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Atrmity chromatography어| 요|한 Trichodermα reesei 유래 a-galactosidase의 
정제 및 gum류으| 증접효과 
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Gel Promoting Ability of Various Gums and Purification of 
Iγichoderma reesei α-Galactosidase by thε Affinity chromatography 

Gwi-Gun Park 

Depαrtment 01 Food and Bioengineering, Kyungwon University 

Abstract 

a-Galactosidase was purified from thε culture filtrate of Trichoderma reesei by N-E-aminocaproyl-a-D­
galacto-pyranosylamin-sepharose aftinity column chromatography. Thε galactosidase exhibitεd maximum 
acticity at 5.0 and 60oC, and was stable in the pH and tεmperature rangεs of 3.0 to 6.0 and 20 to 60oC, 
r않pectiv빼. The galactosε/mannose ratio of guar gum(I: 1.6), guar gum treated with purified a-galac­
tosidase and locust bean gum(I:3.3) were investigatεd. Thε galactose /mannosε ratio of guar gum was 
changεd 1:3.2 by the treatment of purifiεd εnzyme for 24 hr. Gel-promoting propεrty of enzyme-treatεd 
guar gum was increased when the galactosε/mannose ratio was about 1:3.2. An the ratio was appeared 
when thε guar gum was hydrolyzed by thε purified enzyme for 24 hr. It is clear that enzymatic deple­
tion of galactose from guar gum by purified α-galactosidasε would lead to a significant increase in gεla­
tion ability. And also mixture of xanthan gum and guar gum, and xanthan gum, guar gum and εnzyme­
treated copra meal were investigated. 
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서 론 

동남아시아에서의 주요 농산물얀 copra meal은 

40-50%의 g떠actomarman (gal:man=I:10~1:15)이 함 

유되어 있는데 이와 같이 mannose 함량이 풍부한 

동시에 순도가 높은 m없man의 자원은 자연계에 극 

히 드물지만， 충분한 이용법은 개발되지 않고 있는 

상태이다. 본 연구설에서는 미생물효소를 이용한 

marman의 유효 이용법에 관한 연구 빛 marmo 

oligosaccharides의 효율적 인 조제방법을 연구하고 있 

으며 (Suzuki. et al. , 1983; Suzuki. et al., 1985; 
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Murakarni. et al., 1987; Murakarni. et al. , 1990; 

Murakami. et α1.， 1985), 또한 이의 조제과정에 관 

여하는 효소계의 생화학적 연구도 진행하고 있다 

(Murak없ni. et al., 1987; Murakarni. et al., 1983; 

Suzuki. et αl.， 1984) 

고증합도의 marmooligomer의 조제를 행하기 위해 

서 는 galactomarmooligosaccharides 및 galactomarman 

에 a-galactosidasε를 작용하여 galactose를 절단하는 

것이 절대 필수적이며， galactomannan의 완전가수분 

해 에 관여 히 는 3종류의 효소 즉 ß-mannanase, ß­

marmosidase 및 α.-galactosidase의 galactomarmooligo­

saccharides 기수분해산물의 동정 에 대한 작용기작이 

불명료하여 우선적으로 각 효소에 대한 정제법이 

해결해야 할 과제로 고려되고 있다. α-Galactosidase 

(a-D-galactoside galactohydrolasε， EC 3.2. 1.22)는 

자연계 (Wallenfels와 Malhotra., 1961)에 넓게 분포되 
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어 있으나 Affinity chromatography에 의한 정제는 

최근에 보고되고 있으며 coffee bean(Petek와 Dong. , 

1961), vicia faba(broad bean)(Dey, P. M.와 Pridham. , 

1969), coconut(Pridham. et al. , 1974) 유래 의 α­

ga1actosidase의 정제기술이 발전하면서 많은 연구가 

진행되고 있다. 

