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Rhodotorula glutinis 유래의 고효율 재조합 Epoxide Hydrolase를 

이용한 라세믹 Styrene Oxide의 비대칭 광학분할
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The effects of reaction temperature and the addition of various detergents on the enantioselective hydrolysis activity of the 

recombinant Escherichia coli containing the epoxide hydrolase (EH) gene of Rhodotorula glutinis were investigated for the 

production of enantiopure styrene oxide. The recombinant E. coli harboring the EH gene from R. glutinis exhibited the 

enantiopreference toward (R)-styrene oxide with the maximum hydrolytic activity of 165.04 μmol/min/mg of dry cell weight 

(dcw). The addition of 0.5% (w/v) Tween 20 at 10℃ increased the initial hydrolysis rate and enantioselectivity by 1.45-fold 

and 2.0-fold, respectively. Enantiopure (S)-styrene oxide was prepared with 99% ee enantiopurity and 46.0% yield (theoretical 

yield=50%) from 20 mM racemic styrene oxide.
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서  론      

1)

  인체 내에서 생리활성 작용을 하는 대부분의 생화학 물질

들은 분자구조 내에 비대칭 탄소 (chiral carbon)를 가지고 있어 

여러 가지의 광학이성질체들이 존재할 수 있다. 이러한 광학이

성질체들 중에서 특정 광학이성질체 (enantiomer)만이 원하는 

생리활성을 가지며, 나머지 이성질체들은 활성이 없거나 경우

에 따라서는 심각한 부작용을 주는 경우가 많이 보고되고 있

다(1). 이런 라세믹 (racemic) 의약품의 대표적인 부작용 사례

로 1950년대 독일에서 개발되어 라세믹 형태로 판매된 탈리

도마이드 (Thalidomide)를 들 수 있다. 1960년대에 임산부들

을 위한 입덧 (morning sickness) 억제제로 승인을 얻어 유럽과 

일본에서 판매가 되었는데, 탈리도마이드를 복용했던 임산부

들이 기형아를 출산한 것으로 보고되면서 이 약물이 신생아
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에게 치명적인 영향을 준다는 사실이 알려지게 되었다. 이러한 

문제의 재발을 사전에 예방하기 위하여 미국 FDA에서는 라세믹 

신약의 경우 각각의 광학이성질체에 대하여 별개의 독립적인 

임상 진행을 요구하고 있어, 선진 제약업체들은 신약 개발단계

로부터 순수한 광학이성질체로 개발하고 있다. 이와 같이 광학

활성의 중요성이 커짐에 따라 광학활성 물질 최종제품 합성에 

사용될 수 있는 광학활성 중간체 (chiral intermediates) 제조 

기술 개발의 중요성이 부각되고 있다(2). 

  광학할성 물질 합성에 사용될 수 있는 대표적인 합성 중간

체인 광학활성 에폭사이드 (chiral epoxide)는 oxirane ring의 

불안전성 및 산소원자의 전기음성도에 기인한 극성 때문에 

반응성이 우수하여 친 전자성반응, 친 핵성반응, 산․염기반응, 

산화․환원반응 등 다양한 반응을 유도시킬 수 있다. 따라서 

광학활성 의약품, 농약 및 기능성 식품 합성용 중간체로 사용

될 수 있어 고부가가치 정밀 화학제품으로서의 상업화 가능

성이 높을 것으로 기대된다(3). 광학활성 에폭사이드를 화학 

비대칭 합성법 (asymmetric synthesis)을 이용하여 제조하는 

경우, 이론 수율을 100%까지 얻을 수 있는 장점이 있다(4, 5). 

반면에 고가의 화학촉매를 사용하고, 특정구조를 가진 에폭사
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이드에만 한정적으로 적용된다는 단점이 있다. 최근에는 이러한 

문제점을 해결하기 위한 대안으로 입체특이성 및 위치선택성

이 우수한 생촉매를 이용한 새로운 합성방법 개발의 중요성이 

부각되고 있다(6-8).

