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특허청구의 범위

청구항 1 

스트렙토마이세스 속(Streptomyces sp.) 균주 CS326로부터 정제되고, SDS-PAGE를 통해 단일 단백질임 밴드로서

확인되고, 분자량이 17kDa인 효소로서, 최적 반응 온도는 40℃, pH는 7.0 이고, pH 6.0 - 8.0, 50℃까지 안정하

며, 그 이상의 온도에서는 활성이 저하되는 내열성 효소이고, 계면활성제인 Triton X-100을 첨가시 지질분해 활

성이 100%로 증가하고, SDS 첨가시 지질분해활성이 5%로 저해되며, 데옥시코릭산에서는 지질분해 활성이 완전히

손실되고, 산화 방지제인 EDTA, EGTA에 의해 거의 50%정도 활성이 억제되고, Mg
2+
, Fe

2+
, Na

+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Co

2+
에

의해서는  활성이  저해되며,  반응속도  상수는  Lineweaver-Burk  plot을  이용하여  각각  Km=0.24mM,

Vmax=4.6mM/min/mg인 것을 특징으로 하는 바이오디젤 생산에 유용한 지방분해효소.

청구항 2 

제1항에 있어서, N-말단의 아미노산이 서열번호 1에 나타낸 것인 지방분해효소.

청구항 3 

a) 스트렙토마이세스 속 균주(Streptomyces sp.) CS326을 GSNA (1% Glucose, 1% Soybean meal, 0.01% Na2HPO4)

배양배지에서 28℃, 180rpm에서 170시간 동안 배양하는 단계,

b) 상기 배양액을 회수하여 황산암모늄(Ammonium sulfate) 침전, Sepharose CL-6B 컬럼 크로마토그래피를 수행

하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 지질분해효소의 생산 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 바이오디젤 생산에 유용한 스트렙토마이세스속(Streptomyces sp.) 균주 CS326이 생산하는 지방분해[0001]

효소 및 그의 생산 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

지질분해효소[glycerol-ester-hydrolase[E.C.3.1.1.3]는 카르복실산 에스트르 가수분해효소[EC  3.1.1]에 속하[0002]

며 중성지질의 에스테르 결합을 가수분해하여 지방산과 부분적인 글리세리드로 가수분해하며
 
다양한 기질 특이성

을 가진다. 지질분해효소는 산업적으로 이용하려는 연구가 끊임없이 확대되고 있고 유전공학 기술로 손쉽게 대

량으로 얻을 수 있어 세제산업, 식물성 기름을 연료로 전환시키기 위한 생촉매제 산업, 지방과 기름, 산업세제

와 음식의 가수분해, 펩티드합성, 제약 산업 그리고 기타 생명공학의 다양한 산업적 측면에서 지질분해효소는

널리 이용되고 있다.

지질분해효소는 중성지방을 글리세롤과 유리지방산으로 가수분해를 일으키는 효소들 중에서 가장 중요하고, 동[0003]

물, 식물, 곰팡이 그리고 박테리아에서 보편적으로 존재하는 촉매작용을 하는 효소들은 에스터화 반응, 에스테

르결합전이반응, 아미노분해, 산 가수분해, 그리고 산 가수분해 반응뿐만 아니라 중성지방의 가수분해도 촉진시

킨다.

바이오디젤(Biodiesel)은 동, 식물성 기름이 메탄올과 에스테르 반응 후 생성되는 메틸에스테르(methyl ester)[0004]

로 기존의 석유계 경유와 성질이 매우 유사하여 연소 시 공해가 거의 발생하지 않아 석유계 경유와 섞어서 사용

할 경우 대기오염의 주범인 자동차 공해를 획기적으로 줄일 수 있는 선진국 형 청정 대체 에너지로 최근 그 수

요와 필요성이 대폭 증대되고 있다. 각종 오일에서 바이오디젤이 생산되는 과정은 2단계의 화학 반응이 요구되

는데 먼저 지질의 가수분해반응에 의하여 지방산과 글리세롤이 생산되고, 뒤이어 지방산과 알콜(메탄올)이 에스

테르화하여 메틸에스테르화합물 즉 바이오 디젤을 생산한다.

현재 바이오디젤 생산은 강염기 등을 이용하는 화학적 촉매방법을 주로 사용하고 있으나 복잡한 반응공정과 부[0005]

산물발생 및 다량의 폐수발생으로 2차 환경오염을 유발하는 단점이 있다. 
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이와 같은 문제를 극복하기 위하여 미생물 유래 생촉매인 효소를 이용하여 바이오 디젤을 생산하기 위한 노력이[0006]

활발하게 진행되고 있다. 미생물을 이용한 효소 이용 산업의 역사는 각종 미생물로부터 각종 유용효소를 분리,

활용함으로써 산업용, 의약용, 분석용의 효소가 꾸준히 개발되어 왔으며, 생명공학의 산업적 기반을 이루는 기

술 분야의 하나로 성장해 왔다. 현재까지 알려진 효소의 종류는 약 2000종을 상회하지만 산업적 측면에서 볼 때

에는 약 20 여종의 효소가 경제적으로 그 중요성을 인정받고 있다. 

다양한 미생물에서 여러 특성을 지닌 지질분해효소들이 발견되고 있고 일부 지질분해효소는 지질의 가수분해반[0007]

응 뿐만 아니라 지방산과 메탄올 에스터화 반응을 동시에 촉매 하여 미래의 친환경 연료로 관심이 증가되고 있

는 바이오디젤을 생산 할 수 있다. 1996년 Nelson 등은 유기용매 하에서 지방분해효소를 통해 바이오디젤 생산

이 가능함을 최초로 보고한 바가 있고 일본에서는 고정화 지질분해효소로 바이오디젤 고효율 생산이 가능함을

보여주었다. 이러한 연구들은 바이오디젤 생산에 유기용매를 사용하지 않아 환경오염을 줄일 수 있다는 점에서

친환경적 생산 공정의 개발 가능성을 보여주어 현재의 화학공정 중심의 바이오디젤 생산을 미래 친환경 지향적

인 생물공정으로 대체가능함을 보여주었다.

현재  지질분해효소를  생산하는  대표적인  미생물에는  Pseudomonas  sp.  Burkholderia  sp.  Bacillus  sp.[0008]

Geobacillus sp. Staphylococcus sp. 균주 중에서 발견되고 있으며 Vibrio sp, Serratia sp, Chromobacterium

sp, Proteus sp, Streptomyces sp 균주 등에서도 일부 발견되고 있다.

산업적으로 활용이 가능한 지질분해효소는 생촉매 공정에 의한 바이오디젤 생산이 가능하다. 지질분해효소는 지[0009]

질을 가수분해하여 지방산(fatty acid)와 글리세롤(glycerol)을 만들며, 동물의 췌장, 곰팡이와 효모, 세균에서

생산되고 오일을 가수분해하여 비누를 만드는 데 사용하기도 하고 폐수 속에 존재하는 지질-지방 화합물을 가수

분해 시키는 데에도 사용할 수 있다. 이러한 지질분해효소는 지방산과 메탄 에스터화 반응을 동시에 촉매 하여

미래 친환경 연료인 바이오 디젤을 생산할 수 있다. 폐유와 동물지방, 알콜과 다양한 기름들로부터 에스테르 결

합 전이 반응이 비수용성 매체 안에서 하나의 지질분해효소를 이용하여 지방산 에스테르, 바이오디젤이 생산된

다.

