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요  약

  

  Formiptosis pinicola KMJ812에 의해 생산된 조효소액은 섬유소 분해효소 복합체로서 매우 활성이 높으며  

특히 β-glucosidase의 활성이 높아 포도당 전환수율이 높다. 본 연구에서는 F. pinicola KMJ812 생산 cellulase를 

고정화에 따른 효소특성의 변화와 고정화 효소의 재사용에 따른 효소의 불활성 정도를 관찰하였다. 담체는 고정화 

수율이 cellulase활성 61.7%와 β-glucosidase활성 64.4%로 우수한 Duolite A568로 선정하였다. 고정화 효소의 

최적반응온도는 cellulase와 β-glucosidase 활성의 경우 모두 55°C로서 수용성효소보다 높았으며, 최적 pH는 

cellulase활성은 4.0이었고, β-glucosidase활성은 4.5로 cellulase활성의 경우에서만 수용성효소와 비교하여 약간 

염기성으로 변화하였다. 본 고정화 효소는 50°C에서 72시간 후에 98%의 활성을 유지하고 있었으며, 50°C에서 

8회 사용 후에 50%정도의 잔존활성을 나타내었다.  

  

ABSTRACT

  Cellulase from Formiptosis pinicola KMJ812 is an efficient cellulose degradation enzyme 

complex, especially with a high β-glucosidase activity. In this study, the change in enzymatic 

characteristics by immobilization and the reduction of immobilized enzyme activity by repeated

usages were evaluated using cellulases from F. pinicola KMJ812. Among tested four resins, Duolite

A568 resin had the best enzyme activity yield with 61.7% cellulase activity and 64.4% β- 

glucosidase activity during the cellulase immobilization. The best reaction temperature was 55°C
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for both cellulase and β-glucosidase activities which were higher than the unimmobilized soluble 

cellulases. The best reaction pH was 4.0 for cellulase activity which was a little more basic than 

a soluble form and 4.5 for β-glucosidase activity. The immobilized cellulase activity was remained 

98% of the beginning activity after 72 h incubation at 50°C and 50% of the beginning activity after 

eight times usage at 50°C.

Keywords : immobilization, Duolite A568, cellulase, β-glucosidase

1. 서  론

화석자원이 고갈되어감에 따라 대체에너지 개발에 

많은 관심이 모아지고 있다(Aristidou and Penttila, 

2000; Zaldivar et al., 2001). 재생산 가능한 자원으

로서 cellulosic material은 지구상에서 가장 풍부하며 

매년 상당한 양이 축적되어지고 있다. 이를 발효시

켜서 생산되는 에탄올은 연소적 특성이 석유와 비슷

하며, 동시에 지구온난화문제를 야기시키는 이산화

탄소의 축적을 줄일 수 있기에 석유의 대체에너지로 

각광 받고 있다(Claassen et al., 1999; Chengzhou 

et al., 2004; Lin and Tanaka, 2006). Cellulosic 

material의 효소당화에 이용되는 cellulase는 작용기

작에 따라 endo-β-1,4-glucanase (EG, EC 3.2.1.4), 

exo-β-1,4-glucanase (CBH, EC 3.2.1.91) 및 β- 

glucosidase (BGL, EC 3.2.1.21)로 3가지로 분류되

며 이들은 복합체로써 상보적인 작용에 의해 cellu-

lose를 포도당으로 전환한다(Bayer et al., 1998; 

Dincer and Telefoncu, 2007). 그러나 현재 알려져 

있는 대부분의 섬유소 분해 효소 복합체의 경우 β- 

glucosidase의 활성이 약하여 생성 환원당의 40∼

60%가 cellobiose로 축적된다(Duff and Murray, 

1996). 특히 cellobiose는 EG와 CBH의 효소작용을 

강력하게 저해하는 것으로 알려져 있다. 따라서 cel-

lulose의 효소적 당화과정 중에 당 전환율을 최대화

하기 위해서는 cellobiose나 다른 짧은 사슬형의 β-1,4- 

oligoglucosides를 glucose로 전환시키는 β-glucosidase

의 추가적인 첨가가 필요하다(Duff and Murray, 

1996; Tu et al., 2006). 