  생촉매를 이용한 광학활성 에폭사이드 제조방법으로 에폭

사이드 가수분해효소 (epoxide hydrolase, EH)를 이용한 입체

선택적 광학분할 (enantioselective kinetic resolution) 방법이 

있다. EH는 (R), (S)-이성질체로 혼합되어 있는 저가의 라세믹 

에폭사이드 기질로부터 특정 광학이성질체만을 선택적으로 가수

분해 시켜 제거함으로써 나머지 광학이성질체를 고순도로 제조

할 수 있다. 이 기술의 장점을 살펴보면, 10 $/kg 미만의 저렴

한 비용으로 생촉매를 제조할 수 있으므로 고가 (>1,000 - 

10,000 $/kg)인 화학 키랄촉매 대비 가격 경쟁력이 있을 것으로 

기대된다. 또한, monooxygenase 등의 산화효소와 비교하여 효소 

안전성이 높으며, cofactor 재순환이 요구되지 않는 등 산업용 

생촉매로써의 특성이 우수하다(5).

  EH를 이용한 동력학적 분할 (kinetic resolution)법은 특정 

이성질체를 제거하면서 광학활성 에폭사이드를 제조하기 때

문에 이론적 수율이 50%로 제한된다는 단점이 있다. 따라서 

이러한 생촉매 공정의 상업화를 위해서는 최종 수율을 높여야 

한다. 미생물 세포를 생촉매로 사용한 경우, 세포내에 발현된 

EH 효소량이 근본적으로 적고 생촉매 제조과정에서도 활성 

손실이 높아 반응 수율이 낮으며 반응시간도 지연된 결과들이 

보고되었다(9, 10). 반면에, Rhodotorula glutinis EH를 발현시킨 

재조합 Escherichia coli를 생촉매로 사용하여 라세믹 styrene 

oxide 기질을 비대칭 분할시켰을 때, wild type R. glutinis 대비

하여 (R)-styrene oxide에 대한 입체선택적 가수분해활성이 높은 

재조합 생촉매를 개발할 수 있었다(11). 본 논문에서는 입체특

이적 가수분해 활성이 우수한 R. glutinis 유래의 EH 유전자 

(RgEH)를 pColdI 및 pET-21b(+) 발현벡터에 재조합시킨 E. coli

를 제작하고, 이를 생촉매로 사용하여 라세믹 styrene oxide 

기질로부터 광학활성 (S)-styrene oxide를 제조하였다. R. glutinis 

EH 유전자를 재조합시킨 E. coli 생촉매의 EH 활성에 미치는 

배양온도 영향을 분석하였으며, 입체선택적 가수분해 활성을 

기준으로 생촉매로써의 특성을 비교․평가하였다. 입체선택적 

가수분해 반응과정에서의 반응온도 영향, 계면활성제 첨가 및 

초기기질 농도 영향을 분석하여 광학활성 (S)-styrene oxide 제조 

조건을 최적화하고자 하였다.

재료 및 방법

  재료

  라세믹 styrene oxide에 대한 입체선택적 가수분해능을 가진 

R. glutinis의 EH를 pET-21b(+) 벡터에 재조합 시켜 pET-21b(+) 

/RgEH 플라스미드 DNA를 제작하였다(12). pColdI 벡터는 Takara 

(일본)에서 구입하여 사용하였다. E. coli DH5α 균 (Invitrogen, 

미국)은 플라스미드 DNA들의 증폭을 위해 사용하였으며, E. coli 

BL21 (DE3)균 (Invitrogen, 미국)은 발현용 균주로 사용하였다. 

제한효소 Xho Ⅰ과 EcoR Ⅰ은 New England Biolab사 (영국)

에서, T4 DNA ligase는 Invitrogen사 (미국)에서 구입하였다. 

DNA polymerase는 Takara사 (일본)의 LA Taq
TM을 사용하였다. 

PCR purification Kit, DNA miniprep Kit 그리고 Qiaquick gel 

extraction Kit 는 Qiagen사 (Hilden, 독일)에서 구입하였다. 올

리고머의 합성과 유전자 염기서열 분석은 제노텍사 (한국)에 

주문․의뢰하였다. 발현 유도물질인 IPTG (Isopropyl-β-D- 

galactoside)는 Merck사 (미국)에서 구입하였고, 항생제로 사용한 

ampicillin은 USBiological사 (미국)에서 구입하였으며, 나머지 

시약들은 모두 분석용 등급 이상을 사용하였다. 광학 분할반응

의 기질인 라세믹 styrene oxide와 (R)-, (S)-styrene oxide는  Aldrich 

Chemical Co (미국)에서 구입하였으며, GC 분석시 추출용액

으로 사용한 cyclohexane은 JUNSEI사 (일본)에서 구입하였다.