짧은 반응시간 동안 자유지방산들이 높은 수율을 가진 중성지방, 모노글리세리드, 디글리세리드를 이용하여 바[0010]

이오디젤 생산에 잠재력 있는 지질분해효소를 사용하였다. 알콜 그리고 온도, 생성물 억제 등등에 높은 저항성

을 보인다.
 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  지질분해효소들은 그들이 내보이는 탁월한 화학적 선택성, 입체선택성 때문에 매우 유용하[0011]

고 그들은 매우 가치 있는 큰 규모의 다양한 미생물과 그리고 많은 지질분해효소의 구조물결정체를 생산하는 이

미 공학기술 전략을 실행하여 해결하였다[참조문헌: Jaeger KE, Eggert T (2002) Lipases for biotechnology.

Curr Opin Biotechnol 13 : 390-397.] 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 바이오디젤 생산에 유용한 미생물을 탐색하고자, 전남 해안 지역 토양에서 분리한 700 여종의 토[0012]

양미생물 중 강한 지질분해효소를 생산하는 미생물을 탐색하고 그 중 스트렙토마이세스 속( Streptomyces sp.)

CS326 균주가 생산하는 지질분해효소가 지방분해능이 우수할 뿐만 아니라  상기 균주에서 분비되어지는 지질분

해효소는 올리브오일, 콩 그리고 메탄올로부터 바이오디젤을 촉진 변환시켜서  이들이 바이오디젤의 생산에 유

용하게 이용될 수 있음을 확인하고 본 발명을 완성하기에 이르렀다.

과제의 해결 수단

따라서, 본 발명은, 일면에 있어서, 바이오디젤 생산에 유용한 신규의 스트렙토마이세스속 균주가 생산하는 지[0013]

방분해 효소 및 그의 생산 방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.
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발명의 효과

본 발명에 따른 스트렙토마이세스 속에 의해 생산된 지방분해효소는 바이오디젤을 생산하는 트랜스에스테르화[0014]

반응을 촉매할 수 있으므로 바이오디젤의 생산에 적합하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 균주 CS326과 다른 밀접히 관련된 균주와의 계통도. [0015]

도 2a는 Sepharose  CL-6B로부터 용출된 Streptomyces  sp.  CS326의 프로필을 나타내는 도면, 도 2b는 LP28의

SDS-PAGE 결과의 사진.

도 3은 pH 및 온도의 영향을 나타내는 그라프도.

도 4는 트리올레인 가수분해에 의한 스트렙토마이세스속 균주의 위치 특이성의 결정 결과를 나타내는 사진.

도 5는 LP326 Kinetics Lineweaver-Burk Plot.

도 6은 LP326이 메탄올 및 대두유를 사용한 바이오디젤 생산을 촉매한 결과를 나타내는 사진.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은, 일면에 있어서,[0016]

스트렙토마이세소 속 균주로부터 정제되고, SDS-PAGE를 통해 단일 단백질임 밴드로서 확인되고, 분자량이 17kDa[0017]

인 효소로서, 최적 반응 온도는 40℃, pH는 7.0 이고, pH 6.0 - 8.0, 50℃까지 안정하며, 그 이상의 온도에서는

활성이 저하되는 내열성 효소이고, 계면활성제인 Triton X-100을 첨가시 지질분해 활성이 100%로 증가하고, SDS

첨가시 지질분해활성이 5%로 저해되며, 데옥시콜릭산에서는 지질분해 활성이 완전히 손실되고, 산화 방지제인

EDTA, EGTA에 의해 거의 50%정도 활성이 억제되고, Mg
2+
, Fe

2+
, Na

+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Co

2+
에서는 활성이 저해되며, 반

응속도 상수는 Lineweaver-Burk plot을 이용하여 각각 Km=0.24mM, Vmax=4.6mM/min/mg인 것을 특징으로 하는 바

이오디젤 생산에 유용한 지질분해효소를 제공한다.

본 발명은 추가의 일면에 있어서, 상기 지질분해효소를 생산하는 미생물 및 상기 지질분해효소의 생산 방법을[0018]

제공한다.

본 발명에 따르면, Streptomyces sp. CS326 균주의 동정과 새로운 지질분해효소의 생산 그리고 정제, 특징 그리[0019]

고 바이오디젤 생산의 이용법을 제시한다.

방선균 유래 지질분해효소에 관한 보고 및 연구는 그 사례가 적어 Streptomyces sp. CS326이 생산하는 지질분해[0020]

효소에 관한 연구는 학문적 가치가 있을 것으로 생각된다.  본  발명에서는 토양 방선균인 Streptomyces  sp.

CS326 균주를 분리 동정하였다.

또한,  상기  균주의 최적 배양조건을 조사하였고 최적 배지 하에 얻은 배양액에서 황산암모늄 침전,  아미콘[0021]

농축, 컬럼 크로마토그래피 등의 기법을 이용하여 지질분해 효소를 순수하게 정제하였다. 또한 정제한 지질분해

효소능의 최적온도, pH, 온도, pH 안정성, 금속이온, 계면 활성제, 유기용매에 대한 영향을 조사하였고 기질특

이성 및 바이오디젤 전환능을 확인하여 산업적으로 이용이 가능한지 조사하였다.

본 발명에서, 지질분해효소를 생산하는 Streptomyces sp. CS326 균주를 분리 정제하였다. 본 발명자들의 실험실[0022]

에서 보유한 700 여종의 토양 방선균 중 지질분해효소를 생산하는 Streptomyces sp. CS326균주를 선별하였다.

Streptomyces sp. CS326를 최적 배지에서 배양하여 배양액으로부터 지질분해효소를 분리, 정제하고 그 특성을

조사하였다. 

Streptomyces  sp.  CS326  균주의  분자생물학적  특성(16S  rRNA  sequence)  유전자  염기서열  분석결과,[0023]

Streptomyces sp. CS326은 Streptomyces xanthocidicus와 99.79% 일치하였으며 Streptomyces sp. CS326의 계통

발생학적 위치는 계통수로 나타내었다. Streptomyces sp. CS326 균주는 최적배지 실험을 통해 선정된 GSNA (1%

Glucose, 1% Soybean meal, 0.01% Na2HPO4) 배양배지에서 28℃, 180rpm에서 170시간 동안 배양하였으며 7일째에

최대 지질분해효소 활성을 나타내었다. 지질분해능이 최대 활성을 보인 시점에서 배양액을 회수하여 황산암모늄

(Ammonium sulfate) 침전, Sepharose CL-6B 컬럼 크로마토그래피를 수행하여 지질분해효소를 순수하게 분리 정
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제하였으며 LP326이라 명명하였다. 위의 단계를 통해 최종 정제된 Lipase (LP326)은 SDS-PAGE를 통해 단일 단백

질임을 확인하였으며, LP326은 분자량이 17kDa인 효소임을 확인하였다.

지금까지, 몇몇의 낮은 분자량의 지질분해 효소들은 Bacillus thermoleovorans CCR11[참조문헌:. Castro-Ochoa[0024]

LD,  Rodrㅽguez-Gㆃmez  C,  Valerio-Alfaro  G,  Oliart  Ros  R  (2005)  Screening,  purification  and

characterization of the thermoalkalophilic lipase produced by Bacillus thermoleovorans CCR11. Enzyme

Microb  Technol  37  :  648-654.],  Penicillin  cyclopium  M1  균주가 생산하는 것으로 보고되었으며[참조문헌:

Saxena  RK,  Sheoran  A,  Giri  B,  Davidson  WS  (2003)  Purification  strategies  for  microbial  lipases.  J

Microbiol  Methods  52  :  1-18.],   Streptomyces  sp.  CS326가 생산하는 지질분해 효소로 낮은 분자량이었다.

