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Purification and Characterization of Alginate-Degrading 

Enzyme Produced by Vibrio sp. PKA 1003

Hyun Jee Kim

Department of Food Science and Technology, Graduate School, 

Pukyong National University

Abstract

 Alginates are a quiteabundantinnature.Inbrownalgae,they

areproducedasastructuralcomponent,comprisingupto40% of

dry weight.Alginate is a linear polysaccharide in which β

-D-mannuronate (M) and α-L-guluronate (G) are covalently

(1-4)-linkedindifferentsequences.α-L-GuluronateisC5epimerof

β-D-mannuronate.Thealginatehasuniquephysicalpropertiessuch

ashigh viscosity and gelling property.So,alginatesarewidely

usedasstabilizer,viscosifier,andgelling agentinthefoodand

beverage,paper and printing,biomaterials,and pharmaceutical

industries. Also, alginates have various functions such as

anticancer,antibacterial,anti-cholesteroland immuno stimulating

activity.So,numerousstudiesaregoingontoimproveitsuses,

and one of them is lowering molecular weight through

alginate-degrading.Alginate oligosaccharides have been shown

someinteresting biologicalactivities.Thus,alginatelyaseshave
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attractedmuchattentionasbiocatalystsforpreparationoffunctional

oligosaccharides.Now,alginatelyaseshavebeenfoundandisolated

from varioussources,suchasmarinealgae,marineinvertebrates,

marineandsomesoilmicroorganisms,butthereisstillnoreport

onhighefficiancyalginate-degradingenzyme.Thus,thisstudywas

conducted to screen and isolate the high efficiancy

alginate-degradingenzymefrom marinemicroorganism.Themarine

bacterium producingalginate-degradingenzymewasisolatedfrom

brown seaweed (Sargassum thunbergii). The results of 16S

ribosomalRNA sequenceanalysiswasthestrainthegenusVibrio

andthestrainwassubsequentlynamedVibriosp.PKA 1003.The

optimum cultureconditionsforthegrowthofVibriosp.PKA 1003

wereatpH 7,3% NaCl,25℃,and6% alginicacidwith48hour

incubationtime.A crudeenzymepreparationfrom Vibriosp.PKA

1003showeditshighestlevelsofalginate-degradationactivitywhen

culturedatpH9,30℃,and6% alginicacidwith63hourincubation

time.Thinlayerchromatographyanalysesconfirmedthatthecrude

enzymereleasedmonomersoroligomersfrom sodium alginate,and

resultsfrom trypsintreatmentshowedthatthealginatedegrading

activity dependson thisenzymeproduction by Vibrio sp.PKA

1003.To verify effectsofpH,temperature,NaCl,metalion on

alginate-degradingactivity,Alginate-degradingenzymeproducedby

Vibriosp.PKA1003whichwaspurifiedbyammonium sulfatewith

salting-out, dialysis, DEAE-sephadex, Sephadex G-100 and

SephacrylS200-HR column chromatography (Specific activity :

12.27 U/mg).Thepurified enzymeshowed itshighestlevelsof
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alginate-degradationactivitywhenculturedatpH 7,25℃ and0.02

M NaCl.Ca2+,Fe3+,Co2+,Mg2+ andK+ suppressedtheactivityof

purified alginate-degrading enzyme.Compared with the control,

Hg2+ wasnosignificantlychangesonactivity.TheKm andVmax

values ofpurified alginate-degrading enzyme appeared as 1.175

mg/mL and 3.598U/mL.TheseresultssuggestthatVibrio sp.

PKA 1003 and its alginate-degrading enzymeis usefulforthe

productionofalginateoligosaccharides.
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서 론

해조류는 우리나라를 비롯한 동양권에서 오래전부터 식용 및 약용 등

으로 많이 이용하여온 해양 자원으로써(Kim andBae,2002),세계식량

기구(FAO)에 의하면,해조류의 세계 생산량은 2001년 972만 톤,2010

년 1901만 톤으로 계속적으로 증가하고 있는 추세이다(FAO,2010).현

재 해조류 생산량의 80% 이상이 아시아의 태평양 지역에서 생산되며,

이 중 상당부분은 중국,일본,한국에서 생산하여 소비하고 있다 (Kim

etal.,2011).해조류는 성장이 빠르고 단위면적당 생산성이 우수하다

고 알려져 있기 때문에 (ParkandJeong,2013)자원이 풍부하여 산업

적으로 다양하게 이용되어지고 있다.탄수화물은 해조류 구성성분에서

높은 비율을 차지하는 것으로써,갈조류의 경우,종류와 시기에 따라

탄수화물이 30∼67% 함유되어 있으며,주로 alginate,laminaran,

fucoidan그리고 mannitol등의 수용성 다당류로 구성되어 있다 (Park

andJeong,2013;KorenagaandFujii,2000;Leeetal.,1998).그 중

에서도 알긴산 (alginicacid)은 갈조류의 세포막 또는 세포간 물질을

구성하는 주성분으로 갈조류 건조 중량의 약 40%에 달하는 것도 있으

며(Leeetal.,2009),β-D-mannuronicacid(M)와 α-L-guluronicacid

(G)의 α-1,4또는 β-1,4결합으로 이루어진 hetero형 산성 다당류이다

(Jooetal.,1996;Jooetal.,1993).알긴산은 단당류들의 결합 방법에

따라 M-M,G-M,M-G,G-G와 같이 4가지 형태로 만들어질 수 있는

데 (Shinetal.,2012),원료의 종류,해조의 부위,채집시기 및 생육

장소 등 다양한 요인에 의해 알긴산의 구성 형태가 다른 원인이 된다
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(Jooetal.,1993).현재 갈조류에서 추출한 알긴산이 식품,의약품 산

업 등에서 광범위하게 사용되어지고 있으며 (JinandLee,2010),식품

산업의 경우,알긴산이 가지는 보수성,겔화성,점성,필름형성능 등의

독특한 물리적 특성을 이용하여 (Hattorietal.,1996;Haug and

Larsen.1959;HaugandLarsen,1963;HaugandSmidsrod,1962;

Jungetal.,1999;KohnandLarsen,1972;Smidsrod,1970;Smidsrod

andHaug,1965;LeeandLee,2003)농후제,겔화제,유화제,안정제

및 현탁제 등 다양한 용도로 이용하고 있다 (JinandLee,2010).이외

에도 알긴산은 장의 연동운동 촉진을 통한 변비치유,비만 억제효과

(ChoiandKim,1997),체내의 중금속 흡착 및 체외배출,(Jungetal.,

2009),콜레스테롤 농도 감소 (LangeⅢ andSpilburg,1989)등 다양

한 생리활성을 가지므로 기능성 식품소재로의 이용도 가능하다 (Lee

etal.,2009).

Fig.1.Chemicalstructureofalginates.

뿐만 아니라 최근 알긴산 유래 올리고당의 항균, 항암 작용
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(Davidsonetal.,1976),면역 증강 (Guvenetal.,1991),장내세균 군

집 개선 효과 (Jooetal.,1995)및 항콜레스테롤 효과 (LeeandLee

1993)등 다양한 생체조절 기능이 월등하게 높게 나타난 연구 결과들

이 보고됨에 따라 알긴산을 이용한 올리고당 제조에 대한 관심이 높아

지고 있다.현재 알긴산은 식품 첨가물로 이용시 알긴산 농도가 높아

짐에 따라 점성이 강해지고 식품 고유의 특성을 잃게하는 단점 등으로

인해 사용에 제한을 받고 있는 실정이다 (Kaneko etal.,1990,

Takeuchietal.,1994).따라서 알긴산을 저분자화할시에 알긴산이 갖

는 특성을 유지하면서 단점을 보완하여 그 이용범위 또한 확대할 수

있을 것으로 사료된다 (Jooetal.,1995).

