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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT    

 

Use of enzyme coated nanofiber for the 

synthesis of hexylglucoside using CSTR and PFR 

 

 

 

Hyo-joung Kim 

Advisor: Prof. Lee, Jung-Heon, PhD. 

Department of Chemical Engineering. 

Graduate School of Chosun University. 

 

 

Beta-glucosidase(BG) from almond (EC 3.2.1.21) shows wide 

substrate specificity and is used to break beta-glucosidic linkages 

of conjugated glucosides of disaccharides. Alkylglucosides are 

surfactants with good biodegradability and low toxicity produced by 

an enzymatic method. 

In this paper, highly stable and easily separable immobilized 

enzyme were developed using nanofibers as enzyme supporting 

materials. Beta-glucosidase(BG) was immobilized on the surface of 

the supporting materials with cross-linked enzyme aggregation. 

The properties of the immobilized enzymes on polyaniline nanofiber 

(PANI) and magnetically separable polyaniline nanofiber(PAMP) 

were compared. The storage stabilities of immobilized enzyme 

were higher than that of free enzyme. After 16days, free-BG, 



 VIII 

PANI-BG and PAMP-BG showed 32%, 37%, 77% of residual 

activity at 25℃. The optimal pH and temperature of free and 

immobilized enzymes were determined for the different reaction 

conditions. The optimal pH and temperature were 5.0 and 55℃, 

respectively.  

Hexylglucoside was synthesized using free-BG and immobilized 

BG under batch reactor, continuous stirred tank reactor(CSTR) and 

plug flow reactor(PFR). The conversions of hexylglucoside with 

free and immobilized enzymes were 6.76% and 4.19% under batch 

condition and those of free and immobilized enzymes were 6.58% 

and 14.68 For the different residence times(1, 2 and 4hr), the 

hexylglucoside conversions were 7.09%, 22.22% and 57.83% 

respectively. The maximum conversion 57.8% of hexylglucoside 

was obtained by cotton-PANI-BG at PFR (0.15ml/hr and 4hrs 

residence time) 

 

Keywords: beta-glucosidase, immobilized enzyme, hexylglucoside, 

CSTR, PFR. 
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제 1장 서론 

일반적으로 효소는 그 활성이 불안정하고 효소 반응은 반응 후 생성물 

과 효소의 분리가 매우 어려우며 많은 시간과 노력을 통하여 얻은 

값비싼 효소의 재사용이 불가능하여 이 결과 연속반응공정을 어렵게 

한다.  이와 같은 문제점을 해결하는 방법 중 효소의 고정화가 매우 

유용한 방법으로 인정되어 이에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다 

[1-5]. 고정화 효소(immobilized enzyme)는 효소단백질을 물에 녹지 

않는 담체에 물리적 또는 화학적 방법으로 부착시켜서 만든 물리적 

촉매(heterogeneous catalyst)의 하나이다.  이러한 효소 유도체는 안 

정성과 특이성이 높기 때문에 실질적으로 의학, 식품 또는 공업공정 

이나 폐기물 처리 등에 이용되고 있다.  고정화 효소에 대하여 연구 하 

는 목적으로 다음 세가지를 들 수 있다.  1)고정화 효소는 가용성 효소 

보다 공정과정에 있어서 경제적이며 이용하기가 편리하다. 2) 효소의 

물리 화학적 성질을 선택적으로 변화시킬 수 있다. 3) 세포막에 부착된 

생체 효소 연구를 위한 모형으로 사용할 수 있다.  현재 생산되고 있는 

고정화 효소가 모두 이와 같은 목적으로 쓰이고 있지는 않으나 

실질적으로 효소의 공업적 이용에 있어서 여러 가지 장점을 보여주고 

있다.  이러한 공정은 효소를 반응용액에서 쉽게 회수할 수 있기 때문에 

최종산물에 효소가 불순물로 남아있지 않고, 공정과정을 정확하게 

조정할 수 있는 것이 특징이다.  효소를 회수하여 재이용할 수 있기 

때문에 효소 이용 공정의 공업화에 있어서 단식(batch) 또는 연속적 

효소반응법 등을 쓸 수 있을 뿐 아니라 연쇄적 단계 반응 과정을 

효율적으로 처리할 수 있는 장점이 있다. 이러한 고정화 효소의 공업적 

이용도가 높은 것은 효소정제에 의하여 생산가가 높아진다 하더라도 

효소제품을 재이용 할 수 있고 또 효소 처리를 연속화 함으로서 경제성 

및 효율성을 높일 수 있다는 점에서 각광을 받고 있다.  분리된 효소를 

효율적, 경제적으로 운용하기 위해서는 효소가 열 및 pH에 대하여 



 2 

안정성을 가지며 재사용 할 수 있어야 한다.  효소의 고정화 방법으로는 

흡착법, 가둠법, 공유결합법 등이 있다.  흡착법은 담체 표면에 

부착시키는 방법으로 정전기력, 이온결합력, 소수성 결합과 같은 물리적 

힘을 이용한다.  공유결합법은 activated esters, bialdehydes, 

epoxides, amimes와 thiol등의 시약을 사용하여 담체에 효소를 

화학적으로 공유 결합시키는 방법이다[6]. 

본 연구에서는 고분자 기본구조가 비극성인 방향족 화합물로서 

극성이 큰 용매에는 거의 용해되지 않는 폴리아닐린을 지지체로 하여 

공유결합에 의해 고정화 시킨 효소를 효과적으로 이용하기 위한 

기초자료로 활용하기 위해 효소의 고정화 조건 및 고정화 효소의 

특성에 관하여 연구하고 이를 활용하여 hexylglucoside를 합성하고자 

하였다.  기능성 당 화합물을 합성하기 위해서는 단순 한 결합구조를 

가진 알킬글루코사이드(alkylglucoside)로부터 출발하여 필요로 하는 

결합구조를 형성시키거나 그 배열구조를 조절하는 것이 경제적이므로 

기능성 당 화합물을 생산하고자 하는 정밀 화학공업, 식품 과 화장품 

공업 및 약리학과 의학 등의 연구 분야에서는 최근 많은 관심과 함께 

알킬글루코사이드에 관한 연구[7-9]가 계속되고 있다. 알킬글루코사이 

드의 효소적 합성법은 Michael Trani 등[10], gudrun Liunger 등[11], 

Gabin Vic등[12], Paul Christakopoulos 등[13], Terez Balong등[14], 

mats Andersson 등[15] 의 많은 연구자에 의하여 연구되어 왔으나, 

높은 효소농도를 사용함에도 불구하고 반응속도와 수율이 낮고 여전히 

상용화 수준과는 거리가 멀 뿐만 아니라 체계적인 연구결과도 제시되어 

있지는 못한 실정이다.  따라서 본 연구에서는 강력한 자석에 의해 

반응조로부터 분리가 용이한 고정화 효소를 사용하여 batch, PFR, 

CSTR 에서 hexylglucoside를 합성하고 농도 관점에서 가장 바람직한 

효소반응 공정을 제시하였다.  알킬글루코사이드를 크로마토그래피법 

으로 분리.정제할 수 있으므로 반응공정과 분리공정을 통합 생산 
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공정으로 통합하면 기능성 알킬글루코사이드의 혁신적인 생산공정이 될 