Gum류는 햄，소시지，치즈，스프，빵，아이스크림등 식 

품점도증가제로서 이용가능하며 년간 사용량은 수 

천톤에 이르고 았다. locust bean gum은 guar gum 

에 비해 10배정도의 높은 가격으로 시판되고 있으 

며 , locust bean gum가 비싼 이유로서는 다른 다당 

류와 혼합하는 경우 gel형성이 양호한 이유로 알려 

지고 있으나 guar gum은 이와같은 성질을 가지고 

있지 않다(Karr. et α1. ， 1967; Pridham. et al. , 1974; 

Beutler, E.와 Kuhi. , 1972; Ciucanu, 1.와 Kerεk.， 

1984; Dey, P. M.와 Pridham., 1969). 또한 구조적 

차이 점 으로서 locust bean gum은 galactose: 

m없mose= 1:4인 반면 guar gum은 galactosε: 

m뻐nose=1:2로 구성되는 유사한 hetero 구조를 하고 

있으며 효소적 가수분해법 (Dey， P. M.와 Pridham. , 

1972; Dey, P. M와 Wa11enfels., 1974; Puglisi. et 

al., 1978; Kitahata. et al. , 1993; Murakami. et 

al. , 1990)으로 ga1actose잔기의 제거가 가능하여 구 
조적으로 부가가치가 높은 locust bεan 맹m으로의 

유도가 가능하다면 식품산업에서 널리 사용되고 있 

는 점도제의 대체자원으로서의 기대효과가 클것으 

로 사료되고 있다. 따라서 본 연구에서는 N-E­

arninocaproyl-α-D-galacto-pyranosylamin로 구성 되 는 

특이적 흠착제 의 합성 과 sεpharose에 대한 ligand의 

coupling법 에 의 한 affinity chromatography를 수행하 

여 효소정제법을 구축하고， locust bean 맹m의 증점 

대체자원으로서 정재효소 처리에 의한 guar gum 및 

xanthan gum, 그리고 천연유래 g떠actomannan으로서 

BCM(brown copra m않1)과 WCM(white copra me떠) 

의 효율적 이용법을 주요 목적으로 하고 있다. 

재료및방법 

재료및시약 

활성 측정 및 효소유도기 질로서 pNP-Gal(p-nitro­

phenyl-α-D-ga1acto-pyranoside， Sigrna chemica1 Co.)를 

사용하였고 Gum류로서 는 Locust bean gum 
(ga1actomannan polysaccharide from seeds of 

Ceratonia siliqua, Sigma Chen끄cal Co.), Guar 

gum(Sigma Chemica1 Co.), Xanthan gum(produced 

by fermentation of dextrose with Xanthomonas 

campestris, Sigma Chemica1s Co.), brown copra mea1 

(47.7% total sugar, Fuji oil Co.) 및 white copra mea1 

(49.9% total suhar, Blue Bar Inc., Phillippines)를 

사용하였다 

단백질농도 

uv-분광광도계 (Shimadzu Model 1201)를 사용하 

여 단백질은 280 nm, 핵산은 260 nm에서 흡광도 

를 측정해 1.5xA쟁o-0.75xA2ω의 식을 이용하여 단백 
질 농도를 계산하였고， 정제 단계 중에는 Lowry방 

법 (Kobayashi et al., 1984)을 사용하여 단백질 농도 

를 확인하였다. 

o:~Galactosidase 활성 
o:-Galactosidase의 활성측정은 Kaneko방법 (Kaneko, 

R., 1991)에 따라 행하였다. 시험관(1.2xlO cm)에 
PNP -Ga1(p-Nitrophenyl α-D-Ga1actopyranoside， Sigma) 

2 mM수 용 액 500 μ1 및 Mcllvaine buffer solution 

(pH 4.0, 0.2 M N~HP04와 0.1 M citric acid의 혼 

합용액) 400μl을 넣어 교반하고 650C, 3분간 water 

bath상에서 예열하였다 Mcllvaine buffer solution으 

로 적당히 희석한 효소액 100μl을 가하여 반응을 

종결하고 408 mn에서 흡광도를 측정하였다. 또한 이 

미 작성해둔 검량선으로부터 유리된 p-nitrophenol 

(pNP)의 양을 산출하였다. ß-M뻐nosidase 활성 측정 

의 경우에도 반응온도 650C에서 동일한 방법에 

의해 활성 측정을 하였다. 

