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(57) 요 약

본 발명은 바실러스 섭틸리스 유래의 신규 알칼리성 펙티나아제 및 그의 고정화 방법에 관한 것으로서, 좀 더 구

체적으로는 강한 알칼리성 및 넓은 범위의 온도 및 pH에 대하여 안정성을 가짐으로써 주스, 식품 산업, 펄프 및

제지 산업, 및 직물 산업에서 폐기물을 분해하거나 폴리사카라이드 기질을 분해하기 위한 분해제로 사용될 수 있

는 바실러스 섭틸리스 유래의 신규 알칼리성 펙티나아제 및 그의 고정화 방법에 관한 것이다. 본 발명의 바실러

스 섭틸리스 유래의 신규 알칼리성 펙티나아제는 강한 알칼리성 및 넓은 범위의 온도 및 pH에 대하여 안정성을

가짐으로써 주스, 식품 산업, 펄프 및 제지 산업, 및 직물 산업에서 폐기물을 분해하거나 폴리사카라이드 기질을

분해하기 위한 분해제로 유용하게 사용될 수 있다. 또한, 고정화된 형태는 반복적으로 재사용될 수 있으므로 경

제성을 제공한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

16S rRNA 서열 분석에 의해 바실러스 섭틸리스 아종 인아쿠오소룸(Bacillus subtilis subsp. inaquosorum)에

대해 99.93% 유사한 것으로 동정되고, 기탁번호  KCTC18676P로 2018.03.12자로 한국생명공학연구원에 기탁된 바

실러스 섭틸리스(Bacillus subtilis) 균주 CBS31로 부터 정제되고, SDS-PAGE 및 자이모그래피 분석에 의한 분자

량은 35 kDa 이하이며, pH 12.2 및 온도 60℃에서 최적 활성을 나타내고, 알칼리성을 가지며, 아미노산 서열 잔

기가  Ala-Glu-Leu-Val-Asp-Gly-Gln-Ile-Tyr-Ala-Asn-Tyr-Phe-Tyr-X인  것을  특징으로  하는  펙티나아제  효소

PNs31.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

알긴산 나트륨 및 염화칼슘 농도를 각각 2% 및 0.2M을 사용하여 고정화시킨 것을 특징으로 하는 펙티나아제 효

소 PNs31.

청구항 4 

제1항에 따른 펙티나아제 PNs 31을 주스, 식품 산업, 펄프 및 제지 산업, 및 직물 산업에서 폐기물을 분해하거

나 폴리사카라이드 기질을 분해하기 위한 분해제로 사용하는 것을 특징으로 하는 펙티나아제를 이용한 산업적

응용 및 처리 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 바실러스 섭틸리스 유래의 신규 알칼리성 펙티나아제 및 그의 고정화 방법에 관한 것으로서, 좀 더[0001]

구체적으로는 강한 알칼리성 및 넓은 범위의 온도 및 pH에 대하여 안정성을 가짐으로써 주스, 식품 산업, 펄프

및 제지 산업, 및 직물 산업에서 폐기물을 분해하거나 폴리사카라이드 기질을 분해하기 위한 분해제로 사용될

수 있는 바실러스 섭틸리스 유래의 신규 알칼리성 펙티나아제 및 그의 고정화 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

미생물들은 자연에서 광대한 잠재력들을 제공해왔다. 이들은 오랫동안 상업적으로 이용되어오는 효소들을 포함[0002]

한 일련의 생활성 단백질들을 생산한다. 

미생물에 의해 생산되는 펙티나아제 효소는 오랫동안 상업적으로 이용되어 오고 있으며 치료제 개발 및 산업적[0003]

용도에 가장 촉망되는 후보자이다. 

펙티나아제들은 산업에 다양한 잠재성을 제공하는 주된 중요한 부류 중 하나이다[참조문헌: 1]. 펙티나아제는[0004]

상업적 분야, 특히 주스 및 식품 산업 [참조문헌: 1] 뿐만 아니라 펄프 및 제지 산업[참조문헌: 2]에서 미래의

효소 중 하나이다. 펙티나아제는 식물의 세포벽에서 발견되는 폴리사카라이드 기질인 펙틴을 분해한다. 펙티나

아제는 식물 물질의 분해를 수반하는 복합 효소 시스템을 구성한다.

그러나, 보다 안정되고, 고도로 활성이며 특이적인 펙틴분해성 효소에 대한 필요성은 점차 증대되고 있다. [0005]

산업적인 펙티나아제 생산은 여전히 주로 Aspergillus niger 균주들에 의해 선도되고 있다. 그러나, 이들 효소[0006]

는 저온 안정성과 같은 제약을 받고 있다. 고체상 발효(SSF)는 효소 생산에 대한 비상한 잠재력이 있다. 거친

(crude) 발효 생성물이 효소원으로 직접적으로 사용될 수 있는 공정에 대하여 대단한 관심들이 있다. 이 시스템
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은 수중 발효(SmF) 시스템에 비해 생성물의 높은 농도, 높은 정량적 생산성, 간단한 발효 장비에 대한 요건, 덜

풍부한 발생(generation) 등을 포함하는 몇 가지 이점들을 제공한다[참조문헌: 3]. 이러한 다양한 산업적 요구

를 만족시키는 다양한 물리화학적 조건에서 최적의 활성을 보이는 펙티나아제를 탐색하는 것이 중요하다.

