨가하고 물 중탕을 5분간한다. 잘 녹은 용 

액을 멸균된 petri dish 에 부어서 표면이 굳을 때까지 

기다린 후 밀봉하여 실온에서 2일간 방치한 후 오염 

된 것은 버린다. IFO-3758이 들어있는 바이알을 열 

고 멸균된 물을 사용하여 백금 wii•財loop로 잘 섞은 

후 agar-plate 에 상하 좌우 streaking한 다음 30 °C에 

서 48~96시간 배양한다.

대량 배양. Seed medium은 glucose 1 g, polypep­
tone 1 g, yeast extract 0.5 g, K2HPO4 0.5 g, 증류수 100 
ml를 포함하며 121 °C에서 15분간 멸균한다. Pro­

duction medium은 seed medium과 동일한 조성을 갖 

는다. Seed medium 100 ml을 포함하는 500 ml 삼각플 

라스크에 잘 자란 spor를 agar plate에서 백금 wire- 
loop로 떼어 넣은 뒤 28 °C, 280 rpm (shaking incu- 

bator)에서 3일간 배양한다. 동일한 조성의 production 

medium 200 11U 에 seed medium 10ml씩을 첨가하여 

28°C, 280 rpm에서 24시간 배양한다. 초원심 분리기 

를 이용하여 6500 g, 4°C 조건하에서 15분간 원심분 

리하여 cell 을 모은다.

고정화된 whole cell을 이용한 diall^l carboxylate 
의가수분해

Chromobacterium chocolatum whole cell의 고정화.

Production medium에서 배양된 Chromobacterium 
chocolatum을 원심 분리하여 cell을 모은다. 이렇게 

얻어진 cell(wet weight) 3 g을 0.05 M phosphate buf- 
fer(pH 7) 소량으로 세척한 후 Solution A에 넣고 최 

종 부피가 9.4ml가 되도록 증류수를 첨가한다. 

Solution A의 조성은 0.1 M phosphate buffer(pH 7) 
5 ml, 25% acrylamide monomer(85% acrylamide, 
15% 凡冲・methylene bisacrylamide) 2 ml이다. 질소기 

체 하에서 위 혼합물에 5% N'-tetramethylethylendia- 
mine 0.1 ml와 0.5% ammonium persulfate 0.5 ml을 첨 

가하고 5°C에서 20분 간 반응시켜 중합반응이 진행 

되도록 한다. Polyacrylamide의 매트릭스 안에 whole 
cell이 고정화된다.

Dimethyl ester(2)의 가수분해. 젤형태의 고정화 

된 whole c이1을 작은 크기 (0.125 cn?)로 자른 다음 

0.1 M phosphate buffer(pH 7) 75 ml와 isooctane 30 ml 
를 첨가중］■고 dimethyl-cis-1,3- dibenzyl-2-oxoimidazo- 
lidine-4,5-dicarboxylate 100 mg을 첨 가한다. 위 혼합 

물을 28 °C, 200 rpm 에서 7일간 아laking incubation한 

다. 고정화된 whole cell을 거즈를 이용해 거른 다음 

반응용액에 1 N NaOH를 가하여 pH를 11로 조절한 

후 methylene chloride (2x30 ml)로 추출한다. 그리 

고 수용액에 1 N HC1 을 가하여 pH를 2로 조절한 후 

methylene chloride (2x30 ml)로 추출한다. pH그2에 

서 주줄하여 모은 유기층에 무수 MgSQ로로 물을 제 

거하고 감압하에서 용매를 제거하면 생성물(mono- 
acid)(3, 수율=70%)을 얻는다. 거즈에 걸러진 cell은 

4 °C 에서 냉장 보관 후 반응에 재이용한다.