것으로 전망된다. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4 

 

 

 

 

OH

H

H
H OH

HO H
O

H

HO
OH

O

H

H
H OH

HO H
O

H

HO

CH3

+

+ H2O

beta-glucosidase
D-glucose 1-Hexanol

Hexyl glucoside

Biose +

 

FigureFigureFigureFigure    1111....    Hexylglucoside synthesis from glucose and hexanolHexylglucoside synthesis from glucose and hexanolHexylglucoside synthesis from glucose and hexanolHexylglucoside synthesis from glucose and hexanol    

 

 

 



 5 

제2장 실험재료 및 방법 

 

제제제제 1 1 1 1 절절절절    실험재료실험재료실험재료실험재료  

본 연구에서는 beta-glucosidase(Fluka, EC.3.2.1.21 from almonds) 를 고정화 

할 효소로 사용하였고, 고정화 할 지지체로 polyaniline 을 사용하였으며, 효소 

활성측정을 위한 기질로서는 p-nitrophenyl beta-D-glucopyranoside(sigma)를 

사용하였다. 또한 본 연구에서는 Fe2O3, N,N-Dimethylformamide(sigma), sodium 

acetate buffer, sodium carbonate, sodium phosphate buffer(pH4~8), Tris buffer, 

protein assay kit, Ammonium peroxo disulfate 등 시약을 사용하였다.  위의 

시약들은 모두 Sigma 제품으로 사용하였다.  사용한 기기로는 반응온도 유지를 위해 

Thermo mixer(Fine mould precision znd.co), p-nitrophenol농도를 측정하기 위해 

UV-visible spectrophotometer(Amersham)을 사용하였다.   

    

제제제제 2 2 2 2 절절절절 BG BG BG BG    특성분석특성분석특성분석특성분석        

2222----1 BG 1 BG 1 BG 1 BG 고정화고정화고정화고정화    

2222----1111----1 PANI 1 PANI 1 PANI 1 PANI 제조제조제조제조    

Polyaniline nanofiber를 제조하기 위해서 ammonium peroxo disulfate 0.1% (w/w) 

와 aniline 용액(1M HCl 용액)을 격렬하게 섞는다.  고분자 중합 반응에 의해 

nanofiber 가 만들어지면 nanofiber 내에 있는 HCl 용액을 제거하기 위해 4 번 이상 

증류수로 씻어낸다. 제조된 시료는 사용을 위해 냉장 보관하였다. 

    

2222----1111----2 PAMP 2 PAMP 2 PAMP 2 PAMP 제조제조제조제조    

자석으로 분리가 가능한 polyaniline nanofiber 의 제조를 위해서 시약상에서 구입한 

iron oxide 나노입자를 고분자 중합 시 첨가하여 반응을 시켜 polyaniline 중합 시 

nanoparticle 등이 끼워 들어가는 형태 또는 nanoparticle 표면에 polyaniline 이 

coating 되는 형태의 자석에 의해 분리가 가능한 나노입자 또는 nanofiber 의 제조가 
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가능하였다.  이렇게 제조된 nanofiber 는 증류수로 4 번 이상 씻은 다음 효소의 

고정화를 위해 냉장고에 보관하였다.   

 

2222----1111----3 PANI3 PANI3 PANI3 PANI 와와와와    PAMPPAMPPAMPPAMP 지지체에지지체에지지체에지지체에 beta beta beta beta----glucosidaseglucosidaseglucosidaseglucosidase 의의의의    고정고정고정고정    

각각의 5ml vial 에 PANI 2mg, PAMP 2mg 을 넣는다.  beta-glucosidase 를 

10mg/ml 되게 pH 5.0 인 20mM sodium phosphate buffer 에 용해한 다음 이 

효소용액 1ml 을 취하여 각각의 PANI 2mg, PAMP 2mg 이 들어있는 5ml vial 에 

첨가하여 실온에서 200rpm 으로 30 분간 반응시킨다.  2 시간 후 상등액을 버리고 

20mM sodium phosphate buffer 로 200rpm 에서 5 분 동안 세척한 후 더 이상의 

효소가 떨어져 나오지 않을 때까지 세척과정을 5~10회 반복한다. 

 

2222----2 2 2 2 효소효소효소효소    고정화고정화고정화고정화    특성특성특성특성    

2222----2222----1 1 1 1 효소효소효소효소    고정화고정화고정화고정화    

beta-glucosidase(Fluka)를 pH 5.0인 20mM sodium phosphate buffer에 용해시켜 

0.1, 0.5, 1, 5, 10mg/ml 가 되도록 효소용액을 만들어서 PANI 와 PAMP 지지체에 

각각 고정화 하여 효소활성을 측정한다.   

 

2222----2222----2 2 2 2 효소효소효소효소    정량정량정량정량    

효소 고정화 반응 후 잔존 효소 정량은 800ul의 희석한 sample과 

200ul의 Brad ford reagent를 혼합하여 595nm에서 흡광도를 측정한 

후 검량곡선을 이용하여 정량 하는 Bradford method를 사용하였다

[16].  검량곡선은 Bovine serum albumin(BSA)로 작성하였다. 

 

 

2222----2222----3 3 3 3 효소효소효소효소    활성도활성도활성도활성도    측정측정측정측정    

효소의 활성도 측정을 위한 p-nitrophenol 검량곡선은 pH 5.0인 20mM 

sodium phosphate buffer 에 1mM p-nitrophenol을 녹인 후 일정농도 간격
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으로 희석하여 p-nitrophenol 검량곡선을 얻었다.  효소 활성도 측정은 

pNPG(p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside)를 beta-glucosidase와 반응시켜 

유리되는 p-nitrophenol을 420nm에서 흡광도를 측정하고[17] 검량곡선

과 비교하여 정량하였다. 