알긴산을 저분자화하기 위한 방법으로는 고온 고압 (Kim etal.,

2010)및 방사선 (Wasikiewiczetal.,2005)등의 물리적 방법,산과

알칼리 처리 (Leeetal.,1998)를 이용한 화학적 방법 및 해조 섭식 생

물 및 미생물이 생산하는 효소를 이용한 생물학적 방법 (Shin,2012)

등이 보고되고 있다.하지만 해조류 유래 탄수화물 대부분이 비소화성

복합 다당류로서 산이나 알칼리에 비교적 안정한 특성으로 인하여 알

긴산의 저분자화 및 정제에 어려움을 겪고 있으며 (Leeetal.,2009),

따라서 최근에는 기능성 해조 올리고당 생산에 해조 다당의 화학적 분

해보다는 효소를 이용한 생물학적 분해에 대한 연구가 진행되고 있다

(Jooetal.,1996,Uoetal.,2006).알긴산 분해효소인 alginatelyase

(EC4.2.2.3)는 β-elimination작용을 통해 알긴산을 분해시키며,이 반

응으로 인해 단위체 사이의 glycosidicbond가 끊어지면서 C-4와 C-5

사이에 이중결합이 형성되며,알긴산은 분해되고 비환원성 말단으로
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4-deoxy-L-erythro-hex-4-enepyranosyluronate을 갖는 알긴산 올리고

머가 생성된다 (Gacesa,1987,Michaudetal.,2003,Wong etal.,

2000). 알긴산 분해효소는 자르는 부위에 따라 중간을 자르는

endo-type,끝 부분을 자르는 exo-type으로 나눌 수 있다.이 중에서

도 endo-type의 알긴산 분해효소는 기질특이성에 따라 poly-G특이성

(Huetal.,2006,Kim etal.,2009),poly-M 특이성 (Iwamoto etal.,

2001)및 polyMG 특이성 알긴산 분해효소로 나눌 수 있다 (Shin,

2012;Fig2).

현재 전복 (NakadaandSweeny,1967,Nisizawaetal.,1968),성게

(EppleyandLasker,1959),불가사리 (ElyakovaandFavorov1974),

소라 (Muramatsuetal.,1977)및 고둥 (Jooetal.,1993)과 같은 해조

섭식 생물이나 Azotobacter vinelandii (Ertesvåg et al.,1998),

Alginomonasalginica(EllerandPayne,1960),Vibriosp.(Jooand

Lee,1993),Pseudomonassp.(Davidsonetal.,1976),Alteromonas

sp.(Iwamotoetal.,2001)및 Bacillussp.(Nakagawaetal.,1998)

등의 미생물로부터 알긴산 분해효소를 분리하고 특성을 밝혔다고 보고

된바 있으며 (Leeetal.,2009).이외에도 해수,토양,분변 등 다양한

소재로부터 알긴산 분해능이 우수한 균주들을 찾아내고 있다 (Uoet

al.,2006).하지만 여전히 알긴산 분해효소를 고효율로 생산하는 미생

물 분리에 대한 보고는 거의 없는 실정이며,미생물 유래 알긴산 분해

효소의 활성이 상대적으로 낮아 여전히 실용화되지 못하고 있는 실정

이다 (Leeetal.,2009,Kim andBae,2002).
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Fig.2.Alginatedegradationbyendolytic(A)andexolytic(B)

alginate lyases-catalyzed β-elimination reactions.

Unsaturatedmonosaccharidesarereleasedfrom alginateor

oligosaccharides by exolytic alginate lyase, and the

monosaccharide is nonenzymatically converted into

4-deoxy-L-erythro-5-hexoseulose uronic acid (C).Thin

arrowsindicatethecleavagesitesforthecorresponding

alginatelyases.
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이에 본 연구에서는 산업적으로 응용가능한 알긴산 올리고당을 효소

적 분해를 이용하여 제조하기 위한 기초 연구로서 해조류로부터 알긴

산 분해 활성이 우수한 미생물을 탐색 및 분리한 후,알긴산 분해 효

소를 생산하는 미생물의 최적 생육 조건 및 그 조효소액의 알긴산 분

해 특성을 알아보고자 하였으며,알긴산 분해효소를 정제 및 특성을

파악하고자 하였다.



- 7 -

재료 및 방법

1.실험재료

1-1.알긴산 분해 균주의 분리 및 동정

알긴산 분해 미생물의 분리를 위해 부산의 송정 연안에서 분해가 진

행중인 해조류 및 그 주변 해수를 채집하였으며,멸균된 2% NaCl

phosphatebuffer(pH 7.4)를 이용하여 해수 및 해조류를 희석하였다.

희석액은 marineagar(MA)배지에 분주·도말 후,30℃에서 48시간

배양하였으며,생성된 colony를 확인하고 형태적으로 다른 colony를 선

택하였다.선택된 균주는 알긴산 분해 활성 측정을 위해 균체 배양액

과 알긴산을 1:1로 혼합하여 30℃에서 24시간 배양 후,환원당 생성량

및 점도 측정으로 알긴산 분해능을 확인하였다.이 중 알긴산 분해능

이 우수한 단일 colony는 염기서열을 결정하기 위해 (주)마크로젠

(Seoul,Korea)에 의뢰하여 16SrRNA sequenceanalysis로 분석하였

고,이 후 확인된 16SrDNA 염기서열에 대하여 NCBIblast를 통해

동정하였다.

1-2.시약

본 실험에서 사용한 marinebroth(MB)및 marineagar(MA)는

Difco사 제품이며,실험에 사용한 alginic acid sodium saltfrom

brown algae,Trizma,DEAE sephadex 및 SephacrylS200-HR은
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Sigma사의 제품이다.SephadexTM G-100 및 Vivaspin 6는 GE

Healthcare사의 제품이다.또한 염석에 사용한 ammonium sulfate

((NH4)2SO4)는 Junsei사의 제품이며, 투석막 (M.W. 12-14,000)은

Spectrum Laboratories사의 것을 사용하였다.

2.Vibriosp.PKA 1003생육 조건 확인

2-1.생육활성 측정

시험균주의 생육활성 측정은 각 조건에서 균주를 배양한 후,600nm

에서 흡광도 (ThermospectrosonicUV,ThermoCo.,NY,USA)를 측

정하였다.

2-2.pH

0.1N 및 1N의 HCl과 NaOH를 이용하여 MB배지의 pH를 25℃에

서 2,4,5,6,7,8,9및 10으로 맞춘 후 멸균하였으며,멸균된 배지 5

mL에 106CFU/mL농도의 균 100μL를 접종하여 30℃에서 24시간 배

양 후,흡광도를 측정하였다.

2-3.NaCl농도

최적 pH로 조절한 MB배지의 NaCl농도를 2,3,4,5및 6%로 맞춘

후 멸균하였으며,멸균된 배지 5mL에 106CFU/mL농도의 균 100μ
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L를 접종하여 30℃에서 24시간 배양 후,흡광도를 측정하였다.

2-4.온도

최적 pH 및 NaCl농도로 조절한 MB배지를 멸균 후,멸균된 배지 5

mL에 106CFU/mL농도의 균 100μL를 접종하여,10,20,25,30,35

및 40℃ 조건에서 24시간 배양하면서 흡광도를 측정하였다.

2-5.배양 시간

최적 pH 및 NaCl농도로 조절한 MB배지를 멸균 후,멸균된 배지 5

mL에 106CFU/mL농도의 균 100μL를 접종하여,최적 온도 조건으

로 96시간까지 배양하면서 3시간 간격으로 흡광도를 측정하였다.

3.조효소 특성

3-1.조효소의 제조

Vibriosp.PKA 1003을 최적 생육 조건으로 대량 배양 후,원심분리

기 (Supra30K,HanilScienceCo.,Korea)를 이용하여 4℃에서 12,000

×g,30분간 원심하여 상층액을 조효소로 하였다.

3-2.알긴산 분해능 측정

3-2-1.점도 측정

점도 측정은 Richard등 (RichardandLevein,1976)의 방법을 참고

하였다.조효소를 알긴산과 1:1혼합 후,배양한 시료를 회전 점도계
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(LVTDV-Ⅱ,BrookfieldCo.,Middleboro,MA,USA)를 이용하여 1.5

rpm,52cP및 25℃에서 각 조건별로 측정하였다.

3-2-2.환원당의 정량

환원당의 정량은 Nelson(Nelson,1944)의 Somogyi-Nelson법을 참고

하였다.시료 0.5mL와 구리시약 (100ml당 KNatartarate,2.5g;

Na2CO3,2.5g;Na2SO4,20g;NaHCO3,2.0g)0.5mL을 testtube에

각각 취하고,waterbath에서 20분간 가열하여 Cu2O을 생성시키고,산

성조건하에서 몰리브덴산 용액 1mL를 가하여 발색시킨 다음,520

nm에서 흡광도 (Optizen2120UV,Mecasys,Daejeon,Korea)를 측정

하였다.glucose를 표준물질로 하여 얻은 검량곡선(Fig.3)을 이용하여

환원당을 정량 하였다.
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Fig.3.Standardcurvefordeterminationofreducingsugar.
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3-3.pH

2.5% NaClphosphatebuffer(pH 7.0)을 이용하여 알긴산을 수화 하

였으며,0.1N및 1N의 HCl과 0.1N및 1N의 NaOH를 이용하여 조

효소 및 알긴산의 pH를 2,4,5,6,7,8,9및 10으로 조절하였다.조효

소 및 알긴산은 1:1로 혼합 후,25℃에서 48시간 배양하였고,점도 및

환원당 함량을 측정하였다.

