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요   약   문

Ⅰ. 제  목

기능적 사료첨가제 생산을 위한 신규 남극세균 유래 α-galactosidase의 고정화

Ⅱ. 연구개발의 목적

사료 내 항영양성 인자로 작용하는 갈락토올리고당(galactooligosaccharide)의 선택적 이용률

을 극대화 할 수 있는 신규 극지 미생물 유래 α-galactosidase의 특성규명 및 고정화

(immobilization)된 효소의 적용을 통한 가축사료용 효소제 개발의 가능성 규명

Ⅲ. 연구개발 내용 

○ 극지미생물로부터 신규 α-galactosidase 생산 세균 분리

○ 분리된 균주로부터 생산된 α-galactosidase의 효소학적 특성규명

○ 고정화시킨 α-galactosidase를 통한 효소학적 특성 규명 및 동물장내 이용가능성 평가

○ α-Galactosidase 적용을 통한 원료사료 내 함유된 galactooligosaccharide 분해이용률 평가

○ α-Galactosidase와 고정화 효소의 사료 첨가제로서의 실효성 평가

Ⅳ. 연구개발결과

○ 남극 토양으로부터 α-galactosidase를 생산하는 균주를 분리하였고, 16S rDNA를 이용한 분

석을 통하여 Bacillus sp. LX-1으로 명명하였다.

○ Bacillus sp. LX-1 유래 α-galactosidase의 생산배지 최적화에 있어서, galactose, peptone

그리고 Mn2+을 첨가 했을 때 효소 생산이 증가 되었다.

○ Bacillus sp. LX-1 유래 α-galactosidase는 pH 7.0과 40℃에서 최적 활성을 나타내었고, 열

안정성에서 0~45℃까지 88% 이상의 활성을 유지하였다. 더불어 이 효소는 Aryl-α-galactosidic

기질에 엄격한 기질 특이성 바탕으로, melibiose, raffinose 그리고 stachyose에 대하여

D-galactose를 생산하였고, 장관내 단백질 분해효소인 trypsin과 pancreatin으로부터 저항성을

나타내었다.

○ Bacillus sp. LX-1 유래 α-galactosidase는 Eudragit L-100에 고정화 시켰고 약 6회까지 재

활용이 가능하였다. 고정화로 인한 pH와 온도의 변화는 없었으며, 18일 동안 상온에서 저장시,

고정화 효소가 고정화 하지 않은 효소보다 저상성이 우수하였다.

○ 인공 소화관으로부터, 대두박 첨가시 고정화 효소는 약 16 ㎍/g(대두박)의 D-galactose를

유리 하였고, 고정화 하지 않은 효소는 14 ㎍/g(대두박)의 D-galactose를 유리 하였다.

종합 결론: Bacillus sp. LX-1 유래 고정화 α-galactosidase는 식품이나 사료 산업에서 대두의

영양적 가치를 향상 시키는 효과적인 첨가제로서 유능한 효소가 될 수 있음을 보여 주었다.
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Ⅴ. 연구 성과

○ 논문 게재: Jaekoo Lee, Inkyung Park and Jaiesoon Cho. Production and partial

characterization of α-galactosidase activity from an Antarctic bacterial isolate, Bacillus sp.

LX-1. African Journal of Biotechnology Vol. 11(60), pp. 12396-12405, 26 July, 2012.

○ 특허 출원: 잠재적 사료첨가제로서 바실러스 sp. LX-1 유래 알파-갈락토시테이즈의 특성

및 효소 생산을 위한 고체발효의 최적화(출원번호 10-2012-0010358)
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SUMMARY

(영문요약문)

Ⅰ. Project title

Immobilization of α-galactosidase from novel Antarctic bacterial isolate for a functional

feed additive production

Ⅱ. Project objective

1) To characterize α-galactosidase from an Antarctic bacterial isolate, Bacillus sp. LX-1.

2) To prepare the immobilized enzyme and compare the properties between the immobilized

and free one.

3) To potentially improve the nutritional digestibiliy of animals by applying the immobilized

one.

Ⅲ. Research results

An Antarctic Bacillus sp. isolate was found to exhibit extracellular α-galactosidase

activity. On the basis of the results of 16S rRNA sequencing, the strain was named

Bacillus sp. LX-1. In a one-factor-at-a-time experiment, galactose, peptone and Mn2+ were

found to be the medium components that facilitated enzyme production. The new strain

showed optimal α-galactosidase activity at pH 7.0 and temperature of 40℃. The enzyme

exclusively hydrolyzed α-D-galactosides such as p-nitrophenyl-α-galactopyranoside,

melibiose, raffinose and stachyose, and showed no effect with proteases such as trypsin,

pancreatin, and pronase. Enzyme activity was almost completely inhibited by the presence

of Ag+, Hg2+, Cu2+, and sodium dodecylsulfate (SDS) but was unaffected by β

-mercaptoethanol and ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA). The α-galactosidase was

non-covalently immobilized on a reversibly soluble-insoluble polymer, Eudragit L-100, and

an immobilization efficiency of 0.93 was obtained. The optimum pH of the free and

immobilized enzyme was 6.5-7.0 and 7.0, respectively, while there was no change in

optimum temperature between the free and immobilized α-galactosidase. The immobilized α

–galactosidase was reutilized six times without significant loss in activity. The immobilized

enzyme showed good storage stability at 37oC, retaining about 50% of its initial activity

even after 18 days at this temperature, while the free enzyme was completely inactivated.

Based on in vitro digestion analysis, the immobilized enzymes effectively liberated

D-galactose from natural substrates such as soybean meal, lupin and palm kernel meal

containing α-galactooligosaccharide.

Ⅳ. Application

The immobilization of α-galactosidase from Bacillus sp. LX-1 on Eudragit L-100 may be

a promising candidate as a biocatalyst for soybean processing in food and feed industries.
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제 1 장   연구개발과제의 개요
   

1 절 연구개발의 목적 및 배경

기존의 미생물로부터 분리된 대다수의 α–galactosidase는 실제 사료원료인 대두에 함유

되어 있는 항영양성인자로 알려진 small α-galactooligosaccharide (melibiose, raffinose,

stachyose 등)기질을 분해함에 있어 상대적으로 이들 기질 뿐만 아니라 비전분성 다당류인

mannan도 분해하는 부정확한(promiscuous) 기질 특이성을 나타낸다. 하지만 본 연구에서

극지 미생물 유래 효소는 기질특이성에 있어서 대두 내 다량 함유된 small α

-galactooligosaccharide를 독점적으로 분해하는 ①엄격한(strict) 기질특이성, ②단백질 분해

효소 저항성, 그리고 ③동물의 생리적 중온성 온도와 pH 조건에서 원활한 활성을 보이는

효소 선별에 기존 연구와 차별성을 추구하며, 더불어 효소의 고정화 기술 확립을 통해 단

위동물의 인공 소화관 실험으로 사료원료의 소화율에 미치는 실효성을 규명하는데 의의가

있다. 그러므로, 본 연구의 최종목적은 사료 첨가제로서, 극지미생물 유래 신규 α

-galactosidase 및 효소 고정화기술을 적용하여, 사료원료 내에 항영양성 인자로 작용하는

α-galactooligosaccharide를 선택적으로 분해시켜 동물 체내 영양소 이용률 향상을 모색하

는데 있다.

 

[극지 신규 미생물 및 소재 활용의 필요성]

지구상에는 생명체가 서식하기 어렵다고 생각되는 극한 환경이 존재하고 있다. (예: 고온

환경(온천수 및 화산), 엄한 추위의 땅(남극 및 북극대륙), 그리고 염농도가 높거나, pH가
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극단적으로 산성 또는 알칼리성으로 편재된 장소) 생명체의 서식이 불가능하다고 생각되는

극한 환경에도 각각의 환경에 적응하여 서식하는 미생물이 분리되어 보고되고 있다.

신규 미생물의 자원화 기술은 극한 환경에 적응하여 생육하는 극한 미생물의 탐색, 분

리, 보존 및 체계적인 계통적 분류체계의 구축을 바탕으로 하고 있으며, 극한 미생물 이용

기술은 신규로 탐색 분리된 극한 미생물의 산업적 이용기술을 포함하고 있다. 이러한 기술

들은 21세기 신기술의 개념인 환경친화, 경제적 친화, 사회적 친화 및 국제적 친화의 개념

이 적극적으로 도입된 21세기 프론티어 기술로 대두되고 있어 국가 전략적 연구개발 사업

으로 추진될 필요성이 매우 높다고 판단된다.

