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초    록

본 연구에서는 리파제 고정화를 위한 지지체로서 세리신과 실리

카를 이용한 나노입자를 합성하였고, 고정화한 리파제의 활성과 

안정성을 높게 유지시킬 수 있는 나노입자의 제조조건을 확립하였

다. 먼저 세리신/실리카 나노입자의 합성은 두 가지 실리카 전구체

(TEOS와 APTES)와 세리신을 혼합하여 제조하였으며, 실리카 

전구체 중 (3-아미노프로필)트리에톡시실란 (APTES)의 함량이 

증가할수록 나노입자의 수율과 크기가 증가함을 확인할 수 있었

다. 세리신이 포함되는 경우에는 나노입자 수율은 증가하였으나, 

합성되는 실리카의 양은 변화가 없었다. 또한 세리신이 포함되는 

경우 나노입자의 크기가 감소하여 표면적은 증가하였으나 세리신

의 농도가 0.5 wt% 이상인 경우에는 응집이 발생하여 균제도가 

감소하였다. 글루타알데히드 (GA)를 이용하여 효소를 나노입자 

표면에 화학적으로 결합시키기 위해 필요한 아민기의 개수는 실리

카 전구체 중 APTES의 농도가 높아질수록 증가했다. 세리신이 

포함된 경우 나노입자의 크기 감소로 인한 표면적 증가로 표면에 

존재하는 아민기가 증가하였으나, 세리신에 의한 응집이 발생하는 

경우에는 표면의 아민기의 개수가 감소하였다. 리파제의 고정화량

은 세리신이 포함된 경우 감소하였으나, 세리신이 포함된 경우 세

리신 농도 0.25 wt%에서 최대를 나타내었고, 고정화한 리파제의 

활성 역시 세리신 농도 0.25 wt%에서 최대를 나타내었다. 고정화 

효소의 메탄올에 대한 안정성을 살펴본 결과, 고정화되지 않은 리

파제에 비해 높은 활성을 유지할 수 있었고, 반복 사용에도 효율
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이 급격히 감소하지 않고 7회 반복 사용 이후에도 초기 대비 

60% 이상의 활성을 유지함을 확인할 수 있었다. 이상의 결과 제

조한 세리신/실리카 나노입자 지지체가 리파제 고정화에 이용될 

수 있을 가능성을 확인할 수 있었다.

주요어 : 리파제, 효소 고정화, 세리신, 실리카

학  번 : 2013-21136
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제 1 장 서    론

효소는 자연계에 존재하는 촉매로, 기질에 대한 높은 선택성과  온화

한 조건에서도 빠르게 기질과 반응할 수 있다는 장점을 갖는다 [1, 2].  

뿐만 아니라 효소는 물에 용해된다는 특성과 독성이 없고, 반응 부산물

을 거의 생성하지 않아 산업적 측면에서도 매우 주목을 받고 있는 촉매

이다 [3]. 실제로 바이오디젤을 생산하는 데 사용되고 있는 화학적 촉매

의 경우 반응에 높은 온도와 압력이 필요하여 에너지 측면에서 좋지 않

고, 부반응의 가능성이 높아 고순도의 생성물을 얻기 힘들다는 단점을 

갖고 있어, 이를 극복할 수 있는 촉매로서 리파제와 같은 효소에 주목하

고 있다 [4-6]. 그러나 자연에 존재하는 효소 자체를 공정에 사용하기

에는 효소의 가격이 비싸고, 공정에 대한 안정성이 떨어진다는 단점이 

있다. 또한 반응 용액이나 생성물에 함께 존재하므로 회수하여 재사용하

는 것이 불가능하기 때문에 산업적인 한계를 지니고 있다 [7]. 

효소의 이러한 문제점을 극복하기 위해 효소를 적합한 지지체에 고정

화시키는 효소 고정화 기술이 연구되고 있다 [8]. 효소를 지지체에 고정

화하게 되면 재사용이 가능해지고, 공정에 대한 안정성 또한 증대되어 

효소의 산업적 응용에 대한 가능성을 높일 수 있기 때문이다 [9].  지금

까지 효소를 지지체에 고정화시키는 다양한 기술에 대한 연구가 진행되

었다. 잘 알려진 효소 고정화 기술로는 효소를 지지체에 물리적으로 흡

착시키는 방법, 다공성 지지체 혹은 겔 내부에 담지 시키는 방법, 그리

고 지지체에 화학적으로 결합시키는 방법 등이 있다 [2, 10]. 

먼저 효소는 단백질로서 소수성 부분과 친수성 부분이 모두 존재하게 

되는데, 소수성 부분은 소수성 지지체와 소수성 상호작용을 할 수 있고, 
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친수성 부분은 친수성 지지체와 수소결합등의 물리적 상호작용이 가능하

다 [11]. 이와 같이 효소 고정화에 효소와 지지체간의 물리적인 상호작

용을 이용하는 경우, 효소나 지지체의 화학적 개질 과정이 필요하지 않

아 매우 간단하고, 효소의 구조를 크게 변형시키지 않아 효소의 활성을 

잘 유지할 수 있다는 장점을 가지고 있지만, 가장 큰 문제점은 반응 중

에 효소가 지지체로부터 떨어져 나올 수 있어 산업적으로 이용하기에는 

한계가 있다 [12].

다른 효소 고정화 방법으로, 다공성 지지체 혹은 겔에 효소를 담지 시

키는 방법은 효소의 구조에 거의 영향을 미치지 않아 효소의 활성에 거

의 영향을 미치지 않으며, 기공의 크기를 조절함으로써 효소가 지지체로

부터 빠져나가는 것을 막을 수 있다는 장점이 있다 [11]. 하지만 담지 

시킬 효소의 종류에 따라 기공의 크기를 조절해야하며, 기질이 지지체의 

기공의 크기보다 큰 경우 기질의 확산이 제한될 수 있다는 단점을 갖고 

있다 [7].

마지막 고정화 방법은 효소를 화학적으로 지지체에 고정시키는 방법이

다. 이 경우 지지체 표면의 작용기와 효소가 갖는 작용기가 매우 단단하

게 고정되어 있어 외부 환경이 변화하더라도 효소가 떨어져 나올 가능성

이 거의 없어 재사용성이 높고, 순수한 생성물을 얻을 수 있으며, 외부 

환경에 효소의 활성이 가장 영향을 받지 않는 방법으로 알려져 있다 

[13]. 하지만 강하게 결합되는 만큼 결합 이후의 효소 유동성이 제한되

어 활성을 감소시킬 수 있고, 지지체 표면을 효소와 결합할 수 있는 형

태로 개질시켜야 한다는 단점을 갖고 있다. 이러한 단점에도 불구하고 

산업적 측면에서 가장 중요하게 여겨지는 높은 안정성과 재사용성을 갖

고 있기 때문에 앞서 언급한 단점을 극복할 수 있는 적합한 지지체를 찾

는 연구가 활발하게 진행되고 있다 [14].
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이처럼 효소의 화학적 고정화에 있어서는 지지체의 역할이 매우 중요

하다. 효소를 고정화할 수 있는 지지체로 연구 되고 있는 물질은 주로 

상업적으로 사용되고 있는 물질인 Euperigit® C [15]와 같은 합성 유

기고분자와 셀룰로오스 [16]나 키토산 [17], 세리신 [18]과 같은 천연 

고분자, 그리고 실리카 [19-22]와 같은 다양한 형태의 무기 고분자가 

있다. 그 중에서 실리카는 열적, 기계적 안정성을 가지고 있으며 독성이 

없고 표면에 다양한 작용기를 갖도록 개질하기에 용이하다는 특성을 갖

고 있어 효소를 화학적으로 고정화하기 위한 지지체로서 적합하여 많은 

연구진에 의해 연구되었다 [7, 14].

한편,  세리신은 실크를 구성하는 단백질 중의 하나로 세린과 아스파

르트산과 같은 극성 아미노산의 함량이 높아 친수성을 띠는 고분자 물질

이며, 우수한 실리카 합성 능력을 갖는다는 연구 결과가 있다 [23, 24]. 