펙티나아제의 높은 촉매적 특성에도 불구하고 유리 효소의 이용은 언제나 생성물 회수, 낮은 안정성 및 재사용[0007]

성 등의 여러가지 문제를 일으킨다[참조문헌: 4]. 이들 문제는 촉매적 특성을 증대시킬 뿐 아니라 비용 효율적

으로 촉매를 연속적으로 재사용하여 산업적으로 적용하는 것이 경제적으로 가능하게 하는 효소 고정화 기술을

사용함으로써 극복될 수 있다 [참조문헌: 5-7]. 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  [1] D. Kashyap, P. Vohra, S. Chopra, R. Tewari, Applications of pectinases in the[0008]

commercial sector: a review, Bioresource technology 77(3) (2001) 215-227. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 산업적 적용에 유용한 기능성을 갖는 물질을 탐색하기 위하여 예의 연구한 결과, 후술하는 바와[0009]

같이 한국이 전통 식품인 김치로부터 단리된 바실러스 섭틸리스 균주가 유용한 효소를 생산할 수 있음을 확인하

고 본 발명을 완성하기에 이르렀다.

과제의 해결 수단

따라서, 본 발명의 목적은 [0010]

바실러스 섭틸리스(Bacillus subtilis ) 균주 CBS31로 부터 정제되고, 상기 균주는 16S rRNA 서열 분석에 의해[0011]

바실러스 섭틸리스 아종 인아쿠오소룸(Bacillus  subtilis  subsp.  inaquosorum)에 대해 99.93%  유사한 것으로

동정되고, 기탁번호 KCTC18676P로 2018.03.12자로 한국생명공학연구원에 기탁되고, 분자량은 SDS-PAGE 및 자이

모그래피 분석에 의해 ~35 kDa이며, pH 12.2 및 60℃의 온도에서 최적 활성을 갖지며, 알칼리성을 갖는 펙티나

아제 효소 PNs 31을 제공하데 있다.

발명의 효과

본 발명의 바실러스 섭틸리스 유래의 신규 알칼리성 펙티나아제는 강한 알칼리성 및 넓은 범위의 온도 및 pH에[0012]

대하여 안정성을 가짐으로써 주스, 식품 산업, 펄프 및 제지 산업, 및 직물 산업에서 폐기물을 분해하거나 폴리

사카라이드 기질을 분해하기 위한 분해제로 유용하게 사용될 수 있다. 또한, 고정화된 형태는 반복적으로 재사

용될 수 있으므로 경제성을 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 균주 CBS31에 대한 16S rRNA 서열로 부터 준비된 계통수를 나타내는 도면이다.[0013]

도 2는 PNs 31의 생산을 나타내는 그라프도이다.

도 3은 단백질의 정제를 나타내는 그라프 및 사진 도면이다.

도 4는 본 발명에 따른 펙티나아제의 안정성에 관한 그라프도이다.

도 5는 정제 효소 PNs31에 의해 가수분해되는 폴리갈락투론산의 반응 생성물을 나타낸다.

도 6은 본 발명에 따른 펙티나아제의 고정화 결과를 나타내는 그라프도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은, 일면에 있어서,[0014]
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바실러스 섭틸리스(Bacillus subtilis ) 균주 CBS31로 부터 정제되고, 상기 균주는 16S rRNA 서열 분석에 의해[0015]

바실러스 섭틸리스 아종 인아쿠오소룸(Bacillus  subtilis  subsp.  inaquosorum)에 대해 99.93%  유사한 것으로

동정되고, 기탁번호  KCTC18676P로 2018.03.12자로 한국생명공학연구원에 기탁되고,

분자량은 SDS-PAGE 및 자이모그래피 분석에 의해 ~35 kDa이며, pH 12.2 및  온도 60℃에서 최적 활성을 갖지며,[0016]

알칼리성을 갖는 펙티나아제 효소 PNs 31을 제공한다.

본 발명에서는 활성 펙티나아제 효소 PNs 31를 바실러스 균주로부터 정제하고, 그의 생화학적 특성들을 조사하[0017]

였다. 더 나아가, 본 발명자들은 산업적 공정에 경제적으로 가능하게 하는 알긴산 칼슘 비드를 사용한 PNs31의

고정화를 연구하였다.

