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Abstract 

Geniposide extrac빼 from Gardenia jasminoid was converted into ge띠pin 없ing ß-g1ucosidase. ln 
hydro1ysis of geniposide, ß-g1ucosidase was immobi1ized onto CNBr-activated sepharose 48 resins with 
g1utara1dehyde ‘ Optima1 en각에le immobilization was obtained, when 10 U of enzyme and 10% glutara1-
dehyde were used. The V max of the the immobilized e따yme and free e따yme were 320 mM!min and 
500 mM!min, respective1y. No significant differences in the kinetic constants, K., and V max values, were 
detected between the immobilized enzyme and the free enzyme: the K., va1ues of the immobi1ized 
enzyme and free enzyme were 81 μM and 68 μM， respective1y. Furthermore, the enzyme activity and 
cross 1inking of the immobilized enzyme proved to be quite stab1e during operation. 
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서 톨 

식품， 화장품 및 의류 염색용으로 사용되어지고 있 

는 색소는 크게 자연에서 얻을 수 있는 천연색소와 

화학적으로 합성되는 인공색소로 분리할 수 있다. 합 

성색소는 착색률이 높고 안정하며 가격이 저렴하여 

19세기 이후 광범위하게 사용되어져 왔으나， 타르계 

화합물의 발암성이나 환경오염문제로 인하여 그 사 

용이 제한되어지는 실정이다. 최근 소득의 증가로 인 

하여 색소의 안전성에 대한 인식과 더불어 인공적인 

색조를 대체할 수 있는 천연색소에 대한 관심이 증 

대됨에 따라 천연색소의 개발이 더욱 필요하다. 더 

욱이 많은 천연색소들이 색깔올 나타내는 본래의 기 

능 외에 살균， 항염 둥의 생리 활성올 갖는 장점을 

가지고 있어 식품 및 화장품용으로 큰 잠재적 수요 

를 가지고 있다. 그러나 천연색소는 합성색소에 비 

해 가격이 비싸기 때문에 경제적으로 생산할 수 있 
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는 공정을 개발할 필요가 었다. 치자에는 주로 황색 

소인 crocin 둥이 함유되어 있으며 청색소 및 적색 

소는 무색인 geniposide(Fig. 1A)를 생물변환하여 생 

산할 수 있다. 치자 청색소는 치자열매 추출액에 함 

유된 배 당체 인 iridoid 화합물을 가수 분해 하여 

glucose를 떼어낸 후(Fig. 1B), 1차 아민과 반용시켜 

얻는데 이는 열이나 빛 기타 여러 용액상태에서 상 

당한 안정성올 보여 주고 있어， 식품이나 기타 음료 

의 첨가제로 그 옹용범위가 넓올 것으로 평가되고 

있다(Fujikawa et al., 1987a; Djerassi et al. , 

1961). 

본 연구에서는 치자에서 geniposide를 추출하여， 고 

정화된 ß-g1ucosidase로 이를 가수분해하여 glucose를 

떼어내고， amino acid와 반용시켜 청색소를 얻어내는 

일련의 과정에서 경제성 제고의 여지가 있는 ß­
glucosidase의 고정화 공정을 검토하였다(Fujikawa et 
al. , 1987b; Jeong과 Park, 1987). 본문에서는 효소 농 

도 및 glutaraldehyde가 고정화에 미 치는 영향， 고정화 

효소의 kinetics, 고정화 효소의 안정성 둥에 관하여 조 

사하였다. 
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Fig. 1. Chemical structures of geniposide (A) and 
genipio (B). 

재료및방법 

재료및시약 

실험 재료로 사용된 치자는 경동시장에서 국내산으 

로 구입하였다. 각종 효소， resin과 g1utara1dehyde는 

Sigma'에서 , ammoniurn sulfate는 Amresc얘l서 , 그 외의 

시약은 덕산제품의 특급시약을 사용하였다. 

Geniposide 추출 

Geniposide는 치 자 50 g올 파쇄 한 후 chloroforrn 

500 mL로 1 시간씩 3 회 추출하여 지방성분을 제 

거하였다. 남은 치자를 건조시칸 후 methano1 500 

mL로 1 시간씩 3 회 추출하여 여액을 합하여 감압 

건조기 (YAMATO, RE-46)로 감압건조한 후 물에 용 

해 시켰다. 이를 charcoat에 홉착시키고 중류수와 10% 

ethanol을 이용해 수 차례 세척하였다. Charcoal에 홉 

착된 geniposide는 methanol로 다시 용출해내고 감압 

건조 후 acetate buffer (1 mM, pH 5.0)에 용해시 켜 

기질로 사용하였다(이재연 둥， 1998; End얘t Taguchi, 

1973). 

