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b-Galactosidase was immobilized on chitosan bead by covalent bonding using glutaraldehyde. The
characteristics of the immobilized enzyme were investigated. Maximum immobilization yield of 75%
was obtained on chitosan bead. Optimum pH and temperature for the immobilized enzyme was 7.0
and 50℃, respectively. The immobilized enzyme showed a broader range of pH and temperature
compared to a free one. A mathematical model for the operation of the immobilized enzyme in a
packed-bed reactor was established and solved numerically. Under different inlet lactose concen-
trations and feed flow rate conditions, lactose conversion was measured in a packed-bed reactor. The
experimental results of continuous operation in a packed-bed reactor were compared to theoretic re-
sults using Michaelis-Menten kinetics with competitive product inhibition and external mass transfer
resistance. The model predicted the experimental data with errors less than 5%. Process optimization
of continuous operation in a packed-bed reactor was also conducted. In a recirculation packed-bed op-
eration, conversion of lactose was 97% in 3 hours. In a continuous packed-bed operation, the effect
of flow rate and initial lactose concentration was investigated. Increasing flow rates and initial lactose
concentration decreased the conversion of substrate.
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서 론

유당 가수분해 효소인 β-galactosidase를 이용한 공정은 산

업적으로 널리 이용되고 있다[3]. 유당을 제거한 우유 가공식

품이나 유당분해효소결핍증(lactose intolerance)이 있는 사람

들을 위한 유당이 감소된 우유의 제조 등에 β-galactosidase가

사용되고 있다[11,19]. 또한 유가공 산업에서 유장(whey)에 함

유된 유당으로 인한 폐수처리 비용을 줄이는 방법으로 β

-galactosidase를 이용한 분해공정이 사용된다[21]. 이런 처리

공정을 통해 발생하는 부산물은 동물사료 첨가제로 이용할

수 있다[4].

고정화 효소를 통한 연속 공정은 제품의 회수가 용이하여

분리 정제 비용을 감소시킬 수 있고, 고정화에 의해 효소촉매

가 반응하는 좋은 환경을 제공할 수 있고, 또한 효소를 계속적

으로 재사용할 수 있는 장점이 있다. 유당의 효소 분해 공정에

서도 여러 고정화 방법을 사용하여 연구되었다[7,10,17,18]. 유

당 분해를 위한 효소 고정화 담체에 대한 여러 연구가 진행되

어 왔다. Roy와 Gupta는 cellulose bead를 사용하여 유동층반

응기에서 60%의 유당전환율을 얻었고[20], Bayramoglua 등은

magnetic 담체에 효소를 고정화 하였고[1], Li등은 cotton fab-

ric에 고정화된 충진층 반응기로 하였고[14], 그리고 Zhou와

Chen은 graphite slab에 효소를 고정화 하였다[23]. 키토산은

키틴이 탈아세틸화된 유도체로서 높은 기공성과 친수성 성질

을 가진 고분자로서 분말, granule 혹은 필름의 형태로 되어있

다. 키토산은 가격이 저렴하고 독성이 없으며 화학적으로 안

정하기 때문에 크로마토그래피, 화학분석, 한외여과 그리고

여러 식품과 산업분야에서 널리 응용되고 있다. 또한 그 동안

키토산을 효소 고정화용 담체로 사용하는 시도가 있었다

[2,5,22]. 키토산 담체에 대한 고정화 효소의 연구는 고정화 방

법의 개선이나 고정화에 대한 pH나 온도와 같은 환경 요인이

미치는 영향에 대해서 조사하였다. 본 연구에서는 키토산 담

체에 고정화 방법의 개선과 더불어 산업적 응용이 가능하도록

수학적 모델링을 통한 효소반응 속도식에 대한 매개변수를

결정하였다. 또한 상업화의 가능성이 높은 충진층 반응기에서

연속 조업을 실시하고 수학적 모델링으로부터 그 결과를 예측

하여 반응기의 scale-up에 필요한 기본 자료를 확보하였다.

