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요 약

아가로오스 분해산물은 생리활성이 우수하여 의약품 및 기능성 화장품 원료로 사용될 뿐만 아니라 바이오에탄

올 생산을 위한 효모 발효용 기질로 검토되고 있어 상당한 주목을 받고 있다. 이에 따라 고성능 아가레이즈 탐색

에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 최근 본 연구팀에서는 남해안에서 신규 아가레이즈를 생산하는 미생물인

Pseudoalteromonas sp.를 분리하였다. 본 연구에서는 음이온교환수지를 이용하여 미생물 배양액으로부터 아가레

이즈를 분리·정제하기 위한 크로마토그래피 조건을 최적화 하였다. 황산암모늄을 첨가하여 배양 상등액으로부터

침전된 단백질을 회수하고 이를 투석하여 조효소액을 얻었다. 음이온 교환수지인 DEAE-Sepharose 레진이 충진

된 칼럼에 조효소액을 로딩하여 아가레이즈를 분리하였다. 410 µg의 단백질 로딩 시 흡착에 적합한 평형 pH는

7.5~8.0 이었고, 적정한 resin의 부피는 3 mL였다. 등용매 용출에서 용출액 중의 NaCl 농도가 증가함에 따라 용

출되는 단백질 양이 증가하여 400 mM의 NaCl에서 최대에 달하였다. 최종적으로, NaCl 농도를 1,000 mM까지

선형적으로 증가시키며 아가레이즈를 분리하였다. Lugol 용액을 이용한 염색법으로 용리액 중의 아가레이즈의 존

재를 확인하였다.

Abstract − Degradation products of agarose are biologically active and thus used as an ingredient in pharmaceuticals

or functional cosmetics. Furthermore, it has been strongly considered as a substrate for bio-ethanol fermentation.

Recently, we isolated new agarase-producing microorganism, Pseudoalteromonas sp. from south sea of Korea. In this

study, we aimed to separate and purify the agarase from culture broth of this strain. Separation of agarase was per-

formed by ion- exchange chromatography on DEAE-Sepharose resin. Equilibrium pH and volume ratio of resin to the

amount of protein were optimized for the efficient adsorption of protein. 410 µg of protein was completely adsorbed to

3 mL of resin at pH 7.5. The total amount of eluted protein increased as NaCl concentration increased to 400 mM at iso-
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cratic elution. Agarase was separated by linear gradient elution of NaCl (0~1,000 mM). Three major protein peaks were

observed and the presence or absence of agarase in these eluted proteins was measured by Lugol's staining technique.

Only six eluted protein fractions showed strong agarase activity. 

Key words: Pseudoalteromonas sp., Agarase, Separation, Anion-Exchange Chromatography, Optimization

1. 서 론

아가로오스는 홍조류 세포벽의 주성분이고 β-D-galactose와 3,6-

anhydro-α-L-galactose가 α-(1,3) 결합과 β-(1,4) 결합에 의해 교대로

연결된 중합체이다. 아가레이즈는 아가로오스를 가수분해하는 효소

로 그 분해 특성에 따라 두 그룹으로 나뉜다[1-3]. β-아가레이즈는

α-1,3 결합을 끊어 agarooligosaccharide를 생성하는 반면[4-6], β-아

가레이즈는 β-1,4 결합을 끊어 neooligosaccharide를 생성한다[7-10].