NMR (200MHz, CDC13) 6 3.68 (s, 3H) 4.08 (d, 
J=5.0Hz, 1H) 4.15 (s, 2H) 4.17 (d, J=5.0 Hz, 1H) 5. 
03 (d, JTlHz, 1H) 5.13 (d, J=llHz, 1H) 6.7 (bs, 
1H) 7.3 (m, 10H).
광학순도를 측정하기위하여 monoacid를 LiBHi로 

환원시 킨후 산촉매하에서 lactonization한다.3 화합물 

4;〔H NMR (200MHz, CDC13) 5 3.92 (d, J=8.0 Hz, 
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1H) 4.1(q, J=4 Hz, 1H) 4.15 (s, 2H) 4.3 (d, J=5.8 Hz, 
1H) 4.4 (d, J=5.5 Hz, 1H) 4.63 (d, J=15.2 Hz, 1H) 
5.04(d, J=15.0 Hz, 1H) 7.3 (m, 10H), [a]20D=+58° (c, 
1, CDC13; ee=99). {lit.” [a]23D=+58.3° (c, 1, benzene)).

기질 양에 따른 가수분해. 원심 분리하여 얻은 

wet cell 3 g을 이용하여 이전과 동일한 방법으로 고 

정화한 후에 phosphate buffer 75 ml와 isooctane 30 
ml를 넣은 후 기 질의 양을 각각 100 mg, 200 mg, 
300 mg을 첨가하여 28°C, 200rpm에서 7일간 shak­

ing incubation한다. 위와 동일한 정제방법을 이용하 

였으며 각기 다른 양의 기질을 사용하였을 때 얻어 

지는 수득률은 Fig. 2에 정리하였다.

pH 변화에 따른 가수분해. 2)번의 실험과 동일한 

조건으로 반응하였으며 단지 용액의 pH만을 변경하 

였다. 동일한 정제방법을 통하여 최종화합물을 분리 

하였고 수득률은 Fig. 3에 정 리 하였다.

결과및 고찰

효소 반응에서 흔히 접 하게 되는 효소의 안정성 에 

관한 문제와 한 번 사용한 효소 또는 whole cell을 반 

복 사용할 수 없는 문제를 해결하기 위해 고정화 연 

구를 하였다. 본 연구에서는 polyacrylamide를 이용 

하여 Chromobacterium c/ioco/aftzm의 whole cell을 

고정화하였고 이를 biotransformation에 사용하였다.

Isooctane을 유기용매로 사용한 이상겨}(biphasic sys- 
tem)에서 고정화된 whole cell 을 이용하여 dimethyl 

ester(2)를 가수분해하면 69% 수득률로 생성물을 얻을 

수 있다. 고정화된 whole cell은 반복사용이 가능하므 

로 시간에 따른 안정성을 알아보기 위해 반응이 끝난 

cell을 여과한 후 가수분해 반응에 재사용 하여 생화 

학 촉매의 활성 정도를 확인하었다.

100mg 200mg 300mQ

substrate concentration

Fig. 2. Effects of substrate concentration on the conv­
ersion of substrate into product at 28 °C in 0.1 M phos­
phate buffer (pH=7)-28% isooctane.

생성물의 수득률 정도를 살펴보면, 1차 반응에서 

는 69%, 2차 반응은 60%, 수득률로 3차 반응은 

61%, 4차 반응은 50% 수득률로 얻었다. (Fig. 1) 1차 

반응에서 얻어지는 반응 생성물을 비교하여보면 고 

정화된 cell 를 이용하는 경우 whole cell을 직접 이용 

한 경우보다 낮은 수득률로 생성물을 얻었지만 4번 

이상 반복하여 반응을 진행시킬 수 있으므로 전체적 

으로 더 많은 양의 생성물을 얻을 수 있다. 고정화 

하지않은 whole cell들은 반응이 완결된후 분리하기 

가 어려워서 재사용이 어려웠다. 고정화된 whole 
cell의 시간에 따른 안정성을 살펴보면, 반응이 진행 

되는데 7일이 소요되므로 4주 이상 효소의 활성이 

지속됨을 알 수 있다. 4차 반응에서의 50%수득율은 

여러번 사용및 30일이상의 시간경과에 따른 것으로 

볼수 있는데 주된 요인은 polyacrylamide에 whole 
cell이 결합되는 것이 약하여 cell이 떨어진다. 본실 

험에서 사용한 고정화는 whole cell과 polyacrylamide 

가 공유결합으로 결합된 것이 아니고 poly acrylamide 의 

3차원공간에 cell이 갇힌 형태를 유지하기 때문이다.