3-4.온도

0.1N 및 1N의 HCl과 0.1N 및 1N의 NaOH를 이용하여 조효소

및 알긴산을 최적 pH로 조절하였다.조효소 및 알긴산을 1:1로 혼합

후,각각 10,20,25,30,35및 40℃ 조건에서 48시간 배양하였고,점도

및 환원당 함량을 측정하였다.

3-5.기질 농도

0.1N 및 1N의 HCl와 0.1N 및 1N의 NaOH를 이용하여 조효소

및 알긴산을 최적 pH로 조절하였다.조효소 및 1-9% 농도의 알긴산을

각각 1:1로 혼합 후,최적 온도 조건에서 48시간 배양 하였고,배양된

시료의 점도 및 환원당 함량을 측정하였다.

3-6.반응 시간

최적 pH 및 최적 기질 농도로 조절한 알긴산과 조효소액을 1:1로 혼

합 후,최적 온도 조건에서 72시간까지 배양하였고,배양된 시료에 대

하여 3시간 간격으로 점도 및 환원당 함량을 측정하였다.



- 13 -

4.알긴산 분해산물의 Thin-layerchromatography(TLC)

분석

분리·동정된 알긴산 분해균으로부터 획득한 알긴산 분해 조효소액을

이용하여 시간에 따른 알긴산 분해 정도를 알아보기 위하여 TLC분

석을 실시하였다.조효소액과 알긴산을 1:1로 혼합하여 30℃에서 각각

3,6,12,15,18,21,24,31,42및 63시간 반응시킨 후,100℃에서 5분

간 가열 및 10,000×g,4℃,10분 동안 원심분리하여 단백질을 제거

한 다음 상층액을 4배 희석하여 TLC Silicagel60F254,25glass

plates20×20cm (Merck,Darmstadt,Germany)로 분석을 행하였다

(Lietal.,2011).TLC분석은 TLCplate에 약 7.5mg/mL농도의 시

료 3 μL를 spotting한 다음,1-butanol/acetic acid/H2O (2:1:1,by

volume)를 이용하여 전개시켰으며,10%(v/v)H2SO4inethanol용액을

분무한 후,110℃에서 약 40분간 그을리는 방법으로 가시화시켰다.

5.알긴산 분해 조효소액에 대한 trypsin의 영향

분리·동정된 알긴산 분해균으로부터 획득한 알긴산 분해 조효소액에

대한 단백질 가수분해 효소의 영향을 알아보기 위하여 조효소액에

trypsin을 처리하였다.효소와 기질이 1:300의 비율로 반응하도록 트립

신 (Trypsin,SigmaChemicalCo.,)을 첨가하고 waterbath에서 37℃,

1시간 반응시켰다.Trypsin처리된 조효소액과 알긴산은 1:1비율로

혼합 및 24시간 배양 후 환원당을 실시하였다.
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6.효소 정제

Vibriosp.PKA 1003을 최적 생육 조건에서 배양한 후,원심분리

(12,000×g,30min,4℃)하여 균체를 분리하고,상층액을 조효소로

하였다. 조효소는 ammonium sulfate 염석, 투석, ion-exchange

chromatography및 gelchromatography과정을 거치며 정제하였으며,

각 분획별 활성 측정을 위해 0.6% 알긴산 및 분획을 1:1로 혼합 후,

30℃에서 5일간 배양하여 환원당 함량을 측정하였다.

6-1.Ammonium sulfate염석 및 투석

조효소를 40% 및 80% 포화 ammonium sulfate용액으로 순차적으로

염석을 행하였으며,12,000×g로 30분간 원심분리하여 상층액과 침전

물로 분리하였다.80% 포화 ammonium sulfate용액으로 염석한 분획

에서 침전물을 획득하여,이를 소량의 30mM Tris-HClbuffer(pH

7.0)로 용해시켰다.용해된 침전물은 4℃에서 48시간 동안 동일 buffer

를 교체하면서 투석을 실시하였다.

6-2.Ion-exchangechromatography

DEAE-sephadex(SigmaaldrichCo.,USA)는 0.3M NaCl용액으로

팽화시켜 사용하였으며,팽화된 DEAE-sephadex(∅1.7cm×20.0cm)

는 30mM Tris-HClbuffer(pH 7.0)으로 평형화시켰다.투석한 효소

를 흡착시킨 후 0-1.0M NaCl의 농도구배로 단계적으로 용출하였다.

모든 정제과정은 4℃에서 실시하였다.
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Fig.4.Procedureforpurifyingthealginate-degrading

enzymeproducedbyVibriosp.PKA 1003.
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6-3.Gelchromatography

Sephadex G-100(GE HealthcareCo.,USA)은 30mM Tris-HCl

buffer(pH 7.0)로 팽화시켜 사용하였으며,DEAE분획 중 활성이 강한

분획을 농축한 후,팽화된 SephadexG-100(∅1.6cm×30cm)로 용출

및 분획하였다.모든 정제과정은 4℃에서 실시하였다.

6-4.단백질 농도 측정

Robert (Robert, 1996)의 방법을 참고하였으며, Bovine serum

albumin(BSA,SigmaaldrichCo.,USA)를 표준물질로 하여 280nm

에서 얻은 검량곡선 (Fig.5)을 이용하여 단백질 농도를 측정하였다.
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Fig.5.Standardcurveforprotein.
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7.정제 효소 특성

7-1.pH 영향

정제효소 활성에 미치는 pH의 영향을 확인하기 위하여 0.1 M

acetatebuffer(pH 4.0-6.0),0.1M phosphatebuffer(pH 7.0-9.0),0.1

M Tris-HClbuffer(pH 10.0-11.0)을 이용하여 알긴산을 수화하였다.

정제 효소 (0.5mL),알긴산 (0.5ml)및 각 pH별 완충액 (1mL)을 혼

합 후,30℃에서 24시간 배양하였고,환원당 함량을 측정하였다.각 실

험 조건에서 최대 활성을 보인 것을 100%로 간주하고 상대 활성으로

나타내었다.

7-2.온도 영향

정제효소 활성에 미치는 온도 영향을 확인하기 위하여 정제 효소

(0.5mL),알긴산 (0.5ml)및 완충액 (1mL)을 혼합 후,배양 온도를

10℃에서 40℃까지 달리하여 24시간 배양하였고,환원당 함량을 측정

하였다.각 실험 조건에서 최대 활성을 보인 것을 100%로 간주하고

상대 활성으로 나타내었다.

7-3.NaCl영향

정제효소 활성에 미치는 NaCl농도 영향을 확인하기 위하여 기질용

액에 NaCl농도를 0-2.0M로 달리하여 첨가하고,정제 효소 (0.5mL),

알긴산 (0.5ml)및 완충액 (1mL)을 혼합 후,30℃에서 24시간 배양

하였고,환원당 함량을 측정하였다.각 실험 조건에서 최대 활성을 보
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인 것을 100%로 간주하고 상대 활성으로 나타내었다.

7-4.금속 특이성

정제효소의 금속 이온에 대한 특이성을 확인하기 위해 Joo등 (1993)

의 방법을 참고하였으며,정제 효소 (0.25mL)에 금속이온 농도를 0.01

M로 조정한 0.1M phosphatebuffer(pH 7.0)를 혼합 후,4℃에서 1시

간 전반응을 실시하였다.전 반응을 실시한 효소 용액에 최적 기질 농

도를 0.25mL첨가하여 혼합 후,최적 배양 온도 및 시간 조건에서 배

양하였으며 배양된 시료는 환원당 정량하였다.각 실험 조건에서 최대

활성을 보인 것을 100%로 간주하고 상대 활성으로 나타내었다.

