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Alkaline protease for the hydrolysis of egg yolk protein was immobilized on five carriers – Duolite
A568, Celite R640, Dowex-1, Dowex 50W and Silica gel R60. Duolite A568 showed a maximum im-
mobilization yield of 24.7%. Optimum pH for the free and immobilized enzyme was pH 8 and 9,
respectively. However, no change was observed in optimum temperature (50oC). Thermal stability was
observed in immobilized enzymes compared to free enzymes. The immobilized enzyme retained 86%
activity after 10 cycle operations in a repeated batch process. The effect of flow rate on the stability
of enzyme activity in continuous packed-bed reactor was investigated. Lowering flow rate increased
the stability of the immobilized enzyme. After 96 hr of continuous operation in a packed-bed reactor,
the immobilized enzyme retained 83 and 61% activity when casein and egg yolk were used as a raw
materials, respectively.
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서 론

식품가공 산업에 널리 사용되고 있는 계란은 난백이 주로

사용되고 있고 난황을 가공하는 수요는 적은 실정이다. 난황

은 수분을 제외하고 지질과 단백질로 구성되어 있다[11]. 난

황 단백질의 가수분해에 의해 추출된 시알산올리고당

(sialyloligosaccharide)은 항 염증 작용, 바이러스 감염의 예방

및 학습기능의 향상시키는 작용이 있어 의약품 및 기능성 식

품의 소재로 연구되고 있다[8,16].  효소를 이용한 난황 단백질

가수분해 공정은 회분식으로 인해 생산성의 감소와 효소를

재사용할 수 없는 단점이 있다. 회분식 공정의 단점을 극복하

기 위한 효소 고정화에 의한 연속공정은 개발되어있지 않은

상태이다.

고정화 효소를 이용한 식품, 제약 그리고 생명 분야의 제품

생산에 대한 많은 연구가 진행되어 왔다[5]. Alkaline protease

를 담체에 고정화 시키는 방법도 일반적인 효소의 경우와 같

은데 고정화 효소는 불용성 물질에 효소를 흡착하는 방법

[3,23], 젤 상태의 물질에 효소를 가두는 방법[9,17,21], 고분자

의 상태에 따라 sol/gel상태로 고정화 방법[21,22], 이중의 작

용기를 갖는 시약에 상호 가교하는 방법[2], 그리고 불용성 담

체에 효소를 공유 결합 하는 방법[10,15,18] 등이 있다. 일반적

으로 상업적인 반응기는 용해 효소를 직접 사용하여 혼합 반

응기에서 회분식으로 운전되는 것으로 알려져 있다. 하지만

생산성이 낮은 회분식 공정보다 생산성 및 운전 안정성을 향

상시키기 위한 고정화 효소를 이용한 연속식 공정의 개발이

널리 진행되어 왔다[4,6,13]. 고정화 효소를 이용한 연속식 공

정은 제품의 회수를 용이하게 하여 분리 정제비용을 감소시킬

수 있고, 고정화에 의해 효소 촉매가 반응하는 좋은 환경을

제공할 수 있고, 그리고 효소를 계속적으로 재사용할 수 있는

여러 가지 장점이 있다. 유기물 또는 무기물 담체를 이용하여

단백질 가수분해 효소의 고정화에 대한 연구가 진행되었지만

다른 효소에 비해 많은 연구가 진행되지는 않았다.

본 연구는 난황 단백질의 가수분해를 위한 연속공정을 개발

하기 위해 효소를 여러 가지 담체에 고정화하여 그 특성을

조사하여 최적의 담체를 선별하고자 하였다. 고정화 효소에

대한 최적의 조건을 위한 pH, 온도, 그리고 열 안정성을 평가

하였다. 충진층 반응기를 사용하여 연속식 운전을 실시하여

공정 변수들에 대한 적절한 조업조건을 평가하고 연속운전에

서 장시간 조업을 통한 고정화 효소의 안정성을 평가하였다.

재료 및 방법

효소 및 시약

단백질 가수분해 효소는 alkaline protease인 Orientase

BF-22 (EC 3.4.21.62; Hankyu Bio-industry, Osaka, Japan)를

사용하였다. 효소 고정화를 위해 5가지의 담체는 무기 담체인

Celite R640과 Silica gel 60은 Fluka에서 구입하였고, 이온교환

수지로 사용되는 유기 담체인 Duolite A568는 Rohm and

Haas에서, 그리고 Dowex W50과 Dowex 1은 Sigma에서 구입

하여 사용하였다. 난황 단백질은 난황 분말을 에탄올로 추출

하여 사용하였고 효소 가수분해 전에 90oC에서 열처리하였다.

다른 모든 시약은 특급 이상을 사용하였다.