 

2222----3 3 3 3 최적최적최적최적 pH pH pH pH    

beta-glucosidase 와 PANI-BG, PAMP-BG 의 pH 에 따른 영향을 조사하기 위해서 

기질로써 1mM pNPG 가 이용되었고, pH 의 조절은 20mM sodium phosphate 

buffer를 이용하여 pH 4~8까지 바꿔가면서 유리되는 p-nitrophenol을 420nm에서 

흡광도를 측정하였다. 

 

2222----4 4 4 4 최적최적최적최적    온도온도온도온도    

beta-glucosidase 와 PANI-BG, PAMP-BG 의 온도의 영향 조사를 위해 pH 를 

beta-glucosidase 의 최적 pH 5.0 으로 고정하고, Thermo mixer(THERMO 

FINEMIXER 2000-DX, SHFINEMOULD PRECISION IND., CO.)를 이용하여 

온도를 25℃~62℃로 바꿔가면서 측정하였다. 

 

2222----5555    고정화고정화고정화고정화    효소의효소의효소의효소의    온도에온도에온도에온도에    대한대한대한대한    안정성안정성안정성안정성    조사조사조사조사    

pH 를 beta-glucosidase 의 최적 pH 5.0 으로 고정하고, storage temperature 를 

40℃, 60℃로 하여 7 일 동안 보관 하면서 자연 효소와 PANI-BG, PAMP-BG 의 

활성을 측정하는 방법으로 안정성을 조사하였다. 

 

2222----6666    효소반응효소반응효소반응효소반응    특성특성특성특성    

beta-glucosidase, PANI-BG, PAMP-BG 의 기질로써 1mM pNPG 를 사용하였고, 

농도의 범위는 0.06~1mM 로 하여 Kinetic constants 를 결정하였다.  사용된 효소는 

beta-glucosidase 0.005mg/ml, PANI-BG 0.1mg/ml, PAMP 0.1mg/ml 이고 pH와 
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온도 조건은 각각 5.0, 37℃이다.  Km과 Vm은 Lineweaver-Burk method에 의해 

Enzyme Kinetics pro software를 사용하여 구하였다. 

 

2222----7777    효소효소효소효소    안정성안정성안정성안정성    측정측정측정측정    

pH 5.0 인 20mM sodium phosphate buffer 를 용매로 한 beta-glucosidase,  

PANI-BG, PAMP-BG 용액을 25℃에서 200rpm으로 shaking 상태에서 보관하면서 

각각 효소의 활성을 측정하여 안정성을 조사하였다. 

 

제 3 절 Hexylglucoside 합성  

3333----1 1 1 1 시약시약시약시약    및및및및    기기기기기기기기        

Alkylglucoside 를 합성하기 위한 효소로는 beta-glucosidase(EC.3.2.1.21 from 

almond, Fluka)를 글루코시드 공여체로는 포도당(Glucose, Junsei)을 각각 사용하 

였고 글루코시드 수용체로는 헥산올(Hexanol, Aldrich)을 사용하였다. 양친매상을 

구성하기 위한 상용용매로는 GC 급의 2-메톡시에탄올(2-methoxyethanol, Fluka)을 

사용하였다. 포도당과 헥실글루코사이드의 농도를 측정하기 위해 HPLC system 을 

사용하였다. 기울기 용리 장치로 SCL-10Avp(system controller, Shimadzu)를 

사용하였고, 펌프는 LC-10ADvp (Shimadzu)를 사용하였다. ELSD-LT(low 

temperature-evaporative light scattering detector, Shimadzu)를 사용하여 

glucose 와 hexylglucoside 의 농도를 측정하였고, column 은 carbohydrate column 

ES 5u(4.6*250mm, Alltech)을  사용하였다. 이동상의 조제를 위하여 HPLC 급 

Acetonitrile (Duksan), Water(Duksan)을 사용하였고, hexylglucoside 농도를 

측정하기 위한 standard 시약으로는 hexyl-beta-D-glucoside 200mM solution 

(Biochemika, 4℃ 냉장보관)를 사용하였다.  

플러그 흐름 반응기(plug flow reactor, PFR)는 stainless steel 로 자체 제작한 

column 으로 용적이 4mm*47mm 이다. 제작한 column 안에 고정화 효소(cotton 에 

PANI-BG 100mg(enzyme 80mg/PA 10mg)를 붙인 것)를 넣었다. 유량조절을 위해  

syringe pump(perfusor)를 그리고 생성물 채집을 위해 fraction collector  
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(Retriever)를 사용하였으며, 반응온도를 37℃로 유지하기 위해 heating coil(Young 

ji precision & Industry co.)을 사용하였다.  연속혼합흐름 반응기 (continuoust 

stirred tank reactor, CSTR)장치로는 40ml vial을 반응기로 사용하였다.  

 

3333----2222    자연효소에자연효소에자연효소에자연효소에    의한의한의한의한 Hexylglucoside Hexylglucoside Hexylglucoside Hexylglucoside합성합성합성합성    

반응온도가 37℃로 유지된 8ml vial 반응기에서 GC 급의 2-methoxyethanol 을 

상용용매로 하는 양친매상 효소반응계를 구성하고 효소농도를 1mg/ml 로 하여 

hexylglucoside를 합성하였다. 3, 6, 9, 12, 32, 48시간에 시료 0.2ml을 채취하여  

-70℃ 냉동 보관 후 HPLC system[18]으로 glucose 와 hexylglucoside 농도를 

분석하였다.   

 

3333----3333    회분식회분식회분식회분식    반응기에서반응기에서반응기에서반응기에서    고정화고정화고정화고정화    효소에효소에효소에효소에    의한의한의한의한 Hexylglucoside  Hexylglucoside  Hexylglucoside  Hexylglucoside 합성합성합성합성            

beta-glucosidase 가 polyaniline 에 coating 된 PANI(40mg/5mg PANI)와 

PAMP(40mg/5mg PAMP)를 각각 넣은 8ml vial 반응기에 2-methoxyethanol 을 

상용용매로 하는 양친매상 효소반응계를 구성(2-methoxyethanol/water/ hexanol 

(60:40:40))하고 반응온도를 37℃로 유지하면서 hexylglucoside 를 합성하였으며 

최종 생성물 농도관점에서 자연효소와 비교하였다.  