본 발명자들은 바실러스 섭틸리스(Bacillus subtilis ) CBS31로 부터 정제된 강력한 알칼리성 펙티나아제 효소[0018]

PNs 31를 전통적인 한국의 발효 음식인 김치로부터 단리하였다. 이 균주 CBS31은 16S rRNA 서열 분석에 의해 바

실러스 섭틸리스 아종 인아쿠오소룸(Bacillus subtilis subsp. inaquosorum)에 대해 99.93% 유사한 것으로 동

정되었다. PNs 31은 2 단계 컬럼 정제를 이용하여 균일하게 정제되었고 13.6% 펙티나아제 수율 및 29.2-배 순도

가 측정되었다. 분자량은 SDS-PAGE 및 자이모그래피 분석에 의해 ~35 kDa으로 결정되었다. PNs31의 아미노산 서

열  잔기는  에드만  분해법에  의해  Ala-Glu-Leu-Val-Asp-Gly-Gln-Ile-Tyr-Ala-Asn-Tyr-Phe-Tyr-X으로

결정되었다. 이 서열은 몇가지 생물 정보 서비를 사용하여 PNs31 서열의 분석 및 비교해 본 결과 보고된 펙티나

아제와 상동성을 나타내지 않았으며, 신규한 것으로 밝혀졌다. 이 PNs 31는 pH 12.2 및 온도 60℃에서 최적 활

성을 갖는 것으로 밝혀졌다.

또한, 본 발명에서는 PNs 31의 고정화(immobilization)를 수행하였으며, 이는 기능적 안정성 및 재사용성을 증[0019]

대시키고 또한 펙티아아제의 경제적 사용을 초래할 수 있다. 최적 소듐 알기네이트 및 염화 칼슘 농도는 각각

2% 및 0.2M인 것으로 밝혀졌다. 고정화 효소는 또한 양호한 작업 안정성을 보였으며, 그의 상대 활성의 각각

83%, 및 65%가 2회 및 3회 사이클에서 관찰되었다. 전반적으로 이 모든 결과는 PNs 31이 산업적 적용에 적함한

것을 제시한다.

알칼리성 펙티나아제 PNs 31의 고수율 및 그의 내열 특성으로부터 균주 CBS31이 이전에 보고된 것보다 더 양호[0020]

한 펙티나아제 생산자일 수 있음을 의미한다. 펙틴 물질을 가수분해할 수 있는 특성은 젖산 발효에 영향을 미친

다. 고정화 효소는 유리 효소보다 산업 공정에 대해 더 많은 응용성을 갖는다. 식품 산업에서 펙티나아제의 다

양한 응용성으로 인해 바실러스 섭틸리스 CBS31로 부터 생성된 펙티나아제를 효소 고정화의 간단하고 비용 절감

적인 방법인 앤트랩먼트(entrapment)를 통하여 알긴산 칼슘 비드 상에 고정화시켰다.

이와 같이 독특한 아미노산 서열 및 생물학적 특징들 뿐만 아니라 효소 고정화에 대해 비용 효율적인 접근 방법[0021]

을 가진 바실러스 섭틸리스 CBS31로 부터의 PNs31은 이전에 보고된 바가 없는 것으로 판단된다. 

본 발명에 따른 알칼리성 펙티나아제 PNs31은 아마의 침지, 모시풀의 디거밍, 주스 가공산업의 폐기물의 전처리[0022]

에 상업적 규모로 사용될 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단. 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0023]

내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

펙틴,  폴리글루카네이트,  모노갈락투론산,  디갈락투론산,  트리갈락투론산은  Sigma-Aldrich  (St.  Louis,  MO,[0024]

USA)로부터  구매하였다.  DEAE  Sepharose  Fast  Flow  및  Sepharose  CL-6B는  GE  Healthcare  Bio-Science  AB

(Uppsala,  Sweden)로 부터 입수하였다.  박층 크로마토그래피(TLC)  실리카 겔 플레이트는 Merck  (Darmstadt,

Germany)로 부터 구매하였다. 모든 시약들은 분석 등급의 것들을 사용하였다.

실시예 1: 펙티나아제 생산을 위한 세균 균주의 스크리닝, 단리 및 동정[0025]

전통적인 한국의 음식 김치를 국내 여러 지방에서 연구용으로 수집하였다. 세균 단리를 위하여, 간단히 설명하[0026]

자면, 0.80% NaCl를 김치 1 그램과 혼합한 후 37℃에서 24시간 동안 인큐베이션시켰다. Mueller-Hinton agar

(MHA) 플레이트에서 적당한 콜로니 형성 단위(CFU)까지 연속 희석(10
-7 
까지) 및 스크리킹을 하였다.