  pColdⅠ  벡터용 R. glutinis EH의 발현 시스템 구축

  pET-21b(+)/RgEH 플라스미드 DNA를 주형으로 하여, PCR 

방법으로 R. glutinis EH 유전자를 증폭하였다. 발현용 벡터인 

pColdⅠ 벡터에 보다 쉽게 클로닝하기 위하여 사용한 specific 

primer들은 5RgEHF (Xho Ⅰ)：5’- GACCTCGAGATGGCGACA 

CACACATTCGCTTC-3’와 3RgEHR (EcoRⅠ)：5’- GAC GAA 

TTCCTACTTCTCCCAGATGACGCC-3’이었다. PCR 조건은 변성 

온도 94℃, annealing 온도 60℃, 합성 온도 72℃이었고, 총 

30 cycle을 수행하였다. 정제한 PCR product와 pColdI 벡터를 

각각  EcoR Ⅰ과 Xho Ⅰ으로 가수분해하여 전기영동한 다음 

RgEH band 및 pColdI 벡터를 agarose gel에서 DNA를 추출, 

정제하고 T4 DNA ligase를 사용하여 pColdI 벡터와 RgEH를 

ligation한 다음 클로닝용 숙주세포인 DH5α에 형질전환하여 

ampicillin이 함유된 LB 한천배지에서 16시간 배양한 후 colony

를 선택하였다. 선택된 colony로부터 플라스미드 DNA를 정제

하고 EcoR Ⅰ과 Xho Ⅰ 효소로 가수분해한 후 전기영동으로 

pColdI/RgEH가 들어간 형질전환체를 확인하였다. 이렇게 확인

된 플라스미드들은 Qiagen miniprep Kit를 이용하여 DNA를 

정제하였으며, 염기서열을 확인하기위해 제작한 pCold용 primer인 

5ColdF：5’- CTGTAAAGCACGCCATATCGCCGAAAGG-3’

와 3ColdR：5’- CAAATGGCAGGGATCTTAGATTCTGTG-3’

을 이용하여 DNA 염기서열을 확인하였다. 염기서열이 확인된 

pColdI/RgEH 플라스미드 DNA를 발현균주인 BL21 (DE3)에 

형질전환 시켰다.

  세포 배양조건

  pColdI 벡터와 pET-21b(+) 벡터에 삽입된 R. glutinis EH 

재조합 균주들은 40% glycerol 용액을 첨가한 배지에 현탁하여 

-70℃ deep freezer에 보관하였다. 저온배양의 경우, pColdI/RgEH

와 pET-21b(+)/RgEH 재조합 E. coli의 발현 실험을 위하여 

ampicillin (50 μg/ml)이 첨가된 10 ml의 LB배지에 overnight 

seed culture 하였으며 150 ml의 새로운 LB 배지가 들어있는 

500 ml 삼각플라스크에 2.25 ml을 접종하여 37℃에서 진탕 

배양하였다. 배양액의 흡광도가 OD600에서 0.4-0.5에 이르렀을 

때 배양액을 15℃로 냉각하여 30분간 방치 한 후, 단백질의 발현

을 유도하기 위하여 최종농도가 1 mM이 되도록 IPTG를 첨가

하고 15℃에서 24시간 진탕배양 하였다(13). pET-21b(+)/RgEH 

재조합 균주를 37℃ 배양의 경우 발현 실험을 위하여 ampicillin 

(50 μg/ml)이 첨가된 10 ml의 LB 배지에 overnight seed culture 

하였으며 150 ml의 새로운 LB 배지가 들어있는 500 ml 삼각

플라스크에 2.25 ml을 접종하여 37℃에서 진탕 배양하였다. 
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흡광도가 OD600에서 0.4-0.5가 된 시점에서 배양액에 최종농

도가 1 mM이 되도록 IPTG를 첨가하고 37℃에서 3시간 30분 

진탕배양 하였다. 