일반적으로 cellulase들은 식품산업(Tenkanen et 

al., 2003), 직물의 표면가공(Andreaus et al., 2000), 

펄프 제지산업(Viikari et al., 1998) 등의 여러 공업 

분야에서 널리 사용되고 있다(Macario et al., 2005; 

Kim et al., 2007; Choi et al., 2007). 효소분리 후 

재사용에 따른 효소반응공정의 경제성 향상을 위해 

cellulase를 고정화하기 위한 여러 가지 방법들 - 가용성 

담체에 의한 고정화(Kajiuchi and Park, 1992), poly-

metric matrix에 의한 고정화(Karube et al., 1977), 

불용성 담체에 의한 고정화(Woodward et al., 1984; 

Chim-Anage et al., 1986) - 이 보고되었다.

본 실험에 사용한 효소인 Formiptosis pinicola 

KMJ812로부터 생산한 cellulase 조효소액은 보고된 

바와 같이 매우 높은 활성의 섬유소 분해효소 복합체

로서(Joo et al., 2009; Lee et al., 2008; Yoon et 

al., 2008), 특히 기존의 낮은 β-glucosidase 활성 

문제점을 극복할 수 있도록 β-glucosidase의 활성이 

매우 높았다(Joo et al., 2009). 이와 같은 고효율 섬

유소 분해효소 복합체의 경제성 증진을 위해 흡착법

에 의하여 고정화 실험을 수행하였고 그에 따른 효소

의 특성변화를 관찰하였다. 

  

2. 실험재료 및 방법

2.1. 사용균주 

본 실험에 사용한 균주는 한국농업미생물자원센터

에서 분양받은 Formiptosis pinicola KMJ812 (KACC 

number: 43358)를 사용하였다. 이것을 potato dex-

trose agar (PDA) 배지(Sigma사, St. Louis, MO, 

USA)에 접종하여 28°C에서 4일간 배양한 후 4°C에

서 보관하였다. 

이미 보고된 바와 같이 F. pinicola KMJ812로부터 
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생산한 조효소액의 cellulases 역가는 endo-β-1,4- 

glucanase (EG, EC 3.2.1.4)의 활성이 944 U/mg (Yoon 

et al., 2008), β-glucosidase (BGL, EC 3.2.1.21)의 

활성이 1420 U/mg (Joo et al., 2009), exo-β-1,4- 

glucanase (CBH, EC 3.2.1.91)의 활성이 26 U/mg 

(Lee et al., 2008)를 갖고 있다. 

2.2. 조효소액 제조

Potato dextrose broth (PDB) 배지(Sigma사) 100 ㎖

에 F. pinicola KMJ812을 접종한 후 28°C에서 4일간 

배양하여 전배양액으로 사용하였다. 5ℓ용 배양조에 

균체증식용 배지(배지조성은 아래에 기술) 4ℓ을 넣

고 전배양액 100 ㎖을 접종한 후 28°C에서 17 일간 

진탕 배양하였다. 4°C에서 12,000 × g으로 원심분리

하여 얻은 상등액을 35% 농도의 ammonium sulfate 

염석에 의해 분획하였고, 10 kD ultrafiltration mem-

brane을 이용하여 0.02 M sodium acetate buffer 

(pH 5)로 투석한 후 농축하였다. 균체증식에 사용한 

배양액의 조성은 peptone 8 g/ℓ, yeast extract 2 g/ℓ, 

K2HPO4 5 g/ℓ, KH2PO4 5 g/ℓ, MgSO4⦁7H2O 3 g/ℓ, 

티아민 0.005 g/ℓ, 그리고 탄소원으로 볏짚을 20 g/ℓ

로 사용하였다.  