고정화 효소의 연속 공정에 대한 반응기로는 유당분해 공정

에서는 충진층 반응기가 좋은 성능을 나타낼 수 있다. 유당분

해 공정에서 발생되는 산물인 갈락토스(galactose)가 효소반

응속도의 저해를 유발하기 때문에 연속교반탱크 반응기보다

높은 반응속도를 유지할 수 있는 충진층 반응기와 같은 관형

(tubular type) 반응기가 선호된다. 또한 이와 같이 충진층 반

응기의 연속조업을 통해 높은 효율과 기질의 전환율을 얻을

수 있다.

본 연구는 유당의 가수 분해를 위해 키토산 담체에 공유결

합으로 효소를 고정화하여 최적의 pH와 온도를 결정하고 충

진층 반응기를 사용하여 연속식 운전을 실시하여 조업조건에
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따른 반응기의 성능을 평가하였다. 충진층 반응기에 대한 물

질전달 저항과 경쟁적 저해를 가진 Michaelis-Menten식을 사

용하여 물질수지(mass balance)식을 확립하여 수치적으로 해

석하였고 이것을 실험 결과와 비교하였다.

재료 및 방법

이론

효소 β-galactosidase에 의한 유당 분해 반응 속도식은 생산

물에 의한 경쟁적 저해를 갖는 Michaelis-Menten 식으로 아래

와 같이 표시된다[12].
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여기서 om kEV = 이고 mV 은 최대 반응속도를 나타내고, k
는 효소의 비활성역가(specific activity)이고 oE 는 효소의 초

기 농도이다. mK 은 Michaelis-Menten 상수이고 IK 는 경쟁적

저해 상수이고 S와 P는 각각 유당과 갈락토스의 농도를 나타

낸다. 수학적 모델에서 갈락토스의 농도는 화학반응식에 의해

유당 1mol 분해에서 포도당과 갈락토스를 각각 1 mol을 생성

하기 때문에 유당의 초기 농도에서 현재 기질의 농도를 뺀

SSP o -= 로 표시할 수 있다.

효소의 활성 감소는 여러 요인에 의해 발생되지만 가장 간

단한 메커니즘은 아래와 같은Arrhenius 의 1차 속도식을 따른

다고 가정한다.
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o
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여기서 dk 는 효소의 비활성화에 대한 속도 상수이고 oE 와

E는 각각 초기와 임의의 시간 에서 효소 농도이다.

충진층 반응기에서 기질의 농도에 따른 정상 상태에서의

물질 수지는 다음과 같다.
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여기서 zD 는 반응기 축 방향의 분산 계수(axial dispersion

coefficient)이고 u는 선 속도이고 v는 효소반응속도이고 z는

반응기 길이를 나타내는 변수이다. 일반적으로 축 방향의 분

산 계수는 무시할 수 있기 때문에 위의 (3)식은 다음과 같이

표시된다[15].

v
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위의 방정식에 대한 경계 조건은 0=z 에서 oSS = 이다. 그

리고 반응속도 v는 고정화 효소 담체 표면에서의 반응 속도

로 다음과 같이 표시된다.
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여기서 iS 는 고정화 효소 표면에서의 기질 농도이다.

고정화 효소 담체와 충진층 유체 사이에서는 외부 물질전달

저항이 작용하기 때문에 관계 식은 다음과 같다.

i
I

io
m

im
iL

S
K
SS

K

SV
SSak

+÷÷
ø

ö
çç
è

æ -
+

=-

1
)(

(6)

여기서 Lk 는 물질전달계수이고 a는 반응기 부피에 대한

표면적을 나타내는데 고정화 담체가 구형인 경우에는 다음과

같이 표시된다.

pd
a )1(6 e-
= (7)

여기서 e 은 공극율(void fraction)이고 pd 는 담체의 입자

직경이다. 그리고 물질전달계수 Lk 은 아래와 같이 Colburn

j factor를 이용해 결정하였다[8].

