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Abstract
This work focused on characterization of the starch degradation activity from extremophile strain Deinococcus geothermalis. Glucoamylase gene 
from D. geothermalis was cloned and overexpressed by pET-21a vector using E. coli BL21 (DE3). In order to characterize starch degrading 
activity of recombinant glucoamylase, enzyme was purified using HisPur Ni-NTA column. The recombinant glucoamylase from D. geothermalis 
exhibited the optimum temperature as 45°C for starch degradation activity. And highly acido-stable starch degrading activity was shown at 
pH 2. For further optimization of starch degrading activity with metal ion, various metal ions (AgCl2, HgCl2, MnSO4⦁4H2O, CoCl2⦁6H2O, 
MgSO4, ZnSO4⦁7H2O, K2SO4, FeCl2⦁4H2O, NaCl, or CuSO4) were added for enzyme reaction. As results, it was found that FeCl2⦁4H2O or 
MnSO4⦁4H2O addition resulted in 17% and 9% improved starch degrading activity, respectively. The recombinant glucoamylase from D. 
geothermalis might be used for simultaneous saccharification and fermentation (SSF) process at high acidic conditions.

Keywords: Deinococcus geothermalis, glucoamylase, pET-21a vector, simultaneoussaccharification and fermentation

사탕수수, 옥수수와 같은 식용이 가능한 바이오매스의 경우, 윤

리적인 문제뿐만 아니라 생산 비용이 증가됨에 따라 가격 경쟁력

이 떨어지기 때문에, 폐목재, 볏짚 같은 목질계 바이오매스 즉, 비

식용 바이오매스를 이용한 바이오 에탄올 생산 연구가 이루어지고 

있다[4-6]. 목질계 바이오매스도 전처리 공정에서의 높은 비용과 이

후 에탄올로 전환되는 당의 수율이 낮은 문제점으로 인해 연구에 

어려움을 겪고 있다[2, 3]. 결과적으로 더 저렴한 바이오매스의 개발

과 높은 에탄올 생산성을 갖는 효율적인 공정 개발이 필요하다[4]. 

현재로서는 바이오매스를 이용한 동시당화 발효가 해결책이라 사

료되어 전분을 이용한 동시당화발효(simultaneou ssaccharification 

and fermenta tion, SSF)에 관한 연구가 수행되고 있다[7-9].

1. 서 론
지속되는 화석연료의 소비에 따른 지구 온난화 및 고유가 시대에 

맞춰 석유를 대체할 수 있는 새로운 에너지로서 바이오 에탄올의 

보급의 필요성이 높아지고 있다[1]. 바이오 에탄올은 사탕수수, 옥수

수, 보리, 볏짚 등의 당질계, 전분질계 또는 섬유소계 바이오매스를 

원료로 생물공정과정을 거쳐 생산되며 휘발유와 같은 화석 연료와 

비교하여 오염물질을 배출하지 않아 친환경적이며, 재생 가능한 원

료로부터 생산된다는 장점을 가지고 있다[2, 3]. 또한 화석 연료의 고

갈 문제와 온실가스 증가에 따른 지구 온난화 현상을 완화할 수 있

는 이점을 가지고 있다. 
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동시당화발효란 전분의 액화, 당화, 발효 각각의 나누어진 공정

을 하나의 생물반응기를 이용하여 한 번의 공정으로 에탄올을 생산

하는 방법이다[10, 11]. 이는 곧 공정에 들어가는 시간과 비용을 감소할 

수 있다는 장점을 가지고 있지만, 동시당화발효를 수행하기 위해서

는 효소와 당화과정과 효모의 발효과정에서의 최적 조건이 다른 부

분을 해결해야 한다[12]. 일반적으로 효소의 당화과정은 높은 온도에

서 당화율이 높은 반면에, 상업적으로 널리 사용되는 효모인 

Saccharomyces cerevisiae균주의 발효과정에서 높은 온도는 미생물

의 생육에 영향을 주어 고수율의 에탄올을 생산하지 못하는 한계를 

가지고 있다[1, 13]. 