LP326의 최적 반응 온도는 40℃, pH는 7.0 이었다. LP326은 pH 6.0 - 8.0, 50℃까지 안정하였으며 그 이상의

온도에서는 활성이 저하되었다. LP326의 활성이 pH안정성 시험을 통해 좋은 내열성 효소임을 알 수 있었다. 최

근 Pesudomonas aeruginosa 균주가 생산하는 분리된 지질분해효소 LX1 또한 LP326의 최적온도 40℃, 최적 pH

7.0으로  같았다.  또한  pH  4.5  ∼  12.0,  온도  안정성도  30  ∼  70℃  범위에서  1  시간  정도  안정하며

Streptomyces sp. CS326와 비슷한 특징이 나타남을 알 수 있었다. 계면활성제를 0.5%로 하여 LP326 활성에 대한

영향을 실험한 결과 Triton X-100을 첨가시 지질분해 활성이 100%로 가장 높게 증가하였다. SDS 첨가시 지질분

해활성이 5%로 저해되었으며, 데옥시콜릭산에서는 지질분해 활성이 완전히 손실되었다. Triton X-100을 농도 별

0.125%, 0.25%, 0.5%, 0.75%, 1%에서 실험 하였을 때 0.25%에서 최대 활성을 나타내었고 0.5%까지 활성이 유지

되는 것을 확인되었다. LP326 활성에 대한 금속이온의 영향을 조사하였다. K
+
를 제외한 모든 금속이온이 효소활

성을 저해하였으며 Mg
2+
, Fe

2+
, Na

+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Co

2+
는 활성이 조금 저해되었다. Cu

2+
과

 
Zn

2+
는 활성을

 
3 ∼40%로

억제되었다. Pseudomonas aeruginosa가 생산하는 지질분해효소 LX1도 Cu
2+
, Zn

2+
에 억제적 영향을 받는 것으로

LP326과 매우 유사하였다[참조문헌: Ji Q, Xiao S, He B, Liu X (2010) Purification and characterization of

an organic solvent-tolerant lipase from Pseudomonas aeruginosa LX1 and its application for bio diesel

production. J Mol Catal B Enzym 66 : 264-269.]. 산화 방지제인 EDTA, EGTA는 거의 50%정도 활성을 억제하였

으며 바이오디젤을 합성시 메탄올이 사용되므로 다양한 농도의 메탄올이 LP326의 활성에 미치는 영향을 조사하

였다. LP326은 반응기 내에서 메탄올의 40% 농도까지 효소 활성이 안정함을 보여주었다. 메탄올에서 안정하다고

보고 되어지는 효소 중 상업적으로 사용 가능한 지질분해효소로 Photobacterium lipolyticum가 생산하는 효소와

비교할  수  있다[참조문헌:  Yang  KS,  Sohn  JH,  Kim  HK  (2009)  Catalytic  properties  of  a  lipase  from

Photobacterium  lipolyticum  for  bio  diesel  production  containing  a  high  methanol  concentration.  J

BiosciBioeng  107  :  599-604.].  지금까지 보고되어진 Pesudomonas  cepacia,  Candida  rugosa  그리고 Candida

antartica가 생산하는 효소들은 10% 메탄올에 30분 동안 반응 후 무활성인 것으로 보고되어졌다. 메탄올에 내성

이 있는 LP326은 다른 지질분해효소보다 바이오디젤 산업에 유용하게 사용가능하며 메탄올에 안정한 지질분해효

소는 매우 잠재력 있는 효소로써 아주 중요하다. 이러한 관점에서 LP326은 바이오디젤 산업에 적합한 효소임을

확인 하였다. Streptomyces sp. CS326은 긴 사슬의 지방산 기질인 p-Nitrophenyl palmitate (C16)에서 기질특

이성을 보이는 것이 확인되었다. 위와 유사한 결과를 보이는 지질분해 효소에는 Ralstonia sp. CS274가 생산하

는 LP274, Pseudomonas aeruginosa LX1이 생산하는 LX1, Streptomyces fradiae var. k11[참조문헌:  Zhang Y,

Meng K, Wang Y, Luo H, Yang P, et al. (2008) A novel proteolysis-resistant lipase from keratinolytic

Streptomyces  fradiaevar.  k11.  Enzyme  Microb  Technol  42  :  346-352.]가  생산하는 lips221,  Pseudomonas

aeruginosa PseA가 생산하는 PseA 균주 그리고 다른 몇몇의 Pseudomonas 지질분해효소들이 보고되고 있다참조문

헌: Gaur R, Gupta A, Khare SK (2008) Purification and characterization of lipase from solvent tolerant

Pseudomonas  aeruginosa  PseA.  Process  Bio  chem  43  :  1040-1046.].  LP326의 반응속도 상수는 Lineweaver-

Burk plot을 이용하여 각각 Km=0.24mM, Vmax=4.6mM/min/mg으로 계산되었다. Pseudomonas aeruginosa PseA가 생

산하는 지질분해효소의 Km과 Vmax는 70.4mM 그리고 2.24umol/min mg이었다. 따라서 Vmax/Km 비를 비교시 LP326은

Pseudomonas aeruginosa PseA가 생산하는 지질분해효소 보다 더 효율적인 것으로 보여진다. LP326의 N-말단 아

미노산 서열 분석 결과 APDLVALQSF(서열번호 1)로 이 서열은 다른 가수분해 및 지질분해효소와 비교하였을 때

신규한 지질분해효소라고 사료된다.  NCBI에서 검색결과,  LP326과 높은 동종관계를 보이는 가수분해 효소로는

Aspergillus flavus NRRL3357 균주가 생산하는 에스테르 가수분해효소, Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

가 생산하는 지질분해효소가 있고, 그 서열 또한 지질분해효소 Streptomyces  rimosus[참조문헌: Cavalcanti-

Oliveira  ED,  Silva  PR,  Ramos  AP,  Aranda  DAG,  Freire  DMG  (2011)  Study  of  soybean  oil  hydrolysis

catalyzed  by  Thermomyces  lanuginosus  lipase  and  its  application  to  bio  diesel  production  via  hydro

esterification. Enzyme Res, in press Doi : 10. 4061/2011/618692 ]와 동일한 서열 AxDxVAL이 보여진다. 그
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것을 제외하곤, 중요한 동종관계가 알려진 다른 지질분해효소들과 다르며, LP326이 새로운 유형의 지질분해효소

로 사료되었다. 바이오디젤 생산을 위해 LP326 시료를 가지고 Methanol과 Soybean oil에 반응하여 생성물을 얻

었다. 생성된 바이오디젤은 TLC 전개 후 발색시약을 이용하여 spot을 확인하였다. 바이오디젤 생산 실험결과 효

소반응  12시간부터  48시간에  생성물의  양이  증가하는  것을  확인하였다.  최근에  보고된  RL74는  Methanol과

Soybean oil을 이용한 바이오디젤 생산 실험에서 바이오디젤 생산은 36시간일 때 최대였다. LP326은 RL74보다

느리지만 거의 비슷한 양상을 보였다[참조문헌: Yoo H-Y, Simkhada JR, Cho SS, Park DH, Kim SW, et al. A

novel alkaline lipase  from  Ralstonia with potential application in bio diesel production. Bio resour