  R. glutinis EH 유전자 재조합 E. coli의 styrene oxide에 

대한 가수분해능 평가

  발현벡터 pColdI 및 pET-21b(+)에 R. glutinis EH를 재조합한 

균주의 입체선택적 가수분해 반응을 수행하였다. 반응에 사용한 

가수분해 재조합 균주는 1 ml 당 0.2 mg (dry cell weight, dcw)

을 사용하였으며, 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5)

에 현탁시켜 반응액의 전체부피를 1 ml로 하고 기질로서 20 mM 

라세믹 styrene oxide를 첨가하였다. 반응기로는 screw-cap vial

을 사용하였으며 30°C, 230 rpm의 진탕배양기에서 반응을 

수행하였다. 적정 시간동안 반응시킨 가수분해 반응액을 동량

의 cyclohexane으로 추출하였다. 광학활성 styrene oxide 및 광학

순도 (Enantiomeric excess, ee (%)=(S-R)/(S+R)×100) 분석은 

불꽃이온 검출기 (FID, flame ionization detecter)가 장착 되어

있는 gas-chromatography (GC, Shimaztu, 일본)를 사용하였다. 

분석용 column으로는 (R)-과 (S)-styrene oxide에 대한 분리능이 

있는 Supelco β-Dex 120 (0.25 mm ID, 30 m length, 25 μm 

film thinckness) column을 사용하였다. 이동가스로는 질소를 

사용하였으며, GC 분석조건으로는 split ratio는 1：20, flow 

rate는 0.5 ml/min으로 1 μl의 시료를 주입하여 분석하였고, 

컬럼 (column), 주입부 (injector) 및 검출기 (detector)의 온도는 

각각 100, 220 및 220℃이었다. 

  저온 배양한 pET-21b(+)/RgEH 유전자 재조합 E. coli의 

광학활성 styrene oxide 생산 조건의 최적화

  EH 활성을 이용한 광학분할 반응속도와 광학순도에 미치는 

반응온도에 따른 영향을 분석 하기위해 pET-21b(+)/RgEH 유전자 

재조합 E. coli를 각각 1 ml당 0.2 mg (dcw)씩 100 mM potassium 

phosphate buffer (pH 7.5)에 현탁시킨 후, 20 mM의 라세믹 

styrene oxide를 넣어 10, 20, 30, 40 및 50℃에서 반응시키면서 

styrene oxide에 대한 입체선택적 가수분해능을 평가하였다.

  입체선택적 광학분할 반응속도와 광학순도에 대한 계면활성제

의 첨가에 따른 영향을 분석 하기위해 Tween 20, Tween 80, 

glycerol 및 PEG 200 등의 계면활성제를 농도별로 첨가하고, 

기질인 20 mM의 라세믹 styrene oxide를 주입 한 다음, 30℃

에서 반응하여 입체선택적 가수분해능을 평가하였다.

  기질 농도에 따른 생촉매 활성 변화를 분석 하기위해 20 mM, 

50 mM, 80 mM, 100 mM 라세믹 styrene oxide를 주입한 다음 

반응온도 30℃에서 고농도 styrene oxide에 대한 입체선택적 

가수분해반응을 수행하였다. 

  재조합 E. coli의 광학 분할 속도의 동역학적 상수 결정

  광학 분할 속도의 동역학적 상수를 결정하기 위하여 광학적

으로 순수한 (R)-styrene oxide와 (S)-styrene oxide를 이용하였다. 

Styrene oxide의 수용액에 대한 용해도가 약 7 mM이므로 실험

에 사용한 styrene oxide의 농도는 0.5～6 mM 을 사용하였다. 

반응은 5 ml screw-cap vial에 990 μl의 100 mM potassium 

phosphate buffer (pH 7.5)를 넣고 기질인 (R)-, (S)-styrene oxide

를 여러 농도로 용해시킨 후 반응액 내의 세포의 최종 농도가 

1 ml 당 0.2 mg (dcw)이 되도록 세포를 주입하여, 230 rpm의 

진탕배양기에서 가수분해 반응을 수행하였다. 10℃ 및 30℃에서 

반응 후 남은 기질인 styrene oxide의 일부를 동량의 cyclohexane

으로 추출하여 chiral column이 장착된 GC로 분석하였다.

