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ABSTRACT 

Lipases catalyzed the transesterification reaction between esters and various primary and secondary 

alcohols in a 99% organic medium. porcine pancreatic, yeast, mold lipases can vigorously act as catalysts 

in a number of nearly anhydrous organic solvents. Various transesterification reactions catalyzed by por­

cine pancreatic lipase in hexane obey Michaelis Menten kinetics. The dependence of the catalytic ac 

tivity of the enzyme in organic media on the pH of the aqueous solution from which it was recovered is 

bell-shaped, with the maximum coinciding with the pH optimum of the enzymatic activity in water. The 

catalytic power exhibited by the lipases in organic solvents is com1갱.rable to that displayed in water. In 

addition to transesterification, lipases can catalyze several other processes in organic media. 

I. 서 론 

물은 효소계에서 이중적 효파를 갖는데, 그것은 효 

소의 촉매활성 형태를 습득하고 유지하는데 필수적이 

다. 1) 여러가지 효소들은 물이 몇 % 존재하는 지방분 
해 유기매체에서 작용하는 것으로 나타났다. 2) 효소는 

수용액에서 작용하는 성질이 있으나, 생물공학적인 

관점에서 물에 대응하는 것으로 유기용매에서 효소전 

환을 유도하는 것은 많은 다음과 같은 장점이 있다. 

@ 벼수용성 매체에서 대부분 유기화합물은 높은 

용해도를갖는다. 

@ 속도롱적이나 열역학적 제어로 인하여 물에서 

불가능한 새로운 반응으로 수행할 수 있다. 

@ 일반적으로 효소의 안정도가 커진다. 

-7-

@ 물과 비교해서 유기용매에서의 생성물 회수가 

비교적 용이하다. 

@ 유기용매내에서 효소의 불용성은, 효소를 쉽게 

회수 및 재사용할 수 었고 고정화의 필요성을 제거시 

킨다. 

일반적으로 물은 효소작용올 워하여 필요하다. 이 

는 물이 촉매적인 활성효소 형태의 성질을 유지하는 

모든 비공유 상호작용에 직 • 간접적으로 참여한다는 

사실에서 비롯되었다. 3-5) 따라서 물의 제거는 형태를 

급격히 변화시키고 효소를 비활성화 한다. 그러나 실 

제 문제는 물의 필요 여부가 아니라, 어느 정도의 물 

이 필요한가이다. 효소분자 주변의 울이 단분자층 이 

상이라고 보기는 어렵고 이는 물이 효소분자 주변에 

위치하는 한, bulk한 여분의 물은 효소에 반대 영향을 

주는 일없이 유기용매와 바뀔 수 있을 것이다. 이들 



2 김상춘· 냥기대 

단분자층에 함유된 절대 수분량은 매우 적기 때문에, 

이 상태는 거의 무수 유기용매에서 효소가 작용하는 

것과동등하다. 

이상의 이론에 대한몇가지 실험적 확증으로, Price 

연구진은 chymotrypsin6l과 xanthine oxidase7· al가 

유기용매에 현탁되었을 때 촉매활성을 갖음을 입증 

하였다. 

최근 99.98% 유기매체에서 porcine pancreatic li­

pase는 촉매로서 우수한 작용을 나타내었고, 더우기 

탈수반응에서 효소는 몇가지 현저하게 새로운 물성을 

나타나는데, 예를 들면 매우 높은 열안정성과 보다 더 

선택적이 됨을9) 알 수 있었다. 

본 연구에서는 유기용매에서 효소의 촉매적 거동을 

검토하였다. 수분함량에 따른 효소활성 의존에 관한 

문제는 효소 sample의 발단과 용매의 성질, 유기매체 

에서 효소반응 속도론, 유기용매에서 효소를 촉매로 

한 특별한 반응들과 유기매체에서 촉매능 대 물에서 

의 효소 촉매능을 검토하였다. 

II. 재료및 방법 

Lipase(EC 3. 1. 1. 3)은 porcine pancreatic lipase 

와 Candida cyliηdracea lipase는 Sigma제 이 며 , Mu­

cor lipase와 Pseudomonas lipoprotein lipase는 

Amano International Enzyme(Troy. Va)을 사용하 

였다. lipases의 비활성도는 각각 13, 595, 20, 827 

international units/mg을 갖는다. 

본 연구에서 모든 시약은 상업용 특급 시약을 사용 

하였다. Trichloroethyl butyrate는 Allen과 Sp­

anglerw>의 방법에 의하여 알콜과 산으로 부터 합성 

하였다. 다른 esters는 Morris와 Green11l의 방법으로 

상응하는 acid chlorides와 알콜로부터 합성하였다. 