효소의고정화 

ß-glucosidase를 CNBr-activa뼈 seph없ose 4B resin 

에 고정화시키기 위해 먼저 수지， 0.01 g을 1 mM의 

Hα로 10분간 swelling한 후 acetate buffer(1 M, pH 

5.0)로 세척하였다. 여기에 glutaraldehyde를 10% 첨가 

하여 resin과 반용시킨 후(Cass와 Ligler, 1998) 이 수 

지에 ß-glucosidase의 양을 각각 1, 5, 10, 15, 20 U되 

게 첨가한 후 40C에서 16 시간 고정화를 수행하였다( 

효소 lU는 pH 5.0, 37C에서 I 분 동안 1 μmole의 

glucose를 생성하는 것으로 정의하였으며， mg당 2.4 U 

에 해당된다). 효소의 역가는 고정화된 효소에 

geniposide를 동일한 양 첨가하여 효소와 반용시킨 후 

5분 동안에 생성되는 glucose9.J 양을 환원당 정량법에 
의해 측정하였다. 아울러， glutaraldehyde 농도에 의해 

변화하는 효소의 고정화율을 알아보기 위해 수지에 반 

웅시키는 glutaraldehyde의 농도를 각각 1, 5, 10, 15% 

로 수지 0.1 g과 반웅시켰고 10 U의 효소를 첨가하여 

고정화룰 수행하였다. 각각의 고정화된 수지를 기질 

과 5 분 동안 반웅시켰고， 이것을 다시 700C에서 

glycine과 반응시켜 청색소를 생산하였다. 이렇게 해 

서 생성된 청색소를 분광광도계(VARIAN， DMS 300) 

를 이용하여 595 nm에서 홉광도를 측정하여 역가를 

조사하였다. 

고정화 효소 kinetic parameters 

Geniposide 혼합물을 silica column chromatography 

를 통해 정제하였다. 이것올 지유효소에 반웅시켜 시 

간에 따른 glucose9.J 양을 환원당 정 량법으로 정 량하 
여 μ과 Vn없 값을 조사하였다. 고정화 효소의 경우 
효소를 고정화시킨 수지에 기질을 첨가하여 진탕시키 

면서 동일한 방법으로 정량하였다. 

고정화 효소의 안정성 축정 

고정화 효소의 안정성을 조사하기 위해 먼저 10%왜 

glut없aldehy야로 효소 10 U를 고정화시키고 기질과 반 

웅시키기 전에 CNBr-activated sepharose 4B resin( 

수지)을 5 mL의 buffer로 세척하였다. 기질인 

g밍riposide 50 mL올 미 량펌프(EYELA， MP-3)를 이용 

하여 0.25 mL!min의 유속으로 일정하게 유지시키면서 

고정화 효소와 반응시켰다. 이렇게 반용시킨 geniposide 

률 분획수집기(BIO-RAD， 2110)로 1 mL 씩 수집하였 

다. Genipin 생성량은 분광광도계를 이용하여 geniposide 

로부터 가수분해 되어진 glucose를 DNS 시약과 반응 

시켜 파장 550 nm에서 홉광도의 변화를 조사하여 측 

정하였다. 고정화 효소의 안정성올 조사하기 위하여 효 
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에 고정화된 효소는 각각 12.5, 8.5, 7.7o/c왜 효율올 보 

여주었다. 따라서 CNBr-activated sepharose 4B resin 

(0.1 g)의 경우 10 U의 효소를 첨가하여 고정화하는 

것이 효율적인 고정화방법인 것으로 보여진다. 

Glutaraldehyde 농도가 고정호때| 미치는 영향 

고정화시 glutaraldehyde의 농도가 고정화에 미 치는 

영향올 조사하였다. Fig. 3은 glutaraldehyde의 농도가 

10%일 때 고정화된 효소의 역가를 100.으로 정하고 나 

머지 농도는 이에 대한 상대적인 값으로 나타낸 것인 

데， glutaraldehyde의 농도가 1, 5%인 경우에서는 10% 

인 경우에 비해 30.2, 62.8%로 비교적 낮게 나타난데 

반하여 15o/c왜 농도에서는 10% 농도에 비해 101.6% 

로 나타나 1.6% 증가동}는데 그쳤다 따라서 본 실험 

에서 사용할 고정화 시 glutaraldehyde의 농도는 10% 

으로 결정하였다. 

고정화효소 kinetic parameters 

효소 고정화시 주변의 미시환경에 따른 효소의 특 

성변화를 알아보기 위해 고정화효소와 자유효소의 

소 4.17 mg (10 U옳 0.1 g의 수지에 고정화시킨 후 

sodium acetate buffer(pH 5.0, 0.1 M)를 연속적으로 

흘려주었다. 수지를 통과한 buffer를 분획수집기를 이 

용하여 1 mL씩 21개의 분획올 얻었다. 각각의 분획에 

서 0.1 mL씩 시료를 채취하고 Lowry method를 이용 

하여 수지로부터 분리되어 나오는 효소의 양올 정량 

하였다. 