뿐만 아니라 세리신을 직접 효소 고정화 지지체로 사용 된 연구도 존재

한다. Oh et al. [18]에 의하면 세리신이 갖는 높은 친수성으로 효소와

의 소수성 상호작용을 최소화시킴으로써 고정화 시킨 효소의 활성을 높

게 유지시킬 수 있다고 하였다. 

본 연구에서는 다양한 효소 중에서도 산업적으로 주목을 받고 있는 촉

매인 리파제를 고정화시킬 수 있는 지지체로서 실리카와 세리신을 응용

하고자 하였다. 이때 세리신을 이용한 실리카의 합성법을 이용하여 세리

신/실리카 복합체를 합성하고자 하였고, 화학적 고정화 효율을 증대시키

기 위하여 아민기를 갖는 실리카 전구체를 함께 사용으로써 리파제 고정

용 지지체로 사용하고자 하였다. 최종적으로 복합체를 이루고 있는 세리

신과 실리카의 장점을 살려 실리카가 갖는 형태 안정성과 세리신이 갖는 

효소 활성 유지 능력을 효과적으로 활용할 수 있는 조건을 확립하였고, 

실제 응용 가능성을 확인하기 위하여 고정화 효소의 안정성 및 재사용성
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을 평가하여 향후 식물성 기름으로부터 바이오디젤의합성 능력을 확인해

보고자 하였다.
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제 2 장 문헌 연구

2.1 효소의 화학적 고정화 

효소의 화학적 고정화에 주로 이용되는 작용기는 효소의 아민기이다. 

아민기는 친핵체로서 에폭시기나 알데히드기와 반응할 수 있기 때문에, 

이러한 작용기를 표면에 갖는 지지체와 화학적으로 결합할 수 있다 

[11].

먼저 에폭시기를 갖는 지지체를 이용하여 효소를 화학적으로 고정화하

는 방법은 매우 오랜 시간 안정성을 가질 수 있다고 알려져 있다 [25, 

26]. 실제로 Euperigit® C [27], Euperigit® 250 [28], Sepabeads 

[29]등 에폭시기로 활성화 된 상업적인 지지체도 찾아볼 수 있다. 에폭

시기로 활성화된 지지체에 효소를 고정화시키는 방법은 일반적으로 두 

단계를 거치게 된다. 첫 번째 단계는 중성 pH 반응 조건에서 효소가 지

지체 표면에 빠른 속도로 흡착하는 단계이다. 두 번째 단계에서는 흡착 

된 효소와 지지체 표면에 존재하는 에폭시기가 공유결합을 하게 되고, 

이로써 효소를 지지체에 화학적으로 고정화시킬 수 있다 [30, 31]. 하

지만 이 경우, 효소가 지지체 표면에 흡착해야 하는 단계가 동반되어 있

어, 주로 효소와 강한 소수성 상호작용이 가능한 소수성 지지체에 이용

되는 방법이기 때문에 친수성 지지체에 선호되는 방법은 아니라는 한계

가 있다 [29].

표면이 알데히드기로 활성화되어 있는 지지체를 효소고정화에 이용하

는 경우, 효소의 아민기와 빠르게 반응하여 알데히드기가 환원되어 비가

역적인 이민 결합을 형성하여 안정하게 화학적인 결합을 형성할 수 있다 

[29]. 이민 결합을 형성하는 반응에는 에폭시기와의 반응과는 달리 흡
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착하는 단계가 필요 없어 친수성 지지체와 소수성 지지체 모두에 이용이 

가능한 방법이기 때문에 에폭시기의 한계를 극복할 수 있다. 특히 아민

기를 갖는 지지체를 사용할 경우, 지지체의 표면을 알데히드기로 활성화

시키기 위해 사용되는 대표적인 물질로 glutaraldehyde (GA)가 있다. 

GA는 분자 양 끝에 알데히드기를 갖는 물질로, 반응조건이 까다롭지 않

아 효소 고정화 기술에서 널리 사용되는 분자간의 가교제이다 [31]. 표

면에 아민기를 갖는 지지체가 GA와 반응하게 되면, 표면의 아민기가 알

데히드기로 활성화 되어 효소의 아민기와 결합할 수 있게 된다 (그림 

1). 즉, GA는 지지체의 아민기와 효소의 아민기를 화학적으로 결합시킬 

수 있는 가교역할을 할 수 있다 [17, 32].

 2.1.1 고정화 리파제의 응용

리파제는 유지나 지방의 가수분해 반응, 알코올분해 반응, 에스터화 

반응, 에스터 교환반응을 촉매 할 수 있는 효소이다 [33]. 리파제가 촉

진할 수 있는 반응들은 계면활성제 형성, 지방 혹은 유지의 분해, 약품 

합성, 바이오디젤 및 화장품 생산 등의 응용분야에 사용될 수 있어서 산

업적으로 큰 관심을 받고 있다 [2, 10, 34]. 실제로 고순도의 바이오디

젤을  복잡하지 않는 공정으로 얻고자 촉매로 고정화 리파제를 이용하려

고 하고 있다 [6]. 고정화 리파제를 이용하려는 이유는 고정화하지 않은 

리파제를 직접 공정에 이용할 경우, 가격이 비싸고, 안정성이 떨어져 산

업적인 이용이 어렵기 때문이다 [35].  Salis et al. [36] 은 다공성 폴

리프로필렌을 지지체로 제조하여 리파제를 흡착시키는 방법으로 고정화

시켰으며, 고정화 리파제가 높은 효율을 갖는다는 것을 확인하였다. 또

한 이를 이용하여 다양한 식물성 기름을 바이오디젤로 전환시킬 수 있음  
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Figure 1. Covalent enzyme immobilization, surface amine groups 

of supports reacts with GA and N-terminus of the enzyme.
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을 확인하였다. 하지만 흡착의 방법을 이용하였기 때문에 한 번의 응용 

이후, 재사용에 대한 연구는 진행하지 않았다. 고정화한 리파제의 재사

용에 관한 연구는 대부분 지지체에 화학적으로 고정화한 리파제를 이용

한 연구에서 이루어졌다. Xie et al. [37]은 철로 이루어진 자성 나노입

자에 아민기를 부여한 뒤, 이 입자에 spacer를 이용하여 리파제를 공유

결합으로 고정화시켜 대두유로부터 바이오디젤을 생산할 수 있다는 사실

을 확인하였고, 동일한 반응을 4번 까지 진행시킨 이후에도 활성이 약 

89%로 높게 유지된 다는 것을 확인하였다. 바이오디젤 뿐만 아니라 고

정화 리파제를 이용하여 식물성 기름을 가수분해하여 지방산을 생산하는 

연구도 진행되고 있다 [38, 39]. 

2.2 효소 고정 지지체로서의 실리카의 이용

  실리카는 리파제를 고정화하기 위한 지지체로서 실리카 겔 [20], 실

리카 입자 [19, 21, 22]등의 다양한 형태로 사용되고 있다. Salis et 

al. [40]은 알데히드기 혹은 에폭시 작용기로 표면을 활성화시킨 다공성 

실리카 입자 제조하여 최종적으로는 해바라기씨유를 이용하여 바이오디

젤을 생산하는 연구를 하였다. 또한 de Lima et al. [41]은 표면에 아

민기를 갖도록 개질시킨 다공성 실리카입자를 이용하여 대두유로부터 바

이오디젤을 생산하는 효율에 대해 연구하였다. Moreira et al. [42]은 

실리카와 poly(vinyl alcohol) 복합체에 리파제를 고정화시켜 팜유로부

터 바이오디젤을 생산하고, 이를 정제하는 연구를 하였다. 

화학적 방법으로 합성한 실리카 지지체 외에도 생체물질을 기반으로 

합성되는 바이오실리카 또한 효소 고정용 지지체로서 응용하고자 하는 

연구가 진행되고 있다 [9, 43, 44]. Kuan et al. [43]은 polyallyamine
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을 이용하여 실리카를 생합성하고, 합성된 실리카 내부에 리파제를 담지 

시켜 대두유와 폐기물 식용유로부터 바이오디젤을 생산하였다. 하지만 

아직까지 바이오실리카를 효소의 화학적 고정화를 위한 지지체로 응용한 

연구가 없을 뿐만 아니라, 바이오실리카 합성의 템플릿으로 사용된 물질

을 템플릿의 역할을 넘어 실리카와 함께 효소 고정화에 효과를 보고자 

하는 연구 또한 현재 거의 진행되고 있지 않다.