극한 미생물에서 유래하는 효소는 일반효소와 달리 구조역학상 안정하여 강산, 강알칼

리, 고온, 저온 등에서도 안정한 상태를 유지(Haki 등., 2003; Feller 등., 1994)하는 것으로

보고되어져 왔으며 지금까지 국내외적으로 극한 미생물에 관한 연구의 주요핵심은 바로 극

한 미생물이 보유한 극한효소의 산업적 응용에 있다. 특히 초고온성 미생물 분야는 가장

빨리 연구가 진행되고 집중되어 이들 미생물이 생산하는 각종 내열성 효소들, protease,

amylase, DNA polymerase, DNA modifying enzyme 등이 현재 산업적으로 널리 이용되고

있다(Haki 등., 2003). 그러나 남극과 북극 같은 환경에서 살아가는 극지미생물들에 관한 연

구는 국내외적으로 극히 초기단계로 몇몇 연구자들에 의해 밝혀진 보고에 따르면 현재까지

약 1000여종 미생물이 극지에서 분리되었다(Turkiewiz 등., 2000; Garsoux 등., 2004; Feller

등., 1992). 저온환경인 극지 미생물에서 유래된 효소는 소위 “cold active” 하거나

“cold-adaptive” 한 특성을 가지고 있어서 주로 실제 산업적 응용에 있어서도 저온 환경

(0-20℃)에서 효소활성이 가장 우수하며 상대적으로 동물의 장관 내 생리적인 중온성 범위

(37-45℃)에서 효소활성이 미약하거나 상실된다(Groudieva 등., 2004; Marx 등., 2007). 그

러나 비록 극지 미생물에서 유래한 효소 중에서도 예외적으로 저온성과 특히 장관 내 생리

적 중온성 범위에서도 최적의 효소활성을 보여 사료 첨가제로서 이용 될 수 있으며, 그 예

로 사료 첨가제로 활용하기 위한 phytase의 경우에서, 가금과 돼지의 생리적 활성 온도가

39℃라 할지라도, 사료 섭취 시 소화관내 발생되는 최초 온도는 낮아지게 되며(Boyce 등.,

2006), 이는 20~29℃의 특정 범위에서 높은 활성을 가지는 효소가 산업적 이용에 많은 잠

재성을 가질 것이라 보고 했다(Huang 등., 2009). 또한 사료 첨가제로서 잠재적 이용 가능

성을 제시한 극지 미생물 유래 xylanase와 amylase에서도 최적 활성이 중온성(25-40℃)을

나타내었다(Park과 Cho, 2010a; Park과 Cho 2010b). 한편 극지미생물에서 유래된 효소는

본질적으로 특성상 저온환경에서 유래되어 효소의 내열성을 발휘할 수는 없지만 그 효소의

사료첨가제로서의 이용에 있어 사료를 먼저 펠렛팅과 같은 가공공정을 거친 후 나중에 액

상이나 분말제품의 형태로 혼합하여 가축에게 급여하는 방식으로 이용한다면 내열성 문제

를 극복할 수 있으며 다른 관점에서 보면 내열성이 좋은 효소라도 다수의 경우 실제 동물

의 생리적인 중온범위 온도환경에서 효소활성이 매우 약하기 때문에 문제점이 있다. 즉

Bacillus의 phytase 경우에 효소활성 최적온도는(70℃)이지만 동물의 생리적 중온범위의 온

도(20~40℃)에서는 효소활성이 60~85%의 감소가 일어난다고 보고 되었다(Kim 등., 1998).

이러한 특징은 활용 목적에 따른 가공 공정의 선택으로 극지 미생물 유래의 신규효소가 동

물 사료 산업에 다양하게 응용될 수 있음을 나타낸다.

대두박(soybean meal, SBM)은 동물에게 급여하는 고품질의 식물성 단백질 사료원료로

콩으로부터 기름을 짤 때 생기는 부산물이다. SBM은 전 세계에 걸쳐 가금과 가축의 사료
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산업에 이용되는 제1의 단백질 자원(Ghazi 등., 2003 ; Stein 등., 2008)으로서 단백질 자원

중 전세계 사용량의 50% 이상을 차지한다(Kohlmeier, 1990). 그러나 가공되지 않은

soybean은 단백질, 기타 다른 미네랄과 같은 영양소의 흡수이용을 저해하는 항영양성 인자

들을 포함하고 있는데 대부분의 항영양성 인자들은 열에 불안정하고 soybean에서 SBM로

가공 처리되는 동안에 제거될 수 있다(Liener, 1994). 하지만 SBM는 raffinose, stachyose를

각각 약 1%, 6% 포함(Grieshop 등., 2003)하고 있는데 이와 같은 α-galactooligosaccharide

는 SBM로의 가공처리 후에도 여전히 존재한다(Hartwig 등., 1997; Rackis, 1981). 이러한

oligosaccharide는 digesta의 점도를 증가시키고 소장에서 영양소와 소화효소들간의 상호작

용을 저하시킴으로서 영양소의 소화율 및 이용성을 저하(Smits과 Annison, 1996)시키기 때

문에 동물의 생산능력을 줄일 수 있는 항영양성 인자들로 간주된다(Anderson과 Wolf,

1995). Raffinose, stachyose 등의 galactooligosaccharide는 소화가 되지 않은 상태로 대장

에 도달하게 되고, 대장 내의 혐기성 세균에 의해 분해되어 N2, CO2, CH4등의 가스가 발생

하여 복부팽만감(flatulence)의 원인(Falkoski 등., 2006; Yoon 과 Hwang, 2008)이 되며, 장

내에서의 가스 생성은 구역질, 복통, 설사를 야기한다고 보고되고 있다(Calloway 등., 1966).

α-galactosidase는 galactose 잔기를 함유한 melibiose, raffinose, stachyose와 같은

galactooligosaccharide 및 galactolipids, galactomannan의 비환원성 말단으로부터 α-1,6-결

합의 D-galactosyl 잔기를 가수분해하는 exo-glycosidase이며, 기질 특이성에 따라 family

36과 family 27 그룹으로 분류된다. family 36 그룹은 오직 pNPGal, melibiose,

oligosaccharide와 같은 저분자량의 α-galactosides에 대해서만 특이성을 가지는 반면에

family 27 그룹은 저분자량의 α-galactosides 뿐만 아니라 galactomannan에 대해서도 특이

성을 가진다(Wang 등., 2010; Fialho 등., 2008). 또한 항영양성인자를 제거하여 사료 내 영

양적 가치를 높이는 효소의 산업적 적용에서 단백질 분해 효소에 대한 저항성도 실효성을

높인데 매우 중요한 기준이 된다(Liu 등., 2009).
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[대두박 내 항영양인자 제거를 위한 α-galactosdase 적용 및

고정화 방안 및 기대 효과]

일반적으로 동물, 식물, 미생물에 널리 존재하지만 미생물 유래의 효소가 산업적으로 응

용성이 높다. 하지만 인간을 포함한 단위동물들은 α-galactooligosaccharide에 존재하는 α

-galactosidic 결합을 가수분해하는데 필요한 α-galactosidase가 결여되어 있기 때문에 soy

product를 소비하는데 있어서 부분적으로 제한되어 있다.

한편 이전 연구 결과들을 고찰해보면 α-galactosidase를 첨가한 사료를 섭취한 가금에서

는 사료섭취량, 증체량 및 사료의 nitrogen-corrected apparent metabolizable energy

(AMEn)이 증가하였고 Crude protein (CP)과 neutral detergent fiber (NDF)의 유지가 증가

하였다(Ao 등., 2009). 또한 true metabolizable energy (TME)가 증가하고 배설물의

raffinose와 stachyose가 감소되었다고 보고되었다(Graham 등., 2002). 돼지의 경우 raffinose

와 stachyose의 소화율을 증가시킴으로서 이유기간의 후기 동안 gain:feed의 비율이 증가되

었다는 보고가 있다(Kim 등., 2003).

일반적으로, 산업적 효소는 그들의 pH와 온도 안정성을 강화하고, 최적 pH와 온도에 범

위를 증가시키고, 그리고 재활용하기 위함으로, solid support에 고정화(immobilization) 되어

왔다(Rasiah와 Rehm, 2009 ;Tee와 Kaletunç, 2009). 고정화는 효소 분해 과정에 대한 연속

적 설비를 수립 할 수 있고, 이는 효소, 노동력 그리고 간접비를 절약하는데 도움을 준다

(Tee and Kaletunç, 2009). 지금까지, 주요 선행 연구 결과 중 Aspergillus niger (Sardar

등., 2000), Melanocarpusalbomyces (Roy 등., 2003) 그리고 Trichoderma reesei (Dourado

등., 2002)에서 곰팡이 xylanases를 Eudragit L-100에 고정화시킨 보고가 있다. Methacrylic

acid과 methyl methacrylate을 1:1비율로 혼합된 Eudragit L-100은 선행연구에서 인간의 대
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장질병(colonic diseases)의 치료를 위한 약제의 효과적인 대장내 특이적인 delivery system

으로 그 효과와 안전성이 이미 확보되어(Venkatesh 등., 2009), 인체에 무해한 효과적인 장

내 전달 고분자 물질(enteric coating copolymer)로서 널리 이용 되어 왔으며(Dourado 등.,

2002; Roy 등., 2003), 특히 Eudragit는 pH 4 이하에서는 불용성이고 pH 5 이상에서는 용해

되는 특징을 가지는데, 이 pH에 따른 Eudragit의 용해성으로 인하여 고정화된 효소를 효율

적으로 재활용 할 수 있다(Xu 등., 2011). 하지만 Eudragit를 이용한 α-galactosidase의 고정

화에 대한 보고는 아직 전무한 실정이다.

2 절 연구 개발의 범위

1. 가축 사료용 효소제 개발 기술

가. 극지미생물로부터 신규 α-galactosidase 생산 세균 분리

(1) 극지토양으로부터 α-galactosidase 효소생산 세균의 탐색 및 선별

(2) 선별된 α-galactosidase 효소생산세균의 분류학적 동정

나. 분리된 균주로부터 생산된 α-galactosidase의 효소학적 특성규명

(1) 선별균주로부터 생산된 α-galactosidase의 효소활성 탐색

(2) α-Galactosidase 효소생산 세균으로부터 효소의 partial purification

(3) α-Galactosidase의 생화학적 특성 규명

2. 효소 고정화 기술 및 microencapsulation/delivery system 개발기술

가. 고정화시킨 α-galactosidase를 통한 효소학적 특성 규명 및 동물 장내 이용 가능성

평가

(1) Eudragit L-100을 이용하여 고정화 시킨 α-galactosidase의 특성 및 인공 장액 내

효소 활성을 free form α-galactosidase와 비교 분석

나. α -galactosidase와 고정화 효소의 사료 첨가제로서의 실효성 평가

(1) 단위 동물의 인공 소화관을 설계하여 사료원료인 대두박, 루핀 그리고 팜박을 투

여하고, 고정화 또는 고정화 되지 않은 효소를 공급하여 방출된 D-galactose 함량

으로 소화율을 비교 평가한다.
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고정체 연도 국가  목적

galactotose-polymeric beads 2010 Turkey 안정성

tetraethylortosilicate (TEOS) 2010 Bulgaria 고정화 시도

cyanogen bromide agarose 2008 Spain 안정성

polyacrylamide gel 2002 India 재활용,분해능

chitosan bead 1987 Japan 저장성, 분해능

mycelia 1982 USA 안정성

제 2 장 국내외 기술개발 현황

1 절 국내 기술 개발 현황

위장관용 고정화(Immobilization) 기술 개발은 일반화된 방법은 아니며, 인체 의약품 분야에서

주로 시도 되어 왔었다. 따라서 이 기술에 대한 축산 분야에 대한 이용사례는 동물 약품 산업에서

소수의 시도가 있었으며, 사료 첨가제에 대한 부분은 거의 전무하다.