2.3. 효소 고정화와 담체 선정  

고정화용 담체로는 Duolite A568 (Rohm and Haas

사, Philadelphia, PA, USA), Duolite A7 (Sigma사), 

Amberlite XAD 7HP (Sigma사), Amberlite XAD 

761 (Sigma사)을 사용하였다. 담체를 선택하기 위하여 

Duolite A568, Duolite A7, Amberlite XAD 7HP, 

Amberlite XAD 761을 증류수로 3회 세척한 후 0.05 M 

sodium acetate buffer (pH 5)로 평형화하였다. 평형

화된 담체 1 g (dry weight)에 대하여 pH 5의 효소액 

70 mg (23 U/mg cellulase와 50 U/mg β-glucosidase

의 효소역가), 10 ㎖ 0.02 M sodium acetate buffer 

(pH 5)을 넣어 효소와 담체가 잘 섞이도록 상온에서 

30분 동안 200 rpm으로 흔들어 준 후 4°C에서 24시

간 두어 담체를 활성화시켰다. 담체는 여과를 통해 

모은 후, 0.05 M sodium acetate buffer (pH 5)로 3회 

세척하였다. 비 흡착효소는 0.05 M sodium acetate 

buffer (pH 5)로 세척하여 고정화 수율을 얻었다 

(Demirel et al., 2004; Gargouri et al., 2004).  

 

2.4. 효소활성 

β-glucosidase의 효소활성은 1% (v/w) cellobiose 

(Sigma사) 0.5 ㎖과 0.05 M sodium acetate buffer 

(pH 5) 0.4 ㎖에 적당한 양의 수용성 효소 또는 고정화 

효소를 각각 첨가하여 50°C에서 30분 간 반응시킨 

후, 100°C에서 10분 동안 끓여 반응을 정지시키고 생

성된 glucose를 측정하여 결정하였다. 효소반응에 

의해 생성된 glucose는 glucose oxidase/peroxidase 

방법(Morin and Prox, 1973)에 의하여 측정하였고, 

효소활성은 효소가 분당 1 µmole의 glucose를 생성

한 것을 1 unit (1 U)로 하였다.

Cellulase의 효소활성은 0.05 M sodium acetate buffer 

(pH 5)에 녹인 1% (v/w) carboxy methylcellulose 

(CMC) 50 ㎕에 적당한 양의 수용성효소 또는 고정화 

효소를 첨가하여 50°C에서 30분 동안 반응시켰으며, 

효소반응에 의해 생성된 환원당은 DNS (3,5-dinit- 

rosalicylic acid)법에 의해 측정하였다 (Miller, 1959). 

효소활성은 분 당 1 μmole의 glucose를 생성한 것을 

1 unit (1 U)로 하였다. 단백질은 bovine serum albu-

min을 표준물질로 이용하여 Bradford방법으로 정량

하였다 (Bradford 1976). 

2.5. 고정화 효소의 cellulase 활성에 대한 

pH와 온도의 영향

최적 pH 및 pH안정성은 0.02 M citrate buffer 

(pH 2.5∼5 범위), 0.02 M sodium acetate buffer 

(pH 4∼6 범위), 0.02 M sodium phosphate buffer 

(pH 6∼8 범위), 0.02 M Tris buffer (pH 8∼10 범위)

를 사용하여 조사하였고, pH안정성은 기질을 첨가

하지 않은 상태에서 효소를 50°C에서 24시간 동안 

처리 후 남은 활성을 측정하였다. 반응은 cellulase의 

경우에는 1% CMC로 β-glucosidase의 경우 2% cel-

lobiose를 각각 넣고 82 mg (82 U cellulase; 203 U 

β-glucosidase)의 고정화 효소로 50°C에서 30분 동안 
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Table 1. The protein amounts and enzyme activities during the immobilization process

Resin

Enzyme added Immobilized enzyme Unbound enzyme Yield (%)