단리된 78개의 균주들을 적절히 희석함으로써 20% 글리세롤 중에 -70℃에서 보관하였다. 예비 스크리닝 과정에[0027]

있어서,  78개의  세균 균주 스톡을 1%  펙틴을 함유하고,  효모 엑스 0.5%,  1%  tryptone,  0.7%  K2HPO4,  0.3%

KH2HPO4, 0.01% MgSO4.7H2O  1.5% 아가를 포함하는 아가 플레이트 상에 스트리킹하고 37℃에서 36시간 동안 인큐

베이션시켰다. 콜로니가 2-3 mm에 도달한 후, 요오드-요오드 포타슘 용액(1g 요오드, 5g 요오드 포타슘 및 330
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mL H2O)을 플레이트에 첨가하고 20분 동안 인큐베이션시킨 후, 1M NaCl로 2-3회 세척하여 펙틴 이용 맑은 대역

을 탐지하였다.

추가의 스크리닝은 동일한 배지를 함유한 브로쓰 컬쳐 중에서 수행하였다. 균주들을 50mL 배지를 함유한 250-mL[0028]

Erlenmeyer 플라스크 중에서 37℃에서 84시간 동안 배양하였다. 펙티나아제 활성은 매 12시간 마다 체크하였다.

가장 높은 펙티나아제 활성은 세균 균주 CBS31에서 나타내었으며 이를 본 연구에 선택하였다. 또한, 형태학적

특성에 기초한 선택 균주 CBS31의 동정은 Bergey's Manual of Systemic Bacteriology에 따라 수행하고 이어서,

16S rRNA 유전자 서열 분석을 수행하였다[참조문헌: 8]. 

배양된  균주  스크리닝  결과  균주  CBS3이  양호한  활성을  나타냈으며  이를  계속하여  연구하기로  고려하였다.[0029]

CBS31의  동정  결과,  바실러스  섭틸리스  아종  인아쿠오소룸((Bacillus  subtilissubsp.  Inaquosorum.,

Accession: AMXN01000021)과 99.93% 동일한 것으로 나타났다. 균주 CBS31을 바실러스 섭틸리스 CBS31로 명명하

고, 핵산 서열은 GenBank(ncbi.nlm.nih.gov/Genbank)에 입수번호 KY305677로 제출하였다. 16S rRNA 서열로부터

준비된 계통수는 도 1에 나타내었다. 도 1은 균주 CBS31에 대한 16S rRNA 서열로 부터 준비된 계통수를 나타내

는 도면이다. PNS31의 최대 생산은 그 결과를 도 2에 나타낸 바와 같이 37℃에서 46시간 동안 100 rpm으로 진탕

시킨 최적화 배지에서 얻어졌다. 도 2는 PNS31의 생산을 나타내는 그라프도이다. PNs31의 펙티나아제 특이 활성

(U/mg)은 48 ~ 60시간 동안 지속되었고 109 U/mg 까지의 특이 활성이 관찰되었다. 단백질 농도는 36시간 부터

지속적으로 증대되었다. 

상기 균주는 2018.03.12자로 한국생명공학연구원에 기탁번호 KCTC18676P로 기탁되었다.[0030]

실시예 2: 효소 에세이 및 단백질 평가[0031]

펙티나아제  활성은  0.1  mL  효소(대략  10  mM  KCl/NaOH  중에  희석함,  pH  12.2)를  시료에  기질  용액(0.75%[0032]

pectin, Pectin from apple, Sigma-Aldrich) 0.1 mL까지 60℃에서 50분 동안 첨가하여 분석하였다.

마찬가지로 시료 혼합물과 같이 제조된 대조군을 냉수(0℃)에서 인큐베이션시켰다. 효소에 의해 방출되는 환원[0033]

당은 DNS method[참조문헌: 9]를 사용하여  0.75% 3,5-디니트로살리실산(DNS) 용액 0.1 mL를 첨가함으로써 측정

하였다. 단백질 농도는  표준으로 소혈청알부민을 사용하여 Bradford method [10]에 의해 평가하였다.

실시예 3: 효소 생산 및 정제[0034]

균주 CBS31을 2-리터 Erlenmeyer 플라스크 중의 200mL 펙티나아제 배지 중에 37℃에서 100 rpm으로 지속적인 진[0035]

탕하에 배양하고, 펙티나아제 활성을 매 12 시간 마다 체크하였다. 무세포 상층액을 48 시간후에 수집하고 암모

늄 설페이트(30-80% 포화도)와 혼합한 후 4℃에서 밤새 교반하에 유지시켰다. 침전물을 10,000 rpm으로 30 분

동안 원심분리하여 수확하고 10mM KCl/NaOH 완충액 (pH 12) 중에 재현탁시켰다. 30-80% 암모늄 설페이트 포화된

PNs31 한외여과물을 분자량 (MW) 컷-오프 멤브레인(30kDa)으로 분획하고 분획, MW >30 kDa을 순차적인 크로마토

그래피에 의해 더 정제하였다. 시료(MW  >30kDa)를 10mM  KCl/NaOH  완충액(pH  12.2)으로 예비 평형시킨 DEAE-

Sepharose  Fast  Flow  column(2.5  x  16cm)에 가하였다. 컬럼을 동일한 완충액으로 세척하고 선형 구배의 KCl

(0-1 M)로 용출시켰다. 활성 분획들을 모으고 동일한 완충계를 이용하여 Sepharose CL- 6B column (1.5 x 26

cm)에 가하였다. 3ml의 분획들을 0.3 mL/min의 유속으로 수집하였다.