본 논문에서는 당화과정에 사용한 D. geothermalis균주 유래 재

조합 글루코아밀레이즈의 효소적 특성을 확인하여, 동시당화발효 

공정에서 문제의 해결방안을 모색하기 위한 연구를 진행하였다.

2. 결과 및 고찰
2.1 재조합 글루코아밀레이즈의 생산
D. geothermalis유래의 재조합 글루코아밀레이즈를 클로닝하기 

위해 D. geothermalis유래의 Dgeo_0725 유전자를 PCR을 통해서 증

폭하였으며 NdeI과 XhoI 제한효소로 처리 후 C-terminal에 6his-tag

를 포함하고 있는 pET-21a 벡터를 이용하여 재조합 글루코아밀레

이즈의 발현 벡터를 개발하였다. 개발된 글루코아밀레이즈의 발현 

벡터(pET21a-dgeo-FJ)를 E. coli BL21(DE3)에 도입한 후 엠피실린

(100 μg/mL)이 포함된 LB 배지에서 37oC 온도조건으로 14시간 동

안 배양하여, 재조합 대장균(FMEL-J1)을 선별하였다. FMEL-J1 균

주로부터 IPTG를 이용하여 단백질 발현을 유도한 후 과 발현된 재조

합 글루코아밀레이즈를 포함하는 배양액을 원심분리하였다. 분리된 

용액의 상등액을 제거하고 세포만 회수하여 sonicator를 사용하여 

세포 파쇄를 수행하였다. 세포가 파쇄된 전체 혼합액에서 수용성 분

액만을 분리한 후, HisPur Ni-NTA purification kit를 사용하여 정제

Fig. 1 SDS-PAGE of purified recombinant glucoamylase (87.5 
kDa) from FMEL-J1 using HisPur Ni-NTA column. (lane 1: cell 
extract, lane 2: passing through, lane 3: washing buffer, lane 4: 
elution1, lane 5: elution2, lane 6: elution3).

하였으며 SDS PAGE를 이용하여 재조합 글루코아밀레이즈의 크기

와 발현량 등을 확인하였다(Fig. 1).  

2.2 재조합 글루코아밀레이즈의 온도 및 pH 조건 최적화
재조합 글루코아밀레이즈의 최적 반응 온도를 확인하기 위하여 

반응 온도 범위를 30oC~55oC로 5oC 간격으로 설정하여 효소 반응을 

진행하였다. 효소 활성을 측정하기 위해 20 g/L 수용성 전분을 포

함하고 있는 10 mM glycine buffer(pH 2.0)의 반응 혼합물을 이용하

여 분석하였다. 온도를 조절하여 5oC 간격으로 효소 반응 활성을 

측정해 본 결과, 45oC에서 생성된 포도당의 농도는 11.47 g/L로 최

대 효소 활성을 나타냈으며, 40oC는 9.5 g/L를 그리고 50oC는 8.8 

g/L를 나타냈다(Fig. 2A). 이 결과를 통해 D. geothermalis유래의 재

조합 글루코아밀레이즈의 최적 반응온도는 45oC임을 확인하였다.

Fig. 2 Enzymatic activity of recombinant glucoamylase from D. 
geothermalis for optimum temperature and pH.

재조합 글루코아밀레이즈의 최적 반응 pH를 확인하기 위하여 효

소 반응 혼합물에 pH 변화를 주었다. Glycine-HCl buffer로  pH를
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조정하여, pH 1.0~5.0 범위에서 반응 후 분석하였다(Fig. 2B). pH 2.0

에서 생성된 포도당의 농도는 14.6 g/L로 최대 효소 활성을 나타냈

으며, pH 1.5 이하에서는 효소 활성이 거의 없었고, pH 4.0에서 최대 

반응 pH의 39.8%(5.8 g/L)의 활성을 보였다. 일반적으로 알려져 있는 

글루코아밀레이즈의 최적 반응 pH는 pH 4.0~6.0 사이로 알려져 있

지만[4, 13, 14], 이번 연구를 통해 개발된 D. geothermalis유래의 재조합 

글루코아밀레이즈의 pH는 pH 2.0에서 최대 활성을 나타내는 특이성

을 확인할 수 있었다.