아가레이즈 분해생성물은 생리활성이 높아 화장품, 의약품, 기능성

건강식품에 널리 사용되고 있다[11,12]. 최근에는 해조류가 바이오에

탄올 생산을 위한 발효용 기질로 각광을 받으면서 아가레이즈에 대

한 관심도 증가하고 있다[13,14]. 이에 따라 고성능의 신규 아가레이

즈를 발굴하여 이의 효소적 특성을 규명하고 이를 토대로 재조합 균

주개발을 위한 연구가 활발하게 진행되고 있다. 그런데 신규 아가레

이즈의 서열분석 및 효소적 특성을 규명하기 위해서는 순수한 아가

레이즈를 얻는 것이 선행되어야 한다. 일반적으로 아가레이즈는 해

양 미생물에 의해 생산되어 대부분이 세포외로 분비되기 때문에

[2,3,7] 배양액으로부터 순수한 아가레이즈를 얻기 위해서는 이를 분

리·정제하는 과정이 필요하다. 또는 정제된 아가레이즈 자체를 이용

한 효소공정도 개발될 수 있다[15]. 한편, 아가레이즈 분리·정제를 위

한 여러 가지 방법들이 보고되었다. 이온교환 크로마토 그래피에 의

한 1단계 분리 후 겔크로마토 그래피에 의해 순수한 아가레이즈를

얻을 수 있다[6,8,16,17]. 순도를 향상시키기 위하여 친화성 크로마

토그래피(affinity chromatography)를 병행하여 사용하기도 한다[6].

Microfiltration[18] 또는 membrane crossfiltration[19]에 의해 아가레

이즈를 분리·정제한 경우도 보고되고 있다. 

최근 본 연구팀에서는 남해안 진동만에서 고활성의 아가레이즈를

생산하는 미생물을 분리하였다. 본 연구의 목적은 음이온교환 크로

마토그래피를 이용하여 신규 분리된 미생물 배양액으로부터 순수 아

가레이즈를 분리·정제하는 데 있다. 이온교환 수지에 아가레이즈 흡

착을 극대화시키기 위하여 흡착 평형 pH, resin 부피 대 로딩 아가레

이즈 양의 최적 비율을 결정하였다. 흡착된 아가레이즈를 효과적으

로 분리·용출하기 위하여 용출 용매중의 NaCl 농도를 변화시키며 용

출 분액 중의 단백질 함량과 아가레이즈 활성을 조사하였다. 이를 바

탕으로 NaCl 농도를 선형적으로 증가시키며 아가레이즈를 분리하였

다. 용출액 중의 아가레이즈 존재 여부를 확인하기 위하여 염색에 의

해 아가레이즈 활성 유무를 측정하는 간단한 에세이 방법을 사용하

였다. 음이온교환 크로마토그래피를 이용한 아가레이즈 분리·정제에

대한 연구 결과가 많이 보고되고 있지만 본 연구에서처럼 흡착 및 용

출 조건을 최적화함으로써 순수한 아가레이즈를 효율적으로 회수한

경우가 많지 않다. 또한 용출액 중의 아가레이즈 존재 여부를 확인

하기 위하여 용출분액에 아가로오스를 첨가하여 반응시킨 후 생성되

는 당을 정량하는 기존의 방법은 번거롭고 시간이 많이 걸리는 문제

점이 있는 반면, 본 연구에서 사용한 에세이 방법은 대량으로 간단

히 확인할 수 있다. 따라서 본 연구에서 사용한 방법은 기존의 방법

에 비하여 효율적이다.

2. 실 험

2-1. 미생물 배양 조건

남해안 진동만에서 분리한 해양 미생물인 Pseudoalteromonas sp.

를 배양하여 아가레이즈를 생산하였다. 균주의 전 배양과 본 배양에

동일한 배지를 사용하였으며 배지의 조성(g/L)은 tris-base 6.1,

MgSO
4
 12.3, KCl 0.74, (NH

4
)
2
HPO

4
 0.13, NaCl 17.5, CaCl

2
 0.14,

agar 3, peptone 3, yeast extract 0.2이다[20]. 4 N 염산 용액을 첨가

하여 배지의 pH를 7.0-7.2로 맞추었다. 25 mL 배지가 첨가된 250

mL 플라스크에 냉동 보관된 gycerol stock 100 µL를 접종한 후 진

탕배양기(Jeotech, Seoul, Korea)에서 25 oC, 180 rpm으로 12시간

배양하였다. 60 mL 배지가 함유된 250 mL 플라스크에 전 배양액

3 mL씩을 접종하여 25 oC, 180 rpm에서 본 배양을 수행하였다. 4

일 후 배양을 종료하고 다음의 방법으로 배양액 중의 아가레이즈

를 분리하였다.