 

3333----4444    PFRPFRPFRPFR에서에서에서에서    고정화고정화고정화고정화    효소에효소에효소에효소에    의한의한의한의한 Hexylglucoside  Hexylglucoside  Hexylglucoside  Hexylglucoside 합성합성합성합성        

용적이 4mm*47mm인 stainless steal column에 고정화 효소인 Cotton-PANI-

BG 100mg(enzyme 80mg loading)을 넣고 heating coil 을 이용하여 PFR 의 

반응온도를 37℃로 유지하였다. 2-methoxyethanol 을 상용용매로 하는 

양친매상(amphiphilic phase)을 syringe 에 넣고 syringe pump 를 이용하여 

유량을 각각 0.6ml/hr, 0.3ml/hr, 0.15ml/hr(체류 시간 각각 1, 2, 4 시간)로 

변화시키면서 hexylglucoside 를 합성 하였으며, fraction collector 에 채집된 

생성물을 HPLC system을 사용하여 glucose, hexylglucose농도를 분석하였다. 
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3333----5 5 5 5 CSTRCSTRCSTRCSTR에서에서에서에서    고정화고정화고정화고정화    효소에효소에효소에효소에    의한의한의한의한    hhhhexylglucoside exylglucoside exylglucoside exylglucoside 합성합성합성합성    

40ml vial에 고정화 효소 Cotton-PANI 100mg(enzyme 80mg loading)을 넣고 

양친매상(amphiphilic phase)10ml 에 glucose 25g/L 를 넣고 heating coil 을 

이용 하여 CSTR 의 반응온도를 37℃로 유지하였다.  Amphiphilic phase 를 

syringe 에 넣고 syringe pump 를 이용하여 유량을 0.3ml/hr(체류시간 

33 시간)로 하여 hexylglucoside 를 합성하였으며, 채집된 생성물은 HPLC 

system을 사용하여 농도를 분석하였다.  

 

3333----6 6 6 6 효소효소효소효소    재사용재사용재사용재사용    

고정화 효소인 PAMP-BG는 자석에 의해 회수가 용이하다.  

3-3 절에 언급된 고정화 효소에 의한 hexylglucoside 합성에 사용된 PAMP-

BG 를 강력한 자석을 사용하여 반응용액으로부터 회수한 후, 재사용 하였다.  

회수된 PAMP-BG 를 이용하여 37℃로 유지된 반응기(batch)에서 hexylgluco- 

side 합성실험을 수행하였다.  1 회 반응시간은 24 시간이었으며, 재회수해서 

사용한 횟수는 총 8회이다. 
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Figure Figure Figure Figure 2222....    Calibration curve for protein concentrationCalibration curve for protein concentrationCalibration curve for protein concentrationCalibration curve for protein concentration    
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Figure Figure Figure Figure 3333....    Calibration curve for hexCalibration curve for hexCalibration curve for hexCalibration curve for hexylglucoside concentrationylglucoside concentrationylglucoside concentrationylglucoside concentration    
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제제제제    3333    장장장장    결과결과결과결과    및및및및    고찰고찰고찰고찰    

제제제제 1 1 1 1 절절절절 BG  BG  BG  BG 특성특성특성특성    조사조사조사조사    

1111----1 1 1 1 효소효소효소효소    고정화고정화고정화고정화    능력능력능력능력    

Figure 4. 에서 보는 바와 같이 polyaniline 에 고정화된 각각 다른 농도의 beta-

glucosidase 는 PANI-BG 의 경우 5mg/ml, PAMP-BG 의 경우 10mg/ml 일 때 

상대적으로 높은 활성을 나타냈다.  그러므로 최대 고정화를 위한 효소의 농도는 각각 

5mg/mL, 10mg/mL 이라고 할 수 있다.  하지만, 이 경우에는 PANI-BG와 PAMP-

BG 에 고정화할 때 고정화 되지 못하고 버려지는 효소가 많다.  따라서 경제적인 

면을 고려할 때, 2mg PANI와 2mg PAMP에 고정화 하는 beta-glucosidase의 최적 

고정화 량은 비교적 활성이 높은 지점인 1mg/ml로 정하였다.  
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Figure Figure Figure Figure 4444....    Loading capacity of immobilizition mediaLoading capacity of immobilizition mediaLoading capacity of immobilizition mediaLoading capacity of immobilizition media    
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1111----2 2 2 2 최적최적최적최적 pH pH pH pH    

beta-glucosidase 및 고정화 효소 PANI-BG, PAMP-BG의 기질 pNPG에 대한 pH      

영향을 Figure 5. 에 나타내었다.  pH별 완충액에 있어서의 활성비교를 pH4~8 

까지의 범위 내에서 pH1 의 간격으로 반응을 진행시킨 후, pH 변화에 따른 활성 

변화를 관찰하였다. PANI-BG, PAMP-BG 의 경우 비교적 산성영역에서 최대의 

활성을 나타내고 있으며 중성으로 갈수록 활성이 저하되었다. pH 최적 활성 조건은 

pH5.0 으로서 자연 효소와 동일하였으나 중성 영역에 있어서는 자연 효소에 비하여 

상대적으로 높은 효소활성을 나타내어 효소의 고정화로 인해 pH 에 대한 안정성이 

높아졌음을 확인하였다.  고정화 효소의 활성은 pH 에 따라 자연효소와 차이가 나는 

경우가 많다고 알려져 있다[19].  이것은 대부분의 담체가 어느 정도 전하를 띠고 

있으므로 그로 인하여 반응용액(macroenvironment)의 pH 와 고정화 효소가 있는 

미세환경의 pH가 서로 다르기 때문이다[20]. 
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Figure Figure Figure Figure 5555.... Effect of pH on the activity of free and immobilized beta Effect of pH on the activity of free and immobilized beta Effect of pH on the activity of free and immobilized beta Effect of pH on the activity of free and immobilized beta----

glucosidase at 37glucosidase at 37glucosidase at 37glucosidase at 37℃℃℃℃    
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1111----3 3 3 3 최적최적최적최적    온도온도온도온도    