Re3/1Sc
ShjD = (8)

여기서 D
dk

Sh pL=
, m

r ud p=Re
, D
Sc

r
m

=
으로 표시되는 무차

원 그룹이고, D는 유당의 확산계수이고 r와 m는 각각 유체

의 비중과 점도를 나타낸다. Dj 는 아래 상관관계식에 구한다

[6].
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위의 식들의 계산을 위해 사용된 소프트웨어는 Matlab이었

고 수학적 모델에 대한 예측 결과를 도출하였고 또한 이것을

실험 결과와 비교하였다.

효소 및 시약

고정화 담체로 사용된 키토산 분말은 Sigma (St. Louis,

USA)에서 구입하였고 효소인 β-galactosidase는 상업적 용도

로 사용되는 Lactozym 3000L (Novozymes, Denmark)을 구입

하여 사용하였다. Glutaraldehyde와 o-nitrophenyl β-D-gal-

actopyranoside (ONPG)은 Sigma (St. Louis, USA)에 구입하

였고 다른 모든 시약들도 1급 이상을 사용하였다.

효소 고정화

1 %(w/v) 키토산 용액에 무수 아세트산을 첨가하여 아세트

산의 농도를 1 %(w/v)으로 하였다. 60
o
C로 가열한 후 불용성

물질을 제거하기 위해 여과하였다. 노즐 직경이 5 mm인 주사

기(syringe)에 키토산 용액을 넣고 1 M KOH 용액 500 ml에
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잘 혼합하면서 주사기로 투입하였다. 생성된 키토산 담체를

경화시키기 위해 상온에서 4 hr 동안 교반 하였다. 직경이 5

mm의 균일한 형태로 담체가 생성되었고 인산완충용액으로

3회 세척과 여과한 후에 담체를 4
o
C로 인산완충용액에 보관하

였다.

효소를 담체에 고정화하는 가교제로 glutaraldehyde를 사

용하였고 인산완충용액(50 mM, pH 7.0)에서 glutaraldehyde

의 농도를 1 에서 5%(v/v)으로 변화시키면서 상온에서 12

hr 동안 혼합하여 키토산 담체를 활성화하였다. 활성화된 키

토산 담체에 결합되지 않은 잔류 glutaraldehyde를 제거하기

위해 인산완충용액으로 5회 세척하였다. 4
o
C에서 효소

Lactozym 3000L 0.1~1 ml를 담체 1 ml에 첨가한 후 12 hr

동안 고정화하였다. 고정화되지 않은 효소 단백질을 제거하

기 위해 인산완충용액(50 mM, pH 7.0)으로 3회 세척하였다.

고정화 효소를 4
o
C에서 인산완충용액(50 mM, pH 7.0)에 보

관하였다. 효소가 담체에 고정화되는 효율은 아래의 관계를

이용하여 측정하였다.

x100
added(U)activity  enzyme Total

)activity(U enzyme dImmobilize yield(%)tion Immobiliza =

여기서 고정화 효소의 활성은 투입된 효소의 활성에서 고정

화되지 않고 배출된 효소의 활성을 뺀 값이다.

효소 활성 측정

3.0 mM의 MgCl2를 포함하는 인산 완충용액(50 mM, pH

7.0) 1.0 ml와 14 mM의 ONPG 0.5 ml를 혼합하여 반응용액으

로 하였다. 자유 효소의 경우에는 효소용액 0.1 ml를 그리고

고정화 효소의 경우에는 질량이 측정된 담체 1개 혹은 2개를

반응용액에 첨가한 후 항온조에서 35oC, 10 min 동안 반응시

킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 효소 활성은 ONPG

가 반응하여 o-nitrophenol을 생성하는 양에 비례하여 증가한

다. β-galactosidase 활성 l unit는 인산 완충용액(50 mM, pH

7.0)에서 1 min 동안 1 mmol의 ONPG를 분해하는 효소의 양

으로 정의한다.