실시예 4: 분자량 결정[0036]

SDS-PAGE를 5% (w/v) 스택킹 및 12% (w/v) 폴리아크릴아마이드 해상 겔을 사용하여 Laemmli에 의해 기술된 방법[0037]

대로 수행하여 정제 효소의 분자량을 결정하였다[참조문헌: 11]. 단백질 밴드들은 Coomassie Brilliant Blue R-

250로 염색하여 관찰하고 메탄올:빙초산:증류수를 1:1:8  용적비로 함유하는 용액으로 탈염색하였다. 분자량의

후속적 확인은 De Sousa에 의해 기술된 Zymogram을 약간 수정하여 확인하였다[참조문헌: 12].  

PNs31의 생산은 펙티나아제 배지에서 수행하였다. 균주 CBS31의 48 시간 배양 상층액(암모늄 설페이트: 30~80%[0038]

포화)으로 부터 PNs31의 정제는 표 1에 요약하였다.
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표 1

[0039]

2단계  균질화  절차를  수행하여  PNs31를  정제하였는데(도  3A-B),  29.2-배  정제  및  13.6%  활성  회수를[0040]

초래하였다. 

PNs31은 폴리아크릴아마이드 겔 전기영동 겔을 사용하여 분자량을 측정하였다. 정제된 효소는 SDS-PAGE에 의해[0041]

분석하였고, 겔의 활성 염색(Zymography) 결과는 도 3C에 나타내었다. PNs31의 분자량은 대략 35 kDa으로 측정

되었고, 겔 상의 단일 밴드로 나타났다. SDS-PAGE 결과와 일치되게 순수한 효소는 자이모그래피에 의해 밝은 밴

드로 나타났으며 이는 팩티나아제인 것이 확인된다. 이러한 결과는  SDS-PAGE에 의해 측정된 바의 Aspergillus

terricola MTCC 7588 유래의 알칼리성 펙티나아제의 분자량이 대략 35±01 kDa임을 나타내는 이전의 몇몇 보고

들[참조문헌: 15]과 일치한다. 보고에 의하면 각각 SDS-PAGE 및 질량 분광광도계에 의해 측정된 바의 약 35,500

Da 및 30,749 Da의 Acrophialophora nainiana 유래의 펙티나아제의 분자량이 열거되어 있다[참조문헌: 16]. 그

러나, 30 kDa, 38±01 kDa, 50 kDa, 및 18 kDa의 분자량들이 각각 Aspergillus flavipes 및 Aspergillusniveus

CH-Y-1043, A. flavus MTCC 7589, Penicillium oxalicum, 및 F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici의 하

이브리드에 대해서 발견된다[참조문헌: 17-20].

SDS-PAGE 분석 결과는 ~35 kDa의 분자량에 대응하는 PNs31의 단일 밴드를 나타내었다(도 3C). 도 3은 단백질의[0042]

정제를 나타내는 그라프 및 사진 도면이다.

도 3C에 있어서, 자이모그래피 분석은 SDS-PAGE에서 관찰된 것과 같은 동일한 단백질 밴드에 대응하는 밴드를[0043]

나타내었다. 전체 효소 중에서 거의 74.2%가 암모늄 설페이트 포화도 30% 및 80% 사이에서 침전되었고, 특이 활

성은 642.5 U/mg까지 증가하였다. 컬럼, DEAE Sepharose Fast Flow 후, 대부분의 효소 활성은 첫 번째 단백질

피크에 존재하였다. 특이 활성은 2873.0 U/mg 까지 보였고, 19.3%가 제거되었다. 크로마토그래피 분리를 계속하

였고, 겔 투과 크로마토그래피, Sepharose CL 6B 동안 대부분의 활성은 첫 번째 단백질 피크에 존재하였다. 주

된 알칼리성 PNs31은 전반적으로 균질하게 정제되었고, 이는 SDS-PAGE (도 3C)에 의해 확인되었다. 정제 효소는

3188.3 U/mg의 특이 활성을 보였고 수율은 13.6%이었다(표 1 참조). 이들 값은 상이한 소스로 부터의 펙틴 분해

효소와 대응할 필요는 없는데 높은 수준의 실험실 내 생존능 뿐만 아니라 알칼리성 팩틴 분해효소는 이들의 작

용 기전이 서로 상이하기 때문이다[참조문헌: 16, 21]. 주된 알칼리성 펙틴 분해효소들은 알칼리성 엔도-팩틴분

해 효소인 것으로 결정되었는데 이는 알칼리성 펙틴 분해효소 활성 뿐만 아니라 알칼리 엔도-펙티나아제 활성을

보인 것으로 나타났기 때문이다. 이러한 결과들은 Fusarium oxysporum sp. 로 부터의 알칼리성 펙틴 분해 효소

에 대한 보고[참고문헌: 20]과 유사하다.