2-2. 조효소액(crude enzyme) 제조

회수된 배양액을 4 oC에서 8,000 rpm으로 10분간 원심분리한 후

세포를 제거하고 상등액을 채취하였다. 18개의 플라스크 배양액으로

부터 회수된 배양 상등액 1 L에 가루형태의 황산암모늄을 첨가(3.8 M,

4 oC에서 포화농도의 80%)하고 잘 혼합하여 4 oC에 보관하였다. 12

시간 후 황산암모늄으로 침전된 단백질 용액을 4 oC에서 8,000 rpm

으로 30분간 원심분리하고 상등액을 제거하여 침전된 단백질을 얻

었다. 여기에 25 mM tris-buffer(pH, 7.2)를 첨가하여 침전액을 용해

시킨 후, 멸균된 투석막(MWCO=12,000~14,000)에 넣고 밀봉하였다.

이를 100 mM tris-buffer(pH 7.2) 2 L가 들어있는 비이커에 넣고 투

석을 실시하였는데, 매 4시간마다 신선한 용액으로 교체하면서 총

12시간 동안 수행하여 단백질 침전 용액에 존재하는 염 성분들을 제

거하였다. 투석이 완료된 단백질 용액 40 mL를 0.2 µm 필터(Millex-

GP, Millipore Co, Billerica, USA)에 통과시켜 존재할 수 있는 미세

한 고형성분들을 제거하였다. 이렇게 얻어진 조효소 액을 4 oC 냉장

고에 보관하며 이온교환 크로마토그래피 로딩용 단백질 용액으로 사

용하였다.

2-3. 이온교환 크로마토그래피를 이용한 아가레이즈 분리

15 mL의 소형 칼럼에 약 음이온교환수지인 DEAE-SepharoseTM

Fast Flow(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) 1 mL를 충

진한 후 등용매 용출(isocratic) 모드로 이온교환 크로마토그래피를

실시하여 단백질 흡착 및 용출(elution)을 위한 최적 조건을 탐색하

였다. 단백질 흡착에 적합한 pH를 결정하기 위하여 pH가 각각 7.2,

7.5, 8.0 및 8.5인 25 mM의 tris-buffer 용액을 제조하고 이들 완충용

액을 각 칼럼에 흘리면서 통과되어 나오는 용액의 pH가 완충용액의

pH와 동일한지 확인하였다. 각 조건에서 조효소 용액(단백질 191 µg)

을 칼럼에 로딩한 후 동일한 완충용액으로 칼럼을 충분히 세척하였

다. 로딩 조효소 용액 중의 단백질 양 대 resin 부피의 적정비율을 결

정하기 위하여 1, 2, 3 mL의 resin을 각각 충진한 컬럼에 25 mM tris-
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buffer(pH 7.5)로 평형화 시키고 각 칼럼에 조효소 용액(단백질 410

µg)을 로딩한 후 동일 완충용액으로 세척하였다. 단백질 흡착량은 로

딩 단백질 양에서 통과액과 세척액 중에 존재하는 단백질 양의 합을

뺀 값이다. 단백질 흡착수율(adsorption yield)은 흡착량을 로딩 단백

질 양으로 나눈 값의 백분율로 하였다. 흡착된 단백질을 효율적으로

용출하기 위하여 용출액 중의 NaCl 농도를 변화시키며 용출되는 단

백질 양을 측정하였다. 각 칼럼에 3 mL의 resin을 충진하고 25 mM

tris-buffer(pH 7.5)로 평형화한 후, 조효소 용액(단백질 함량: 423 µg)

을 로딩하고 동일한 완충용액으로 칼럼을 충분히 세척하였다. 단백

질을 용출하기 위하여 25 mM tris-buffer(pH 7.2)에 NaCl을 농도별

로 첨가(0~1 M NaCl)한 용출용매를 제조하여 이를 단백질이 흡착된

칼럼에 흘려주었다. 칼럼을 통해 나오는 용출액을 1.5 mL씩 분취하

여 용출액 중의 단백질 함량을 측정하였고, 이로부터 용출 회수율

(recovery)을 계산하였다. 용출 회수율은 용출분액들의 단백질 함량

을 합한 값을 로딩 단백질 함량으로 나눈 값의 백분율이다.