Journal of Life Science 2010, Vol. 20. No. 11 1657

효소 고정화

Duolite A568에 효소 고정화 방법은 담체의 활성화와 효소

고정화 두 단계로 실시되었다. 담체 활성화 방법은 다음과 같

다. Duolite A568 1.0 g에 증류수 10 ml로 10분간 교반 세척한

다음 원심 분리하였고 여기에 1M HCl 5 ml를 투입한 후 증류

수 세척과 같은 방법으로 실시하였고 그 다음에 1M NaOH

5 ml를 투입한 후 10분간 교반 세척 후 원심 분리하였다. 마지

막으로 증류수 10 ml를 넣고 세척한 후 0.1 M Tris-HCl 완충

용액(pH 9.0) 10 ml으로 2회에 걸쳐 담체를 세척하였다. 이와

같이 활성화된 담체에 효소를 고정화하였는데 Duolite A568

1.0 g을 8.0 mg/ml 효소용액 20 ml에 첨가하고 4
o
C에서 24시

간 동안 교반 하면서 고정화하였다. 고정화된 효소를 완충용

액으로 세척하였다. Silica gel 60과 Celite R640의 효소고정화

는 각각 담체 1.0 g을 0.1 M Tris-HCl 완충 용액(pH 9.0)으로

제조된 8.0 mg/ml 효소용액 20 ml에 첨가하고 4oC에서 24

시간 동안 교반 하면서 고정화하였다. 고정화된 효소를 완충

용액을 사용하여 세척하였다. Dowex에 효소를 고정화하기 위

해서는 우선 담체 1 g을 완충용액 25 ml에 첨가하고 상온에서

24시간 교반 하면서 담체가 완충용액에 평형이 되도록 하였

다. 담체를 회수하여 8.0 mg/ml 효소용액 20 ml에 첨가하고

4oC에서 24시간 동안 교반 하면서 고정화하였다.

효소 활성 측정

단백질 분해 효소 활성은 다음과 같이 측정하였다.

Tris-HCl buffer (0.1 M, pH 9.0)에서 제조된 1.5% (w/v)의

수용성 casein 2 ml에 자유효소의 활성을 측정하는 경우에는

8.0 mg/ml 효소용액 1 ml 혹은 고정화 효소 활성 측정인 경우

에는 무게가 측정된 고정화 효소를 넣고 반응 용액으로 하였

다. 반응용액을 37
o
C에 항온조에서 10분간 반응한 후, 15%

(w/v) Trichloroacetic acid 2 ml를 넣고 반응을 중지시켰다.

0.5 M의 Na2CO3 용액 5 ml에 증류수 1 ml와 Folin 시약 1 ml를

넣고 원심분리 후 얻어진 상등액과 혼합하여 37
o
C에서 30분

동안 반응하여 발색시켰다. 660 nm에서 tyrosine을 표준으로

흡광도를 측정하여 효소 활성을 결정하였다[7]. 효소 활성 1

unit는 분당 tyrosine 1 μmol을 생성시키는 효소의 양으로 정의

한다. 자유 효소와 고정화 효소의 단백질 양은 Lowry 방법으로

Bovine serum albumin을 표준으로 하여 측정하였다[12].

최적의 pH와 온도

자유 효소와 고정화 효소 활성에 대한 최적의 pH와 온도를

다음과 같이 조사하였다. pH는 50
o
C에서 0.1 M NaOH나 HCl

로 조절하면서 6에서 11까지 변화시켰다. 온도는 pH 9에서

35
o
C부터 65

o
C까지 변화시켰다.

pH 안정성

자유 효소와 고정화 효소를 pH 6에서 11의 조건에서 2시간

동안 반응 시킨 후 효소 활성을 측정하였다.

열 안정성

자유 효소와 고정화 효소의 열 안정성은 Tris-HCl buffer

(0.1 M, pH 9.0)에서 온도를 달리하면서 30분간 반응시킨 후

남아있는 효소활성을 측정하고 이것을 원래의 효소 활성에

대한 비율로서 표시하였다.

재사용 회분식(repeated batch) 조업

고정화 효소의 재사용 성능을 평가하기 위해 고정화 효소

를 2시간 동안 casein의 가수분해를 실시한 후 고정화 효소를

증류수로 1회 그리고 Tris-HCl buffer (0.1 M, pH 9.0)로 2회

세척한 후 다시 반응을 실시하였다. 각 반응 단계에서 고정화

효소의 활성을 측정하였다.