Technol In Press, DOI : 10.1016/j. biortech. 2011.02.046].  이 연구에서 효소 반응 후 얻은 바이오디젤은

TLC를 통하여 생성물을 확인하였기 때문에 정량분석이 정밀하지 못하므로 향후 GC(gas chromatography)를 이용

한 정량적인 연구가 필요하다. 지질분해효소 촉매반응을 이용한 바이오디젤 생산에 있어서 화학적 바이오디젤

생산보다 유리하지만 문제점으로 높은 산업용 효소 생산단가와  환경오염 및 온화한 반응조건에 긴 반응 시간을

들  수  있다[참조문헌:  Du  W,  Li  W,  Sun  T,  Chen  X,  Liu  D(2008)  Perspectives  for  bio  technological

production of biodiesel and impacts. Appl Microbiol Biotechnol 79 : 331-337. 및 ansal K, Mc Crady J,

Hansen  A,  Bhalerao  K  (2008)  Thin  layer  chromatography  and  image  analysis  to  detect  glycerol  in  bio

diesel. Fuel 87: 3369-3372.]. 기존의 지질분해효소들은 다양한 자원을 요구하고 5 ∼ 72시간 동안 최대의 바

이오디젤 생산율을 보여주었다[참조문헌: Bajaj A, Lohan P, Jha PN, Mehrotra R (2010) Biodiesel production

through lipase catalyzed trans esterification: An overview. J Mol Catal B Enzym 62 : 9-14.]. 그러므로

LP326은 짧은 반응 시간 동안 높은 바이오디젤을 생산한다는 점에서 매우 의미가 있다. 산업화에 효소자원을 활

용하기 위해 효소의 대량생산은 아주 중요하다. LP326은 한 단계의 겔 투과(gel permeation chromatography)를

통하여 정제를 하였고, 이는 효소의 산업화에 있어 상당히 유리하다. 추후 LP326 효소를 고정화하여 바이오디젤

생산공정에 적용한다면 매우 효율적으로 바이오디젤을 생산할 수 있을 것으로 생각된다.

LP326은 Methanalysis 반응이 짧은 단점이 있었다. 추후 바이오디젤 생성 반응의 pH와 온도조절, 교반속도조절,[0025]

메탄올 투여 단계 조정, 고정화 효소의 사용 등을 함으로써 최적의 바이오디젤 생산 증가에 대한 연구가 필요할

것으로 사료된다.

<실시예>[0026]

이하, 본 발명은 다음의 대표적인 실시예에 의하여 더욱 구체적으로 설명하나, 본 발명이 이들 실시예에 의해[0027]

어떤 식으로든 제한되는 것은 아니다. 

사용된 재료 및 시약은 다음과 같다.[0028]

방선균의  배양을  위한  배지는  Yakuri  pure  chemical사의  제품을  사용하였다.[0029]

EDTA(ethylenediaminetetraacetic  acid),  PMSF(phenylmethylsulphonyl  fluoride)  등은  Sigma  Aldrich(St.

Louis.  MO.  USA)사,  기질  특이성  p-Nitrophenyl  plamitate  (pNpp)는  Sigma  Aldrich,  아세토나이트릴

(Acetonitrile)은 Merck사의 제품을 사용하였다.  효소 정제를 위한 Sepharose  CL-6B는 Pharmacia  (Uppsala,

Sweden)의  제품을  사용하였으며  바이오디젤  생산  시험에  사용된  박층  크로마토그래피(Thin  layer

chromatography, TLC) Silica gel plate는 Merck (Darmstadt, Germany)에서 구입하였다.

실시예 1: 지질분해효소를 생산하는 토양 방선균의 분리 및 동정[0030]

1-1) 지질분해효소를 생산하는 토양 방선균의 분리[0031]

토양 미생물로부터 바이오디젤 생산에 적용 가능한 지질분해효소를 얻기 위해 본 발명자들의 실험실에서 보유한[0032]

약 700 여종의 토양 미생물 배양액을 이용하여 지질분해효소 활성을 시험하였다. 

배양액 내에 지질분해효소 활성이 있는 방선균을 선별하였으며 이 균주를 Streptomyces sp. CS326라고 명명하였[0033]

다. 이 균주를 OSYM (2% Oatmeal, 1% Soybean meal, 1% Dried yeast, 1% Mannitol,  pH 8.3) 평판배지에서 도

말하여 28℃에서 1 ∼ 7일간 배양하였다. OSYM 평판배지에 균주 집락을 액체 OSYM배지에 접종하여 28℃, 180rpm

에서 배양하며 배양액내에 생성된 효소의 지질분해효소 활성을 관찰하였다. 균주의 장기 보관은 포자를 20% 글

라이세롤(Glycerol)에 보관용기에 취해 -80℃에 보관하고 6개월마다 계대 배양하여 보존하였다.
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1-2) Streptomyces sp. CS326 균주의 동정[0034]

상기 Streptomyces sp. CS326의 균주에 대하여 16S rRNA 유전자 염기서열 분석결과, Streptomyces sp. CS326은[0035]

Streptomyces xanthocidicus와 99.79% 일치하였으며 Streptomyces sp. CS326의 16S rRNA 의 염기서열에 의한

계통발생학적 위치는 계통수로 나타내었다(도 1 참조). 도 1은 균주 CS326과 다른 밀접히 관련된 균주와의 계통

수이다. 바아는 site 당 0.01 뉴클레오타이드 치환을 나타낸다.

실시예 2: 지질분해효소를 생산하는 Streptomyces sp. CS326의 최적 배양 조건[0036]

OSYM 평판 배지에서 배양한 균주의 균사체 및 포자를 취하여 50㎖의 OSYM 액체배지가 들어있는 250㎖ 플라스크[0037]

에 접종한 후 28℃, 180rpm에서 3일간 전 진탕 배양하였다. 탄소원, 질소원 그리고 금속원 등의 영양원에 따른

효소 생산성을 관찰하기 위해 28℃, 180rpm에서 7일간 배양하여 가장 높은 효소 생산성을 나타내는 최고 활성을

보이는 배지를 Streptomyces sp. CS326 최적 배양 배지로 선정하였다. 

지질분해효소 생산의 최적화를 위한 실험결과는 다른 배지에 비해 GSNA 배지에서 월등한 효과를 나타내었다.[0038]

2-1) 탄소원이 지질분해효소의 생산에 미치는 영향[0039]

효소의 생산을 위한 탄소원에 따른 활성을 조사하기 위하여 질소원인 Yeast extract 1%로 고정시킨 후 1%의 각[0040]

종류별 탄소원(Fructose, Sucrose, Lactose, Maltose, Mannitol, Starch, Glucose)을 첨가하여 28℃, 180rpm

96시간 배양하였다. 그 결과 지질분해효소 활성은 글루코스(Glucose)를 1%를 첨가 하였을 때 지질분해 활성이

가장 우수 하였다.

2-2) 질소원이 지질분해효소의 생산에 미치는 영향[0041]

효소의 생산을 위한 질소원에 따른 활성을 조사하기 위하여　탄소원 중 활성이 가장 뛰어난 글루코스(Glucose)[0042]

1%를 고정시킨 후 각 종류별 질소원(Yeast  extract,  Peptone,  Tryptone,  Beef  extract,  Oat  meal,  Soybean

meal, Malt extract)을 1% 첨가하여 28℃, 180rpm, 96시간 배양하였다. 그 결과 지질분해효소 활성은 Soybean

meal 1%를 첨가하였을 때 지질분해활성이 가장 우수하였다.