2.3 재조합 글루코아밀레이즈의 열 안정성 확인
재조합 글루코아밀레이즈의 열 안정성을 확인하기 위해 멸균된 

tube를 이용하여, 30oC, 40oC, 45oC water bath에 온도 조건에 따라 

최대 24시간까지 각각 보관하였다. 그 후 20 g/L 수용성 전분을 포함

하고 있는 반응 혼합물에 온도 조건 별로 보관된 재조합 글루코아밀

레이즈를 200 uL씩 첨가하여 효소 활성을 측정하였다. 각각의 온도 

조건에서 생성 된 포도당은 30oC 조건에서 13.64 g/L, 40oC 조건에서 

13.32 g/L, 45oC 조건에서 12.77 g/L로 각각 0시간과 비교하여 포도당

이 1.37 g/L, 1.69 g/L, 2.24 g/L 감소하였다(Fig. 3). 최대 보관 온도인 

45oC에서 24시간 보관 후, 효소 활성이 약 14.9%(2.24 g/L) 감소된 

것으로 보아 호열성 미생물인 D. geothermalis 유래의 재조합 글루

코아밀레이즈의 우수한 열 안정성을 확인할 수 있었다[15-17].

Fig. 3 Thermal stability of recombinant glucoamylase from D. 
geothermalis. Symbols: Enzymatic activity 30oC(■), 40oC(◆), 
45oC(●).

2.4 효소 활성에 대한 금속이온의 효과
10 종류의 금속이온(AgCl2, HgCl2, MnSO4⦁4H2O, CoCl2⦁6H2O, 

MgSO4, ZnSO4⦁7H2O, K2SO4, FeCl2⦁4H2O, NaCl, or CuSO4)의 첨가에 

따른 재조합 단백질의 활성 비교하기 위해 각각의 금속 이온 10 mM

을 효소-기질 반응 혼합물(전분2%, glycine pH 2.0)에 첨가하여 반

응 후, 효소 활성을 측정하였다. 10 가지의 금속 이온 중 MnSO4⦁
4H2O 또는 FeCl2⦁4H2O를 첨가한 경우에 각각 109.2%, 117.4%로

control군에 비해 relative activity가 증가한 것을 확인하였다(Table 

1). 이전 연구발표에 따르면 NaCl, MgSO4, CoCl2⦁6H2O, K2SO4, 

ZnSO4를 각각 첨가한 경우 Rhizopus oryzae WCS-1 유래의 글루코

아밀레이즈의 경우엔 control군에 비해 110% 이상 relative activity

가 증가하는 것을 확인하였는데, 본 연구의 D. geothermalis 유래의 

재조합 글루코아밀레이즈에서는 효소활성의 증가를 확인할 수 없

었다[13]. 반면에 이전 연구발표에 따르면 HgCl2,또는 AgCl2의 금속 

이온의 경우 inactivator로 작용하여 각각 12.4%, 28.5% 활성이 저

해된 결과를 확인하였는데[13], 본 연구의 D. geothermalis 유래의 

재조합 글루코아밀레이즈는 각각 90.8%, 96.7%로 효소 활성이 크

게 감소되지 않는 결과를 확인하였다. D. geothermalis 유래의 재조

합 글루코아밀레이즈의 활성을 증가시키는 효과를 나타내는 금속 

이온은 MnSO4⦁4H2O 또는 FeCl2⦁4H2O로 확인되었으며 주로 글루

코아밀레이즈의 inactivator로 작용하는 금속 이온에 대해서는 효

소 활성을 크게 잃지 않는 것을 확인하였다.