단백질의 양은 Lowry 방법으로 분석하였다[16]. 고정화 효

소의 단백질 양은 고정화를 위해 투입된 효소 단백질의 양에

서 고정화되지 않고 빠지는 효소의 양을 뺀 준 것으로 계산하

였다. 담체에 고정화된 효소 단백질의 양은 23 mg enzyme/g

bead이었다.

pH와 온도에 따른 효소 활성 측정

자유 효소와 고정화 효소 활성에 대한 최적의 pH와 온도를

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

로 조절하면서 5에서 9까지 변화시켰다. 온도는 pH 7에서 30

에서 70oC 변화시켰다. pH와 온도 변화에 대한 실험에서 최대

활성을 나타내는 활성도를 100%로 하여 나머지 결과와 비교

하였다.

반응식 상수의 결정

식(1)의 속도식에서 반응식의 상수 k , mK 그리고 IK 를 결

정하기 위해 회분식 반응기에서 유당분해 반응을 실시하였다.

회분식 반응기는 지름 6 cm 와 높이 10 cm인 유리용기로서

온도 조절을 위한 jacket이 설치되어 있다. pH 7.0과 50oC에서

유당 용액 100 ml를 제조하는데 이 때 유당 농도를 50에서

300 mM로 변화시키면서 여기에 효소 용액 1 ml를 첨가하여

반응을 진행하면서 생성된 포도당의 양을 효소 법으로 측정하

였다.

식(2)에서 Arrhenius식의 효소활성 감소에 대한 상수 dk 를

결정하기 위해 반응을 시작할 때 100% 활성으로 하고 시간에

대한 상대적인 효소활성을 측정하고 선형회귀로 그 값을 구하

였다.

충진층 반응기에서 연속 운전

충진층 반응기의 길이는 20 cm, 내부지름은 2.8 cm 이고

sintered glass filter와 water jacket을 부착하여 온도조절이 가

능하게 하였다[13]. 충진층 반응기에 고정화 효소 30.0 g 을

투입하였고 이 때 공극률(e )은 0.40이었다. 충진층 반응기와

고정화 효소에 관련된 데이터를 Table 1에 나타내었다. 재순환

충진층 반응기 조업에서는 유량 100 ml/hr에서 유당 농도 100

과 500 mM로 하여 계속적으로 재순환을 통해서 시간에 따른

유당의 전환율을 측정하였다.

충진층 반응기에서 연속 공정의 조업 조건에 따른 반응 성

능을 평가하기 위해 유량과 반응기로 공급되는 유당의 농도

를 달리하면서 반응기에서 나오는 유당의 전환율을 측정하였

다. 공급되는 유당의 농도에 대한 반응기 성능을 평가하기 위

해 pH 7.0에서 peristaltic 펌프로 유량을 250 ml/hr로 하고

유당 농도를 50~500 mM 범위에서 실시하였다. 유량에 대한

영향을 조사하기 위해 유량의 범위를 100~500 ml/hr 범위에

서 변화시키면서 반응기 성능을 평가하였다. 반응기에서 유

당의 전환율은 정상상태에 도달하는 것을 고려하여 운전 시

Table 1. Characteristics of reactor and immobilized bead em-

ployed in this study

Packed-bed reactor

Length (cm) 20

Diameter (cm) 1.8

Cross section (cm2) 2.54

Total volume (cm
3
) 50.8

External surface/volume (cm-1) 7.2

Bed characteristics

Bead diameter (cm) 0.5

Bead density (g cm-3) 1.09

Total bead weight (g) 33.2

Free volume (cm3) 20.3

Porosity e 0.40
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작 30 min 후에 포도당 농도를 측정하여 평가하였다. 공정의

안정성을 평가하기 위해 고정화 효소의 활성이 초기 활성의

50%가 될 때까지 실시하였다. 충진층 반응기 연속운전에서

얻어진 유당 전환율에 대해 실험결과는 생산물 경쟁적 저해

를 갖는 Michaelis-Menten 반응식과 외부 물질전달저항이 포

함된 Matlab 언어로 작성된 프로그램을 통한 예측 값과 비교

하였다.

