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방사선 조사선량에 따른 lipase의 interesterification 반응특성 변화
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Abstract : This study was conducted to prove the effect of irradiation on lipases (lipase AK, lipase AH, lipase PS-D, 
Lipozyme TLIM, Lipozyme RMIM and Novozyme SP435) which were used for interesterification reaction using batch 
type reactor. Through such interesterification, structured lipid (1(3)-palmitoyl-2-oleoyl-3(1)-stearoyl, POS) was synthesized 
by lipase treated with irradiation at different doses (0, 3, 7, 14, 29 and 59 kGy) using canola oil, palmitic ethyl ester 
(PEE) and stearic ethyl ester (StEE). After the reaction, fatty acid composition of triacylglycerol (TAG) in structured 
lipid was analyzed to compare the lipase activity. The results showed that activity of the irradiated lipase AH, PS-D 
and Novozyme SP435 with certain dose (3 kGy) were slightly improved. Such change of lipase activity suggested that 
irradiation might affect on the interesterification properties. Especially, Lipase AK, Lipozyme TLIM and Lipozyme RMIM 
after at 3 kGy irradiation showed that content of stearic acid (C18:0) was increased while palmitic acid (C16:0) decreased 
in the interesterified products.
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I. 서 론

방사선조사는 특정 에너지를 이용하여 식품에 일정 시간 

노출시켜 식품의 보존성과 안전성을 향상시키기 위하여 주

로 사용된다. 이 중에서 감마선은 초단파장으로 높은 에너

지를 가진다. 방사선조사식품은 방사선조사를 통하여 발아

를 억제하고, 유해미생물과 해충을 살균, 사멸한 식품을 의

미한다(Farkas, 1998).

이러한 식품의 주성분이 단백질 일 때, 방사선조사를 했

을 경우 생성된 라디칼이 연쇄반응을 일으켜 단백질분자들

이 단편화가 된다. 또한 물 분자에서 유래되는 hydroxy 

radical에 의해 단백질을 구성하는 아미노산에 이화학적 

변화를 유도하여 구조변화를 일으킨다고 보고되었다(Wetzel 

et al., 1985; Lim et al., 1998).

한편 Structured lipids(SLs)는 triacylglycerol(TAG)

이 화학적 또는 효소적 반응에 의해 지방산의 조성이 바뀌

거나 위치배열이 변하여 재구성 또는 변형되는 것을 뜻한

다. 이때 사용되는 지방산의 종류에 따라 다양한 TAG종류

를 합성 할 수 있다. 일반적으로 화학적인 방법에 의한 합성

은 TAG의 acyl group이 무작위로 반응되고 부가반응 및 

용매사용에 따른 위험성이 존재하지만 효소를 이용한 반응

은 specific하고, 반응조건이 보다 완화하며 부가물 생성이 

적은 장점이 있다(Macrae, 1983; Posorske, 1984; Lee 

and Akoh, 1998).

Lipase는 hydrolysis, interesterification, alcoholysis, 

acidolysis 등과 같은 반응에 biocatalyst로 사용될 수 있으

며, natural oil, synthetic triglycerides, fatty acid ethyl 

ester와 같은 다양한 기질에 작용이 가능하다(Macrae, 

1983). 또한 고정화 효소를 사용하면 재사용이 가능하여 

생산비용을 줄일 수 있고, 효소와 기질의 분리가 용이하다. 
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고정화 효소는 열, pH, 용매에 관한 안정성이 powder 

lipase보다 높다. 그리고 고정화 효소는 위치 및 기질특이

성, 이화학적 특성이 변할 수 있다(Wisdom et al., 1984; 

Cho and Rhee, 1993; Moon et al., 2011).

본 연구에서는 카놀라유와 palmitic ethyl ester, stearic 

ethyl ester를 방사선 조사선량을 달리하고, powder 효소, 

고정화 효소를 이용하여 interesterification 반응을 진행

하였다. 반응 후 반응물의 TAG의 지방산 조성, pancreatic 

lipase analysis에 의한 Sn-2 위치의 지방산 조성을 분석

하였다. 이를 토대로 lipase에 방사선을 조사하였을 때 효

소의  interesterification 반응 특성 변화를 살펴보았다.