결과 및 고찰

  R. glutinis epoxide hydrolase 유전자의 발현 시스템 

구축 및 단백질 발현 특성평가

  이전 연구에서 클로닝한 R. glutinis epoxide hydrolase (RgEH)

의 염기서열을 참고하여 제작한 primer를 이용하여 pET-21b(+)/RgEH 

플라스미드 DNA를 주형으로 PCR을 수행하고 RgEH 유전자를 

증폭하였다. 먼저 PCR product를 전기영동을 행하여 1200 bp 

정도의 band를 확인한 후 제한효소인 EcoR Ⅰ과 Xho Ⅰ으로 

가수분해하여 pColdI 벡터에 삽입하였다. pColdI/RgEH 플라

스미드 DNA가 들어간 DH5α 형질 전환체들로 부터 플라스미드 

DNA를 정제한 다음, pColdI 벡터에 RgEH가 올바른 방향으로 

삽입되었음을 확인하였다. 새롭게 구축된 재조합 플라스미드인 

pColdI/RgEH 및 pET-21b(+)/RgEH 유전자를 발현시키기 위하여 

발현균주인 E. coli BL21 (DE3)에 형질 전환시켜 재조합 E. coli

를 얻을 수 있었다. 

         (a)               (b)
Figure 1. SDS-PAGE analysis of the recombinant E. coli containing 

R. glutinis epoxide hydrolase gene. (a) whole-cell extract, (b) supernatant 

after sonication. The proteins of cell extracts were separated on 12% 

gel. (a) and (b) lane 1: the recombinant E. coli containing pColdI/RgEH 

with induction (culture temperature: 15℃), (a) and (b) lane 2: the 

recombinant E. coli containing pET-21b(+)/RgEH with induction 

(culture temperature: 37℃), (a) and (b) lane 3: the recombinant E. coli 

containing pET-21b(+)/RgEH with induction (culture temperature: 15℃).

  R. glutinis의 EH 유전자를 재조합 한 E. coli의 배양온도에 

따른 EH 단백질의 발현 결과는 Fig. 1(a)와 같았다. 재료 및 

방법에서와 같이 발현온도를 달리하여 배양하였으며 pColdI/RgEH 

(15℃, 24시간 배양)와 pET-21b(+)/RgEH (15℃, 24시간 배양) 

및 pET-21b(+)/RgEH (37℃, 3시간 30분 배양) 플라스미드 DNA

를 가진 균주들에 대하여 실행하였다. Fig. 1 (a)에서와 같이 

모든 재조합 균주에서 R. glutinis EH는 약 45 kDa 크기로 

발현되었음을 확인할 수 있었다. pET-21b(+)/RgEH 재조합 균주

의 경우 37℃에서 3시간 30분 배양했을 때 보다((a) lane 2), 

15℃ 저온으로 24시간 배양하였을 때 단백질의 발현이 많음을 
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알 수 있었다((a) lane 3). 그리고 저온 배양한 pColdⅠ/RgEH 

재조합 균주에서 가장 많이 발현되었지만, 세포를 깨서 수용성 단백

질 발현 정도를 확인한 경우(Fig. 1(b)), 저온 배양한 pET-21b(+)/ 

RgEH 보다 발현양이 적음을 알 수 있었다((b) lane 1과 3). 

  R. glutinis EH 유전자 재조합 E. coli의 styrene oxide에 

대한 가수분해반응 평가

  저온 배양한 pColdI/RgEH의 경우 30분 만에 (R)-styrene oxide

가 완전히 분해되었으며, 99% ee 값을 가진 (S)-styrene oxide를 

이론수율 50%대비 26.0% 수율로 얻을 수 있었다. 37℃에서 

배양한 pET-21b(+)/RgEH는 120분 만에 21.4% 수율로 얻은 반면, 

저온인 15℃에서 IPTG로 발현을 유도한 pET-21b(+)/RgEH는 

20분 만에 24.0% 수율로 얻을 수 있었다(data not shown).

  위의 결과를 종합해 볼 때 단백질의 발현양은 벡터의 종류나 

배양온도에 따라 큰 차이를 보이지 않았으나, 가수분해 활성

에서는 많은 차이를 보였다. pColdI 벡터는 cold shock 단백질

의 promoter 유전자 (cspA)를 가지고 있어 저온 배양을 통해 

재조합한 단백질을 수용성 형태로 발현시키는 벡터이나, pET-21b(+) 

벡터는 일반적으로 37℃에서 발현시키는 벡터이다(13). pET-21b(+) 

벡터의 경우 37℃와 15℃ 모두에서 재조합 단백질이 많이 

발현되었으나(Fig. 1(a) lane 2와 3), 배양온도에 따라 가수분해 

활성에서 차이가 난 것은 단백질 발현 형태가 달랐기 때문으로 

판단된다. 외래 유전자를 숙주인 대장균에 발현하는 경우, 저온

에서 발현속도를 낮추어 발현시키면 inclusion body 형성이 적고 

올바른 형태로 발현이 잘 일어나기 때문에 높은 활성을 보인 것

으로 판단된다. 저온에서 발현시키기 위하여 사용하는 pColdI 

벡터의 경우 여러 번의 계대배양 과정 중에서 EH 활성을 잃어

버리는 현상이 관측되어, pET-21b(+) 벡터에 RgEH를 재조합

한 균주를 15℃에서 저온 배양하면서 R. glutinis EH를 발현시킨 

세포를 생촉매로 사용하기로 결정하였다.