2 절 국외 기술 개발 현황

표2-1은 국외에 다양한 고정화 재료를 사용하여 α-galactosidase를 고정화 시켜 효소를

안정화 하거나, 재활용, 그리고 식품 또는 사료에 대한 난분해성 영양소의 분해 능력을 증가

시키려한 시도를 나타내고 있다.

표 2-1. 국외에서 시도한 α-galactosidase의 고정화 개발

3 절 연구개발 기술의 국내 외 위상

고정화 재료로 Eudragit를 사용한 기술은 xylanase (Roy 등., 2003), lipase (Rodrigues 등.,

2002), amylase (Ertan 등., 2006) 등에서는 시도가 여러 차례 있어 왔지만 축산분야에 활용

하기 위하여 Eudragit를 이용한 α-galactosidase 고정화는 국내외를 통틀어 본 과제가 처음

실시 하였다.

제 3 장 연구 개발 수행 내용 및 결과

1 절 연구 개발 수행 방법

1. 가축 사료용 효소제 개발 기술 수행 방법

가. 극지 토양 자원 미생물의 확보

한국해양연구원 부설 극지연구소의 극지바이오센터(Korea Polar Research Institute,

KOPRI)의 협조를 받아 남극세종기지 주변의 현화식물이 자라는 지역 근처의 유기물
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토양으로부터 배양·분리된 미생물 균락들을 분양받았다. 분양받은 미생물 균락은 본 연구의

α-galactosidase를 생산하는 미생물 분리를 위한 시료로 이용하였다.

나. α-Galactosidase 생산 균주 분리 및 배양조건

분양받은 균락을 0.2% lactose가 포함된 Luria Bertani (LB) [1% tryptone, 0.5% yeast

extract, 1% NaCl, pH 7.2] 배지에 접종하고 28℃ 진탕배양기(shaking incubator)에서 4일 동

안 220 rpm의 속도로 진탕 배양하였다. 균체가 성장함을 배지의 혼탁도로 확인한 후 표본을

채취하여 순차 희석 후 1×100~1×10-6농도의 표본을 0.2% lactose와 32㎍/㎖ 농도의

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-α-D-galactopyranoside (X-α-Gal, Sigma)이 첨가된 LB 평판배

지에 도말한 후 28℃ incubator에서 2일간 배양하여 파란색을 나타내는 균주를 분리하였다. 분

리된 균주의 균락을 위와 같은 LB평판배지에 streaking 방법으로 3회 계대 배양하여 순수 분

리하였다(Goulas 등., 2009).

다. 분리 균주의 분류학적 동정

분리균의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 통해 균주를 동정하였다. 균주의 16S rRNA

유전자 서열분석을 위해 FastDNA kit (Qbiogene)을 사용하여 분리균주로부터 genomic DNA

를 추출한 다음 polymerase chain reaction (PCR)을 수행하여 16S rRNA유전자를 증폭하였다.

PCR을 위한 primer는 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)와 1492R (5’-GGTTACC

TTGTTACGACTT-3’)을 사용하였다(William 등., 1991). 증폭된 단편은 ABI PRISM 3730

XL DNA analyzer (Applied Biosystems)을 이용하여 염기서열을 결정하였다. 결정된 염기서

열은 NCBI의 GenBank database에 등록된 정보를 대상으로 BLAST 프로그램을 이용하여 상

동성 검사를 실시하였다. 계통 분석은 CLUSTAL W 프로그램을 이용하여 정렬하였다

(Thompson 등., 1994). Maximum Composite Likelihood method와 GenBank database에 등록

된 Bacillus속 균주들의 16S rRNA 유전자 염기서열 정보를 이용하여 염기서열간의 유전적 거

리를 계산하였고, MEGA 4.0 프로그램을 사용하여 phylogenic tree를 그렸다(Tamura 등.,

2004; Tamura 등., 2007).

라. 뉴클레오타이드 염기서열 기탁번호

16S rRNA 뉴클레오타이드 염기서열은 HQ660811로 Genbank database에 기탁하였다.

마. α-Galactosidase 생산배지 조성의 최적화

배지성분의 최적화를 위해 다른 모든 요소들을 일정수준으로 고정시키고 하나의 요소만 변

화시켜 실험하는 one factor at a time (OFAT) 방법을 이용하여(Liu 등., 2007), α

-galactosidase 생산에 효과적인 배지성분을 선별하는 실험을 수행하였다.

α-galactosidase 생산을 위한 배지 조성을 찾기 위하여, 탄소원(1% galactose, 2% galactose,
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1% wheat bran 그리고 2% wheat bran), 질소원(1% yeast extract, 1% tryptone, 1%

soybean meal, 1% peptone 그리고 1% ammonium sulfate), 그리고 미네랄 요소(1% NaCl,

0.01% CaCl2, 0.01% MgSO4, 0.07% KH2PO4, 0.001% MnSO4 과 0.001% FeSO4) 들이 실험

되었다. 배지성분의 최적화를 위해 다른 모든 요소들을 일정수준으로 고정시키고 하나의 요소

만 변화시켜 실험하는 one factor at a time (OFAT) 방법을 이용하여(Liu 등., 2007), α

-galactosidase 생산에 효과적인 배지성분을 선별하는 실험을 수행하였다. 이 데이타는 평균±

표준오차로 값을 나타내었고, 그들의 유의성은 Student’s t-test로 검증하였다.

바. α-Galactosidase 생산 및 효소액의 부분 정제

0.2% lactose가 포함된 1 L의 LB 배지를 제조 후, 2개의 2 L Erlenmeyer flask에 각각 500

mL 분주 후 autoclave 한다. 그런 다음 순수 분리된 균락을 배지에 접종 후, 28℃ 진탕 배양

기에서 96 시간 동안 220 rpm의 속도로 진탕 배양한 후 저온(4℃)에서 10,000 × g, 20 분간

원심분리하여 배양 상등액을 얻었다. 그런 다음 배양 상등액에 50% ammonium sulfate를 첨

가하고 6 시간 동안 magnetic stirrer에서 일정 속도로 교반한 후 다시 원심분리(10,000 × g;

30 min; 4℃)하여 침전물을 얻었다. 이 후에 침전물을 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)에 녹

이고 동일 buffer에 12 시간 동안 투석하여 효소액 (enzyme preparation)을 제조하였다. 모든

과정은 4℃에서 수행하였고, 이 효소액은 효소특성에 관한 실험에 사용하였다.

사. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 전기영동(SDS-PAGE) 및 zymogram 분석

부분정제된 효소액의 SDS-PAGE는 Xcell Ⅱ 과 NuPAGE Novex 4에서 12 % Bis-Tris

gel (Invitogen)을 사용하여 제조사의 설정대로 실행하였다. 이렇게 분리된 단백질들은 Simply

Blue Safe Stain (invitrogen)으로 염색 후 gel 속에 나타내었다. 또 한편으로는 이 조효소액을

6.5% non-denaturing polyacrylamide gel에 투입하여 Modular Mini-Protein II

Electrophoresis System (Bio-Rad)를 이용하여 4℃에서 50 V 전압으로 5~6 시간 동안 전기영

동을 실시하였다. 전기영동 후에, gel을 4 ㎎/㎖ X-α-Gal이 포함된 1.5% bacto agar plate에

얹고 40℃에서 12 시간 배양하였다. α-galactosidase의 활성은 파란색의 띠가 나타나는 것을

통해 확인하였다.

아. α-galactosidase 활성 측정 및 기질 특이성

α-galactosidase의 활성 측정시 p-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside (pNPG)를 기질로

이용하여 측정하였다. 1 mM pNPG와 50 mM Na-phosphate buffer (pH 7.0)를 포함한 반응액

에 최종 반응부피가 1 ㎖가 되도록 효소를 첨가하고 40℃에서 15 분간 반응시킨 후 1 M

Na2CO3용액 1 ㎖을 첨가하여 반응을 종결시켰으며, 발색현상은 405 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 효소활성은 p-nitrophenol (pNP) 표준곡선으로부터 산출하였다. 다른 기질에 대한 α

-galactosidase 활성을 조사하기 위하여 nitrophenyl-conjugated glycoside 기질인
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p-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside, p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside, p-nitrophenyl-β

-D-cellobioside, p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, o-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 및

p-nitrophenyl-α-L-arabinofuranoside를 각각 1 mM의 농도로 첨가하고 최적 pH (7.0)와 온도

(40℃) 조건 하에서 각 기질에 대한 효소의 활성을 측정하였다. 모든 기질에 대하여, 정량적

효소활성 단위 1 U은 상기 조건에서 반응시간(분)당 기질로부터 1 µmol의 p-nitrophenol 또는

o-nitrophenol을 유리시키는 효소의 양으로 정의하였다(Patil 등., 2010).

또한 melibiose, raffinose, stachyose, lactose와 같은 natural 기질을 1 mM 농도로 첨가하고

최적 pH (7.0)와 온도(40℃) 조건 하에서 3시간 동안 반응시킨 후 galactose test kit

(Boehringer Mannheim GmbH)을 사용하여 기질로부터 유리된 D-galactose양을 kit에 명시된

메뉴얼에 의해 측정하고 효소 활성을 계산하였다. 이 때 정량적 효소활성 단위 1 U은 상기 조

건에서 반응시간(분)당 기질로부터 1 µmol의 galactose를 유리시키는 효소의 양으로 정의하였

다.

carboxymethylcellulose (CMC), xylan, mannan, starch 등과 같은 saccharogenic 기질은

dinitrosalicylic acid (DNS) 법으로 최적조건 하에서 효소 활성을 측정하였다(Miller, 1959). 기

질의 농도는 0.4% 였으며, 효소활성 단위 1 U은 상기 조건에서 반응시간(분)당 기질로부터 1

µmol의 환원당을 유리시키는 효소의 양으로 정의하였다(Park 과 Cho, 2010a; Park 과 Cho,

2010b).