위의 기초 실험을 바탕으로 스케일을 증가시키고 기울기 용리법

(gradient elution)에 의해 아가레이즈를 분리하였다. 칼럼에 20 mL

resin을 충진하고 25 mM tris-buffer(pH 7.5)로 평형화 시킨 후 단백

질 용액(단백질 함량 2,733 µg)을 로딩하였다. 25 mM tris-buffer(pH

7.5)로 칼럼을 세척하여 미 흡착된 단백질을 제거한 후, 동일한 완충

용액에 NaCl의 농도를 선형적으로 증가(0~1 M)시키며 용출액 중의

단백질 함량 및 아가레이즈 활성을 측정하였다. 조효소 제조, 투석,

이온교환 크로마토그래피를 포함한 아가레이즈 분리를 위한 전체공

정을 Fig. 1에 나타내었다.

2-4. 분석방법

Coomassie® Plus Protein Assay Reagent Kit(Thermo Scientific,

Rockford, IL, USA)를 사용하여 단백질을 정량하였다. 즉, 1 mL 시

료에 시약 1 mL를 첨가하여 상온에서 10분간 방치하면 푸른색으로

변하게 되는데, 시료 안에 단백질의 함량이 높을수록 색깔이 더욱 진

해진다. 이를 UV/VIS spectrophotometer(Agilent 8453, Hewlett

Packard, California, USA)를 이용하여 가시광선 영역의 파장인 595

nm에서 측정하였다. BSA를 이용하여 단백질 정량 표준곡선을 작성

하였다.

간단히 아가레이즈 활성을 측정할 수 있는 방법을 개발하였다. 25

mM tris-buffer(pH 7.2) 150 mL에 아가로오스 2.3 g을 첨가한 용액

(1.5% 아가로오스)을 제조하고 멸균한 후 이를 멸균된 유리접시에

부어 굳혔다. 준비된 아가로오스 플레이트 상에 일정크기(외경 15

mm)로 자른 살균된 여과지(No. 51, Hyundai Micro Co., Ltd, Korea)

를 올려놓았다. 각 여과지 위에 30 µL의 시료를 로딩하고 43 oC에서

4시간 동안 반응 시킨 후 여과지를 제거하였다. 아가로오스 플레이

트에 10 mL의 Lugol 용액(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA)을

발라주면, 아가레이즈 활성이 있는 시료가 주입된 영역에서는 투명

환이 나타나고, 아가레이즈 활성이 없는 시료를 주입한 영역은 갈색

으로 변색된다. 

3. 결과 및 고찰

3-1. 아가레이즈 활성 측정

Lugol 용액은 요오드(I
2
)와 요오드화 칼륨(KI)이 혼합된 갈색 요오

드 용액으로 전분, 아가로스와 같은 다당류를 갈색으로 염색하지만,

분자량이 작은 올리고당이나 단당류는 염색하지 못하는 특징이 있다

[3]. 본 연구에서는 정성적 아가레이즈 활성 측정에 이러한 원리를 적

용하였다. 즉, 아가로오스는 Lugol 용액으로 염색되지만, 아가로오스

가 아가레이즈에 의해 분해되어 분자량이 작은 올리고당이나 단당류

인 갈락토오스로 전환될 경우 Lugol 용액으로 염색되지 않는다는 점

을 이용한 것이다. Fig. 2는 아가로오스 플레이트 상에 시판되는 아

가레이즈, 분리 균주(Pseudoalteromonas sp.)의 배양 상등액으로 부

터 얻은 조효소액 및 증류수를 주입하여 43 oC에서 4시간 반응시킨

후 Lugol 용액으로 염색한 결과를 나타낸다. 증류수를 주입한 면(D)

와 시료를 주입하지 않은 면 모두가 갈색으로 염색된 반면, 시판중

인 아가레이즈를 주입한 면(A, B)는 염색되지 않았다. 주목할 만한

점은 분리 미생물 배양 상등액으로 부터 회수된 조효소액을 주입한

면(C)도 시판중인 아가레이즈와 동일하게 염색되지 않았다는 것이

다. 이와 같은 결과는 본 연구에서 개발된 방법이 아가레이즈 활성

측정에 사용될 수 있고 분리균주의 배양 상등액에 아가레이즈가 존

재하는 것을 나타낸다. 본 방법은 정성적이기 때문에 활성의 강약 유

무만을 구분할 수 있지만 아가레이즈 분리·정제 과정을 모니터링 하

Fig. 1. Schematic diagram showing the separation of agarase from

culture broth of Pseudoalteromonas sp. using anion-exchange

chromatography.

