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The present study deals with the immobilization of Kluyveromyces lactis β-galactosidase on a weak ion-
ic exchange resin (Duolite A568) as polymer support. β-Galactosidase was immobilized using the ad-
sorption method. A kinetic study of the immobilized enzyme was performed in a packed-bed reactor.
The adsorption of the enzyme followed a typical Freundlich adsorption isotherm. The adsorption pa-
rameters of k and n were 14.6 and 1.74, respectively. The initial rates method was used to characterize
the kinetic parameters of the free and immobilized enzymes. The Michaelis-Menten constant (Km) for
the immobilized enzyme (120 mM) was higher than it was for the free enzyme (79 mM). The effect
of competitive inhibition kinetics was studied by changing the concentration of galactose in a re-
cycling packed-bed reactor. The kinetic model with competitive inhibition by galactose was best fitted
to the experimental results with Vm, Km, and KI values of 46.3 mmolmin

-1
mg

-1
, 120 mM, and 24.4 mM,

respectively. In a continuous packed-bed reactor, increasing the flow rate of the lactose solution de-
creased the conversion efficiency of lactose at different input lactose concentrations. Continuous oper-
ation of 11 days was conducted to investigate the stability of a long-term operation. The retained ac-
tivity of the immobilized enzymes was 63% and the half-life of the immobilized enzyme was found
to be 15 days.
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서 론

락토스(lactose) 가수분해 효소인 β-galactosidase는 생성물

인 갈락토스(galactose)에 의해 다음과 같이 경쟁적 저해를 갖

는 속도식을 따른다고 알려져 있다[12, 15, 16].
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여기서 Vm은 최대 반응속도이고 Km은 효소와 기질 사이

해리도를 나타내는 Michaelis-Menten 상수이고 그리고 KI는

저해 상수를 나타낸다. 속도 상수를 결정하는 세 가지 방법이

있는데 첫째는 속도식을 적분하여 비선형 회귀로 속도상수를

구하는 방법이 있고[6, 8, 17, 29] 둘째로는 Ozdural 등이 제안

한 실험 조건을 변경하면서 속도상수를 결정하는 방법이 있고

[23] 마지막으로 초기 속도를 측정하여 선형 회귀에 의한 속도

상수의 결정하는 방법이 있다[25].

이 중에서 속도식을 적분하여 비선형 회귀에 의한 속도상수

를 결정하는 방법이 가장 널리 사용되었다. 이 방법은 효소반

응을 진행하면서 반응물인 락토스나 생성물인 포도당을 시간

에 따라 측정하고 이 결과로 얻어진 자료를 비선형회귀에 의

해 상수를 결정하는 것이다. 한 번의 반응 실험으로 상수를

결정할 수 있지만 반응을 진행하는 전 과정에 걸쳐 기질 혹은

생산물의 농도가 정확하게 측정되어야 한다. Ozdural 등이 제

안한 방법은 반응조건을 변경하면서 각각 다른 실험조건에서

속도상수를 독립적으로 구하는 것이다. 기질인 락토스의 농도

를 높게 유지한 조건에서 속도식을 기질의 농도에 영향을 받

지 않는 영차식으로 가정하고 Vm를 구한다. 그런 다음 기질의

농도를 낮게 유지하여 일차속도식으로 가정하고 갈락토스 농

도를 변화시키면서 겉보기 Km을 구한 다음 이것으로부터 KI

를 구한다. 마지막으로 갈락토스가 없는 상태에서 낮은 기질

농도에서 Km을 구한다. 초기속도법은 기질의 농도에 따른 초

기의 속도를 측정하여 기질 농도와 반응 속도의 관계에서 속

도 상수 Km과 Vm을 결정한다. 경쟁적 저해를 갖는 속도식에서

저해 물질을 첨가하여 이것으로부터 KI를 구한다. 이 방법은

여러 번의 실험을 통해 속도 상수를 구하지만 Linewea-

ver-Burk 플롯을 통해서 선형 회귀에 의해 구할 수 있는 장점

이 있다.