자. α-Galactosidase 활성에 미치는 pH와 온도의 영향

α-Galactosidase의 활성에 미치는 pH의 영향을 조사하기 위하여, 반응 온도 40℃에서 pH

3.0부터 pH 8.5까지의 범위로 α-galactosidase의 활성을 측정하였다. pH 3.0은 50 mM

glycine-HCl buffer, pH 4.0~5.5의 범위에서는 50 mM sodium acetate buffer, pH 6.0~7.0에서

는 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4~8.5에서는 50 mM Tris-HCl buffer를 각각 사용

하였다. 또한 활성에 미치는 반응 온도의 영향을 조사하기 위하여 조효소액 5 ㎕에 10 mM

pNPG 용액 100㎕와 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) 800 ㎕를 넣어 효소 반응온도

0~70℃까지의 범위에서 각각 효소 활성을 측정한 후 상대적 활성으로 나타내었다.

차. 열 안정성

α-galactosidase의 열 안정성을 조사하기 위하여 조효소액을 40~70℃까지 각각의 온도에서 30

분간 방치한 후 온도(40℃)와 pH (7.0)조건 하에서 효소 활성을 측정하였다.

카. α-galactosidase 활성에 미치는 금속이온 및 화학물질

α-galactosidase 활성에 미치는 금속이온과 화학물질의 영향을 조사하기 위하여 2 mM Ca2+,

Co2+, Fe2+, Mg2+, Mn2+, Ba2+, Cu2+, Zn2+, Ni2+, Hg2+, K+, Na+, Ag+, β-mercaptoethanol,

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), sodium dodecyl sulfate (SDS) 및 phenylmethylsulfo
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nyl fluoride (PMSF)가 포함된 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)에 조효소액을 첨가

하고 25℃에서 20 분간 배양한 후, 표준조건(pH 7.0, 40℃) 하에서 효소활성을 측정하였다.

타. 단백질분해효소에 대한 α-galactosidase의 저항성

α-Galactosidase의 단백질분해효소에 대한 저항성을 조사하기 위하여 Cao 법(Cao 등., 2010)

을 약간 변형하여 수행하였다. 단백질 분해효소는 trypsin (Sigma), pronase (Sigma),

pancreatin (Sigma), subtilisin carlsberg (Sigma) 및 proteinase K (Sigma)를 사용하였다. 조

효소액(9 ㎍)과 단백질분해효소(0.9 ㎍)의 단백질 양을 bradford 법(Bradford, 1976)으로 측정

한 후, 10:1 비율로 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)에 첨가하여 37℃에서 30 분간

배양한 후 표준조건(pH 7.0, 40℃) 하에서 효소활성을 측정하여 상대적 활성으로 나타내었다.

2. 효소고정화 기술 및 microencapsulation/delivery system 개발 기술 수행 방법

가. Eudragit L-100

Eudragit L-100은 methacrylic acid와 methylmethacrylate가 1:1 비율로 혼합된 copolymer로서

Roham Pharma (Weiterstadt, Germany)에서 생산된 것을 이용하였다.

나. 조효소 액(free α-glactosidase)의 조제

250 ㎖ 삼각 플라스크 속에 1% galactose을 함유한 25 ㎖ Luria-Bertani (LB) 배지 조제하여 α

-galactosidase을 생산하는 Bacillus sp. LX-1을 접종하여 28℃에서 24 시간 동안 호기 배양 하였다.

그 후, 2 L의 삼각 플라스크에 같은 배지 1 L 2개를 조제하여 앞에서 배양한 용액 10 ㎖ (1% v/v)

를 각각 접종하여 220 rpm으로 교반하면서, 28℃에서 48 시간 호기 배양 하였다. 배양이 끝난 후, α

-galactosidase가 함유된 배양액을 10,000 × g, 20 분 동안 4℃에서 원심 분리하여, 상등액을 수집하

였다. 그 다음 배양 상등액에 ammonium sulfate (75% 포화)를 첨가하고 6 시간 동안 magnetic

stirrer에서 일정 속도로 교반한 후 다시 원심분리(10,000 × g, 30 min; 4℃)하여 침전물을 얻었

다. 이 후에 침전물을 25 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)에 녹이고 동일 buffer에 12 시간 동안

투석하여 조효소액(crude enzyme)을 제조하였다. 모든 과정은 4℃에서 수행하였고, 이 조효소액

은 효소특성에 관한 실험에 사용하였다.

다. Eudragit L-100을 이용한 α-galactosidase 고정화 및 수율

(1) 2% Eugragit L-100 용액 제조

눈금이 있는 50 ㎖ tube에 파우더 형태의 Eudragit L-100 1g과 증류수 40 ㎖을 첨가

하여 교반 시켰다. 교반 중 3M NaOH로 pH 11까지 맞추어 완전히 용해시켰다. 용해 후

3M Acetic acid로 pH 7까지 맞추고 증류수를 50 ㎖ 눈금까지 첨가하여, 이용 시까지 4

℃에서 보관하였다(Roy 등., 2003).

(2) 고정화 효소 제조 및 수율
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2% Eudragit L-100 용액 0.75 ㎖과 α-galactosidase 조효소액을 0.1~2.0 ㎖ 범위에서

혼합하여 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)로 전체 부피를 5.0 ㎖로 일정하게

만들었다. 상온에서 1시간 교반 시키고, 3 M acetic acid로 pH 4로 맞춘 후 20 분간 상온

에서 정치하였고, 정치후, 12,000×g에서 20분간 원심분리하여 상층액은 모으고 펠렛은 10

mM sodium acetate (pH 4.0) 4 ㎖로 효소 활성이 없을 때 까지 약 3회 세척하였다. 세

척액은 따로 모으고 펠렛은 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) 5 ㎖ 첨가 하여

용해시켜 고정화 효소를 제작하였다. 효소에 활성은 고정화 효소, 상층액 그리고 세척액

에서 측정하였으며 수율을 구하는 공식은 식 1과 같다.

수율이론적효소활성상층액효소활성세척액 효소활성
고정화효소활성

(식 1)

라. 고정화된 효소의 측정

조효소액 활성 측정 방법과 같으며 조효소액 대신 고정화된 효소를 이용하였다.

마. 고정화 효소의 재활용도

고정화된 α-galactosidase 재활용도는 고정화 과정을 여러회(5~10회) 반복 실시하여 매회

효소활성을 측정하여 재활용정도를 평가하였다. 이 때 효소 활성 측정은 50 mM sodium

phosphate (pH 7.0)에서 1 mM pNPG와 함께 효소 최적 온도인 40℃에서 15분간 유지하여

가수분해를 유도하였고, 3 M acetic acid 0.2 ㎖를 첨가(pH 4)하여 고정화 효소를 침전시켜

원심분리(12,000 × g, 20 분)하여 펠렛과 상등액을 분리하였다. 그리고 상등액 1.0 ㎖에

NaCO3 1.0 ㎖를 첨가하여 O.D. 405 nm 효소활성을 측정하였다. 또한 펠렛 부분은 50 mM

sodium phosphate (pH 7.0) 5.0 ㎖를 첨가하여 용해 시켜 두 번째 재활용에 이용하였고, 이

후에는 앞에서 설명한 방법을 반복적으로 실시하여 재활용도를 평가 하였다.

바. 고정화 효소의 최적 pH

고정화 효소와 조효소액에 대하여 pH 3~8.5 범위에서 효소 활성을 측정하였다. 이때 사용

한 완충 용액으로는 모두 50 mM을 기준으로 glycine-HCl (pH 3), sodium acetate (pH

4~5.5), sodium phosphate (pH 6~7), 그리고 Tris-HCl (pH 7.4~8.5)을 30℃에서 이용 하였

다.

사. 고정화 효소의 최적 온도

고정화 효소와 조효소액에 대하여 0~80℃ 범위에서 효소 활성을 측정하였다. 이 때 50 mM

sodium phosphate pH 7.0을 기준으로 효소 활성을 측정 하였다.

아. 고정화 효소의 저장성

고정화 효소와 조효소액에 대하여 37℃에서 18일 동안 저장하면서 일정기간 효소 활성을

측정하여 저장성을 측정하였다.
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자. 고정화 효소의 인공 소화관내 소화율

Boisen 등(1997)에 의한 방법을 변형 시켜 측정하였다. 사료 샘플(대부박, 팜박, 루핀) 0.5

g을 125 ㎖ 삼각 플라스크에 넣은 후 고정화 효소와 조효소액을 각각 약 200 U/사료 kg을

첨가 하였다. 그 후 0.1 M sodium phosphate (pH 6.0) 25 ㎖을 투여한 후 0.2 M HCl을 이

용하여 pH 5.0으로 낮추었다. 이 때 1 ㎖ pepsin solution (0.025 g/㎖)을 첨가 하였고 39℃

에서 2시간 동안 배양 하였다. 배양 후 0.2 M sodium phosphate (pH 6.8) 10 ㎖을 투여 하

였고 0.6 M NaCl을 이용하여 pH를 약 7.0정도로 증가 시켰다. 여기에 1 ㎖ pancreatin (0.1

g/㎖)과 0.1 g oxgall (0.3% v/v)을 첨가 하여 다시 39℃에서 4시간 배양 후 원심 분리하여

상층액속에 있는 유리된 D-galactose의 양을 galactose test kit (Boehringer Mannheim

GmbH)으로 측정하여 고정화 효소와 조효소액의 분해 능력을 조사하였다.

