
Journal of the Korean Chemical Society
1999, Vol. 43, No. 2
Printed in the Republic of Korea

단 신

카탈라제에 의한 프로파질알콜의 산화반응

郭眞榮•朴忠雄•李康民*

전북대학교 자연과학대학 분자생물학과 , 기초과학연구소 

(1998. 10. 30 접수)

Oxidation of Propagyl Alcoh이 by Catalase

Gwak Jin-Young, Park Chung-Ung, and Lee Kang-Min*
Department of Mol. Biology, University of Chonbuk, Chonju, 560-756, Korea 

(Received October 30, 1998)

효소는 살아 있는 세포에서 모든 반응을 특이적으 

로 촉매하는 생촉매제이다. 효소는 여러가지 특이성 

(자리, 입체, 기질특이성)을 가지고 있으므로 의약품 

합성, 식품제조 등 여러분야에 사용되고 있다. 효소 

반응은 기존의 화학반응에 비하여 특이성이 매우 크 

지만 반응조건에서 안정하지 못하기 때문에 사용이 

제한되어 왔다. 그러나 최근에 생촉매제인 효소는 

반응조건에 따라서 효소의 구조와 기능이 변해서 새 

로운 반응을 유도할 수 있음이 입증되었다」효소의 

반응은 압력, 온도, 반응매질 및 산도의 변화와 밀접 

히 관련되어 있다. 효소반응에서 온도, 산도 및 압력 

의 변화는 반응의 속도에 영 향을 줄 수 있다.2~ 무엇 

보다도 압력은 효소의 반응속도에 크게 영향을 줄 

수 있다. 인버타제의 경우 반응속도는 압력 이 1에서 

too atm으로 증가하면 10배이상 증가하며 2 katm으 

로 증가하면 100배 증가한다는 사실이 알려져 있다.5 

그러므로 본 연구에서는 카탈라제에 의하여 촉매되 

는 프로파질 알콜의 산화반응에 미치는 압력, 온도, 

산도의 영 향을 연구하였다.

본 연구에 사용된 카탈라제(EC LU.1.6)는 약 250 

Kd의 헴을 가지고 있는 효소로 일반적으로 호기성 

생물에 존재한다J1 산소는 이들 호기성 생물에 중요 

한 인자이지만 때로는 이들 산소가 생체분자를 산 

화, 환원시킬 수 있는 초과산화물이나 과산화수소 

또는 수산 라디칼 등으로 활성화되어 생체에 치명적 

인 손상을 입힌다. 카탈라제는 두 가지 기능을 가지 

고 있다. 과산화수소를 물과 산소로 분해하는 반응 

과 메탄올, 에탄올과 같은 알콜을 산화하는 과산화 

반응이다. 과산화 반응은 특이적으로 물질을 합성하 

는데 이용될 수 있다.

본 연구에서 카탈라제의 효소활성도는 분광광도 

계와 가스 크로마토그래프로 결정하였으며 고압효 

소반응 장치는 Fig. 1과 같이 직접 조립하여 사용하 

였다(药g. 1). 가스 크로마토그래프에서 생성물인 프 

로파르질 알데히드를 확인하기 위하여 알콜로부터 

화학적으로 합성한 후 분리하여 확인하였다. 본 실 

험조건에서 알콜은 5.3분, 알데히드는 2.8분에서 검 

출되었다. Fig. 2에서 보는 것처럼 최적 산도는 과산 

화수소 분해 활성도는 산도 7 부근에서 나타난 반면, 

과산화 활성도는 산도 8 부근에서 나타났다(Eg. 2). 

과산화 활성도는 과산화수소 분해활성도보다 산도 

가 1정도 알카리 방향으로 이동하였다. 카탈라제의 

위의 두 가지 반응은 다른 기작7으로 반응하므로 최 

적산도는 다를 수 있다.

지난 수년전 부터 효소반응에 미치는 압력의 효과 

를 연구하려는 관심이 증가되고 있다. 고압을 사용 

하여 식품을 멸균할 수 있으며,8 반응조에서 미생물 

배양를 통하여 의약품을 생산하는데 고압배양기술 

이° 사용되고 있다. 효소 반응에서 압력의 감소는 반 

응의 속도에 영향을 줄 수 있다. 카탈라아제의 산화 

반응에 미치는 압력의 효과를 살펴 보았다. 압력을 

상압에서 12000 psi까지 변화 시키면서 활성도를 보 

았다. 효소반응의 생성물인 프로파르질 알데히드는 

6000 psi에서 가장 많이 만들어졌으며, 생성율은 상
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Fig. 1. Scheme of high pressure bioreactor.
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Fig. 2. The pH effect on catalatic activuty (♦) and 
peroxidation activity (■) of catalase. pH buffers used 
are citric acid-Na2HPO4(pH 4, 5, 6, 7), Tris-HCl(pH 7, 8, 
9), Glycine-NaOH (pH 9, 10, 11).