pNP 용액의 농도와 408 nm에 있어서의 흡광도 

([A408])의 관계는 pH 4.0에서 [A408]xO.1143= 

pNP(μmol/2ml) 단， [A408]<0.6)였다. 또한 α 

ga1actosidase가 PNP-Ga1을 가수분해 하여 생성 되 는 

pNP양과 반응시간과의 관계는 10분간 반응에서 

[A408]가 0.6이허를 나타낼 때 효소액과 비례적 관 

계를 나타내었다. 

상기와 같은 결과로부터 반응 후의 [A408]가 0.6 

이하가 되도록 효소액을 희석하여 활성 측정을 하 

였다. pH 4.0, 6SOC(o:-galactosidase, ß-mannosidase) 

에서 1분간에 1 μmol의 pNP를 pNP-Gal로부터 유리 

시키는 효소양을 1 unit로 정의하였다. 반응시간과 

활성 측정을 위해 사용한 효소의 양은 100 111이므 

로 효소액을 D배 희석하여 활성을 측정하는 경우 

에 는 [A408]=A라고 하면， 그 효소농도(uniνml)는 

([A]-[B])x[D]xO.1143, ([B]는 효소액 대신 증류수를 

사용하여 반응시 [A408])을 나타내었다. 
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sidase 정제 
Trichoderma reesei 유래의 조효소액을 30% 

(NH4)2S04 처리한 후 10,000 며m， 10분 원심분리하 
여 상층액을 투석하여 McIlvaine buffe1‘ solution(pH 

5.0)으로 평형화시킨 affinity column(Phannacia, lx 

10cm)에 101띠를 처리하여 1 mlJmin의 유속으로 

chromatography를 행 하였다. Fig. 1과 같이 단백 질 

이 용출되 지 않을 때 까지 McIlvaine buffer 

solution(pH 5.0)으로 수서1 후 fraction No. 45에서 

동일 완충 용액에 대한 0.05 M Galactose 10 ml를 

column에 처리하여 동일 완충 용액으로 수세올 계 

속하였다 효소활성 fraction No. 55-65올 모아 처분 

자량의 galactose를 제거하기 위해 Mcllvaine buffer 

solution (pH 5.0)로 평 형 화 시 킨 sεphadex G-25 

column (Phannacia, 2x20 cm)에 처 리 하여 void 

volume에서 용출되는 효소적 활성 fraction No. 8-

12를 회수하여 정제를 완료하였다(Fig. 2). 

Af치nity column chromatography에 서 galactose대 

신 에 p-nitrophenyl a-D-gaJactopyranoside (pNP­

Gal) 를 처리히여 효소를 유도할 수도 있다. 그러나 

본 정제에서는 pNP-Gal 보다는 gaJactose의 효소 유 

도능력이 커서 galactose을 처리하였으며， coffee 

bean 유래의 빼nity chromatography에 의한 α g떠acto­

sidase의 정제법(Noam et al. , [973)에서는 pNP-GaJ 

로 효소를 유도하였다. 평형화에 사용된 McIlvaine 

buffer solution(pH 5.0)보다 pH가 높은 6.0으로 최 

종적으로 column에 과량(120 ml) 용출시킴으로서 

단백질 peak: 를 유도õ}는 점 이 상이하였고， 용출용 

α-Galacto-

결과및고찰 

의한 

제 10 권 제 4 호 (2006년 11월) 