2 절 연구 개발 수행 결과

1. 가축 사료용 효소제 개발 기술 수행 결과

가. 균주의 분리 및 동정

α-Galactosidase 활성 (Figure 3-1)을 나타내는 분리된 균주(LX-1)를 동정과 계통적 유연

관계를 조사하기 위하여, 16S rRNA gene 으로부터 1446 bp의 염기서열을 결정하여 계통수

를 작성하였으며, 그 결과는 Figure 3-2에 나타내었다. NCBI의 BLAST search 결과, 분리균

인 LX-1은 Bacillus megaterium과 가장 가까웠으며, 이로 미루어 LX-1은 Bacillus sp.의 한

종으로 판단된다. MEGA 4.0 프로그램을 사용하여 GenBank상에 등록된 Bacillus sp.의 type

strain들과의 비교결과 LX-1은 유연관계가 가장 가까운 Bacillus megaterium DSM 32T와

99.4%의 상동성을 보였다. 이를 근거로 본 연구에서 분리한 균주는 Bacillus sp. LX-1로 명

명하였으며, 16S rRNA gene의 염기서열은 GenBank database에 Accession No. HQ660811로

등록되었다.
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Figure 3-1. SDS-PAGE (A) of partially purified enzyme and

zymogram analysis, (B) showing α-galactosidase activity on a

non-denaturing electrophoretic gel. Lane M, Seeblue plus2

pre-stained standard (Invitrogen); Lane 1, partially purified

enzyme; lane 2, bovine serum albumin (negative control); lane 3,

LX-1 α-galactosidase.

Figure 3-2. Phylogenetic tree constructed using 16S rRNA sequences of

Bacillus sp. LX-1 and eight other Bacillus strains. Bootstrap values (based

on 1,000 trials and only values more than 50%) are shown at the nodes. The

GenBank accession numbers are indicated with parentheses. Bar, 5-base

substitutions per 1,000 nucleotide positions.
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나. α-Galactosidase 생산에 대한 탄소원의 영향

α-Galactosidase생산에 미치는 탄소원의 영향은 Figure 3-3에 나타내었다. 탄소원으로 2%

galactose를 첨가 하였을 때, 가장 높은 α-galactosidase 생산(0.558 ± 0.014 U/㎖)을 관찰 하

였다. Aspergillus parasiticus MTCC2796을 이용한 이전 연구에서도 galactose가 α

-galactosidase 생산을 위한 가장 좋은 탄소원임을 나타내었다(Shivam 등., 2009). 이 LX-1

균주는 탄소원으로 wheat bran을 기질로 사용 되었을 때 적은 α-galactosidase 생산을 나타

내었다. 그러나, Aspergillus foetidus ZU-G1 경우에서는 같은 기질에서 최대의 α

-galactosidase 활성을 나타내었다(Liu 등., 2007). 그러므로 미생물 균주 마다 α

-galactosidase 생산은 기질 특이성을 갖는 것을 알 수 있었다.

Figure 3-3. Effect of carbon sources on α-galactosidase production by

Bacillus sp. LX-1. The basal medium (BM) is composed of 0.5% yeast

extract, 1% tryptone, 1% NaCl, 0.01% CaCl22H2O, 0.01% MgSO47H2O, 0.07%

KH2PO4, 0.001% MnSO44H2O, and 0.001% FeSO47H2O (initial pH, 7.0;, culture

time, 24 h). N.A: no activity. Data were expressed as mean ± standard

errors from three experiments. Values with unlike lower case letter differ (P

< 0.05).

다. α-Galactosidase 생산에 대한 질소원의 영향

0.5% yeast extract와 1% tryptone이 존재하는 기본 배지에, 추가적으로 각각 1% tryptone,

yeast extract, ammonium sulfate [(NH4)2SO4] 또는 대두박 첨가는 α-galactosidase 생산을 높

이거나 낮추었는데(Figure 3-4), 이중 대두박은 효소활성 대부분을 억제 하였고, peptone을 첨

가는 α-galactosidase 생산을 유의하게 증가 시켰다(Figure 3-4). 이것은 Liu 등(2007)이 보고한

Aspergillus foetidus ZU-G1을 이용하여 α-galactosidase를 생산 하였을 때, 대두박 농도에 따라
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증가한 결과는 상반 되는 것이었다.

Figure 3-4. Effect of additional nitrogen sources on α-galactosidase

production by Bacillus sp. LX-1. The basal medium (BM) is composed of

2% galactose, 0.5% yeast extract, 1% tryptone, 1% NaCl, 0.01% CaCl22H2O,

0.01% MgSO47H2O, 0.07% KH2PO4, 0.001% MnSO44H2O, and 0.001%

FeSO47H2O (initial pH, 7.0;, culture time, 24 h). Data were expressed as

mean ± standard errors from three experiments. Values with unlike lower

case letter differ (P < 0.05).

라. α-Galactosidase 생산에 대한 광물질의 영향

실험한 광물질 중에는 MnSO4가 가장 뛰어난 α-galactosidase 생산을 증가 시켰으며, MgSO4

만이 효소 생산을 약간 감소 시켰으며, 나머지 NaCl, CaCl2, KH2PO4 또는 FeSO4는 효소 생산에

뛰어난 효과는 나타내지 않았다(Figure 3-5).
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Figure 3-5. Effect of essential elements on α-galactosidase production by

Bacillus sp. LX-1. The basal medium (BM) is composed of 2% galactose,

0.5% yeast extract, 1% tryptone, and 1% peptone (initial pH, 7.0; culture

time, 24 h). Data were expressed as mean ± standard errors from three

experiments. Values with unlike lower case letter differ (P < 0.05).

마. α-Galactosidase 활성에 미치는 pH의 영향

Figure 3-6A에 나타난 것처럼, 최대 효소 활성은 pH 7.0에서 관찰 되었다. 그리고 최대 효

소 활성의 50% 이상이 pH 6.0~7.0 사이에서 나타내었다. 그러나 산성의 조건인 pH 3~5에서는

효소 활성이 관찰되지 않았다. 일반적으로 박테리아 α-galactosidase에 대한 최적 pH는 약간의

알카리성을 나타내지만, 곰팡이와 효모에 대한 효소는 산성을 나타내었다(Patil 등., 2010). 또한 산

성 pH 4.0에서 젖산균인 Leuconostoc mesenteriodes JK55와 Streptomyces griseoloalbus 는 α

-galactosidase 최대 효소의 90과 70%의 활성을 각각 나타내었다(Yoon과 Hwang, 2008; Anisha

등., 2009). 더불어, 두유의 pH는 중성(pH 6.2~6.4)범위지만 pH가 낮아지면 대두단백(soy protein)

의 침전이 발생하고 신맛이 나게 되므로 산성의 α-galactosidase는 두유의 가수분해에 적당하지

않다(Patil 등., 2010). 따라서 Bacillus sp. LX-1 유래 α-galactosidase는 pH 7.0에서 최대의 활성

을 보이므로 두유에 존재하는 α-galactooligosaccharide의 가수분해에 있어서 적당하다고 판단된

다. 또한 동물의 장내 환경(pH 6.0~7.0)에서도 활성능력을 상실하지 않고 사료첨가제로서의 기능

을 할 수 있을 것으로 보인다.

바. 온도 변화에 따른 α-galactosidase 활성 및 열 안정성

온도 변화에 따른 α-galactosidase 활성 결과는 Figure 3-6B에서 보는 것과 같다. 40℃에서 최

대의 활성을 보였으며, 25~45℃ 범위에서 최대 활성의 50% 이상을 유지하였다. 그러나 50℃ 이상

의 고온에서는 효소활성이 불활성화 되었다. 열 안정성을 조사하기 위해 0~70℃ 범위에서 조효소
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액을 30 분간 방치한 후 잔존활성을 측정한 결과 45℃에서 약 88%의 활성이 유지되었지만, 50℃

이상의 고온에서는 효소활성이 완전히 상실되었다(Figure 3-7). 중온성 미생물에 대한 오염을 보

다 낮추고 보다 높은 온도에 대하여 증가된 반응 속도 때문에 효소의 열 안정성은 산업적 적용에

있어서 이점이 된다(King 등., 2002; patil 등., 2010). 그러나 열안정성이 있는 효소가 산업적인 적

용에 있어서 항상 바람직하지는 않다(King 등., 2002). 예를 들어 두유의 영양적 그리고 감각적 특

징을 향상 시키기 위하여, 종종 25~45℃ 범위에서 α-galactosidase 활성을 나타내는 젖산균을 이

용하여 두유의 발효가 수행된다(Yoon 과 Hwang, 2008). 또한 사료산업에 이용되는 경우에는 가금

이나 돼지와 같은 단위 동물의 생리적인 온도가 37에서 40℃이지만 사료로서 효소를 포함한 사료

의 온도는 보다 더 낮고 사료 공급후, 소화 초기 단계는 더욱 낮아지게 된다(Boyce와 Walsh,

2006). 따라서 LX-1 α-galactosidase는 식품과 사료 산업에서 대두박 처리 과정에 적당한 효소가

될 수 있음을 나타내었다.



- 24 -

Figure 3-6. Optimal pH (A) and temperature (B) activity profiles. (A)

Relative activity at 40°C and various pH levels, where 100% equates to 1.55

± 0.037 U/㎖; (B) relative activity at pH 7 and various temperatures, where

100% equates to 1.57 ± 0.012 U/㎖. The assays were performed at a final

concentration of 1 mM p-NP-α-galactopyranoside. Data were expressed as

mean ± standard errors from three experiments.

(B)

(A)
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Figure 3-7. Thermal stability of LX-1 α-galactosidase activity. One

hundred percent of the residual activity equates to 1.544 ± 0.053 U/㎖. Data

were expressed as mean ± standard errors from three experiments.

사. α-Galactosidase 활성에 대한 금속이온 및 화학물질의 영향

다양한 금속 이온과 화학물질에 대한 LX-1 α-galactosidase 활성이 Table 3-1에 나타내었다.

이 효소는 Ag+,Hg2+,Cu2+ 금속에 의해 효소활성이 매우 강력하게 저해되었다. 이것은 이전에 보고

된 Bacillus megaterium (Patil 등., 2010), Aspergillus terreus (Falkoski 등., 2006), 그리고

Penicillium griseoroseum (Falkoski 등., 2009) 유래 α-galactosidase의 결과와 일치하였다.