용매내의 수분은 3A molecular sieves(Linde. So­

uth Plainfield. NJ)를 유기용매에 넣고 진탕하여 제 

거한 후, 흡착제 존재하에 보관하였다. 유기매체와 효 

소 둘다의 수분 함량은 Fischer법으로 측정하였다12). 

상업적으로 제조된 lipase들은 다음과 같이, porcine 

pancreatic lipase 3.6%, Candid씨 cylindracea lipase 

6.1%, Mucor lipase 4.8%의 수분을 포함하고 있다. 

유기용매에서 효소반응은 기질혼합용액에 lipase분 

말을 첨가함으로써 개시된다. suspension은 마개 달 
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련 flask 안에서 20℃, 250rpm으로 orbit shaker에서 

진탕하였다. 주기적으로 0.5µ! 액적을 회수하여 530 

αn fused silica capillary colurrm(Hewlett-Packa­

rd)을 사용하여 GC로 분석하였다. 물에서 tributyrin 

의 lipase를 촉매로한 가수분해는 Radiometer pH­

stat로 전위차적으로 진행하였다. 

Porcine pancreatic lipase는 다음과 같이 전처리 

하였다. 효소의 상업용 sample을 0.05M glycine 

buffer(pH 8.4)에 용해하여 4℃로 냉각하였다. 그 후 

통부피의 냉각된 acetone ( - 20℃)이 첨가되고, 그 혼 

합물을 4℃에서 30분간 교반하였다. 침전된 효소를 

원심분리로 회수하여 냉각 acetone으로 세척하고, 우 

선 공기중에서 건조한 후, 실온에서 진공건조한다. 그 

결과로 생성된 효소분말은 0.5% 수분을 함유한다. 

Lipase를 완전히 비가역적으로 할 펼요가 있을 때 

에 는, diethyl p-nitrophenyl phosphate를 사용하였 
다13). 

m. 결과및고찰 

Lipase(EC 3. 1. 1. 3)은 유기용매에서 효소반응 연 

구의 조건들을 충족시킬 수 있다. 자연의 지방분해 반 

웅은 carboxylic esters의 가수분해 반응이지만lι 15)’ 

lipase는 또한 기질로서 수분이 포함되지 않은 tr an 

sesterification반응의 촉매로 작용할 수 있다. 9. 16) 따 

라서 본 실험은 세 종류의 lipases-porcine pancre­

atic, yeast(Ca쩌ida cylindracea), mold(Mucor sp.) 

를 촉매로한 유기용매에서 transesterification올 연 

구하였다. 

Tributyrin(glyceryl tributyrate)과 heptanol은 2-

pentanone에 용해되며, 혼합물의 탈수반응이 진행되 

고 일정 량의 수분이 부가된다. 그 후 lipase분말을 넣 

고, 혼합물의 suspension은 20℃에서 진탕하였다(단 

백질은 다른 유기 용매에서와 같이 이 용매에서도 용 

해하지 않는다) 17). 

Fig. 1은 유기매체에서 수분함량에 따라서 세가지 

Ji pases가 촉매 작용을 한 tributyrin과 hep tan이 사이 

의 transesterification의 속도의존을 보여준다. Fig. 

1에서 porcine pancreatic과 mold lipase의 효소활성 

도는 단지 수분함량 0.02%에서 1%까지의 범위에서 

약간 의존하는 것을 볼 수 있는데 반하여, yeast Ii-
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Rg. I. The dependence of the lipase-catalyzed 
transesterification reaction between tributyrin 
and heptanol in 2- pentanone on 삼1e percen‘t 
age of water in the s。,vent Curves a: porcine 
pancreatic lipase, b : mold lipase, c : yeast Ii­
pase. Lipase powder 10mg was added to lml 
of 2-pentanone containing 0.3M tributyrin 
and heptanol and a given amount of water. 
Tt)e suspension was shaken at 20℃ and 
250rpm. In the absence of lipases, no appreci­
able reaction was observed. 

pase는 수분량이 그 범위에서 감소함에 따라 효소활 

성이 점차 낮아진다. 그러한 양적인 차이에도 불구하 

고 세가지 모든 lipases는 0.02% 만큼 낮은 - 즉, 99. 