Affinity chromatography법어| 의한 효소정제 

N-E-aminocaproyl-α-D-galacto-pyranosylamin로 구 

성되는 특이적 흡착제의 합성과 sepharose에 대한 

ligand의 coupling은 일본 농림수산성 식품총합연구 

소 분자정보해석떤구실애서 Noam Hapraz의 방법 

(Noam, H. et al., 1973)에 의해 수행하였고 본 연 

구실에서는 이의 담체를 공급받아 affinity chromato­

graphy를 수행하였다. 
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증점력측정 
Guar gum, xanthan gum, guar gum + xanthan 

gum, locust bean gum 및 copra meaJ은 900C의 수 

조에서 각각 0.5%씩 녹인후 상온에서 빙냉시켜 gel 

을 형성허였다. 정제효소 처리에 의한 g떠actomannan 

의 점도증가를 측정 하기 위해 O.IM sodium acetate 

buff，εr 5ml에 1 % galactomanan을 용해 후 40units 

의 정제 α-gaJactosidase를 첨기-하여 400C 항온수조 

에서 반응시키면서 2, 6, 12시간반응 후 sampling올 

하였다. Sampling한 반응액은 1000C 끓는물에 5분 

간 담근 후 상온에서 방냉시켜 gel화 하였다. 특히 

copra meal의 경우 gum류와의 흔합에 의한 점도변 

화를 측정하기 위해 0.5% gum(xanthan gum, guar 

gum, xanthan gum + guar gum) 5 1띠를 효소와 

48시간 반응시 킨 copra meal 5 ml와 혼합한후 900C 

의 수조에서 1시간 agita디on incubation후 실온에서 

방냉 하여 , gel을 형 성 한 sample은 Brookfield Visco­

meter(Model DV-II)에 의해 23.70 C, spindle CP-52, 
lOrpm의 조건하에서 viscosity(mPa . s)를 측정하였다. 
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Gum류의 유동성 측정 

유동성 측정은 Carri-Med Rheometer (CSL2100, 

TA Instruments Inc. , DE, USA)의 cone and plate 

system (angle = 20 , diameter = 4.00x10 2m)을 사 

용하여 1000.0μm의 gap으로 250C에서 실험하였으 

며， 전단속도 (shear rate) 0.0l~100 S.l의 범위에서 

얻은 전단응력 (shear stress)으로 부터 Power law 

모델식에 익하여 유동지수(flow behavior index, n), 

점조도 지수(consistency index, K)를 구하였다. 

g 

Fig. 1. Purification of α-galactosidase on a column of N­
E-aminocapropyl-a-galactopyranosylamine-Sepharose 
conjugate. 

20 40 60 

Fradion ~Jumbet(2ni/tube) 

Power law 모델 : 6 = K Vl 

여기서 y 는 전단속도(sη，0'는 전단응력 (Pa)， K 

는 점조도지수(Pa' secn), n은 유동성지수이다. 겉보 

기점도 (apparent. viscosity, 11.， 1이는 천단속도 lOs 1에 

서 na = K f1 l 
로부터 결정되었다. 
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가수분해 반응시간별 Mannose/Galactose 비율 
효소처 리 하지 않은 guar gum 및 locust bean 

gnm, 정제 α-galactosidase로 가수분해 한 guar gum 

을 시 간별 sampling하여 , galactose/mannose 비 율을 

검토한 결과 2시간 처리시 1:2.0, 6시간 처리시 1: 

2.2, 12시간 처리시 1:2.8로 당구성 비율이 변회 되 

었으며， 특히 24^1간 처리시에는 1;3.2로 locust bean 

gum자신의 구성비율인 1:3.3으로 근점하게 변화되 

는 결과를 나타내었다.(Table 1) 이 결과는 24시간 

가수분해 반응에서 locust bean gum이 갖는 당구성 

비율로 전환됨에 따라 점도변회도 증가하는 것으로 

사료되고 있다. 