 2.2.1 바이오실리카의 합성

생규화작용 (biosilicification)이란 살아있는 유기물에 의해 무기물인 

실리콘이 실리카의 형태로 합성되는 과정을 말하며, 0∼37℃ 정도의 낮

은 온도, 상압, 그리고 중성 pH라는 온화한 조건에서 매우 빠른 속도로 

실리카가 합성되는 특성을 갖고 있다 [45]. 이렇게 합성된 실리카를 바

이오실리카라 일컬으며, 이러한 작용을 하는 대표적인 생체고분자로는 

규조류로부터 얻은 실라핀 (silaffin)과 해면체로부터 얻은 실리카틴 

(silicatein)이 알려져 있다 [46]. 이러한 생체물질들이 낮은 전구체의 

농도에도 불구하고 온화한 조건에서 실리카를 합성할 수 있는 이유는 분

자 내에 위치하는 특정 부분이 실리카 중합의 활성화 에너지를 낮출 수 

있는 촉매의 역할을 하기 때문이다 [47, 48]. 이를 모방하여 다당류 

[49], 단백질 [24, 50]과 같은 천연 고분자나 합성 펩타이드 [51]등으

로 실리카를 합성하는 연구들이 지속적으로 진행되고 있다. 

  기존의 연구에 따르면 세리신도 실리카 전구체로부터 실리카를 합성할 

수 있는 능력을 갖는다는 사실이 밝혀져 있다 [24]. 세리신은 실크 단

백질 중의 하나로, 실리카 합성 시, 실리카 전구체의 가수분해 반응이 

따로 필요하지 않고, 상온상압의 온화한 조건에서 실리카 전구체로부터 
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직접 실리카를 효율적으로 합성할 수 있다. 또한 합성 후에 세리신은 실

리카와 복합체의 형태로 존재한다고 알려져 있다 [24].

2.3 효소 고정 지지체로서의 세리신의 이용

  세리신을 효소 고정화에 응용된 연구들도 존재한다. 직접 지지체로 이

용한 사례는 아니지만 Lee et al. [52]의 연구결과에 의하면 실크 피브

로인 섬유에 트립신을 고정화 했을 때, 세리신을 spacer로 사용하면 효

소의 안정성과 기질에 대한 활성이 향상되는 것을 확인하였다. Miyairi 

at al. [53]는 가장 먼저 세리신을 지지체로 이용하여 효소를 고정화시

키는 연구를 하였다. 이 연구에서는 세리신으로 필름을 제조하고, GA로 

가교 및 표면의 아민기를 활성화 시켜 베타-글루코시다제를 화학적으로 

고정화시켜 재사용성과 저장성이 매우 좋음을 확인하였다. 최근의 연구

에서는 세리신을 이용하여 비드를 만들고, 표면을 GA로 활성화 시켜 트

립신과 리파제를 성공적으로 고정화 하였고, 리파제의 경우 고정화 이후

에도 70% 이상의 비교적 높은 활성을 유지한다는 것을 확인하였다. 이 

연구진은 고정화 한 이후에도 효소의 활성을 높게 유지시킬 수 있는 것

을 세리신의 친수성 때문이라고 해석하였다 [18].

  리파제 또한 단백질이기 때문에 소수성 부분과 친수성 부분을 모두 갖

게 된다. 대부분의 효소는 표면에 친수성 잔기를 갖고 있는 반면, 리파

제의 경우는 표면에 소수성 잔기를 갖는 대표적인 효소로 알려져 있다. 

따라서 물리적인 흡착의 방법으로 고정화시키는 경우, 강하게 소수성 상

호작용을 할 수 있는 소수성을 띠는 지지체가 선호된다. 하지만 화학적

으로 리파제를 고정시키는 경우 지지체가 소수성을 띠게 되면 이미 표면

에 결합되어 있는 리파제와 인력이 작용하게 되어 효소의 구조를 변화시
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켜 활성을 저하시킬 수 있다. 반면, 친수성을 띠는 지지체를 사용하게 

되면 리파제와의 상호작용이 적어 효소의 구조 변화 및 활성 저하를 줄

일 수 있다고 알려져 있다 [11, 54] 따라서 친수성인 세리신을 리파제 

고정 지지체로서 사용한다면 리파제의 활성 저하를 줄일 수 있는 기능을 

부여할 것으로 기대할 수 있다. 
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제 3 장 실험재료 및 방법

3.1 재료 및 시약

  누에(Bombyx mori)고치는 국립농업과학기술원에서 받아 사용하였다. 

실리카 전구체로 사용한 tetraethyl orthosilicate (TEOS)와 

(3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES), 4-nitrobenzaldehyde 

(4-NBA), 4-nitrophenyl decanoate (4-NPD), 4-nitrophenol 

(4-NP), 에탄올, 메탄올, glutaraldehyde (GA), Candida rugosa 

lipase (CRL), olive oil 는 모두 SIGMA-ALDRICH 제품을 사용하였

다. 

3.2 실리카와 세리신으로 구성된 리파제 고정화 지지체

의 제조

누에고치를 1:25의 욕비로 120℃에서 60분간 고압멸균기

(50-ATC-60, 국제싸이엔, Korea)에서 열수 추출하여 실크 세리신 수

용액을 얻었다. 위 방법으로 추출 된 세리신은 분자량이 약 17 kDa에서 

250 kDa으로 알려져 있으며, 아미노산 조성은 표 1과 같다 [55].  약 

1 wt%의 농도로 추출된 실크 세리신 수용액을 상온에서 식힌 뒤 실험

에 이용하였다.

실리카 전구체인 TEOS와 APTES는 에탄올을 사용하여 분산시켰으

며, 최종 실리카 전구체의 농도를 45 mM로 고정하였다. 전체 실리카 

전구체에 대한 APTES의 농도를 0, 1.5, 3.0, 그리고 9.0 mM로 다르

게 하여 총 4가지 실리카 전구체 분산 용액을 제조하였다. 또한 추출한 
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Table 1. Composition of amino acid composition of sericin 

obtained by hot-water extracted method
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세리신 수용액을 희석하여 0, 0.25, 0.50, 1.00 wt% 용액을 제조하였

다.

세리신 수용액 혹은 증류수를 마이크로 튜브에 0.5 ml씩 넣고, 제조해 

놓은 실리카 전구체 분산 용액을 1 ml씩 첨가한 후, 용액이 잘 섞일 수 

있도록 교반하였다. 이후에 상온에서 3일간 반응시켰으며, 에탄올을 이

용한 세척 과정을 거쳐 미반응 전구체를 제거했다 (그림 2). 세리신 수

용액의 농도와 반응한 실리카 전구체의 비율에 따라 표 2와 같이 명명

했다.

제조한 지지체의 형태와 표면에 존재하는 원소를 분석하기 위해 field 

emission scanning electron microscope (FE-SEM) (JSM-7600F, 

JEOL, Japan)과 transmission electron microscope (TEM) 

(JEM1010, JEOL, Japan), energy dispersive spectroscopy (EDS) 

(JSM-7600F, JEOL, Japan)를 사용하였다. 또한 제조한 지지체가 복

합체를 형성하고 있음을 확인하기 위하여 thermal gravimetric 

analysis (TGA, Q-5000 IR, TA-Instrument, USA)와 Fourier 

transformed-infrared spectrometer (Nicolet 6700, MIDAC, 

Japan)을 사용하였다. 