7-5.알긴산 분해 속도 양식

Vibriosp.PKA 1003이 생성한 효소의 분해 속도를 확인하기 위하여

효소농도를 고정하고 기질 농도를 달리하여 반응시킨 후,반응 시간당

생성되는 환원당을 측정하였다.Lineweaver-Burkplot(Lineweaveret

al.,1934)으로부터 반응속도 정수 (Km)와 최대반응속도 (Vmax)를 구하

였다.

8.통계처리

실험결과에 대한 통계처리는 SAS software (Statisticalanalytical

system V8.2,SASInstituteInc.,Cary,NC,USA)을 이용하여 분산분

석을 하였으며,조사 항목들 간의 유의적 검정은 p<0.05수준에서

Duncan'smultiplerangetest법에 따라 분석하였다.
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결과 및 고찰

1.알긴산 분해균의 분리 및 동정

부산 송정 연안에서 채집한 분해중인 지충이 (Sargassum thunbergii)

와 그 주변 해수로부터 형태적으로 다른 colony를 분리하였으며,알긴

산 분해능이 우수한 단일 colony는 (주)마크로젠에서 16SrRNA se-

quenceanalysis로 16SrDNA 염기서열을 확인한 후 (Fig.6),NCBI

blast를 통해 동정하였다.그 결과 Vibriosp.V140(GenBank:DQ

146978.1), Vibrio crassostreae strain CAIM 1405 (GenBank:

EF094887.1) 및 Vibrio pomeroyi strain DHQ25 (GenBank:

GU198497.1)와 모두 99%의 높은 상동성을 나타내었으며,이로부터

Vibiriosp.세균들과 아주 높은 연관관계를 보이는 것을 알 수 있었

다.일반적으로 16S rDNA의 유사성이 97% 이상이면 동일한 종

(species)으로 분류하므로 분리한 균주를 최종적으로 Vibriosp.PKA

1003으로 명명하였다.

Sargassum thunbergii Single colony
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            1 GCTCAGATTG AACGCTGGCG GCAGGCCTAA CACATGCAAG TCGAGCGGAA 

           51 ACGACACTAA CAATCCTTCG GGTGCGTTAA TGGGCGTCGA GCGGCGGACG 

          101 GGTGAGTAAT GCCTAGGAAA TTGCCTTGAT GTGGGGGATA ACCATTGGAA 

          151 ACGATGGCTA ATACCGCATA ATGCCTACGG GCCAAAGAGG GGGACCTTCG 

          201 GGCCTCTCGC GTCAAGATAT GCCTAGGTGG GATTAGCTAG TTGGTGAGGT 

          251 AATGGCTCAC CAAGGCGACG ATCCCTAGCT GGTCTGAGAG GATGATCAGC 

          301 CACACTGGAA CTGAGACACG GTCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG

          351 GAATATTGCA CAATGGGCGA AAGCCTGATG CAGCCATGCC GCGTGTATGA 

          401 AGAAGGCCTT CGGGTTGTAA AGTACTTTCA GTTGTGAGGA AGGGGGTGTA

          451 GTTAATAGCG GCATCTCTTG ACGTTAGCAA CAGAAGAAGC ACCGGCTAAC 

          501 TCCGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGGAGG GTGCGAGCGT TAATCGGAAT 

          551 TACTGGGCGT AAAGCGCATG CAGGTGGTTC ATTAAGTCAG ATGTGAAAGC 

          601 CCGGGGCTCA ACCTCGGAAC TGCATTTGAA ACTGGTGAAC TAGAGTACTG 

          651 TAGAGGGGGG TAGAATTTCA GGTGTAGCGG TGAAATGCGT AGAGATCTGA 

          701 AGGAATACCA GTGGCGAAGG CGGCCCCCTG GACAGATACT GACACTCAGA 

          751 TGCGAAAGCG TGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC 

          801 GTAAACGATG TCTACTTGGA GGTTGTGGCC TTGAGCCGTG GCTTTCGGAG 

          851 CTAACGCGTT AAGTAGACCG CCTGGGGAGT ACGGTCGCAA GATTAAAACT 

          901 CAAATGAATT GACGGGGGCC CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT 

          951 CGATGCAACG CGAAGAACCT TACCTACTCT TGACATCCAG AGAAGCCAGC 

         1001 GGAGACGCAG GTGTGCCTTC GGGAGCTCTG AGACAGGTGC TGCATGGCTG 

         1051 TCGTCAGCTC GTGTTGTGAA ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA ACGAGCGCAA 

         1101 CCCTTATCCT TGTTTGCCAG CGAGTAATGT CGGGAACTCC AGGGAGACTG 

         1151 CCGGTGATAA ACCGGAGGAA GGTGGGGACG ACGTCAAGTC ATCATGGCCC 

         1201 TTACGAGTAG GGCTACACAC GTGCTACAAT GGCGCATACA GAGGGCAGCA 

         1251 AGCTAGCGAT GGTGAGCGAA TCCCAAAAAG TGCGTCGTAG TCCGGATTGG 

         1301 AGTCTGCAAC TCGACTCCAT GAAGTCGGAA TCGCTAGTAA TCGTAGATCA 

         1351 GAATGCTACG GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGTCACA 

         1401 CCATGGGAGT GGGCTGCAAA AGAAGTGGGT AGTTTAACCT TTCGGGGAGG 

         1451 ACGCTCACCA CTTTGTGGTT CATGACTGGG

Fig.6.16SrDNA nucleotidesequenceofVibriosp.PKA 1003.

TheisolatedbacteriawasidentifiedVibriosp.V 140

and99% matchedtoNCBIaccession#;DQ146978.1.



- 22 -

2.Vibriosp.PKA 1003생육 조건 확인

미생물을 효소의 공급원으로 사용하면,세대기간이 짧기 때문에 단시

간에 다량의 효소를 생산하는 것이 가능하며,균종에 따라서 특정의

효소를 다량으로 생산할 수 있으며,인공적으로 조절된 배양이 가능해

서 생산관리가 쉽고,생산균에 인위적인 변이를 일으켜서 생산성을 높

일 수 있다는 등의 여러 가지 장점이 있다 (Noetal.,2003).이처럼

미생물 유래 효소가 경제적인 측면이나 공업적인 규모의 활용측면에서

가진 장점으로 인해 미생물로부터의 효소 생산에 관심이 높아지고 있

다 (Jinetal.,2013).미생물이 생산하는 효소는 균주의 배양방법,균

주 배양을 위한 배지조성 등 다양한 배양조건에 따라 그 생산량이 현

저하게 변화하게 된다 (Noetal.,2003).따라서 미생물의 배양조건을

검토하는 것은 실험실 규모에서의 효소연구 뿐만 아니라 효소의 공업

적 생산을 완성하는데 가장 먼저 고려해야 하는 중요한 단계이다 (No

etal.,2003).따라서 효율적인 효소 생산을 위해서 본 균주에 대한 배

양 최적 조건을 결정하기 위한 선행연구가 진행되어야할 것으로 판단

되어 pH,NaCl농도,배양 온도 및 배양시간,기질농도에 대하여 실험

을 진행하였다.

2-1.pH

미생물의 생육은 효소활성에 영향을 미치는 pH에 의해 크게 영향을

받고 있으며,미생물의 종류에 따라 각각 최적의 pH가 있다 (Kim,

2004).Vibriosp.PKA 1003의 최적 pH 조건을 확인하기 위하여 0.1

N및 1N HCl과 0.1N및 1NNaOH로 배지의 초기 pH를 2에서 10
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까지 조절하고 각 배지에 106CFU/mL의 균액을 접종 후,30℃에서 24

시간 배양하였다.배양액의 흡광도를 측정한 결과 (Fig.7),pH2,4,6,

7,8,9및 10의 흡광도 값은 각각 0.013,0.015,0.426,0.460,0.363,

0.343및 0.310으로써 pH 6이상의 영역에서 Vibriosp.PKA 1003균

주의 생육이 활발한 것을 확인하였으며,그 중에서도 pH 7에서 0.460

으로 가장 활성이 뛰어난 것으로 나타났다.반면 pH 4이하의 영역에

서는 생육이 정지되는 것을 확인할 수 있었다.이상의 결과로부터

Vibriosp.PKA 1003균주의 경우,중성 또는 미알칼리성 영역에서

균주의 증식이 활발하게 일어나는 것을 확인할 수 있었으며,본 균주

의 최적 생육 pH를 7로 결정하였다.이러한 결과는 Hu등 (Huetal.,

2006)이 알긴산 분해 효소를 생성하는 균주인 Vibriosp.510이 pH6.5

에서 알긴산 분해 효소를 최대로 생성한다고 보고한 것과 일치하는 결

과이며,알긴산 분해 효소의 경우,중성 부근에서 활성이 뛰어난 것으

로 판단할 수 있었다.