98% 유기매체- 수분함량에서 보다강한촉매활성을 

나타낸다. 이 효소활성은 일정 시간 이상 유지되며, 

거의 반웅을 완결하는데 충분한데, 예를 들면 Fig. 1 

과 같은 조건하에서 porcine pancreatic lipase를 촉 

매로한 transesterification 전환율은 3일 후 약 95% 

를 초과한다. lipase를 촉매 로한 2-pentanone에서 의 

transesterification은 단순히 단백질 때문에 일어나 

는 것이 아니 라, lipase가 활성중심 특수시 약 diethyl 

p-nitr。phenyl phosphate로 비활성화될 때13) 세가지 

lipase 모두 유기매체에서 촉매활성을 나타내지 않기 

때문이다. 

수용액에서의 모든 효소반응은 pH에 강하게 의존 

하기 때문에, Fig. 2에서 설명된 현상의 가장 흥미있 

는 정은 거의 무수 유기매체에서의 pH이다. 이것을 

입증하기 위하여 다음 실험을 하였다. Porcine pan­

creatic lipase를 완충액에 용해하고, pH 값을 조절하 

였다. 그 후 효소를 냉각 acetone( -20℃)에 침전하 

여 재생시키고 진공 건조한다. 이 결과로 재생된 Ii­

pase의 활성도는 효소가 침전된 것으로부터 수용액의 

pH 함수로서 물(pH 8.4) 및 heptanol과 tributyrin 

(단지 0.02% 수분포함) 혼합물에서 측정한다. Fig. 

2(곡선 a)는 물에서 lipase의 가수분해 활성도가 효소 

표본의 “ pH history”에 의존하지 않음을 보이며, 이 

것은 평가분석 용액 이 항상 pH 8‘4(최적 가수분해 활 

성도)로 유지되었기 때문에 당연한 것이다. 동시에 

유기매체에서 lipase의 촉매 활성도는 효소가 침전될 

때의 pH와, 물에서 효소 활성의 최적pH의 값과 대략 

a 
100 

--
-~ 50 

4 7 

pH 

10 

티g. 2. The dependence of the porcine pancreatic ”­
pase acti이ty on the pH of the aqueous S이­
ution from which the enz”ne was rec。vered.
Curves a : lipase-catalyzed hydrolysis of tri -
butyrin in 뼈ter. ( 100% corresponds to the 
rate of 1.4mm。l/hr · mg of enzyme) b: lipase 
-catalyzed transesterification between tri­
butyrin and heptanol in their mixture contain­
ing 0.02% water( 100% correspond to the rate 
of 5.6µmol/hr · mg of enzyme). 
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4 김상춘· 남기대 

적으로 일치한다. 따라서 효소는 접하였던 마지막 수 

용액의 pH를 기억한다. 유기매체에서 평가 분석할 

때 porcine pancreatic lipase의 상업 용 sample의 비 

활성도는 pH 8.4에서 침전된 효소의 비활성도와 비 

교하여 1/3이며, 모든 실험에서 pH 8.4에서 침전된 

porcine pancreatic lipase가 이 용되 었다. 

비수용성매체에서 lipase의 효소 활성도가 용매의 

성질에 어느정도 의존하는지에 대하여 조사하였다. 

Table l에 3종류의 lipase가 여러가지 유기용매에서 

나타내는 촉매활성을 제시하였다. 모든 효소가 완전 

히 비 활성 인 용매 는 dimethyl sulfoxide와 form­

와띠de이다. 표에서 단지 두 용매만이 단백질을 용해 

하기 때문에17) (다른 용매에서 lipase들은 suspension 

으로만 존재한다), 두 용매에서 효소들은 그 형태가 

변화되어 결과적으로 비활성된다고 예측할 수 있다. 

Lipase는 유기용매의 성질에 따라 감도가 변화한다 

(Table 1). 예를 들면 porcine pancreatic lipase의 촉 

매활성을 다른 용매에서 비교할 때, yeast lipase의 

촉매활성은 거의 3차의 크기로 변화하는데 물과 혼 

합할 수 없는 용매 (paraffins, butyl ether, toluene, 

car hon tetrachloride)에서 높고, 불과 혼합되는 용매 

(acetonitrile, tetrahydrofuran, dioxane, pyridine, 

acetone)에서 낮다. Mucor lipase는 용매 성질에 대 

한 감도에서 중간 위치를 차지한다. 