효소 농도가 고정화어| 미치는 영향 

CNBr-activated seph하ose 4B resin(수지) 0.1 g에 

대해 효소의 농도가 1, 5, 10, 15, 20 U되게 한 후 고 

정화에 미치는 영향을 조사하였다(Fig. 2). 효소의 농 

도가 1 U에서 IOU로 증가되었올 때 고정화 효소의 

역가가 크게 증가하는 것을 볼 수 있었다. 그러나 10 

U에서 20 U까지 농도를 증가시켜도 고정화 효소의 역 

가는 크게 변화하지 않았다. 첨가한 효소의 농도가 1, 

5 U에서 고정화된 효소의 효율은 각각 5, 9.4%를 나 

타내었다. 첨가한 효소의 양이 10, 15, 20 U였을 경우 
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kinetic parameters를 비교하였다. Fig. 4에서와 같이 고 

정화된 효소의 경우 K", 값이 81 μM로 나타났고 자 

유효소는 68 μM로 나타났다. 이것은 기질에 대한 효 

소의 친화도가 고정화 효소에서 약간 변화한다는 것 

을 보여준다 Vm앙의 경우 고정화한 효소의 경우 320 

mMlmin으로 나타났고 자유효소의 경우 500 mMlmin 

으로 나타나서 그 값이 약간 감소한 것을 알 수 있 

다. 그렇지만 이 효소의 경우 다른 효소와는 달리 고 

정화를 수행한 후에도 그 특성이 크게 변화하지 않는 

것으로 생각된다(Subramanian et al. , 1999). 

고정화효소의 안정성 

고정화 효소의 활성은 Fig. 5에서 보듯이 반웅의 횟 

수가 중가함에 따라 감소하는데 이것을 U 단위로 환 

산하면 초기 반용과 마지막 반웅과의 차이는 약 0.04 

U 였다 이것은 20 ml의 기질을 반응시켰올 경우 0.04 

U가 감소하는 매우 안정적인 결과를 보여주었다(Fig. 

5). 고정화 효소의 교차결합의 안정성올 측정해 본 실 

험에서는 처음 4개의 분획에서 상당히 많은 양의 단 

백질이 검출되었다(Fig. 6). 이것은 cross-linking.되지 않 

은 효소들이 수지로부터 제거되어지는 것으로 보여진 
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Fig. S. The stab피ty of the enzyme acti찌ty. 
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다. 그 이후의 분획에서는 단백질의 농도가 대부분 4-

12 μg/mL (6번，Il번 분획에서는 각각 4 1.8, 23.5 μg! 

mL)사이의 값을 보여주었다. 고정화 효율 YI를 

IE(mg) YI(%) = 二二ζ:혹수 x 100 
AE(mg) 

YI=고정화효율 

ffi=고정화된 효소의 양 

AE=첨가한 효소의 양 

으로 정의하면 초기 효소 농도에 대한 21번 분획의 YI 

는 65%의 값을 보여준다. 그러나 실제 고정화되었다 

고 생각되어지는 5번 분획에 대한 21번 분획의 YI는 

94%로 6%정도 감소하였다. 이것은 고정화 효소의 교 

차결합의 안정성이 매우 안정하다는 것을 보여준다. 

(Subr없nanian et al. , 1999; S때ar et al. , 1997) 

요 약 

치자에서 청색소를 생산하기 위해서는 먼저 

geniposide를 추출하고 genipin으로 생물변환 후 glycine 

올 처리하는데 이 과정올 공정화 하기 위해 고정화된 

ß-glucosidase를 사용하여 여러 가지 특성을 조사하였 

다. 먼저 효율적인 고정화 공정을 수행하기 위하여 수 

지의 양에 따른 효소의 양을 조사한 결과 수지 0.1 g 

당 10 U의 효소 사용시 12.5%의 고정화 효율을 보여 

주었다. 또 glutaraldehyde의 농도에 따른 고정화율의 

변화 조사 결과 10%의 glutaraldehyde를 사용하는 것 

이 적합하다는 것올 알 수 있었다. 고정화시 변화동}는 

효소의 kinetics는 고정화된 효소의 경우 K", 값이 81 

μM， Vmax 
값이 320 mMlmin, 자유효소는 K", 값이 68 

μM， Vmax 값이 500 mMlmin로 자유효소의 경우에 비 

해 큰 변화가 없는 것으로 관찰되었다. 그리고 고정화 

효소의 안정성을 조사하기 위해 역가와 교차결합의 안 

정성올 검토해 본 결과 매우 안정하다는 것을 알 수 

있었다. 
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