고정화 효소는 제품의 분리 정제가 용이하고 연속 운전이

가능하기 때문에 효소에 의한 전환 공정에 널리 연구되었다[7,

21, 22, 24]. 고정화 방법으로는 효소와 담체 사이에 공유결합
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방법[3, 4], 담체에 효소를 물리적 흡착 방법[28], 그리고 효소

를 알지네이트와 같은 고분자 매트릭스에 캡슐화하는 방법

등이 있다[9, 10]. 고정화 효소에 대한 반응기로는 충진층

(packed bed) 반응기, 유동층 반응기 그리고 막(membrane)

반응기 등이 있다[11, 26, 27]. 이 중에서 충진층 반응기가 널리

사용되는데 고정화 효소에 대한 높은 전환율을 이룰 수 있으

며, 반응기의 운전 비용이 저렴하고 그리고 연속 운전이 가능

한 장점이 있다[13, 14]. 단점으로는 온도 조절이 어렵고 유체

의 흐름의 불균형으로 인한 채널링 현상이 발생할 수 있다[5].

고정화 효소 반응의 속도상수를 결정하기 위하여 재순환

충진층 반응기 조업을 실시하는데 이것은 기질을 반응기로

공급하고 다시 회수하여 계속적으로 반응시키는 방법이다. 이

조업은 회분식과 같이 시간에 따라서 기질의 전환을 측정한다

[20]. 재순환 충진층 반응기를 이용한 고정화 효소의 반응속도

식의 매개변수를 측정하는데 이용되었다. 속도식의 측정에서

물질 전달 저항의 영향을 제거하기 위해 기질의 공급 및 재순

환 유량을 높게 유지하여 반응기 내부에서 높은 선 속도

(superficial velocity)를 유지한다[1, 18].

본 연구는 경쟁적 저해 속도식을 갖는 락토스 분해 효소를

Kang [13]에 의해 효소의 고정화에 우수한 능력을 보여 준

Duolite 담체에 효소를 고정화하고 그 특성을 평가하였다. 그

리고 충진층 반응기에서 재순환 반응을 통해 초기 속도법에

의해 경쟁적 저해의 속도 상수를 결정하고자 하였다. 충진층

반응기 연속 운전을 통한 공급유량에 따른 정상 상태의 전환

율과 장기조업에 의한 연속 운전을 실시하여 효소와 반응기의

안정성을 평가하고자 한다.

재료 및 방법

효소 및 시약

효소 β-galactosidase를 물리적 흡착으로 고정화시키고 그

흡착 특성 고정화 담체로는 약 염기성 음이온 교환수지인

Duolite A568 (Rohm and Hass, Frankfurt, Germany)를 사용

하였다. 이 담체는 비교적 균일한 미세기공을 가지며 평균 입

자크기는 375 μm이고 매트릭스는 phenol formaldehyde 이

다. 효소인 β-galactosidase (Sigma, St. Louis, U.S.A.)는 효모

Kluyveromyces lactis에서 유래된 것으로 사용하였다. 다른 모

든 시약들도 1급 이상을 사용하였다

효소 고정화

효소 고정화는 담체 Duolite A568를 사용하여 충진층 반응

기에서 넣고 흡착에 의한 방법으로 다음과 같이 실시하였다.

충진층 반응기는 원통형 유리관을 사용하였고 지름은 8 mm

그리고 높이는 75 mm로서 부피는 4.0 ml였다. 담체 0.5 g을

충진층 반응기에 넣고 증류수 500 ml를 연동펌프(peristaltic

pump)로 1시간 동안 10 ml min-1의 유량으로 재순환

(recirculation)시키면서 담체를 세척하였다. 그 다음에 증류수

대신 인산 완충용액(50 mM, pH 7.0)을 사용하여 마찬가지 방

법으로 1시간 동안 세척을 실시하였다. 인산 완충용액에 적절

히 희석된 0.2에서 2.0 mg protein ml
-1
의 효소 용액 20 ml를

연동펌프로 10 ml min
-1
의 유량으로 12시간 동안 재순환시키

면서 효소 고정화를 실시하였다.

담체에 흡착되지 않은 효소를 제거하기 위해 인산완충용액

20 ml로 2회에 걸쳐 연동펌프로 1시간 동안 재순환으로 세척

을 실시하였다. 담체에 흡착된 효소의 양은 초기에 투입된 효

소의 양과 세척에 의해 상등액(supernatant)으로 빠진 효소의

양의 차이에 의해 결정하였다. 효소의 양은 단백질 측정에 의

해 결정되었고 Lowry 방법을 사용하였다[19].

