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효모 표층 Arylsulfatase에 의해 제조된 Agarose의 특성
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Characterization of Agarose Produced by Yeast Cell Surface Displayed-Arylsulfatase. Cho, Eun-Soo1,

Jeong-Hwan Kim1, Yeon-Hee Kim1,2, and Soo-Wan Nam1,2*. 1Department of Biomaterial Control, Dong-
Eui University, Busan 614-714, Korea, 2Department of Biotechnology and Bioengineering, Dong-Eui University,
Busan 614-714, Korea − Enzymatic hydrolysis of sulfate groups in agaropectin or agar simplifies the produc-

tion process of high-quality or low sulfate-content agarose. This study was investigated that cell surface dis-

played arylsulfatase can be applied to desulfatation of agar for production of agarose. Sulfate content of

agarose prepared by treatment of yeast surface-displayed arylsulfatase was decreased in a enzyme dose-

dependent manner. Especially, 35 unit/mL of yeast surface arylsulfatase attenuated sulfate content of agarose

up to 0.2%. In the 0.6% agar(Junsei), 35 unit/mL enzyme treated at 40oC for 3 h showed the lowest content of

sulfate. Therefore, this result was determined to be the optimal condition to desulfatation of agar for produc-

tion of agarose. In addition, the gel strength of yeast surface arylsulfatase treated agar and commercial agarose

were compared. Agarose prepared by treatment of yeast surface arylsulfatase showed 559.8±0.12 of gel

strength, and it is a similar compared to the commercial agarose.
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서 론

한천(Agar)은 해조류 유래의 점질성의 다당류로, agarose

와 agaropectin으로 구성되어 있다. Agarose는 탄소 1,3과

bbb-D-galactopyranosyl 잔기들이 연결되어 있고 탄소 1,4와

3,6-anhydro-α-L-galactopyranosyl 잔기들이 연결되어 교차

되어 있을 뿐만 아니라 반복된 구조로 구성되어 있으며,

agaropectin은 agarose에 황산기, pyruvic acid 및 uronic

acid 잔기를 함유하고 있다[1, 14, 26, 27, 30, 33]. 한천에

결합된 이러한 산성기들은 전기장하에서 물질의 이동에 영

향을 줄 뿐만 아니라 겔 강도를 약화시키는 주요 원인이 된

다[8]. 따라서 여러 단계의 유기 용매 분획을 통하여 한천

중의 agaropectin을 제거함으로써 agarose 순도를 높여 의학

과 생명공학 분야에 사용되고 있다.

Agarose를 정제하기 위하여 제조사들은 여러 가지 방법들,

즉, pyridine-무수초산법[11], dimethylsulfoxide 분리법[2],

cetyllpyridinium chloride 및 cetyltrimethyl ammonium 추

출법[2], polyethylene glycol 추출법[9], sodium iodide 분

리법[8], nal-acrinol 분리법[15], ethanol 침전법[12] 및 양이

온 계면활성제 분리법[8] 중에서 2-3가지 정제 방법을 병용

하고 있다. 하지만 이러한 유기용매에 의한 agarose의 정제

법은 공정비가 과도하게 소요될 뿐만 아니라 고가의 장비와

이에 따른 고도의 기술을 요구하고 있다. 하지만 agar의 황

을 가수 분해하는 효소를 사용할 경우 agarose 제조 시 공

정과정을 획기적으로 간소화 할 수 있다[17, 23]. 따라서 최

근 탈황효소를 이용한 생물학적 생산 공정법에 관한 연구가

활발히 진행되고 있다[3, 6, 16, 13, 28].