2-2.NaCl농도

Baumann등 (1971)은 해양 미생물의 경우,성장 및 효소 생산에 적

정 농도의 1가 또는 2가 이온이 필요하다고 보고한바 있다.이에

Vibriosp.PKA 1003균주가 해양환경으로부터 분리되었기에 일정농

도의 NaCl이 요구될 것으로 판단되어 (Baxter,1959),최적 pH로 조절

한 배지에 NaCl농도를 2-6%로 조절하였고,각 배지에 106CFU/mL

의 균액을 접종 후,30℃에서 24시간 배양하였다.그 결과 (Fig.8),

Vibriosp.PKA 1003균주의 경우,2및 3% NaCl농도에서 0.464및
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0.481로 높은 생육 활성을 보였으며,그 중에서도 3% NaCl농도에서

균주의 성장이 가장 활발한 것으로 나타났다.또한 4% 이상의 농도에

서는 활성이 급격히 저하되는 것을 알 수 있었으며,따라서 3% NaCl

을 최적 조건으로 하였다.이러한 결과로부터 Vibriosp.PKA 1003이

해양 유래의 미생물으로 NaCl에 대하여 약호염성 또는 내염성이 있는

균주라는 것을 알 수 있었다.대부분의 내염성 미생물들은 고염농도

환경에 처하면 세포내에 proline이나 glycine,betaine등 저분자 질소

화합물 혹은 trehalose,floridoside및 digeneaside등 특수한 구조의

당류들이 세포내에 축적되며 세포내부와 외부의 삼투압 균형을 맞추어

줌으로서 세포의 탈수를 막아 고염농도 환경에 적응한다고 보고되고

있다(Jo,1988).Vibriosp.PKA 1003의 최적생육 NaCl농도는 3%로

하였으며,이러한 Vibriosp.PKA 1003의 내염성이 본 균주의 산업적

응용 가능성을 증대시켜줄 것으로 사료되어 진다.

2-3.배양온도

온도는 효소 활성의 속도에 영향을 미치는 인자로서 효소는 미생물의

생육에 필수적이다 (Alcamo,2004).Vibriosp.PKA1003의 최적 배양

온도를 확인하기 위하여,배지의 pH 및 NaCl농도를 최적 조건으로

조절하였고,106CFU/mL의 균액을 접종 후,각각 10,20,25,30,35

및 40℃에서 24시간 동안 배양하였다.배양액의 흡광도를 측정한 결과

(Fig.9),각 온도별로 흡광도값이 0.139,0.457,0.626,0.450,0.025및

0.037로써 20-30℃ 영역에서 생육이 활발한 것으로 나타났으며,그 중

에서도 25℃를 Vibriosp.PKA 1003균주의 최적 생육 온도로 결정하
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였다.이러한 결과는 해수세균의 경우 20℃ 부근에서 성장이 활발한

것으로 알려져 있는데 이와 일치하는 결과이며 (Uoetal.,2006),Hu

등 (Huetal.,2006)이 Vibriosp.510균주가 26℃에서 알긴산 분해

효소를 가장 많이 생성한다고 보고한 것과도 일치하는 결과이다.

2-4.배양 시간

Vibriosp.PKA 1003의 최적 배양 시간을 확인하기 위하여,배지의

pH 및 NaCl농도를 최적 조건으로 조절하였고,106CFU/mL의 균액

을 접종 후,최적 온도에서 132시간 동안 배양하면서 3시간 간격으로

흡광도를 측정하였다.그 결과 (Fig.10),배양 12시간까지는 균의 성장

이 급격히 증가하였고 이후 균의 성장속도가 급격히 줄어들었으며 48

시간 이후에는 균체의 성장이 거의 없었다.따라서 48시간까지가 균이

활발히 증식하는 대수증식기이고,48시간 이후는 균체량에 거의 변화

가 없이 일정해지는 정지기인 것으로 판단되어 진다.Uo등 (Uoet

al.,2006)과 Kim 등 (Kim etal.,2010)의 연구결과에 따르면 균주의

성장 최적 조건과 알긴산 분해 최대 활성이 동일한 지점에서 나타났

고,이 지점은 정지기 이전의 시점으로 보고한 바 있다.따라서 본 연

구에서도 균체량이 최대로 많아지는 시점인 48시간을 최적 배양 시간

으로 하였다.
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Fig.7.EffectofpH ongrowthofVibriosp.PKA 1003.
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PKA 1003.
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1003.
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Fig.10.Effectofincubation timeon growth ofVibrio sp.

PKA 1003.
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3.조효소의 특성

효소는 특정 pH 범위를 벗어나거나 혹은 기질의 이온화 상태에 따

라 불활성화되는 경우도 있기 때문에 pH 변화는 효소의 촉매반응에서

매우 중요한 역할을 한다 (Noetal.,2003).또한 온도는 효소와 기질

의 안정성 및 완충용액의 이온화 정도 등에 영향을 미침으로써 효소의

반응에서 가장 중요한 변수로 작용하는 것 중 하나라고 할 수 있다.

이처럼 효소의 활성은 단백질의 구조적 특성상 다양한 환경 요인에 크

게 영향을 받는다 (Jinetal.,2013).따라서 본 효소에 대하여 기본적

인 특성을 파악하고 효소 활성의 최적화 조건을 결정하기 위하여 pH,

온도,기질 농도 및 반응시간에 대하여 실험을 진행하였다.

3-1.pH

Vibriosp.PKA 1003이 생성하는 조효소액의 알긴산 분해 최적 pH

를 확인하기 위하여,조효소액 및 알긴산의 pH를 각각 2,4,5,6,7,8,

9및 10으로 조절하였고,조효소 및 알긴산을 1:1비율로 혼합하여 2

5℃에서 48시간 동안 배양 후,생성된 환원당을 정량하였다.그 결과

(Table1),pH 9에서 환원당 생성량이 733.87µg/mL로 가장 높은 것

을 확인하였으며,점도 측정 결과에서도 각 pH별로 점도가 각각 8486,

1059,193.50,36.85,27.64및 27.64cP로써 pH 9이상의 영역에서 최저

치를 나타내는 것을 확인하였다.따라서 pH 9을 최적조건으로 하였으

며,이러한 결과는 Takeshita등 (Takeshitaetal.,1993)이 도미의 장

으로부터 분리한 Vibriosp.의 조효소가 알칼리성 영역인 pH 8.5에서

최대 분해 활성을 나타내었다는 것과 일치하는 결과이다.



- 31 -

3-2.온도

최적 pH 조건으로 맞춘 알긴산과 조효소를 1:1혼합 후,10,20,25,

30,35및 40℃로 온도를 달리하여 48시간 동안 교반 배양한 후,배양

된 시료의 점도 및 환원당 함량을 측정하였다.그 결과 (Table2),3

0℃에서 환원당 함량이 727.10ug/mL로 가장 높았고 점도가 9.22cP

로 가장 낮아 가장 높은 분해활성을 나타내는 것을 확인하였으며,3

5℃ 이상의 온도에서는 알긴산 분해 활성이 급격히 낮아지는 것을 확

인하였다.이러한 결과는 Joo등 (Jooetal.,1993)이 해양생물로부터

분리한 균주들의 알긴산 분해 활성이 25∼30℃로 토양으로부터 분리한

균주들에 비해 다소 저온에서 활발하다는 보고와 일치하는 결과였다.