3.3 제조된 세리신/실리카 나노입자의 수율 측정

  제조된 시료의 수율을 측정하기 위하여 에탄올과 물로 각각 3회씩 

수세하고, 50℃오븐에서 완전히 건조시킨 후 무게를 측정하였다. 또한 

각각의 시료에서 실리카가 이루고 있는 비율을 알기 위해 소결로

(LEF215P, Daihan LabTech, Korea)를 이용하여 600℃에서 6시간 

동안 처리한 후, 무게를 측정하였다.  
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Figure 2. Overall synthesis procedure of silica or sericin/silica 

nanoparticles.
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Table 2. Sample identification for silica or sericin/silica 

nanoparticles

TEOS

(mM)

APTES 

(mM)

Total  

(mM)

Sericin solution (wt%)

0 0.25 0.5 1

45.0

43.5

42.0

36.0

0

1.5

3.0

9.0

45

45

45

45

S0_A0

S0_A15

S0_A30

S0_A90

S25_A0

S25_A15

S25_A30

S25_A90

S50_A0

S50_A15

S50_A30

S50_A90

S100_A0

S100_A15

S100_A30

S100_A90
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3.4 세리신/실리카 나노입자 표면의 아민기 정량 방법

  GA와 반응 가능한 나노입자 표면의 아민기를 정량하기 위하여 

4-NBA test를 진행하였다. 이 반응은 그림 3과 같은 반응식으로 진행

되어 최종적으로 가수분해 되어 나온 4-NBA의 흡광도를 측정함으로써 

시료 표면의 반응가능한 아민기를 정량할 수 있는 방법이다. 먼저 

4-NBA 10 mg을 에탄올 25 ml에 녹이고, 아세트산을 20 μl 첨가하여 

반응용액을 제조하였다. 합성한 시료를 마이크로 튜브에 넣고, 제조한 

4-NBA 용액을 2 ml 첨가하여 50℃ 오븐에서 3시간 동안 반응시켰다. 

반응 후, 10000 G에서 10분 간 원심분리 하여 반응 용액으로부터 나노

입자를 분리한 후, 이를 3회 수세했다. 이후 물과 에탄올의 비가 1:1인 

가수분해 용액을 15 ml 만들고, 아세트산 20 μl를 첨가한 후, 수세한 

시료에 2 ml씩 첨가하여 30℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후, 

10000 G에서 5분 간 원심분리 하여 시료의 상등액을 채취하고, 이를 

분광광도계 (UV/Vis Spectrophotometer, Optizen pop, MECASYS, 

Korea)를 이용해 264 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 4-NBA 

검량선을 통해 시료 표면의 아민기의 수를 정량할 수 있었다.
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Figure 3. Reaction scheme of 4-NBA with the surface amine on 

the supports.
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3.5 세리신/실리카 나노입자 가교 및 표면 활성화 방법

  에탄올에 분산되어 있는 나노입자는 진공상태에서 건조시켜 파우더 형

태로 시료를 얻었다. 파우더 형태의 시료 10 mg을 측정하여 튜브에 넣

고, 에탄올과 0.1 M sodium bicarbonate buffer (pH 9.2) 상에서 10 

%(v/v) GA로 상온에서 1시간 동안 처리하여 나노입자를 구성하고 있

는  세리신과 실리카 표면에 존재하는 아민기를 활성화 시켰다. 반응이 

끝나고 난 후에는 미반응 GA를 제거하기 위하여 에탄올 2회, 증류수 2

회, 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4)로 3회 수세하고 진공 

건조하였다.

3.6 리파제 고정화 방법

  표면이 GA에 의해 알데히드기로 활성화 된 시료에 먼저 리파제를 1 

mg/ml의 농도로 0.1 M sodium phosphate cold buffer (pH 7.4) 에 

녹였다. 제조된 리파제 용액을 활성화 된 실리카/세리신 나노입자 10 

mg 에 1 ml씩 첨가하여 4℃에서 16시간 동안 반응시켜 리파제를 표면

에 고정화 시켰다. 반응 후, 화학적으로 결합하고 있지 않은 리파제를 

제거하기 위하여 0.5 M NaCl이 포함된 sodium phosphate cold 

buffer (pH 7.4)로 2회 수세하였다. 또한 이후 기질과의 반응을 위하여 

0.1M sodium phosphate buffer (pH 7.0)로 3회 수세하였다. 

3.7 고정화한 리파제의 양 측정 및 활성 측정

  결합된 리파제의 양은 고정화 반응 후의 상등액의 흡광도를 측정하는 

분광광도법을 사용하였고, 다음과 같은 식으로 결합된 리파제의 양을 계
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Bound LipasemgmgW

Ci  CfV

산하였다.

        

  여기서 리파제 결합양은 합성된 실리카/세리신 나노입자에 결합한 양

을 말하며, Ci와 Cf는 반응 용액에 존재하는 초기 농도와 최종 농도

(mg/ml)를 각각 의미한다. V는 반응 용액의 부피(ml)를 의미하며, W는 

효소가 결합되어있는 지지체의 무게(mg)를 의미한다.

  고정화한 리파제의 효소활성을 측정하기 위해 합성기질인 4-NPD 용

액을 제조하였다. 이 용액은 50 mM sodium phosphate buffer (pH 

7.0)에 리파제의 활성을 돕는 Triton-X와 아세톤을 첨가하여 50℃로 

온도 높인 후, 기질인 4-NPD를 10분 간 녹여 제조하였다. 이 용액 

1ml 를 리파제를 고정화 한 지지체에 첨가하여 10분간 반응시킨 후, 분

광광도계로 효소-기질 반응 산물인 4-NP을 검출하기 위해 348nm에

서 흡광도를 측정하였다.

  또한 고정화하기 전에 대한 고정화 후의 상대적인 활성을 비교하기 위

하여 다음과 같은 식을 이용하여 계산하였다.

Relative activity AFL

AIL
×

 여기서 AIL은 실제 지지체에 고정화시킨 리파제의 활성을 의미하고, 

AFL은 고정화하지 않은 리파제의 활성으로서, 비교하고자 하는 고정화한 

효소의 양과 동일한 양을 같은 기질 반응 조건에서 얻은 값을 의미한다. 
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3.8 고정화한 리파제의 재사용성 평가

산업적인 응용 가능성을 보기 위하여 고정화한 리파제의 반복 활성 측

정을 통해 재사용성에 대한 평가를 진행하였다. 고정화한 리파제의 반복

적으로 사용하여도 활성이 유지되는지 확인하기 위하여 기질에 대한 활

성을 7회 반복하여 측정해 보았다. 1회의 기질 반응 후, 0.1 M sodium 

phosphate buffer (pH 7.0)로 수세한 뒤, 진공에서 건조시켜 처음 반

응했던 상태와 동일한 상태에서 4-NPD와 동일한 조건으로 반응시켜 

4-NP의 흡광도를 측정하여 활성을 평가하였고, 가장 처음 나왔던 값을 

100%로 설정하여 이후 값을 산출하였다.

3.9 고정화한 리파제의 바이오디젤 생산 가능성 평가

바이오디젤을 생산하기에 앞서 바이오디젤 생산 시 이용되는 메탄올에 

대한 고정화 리파제의 안정성을 평가하였고, 이후 실제 식물성 기름인 

올리브유를 이용하여 바이오디젤을 생산해봄으로써 응용 가능성을 살펴

보았다.

3.9.1 메탄올에 대한 안정성 평가

메탄올에 대한 고정화 리파제의 안정성을 평가하기 위하여 고정화한 

리파제에 메탄올을 1시간 동안 처리한 후, 동일하게 기질 반응을 진행시

켜 처리하기 전의 활성과 비교해 보았다. 대조군으로는 고정화하지 않은 

리파제를 이용하였고, 동일한 양의 리파제를 메탄올에 동일한 시간 동안 

반응시켜 비교하였다. 

3.9.2 고정화한 리파제를 이용한 바이오디젤 생산
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제조한 세리신/실리카 나노입자에 고정화한 리파제가 실제로 바이오디

젤 생산에 응용될 수 있는지 평가하기 위해 올리브유와 메탄올을 이용하

여 바이오디젤 생산 실험을 진행하였다. 실제 바이오디젤 생산에 있어서 

기름과 메탄올의 이론적인 반응 몰비는 1:3이지만 과량의 메탄올은 리

파제의 활성을 저하시킬 수 있기 때문에 초기 몰비를 2:5로 설정하여 6

시간을 반응시킨 뒤, 동일한 양의 메탄올을 첨가하여 최종 몰비 1:5가 

되도록 하여 24시간 까지 반응을 진행시켰다. 3시간, 6시간, 24시간 반

응 후, 시료를 100 μl 채취하여 이를 heptane에 2배 희석시킨 뒤, 가스

크로마토그래피 (Agilent 7890A, agilent, USA)를 이용하여 생성물을 

분석하였다. 이 때, 리파제의 활성을 유지시키기 위해 반응에 증류수를 

기질의 0.4 wt% 첨가한 후 반응시켰다.