II. 재료 및 방법

1. 실험재료 및 시약

본 연구에서 사용된 기질로는 카놀라유(canola oil, ca, 

Hunt Wesson, ConAgra Foods, Inc., Omaha, NE, USA)

를 사용하였으며 C마트에서 구입하였다. Interesterification 

반응에 이용한 palmitic ethyl ester(PEE, C16:0)와 stearic 

ethyl ester(StEE, C18:0)는 ㈜네오메가(Deajeon, Korea)

에서 제공받아 사용하였다. 반응에 사용된 비 고정화 효소

는 powder형 효소인 lipase AK(from Pseudomonas 

fluorescens), AH(from Burkholderia cepacia)를 사용하

였으며 고정화 효소는 lipase PS-D(from Burkholderia 

cepacia), Lipozyme TLIM(from Thermomyces lanuginosus), 

Lipozyme RMIM(from Rhizomucor miehei), Novozyme 

SP435(from Candida antarctica)를 사용하였고, Amano 

Enzyme Inc.(Nagoya, Japan)에서 제공받았다. 

효소의 방사선 조사는 한국원자력연구원 방사선과학연구

소(Jeonbuk, Korea)에서 시행하였으며 연구소 내 선원 11.1 

PBq, 
60
Co 감마선 조사기(point source AECL, IR-79, 

MDS Nordion International Co. Ltd, Ottawa, ON, 

Canada)를 사용하였다. 효소를 50 mL vial에 약 5 g을 넣은 

후 실온에서 시간당 10 kGy의 선량율로 0, 3, 7, 14, 29 및 

59 kGy의 흡수선량이 되도록 하였으며, Alanine dosimeter 

(5 nm, Bruker Instruments, Rheinstetten, Germany)를 

이용하여 확인하였다. Dosimetry 시스템은 국제원자력기

구(IAEA)의 규격에 따라 표준화 한 후 사용하였으며 최종 

흡수선량의 오차는 2% 이내였다(Sung et el., 2011).

2. 효소의 수분활성 측정

각 효소와 방사선 조사된 효소의 수분활성도를 비교하기 

위하여 각각 효소를 1 g씩 취했으며 Water activity 

tester(AQUA LAB, water activity tester, series 3TE, 

Decagon devices, Inc., USA)를 이용하여 측정하였다. 

3. Interesterification 반응

방사선 조사 전 효소의 interesterification반응을 통하

여 각 효소의 반응 특성을 알아보고 방사선 조사 후 반응 

특성의 변화를 비교하기 위하여 batch type reactor를 이

용하여 반응을 진행하였다. 반응기질로는 canola oil(Ca), 

palmitic ethyl ester(PEE), stearic ethyl ester(StEE)를 

사용하여 1:1:1의 몰 비율로 총 10 g을 50 mL의 vial에 넣고 

효소는 혼합된 총기질의 10%의 무게(1 g)를 사용하였다. 

반응 조건은 46℃에서 200 rpm, 6시간으로 laboratory 

stirrer/hot plate(Corning, PC-420)와 항온수조(WBC 

1506D, Jeio-tech, Korea)를 이용하여  반응하였다. 반응

물을 취하여 PTFE syringe filter(25 mm, 0.5 um Watman, 

Maidstone, Kent, UK)로 여과한 뒤 냉장 온도에서 보관하

였다.

4. 각 합성물의 triacylglycerol(TAG) 지방산 

조성 분석

Interesterification 반응을 통하여 생성된 합성물의 

TAG 조성을 확인하고 효소의 반응 특성변화를 비교하기 

위하여 thin layer chromatography(TLC)를 이용하여 분석

하였다. Chloroform 200 μL에 반응물 50 μL을 넣고 vortex

한 후 TLC silica plate(20x20 cm, Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany)에 전개용매(Petroleum ether : 

diethyl ether : acetic acid=90:10:1, v/v/v)를 이용하여 

분리하였다. 전개된 TLC plate에서 TAG 부분을 취하여 스

크류 캡이 있는 15 mL test tube에 넣은 후 methylation을 

통하여 GC분석을 하였다. 0.5 N 수산화나트륨 용액(in 

ethanol) 1.5 mL을 넣고 30초간 vortex하여 95℃의 항온

수조에서 5분간 반응한 후 25∼30℃로 냉각하였다. 그 후 

BF3-methanol을 2 mL 넣고 30초간 vortex하여 95℃의 

항온수조에서 반응시킨 후에 다시 25∼30℃로 냉각하였
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Table 1. Water activity of powdered and immobilized lipases after different dose of irradiation.