자연 효소 및 고정화 효소의 기질 pNPG 에 대한 활성의 반응온도에 대한 영향을 

Figure 6. 에 나타냈는데 고정화 효소의 효소 활성의 최적 온도 조건은 55℃로써 

자연 효소와 동일한 것으로 나타났다.  온도에 대한 안정성은 자연 효소의 경우 

25℃에서 43%, 55℃에서 100%, 65℃에서 61%의 활성을 보여 온도에 영향을 

많이 받는 것으로 보여지며, PANI-BG 와 PAMP-BG 의 경우 45℃~65℃ 

영역에서 94%이상의 활성을 보여 효소의 고정화로 인해 온도에 대한 안정성이 

높아졌음을 확인하였다.  또한, 고정화 효소는 자석에 의해 반응조로부터 쉽게 

회수될 뿐 아니라 연속적으로 사용할 수 있기 때문에 공정의 경제성을 높일 수 

있으며 생성물과 효소가 분리되어 사용할 수 있어 생성물의 정제가 간편해지고 반응 

정도를 우리가 원하는 만큼 제어할 수 있다. 
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Figure Figure Figure Figure 6666.... Effect of te Effect of te Effect of te Effect of temmmmperature on the activperature on the activperature on the activperature on the activity of free and immobilized ity of free and immobilized ity of free and immobilized ity of free and immobilized 

betabetabetabeta----glucosidase glucosidase glucosidase glucosidase 
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1111----4444    고정화고정화고정화고정화    효소의효소의효소의효소의    온도에온도에온도에온도에    대한대한대한대한    안정성안정성안정성안정성(stability)(stability)(stability)(stability)    

beta-glucosidase 및 고정화 효소 PANI-BG, PAMP-BG 의 기질 pNPG 에 대한 

온도 영향을 Figure 7. 에 나타내었다.  온도에 의한 활성변화 측정은 20mM 

sodium phosphate buffer(5.0)중에서 각각 40℃, 60℃ 에서 7 일 동안 저장하였을 

때, 저장기간에 따른 잔존 효소활성의 변화를 측정하여 장기저장에 따른 효소활성을 

관찰하였다. 60℃ 에서 1 일 동안 저장한 자연 효소 및 고정화 효소의 잔존 

효소활성은 없는 것으로 나타났다.  40℃ 에서 3 일 동안 저장한 자연 효소의 경우 

잔존 효소활성은 38.8%였고, 7 일 동안 저장한 경우 잔존 효소활성은 1.0%였다.  

고정화 효소 PANI-BG 는 3 일 동안 저장한 경우 잔존 효소활성은 27.9%, 7 일 

동안 저장한 경우 3.0%였다.  PAMP-BG 의 3 일 동안 저장한 경우 잔존 

효소활성은 80.4%로 높은 활성을 유지하였고, 7 일 동안 저장한 경우 40.2%로 

비교적 높은 활성을 유지하였다. 이것은 고정화에 의해서 열 안정성이 증가되었음을 

말해 주고 있다.  고정화로 인해 최적온도가 향상된다는 보고는 여러 논문에서도 

보고된 바가 있다[21-23].  본 연구에서도 고정화 효소의 장점 중의 하나인 여러 

특성 중 특히 열에 대한 안정성이 높아졌음을 확인하였다. 
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Figure Figure Figure Figure 7777.... Storage stability of free and immobilized beta Storage stability of free and immobilized beta Storage stability of free and immobilized beta Storage stability of free and immobilized beta----

glucosidase at 40glucosidase at 40glucosidase at 40glucosidase at 40℃℃℃℃, 60, 60, 60, 60℃℃℃℃ and pH 5.0 and pH 5.0 and pH 5.0 and pH 5.0    
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1111----5555    효소효소효소효소    반응반응반응반응    특성조사특성조사특성조사특성조사((((Km,Km,Km,Km,    Vm,Vm,Vm,Vm,    Kcat)Kcat)Kcat)Kcat)    

Michaelis-Menten constants Km 과 Vmax 는 효소와 기질의 상호작용의 특성을 

나타내며, 초기 효소 농도에 비례하여 증가되는 값으로 효소의 최대 반응속도를 

나타내는 중요한 매개 변수들이다.  본 실험에서는 자연 효소와 고정화 효소의 초기 

효소 농도가 다르기 때문에 이를 보정하기 위해 Vm 을 초기 효소 농도로 나눠주는 

Kcat 을 도입하였다.  Table 1. 에서 보는 바와 같이 자연 효소의 초기 효소 농도를 

0.005mg/ml 로 하였을 때 Vmax 0.27, Km 1.13, Kcat 54 이다.  PANI-BG 의 

초기 효소 농도를 0.1mg/ml 로 하였을 때, Vmax 0.4, Km 4.91, Kcat 4 로 

자연효소에 비해 13.5 배 정도 반응속도가 감소하는 것을 볼 수 있고, PAMP-BG 의 

초기 효소 농도를 0.1mg/ml 로 하였을 때, Vmax 0.49, Km 4.07, Kcat 4.9 로 

자연효소에 비해 11 배 정도 반응속도 감소 하는 것을 볼 수 있다(Figure 8~10).  

이것은 효소의 지지체에 공유결합으로 기질 확산 저항[24, 25], 기질분배의 문제점, 

단백질의 구조적인 변화[26], 단백질의 유동성의 감소 등으로 인해서 활성도의 

감소가 일어난 것으로 생각된다[27].  

    

 



 22 

 

 

 

 

-4.0 -2.0 0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
-10

 0

10

20

30

40

50
Lineweaver-Burk

1/[S]

1/
V

o

[I] = 0.00

 

Figure Figure Figure Figure 8888....    LineweaverLineweaverLineweaverLineweaver----Burk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the Michaelis----

Menten constant (Km) and maximum velocity(Vmax) of free betaMenten constant (Km) and maximum velocity(Vmax) of free betaMenten constant (Km) and maximum velocity(Vmax) of free betaMenten constant (Km) and maximum velocity(Vmax) of free beta----

glucosidase pH 5.0 and 37glucosidase pH 5.0 and 37glucosidase pH 5.0 and 37glucosidase pH 5.0 and 37℃℃℃℃    
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Figure Figure Figure Figure 9999.... Lineweaver Lineweaver Lineweaver Lineweaver----Burk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the Michaelis----

Menten constant (Km) and maximum velocityMenten constant (Km) and maximum velocityMenten constant (Km) and maximum velocityMenten constant (Km) and maximum velocity    (Vmax) of PANI(Vmax) of PANI(Vmax) of PANI(Vmax) of PANI----BG BG BG BG 

pH 5.0 and 37pH 5.0 and 37pH 5.0 and 37pH 5.0 and 37℃℃℃℃    
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Figure Figure Figure Figure 10101010.... Lineweaver Lineweaver Lineweaver Lineweaver----Burk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the MichaelisBurk plots to determine the Michaelis----

Menten constant (Km) and maximum velocityMenten constant (Km) and maximum velocityMenten constant (Km) and maximum velocityMenten constant (Km) and maximum velocity    (Vmax) of PAMP(Vmax) of PAMP(Vmax) of PAMP(Vmax) of PAMP----

BG pH 5.0 and 37BG pH 5.0 and 37BG pH 5.0 and 37BG pH 5.0 and 37℃℃℃℃    
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Table Table Table Table 1111....    List of kinetic parameters for the free and immobilized List of kinetic parameters for the free and immobilized List of kinetic parameters for the free and immobilized List of kinetic parameters for the free and immobilized 

betabetabetabeta----glucosidaseglucosidaseglucosidaseglucosidase....    