Affinity chromatography에 의한 Trichoderma reesei 유래 α-galactosidase의 ~ 

매 (pH 5.0)에서는 pNP-Gal(50 mM)처리시 어떠한 효 

소도 용출되지 않았다 박(Park， 1997)에 의해 보고 

된 Pichia guilliermondii유래 α-galactosidase의 득이 

성 연구에서 정제법으로서 mannobiose-sepharose의 

담체를 조제하여 부분정제에 대해 보고하였으나， 본 

연구에서는 gum류에 효소처리에 따른 구성당의 비 

율 변화 및 증점효과를 비교하기 위해서는 완전정 

제 가 필수적 이 므로 N-E-arninocaproyl-α D-galacto­

pyranosylarnine 흡착제의 합성과 sepharose에 대 한 

coupling method에 의한 담체를 일본 독립행정법인 

식품총합연구소에서 제공받아 수행하게 되었다 

다른 gum류오}으I gelation ability비교 

Guar gum에 대 한 정 제 효소의 gel따ion ability를 

Brookfield Viscometer(Modε1 DV-II)를 이 용하여 측 

정 하고 guar gum 및 locust bean gum과 비교한 결 

과 정제 α-galactosidase 5 ml(40units)를 첨 가하여 

600 C, 24시간 효소처리한 1.0%(w/v) guar gum 5 ml 

의 유동특성은 locust bean gum과 유사한 결과를 나 

타내 었다(Fig. 3). Brown copra meal, white copra 

meal의 copra cake galactomannan의 경우 galactose 

와 mannose.9i 비율이 1:10~1:15로 효소처리에 따른 

증점효과도 검토하였으나 gel 형성 능력이 크지 않 

음을 확인할수 있었다(Fig. 4). 그러나 xanthan gum 

파 guar gum과의 mixture를 측정한 결과 효소처리 

만 된 copra calce점도에 비해 3배정도의 증점효과 

를 나타내었다(Fig. 5). 해바라기씨유래의 정제효소 

의 경우에도 white copra meal에 대 한 효소처리 효 

과를 검토하였으나 gel형성능력이 없음을 확인할수 

있었고， xanthan gum과 guar gum을 혼합하여 점도 

를 측정한 결과 효소처리된 copra cake점도에 비해 

2배정도의 증점효과를 나타내고 있음이 보고되었다 

(Park, 1999) 따라서 다른 gum류와의 흔합을 통해 

식 품산업 에서 의 고가의 증점제 인 locust bean gum 

정제 α-Galactosidase처리시죠때 따른 기질의 점 
도변화 
효소처리에 의한 guar gum의 점도증가를 측정하 

기 위 해 O.IM sodi뼈 acetate b따er 5 mL에 1% 

guar gum을 녹인 후 40units의 a;-galactosidase를 첨 

가하여 500C 항온수조에서 반응시키면서 2, 6, 12, 

24시 간 마다 sampling하였다. Sampling한 반응액은 

1000C 끓는물에 5분간 담군 후 상온에서 방냉시켜 

gel을 형성하였다. 시간별 sampl을 Brookfield Visco­

meter(Model DV-II)를 이용하여 측정한 결과 반응시 

간이 2시간， 6시간， 12시간， 24사간으로 증가할수록 

230.2mP.s, 400.5mP.s, 505 .3mP.s, 907.2mp.s로 점 

도가 증가함을 알수 있었으며 특히 24시간 반응시 

locust bean gum 증점력의 88.91%로 확인되었다 

(Fig. 3). 해바라기씨유래 정제효소를 이용하여 측정 

한 결과에 의하면 반응시간이 2시간일때 865mP.s, 

6시간일때 1199mP.s, 12시간일때 294.9 mp.s모 6시 

간 되었을때 locust bean gum 점도력의 85.3%임이 

확인되 었다(Park， 1999) 

Table 1. Gal / Man ratios of guar gum, guar gum treated 
with a-galactosidase and locust bean gum. 