Table 1의 data는 일정 량의 불분자가 효소 활성에 

필요하다는 것을 설명 해 준다. Porcine pancreatic li­

pase의 경우에 붙은 효소에 단단히 결합되 어 있고, 친 

수성 용매에서도 물이 이탈하지 않는다. 반면에 이 필 

수적 인 물은 yeast lipase에서 외견상 훨씬 더 느슨하 

게 결합되어 있고, 따라서 그 물은 물과 혼합되는 용 

매에 분배된다. 따라서 유기용매 효과에서 주요인자 

는 효소분자 자체와 유기용매와의 상호작용이 아니라 

효소에 결합된 물과 유기용매의 상호작용으로 볼 수 

있다. 

효소가 거의 무수상태인 유기용매와 같은 비자연적 

인 조건에 놓일때, 종래의 Michaelis-Menten kinet­

ics가 적용될 것인지는 의문이다. 고전적인 지방분해 

가수분해 반응을 기초로하여14· 15> lipase를 촉매로한 

transesterification의 kinetic scheme은 비 공유 효소 

-ester착체를 형성하며, 그 후 acyl- 효소 중간체로 

전이되고 alcohol 생성물이 방출된다. 이것은 또다른 

*훌國油化學會誌、 

Table 1. Initial rates of the lipase-catalyzed tran -
sesteriftcation reaction between tributy끼n 

and heptanol in different organic solvents 

Reaction rate, µmol/hr ·mg of lipase 
Solvent 

Porcine pancreatic Yeast Mold 

Hexane 5.2 4.0 0.31 

Dode cane 4.0 5.5 0.34 

Hexadecane 2.9 6.3 0.32 

Ethyl ether 5.1 0.10 0.12 

Isopropyl ether 5.1 0.55 0.20 

Butyl ether 4.7 2.5 0.20 

Acetonitrile 2.2 0.04 0.04 

Tetrahy-
2.0 0.02 0‘ 05 drofuran 

Dioxane 1.4 0.01 0.04 

Toluene 2.1 0.95 0.08 

Pyridine 1.3 0.01 0‘02 

Dimethyl 
0 0 0 sulfoxide 

Formamide 0 0 0 

Carbon 
1.5 0.60 0‘ 12 tetrachloride 

Acetone 1.2 0.02 0‘ 06 
2 Pentanone 1.1 0.03 0.06 

2 Heptanone 1.2 0.08 0.10 

A lipase powder lOmg was added to lml of an or­
ga미C solvent containing 0.3M tributyrin and 
heptanol. The mixture was shaken at 20℃, and the 
time course of the reaction was followed by gas 
chromatography. 

The water content of the lipases was 0.5%, 6.1%, 
4.8% for porcine pancreatic, yeast, mold, respect­
ively. The lipases inactivated with diethyl p 
nitropheny! phosphate exhibited no enzymatic ac­
tivity in all organic solvints. 

이중착체를 형성하기 위한 친핵체와 acyl 효소의 상 

호작용에 의하여 진행되고, 그 후 새로운 ester와 

free enzyme이 얻어진다. 이 mechanism은 (com­

pulsory order with no ternary complexes18l) 주어진 

alcohol 농도에서 초기속도의 역수와 ester 농도의 역 

수에 대하여 plot할 때 평행직선을 나타낸다. 이 방법 

으로 결정된 최대속도는 alcohol기질 농도의 역수로 

다시 plot하면, 다시 직선이 얻어진다_isl 

Fig. 3은 위에서 설명한 kinetic 분석에 의하여 

hexane에서 tributyrin과 heptan。l 사이 의 p。rcine

-10-
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pancreatic lipase의 촉매반응을 나타내었다. Kinetic 
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Fig. 3. Initial rate kinetics of the transesterification 
reaction between tributyrin and heptan。I in 
hexane catalyzed by porcine pancreatic lipase. 
A: Reciprocal rates( v) vs. reciprocal t끼buty끼n 
conc. at different conc. of heptanol. c。n -
centrations of tributyrin were varied at the fol­
lowing fixed concentrations of heptanol. Curve 
a) 1.77mM, b) 3.SmM, c) 7.07mM, d) 16.6mM 
B : Intercepts of the straight lines in the pri­
mary pl。t in A vs. the reciprocal heptanol 
c。ncentrati。ns. p。rcine pancreatic lipase was 
added to 1 ml of hexane containing given 
concentrations of tributyrin and heptan이. The 
suspensi。ns were shaken at 20 ℃ and 250 
rpm. The initial rates were determined on the 
basis of at least five independent mea -
surements. 