Enzyme  Enzyme  Enzyme  Enzyme      

Enzyme loadingEnzyme loadingEnzyme loadingEnzyme loading    

amount amount amount amount     

 ( ( ( (mg/mLmg/mLmg/mLmg/mL))))    

KmKmKmKm (mM) (mM) (mM) (mM)    
VmVmVmVm    

(mmol/min)(mmol/min)(mmol/min)(mmol/min)    

KKKKcatcatcatcat    

(mmol/min(mmol/min(mmol/min(mmol/min∙∙∙∙mg mg mg mg 

protein)protein)protein)protein)    

FreeFreeFreeFree----BGBGBGBG    0.0050.0050.0050.005    1.131.131.131.13    0.270.270.270.27    54545454    

PANIPANIPANIPANI----BGBGBGBG    0.10.10.10.1    4.914.914.914.91    0.40.40.40.4    4444    

PAMPPAMPPAMPPAMP----BGBGBGBG    0.10.10.10.1    4444.07.07.07.07    0.490.490.490.49    4.94.94.94.9    
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1111----6666    효소효소효소효소    안정성안정성안정성안정성    조사조사조사조사    

자연 효소와 고정화 효소를 20mM sodium phosphate buffer(pH5.0)중에서 장기 

저장하였을 때, 저장 기간에 따른 잔존 효소 활성의 변화를 측정하여 안정성을 

조사한 결과를 Figure 11. 에 나타내었다.  각각 25℃에서 200rpm 으로 흔들어주는 

조건하에 16 일간 보관하면서 활성을 측정하였다.  그 결과, 자연 효소를 7 일 동안 

보관한 경우에는 잔존 효소 활성이 63%로 떨어졌으며, 16 일째는 32% 정도의 

활성을 유지하였다.  고정화 효소 PANI-BG 를 7 일 동안 보관한 경우에는 76%, 

16 일 동안 보관한 경우에는 36%로 자연 효소 보다 4~13%정도 활성이 높았고, 

PAMP-BG 를 7 일 동안 보관한 경우에는 100% 이상의 높은 활성을 유지하였고 

16 일 동안 보관한 경우에는 76% 이상이었다.  이것은 자연 효소에 비해 37~44% 

정도의 활성이 더 유지된다는 것을 보여주는 결과였다.  효소 고정화는 효소의 

안정성을 향상시키는 매우 효과적인 방법으로 알려져 있으며[28] 이것은 

효소단백질이 담체에 결합되어 있는 상태에서는 변성 조건하에서도 변성이 쉽게 

일어나지 않기 때문이다. 
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Figure Figure Figure Figure 11111111.... Storage stability o Storage stability o Storage stability o Storage stability of free and immobilized betaf free and immobilized betaf free and immobilized betaf free and immobilized beta----

glucosidase at 25glucosidase at 25glucosidase at 25glucosidase at 25℃℃℃℃, 200rpm and pH 5.0, 200rpm and pH 5.0, 200rpm and pH 5.0, 200rpm and pH 5.0    
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제 2 절 Hexylglucoside 합성 

2222----1111    회분식회분식회분식회분식    반응기에서의반응기에서의반응기에서의반응기에서의    자연자연자연자연    효소효소효소효소와와와와    고정화고정화고정화고정화    효소효소효소효소에에에에    의한의한의한의한 hexylglu hexylglu hexylglu hexylglu----    

coside coside coside coside 합성합성합성합성        

2-methoxyethan/water/hexanol (60/20/20, %, v/v)의 반응매질에서 포도당의 

농도를 25g/L, 자연 효소의 농도를 1mg/mL, 고정화 효소(PANI-BG, PAMP-

BG)의 농도를 8mg/mL 로 하여 회분식 반응기에서 hexylglucoside 를 합성하였고 

시간에 따른 생성물 농도를 Figure 12. 에 나타내었다.  그림에서는 고정화된 효소의 

농도가 8 배 많음에도 불구하고 자연 효소에 의해 합성된 생성물 농도가 훨씬 많음을 

볼 수 있다. 이는 글루타알데하이드에 의해 효소를 고정화 할 경우 효소들이 

글루타알데하이드에 의해 가교결합이 되면 불용성 집합체를 형성하거나, 흡착된 

효소끼리 서로 연결되기도 한다.  때문에 PANI-BG, PAMP-BG 에 의한 생성물의 

농도가 자연효소에 비해 낮은 이유는 가교 연결로 인한 효소의 활성부위 변화와 

확산저항에 의한 것으로 판단된다.  하지만 자연 효소는 공정이 끝난 후 회수가 

어렵지만 고정화 효소는 자석에 의해 회수가 용이하므로 고정화 효소를 재회수하여 

사용한다면 이는 자연 효소를 사용한 공정보다 더 경제적이라고 생각된다. 
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Figure Figure Figure Figure 12121212.... Synthesis of hexylglucoside with free and two types of  Synthesis of hexylglucoside with free and two types of  Synthesis of hexylglucoside with free and two types of  Synthesis of hexylglucoside with free and two types of 

immobilized betaimmobilized betaimmobilized betaimmobilized beta----glucosidase (glucosidase (glucosidase (glucosidase (●●●●) free) free) free) free----BG, (BG, (BG, (BG, (▲▲▲▲)PANI)PANI)PANI)PANI----BG, BG, BG, BG, 

((((■■■■))))PAMPPAMPPAMPPAMP----BG  The reactions were carried out using 25gBG  The reactions were carried out using 25gBG  The reactions were carried out using 25gBG  The reactions were carried out using 25g/L glucose/L glucose/L glucose/L glucose    

at 37at 37at 37at 37℃℃℃℃    
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2222----2 2 2 2 PFRPFRPFRPFR에서의에서의에서의에서의    고정화고정화고정화고정화    효소에효소에효소에효소에    의한의한의한의한    hexylglucosidehexylglucosidehexylglucosidehexylglucoside    합성합성합성합성        

Figure 13. 은 PFR용적이 4mm*47mm인 관을 사용하여 머무름 시간에 따른 생성물 

농도의 변화를 나타낸 것이다.  그림에서와 같이 생성물의 농도가 머무름 시간에 

따라 증가 하였으며, 머무름 시간이 4 시간이었을 때는 생성물의 농도가 최고 

6.06mM 을 나타내었고 이내 2 시간 마다 5mM 이상의 생성물 농도를 나타내었다.  