Arylsulfatase는 agaropectin에서 황산기를 제거하는 기능

을 가진 대표적인 탈황효소로 알려져 있다. 해조류를 섭취하

는 해양 동물의 경우 소화효소의 일부로써 arylsulfatase가 분

포하는 것으로 알려져 있으며, 이 효소는 해조류에 함유되어

있는 다당류의 sulfate ester 결합을 분해하여 해조 다당류의

체내 이용도를 높이고[14, 29], 특히 해조류에서의 황의 동

화와 이화작용에 관여하는 것으로 알려져 있다[5]. 또한 미

생물을 이용한 arylsulfatase 효소 생산을 위하여 Klebsiella

pneumoniae[28], Salmonella typhimuriumm[13], Pseudomonas

aeruginosa[3, 6] 및 Escherichia coli[16]와 같은 병원성 미생

물을 이용한 연구가 활발히 진행되어 왔다. 최근 보고된 연구

에 따르면 E. coli에서 과발현되어 생산된 재조합 arysulfatase

효소를 이용하여 제조한 agarose의 경우 황 함량과 gel 강도

측면에서 상업적 agarose와 상당히 유사한 결과를 보여 줌

으로써 고순도 agarose의 생물학적 생산 공정에 적용 가능

함을 확인하였다[22, 24]. 그러나 원핵세포나 효모세포 내에

서 재조합 단백질이 발현 생산될 경우 불수용성, 불활성, 부

정확한 아미노말단 등의 다양한 문제가 발생된다[30]. 따라

서 최근 세포표면에 다양한 생리활성효소나 금속이온 결합
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단백질의 고정화를 통하여 고부가가치의 물질생산을 위한

전세포 생물촉매(whole cell biocatalyst) 시스템은 그 이용성

이 매우 다양하다[10, 18, 19, 25, 32]. 특히 유용 효소유전

자의 표면발현의 측면에서 진핵세포인 효모의 사용은 다음

과 같은 장점을 제공한다. 첫째, 효모는 다른 미생물에 비하

여 외래단백질의 분비기구가 잘 발달하여 있으므로 표면발

현의 전제조건인 목표단백질의 분비가 용이하다. 둘째, 효모

는 다른 미생물에 비하여 세포벽이 매우 단단하며 표면에 부

착되는 단백질들이 세포표면의 glucan 구조와 공유결합에 의

하여 결합되므로 반응 중 추출되지 않는 장점을 있어 산업

적 응용에 있어서 life-time이 길다. 셋째, 표면발현 시 단백

질의 표면밀도 측면에서도 효모의 agglutinin의 경우 효모 세

포 1개당 104 분자수로써 원핵세포 시스템에 비하여 매우 높

다. 이러한 단백질의 효모 표면발현 시스템은 전통적 전세

포 촉매제의 사용에서 기질과 생산물의 세포막 수송의 장벽

을 제거하기 위하여 사용해야 했던 세포투과공정이 필요 없

고, 이에 의하여 야기되었던 효소의 불활성화를 방지할 수

있을 뿐만 아니라 전세포 촉매제의 경우 cytoplasm 내에서

반응하므로 발생되었던 경쟁적 부반응에 의한 생산성 저하

의 문제를 피할 수 있다. 또한 세포외에서의 반응으로 반응

물과 생산물의 세포막 통과의 물질수송 문제를 피할 수 있

으며 세포표면에 고정으로 반응 후 반응액으로부터 사용한

생체촉매제의 재사용이 가능하다는 장점을 가지고 있다[20,

21, 24, 31].

이전 논문에서 우리는 Pseudoalteromonas carageenovora

유래의 arylsulfatase 유전자를 표면 발현용 벡터로써 GAL1

promoter를 가진 유도 발현용 벡터인 pCTcon에 구축을 하

고 구축된 pCTAST(7.1 kb)를 S. cerevisiae EBY100을 이

용하여 효모 세포벽에 성공적으로 표면 발현 시켰고, 표면

발현된 pCTAST(7.1 kb)를 처리하여 제조한 agarose와 시판

용 agarose를 DNA 전기영동하여 분리능과 이동능을 비교한

결과, 시판용 agarose와 유사함을 확인하였다[4]. 이러한 결

과를 바탕으로 본 연구에서는 효모 표면 발현된 재조합

arysulfatase를 이용하여 효율적이고 친환경적인 방법으로 고

순도 agarose 생산을 위한 최적 탈황반응 유도 조건을 확립

하고, 효소 처리로 제조된 agarose의 황 함량과 gel 강도를

비교함으로써 agarose의 경제적 생산 공정에의 적용 가능성

을 모색하고자 한다.