2-3) 금속원이 지질분해효소의 생산에 미치는 영향[0043]

효소의 생산을 위한 금속원에 따른 활성을 조사하기 위하여 글루코스(Glucose) 1%와 Soybean meal 1%를 고정시[0044]

킨 후 0.01%의 각 종류별 금속원(MgCl2, Na2HPO4, CaCl2, KCl, NaCl)을 첨가하여 28℃, 180rpm 96시간 배양하였

다. 그 결과 지질분해효소 활성은 Na2HPO4를 0.01% 첨가하였을 때 지질분해활성이 가장 우수하였다.

실시예 3: 지질분해효소의 정제[0045]

3-1) 균주배양 및 지질분해효소 정제용 효소시액 준비[0046]

OSYM 평판 배지에서 배양한 균주의 균사체 및 포자를 취하여 50㎖의 OSYM 액체 배지가 들어있는 250㎖ 배플 플[0047]

라스크(baffled flask)에 접종하여 28℃, 180rpm에서 3일간 전 진탕 배양하였다. 이 배양액을 지질분해효소의

생산을 위해 최적화한 지질분해효소용 배양배지(GSNA  배지, 1% Glucose,  1%  Soybean  meal,  0.01%  Na2HPO4)에

250㎖이 들어있는 1L 플라스크에 4%의 종배양액을 접종하고 28℃, 180rpm에서 168시간 동안 배양하면서 배양시

간에 따른 지질분해효소의 활성, pH, 건조 중량의 변화를 조사하였다. 이 배양액은 6,000rpm에서 50분간 원심분

리 후 상층액을 정제용 시료로 이용하였다. 지질분해효소의 생성은 배양 1일부터 7일까지 pH가 증가할수록 지질

분해활성도 증가하였다. 

3-2) 황산암모늄(Ammonium sulfate) 분획[0048]

Streptomyces sp. CS326을 GSNA 배지에서 168시간 동안 배양 후 지질분해효소의 배양액을 황산암모늄(Ammonium[0049]
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sulfate)으로 단백질을 침전시켰다. 원심분리 후 취한 배양액에 0∼25%, 25∼50%, 50∼90%로 분획을 나누어 황

산암모늄(Ammonium sulfate)을 가하여 4℃에서 1시간 정도 교반시킨 후, 원심분리 (ㅧ 6,000 rpm, 1 시간)하여

침전물을 최소량의 10mM Tris-HCl (pH 8.0) 완충액에 녹여 회수하였다. 조효소액을 가지고 황산암모늄(Ammonium

sulfate) 농도 별로 분획을 나누어서 농축하고, 탈염시켰다. 황산암모늄 침전으로 나눈 분획 중 가장 높은 효소

활성을 나타낸 0-25% 황산암모늄(Ammonium sulfate) 농축액을 컬럼 크로마토 그래피를 수행하기 위한 시료로 선

정하였다.

3-3) Sepharose CL-6B 컬럼 크로마토그래피[0050]

준비한 조효소액은 Sepharose CL-6B (2.3 ㅧ 109cm) 컬럼을 이용하여 분리정제를 하였다. 10mM Tris-HCl (pH[0051]

8.0) 완충액을 10ml/h의 속도로 흘려주었으며 각 분획을 지질분해효소 활성 측정법을 수행하여 활성을 확인 후

농축하였다.

단백질 농축 시료는 Sepharose CL-6B 컬럼을 수행하여 lipase를 분리정제 하였다. Sepharose CL-6B 컬럼 크로[0052]

마토 그래피 수행 후 얻은 활성 분획은 도 2a에 나타내었다.  Sepharose CL-6B 컬럼을 통해 얻은 최대 활성 분

획을 아미콘으로 농축하여 9%의 SDS-PAGE를 수행하였으며 그 결과 이 효소의 분자량이 17kDa임을 확인하였고

LP326으로 명명하였다(도 2b). 최종 활성 회수율 및 정제 배수는 다음의 표 1에 요약하였다. 표 1은 지질분해효

소의 정제 결과를 요약한 것이다. 도 2a는 Sepharose CL-6B로부터 용출된 Streptomyces sp. CS326의 프로필을

나타내는 도면이고, 도 2b는 LP28의 SDS-PAGE 결과의 사진이다. Lane 1: 단백질 크기 마커(kDa의 크기들이 각

레인의 왼쪽에 나타나 있음); lane 2: 정제 Streptomyces sp. CS326.

표 1

LP326 정제의 요약[0053]

정제 단계 총 단백질 (mg) 총 활성 (U) 특이 활성 (U/mg) 수율 (%) 정제(-배수)

조추출물

(상층액)

229 993,458 3,338 100 1

암모늄 설페이트 88 558,589 6,348 56 1.9

세파로오스 CL-6B 1.4 12,696 9,069 1.3

2.7

3-4) 겔 전기영동[0054]

SDS-PAGE는  5%  스택킹 겔과 9%  폴리아크릴아마이드 겔을 사용하였다.  활성 분획과 5  x  시료 완충용액(60mM[0055]

Tris-HCl (pH 6.8), 25% Glycerol, 2% SDS, 14.4mM β-머캅토에탄올, 0.1% 브로모페놀 블루)와 혼합하여 100℃

에서 5분간 중탕하여 전기영동을 수행하였고,  분자량 마커(10  ∼ 170  kDa)는 Fermentas  (Glen  Burine,  MD,

U.S.A)  회사의 제품을 사용하여 단백질의 분자량을 결정하였다.  겔은 0.1%(w/v)  쿠마시 브릴리언트 블루 R-

250로 1시간 동안 염색한 뒤 메탄올 : 빙초산 : H2O(1 : 1 : 8) 비율로 섞은 용액에 밤새 탈색시켜 분자량을 분

석하였다.

세파로오스 CL-6B 컬럼 크로마토그래피를 이용한 정제 과정에서 얻어진 순수한 지질분해효소를 9% SDS-PAGE를[0056]

통해 확인한 결과 분자량이 약 17 kDa인 부분에서 확인되었다(도 2b 참조).

3-5) N-말단 아미노산 염기 서열 분석[0057]

Procise model 492 단백질 시퀀서(sequencer)를 사용하여 Edman 분해를 이용해 정제된 효소의 N-말단 아미노산[0058]

염기 서열을 결정하였다(applied Biosystems, CA, USA). 

N-말단 아미노산 서열 분석 결과 APDLVALQSF(서열번호 1)로 확인되었다. 이 아미노산 서열은 다른 가수분해 및[0059]

지질분해효소와 비교하였을 때 신규한 지질분해효소라고 사료된다(표 2 참조).

표 2
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LP326과 Streptomyces 지질분해효소를 포함하는 관련 가수분해효소와의 N-말단 서열 비교[0060]

효소 및 소스
N-말단 서열

a 입수/참고문헌

Esterase from Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii WSM1325

PDLVAL 서열번호2, YP_002975484

Hydrolase from Aspergillus flavus
NRRL3357

APDLVALQS 서열번호 3, XP_002372537.1

Lipase from Streptomyces rimosus ATDYVALGDS 서열번호 4, Vujaklija D, Schroder W,
Abramic M, Zou P, Lescic I, et al.
(2002) A novel streptomycete lipase:
cloning, sequencing and high-level
expression of the Streptomyces rimosus
GDS(L)-lipase gene. Arch Microbio l178
: 124-130.