거동은 Michaelis-Menten kinetics에서 예상했던 것 

과 잘 일치 함을 볼 수 있다. 다른 ester.9} 다른 al­

cohol류를 사용하여 hexane에서 다른 lipase를 촉매 

로한 transesterification에 대하여도 같은 형태가 관 

찰되었다. Plot에 따라 결정된 Michaelis 상수와 최 

대속도는 Table 2에 기록되 어 있다. 주어진 ester에 

대한 Km (ester) /V의 비는 주어진 alcohol에 대한 Km 

(alcohol)/V의 비와 다른 ester(세째, 네째줄)에서 

처럼, 다른 alcohol (처음 세줄)에 대하여 대략적으로 

같음을 볼 수 있다. 이는 가정한 “ping-pong” mech­

없꾀sm19>과 일치한다. 따라서 hexane에서 lipase를 촉 

매로한 transesterification이 Michaelis-Menten ki­

netics에 따른다는 사실을 더욱 확실히 해준다. 

Table 2. Kinetic parameters of different transe­
sterification reactions catalyzed by p。rcine
pancreatic lipase in hexane 

Ester Alcohol 
Km 

(ester) 
× 10-3M 

Km 
(alcohol) 
× 10-3M 

V, µmol/ 
hr· mg 

of enzyme 

Tributyrin Methanol 42 

Tributyrin Dodecanol 없 

Tributyrin Heptanol 20 

Trichloro-
ethyl Heptan이 

butyrate 

33 

5.2 

13 

10 

17 

4.8 

39 4.5 1. 7 

Methyl 
butyrate 

)2000 ND Heptanol 2 

Conditions were as in the legend t。 Fig. 3 ; ND not de­
termined. 

Lipase가 거의 무수상태의 유기매체에서 촉매로 작 

용한다고 설정하고, 그후 비자연적인 환경에서 그들 

의 촉매 활성도가 어느 정도인지 알아보고자 하였다. 

끝으로 hexadecane에서 tributyrin과 heptan이 사이 

의 반응에서 lipase에 의하여 제공되는 가속 효과를 

결정하였다. 가속효과는 효소를 사용하지 않은 반응 

과 lipase를 촉매로한 transesterification( 효소 10 

mg/ml)의 속도비로써 Table 3에 나타내었다. 또 비 

교를 목적으로 물에서 tributyrin 가수분해 반응에서 

lipase에 의해 제공된 가속효과를 결정하여, Table 3 

의 맨 끝열에 나타내었다. Hexadecane에서 transe­

sterification 반응에서 각 lipase의 촉매능과 물에서 

u 
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가수분해반웅의 촉매능을 비교한 것은 같은 차수를 

보인다. 즉, 효소는 유기용매에서 고유한 촉매능을 충 

분히 나타내는 것으로 보인다. 이것은 유기용매 및 물 

에서 효소 형태는 거의 동일하다는 것을 강하게 암시 

한다. 

Table 3. Acceleration effects afforded by ”pases in 
the transesterification reaction between 
tributyrin and heptanol in hexadecane and 
in the hydrolysis of tributyrin in water 

Aαeleration effect*× 106 
Lipase 

Transesterification 
in hexadecane 

Hydrolysis 
in Water 

Porcine pancreatic 

Yeast 

Mold 

1.4 

2.8 

0.14 

3.5 

0.7 

0.17 

In the transesterification reaction, 0. OlM tributyrin 
and heptan이 in hexadecane were used. In the hy­
dr이ysis reaction in aqueous solution(O.lM KC!, pH 
7.5), O.OlM tributyrin was used. Lipases were used at 
lOrng/rnl, and other conditions were the 앓me as 
shown in Table 1. 
* Defind as the ratio of the rate of the lipase 

catalyzed reaction(enzyme concentration at lOmg/ 
ml) to that of the nonenzyrnatic one. 

N. 결 론 

유기용매에서 lipase의 촉매적 거동을 알아본 결과 

는다음과같다. 

1) 세가지 lipase는 모두 거의 무수상태인 99.8% 

유기용매에서 우수한 촉매활성을 보였다. 

2) 가수분해와 에스테르교환반응에서 효소의 pH 

의존을 검토한 결과 가수분해는 거의 pH에 영향을 받 

지 않으나 에스테르교환반응은 pH 8_4에서 최적의 

활성을나타내었다. 

3) 세가지 lipase와 여러가지 유기용매에서의 에스 

테르 교환반응을 비교한 결과 불과 혼합되지 않는 용 

매에서는 효소의 활성이 높고, 불과 혼합되는 용매에 

서는활성이 낮았다. 

4) Michaelis-Menten kinetis분석 결과는 직선으 

로나타났다. 
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