압에서보다 3.7배 증가 하였다(Eg. 3). 그러나 압력 

이 6000 psi 이상으로 증가하면 생성율은 오히려 감 

소하였다. 그 이유는 압력이 지나치게 증가하면 효 

소의 구조가 변성되어 비활성화 될 수 있기 때문이 

다. 이러한 현상은 다른 효소반응에서도 비슷하게 

나타났다. 예를 들면 부틸코린 에스터라제는 압력이 

증가함에 따라 그의 활성도는 증가하지만 어느 압력 

이상이되면 활성도는 오히려 감소하였다." 또한 베 

타 갈락토시다제도 200 MPa까지는 압력이 증가할 

수록 효소활성도가 증가하다가 그 이상의 압력 에서 

는 감소하였다. 압력이 증가함에 따라 활성도가 증

0 3000 6000 9000 12000
Pressure(psi)

Fig. 3. Influence of pressure on oxidation of propargyl 
alcohol by catalase.

가하는 이유는 이 효소와 기질의 상호작용이 증가하 

기 때문이라고 발표되였다.” 어느압력이상의 고압 

에서 압력에 의한 효소의 비활성화는 가역적인가?' 

라는 질문이 생긴다. 고압에서 효소의 비활성화는 

가역적일 수 있다. 엑소뉴클레아제의 활성도는 고압 

에서 가역적으로 억제됨이 발표되었다.。이 효소는 

압력이 67 Mpa에서는 13% 비활성화되고 336 Mpa 
에서는 99%이상 비활성화 되었다. 그러나 거의 비활 

성화된 압력 인 336 Mpa에서 다시 67 Mpa로 압력을 

낮추면 효소 활성도는 다시 회복되었다. 고압에서 

효소가 비활성화 되는 이유는 고압이 되면 효소의 

서브유니트가 해리되거나 침전되거나, 그의 3차구조 

가 변화되기 때문일 수 있다 ”

카탈라제의 활성도에 미치는 온도의 영향을 보았 

다. 상압에서 효소는 Fig. 4에서 보는 바와 같이 

25에서 가장 큰 활성도를 갖었다. 효소 활성도는 

25에서 10에 비하여 3배로 증가 하였다. 그러나 온도 

를 25 이상 증가시 키면 효소는 오히 려 비 활성화되 어 

생성율은 감소되었다. 고압에서 효소 활성도에 미치 

는 온도의 효과를 살펴보았다. 압력 3000 psi에서 효 

소의 활성도는 상압에서와 마찬가지 현상을 보였다. 

높은 압력 에서도 상압에서와 마찬가지로 25에서 가 

장 큰 활성도를 갖으며 그 이싱■의 온도에서 카탈라 

제의 활성도는 감소하였다. 그러나 압력 3000 psi에 

서 효소활성도는 상압에서 보다 많이 증가하였다 

(Fig. 4). 고압에서 온도의 변화에 따른 효소 활성도 

의 변화는 온도에 크게 관계되지 않는것 처럼 보인 

다. 아밀라제 A의 경우 효소의 가수분해속도는 압력 

이 2 kbar까지 압력이 증가함에 따라 활성도는 비례
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Fig. 4. Influence of temperature on oxidation of pro­
pargyl alcohol by catalase at high pressure. 3000 psi 
(■), no pressure (♦).

적으로 증가한다고 알려져 있다. 이 효소는 높은 압 

력에서 온도의 증가에 따른 가수분해속도는 압력에 

관계없이 어느 정도 증가하지 만 어느 온도 이상이되 

면 열에 의한 비활성화 때문에 가수분해속도가 오히 

려 감소하였다” 이와같이 효소반응에서 압력의 감 

소는 반응의 속도에 많은 영향을 주었다. 어느 압력 

하에서 효소의 반응을 이론적으로 직접 설명하는데 

는 한계가 있다. 그 이유중 하나는 효소가 반응하는 

동안 효소반응과 함께 압력의 변화를 동시에 측정할 

수 없기 때문이다. 압력의 변화에 따른 부피의 증가 

는 효소 자체의 활성자리의 기질결합, 전이상태의 

안정화, 효소의 구조의 변화, 효소와 반응매질과의 

상호작용을 변화 시킬 수 있으므로 효소의 반응속도 

에 크게 영향을 줄 수 있다 ” 최근에 효소와 압력의 

관계는 연구되기 시작하고 있으나 아직 초보단계이 

며 더욱 체계적인 이론적 연구가 필요하다.

실 험

시약 및 기기. 소 간에서 분리한 카탈라제효소 

(EC 1.1L1.6)와 프로파르질 알콜은 Sigma(St. Louis, 

USA)로부터 구입하였다. 그 외에 과산화수소(30% 

수용액) 및 유기용매는 HPLC용 고순도를 사용하였 

다. 카탈라제활성도는 분광광도계 (Varian, Cary-3E) 

와 가스 크로마토그래프(Hitachi, G-3000)로 결정하 

였다. 가스 크로마토그라피는 AT-WAX가 충전된 

30 m X 0.25 urn 미세칼럼을(Alltech) 장착해서 사용 

하였다. 칼럼 압력과 유속은 각각 0.6 kgf/cm2, 0.525 

1999, Vol. 43, No. 2

ml/min이었다. 고압 효소반응 장치는 Hip(Boston, 

USA)회사 부품을 구입하여 Fig. 1과 같이 직접 조립 

하였다. 압력은 수동 압력 발생기를 사용하였고 2 

ml 반응용기 에서 반응시 켰다. 효소의 반응은 항온조 

로 온도를 조절하여 실험하였다.