Fig. 2. Qualitative agarase assay using Lugol’s iodine solution: (A),

authentic β-agarase from sigma; (B), authentic β-agarase from

sigma (5-times dilution); (C), crude enzyme from culture broth

of cells; (D), sterile distilled water. 130 µL of each sample

was loaded.
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는 데 사용될 수 있다. Lugol 용액을 이용한 아가레이즈 활성 측정

방법은 아가레이즈 생산균주 선별 [21] 혹은 SDS-PAGE에 의해 분

리된 단백질에서 아가레이즈 활성을 나타내는 밴드를 확인[22]하는

데 사용되었지만, 본 연구에서처럼 분리·정제 과정의 모니터링에 사

용된 적은 없었다. 

3-2. pH에 따른 단백질 흡착량

음이온교환 수지는 표면에 양이온을 띄고 있어 수용액 속에서 특

정 음이온과 자신의 음이온을 교환함으로써 이온성 물질을 분리하는

데, 특히 단백질과 같은 생체물질의 분리·정제에 널리 사용 된다[23].

음이온교환 수지가 충진된 칼럼에 단백질 용액을 로딩하면 음이온성

의 단백질은 resin에 흡착되고 중성 혹은 양이온성의 단백질은 칼럼

을 통과한다. 용출용매 중의 염농도를 증가시키면 흡착된 단백질이

용출된다. 따라서 흡착과 용출 조건을 최적화 함으로써 원하는 단백

질을 분리하여 얻을 수 있다. 

단백질은 카르복실기와 아미노기를 갖고 있는 양쪽성 물질로 pH

에 따라 총 전하가 변하게 된다. 일반적으로 등전위점(pI)보다 높은

pH에서는 단백질이 음전하를 띄고 낮은 pH에서는 양전하를 띤다

[24]. 본 연구에서 정제하고자 하는 단백질인 아가레이즈는 새롭게

스크리닝되어 얻어진 것으로 등전위점에 대한 정보가 없다. 따라서

본 실험을 통하여 목적 단백질인 아가레이즈가 음전하를 띄는 pH 환

경을 조성함으로써 음이온교환 수지에 아가레이즈 흡착량을 최대화

시켰다. Fig. 3은 이온교환 칼럼에 조효소 용액을 로딩 시 평형화된

pH에 따른 단백질의 흡착수율(adsorption yield)을 나타낸다. 흡착수

율은 pH에 따라 큰 차이를 나타내지 않지만 pH 7.5와 8.0에서 최대

값(90% 이상)을 나타낸다.

한편, 단백질 로딩 후 약하게 결합되거나 부착되지 않고 남아있는

성분들을 제거하기 위하여 완충용액을 흘려줌으로써 칼럼을 세척하

게 되는데, 세척액에서 아가레이즈 활성이 검출된다면 아가레이즈가

세척액에 존재하는 것을 나타낸다. 이는 로딩된 아가레이즈가 resin

에 완전히 흡착되지 않고 일부가 칼럼을 통과하고 있음을 나타낸다.

이를 확인하기 위하여 가장 높은 흡착량을 나타낸 pH 7.5에서 조효

소액 로딩 후 세척액 중의 아가레이즈 활성을 측정하였다. Fig. 4에

보듯이 통과액과 모든 세척 분액에서 아가레이즈 활성이 검출되지

않았다. 이러한 결과는 pH 7.5 에서 로딩된 아가레이즈가 resin에 모

두 흡착되었음을 나타낸다. 일반적으로 아가레이즈의 pI 값이 7.0보

다 낮고[3], 음이온교환 크로마토그래피에서 아가레이즈 흡착에 적

합한 평형 pH가 7.0~7.5로 알려져 있다[8,10,16]. 본 실험을 통하여

분리하고자 하는 신규 아가레이즈의 흡착에 적합한 평형 pH 범위가

기존에 알려진 아가레이즈의 값들과 유사한 것으로 확인되었다. 이

로부터 신규 아가레이즈의 pI값이 기존 아가레이즈의 pI값과 비슷할

것으로 예측된다.