Cellulase
activitya

BGL 
activitya ProteinbCellulase

activitya

BGL 
activitya Proteinb

Cellulase 
specific 
activityc

BGL 
specific 
activityc

Cellulase
activitya

BGL 
activitya Proteinb Cellulase BGL

Duolite
A568

1611 3535 69.9 994 2277 60.4 16.4 37.6 368 658 18.5 61.7 64.3

Duolite
A7

1611 3535 69.9 801 1332 49.6 16.1 26.8 731 1866 31.3 49.7 37.6

Amberlite
XAD 7HP

1611 3535 69.9 745 1583 47.6 15.6 33.2 756 1355 32.3 46.2 44.7

Amberlite
XAD 761

1611 3535 69.9 963 1979 59.7 16.1 33.1 476 1311 25.8 59.7 55.9

BGL, β-glucosidase (EC 3.2.1.21)                b protein amount (mg/g-resin) 
a enzyme activity (U/g-resin)             c specific enzyme activity (U/mg-protein)

행하였고, 수용성효소는 51 ㎕ (82 U cellulase와 

203 U β-glucosidase의 효소역가)로 50°C에서 30분 

동안 행하였다.  

최적온도 및 온도안정성은 30°C에서 70°C의 범위

에서 고정화 효소와 수용성효소를 비교 조사하였다.

2.6. 고정화 효소의 반복사용에 따른 효소

활성 저하

고정화 효소의 재사용성을 검토하기 위하여 반복

적인 가수분해 반응을 실시하였다. 고정화 효소 82 

mg (82 U cellulase와 203 U β-glucosidase의 효소

역가)와 1% CMC용액 또는 2% cellobiose를 넣은 후 

50°C에서 30분 간 반응하였다. 반응 후 시료를 분리

한 후 완충액으로 1회 세척 후 다시 1% CMC용액 

또는 2% cellobiose를 넣고 반복실험을 계속하였다. 

반응의 횟수가 증가됨에 따라 계속 효소의 활성이 낮

아지기 때문에 각 반응의 활성도는 최고 활성에 대한 

퍼센트 활성으로 나타냈고, 이 상대활성이 50%까지 

줄어드는 효소반응 횟수를 반감기로 결정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 담체의 선택

흡착법으로 효소를 고정화하는데 적합하다고 여겨

지는 담체 4종을 선정하여 흡착율과 효소활성을 조

사하였다(Table 1과 Fig. 1). 이때 효소의 화학적 변

형을 피하고 활성을 최대한 유지하기 위하여 흡착법

을 선정하였으며, 흡착법에 의한 효소 고정화는 op-

erational stability가 낮은 것이 단점이나, entrap-

ment 방법에서 발생하는 고정화 후 낮은 효소활성의 

문제가 적은 이점이 있으므로(Abdel-Naby, 1993), 

entrapment 방법은 배제하였다. 효소의 비활성화를 

방지하기 위하여 모든 과정은 4°C에서 이루어졌다. 

가장 높은 고정화 수율을 갖는 담체로는 Duolite 

A568로 cellulase와 β-glucosidase의 활성이 각각 

61.7%와 64.4%를 나타내었고, Amberite XAD 761

은 59.7%와 55.9%, Duolite A7이 49.7%와 37.6%, 

Amberite XAD 7HP이 46.2%와 44.7%의 순으로 고

정화 수율을 나타났다. 또한 고정화된 효소의 cellu-

lase와 β-glucosidase의 활성을 살펴보면 Duolite 

A568의 경우 각각 994 U/g와 2277 U/g로 상대적으

로 매우 높음을 알 수 있었고. 다음으로 Amberite 

XAD 761이 963 U/g와 1979 U/g으로 나타났다. 이는 

endoglucanase를 고정화하기 위하여 acryl amide를 

이용하여 53.4%의 고정화율을 얻은 Saleem등의 방법

보다 높은 고정화 수율이며(Saleem et al., 2005), 

transglucosidase를 고정화하기 위하여 DEAE-se-

phadex를 이용하여 33.1%의 고정화율을 얻은 Ahn

등의 방법보다 높았다(Ahn et al., 1997). Duolite 

A568은 여러 종류의 효소를 고정화하는 데에 사용되
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(A)                                                   (B)

Fig. 1. Glucose production from carboxymethylcellulose (CMC) (A) and cellobiose (B) by immobilized

enzymes. ●, Duolite A568; ▲, Amberlite 7HP; △, Amberlite 761; ◯, Duolite A7. The amount

of immobilized enzymes was added to 82 mg (5.7 mg total protein equivalent to 82 U cellu-

lase and 203 U β-glucosidase). 