담체에 대한 효소 흡착 특성

담체에 고정화되는 효소의 흡착 특성을 관찰하기 위해 효소

의 농도를 변화시키면서 Duolite A568에 고정화되는 효소의

양을 측정하였다. 대표적인 흡착 등온식은 Langmuir와

Freundlich 이 있는데 식은 각각 다음과 같이 표시된다.

Langmuir isotherm:
maxY CY
Cq

=
+

Freundlich isotherm: /nY kC= 1

여기서 Y는 담체에 고정화된 효소의 농도이고 C는 용액에

있는 효소의 농도이고 Ymax, θ, k 그리고 n은 흡착 등온선의

특성을 나타내는 상수이다. 고정화 담체에 효소의 농도를 달

리하면서 효소용액 20 ml를 투입하였고 고정화 효소의 양과

용액 속에 남아있는 효소의 양을 측정하여 흡착 등온선의 비

교는 Excel의 Solver 기능을 사용하여 비선형회귀 방법으로

결정하였다.

효소의 활성 측정

효소의 활성은 기질로 ONPG를 사용하여 효소반응에 의해

발생된 o-nitrophenol의 발색에 의한 흡광법으로 결정하였다.

인산완충용액에 14 mM ONPG가 포함된 20 ml의 용액을 기

질로 사용하여 고정화 효소의 경우 충진층 반응기에서 10 ml

min
-1
으로 재순환하면서 5분 동안의 효소 반응을 통해 생성된

o-nitrophenol을 spectrophotometer로 405 nm에서 흡광도를

측정하여 이것으로부터 활성을 측정하였다. 효소 활성 1 U는

1mmol o-nitrophenol ml
-1

min
-1
생성되는 것으로 정의된다.

마찬가지 방법으로 자유(free) 효소의 활성은 회분식 반응기에

서 효소를 첨가하고 ONPG 20 ml 용액에서 반응시켜 흡광도

를 측정하여 활성을 측정하였다.

초기 속도법에 의한 반응속도 상수의 결정

생성물에 의한 경쟁적 저해를 갖는 반응 속도식을 Lin-

eweaver-Burk plot의 형태로 바꾸면 다음과 같다.
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Fig. 1. Comparison of adsorption isotherm of β-galactosidase

on Duolite A568. Experimental data were compared

with the simulated results using Freundlich and

Langmuir adsorption mechanism.

Fig. 2. Comparison of free and immobilized β-galactosidase ki-

netics using initial rate method to evaluate Michaelis-

Menten constants. Reaction velocity was evaluated using

different feeding lactose concentration by initial rate

method.
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계를 이용하여 선형 회귀법에 의한 반응속도 상수를 결정하게

된다.

충진층 반응기 운전

연속 조업에서는 기질의 농도와 유량을 달리하면서 정상상

태에 도달한 후 락토스의 전환율을 측정하였다. 기질인 락토

스의 농도는 10 mM에서 100 mM까지 변화시켰고 각 기질

농도에 대해서 공급되는 유량은 0.5 ml min-1에서 12 ml min-1

으로 변화시켰다. 또한 장기 조업에 의한 안정성을 평가하기

위해 기질농도를 10 mM로 하고 유량을 1.0 ml min
-1
으로 11일

동안 연속운전을 실시하였고 이것에 대한 안정성을 평가하였다.

결과 및 고찰

효소의 흡착 특성

Duolite 담체 0.5 g을 충진층 반응기에 넣고 효소의 농도를

0.2 mg ml-1에서 2.0 mg ml-1의 범위에서 20 ml 효소 용액을

제조하여 연동펌프로 1시간 재순환시키면서 흡착을 실시하였

다. 담체에 흡착된 효소의 양은 초기 효소농도에서 상등액

(supernatant)에 남아있는 효소의 양 사이의 차에 의해 결정되

었다. Fig. 1에서 효소의 농도가 증가할수록 흡착되는 효소의

양이 완만한 포화 곡선을 보이면서 증가함을 알 수 있다. 포화

곡선의 물리적 특성을 보여주는 Langmuir 등온식과 semi–

empirical 식에 해당하는 Freundlich 흡착 등온선을 엑셀의

해 찾기 기능을 이용하여 최소 제곱법으로 예측 결과를 비교

하였다. Freundlich 흡착 등온식
/nY kC= 1
를 이용하여 상수

k와 n을 결정하였다. 속도상수는 k는 14.62이고 n은 1.744로

완만하게 포화하는 일반적인 특성을 보여주고 있다.