0 kGy 7 kGy 29 kGy 59 kGy
Lipase AH 0.423 0.521 0.542 0.478
Lipase AK 0.459 0.433 0.428 0.434
Lipase PS-D 0.532 0.543 0.542 0.547
Lipozyme TLIM 0.246 0.200 0.208 0.200
Lipozyme RMIM 0.428 0.317 0.322 0.347
Novozyme SP435 0.516 0.380 0.379 0.383

다. 여기에 iso-octane 2 mL과 1 mL의 포화 NaCl용액을 

넣고 vortex 한 후에 원심분리기(2500 rpm으로 3분간)를 

이용하여 두 개의 층으로 분리하고 상층 액을 취하여 

sodium sulfate column을 사용하여 수분과 불순물을 제거

하였다. 여기서 얻어진 methyl ester 형태의 지방산을 gas 

chromatography(YL6100GC, 6000 series, Younglin, Korea)

를 이용하여 분석하였다(Moon et al., 2011). 분석에 사용

된 gas chromatography의 조건으로 column은 SPTM-2560 

(100 m × 0.25 mm × 0.2 μm film thickness, Supelco, 

Bellofonte, PA, USA)을 사용하였다. Detector로는 flame 

ionized detector(FID)를 사용하였으며 이때 detector의 

온도는 260℃, injector의 온도는 250℃로 하였다. Oven

의 온도는 150℃에서 5분간 유지한 후 1분당 4℃의 속도로 

220℃까지 올려준 뒤, 30분간 유지하였다. Carrier gas로

는 He을 flow rate 1 mL/min으로 사용하였고 시료는 1 

uL를 GC에 주입하여 분석하였다(AOAC, 2001).

5. Pancreatic lipase를 이용한 triacylglycerol

의 sn-2 position지방산 조성 분석

반응물의 sn-2 위치의 지방산 조성을 확인하기 위하여 

sn-1,3 위치 특이성을 가지는 pancreatic lipase(from 

hog pancreas, Sigma Chemical Co., St. Lois, USA)를 

이용하여 반응물을 가수분해하였다. 반응물을 스크류캡이 

달린 15 mL test tube에 7 mg 취한 후, 7 mL의 1 M 

Tris-HCl buffer(pH 7.6)와 1.75 mL의 0.05% bile salt용

액, 0.7 mL의 2.2% CaCl2용액, 7 mg의 pancreatic lipase

를 넣었다. 이 혼합물을 vortex 한 후에 37℃의 항온수조에

서 3분간 진탕 후 vortex를 2∼3회 반복하였다. 그 후 

diethyl ether 4 mL을 넣고 vortex 후에 원심분리기를 이

용하여 두 개의 층으로 분리하고 상층 액을 sodium sulfate 

column을 사용하여 수분과 불순물을 제거하였다. 이를 TLC 

silica plate(20x20 cm, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

에 전개용매(hexane : diethyl ether : acetic  acid=50:50:1)

를 이용하여 분리하였다. 전개된 TLC plate에서 2-monoacyl- 

glycerol(MAG)부분을 취하여 BF3-methanol을 이용해 

methylation 후에 GC를 이용하였으며 GC 분석방법은 

TAG 지방산 조성 분석방법과 같다(Lee and Akoh, 1996).

6. 통계처리

시료간의 유의적인 차이를 SAS(statistical analysis 

system, version 9.01)를 이용하여 Duncan’s multiple range 

test를 통해 p＜0.05수준에서 검증하였다(SAS Institute, 

Inc., 2002).

III. 결과 및 고찰

1. 방사선 조사에 따른 수분활성도 변화

Lipase는 수분활성도에 따라 그 효소의 interesterification

반응 활성이 변화하여 수분활성도가 중요하다(Valivety et 

el., 1992). 따라서 방사선 조사 후에 수분활성도의 변화를 

확인하기 위해 각 효소의 수분활성도를 Table 1에 나타내었

다. 전체적으로 방사선 조사를 하지 않은 대조군(0 kGy)과 

비교하여 많은 차이가 보이지 않았으나 powder형 효소인 

lipase AH의 경우 0 kGy에서 0.423으로 나타났고 방사선

을 7 kGy 조사하였을 때 수분활성도는 0.521로 증가하였

다. 한편, 29 및 59 kGy로 각각 조사하였을 때는 0.542와 

0.478로 측정되었다. 특히, lipase AK는 0.428-0.434로 

방사선 조사 전 후의 수분활성도 변화가 크게 보이지 않았

다. 고정화 효소인 PS-D의 경우에는 수분활성도가 0.532–
0.547 범위를 보였고, Novozyme SP435의 경우는 0 kGy

에서 0.516이였으나 7, 29, 및 59 kGy로 조사하였을 때 
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Table 2. Fatty acid compositions of interesterified products catalyzed by lipase AH after different dose of irradiation (0, 3, 7, 14, 
29, 59 kGy).