어져 왔으며(de Fuentes et al., 2001; Lim et al., 

2009; Ozdural et al., 2001), 최근에는 기질과의 분

리를 보다 쉽게 하기 위하여 magnetite등을 이용하

여 고정화된 효소를 자석에 의하여 쉽게 분리하는 연

구가 진행되어지고 있다(Demirel et al., 2004). 본 

연구에서는 cellulase를 고정화시키는데 적당한 담체

를 Duolite A568 1 g (dry weight)으로 정하였고, 이때 

사용한 효소액의 활성은 cellulase와 β-glucosidase의 

활성이 각각 23 U/mg과 51 U/mg이었으며, 고정화 

후 Duolite A568 1 g에 흡착된 단백질은 60.4 mg 

(994 U cellulase와 2277 U β-glucosidase의 효소역가)

이었다. Duolite A568은 음이온 흡착법(anionic)에 

의해 효소를 고정화하고 다른 3가지 고정화 매체는 

단순 흡착법(adsoption)에 의해 효소를 고정화한다. 

본 실험결과는 음이온 흡착법이 단순 흡착법보다 

Formiptosis pinicola KMJ812에서 생산된 cellulase 

효소복합체에 적합함을 제안한다. 

3.2. 온도 및 pH의 영향

고정화 후에 효소의 활성에 미치는 온도의 영향을 

검토하였다(Fig. 2). Cellulase와 β-glucosidase 모두 

Fig. 2(A), (B)와 같이 고정화 효소의 최적온도는 

55°C인 반면에 수용성효소의 최적온도는 50°C이었다. 

이러한 현상의 이유는 효소가 비활성화 되는 높은 온

도에서 담체가 효소를 보호하는 효과를 가지기 때문

이다(Fuentes et al., 2001; Lim et al., 2009; 

Ozdural et al., 2001). 또한 효소의 고정화에 따른 

pH 영향을 검토하기 위하여 pH 2.5에서 pH 10까지 

범위에서 검토하였다(Fig. 3). Cellulase 활성의 경우 

Fig. 3(A)에서 보는 바와 같이 수용성효소의 최적 

pH는 3이었고, pH가 높아질수록 활성이 급격히 떨

어졌다. 그러나 고정화된 cellulase는 최적 pH는 4.0

이었고, 고정화된 cellulase의 활성의 감소는 알카리 

쪽의 pH에서 수용성효소의 활성 감소보다 낮았다. 

이는 효소가 polyanionic micro-environment에 있음

으로 해서 생긴 결과와 같았다(Kajiuchi and Park, 

1992). 이는 반응용액과 고정화 효소가 반응하는 과

정에서 담체와의 정전기적 상호작용에 의해 H+와 

OH-의 농도가 균일하게 나뉘어지지 않기 때문에 결

과적으로 pH에 의한 활성이 이동하게 된다는 결과와 

같았다(Martino et al., 1996). 최적 pH의 이와 같은 

변화가 PVC, sepharose, chitin, agarose, celite를 

담체로 이용하여 C. rugosa lipase를 고정화했을 때

에도 일어났음이 문헌에 보고되고 있다(Shaw et al., 

1991; Fadiloglu and Soylemez, 1998). Busto 등에 

의해서도 고정화된 endoglucanase의 최적 pH가 자유 

endoglucanase의 최적 pH보다 알카리쪽으로 이동한 
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(A)                                                   (B)