실시예 5: N-말단 아미노산 서열 결정 및 컴퓨터 분석[0044]

PNs31은 Procse Model 492 protein sequencer(Applied Biosystems, CA, USA)를 사용하여 Edman 분해법에 의해[0045]

N-말단 아미노산을 결정하였다.

PNs31의 아미노산 잔기는 Ala-Glu-Leu-Val-Asp-Gly-Gln-Ile-Tyr-Ala-Asn-Tyr-Phe-Tyr-X(서열번호 1)이었다. 이[0046]

서열은 GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)에 대하여 BLAST search를 사용하여 분석하였다. 다양한

서버를 이용하여 컴퓨터 및 서열 분석을 수행한 결과 PNs31은 전체적으로 신규한 아미노산 서열을 보유한 것으

로 나타났다.

실시예 6: 온도 및 pH의 영향[0047]

펙티나아제의 상대적 활성은 100mM 완충액들(pH 5 ~14)을 사용하여 다양한 pH에서 결정하였다. pH 안정성은 효[0048]

소 시료의 분취량을 각각의 pH 완충액(pH 5 ~14.0) 중에 0 ~ 4℃에서 2 및 24시간 동안 인큐베이션시킴으로써
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수행하였다. 이어서 잔여 효소 활성을 표준 에세이 조건 하에서 결정하였다. 최적 온도를 평가하기 위하여 효소

시료들을 20 ~ 100℃에서 60분 및 4시간 동안 40, 50,60, 70, 80, 및 90℃에서 인큐베이션시켜 열 안정성을 평

가하였다.

시료들의 분취량을 매 5, 15, 30, 60, 90, 및 120분 마다 철회하고, 잔여 효소 활성을 상기한 표준 에세이 프로[0049]

토컬에 따라서 측정하였다.

효소 PNs31의 활성 및 안정성에 대한 온도 및 pH의 주목할 만한 영향이 나타났다. PNs31 및 Bacillus 유래의 다[0050]

른 펙티나아제에 활성 및 안정성에 관한 pH 및 온도의 영향은 표 2 및 도 4에 나타내었다[참조문헌 1, 22-25].

도 4는 본 발명에 따른 펙티나아제의 안정성에 관한 그라프도이다.

표 2

[0051]

PNs31은 60℃에서 최대 상대 활성을 나타내었고, 70℃까지는 ~80%의 안정성을 보였다(도 4A). PNs31 활성에 대[0052]

한 pH의 영향은 최적화된 배지 10mM KCl/NaOH에서 40℃에서 시험하였다. 도 4B에 나타낸 바와 같이, 이 효소는

넓은 pH 범위에 걸쳐서 활성을 나타냈고, 9.0 및 10.5 사이에서 그의 활성의 50% 이상를 보였고 최적 pH는 10이

었다. 이는 F. oxysporum sp. (pH 9.5)에 대한 보고[참조문헌: 20]와는 일치하나, A. flavus MTCC 7589 (pH

8.0),  A.  terricola  MTCC  7588  (pH  8.0),  Penicillium  adametzii  (pH  8.0),  A.  nainiana  (pH  8.0),  A.

flavipes 및 A. niveus CH-Y-1043의 하이브리드(pH 8.0), 또는 P. oxalicum (pH 8.0) [참조문헌: 15-19]와는

일치하지 않는다.

알칼리성 조건하에 안정되고 활성인 채로 남아 있는 펙티나아제는 제지 및 직물 산업에서 상업적으로 중요하다.[0053]

그러나 알칼리성 펙티나아제의 이용은 최근에야 관심을 받고 있다[참조문헌: 19, 26, 27].

실시예 7: 펙티나아제의 고정화[0054]

고정화는 동일 부피의 3% 알긴산 나트륨 용액을 부분적으로 정제된 펙티나아제와 혼합함으로써 수행하였다. 4℃[0055]

에서 0.2M CaCl2 용액에 혼합물을 적하하여 알긴산 칼슘 비드가 형성되도록 하였다.

(1) 고정화에 대한 알긴산나트륨 및 CaCl2의 영향[0056]

다양한 농도의 알긴산 나트륨 및 염화 칼슘의 고정화에 대한 영향은 이 둘을 다양하게 변화시켜(알긴산 나트륨[0057]

1.0% 내지 3.0% 및 염화 칼슘 0.05 내지 0.5 M) 조사함으로써 안정된 알긴산 칼슘 비드를 얻었다. 고정화 펙틴

의 재사용성은 Haneef et al. (2013)의 방법에 따라 결정하였다[참조문헌: 13].