Langmuir 흡착등온식을 이용하여 비선형회귀에 의한 최적 값

을 결정하였는데 Ymax와 θ는 각각 30.6과 1.01이었다. 그 동안

효소 galactosidase의 담체에 대한 흡착 특성을 흡착 등온식을

사용하여 조사한 연구는 없고 일반적으로 효소의 농도의 변화

시키면서 효소의 loading되는 양을 측정하였고 포화곡선을 보

인다는 것을 보여주었다. 효소 amylase의 담체에 흡착특성을

연구한 결과에 의하면 Freundlich 흡착 등온식이 Langmuir

흡착 등온식 보다 흡착 특성을 잘 나타냄을 보여주었다[2].

자유효소와 고정화 효소의 속도상수 비교

Fig. 2에서 락토스의 농도를 5에서 100 mM로 변화시키면서

자유 효소의 경우에는 삼각플라스크에서 반응을 진행하였다.

또한 고정화 효소는 충진층 반응기에서 재순환 유량을 15 ml

min-1으로 하여 반응을 진행하였다. 두 경우 모두 초기 속도법

에 의해 Km과 Vm을 결정하였다. 자유 효소와 고정화 효소의

속도 상수 값은 Km은 각각 79와 120 mM 이었고 Vm은 각각

68과 46 mmolmin
-1
mg

-1
이었다. 일반적으로 고정화 효소의 경

우 Km 값이 물질전달 저항의 영향이나 혹은 고정화에 의한

활성부위의 변화 등으로 인해 자유 효소에 비해 증가한다고

알려져 있다. 본 실험에서는 물질전달 저항을 제거하기 위해

재순환 유속을 빠르게 해주었다. 따라서 이 경우에는 효소와
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Fig. 3. Effect of galactose on the initial reaction rate of β-

galactosidase. Inhibition of immobilized enzyme re-

action rate was investigated using different galactose

concentration at the start of reaction.

Fig. 4. Conversion of lactose by immobilized β-galactosidase in

a continuous packed bed reactor. The measured values

of conversion was obtained at the steady state operation.

Feeding concentrations of lactose at 10, 50 and 100 mM

were used to evaluate the effect of steady state

conversion.

기질 사이의 친화도 감소는 고정화 의해 효소 단백질의 활성

부위가 영향을 받는 것으로 추정된다.

Freitas 등에 의하면 알지네이트(alginate) 담체에 포괄시킨

A. oryzae 기원의 효소에 대한 비교 연구에 의하면 자유효소와

고정화 효소의 Km 값은 각각 52 mM와 60 mM 이었다[6]. 고정

화 효소의 Km 값이 높은 것을 알 수 있고 대부분의 연구들이

고정화 효소의 Km 값이 높게 나타난다. Km 값의 범위는 사용

하는 효소의 특징에 따라 변화가 생긴다.

경쟁적 저해에 의한 속도 상수의 결정

고정화 효소에 의한 락토스의 분해에서 생성물 갈락토스에

의한 저해 상수 KI를 구하기 위한 재순환 유량을 15 ml min-1으

로 충진층 반응기에서 초기 속도법을 실시하였다. 기질 락토

스의 농도는 50 mM와 100 mM로 변화시켰으며 갈락토스를

넣지 않은 경우를 비교하였다(Fig. 3). 저해물인 갈락토스 농도

를 증가시킬수록 효소 반응의 속도는 감소함을 알 수 있다.

겉보기 Km값은 갈락토스를 넣은 경우가 증가하였고 이것은

경쟁적 저해 속도식의 전형적인 특성을 보여준다. 저해상수

KI는 24.4 mM로 결정되었고 따라서 고정화 효소에 대한 고유

한 속도상수는 Vm은 46.3 mmol min
-1

mg
-1
이고 Km은 120 mM

그리고 KI는 24.4 mM이었다. 많은 연구들이 락토스 분해에

대한 고정화 효소에 대한 상수 값을 제시하였다. 대부분의 경

우 사용한 담체와 고정화 방법에 따라 값의 범위가 다르게

나타난다.