Table 1 Metal ion (AgCl2, HgCl2, MnSO4⦁4H2O, CoCl2⦁6H2O, 
MgSO4, ZnSO4⦁7H2O, K2SO4, FeCl2⦁4H2O, NaCl, or CuSO4) 
effects on enzymatic activity of glucoamylase from D. 
geotermalis.

10 mM metal ion

3. 실험재료 및 방법
3.1 재료 
미생물 배양에 사용되는 yeast extract, bacto peptone, luria- 

bertani(LB) broth, agar는 Becton, Dickinson and Company (NY, 

USA)로부터 구매하였으며 전분(starch)과 황산은 Sigma Aldrich 

(MO, USA)에서 구매하였고 다른 화학약품은 모두 analytical grade 

제품을 이용하였다. 재조합 단백질의 과 발현을 위해 사용한 pET- 

21a 벡터와 E. coli BL21(DE3) 균주는 아주대학교(Suwon, Korea)에

서 제공받았다. pET-21a 벡터 시스템 개발을 위한 제한효소 NdeI

와 XhoI는 Enzynomics(Daejeon, Korea)의 제품을 이용하였으며, 

Metal ion
Relative 

activity (%)
Metal ion

Relative 

activity (%)

Fe2+ 117.40±0.10 Na+ 98.46±0.22

Mn2+ 109.17±3.00 Mg2+ 97.53±0.29

Cu2+ 105.05±0.28 Zn2+ 97.12±0.14

K+ 102.99±0.05 Hg2+ 96.70±0.06

Co2+ 100.31±0.14 Ag2+ 90.83±0.10
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IPTG(Isopropyl thiogalactopyranoside)는 Bioseang (Korea)에서 구매

하였고, SDS PAGE에 사용한 시약들은 Bio-Rad Laboratories(USA)에

서 구매하였다. 단백질 정제를 위한 his-tag Ni NTA kit는 Thermo 

Fisher Scientific(USA)에서 구매하였다.

3.2 재조합 글루코아밀레이즈의 발현시스템 개발 및 발현 조건
당화를 위한 재조합 단백질은 D. geothermalis 유래의 Dgeo_0725 

유전자와 C-terminal에 6his-tag를 포함하고 있는 pET-21a 벡터를 

이용하였다. Dgeo_0725 유전자와 pET-21a 벡터를 각각 NdeI과 XhoI 

제한효소로 처리하여 벡터에 삽입 후, E. coli Top10을 이용하여 발

현 벡터를 개발하였다. 단백질의 과발현을 위해 개발된 벡터

(pET21a-dgeo-FJ)를 E. coli BL21(DE3)에 도입하여, 재조합 대장균

을 개발하였다. 재조합 대장균을 엠피실린(100 μg/mL)이 포함된 

LB 배지에서 37oC, 250 rpm으로 14시간 동안 배양하였다. 배양된 

균을 50 mL LB 배지에 1% (v/v) 접종하여 optical density(O.D600) 

0.4~0.5까지 배양 후, 0.5 mM IPTG를 첨가하여, 20oC 온도조건에서 

16시간 동안의 발현을 유도하여 글루코아밀레이즈를 과발현하였다.