지지체로서 알긴산 칼슘을 사용한 고정화에 관련하여, 알긴산염의 기계적으로 안정된 네트워크는 소듐 알기네이[0058]

트의 카르복실기와 Ca
2+
 이온의 이온 결합시 형성된다[참조문헌: 29]. 결과적으로, 고정화에 대한 CaCl2 농도 및

알긴산염의 영향은 먼저 높은 고정화 수율을 가진 안정된 비드들을 얻기 위하여 시험하였다. 우선, 소듐 알기네

이트의 농도를 0.5% 내지 3%으로 변화시키고 CaCl2 농도는 동일 (0.2 M)하게 유지시켰다. 고정화 수율을 알긴산

나트륨의 농도의 증가에 따라 증대되었고 또한 최대 고정화 수율을 2% 알긴산 나트륨 농도에서 발견되었다(도
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6A). 도 6은 본 발명에 따른 펙티나아제의 고정화 결과를 나타내는 그라프도이다.

알긴산 나트륨을 2%를 초과하여 추가로 첨가한 경우 고정화 수율을 감소하였다. 낮은 농도의 알긴산 나트륨에서[0059]

불안정하고, 부드러우며 깨지기 쉬운 비드로 인하여 펙티나아제는 고정화 동안 비드로 부터 유출될 수도 있다

[참조문헌:  30].  유사한  관찰이  Haneef  et  al.에  의해  보고되었다(Degradation  of  complex  carbohydrate:

Immobilization  of  pectinase  from  Bacillus  licheniformis  KIBGE-IB21  using  calcium  alginate  as  a

support)[참조문헌: 13]. 반대로, 더 높은 농도의 3% 알긴산 나트륨에서는 알긴산 칼슘의 공극 크기가 줄어들었

을 뿐만 아니라 이들은 알킬산 칼슘 비드 내로의 기질 침투 및 포획된 효소의 활성부위에 도달에 제한을 일으켰

다[참조문헌: 31]. 

도 6B는 상이한 농도(0.05  -  0.3  M)의 CaCl2를 사용하여 CaCl2  농노 영향을 조사한 결과를 나타내고, 0.2M의[0060]

CaCl2 농도가 최대 고정화 수율을 나타내었다. 도 6C에서는 유리 및 고정화 팩티나아제(PNs31)의 반응 시간의

대적 활성에 관한 반응 시간(10 - 80분)을 나타내었다. 반응시간의 증가는 기질 분자의 알긴산 칼슘 비드 내로

의 확산에 기인하고 이는 고정화되는 효소의 기질 결합 부위에 도달하는 더 많은 시간을 요하였다[참조문헌:

32]. 고정화된 효소 PNs31은 유리 효소에 비하여 연장된 반응시간 및 상대 활성을 보유하였다. 이 고정화된 효

소의 재사용성은 아주 중요한데 이것이 고정화된 효소 시스템에 고정되는 생물공정의 재정적인 가능성에 대한

결정적인 품질이기 때문이다[참조문헌: 33]. 

고정화된 펙티나아제의 재사용성은 수조 반응에서 60℃에서 수행하고 동일한 반응 조건을 모든 배취에 대하여[0061]

사용하였다. 도 6D에 나타낸 바와 같이, 최초 고정화된 펙티나아제 PNs31을 100% 상대 활성으로 볼 때, 그의 두

번째 사이클에서 83%에 이어; 세 번째 사이클(65%), 네번째 사이클(43%), 및 5번 째(20%)를 나타내었다. 결과로

서, 고정화 효소는 반복된 사용을 제시한 반면, 유리 효소는 이것이 어떠한 변성이 없이 반응 혼합물로 부터 회

수한 경우를 제외하고는 단 한번 밖에 사용될 수 없었다.

실시예 8: 금속 이온의 영향 및 동역학 변수[0062]

펙티나아제 활성에 대한 금속 이온의 영향은 60℃에서 시험하였다. 순수한 효소를 상이한 금속 이온의 5mM 최종[0063]

농도로  인큐베이션시켰다.  상대  활성은  금속이  없는  대조군과  비교하여  측정하였다.  정제  펙티나아제의

Michaelis 상수(Km) 및 최대 반응속도(Vmax), 운동 상수는 이것을 펙티나아제 1 ~ 10 mg/mL을 함유한 KCl/NaOH

buffer (10mM, pH 12.2)에 60℃에서 40 분 동안 인큐베이션시킨 후, Lineweaver-Burk 방정식을 사용하여 결정

하였다.

PNs31 활성에 관한 다양한 금속 이온의 영향은 표 3에 나타내었다.[0064]

표 3

[0065]

PNs31 활성은 Mg
2+
 (106.26 %)에 이어 Ni

2+
 (105.40 %), K

+
 (105.31), Mn

2+
 (104.57)의 순으로 활성화되었고, 분[0066]

석된 대부분의 금속 이온에 의해 억제되었는데; Zn
2+
 (84.65 %)에 이어 Cu

2+
 (87.65), 및 Na

+
 (89.14) 순이었다.