몇몇 α-galactosidase에서 Ag+,Hg2+와 같은 sulfhydryl reactive 금속이온들은 활성부위에 존재

하는 cysteine 잔기과 결합하여 기질과 효소의 상호작용을 방해하였다(Wang 등., 2010). 이 효소

활성은 Zn2+과 Ni2+존재 하에서 각각 효소활성이 48%, 63% 감소하였다. 반면에 fugal Bispora sp.

유래 α-galactosidase의 활성은 Zn2+, Ni2+ 그리고 Cu2+에 의하여 약간 상승하였다(Wang 등.,

2010). 그러나 Ca2+,Mg2+,Mn2+,Fe2+, Ba2+,Mg2+, Na+ 그리고 K+ 존재 하에서는 효소활성의 변화가

거의 나타나지 않았다. 또한 LX-1 유래 α-galactosidase는 음이온성 계면활성제인 SDS에 의해 강

력하게 저해되었으며, 이는 효소 구조의 붕괴로 효소 기능을 완전하게 잃어버림을 알 수 있었다

(Falkoski 등., 2006). 이황화 결합을 끊는 β-mercaptoethanol과 chelating agent인 EDTA

(ethylenediaminetetraacetic acid)는 효소활성에 거의 영향을 주지 않는 것으로 보아 LX-1 유래 α

-galactosidase는 활성부위에 이황화 결합이 존재하지 않고 효소 활성시 금속이온을 필요로 하는

금속효소(metalloenzyme)가 아닌 것으로 판단된다(Viana 등., 2006). 부수적으로 serine protease

저해제로 알려진 PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)에 의해 부분적으로 저해되는 경향을 보였

다(Hutadilok-Towatana 등., 1999).
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Reagenta Relative activity (%)b

No addition 100.0

Ca2+ 92.3±1.8

Co2+ 79.2±3.1

Fe2+ 81.1±4.3

Mg2+ 98.4±4.0

Mn2+ 95.8±4.1

Ba2+ 100.0±0.3

Cu2+ 3.6±0.6

Zn2+ 52.1±2.1

Ni2+ 37.1±1.7

Hg2+ 0.7±0.7

K+ 103.8±2.7

Na+ 101.0±1.9

Ag+ 0.0

β-mercaptoethanol 98.5±2.1

EDTA 103.5±0.7

SDS 2.9±0.7

PMSF 82.3±0.9

Table 3-1. Effect of metal ions and chemicals on LX-1 α-galactosidase activity

aThe final concentration of each reagent was 2 mM in the assay buffer.
bThe activity in the absence of all reagents was considered 100%, which

equates to 1.626 ± 0.029 U/㎖. Data were expressed as mean ± standard errors

from three experiments.

아. 기질 특이성

Table 3-2에 나타낸 것처럼, 이 효소는 p-nitrophenyl-α-galactopyranoside인 합성 aryl-α

-galactosidic 기질에 대하여 엄격한 특이성을 나타내었다. 그러나 maltose, lactose 그리고 β 

결합 또는 arabinose와 glucose 잔기를 가진 합성 기질과 같은 기질은 거의 분해하지 않았다.

또한 데이터에서 나타내지 않았지만 이 효소는 CMC, xylan, galactomannan (locust bean

gum) 그리고 starch와 같은 polysaccharide을 가수분해 할 수 없었다. melibiose, raffinose, 그

리고 stachyose와 같은 galactooligosaccharide들 중에서, melibiose가 가장 우수하게 분해되었

다. 이와 유사한 효과는 Penicillium sp. 23 (Varbanets 등., 2001)과 B. stearothermophilus

(Talbot와 Sygusch, 1990) 유래 α-galactosidase에서 관찰 되었다. 일반적으로, 대부분의 α

-galactosidase는 raffinose는 빠르게 그리고 stachyose는 느리게 분해를 한다(Ishiguro 등., 2001).

더불어, family 27 계열의 α-galactosidase는 손상되지 않은 galactomannan polymer로부터

galactose의 유리를 촉진 할 수 있지만, familly 36 계열의 기질 특이성은 raffinose와 stachyose 같

은 작은 oligosaccharides에 제한되어진다(Wang 등., 2010). 따라서, LX-1 유래 α-galactosidase는

family 36 그룹에 속하는 것으로 보인다.
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Table 3-2. Substrate specificity of LX-1 α-galactosidase

Substrates Concentration
Enzyme activity

(U/㎖)

p-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside 1 mM 1.622±0.063

ο-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 1 mM 0.036±0.010

Raffinose 1 mM 1.384±0.073

Melibiose 1 mM 14.563±0.146

Stachyose 1 mM 1.777±0.064

Data were expressed as mean ± standard errors from three experiments. No activity

was detected on the substrates such as p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside,

p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside, p-nitrophenyl-β-D-cellobioside, ο-nitrophenyl-α-D-g

lucopyranoside, p-nitrophenyl-α-L-arabinofuranoside, lactose, CMC, xylan (birchwood),

galactomannan (locust bean gum), starch and maltose

자. α-Galactosidase 활성에 미치는 단백질분해효소의 영향

LX-1 유래 α-galactosidase의 단백질분해효소에 대한 저항성은 Figure 3-8에 나타내었다. 효

소활성은 배양 30분 후에 proteinase K와 subtilisin carlsberg에 의해 완전히 저해되었다. 반면에

trypsin, pronase, pancreatin 처리 시 저해 효과가 거의 없었다. 이것은 단백질 가수분해의 공격으

로부터 사료첨가 효소의 감수성이 어떤 효소의 불활성의 비율과 부위를 밝혀내는데 도움을 줄 수

있기에 중요하다. 추가적으로, Rhizomucor miehei의 RmGal36 와 Rhizopus sp. F78

ACCC30795의 Aga-F78 같은 α-galactosidase들은 trypsin에 저항성이 있다고 발견되었다(Cao

등., 2009; Katrolia 등., 2012). 한편, Streptomyces sp. S27 유래 α-galactosidase는 30 분 trypsin

처리 후, 50%의 효소 활성을 잃었다(Cao 등., 2010).
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Figure 3-8. Effect of proteases on LX-1 α-galactosidase activity. The

activity of protease-untreated control was defined as 100%, which equates

to 1.678 ± 0.008 U/㎖. N.A: no activity. Data were expressed as mean ±

standard errors from three experiments.

따라서 가축 사료용 효소제 개발 기술 수행 결과 LX-1 유래 α-galactosidase는 식품이나 사료

산업에서 대두 처리과정 중에 매우 유용한 촉매제가 될 것이다. 그러한 이유는 LX-1 유래 α

-galactosidase가 생리적으로 적절한 그리고 이용하기 알맞은 온도와 pH에 최적의 효소 활성을

가지고, trypsin과 pancreatin 같은 장관내 단백질 분해효소에 대하여 좋은 안정성을 가졌기 때

문이다.

2. 효소고정화 기술 및 microencapsulation/delivery system 개발 기술 수행 결과

가. LX-1 유래 α-galactosidase의 고정화 및 수율

값이 싸고, 취급이 용이 하며, 수용성이고 단백질을 비공유적으로 결합 하는 특징을 지닌

Eudragit L-100을 이용하여 LX-1 유래 α-galactosidase를 고정화 하였다(Gaur 등., 2005). 0.77

U의 효소를 주입하여 고정화를 시도 하였을 때 0.93으로 최대 고정화 효율을 나타내었다

(Figure 3-9). 최대 효율을 넘어 효소량을 증가시키면 고정화 효율은 감소 하였고, 이는 일반적

으로 Eudragit 표면적에 효소의 과잉이 원인이 된다(Sardar 등., 2000; Roy 등., 2003). 한편

Falkoski 등(2009)의 보고에 의하면, Penicillium griseoroseum 유래 α-galactosidase를

glutaldehyde 연결을 이용한 silica gel에 고정화를 시도하였고, 이때 최적 고정화 효율은 0.55

정도에 불과 하였다. Figure 3-10은 고정화된 효소의 활성을 X-α-gal 분해를 이용하여 나타내

었다.
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Figure 3-9. Immobilization of LX-1 α-galactosidase on Eudragit

L-100. “A” represents the amount of enzyme theoretically bound to

the matrix. This is calculated by subtracting the unbound activity in

the supernatant from initially added enzyme. “B” represents the

expressed activity of the particular immobilized preparation, measured

after incubating the immobilized enzyme with the substrate. Data

were expressed as mean ± standard error from three experiments.

Figure 3-10. Zymogram analysis of α-galactosidase activity in the

immobilized enzyme.
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나. 고정화 효소의 재활용성

고정화 물질로서 Eudragit L-100의 장점은 중성 pH에서 수용액 상태로 있다가 pH 4.0 이하

에서 불용성으로 바뀌어 침전 하며, 이를 이용하여 효소를 회수 할 수 있고, 다시 재활용 할 수

있다는 점이다(Roy 등., 2003; Gaur 등., 2005). 고정화된 효소의 재활용성은 반복된 배치 또는

연속적인 처리 과정 중에서 이용되어 경제적으로 매우 중요하게 활용 될 수있다(Bayraktar 등.,

2011). Figure 3-11에서 나타낸 것처럼, 재활용성 측정 시 pH 4.0까지 낮추어 회수함에도 불구

하고, 고정화된 LX-1 유래 α-galactosidase는 그 활성의 손실 없이 6회 까지 재활용이 가능함

을 나타내었다. Eudragit을 이용하여 고정화된 다른 효소들(Gaur 등., 2005; Silva 등., 2006;

Zhang 등., 2010)의 효소 회수 과정에서 빈번하게 이용되는 이 산성의 처리 과정은 LX-1 유래

α-galactosidase 활성에 부정적인 영향을 미치지 않았다. 이것은 Eudragit L-100에 Aspergillus

niger 유래 xylanase 고정화는 pH 4.0와 5.5에 번갈아 노출 된 효소에 안정성을 이끌었다는 이

전의 연구 보고와 연관 지을 수 있을 것이다(Sardar 등., 2000).

Figure 3-11. Reusability of the immobilized LX-1 α-galactosidase. Data

were expressed as mean ± standard error from three experiments.