Fig. 3. Effect of pH on the activities of cellulase (A) and β-glucosidase (B) in both free or immobi-

lized forms. The buffer systems were 0.1 M　citrate buffer for pH 2.5∼5.0 range (◯, ●),

0.1 M sodium acetate buffer for pH 5.0∼6.0 range (△, ▲), 0.1 M sodium phosphate buffer

for pH 6.0∼8.0 range (□, ■), and 0.1 M tris buffer for pH 8.0∼10.0 range (◇, ◆). The

open symbols represented the free enzyme and the closed symbols represented the immobi-

lized enzyme. The amount of free and immobilized enzymes was added to 82 mg (5.7 mg 

total protein equivalent to 82 U cellulase and 203 U β-glucosidase) and 51 ㎕ (5.7 mg total

protein equivalent to 82 U cellulase and 203 U β-glucosidase). 

    

(A)                                                   (B)

Fig. 2. Effect of temperature on activities of cellulase (A) and β-glucosidase (B) in both free or

immobilized forms. The open circle (○) represented the free enzyme and the closed circle

(●) represented the immobilized enzyme. The relative activities were calculated by compar-

ing with the maximum activity value. The amount of free and immobilized enzymes was add-

ed to 82 mg (5.7 mg total protein equivalent to 82 U cellulase and 203 U β-glucosidase)

and 51 ㎕ (5.7 mg total protein equivalent to 82 U cellulase and 203 U β-glucosidase). 

결과와 같았다(Busto et al., 1998). β-glucosidase

의 경우 Fig. 3(B)에서 보는 바와 같이 수용성효소의 

최적 pH는 4.5이었고, pH가 높아질수록 활성이 급

격히 떨어졌다. 그러나 고정화된 cellulase는 최적 
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(A)                                                   (B)

Fig. 4. Thermostability of immobilized enzyme (A) and free enzyme (B) ●, 50°C; ◯, 55°C; ▲, 60°C;

△, 70°C. The amount of free and immobilized enzymes was added to 82 mg (5.7 mg total

protein equivalent to 82 U cellulase) and 51 ㎕ (5.7 mg total protein equivalent to 82 U

cellulase). 

pH는 4.5로 수용성효소의 최적과 같았으나 pH가 높

아질수록 활성이 완만히 떨어졌다. 고정화된 cellu-

lase의 활성의 감소는 알카리 쪽의 pH에서 수용성효

소의 활성 감소보다 낮았다. 

3.3. 열안정성 및 pH안정성

효소의 고정화가 열 안정성에 미치는 영향을 알아

보기 위하여 온도 30∼70°C에서 시간에 따른 효소활

성의 변화를 조사하였다(Fig. 4). 고정화 효소의 활

성을 72시간 후 조사한 결과 70°C에서도 75% 이상

의 잔존활성을 보여 주었다(Fig. 4(A)). 이는 수용성

효소의 경우 70°C에서 24시간에 55% 이상의 잔존

활성(Fig. 4(B))과 비교하여 고정화 효소가 수용성

효소에 비해 열안정성이 높게 나타났음을 알 수 있었

다. 이는 alumina nanoparticles을 이용하여 고정화

시킨 pepsin에서도 관찰되었고(Li et al., 2003), 다

른 여러 가지 담체에 여러 가지 효소를 고정화시킬 

때에도 관찰되었다(Arica et al., 1995; Akgol et al., 

2002; Takahashi et al., 2000).   

고정화 효소의 pH 안정성에 미치는 영향을 알아보

기 위하여 24시간 동안 pH 3∼10의 범위에 노출시킨 

후 잔존하는 효소의 활성을 측정하였다(Fig. 5). 수

용성효소와 고정화 효소 모두 최적 pH는 3이었으나 

pH 안정성은 모두 pH 5에서 가장 안정한 것으로 나

타났다. 또한 고정화 효소는 중성이나 알카리성 부

근에서도 급격히 활성이 떨어지는 수용성효소에 비

해 매우 높은 효소활성을 유지하고 있었다. 