본 연구에서 고정화된 whole cell을 사용하여 di-

cycles (1 cycle = /days)

Fig. 1. Multicycle hydrolysis of dimethylester with im­
mobilized cell at 28 °C in 0.1 M phosphate buffer (pH= 
7)-28% isooctance.

(9
6

E
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은
 떠

 등

。

Fig. 3. Effects of pH on the conversion of substrate 
into product at 28 °C 0.1 M phosphate buffer-28% isooc-
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Scheme 1.

methyl ester(2)를 가수분해할 때 whole cell의 단위 

g당 변환시킬 수 있는 반응물의 최대량을 보기 위해 

서 기질의 양을 100 mg, 200 mg, 300 mg으로 증가 

시켜 isooctane이 첨가된 이상계에서 반응을 진행시 

켰다. 기 질의 양을 100 mg 사용하여 biotransfor- 
mation하는 경우 69%수득률로 생성물이 얻어졌고 

기질의 양을 2배로 증가시킨 경우 72%수득률로 기 

질의 양을 3배로 증가시킨 경우 53%수득률로 생성 

물을 얻었다(Fig. 2). Whole cell 2 g을 고정 화하여 

200 mg의 기질을 반응 시 켰을 때 최 대수득률로 얻어 

짐을 알 수 있었다.

pH 변화에 따른 효소의 안정성을 확인하기 위하 

여 각기 다른 pH에서 반응을 진행시 켰다. Fig. 3에서 

볼수 있듯이 pH 6에서 pH 8까지 0.5의 차이를 두면 

서 반응시킨 결과 pH 7에서 최대의 수율로 생성물이 

얻어 졌다. 0.5의 pH변화에 수득율의 많은 차이를 

미루어 볼 때 Chromohacterium chocolatumS] lipase 

가 pH변화에 매우 불안정함을 보였다. 각각의 실험 

에서 얻어진 monoacid (3)의 광학활성은 Scheme 2와 

같이 LiBH4로 환원 시킨후 산촉매하에서 lactoni­
zation 시킨다. 이렇게 얻어진 lactone (4)을 이용하여 

optical rotation을 측정한 결과 97-98% e.e.의 광학순 

도로 얻어졌다.3

결 론

Chromobacterium chocolatum^] whole cell을 이용 

하여 dimethyl-cis-l,3-dibenzyl-2-oxoimidazoline-4,5- 

dicarboxylate를 입체특이적으로 가수분해하여 mon- 
oester(3)를 높은 광학순도로 얻어진다! 이는 (+)- 

biotin의 합성에 중간체로 사용하는 것으로 공업적 인 

응용성이 매우 큰 잇점인 있다.7 그러나 이와같은 생 

체촉매는 재사용에 대한 불리함과 대량생산에 대한 

응용성이 약한 것이 결점이다.

본실험은 공업적인 응용성을 높이기 위하여 효소 

의 재사용에 대한 고정화 연구를 진행하였다. 반복 

사용을 용이하게 하기 위해 cell을 polyacrylamide의 

메트릭스 안에 고정화하였으며 고정화된 Chromobac­

terium chocolatum을 사용하여 phosphate buffer와 

isooctane 혼합용액에서 가수분해에 4번이상 재사용 

하였다. 이와 같은 결과로 부터 가수분해에 응용되는 

리파아제 활동도가 4주 이상 지속되었음 알 수 있다. 

Wet cell 2 g을 이용하여 고정화하였을 때 기질의 양 

이 200 mg일 때 최대의 수득률로 생성물을 얻을 수 

있었다. pH변화에 따른 수득률의 변화에 미루어 볼 

때 pH 7에서 본반응에 관여하는 리파아제의 안정성 

이 제일 높았다.

이와 같은 결과는 대량 생산에 적용할 수 있는 기 

초자료로 유용하게 사용할 수 있으며 고정화된 물질 

이 단단하지 않기 때문에 관반응기 (column reactor) 
에 적용하면 많은 양의 기질과 반응시 킬수 있다.

본 연구는 이성화학의 연구비에 의하여 수행되었 

으며 이에 감사드립니다.
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