바이오디젤로의 전환율을 계산하기 위해서 먼저 기질이 되는 올리브유

를 정량을 위한 표준물질과 함께 전처리하여, 올리브유에 가장 많이 존

재하는 oleic methyl ester의 양을 GC 분석을 통해 정량화하였다. 이

후, 실제 본 연구에서 고정화한 리파제를 이용하여 동일한 양의 올리브

유와 반응시킨 뒤 생성된 oleic methyl ester를 동일하게 GC로 분석하

여 올리브유에 포함된 전체 oleic methyl ester 양과의 비교를 통해 전

환율을 계산할 수 있었다. 
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제 4 장 결과 및 고찰

4.1 실리카 전구체 농도비와 세리신 농도에 따른 수율 

비교

동일한 반응 조건에서 실리카 전구체의 농도와 세리신의 농도가 합성

되는 실리카에 미치는 영향을 알아보기 위하여 전구체로 사용된 TEOS

와 APTES의 농도 비율에 따라, 혹은 세리신 수용액의 농도에 따라 생

성되는 실리카의 수율을 비교해 보았다. 

4.1.1 실리카 전구체 농도비가 실리카 합성에 미치는 영향 

그림 4는 세리신이 존재하지 않는 상태에서 APTES의 농도에 따른 

실리카 합성 수율을 나타낸 것이다. 이를 통해 가장 먼저 알 수 있었던 

사실은 APTES가 존재하지 않는 상태, 즉 동일한 반응 조건에서 TEOS 

만 45 mM의 농도로 존재할 때에는 실리카가 합성되지 않았음을 확인

할 수 있었다. 이는 전체 반응 용액에 물이 0.5 ml 포함되어 있어 

TEOS의 가수분해 산물이면서 실제 중합이 가능한 형태인 실라놀 

(SiOH)이 생성될 수는 있으나, 실라놀의 성장에 필요한 활성화 에너지

를 낮출 수 있는 촉매가 존재하지 않았고, 농도 또한 매우 낮아 실리카

가 합성되지 않은 것으로 보인다 [56, 57]. 하지만 특별한 촉매 없이도 

APTES가 전구체 내에 존재하게 되면 실리카가 합성되기 시작하고, 

APTES의 농도가 높아질수록 합성되는 실리카의 수율이 높아지는 경향

을 확인할 수 있었다. 이는 TEOS가 4개의 동일한 alkoxysilane 작용기

를 갖는 반면, APTES는 3개의 alkoxysilane 작용기 외에 1개의 
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aminopropyl 작용기를 갖고 있기 때문이다. 즉, aminopropyl 작용기에  

존재하는 아민기 (pKa ~ 10.6)는 반응 조건인 pH 7의 환경에서 양전

하를 띠게 되고, 실라놀의 음전하와의 정전기적 상호작용 (-NH3
+…

-OSi≡)을 통해 양성자 이동이 일어나게 되어 중합을 개시할 수 있게 

된다. 뿐만 아니라 APTES는 3개의 alkoxysilane을 가져 TEOS와 함

께 중합에 참여할 수 있어 합성되는 실리카 표면에 지속적으로 아민기를 

부여하게 되어 용액 내에 중합 가능한 TEOS가 존재한다면 지속적으로 

중합을 유도 할 수 있다고 알려져 있다 [58, 59]. 실제로 본 연구의 반

응 조건에서도 합성되는 실리카 나노입자의 크기가 APTES의 첨가량이 

증가함에 따라 커짐을 FE-SEM을 통해 확인하였다 (그림 5). 합성된 

나노입자의 실제 평균 크기는 APTES의 농도가 1.5 mM일 때 약 39.8 

nm, 농도가 3.0 mM일 때 약 48.6 nm, 그리고 농도가 가장 높은 9.0 

mM일 때 약 70.5nm로 이를 표 3에 정리하였다.

이상의 결과에서 APTES는 실리카 표면의 아민기를 도입시키기 위해 

사용한 전구체지만, 합성되는 실리카 나노입자의 수율과 크기에도 큰 영

향을 미친다는 것을 확인할 수 있었다.
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Figure 4. Effect of silica precursor composition on the yield of 

silica nanoparticles prepared after 3 days of synthesis. The total 

molar concentration of silica precursor was 45 mM. The sericin 

concentration was 0 wt%.
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(a)

(b)

(c)

Figure 5. FE-SEM images of silica nanoparticles prepared from 

different silica precursor composition. The molar concentrations 

of APTES in the mixture of silica precursor was (a) 1.5, (b) 3.0 

and (c) 9.0 mM. Scale bar of 100 nm.
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Table 3. Particle size of silica nanoparticles prepared from 

different silica precursor composition

Sample S0_A0 S0_A15 S0_A30 S0_A90

Particle

Size(nm)

Not

synthesized
39.8±4.8 48.6±4.3 70.5±5.8
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4.1.2 세리신 농도가 실리카 합성에 미치는 영향

이번에는 실리카 합성 과정에서 세리신의 역할을 알아보기 위해 전체 

전구체의 농도 중 APTES의 농도를 9.0 mM로 고정시킨 뒤 합성에 사

용한 세리신 수용액의 농도에 따른 수율을 측정해 보았다. 여기서 실리

카 합성에 영향을 미치는 APTES를 세리신의 영향을 보는 과정에 첨가

한 이유는 다음과 같다. 에탄올이 포함되어 있는 본 연구의 반응 조건에

서 APTES를 첨가하지 않게 되면 세리신에 의한 TEOS의 중합 속도보

다 에탄올에 의한 세리신의 응집 및 침전이 더 빠른 속도로 일어나 결과

적으로 실리카는 매우 적은 양이 생성되게 때문이다. 하지만 APTES가 

존재하게 되면 세리신이 침전하지 않고, 용액 내에 고르게 분산되어있을 

수 있다는 것을 확인하였기 때문에 이러한 반응 조건을 설정하였다. 본 

반응조건에서 세리신의 농도에 따른 실리카의 수율을 확인했을 때, 세리

신의 농도가 0.25%일  때 약간의 수율 증가가 일어나긴 했지만 실리카 

수율에는 세리신이 큰 영향을 미치지 않았다 (그림 6). 기존의 Oh et 

al. [23]의 세리신을 이용한 실리카 합성에 대한 연구에서 세리신의 농

도가 실리카 합성 수율에 영향을 미친다고 하였지만 본 연구의 결과 세

리신의 농도가 실리카의 합성 수율에는 거의 영향을 미치지 않았다. 그 

이유는 본 연구의 경우, 세리신 대비 실리카 전구체의 함량이 기존 연구

에 비해 극히 미량이어서 세리신을 첨가한 경우 반응 용액 내의 모든 전

구체가 이미 중합에 소진되어 수율이 더 이상 증가하지 않은 것으로 보

인다. 이를 확인하기 위하여 4일간 복합체의 수율을 측정해 본 결과 3

일까지는 수율이 지속적으로 증가하는데 반해 이후부터는 더 이상 증가

하지 않은 것으로 보아 반응이 완료된 것으로 판단할 수 있었다 (그림 

7). 본 반응 조건에서 세리신의 농도가 실리카의 수율에 미치는 영향은 
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Figure 6. Effect of sericin concentration on the yield of silica or 

sericin/silica nanoparticles prepared after 3 days of synthesis. 

The total molar concentration of silica precursor was 45 mM. 