3-3.기질 농도

1-9%로 농도를 달리한 알긴산 및 조효소를 최적의 pH로 조절한 후,

1:1로 혼합하여 30℃에서 48시간 동안 배양 후,환원당 함량을 측정하

였다.그 결과 (Table3),농도별로 환원당 함량이 각각 195.44,625.86,

634.10,808.06,622.42및 539.87µg/mL로 6% 알긴산 농도에서 가장

높은 분해 활성을 나타내는 것을 확인하였으며,6% 이상의 농도에서

는 알긴산 분해능이 급격히 저하되는 것을 확인하였다.이러한 결과는

알긴산 농도가 높아짐에 따라 배지의 점성이 강해져 일정 농도 이상에

서는 기질이 오히려 효소의 작용을 저해하는 요소로 작용하였기 때문

인 것으로 사료되어지며,이처럼 기질이 일정 농도 이상으로 과다하게

존재하면 오히려 효소의 반응이 저해되는 경우가 있는데,이를 “기질

저해”라고 한다 (Reedetal.,2010).
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Table1.EffectofpH onalginatedegradingactivityofcrude

enzymemeasuredbyviscometryandreducingsugar

assay

Viscometry(cP) Reducingsugar(μg/mL)

Untreated1) Treated Untreated Treated

pH 2 12,156±29.69Ac2) 8,486±12.73Ba 13.42±1.85Ba 24.76±1.27Af

pH 4 12,362±27.27Ab 1059±12.02Bb 5.35±1.94Bb 113.46±1.22Ae

pH 6 12,475±23.56Aa 193.50±10.62Bc 6.20±1.59Bb 371.80±1.37Ad

pH 8 12,457±29.25Aa 36.85±15.04Bd 6.20±1.74Bb 546.41±1.36Ac

pH 9 11,821±12.73Ad 27.64±13.02Bd 5.87±1.54Bb 733.87±6.57Aa

pH 10 5,749±18.50Ae 27.64±13.02Bd 5.01±0.83Bb 693.25±1.57Ab

1)MixtureofalginateandMB.
2)Meansinthesamerow (A-B)andthesamecolumn(a-f)bearing

differentsuperscriptsaresignificantlydifferent(p<0.05).

Theuntreatedandtreatedsampleswereincubatedat25℃ for48

hourandtheviscositywasmeasuredat25℃,52cPand0.5rpm.
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Viscometry(cP) Reducingsugar(μg/mL)

Untreated1) Treated2) Untreated Treated

10℃ 12,448±34.42Aa3) 672.60±13.01Bc 14.93±2.30Ba 259.72±2.82Ad

20℃ 7,472±23.63Ab 73.71±18.43Bd 14.07±0.61Ba 408.07±2.84Ac

25℃ 6,634±29.25Ac 36.85±18.43Be 8.91±0.97Bb 599.86±1.08Ab

30℃ 6,063±18.50Ad 9.22±13.03Be 7.74±0.44Bb 727.10±6.78Aa

35℃ 4,616±12.73Af 1,760±12.73Bb 9.70±1.42Bb 14.54±3.23Ae

40℃ 5,998±12.73Ae 1,834±13.44Ba 9.66±2.05Ab 5.63±0.63Bf

Table2.Effectoftemperatureonalginatedegradingactivity

of crude enzyme measured by viscometry and

reducingsugarassay

1)MixtureofalginateandMB.
2)MixtureofalginateandcrudeenzymewasadjustedtopH9.
3)Meansinthesamerow (A-B)andthesamecolumn(a-f)bearing

differentsuperscriptsaresignificantlydifferent(p<0.05).

Theuntreatedandtreatedsampleswereincubatedfor48hourand

theviscositywasmeasuredat25℃,52cPand0.5rpm.
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Untreated1) Treated2)

1% 0.50±0.33Bd3) 195.44±1.36Ae

3% 2.48±2.00Bd 625.86±2.20Ac

5% 26.23±1.09Bc 634.10±2.62Ab

6% 32.56±1.95Bb 808.06±2.62Aa

7% 31.00±1.14Bb 622.42±3.17Ac

9% 41.94±2.53Ba 539.87±5.98Ad

Table3.Effectofalginateconcentrationonalginatedegrading

activityofcrudeenzymemeasuredbyreducingsugar

assay

(Unit:μg/mL)

1)MixtureofalginateandMB.
2)MixtureofalginateandcrudeenzymewasadjustedtopH9.
3)Meansinthesamerow (A-B)andthesamecolumn(a-e)bearing

differentsuperscriptsaresignificantlydifferent(p<0.05).

Theuntreatedandtreatedsampleswereincubatedat30℃ for48

hourandtheviscositywasmeasuredat25℃,52cPand0.5rpm.
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3-4.반응 시간

최적 시간 조건을 결정하기 위해 앞서 결정한 최적 활성 조건으로 맞

춘 6% 알긴산과 조효소를 1:1로 혼합 후,30℃에서 시간을 달리하여

교반 배양하여 점도 및 환원당 함량을 측정한 결과 (Table4),63시간

에서 환원당 함량이 1,034.71ug/mL및 점도가 23.03cP로 최대 분해

활성을 나타내었으며,그 이후에는 큰 변화가 관찰되지 않았다.따라서

63시간을 최적 활성 조건으로 하였다.

이상의 결과를 종합해 볼 때,Vibriosp.PKA 1003이 생산하는 조효

소액의 최적 알긴산분해 조건은 pH 9,30℃,6% 알긴산 및 배양시간

63시간인 것으로 나타났다.Joo 등 (Joo etal.,1993)의 Bacillus

licheniformisAL-577및 Uo등 (Uoetal.,2006)의 Vibriosp.AL145

가 최적 조건에서 환원당 생성량이 각각 0.899 mg/mL 및 0.355

mg/mL로 고활성 균주들로써 산업적 활용 가능성이 있다고 Joo등

(Jooetal.,1993)과 Uo등 (Uoetal.,2006)이 보고하였으며,본 균주

의 경우,환원당 생성량이 1.035mg/mL로 추후 산업적으로 이용할 가

능성이 충분하다고 사료된다.



- 36 -

Incubationtime

(hour)

Viscometry

(cP)

Reducingsugar

(μg/mL)

0 16,427.90±55.84a1) 21.42±1.36i

3 10,070.50±13.44b 28.76±1.38i

6 5,740.00±12.73c 49.67±1.91h

12 740.78±15.39d 335.92±0.55g

24 52.21±13.87e 671.36±1.77f

36 46.07±23.79e 724.21±0.88e

48 40.54±15.42e 821.30±0.66d

55 32.76±22.15e 853.87±5.05c

63 23.03±17.64e 1,034.71±5.75a

72 18.43±18.43e 1,019.08±4.86b

Table 4.Effect of incubation time on alginate degrading

activity ofcrudeenzymemeasured by viscometry

andreducingsugarassay

1)Meansinthesamecolumn(a-i)bearingdifferentsuperscriptsare

significantlydifferent(p<0.05).

Thesampleswereincubatedat30℃ for72hourandtheviscosity

wasmeasuredat25℃,52cPand0.5rpm.



- 37 -

4.알긴산 분해 산물의 TLC분석

TLC는 유리판 위에 알루미나 및 실리카겔 등의 흡착제를 발라 그

박층에 의해서 크로마토그래피를 행하는 것으로써,흡착제 층을 고정

상으로 적당한 용매를 이동상으로 사용한다.모세관 현상에 의하여 시

료가 전개되게 되는데,시료 내에 들어있는 각 성분의 고정상 또는 이

동상에 대한 흡착정도 또는 농도의 차이에 의하여 이동거리가 다르게

되어 물질이 분리되는 원리를 이용한 것이다.일반적으로 TLC의 경우,

전개 시간이 30분∼1시간 정도이기 때문에 시간이 절약되고 물질의 전

개가 효과적으로 이루어지기 때문에 상당히 낮은 화합물까지도 분리,

검출 가능하다는 장점을 가지고 있다 (Lee etal.,2006).따라서

Vibriosp.PKA 1003균주가 생산하는 조효소액을 알긴산에 처리하였

을 시에 증가된 환원당이 알긴산의 분해에 의한 것이 맞는지 또 알긴

산 올리고당이 생성되는지 확인하기 위하여 TLC분석을 실시하였다.