  저온 배양한 pET-21b(+)/RgEH 유전자 재조합 E. coli를 

이용한 광학활성 styrene oxide의 생산

  pET-21b(+)/RgEH 재조합 균주를 15℃에서 배양하여 일반적

인 반응온도인 30℃에서 가수분해 반응을 수행한 결과, 최종

수율이 24.0%라는 다소 낮은 결과를 얻었다. 수율향상을 위해 

pET-21b(+)/RgEH 재조합 생촉매의 EH 활성에 미치는 반응

온도의 영향을 분석하기 위하여 10~50℃ 범위에서 라세믹 styrene 

oxide에 대한 입체선택성 가수분해 반응을 수행하였다(Fig. 2). 

  10℃ 반응의 경우 반응시간 60분 만에 기질의 광학순도가 

99%에 도달하였고, 이때 최종 목적물인 (S)-styrene oxide의 

수율은 29.0%였다. 20℃ 반응의 경우 반응시간 25분 만에 기질

의 광학순도가 99%에 도달하였고, (S)-styrene oxide의 수율은 

27.1%였다. 50℃ 반응의 경우 25분 이후 48%에서 더 이상 

광학순도가 증가하지 않았다. 최종수율은 반응온도 10℃에서 

29.0%로 가장 높았지만, 반응시간은 반응온도 30℃에 비해 3배 

늦어졌다. 따라서 반응온도가 EH의 입체선택적 가수분해반응에 

중요한 영향인자임을 알 수 있었다. 다른 EH를 이용하여 동력

학적 분할 반응을 수행한 경우에서도 온도가 낮을수록 높은 

E 값을 얻은 결과가 보고된 바 있다(14). Fig. 2에서와 같이 

pET-21b(+)/RgEH 재조합 균주의 라세믹 styrene oxide에 대한 

동력학적 분할 반응에서 반응속도와 반응생성물의 광학순도 및 

수율을 고려하였을 때 반응온도 10℃가 최적조건 임을 알았다.
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Figure 2. Effects of the reaction temperature on the enantioselective batch 

kinetic resolution by the recombinant E. coli containing pET-21b(+)/RgEH. 

The substrate concentration of racemic styrene oxide was 20 mM. 

Recombinant E. coli was cultured at 15℃ for 24 hours. (a) 10℃ (b) 20℃ 

(c) 30℃ (d) 40℃ (e) 50℃.

  Membrane-associated된 단백질인 R. glutinis의 EH 효소에 

Thesit 및 sucrosemonolaurate 등의 비이온성 detergent를 첨가



      373Park, K. D., Asymmetric resolution of racemic styrene oxide using recombinant Escherichia coli harboring epoxide hydrolase of Rhodotorula glutinis

하여 생촉매 활성을 향상시킨 결과가 보고되었다. 또한, RgEH

를 생촉매로 사용하여 라세믹 styrene oxide에 대한 입체선택적 

가수분해반응에서 Tween 20 등의 계면활성제를 첨가하여 EH 

활성을 향상시킨 결과도 보고된 바 있다(15). 반응온도 10℃

에서 에폭사이드 가수분해 반응 시 (S)-styrene oxide의 수율은 

향상되었지만, 광학순도 99% ee 값을 얻기 위해 요구되는 반응

시간은 반응온도 30℃보다 3배 길어지는 결과를 보였다. 이를 

극복하기 위해 다양한 계면활성제를 사용하여 가수분해 속도, 

반응생성물의 광학순도 및 수율을 향상시키고자 하였다. 