Fatty acid 
(Area%)

Lipase AH
0 kGy 3 kGy 7 kGy 14 kGy 29 kGy 59 kGy

C16:0 14.64
±0.11c

17.41
±0.30a 

14.63
±0.00c 

14.91
±0.12bc 

15.34
±0.34b 

13.82
±0.02d 

C18:0 5.77
±0.08b

7.16
±0.40a 

5.81
±0.50b 

6.30
±0.01b 

6.36
±0.42ab 

5.64
±0.24b 

C18:1 55.75 
±0.56cd

62.21
±0.39a 

55.53
±0.44d 

56.72
±0.40c 

59.47
±0.10b

56.31
±0.51cd 

C18:2 17.24 
±0.13a

11.39
±0.25d 

17.34
±0.10a 

16.17
±0.20b 

14.86
±0.17c 

17.37
±0.26a 

C18:3 6.61 
±0.39a

1.83
±0.06d 

6.69
±0.16a 

5.91
±0.35b 

3.97
±0.01c 

6.85
±0.01a 

∑SFA1) 17.40 24.57 20.44 21.21 21.70 19.46 
∑USFA2)　 79.60 75.43 79.56 78.79 78.30 80.54 

All result values are mean±SD (n=2).
1)∑SFA: Total saturated fatty acid (area%)=palmitic acid (C16:0, area%)+stearic acid (C18:0, area%).
2)∑USFA: Total unsaturated fatty acids=oleic acid (C18:1, area%)+linoleic acid (C18:2, area%)+linolenic acid (C18:3, area%).
a-dValues within the same row without a common letter are significant different by Duncan’s multiple range test at p <0.05.

0.379-0.383으로 수분활성도가 낮아졌다. Lipozyme RMIM 

경우에도 방사선 조사 전(0.428)보다 방사선을 조사한 후 

수분활성도가 0.317-0.347 범위로 낮아졌다. 반면, Lipozyme 

TLIM의 경우 방사선 조사 전 후의 수분활성도 변화에 큰 

차이가 없었다. 따라서 유지의 효소적 interesterification

반응을 시행하기 전 방사선 조사한 각 효소들의 수분활성

도가 0.2-0.547의 범위로 나타났다.

2. 방사선 조사 후 powder형 효소 반응물의 

triacylglycerol 조성변화

방사선을 조사 하지 않은 control(0 kGy)과 방사선 조사

량에 따른 powder형 효소들의 반응 특이성 변화를 알아보

기 위하여 interesterification반응을 통해 생성된 합성물

의 triacylglycerol(TAG) 조성을 분석하였다. 먼저, lipase 

AH 합성물의 TAG 조성을 Table 2와 같이 나타내었다. 0 

kGy의 경우 palmitic acid(C16:0)와 stearic acid(C18:0)의 함

량이 14.64와 5.77 area%였으며, 3 kGy는 각각 17.41와 

7.16 area%로 높은 경향을 보였다. 이후 59 kGy 조사량에

서는 13.82와 5.64 area%로 나타나 방사선 조사선량이 많

아질수록 이들 포화지방산의 함량이 감소하는 경향을 나타

내었다. 또한, 합성물을 구성하는 TAG의 총 saturated 

fatty acid 함량은 3 kGy 조사량에서 24.57 area%로 가장 

높게 나타났으며 59 kGy 조사량에서 19.46 area%로 가장 

낮게 측정되었다. 한편, 방사선 조사 전과 방사선 조사량을 

달리한 lipase AK의 interesterification 반응 후 TAG 조성

을 Table 3에 나타내었다. 0 kGy에서는 palmitic acid(C16:0)

와 stearic acid(C18:0)의 함량이 각각 11.55와 4.72 area%

로 나타났고, 7-59 kGy로 방사선 조사한 lipase AK는 0 

kGy의 그 결과와 유의적인 차이를 보이지 않았다. 그러나 

3 kGy를 조사하였을 때의 palmitic acid와 stearic acid의 

함량은 각각 7.79와 7.13 area%를 보이면서 방사선을 조사

하지 않은 lipase AK를 이용한 반응보다 32.55% 감소와 

51.06% 증가를 보였다. 총 saturated fatty acid 함량 또한 

3 kGy 조사량에서 14.92 area%로 가장 낮게 나타났는데 

이는 lipase AH와 마찬가지로 방사선 3 kGy조사량에서 효

소의 입체특이성이 다소 변하였기 때문으로 생각된다

(Macrae, 1983).