상이한 이온들 및 알칼리성 펙티나아제 소스에 관한 다양한 보고가 있다. 예를 들면 A. flavus MTCC 7589 유래[0067]
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의 알칼리성 펙티나아제의 활성은 Cu
2+
, Ag

+
, Ca

2+
, Hg

2+
, Mg

2+
, Zn

2+
 및 K

+
 이온에 의해 억제되었고 Co

2+
에 의해 약

간 촉진되었고, Mn
2+
는 영향을 미치지 않았다[참조문헌: 2]. Penicillium citrinum MTCC 8897 의 알칼리성 펙티

나아제 활성은 Cu
2+
, Ag

+
, Hg

2+
, Mn

2+
, Mg

2+
, Zn

2+
, K

+
, 뿐만 아니라 Na

+
에 의해 억제되었고 Co

2+
 및 Ca

2+ 
이온에 의

해 약간 자극되었다[참조문헌: 28]. A. nainiana 유래의 알칼리성 펙티나아제의 활성은 Ca
2+
, Cu

2+
, Mn

2+
 및 Zn

2+

이온에 이해 억제된 반면 Mg
2+
에 의해서는 영향이 관찰되지 않았다[참조문헌: 16]. 

본 발명자들의 결과는 부분적으로는 이들 선행 문헌들과 일치한다. 알칼리성 펙티나아제 효소는 직물 산업에서[0068]

높은 수요가 있는 반면 이들은 선햄프, 아마, 모시풀, 대마 및 황마 등의 식물섬유를 침지하는데 사용된다[참조

문헌: 15, 19, 27].

Line weaver-Burk plot 상의 선형 회귀를 사용하여 정제 PNs31의 운동 상수를 결정하였다. PNs31의 운동 상수[0069]

(Km) 및 (Vmax)는 상이한 농도의 펙틴(5-50 mg/mL)을 사용하여 0.42 ± 2.2 mg/mL 및 220.43 ± 1.60 mmol/min

mg이었다. B. clausii S-4 유래의 알칼리성 펙티나아제의 Km은 A. flavus (0.59 mg/ml)의 펙틴 분해쇼소의 것

보다 더 높다[참조문헌: 19]. B. clausii S-4 유래의 펙티나아제의 최적 pH (10.0)는 또한 A. flavus (8.0) 유

래의 효소(펙티나아제)의 것보다 더 높다. 더 낮은 Km 값은 이 효소가 기질에 대한 더 높은 친화도를 가짐을 의

미한다.

실시예 9: 효소적 가수분해 및 과당류 생산[0070]

가용성 당은 Suchita et al. (2008)의 방법을 약간 변형하여[참조문헌: 14] 박층 크로마토그래피에 의해 분석하[0071]

였다.

간단히 설명하자면, 정제된 PNs31(0.8 mg/mL)를 50 mM KCl/NaOH(pH 12.2) 완충액 중의펙틴(7.5mg/mL)으로 40℃[0072]

에서 인큐베이션시켰다. 대조군(0℃의 기질 없는 효소 단독, 효소 없는 기질 단독 및 효소 기질 혼합물)을 또한

마찬가지로 함께 반응시켰다. 매 60분 마다, 100㎕의 분취량을 180분까지 취하였다. 취한 분취량을 15 분 동안

끓여서 반응을 정지시키고 실리카 겔 플레이트 60F 254 (E.Merck, Germany) 상에 스포팅하였다. 용매 시스템은

부탄올/아세트산/탈이온수(7:3:7)의 용매계를 사용하여 전개시켰다. 스폿들은 플레이트를 메탄올 및 황산(95:

5)의 혼합 용액으로 스프레이시킴으로써 가시화하였다. 5mg/mL의 상이한 과당류(X1,  monogalacturonic  acid;

X2, digalacturonic acid; X3, trigalacturonic acid)의 농도를 표준으로 사용하였다.

도 5는 정제 효소 PNs31에 의해 가수분해되는 폴리갈락투론산의 반응 생성물을 나타낸다. 모노갈락투론산(X1),[0073]

디갈락투론산(X2), 및 트리갈락투론산(X3)은 이들의 분자량의 순서에 따라 올라갔다. 펙틴을 포함한 반응 혼합

물로부터 어떠한 과당류도 나타나지 않았다. 반응이 진전됨에 따라, X3는 폴리갈락투론산으로 부터 생성되었고,

최종적으로 180분 내에 X2로 전환되었다. 추가의 인큐베이션 후에도 2는 X1으로 가수분해되지 않았다. 이들 결

과는 정제 효소가 엔도 폴리갈락투로나아제(poly-alpha-1,4-galacturonide glycanohydrolase, EC3. 2. 1. 15)

로 분류될 수 있음을 의미한다.
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Ala Glu Leu Val Asp Gly Gln Ile Tyr Ala Asn Tyr Phe Tyr Xaa

  1               5                  10                  15
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