재료 및 방법

Arylsulfatase 표면 발현 효소의 배양과 균체의 회수

이전 논문에서 Pseudoalteromonas carageenovora 유래의

arylsulfatase 유전자를 표면 발현용 벡터로써 GAL1 pro-

moter를 가진 유도 발현용 벡터인 pCTcon에 구축을 하고 구

축된 pCTAST(7.1 kb)를 S. cerevisiae EBY100을 이용하여

효모 세포벽에 arylsulfatase를 성공적으로 표면 발현 시켰다

[4]. Arylsulfatase 효소는 YPDG 배지, 30oC, 48시간 배양한

후 배양액을 원심분리 하여 얻은 균체를 회수하였다.

Agar의 탈황에 미치는 효소 농도의 영향

Agar의 탈황 반응에 미치는 효소 농도의 영향을 알아보기

위하여 먼저 탈황반응은 0.6% agar(Junsei) 용액에 다양한

농도(1-50 unit/mL)의 효모 표층 arylsulfatase를 처리하고 3

시간 반응시켰다. 그 후 acetone으로써 침전시킨 후 2-3배

양의 증류수에 세척한 후 동결 건조하여 분말 상태로 만들

었다. 이렇게 효모 표층 arylsulfatase 처리로 제조된 agarose

의 황 함량을 측정하여 각각 제조된 agarose의 황 함량을 비

교하였다. 

Agar의 탈황에 미치는 반응 온도의 영향

Agar의 탈황에 미치는 반응 온도의 영향을 알아보기 위해,

0.6% agar 용액에 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL을 처

리하고 온도별(30oC, 35oC, 40oC, 45oC)로 3시간 반응시킨

후 300 mL의 acetone으로 침전시키고 3배 양의 증류수로

세척한 다음 동결건조하여 분말상태로 만들었다. 이렇게 제

조된 agarose로 황 함량을 측정하였다.

Agar의 탈황에 미치는 Agar 농도의 영향

Agar의 탈황에 미치는 agar 농도의 영향을 알아보기 위해,

농도별 agar 용액(0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%)에 효모 표층

arylsulfatase 35 unit/mL을 처리하고 40oC에서 3시간 반응

시킨 후 300 mL의 acetone으로 침전시키고 3배 양의 증류

수로 세척한 다음 동결건조 하여 분말상태로 만들었다. 이

렇게 제조된 agarose로 황 함량을 측정 하였다.

Agar의 탈황에 미치는 Agar 종류의 영향

Agar의 탈황에 미치는 agar 종류의 영향을 알아보기 위해

agar 제조회사별(Junsei, Bacto, Sigma, Miryang)로 0.6%

용액을 준비하여 각각 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL로

처리하고 40oC에서 3시간 반응 한 후 300 mL의 acetone으

로 침전시키고 3배 양의 증류수로 세척한 다음 동결건조 하

여 분말상태로 만들었다. 이렇게 제조된 agarose로 황 함량

을 측정하였다.

황 함량 측정법

시료 중의 황 함량 측정은 효소와 반응시킨 agar를 동결

건조하여 분말 상태로 만들어진 agarose를 증류수와 HCl을

첨가하여 가수분해하고, 13.3% BaCl22H2O, 2.67% Tween

＃80 용액을 사용하여 1 시간 실온에 방치한 후 황을 침전

하여 흡광도 450 nm에서 측정하였다[7].

Gel 강도 측정

Agar와 0.6% agar(Junsei)용액에 효모 표층 arylsulfatase
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35 unit/mL로 처리한 후 40oC에서 3시간 반응하여 제조된

agarose, 그리고 상업적으로 시판되는 agarose와의 gel 강도

측정은 각각 1% 용액을 만들어 Reometer(Compac-100,

Sun Scientific Co. Ltd., Japan)를 이용하여 측정하였다[7].