3. 방사선 조사 후 고정화 효소 반응물의 triacy-

lglycerol 조성변화

방사선 조사량에 따른 고정화 효소인 lipase PS-D의 

interesterification반응 결과를 Table 4에 나타내었다. 0 

kGy에서의 palmitic acid(C16:0)와 stearic acid(C18:0)의 함

량은 각각 22.69와 14.20 area%였으며, 3 kGy를 조사하였
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Table 3. Fatty acid compositions of interesterified products catalyzed by lipase AK after different dose of irradiation (0, 3, 7, 14, 
29, 59 kGy).

Fatty acid 
(Area%)

Lipase AK
0 kGy 3 kGy 7 kGy 14 kGy 29 kGy 59 kGy

C16:0 11.55 
±0.04b 

7.79 
±0.23c 

11.84 
±0.30ab 

11.83 
±0.05ab 

12.36 
±0.21a 

11.24 
±0.38b 

C18:0 4.72 
±0.39bc 

7.13 
±0.34a 

4.34 
±0.02c

4.95 
±0.06b 

4.74 
±0.01bc 

4.45 
±0.22bc 

C18:1 59.43 
±0.29c 

73.43
±0.07a 

59.04 
±0.52c 

58.59 
±0.24c 

62.11 
±1.34b 

59.22 
±0.13c 

C18:2 17.27 
±0.48a 

10.45 
±0.34c 

17.68 
±0.21a 

17.42 
±0.22a

16.09 
±0.65b 

17.78 
±0.25a 

C18:3 7.05 
±0.23a 

1.20 
±0.32c 

7.12 
±0.40a 

7.21
±0.01a 

4.71 
±0.48b 

7.32
±0.22a 

∑SFA1) 16.26 14.92 16.17 16.78 17.09 15.69 
∑USFA2) 83.74 85.08 83.83 83.22 82.91 84.31

All result values are mean±SD (n=2).
1)∑SFA: Total saturated fatty acid (area%)=palmitic acid (C16:0, area%)+stearic acid (C18:0, area%).
2)∑USFA: Total unsaturated fatty acids=oleic acid (C18:1, area%)+linoleic acid (C18:2, area%)+linolenic acid (C18:3, area%).
a-dValues within the same row without a common letter are significant different by Duncan’s multiple range test at p <0.05. 

Table 4. Fatty acid compositions of interesterified products catalyzed by lipase PS-D after different dose of irradiation (0, 3, 7, 14, 
29, 59 kGy).

Fatty acid 
(Area%)

Lipase PS-D
0 kGy 3 kGy 7 kGy 14 kGy 29 kGy 59 kGy

C16:0 22.69
±0.07b

24.78
±0.08a

22.69
±0.01b

22.54
±0.32b

20.70
±0.31c

20.52
±0.16c

C18:0 14.20
±0.04b

15.43
±0.50a

12.76
±0.28c

14.38
±0.16b

12.38
±0.23cd

11.89
±0.01d

C18:1 45.75
±0.23e

47.65
±0.14c

46.95
±0.04d

45.42
±0.08f

48.28
±0.12b

49.02
±0.05a

C18:2 12.62
±0.40b

9.91
±0.17c

12.79
±0.27ab

12.59
±0.06b

13.41
±0.22a

13.36
±0.21a

C18:3 4.74
±0.15a

2.24
±0.26b

4.81
±0.03a

5.07
±0.34a

5.23
±0.22a

5.23
±0.08a

∑SFA1) 36.89 40.20 35.45 36.92 33.08 32.40
∑USFA2) 63.11 59.80 64.55 63.08 66.92 67.60

All result values are mean±SD (n=2).
1)∑SFA: Total saturated fatty acid (area%)=palmitic acid (C16:0, area%)+stearic acid (C18:0, area%).
2)∑USFA: Total unsaturated fatty acids=oleic acid (C18:1, area%)+linoleic acid (C18:2, area%)+linolenic acid (C18:3, area%).
a-dValues within the same row without a common letter are significant different by Duncan’s multiple range test at p <0.05.