경쟁적 저해 속도식을 결정하기 위한 방법은 초기속도법,

비선형회귀법, 그리고 실험조건 변화에 따른 상수 결정법이

있다. 문헌에 제시된 것은 사용하는 효소의 기원도 다르고 사

용하는 담체도 다르지만 본 실험에서 얻어진 값과 비교해 보

면 Km 값은 0.3 mM에서 200 mM까지 다양하게 제시되었다

[15, 17, 23]. 저해 상수인 KI 값도 1.5 mM에서 199 mM까지

다양하게 나타났다[23, 25, 29]. 본 연구의 초기 속도법에 의한

경쟁적 저해 속도 상수에 대한 결과는 문헌에 제시된 범위

내에 있으며 속도식 결정 방법 중에서 Ozudural 등이 제시한

실험조건 변화에 따른 상수 결정법은 간편한 방법임에도 불구

하고 속도상수의 값이 너무 낮게 제시되었다.

충진층 반응기의 연속 조업

기질의 농도와 투입되는 유량에 따른 정상 상태에서 락토스

전환율의 변화를 관찰하기 위해 충진층 반응기의 연속 조업을

실시하였다(Fig. 4). 투입되는 락토스의 농도를 10에서 100

mM로 변화시켰고 투입 유량에 대한 락토스 전환율을 조사하

였다. 투입유량을 증가시킬수록 기질의 전환율은 감소하였고

같은 투입유량에서 락토스의 농도가 가장 낮은 10 mM에서

높은 전환율을 보였다. 투입유량이 증가할수록 물질전달 저항

을 줄이는 효과는 있지만 기질과 효소의 접촉시간이 단축되기

때문에 락토스의 전환율은 낮아지게 된다. 락토스 전환의 생

산성은 투입 유량을 높일수록 증가하게 된다. Kang [14]과

Mmmarella 등[20]은 담체에 고정화한 효소의 유당 분해에 대

한 운전 결과를 수학적 모델링에 의해 충진층 반응기에서 투

입되는 유량이 증가할수록 기질의 전환율은 감소함을 하였고

이것은 실험 결과와 잘 일치함을 알 수 있다.

장기 연속조업에 대한 안정성 평가

투입유량을 2 ml min
-1
으로 하고 락토스 농도를 100 mM로

하여 연속 충진층 운전을 장기 조업을 실시하였다. 시간이 경
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Fig. 5. Steady state conversion of lactose during the long term

continuous operation in a packed bed reactor. Feeding concen-

tration of lactose was 100 mM and fixed flow rate of 2 ml min-1

was used during 11 days of operation.

과할수록 전환율은 감소하였으며 효소의 활성에 대한 반감기

는 15일이었다. 일반적으로 흡착에 의한 고정화 방법은 장기

연속 조업에서 효소와 담체 사이의 약한 결합력으로 인해 반

감기가 짧아진다고 보고되었다. 하지만 본 연구의 경우에

Duolite A568 담체와 효소 사이의 흡착 고정화에서는 다른

연구에 비해 반감기가 긴 것을 알 수 있고 안정적인 조업 결과

를 보여주고 있다.

Roy 등에 의한 장기 조업의 안정성 평가는 일반적으로 반복

적인 회분식(repeated batch)에 의해 몇 번까지 재 사용이 가능

한 지를 판단하였다[27]. 고정화 효소를 이용한 반응기의 산업

화에 가장 중요한 문제는 효소의 활성이 얼마나 연속적으로

오래 유지하는 것이다. 반응기 형태는 유동층, 막 반응기, 그리

고 충진층이 있지만 지금까지의 연구는 대부분 재순환에 의한

회분식 운전이었다. 충진층 반응기에서는 본 실험과 같이 연

속적 운전을 통해 고정화 효소의 활성 변화를 통해 반감기를

예측하는 것이 바람직하다. 따라서 본 공정이 상업적으로 활

용되기 위해서는 여러 충진층 반응기를 사용하여 효소활성

변화에 따라 투입되는 유량을 감소시켜 최대한의 전환율을

유지하고 반감기를 지나면 반응기 내부의 고정화 효소를 교체

하는 것이 바람직하다고 판단된다.
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