3-3. 로딩 단백질 양 대 resin 부피의 최적 비율 결정

이온성 물질을 부착할 수 있는 resin의 용량이 정해져 있으므로 로

딩 단백질을 최대한 흡착하기 위해서는 적정량의 이온교환 resin을

충진하여야 한다. 이온교환 resin에 부착될 수 있는 단백질의 양은 단

백질에 존재하는 전하량에 좌우되고, 전하를 띤 기들의 수는 단백질

들마다 다르기 때문에 단백질 양 대 resin 부피의 적정비율의 결정은

실험적으로 이루어져야 한다.

1 mL, 2 mL, 3 mL의 resin을 칼럼에 충진하고, 상기에서 결정된

최적 pH(7.5)의 완충용액으로 평형을 맞춘 후 410 µg의 단백질을 함

유하는 조효소 용액을 로딩하였다. 충진된 resin 부피가 증가함에 따

라 흡착되는 단백질 양이 증가하여 3 mL resin이 충진된 경우에 410

µg의 단백질이 모두 흡착되었다(Fig. 5). 이는 100% 흡착률에 해당

한다. 본 결과는 410 µg의 단백질 로딩 시 필요한 최소한의 resin의

양이 3 mL임을 나타낸다. 

Fig. 3. The effect of equilibrium pH on the adsorption of protein on

resin in ion-exchange chromatography.

Fig. 4. Agarase activity of pass-through and wash when crude enzyme

was loaded into ion-exchange chromatographic column at pH

7.5: b1, sterile deionized water; sample, crude enzyme; b2,

20 mM tris buffer (pH 7.5); b3, 800 mM NaCl in 20 mM tris

buffer (pH 7.5); w1-w23: wash). Fig. 5. The protein adsorption on different volume of resin.
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3-4. 등용매 용출(isocratic elution)에서 NaCl 농도에 따른 단백질

용출

이온교환 resin에 결합된 단백질을 서로 다른 시간에 용출시킴으

로써 단백질을 분리하여 회수할 수 있다. 결합의 강도는 단백질의 총

전하 크기에 따라 다르므로 칼럼으로 흘려주는 용출용매의 이온강도

(염 농도)를 서서히 높이면 결합이 약한 단백질이 먼저 용출된다[21,

22]. 이를 위해 용출용매의 적절한 염 농도 범위를 결정하는 실험이

필요하다. 먼저 상기에서 결정된 최적조건에서 단백질을 흡착시켰다.