을 때는 24.78과 15.43 area%로 나타나 방사선 조사 전보

다 약 10%씩 증가 하였다. 또한, 총 saturated fatty acid 

함량이 방사선 조사량(0-59 kGy)에 따라 32.40-40.20 

area%의 범위로 나타났으며, 3 kGy에서 가장 높았다. 한

편, Novozyme SP435도 이와 유사한 경향을 나타내었다

(Table 5). 0 kGy의 palmitic acid와 stearic acid의 함량은 

각각 20.57과 18.04 area%로 나타났으며, 방사선 조사 3 

kGy에서는 22.74와 18.64 area%로 palmitic acid는 증가

한 반면, stearic acid는 0 kGy와 유의적 차이를 보이지 

않았다. 그러나 총 saturated fatty acid의 함량이 3 kGy에

서 41.38 area%로 가장 높아 방사선을 조사하였을 때 효소

의 활성이 증가하는 것으로 생각되었으나 7 kGy이상(7-59 
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Table 5. Fatty acid compositions of interesterified products catalyzed by lipase SP435 after different dose of irradiation (0, 3, 7, 
14, 29, 59 kGy).

Fatty acid 
(Area%)

Novozyme SP435
0 kGy 3 kGy 7 kGy 29 kGy 59 kGy

C16:0 20.57
±0.77c 

22.74
±0.46a 

19.94
±1.06b

20.91
±0.34b

19.48
±0.12b

C18:0 18.04
±0.10a

18.64
±0.22a 

18.05
±0.27a

16.75
±0.45b 

15.84
±0.08c

C18:1 41.58 
±0.52d 

46.08
±0.03a 

41.81
±0.27d

44.65
±0.11b 

43.28 
±0.55c 

C18:2 14.23 
±0.81a 

10.52 
±0.50b 

14.35
±1.22a

13.77
±0.15a

15.23 
±0.03a 

C18:3 5.59
±0.59a 

2.02
±0.20c 

5.85
±0.38a

3.92
±0.22b

6.17
±0.32a 

∑SFA　 38.61 41.38 37.99 37.66 35.32 
∑USFA 80.66 58.62 62.01 62.34 64.68

All result values are mean±SD (n=2).
1)∑SFA: Total saturated fatty acid (area%)=palmitic acid (C16:0, area%)+stearic acid (C18:0, area%).
2)∑USFA: Total unsaturated fatty acids=oleic acid (C18:1, area%)+linoleic acid (C18:2, area%)+linolenic acid (C18:3, area%).
a-dValues within the same row without a common letter are significant different by Duncan’s multiple range test at p <0.05.

Table 6. Fatty acid compositions of interesterified products catalyzed by lipase TLIM after different dose of irradiation (0, 3, 7, 
14, 29, 59 kGy).

Fatty acid 
(Area%)

Lipozyme TLIM
0 kGy 3 kGy 7 kGy 14 kGy 29 kGy 59 kGy

C16:0 21.68
±0.06a

8.92
±0.76c

21.37
±0.02ab

21.20
±0.04ab

20.41
±0.08b

20.80
±0.09ab

C18:0 17.47
±0.01b

26.27
±1.15a

18.14
±0.00b

18.35
±0.13b

18.14
±0.37b

18.04
±0.07b

C18:1 40.70
±0.64b

52.33
±1.23a

40.18
±0.18b

41.19
±0.18b

41.24
±0.04b

40.73
±0.12b

C18:2 14.53
±0.58a

10.68
±2.17b

14.51
±0.13a

14.11
±0.11a

14.59
±0.19a

14.66
±0.13a

C18:3 5.64
±0.11a

1.82
±0.97b

5.80
±0.07a

5.15
±0.02a

5.63
±0.13a

5.78
±0.17a

∑SFA 39.14 35.18 39.51 39.55 38.55 38.84
∑USFA 60.86 64.82 60.49 60.45 61.45 61.16

All result values are mean±SD (n=2).
1)∑SFA: Total saturated fatty acid (area%)=palmitic acid (C16:0, area%)+stearic acid (C18:0, area%).
2)∑USFA: Total unsaturated fatty acids=oleic acid (C18:1, area%)+linoleic acid (C18:2, area%)+linolenic acid (C18:3, area%).
a-dValues within the same row without a common letter are significant different by Duncan’s multiple range test at p <0.05.