Galactomannan s없nples Galactose / Mannosε ratto 
guar gum 1 / 1.6 

εnzyme treated guar gum 2.0hr 1 /2.0 
enzyme treated guar gum 6.0hr 1 /2.2 
enzyme σeated guar gum 12.0hr 1 / 2.8 
enzyme treated guar gum 24.0hr 1/3.2 

locust bean 밍1m 1/3.3 
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Fig. 2. Chromatography of the α-galactosidase on a 
column of Sephadex G-25. 
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Fig. 3. Gel-promoting ability with the lapse of' enzyme 
treatment. G : guar gum, L : locust bean gum, 2, 6, 12, 24 
: time of enzyme treatment to guar gum. 
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Fig. 4. Gel-promoting ab파ty by the eRlzyme and xanthan 
gum treatment to brown copra galactomannan. B : brown 
copra meal, X : xanthan gum, G : guar 밍1m， L : locust bean 
gum, EB enzyme treatment to brown copra meal. 
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Fig. 5. Gel-promoting ability by the enzyme and xanthan 
맹m treatment to white copra galactomannan. W : white 
copra mea1, X : xanthan gum, G ‘ gu:표 gum, L : locust bean 
gum, EW : enzyme treatrnent to white copra meaJ 
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Fig 6. Gelation change of locnst bean gum and guar gum 
by purified enzyme. A Gelation change of locust bean 
gum, B : Gelation change of guar gum by the treatment of 
purified enzyme 

Fig. 7. Gel promoting ability of locust bean gum, 
enzyme-treated guar gum and distilled water. 

대체자원으로서 copra cake의 경제적 기대효과기 있 

을것으로 사료된다. 

Gum류으| 유동성 측정 

유동성 측정 은 Carri -Med Rhεometer(CSL2100， 

TA Instruments Inc. , DE, USA)의 cone and plate 

system (angle = 20 , diameter = 4 .00x10 2m)을 사 

용허여 1000.0μm의 gap으로 250C에서 설험하였으 

며 , 전단속도 (shear rate) 0.0l~100 S. l의 범 위 에서 

얻은 전단응력 (찌1ear stress)으로 부터 Power law 

모델식에 의하여 유동지수(flow behavior index, n), 

점조도 지수(consistency index, K)를 구한 결과는 

Fig. 6에서 나타내고 있으며 실제적으로 유동특성을 

비교하기 위한 사진은 Fig. 7에서 제시하였다 

。 약 

N-ë-arninocaproyl-a-D-galactopyranosylamine의 흡 

착제를 합성하여 sepharose에 coupling하였으며 N­

ë-aminocaproyl-a-D-galactopyranosylamine-sepharosε 

를 담체 로 하는 affinity chromatography에 의 해 



Affinity chromatography에 의한 Trichoderma reesei 유래 α galactosidase의 ~ 261 

Trichodenna reesei유래 α-galactosidase의 완전정 제 

를 수행하였다. 정제효소의 최적 pH와 온도는 5.0, 
600C이었으며， pH 3~， 20~OoC범위에서 pH와 온 

도 안정성을 나타내었다. 정제 α-Galactosidase로 가 

수분해한 guar gum을 시간별 sampling하여 , galactose/ 

mannose 비율을 검토한 결과 2시간 처리시 1:2.0, 6 

시간 처리시 1:2.2, 12시간 처리시 1:2.8로 당구성 

비율이 변화 되었으-며， 특히 24시간 처리시에는 1;3.2 

로 10cust bean gum자신의 구성비율인 1: 3.3으로 근 

접하게 변화되는 결과를 나타내었다. Brown copra 

meal, white copra meal 익 copra cake galactomannan 

의 경우 galactose와 marmose의 비율이 1:10~1:15로 

효소처리에 따른 증점효과도 검토하였으나 gel 형 

성 능력이 크지 않음을 확인할수 있었다. 그러나 

xanthan gum과 guar‘ gum과의 rmxture를 측정 한 결 

과 효소처리만 된 copra cake점도에 비해 3배정도 

의 증점효과를 나타내었다. 
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