결과 및 고찰

효모 표층 Arylsulfatase 농도에 따른 Agar의 탈황

일반적으로 DNA 전기영동용 agarose의 품질을 평가하기

위하여 황 함량이 중요한 기준으로 사용된다. 따라서 본 연

구에서는 효소 처리로 제조된 agarose의 황 함량을 시판

agarose와 비교하여 측정하였다. 본 실험에서 사용된 배양용

agar의 황 함량은 0.9% 이상으로 나타났고, 시판되는 전기

영동용 agarose는 0.1% 이하로 나타났다. 실험 결과 처리한

효모 표층 arylsulfatase 처리 농도가 증가할수록 황 함량이

유의성 있게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 특히 35 unit/

mL의 효모 표층 arylsulfatase를 처리하였을 때 황 함량은

0.2%까지 감소하였으며, 35 unit/mL 이상의 효모 표층 aryl-

sulfatase로 처리 하였을 때는 더 이상 황 함량이 감소하지 않

았다(Fig. 1). 최근 연구 결과에 따르면 E. coli에서 과발현되

어 생산된 재조합 arysulfatase 효소의 경우 10 unit/mL의 농

도에서 처리하였을 경우 황 함량이 0.3%까지 감소되었다[22,

24]. 이와 비교하여 agarose 제조 최적 효모 표층 arylsulfatase

처리 농도는 35 unit/mL로 다소 높았지만 제조된 agarose의

황 함량의 경우 0.2%로 상업적 agarose와 유사한 결과를 보

였다. 따라서 35 unit/mL의 효모 표층 arylsulfatase의 처리가

agar의 탈황반응에 가장 효과적임을 알 수 있었다.

Agar의 탈황에 미치는 온도의 영향

효소에 의한 agar의 탈황에 미치는 반응 온도의 영향을 알

아보기 위하여 다양한 온도 조건에서 효모 표층 arylsulfatase

에 의해 제조된 agarose의 황 함량을 측정하였다. 이를 위하

여 0.6% agar 용액에 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL을

처리하고 반응온도를 30oC, 35oC, 40oC. 45oC로 달리하여

반응시켜 agarose를 제조하였다. 이렇게 제조된 각각의

agarose의 황 함량을 측정한 결과, 40oC까지는 황 함량이 유

의성 있게 감소하는 것을 확인하였고 40oC 이상의 온도에서

는 더 이상 황 함량이 감소하지 않았다. 40oC에서 반응시켜

제조한 agarose의 황 함량은 0.22%로 가장 낮았다(Fig. 2).

Agar 농도에 따른 효소에 의한 탈황 분석

효소에 의한 agar의 탈황반응에 미치는 agar 농도의 영향

을 알아보기 위하여 다양한 농도(0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%)

의 agar 용액에 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL로 처리

하여 agarose를 제조하였다. 이렇게 제조된 agarose의 황 함

량을 측정한 결과 0.6% agar 용액으로 제조한 agarose의 황

함량이 0.2%로 가장 낮았다(Fig. 3).

Agar 제조회사별에 따른 효소에 의한 Agar의 탈황 분석

Agar 종류별에 따른 탈황 조건을 알아보기 위해 각각 다

른 제조회사의 agar(Junsei, Bacto, Sigma, Miryang) 용액

0.6%에 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL로 처리하여

agarose를 제조하였다. 이렇게 제조된 agarose의 황 함량을

측정한 결과, Junsei agar로 제조한 agarose의 황 함량이

0.2%로 가장 낮았으며, 이는 시판되는 agarose의 황 함량

0.1%와 유사했다(Fig. 4). 이러한 결과를 종합하여 볼 때,

0.6% agar (Junsei) 용액에 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/

mL를 처리하고 40oC에서 반응하여 제조된 agarose의 황 함

량은 0.2%로, 이는 시중에 판매되는 agarose와 유사함을 알

수 있었다. E. coli에서 발현된 재조합 arysulfatase 효소로

Fig. 1. Sulfate content of agarose prepared by various concen-

trations (1-50 unit/mL) of yeast surface arylsulfatase. Simbols:

A, Agar (Junsei); Ag, Agarose (Cambrex Co.).

Fig. 2. Sulfate content of agarose prepared by yeast surface

arylsulfatase in different temperatures (30oC, 35oC, 40oC and

45oC). 
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제조한 agarose의 경우, 황 함량이 0.3% 정도인데 반해[22,

24], 효모 표층 arylsulfatase로 제조된 agarose의 경우 황 함

량은 0.2%를 보여 효모 표층 arylsulfatase로 제조한 agarose

가 보다 우수한 특성을 보였다.