kGy)의 조사량에서는 35.32-37.99 area%로 활성이 감소

하는 것으로 판단된다. 한편, Lipozyme TLIM의 경우 0 

kGy에서의 palmitic acid와 stearic acid의 함량은 각각 

21.68과 17.47 area%로 나타났으며, 3 kGy조사 시 palmitic 

acid의 함량이 8.92 area%로 감소하였고, stearic acid는 

26.27 area%로 증가하였다(Table 6). 이는 방사선 3 kGy 

조사량에서 효소의 입체특이성이 변한 것으로 보이며, 각 

기질에 대한 특이성에도 변화를 보인 것으로 보여진다

(Jaeger et el., 1994). 그러나 방사선 조사 7-59 kGy에서

는 palmitic acid와 stearic acid의 함량이 방사선 조사 전

과 유의적인 차이를 보이지 않았으며 총 saturated fatty 

acid 함량은 3 kGy 조사량에서 35.18 area%로 가장 낮게 
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Table 7. Fatty acid compositions of interesterified products catalyzed by lipase RMIM after different dose of irradiation (0, 3, 7, 
14, 29, 59 kGy).

Fatty acid 
(Area%)　

Lipozyme RMIM
0 kGy 3 kGy 7 kGy 29 kGy 59 kGy

C16:0 21.29
±1.46a

8.38
±0.29b

20.06
±1.51a

19.05
±0.01a

19.19
±0.10a

C18:0 16.96
±0.61b

24.71
±0.11a 

17.28
±0.59b

17.29
±0.06b

17.20
±0.08b

C18:1 42.19
±1.03b

54.42
±0.58a 

41.39
±1.32b

42.11
±0.11b 

42.39
±0.28b 

C18:2 14.83
±0.51a

10.97
±0.64b 

15.24
±1.24a

15.60
±0.11a 

15.24
±0.25a 

C18:3 4.74
±0.53a

1.52
±0.34b

6.03
±0.98a

5.96
±0.18a 

5.98
±0.04a

∑SFA　 38.25 33.08 37.34 36.33 36.39
∑USFA 61.75 66.92 62.66 63.67 63.61

All result values are mean±SD (n=2).
1)∑SFA: Total saturated fatty acid (area%)=palmitic acid (C16:0, area%)+stearic acid (C18:0, area%).
2)∑USFA: Total unsaturated fatty acids=oleic acid (C18:1, area%)+linoleic acid (C18:2, area%)+linolenic acid (C18:3, area%).
a-dValues within the same row without a common letter are significant different by Duncan’s multiple range test at p <0.05.

나타났다. 또한, Lipozyme RMIM도 Lipozyme TLIM과 유

사한 경향을 보였으며 interesterification반응 후 TAG조

성을 Table 7에 나타내었다. 0 kGy의 palmitic acid와 

stearic acid의 함량은 각각 21.29와 16.96 area%로 나타

났으나, 3 kGy조사 시 8.38과 24.71 area%로 Lipozyme 

TLIM과 마찬가지로 palmitic acid에서는 함량이 감소하지

만, stearic acid에서는 함량이 증가 한 것을 확인하였다. 

이는 3 kGy으로 조사할 경우 stearic acid에 대한 반응성이 

더 증가하는 것으로 장쇄지방산이 더 합성이 잘 되는 것으

로 생각된다(Stamatis et al., 1993). 반면, 방사선 조사 

7-59 kGy에서는 palmitic acid와 stearic acid의 함량이 

방사선조사 전과 유의적 차이를 보이지 않았다. 

4. 방사선 조사 후 각 효소 반응물의 sn-2 position 

조성변화

방사선 조사에 따른 각 효소의 위치특이성(sn-1, 3 위치 

특이성)의 변화를 확인하기 위하여 sn-2 위치의 지방산 조

성을 GC를 이용하여 분석하였으며 Fig. 1에 나타내었다. 