즉, 3 mL resin을 충진하고 25 mL tris-buffer(pH 7.5)로 평형화 시킨

후, 423 µg의 단백질을 포함하는 조효소 용액을 로딩하였다. NaCl

을 농도별로 첨가(100, 200, 400, 800, 1000 mM)한 용출용매를 제

조하여 각각 단백질이 흡착된 칼럼에 흘려주면서 용출되는 단백질을

관찰하였다. Fig. 6이 보여주듯이, 단백질의 용출량은 칼럼에 흘려주

는 용출용매 중의 NaCl 농도가 높을수록 증가하여 400 mM의 NaCl

에서 최대값을 나타내었다. 800 mM에서 다소 감소한 후 1,000 mM

에서 다시 증가한 것처럼 보이지만, 실험적 오차를 고려한다면 400

mM 이상의 NaCl을 포함한 용출용매에 의해 비슷한 양의 단백질이

용출된다고 할 수 있다. 400 mM의 NaCl이 첨가된 용출용매에 의해

용출된 단백질의 양은 159 µg이었고 이는 41% 회수율(recovery)에

해당한다. 이 경우 용출되는 단백질 분액들 중에서 아가레이즈 활성

이 검출되었다(Data not shown). 요약하면, 용출용매 중의 NaCl이

200 mM에서 단백질 용출이 시작되었고 400 mM 이상에서 최대의

회수율을 보였으며, 아가레이즈 활성이 나타났다. 이는 아가레이즈

가 이온교환크로마토그래피에 의해 다른 단백질들로부터 분리되고

있음을 나타낸다. 일반적으로 DEAE-SepharoseTM Fast Flow에 흡착

된 단백질은 용출액 중의 NaCl이 500 mM 이상에서 대부분 용출된

다고 알려져 있다[25,26].

3-5. 기울기 용리(gradient elution)에 의한 단백질 용출

상기 기초 실험을 바탕으로 큰 스케일에서 아가레이즈 분리를 위

한 크로마토그래피를 실시하였다. 칼럼에 20 mL의 resin을 충진하여

조효소액(단백질 함량, 2,700 µg)을 로딩하고 세척한 후 단백질 용출

을 위하여 기울기 용리를 실시하였다. 상기 실험결과를 바탕으로 단

백질 용출에 적합한 염 농도 범위를 결정하였다. 등용매 용출 실험

에서 비록 NaCl의 농도가 400 mM 이상에서도 더 이상 용출되는 단

백질이 관찰되지 않았지만 resin에 미세하게 흡착되어 잔류할 수 있

는 단백질들을 완전히 제거하기 위해서 농도 범위를 0~1,000 mM까

지 선형적으로 증가 시켰다. 용출액에서 3개의 주요 단백질 피크가

관찰되었다(Fig. 7). 이들 피크들에 해당하는 용출액들의 아가레이즈

활성을 측정한 결과, 용출액 E11-E16에서 강한 아가레이즈 활성이

검출되었다(Fig. 8). 이는 두 번째 단백질 용출 피크에 해당하는 용출

액이다. 이와 같은 결과는 음이온 교환 수지에 흡착된 아가레이즈가

분리되어 용출되고 있음을 나타낸다. 

4. 결 론

본 연구에서는 해양 미생물인 Pseudoalteromonas sp. 균주 배양액

으로부터 신규 아가로스 분해효소(아가레이즈)를 효율적으로 분리하

기 위한 음이온교환 크로마토그래피의 최적조건을 조사하였다.

3 mL의 resin이 충진된 칼럼에 평형 pH를 7.5로 맞추고 배양 상등액

에서 얻은 조효소액을 로딩 시, 대부분의 단백질이 흡착되어 통과액

및 세척액에서 아가레이즈 활성이 검출되지 않았다. 등용매 용출에

서 용출용매의 NaCl 농도가 200 mM에서부터 단백질 용출이 시작

되었고 NaCl 농도를 증가시킴에 따라 용출되는 단백질 양이 증가하

여 400 mM에서 최대에 도달하였다. 기울기 용리에서 NaCl의 농도

를 선형적으로 증가(0~1,000 mM)시킴에 따라 분리되어 용출되는 세

Fig. 6. The effect of NaCl concentration on protein elution.

Fig. 7. Ion-exchange chromatography of agarase on DEAE-Sepharose.

The tris buffer containing gradient NaCl rising from 0 to 1.0 M

at a flow rate of 1 mL/min was used to wash the sample.

Fig. 8. The agarase activity of elution fraction at gradient elution by

increasing NaCl concentration: S, crude enzyme; B, 25 mM

Tris buffer (pH 8.0); e, elution fraction).
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개의 주요 단백질 피크가 관찰되었다. 이들 피크들에 해당하는 용출

분액들의 아가레이즈 활성을 측정한 결과, 용출분액 E11-E16에서 강

한 아가레이즈 활성이 검출되었다. 본 연구결과는 음이온 교환 크로

마토그래피를 이용하여 단백질 혼합액으로부터 아가레이즈를 분리·

정제할 수 있음을 나타낸다. 향후 겔크로마토그래피 방법을 추가적

으로 이용한다면 더욱 순수한 아가레이즈를 분리하여 얻을 수 있을

것으로 사료된다.
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