LP326 from Streptomyces sp. CS326 APDLVALQSF 본 발명
a
매치가 되지 않은 아미노산 잔기들은 밑줄 그었다.

실시예 4: 지질분해효소 활성 측정[0061]

지질분해효소  활성  측정에  사용한  시약  A는  0.5%(v/v)  Triton  X  -100과  0.15M  염화나트륨(NaCl)이  포함된[0062]

100mM  Tris-HCl  (pH  8.0)  완충액을  사용하였으며,  기질(Substrate)은  10mM  pNpp를  아세토나이트릴

(Acetonitrile)에 녹여 준비하였다. 30℃ 항온조에서 중탕한 시약 A 350㎕와 효소 25㎕, 기질 25㎕을 넣고 즉시

섞어준 후 40℃ 항온조에서 30분간 반응하였다. 반응 후 아이스에서 10분간 방치한 뒤 원심분리(10,000rpm, 10

분) 하여 405nm 분광광도계(UV microplate reader;Thermo, Multiskan EX)에서 흡광도를 측정하였다. 효소활성

(Unit)은 1분 동안 1μ㏖의 생성물을 생성시키는 효소의 양으로 정하였다.

실시예 5: 단백질 정량[0063]

단백질의  농도는  Bradford의  방법을  이용하여  소혈청  알부민(BSA)  (Life  Technologies,  Gaithersburg,  MD,[0064]

U.S.A.)을  표준시료로  하여  측정하였으며  효소정제  과정  중  분획  내의  상대적  단백질  농도는  분광광도계

(Spectrophotometer)사용하여  595nm  흡광도로  측정하였다[참고문헌:  M.M.  Bradford  (1976)  A  rapid  and

sensitive  method  for  the  quantitation  of  microgram quantities of protein utilizing the principle of

protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.].

실시예 6: 지질분해효소의 특성화[0065]

6-1) 최적 지질분해효소 효소활성도와 안정성에 대한 온도 및 pH의 영향[0066]

최적 활성 온도는 4 ∼ 70℃의 범위에서 10℃ 간격으로 효소 반응을 수행하여 효소활성을 측정하였다. 효소의[0067]

온도 안정성을  알아보기 위해 각각의 온도(4 ∼ 80℃)에서 정제된 효소를 2시간 동안 반응시킨 후, 30분 마다

시료를 채취하였다. 채취한 시료용액에 10mM Tris-HCl (pH 8.0) 완충액을 넣고 20분 동안 실온에 방치한 후, 동

일 완충용액으로 총량을 맞춘 뒤 효소 활성을 측정함으로써 효소의 온도에 대한 안정성을 측정하였다.

정제된 효소활성에 대한 최적 pH를 결정하기 위해 pH 3 ∼ 11 범위 안에서 pH 1.0 간격으로 1M pH 완충액 (최종[0068]

농도 100mM)을 넣고 최적온도에서  30분간 반응시켜 효소활성을 측정하였다. 

효소의 pH 안정성을 측정하기 위해 pH 3 ∼ 11 범위 안에서 pH 1.0 간격으로 각각의 1M pH 완충액(최종농도[0069]

100mM)을 효소용액과 넣어 4℃에서 24시간 동안 방치한 뒤, 최적 pH 완충액을 넣고 최적온도에서 30분간 반응시

켜 효소 활성을 측정함으로써 pH  안정성을 측정하였다. 1M  pH  완충액은 다음과 같이 pH  5  ∼ 7은 Citrate-

Na2HPO4 완충액, pH 7.5 ∼ 9.5는 Tris-HCl 완충액, pH 9.6 ∼ 11은 탄산수소나트륨(Sodium-Bicarbonate) 완충

액을 사용하였다. 도 3은 pH 및 온도의 영향을 나타내는 그라프도이다. (a) 최적 pH는 3.0-10.0에서 효소 활성

에 의해 평가하였다. (b) pH 안정성은 60분 동안 다양한 pH에서 효소를 인큐베이션시킨 후 잔여 효소 활성을 측

정함으로써 결정하였다. (c) 최적 온도는 다양한 온도에서 효소 에세이를 수행하여 결정하였다. (d) 효소의 열
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안정성은 pH 7.0에서 다양한 온도에서 인큐베이션 시킨 후 잔여 활성을 측정함으로써 평가하였다. 각각의 점은

평균ㅁ표준편차(n=3)를 나타낸다.

온도와 pH에 대한 지질분해효소 LP326 활성과 안정성에 미치는 영향을 조사한 결과 효소반응의 최적 온도는 40[0070]

℃로 나타났으며 pH는 7.0이었다.(도 3a, 3c) pH 6.0 - 8.0, 50℃까지 안정하였으며 그 이상의 온도에서는 활성

이 저하되었다(도 3b, 3d). 대부분 활성이 중성 pH 범위에 안정하였으며 pH 4에서도 활성이 유지됨을 확인하였

다. 온도 안정성에서는 초기 활성은 60℃에서 60분 동안 반응 후에도 없어지지 않고 60%정도 남아있었다.(도

3d) 이것을 통해 Streptomyces sp. CS326은 중성에서 활성이 좋은 효소임을 알 수 있었다.  

6-2) 지질분해효소 활성도에 대한 금속이온과 조절인자에 대한 영향 [0071]

효소 활성에 금속이온들의 영향을 조사하기 위해 효소 용액에 금속이온 Ca
2+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Co

2+
, Zn

2+
, Fe

2+
, Mn

2+
,[0072]

K
+
, Na

+
을  최종농도가 2mM 되도록 첨가하여 최적온도에서 30분 동안 반응시킨 후 효소활성을 측정하였다. 또한

금속산화방지제(Metal  chelator)가  효소활성에  미치는  영향을  조사하기  위해  Ethylenediamine  tetra-acetic

acid(EDTA),  Ethylene  glycol-bis(β-aminoethyl  ether)-N,N,N',N'-  etra-acetic  acid(EGTA),  환원제로는

Phenylmethylsulfonyl  fluoride(PMSF),  ㅯ-Mercaptoethanol  그리고  산화제로는  과붕산나트륨(Sodium

perborate)을 최종농도 2mM이 되게 첨가하여 상온에서 반응 하였고, 30분 후 남아있는 효소 활성을 측정하였다.

지질분해효소(LP326)에 대한 금속이온에 대한 영향을 조사하였다. 실험결과는 표 3에 나타내었다. 결과는 평균[0073]

± 표준 편차로 나타냈다(n=3).