결과 및 고찰

고정화 효율

효소를 고정화할 때 담체에 투입되는 glutaraldehyde의 농

도와 투입되는 효소의 양을 달리하면서 고정화 효율을 비교하

였다. Glutaraldehyde의 농도에 따라서 고정화 효율을 조사하

였는데 glutaraldehyde의 농도가 낮을수록 고정화 효율은 증

가함을 알 수 있다(Fig. 1a). 1%(v/v) glutaraldehyde 농도에서

고정화 효율은 75% 이었다. 가교제 glutaraldehyde의 농도를

1%(v/v)로 유지하고 투입되는 효소의 양에 따른 고정화 효율

을 조사하였는데(Fig. 1b), 투입되는 효소의 양을 증가할수록

고정화 효율은 증가함을 알 수 있다. 투입된 효소의 양이 100
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Fig. 1. Effect of (a) glutaraldehyde concentration and (b) enzyme

load on the immobilization yield.

U 근방에서 고정화 효율은 최대를 보였고 그 이상에서는 투입

되는 효소 활성을 증가시켜도 고정화 효율은 증가하지 않고

일정하게 유지됨을 알 수 있다.

pH와 온도에 따른 효소 활성

pH를 5에서 9까지 변화시키면서 효소 활성을 측정하여 고

정화 효소의 최적 pH를 결정하고 이것을 자유 효소와 비교하

였다(Fig. 2a). 최적의 pH는 자유 효소와 고정화 효소 모두

7.0을 나타내었다. 고정화 효소에서 pH에 대한 활성 분포가

자유효소보다 넓게 나타났다. 이것은 효소의 고정화로 인한

담체와 효소 사이가 안정화되었다는 것을 설명한다.

온도를 30에서 70oC로 변화시키면서 자유 효소와 고정화

효소 활성을 측정하여 최적의 온도를 결정하였다(Fig. 2b). 온

도를 증가시킬수록 효소 활성은 증가하였는데 50
o
C까지는 자

유 효소와 고정화 효소 모두 같은 경향으로 증가하였다. 최적

의 활성은 두 경우 모두 50
o
C에 나타났고 그 이후로는 활성이

감소하였다. 활성이 감소할 때 자유 효소의 경우 고정화 효소

에 비해 더 빨리 감소함을 알 수 있다. 이것은 고정화 효소의

장점을 나타내는데 담체와 효소의 결합으로 인해 열에 안정됨

을 나타낸다[9].
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Fig. 2. Effects of (a) pH and (b) temperature on the relative activ-

ity of the free and immobilized enzyme.
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열 안정성

열 안정성을 평가하기 위해 50
o
C에서 ONPG를 반응하면서

시간에 따른 자유 효소와 고정화 효소 활성 변화를 측정하여

비교하였다(Fig. 3). 전형적인 효소의 열에 대한 1차 Arrehnius

속도식에 따라 비활성화 경향을 보여주고 있다. 또한 자유 효

소에 비해 고정화 효소의 활성이 열에 대해 안정성을 나타냄

을 알 수 있다.    

반응속도 상수의 결정

회분식 반응기에서 유당의 농도를 달리하면서 유당 전환율

을 측정하여 비선형 회귀법에 의해 반응식의 상수 k , mK 그

리고 IK 를 결정하였다. 실험결과는 Table 2에 나타내었다.

결정된 k =1.3± 0.2x10
-3

mol/s/g enzyme, mK =0.137±
0.003 mol/dm

3
그리고 IK = 0.234± 0.005 mol/dm

3
이었다.

재순환 충진층 반응기 운전

공급되는 유당의 농도 100와 500 mM에 대한 충진층 반응

기를 재순환 조업으로 운전하면서 시간에 대한 기질의 전환율

을 측정하였다(Fig. 4). 투입 농도를 100 mM인 경우에 재순환

조업 3시간 후 기질 전환율이 97%에 도달하였다. 투입 농도를

500 mM인 경우 기질의 전환율은 5시간 후에 80%에 도달하였

Fig. 3. Thermal stability of the free and immobilized enzyme.

Table 2. Lactose conversion in a batch reactor with varying ini-

tial lactose concentrations

Time
(min)

Lactose conversion (%)

So=50 mM 100 mM 200 mM 300 mM

2

4

6

8

10

15

20

25

12

18

26

32

41

54

65

73

8

14

20

26

34

46

57

64

6

10

14

19

24

34

43

52

4

8

11

15

19

28

35

43

Fig. 4. The conversion of lactose in recirculation packed-bed

operation.