The content of APTES in the mixture of silica precursor was 

9.0 mM. 
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Figure 7. Effect of reaction time on the yield of sericin/silica 

nanoparticles. The content of APTES in the mixture of silica 

precursor was 9.0 mM. The concentration of sericin was 1.00 

wt%.
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확인할 수 없었지만, 세리신의 농도에 따라 합성된 나노입자를 TEM을 

통해 형태를 확인해 본 결과, 세리신이 실리카 합성에 영향을 주고 있다

는 사실을 확인할 수 있었다. 특히 합성된 나노입자의 크기에 영향을 미

친다는 것을 확인할 수 있었다 (그림 8). 세리신이 존재할 경우, 균일성

은 떨어지지만 세리신이 포함되지 않은 S0_A90의 경우보다 훨씬 작은 

입자들이 존재함을 확인할 수 있었다. 이 형태가 건조한 상태에서도 유

지되는지 살펴보기 위하여, 건조 후, FE-SEM을 통하여 형태를 확인해 

보았다 (그림 9). 역시 건조 후에도 세리신이 존재하는 시료의 경우 그

렇지 않은 경우보다 훨씬 작은 입자들이 응집되어 있다는 것을 재확인 

할 수 있었다. 또한 이를 통해 반응 조건에서 세리신의 농도가 높아질수

록 합성되는 나노입자의 응집 정도가 높아진다는 사실을 확인할 수 있었

다. 
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Figure 8. TEM images of silica or sericin/silica nanoparticles 

prepared from different sericin concentration. The content of 

APTES in the mixture of silica precursor was 9.0 mM, and the 

concentrations of sericin was (a) 0, (b) 0.25, (c) 0.50 and (d) 

1.00 wt%. Scale bar of 200 nm.
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(a)                              (b)

  

(c)                              (d)

Figure 9. FE-SEM images of silica or sericin/silica nanoparticles 

prepared from different sericin concentration. The content of 

APTES in the mixture of silica precursor was 9.0 mM, and the 

concentrations of sericin was (a) 0, (b) 0.25, (c) 0.50 and (d) 

1.00 wt%. Scale bar of 100 nm.
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4.2 세리신 농도에 따른 세리신/실리카 복합체의 확인

실제로 합성된 시료가 이전의 연구에서처럼 복합체의 형태로 존재하

는지 알아보기 위하여 전체 전구체의 농도 중 APTES의 농도를 9.0 

mM로 고정시킨 뒤, 세리신의 농도에 따라 열분해 중량 분석을 실시하

였다. 그림 10에서 열분해 중량곡선을 살펴보면 세리신이 포함되어 있

지 않은 S0_A90 외에 세리신이 포함되어 있는 S25_A90, S50_A90, 

그리고 S100_A90에서 모두, 약 250℃ 전후에서 질량의 감소가 일어났

음을 통해 세리신의 존재를 확인할 수 있었다. Oh et al. [24]은 세리신 

단독 시료의 경우 600℃에서는 질량의 약 30%정도만 남게 된다고 하

였는데, S25_A90, S50_A90, 그리고 S100_A90 시료에서 모두 600℃

에서도 약 50∼70%가 남아있음을 통해 실리카와 세리신이 복합체로 존

재한다는 것을 확인 할 수 있었다. 또한 이를 재확인하기 위하여 

FT-IR을 이용하였다 (그림 11). 실리카의 존재를 확인할 수 있는 주요 

피크인 Si-O-Si의 asymmetric stretch vibration에 의해 나타나는 

1100 cm-1, symmetric stretch에 의해 나타나는 800 cm-1, 그리고 

bending vibration에 의해 나타나는 450 cm-1에서의 피크가 세리신이 

포함되지 않은 S0_A90 시료와 세리신이 포함된 S100_A90 시료에서 

모두 발견 되었다. 반면, 단백질의 특징인 아마이드 Ⅰ을 나타내는 

1650 cm-1 피크와 아마이드 II를 나타내는 1520 cm-1 피크는 

S100_A90시료에서만 확인되었고, 이를 600℃에서 6시간동안 소결 한 

후에는 이 피크가 사라진 것을 확인할 수 있었다. 이를 통하여 세리신이 

첨가된 시료에는 실리카와 세리신이 동시에 존재함을 재확인할 수 있었

고, 열처리 후에는 세리신이 완전히 분해되고 실리카만 순수하게 남게 

된다는 것을 확인할 수 있었다. 
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Figure 10. TGA curves of silica or sericin/silica nanoparticles 

prepared from different sericin concentration. The content of 

APTES in the mixture of silica precursor was 9.0 mM, and the 

concentrations of sericin was (a) 0, (b) 0.25, (c) 0.50 and (d) 

1.00 wt%.
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Figure 11. FT-IR spectra of silica (S0_A90) and sericin/silica 

(S100_A90) nanoparticles before and after sintering. The content 

of APTES in the mixture of silica precursor was 9.0 mM.
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4.3 전구체 농도비와 세리신 농도에 따른 아민기 정량 

리파제의 고정화량을 예측하기 위해서는 GA와 반응 가능한 지지체 

표면의 아민기의 양이 매우 중요하다. 따라서 반응 가능한 아민기를 정

량하기 위해 4-NBA의 농도별 흡광도를 분광광도계를 이용하여 측정하

였고, 가장 강한 흡광도를 나타낸 264 nm의 파장에서 검량곡선을 구하

였다 (그림 12). 이 검량선을 이용하여 제조 조건에 따른 시료의 아민

기를 정량하였다. 

4.3.1 실리카 전구체 농도에 따른 아민기 정량 

APTES는 TEOS의 중합을 직접 개시할 수 있는 기능을 부여한다는 

사실을 앞서 확인했지만, 본 연구에서 APTES가 사용된 주된 목적은 실

리카 표면에 아민기를 부여하기 위함이었다. 따라서 세리신의 농도를 1 

wt%로 고정시키고, APTES의 농도를 다르게 합성한 시료에 대해 

4-NBA test를 진행한 결과가 그림 13에 나타나 있다. 전체 전구체 내

의 APTES의 비율이 높아질수록 반응 가능한 아민기의 수가 많아지는 

것을 알 수 있었다. 이는 APTES의 농도가 9.0 mM이 될 때까지는 

TEOS의 중합에 APTES가 중합에 참여하는 비율도 증가하여 표면에 

아민기를 더 많이 도입시켰다는 사실을 확인할 수 있었다. 더 많은 리파

제 고정을 위해서는 표면에 많은 아민기가 요구되기 때문에 이후 실험에

서는 전체 전구체에 대한 APTES의 농도를 9.0 mM로 고정하였다.
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Figure 12. UV absorbance spectra (a) and calibration curve (b) 

of 4-nitrobenzaldehyde. The calibration curve was deduced from 

the absorbances at 264 nm. 
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Figure 13. Effect of silica precursor composition on the free 

amino groups concentration on the sericin/silica nanoparticles. 

The total molar concentration of silica precursor was 45 mM. 

The sericin concentration was 1.00 wt%.
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4.3.2 세리신 함량에 따른 아민기 정량

세리신/실리카 나노입자에 존재하는 아민기의 양에 대한 세리신의 영

향을 알아보기 위하여 전체 전구체의 농도 중 APTES의 비율을 9.0 

mM로 고정시킨 S0_A90, S25_A90, S50_A90 그리고 S100_A90 시

료에 대한 4-NBA test를 통하여 표면의 아민기를 정량하였다. 이에 앞

서 세리신의 영향을 비교하기 위함이기 때문에 먼저, 각 시료를 동일한 

무게로 측정한 뒤, 소결을 통해 동일 나노입자 내의 세리신과 실리카의 

구성비를 알아보았다 (그림 14). 세리신이 포함되지 않은 시료의 실리

카 비율을 100%라고 보고 세리신의 농도에 따라 합성된 실리카의 비율

을 계산해 보면, S25_A90이 약 84%, S50_A90 63%, 그리고 가장 높

은 세리신의 농도가 반응에 이용 된 S100_A90의 경우가 약 43%로 계

산되었다. 즉, 높은 농도의 세리신에서 반응할수록 동일무게의 나노입자 

내의 실리카의 비율은 낮아지고, 세리신의 비율이 높아지는 것을 확인할 

수 있었다. 세리신/실리카 나노입자의 표면에 존재하는 Si의 함량을 

EDS를 통해 확인함으로써, 표면에도 세리신의 비율이 높아짐에 따라 실

리카의 비율이 낮아짐을 확인할 수 있었다 (그림 15).