표 3

활성에 미치는 금속이온의 영향 및 LP326의 안정성에 미치는 조절인자의 영향 [0074]

영향인자 (2 mM) 상대 활성 (%)

금속 이온 

MgSO4 89 ± 6

ZnSO4 42 ± 5

CuSO4 3 ± 0

NaCl 91 ± 5

KCl 100 ± 0

FeSO4 90 ± 10

MnSO4 92 ± 6

CoSO4 87 ± 10

CaCl2 93 ± 11

조절인자  

Sodium perborate 97 ± 9

PMSF 68 ± 12

β-Mercaptoethanol 118 ± 10

EGTA 42 ± 14

EDTA 57 ± 3

None 100 ± 9

K
+
를 제외한 모든 금속이온이 효소활성을 저해하였으며 Mg

2+
, Fe

2+
, Na

+
, Mn

2+
, Ca

2+
, Co

2+
는 불활성화 되었다. 10%[0075]

이하  Zn
2+
과  Cu

2+
에서는  활성이  억제되었다.  효소활성을  억제하는  Cu

2+
,  Zn

2+
는  유기용매에  내성을  지니는

Pseudomonas aeruginosa LX1이 생산하는 지질분해효소 LX1와 매우 유사하였다. 지질분해효소의 활성에 높은 영

향을 미치는 다양한 금속이온들과 산화 방지제인 EDTA, EGTA는 약 50%활성을 억제하였으며 PMSF는 최종농도 2mM

에서 약 32%활성을 억제하였다. 결과적으로 LP326은 Serine 계열에 속하는 것을 알 수 있었다.

6-3) 지질분해효소 활성도에 대한 유기용매와 계면활성제의 영향[0076]
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효소 활성에 유기용매의 영향을 조사하기 위해 정제된 효소의 최종농도 25%가 되게 데케인(Decane),  옥테인[0077]

(Octane), 헵테인(Heptane), 헥산(Hexane), 자일렌(Xylene), 톨루엔(Toulene), 벤젠(Benzene), 다이클로로메테

인(Dichloromethane), 아세트산 에틸(Ethyl acetate), 이소프로판올(Iso-propanol), 아세톤(Acetone), 에탄올

(Ethanol), 아세토나이트릴(Acetonitrile), 메탄올(Methanol), DMSO(Dimethy sulfoxide)를 섞어준 후 상온에서

24시간 반응 하였다. 그 후 최적온도에서 30분간 반응시켜 남아있는 효소활성을 측정하였다. 바이오디젤 생산은

메탄올에서 높은 안정성을 가진 효소를 이용할 수 있기 때문에 같은 방법으로 다양한 메탄올(0 ∼ 40%) 농도에

서 효소가 메탄올에서 어느 농도까지 안정한지 실험하였다. 

효소  활성에  미치는  계면활성제의  영향을  조사하기  위해  최종농도  0.5%가  되게  10%  Triton  X-100,  10%[0078]

Polyoxyethylene, 10% Tween 20, 10% SDS, 10% Deoxy cholic acid, 10mM EGTA, 10mM EDTA, 10mM PMSF를 첨가

한 후 최적온도에서 30분간 반응시켜 효소 활성을 측정하였다.

Streptomyces sp. CS326의 다양한 유기용매에서의 안정성은 5.6-1.37 까지의 log P값으로 표 4에 나타내었다.[0079]

결과는 평균 ± 표준 편차로 나타내었다(n=3). 

표 4

LP326의 유기용매 안정성[0080]

유기 용매 log P 잔여 활성 (%) 

데케인 5.6 14±4

옥탄 4.9 11±3

헵탄 4.0 17ㅁ5

헥산 3.5 30±8

크실렌 3.1 0

톨루엔 2.5 1

벤젠 2.0 19±5

디클로로메탄 1.25 67±14

에틸 아세테이트 0.71 16±13

이소프로판올 0.074 71±15

아세톤 - 0.21 24±5

에탄올 -0.24 34±8

아세토니트릴 -0.39 22±5

메탄올 -0.76 81±6

DMSO -1.37 85±16

None  ― 100±2.5

Methanol 농도 (%) 잔여 활성(%)

 0 100

 5 88 ± 6

 10 82 ± 7

 15 79 ± 7

 30 89 ± 3

 40 73 ± 5

다양한 메탄올 농도에 대한 효소 안정성을 측정해 보았을 때 Streptomyces sp. CS326은 40% 메탄올의 농도까지[0081]

효소활성이 안정함을 보여주었다. 

효소에 영향을 미치는 계면활성제인 Deoxy  Chloride  acid,  CHAPS,  Triton  X-100,  Tween  20,  Tween  80,  N-[0082]

lauryl sacoicine, SDS를 0.5%로 하여 LP326에 대한 계면활성제의 영향을 검토하였다. 그 결과는 다음의 표 5에

나타내었다. 결과는 평균 ± 표준 편차로 나타내었다(n=3).

표 5

LP326 활성에 미치는 세제의 영향[0083]

세제 농도 (%) 상대 활성(%)

Deoxycholic acid 0.5 0 ± 0
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CHAPS 0.5 32 ± 7

Tween-20 0.5 40 ± 8

Tween-80 0.5 38 ± 8

N-laurylsarcosine 0.5 17 ± 7

SDS 0.5 5 ± 1

Triton X-100 0.125 77 ± 10

 0.25 100 ± 0

 0.5 93 ± 9

 0.75 79 ± 15

 1 69 ± 7

None  8 ± 1

실험결과를 상기 표 5에 나타낸 바와 같이 LP326은 Triton X-100에서 최대 활성을 나타내었다. SDS 첨가시 활성[0084]

이 저해되었으며, Deoxy Chloride acid에서는 활성이 나타나지 않았다. Triton X-100에서 최대 지질분해활성을

나타내어 Triton X-100의 농도에 따른 지질분해효소의 활성 변화를 조사하였다. Triton X-100을 농도 0.125%,

0.25%, 0.5%, 0.75%, 1%에서 실험 하였을 때 0.25%에서 최대 활성을 나타내었고 0.5%까지 활성이 유지되는 것을

확인하였다.

6-4) 단백질의 겔 전기영동[0085]

컬럼을 통해 정제한 단백질은 9% SDS-PAGE를 이용하여 밴드를 확인하였다. 120V, 50mA에서 전기영동 후 겔을[0086]

0.1%(w/v) 쿠마시 블릴리언트 블루 R-250에  1시간 염색한 후, 메탄올 : 아세트산 : 물(1 : 1 : 8) 비율로 섞은

용액을  이용해  탈색하여  밴드를  확인하였다.  단백질  크기  마커(Fermentas  co.)와  비교하여  분자량을

결정하였다.

6-6) 위치 특이성(Positional specificity)[0087]

트리올레인(Triolein)으로부터 효소 생성물을 분석하여 그 효소의 위치특이성을 평가하였다[11]. 20mM Triolein[0088]

안에 50mM Tris/HCl (pH 8.0) 완충액을 넣고 효소(10 U)를 섞은 후 상온에서 200rpm으로 24시간 동안 혼합물

2ml을 반응시켰다. 반응 후 남은 생성물 안에 0.2ml Chloroform을 넣어 TLC 분석용 시료를 준비하였다. 분석용

시료는 TLC plate에 점적한 후 클로로폼 : 아세톤 : 아세트산 (Chloroform : Acetone : Acetic acid = 96 : 4

: 1) 전개용매를 전개시켰다. 전개 후 TLC plate는 건조 후 아이오딘(Iodine)과 반응 후 갈변하는 생성물의 위

치를 확인하였다. 그 결과를 도 4에 나타내었다. 도 4는 트리올레인 가수분해에 의한 스트렙토마이세스속 균주

의 위치 특이성의 결정 결과를 나타내는 사진이다. [레인 1: 트리올레인; 레인 2: 1,3-디올레인; 레인 3: 스트

렙토마이세스 균주 가수분해후 트리올레인의 생성물; 레인 4: 1,2-디올레인; 레인 5: 올레산; 레인 6: 모노올레

인].