다. 원료로 우유나 유장을 사용하는 경우에 비해 높은 전환율

을 나타내는 것은 원료로 순수한 유당을 사용하기 때문에 우

유나 유장에 비해 원료에 포함된 불순물이 없기 때문에 고정화

효소의 전환을 방해하는 요소가 없기 때문이라고 판단된다[20].

충진층 반응기 연속 조업

충진층 반응기 연속 조업에서 투입되는 유당 농도와 유량을

변화시키면서 유당의 전환율을 측정하여 이것을 이론적 예측

값과 비교하였다(Fig. 5). 공급되는 유당 농도를 50~500 mM

범위에서 그리고 유량은 100 에서 500 ml/hr 범위에서 변화시

키면서 유당 전환율을 측정하였다. 유량이 낮을수록 기질의

전환율은 증가함을 알 수 있고, 실험 결과와 이론적 예측 값

사이의 최대 오차는 5% 이내였다. 투입 기질 농도 100 mM에

서 유량에 증가에 따라 기질의 전환율은 99에서 64%까지 감소

하였고 500 mM에서 기질의 전환율은 97에서 44%까지 감소하

Fig. 5. Experimental data and model prediction for the lactose

conversion of continuous operation with the same

conditions.
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였다. 이것은 유량이 증가할수록 기질의 공급속도가 증가하여

충진층 반응기에서 고정화 효소의 기질 전환 속도가 제한되기

때문이다. 하지만 높은 유량에 전환율은 낮지만 생산성의 관

점에서 보면 생산성은 증가하게 된다.

유당의 농도 100 mM에서 투입되는 유량을 달리하면서 충

진층 반응기의 길이에 따른 유당의 전환율을 수학적 모델에

의한 예측 결과를 나타내었다(Fig. 6). 반응기 길이의 반을 지

날 때 부피유속 100, 300, 그리고 500 ml/hr 에서 각각 기질의

전환율은 86, 53 그리고 38%를 보였다. 유량이 낮을수록 충진

층 반응기에서 높은 전환율을 나타냄을 알 수 있다. 충진층

반응기 운전에서 연속 조업의 안정성을 평가하기 위해 투입되

는 유당의 농도를 100 mM로 하고 유량을 달리하면서 조업

시간에 따른 기질의 전환율의 수학적 모델에 의한 예측 결과

를 나타내었다(Fig. 7). 조업 시간이 증가할수록 고정화 효소의

활성 감소로 인해 기질의 전환율이 감소함을 알 수 있다. 따라

서 일정한 기질의 전환율을 유지하기 위해서는 충진층
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Fig. 6. Simulation of lactose conversion profiles in a packed bed

reactor for the flow rates of 100, 300, and 500 ml/hr.

Fig. 7. Simulation of lactose conversion with the operation time

in a packed bed reactor.

반응기의 연속조업에서 유량을 계속적으로 감소시켜야 한다.

기존의 키토산 담체에 대한 고정화 효소의 연구는 고정화 방

법의 개선이나 고정화에 대한 pH나 온도와 같은 환경 요인이

미치는 영향에 대한 효소 고정화의 기본 연구를 진행하였다

[5]. 본 연구에서는 산업적 응용이 가능하도록 효소반응 속도

식에 대한 매개변수를 수학적 모델링과 최적화 기술을 통해

결정하였다. 또한 상업화의 가능성이 높은 충진층 반응기에서

연속 조업을 실시하고 수학적 모델링으로부터 그 결과를 적용

하여 실험 결과를 정확히 예측하였다. 또한 속도식과 충진층

반응기에 대한 수학적 모델링을 통해 기질 농도와 효소의 비

활성화에 대해 충진층 반응기의 운전에 대한 simulation을 가

능하게 하였고 상업적인 반응기의 scale-up에 필요한 기본 자

료를 제공하였다.
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