이는 Table 2. 에서 보는 바와 같이 자연 효소에 의해 batch에서 합성된 hexylglu-

coside 농도가 반응시간 48 시간에 conversion 이 6.58% 인 것을 생각할 때 머무름 

시간이 4 시간인 경우의 PFR 에 의해 합성된 생성물은 28 시간의 반응시간을 기준으 

로 볼 때 conversion 이 57.83%로 매우 높은 전화율을 보였다.  따라서 PFR 에 

의한 hexylglucoside 합성이 매우 바람직한 반응공정이라 판단된다. 
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Figure Figure Figure Figure 13131313....    Synthesis of hexylglucoside by cottonSynthesis of hexylglucoside by cottonSynthesis of hexylglucoside by cottonSynthesis of hexylglucoside by cotton----PANIPANIPANIPANI----BG at PFR BG at PFR BG at PFR BG at PFR 

4hr RT (4hr RT (4hr RT (4hr RT (●●●●), 2hr RT ), 2hr RT ), 2hr RT ), 2hr RT ((((▲▲▲▲), and 1hr RT (), and 1hr RT (), and 1hr RT (), and 1hr RT (■■■■))))
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2222----3 3 3 3 CSTRCSTRCSTRCSTR에서에서에서에서    고정화고정화고정화고정화    효소에효소에효소에효소에    의한의한의한의한    hexylglucosidehexylglucosidehexylglucosidehexylglucoside    합성합성합성합성        

Figure 14. 는 CSTR 에서 고정화 효소 PANI-BG, PAMP-BG 를 

사용하여 유량 0.3mL/hr, 반응부피 10mL, 머무름 시간 33 시간으로 

하였을 때 합성된 hexylglucoside 의 농도를 나타낸 것이다.  그림에서 

보는 바와 같이 반응시간 80 시간 이후에 반응이 정상상태로 가는 것을 

보여 주었으나, 최종 생성물 농도 관점에서 볼 때 PFR 에 비해 conve-

rsion 이 14.68%로 매우 낮음을 볼 수 있다.  CSTR 은 반응기 부피당 

반응물의 conversion 이 흐름 반응기들 중 가장 작기 때문에 높은 

conversion 을 얻기 위해서는 대단히 큰 반응기를 사용해야 할 것으로 

생각된다. 
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Figure Figure Figure Figure 14141414.... Synthesis of hexylglucoside by cotton Synthesis of hexylglucoside by cotton Synthesis of hexylglucoside by cotton Synthesis of hexylglucoside by cotton----PANIPANIPANIPANI----BG ( flow BG ( flow BG ( flow BG ( flow 

rate 0.3ml/hr, RT 33hr)rate 0.3ml/hr, RT 33hr)rate 0.3ml/hr, RT 33hr)rate 0.3ml/hr, RT 33hr)    
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Table Table Table Table 2222....    Effect of reactors on glucose conversion and produced hexylglucoside concentration.Effect of reactors on glucose conversion and produced hexylglucoside concentration.Effect of reactors on glucose conversion and produced hexylglucoside concentration.Effect of reactors on glucose conversion and produced hexylglucoside concentration.    

ReactorReactorReactorReactor    

EnzEnzEnzEnzyme yme yme yme 

concentration concentration concentration concentration 

(mg/mL)(mg/mL)(mg/mL)(mg/mL)    

Glucose Glucose Glucose Glucose 

concentration concentration concentration concentration 

(mmol)(mmol)(mmol)(mmol)    

ReacReacReacReacttttion time (hr)ion time (hr)ion time (hr)ion time (hr)    
Conversion Conversion Conversion Conversion 

(%)(%)(%)(%)    

Product Product Product Product 

concentration concentration concentration concentration 

(mM)(mM)(mM)(mM)    

1 (Native)1 (Native)1 (Native)1 (Native)    138.70138.70138.70138.70    48484848    6.766.766.766.76    9.379.379.379.37    

8 (PANI8 (PANI8 (PANI8 (PANI----BG)BG)BG)BG)    138.70138.70138.70138.70    48484848    4.194.194.194.19    5.815.815.815.81    BatchBatchBatchBatch    

8 (PAMP8 (PAMP8 (PAMP8 (PAMP----BG)BG)BG)BG)    138.70138.70138.70138.70    48484848    6.586.586.586.58    9.139.139.139.13    

138.70138.70138.70138.70    28 28 28 28 (0.6mL/hr, RT : 1hr)(0.6mL/hr, RT : 1hr)(0.6mL/hr, RT : 1hr)(0.6mL/hr, RT : 1hr)    7.097.097.097.09    9.839.839.839.83    

138.70138.70138.70138.70    28 (0.3mL/hr, RT : 2hr)28 (0.3mL/hr, RT : 2hr)28 (0.3mL/hr, RT : 2hr)28 (0.3mL/hr, RT : 2hr)    22.2222.2222.2222.22    30.6930.6930.6930.69    PFRPFRPFRPFR    8 (PAMP8 (PAMP8 (PAMP8 (PAMP----BG)BG)BG)BG)    

138.70138.70138.70138.70    28 (0.15mL/hr, RT : 4hr)28 (0.15mL/hr, RT : 4hr)28 (0.15mL/hr, RT : 4hr)28 (0.15mL/hr, RT : 4hr)    57.8357.8357.8357.83    80.2880.2880.2880.28    

CSTRCSTRCSTRCSTR    8 (PAMP8 (PAMP8 (PAMP8 (PAMP----BG)BG)BG)BG)    138.70138.70138.70138.70    28 (0.3ml/hr, RT : 33hr)28 (0.3ml/hr, RT : 33hr)28 (0.3ml/hr, RT : 33hr)28 (0.3ml/hr, RT : 33hr)    14.6814.6814.6814.68    10.1910.1910.1910.19    
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2222----4 4 4 4 고정화고정화고정화고정화    효소의효소의효소의효소의    재사용재사용재사용재사용    