다. 조효소와 고정화 효소 활성에 pH가 미치는 영향

Figure 3-12에서 나타낸 것처럼, LX-1 유래된 효소의 최적 pH는 조효소의 경우에는

6.5~7.0이고, 고정화 효소에서는 7.0 이었다. 고정화된 효소에서 pH 변화는 아주 일반적이지만

(Thippeswamy와 Mulimani, 2002; Sanjay와 Sugunan, 2005; Bora 등., 2005), Eudragit L-100

과 Eudragit S-100 처럼 수용성과 불용성을 가역적으로 할 수 있는 polymer에 효소의 고정화

는 최적 pH 활성에 미비한 영향을 미친다(Ai 등., 2005). 예를 들어, Eudragit L100으로 고정화

시킨 Aspergillus niger와 Scytalidium thermophilum 유래 xylanase는 최적 pH가 변화가 없거

나 약간만 변화 되었다(Sardar 등., 2000; Gaur 등., 2005). 더불어, galactose를 함유한

polymeric bead에 고정화된 토마토 α-galactosidase와 고정화되지 않은 효소에 pH는 4.0으로

동일하였다(Okutucu 등., 2010).
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Figure 3-12. Effect of pH on LX-1 α-galactosidase activity. Data were

expressed as mean ± standard error from three experiments. Immobilized

enzyme (open circle with dotted line); Free enzyme (closed circle with

solid line).

라. 조효소와 고정화 효소 활성에 온도가 미치는 영향

LX-1 유래 조효소와 고정화 효소에 대한 최적 온도는 모두 40℃를 나타내었다(Figure

3-13). 고정화는 이 효소의 최적 온도에 영향을 미치지 않았으며, 또한 이러한 현상은 Eudragit

S-100에 고정화 된 상업적 protease 인 Esperase (Silva 등., 2006), silica gel에 고정화 시킨

Penicillium griseoroseum 유래 α-galactosidase (Falkoski 등., 2009) 그리고 galactose을 함유

한 polymeric bead에 고정화 시킨 토마토 α-galactosidase (Okutucu 등., 2010)에서 관찰 되었

다. 그러나, Eudragit S-100에 고정화 된 Streptomyces olivaceoviridis E-86 유래 xylanase는

고정화 되지 않은 효소가 최적 온도가 60℃를 나타내었지만 고정화 후에는 65℃로 조금 이동

되었다(Ai 등., 2005).
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Figure 3-13. Effect of temperature on LX-1 α-galactosidase activity. Data

were expressed as mean ± standard error from three experiments.

Immobilized enzyme (open circle with dotted line); Free enzyme (closed

circle with solid line).

마. 조효소와 고정화 효소의 저장 안정성

일반적으로, 효소액은 저장성에 안정적이지 않으며, 시간이 지남에 따라 활성은 서서히 감소

하게 된다(Bayraktar 등., 2011). 실질적인 관점에서, 동물 사료에 첨가할 목적을 가진 효소는

상온에서 우수한 저장성의 보유가 중요한 기준이 된다(Francesch와 Perez-Vendrell, 1997;

Sulabo 등., 2011). Figure 3-14에 나타난 것처럼, 37℃에서 저장 안정성이 고정화를 통하여 향

상 될 수 있다. 고정화된 효소의 향상된 안정성은 자가분해(autolysis)의 방어와 연관 지을 수

있을 것이다(Sharma 등., 2003). 더불어, 고정화 효소의 저장 안정성은 고정화 방법과 저장 조

건에 따라 다양하게 적용 될 수 있다(Onal과 Telefoncu, 2003; Celem과 Onal, 2009; Okutucu

등., 2010).
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Figure 3-14. Storage stability of free and immobilized LX-1 α

-galactosidase at 37oC. Data were expressed as mean ± standard error

from three experiments. Immobilized enzyme (open circle with dotted

line); Free enzyme (closed circle with solid line).

바. 조효소와 고정화 효소의 in vitro 소화율

조효소와 고정화 효소의 in vitro 소화율을 Figure 3-15에 나타내었다. 대두박에서 조효소에

비하여 고정화 효소에서 D-galatose 함량이 조금 높았고, 루핀과 팜박에서는 조효소 활성과 고

정화 효소의 활성이 매우 유사 하여 고정화가 효소 활성에 부정적인 영향을 미치지 않음을 알

수 있다.

Figure 3-15. In vitro digestion rate of free and immobilization

enzyme for feed additives.
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결과적으로 요즘, 최신의 사료 생산기법은 생명공학적 방법을 필요로 한다. 따라서 Eudragit

L-100으로 Bacillus sp. LX-1 유래 α-galactosidase 고정화는 내구성 있는 효소와 우수한 저장

안정성에 기인하여 사료 산업에서 대두박이나 다른 콩과 원료에 있는 raffinose와 stachyose 같

은 α-galactooligosaccharides를 제거하여 에너지 이용성과 사료효율을 증가 시킬 수 있는 선점

적인 전략이 될 것이다(Suarez 등., 1999; Vila와 Mascarell, 1999).

제 4 장   목표 달성도 및 관련분야에의 기여도

1 절 연구개발 목표의 달성도

연구목표 달성도 (%) 연구범위

1. 가축 사료용 효소

제 개발 기술 가능성

규명

100%

○ 극지미생물로부터 신규 α-galactosidase 생산

세균 분리

○ 분리된 균주로부터 생산된 α-galactosidase의

효소학적 특성규명

2. 효소고정화 기술 및

microencapsulation/deli

very system 개발기술

100%

○ 고정화시킨 α-galactosidase의 효소학적 특성

규명 및 동물 장내 이용 가능성 평가

○ α-Galactosidase와 고정화 효소의 사료 첨가제

로서의 실효성 평가

2 절 연구개발 관련분야에의 기여도

1. 기술적 측면

가. 극지미생물로부터 생산된 신규 효소의 사료첨가용 효소제 개발 기술과 고정화 기

술 방안에 대한 정보 (다양한 극지미생물 유래의 물질 연구 촉진, 신규 극지미생

물 탐색기술 신속화)

나. 응용연구로 유전자 조작기술, 단백질공학기술의 획기적인 발전(신개발된 기술에 의

한 효소의 대량생산, 재활용 및 안정화)

다. 값비싼 공정을 요구하는 의약 및 바이오산업의 단점 극복

라. 효소 이용 공정은 인류가 요구하는 무공해, 저에너지 공정

마. 기술의 활용범위 확대

2. 경제, 산업적 측면

가. 극지미생물로부터 개발된 신규효소제제가 산업화될 경우 관련업계의 시장 매출증가

나. 소화촉진효소(α-galactosidase)의 사료내 첨가는 사료원료(야자박, 팜박 및 루핀시

드)의 에너지가 증진

다. 값비싼 단백질 자원인 대두박을 저렴한 사료원료(팜박 및 루핀 시드)로 대체
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라. 사료생산원가를 절감

마. 가축의 성장 촉진 및 생산능력 자극

3. 부수적 측면

가. 친환경 고품질의 축산물을 생산

나. 국제경쟁력이 강화된 축산업의 선진화

다. 극지미생물에서 생산되는 효소를 활용

(1) 식품산업(기능성식품 및 고부가가치 식품소재 개발)

(2) 의료산업(신기능 의약품 개발)

(3) 그 외 환경산업 등에 폭넓게 응용

라. 미래 산업용 효소제제 활용가치 상승기대

제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

1 절 연구개발 성과

1. 연구 성과 목표

구분
특허 논문

기타
(포스터)

출원 등록 SCI 비SCI

목표 1 1

달성 1 1

추가 1(심사중) 1

가. 특허 성과

(1) 특허 출원

(가) 출원명: 잠재적 사료첨가제로서 바실러스 sp. LX-1 유래 알파-갈락토시테이즈

의 특성 및 효소 생산을 위한 고체발효의 최적화

(나) 특허출원인: 건국대학교 산학협력단

(다) 출원번호: 10-2012-0010358

(라) 출원일: 2012년 2월 1일

나. 논문 게재

(1) Jaekoo Lee, Inkyung Park and Jaiesoon Cho. Production and partial

characterization of α-galactosidase activity from an Antarctic bacterial isolate,

Bacillus sp. LX-1. African Journal of Biotechnology Vol. 11(60), pp. 12396-12405,

26 July, 2012.
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(2) Jaekoo Lee, Inkyung Park, and Jaiesoon Cho. Immobilization of the Antarctic

Bacillus sp. LX-1 α-galactosidase on Eudragit L-100 for the production of a

functional feed additive. (2012) Asian-Australasian journal of animal scirnces. (심

사중)

다. 학회 발표

(1) Inkyung Park, Jaekoo Lee and Jaiesoon Cho. Immobilization of α-galactosidase

from Bacillus sp. LX-1 using Eudragit L-100. 2012. 사단법인 한국동물 자원 과학

회 proceeding Vol. Ⅱ, PF12010, P 202. (6. 28 ~ 6. 29, 국립 충남 대학교)

2 절 연구개발 성과활용 계획

본 과제의 연구 성과는 다음과 같은 분야에서 활용 중 또는 활용 예정에 있다.

1. 확보된 고정화 효소의 자료 수집을 통하여 논문 투고 진행 중

2. 확보된 고정화 효소를 활용한 후속 연구에 적용

3. 확보된 고정화 효소를 대량 생산 기법에 확대 적용 가능성 모색

4. 확보된 고정화 효소를 실제적으로 사료에 첨가하여 동물에 급여함으로서 효능 검증

3 절 핵심기술

본 연구 과제의 핵심기술

- 가축사료 첨가제용 균주 탐색 및 효소 생산 기술
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보
다양한 고정화 기질을 활용하여 미생물 유래 효소를 고정화 시킨 사례를 나타내었다.