트리글리세리드 중에 아실 그룹을 가수분해하는데 있어서 선호도에 따라, 지질분해효소는 1,2-특이성; 1,3-특이[0089]

성 또는 비특이성으로 분류된다. 이러한 측면에서 LP326은 비특이성인 것으로 나타났는데, 트리올레인을 가수분

해하였고 1,2- 및 1,3-디올레인과 함께 올레산을 생성하였기 때문이다.

6-7) 기질특이성(Substrate specificity)[0090]

C4(PNPB  :  4-Nitrophenyl  butyrate),  C10(PNPD  :  4-Nitrophenyl  decanoate),  C14(PNPM  :  4-NItropheyl[0091]

myristate),  C16(PNPP  :  4-Nitrophenyl  palmitate)의 기질들을 아세토나이트릴(Acetonitrile)에 녹여 50mM의

농도로 만들어준다. 효소샘플 10㎕와 각각의 기질(50mM) 10㎕와 100mM Tris-HCl (pH 7.0)에 0.15M NaCl와 0.5%

Triton X-100 가 포함된 완충액 350㎕을 혼합하여 40℃ 항온조에 넣어 30분간 반응 후 원심분리기에 10,000rpm

에서 10분 동안 원심분리 후 405nm에서 지질분해효소의 기질특이성을 확인하였다.

기질의 사슬길이(C4-C16)에 따른 지질분해효소 활성을 Table. 5에서 나타내었다. 지질분해효소는 긴 사슬의 지[0092]

방산 기질인 p-Nitrophenyl palmitate (C16)와 반응이 최대의 활성을 보여주었고, 이 기질에 기질친화성을 보이

는 것을 알 수 있었다(표 6 참조). 결과는 평균 ± 표준 편차로 나타내었다(n=3).
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표 6

LP326 활성에 미치는 다양한 사슬길이 니트로페닐 치환체의 영향[0093]

다양한 사슬 길이의 기질 상대 활성(%)

p-nitrophenyl butyrate (C4) 46 ±   0.017

p-nitrophenyl decanoate (C10) 42 ±   0.016

p-nitrophenyl myristate (C14) 70 ±   0.023

p-nitrophenyl palmitate (C16) 100 ±   0.029

6-8) 반응속도론(Kinetics)[0094]

반응속도론 실험은 기질특이성에서 LP326이 가장 높은 활성을 보인 기질을 선택하여 실험한다. 선택한 기질을[0095]

2mM, 5mM, 10mM, 20mM, 40mM, 80mM 160mM의 기질 농도 별로 효소 활성을 측정한다. 효소(0.35㎍) 25㎕ + 농도

별 기질 25㎕ + 100mM Tris-HCl (pH 7.0)에 0.15M NaCl과 0.5% Trition X-100이 포함된 완충액 350㎕을 혼합한

후 40℃의 항온조에 30분간 반응 후 10,000rpm에서 10분간 원심분리 후 405nm에서 효소 활성을 측정한다. 효소

의 활성은 최대속도(Vmax)와 Michaelis 상수(Km)에 의하여 특정 지어 지는데, Vmax는 반응 최적조건 하에서 효

소가 나타내는 최고의 반응 속도를 말하며, Km은 Michaelis 상수로서 효소의 기질에 대한 친화도와 반비례한다.

Michelis-Menten식에 따라 Vmax와 Km을 구할 수 있다. 그러나 Michelis-Menten 곡선을 이용하는 경우, 정확한

Vmax와 Km값을 구하는 것이 어렵다. 따라서 직선 plot의 형식으로 바꾼 Hanes plot과 Lineweaver Burk plot을

이용하여 결정하였다. 

효소의 활성은 최대속도(Vmax)와 Michaelis 상수(Km)에 의하여 특정 지어지는데, 반응 최적조건 하에서 효소가[0096]

나타내는 최고의 반응 속도를 말하여, Km은 Michaelis  상수로소 효소의 기질에 대한 친화도와 반비례 한다.

Michaelis-Menten 식에 따라 Vmax와 Km을 구할 수 있었다. 그러나 Michaelis-Menten 곡선을 이용하는 경우, 정

확한 Vmax와 Km값을 구하는 것이 어렵다. 따라서 직선 plot 형식으로 바꾼 Lineweaver-Burk plot 방법을 이용하

여 결정하였으며, 그 결과를 도 5에 나타냈다. 도 5는 LP326 Kinetics Lineweaver-Burk Plot이다. LP326 지질

분해효소의 Vmax와 Km값은 각각 4.6mM/min/mg과 0.24mM로 산출되었다.

6-9) 바이오디젤 생산과 적용 연구[0097]

바이오디젤 생산은 문헌의 방법을 변형시켜 수행하였다[11]. 20ml 유리병에 대두유 7.89ml과 메탄올(Methanol)[0098]

0.99ml, 지질분해효소(300U)를 함께 넣어 섞어 준 다음 96시간 동안 상온에서(25±2℃) 200rpm으로 교반하였다.

그리고 정해진 시간 간격마다 시료를 채취하였다. 회수한 시료 혼합물(100㎕)과 동일한 용량의 헥산(Hexane)을

넣어 혼합하였다. 혼합액을 10,000rpm으로 원심분리 한 뒤에, 분리된 상층을 TLC plate에 표준 지방산 메틸 에

스테르(FAME, purity 99.9%)와 함께 점적 후 전개용매로 전개하여 확인하였다. plate 전개용매는 헥산 : 아세트

산에틸 : 아세트산(Hexane : Ethyl acetate : Acetic acid = 94 : 5 : 1)을 이용하였고 전개 후 건조 시킨 뒤

과망간산칼륨 용액(0.5%, w/v)에 plate를 노출하여 용액과 반응하여 발색한 바이오디젤 생성을 확인하였다. 본

연구에서는 지질분해효소인 LP326을 이용하여 바이오디젤 생산 능력을 확인하였다. 바이오디젤 생산은 메탄올과

Soybean oil을 LP326 촉매 하에 반응을 진행하였다. LP326은 메탄올과 올리브오일을 이용하여도 바이오디젤을

생산할 수 있었다.(도 6 참조). 도 6은 LP326이 메탄올 및 대두유를 사용한 바이오디젤 생산을 촉매한 결과를

나타내는 사진이다[BD, 바이오디젤 (참고 및 생성물); 1 : 음성 재조군, 효소없는 반응물; 2 - 10 : 0, 12, 24,

36, 48, 60, 72, 84 및 96h 시간 후의 반응 생성물].  

LP326을 촉매로 하고 콩 또는 올리브를 기질로 하여 바이오디젤을 생산 시 12시간부터 TLC plate 분석을 통해[0099]

생성물을 확인 할 수 있었으며 48시간 만에 최대 생산량을 보였다. 
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<110>    Chosun University Industry-Academic Cooperation Foundation

<120>    Novel Lipase from Streptomyces sp. CS326 and Process For

         Preparing the Same

<130>    pkr-0249

<160>    4

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Streptomyces sp.

<400>    1

Ala Pro Asp Leu Val Ala Leu Gln Ser Phe

  1               5                  10

<210>    2

<211>    6

<212>    PRT
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<213>    Rhizobium leguminosarum

<400>    2

Pro Asp Leu Val Ala Leu

  1               5    

<210>    3

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Ascosphaera flava

<400>    3

Ala Pro Asp Leu Val Ala Leu Gln Ser

  1               5                

<210>    4

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Streptomyces rimosus

<400>    4

Ala Thr Asp Tyr Val Ala Leu Gly Asp Ser

  1               5                  10
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