합성된 실리카/세리신 나노입자의 구성비가 다른, 동일 무게의 시료에 

대한 4-NBA test 결과가 그림 16에 나타나 있다. 여기서 주목할 것은 

복합체 내에 세리신이 약 16%로 소량 존재하는 S25_A90 시료의 경우

가 가장 많은 아민기를 갖는다는 점이다. 이는 복합체의 형태로 설명할 

수 있는데, 그림 9의 FE-SEM image에서도 확인 했듯, 세리신이 반응

에 참여함으로써 복합체를 구성하는 입자의 크기가 확연히 작아짐으로 

인한 표면적 증가에 기인한 결과임을 예측할 수 있다. 하지만 높은 농도

의 세리신과 반응할수록, 즉 복합체 내의 세리신 함량이 높아질수록 다
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Figure 14. Effect of sericin concentration on the silica and 

sericin composition in the sericin/silica nanoparticles determined 

from incineration at 600℃. The content of APTES in the mixture 

of silica precursor was 9.0 mM.
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Figure 15. Effect of sericin concentration on the surface silicon 

content in the sericin/silica nanoparticles determined from EDS 

analysis. The content of APTES in the mixture of silica 

precursor was 9.0 mM.
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Figure 16. Effect of sericin/silica composition on the free amino 

groups concentration in the sericin/silica nanoparticles. The 

content of APTES in the mixture of silica precursor was 9.0 

mM.
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시 아민기의 개수가 줄어드는 이유는 세리신에 의한 응집 정도가 높아졌

기 때문으로 보인다. S50_A90의 경우는 표면적의 증가 효과가 응집으

로 인한 표면적 감소 효과보다 크기 때문에 여전히 아민기의 개수가 세

리신이 포함되지 않은 시료인 S0_A90의 경우보다 많지만 약 57%의 가

장 많은 세리신을 포함하고 있는 S100_A90의 경우 입자의 크기 감소

로 인한 표면적 증가 효과보다 세리신에 의한 과도한 응집으로 인한 표

면적 감소 효과가 크게 나타난 것으로 판단할 수 있었다.

4.4 복합체 내 세리신 함량에 따른 리파제 고정화 효율

세리신의 농도에 따른 복합체의 아민기를 정량한 이후 GA와의 반응

을 통해 복합체 내의 아민기를 알데히드기로 활성화시키는 반응을 진행

하였다. 이때 GA는 효소고정화를 위해 아민기를 활성화시키는 물질로 

사용하였지만, 아민기간의 가교 반응도 유도할 수도 있다. 실제로 GA는 

단백질을 가교시킬 수 있는 물질로도 잘 알려져 있다 [60].  제조된 복

합체에 존재하는 세리신의 안정성을 높이기 위해서는 일정 부분 세리신 

간의 가교도 필요하지만, 복합체 내의 가교가 많이 일어날수록 반응 가

능한 아민기의 개수는 줄어들게 되어 있기 때문에 리파제와의 결합 능력

에 있어서 가교 전 존재했던 아민기의 양과 더불어 세리신간의 가교 정

도 또한 중요한 인자로 여겨진다. 단백질 분자내의 가교가 일어나면 

Schiff base (RCH=NR’) 결합이 형성되어 색의 변화가 일어난다고 

알려져 있다 [61]. 본 실험에서 세리신의 농도에 따라 합성한 지지체 

표면의 활성화를 위해 GA를 처리했을 때, 실제로 Schiff base 형성으로 

인한 색변화가 육안으로 관찰되었다 (그림 17). 세리신이 존재하지 않

는 S0_A90의 경우에도 약간의 색 변화가 일어났지만 세리신의 농도가  
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Figure 17. Photographs of synthesized silica or sericin/silica 

nanoparticles with different sericin concentration before GA 

treatment (top), and after GA treatment for 1hour at 25℃ 

(bottom). From the left, S0_A90, S25_A90, S50_A90 and 

S100_A90.



-56-

높아질수록 색이 눈에 띠게 변화 했음을 확인할 수 있었다. 이 때 가교

로 인한 나노입자 간의 응집도 일어날 수 있지만 FE-SEM을 이용하여 

가교 전 후의 형태를 관찰하였을 때, 가교로 인해 나노입자들 간의 응집

은 일어나지 않았음을 확인할 수 있었다 (그림 18). 이를 통해 지지체 

내의 세리신의 함량이 높을수록 나노입자 내에 존재하는 세리신 분자간

의 가교증가로 인한 아민기의 감소 정도가 클 것으로 예측을 할 수 있었

다. 실제로 동일한 양의 지지체를 GA와 반응시킨 후, 결합한 리파제의 

양을 측정해보면 세리신의 함량이 높을수록 감소함을 확인할 수 있었다

(그림 19). 이는 가교로 인한 세리신의 아민기 감소로 인한 것으로 여

겨진다. 즉 이로써 리파제를 고정시킴에 있어서 세리신의 아민기 보다는 

실리카에 존재하는 아민기가 주로 역할을 할 것이라고 생각할 수 있었

다.

효소 고정화에 있어서 결합되는 효소의 양도 물론 중요하지만 고정화 

이후의 효소의 활성 유지가 이후 응용에 있어서 더욱 중요한 요소가 된

다. 따라서 효소를 고정화시킨 후, 동일한 양의 고정화시키지 않은 효소

의 활성을 기준으로 상대적 활성을 측정해보았다 (그림 20). 비록 동일

한 지지체의 양에 붙어 있는 리파제의 결합 양은 세리신의 함량이 증가

할수록 감소했지만, 고정화 리파제의 활성은 세리신이 약 16%, 37%정

도 포함되어 있는 S25_A90, S50_A90 시료의 경우가 세리신이 포함되

어 있지 않은 S0_A90 시료보다 더 높은 활성을 나타내었다. 이를 통해 

세리신의 친수성이 소수성 상호작용으로 안한 효소 활성 저해를 최소화 

하는 데 도움을 주고 있다고 판단할 수 있었다 [11, 54]. S25_A90의 

경우 고정화 되어있지 않은 리파제 활성의 90% 이상으로 매우 높게 유

지되고 있음을 통하여 세리신이 합성한 지지체의 약 16% 정도를 구성

하고 있을 때, 가장 높은 리파제 활성 효율을 보임을 확인할 수 있었다.
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Figure 18. FE-SEM images of synthesized sericin/silica 

nanoparticles (S25_A90) before GA treatment (top) and after 

GA treatment for 1hour at 25℃ (bottom).
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Figure 19. Bound lipase of synthesized silica or sericin/silica 

nanoparticles after GA treatment for 1hour at 25℃. The content 

of APTES in the mixture of silica precursor was 9.0 mM.
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Figure 20. Relative activity of bound lipase on the silica or 

sericin/silica nanoparticles with different sericin concentration. 

The total molar concentration of silica precursor was 45 mM and 

the molar concentrations of APTES in the mixture of silica 

precursor was fixed to 9.0 mM.
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따라서 이후 합성한 세리신/실리카 나노입자의 응용가능성을 확인해

보기 위한 바이오디젤 실험에 있어서는 전구체의 농도 중 APTES의 농

도를 9.0 mM, 세리신 의 농도를 0.25%로 고정시킨 S25_A90 시료로 

실험을 진행하였다. 

4.5 고정화한 리파제의 재사용성

합성한 S25_A90시료에 고정화 시킨 리파제의 재사용성에 대해 평가

하였다. 동일한 무게의 동일한 시료를 7회 기질과  반복 반응시켰음에도 

리파제의 활성 감소가 매우 천천히 일어나는 것을 관찰할 수 있었다 (그

림 21). 7회 반복 사용 후, 상대적인 활성이 60%정도까지 감소했지만 

감소폭이 크지 않다는 것으로부터 제조한 세리신/실리카 복합체인 

S25_A90이 반복되는 공정에서도 비교적 안정성을 지니고 있다는 것을 

밝힐 수 있었다.