3.3 재조합 글루코아밀레이즈의 생산 및 정제
과 발현된 글루코아밀레이즈를 포함한 배양액을 10분 동안 원심

분리(Supra 22K, rotor 11) 후, 상등액은 제거하고 pellet만 회수하여

lysis buffer pH 7.0(증류수 8.875 mL, 2M imidazole 0.125 mL, 1 mL 

10xPBS)를 첨가하여 현탁하였다. 이후 sonicator(CL18, USA))를 이용

하여 세포를 파쇄하였다. 세포 파쇄는 amplify 40%에 puls on/off를 

5, 10초 간격으로 30분 동안 진행하였다. 세포 파쇄가 끝난 후, 원심

분리하여 crude extract를 얻었다. 전체 혼합액에서 수용성 분액과 

불용성 분액을 분리하였고, SDS PAGE를 통하여, 재조합 글루코아

밀레이즈의 크기와 발현량을 확인하였다. 재조합 글루코아밀레이즈

의 정제는 HisPur Ni-NTA purification kit(Thermo Fisher Scientific, 

Switzerland, USA)를 이용하였다. 1 mL의 crude extract를 HisPur 

Ni-NTA spin column에 넣은 후, washing buffer로 washing 후, 

elution buffer를 1mL씩 3회 나누어 흘려 준 후, elution 1, 2, 3로 

나누어 회수하였다. 정제된 단백질의 농도는 Bradford reagent 

assay kit(Biosesang, Korea)를 이용하여 농도를 측정 하였다.

3.4 재조합 글루코아밀레이즈의 효소활성 분석
재조합 단백질의 효소 활성 분석은 glycine-HCl buffer를 이용하

였다. 20 g/L 수용성 전분을 포함하고 있는 10 mM glycine buffer 

(pH 2.0) 800 uL에 200 uL의 enzyme(0.5 mg/mL)을 넣어 효소-기질 

반응 혼합물 을 만들었다. 30분 정도 미리 가열한 45oC water 

bath(EYELE, SB-1000, Japan)에서 1시간 반응 후 활성을 측정하였

다. 

최적 반응 온도와 최적 반응 pH를 확인하기 위해, 각각 30oC에서 

55oC까지 5oC 간격으로 달리하였으며 pH는 1.0에서 5.0 범위로 

glycine-HCl buffer를 이용하여 pH 조정 후 효소 반응을 진행하였

다. 열 안정성의 확인은, 재조합 글루코아밀레이즈를 멸균된 1.5 

mL ep tube에 넣고, 30oC, 40oC, 45oC water bath에 온도 별로 보관 

후 2시간 간격으로 효소 활성을 측정하였다. 금속이온에 대한 효소 

활성 분석은10 종류의 금속이온 10 mM(AgCl2, HgCl2, MnSO4⦁4H2O, 

CoCl2⦁6H2O, MgSO4, ZnSO4⦁7H2O, K2SO4, FeCl2⦁4H2O, NaCl, 

CuSO4) 100 uL에 효소 반응용액 700 uL, enzyme을 200 uL 각각 

첨가하여 효소 반응을 진행하였다. 모든 실험결과 값은 평균±표

준편차로 표시하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값을 계산하였다.

3.5 분석방법
세포 성장은 UV-visible spectrophotometer(BioMate 5; Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여, 흡광도 (optical 

density, OD600nm)로 관찰하였다. 전분, 포도당, 말토오스의 농도는

HPLC 1200 Series(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)와

refractive index detector(Agilent Technologies)를 이용한 Rezex 

ROA-Organic Acid H+ (8%) column(Phenomenex Inc. Torrance, CA, 

USA)을 이용하여 분석하였다. Column은 50oC에서 0.6 mL/min 유

속에 0.005 N H2SO4로 용출하였다. 

4. 결 론
전분을 분해하는 글루코아밀레이즈 유전자를 호열성 박테리아

인 D. geothermalis로부터 분리하여 재조합 대장균을 이용하여 대

량생산에 성공하였다. D. geothermalis 유래의 재조합 글루코아밀

레이즈를 His tag-Ni NTA를 이용하여 정제한 하였고, SDS PAGE로 

분석하여 단백질의 크기가 87.5 KDa 임을 확인하였다. 최적 반응온

도와 pH는 각각 45oC와 pH 2.0 임을 확인하였다. 재조합 글루코아

밀레이즈의 활성을 증진시키기 위해 10 종류의 금속이온을 각각 

10 mM 첨가한 결과, MnSO4⦁4H2O 또는 FeCl2⦁4H2O를 첨가했을 때 

효소활성이 증가하였으며, 글루코아밀레이즈의 inactivator로 작용

하는 금속 이온에 대해서 재조합 글루코아밀레이는 효소 활성을 

크게 잃지 않는 것을 확인하였다.
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