 

3.4. 고정화 효소의 반복사용에 따른 효소

활성 저하

고정화 효소의 반복사용실험을 통해 사용 횟수에 

따른 효소의 활성 감소를 측정하였다(Fig. 6). 고정

화된 cellulase와 β-glucosidase 모두 8회까지 가수

분해율이 50% 이상이었다. 이는 Li 등의 liposome을 

이용하여 고정화시킨 cellulase의 6회 사용 시 얻은 

활성이 약 65%로 이와 비슷하였으며(Li et al., 

2007), 1-ethyl-3-methylimidazolium diethyl phos-

phate (EMIM-DEP)을 지지체로서 5회 재사용 시 

42.8%의 활성을 나타낸 것보다 높은 활성을 나타

내었고(Paetrice and Palligarnai, 2010), Eudragit 

L-100을 이용하여 만든 고정화된 cellulase 효소복합

체 경우에도 5회 재사용후 60%의 활성을 나타낸 것

보다 높은 활성을 나타내었다(Zhang et al., 2010). 

Gold nano 입자에 고정화한 endoglucanase도 5회 

재사용하였을 때 초기활성의 43%만을 나타내었다 

(Phadtare et al., 2004). 
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Fig. 5. pH stability of free and immobilized cel-

lulase. The buffer systems were 0.1 M

citrate buffer for pH 2.5∼5.0 range (◯,

●), 0.1 M sodium acetate buffer for pH 

5.0∼6.0 range (△, ▲), 0.1 M sodium

phosphate buffer for pH 6.0∼8.0 range

(□, ■), and 0.1 M tris buffer for pH 

8.0∼10.0 range (◇, ◆). The open sym-

bols represented the free enzyme and 

the closed symbols represented the im-

mobilized enzyme. The amount of free

and immobilized enzymes was added to 

82 mg (5.7 mg total protein equivalent

to 82 U cellulase) and 51 ㎕ (5.7 mg total

protein equivalent to 82 U cellulase). 

Fig. 6. The enzyme activity change of cellulase

(black bars) and β-glucosidase (white 

bars) in Duolite A 568. The reusability 

of cellulase in Duolite A568 was stud-

ied by carrying out the hydrolysis of 

carboxymethyl cellulose or cellobiose at 

50°C for 30 min. Each value represents

the mean of triplicate measurements 

and varied from the mean by not more 

than 15%. The amount of free and im-

mobilized enzymes was added to 82 mg 

(5.7 mg total protein equivalent to 82 

U cellulase and 203 U β-glucosidase). 

4. 결  론

Formiptosis pinicola KMJ812로부터 생산한 조효

소의 cellulase는 이미 보고(Joo et al., 2009; Lee et 

al., 2008; Yoon et al., 2008)된 바와 같이 매우 높은 

활성의 섬유소 분해효소 복합체로서 특히 기존의 낮은 

β-glucosidase 활성 문제를 극복하는 높은 β-glu- 

cosidase의 활성을 나타났기에(Joo et al., 2009) cel-

lulosic material의 효소 당화시 문제점을 해결할 수 

있다고 판단되어 F. pinicola KMJ812 유래의 cellu-

lase 효소복합체를 고정화하였으며, 이때 β-gluco- 

sidase의 고정화율도 함께 비교하였다. 고정화 담체는 

cellulase 61.7%와 β-glucosidase 64.3%의 높은 고

정화 수율을 갖는 Duolite A568로 선정하였다. 고정화 

효소의 최적반응온도는 cellulase활성과 β-glucosidase 

활성의 경우 모두 55°C로서 고정화 후 수용성효소보

다 높았으며, 최적 반응 pH는 cellulase활성이 4.0이

었고, β-glucosidase활성은 4.5로, cellulase활성의 

경우에만 수용성효소와 비교하여 약간 염기성으로 

변화하였다. 본 고정화 효소는 50°C에서 72시간 후

에 98%의 활성이 유지되었으며, 50°C에서 8회 사용 

후에 50%의 잔존활성을 나타내었다.    
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