4.6 고정화한 리파제의 바이오디젤 생산 가능성

4.6.1 메탄올에 대한 안정성

세리신/실리카 복합체인 S25_A90에 고정화한 리파제를 이용하여 바

이오디젤 생산 가능성을 보기에 앞서, 바이오디젤 생산 시 사용되는 알

코올인 메탄올에 대한 안정성을 확인하였다. 고정화 되어있지 않은 리파

제와 동한 양의 고정화 리파제를 1시간 동안 메탄올로 처리한 후의 활

성을 측정한 결과가 그림 22에 나타나 있다. 메탄올을 처리하기 전의 

활성을 100%로 놓고, 처리 후의 상대적인 활성을 비교해 본 결과 고정
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Figure 21. Reusability of the immobilized lipase on the 

sericin/silica nanoparticles (S25_A90).
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Figure 22. Relative activity of bound lipase on the sericin/silica 

nanoparticles (S25_A90) and free lipase before and after 

treatment of methanol for 1hour.
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화 되어있지 않은 리파제의 경우 메탄올에 의한 변성이 일어나 활성이 

약 30%정도 까지 떨어지는 반면, S25_A90에 고정화 시킨 리파제의 경

우 메탄올 처리 후에도 90% 이상의 활성을 유지하는 것으로 보아 바이

오디젤 생산에 있어서 메탄올을 알코올로 사용하여도 충분히 에스터 교

환반응을 촉매 할 수 있을 것이라고 예측할 수 있었다.

4.6.2 고정화 리파제를 이용한 바이오디젤 생산

S25_A90에 고정화한 리파제를 이용하여 바이오디젤 생산에 이용한 

결과가 그림 23에 나타나있다. 먼저 알 수 있었던 사실은 6시간 동안 

반응 이후, 메탄올을 첨가하자 다시 반응속도가 증가함을 확인할 수 있

었다. 이는 올리브유와 메탄올의 비가 2:5일 때, 6시간 동안 리파제가 

메탄올과 반응했음에도 활성을 잃지 않고 있어 메탄올 추가 첨가로 반응

물의 농도가 높아져 다시 반응속도가 빨라졌음을 의미한다. 하지만 최종

적으로 24시간 동안 반응을 시켰음에도, 약 15% 정도의 올리브유만이 

바이오디젤로 전환되었다. 이는 고정화한 리파제를 이용한 다른 연구에 

비하여 매우 낮은 수치인데, 이 결과는 사용한 리파제의 차이에서 비롯

된 것으로 보인다. 먼저 본 연구에서 사용한 리파제는 박테리아인 

Candida rugosa로부터 얻은 리파제로, 물의 존재 하에 기름을 가수분해

하여 일부의 유리지방산과 글리세리드 (glyceride)를 만들어 내는 데 

효과적인 리파제로 알려져 있다 [20, 62, 63]. 하지만 이 효소만을 이

용해 바이오디젤을 생산하게 되면 30시간 동안의 반응 후에도 유리지방

산이 메틸에스터로 약 20 %밖에 전환을 못한다고 알려져 있다 [20]. 

따라서 본 반응에서의 15% 정도의 전환율이 아주 낮은 수치는 아니라

는 것을 알 수 있었다. 하지만 유리지방산을 메틸에스터로 전환시키는 
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Figure 23. Conversion yield of olive oil using the immobilized 

Candida rugosa lipase on the sericin/silica nanoparticles 

(S25_A90).
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반응을 촉매 할 수 있다고 알려진 Rhizopus oryzae 리파제를 함께 고

정화하거나, Pseudomonas cepacia로부터 얻은 리파제와 같이 바이오

디젤을 효율적으로 생산할 수 있다고 알려진 리파제를 고정화한다면 충

분히 더 높은 전환율을 보일 수 있을 것이라고 예측할 수 있다 [63, 

64].
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제 5 장 결    론

본 연구에서는 세리신과 실리카를 이용하여 가장 효율적이고 안정적인 

리파제 고정용 지지체를 제조하고자 하였다. APTES의 농도와 세리신의 

농도 조건을 다르게 하여 합성되는 나노입자에 미치는 영향을 알아보았

다. 또한 고정화한 리파제의 반복 사용에 대한 안정성을 측정하였고, 실

제 바이오디젤로의 응용가능성을 확인하기 위해 고정화한 리파제의 메탄

올에 대한 안정성을 측정해 보았고 실제 바이오디젤을 합성하였다. 본 

연구에 대한 결론은 다음과 같다.

1. APTES는 실리카의 중합반응에 참여하여 표면에 아민기를 부여할 

수 있을 뿐만 아니라 스스로가 실리카 중합을 개시할 수 있는 능력을 가

지고 있어, APTES의 농도가 9.0 mM이 될 때까지 실리카의 합성양이 

증가하였다.

2. 세리신/실리카 나노입자 합성에 있어서 세리신이 존재하게 되면, 

합성된 입자의 크기가 감소하고, 이로 인하여 표면적의 증가를 유도할 

수 있었다. 하지만 세리신의 농도가 높아질수록 입자간의 응집 정도가 

심해져 오히려 표면적이 감소하고, 표면 아민기의 수가 감소하는 결과를 

확인할 수 있었다.

3. 리파제 결합 양과 고정화시킨 리파제의 활성을 고려했을 때,  

APTES의 농도가 9.0 mM, 세리신의 농도가 0.25 wt%일 때가 가장 

최적 합성 조건임을 확립할 수 있었다. 

4. 최적 합성 조건에서 제조된 세리신/실리카 복합체에 고정화시킨 리

파제의 경우 반복 사용을 하여도 활성이 크게 감소하지 않는 다는 것을 

확인할 수 있었다.
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5. 합성한 세리신/실리카 복합체에 고정화한 리파제는 메탄올에 대한 

높은 안정성을 갖고 있어 바이오디젤 생산으로의 응용가능성을 확인할 

수 있었고, 실제로 올리브유로부터 바이오디젤을 생산해 낼 수 있음을 

확인하였다.

본 논문을 통해 세리신과 실리카를 이용해 리파제를 효율적이면서 안

정적으로 고정화 할 수 있는 지지체를 제조하였으며, 올리브유로부터 바

이오디젤을 합성할 수 있음을 통해 실제 바이오디젤 생산으로의 응용 가

능성을 확인할 수 있었다. 하지만 대량으로 합성할 때에 같은 효과를 가

질 수 있을지에 대한 추가 연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다.
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Abstract

Preparation of Sericin/Silica 

Nanoparticles 

for Lipase Immobilization

   Yesol Yang

Biomaterials Engineering

The Graduate School

Seoul National University

Lipase has been used as a biocatalyst in various reactions 

such as hydrolysis, transesterification, and alcoholysis of fatty 

acid. In this study, sericin/silica nanoparticles were prepared for 

lipase immobilization supports. The sericin/silica nanoparticles 

were synthesized using two silica precursors, 

(3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) and tetraethoxy- 

orthosilicate (TEOS). The increase in APTES concentration 

resulted in an increase of nanoparticles’ yield and particle size. 

In presence of sericin, the product yield was not changed, but 

the particle size was reduced and the particle uniformity was 

decreased. In addition, aggregation of particles was occurred 

when the concentration of the sericin solution was over 0.5 wt%. 
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The quantity of amino groups was increased when the 

concentration of sericin was increased up to 0.5 wt% due to the 

reduced particle size. Although the bound lipase quantity on the 

sericin/silica nanoparticles was lower than  that on the silica 

nanoparticle, the activity of lipase was higher when the 

concentration of sericin was 0.25 wt%. Reusability of the 

immobilized lipase on the sericin/silica nanoparticles were tested. 

The activity of immobilized lipase was retained even after seven 

recyclings.  Finally, the immobilized lipase on the prepared 

sericin/silica nanoparticles showed higher stability against 

methanol than free lipase. Therefore, it can be concluded that 

the immobilized lipase on the sericin/silica nanoparticles could 

potentially be utilized in the biodiesel synthesis process.

keywords : lipase, enzyme immobilization, sericin, silica
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