그 결과 (Fig.11),배양 6시간까지는 전개용매에 의한 이동이 나타나

지 않았으나 배양 12시간부터 알긴산이 서서히 분해되어 2개의 spot이

생성되기 시작하였으며,24시간까지 농도가 서서히 짙어지는 것을 관

찰할 수 있었다.배양 24시간 이후부터 최적 분해 시간까지는 TLC상

으로 큰 차이가 나타나지 않았으며,이상으로부터 알긴산 분해 효소에

의해 알긴산이 단당 또는 올리고당으로 사료되어지는 여러 가지 저분

자 물질로 분해되는 것을 확인할 수 있었으며,Vibriosp.PKA 1003

균주가 생산하는 효소가 해조다당인 알긴산을 저분자화 하기 위해 유

용하게 이용될 것으로 사료된다.
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Fig.11.TLC analyses of reaction products from sodium

alginate.Reactiontime:lane1,0hr;lane2,3hr;

lane3,6hr;lane4,12hr;lane5,15hr;lane6,18

hr;lane7,21hr;lane8,24hr;lane9,31hr;lane

10,42hr;lane11,63hr.
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5.알긴산 분해 조효소액에 대한 trypsin의 영향

Trypsin은 단백질을 가수분해하는 알칼리성 프로테아제 그룹

(alkaine proteasegroup)에 속하는 효소로써,peptide 사슬을 끊는

endopeptidase이다 (SimpsonandHaard,1984).조효소액에 의한 알긴

산 분해가 조효소액 내의 효소에 의한 것인지를 확인하기 위하여 단백

질 분해 효소인 trypsin과 조효소액을 미리 반응시킨 다음 알긴산과

혼합하여 환원당 생성량을 확인하였다.Vibriosp.PKA 1003균주가

생산하는 조효소액에 trypsin을 처리한 결과 (Table5),trypsin처리구

및 조효소액 처리구의 환원당 함량이 각각 70.90및 538.62μg/mL로

조효소액에 trypsin을 처리할 시 그 활성이 현저하게 감소되는 것으로

나타났다.이러한 결과는 단백질 분해효소인 trypsin에 의하여 알긴산

분해 효소가 분해되어 그 기능을 상실하기 때문인 것으로 사료되어지

며,이러한 결과로부터 알긴산 분해는 Vibriosp.PKA 1003균주가

생산하는 효소에 의한 것임을 확인할 수 있었다.
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Reducingsugar(μg/mL)

Untreated 13.29±0.88c

Crudeenzyme+Trypsin 70.91±2.10b

Crudeenzyme 538.62±0.66a

Table 5.Effectsoftrypsin treatmenton alginate-degrading

activityofcrudeenzymebyreducingsugarassay
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6.효소 정제

Vibriosp.PKA 1003균주가 생성하는 효소를 정제하기 위하여 40

및 80% 포화 ammonium sulfate용액으로 염석을 실시하였다.먼저,

40% 포화 ammonium sulfate용액으로 염석한 후,원심분리 (12,000×

g,30min,4℃)하였으며,상층액은 80% 포화 ammonium sulfate용액

으로 염석한 조효소는 원심분리 (12,000×g,30min,4℃)한 후,침전

물과 상층액을 분리하였다.80% 포화 ammonium sulfate용액으로 염

석 후 얻은 침전물은 30mM Tris-HClbuffer(pH 7.0)로 용해시킨

후,4℃에서 48시간 동안 동일 buffer로 투석 (M.W.12,000-14,000)을

행하였고,투석 용액의 알긴산 분해 활성을 측정한 결과(Fig.12),80%

포화 ammonium sulfate염석 침전물의 알긴산 분해 활성이 높게 측정

되는 것을 확인하였고,본 조건을 최적조건으로 잡고 이후 실험을 진

행하였다.0-0.7M NaCl농도로 단계적 용출법을 이용하여 DEAE

sephadex를 실시한 결과 (Fig.13),총 240개의 fraction을 획득하였고,

0.4M 농도에 130-137번 fraction이 알긴산 분해활성이 뛰어난 것을

확인하였다.따라서 본 fraction을 농축하여 sephadexG-100을 실시한

결과 (Fig.14),25-27번 fraction의 활성이 뛰어난 것을 확인하였으며,

동일한 방법으로 DEAE-sephadex,sephacrylS200-HR 및 sephadex

G-100을 실시한 결과 (Fig.15,16,17),각각 129,28및 24번 fraction

에서 알긴산 분해활성이 가장 뛰어난 것을 확인하였으며,sephadex

G-100까지 실시한 시료의 specificactivity가 12.27U/mg인 것을 확인

하였다 (Table6).
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Fig.12.Enzyme activity ofammonium sulfate salting out

fractionsmeasuredbyreducingsugarassay.
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Fig.13.DEAE sephadex chromatography ofpurifiedfraction

bysaturatedammonium sulfatesolutionintherange

of80% forpurifying theextracellularenzyme.The

enzymewaselutedwithagradientof0.0-1.0M NaClin

0.03M Tris-HClbuffer,pH 7.0.
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Fig.14.SephadexG-100chromatographyofpurifiedfraction

byDEAE sephadexchromatographyforpurifyingthe

extracellularenzyme.Theenzymewaselutedwith0.03

M Tris-HClbuffer,pH 7.0.
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bysephadexG-100chromatographyforpurifyingthe
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gradientof0.0-1.0M NaClin0.03M Tris-HClbuffer,pH

7.0.
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Fig.16.SephacrylS-200 HR chromatography of purified

fraction by DEAE sephadex chromatography for

purifyingtheextracellularenzyme.Theenzymewas

elutedwith0.03M Tris-HClbuffer,pH 7.0.
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Fig.17.2nd Sephadex G-100 chromatography of purified

fractionbysephacrylS-200HR chromatographyfor
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elutedwith0.03M Tris-HClbuffer,pH 7.0.
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Table 6. Summary of the purification of alginate-degrading 

enzyme from Vibrio sp. PKA 1003

Purification

step

Total

activity

(U)

Protein

(mg)

Specific

activity

(U/mg)

Purificat

-ion

(fold)

Yield

(%)

Crude

enzyme
56.41 36900.24 0.0015 1 100

Ammonium

sulfate

precipitation

(40-80%)

39.00 1558.21 0.0250 16.37 69.13

DEAE

sephadex
8.56 17.22 0.4969 325.27 15.17

Sephadex

G-100
5.44 9.93 0.5477 358.27 9.64

DEAE

sephadex
3.21 1.25 2.5700 1681.29 5.70

Sephacryl

S200-HR
3.07 0.96 3.2061 2097.40 5.44

Sephadex

G-100
2.19 0.18 12.2691 8026.38 3.88

1)Oneunitoftheenzymeactivityisdefinedasthatamountrequiredto

yield1µmolofreducingsugarperminunderdefinedconditionsofassay.
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7.정제 효소 특성

pH 변화에 대한 정제 효소의 활성 변화를 측정한 결과 (Fig.18),pH

7.0-9.0사이의 영역에서 효소의 활성이 활발한 것을 확인할 수 있었으

며,그 중에서도 pH 7.0에서 최대활성을 보이는 것을 확인할 수 있었

다.또한 pH 10및 11의 강알칼리 영역에서는 효소의 활성이 급격히

저하되는 것으로 나타났다.이러한 결과는 Table7에 정리된 다양한

미생물 유래의 알긴산 분해 효소들의 최적 pH가 7.0-8.5사이인 것과

비교하였을때,유사한 결과인 것을 확인할 수 있었다.온도 영향을 확

인한 결과 (Fig.19),20℃ 이하의 영역에서는 효소의 활성이 급격히

저하되는 것으로 나타났으며,25℃에서 효소의 알긴산 분해 활성이 가

장 뛰어난 것을 확인할 수 있었다.25℃ 이상의 온도에서는 알긴산 분

해 효소의 활성이 서서히 감소되는 것으로 나타났으나,30℃까지는

90% 이상의 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다.이러한 결과는

Table8에 표시된 알긴산 분해 효소들의 최대 활성 영역이 30-55℃

사이인 것과 비교시 다소 낮은 온도인 것으로 나타났으나,해양으로부

터 분리한 미생물인 Alteromonassp.272(Iwamotoetal.,2001),

Pseudomonad sp.(Davidson etal.,1976)및 Streptomyces sp.

ALG-5(Kim etal.,2009)가 생산해내는 알긴산 분해 효소의 경우,

모두 비교적 낮은 온도인 30℃에서 최적 활성을 나타낸다고 보고된 것

으로 보아 해양 유래 미생물의 경우,온도가 낮은 해양이라는 환경에

서 살아가기 때문에 그로부터 분리한 효소 또한 비교적 낮은 온도에서

활성을 띠는 것으로 사료된다.
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Fig.18.Effects of pH on activity of alginate-degrading

enzymeproducedbyVibriosp.PKA 1003.
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Fig. 19. Effects of temperature on activity of

alginate-degrading enzyme produced by Vibrio

sp.PKA 1003.
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Table7.Comparisonofspecificactivity,optimaltemperature

and pH of alginate lyases from different

microorganisms

Microorganism

Optimalconditions Specific

activity

(U/mg)

Reference
pH

Temp

(℃)

Vibriosp.PKA1003 7.0 25 12.27 -

Amarinebacterium 7.8 - 45.00
Romeoand

Preston,1986

Alteromonassp.272 7.5-8.0 30 16.84
Iwamotoetal.,

2001

Azotobactervinelandii 8.1-8.4 30 -
ErtesvågHet

al.,1994

Corynebacterium sp. 7.0 55 0.86
Matsubaraet

al.,1998

Enterobactersp. 7.5 35 40.22
Shimokawaet

al.,1997

Pseudoalteromonassp. 7.0-8.0 35-45 0.40
Alekseevaetal.,

2004

Pseudoalteromonassp.