자석으로 분리가 가능한 고정화 지지체인 PAMP에 효소를 고정화 시킨  

후에 이를 사용하여 hexylglucoside 를 합성하는 실험을 반복하여 고정 

화 효소의 재사용 가능성을 실험하였다.  이러한 일련의 실험은 효소의 

재활용을 통하여 효소의 사용량을 감소 시키고 효소의 재사용을 통하여 

경제적인 효과를 얻기 위한 과정이었다.  Figure 16. 에서 보는 바와 

같이 본 연구를 통하여 고정화 효소를 사용하고 이를 자석으로 회수한 

후에 다시 사용하는 반복되는 과정을 통하여 사용한 결과 한번 회수 할 

때마다 회수되는 효소의 양이 95% 이상으로 8 번 반복해서 사용한 

경우 회수되는 효소의 양이 PANI-BG 는 초기 효소활성도의 66%, 

PAMP-BG 는 초기 효소 활성도 의 71%의 회수율을 보여주었다.  

회수율의 감소는 고정화 효소가 탈착되어 총괄적인 효소의 활성도 

감소로 나타난 것으로 판단된다.  Figure 17. 은 효소의 회수과정을 

사진으로 보여준 것이다.  본 연구에서 개발한 고정화 효소는 자석에 

빠른 속도로 붙기 때문에 분리가 용이 하면서 반응액으로부터 깨끗하게 

분리되는 모습을 보여주고 있다. 

 

 

 

 

 



 36 

 

 

Recycle time

0 2 4 6 8 10

h
ex

yl
g

lu
co

si
d

e(
m

M
)

2

4

6

8

10

12

14 recycle time of PANI-BG 
recycle time of PAMP-BG 

 

Figure Figure Figure Figure 15151515.... Effect of enzyme recycle on synthesis of hexylglucoside Effect of enzyme recycle on synthesis of hexylglucoside Effect of enzyme recycle on synthesis of hexylglucoside Effect of enzyme recycle on synthesis of hexylglucoside    

 



 37 

 

 

Recycle Number

0 2 4 6 8 10

R
el

at
iv

e 
ac

ti
vi

ty
 (

%
)

0

20

40

60

80

100

120

PANI-BG 
PAMP-BG 

 

Figure Figure Figure Figure 16161616.... Effect of recycle on  Effect of recycle on  Effect of recycle on  Effect of recycle on enzymeenzymeenzymeenzyme activity activity activity activity    
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Figure Figure Figure Figure 17171717....    The immobilized enzymes (A : cottonThe immobilized enzymes (A : cottonThe immobilized enzymes (A : cottonThe immobilized enzymes (A : cotton----PANIPANIPANIPANI----BG, B : BG, B : BG, B : BG, B : 

PAMPPAMPPAMPPAMP----BG) and recovered with magnets (C)BG) and recovered with magnets (C)BG) and recovered with magnets (C)BG) and recovered with magnets (C)    

(C) (B) 

(A) 
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제제제제 4 4 4 4 장장장장    결론결론결론결론    

Polyaniline 의 산업적 응용분야 중 효소의 고정화 지지체로서의 가능성 

을 확인하기 위한 방법으로 beta-glucosidase 를 glutaraldehyde 를 

이용한 공유결합에 의한 고정화를 시도, 여러 가지 반응조건에서의 

활성변화를 자연 효소와 비교해 보았으며, 자석에 의해 회수가 용이한 

고정화 효소를 이용하여 hexylglucoside 를 합성함에 있어서 가장 

바람직한 반응공정을 제시하였다. 

 

1. PANI, PAMP 에 고정화 할 때 beta-glucosidase 의 최적 고정화 

양은 1mg/mL 였으며 pH 최적 활성 조건은 pH 5.0, 최적 온도 조건은 

55℃로 자연효소와 동일하였다.  또한 40℃에서 자연효소와 고정화 

효소를 7 일 동안 저장하였을 때 잔존 효소 활성을 측정한 결과 3 일째 

저장한 경우 자연효소의 잔존 활성은 38.8%였고, 7 일째는 1.0%였다.  

PANI-BG 는 3 일째 27.9%였고 7 일째 3.0%였다.  PAMP-BG 의 

경우 3 일째 80.4%로 높은 활성을 유지하였고 7 일째 40.2%로 비교적 

높은 활성을 유지하여 효소 고정화로 인해 열에 대한 안정성이 

높아졌음을 확인하였다.  자연 효소와 고정화 효소를 25℃에서 흔들어 

주는 조건하에 장기저장 하면서 잔존 효소 활성을 측정한 결과 저장 

16 일째 자연 효소는 32%정도의 활성을 유지하였고, PANI-BG 는 

36%로 자연효소 보다 4~13%정도 활성이 높았고, PAMP-BG 의 

경우는 76%로 자연 효소보다 37~44%정도의 높은 활성을 유지하여 

효소의 고정화로 인해 장기저장에 따른 효소의 안정성이 향상 되었음을 

확인하였다. 

 

2. 자석에 의해 반응공정으로부터 회수가 용이한 고정화 효소를 이용 

하여 회분식 반응기, PFR, CSTR에서 hexylglucoside를 합성하여 자연 

효소에 의해 합성된 hexylglucoside의 농도와 비교한 결과, 회분식 
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반응기에서 자연 효소에 의해 합성한 경우 6.76% 전화율을 보였고, 

PANI-BG에 의한 경우 4.19%, PAMP-BG에 의한 경우 6.58%의 

전화율을 보였다.  CSTR 에서 cotton-PANI-BG를 이용하여 합성한 

경우 14.68% 전화율을 보였으며, PFR반응기에서 머무름 시간을 

1시간으로 하였을 때 7.09%, 2시간으로 하였을 때 22.22%, 4시간으로 

하였을 때 57.83%로 매우 높은 전화율을 보였다.  이는 기존에 연구된 

hexylglucoside 합성[13] 전화율이 최고 26%였음을 고려할 때, 본 

연구에서 고정화 효소를 이용한 PFR 반응기에서의 hexylglucoside 

합성 반응공정은 이에 매우 효과적임을 알 수 있으며, 나아가 

알킬글루코사이드의 연속생산공정을 상업적으로 발전시킬 수 있는 

가능성을 제시한 것으로 판단된다.  
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