  먼저 Tween 20을 첨가하여 30℃에서 반응을 수행한 결과, 

0.5% (w/v) Tween 20 첨가하면, 반응시간 10분에 기질의 광학

순도가 99% ee에 도달하였고, 이때 (S)-styrene oxide의 수율은 

40.2%였다. 이는 반응온도 30℃에서 계면활성제를 첨가하지 

않은 에폭사이드 가수분해반응과 비교해서 99% ee 값을 얻기 

위해 요구되는 반응시간은 1/2로 줄었으며, 수율은 약 1.7배 

증가한 결과이다. Tween 80 첨가 반응을 수행한 결과 5% (w/v) 

Tween 80 첨가 시, 반응속도는 40분이었고, 수율은 31.3%이었

다. Glycerol을 첨가하고 반응을 수행한 경우, 첨가하지 않았을 

때보다 반응속도가 오히려 느려졌으며, 수율도 증가하지 못

하였다. PEG 200을 첨가하여 위와 동일한 방법으로 실험한 

결과, 0.5% (w/v) Tween 20 첨가 한 경우와 비교하여 광학

순도 99%에 도달하였을 때의 수율이 현저하게 낮았다(data not 

shown). 결과적으로 15℃에서 배양한 pET-21b(+)/RgEH 재조합 

생촉매를 사용한 에폭사이드 가수분해반응에서 가장 적합한 

계면활성제로 0.5% (w/v) Tween 20으로 결정하였다.

  고농도 라세믹 styrene oxide의 광학분할

  일반적으로 미생물에 의한 생물전환 반응에서 기질의 농도가 

높아지면 입체선택성이 저하될 수 있다. 특히 생촉매가 존재

하는 수용액 상과 분리될 정도의 많은 기질을 첨가하거나, 

에폭사이드 기질의 용해도를 증가시키기 위하여 유기용매를 

사용한 경우에서 효소활성이 저하된다는 연구결과들이 보고

되었다(16). 정제한 효소를 생촉매로 사용하는 경우와 비교하여 

whole-cell 생촉매를 사용하는 경우 기대되는 장점은 생촉매 

안정성이므로 이를 평가하기 위해 라세믹 styrene oxide 기질 

자체가 상분리가 일어나는 고농도 구간, 즉 20 mM에서 100 mM 

범위에서 pET-21b(+)/RgEH 재조합 균주를 이용한 광학분할을 

실시하였다. 기질의 농도가 20 mM에서 100 mM로 높아짐에 

따라 최종반응시간은 20분에서 80분으로 증가하였지만, 100 mM 

까지 99% ee값의 광학순도를 얻을 수 있었다. 이론수율 50% 대비 

최종수율은 평균 27.1%로 거의 일정하였다(data not shown). 

Wild-type의 Rhodosporidium toruloides를 사용하여 초기농도 

100 mM 라세믹 styrene oxide에 대한 kinetic resolution 반응

을 수행한 경우에서는 9.3%의 낮은 수율을 얻었다(17).

  재조합 R. glutinis EH 생촉매를 이용한 광학활성 styrene 

oxide 생산을 위한 반응조건 최적화 

  라세믹 styrene oxide에 대한 입체선택적 가수분해 활성이 

우수한 pET-21b(+) /RgEH 플라스미드 DNA를 가지고 있는 

재조합 E. coli를 생촉매로 이용하여 수용액상에서 광학순도

가 높은 (S)-styrene oxide를 효율적으로 생산하기 위하여 균

주 배양법, 반응온도, 계면활성제의 첨가 및 초기 기질 농도

가 반응속도 및 입체선택성에 미치는 영향을 분석한 실험 결과를 

바탕으로 최적 반응조건을 결정하였다. 반응온도 10℃, 0.5% (w/v) 

Tween 20을 첨가하고, 저온배양방법 (15℃, 24시간)으로 배양

한 재조합 E. coli를 이용하여 20 mM 라세믹 styrene oxide

에 대한 입체선택적 가수분해 반응을 수행하였다. 입체선택적 

가수분해 반응 결과, 반응시간 10분 내에 기질의 광학순도가 

99% ee에 도달하였고, 이때 반응 생성물인 (S)-styrene oxide의 

수율은 이론 수율 50%에 대하여 46.0%로 매우 높은 결과를 

얻을 수 있었다(Fig. 3). 따라서 반응온도 30℃에서 계면활성

제를 첨가하지 않았던 기존의 반응조건과 비교하면, 99% ee 값

을 얻기 위해 요구되는 반응시간은 1/2로 줄었으며, 수율은 

약 2배가 증가되었다. 
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Figure 3. Enantioselective kinetic resolution of racemic styrene oxide by 

the recombinant E. coli containing pET-21b(+)/RgEH in the presence 

of 0.5% (w/v) Tween 20 at 10℃ (culture temperature: 15℃).