충진층(packed-bed) 반응기 조업

충진층 반응기의 길이는 20 cm, 내부지름은 2.8 cm이고 sin-

tered glass filter와 water jacket을 부착하여 온도조절이 가능

하게 하였다. 충진층 반응기에 고정화 효소를 투입하고 난황

단백질 용액을 부피유속을 달리하면서 공급하였다. 연속공정

에서는 원료인 난황단백질 용액의 오염을 방지하기 위해 4oC

항온조에서 용액을 유지하였다. 고정화된 효소 30 g을 충진층

반응기에 투입한 후 peristaltic 펌프(Eyela MP-3, Japan)로 원

료 난황단백질 용액을 반응기에 공급하였다. 충진층 반응기를

이용한 연속공정의 개괄도가 Fig. 1에 나타내었다. 연속 공정

에서는 5시간의 간격마다 시료채취를 하였으며 96 시간 동안

운전하면서 효소의 활성을 측정하였다. 부피유속을 30에서

110 ml/hr로 변화시키면서 고정화된 효소의 활성 및 운전 성

Fig. 1. Schematic Diagram of packed-bed reactor system. (a)

feed reservoir, (b) peristaltic pump, (c) packed column

enzyme reactor, (d) water bath, (e) cryogenic vial

(sampling bottle), (f) cooler, (g) air filter.
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Table 1. Immobilization yield of alkaline protease on different carriers by adsorption

Carriers
Added enzyme

(U/g carrier)

Unbound enzyme

(U/g carrier)

Bound enzyme

(U/g carrier)

Immobilization yield

(%)

Silica gel 60

Celite R640

Duolite A568

Dowex 1

Dowex W50

1000

1000

1000

1000

1000

760.2

730.9

803.9

823.2

830.2

44.4

56.5

48.4

8.1

15.3

18.5

21.0

24.7

4.6

9.0

능을 평가하였다. 또한 난황 단백질을 원료로 사용하였을 때

casein과 연속 조업의 특성을 비교하였다.

결과 및 고찰

효소 고정화 효율

사용된 5가지 담체에 대한 효소의 고정화 효율을 비교하였

다(Table 1). 고정화 효율은 고정화 효소활성에 대한 투입된

효소활성과 여액으로 나가는 효소활성의 차를 나누어 주어

그것의 백분율로 결정하였다. 이온교환수지인 Duolite A568

에 대한 고정화 효율이 24.7%로 가장 높았다. 따라서 본 실험

에서는 Duolite A568을 고정화 담체로 선정하여 실험하였다.

무기담체인 Silica gel 60과 Celite R640에서도 효소 고정화 효

율이 Dowex에 비해 높음을 알 수 있다.  

자유 효소와 고정화 효소의 최적 pH 비교

pH 변화에 자유효소와 Duolite 담체에 고정화된 효소의 활

성을 비교하였다(Fig. 2). 자유효소의 경우는 pH 8에서 최대

활성을 보였고 고정화 효소는 pH 9에서 최대 활성을 보였다.

고정화 효소의 최적 pH가 자유효소와 달리 변화하는 이유는
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Fig. 2. Effect of pH on the relative activity of the free and

immobilized enzyme.

담체에 효소가 고정화에 의해 효소의 미세 환경이 변화하기

때문이다[19]. 일반적으로 고정화 효소는 담체와 효소의 전하

적인 결합에 의해 수소이온의 변화가 유발된다고 설명된다.

전체적인 pH 범위에서 자유효소에 비해 고정화 효소의 활성

이 보다 넓게 분포됨을 알 수 있다. 이것은 고정화 효소의 활성

이 pH 변화에 대해 덜 민감하게 작용하고 있음을 알 수 있다.

pH에 대한 안정성

pH에 대한 안정성을 평가하기 위해 각각 pH에서 2시간

동안 반응한 후 효소 활성을 측정하였다(Fig. 3). 고정화 효소

가 각 pH에서 자유효소에 비해 안정성이 높음을 알 수 있다.

이것은 조업 조건에서 고정화 효소가 외부의 pH에 변화에 대

해 덜 민감하게 작용하여 조업에 유리할 수 있다는 것을 제시

한다.

자유 효소와 고정화 효소의 최적 온도 비교

온도 변화에 따른 자유효소와 고정화 효소의 활성을 비교하

였다(Fig. 4). 온도가 증가할수록 자유 효소와 고정화 효소의

활성은 같은 경향으로 증가하였고, 두 경우 모두 50
o
C에서 최

대 활성을 보였다. 50
o
C 이상으로 증가시킬 때 효소활성은 감

소하였는데 자유효소의 활성이 고정화 효소에 비해 훨씬 더
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Fig. 3. pH stability of the free and immobilized enzyme.
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Fig. 4. Effect of temperature on the relative activity of the free

and immobilized protease.
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Fig. 5. Thermal stability of the free and immobilized enzyme.

빨리 감소하는 것을 알 수 있다. 이것은 고정화 효소가 온도에

도 덜 민감하게 작용하는데 이것은 고정화에 의해 열에 대한

안정성이 증가하였음을 나타낸다.  