효모 표층 Arylsulfatase에 의해 제조된 Agarose의 Gel 강

도 측정

DNA 전기영동용 agarose의 품질평가에 중요 인자가 gel

강도이다. 따라서 황 함량이 가장 낮게 나왔던 조건(0.6%

Junsei agar용액, 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL, 40oC,

3시간 반응)으로 제조된 agarose와 상업적으로 판매되는

agarose의 gel 강도를 측정하여 비교 분석하였다. E. coli에서

과발현되어 생산된 재조합 arysulfatase 효소 10 unit/mL 처

리로 제조한 agarose의 경우 gel 강도는 800 g/cm2로 보고된

바 있다[22]. Gel 강도 측정 결과 시판되는 DNA 전기영동용

agarose의 gel 강도는 880.6±0.15 g/cm2이었고 agar(Junsei)는

250.0 g/cm2이하, 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL로 처

리하여 제조한 agarose는 559.8±0.12 g/cm2였다. 따라서 효

모 표층 arylsulfatase 처리로 제조한 agarose의 gel 강도는

E. coli에서 발현된 재조합 arylsulfatase를 처리하여 제조한

agarose의 gel 강도보다는 낮았는데, 이는 아마도 agarose

제조 시 효모세포의 완전 제거가 이루어지지 않은 것으로

사료된다. 본 실험에 연구된 황 함량과 gel 강도는 Table 1

에 정리하였다. 결론적으로 세포표면에 arylsulfatase를 발

현하는 효모 생촉매는 저가의 agar로부터 친환경적인 방법

으로 고순도 agarose를 생산하는 공정에 적용 가능함을 확

인하였다.

요 약

Agar로부터 agarose 제조 시 유기용매를 이용해서 황을 제

거하는 방법이 일반적으로 많이 사용되어진다. 하지만 agar

의 황을 가수 분해하는 효소를 사용할 경우 agarose 제조 시

공정과정을 획기적으로 간소화할 수 있다. 따라서 arylsulfatase

로 agaropectin에서 황 제거를 통해 agarose로 바꾸는 공정

은 간단하고 높은 수율을 얻을 수 있기 때문에 agarose 생

산에 효율적으로 적용할 수 있다. 본 연구에서는 arylsul-

fatase를 세포표면에 발현하는 효모생촉매를 이용하여 제조

한 agarose의 황 함량과 gel 강도를 측정하였다. 처리한 효

모(효)소의 농도가 증가할수록 증가된 탈황 반응에 의해 황

함량이 줄어들었고, 특히 35 unit/mL의 효소 농도로 처리하였

을 때 황 함량은 0.2%까지 감소하는 것을 확인할 수 있었다.

황 함량을 가장 낮출 수 있는 최적 조건은 0.6% agar(Junsei)

용액에 효모 표층 arylsulfatase 35 unit/mL로 처리하고

40oC에서 3시간 반응시켰을 때 였다. 또한 1.0% DNA 전기

영동용 agarose의 gel 강도는 효모 표층 arylsulfatase 처리로

제조된 agarose의 경우 559.8±0.12로 상업적 agarose의 gel

강도(880.6±0.15 g/cm2와) 보다는 낮았다. 따라서 효모 S.

cerevisiae의 세포 표면에서 발현된 재조합 arylsulfatase 효

소를 이용하여 agar로부터 전기영동용 agarose의 생산 공정

에 적용 가능함을 알 수 있었다.

Fig. 3. Sulfate content of agarose prepared by yeast surface

arylsulfatase in different agar concentrations (0.2%, 0.4%,

0.6% and 0.8%).

Fig. 4. Sulfate content of agarose prepared by yeast surface

arylsulfatase in different agars. Simbols: 1, Agar (Junsei)+yeast

surface arylsulfatase (35 unit/mL); 2, Agar (Bacto)+yeast surface

arylsulfatase (35 unit/mL); 3, Agar (Sigma)+yeast surface arylsul-

fatase (35 unit/mL); 4, Agar (Miryang)+yeast surface arylsulfatase

(35 unit/mL); 5, Ag, Agarose (Cambrex Co.).

Table. 1. Physical and chemical properties of agarose prepared

by treatment of yeast surface arylsulfatase.

1% Gel Gel strength (g/cm2) Sulfate content (%)

Control (Junseiagar) <250.0 >0.9

Enzyme treatedagarose

(35 unit/mL)

559.8±0.12 0.20

Commercial agarose

(Invitrogen Co.)

880.6±0.15 <0.15
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