SM0524
8.5 50 - Jooetal.,1993

Pseudomonadsp. 7.5 30 68.44
Davidsonetal.,

1976

Pseudomonasaeruginosa 6.2 30 -
Linkerand

Evans,1984

Pseudomonassp. 7.5 - 3.34
Miyazakietal.,

2001

Streptomycessp.ALG-5 7.0 30 - Kim etal.,2009

Vibriosp. 8.2 - 1.81
Kitamikadoet

al.,1992

Vibriosp.510-64 7.5 35 25 Huetal.,2006

Vibriosp.YKW-34 7.0 40 55.93 Fuetal.,2007
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정제된 효소의 활성에 미치는 NaCl의 영향을 측정한 결과 (Fig.20),

0.2M NaCl까지 활성이 80% 이상으로 유지되었으며,0.02M NaCl에

서 최대 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다.그 이상의 농도에서

는 활성이 서서히 줄어들었다.Baxter(Baxter,1959)가 호염 효소의

경우,1가 양이온이 효소의 활성에 영향을 미친다고 하였으며,이는 1

가 양이온이 효소 분자 내의 정전기적 반발력을 감소시키는 역할을 하

기 때문인 것으로 보고한 바 있다.따라서 본 연구의 정제 효소도 해

양 미생물로부터 분리한 효소이기 때문에 균체의 성장 및 효소의 활성

에 일정 농도의 NaCl이 요구되는 것으로 사료된다.

정제된 효소에 대한 금속 이온의 영향을 확인한 결과 (Fig.21),Hg2+

의 경우,Control구와 비교시 효소의 활성에 큰 영향을 미치지 않는 것

으로 나타났다.반면,Fe3+및 Ca2+의 경우,각각 43% 및 53%의 효소

활성을 저해하였으며,Co2+,Mg2+ 및 K+는 20% 이하의 효소 활성 저

해율을 보이는 것으로 나타났다.Joo등 (Jooetal.,1993)이 일반적으

로 thiol-효소와 serine-효소는 대개의 2가 금속이온에 의해 활성을

잃게 되는데 이는 효소활성 부위에 있는 SH기와 OH기에 이들 금속이

온이 높은 친화성을 가져 기질과의 반응을 억제하기 때문인 것으로 판

단된다고 보고한바 있다.따라서 본 효소의 경우,thiol-또는 serine-

계 효소일 가능성이 있는 것으로 사료된다.

알긴산의 농도에 따른 반응 속도를 Lineweaver-Burkplot로 측정한

결과 (Fig.22),반응 속도식은 y=0.3266x+0.2779이었고,이때의 반

응 속도 정수 (Km)는 1.175mg/mL이였으며,최대 반응 속도 (Vmax)

는 3.598U/mL이었다.
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Fig. 20. Effects of NaCl concentration on activity of

alginate-degradingenzymeproducedbyVibriosp.

PKA 1003.
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Fig. 21. Effects of metal ions on activity of

alginate-degrading enzyme produced by Vibrio

sp.PKA 1003.
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Fig.22.Lineweaver-Burkplotsforthedegradationofalginate

by thealginate lyaseproduced by Vibrio sp.PKA

1003 enzyme activity was determined at different

alginateconcentrationof0.0625-10mg/mL according

toSOMOGYI-NELSON methoddescribedinthetext.
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요 약

1.알긴산 분해능이 우수한 단일 colony의 16SrRNA sequence분석

후,NCBIblastsearch를 통해 동정한 결과,Vibriosp.V140으로 동정

되었고 Vibriosp.PKA1003으로 명명하였다.

2.Vibriosp.PKA 1003균주의 최적 생육 조건은 pH 7,3% NaCl,2

5℃ 및 배양시간 48시간 이었다.

3.Vibriosp.PKA 1003균주가 생성하는 조효소 특성을 확인한 결과,

pH 9,30℃,6% 알긴산 및 배양시간 63시간에서 최적의 알긴산 분해

효율을 나타내는 것으로 나타났으며,환원당 생성량이 1.035mg/mL로

추후 산업적으로 이용할 가능성이 충분하다고 사료된다.

4.배양시간에 따라 TLC를 실시한 결과,조효소액에 의해 알긴산이 여

러 가지 단당 또는 올리고당으로 저분자화되는 것을 확인하였다.또한

조효소액에 trypsin을 처리하여 실험한 결과,trypsin처리구 및 조효

소액 처리구의 환원당 생성량이 각각 70.91및 538.62μg/mL로써 알긴

산 분해 활성이 효소에 의한 것으로 나타났다.

5.Vibriosp.PKA 1003이 생성한 조효소를 ammonium sulfate염석,

투석 및 chromatography(DEAE-sephadex,sephacrylS-200HR 및

sephadexG-100)를 순차적으로 진행하여 정제하였다(Specificactivity
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:12.27U/ml).

6.정제된 효소의 특성을 확인한 결과,pH 7,25℃,0.02M NaCl에서

최대 활성을 나타내었다.0.02M NaCl처리구와 비교시 Hg2+는 효소

활성에 큰 영향을 주지 않았으나,Ca2+,Fe3+,Co2+,Mg2+및 K+는 효

소의 활성을 저해시키는 것으로 나타났다.

7.기질농도에 따른 반응속도를 Lineweaver-Burkplot으로 측정한 결

과,반응속도정수(Km)는 1.175mg/mL이였으며,최대반응속도(Vmax)는

3.598U/mL이었다.

8.이상의 결과들을 종합해 볼 때,Vibriosp.PKA 1003균주가 생성

하는 알긴산 분해 효소가 최적 조건에서 알긴산을 효율적으로 저분자

화하여 알긴산 올리고당 제조에 이용할 수 있을 것으로 사료된다.
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대로써 나의 진정한 매력을 많이 알아준 국진선배 그리고 내 동기 지혜,사

소한 수다떨 수 있게 시간내준 영이,강수(수진이),내가 맥주한잔 하고플 때

마다 언제든 마다않고 달려와 주었던 한효(효림이),항상 나에게 무한한 신뢰

를 보여주었던 이지(지은이),나의 10년지기 친구이자 말하지 않아도 편한 돌

프(경연이),항상 연애상담하곤 하던 스님(이주현),먼저 사회로 뛰어들어 직

장인 이야기를 많이 해주고,징징거리던 나를 받아주었던 탄끼(민영이),포켓

걸(현지),나를 꽤 괜찮은 사람으로 만들어 주었던,한마디 말로 힘이 되어주

었던 주연이,희예,미라,동기사랑은 나라사랑이라고 학부생때부터 외쳐왔는



- 75 -

데,정말정말 힘든 시기에 귀여운 사진으로 그 말이 헛된 것이 아니였음을

느끼게 해준 동문 동기인 명성이,그리고 언니같은 경희,따뜻한 아이 효석
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었던 병준이 오빠!!,나이스바디 성훈이,롱초(민서),쪼미(미라),햇님이(혜림

이)에게도 감사의 말 전하고 싶습니다.

마지막으로 항상 묵묵히 그리고 꾸준히 26년 동안 딸의 뒷바라지 해주신 제
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기나긴 여정을 끝으로 이제는 새로운 도약을 위해 준비해야할 시기입니다.

아직도 많이 서툴고 부족하지만 2년 동안의 소중한 경험을 바탕으로 어떠한

시기에도 움츠러들거나 두려워하지 않고 모든 일에 최선을 다해 성실히 임할

것입니다.다시 한번 무사히 논문이 완성되도록 도움을 주신 많은 분들게 감

사의 마음을 전하며,앞으로도 열심히,끊임없이 꿈을 향해 달려가는 모습으

로 보답하도록 하겠습니다.
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