열 안정성

각각의 온도에서 30분 동안 효소반응을 진행한 후 자유 효

소와 고정화 효소의 활성을 측정하여 열 안정성을 평가하였다

(Fig. 5). 고정화 효소가 자유 효소에 비해 높은 열 안정성을

나타냄을 알 수 있다. 이 결과는 담체와 효소의 이온결합에

의해 안정화되기 때문인데 자유 효소에 비해 고정화 효소 공

정을 채택하는 이유이기도 하다[5].

재사용 회분식 운전

고정화 효소의 반복적인 재사용은 실제 공정의 응용에서

Fig. 6. Retained activity of the immobilized alkaline protease

after cycles of repeated batch operation (initial activity

was taken as 100%).

중요하다. 고정화 효소를 회분식 효소반응으로 2시간 반응을

시킨 후 고정화 효소를 세척하고 다시 효소반응을 반복적으로

실시하여 10 cycle 동안 효소 안정성을 측정하였다(Fig. 6). 10

cycle 후에 고정화 효소는 초기 활성의 86%를 유지하였다. 이

결과는 재사용 회분식 운전에서 고정화 효소가 안정적으로

효소활성을 유지하는 것을 보여준다. 일반적 경우 공유결합에

의한 고정화 효소의 활성이 물리적인 이온결합의 활성보다

높다고 보고되어 있지만, 이온결합에 의한 고정화 효소는 연

속 조업에서 고정화 효소활성이 낮아지면 담체를 회수하여

효소를 고정화하여 재사용할 수 있기 때문에 담체의 가격이

높은 경우는 장점이 될 수 있다[1,14].  

충진층 반응기 연속공정

충진층 효소 반응기에서 온도 50
o
C 그리고 pH 9에서 연속

적으로 casein 용액을 공급하면서 유속을 30 ml/hr부터 110

ml/hr 변화시키면서 부피 유속 변화에 대한 고정화된 효소의

활성을 96시간 연속 조업 후 측정하였다(Fig. 7). 유속이 낮을

수록 효소의 활성이 높음을 알 수 있는데 이것은 유속이 낮을

수록 충진층 반응기에서 체류시간이 증가함으로 효소활성이

높게 나타난다. 연속 운전에서 유속이 증가할수록 초기에 비

해 활성이 감소됨을 알 수 있다. 이것은 고정화 담체가 이온결

합으로 인한 약한 결합력으로 유속이 증가할수록 효소의

washout이 되기 때문으로 생각된다[24]. 연속 조업에서 부피

유속을 30 ml/hr로 하여 casein과 난황 단백질을 사용하여

원료에 대한 고정화 효소의 활성에 대한 영향을 조사하였다

(Fig. 8). 96 시간 후 casein을 사용했을 경우 고정화 효소의

활성이 초기 활성의 83%를 유지하였지만 난황 단백질의 경우

는 초기 활성의 61%를 유지하였다. 이것은 난황 단백질 원료
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Fig. 7. Effect of flow rate on the activity of immobilized

enzyme in continuous packed-bed reactor system.
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Fig. 8. Effect of raw materials in continuous packed-bed

reactor system on the activity of the immobilized

protease.

에는 여러 물질이 혼합되어 있기 때문에 연속 조업에서 고정

화 효소의 비 활성화를 촉진하는 것으로 판단된다[19].
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초록：충진층 반응기에서 고정화 효소에 의한 난황 단백질의 가수분해

강 병 철*

(동의대학교 화학공학과)

난황단백질 가수분해를 위한 알칼리성 단백질분해효소를 5가지 담체 Duolite A568, Celite R640, Dowex-1,

Dowex 50W 그리고 Silica gel R60 에 고정화하였다. Duolite A568의 경우에 24.7%의 최대 고정화 효율을 나타내었

다. 자유 효소와 고정화 효소에 대한 최적의 pH는 각각 8과 9였고, 최적의 pH는 고정화에 의해 염기성으로 1만큼

증가하였다. 그러나 최적 온도는 자유 효소와 고정화 효소 모두 50
o
C로 같았다. 고정화 효소가 자유 효소에 비해

높은 열 안정성을 보였다. 재사용 회분식 공정에서 10 cycle 동안 효소활성은 초기 활성의 86%를 유지하였다.

연속 공정을 위한 충진층 반응기에서 여러 유속에 대한 장기 조업에서 효소 활성의 안정성 평가하였는데 낮은

유속일수록 높은 활성을 유지하였다. 연속 조업에서 casein과 난황 단백질을 사용하여 원료에 대한 고정화 효소의

활성에 대한 영향을 조사하였다. 96시간 연속 조업에서 casein의 경우는 초기 활성의 83%를 유지하였고 난황 단백

질의 경우는 초기 활성의 61%를 유지하였다.
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