카탈라제 활성도 결정. 카탈라제의 활성도는 240 

nm에서 흡광도 감소로부터 측정되었다. 완충용액에 

서 (50 mM인 완충용액, pH 7.0) 5 mM에서 100 mM 

까지의 다양한 농도의 과산화수소와 효소를 넣고 25 

°C로 고정된 분광광도계를 사용하여 240 nm에서의 

흡광도 감소를 2분동안 측정하였다.

과산화 활성도 결정. 카탈라제에의한 과산화 활 

성도를 보기 위해 기질물질로 사용한 프로파르질 알 

콜과 생성물인 프로파르질 알데히드를 GC로 분리하 

여 결정하였다. 50 mM pH 7.0인 완충용액에 카탈라 

제 5 mg을 완전히 녹인 후 50 mM 프로파르질 알콜, 

20 mM 과산화수소를 넣어 충분히 섞어준 후 이를 

25°C에서 5시간정도 반응시킨후 효소를 제거하기 

위해서 여과기로 6000 rpm에서 2시간 원심분리하고 

여과하여 GC로 분리하였다. GC 조건은 오븐온도 

110°C, 주입기온도 250°C, 검출기온도 270°C였다.

프로파르질 알데히드 화학적 합성 방법. GC 분 

석에서 생성물을 확인하기 위하여 산화크롬을 사용 

하여 프로파르질 알데히드를 알콜로부터 제조하여 

이용하였다. 산화반응을 위하여 0.17 M 프로파르질 

알콜/28 M 황산과 2.1 X m 산화크롬/28 M 황산

을 섞어 반응시켰다. 반응이 완전히 끝난 후 생성된 

프로파르질 알데히드를 물로부터 분리하기위해 에 

테르로추출하여 GC-Mass로 분석하였다.

카탈라제 효소의 활성도에 미치는 산도의 영향.

카탈라제의 촉매활성도에 대한 최적 산도의 영향을 

결정하기 위하여 10 mM 과산화수소를 포함한 50 

mM인 완충용액에서 활성도를 비교하였다. 이때 사 

용한 pH 완충용액는 citric acid-Na2HPO4 완충용액 

(산도 4,5,6,7), Tris-HCl 완충^액 (산도 7,8,9), Gly- 

cine-NaOH 완충용액을(산도 9,10,11) 사용하였다.

프로파르질 알콜의 산화 반응에 미치는 산도의 영 

향. 프로파르질 알콜의 산화반응에 의한 생성물인 

프로파르질 알데히드 생성율을 산도 변화에 따라 조 

사하였다. 각각의 pH에서 50 mM인 완충용액에 7} 

탈라제 30 mg을 넣고 완전히 녹인후 50 mM 과산화 

수소, 50 mM 프로파르질 알콜을 넣어 충분히 섞은 
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후 25 °C에 5시간 이상 반응한 후 6000 rpm에서 원 

심 분리 하고 이를 다시 여과한 후 동일한 GC 조건으 

로분석하였다.

프로파르질 알콜의 산화 반응에 미치는 압력의 영 

향. 프로파르질 알데히드 생성율을 압력의 변화에 

따라 조사하였다. 각각의 압력 에서 50 mM인 완충용 

액（산도 7.0）에 카탈라제 5 mg을 넣고 완전히 녹인 

후 20 mM 과산화수소, 10 mM 프로파르질 알콜을 

차례로 넣어 충분히 섞은 후 3000 psi, 6000 psi, 

9000 psi, 12000 psi에서 2시간 반응시킨 후 여과기 

를 이용해서 6000 rpm에서 원심분리하고 이를 다시 

여과한 후 동일한 GC 조건으로 분석 하였다.

높은 압력하에서 프로파르질 알콜의 산화 반응에 

미치는 온도의 영향. 압력을 3000 psi로 유지한 조 

건에서 프로파르질 알콜로 부터 프로파르질 알데히 

드 생성에 미치는 온도의 영향을 조사하였다. 50 

mM인 완충용액（산도 7.0）에 카탈라제 5 mg을 넣고 

완전히 녹인 후 20 mM 과산화수소, 10 mM 프로파 

르질알콜을 넣어 충분히 섞은후 10~30°C에서 2시간 

반응시킨 후 여과기를 이용해서 원심분리하고 이를 

다시 여 과한 후 동일한 GC 조건으로 분석 한다.

이 연구는 교육부 기초과학육성연구비 （BSRI-4429） 

의 지원으로 이루어졌으며 이에 사의를 표합니다.
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