  

    (a)                              (b)

Figure 4. Hydrolysis of racemic styrene oxides by the recombinant 

E. coli containing pET-21b(+)/RgEH. The initial hydrolysis rates were 

determined for enantiopure (R)-styrene oxide (a) and (S)-styrene oxide 

(b) at different concentrations in 100 mM potassium phosphate buffer, 

pH 7.5. The reaction was carried out in the presence of 0.5% (w/v) 

Tween 20 at 10℃ (culture temperature: 15℃).

  최적 반응조건에서 광학 분할 속도의 동역학적 상수를 결정

하였다. 초기 가수분해 속도 측정 실험값들에 대한 Lineweaver- 

Burker plot을 통해 구한 Vmax
R는 165.04 μmol/min/mg, Km

R은 

9.55 mM 이었고, Vmax
S
는 14.40 μmol/min/mg, Km

S
은 5.57 mM 

이었다. 기존 반응조건에서 구한 (R)-styrene oxide에 대한 

Vmax
R와 Km

R은 각각 164.10 μmol/min/mg 및 5.57 mM이었고 

(S)-styrene oxide에 대한 Vmax
S와 Km

S은 각각 28.65 μmol/min/mg 

및 3.30 mM이었으며 초기반응속도비율인 E 값 (E=(Vmax
R/Km

R) 

/(Vmax
S
/Km

S
))이 3.39임을 비교하면 6.68로 약 2배 증가했음을 

알 수 있었다(Fig. 4). 반응온도 30℃에서 계면활성제를 첨가
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하지 않은 경우와 비교해서 Vmax와 Km이 비슷하게 나왔는데, 이는 

첫 번째 실험 조건에서는 온도가 높아 반응속도가 빠르기 때문에 

Vmax가 높게 나온 것이고, 온도가 낮은 최적 조건에서는 온도가 

낮아 Vmax이 낮아야 함에도 불구하고 높게 나온 것은 계면활성제

를 넣어주었기 때문으로 판단된다. 결과적으로 최적화 조건에서 

E 값이 크게 나와 수율이 증가되었음을 알 수 있다.

  최적화 조건에서 초기 기질 농도를 100 mM로 높여 입체선택

적 가수분해 반응을 수행한 결과, 99%의 광학순도를 얻기 위한 

최종 반응시간은 50분이었으며, 40%의 최종수율을 얻어 기존 

조건에 비해 수율이 약 1.48배 향상되었다(Fig. 5).
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Figure 5. Effects of initial substrate concentration on enantioselective 

hydrolysis of racemic styrene oxide catalyzed by the recombinant E. coli 

containing pET-21b(+)/RgEH. The reaction was carried out in the 

presence of 0.5% (w/v) Tween 20 at 10℃ (culture temperature: 15℃). 

요  약

  Rhdotorula glutinis epoxide hydrolase 유전자를 pColdI 벡터

와 pET-21b(+) 벡터에 재조합하여 제작한 E. coli를 생촉매로 

사용하여 라세믹 styrene oxide에 대하여 회분식 가수분해 반응

을 실시하였다. pET-21b(+)/RgEH 재조합 플라스미드 DNA를 

가진 E. coli를 15℃에서 저온 배양할 때 수용성 단백질 형태로 

가장 많이 발현되었고, 입체선택적 가수분해 활성과 촉매 안정성

이 가장 좋았다. 라세믹 styrene oxide 20 mM에 대하여 반응온도 

30℃에서는 반응시간 20분 동안에 수율 24.0%로 (S)-styrene 

oxide를 얻은 반면에, 반응온도를 10℃로 낮추고 0.5% (w/v) 

Tween 20을 첨가하고 반응시키면 광학순도 99.0% ee 이상의 

(S)-styrene oxide을 46.0%의 수율로 얻을 수 있었다. 최적조건

에서 E 값은 6.68이었으며, 100 mM의 라세믹 styrene oxide에 

대해서는 반응시간 50분에 이론 수율 50% 대비 40%의 높은 

수율로 (S)-styrene oxide를 얻을 수 있었다.
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