Substrate Microorganism Enzyme(s) Author(s)/year

Eudrgit S-100
C hr o m o b a c t e r i u m

viscosum
lipase Rodrigues 등 (2002)

Chitosan

Candida rugosa lipase
Betigeri과 Neau

(2002)
Alginate
Agarose

Chitosan
Candida rugosa

type Ⅶ
lipase Hung 등 (2003)

carbodiimide Candida rugosa lipase Chang 등 (2008)
Eudrgit L-100 Aspergillus niger xylanase Sardar 등 (2000)
Eudragit S 100 Trichoderma viride xylanase Gupta 등 (1994)

Eudragit L 100
Melanocarpus

albomyces IIS 68
xylanase Roy 등 (2003)

Eupergit C Aspergillus oryzae α-galactosidase
Hernaiz와 Crout

(2000)

Eupergit C Bacillus circulans β-galactosidase
Hernaiz와 Crout

(2000)
Silica

Kluyveromyces lactis β-galactosidase Giacomini 등 (1998)
agarose
Eudrgit L-100 Paenibacillus sp. α-galactosidase Park 등 (2012)

Eudragit S 100
Penicillium

griseofulvum
α-amylase Ertan 등 (2006)

E p o x y - A m i n o

Sepabeads
Aspergillus oryzae β-galactosidase Torres 등 (2003)

calcium alginate

beads

Bacillus circulans GRS

313
α-amylase Dey 등 (2003)

CNB r- a c t i v a t e d

Sepharose

Myceliophthora

thermophila D-14
α-amylase Sahukhan 등 (1993)

Silica
Bacillus licheniformis α-amylase Dobreva 등 (1996)

agarose

chitosan
Bacillus mycoides protease

Abdel-Naby 등

(1998)Amberlite IR-120

Silica Bacillus licheniformis protease Ferreira 등 (2003)
calcium alginate

beads
Bacillus licheniformis protease

Potumarthi 등

(2008)
Gelatin Aspergillus ficuum phytase Liu 등 (1999)
Alginate Candida krusei phytase Quan 등 (2003)

Agarose Aspergillus ficuum phytase
Dischinger 등

(1992)
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○ 연구개발 목표 및 내용

- 목표: 사료 내 항영양성 인자로 작용하는 갈락토올리고당(galactooligosaccharide)의 선택적 이용률

을 극대화 할 수 있는 신규 극지 미생물 유래 α-galactosidase의 특성규명 및 사료첨가제로서 고정화

(immobilization)된 효소의 적용을 통한 동물의 영양소 소화율 개선모색

- 내용: 남극 토양에서 α-galactosidase을 생산하는 미생물을 분리 동정하여 α-galactosidase 생산을

위한 배지조성 및 특징을 조사 하였고, 나아가 이 효소를 산업적으로 활용하기 위하여, pH 5.0 이상에

서는 수용액으로 존재하고 산성의 조건(pH4.0)에서 고체화 되어 침전하는 공중합체(copolymer)

Eudragit 특성을 활용한 고정화 기술을 도입하여 동물 산업에 사료 첨가제로서 실제 이용 가능성을 조

사하였다.

○ 연구결과

- 가축 사료용 효소제 개발 기술 수행 결과 우선적으로 Bacillus sp. LX-1 유래 α-galactosidase는 식

품이나 사료 산업에서 대두 처리과정 중에 매우 유용한 촉매제가 될 것이다. 그러한 이유는 이 α

-galactosidase가 생리적으로 적절한 그리고 이용하기 알맞은 온도와 pH에 최적의 효소 활성을 가지고,

trypsin과 pancreatin 같은 장관내 단백질 분해효소에 대하여 좋은 안정성을 가졌기 때문이다. 또한 이

α-galactosidase를 Eudragit L-100으로 고정화 했을 시 효소의 내구성, 재활용성 그리고 저장 안정성

모두를 향상시켰으며, in vitro 소화율 측정에서 대두박 원료를 분해하여 D-galactose을 방출하였다. 따

라서 사료 산업에 사료 첨가제로서 적용 시 대두박이나 다른 콩과 원료에 있는 α-galactooligosacchari

des를 제거하여 에너지 이용성과 사료효율을 증가 시킬 수 있는 선점적인 전략이 될 것이다.

○ 연구성과 활용실적 및 계획

- 성과 및 활용 실적: 연구 계획서 작성시 목표로 하였던 특허 출원 1건, 논문 출간 1편 모두 달성

하였고 추가적으로 SCI급 논문 1편을 심사 중에 있다.

- 계획: 본 과제로 발생된 기술로 실제적 동물 사료첨가제로 이용되도록 기술 이전 계획을 수립 할

예정이다.
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1. 연구는 당초계획대로 진행되었는가?

□ 당초계획 이상으로 진행 ■계획대로 진행 □ 계획대로 진행되지 못함

○ 계획대로 수행되지 않은 원인은?

2. 당초 예상했던 성과는 얻었는가?

■ 예상외 성과 얻음 □ 어느 정도 얻음 □ 얻지 못함

3. 연구과정 및 성과가 농림어업기술의 발전·진보에 공헌했다고 보는가?

■ 공헌했음 □ 현재로서 불투명함 □ 그렇지 않음
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4. 경제적인 측면에서 농림어가의 소득증대에 공헌했다고 보는가?

■ 공헌했음 □ 현재로서 불투명함 □ 그렇지 않음

5. 얻어진 성과와 발표상황

5-1 경제적 효과

□ 기술료 등 수익 수 익 :

□ 기업 등에의 기술이전 기업명 :

□ 기술지도 등 기업명 :

5-2 산업·지식재산권 등

■ 국내출원/등록 출원 1건, 등록 건

□ 해외출원/등록 출원 건, 등록 건

5-3 논문게재·발표 등

□ 국내 학술지 게재 건

■ 해외 학술지 게재 1 건

□ 국내 학·협회 발표 건

■ 국내 세미나 발표 1 건

□ 기 타 건

5-4 인력양성효과

■ 석 사 1 명

□ 박 사 명

□ 기 타 명

5-5 수상 등

□ 있 다 상 명칭 및 일시 :

■ 없 다

5-6 매스콤 등의 PR

□ 있 다 건

■ 없 다
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6. 연구개발착수 이후 국내 다른 기관에서 유사한 기술이 개발되거나 또는 기술 도입함으로 연구의

필요성을 감소시킨 경우가 있습니까?

■ 없다 □ 약간 감소되었다 □ 크게 감소되었다

○ 감소되었을 경우 구체적인 원인을 기술하여 주십시오?

7. ?

■ □ □

8. ?

(※ 아래사항은 기업참여시 기업대표가 기록하십시오)

1. 연구개발 목표의 달성도는?

□ 만족 □ 보통 □ 미흡

(근거 : )

2. 참여기업 입장에서 본 본과제의 기술성, 시장성, 경제성에 대한 의견

가. 연구성과가 참여기업의 기술력 향상에 도움이 되었는가?

□ 충분 □ 보통 □ 불충분

나. 연구성과가 기업의 시장성 및 경제성에 도움이 되었는가?

□ 충분 □ 보통 □ 불충분
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3. 연구개발 계속참여여부 및 향후 추진계획은?

가. 연구수행과정은 기업의 요청을 충분히 반영하였는가?

□ 충분 □ 보통 □ 불충분

나. 향후 계속 참여 의사는?

□ 충분 □ 고려 중 □ 중단

다. 계속 참여 혹은 고려중인 경우 연구개발비의 투자규모(전년도 대비)는?

□ 확대 □ 동일 □ 축소

4. 연구개발결과의 상품화(기업화) 여부는?

□ 즉시 기업화 가능 □ 수년 내 기업화 가능 □ 기업화 불가능

5. 기업화가 불가능한 경우 그 이유는?

건국 대학교  부교수    조재순        (인)

                 (인)
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[별첨 3]

연구결과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 ■자유응모과제 □지정공모과제 분 야 동물사료/사육

연구과제명 기능적 사료첨가제 생산을 위한 신규 남극세균 유래 α-galactosidase의 고정화

주관연구기관 건국 대학교 산학협력단 주관연구책임자 조재순

연구개발비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

30,000천원 30,000천원

연구개발기간 2011.11.21. ~ 2012.11.20.

주요활용유형
■산업체이전 □교육 및 지도 □정책자료 □기타( )

□미활용 (사유: )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 가축사료용 효소제 개발

① 본 과제에서 신규 분리 동정한 Bacillus sp. 유

래 α-galactosidase는 동물의 생리적으로 적절하

고 이용하기 알맞은 온도와 pH에 최적의 효소 활

성을 가졌으며, trypsin과 pancreatin 같은 장관 내

단백질 분해효소에도 매우 좋은 안정성을 나타냄

으로 가축 사료용 효소제로서 사용함에 적절하다

할 수 있다.

② 효소고정화 기술 및 microencapsulation/deliv

ery system 개발기술

② ①에서 개발된 효소를 Eudragit L-100에 고정

시켰을 때, 효소의 내구성, 재활용성 그리고 저장

안정성 모두를 향상시켰으며, in vitro 소화율 측정

에서 대두박 원료를 분해하여 galactose을 방출하

였다. 따라서 사료 산업에 사료 첨가제로서 이 효

소를 적용 시 대두박 또는 다른 콩과 원료에 있는

α-galactooligosaccharides을 제거하여 에너지 이용

성과 사료효율을 증가 시킬 수 있는 선점적인 전

략이 될 것으로 보인다.

* 결과에 대한 의견 첨부 가능
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3. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 가축사료 첨가제용 균주 탐색 및 효소 생산 기술

4. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복 제

외국기술

소화․흡수

외국기술

개선․개량

특허

출원

산업체이전

(상품화)

현장애로

해 결

정책

자료
기타

①의 기술 v v v

* 각 해당란에 v 표시

5. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술

활용계획: 산업화를 목적으로 생물공학적 기법을 통한 α-galactosidase의 대량 생산

계획

기대효과: 가축의 항 영양성인자(α-galactooligosaccharide) 제거, 영양소 이용률증가,

가축의 생산성 증대, 사료 원료비 절감

6. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명

이전형태 □무상 □유상 기술료 예정액 천원

이전방식
□소유권이전 □전용실시권 □통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 실용화예상시기

기술이전시 선행조건

* 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

** 기술이전시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비

등 기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)

*** 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등
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