한편, 기질로 사용된 canola oil의 총 지방산 조성은 palmitic 

acid 5.67 area%, stearic acid 2.29 area%, oleic acid 

61.94 area%, linoleic acid 20.98 area%와 linolenic acid 

9.12 area%로 구성되었으며 특히 sn-2 position에서 

palmitic acid와 stearic acid는 검출되지 않았다. Lipase 

AH(Fig. 1-(A))의 경우 14 kGy에서 palmitic acid 6.00 

area%, stearic acid 2.50 area%로 가장 높게 나타났으나 

0-59 kGy는 비교적 유사하게 나타난 것으로 보인다. 한

편, Lipase PS-D(Fig. 1-(B))는 3-59 kGy에서 총 포화지

방산의 함량이 34.16-28.47 area%로 조사선량이 많아질

수록 0 kGy(36.04 area%)보다 감소하는 경향을 나타내었

으며 이는 방사선 조사에 따른 TAG 조성의 변화에 기인한 

것으로 보인다. 또한 Novozyme SP435(Fig. 1-(F))도 유

사한 경향을 나타내었는데 0 kGy에서 palmitic acid가 

15.11 area%, stearic acid가 12.14 area%였으며 3 kGy와

는 유의적 차이가 없었다. 하지만 7-59 kGy로 방사선 조사

량이 증가 할수록 함량이 감소하는 경향을 나타내었다. 

Lipozyme RMIM(Fig. 1-(E))의 경우 3 kGy와 7 kGy에서 

palmitic acid의 함량과 stearic acid의 함량이 증가하였지

만 그 변화가 미미하여 방사선조사에 따른 함량 변화가 크

지 않았다. 반면에 Lipozyme TLIM(Fig. 1-(D))은 7-59 

kGy의 palmitic acid와 stearaic acid의 함량이 0 kGy와 

유사하게 나타났으나 특히 3 kGy에서 palmitic acid의 함

량은 4.23 area%로 감소하였고, stearic acid는 10.76 

area%로 증가하였다. 이는 TAG분석 결과(Table 5)에 따

르면, 3 kGy에서 palmitic acid는 감소하고 stearic acid가 

상대적으로 증가하였고 이로 인하여 sn-2 position도 같은 
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Fig. 1. Incorporation of palmitic acid and stearic acid in interesterified products by each lipase-catalyzed reaction with different 
irradiation does (0, 3, 7, 14, 29, 59 kGy). 
P: palmitic acid (C16:0), S: stearic acid (C18:0).
(A) lipase AH; (B) lipase PS-D; (C) lipase AK; (D) Lipozyme TLIM; (E) Lipozyme RMIM; (F) Novozyme SP435.

경향으로 나타난 것으로 보인다. 또한 lipase AK(Fig. 

1-(C))도 Lipozyme TLIM과 유사한 경향을 나타내었는

데 0, 7, 14, 29와 59 kGy는 큰 변화가 없었지만 3 kGy에서 

palmitic acid의 함량이 5.54 area%로 감소하였다. 

IV. 결 론

본 연구는 방사선 조사량에 따른 lipase의 interesterification 

반응을 통해 lipase의 활성 변화를 확인하고자 각 효소에 

방사선을 조사하였다. 또한, 합성물들의 TAG 및 sn-2 

position 분석을 위해 gas chromatography를 이용하여 효

소의 반응 특이성 변화 연구를 진행하였다. 그 결과 각 효소

를 이용하여 interesterification 반응을 진행한 합성물의 

분석결과가 다르게 나타났는데 lipase AH, PS-D와 Novozyme 

SP435의 경우 0 kGy보다 3 kGy에서 효소의 활성이 증가

하였으며 7-59 kGy에서는 점차 감소되는 경향을 나타내었

다. 하지만 0 kGy 보다는 효소의 활성이 높은 것으로 보아 

방사선을 일정량 조사 할 시 효소의 활성은 증가하는 것으

로 판단된다. 한편, lipase AK, Lipozyme TLIM와 Lipozyme 

RMIM의 경우는 7-59 kGy 조사량에서는 0 kGy에서의 지

방산 조성과 유의적인 차이를 보이지 않았지만, 3 kGy 조

사량에서는 stearic acid(C18:0)의 함량은 증가하고 palmitic 

acid(16:0)의 함량은 감소하였으며 이는 방사선 조사의 영향

으로 효소의 기질특이성이 변화한 것으로 여겨진다. 따라
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서 본 실험에서는 3 kGy를 조사했을 때 interesterification

반응 효율이 가장 크게 변화하는 것으로 나타났다. 또한 

sn-2 position의 조성은 각 효소의 합성물의 TAG조성에 

따라 palmitic acid와 stearic acid의 함량이 변화하는 것으

로 보아 효소의 sn-1,3 특이성이 변화하지 않은 것으로 나

타났다.
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